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RESUMO

O presente trabalho foi desenvolvido em trés etapas. A primeira, teve como
objetivo a sintese de flavonolignanas através da reagdo de acoplamento de derivados do
alcool coniferilico a “syntons” estirénicos previamente sintetizados: isoeugenol, O-
acetileugenol,  O-metileugenol, = O-  metilisoeugenol,  O-benzileugenol,  O-
benzilisoeugenol, O- alileugenol, O- alilisoeugenol e O- benzoileugenol.

Flavonolignanas, s3o substdncias com interessantes atividades biologicas:
hipolipidémica, antiinflamatéria e antineoplasica'. Durante a reagdo de isomerizagdo do
eugenol, foi obtido além do isoeugenol o seu dimero, um composto do tipo 1-
arilindano®.

A segunda parte, envolveu o estudo da planta Mentha villosa , tendo como
objetivo principal o isolamento de constituintgs aromaticos ( flavonoides ) orto-
diidroxilados para acopla-los aos derivados do eugenol isgmerizados, e obtencdo das
flavonolignanas. Adicionalmente esta espécie desperta interesse, pois sdo conhecidas
algumas de suas atividades biologicas, sendo usada como remédio alternativo no

' 2 ’ . 345
tratamento da giardiase, amebiase e esquistossomose™ .

Nao foram obtidos os
compostos desejados, isolando-se porém como derivados acetiiados: 2p, 3B-di- O-
acetilurs-12-en-28-oato de metila, derivado do acido 2p, 3p-diidroxiurs-12-en-28-6ico,
20, 3PB-di- O- acetilolean-12-en-28-0oato de metila, acetato do acido 2o, 3f-
diidroxiolean-12-en-28-6ico, e 33-24-diacetoxi-urs-12-en-28-oato de metila, produto de
acetilagio do 4acido 3pB-24-dihidroxiurs-12-en-28-6ico, sendo estes trés compostos
naturais identificados pela primeira vez nesta espécie. Além destes compostos foram
também isolados os acidos ursélico e oleandico bem como outros triterpendides das

r = ., 5 3 6
séries ursano e oleanano ja descritos em trabalho anterior .
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A terceira parte, constou do estudo da Bursera leptophloeos, uma planta da
familia Burseraceae, rica em flavonéides’. Entretanto, o estudo do extrato metandlico da
casca da raiz, também ndo forneceu os flavonoides desejados. Por outro lado, foram

isolados constituintes diversos, destacando-se um sesquiterpeno furdnico inédito®.

Todos os compostos sintetizados e isolados tiveram suas estruturas analizadas
sobretudo por espectroscopia de RMN 'H e RMN C, incluindo técnicas especiais : 'H

x 'H- COSY, 'H x *C- HMQC, 'H x C- HMBC e NOESY.




ABSTRACT

The present work was carried out in three steps. The main goal of the first one
was to sintetize flavonolignans through the coupling reaction of coniferil alcohol
derivatives with previously sintesized styrene syntons: isoeugenol, O- acetyleugenol, O-
methyleugenol, O-methylisoeugenol, , O-benzyleugenol, O- benzylisoeugenol, O-
allyleugenol, O- allylisoeugenol and O- benzoyleugenol.

Flavonolignans have interesting biological activities:  hypolipidemic,
antiinflammatory and antineoplastic. During the isomerization of eugenol, besides
isoeugenol an 1-arylindane dimer was also obtained.

The second part involved the phytochemical study of Mentha villosa pursuing the
isolation of ortho-dihydroxylated phenolic compounds (flavonoids) to couple them with
isomerised eugenol derivatives in order to obtain flavonelignans. Additionally, this
, species was of interesst because its known biological activity as an alternative remedy for
the treatment of giardiase, amebiase and squistossomose. No flavonoids was obtained
but: the methyl 2B, 3B-di- O- acetylurs-12-en-28-oate derivative of 2B, 3pB-
dihydroxyurs-12-en-28-oic acid, methyl 2a, 33-di- O- acetylolean-12-en-28-oate, acetate
of acid 2a, 3B-dihydroxyolean-12-en-28-oic acid, and methyl 3B-24-diacetoxi-urs-12-en-
28-oate, product of acetytation of 33-24-dihydroxyurs-12-en-28-oic acid, were isolated
and identified for the first time for this species. Ursolic and oleanolic acids, as well as
other triterpenoids with ursane and oleanane kind already reported were also isolated.

The third part was the phytochemical analysis of Bursera leptophloeos from the

Burseraceae a well known family rich in flavonoids. Again, no flavonoids was isolated
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from the methanol extract from its roots. Instead, several'con_stituents, including a novel
furan sesquiterpene, were isolated.

All synthetic and natural compounds had their structures determined by
spectroscopy analysis particulary 'H and “C NMR, including special techniques such

as - 'H x 'H- COSY, 'H x *C- HMQC, 'H x ®C- HMBC and NOESY.
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INTRODUCAO GERAL

O projeto de tese original visou inicialmente a sintese , isolamento e
modificagdo estrutural de flavondides e flavonolignanas com atividade biologica.

Com o objetivo de explorar o potencial sintético da reagdo de acoplamento
entre sistemas aromaticos orfo- dihidroxilados e derivados estirénicos para a obteng¢do de
flavonolignanas, programou-se a sintese do isoeugenol, através da reagdo de
isomerizagdo do eugenol e, modificagdes estruturais do eugenol e do isoeugenol através
de reagBes de metilagdo, acetilagdo, benzilagdo, benzoilagdo,alilagdo,alquilagdo e
nitragdo (Capitulo 1).

O interesse por esta sintese foi despertado pela atividade biologica revelada
por algumas flavonolignanas tais como: hipolipidémica, antiinflamatéria e
antineoplasica’. As investigagdes biologicas demonstraram também auséncia de efeitos
colaterais.

Os derivados do isoeugenol e do eugenol obtidos foram submetidos a testes
farmacologicos pelo Prof. Henrique Leal Cardoso e sua equipe ( Departamento de
Fisiologia e Farmacologia do Centro de Ciéncias da Saide da UFC ). Alguns destes
élerivados mostraram efeitos bastante interessantes na musculatura de sapos e cobaio.

Durante a reagio de isomerizagio do eugenol”> obteve-se, além do
isoeugenol o seu dimero do tipo 1- arilindano. Esta reagdo foi realizada em meio
basico’. Levantamento bibliografico realizado no Chemical Abstracts revelou a obtencéo
deste dimero, do tipo 1-arilindano do isoeugenol: somente em meio acido. A obtengdo e
a elucidagdo estrutural deste dimero serdo posteriormente discutidas no Capitulo 1.

Para a produgdo de flavonolignanas foi utilizada a reagdo de flavonoides
contendo sistemas orfo-dihidroxilado localizado nos anéis A e/ou B e derivados
estirénicos em presenga de o0xido de prata(Ag,0).

Para obtengdo de flavondides orfo-dihidroxilados, apropriados
estruturalmente para a sintese de flavonolignanas, programou-se o seu isolamento da
planta Mentha villosa. Em estudos anteriores, foi isolado uma substancia flavonoidica
que foi obtida em pequena quantidade ndo permitindo sua elucidagdo estrutural. A

escolha desta espécie deu-se em fungdo da necessidade de seu estudo, ja que sdo
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conhecidas algumas de suas atividades biologicas, sendo usada como remédio alternativo

no tratamento de giardiase, amebiase e esquistossomose ***.

A espécie Mentha villosa (tipo peciolado), da familia das Labiatae, ¢
comumente conhecida como horteld rasteira, horteld de panela ou horteld da folha
miuda.

Existem vérios tipos de horteld rasteira aclimatados no Brasil, todos
originados da Europa e muitos parecidos.

Utilizou-se neste trabalho um espécimen de Mentha villosa Backer
aclimatada em Fortaleza e cultivada no Horto de Plantas medicinais do Laboratério de
Produtos Naturais da Universidade Federal do Ceara(UFC).

O trabalho desenvolvido ndo permitiu isolar flavonoides, provavelmente
devido a época de coleta e a outros fatores ambientais.As substancias isoladas do
espécimen de Mentha ;/illosa estudada , sgo inéditas nesta espécie e serdo descritas no
Capitulo 2. |

Diante deste resultado inesperado, programou-se o estudo quimico da planta
Bursera leptophloeos Marth. , uma planta rica em flavonoides, de acordo com
informagdes pessoais da Professora Mirian P. Sousa e resultados publicados 7 .Através
de uma pesquisa bibliografica no Chemical Abstracts constatou-se que este trabalho
sobre a Bursera leptophloeos Marth. foi o unico publicado.

A espécie Bursera leptophloeos Marth., da familia das Burseraceae,

comumente conhecida como “Imburana de espinho”®

, € uma arvore resinosa largamente
distribuida na regido semiarida do Nordeste do Brasil.

Entretanto, o extrato metandlico da casca da raiz de um espécimen de
Bursera leptophloeos, obtido em Soxhlet, também ndo forneceu as substincias
flavonoidicas esperadas.Por outro lado, obteve-se uma substincia inédita’, que foi

caracterizada com base em métodos espectroscopicos como sendo um sesquiterpeno

furénico (Capitulo 3).
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CAPITULO 1. FLAVONOLIGNANAS E SEUS PRECURSORES

1.1. INTRODUCAO

Como ja& mencionado, nosso objetivo inicial envolvia a sintese de
flavonolignanas com atividades biologicas.

Para a produgdio destas flavonolignanas utilizou-se a reagdo de flavondides
contendo sistemas orto-dihidroxilado (rutina e quercetina) com derivados estirénicos (
isoeugenol e anetol ) na presenga de 6xido de prata (Ag,0). Reagdes analogas foram
descritas na literatura para a sintese do silibin’ e para a sintese de cumarinoligndides®.

O Esquema 1 resume, uma rota sintética para a obteng@o de flavonolignanas
( 3 e 4), diversamente substituidas, partindo de substratos flavonoidicos orfo-
dihidrolxilados ( 1) e arilpropendides ( 2), relativamente simples e, portanto, de facil
acesso .

| O. O, R R 0.
o o = ox € 6
OMe OMe
Ry OH = OH R o ' o
1 2 ™8 OH 4 OH

Esquema 1
e
A literatura' registra uma proposta mecanistica para esta reagdo, envolvendo « °
como etapa inicial o acoplamento oxidativo intermolecular O- B via radical livre (1a+
2a e 1b + 2a) ( Esquema 2).

e
1+ 2 Ox. o* - OMe 6] R
—_—
PR OMe
Ry OH &} Ry OH &
-’ 3
1a 2a
(\ %, R 6]
R O OM
1 g & Ry O R
A
OH o} o N OMe
& —>4
1b 2a &O
Esquema 2

Um dos grupos hidroxila localizado na posi¢do orfo atua como nucledfilo no
sistema quinonametideo (intermediario) para produzir o anel dioxanico das
flavonolignanas (3 e 4).




Como mencionado anteriormente , por ocasido da obtengdo do isoeugenol (
6)através de reagdio de isomerizagdo do eugenol (5) , obteve-se além do isoeugenol, o
seu dimero do tipo 1- arilindano (7, Esquema 3 ).

M60:©/\/ OH/FtOH MCO:O/\/ 4 MeO
retluxo O’
HO HO HO
5 6 7
O OMe

OH

Esquema 3

1.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.2.1. DERIVADOS DO EUGENOL
O eugenol disponivel no laboratorio foi analisado.por dados espectrais para
-assegurar sua identidade e pureza, além de facilitar a interpretagdo dos dados espectrais
_de derivados programados para obtengéo. :
A formula molecular CyyH;;0, do eugenol foi confirmada através do
espectro de massa (M 164, 100%, Fig. 01, p. 66), observando-se também picos em m/z
77, 91, 103, 105, 121, 131, 133, 137 e 149 , que foram atribuidos aos fragmentos
inseridos no Quadro 01 (p. 6).




. 7/—91_1_ HOI
8

ReeNeas

OMe
0,

(5) I i\ono
HOQ/V/ do-

m/z103(45%)

= i\’HZO lk* HC=CH
. - @Q:

m/lz 77(55%)
m/z 131(35%
I M
P C=CH ¥
mlz1 05(15%) O“
* HC=CH, mk 91(40%)
HO
' OMe
m/z 137(25%)
+OMe
. 5%
HO S
m/z133(20%)

QUADRO 01
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O espectro de 1V (Infra-Vermelho) apresenta as bandas de absor¢do em
v3450 (vOH), 1600, 1500, 1450cm™(vC=C aromatico), 1280(vC-0),1240,1040 (vC-O-
C) e1648cm™ (VC=C terminal) (Fig. 02, p.67).
Os dados do espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;, Fig. 03, p. 68) e do
espectro de RMN "C (50,0 MHz CDCl;, Fig. 04, p. 69) PND e DEPT 135° (Fig. 05, p.
70) do eugenol (5), estdo resumidos na Tabela 01.

Tabela 01.Dados de RMN 'H (200 MHz) e RMN **C (50,3 MHz) do eugenol (5).

C | s - Su
1 131,29 .
3 146,21 .
4 143,46 -
CH
2 110,88 7,1-6,75(m)
5 114,15 7,1-6,75(m)
6 120,63 7,1-6,75(m)
8 137,52 6,2-6,0(m)
CH,
7 39,27 3,42(d, J=6,6 Hz)
9 114,79 5,22(dl)
5,17(dl)

CH3 e

MeO-3 55,05 3,85(s)

']

a) Isomerizacio do eugenol em meio basico e obtencdo do dimero tipo 1-
arilindano (7)°.

-

Objetivando a preparagdo de derivados estirénicos oxigenados apropriados
para acoplar a sistemas orfo- hidroxilados"?, tendo em vista a obtengio de compostos
com atividades biolégicas®, efetuou-se a reagio do eugenol com hidroxido de potassio
(KOH) em etanol (EtOH) séco, durante 10 horas sob refluxo. O preduto da reacdo
apresentou-se como uma mistura de um oleo (isoeugenol) e de um solido cristalino
esbranquigado (7, 11%). O espectro de massas deste ultimo registrou o dobro do peso
molecular (M * 328) do eugenol, indicando a formagdo de um dimero.

De acordo com pesquisa realizada no Chemical Abstracts sobre
dimerizagdo “observou-se que , a maioria das rea¢des de dimeriza¢do foram efetuadas
em meio acido’'?. Outras rea¢des de dimerizagio aparecem descritas: Oxidativas™"’,
fotoxidativas'®*, meio basico®*’, radical livre’!, Diels- Alder’’, reagdo de Ullman™ e
ciclodimerizagio®.”

Nas reagdes de dimerizagdo em meio basico, as condigdes experimentais
usadas sdo diferentes das descritas neste trabalho. A unica reagdo de dimerizagdo em
meio basico do isoeugenol descrita na literatura® produziu o dimero 8, produto diferente
do tipo 1- arilindano (7). O intermediario espirociclobutanico postulado no Esquema 04,
pode ser proposto como precursor do dimero 8.



H
MeO | -
e =y Yoy OMe MeQ OMe
o — T LT
O M
RO-H= X-"%0+H HO . OH
8
Esquema 04

Dimeros triciclicos do tipo 1- arilindano obtidos de derivados do propenil
benzeno em meio acido sdo bastante conhgcidos”'“. Os produtos diméricos metanetol
(9), di-isohomogenol (10) e di-isosafrol (11) foram preparados a partir do anetol,
isohomogenol e isosafrol, respectivamente’’.

) 7.8-cis-T'8-cis (10) 7.8-cis -7'8-trans (11) 7.8-cis-7'8-trans
(B- racemato) (ct—racemato ). (o—racemato)
%a) 7.8-trans-7.8-trans
(y- racemato) (10a) 7.8-cis-7',8-cis (11a ) 7.8-- trans- T,8'-irans
(B- racemato) (y-racemato)

(10b) 7.8-trans- 7',8"trans
(y -racemato)

Estas substdncias aproximam-se estruturalmente das neolignanas (12),
formadas na natureza por dimerizagdo oxidativa de duas unidades Ce-C3 através de
intermediarios quinonametideos’®.
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O mecanismo biossintético proposto para esta classe de substdncias naturais

utiliza grupo hidroxila localizado na posi¢do para em relagdo ao substituinte propenil
(C3) para formagdo de intermediario quinonametideo e acoplamento radicalar das duas
unidades pelos atomos de carbono 8 e 8’ (e.g. 12) como primeira etapa da bioreacdo™
Na dimerizagdo in vitro em meio acido a reacdo ocorre através de intermediario
carbocation benzilico que favorece a formagdo da ligagdo o entre os atomos 7 ¢ 8 ( 9 -
11). O dimero 7 obtido como produto secundario na reagio de isomerizagdo do eugenol
(5) a isoeugenol (6) em meio alcalino, se forma provavelmente através de intermediario
quinonametideo, guardando estreita semelhanga com o processo de bioprodugdo de
neolignanas. A
A Neste trabalho utilizou-se a numeragio adotada para
neolignanas®®, para facilitar o reconhecimento de cada unidade envolvida na reacdo de
“dimerizagdo através da atribuigio dos deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio
e carbono-13, conservando-se também a expectativa de surgimento deste tipo de
produto natural®.

Resultados e Discussio

Os dimeros metanetol (9), di-isohomogenol (10) e di-isosafrel (11} foram

obtidos em meio acido como mistura de racematos, denominados o { 7,87-cis-77,8"-
trans),p ( 7,8’-cis- 7°,8°-cis) e y ( 7,8’ -trans-7’,8’-trans), com rendimentos variando
entre 6 a 70% .

Neste trabalho obtivemos apenas um dos racematos, o di-isoeugenol (7),
formado em meio alcalino ( KOH/EtOH, 10 h) na reagéo de isomerizag@o do eugenol (5)
em isoeugenol (6).

A estrutura de 7 ( di-isoeugenol ) foi deduzida com base na interpretagio de
dados fornecidos pelos espectros de massas, de RMN 'H e RMN “C. O espectro de
massa (Fig. 06, p.71) revelou o pico correspondente ao ion molecular (M™) em m/z 328,
sugerindo a formagdo de um dimero do eugenol (5) ou isoeugenol (6) na reagdo:
CoHg(OH)(OMe)(5) + CosHg(OH)(OMe)(6)— CisHis(OH),(OMe),

A andlise comparativa dos espectros de RMN “C-PND (Proton Noise
Decoupled) e RMN"C- DEPT|[Distortionless Enhancement by Polarization Transfer 0 =
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90° ( somente sinais de CH) e 6 = 135° (sinais de CH e CH; em fase oposta de CH,)]*
permitiu reconhecer os sinais e nimeros de carbono quaternario [C,, todos sp’, sendo
quatro ligados a atomos de oxigénio em condi¢Ges analogas as observadas no eugenol
(5) ou isoeugenol (6): 6 146,40, 145,09, 144,47 e 144,07], metinicos[(CH)s, sendo cinco
carbonos sp*(8 121,65; 113,93; 110,96; 110,57, 107,44) e trés sp° (8 56,69; 49,21 e
48,27)], metilénico(CHa, carbono sp® : & 22,35), metilicos[(CH: : & 13,79 e 12,22] e
metoxilicos [(OMe),: 856,11 e 55,87] (Tabela 02, p. 15). A formulagdo
C7(CH)s(CH;)(CH3)2(OMe), deduzida por estes dados e dois grupos hidroxilicos,
representados por sinais simples ( 8 5,53 e 5,49) no espectro de RMN 'H (Tabela 02,
Fig. 07, p. 72), garantiram a formula molecular C7(CH)s(CH,)(CHs3)2(OMe),(OH);[m/z
328(M.+)] para o dimero 7. Assim , a reagdo de dimerizagdo envolveu a conversdo de
um carbono metinico aromatico de um dos mondmeros - em quaternario [(CH)s
aromaticos(trés em cada mondmero)—> (CH)s aromaticos no dimero] e os quatro
carbonos metinicos sp” olefinicos das unidades propenila dos dois mondmeros em trés
metinicos sp® € um grupo metilénico.

O espectro de RMN 'H (1D)(Fig. 07, p. 72) de 7 ( 200 MHz, CDCls)
permitiu reconhecer a presenga de um grupo arila com o mesmo padrido de substitui¢do
de um dos mondmeros ( anel aromatico 1,3,4- trissubstituido) pelos sinais em & 6,60 (d,
J=1,8Hz,H-2"), 6,83 (d, J=7,9Hz, H-5")"e 6,63 (dd, J=1,8 e J=7,9Hz, H-6’), e uma
unidade arila 1,2,4,5-tetrasubstituida pelos singletos em & 6,47 (H-3) e & 6,76 (H-6), um
grupo etila[d 1,8- 1,6(m, H-8a), 1,5-1,3(m, H-8b) e 0,96(t, J=7,3Hz, 3H-9)] , um grupo
metila [ 1,02(d,J=7,1 Hz, 3H-9’)] ligado a carbono metinico[d 2,6-2,4(m,H-8’)], dois
hidrogénios metinicos[d 3,72(d,J=9,5 Hz ,H-7°), 3,0-2,8(m,H-7) e dois grupos
metoxila[6 3,88(s, MeO-5) e 3,79(s, Me0-3)], além de duas hidroxilas correspondentes
aos sinais simples em 85,53 e 5,49. O espectro bidimensional (2D) de correlagdo
homonuclear de hidrogénio e hidrogénio (‘"H x 'H - COSY=  COrrelation
SpectroscopY)(Fig. 08, p. 73) revelou os picos transversais correspondentes a interagdo
spin-spin(acoplamento escalar) de H-7°(d 3,72) com H-8’(8 2,6-2,4), de H-8’ com os
3H-9°(5 1,02), de H-7(5 3,0-2,8) com H-8b(5 1,5-1,3), de H-8a(5 1,8-1,6) com H-8b(8
1,5-1,3) e com os 3H-9(6 0,96), de H-8b com os 3H-9(6 0,96), além dos referentes aos
acoplamentos de H-2’, H-5 e H-6’, ja esperados devido a multiplicidade dos sinais
(Tabela 02, p. 15). A interpretagdo correta destes dados recebeu contribuigio dos
espectros de experiéncias bidimensionais de Correlagdo Heteronuclear de Hidrogénio e
carbono-13, modulados com valores de constante de acoplamento (J) para interagio
spin-spin de 'H e "°C através de uma ligagio (‘"H x *C-COSY- 'Joy, 'Jou = 140 Hz; Fig.
09, p. 74) ou duas e trés ligacdes[ 'H x “C - COSY-"Jeu(n=2 € 3 ), "Jeu = 7,0 Hz,
COLOC( COrrelation spectroscopy via LOng -range Coupling); Fig.10, p. 75], além de
Efeito Nuclear Overhauser(NOE)( Fig. 11, p. 76 ) homonuclear de hidrogénio e
hidrogénio[ 1D, por subtragéo de espectros (1D, 'H{'H}-NOE, e 2D, 'H x 'H - NOESY
( Fig. 12, p.77 )] (Tabela 02, p. 15). Os resultados destas experiéncias permitiram
também a atribui¢do inequivoca de todos os deslocamentos quimicos dos atomos de
carbono e hidrogénio ( exceto dos hidrogénios hidroxilicos) do dimero di-isoeugenol (7),
sendo que os dados obtidos por NOE (Tabela 02, p. 15) foram utilizados adicionalmente
para definir as configuragdes dos componentes do racemato obtido (7a).

_‘kanﬁ-““““"‘.
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Os efeitos NOE observados (Tabela 02, p.15, Fig. 11, p. 76)entre H-3[5
6,47(s)] e H-7°[6 3,72(d, J=9,5Hz)] e entre H-6[5 6,72(s)] ¢ MeO-5[3 3,88(s)], tanto
por 'H x 'H-NOESY (Tabela 02, Fig. 12, p. 77) como por subtracio de
espectros[ 'H{'H}-NOE: irradia¢io na frequéncia de H-3 produziu NOE (7%) no H-7" e
irradiagdo na frequéncia dos hidrogénios do grupo MeO-5 gerou NOE (15%) no H-
6],asseguraram a atribui¢do correta dos deslocamentos quimicos de H-3, H-6 e MeO-5.
O NOE registrado entre H-2°(3 6,60) e MeO-3’(8 3,79) nas duas experiéncias (1D e 2D
) confirmou os deslocamentos quimicos dos hidrogénios das duas metoxilas (Tabela 02).

Com base nestes resultados, tornou-se relativamente facil interpretar os
espectros bidimensionais de correlagdo heteronuclear de 'H € “C[ 'H x ®C - COSY-
Jeu(n=1;n=2 e 3, COLOC)] e atribuir os deslocamentos quimicos descritos na Tabela 02
para o dimero di-isoeugenol (7).

A configuragdo relativa 7,8’-cis-7’,8’-trans- di-isoeugenol (7a), um dos
estereoisomeros do racemato[7S,8’R,7’R(7a) ou 7R, 8’S,7°S], foi definida por resultados
adicionais observados nos espectros de acoplamento dipolar (proximidade espacial) de
nucleos de hidrogénio por experiéncia de NOE. A estereoquimica 7,8’-cis tornou-se
evidente pelos NOE observados nos H-8°(5 2,6-2,4, 14% de NOE) com irradiagdo na
frequéncia de H-7(& 3,0-2,8), interagdo espacial confirmada pela irradiagdo na frequéncia
do H-8" e NOE(12%) em H-7, e 3H-9[d 1,02, 14% de NOE juntamente com 3H-9°(8
0,96) devido a superposigdo parcial dos dois sinais] com irradiagdo na frequéncia de H-
8a(d 1,8-1,6). A configuragdo 7°,8’-trans foi deduzida dos NOE em H-2" ¢ H-6"{8 6,60
e 6,63, 8% de NOE(soma)] com irradiagio no H-8°(8 2,6-2.4), sendo que o espectro 'H
x '"H- NOESY revelou os picos transversais correspondentes a proximidade espacial
entre H-7" e os 3H- 9° (Tabela 02, p. 15). Assim, a configuracdo relativa do dimero
obtido em meio alcalino do isoeugenol foi definida como 7,8’-cis-7’,8’-trans-di-
isoeugenol. A comparagdo da constante de acoplamento(J) de H-7" e dos valores de
deslocamentos quimicos de H-7,H-7°, H-8’, e dos grupos metila e etila com dados
registrados na literatura®’ para os trés racematos (c.,B e y), revelou-se em acordo com a
estrutura o~ racemato (Tabela 03, p.17). Obviamente os dados de RMN relatados neste
trabalho para o di-isoeugenol (7a) servem também para confirmagio da estrutura do o-
racemato obtido em meio acido”’.

A comparagdo dos dados de RMN BC de 7a e 7,8-cis-7°,8-trans-di-
isohomogenol (10)", éter 4,4>-di-O-metil de 7a, também contribuiu para a definigio da
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configuragdo relativa de 7a (Tabela 04, p.18). Os deslocamentos quimicos de CH-7 e
CH,-8,CH3-9,CH-7 e CH-8’ sd3o praticamente iguais, identificando a mesma
estereoquimica nos dois dimeros (10 e 7a). As diferencas significativas observadas nesta
comparagdo restringiram-se aos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono do
grupo arila, como previsto pela presenga de fungdes hidroxila em 4 e 4’ de 7a e
metoxilas em 10. Assim, os carbonos 3 e 5° de 7a revelam maiores valores de
deslocamentos quimicos[6 111,0(C-3) e 113,9(C-5")] do que os de 10 [6 107,9(C-3) e
111,1(C-5%)] devido a auséncia de efeito y de protegdo exercido pela metila no carbono
orto em relagdo ao grupo metoxilico[A8 =111,0(7a) - 107,9(10) = 3,1 ppm(C-3) e As=
113,9(7a)- 111,5(10) = 2,8 ppm(C-5)]. Ja os carbonos 4 e 4’ em 7a revelam menores
valores de deslocamento quimico [8 144,5(C-4) e 144,1(C-4’)] do que 10 [ & 147,4(C-4)
e 147,8(C-4")] devido a auséncia do efeito 3 de desprotegdo do grupo metilico da fungéo
metoxila (13 e 14)*.

OH OMe
) & 1551 159,9
il TS . 1141
1214 T 12057
130.1 12955
13 14

i

Obviamente, a atribui¢do dos deslocamentos quimicos de C-4 e C-4’ de 10 ainda
depende de experiéncias utilizando as novas técnicas de RMN para confirmagdo, ja que

na época da publicagio*' (1976) estas técnicas néio se encontravam disponiveis (Tabela
04).

Finalmente o Esquema 05 ( p. 14) resume proposta de mecanismo para a
formagdo do dimero triciclico di-isoeugenol (7a), 7,8’-cis-7°,8’-trans-2.7°,7.8’-di-
isoeugenol (nomenclatura adotada para neolignanas)®® ou 1B-etil-2B-metil-30(4-hidroxi-
3-metoxifenil)-5-hidroxi-6-metoxiindano, a partir do isoeugenol (6) em meio alcalino
(KOH/EtOH), passando por intermediario quinonametideo monomérico 15 (efou
16,isdmero configuracional) para formagdo da ligagdo o entre os atomes de carbono 7
de 15 (e/ou 16) e 8’ de 6a ( ou 6b, isomero conformacional) e produzir o eritro-
intermediario estereoespecifico 17. O intermediario 17 dispde de nova unidade
quinonametideo para a etapa de substituigdo eletrofilica na unidade aromatica e formagéo
do dimero triciclico(7), através de estado de transigdo e intermediario dotados de menor
interagdo estérica entre a unidade quinonametideo e o grupo metila, o que justifica
também a auséncia de produto envolvendo o atomo de carbono orfo em relagdo ao
grupo metoxila.
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O éter metilico do eugenol (5a, isohomogenol), safrol (5b) e o éter benzilico
do eugenol (5¢) por nio apresentarem grupo hidroxilico na posi¢gdo para ao grupo
alilico, ndo levaram a formag&o do dimero, conforme confirmag¢do experimental. Estes
resultados se coadunam com o mecanismo postulado para dimerizagdo do isoeugenol (6)

Ry w

5 R=0H; R;=0OMe(eugenol)
5a R=R;=0OMe

5b KR1:OCH20

5S¢ R:OCH2C6H5; RIZOMC

‘1.45
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Esquema 05. Proposta mecanistica para a formagdo do dimero di-isoeugenol (7) a partir
de isoeugenol em meio alcalino(KOH) na presenga de EtOH séco antes do uso, durante
10h de reagdo (6a e 6b sdo isomeros conformacionais; 15 e 16 sdo isOmeros
configuracionais).

p e B

<o HOR
R
RS K: Rorﬁ k‘Hzo
RO 20 -
K H-OR
Meoﬁ)k/; H-OR MeO W}
®
HO . K S

Rg ~ ROH |
A—L—— MeO
MeO H-OR @0
% & KO
HO Ry RaH o

X i

6
3“ . |
, OH
ROH (\O @
KGH  15(ou 16) >
s | RO @

i OMe
)
RS ‘_{ . 16
MeO QE e 6a(ou 6b)
: )
OH

MeO Y
18 \
—_—
l Ho e
o OH
7 + 3 isdmeros OMe H-OR
constitucionais 17 L 6a e
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Tabela 02. Dados de RMN 'H (200MHz) e “C (50,3 MHz) do dimero 7, em CDCl;
como solvente e TMS como referéncia. Os deslocamentos quimicos estdo descritos em
d(ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz (entre parenteses). A atribuigdo dos

deslocamentos

quimicos

apoiou-se em espectros bidimensionais

de

correlagdo

homonuclear de 'H e 'H ( 'H x '"H-COSY) e heteronuclear| 'H x *C-COSY- "Jeu(n=1,

uma ligagdo, n=2,duas ligagdes e n=3, trés ligagdes)], NOE por subtragdo de espectro e
bidimensional 'H x 'H - NOESY.

'H x*C-COSY-'Jen  'H x BC-COSY-"Joi

C 8Ca S,Hb ZJCH 3'JCH IH X IH = IH X IH,' IH{IH}_
: COSY® |NOESY' |NOE(%)
1 138,67 9 H-3
2 139,09 5 H-7° | H-6
3 110,96 |[6,47(s) H-7* H-7°(7)
4 144,47 - H-6
5 145,09 - H-
3,MeO
5
6 107,44 |6,76(s) MeO-5
7 48,47 |3,0-2,8 3H-9, |H-8b H-6(6),
3H-9’ H-8°(14)
8 22,35 |1,8-1,6(m,H |[3H-9 H-8b, 3H- H-7(10),
-8a) 9 H-8b(16),
. 3HH9 e
: 3H-9°(14)
S 1,5-1,3(mH H-7, H-8a H-7°(7),
-8b) ,3H-9 H-8a(18)
9 12,22 [0,96(t,J= H-8a,H-8b H-6(6),
7.3) H-7
MeO-5 | 56,11 |3,88(s) H-6 H-6(19)
1§ 135,79 - H-7° |H-5>~
Z 110,57 |6,60(d, H-6’ H-7",
J=1,8) MeO-3’
3’ 146,40 - H-57,
MeO-3’ e S
4’ 144,07 5 H-2’,H-
&
5° 113,93 |6,83(d,J=
7,9)
6’ 121,65 |6,63(dd,J=7; H-2’ H- H-7°
9¢1,8) T
T 56,69 |3,72(d,J=9,5 3H-9° |H-8 H-3,H-2’, |H-3(8),
) 3H-9’ H-2’e H-
6°(23)
8’ 4921 |2,6-2,4(m) |3H- H-7’,3H- H-7(12),
9 o H-2’e H-
6°(8),3H-
9°(8)
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o’ 13,79 [1,02(d,J=7,1 H-T
)
MeO-3’ | 5587 [3,79 : H-2’ H-2°(16)
HO : 5,53(s)
HO - 5,49(s)

* A multiplicidade dos sinais foi deduzida pela comparagio dos espectros de RMN"C-
PND e RMN"C-DEPT

® Valores obtidos do espectro unidimensional (1D) de RMN 'H.

¢ O hidrogénio indicado na mesma linha do da segunda coluna corresponde a interagéo
spin-spin(escalar) entre si.

4 Idem, para interagdo dipolo-dipolo(dipolar)

¢ Na mesma linha indicou-se os NOE observados por irradiagdo dos hidrogénios que
aparecem na segunda coluna.

W
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Tabela 03. Dados de RMN 'H (200MHz, CDCl;, TMS) de 7 comparados com os das
substancias 9 - 11(100MHz, CDCls;, TMS) registrados na literatura®’.
3 3¢

Su’ J S’
Dimero® | H-7 H-8° H-7° Jrs Jrg 3H-9° |[2H-8 3H-9
a-Di-iso [2,90 2,40 377 [72 95 1,04 1,65 0,96
homoge
nol(10)
a-Di- 2,82 2,45 3,65 7% 9,5 1,00 1,50 |0.92
isosafrol
(11)
o-Di-iso |3,0-2,8 |2,6-2,4 |3,72 9,5 1,02 1,8-1,6 |0,96
eugenol( 1,5-1,3
7)
B-Meta- |2,94 973 429 7.0 7,0 0,44 1,60 1,07
netol(9)
B-Di-iso | 2,95 277 427 7.0 7,0 0,47 1.61 1,07
homoge
nol(10a)
Metane- |2,63 1,97 3,58 92 9.6 1,09 1,79 0.96
tol(9a)
y-Di-iso |2,69 2,00 3,65 9.0 9.0 1,15 1,80 1.00
homoge
nol(10b)
y-Di- 2,65 196 352 |95 9,0 10 1,75 0,97
| isosafrol
1(11a)

* o~ racemato= 7,8’-cis- 7°,8’-trans-; B- racemato= 7,8’-cis-7°,8’-cis-;, y- racemato=
7,8’-trans- 7°,8’- trans.

® Os valores descritos em 1 para 9-11 foram convertidos em §(ppm); a numeragdo 1,2 e
3 foi modificada para 7,8’ e 7°, respectivamente.

¢ Desprezou-se a segunda casa decimal resgistrada em alguns valores de J.
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Tabela 04. Comparagio dos dados de RMN "*C (50,3 MHz, CDCl;, TMS) de 7 e 10 (
25,2 MHz, CDCl;, TMS). Nesta comparagdo os valores de 7 foram aproximados para
somente uma casa decimal, desprezando a centesimal quando menor ou igual a 5 e
aumentando a decimal de uma unidade quando a centesimal revelou-se superior a 5.

W My e 10

1 138,7 137,7

2 139,1 136,3°

4 1445 1474

5 145,1 1472

i 135,8 139,0°

3’ 146,4 148.6

4’ 144,1 1478

CH

3 111,0 107,9

6 107,4 107,9

7 485 483

2 110,6 ~ (10,7

g 113,9 11,1

6’ 121,6 120,4

7 56,7 56,7

8’ 492 493 o

CH, =

8 - 223 202

CH;

9 122 12,0

9’ 13,8 13,6
MeO-4 - 55,8
MeO-5 56,1 55,8
MeO-3’ 55,9 55.5
MeO-4’ 5 55,5

? Estes valores devem ser trocados.

b) Acetilag¢do do eugenol (19)

O eugenol foi acetilado de acordo com a técnica descrita no item 1.3.1.1.b.,
p.40 , obtendo-se um 6leo amarelo claro.

O espectro de massa (EM) (Fig. 13, p. 78 ) apresentou picos principais em
m/z 206 ( ion molecular M™), 164(100%) e 43(80%) , justificados de acordo com as
fragmenta¢Ges mostradas no Quadro 02, p.19.

O espectro na regidao do 1.V, apresentou as seguintes bandas de absorgdo: v
1775, 1650, 1610, 1515, 1470 cm™, dentre outras ( Fig. 14, p. 79).
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MeO T CH,=C=0 +
5 G o I
o 5 :@/\/

Y

19 HO
m/z 206(M-)
m/z164
©)
T CH3C =0
m/z43
QUADRO 02

A acetilagio também foi confirmada através dos espectros de RMN 'H (Fig.
15, p.80), RMN “C- PND (Fig. 16, p. 81) e DEPT 135° (Fig. 17, p. 82) (Tabela 05,
abaixo), onde podemos observar no espectro de RMN '“C a absor¢do do carbono
metilico do grupo acetil em & 19,35 e no espectro de RMN 'H  a absor¢do dos protons
metilicos do grupo acetil em & 2,13 (singleto).

Tabela 05. Dados de RMN 'H (200MHz) e RMN "“C ( 50,3 MHz) do O- acetileugenol,
em CDCl; como solvente € TMS como referéncia. Os deslocamentos quimicos (8) estdo
descritos em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

C Oc du
1 138,1 -
3 150,3 p
4 1374 a
Ac 167,9 - -
CH '
2 111,8 6,73(d, J= 1,4)
5 121.7 6.89(d_ J=7.9)
6 119.8 6,68(dd, =79 ¢ 1,4)
8 136,5 6,10-5,80(m)
CH,
7 39,1 3,26(d, J=6,4)
9 115,0 5,04(d, J=16,9) e
5,02(d, J=16,9)
CH;
MeO 54,5 3,60(s)
Ac 19,3 2,13(s)
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¢) Metilagdo (20) e isomerizagio (21) do eugenol

O eugenol foi metilado de acordo com a técnica apresentada no
item1.3.1.1.c, p.40, obtendo-se um material oleoso amarelo claro.

O espectro de massa (EM) (Fig. 18, p.83) deste material apresentou pico
base em m/z 178(100%) e picos em m/z 163(30%), 147(35%), 107(45%), 103(50%),
91(60%) e 77(30%) dentre outros, justificados através das fragmentagdes mostradas no
Quadro 03.

3

Meojg/\//—| _]
MeO

3

13
| =
CH,0 MGO\Q/\/ s /@/\/
7 !
MeO

20 m/z 148 :
f
m/z 178(Vg) i MeO 5
A o \©/\/
: Q
d m/z147 MeO
QUADRO 03

O espectro na regido do 1.V. apresentou as seguintes bandas de absor¢do: v
3001, 2976, 2908, 2834, 1638, 1606, 1591 cm™, dentre outras (Fig. 19, p. 84).

Os dados de RMN*H (Fig. 20,p. 85) , RMN C- PND (Fig. 21, p. 86) e
DEPT 135° (Fig. 22, p. 87) estdo resumidos na Tabela 06, p. 21 . A presenga de dois
singletos no espectro de RMN 'H , em 83,29 e 3,26 , bem como a presenga de duas

linhas espectrais no espectro de RMN ° C em & 54,34 e 54,25, confirmam a ocorréncia
da metilag@o.
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Tabela 06. Dados de RMN 'H (200MHz) e RMN “C (50,3MHz) do O-metileugenol, em
CDCl; como solvente e TMS como referéncia. Os deslocamentos quimicos estdo
descritos em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

C d¢ Ou
1 131,25 -
3 148,04 =
4 146,55 -
CH
2 110,45 6,4-6,2(m)
5 111,01 6,4-6,2(m)
6 119,27 6,4-6,2(m)
8 136,75 5,6-5,4(m)
CH,
T 38,54 2.84(d, J=6,6)
9 114,08 4,63(dl, J= 16,9)
4.61(dl, J=10.3)
CH;
MeO 5434 3,29(s)
MeO 54,25 3,26(s)

O eugenol metilado (O-metileugenol), foi isomerizado usando-se a mesma
técnica apresentada no item 1.3.1.1.c, p. 40, obtendo-se um material oleoso amarelo-
alaranjado. el
- O espectro de massa deste material apresentou o pico base em m/z
V178(100%) e os mesmos picos do O-metileugenol (Fig. 23, p. 88 ).

A isomerizagdo foi confirmada através de RMN 'H (Fig. 24, p. 89) e RMN
BC (Fig. 25, p. 90), onde observou-se, que a absorgio do carbono 7 que no O-
metileugenol estava em & 38,54 passou para & 130,60 devido a mudanga de posigdo da
dupla ligagdo. Foi também observado que a proporg¢do do isomero frans € muito maior
que do isdmero cis ( Tabela 07, p.22). -
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Tabela 07. Dados de RMN 'H (200MHz) e RMN “C (50,3 MHz), em CDCl; como
solvente, do O- metilisoeugenol, com dados de RMN BC dos isbmeros cis [Z(2)] e
trans[E(1)].

A
B 5 o,y i MeO =
b AR <5 S
MeO” 4 " MeO
21 21a
E=trans =cis
Sc S’
LB E(21) Z(21a)" E(21)
1 130,89 : -
7 108,42 110,79 6,9-6,6
3 148,82 - 148 3
4 148,02 147 3
5 111,05 112 6,9-6,6
6 118,50 122 6,9-6,6
7 130,60 129 6,30(d, J=15,8) |.
8 123,17 125 6,10(dd, J=158e|_¢
- 6,0)

9 18,12 15 1,83(d, J=6,0)
OMe 55,36 55,36 3,85(s)

55,36 55,36 3,83(s)

* Os valores sem decimais correspondem a dados ndo plotados pelo computador. Por
isto, sdo aproximagdes que estdo em acordo com dados bibliogréﬁqos“.

® As constantes de acoplamento (J) estio em Hz e os deslocamentos quimicos em & (
ppm).

d) Benzilacio (22) e isomerizacio (23)

O eugenol foi benzilado usando-se a técnica descrita no item 1.3.1.1.d , p.
42, obteve-se um Oleo amarelo claro.

O espectro de massa (Fig. 26, p. 91) deste produto obtido apresentou o pico
do ion molecular em m/z 254(M™) e outros picos principais em m/z 91(100%) e
163(12%), justificados de acordo com as fragmenta¢Ges mostradas no Quadro 04, p.23.
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@\o 2
o)
22 m/z 163
m/z 254(Mt)
m/z 91
QUADRO 04

O espectro na regido do 1.V. apresentou as seguintes bandas de absor¢do: v
2935, 2908, 1591, 1458, 1262, 1227, 1031 em™, dentre outras ( Fig. 27, p. 92 ).

A benzilagdo do eugenol foi também confirmada através de dados de RMN
'H (Fig. 28, p. 93), RMN “C- PND (Fig. 29, p. 94) ( Tabela 08, p. 24) ¢ DEPT 135°
(Fig. 30, p. 95).
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Tabela 08. Dados de RMN 'H (200 Mhz) e RMN “C (50,3 MHz) em CDCl; como
solvente do O-benzileugenol

MeO 3 = 1 . = 9
2
8 4 9
; 5
4
C , E d¢c Sy’
1 132.52 -
3 149,09 =
4 146,04 -
1* 136,82 -
CH )
g 111,88 6,9-6,6
5 113,63 6,9-6.,6
6 119,86 6,9-6,6
8 137,08 6,1-5,9(m)
2 5 126,70 7.6-7,3 .
375 127,80 7,613 #
4’ 2 127,08 7,6-73
CH,
7 39,19 3,38(d, J=6,5)
9 114,97 5,2-5.0°
T 70,34 5,16(s)
CH;
MeO-3 35.07 3,90(s)

* Superposi¢do com o sinal dos CH,-7’
® Os valores da constante de acoplamento (J) estdo em Hz, e os deslocamentos quimicos
(8) em ppm.

O O-benzileugenol foi posteriormente isomerizado usando-se a mesma
técnica mencionada no item 1.3.1.1.d, p. 41, obteve-se um material solido amorfo de cor
branco amarelado.

O espectro de massa do O-benzilisoeugenol (Fig. 31, p. 96), ndo apresentou
o pico do ion molecular(m/z 254), mas apresentou os picos em m/z 163(10%) e
91(100%), que estdo de acordo com as fragmentagdes mostradas no Quadro 05, p.25.
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7 e
MeO._ 3 A e 9_—|+ Hs;CsCHy® ®
Y I PPN
' 2 I'
3©/\o Fel D/\/
' 5 (0]
6'

Y

4
s m/z163
23
m/z 254 (M}. ausente) = @
m/z 91
QUADRO 05

A isomerizagdo do O-benzileugenol foi também confirmada através de dados
de RMN 'H (Fig.32, p.97), RMN “C- PND (Fig. 33, p. 98) (Tabela 09, abaixo) e DEPT

135° (Fig. 34, p. 99). A presenga de somente um grupo CH, no isdmero foi confirmada
através do espectro DEPT.

Tabela 09. Dados de RMN 'H (200 MHz) ¢ RMN "C (50,3 MHz) em CDCl; como
solvente do O-benzilisoeugenol.

G . . 3¢ - 5’

1 131,49 :

3 149,48 -

4 147,11 -

% 137,05 .
CH

3 108,89 6,95(s)

5 113,88 6,83(s)

6 118,41 6,83(s)

7 130,45 6,35(d, J=15,9)

8 123,76 6,14(dq, J=15.9 ¢ =6.3)
2°.6° 127,11 7,5-1.3

35 128,33 7,5-73

4 127,61 7,5-1.3

CH,

T 70,85 5,15(s)

CH;

9 18,24 1,89(d, J=6.3)
MeO-3 55,70 3,91(s)

*Os valores da constante de acoplamento (J) estdo em Hz, e os deslocamentos quimicos
() em ppm.
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e) Alilacdo (24) e isomerizacdo(25)

O eugenol foi O-alquilado com brometo de alila usando a técnica descrita no
item 1.3.1.1.e, p. 42, obtendo-se um material oleoso amarelo claro.

O espectro de massa apresentou o pico do ion molecular em m/z 204(30%),
e outros picos principais em m/z 163 (pico base, 100%), 103(98%), 135(25%),
105(30%), 41(100%), 39(80%) (Fig. 35, p. 100 ), que apresentou-se em acordo com as
fragmentagdes mostradas no Quadro 06, abaixo.

3 —1 % x - ®
M OU\/ \’/ — = MeOD/\/ SO Meo\]\g/\/
o

m/z 163 m/z 135

mz204M i) I

24

. o
L S CH,=C=CH @

O
mz 41 w239 Lo \@@/\/
" l\> CH,0

Quadro 06

A O-alilagdo do eugenol foi confirmada também através de dados de RMN
'H (Fig. 36, p. 101), RMN “C-PND (Fig. 37, p. 102)e DEPT 135° (Fig. 38, p.
103)(Tabela 10, p. 27), onde no espectro de RMN "H destacou-se um dubleto em § 4,49
relativo aos protons 2H-17,
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Tabela 10. Dados de RMN 'H (200 MHz) e RMN "“C (50,3 MHz) em CDCl; como
solvente do O-alileugenol.

Y
2 6

24
C d¢c Sy’
1 132,41 9
3 148.90 2
4 145,83 -
CH
2 111,73 6.67(s))
5 113,12 6,72(d, 1-8.0)
6 119,83 6.65(dl. 1=8,0)
8 137.11 6.1-5.8(m)
X 133,08 6.1-5.8(m)
CH,
7 3925 3.27(d, 1=6.6)
9 115,04 5,03(d,J=16,5)
5.02(d, 1=10,4)
B 6931 4.49(d, J=5.4)
3 116,94 5.34(dd J=17.1e1,5)
5.20(dd, J=10,4 ¢ 1,5)
CH;
MeO-3 55.16 ; 3,77(s)

*Os valores da constante de acoplamento (J) estdo em Hz, e os deslocamentos quimicos

em O&( ppm).

O O- alileugenol foi posteriormente submetido a reagio de isomerizagdo,
descrita no item 1.3.1.1.a, p. 40, e obteve-se um material oleoso amarelo amarronzado.

No cromatograma do EM do O-alilisoeugenol apareceram dois picos com
tempos de reten¢do: T,=12,520 min e T,=13,370 min que correspondem aos isdmeros cis
(24%) e trans , respectivamente, sendo o ultimo em maior proporgéo (63%) (Fig. 39, p.

104 ).

O espectro de massa do isomero frans (Fig.40, p. 105), apresentou

principalmente os picos em m/z

justificados através das fragmentagGes mostradas no Quadro 07, p. 28.

204(M™*), 163(100%), 133(10%), 105(30%),
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&, ! \/ ‘ D/\/ ﬁ/\/
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Y e dths O St 5
"B )
CH,0O
(&)
C/ e~ _ A ¢©e/\/
O

m/z 105 m/z 133

25 m/z 163
m/z 204(My)

Quadro 07
A isomerizagdo do O-alileugenol foi também confirmada através de dados de
RMN 'H (Fig. 41,p. 106), RMN “C- PND (Fig. 42, p. 107) e DEPT 135° (Fig. 43, p.
108) (Tabela 11).

Tabela 11. Dados de RMN 'H (200 MHz) e RMN "C (50,3 MHz) em CDClz como

solvente do O-alilisoeugenol.

MeO 3 2 i 7\ 9 MeO —
8
1' 6 A 0
4
__/_O 5 :/_

3 2 25 (trans) 25a(cis)
Lo . Oc(trans, —8}1{.: - : acgg‘s)
| 130,54 - 130,15
3 148,65 - 148,20
4 146,39 - 145,92

CH
2 108,28 6,87(s) 111,83
5 112,60 6,82(d, J=6,4) 112,28
6 117,72 6,82(d, J=6,4) 120,48
s 129,97 6,35(d, J=16,9) 128,84
8 12251 6,2-5,6(m) 124,16
2’ 132,69 6,2-5,6(m) 132,69

CH,
iy 68,75 4,54(d, J=5,2) 68,75
o 116,44 5,34(dd, J=17,2 e 1,5) 116,44

5,20(dd, J=10,4 e 1,5)

CH3
9 17,43 1,85(d, J=5,42) 13,75
MeO-3 54,67 3,83(s) 54,67

* Os valores da constante de acoplamento (J) estdo em Hz, e os deslocamentos quimicos

(6) em ppm.
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f) Eter isobutilico (26)

Hs
CH:—C—Cl =« C
C|;Hs OMe aeﬂS o OMe
OH ?
C(CHa)s
26
g) Benzoilacio (27) -

O eugenol foi benzoilado de acordo com a técnica descrita no item 1.3.1.1.g,
p 43, obtendo-se uns cristais brancos na forma de agulha.

O espectro de massa (Fig. 44, p. 109), apresentou picos principais em m/z
268(65%)( ion molecular M), 105 (100%) e 77( 80 %), justificados de acordo com as
fragmenta¢Ges mostradas no Quadro 08, p.30. =
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miz 268 (M)

miz 77
Quadro 08

A benzoilagio também foi confirmada através dos espectros de RMN 'H
(Fig. 45, p. 110), RMN C- PND (Fig. 46, p. 111) e DEPT 90° (Fig. 47, p. 112) e 135°
(Fig. 48,p. 113)(Tabela 12, p. 31), COLOC (Fig. 49,p. 114), HETCOR (Fig. 50, p. 115) «
e COSY( Fig 51, p. 116)% Atribuigdo inequivoca dos deslocamentos quimicos dos
atomos de carbono e hidrogénio( Tabela 12) foi feita com base na interpretagdo dos
espectros bidimensionais de correlagio heteronuclear através de uma ligagio ( 'H x “C-
COSY- 'Jcy, Fig. 50) e a longa distancia[ 'H x C- COSY- "Jeu (n=2 e 3), Fig. 49]. Por
exemplo, o C-3 (8 150,9) foi facilmente localizado através de correlagdo a longa
distancia (*Jcn) com os hidrogénios metoxilicos (8 3,80). Este carbono, tem também um
pico de correlagdo com o sinal em & 7,10 (d, J=7,7Hz) inequivocamente atribuido ao H-
5. A partir de H-5, pode-se atribuir o deslocamento quimico de C-5 utilizando-se o
espectro de correlagio heteronuclear através de uma ligagiio ('Jcn). Deste modo, foram

correlacionados todos os atomos de carbono e hidrogénio do benzoileugenol e por

analogia os do acetileugenol.




Tabela 12. Dados de RMN 'H ( 200 MHz) ¢ RMN “C (50,3 MHz) em CDCl; como

solvente do O- benzoileugenol.

"H x °C- COSY-"Jen 'H x "C- COSY-"Jcny
C 8¢ 8 e Jen
1 138,8 5 2H-7 H-5
3 150,9 . H-2 H-5, MeO-
3
4 138,0 . 2H- 2,6
1% 129.3 - * |2H-3.5"
7’ 164,7 5 2H- 27,6’
CH
2 112,6  |6,86(s)
5 1225 |7,10d,3=7,7) .
6 120,5  |6,84(dd, J=7,7 ¢ 2,0) =
8 136,9  |6,15-5,90(m) 2H-7

2.6 1283  |[8,25(dl, J=7.7)

35 130,1  [7,50(tl, J=7,7)

4 1332 [7,63(t, I=7,7)
CH,
7 39,9 3,43(d, J=6,6)
9 116,0 [5,22-5,10(m)
CH;

MeO-3 |55,7 3,80(s)




———

O O-benzoileugenol ndo foi submetido a reagdo de isomerizagdo devido a

probabilidade de hidrélise do composto em meio alcalino.

i)Trimetilacetato (28)

g
[

CH3—C|3 —C—CI . b
CH3 OMe Pty OMe
OH 0.
¢ —C(CHs)s
0 e
i 28 -
J)Nitroeugenol (29)
SO O,N
HNO3
+
OMe OH/3%0 OMe
H OH

29
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k) Dimero acetilado (30)

O di-isoeugenol (dimero), foi acetilado de acordo com a técnica descrita no
item 1.3.1.1j, p. 44 , obtendo-se um solido cristalino amarelo claro.

O espectro de massa (Fig. 52, p. 117), apresentou os principais picos em
m/z 412(34%)(ion molecular M), 370(77%), 328(99,8%), 299(100%) justificados de

acordo com as fragmentagdes mostradas no Quadro 09.

— -

¢
AcO O’ Gl eewaalill s ‘.
O OMe S Q

—IJ-
(@]
OAc

CH2=C=O
Me
miz412 (M;) OAc m/z 370
—
o
MeQ

s B

HO T ¥

CHs i

M
O OMe ;
OH e
o m/z 313

i
MeO ®
BYw

O OMe

m/z 299 OH

Quadro 09

A acetilagio foi também confirmada através de dados de RMN 'H (Fig. 53,p.
118), RMN * C-PND (Fig. 54, p. 119) e DEPT 135° (Fig. 55, p. 120)( Tabela 13, p.
34).
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Tabela 13. Dados de RMN 'H (200 MHz) e RMN "C ( 50,3 MHz) em CDCl; como

solvente do di-isoeugenol acetilado.

C S¢ S

1 377 . z

2 1374 :

3 1113 6,57(s)

4 1452 : .

5 148.9 2 T

6 1082 6.85(s)

7 431 3,0- 2,8 (m)

8 213 1.8-1.6 (m, Ha)
1,5-1,3 (m, Hb)

9 11,4 ' 0,97 (1, 1=7,3)

Me0-5 55,2 3,83(5)

T 1373 x

> 1082 6,68(d, 1=2,0)

3 150,1 :

e 141,7 :

5 11,4 6,93(d, 1=8.5)

6 1215 6,72(dd, 1= 8,5 ¢ 2.0)

7 55.8 3,78(d, 1=8,5)

g’ 487 2,6-2,4 (m)

% 12,0 1,02(d, 3=7.1)




MeO-3’ 55,0 3,74(s)
Me-4 19,9 2,29(s)
Me-4’ 19.9 2,23(s)
C=0(4) 168,5 :
C=0(4") 168,4 5

A tabela 14 ( p.36) mostra um estudo comparativo com os dados de RMN
i i ( 50,3 MHz, CDCl;, TMS) de alguns derivados do eugenol e do isoeugenol. De
acordo com os dados desta tabela podemos concluir que:
1) A alquilagdo do grupo HO-4 desprotege os carbonos C-3 ( ndo sente efeito y) e C-4
'(efeito B).
2) A alquilagdo do grupo HO-4 protege o C-5 ( efeito y), sendo que o grupo CH; exerce

maior efeito protetor do que o grupo CHa.

-
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Tabela 14. Comparagio dos dados de RMN "C ( 50,3 MHz, CDCl;, TMS) de alguns

derivados do eugenol e do isoeugenol.

OMe
I: R=H, Il: R=Me, llIl: R=CgHsCH, V: R=H, VI: R=Me, VII: R= CgHsCH,
IV: R= CHz=CHCH; VIll: R= CH,=CHCH,
C I i I v v VI Vil | VI

1 [1313 [i131,2 (1325 Ji324 [1302 |[1308 [1314 |1305

3 [1462 [1480 [1490 [1489 [1472 [1483 [1493 [1486

e 143.5 146,5 146,0 145,8 145,3 148,0 147,1 146,3

CH

2 |110,9 1104 |111,8 |111,7 |1088 |1084 |1089 [1082 <|

5 [1141 [111,0 |113.6 1131|1150 [1110 [1138 [112.6

6 1206 (1182 |1198 [ite® [i1se 1185 [1i84 [1177

7 . = : 2 1313 [130,6 [130,4 [129,9

g 11375 |1367 1310 (1371 |1237 (132 |[1237 [1325
CH,

) 393 38,5 392 392 - - 4 =

9 114,8 114,1 1149 115,0 - = - v

CH;

9 - - - - 18,1 18,1 18,2 17,4

MeO-3 (550 [543 [550 [55,1 |554 |553 |557 |546

MeO-4 | - 542 : 2 g 553 G b
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1.2.2. DERIVADO DO ANETOL

a)Nitroanetol (31)

SO

« NG séomio NO OMe
2

OMe OH

31
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1.2.3. REACOES DE ACOPLAMENTO OXIDATIVO

Como ja mencionado na Introdug@o Geral , nosso objetivo inicial envolvia a
sintese de flavonolignanas com atividades biologicas.

Para a produgdo destas flavonolignanas utilizou-se a reagdo de flavonodides
contendo sistemas orfo-dihidroxilados (rutina e quercetina), derivados estirénicos

(isoeugenol e anetol) na presenga de Oxido de prata (Ag.0). ReagBes analogas foram

descritas na literatura para a sintese do silibine para a sintese de cumarinolignéides’.

a) Acoplamento oxidativo entre a quercetina e o isoeugenol (32)

O\'/

o O OMe

| O/U
Ol1 OH

32

=

b) Acoplamento oxidativo entre a quercetina e o anetol (33)

33




c) Acoplamento oxidativo entre a rutina e o isoeugenol (34)

29

d) Acoplamento oxidativo entre a rutina e o anetol (35)

34

35
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1.3. EXPERIMENTAL
1.3.1. Material e Métodos
1.3.1.1. Derivados do Eugenol
a) Isomeriza¢io em meio basico e obten¢fio do dimero tipo 1-arilindano (7).

A mistura de eugenol (1,5 mL; 9,7 mmol ) , KOH (6,0 g) e etanol séco (15
mL) foi refluxada durante 10h. Apés a mistura alcangar a temperatura ambiente,
adicionou-se HCI até pH acido e extraiu-se com éter etilico. A solug@o etérea foi séca
com sulfato de sddio anidro e destilada sob vacuo. O residuo foi cromatografado em
coluna de silica-gel, usando-se éter de petroleo, CHCl;, CHCl:/AcOEt (1:1) e AcOEt
(100%) como eluentes. As fragdes eluidas com éter de petrdleo forneceram o isoeugenol
(6, 1,34 g, 89,30%) e com CHCIs/AcOEt (1:1) o di-isoeugenol (7, 0,32 g, 11,0%,
p.£=173,0-175,0°C). ¥

b) Acetato (19)

Eugenol (5 mL) foi colocado em um baldo (50 mL) e dissolvido com 5 mL
da mistura piridina/anidrigo acético(1:4), sob agitagdo. Apods 48h de reagdo,
acompanhada por CCD, observou-se a formagdo do produto acetilado. Adicionou-se
agua lentamente ,20 mL de HCl 1N, e extraiu-se com cloroférmio em um funil de
separagdo. A solugdo cloroformica foi séca com sulfato de sodio anidro e concentrada
em evaporador rotativo sob vacuo. O produto (6leo amarelo claro, 5,3 g, 84,52%)
acetilado(O-Acetileugenol) foi caracterizado através de V., EM, RMN 'H ¢ RMN “C-
PND e DEPT 135°.

c) Eter metilico(20) e isomerizagio (21)

* com CH;N;

Em um funil de separagdo de 250 mL foram colocados 30 mL de solugio
aquosa de KOH 50% e 100 mL de éter etilico. Adicionou-se vagarosamente o N-nitroso-
metil-uréia até a fase etérea permanecer com coloragdo amarelada. Separou-se a fase
aquosa e transferiu-se a solugéo etérea de diazometano para um erlenmeyer contendo o

eugenol (5 mL) dissolvido em éter. A mistura reacional foi deixada em repouso por 24h.




41
Apos este periodo, o éter foi evaporado e o residuo resultante foi dissolvido em CHCl: e

filtrado em pequena quantidade de silica-gel. O material (6leo amarelo claro,

metileugenol, 3,12 g, 57,5%) foi caracterizado através de 1.V., EM, RMN 'H e RMN
13
C

* com CH:l na presenc¢a de K,COs®.

Em um baldo de 100 mL adaptado com um agitador e a um refrigerador para
refluxo total, introduziu-se 5,2 mL (0,03 mol) de eugenol, 2,5 mL (0,14 mol) de iodeto
de metila, 4,4 g(0,12 mol) de carbonato de potassio anidro e 50 mL de acetona séca.
Deixou-se a mistura sob refluxo por 8h. Apds este periodo adicionou-se 100 mL de agua
destilada até dissolugdo dos solidos, e extraiu-se com éter etilico. A fase orgénica foi
submetida a extragdo com 50 mL de solugdo de hidroxido de sodio a 10%, séca com
sulfato de sodio anidro e evaporada. O produto, metileugenol,material oleoso amarelo
alaranjado, 4,8 g, 85,7%(com melhor rendimento que com CH,N,) foi caracterizado
através de 1.V., CGL/EM,RMN 'H e RMN "“C-PND e DEPT 135°,

A isomerizagdo do metileugenol (5 mL) foi feita usando-se a mesma técnica
de isomerizagdo do eugenol. O produto (6leo amarelo alaranjado, 4,46g, 82,3%) foi

identificado através de CGL/EM, RMN 'H e RMN “C. "

d) Eter benzilico (22) e isomerizagio (23) .

O eugenol (10 mL=11,48 g, 0,07 mol) foi dissolvido em 38 mL (0,518 mol)
de acetona previamente purificada por tratamento com KMnO; e K,COs
anidro(calcinado em mufla a 400°C durante 2h) e destilada. A solugiio assim obtida,
acrescentou-se 9,2 mL (10,23 g; 0,08 mol) de cloreto de benzila (purificado por
destilagdo & pressdo reduzida) e 20 g (0,15 mol) de K;CO; anidro. A mistura resultante
foi mantida sob refluxo em banho-maria durante 16 h.

Decorrido este periodo, a fase liquida sobrenadante foi separada do
precipitado(K,COs3) por filtragdo em funil de buchner. A acetona foi destilada a pressdo
reduzida e o o6leo resultante (20 g) foi submetido a uma coluna cromatografica de silica-
gel. As fragbes coletadas foram analizadas por CCD. A fragdo obtida por eluigdo com
cloroférmio forneceu, apos evaporagdo do solvente, um 6leo amarelado (6,35 g). RMN
BC ¢ EM permitiram caracterizar este liquido como uma mistura constituida de

benzileugenol e cloreto de benzila. A mistura foi entdo submetida a destilagdo a pressdo



42
reduzida, sendo o cloreto de benzila coletado a 45°C. O residuo(6leo amarelo claro, 5,5

g, 30,93%) que permaneceu no baldo foi identificado como sendo o O-benzileugenol
através de analise de I.V., EM, RMN 'H e RMN “C-PND e DEPT 135°.

O O-benzileugenol (1,5 mL) foi isomerizado usando-se a mesma técnica de
isomerizagdo do eugenol. O produto(solido amorfo branco amarelado, 0,21 g, 14%) foi
caracterizado através de CGL/EM, RMN 'H e RMN "“C-PND e DEPT 135°, apds

purificagdo do produto por cromatografia em coluna de silica-gel.

e) Eter alilico (24)* e isomerizaciio (25).

Colocou-se em um baldo de 100 mL, adaptado a um agitador e condensador
para refluxo, 5,2 mL (0,03 mol) de eugenol, 3,0 mL (0,03 mol) de brometo de alila, 5,0
g (0,14 mol) de carbonato de potassio anidro e 70 mL de acetona séca. Deixou-se a
mistura sob refluxo por 8h. Apds este-periodo, adicionou-se 100 mL de agua destilada
até dissolver o material solido. A fase liquida foi submetida a extragdo com éter etilico
em um funil de separagdo. A solugdo etérea foi lavada com 50 mL de solugdo de

hidroxido de sodio a 10%, séca com sulfato de sodio anidro e evaporada. O residug

(6leo amarelo claro, 6,40 g, 99,0 %) obtido foi caracterizado através de CGL/EM, RMN-

'H ¢ RMN C-PND e DEPT 135°.
O alileugenol (1,0 mL) foi isomerizado usando-se a mesma técnica de
isomeriza¢do do eugenol. O produto (6leo amarelo amarronzado, 0,38 g, 30,9%) da

reagdo foi caracterizado através de analise de CGL/EM, RMN 'H e RMN "C-PND e
DEPT 135°.

f)Eter isobutilico (26)*

Em um baldo de 100 mL, equipado com agitador e condensador para
refluxo, introduziu-se 5,2 mL(0,03 mol) de eugenol, 3,5 mL(0,03 mol) de cloreto de
isobutila, 4,4 g(0,03 mol) de carbonato de potéssio anidro ¢ 50 mL de acetona séca.
Deixou-se a mistura reacional sob refluxo por 8h. Apés este periodo, adicionou-se 100
mL de agua destilada até dissolver os solidos e extraiu-se com éter etilico. Lavou-se a
fase orgénica com 2x 50 mL de NaOH 10%. Secou-se a fase orgénica com sulfato de

sodio anidro e evaporou-se o éter. Néo foi obtido o produto esperado.

&
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g) Ester benzoilico (27)*.

Eugenol (5,5 mL= 0,03 mol) foi dissolvido em solugdo saturada de
bicarbonato de sodio (14,0 g; 0,16 mol) e adicionou-se, gota a géta, 3,9 mL (0,03 mol)
de cloreto de benzoila. Deixou-se a mistura reacional sob agitagio magnética por 24 h.
Apo6s este periodo extraiu-se a fase organica com éter etilico. A solugio etérea foi lavada
com 100 mL de solugdo de hidroxido de sodio a 10%, secou-se com sulfato de sodio
anidro e evaporou-se o éter. O produto (cristais brancos em forma de agulha, 2,0 g,
22,3%) obtido foi caracterizado através de E.M, RMN 'H e RMN "*C- PND e DEPT 90
e 135°, COLOC, HETCOR, 'H x 'H - COSY.

h) Trimetilacetato (28)*

Em um baldo de 100 mL, equipado com agitador e condensador para
refluxo, introduziu-se 5,2 mL (0,03 mol) de eugenol, 4,0 mL (0,03 mol) de cloreto de
trimetilacetila, 5,0 g (0,03 mol) de carbonato de potassio anidro e 50 mL de acetona
séca. Deixou-se a mistura reacional sob refluxo por 8 h. Apos este periodo, adicionou-se
100 mL de agua destilada até dissolver os solidos e extraiu-se com éter etilico. Lavou-se
a fase organica com 2x 50 mL de NaOH 10%. Secou-se a fase organica com sulfato de

sodio anidro e evaporou-se o éter. N&o foi obtido o produto esperado.

i)Nitragdo do eugenol (29)
* Com HNOs/H,SO,. =

Em um baldo redondo de 100 mL, colocou-se 1,0 g de eugenol, 1,25 g de
H,SO, e manteve-se a mistura sob agitagdo por 30min.(em banho-maria} Ands este
periodo, resfriou-se a mistura em banho de gélo. Adicionou-se cuidadosamente, em
pequenas por¢des e com agitagdo constante, 2,6 mL de 4cido nitrico (HNOs3). A reagdo
foi acompanhada pelo desprendimento de vapores nitrosos. Quando o desprendimento
de vapores diminuiu de intensidade, a mistura foi aquecida em banho-maria , dentro da
capela, por 2h. Ao fim deste periodo, resfriou-se a mistura e adicionou-se 10 mL de
agua, com agitagdo em banho de gélo. Separou-se o precipitado por filtragio em
buchner, lavando-se com agua gelada para remogéo do acido nitrico usado em excesso.

Obteve-se um material resinoso marrom escuro, que foi cromatografado em silica-gel.
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As 17 fragdes iniciais ( marrons escuras) ndo foram analisadas por causa da coloragéo e

por isto pensamos que ocorreu uma reag@o de polimerizagao.

* Com HNO3z/AcOH/Ac,O

Ao eugenol (0,0076 moles), dissolvido em anidrido acético (16 mL) e
resfriado a uma temperatura de 15-20°C, foi adicionado, gota a gota, acido nitrico (95%;
0,012 mol) dissolvido em acido acético (5,0 mL)-anidrido acético (5,0 mL). A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo até que todo o acido nitrico fosse adicionado, cérca de
10 minutos. Ap6s 2h a temperatura ambiente, a mistura foi aqﬁecida a 50°C por 10min. e
resfriada, adicionando-se a seguir 50 mL de agua e solugio de NaCl. Em seguida
extraiu-se com éter etilico. Lavou-se a camada etérea com agua, secou-se a fase orgénica
com sulfato de sodio anidro. O produto obtido foi cromatografado em silica-gel.

Obteve-se 30 fragdes, onde nenhuma das fragdes correspondeu ao produto esperado.

j) Acetilacdo do di-isoeugenol (30)

O di-isoeugenol (1,0 g, 7) foi acetilado usando-se a mesma técnica de
acetilagdo do eugenol(b). O produto ( so6lido amorfo branco amarelado, 0,65 g, 52,0%) :
da reag¢do foi caracterizago através de EM., RMN 'H e RMN *C- PND e DEPT 135°.

1.3.2. Derivados do anetol
a) Nitracio do anetol
* Com HNO3/H,SO,
A reagdo de nitragdo do anetol foi feita usando-se a mesma técnica de
nitragdo do eugenol( com HNOs/H,SO,). O produto obtido foi cromatografado em

silica-gel. Obteve-se 23 fragdes, onde nenhuma delas correspondeu ao produto esperado.

* Com HNOy/AcOH/Ac,O
A reagdo de nitragdo do anetol foi feita usando-se a mesma técnica de
nitragdo do eugenol( com HNO3/AcOH/Ac,0 ). O produto obtido(1,7449 g) foi

cromatografado em silica-gel. Obteve-se 184 fragdes, onde nenhuma delas correspondeu

ao produto esperado.
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ESQUEMA 06 - Derivados reacionais do eugenol
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1.3.3. DERIVADOS DAS REACOES DE ACOPLAMENTO OXIDATIVO

a) Reaciio de acoplhlﬁento oxidativo entre a quercetina e o isoeugenol’

Quercetina (453,00 mg; 0,0015 mol) e isoeugenol (246,00 mg; 0,0015 mol)
foram dissolvidos em benzeno:acetona sécos (18:5 v/v). Foi adicionado & mistura 1,5 g
de oxido de prata (Ag;0) e a suspensdo foi agitada por 40h a 55°C, quando se verificou
por CCD (CHCl;:AcOEt:Acetona, 18:1:1 v/v) a auséncia de material de partida. Foi
observado uma mudanga na coloragdo da mistura reacional ,de roxo para amarelo
esverdeado. A mistura foi filtrada em papel de filtro, centrifugada(para separar o
precipitado) e o solvente foi destilado a vacuo. Foi feito uma coluna cromatografica do
produto obtido usando-se como eluentes CHCl;/MeOH(50/50) coletando-se as fragGes
de 1 a 8 e MeOH(100%) as fragGes de 9 a 21. A fragdo 2 forneceu um material solido
com p.£=206,4-209,8°C e a fragdo 4 forneceu também um material s6lido com p.f=
257,0-266,0°C. As fragbes 2,3 e 4 foram acetiladas com anidrido acético e piridina, e
posteriomente foram analisadas através dos métodos espectrométricos convencionais.

Observou-se que o produto esperado nédo foi obtido.

b) Reacfio de acoplamento oxidativo entre a quercetina e anetol

Quercetina (906,00 mg; 0,003 mol) e anetol(440,00 mg; 0,003 mol) foram
dissolvidos em benzeno:acetona sécos(18:5 v/v). Adicionou-se a mistura reacional 1,5 g
de oxido de prata e a suspensdo foi agitada por 66 h a 55°C, até que por
CCD(CHCl;:AcOEt: Acetona, 18:1:1 v/v) verificou-se a auséncia de material de partida.
A mistura reacional foi filtrada, o solvente f(;i evaporado & vacuo, € o produto, um
material oleoso, foi cromatografado em silica-gel, e eluido com:
CHCI3/MeOH(95/5)- fragdes 1 a 6
CHCIl3;/MeOH(90/10)- fragdes 7 a 9
CHCIl3/MeOH(80/20)- fragdes 10 a 12
CHCl3/MeOH(50/50)- fragdes 13 a 14
MeOH(100%)- fragdo 15

As fragdes foram analisadas por CCD, reunindo-se aquelas que se mostraram

semelhantes. Juntou-se as fragGes: 3-5, 6-7 e 9-14. As fragdes 3-5 e 6-7 foram acetiladas
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e posteriormente foram analisadas através dos métodos espectrométricos convencionais.

Observou-se que o produto esperado néo foi obtido.
c¢) Reaciio de acoplamento oxidativo entre a rutina e o isoeugenol

Rutina (1,83 g; 0,003 mol) e isoeugenol (540,00 mg; 0,003 mol) foram
dissolvidos em benzeno:acetona sécos (18:5 v/v). Adicionou-se & mistura reacional 1,5 g
de o6xido de prata e a suspensdo foi agitada por 48h a 55°C, quando se verificou por
CCD (CHCl;:AcOEt: Acetona, 18:1:1 v/v) a auséncia de material de partida. A mistura
reacional foi filtrada, o solvente evaporado a vacuo, e o produto, um material oleoso
(1,1648 g), foi cromatografado em silica-gel, e eluido com: hexano, CHCl;,
CHCl/MeOH e MeOH com gradiente crescente de polaridade. Obteve-se 32 fragdes
que foram analisadas por CCD e reuniu-se aquelas que se mostraram semelhantes.
Juntou-se as fragdes: 3-7, 8-11, 12-24 (rutina), 25-27 e 29-30.

A fragdo 2 (106,50mg) desta coluna foi recromatografada em silica-gel
eluindo-se com: hexano, hexano/CHCls, CHCl;, CHCls/acetato e acetato com gradiente
crescente de polaridade. Obteve-se 58 fragdes que foram analisadas por CCD reunindo-
se aquelas que se mostraram semelhantes. As fra¢cGes foram posteriomente analisadas.
pelos métodos espectromf:tricos convencionais. Observou-se que o produto esperados

nédo foi obtido.

d) Reacio de acoplamento oxidativo entre a rutina e o anetol

Rutina (1,8300 g; 0,003 mol) e anetol (500,00 mg; 0,003 mol) foram
dissolvidos em benzeno:acetona sécos (18:5 v/v). Adicionou-se a mistura reacional 1,5 g
de o6xido de prata e a suspensdo foi agitada por 60h a 55°C, até que por CCD
(CHCl5:AcOEt: Acetona, 18:1:1 v/v) verificou-se a auséncia de material de partida. A
mistura reacional foi filtrada, o solvente evaporado & vacuo, e o produto, um material
0leoso(990,00mg), foi cromatografado em silica-gel, e eluido com: CHCI;,
CHCl3/MeOH e MeOH com gradiente crescente de polaridade. Obteve-se 40 fragoes
que foram analisadas por CCD e reuniu-se aquelas que se mostraram semelhantes. A
fragdo 1 era anetol. As fragGes 9-10, 11 e 15-29 foram acetiladas. As fragdes foram
posteriormente analisadas pelos métodos espectrométricos convencionais. Observou-se

que o produto esperado ndo foi obtido.
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1.4. CONSTANTES FISICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS DO

EUGENOL E DE SEUS DERIVADOS.

=EUGENOL (5)
6 7
. 1 =9
8
3 )
HO 3
OMe

Liquido amarelo
F.M.: C10H1202
PM.: 164

Espectrometria de Massa: m/z(%)
164(100), 149(35), 131(33), 103(45), 91(42), 77(52), 55(30), 51(27)

Espectrometria na regido do I.V.: KBr (cm™)

3560, 3480, 3320, 3080,2820, 1640, 1610, 1510, 1460, 1440, 1370, 1270, 1240, 1210,
1150, 1119, 1020, 920, 860, 830, 810, 750.

Espectrometria de RMN 'H ( 200 MHz, CDCls, ppm): Tabela 01, p. 7.
p

-

Espectrometria de RMN "°C ( 50,3 MHz, CDCls, ppm): Tabela 01, p.7
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—ISOEUGENOL (6)

Liquido marrom
FM.: C10H1202
PM.: 164

Espectrometria de Massa: m/z (%)
164(100), 149(40), 131(42,5), 103(55), 91(50), 77(60), 55(40), 51(30).
Espectrometria na regido do 1.V, : KBr (cm™)

3415, 3009, 2970, 2936, 1676, 1596, 1513, 1461, 1430, 1372, 1268, 1230, 1152, 1125,
1032, 753,

Espectrometria de RMN 'H (:200 MHz, CDCls, ppm):
1,86(d, Hz, H-9), 3,33(d, , H-7), 3,84(s, Me0-3), 5,05(s, OH).

Espectrometria de RMN C ( 50,3 MHz, CDCl;, ppm):
18,1 (C-9), 55,4( MeO-3), 108,8(C-2), 115,0(C-5), 119,5(C-6), 123,1(C-8), 130,2(C-1),
131,3(C-7), 145,3(C-4), 147,2(C-3).
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=DI- ISOEUGENOL (7)

Solido cristalino branco

FM.: C20H2404
P.M.: 328
p.f: 173,0- 175,0°C

Espectrometria de Massa: m/z (%)

328(55),289(100), 258(5), 205(25), 189(7), 181(5), 175(15), 149(10), 131(6), 119(5),
105(5), 83(24),69(19).

_ Espectrometria na regido do 1.V.: KBr (cm™)

- 3372, 2960, 2928, 2882, 2873, 2842, 1609, 1524, 1500, 1489, 1431, 1341, 1310, 1277,
1226, 1203, 1183, 1120, 1068, 1034.

Espectrometria de RMN 'H (200 MHz, CDCls, ppm): Tabela 02, p.15

-

Espectrometria de RMN "C ( 50,3 MHz, CDCls, ppm): Tabela 02, p.15
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=DI-ISOEUGENOL ACETILADO (30)

FM.: C24I'12806

PM.: 412
Espectrometria de Massa: m/z (%)
412(33), 370(77), 341(20), 328(99), 311(5), 299(100), 283(5), 267(9), 239(8), 204(65),

189(17), 175(23), 165(7), 145(6), 137(13), 115(7), 83(6).

Espectrometria na regido do 1.V.: KBr (cm™):

2957, 1762, 1501, 1454, 1429; 1372, 1301, 1255, 1221, 1197, 1149, 1119, 1031,911.
Espectrometria de RMN 'H (200 MHz, CDCl;, ppm): Tabela 13, p. 34

Espectrometria de RMN "C (50,3 MHz, CDCls, ppm): Tabela 13, p. 34
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=0- METILEUGENOL (20)

Oleo amarelo claro
FM.: C11H1402
PM.: 178

Espectrometria de Massa: m/z(%)
178(100), 163(35), 147(37,5), 107(47,5), 103(52,5), 91(65), 79(25), 77(30), 65(25),
63(17,5), 51(25).

Espectrometria na regido do 1.V.: KBr (cm™)
3001, 2976, 2908, 2834, 1638, 1606, 1591, 1515, 1464, 1432, 1419, 1337,1261, 1236,
- 1189, 1154, 1140, 1030, 995, 914, 807, 766.

=

Espectrometria de RMN 'H (200 MHz, CDCls, ppm): Tabela 06, p. 21

Espectrometria de RMN "C ( 50,3 MHz, CDCI3;, ppm): Tabela 06, p. 21
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—=0- METILISOEUGENOL (21)

F.M.: CyH,0, Ohle
P.M.: 178

Espectrometria de Massa: m/z (%)
178(100), 163(52,5), 147(17,5), 135(22,5), 115(30), 107(92,5), 103(60), 91(82,5),
79(30), 77(37,5), 65(28,7), 63(22,5), 51(27,5).

Espectrometria na regido do LV.: KBr (cm™)

3001, 2956, 2930, 2838, 1591, 1513, 1459, 1417, 1263, 1238, 1141, 1028.

Espectrometria de RMN 'H (200 MHz, CDCls, ppm): Tabela 07, p. 22

=

Espectrometria de RMN “C (50,3 MHz, CDCls, ppm): Tabela 07, p. 22
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=0- ACETILEUGENOL (19)

FM.: C12H1403
P.M.:206

Espectrometria de Massa: m/z(%)
206(5), 164(100), 149(32,5), 137(12,5), 133(20), 131(28,7), 121(20), 104(30),
103(32,5), 91(42,5), 77(30), 65(20), 51(22,5), 43(87,5).

Espectrometria na regido do I.V.: KBr (cm™)
1775, 1650, 1610, 1515, 1470, 1375, 1270, 1200, 1150, 1125, 1040, 910, 820, 750.

Espectrometria de RMN 'H (200 MHz, CDCls, ppm): Tabela 05, p. 19

* Espectrometria de RMN C ( 50,3 MHz, CDCls, ppm): Tabela 05, p. 19
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=0-ALILEUGENOL (24)

FM.: C13H1502
P.M.: 204

Espectrometria de Massa: m/z (%)

204(28.7), 163(100), 135(22,5), 107(43,7), 103(92,5), 91(82,5), 79(35), 77(42.5),
65(30), 55(20),51(27.5), 41(100), 39(71,2).

Espectrometria na regido do LV.: KBr (cm™)

3002, 2810, 1638, 1584, 1512, 1464, 1420, 1333, 1261, 1230, 1190, 1133, 1111, 1001,
996, 918, 803.

Espectrometria de RMN 'H ( 200 MHz, CDCl;, ppm): Tabela 10, p. 27

Espectrometria de RMN "*C ( 50,3 MHz, CDCls, ppm): Tabela 10, p. 27
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=0-ALILISOEUGENOL/(25)

>> \/\O

OMe

TRANS(IXa)

CIqIXb)
F.M.: C13H1602
P.M.: 204

Espectrometria de Massa: m/z(%o)

204(25), 163(90), 135(16,2), 115(22,5), 107(100), 103(45), 91(75), 79(27,5), 77(33),
65(30), 41(57,5), 39(57,3).

Espectrometria na regisio do I.V.: KBr (cm™)

3017, 2959, 2934, 2914, 2876, 2857, 1601, 1583, 1512, 1462, 1418, 1263, 1226, 1158,
. 1140, 1023, 998, 964, 926.

Espectrometria de RMN 'H ( 200 MHz, CDCls, ppm): Tabela 11, p. 28.

-

Espectrometria de RMN "C ( 50,3 MHz, CDCls, ppm): Tabela 11, p. 28.
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=0- BENZILEUGENOL (22)

FM.: C17H1302
P.M.: 254

Espectrometria de Massa: m/z(%)
254(5), 163(10), 103(10), 91(100), 65(17,5)

~

Espectrometria na regido do 1.V.: KBr(cm™)

2935, 2908, 1591, 1512, 1458, 1419, 1381, 1262, 1227, 1140, 1031, 913, 740, 697.
Espectrometria de RMN 'H ( 200 MHz, CDCls, ppm ): Tabela 08, p. 24
=

Espectrometria de RMN "°C ( 50,3 MHz, CDCls;, ppm ): Tabela 08, p. 24
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=0- BENZILISOEUGENOL (23)

FM.: C17H1302
P.M.: 254

Espectrometria de Massa: m/z(%)
254(ausente), 163(5), 91(100), 79(10), 77(12,5), 65(32,5), 51(15), 41(21,2), 39(30).

Espectrometria na regifio do L.V.: KBr (cm™)
2934, 2912, 2860, 1583, 1511, 1457, 1416, 1380, 1260, 1225, 1161, 1137, 1033, 1007,
984, 854, 783, 743, 698,

%

j;Espectrometria de RMN 'H ( 200 MHz, CDCl;, ppm ): Tabela 09, p. 25

Espectrometria de RMN “C ( 50,3 MHz, CDCls, ppm ): Tabela 09, p. 25
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—=0- BENZOILEUGENOL (27)

Solido branco cristalino

FM.: C;7H;603

P.M.: 268

p.f: 67,5-67,7°C
Espectrometria de Massa: m/z(%) & i
268(67), 163(7), 131(6), 115(6), 105(100), 91(36), 83(9), 77(80), 65(17).

Espectrometria na regido do L.V.: KBr ( cm™)
1738, 1603, 1509, 1452, 1421, 1316, 1281, 1262, 1201, 1170, 1148, 1120, 1050, 1033,
999, 912, 803, 707.

Espectrometria de RMN 'H ( 200 MHz, CDCl;, ppm ): Tabela 12, p. 31

Espectrometria de RMN “C ( 50,3 MHz, CDCls, ppm): Tabela 12, p. 31
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FIGURA 16- Espectro de RMN '*C- PND do acetileugenol
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FIGURA 17- Espectro de RMN *C- DEPT 135¢ do acetileugenol
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FIGURA 24- Espectro de RMN 'H do metilisoeugenol
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FIGURA 25- Espectro de RMN 3C do metlisoeugenol
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FIGURA 30- Espectro de RMN *C- DEPT 135 do benzileugenol
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CAPITULO 02 - ESTUDO QUIMICO DA Mentha villosa Backer

2.1. INTRODUCAO

A familia Labiatae € bastante rica em espécies distribuidas em 220 géneros que
habitam quase todo o mundo'. As 4000 espécies conhecidas tém ampla dispersio, ocorrendo
principalmente nas regides do Mediterranio, no Oriente e nas regides montanhosas subtropicais.
No Brasil, existem registros de 20 géneros e 300 espécies vegetais. Estas espécies encontram-se
espalhadas em todo territorio nacional e t€m como caracteristica principal o grande nimero de
géneros isolados morfologicamente”.

Seus espécimes sdo ervas anuais ou perenes ou subarbustos ou ainda arbustos, e s6
raramente algumas sdo mencionadas como arvores de pequeno porte, como em certas espécies de
Hyptis. Os ramos jovens dessas plantas geralmente sdo tetrangulares, as folhas sdo simples,
opostas, cujo limbo mostra todas as transi¢des entre bordo inteiro, dentado, lobado ou partido. A
inflorescéncia, tipicamente derivadas de uma série de ramos, sio cimosas e frequentemente,
formam-se em cada axila foliar, em pseudoverticilos florais (verticilastros), que se dispdem em
pares opostos, para constituirem inflorescéncias cimosas Zompostas. Em casos mais simples
> formam-se dicasios trifloros, que depois de uma ou mais divisdes evoluem em duplos verticilos
trifloros, em que depois de uma ou mais divisGes, evoluem em duplos verticilos multifloros ou
parcifloros, axilares ou distribuidos nas extremidades dos ramos. Nesse caso, as folhas superiores
modificam-se em bracteas e ramo passando a censtituir uma falsa espiga ou racemo, a que se da o
nome de “episcastros”. Em Eriope, as cimas trifloras reduzem-se a uma unica flor, na qual
somente o par de bracteolas na base do calice indica a sua origem triflora’.

Mentha villosa ( Fig. 56, p. 182) € uma erva culiivada em todo Brasil conhecida
vulgarmente como “horteld da folha mitda”, « horteld de panela” ou “horteld rasteira”. Esta
planta tem sido geralmente referida como Mentha crispa L. , que segundo determinagdes recentes
representa um hibrido resultante do cruzamento entre Mentha spicata L. e a Mentha suaveolens
Ehri’.

Na medicina popular as espécies de Mentha sdo muito conhecidas e sdo difundidas
por suas propriedades antiparasitarias, estomaticas,calmantes, analgésicas e no tratamento de

colicas menstruais”.
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2.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA®

O nome genérico Mentha L. é derivado do nome grego Minthi; de acordo

mitologia Grega, o Deus do universo, Plutdo, transformou a ninfa Minthi na planta men
protegé-la do ciime de seu marido Proserpine.

O género Mentha, um membro da subfamilia Nepetoideae e da tribo Menth
dividido em 5 secgdes e consiste de aproximadamente 25 espécies.

Muitas espécies de Mentha sdo caracterizadas por uma grande variagdo morfola
Por outro lado a hibridizagdo que ocorre frequentemente quando as espécies da secgdo
estdo em contato, contribui para a variagdo complexa, caracterizando muitas populagdes.

Independentemente de sua alta variabilidade morfologica, muitas espécies de
sdo caracterizadas por uma grande diversidade quimica, no que diz respeito aos constitui
seus Oleos essenciais.

A familia Labiatae ou menta é melhor conhecida por seus oleos essenciais.
destas mentas, principalmente algumas espécies do género Mentha L., sdo da maior imp
econdmica, o que tem resultado em um grande estudo sobre sua composigdo quimica.

Muitas mentas mostraram possuir atividades antibactericidas, devfdokr pOss
mono- e sesquiterpénos nos seus oOleos essenciais, apesar de que outros compgstos
possam ser responsaveis por esta atividade.

Provavelmente as plantas que tém maior importéncia econdmica na familia das
sdo dois membros do género Mentha: “Spearmint” (Mentha spicata) e “peppermint” (Me
piperita), ambas importantes devido a composi¢do quimica de seus Oleos es
“Peppermint” é uma fonte de mentol (Mentha arvensis L. é outra fonte importante
composto) e “spearmint” é produtora de carvona. A importancia econdmica destas duas
estimulou estudos sobre a biossintese de mono- e sesquiterpenos.

' Estudos biossintéticos levaram a um melhor entendimento sobre a variagdo
que pode ocorrer com uma espécie particular. A ocorréncia de variedades quimicas (
quimicas ou quemotipos) tem sido importante na sele¢do de clones de Mentha com a finali
serem usados na agricultura e horticultura, onde diferentes clones foram selecionados

caracteristicas aromaticas. Estes clones tém uma base quimica para os diferentes arom:

um contendo diferentes misturas de compostos terpénicos.
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Um grupo de possivel significincia taxonOmica nesta familia é o dos esteres
cafeoilicos. Por outro lado, acido cafeico e acidos hidrocindmicos presentes nestas plantas sdo de
ocorréncia limitadas. Esteres di- e trissacarideos sdo também encontrados nesta familia.

Acido rosmarinico, um outro derivado do 4cido cafeico, € abundantemente
encontrado em Labiatae, mas ndo esta presente em todos os géneros. Zoz e Litvinenko (1979)
admitiram que os glicosideos de 4cido rosmarinico e iridoides sdo exclusivos em 55 géneros de
Labiatae. Acido litospérmico, um derivado do 4cido rosmarinico, é conhecido somente em
Labiatae e Boraginaceae, e é de potencial interesse taxondmico. Acido clorogénico é encontrado
em Labiatae e em outras 12 familias.

Poucos alcaloides ocorrem nesta familia. O alcaloide sesquiterpénico patchouli
piridina e epiguaipiridina foram isolados do ¢leo de patchouli. Estracidrina, um derivado simples
da prolina € um alcaléide pirrolidinico encontrado em Labiatae e em outras numerosas familias.

Os agucares estaciose e ajugose sdo encontrados em Labiatae. Eles sdo da série
rafinose de agucares, formados por sucessivas adi¢des de unidades de galactose a molecula de
sucrose. Estes compostos sdo indigestos por seres humanos.

A familia Labiatae € rica em namero de classes de substancias, entre elas, flavonoides.
Em adigdo, estas substancias tém atividades biologicas signiﬁcantes e tém um importante papel na
adaptacdo e crescimento destas plantas no habitat semi-arido.

Os flavonoides sdo metabolitos fendlicos secundarios e ocorrem em Labiatae como:
flavonas, flavonois, flavanonas, dihidroflavonois e chalconas. Oxigenagdes nas posigdes 5,7 € 4’
sdo comuns nestes compostos. Os flavonoides de Labiatae, excluindo antocianinas, podem ser
divididos, de acordo com suas propriedades de solubilidade e localizagdo subcelular, em 3 grupos
principais: o lipofilico, de flavondides livres (agliconas), localizado externamente na superficie
aérea; o pouco hidrofilico , flavonoides glicosidicos que estdo localizados principaimente no
tecido epidermal; e de solubilidade intermediaria, flavonoides como as flavonas monoglicosidicas

metoxiladas, que estdo provavelmente localizados nas células epidermais.

Existem aproximadamente 147 flavonodides simples ( agliconas) estruturalmente
diferentes nas espécies Labite. A maioria deles séo : flavonas (60%), flavondis (16%), flavanonas
(20%). Dihidroflavondis (2%) e chalconas (2%) sdo raramente encontrados em Labiatae.

Isoflavonas ndo foram encontradas nesta familia.
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Existem cerca de 140 flavonoides glicosideos estruturalmente diferentes encontr.
em Labiatae. A maioria deles tém como agliconas as flavonas (75%), seguido por flavo
(10%), flavanonas (13%), chalconas (1%) e dihidroflavonois (1%).

Atualmente é aceita a definigio de que ragas quimicas infraespecificas podem
interesse na presenga ou auséncia de um caminho biossintético particular e ndo na sim
presenga ou auséncia de um composto particular.

Trabalhos publicados sugerem que a produgdio qualitativa dos 6leos essenciais
menta sio claramente controlados por sistemas genéticos simples.

Culturas de tecidos de plantas receberam recentemente muita atengdo como s
uma possivel fonte para a produgdo de produtos naturais sob condiges controlaveis
reproduziveis.

A acumulagdo de dleos essenciais em algumas Labiatae esta associada com a pres
de estruturas secretoras altamente especializadas, conhecidas como tricomas glandul
presentes principalmente nas folhas e calices.

A Labiatae contém wuma rica ordem de compostos incl
monoterpentides,sesquiterpendides, diterpendides, glicosideos de iridoides e flavonoides
podem ser usados na busca de alternativas para a presente geragdo de inseticidas sintéticos.

Alguns monoterpendides de Labiatae mostraram uma variedade de efes
biologicos contra insetos. Por exemplo, pulegona, limoneno e linalol quando apli
topicamente em Musca domestica e Blattella germanica mostraram potente atividade insetics
em altas concentragdes. Estes mesmos compostos quimicos sdo relativamente potentes co
Sitophilus oryzae ( gorgulho de arroz) e Blattella germanica atuando como fumigantes.

d-Limoneno mostrou-se potente contra larva ( Diabrotica vergifera vergiferal
também € toxico contra pulga de gato ( Ctenocephalides felis ). Monoterpenodides de Me
também mostraram inibi¢do contra uma variedade de vermes.

Todos os compostos, exceto isomentona, mostraram significante ativi
antialimentar.

Alguns géneros de Labiatae constituem uma fonte rica de diterpendides. Al
diterpendides do tipo neo-clerodano mostraram potente atividade antialimentar.

Os iridoides glicosidicos sdo derivados de monoterpendides e ocorrem como
glicosideos. Eles I‘nostraram ser importantes na interagdo planta-inseto e sdo usados ¢

inseticidas botanicos. Muitos sdo conhecidos por afastar insetos de alimentos.
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Os flavonoides tém um importante papel na relagdo filogenética entre plantas e
insetos. Muitos flavonoides tais como luteolina e canferol sdo onipresentes, mas alguns, tal como
escutelarina, tem uma distribuigdo mais restrita dentro desta familia.

Os usos medicinais dos constituintes desta familia sio bem documentados. Por
exemplo, sdo comumente usados como antisépticos locais e no tratamento de tumores,canceres,
inchagdes e como alucinégenos nas espécies ricas em Oleos essenciais. Mentol, um alcool
terpénico monociclico, opticamente ativo, esta presente no déleo essencial de varias espécies de
Labiatae, incluindo “peppermint”, Mentha x piperita L. Ele é usado externamente como um
analgésico em reumatismo e € usado por inalagdo no alivio de congestdes nasais e sinusites.
Mentol também estimula o sistema nervoso central, mas ndo ¢ usado com esta finalidade por
causa de sua toxicidade. O maior sintoma inclue vomitos, convulsdes, colapso e coma. Mentol
pode também produzir rea¢des alérgicas em individuos sensiveis, tais como dermatites. dores de
cabeca e erupgdes na pele.

Uma espécie de Mentha ndo identificada € mencionada por Laurin (1979) como sendo
anti-inflamatoria.

Na Italia, uma infusdo ou tintura das folhas e inflorescéncias de Mentha sp. €
digestiva, refrescando e parando fermentagGes intestinais. Ela tem suaves propriedades

analgésicas e promove flatuléncia.

Na China e no Japdo as folhas de Mentha arvensis L. sio usadas como um
estimulante e no Nordeste da Tailandia a infuséo é recomendada para dores de estdmago.

Mentha australia R. Br. é citada como toxica para o gado. Uma infusdo com esta
espécie ou com Mentha saturejoides R. Br. tem sido usada por indios australianos como abortiva,
e em forma de xarope € usada no tratamento de tosses e resfriados.

Mentha cunninghamii Benth. é usada por Maori de Nova Zeldndia para induzir
transpirag@o.

Uma infusdo de Mentha diemenica Spreng. é usada no sul de Nova Wales no
tratamento de desordens menstruais, e Mentha gracilis R. Br. por indigenas do sul de Nova
Wales para repelir pulgas e percevejos.

Uma infusdo de Mentha longifolia (L.) Huds. € citada por produzir acentuada
diarese.

Em Messina,Sicilia, Mentha pulegium L., € prescrita como vermicida e € usada na

Africa do Sul como inseticida.
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No Norte da Africa e Espanha, uma infusdo de Mentha spicata L. é usada por
propriedades afrodisiacas.

Foi realizado um levantamento bibliografico no Chemical Abstracts sobre espéci
Mentha.

No Quadro 10 descreve-se as estruturas, nomes comuns e atividades biologi
constituintes quimicos isolados de espécies de Mentha e as referéncias bibliograficas citadas

Chemical Abstracts.
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Quadro 10. Constituintes quimicos isolados de espécies de Mentha.

ESPECIE ATIVIDADE ESTRUTURAS E/OU  NOMES
COMUNS DAS  SUBSTANCIAS
ISOLADAS
Mentha arvensis® pulegona (principal), mentona e mentol
Mentha’ (S)-4-limoneno
Mentha arvensis® mentol(80%)
Mentha citrata® linalol R=H(72%) e acetato de linalila
R=Ac(44%)
Mentha spicata® carvona(61-78%)
Mentha longifolia oxido de cis e trans piperitona e oxido de
himalaiensis’ piperitenona
Mentha pulegium" nitritos e nitratos
Mentha piperita" nitritos e nitratos
Mentha verticillata" carvona e frans-carveol
Mentha arvensis™ mentona;  mentol, pulegona e
neoisomentol
Mentha spicata® anticorpo policlonal  |limoneno sintase
Mentha  arvensis X polissacarideos  extracelulares  [acido
Mentha spicata™ galactur6nico(principal), arabinose,
galactose,glucose,xilose,raminose,manose,
acido uroénico,aminoacidos(alanina,
prolina,  hidroxiprolina, valina , acido
aspartico e serina)]
15 s AT HO COsR
Mentha haplocalyx anti-inflamatoria . O‘ .
"
s
Mentha haplocalyx | anti-inflamatoria Derivados  acidos de 1-(3,4 -
BRIQ' dihidroxifenil)-1,2-dihidronaftaleno-2,3-
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quando Z,=HR,=H e quando

piperascens Mal 2

Zl:H’RZ:Iz;R; H
dicarboxilicos e
Mentha japonica Mg:;kino17 & mentona e pulegona (principais)
Mentha ‘ viridis linalol ‘e acetato de linalila (princip:
lavanduliodora™® limoneno, 1,8-cineol, [-cariofileno,
terpineol e geraniol .
Mentha arvensis® antibactericida,antifun- | 6leo essencial
gicida e antimicrobiana
Mentha arvensis™ mentol e mentona
Mentha longifolia L.*! nutricional proteinas, acidos graxos, mono-
dissacarideos, amidos, fibra, cinza,
cafeina, acidos carboxilicos, substd -»
taninas, minerais ( Na, K, Ca, Mg, P,
vitaminas ([3-caroteno, By, By, PP, P e C
Mentha  arvensis  var. |-mentil-6’-O-acetil-B-D-glucosideo

,  P-sitosteril-E
glucosideo e I- mentil-B-D-glucosidec

O-acetil

Mentha
Mentha spicata L.

verticillata X

oxido de piperitenona (62%) e carvona

Mentha x. verticillata®

limoneno, ments

mentol(principal),
acetato de mentila, germacreno D, e

cariofileno

Mentha gentilis cardiaca®

dihidrocarvil, neodihidrocarvil,
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carvil, cis-carvil e 3-octil-B-D-glucosideo

Mentha arvensis(L.)”

o~ pineno, -pineno, limoneno, acetato de

geranila, acetato de linalila, piperitona, o-

e [-citral, linalol, citronelol, nerol e
geraniol.
Mentha arvensis™ mentol, mentona, pulegona, acetato de
mentila, d—iéomentona e neomentol
Mentha  longifolia e glicosideo do eugenol, 2- metoxi-1-

Mentha spicata®

vinilfenol e seus isOmeros

Mentha sachalinensis X
Mentha
Mentha incana, Mentha
Mentha

caucasica,

royleana,

haplocalyx ou Mentha

mentol(14-93%) e mentona(16-75%)

czquatica29
Mentha®® limoneno  (principal), dihidrocarvona,
carvona, frans-dihidrocarvil acetato, trans-
carvil acetato e 3-octil acetato
Mentha arvensis®* antibactericida,antifun- | 6leo essencial
gicida e inseticida
Mentha citrata(MC), . linalol (principal),acetato de linalila (MC),

Mentha gentiliscMG) e

mentona (MG), mentol (MG), 1,8-cineol

Mentha spicata (MG e MC) e caricfileno (MG)

var.longifolia(MSL)*

Mentha longifolia™ B- sitosterol, 4cido ursolico, luteolina,
hesperetina, hesperetina-7-rutinosideo e
3’-hidroxi-4’,5,6,7-tetrametoxiflavona

Mentha longifolia(L.) 5,6,4’-trihidroxi-7,8,3’-trimetoxiflavona

Hudson, Mentha (Timonina) e 5,6,4’-trihidroxi-7,3’-

suaveolens Ehrh. e Mentha
spicata L.**

dimetoxiflavona




PRI P

Mentha®

mentona, isomentona e mentol

Mentha arvensis X

mentol (61,75%), mentona, mento

Mentha piperita®® isomentona, o- tujeno, o- pineno, li
pulegona e neomentol
Mentha arvensis®’ monogalactosil diglicerideos e digal

diglicerideos (principais), fosfatidil

acido linoleico e acido palmitico

Mentha piperita e Mentha

arvensis>®

d-mentol, I-mentol, mentil - acetato,
d-isomentona, 1 e d-mentona e

neoisomentol

Mentha canadensis X

Mentha incana™®

mentol (38,2-77,3%), acetato de me

mentofurano

Mentha denticulata Strail®

mentofurano, 1,8-cineol, mentona

pulegona

Mentha pallescens(MP) e

mentol, mentona e mentofurano em

Mentha rubescens(MR)" e acetato de mentila, ment

mentofurano e (MP)
Mentha sachalinensis X mentol, mentona, piperitona, mento
Mentha aquatica®™ e pulegona
Mentha arvensis® mentona, mentol e acetato de mentila
Mentha adstringente ? e

HO CH=CHCO,CH___

R
HO oH
ACIDO ROSMARINICO

Mentha rotundifolia® rotundifolona(+) e 6xido de piperite

Mentha citrata X Mentha

B-pineno(22,3%) e isopinocanfona(28

aquatica46

Mentha ssp.’ cumarinas, escopoletina, astol e angel

Mentha suaveolens Ehrh.*® o-pineno, canfeno, P-pineno, 1,8-ci
limoneno, p-cimeno e Oxido
piperitenona(32-67%)

Mentha suaveolens oxido de piperitona(23%), Oxido
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timija48

piperitenona(21%) e terpenos(2%)

. 49
Mentha arvensis

biologicamente ativo

(-)-mentol (principal)

Mentha piperita e Mentha

citrata®

antifungicida,antibacte-

ricida e antimicrobiana

oleos essenciais

Mentha crispa’

linalol, acetato de linalila, limoneno, p-
cimol, geranial, neral, pulegona, carvona,
piperitona e isdmeros de a e (- metil-

heptenona

Mentha piperita e Mentha

bactericida e agentes

oleo essencial

crispa’ que melhoram  as
defesas do organismo
Mentha rotundifolia oxido de piperitenona, oxido de piperitona,
(Linn.) Huds.*® acetato de (+)-1,2-epoxineomentil
Mentha  aquatica X mentol (principal)
Mentha spicata™

Mentha asiatica Boriss>

carvona (pringipal), pulegona, piperitona e

e diosfenoleno (produto secundéario do
¥ oxido de piperitenona)
Mentha  rotundifolia(L.) agliconas, acido cafeico, acido p-
Hudson®® hidroxibenzodico, acido ferulico, acido p-
cumarico, apigenina, luteolinidina,
pelargonidina, cianidina::
OH
o
HR Osp 2 oH
ZoH
S p delfinidina,
petunidina & luteolina:
Mentha  arvensis  var




piperascensS ¥

Mentha  arvensis  var
piperascens X Mentha
rotundifolia’

mentona

Mentha arvensis L. X

acetato de mentila (principal)

Mentha piperita X Mentha

crispa’®

Mentha arvensis Linn. var. mentol

piperascens Holmes™

Mentha piperita® p-mentano, l-mentol, |- mentona, limos
e terpinoleno

Mentha gentilisL.*" (+)-pulegona (principal)

Mentha antioxidativa: oleo essencial

piperita(peppermint)®”

Mentha arvensis | medicinal l-mentil-B-D-glucosideo

piperascens®™ e

Mentha citrata Ehrh., | antifungica 6leo essencial

Mentha piperita L. e
Mentha spicata Huds.**

Mentha longifolia L. var.

abyssinica Schw®

mentol, aldeido isovalérico, ceto

terpendides e varios fenois

identificados

Mentha  arvemsis  var

mentil glucosideo, mentona e mentol

piperascens(Japanese

peppermint)*

Mentha crispata carvona e limoneno

Schrader®’

Mentha(Vietnamese)*® acetato de mentila, mentol, pulege
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carvona,mentona e 3-pineno

Mentha arvensis e Mentha

contra dermatofites e

oleo essencial

piperita® antifungica

Mentha  arvensis  var. acidos oleandlico, pomolico e ursolico
piperascens’’

Mentha longifolia(L.) L.”" pulegona, piperitona, mentol e mentona

Mentha spicata X Mentha

viridis(Svejen)’

agucar,vitamina C e carvona

Mentha™

monoacetato de I-mentil-B-D-glucosideo,
sitosterol B-D-glucosideo e I-mentil B-D-

glucosideo

Mentha arvensis X

Mentha piperita™

carvona, pulegona, mentol, isomentol,

acetato de mentila e limoneno

Mentha arvensis e Mentha

pzperita75

l-mentol, acetato de mentila e mentona

Mentha citrata Ehrh.™

linalol, acetato de linalila, piperitona e

acetato de geranila

Mentha
rotundifolia(Linn.) Huds"’

oxido de piperitenona, 6xido de piperitona,

1,2-epoxineomentol, acetato de 1,2-epoxi-

neomentila, piperitenona g 4-
) hidroxipiperitona
Mentha asiatica Boriss™ mentol

Mentha kopetdagensis

Boriss”®

Mentha arvensis X

Mentha piperita”

l-mentil-B-D-glucosideo e palmitato de

metila

Mentha longifolia L., ssp.

5 . 80
caucasica Briq.

incanol e 1-terpine-4-ol

Mentha aquatica®

acdo colagogica

flavonoides

Mentha gentilis Linn. var.

lanata(Rydb.)*

(-)-mentol, acetato de (-)-mentila, (+)-

pulegona, mentofurano, o6-elemeno, -

P SUPR— |
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copaeno, [-burboneno, p-elemeno, f-
cariofileno, trans-B-farneseno, o-
humuleno, a-muuroleno, &-cadineno, o-

cadineno, calameneno e calacoreno

Mentha aquatica L. e
Mentha longifolia(L.)
Huds®

mentofurano, mentona, mentol e acetato

de mentila

Mentha japonica Makino®*

pulegona e mentona

Mentha aquatica L.¥

luteolina-7-rutinosideo,  hesperidina,

acacetina 7-rutinosideo, luteolina-7-B-D-
glucopiranosideo,  hesperetina ~ 7-B-D-
gluco-piranosideo,  eriodictiol ~ 7-B-D-
glucopiranosideo,  apigenina  7-B-D-
glucopiranosideo, apigenina 7-rutinosideo,
eriodictiol  7-rutinosideo, acagetina,

apigenina e luteolina -

Mentha®®

vitamina C, carotenos, catecois e

leucoantocianinas

Mentha crispa LY

sacaropina e acido 2-aminoadipico

Mentha arvensis L. var.

parietariaefolia®™

rafinose e estaciose

Mentha sachalinensis X

Mentha caucasica®

o~ e B-pinenos, (-)-limoneno, (+)-linalol,

acetato de metila, (-)-mentol e piperitona

Mentha citrata linalol (78,09%) e acetato de linalila

Ehrh.(bergamot mint oil)” (9,22%)

Mentha  longifolia X dihidrocarvona e 6xido de piperitona

Mentha suaveolens™

Mentha™ xilose, ribose, glucose, galactose, frutose e
sacarose

Mentha asiatica™ acido 9-hidroxi,12-cis,15-cis-octadecadie-

noico e cetoacidos com 6 insaturagtes
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Mentha longifolia™ 5,7-dihidroxicromona-7- rutinosideo(
postmortem), eriodictiol 7-rutinosideo

Mentha longifolia™ o.-pineno, mirceno, limoneno, aloocimeno,
(+)-linalol, cariofileno e humuleno

Mentha longifolia® oxidos de cis e trans-piperiteno e 6xidos
de piperitona e piperitenona

Mentha pulegium’’ l-mentona, d-pulegona, d-isomentona, d-
isopulegona, piperitona, isopiperitona e
1,1,3-trimetilciclopentanona

Mentha gentilis™ pulegona (78,1%), borneol, (-)-(1R,3R)-3-
hidroxi-p-ment-4(8)-eno(cis-pulegol), (+)-
(1R)-8-hidroxi-p-ment-3-eno e (-)-(1R)-8-
hidroxi-p-ment-4-en-3-ona

Mentha gentilis”™ (-)-(R)-8-hidroxi-p-ment-4-en-3-ona

Mentha longifolia” luteolina ~ 7-glucosideo, luteolina  7-

rutinosideo, luteolina 7- glucuronideo,
apigenina 7- glucuronideo, acacetina 7-
rutinosideo, diosmetina  7-rutinosideo,
hesperetina 7- rutinosideo, eriodictiol 7-
rutinosideo e as agliconas acacetina e

eriodictiol

Mentha x. niliaca(Mentha
longifolia X  Mentha

suaveolens)™*

o-pineno, canfeno, P-pineno, sabineno,
limoneno, 1,8-cineol, ocimeno, caricfileno,
germacreno D, 6xido de piperitona, 6xido
de piperitenona, timol, acetato de 1,2-

epoxi-mentila

Mentha rotundifolia X

Mentha longifolia'”

acetato de mentila (I) e seu




CHMe,
v @‘

(D) R=OAc, R;=H

i M S aias Aoy ’ estereoisdmero(1l) Caiacided
Mentha rotuﬁd}él"ém 2 Sxido e piperitenona (é‘i',S%) ~
Mentha aszatzca,Mentha flavona glicosilada isoraifolina luteolina 7
daurica, ' Mentha glucosideo, metosideo, 4cidos rosmarini
chinensis, .. Mentha e cafeico
haplocalyx e — Mentha
piperita104
Mentha asiatica"” vitamina PP e caroteno
Mentha piperita'” ~ acido ascorbico
Mentha longifolia" 7-B-(6-O-ramnopiranosil-D-

glucopiranosiloxi)-5-hidroxicromona

Mentha rotundifolia®”’

id

oxido de (-)-piperitona(l, Z=0) e acétate
de 1,2-epoxi -mentila(l, Z= o-OAC,B-

H)(ID) 7
Me
L
0
CHMe, )
Mentha aquatica® efeito virucidal(contra | esteres graxos
virus tipo A)
Mentha piperita"® limoneno (72,2%), cineol, mentofurano,
' mentona, mirceno,  cis-B-ocimeno e
pulegona
Mentha daurica'™® substancias cumarinicas
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Mentha gattefossei'"

Me Me Me
(@) (0] [©]
CMe, CMe, CHMe,
3 I 1
Me Me
O OH
CHMe, CHMe,
v v

I=(+)-pulegona
I1= piperitenona
11I=(-)-mentona
IV=piperitona

V= (-)-mentol

Mentha kopetdaghensis' "

bacteriostatica e

propriedades diuréticas

lipideo, flavonoide, cumarina e glicosideo

Mentha  aquatica X

Mentha spicata'

cetonas 2-oxigenadas, carvona, dihidro-

carvona, pulegona e mentona

Mentha x. cardiaca'"

1-vinil-5,5-dimetil-[2.1.1]-biciclohexano

Q_/

Mentha x. gentilis(Mentha

a-pineno, [3-pineno, sabineno, mirceno, o-

arvensis X  Mentha terpineno, limoneno, 1,8-cineol, cis-

spicata)'” ocimeno, y- terpineno, frans-ocimeno, p-
cimeno, terpinoleno, 3-cctanol
Jlinalol(48%), 3- dodecanona, carvona, p-
cimen-8-ol, carvacrol

Mentha rotundifolia X dihidrocarvona

Mentha longifolia"*®

Mentha crispa X Mentha

- 117
aquatica

cineol, limoneno, terpinoleno, carvona,
carveol, acetato de carvila, dihidrocarveol,

acetato de dihidrocarveol, pulegona,

mentona, mentol, acetato de mentila,




mentofurano e hidrocarbono

Mentha sachalinensis X

Mentha royleana'"®

ao- e P-pineno, limoneno, (-)- m
(71%), neomentol, neoisome
isomentol, mentona, isomentona, ac
de mentila, acetato de neomentila , ac
de neoisomentila, acetato de isomen

piperitona e 6xido de piperitona

Mentha  arvensis  var 3-octanol e acetato de 3-octila
partitariaefolia'"”®

Mentha  arvensis  var 3-octanol, cariofilina e seus oxidos
agresti'"®

Mentha sylvestris' (-)-linalol, (+)-linalol (63,2%), CoH;s0

carvona e pulegona

Mentha rotundifolia X
Mentha spicata( Mentha

cordifolia)'™'

oxido de piperitenona

Mentha arvensis e Mentha

acido rosmarinico

piperita122

Mentha arvensis'> amino-acidos livres: acido aspartico, aci
glutamico, serina, glicina, treonina
alanina, asparagina, valina, leucina,
isoleucina, fenilalanina, metionina e lisina

Mentha longifolia'* mentol

Mentha crispa'® mentol e carvona

Mentha  arvenmsis  var d-pulegona (80-90%), a- e B- pineno,

glabrata126 sabineno, limoneno, 1,8-cineol, 1-octen-3-
ol, mentona, isomentona, piperitona, oxido
de cis e trans-pulegona, piperitenona

Mentha piperita'”’ vitamina C

Mentha piperita'*® antibactericida oleo essencial

Mentha piperita'® mentosideo(l)




R

P

)

|

no.
-3—
ido
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R= 3.4-(OH) ,C4H;CHE CHC(0)

Mentha piperita'® mevalénico  quinase, fosfomeval6nico
quinase, glutamil transferase e fosfatase
alcalina

Mentha piperita®' a- e B-pineno, cineol, mirceno e pulegona

Mentha sachalinensis X

Mentha haplocalyx'

l-mentol, d-neomentol, 1- mentona e d-

isomentona

Mentha sachalinensis X

Mentha incana'®

d-neomentol e oxido de piperitona

Mentha arvense var

praecox™

(+)-pulegona (48%), (-)-mentona, (+)-3-

octanol e (-)-limoneno

Mentha rotundifolia">*

isopiperitenona

Mentha piperita'> mentona; mentofurano, limoneno e cineol
" | Mentha piperita'*® pineno, limoneno, pulegona e piperitona

Mentha piperita"’ mentol(50%)

Mentha*® o~ tocoferol

Mentha sachalinensis"’

mentol (63-88%) e mentona (7-14%)

Mentha piperita'®

acido labiaténico (acido rosmarinico)

Mentha rotundifolia™"'

(+)-neoisoisopulegol

Mentha longifolia"*

quercitrina e vitamina K

Mentha  longifolia X

Mentha sylvestris'®

acido oleanolico, acido ursolico I, ursoélico

11 e substancias graxas

Mentha sachalinensis™**

l-mentol (> 75%) e I-mentona (8,3%)

Mentha sylvestris'®

oxido de piperitona

Mentha piperita e Mentha

P .0
viridis™*

clorofila e caroteno

Mentha timija*"’

pulegona (85-88%), l-mentona,

isopulegona, limoneno, o-pineno, borneol




esterificado e 1-octen-3-o0l e seus acet

Mentha pulegium pulegona

(pennyro-yal, poejo)'*®

Mentha citra'® acetato de linalila, linalol e aldeido
Mentha aquatica'®” I-carvona

Mentha arvensis'” pulegona, piperitona, mentona e mentol
Mentha haplocalyx estaciose

Briquet "’

Mentha piperita"" vitamina C (acido ascorbico)
Mentha cardiaca"™” carvona

Mentha sativa™ caroteno

Mentha piperita(pepper - caroteno

mint)">*

Mentha suaveolens Ehrh™’

mentol, pulegona e mentona

Mentha longifolia L.

oxido de piperitenona (44,2-57,2%), 1.

cineol, mirceno, limoneno, B-cariofileno

germacreno D

Mentha arvensis(Japanese | antifumigante 6leo essencial
mint)157
‘vlentha cordifolia"® carvona (59,5-64,5%), limoneno, #r

carveol, dihidrocarvona e acetato de #ra

carvil
Mentha rotundifolia(Naa - lipiona (80%)
na Ordinaire)'”
Mentha spicata(Naana carvona (80%)
Faas) 159
Mentha  arvensis(Naana mentona, neomentol e mentol
Menthe)">’

Mentha longifolia, Mentha
spicata e Mentha x.

villoso-nervata'®

carvona  (principal),  dihidrocarvo

limoneno e 1,8-cineol
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Mentha asiatica e Mentha

arvensis'®!

rosefurano, 6xido de rosefurano (63,17%),

(Z)-B-ocimeno e linalol

161

Mentha piperita

mentona e mentol

Mentha mozaffariani

Jamzad'®?

cariofileno, o-humuleno, calameneno,
epoxido de piperitona, o-terpineol, 4-

terpineol, linalol e borneol

Mentha arvensis L.'*

valor nutricional

calcio, ferro, cobre, magnésio,zinco,

tiamina, riboflavina e acido ascorbico.

Mentha arvensis'*

valor nutricional

proteinas, agucares, lipideos, célcio,

magnésio, ferro, potassio cobre e amino

acidos

Mentha

lavanduliodora'®

viridis

Farmaceutica

linalol e acetato de linalila ( principais),

1,8-cineol, a-terpineol, [-cariofileno,
acetato de nerila, o-terpineno, acetato de

geranila e geraniol

Mentha ssp.'®

acidos = graxos ndo polares: acidos

palmitico, a-linolenico e oleico(principais).

Mentha villosa'®’

acido oleanoico , acido ursolico, acido 2a.,
3B-24-triidroxiurs-12-en-28-6ico,  acido
20,3 3-24-triidroxiolean-12-en-28-6ico, o-
pineno, B-pineno, 1,8-cineol, limoneno,

linalol, B-cariofileno, cis-B-farneseno, &-

cadineno e y-elemeno




2.3.DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES DA Mentha villosa
2.3.1. Introducio

Fracionamento do eluato cloroformico do extrato etanolico da M.villosa através
sucessivas cromatografias em coluna de silica-gel ( Esquema 07, p. 152), permitiu isolar ci
fragbes  denominadas: MVEA-C/C/A/A(16-19), MVEA-C/C/A/A(20-23),  MVE:
C/C/A/A/M(21-30), MVEA-C/C/M/M(57-62) e MVEA-C/C/A(25-31). Anélise preliminar
CCD, EM e RMN ('H e C), indicou que as fragBes tratavam-se de misturas de 4ci
triterpenoidicos das classes oleanano e ursano. As reagdes de metilagdo com diazometano,
acetilagdo com anidrido acético/ piridina, produziram os correspondentes €steres metili

acetilados.

Cromatografia preparativa de MVEA-C/C/A/A(16-23) resultou ainda em
mistura de substincias de acordo C(;m cromatograma em fase gasosa (Fig. 57, p.183
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia(CLAE)( Fig. 61, p. 187) permitiu entdo a separagdo
triterpeno pentaciclico I, puro,confirmado por cromatografia em fase gasosa (Fig. 58, p. 184).

De modo anélogo, a mistura de produtos revelada por cromatografia dergas
MVEA-C/C/A/A/M(21-30) (Fig.59,p. 185) apds cromatografia preparativa, foi resolvida
CLAE (Figs.62 e 63 , p.188 e 189) originando os triterpenos derivados II e III , puros, de acd
com cromatografia em fase gasosa (Figs. 60a e 60b, p. 186). Cromatografia em fase gasosa
MVEA-C/C/A(25-31) e MVEA-C/C/M/M(57-62) revelou também que ambas tratavam-se
misturas de substdncias. Separag@o através de CLAE dos respectivos componentes, resultou

triterpenos pentaciclicos IVa, IVb e Va, Vb, iguais aos ja identificados por Eliete Felipe

Oliveira em sua tese de mestrado'®’.
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2.3.2. ESTRUTURAS DE [, 11, lIL, IVa, IVb, Va e Vb

AcO 1

R4 R, Rz Ry
IVa: Me H H Me
IVb: H H Me Me

Ri R, R; Ry
Va: Me H H Me
ACO:,
' Vb: H H Me Me

AcO
AcO




ol mmm—— -

1

Os triterpenodides I, Il e 1II, C3sHs40s (M™ 570) exibiram picos intensos em m/z
e m/z 203 em seus seus espectros de massa (Figs.64, 65 e 66 , p. 190, 191 e 1
correspondentes a ions resultantes de uma fragmentag@o tipica retro Diels-Alder envolvendo
anel C (Quadro 13 ,p.159) de urs-12- enos ou olean-12-enos com carbometoxi no C-17 e
grupos hidroxila nos aneis D/E'®.

Os espectros bidimensionais modulados pela interago spin-spin heteronuclear de 'H
BC através de uma ligago ( 'H x ®C- COSY-'Jcy; HMQC= Heteronuclear Multiple- Quan
Coerence) e duas e trés ligagdes ( 'H x *C-COSY- “Jcu e *Jen ; HMBC=Heteronuclear multi
Bond Coerence) permitiram estabelecer a correlagdo entre os sinais de hidrogénio e carbono
consequentemente, atribuir inequivocamente os deslocamentos quimicos correspondentes.

O espectro de RMN °C de I utilizando a técnica DEPT (Distortionless Enhancem
by Polarization Transfer) ¢=135° (Fig. 67, p. 193), permitiu reconhecer os sinais correspondent
a carbonos primarios (10 CHs), secundérios‘(S CH,) e terciarios (8 CH). Os sinais dos carbo
quaternarios (9 C) foram obtidos pela diferenga entre os sinais dos espectros totalme
desacoplados RMN “C -PND(Fig. 68 , p. 194) e RMN “C- DEPT 135°. Os espectrn
modulados pela interagio spin-spin entre 'H e °C através de uma ligagio ( 'Jcu) (Fig. 69, p. 1
permitiram a correlagdo entre os sinais de hidrogénio e carbono dos grupos CH, CH, e CH;. !
analise destes dados, juntamente com outras informagSes obtidas dos espectros de RMN 'H e
massas, permitiu deduzir a formula molecular expandida (C)s (CH)s (CH,)s (CH3); (COOMe)
(AcO), e classificar a substancia natural como triterpendide(Cso) contendo dois grupos hidroxila |
esterificados pela reagio de acetilagio) e um  dos grupos metila bioconvertido em
carboxila(esterificada por reagdo de metilagio com diazometano).

O espectro de RMN 'H a 500 MHz (Fig. 70, p. 196) de I mostrou sinais para dois
grupos metila secundarios em & 0,85 (d,3H) e 0,94 (d,3H), cinco grupos metila terciarios ligados
a carbono saturado em & 0,74 (s,3H), 0,87 (s,3H), 0,98 (s,3H), 1,04 (s,3H) e 1,12 (s,3H), um
proton olefinico em & 5,27 (t,J=3,5 Hz, 1H), dois grupos acetoxi em 81,95 (s,3H) e 2,11 (s,3H)
e um grupo carbometoxi em & 3,60 (s,3H).

O préton do carbono C-2, que sustenta um dos grupos acetoxi, aparece como um
multipleto em & 5,23, sugerindo que o proton, H-2 ocupa posi¢do axial e , consequentemente, 2
acetoxila esta em posi¢o equatorial. A orientagio beta para H-2 foi confirmada pela experiéncia

bidimensional de efeito nuclear Overhauser (NOE= Nuclear Overhauser Effect) homonuclear de
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hidrogénio e hidrogénio( 'H x 'H - NOESY). Picos transversais no espectro NOESY (Fig,

71,p.197), do sinal facilmente correlacionado com o H-2f3 (8 5,23 ) estabelece sua proximidade
espacial com relagdo a H-1P (8 1,68 ), H-33 ( 6 4,97) , 3H-24( 8 0,98) € 3H -25(8 1,04 ).

O espectro de RMN 'H exibiu também um dubleto (J= 10,5 Hz) para um Unico
proton, centrado em § 2,24, caracteristico de H-18 de triterpenoides tipo ursano'®""". A feicdo
dubleto surge como resultado do acoplamento com um unico proton no C-19.

O proton do carbono C-3, sustentando o outro grupo acetoxi, aparece como singleto
largo(d 4,97), sugerindo posigdo equatorial e, indicando que o grupo acetoxi esta em posi¢ao
axial. A orientagdo beta para H-3 foi confirmada pelo espectro 'H x 'H- NOESY Picos
transversais no espectro NOESY (Fig. 71, p. 197) do sinal facilmente correlacionado com o H-
3B (8 4,97) estabelece sua proximidade espacial com rela¢do a 3H-24 (5 0,98). Esta dedugio foi

confirmada pela absor¢@o do carbono-5 em & 49,6.

Estes resultados e a comparagio dos dados de RMN "“C de I com valores descritos

169-170

na literatura (Tabela 15, p. 150) permitiu a identificagdo do derivado obtido como 2c. 3o-di-

O- acetilurs-12-en-28-oato de metila e, consequentemente, o éci&o 20, 3o-diidroxiurs-12-en-28-
6ico como a substdncia natural isolada pela primeira vez de MerzZza villosa.

O espectro de RMN “C de I utilizando a técniéa DEPT 135° (Fig.72,p. 198)
permitiu reconhecer os sinais correspondentes a carbonos primarios (10 CHs;), secundarios (9
CH,) e terciarios (6 CH). Os sinais dos carbonos quaternarios (10 C) foram obtidos pela diferenga
entre os sinais do espectro totalmente desacoplado RMN “C-PND (Fig. 73 ,p. 199) e RMN “C-
DEPT 135°. O espectro bidimensional de correlag@o heteronuclear modulado pela interago entre
'H x C através de uma ligagio (‘Jcw) (Fig.74, p. 200) permitiu a correlagio entre os sinais de
hidrogénio e carbono dos grupos CH, CH, e CHs. A anélise destes dados. juntamicnte com outras
informagdes obtidas dos espectros de RMN 'H e de massas, permitiu deduzir a férmulz molecular
expandida ( C ); (CH )s (CH,)s (CH3); (COOMe) (AcO); e classificar a substdncia natural como
triterpenoide (Csg) contendo dois grupos hidroxilas (esterificados pela reagdo de acetilagdo) e um
dos grupos metila bioconvertido em carboxila ( esterificada por reacdo de metilagdo com
diazometano).

O espectro de RMN "H a 500 MHz (Fig.75, p. 201) de II mostrou sinais para sete
grupos metila terciarios ligados a carbonos saturados em: & 0,88 (s,3H), 0,72 (s,3H), 0,89 (s,3H),




0,90 (s,3H), 0,92 (s,3H), 1,04 (s,3H) e 1,11 (s,3H), um proton olefinico em & 5,26 (t,1
grupos acetoxi em 61,97 (s,3H) e 2,05 (s,3H) e um grupo carbometoxi em & 3,60 (s,3H).

O proton do carbono C-2 ,acetoxilado, aparece como um triplo dubleto ( &
com constantes de acoplamento (J) de 4,5, 10,3 e 10,5 Hz. Os valores de J=10,3 e J=1
sugeriram posi¢do axial para H-2 ¢ H-3 ( § 4,73, d, J=10,3 ) e , consequentemente, os
acetoxi de C-2 e C-3 foram localizados em posi¢do equatorial. A orientag@o beta para
confirmada através de 'H x 'H- NOESY. Picos transversais no espectro NOESY (Fig.
202), do sinal facilmente correlacionado com o H-2f (8 5,09 ) estabeleceram sua proxi
espacial com relagdo a H-1B(8 2,00 ) , 3H-24(5 0,89) e 3H-25(5 1,04 ).

A orientago alfa para H-3 foi também confirmada por 'H x 'H- NOESY.
transversais no espectro NOESY (Fig. 76, p. 202) do sinal facilmente correlacionado ao H-
4,73 ) indicaram sua proximidade espacjal com relagdo a H-1a (& 1,03) e 3H-23 (6 O,
espectro de RMN 'H mostrou o sinal de H-18( & 2,86) como duplo dubleto(J=15,6 ¢ 5.2

sendo o desdobramento no caso resultante do acoplamento com dois atomos de hidr
metilénicos do C-19.

Assim, os dados espectrais discutidos permitiram caracterizar a substancia Il
2a,3B-di-O-acetilolean-12-en-28-oato de metila e o produto bioproduzido pela Mentha vi
como acido 20,3 p-diidroxiolean-12-en-28-6ico isolado pela primeira vez nesta espécie.

O espectro de RMN “C de III utilizando a técnica DEPT com 6=135° (Fi
p-203), permitiu reconhecer os sinais correspondentes a carbonos primarios (9 CHs), secunda
(10 CH,) e terciarios (7 CH). Os sinais dos carbonos quaternarios (9 C) foram obtidos
diferenca entre os sinais dos espectros totalmente desacoplados RMN “C-PND (Fig. 78 p. 2
e RMN "C- DEPT 135°. O espectro modulado pela interagdo entre 'H x °C através de
ligagdo ("Jcn) (Fig. 79, p. 205) permitiu a correlagdo entre os sinais de hidrogénio e carbono
grupos CH, CH; e CHs. A anélise destes dados, juntamente com outras informagdes obtidas
espectros de RMN 'H e de massas, permitiu deduzir a formula molecular expandida (C)s (C
(CHz)10 (CH3)s (COOMe) (AcO), e classificar a substincia natural como triterpendide (C
contendo dois grupos hidroxilas ( esterificados pela reagdo de acetilagdo) e um dos grupos m:

bioconvertido em carboxila ( esterificado por reagdo de metilagio com diazometano).
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O espectro de RMN 'H a 500 MHz (Fig. 80,p. 206 ) de III exibiu sinais para dois
grupos metila secundarios em & 0,85 (d,J=6,8Hz, 3H) e 0,90 (d, J=6,8Hz, 3H), quatro grupos
metila terciarios ligados a carbono saturado (sp*) em & 0,73 (s,3H), 0,95 (s, 3H), 1,01 (s,3H) e
1,07 (s,3 H), um proton olefinico em & 5,25 (t,J=4,3Hz, 1H), dois grupos acetoxi em & 2,04
(s,3H) e 2,07ppm (s,3H) e um grupo carbometoxi em & 3,60 (s,3H).

O proton do carbono C-3, sustentando um grupo acetoxi, aparece como um duplo
dubleto(d 4,58) com constantes de acoplamento (J) de 10,4 e 5,2 Hz, sugerindo H-3 axial devido
ao J=10,4 Hz e consequentemente o grupo acetoxi deve ocupar a posi¢do equatorial. A
orientagdo alfa para H-3 foi confirmada por 'H x 'H- NOESY. Picos transversais no espectro
NOESY (Fig. 81, p. 207) do sinal de H-3a (8 4,58) estabeleceram sua proximidade espacial com
relagdo a H-1a (1,60) e 3H-23(5 1,01).

O espectro de RMN 'H exibiu também um dubleto (J=10,4 Hz), interagdo axial-axial,
para um unico proton, centrado em & 2,24, caracteristico de H-18 de triterpendides do tipo urs-
12-eno. A feigdo dubleto surge como resultado do acoplamento com um unico proton no C-19 e
confirma as estereoquimicas dos carbonos quirais C-18 e C-19.

Os protons do grupo hidroximetilénico 2H-24 acetilado s@o representados por dois

* dubletos, constituindo um sistema AB: & 4,12 (d, J=10,4Hz, 1H) e 4,38 (d, J=10,4Hz, 1H).
': Assim, os dados espectrais discutidos permitiram caracterizar a substancia IIl como
3B,24- diacetoxi-urs-12-eno-28-oato de metila e o produto bioproduzido pela Mentha villosa
como acido 3f,24-diidroxiursan-12-en-28-0dico isolado pela primeira vez nesta espécie.

A analise comparativa dos espectro‘s de RMN “C de III (Figs.78,p. 204), I e 11
(Figs.68 e 73,p. 194 e 199) incluindo-se os dados correspondentes de triterpenoides registrados
na literatura (Tabela 15, p. 150 ), mostrou os efeitos esperados como decorréncia da presenga de
metila em C-19(série urs-12-eno):
a) O metila em C-19 exerce efeito y ( protegdo) sobre o C-13 e § (desproteg@o) sobre o C-12.
b) O metila em C-19 exerce efeito § desprotetor sobre o C-18 (~ 6 41 — 52).

¢) O metila em C-19 deixa de exercer o seu efeito 3 desprotetor sobre o C-21.

As estruturas de I e III podem também ser facilmente diferenciadas da de 1l através
dos sinais dos atomos de hidrogénio H-18 nos espectros de RMN 'H(1D): I, d, § 2,24; 11, dd, &

2,86 e Il d, 6 2,24. A atribuigdo destes deslocamentos quimicos foi confirmada pela aplicagdo
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das técnicas bidimensionais de correlagdo homonuclear de hidrogénio e hidrogénio( H x

COSY). Os espectros mostraram claramente a relagéo vicinal do H-18 de II com 2H-19 (Fig.
p. 208) e a relagdo vicinal do H-18 de I e 111 com um unico H-19 nos espectros (Figs. 83 ¢ 84
209 e 210).

As substancias I, IT e III foram identificadas pela primeira vez nesta espécie.

produtos naturais IVa , IVb, Va e Vb , conforme citado, ja haviam sido registrados

espécie '*"'°*!"! ¢ foram identificados por comparagdo direta , envolvendo dados espectrais
experimental).
2.3.3. CONCLUSAO

-

As substancias I, Il e III foram identificadas com base em seus ions moleculares (
570) revelados pelos respectivos espectros de massa e em dados de RMN 'H e RMN "“C-D
135°. Por outro lado, a interpretacdo dos espectros de experiéncias bidimensionais de correl
heteronuclear de hidrogénio e carbono-13, modulados com valores de constantes de acoéla
(7), decorrentes da interagio spin-spin de 'H e C através de duas e trés ligagdes ( 'H x
HMBC) possibilitou a caracterizagdo dos atomos de carbono quaternarios nos trés produtos.
exemplo, conforme ilustrado pelo espectro de 'H x >C-COSY a longa distancia (Fig. 85.p. 2
de I, a correlagdo do sinal dos hidrogénios do grupo CH3-25 (8 1,04) permitiu identificar
carbono quaternario C-10 (8 36,6, *Jcy), além dos carbonos C-1 (8 42,1, *Jcy), C-5 (8 48,1, °
e C-9 (6 47,4, 3JCH), tendo como base a unidade A:

CH;-25
|

1- CH,-C"*-CH-9

CH-5 A

Outro exemplo ¢ dado no espectro (Fig. 86 ,p. 212) de 1II, pela identificagdo
sinais dos carbono quaternario C-20(3 30,7), dos carbonos metilénicos C-19(5 45,8) e C-2

32,4) e dos carbonos metilicos C-29(8 33,1) e C-30(3 23,6), a partir das correlagdes
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deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos grupos metila CH;-29 e CH3-30, através da unidade

B:

CH;-30
|
29-CH;s—C*—CH,-21
|
CH-19
B

Usando procedimento analogo, foram identificados todos os outros carbonos
quaternarios dos triterpenos ( C-4, C-8, C-10, C-14, C-20), com excessdo do C-17.

Os espectros 'H x “C-HMBC permitiram também identificar em cada composto, trés
absorgOes correlacionadas a carbonos carbonilicos, devidoia dois grupos acetoxila e a um grupo
carbometoxila. No espectro de 111 (Fig.87,p. 213) obéewou-se o acoplamento (*Jcg) dos
carbonos carbonilicos dos grupos acetoxila com os atomos de hidrogénio dos respectivos grupos
metila e, os acoplamentos (*Jcx) dos carbonos C-3, C-5 ,C-23 e do carbono carbonilico do grupo
acetoxila com os atomos de hidrogénio do C-24, representado pelos sinais em J 4,38

(d,J=10,4Hz) e 4,12 (d,J=10,4Hz) na dimensdo dos hidrogénios (unidade C).

24- CH,-0-CO-CH;s
|
L —CH-5
|

CH3-23

Estas dedugdes permitiram compor a Tabela 15.



Tabela 15. Comparagio de dados de RMN "C(8) de LILIII e IV com dados de triterpends

descritos na literatura'®”'**'"' representados pelas letras A, B, C e D.
Triterpenoides

C 1 A 11 B 111 C v D
1 300 | 416 | 439 | 432 | 385 | 388 | 383 | 388
2 68,3 69,7 70,0 69,9 23,6 67,7 V23,6 274
3 772 | 719 | 806 | 806 | 802 | 772 | 809 | 788
4 38,1 40,9 393 39,2 41,0 41,0 37,8 38.8
5 496 | 501 | 549 | 552 | 560 | 420 | 553 | 554
6 178 | 177 | 182 | 186 | 193 | 184 | 182 | 183
7 327 | 329 | 338 | 354 | BA | 323 | 320 | 13p
8 397 | 395 | 393 § 400 | 396 | 394 | 395 | 396
9 474 | 417 | 476 | 490 | 476 | 4ia | 415 | 4715
10 38,4 39,3 38,2 38,9 36,6 38,4 36,7 37,0
11 533 | 235 | 235 | 193 | 24 | B33 | 23 | B3
12 125,3 122,3 121,9 31,6 125,3 125,0 125.5 1253
13 138,3 143,6 143.,9 313 138,2 138,3 1383 138,1
14 420 41,6 41,7 160,1 41,8 421 42.0 420
15 280 | 276 | 276 | 1168 | 280 | 279 | 280 | 282
16 242 | 22,6 | 230 | 309 | 242 | 241 | 242 | 243
17 48 0 46,4 46,7 51.2 481 48,0 48.0 481
18 528 | 41,1 | 412 | 418 | 529 | 528 | 529 | 528
19 380 | 457 | 458 | 408 | 39.1 | 390 | 390 | 391
20 39,1 30,6 30,7 29,2 38,9 39.0 38,9 38,8
21 30,6 | 366 | 324 | 337 | 306 | 306 | 307 | 307
22 36,6 323 323 32,0 36,6 36,6 36,7 36,7
23 278 | 657 | 284 | 296 | 226 | 718 | 28.1 | 282
24 21,6 13,7 17.6 17,5 65,5 17,2 16,7 15,6
25 163 | 164 | 164 | 164 | 154 | 165 | 155 | 157
26 17,0 17.2 16,8 283 16,7 16,9 16,9 16,9
27 23.7 25,8 25,9 26,1 23.5 23.7 23,6 233




151

5% 1780 | 1840 | 1782 [ 1782 | 19e7 | 1780 | 1780 | 1777
29 2ia 1 338 1 331 232 1268 2ia ] 21 ez
30 69 | 235 | 238 || 223 17,0 16,9 17.0 17.0

CH;0-28 5i% | S18.] 55 [ 51¥ | 514 | 5.6 | 315 | 534
CH;CO,-3 | 170,7 | 1700 | 171,0 | 1703 | 1712 | 170,1 | 1710 | 1706

CHCO.2 | 210 { 212 | 268 T 210 | 212 | 209 | 213 | 2in

CH;CO,-2 | 1704 [ 170,0 | 1703 | 1706 = 170.4 z 2

CHLO0:2 | 211 | 207 | 212 | 207 % 21,0 5 2
CH;CO»- - 169,5 % - 176 | 1714 X :
23/24
CH;CO,- . 20,8 - - | PLY 1 S8 3 .

23/24

AcO,,

AcO

AcO




2.3. PARTE EXPERIMENTAL DA Mentha villosa Backer
2.3.1. MATERIAL E METODOS

Varios espécimens da espécie Mentha villosa Backer, familia Labiatae, fo
coletados no Horto de Plantas Medicinais, localizado no Campus do Pici da UFC.

A classificagdo boténica foi realizada pelo Dr.Ray Harley do Kew Garden (Inglate
e as exsicatas da planta encontram-se depositadas no Herbario Prisco Bezerra do Departam
de Biologia da Universidade Federal do Cear4, registradas sob o nimero 16.544.

O material utilizado foi a parte aérea da planta, que depois de seco ao ar, foi tritur.

e submetido a extragdo a frio com etanol.

2.3.2. ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES

A parte aérea (4,500 kg) foi extraida exaustivamente com etanol a temperat
ambiente. Apds evaporagdo do solvente sob pressdo reduzida obteve-se 50,00 g do extrato brut
além de um precipitado esverdeado (5,2561 g) separado por filtragdo. Este precipitado mostr
se insoluvel em solventes organicos. Para avaliar a possibilidade de um sal foi enviado para anals
no Departamento de Quimica Analitica e Fisico-Quimica da UFC. O material analizado mostr
ser cloreto de potassio.

O extrato bruto (;0,00 g) foi dissolvido em agua e extraido, em funil de separa
com: hexano, cloroférmio, éter etilico, acetato de etila e n- butanol(Esquema 07).

Esquema 07. Estudo do extrato etandlico da parte aérea da Mentha villosa.

EXTRATO ETANOLICO DA
PARTE AEREA DA MENTHA

VILLOSA
(50,00g)
EXANO(100%) CLOROFORMIO(100%)| ETER ETILICO(100%)ACETATO DE ETILA X
CONC. GONG. CONC. (100%) CONC. A Bcugr?g? e
Y Y A&
MVEA-H MVEA-C MVEA-E

MVEA-A MVEA-B
(9,5872g) | |(9,6109g) (306,00mg) | | (412,60mg) (547,50mg)
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Foi feita uma coluna cromatografica da fragdo MVEA-C (9,6109 g), utilizando-se a
sequéncia de eluentes com polaridade crescente: hexano, hexano/CHCl;, CHCl;, CHCls/acetato,
acetato, acetato/MeOH e MeOH. As 105 fragGes coletadas (250 mL cada uma) foram analisadas

através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD), reunindo-se aquelas que se mostraram

semelhantes (Tabela 16, Fr. 01 a 105,Esquema 08).

Tabela 16 - Cromatografia da fragdo cloroférmica do extrato etandlico da M. villosa.

FRACOES ELUENTE ASPECTO DENOMINACAO
Fr. 1-3 hexano/CHCI5(95/5) |amarelo MVEA-C/C(1-3)
Fr. 4-7 hex./CHCl5(90/10) amarelo MVEA-C/C(4-7)
Fr. 8-9 hex./CHCI5(85/15) amarelo escuro MVEA-C/C(8-9)
Fr.10-11 hex./CHCl5(80/20) amarelo escuro MVYEA-C/C(10-11)
Fr. 12-13 hex./CHCI3(75/25) amarelo escuro MVYEA-C/C(12-13)
Fr. 14-16 hex./CHCl:(65/35) amarelo escuro MVYEA-C/C(14-16)
Fr. 17-18 hex./CHCl;(65/35) amarelo escuro MVEA-C/C(17-18)
Fr. 19-20 hex./CHCI3(50/50) solido amarelo | MVEA-C/C(19-20)
escuro

| Fr.21-28 hex./CHCl3(50/50) MAarrom escuro MVEA-C/C(21-28)

| Fr.29-32 hex./CHCIl3(40/60) solido esverdeado | MVEA-C/C(29-32)
Fr. 33-44 hex./CHCl;(20/80) solido amarelado MVEA-C/C(33-44)
Fr. 45-51 CHCls/acetato(95/5) | solido amarelado MVEA-C/A(45-51)
Fr. 52-55 CHCls/acetato(80/20) |solido amarelado MVEA-C/A(52-55)
Fr. 56-59 CHCls/acetato(70/30) |solido amarelado | MVEA-C/A(56-59)
Fr. 60-65 CHCly/acetato(60/40) | marrom esverdeado | MYEA-C/A{68-65}
Fr. 66-76 CHCls/acetato(30/70) | verde claro MVEA-C/A{66 76)
Fr. 77-78 CHCls/acetato(20/80) | marrom MVEA-C/A(77-78)
Fr. 79-80 CHCls/acetato(10/90) | marrom MVEA-C/A(79-80)
Fr. 81-85 acetato(100%) marrom MVEA-C/A(81-85)
Fr. 86-87 acetato/MeOH(95/5) | marrom MVEA-C/M(86-87)
Fr. 88-91 acetato/MeOH(80/20) | marrom MVEA-C/M(88-91)
Fr. 92-93 acetato/MeOH(80/20) | marrom MVEA-C/M(92/93)
Fr. 94-95 acetato/MeOH(70/30) | marrom MVEA-C/M(94-95)
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Fr. 96-98 acetato/MeOH(50/50) | marrom MVEA-C/M(96-98)

Fr. 99-105 MeOH(100%) marrom MVEA-C/M(99-105)

Esquema 08- Estudo da fragio MVEA-C

MVEA-C
(9,6109g)

Coluna cromatografica (105 fragoes)
Hexano/cloroformio (20/80)

MVEA-C/C(33-44)
(1,40429g)

Coluna cromatogragica(80 fragoes)

{cHOAcetto(98/5) CHCI/Acetato( 70/30) Acetato(100%) . (hestdaliiecH
MVEA-C/CIA(25-31) || MVEA-C/C/A(45-51) || MVEA-C/CIA(56-59) || MVEA-C/C/M(66-76)
o 222030985 00°C (340,00mg) (580,80mg) (1,29559) A

Coluna cromatografica Col. cromatog. Col. cromatog.
(43 fracdes) (58 fragées) (62 fragdes)
! ! ‘
MVEA-C/C/A/A(16-19) MVEA-C/C/A/A(20-23 3 1 MVEA-C/C/IM/M(57-62)
s EPGICINAR0-23) || MVEA-CICIAIA(21-32) 1565006
p.f.=230,30-234,10°C p.f.=246,60-250,50°C (262,70mg) pf.=182,60-187,70°C

Col. cromatog.
(40 fragdes)

MVEA-C/C/A/AIM(21-30)
(169,30mg)
p.f.= 205,50-209,8°C

As fragdes isoladas (Esquema 08) denominadas: MVEA-C/C/A/A(16-19) e MVEA-
C/C/A/A(20-23), MVEA-C/C/A/A/M(21-30), MVEA-C/C/A(25-31) e MVEA-C/C/M/M(57-
62), foram metiladas e acetiladas. |

Cromatografia em camada delgada de MVEA-C/C/A/A(16-19) e MVEA-

C/C/A/A(20-23) permitiu observar que as mesmas eram iguais € consequentemente foram
reunidas (MVEA-C/C/A/A(16-23).
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2.3.3. OBTENCAO DOS DERIVADOS

a) Acetilag@o das fra¢Ges isoladas da M. villosa (Quadros 11 e 12, p. 157 e 158)

As fragdes foram acetiladas usando-se a técnica convencional, dissolvendo-se 50,0 mg
de cada amostra em 2 mL de piridina e 4 mL de anidrido acético. A mistura reacional foi mantida
a temperatura ambiente por 24h. Completada a reagdo, foi adicionado agua a mistura reacional e
o produto extraido com cloroformio. A fase cloroformica foi lavada com solugdo aquosa de HCI

5%, depois seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada a vacuo.

b) Metilagdo das fragdes isoladas da M.villosa ( Quadros 11 e 12, p. 157 e 158)

As fragdes acetiladas, foram posteriormente metiladas usando a técnica convencional
de metilagdo com diazometano. Colocou-se 30 mL de solugdo aquosa de hidroxido de potassio
50% e 100 mL de éter etilico em um funil de separagio de 250 mlL e adicionou-se
cuidadosamente o N-nitroso-metil-uréia até coloragio amarela da fase etérea. A solugio etérea de
diazometano separada, adicionou-se as fragdes a serem metiladas.. Apos 24h neutralizou-se o

excesso de diazometano com acido acetico e evaporou-se o solvente.

5

Cromatografia em placa preparativa de MVEA-C/C/A/A(16-23)AcMe apresentou
uma mistura da qual separou-se a fragdo com Rf 0,18, por ser largamente majoritaria. Do mesmo
modo, cromatografia em placa preparativa de MVEA-C/C/A/A(21-30)AcMe revelou uma mistura
de substéncias tendo-se separado as substédncias co;n Rf 0,35 e Rf 0,25. Procedimento analogo
com a fragio MVEA-C/C/A/C(25-31)AcMe e com MVEA-C/C/M/M(57-62)AcMe permitiu

separar fragdes com Rfs 0,65 e 0,60, respectivamente.




2.3.4. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) DAS FRA
ACETILADAS E METILADAS.

Injetou-se 9 mg de MVEA-C/C/A/A(16-23)AcMe com Rf 0,18 em cromatd

liquido de alta eficiéncia, utilizando-se coluna de fase inversa RP18, dando origem a
cromatograma ( Fig. 61 , p.187)com 3 picos (1,2 e 3) de intensidades relativas 36: 100: 66.
coletada a fragdo relativa ao pico 3, que apos evaporagdo do solvente forneceu a substéncia I
mg). As fragdes relativas aos dois primeiros picos ainda ndo foram analisadas.

Do mesmo modo, 10,5 mg de MVEA-C/C/A/A/M(21-30)AcMe com Rf
injetados no cromatografo liquido originou um cromatograma (Fig. 62, p. 188) com 4
(1,2,3 e 4) de intensidades relativas 10,7: 5,0: 100,0 : 8,2. Foi coletada a fragdo relativa ao pi
que apos evaporagdo forneceu a substancia II (5 mg). Analogamente a substancia com Rf 0
(11 mg) originou no cromatografo liquido um cromatograma (Fig. 63, p. 189) com 4 picos (1.2
e5) de intensidades relativas 3,3:18,3:67:+00,0. Foi coletada a fragdo relativa ao pico 5, que

evaporagdo do solvente, forneceu a substancia III (5,5 mg).
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Quadro 11. Obtengio dos derivados I e II.

COOH HO.,

HO.,, CH,No/éter
Hol' i 24 h Hol v
’ (CH5C0),0/
piridina
24 h
~COOMe
AcO,,
e TN
£ % 1
COOH
HO
HO,, CH,yN,/éter
_—
: 24 h
HO /
(CH5C0),0/
piridina
24 h

SR A3
L hRia

AcO:., :

AcO




Quadro 12. Obtengdo dos derivados IIl , IVa e I'Vb.

COOH

CHzNzlétel'
24h
e gl 2 (CHsC0),0/
3 2
HO HO pindina
24 h

CHzNg/éter
—_—
24 h

(CH3CO),0/
piridina
24h

l, Ri Rz R; Ry
i Va Me H H Me
4

Vb H H Me Me
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dro 13.Fragmentagdo proposta para I, Il e III no espectrometro de massa.

COOMe RDA _

_ I: 100%
R{ Re miz262 . 5%
II1: 100%
Ry=Me; R,=H; Rs=H; R4=Me; Rs=Me 4
i Ri 2=H; Rs=H. Ry 5 CO,Me

Rs=Me; R;=H; Rg=0Ac; Rg=H; R4o=0OAc

n: R4=H; Ry=H; R3=Me; R4=ME;R5=ME
R6=Me; R7=OAC; R3=H; R9=H; R4 0=OAC

3 Ri=Me; Ry=H; R3=H; R4=Me; Rs=CH,OAc
"Rg=Me: R;=0OAc; Rg=H; Rg=H; Rjo=H

I: 62.7%
11: 100%
1:53.1%

m/z 203

AcO

~ _AcO

m/z 308(1 e 1I) m/z 249 :l ?Z‘é/ % I
: ("]

AcO

AcO

m/z 308(11I)




b e &

- -

Cont. Quadro 13

m/z 510 I: 9%
m/z 570 (I, Il, i) Il: 12%

l: 12%

CsH1o
caa il ®

2 I: 39%
Il: 100% & &t
s l: 30%
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25. CONSTANTES FISICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS DOS
CONSTITUINTES ISOLADOS DA Mentha villosa.

= MVEA-C/C/A/A(16-19) e MVEA-C/C/A/A(20-23) (I)

Solido branco amorfo

F.M.: C35Hs406

P.M.: 570

p.f.: 230,3-234,1°C
Espectrometria de Massa: m/z(%)
570(3,4), 510(6,2), 450(5,5), 435(2,0), 262(100), 249(9,3); 233(5,8), 203(59,3), 189(17,2),
:145(6,2), 133(34,5), 97(18,6), 51(9,6).

Espectrometria de RMN 'H ( 500MHz, CDCls, ppm):

5,24(dd,H-2), 4,97(s, H-3), 1,13(H-5), 1,65(H-9), 5,25(t, H-12), 2,24(d, H-18), 1,35(H-19),
1,32(H-20), 1,68 ¢ 1,38(H-1), 1,48 ¢ 1,31(H-6),\1,50 e 1,32(H-7), 1,94(m, H-11), 1,77 e 1,11(H-
15), 2,00 e 1,65(H-16), 1,50 ¢ 1,27(H-21), 1,68 e 1,58(H-22), 0,87(s, 3H-23), 0,98(s, 3H-24),
1,04(s, 3H-25), 0,74(s, 3H-26), 1,12(s, 3H-27), 0,85(d, 3H-29), 0,94(d, 3H-30), 2,11(s, AcO),
1,95(s, AcO), 3,60(s, MeO-28)

Espectrometria de RMN *C ( 125MHz, CDCl;, ppm) : Tabela 15, p. 150




— MVEA-C/C/A/AM (21-30) (II)

AcO,,,

AcO

Sélido branco amorfo

F.M.: C35Hs5406

P.M.: 570

p.f.: 205,5-209,8°C
Espectrometria de Massa: m/z(%) 5
570(6,2), 538(2,0), 510(9,6), 495(2,0), 435(9,3), 391(5,5), 262(63,4), 249(13,8), 247(
213(4,1), 203(100), 189(25,5), 173(9,6), 149(22,0), 97(23,4), 83(32,4), 69(48,2), 57(69,6).

-

Espectrometria de RMN 'H ( 400MHz, CDCls, ppm)
5,09(ddd, J=4,5; 10,5 e 10?3 Hz, H-2), 4,73(d, J=10,3 Hz, H-3), 5,26(t, }=3,5 Hz, H-
2,86(dd, J= 15,6 e 5,2 Hz, H-18), 3,60(s, OCH;-28), 2,05(s, AcO-3), 1,97(s, AcO-2), 0,
3H), 0,89(s, 3H), 1,04(s, 3H), 0,72(s, 3H), 1,11(s, 3H), 0,90(s, 3H), 0,92(s, 3H).

Espectrometria de RMN “C ( 125MHz, CDCls, ppm): Tabela 15 , p. 150.
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= MVEA-C/C/A/A/M(21-30) (I11)

AcO
AcO

Sélido branco amorfo

F.M.: C35Hs406

P.M.: 570

p.f: 205,5-209,8°C
Espectrometria de Massa: m/z(%)
570(11,7), 510(9,6), 307(7,6), 262(100), 249(11,0), 233(4,1), 203(51,3), 189(11,8), 173(5.5),
145(5,5), 133(28,3), 119(9,3), 105(7,0), 81(5,5).
Espectrometria de RMN 'H ( 400MHz, CDCl;, ppm): o
458(dd, =104 e 52 Hz, H-3), 5,.25(t, J=4.3 Hz, H-12), 2.24(d, =104 Hz, H-18), 438 ¢
4,12(d, J= 10,4 Hz, H-24), 3,60(s, OCH;-28), 1,01(s, 3H), 0,95(s, 3H), 0,73(s, 3H), 1.07(s, 3H),
0,90(d, J=6,8 Hz, H-29), 0,85(d, J=6,8 Hz, H-30), 2,04(s, AcO-3), 2,07(s, AcO-24).

-

Espectrometria de RMN "°C ( 125 MHz, CDCls, ppm): Tabela 15, p. 150.
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—> MVEA-C/C/A(25-31) (IV)

IVa) Ursolato de metila

Solido branco amorfo
F.M.: C33H5;04
P.M.: 512 >
p.f.: 250,3-255,0°C

Espectrometria de Massa: m/z(%) "

512(5,6), 452(8,4), 437(2,8), 314(2,1), 262(100), 249(23,1), 233(8.,6), 203(68.6), 189(21).
147(4,9), 133(35,7), 95(6,3), 86(47,9), 84(74,9), 51(17,5).

Espectrometria de RMN 'H ( 400MHz, CDCls, ppm)
5,24(t, J=3,6 Hz, H-12), 4,49(dd, J=11,5 e 5,5 Hz, H-3), 3,60(s, OCH3-28), 2,22(d, J=12,0 Hz,
H-18) , 2,04(s, AcO-3), 1,06(s, 3H), 0,93(d, J=6,0 Hz, H-29), 0,85(d, J=6,0 Hz, H-30), 0,93(s.
3H), 0,85(s, 3H), 0,84(s, 3H), 0,74(s, 3H).

Espectrometria de RMN "C ( 125 MHz, CDCls, ppm): Tabela 15, p. 150.
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b) Oleanato de metila

Sélido branco amorfo
FM.: C33Hs,04
PM.: 512

p.f: 250,3-255,0°C

pectrometria de Massa: m/z(%)

512(10), 452(20), 437(3,5), 262(73), 203(100), 202(26,3), 109(21,4), 149(84), 133(14), 95(7),
86(40,7), 84(60,7), 70(8,4), 51(18). ”
Espectrometria de RMN 'H ( 400 MHz, CDCls, ppm):

3,28(t, J=4,0 Hz , H-12), 4,99(dd, J=9,0 e 5,0 Hz, H-3), 3,62(s, OCH3-28), 2,85(dd, J=12,0 e 3,4
Hz, H-18), 2,04(s, AcO-3), 1,12(s, 3H), 0,93(s, 3H), 0,92(s, 3H), 0,86(s, 3H), 0,85(s, 3H),
,72(s, 3H). :

Espectrometria de RMN "C ( 125 MHz, CDCls, ppm):

38 1(C-1), 23,6(C-2), 80,9(C-3), 37,8(C-4), 55,3(C-5), 18,2(C-6), 32,8(C-7), 39,2(C-8), 47,5(C-
2), 36,8(C-10), 23,3(C-11), 125,3(C-12), 143,7(C-13), 41,8(C-14), 27,7(C-15), 23,5(C-16),
46 5(C-17), 413(C-18), 45,9(C-19), 30,7(C-20), 33,8(C-21), 32,4(C-22), 28,1(C-23), 16,7(C-
24), 15,4(C-25), 16,8(C-26), 25,9(C-27), 178,0(C-28), 33,1(C-29), 23,7(C-30), 51,5(CHs-28),
171,1(C0,-3), 21,3 (CHs-3)

——— o o



=>MVEA-C/C/M/M(57-62) (V)

Va) 20.,3B- 24-triacetoxi-urs-12-en-28-ursolato de metila

AcO, i

AcO
AcO

Sélido branco

FM.: C37Hs605 ;

P.M.: 628

p.f.: 275,8-279,6°C
Espectrometria de Massa: m/z(%) : o
628(3), 569(2,6), 5,8(6,6), 508(3,3), 262(100), 249(17), 233(6,6), 203(86), 189(17), 17312,
133(42), 119(14), 83(20).

Espectrometria de RMN "H( 500 MHz, CDCls, ppm):

5,24(t, 1H), 5,16(td, J= 12,0 e 4,8 Hz, H-2), 4,82( d, J= 12,0 Hz, H-3), 4,20(s, 2H-24), 2,
J=12,0 Hz, H-18), 3,60(s, 3H), 2,04(s, 6H), 1,96(s, 3H), 1,07(s, 3H), 1,06(s, 3H), 1,03(s, 3
0,94(d, J=12,0 Hz, 3H-30), 0,84(d, J=6,4 Hz, 3H-29), 0,74(s, 3H).

Espectrometria de RMN "C (125 MHz, CDCls, ppm):

443(C-1), 69,2(C-2), 79,9(C-3), 43,0(C-4), 55,6(C-5), 19,2(C-6), 33,2(C-7), 39,3(C-8), 47,
9), 37,5(C-10), 23,3(C-11), 125,0(C-12), 138,6(C-13), 41,8(C-14), 27,9(C-15), 24.2(C-1
48,0(C-17), 52,9(C-18), 39,0(C-19), 38,8(C-20), 30,6(C-21), 36,6(C-22), 23,1(C-23), 65,
24), 16,2(C-25), 16,7(C-26), 23,5(C-27), 178,8(C0O-28), 17,0(C-29), 21,1(C-30), 51,5(C-
171,0(CO-3), 20,8(C-3), 171,0(CO-2), 20,8(C-2), 170,8(C-23/24), 21,0(C-23/24).




¥b) 2a,3P3- 24-triacetoxi-olean-12-en-28-oleanolato de metila

AcO,,

AcO
AcO

Sélido branco
F.M.: C37Hs560s
P.M.: 628

p.f.: 259,5-262,3°C

Espectrometria de Massa: m/z(%o)
128(2,6), 569(3,3), 5,8(6,6), 508(3,3), 448(2), 435(3,3), 407(2), 389(3,3), 262(62,6), 249(12,6),
215(3,3), 203(100), 189(22), 149(12,6), 133(19,3), 119(14), 83(28,6), 57(26,6).

12,0 e 3,4 Hz, H-18 axial), 2,04(s, 6H), 1,11(s, 3H), 1,05(s, 3H), 1,02(s, 3H), 0,92(s, 3H),
1.38(s, 3H), 0,71(s, 3H).

spectrometria de RMN “C (125 MHz, CDCls, ppm):

£41(C-1), 69,2(C-2), 79,9(C-3), 43,0(C-4), 55,6(C-5), 19,3(C-6), 33,1(C-7), 39.6(C-8), 47,7(C-
38,1(C-10), 23,0(C-11), 121,8(C-12), 143,9(C-13), 41,8(C-14), 27,6(C-15), 23,5(C-16),

3(C-17), 41,3(C-18), 45,9(C-19), 30,8(C-20), 33,8(C-21), 32,3(C-22), 23,1(C-23), 65.4(C-

24), 16,1(C-25), 16,7(C-26), 25,8(C-27), 178,4(CO-28), 33,1(C-29), 23,6(C-30), 51,5(C-28),

171,1(C0O-3), 21,0(C-3), 171,0(CO-2), 21,0(C-2), 170,9(C-23/24), 20,8(C-23/24).




——— —
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2.7. FIGURA, CROMATOGRAMAS E ESPECTROS
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FIGURA 58-Cromatografia em fase gasosa de I
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FIGURA 60a -Cromatografia em fase gasosa de 11

FIGURA 60b-Cromatografia em fase gasosa de 111
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FIGURA 63- Cromatografia liquida de alta
eficiéncia( CLAE) de 111



FIGURA 64- Espectro de massa de 1

061



FIGURA 65- Espectro de massa de II

161




249.2

233.1
J_lL i |LJ Ail

228

FIGURA 66- Espectro de massa de I1I

ol



941222
18.57
Gept135

odcll
0.6226120 sec
0.803094 Bz

et

Tue

TR0C

STamT

n

rEsS

o 19.0 usec
B 16384
0TS 13¢

i 2.50%0000 sec
xJ 0.00 dB
2 4.0 usec
o2 500.1374164 Mz
» G.£238400 sec
M 28.0 usec
u 10.5 usec
72 21.0 usec
5 16.00 d3
13 27.1 usec
bl 1257718004 Mz
S| 26315.79 Hz
= 32768

21 110.0 osec
5 6000

= L]

Y1 - Processing parameters
s Rral]

= or

s 15.753146) 122
oy ™

=3 0

2 1.00 Bz
= 0

7.0833) ppvea
B9C.79385 Hz/cm

FIGURA 67- Espectro de RMN '*C- DEPT 135%de I

gol




cdeld
0.6226120 sec
0.803094 Bz

NSy Y

0.0300000 sec
16.00 ¢8
3.0 usec

21.1 usec
125.7718004 21z
26315.79 Bz
2768
37355
3

Processiag paraseters
2768
or
125.7591461 vz
o

R CE N EEFEEETER

1.00 Bz
0

AG ®

B8 plot paraseters
.00 cn

180.000 ppm 1
22636.64 Bz

10.000 ppm

1257.59 8z

7.08333 ppe/cn
890.79388 Kz/cn

Ez:l,g.le

FIGURA 68- Espectro de RMN 3C-PND de I

vol



FIGURA 69- Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear
('Hx 3C-COSY -!Jcy) del

FLIFEN
=

3EIAIEEN SeREvER esygupe s

it

262.07902 ra/cn

col



FIGURA 70- Espectro de RMN 'H de I

961



-Em s
e Teseo

> s i s B

A
!
i
3
]
4
v
"
i
L1l
L]

E® (= 3ITB bLaigeresz @

Bw B

e ¥ SXE

FIGURA 71- Experiéncia bidimensional de efeito nucle
homonuclear de '"H x 'H-NOESY de I

ar overhauser( NOE)

BEYHE4ES

BERE4ES uggag

1
512
500.14372 MHz
6.734914 Hz
6.895 ppm

Fi - Processing paramaters
2048

F
%00, 1354243 MHz
GSINE

2
0.00 Hz
0

F1 - Procassing paraseters

States-TPPI
500.1354213 MHz
GSINE

2
0.00 Hz
0

20 A plat parasaters
24.00 cn
24.00 ca
5.50¢ pom

2731.03 Hz
0.498 ppa
249,01 Hz
5.500 ppa
2750.99 Hz
0.498 ppa
248,97 Hr
0,20845 pposcs
104,25085 Hi/cm
0,20845 ppasca
10425088 Hz/ca

L6



ppm -

121.972

—— 80.658

70.057
54,922
51.581
47.570
45.854
43.910

Ca megmene s e

Date 941218

Tire 15.25
PULPROG dept135
SoLmT odc!

AQ 0.6226120 sec
IRES 0.80309% Hz
o 19.0 usec

RG 16384
NUCLEUS 1
D 2.5000000 sec
1.00 d8
Pl 11.5 usec
seo2 5001374164 Mz
02 0.0038400 sec
P4 23.0 usec
Pl .0 usec
P2 28.0 usec
oLS 13.00 d3
DE 7.1 usec
SFO1 125.7718004 Mz
SWH 26315.79 Bz
™ 2763
L)1 100.0 vsec
&S 10000
0s L)
F] = Proceriing parapeters
SI 32768
Lt o
sr 125.7591461 Mz
W P
SSB 0
LB 1.00 #2
GB 0
1D RMR plct parapeters
[+ 24.00 =
ne 180.000 pean
n 22636.64 Hz
ne 10.000 ppm
123 1257.59 Hz
PEMOM 7.083121 /e
HZOY 890.79388 Ez/cm

ok i )|
o §0 & 40 20

FIGURA 72- Espectro de RMN '*C- DEPT 135° de 11

861



—143.921
—121.94

Acgiiriiioa Paraseters
i
%.20

ciel)
0.626120 sez
0.503594 bz
9.0 usec
638
13

2.2030200 sez

FELRS -

3 RBdI

= Processing paramters
e

Qr
157591461 iz
>

BEHR

0
1.00 2z
0

s 8E

RE plot parameters

ggrsa3e

090.79388 M2/

FIGURA 73- Espectro de RMN *C- PND de II

661



li;ﬂ

jEEage e

=
n
-
o
S
o
o
o
E

FIGURA 74- Espectro bidimensional de correlagao heteronuclear
('Hx BC-COSY -]y deII

00T



FIGURA 75- Espectro de RMN 'H de 11

10T



3.0

4 4.0

Wy
9 }-5.0
® [ -
(] 0 ) : '
Lpom

FIGURA 76- Experiéncia bidimensional de efeito nuclear overhauser( NOE)
homonuclear de 'H x '"H-NOESY de II

NDO
™
SFO1

FIDRES
W

BEREREL

BEREREY

ri - ACQUISITiun wer sBETEFS

Fi - Processing parapeters

Fi - Processing parsmeters

1

512
500.1374 MHz
8.004611 Hz
8.194 ppm

OF
500, 1354213 MHz
GSINE
2
0.00 Hz
o

2048
States-TPPT
500.1354213 MHz

QSINE
2

0.00 Hr
0

20 NMA plot paraseters
24.00 ca
24.00 cm
5.502 ppa

2751.60 Hz
0.496 pom
248.16 Hz
5.502 ppm
2751.54 Hz
0.496 ppm
248.09 Hz
0.20856 pom/c®
104.31008 Hz/ca
0.20856 ppm/cm
N4 AONA W7 /lcm

0T




203

8EE" 6Tl
wdd

FIGURA 77- Espectro de RMN !*C- DEPT 135%de IH1




204

PND de ITI

BEETSZL—

v07 8EL
wdd ‘/

Espectro de RMN 1*C

FIGURA 78




i
F D/F-5 %
: cdT AcO
AcO
(-1 ] - e
O 000
*-@0D" o
M ol g
40
bty
I*l‘ L,
1 %
b 18 T b b as ;

FIGURA 79- Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear
('Hx BC-COSY - 1JCH) de III

illiﬂ!!ﬂ'

i

E E3E3q90300  sepEvEm wcpgvgm e

B

$0¢T



FIGURA 80- Espectro de RMN 'H de ITI

90¢




> S 4
& 2
Tt . h
0 :
. U . h
. 4 ST 1.0
" Wi e
M
J
i 3
" !‘D - g
! 4
¥ i
9 “ H i" % j : =45
‘ 3 ! ; L
- " ' W ] ) -
$ g 2.0
A 4 3 1
! co |t
] v L
R v
a ¥ 28
) ) v
; Y ; §id
% ;
w Wau g
1 ' szl
3 fz wom o w s:2
£ ; H H 384 3 3.0 SFOL 5004374 MHz
] . b0 v A0 FIDRES 5.598395 Hz
i "] el v wa SW 6.755 ppz
‘ % E38 4§
55 : éqm i b F{ - Processing paraneters
o R¥H > L st 2048
“ j » 9 NC2 aF
¥ -
?f : L MO0 o 5 33 s 500,4354925 Mtz
,: L F ¥OH Y
%) o W o M L 558 0
LY sgb v e .
Eu . n-]; |.' 2 r B 2,00 Hz
- 1£ ' Vi o0 3| F & gl
o D H T grg i 2
i ﬂ W il; ?L v ;:; a P40 F! - Processing parameters
: ] A X ko 1 L) L - 81 2048
. i * l! £ ‘I*w W L MC2 States~TPPI
ﬁ ! J ! s 500.14354325 uHz
" F WOR QSINE
i)
./: i '\7}‘ 81t ss 2
' ; % . 4.5 [£:] 0.C0 Hz
% ? 68 0
N s el Q': — s ——— o a r '
= (8 ‘s i r NMA plot parameters
§ i H cx2 24.00 ca
i i &_1 ] [ oxt 24.00 cn
f . L) L] FapLo 5.504 ppm
:.!, ‘y " 5.0 FaLp 271,25 Hz
\ \ FapHI 0.437 ppa
/& 3 } 1 o " F2HI 249.84 H2
; f o "+ .,- F4ALO 5.50¢ poz
L g n & ¥ © FiLD 2751.23 Hz
3 '1). ;\l ,: F FApHI 0.497 ppz
N 2h A |_pom FiHI 248,79 Hz
F2PFUCH 0.20848 ppn/ca
T R T ; = T (e o i T aat e T W =7 R T FEHICH 104.26839 Hz/ca
pra 5.0 4.5 4.0 38 3.0 2.8 2.0 1.5 1.0 FAPPMCH 0.20848 ppa/cs
{h4 ZRBID Us lam

F4HICY

FIGURA 81- Experiéncia bidimensional de efeito nuclear overhauser( NOE)
homonuclear de 'H x 'H-NOESY de 111

LOT



)
.
4

§C8aEa

=8
0.0002440 sec

= Acouisition perssaters
1

212
800.1374 itz
r FIDRES 8.004811 4
8.184 pos

234949§

3.5 = Processing parsesters
ET]

Ld
500.1354213 Mu
oSN

8cgEUgH

2
0.90 W
°

Fi - Processing pereseters
2048

Statas-TPRI
500.135@13

BEREURY

2
0.00 Wx
0

20 14 plot perasaters
24.00 ca

333328

L % 7 Tk 7 T T T T T 1 104.31008 ta/cn
ppa 5.0 0.8 4.0 3.5 3.0 2.4 2.0 i.5 1,0 FiPPet 0.2084€ poasza
Fuao 104.31008 n2/zn

FIGURA 82- Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear
('Hx'H-COSY )delI




~3.0

aw

FIGURA 83- Espectro bidimensional de correlagio homonuclear
('Hx'H-COSY )del

18,3 usec

w
SFOL 503.1371570 wtz
s 3448.28 Hr
™ 2048
NS 2
oS Ll
) 26
m™o 0.8002900 soc

Fi = Acquisition parsesters
1

98

812
:0.1372 Wz
B.734914 Hz
6.893 ppa

4

2

F{ - Processing paresaters

oF
500.1394243 MMz
BSINE

BEYEYEA

2
0.00 Wz
0
F{ = Processing parasaters
BT
States-TPPI

500.2154213 W
QsINE

BGRERFL

2
0.00 Hz
°

20 N4 plot paraseters
24.00 ca
24.00 ca
5.501 pon

28102 Mz
0.498 poa
249.01 M2
5.500 ppm
2%0.99 2
0.458 ppa
248.97 Mz
0.20648 poa/cs
108.25085 Mz/cm
0.20845 ppasc
104.25085 Hz/cm

3j3gsaEaageges

60T



£G8

BERE4RY nggag

4

B B
& B

8ERE%EL

§ e -

Lep=z

HEEEEI A

T D B D B G e Ty R N T oy e i 2 e i R e NS CRRE SRR S (P i L Y T D R R
gpl 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2,5 2.0 1.5 1.0

FIGURA 84- Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear
('Hx'H-COSY )de Il

4
28
0.0002960 sec

3.0 F1 - Acquinition pereseters
1

512
500.1374 MHz
6.598395 Hr

6.755 pom

Fi - Processing parsceters
2048

o
500, 1394925 Mz
GSINE

2
0.00 Hz
J

Fi - Procesaing parsesters
20

States-TPPI
500. 4354925 Wz
aSINE

2
0.30 Hz
o

20 NWA plot parseeters
24.00 e
24.00 e
5.5C1 pom

75125 W2
0.457 opm
248.81 Hz
5,501 ppm
2754.23 M2
0,497 ppa
248.79
0.20848 ppa/ca
104.26839 Hz/ca
0.20848 ppm/z3
104.26439 Hx/cn

01T




140
5

160

(-3 <

Lpem

ppa 2.5

FIG 85- Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear
('Hx 13C-COSY-"Joy,n=2e3)del

0.0000100 sec

Step
P2 2.0 usec
Lz [
e 8
L3 104.3 usec
01 500.1371870 w2
S
™ 2048
" &
os (]
Do 0.0000:50 sac

F1 = Acquisition paressty
100 2
™ 212
S04 129.7718 W1z
FIDRES $1.398029 Hz
- 209.234 ppa

Fi = Processing peresats
st 204
ne2 o
SF 500.1354213 miz
bl SIE
1.3
B 0.00 Kz
L [

Fi = Processing perasate
st 2048
w2 o
S 129.7392461 vtz
ou SINE
4,005
8 0,00 Mz
L 0

20 NMA plot parsseters

o2 24.00 ca
o 24.00 cn
FPLo 3.003 opa
Fa0 1501.70 He
F2RT 0,494 pom
FHL 245,64 H2
FiPLD 180014 pom
FiLo 22837.97 Wr
FAPHT 2.940 oo
FAHT 269.77 Hr
FapPuCH 0.30464 pom/ca
F220H 52,73889 Hz/ca
FAPPMCN 7.37752 pow/ca
FLHITH 927.84149 Ht/ca

112



B
"
1743 usec
300.1374184 iz
40%0.38 1z
2040

LEEPPEI

o 1
0.0000190 sec

F1 = Acguisition osrseats

o 2
n 312
, F Fo 125,718 e
0 (=] Flones 31,3028 1
4 B 209.234 poa
Fi - Processing pacesats
A 0 st 2048
w2 o
L 500.1354213 weur
0 o o
s 0
‘éﬁ u -1.99 Kt
&

0.3785

2

= Processing peresste
2048

8Eggge

42.19097 r2/c3
2.99634 poxven
262.87943 Wutm

TR

FIGU 86- Espectro bidimensional de correlagao heteronuclear
('Hx 3C-COSY-"J¢y, n=2 ¢ 3)de 1l

e1T



16

L}
0.0000430 sac

g8

100 Fi - Azouiaition persset
¥ i = ;
C » 512
F SF01 125.7718 Mtz
r FIDRES 51,298026 Hr
[ L 209.234 ppa
L F1 - Procesxing paressts
- st 2048
120 w2 i
L 5 500. 1354525 Mz
[ o SINE
L 58 >
it L w 0.00 W2
A L . 2
L
L F1 = Procassing persete
> - 40 s1 2048
i o pil
! §F 125.7591481 Mtz
o SDE
553 k]
LB 0.00 Hz
8 0
E 20 MR plot parawsters
o2 24.00 ca
o 24.00 ca
FPL0 3.001 ppa
Fap | 1500.86 Hr
F2PHI ~0.004 ppa
F24I -1.83 Hr
F1PLO 480.014 ppa
FiL0 22£33.36 Hr
FAPHI 9.891 pea
FIND 1243.94 Wz
F2PPHCH 0.12520 pow/ca
Faaou 82.81602 Hz/ca
FAPPMOR 7.08843 ppa/ez
FSHZOH 891, 43451 He/cn

FIGURA 87- Espectro bidimensional de correlagao heteronuclear
('H x 13C - COSY-"Jy, n=2 e 3) de I

€1T



214
CAPITULO 03- ESTUDO QUIMICO DA Bursera leptophloeos.

3.1. INTRODUCAO'

A familia Burseraceae compreende 20 gé€neros distribuidos nos tropicos de
todo o mundo. Sdo plantas lenhosas, arbustivas ou arboreas, com espinhos
desenvolvidos. Folhas com disposi¢do alterna, compostas, raramente simples. Flores
pequenas em inflorescéncia axilares ou terminais, hermafroditas ou de sexos separados,
radiais, trimeras e pentdmeras. Sépalas soldadas (3 a 5 ). Pétalas em geral livres,
raramente soldadas (7efragastris) ou ausentes. Estames em namero igual ao dos
segmentos do perianto, fixos por fora de um disco sobre o eixo floral. Ovario com 2-5
carpelos. Fruto drupaceo com varios loculos (2 a 5).

No Brasil ocorrem espécies de alguns géneros, dos quais Profium e Bursera
sdo os mais conhecidos. Uma das espécies deste tltimo género € a Bursera leptophloeos,
conhecida como “imburana” da caatinga do Nordeste. Esta arvore, com casca cor-de-
cobre, esfolhando-se, tem tronco grosso irregular com muitos nos. Os géneros
Tetragastris, Crepidospermum, Hemicrepidospermum e T?ahinickia ocorrem na
Amazdnia.

Quase todos os representantes desta familia bioproduzem substancias
balsdmicas no lenho. De uma espécie do género Commiphora extrai-se a mirra, usada

desde os tempos imemoriais em certas cerimdnias religiosas dos povos do Oriente.
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3.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A familia Burseraceae envolve aproximadamente 20 géneros e cerca de 560
espécies pantropicais”. Entre as espécies de Bursera, estdo citadas no Chemical
Abstracts: ;

Bursera simaruba

Bursera delpechiana

Bursera serrata

Bursera leptophloeos

Bursera penicillata

Bursera graveolens

Bursera ariensis

Bursera microphylla

Bursera klugii

Bursera morelensis

Bursera schlechtendalii

Bursera fagaroides

Bursera graveolens villosula

Bursera aloexylon

Bursera paniculata

O espécimen de Bursera leptophloeos usado para estudo( Fig. 88,p. 279), foi
coletado na Fazenda de Santo Onofre, Itapitina-Ce, e esta catalogado no Herbario Prisco
Bezerra (N° 23.549) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

Foi realizado um exaustivo levantamento bibliografico no Chemical
Abstracts sobre espécies de Bursera, bem como sobre a familia Burseraceae,
encontrando-se somente um trabatho envolvendo a espécie Bursera leptophloeos’.

No Quadro 14 descreve-se as estruturas de constituintes quimicos isolados
de espécies de Bursera, nomes comuns e atividades biologicas e as referéncias

bibliograficas citadas pelo Chemical Abstracts.




Espécie

Quadro 14. Substancias isoladas de espécies do género Bursera e atividades biologicas
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Bursera simaruba®

Atividades

Estruturas e/ou nomes

comuns das substincias

isoladas

Bursera delpechiana®

metabdlito bioativo

@)
Ot

PICROPOLIGAMAINA

. b
Bursera ariensis

R;O

ry

1 Ri=Ac, R2= Me

2 Ry=Ac, Ry=H
3 Ri=H, Ry=Me
4 Ry=R,=H

e o-amirina, [3-amirina, lupeol,
3B- acetoxiurs-11-en-28, 13-
olideo, ac. acetil ursolico, ac.

acetil ursonico e ac. ursolico.

o HOAc
g
O O
Gl
AcOHC (@]

BILIGNANA(ARIENSIS)
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) e G55
Bursera klugii Leucemia linfocitica e ve B
Carcinoma
epidermoide do
nasofaringe
SAPELIN B
Bursera morelensis® Carcinoma H
o £
# &% T (@]
epidermoide e Ol/m
ALt 1n rys I H o
Leucémia linfocitica :
R OMe
OMe
1, R=OMe(DEOXIPODOFILOTOXINA)
= 2,R=H (MORELENSIS)
Bursera delpechiana’ Me_ OR
I
1,R=H(LINALOL)
2,R=Ac(ACETATO DE LINALILA)
GERANIOL, TERPINEOL,ACETATO
DE GERANILA E ACETATO DE TER-
PINIL.
Bursera schlechtendalii'® | Antitumor contra ol- amirina e
adenocarcinoma de R 4
: MeO Hy 1 iCHy
faringe nasal D | ] Q 5
MeO o "o o
1, R=OMe
2R=H LIGNANAS
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3 i1 :
Bursera fagaroides Agente antitumoral OMe
contra carcinoma de
Walker
OMe
OMe
5-dimetoxi- B - PELTATIN-A-
metileter
Bursera microphylla™ Agente antitumoral OMe
O’<, >—CHZ (‘HzQOMe
L ¥
@) o OMe
BURSERANA(LIGNANA)
@]
e
O
O
MeO OMe
OMe
DEOXIPODOFILOTOXINA
=Y O '
GG L
> 6]
MeO I OMe
OMe
% 13 . . s
Bursera microphylla Agente antitumoral | Deoxipodofilotoxina e -

sitosterol =

Bursera microphylla™

o e - pineno, canfeno,

felandreno, limoneno ¢ cineol

Bursera graveolens var

villosula®®

Sedativa e analgésica

(vapores da madeira)

Limoneno, a- terpineol, car-

vona, mentofurano, lactona

OR
\O

o)
R=H e R=COMe e 4c.

2,3-seco-oleana-12-en-2,3,28-
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tridico

COR
" R02C
RO,C

R=He R=Me

Bursera leptophloeos

OrR O

1,R=H, 8-(y,y-dimetilalil)-
5,7 4'-trihidroxidihidro-

flavonol

)
OR

OR O

2,R=H, 8-(3"-hidroxi-3"-metilbutil)
-5,7 4'-trihidroxidihidroxi-flavonol

W

OR

OR
OR ©O

3,R=H, 6" 6"-Dimetil-dihidro-
pirano(2",3":7,8)-5,4'-dihidro-
xidihidroflavonol

4,R=H, 8-(3"-hidroxi-3"-metil-
butil}-5,7,4"trihidroxiflavonol

5,R=H, 6",6"-Dimetildihidro-
pirano(2",3"7,8)-5,4'-dihidro-
xiflavonol
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B.R =R=H, 8&(ry -dimetilalil)}-
5,7,4'-trihidroxiflavonol

OH O

7, R=H, 5"-Isopropenildihidro-
furano (2",3".7,8)-5,4"-dihidro-
xidihidroflavonol

OMe O

8, 3-(y,y -dimetilalil)-

2'4'6' 4, o-penta-
metoxichalcona

Bursera delpechiana'®

@

acetato de a-amirina, acido 11-
dehidroursolico lactona e
3B-acetoxi-11a, 120~ epoxiurs-

28, 13-olideo

e 3~ acetoxi-12p-hidroxiurs-

28,13-olideo
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R;=H, R,=OH
Bursera antimicrobiana oleo essencial
graveolens(H.BR.)"
Bursera Acidos miristico, palmitico,
penicillata(=Bursera estearico,oleico e linoleico
delpechiana)"
Bursera microphylla A. n-Cy7, n-Cyo, n-Cso, n-
Gray19 i C51(54,1%), n-Cs; e n-Cs3
(alcanos epicutilares)
Bursera graveolens™ Geraniol, nerol, alcool linalilico,
alcool 1-linalilico € os
hidrocarbonetos octileno e
nolineno
Bursera dulphichiana® antifungica e oleo essencial
antibactericida

Bursera schlechtendalli**

2 lignanas: (-)- trans-2-
(37,4°,5”-trimetoxi-benzil) 3-
(37,4 -metileno- dioxi-benzil)-
butirolactona e (-)-trans-2-
(37°,4-dimetoxi -benzil)-3-
(3’,4’-metileno- dioxi- benzil)
butirolactona e o alcool

triacontanol e a-amirina
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3.3.DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DA

Bursera leptophloeos.

= A fragdo denominada BLMCR-C/H(6-8) (I) (Tabela 26, p. 256, Esquema 11, p. 258)
apresentou-se como um material cristalino branco, com p.f=121,0-123,0°C.

A férmula molecular CisH;60, de (I) foi determinada através dos espectros
de massa de baixa-resolugio (M.+ 228, 94%) ( Fig. 89,p. 280), IV[v 1670cm(cetona
conjugada), 1600cm™, 1575¢m’™ (aromatico)](Fig. 90,p. 281 ), RMN 'H ( Fig. 91, p.282
) e RMN "C (Tabela 17, p. 225), envolvendo a analise comparativa dos espectros de
RMN "C-PND (Fig. 92, p. 283) e RMN "*C-DEPT 135° ( Fig. 93, p. 284) para assinalar
os sinais de carbonos quaternarios, metinicos, metilénicos e metilicos, além de correlagdo
heteronuclear bidimensional (2D) através de uma ligacdo CH ( 'H x “C- COSY- "Jiy1 )
(Fig. 94, p. 285 ) e a longa distancia através de duas e trés ligagdes CH| 'H x “C-
COSY-"Jen( n=2,3), COLOC]( Fig. 95, p. 286) e homonuclear (2D) de hidrogénio ( 'H
x 'H- COSY) (Fig. 96,p. 287). O espectro de RMN “C (PND) mostrou 15 sinais de
carbono e a comparagdo com o espectro de RMN ‘3C-DE13T (0 =90 ¢ 0 = 1359
’:pennitiu reconhecer a existéncia de sinais correspondentes a t:és carbonos metilicos ( 8¢
24,19; 21,51 e 11,27), dois metilénicos ( dc 48,80 e 35,67), trés metinicos [dc 142,05,
]13,17(sp2) [ 29,85(sp3)] e sete ndo protonados [ d¢ 199,66; 157,00; 140,54; 138,55;
126,54; 124,35 € 116,69 (Tabela 17)]. Experiéncias de correlagdo bidimensional (2D) de
carbono- hidrogénio modulados para 'Jen("H x B€- COSY-"Jeu) e para “Jene *Jen('H x
BC-COSY- ") permitiram estabelecer a correlagdo dos deslocam;ntos quimicos dos
atomos de hidrogénio e carbono (Tabela 17).Estes experimentos, em combinacfio com
'H x '"H-COSY (Tabela 17) e NOE ( Fig. 97.p. 288) obtido por subtragéo de espectros,
permitiu o assinalamento completo dos deslocamentos quimicos dos atomos de

hidrogénio e carbono-13 da substancia 1.




223

M

A localizagdo dos grupos metila em C-1, C-6 e C-11 baseou-se nos deslocamentos
quimicos de 'H e C, na multiplicidade de sinais, na correlagdo heteronuclear 'Hx “C
2D, na correlagio homonuclear 'H x 'H™ 2D e na aplicagio de parimetros usuais de
deslocamentos quimicos™. A alternativa 5-oxo-7-metil foi descartada com base nos
resultados de NOE obtidos por .subtrac;ﬁo de espectros ( 'H x 'H- NOE)*?®: a)
Irradiagdo em &y 2,38 (3H-13) produziu 8% de NOE em oy 3,51( br d ,
pseudoequatorial H-5) e 2% ge NOE em 6y 7,30 (H-12); b) Irradiagdo em 6y 2,68 (3H-
14 ) induziu 2% de NOE em &y 7,11 (H-2). O NOE observado entre o H-5
pseudoequatorial e 3H-13 foi também usado para confirmar o esqueleto furanocadaleno.

Desta forma, a estrutura do novo furanosesquiterpeno isolado de Bursera
leptophloeos foi estabelecida e a configuragdo relativa mostrada em (I) foi determinada
com base na existéncia do unico centro quiral, C-6.

A constante de acoplamento vicinal ( J= 10,1Hz) observada para um dos
sinais H-5[ &u 2,84 (dd, J=16,2; 10,1Hz), Tabela 17] indicou que rela¢do trans-
pseudoequatorial entre este hidrogénio e o atomo de hidrogénio H-6 ( &i 2,2-2,2, m )
adota a conformagdo preferida mostrada em A, com orientagdo pseudoaxial em H-6 (e

metila pseudoequatorial).
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H
6 15
/_k’ H
i T i A6
7
(A)

Finalmente, nossa atengdo foi direcionada para a presenga dos picos
principais registrados no espectro de massa do furanosesquiterpeno (I) (Tabela 18, p.
226). Uma proposta de racionalizagdo mecanistica para justificar os principais picos que
aparecem no espectro de massa esta descrita na Tabela 18.

O trabalho correspondente a este novo sesquiterpeno foi recentemente

publicado™.
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Tabela 17. Dados de RMN 'H (200 MHz) ¢ RMN “C (50,3 MHz) para o
furanosesquiterpeno (I) em CDCl; e TMS como padrdo interno. Os deslocamentos
quimicos estdo expressos em & (ppm) e as constantes de acoplamento (J, entre

parentesis) em Hz".

'H x "C-COSY-"Joy 'H x C-COSY-"Joi;
C 8¢ Ou *Jen Jen |'H x 'H-
| COSY
T 12652 | - N2, 3114 - 2
3 [157.00 3 4 H-12 a
2 12435 . s SHAZ ;
8 199,66 . - . -
9 138,55 & % = 3H-14 8
10 [140,54 . e . .
11 [116,69 . 3H-13 . .
CH
2 (11317 }7.11(8) i 3H-14 |3H-14
8 29,85 2,40-2,20(m) 3H-15 - |3H-15, H-52a
12 | 142,05 7,20(s) . 3H-13 |3H-13
CH,
5 35,67 3,51(dl,16,2) . 3H-15 |H-5a, H-5b
2,84(dd,16,2;10,1)
7 |48.80 2,40-2,20 . 3H-15  |H-7a, H-7b
2,80-2,60
~CH
13 f127 2,38(s) < ~  |Ha2
14 24,19 2,68(s) . H-2 H-2
15 [21,51 1,15(d, 5,6) = - |H-6

* Multiplicidade dos sinais dos atomos de carbono deduzido por analises comparativa de
RMN "C- PND e DEPT. Deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento dos

atomos de hidrogénio obtidos do espectro de RMN 'H unidimensional.
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Tabela 18 Propostas para fragmentagao de (I) (somente picos principais)

m/z Intensidade relativa (%) Interpretacio
228 94 [M*]
213 53 0
| AN
@
)
o i
(M-15f>
186 100
@0
=
&
s

185 22
=
@ A

V4

m/z 213-28(C0O)

|
0
—__l

158 91

oF |

L] \—_?
7

m/z 186-28(CO)
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= BLHR-C/C(21-24) (II) €é um sélido amorfo, amarelo claro com p.f.= 62,0-70,8°C.

O espectro de absorgdo na regido do I.V.(Fig. 98, p. 289), apresentou
bandas compativeis com a presenga de carbonila (vc-o 1733 cm™) , ligagio dupla
terminal [ ve-c 1686 cm™(banda fraca) e 8 887 cm™'] e de ligagio dupla trissubstituida(
Ve 1675 em™).

O espectro de massa (Fig. 99 , p. 290 ), obtido por impacto eletrénico a 70
eV, forneceu os picos correspondentes ao ion molecular(M™") em m/z 438 daltons (45%)
e m/z 424 daltons (49%) e o pico base em m/z 69 (100%), sﬁgen'ndo a possibilidade de
se tratar de uma mistura envolvendo duas substdncias naturais com as férmulas
moleculares C;1HsoO (Ila) e C30HysO (IIb) (Quadro 15).

O espectro de RMN C- PND (Proton Noise Decoupled) (Fig. 100, p. 291)
apresentou 32 linhas espectrais correspondentes a mistura . O sinal em & 216,7(C-3) foi

atribuido a carbonila.

lla (M.+ 438) IIb(M.+ 424)

O espectro de RMN 'H (Fig. 101, p. 292) permitiu reconhecer dentre
outras; as absorgdes em & 4,69 e 4,64 ppm (d, 2H-31) de Ia e & 5,1 (t, H-24) de 1Ib, &
1,57 e 1,66 (s, 3H-26 e 3H-27 de 1Ib). Os sinais em & 0,76 e 0,55 representam 0s
protons metilénicos do carbono 19.

A comparagdo dos espectros, principalmente RMN “C, com dados descritos

na literatura® permitiu identificar as duas substincias (IIa e IIb) componentes da

mistura.
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Quadro 15. Fragmentagdes no espectrometro de massa de Ila e Ilb.

Ila (M.+ 438) lib(M.+ 424)

5

m/z 69(100%)

m/z 313(62%)

. miz 355(27%)

____,@J]\<

m/z 83 (86%)
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=BLHR-C(24-27) (11I) é um solido amorfo, branco, com p.f. = 72,5-76,0°C.

O espectro de absorgdo no LV. (Fig. 102,p. 293) apresentou bandas
compativeis com a presenga de hidroxila (von 3435- 3380 cm™) e bandas tipicas de
grupamentos metilicos e metilénicos (Ve 2918- 2849).

O espectro de massa (Fig. 103 ,p. 294), obtido por impacto eletrénico a 70
eV, forneceu picos em m/z 392 (5%) e 364 (5%), interpretados como correspondentes a
fragmentos formados de ions moleculares de alcoois apos a eliminag@o de 4gua, e o pico
base aparece em m/z 83 daltons (100%). Os picos em m/z 392 e 364 sd@o compativeis
com as formulas, CxHss € CysHs, respectivamente. Consequentemente, os alcoois
correspondentes assumem CxsHssO e CysHs4O (Quadro 16).

O espectro de RMN 'H (Fig. 104, p. 295) apresentou os deslocamentos
quimicos atribuidos aos protons metilicos e metilénicos em & 0,82; 0,85(t) e 1,23(sl)
ppm. A absor¢gdo em & 3,61ppm (t, J=6,9 Hz, H-1) foi atribuida aos hidrogénios
metilénicos de carbono ligado a hidroxila sendo a absor¢do em & 5,1ppm (s, OH)
atribuida ao hidrogénio da hidroxila. Estes dados se coadunam com as dedug¢bes do
espectro de massa

Através destes dados foi possivel propor para III uma mistura de dois
alcoois alifaticos (I11a e IIIb). Com base nas intensidades dos picos em m/z 392 e 364
(Fig. 103, p. 294) e considerando-se a mesma estabilidade para os ions moleculares,

pode-se admitir que a mistura contem aproximadamente 50% de cada alcool.

CH;~(CH,),5-CH,-CH,-OH CH;-(CHy),3-CH,-CH,-OH
IMa (M* 410) TIIb (M 382)
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Quadro 16. Fragmentagdes no espectrometro de massa de Illa e Ll1b.

+ HQO .
i ety S

m/z 410 (ausente) m/z 392(5%)
] F1

—lfr H,0 :
agn - o b e 1

m/z 382 (ausente) m/z 364 (5%)
llib

=>BLHR-C(30-32) (IV) éum so6lido branco cristalino com p.f.= 58,0-63,0°C.

O espectro de absorgdo no L.V .(Fig. 105, p. 396) apresentou bandas
compativeis com os grupos: carbonila de 4cido (vc-o 1705 cm™), hidroxila de acido (von
3400- 2500 cm™) e grupos metilicos e metilénicos (Ve 2956- 2849 cm™, Sciy 1380 e
1460 cm™).

O espectro de massa (Fig. 106 , p. 297) revelou picos em m/z 452, 424, 396,
368 que foram atribuidos a componentes de uma mistura de acidos carboxilicos alifaticos
(IVa - 1Vd). Os picos em m/z 73 (100%, pico base) e 60 foram interpretados como
representantes dos fragmentos inseridos também no Quadro 17 (p. 231). Esta mistura €
previsivel por argumentagido biogenética, ja que sdo policetideos bioproduzidos pela via
do acetilcoenzima A.

O espectro de RMN 'H (Fig. 107 ,p. 298 ) apresenta os deslocamentos
quimicos em & 2,28 ppm (t) atribuido aos hidrogénios sustentados pelo carbono a em
relagdo ao grupo carboxilico, interagindo com os dois hidrogénios do carbono B. Os
deslocamentos quimicos em & 1,56- 0,68 ppm foram atribuidos aos hidrogénios metilicos
e metilénicos e em & 5,70 ppm foi correlacionado ao hidrogénio da hidroxila. Este

espectro revela a presenga de outras substdncias, provavelmente terpenoidicas. Alguns
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sinais presentes neste espectro e o pico em m/z 412 registrado no espectro de massa

(Fig. 106, p. 297) permitem especular a respeito da presenga de estigmasterol ou seu

isOmero.

Através destes dados foi possivel considerar IV como uma mistura de acidos
carboxilicos alifaticos ( 1Va - 1Vd).

n M* %

CH;-(CH,),-COOH IVa 28 452 35
IVb 26 424 37
v IVe 24 396 30

Ivd 22 368 40

Quadro 17. Fragmentagdes no espectrometro de massa de IV

@ @
HYNE ot OH —
clez ﬁ' I

St |
earranjo de c <> c \
(CHa /C——OH Mc Lafferty 5 » ! 2// OH

% OH
Ho . etk
m M ey
IVa 27 452
]l IVb 25 424 m/z 60( 85%)
IVe 23 396
ivd 21 368

G-OH
\ﬂ; T
OH — \)L 5%

m-1 OH lﬂ! -~ | O! i
miz 73 O OH

A fragdo BLHR-C(30-32) (IV) € igual a fragdo BLHR-C(33-35).
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= BLER-H/H(2) (V) € um solido amorfo, branco, com p.f.= 59,3-66,0°C.

O espectro de absorgdo na regido do 1.V.(Fig. 108 , p. 299) apresentou
bandas compativeis com a presenca de carbonila de ester saturado (ve-o 1735 em™, ve.o
1195 e 1175 ecm™) e bandas tipicas de grupamentos metilicos e metilénicos (vey 2956-
2949 cm™).

O espectro de massa (Fig. 109 ,p. 300) revelou-se compativel com uma
mistura de esteres alifaticos, podendo-se observar duas séries de ions moleculares com
diferenga de 28 daltons : 1) m/z 494, 466 e 438 e ii) m/z 454, 426 e 398. Assim, a analise
desta mistura requer investigagdo através de GC/MS, para garantir esta interpretacdo
preliminar. Os picos em m/z 369, 341, 313, 285 e 257 podem ser atribuidos aos
fragmentos envolvendo as unidades acila dos esteres, formados através de arranjo de

atomos de hidrogénio.

Quadro18. Fragmentagdes de V no espectrometro de massa.

n miz %

®0H
22 369 82 -
\H/U\OH 20 341 20 '
s n 18 313 15
v 16 285 60
14 257 98

As unidades alquila podem ser deduzidas através dos grupos acila

correspondentes aos fragmentos acima postulados. Como exemplo:

15+ 14n+ 44 + 14m +15 =494
n=22 — m=8

n=14— m=16




O espectro de RMN "C- PND apresentou 12 linhas espectrais, mostrando

que varios carbonos tém a mesma absorgéo (Fig. 110, p. 301 ).

28,6
A 0‘1}4,0 :
14,1 64,4 22,6
O

a
24,9 m-I\ 14:1
319

29,6- 28:6

¥ podem ser trocados

O espectro de RMN 'H apresenta os sinais com deslocamentos quimicos
atribuidos aos protons metilicos em & 0,85 (t) e metilénicos em & 1,58- 1,10 ppm. A
absor¢gdo em & 2,20 ppm (t, 2H) foi atribuida aos hidrogénios vizinhos ao grupo
carboalcoxilico. O sinal em & 4,03 ppm (t, 2H) foi correlacionado com os atomos de

hidrogénio do grupo metilénico hidroxilado do ester (Fig. 111, p. 302).

= BLER-C(54-74)(VI) ¢ um solido cristalino, amarelo esverdeado com p.f= 198,0-
202,9°C.

O espectro de absor¢do na regido do 1.V. (Fig. 112, p. 303) apresentou
bandas compativeis com a presenga de carbonila lacténica conjugada (ve-o 1704 cm™),
hidroxila fendlica (vom 3338- 3281 cm™), sistema aromatico ( Ve—c do amet 1600,
1585,1500, 1460 cm™) € ve.o 1288-1141 em™.

O espectro de massa (Fig. 113 ,p. 304), forneceu o pico correspondente ao
ion molecular (M'") em m/z 192 daltons (100%) que também corresponde ao pico base,
sugerindo a férmula molecular C,oHsO4 . As principais fragmenta¢Ses para o citado
composto sdo mostradas no Quadro 19.

A confirmagdo da formula molecular baseou-se nas informagdes acima
citadas, no nimero de sinais de atomos de carbono revelado pelo espectro de RMN “C-
PND (Fig. 114, p. 305) e na determinagdo do nimero de atomos de hidrogénio através
dos sinais de carbono nos espectros de RMN C- DEPT 135° ( Fig.115, p.306) e RMN
'H (Fig. 116, p. 307).
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O espectro de RMN "“C- PND apresentou 10 linhas espectrais,

correspondentes ao nimero de atomos de carbono. A comparagao deste espectro com o

espectro de RMN C- DEPT 135° permitiu reconhecer os sinais correspondentes a
carbonos: metilico, metinicos, e quaternarios. Assim, surgiu a expansdo da formula
molecular C,0HsO4 para (C=0) (C=CH)y(C=C)(CH=CH)(C-OH)(C-OMe), contendo
cinco insuficiéncias de hidrogénio, sendo as duas restantes atribuidas a dois sistemas

ciclicos.

Os dados de RMN "C- PND de VI foram comparados com dados de outras
cumarinas ( A, B, C, D, E e F ) descritas na literatura ( Tabela 19).

Tabela 19. Dados de RMN “C- PND de (VI) comparados com dados de analogos da

literatura®™°.

C VI A B C D E F

2 1624 |1614 |160,1 |[160,7 |160,5 |161,4 |161,5

3 1109 1126 |1123 |12 |ii2g 1133 (1132

4 144,2 |144,5 |143,8 |1443 144,4 (143,3 [143.3

5 1077 1129 [129,1 |129,5 |115,0 |109,7 | 1078

6 145,1 [143,2 [129,1 1133 142,6 |146,4 |146,5

i 150,8 |150,6 |162,4 |[161,6 151,4 [153,3 |152,0

8 1024 11032 11605 1025 103,1 |99,9 |101,0

b

9 |1494 |149,1 [1553 |155,7 |150,5 |150,0 |149,8

10 1106 (1114 (1120 (1115 |1108 (1113 |112.2

CH;0 |55.2 oS > = N2 ;
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5 4 5 4
|
5
] HO789920 H0789102o MeO78 920

} VI(Escopoletina) ' A(6,7-dihidroxicumarina) B(7-metoxicumarin:
' ( Herniarina)

5
HO 7 9920

p o7 o il 07270
C( 7-hidroxicumarina) D(6-B-D-glucosil-7-hidroxi-
(Umbeliferona) cumarina)

M

5 4
T/O : 4 MeO._6 10 3
6 10\3
eO7891020 4

E(6-(3,3-dimetilaliloxi)-7- F(7-(3,3-dimetilaliloxi)-6-
metoxicumarina) metoxicumarina)

A hipdtese da substdncia VI ser a isoescopoletina (G) foi eliminada apds
leitura do espectro na regido do ultra-violeta (UV) na presenca de acetato de
sodio(AcONa) (Figs. 117 e 118, p. 308) e através de informagdo encontrada na
literatura®, revelando que a isoescopoletina ndo apresenta o pico [M - 15]" com a

intensidade significativa quando comparada com a da escopoletina ( m/z 177 intenso).
"
MeO 0] 0

G(Isoescopoletina)
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No espectro de RMN 'H a caracterizagdo adicional do sistema cumarinico

foi evidenciado através dos deslocamentos quimicos atribuidos aos protons metinicos em
66,17 ppm ( d, J=9,4 Hz, H-3) e & 7,72 ppm (d, J=9,4 Hz, H-4). Os sinais em & 6,92
ppm (s, H-5) , 6,75 ppm (s, H-8) , 3,87 ppm (s, OCH;) e 4,68 ppm (s, OH-7),

confirmaram o padrio de substitui¢do e a presenga dos substituintes OH e OMe.

Quadro 19. Fragmentagtes de VI no espectrometro de massa.

- @ ;
HO ot B Me - HO o__0 HO . 0
cedit e og
MeO & 0 # o A

m/z 192(100%) miz 177 (87%)
co
co M i
559 i oy e R i
‘ o MeO 0
miz 164 (55%) m/z 149 (75%
[-co

6= ] 1]

miz 121 (47%)

“
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= BLER-M/C(49-61) (VII) é um solido cristalino, branco, com p.f.= 182,0-185,5°C.

O espectro na regido do 1.V. (Fig.119, p.309) apresentou bandas compativeis
com a presenga de hidroxila de acido (vom 3200- 2500 cm™), carbonila de acido
conjugada (ve-o 1683 cm™), hidroxila fenolica (von 3487 cm’'- livre), ve-c do anel

aromatico 1600, 1500,1460 cm™ e ligagdo éter (ve.o 1238 cm’™).

O espectro de massa (Fig. 120, p.310), revelou dois picos correspondentes a
dois ions moleculares (M), sugerindo ser uma mistura, com fons moleculares m/z
168,0345 daltons (100%, CsHsOs—> m/z 168,0423; Am/z= 0,0078) para VIila e m/z
198,0441 daltons (10%, CoHigOs —> m/z 198,0540; Am/z= 0,0099) para VIib. A
diferenca de 30 daltons foi atribuida a presenca de uma metoxila adicional em Viib. A
estrutura de VIla esta em acérdo com os espectros de RMN 'H ( Fig. 121, p. 311) e
RMN C (Fig. 122, p. 312). Considerando-se a mesma estabilidade para os ions
moleculares de Vila e VIib, as percentagens aproximadas dos dois componentes na

mistura podem ser calculadas: 9,1 de VIib e 90,9% de Vlla.

Quadro 20. Fragmentag&es no espectrometro de massa de VIla e VIib.

R
g
@
o
HO Y &
OMe “CHs 8 c=0

O

R=H m/z 168(100%) m/z 153(80%) miz 125(20%)
R=0OMe m/z 198 (10%) m/z 183(1%) m/z 155 (2%)

Os dados de RMN “C de VIIa foram comparados com dados da literatura™*

(Tabela 20, p. 238). Os picos restantes sdo pertencentes a substancia VIIb.




COOH

HO
OMe

Vil a

MeO

HO

Vilb

Tabela 20. Dados de RMN * C de VIla e do acido vanilico obtidos na literatura®'

W

____________ e
1 122,8 121,6
1o /] 113,5 112,0
: 3 148,0 146,1
4 152,0 150,7
5 115,5 114,1 “
6 124,9 125,1
C=0 167,9 166,3
MeO 56,3 56,1

* As amostras foram dissolvidas em soluggo de perdeuterioacetona.
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BLER-M/C(1-11) (VIII) é um sélido cristalino, branco, com p.f=160,7-164,2°C, e é
a fragdo BLMCC-A/C(10-11).

O espectro no 1.V. (Fig. 123, p. 313) de VIII revelou bandas caracteristicas

= grupos OH (von 3300 cm™) e alquila (vey 2950-2800cm™)

A anilise dos espectros de RMN 'H (Fig. 124 , p. 314) e RMN “C- PND e
T 135° (Figs. 125e 126, p. 315 € 316 ) do derivado acetilado permitiu reconhecer
presenga de esterdides 3-B-O-p-O- glicopiranosilsitosterol (VII) e  3-B-O0-f-O-
piranosilestigmasterol (VIIla) acetilados. A confirmagdo destes compostos,
lveu principalmente a comparagdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de
ono, com valores descritos na literatura’*(Tabela 21 ). Os sinais em & 128.5 e 1390

esentam os atomos de carbono C-23 e C-22, respectivamente, de Vilia.



Tabela 21. Dados de RMN "C de VIII e Glicosideo/Ac 2

C VIII Glicosideo/Ac
1 37,1 372

2 293 29,5

3 80,0 80,0

4 38,8 38,9

5 140,2 140,3

6 122,1 122,0

7 31,7 31,8

8 31,8 31,8

9 50,1 50,2 .
10 36,6 36,5

11 20,9 20,9

12 39,6 37

13 423 423

14 55,9 56,7

15 24,2 242

16 28,2 28,1

17 56,7 56,1

18 11,8 11,9

240



19 19,3 19,2
20 36,0 36,0
21 18,7 18,7
2 33,6 34,0
23 25,9 26,1
24 457 458
25 29,0 29,1
26 19,7 19,7
27 18,9 18,9
28 23,0 23.0
29 1 1,; 11,0
2 99,6 99,6
> 71,6 71,7
3’ 72,8 73,0
4 68,4 68,7
2%, 71,4 71,5
6’ 62,0 61,9

2

2
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= BLMCR-C/C(30-31) (IX) é um solido cristalino, branco, com p.f.= 120,0-123,0°C e
apresenta no 1.V. bandas caracteristicas de grupos OH (vou 3400 cm™) e alquila (Ve

2950- 2800cm™) (Fig 127, p. 317 ).

Comparagdo de IX com amostra padrdo em CCD, indicou a presenga de uma
mistura de [B-sitosterol e estigmasterol. A confirmagdo destes compostos, no entanto,
envolveu principalmente a comparagdo dos dados fornecidos pelos espectros de RMN
BC- PND e DEPT 135° (Figs.128 e 129, p. 318 e 319 ) com valores descritos na
literatura® (Tabela 22).

™
HO
IX a (B—sitosterol) IX b(Estigmasterol)
X

HO
HO

Ergosterol
Colesterol g
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Tabela 22. Dados de RMN C de (IXa) e (IXb) comparados com dados de analogos da

literatura®™.
¢ IXa Bﬁsitosterql Colesterol IXb Ergosterol
1 |372 372 37,7 372 38.6
2 |31,6 31,6 31,6 31,9 32,6
3 |97 71,8 71,3 saly 69,7
4 1422 423 42 .4 423 41,1
5 (1407 1407 1412 1407 140,7
6 1217 121,7 1;1,3 1217 1194
7 31,8 31,9 32,0 31,6 116,7
8 |31,8 31,9 32,0 31.9 | 140,6
9 |50,0 50,1 50,5 51,2 465
10 |136,4 36,5 36,5 36,7 37,2
11 |21,0 21,1 212 212 212
12 139,7 38,8 28,3 39,7 283
13 (422 42,3 42,4 422 43,0
14 |567 56,7 56,9 56,8 54.6
15 242 243 243 243 23,1
16 |28,2 282 40,0 28,9 39,4
17 | 55,9 56,0 56,5 55.9 56.0




11,8 11,8 12,0 11,8 1%
19,8 19.4 19,4 19,3 16,0
36,1 36,1 35,8 40,4 40,5
18,9 19,0 18,8 18,9 19,4
33,8 33,9 36,4 1383 132,2
25,9 26,1 24,1 129,2 136,0
457 458 39,6 45,8 43,0
29,0 29,1 28.0 29,1 19,7
18,7 18,7 22.5 18,7 33,2
19,8 19,8 22,8 19,8 21,0
22,1 22,0 23,0 17,4
11,9 11,9 12,2 :

2
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= BLHCC-C/A(350-494) (X) € um solido cristalino, branco, com p.f. = 238,5-241,8°C.

O espectro de absorgdo na regido do L.V.(Fig. 130, p. 320), apresentou
bandas compativeis com a presenga de amida ( vnu 3459- 3291 cm™) , carbonila de

amida (Vc-o 1649 cm™) e aromaticidade ( ve-c 1598, 1580, 1494 cm™).

O espectro de massa (Fig. 131, p. 321 ), forneceu o pico correspondente ao
ion molecular (M) em m/z 212 daltons (7%) e o pico base em m/z 93 daltons (100%),

sugerindo a formula molecular Cy3H;20N, (Quadro 21).

A confirmag¢do da formula molecular C13H;,ON; baseou-se nas informagdes
acima citadas, no namero de sinais de atomos de carbono revelado pelo espectro de
RMN "*C - PND ( Fig. 132, p. 322) e na determinagio do namero de atomos de
hidrogénio em decorréncia da multiplicidade dos sinais de carbono deduzida através do
espectro de RMN C - DEPT 135° (Fig. 133, p. 323: CH e CH; em fase oposta a CH,)
e espectro de RMN 'H (Fig. 134, p. 324 ).

O espectro de RMN '"C- PND apresentou cinco linhas espectrais. A
comparagdo deste espectro com o RMN C- DEPT 135° permitiu reconhecer o padrio
de hidrogenagdo correspondente a cada atomo de carbono. Assim, surgiu a expansio da
formula molecular C3H,ON, para (C=0) (C=CH), (CH=CH),, contendo seis
insuficiéncias de hidrogénio. As duas insuficiéncias restantes foram atribuidas a dois

sistemas ciclicos.

De acordo com o espectro de RMN C- PND péde-se atribuir o sinal em §
153,8 ppm a carbonila conjugada da amida, assim como reconhecer o carater dos
carbonos aromaticos pelas absorgdes em & 140,7 (C-1,17), 8§ 119,2(C-2,2°,6,6"), & 129,3
(C-3,5,3°,5") e & 122,4(C-4,4).

No espectro de RMN 'H foi evidenciado a caracterizagio do anel aromatico
monossubstituido. As absor¢des em & 7,86 ppm ( d, J=8,0 Hz, H-2,6,2°,6°), 8 7,33 ppm
(t, J=8,0 Hz, H-3,5,3°,5’) e & 7,03 ppm (t, J=8,0 Hz, H-4,4’) foram atribuidas aos
prétons metinicos do anel aromético. O sinal em & 9,35 ppm(s) foi atribuido ao proton

do nitrogénio.
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Através do espectro de RMN bidimencional de correlagdo heteronuclear ( 'H
x C- COSY- 'Jen) (Fig.135, p. 325) cada absor¢do de hidrogénio foi correlacionada

através de uma ligagio ('Jex) com seu respectivo carbono.

De acordo com os dados acima mencionados, foi concluido que X tratava-se
da N,N’- difeniluréia.

e

4 2 0O 8 4

& /”\ 3
79 N 1 >
O] OH

X(N,N'- difeniluréia)

Quadro 21. Fragmentagdes de (X) no espectrometro de massa.

; i
1 3I ' —|+ 1 3‘ U _—I

X i g

Rk E N)]\N 1 ; 8 1 N)\N 1 »

- 6 2 ( >

m/z 212
H,O

. T
o I ) Qg
—  » O=C=N/© ﬂ/N=C=N

m/z 119 (54%) x

il
NH,

m/z 93 (100%)

m/z 194 (12,8%)
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3.4. EXPERIMENTAL

3.4.1. MATERIAL E METODOS

Uma espécimen da espécie Bursera leptophloeos, familia Burceraceae, foi
coletada na fazenda de Santo Onofre no municipio de Itapiuna,Estado do Ceara. Uma
exsicata da planta representando esta coleta encontra-se depositada no Herbario Prisco
Bezerra do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceard, registrada sob
0 numero 23.549.

Esta espécimen foi separada em raiz (3,8700 kg), lenho (6,3450 kg), casca
da raiz (315,00 g) e casca do caule (2,1300 kg). As partes, depois de sécas ao ar, foram
trituradas e submetidas, separadamente, a extrag@o (a frio) com hexano e depois com

etanol.

3.4.2. ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES

3.4.2.1. OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL
O lenho (1,0900 g) e a raiz (345,00 g) foram extraidos com vapor d’agua e
ndo forneceram o6leo essencial. A casca do caule (2,1100 g) e a casca da raiz (555,00 g)

forneceram 1,8 mL e 0,2 mL de 6leo essencial, respectivamente (Tabela 23).
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Tabela 23- Constituintes volateis do oleo essencial das cascas do caule e das raizes de

Bursera leptophloeos.

CASCA DO CAULE CASCA DA RAIZ
o- cubebeno - elemeno
Trans- cariofileno Trans- cariofileno
o- bergamopteno o~ santaleno
[3- selineno o~ bergamopteno
o- muuroleno o- humuleno
calameno selin-4,7(11)-dieno
d-cadineno eremofileno
oxido de cariofileno &-cadineno
guaiol elemol
germacrona oxido de cariofileno
germacrona
a-isopropil-1-metoxi-4,7-dimetilnaftaleno

3.4.2.2. ESTUDO DOS CONSTITUINTES FIXOS
* Preparacio dos extratos e isolamento dos censtituintes da raiz, da casca da raiz e
da casca do caule.

As raizes moidas (3,8700kg) foram extraidas exaustivamente com hexano a
temperatura ambiente. Apds evaporagdo do solvente sob pressdo reduzida, obieve-se
8,8150g de extrato bruto.

Este extrato bruto (8,8150g) foi cromatografado em coluna de silica-gel,
utilizando-se a sequéncia dos seguintes eluentes: hexano, hexano/cloroformic,
cloroformio, cloroférmio/metanol e metanol.r As 96 fragdes coletadas (250mL cada uma)

foram concentradas sob pressdo reduzida, analisadas em CCD e em seguida reuniu-se

aquelas que se mostraram semelhantes (Tabela 24, Fr. 1 a Fr. 96, Esquema 09).
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Tabela 24- Fracionamento do extrato hexanico da raiz da Bursera leptophloeos através

de coluna filtrante

FRAC()ES | ELUENTE ASPECTO DENOMINACAO
fr. - Hexano(lOO%) amarelo claro BLHR-H(1)

Fr. 2 hexano(100%) amarelo claro BLHR-H(2)
Fr.3 hexano(100%) solido amarelo claro BLHR-H(3)

Fr. 4-5 hexano(l 00%) solido amarelo claro BLHR-H(4-5)
Fr. 6-11 hexano(100%) oleo amarelo claro | BLHR-H(6-11)
Fr. 12-19 hexano/CHCI3(95/5) |so6lido amarelo claro BLHR-C(12-19)
Fr.20-23 hexano/CHCI3(90/10) | solido branco-amarelado | BLHR-C(20-23)
Fr.24-27 hex./CHCl5(80/20) solido branco-amarelado | BLHR-C(24-27)
Fr. 28-29 hex./CHCIl3(70/30) solidq branco-amarelado | BLHR-C(28-29)
Fr. 30-32 hex./CHCl5(70/30) solido branco-amarelado | BLHR-C(30-32)
Fr. 33-35 hex./CHCl;(60/40) solido branco-amarelado | BLHR-C(33-35)
Fr. 36-41 hex./CHCIl3(50/50) solido branco-amarelado | BLHR-C(36-41)
Fr. 42-43 hex./CHCI5(40/60) solido branco-amarelado | BLHR-C(42-43)
Fr. 44 hex /CHCI,(40/60) | 6leo amarelo claro BLHR-C(44)

Fr. 45-47 hex./CHCI3(40/60) oleo amarelo claro BLHR-C(45-47)
Fr. 48-49 hex./CHCI3(30/70) 6leo amarelo claro BLHR-C(48-49)
Fr. 50-53 hex./CHCl5(30/70) 6leo amarelo claro BLHR-C(50-53)
Fr. 54-59 hex./CHCI5(20/80) 6leo amarelo claro BLHR-C(54-59)
Fr. 60-65 hex./CHCl3(10/90) Oleo amarelo claro BLHR-C(60-65)
Fr. 66-70 CHCl5(100%) Oleo + cristais BLHR-C(66-70)
Fr. 71 CHCl:/MeOH(99/1) | 6leo amarelo BLHR-M (71)
Fr. 72-74 CHCI:/MeOH(97/3) | 6leo amarelo BLHR-M (72-74)
Fr. 75-76 CHCl3/MeOH(97/3) | 6leo marrom claro BLHR-M(75-76)
Fr. 77-83 CHCl3/MeOH(90/10) | 6leo marrom claro BLHR-M(77-83)
Fr. 84-89 CHCI3/MeOH(80/20) | 6leo marrom claro BLHR-M(84-89)
Fr. 90-92 CHCI3/MeOH(60/40) | 6leo marrom claro BLHR-M(90-92)
Fr. 93-95 CHCIl3/MeOH(30/70) | 6leo marrom claro BLHR-M(93-95)
Fr.96 MeOH(100%) 6leo marrom claro BLHR-M(96)
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A coluna quando eluida com hexano (100%), Fr.4-5 (Tabela 24),
denominada BLHR-H(4-5) foi recromatografada em silica-gel e eluida sequencialmente
com: hexano, hexano/CHCl;, CHCl;, CHCl;/MeOH e MeOH, usando-se um gradiente
crescente de polaridade. As 93 fragdes obtidas foram comparadas por CCD e reuniu-se
aquelas que se mostraram semelhantes. As fragdes eluidas com: hex/CHCI3(90/10)[
BLHR-H/C(20-23)]  (2,80mg),hex./CHCI5(80/20)[BLHR-H/C(24-27)](7,90 mg) |,
hex./CHCl3(70/30)[BLHR-H/C(30-32)](23,30 mg) e  hex./CHCl5(60/40)[BLHR-
H/C(33-35)](11,80 mg), forneceram uma substancia solida- branca com os respectivos
pontos de fusdo: p.f=73,7-78,0°C; p.£=72,5-76,0°C;, p.f=58,0-63,0°C e p.f=77,2-
719.3%C.

A coluna quando eluida com hex./CHCI;(95/5)(Tabela 24), denominada

BLHR-C(12-19) (200,20 mg) foi recromatografado em silica-gel e eluida
sequencialmente com: hexano, hexano/CHCl;, CHCl;, CHCl;/MeOH e MeOH, usando-
se gradiente crescente de polaridade. As 80 fragdes obtidas depois de comparadas por
CCD foram reunidas. A fracdo 21-24, denominada BLHR-C/C(21-24)(31,70 mg)
apresentou-se como um solido amarelo claro com p.f. 62,0-70,8°C, sendo identificado,
através de métodos cromatograficos, como uma mistura de duas substancias naturais.
* A coluna quando eluida com hex/CHCl; (80/20) forneceu uma fragdo
denominada BLHR-C(24-27) (7,90 mg) que apresentou-se na forma de um solido
branco amorfo, com p.f. = 72,5-76,0°C, que foi identificado, através de meétodos
cromatograficos, como sendo uma mistura de dois-alcoois alifaticos.

As fragdes BLHR-C(30-32) e BLHR-C(33-35) revelaram-se idénticas por
CCD e foram identificadas, através de métodos espectrométricos, como sendc uma

mistura de acidos carboxilicos alifaticos.
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Esquema 09- Fluxograma do estudo do extrato hexdnico da raiz da Bursera

leptophloeos
EXTRATO HEXANICO
DA RAIZ DA B.I.
(8,81500)
Coluna Cromatografica
96 fragGes
Rewnie L 0G0 hex./CHCI,
BLHR-H(4-5) (95:5)
(1,0886g)
BLHR-C(12-19)

A J

A J

-

\

BLHR-C(20-23)
(2,80mg)
p.f.=73,7-78,0°C

BLHR-C(24-27)

(7,90mg)
p.f.=72,5-76,0°C

BLHR-C(30-32)
(23,30mg)
p.f.=58,0-63,0°C

BLHC-C(33-35)
(11,80 mg)
pf=77,2-7930 C

(200,20mg)

80 fragdes

BLHR-C/C(21-24)
(31,70mg)
p.f.=62,0-70,8°C

A torta da raiz (3,8700 kg) foi também extraida exaustivamente com etanol

a temperatura ambiente. Apos evaporagdo do solvente sob pressdo reduzida, obteve-se

54,31 g do extrato bruto. Este extrato foi cromatografado em coluna de silica-gel,

utilizando-se a sequéncia dos ‘seguintes eluentes em gradiente crescente de polaridade:

hexano, cloroférmio e metanol. As 174 fragbes coletadas (250mL cada uma) foram

analisadas através de CCD, reunindo-se aquelas que se mostraram semelhantes {Tabela

25, Fr.1 a Fr.174, Esquema 10).

Coluna cromatog

N A M~ %

-
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Tabela 25- Fracionamento do extrato etandlico da raiz da Bursera leptophloeos através

de coluna filtrante.

-~

FRACOES |ELUENTE ASPECTO DENOMINACAO
Fr. 1 | hexano(100%) oleo verde claro BLER-H(1)

Fr.2 hexano(100%) oleo verde claro BLER-H(2)

Fr.3 hexano(100%) oleo verde claro BLER-H(3)

Fr. 4-6 hexano(100%) oleo verde claro BLER-H(4-6)

Fr. 7-29 hex./CHCl3(70/30) | dleo verde claro BLER-C(7-29)
Fr. 30-44 hex./CHCI;5(40/60) oleo verde claro BLER-C(30-44)
Fr. 45-53 hex./CHCI5(30/70) marrom claro BLER-C(45-53)
Fr. 54-74 hex./CHCI3(10/90) amarelo esverdeado BLER-C(54-74)
Fr. 75-101 | CHCIl3/MeOH(95/5) |marrom escuro BLER-M(75-101)
Fr. 102-107 | CHCl;/MeOH(90/10) | marrom BLER-M(102-107)
Fr. 108-111 [CHCIl:/MeOH(80:20) | marrom escuro BLER-M(108-111)
Fr. 112-113 | CHCl/MeOH(80:20) | marrom escuro BLER-M(112-113)
Fr. 114-118 | CHCl3/MeOH(80/20) | marrom escuro BLER-M(114-118)
Fr 119-122 | CHCIl3/MeOH(80/20) | marrom escuro BLER-M(119-122)
Fr. 123-128 | CHCl3/MeOH(70/30) | marrom escuro BLER-M(123-128)
Fr. 129-134 | CHCl;/MeOH(70/30) | marrom escuro BLER-M(129-134)
Fr. 135-149 | CHCl;/MeOH(50/50) | marrom escuro BLER-M(135-149)
Fr. 150-167 | CHCl;/MeOH(30/70) | marrom escuro BLER-M(150-167)
Fr. 168-174 | MeOH(100%) solido marrom BLER-M(168-174)

A coluna (Tabela 25) quando eluida com hexano(100%),forneceu uma

fracdo denominada BLER-H(4-6) (Tabela 25, Esquema 10) (367,60 mg) que foi

recromatografada em silica-gel e eluida com: hexano, hexano/CHCl;, CHCl;,

CHCIl:/MeOH e MeOH, com gradiente crescente de polaridade. As 67 fragdes obtidas
depois de comparadas por CCD e reuniu-se as que se mostraram semelhantes. A fragio
2, eluida com hexano(100%),denominada BLER-H/H(2) forneceu um so6lido branco

(10,60mg) com p.£=60,3-66,0°C que foi identificado como um éster alifatico.
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A coluna (Tabela 25) quando eluida com hexano/CHCl3(70/30) forneceu
uma fragdo denominada [BLER-C(7-29)(2,0313g), que também foi recromatografada
em silica-gel e eluida com: hexano, hex./CHCl;, CHCl;, CHCls/acetato, acetato,
acetato/MeOH e MeOH com gradiente crescente de polaridade. As 30 fragdes obtidas
foram analisadas por CCD, reunindo-se aquelas que se mostraram semelhantes.

A coluna (Tabela 25) quando eluida com hexano/CHCI3(40/60) forneceu
uma fragdo denominada [BLER-C(30-44)(3,0473g)], que também foi recromatografada
em silica-gel e eluida com o mesmo sistema de solventes da coluna cromatografica
anterior. As 29 fragdes obtidas foram analisadas por CCD, reunindo-se aquelas que se
mostraram semelhantes.

A coluna (Tabela 25) quando eluida com CHCl3(100%) forneceu uma fragéo
denominada BLER-C(54-74) que apoés recristalizagdo forneceu um sélido amarelo
esverdeado(80,00mg) com p.f.=198,0-202,9°é que apresentou uma grande fluorescéncia
quando exposto a lampada de UV e foi identificada , através de métodos
espectrométricos, como sendo uma cumarina.

A coluna (Tabela 25) quando eluida com CHCl;/MeOH(95/5), forneceu uma
fragdo denominada [BLER-M(75-101)(8,3303g)] que foi recromatografada em silica-gel
e eluida com o mesmo sistema de solventes da coluna anterior. As 109 fragdes obtidas
foram analisadas por CCD, reunindo-se aquelas que se mostraram semelhantes. A coluna
quando eluida com hexano/CHCI3(10/90) forneceu uma fragdo denominada BLER-
M/C(49-61)(30,0mg) que forneceu um soélido branco com p.f=182,0-185,5°C e foi
identificada, através de métodos espectrométricos, como sendo uma mistura contendo o
acido vanilico em maior percentagem (90,9%).

A coluna (Tabela 25) quando eluida com CHCIl;/MeOH(90/10) forneceu
uma fragdo denominada [BLER-M(102-107)(1,9748g)] que foi recromatografada em
silica-gel e eluida com o mesmo sistema de solventes da coluna anterior. As 34 fragdes
obtidas foram analisadas por CCD onde reuniu-se as que se mostraram parecidas. A
coluna quando eluida com CHCls/acetato(50/50), forneceu uma fragdo denominada
BLER-M/A(20-21)(101,30mg) que foi recromatografada obtendo-se 50 fragGes que
foram analisadas por CCD.

A coluna (Tabela 25) quando eluida com CHCl;/MeOH(90/10) forneceu
uma fracdo denominada [BLER-M(108-111)] que forneceu um precipitado branco
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(143,30mg) quando tratado com acetato de etila, este precipitado foi acetilado,
recromatografado em silica-gel e eluido com o mesmo sistema de solventes da coluna
anterior. As 47 fragdes obtidas foram analisadas por CCD onde reuniu-se as que se
mostraram semelhantes. A coluna quando eluida com CHCls/acetato(9,5/0,5),
denominada BLER-M/C(1-11) apresentou-se como um solido branco cristalino
(197,90mg), p.£=160,7-164,2°C, e foi identificado apds acetilagdo, através de métodos
espectrométricos, como sendo uma mistura de dois esteroides glicosilados e acetilados.
A coluna (Tabela 25) quando eluida com CHCl:/MeOH(80/20) forneceu
uma fragdo denominada [BLER-M(112-113)(4,9000g)] que foi recromatografada em
silica-gel e eluida com os mesmo sistema de solventes da coluna anterior. As 103 fragdes
obtidas foram analisadas por CCD.
A coluna (Tabela 25) quando eluida com CHCl:/MeOH(50:50) forneceu
uma fragdo denominada [BLER-M(135-149)(6,2400g)] que foi também
recromatografada em silica-gel e eluida com o mesmo sistema de solventes da coluna

anterior. As 53 fragdes obtidas foram analisadas por CCD.

4
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Esquema 10 -Fluxograma de estudo do extrato etanolico da raiz da Bursera

leptophloeos
EXTRATO ETANOLICO DA
RAIZ DA Bursera leptophloeos
(54,3100g)
Coluna Cromatografica
174 fragdes
' ' ' |cHel
hex.(100%) |hex/CHCIls |hex/CHCk |CHCI; HCI;/MEOH | CHC/MeOH [CHClzMeOH CHCI/MeOH | MeOH
(70130) (40/60) 100%) (9515) (90/10) | (e0r10) | (80720) (s050)

BLER-H(4-6) || BLER-C(7-29)| [BLER-C(30-44) | BLER-C(54-74) BLER-M(75-101)| |[BLER-M(102-107) [BLER-M(108-111}| BLER-M(112-113) | | BLER-M(135-149)
(367,60mg) |[(2.03139) (3,0473g) (90,00mg) (8,3303g) (1,9748g) 143,30mg) (4.8000g) (6,2400g)

lCol. crom. 1Col. crom. 100!. crom. Recrist. Col.crom. [Col. crom. Acetilagio LCOL crom. lCol. crom.

67 fragdes |30 fragdes |29 fragSes ‘ 109 fragées }34 fragGes) 103 fragdes) |53fragoes
/ \

B1|6ER-HM(2) ?&Eﬁg""’ BLER-M/A20-21) | BLER-M(108-111)

pf.259,3-66,0°C pf=198,0-202,9°C ~ (101.30mg) Acetilada

(30,00mg)

Col. crom.
BLER-M/C(49-61) 50 fragoes
pf=182,0-1855°C

\ J
BLER-M/C(1-11)

= BLMCC-A/C(10-11)
(197,%0omg)
p.f.=160,7-164,2°C

A casca da raiz da Bursera leptophloeos (315,00 g) foi extraida em soxhlet,
com hexano e depois com metanol. Obteve-se um residuo (1,5312 g) e um precipitado
(197,00 mg) do extrato hexanico e 19,8113 g do extrato metanolico.

O precipitado obtido do extrato hexdnico apresentou-se como um pd de
coloragdo amarelo palido com p.f=71,3-73,6°C.

O residuo obtido do extrato hexanico em soxlet (1,5312 g) ndo foi
submeﬁdo a estudos adicionais.

O extrato bruto (19,8113 g) da casca da raiz extraido com metanol (soxhlet)
foi cromatografado em coluna de silica-gel, utilizando-se a sequéncia dos seguintes
eluentes: hexano, hex./CHCl;, CHCl;, CHCls/acetato, acetato, acetato/MeOH e MeOH.
As 47 fragdes coletadas (250mL cada uma) foram concentradas & vicuo sob pressdo
reduzida, analisadas em CCD e em seguida reuniu-se aquelas que se mostraram

semelhantes (Tabela 26, Fr.1 a Fr.47, Esquema 11).
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Tabela 26- Fracionamento do extrato metanolico(soxhlet) da casca da raiz da Bursera

leptophloeos

FRACOES |ELUENTE ASPECTO DENOMINACAO
Fr.1-2 hex./CHCI3(95/5) amarelo claro BLMCR-H(1-2)
Fr. 3-4 hex./CHCI;3(90/10) amarelo claro BLMCR-C(3-4)
Fr.5-6 hex./CHCl5(70/30) amarelo claro ‘ BLMCR-C(5-6)
Fr.7-8 hex./CHCl3(60/40) amarelo claro BLMCR-C(7-8)
Fr.9-11 hex./CHCl5(40/60) amarelo claro BLMCR-C(9-11)
Fr.12-20 CHCls/acetato(90/10) |amarelo claro BLMCR-A(12-20)
Fr.21-24 CHCls/acetato(80/20) |amarelo claro BLMCR-A(21-24)
Fr. 25-28 CHCls/acetato(50/50) | verde amarronzado BLMCR-A(25-28)
Fr. 29-33 CHCls/acetato(20/80) | marrom BLMCR-A(29-33)
Fr. 34-39 acetato(100%) marrom escuro BLMCR-A(34-39)
Fr. 40-42 ;acetato/MeOH(70/30) marrom claro BLMCR-M(40-42)
Fr.43-46 acetato/MeOH(50/50) |marrom claro = BLMCR-M(43-46)
Fr.47 MeOH(100%) solido marrom BLMCR-M(47)

A fragdo 5-6, denominada BLMCR-C(5-6)(Tabela 26, Esquema 11) foi
recromatografada em silica-gel e eluida com :‘hex., hex./CHCl;, CHCl;, CHCl;/MeOH e
MeOH com gradiente crescente de polaridade. As 74 fragdes obtidas foram comparadas
por CCD e reuniu-se aquelas que se mostraram semelhantes. A coluna quando eluida
com hexano(100%) forneceu um solido branco cristalino (70,00 mg) denominado
BLMCR-C/H(6-8) com p.f=121,0-123,0°C, e foi identificado, através de métoaos
espectrométricos, como sendo um sesquiterpeno furédnico.

A coluna quando eluida com hex./CHCI3(90/10) forneceu um solido branco
cristalino, denominado BLMCR-C/C(17/22), identificado, através de métodos
espectromeétricos, como ftalato.

A fragdo 7-8, denominada BLMéR—C(7-8)(437,80mg) foi recromatografada
em silica-gel e eluida com o mesmo sistema de solventes da coluna anterior. As 80

fragdes obtidas, foram comparadas por CCD e reuniu-se as que se mostraram
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semelhantes. A coluna quando eluida com hex./CHCl3(80/20) forneceu um solido branco
denominado BLMCR-C/C(30-31), que foi identificado, através de métodos
espectrométricos, como sendo uma mistura de - sitosterol com estigmasterol.

A fragdo denominada BLMCR-C(9-11) (102,40mg) foi recromatografada em
silica-gel e eluida com o mesmo sistema de solventes da coluna anterior. As 68 fragdes
obtidas foram comparadas por CCD e reuniu-se aquelas que se mostraram semelhantes.

A coluna (Tabela 26) quando eluida com hex/CHCI3(70/30) a
CHCls/acetato(90/10) forneceu uma fragdo denominada BLMCR-A(12-20)(265,80mg)
que foi recromatografada em silica-gel com a mesma sequéncia de solventes citada na
coluna anterior. As 112 fragdes obtidas foram analisadas por CCD e reuniu-se aquelas
que se mostraram semelhantes. A coluna quando eluida com CHCl3(100%) forneceu um
solido amarelo cristalino(4,00mg),que apresentou forte fluorescéncia quando exposto a
lampada de UV, denominado BLMCR- A/C(49-55) com p.f=196,0-200,0°C que foi
identificado, através de métodos espectrométricos , como sendo uma cumarina.

A fragdo denominada BLMCR-A(21-24)(174,90mg) foi recromatografada
em silica-gel e eluida com o mesmo sistema de solventes da coluna anterior. As 105
fragdes obtidas foram comparadas por CCD e reuniu-se aquelas que se mostraram
semelhantes.

A fragdo denominada BLMCR-A(33) foi acetilada e identificada através de

métodos espectrométricos como sendo o glicosideo do B-sitosterol acetilado.
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Esquema 11- Fluxograma de estudo do extrato metanolico(soxhlet) da casca da raiz da

Bursera leptophloeos.

Extrato metanolico(soxhlet)
(19,8113g) da casca da
raiz da B. leptophloeos

Col. cromatografica

47 fragdes
Y
< BLMCR-A(33)

BLMCR-C(5-6) [ [BLMCR-C(7-8) BLMCR-C(9-11) | | BLMCR-A(12-20) | | BLMCR-A(21-24) (33,50mg)
(173,60mg) (437,80mg) (102.40mg) (265,80mg) (174,90mg) i

Col.cromat. Col.cromat. Col. cromat, Col Sromat, raae s

74 fragdes "80 fragbes 68 fragdes 112 fracdes 105 fragdes l““cm’”

BLMCR-C/C(30-31)

BLMCR-A/C(A9-55)
(1.00mg)
p £:196.0-2000°C

(30,00mg)
p.f=138,0-110,0°C

Y Y
BLMCR-C/H(4-5) | | BLMCR-C/11(6-8) | [BLMCR-C/C(9-15) | BLMCR-C/C(17-22)
(50,00mg) (70,00mg) (45,00mg) (38,00mg)
p£=103,5-109,3°C] p.f.=121,o-123,0°d p.£=101,3-107,0°C| | P-£=127,2-130.2

-

As cascas do caule moidas (2,1300 kg) foram extraidas exaustivamente com
hexano & temperatura ambiente. Apds evaporagdo do solvente sob pressdo reduzida,
obteve-se 20,5324 g do extrato hexanico.

Este extrato bruto (20,5324 g) foi cromatografado em coluna de silica-gel,
utilizando-se a sequéncia dos seguintes eluentes: hexano,cloroformio,acetato de etila e
metanol. As 12 frag¢des coletadas (250mL cada uma) foram concentradas sob pressao
reduzida, analisadas por CCD e em seguida reuniu-se aquelas que se mostraram

semelhantes (Tabela 27, Fr.1 a Fr.12, Esquema 12).
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Tabela 27- Fracionamento do extrato hexfdnico da casca do caule da Bursera

leptophloeos

FRACOES |ELUENTE ASPECTO DENOMINACAO
Fr.1 e hexano(100%) oleo amarelo claro BLHCC-H(1) V
Fr.2 hexano(100%) 6leo amarelo BLHCC-H(2)
Fr3 hexano(100%) solido branco BLHCC-H(3)
Fr4 hexano(100%) oleo réseo BLHCC-H(4)
Fr.5 hexano(100%) solido amarelo claro | BLHCC-H(5)
Fr.6 hexano(100%) solido esverdeado BLHCC-H(6)
Fr.7 hexano(100%) solido esverdeado BLHCC-H(7)
Fr.8 clofofé,mﬂo(lOO%) marrom BLHCC-C(8)
Fr.9 acet. de etila(100%) |mdrrom BLHCC-A(9)
Fr.10 acet. de etila(100%) |marrom BLHCC-A(10)
Fr.11 acet. de etila(100%) |marrom esverdeado |BLHCC-A(11)
Fr.12 metanol(100%) verde claro BLHCC-M(12)

A coluna (Tabela 27) quando eluida com hexano(100%), denominada
BLHCC-H(5) foi recromatografada em  coluna de silica-gel e eluida com:
hexano/CHCl5(50/50), CHCl;,CHCl:/MeOH e MeOH. As 25 fragdes obtidas foram
analisadas por CCD e juntou-se aquelas que se mostraram semelhantes. A coluna quando
eluida com hexano(100%), forneceu um solido branco denominado BLHCC-
H/H(5)(73,2 mg) que foi identificado através de métodos espectrométricos como sendo
uma mistura de acidos carboxilicos alifaticos.

A coluna (Tabela 27) quando eluida com CHCI3(100%), denominada
BLHCC-C(8) foi recromatografada em coluna de silica-gel e eluida com: hexano,
hexano/CHCls, CHCl;, CHCls/Acetato, Acetato e MeOH, com gradiente crescente de
polaridade. As 506 fragdes obtidas foram analisadas por CCD e juntou-se aquelas que se
mostraram semelhantes. A coluna quando eluida com CHCls/Acetato forneceu um solido
branco cristalino, denominado BLHCC-C/A(350-494)(100,5mg) que foi identificado

através de métodos espectrométricos como sendo a N,N’-difeniluréia.
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'Esquema 12- Fluxograma de estudo do extrato hexanico da casca do caule da Bursera

leptophloeos.

Extrato hexénico da

casca do caule da

B. leptophloeos
(20.5324g)

Col. cromatografica
12 fragdes

y - — ;
|BLHCC-H(1)| [BLHCC-HQ@)] [BLHCC-H@3)| [BLHCC-H(#)] [BLHCC-II(5)] BLHCC-II(8)
o =l lCol. cromat.

25 fragdes

/

BLICC-I/(5)| | BLIICC-C/A(350-194)
p.L=77.9-79.9°C| | p.r=238.5-2:41 80¢

o

A torta da casca do caule (2,1300 g) foi também extraida exaustivamente
com metanol a temperatura ambiente. Apos evaporagdo do solvente a vacuo, obteve-se
225,93 g do extrato bruto. Usou-se 93,70 g dc:,ste extrato bruto e fez-se uma coluna
filtrante com silica-gel utilizando-se a seguinte sequéncia de eluentes: hexano,
cloroformio, acetato de etila e metanol. As 20 fragbes coletadas {250mi. cada 1ma)
foram concentradas a vacuo, analisadas por CCD e em seguida reuniu-se aquelas que se

mostraram semelhantes (Tabela 28, Fr.1 a Fr.20, Esquema 13).
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Tabela 28. Fracionamento do extrato metandlico da casca do caule da Bursera

leptophloeos

FRACOES |ELUENTE ASPECTO DENOMINACAO
Fr.l —— hexana(l-OO%) oleo esverdeado BLMCC-H(1)

Fr.2 cloroférmio(100%) | 6leo esverdeado BLMCC-C(2)

Fr.3 cloroformio(100%) | cristais(agulhas)brancos BLMCC-C(3)

Fr.4 cloroformio(100%) | cristais branco-esverdeado | BLMCC-C(4)

Fr.5 cloroformio(100%) | marrom esverdeado BLMCC-C(5)

Fr.6 acet.de etila(100%) | marrom esverdeado BLMCC-A(6)
Fr.7-8 acet.de etila(100%) | marrom esverdeado BLMCC-A(7-8)
Fr9 acet.de etila(100%) | marrom + pptado branco BLMCC-A(9)
Fr.10-11 acet.de etila(100%) | marrom + pptado branco BLMCC-A(10-11)
Fr.12 acet.de etila(100%) | marrom escuro BLMCC-A(12)
F1:13 metanol(100%) marrom escuro BLMCC-M(13)
Fr.14 metanol(1 00%) marrom escuro BLMCC-M(14)
FrlS metanol(1 00%3 marrom escuro BLMCC-M(15)
Fr.16 metanol(100%) solido marrom escuro BLMCC-M(16)
Fr.17 metanol(100%) solido marrom avermelhado | BLMCC-M(17)
Fr.18 metanol(100%) solido marrom avermelhado | BLMCC-M(18)
Fr.19 metanol(100%) solido marrom avermelhado | BLMCC-M(19)
Fr.20 metanol(100%) solido marrom avermelhado | BLMCC-M(20)

A coluna ( Tabela 28) quando eluida com CHCl3(100%), forneceu uma
fragdo denominada BLMCC-C(3)(450,00 mg) e apresentou-se como cristais do tipo
agulha brancos com p.f=127,2-130,2°C, que foi identificado, através de métodos
espectromeétricos, como sendo ftalato.

A fracdo denominada BLMCC-A(9)(182,40mg) apresentou um precipitado
solido branco- esverdeado que foi filtrado num funil de buchner e lavado com CHCls, o

precipitado branco apresentou p.f.= 91,2-97,0°C e foi acetilado depois cromatografado
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em silica-gel, sendo eluido com: CHClz, CHCls/acetato, acetato,acetato/MeOH e MeOH.
As 36 fragdes obtidas foram analisadas por CCD e reuniu-se aquelas que se mostraram
semelhantes. A fragdo denominada BLMCC-A(9) acetilada foi identificada, através de
meétodos espectrométricos, como sendo uma mistura de dois alcoois alifaticos.

A fragdo denominada BLMCC-A(10-11)(54,60mg) apresentou um
precipitado branco que foi filtrado num funil de buchner e lavado com CHCl;, o
precipitado branco apresentou p.f=274,3-277,5°C, e mostrou-se insolavel em solventes
organicos. Este precipitado foi acetilado, cromatografado em silica-gel e eluido com:
CHCIl3, CHCls/acetato, acetato, acetato/MeOH e MeOH. As 47 fragdes obtidas foram
analisadas por CCD e reuniu-se aquelas que se mostraram semelhantes. A coluna quando
eluida com CHCls/acetato(9,5/0,5) forneceu uns cristais branco, denominado BLMCC-
A/C(10-11) com p.f=160,7-164,2°C , que foi identificado, através de métodos
espectrométricos, como sendo uma mistura de dois esteroides glicosilados e acetilados.

A fragdo denominada de BLMCC-M/M(18-25), apresentou-se como cristais
tipo agulhas com p.f: 122,4-124,0°C e foi identificada através de métodos

espectrométricos como sendo ftalato.

W
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Esquema 13- Fluxograma de estudo do extrato metanélico da casca do caule da Bursera

leptophloeos.

Extrato metanolico da

casca do caule da

B. leptophloeos
(225,93mg)

Col. cromatografica
20 fragdes

l l = 1

T ——S R

BLMCC-C(3) BLMCC-A(9) BLMCC-A(10-11) BLMCC-M(20)
(450,00mg) (182,40mg) (54,60mg_‘) s (10.7371g)
p.f=127,2-130,2°C p.£.=91,2-97,0°C p.£=274.3-277,5°C
Acetilagdo Acctilagdo Col. cromat.
Y v 67 fragdcs
BLMCC-A(9) BLMCC-A(10-11) BLMCC-M/M(18-25)
80,00m
(182,40mg) acetilada ;.5:1223-124,0"(‘.
acetilada
Col. cromat. .
47 fracbes
=
Ol orsiag BLMCC-A/C(10-11)
36 fragoes (70’_50mg)
p.£=160,7-164,2 oC
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3.5. CONSTANTES FiSICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS DOS
CONSTITUINTES ISOLADOS DA Bursera leptophloeos

& BLMCR-C/H(6-8)(I)

Sélido branco cristalino
FM.: Ci5H;60;

P.M.: 228
p.£=121,0-123,0°C

Espectrometria de massa:m/z (%)- Tabela 18, p. 226.

4

. Espectrometria na regiio do 1V: KBr(cm™)

“ 1670,1600,1575
Espectrometria de RMN 'H: (200MHz, CDCls, ppm):
d (multiplicidade, constante de acoplamento, correlagio estrutural)- Tabela 17, p. 225.
Espectrometria de RMN “C(50,3MHz CDCl;,” ppm): §( correlagdo estrutural)- Tabela
17, p.225. '7
Espectrometria de RMN(2D), Tabela 17, p. 225.




265
#BLHR-C/C(21-24)(1l)

la Ilb

Solido amorfo amarelo claro

F.M.: C30Hs500(11a) e C30HssO(11b)
P.M.: 438(11a) e 424 (1Ib)

p.f.: 62,0-70,8°C

Espectrometria de massa: m/z(%)

438(45), 424(50), 409(28), 395(19), 381(10), 368(7), 355(27), 340(32), 325(13),
313(62), 300(30), 286(32), 271(30), 257(25), 243(30), 231(32), 219(35), 203(39),
189(33), 175(54), 161(50), 149(68), 135(63), 119(75), 107(85), 95(91), 83(86), 81(90),
69(100),59(24).

Espectrometria na regido do I.V: KBr (cm™)

2968, 2945, 2929, 2865, 1733, 1715, 1687, 1455, 1448, 1377, 1362, 1339, 1271, 1114,
888.

Espectrometria de RMN 'H ( 200 MHz, CDCls, ppm):

0,53-0,56 (d ), 0,75-0,77 (d), 0,82-2,24 (m), 2,6-2,63 (d), 2,67-2,70 (d), 4,64-4,69
(d).

Espeétrometn'a de RMN “C ( 50,3 MHz, CDCls, ppm):

18,0; 18,2; 19.2; 20,7; 21,0; 21.4; 21.8; 21,9; 22.1; 22.5; 25,8; 26,6; 28,1; 29,5; 31,2;
32,7; 33,3; 33,7; 34,8; 35,5; 35,8; 36,0; 36,2; 37,4; 45,2; 47,8; 48.3; 48,7, 50,1; 52,2;
76,3; 105,9; 216,7.




#BLHR-C(24-27)(111)

Soélido amorfo branco CHs- (CHy)25-CH,-CH,-OH
F.M.: CysHs30

P.M.: 410

p.f: 72,5-76,0°C

Espectrometria de massa: m/z (%)
392(5), 364(5), 153(8), 139(13), 125(27), 111(52,5), 97(100), 83(100)

Espectrometria na regido do 1.V.: KBr
3435- 3293, 2957-2918, 2849, 1736, 1716, 1473, 1463

Espectrometria de RMN 'H ( 200 MHz, CDCl, ppm ):
0,81-0,85(m), 1,22(s), 1,54(m), 3,58-3,65(t), 5,14(s).

266
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& BLHR-C(30-32)(IV) , igual a BLHR-C(33-35)

Solido branco cristalino

F.M.: C30He0O> ~ CH;-(CH,)2s- COOH
P.M.: 452

p.f: 58,0-63,0°C

Espectrometria de massa: m/z (%)

452(36), 424(37), 412(24), 396(30), 382(15), 368(37), 354(10), 339(5), 325(11),
297(7), 289(9), 271(10), 241(8), 229(21), 185(20), 171(13), 161(8), 147(14), 129(63),
111(34), 97(60), 83(71), 73(100), 60(85).

Espectrometria na regido do I.V.: KBr (cm™) X

2056, 2917, 2871, 2849, 1705, 1678, 1463

Espectrometria de RMN 'H ( 200 MHz, CDCls, ppm ):
0,68-1,64(m), 2,22-2,35(1), 5,70(s), 13,40(s)
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& BLER-H/H(2) (V) , igual a BLHCC-H(3)

Solido amorfo branco

F.M.:C33Hg02 CHi-(CHy),-COO-(CHy)-CHs
P.M.: 494

p.f: 60,3-66,0°C

Espectrometria de massa: m/z (%)
494(10), 466(38), 438(7,5), 411(23), 398(44), 369(83), 341(21), 313(15), 285(59,5),
271(21), 257(99), 125(30), 111(57), 97(91), 83(96), 71(100).

Espectrometria na regido do 1.V.: KBr (cm™)

2956, 2918, 2849, 1734, 1472, 1469, 1377, 1292, 1180, 739.

Espectrometria de RMN "H ( 200 MHz, CDCls, ppm ):
0,86(t), 1,22(sl), 1,56(m), 2,27(t), 4,03()

Espectrometria de RMN "*C ( 50,3 MHz, CDCls, ppm ):
174,0; 64,4; 34.4; 31,9; 29,6; 29,2; 29,1; 28,6; 25,9; 24,9; 22.6; 14,1.
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#BLER-C(54-74)(VI)

8 1
3
MeO”6 ¢ 7%
Sélido cristalino amarelo esverdeado
FM.: C10H804
P.M.: 192

p.f.: 198,0-202,9°C

Espectrometria de massa: m/z (%)
192(100), 177(85), 164(55), 149(75), 135(9), 121(47), 105(13), 96(5), 93(19), 85(22),
79(40), 69(14), 65(23).

Espectrometria na regido do L.V.: KBr (cm™)
3335, 3262, 3283, 3261, 2485, 1704, 1625, 1608, 1566, 1512, 1446, 1434, 1397, 1288,

1263, 1246, 1219, 1200, 1170, 1141, 1019, 926, 909, 862, 820.

Espectrometria de RMN "H ( 200 MHz, CDCls, ppm ):
3,87(s), 4,68(s), 6,17(d), 6,75(s), 6,92(s), 7,72(d).

Espectrometria de RMN "C ( 50,3 MHz, CDCls, ppm ): Tabela 19, p. 234.

Espectrometria de RMN *C-DEPT 135° ( 67,5 MHz, CDCls, ppm ):
55,2; 102.,4; 107,7;, 110,9; 144,2.
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& BLER-M/C(49-61)(VII)

COOH COOH
OMe MeO OMe
OH OH
Vil a Vilb

Sélido branco cristalino

F.M.: CgHsO4(VIla) e CoH,,Os(VIIb)
P.M.: 168(Vlla) e 198(VIlb)

p.f: 182,0-185,5°C

Espectrometria de massa: m/z (%) 3

168(100), 153(80), 125(20), 108(6), 97(27), 79(8), 63(5).
Espectrometria na regido do 1.V.: KBr (cm™)
3487, 2990, 2970, 2662, 1683, 1666, 1597, 1523, 1434, 1299, 1281, 1238, 1204, 1187,

1112, 1029, 765. )

Espectrometria de RMN 'H ( 200 MHz, CDCls, ppm ):
3,94(s), 5,14(s), 6,97-6,93(d), 7,57(s), 7,72-7,68(d).

Espectrometria de RMN "C ( 50,3 MHz, CDCls, ppm ): Tabela 20, p. 238.

Espectrometria de RMN “C- DEPT 135° ( 67,5 MHz, CDCls, ppm ):
29,6; 56,1; 56,4; 112,0; 114,1; 125,1.




& BLER-M/C(1-11)(V1II), igual a BLMCC-A/C(10-11) acetilados

R= glicose/Ac

Solido branco cristalino ¥

FM.: C35sHegoOs

P.M.: 576

p.£: 160,7-164.2°C
Espectrometria na regido do I.%V. : KBr (cm™)
3464, 3460, 3400, 3390, 3385, 3300, 3296, 3266, 2950, 2932, 2889, 2884, 2881, 1644,
1465, 1438, 1279, 1269, 1164, 1105, 1075, 1054, 1028.

Espectrometria de RMN “C do composto acetilado ( 50,3 MHz, CDCls, ppm): Tabela
21, p. 240.
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& BLMCR-C/C(30-31)(IX)

Sélido branco cristalino

F.M.: C 2Hs00(IXa) e C2oHssO(IXb)
P.M.: 414(IXa) ¢ 412(IXb)

p.f: 120,0-123,0°C

Espectrometria de RMN *C (50,3 MHz, CDCl; ppm ): Tabela 22, p. 243.

IX a IXb
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# BLHCC-C/A(350-494)(X)

Sélido branco cristalino H H

FM.: C13H120N2

PM.: 212

p.f.: 238,5-241,8°C
Espectrometria de massa: m/z (%) y

212(39,5), 194(24), 119(80), 93(100), 77(32), 66(51,5).

Espectrometria na regido do 1.V.: KBr (cm™)
3459, 3430, 3328, 3291, 1649, 1598, 1555, 1494, 1443, 1311, 1234, 754, 698.

Espectrometria de RMN 'H( 200 MHz, deuteropiridina, ppm ):
7,86(d), 7,33(t), 7,03(t), 9,35(s)

Espectrometria de RMN “C (50,3 MHz, deuteropiridina, ppm ):
153,8; 140,7; 119,2; 129,2; 122,4.
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3.7. ESPECTROS
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FIGURA gg. Bursery leptophipen
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FIGURA 90- Espectro na regido do 1.V. de I
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CAPITULO 04- METODOLOGIA

4.1. METODOS CROMATOGRAFICOS
4.1.1. Cromatografia em coluna

As cromatografias de adsor¢do em coluna foram executadas utilizando-se silica-
gel(dmm= 0,05-0,20) Carlo Erba (cod. 453336). O comprimento e didmetro das colunas
variaram de acordo com as quantidades de amostras e adsorventes utilizados.

4.1.2. Cromatografia em camada delgada(CCD)

Para cromatografia analitica em camada delgada(CCD) utilizou-se placas de
vidro nas dimensdes de 10 x 5 ecm com camada de silica-gel 60-PFs;366( Art. 774 1- Merck).

A revelagdo das substdncias em placas analiticas de silica, foi realizada pela
exposi¢do em lampada de irradiacdo modelo UVSL-25 da MINERAL LIGHT com dois
comprimentos de onda(254 e 366nm), pela pulverizagdo com uma solu¢do de vanilina e
acido perclorico em etanol, seguido de aquecimento em estufa ou por vapores de i16do
presentes em camara saturada.

Como eluentes foram usados os solventes: hexano, cloroformio(CHCIs), acetato
de etila, etanol e metanol. Estes solventes foram usados puros ou em misturas binarias
programadas para produzir ordem de polaridade crescente.

4.1.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia(CLAE)

A purificagdo das substdncias da Mentha x. villosa foi efetuada através de
CLAE, em aparelho WATERS, com detector refratométrico, utilizando coluna ZORBAX
RP 18, 250 x 9,4mm , do Instituto de Quimica da Universidade Louis Pasteur de
Strasbourg, Franga. Como fase méovel usou-se a mistura metanol:agua(5%) com fluxo de
SmL/min.
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4.2. METODOS ESPECTROMETRICOS

Os espectros apresentados neste trabalho foram obtidos em aparelhos
pertencentes ao Departamento de Quimica Orgdnica e Inorgénica da Universidade Federal
do Ceara, ao PADETEC, ao Departamento de Quimica da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro. Os modelos e as condi¢Ges operacionais utilizados para a obtengdo dos
espectros das substancias estdo descritos abaixo.

4.2.1. Espectrometria no Infravermelho(1V)

Os espectros de absor¢do na regido do Infravermelho foram registrados em
Espectrometro Pekin-Elmer, modelo 720, utilizando para substéncias solidas e liquidas
pastilhas de KBr e filmes, respectivamente.

4.2.2. Espectrometria no Ultravioleta(UYV)

Os espectros na regido do Ultravioleta foram obtidos em Espectrofotdmetro
HITACHI modelo U-2000 e celas retangulares de quartzo de caminho otico igual a
1,00cm.

Utilizou-se etanol como solvente. Como aditivo foi utilizado acetato de sddio( AcONa).

4.2.3. Espectrometria de Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio(RMN 'H) e
de Carbono-13(RMN °C).

Os espectros de RMN unidimensionais(1D) e bidimensionais(2D) foram obtidos
em Espectrometro Bruker, modelo AC-200, que trabalha com frequéncia de 200MHz para
os espectros de Hidrogénio e 50,3MHz para os de Carbono-13, utilizando pulsos de
frequéncia e transformada de Fourier(FT).

As sequéncias de pulsos utilizadas nas experiéncias bidimensionais(2D) estdo
contidas no programa Bruker XHCORR-AU, para correlagdo heteronuclear de hidrogénio e
carbono-13 através de uma ligagdo e a longa distancia( 'H x °C- COSY, "Jcy, n= 1.2 ¢ 3),
COSY-AU, para correlagio homonuclear de hedrogénio( 'H x 'H- COSY) e NOESY-AU
para interagdo dipolar homonuclear de hidrogénio ( 'H x 'H- NOESY, Nuclear Overhauser
Effect SpectroscopY).

Nas experiéncias unidimensionais de 'H{'H}-NOE por subtragio de espectros
usou-se o programa Bruker NOEDIFF.AU e de DEPT(Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer) o DEPTVAR.AU( $=90° e ¢=135°).

As amostras para andlise foram dissolvidas nos solventes deuterados:
deuterocloroformio(CDCl;),hexadeuterodimetilsulfoxido(CD5),SO,  tetradeuterometanol
(CD;0D) ou pentadeuteropiridina((CsDsN), tendo TMS(TetraMetilSilano) como referéncia
interna e colocadas em tubos de Smm de didmetro.

Os deslocamentos quimicos(8) foram expressos em partes por milhdo(ppm) e as
multiplicidades dos deslocamentos indicados segundo a conveng@o: s (singleto), sl (singleto
largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), q (quarteto) e m (multipleto).
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Os deslocamentos quimicos (8) foram referenciados, no caso dos espectros de
RMN 'H, pelos picos de hidrogénios pertencentes as moléculas residuais nio deuteradas
dos solventes deuterados utilizados: cloroformio( 8 7,24), piridina( & 7,19; 7,55 ou 8,71),
acetona( § 2,04) e dimetilsulfoxido( § 2,49). Nos espectros de RMN “C, os deslocamentos
quimicos( 6 ) foram referenciados pelos picos dos carbonos-13 dos solventes: cloroformio(
8 77,0), piridina( 6 123,5; 135,5 ou 149,9), acetona( & 29,8 ou 206,0) e dimetilsulfoxido( &
39,7).

A técnica DEPT(com dngulos de nutagdo de 90°: somente CH; de 135° CH,
em fase oposta de CH e CHj) foi utilizada na determinagfo do padrdo de hidrogenagio dos
carbonos em RMN C, descrito segundo a convencdo: C ( carbono ndo hidrogenado), CH(
carbono metinico), CHy( carbono metilénico) e CH;( carbono metilico). Os carbonos néo
hidrogenados foram caracterizados pela subtragdo do espectro DEPT 135° do espectro
PND.

Os espectros de RMN 'H e RMN "C das substancias isoladas da Mentha x.
villosa foram registrados em Espectrometros Bruker, modelos AM e ARX, do Instituto de
Quimica da Universidade Louis Pasteur de Strasbourg, Franga, usando transformada de
Fourier (FT), operando na frequéncia de 500MHz para o hidrogénio e 125,75MHz para
carbono-13, respectivamente, utilizando como solvente cloroformio deuterado (CDCl5).

4.2.4. Espectrometria de massa(EM)

Os espectros de massa foram registrados em Espectrometro de massa
HEWLETT-PACKARD, modelo HP-5971, acoplado a cromatografo de gas e
Espectrdmetro VG Analytical 7070 E- HF. Os espectros foram obtidos a 70eV e o simbolo
m/z(relagdo massa/carga) foi usado para atender as recomendagdes da [UPAC. Os
espectros de massa foram também registrados em Espectrometro VG Autospec, modelo M
da Fisions Instruments, empregando a técnica de impacto eletronico a 70eV. Os
Espectrometros mencionados sdo pertencentes ao Departamento de Quimica Orgéanica e
Inorgéanica da UFC.

Os espectros de massa das substancias isoladas da Mentha x. villosa foram
registrados em Espectrometros de massa Finnigan, modelo MAT TSQ 70, por El a 70eV,
do Instituto de Quimica da Universidade Louis Pasteur de Strasbourg, Franca.

4.3. DETERMINACAO DO PONTO DE FUSAO(p.f.)

Os pontos de fusdo, ndo corrigidos, foram determinados no equipamento de
micro determinagio METTLER, modelo FP 52 , com placa aquecedora e unidade de
controle FP 5, existente no Departamento de Quimica Orgénica e Inorgénica da UFC.
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CAPITULO 05- EFEITOS DO EUGENOL E SEUS DERIVADOS EM

PREPARACOES DE MUSCULOS ESQUELETICO (SAPO) E
LISO(COBAIO)

As investigagdes das agOes do eugenol e seus derivados em musculos
esquelético e liso foram realizadas pelos profs. Dr. José Henrique Leal Cardoso € Andrelina
Noronha Coelho de Sousa e pelos farmacéuticos Pedro Caldas Magalhdes, Cristiane
Callado e Ednardo Lima Barata, do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceara.

O eugenol é um constituinte importante do 6leo essencial de muitas plantas do
Nordeste do Brasil e é muito usado em medicina popular’. E também usado
terapeuticamente em odontologia’.

Em tecidos excitaveis,o eugenol tem um efeito anestésico local’. Ele deprime a
transmissdo neuromuscular*™®, a contragio miocardial, a pressdo sanguinea’ e o sistema
nervoso central®. Em pesquisas realizadas para obten¢do de novos anestésicos’, um dos
derivados do eugenol(l), o propanidid(Il) tem sido usado clinicamente’. Os efeitos do
benzileugenol sobre o sistema nervoso central tém sido muito estudados e foi encontrado
uma atividade anticonvulsivante.

MGOU\/ MeQO O™
O e
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Um aspecto da atividade do eugenol que até agora ndo foi estudado € a relagdo
excitagdo-contragdo.

Neste estudo relata-se os efeitos do eugenol e seus derivados na contragdo de
musculos(Tabela 29).

Foi usado sapos( Bufo paracnemis) de ambos os sexos, pesando de 100 a 200g,
onde os musculos e sartorio foram dissecados pelos métodos usuais. Apds remogdo, os
musculos foram colocados em uma cimara de 10mL contendo solugio Ringer a
temperatura ambiente por 20 min.

A solugdo Ringer contém( em mM): NaCl, 110,1; KCl, 4,0 ; CaCl,, 2,0 ;
glicose, 3,9 ; e o tamp&o Tris(hidroximetil)aminometano, 10,0. O pH foi 7,4. Em solugdes
com alto teor de KCl, foi feita substitui¢do isotonica de 80mM de KCl por NaCl.

Solugdes de eugenol e seus derivados foram preparadas por adigdo da
substédncia pura diretamente na soluggo Ringer. Estas substincias a altas concentragdes nio
foram completamente soliiveis em agua e na solugdo Ringer, formando uma suspensdo
coloidal estavel apos agitagdes vigorosas. Em alguns experimentos estas substincias foram
inicialmente solubilizadas na mistura de 10% de dimetilsulfoxido(DMSO), 10% de
polietilenoglicol 600(PEG) e 80% de Tween 80, para melhorar suas solubilizagdes na
solug@o Ringer.

Os resultados estdo sumarizados na Tabela 29.
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Tabela 29. Efeitos do eugenol e seus derivados em preparagdes de musculos esquelético e

liso.

Substincia

Preparacio

Efeitos

Concentragio

Eugenol

Sartorio de sapo

Ileo de cobaio

Contragdo  mantida
sem causar despolari-
zagao,
Potencializagdo da
contragdo pela
cafeina e pelo esfria-
mento e bloqueio pe
la procaina

Bloqueio da contra -
¢do induzida por 80
mM de K’
Relaxamento concen
tragdo-dependente

3,0-12mM

3,0-6mM

0,1-2,5mM

1,0-200pg/mL

Benzileugenol

Sartorio de sapo

ileo de cobaio

Sem contragao
Bloqueio da contra -
¢do induzida pelo eu-
genol sem alteragdo
dos outros efeitos do
eugenol

N3o altera a contra -
¢do induzida por 80
mM de K’, cafeina e
quinina

Aumento do tonus
Bloqueio da contra -
¢do induzida por 60
mM de K"

1,0-4,0mg/mL
0,6-2,4mg/mL

12,0mM

1,0-50pg/mL
1,0-50pg/mL

Acetileugenol

Sartério de sapo

Contragdo concen -
tracdo-dependente
Potencializagdo  da
cafeina

Bloqueio da contra -
¢do induzida por 80
mM de K’

0,01-3,0mg/mL
0,6-1,0mg/mL

0,03-1,0mg/mL

Benzilisoeugenol

fleo de cobaio

Sem efeito no tonus
Bloqueio da contra-
¢do induzida por
60mM de K"

0,5-20pg/mL
0,5-20pg/ml.

Diisoeugenol

Ileo de cobaio

Sartorio de sapo

Sem efeito no tonus
Bloqueio da contra-
¢do induzida por 60
mM de K'
Sem efeito contratu -
rante

5,0-40pg/mL
5,0-40pg/mL

0,5-3,0mg/mL
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Metileugenol

lleo de cobaio

Diminui¢do do tonus
dependente de con -
centracao

Bloqueio da contra-
¢do induzida por 60
mM de K"
Relaxamento da con-
tragdo ja estabeleci -
da com 60mM de K*

1,0-200pg/mL

1,0-100pg/mL

1,0-100pg/mL
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CONCLUSAO GERAL

A primeira parte deste trabalho, visando a obtengdo de “ﬂavonolignanas"’,
embora ndo tenha atingido este objetivo, permitiu por outro lado, a preparagio de varios
derivados do eugenol, alguns dos quais, com interessantes atividades farmacoldgicas,
conforme resultados descritos na tese. Adicionalmente, foi obtido um dimero tipo
arilindano, em condigGes experimentais diferentes daquelas descritas na literatura, objeto
de publicagio na revista Quimica Nova (1995). O fato da ndo ocorréncia de
flavonolignanas, deveu-se certamente, as condigdes de reatividade do reagente utilizado (
Ag,0), uma vez que a reagdio de acoplamento oxidativo foi feita com base nas condigdes
descritas na literatura.

A segunda parte, possibilitou um excelente treinamento no tocante ao
isolamento e purificacdo de produtos naturais de plantas. Foram empregadas técnicas
usuais de fracionamento e purificagdo ( cromatografia em coluna de silica e em placa
preparativa), bem como, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Esta ultima,
desde sua introdugdio, tem evoluido como uma metodologia que continua a trazer
significante contribui¢io para a quimica. Apds repetidas cromatografias em colunas,
observou-se que os compostos isolados de Mentha villosa tratavam-se de misturas de
triterpenos acidos isoméricos de estruturas muito semelhantes, que ndo podiam ser
resolvidas por cromatografia em coluna. Entretanto, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia, permitiu a separagdo e purificagdo de varios triterpenos pentaciclicos na forma
de seus ésteres metilicos acetilados, a partir das citadas misturas. Mentha villosa é usada
como remédio alternativo, no tratamento de giardiase, amebiase e esquistossomose.
Alguns pesquisadores creditam sua agdo farmacoldgica ao oxido de piperitenona, um
componente isolado do 6leo essencial de suas folhas. Observou-se entretanto, a presenga
de varios triterpenos pentaciclicos das séries oleanano e ursano no extrato alcodlico
desta planta. De ac6rdo com recentes trabalhos publicados sébre esta classe de

compostos, observou-se que os mesmos apresentavam atividades biologicas. Desta
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forma, um estudo biologico deste especimen vegetal, visando sua agdo farmacologica,
merece ser iniciado.

A terceira e ultima parte, em sequéncia a segunda, permitiu o isolamento de
varios constituintes de Bursera leptophloeos, entre eles, um sesquiterpeno furnico
inédito, cujo estudo foi publicado na revista “ Natural Products Letters” (1996).

Finalmente, a preparagdo e o isolamento dos varios compostos propiciou a
oportunidade de trabalho com espectros obtidos em aparelhos de RMN a 400 e 500
MHz, evidenciando técnicas modernas de determinagdo estrutural uni (1D) e
bidimensional ( 2D : COSY, NOESY, HMQC, HMBC).
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