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RESUMO

CONSTITUINTES QUIMICOS DE CINCO ESPECIES DE ECHINODORUS
E
AVALIACAO DO BETA-PINENO COMO SUBSTRATO PARA OBTENCAO DE
QUIRONS MAIS ELABORADOS.

Clara Megumi Abe Tanaka
Fundagio Universidade Estadual de Maringé, DQI, Maring4 87020-900. PR, Brasil

Anita Jocelyne Marsaioli
Instituto de Quimica, UNICAMP, Campinas, 13081-970, SP, Brasil

Esta tese foi dividida em duas partes:

Na primeira parte, apresentamos o isolamento ¢ identificaggo dos metabdlitos
secundrios presentes nos peciolos e folhas de Echinodorus grandiflorus coletada na regifio de
Curitiba-PR. A partir dos estudos fitoquimicos convencionais isolamos e identificamos 11
compostos: o fitol (8), o 4cido hardwickico(14) o 4cido echindico (16), quatro derivados
clerodanicos 17a, 18, 19 e 20a, dois derivados esteroidais e dois 4cidos graxos sendo os
compostos 16, 18 ¢ 20a inéditos. Determinou-se a configuragdo absoluta do clerodano 18 como
sendo 4cido (-)-16-hidroxicleroda-3,13-dien-16, 15-olide-18-6ico, {4aa, 6a, 8aa)-1-carboxi-
5(8)-[2(2,5-diidro-2-oxo0-4-furanil)-etil-5, 6, 8a-trimetil-3, 4, 4a, 5, 6, 8, 8a-octaidronaftaleno]}
pela sintese do padriio homoquiral a partir do composto de configuragéo absoluta conhecida, o (-
)-acido hardwickico (14).

Com o objetivo de otimizar um método rapido no controle da composigdo de
Echinodorus grandiflorus ¢ Echinodorus macrophyllus ambos conhecidos como “chapéu de
couro” utilizadas na medicina popular como diurético ¢ no tratamento de reumatismo,
estabelecemos inicialmente um método adequado para a derivatizacdo do extrato metandlico
bruto de Echinodorus grandiflorus por trés métodos diferentes:

1) sililagdo com bis-(trimetilsililtrifluoroacetamida)



2) metilagfio com diazometano

3) metilacéio seguida por sililagdo,

A avaliagdo destes trés métodos com Echinodorus grandiflorus revelou que a
metilagdo produz artefatos pela adicdo da molécula do diazometano ao grupo carboxilico alfa-
beta insaturado e lactona. A derivagiio com bis-(trimetilsililtrifluroroacetamida) foi considerada
mais adequada.

" A analise comparativa por CG/EM dos extratos metandlicos bruto de Echinodorus
macrophyllus, E. tenellus, E. longipetalus e E. aschersonianus revelou que os clerodanos e
cembranos sdo substincias caracteristicas de E. grandiflorus, enquanto que em outros membros
deste género essas substincias estio em menor quantidade ou tragos.

A segunda parte desta tese trata da utilizagfio do beta-pineno e seus produtos de |
oxidag@o com esqueletos ciclopentinico e cicloexinico para a obten¢io de quirons. Os resultados
experimentais revelaram que estes substratos nfo sSo candidatos adequados para novas

transformagdes quimicas devido a tendéncia de se rearranjarem



ABSTRACT

CHEMICAL CONSTITUENTS OF FIVE ECHINODORUS SPECIES AND
EVALUATION OF BETA-PINENE AS STARTING MATERIAL FOR MORE
ELABORATE CHIRONS

Clara Megumi Abe Tanaka
Fundagio Universidade Estadual de Maring4, DQI, Maringa 87020-900, PR, Brasil

Anita Jocelyne Marsaioli
Instituto de Quimica, UNICAMP, Campinas, 13081-970, SP, Brasil

The present thesis has been divided into two sections

The first part concerns the isolation and identification of the secondary metabolites
of the leaves and pecioles of Echinodorus grandiflorus from Curitiba —PR. Conventional
phytochemical analysis resulted in the identification of 11 compounds : phytol (8), hardwickic
acid, methyl ester (14a), echinoic acid (16), four clerodane derivatives 17a, 18, 19 and 20a, two
steroid derivatives and two fatty acids. Compounds 16, 18 and 20a have not been previously
reported in the literature. The absolute configuration of clerodane 18 was determined as (-)-16-
hydroxycleroda-3,13-dien-16,15-o0lide-190ic acid, (4aa,6a,8ac)-1-carboxy-5(S)-{2(2,5-dihydro-
5-hidroxy-2-oxo-4-furanyl)-ethyl-5,6,8a-trimethyl-3, 4, 4a, 5, 6, 7, 8, 8a-octahydro-naphthalene
by hemisynthesis using (-)-hardwickic acid , a natural compound of kmown absolute
configuration, as starting material.

With the objetive of optimizing a rapid method to control the composition of
Echinodorus grandiflorus and Echinodorus macrophyllus both known as “chapéu de couro” and
applied in folk medicine as diuretic and to treat rheumatisms, we have first established a valid
protocol derivatizing the crude methanolic extracts of Echinodorus grandiflorus in three different
ways:

1) silylation with bis-(trimethylsilyktrifluoroacetamid)
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2) methylation with diazomethane

3) methylation followed by silylation

Evaluation of the three methodologies with the Echinododrus grandiflorus
revealed that the methylation produced artefacts by the addition of the diazomethane molecule to
the alfa-beta unsaturated carboxylic acid and lactones moicties. The sylilation with bis-
(trimethylsilyltrifluoroacetamid) was the derivatization of our choice.

The comparison analysis of the GC/MS of the silylated crude extracts of Echinodorus
macrophyllus, E. tenellus, E. longipetalus, E. aschersonianus revealed that clerodane and
cembranes are characteristic compounds of E. grandiflorus while in the other members of this
genus these compounds are in either minor or trace amounts.

The second part of this thesis deals with the application of beta pinene and its
oxydation products possessing cyclopentane and cychexane moieties to the production of chirons.
The experimental results reveal that these substrates are not adequate good candidates to further
chemical transformations due to their tendency to rearrange.
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SIMBOLOS E ABREVIACOES

Ac: acetato de etila

CC: cromatografia de coluna

CCD cromatografia em camada delgada

CG: cromatografia gasosa

CG/EM: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

COSY: espectro bidimensional de correlagio homonuclear (HxH) a uma ligagio.
DEPT: melhoramento sem distorgio por transferéncia de polarizagéo.

d: dubleto.

dd: duplo dubieto.

DCC: dicicloexilcarbodiimida

DIPEA: diisopropiletilamina.
DMPA: 4-N-N-dimetilaminopiridina.

E: espectro.

EAcl: extrato acetato de etila de peciolos obtido a partir do extrato etandlico
EAc2: extrato acetato de etila de folhas obtido a partir do extrato etanélico
EM: espectro de massas

EAcEp: extrato acetato de etila de peciolos

EAcEg extrato acetato de etila etilico de folhas

EAcEMS  extrato acetato de etila metilado e sililado de peciolos
EACE,MS  extrato acetato de etila metilado e sililado de folhas.

EEM: extrato etandlico metilado de folhas.

EEMA: extrato etandlico metilado e acetilado de folhas
EEMS: extrato etanélico metilado e sililado de folhas.
EEpM: extrato etandlico metilado de peciolos.
EEpMA: extrato etanolico metilado acetilado de peciolos.
EEsMS: extrato etandlico metilado e sililado de peciolos.
EMM: extrato metanolico metilado de folhas.

EMSi: extrato metandlico sililado de folhas.

EMpM: extrato metan6lico metilado de peciolos.



EM,S: extrato metandlico sililado de peciolos.

EMSi-2: extrato metandlico sililado de folhas e peciolos de E.grandiflorus(coletados em
Campinas)

EMSigm: extrato metanélico sililado de folhas e peciolos de E. macrophyilus

EMSig,: extrato metanélico sililado de folhas e peciolos de E.aschersonianus

EMSig,: extrato metandlico sililado de folhas e peciolos de E.longipetalus

EMSig: extrato metandlico sililado de folhas e peciolos de E.tenellus

HETCOR: espectro bidimencional de correlagdo (CxH) a n(N=1...n) ligagBes.

HMBC: espectro de RMN bidimensional de correlagdes °C, 'H a 1 ligagdo (detecgdo
dirteta)

HSQC: espectro de RMN bidimensional de correlagdes °C, 'H a n ligagdo (detecgdio
dirteta

Iv: infravermelho.

J: constante de acoplamento.

M™: ion molecula

NOE: efeito nuclear.overhauser

RMN BC:  ressonincia magnética nuciear de carbono treze.

RMN 'H:  ressonincia magnética nuclear de hidrogénio.

st singleto. '

t: tripleto.

Ty tempo de retengéo.

UVv: violeta ultra.

S desiocamento quimico em partes por mithdes.

[a)p: rotagfo especifica

THF: tetraidrofuran.

TMS: tetrametilsilano

TBDFS: ‘t-butildifenilsilano
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1.1 INTRODUCAO

A planta Echinodorus grandiflorus ¢ classificada da seguinte forma.'

Familia: Alismataceae
Género: Echinodorus

Espécie: Echinodorus grandiflorus

A familia Alismataceae consiste de 11 géneros e de aproximadamente 75 espécies,
compreendendo dois géneros principais: Echinodorus (26 espécies) (tabela 01) e Sargittaria (ca
25 espécies). Outros géneros sio constituidos por menos de 10 espécies cada um."

Espécies desta familia servem de abrigo ou ninhos para aves canola e peixes do
pantano. Seus tubérculos, bem como outras partes vegetativas e frutos, também servem como

alimentos para muitas espécies de animais selvagens.

Tabela 01. Relagiio das espécies do género Echinodorus conhecidas'

01.E. nymphaeifolius 12. E. tunicatus 19. E. pubescens

02. E. tenellus 13a E. subalatus ssp. subalatus 20a.E.macrophyllus ssp

03.E. bolivianus 13b. E. subalatus ssp.andrieuxii Macrophyllus

04 E. uruguayensis  14. E. berteroi 20b. E. macrophyllus ssp scaber
05. E. eglandulosus  15a E. cordifolius ssp. cordifolius ~ 21. E. trialatus

06. E. grisebachii 15b E. cordifolius ssp. fluitans 22, E. paniculatus

07. E. martii 16a E.grandiflorus ssp.grandiflorus  23. E. lanceolatus

08. E. glandulosus 16b.E._grandiflorus ssp. aureus 24.E. aschersonianus
09. E.reticulatus 17a. E. bracteatus ssp. bracteatus  25. E. teretoscapus
10. E. longipetalus  17b.E.bracteatus ssp. efenestratus  26. E. virgatus

11. E. horizontalis 18. E. palaefolius
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A espécie Echinodorus grandiflorus ssp aureus (figura 01), conhecida
popularmente como chapéu de couro, encontra-se distribuida geograficamente entre Cuba, sul do
México, América Central, Coldmbia, Venezuela e Brasil. No Brasil, é encontrada no Acre, Ceara,
Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parand, Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo.

E uma planta aquatica, encontrada principalmente em canais de drenagem,
margem de lagoas e baixadas pantanosas em geral. E ocasionalmente cultivada como ornamental
e muito empregada na farmacologia popular, pelas suas propriedades medicinais, como:
depurativa, emoliente, tdnica, diurética, contra reumatismo, sifilis, artritismo, doengas da pele e
do figado, acido trico, picada de cobra, e até, possivelmente, contra arteriosclerose.”™

Uma revisdo bibliografica sobre género Echinodorus, revelou o isolamento do
diterpeno echinol (1) a partir da espécie E. grandiflorus por Manns e Hartmann 3, cuja planta foi
coletada em Porto Alegre.

Como foi encontrado somente esta referéncia sobre o género, considerou-se
adequado pesquisar os estudos fitoquimicos de espécies do género Sagittaria, o qual €

taxonomicamente muito proximo a Echinodorus.

Figura 01. Echinodorus grandiflorus - (Colombo- Curitiba-PR).
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Do género Sagittaria, foram isolados os diterpenos sagitariol (2a) &7 ¢ 18-
desoxisagitariol (2b) 3 a partir da espécie Sagittaria sagittifolia Linn., trifolionas (3a, 3b, 3¢ e
3d), sagitariosidios {4a e 4b.) e arabinolactosidio (5) a partir de Sagittaria trifolia L >'°, e o N*
(carboximetil)-L-lisina (6) a partir de Sagittaria pygmacea' (figura 02).

HO |
H
0,
H
HOH,
R 2
1 2

1 2

2a: R=CH,0H a:R'=CH,, R

2b: R=CHj; b:R'=CH,, R’=OH
c:R'=CH,OH, R =H

¢ :R'=CH,0H, R =OH

2

OH
i 0O—Glu
Glu : beta-D-glucopiranosidio H
COOH
4a 4b
COOH
HO 4 CH,CH,;NO, HOOCCH;HN=C=H
B
OH OR (CHu);CH,NH,
H o H s
OH OH 6

Figura 02. Substincias encontradas em espécies de plantas pertencentes ao

género Echinodorus e Sagittaria
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Os diterpenos constituem uma classe importante de produtos naturais isolados a
partir de organismos terrestres e marinhos e, o grande interesse nestes compostos reside no fato
deles apresentarem propriedades antimicrobiana, e antineoplésica 1217

Os diterpenos formam um conjuo de compostos Cyg, procedentes do
metabolismo do pirofosfato de geranilgeranila (7). Podem ser lineares como o fitol (8),
macrociclicos (cembrano) (9), biciclicos (clerodanos e labdanos), triciclicos (pimaranos,

abietanos) ¢ tetraciclicos (kauranos,gibanos).

OPP OH

Figura 03. Estruturas diterpénicas

Os diterpenos policiclicos sio produtos de ciclizagdo de 7 por um caminho
biossintético similar a biossintese dos triterpenos, mas sem epoxidag@o prévia. Esta ciclizagéo
fornece um sistema do tipo decalinico {cis ou frans), 0 qual evolui via eliminag¢do de um préton
formando um intermedidrio importante, o pirofosfato de labdadienila (10). Este, apos a solvolise
do grupo pirofosfato, origina um carbocétion (rota a) que pode sofrer ataque do metileno exo e
chegar assim, por uma séric de combinagfes diferentes, a uma variedade de esqueletos
policiclicos diterpénicos conhecidos '®. As configuracdes dos carbonos C5, C8, C9, e C10, sdo
determinadas pelas cadeira flexivel do trans-frans-geranilgeranila. O rearranjo sincronizado de
Wagner-Meerwein via cinco passos € inversdo de cada centro (rota b), leva a formacéo do acido
hardwickico (14) (esqueleto clerodénico)'®. A hidratagio do ion carbdnio C8, e rearranjo da
cadeia lateral (rota c), fomecé o esclareol (15) (Esquema I).
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primaradieno (12) acido abiético (13)

Esquema L. Rota biossintética de alguns diterpenos”
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Diterpenos macrociclicos como o cembrano (9), isolados de Pinus sp e de espécies
marinhas, sio biossintetizados por alquilago intramolecular do C-1 a C-14 de pirofosfato de

geranil geranila (7) para formar aneis de 14 membros.'® (Esquema II ).

Esquema II: Rota biossintética do cembrano®
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L2 - OBJETIVOS

Echinodorus grandiflorus € macrophyllus sio citadas em viarias literaturas de
plantas medicinais como chapéu de couro e indicadas na medicina popular, principalmente como
diuréticas e anti-reuméticas. No entanto, observa-se que a comercializagio deste cha restringe-se
a Echinodorus macrophyllus. Este fato, ¢ o escasso estudo quimico do género Echinodorus

abundante no Brasil, nos levou a investigar plantas deste género. Assim esta parte do trabalho
teve como objetivos:

¢Isolamento e identificaciio dos metabblitos secunddrios presentes na planta

Echinodorus grandiflorus por métodos quimicos clissicos.

¢Estudar uma metodologia adequada para detectar as substéincias isoladas de
Echinodorus grandifiorus.

+Obter um método rapido para a verificagdo da composicio de Echinodorus
grandifiorus e Echinodorus macrophyllus e compara-los com os de Echinodorus

aschersonianus, Echinodorus longipetalus e Echinodorus tenellus..

¢ Avaliar a atividade biologica da espécie Echinodorus grandiflorus coletada em
Curitiba-PR.
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I. 3 -RESULTADOS E DISCUSSAO
1.3.1 - ESTUDO QUIMICO DE Echinodorus grandifiorus.

A primeira preocupacfio no estudo quimico da planta Echinodorus grandiflorus foi
a obtengdo do extrato bruto. O método mais adequado foi a obtengdio do extrato bruto a partir do
material coletado fresco evitando a secagem prévia.

Uma anilise comparativa dos extratos brutos das folhas e peciolos por
cromatografia em camada delgada mostrou que os mesmos continham substincias distintas.
Assim, os peciolos ¢ as folhas foram tratados separadamente, obtendo-se os extratos EAcl e
EAc2 respectivamente. Os extratos obtidos foram submetidos a um pré-fracionamento por coluna
cromatografica em silica gel, utilizando-se hexano e misturas de hexano-acetato de etila, acetona,
mistura de acetona-metanol ¢ metanol como eluentes para o extrato EAcl, hexano e mistura de
hexano-acetato de etila, acetato de etila e metanol para o extrato EAc2. (Fluxogramas 1 e 2).

Iniciamos o nosso trabalho pelo estudo dos peciolos, o0 qual forneceu a substancia
16 inédita. A partir das folhas isolamos as substincias 8 e 14a na forma de éster metilico.
Tentativas de isolamento da substincia 1, como também a identificagdo de outros metabdlitos
secundérios presentes nio foram satisfatorias, devido a rapida decomposiciio ¢ polimerizagio dos
mesmos durante o processo de isolamento ¢ purificagdo. Trés novas coletas da planta, nos meses
de janeiro de 1996, 1997 ¢ 1998, foram necessérias para o isolamento e identificagdo desses
metabolitos. Desta forma foi possivel o isolamento dos derivados clerodinicos 17a (éster
metilico), 19 e 20a (éster metilico) a partir dos peciolos e o clerodano 18 a partir das folhas ¢
peciolos, sendo 18 e 20a inéditos. No entanto, nio isolamos a substincia 1.

Durante o isolamento destas substincias, outros metabdlitos foram isolados, tais
como: 24-etilcolest-4-en-3,6-diona (21), mistura de esterdides 24-metilcolest-5-enol/ 24-
etilcolesta-5-22-dienol/  24-etil-colest-5-enol (22a/22b/22¢), 4cido linolénico (23) 4cido
dodecantico.(24), e 3B-O-B-D-glicopiranosilsitosterol (25) (figura 04).
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PECIiOLOS FRESCOS (5Kg)
Triturade
¢/ Etanol
Ex.Etanol/H;0
1-Evaporaciic do Etanol Z-Extracio com
em evaporador rotative Ac. de Etila
EAcl (14,0g)
l ccC
Acetona Acetona Hex/Ac 50% Hex/Ac 20% Hex/Ac 10%
Fe.l2 Fe.ll Fc.10 F.c8 e Fe.9 Fe,5 e Fe.6
(1103mg) (10279mg)  (1956,0) (496,0mg) (2733,0mg)
Rerisalacko { cc l HewAcS%  1-CEN, | 2-CC { 7
/Et;0 Hex/Ac
c.C 3 ‘ Recristalizagio
25 " - sobrenadante CHCl
117-118  120-121
GL.ome) 2700mg)  (110,0mg) ‘ 17 \ |
CHCW Recristalizacio v v | Gi0Ome)
MeOH 7% Acetona/MeOH Febs Fe.Ss
(600,0mg) (1000,0mg)
19 18 cnf-mem ﬁm %
(14,0 mg) (27.0 mg)
(49,0mg)  (40.0mg)  (1349mg) (525mp)
Rec. Recrista cCcp
Fracdes reunidas ds CC 1 l i 3%
Fr < 3¢ Fes ¢ Fe5s (307,0mg) Hex/CHCL teasko CHCIM=OH
cC 21 2 1 141
CHCL,MeOF 1% (10,3 mg} | | (10,4 mg) 6720 ...( i e
1518 21-29
(41,4mg) {33,0mg)
ccp | CHCW
MeOH 3% l
23 Y
(11,8 mg) (33,0 mg)
Fluxograma 01. Rota esquemitica do estudo fitoquimico dos peciolos de
Echinodorus grandiflorus. -
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FOLHAS FRESCAS (5,0Kg)

Triturado com etanol

Extrato Etanol/H,O

1-Evaporacio do etanol em
evaporador rotativoe

2-Exiraciio com
acetato de etila

EACz
(3500,0 mg)

‘CC
v '

Hex, Hex/Ac 10% e 20% Hex./Ac. 50%
D.1 (7460,0mg) Ef£.6 (508,0mg)
cC 1-CC Hex/ Ac 30%
Hex/CHCl; 25% 2- Rec. acetona/MeOl
43-50
(100,0mg) 18
| , (11,0 mg)
1. CHzszEtz cC
2.CC
D.1.B(52-55) DLC (5364
(974mg) (1000.9mg)
cCp cC
CHCl/MeOH 4% Hex/Ac 5%
11-16
8 (109,9mg)
| (364 mg)
£ 1. CHzszEtzo
16 2. CCP, CHClyMeOH 4%
(12,3 mg)
14a
(37,7 mg)

'Fluxograma 02. Rota esquemitica do estudo fitoquimico das folhas de

Echinodorus grandiflorus.

-10 -



Parte I — Resultados e Discusséo

7 O
H
OH
14 R=H 16 R=H
8 COOR 14a R=CH3 16a R= CH,

20 R=H
20a R=CH;

17 R=H
173 R=CH;

22b 22,23-di-hidro

2¢ AZ
NN TNV NN com
_ 23
o %
HO. RV a Ve VO Y
ol COOH
H 25 24

Figura 04. Substincias isoladas de Echinodorus grandiflorus .
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SUBSTANCIA 8

A substéncia 8, foi isolada a partir das folhas (fluxograma 02) como um éleo
incolor. Andlise do espectro de RMN'H (E 01), mostrou sinais de prétons dos grupos CH; e CH,
na regido entre oy 0,88 a 2,0, sinal de metila ligada a dupla ligacio em &y 1,68 (d, J= 1,0 Hz) e
ainda sinais em 8y 4,20 (d, J= 7,2Hz) e 5,40 (tq, J= 1,3 ¢ 7,0 Hz) caracteristicos de protons
carbinélicos (CH>OH) e préton olefinico, respectivamente.

O espectro de RMN">C /DEPT (E 02 e 03) mostrou 20 sinais os quais puderam ser
identificados como sinais de carbonos metinicos (4 x CH), metilénicos (10 x CHy), metilicos (5 x
CHj3) e carbono ndo ligado a hidrogénios. O sinal em 8¢ 59,3 confirmou a presen¢a do grupo
CH,OH. |

Com base nestas informagdes sugeriu-se o esqueleto do terpendide fitol (8) para a
substéncia.

A configuracio E da ligagio dupla da substincia foi determinada por comparagio
dos deslocamentos quimicos de RMN'C obtidos para o fitol, com os de Z-citral (26), E-citral
(27) e geraniol (28) *° (figura 05).

Comparando-se os deslocamentos quimicos de RMN'?C do Z e E-citral (figura 05)
observa-se que o C-4 ressona em 8¢ 32,5 e para o isdmero Z € em d¢ 40,5 para os isdmeros E. A
protecio do C-4 do Z-citral (26) ¢é atribuida a interag@io y do C-4 com o grupo CHO. Observa-se
ainda, um efeito contrario quando comparado os deslocamentos quimicos das metilas as quais
absorvem em 8¢ 24,4 ¢ 17,0 para os isdmeros Z e E respectivamente, neste caso, a interagéo do
tipo y ocorre entre CH; e CHO no isdmero F.

A andlise dos deslocamentos quimicos do C-4 (8¢ 39,7) e Me-9 (8¢ 16,0) do

geraniol (28) e dos demais carbonos mostram semelhancas com os do E-citral (27).
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Estas informagdes permitiram comparar os deslocamentos quimicos do C-4 (8¢
39,8) e Me-17 (3¢ 16,0) do fitol com os do carbono correspondentes do geraniol, confirmando a
estereoquimica E para fitol (8). Comparacdo dos dados espectrais de RMN '*C da substincia
isolada com os da literatura *° para o E-fitol confirmaram a estrutura da substancia 8.

As correlagdes homonuclear 'H, 'H (COSY, E 04, figura 06) e heteronuclear °C,
'H (HETCOR, E 05) observadas no espectro de RMN 2D, permitiram a completa atribuigio dos
sinais de hidrogénios e carbonos e confirmar a estrutura proposta para 8.

244 170
190,0
174 2, 16 174 26,0 ’
m>=/'z\/|\i'l N A CHO
128,7
123,1 3125 28, 1235 405 1275
CHO

26 ’ 27
160
174 26,6 137,2 58,7
131,2 > == OH
1249 39,7 24,5

28

Figura 05. Dados de RMN'*C das substancias 26, 27 ¢ 28 2,

n
@ 6 19,6 19,6 16,0
24,6 243 25,0 140,2 594
\

25 3
22 Dyl 265 373 327 30s OH

'AD 935
r\ 1,53 1,25 1,38 ) 420
0.37 (~1,14 v 198;2,86 540 _} OH

1.06; 1,27

Figura 06. (a) Dados de RMN C¥, (b) correlagdes 'H,"H observadas no
espectro de RMN 2D do fitol (8).
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SUBSTANCIA 14a

14 R=H
14a R=CH;

A substincia 14a foi isolada na forma de éster metilico como componente
majoritario das folhas a partir da fragfio (43-50) (Fluxograma 02) metilada com diazometano em
éter etilico.

O espectro de massas (E 13) de 14a apresentou ion molecular de m/z 330
compativel com a formula molecular C;;H;005 € exibiu picos de m/z 81, 94 e 96 coerente com
fragmentos [CsHs07", [CsHsO1™ e [CeHsO]*, respectivamente, caracteristicos de uma unidade 3-
alquil furano (Esquema III).

O espectro de RMN 'H (E 07) apresentou sinais caracteristicos de um grupo 3-
alquil furano a 8y 6,25(dd, J=1,7 ¢ 0,8 Hz); 8y 7,20 (d, J = 1,2 Hz), 8y 7,35 (t, J= 1,7 Hz), de
proton olefinico a &y 6,60 (t, J= 3,6 Hz) e ainda, sinais de metilas terciarias em 650,78 ¢ 1,25 ¢
metila secundaria em &y 0,82. Os dados de RMN *C (E 08) confirmaram a presenga do anel
furdnico a 8c125,6 (Cp); 111,0 (CH); 142,9 (CH) e 138,4 (CH). Os sinais em 8¢ 136,9 (CH),
142,6 (Cp), 168,0 (Co) e 51,1 (OCHj3) sugerem a presenca de um éster carboxilico o-B-ndo
saturado.

Os dados espectrais discutidos acima, caracterizaram a presen¢a de um sistema
decalinico de diterpenos clerodénicos com as trés metilas ligadas ao anel decalinico e o grupo
furano como substituinte da cadeia lateral.

A jungdo dos aneis A/B (cis ou frans) do sistema decalinico foi estabelecida

comparando-se os deslocamentos quimicos de carbono do modelo cis- metil-decalina (29a) e

trans-metil-decalina (29b) os quais discutiremos a seguir.

-14-



Parte I — Resultados e Discussio

COOMe
mv/z 330 (M, 21%)

e 175 (21%)
vz 203 (71%)
IPMeDH
; H: :
J
COOMe
COOMe o\ B 139 (100%)
mz330 (M, 11%) o
cn,
/g 235 (58%)

0" L]

Q.

=7 P)
8 / < :
I-L a 0

Qo A g L
CHp
.Lt_ H H
iz 81 {64%) b _‘4_. m 94 (21%)
COOoM. COOMe
oI
omel
H
%, MeoH +CH,
C C
o o. S,

- ma 298 (2%) m/z 283 (28%)

Esquema IIL Proposta de fragmentagio para a substincia i4a, por

impacto eletrdnico no espectrometro de massas
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28,2
CH; 15,7
29 H CH;3
344 272 24 348
228 418 274 -
A 46,2
24,5 28,1
29a 29b

Figura 07. Dados de RMN °C das substincias 29a ¢ 29b.2°

Os estudos de RMN *C de cis e trans-metil-decalina 2 tém demonstrado que a
metila (C-11) de cis-decalina absorve em 8¢ 28,2 enquanto que a de trans-decalina em &¢ 15,7
(figura 07). A protegiio de 12,5 ppm da metila C-11 para frans-decalina foi atribuida ao maior
nimero de efeitos y-gauche da metila C-11 com os carbonos do anel do que em cis-decalina.

Manabe e colaboradores 2, em seus estudos referentes a estereoquimica de
diterpenos cis-clerodénicos, tém demonstrado que o carbono C-19 do cis-clerodano absorve na
regifo ao redor de 8¢ 25,0 e o do frans-clerodano na regifio entre 8¢ 11-19.

Portanto, no caso da substincia 14a, a auséncia de sinais de RMN !*C de metilas
na regido maior do que 8¢ 21, sugere a estereoquimica da jungdo dos aneis A/B como sendo
trans. Comparagéio dos dados espectrais com os de varias substincias diterpénicas com jungdo
trans dos aneis A/B permitiram identificar 14a como o derivado éster do acido hardwickico 14
(figura 08).

O acido hardwickico pertence A classe de diterpénicos clerodénicos e foi isolado
pela primeira vez como o enantidmero (-) ([a]p® —100,3%) por Misra e colaboradores a partir de
Hardwickia pinnata.®* O seu enantiémero, (+)-4cido hardwickico ([alp?® + 125,0°), foi isolado
por Cocker e colaboradores a partir da Copaifera officinalis. > A configuracfio absoluta do -)-
4cido hardwickico foi bem estabelecida por Sukh Dev e colaboradores, em 1964 2 **% como

sendo a apresentada na figura 08, e tem servido como substincia de referéncia para a correlagdo

quimica de varios outros produtos naturais diterpénicos clerodénicos.
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CH;
HoOC CHs

Figura 08. Estereoestrutura do (-)-icido hardwickico (14).#

O valor da rotagio especifica [at}p ® — 113° (CHCL, ¢, 20), obtido para a
substancia 14a na forma metilada concorda com o descrito por Missa e colaboradores para o (-)-
acido hardwickico, podendo-se concluir que a substéncia 14a apresenta a mesma configuracdo
absoluta de 14.

As atribuicbes dos sinais dos prétons e carbonos foram feitas com base nas
correlacdes 'H, 'H e *C,'H observadas nos espectros de RMN 2D COSY (E 10, figura 09)
HETCOR (E 11) ¢ HETCOR a longa distancia (E 12, tabela 02) e comparados com os dados da

literatura recente.”®

Figura 09. (a) Correlagoes 'H,'H observadas no espectro de RMN 2D
(COSY), (b) dados de RMN "*C para o hardwickicato de metila (14a)
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Tabela 02. Deslocamentos quimicos de "H, >C da substincia 14a obtido de RMN 1D e

2D.
N°  Hidrogénio (5) Carbono () Correlagio C-H a longa distincia (HETCOR)
01 1,60 - 1,72 (2H) 17,4 (CHy) 1,40 (H-10)
02 2,10 - 2,24 2H) 27,0 (CHy) 1,40 (H-10)
03 6,60 (1H) t, J=3,6 136,9 (CH) 2,10-2,24 (H-2)
04 ' 142,6 (Co) 1,25 (H-19)
05 . 37,5 (Co) 1,25 (H-19); 2,36 (H-6); 6,60 (H-3)
06 1,20 (1H) e 2,36 35,8 (CHy 1,25 (H-19)
(IH)
07 1,47 (2H) 27,1 (CHy 0,82 (H-17)
08 1,57 (1H) 36,4 (CH) 0,78 (H20); 2,36 (H-6)
09 38,7 (Co)
10 1,40 (1H) 46,4 (CH) 0,78 (H-20); 1,25 (H-19); 2,10-2,24 (H-2)
1 1,60 (2H) 38,5(CHy) 0,78 (H-20); 1,40 (H-10)
12 2,26 (2H) 18,0 (CHy) 1,60 (H-11)
13 125,6 (Cy) 7,20 (H-16)
14 6,25 (1H), dd, J=1,7;0,8  111,0 (CH) 7,35 (H-15)
15 7,35 (1H), t, J= 1,7 142,9 (CH) 7,20 (H-16)
16 7,20 (1H), 4, }=1,2° 138,4 (CH) 6,25 (H-14); 7,35 (H-15); 2,26 (H-12)
17 0,82 (3H), d, J=6,4 15,8 (CH3) 0,78 (H-20)
18 168.0 (Cy) 6,60 (H-3); 3,70 (OCH>)
19 1,25 (3H), s 20,6 (CH3) 1,20 (H-6); 1,40 (H-10)
20 0,78 (3H), s 18,1 (CHj) 1,40 (H-10)
OCH; 3,70 (3H) 51,1 (CHj)

* sinais sobrepostos
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SUBSTANCIA 16.

Cromatografia em coluna do extrato EAcl (Fluxograma 01) com hexano acetato
de etila a 10%, forneceu uma substincia majoritaria na forma de um sélido incolor de ponto de
fusso 120°C.

A estrutura proposta para a substéncia 16, foi baseada nos dados espectroscopicos
de UV, IV, EM e, principalmente, nos dados de RMN'H e RMN'’C/DEPT e nas correlagdes iy,
IH e ¥C, 'H a uma e a vérias ligaces observadas nos espectros de RMN 2D.

A absor¢do no ultravioleta (E 20) em 2355 cm” foi atribuida & presenca de um
cromdforo do tipo acido carboxilico a,f3-nfo saturado.

O espectro de IV (E 21) apresentou bandas intensas caracteristicas de hidroxilas e
carbonilas de acidos carboxilicos conjugados (3300-2500 e 1687 cm™).

O espectro de massas (E 22) apresentou jon molecular de m/z 302 com intensidade
relativa de 22% e fragmentos principais de m/z 121 e 93 com intensidade relativas de 100% e 95

%, respectivamente (Esquema IV), consistente com a presenga de sistemas nio saturados.
spec 5q Preser
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ey
;o +Collig l L

CH; mz 136 (28%)
mz 287 (55%)
o) N
CH; CH,
m/z 93 (95%) m/z 121 (100%) mz 259 (22%)

Esquema IV. Proposta de fragmentagiio para a substincia 16, por impacto

eletronico no espectrometro de massas.

O espectro de RMN 'H (E 14) mostrou a presenga de sinais correspondentes a
quatro hidrogénios ligados ao carbono sp2 em 8y 6,04 (1H, 4, J = 11,5 Hz), 3y 5,93 (1H, dq, =
11,5 e 0,5 Hz), 8y 5,00 (1H, t, J=6,4 Hz), 4 5,88 (1H, t, J= 6,8 Hz), um grupo isopropila em &y
1,05 (6H, d, J= 6,4 Hz) e o4 2,38 (1H, m), dois grupos metila sobre a ligagéo dupla em 6y 1,57
(3H, d, J<1 Hz) e 8y 1,76 (3H, d, J<1 Hz).

O espectro de RMN"’C (E 15) mostrou sinais para 20 carbonos confirmando a
presenca de carbonos sp2 na regidio de 8¢ 118,3 a 148,1 e de carbono carbonilico em &¢ 172,3.
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Com base nos dados espectrais discutidos acima, sugeriu-se inicialmente a
presenca de um esqueleto terpendide macrociclico de 14 membros contendo quatro ligacSes
duplas, duas metilas sobre a ligagdio dupla, um grupo isopropila € uma carbonila o, B- nio
saturada.

Através da comparagdo dos dados espectrais com os do cembrano echinol (1) ® foi
possivel estabelecer a presenga de uma unidade dieno conjugada para a substancia.

A dificuldade na identificagdo da estrutura da substincia 16 foi referente a

determinac@o da posi¢io das ligagdes duplas e a dos substituintes. Inicialmente foram propostas
trés estruturas: 16, 16i e 16ii (figura 10).

sR3
L s S 17
16 R =R =CH; R’=COOH ’
- 1 2 3 15
16i R=R =CH; R =COOH i
9
16ii R’=R’=CH,,R' =COOH » 16
2R!

Figura 10. Estruturas proposta para as substancias 16, 16i, 16ii.

As correlagbes °C, 'H a longa distancia observadas no espectro de RMN 2D

(COLOC, E 19, tabela 03 ) foram de grande importincia na determinag3o da conexdo do grupo

isopropila com a unidade dienica. A absor¢éio em 8¢ 148,1 atribuida ao C-1, mostra correlago a

longa distincia com 811,05 (metilas do grupo isopropila), o C- 15 em &¢ 34,6 mostra correlagfio

com H-2 em &y 6,04, ¢ ainda, observa-se a cotrelagdo do C-3 em 8¢ 121,4 com Me-18 em 8y

1,76. Essas correlagdes, aliadas as correlagdes homonucleares 'H,"H (COSY, E 17 15, figura.11)
permitiram definir a estrutura da substincia como sendo provavelmente a da substincia 16.

No entanto a configuracio E, Z da ligagiio dupla conjugada C-1 ¢ C-3 ndo era 6bvia.

Assim, para o estabelecimento inequivoco da estrutura da substancia 16, fez-se a andlise de

difragdo de Raio X (figura 12), a qual confirmou a configuragio E, E das ligacbes duplas
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conjugadas C-1, C-3 como também, mostrou que o grupo carboxilico esta ligado ao carbono C-8
e nio a0 carbono C-4 ou C-12 como sugerido inicialmente, estabelecendo-se assim a estrutura
inequivoca do 4cido echindico (16) como a da substancia inédita (1E, 3E, 7Z, 11E)-8-carboxi-
4,12-dimetil- 1-isopropilciclotetradecatretaeno.

105 22

Figura 11. (a) Correlagdes "H,'H observadas no espectro de RMN 2D
(COSY), (b) dados de RMN 13C para o acido echindico (16).

Figura 12. Desenho ORTEP da substéncia 16 feito a partir dos dados

da anilise de difragio de Raio X.
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Tabela 03.Deslocamentos quimicos de 'H e *C da substincia 16 obtido de RMN
1D e 2D.

N®  Hidrogénio (3)

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
13
12
i3
14
15
16
17
18
19
20

6,04 (1H),d, J=11,5
5,93 (1H), dq, J=11,5; <1

2,26 (2H)
2,76 (2H), dt, J=6,8; 5,5
5,88 (1H), t, J=6,8

2,40 (2H)
2,28 (2H)
5,00 (1H), t, J=6,4)

2,10 (2H)

2,33 (2H)

2,38 (1H), m

1,05 3H), d, J=6,4
1,05 (3H), d, }=6,4
1,76 (3H), 4, J<1

1,57 3H), d, J<1

Carbono (8)

148,1 (Co)
118,3 (CH)
121,4 (CH)
134,4 (Cy)
38,5(CH,)
26,9 (CHy)
147,3 (CH)
129,4 (Co)
33,8 (CHy)
25,4 (CHy)
124,1 (CH)
136,5 (Co)
39,6 (CHy)
28,0 (CHy)
34,6 (CH)
22,2 (CHs)
22,2 (CHs)
17,4 (CHs)
172,3 (Co)
16,6 (CHy)

Correlacdo C-H a longa distdncia
(COLOC)

1,05 (H-17, H-18); 2,10 (H-13)

1,76 (4-18); 2,26 (H-5)
1,76 (H-18); 2,26 (H-5)
5,88 (H-7); 1,76 (H-18)
2,26 (H-5)

2,26 (H-5)

2,40 (H-9); 2,28 (H-10)
2,28 (H-10)

2,40 (H-9)

1,57 (H-20); 2,40 (H-9)
1,57 (H-20)

2,33 (4-14)

6.04 (H-2); 2,10 (H-13)
6,04 (H-2); 1,05 (H-16 e H-17)

5,88 (H-7)
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SUBSTANCIA 17a

A substincia 17a dleo incolor, {[a]p —80,6 (CHCL, ¢ 10,0)} foi obtida do extrato
dos peciolos a partir da fragdo hexano/acetato de etila 20% submetida a reagio com diazometano
em éter etilico (Fluxograma 01).

O espectro de massas (E 29) nfo mostrou o fon molecular e apresentou fragmentos
de m/z 358 (49%) formado pela perda de CH30H a partir do ion molecular e de m/z 343 (100%),
gerado pela perda do radical metila a partir do fragmento de m/z 358 (Esquema V).

A anslise dos espectros de RMN 'H (E 23) ¢ RMN *C (E 24) mostraram tratar-se
de uma mistura epimérica na proporgio de (1:1) de derivados clerodinicos possuindo o anel A e
B idénticos ao do hardwickicato de metila (14a). A principal diferenca espectroscopica entre o
clerodano 17a e hardwickicato de metila 14a foi referente aos sinais de RMN para o anel C dos
quais serdio discutido a seguir.

A presenga de um multipleto no espectro de RMN'H (E 23) em 8y 3,95-3,75 ¢ de
um tripleto em 8y 1,30 (J= 6,0 Hz) correlacionados (HETCOR E 27) aos carbonos em 3¢ 66,0
(CH;) e 8¢ 14,9 (CHj3) respectivamente sdo caracteristicos de um grupo etoxila.

Os sinais de RMN'H a 84 6,76 (d, J= 1,2 Hz) e oy 5,80 (d, J= 1,2 Hz) referente aos
prétons H-14 e H-15 e os sinais de RMN '*C (atribuidos ao C-13 (8¢139,3), C-14 (8c141.6), C-
15 (8¢ 101,6) e C-16 (8¢ 171,6) evidenciaram a presenga de um fragmento butenolidio com um
grupo alquila na posico «. Adicionalmente a correlagiio 1°C, 'H a longa distancia observada no
espectro de RMN 2D (HETCOR LD, E. 28, tabela 04.) entre os carbonos em 8¢ 139,3 (C-13);
101,6 (C-15) e hidrogénios em 8y 6,76 (H-14) confirmaram a presen¢a do grupo a-butenolidio.
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*
Caolls04
m7 313 (2%)

:COOMc

m/z 139(3%
1+ H8%)

o I('O/

“( 510 H

H
~
COOMe OQC#H
m/z 390 (M* *, ansente) vz 344 (24%) 1
CH,
CH,CH,0 CH,CH,0 msz 235 (2%)
0
1LD MeOH
4]
H
MeOH
H
4 .
g i
“C‘J ‘I:l °
‘9 | OMe 0 m/z 358 (36%) mz 203 (1%)
+
s lk co
m/z 390 (M, ausente)
G «H,
CH,CH,0
o +
(4] mi 175 (6%)
H
H
C

B mg343000%)

+

Esquema V. Proposta de fragmentacio para a substincia 17a, por
impacto eletronico no espectrometro de massas,
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Uma revisio a literatura, revelou que os dados espectrais de RMN'H obtidos para a
substincia 17a (figura 13), coincidem com aqueles discutidos para a substincia andloga
metoxilada.?’

As outras correlagdes *C,'H (HETCOR, E 27 ¢ HETCOR a longa distncia (E 28,
tabela 04) e correlagio homonuclear 'H,"H (COSY, E 26, figura 13) observadas no espectro de
RMN 2D auxiliaram na atribui¢io correta dos sinais dos hidrogénios e carbonos e confirmaram a
estrutura sugerida para a substéncia 17a.

A substdncia 17a, foi inicialmente considerada artefato devido a utilizagdo do
etanol durante a extracio da planta. Com o objetivo de analisar melhor este fato, estudo dos
extratos de acetato de etila e metanol da planta E.grandiflorus foram realizados por CG/EM os
quais serdo discutidos no capitulo 1.3.2.

395.3,75 66,0
130CH3CH,0 149CH;CH,0
%/

101.6

COOMe 51,0
1679

a b

Figura 13. (a) Correlagdes 'H,"H observadas no espectro de RMN 2D (COSY),
b) dados de RMN C para o clerodano 17a.
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Tabela 04. Deslocamentos Quimicos de 'H, 1*C,da substincia 17a obtido de RMN 1D e

2D.
N° Hidrogénio (5) Carbono (8) Correlagio C-H a longa
distancia (HETCOR)
01 1,50 (ZH) 17,3 CH,) 1,30 (H-10)
02 2,23 (2H) 27,0 (CHy) 1,30 (H-10)
03 6,60 (1H).t, J=3,6 137,2 (CH)
04 142,4 (Cy) 1,25 (H-19)
05 37,6 (Co) 1,25 (H-19), 2,30 (H-6)
06 1,06 (1H); 2,30 (1H) 35,7 (CH,) 1,25 (H-19)
07 1,42 (2H) 27.1/27,2 (CHy)' 0,81/0,82 (H-17)
08 1,48 (1H) 36,3 (CH) 0,76 (H-20)
09 38,8 (Cyp) 0,76 (H-20)
10 1,30 (1H) 46,6 (CH) 2,23 (H-2)
11 1,08 (2H), m 35,5/35,6 (CHy)' 0,76 (H-20)
12 2,24 (2H) 18,7/18,8 (CH,)"
13 139,3 (Cy) 2,24 (H-12); 6,76 (H-14)
14 6,76 (1H), d, J=1,2 141,6 (CH) 2,24 (H-12)
15 5,80 (1H), d, J=1,2 101,6 (CH)
i6 171,6 (Co) 6.76 (H-14)
17 0,82/0,81 (3H), 15,7 (CH,)
d.J=6,1"
18 167.,% (Cyp) 6,60 (H-3); 3,68 (OCHs,)
19 1,25 3H), s 20,5 {(CHs)
20 0,76 (3H), s 18,0 (CH3)
0CH; 3.68 (3H) 51,0 (CH3)
OCH,CH; 3,95-3,75 (2H);1,30 66,02 (CH;);14,9

(3H), t, J= 6,0

(CH3)

* com asterisco os sinais duplicados que evidenciam a mistura epimérica no C-15.
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SSUBSTANCIA 18

A substincia 18, {[a], —39,4° (acetona, ¢ 4,9); pf 164-167°C} foi isolada como
componente minoritiria de folhas e de peciolos, a partir de colunas cromatograficas da fra¢do
hexano-acetato de etila 50%. (Fluxogramas 01 ¢ 02)

O espectro de IV (E 35) apresentou uma banda de absor¢fio larga na regidio de
3300-2500 cm” e uma banda forte em 1681 cm™ sugerindo a presenca de um grupo carbonila
conjugada.

O espectro de massa (E 36) ndo apresentou o fon molecular, mostrou fragmento de
m/z 330 com intensidade de 25% correspondendo a perda de molécula neutra de H>O a partir do
ion molecular e ainda fragmentos de m/z 221 (11%), 220 (4%), 125 (78%) (esquema VI).

O espectro de RMN'H (E. 30) de 18 apresentou perfil semelhante ao do clerodano
17a, com diferengas nos deslocamentos quimicos dos prétons do grupo butenolidio, os quais
absorvem em 8y 5,93 (H-14) e 8y 6,11 (H-16) para 18 e em &y 6,76 (H-14) € 6y 5,80 (H-15), no
caso da substiancia 17a. Estes dados indicaram que em 18, o grupo butenolidio encontra-se
substituido na posigio B. Isto foi evidenciado pelos sinais em &¢ 117,5/117,6; 171,7/171,8
100,0/100,1, correspondentes aos carbonos C-14, C-15 € C-16 no espectro de RMN'*C, os quais
se encontram duplicados pelo fato de 18 se uma mistura de epimeros no C-16.

A comparag8o dos sinais de RMN 3C (E 31) obtidos para o clerodano 18 com os
da literatura para a substincia 30 ** (figura 14), confirmaram a presenga do grupo PB-
butenolidio. Os dados de correlagio 'H,'H (COSY, E 33, figura 14) ¢ °C, '"H (HETCOR, E 34)
de RMN 2D confirmaram a estrutura do clerodano 18 inédito.
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Esquema V1. Proposta de fragmentaciio para a substincia 18, por impacto

eletronico no espectrometro de massas
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Figura 14. (a) Correlagoes 'H,"H observadas no espectro de RMN 2D
(COSY), (b) deslocamentos quimicos de RMN 13 C para a substincia 18, (c) deslocamentos

quimicos de RMN "*C para a substincia 30.

A determinagéo da configuragio absoluta do novo clerodano 18 por difragdo de
raio X ndo foi possivel pela qualidade do cristal e instabilidade da substéncia. A comparagio da
rotacsio otica de alguns derivados clerodinicos 2 tem indicado que dentro da mesma série

enantiomérica, o sinal da rotagio 6tica depende dos substituintes presentes na molécula.(figura
15).
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fal,-27.0 [alp + 10,0

Figura 15. Rotagio 6tica de clerodanos da mesma série enantiomérica.”

Assim, para estabelecer de forma inequivoca a configuracio absoluta da
substédncia 18, propds-se a sintese do padrdo homoquiral a partir de um material de configuracéo
- absoluta conhecida ¢ comparagio dos dados de rotagiio dtica do produto obtido com os da
substédncia natural 18.

A metodologia para esta proposta foi a fotooxigenacfo regiosseletiva do anel
furano desenvolvida por Kernam e Faulkner * e otimizada pelo grupo do Prof Dr. Paulo
Imamura.?® Esta metodologia baseia —se no emprego de rosa de bengala como catalisador em
solucdo de CH,Cl, na presenca de uma base volumosa como 2,2,6,6-tetrametilpiperidina ou
diisopropiletilamina (DIPEA) para a decomposi¢io do endoperdxido formado (Esquema VII). O
uso de uma base impedida tem como objetivo o aumento na regiosseletividade da reagéio, uma
vez que a decomposicio do endoperoxido formado pode também levar 3 formagio de a-

butenolidio.
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Esquema VIL Fotooxigenacio regiosseletiva do anel furano.?

Em nosso trabalho, visualizamos o (-)-acido hardwickico (14), de configuragdo
absoluta conhecida e isolado a partir dos extratos etandlico das folhas de E. grandiflorus, como

material para a sintese do produto natural 18.

Assim a fragdo D.1 (43-50) contendo (-)-4cido hardwickico foi submetida a coluna
cromatografica utilizando-se gradiente de hexano/acetato de etila como eluente, isolando-se
200,0mg do (-)-acido hardwickico (14), o qual foi submetido a reagfio de fotooxigenacgio, por
2,5h, mantendo-se o fluxo de oxigénio e a exposi¢io & luz durante todo o periodo da reacéo

utilizando o sistema mostrado na figura 16.

7

EAl
lampada 250W——» (,._" 0,

e
agitador magnétice—— = L

gélo seco

1

Figura 16. Sistema para a reagio de fotooxigenagio do (-)-acido bardwickico (14).
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A anilise da reagiio por CCD, mostrou a presen¢a de uma substincia majoritaria,
mais polar. A analise da mistura reacional metilada, por GC/EM (figura 17a) revelou que o
substrato foi consumido levando 4 formagfio de 18 e do provavel 18.1 numa proporgdo de (10:1),
substéncias estas identificadas pela presenca do ion molecular de m/z 362 (E 36.1) e de m/z 360
(figura 17b) nos seus respectivos espectros de massas.

Apés a purificagio da mistura reacional obteve-se o produto natural (-)-18, com
3,8% de rendimento. O espectros de RMN'H ¢ RMN"C/DEPT (figura 18) da substancia obtida
mostraram-se idénticos ao do produto natural 8. A rotagfio dtica da substéncia isolada {(op —
36,4% e 0 do produto sintético (ap —57,4%) resultante da fotooxigenacgio do (-)-acido hardwickico,
apresentaram o mesmo sinal negativo.

A diferenga nos valores da rotaglio Gtica pode ser atribuida a uma composigéio
epimérica distinta no produto natural e no produto sintético.

Alternativamente uma variagio nos excessos enantiomericos dos produtos naturais
(-) 14 e (-) 18 poderiam ser a causa do desvio.

Este Gltimo comentirio fundamenta-se no conhecimento de que algumas plantas
produzem ambos enantiémeros."

Assim o presente estudo teria sido completado com a comparagio dos excessos
enantioméricos das substincias isoladas. Entretamto esta parte ndo foi investigada sendo
postergado para trabalhos futuros.

Todas as consideragbes acima ndo invalidam entretanto a determinaciio da
configuraco absoluta da substincia (-)-18.

Durante a purificagiio da reagfo e analise por CCD das fragSes cromatografadas
observamos a presenca de outras substncias, este fato, sugere que o rendimento baixo obtido
para o produto natural (-)-18, ocorre devido a decomposi¢do do mesmo no processo de

purificacéo.
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Figura 17. (a) Cromatograma (CG/EM) e produtos da fotooxigenacio

regiosseletiva de (-)-14. (b) Espectro de massas da substincia 18.1 (éster metilico). (c)

Espectro de massas da substidncia 18a (éster metilico).
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Figura 18. Espectros ¢ RMN'H e de RMNC/DEPT da subsstincia (-) 18

obtido por fotooxigenacio regiosseletiva do dcido hardwickico.
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SUBSTANCIA 19

19 R=H
19a R = CH,

Clerodano 19, foi isolado a partir da fracfo eluida com hexano acetato de etila
50% obtido da coluna cromatografica do extrato EAcl dos peciolos (fluxograma 01).

O espectro de massas na forma metilada (E 42) nfio apresentou o ion molecular,
apresentou fragmentos de m/z 344 (100%) e 329 (57%) originados pela perda de uma molécula
neutra de H,O e subsequente perda de radical metila a partir do ion molecular (Esquema VIII).

Pela analise dos dados de RMN'H (E 37), RMNC (E 38) e das correlagbes 'H,
13C inferidas a partir do espectro de RMN 2D (HETCOR, E 41), observamos que a substancia 19
apresentava todas as unidades estruturais j& identificadas na substincia 17a, tendo como
diferenca fundamental a presenga do grupo hidroxila, para a substéncia 19, no lugar do grupo
etoxila na substincia 17a.

O espectro de RMN'H (E 37) exibiu sistemas muito semelhantes aqueles do
clerodano 17a, com excegdo dos dois hidrogénios H-3 e H-14 que absorvem como singletos
largos em &y 6,84, com integragio correspondente a dois prétons, € do H-15 2 8y 6,11 mais
desprotegidos gue aos correspondentes na substéncia 17a.

Os espectros de RMN“C/DEPT (E 38 e 39) apresentaram absorgSes
caracteristicas de butenolidio a-substituido em 5.138,8; 140,6 e 97,2 atribuidos aos carbonos C-
13, C-14 e C-15, respectivamente. Ja para a substdncia 17a, os valores dos deslocamentos
quimicos foram os seguintes: para C-13 (8¢ 139,3), C-14 (3¢ 141,6) ¢ C - 15 (8¢ 101,6). Os
demais deslocamentos quimicos observados para os carbonos da substdncia 19 apresentaram

valores muito proximos aos da substincia 17a.
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Esquema VIIIL. Proposta de fragmentaciio para a substincia 19, por impacto

eletronico no espectrometro de massas.
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Estas observacdes, ¢ a analise das correlagbes de 'H,'H a partir do espectro de
RMN 2D (COSY E 40, figura 19), permitiram a completa atribuicio dos sinais de hidrogénios e
carbonos e confirmaram a estrutura sugerida para a substincia 19.

Figura 19. (a) Correlacdes 'H, 'H observadas no espectro de RMN 2D
(COSY), (b) dados de RMN >C para a substancia 19.
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SUBSTANCIA 20

A substancia 20 foi detectada inicialmente na mistura das substincias 16 e 20
eluida da coluna cromatografica do extrato EAcl dos peciolos (fluxograma 01).

Os dados espectroscopicos de RMN'H e *C da mistura, mostraram a presenga de
duas substdncias com deslocamentos quimicos distintos, uma delas contendo sistema semelhante
aos do derivados cleroddnicos. A comparagdo destes com os dados de RMN'H e “C das
substincias discutidas anteriormente, possibilitou a identificagio de um dos componentes da
mistura como sendo a substincia 16. Apds a atribuicio dos sinais da substiincia 16 foi possivel
propor a estrutura para a substéncia 20, conforme discutido a seguir.

Os espectros de RMN'H ¢ RMN"’C mostraram tratar-se de derivado clerodénico
com os aneis A e B com fusiio frans idénticas & das substincias 14a, 17a, 18 ¢ 19, ndo
apresentando, no entanto, sinais caracteristicos dos grupos hidroxi-lactona ou do anel furénico.
Observaram-se deslocamentos quimicos de RMN *C ¢ RMN 'H caracteristicos de duas duplas
terminais em [8¢ 115,6 (8u 5,00, 2H)] e [8¢ 113,0 (84 5.16, 1H, dd, J=17.5; <1 Hz); (du 5,20, 1H,
dd, }=10,8; <1 Hz)].

A purificagfio da substincia 20 ndo foi possivel devido a sua ripida decomposig&o.
A instabilidade da substincia foi atribuida a presenca de duplas terminais muito reativas na
molécula.

Diante da dificuldade em isolar a substincia na forma de dieno, optou-se em

transformar a substincia 20 em um derivado mais estavel antes de submeter o extrato bruto ao
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processo de isolamento. Assim, duas metodologias foram propostas na tentativa de isolamento da
substancia 20: a) a reacfio com Fe>(CO) ou Fe3;(CO),2, e b) areagfio com SO,

Dienos conjugados como o butadieno e seus anilogos de cadeia aberta, podem
formar complexos com compostos organometélicos atuando como ligantes n* *. Tais complexos,
séio preparados a partir de complexos de ferro carbonila como o Fe(CO)s, Fe2(CO)s ou Fe3(CO)p2

por substitui¢do direta de dois CO por uma unidade diénica como a do mirceno (figura 20).

g Fe(CO) 7N FeCO
~x 7 \/ €Ok | 2co
|

Figura 20. Complexo dieno tricarbonila de ferro do mirceno.

Os complexos dieno tricarbonila de ferro sfio solidos coloridos estaveis
facilmente identificados por cromatografia de camada delgada pela visualizagio da cor
caracteristica dos mesmos. Estas caracteristicas do complexo poderiam facilitar o isolamento da
substancia 20 a partir do extrato bruto e/ou da fragdo contendo a substancia 20 ao submeté-los a
reacdo com Fe;(CO)ys.

Assim, inicialmente realizamos a reaciio de complexacéo segundo a metodologia
descrita por W. McFarlane e colaboradores 3 utilizando o mirceno como reagdo modelo (figura
20). Ao aplicarmos a reacdio bruta em cromatografia de camada delgada nfio observamos a

eluicdio da substincia colorida, mas sim a formacdo de produto que ficava na origem da placa
cromatografica atribuida & decomposi¢io do mirceno.
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Apesar do insucesso obtido na reagio do mirceno com Fe3(CO);z, resolvemos
testar a reacdio com o extrato bruto, levando em consideragiio que provaveimente a metodologia
utilizada nfo seria adequada para o mirceno.

Assim, nova coleta da planta foi realizada em janeiro de 1998. Os peciolos e as
folhas foram separadas ¢ extraidas com metanol obtendo-se os extratos EMp € EMr dos peciolos
¢ folhas, respectivamente.

O extrato EM; (500,0 mg) foi levado a reagir com Fe3(CO);; em octano sob
refluxo.durante 20 min. Observou-se que a cor do meio reacional mudou de verde para marrom.
Observou-se também, um composto com a colora¢fio amarelada quando da aplicagdo da reagéo
bruta em CCD, a qual poderia ser um indicio da presenga do complexo ferro carbonila. No
entanto, a0 separarmos a substincia apresentando uma faixa amarela em CCP constatamos que a
mesma nAo se tratava da substincia 20. O ndo isolamento da substincia 20 na forma de dieno
tricarbonila de ferro utilizando a metodologia descrita acima, foi atribuido & decomposi¢io do
dieno 20 presente no extrato, pela observagdo da formagfio de um material solido escuro e
insolivel, no meio reacional. Assim o produto teria um comportamento analogo ao do mirceno.

A segunda metodologia referiu-se a reagdo de adicdo de SO, a unidade dieno
conjugada formando 2,5-di-hidro-tiofeno 1,1-diéxido (sulfoleno), uma reacdo de cicloadi¢do
quelotropica conhecida desde 1914.%

Assim, realizamos a reagio com SO, 3 utilizando inicialmente o mirceno como
reagio modelo. Apds a separagio por CC do produto obtido, os dados de RMN'H e
RMNBC/DEPT mostraram sinais referentes a hidrogénios metilénicos ligados aos carbonos
adjacentes ao dtomo de enxofre em [8u 3,68; 3,79 (8¢ 56.9; 57.8)] (figura 21),indicando a
formacéo do sulfoleno 33.
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Figura 21. Espectros de RMN'H (300 MHz, CDCl/TMS) e RMN BC/DEPT
(75,5 MHz, DCCL;) da substincia 33.
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Com esse resultado o extrato EMp foi submetido a um pré fracionamento e
identificou-se por RMN'H a fraggio contendo a substincia 20 (denominada como F-20) com base
na observag@o da presenga de sinais na regido de prétons olefinicos terminais. A fragio F-20 foi
levada a reagir com SO, gasoso, sob pressio, durante 6h, a —55°C. No entanto, nio foi possivel a
separacdo do produto obtido pois 0 mesmo apresentou o mesmo Rede vérios outras substincias
presente na fragéo.

Numa nova tentativa de isolamento da substincia 20 tratou-se a fragio F-20 com
diazometano em éter etilico, e observou-se que a substincia na sua forma metilada nfio sofria
decomposicdo quando submetida 4 cromatografia de placa preparativa preparada com AgNO;.
Assim, apds a otimizago das condigbes (AgNO; a 10%; eluente benzeno/acetato de etila a 2%.)
isolou-se a substincia 20 na sua forma metilada.

O espectro de IV (E 49) mostrou a presen¢a de um grupo carbonilico em 1715,8
cm 7', O espectro de massas de alta resolugdo (E 50) apresentou um ion molecular de m/z
316,240293 compativel com a formula molecular C;H3;0, (valor calculado 316,25405),
apresentando principais fragmentos de m/z.139 (100) e 233 (94), correspondendo aos jons
[CsH11O:]" € [CisH,10,]", respectivamente (esquema IX).

Por anilise do espectro de RMN'H (E.43) observamos sinais que indicavam a
presenca de duas duplas terminais os quais apresentaram-se como um duplo dubleto em 8y 5,05
(1H, J = 10,5 Hz e 0,5 Hz) ¢ outro em 8y 5,20 (1H, J.= 17,5 Hz e 0,5 Hz) atribuidos aos
hidrogénios H-15a e H-15b, respectivamente. Um dubleto em &y 4,98 (2H, J = 6,5 Hz.) atribuido
ao hidrogénio H-16, um duplo dubleto em 8y 6,37 (1H, J = 11,5 e 17,5 Hz) atribuido ao
hidrogénio H-14. Observou-se, ainda, sinais de trés grupos metila caracteristicos do esqueleto
clerodanico a &y 0,81 (3H d, J= 6,3 Hz), 8 0,74 (3H, s), 8y 1,26 (3H, s) e sinal de grupo metoxila
em &y 3,70.

Os sinais referentes aos carbonos sp” observados no espectro de RMN'C em 5¢
112,9 {CH,), &c 115,6 (CH>), SC 139,0 (CH) e ¢ 147,3(Co) confirmaram a presenga do dieno na
molécula.

Essas informag@es, juntamente com os dados de correlagbes 'H, 'H e 13C, 'H

observadas no espectro de RMN 2D (COSY, E. 46 figura.22a, HSQC, E. 47.e HMBC, E 48,
tabela 05)
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permitiram a completa atribuicio dos sinais dos hidrogénio e carbono e confirmar a estrutura

sugerida para a substincia inédita 20a, na forma metilada.

Figura 22. (a) Correla¢cées 'H,"H observadas no espectro de RMN 2D
(COSY), (b) deslocamentos guimicos de RMN™*C para a substincia 20a.

A partir de uma consulta a literatura, encontramos o isolamento de uma substancia
analoga com a fusio dos aneis A/B cis. Conforme discutido para o hardwckicato de metila (14a)
(pagina 16) os deslocamentos quimicos de RMN'’C de metilas da série dos clerodanos, em
especial a metila C-19 sfo tteis para distinguir entre os diterpenos clerodénicos com jungfio dos
aneis cis € frans. A metila C-19 de clerodano cis absorve na regido de &¢ 25,0 enquanto que a do
clerodano frans, na regifio entre ¢ 11,0 a 19,0.

A comparagdo dos deslocamentos quimicos de RMN'C obtidos para a substancia

isolada na forma metilada 20a com os da literatura para as substancias na forma de ester 20.1a
¢ na forma 4cida 20.1 ¥
aproximadamente 12 ppm (tabela 06) para a substincia 20a, confirmando a fusdo trans dos

aneis A/B. Os demais deslocamentos quimicos apresentaram valores proximos.

{com fusfio dos aneis A/B cis) mostraram uma protegio no C-19 de
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Tabela 05. Deslocamentos quimicos de 'H e *C da substiincia 20a obtido de RMN

1De2D.
H (5) C @) HMBC =
01 1,52 (1H,), dd, J= 5,0 € 2,0 17,6 (CH,) 1,39 (H-10)
1,70 (1Hy), dd, J=13,2 € 5,0
02 2,13 (1H); 2.28 (1H) 27,2 (CHy) 1,39 (H-10); 1,52; 1,70 (H-1)
03 6,60 (1H),t, }=3,5 136,8 (CH) ,70 (H-1); 2,13; 2,28 (H-2)
04 142,6 (Co) 1,15; 2,26 (H-6ax-H-6eq)
05 37,6 (Co) 0,74 (H-20); 1,26 (H-19); 1,30 (H-10);1,52 H-
leq, 1,70 (H-1ax)
06 1,15 (1Hy), dt, I=12,9; 4,5 35,9 (CHy) 1,26 (H-19); 1,45 (H-7); 1,55 (H-8)
2,26 (1Hey)
07 1,43 (1H); 1,45 (1H) 27,3 (CHy) 0,81 (H-17)
08 1,55 (1H), m 36,3 (CH) 0,81 (H-17)
09 38,9 (Cy) 0,74 (H-20); 0,81 (H-17); 1,39 (H-10); 1,52;
1,70 (H-1)
10 1,39 (1H), dd, J=13,2; 2,0 46,6 (CH) 0,74 (H-20); 1,26 (H-19); 2,28 (H-2); 2,26 (H-
q)
11 1,40-1,50 (2H) 37,5 (CHy) 0,74 (H-20); 1,95; 2,10 (H-12a, 12b)
12 1.95 (1H), dt, J= 13,2 € 5,0 24,6 (CHy) 1,52 (Heg-1); 0,74 (H-20)
2,10 (1H), dt, J= 13,2 ¢ 5,0
13 147,3 (Co) 1,95; 1,20 (H-12); 6,37 (H-14); 5,05; 5,20 ( H-
L5)
14 6,37 (1H), &d, J=11,5; 17,5 139,0 (CH) 2,10 (H-12); 5,20 (H-15) 4,98 (H-16)
15 5,05 (1H), dd, J= 10,5; 05; 112.9 (CHy) 4,98 (H-16)
5,20 (1H), &d, 3= 17,5; 0,5
16 4,98 (2H), d, }=6,5 115,6 (CHy) 1,95; 2,10 (H-12);5,20 (H-15); 6,37 (H-14)
17 0,81 (3H), d, J=6,3 16.0 (CHs) 0,74 (H-20)
18 167,9 (Co)
19 1,26 3H), s ' 20,7 (CH;) 1,15 (H-6); 1,39 (H-10)
20 0,74 (3H), s 18,3 (CHs)
Ome 3,70 (3H), s 51,2 (CH)
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Tabela 06. Deslocamentos quimicos de RMN 13C das substincias
20a, 20.1a e 20.1

C 20° 20.1° 20.1
01 17,6 17,0 16,9
02 27,2 24,1 24.6
03 136,8 139,1 142,2
04 142,6 138,7 137,7
05 37,6 36,4 40,4
06 35,9 37,0 36,8
07 27,3 28,6 28,6
08 36,3 37,8 37,7
09 38,9 40,4 36,3
10 46,6 45,3 45,5
11 37,5 37,4 37.3
12 24,6 24,7 24.4
13 147,3 147,5 147,37
14 139,0 138,8 138,9
15 112.9 113,0 112,9
16 115,6 115,6 115,5
17 16.0 16,1 16,03
18 167,9 168,7 173,4
19 20,7 33,6 33,1
20 18,3 18,0 18,0
51,2 51,3
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SUBSTANCIA 21

A substéncia 21 [a]p?*(-) 60,6° foi isolada a partir da fragdo Fc.6 do extrato
EAc.1 (fluxograma 01).

O espectro de IV (E 56) apresentou banda intensa em 1668 cm™ caracteristico
de dicarbonilas o,3- ndo saturada.

O espectro de RMN 'H (E 51) apresentou virios sinais na regifio de 3y 0,70 a
2,80 caracteristicos de substincias triterpénicas ou esteroidais. As seis metilas em dy 0,72,
0,80; 0,82; 0,85; 0,92 e 1,16 sdo caracteristicas de esterdides do tipo 24-etilcolesterano. O
sinal simples em 8y 6,17 ¢ sinais em 8¢ 199,8, 8¢ 202,6, 8¢ 125,35, 8¢ 161,3 no espectro de
RMN !C, confirmaram a presenga de um sistema dicarbonilico o, f- ndo saturado
anteriormente observado pelas absor¢des no IV. Essas informages permitiram propor as
unidades estruturais (a) e (b) para a substincia (figura 23).

a O

Figura 23. Unidades estruturais proposta para a substincia 21.
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A anilise dos dados de correlagdes 'H, "H (COSY, E 54) e °C, 'H (HETCOR, E
55, tabela 07) de RMN 2D mostrou que a estrutura (a) é a mais provavel. Isto, foi evidenciado
pela presenga das correlagdes entre o H-8 (84 1,86) H-7(6y 2,68); H-8 (64 1,86)/ H-14 (6y 1,10)
e H-8 (6y4 1,86)/ H-9( (8y 1,36). Essas informac¢des nos levaram a propor a estrutura da substincia
21 como sendo o 24-etilcolest-4-ene-3,6-diona.

Substéncias esteroidais carboniladas como 21 sfo relatadas como produtos de
oxidagdo de alcoois esteroidais.*

Durante uma consulta & literatura encontramos o trabalho de Aiello, A. e
colaboradores o qual relata o isolamento de 24(R)-24- etilcolest-4-ene-3,6-diona a partir da
esponja marinha Cinachyra tarentin *® ¢ considera o mesmo um produto natural e nio um artefato
de oxidacdo do etil-colestano. No caso da substdncia 21, consideramos como produto natural,
pois a obten¢fio do extrato bruto foi realizada com a planta fresca, imediatamente apos a sua
coleta.

Comparacéo dos dados de RMN 'H e RMN '*C da substinccia 21 com os da
literatura para 24-(R)- 24 — etilcolest — 4 — ene — 3, 6 — diona %’ mostraram valores coincidentes.

Aiello e colaboradores concluiram que a configuragfio relativa da substincia
isolada era idéntica 4 do 24-etil-colestano por comparagéo dos espectros do produto natural e do
produto sintético obtido a partir da oxidacdo do 24-etilcolestanol.

A configuragio absoluta foi citada, sem maiores explicag@es como iqual a do 24(
R )-colestanol.
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Tabela 07.Deslocamentos quimicos de "H e *C da substincia 21 obtido de RMN 1D e 2D,

N® Carbono (§) Hidrogénio (3) 'H,'H (COSY)

01 CH, 339 1,04 (1H), 1,26 (1H)

02 CH, 337 2,48 (1H), dd, J=4,8; 13,9 (1H)

03 C, 1998

04 CH 1255 6,17 (1H), s

05 C, 1613

06 Co, 2026

07 CH, 467 2,68 (1H), dd, J=3,6; 15,7, 2,0 (1H), 2,68 x 1,86 (H-8)
d, =156

08 CH 34,1 1,86 (1H) 1,86 x 1,36 (H-9) x 2,68 (H-7) x 1,10 (H-

14)

09 CH 509 1,36(1H) 1,36 x 1,86 (H-8)

10 C 397

11 CH, 207 0,30 (2H)

12 CH, 390 1,20 (1H); 2,04 (1H)

13 C, 424

14 CH 558 1,10 (1H) 1,10 x 1,86 (H-8)

15 CH, 259 1,13 (2H)

16 CH, 279 1,24 (1H); 1,86 (1H)

17 CH 565 1,14 (1H)

18 CH, 11,7 0,72 (3H)

19 CH, 174 1,16 3H)

20 CH 359 1,34 (1H) 1,34 x 0,92 (H-21)

21 CH, 186 0,92 (3H)

2 CH, 354 2,08 2H) 2,08 x 1,58 (Hb-23)

23 CH, 238 1,12 (1H); 1,58 (1H)

24 CH 457 0,82 (1H)

25 CH 290 1,64 (1H) 1,64 x 0,81 (H-26)

26 CH; 189 0,86 (3H), d, J= 6,6

27 CH, 197 0,81 (3H), d, J= 6.6 0,81 x 1,64 (H-25)

28 CH, 229 1,25 (2H)

29 CH, 11,8 0,83 (3H), t, J=6,9
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SUBSTANCIA 25
Hi '
H T E
Hi 1
3 OH

A substéncia 25 foi isolada como um solido branco a partir da fragio Fc-12, do
extrato dos peciolos (fluxograma 01).

O espectro de massas (E 67) ndo apresentou o ion molecular, mostrou
fragmento de m/z 397 com intensidade de 85% caracteristico de fon CzgHas ™.

O espectro de RMN'H (E 64) mostrou absorgdes caracteristicas de esterdide
glicosilado, através dos sinais de metilas na regido de 6u 0,70 a 1,02, de hidrogénios
carbindlicos da unidade glicosidica na regifio de 8y 3,29 a 3,90, um dubleto a 3y 4,40 (J=
7,9Hz) correspondendo ao hidrogénio anomérico (H-1"). O valor da constante de acoplamento
sugere uma relagio trans-diaxial entre H-1anomérico e H-2’, indicando configuragéo B paraa
unidade glicopiranosidica. Observa-se também sinais dos hidrogénios H-6 como um dubleto
largo na regidio de 8y 5,38.

O espectro de RMN"C/DEPT (E 65 e E 66) mostrou vinte e nove sinais da
porgiio esteroidal, 6 sinais referentes aos carbonos da unidade glicosidica em & 62,4; 71,0;
74,4 76,9; 77.4 correspondendo aos carbonos C-6', C-4', C-2', C-3'e C-5', respectivamente, €
sinal do carbono anomérico em & i 101,9 (CH, C-1") (figura 24).

Observou-se também, sinais dos carbonos nfo saturados em 3¢ 121,7 (CH) e
141,3 (Cy), referentes aos carbonos C-6 ¢ C-5 respectivamente. A posi¢do da ligagfio dupla
A>® é confirmada pela absorgdo do C-19 em 3¢ 19,6, enquanto que para esteroides A’ o
deslocamento quimico para C-19 apresenta absor¢io na regifio de 3¢ 13,07

 Comparagdo dos deslocamentos quimicos de RMN"C obtidos para a
substincia 25, com os valores de deslocamentos quimicos encontrados na literatura para o 3-

B-O-B-D-glicopiranosilisitosterol 38 confirmaram a estrutura proposta para a substancia 25.
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Figura 24. Dados de RMN"C para a substincia 25.

Durante o isolamento das substncias discutidas isolou-se também mistura de
esteroides 24-metilcolest-5-enol (22a), 24-etilcolesta-5-22-dienol (22b) e 24-colest-5-enol
(22¢) caracterizada por CG/EM e por dados de RMN'H, as substéncias 23 e 24 identificadas

por dados de RMN'H e RMNBC/DEPT como 4cido linolénico e 4cido dodecandico
respectivamente.
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13.2 - ESTUDO DE CINCO ESPECIES DAS PLANTAS DO GENERO
Echinodorus POR CG/EM

O isolamento do 4cido echindico (16) dos peciolos de E. grandiflorus, € o nio
isolamento do echinol (1) isolado em 1993 por D. Manns e colaboradores ° desta mesma espécie, e
as dificuldades encontradas no isolamento e caracterizagdo de clerodanos presentes na planta nos
levou a desenvolver um método analitico com o qual fosse possivel através da andlise do perfil
cromatografico da planta, identificar os constituintes isolados, detectar os derivados clerodanicos
bem como derivados do acido echindico.

Considerando ainda, que as concentragdes do principio ativo da planta de uma
mesma espécie pode variar de uma regidio para a outra, e que apesar do fato de algumas literaturas
referentes & plantas medicinais recomendarem a utilizagéio tanto da espécie E. grandiflorus como
E. macrophyllus como chd medicinal >* observa-se que a comercializagéio deste chd restringe-se a
espécie E. macrophyllus, assim, esta parte do trabalho teve como objetivo também, o de comparar
o perfil cromatografico de E. grandiflorus coletada em Curitiba-PR com a coletada em Campinas-
SP, com a espécie E. macrophyllus ¢ com os de outras espécies: E. aschersonianus, E.
longipetalus ¢ E. tenellus.

A primeira técnica a ser testada para esse fim foi CLAE (Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia). Inicialmente procuramos verificar a melhor combinagéio (coluna e eluente)
para a separacio das substincias presente no extrato etandlico dos peciolos. Foram utilizadas duas
colunas: a coluna de fase reversa Bondapak C18 e Novapack C18 empregando-se como fase
moével gradiente de metanol/ H,O e acetonitrila/H,0. Das duas colunas, a coluna Novapck C-18
utilizando-se como eluente acetonitria € H,O (60:40) forneceu o melhor resultado para a separagio
do 4cido echindico (16) e uma separagio razoavel para o clerodano (18) (figura 25). Os demais
compostos apresentaram tempo de eluigdo muito proximos uns em relaciio aos outros em todas as
combinagdes de cluentes testadas com as duas colunas, nfo sendo possivel, portanto, obter

condigbes adequadas para a andlise do perfil cromatografico da planta,
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Figura 25. Cromatograma de CLAE do extrato etandlico das folhas de
E.grandiflorus (coluna Novapack C-18; eluente acetonitrila/H,O 60:40).

1.3.2.1. ANALISE DOS EXTRATOS ETANOLICOS BRUTOS DOS
PECIOLOS E DAS FOLHAS DE Echinodorus grandifiorus POR CG/EM.

Diante da dificuldade em analisar por CLAE, optou-se pela analise via CG/EM.
As anilises foram realizadas em espectrdmetro de massa Hewlet Packard — VCD 5890A equipado
com coluna capilar DB-5 J & W Scientific (25m x 0,25mm x 0,25um). e posteriormente em
espectrometro de massa Shimadzu QP 2000A equipado com coluna capilar DB- 17 (30m x
0,25mm x 0,25um).

Os extratos etandlicos das folhas e peciolos (50,0mg) foram primeiramente
tratados em uma pré-coluna, utilizando-se como eluente cloroférmio/metanol 40%. Em seguida os

extratos etandlicos foram derivados segundo os fluxogramas 03 e 04.
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Extrato etandlico {| CH;Nyf éter etilico BTSTFA
e e |E
dos peciolas EEM] BISTFA [EEMs]

anidrido acético/ l

piridina

EE,MA

Fluxograma 03. Derivacio do extrato etanolico dos peciolos.

Extrato etandlico | CH;N,/ éter etilico BTSTFA

das folhas EEMS

anidrido acético/
piridina

EEMA

Fluxograma 04. Derivagio do extrato etanélico das folhas.

Os extratos derivados EE,MS, EE;MA, EEMS ¢ EEMA (1ul, 30,0mg/ml)
foram analisados no espectrdmetro HP-5790A equipado com a coluna DB-5. (condi¢do n® 5). A
analise dos espectros de massas das substancias presentes nos extratos metilado sililado mostrou
ser a forma mais adequada para a identificagdo das mesmas.

Observa-se no cromatograma dos extratos dos peciolos (EE,MS) a presenca do
4cido echindico (16a) (éster metilico) ¢ do clerodano 20a (éster metilico) como componentes
majoritarios (nas condi¢des analisadas ambos possuem o mesmo tempo de retengdo), do clerodano
17a (éster metilico) como componente minoritario, € do clerodano 18b (éster metilico/O- sililado).
Foram detectados, também, nesta andlise o fitol (8) e acidos graxos de cadeia longa como ésteres
metilicos e ésteres etilicos. (figura 26a, 26b).

O cromatograma dos extratos das folhas mostrou a presenga do 4cido hardwickico
(14a), como éster metilico, ¢ do fitol (8) como componentes majoritarios, do clerodano 18b na
forma de éster metilico/O-sililado como componente minoritario e, ainda, de acidos graxos de

cadeia longa como ésteres metilicos e etilicos € na forma de éster sililada. (figura 27a, 27b).

-55-



Parte I — Resultados e Discussio

As substincias identificadas em cada um dos extratos estdo indicadas no
cromatograma com os niimeros de suas estruturas (Figura 28).
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Figura 26a. Cromatograma de CG/EM do extrato etanélico dos peciolos

(EE MS) de Echinodorus grandifiorus coletados em Curitiba-PR (coluna DB-S).
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Figura 27a. Cromatograma de CG/EM do extrato etanélico das folhas (EEMS))
de Echinodorus grandiflorus coletadas em Curitiba-PR (coluna DB-5).
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Figura 26b. Expansiio da figura 26a.
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Figura 27b. Expansio da figura 27a
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22h (22,23-diidro) R=H
22b1 (22,233-diidro) R=Si{CH,);

1 R=l_31 2aR=H 22c R=H
1 R= Si(CH5), 22a1 R=Si(CH,), 21 R=Si(CH;);
0
Y
COOR! X0
- H
0
SN\ }\ H
CHL{CR,); {CH,)y OR
23 R=H COOR COOR
23aR=-Me
23b R = -SiMe3 34 R=R'=-H =
23¢ R =-CH,CH, 1 ¥» R=4
MR-R1=-CH3 35 R =CH,
34b R =R =-S5{Me); 35b R = SiMe),
COOR'
CH,(CH,),sCOOR
H CH,(CH R
36 R= R1=-H L ‘.')NCCD 38 R=-H
_nl_ 37 R=H 38a R =-Me
H 36aR Rl '(?Hs s R=.Me 38b R = -SiMe,
36b R =R" =Si(Me); 37b R =.SiMe, 38 R=-CH,CH,
COOR
0
CHy(CH) /= N ‘((H,},J\OR
39 R=--H
39aR=-M
39 R =SiCHy); 40 R=H
_ 40bR=CH;
40c R = Si(CHy),

Figura 28. Substincias identificadas por CG/EM presentes nos extratos

etandlicos de E.grandiflorus.
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A identificacio das substincias isoladas no cromatograma de CG/EM, baseou-se
nas comparacdes dos espectros de massas e dos tempos de retengfio das substéncias padrdo.As
demais substincias foram identificadas por andlise da fragmenta¢io, comparacio com 0s
espectros da biblioteca Wiley e, em alguns casos, indice de retengfio® (tabela 08)

Tabela 08. indice de retenciio das substincias identificadas na planta E.grandiflorus.
(coluna DB-5)

Substancia Ig IxLit Substancia Ik I Lit
Hexadecanoato de metila (37a) 1931 1927 Clerodano 14a 2476 -
Linoleato de metiia (39a) 2106 2092 Clerodano 17a 2984 -
Trans—fitol (8) 2119 1949 Clerodano 19a 2915 -
Octadecanoato de metila 2127 2128 Clerodano 18b 2999 -
Echinoato de metila (16%) 2307 - Clerodano 20a 2307 -

Na tabela 08 observa-se uma discrepincia no valor do indice de retengio obtido
para o trans-fitol (8) identificado nos extratos da planta E. grandiflorus com o da literatura ® No
entanto, este valor coincide com o indice de retengéio do frans-fitol (comercial, Iz 2114) obtido
pelo grupo durante os estudos de 6leos essenciais.

O clerodano 17a, contendo o grupo etoxila, foi inicialmente considerado um
artefato conforme discutido no capitulo L.3.1 (pagina 26), uma vez que a literatura relata o
isolamento de um clerodano andlogo contendo um grupo metoxila 27 ho lugar de etoxila. Visando
solucionar esta questiio, foram preparados extratos da planta utilizando-se acetato de etila como
solvente. Os extratos EACE, (extrato acetato de etila dos peciolos), EAcE¢ (extrato acetato de
etila das folhas) obtidos foram derivados com diazometano e bis (trimetilsilitrifluoroacetamida,
BTSTFA) obtendo se os estratos EACEMS ¢ EACEMS e analisados por CG/EM.(espectdometro

 de massa HP-5890 equipado com coluna DB-5).

O cromatograma do EACEMMS mostrou a presenga de uma substéncia com o
mesmo tempo de retengiio observado para a substincia 17a nos extratos de EE,MS (figura 29).
O espectro de massas desta substéncia apresentou fragmentagBes idénticas as da substéncia 17a

consequentemente considera-se que a substdncia etoxilado 17a € um produto natural.
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Figura 29. Cromatograma de CG/EM do extrato acetato de etila metilado
sililado de folhas( EAcEMS) de Echinodorus. grandiflorus (coluna DB-5).

A anilise dos espectros de massas das substéncias ndo isoladas, detectadas no
cromatograma EE,MS ¢ EEMS (extratos etan6licos), sugere a presenca de diversos clerodanos
semelhantes aos clerodanos isolados. As estruturas dessas substancias foram sugeridas como
34a, 35a ¢ 36a (ésteres metilicos). As estruturas propostas para essas substincias basearam-se na
analise de fragmentagdes e comparagdo com os espectros de massas dos clerodanos isolados, os
quais iremos discutir a seguir.

Observa-se nos espectros de massas dos clerodanos 14a (E 13),. 17a (E 29), 18a
(E 36.1), 192 (E 42) e 20a (E 50) padrdes de fragmentagSes muito semelhantes, apresentando
fragmentos principais de m/z 235, 234, 203, 175 e 139, os quais sio originados da clivagem C-
9/C-11 a partir do jon molecular e perda subsequente de moléculas neutras conforme sugestdo de
fragmentagdo apresentada para as substincias 14a, 17a, 18a, 19a ¢ 20a (paginas 15, 25,29, 37 ¢
44). Portanto, a presenga de um conjunto de fragmentos de m/2 235,203 e 175 ¢ de m/z 235, 139
e/ou 234, 139, no espectro de massas de uma substéncia, sdo indicios fortes da presenga do

esqueleto clerodinicos como A (figura 30).

.61 -



Parte I — Resultados e Discussio

R
11
Figura 30:
Esqueleto clerodinica
COOR
A

Outra caracteristica observada foi a presenca de um fragmento intenso
correspondendo a perda de uma molécula neutra de CH3;0H ou H;O conforme os espectros de
massas dos clerodanos 17a (E 29), 18a (E 36.1) e 19a (E 42).

No espectro de massas da substancia 34a (Figura 31), observa-se a presenca do ion
molecular de m/z 322 (1%) e um fragmento intenso de m/z 290 (100%) coerente com a perda de um
fragmento neutro de MeOH a partir do jon molecular, para um composto de formula molelcular
C19H3004. O conjunto de fragmentos de m/z 235 (8%), 203 (18%), 175 (22%) ¢ de m/z 235 (8%),

139 (17%) efou 234 (1%), 139 (17%) permitiram propor a estrutura cleroddnica 34a para a
substancia (Esquema X).

Rbundarce Scan 238 {21.727 min): CAULECT.D {3
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80
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Figura 31. Espectro de massas da substincia 34a.
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Esquema X. Proposta de fragmentaciio para a substincia 34a, por

impacto eletronico no espectrometro de massas.
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Observa-se no espectro de massas da substdncia 35a (figura 32) um fragmento
intenso de m/z 314 (100%), correspondendo a perda de uma molécula neutra de MeOH a partir do
jon molecular de m/z 346, o qual ndo é observado no espectro de massas. Observa-se ainda,
fragmentos de m/z 235 (1%), 203 (5%), 175 (15%) e 139 (5%) sugerindo o esqueleto clerodanico
com um substituinte butenolidio (C¢H70»).

A auséncia do fragmento intenso de m/z 111 correspondendo ao fon [CeH;0,]"
(estrutura B, figura 33), caracteristico de diterpenos clerodinicos y-butenolidio B-substituido®!,
sugere substituinte o-butenolidio de estrutura 35a. A proposta de fragmentagfo para a substéncia
35a estd mostrada no esquema XI.

A comparagio dos dados dos espectros de massas das substincias 34a e 35a com os
da literatura ¥’ correspondendo as substancias 4acido nor hardwikico e 4cido 16-oxo-15, 16

hardwickico, respectivamente, mostraram fragmentos idénticos confirmando a estrutura proposta
das substéncias 34a e 33a.

Abundance Scan 377 (26 701 min): CAULECT.D (-}
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Figura 32. Espectro de massas da substinccia 35a.
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Esquema XI. Proposta de fragmentagio para a substincia 35a, por

impacto eletronico no espectrémetro de massas.
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Figura 33. Fragmento de mv/z 111 caracteristico de clerodino- substituido em f3.
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O espectro de massas da substéncia 36a (figura 34) apresentou fragmento intenso de
m/z 304 (100%) correspondendo a perda de MeOH, a partir do fon molecular de m/z 336 (1%). Por
comparagio do espectro de massas com a da substéncia 34a observa-se uma unidade a mais de CH,
para o substincia 36a sugerindo substincia clerodanica de formula molecular CpoHs,04 sustentando
um substituinte (CHCHCH;COOMe) ou (CH,CHCH,COOMe).

A perda de uma molécula neutra de MeOH a partir do ion molecular com
subsequentes perdas de radical metila e outra molécula neutra de MeOH caracterizadas pelos
fragmentos de m/z 304 (100%), 289 (3%) e 257 (3%), respectivamente, ¢ ainda fragmentos de m/z
235 (11%), 203 (15%) e 139 (12%) sugerem a estrutura 36a para a substancia (esquema XII).

bundance Sean 312 (22.609 min): FOLHACT.D ()
90
80

70

139 203

235
175 219
81 95705 L 00 | 151 | 191 257 289
oddayda .'.‘i Wl 1.JTITi '].II.)J,,L. Lyt L ..;%.n.. i T [T AL T T i
80

| AR REERES VAN LA LN R R rrryeTrTeTY
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Figura 34. Espectro de massas da substincia 36a.

-66 -



Parte I — Resultados e Discussdo

& COOMe " 1** q
COOMe
" e J m/z 139 (12%)
'y &
L -C_.,H,Oz If‘
H

COOM
COOMe €

vz 304 (100%) miz 336 (M" 2%)
MeOH \J

k 2OMe
lk «CH; 0’#%

&0' m/z 235 (11%)
[&m
H | H

C COOMe
° .
COOMe 0 m/z 305 (22%) Q
m/z 289 (3%) m/z 304 (100%) ) g :
MeOH
&o’ k cH 2 O+ m/z 203 (15%)
MeOE) 3 W
co
»>
H CysH,d04 H
m/z 289 (3%)
3 3 mz 175 (6%)
miz 257 (3%) miz 273 (1%)

Esquema XII. Proposta de fragmentacio para a substincia 36a, por impacto

eletronico no espectrometro de massas.

A anélise do perfil cromatografico do extrato etanclico metilado/sililado da planta
Echinodorus grandiflorus, possibilitou verificar a presenca dos clerodanos isolados como também
de outros clerodanos nio isolados conforme discutido acima. Foi observado adicionalmente, que
algumas substéncias apresentavam-se tanto na forma de éster metilico e na forma O-sililada, outras
como metilada/O-sililada, problema este que poderia ser samado pelo uso do excesso de
diazometano sem posterior derivagiio com BTSTFA.
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1.3.2.2. ESTUDO DOS EXTRATOS METANOLICOS BRUTOS DAS FOLHAS
E DOS PECIOLOS DE Echinodorus grandiflorus DERIVADOS COM DIAZOMETANO

Para a analise do extrato metanélico da plantas por CG/EM derivados com excesso
de diazometano as folhas e peciolos de E. grandiflorus foram extraidos com metanol com o objetivo
de confirmar a presenca da substincia 17a , sem a duvida de ser um artefato.

Por problemas operacionais este estudo deveria ser executado utilizando coluna
capilar DB-17 (30m x 0,25mm x 0,25um).

Assim, por precaugio, o desempenho das duas colunas e os dois procedimentos de

derivacao foram testados para extratos metanélicos das folhas e peciolos coletadas em Curitiba-PR
(1998), como descrito a seguir (fluxogramas 5 e 6).

< BTSTFA
éter etilico EM —_—p | EM,MS.1
Extrate metanélico] __ [~ oM oM
d iolos
s ™ [Empa |
diszometano Anilise por GC/EM
l HP 5890, coluna DB-5
Anilise por GC/EM (121, 30,0mg/m}; condiciio n® 5)
Shimadzu Qp 2000,
coluna DB-17
(141, 30,0mg/ml; condigio n® 7)

Fluxograma 05. Derivacio do extrato metandlico dos peciolos de Echinodorus
grandiflorus (coletados em Curitiba-PR em 1998).
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diazometano
£ter etilico
- BTSTFA
Extrato metandlico EMM - 2 N EMMS.1
das folhas >
excesso EMM.1 l
diazometano
& Analise por GC/EM
HP 5890, coluna DB-5
Anilise por GC/EM (Lgl, 30,0mg/ml; condigdio n® s
Shimadzu Qp 2000,
coluna DB-17

(11, 30,0mg/mi; condiglio at 7

Fluxograma 06. Derivacio do extrato metandlico das folhas de Echinodorus
grandiflorus (coletadas em Curitiba-PR em 1998.)

Os extratos metandlicos foram inicialmente analisados na forma metilado sililado

(EMMS.1 ¢ EMMS.1) por CG/EM, no espectrometro de massa HP-5890 A equipado com

coluna DB-5 para observar a presenga da substincia 17a como também a reprodutividade do perfil

cromatografico da planta.

O cromatograma dos extratos das folhas ¢ peciolos (EM,MS.1 ¢ EMMS.1)

mostraram semelhangas com os dos obtidos da planta coletada em janeiro de 1996 (Figuras 26a e

27a). Observou-se ainda a presenca da substéncia 17a no extrato EM ;MS.1 (figura 35). O espectro

de massas desta substincia mostrou fragmentos idénticos as da substincia 17a confirmando,
portanto, nfo ser um artefato.
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Figura 35. Cromatograma de CG/EM do extrato EM,MS.1. de Echinodorus
grandiflorus coletada em Cutitiba-PR em 1998 (Coluna DB-5).

Em seguida os extratos metanolicos (EM M.1 e EMM.1, metilados com excesso de
diazometano) foram analisados apenas na forma metilada por CG/EM utilizando o espectrdmetro de
massa Schimadzu QP 2000 A equipado com coluna DB-17, com o objetivo de obter um
cromatograma adequado para possibilitar a comparagio do perfil cromatografico dos extratos da
planta E.grandiflorus com os de outras espécies do género Echinodorus.

Apbs a otimizagdo das condigbes o cromatograma de CG/EM dos extratos EMM.1 e
EM_M.1 mostraram a presenga de todas as substincias diterpénicas isoladas na forma de ésteres
metilicos com excecdo da substincia 18a no extrato das folhas (EMdWM.1). Observou-se, ainda, a
presenca das substincias 34a, 35a e 36a em ambos os extratos (figura 36a ¢ 36b) como também as
substéncias 1 ¢ 40 no extrato EM M.1 nfio detectadas na anélise anaterior, cujos espectros massas,
apresentaram ﬁagmemos caracteristicos do acido echin6ico (16) caracterizados principalmente pelos
fragmentos de m/z 136, 121 e 93.
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Comment: CQULE
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Figura 36a. Cromatograma de CG/EM do extrato metanélico metilado dos
peciolos de E. grandifiorus (EM M.1) coletados em Curitiba-PR (Coluna DB-17).
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Figura 36b. Cromatograma de CG/EM do extrato metandlico metilado das
folhas de Echinodorus grandifiorus (EM;M.1) coletadas em Curitiba-PR (coluna DB-17)
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O espectro de massas de 1 (figura 37) apresentou fon molecular de m/z 288 sugerindo
a substdncia de formula molecular C,oH3,0. Apresentou fragmentos de m/z 245 e 136 originados
pela perda do radical isopropila e radical CjoH 160 respectivamente, a partir do fon molecular ¢
ainda, fragmentos de m/z 121 e 93 sugerem a estrutura 1 para a substincia (esquema XIII).
Comparagdo dos dados do espectro de massa da substéncia com os da literatura para o echinol (1)
isolado por Manns e colaboradores apresentaram fragmentos semelhantes confirmando, portanto, a
estrutura da substincia 1.

Scan: 183 1 o- 0y R.T.: Td.1lman Bese Feak: 41,0 Int:  3950(=100%)
400,

H1

7Y 0%
1=\
o

| | e
Uﬂﬂh i miu!i& M MEMWH&IMM&JMWJM i) j bl

=0 z0 17350 120 230 Z23a0

Figura 37. Espectro de massas da substincia 1.
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Esquema XIII. Proposta de fragmentagiio para a substincia 1, por impacto

eletrénico no espectrometro de massas.

O espectro de massas da substancia 40a (figura 38) mostrou o ion molecular de m/z
314 compativel com a formula molecular CpH3oO2. A presenca dos fragmentos de m/z 136
caracteristico da clivagem C5-C6/C13-C14 a partir do fon molecular, de m/z 271 originado pela
perda do radical isopropila ¢ ainda fragmentos de m/z 121 e 93 originados pela perda do radical
- metila e isopropila, respectivamente, a partir do fragmento de m/z 136, possibilitou propor a
estrutura da substincia como sen:;lo a 40 (esquema XIV).
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Figura 38 Espectro de massas da substancia 40a.
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Esquema XIV. Proposta de fragmentaciio para a substincia 40a, por impacto

eletronico no espectrometro de massas.
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A anilise de CG/EM dos EE,MS (extrato etandlico metilado sililado dos peciolos),
EEMS (extrato etanélico metilado sililado das folhas) mostrou a presenca do clerodano f-
butenolidio (18b) apenas na forma de éster metilico/O-sililado (figuras 26a ¢ 27a). Nio o
detectamos na forma de éster metilico, uma vez que o espectro de massas da substéncia na forma de
éster metilico apresentou uma caracteristica distinta, principalmente pela presenga de um fragmento
intenso de m/z 330 (100%), e de m/z 387 (100%) na sua forma éster metilico/O-sililada.
Observamos, também, que o cromatogramas do EMpM mostrou apenas tragos da substéincia 18a e
auséncia da mesma no extrato EMM, enquanto que o cromatograma do extrato metilado sililado
das folhas (EMMSL1) mostrou a presenca da substancia 18b (figura 39). Este fato sugere que
substincias clerodénicas como a 18, na presencga de excesso de diazometano, podem sofrer além da
reacdo de metilagio a reagio de adigéio de diazometano

100, 0%
: a
: 18a @)
!
]
|
|
]
Tota :
i} - ,
]
i
!
S —— s —— T ——
] 100 200 300 400
36.01 38. 46 40,13 41,80
(b)
100, 0% '

ool S

B T T T T T T T T T T
a} 100 Z00 300 400
36. 65 - 38.30 39. 96 41.63

Figura 39. Expansiio do Cromatograma dos extratos: a) EMpM, b) EMM.
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Assim, para analisar este fato, a substincia 18 foi levada a reagir com excesso de
diazometano em éter etilico. O cromatograma de GC/EM da reagdio mostrou a presenca de vérios
produtos, sendo que dois produtos A e B apresentaram fragmento de m/z 372,coerente com perda de
uma molécuta neutra de MeOH a partir do ion moiecular de m/z.404 sugerindo a formagdo dos
produtos de formula molelcular C2H3,05N; (produtos 18.1 ¢ 18.2) Um terceiro produto apresentou
fragmento intenso de m/z 358, fragmento este que poderia ser proveniente do jon molecular de m/z
376 pela perda de uma molécula neutra de agua sugerindo, também, a formagio do produto de
formula molecular (C22H320s) produto18.3 (figura 40). No esquema XV estd mostrada a proposta de
fragmentagfo para as substincias 18.1, 18.2 ¢ 18.3.

0
Y 0
OH OH
H H
CH;N; CH,N,
u Tter elilico “Tier collts
N=N COOMe COOH COOMe
181
18.2
2 isbmeros CH;N» o
eter etilico 1 2 isémeros
-0 CHeNEN
W\A i
0
OH 0
OH
H H
—
COOMe COOMe
18.3

Figura 40 . Provaveis produtos de adi¢iio do diazometano a substincia 18.
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Esquema XV. Proposta de fragmentaciio para as provaveis substincias 18.1,

'18.2 € 19.3, por impacto eletrénico no espectrémetro de massas.

A reacdo de adigiio do diazometano as substincias diterpénicas foi observada também
por Mahato e colaboradores,”? durante o isolamento da substéncia 41 a partir da espécie Conyza
Stricte, por Bohlmann e colaboradores,®® durante o isolamento da substincia 42 a partir de
Acritopappus confertus (figura 41) e por Devi e colaboradores, # a0 tratar a substancia 43, isolada

de Anisomeles malabarica, com diazometano.
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O0Me

Figura 41. Reagiio de adigiio do diazometano as substincias 412,429 e 434,

1.3.2.3. ESTUDO DOS EXTRATOS METANOLICOS BRUTOS DAS FOLHAS
E PECIOLOS DE Echinodorus grandiflorus DERIVADOS COM BTSTFA.

A inconveniéncia do uso de excesso do diazometano para a analise dos compostos
butenolidios nos levou a verificar o comportamento destes apenas na forma sililada. Assim, os
extratos meténélioos das folhas e peciolos de E.grandiflorus coletada em Curitiba PR (1998) foram
sililados com BTMSTFA obtendo se os extratos EMS.1 ¢ EMS.1, os quais foram analisados (1pl,
30,0mg/ml) no espectrometro de GC/EM equipado com coluna DB-5 (condigdo n® 5) ¢ DB-
17(condiggo n® 7).

O cromatograma de CG/EM do extrato EMSi obtido utilizando-se 2 coluna DB-17

mostrou que as substincias 18¢ ¢ 19¢ eluem jumtas, enquanto que utilizando-se a coluna DB-5,
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ocorreu uma perfeita separagio das substincias 18¢ ¢ 19¢ confirmando, portanto, que a andlise dos
extratos derivados com excesso de diazometano apresenta inconveniéncia para a identificacdio de
substdncias com esqueleto butenolidio. J4 as substéncias 16b e 20b nfo mostraram uma separagdo
adequada utilizando-se ambas as colunas.

Os derivados sililados do acido hardwickico (14b) (E 13.1), 4cido cembranéico (16b)
(E 22.2), echinol (1b) (figura 42), clerodano 20b e do derivado cembranéico 40b (figura 42) foram
identificados pela presenga dos respectivos ions moleculares de m/z 388, 374, 360, 374 ¢ 372
compéativeis com as formulas moleculares C;3Hi6Si0s; C3H33810,; C3HioSi0; Ca3Hzs0,2851,
C23H;36S10,, respectivamente

As substéancias 18c, 34b, 35b e 36b foram identificadas principalmente pela presenca
de fragmentos caracterizados pela perda de molécula neutra de HOSiCH;); a partir do ion
molecular (o qual nfio aparece no espectro de massas) e subsequente perda do radical metila ¢ ainda
pelo fragmento de m/z 73 caracteristico de fon Si(CH;) (esquema XVI, figura 43).

mz 477 (9%) mz 423(16%) m/z 389 (9%) w3 437 (14%)
1-'(3"3 1 ~eCH, ‘ —sCH; t =+CH,
0
4] OSiM ¢)3 C‘m )y
OSiM &), %
JH i
,,?jc‘o-siMe), + . H““"ﬂ O—SIMe), ?‘ o_s.(Me)
18¢ 35h
iz d92 mm mz 404 m4sz
| | oo | |
e '™ + o
CyH,,0,8i CyHp0;Si CyoHz05 CyH3,055i
vz 402 (18%) vz 348 (100%) ma 314 (100%) ms 362 (79%)
‘ CH, ‘ <8 ‘ CH,
Caly08 CyyHn0si CyHxG,
w7 387 (84%) vz 333 (T%) m/z 299 (7%)

Esquema XVL Proposta de fragmentagio para as substincias 18c. 34b. 35b e

36b, por impacto eletrénico no espectrometro de massas.
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Figura 42. Espectro de massas das substancias 1b e 40b.
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Figura 43. Espectro de massas das substancias (a) 18b, (b) 34b, (c) 35b ¢ (d) 36b.
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A substincia 17b foi identificada pela presenca dos fragmentos de m/z 359 e m/z 402
originados pela perda do radical OSi(CH;); e perda de molécula neutra de CH;CH,OH
respectivamente, a partir do ion molecular. .

A substancia 19b foi identificada pela presenca dos fragmentos de m/z 402 ¢ 387,
correspondendo & perda de HOSi(CHj;); e subsequente perda de radical CH; a partir do jon
molecular como também, pela presenca dos fragmentos de m/z 329 e 344 (E 42.1).

Identificou-se as substancias silil hexadecanédico (37b), silil octadecanéico (38b) ¢
silil linolenato (23b) pela presenca nos respectivos espectros de massas do fon molecular de m/z
328, 356 e 350 e ainda, pela presenga de fragmentos de m/z 132 originados do rearranjo McLafferty
a partir do ion molecular.

Observamos adicionalmente, a presenga das substincias 22al, 22b.1 e 22c.1
caracterizadas pela presenga do ion molecular de m/z 472, 484 e 486 coerentes com as formulas
moleculares C31HsSi0, CiaHs6Si0 e CaHsgSi0, respectivamente. A presenca de substincias que
eluiram entre 20 a 22min apresentaram fragmentos caracteristicos de glicosidios 44 contendo
- dissacaridios do tipo da sucrose sililada (esquema XVII). Para confirmagio estrutural seria
necessario estudar a fragiio polar que nfio foi o alvo deste estudo, entretanto notificar a presenga do
mesmo ¢ importante para trabalhos futuros principalmente devido ao fato de ter sido observada uma

grande abundéncia destes glicosidios na espécie Echinodorus macrophyllus.
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RO»
+
s
H\C(};)_R _l "o 0"! 1 CH10%
R 0] &= +45
R Cy5H338i04
OR -_— m/z 361
RO 0O CHgORl
) R t\, C3H;0;R
|
OR . 45

R= Si{CH3)3 (CH;);SiOCH=CH-CH=0Si(CH3)3
R'= aglicona m/z 918 (M *, ausente) mz 217

Esquema XVIIL Proposta de fragmentaciio para glicosidios genéricos contendo duas

unidades de carbohidrato, por impacto eletrénico no espectrémetro de massas.

1.3.2.4.COMPARACAO DOS EXTRATOS METANOLICOS SILILADOS DE
Echinodorus grandifiorus COM OS DE OUTRAS ESPECIES.

O estudo comparativo de diversas espécies de Echinodorus foi norteado pelos erros ¢
acertos das andlises anteriores.

Assim, foi escolhido o metanol como solvente para obtengfio dos extratos das plantas,
a derivagdo dos extratos com bis — (trimetilsililtrifluoroacetamida) e a andlise por CG/EM no
espectrdmetro HP 5790 equipado com coluna DB-5.

As espécies analisadas foram: E. grandiflorus (coletada em Campinas-SP), E.
macrophyllus (extrato fresco e comercial), E. arschesonianus, E. longipetalus e E. tenellus. Todas as
amostras foram coletadas em Campinas-SP (1999) e imediatamente extraidas com metanol e
derivadas com BTMSTFA.

As figuras 44a-44g mostram os cromatogramas dos extratos analisados. As
substincias identificadas estfio indicadas nos cromatogramas com os nimeros de suas estrufuras.
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Figura 44a. Cromatograma de CG/EM do extrato metanélico sililado dos
peciolos de Echinodorus grandiflorus (EMSi) coletados em Curitiba-PR. {coluna DB-5).
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Figura 44b. Cromatograma de CG/EM do extrato metanélico sililado das folhas

de Echinodorus grandiflorus coletadas em Curitiba-PR (coluna DB-5).
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Figura 44c. Cromatograma de CG/EM do extrato metandélico sililado da espécie
Echinodorus grandifiorus (EMSi -2, folhas e peciolos) coletada em Campinas-SP (coluna DB-
5).
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Figura 44c.1. Expansio da figura 44c.
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Figura 44d. Cromatograma de CG/EM do extrato metanélico sililado da espécie
Echinodorus macrophyllus (EMSig,,, folhas e pegiolos) coletada em Campinas-SP-(coluna DB-
5).
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Figura 44e. Cromatograma de CG/EM do extrato metandlico sililado da espécie
Echinodorus macrophyllus (EMSigyc, comercial) - Campinas-SP (coluna DB-5).
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Figura 44f. Cromatograma de CG/EM do extrato metanélico sililado da espécie

10

Echinodorus aschersonianus (EMSig,, folhas e peciolos) coletada em Campinas-SP (coluna DB-
5).
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Figura 44g. Cromatograma de CG/EM do extrato metanélico sililado da espécie
Echinodorus longipetalus (EMSy,,, folhas e peciolos) coletada em Campinas-SP (coluna DB-5).
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Figura 44g.1. Expansio da figura 44g.
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Figura 44h. Cromatograma de CG/EM do extrato metanélico sililado da espécie
Echinodorus tenellus (EMSig,, folhas e peciolos) coletada em Campinas-SP (coluna DB-5).
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O cromatograma do extrato metandlico sililado da espécie E.grandiflorus (EMSi .2)
coletada em Campinas-SP., mostrou a presenca dos derivados sililados do dcido cembrandico (16b)
e acido hardwickico (14b) como componentes minoritirios, do fitol (8a), dos 4cidos graxos 23b,
37b ¢ 38b, dos esterdides 22al, 22b.1 e 22¢.1.As substincias majoritarias eluidas com tempo de
retencdo entre 22,00min e 24,00min, apresentaram em seus respectivos espectros de massas
fragmentos de m/z 93 e 121 que caracterizam os derivados cembranéicos. A auséncia de fragmento
de m/z 73 de radical trimetilsilila sugerem esqueletos cembrandicos sustentando grupo(s) lactona (s)
para essas substéncias como por exemplo a substincia 43.

Os extratos metanolicos sililados de Echinodorus. macrophyllus, E. aschersonianus,
E. longipetalus e E. tenellus apresentaram perfil cromatografico semelhantes constituidos
principalmente por derivados sililados de acidos graxos, derivados glicosilados ¢ esterdides. E
importante salientar que a ndio identificacsio das substéncias clerodénicas € cembrandicas nestas
espécies, ndo invalida a presenga das mesmas pois este estudo foi realizado com o extrato bruto e
estando as substincias presentes como minoritdrias ou apenas tragos dificultaria a identificagfo
apenas por seus espectros de massas.

A comparagiio dos extratos de E. macrophyllus coletada em Campinas-SP. com o E.
macrophyllus comercial obtida no comércio em cépsula nfio mostrou uma correlagdo com as
substéincias identificadas nas diversas espécies estudadas, o que poderia indicar uma adulteragéo do

produto ou um baixo controle da matéria prima.
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L.3.3 - ENSAIOS BIOAUTOGRAFICOS

Como foi mencionado na introdugfo, a literatura relaciona uma variedade de
propriedades medicinais da planta Echinodorus grandiflorus. No entanto, observa-se que a
comercializagio como cha encontra-se restrita a Echinodorus macrophyllus. Diante destes fatos e a
observagéo na diferenca da composigdo quimica entre E. grandiflorus e E. macrophyllus, durante os
estudos da planta do genéro Echinodorus por CG/EM, tornou-s¢ importante investigar a atividade
biologica da espécie Echinodorus grandiflorus coletada em Curitiba-PR.

Para realizar os testes de atividade bioldgica escolhemos 0 método de bioautografia,
otimizado e utilizado pelo grupo h4 algum tempo.*®

A bioautografia ¢ um método para detectar a atividade antibacteriana de uma
determinada substincia em anélise, por cromatografia.

A detecgdio da atividade bioldgica ¢ realizada em Cromatografia de Papel (CP) ou
Cromatografia em Camada Delgada, através da visualizagdo de halos que se¢ formam sobre a
superficie, exatamente sobre as substincias que inibem ou promovem o crescimento do
microorganismo a qual foram expostas.

Estes testes foram realizados aplicando-se 8pl dos extratos metanolicos dos peciolos
¢ folhas de E.grandiflorus (5,0mg/mL), do cembrano (16} (2,0mg/mL) da substincia 71 (2,0mg/mL)
(ver pagina 106) e 0,5pl da substincia de referéncia cloranfenicol (0,4%). em uma placa de CCD
suportada em folha de aluminio.

As culturas dos microorganismos empregados para estes testes, bem como os meios
de cultura, foram adquiridos na Fundagio Tropical André Tosello em Campinas. Os
microorganismos escolhidos foram: as bactérias Rhodococcus equi (gram +) (CCT 0541).
Staphylococcus aureus (gram +) (CCT 4295), Bacillus subtilis (gram +) (CCT 0089) e a levedura
Candida albicans (CCT 0776)

A analise dos testes de atividade biologica revelou que os extratos das folhas e
peciolos sfo ativos contra os microorganismos Rhodococcus equi, Staphylococcus aureus ¢ Bacillus

subtilis. Com relagio a levedura Candida albicans, tais extratos apresentaram uma moderada
atividade.
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Foi comprovada a atividade do 4cido cembranéico (16) contra os microorganismos
Rhodococcus equi, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (figuras 45a, 45b € 45¢).

O clerodano 20 apresenta Ry muito préximo ao do acido cembranéico (16) (0,48 x
0,45 em hexano:acetato de etila 30%) e ao do acido hardwickico (14) (0,40 em hexano:acetato de
etila 30%), sendo pois dificil dizer se a inibigio observada nesta regifio com os microorganismos
Rhodococcus equi (figura 45a), Staphylococcus aureus (figura 45b) e Bacillus subitilis (figura 45c¢)
se deve também ao clerodano 20. No entanto, a presenga do halo de inibigio um pouco superior a
regido de eluicBo do cembrano nos extratos dos peciolos e folhas na presenca destes
microorganismos, permite sugerir que a substincia 20 também possui atividade contra os
microorganismos Rhodococcus equi, Staphylococcus aureus e Bacillus subitilis.

Os clerodanos 18 e 19 sfo dificeis de serem revelados na presenca do revelador
utilizado para teste de atividade biolégica: o revelador para terpenos (anisaldeido:metanol:acido
sulféirico). S3o visualizados levemente na presenga do revelador universal (metanol: 4cido sulfiirico,
50%) o que possibilitou obter o valor do R¢ no eluente cloroformio metanol 30% como sendo 0,7.
Concluiu-se que as substancias 18 e 19 inibem o crescimento de Staphylococcus aureus e Candida
albicans de maneira 2 vezes (halo de 1,00cm) maior do que uma aliquota de (0,5pl) da substincia |
cloranfenicol (halo de 0,5¢m).

Observou-se também a atividade da substancia 17 contra os microorganismos

Staphylococcus aureus (figura 45b), Bacillus subtilis (figura 45¢c) e Rhodococcus equi (figura 45d)
em aproximadamente a mesma propor¢éo & da cloranfenicol.
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1.4 CONCLUSAQO -

O estudo quimico de Echinodorus grandiflorus coletada em Curitiba- PR, revelou a
presenca de varias substincias entre elas: o fitol (8), o (-) hardwickicato de metila (14a), o 4cido
echindico (1E, 3E, 7Z, 11E)-8-carboxi-1-isopropil-4,12-dimetilciclotetradecatetraeno) (16), os
derivados clerodinicos 4cido (-)-16-etoxicleroda-3,13-dien-15,16-olide-18-o0ato de metila, (4aa, 6a,
8aa)-1-carboxi-5 (S)-[2 (2, 5-diidro-5-etoxi-2-0x0-3-furaniletil-5, 6, 8a-trimetil-3, 4, 4a, 5, 6, 7, 8,
8a-octaidronaftaleno] (17a), 4cido (-)-6-hidroxicleroda-3 ,13 —dien-16, 15-olide-18-oico, (4ac, 6,
8aq)-1-carboximetil-5(S)-[(3-metileno-4-pentenil)-5, 6, 8a-trimetil-3, 4, 4a, 5, 6, 7, 8, 8a-
octaidronaftaleno] (18), acido (-)-16-hidroxicleroda-3, 13-dien-16, 15-olide—18-oico, (4ac, 6c,
8acr)-1 — carboxi-5 (8)-[2 (2,5-diidro-5-hidroxi-2-oxo-3-furaniletil-5, 6, 8a—trimetil-3, 4, 4a, 5, 6, ,
8, 8a—octaidronaftaleno] (19) e 4cido (-)- cleroda-3, 13(16), 14 trien-18-oato de metila, (4aa, 6a,
8an)-1-carboximetil-5(S)-(3-metileno-4-pentenil)-5, 6, 8a-trimetil-3, 4, 4a, 5, 6, 7, 8, 8a-
octaidronaftaleno] (20), os derivados esteroidais o etilcolest-4-en-3, 6-dienona (21) ¢ 3 -B- O - B- D
- glicopiranosil sitosterol (25) e os 4cidos graxos o 4cido linolénico (23) e 4cido dodecandico) (24)
sendo as substincias 16, 18 e 20a inéditas.

A presenga da substancia 17a nos extratos de E. grandiflorus preparados com acetato
de etila ¢ metanol elimina a possibilidade da mesma ser um artefato.

Determinou-se a configuragio absoluta da substincia (-)-18 por comparagio de seus
dados de rotagdo Gtica com a da substincia sintetizada a partir da substdncia de configuragéo
absoluta conhecida o (-) acido hardwickico (14), pela fotooxigenagfio regiosseletiva do anel
furénico.

Para a realizagdio dos estudos por CG/EM dos extratos brutos de E.grandiflorus
objetivando a identificacio das substdncias isoladas, detecglio dos derivados clerodanicos e
cembrandicos e comparagio do perfil cromatogréfico de E. grandiflorus e E. macrophyllus com os
de outras espécies, trés métodos de derivagiio dos extratos de E.grandiflorus foram testados:

a) reagfio com diazometano seguida por bis-(trimetilsilitrifluoroacetamida)
b) reagfo com diazometano

¢) reagdio com bis-(trimetilsililtrifluoroacetamida)
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A avaliagdio das trés derivagdes mostrou que a metilagio com excesso de
diazometano produz artefatos pela adi¢io do diazometano 4 unidade do acido carboxilico e a
lactona a, B nfio saturada dos derivados clerodénicos, enquanto que a sililagio mostrou ser a
derivagfio mais adequada para analise das plantas do género Echinodorus por CG/EM equipada com
coluna DB-5.

A comparagdo por CG/EM dos extratos metandlicos brutos sililados de Echinodorus
macrophyllus, Echinodorus aschersonianus, Echinodorus longipetalus e Echinodorus tenellus
revelou que clerodanos ¢ cembranos s3o substincias caracteristicas de Echinodorus grandiflorus
enquanto que nas demais espécies estas substincias apresentam-se como minoritirias ou apenas
tragos. Comparagdo da espécie E. macrophyllus coletada fresca ¢ adquirida no coméreio revelou
que E. macrophyus comercial difere da coletada fresca, bem como com as de outras espécies
analisadas, evidenciando uma possivel adulteragfo.

Apesar da derivagéo dos extratos com diazometano apresentar inconveniéncias para
identificagio de clerodanos butenolidios, os extratos metilados foram importantes para a
identificac&o das substincias 1, 34, 35, 36 e 40.

A utilizagiio de quantidades pequena do extrato ¢ a rapidez na obtengfio do perfil
cromatografico da planta por GC/EM, torna este método titil para analisar a presenga de substincias
ativas presentes nas plantas de regibes diferentes, auxiliando no controle de qualidade das plantas
medicinais, uma vez que podem surgir diferengas significativas nas concentragGes dos principios
ativos quando nativas de uma regifio (aclimatada) ou quando cultivadas, devido a influéncia do solo.

Estudos da atividade biolégica mostraram que os extratos de E. grandiflorus coletada
em Curitiba-PR, sfo ativos principalmente contra Staphylococcus aureus, Rhodococcus equi e
Bacillus subtilis e contra Candida albicans.

As substincias 14, 16, 17 ¢ 20 mostraram atividade contra os microorganismos
Staphylococcus aureus, Rhodococcus equi ¢ Bacillus subitilis ¢ as substancias 18 e¢ 19 contra

Staphylococcus aureus e Candida albicans.
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PARTE II
AVALIACAO DO (-)-8-PINENO COMO SUBSTRATO PARA OBTENCAO DE
QUIRONS MAIS ELABORADOS.



Parte I1.1 — Introducio e Objetivos

.1 AVALIACAO DOS DERIVADOS DO (-)-BETA-PINENO NA SINTESE DE

SUBSTANCIAS BIOATIVAS CONTENDO UNIDADE CICLOPENTANO OU
CICLOBUTANO.

IL1.1. INTRODUCAO E OBJETIVOS.

A abundincia de monoterpenos aciclicos, monociclicos e biciclicos, ¢ algumas
vezes a disponibilidade de ambos os isOmeros éticos, tornou-os candidatos mais comumente
empregados na sintese de substincias enantiomericamente puras.

Uma variedade muito grande de produtos naturais (figura 46) tem sido elaborada a
partir de terpenos quirais como o {(+)-(R)-limoneno ), (-)-(2S,5R)-mentol, (+)-(R) pulegona, (-)-
(R)-carvona e B-(-)-pineno, entre outros. ¥’

Kato ¢ col ® tém utilizado o (-)-B-pineno como material quiral na sintese de
produtos naturais. Estes estudos resultaram na sintese estereocontrolada de (+)-frans-decalona 60

como intermediario na sintese de neo-trans-clerodanos 61 (figura 47).
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Wy > 8 o

(+)-ocidol (45) “a (-)-acorenona B (46) ® (-)-acorenona (47)49 {-)-actinidina (48) 50
O
H
(" 1 n/
P
OH
(-rdauceno (49) 3! fabiana (50) > cedreno (51) 3 (-}-nepelactona (52) *

H
¥ "0 ]
: H /\0 CsHy,

(--iridomirmicina (53) * grandisol (54  Al-tetraidro-cannabinol 55"  germacreno D (56)°

mevinolina (57) ¥ E-Z-cembrano (58) % a-acoradieno (59) 3

Figura 46. Produtos naturais sintetizados a partir de terpenos quirais
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Figura 47. a) (+)-trans decalona (60), b) neo-trans-clerodano (61).

Ha alguns anos o nosso grupo vem investigando a potencialidade da reagdio de
oxidagio do (S)(-)-B-pineno (62) a qual constitui um método clissico na obtengio de (-)-
nopinona (63) , (-)- 4cido nopinico (64) * e o (-)-cetol (65).8

Durante o desenvolvimento de nossos estudos, verificamos a formacdo de outros
dois produtos, além de 63, 64 e 65, pelo tratamento do PB-pineno com KMnO4/NalO, e
KMnO,/piridina .Tais produtos foram identificados como sendo a lactona (66) % e o éter (67) ©
(figura 48). A proporgiio entre os produtos varia, dependendo das condigdes empregadas na
reacdo.
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£3

62

KMn04
HO, .COOH
oH OH
o +

Figura 48. Oxidacfio do (-)-3-pineno (62).

Analisando as estruturas dos produtos 65 a 67, formados na reagio de oxidagio do
(S)(-)-p-pineno (62) visualizamos que os mesmos poderiam servir como intermedidrios quirais
ou precursores destes, na sintese de certas classes de produtos naturais (figura 46).

Um primeiro projeto desenvolvido pelo grupo referiu-se a utilizagfio da lactona
(66) como intermediario para sinteses de substincias com esqueleto orfo-mentanos. A partir da
reagiio da lactona (66) com acido perclérico foi possivel a obtengdo de substéncias diméricas.®

Num segundo momento, estudos da potencialidade do cetol (65) levaram a
obtengdio das substincias 68 e 69 ¢ (figura 49) .Observou-se também, o rearranjo a-halocetona
no tratamento de 68a com hidreto de sédio obtendo-se a substincia 70’ (figura 49).
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e T

=]

68a: X=Cl 69a: X=Cl
68b: X=Br 69b: X=Br
l base
0O
70

Figura 49. Obtenciio das substéincias 68, 69 e 70.

Analisando as estruturas dos produtos 68 e 69, visualizamos que alteragdes
estruturais poderiam dar origem as unidades quirais semelhantes ao esqueleto carbonico de uma
variedade de produtos naturais tais como (-)-dauceno (49), cedreno (51), grandisol (34), e
acoradieno (59) (figura 46).

Assim, devido a relevincia da pesquisa de novos intermediarios quirais € em
continuidade a esta linha de pesquisa, propusemos a otimiza¢do da reago e a sintese de
intermedidrios quirais a partir de derivados de (-)-B-pineno (62) para posterior utilizacio destes

na preparacio de substincias bioativas contendo unidades ciclopentinicos ou ciclobutinicos.
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I1.1.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Visando a utilizagiio das substincias 65, 68 ¢ 69 na sintese de produtos naturais
oticamente ativos, concentramos inicialmente a nossa aten¢io na otimizagdo da reagfo para a
obtengio do cetol (65) em quantidades de 10,0 a 20,0 g, sendo necessario para isto aprimorar a
metodologia. 'Varios métodos na otimiza¢@io da reagdio de oxidagdo do (-)-B-pineno (62) foram
testados em estudos anteriores * para a obtengio de orto-tujanos oxidados e produtos de
clivagem oxidativa. Dentre estes, dois métodos apresentaram resultados satisfatorios na obtengéo
do cetol 65: a) a reagiio com KMnO,/NalOyK;CO; em meio aquoso , b) a reagdo com
KMnQ4/piridina em meio aquoso.

Para decidirmos qual a metodologia adequada para 0 nosso caso, testamos vérias
condicdes reacionais utilizando as duas metodologias.

Vale a pena citar que o emprego de KMnO,/piridina com adi¢do de acido
cloridrico na etapa de neutralizacio da base resultou na formagio de um produto inesperado 71
além das substancias 63, 65, 66 ¢ 67. |

O espectro de IV (E 85) da substancia 71 apresentou bandas de absorgéo em 3404
em caracteristico de estiramento da ligacio OH, além da absorgio em 635 e 594 cm’
caracteristico de estiramento C-Cl.

O espectro de RMN'H (E 80) da substincia 71 apresentou dois dubletos na regido
de 8y 3,74 (J = 12,0 Hz) ¢ 3,96 (J = 12,0 Hz) indicando a presenca de prétons metilénicos € um
singleto largo em 8y 4,21 caracteristico de préton carbinélico. Apresentou também, dois singletos
em 8y 1,20 e 1,22 com integracio de seis protons caracterizando a presenga de duas metilas.

Essas informagdes e¢ analise dos dados de RMN BC (E 81) e correlagio
homonuclear 'H,'H (RMN 2D COSY, E 83, figura 50) e dados de difragdo de raio X (figura 50)
da substéncia obtida, confirmaram como sendo a da substéncia 71.

- 106 -



Parte I1.1 — Resultados e Discussido

122
L1s OH

Figura 50. (a) Correlcies "H 'H observadas no espectro de RMN 2D (COSY) (b)
dados de RMN C para a substéincia 71.

Figura 51.Desenho ORTEP da substincia 71 feito a partir dos dados da
andlise de difraciio de Raio X.
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O espectro de RMN'*C (E 81) mostrou 10 sinais de carbonos, os quais foram
atribuidos, utilizando a teoria dos deslocamentos quimicos, informagdes obtidas no espectro do
tipo DEPT (E 82) e no espectro de RMN 2D de correla¢Bes heteronuclear HETCOR (E 84).

O espectro de massas (E 86) nfo apresentou o ion molecular. Observa-se
fragmento de m/z 225 caracteristico de perda da metila a partir do ion molecular, fragmento de
m/z 205 caracteristico de perda do cloro e ainda pico base de m/z 59 (Esquema XVTII).

LR
a 1 Cl
a OH a OH
+*
OH  .cB,0CK, .CH,
M e LS
m/z 59 (100%) A
OoH 93
m/z 225 (1%)

OH

m/z 205 (1%)

Esquema XVIII. Proposta de fragmentaciio para a substincia 71, por

impacto eletrénico no espectrémetro de massas.

A partir de uma consulta a literatura encontramos o trabalho de S.D.Bull ¢
colaboradores ® o qual relata a sintese da substéncia andloga o (-)-1R, 2R, 4S-1,7-dibromo-p-
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mentano-2,8 diol (73), obtida como produto secunddrio durante a sintese de S-terpineol (72), a
partir de B-pineno (62) utilizando-se N-bromosuccicinimida em acetona (figura 52).

A formagfo da substincia 73 foi atribuida a reagio 5-terpineol (72) como indicada
na figura 52.

Br
Br
OH
Nbrono
socchmimidh +
) ===
OH OH
2 73
CH,B
2or BrCH,._ _Br'
omr—
OH H
74 75

Figura 52. Reacéio do (-)-B-pineno com N-bromosuccinimida *

A anélise da substdncia 71 em CG equipada com coluna quiral heptakis-(2,6-
dimetil-3-pentil)-p - ciclodextrina, mostrou dois sinais muito proximos na propor¢do de
aproximadamente 40:60 indicando mistura de enantiémeros (figura 53). Este fato sugere um
mecanismo como apresentado no esquema XIX, onde a dupla exociclica do (-)-p-pineno sofre
oxidagdo pdr KMnO, formando o diol, subseqiiente ataque nucleofilico de H>O e abertura do
ciclo butano, leva ao intermediario dlcool alilico. Neste estigio, o alcool alilico pode sofrer

nova oxidacfio na presenga do excesso de KMnQO, (caminho a) formando a substéncia 71 ou
sofrer isomerizagfio levando ao enantidmero 71a (caminho b).
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E importante observar que o (-)-B-pineno utilizado tinha excesso enantiomérico
acima de 90%.

P03

F. 100

M |

Tempo (min.)

STOFP

Figura 53. Cromatograma de CG coluna quiral heptakis-(2,6-dimetil-3-pentil)
- B - ciclodextrina da substancia 71.
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Esquema XIX. Sugestio do mecanismo de reagio para a formagio da substincia

71.
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Nas demais condi¢des, foram obtidas as substincias 63, 65, 66 e 67, sendo que a
oxidacio com KMnO,/NalO4/H,0 em tetracloreto de carbono a temperatura ambiente, forneceu
o melhor rendimento (20-27%) para o cetol (65).

Os deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN'H (E 69) para o cetol

estdo de acordo com os descritos na literatura.® (figura 54).

1.95;2,13

Figura 54. Dados de RMN'H para o cetol (65).

Apbs a otimizagdo das condi¢Ges para a obtengdio de 65, passamos a etapa de
preparagdo dos intermediarios 68 ¢ 69. Como citado na parte introdutdria, visualizamos a
substincia 68a como material para a sintese de intermediarios quirais do tipo biciclo-lactona
77.1 (figura 55), os quais, por sua vez serviriam como sintons para otengfio de terpenos naturais
contendo unidade ciclopentano. A partir da substincia 69a poderiam ser preparados
intermediarios para sintese de monoterpenos contendo a unidade ciclobutano (analogos ac
grandisol (54) (figura 46) em seus esqueletos , utifizando-se como etapa-chave o rearranjo o-
halocetona (Figura 55).
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62 65 (27%) 68z (48%) 692 (47%)

[ ]

TR

1S
' =8

T7: R=H
T7a: R=CH3 l
COOR
Terpenos com esquelcto
iridoidanos Monoterpenos

ciclebutano -—

Figura 55. Proposta sintética para a obtencéo de terpenos com unidade ciclopentano
a partir de 68a e com unidade ciclobutano a partir de 69a.

O cetol (65) foi entdo submetido 4 reagio com AlBr; € AIC]; em benzeno & paraa
preparagio das substincias 68a, 68b, 69a e 69b. Apesar da obtengdio dos produtos desejados,
observamos que as substincias, mesmo apos serem separadas, apresentaram em cromatografia de
camada delgada impurezas com os mesmos Rs do produto. Virias colunas cromatograficas em
silica foram feitas com intencdo de purificd-las. No final, os rendimentos obtidos foram baixos. A
observa¢iio por CG/EM de que a impureza continha cloro (cloro benzeno) permitiu atribuir a
impureza a reagio do solvente com AICl;. Para resoivermos este problema testamos outros
solventes como tolueno, tetraidrofuran e diclorometano. A utilizagdo de diclorometano como
solvente forneceu apenas os produtos 68a (48%), 68b (38%), 69a (47%) e 69b (39%). Os dados
espectrocopicos de RMN'H das substéncias 68a (E 71), 68b (E 73), 69a (E 74) e 69b (E 78)

foram concordantes com os da literatura relatada anteriormente 67
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A determinagdo do excesso enantiomérico das substéncias 65, 68a , 69a utilizando
agente de resolucdo com SAMP (para 65) e Eu(ifc); (para 68a e 6%9a) como agente de
deslocamento em RMN 'H ¢ da substincia 69b utilizando RMN °F ¢ 'H do éster de Mosher
mostraram excesso enantiomérico de 95%.8’ Porém, como estas técnicas apresentaram baixa
resolucdio, resolvemos determinar novamente o excesso enantiomérico das mesmas ¢ a da
substancia 68b utilizando-se a metodologia CG (fases estaciondrias quirais), uma vez que a
aquisicio de coluna quiral tornou esta técnica acessivel.

O valor do excesso enantiomérico pode ser calculado pela eq. 01, onde [R] =

concentragdo do enantidmero R na mistura (moles/L) e [S] = concentragio do enantiémero S na
mistura (moles/L).

excesso enantiomérico (ee) =_[[11§}-T[[§S]]' x 100

Assim as substincias 65, 68a, 68b, 69a ¢ 69b foram analisadas em cromatdgrafo a
g4s equipado com coluna quiral heptakis- (2,6 — dimetil — 3 — pentil) - B - ciclodextrina.

Observa-se no cromatograma CG do cetol (65) figura 56a que os enantidmeros
foram completamente separados apresentando excesso enantiomérico de 93% (ee). Observa-se
ainda, que a resolugdo enantiomérica de 69a e 69b sdo melhores quando comparada com as das
substancias 68a e 68b (figuras 56b,c,d e f), o excesso enantiomérico calculado para essas
substéncias estdo na tabela 09.

E importante lembrar, que a determinacdo do excesso enantiomérico (ee)
utilizando —se a metodologia CG ( fases estaciondrias quirais) deveria ser acompanhado
paralelamente pela comparagdo com os indice de retengio dos enantibmeros de 65, 68a, 68b ,
69a ¢ 69b os quais poderiam ser obtidos a partir do (+)-B-pineno. A impossibilidade na obtenggo
desses enantiéﬁleros nos levou a comparar o0 excesso enantiomérico obtido com os obtidos em

experimentos de RMN 'H ¢ *°F, cujos valores apresentaram-se semelhantes.
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Composio n’ | Tempo de Retencdio Ares (%)
a {min}
65 6.860 96.729
1.469 3270
0
68n 5.988 5.552
ol 9,124 89212
€ 69 8518 4240
9.081 93.570
68b 9.480 4,007
9,510 94287
9b 8997 2.198
: 9,735 96,058
r T (min)
b c
[o} E
!‘ ‘L a [+]
[+ ]

92

T (min.} T {min)

d (" E
[‘ I B ]
o
(3]
63b
l H X . < - o
%u Timay r T {mn.)

Figura 56. Cromatograma de CG das substincias: (a) 65, (b) 68a, (c) 68b, (d)
69a, () 69b {coluna quiral [hepakis-(2,6-dimetil-3-pentil)-B-ciclodextrina}}.
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Tabela 09. Excesso enantiomérico das substincias 65, 68a, 68b, 69a e 69b

Substincia |65 68a 68b 69a 69b

ee % |93 88 92 91 95

Finalmente, a substincia 68a foi tratada com Br; em acido acético, obtendo-se o
produto dibromado 76. A identificacdo da substincia 76 foi feita apenas por anilise de massa
CG/EM e o mesmo foi submetido, sem purificagio prévia @, 4 reagiio com NaOMe em metanol
seguida da neutralizagdo da base com H,80, (diluido). Apds a destilagdo do produto bruto da
reacfio a pressdo reduzida, o destilado foi submetido a rea¢io com diazometano. Tentativas de
purificagdio dos produtos formados ndo foram satisfatorias obtendo-se o composto 79 impuro. O
espectto de RMN 'H (E 87) da substéncia impura 79 apresentou sinais a 8y 5,87 e 6,40,
caracteristicos de hidrogénios ligados ao carbono sp’. Este fato e o desaparecimento do sinal a 5u
4,31 atribuido ao hidrogénio H-4 para a substincia de partida 68a ¢, em conjunto com a presenga
no espectro de massas do ion molecular de m/z 166, sugerem eliminag@o do cloro obtendo-se
provavelmente mistura das substincias 79a e 79b e niio o produto esperado 77.
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a Qa
a b,c
o — > ) COOMe * COOMe
Br r
68a 76 79a 79b

|

Figura 57. Reacéio de bromaciio da substincia 68a . a) Br,., acido. acético, 0°C, b)
NaOMe, metanol, 2h, 3%, ¢) CH;N, éter, 90%.

Apesar da substincia 79 nfio ser o produto esperado, o seu esqueleto apresentou
funcionalizagio adequado para lactonizagiio e preparagio da lactona 80 (figura 57). No entanto,
como o rendimento da reagiio de obten¢io de 79a e 79b foi muito baixo, tornou-se inviavel a
continuidade desta rota sintética.

A mesma reagio descrita acima para 68a, foi realizada com a substincia 69b com
o objetivo de obter substancias contendo a unidade ciclobutano (figura 55). A obtencdo de um
produto tribromado a partir de 69b foi verificada por andlise em CG/EM pela presenga do ion
molecular de m/z 330 e M™+ 2 e M™+ 4 no espectro de massas,. No entanto, apés a realizagéio do
passo seguinte, isto €, o tratamento com NaOMe em metanol seguido da neutralizacdio da base
com 4cido, nfio foi possivel a detecgiio de nenhum produto puro o suficiente para as analises
espectroscdpicas.

Em vista dos resultados acima, resolvemos interromper esta rota sintética e
verificar a potencialidade dessas substincias como auxiliares quirais em reages assimétricas de

Diels-Alder, conforme apresentado a seguir.
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I1.2. AVALIACAO DOS DERIVADOS DE (-)-B-PINENO NA SINTESE DO AUXILIAR
QUIRAL PARA A INDUGCAO ASSIMETRICA DE DIELS ALDER

IL2.I. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Um dos primeiros relatos da indugdio assimétrica na reagéio de Diels Alder foi a
adigdo de acrilato de (-)-8-fenilmentoi (81) ao ciclopentadieno na presenca de cloreto de titanio,
fornecendo (2R)-norboneno (82) com 90% de indugdo assimétrica 71 (figura 58)

Si COOR

82

Figura 58. Reaciio de Diels Alder do acrilato de (-)-8-fenilmentol (81) com

ciclopentadieno

A propriedade do fenilmentol como auxiliar quiral tem estimulado as pesquisas
dirigidas para o desenvolvimento de novos auxiliares quirais, tais como os sultans de Oppolzer’™
76 ¢ 2-oxazilidinonas de Evans 7', os quais sdo exemplos de auxiliares quirais eficientes em
reagOes de Diels-Alder. Recentemente auxiliares quirais como 2,5-dicetopiperazina’® e derivados
de oxazolidinona” e sultam® (figura 59) foram sintetizados e suas aplicagSes em reagdo de Diels-

Alder avaliadas,
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Figura 59. Auxiliares quirais dicetopiperazina, oxazolidinona e sultam.

Assim, a pesquisa de novos auxiliares quirais que possam ser utilizados na indugéo
assimétrica em reagdes de Diels-Alder *'constitui um tépico muito importante na 4rea de sintese
orgénica.

O nosso interesse por esta drea de pesquisa, associado a disponibilidade dos
materiais resultantes de transformacdes do (-)-B-pineno 62, tais como 65 ¢ 69a, nos levou a
explorar a potencialidade destes como auxiliares quirais para indugfio assimétrica. A opgio pelos
intermedidrios 65 ¢ 69a baseou-se no fato de que os mesmos apresentam esqueleto apropriado
para a obtenglio de auxiliares quirais andlogo 4 do 8-fenilmentol. Em fun¢do disto,
desenvolvemos esta parte do nosso trabalho que teve por objetivo a sintese de auxiliares quirais a
partir de 65 ¢ 69a.

- 119 -



Parte I1.2 — Resultados e Discusséio

I1.2.2.RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a preparagio de um possivel auxiliar quiral a partir do derivado 69a,
visualizamos as rotas sintéticas mostradas na figura 60 (rotas A e B).

O objetivo da rota A foi o de obter o provavel auxiliar quiral 84, pela reducgo de
69a e introdugio de um grupo carboxilico a, ndo saturado em 83 e, em seguida, verificar se os

auxiliares quirais contendo esqueleto ciclopentinico como a da substincia 84 podem induzir uma

diferenciag#o facial significativa em reagdes de Diels-Alder.

ROTA A
AN 0 G\":%oﬂ Estertlegsio On OR ——e DA
692 83 84
1adi¢io
ROTAB

Redugio o Esterificaciio
Ar Ar Ar
85 86 87

Figura 60. Rotas A e B propostas para a sintese de auxiliares quirais a partir
de 69a.

A excelente diastereosseletividade observada para (-)-8-fenilmentol (81) com
ciclopentadieno‘,- foi atribuida & conformagio do auxiliar quiral a qual dispde o grupo carbonila
numa relagdo antiplanar com o carbono da olefina, este por sna vez dispde-se numa relagéo syn
planar com o carbono que sustenta o grupo alcoxi e hidrogénio (figura 58). Com o auxiliar quiral
nesta conformagio, 0 grupo a-trans-1-fenil-1-metiletil protege o carbono Ca pela face Re da
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unidade éster, por sobreposi¢do do orbital =, n direcionando assim o ataque do dieno a face Si
menos impedida. O modelo do estado de transi¢io para a etapa da transferéncia da quiralidade,
(figura 58) permite compreender e prever com certa seguranga a estereoquimica do produto.
Assim, as pesquisas realizadas por Oppolzer e colaboradores, com auxiliares quirais derivados de
ciclohexanois, os quais possuem conformacdes preferenciais como em I, II e ciclopentanois
conformacionalmente rigidos como IIl a VI, mostraram que os auxiliares quirais I, Il e IV

direcionam a adi¢éo do dieno a face Si e os auxiliares quirais I, V € VI a face Re 77 (figura 61).

) .
e n)t—'ﬁ 7 ﬁb
X
R R ol o
¥
I I

o
X
\Rl
X o
0. \O
R o
v v VI

Figura 61. Auxiliares quirais de alcoois ciclohexanobis

Assim, propds-se também a rota B com o objetivo de introduzir um grupo
volumoso como o grupo fenil 4 substincia 69a, para a obtengdio do auxiliar quiral 87 (figura 62)
e, comparar o resultado da inducfio assimétrica com o obtido a partir de 84. Neste caso a
substéncia 87 (um dos isbmeros esperado) poderia direcionar a adi¢éo do dieno em uma das faces
(face Re).
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AN

Figura 62. Substincia 87.

Iniciou-se o estudo da rota A levando a substéncia 69a a reagir com Zn/KOH em
etanol/dgua como solvente. A andlise da reagdo por CG/EM, .indicou a formagdo do produto de
redugiio de um dos grupos funcionais peia presenca do ion molecular de m/z 174, acompanhada
por outros produtos de dificil separagio. Procurou-se, entdo, outro reagente como, por exemplo,
o hidreto de boro e sédio em metanol como reagente redutor, o que forneceu uma mistura de
produtos.

O cromatograma de CG/MS da rea¢do bruta, mostrou a formagdo do produto de
reducdo pela presenga do fon molecular de m/z 174 ¢ pico base de m/z 125 caracteristico de
perda do fragmento CH,Cl sugerindo a estrutura 88 para a substéncia (figura 63a). No entanto,
a0 submeter a reagdio bruta para & purificaciio do produto reduzido por coluna cromatografica
em silica gel, foram obtidos dois outros produtos 89 (7.9mg, 3%) ¢ 90 (1,8mg, 1%) ao invés da
substancia 88 (figura 63).

-122 -



Parte I1.2 — Resultados e Discussdo

1+e T+e “1+e
OH N i H
oH

H
88 89 90
miz 174 (M+*) mZz 174 (M*) m/z174 (M*)
lka «CH;Cl lL, «CH, l\aoCl-IzCl
® Cl ,E EL ®
OH H
H
mz 125 (100%) mz 159(100%) vz 109(36%)

Esquema XX. Proposta de Fragmenta¢io de massas para as substincias 88,

V% Jf

Figura 63.Reacdo de reducio de 69a. a) NaBH,, metanol 89 (3%), 90 (1%).
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O espectro de massas da substincia 89 (E 92) apresentou ion molecular de m/z 174
compativel com a férmula molecular CoH,50Cl ¢ € pico base de m/z 159 (100%) caracteristico do
fragmento CgH;»OCI" (esquema XX).

O espectro de RMN'H (E 89) da substincia 89, apresentou um multipleto em 8
5,75 caracteristico de hidrogénio ligado ao carbono sp?, dois duplos dubletos em &y 3,92 (J = 3,2;
10,5 Hz) e 8y 3,64 (J = 7,6; 10,5 Hz) caracteristicos de protons metilénicos halogenados e ainda
sinais a 8y 1,36 e 1,45 de metilas ligadas ao carbono carbinélico. O espectro de RMN " C (E 90)

apresentou sinais referentes a CH (sp®) em 8¢ 128,1 ; CH (sp®) em 8¢ 47,4 e C quaternario em 8¢
70,6 coerentes com a estrutura 89 para o produto obtido.

2,062,45 29,1 29,4
a @ 575 Cl @ 1282
3,64 H 49,6 1490 H
392 70,6
29,4
1,45 4
137 OH %7 ol

Figura 64. Dados de RMN'H e 1>C da substincia 89.

A formagéo do produto 82 pode ser racionalizado como rearranjo alilico do grupo
OH apés a redugéo da carbonila (figura 63).

O espectro de massa da substincia 90 (E 94) apresentou ion molecular de m/z 158
compativel com a férmula molecular CoH,5Cl e fragmentos de m/z 109 (39%) correspondendo ao
provavel fragmento CsH;;" (esquema XX).

Observa-se no espectro de RMN'H (93) da substincia 90 dois dubletos na regidio
de 64 0,97 e 1,00 (J =1,5 Hz) caracteristicos de metilas do grupo isopropila, multipleto em 8y
4,30 de préton ligado ao carbono sp®, duplo dubleto na regisio de 8y 3,38 (J = 7,6 ¢ 10,6 Hz) e 8y
3,68 (J = 3,2 e 10,6 Hz) referente aos prétons do grupo clorometila e multipleto em 8y 2,23,
referente ao préfon H-5. Estas informagdes sugerem a estrutura 90 para a substincia formada

provavelmente pela reducdo simultinea da carbonila e do carbono nio saturado com subsequente
desidratacio.
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Cl 43
Tes H Figura 65. Dado de RMN'H para a
08”7 1100 substincia 90.

Devido aos resultados inesperados obtidos, concentramos nossa atengdo no
desenvolvimento da rota B.
Para o desenvolvimento da rota B, dentre os varios métodos de adigio a ligagdes
duplas, optamos pela reagdo catalisada por paladio *2, por apresentar uma metodologia simples. A
reacdo envolve a reagdio do complexo o-aril ¢ o-vinil palddio com dupla ligagio carbono
carbono. Dependendo das condigdes de reagfio, obtém-se o produto de substituigfio vinilica II1
- através de syn adigfio/syn eliminag#io (caminho a) ou ainda o produto de adigéio IV, (caminho b )
(Figura 66).

; \P‘j‘— R
X R —'"-‘H
N 7 1 m

R = aril ou vinil

Figura 66. Reaciio catalisada por paladio.

Assim, resolvemos inicialmente verificar o comportamento do substrato frente a
reagdo catalisada por palddio utilizando-se o acido- 2-bromo-fenilacético (91), como agente
arilante.
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O 4cido-2-bromo-fenilacético (91) foi primeiro submetido a reagfio com
diazometano em éter etilico obtendo-se o produto metilado 92. Em seguida, a substincia 69a foi
levada a reagir com 92 na presenca de Pd(OAc),/PPhs, a 80°C, por 3 dias (figura 67).

Apbs tentativas na separagéio do produto da reagdo, o espectro de RMN "H (E 96)
do produto obtido 93, e nfio o esperado 94, apresentou-se como mistura com 92.

ac, 2-bromo
fenil acético
oD

:
A S

SR
0
93

Figura 67. Reaciio de 69a catalisada por palidie a) CH;N ,, éter _b)
Pd(OAC),, PPh;, acetonitrila, 80°C

O espectro de RMN'H (E 96) da mistura apresentou absorcdes caracteristicas dos
prétons do anel aromatico de 92 na regifio de 8y 7,2-7,6 e de metilas do grupo metoxila em &y
3,72. A formacdo da substincia 93 foi sugerida principalmente pela presenga de um tripleto em
Sy 1,14 (J= 4,8 Hz) e um duplo dubleto em 8y 1,38 (J = 4,8 Hz e 7,5 Hz) referente aos prétons H-
Otrans € H-0cjs do cilopropan ¢ ainda pela presenca de um dubleto em oy 1,82 (J= 1,3 Hz)
caracteristico de metila sobre dupla, atribuido a H-8, um quarteto complexo em & 4,89 (J=1,7 Hz)

¢ um quinteto complexo em 8y 4,97 (J= 1,5 Hz) caracteristicos de protons olefinicos atribuido a
H-9.
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Figura 68. (a) Dados de RMN 'H, (b) RMN “C da substéncia 93.

A substincia 93 foi, obtida também, anteriormente, na reagéo de desidratagéio do
cetol (65) e durante a agio do 4cido a-metoxi-a -trifluorometilfenil acético (MTPA) sobre a
substéncia 69b . A comparagiio do dados espectroscopicos do composto 93, obtido pelas duas
rotas, confirmaram a estrutura proposta 93.

Em seguida, realizou-se a reagdio catalisada por palddio utilizando-se o écido
formico para direcionar a formaggio do produto de adigéo via caminho b (figura 66).

Apos 5 dias de reagdo, a formagio do produto desejado ndo foi observada. A
analise por CG/EM mostrou a presenca da substancia de partida 69a e tragos de um produto com

ion molecular de m/z 264 sugerindo insercéio de C;Hs ao invés do esperado CeHe, para formar o
produto 95. (figura 69).
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l Pd(0) Red
PA(Il) =g Pd(0)

v AP 3 —-l. 95
o BH o 17 O\ AT

CO,, PA(D)

—L

O/I\Ar o Ar

HOCO

Figura 69 Reacgdo de 69a catalisada por palidio, na presenca do acido
formico.

Uma vez que as rotas A e B nfo forneceram resultados satisfatérios, nio sendo
possivel a preparagio de auxiliares quirais a partir de 69a, visualizamos como alternativa a
obtengiio destes a partir do cetol (65) (rota C, figura 70). Neste caso, a protegio do grupo
hidroxila por grupo volumoso como cloreto de t-butildifenilsilano poderia fornecer condicdes
adequadas na protegéio de uma das faces, auxiliando na seletividade facial.

Protecio Reducio Esterificacio
i !0 > (s} _— OH - oOR —™ RDA
OH ékl én‘ én‘
65 96 97 98

Figura 70. Rota C proposta para a obtencio do auxiliar quiral 98.
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Recentemente Nakamura e colaboradores sintetizou uma nova classe de auxiliar
quiral, o conformacionalmente rigido 2-oxazolidinona sustentando um grupo protetor como o
TBDFS.”

Para o desenvolvimento da rota C, o cetol (65) foi primeiro submetido a reagdo de
redugdo com hidreto de boro e s6dio em metanol. A reagédo forneceu os dois produtos reduzidos

99a (44%), 99b (20%) como esperado pelo ataque do hidreto a face Re e Si do cetol (65). (figura
71). |

H a

H

: iQ 99a
OH

—_—

\/ .
HO

Figura 71. Reacéo de reducio do cetol (65), (a) NaBH,, metanol, 1/2h,
99a (44%), 99b (20%)

As atribuicdes para as substincias 99a e 99b foram feitas de acordo com os dados
espectroscopicos de RMN'H e RMNBC e correlagdes homonuclear 'H,'H(COSY) e
heteronuclear '>C,"H (HETCOR, tabela 10).
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Tabela 10 Dados de RMN?C ¢ RMN'H das substancias 99a e 99b.

9% 995
T3C lH ]3C lH
T 402 - 39,4 -
2 49 475@182) 76,4 448
3 206 1,205 1,96 31,6 1,48
4 246 1,70 25,0 1,68
s 221 1,18 20,4 1,69
6 69 072458 113 022(dd, 5,5 8.2); 0,42(dd,
5,5¢4,1)
7 T4 733
8 277 112 273 0,99
9 28,0 1,38 28,5 1,53

Os isdmeros 99a ¢ 99b foram identificados através do experimento de diferenga de
NOE. Ao irradiarmos o préton H-2 (8 4,75) da substincia 99a (E 115), foram perturbados os
prétons metilicos H-8 (8 1,38)(2,68%), o proton H-4 (3y 1,70) (0,92%) e o préton H-3 (3y 1,96)
(2,51%) indicando que o hidrogénio H-2 estd trans ao anel do ciclo propano. Portanto, a
substincia 99a é o produto formado pelo ataque do hidreto pela face Re menos impedida (Figura

72).

O espectro de diferenca de NOE (E 123) da substancia 99b revelou que, quando
irradiado o préton H- 2 (3 4,48), sfo perturbados o préton H-6 frans (84 0,22) (1,25%), o préton
metilico H-9 (84 1,53) € o préton H-3 (8y 1,48 ) (6,10%). A perturbagiio do préton H-6 indica que
o proton H-2 estd cis ao ciclo propano, confirmando o ataque do hidreto pela face Si mais

impedida. (Figura 72).
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« H148
1,70 1,96
1,38
‘3 4 H * HO H
OH
no— 13

OH H H
* H 448
/ 0,22 \

99a 99b

Figura 72. NOE das substincias 99a e .99b.

Em seguida, o cetol (65) foi submetido & reagdio com cloreto de t-butildifenil silano
e imidazol em DMF®. A protecdo do grupo hidroxila do cetol (65) nfio ocorreu como esperado.
A andlise do produto bruto da reagfio por CG/EM mostrou a presenga de trés substincias: duas
apresentando fon molecular de m/z 172 cujas fragmentagdes foram idénticas aos dos compostos
68a e 69a, a terceira substancia apresentando ion molecular de m/z 256 indicando a formagdo do
composto 96a. Este fato, sugere a ocorréncia da proteciio do.grupo hidroxila com a liberagdo de
anions cloreto a partir do cloreto de t-butildifenilsilano, estes 4nions atacam provavelmente o

ciclopropano do cetol provocando a abertura do mesmo com simultdnea desidratagio dando
origem as substincias 68a e 69a (Figura 73).
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Figura 73. Protegdo do cetol (65) com TBDFS, a) TBDFS, imidazoLDMF, 12h.

Assim, resolvemos utilizar um reagente protetor isento de grupos halogenados
como, por exemplo, o trimetilsilil-imidazol (TMS-imidazol) o qual é, segundo a literatura,
considerado como reagente protetor muito til para alcoois tercidrios *°. A utilizagdo do TMS-
imidazol, forneceu 75,5% do cetol protegido 96b (figura 74).

§} a §§ b
o — o — OH
OH S

96b

OTMS

65 97b

Figura 74. Proteciio do cetol com TMS, a) TMS/imidazol, THF, (75,5%); b)
NaBH,, metanol (38,9%).

O espectro e massas da substancia 96b (E 102) apresentou fragmento de m/z 211
correspondendo a perda de uma metila a partir do ion molecular e fragmento de m/z 73(100%)

caracteristico de ions TMS™
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O espectro de RMN 'H (E 99) mostrou absorgéio a 3y 0,15 referente a trés metilas

ligadas ao Si. Os demais deslocamentos quimicos apresentaram semelhanga e multiplicidade
parecidas a obtida para o cetol(65).

2.08

Figura 75. Dados de RMN 'H ¢ RMN '°C da substincia 96b.

A substéancia 96b foi submetida a reagdo de redugfio com hidreto de boro e sédio
em metanol 4 temperatura ambiente, obtendo-se 38,9% do composto reduzido 97b (Figura 74)
juntamente com um produto desprotegido e reduzido.

O espectro de RMN'H (E 103) da substincia 97b apresentou um dubleto a dy 0,70
(3= 5,4 Hz) referente a H-6, um tripleto a 8y 4,70 (J= 8,0 Hz) referente ao proton H-2 esses dados
sfio coincidentes com os obtidos para a substincia 99a conforme tabela 10. Portanto, a redugéo da
substancia ocorre exclusivamente pela face Re menos impedida.. Nenhum produto originado do

ataque pela face Si foi observado.
O espectro de RMN 'H do produto de desprotegio e redugdo apresentou

similaridade com a da substancia obtida anteriormente na redugfo do cetol (65), a substancia 99a.
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Figura.76. Dados de RMIN'H e 1°C para a substincia 97b.

Obtido a substincia 97b, o passo seguinte foi a esterificagio da mesma. O 4cido
tiglico € o acido acrilico foram eleitos como reagentes apropriados para a introduggio do grupo
éster o, B- néo saturado.

A preparagio de acrilatos e a preparagio de tiglatos normalmente s3o feitas
utilizando-se cloretos de acriloila ou tigloila em amina.”’

Considerando-se que a presenca de 4nions halogenetos seria problematica para o
esqueleto em questiio, conforme discussio acima, preferimos o emprego da metodologia descrita
por Hassner A. e colaboradores.?

A reacio baseia-se na utilizagio de dicicloexilcarbodiimida (DCC) e
aminopiridina como catalisador, a qual ¢ uma modificagio da reagdo de dcidos monocarboxilicos
com DCC formando anidrido, uréia N,N-dissubstituida e/ou uréia N-acil-N,N dissubstituida,
dependendo das condigdes de reagio.®

A substincia 97b foi submetida 3 reagfio com dicicloexilcarbodiimida e dimetil-
amino piridina, como catalisador, na presenga de 4cido tiglico e éter etilico como solvente. O
progresso da reagio foi acompanhado por CG/EM. Observou-se que, apés 3 dias de reago, o perfil
da reacfo niio se alterou. Tratamento da reagéo forneceu 5,9mg do provavel ester 98a, a substéncia
de partida e uréia N-acil-N,N-dissubstituida 86, como produto majoritario (Figura 77). A formagéo
do éster 98a foi sugerida a partir da anélise por CG\EM e dos dados de RMN'H e RMN°C.
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: O H
CH-"\C=C/CH3 u 1
o~ = ~coom * OH ———p ocOR *+ I;I—C—N ,

0"C“c=c’ R
08iMe, OSiMe; |
97b 98a 100

Figura 77. Esterificacio de 97b, a) DCC, DMPA, éter, 3 dias, 97b.(3%), 85 ( 47%).

O espectro de RMN'H (E 108) da substincia 98a apresentou um singleto em 8y
0,05 referente a trés metilas do gupo SiMes, um um quinteto complexo em &y 6,84 caracteristico
de prétons a,B-nfio saturado, um tripleto em Oy 5,48 caracteristico de préton carbindlico, um
dubleto em 8y 0,80 com integragio de dois prétons indicando a presenca de hidrogénios
metilénicos do ciclo propano. Observou-se ainda um duplo duplo dubleto em 8y 1,78 (J=1,7 ¢ 7,0
Hz) e um quinteto complexo em 8y 1,84 caracteristicos de metilas do grupo a,p -ndo saturado.

Figura 78. Dados de RMN'H para a substincia 98a.
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Essas informacdes e os dados do espectro de massas (E 109) o qual apresentou fon
molecular de m/z 310 e fragmento de m/z 295 referente & perda de CH; a partir do ion molecular,
sugerem a formagio do éster 98a. No entanto as anglises dos espectros de RMN'H e *C
mostraram também a presenga de impurezas. Nova purificaciio da substincia nfo foi possivel
devido & pouca quantidade do material.

Reagdes com o acido acrilico também forneceram a N-acil-uréia (100b) como
principal produto.

A justificativa para o insucesso da reagdo de esterificagiio do alcool 97b com
acidos a,p-ndo saturados, utilizando-se a dicicloexilcarbodiimida como reagente, esta no fato de
que o intermedidrio O-acil-uréia rearranja-se muito mais rapidamente a N-acil-uréia do que reage

com o acido para formar o anidrido do acido (figura 80).

198 673 727
‘ H
3 n |
N—C—N 398 1i‘-—C—N

0= Q=
‘\C?—C/ C'."‘C==C< 635
H;,C/ saTH Hb s
100a 160b

Figura 79. Dados de RMN'H para as substincias 100a e 100b.
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uréia

Figura 80. Caminhos reacionais do acido carboxilico com DCC/DMPA
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IL.3. CONCLUSAO

A conclusdo desta etapa do trabalho é que o uso do (-)-B-pineno e seus produtos
oxidados como intermedidrios sintéticos homoquirais mais elaborados, resultam em varios
rearranjos e reagdes inesperadas tornando os pouco recomenddveis para sinteses ou como

indutores assimétricos de Diels Alder com a presente estratégia.
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Parte Experimental

1 - MATERIAIS E METODOS

Os pontos de fusfio foram determinados em placa de aquecimento, tipo Kofler,

instalada em wm microscopio modelo Thermopan (C. Reichest Optische Werke A G.) e nio
sofreram corregdo.

Os valores de rotagdo dtica [a]p foram determinados num polarimetro Polamat A
— Polarimetro Automético de Rutina Carl Zeiss com lampada de merctrio com precisio de 0,05°,

utilizando cloroférmio acetona e acetato de etila como solventes

O cdlculo da rotagdo otica especifica em fun¢iio do comprimento de onda de
sodio, '™, foi obtido segundo as relagdes abaixo recomendadas pelo fabricante.

falu, = 1,17543 [alng

20
fa] 0 _ [a]p
?  ¢(g/mL)x ldm
20
[ a]20 _ (o] e
P 1,17543¢x 1

onde: [o] = rotagdo especifica

il

[ oc]z,f) rotagéo lida no aparelho
c(g/ml) = concentracio da amostra

(dm) = comprimento da cela (0,1)

Os espectros de absor¢iio na regifo do infravermelho foram obtidos em cela de
KBr ou em pastilha de KBr para s6lidos, em espectrofotdmetro Perkin-Elmer 298 ¢ 1600 FTIR

utilizando-se como referéncia interna a absor¢io em 1601 cm™ de filme de poliestireno.
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Os espectros de RMN'H foram obtidos em espectrometros Bruker AC 300P
(300MHz), Gemini 300 — Varian (300MHz) e Inova 500 (500MHz) Varian, Os deslocamentos
quimicos foram dados em ppm utilizando 0 TMS (0,0 ppm) ou o CHCL 7,32 ppm) como
referéncia interna. Os sinais foram caracterizados como s = singleto, d = dubleto, t = tripleto, q =
quarteto, dd = duplo dubleto, ddd = duplo duplo dubleto, dt = duplo tripleto, dq = duplo quarteto.

Os espectros de RMNC foram obtidos em espectrometros Bruker AC 300P
(75,5MHz), Gemini 300 — Varian (75,5 MHz) e Inova 500 (125MHz) Varian. Os deslocamentos
quimicos foram dados em ppm, sendo 0,0 ppm para 0 TMS e 77,2 ppm para o CDCl;.

A interpretagdo dos dados foi realizada com a ajuda da técnica DEPT, onde;
CHs/CH = sinal positivo (+), CH, = sinal negativo (-), C (nfo ligado a hidrogénio) = sinal de
intensidade zero (C qa) © por espectros de RMN 2D de correlaagSes homonucleares H,H
(COSY, NOESY) e heteronucleares ‘H, '*C (COLOC, HETCOR, HSQC ¢ HMBC).

A anélises por CG foram realizadas em cromatdgrafo a gas Hewlett Packard —
VCD 5890 A, com detector de ionizagdo de chama, equipado com coluna capilar quiral heptakis-
(2,6-dimetil-3-pentil}-B-ciclodextrina (30m x 0,25mm x 0,25 pm), Utilizou-se como gis de
arraste 0 H,. A injegdio foi da ordem de 0,1 pl e as condigdes utilizadas foram: condicéio n’ 1:
120° — 2° C / min — (8min); condigiio n®2: 100° - 5° C / min —(10min). condigéio n® 3: 80° — 20°
C / min (10min);. Condigéo n° 4: 50° —20° C / min (10min).

As andlises por CG/EM foram realizadas em:

Espectrometro de massas HP 5790 — MSD conectado a cromatégrafo a gas Hewlet
Packard —VCD 5890 Aequipado com coluna capilar DB — 5 J & W Scientific (30m x 0,25mm x
0,25 pum).. Utilizou-se Hélio como gas de arraste (1 mL/min). A injegfio foi da ordem de 0,1 pl de
solugiio.e as condigoes utilizadas foram: Condigiio n®5 : 0,89min-50° — 10° C / min, condigiio n®
6 : 0,89min — 50° - 15° C / min, condicsio n?7: 0,89min - 80° C — 10° C / min, condi¢dio n® 8:
0,89 — 80° — 15° C / min, condigfio n° 9: 0,0 — 80° — 10° / min.

Espectrémetro SHIMADZU — CG / MS modelo QP 2000A, a 70 eV, equipado
com sonda para sélidos. Para 0s espectros obtidos por CG/MS utilizou-se coluna capilar DB-17
(30m.x0,25mm, 0,25m) nas condigdes.n® 10: 0,89min — 100° —10°/min) e coluna SE-30 (50m x
0,25mmx0,25um) nas condigdes n® 11: 0,89-100° — 10%min, condicdes n?12 : 0,89 — 100 -

5% min.
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Métodos cromatogrificos

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas utilizando-se silica gel 60 da
Merck, granulometria 0,05-0,20, 70-230 e solventes apenas destilados. O didmetro interno e a
altura das colunas variaram de acordo com a quantidade de material a ser cromatografada.(1:30).

Para a cromatografia em placa preparativa ou camada espessa (CCE) foram
utilizadas placas de vidro 20x20 cm, com uma camada de silica gel G e PFps4, na propor¢io de
2:1 e com 0,1 mm de espessura. Utilizou-se também placas prontas de silica sobre aluminio.

Para a cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se placas de vidro 5x20
cm, cobertas com uma camada de silica gel HF ou CFjs4, na proporgdo de 1:1 e com 0,25 mm de
espessura.

O controle das fragSes coletadas nas CC foi mediante CCD ¢ a visualizaggio dos
compostos em CCD e CCE foi feita sob irradiagiio com ldmpada de UV nos comprimento de
onda 254 ¢ 366 nm e ow por pulverizagiio com revelador especifico segnido de aquecimento.

Revelador de terpeno: p-anisaldeido : H,SO; : acido acético (0,5; 1,0; 0,5 mL).

Revelador Universal: H,S0,:MeOH (1,0:1,0 mL).%

Revelador KMnOy. 3,0g KMnQ, /2,0g K2C01/6,0mL NaOH 6%/300mL H,O

Reagentes e Solventes

Os reagentes foram utilizados como adquiridos e os solventes foram purificados

segundo Perrin e colaboradores ¥’

- 141 -



Parte Experimental

02. ISOLAMENTO DOS PRODUTOS NATURAIS

Echinodorus grandiflorus foi coletada em Curitiba-PR.

Especimens Voucher estdo depositadas no herbario da Univerdidade Estadual de
Campinas # UEC 807481 por M.C.E. Amaral responsével pela identificaggo.

O material coletado fresco (10.0kg), foi separado em duas partes: peciolos e folhas
e estudados separadamente. Os fluxogramas 01 e 02 (paginas 09 e 10) mostram o procedimento

geral no isolamento dos constituintes dos peciolos e folhas, respectivamente. Detalhes dos

procedimento serfio apresentados neste capitulo.

2.1. ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES DOS PECIOLOS.

Os peciolos coletados em janeiro de 1996, foram desintegrados em um
liquidificador utilizando etanol como solvente. Apés filtragio o solvente foi evaporado a presséo
reduzida. O extrato contendo 10% de agua foi extraide com acetato de etila fornecendo 14,0g do
extrato acetato etilico EAcl (fluxograma 07).
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PECIOLO FRESCO

om etanol

l triturado

EXTRATO ETANOLICO

evaporacio
do solvente

EXTRATO AQUOSO

acetato de etilz

l extraciio com

FASE AQUOSA

HEXANO}H/A 10%

H/A 20%

ACETONA

Ac¢/MeOH

MeOH

Fluograma 07. Tratamento dos peciolos

O extrato EAcl (14.0g) foi fracionado em coluna cromatografica (ms;= 14,0g;
Deo= 5,5cm) usando-se hexano como eluente de empacotamento e, como eluente hexano;

hexano/acetato de etila 10%, 20%, 50%, acetona ; acetona/metanol 50% e metanol.

Foram coletadas 20 fracdes de 200mL cada. As fracdes recolhidas foram reunidas

de acordo com as semelhangas observadas por andlise em CCD. A evaporagdo do solvente,

resultou em 16 fragSes, com recuperagiio de 69,1% de massa inicial.
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Tabela 11. Fracionamento do Extrato EAcl

Eluente 7 Fragbes Massa {(mg)
Hexano Fe.1 01 5,0
Hexano : Fc.2 02 46,2
Hexano Fc.3 03 25,9
Hexano Fcd 04a07 9,8
Hex/Ac.Etila 10% Fc.5 08+ 1868,0
Hex /Ac.Etila 10% Fc.6 09 * 865,0
Hex/ac.Etila 20% Fc.7 10 335,8
Hex./Ac.Etila 20% Fc.8 11al12* 346,0
Hex./Ac.Etila 20% Fe.9 13* 150,06
Hex,/ac.etila 50% Fc.10 14* 1956,0
Acetona Fe.ll 15%* 1027.9
Acetona Fc.12 16 - 1103
Acetona/MeOH 50% Fc.13 17 230,0
Acetona/Metanol 50% Fc.14 18 865,4
MeOH Fc.15 19 218,0
MeOH Fc.l6 20 1620,0

* Fracdes estudadas

Em seguida, as fracdes foram estudadas e purificadas por CC (Cromatografia em
Coluna) e/ou CCP (Cromatografia de Camada Preparativa). A ordem de prioridade para
prosseguir a analise de cada fragfio foi estabelecida com base na quantidade de material € menor
complexidade da mistura.

A seguir, serio apresentados os fluxogramas que esquematizam o estudo das
fragGes, os métodos utilizados para a purificagio dos compostos e os dados espectrais das
substéncias isoladas.
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2.1.1. ESTUDO DAS FRACOES Fc.5 e Fe.6

Fc.5| Fc.6
(1 (865,08)

‘recristaliucio,
s £
COOH

[ceompFcd [Feosam] ©*

ce cc
H
1-8 -
1-9 9-11
10-22 \ 12-14] — polimerizacio “
15-17
23-32N ree [Cier C20] S§F
C.21 o—=|33-42 18-20 1~
(103mg) 43-44 Y 21-24 ‘
C.22 s 45.5230\ 25-26 polimerizaciio perda do materis
i 5 27-30

31-44
4546 FQ'E: C.14 ac.hardwikico

C.A ac.graxo
1 47-48
CcC

[1-14]15-18]19 20 [21-29 |
Jccr e

C23 + CB C.24

aclinolenico  mistora ac.dodecandico
(11,8mg) (33,0mg}

Fluxograma 08. Estudo das fracbesFc.5 ¢ Fc.6

As fragdes Fe.5 ¢ Fe.6 apresentaram um material solido, o qual apds varias
recristalizaces com cloroférmio, forneceu a substéncia 16 (310,0mg), identificada por dados

espectroscopicos € Raio X como o 4cido echinéico (16).
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ACIDO ECHINOICO (16). (1E, 3E, 7Z, 11E-8-CARBOXI-1-ISOPROPIL-4,12-
DIMETILCICLOTETRADECATETRAENO

18
~ CagH3p03,

17 Massa molar: 302
Forma fisica: s6lido incolor
X1 16 Ponto de fusdo: 120°
20 R 0,5 (Hexano/Acetato de etila 30%, Silica
gel)

IV (film : Ve cm™ (E 21): 2928, 1687, 1637.

CG/EM (70eV. m/z %) (sonda para sélido) (E 22): 302 (M ™, 22), 259 (22), 166
(15), 149 (8),136 (28). 135 (28), 121 (100), 107 (59), 93 (95), 77 (52).

RMN H (300 MHz, CDCI/TMS) (E 14) 5: 1,05 (6H, d, J = 6,4 Hz, H-16 e H-
17), 1,57 (3H, &, J < 1 Hz, H-20), 1,76 (3H, d, J < 1 Hz, H-18), 2,10 (2H, H-13), 2,26 (2H, H-5),
2,28 (2H, H-10), 2,33 (2H, H-14), 2,38 (1H, H-15), 2,40 (2H, m, H-9), 2,76 2H , dt, ] = 6,8; 5,5
Hz, H-6), 5,00 (1H, t largo, J = 6,4 Hz, H-11), 5,88 (1 H, t, J = 6,8 Hz, H-7), 5,93 (1H, dq, J =
11,5 e <1 Hz, H-3),6,04 (1H, d, J= 11,5 Hz, H-2).

RMN B¢ (75,5 Hz, CDCly/TMS) (E 15) 5: 16,6 (CHs, C-20), 17,4 (CH;, C-18),
22,2 (2 xCH; C-16 € C-17), 25,4 (CH,, C-10), 26,9 (CH,, C-6), 28,0 (CH,, C-14), 33,8 (CHy, C-
9), 34,6 (CH, C-15), 38,5 (CH,, C-5), 39,6 (CH,, C-13), 118,3 (CH, C-2), 121,4 (CH, C-3), 124,1
(CH, C-11), 129,4 (Co, C-8), 134,4(C, C-4), 136,5 (Co, C-12)., 147,3 (CH, C-7), 148,1 (Co, C-1),
172,3 (Co, C-19).

- 146 -



Parte Experimental

O sobrenadante da fragdo Fe.S denominado Fe5s (1.0g) foi submetido a coluna

cromatografica utilizando-se como eluente hexano/acetato de etila 3%.

Foram coletadas 48 fragdes de 20mL cada. As fragdes recolhidas foram reunidas
de acordo com as semelhangas observadas em CCD e os solventes evaporados, resultando em 11

fragdes, com recuperaciio de 95,2% de massa.

Tabela 12. Fracionamento da fragdo Fe.Ss.

Eluente FragOes reunidas Massa (mg)
Hexano/Ac.Etila 3% l1ag 102.0
Hexano/Ac.Etila 3% 9al0 132.0
Hexano/Ac.Etila 3% 12a14* 103
Hexano/Ac Etila 3% 15a17*% 56.1
Hexano/Ac Etila 3% 18220 % 78.0
Hexano/Ac.Etila 3% 21a24* 60.3
Hexano/Ac.Etila 3% 25226 % 135.2
Hexano/Ac Etila 3% 27a30* 50,1
Hexano/Ac Etila 3% 31a44* 73.0
Hexano/Ac Etila 3% 45246 * 52.8
Acetato de Etila 47a48 110.0

*fracGes estudadas

Das fragdes Fe.5s (15 a 17) e Fe.Ss (18 a 20), apos recristalizagio com hexano,
isolou-se uma mistura de duas substéncias com o mesmo R¢. O espectro de RMN'H da mistura
apresentou sinais caracteristicos da substdncia 16 e de substincia clerodanica contendo duplas
terminais. -

Na tentativa de separar as duas substincias fez-se placa preparativa, utilizando
como eluente cloroformio/metanol 2%. N&o ocotreu a separagdo e houve perda do material,

recuperando-se apenas 1% do material de partida.
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As fracdes Fe.Ss (12 a 14), Fe.5s (21 a 24) Fe.5s (25 a 26) € Fe.5s. (27 a30) foram
tratadas com acetona, observou-se a formagdo de um precipitado insolivel provavelmente devido
“a polimerizagdo do material.
| A fragio Fc.5s (45 a 46) (52,8mg), foi submetida a coluna cromatogéfica de placa
preparativa, utilizando-se como eluente cloroférmio/metanol 3%. Isolou-se 5,5mg da substincia
14 (4cido hardwickico) e 1.5mg da substincia A (4cido graxo de cadeia longo) o qual nao foi
analisado.

O sobrenadante da fragiio Fe.6s (600.0mg) foi submetido a coluna cromatogréfica
utilizando-se como eluente hexano/acetato de.etila 3%. Foram coletadas 53 fragGes de 20mL
cada. As frages recolhidas foram reunidas de acordo com as semelhancas observadas por CCD
obtendo-se 7 fracdes, com recuperacdo de 92,0% da massa.

Tabela 13 Fracionamento da fragio Fc.6s

Eluente Fracdes Massa (mg)
Hexano/Ac.Etila3% 1a9 173,0
Hexano/Ac.Etila3% 10 a2 22%* 91,0
Hexano/Ac.Etila3% 23 a 32% 63,0
Hexano/Ac Etila3% 33 a 42* 49.0
Hexano/Ac.Etila3% 43 a 44 40,0
Hexano/Ac.Etila3% 45 3 52% 40,0
Acetato de Etila 53 96,0

* fracOes estudadas

As fragdes Fec.6s (33 a 42) e Fc.6s (45 a 52) apds recristalizacio com
hexano/CHCl; 5% forneceram as substancias 21 (10,3mg) e.22 (10,4mg). O espectro de RMN'H
de .22 sugere a presenca de uma mistura de campesterol (22a), p-sitosterol (22b) e estigmasterol
(22¢) e o da substincia.21, 24-etil colest-4-en-3,6-dienona.
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COMPOSTO 21 - ETILCOLEST-4-EN-3,6-DIENONA

C1sHy60:

Massa molar: 426

Forma fisica: solido

Rf: 0,48 (hexano/acetato de etila 40%, silica gel)
[a]n®: -60,7 (CHCL, ¢, 9,0)

CG/EM (70eV, m/z (%) (E 57): 285(20), 243(34), 1337(57), 109(3)), 81(42),
69(56), 55(100).

RMN 'H (300 MHz, CDCI/TMS) (E 51) 5: 0,72 (3H, H-18), 0,80 (2H, H-11),
0,81 3H, d, J= 6,6 Hz, H-27), 0,82 (1H, H-24), 0,83 (3H, t, J= 6,9 Hz, H-29), 0,86 (3H, H-26),
0,92 (3H, H-21), 1.04; 1,26 (2H, H-1), 1,10 (1H, H-14), 1,13 (2H, H-15), 1,14 (1H, H-17), 1,16
(3H, H-19), 1,20 e 2,04 (2H, H-12), 1,25 (2H, H-28), 1,04 e 1,26 (2H, H-1),1,34 (1H, H-20), 1,12
e 1,58 (2H, H-23), 1,24 ¢ 1,89 (2H, H-16), 1,64 (1H, H-25), 1,86 (1H, H-8), 2,08 (2H, H-22),
2,48 (2H, dd, J=4,8 ¢ 13,9 Hz, H-2), 2,0 ¢ 2,68 (2H, d, J= 12,3; dd, J= 3,6 ¢ J= 15,7, H-T), 6,17 (
1H, H-4),

RMN C (75,5 Hz, CDCL/TMS) (E 52) § 11,7 (CH;, C-18), 11,8 (CHs, C-29),
17,4 (CH3, C-19), 18,6 (CH;, C-21), 18,9 (CHs, C-26), 19,7 (CH, C-27), 20,7 (CH,, C-11), 22,9
(CH,, C-28), 23,8 (CH,, C-23), 25,9 (CH;, C-15), 27,9 (CHy, C-16), 29,0 (CH, C-25), 33,9 (CH,,
C-1), 33,7 (CHa, C-2), 34,1 (CH, C-8), 35,4 (CH,, C-22), 35,9 (CH, C-20), 39,0 (CHy, C-12),

UDRICAu
TRCA R wrug, i
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39,7 (Co, C-10), 42,4 (Co, C-13), 45,7 (CH, C-24), 46,7 (CHa, C-7), 50,9 (CH, C-9), 55,8 (CH, C-
14), 56,5 (CH, C-17), 125,5 (CH, C-4), 161,6 ( Co, C-5), 199,8 (Cy, C-3), 202,6 (Co, C -6).

COMPOSTO 22a/22b/22¢ (CAMPESTEROL/ SITOSTEROL
ESTIGMASTEROL)

Forma fisica: Solido

R; 0,41 (hexano/acetato de etila 40%, silica gel)

CG/EM (70eV, nvz (%): 22a: 401 (M, 21), 43 (100), 22b: 413 (M**, 16), 55
(100), 22¢: 415 (M*™ , 21), 43 (100).

RMN 'H (300 MHz, CDCl/TMS): &: 22a, 22b, 22¢: 0,69-1,02 (18 x CH; H-18,
H-19, H-21, H-26, H-27, H-28, H-29), 5,50 (m, H-3), 5,36 (H-6), 5,00-5,20 (H-22, H-23, 22b.

RMN BC (75,5 Hz, CDCL/TMS) 3: 22a: 11,8 (C-18), 18,6 (C-26 ¢ H-28), 18,9
(C-21), 19,3 (C-19), 19,7 (C-27), 20,9 (C-11), 24,3 (C-15), 28,2 (C-16), 28,8 (C-23), 29,6 (C-25),
31,6 (C-2), 33,7 (C-22), 36,0 (C-20), 36,4 (C-10), 37,2 (C-1), 39,7 (C-12), 42,1 (C-13), 42,2 (C-
4), 50,0 (C-9), 56,7 (C-14), 55,8 (C-17), 55,9 (C-24), 77,8 (C-3), 121,8 (C-8), 140,8 (C-5). 22b:
11,7 (C-18), 12,1 (C-29), 18,9 (C-26), 19,0 (C-27), 19,3 (C-19), 21,1 (C-21), 20,9 (C-11), 24,2
(C-15),), 25,3 (C-28), 28,2 (C-16), 31,6 (C-2),31,7 (C-25), 31,8 (C-8), 36.4 (C-10), 37,2 (C-1),
39,6 (C-12), 39,7 (C-T)c, 41,2 (C-20), 42,2 (C-4), 42,2 (C-13), 50,1 (C-9), 51,1 (C-24), 55,9 (C-
17), 56,8 (C-14), 77,8 (C-3), 121,8 (C-6), 129,3 (C-23), 138,4 (C-22), , 140,8 (C-5). 22¢: 11,7 (C-

- 150 -



Parte Experimental

18), 11,9 (C-29), 18,7 (C-26), 18,9 (C-21), 19,3 (C-19), 19,7 (C-27), 20,9 (C-11), 22,9 (C-28),
24,1 (C-15), 28,1 (C-16), 29,0 (C-25), 29,6 (C-23), 31,5 (C-2), 31,7 (C-7, C-8), 33.8 (C-22), 36,0
(C-20), 36,4 (C-10), 37,2 (C-1), 39,7 (C-12), 42,1 (C-13), 42,2 (C-4), 45,7 (C-24), 50,0 (C-9),
56,0 (C-17), 56,7 (C-14), 77.8(C-3), 121,8(C-6), 140,8(C-5).

Como as fragbes Fe.5s (31 a 34), Fe.6s (10 a 22) ,Fe.6s (23 a 32) , Fe.6s.(43 a 44)
e sobrenadante de Fs.6s.(45 a 52), apresentaram em CCD semelhancas em uma das manchas, as
mesmas foram reunidas obtendo-se a fragio (Fr) (307.0mg), a qual‘foi submetida a coluna
cromatografica utilizando-se como eluente cloroférmio/metanol 1%. Foram coletadas 29 fragses.
As fragbes recolhidas foram reunidas de acordo com as semelhancas observadas em CCD,.

obtendo-se 5 fragGes, com recuperagdo de 51,4% da massa .

Tabela 14. Fracionamento da fragdo Fr

Eluente FragGes reunidas Massa (mg)
" CHC/McOH 1%  1ald 400
15a18* 41,4
19 39,0
20 352
21a29* 33,0
* fragGes estudadas

A fragdo Fr (15 a 18) apresentou em CCD compostos com Ry muito préximos.
Assim fez-se placa preparativa utilizando-se como eluente CHCL/MeOH 3%.. Isolou-se a
substancia 23 (11,8mg, 4cido de cadeia longa) e mistura (B) de 3 substancias. O espectro de
RMN 'H e C de .23 sugere 4cido graxo com 20 atomo de carbono e trés insaturagdes. O
espectro de RMN 'H de B.mostrou tratar-se de mistura de acido hardwikico (14), como
componente majoritario e como componentes minoritario o 4cido cembrandico (16) e derivado
clerodénico.18.
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ACIDO LINOLENICO (23)
15 12 9 6
18 Y COOH
CISHMOZ

Massa Molar: 278
Forma fisica: sélido branco

R¢: 0,76 (cloroférmio/metanol 4%, silica gel)

RMN *H (300 MHz, CDCI,/TMS) (E R' 58), 5: 0,98 (3H, H-18); 2,34 (2H, H-2);

5,36 (8H, m, H-6, H-7, H-9, H-10, H-12, H-13 H-15), 1.3-2,79(9 x CHy).

RMN *C (300 MHz, CDCI/TMS) (E C* 59), 8: 14,3 (CH;, C-18); 24,7 (CH,);

25,6 (CHy); 25,7 (CHz); 29,0 (CHz); 29,1 (CHy); 29,2 (CHy); 29,4 (CHy); 29,6 (CHy); 29,7 (CHy);
33,9 (CHy); 127,9 (CH); 128,1 (CH), 128,5 (CH); 130,3 (CH), 130,5 (CH), 132,2 (CH); 179,4

(Co, C-1).

carbonos)

Da fracdo Fr (21 a 29) obteve-se o composto 24 (33.0mg) (4cido graxo de 12

ACIDO DODECANOICO (24)

Massa molar; 200
Forma fisica: solido

R¢: 0,90 (cloroformio/metano 4%, silica gel)
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RMN 'H (300 MHz, CDCL/TMS) (E R 61), 3: 0,94 (3H, t, CHy); 1,30 (18H.
9xCH,); 1,62 (2H, m, CHy); 2,34 (24, t, CH,, H-2).

RMN “C (300 MHz, CDCL,/TMS) (E C62), 5:14,0 (CH:); 22,6 (CHy); 24,6

(CH:); 28,9 (CHy); 29,1 (CHy); 29,2 (CHa) 29,3 (CHy); 29,5 (CHy); 29,6 (CH); 31,8 (CH,); 33,8
(CHy); 179,4 (Cy).

2.1.2. ESTUDO DA FRACAO Fc.8.

Fc.8
{346.0mg)

L. CHaN/éter
2.CC

1-12 | 13-15 |16-17] 18 | 19-20 | 21 | 22-25| 26| 2745

C.17 EPIMERO 1:1
(@7,2mg)

e

EPIMERO 3:1

Fluxograma 09. Estudo da fra¢iio Fc.8

A fragio Fc.8 (346.0mg) foi metilada e submetida a coluna cromatografica
utilizando-se como eluente hexano/ acetato de etila 3% a 5%. Foram coletadas 45 fragdes de
25mL cada.. As fragdes recolhidas foram reunidas de acordo com as semelhancas observadas em
CCD, os solvéntes foram evaporados em evaporador rotativo resultando em 12 fragSes, com

recuperagdo de 56,6% de massa.
Da fragio Fc.8. (19 a 20) (34.2mg) e Fc.8 (21) (13.0mg) isolou-se a substéncia 17,

como mistura de epimeros, na proporgio de 1:1.
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Tabela 15 Fracionamento da fragio Fe.8

Eluente Facdes reunidas  Massa(mg)
" Hexano/AcEtila03%  lal2 57

Hexano/Ac.Etila 3% 13 als 7.9

Hexano/Ac.Etila 3% 16a17 8.1

Hexano/Ac.Etila 5% 18 12,0
Hexano/Ac.Etila 5% 19a20* 34.0
Hexano/Ac.Etila 5% 21 * 13.0
Hexano/Ac.Etila 5% 22a25 78.0
Hexano/Ac.Etila 5% 26 12.0
Hexano/Ac.Etila 5% 27a45 21.3

* fragdes estudadas
Com o objetivo de separar os dois epimeros a substdncia 17a foi submetido a

coluna cromatografica flash em silica gel utilizando-se como eluente hexano/acetato de etila 1%.

Esta tentativa nfio foi satisfatoria.
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SUBSTANCIA 17a. (-)-15-ETOXICLERODA 3, 13-DIEN-15, 16-0LIDE-18-
OATO DE METILA, {4aq, 6a, 8ac)-1-CARBOXIMETIL- 5(5)-[2 (2, S-DIIDRO-5-ETOXI-
2-0XO0-3-FURANIL) ETIL-5, 6, 8a-TRIMETIL-3 4, 4a, 5, 6, 7, 8, 8a-OCTAIDRO-
NAFTALENO}.

C23H3405

Massa molar: 390

Forma fisica: 6leo incolor

[alp--80 (CHCL; ¢. 10,0)

Rf: 0,62 (hexano/acetato de etila 20%, silica
gel)

CG/EM [70eV, m/z (%)] (E 29): 358 (M- MeOH, 39), 3444 (23), 343 100), 253
(4), 235 (2), 234 (2), 207 (32), 203 (4), 175 (11), 173 (14), 139 (14), 105 (20), 55(23).

| RMN'H (300 MHz, CDClyTMS), (E 23). 5: 0,76 (3H, s, H-20),.0,81/0,82 (3H,
d, J = 6,1 Hz, H-17), 1,06-2,30 (2H, H-6), 1,08 (2H, m, H-11), 1,10-1,50 (2H, m, H-1), 1,25
(3H. s, H-19), 1,30 (3H, t, ] = 6,0 Hz, OCH,CH; ), 1,30 (1H, H-10), 1,42 (2H, H-7), 1,48 (1H,
H-8), 2,23 (2H, H-2), 2,24 (2H, H-12), 3,68 (3H, s, OCH), 3,95 -3,75 (2H, m, OCH,CHj), 5,80
(1H, 4, J = 1,2 Hz, H-15), 6,60 (1H, t, ] = 3,6 Hz, H-3), 6,76 (1H, d, J =1,2 Hz, H-14).

RMNBC (75,5 MHz, CDCL), (E 24). 5: 14,9 (CH;, OCH,CHy); 15,7 (CH;, H-
17); 17,3 (CHa, C-1); 18,0 (CH;, C-20); 18,7/18,8 (CH 5, C-12); 20,5 (CHs, C-19); 27,0 (CH,,
C-2); 27,1-27,2 (CHy, C-7); 35,5/35,6 (CHy, C-11); 35,7 (CH, C-6); 36,3 (CH. C-8); 37,6 (Co.
C-5); 38,8 (Co, C-9); 46,6 (CH, C-10); 51,0 (OCH;); 66,0 (CH,, OCH, ); 101,6 (CH, C-15);
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137,2 (CH, C-3); 139,3 (Co, C-13); 141,6 (CH, C-14); 142,4 (Co, C-4); 167,9(Co, C-18); 171,6
(Co, C-16).

2.1.3. ESTUDO DA FRACAO Fc.9

A fraggo Fe.9 (150.0mg), por apresentar em CCD o composto 17, foi metilada
com diazometano em éter etilico e submetida a coluna cromatografica utilizando-se como eluente
hexano /acetato de etila a 2%, 5%, 10%. Isolou-se a substincia 17 (20,1mg) novamente como
mistura epimérica. Na tentativa de isolar os epimeros, o material foi recromatografado em coluna
flash, utilizando-se como eluente hexano/acetato de etila 1%, sem sucesso, recuperando-se
18,6mg do material de partida.

2.1.4. ESTUDO DA FRACAO Fc.10

Fe10
(1952,6mg) |

b

117a118| 1202121

ocp recristalizacio
CHC,/MeOH 1 lacetona!MeOH
C.19 C.18
(400mg) 27.0wg)

Fluxograma 10. Estudo da fracioFc.10.
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A fracdio Fe.10 (1956.2mg) foi submetida a coluna cromatografica utilizando se
como eluente gradiente de cloroférmio/metanol, nio havendo a separagio das substincias.
Reuniu-se entdo todas as fragdes (1340,0mg) e recromatografou-se novamente utilizando-se
como eluente hexano/acetato de.etila a 10%, 15% e 20%. Foram coletadas 124 fragdes de 25mL

cada. As fragdes foram reunidas de acordo com as semelhancas observadas em CCD resultando

em 18 fraghes, com recuperacdo de 49,3% de massa.

Tabela 16, Fracionamento da fragfio Fc.10

Eluente Frag6es reunidas Massa (mg)
Hexano/Ac.Etila 10% l1a6 4.4
Hexano/Ac.Etila 10% 7al0 8.0
Hexano/Ac.Etila 10% 11a12 54
Hexano/Ac.Etila 15% 13a19 8.2
Hexano/Ac.Etila 15% 20a24 23.5
Hexano/Ac.Etila 15% 25a28 13.3
Hexano/AC.Etila 15% 29 a 47 124
Hexano/Ac.Etila 15% 48 a 54 3.8
Hexano/Ac.Etila 20% 55a69 24
Hexano/Ac Etila 20% 70a77 12.2
Hexano/Ac.Etila 20% 78294 119.4
Hexano/Ac.Etila 20% 95 a98 10.1
Hexano/Ac.Etila 20% 100 a 106 74.5
Hexano/Ac.Etila 20% 107a116 183.7
Hexano/Ac.Etila 20% 117a118 * 270.0

- Hexano/Ac.Etila 20% 120a 121 * 110.0
 Hexano/Ac.Etila 20% 122 40,5
Hexano/Ac.Etila 20% 123 a 124 63,2
o fraches estudadas
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A vpartir da fragdo Fe.10 (120 a 121) apés varias recristalizagdes com
acetona/metanol isolou-se a substdncia 18 (27,0mg).A fragio Fe.10 (117 a 118) (100,0mg) foi

submetida a CCP utilizando-se como eluente cloroférmio/metanol a 7%, isolando-se a substincia

19 (40,0mg).

SUBSTANCIA 18: ACIDO - (-)-(16)-HIDROXI-CLERODA-3-13-DIEN-16-
15-OLIDE-18-0ICO, {4ac, 6a, 8aa)-ACIDO-1-CARBOXI-(S)-[2(2,5-DIIDRO-5-
HIDROXI-2-0X0-4-FURANIL)-ETIL-5, 6, 8a-TRIMETIL-3, 4, 4a, 5, 6, 7, 8, 8a -
OCTAIDRONAFTALENO

C20H1505

Massa Molar: 348

Forma fisica: solido, incolor
Ponto de fusdo: 146-147%.
la]p: -39,4 (CHCL;, ¢ 4,0)

IV (KBIK) vuax. em™:(E 35): 2948, 2911. 1716, 1363. 1165, 767

CG/EM [70eV.(m/z %)} (E 36): 330 (M™ — H;0, 25), 315 (22), 221 (11), 220 (4),
175(13), 203 (30), 125 (78), 105 (33), 91 (52), 55 (71), 41 (100).

RMN 'H (300 MHz, (CD;),CO/TMS), (E 30), &: 0,82 (3H, s, H-20); 0,84/0,85
(3H, d, J= 6,3 Hz, H-17); 1,10 e 2,46 (1H, dt, ] = 12,9; 3 Hz; H,; 1H, Hy-6); 1,28 (3H, s, H-19),

1,38 (1H, dd, J = 12,0; 1 Hz, H-10), 1,38-1,44 (2H, m, H-7), 1,13-1,46: (2H, m, H-1), 1,52; 1,64-
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1,78 2H, H-11), 1,58 (1H, m, H-8), 2,18 -2,28 (2H,m, H-2), 2,26-2,32 (2H, m, H-12), 5,93 (1H,
s, H-14), 6,11 (1H, 5, H-16), 6,71 (1H, t, ] = 3,1 Hz, H-3).

RMN “C (75,5 MHz, (CD3),CO/TMS), (E 31) 5: 15,2 (CHs, C-17); 18,1 (CH,,
C-1), 18,6 (CH;, C-20), 20,9 (CHs, C-19), 21,7/21,8 (CH,, C-12) 27,7/27,8 (CH,, C-2); 28,0
(CHz, C-7), 35,8/35,9 (CH 5, C-11), 36,7 (CH, C-6), 37,1 (CH, C-8), 38,4 (C,, C-5), 39,5/39,6
(Co, C-9), 47,7 (CH, C-10), 100,0/100,1 (CH, C-16), 117,5/117,6 (CH, C-14), 138,2/138,3 (CH,
C-3), 143,1/143,2 (CH, C-4), 168,5 (Co, C-13),171,7/171,8 (Co, C-15); 171,8 (Co, C-18).

2.1.4.a SINTESE DA SUBSTANCIA 18.

Uma solugio de 90,0mg (0,248mmol) do 4cido hardwickico (14) em
diclorometano (50,0ml) contendo diisopropiletil-amina (0,45mL) e 4,30mg do catalisador rosa
de bengala (suportado em poliestireno), foi irradiada com lampada de halogénio (tungsténio) de
250W, a -78°C, sob fluxo constante de oxigénio e agitacio durante 2 horas. O banho de
resfriamento foi retirado e apés a temperatura ambiente, a solugdo foi filtrada sob celite e o
residuo lavado repetidas vezes com uma mistura de hexano/acetato de etila 30% e acetona. O
filtrado foi concentrado e o produto cromatografado em coluna de silica gel, usando gradiente de
hexano/acetato de etila 10%, 20%, 30%, 40% ,50% e acetato de etila, para fornecer 3,8mg
(0,01mmol) Da substincia 18 em 3,8 % de rendimento.

Os dados espectroscopicos de RMN'H ¢ RMN“C/DEPT apresentaram-se
idénticos com os dados do produto natural 18

[a]p = -57,2 (acetona, c, 5,2)
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SUBSTANCIA 19. ACIDO-(-)-15-HIDROXICLERODA-3,13-DIEN-16, 15-
OLIDE-18-OICO, {(4ac, 60, 8acx)-ACIDO-1-CARBOXI-5 (§)-{2(2,5-DIIDRO-5-
HIDROXI-2-OXO0-3-FURANIL) ETIL-5, 6, 8a-TRIMETIL-3, 4, 4a, 5, 6, 7, 8, 8a-
OCTAIDRONAFTALENO.

C20H3505
Massa molar: 348
Forma fisica: sélido, incolor

R:0,78 (cloroformio/metanol 5%, silica

gel); 0,34 (cloroférmio/metanol  30%,

silicagel)

CG/EM (70eV, m/z %) (E 42): 344M"-H,0, 57), 329(100), 297(6), 235(1),
203(5), 175(5), 139(3).

RMN 'H (300 MHz, (CD;),CO/TMS), (E 37), : 0,76 (3H, s, H-20); 0,81 (3H, 4,
J= 6,3Hz, H-17); 2,42 (2H, m, H-11); 1,24 (3H, 5, H-19), 1,31 (1H, m, H-10), 1,46-1,64 (2H, m,
H-1), 1,42 (2H, H-7), 1,50 (1H, m, H-8); 2,18 ( 2H, H-12); 2,28 (2H, H-2), 1,10 € 2,42 ( 1H4,
J= 13,0 Hz, Hu6; 1H, He-6); 6,11 (1H, s, H-15), 6,84 (1H, s, H-14), 6,84 (1H, 5, H-3).

RMN C (75,5 MHz, (CD3),CO/TMS), (E 38) & : 15,9 (CH;, C-17); 17,4 (CH,,
C-1), 18,4 (CHs, C-20), ), 18,9 (CH,, C-12); 20,5 (CH;, C-19); 27,2 (CHa, C-7);:27,5 (CHz, C-2);
, 35,8 (CH,, C-11), 35,8 (CHZ,"c-s), 36,3 (CH, C-8), 37,6 (Co, C-5), 38,8 (Co, C-9), 46,8 (CH, C-
10); 97,2 (CH, C-15); 143,5 (CH, C-3), 140,6 (CH, C-14); 138,8 (CH, C-13); 141,6 (Co, C-
4),172,6 (Cq, C-16); 172,5 (Co. C-18).
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2.1.5. ESTUDO DA FRACAO Fe 11

A fragdo Fcll (1027.9mg), foi submetida a coluna cromatografica utilizando-se
como eluente gradiente de CHCl;/MeOH de onde foram coletadas 30 fragdes As fragdes foram
reunidas de acordo com as semelhangas observadas em CCD, resultando em 7 fragSes, com
recuperacéo de 33% de massa..

Tabela 17. Fracionamento da fracio Fc.11

Eluente Frag6es reunidas Massa (mng)
“Gradiewe ~ 1a9 193
CHCl;/MeOH 10a13 13,2
14a18 27,0
19a23 15,0
24a26* 50,1
27a29 42.0
30 36,4
*fracao estudada

A fragio Fell (24 a 26) (50.0mg) foi submetida a cromatografia de placa
preparativa utilizando-se como eluente cloroformio/metanol 10%. Isolou-se a substéncia
C.(4.8mg) com caracteristicas de dcidos graxos glicosilados conforme espectro de RMN. No

entanto nio foi possivel caracteriza-lo devido a quantidade do material.
£

2.1.6. ESTUDO DA FRACAO Fe.12

Da fragdo Fe.12 apds recristalizagdo com cloroformio isolou-sea substincia 25
(31,0mg). O espectro de RMNH' mostrou a presenca de unidades glicosidicas. Tratou-se a

-161 -



Parte Experimental

substincia 25 com anidrido acético/piridina e apés, purificagio em coluna cromatografica obteve-
se o0 composto acetilado 25a.

3-0-B-GLICOPIRANOSIL SITOSTEROL.(25)

H [
Hi
¥ OH

CssHgoOs
Massa molar; 576

Forma fisica: Solido amorfo, branco

CG/EM [70eV (m/z %)], sonda para sélidos (E 67): 397(M™-CsH;,05. 85),
43(100).

RMN 'H (300 MHz, (CD3).CO/TMS), (E 64), 5: 0,70 (3H, s, H-18), 0,84 (3H, t,
J= 6,6Hz, H-29), 0,85 (6H, d, 6,7 Hz, H-26 ¢ H-27), 0,94 (3H, d, J= 6,7Hz, H-21), 1,02 (3H, s,
H-19), 3,29-3,90 (6H, H 2', 3', H-4', H-5', H-6"), 4,40 (1H, d, J= 7,9 Hz, H-1"), 5,38 (1H, d
largo, H-6).

RMN B( (75,5 MHz, (CD;),CO/TMS), (E 65) 5: 12,2 (CH;, C-18 ¢ C-29), 19,6
(CH, C-26), 19,3 (CH;, C-21), 19,6 (CHj; C-19), 20,0 (CHs, C-27), 21,6 (CH,, C-11), 23,6
(CHa, C-28), 24,8 (CH,, C-15); 26,6 (CH,, C-23), 28,8 (CH,, C-16 e C-2), 29,7 (CH, C-25), 30,1
(CH,, C-T), 32,5 (CH, C-8), 34,5 (Cyo, C-22), 36,3 (Co, C-10), 36,7 (CH, C-20), 37.9 (CH, C-1),
39,2 (CHa, C-4), 40,4 (CH,, C-12), 42,9 (Co, C-13), 46,6 (CH, C-24), 50,9 (CH, C-9), 56,8 (CH,
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C-17), 57,5 (CH, C-14), 79,7 (CH, C-3), 121,7 (CH, C-6), 141,3 (Co, C-5), 62,4 (CHa, C-6"); 71,0
(CH, C-4°), 74,4 (CH, C-2°), 76,9 (CH, C-3"), 77,4 (CH, C-5°), 101,9 (CH, C-1°).

2.2 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES DAS FOLHAS
As folhas coletadas em janeiro de 1996, foram trituradas com etanol em um

liquidificador ¢ o solvente foi evaporado a pressdo reduzida. O extrato contendo 10% de agua foi
extraido com acetato de etila fornecendo 35,0g do extrato EAc2.(fluxograma 06)

| FOLHAS FRESCAI

triturado com
etanol

LEXTRATO ETANOLMH,0 ]

cvaporacio do
ctanol

¥
I FASE AQUOSA I

extragiio com
acetato de ctifa

[ FASE AQUOSA| | EAc, |

l

II{EXANO H/A 10% | H/A 30% | H/A 40% |H/A 50% | Ac. etila | Ac.etila/MeOH 50% |MeOH

Fluxograma.ll. Tratamento das folhas de E. grandiflforus

O extrato EAc¢2, foi fracionado em coluna cromatografica (mg; = 250.0g; &=
5.0cm) usando hexano como eluente de empacotamento, eluida com hexano, hexano/acetato de
etila a 10%, 20%, 30%, 40%, 56%; acetato de etila e metanol.

Foram coletadas 9 fragdes de S00mL de cada eluente, com recuperagdo de 43,9%

de massa inicial.
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Tabela 18. Fracionamento do Extrato EAc2,

Eluente Fragbes Massa (mg)
Hexano/Ac.Et10%  Ff  2* 74600
Hexano/Ac.Et.20% Ff 3*

Hexano/Ac.Et. 30% Ff 4 700.7
Hexano/Ac.Et. 40% Ff 5 959.2
Hexano/Ac.Et. 50% Ff 6* 1078.3
Acetato de. Etila Ff 7e8 2060.3
MeOH Ff 9 974.0

e fragSes estudadas

As fragdes Ff1 a Ff.3 foram reunidas por apresentar semelhangas em CCD,
obtendo-se a fragio Ff.1-3 (7.46g), denominada D.1.
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D.1.

3,0cm) usando-se hexano e hexano/cloroformio 25% como eluente. Foram coletadas 51 fragdes
de 25ml cada. As fragdes recothidas foram reunidas de acordo com as semelhancas observadas
por andlise em CCD e o solvente evaporado, resultando em 8 fragdes com recuperacdo de 78,6%

2.2.1 ESTUDO DA FRACAO D.1

[Da |

{cc 5 Yo
o5 ;gzm D1BG255 | SHCLMeOH 4% o N, o OH
L1 ————————
> cce (64mg) .

1

CC
T L, 16 [1737] &5 [1118]

ocp 1. CH:N, mistura de composto:
2.CCP 15
14 o
.1.C.(1 a.4 14a - 16
D.1.C.(1a4) @79 we)

mistura de compostos

Fluxograma 12. Estudo das fra¢bes reunidas Ef (1 a 3) denominada fragfio

A fragdo D.1 (7,46g), foi fracionada em coluna cromatogrifica (mg= 80,0g, &=

da massa.inicial.
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Tabela 19 Fracionamento da fracio D.1

Eluente FragGes reunidas massa(mg)
Hesano _ la7 16
Hexano 8al2 7.7
Hexano/CHCl; 25% 13a16 138.1
Hexano/CHCl3 25% 17a19 50.9
Hexano/CHCl; 25% 20a35 273.4
Hexano/CHCl; 25% 36 a 42 6.6
Hexano/CHCY; 25% 43 a 50 5300.0
Hexano/CHCl; 25% 51 133

A fragio D.1(43-50) apresentou em CCD substincias com fluoréscencia ¢
caracteristicas de 4cidos. Para a separagio dessas substéncias a fragdo foi dividida em 3 partes ¢
analisadas em separado.

a- TRATAMENTO 1

A fraggio D.1(43 a 50 )(100mg), foi cromatografada em cromatografia em camada
preparativa utilizando-se como eluente CHClL/MeOH 3%, fornecendo as fragdes D.1.A.1

(33,1mg); D.1.A.2 (10,0mg) e D.1.A.3 (13,0mg).

A fragdo.D.1.A.1, apresentou dois componentes dcidos em CCD. As fragdes
D.1.A.2 e D.1.A.3, apresentaram caracteristicas de mlsturas de acidos graxos de cadeia longa
conforme espectro de RMNH'. ndio sendo portanto, caracterizados.

b- TRATAMENTO 2.

As fragdes D.1.A.1 (33,1mg) ¢ D.1(43 a 50) (1.0g) foram reunidas, (total de massa
1,33g) ¢ metiladas com reagente diazometano em éter. Em seguida o material metilado
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(denominado D.1.B) foi fracionado em coluna cromatografica usando-se como eluentes
hexano,hexano/acetato a 1%, 2% e 5%.

Foram coletadas 72 fragdes de 25ml cada. As fragdes foram reunidas de acordo
com as semelhangas observadas em CCD e evaporados o solvente, resultando em 15 fragdes,.
com recupera¢io de 89,9% da massa inicial.

Tabela 20. Fracionamento da fracio D.1.B.

Eluente Fragdes reunidas Massa (mg)
Hexano lal2 112.6
Hexano/Ac.Etila 1% 13a20 185.9
Hexano/Ac.Etila 1% 30a31 9.6
Hexano/Ac.Etila 1% 32a33 108.4
Hexano/Ac.Etila 1% 34a35 92.9
Hexano/Ac.Etila 1% 36a37 23.8
Hexano/Ac.Etila 1% 38240 69.5
Hexano/Ac.Etila 2% 41 a 49 117.5
Hexano/Ac.Etila 2% 30asl 19.0
Hexano/Ac.Etila 2% *52a55 974
Hexano/Ac.Etila 2% 56 a 58 433
Hexano/Ac.Etila 5% 59a6l 49.7
Hexano/Ac.Etila 5% 62 a 69 152.4
Hexano/Ac.Etila 5% 70 138.1
Hexano/Ac.Etila 5% T1a72 79.5

A fracdo D.1.B( 52 a 53) (97.4mg), por apresentar menos complexa e compostos
fluorescentes foi tratada por CCP, utilizando-se como eluente CHCl/MeOH a 4%. Obteve-se as

substincias C.8 (36,4mg) e C.16a (12,3mg),caracterizadas por dados espectroscopicos como fitol

e 4cido cembrandico (metil éster), respectivamente.
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FITOL(8). 3, 7, 11, 15-TETRAMETIL-2-HEXADECEN-1-OL.

Coll 400
Massa molar: 296

Forma fisica: liquido incolor

R¢ 0,45 (hexano/acetato de etila 20%, silica
gel)

CG/EM [70eV, m/z (%)] (E. 06): 281(M"**, -CH;_ 1), 123 (42), 81 (49), 71 (100).

RMN 'H (300 MHz, CDCL/TMS) (E 01) , 5: 0,84 ( 3H, d, J = 6,3Hz, H-19), 0,86
(3H, d, J= 6,3 Hz, H-18),. 0,87 (6H, d, J = 6,8 Hz, H-16, H-20), 1,06-1,27 (8H, m, H-6, H-8, H-
10, H-12), 1,14 (2H, H-14), 1,25 (4H, H-9, H-13), 1,36 (2H, H-7 ¢ H-11), 1,38 (2H, H-5), 1,53
(1H, m, H-15), 1,68 (3H, d, J = 1,0 Hz, H-17), 1,98; 2,06 (2H, H-4a e H-4b), 4,20 (2H, d, J = 7,2
Hz, H-1), 5,40(1H, tq, J= 1,3 e J= 7,0 Hz, H-2).

RMN" C (75,5 MHz, CDCI/TMS) (E 02), 5: 16,0 (CH;, C-17). 19,5 (CH;, C-
19), 19,6 (CHs, C-18), 22,5 (CHj, C-16), ), 22,6 (CH;, C-20), 24,3 (CH,, C-9), 24,6 (CH,, C-13),
25,0 (CH,, C-5), 27,8 (CH, C-15), 32,6 (CH, C-11), 32,7 (CH, C-7), 36,6 (CH,, C-6), 37,2 (CH,,
C-12), 37,3 (CHy, C-10), 37,3 (CH,, C-8), 39,3 (CH,, C-14), 39,8 (CHa, C-4), 59,4 (CH,, C-1),
123,5 (CH, C-2), 140,2 (Cq, C-3).

A fraciio D.1.B (56 a 58), apresentou em CCD apenas uma mancha. No entanto,
a0 submeté-la a_RMNlH verificou-se tratar de misturas complexas, ndo sendo portanto estudadas.

¢- TRATAMENTO 3
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A fragiio D.1 (43 a 50) (1.8g), foi cromatografada em coluna de silica-gel
utilizando-se como eluente hexano; hexano/CHCl; a 1%, 2%, 5% e 10%. hexano/acetato.etila/
MeOH a 8:10:1. Coletou-se 67 fragdes. Nio houve a separagio dos componentes.,

Na tentativa de separagéo das substancias, as fra¢bes contendo os componentes de
mteresse (53 a 64) (1,0g) foram reunidas, obtendo se a fragio D.1.C. e recromatografados
novamente por a) CCP ¢ b) CC.

a- A fracdo D.1.C (90,0mg), foi tratada por CCP utilizando-se como eluente
cloroférmio/metanol 4%. Obteve-se as fragdes D.1.C.1 (11,7mg); D.1.C.2 (4.6mg); D.1.C.3
(5.5mg) e D.1.C.4 (26,6mg) todas apresentado misturas de compostos. O espectro de RMN'H de
D.1.C.1 mostrou a presenga do acido hardwikico como composto majoritario dessa fragéo.

b- A fragdio D.1.C (800,0mg), foi cromatografada em coluna de silica-gel
utilizando-se como eluente hexano; hexano/acetato.de etila 5%. Coletou-se 45 fragdes, com
recuperagdo de 88,3 % da massa. As fragSes contendo substincias dcidos foram reunidas D.1.C
(11-16) (100.0mg) e metiladas com diazometano em éter, e em seguida cromatografada em CCP,
utilizando se como eluente cloroférmio/metanol 4%. Obteve-se o composto 14a 4cido
hardwikico (37.7mg), isolado na sua forma metilada.

Tabela 21. Fracionamento da fracéo D.1.C.

Eluente Fragdes reunidas massa (mg)
" Hexano 128 8.2
Hexano 9al0 16.5
Hexano./Ac.Etila5%  11al6* 109.9
Hexano/Ac.Etila 5% 17a37* 4972
Hexano/Ac.Etila 5% 38a44 163.1
Hexano/Ac.Etila 5% 45 72,0
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COMPOSTO 14a HARDWICKICATO DE METILA.

C21H3005

Massa molar: 330

Forma fisica : 6leo incolor

Rt : 0,60 (hexano/acetato de etila 30%, silica
gel

[alp : -113 (CHCI;, . 20)

CG/EM [70 eV, m/z (%)] (E 13) & : 330.0M™, 21), 283 (28), 235 (58), 203 (71),
139 (100,96 (62), 84 (21%), 81 (64).

RMN 'H (300 MHz, CDCL/TMS), (E 07), §: 0,78 (3H, s, Me-20), 0,83 (3, d J
= 6,0 Hz, Me-17), 1,20 (1H, H-6a), 1,25 (3H, s, Me-19); 1,40 (1H, H-10), 1,47 (2H, H-7), 1,57
(1H, H-8), 1,60 (2H, H-11), 1,60-1,72 (2H, H-1), 2,10-2,24 (2H, H-2), 2,36 (1H, H-6b), 2,26 (2H,
H-12), 33,69 (3H, -OCHy), 6,25 (1H, dd, J= 1,7 e 0,8 Hz, H-14), 6,60 (1H, t, J= 3,6 Hz, H-3),
7,19 (1H, d. J= 1,2 Hz, H-16), 7,34 (1H, t, J= 1,7 Hz, H-15).

RMN C (75,5 MHz, CDCL/TMS) (E 08) 5 : 15,8 (CH;, C-17), 17,4 (CH,, C-1),
18,0 (CH,, C-12), 18,1 (Me, C-20), 20,6 (Me, C-19), 27,0 (CH,, C-2), 27,1 (CH,, C-7), 35,8
(CHy, C-6), 36,1 (CH, C-8), 37,5 (Cy, C-5), 38,5 (CH,, C-11), 38,7 (Co, C-9), 46,4 (CH, C-10),
51,1 (OMe), 111,0 (CH, C-14), 125,7 (Co, C-13), 136,9 (CH, C-3), 138,5 (CH, C-16), 142,6 (Co,
C-4), 142,8 (CH, C-15), 168,0 (Co, C-18).

A fragio D.1.CA(17-37)(497,2mg), foi submetida a coluna cromatografica de
silica-gel .Foram coletadas 48 fracées de 15ml cada. As fragdes foram reunidas de acordo com as

semethangas observadas em CCD, resultando em 6 fragbes, com recuperagiio de 95,4 % da massa
inicia
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Tabela 22. Fracionamento da fra¢iio D.1.C.(17-37)

Eluente Fragdes reunidas Massa (mg)
Hex./Ac.Etila 1% lall 7.8
Hex./Ac.Etila 1% 12al5 12,5
Hex./Ac.Etila 1% 16 2 23* 56.3
Hex./Ac Etila 1% 24 a 26* 58,0
Hex./Ac.Etila 1% 27 a47 330.0
Hex./Ac.Etila 1% 48 10,.0

Nova tentativa na separagio dos constituintes foram realizadas com as fragdes
D.1.C.(17 -37)(16-23) e D.1.C.(17-37)(24-26), por CCP e CCD, sem sucesso, pois todas as
fragdes apresentaram-se como misturas muito complexas.

2.2.2 ESTUDO DA FRACAO Ff.6

A fragio F£.6 (508.0mg), foi submetida a coluna cromatogrifica usando-se como
eluente hexano/acetato de etila a 10%, 15%,20% e 30%. Foram coletadas 101 fragdes de 25mL
cada. As fragGes foram reunidas de acordo com as semelhancas observadas em CCD, resultando
em 15 fragdes, com recuperagio de 90,4 % da massa.

Da fracéio D.6.(73 a 83), ap6s recristalizacio com acetona /cloroformio, isolou-se

o composto 18 (11.0mg).
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Tabela 23. Fracionamento da fracio Ff.6

Eluente FracGes reunidas massa (mg)
‘Hexano/Ac. Btila 10%  1a5 95

Hexano/Ac Etila 10% 6 6,7
Hexano/Ac.Etila 10% 7a8 6,9
Hexano/Ac.Etila 10% 9al2 13,0
Hexano/Ac.Etila 10% 13a25 90,0
Hexano/Ac. Etila 15% 26 a 42 1144
Hexano/Ac.Etila 15% 43 a 46 47,0
Hexano/Ac.Etila 15% 47 a 52 26,4
Hexano/Ac. Etila 20% 53a5s 11,0
Hexano/Ac.Etila 20% 56 a 58 22,7
Hexano/Ac.Etila 20% 59a72 63,2
Hexano/Ac. Etila 30% 73 a83* 18,5
Hexano/Ac.Etila 30% 84 a 93 19,7
Hexano/Ac.Etila 30% 94 a 100 5,1

Acetato de. Etila 101 5.3

2.3. ISOLAMENTO DO COMPOSTO 20

Os peciolos de Echinodorus grandiflorus coletado fresco em Curitiba-Pr. (1998),
foram extraidos com metanol em um liquidificador. Apés a evaporagio do solvente obteve-se
2,4g do extrato metandlico (ExM.P). O extrato ExMP (1,0g) foi submetido a um pré
fracionamento utilizando-se como eluente: hexano, hexano/acetato de etila 5%, 10%, 20%. 40%,
acetato de etila e acetato de etila/metanol 10%.

A presenca do composto 20 foi analisada por RMN'H. Observou-se a presenca do
mesmo na fragio eluida com com hexano/acetato de etila 5% (286,0mg). Esta fragio foi
denominada de F-20 e utilizada para isolar o composto 20.
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2.3.1. REACAQ COM Fe;(CO),,

Em um baldio de 100,0mL foi adicionado o extrato ExMP (500,0mg) e 15,0 ml de
octano sob gas argbnio. Em seguida, adicionou-se 100,0mg de Fe3(CO);; e deixou-se sob refluxo
por 20 minutos. A cor verde da solugdio inicial tornou-se marrom ¢ formou-se um precipitado
escuro. A reagiio foi filtrada e o solvente evaporado sob pressio reduzida. A rea¢fo bruta foi
submetida a cromatografia em placa preparativa utilizando-se como eluente hexano/acetato de

etila 5%, nfo foi observado a formacgfo do produte complexo dieno ferrro carbonila.

2.3.2. REACAO COM $0,

‘a) Mirceno como modelo

20,0mg do mirceno foram dissolvidas em 2,0mlL de diclorometano amidro sob
argdnio e resfriado a -55°C. Em seguida adicionou-se gas SO, e deixou-se sob agitagio por 3,0h.
Apbs este periodo a temperatura foi aumentada gradativamente € o solvente evaporado.

A purificagdo da reacdo bruta em coluna cromatogréafica de silica gel, utilizando-se

como eluente hexano/acetato de etila 3% e 5%, forneceu o a substincia 33.
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SUBSTANCIA 33. 3-(4-METIL-3-PENTENIL)-2,5-DIIDRO-1,1-
DIOXIDOTIOFENO.
2
— T so
A S0
5
C10H1 680,

Massa molar: 200

RMN'H (300MHz, CCL/TMS) 8:2,00-2,20 (4H, H-4, H-6), 1,62 (6H, s, H-1,H-
11), 3,68 (2H,d, J= 0,72 Hz, H-2), 3,79 (2H, d, = 0,89 Hz, H-5), 5,10 (1H, m, H-8), 5,68 (1H, d,
J= 1,6Hz, H-4).

RMN"C (75,5 MHz, CCl/TMS) 5: 25,3 (CH,, C-7), 25,5 (2CH;, C-10, C-11),
32,9 (CHy, C-6), 56,9 (CH;, C-2), 57,8 (CH,, C-5), 117,1 (CH, C-8), 122,4 (CH, C-4), 133,3 (Cy,
C-9), 138,5 (Co, C-3).

b). Reacdo da fragdo F-20 com SO,

100,0mg da fragéio F-20 foram dissolvidas em diclorometano anidro (10,0mL) sob
argdnio e esfriado a -55%C. Em seguida foi adicionado gés SO, e deixou-se sob agitacio por 6,0h.
Apos este periodo aumentou-se a temperatura gradativamente € o solvente evaporado. Nio foi
possivel a separagio do produto.esperado.

2.3.3. ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA 20 POR CROMATOGRAFIA DE
PLACA PREPARATIVA IMPREGNADA COM AgNO;,
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20,0mg da fraclio F-20 foram submetidas & reagio com diazometano em éter
etilico ¢ em seguida cromatografado em placa preparativa preparada com 10% de AgNOs e
eluida com benzeno/acetato de etila 2% (3x). Isolou-se 12,0mg da mistura dos compostos 16a ¢
20a. A mistura foi novamente recromatografada nas mesmas condig¢des, isolando-se 5,6 mg do

composto 20a.

COMPOSTO 20a ACIDO-(-)-CLERODA-3, 13(16), 14 TRIEN-19-OATO DE
METILA, (4aa, 6a, 8ac)-1-CARBOXIMETIL-5(S)-(3-METILENOQO-4-PENTENIL)-5, 6, 8a-
TRIMETIL-3, 4, 4a, 5, 6, 7, 8, 8a-OCTAHIDRONAFTALENO.

CyH5;,0;

Massa Molar: 316

Forma fisica: 6leo incolor

R;.0,34 (hexano/AcE 10%, silica gel).
ap: -106,2 (acetato de etila, ¢, 5,6)

LV. (filme: vy cm™ (E 49): 2922, 1715, 1593.1457.

CG/EM [(70eV (m/z %)] (alta resolugiio) (E 50): 316 (M, 22), 301 ( 7), 235
(9), 234 (33), 233 (94), 203 (56), 201 (4), 175 (43), 173 (48), 139 (100), 121 (20), 119 (30), 105
(66), 93 (42), 81 (33), 69 (32), 67 (38), 55 (60).

' RMN'H (500MHz, CCL/TMS) (E 43) 6 :0,74 (3H, s, H-20), 0,81 3H, d, J= 6,3
Hz, H-17), 1,15 (1H, dt, = 12,9 e 4,5 Hz, H-65,), 1,26 (3H, s, H-19), 1,39 (1EL, dd, J= 13,2 ¢ 2.0,
H-10), 1,40-1,50 (2H, H-11), 1,43 e 1,45 (2H, H-7), 1,52 (1H, dd, J= 5,0 e 2,0 Hz, H-1cy), 1,55
(1H, H-8), 1,70 (1H, dd, J= 13,2 e 5,0 Hz, H-1,,), 1,95 (1H, dt, 13,2 € 5,0 Hz, H-12a), 2,10 (1H,
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dt, J=13,2 e 4,5 Hz, H-12b), 2,13 € 2,28 (2H, H-2), 2,26 (1H, H-6,,), 3,70 (OMe), 4,98 (2H, d, J=
6,5 Hz, H—16), 5,05 (1H, dd, J= 10,5 e ] =0,5 Hz, H-15a), 5,20 (1H, dd, J= 17,5 e J= 0,5 Hz, H-
15b), 6,37 (1H, dd, J= 10,5 e 17,5Hz, H-14), 6,60 (1H, t, J=3,5 Hz, H-3).

RMN"C (125MHz, CCL/TMS) (E 44) 5:16,0 (CHs, C-17), 17,6 (CH,, C-1),
18,3 (CH;, C-20), 20,7 (CH;, C-19), 24,6 (CH, C-12), 27,2 (CH,, C-2), 27,3 (CH, C-7), 35,9
(CH;, C-6), 36,3 (CH, C-8), 37,5 (CH,, C-11), 37,6 (Co, C-5), 38,9 (Co, C-9), 46,6 (CH, C-10),
51,2 (OMe), 112,9 (CH,, C-15), 115,6 (CHp, C-16), 136,8 (CH, -C3),139,0 (CH, C-14), 142,6
(Co. C-4), 147,3 (Co, C-13), 167,9 (Co, C-18).
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3 - SINTESES

3..01. PREPARACAO DO CETOL (65)

C 62
CoH 140,

Massa molar: 154

Em um erlemmayer de 2L foi adicionado uma suspensfio de permanganato de
potassio (1,3g; 8,0mmol), meta-periodato de sédio (40,4g; 189,0mmol) e carbonato de potassio
(17,4g; 63,0mmol) em 1L de 4gua de 4gua destilada. A mistura foi adicionado (-)-B-pineno 62
(7,1g; 63,0mmol).

O sistema foi resfriado durante a adicdio dos reagentes com um banho de gelo, a
uma temperatura de 10%C ¢ mantido sob vigorosa agitaggo.

O meio foi mantido sob agitagio por um periodo de 60,0h a temperatura ambiente.
Em seguida adicionou-se 200mL de tetracloreto de carbono mantendo sob agitagdo por 4,0h.

A mistura foi entdio filtrada. As fases organicas foram combinadas e lavadas com
uma solugfio saturada de NaCl e tratada com Na,SO, anidro. A fase orginica foi concentrada a
vacuo em evaporador rotativo (3,4g).

A purificagio do produto bruto da reagio em coluna cromatogrifica de meédia

pressio, eluida com hexano/acetato de etila a 1%, 5% e 10%, forneceu a (+)-nopinona (63), o
cetol (65) (20-27%) e lactona (66)
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1-(1-HIDROXI-1-METILETIL)-BICICLO-{3.1.0}-HEXAN-2-ONA (65)
(liquido viscoso incolor)

R¢: =0,3 (hexano/acetato de etila 25%, silica Gel G)
fa)p: =-18,0°

CG/EM [70 eV, m/z (%)] (E 70): 139 (M-15, 100); 111 (9); 59 (32); 43 (93).
RMN'H (300MHz, CCl/TMS) (E 69) 5: 0,94 (1H,dd, ] = 4,0 ¢ 4,0Hz, H-6-

trans); 1,18 (3H, s, H-9); 1,29 (3H, s, H-8); 1,41 (1H, dd, J = 4,0Hz e 8,6 Hz, H-6cis); 1,95 (1H,
m, H-4); 2,10 (2H, m, H-5 ¢ H-3); 2,13 (1H, m, H-4b) ¢ 2,22 (1H, m, H-3b).

3.02. SINTESE DE 68a E 69a

Al
= o :
0 2
OH
e 682 9

Formula molecular: CoH,30CI1
Massa molar: 172

Em um baldo (500mL) de 2 bocas, equipado com um condensador de refluxo e
uma rolha esmerilhada, foi adicionado o (+)-cetol (65) (1,3g; 8,2mmol) em diclorometano
(200mL) sob agitagdo constante, a temperatura ambiente. Em seguida o AICk; (3,16g; 23,7mmol)
fot adicionado répidamente sob atmosfera de argbnio e vigorosa agitagdo, o meio tornou-se
amarelado.

A mistura reacional foi mantida nestas condi¢des por um periodo de 1h e a
coloragéo tornou-se mais intensa. O meio foi diluido com diclorometano (200mL) e lavado com

solucdo saturada de NaHCO; até neutralizagfio. A fase orgénica foi concentrada a pressdo
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reduzida e submetida a uma purificagSo por cromatografia em coluna de silica gel, tendo como
eluente (heXanO/acetaxo de etila 3%) fornecendo as substincias 68a (676,0mg: 48%) ¢ 69a
(535,0mg: 38%).

4-CLORO-2-(1-METILETILIDENO)-CICLOEXANONA (68a)
Ry: 0,5 ( hexano/acetato de etila 20%, silica Gel G)

CG/EM [70 eV, m/z (%)] (72): 172(M™, 51); 157 (30); 137 (12); 109 (85); 82
(37) e 67 (100).

" RM.N.'H. (300 MHz, CDCL/TMS) (E 71) 8: 1,80 (s, 3H, H-8), 2,36 (m, H-6ax),
© 2,70 (m, H-6eq), 2,82 (dd, J= 16,7Hz ¢ 6,5 Hz, H-3ax), 2,92 (dd, J= 16,7Hz ¢ < 1Hz, H-3eq), 4,31
(m, H-4).

3-CLOROMETIL-2-(1-METILETILIDENE)-CICLOPENTANONA (69a).
R : 0,6 (hexano/acetato de etila 20%, silica Gel G)

CG/EM [70 eV, m/z (%)), (E 77): 172 (M™, 24); 123 (100), 95 (19), 81 (15), 67
(36).

RMN'H (300 MHz, CDCL/TMS) (E 74), § :1,94 (3H, s, H-8); 2,25 (3H, s, H-9);
2,10-2,56 ( 4H, 2H-4 e 2H-5); 3,32 (1H, m, H-3); 3,39 (1H, t, J = 10,4 Hz, H-6a); 3.55 (1H, dd,
- J=10,4 e 4,0 Hz ¢, H-6b).

RMNC (75,5 MHz, CDCl/TMS), (E 75) 5: 20.7 (CH3, C-9), 22,2 (CH,, C-4),
24,3 (CHs, C-8), 37,1 (CH, C-3), 43,3 (CHa, H-5), 46,2 (CH,, H-6), 132,3 (Co, C-2), 151,6 (Co,
C-7).
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3.03. SINTESE DE 68b e 6%9b

65 68b 69b

7% %

Férmula Molecular :CoH;0Br
Massa molar : 216

Em um baldio (250mL) de 2 bocas equipado com condensador de refluxo e uma
rolha esmerilhada, foi adicionado o (+)-cetol (65) (300,0mg; 1,95mmol) em diclorometano
(100mL) sob agitacfio magnética a uma temperatura de 0°C. Em seguida, o AlBr; (104,0mg; 3,90
mmol) foi adicionado sob atmosfera de argdnio.

A mistura foi mantida sob vigorosa agitagio por 1,5h, em seguida o meio foi
diluido com diclorometano (100ml) e extraido com solugio saturada de NaHCO; até
neutralizaciio.

A fase orgéanica foi concentrada em evaporador rotativo e submetida a uma
purificacio por cromatografia em coluna de silica-gel, tendo como eluente (hexano/acetato de
etila 3%), que forneceu os compostosas substéncias 68b (197,0mg; 47%) e 69b (163,0mg; 39%).

4-BROMO-2-(1-METILETILIDENO)-CICLOEXANONA (68b)

R; : 0,6 (hexano/acetato de etila 20%, silica gel G)

RMN'H (300MHz , CDCL/TMS) (E 73), 3: 1,80 (3K, s, H-8); 2,02 (3H,s, H-9);
2,18-2,45 (3H, m, 2H-5 e 1H-6); 2,68 (1H, dd, J= 8,1 e 16,1 Hz, H-6); 3,02 (2H, m,
H-3); 4,57 (1H, m, H-4).
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3-BROMOETIL-2-(1-METILETILIDENOQ)-CICLOPENTANONA (69b)

Re¢: 0,5 (hexano/acetato de etila 20%, silica gel G)

CG/EM[70eV, m/z (%)] (E 79): 216 (M™, 12), 137 (17), 123 (100), 95 (24), 67
(38).

RMN'H (300MHz , CDCI/TMS) (E 78), 8: 1,93 (s, 3H, H-8); 2,23 (s, 3H, H-9);
2,15-2,45 (m, 4H, 2H-4 e 2H-5); 3,45 (dd, 1H, J = 10,8 Hz e 2,1 Hz, H-6); 3,27 (1H, dd, J= 9,6
Hz e 10,2 Hz, , H-6); 3,35 (m, 1H, H-3).

3.04. OBTENCAO DA SUBSTANCIA 71

Cl
. L&
OH
1KMnO /PyA,0 ¢
2} HCY 5 3
£3
. 9
OH
62 71

Formula Molecula: C,oH,30,Cl,
Massa molar: 240

A uma mistura de (-)}-B-pineno (62) (500,0mg; 3,6mmol), piridina (0,5mL;
6,2mmol) ¢ 100mL de 4gua, mantida sob agitagfio vigorosa a temperatura de 50°C, foi adicionado
permanganato de potassio (12g; 7,6mmol) dividido em quatro porgdes de 3,0g a cada hora da
reagio. Apos 4 horas de reagdo e filtragéio do dioxido de manganés, a solugdio contendo piridina
foi acidificada com HCl concentrado até obtenggio de pH 1 e extraida com cloroférmio (6 x S5ml).
Esta fase orgénica foi agitada com NaHCO; 1M (3 x 50mL) e uma vez separada a fase aquosa, a
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fase cloroférmio foi lavada com dgua tratada com sulfato de sédio anidro e concentrada a pressio
reduzida, fornecendo um éleo amarelo.

A purificagdo do produto bruto com gradiente de hexano/acetato de etila forneceu
além das substincias conhecidas nopinona (63), cetol (65), lactona (66), e éter (67) a substéncia
71 (13,5mg, 1,5%).

1,7-DICLORO-P-MENTAN-2,8-DIOL (71)

Forma fisica: Sélido branco
R¢: 0,10 (hexano/acetato de etila 35%, Silica Gel G))
[alp: -4,68° (Acetato de Etila, ¢.10)

LV. (filme/KBr) (E.85), vma 1 (em™): 3404 (estiramento OH), 635 a 594
(estiramento C-CI).

CG/EM [70 eV, m/z (%)] (E 86) : 225 (M-15, 1); (205 (1); 129 (21); 93 (26); 79
(33); 59 (100); 43 (89); 31 (29).

RMN 'H (300 MHz, CDCL/TMS) (E 80), 5: 1,19 3K, s, H-9); 1,22 (3H, s, H-
10); 1,72 (1H, m, H-4); 1,77 (2H, H-5); 1,86 (21, d largo, J= 2,8Hz, H-3); 1,90 (2Ht , J = 3,0Hz,
H-6); 3,74 (1H, 4, T = 11,7 Hz, H-Ta); 3,96 (1H, d, J = 11,7 Hz, H-7b); 4,21 (1H, s, largo, H-2)

RMN¥C (75,5MHz, CDCY/TMS) (E 81) 3: 22,2 (CH,, C-5); 26,6 (CHs, C-9):

27,3 (CHs, C-10); 29,2 (CH,, C-3); 32,3 (CHa, C-6); 41,1 (CH, C-4); 52,8 (CH,, C-7); 70,1 (CH,
C-2); 71,9 (Co, C-8); 72,4 (Co, C-1).
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3.05. PREPARACAO DA SUBSTANCIA 76

Bry/HOAc
—rre

Formuia Molecular : C,H,;0CIBr,

Massa molar : 330

A uma soluggo de 68a (200,0mg; 1,16mmol) em é4cido acético (0,3mlL) esfriada
em banho de gelo e sal, foi adicionada gota a gota,bromo (185,6mg, 1,16mmol) sob agitagsio
constante por um periodo de 30min. Em seguida foi adiciononado pedagos de gelo & mistura
reacional( forma-se um 6leo denso e marrom). O Sleo (dibromado) foi lavado com solugdio
diluida de NaHCO; (5SmL). A fase aquosa foi extraida com éter de petréleo (3 x 5mL). A fase
orgénica foi reunida com o oleo dibromado e tratada com MigSO; anidro.

A identificagfio do dibromado 76 (100%,) foi realizada apenas por CG/EM, o qual
foi imediatamente utilizado para a reagdio do rerarranjo de Favorskii.

2-BROMO-2-(1-BROMO-1-METILETIL) -4-CLORO-CICLOEXANONA

(76)

CG/EM [(70 eV, m/z (%)]: 330 (M™); 332 (M ;) 334 (M™), 336 (M™).
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3.06 - REARRANJO FAVORSKII DO DIBROMADO 76

a e 4 L] 4 5
NaOMe 3
° —on™ COOMe +
Br > Br MeOH COOMe
7 s s
76 79a T9b

Formula Molecular : CmHqu

Massa molar : 166

A uma solugfio de metéxido de sédio (181,0mg em 2mL de MeOH) sob agitacsio
constante, foi adicionado lentamente o dibromado 76 (recém preparado) e a mistura refluxada por
2h. Em seguida foi adicionada solugdo de KOH (0,5mL; 0,1M) e refluxada por mais 2h. Apos
esse periodoa mistura foi submetida a destilagio. O destilado foi extraido com éter etilico e
acidificado com solugfio diluida de 4cido sulfirico. A mistura resultante foi extraida com éter
etilico (5 x 5ml). O solvente foi evaporado em evaporador rotativo, resultando em um 6leo
amarelo. O 6leo foi metilado com diazometano em éter etilico e submetido a purificagiio por
cromatografia em coluna de silica-gel, utilizando-se como eluente (hexano/acetato de etila 5%),
fornecendo mistura de isomeros 79a € 79b (5,9mg; 3%) inseparaveis.

SUBSTANCIAS (79a)/ (79b)

CG/EM [70 eV, m/z (%)] (88): 166 (M™, 36), 123 (2), 107 (100), 91 (83), 79
(24).

RMN'H. (3060MHz, CDCl/TMS) (E 87), 5 : 1,75 3H, s, H-8); 1,82 (3H, s, H-9),
4,35 (3H, OMe), 5,50 e 6,40 (m, H-olefinicos).
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3.7. TENTATIVAS PARA A REDUCAO DA SUBSTANCIA 68a
3.7.1 - Redugiio com Zinco.

Em um baldo (SmL) de 2 bocas equipado com um condensador de refluxo e septo
foi introduzido zinco em pé (18,5mg), hidréxido de potdssio (7,3mg; 0,13mmol), etanol 95%
(0,1mL) e 4gua (0,050mL). A mistura foi refluxada, seguida da adi¢do de 68a (17,2mg; 8,1mmol
em etanol) gota a gota com uma seringa e mantida sob refluxo por 2h.

O residuo solido foi separado por filtragfio, o solvente evaporado e a fragio aquosa
extraida com hexano (3 x 2mL). A fase orgénica foi concentrada e andlise por CG/EM mostrou a
formagéo do provavel produto de redugio pela presenga do ion molecular em m/z 174,

juntamente com uma mistura complexa de produtos, os quais ndio foram isolados.

3.7.2 - REDUCAO COM NaBH, - OBTENCAO DAS SUBSTANCIAS 89 E

90
a o NaBH/McOHB . a
H
69 %
Foéormula Molecular : CoHs0Cl CoH,5Cl1
Massa molar: 174 158

258,0 mg; (1,5mmol) do composto 692 em 5mL de MeOH foram resfriadas a -
10°C. Em seguida foi adicionada lentamente, sob constante agitagio NaBH; (192,6mg;
© 5,Ilmmol). A reagdo foi acompanhada por CCD. Apds término da reagfio o solvente foi
evaporado. A reagio bruta foi tratada com acetona e filtrada numa pré coluna. Purificagiio por

coluna cromatografica em silica-gel utilizando gradiente de hexano/acetato de etila resultou em
7,9mg (3%) Da substancia 89 e 4,8mg (1,8%) de 90.
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SUBSTANCIA 89 -

CG/EM [70 eV, m/z (%)] (92): 174 (M*,7); 159 (100); 81 (30), 59 (28).

RMN'H (300 MHz, CDCIL,/TMS) (E 89), 5: 1,36 (3H, d, J = 0,3 Hz, H-8); 1,45
(3H, d, J= 0,4 Hz, H-9); 3,20 (1H, m, H-5); 3,64 (1H, dd, J = 10,5 Hz ¢ 7,6 Hz, H-6a); 3,92 (1H,
dd, J=10,5 Hz e 3,2 Hz, H-6b); 5,75 (1H, H-2).

RMNYC (75,5 MHz, CDCI/TMS) (E 90), 5: 29,1 (CHa, C-4); 29,4 (CH;, C-9 ¢
CH,, C-3); 30,3 (CH;, C-8); 47,4 (CH, C-5); 49,6 (CH,, C-6); 70,6 (Co, C-T); 128,2 (CH, C-2);
149,4 (G, C-1)

SUBSTANCIA. 90

CG/EM [70eV, m/z (%)] (E 94): 158 (M™ ,1), 109 (35), 96 (100), 84 (23). 67
(45), 57 (76), 41 (88).

RMN"H (300 MHz, CDClyTMS) (E 93), 5: 0,98 (3H, d, J= 1,5 Hz, H-8); 1,00
(3H, 4, J= 1,5 Hz, H-9); 2,23 (1H, H-3); 3,38 (1H, d, J= 7.6 € 10,6 Hz, H-6a); 3,68 (1H, 4, J= 3.2
e 10,6 Hz, H-6b); 4,30 (1H, H-

3.8 —. PREPARACAO DA SUBSTANCIA 92

Br

Br
7
6 2 COOH CHzNz COOMe
s
5 3
9

Formula Molecular : CoHyO,Br
Massa molar : 228
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50,0mg (0,23 mmol) do composto 91 foi metilada com Sml. de uma solugéio etérea
de CH,N, recém preparada. Depois de 15min de reagfio o solvente foi evaporado resultando em
53,3 mg (100%) Da substincia metilada 92.

2-BROMOFENIL-ETANOATO DE METILA (92)
RMN 'H (300MHz, CDCL/TMS) (E 95), 5: 3,72 (3H, s, Ome); 3,80 (21, s, H-
7), 7,15 (14, dddd, J= 3,9Hz, 4,5Hz, e 8,2Hz, H-6), 7,28 H, m, H-4 ¢ H-5), 7,57 (1H, d, }=7,6
Hz, H-3).

3.9.- REACAO COM PALADIO NA AUSENCIA DE HCOOH

3.9.1 - OBTENCAO DA SUBSTANCIA 93

Cl
N o Pd(OAc),

PPh,

692

Formula Molecula: C4H,,0
Massa molar : 136

Em um balio de 25ml foi adicionado Pd(QAc); (2,5mg, 11,0mmol), trifenil
fosfina (11,0mg, 0,04mmol), brometo de tetrabutil amdnio (13,0mg, 0,04mmol), trietilamina
(179,0mg, 1,8mmol) e dimetilformamida (2mL). O meio foi saturado com gas N; (seco) por
4min. € a solucdo alaranjada tornou-se mais escura. Em seguida foi adicionado o composto 69a
(30,0mg, 0,17mmol) em DMF (3ml) e metanol ( 0,01mL).
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O meio foi saturado com gas N até o total escurecimento. Em seguida o baldo foi
vedado € a reacio mantida por 80°C, durante 3 dias. Apds esse periodo a reagfo foi filtrada em
uma pré coluna de silica-gel, celite e carvio ativo. O residuo foi submetido a purificagio em uma
coluna cromatografica de silica-gel, tendo como eluente hexano/acetato de etila 3% e 5%, a qual

forneceu o composto 93 (11,1mg) como uma mistura com 92.

SUBSTANCIA 93

RMN 'H (300 MHz., CDCl; TMS) (E 96), 5: 1,14 (1H,t, J = 4,8 Hz, H-6-trans);
1,38 (1H, dd, J = 4,8 Hz e 7,5 Hz, H-6-cis); 1,82 (3H, d, J = 1,3 Hz, H-8); 2,00-2,18 (5H, m, 1H-
5, 2H-4 e 2H-3); 4,89 (1H, q. complexo, J = 1,7 Hz, H-9) e 4,97 (1H, quinteto, J = 1,5 Hz, H-9).

RMN *C.(75,5 MHz, CDCIlyTMS) (E 97), : 19,4 (CH, C-6); 21,6 (CHs, C-8);
21,9 (CH,, C-4); 28,9 (CH, C-5); 32,8 (CH,, C-3); 42,8 (Co, C-1); 114,6 (CHa, C-9); 140,9 (C,,
C-7) € 214,0 (Co, C-2)

3.10 - REACAO COM PALADIO NA PRESENCA DE HCOOH

Em um baldo (25mL) foi adicionado Pd(Oac), 39,7mg, 0,018mmol); trifenil
fosfina (19,3mg, 0,074mmol); trietilamina (479,6mg, 4,7mmol) e o meio saturado com N,

Ao meio foi adicionado acetonitrila (3mL) e novamente saturado com gis N, por
Smin ( a solugfio inicial alaranjada torna-se alaranjada escura). Em seguida foi adicionado iodo
benzeno (367,0mg, 1,8mmol) sob agitagio magnética e mantendo o meio saturado com N, por
mais Smin. Apés, foi adicionado 4cido formico (80,9mg, 0,066 mmol) e o baldo rapidamente
fechado. A mistura foi mantida sob agitacgio a 80°C por 5 dias.

Ap(’)s ¢sse periodo a mistura reacional foi filtrada em uma pré coluna de silica-gel,
celite e carvio ativo. Analise por CG/EM, ndo mostrou alteragio no material de partida.

- 188 -



Parte Experimental

3.11 - OBTENCAO DAS SUBSTANCIAS 99a ¢ 99b

H NaBH,
—_— +
o MeOH OH
OH OH
65 9b

Férmula Molecular : C,H,,0,

Massaa molar : 156

A uma solugio de 65 (100,0mg, 0,65mmol) em metanol (10mL), foi adicionado
NaBH, dividido em 5 porg¢Ses (5 x 24,5mg = 122,5mg, 3,25mmol), sob constante agitagio, a
temperatura ambiente. Ap6s 1/2h de reagdo o solvente foi removido em evaporador rotativo. O
residuo foi tratado com acetona e filtrado em uma pré coluna de silica-gel e o solvente evaporado.
Purificagdo do produto bruto da reagfio em coluna cromatogréfica eluida com hexano/acetato de
etila 5% forneceu as substincias 99a (44,4 mg, 44%)., 99b (20,2mg, 20%).

1-(1-HIDROXI-IMETILETIL)-BICICLO-[3.1.0]-  2(S)-CICLOEXANOL
(992)

CG/EM [70eV, mz (%)] (116): 141 (M-15, 11), 123 (16), 95 (15), 79 (25). 59
(28), 58 (5), 43 (100).

RMN H.(300 MHz, CDCL/TMS) (E 110), 3: 0,72 (2H, d, J=5,8 Hz, , H-6); 1,18
(1H, m, H-5); 1,70 (2H, m, H-4); 1,12 (3H, s, H-8); 1,38 (3H, s, H-9); 1,20-1,96 (2H, H-3); 4,75
(1H, t, T = 8,2 Hz, H-2).
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RMN C.(75,5 MHz, CDCL/TMS) (E 111), &: 6,87 (CHz, C-6); 22,1 (CH, C-5);
24,6 (CH,, C-4); 27,7 (CHs, C-8); 28,0 (CHj, C-9); 29,6 (CH,, C-3); 40,1 (Cy, C-1); 72,4 (Co, C-
7); 74,9 (CH, C-2).

1-(1-HIDROXI-IMETILETIL)-BICICLO-[3.1.0}-  2(R)-CICLOEXANOL
(99b)

CG/EM [70 eV, (%)] (E 124): 141(M*-15, 11), 1233(15), 95(15), 79(25), 59(28),
43(100).

RMN 'H (300 MHz, CDCIl/TMS) (E 117), 8: 0,22 (1H, dd, J = 5,5 ¢ 8,2 Hz H-
6a); 0,42 (1H, dd, J = 5,5 e 4,1 Hz, H-6b); 1,60 (1H,m, H-5) ; 1,68 € 2,02-2,06 (2H, , H-4); 0,99
(3H, H-8); 1,53 (3H, s H-9);1,48 (2H, H-3); 4,48 (1H, d, J=4,4 , H-2).

RMN C.(75,5 MHz, CDClyTMS) (E 118), &: 11,3 (CH,, C-6); 20,4(CH, C-5);
25,0 (CHa, C-4); 27,3 (CH;, C-8); 28,5 (CHs, C-9); 31,6 (CHz, C-3); 39,4 (Co, C-1) 73,3 (Co, C-
7); 76,4 (CH, C-2).

3.12. REACAO DE PROTECAO DO CETOL (65)
3.12.1.- Reagiio com TBDFS

A uma solugdo do cetol (65) (100,0mg, 065mmol) em DMF (i,2mL) foi
adicionado imidazol (59,0mg, 0,86mmol) e t-butil-cloro-fenil-silano (0,22mlL, 0,83 mmol). A
mistura reacional foi agitada durante 12h a 25%Ce em seguida foi diluida com éter etilico (10mL)
¢ tratada com solugfio saturada de NaHCO; (4mL). A fase orgénica foi separada e a fase aquosa
extraida com éter etilico (3 x 2mL). Apds a reunifio da fase orginica o solvente foi concentrado
em evapotador rotativo. Anélise por CG/EM apresentou a formacio das substéncias 68a ¢ 69a e
o material de partida foi recuperado.
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3.12.2 - OBTENCAO DA SUBSTANCIA 96b

Férmula Molecular : C;;H»,0,8i
Massa molar : 226

A uma solugdio de cetol (65) (100,0mg, 0,65mmol) em THEF, foi adicionado gota a
gota, TMS-Imidazol (0,3mL). A mistura reacionai foi agitada a temperatura ambiente por 3h. O
residuo foi filtrado numa pré coluna de silica-gel com hexano/acetato de etila 15% e o solvente
concentrado em um evaporador rotativo. Purificagio da reag@io bruta por coluna cromatografica
cluida com hexano/acetato de etila 1% forneceu 81,7mg (56%) do cetol protegido 96b.

SUBSTANCIA 96b

CG/EM [70 eV.,m/z (%)} (E 102) : 211 (M-15, 77); 195 (8); 151 (8); 131 (8); 73
(100).

RMN 'H.(300 MHz, CDCL/TMS) (E 99), 8: 0,73 (1Ht, J= Hz, H-6); 1,30 (3H,
s, H-9); 1,44 GH, s, H-8); 1,39 (1H, dt, J= , H-6-cis); 1,84 (1H, m, H-4); 1,98 2H, m, H-3 ¢
H-5); 2,08 (1H, m, H-4); 2,15 (1H, m, H-3).

~ RMN BC. (75,5 MHz, CDCL/TMS) (E 100) 3: 2,1 (3 CH; Me;Si); 15,4 (CH,,

C-6); 21,0 (CH,.C-4); 25,9 (CH, C-5) 27,7 (CHs, C-9); 28,2 (CHs, C-8); 34,4 (CH,, C-3); 46,0
(Co, C-1); 71,0 (Cg, C-7) € 214,1 (C,, C-2).
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3.13— OBTENCAO DA SUBSTANCIA 97b

5 3
NaBH,/MeOH of
OH
7
3 g
OTMS OTMS
9% b 97b

Foérmula Molecular ; C12H2402Si
Massa molar : 228

A uma soluggio de 96b (81,7mg, 0,56mmol) em metanol (SmL), foi adicionado sob
constante agitagdo NaBH, em pequenas porgdes (5 x 7,5mg = 37,5mg, 0,99 mmol). Ap6s 1h de
reagdo, o solvente foi evaporado em evaporador rotativo, o residuo foi tratado com acetona e
filtrado em uma pré coluna utilizando hexano/acetato de etila 10%como solvente. Purificagio da
reagio bruta em coluna cromatografica utilizando hexano/acetato de etila 1% como eluente,
forneceu 31,8 mg (38%) da substéncia 97b.

SUBSTANCIA. 97b

CG/EM. [70 eV. m/z (%)] (E 107): 213 (M-15, 15); 173 (24); 157 (15), 123 (30);
93 (15); 73 (677) e 43 (100).

RMN 'H. (300 MHz, CDCly/TMS) (E103), 5: 0,01 (6H, t, Me;Si); 0,70 (2H, d, J
=3,4 Hz, H-6); 105-1,08 (1H, m, H-5); 1,10 (3H, s, H-8); 1,15 e 1,90 (2H, H-3a ¢ H-3b);1,38
(34, s, H-9); 1,67 (2H, m, H-4); 4,70 (1H, t, J= 8,0 Hz, H-2).

RMN BC.(75,5 MHz. CDCL/TMS) (E 104), 5: 2,5 (CH3, MesSi); 7,2 (CH,, C-6);

21,9 (CH, C-5); 24,7 (CH,, c-4); 27,7 (CHs, C-8); 28,6 (CH;, C-9); 29,3 (CH,, C-3); 41,2 (Cq, C-
1); 74,7 (CH, C-2); 76,2 (Co, C-7).

-192-




Parte Experimental

3.14 - TENTATIVAS PARA A ESTERIFICACAO DA SUBSTANCIA 97b

COOK"' OCOR t Q N. —O

100

100a: R =K’ = CH, CH,, R'=

Férmula Molecular : C17H3003Si CmHngzNz
Massa molar : 310 305

A uma soluggio de 4cido tiglico (34,0mg, 0,34mmol) e N,N-diciclohexilcarbodiimida
(81,4mg, 0,39mmol em éter etilico (SmL) foi adicionado o composto 97b (80,0mg, 035mmol) e
dimetilaminopiridina (5,3mg, 0,035mmol). O meio reacional foi agitado a temperatura ambiente
por 3 dias. O residuo N,N-dicilohexiluréia foi filtrado e lavado com 4agua (3 x SmL), extraido
com CHCl; (3 x 5ml) e seco com MgSQ,. O solvente foi evaporado em um evaporador rotativo.
Purifica¢do do residuo reacional em coluna cromatografica de silica-gel forneceu 3,8mg (3%) da
substincia impuro 98a e 40,0mg (38%) da substincia 100a como produtol principal.

SUBSTANCIA. 98a

CG/EM [70eV, m/z (%)] (109): 310 (M™, 2), 295 (4), 195 (32), 157 (18), 121 (18),
83 (100), 73 (59).

RMN ‘H (300 MHz, CDCL/TMS) (E 108), 5:0,02 (9H, Si Me3), 1,15 (3H, s, H-8),

1,30 (3H, s, H-9), 1,78 (1H, dd, J=1,7Hz e J= 7,0 Hz, H-13), 1,82 (1H, dd, J= 3,0Hz ¢ 1,7Hz, H-
14), 5,50 (11, t, J= 7,9 Hz, H-2), 6,84 (1H, m, H-12).

- 193 -



Parte Experimental

SUBSTANCIA. 100a

RMN 'H (300 MHz, CDCl,/TMS) (E 125), 5: 1,20-1,80; 1,16 ¢ 1,84; 1,60-1,20;
1,98 ¢ 1,71; 1,64 (dd, J= 6,7 Hz, J= 1,7 Hz); 1,81 (dd, J= 1,7Hz, J= 1,5Hz); 3,58 (m); 3,89 (dt, I=
3,5 Hz); 5,84 (d q, J=6,7 ¢ J= 1,5Hz).

RMN YC.(75,5 MHz. CDCI/TMS) (126), & : 13,2 (CHs), 13,5 (CH3), 24,5
(CHy), 25,1 (2xCHy), 25,3 (CHy), 26,2 (2xCH,), 30,6 (2xCHy), 32,6 (2xCH>), 49.4 (CH), 57,4
(CH): 12734 (CH)a 13339 (CO): 15496(00)3 174,6 (CO)‘

SUBSTANCIA. 100b

RMN ‘H (300 MHz, CDCl/TMS) (E 130), 3: 3,70 (1H), 3,98 (1H), 5,73 (1H),
6,35 (1H), 6,47 (1H), 7,27 (N-H).

RMN “C.(75,5 MHz. CDCI/TMS) (E 131), § : 24,5 (CHy), 25,2 (CHy), 25,3
(2xCHy), 26,1 (2xCHy), 30,7 (2xCHy), 32,5 (2xCHy), 49,7 (CH), 56,4 (CH), 128,9 (CH), 129.8
(CH), 153,8 (Co), 168,8 (Cy).
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E 28 — Espectro de RMN 2D de correlagio heteronuclear (‘'H, °C — HETCOR L. D.) do produto

natural 17a.
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E 29 — Espectro de massas (70 eV) do produto natural 17a.
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E 30 — Espectro de RMN °H (300 MHz, (CD;),0/TMS) do produto natural 18.
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E 30a — Expansio do espectro E 33 do produto natural 18.
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E 31 - Espectro de RMN °C (75,5 MHz, (CD3),0/TMS) do produto natural 18.
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E 32 — Espectro DEPT (135" e 90") do produto natural 18
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E 33 — Espectro de RMN 2D de correlagio homonuclear ('H, 'H— COSY) do produto natural 18.
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E 34 — Espectro de RMN 2D de correlacéo heteronuclear ('H, °C — HETCOR) do produto
natural 18.
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E 33 — Espectro de I'V (filme) do produto natural 18.
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E 36 — Espectro de massas (70eV) do produto natural 18.
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E 36.2 — Espectro de massas (70eV)do produto natural 18b.
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E 38 — Espectro de RMN °C (75,5 MHz, CDCL/TMS) do produto natural 19.
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E 39 — Espectro DEPT (135° ¢ 90") do produto naturai 19.
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E 40 — Espectro de RMN 2D de correlagio homonuclear ('H, 'H — COSY) do produto natural 19.
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E 41 — Espectro de RMN 2D de correlagdo heteronuclear ('H, °C - HETCOR) do produto
natural 19.
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E 42— Espectro de massas (70 ¢V) do produto natural 19a.
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E 42.1- Espectro de massas (70 eV) do produto natural 19b.
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E 43 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl/TMS) do produto naturat 20a.
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E 43a — Expanséo do espectro E 43 do produto natural 20a.
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E 43¢ — Expanséo do espectro E 43 do produto natural 20a.
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E 45 - Espectro DEPT (135 E 90") do produto natural 20a.
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E 46 — Espectro de RMN 2D de correlagbes homonucleares ('H, 'H — COSY) do produto natural
20a.
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E 47 - Espectro de RMN 2D de correlagdo heteronuclear ('H, C — HSQC) do produto natural
20a.
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E 48 — Espectro de RMN 2D de correlagiio heteronuclear ('H, °C — HMBC) do produto natural

20a.
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E 50 — Espectro de massas (70 eV) do produto natural 20a.
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E 51 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, MeOD/TMS) do produto natural 21.
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E 52 — Espectro de RMN °C (75,5 MHz, MeOD/TMS) do produto natural 21.
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E 53 - Espectro DEPT (135 e 9°) do produto natural 21.
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E 54 - Espectro de RMN 2D de correlagio homonuclear ('H, 'H— COSY) do produto natural 21.
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E 55 — Espectro de RMN 2D de correlagdo heteronuclear ('H, “C — HETCOR) do produto

natural 21.
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E 56 — Espectro de I'V(filme) do produto natural 21.
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E 57 - Espectro de massas (70 V) do produto natural 21.
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E 58 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCL/TMS) do produto natural 23.
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E 59 — Espectro de RMN °C (75,5 MHz, CDCL/TMS) do produto natural 23.
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E 60 — Especiro DEPT (1350 ¢ 90°) do produto natural 23,
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E 61 - Espectro de RMN “H (300 MHz, CDCI/TMS) do produto natural 24.
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E 62 - Espectro de RMN °C (75,5 MHz, CDCL/TMS) do produto natural 24
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E 63 — Espectro DEPT (135° ¢ 90%) do produto natural 24.
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E 64 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, MeOD/TMS) do produto natural 25.
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E 65 — Espectro de RMN °C (75,5 MHz, MeOD/TMS) do produto natural 25.
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E 66 — Espectro DEPT (135° e 90%) do produto natural 25.
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E 67 — Espectro de massas (70 eV) do produto natural 23.
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E 68 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCL/TMS) do produto acetilado 25a.
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E 69 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl/TMS) da subsstancia 65.
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E 70 — Espectro de massas (70 eV) da substéincia 63.

- 258 -



Espectros

]

| —

L S e
0.1 PP

1= 11 T T T 1
15 ik 5

[
9

L P T T T T

-—
4

E 71 — Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCly/TMS) da substéncia 68a.
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E 72 — Espectro de massas (70 eV) da substéncia 68a.
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E 73 — Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCL;/TMS) da substéncia 68b
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E 74 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;/TMS) da substéncia 69a.
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E 75 — Espectro de RMN “C (75,5 MHz, MeOD/TMS) da substincia 69a.
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E 77 — Espectro de massas (70 e¥) da substincia 69a.
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E 78 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCL/TMS) da substancia 69b.
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E 79 — Espectro de massas (70 eV) da substincia 69b.
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E 80 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCL/TMS) da substancia 71.
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E 81 - Espectro de RMN °C (75,5 MHz, MeOD/TMS) da substéncia 71.

- 264 -




lquwhos

70 60 50 49 30 20 10 ppm

E 82 — Espectro DEPT (135° ¢ 90”) da substéncia 71.
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E 83 — Espectro de RMN 2D de correlagéo homonuclear (‘H, "H — COSY) da substancia.
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E 84 — Espectro RMN 2D de correlagfio beteronuclear (‘H, °C — HETCOR) da substéncia 71.
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E 86 — Espectro de massas (70 eV) da substincia 71.
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E 87 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl/TMS) da mistura das substancias 79a/79b.
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E 88 — Espectro de massas (70 eV) da substancia 79a/79b.
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E 90 — Espectro de RMN “°C (75,5 MHz, CDC1/TMS) da substéncia 89.

-270-



Espectros

130 120

110

oy
10n

a0 80 70 60

50 an

30 20 it ppm

E 91— Espectro DEPT (135° ¢ 90%) da substéncia 89.
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E 92 — Espectro de massas (70 eV) da substéncia 89.
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E 93 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl/TMS) da substéncia 90
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E 94 — Espectro de massas (70 eV) da substéncia 90.
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E 95 — Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCL;/TMS) da substancia 92.
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E 96 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls/TMS) da mistura 92/93.
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E 97 - Espectro de RMN "°C (300 MHz, CDCL;/TMS) da mistura 92/93.
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E 98 — Espectro DEPT (1350 ¢ 90°) da mistura 92/93.
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E 99 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDC1,/TMS) da substancia 96b.
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E 100 — Espectro de RMN "°C (300 MHz, CDCl;/TMS) da substéncia 96b.
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E 101 — Espectro DEPT (135" ¢ 90°) da substéncia 96b.
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E 102 — Espectro de massas (70 eV) da substincia 96b.
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E 103 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCL/TMS) da substéancia 97b.
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E 104 — Espectro de RMN °C (300 MHz, CDCl/TMS) da substéncia 97b.
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E 105 — Espectro DEPT (1350 ¢ 90°) da substancia 97b.
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E 106 — Espectro de RMN 2D de correlagio homonuclear (‘H, 'H- COSY) da substéncia 97b.
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E 107 — Espectro massas (70eV) da substancia 97b.
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E 108 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCI;/TMS) da substancia 98a.
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E 109 — Espectro massas (70eV) da substincia 98a.
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E 110 - Espectro dé RMN 'H (300 MHz, CDCl;/TMS) da substincia 99a.
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E 111 — Espectro de RMN °C (75,5 MHz, CDCL/TMS) da substincia 99a.
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E 112 — Espectro DEPT (135° e 90°) da substéncia 99a.
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E 113 — Espectro de RMN 2D de correlagéio homonuclear ('H, "H — COSY) da substéncia 99a.
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E 114 - Espectro de RMN 2D de correlagio heteromuclear ('H, °C — HETCOR) da substancia
99a,
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E 115 — Espectro de diferenga de NOE do composto99a.
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E 116 — Espectro massas (70eV) da substéncia 99a.
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E 117 - Espectro de RMN TH (300 MHz, CDCI/TMS) da substéncia 99b.
| |JRALAY i LA b JURHUL ALY LR
7?.4 75.8 75 2 ppm
J'u A ] l JJJUL..JL-LH J
70 60 sa ap 30 20 10 }phm

E 118 — Espectro de RMN °C (75,5 MHz, CDCL;/TMS) da substéncia 99b.

- 287 -




Espectros

R

LIS T B A 0 e A ettt S S B S B O B B B R |

70 60 50 ao 30 20 10 ppm

E 119 — Espectro DEPT (135" e 90°) da substéncia 99b.
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E 120 Espectro de RMN 2D de correlagio homonuclear ('H, 'H - COSY da substéncia 99b.
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E 121 — Espectro de RMN 2D de correlagéio heteronuclear ('H, “C — HETCOR) da substéncia
99b.
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E 122 — Espectro de RMN 2D de correlagio heteronuclear ('H, °C - HETCOR-L.D.) da

substancia 99b.
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E 123 - Espectro de diferenca de NOE da substincia 99b.
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E 124 — Espectro massas (70eV) da substéncia 99b.
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E 125 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCL/TMS) da substéncia 100a.
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E 126 — Espectro de RMN °C (75,5 MHz, CDCL,/TMS) da substincia 100a.
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E 127 — Espectro DEPT (135" ¢ 90°) da substancia 100a.
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E 128 — Espectro de RMN 2D de correlagio homonuclear ('H, 'H — COSY) da substdncia 100a.
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E 129 - Espectro de RMN 2D de correlagéio heteronuclear ('H, °C — HETCOR) da substancia
100a.
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E 130 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCL;/TMS) da substéncia 100b.
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E 131- Espectro de RMN °C (75,5 MHz, CDCL/TMS) da substéncia 100b.
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E 132 — Espectro DEPT (135 ¢ 900 da substancia 100b.
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