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RESUMO

0 trabalho descrito nesta dissertacao refere-se

ao estudo guimico de duas espécies vegetais:Plathymenia re

ticulata e Cochlospermum regium, popularmente conhecidas co

mo Acende-candeia e Pacoté, respectivamente.
0 fracionamento cromatografico, em silica gel,

do extrato hexanico de g.reticulata resultou no isolamento

de substdncias caracterizadas COmo diterpenos do tipo cassa

nico: PRLH-1, PRLH-2, PRLH-5 e PRLH-6, além das substancias

PRLH-3 e PRLH-4.

0 fracionamento cromatografico, também em sili-
ca gel, do extrato benzénico de C.regium resultou no isola

mento de quatro substéncias: CR-1, CR-2, CR-3 e CR-4. En

gquanto que O fracionamento cromatografico do extrato etano-
1ico forneceu outras guatro substancias identificadas como:

CrR-5, CR-6, CR-7-OAC € CR-B8-0AC.

Dentre as substancias isoladas das duas espe -

cies, guatro PRLH-5, PRLH-6, CR-5 e CR-8-0Ac,sdo descritas

pela primeira vez na literatura.

As substancias PRLH-1, PRLH-2, PRLH-3,PRLH-5 e

PRLH-6 foram submetidas a testes de atividade antimicrobia-
na nao apresentando nenhuma atividade significativa.
Nas determinacgoes estruturais foram utilizados

136, RMN1H e mas-

métodos espectrométricos (U.V., I.V., RMN
sa) , na analise dos produtos naturais e seus derivados qui
micos reacionais,comparacao das propriedades fisicas com da
dos da literatura e,quando possivel,comparagéo direta com
amostras auténticas por cocromatografia e ponto de fusao

misto.
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ABSTRACT

This work describes the phytochemical study of Plathy

menia reticulata (leguminosae) and Cochlospermum regium popu

larly known as "acende candeia" and "pacoté", respectivelly.
Chromatographyc analysis on silica-gel of hexane ex

tractives from the heartwood of P. reticulata yielded four

cassane diterpenes: PRLH-1, PRLH-2, PRLH~-5 and PRLH~6 charac-

terized as methyl vinhaticoate, vinhaticyl acetate, 16, 18 -
diacetoxycass-13 (15) ene, and 16-hydroxy-18-acetoxycass -~ 13
{15} ene, respectively

Silica-gel fractionation of the benzene extract from
the heartwood of C. regium allowed the isolation of four subs

tances: CR-1, CR=-2, CR~3 and CR-4, characterized as § -sitos-

tenone, B ~sitosterol, 3,5,4'-trihydroxy~7,3'~dimethoxy flavo
ne and galic acid, respectively, while the ethanol extract

yvielded CR-5, CR-6, CR-7-0Ac and CR-8-0Ac characterized as

triacontanyl p-hydroxy-cinnamate, 5,7,4'-trihydroxyflavone ,
narigenin 7-0-glucoside and naringenin 4'—O—glucoside'respec—
tively.

Four out of those substances PRIH-5, PRLH-6, CR-5 and

CR-8, are described for the first time in the literature.
Qualitative antimicrobial assay was accomplished for
all terpenes from P. reticulata but no significant activity
have been observed.
Structure determination was accomplished by chemical
methods and by spectroscopic analysis (UV,IR, mass,13C and 1H

NMR) of the natural substances and their chemical derivatives.
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1 - INTRODUGKO

0 estudo fitoguimico de espécies vegetals que com-
poem a flora do Nordeste do Brasil vem sendo desenvolvido nas
Gltimas décadas, principalmente na propria regiao Nordeste. Va
rias destas espécies, apresentando atividade biolbdgica compro
vada ou uso medicinal popular, foram estudadas possibilitando
o isolamento e identificagéo de novos principios ativos, visan
do aumentar a disponibilidade de substéncias naturais para uso

experimental como agente terapéutico.

Estes aspectos motivaram a escolha de duas plantas

do Nordeste, Cochlospermum regium e Plathymenia reticulata,com

a finalidade de serem submetidas a estudo guimico.

Cochlospermum regium & conhecida vulgarmente como Pa

cotd, pertencente a familia Cochlospermaceae, género Cochlos-
permum. Levantamento bibliografico no Chemical Abstract nao re

velou gualgquer estudo guimico sobre a referida espécie.

Entre as plantas do mesmo género ja estudadas sob o©
aspecto gquimiceo figuram C. angolense Well., gue da casca do
caule foi obtido o &dcido oleandlico 1 e verificada a presen
¢ca de quinonas e flavondides através de reacgdes caracteristi-
cas destas classes de substénciasl . Do estudo quimico de C.

planchanii z foram obtidos Cochlosperminas 2 a 5 . Da espe

cie C. tinctorium ! ndo foi relatadeo o isolamento de substan
cias mas, descrito a presenca de grandes guantidades de amido.
Foi verificada também em C. gossipium a presenca de amido cuja
hidrélise parcial originou mistura de oligossacarideos acidi-

3 S o
cos~. O estudo quimico do extrato etandlico da casca do caule



2

de C. gillivraei resultou no isolamento de apigenina 6, narin

genina 7, (+)-afzelechina 8 e os glicosideos prunina (narin-
genina-7-0-glicosideoc) 9 e cosmisiina (apigenina7-0-glicosi -
deo) 10. Através dos fracionamentos cromatograficos do extra-

to etandlico das folhas de C. reliqiosum4 foram isolados 0s

flavondides muricetina 11, quercetina 12 e cianidina 13 (Qua-
dro 1).

Plathymenia reticulata pertence a familia Legumino -

sae, subfamilia Mimosoideae, tribo Mimoseae. O género Plathy-
menia foi descrito inicialmente por Bentham como constituido

por duas espécies: P. reticulata e P. foliolosas..JéDuque pro

pos o género Plathymenia como monotipico apresentando P. reti

_ - . B
culata como unica especle .
A primeira publicagdo encontrada sobre o estudo gui-

; ; . : ; ;
mico de P. reticulata descreve O isolamento de cristais ( p.

£. 106°C) cuja estrutura foi determinada como sendo o vinhati
coato de metila 14.

Com a finalidade de comprovar a existéncia de duas
espécies neste género, Matos e Colaboradores5 procederam O es

tudo das especies P. reticulata e P. foliolosa, a partir de

amostras identificadas pelo Laboratdrio de Anatomia de Madei-
ra do Jardim Botanico do Rio de Janeiro8 e, verificaram que

P. reticulata apresentava como principal constituinte o aceta

to de vinhaticila 15 e P. foliolosa o vinhaticoato de meti-
la 14 (Quadro 2). Com este resultado ficou comprovado gque es-
te género & constituldo por duas espécies e que P.folioclosa e

P. reticulata foi a espécie vegetal estudada por King e Cola~

boradores7.
0 presente trabalho, que descreve o estudo guimico

das especies vegetaisCochlospermumregiumeaPlathymenia reti-
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culata acha-se dividido em quatro partes. A primeira composta
por esta introdugao, levantamento bibliografico e considera-
coes botanicas das espécies estudadas. A segunda refere-se ao

estudo guimico da espécie Plathymenia reticulata que compreen

de a determinacao estrutural de seus constituintes através de
métodos espectrométricos e a parte experimental. A terceira

parte corresponde ao estudo quimico da espécie Cochlospermum

regium, também composta por determinagao estrutural e parte ex
perimental e, uma quarta parte constituida por consideragoes

bicgenéticas, referéencias bibliograficas, resumo e anexos.



QUADRO 1. Ssubstincias relatadas na literatura, obtidas

de varias espécies do génerc Cochlospermum.

1. Cochlospermum angolense Welll.
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REVISKO BIBLIOGREFICA - ACKO FARMACOLDGICA DE DITERPENOS CAS-

SANICOS.

A presenca de diterpenos cassanicos com anel furani
co na familia Leguminosae foi verificada nos géneros Caesal-

pinia, Dipteryx , Plathymenia, Pterodon e Vouacapoa atraveés

L o e ) ; =
de recente levantamento bibliografico” . Foi observado, também,
na familia Leguminosae , a presenca de diterpenos cassanicos

alcaloidicos no género Erythrophleumlo.

Como resultado de uma revisdo bibliografica serao re
latadas a seguir as diversas atividades bioldgicas encontradas
para os diterpenos cassanicos furanicos e nao furanicos, obti
dos através do estudo quimico das varias espécies dos géneros

acima mencionados.

1. GENERO CAESALPINIA

As améndoas das sementes de Caesalpinia bonducella

s3o usadas na medicina popular da India em varias circunstan-
cias, particularmente no tratamento de asma e febres intermi-
tentes, inclusive a malaria. O estudo gquimico das sementes le
vou ao isolamento de um grupo de diterpenos furanicos denomina

11,12

dos ot sfA,s s € €F caesalpina (estruturas 16 a 20) . (Qua

dro 3).



2. GENERO DIPTERYX

A casca dos frutos da espécie Dipteryx lacunifera

Ducke foi submetida a ensaios farmacoldgicos e os resultados
sugeriram que esta espécie apresentava constituintes gquimicos

responsaveis pelo bloqueio intenso das contragoes provocadas
pela acetilcolina no reto abdominal de rato e {itero de rata.

Através do fracionamento cromatografico do extrato

da casca das sementes de Dipteryx lacunifera foram isolados trés

diterpenos furanicos dissubstituidos caracterizados como

b deacetoxivoucapano 21 , 3B-6o-diacetoxivoucapano 22 e aci

do vinhaticoico '2§‘9.(Quadr0 3).

3. GENERO PTERODON

O género Pterodon & composto por 5 espécies todas

nativas do Brasil.

O olec dos frutos de P.pubescens, P.emarginatus e

P.poligalaeflorus mostraram agaoc protetora contrapenetracgao

. 4 ; i S
por cercaria de Schistosoma mansoni™ ",

A espécie primeiramente estudada, P.pubescens, "su-

cupira branca", forneceu 14,15-epoOxidogeranil-geraniol 24

que foi considerado o principal compconente ativo do dleo. En

tretanto, a atividade protetora desta substancia, embora supe
rior a do dleo bruto do fruto, mostrou-se insuficiente para
explicar a atividade do Oleo. O proprio geranil-geraniol 25

presente no &leo mostrou-se inativo.

O estudo cuidadoso dos componentes P. pubescens re


PC-7031
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velou a existéncia de dois diterpenos furdnicos dissubstitul
dos 26 e 27 também inativos na protegao em infestagao por

= _ .14
cercaria de S. mansoni .

Da espécie P.emarginatus, além de diterpenos linea-

res foram isolados oito diterpenos furanicos representados pe

las estruturas de 28 a 35. Da espécie P. Polygalaeflerus foram

obtidos os diterpenos furanicos representados pelas estrutu
ras 30 a 32 e 35, enquanto no estudo quimico da espécie B.

apparacioi foram isolados os diterpenos furanicos 31, 32 e 36.

As lactonas do tipo 36, por exemplo, preparadas a
partir dos diterpenos furanicos correspondentes 27 por trata
mento com peracido, reagente de Jones ou ainda como artefato
de isolamento, mostraram alta atividade pioldgica contra cerca

ria de S. mansoni e inibicdo de Cristhidia fasciculata em cul

turas, a uma concentracao de 8 ug/ml. Esta atividade nao foi

verificada nos correspondentes diterpenos furénicoslS.(Quadro‘ﬁL

4. GENERO VOUACAPOA

Das espécies Vouacapoa americana e V.macropetala fo

ram isolados os diterpenos furanicos dissubstituldos vouacapena
to de metila 37, acetato de vouacapenila 38 e acido vouacapani
co }216. N3o foi relatado nenhum tipo de atividade farmacoldgi
ca nos diterpenos furanicos dissubstituidos isolados destas es

pécies. (Quadro 3).



3 g

5. GENERO PLATHYMENIA

0 acetato de vinhaticila 15 principal constituin

te de P.reticulata foi submetido a ensaio farmacoldégico em ox

gaos isolados tendo mostrado atividade espasmolitica sobre duo

deno de rato e inativo nas seguintes preparagoes: auricula de

rato, reto abdominal de sapo, coragao de sapo € itero de ra
17

to .

6. GENERO ERYTROPHLEUM

0s alcaldides do género Erythrophleum sao ésteres

de dimetil ou metilaminoetanol dos acidos triciclicos de prova
; . ;o AB = ; 4 5 -
veis diterpenos naturais™ . Sao descritos na literatura / e€s5pe

cies do género Erythrophleum: E. guineense, E. couminga, E.fox-

dii, E. combodianum, E. densiflorum, E. chlorostachys, E. evo-
19

rense

0 estudc guimico destas espécies forneceu os diter
penos alcaloidicos representados pelas estruturas 40 a 47. @
interesse despertado pelas espécies deveu-se principalmente a
existéncia de alcaldides possuindo uma extraordindria agao SO
bre o coragao. Das espécies estudadas E. guineense € a mais co
mum. Esta arvore & conhecida por uma variedade de nomes (inclu
sive cassa, nome nativo da planta). E extensamente distribui
da nas regioes Centro e Oeste da Africa onde a casca e€era usa
da por tribos nativas como fonte de veneno para as flexas. A
primeira investigagdo cientifica da casca de E. guineense foi

feita em 1875 guando foi isolada um sé6lido amorfo, alcaldide
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altamente venenoso, Erythrophleina 40 com wuma agao semelhan

) ¢ ik e R ~ 20
te aos glicosideos digitalicos sobre o coracao .

Os alcaldides naturais cassaina 41, norcassaina 42,

homophleina 43, coumingina 44,norcassaidina 45, coumingaina 46

e cassaidina 47 isolados das espécies E. guineense e E.coumin-

ga apresentaram um aumento da amplitude das contracdes cardia

cas em coragao de coelho e de rd. Em doses elevadas todos 0s

alcaléides levaram a arritmia. A coumingina 44, mais ativa,
g - i 21

apresenton atividade em concentracao de 1:5 milhoes . (Tabe

la 1) . (Quadro 3).

Além da agao sobre o coragao,estes alcaldoides livreou
na forma de sais, apresentem outras atividades farmacoldgicas

interessantes descritas a seguir.

Os alcaldides do aénero Erythrophleum 40 a 47 e o

derivado acetilcassaina 48 apresentaram agao emética testada
22 - S8 o 8 5.5 - et
em gatos e coelhos““. A agdo emética da cassaidina 47 e simi

lar a da ouabaina §}23. (Tabela 1).

Os alcaldides norcassalna 42, cassaina 41, homo-
phleina 43, coumingina 44, coumingaina 46, norcassaidina 45
mostraram acdo anestésica local em cbrnea de coelho. Estes al
caldides sao amargos quando provados e produzem torpor e para

lisia na lingua por aplicacao localéz. (Tabela 1).

Os alcaldides norcassaidina 45, cassaina 41, ery-
throphleina 40 e coumingina 44 em solugao 0,1% apresentaram
~ . 24 @ ; =
acdo vasoconstritora” . Estes alcaldides aumentaram tambem a
pressac arterial do sangue em experimentos com coelhos quando
injetados rapidamente ou em altas doses. Fol verificada tam

bém, na utilizacao destes mesmos alcaldoides, um aumento dos
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espasmos tonicos e dos movimentos peristalticos em Uteros de

coelhoszs.

A acdo convulsivante em alcaldides do género  Ery-

throphleum foi observada somente em cassalna que provoca con
225 23

vulsoes em ras, gatos e caes

Foi observada uma acao analgésica em membrana muco
sa através da wtilizac¢do dos alcalbides cassaina 41, norcas-
saina 42 e coumingina 44. Esta agao & inicialmente fraca e
aumenta com o passar do tempo. E mais forte que a cocaina e

.y .26
similar a percaina .

- e +
A cassaina inibe o transporte de Na e em menor gray,
; ’ i
0 transporte de glicose em tubos renais. O transporte de Na
- . - . + :
€ um importante parametro ligando o Na ao transporte de glico

7
se e PAH (pava—aminohipurato)z .

A atividade da enzima adenosinatrifosfatase Na-K-ati
, . B . + +
vada como intimamente ligada ao transporte ativo de Na e K
foi determinada tantc em eritrocitos humanos como em outras pre
= . . 28 ;
paragoes com animais”™ . Os alcaldides erythrophleina 40 e
cassaina 4]l mostraram-se inibidores potentes,em semalhanca aos
heterosideos digitaliens, de adenosinatrifosfatase Na-K ati
vada (APTase-Na-K) em cérebro e rim de coelho e outras pre
o . . ok = A = 1
paragoes com animais. Uma concentracao 10 M de erythrophlei

na inibe completamente a atividade de APTase Na-K em todos os

tecidos, enguanto que a cassaina na mesma concentracao inibe
9

)
a atividade de APTase Na-K em 86%°

Os alcaldides do género Erythrophleum, erythrophlei

na 40, cassaina 41, coumingina 44, cassaidina 47 e o derivado

acetilcassaidina gﬁ mostraram atividade em misculos. Do mesmo
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modo gue os glicosideos cardiacos, a poténcia dos alcaldides
em antagonizar o efeito de uma dada concentragao de veratridi
naem musculatura esquelética ocorre paralelamente com a sua
poténcia inotdpica positiva em coragao de vertebrados. Este pa
ralelismo estende-se també&m aos produtos de hidrdlise dos alca

= o ey C % e o 30
1l6ides acido cassainico 49 e acido cassaidinico 507°.

Além das atividades descritas foi verificada a toxi
cidade dos alcaldides norcassaidina 45, cassaina 41, homo-
phleina 43 e erythrophleina 40 através de testes em ras por in
jecdo na cavidade ventral e em ratos brancos por inje¢ao sub-
cutanea, havendo um aumento na seguinte ordem: 45 <41 <43 <40.
Como sintomatologia geral para 45, 43 e 40 prevalece o fenome
no depressivo, enquanto que 41 produz um intensc fendmeno de
excitagao podendo, deste modo, ser facilmente diferenciado dos
outros alcaléides3l. A planta &€ dez vezes mais tdxica do que

os alcaldides nela contidos32.

Todas as atividades descritas para estes alcaldides

foram resumidas na Tabela 01,
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QUADRO 2. Diterpenos cassanicos relatados na literatura

como principais constituintes do género Plathy
17

‘\//
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\Cozm. \CHEOAC
Principal constituinte qui Principal constituinte qui
mico de Plathymenia foliolo mico de Plathymenia reticu
Ao ta.

QUADRO 3. Diterpenos cassanicos que apresentam atividade

farmacologica.

~ 11,12
1. Género Caesalpinia
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QUADRO 3. (Continuacao)

2. Género Dipteryx ¥

% 13-15
3. Género Pterodon
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QUADRO 3.

(Continuacao)

2

R, =H, R, = 0ac,

&
(1]

OH, Ry =OH
R, 2OH, Ry =OH

. Ry = 0ac, R, =OH
. R, =OH , R, =OH

20Ac , R, = OAc

*

» Ry = Me
Ry *Me

Rs =COOH
Rz =CO0Me
Ry =COOMe
Ry =OH

15.

35

0AC

Género Vouacapoa

R=
37. -CO, Me
38. -CH, Oac

33. —CO, H

it



1.6 .

QUADRO 3. (Continuagao)

18-32

6. Género Eritrophleum

H
40. R1 = H, R, = COCHB, R3 = OHR , R4 = COOCHZCHZN-CH3
41. R, = OH B8, R,= H r Ry = = r Ry = COOLHECHZN(EHB)2
42. R, :OHB,R2 §HH ' R3 = =0 R4 = COOCHZLHZN CH3
44, R11=00C—CH2 (CH3)2, R2 = H,R3=H,R4=COOCH2CH2N(CHB)2
: B . B _ H
45. Rl = OHb,R2 = H, R3 = OH B, R4 = COOCH2CH2N CH3
47. Ry =0HB, R, = H, Ry = OHB, R, = COOCH2CH2N{CH3)2
48. Rl nOAcB,RZ = H, R3 = OACB,R4 = COOLHZCHzm(CH3)2
49. Rl = OHB,R2 = H, R3= 0, R4 = COOH
50. Ry = OHB,R, = H, R3 = OH B, R4 = COOH
o
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TABELA 1 -~ Agoes farmacoldgicas dos alcaldides do género Erythophleum
~ ~ Acao no Acao nal ~ Inib.do Acao na
Acao Acao Acao sist. AGao pres.arjAgao em| Acao transp. | Inibi- | contra-
COMPCSTOS cardia |Eméti- | anesté | vascu- | convul | terial |Gteros | analgé | tub.re | ¢ao en | ¢ao musc.
ca ca sica lar sivan- | e respil isoladod sica nal p/ | zimati | simples.
local te racao diurét. | ca

Erythrophlei-
na (40) = # - + - - ' +
Cassaina (41) + i + + _
Norcassaina
(42) + = 3 - - — - + - e N
Hamecphelina -
(43) + ~ - - - - - -
Coumingina (44) + - + + + - - -+
Nercassaidi-
na (45) + - + - + + - - - -
Coumingaina
(46) + + - - - - - - - =
Cassaidina(47) 4 - = - = - - - - +
Acetilcassai-
na (48) - * - = 2= = - & - - 2
Ec.Cassainico
(49) - - - - - - - - - - +

- - - - - - - - - - +

Ec.Cassaid. (50

LT
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RELACAO ESTRUTURA X ATIVIDADE DOS ALCALOIDES DO GENERO ERY-

TROPHLEUM

A acao sobre o coracao verificada nos alcaldides
obtido através do estudo quimico das varias espécies do gé

nero Erythrophleum, semelhante a observada para os glicosi-

deos digitalicos (Digitogenina,52), foi inicialmente atribu
ida a existéncia de uma estrutura estercidal semelhante as
. 21 o .
geninas . A presenga de um anel lactonico insaturado na mo
léecula do esterdide foi considerado responsavel pela ativi-
o 20
dade sobre o coracao” .
Posteriormente, com a elucidacdo da estrutura dos

alcaldoides do aénero Erythrophleum como ésteres de dimetil

ou metilaminoetanol com acidos triciclicos de diterpenos na

turais, foi descartada a hipotese inicial e a sua atividade

cardiaca associada a presenca de um éster natural. A acao

em musculos verificada nos produtos de hidrdlise dos alca -
-4 5. ‘ . 30, . '

loides (acidos de diterpenos naturais™ ) invalidou esta pro

posicao.

A atividade inibidora de adenosinatrifosfatase Na-K

ativada, observada nos alcaléides do género Erythrophleum ,

foi justificada considerando a carbonila em conjugacdc com
a dupla ligacao olefinica na cadeia lateral como grupamen-
to efetivo. A eletronegatividade do oxigénio do grupamento
carbonilico constitui um forte aceptor de protons que forma
pontes de hidrogénio com hidroxila do residuo de acido fos

-3

" . ; i | 3
forico da enzima intermediaria fosforilada™".

A similaridade de efeitos observada nos glicoside

os digitalicos e alcaldides do género Frythrophleun no sistema




L

APTase Na-K, justificada através da existéncia de grupamento
ativo em comum, pode explicar a semelhanga entre estes dois
grupos de substancias nas propriedades farmacoldgicas e nos

efeitos de inibicao de cation ativo33 e 34




CONSIDERACOES BOTANICAS

Cochlospermum regium (Mart et Schr.)} Pilg (= Cochlos

permum insigne,St.Hil.) um arbusto ou arvoreta apresentando ramos
com pronunciadas nodosidades nos pontos de insergao das folhas
castanho-purpureos, revestidos de pilosidade mais ou menos fer
ruginea. Folhas alternas, longamente pecioladas, palmatiloba
das até palmatifidas, com 5-3 secmentos de margem crenada ou
serreada, os dois laterais menores, pubescentes, notadamente
na pagina inferior, sobre nervuras e veias. Flores amareladas,
com 6 a 8 cm de diametro, dispostas em paniculas terminais;
calice com duas sépalas exteriores lanceoladas ou oblongas,
tenuamente coriaceas, verdes, puvbérulas na face éorsal, e com
3 interiores maiores e mais ténues, subpetaloides; corola de
perfoliacao coﬁvoluta, pétalas um pouco desiguais, glabras, or
nadas de estrias longitudinais coccineas; androceu constitul
do de muitos estames livres, portadores de anteras cuja discé
nica se da por um poro apical; ovario vilésulo-florescente,com
3 a 5 placentas. Fruto cipsula ovoide até oblonga, dividindo-
-se em 3 a 5 valvas. Sementes numerosas, revestidas de pelos

lanosos.

Tlathymenia reticulata Benth & uma drvore mediana,

cerca de 6-8 m de altura, com copa densa, folhas até 8 Jjogos
de pinas, cuios folidlos ovais e eléticos, de apice retuso ou
emarginado distribuidos em 10-15 pares ao longe do eixo das pi
nas. Flores creme, dispostas em espigas cilindricas e pubescen

tes. Androceu com 10 estames, tendo cada antera wuma glandula
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apical. Gineceu com ovario estipitado e densamente revestido
de pelos. Frutos achatados, glabros, com 10-12 cm de comprimen

to e aproximadamente 10 sementes, de polpa comestivel.



PARTE 1

ESTUDO QUIMICO DE PLATHYMENIA RETICULATA

CAPITULO I

DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES
FIX0S DA PLANTA
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DETERMINACAOC ESTRUTURAL DE PRLH-1 (15)

A substancia PRLH-1, material cristalino, p.f.80-819C
foi obtida por recristalizac¢do do sé6lido precipitado no extra

to hexanico do lenho de P.reticulada (Esquema 12 pag.115).

O seu espectro de RMN1H (Fig.1) apresentou absorcgoes
em 7,0 & (1H, d; J=2,0Hz) e 5,763 (18, d, J=2,0Hz), caracte-
risticos de protons de um sistema furdnico dissubstituido, o
que esta em concordancia com a presenca no espectro de RMN13C
totalmente desacoplado (PND), Fig.2, de sinais em 149,65 (s,
C-12 baixa intensidade), 140.3 (d.C-16), 122,5 {(s,C-13, baixa
intensidade) e 109,3 Q (d,C-15).

As bandas de absorcao no espectro Infravermelho em
1715, 1225 e 1020 cm—l, assim como a presenca de um sinal no
espectro de RMN1H em 2,10 6 (3H,s) , sugeriram a existéncia de
um grupo acetoxila,confirmado no espectro de RMN13C totalmen-
te desacoplado (PND), Fig.2, pela presencaodé um singleto em
1

171 0 é(—E~CH3) e um guarteto em 20,9 5 (-C—QH3}.

0 sinal centrado em 3,66 é (2H J=11,0 Hz) no es

+dpp
pectro de RMNjH e indicativo de um quarteto AB, resultante de
um grupo metileno (H-18a e H-18b) ligado a um heteroatomo vi
zinho ao centro assimétrico C-4. A existéncia no espectro de
RMN13C de um sinal em 73.3<S(tripleto, C-18) reforga esta pro
posigao. Com base nisto, foi possivel postular a presenca de
um grupo acetato primario na substancia PRLH-1.

Foi verificado ainda no espectro de RMN1H a presencga

de trés grupos metilas,sendo dois metilas quaternarios, em

0,96é)(s, H-19) e O,90<§(s, H-20) e um metila terciario em

1,109 (a, 3=7,0 Hz, H-17).
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Figura 01 - Espectro de RMNTH de PRLH - 1

( 60 MHz, CCl, )
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Figura 02 - Espectro de RMN13C (PND)de PRLH -1
( 20 MHz, CDC13)
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A presenca de somente trés grupos metilas e de absor -

1

coes caracteristicas de anel furanico no espectro de RMN N,bem

como o conhecimento prévio da presenca de diterpenos do tipo

cassano nas espécies do género Plathymenia permitiram  propor
este tipo de estrutura para a substancia PRLH—135m
Com base nos dados acima e em levantamento bibliografi

co foi associada a PRLH-1 a estrutura do acetato de vinhatici-

la, 15, isolado anteriormente de P.reticulata17,cuja estrutura,

incluindo a estereoquimica, foi determinada por difratometria

de Raios -~ XS.

Com a finalidade de obter novos produtos que pudessem
ser testatos quanto a atividade biologica,bem como para dar
apoio a estrutura proposta,foram preparados alguns derivados
do acetato de vinhaticila.

A hidrolise alcalina do acetato de vinhaticila,15, por
solugdao de hidroxido de potassio em metanol (Esquema 01), apds
elaboragao produziu um solido branco (p.f.126-1289C) PRLH-1/H,

1 13

15a, cujos espectros de RMN H e RMN “C sao descritos nas Tabe

las 02 e 03.

A analise de espectro de RMN 'H (Fig.3) mostrou a ausén
cia de absorgdes associadas ao grupo acetoxila para PRLH-1,15,
(2,10 & , 3H, s), confirmado no Infravermelho (Fig.04) pela
inexisténcia de absor¢des de grupamento carbonilico.Também foi -

verificada no espectro de RMN1

H do produto de hidrdlise de
PRLH-1 a protecdo das absorc¢oes atribuidas ao sistema AB de
protons (H-18a e H-18b) centrada em 3,1(56 em comparagao com o

sinal correspondente para PRLH-1 (3,66<§) que, juntamente com

a existéncia de uma banda intensa em 3.420 cm"1 no espectro de
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Figura 03 - Espectro de RMNlH de PRLH-1/H

( 60 MHz, CClQ)
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Figura 04 - Espectro de Absorcao no Infravermelhode PRLH-1/H (KBr)
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Infravermelho,demonstraram a presenca em 15a de um grupamen -

to hidroxila.

A comparacao dos dados de RMN 13C (Tabela 03) entre

PRLH-1 , 15, e seu produto de hidrdlise PRLH-1/H, 15a, reforca

a indicagao da presenga de um alcool devido a ausé@ncia dos si-
nais atribuidos em PRLH-1 ao grupamento acetoxila (171,3 §, s,
CH, - é e 20,9 & , g, g - EH3).

A presengca de sinais em 1650, 1570 e 1510 cm—l no
espectro Infravermelho; em 7,036 (lH, 4, J = 2,0 Hz) e 5,96
(1H, 4, J = 2,0 Hz) no espectro de RMN lH e 149,6 § (s, C-12):
140,25 (2, C-16), 122,4 §(s, C-13) e 109,58 (d.C-15) no espec-
tro de RMN l3c (PND, Fig. 05), confirmaram a presenga do anel

furanico.

O espectro de RMN lBC (Fig. 06) utilizando a técnica

de APT (ATTACHED PROTON TEST)36

» na determinagao da multiplici
dade apresentou 9 linhas de amplitude negativa das quais trés
correspondem aos grupos metilas (C-17, C-19, C-20) em 17,5 7
18,0 e 14,9 §, respectivamente; quatro aos grupos metinicos

(C-5, c-8, Cc-9, C-14) em 48,2; 31,6; 45,9 e 35,78 ), respecti-
vamente e os vinilicos C-15 (109,5 8) e C-16 (140,26 ). Verifi
cou-se também a existéncia de 11 linhas de amplitude positiva
associadas as absorgoes dos sete grupos metilénicos (C-1, C-2

’
c-3, ¢c-6, Cc-7, C-11 e C-18) em 39,2; 18,0; 35,3; 21,3; 31,0
22,2 e 72,1 §, respectivamente e quatro aos carbonos nao hidro
genados (C-4, C-10, C-12 e C-13) em 37,6; 37,2; 149,6 e 122,434
respectivamente.

A sobreposigao destes dados com aqueles j& existen -
tes na literatura5 para o vinhaticol, tornou possivel a confir

magao de sua obtencado através da hidrSlise alcalina do acetato

de wvinhaticila.
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TABELA 2 - Dados de RMNlH (60 MHz ,8), do acetato de vinhaticila e derivados.

Camnposto (15) (15a) (15b) (15¢) (15d)
Solvente Tetracloreto de carbono Cloroformio
N® de proton Desloc.Quimico Desloc.Quimico Desloc.Quimico Desloc.Quimico Desloc.Quimico

15 5,76 (1H,d,J=2,0Hz) 5,90 (1H,d,J=2,0Hz) S— 3,53(m, 3H) 5,56 (1H, s)

16 7,00(1H,d,J=2,0Hz) 7,03 (1H,d,J=2,0Hz)

17 1,10(34,d,J=7,082) 0,95(3#,d,J=7,0Hz) 0,90(3H,d,J=7,0Hz)  0,83(1H,d,J=7,082) 1,15(3H,d,J=7,0Hz)

*
18 € 18b 3,66 (2H,q,J=11,0Hz) 3,16(2H,q,J=11,0Hz) 3,66 (2H,q,J=11,0Hz) 3,03 (2H,q,J=11,0Hz) 3,66 (2H,q,J=11,0Hz)

19 0,96 (3H, s) 0,95(3H, s) 0,90 (3H,s) 0,83(3H, s) 0,80 (3H, s)
20 0,90(3H, s) 0,80(3H, s) 0,90 (3H, s) 0,72(3H, s) 0,80(3H, s)
q !

CH3-C 2,10(3H, s) - 2,03(3H, s) - 2,10(3H, s)

o
{{a)
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TABELA 3 - Dados de RMNlBC do acetato de wvinhaticila e deriva

dos

Camposto (15) (15a) (15¢) (15d)

Solvente Cloroformio
N@ do Carboneo Desl.Quim. (§)Desl.Quim(6) Desl.Quim. (§) Desl.Quim(8)

L 39,1{t) 39,2 (t) 38,9(t) 38,0(t)
2 17,9(k) 18,0(t) 18;1.(t) 18,0(t)
3 35;3 {t) I073K) 35, 51t) 35,8(t)
4 36,5(s) 37,6(s) 37,7(s) 36,6(s)
5 49,5(4) 48,2(4d) 48,7(d) 49,0(d)
6 21,6 (t) 20.;:3(E) 215 7(E) 21,51t)
7 31,0(t) 31,0(t) 31,7(%) 30,4 (t)
8 . 31,51(d) 31,6(d) 38,4(4) 36,9(d)
9 45,7 (4d) 45,5(d) 42,1(d) 45,1(d)
10 37,3(s) 37,2(s) 36,6 (s) 38,9 (s)
1 22,3(t) 22,2(t) 26,5 (t) 20,5 (&)
12 149,6 (s) 149,6(s) 78,3(d) 106,5(s)
13 122,4(s) 122,4(s) 41,9(d) 173,6(s)
14 35,7(Q) 35,7(4) 35,2(d) 40,7(Q)
15 109,5(d) 109,5(d) 30,0(t) 113,1(d)
16 140,3(d) 140,2(4d) 66,51(t) 173,6(s)
17 17:51q) 17,5(q) 16,7 (q) 13,0(q)
18 73,3(¢) 72, 11(t) 72,4(t) 73,2(t)
19 17,9 tq) 18,0(q) 18,1 (g) 18,0 (q)
20 14,9 (q) 15,0 (q) 15,0 (qg) 14,8 (q)
CHB—E 171,0(s) - : = 171,5(s)
EH3-§ 20,9(q) = - 21,0(q)

Estruturas: Ver esquema 01
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A hidrogenacao do acetato de vinhaticila sobre P4/C-
10% em metanol (Esquema 01) levou a formacao de dois produtos
que foram separados por cromatografia em coluna de silica gel.
Das fragaes de menor polaridade foi obtido um material oleoso,

PRLH-1/Ha, 15b. O seu espectro Infravermelho apresentou absor-

goes caracteristicas de éster (1710, 1220, 1020 cm_l} e ausén-
cia das absorgoes associadas ao anel furanico (1570 e
1510 cm_l) em comparacao com PRLH-1. A presenca de grupo aceto
xila em PRLH-1l/Ha foi estabelecida no espectro de RMN lH (Fig.
07) pelo sinal em 2,03 §(3H, s) do mesmo modo que o sinal em

3,66 §(2H , q J = 11,0 Hz) foil associado aos protons H-18a

ABI
e H-18b.

Foi possivel verificar ainda a auséncia dos dois du-

bletos em campo baixo (observados para PRLH-1, 15, em 7,0 e

5,78) caracteristicos dos protons do anel furdnico (Tabela 02).

A existéncia no espectro de massa de PRLH-1/Ha (M+ 348), Figu-
ra 08, dos fragmentos m/z 165 e m/z 97 (Escuema 02) justificou
a obtencao do devido tetrahidrogenado.

Com base nestes argumentos foi possivel propor a es-
trutura 15b para PRLH-1/Ha, como resultado da hidrogenacao do
acetato vinhaticila.

O produto de maior polaridade resultante da hidroge-

nagéo do acetato de vinhaticila, PRLH-1/Hb, 1l5c, material séli

do (p.f£.124-1259C), apresentou em seu espectro Infravermelho ,
Fig. 09, absorgées caracteristicas de alcool (3370 cm_l}; au -
séncia de estiramento carbonilicoe de estiramento C = C. O es
pectro de RMN lH (Fig. 10) mostrou, em semelhanga a 15a, um

sinal em 3,03 6§(2H, T J=11,0Hz, H-18a, H-18b). Além disso ,

foi possivel visualizar a existéncia de um multipleto centrado
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Figura 07 - Espectro de RMNlH de PRLH-1/Ha

( 60 MHz, CC14)
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em 3,53 6, com integragéo para trés protons, associados aos
protons do anel tetrahidrofuranico (H-12, H-1l6a e H-16b). Foi
observada também a auséncia do sinal atribuido ao grupo aceto
xila, observado em 2,10 § para 15. (Tabela 02).

Os sinais no espectro de RMN 13C PND e APT de 1l5c
(Fig. 11 e 12) em 78,3 (4, c-12), 41,9(a, C-13), 30,0(t,C-15)
e 66,5 &§(t, C-16) quando comparados com as absorcoes atribui-
das a estes mesmos carbonos em 15 (149,6; 122,45 109,5 =
140,2 8§, respectivamente), Tabela 03, confirmaram a hidrogena
cao do anel furanico.

A indicac@o da presenga de grupamento hidroxila forne
cida pelo espectro Infravermelho, ausencia de grupamento ace
toxila (Infravermelho, RMN lH e RMN lBC) e de absorgoes carac
terfsticas de anel furanico, permitiram propor para PRLH-1/Hb
a estrutura do vinhaticol hidrogenado, 1l5c como resultado da

hidrogenagao e hidrogen&lise do acetato de vinhaticila (Esque

ma 01).

CH, OH 150
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Figura 09 - Espectro de Absorcao no Infravermelho de PRLH - 1/Hb

Figura 10 - Espectro de RMNIH de PRLH - 1/Hb

( 60 MHz, CCl,, )



36.

Com a finalidade de propor uma correlacao estrutural
entre os dois produtos resultantes da hidrogenagao do acetato
de vinhaticila em metancl, o produto de hidrogenacac e hidro-

gendlise (PRLH-1/Hb, 15c) foi acetilado (piridina/anidrido a-

cético), Esquema 01, resultando em um material oleoso. Os da-
dos espectroscOpicos deste produto mostraram-se sobreponiveis
com aqueles propostos para 15b comprovando, deste modo, as es
truturas 15b e 15c para os produtos de hidrogenacao somente e
de hidrogenagao e hidrogendlise do acetato de vinhaticila y

respectivamente.

A hidrogenagao do acetato de vinhaticila em clorofor
mio originou apenas um produto, material oleoso, cujos dados
espectrals mostraram-sesemelhantes aos obtidos para 15b, per
mitindo propor a identidade entre o produto de hidrogena -
¢ao do acetato de vinhaticila em cloroférmio e o produto te -

trahidrogenado do acetato de vinhaticila obtido através de hi

CHa OCOCH 5
CH,OH

(i5b) .
15 ¢)
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drogenagac deste em metanol.
A reagao do acetato de wvinhaticila com 6xido cromico
(reagente de Jones) , Esquema 01, forneceu apds a separacao '

em coluna de sflica gel, um sd6lido branco (P-F.181-1849C) '

15d. O seu espectro no Infravermelho (Fig. 13) apresentou ab-

sorcoes caracteristicas de alcool (3330 cm-l}, de grupamentos

carbonilicos (1730 e 1710 cm_l}.

O espectro de RMN lH de 157, (Fig. 14 e Tabela 02)

r

mostrou um sinal em 5,50 8§ (1H, s, H-15) que, juntamente com
a existéncia de absorcao em 1640 cmﬂl no espectro Infraverme-

lho, tornou possivel propor a presenca de uma dupla trissubsti

tufda. O0s sinais no espectro de RMN l3c (BND) , Fig. 15, em

173,6 6§ (s, C-13) e 113,16 (d, C-15) tornaram valida esta pro-
posicgao.

A presenca de um sinal simples no espectro de RMN lH

com integragao para trés prétons, em 2,10 §e de uma absorcao
= =i,

em 1710 cm no espectro Infravermelho foram associadas a um

grupo acetoxila, comprovado no espectro de RMN 130 através de

|
um singleto em 171,5 & (C - CHB) e de um quarteto em 21,0 §
Q
(C - 9H3).
Verificou-se também, de maneira analoga a 15 , a pre

senca de um grupo metileno ligado a um centro assimétrico atra

vés do sinal em 3,66 & (2H, g
1 -
espectro de RMN "H e de uma absorcao em 73,2 6 (C~18) no espec

., 13 . g T
tro de RMN ) C, justificando a existencia de um grupo acetato

J = 11,0 Hz, H-18a e H-18b)no

primario.
13 : ‘i -
O espectro de RMN C (Fig. 16) utilizando a técnica
de APT, na determinacao da multiplicidade, apresentou 9 linhas

de amplitude negativa: guatro delas correspondentes a quatro
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4000 3000 2000 1500

Figura 13 - Espectro de Absorgao no Infravermelho de PRLH - 1/0x

Figura 14 - Espectro de RMNlH de PRLH -~ 1/0x
( 60 NHz, CDCl,)
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grupos metilas (c-17, 19, 20 e C - (}i3) em 13,0; 18,0; 14,8 e

20,8 85 respectivamente, cinco grupos metinicos,dos quais
quatro sao saturados, (c-5, C-8, C-9 e C-14) em 49,0; 36,9;
45,1 e 40,7 &, respectivamente, & © vinilico (C-15) em
113,1¢ . Verificou-se também a existéncia de 11 linhas de
amplitude positiva associadas as absorgoes de 7 grupos meti
l&nicos (c-1, c-2, ¢-3, c-6, C-7,C-11 e C-18)em 38,9;18,0 /
35,8; 21,5; 30,4 e 21,5573,2eeﬂndaaos 6 carbonos nao hidro
genados (C-4, C-10, c-12, Cc-13, C-16 e E 5 CH3) em 36,6 :
38.9: 106,5; 173,6; 173,6 e 171,5 §,respectivamente.

A existéncia no espectro no Infravermelho de uma
absorgao em 3330 cm_l, indicando a presenca de grupamen =
to hidroxila; a presenga de duas absorcoes corresponden -
tes a grupamentos carbonilas (1730 e 1710 cm_l); o apareci-
mento de sinais no espectro de RMN lH em 5,56 6§ (1H , s,H=15)
e em 2,508 (2, t, 0 = 10,0 Hz, H-9) ; auseéncia dos
sinais correspondentes aos protons do anel furanico dissubs
tituido, observados para 15 em 7,081H , 4, J = 2,0 Hz) e
5,76 §(1H , 4, J = 2,0 Hz) e das alteragoes ocorridas nos va
lores do espectro de RMN 13C para 154 em comparagéo com
aqueles atribuidos para o acetato de vinhaticila, 15 , {(Ta-
bela 03) tornou possivel propor & obtencao do lactel 15d a
través da oxidacdao do anel furanico.

A obtengao de lactdis, semelhantes a 15d, como re-

-

sultado da oxidagao de diterpenos cassanicos furanicos ja

havia sido relatada tanto através da utilizagdo de acido '’
. ; 6 ; ~
perftilico como agente ox1dantel como por oxidagac com
- 37
reagente ce JONES™ .
Pstes lactdis mostraram interessante atividade bio

1dgica contra cercaria de S. mansoni e inibigao de Cristhi-



dia fasciculata em culturas a uma concentragao de 8 |lg/ml.

Tal atividade nao foi verificada para diterpenos furani

15
cos .

A correlacao dos dados do espectro de RMN L3¢ foi

feita com modelos A, B,

938—40. A numeracao dos mode -

los foi modificada de modo a corresponder a numeragao dos

diterpenos fur@nicos. Os valores referentes aos modelos fo

ram associados a 15d

1S d

como descrito na Tabela 03a.




TABELA 03a - Comparac¢ao dos dados de RMN
PRLH-1/0x e modelos da literatura

13

38-40

“C do derivado

e

COMPOSTO 15d A B
CARBONO
1 38,0 (t) I s R
2 18,0 (t) o o o
3 35,8 (t) o o o
4 36,6 (s) R o o
5 49,0 (Q) L o o
6 21:544) o o o
7 30,4 (t) o o o
8 36,9 (d) o e A
9 45,1(a) o o o
10 38,9(s) I I I
11 21,5(t) o
12 106,5 (s) 96,6 104,9
13 173,6 (s) 133, I o 169,8
14 40,7 (Q) o
15 11%, 1 ta) 114,2 o 1153
16 17 3, 6(s) 173,2 o 174,7
17 13,0 (q) o o o
18 73,2 ) o o -
19 18,0 (q) o o o
20 14,8 (q) o o o
CH3—§ 171,5(s) o o I
cH g 21,0(q)
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Com base nestes resultados fol possivel concluir gue
o produto obtido através da oxidacao do anel furanice do Aceta

to de Vinhaticila corresponde ao lactol 15d.

O acetato de wvinhaticila (15) e seus derivados rea
cionais (15a, 15b, 15c e 15d) foram submetidos a testes para
avaliar as atividades antibacteriana (TABELA 04) e antiflngi-
ca (TABELA 05). Os resultados revelaram que estas substancias

apresentam fraca atividade antimicrobiana.




_ a;c
TABELA 4 - Resultado do teste de atividade antibactériana’ do acetato de vinhaticila (15) e

derivados.
T E coli £.aureus P.aeruginosa B.subtilis | M.smegnatis
24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
(15) 1 1 1 1 - - 3 2 ¥ 2
(15a) + + 5 5 % 3 2 1 6 6
(15b) + 1 + + 1 1 ~ - 2 2
15¢ - - 2 2 % - H L= 4 4
.5
154 + 2 4 3 2 2 3 13 5 5
Sulfato de es- | f
treptanicina - f
1 mg/ml 253 7 6 8 7 6 5 9 8 20 18
Etanol
a. Codigo de expressdo de atividade qualitativa descrito na pagina 101.
b. O composto foi preparado em solucdo de etanol absoluto na concentracao 1 mg/ml.

c. Atividade contra Escherichia coli (ATCC 10.538), Staphylococcus aureus

(ATCC 6.533), Pseudomonas aeruginocsa (ATCC 15,422), Bacillus ~eubtilis

(ATCC 6.633), Mycobacterium smegmatis (ATCC 607), em 24 e 48 horas.

S



TABELA 5 - Resultado do teste de atividade antifﬁngicaa'C do acetato de vinhaticila (15)

e derivados.

. S.cerevisiae C.neoformans A.flavus T.mentagrophytes
Composto ™
48 T 48 T2 48 72 48 72
15 2 2 * - - - I 1
15a 3 3 3 3 = - 4 4
15b 3 3 + & - - 4 3
15¢ 3 3 3 3 - - 3 2
15d 3 3 + - - - 3 2
Anfotericina B -
1 mg/nl Etanol 11 8 13 11 5 4 9 7
i

a. Codigo de expressao da atividade qualitativa descritoc na pagina 101.

b. O composto foi preparado em solucdao de etanol absoluto na concentracao 1 mg/ml

c. Atividade contra Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9.763), Cryptococcus neoformans
(ATCC 32.264), Aspergillus flavus (ATCC 9.170).
Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9.972) em 48 e 72 horas.

“Op
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DETERMINACAO ESTRUTURAL DE PRLH-2 (14)

A fracao hexanica,PRLH-I-H proveniente do fxaciong
mento cromatografico do extrato hexdnico do lenho de P.reticu
lata (Esquema 12,pag.115) era constituida por uma mistura de
dois componentes, visualizados por cromatografia sobre camada
delgada. 0Os métodos cromatograficos habituais(tais como: croma
tografia em coluna de silica gel e cromatografia sobre camada
delgada de silica gel em escala preparativa) ndo levaram ao
isolamento dos dois constituintes.

O espectro do Infravermelho da mistura mostrou uma
absorgao intensa em 1720 cm"1indicando a existéncia de grupa-
mento carbonilico;enquanto gue o espectro de RMN1H revelou a
presencga de um grupo carbometoxila em 3,65 (3H,s) e um grupo
acetoxila em 2,0(5(3§,s). A mistura constituida, provavelmen-
te,por um éster metilico e um acetato foi hidrolisada (KOH,MeOH.
A analise por C.C.D. do material resultante da hidrdlise mos
trou que apenas um dos componentes da mistura havia reagido
possibilitando, apds cromatografia em coluna de silica gel, o

isolamento de um s6lido branco (P.F.100-103°C) denominado PRLE2.

PRLH-2, 14,apresentou em seu espectro de RMNTH(Fig.
17)os dois sinais em campo baixo, 6,96(1§,d,Jz2,0Hz) e 5,93é
(1H,d4,3=2,=Hz) ,caracteristicos de um anel furdnico dissubsti-

tuido.
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A existéncia em 14 de um grupo carbometoxila, pro
bosta através do sinal em 3 605 (3H,s)no espectro de RMNTH

'
foi confirmado no espectro Infravermelho (Fig.18) atraves das
absorgdes em 1720 e 1250 cm_1e, No espectro de RMN 3C (Tabe-
la 7) ,pelos sinais em 51,9c§(quarteto,gH3—O—C) e 171;0 5(512
gleto, ¢-18). Foi evidenciada também no espectro de RMN1H a
presenca de dois metilas quaternarios em 1,20¢5(3E,s) e 0,905

(3H,s) e um metila terciario em 1,10(5(3H,d,J=7,0Hz).

O espectro de RMNT3C totalmente desacoplado (PND i
Fig.19) mostrou 21 linhas sugerindo o esqueletolde um diter-
peno contendo um grupo carbometoxila.Este grupo, devido ser
dificilmente hidrolisado, foi associado a um éster carbonili-
co ligado a um carbono quaternario estericamente impedido7.

A estereoquimica do grupo carbometoxila em 14  como
sendo equatorial foi proposta com base nos dados de Infraver
melho e RMN13C. De acordo com Bory41, a existéncia no espec-
tro Infravermelho (Fig.18) de uma absorcdo muito intensa em
1240 cm—T indica a estereoquimica equatorial uma vez que em
axial nao e observada esta absorcdo e sim uma outra locallza

da em 1155 em 1.

A utilizacdo de modelos (D e E)39 permitiu comprovar

no espectro de RMN13C a estereoquimica de C-4. @ modelo D;

apresenta o grupo carbometoxila em C-4 na posicao axial, o)
deslocamento quimico observado para este carbono é 47,74 (Ta
bela 7).Enquanto queé no modelo E & observada uma protecao ,
44 06 devido a auséncia de interagdo 1,3- -diaxial. Ja o car

bono C-5 & menos protegido A7,9 § no composto que possui a

carbometoxila em posicdo axial (modelo D).
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TO,Ms
E
E=1 38,08 =1 39,4¢
Cr2 18,648 C—2 20,08
c-3 36,78 c-3 37,64
C-4 47,78 C-4 44,06
C~5 44,94 C~5 . 32,88
C-6 21,96 C=6 21,18
€= 30,08 C~7 31,28

Com base nos valores dos carbonos C-4 e C-5 nos mo-
delos acima e na comparagao com os valores atribuidos a estes
mesmos em PRLH-2, 14 (Tabela 7), foi possivel confirmar a es-
tereoquimica equatorial do grupo carbometoxila.

Os dados desta substancia quando qomparados com al-

s . : 7
guns dados ja existentes na literatura’ © L6

tornou possi
vel a proposigao da estrutura do vinhaticoato de metila para
PRLH-2. O vinhaticoato de metila, 14, ja isolado das espécies

: 7 , 5 .
P. foliolosa’ e P. reticulata™, teve a sua estrutura determi-

nada por difratometria de Raios-X.

A segunda substancia, PRLH-1/H, separada por croma-
tografia em coluna de silica gel do produto de hidrolise (pag.24)
material solido (p.£. 121-1239C), foi caracterizado como vi -
nhaticol 15a, uma vez gue os dados espectroscopicos (RMN lH 7

RMN 13C e Infravermelho) mostraram-se scbreponiveis com os abtidos pa
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TABELA 06 - Dados de RMNlH de vinhaticoato de metila 14 e deri-

vado tetrahidrogenado 1l4a.

COMPOSTO 14 14a
SOLVENTE TETRACLORETO DE CARBONO
N® DO H DESLOC.QUIM (6) DESLOC.QUIM. (§)
15 5,93 (1H,d,J=2,0HZ) ~
16 6,96 (1H,d,J=2,0HZ) -
17/ 1,00 (3H,d,3=7,0H2) 0,86 (3H,d,J=7,0H2)
19 1,20 (3H, s) 1,20(3H, s)
20 0,93 (3H, s) 0,88(3H, s)
CH y=0=C 3,60 (3H, s) 3,63(3H, s)

A
€oacH
o, cn, L

14 ¢



TABEIA 07 - Dados de RMN

13

rivado tetrahidrogenado (1l4a)

C do vinhaticoate de metila (14) e de

COMPOSTO 14 lda
SOLVENTE EOROFGR.D{EIO o
NQ DO CARBONO DESLOCAMENTO QUIM. (&) DESLOCAMENTO QUIM. (68)
1 35,7 (t) 36,9 (t)
2 17 ,6({t) 18,0(t)
3 47,6 (t) 47,6 (t)
4 49,7 (s) 47,6 (s)
5 45,7 (4) 42,3(d4)
6 31,5 (t) 31,5(t)
7 30,8 (t) 24,5 (t)
8 31;5(4) 38,4 (d)
9 49,7 (d) 49,9 (d)
10 38,5 (s) 36,4 (s)
11 22,0(t) 26,2 (t)
12 149,6 (s) 78,1(Q)
13 122,4 (s) 41,9 (d)
14 36,8 (d) 35,0 (d)
15 109,5(4) J0L0NED
16 140,3(4d) 66 ,2:(t)
17 17,0 (q) 17,1(q)
18 171 .0 ls) 178,3 (s)
19 17,9 (q) 14,5 (q)
20 14,6 (q) 11,0 (a)
QHB—Og— 51,9 (q) 51,7 (q)
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ra o produto de hidrolise do acetato de vinhaticila (pag.27) .

C vinhaticcato de metila, 14, foi submetido a hidro
genacao (Pd.C 10%), em metanol (Esquema 03), obtendo-se apos
o e Q ’ :

a elaboracao um sélido branco (p.£:.74~76°C) , l4a, cujos dados

de RMNlH e RMN13 estao descritos nas Tabelas 6 e 7.

A auséncia em seu espectrc de RMNlH (Fig. 20) dos
dois sinais em campo baixo (observados em 6,96 e 5,936 para
14) foi indicativo da hidrogenacdo do anel furinico. A exis

téncia do anel tetrahidrofurdnico para este derivado foi tam
bém proposta baseada no espectro de RMN13H(HmM,f3;21 » atraveés
da auséncia dos sinais correspondentes ac anel furanico(149,6;
122,4; 140,3 e 109,58) e a existdncia de sinais em 78,1; 41,9;

30,0 e 66,286 associados aos carbonos C-12, C-13, C-15 e C=1§,

respectivamente.

A presenca do grupo carbometoxila foi verificada pe
= ~ 2
las absorcoes no Infravermelho em 1715 e 1240 cm e confirma
E3 = N i
da no espectro de RMN °C através dos sinais associados aos car

bonos C-18 e H3§ -0 - g em 179,3 e 51,7¢; respectivamente.

Foi possivel ainda verificar no espectro de RMNlH

a presenca de dois metilas quaternarios (1,20 e 0,888) e um

metila terciario (0,8668,d,J=7,0HZ) .

O espectro de RMN13C utilizando a técnica de APT, na
determinacao da multiplicidade (Fig.22) mostrou 9 linhas de am
plitude negativa sendo quatro delas correspondentes a gquatro
grupos metilas (C-17, C-19, Cc-20, - 8 = 0 = £H3) em 17,1; 14,5;
11,1 e 51,7, respectivamente e seis grupos metinicos (C=5,

C-8, C-9, C-12, C-13 e C-14) em 42,3; 38,4; 49,9; 78,1; 41,9 e

35,08, respectivamente. Foi verificada, também, a existéncia
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ESQUEMA 03 - DERIVADOS DE PRLH -2
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de onze linhas de amplitude positiva, oito das quais associa
das a grupos metilénicos (C-1, ¢~2, C-3, C-6, C-7, C-11, C-15
e C-16) em 36,9; 18,0; 47,6; 31,5; 24,5; 26,2; 30,0 e 66,28, res
respectivamente e trés outras associadas aos carbonos nao hidro
genados (C-4, C-10 e C-18) em 47,6; 36,4 e 179,38, respectiva-

mente.

O aumento observado no niimero de grupos metilénicos

no espectro de RMNlBC de ld4a (derivade hidrogenado de PRLH-2)

(& - CH,-) em comparagao com o produto natural, 14, (6-CH,=);
a diminuicao do nimero de carbonos nao hidrogenados em l4a
e as demais evidéncias estruturais permitiram comprovar a ob

tengdo do derivado tetrahidrofurano do vinhaticoato de metila.

O vinhaticoato de metila , 14, e o seu produto de

—r

hidrogenagao , 14a, foram submetidos a testes de atividades an

tibacteriana (TABELA 08) e antiffingica (TABELA 09). Os resulta

dos mostraram gque ambos apresentam fraca atividade antimicro

biana.



TABELA 08 - Resultado do teste de atividade antibactdriana™' %o vinhaticoato de metila (14)

e seu produto de hidrogenacao (l4a).

Ba cbli S.aureus P.aeruginosa B.subtilis M.Smegmates
COMPQSTO T - R -

24 48 24 48 24 48 24 48 24 48

(14) - - 2 | 1 + 3 2 i 2

(l4a) = = = - - 3 2 2 4 5
Sulfato de

estreptomici 7 6 8 7 6 5 9 8 20 18
na em etanol

1 mg/ml 25%

a) Codigo de expressao de atividade qualitativa descritoc na pag. 101.

b) O composto foi preparado em solugao de etanol absoluto na concentracdao 1 mg/ml.

c) Atividade contra Escherichia coli (ATCC 10.538), Staphylococus aureus (ATCC 6.533),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15.422), Bacillus subtilis (ATCC 6.633), Mycobacterium

Smegmatis (ATCC 607) em 24 e 48 horas.

"89



TABELA 09 - Resultado do teste de atividade antiflingicado vinhaticoato de meti

duto de hidrogenagao (l4a).

la (14) e pro

S.cerevisiae C.neoformans A.flavus T.mentagrophytes
CaMPORTE 48 72 48 72 48 72 48 72
14 3 3 ~ - - - 2 1
l4a 2 2 1 1 - = 1 2
Anfotericina B
1 mg/ml Etanol 11 8 13 Ll 5 4 9 7

a) Codigo de éxpresséo da atividade gualitativa descrito na pag.1l01.

b) © composto foi preparado em solucio de etanol absoluto na concentracao 1 mg/ml. em

48 e 72 horas.

c) Atividacde contra Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9.763), Cryptococcus neoformans

(ATCC 32.264), Aspergillus flavus (ATCC 9.170), Trichophyton mentagrophytes

(ATCC 9.972) em 48 e 72 horas.

b5
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DETERMINACAO ESTRUTURAL DE PRLH-3 (53)

A cromatografia em coluna de silica gel da fracgdes F-6
F-9, F-11, resultantes do fracionamento preliminar do extrato
hexanico do lenho de P. reticulata (Esquema 11) originou PRLH-3,

oleo incolor [u]§5

- 22,009 ( c=1,0,CHCl;). O espectro de mas-
sa (M+ 290) sugeriu a formula molecular C20H340. O espectro de
RMN13C, totalmente desacoplado (PND), apresentando 20 linhas es
pectrais permitiu propor a estrutura de um diterpeno.

Foram observadas, no espectro Infravermelho, absorcgodes
em 3050, 1670, 1640, 930 e 765 cm—1 caracteristicas de duplas
ligagbes olefinicas (Figura 23).

Os sinais no espectro de RMNlH (Figura 24, Tabela 10 )
em 5,85 6(1H, dd, J = 10,0 e 18,0 Hz, H-14), 5,108 (1H, dd, J=
2,0 e 18,0 Hz, H-15a) e 4,906 (1H, dd, J = 2,0 e 10,0 Hz,H-15b)
foram atribuidos aos protons olefinicos de um sistema vinilico,
que ficou estabelecido no espectro de RMN13C pela presencga de
um tripleto em 111,6 6 (C-15) e um dubleto em 145,5 & (C-14).

A existéncia de uma segunda dupla ligacdo olefinica
foi proposta baseada no sinal centrado em 5,25 § (integracao pa-
ra dois protons) atribuidoc a um proton de dupla trissubsti -
tuida (H-3) sobreposto com parte das absorcgOes associadas a

dupla monossubstituida. A presenca de um dubleto em 122 ;6%
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(C-3) e um singleto em 144,565 (C-4) no espectro de RMN13C com

provaram esta proposicio.
Foi possivel também verificar a presenca de cinco

grupos metilas, dois dos quais ligados a carbonos quaterna-

rios em 1,20 § (3H , s, H-18) e em 1,10 § (3H , s, H-20); um me
tila em carbono terciario nio oxigenado em 0,85 ¢ (3 ; @, T =
6,0 Hz, H-17); um metila em carbono terciario oxigenado em
1,40 6(3H, s, H-16) e um metila vinilico em 1,606 (3H , g
H=19) .

O espectro de rRMN T 3C utilizando a técnica APT na de-
terminacao da multiplicidade (Fig. 26) vem reforcgar estas
proposicoes através da existéncia de 09 iinhas de amplitude

negativa, cinco das quais correspondentes aos grupos metilas

(C-16, C-17, Cc-18, C-19, C-20) em 28,1; 15,4; 37,5; 26,1 e

19,38 , respectivamente, e quatro outras correspondentes a
carbonos monohidrogenados (C-3, C-8, c-10, e C-14) em
122,5; 27,4; 44,8; e 145,5 6§, respectivamente. Foi verj-

ficado também a existéncia de 11 linhas de amplitude positiva
correspondentes aos sete grupos metilénicos (€=1, G=2; =6,
c-7, C-11, C-12 e C-15) em 20,0; 25,8; 36,0; 27,25 3113
32,2 e 111,66, respectivamente e aos quatro carbonos quaterna
rios (C-4, C-5 C-9 e C-13) em 144,5; 38,3, 38,7 e 73,68, res

pectivamente.

A funcao oxigenada, postulada com base na formula
molecular (C20H34O), foi associada a um grupamento hidroxila
atraves das absorgdes no espectro Infravermelho em 3410, 1240
e 1040 cm—l. As tentativas infrutiferas de acetilacio, piridi
na-anidrico acético, sugeriram a presenca de um alcool tercia

13

rio, o que foi comprovado no espectro de RMN “C atraves do

singleto em 73,65.

o
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A analise dos fragmentos obtidos a partir do espec-
tro de massa (Esquema 04) juntamente com os dados fornecidos
pelas outras espectroscopias (pag. 61, RMNlH, RMN13C e Infra -

vermelho) tornaram possivel sugerir a estrutura de um diterpe-

no com esqueleto tipo Clerodano42 © 43.
A comparagao com os dados existentes na literatura
para esta classe de compostos, permitiu propor a estrutura

do plathyterpol para PRLH-3 53, ja referido anteriormente como

um dos constituintes de P. reticulata44. Experimentos de a1~

fractrometria de Raios-X juntamente com dispersdo Optica rota-

toria demonstraram que o plathyterpol apresenta a fusio de

anéis A:B cis45.

A correlacao dos dados do espectro de,RMN13C<kaPRLH—3
foi feita usando modelos existentes na literatura42 abaixo in-

dicados como F, G e H (Tabela 09a).
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TABELA 09a - Comparacao dos dados de RMN13C de PRLH-3 e mode-

los da literatura42

COMPOSTO PRLH-3 (53) F G H
SOLVENTE CLOROFORMIO
CARBONO (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
1 20,0 18,10 172 o
2 25,8 18,2 23,3 "
3 122,5 120,2 124,7 -
4 144,5 144,3 143,1 .
5 38,3 38,0 36,0 L
6 36,0 36,6 36,7 36,7
7 2702 26,7 28:8 28,2
8 27,4 36,2 37,1 36,6
9 38,7 38; 6 39,8 39,8
10 44,8 44,3 44,9 46,9
11 21,1 L L 30,3
12 32,2 L o 35,8
13 73,6 L L 73,0
14 145,5 - L 144,56
15 1116 L o 113, 5
16 28,1 L - 28,1
17 15,4 15,7 1548 15;9
18 37,5 19,8 34,9 32,2
19 26,1 15,8

20 19,3 17;8 17,4 192;2
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A hidrogenacao de PRLH-3 (Pd. C 10% em metanol) for-
neceu uma mistura constituida por dois componentes separaveis
por cromatografia em coluna de silica gel (Esquema 05). O pro
duto de hidrogenacido menos molar (PRLH-3/Ha), material oleoso,
mostrou através da analise por cromatografia gasosa acoplada
a espectroscopia de massa (M+ 274), Esquema 06, ser o resulta
do da hidrogendlise do plathyterpol.

O seu espectro de RMN ' H (Fig. 27) apresentou um multi
pleto entre 4,90 e 5,30 ¢ (3H) associado ao prbéton de dupla tris
substituida (H-3) e aos protons da dupla‘ dissubstituida (H-16)
além das absorgdes correspondentes a cinco grupos metilas em
1,606 (34 , s, H-19); 1,108 (6H, s, H-18 e H-20); 1,00 § (3H ,
s, metila terminal) e 0,868 (34, d, J = 6,0 Hz, H-17). As ab
sorcoes dos grupos metilas em PRLH-3/Ha quando comparados com
as absorcoes correspondentes em PRLH-3 (Tabela 10) mostrou a
auséncia do sinal em 1,406 (3H, s) indicando a inexisténcia
em PRLH-3/Ha de metila em carbono oxigenado. Foi verificada
a auséncia de dupla vinilica (observada em 5,85; 5,10 e 4,906
para PRLH-3).

Os dados fornecidos pelas espectroscopias de massa
e RMNlH tornou possivel propor a estrutura 53a para o produto

de hidrogenolise do PRLH-3.

OH

{53b)

(53a)



68.

OH
Q
_ A¢- m-CLOROPER Hp, Pd. C 10%
~ BENZOICO (30°¢) T i o
. c
PRLH-3/Ha
PRLH-3/Ep i
oH :
PRLH-3/Hb
a_ . PRLH -3/E

ESQUEMA 05 - DERIVADOS DE PRLH-3

_ {260) 02107ZN38
H3I4ONOTID-w dy

&




—— Wt | S i A ¢k a iem

(L1-H)9980
jpulwiol — 0014 | e
(02-Ho 8- Iz% _ﬂw 11111 -

S

61-HF09T T ==

L4

PRIH-3/Ha

de

o

( 60 MHz, ccl, )

Figura 27 - Espectro de RMN

10




‘Tﬁ Hit ®
o

Contisq /C‘_‘A CigHas

m/z 191 [ 77,6%)
Mt 274(15%)

; ‘ iCH3
Cii Hip

m/1 149 (55,0%)

Ca Hgq

Ciz Hyig
m/z 16345 %)

| e

\EB «/L]\
CH He \1 -

—

CHy
C3H6 CHy
CioHis
m/z 135 (57.9%)
|
\ CH My
pals HyC 3
b
Cg Hy
m/2 107 (97 %) CH
3
HyC HaC
H] ! m/z 135
“® e
il CaH, cHy
Cz Hy HyC
m/295(72,5%)
CHy
(53]
m/z |35
Cg Hy3
gl ESQUEMA O6- PRINCIPAIS CAMINHOS DE

FRAGMENTACAO DE PRLH-3/H1

70,



1

TABELA 10 - DADOS DE RMN 'H DE PRLH-3 (53) E DERIVADOS PRLH-3/Ha (53a); PRLH-3/Hb (53b) e PRLH-3/E1.
COMP$STO 53 53a 53b 53¢
H
3 5,25 (2H, m) 5,30 - 4,90 (3H, m) 5,30 - 5,00 (1H,m) 2,96-2,76 (1H,m)
14 5,85 (1H, &, s 10,0 e 18,0 Hz) 5,88(1H, dd, J=10,0 e 18,0Hz)
15a 5,10 (1H, dad, J=2,0 e 18,0Hz) 5,13(14, &, J=2,0 e 18,0Hz)
15b 4,90 (1H, ad, J=2,0 e 10,0Hz) 4,9 (18, dd, J=2,0 e 10,0Hz)
16 1,40 (3H, s) 5,30 - 4,90 (3H, m) 1,43 (34, s) 1,30 (3, s)
17 0,85 (34, d, J = 6,0 Hz) 0,86 - 3H, 4, J=5,0 Hz) 0,83 (3H, d,J=6,0Hz) 0,8 (3H, d, J=6,0 Hz)
18 1,20 (3H, s) 1,10 (3H, s) 1,10 (3H, s) 1,20 (3H, s)
19 1,60 (3H, s) 1,60 (3H, s) 1,56 (3H, s) 1,30 (3H, s)
20 1,10 (3H, s) 1,10 (3H, s) 1,03 (3H, s) 1,20 (3H, s)
Metila terminal 1,00 (3H, s) 0,93 (3H, s)

"TL



O produto mais polar resultante_da hidrogenagao
do Plathyterpol, PRLH-3/Hb (M+ 292) mostrou em seu espec -
tro de RMN lH (Tabela 10), Fig. 28, a presenca de um
singleto largo centrado em 5,158 (1H , H-3) e absorgaescqg
respondentes a seis grupos metilas em 1,53 § (3H, s); 1,436
(s,3H) ;1,10 (3H,s) ;1,03 (3U,s);0,93metilaterminal)e 0,86 (3, d,
J = 6,0 Hz). Foi verificado também a auséncia das absor -
coes de dupla ligagao vinilica (observadas em 5,85; 5,10 e
4,90 dpara 53). A confirmacao de hidroxila no Infravermelho
(Fig. 29) juntamente com os dados obtidos dos espectros de
massa e RMN lH sugere como valida a estrutura 23b para o
produto mais polar resultante da hidrogenacao do Plathyter
pol.

Como resultado da epoxidacao do Plathyterpol em
presenca de acido mcta<cloroperbenzoico a O9C (2 horas) foi

obtido, apds cromatografia em coluna de silica gel, um mo-

noepbxido, PRLH-3/E, , 53c (Esquema 05). O espectro de

RMN lH (Fig. 30) revelou a presencga de um multipleto cen -
trado em 2,80 6§ (1H) caracteristico de um grupo epdxido tris
substituido. A presenca de bandas correspondentes a dupla
vinilica em 5,88 6 (1H , dd, J = 10,0 e 18,0 Hz); 5,138 (1H,

dd, J = 2,0 e 18,0 Hz) e 4,90 6§ (1H, dd, J = 2,0 e 10,0 Hz)

a existéncia de um sinal correspondente a dois grupos meti

las em carbono oxigenado em 1,40 § (6H, s, H-16 e H-19) e
o0 desaparecimento do sinal em 1,60 &, correspondente em
53 ao metila vinilico (H-19) , juntamente com o espectro no

Infravermelho (Fig. 31),sugeriram a epoxidagao seletiva da
dupla ligagao carbono-carbono (Cy = Cy)

Os fragmentos de massa m/z 179, 151 e 123 resultantes do

do Plathyterpol

+
espectro de massa (M 306), Esquema 07, comprovam a obten-
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Figura 28 - Espectro de RMN H de PRLH-3/Hb

( 60 MHz, CCl4 )

|
-

73

4000 3000 5000 [s00
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¢ao do monoepoxido do Plathyterpol, 53c.

A epoxidagao do Plathyterpol com acido meta-cloro
perbenzdico a temperatura ambiente, por 1 hora, resultou em
um produto, PRLH—3/§2 cujo espectro de RMN lH (Figura 32 )
mostrou um multipleto em 280 & (com integracaoc para 4 prd -
tons) . O espectro Infravermelho, Fig. 33, apresentou absor-
coes caracteristicas do dlcool (3430 e 1080 cm—l) e ausen -
cia de absorcoes de duplas ligacoes olefinicas.

O espectro de massa (M+ 322) sugeriu a formula mo
lecular C20H34O3 e anadlise dos dados fornecidos pelas ou -
tras espectroscopias Infravermelho-e RMN lH permitiram pro-
por a estrutura 53d para o diepoxido PRLE~3/Ey .

O Plathyterpol 53 foi submetido a testes para
avaliar a atividade antibacteriana (Tabela 11) e antifingi-
ca (Tabela 12). Os resultados revelaram uma fraca atividade

antimicrobiana para esta substancia.

(53d)
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Figura 30 - Espectro de RMN lH de PRLH—B/El

( 60 MH=z, ccl, )
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Figura 31 - Espectro no Infravermelho de PRLH—B/El (Filme)
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TABEIA 11 -~ Pesultado do teste de atividade antibactéria®’® do Plathyterpol (53)

EOMDEETH E.coli S.aureus P.aeruginosa B. subtilis | M.smegmatis
24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
(53) 1 i 4 4 1 - 1 1 6 6

Sulfato de Estrepto
micina. 7 6 8 7 6 5 9 8 20 18

1 mg/ml 25% Etanol

a) Codigec de expressac de atividade qualitativa cdescrito na pag. 101.
b) O compostc foi preparado em solucoes de etanol absoluto na concentracao de 1 mg/ml.
3) Atividade contra Escherichia coli (ATCC 10.538), Staphylococcus aureus (ATCC 6.533),

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15422), Bacillus subtilis (ATCC 6.633), Mycobacterium

swegmatis (ATCC 607) em 24 e 48 horas.

(5%



TABEI2 12 - Resultacdec dc teste de atividae antifﬁngicaa’c do Plathyterpol (53)

COMPOSTC S.cerevisiae C.neoformans A.flavus T.mentagraphytes
|
53 2 2 5 2 ks - 4 3
Anfotericina B i} 8 13 T3 5 4 9 7
1 mg/ml Etanol

a) Cocigo de expressao da atividade qualitativa descritc na pagina 101.
b) O composte foi preparado em solugao de etanol absoluto na concentracao de 1 mg/ml.

¢) Atividade contra Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9.763), Cryntococcus neoformans
(ATCC 32.264), BAspergillus flavus (ATCC 9.170), Trichophyton mentagrophytes
(ATCC 9.972) em 48 e 72 horas




DETERMINACAO ESTRUTURAL DE PRLH-4 (54)

80.

A recristalizagao da fracao F-10/8 (Esguema 11) 1e

o [F @ ;

vou a separacac de um solido brance (P.F. 131 - 134°C) denomi
nado PPLH-4,

As constantes fisico-cuiricas desta substancia indi

caram tratar-se de B-sitosterol. Comparacao por cocromatodra

fia com a amostra auténtica (reagente Merck) e ponto de

misto confirmaram esta proposigao.

PRLH-4 (B-sitosterol)

fusao




gl.

DETERMINACAO ESTRUTURAL DE PRLH-5 (55)

As fragoes do extratc hex@nico elufdas com clorofor
mio (PPLE-I-C) e acetato de etila (PRLE-I-A), Esquema 11, for

Y e} 4 E -
necerar um composto solido (P.F. 69 - 71 C) denominado PRLH-5.

A presenca de grupcs acetoxilas em PRLH-5 foi suageri
da pelas absorcdes intensas enm 1720, 1710 e 1230 cm * no espec
tro no Infravermelho (Fig.34) e através da existéncia no espec
tro de RMNlH a 60 MHz (Fig.35) de dois singletos em 1,93 e
1,968, ambos com integracac para trds prdtons. 2 presenca de
grupc acetoxila foi confirrada no espectro de‘RMNlBC (a

20 Miz),Tabela 14, através do guarteto em 21,25(CHQ - g) e do

singleto er 171,38 (CE, - ﬁ}.

A proposigao de ur dos grupos acetila como parte de
um acetato alilico foi sugerida através das absorcoes no espec
tro de RMNlH em 4,366(2&, d,J=7,0Hz) para o grupo metileno (H-16)
e em 5,336(1H,t,J=7,CHz) para o proton olefinico (E-15), além
dos sinais no espectro de RMN13C em 151,8 (s, c-13); 1140

(d, C~-15) e 60,868 (£,C-16).

C outro grupo acetato foi proposto encontrar—-se 1i
gado a um grupo metileno vizinho a um centro assimétrico (sis

tema AB) com base no sinal centrado em 3,606 (2H, qPB,J=ll,OHz).
O espectro de PMN13C reforcou esta propesicao através do tri

pletc em 73,35 (Cc-18).

¢ espectro de FMNlH de PRIE~5 mostrou ainda absor-
coes em 0,8358(6H,s) e 0,936 (3H,d,3=7,0Hz) que foram atribuidas

a dois grupos metilas quaternarios (H-19 e H-20) e um tercia-
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rio (H-17), respectivamente.

C espectreo de massa de PRLH-5 (Esgquema 08 ) apreser
tou pico roleculer r/z = 390 sugerindo a formula molecular

C24H3804' com seis craus de insuiiciéncia, isto est3 ce acordo
com andlise realizada pela utilizacao de RMN denominada ADEDPT
(Automatic Pistortionless Enhancement by Folarization Transfer),
onde ficou evidenciada a bresenca ce 5 CH, sendo ur deles cle

finico, 9CHE., e 5 CH (Fig. 36).

2 3

Subtragac de 3 graus de insuficiéncia relativos a
duas carbonilas e ura dupla ligacao olefinica sugere o carater
triciclice de PRLH-5. Comparacao cor os dados espectremétricos
do acetato de vinhaticila, 15, (pag. 27 ) revelou a identidade
de parte das duas moléculas particularmente nos anéis A & B,

através do quarteto AB comum aos dois espectros de RMNlH.

Levantamento bibliografico possibilitou sugerir para
PRLH-5 o esqueleto de um diterpeno cassinico nio furinico ceme
lhante aos diterpencs acidos obtidos através da hidrdlise coe

2 o T & : 47-49
alcaldoicdes de virias eéspecies cdo g¢genero Erythrophleum i

O espectro de PMN13C totalmente desacoplado (PND) , Ta

bela 14, apresentou somente 22 linhas das 24 esperadas para um
citerpeno diacetilado uma vez gue os sinais em 171,3 e 21,28
forar correlacionados com as absorcoes ecuivalentes de carbo
nilas e metilas dos dois grupcs acetatos. O cue foi confirmade
através do espectro de carbeno-13 de alta resolucao (75 Miz) on
de todos os 24 sinais esperacdos poder ser vistos inclvindo as

duas carbonilas em 171,1 e 171,38 e os dois arupos mretilas de

Acetato em 21,0 e 21,16 (Fic.37).

- - 13
A andlise dos espectrecs de PMNIH e de C (TABELAS 13 e 14)
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confirmou a estrutura 55 para a substancia PRLH-5.

A redugao de 55 com LiAlH, em éter etilico (Es -

4
quema 09) originou um material solido (p.f.122 - 1259C) ,
PRLH-5/R cujos dados de RMN lH (Fig. 39) sao mostrados na
Tabela 13.

O espectro no Infravermelho de PRLH-5/R (Fig. 38)
mostrou absorgoes caracteristicas de alcool (3400 e 1060 )
em L e de dupla ligacao olefinica (1660 cm“l). A existéncia
de trés grupos metilas foi caracterizada no espectro de RMN
lH (Fig. 39) através dos trés sinais em 0,93 (34, 4, J =17,0
Hz); 0,83 (3H , s) e 0,77 §(3H , s) associados aos meti -

las HE-17, H-19 e H-20, respectivamente.

A analise do espectro de RMN 1y sugeriu ainda a

reducao dos grupos acetoxilas pelo desaparecimento dos si
nais observados em 1,96 e 1,93 para PRLH-5. Foi observa -
do também a protecao da absorgao atribuida ac sistema AB de

protons (H-18a e H-18b) em 3,16 §(2H J = 11,0 Hz) em

’ qAB'
comparacao com o valor deste mesmo sinél (3,608 ) em PRLH -
5 (Tabela 13). Do mesmo modo, verificou-se a protegéo da ab
sorgao atribuida ao grupo metileno alilico (H-16) centra -
da em 4,038 (2H , 4, J = 7,0 Hz) em relacao ao sinal atribu
ido a estes protonsem PRLH-5 (4,368 , 2H , d, J = 7,0 Hz).

Os dados analisados acima juntamente com a indica
cao de uma absorcgao intensa em 3400 cm"l e o0 desaparecimen-
to da absorcio dos carbonilos em 1720 e 1710 em * no espec-
tro no Infravermelho, tornou possivel propor a obtengac de

um diol, 55a , como resultado da redugao do diterpeno cassi

nico diacetilado, PRLH-5.
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Figura 38 - Espectro de Absorgéo no Infravermelho de
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TABEL? 12 - Comparacao des dadcs de RMNlﬂiﬁ, 60MHz) de PRLH-5 (55) PPIH-6 (56) e o produtoc

de redugao PRLH-5-R (55a).

COMPOSTO 25 25a 26

SOLVENTE TETRACLORETO DE CARBONO

N9 do H PESIOC.QUIMICO (&) FESICC. QUTMICO () DESLOCAMENTO QUIMICC (6)

H - 15 5,13 (1H,t,J=7,0Hz) 5,33 (1H, t,J=7,0Hz) 5,23 (1H,t,J=7,0Hz)

0= 16 4,36 (211,d,J= 7,0Hz) 4,03 (24, 4,J=7,0Hz) 3,93 (2H,d,J=7,0Hz)

o - F7 0,93 (3H,d,J=7,0Hz) 0,93 (3H, d,J=7,0Hz) 1,16 (31,d,J=7,0Hz)

B= low 3,60 (28,q,.J=11,0Hz) 3,16 (2H,q,,9=11,0Hz) 3,66 (2H,q,J=11,0Hz)

e E-18b

H - 19 0,83 (3H, s) 0,83 (31, s) - 0,86 (3H, s)

H - 20 0,83 (3H, s) 0,77 (3H, s) 0,86 (3, s)
:2%CH4~CO 1,96 e 1,93 (3E,s) . 2,00 (3H, s)
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TABEIA 14 - Comparacac dos dados de RMNT3C entre PRIH-1,PRIH-1-R
e PRIH-5.
COMPOSTO
N@ DO COMPQOSTO
15 15a 55
DESL.QUIM. ( ) |DESL.QUIM. (&) |DESL.QUIM. (&)
1 29,1 (t) 39,2 (t) 39,2 (t)
2 17,9 (t) 18,0 (t) 18,1 (t)
3 35,71} | 35.31(¢) 36,0/(t)
4 36,5(s) | 37,6 (s) 36,9 (s)
5 49,5(d) | 48,2(a) 9,6(a)
6 21,6(t) | 21,3(t) 21,8 (t)
7 31,0(t) | 31,0(t) 31,4 (t)
8 31,5(@) | 31,6(d) 48,4 (d)
9 45,7(@) | 45,5(Q) 20,5 (@)
10 37,3(s) | 37,2(s) 36,6 (s)
11 22,3(t) | 22,2(t) 23,8 (t)
12 149,6(s) | 149,6 (s) 31,4 (¢)
13 122,4(s) 122, 4 (s) 151,8(s)
14 35,9(d) | 35,7(d) 44,2 (d)
15 109,5(d8) | 109,5(d) 114,0(d)
16 140,3(d) | 140,2(d) 60,8 (t)
17 17,5(@) | 17,5(a) 14,7(q)
18 73,3(8) | 72,1(t) 73,3 (t)
19 17,9(a) | 18,0 () 17,8 (c)
20 14,9(q) | 15,0(a) 14,3 (q)
CHé-E 171,0(s) | - 171,32;171,3
EH3—g 20,8 (q) - 21,2
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Finalmente, a proposicao estrutural para_PRLH—? foi

confirmada pela Andlise Espectrométrica de Ressonancia Magné-

tica Nuclear de Alta Resolucao (300 e 75 MHz) para 1H e 13C

'
respectivamente, utilizando as técnicas mais avangadas de
sequéncias de pulsos. Desta forma, o espectro de correlacao
heteronuclear ( HETCOR), fig. 40, e de correlagéo homonuclear
(COSY), Fig. 41, mostraram as correlacoes esperadas e contri-
buiram para o relacionamento entre os sinais observados e a

posigao estrutural correspondente.

A substancia PRLH-5,55,e seu produto de reducao PRIH-5/R,

3%a , foram submetidos a testes de atividade antibacteriana
(Tabela 15} e antiflingica (Tabela 16). Os resultados mostra -

ram que ambos apresentam fraca atividade antimicrobiana.

(550
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TABELA 15 - Resultadc do teste de atividade antibactéria® © de PRLH-5 (55) e seu  procduto
de reducao (55a).
!
, . & . Bitmin ] Y . _ e »
COMPOSTO E.coli S.acreus P.aervcinosa B.subtilis | M.smegmatis
24 48 24 48 24 48 24 48 ' 24 48
!
(55) 1 1 1 1 = = 2 - E 1 2
(55a) = = + 1 - - - - + +
|
Sulfato de Estrepto-
micina 7 6 8 & 6 5 9 8 | 20 18
1 mg/ml 25% Etanol

a) Cocico de expressao cde atividade qualitativo descrito na pag. 101.

b) O composto foi preparado em solucao de etanol absoluto na concentracao 1 mg/ml.

c) Atividade contra Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15.422)

(ATCC 10.538),

Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus

smegmatis (ATCC 607) em 24 e 48 horas.

(ATCC 6.533),
(ATCC 6.633), Mycobacterium

-EF)



TABELA 16 - Resultado do teste de atividade antiflingica de PRLH-5 (55) e seu produte cde

reducao (55a).

S.cerevisiae C.neoformans A.flavus T .mentagrophytes
COMFOSTO - - - -
48 i 48 o2 4€ 72 48 T2
35 2 2 - = - = 1 1
55a i 1 = = - - X 1
Anfotericina B
11 8 13 11 5 4 9 7

1 mg/ml Etanol

a) Cocigo cde expressdo da atividade qualitativa descrito na pag. 101.
b) O composto foi preparado em solucao de etanol absoluto na concentracao 1 mg/ml.

c) Atividade contra Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9.763), Cryptococcus neoformans ATCC 32.264 Aspergillus
flavus (ATCC 9.170), Trichophyton mentasrophytes (ATCC 9.972) em 48 e 72 heras.
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DETERMINACAO ESTRUTURAL DE PRLH-6 (56)

As fracoes mais polares resultantes de eluicao com

acetato de etila (PRLE-I-A) do extrato hexanico de lenho de

P.reticulata (Escuema 12) originaram, apds recromategrafias su
Cessivas er coluna de silica, ur material oleoso (PRLH-6) cuio
¢spectro no Infravermelho (Fig.42 apresentou absorcoes carac
teristicas de &ster (1715 e 1225 cm"l), dlcool (3.400 em™ 1) o

de dupla ligagdo olefinica (1640 cm 1)

O espectre de RMNlH (Fig.43) mostrou algumas Seme-

lhancas com PRLH-5 (55), tais come: a existéncia de trés gru
ros metilas (H-17, H-19 e H-20) em 1,166 (2H, &,3=7,0Hz) e

O,865(6H,s), localizacoes aproximadamente igrais as observadas
para 55 e a presenga ce um sinal en 5,236 (1H, t,J=7,0Hz) asso
ciado ao proton da dupla trissubstituida, H-15, observado em

5,338 para 53,

Ura das diferencas observadas ertre os espectres ce

RMNlH de PRLH-5 e PRLH-6 foi guanto a existéncia em PRLH-6 de
apenas um grupo acetoxila (2,008, s,3H) cuja absorcao do gruno
retilenc a ele ligado (3,666, 2H ; qAB,H—IBa e H-18b) encontra-

—-se em localizacac idéntica aquela atribuida em PRLH-5 para o

grupo acetatc vizinho a um centro assimétrico (TABELA 13).

A presenca de ur dubleto em 3,936(25,J=7,0H2) no es

pectro ce RMNlH de PRLE-6, em semelhanca ao observado para o

preduto de redugao PRLH-6-R.,55a, cue foi atribuido ao arupo

metilénico alilico H-16, indicou a existéncia em PRLH-6 e um

dlcool alilico. O sinal em 5,236(lE,t,J:7,0Hz) no espectro cde
1. ~ . —~7

RMNTE, a absorcao intensa er 2400 cnm no espectre no Infraver

melho e a comparacao entre os dados de RMN'H de PRILE-5, PRIH-5-R
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Figura 42 - Espectro de Absorcao no Infravermelho de PRLH-6

Figura 43 - Espectro de RMNlH de PRLH-6

( 60 MHZ, CCl4)
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e PRLE-6 (TABELA 13) reforcarar esta proposicao.

Baseado nos dados acima foi atribuido vara PRLH-6 a
estrutura de um diterpenc cassanico nao furanico, 56, conten
do um a8lcool alilico e um grupo acetato vizinho a um centre

assimétrico. (M+ 348, Esquema 10).

Com a finalidade de correlacionar as estruturas 28 B

56 propostas para PRIH-5 e PRLH-6, respectivamente, parte de

PRLH-6 foi submetida @ acetilacao (piridina-anidrido acético),
Esguema 09, resultando em um s6lido branco (P.F. 69—719C). Com
paracao dos dados espectrométricos (Infravermelho e RMNlH),pOE
to de fusao da mistura e cocroratografia sobre camada delgada
de silica gel confirrmaram a obtencao de PRILH-5 a partir da ace

tilacao de PRLHE-6.

A redugao de PRLH-6 com LiAlH, em &ter etilico for

o]
neceu o mesmo diol, 55a, (P.F. 122-125°C) obtido quando da re

ducao de PRLH~5 (pag.92 ), comprovando a estrutura de um diter

peno cassanico monoacetilado, 56, para PRLH-6.

CHgOH

\ CHz OCOCH3y

(66)
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PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL

O lenho do caule de Plathymenia reticulata Benth

(PR) foi utilizada neste estudo. A planta foi coletada na lo
calidade de Crato, no Ceara, e identificada pelo Dr. Afranio
G. Fernandes. A exsicata de um espécime encontra-se deposita

do no herbario Prisco Bezerra do Depart.de Biologia da Univ. Fede-

deral do Ceara. O caule de Cochlospermum regium (CR) foi cole

tado no municipio de Maranguape - CE, por uma equipe sob a
orientagao do Professor Francisco José de Abreu Matos. O cau
le foi separado em casca e lenho e somente a casca foi utili

zada neste estudo.

METODOLOGIA

Os pontos de fusao foram determinados em aparelhos
de microdeterminagéo marca Mettler, modelo P.F.5 e n3o foram
corrigidos. Os espectros no Infravermelho (IV) foram obtidos
usando-se pastilhas de KBr para solidos e filme para substan
cias liquidas em espectrometro Perkin-Elmer modelo 720 e/ou
1320. Os espectros Ultravioleta (U.V.) foram registrados em
espectrofotometro Jenna modelo Specord entre 200 e 500 nm em
solugoes etandlica e metandlica. Os espectros de massa foram
obtidos em espectrdmetros de massa Hewlett - Packard modelo
HP-5995-A acoplado a cromatografia de gas e a computador ou
espectrometro de massa FINNIGAN modelo 3.200 CG/EM.

Os experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear
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protonica (RMN lH) foram realizadas em espectrometro Varian mo
delo EM-360 de 60 MHz usando solugoes de tetracloreto de carbo
no {CC14), clorofdormio deuterado (CDClB) ou acetona -
D6 {CO(CD3)2) e tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. Os
experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono - 13

(RMN 13C) foram obtidos em espectrometro Varian XL-300 (75 MHz)

e Varian PT-80 (20 MHz). Para ambos RMN lH e RMN 13C , Os des-
locamentos quimicos foram expressos em parte por milhao (ppm )
relativo ao TMS como padrao interno (unidades 6 ). O desdobra-
mento das bandas foi indicado segundo a convengao: s (single -
to), d (dubleto), t (tripleto), g (quarteto), m (multipleto) e
sl (singleto largo). As cromatografias em coluna de silica gel
foram realizadas utilizando silica gel 60 (70-230 mesh) para
coluna ou silica gel 60 HF (254-366 mesh) para cromatogra =
fia em camada delgada. A revelacao das placas utilizadas na
cromatografia em camada delgada foi feita com auxilio de lampa
da Ultravioleta UV SL-25 Mineral Light de dois comprimentos de
ondas (254 e 366 mm), camara de vapores de idodo, pulveriza -
¢ao com solugao de vanilina 5% em etanol seguida de solugao de
acido sulfirico 5% ou solucao de sulfato cérico 0,2% em acido

sulflirico diluido 10%2.

COMPARACAO COM AMOSTRA AUTENTICA

Para tornar possivel a identificacao, comparagoes
foram feitas com amostras de substancias conhecidas. Estas com
paracoes foram feitas através de dados espectrais: Infraverme-

1 13

lho, RMN "H e C, espectro de massa:determinacao do ponto de

fusao misto; rotacao especifica e cocromatografia.
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PROCEDIMENTO DOS TESTES BIOLOGICOS

Os testes antimicrobianos foram realizados no Depar
tamento de Farmacognosia, Universidade de Mississipi. Os en
saios foram baseados no biotestes gerais qualitativos e quan
titativos para atividades antimicrobianas descritas por
Hufford e colaboradores50 e modificadas por Clarck e colabora
dore551. O procedimento do teste antimicrobiano consiste em
testar extrato, fragées Oou compostos puros com os seguintes

microorganismos obtidos do "The American Type Culture Collec

tion (A.T.C.C.): Escherichia coli (ATCC 10.538), Staphy lococcus

aureus (ATCC 6.533), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15.422), Ba-

cillus subtilis (ATCC 6.633), Mycobacterium smegmatis (ATCC 607),

Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9.763) ,Cryptococcus neoformans

(ATCC 32.264), Aspergillus flavus (ATCC 9.170), Trichoptyton

mentagrophytes (ATCC 9.972).

As placas de Petri (100 x 15 mm) com meios de 25 ml
de agar esterilizado. Usando o mé&todo de estrias, a placa de
agar esterilizada foi inoculada com uma solucao de microorga
nismos testados (1 ml de caldo de cultura em 9 ml de agua des
tilada). Os meios de cultura usados para bactérias foram'"zgar
eugorl' @ "meio liguido de eugon" enquanto que para fungos foram
usados "agar mycophil"e "meio liquido'! Foram feitas cavidades
removendo-se uma porcao cilindrica (11 mm () ) aa placa de
agar solidificado. Em cada cavidade foi adicionado 100 ul  de
uma solugao ou suspensao de extrato, fragao ou composto puro.
Os extratos e fracoes foram testados na concentragao de
20 mg/ml enquanto que compostos puros foram testados em 1 mg/

ml. As placas preparadas como descrito acima foram incubadas
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a 37°¢ (para bactéria) e 30°¢ para fungos. A atividade anti
microbiana foi registrada como a medida (em milimetros) da zo
na de inibicao (ou raio médio), que sao medidas do perimetro
compreendido entre a margem da cavidade e a extremidade da
zona de inibicao. As medidas das atividades antimicrobianas
foram efetuadas apds 24 e 48 horas de incubagao para bactéria
e 48 e 72 horas no caso de fungos. Os resultados qualitativoes

foram descritos usando os seguintes codigos:

T 5 5
CODIGO CORRELACAO
— - Nenhuma atividade
% - Atividade discutivel
1 a 20 - Refere-se ao raio médio da

zona de inibicao  descrito

em milimetros.

Sulfato de estreptomicina foi utilizado como substancia pa-
dr3ao nos testes antibacteriancs e nos testes antiflingicos a
substancia padraoc foi anfotericina B, sendo incluidas em cada

caso como controle positivo.
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ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE PLATHYMENIA RETICULA-

TA.

OBTENCAO DOS EXTRATOS

O lenho de Plathymenia reticulata (4,0 Kg), previa
mente moido, foi deixado em contato com hexano a frio, por 48
horas, com agitagao constante. Apds separacao do extrato, o
material foi submetido a uma segunda extragao com hexano. A
destilagao do hexano, em evaporador rotativo, originou 130,0g
de um Oleo amarelo denominado PRLH. A torta proveniente da
extragéo com hexano, depois de seca, foi extraida duas vezes
com metanol a frio fornecendo, apds a evaporagéo do solvente

128,0 g de um residuo denominado PRIM (Esquema 11)

FRACTONAMENTO PRELIMINAR DE PRLH

Parte do extrato hexanico, PRLH, (100,0g) foi subme
tida a fracionamento inicial em coluna cromatografica usando-
-se 400,0g de silica gel. Na eluicao foram usados hexano, clo

rofdrmio, acetato de etila e suas misturas binarias, dando

origem a 97 fracoes de 50,0 ml que apds comparagao por croma
tografia em camada delgada (C.C.D) foram reunidas como mostra

do a seguir:
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ELUENTE SIGLA PESO (g) DENOMINACAO
Hexano PRLH (2) 0,08 F=1
Hexano PRLH (3) 0,45 F-2
Hexano PRLH (4-8) 5,20 F-3
Hexano PRLH (9-10) 8,60 F-4
Hexano PRLH (11-15) 8,00 F-5
Hex.—CHCl310% PRLH (16-40) 21,80 -6
liex.“CiiCl350% PRLH (41-46) 7,30 F=if
Clorofdormio PRLH (47=71) 19,10 F-8
Cloroformio PRLH (72-76) 2,40 -9
Acetato de Etila PRLH (77-90) 4,10 F-10
Acetato de Etila PRLH (91-97) 21,63 F-11

ISOLAMENTO DE PRLH-1

As fracoes I'-1 a F-5 de PRLH, 22,33g,Esguema 11, cons

tituida por uma mistura de dleo e cristais, apds filtracao a

vacuo em funil de placa porosa e recristalizagao em metanol

resultou em 5,6g de cristais amarelos (P.F.79—819C) denomina

dos PRLH-1. Esta substancia foi identificada como acetato de
1 13

vinhaticila por dados espectrais (RMN"H, RMN—°C, Infraverme

lho), ponto de fusao misto e cocromatografia com a amostra au

téntica.

PRLH-1/H

0 liguido-mae resultante da recristalizacao de

PRLH-1 forneceu ainda 1,2g de cristais menos puros. Na anali

se por C.C.D. estes cristais revelaram-se como uma mistura de
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dois componentes sendo um deles o acetato de vinhaticila,PRLH-1.
Em um balao de 25,0 ml, os cristais foram dissolvidos em 10,0ml
de metanol, acrescentados 0,2g de KOH e, a mistura reacional man
tida sob refluxo durante 15 horas. A solugéo basica, resultan -
te da hidrolise, foi neutralizada com HCl 2N e extraida trés
vezes com CCl,. As fases organicas reunidas, apdos serem lavadas

com agua, foram tratadas com Na2SO anidro, filtradas e concen-

4 !
tradas em evaporador rotativo. O residuo resultante, 1,0g , foi l
cromatografado em silica gel (15,0g). A eluigao com hexano da |
coluna cromatografica do produto bruto de hidrbélise de PRLH-1 ,
resultou em um sdolido (p.f. 100-1039C), 0,30g, denominado MKHFZ.!
que foi identificado através dos dados espectroscopicos e cocro

matografia com a amostra auténtica como o vinhaticoato de metila. |
Como resultado da eluigao com mistura hexano-aceta - }
to de etila 5% foram obtidos 0,30g de um produto denominado
PRLH-1/H (p.f.126-1289C ). Este produto foi identificado como
vinhaticol, produto de hidrolise do acetato de vinhaticila, a-

través de dados espectroscopicos, ponto de fusdao misto e croma-

tografia com a amostra auténtica. |

HIDROGENAGAO DE PRLH-1 |

0,10g de acetato de vinhaticila foram dissolvidos em
metanol, adicionados a um balao contendo 0,15g de Pd.C 10% em
10,0ml de metanol, previamente saturado com hidrogeénio por 30
minutos. A reagac foi acompanhada por C.C.D e término da reagao
verificado através do desaparecimento do material de partida. A
mistura reacional foi filtrada em coluna de silica gel para

remover o catalizador. O residuo resultante (0,09g) foi croma-
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tografado em coluna de silica gel utilizando como eluentes he-
xano, cloroformio e suas misturas binarias. O material oleo -
so resultante das fracoes eluidas com hexano-cloroformio Led
foi associado através dos dados espectroscopicos ao produto de

hidrogenacao do acetato de vinhaticila PRLH-1/Ha.

As fracdes obtidas da eluig¢do com clorofdérmio resul-
taram, apos a evaporagéo do solvente, em um material solido
(p.f. 124-1259C) cujos dados espectroscOpicos permitiram carac
terizad-lo como o produto de hidrogendlise do acetato de vinha-

ticila hidrogenado PRLH-1/Hb. (Esquema 01).

OXIDAGAO DO ANEL FURANICO DE PRLH-1 POR REAGENTE DE JONES.

0,5g de acetato de vinhaticila dissolvidos em 10,0ml
de acetona, foram resfriadas por agitagao em banho de gelo. A
solugao do reagente de Jones, segundofﬁcwnr52 , recém-prepara-—
da (5,0ml) foi adicionada, lentamente, com © auxilio de uma
pipeta. Apds 30 minutos de contato foi observado, por CalCall -5
o término da reacao.Bissulfito de sdédio (5,0g) foi acrescenta-
do em pequenas porcoes, adicionando-se agua em seguida. A mis-
tura foi transferida para um funil de decantagao e extraida
trés vezes com éter etilico. As fases etéreas reunidas foram
tratadas com Na2804 e concentradas em evaporador rotativo. 6]
s6lido obtido (0,33g) foi cromatografado em coluna de sili -

ca gel (10,0g). As fracoes eluidas com cloroformio resulta -

ram em 0,20g do produto de oxidacdo PRLH-1/0x, material sdlido, |

(p.f. 181-1832C). (Esquema 01).
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ISOLAMENTO DE PRLH-3

A fragao F-8(19,10g) do extrato hexanico do lenho de

P. reticulata (PRLH), Esquema 11, [oi inicialmente adsorvida

em silica (20,0¢), acondicionada ao topo de uma coluna de si
lica gel para C.C.D. (50,0g) e eluida com hexano, clorcformio,
acetato de etila e suas misturas binarias, obtendo-se 66 fra

coes de 20,0 ml. Apds a cemparagao por C.C.D. foram agrupadas

conmo segue:

ELUENTE SIGLA PESQO DENOMINACAO
Hexano —-8(1) 0,70 F-8/1
Hexano '-8(2) 0,40 F-8/2
Hexano F-8(3~23) 5,20 F-8/3
Hexano—CHClBI:l F-8(24-32) 4,80 F-8/4
Hexano~CHC13l:l F-8(33-49) 2,70 F—875
Cloroformio F-8(50-61) 0,90 F-8/6
Acetato de etila F-8(62-66) L, 70 F-8/7

A 8/3 (5,2g) foi recromatografada em coluna de sili
ca gel para C.C.D (100,0g) e a eluicao com mistura hexano-
-cloroformio 1:1 levou ao isolamento de 1,56g de um oleo inco
lor denominado PRLH—3,[&];5 -22,0,(Cc = 1,0, CHC13] que foi

caracterizado como plathyterpol pelos dados espectroscopicos

e comparagao com a literatura.

A fracao F-8/4, 4,80g, foi analisada cromatografi
camente em silica gel para C.C.D., como descrito acima, levan

do ao isolamento de mais 7,40g de plathyterpol puro.
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EPOXIDACAO DE PRLH-3

Piathyterpol (0,50g) foi dissolvido em 20,0ml de clo
roformio, e mantido em um banho de gelo a O?C. 0O acido m-clo
roperbenzdico (0,80g) dissolvido em 15,0 ml de clorofdrmio foi
adicionado, com o auxilio de uma pipeta, por um periodo de 30
minutos. Em seguida a mistura foi mantida, sob agitagéo a
o c. Apds um periodo de duas horas o término da reacao foi ve
rificado por C.C.D. através do desaparecimento do material de
partida. O excesso de peracido foi destruido com 5,0 ml de
uma solugao de sulfito de sddio 10% e a mistura reacional la
vada cuidadosamente com uma solucao de bicarbonato de sddio.
A fase organica foi separada enguanto que a fase aquosa extrai
da trés vezes com cloroférmio. As fases organicas combinadas
foram tratadas com Nazso4 anidro e o solvente foi destilado
em evapdrador rotativo. O residuoc obtido (0,48g) foi cromato
grafado em coluna de silica gel para C.C.D. e eluida com clo
rofdormio, resultando 0,30g de um material oleoso, PRLH-3/El,
caracterizado como o moncepoxido do plathyterpol por dados es

pectroscopicos.

Uma segunda epoxidacdao foi realizada usando 0,6lg
de plathyterpol dissolvidos em 15,0 ml de cloreto de metileno
e o acidnmeta-cloroperbenzdico (0,43g) dissolvido em cloreto
de metileno (10,0 ml) foi adicionado durante 30 minutos a BOQC.
Em seguida a mistura reacional foi agitada por uma hora 3 tem
peratura ambiente. O término da reacao foi observado por C.C.D.
através do desaparecimento do material de partida. A elabora-
cao do produto bruto foi feita da maneira descrita acima para

a obtencao do monoepdxido do plathyterpol. O resicuo obtido
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(0,44g) foi cromatografacdo em coluna de silica gel para C.C.D.
originando 0,35g de um material oleoso, PRLH-3/E2, caracteri
zado pelos dados espectroscopicos como o diepdxido do plathy

terpol. (Esguema 05).

HIDROGENAGCAO DE PRLH-3

0,26g de plathyterpol dissolvidos em clorofdormio fo
ram adicionados a um balao contendo 300 mg de Pd.C 10% em neta
mol. , previamente saturado com hidrogénio por 30 minutos.
A reagao foi acompanhada por C.C.D. e apos 15 horas observou-
-se o desaparecimento do material de partida. A mistura rea
cional foi submetida a filtragao em uma pequena coluna de si
lica gel, para reter o catalizador, sendo o solvente destila
do em evaporador rotativo. O residuo (0,29g) foi cromatografa
do em coluna de silica gel e a posterior analise por C.C.D.
permitiu reunir as fragoes resultantes em dois grupos. Das
fracoes menos polares foi separado 0,07g0 do preduto de hidro
genolise do Plathyterpol, PRLH-3/Ha. O adrupo constituido pe
las fragoes mais polares resultou em 0,12g do produto de hi

drogenagao do Plathyterpol, PRLH-3/Hb). ( Esquema 08.

ISOLAMENTO DE PRLH-5

A fragao F'-10(4,10q), Esquema 11, foi submetido a cro
matografia em coluna de silica gel (75,0g). Como resultado da
elui¢do com hexano, clorofdérmio, acetato de etila e suas mis
turas binarias foram obtidas 73 fracdes de 20,0 ml. A compara

gao por C.C.D. formou os seguintes grupos de fracoes:
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ELUENTE SIGLA PESO DENOMINACZAO
Hexano F-10(1-10) 0,13 F=10/1
Hexano-CHC1,10% F=-10(11-17) 0,24 =102
Hexano-CHCl325% F-10(18-23) 0,97 F-10/3
Hexano—CHClBSO% F-10(24-29) 0,80 F-10/4
Hexano—CHClBSO% P~101{(30=-37) @, 57 F-10/5
Hexano—CHCl3SO% F-10(38-58) 0,64 F-10/6
Cloroformio F-10 (59-61) 0,22 F-10/7
Cloroformio F-10(62-66) 0,27 F-10/8
Acetato de Etila F-10(67-73) 0,19 F-10/9

A fragao F-10/5, 0,57g,foi recromatografada em sili
ca gel e, as fracgoes eluidas com mistura hexano-cloroférmio 1:1
forneceram um sdlido branco (P.F. 60-71QC) denominado PRLH-5
e caracterizado através dos dados espectroscpicos como um di

terpeno cassanico diacetilado, PRLH-5.

Das fragoes F-10/6 e F-10/7, apds serem recromato

grafadas, foram obtidos mais 0,3g de PRLH-5.

A coluna cromatografica da fragao F-10/3, 0,97g,tor
nou possivel o isolamento do plathyterpol (0,35g) jia obtido de

outras fragoes deste extrato (pag.l108).

ISOLAMENTO DE PRLH-4

A recristalizagao em hexano da fragao F-10/8,0,27g,

= = o
levou a separacao de 0,07g de um s6lido branco (P.F. 131-134°C)
gue por cocromatografia com a amostra auténtica (reagente

Merck) foi caracterizado como R-sitosterol.


PC-7031
Caixa de texto
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ISOLAMENTO DE PRLH-6

A fragao F-11 (21,63g) resultante do fracionamento
de PRLH (Esquema 1l ) foi submetida a cromatografia em coluna
de silica gel (100,0g) originando, apds comparagao por C.C.D.,

os seguintes grupos de fracoes:

ELUENTE SIGLA PESC(g) CENOMINACAQ
Hexano F-11(1=13) Q13 F=-11/1
Hexano F=11(14=17) 0,10 F-11/2
Hexano—CHCl3l:l F-11(18~2Z1) 0,60 F=11/3
Cloroformio F-11(22-76) 5,70 F-11/4
CHCL3—Acet.deIﬁila F-11(77-90) 12,0 F=1l1/5
Acetato de Etila F-11(91-93) 1,1 F-11/6

A fragao F-11/4, 5,70g, foi adsorvida em silica gel
(7,0g) e cromatografada em uma coluna de silica gel para
c.Cc.D. (70,0g). A analise das fracoes resultantes por C.C.D.,

permitiu reuni-las do seguinte modo:

ELUENTE SIGLA PESO(g) DENOMINACAO
Hexano F-11/4(1-34) 070 F-11/4/1
Clorofdrmio F-11/4(35-73) 2,42 F-11/4/2
CHCl,-Acet.Etila 1:1 F-11/4(74-77) 0,40 F-11/4/3
Acetato de Etila F-11/4(78-99) 1,94 F-11/4/4

A fragao F-11/4/3, 0,40g, foi recromatografada em
coluna de silica gel para C.C.D.(10,0g) e das fragoes elui-

das com cloroformio foi isolado um dleo incolor dencominado
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PRIH-6, que foi caracterizado como um diterpeno cassanico mo

noacetilado através de seus dados espectrométricos.

Da fracao F-11/4/2 foi obtido um material sdlido que
apds a recristalizacao em hexano resultou em 0,80g de eris.

o
tais (P.F. 69-71°C) que foram identificados por cocromatogra

fia como PRLH-5 (pag.110).

OUTRO METODO DE ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES DO IENHO DO CAULE

DE PLATHYMENIA RETICULATA

Visando o isolamento de maiores quantidades das

substancias PRLH-5 e PRLH-6, encontradas nas fracoes mais po
lares de PRLH, pag. l09 e 112, um outro método de fracionamen

to deste extrato fei utilizado.

A partir de 8,0Kg de lenho do caule de P.reticulata

foram preparados extratos hexanico, PRLH-I (500,0g) e metand
lico, PRILM-I, (240,0qg), Esquema 12, de maneira ja descrita

anteriormente (pag.l103).

FRACIONAMENTO DO EXTRATO HEXANICO - PRLH-I

Uma aliquota do extrato hexanico (205,0g) foi adsor
vida em silica gel (600,0g), acondicionada em um funil de de
cantacao e eluida exaustivamente com hexano, seguido de clo
roformio e acetato de etila (Esquemal2 ). Os resultados sao

mostrados a seguir:
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ELUENTE PESO (g) SIGLA

Hexano 90,0 PRLH-I-H
Cloroformio 93,4 PRLH-I-C
Acetato de Etila 19,0 PRLH-I-A

ISOLAMENTO DE PRLH-2

A fracao PRLH-I-H, 90,0g, (Esquema 12 era consti
tuida de cristais imersos em um oleo amarelo. Os cristais fo

ram separados por filtragao a vacuo em funil de Blichner, la
vados com metanol fornecendo 40,0g, ap0s a evaporagéo do sol
vente. O filtrado foi concentrado em evaporador rotativo ob
tendo-se 47,0g de material oleoso. A comparagao por C.C.D.com
os constituintes do extrato hexanico obtidos anteriormente
(pag. 104 permitiu verificar que os cristais eram uma mistura
de acetato de vinhaticila e vinhaticoato de metila, enguanto

que o material oleoso apresentava o Plathyterpol impurificado

com acetato de vinhaticila e vinhaticoato de metila.

Uma aliquota de cristais (30,0g), dissolvidos em
metanol (150 ml), foram transferidos para um balac e, em se-
guida, acrescentados 5,6g de KOH. A mistura fol mantida sob
refluxo por 12 horas. O produto bruto de reacao foi elabora
do de maneira descrita anteriormente (pag. 106 . C residuo re
sultante 27,0g foi misturado com silica (20,0g) e cromatogra
fado em coluna de silica gel (160,0g). Como resultado da elui
cao com hexano e hexano-acetato de etila 5% foram obtidos o
vinhaticoato de metila (PF.lOO-lO3QC), 2,09, & o produto de
hidrdlise do acetato de vinhaticila (vinhaticol, 5,5q), res

pectivamente.



ESQUEMA 12 - Outro isolamento dos constituintes quimicos do extrato hexanico

do lenho de Plathymenia reticulata.
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P.reticulata
(8,0Kg)
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c/Hexano
Torta Solucao hexanica
Percolagao concentracao
c/Metancl PRLH
(500, 0qg)
Cramatografia em colu
= T Tlica de 205¢ e
Torta Solucao metanolica Q?Uffafl ;;i C
desprezada (240,0qg) S
Hexano Clorcformio Acetato de Etila
PRIH-TI-E PRIH-I-H PRIH~-I-H
90r0g 9 ,4g 19 Og
l Recristalizacao I ’
Fon = PRIH-3 PRLH-5
Cristais quﬁgé-ﬂﬁle
(40,00) = 5 PRLH-6
=1 . I = PRHI_ o
Hidrolise RLE-3
alcalina PRIH-6
PRIH-1/R | 2CeHil.. | pRig-1
+

ST

PRLH-2
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HIDROGENAGCAO DE PRLH-2

0,47g de vinhaticoato de metila, dissolvidos em me
tanol, foram adicionados a uma suspensao de 0,50g de Pd.C 102
em 30,0 ml de metanol, previamente saturado com hidrogénio,
por 30 minutos. A mistura foi mantida sob atmosfera de hidro
génio durante 3 noite. Apds tratamento usual, a mistura rea
ciocnal (0,50g) foi cromatografada em coluna de silica gel
(10,0g) originando 0,20g do produto de hidrogenagao do vinha

(@]
ticoato de metila (P.F. 74-76°C), PRLH-2Ha (Esguema 03).

HIDROGENACAO DE PRLH-1/H

0,50g de vinhaticol foram hidrogenados (0,60g de
C/Pd 10% em 30,0 ml de metanol) de maneira descrita anterior
mente (pag.106) fornecendo apds a elaboracao 0,45g de mate-
rial solido (P.F. 124-1259C). A analise dos dados espectroscd

picos e cocromatografia permitiram identifica-lo como o pro

duto de hidrogenagaoc e hidrogendlise do acetato de vinhatici

la, PRLH-1/Hb, obtido anteriormente (pag.j07), através da hi

drogenacao do acetato de vinhaticila em metanol.

ACETILACAO DE PRLH-1/H

4,5g de vinhaticol foram colocados em um balao e
dissolvidos com 20 ml de mistura piridina-anidrido acético
4:1, sob agitacao. Apds 12 horas de reacao observou-se por
C.C.D. a formacao do produto acetilado. Foi adicionado agua,

lentamente, ao balao que se encontrava jmperso €M um banho
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de gelo, acrescentados 100 ml de HCl 1IN e a solugao agitada
por 10 minutos. Foram feitas extracoes com clorofdrmioc em um
funil de decantacao. As fases organicas reunidas foram lava
das com agua destilada e concentradas em evaporador rcotativo.
Foram obtidos 4,3g de um so0lido que apds recristalizacao em
metanol resultou em 3,59 de cristais amarelos (P.F. 79—81QC).
A andlise por cocromatografia, ponto de fusdo misto e dados
espectroscopicos confirmaram a obtengcao do acetato de vinhati

¢ila.

HIDROGENACAO DE PRLE-1 EM METANOL

O acetato de vinhaticila (0,50g) resultante da ace
tilagdao do vinhaticol foi dissolvido em metanol (10,0 ml) e
adicionado a um balao contendo mistura de Pd.C 10% (0,6g) em
30,0 ml de metanol, previamente saturado com hidrogénio. Apds
15 horas foi verificado por C.C.D. o desaparecimento do mate
rial de partida. O produto bruto foi elaborado de maneira des
crita anteriormente (pag.l06). 0O residuo resultante (0,53qg) foi
cromatografacdo em coluna de silica gel (30,0g) e eluida com
mistura hexano-acetato de etila 1:1. A comparagao das fracoes
resultantes por C.C.D. originou dois grupos de fracoes. 0
constituido pelas fracoes menos polares resultou em 0,10g de
um material oleoso cuja comparagao dos dados espectroscopicos
permitiu caracteriza-lo com PRLH-1/Ha. J&a o grupo constituido
pelas fracgoes mais polares originou 0,18g do produto de hidro
gendlise, PRLH-1/Hb, (P.F. 121-1249C), de maneira andloga aos
produtos obtidos através da hidrogenagao do acetato de vinha

ticila em metanol, anteriormente descritos (pag.107) .
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HIDROGENAGCAO DE PRLH-1 EM CLOROFORMIO

0,50g de acetato de vinhaticila foram hidrogenados

(Pd.C 10% 0,60g, CHCl, 30 ml). Apds a elaboracao, de maneira

3
descrita anteriormente, foram obtidos 0,42g de material oleo
sO0 que foi identificado por cocromatografia e dados espectros

copicos como o produto de hidrogenacao do acetato de vinhati

cila PRLH-1/Ha.

ACETILACAO DE PRLH-1/Hb

0,109 do produto de hidrogenacao e hidrogendlise do
acetato de vinhaticila, PRLH-1/Hb, foi acetilado utilizando
2,0 ml de solugao de piridina-anidrido acético 1:4. Apos 5 ho
ras, sob agitagao, o término da reacao foi verificado por
C.C.D. através do desaparecimento do material de partida. A
mistura reacional foi elaborada do mesmo modo que descrito an
teriormente (pag.116 . O produto obtido (0,08qg), material
oleoso, foi identificado por cocromatografia e dados espec-
troscopicos como o produto de hidrogenagcao do acetato de vi

nhaticila PRLH-1/Ha.

PRLH-1/H

A fragao PRLH}-C, 94,0qg (Esquema]2), foi adsorvida
em 250,09 de silica gel, acondicionada em um funil de decanta
¢ao e eluida com hexano, clorofdrmio e acetato de etila. Os

resultados sao mostrados a seguirs
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ELUENTE PESO (g) DENOMINACAQ
Hexano 5,3 PRLH-I-C- ]
Clorocfdormio 574 PRLH-I-C-2
Acetato de Etila 25,0 PRLH-T-C-3

A comparagao, por C.C.D., da fragao PRLH-C/2 (57, 4q)

com substancias ja isoladas no fracionamento anterior de B,

reticulata, mostrou que esta fragao era constituida por aceta

to de vinhaticila, vinhaticoato de metila e plathyterpol.

11,809 desta mistura foram transferidas para um ba
lao e dissolvidas em 100,0 ml de &ter etilico. Em outro ba-
lao, 3,09 de LiAlH4 foram agitados durante 30 minutos com
100,0 ml de éter etilico. Os frascos foram conectados e exer
cendo~se a pressao no frasco contendo I_iAlI-I4 em éter, metade
do volume de éter foi transferido, apds a decantacadoc do resi
duo. A mistura foi agitada durante 3 horas 3 temperatura ambi
ente. O excesso de LiAlH4 foi neutralizado com NastL1 hidrata
do, sendo os sais precipitados separados por filtracao a va
cuo. O filtrado foi concentrado em evaporador rotativo e o
residuo resultante, 11,40g, adsorvido em sIlica gel, acondi
cionado a uma coluna e eluido com hexano, cloroformioc e suas
misturas binarias. A comparacao das fracoes resultantes por
C.C.D. permitiu separa-las em dois grupos: o resultante da e-
luigao com hexano-clorofdrmio 5% forneceu 5,3g de um material
oleoso, caracterizado por cocromatografia e dados espectros
copicos como o plathyterpol. O grupo de fracoes obtidas atra

vés da eluigao com mistura hexano-clorofdrmio 25% forneceu um

material sdlido (P.F.121-124°C) cque foi identificado por co-



120.

cromatografia, ponto de fusao misto e dados espectroscopicos
como o produto resultante da resultante da reducao do acetato
de vinhaticila e vinhaticoato de metila, vinhaticol, referido

anteriormente (pag.106).

REDUCAQO DE PRLH-5

10,209 da fragao PRLHI-C/3 (pag. 119 foram dissolvi
dos em 100,0 ml de éter etilico e reduzidos com LiAlH4 (3,0qg)
conforme procedimento experimental ja descrito (pag.119). @)
produto de redugéo (9,2g9) foi fracionado em coluna de silica
gel (50,0g). A posterior comparagao por C.C.D. das fracoes re

sultantes levou aos seguintes grupos de fragSes:

ELUENTE STGLA PESO DENOMINACAO

Hexano PRLHI-C/3(1-61) 2,60qg PRLEI~C/3-R (1)
Hexano—CHClBS% PRLHI-C/3(62.90) 3,80g PRLHI-C/3-~R (3)
Hexano—CHCl325% PRLHI-C/3(91-110) 3,03g PRLHI-C/3-R(3)

A fragao PRLHI-C/3-R(1), constituida por um &leo in
color, foi por cocromatografia caracterizado como plathy-

terpeol.

A fragao PRLHI-C/3-R(3), material s&lido (3,03g) a-

pOs recristalizagdo em hexano resultou em 1,80g de cristais
o

(P.F. 122-1257C) que foi caracterizado através dos dados es

pectroscopicos como o produto de redugao do diterpeno cassani

co diacetilado PRLH-5/R.



ACETILACAO DE PRLH-5/R

0,39 do produto de redugao PRLH-5/R foram transfe
ridos para um balao contendo 2 ml de mistura piridina-anidri
do acético 1:4, sob agitagao. Apds 12 horas de reacZo, acompa
nhada por C.C.D., observou-se a formacao do produto acetila-
do. A elaboracao da mistura reacional foi efetuada de manei
ra descrita anteriormente (pag.l116). O produto resultante
(0,27g) foi cromatografado em coluna de silica gel e a gl
cao com mistura hexano-acetato de etila 10% resultou em 0,21g
de um material so6lido (P.F. 69—719C} que foi caracterizado
por cocromatografia e dados espectroscopices como o diterpeno

cassanico diacetilado PRLH-5 (Esquema 11).

ISOLAMENTO DE PRLH-6

A fracao PRLHI-A (Esquema 12) foi cromatografada em
coluna de silica gel para C.C.D. e as fragoes resultantes,

apos comparagao por C.C.D., foram reunidas como mostrado abai

X0:
ELUENTE SIGLA PESQ DENOMINAQﬁO
Hexano PRLHI-A (1-3) 0,69 PRLHI-A/1
Hexano-Ac.Etila 10% PRLHI-A (4-11) 10,20 PRLHI-A/2
Hexano-Ac.Etila 10% PRLHI-A(12-18) 2,56 PRLHI-A/3
Hexano-Ac.Etila 25% PRLHI-A(19-26) 0,56 PRLHI-A/4
Hexano-AC.Etila 50% PRLHI-A(27-44) 3,06 PRLHI-A/5
Acetato de Etila PRLHI-A(45-52) 1;61 PRLHI-A/6

A fragao PRLHI-A/2, 10,20g, apds recromatografia em
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coluna de silica gel para C.C.D.forneceu 0,30g de um Oleo in
color. A comparagao, por C.C.D., com as substdncias j& 1isola

das do extrato hexanico de P.reticulata permitiu identificar

esta substancia como PRLH-6.

REDUCAO DE PRLH-6

9,0g da fracao PRLHI-A/2 dissolvidos em 100 ml de
éter etilico foram reduzidos com uma suspensio de 3,0qg de
LiI—\_lH4 em 100 ml de éter etilico, conforme procedimento expe
rimental anteriormente descrito (Pag.119'. A mistura reacio-
nal foi agitada durante 3 horas e, em seguida, elaborada. 0
residuo resultante, 8,6g, foi adsorvido em silica gel (10,0q)
e cromatografado em coluna de silica gel para C.C.D (50.,0qg)
e eluida com mistura hexano-acetato de etila 10 e 20%, resul
tando no isolamento de 3,20g de um sdlido branco (122-1259C)
que a cocromatografia com o produto de reducao de PRLH-5 de

monstrou tratar-se da mesma substancia.



CARACTERISTICAS FISICAS E QUIMICAS DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

DE PLATHYMENIA RETICULATA.

PRLH-1

SOLIDO AMARELO, p.f. 79-819C

‘cnz DAC
KBr
I.V. V max (cmhl)
3380, 2940, 2910, 1715, 1620, 1225 , 1020

1

RMN "H (CCl §)

4!’
7,00 (4, 1H, J=2,0 HZ), 5,76 (4, 1lH, J=2,0 Hz, 3,66
(Sistema AB, g, 2H, J=11 Hz), 2,10 (3H, s), 1,10 (4,

3H, J = #;0 Hz), 0,96 (3H, 8), 0,90 (3H, 8).

RMN l3C (CDC13; § )

39,L 1E,C=1}, 17,9 A&, €-2); 3943 (E;C-3);y 36;5 ( &,
c-4), 49,5 (d,¢c-5), 21,6 {t,c-6), 31,0({t,C<7), 31,5
(d,Cc-8), 45,7 (4,8-9), 37,3{s,€=10), 22,3 (t,C=11)

r

149,6 (s,C=12), 122,4 (s,C-13), 35,7 (d,C-14) .
108,56 (4,Cc-15), 140,3 (4,C=I6), 17,5 (g,.C=17)
73,3 (£,C=18), 17,9 {(q,c-19%, 14,9 (g;c~-20),; 171,3

(s, CHy - 8), 20,9 (q, CHy - & .

E.M. Picos em m/z (%) C,y,Hy505.

344 (M+, 28,3); 285 (3,2), 271 (7,5), 268(7,6) .
265 (6,8), 189 (5,3), 175 (20,3), 173 (7,8), 161 -
(15,9), 149 (14,2), 147(31,4), 145(42,0), 135(12,1)
134(7,0), 133(33,0), 131 (73,4), 119 (23,8), 110 -
(18,5), 109 «{(83,0), 108 (100), 107 (46,4), 105 =

(38,6), 97 (l16,0), 95 (37,1), 93(25,0), 91(39,3) .,
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107 (46,4), 105(38,6), 97(16,0), 95(37,1), 93(25,0),

91(39,3), 83(16), B80(10), 7721(26), ©9(25,9);, 67(28,56).
PRLH-1/Ha T 7

MATERIAL OLEOSO

Filme _ e CH., OAC
: 2
v max. (em 7)

2880, 2800, 1710, 1440, 1360, 1220, 1080, 1040, 1020,

770, |

RMN H (CCl4,5)

3,66(q, 2H, J=11,0Hz), 2,03(s, 3H), 0,90(d,3H,J=7,0Hz),
0,90(s, 6H). |

E.M. C22H3603 m/z (%)

348 (M",Ausente), 307(1,1), 306(4,8), 289(1,4), 288(2,9),

276 (9,8), 275(42,5), 259(6,5),257(14,8), 231(13,3), |
215(2,3), 206(3,5), 205(13,8), 203(4,8), 198(30,7),197(12,9)
175(24,5), 165(7,5), 161(24,2), 159(12,3), 152(10,5),
151(13,5), 149(61,8), 147(25,8), 145(14,3), 137(11,8),
135(37,8), 123(50,8), 109(64,1), 108(21,2), 107(65,4),

97 (100), 95(82,2), 93(65,1), 83(29,8), 77(21,1), 69(62,3),

57(24,5), 55(94,9).

PRLH-1/H

e,

S5lido branco p.f. 126-128%c.

MucHaOH



LV

1

1255

KBr
-1
amax (cm ™)

3420, 3005, 2990, 2970, 2940, 1650, 1570, 1510, 1450,

1300, 1200, 1150, 1100, 1055, 900, 750.

RMN'H (CCl ,,6)

13

7,03(4, 1H, J=2,0Hz), 5,90(d, 1H, J=2,0Hz), 3,16(q,2H,

J=11,0Hz), 0,95(d, 3H, J=7,0Hz), 0,95(s,3H),0,80(s,3H).

(CDE L4 ,0) «

3

39,2(t,c-1), 18,0(t,c-2), 35,3(t,c-3), 37,6(s,C-4),
48,2(d,c-5), 21,3(t,c-6), 31,0(t,c-7), 31,6(d4,C-8),

45,54d,¢c-9), 37,2(s,;C~-10), 22,2(t,€C-11), 149;6(s,C-12),

122,4(s,C-13), 35,7(d,c-14), 109,5(d,C-15), 140,2(d,C-16),

17,5(q,c-17), 72,1(t,C-18), 18,0(q,C-19), 15,0(q,C-20).
C20H30%2

302 (", 23,3), 287(2,8), 271(15,3), 215(1,3), 203(1,1),
201(2,4), 193(2,8), 189(7,7), 177(2,5), 175(11,8),
163(17,0), 161(17,3), 160(8,7), 149 (16,4), 148(10,3),
147(33,8), 146(11,9), 145(36,6), 135(14,8), 134(7,3),
133(32,1), 131(44,9), 125(4,3), 121(18,1), 119(22,9),
115(11,2), 109(75,2), 108(100), 107(48,5), 105(38,7),
97 (44,8), 93(30,2), 91(47,7), 83(22,7), 81(67,7),

79(52,9%, 77433,;4),; 69¢(28;7),; 55(65,:1).

PRLH-1/Hb

s6lido branco p.£. 124-125%C,

i,
CH, OH



126

KBr =1
Umax (cm 7).

=4
<

3390, 2900, 2890, 2840, 1480, 1470, 1370, 1080, 1050,

1030, 1010, 900, 850.

1

RMN"H (CCl,,d).

4’

3,53 (multipleto centrado em, 2H), 3,03(g,2H, J=11Hz)

0,83(d,3H, J=7,0Hz), 0,83(s,3H), 0,72(s, 3H).

RMN]'BC (CDc13, 8)

38,9(t,c-1), 18,1(t,c-2), 35,5(t,c-3), 37,7(s,C-4),
48,7(d,c-5), 21,7(t,c-6), 31,7(t,c-7), 38,4(d,C-8),
42,1(d4,c-9), 36,6(s,C-10), 26,5(t,c-11), 78,3(d,C-12),
41,9(d,c-13), 35,2(d,c-14), 30,0(t,C-15), 66,5(t,C-16),

16,7 (q,Cc-17), 72,4(t,c-18), 18,1(q,C-19), 15,0(q,C-20).

E.M. C20H3402. m/z(%) .

306 (M',9,3), 291(2,5), 289(4,2), 288(8,5), 275(65,1),
274(12,8), 259(13,4), 257(20,4), 245(7,4), 231(17,3),
205 (16,7), 193(35,0), 179(16,5), 175(29,9), 173(12,1),
163(13,5), 161(31,7), 159(17,0), 151(16,6), 149(81,5),
147(81,5), 147(34,0), 145(18,5), 137(16,6), 135(44,1),
133(45,0), 131(18,0), 125(15,6), 122(20,4), 121(42,3),
119 (44,2), 110(24,8), 109(65,0), 108(25,7), 105(42,2),
97(100), 95(78,3), 91(28,0), 85(12,4), 83(28,6),
81(83,2), 79(36,0), 77(10,6), 71(21,5), 69(53,5),

67(42,8), 55(62,6).



127.

PRLH-1/0x.

13

f
’Y/\
wowJ /)
5 = /4
Solido branco p.f. L8l=183" C. |

KBr
bmax (cm 1).
“sCH, OAC
3330, 2940, 2900, 1730, 1715, 1640, 1430, 1220, 1120,

930.

{€pCl.;,8) .

3!

5,56(s, 1H), 3,66(q, 2H, J=11,0Hz), 2,50 (t,2H,J=10,0Hz)

r

2,10(s,3H), 1,15(d, 3H, J=7,0Hz), 0,86(s,6H).

(CpCl,,d§).

3
38,0(t,c-1), 18,0(t,c-2), 35,8(t,C-3), 36,6(s,C-4),
49,0(d4,c-5), 21,5(t,C-6), 30,4(t,C-7), 36,9(d,C-8),
45,1(4,c-9), 98,9 (s,C-10), 21,5(t,c-11), 106,5(s,C-12),
173,6(s,C-13), 40,7(d,C-14), 113,1(d,C-15),173,6(s,C-16),
13,0(g,C-17), 73,2(t,c-18), 18,0(q,C-19), 14,8 (q,C-20),

171,5(5,CH3—E), Zl,O(q,EH3—g).

C22H3205 m/z (%)

376 (4", ausente), 316(3,2), 303(1,4), 302(1,4), 298 (4,2),
286 (5,1), 215(6,6), 203(20,0), 193(2,2), 189(20,0),
187(8,5), 176(8,3), 174(20,3), 162(22,0), 160 (100),
149(29,0), 145(10,5), 133(23,1), 123(23,0), 121(27,7)
109 (43,8), 108(13,4), 97(23,9), 95(60,3), 93(41,8),
91(50,0), 83(21,4), 81(78,0), 79(44,9), 77(28,2),

71(13,8), 69(39,4), 65(12,6), 57125, 7); 53(32,5).



PRLH~2

RMN™H

13

128.

S
- \ ‘
S6lido amarelo n.f. 100-103%
"
KBr -1
ax (em 7).

CopMe
3000, 2920, 2900, 1720, 1440, 1400, 1250, 1200, 1140,

1120, 1070, 1020, 740.

(CEL ;8]

4’

6,96(d, 1H, J=2,0Hz), 5,93(d, 1H, J=2,0Hz), 3,60 (s,3H,

CE3—O—@), 1,20(s, 3H), 1,00(d, 3H, J=7,0Hz),0,93(s,3H).

(CDC13,§).

35,7(t,Cc=1), 17,6(t,C-2), 47,6(t,c~-3), 49,7(s,C-4},
49,7(d4,C-5), 24,0 (t,C-6), 30,8(t,C-7), 31,5(d,C-8),
45,7(d4,c-9), 38,5(s,C-10), 22,0(t,C-11), 149(s,C-12),
122,4(s,C-13), 36,8(4,C-14), 109,5(d,C-15), 140,3(d,C-16),
17,0(g,c-17), 179,0(s,Cc-18), 17,9(q,C-19), 14,6(qg,C-20),

-

51,9 (q,CH,

€218309; WAZ (%)

330 (M, 78,3), 315(5,9), 271(46,1), 255(13,4), 251(4,8),
221(2,9), 220(2,7), 207(2,0), 201(3,2), 199(8,4),189(19,5),
173(18,2), 162(77,0), 161(10,0), 160(3,2), 153(5,4),
151(29,2), 149(26,0), 147(51,2), 145(52,7), 135(21,0),
134(14,8), 133(65,8), 131(79,2), 129(12,9), 128(13,5),
123(17,2), 121(65,7), 119(40,5), 115(20,8), 111(21,2),

109 (100), 108(100,0), 107(97,0), 97(20,3), 93(43,6),

91(82,6),81(79,0), 77(56,1), 69(38,9), 59(27,5).



129, .

PRLH-2/Ha

= (]
Solido branco p.f. 74-76"C.

KBI‘ COEME
I.V. amax (cm 1).

2870, 2850, 1715, 1450, 1395, 1260, 1150, 1110, 1080,
770.

RMNlH (€C 4 58) &

4!’

3,63(s, 3H), 1,20(3H,s), 0,86(d,3H, J=7,0Hz), 0,88(s,3H).

13

RMN™C (CDClB,ﬁ).

36,9(t,Cc-1), 18,0(t,C-2), 38,4 (t,C~3), 47,6(s,C-4),
49,9(d,C-5), 31,5(t,C~6), 24,5(t;C-7), 38,4(d,C~8),
42,3(d,c-9), 36,4(s,C-10), 26,2(t,C-11), 78,1(d,C-12),
41,9(d4,c-13), 35,0(d,c-14), 30,0(t,C-15), 66,2 (t,C~16),
17,1(g,Cc~-17), 179,0(s,Cc-18), 14,5(q,C-19), 11,0 (g,C-20),

51,7(q,EH3—O—g).

OH
PRLH-3

25
0leo incolor [@]D -22,0f (c 1,0,CHCL,)

Filme
IV émax cm'l

3410, 3040, 2960, 2910 , 1720 , 1670 , 1640 ., 1445 , 1380 ,

1250 , 1040 1000, 930, 775

RMNlH (CC14,6).

5,85(ad, 1H, J=10,0 e 18,0Hz), 5,25 (m, 2H), 5,10(dd,1H,




RMNl

130.
J=2,0 e 18,0Hz), 4,90(ad, 1H, J=2,0 e 10,0Hz), 1,60(s,3H),
1,40(s,3H), 1,20(s,3H), 1,10(s,3H), 0,85(d4,3H,J=7,0Hz).

3c(cncl3,5).

20,0(t,c-1), 25,8(t,c-2), 122,5(d,c-3), 144,5(s,C-4),
38,7(s,C-5), 36,0(t,c-6), 27,2(t,c-7), 37,5(d,C-8),
38,3(s,C-9), 44,8(d,c-10), 31,1(t,Cc-11), 32,2(t,C-12),
73,6(s,C-13), 145,3(d,c-14), 111,6(t,Cc-15), 28,1(q,C-16),

15,4 (q,C-17), 26,1(q,C-18), 27,7(q,C-19), 19,3(q,C-20).

. C20H34O m/z (%)

290 (M), 272(2,48), 257(4,8%), 229(4,9), 191(18),163(4,9),
149(10,0), 135(24,4), 109(68,2), 107(100,0), 95(72,5),
69(31,7).

PRLH-3/Ha

RMN"H (CCl

Material oleoso

; -1
amah. (cm ™)

2880, 2860, 2840, 1450, 1380.
§) .

4!

5,30-4,90(m,1H), 1,60(s, 3H), 1,10(s,6H), 1,0(s,3H),

0,86 (d,3H, J=6,0Hz).

Cogfan-
274 (M*,15,0), 273(80,0), 259(32,5), 191(77,5), 189(97,5),
177(60,0), 175(52,5), 163(45,0), 161(30,0), 149(55,0),

135(57,5), 121(75,0), 109(100), 107(97,0), 95(72,5).



PRLH-3/Hb

oH -
Material oleoso

1

RMN H (CCl,,6).

4'
5,3-5,0(t,1H), 1,53(s,3H), 1,10(s,3H), 1,03(s,3H),

0,93(s,3H), 086(d,3H, J=6,0Hz).

~ o
“26h360 m/z(%)

292 (M*,3,6), 274(41,5), 259(34,1), 191(100), 190(58,5),

189 {51,2), 175¢(29,3), 135(26,8), 121(29,3), 109(43,3),
951(31,7).

PRLH-3/E1l

Material oleosco

Filme
. v O dmax (cm l).
3410, 3060, 2950, 2890, 2850, 1710, 1630, 1440, 1380,

1365, 1120, 1070, 1000, 920, 850, 795.

RMNlH VECD , w0

4!
5,88(ad, 1H, J=10,0 e 18,0Hz), 5,13(dd, 1H, J=2,0 e
18,0Hz), 4,90(dd, 1H, J=2,0 e 10,0Hz), 2,76-2,96 (m,1H),
1,30(s,6H), 1,20(s,6H), 0,86(d,3H, J=6,0Hz).

E.M. Calculado para C20H34O2

306 (M ,Ausente), 277(2,4), 259(2,4), 254(2,9), 207(52,4),
189(53,6), 163(23,2), 135(43,9), 121(39,0), 107(53,6),

95(41,5), 55(53,6), 43(100), 41(70,7).



PRLH-3/E2

L.V.

PRLH-4

PRLH-5

Material oleoso

Filme -1

Umax (em 7).

3430, 3030, 2990, 2950,
1140, 1120, 1080, 920,
(CC146).

2,40-2,85

J=7,0Hz), 0,83(s,3H).

: Coprls 0y

322(M", ausente), 306(2,4), 242(2,4), 206(89,0), 204(52,4),

188 (65,8), 168(29,2),

145(63,4), 133(85,3),

Cristais brancos

KRr
dmax

3300, 2800, 1600, 1430,

S6lido branco
KBr

()rnax

2900,

=1y .

(cm

2840, 1720, 1710,

1020, 785, 760.

2890,

880,

132.

OH

1475,

800.

(m,41), 1,30(s, 3H), 1,20(s, 6H), 1,10(d,3H,

m/z (%)

1614(5%,3) ;

131 ¢33, 0),

p.f.

1350,

1660,

159(53,6), 147(70,7),

53(14,6), 41(100).
(@]
131-134°C.
1040, 950, 835, 795.
CH 2 OAC

o
69-71"C.

%,
CHapac

1440, 1360, 1230, 1215,

|
1390, 1380, 1290, 1270,

|

|

i
|
\



133,

!

RMN™H (CCl,,68).

4!

5,13(1H,t, J=7,0Hz), 4,36(2H, 4, J=7,0Hz), 3,60(2H,q,,,

J=11,0Hz), 1,96(3H,s); 1,93(3H,s), 0,93(3H,d,J=7,0Hz)

I

0,83(6H, s).

13

RMN™"C (CDCl.,€) ,

3'

39,2(t, c-1), 18,1(t,c-2), 36,0(t,C-3), 36,9(s,C-4),

49,6 (d,Cc-5), 21,8(t,C-6), 31,4(t,C-7), 48,4(d,C-8),
40,5(d,c-9), 36,6(s,C-10), 23,8(t,C-11), 31,4 (t,C-12),
151,8(s,C-13), 44,8(d,C-14), 114,0(d,C-15), 60,8 (t,C-16),
14,7(q,C-17), 7373(t,C-18), 17,8(q,C-19), 14,3 (q,C-20),
171,0(CH3—8), 21,2(q,H23—g).

C24H38%
390 (M",ausente) , 330(19,0), 316(2,3), 315(2,3), 288(5,0),
271(9,4), 257(79,7), 255(19,0), 241(7,3), 201(8,8),
189(7,9), 188(9,3), 187(16,0), 175(28,8), 173(16,3),
163(12,4), 161(35,0), 159(19,9), 148(23,9), 146(14,1),
135(62,1), 133(62,8), 131(20,1), 123(27,2), 121(44,4),
119(35,0), 109(44,9), 107(78,0), 105(53,0), 97(21,6),
95(52,2), 93(77,1), 91(60,1), 81(100), 79(78,8),

69(43,4), 67(69,9), 55(81,4), 53(22,9).

CH, OH

PRLH-5/R

$61ido branco g 122-125%.

e -
KBr -1
T+ W amax (cm ™)

3400, 2970, 2890, 1660, 1480, 1400, 1060,

CH, OH



1

RMN™H (CDClB,ﬁ)

PRLH-6

5,33 (t,1H, J=7,0Hz), 4,03(d, 2H, J=7,0Hz),
3,16 (q,5,2H, J=11Hz), 093(d, 3H, J=7,0Hz),

0,83(3H, s), 077(s, 3H).

Material QOleosco

Filme

ol
max (cm

)

3400, 2920, 2860, 1715, 1660, 1460, 1440, 1380, 1235,

1030, 795.

.

RMN H (CCl4,6).

5,23(t, 1H, J=7,0Hz), 3,93(d, 2H, J=7,0Hz),
3,66 (q,,, 2H, J=11,0Hz), 2,0(s, 3H), 1,16(d,3H,
J=7,0Hz), 0,86(s, 6H).

C22H3603 m/z (%)

348 (M",1,5)346(23,3), 331(2,1), 330(3,9), 328(26,1),

319(5,1), 305(3,8), 303(1,1), 302(2,1), 291(1,2),275(1,7),

273(5,7), 269(13,2), 268(14,3), 263(6,3), 257(12,2),
255(15,6), 253(50,5), 251(35,9), 239(10,0), 221(22,6),
205(12,3), 201(12,8), 189(26,2), 187(58,1), 175(49,8),
173(37,3), 171(26,8), 161(59,8), 159(53,8), 148(23,7),
147(64,7), 135(62,29), 133(78,0), 132(78,4), 131(64,0),
121(87,9), 120(58,7), 119(78,7), 117(25,9), 109(75,0),
108 (41,5), 107(89,3), 105(51,4), 85(91,6), 93(58,8),
81(100), 67(12,0), 60(93,0).
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DETERMINACAO ESTRUTURAL DE CR-1 (57)

A fracao soluvel éter de petroleo do extrato benzénico da

casca do caule de C. regium foi submetida a hidrolise alca-
lina (Esquema 21) e do insaponificavel obtido um sblido

branco (p.f. 75=789C) designado CR-1.

O espectro Infravermelho (Fig. 44) desta substan-
cia, além de indicar a auséncia de hidroxila e a natureza a
lifatica, apresentou uma absorcao bem definida em 1690 cm*l

sugeriu a presencga de cetonaa,p - insaturada em anel de

seis membros.

0 espectrc de RMN lH (Fig. 45) mostrou um sinal
simples em 5,658 condizente com o proton de uma dupla tris
substituida na vizinhanca de um grupo desprotetor. O multi-
pleto entre 2,20 - 2,52 § foi atribuido a um grupo metile -
no vizinho a carbonila. Outras absorgoes em campo alto nao

permitiram interpretagao.

Com base no espectro de massa (M+412),
Esgquema 13, e nos demais dados espectrais foi proposta a
analogia entre CR-1 e a B -sitostenona, 57. Por outro, a
comparacao com os dados existentes na literatura53 vém refor

car a obtencao da B -sitostenona.

2!
2 18
| 17
13—
19
o 14
d - -~
10 a8 |5
S .
TN -
N 26~ 2827

57
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Figura 44: Espectro de Absorcao no Infravermelho de

CR-1 (KBr)

Figura 45 : Espectro de RMNlH de CR=1
(60 MHz , CDCls)




)
~J

ESQUEMA 13 - PRINCIPAIS CAMINHOS DE FRAGMENTACAO

DE CR-1 NO ESPECTOMETRO DE MASSA
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DETERMINACAO ESTRUTURAL DE CR-2 (54)

A substancia CR-2 (P.F. 132-134%C) foi obtida atra
vés das fragoes resultantes da eluig¢ao com benzeno (CR-EB=2,
Esquema 19) do extrato benzénico da casca do caule de C.regium.
O espectro Infravermelho apresentou absor¢oes tipicas de es

1

tiramento O-H (3475 ecm *) € de C = C (1673 em Y).

O ponto de fusao, além dos dados espectrais foi cor
relacionado com o B-sitosterol, 54, substancia largamente encon
trada na natureza, cuja identificacao foi confirmada por ponto

de fusao misto.
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DETERMINACAO ESTRUTURAL DE CR-3 (58)

[
A substancia CR-3 (P.F. 221-2247C) foi isolada do
extrato benzénico da casca do caule de C. regium (ver descri
cao pag.1yg) .

O espectro Infravermelho desta substancia (Fig. 46)
mostrou bandas de absorcao correspondentes a presenga de grupo
hidroxila (3521 e 3331 ecm ') e de carbonila conjugada (1685cm t).
A natureza aromatica da substancia foi proposta levando-se emn

conta as absorcoes er 1613, 1598 e 1503 cm*l.

O espectro Ultravioleta em meio neutro mostrou maxi

mos de absorg¢ao em 257 (Banda II, inflex&o, & 6315) e 375nm

(Banda I,E 8.771), Fig.47, coincidentes com os de um flavonol.
A curva mostrou-se inalterada apds a adigao de acetato de sO
dio indicando a auséncia de hidroxila na posigao 7. O acrésci
mo de &acido bdorico a solugaoc anterior nao causou modificacao
da Banda I, descartando-se a possibilidade de sistema ortodi
hidroxi. A adigao de AlCl3 a solugao de CR-3, em meio neutro,
causou deslocamento das duas bandas de absorcao que nac foram
regeneradas apos a adigao de acido cloridrico, sugerindo a pre

senca de sistema 3 e/ou 5—hidroxih§4.

O espectro de RMNlH (Fig .48 ) apresentou absorcgoes
em 6,43 e 6,838 (J=2,0Hz) que foram atribuidas aos prdtons do
anel A, H-6 e H-8, respectivamente) sugerindo o padrao de subs

35 0s protons  do

tituicao do anel A como 5,7-dissubstituido
anel B foram caracterizados pelas seguintes absorgoes: o duble
to em 7,038 (J=9.0Hz, H-5"); o dubleto de dubleto em 7; 7686

(0=2,0 e 9,0 Hz, H-6") e o dubhleto em 7,808 (J=2,0Hz, H-2').Con
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considerando-se estas multiplicidades, foi proposto o padrao 3',
4'-dissubstituido para o anel B. Foi ainda evidenciada a presen

ca de uma banda simples em 3,96 (6H, CH -0), cuja curva de in-

3
tegracdo permitiu associa-la aos protons de dois grupos metoxi-
las.

Os picos correspondentes aos fragmentos m/z 167, 166 ,

164 e 151 observados no espectro de massa da substancia CR-3

(M+ 330), foram atribuidos as estruturas parciais (1), (2), (3)
e (4), figura 49, os guais juntamente com oS dados fornecidos
pelas demais espectroscopias permitiram propor as estruturas de

Rhamnazim e Ombuina para a substancia CR-3.

9 H3CO - !
HyCO ~ )
® HO - ~
HO — c=o wEZ0
(1) (2)
—lt —OCH3 -QCH3
oBine L
®
0==c
HO .
(3) (4)
P ; : 56
A analise dos dados existentes na literatura para

3,5,3'-trihidroxi-7,4'~dimetoxiflavona (Ombuina) e aquele557de
3,5,4'-trihidroxi-7,3"'~dimetoxiflavona Rhamnazina) ,permiti -

ram caracterizar a substancia CR-3 como Rhamnazina, 58.

OCH

UH

B
¢5
H CO\ //1 §J

s\mH

Rham nazina

Ombuina



Figura 48: Espectro de RMN%{ de CR-3

(60MHz, DMSO)
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DETERMINACAO ESTRUTURAL DE CR-4 (59)

A fracao acetona (CR-EB-4) do extrato benzénico da
casca do caule de C. regium (esquema 19) levou ao isolamento

de um sbélido branco, p.f. 252 - 2549C, designado CR-4.

O espectro de RMN lH (Fig. 50) mostrou-se bastan -
te simplificado: um singleto em 7,28 e uma banda larga centra

da em 6,56 que sofre deslocamento apds a adicdo de D,,0.

A presenca de hidroxilas foi confirmada através das
absorgoes em 3500 cm-l no espectro Infravermelho (Fig. 51)
Estabeleceu-se, além disso, o carater aromatico da substincia-
1610 e 1540 cm_l € a presenga de carbonila conjugada (lGGOcm—l)

que permitiram concluir que se trata de um acido aromatico.

A metilacao (diazometano/éter) da substincia €R~4 re
sultou em um so6lido branco (p.f. 198-2009C), 59a, CR-4-0OMe.
O espectro Infravermelho deste derivado (Fig. 52) apresen -
tou uma banda intensa em 3300 c:m_1 indicando que as hidroxilas
fendlicas naoc sofreream metilacdo. O espectro de massa do deri
vado metilado, CR-4-OMe (M' 184) em comparagao ao da substan-
cia original, CR-4, (M+170), confirmou a metilacao da fungao
acido.

Em seguida, o derivado metilado foi submetido a ace-
tilagao (piridina-anidrido acédtico) fornecendo um material soO-

lido (p.f. 101-1049C), CR-4-OMe-0OAc, 59b . O espectro de

1
RMN "H deste derivado revelou o aparecimento de um singleto em

2,358 (com integracao para 9 prdtons).
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s observagoes do baixo peso molecular, carater aromé
tico, a indicagao da presenca de fungao acida, bem como, a
dificuldade de metilacao dashidroxilas fendlicas conduziram
a estrutura do acido galico, 59, para CR-4. O ponto de fus?o
j& mencionado anteriormente & coincidente com aquele do acido
gdlico (251°¢)58  a existéncia de acido gilico e seus deriva

dos em plantas & bastante frequente.

HO
OCH

OH

59 894

OMe
AcO
OAc

69 b
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DETERMINACAO ESTRUTURAL DE CR-5 (60)

A fragao em clorofdrmio, resultante do fracionamento
preliminar do extrato alcodlico da casca do caule de C.regium
(Esquema 20), levou ao isolamento de um s&lido branco (P.F.

1§3-1067c) Gensminads CH-5,

O espectro Infravermelho desta substancia (Fig.53) in
dicou a presenga de éster «,B-insaturado (1715; 1275 cm_l)de

dupla olefinica (1685 cm_l), © caridter aromatico (1615,1550 e

1500 cm_l) € & existoncia de grupos hidroxilas (3400 cm—l).

bevido a insolubilidade na maioria dos solventes orgd
nicos, a substancia foi submetida a acetilag@o em presenca de
piridina-anidrido acético obtendo-se o derivado acetilado

CR-50Ac (p.f. 88-90°C) .

O espectro de RMNlH (Fig. 5%)do derivado acetilado a-
presentou um par de dubletos em 7,758 e 6,30 (1H, cada, g
J=15,0Hz) atribuidos aos deslocamentos quimicos de protons o-
lefinicos (acoplamento TRANS). Foi possivel verificar também
em campo baixo a existéncia de dois outros dubletos em 7:99
e 7,268(2H,cada, J=8,0Hz) que foram associados a protons loca
lizados em anel aromatico para-dissubstituido formando um sis
tema AA'BB'. O sinal em 4,26¢ (2H,t,J=7,0Hz) associado a um gru
po metileno ligado a heteroadtomo e o sinal intenso em 1,208
(aproximadamente 56H, s) foi relacionado com as absorgoes dos
gruposmetilénicos provavelmente de um Alcool de cadeia longa.
O singleto em 2,306 (3H) foi atribuido aos protons de um gru

po acetoxila,

A substancia CR-5 apresentou maximo de absorcao no
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1}

it

espectro ultravioleta em 312 nin (€ 44.705) associada a um

ter a,P-insaturado.

A anadlise dos espectros ultravioleta, infravermelho
e RMNlH mostrou que a substancia apresenta as segulntes par

tes integrantes de sua estrutura:

& -
=i pr
i \ —CH; 0~ .
CHy—(CH, ! —CHz 0 v ﬁ/
O
+ : .
O espectro de massa (M 584), rig. 55 , evidenciou a

presenca de grupo cinamoila substituido através dos fragmentos
muito intensos m/z 164 e 147 (Esquema 14) coerentes cam a es

trutura do acido p-hidroxicinamico. .

Com a finalidade de obter maior guantidade de dados,
parte desta substancia foi metilada com diazometano resultan
do, apds ser cromatografada em coluna de silica gel, em um sd
lido branco (p.f. 74 - ?6@C), CR-50Me.

O espectro de RMNlH CR-50Me, Fig. 56, mostrou, alémfbse&qu

¢oes verificadas para CR-50Ac, a presencga de um singleto em
3,836 (3H) caracteristico de um grupo metoxila (Fig.te6 ). Os
fragmentos apresentados no especto de massa (M+598) sao mos
trados no Esquema 15.

0 espectro de RMNlBC (Fig.57 ) do derivado acetilado

CR-5-0n¢, 60a, apresentou sinais compativeis com a existencia de duas
carbonilas (168,0 e 166,9 & .) e de protons olefinicos (143,4
e 118,5 § ). Os dados de RMN13C do acido p-hidroxicinamico

existentes na literatura’’ (Tabela 17) serviram de modelo pa
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de RMN'H de CR-5-OMe (60MHz, CDCL.)

Figura 5
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COMPOSTO CR-5-0Ac Ac.P.HIDROXICINAMICO
SOLVENTE CDC1, Co (cn3)2
N@ DO CARBONO
(&) (&)
1 132,2 126,90
2 129,1 131,70
3 122, 1 117,26
4 15%; 1 160,33
5 122,121 117,26
6 129,1 131,70
7 143, 4 146,48
8 118,35 115,88
9 166,9 170,65
168,0
‘Cﬂzb\ .3 17
{g\/ﬂ\o/ CHy Kj/ %\‘/’g\ou
8
60a

TABELA 17 - Comparagdo dos espectros de rNT do da porgao cina

moila do derivado CR-5-0OAc e do acido p-hidroxinami

Co.



TABELA 17 - Comparacao dos dados de RMN1H (CDC13) de CR-5-0Ac

e Eryvtrinasinato Acetilado.

NOMERO DE H CR-5-ACETILADO ERYTRINASINATO=-ACET L LADO
2 7,70 (1H, d4,J=8,0Hz) 6,98 (1H,s)
3 7,26 (1H, 4,J=8,0Hz)  ...........
5 7,26 (1H, d,J=8,0Hz) 7,05 (1H,d,J=8,0iz)
6 7,70 (1H, d,J=8,0Hz) 6,87 (1H,d,J=8,0Hz)
7 7,75 (1H, d4,J3=15,0Hz) 7,52 (1H,d,J-15,0Hz)
8 6,30 (1H, d,J=15,0Hz) 6,18 (1H,d,J=15,0Hz)
~0-CH,~CH,-R 4,26 (2H,t,J=7,0Hz) 4,15 (2H,t)
0
CH,~C-0- 2,30 (3H,s) 2,30 (3H,s)
- (CH,-) _ 1,20 (n=28,s) 1,20 (n=26,s)
L O D 3,80 (3H,s)

(363thiégkﬁ

AcO
473

OAc

CR-5-Acetilado Erytrinasinato-acetilado



ra a atribuicao dos sinais referentes aos carbonos aromaticos

(129,9; 132,2; 117,3 e 160,3 &§).

Foi possivel, também, verificar no espectro de
RMN 13C a existéncia de um sinal em 29,40 & e que, juntamen-
te com os sinais em 32,0; 29,70; 28,70; 26,0; 22,7; 21,0 o

64,70 § foram atribuidos aos carbonos do alcool de cadeia lon

60
ga .

A caracterizagao do alcool de cadeia longa foi fei-

ta através do produto de hidrolise alcalina (KoH,40%,C11C1,) de
. 61_ i

CR=50Me, cujo ponto de fusao (79-809C) & coincidente com o e-

xistente na literatura para o triacontanol ,6l.

A juncao destes dados permitiu propor a estrutu -
ra do acido p-hidroxicindmico esterificado com o triacontanol
60, para a substancia CR-5. A comparacao dos dados fornecidos
pelos espectros de RMN 1H de CR=-5-0OAc com os de 4-0-Metil-3-0-
Acetilcinamato de octacosani1a62 (erythimasinato acetiladc) ,
62, Tabela 18, tornou possivel comprovar a -obtencao de um ho-
mologo do erythinasinato, p-Hidroxicinamato de triacontanila
60, para a substancia CR-5. De acordo com levantamento bibli

ografico esta substancia & inédita na literatura.

\\v/ﬁ\ [CHg = g
m/@\ o e, CHy ={CHy lig CHy OH

61
60

r
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DETERMINACAO ESTRUTURAL DE CR-6 (7)

Da fragao éter etilico do extrato etandlico da casca
do caule de C.regium (Esquema 20) isolou-se um sdlido cristali
no (p.f. 258-2609C) denominado CR-6. O seu espectro no Ultra-
violeta(Fig. 58) mostrou bandas de absorgéo em 287 nm(* 18.217)
e 324 nm (€ 4.329) e feigao caracteristica do esqueleto de
um flavondide. O espectro de RMN lH (Fig. 59), Tabela 19, e
compativel com o de uma flavanona, no qual foram observadas as
absorroes prdprias dos protons do anel hetero~iclico en 5,55 §
(1 , dad, J=4,0 e 12,0Hz, H-2); 3,176 (1H, dd, J=12,0 e 18,0Hz,
H-3ax) e 2,67 § (1H , dd,J=4,0 e 18,0 Hz, H—3eq54j. Um single-
to em campo baixo (13,80 §) & consistente com a presenca de hi
droxila gquelatogénica com a carbonila do anel heterociclico em
acordo com o espectro Infravermelho (Fig. 60), gue apresen -

~ ) -163
ta baixa frequencia do estiramento carbonilico (1620 cm )

As evidéncias obtidas do espectro de RMN lH, junta -
mente com a analise dos espectros no Ultravioleta e Infraverme
lho permitiram sugerir a estrutura da 5,7, 4'-trihidroxiflavo-
nona (Naringenina),(p.f. 248-2519cC, MeOH--EtOAC?4 para a subs -

tancia CR-6.

O espectro de RMN lH (Fig. 61) do derivado acetilado
(piridina-anidrido acético), CR-6-0OAc, 7a, apresentou um sinal
adicional em 2,26 § (9H, s) correspondente a existéncia de
grupos acetoxilas (Tabela 19).

O espectro de RMN l3c (Fig. 62) de CR-6 & conclusivo

na identificacao desta substancia, como pode ser observado
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através da comparagao dos dados de CR-6 e aqueles descritos na

65
literatura para a naringenina (Tabela 20).

A anidlise do espectro de massa de CR-6 (M+ 272

Figura 63 ’ permitiu relacionar os fragmentos m/z 179
(80%); m/z 152( 88% ); m/z 120 (92%2); m/z 153 (23 %) e m/z

(125(95%) com as estruturas parciais (a), (b), (e), (4},

(e), Esquema 16,

AC

L 7a
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TABELA 19 - Dados de RMN™H de CR-6(7) e CR-6-CAc (7a)

COMPOSTO i 7a

SOLVENTE co(cn,), crel,

N¢ DO PROTON DESIOC.QUIMICO (&) DESLCC. QUIMICO (6)
H-8 5,95 (2H, s) 6,73 (1H, 4,J=2,5Hz)
H-6 5,95 {2H, s) 6,50 (1H, 4,J=2,5Hz)

H-2' ,H-6" 7,33 (2H,d,J=9,0Hz) 7,46 (2H, 4&,J=9,0Hz)

H-3' ,H-5" 6,80 (2H,d,J=9,0Hz) 7,13 (2H, 4,J=9,0Hz)
H-2 5,55 (1H,dd,J=4,0 e 12,0Hz) 5,33 (1H, dd, J=4,0 e 12,0Hz)
H-3ax. 3,17 (1H,d4d4,7=12,0 e 18,0Hz) 3,03 (1H, gd4, J=12,0 e 18,0Hz)
H-3e 2,67 (1H,dd,J= 4,0 e 18,0Hz) 2,70 (1H, d4, J=4,0 e 18,CHz)
HaC c- 2,30 (9H, s)

A

-

YT



TABELA 20 - Comparagado dos dados de RMNT°C de

na

65

CR-6 e naringeni

COMPOSTO CR~6 NARINGENINA
SOLVENTE Co(CD,) , (CD3) ,80
N@ DO CAREONO DESLOC.QUIM. (§) DESLOC.QUIM, (8§)
2 4959 (d) 79,8(4)
3 43,5(t) 43,4 (t)
4 197 ,1{s) 197,1(s)
5 165,;34s) 165,1 (s)
6 96,9 (d) 96,8 (d)
7 167,4(s) 167,2(s)
8 895, 91(d) 25,84(4)
9 164,0 (s) 164,2(s)
10 103,0(s) 103,1(s)
1K 130,7 (s) 130,7(s)
2! 128 ,9(d) 128,9 (d)
3! 116,2(d) 116,1 (d)
41 158,17 (s) 158,5 (s)
51 116,21d) 116, 144)
6" 128,9(d) 128,9 (d)




ESQUEMA 16- PRINCIPAIS CAMINHOS DE FRAGMENTACAC DE CR-6
NO ESPECTOMETRO DE MASSA .
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DETERMINACAO ESTRUTURAL DE CR-7-0Ac (09) e CR-8-0Ac (63)

A fragao acetona do extrato etandlico da casca do
caule de C.regium (Esquema 20), apresentouprecipitacao quando
se tentou a sua solubilizacao em metanol. O Precipitado, apds
a separacgao por filtracao a vacuo, foi acetilado (piridina-
anidrido acético) fornecendo, apds cromatografia em coluna de
silica gel, uma substancia sdlida ( p. f. 157~159QC) que foi de
nominada CR=7-0Ong,

O fracionamento cromatografico do material residual
do extrato etandlico da casca do caule de C.regium conduziu a
fracao CR-REE3, resultante da eluigao com acetona (Esquema 22).
Por ser muito polar esta fragao foi acetilada €m presenca de
uma mistura piridina-anidrido acético e, apos cromatografia em
coluna de silica gel, resultou em um material sblido i P, E,

174-176%C) dencminado CR-8-Ohc.

O espectro Ultravioleta em meio neutro de CR-7 ~0ic,
mostrou bandas de absorcao em 285 nm ( €22.222) e 304 nm (€8.714)
semelhantes as absorcdes observadas para CR-8-OAc,(284 e 331nm,

€ 17.500 e 2500, respectivamente). A localizacao destas absor
¢oes bem como as suas intensidades relativas permitiram suge

y - B 54
rir esqueleto de flavondide para estas duas substancias

A analise dos espectros de RMNlH de CR-7 -0OAc e

CR-8 —0Ac (Figs. g4 €65 ) revelou claramente que sao glicosi-
—'_'_"-—————__

54 . ~ .
deos ” , observando-se as Segulntes absorcgoes: um sinal centra

do em 4,308 (3H) atribuido aos protons H-2", H-3" e H-4" ¢ ou

tro em 5,456 (1H) associado ao proton H-1" referentes a ose

para o glicosidec CR-7-QAc @ os sinais centrados em 4,108e 5,108
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associados aos mesmos protons para a ose da substancia CR-80Ac.

Para a substancia CR-7-OAc as absorgoes associados a
aglicona mostraram a sua origem flavanonica, verificando-se a
presenca das absorc¢des referentes aos protons do anel heteroci
clico, gue sao as seguintes: o duplo dubleto em 5,8068(1H, J=
4,0 e 12,0Hz, H-2); os duplos dubletos em 3,10 (1H, J=12,0 e
18,0Hz, H-3a) e 2,9368(1H, J=4,0 e 18,0Hz,H-3e). O par de duble
tos em 6,266 (1H, J=3,0Hz, H-6) e 6,336(1H, J=3,0Hz, H-8) foram
atribuidos aos protons do anel A. Os cGois dubletos em 7,838 (25
J=9,0Hz, H-2', H-6') e 7,4368(H, J=9,0Hz, H-3', H-5') foram as-
sociados aos protons do anel B. Foi verificado também a presen
ga de um singleto em campo baixo (12,4046).

No espectro de RMN'H da substancia CR-8-0Ac o singleto
em 6,10 (H-6 e H-8) foi atribuido aos protons do anel A; o par
de dubletos em 7,3068(J=9,0Hz, H-2', H-6') e 7,108 (J=9,0Hz,H-3"'
e H-5') associados aos protons do anel B e aos protons do anel
heterociclico os duplos dubletos em5,20 ;1H,dd ,J=4,0 e 18,0HzH-2
3,0 (J=12,0 e 18,0Hz,H-3a) e 2,83 (4,0 e 18,0Hz,H-3e).

Foi possivel evidenciar também, através dos espec-
tros de RMN1H a presencga de grupos acetoxilas pelos sinais em
2,30 (3H, s), 2,068 (12H, s) para a substancias CR-7-0OAc e 2,306

(3H,s), 2,068(15H, s) para a substancia CR-80Ac.

Comparagdao dos dados fornecidos pelos espectros . de
RMN'H de CR-7-OAc e CR-8-OAc permitiu propor para a aglicona a
estrutura da naringenina acetilada (CR-6-0ac , pag. 162, Tabela
19) .

Os valores das absorcgoes referentes aos aglicares nos

1
espectros de RMN H de CR-7-OAc e CR-8-Qac mostraram-se semelhan
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66
tes ac da glicose pentaacetato

Os espectros de massa das substancias CR=7-MN\c

+ ; + ,
(M 644 yPig.e7) € CP-8-0Ac (M 686 ) £19.68) apresentaram fragmeg
tos de massa m/z 331, 271, 229 e 169 que confirmam a presenca

67
da glicose na forma de pentaacetato . Alguns fragmentos de

massas intermediérias, tais como: m/z 153; 152 e 120 apoiam
a suposicao de que a naringenina € a aglicona dos glicosi-
deos CR-7-0Ac e CR-8-OAc (Esquemas 17 e 18).

Com base nos dados analisados podemos propor as es

truturas I(a), I(b) e II(a), ITI(b) representando as estrutu
ras possiveis para as substancias CR-7-cac e CR-8-0AcC respecti
vamente,

CH OAC

0Ac
A proposicao da glicose como unidade de aclcar pre

sente nos glicosideos CR-7-oac € CR=8-Onc  foi refercada através

da comparagao por C.C.D. dos produtos de hidrdlise (Acido tri

fluoracético) dos dois glicosideos e a glicose padrao.

Os dados existentes na literatura para glicosideos

68 609 -
da naringenina -/ permitiram localizar a ligacao glicosidica
na posigao 7 para a substancia CP-7-0hc¢ € na posicao 4' para

CR-8-OAc e, deste modo, relacioni-las com as I(a) e II(a), res

pectivamente. A existéncia de um sinal em campo baixo (12,406)
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0 espectro de CR-7-0Ac (Fig.65) asscciado ao proton de hidroxi
la fendlica da posicao C-5 associado pPOr pontes de hidrogénio
a carbonila do anel pirdnico (C-4), as integragoes dos sinais
correspondentes aos grupos acetoxilas nos aspectos de RMN]H
(Fig.65 e 66) gg CR-7-0ACg CR-8-0OAce 1 existéncia dos fragmen
tos m/z 194 e 195 no espectro de massa de CR-8-OAC, vém confir

mar esta proposicao.

O 7-0O-glicosideo da naringenina, 9, conhecido como
prunina, mostra caracteristicas estruturais seme lhantes as ob
servadas para CR-7-OAc. Entretanto, nao & conhecido na literatu

ra o 4'-0-Glicosideo da naringenina, 63, relacionado com a
substancia CR-8-0Ac.

——

1]
OAcC 3 OAc

4” éﬂ/o

ET

AcO - o
AcO~\ ?\V/O 7
Ac

3"
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Figura 65: Espectro de RMN'H de CR-7 OAc 60 MHz,(CD,) ,CO

Figura 66: Espectro de RMN"H de CR-8 OAc (60 MHz,CDC1
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Figura 67 & Espectro de Massa- CR-7 OAcC
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Figura 68 : Egpectro



ESQUEMA 17 - FRINCIPAIS CAMINHOS DE FRAGMENTACAGQ DE
CR- 7 DAC NO ESPECTOMETRO DE MASSA.
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ESQUEMA 18 -
CR-8 0Ac
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CAPITULO IV

PARTE EXPERIMENTAL

(Ver notas da pagina 99 )
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ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE COCHLOSPERMUM REGIUM

OBTENCEO DOS EXTRATOS

A casca do caule de C.regium (2,5 Kg), previamente
triturada, foi extraida com benzeno em extrator tipo Scxhlet.
Apds a destilacao do solvente em evaporador rotativo fei obti
do um residuo sélido (30,0g) denominado CR-ER (Esquema 19). A
torta foi submetida a secagem e, em seguida, extraida exaus-
tivamente com etanol a frio conduzindo, apds a evaporacao do
solvente a 312,0g de um residuo sdlido denominado CR-EE (Es

guema 20).

FRACTONAMENTO PRELIMINAR DE CR-EB.

O extrato benzénico, CR-EB (30,0g), foi adsorvido
em silica (30,09) e acondicionado em um funil de decantacao
de 250 ml contendo 90,0g de silica gel. Na eluigao foram usa
dos éter cde petrdleo, benzeno, cloroformio e acetona (Esque

ma 19). Os resultados sao mostrados abaixo:

ELUENTE PESO(Q) SIGLA

Eter de petrdleo 7,0 CR-EB-1
Benzeno 6,6 CR-EB-2
Cloroformio 2,8 CR-EB-3

Acetona 10,0 CR-EB-4



—~

ASCA DO CAULE

Extracao can benzeno

a guente
= Torta
Extrato benzenico ’ggproza—
(30,0g) CR-EB ga
Coluna filtrante
de silica gel
eluida cam:
Eter_de Benzeno Cloroformio Acetona
Petroleo
CR-EB-1 CR-EB-2 CR-EB-3 CR-EB-4
7,09
(Esemema 21) 6,6g 2,8g 10,0g
CR-2 | CR-3 CR-4
ESQUEMA 19 - Isolamento dos constituintes auimicos da casca do caule

Cochlospermum regium - Extrato Benzénico.

LT
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ELABORACAO DA FPAGCAO ELUTDA COM ETER DE PETROLEQ - CR-EB-1

A fragao éter de petrdleo CR-EB-1 (7,0g) apresenta
va-se como um material oleoso. Uma parte deste material foi
submetida a saponificagao. 4,09 foram transferidos para um
balao, dissolvidos com 25,0 ml de etanol e 3,0 ml de uma solu
¢ao de KCH aquosoc 40%. A mistura foi mantida por 30 minutos
sob refluxo e o final da reacgao observado por C.C.D. através
do aesaparecimento do material de partida. Foram acrescenta
dos 50,0 ml de agua A mistura reacional que foi transferida pa
ra um funil de decantagd@o de 250 ml e extraida com &ter etili
co (3x). A fase etérea, apds ser lavada com agua foi tratada
com sulfato de sodio anidro e destilada em evaporador rotati
vo, resultando em 2,29 de insaponificavel (Esquema 21). A fa
Se aquosa foi acidificada (HC1l, 2N)e extraida com &ter etili
co, A fase organica resultante, depois de lavada, forneceu,
apos a evaporacao do solvente, 1l,1g de acidos livres (Esque-

ma 21).

O insaponificavel (2,2g) foi cromatografado em uma
coluna de silica gel (50,0g) utilizando-se os eluentes: éter
de petrdleo, benzeno e acetato de etila. Das fragoes eluidas
com benzeno resultou um sdlido branco, 0,86g (P.F.?S-?BQC)
designada CR-1. As demais fragdes nao levaram ao isolamento

de substancias.

ELABORAGAO DA FRACAO ELUIDA COM BENZENO - CR-EB-2

A .fragao CR-EB-2 (6,6g) foi submetida a coluna de

silica gel utilizando-se éter de petroleo, benzeno, acetato
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de etila e suas misturas binarias como eluentes. As fragoes
resultantes da eluicao com éter de petrdleo-benzeno 1:1 conti

(o]
nham 1,03g de um sdlido (p.f. 132-136°C) denominado CR-2.

As fragoes eluidas com benzeno-acetato de etila 52
forneceram um solido amarelo, 0,62g, gue foi recromatografado
em coluna de silica gel, usando-se misturas de benzeno-aceta
to de etila em polaridade crescente, conduzindo a 0,20g de um
sdlido amorfo (p.f. 221—224QC) designado CR-3. A acetilacao
com piridina-anidrido acético de 0,10g de CP-3, de maneira
descrita anteriormente (pag.116), levou ao derivado acetilado

CR-30Ac (v.f. 157-159°C).

As fragoes restantes do fracionamento cromatografi
co de CR-EB-2, embora analisadas por cromatografia em coluna
de silica gel, nao levou ao isolamento de nenhuma substancia

pura.

ELABORACAO DA FRACAO ELUIDA COM CLOROFORMIO - CR-EB-3

Da fragao clorofdérmio, CR-EB-3 (2,8g), apesar de
varios fracionamentos em coluna de silica gel, nao foi possi

vel isolar substancias puras.

ELABORACAO DA FRACEO ELUIDA COM ACETONA - CR-EB-4

A fracao acetona CR-EB-4 (10,0g) foi submetida a
separacao cromatografica em coluna filtrante (50,0g) e eluida
com cloroférmio, éter etilico e acetona. As fragoes resultan
tes da eluicao com éter etilico e acetona foram reunidas, apos

comparagao por C.C.D., obtendo-se 2,59 de material solido.



CASCA DO CAULE
2,5Kg

Extracgao
com benzeno

Torta - Extrato benzeénico
Extracad (ver escuema 1)
can etanol =
l Extrato etanclico
l Torta 321,0g
desprezada o
Reextracao a
frio cam:
Hexano Cloroformio Et§r. Acetona
etilico
CR-E.E.-1 CR-E.E.-2 CR-E.E.-3 CR-E.E.-4 Res:'[d}__]?OG —CO:R—REE
= 2 of
CR-2 CR-5 CR-6 CR-6 CR-7-OAc]|
ESQUEMA 20 - Isdlamento dos constituintes quimicos da casca do caule

Cochlospereum regium - Extrato Etandlico.




179.

Este foi adsorvido em silica gel e cromatoografado em coluna

de silica gel vsando-se como eluentes misturas de &ter cde pe

troleo-acetato de etila em varias proporgoes. As fracces mais polares,
apos serem recromatografadas, possibilitaram o isolamentc de
1,3¢ de um sdlido branco de ponto de fusdo 252-254%c denomina
do CR-4. A metilacao de 0,39 com excessco de diazometano re

(=)
sultou no cderivado metilado CR-4-CVe (.f..198-200°C). A aceti

lacao de 0,29 @o derivado CR-4-CMe em piridina-anidrido acé
tice, ceme descritce na pagina 125, forneceu um material soli

(@)
do (P.F.lOl—lO&'C) denerinade CR-4-OMe-0OAc.

FRACIONAMENTO PRELIMINAR DE CR-EE

0 extrato etandlico bruto, CR-EE, (312g) foi reex
traido exaustivamente com hexano a frio fornecendo a fracao
CR-EE-1 (0,5g), apds a evaporacao do hexano. 0 resIduo da ex
tragcao com hexaro foi tratado da mesma forma com clorofdrmic
fornecendo a fracao CR-EB~2, (5,0q), seguide de éter etilicoe
acetona fornecerdo as fracoes CR-EE-3 (15,0q9) e CP-EE-4(10,0q),

respectivamente. O residue final da reextracao do extratc eta

nélico, 276,0q, foi dencminado CR-REE (Esquema 22) .

ELABORACAO DA FRACEAC HEXANC-CR-EE-1

A fragac CR-EE-1 (C,5q), Esquema 20, forneceu um &-
leo viscoso. A anidlise por C.C.D. em varios sistemas ce sol.
ventes, revelou a sua cemplexidade e, apesar de varics fracio
namentos através de coluna cromatoagrafica de silica gel, nao

foi possivel o isolamento de substancias puras.
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OLEO FIXO
4,0g
1 - KOH + Etanol
Refluxo
2 - Hzp/Eter
Fase aquosa Fase etérea
HC1
Eter
l Insaponi ficavel
2420
Fase etérea Fase aquosa
| cr-1 |
Acidos Li
vres 1,1g
ESQUEMA 21 - Saponificagcao da fragao CRr-EB-1
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ELABORACAO DA FRACAQ CR-EE-2

Esta fracao (5,0g) foi adsorvida em silica, coloca
da em uma coluna contendo 150,0g de silica e eluida com mistu
ras hexano-acetato de etila em polaridade crescente. As fra
¢oes resultantes da eluigao com hexano foram reunidas(1,4g) e
recristalizadas com hexano. A comparacgao por C.C.D. do sdlido
obtido apds a recristalizacdo e o ponto de fus3o mistoe (132-
136QC) permitiram identifica-lo como CR-2, isolado antericrmen

te (pag.196).

As fragoes eluidas com hexano-acetato de etila 5%

foram recromatografadas fornecendo 0,90g de um sd6lido branco
amorfo p.£.102-106°C) denominado CR=5. Em consequéncia das difi
culdades apresentadas quanto a solubilidade em solventes or
ganicos, a substdncia foi submetida a acetilagao e metilacao.
A acetilacao da substancia CR-5 com piridina-anidrido acéti
co (conforme o procedimento descrito na pag.l16), resultou no
derivado acetilado CR-5-OAc f(p.f .80-81°C). CR-5 (0,30q), dis
solvida em éter foi metilada com excesso de diazometano obten
do-se o derivado metilado CR-5-OMe (74-76°C). O derivado me
tilado CR-5-OMe (0,0lg) foi submetido a hidrdlise alcalina
(KOH, 40%, CHC13, refluxo por 1 hora). A elaboracao do produ

to de hidrdlise foi efetuada da maneira descrita na pag.114),

resultando no &cido p-Metoxicinimico e no triacontanol (p. L.

o
79-80°C}).
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ELABORACAO DA FRACAO - CR-EE-3

Fracionamento cromatografico em silica gel de
CR-EE-3, 15,09, conduziu 3s fragodes hexano, éter etilico, ace

tona e metanol.

A fragao éter etilico (3,8g), selecionada para estu
do por conter uma mistura menos complexa de constituintes,
foi submetida a cromatografia em camada delgada em escala pre
parativa. A revelagao com luz ultravioleta mostrou a presen
¢a de tres faixas. Da faixa de maior R.f resultou, apds a  ex
tragao com acetona e destilacio do solvente, um sdlido (p. f
258—2619C) denominado_ggiﬁ. Deste material 0,10g foram aceti
lados como descrito anteriormente, obtendo o produto CR-6-0Ac
(p.£f. 126—1299C). Das duas faixas restantes, reveladas com
luz ultravioleta, nao foi possivel isolar substancias com grau

de pureza satisfatorio.

ELABORACAO DA FRAGAO - CR-EE-4

A fragao CR-EE-4 (10,0g) apresentou precipitado
quando se tentou a solubilizacao em metanol. O precipitado

(1,09) foi separado por filtragao a vacuo e acetilado confor

me procedimento anteriormente descrito (pag.116), resultando

na substancia denominada CR-7-0OAc (p.f.157—159gc).
Aproximadamente 2,0 mg de CR-7-0Ac e 1,0 ml de

acido trifluoracético (4N) , em tubo selado, foram aquecidos
o

em uma estufa a 100°C por 1 hora. Logo apds foi acrescentado

metanol, transferido para um balio e evaporado a secura em

evaporador rotativo. Este procedimento foi repetido até que
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nao houvesse mais eliminacao de &cido trifluoracé&tico. O resi
duo foi redissolvido em alcool isopropilico e analisado por cromatc-
crafia em papel e camada delcada de silica gel com padroes de
agucar, sendo a unidade de aglicar presente em CR-7-0AC identi

ficada como glicose.

A porcao de CR-EE-4 solivel em metanol foi concen
trada em evaporador rotativo e o residuo resultante, apds ser
cromatografado em coluna de silica gel, forneceu uma subs
tincia sblida (p.f. 258-261°C) identificada por C.C.D., ponto

de fusao misto e dados espectroscdpicos como CR-6.

ELABORAGAO DO MATERTAL RESIDUAL DO EXTRATO ETANOLICO-CR-REE

A parte insclivel da reextracao do extrato eta
nélico da casca do caule CR-REE (276,0g), Esquema 22, foi ad
sorvida em silica, submetida a coluna filtrante e separados

os eluatos: cloroférmio (CR-REE-1, 0,5g), clorofdrmio-acetona

1:1 (CR-REE-2, 2,2g) e acetona (CR-REE-3, 1,9g).

A fracao CR-REE-1 (0,5g), embora tenha sido recroma
tografada, nao forneceu substancias puras.

A fragao CR-REE-2 (2,2g) foi recromatografada e,das
fragoes resultantes, obtido material sdlido (0,5g) que apos
recristalizagao em hexano-acetona mostrou ponto de fusdo 258-
2619C. A comparagao por C.C.D. com CR-6 revelou tratar-se da

mesma substancia.

A fracao acetona (1,9g) mostrou-se muito polar quan
do analisada por C.C.D..Por esta razio foi submetida a aceti
lagao em piridina-anidrido acético, de maneira descrita ante

riormente (pag.116). A cromatografia em coluna de silica gel
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RESIDUO DA REEXTRAGAO
DO EXTRADO AILCOOLICO
CR-REE (226,0q)

Adsorcao em silica

Eluigao can:

Cloroformio gégigignimf Acetona
CR-FEE-1 CR-REE-2 CR-REE-3 i'?.esi'd-uo
0,5g 2,2g 1,9% (270 g)
Acetilacao
CR-6 CR-8-0Ac

ESQUEMA 22 - Material residual da reextragao a frio do extra

to etandlico da casca do caule Cochlospermum re-
gium.
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do produto acetilado resultou em fragoes contendo 0,6g de um
sdlido (p.f. 174—1769C) denominado CR-8-0Ac. Aproximadamente
0,002g desta substancia foi hidrolisada (acido trifluoracéti
co), de maneira descrita anteriormente (pag.182), para identi
ficagao das oses. A posterior comparagao do produto de hidrd
lise com padroes de aclicar através de cromatografia em papel
e camada celgada de silica gel, permitiram identificar a gli

cose como a unidade de aglcar presente em CR-8-0OAc.
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CR-1 (57)

p.f. 75-80%C

KBr
Amax (cm l) 2985, 2350, 1690, 1670, 1560, 1495, 1280, 1100.

Q
RMN1H (cpcl,,8) 5,65(1H, s, HC=), 2,20-2,52(2H,m - CH,~C-)
1,30 (s).
) Pi o 27
E.M. ng H4é Picos em m/z (%) 412(10,0),271(8,7),

243( ), 229(79,0),173(10,0)
161 (12,0), 124(100,0), 123
(12.0) . 107(95) , 95(58,7) .,

21(67,0), 81(66,5) ,69(78,3).

CR-2 (54)

(@]
p.f. 132-134°C

KBy
I.V. Amax (cm™ ') 3475, 3010, 2980, 2910, 1673, 1483, 1393,1270,

1230, 1080, 990, 833.

RN LH (cocl,,$) 5,5 - 5,1(m, 1H,HC=)

E.M. - sz%d)picos em m/z(%) 414(39),396(1l1),
330145) ,225(28) ,213(40) ,
163(50) , 159 (65),145(85),
133(70), 119(72), 107(94),
105(100) ,95(90) ,81(98),

HO 69 (65).
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o« £ 220-224¢

Omax (nm) 255, 271i, 368 (€ 6.315, 8.771, respectivamente).

KBr
Amax 3521, 3331, 1660, 1610, 1590, 1500, 1313, 1260,1220,

1180, 1140, 1050, 1010, 890.

RMNTH (DMSO,§) 7,80(1H,d4,J3=2,0Hz,H-2"), 7,76 (1H,dd,J=2,0 e 9,0Hz,

H-6'), 7,03(1H 4,J3=9,0Hz, H-5'), 6,83 (1H,d,J=3,0Hz,

1i-8), 6,43(1H, d,J=3,0Hz, H-6), 3,96 (6H,s,CH,=0-)

C17H14O7 picos em m/z(%)330(100),329(16,2),
302(3,4),301(9,1)287(14,9),
167(12,5) 165(5,8), 151(29,
149(35,2), 135{17,9),123(18

121(10,9), 108(10,8),100(41

CR-4 (59)
o
p.f. 252-254°C
MeOH
U.V. OUmax (nm) 267

KBr
Amax (cm™T) 3550, 1660, 1610, 1540, 1430, 1305, 1260, 1030,

870.

(cpCl,,8) 7,28s), 6,3-6,98 (s1).

CTHGOS Picos em m/z (%), 170(100), 153(93,3),

: 135(12), 135(26,7),107(8,8),
HO

O PH 96(8,7), 79(34,5), 71(13),
HO

55 (19, T),
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Ho/J:::::]//1§§t//ﬁ\\o’/,lCHEki\\c”s
CR-5 (60)

b £ . 102-106°C

eOH
sV max (nm) 312 ( € 44,705)

KBr
I.V. Amax (cm_]) 3400, 3010, 2970, 2900, 171%, 1685, 1640, 1615,

1550, 1500, 1340, 1275, 1215, 1195, 1185, 995,

850.
i : + o
E.M. C39H6803’ Picos em m/2(%) 584(M ,5%),
164 (100), 148 (10), 147(90),
120(50), 107(50).
CR-50Ac (60a)
b.f. 88-90°C
KBr =
L.V. Amax (cm ) 3005, 2910, 2850, 1760, 1720, 1650, 1620, 1510,

1480, 1380, 1330, 1270, 1190, 990, 930, 850.

L

RMN'H (CDCl,,68) 7,75(1H,d,J=15,0Hz,CH=), 7,70(2H,d,J=8,0Hz ,H-2,H-6)

7,26(2H,d,J=8,0Hz,H-3, H-5), 6,30(1H,d,J=15,0Hz),

=CH), 4,26 (2H,t,-0-CH2CH,-R), 2,20 (3H,s,CH,-CO),

3

1,20 (™56H; (CH,)n, n= 28).

2)

RMNlBC(CDCl

50 5) 168,O(S,E—CH3), 166,9 (s,C-9), 155,1(s,C-4),
143,48 (8,6~7), 132,208, €-1), 126,1(4,6-2 ¢ €-6},
122,1(d4,C-3 e C-5), 118,5(d,C~8) 64,7 (t,~0-CH,~
CH,-R), 32,0, 29,7, 29,3, 28,7,26,0, 22,7 ,21,0

-(CHy-)n, 14,1(q,-CH,).



E.M. Calculado para C

CR=-50Me (60b)
KBr -1
I.V. Amax (cm
I i
IMN H(CDC13,6)
B M
HO o
CR-6 (07)
- >~
M
ETOH
U.V.o max
KBr fem
T Vs Amax

i

)

=il
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i 2 tie
4117904 — Picos em m/z (%), 626(M 1%),
166 (60), 164(100), 147(90) ,120(50),
107(50) , 55(25), 43(20), 57(20).
p-£.74-762C
3010, 2980, 2930, 1730, 1660, 1630, 1550, 1500,
1280, 1200, 1160, 1010, 875.

7,66 (14,d,J=15,0Hz,CH=), 7,50(2H,d,J=8,0Hz,H-2,
E-6), 6,90(2H,d,J=8,0Hz, H-3, H-5), 6,30(1H,d,

J=15,0Hz,=CH), 4,16 (2H,t,J=7,0Hz,-0-CH,~CH, -R

g
3,83(3H,s,J=7,0Hz,-0~CH,), 1,30(56H,s,4CH,#n,

) s

n=28).

Picos em m/z(%)598(M+,40), 520 {12) ,

C4087093-
178(98), 161(100), 148(3),147(5),

134 (40),
H

121(51), 52(47), 43(93).

p.f. 258-260°C.

(nm) 287, 324 ( € 18.217 e 4329, respectivamente).

3450, 3000, 2930, 1620, 1590, 1540, 1520, 1410,

1340, 1270, 1180, 1120, 1040, 915, 850.

RMN™H (CDC1,,68) 7,33(2H,d4,J=9,0Hz, H-2', H-6'), 6,80 (2H,d,J=9,0Hz,

B-3*,0~-%"}, 5,95(2H,s,H-6, H-8), 5,55 (1H, dd,J=4,0

e 12,0Hz, H-2), 3,17(1H,dd,J=12,0 e 18,0Hz, H-3a),

2,67(1H,dd,J=4,0 e 18,0Hz,H-3e).
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. g +
E.M. C15H1205. Picos em m/z (%) 272(M ,45), 271(25) ;
179(80), 166(83), 153(23), 152(88) ,
125{95) » 120(92), 107(20) ,92(85),78 (59).
13

RMN ~C [(CD3)2CO, )] 43,4(t,c-3), 79,8(4,C-2), 95,8(d, c-8) ’
96 ,8(4,c-6), 103,1(s,C-10), 116,1(4,C-3"'e
c=5%) , 128,9({d4,C=2" e C=5"'}, 1307(s,C=1),
158,5(s,C-4"'), 165,1(s,C-5), 167,2(s,C=-7),

197,1(=,C-4) .

CR-7-0Ac (09)
p.f. 157-159¢eC

MeOH
bmax (nm) 285, 304( 22.222 e 8.714, respectivamente).

KBr

=1

Amax (em ') 2340, 3040, 2985, 1760, 1630, 1520, 13,80,

1245, 1065, 1045, 835.

RMN H (CD

co, ) 12,40(14,s,-0H) ,7,83(2H,d4,3=9,0Hz ,H-2"',H-6"),
7,43(24,4,J=9,0Hz ,H-3',H-5"), 6,33(1H,d,J=3,
OHz ,H-6) , 5,80(1H,dd,J=4,0 e 12,0Hz ,H-2),
5,45 (1H,H-1") ,4,30 (3H,H-2",H-3" e H-4"),
3,10(1H,4d,3=12,0 e 18,0Hz,H-3a) ,2,93(1H,dd,
J=4,0Hz,e 18,0Hz H-3e),2,30(3H,s,CH,CO),

2,06 (12H,s, CH,-CO).

3
C31H32015. Picos em m/z (%) M+(644, ausente) ,

415(30, 331(22), 314(2), 271(10) ,255(13
231(8), 229(1), 169(100) ,153(10) ,152(4)

127(25), 120(12), 109(92), 97(12) ,69(5)




CR-8-0Ac (63)

MeOH

Vmax

KBr

max

RMN1H (CDC13,

QAC

197 =

p.£. 174-1769C

(nm) 284, 331( 17.500 e 2.500), respectivamente).

(cm_1) 3550, 3050, 3005, 1775, 1650, 1600, 1540 ,

1445, 1385, 1255, 1335, 1160, 1080,930,845.

) 7,30(24,4,3=9,0Hz,H~2"' ,H-6"), 7,10(2H,d4,3=9,0
Hz ,H-3',H-5'), 6,10(2H,s ,H-6 e H-8), 5,20
(14,44 ,3=4,0 e 12,0Hz,H-2), 5,10 (1H,H-1"),

4,10 (3H,H-2", H-3" e H-4"), 3,0(1H,dd,J=12,0

e 18,0Hz,H-3a), 2,83(1H,dd,J=4,0 e 12,0Hz ,H-3e),

2,30(3H,s,CH,CO) , 2,06(15H,s,CH,CO).

+

C33H34O16. Picos em m/z (%), 686 (M ) ,
oA 331 (50) , 31412}, 271(50)z;
oag 229(1), 169(100), 153(45) ,
OAC “0AC
152(10) , 127(95), 120(35) ,
109(98), 97(38), 69(18).



PARTE ITI

CONSIDERAGOES BIOSSINTETICAS




BIOSSINTESE
1. Biossintese de flavonoides

0s falvonoides originam-se de trés unidades acetato e
um intermediario fenilpropandide, o acido chiquimico. A estrutu
ra basica resultante apresenta o anel B contendo funcdes oxige-
nadas caracteristicas da via chiquimfdico, enquanto ¢ anel A as
apresenta em posicio meta, caracteristica da via acetato-malona

70
o

t , conforme esgquema abaixo.

COCoH

108

/\\ 0
+ 3 H3CC00C0A e gy

HO ’

s OH
HO OH
= LT
[
OH '

Chalconas e flavanonas tém sido comprovados como pre

ESQUEMA 23

cursores de todos as classes de falvondides. Experimentos enzi
maticos e com precursores marcados mostraram gue chalconas &
(-)-flavanonas existem em equilibrio e estao diretamente en-
volvidos como intermediarios na biossintese de flavonoides.Con
tudo, inumeros experimentos envolvendo chalconas e (-)-flavano
nas, levando a formacao de flavonas e isoflavonas, mostraram
gue os produtos formados a partir de chalconas como precursor
apresentaram maior atividade especifica do que aqueles obtidoes
a partir de flavanonas7%5ht&;através destes resultados ,foi pos
sivel concluir gue flavonas e isoflavonas sao formadas direta-

mente de chalconas e, que (-)-flavanonas funciona como precur-
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sor somente via isomerizacao para chalcona. As relacoes bios-—
gintéticas podem ser sumarizadas como mostrado a seguir:

FLAVONA

[
CHALCONA — (=) ~FLAVANONA

4

ISOFLAVONA

05 flavondides isolados de Cochlospermum regium se en
quadram claramente neste caminho de pbiossintese, como era eSpe

rado.

2. Proposta biogenética dos diterpenos triciclicos e tetracicli
cos com estereoguimica "normal" isolados de Plathymenia reé

ﬁiculata.

0s diterpenos sao elaborados a partir do pirofosfato
de trans-trans—geranilgeranila. Uma conformacgao cadeira-cadei-
ra adequada (A) € ciclisada determinando a estereoguimica nos
carbonos C-5, C-9 e C-10 trans—-anti do intermediario pirofosfa
to de 8(17)13-labdadienila (B) conforme esgquema 2372_74. Em se
guida, ocorre uma nova ciclisacdo da gual resulta © diterpeno
triciclico pimaradieno (C). O ataque de agua a dupla terminal
e migragao do grupo metila conduz ao tipo cassano (D) que pode

74

originar a cassaina (E) . Pimaradieno e cassaina nao foram

isolados de Plathymenia reticulata. Oxidacao, acetilacao da

metila C-18 de (DYe isomerizacao para obtencio da estereoguimi
ca correta fornece as estruturas de PRLH-5 e PRLH-6 ( Esguema

24) . A estereoquimica destas substancias, previstas pela
biossintese, estd de acordo com OS dados espectrais de RMN de

protons e de carbono-13 discutidos no capitulo 1.



ESQUPMA - 24 - Biossintese de diterpenos do tipo cassinico.
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3. Formacdo bLiogenética para o diterpeno biciclico tipn clero-
dano com estereoquimica "nio usual”™ (PRLI-3) isolad: Ao

Plathymenia reticulata.

Sao conhecidos diterpenos do tipo clerodano com esteo-
1cogquimica "normal® e enantiomérica conforme esqguem:s 247 b

ébhaixo.

YSQUEMA 25 - Biossintese de diterpenos do tipo clerodi:

a) Com estereoquimica “"normal®’3

///Jw zo” PIROFOSFATO DE 8(17},13-LAB-DADIENILA

coon®

2
il ;

Ac HARDWICKIIC
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-

b) Com estereogquimica "enantiomérica"

H y f
R ol 4,\/0,,
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H

s PP
. 3 H
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A estrutura de PRLH-3 determinada atraves de técnicas
avancadas de espectroscopia (ver pag. 60) e comparacgao com da-
dos da literatura, apresenta estereoquimica "nao usual" na
qual se cbserva fusdo cis para os anéis A:B e os grupos metila
nas posicoes 8 ¢ 9 em trans, em uma situagao idéntica ao pla-
thyterpol (53) cuja estrutura foi proposta para PRLH-3. Coinci
de também com plathyterpol a rotagao especifica determinada pa
ra PRLH-3, [aly - 220 (Lit.?? -280).

Nao se encontrou na literatura qualquer proposta de

biogénese para este tipo de diterpeno
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CONELUSAD

O estudo quimico da espécie vegetal Plathymenia reti-

culata resultou no isolamento de seis substancias (PRLH-1,

PRLH-2, PRLH-3, PRLH-4, PRLH-5 e PRLH-6) enquanto que o estudo

gquimico da espécie Cochlospermum regium forneceu oito substan

cias (CR-1, CR-2, CR-3, CR-4, CR-5, CR-6,CR-7- OAc e CR-8-0AcC).

As substancias PRLH-1 e PRLH-2 foram caracterizadas

através de métodos espectrométricos (I.V., RMNlH, N e mas

sa) como acetato de vinhaticila e vinhaticoato de metila, res
pectivamente. Ja a substancia PRLH-3, também a partir de dados
espectrométricos fol associada a estrutura do Plathyterpol.

As substancias PRLH-1, PRLH-2 e PRLH-3 ja foram des

critas na literatura como constituintes desta espécie vegetal.

Para estas trés substancias foram preparados derivados (hidrd

lise, redugao, hidrogenagao, epoxidagao e oxidagao). Estes deri

vados assim como os produtos naturais, foram testados quanto as
suas atividades antibacterianas e antifingicas. Em todos os

casos uma fraca atividade antimicrobiana foi detectada.

A substancia PRLH-5 teve a sua estrutura determinada
como 16,18-diacetoxicass =13 (15)-eno utilizando técnicas espec
trométricas convencionais e modernas técnicas de Ressonancia
Magnética Nuclear como ADEPT (Automatic Distortionless Enhan-
cement by Polarization Transfer). Através de interconversao
quiﬁica de PRLH-6 [16-hidroxi-18-acetoxicass-13(15)enoc) a
PRLH-5 e da preparagao de derivado comum a estas duas substan
cias, por redugao com LiAlH,, foi possivel propor correlagdes
estruturais entre elas.

De acordo com levantamento bibliografico, os diter



199

penos PRLH-5 e PRLH-6 estao sendo descritos pela primeira vez
19352

na literatura como produtos naturais. Trabalhos anteriores

sobre varias espécies do género Erythrophleum (Leguminosae)

mostraram que este tipo estrutural foi relatado apenas como
produto de hidrdolise de alcaloides (amidas em C-16).

A espécie Cochlospermum regium forneceu os flavonbi-

des CR-3 (3,5,4, - trihidroxi-7,3'-dimetoxiflavona) ;

CR-6 (5,7,4'-trihidroxiflavanona, naringenina); dois triterpe-

noides CR-1 (g-sitostenona) e CR-2 (B-sitosterol) e o fenol
CR-4 (acido gé&lico). Além destas substancias foi isolado o
p-hidroxicinamato de triacontanila (CR-5) que, pela primeira

vez estd sendo descrito na literatura como produto natural.

Um certo numero de ésteres do acido cind@mico substi-
tuido, com estruturas semelhantes a CR-5 apresentam atividade
contra microorganismos.-Um estudo sobre este tipo de atividade
sera, portanto, realizado com a substancia em referéncia.

Uma outra substdncia inédita isolada desta espécie '
foi CR-8-0Ac.

Os estudos espectrométricos realizados para as subs-
tancias isoladas e seus derivados, especialmente os relativos

a PRLH-5, PRLH-6, CR-5 e CR-8-OAc , contribuem para a literatura

quimica fornecendo dados estruturais que poderao servir de
padroes a serem utilizados na determinacao estrutural de com -

postos semelhantes que venham a ser isclados.
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