UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA E INORGANICA

Estudo Fitoquimico de Plantas do Nordeste: Annona squamosa.

Obtencdo de Derivados Reacionais do Acido Caurendico

RUDY CRISAFULLI

Fortaleza-CE
2007



Trabalho realizado sob orientagdo do professor Dr. Francisco José Queiroz Monte do
Departamento de Quimica Organica e Inorginica do Centro de Ciéncias da Universidade

Federal do Ceara.



A minha mae, Francisca Eldeniza Moreira da
Silva, mulher guerreira e talentosa, mde dedicada e
cuidadosa que nunca poupou esforcos para que seus filhos

tivessem uma boa educacio.



AGRADECIMENTOS

A Grande Forca que rege o universo, pela oportunidade de mais uma conquista e de

poder compartilhd-la com pessoas que amo.

Ao professor Dr. Francisco José Queiroz Monte, pela orientacdo, pelo apoio e

principalmente, pela amizade.

A todos os professores do curso de Pods-Graduagdo em Quimica Organica da

Universidade Federal do Cear4, pelo conhecimento transmitido e pela paciéncia dispensada.

Aos funciondrios do Laboratério de Anélise Fitoquimica de Plantas Medicinais, Pedro,

Lana e Mundinha, pelo servigo prestado, pelos momentos de descontracdo e pela amizade.

A todos os amigos do curso de Quimica (Alexandre Praxedes, Aluisio, Andrews, Ayla,
Bartd, Biel, Bebel, Ceica, Cldudio, Deda, Daniel San, Erikixa, Farmacinha, Jacqueline,
Lobinha, Milena, Moisés, Neto, Rivelino, Samy, Wagner e minha querida Edilane) que
tornaram estes anos de curso momentos inesqueciveis e que com certeza, guardarei sempre
como alguns dos momentos mais felizes de minha vida. Em especial aos amigos Artur,
Jackson, Jefferson, Jodo Carlos, Jodo Henrique e Max que em vérios momentos abdicaram de

seu tempo para ajudar, de maneira direta ou indireta, na construcdo deste trabalho.

Ao meu pai, em memoria, pelos valores transmitidos, pelo apoio, pelo incentivo, pelo
ombro amigo nos momentos dificeis, pela amizade tinica e pelos ensinamentos valiosos que

sO um pai, transmitiria a um filho.

A minha querida avé Maria, pelos cuidados, carinho, amor, dedicacdo de mae e pela

convivéncia maravilhosa que tivemos durante os anos em que vivemos juntos.

Aos meus irmdos Rodolfo e Modnica, pela superacdo nos momentos dificeis que

vivemos juntos e por sabermos valorizar os momentos felizes.

As minhas tias Edilza, Nini e Branca e ao meu tio Arruda, pelos cuidados, carinho,

dedicacido, incentivo e pelo aconchego de casa.

Ao meu padrasto Ricardo, pelo carinho de pai, pela dedicacdo, apoio, incentivo e

pelos bons conselhos.



Aos meus primos Aléxis e César Augusto, pelo companheirismo, pelos conselhos e

pela inesquecivel descontracao.

Aos queridos amigos Hipdlito e Linda, pelos conselhos, companheirismo, incentivo,

forga e, € claro, pela amizade.

Ao CNPq e CAPES pelo apoio financeiro.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt st s ix
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt et Xiii
LISTA DE FLUXOGRAMAS ...ttt ettt ettt et et s Xiv
LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS ..ottt Xiv
RESUMO .ttt ettt ettt ettt e e st e s st e e e nabaee e e XVi
ABSTRACT ...ttt ettt ettt st e st e et ebeenane s xviii

L INTRODUGAO ...ttt 02
CAPITULO 2

2. CONSIDERACOES BOTANICAS........cocoouiiieeeeeeeieeeeeee e seeeeees s 06

2.1. Consideragdes botanicas sobre a familia Annonaceae Juss ............cccceeeeeeeeeeeeceeeennnne. 06

2.2. Consideragdes botanicas sobre a eSpECie A. SGUAMMOSA ..........eccuueeeeeaeeeeeaaeeeeeeeieeeeaene. 06
CAPITULO 3

3. PESQUISA BIBLIOGRAFICA ........c.cooviiiieieeeeeeeeeeeeee e 10

I B B 173 g o 1S5 o Lo LSS 10

3.2. DItEIPENOS CAUTANOS ....vveeeeeuieireeaiueteeeeatteeeaatteeeeeaeeeeeaanseteaeanseeeeaanneeeeaanseeeesanneeeesaseeens 13

3.3. Diterpenos obtidos no género Annona registrados na literatura.............cccceeeeeeeernneen.. 14
CAPITULO 4

4. DETERMINACAO ESTRUTURAL........cocooviieieieceieceeeeeeeeeeee e, 36

4.1. Determinacdo da Composicio de Acidos Graxos no Oleo Fixo de EHLC.................... 36

4.2. Determinag@o Estrutural de RC-1........cooooiiiiiiiiiiiicecee e 40

4.3. Determinag@o Estrutural de RC-2........ccooooiiiiiiiiiiiiiictc e 50
CAPITULO 5

5. OBTENCAO DE DERIVADOS .........ooouiuiiiiiieieieieeeteteeeeeee e 65

5.1. Hidrogenag@o catalitica do 4CidO CAUTENOICO .....eeeeruveiieeriiiieeiiiieeeeeee et 65

5.2. Ozondlise do 4CIdO CAUTENGICO ......eeeuriiriiieniiieeniiee ettt 73

vi



5.3. Adicdo de metanol a0 4CIdO CAUTENGICO. ....cccoruuiiiiiiiiieeiiiiiee ettt 80

5.4. Oxidagdo alilica do 4CidO CAUTENGICO ......eveeerruiiiieiiiiiieeiiiiee ettt 89
CAPITULO 6

6. PARTE EXPERIMENTAL .......ooiiiiiiiiiii e 100
6.1. Material vegetal (ARNONG SQUATOSA)...........coocuueeeeiiiiiiiiiiiieteee et 100
6.2. MEtodos de aNALiSE.......eeeruriiiiiiiiiii ettt e 100
6.2.1. Métodos CromMatOZIAfICOS ......eiueireiiiiiie ettt 100
6.2.2. Métodos Fisicos de ANALISES.....cccueirruiiiriieniiiiniie ettt 101
6.2.2.1. Espectroscopia de absorc¢do na Regido do Infravermelho (IV)............. 101

6.2.2.2. Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN)................... 101

6.2.2.3. Espectrometria de massa (EM).......cccoeeiiiiiiiiiiiiiieeeeee e, 102

6.2.2.4. Ponto de fusAo (PF).....ccouriiiireeeieiiiiiee ettt 102

6.3. Estudo dos constituintes fixos de Annona SQUAMOSA. .............cccceeevecueeeensieeieneseeeanas 102
6.3.1. Preparacdo dos extratos do lenho do caule de Annona squamosa..................... 102
6.3.2. Tratamento cromatografico de EELC.............ccccccciiiiiiiiiiiiiiiei e, 103
6.3.3. Tratamento cromatografico de EELC-H e isolamento de RC-1....................... 104
6.3.4. Preparacdo do extrato hexanico da casca do caule de Annona squamosa.......... 105
6.3.5. Tratamento cromatografico de EHCC e isolamento de RC-1 ..............cc......c.... 105
6.3.6. Tratamento cromatografico de EHCC-A ..........ccciiiiiiiiiiiiie e 107
6.3.7. Tratamento cromatografico de EECC-A-0.......c..cccveevvievrieniieiiecieeeieeevie e 108
6.3.8. Tratamento cromatografico de EECC-A-8- ........cccooviviivinieniicieceieiee, 109
6.3.9. Tratamento cromatografico de EECC-A-3-¢-7 e isolamento de RC-2............. 110

6.4. Obtencgdo de derivados do 4cidO CAUTENGICO ......eeeeeuveiirieiiieeeiiiieeeeitee et ee e e 111
6.4.1. Hidrogenagao catalitiCa .........cccueeeeeiiiiiieeiiiee ettt e 111
6.4.2. OZONOLISE «...eeeniie ettt et et e 111
6.4.3. Adig@o de metanol a0 4CIdO CAUTENGICO ... .eeeeeeviireiiiiieee e 112
6.4.4. OXidaCA0 AlTIICA....euiiiiirereiiiiiieie ettt e e ettt e e e s e aee e e e s eesnees 112

6.5. Estudo do 6leo fixo de EHLC ........coccciiiiiiiiiiiiccccc e 112
6.5.1. Saponificacdo e obtencao dos 4CIAOS ZraX0S .......eeeeeeerreruurirereeeerieiiiiieeeeesensnnnns 112
6.5.2. Obtencao dos ésteres metilicos de EHCL...........cccccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiieeceee e, 113

vii



CAPITULO 7

7. CONCLUSOES .......coouiiuiiiiiiiiiiieieeis et 118
CAPITULO 8

8. CONSTANTES FISICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS...........ooorverrirrrennenn. 118

8.1. Constantes fisicas e dados espectrométricos das substancias isoladas ..............c......... 118

Bl 1. RCT et sttt e 118

B 1.2  RC2uc et et sttt 119

8.2. Constantes fisicas e dados espectrométricos dos derivados de RC-1 .......................... 120

B2 1. ACH ...ttt sttt e e et 120

8.2.2. ACOZON ...ttt ettt et st ettt et 121

823 ACMET ...ttt ettt ettt et 122

824, ACOX ..ttt ettt sttt e bae et 123
CAPITULO 9

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........ooveiiieeeeeeeeeeeeeeee e 125

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 01 — Estruturas do Acido Caurenéico e do Acido 16, 17-diidroxi-ent-cauran-19-

OICO .ttt ettt sttt ettt e ettt eneees Xvii
Figura 02 — Estruturas dos Acidos Graxos Identificados ..............ccoevvvveeeeoeeeeeeenne. Xvil
Figura 03 — Compostos isolados de Annona SGUAMOSQ ...............ccceeeevveeeeenncieienesieeennane. 04
Figura 04 — Foto de um espécime de Annona SGUAMOSQ ..............ccceeeeeeeeeeeeceeeeeaeeeanee. 08
Figura 05 — Foto da flor de Annona SGUAmMOSQ .................ccoovceeiinniiiiiiiiiiiiiniiieeieeee 08
Figura 06 — Foto das folhas, frutos e sementes de Annona squamosa................................ 08
Figura 07 — Diterpenos aciCliCOS. ... .ciiiiuiiiiieiiiee ettt et 10

Figura 08 — Ciclizacdo do pirofosfato de geranilgeranila (GGPP) com o grupo
pirofosfato (-OPP) atuando como grupo abandonador...........ccceecueeeeviieeannnne. 11

Figura 09 — Ciclizacdo do pirofosfato de geranilgeranila (GGPP) sob catdlise 4cida,

levando aos diterpenos das séries NORMAL e ENANTIO (ent-) ................... 12
Figura 10 — Esqueleto bédsico de um diterpeno enf-caurano.............cceeeevveeeeneeeeeeeeeeeennnne. 13
Figura 11 — Cromatograma de OEHLC............ccooiiiiiiiiiiic e 37
Figura 12 — Espectro de massa do éster metilico do acido tetradecandico.............cccc....... 37
Figura 13 — Espectro de massa do éster metilico do acido pentadecandico........................ 37
Figura 14 — Espectro de massa do éster metilico do acido hexadecandico............cc..c........ 38
Figura 15 — Espectro de massa do éster metilico do acido heptadecandico........................ 38
Figura 16 — Espectro de massa do éster metilico do dcido 9,12-octadecadiendico.............. 38
Figura 17 — Espectro de massa do éster metilico do acido 9-octadecendico....................... 39
Figura 18 — Espectro de massa do éster metilico do dcido octadecandico.............cc.eeeen.... 39
Figura 19 — Espectro de massa do éster metilico do acido 9,11-octadecadiendico ............. 39
Figura 20 — Estrutura de RC-1 ......coiiiiiiiiii et 41
Figura 21 — Estruturas citadas na literatura utilizadas na compara¢do dos dados de RMN

PO AE RC-T ittt 42
Figura 22 — Espectro de massa (LE. 70 eV) de RC-1 ......cccoociiiiiiiiiiiiiiiiiecee 43
Figura 23 — Espectro de absorcdo na regido do [V (cm™, KBr) de RC-1...vocveeeiean 43
Figura 24 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de RC-1 .....c..ovvvivieeeeeeeeeeeeans 44
Figura 25 — Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de RC-1..................... 44
Figura 26 — Espectro de RMN °C (125 MHz, CDCl3) de RC-1 ....cvvvounrvinrrionriereinceenne. 45
Figura 27 — Espectro de RMN °C — DEPT — 135° (125 MHz, CDCl;) de RC-1 ............... 45

1X



Figura 28 — Espectro bidimensional de correlacio homonuclear ('"H x 'H - COSY ) de

RCT ettt et 46
Figura 29 — Expansio do espectro bidimensional de correlagdo homonuclear ('H x 'H -
COSY) de RC-1. ittt 46
Figura 30 — Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear (‘H x *C — HMQC -
UTEH) A8 ROttt 47
Figura 31 - Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear (‘"H x °C — HMBC -
22TCH) A& ROt 48
Figura 32 - Expansio do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear ("H x °C —
HMBC — > Jo) de RC-1 oot 49
Figura 33 — Estruturas de RC-2........ccoooiiiiiiiiiiii et 51
Figura 34 — Estruturas citadas na literatura utilizadas na comparagdo dos dados de RMN
"H e PC de RC-2 coooiiiiic st 52
Figura 35 — Espectro de massa (ILE. 70 eV) de RC-2......cccoiiiiiiiiiiiiiiiecee 53
Figura 36 — Espectro de absorcio na regido do IV (cm™, KBr) de RC-2.........c.cocovevmnere.. 53
Figura 37 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de RC-2...........covvvveeeeeeeeeeenns 54
Figura 38 — Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de RC-2...................... 54
Figura 39 — Espectro de RMN °C (125 MHz, CsDsN) de RC-2..........coooovvevveeeeeeesans 55
Figura 40 — Expansio do espectro de RMN °C (125 MHz, CsDsN) de RC-2................... 55
Figura 41 — Espectro de RMN °C — DEPT — 135° (125 MHz, CsDsN) de RC-2................ 56
Figura 42 — Expansio do espectro de RMN 3C — DEPT - 135° (125 MHz, CsDsN) de
RG22ttt et 56

RG22ttt 57
Figura 44 — Expansio do espectro bidimensional de correlagio homonuclear (‘H x 'H —
COSY) de RC-2. .o 57
Figura 45 — Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear (lH x Bc - 1JCH -
HSQQC) de RC-2. ittt 58
Figura 46 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear (lH x B®c - %3 Jon —
HMBOC) de RC-2...ciiiiiiieeeeee et s 59
Figura 47 — Expansdo do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear ('Hx PC-
2Jen—HMBOC) de RC-2 oot ssesssseens 60
Figura 48 — Expansio do espectro bidimensional de correlagio heteronuclear ('H x Be -

23 e =HMBC) € RC2 ..ot 61



Figura 49 — Expansio do espectro bidimensional de correlagio heteronuclear ('H x Be -

2Jen—HMBOC) de RC-2 ccoouiiriiiriieeiie e ssesssseens 62
Figura 50 — Expansio do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear ('H x Be -
2Jer—HMBOC) de RC-2 oo ssessssseens 63
Figura 51 — Hidrogenaco catalitica do 4cido caurendico...........coeuveeeeeeveeeeneeeeeeieeeeenene 65
Figura 52 — Espectro de massa (LE. 70 eV) de ACH.......cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiecee 67
Figura 53 — Espectro de absorcdo na regido do IV (cm™, KBr) de ACH.........ccocoooeuenn.... 67
Figura 54 — Espectro de RMN '"H (500 MHz, CDCl3) de ACH ..., 68
Figura 55 — Espectro de RMN "°C (125 MHz, CDCl3) de ACH .......cocoovevenrverrernrrenceennnns 68
Figura 56 — Espectro de RMN °C — DEPT — 135° (125 MHz, CDCl;) de ACH................. 69
Figura 57 — Espectro bidimensional de correlacio homonuclear ('"H x 'H- COSY ) de
ACH .ot 69
Figura 58 — Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear (‘H x Bc - HMQC -
HCH) & ACH ...t 70
Figura 59 — Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear (‘H x C - HMBC -
23TCH) A ACH ..ooevoreiireieeeis ettt 71
Figura 60 — Expansio do espectro bidimensional de correlacio heteronuclear ('H x Be -
HMBC = 22J01) d€ ACH.....oeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 72
Figura 61 — Ozonodlise do 4cid0 CAUIENOICO. ... .uuvviieieeeiiiiiriieeeeeeretirrreeeeeeeeeerrraeeeeeeesennnnns 73
Figura 62 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, C3Dg0O) de ACOZON......covvvveeeeeeeeieiiirinnnn, 75
Figura 63 — Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz, C3D¢0O) de ACOZON.............. 75
Figura 64 — Espectro de RMN "°C (125 MHz, C3D60) de ACOZON........cocoorrernrrmrrennens 76
Figura 65 — Expansio do espectro de RMN Bc (125 MHz, C3D¢O) de ACOZON............ 76
Figura 66 — Espectro de RMN °C — DEPT — 135° (125 MHz, C3Ds0) de ACOZON ....... 77
Figura 67 — Expansdo do espectro de RMN '*C — DEPT (125 MHz, C3;D¢O) de
ACOZON .ottt et ettt ettt 77
Figura 68 — Espectro de massa (LE. 70 eV) de ACOZON ........ccooiiiiiiiiiiiieiiiee e 78
Figura 69 — Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear (‘H x C - HMBC -
22T cn) de ACOZON ....ouiioriiniirriiceieseieeie et 79
Figura 70 — Expansio do espectro bidimensional de correlagio heteronuclear ('H x Be -
HMBC — *Jcr) de ACOZON ......coiomreireireriieeeieeeseesisesssseisessesesssseens 79
Figura 71 — Estruturas possiveis para ACMET ........cccoooiiiiiiiiii e 81
Figura 72 — Adicdo de metanol ao 4cido caurenOiCo ........ccoevvueeirniieieriiiieeeniieee e 81
Figura 73 — Espectro de massa (LE. 70 eV) de ACMET .........ccoooiiiiiiiiiiiiieeeeeee 83

X1



Figura 74 — Espectro de absorcdo na regido do IV (cm™, KBr) de ACMET .......ccccccoo....... 83

Figura 75 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de ACMET ..........cocoovvmivvveeienn, 84
Figura 76 — Espectro de RMN °C (125 MHz, CDCls) de ACMET..........ccccocovivieeneeenn, 84
Figura 77 — Espectro de RMN C — DEPT -135° (125 MHz, CDCl3) de ACMET............. 85
Figura 78 — Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear (‘"H x 'H — NOESY) de
ACMET ...t ettt et e et e st eas 85
Figura 79 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear (‘"H x “C — HSQC -
UTEH) € ACMET ..ottt ettt e, 86
Figura 80 — Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear (‘"H x *C — HMBC —
23T0H) & ACMET ..ot 87
Figura 81 — Expansdes do espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear ('Hx C
~HMBC = 22J011) de ACMET ..ottt 88
Figura 82 — Oxidagao alilica de RC-1 ......ccoooiiiiiiiiiiiiiiiieic e 89
Figura 83 — Possiveis estruturas para ACOX ........c.ceeiiiiiiiiiiieeiiniiiee et 90
Figura 84 — Espectro de massa (LE. 70 eV) de ACOX .....ccoccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeiieeee 92
Figura 85 — Espectro de absorcdo na regido do IV (cm™, KBr) de ACOX .....oovvvvunanan, 92
Figura 86 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de ACOX ......uuiiieninnns 93
Figura 87 — Espectro de RMN *C (125 MHz, CDCls) de ACOX ......ooovvveeueeeeeeeeeenans 93
Figura 88 — Espectro de RMN °C — DEPT — 135° (125 MHz, CDCl;) de ACOX............. 94

Figura 89 — Espectro bidimensional de correlacio homonuclear ('"H x '"H — COSY) de

Figura 90 — Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear (‘H x *C — HMQC -
UTEH) A€ ACOX ettt e ettt 95
Figura 91 — Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear (‘"H x °C — HMBC -
23T CH) & ACOX oottt 96
Figura 92 — Expansio do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear ("H x "°C —
HMBC — > Jp1) de ACOX w..oouvimrerneerreoeeisesesseeissesseesssesessssessesssssssesssnes 97
Figura 93 — Expansio do espectro bidimensional de correlagio heteronuclear ('H x Be -

HMBC — 23T 1) d€ ACOX oot 98

Xii



LISTA DE TABELAS

Tabela 01 — Pesquisa bibliografica de diterpenos isolados a partir do género Annona........ 15

Tabela 02 — Acidos graxos livres identificados no 6leo fixo do lenho do caule de A.

SQUATIOSA e e ettt ettt e et b e beeeeteaeeeeaeeeaeeeees 36
Tabela 03 — Dados de RMN "°C — BB e DEPT de RC-1 (125 MHz, CDCL) ..................... 41
Tabela 04 — Deslocamentos quimicos de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) e RMN Bc (MHz
125, CDCl3) de RC-1 ¢ RMN C (CDCl3)de 3,4 € 5. ..oovoveveeeeeeeeeeeeeeeeene, 42
Tabela 05 — Dados de RMN "*C — BB e DEPT de RC-2 (125 MHz, CsDsN)..................... 51
Tabela 06 — Dados de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de RC-2,6 € 7..........coevuererrerernnnnne. 51
Tabela 07 — Deslocamentos quimicos de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) e RMN °C (125
MHz, CsDsN) de RC-2 ¢ RMN C (CDCl3) de 6 € 7 .......ooovovveeereeeeeenn 52
Tabela 08 — Dados de RMN "°C — BB e DEPT (125 MHz, CDCl3) de ACH...................... 66
Tabela 09 — Deslocamentos quimicos de RMN C (125 MHz, CDCl;) de ACH e RC-1 ... 66
Tabela 10 - Dados de RMN °C — BB e DEPT (125 MHz, C3D40) de ACOZON ............ 74
Tabela 11 — Deslocamentos quimicos de RMN BC de ACOZON (125 MHz, C;D¢0) ¢
RC-1 (125 MHZ, CDCI3) w..coovooovieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 74
Tabela 12 — Dados de RMN "°C — BB e DEPT (125 MHz, CDCl3) de ACMET ................ 82

Tabela 13 — Dados de RMN 'H de ACEMET (125 MHz, CDCl;) e 8 (400 MHz, CDCls) . 82
Tabela 14 — Deslocamentos quimicos de RMN 3C de ACEMET (125 MHz, CDCl5),

RC-1 (125 MHz, CDCl3) e 8 (100 MHz, CDCI3) .....coovviiiiiiniiiiiiieeieeeneee 82
Tabela 15 — Dados de RMN 'H de ACOX (300 MHz e CsDsN) e 10 (600 MHz, CDCl3) .. 90
Tabela 16 — Dados de RMN "°C — BB e DEPT (75 MHz, CsDsN) de ACOX .................... 91
Tabela 17 — Deslocamentos quimicos de RMN BC de ACOX (75 MHz, CsDsN), RC-1

(125 MHz, CDCl3) € 10 (100 MHzZ, CDCI3).....ccovvieniiieiieniieenieceeeeeee e 91
Tabela 18 — Dados referentes ao tratamento cromatografico de EELC ............................ 103
Tabela 19 — Dados referentes ao tratamento cromatografico de EELC-H ........................ 104
Tabela 20 — Dados referentes ao tratamento cromatografico do extrato EHCC ................ 106
Tabela 21 — Dados referentes ao tratamento cromatogrifico de EHCC-A........................ 107
Tabela 22 — Fracdes resultantes do tratamento cromatografico de EECC-A..................... 107
Tabela 23 — Dados referentes ao tratamento cromatografico de EECC-A-9...................... 108
Tabela 24 — Fracoes resultantes do tratamento cromatografico de EECC-A-J ................. 109
Tabela 25 — Dados referentes ao tratamento cromatografico de EECC-A-8-@ ................. 109

Tabela 26 — Fracdes resultantes do tratamento cromatografico de EECC-A-8-.............. 109

Xiii



Tabela 27 — Dados referentes ao tratamento cromatografico de EECC-A-8-@-7............... 110

Tabela 28 — Tratamento cromatografico dos ésteres metilicos de EHLC......................... 113
LISTA DE FLUXOGRAMAS

Fluxograma 01 — Obtencdo dos extratos EHLC e EELC de Annona squamosa............... 103

Fluxograma 02 - Isolamento de RC-1 a partir de EELC ..........ccoccieiiiiiiiiinniiiiieees 105

Fluxograma 03 — Isolamento de RC-1 a partir da casca do caule de Annona squamosa... 106
Fluxograma 04 - [solamento de RC-2 a partir de EHCC-A..........ccceeiiiiiiiiiniiiiiieces 111
Fluxograma 05 — Obtenc¢do dos dcidos graxos livres de EHLC, metilagdo dos 4cidos

graxos livres e identificagdo de OEHLC ...........ccccccoviiiiiiiiiiiiiniicnnne. 114

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

BB Broad Band
CENAUREMN  Centro Nordestino de aplicacdo e uso da Ressonancia Magnética Nuclear

CC Cromatografia em coluna
CCDh Cromatografia em Camada Delgada
COSY Correlation Spectroscopy
DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
EHLC Extrato Hexanico do Lenho do Caule
EELC Extrato Etanélico do Lenho do Caule
EHCC Extrato Hexanico da Casca do Caule
EM Espectrometria de Massa
F.M. Férmula Molecular
HMBC Heteronuclear Multiple Bond Connectivity
HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Coherence
HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence
v Infravermelho
J Constante de acoplamento

Altura
P.M. Massa Molar

X1V



P.F.
ppm
RMN C
RMN 'H

Ponto de fusdo

Partes por milhdo

Ressonédncia Magnética Nuclear de Carbono-13
Ressonédncia Magnética Nuclear de Hidrogénio
Diametro

Deslocamento quimico - Delta

XV



RESUMO

A espécie botanica Annona squamosa, ¢ uma planta comum na regido Nordeste do
Brasil onde € cultivada e bastante apreciada por seu fruto conhecido comumente como ata.

Popularmente, é empregada no tratamento de diarréias, estomatites, em sinapismos nas

nevralgias e cefaléias, em furtnculos, dlceras e na erradicacio de piolhos.

Embora ja pesquisada anteriormente, o re-estudo dessa planta foi justificado, tendo em
vista, estudar a parte do caule, pouco explorada, e também a possibilidade de isolamento de
componentes possivelmente conhecidos ou menos comuns, visto que, possuem atividade

bioldgica expressiva.

A investiga¢do fitoquimica a partir do extrato etandlico do lenho do caule e do extrato
hexanico da casca do caule de A. squamosa através de cromatografia em coluna de gel de
silica, levou ao isolamento dos diterpenos (Fig. 1, P4g. xiv) conhecidos como Acido

caurendico e Acido 16f,17-diidroxi-ent-cauran-19-6ico.

Alguns derivados reacionais do Acido caurendico foram obtidos tendo em vista
confirmacdo de sua estrutura, treinamento nas técnicas usuais de laboratério e,

principalmente, visando efetuar, em etapa posterior, testes de atividade bioldgica.

O estudo do extrato hexanico do lenho do caule de A. squamosa apds saponificacio
com KOH/MeOH seguida de metilacdo, forneceu uma mistura de ésteres metilicos que foram
identificados por CG/EM. Os principais componentes (Fig. 2, Pag. xiv) foram: Acido
tetradecanéico (Acido miristico), Acido pentadecandico, Acido hexadecanéico (Acido
palmitico), Acido heptadecandico, Acido 9,12-octadecadiendico, Acido 9,11-
octadecadienéico, Acido 9-octadecenéico (Acido oléico) e Acido octadecanéico (Acido

estedrico).

Os compostos originais, como também, os derivados de reagdo, foram caracterizados
utilizando técnicas espectroscopicas (RMN 'He '°C, IV e EM). Assinalamentos de RMN 'H e
BC em colaboragdo com dados da literatura, permitiram estabelecer a conformacdo e

configuragdo dos produtos.

XVi



Figura 1: Estruturas do Acido Caurendico e do Acido 16, 17-diidroxi-ent-cauran-19-6ico

Acido Caurendéico Acido 16, 17-diidroxi-ent-cauran-19-éico

Figura 2: Estruturas dos Acidos Graxos Identificados
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ABSTRACT

Annona squamosa is a common tree popularly know as “ata”. In the folk medicine

is used for treatment of stomach diseases, headache, diarrhea and for removal of louse.

Phytochemical investigation of EtOH and hexanic extraction using chromatographic
techniques allowed identification of kaurenoic acid an 16, 17-Dihidroxy-ent-kauran-19-oic

acid.

Derivative of kaurenoic acid were obtained in order to obtain biological activity and

structure elucidation.

The hexanic extract of trunk was submmited to hydrolise with KOH/MeOH, followes
by methylation to yield ester misture identified by CG-MS as: tetradecanoic acid,
penthadecanoic acid, hexadecanoic acid, heptadecanoic acid, octadecadi-9,11-en-oic acid,

octadecadi-9,12-en-oic acid, octadec-9-enoic acid, octadecanoic acid.

All natural compounds and derivatives were characterized by spectroscopic analysis
including NMR 'H and "“C, IV and MS. Compounds structures were confirmed by

comparison with literature data.

Xviii






Capitulo 1 — Introdugdo 2

1. INTRODUCAO

Annona squamosa (Annonaceae) ¢ uma planta tropical de porte médio, muito comum
no nordeste brasileiro onde encontra condicdes favordveis de desenvolvimento e cultivo
[CORREA, 1996]. Produz o fruto conhecido popularmente como araticum, fruta do conde,

pinha, ata e condessa.

Devido a importancia sob o ponto de vista fruticola, seu cultivo tem se expandido no
Brasil nos udltimos anos, onde os maiores produtores sdo os estados de Alagoas, Bahia e Sao
Paulo, com uma drea total cultivada de aproximadamente 6.625 hectares [PELINSON et al.,

2005].

A medicina popular apregoa o uso medicamentoso de vdrias partes da planta. Suas folhas
apresentam propriedades sudorifica, carminativa, estomdquica, anti-reumética e anti-helmintica e
s@o usadas como auxiliar no tratamento de estomatites e em sinapismos nas nevralgias e cefaléias,
bem como na forma de cataplasma em furiinculos e dlceras para induzir supuracdo. Na India as
sementes sdo usadas em preparacdes tidas como abortivas. As sementes trituradas t€m emprego
popular reputado como eficiente na erradicacdo de piolhos e outros ectoparasitas. As raizes

mostram ter propriedade purgativa dristica. [LORENZI & MATOS, 2002]

Estudos quimicos com Annona squamosa, permitiram identificar diversos
constituintes (Fig. 3) que apresentam atividade farmacoldgica e bioldgica: nas folhas, é
mencionado a presenca de coridina, um alcaléide que apresenta atividade anticancerigena
[BRAKUNI, 1972]; nas sementes € relatada a presenca da squamosina que apresenta
atividade pesticida [RUPPRECHT, 1990]; dos frutos foram isolados derivados caurénicos,
dentre eles o 4cido 16,17-diidroxi-ent-cauran-19-6ico que apresentou atividade anti-HIV em

ensaios de laboratorio [WU et al., 1996].

A escolha dessa espécie para a realizacdo deste trabalho, teve como base o
conhecimento prévio da multiplicidade e da variedade de ac¢des biolégicas demonstradas por
Annona squamosa e pela presenca de diferentes constituintes quimicos ativos em sua
composi¢do, além de se tratar de uma planta domesticavel e de facil cultivo na regido nordeste

do Brasil.

Optou-se pelo estudo dos componentes quimicos do lenho e da casca do caule,

considerando-se que a maioria dos trabalhos pesquisados, estdo direcionados para
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identificacdo dos constituintes das folhas e frutos. A investigacdo do extrato metandlico do
lenho do caule e do extrato hexdnico da casca do caule conduziu ao isolamento em
quantidades aprecidveis de um composto formado por cristais incolores, identificado como o
diterpeno conhecido por dcido caurendico, um ent-caurano que possui um largo espectro de
bioatividade, tais como, antiinflamatéria, antibacteriana, antifingica, moluscicida, dentre
outras [GHISALBERTT et al., 1997]. Nao € comercialmente disponivel, mas € relativamente
abundante em algumas espécies dos gé€neros Wedelia [BATISTA et al., 1999], Mikania
[ALVES, et al., 1995], Annona [OLIVEIRA et al., 2002] e Xylopia [MELO et al., 2001], o
que tem motivado sua quantificacfo nessas espécies de plantas, caracterizando-as como fontes
naturais deste diterpeno [BRESCIANI et al., 2004; BATISTA et al., 2005]. Ele também € um
dos compostos intermedidrios envolvidos na biossintese de diversos diterpenos caurano,
incluindo gibberallinas, um grupo de hormdnios de crescimento. Assim, ndo € surpreendente
que muitos cauranos atuam como reguladores do crescimento em plantas [VIEIRA, et al.,

2005].

Devido a relativa abundancia deste composto nos extratos estudados e da possibilidade
da modificagdo de sua estrutura, tendo em vista a presenca dos grupos funcionais (ligacio
olefinica e dcido carboxilico) bastante reativos e, portanto, facilmente modificdveis, primou-
se pela producdo de derivados dessa substincia. A obtencdo dos derivados, teve como
objetivo ndo somente a comprovagdo estrutural, como também, testar e potencializar a
atividade do composto isolado e obter treinamento referente ao manuseio de reagentes

quimicos, aparelhagem e técnicas de laboratdrio.

Diferentes técnicas foram utilizadas no estudo dos constituintes quimicos. No
isolamento e purificacdo: cromatografia em coluna (CC), cromatografia em camada delgada
(CCD) e, na andlise: cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (CG/EM),
espectroscopia na regido do infravermelho (IV), espectroscopia de ressondncia magnética
nuclear (RMN) de hidrogénio ('H) e carbono (13 (), envolvendo técnicas bidimensionais como

'H x '"H- COSY, HMQC ('Jcn) e HMBC (**Jcn) com detecgdo no canal de hidrogénio].

Foi ainda realizado o estudo dos 4dcidos graxos livres presentes no extrato hexanico do
lenho do caule de Annona squamosa a partir da andlise dos espectros de massa obtidos por
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa dos ésteres metilicos provenientes

de esterificacdo dos referidos acidos graxos.
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Figura 3: Compostos isolados de Annona squamosa
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2. CONSIDERACOES BOTANICAS
2.1. Consideracoes botanicas sobre a familia Annonaceae Juss.

A familia Annonacea Juss. é constituida por cerca de 122 géneros que englobam 1.100
espécies, em média. Desses gé€neros, 36 sdo americanos, dois ocorrem na Africa (Annona e
Xylopia) e um na Asia (Anaxagorea). No Brasil, estdo registrados 29 géneros, compreendendo

cerca de 260 espécies [BARROSO, 1991].

A familia é caracterizada pelo habito arbéreo, ou muitas vezes pela presenca de
arvoretas, raramente na forma de lianas (Annona haematantha). Vegetativamente a familia
pode ser reconhecida pelo odor forte do corte do tronco ou dos ramos, pela presenca de fibras
longas e resistentes na casca, conhecida popularmente como envira, pelas folhas disticas e

pela presenca de marcas de chamas no corte transversal do tronco [RIBEIRO, 1999].

As flores tém tamanhos que variam de pequena a grande, com trés sépalas, livres ou
unidas; as pétalas sdo livres, geralmente em 2-3 verticilos. As cores variam, podendo ser

esbranquicadas, creme-amareladas, esverdeadas, alaranjadas e até cor-de-vinho.

Os frutos sdo geralmente apocdrpicos, e sdo carnosos e indeicentes, ou deicentes.

Frutos sincérpicos podem ser encontrados em Annona.

Muitas espécies sdo cultivadas, principalmente no género Annona, devido aos seus
frutos comestiveis (por exemplo graviola, fruta do conde, etc.). A envira é utilizada na

confec¢do de utensilios [RIBEIRO, 1999].
2.2. Consideracoes botanicas sobre a espécie A. squamosa.

Embora a origem desta espécie tenha motivado muita discussdo entre os
botanicos, ela foi finalmente reconhecida como proveniente da America. Como planta impor-
tante sob o ponto de vista fruticola, foi rapidamente levada para todos os paises tropicais, de
modo que, trés séculos apds seu descobrimento, j4 existia no estado semi-selvagem em muitos
pontos do nosso continente, assim como na Africa, e principalmente na Asia, dando a ilusdo

de dissmeminacio espontdnea [CORREA, 1996].

E admissivel, entretanto, que a sua introducdo no interior do Estado do Pard tenha sido

feita pelos aborigenes na época pré-histdrica, isto €, antes da chegada dos portugueses, nao
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havendo divida alguma de que foram estes, precedidos pelos drabes e pelos chineses, que a
levaram para a India e a maior parte da Asia, onde hoje é subespontinea em todo o Indostio.
Um fato histérico, que parece incontestdvel, é que a espécie foi introduzida na Bahia em 1626
pelo conde de Miranda (D. Diogo Luiz de Oliveira), entdo governador e, no Rio de Janeiro em
1811, juntamente com outras plantas trazidas de Caiena, por um agronomo francés vindo ao

Brasil a convite de D. Jodo VI [CORREA, 1996].

Abaixo, s@o apresentados alguns detalhes botanicos de A. Squamosa, cuja descricio

completa é dada por Correia, 1996.

"Anona squamosa L. (A. sericea Dunal), da familia das Anondcea, drvore
pequena com até 8 m de altura; folhas alternas, pecioladas e verde-escuras na pdgina
superior, glaucase pubescentes na pdgina inferior (enquanto jovens), com 8-11 pares de
nervuras laterais; flores solitdrias e opostas as folhas, pequenas, esverdeadas ou branca
centas; sépalas pequenas, triangulares e pubescentes; fruto quase esférico ou cordiforme,
até 12 cm de didmetro, quase sempre com a epiderme glauco-pruinoso-aveludada enquanto
jovem e verde-amarelada quando madura, composta de carpelos areolados, separando-se
facilmente na maturagcdo; polpa branco-amarelada, macia, densa e doce; sementes lisas,
castaneo-escuras ou pretas. O fruto, embora conserve sempre a adstringéncia, mesmo
quando bem maduro, é desprovido de acidez e evidentemente um dos melhores de toda a
familia e com certeza o melhor do género, rescendendo forte e agraddvel aroma de canela da
india; o sabor delicado da polpa, branca, macia, muito doce, sadia e nutritiva, comestivel

crua, torna-a uma fruta de mesa geralmente apreciada...”
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Figura 4: Foto de um espécime de Annona squamosa (fonte: http://caribfruits.cirad.fr)

Figura 5: Foto da flor de Annona squamosa (fonte: http://caribfruits.cirad.fr)

Figura 6: Foto das folhas, frutos e sementes de Annona squamosa
(fonte: http://www.hort.purdue.edu/newcrop/morton/sugar_apple.html)
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3. PESQUISA BIBLIGRAFICA
3.1 Diterpenos

Diterpenos constituem uma vasta classe de produtos naturais isoprenoidais,
biossintetisados a partir do dcido mevaldnico, cuja seqiiéncia biossintética leva 2E,6E, 10E-
pirofosfato de geranilgeranila (GGPP) [BRUNETON, 1995]. Presentes em alguns insetos e
em varios organismos animais, eles sdo muito difundidos em plantas, onde apresentam maior
ocorréncia nas Lamiales e Asterales (com mais de 1200 compostos reportados, somente, para
Asteraceae) e ainda encontram-se espalhados nas Gentianales, Geraniales e Fabales

[BRUNETON, 1995; HANSON, 1991].

2

A estrutura dos diterpenos € altamente varidvel e depende estritamente de sua

biogénese, assim como, sua classificaco.

Diterpenos aciclicos (fitanos): Nido sao de ocorréncia muito comum entre oS
diterpenos. Eles podem ser linear ou podem conter uma lactona ou um anel contendo oxigénio

(Fig. 7) formado pela abertura de oxiranas.

Figura 7: Diterpenos aciclicos

HO,

OH O-Glc

Capsianosideo

Zoapatanol
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Diterpenos Ciclicos: Podem ser biciclicos (labdanos, clerodanos), triciclicos
(pimaranos, abietanos, cassanos, rosanos, vouacapanos, podocarpanos), tetraciclicos
(traquilobanos, cauranos, afidicolanos, estemodanos, estemaranos, beieranos, atisanos,
gibberalanos), macrociclicos (taxanos, cembranos, dafinanos, tiglianos, ingenanos) e
compostos mistos, em acordo com o ndmero e o padrdo de ciclizagdo ocorrido em seus

esqueletos [HANSON, 2004].

Os diterpenos ciclicos resultam de dois diferentes processos biossintéticos de

ciclizacdo a partir de GGPP [BRUNETON, 1995; HANSON, 1991]:

1. No primeiro tipo (Fig. 8), o grupo terminal pirofosfato (-OPP) atua como um grupo
abandonador, resultando em um caborcation alilico. O cation macrociclico poliinsaturado é
muito reativo e pode ser estabilizado (pela elimina¢do de um préton) ou, na maioria das vezes,
leva a uma estrutura policiclica por substitui¢do nucleofilica, resultando, por exemplo, no

taxino, tigliano, dafinano, ou ingenano.

Figura 8: Ciclizacdo do pirofosfato de geranilgeranila (GGPP) com o grupo pirofosfato

(-OPP) atuando como grupo abandonador

R

GGPP Cembranos

\

Outros diterpenos macrociclicos e policiclicos
(Dafinanos, Ignanos, etc)

/ Taxanos
Tiglianos
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2. No segundo tipo, a ciclizacdo (Fig. 9) ocorre sob catélise dcida [HANSON, 1991]
de maneira bastante semelhante a ciclizagdo que origina triterpenos ciclicos. Entretanto, nio
ha o passo de epoxidacdo prévia que ocorre na ciclizacdo de triterpenos, mas, ocorre a
protonacdo da ligacdo dupla sobre a unidade isopropilideno inicial da cadeia do GGPP
levando a dois intermedidrios biciclicos perhidronaftaleno (Fig 9, estruturas 1 e 2), resultando
em duas séries enatioméricas que se diferenciam pelas configuracdes invertidas dos carbonos

C-5,C-9e C-10.

Figura 9: Ciclizacdo do pirofosfato de geranilgeranila (GGPP) sob catilise acida, levando aos

diterpenos das séries NORMAL e ENANTIO (ent-)

Diterpenos da Série NORMAL Diterpenos da Série ENANTIO (ent-)

i H

Labdanos Beieranos ent-Beieranos ent-Labdanos

H : H
Pimarenos Cauranos ent-Cauranos ent-Pimarenos

etc... etc...
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Geralmente, a série normal € caracterizada pelas estruturas cuja fus@o entre os anéis A
e B ocorre da mesma meneira que em esterdides, enquanto as estruturas da série
“enantiomérica” (denominada “ent-”) sdo as que correspondem a imagem especular das

estruturas da série normal.

3.2 Diterpenos cauranos

Diterpenos caurdnicos representam um importante grupo de diterpenos tetraciclicos e
suas estruturas s@o constituidas por uma unidade perhidrofenantreno (anéis A, B e C) unidos
com uma unidade ciclopentano (anel D) formado por uma ponte de dois carbonos ligados a C-

8 e C-13 (Fig 10) [BATISTA, et al., 2005].

Figura 10: Esqueleto bédsico de um diterpeno ent-caurano [GILES, 1999]

Diferentes critérios sdo usados para a nomenclatura dos diterpenos caurinicos, a mais
freqiiente utiliza o prefixo “ent-” quando ha a inversdo estereoquimica da série normal
[BRUNETON, 1995; VELANDIA, et al., 1998; GILES, 1999]. Entretanto, a nomenclatura,
numeragdo e estereoquimica do esqueleto ent-caurano ja foi bem definida através de
recomendacdes da ITUPAC. Exceto em alguns poucos casos (aqueles em que uma ligacdo
dupla entre os carbonos C-9 e C-11 estd presente) a maioria dos ent-cauranos sio
caracterizados por valores negativos de rotagéo 6tica especifica, [a]p [GHISALBERTI, 1997;
REYNOLDS, et al., 1991].

Os diterpenos cauranos sdo bastantes encontrados em diferentes espécies de plantas
pertencentes a varias familias, tais como, Asteraceae [KOS et al., 2006; KLECAKOVA, et al.,
2005], Annonaceae [ZGODA-POLS et al., 2002; CHANG et al., 1998], Euphorbiaceae
[JAHAN et al., 2004; BANDARA et al., 1988], Celastraceac [DUAN et al., 2001; DUAN et
al., 1999], Velloziceae [PINTO et al., 1983], Lamiaceae [LI et al., 2006; GHOUMARI et al.,
2005], Fabaceae [CUNHA et al.,, 2003], Rutaceac [GHISALBERTI et al., 1998],
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Jungermanniaceae [KONDOH et al., 2005], Erythroxylaceae [SANTOS et al., 2005],
Rhizophoraceae [HAN e al., 2004].

3.2 Diterpenos obtidos no género Annona registrados na literatura

De acordo com a pesquisa bibliogrifica foram reportados 53 diterpenos para o género
Annona, sendo distribuidos nas seguintes espécies: A. cherimola, A. coriacea, A. bullata, A.
glabra, A. reticulate, A. senegalensis, A. spraguei e A. squamosa. A pesquisa revelou ainda
que, dentre os diterpenos relatados para o género Annona, a grande maioria (50) é do tipo

caurano, com apenas dois representantes do tipo clerodano e um do tipo pimarano.

A pesquisa bibliogréfica foi realizada via Internet com auxilio do software Sci Finder
Scholar 2006 em julho de 2007 e a busca da foi restrita ao intervalo de 1910-2007. O
resultado da pesquisa encontra-se resumido na Tabela 1 que mostra as estruturas e as
nomenclaturas dos diterpenos cauranos isolado no género Annona, as respectivas espécies

estudadas, a parte da planta da qual foi isolado o referido diterpeno e as referéncias.
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Tabela 1: Pesquisa bibliogréfica de diterpenos isolados a partir do género Annona

CO.H

Acido 16-o-hidroxi-ent-cauran-19-6ico

COMPOSTO ESPECIE PARTE DA PLANTA REFERENCIAS
CHzoAC
OH
Annona glabra Casca KUALI et al., 2006
i H
CO,H
Acido 16a-hidroxi-17-acetoxi-ent-cauran-19-6ico
H
OH Annona squamosa Fruto WIART et al., 2005
Annona glabra Fruto HSIEH et al., 2004
Annona reticulata Casca HASAN et al., 1989
H Annona bullata Casca HUI et al., 1990

15
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CHO
H

Annona glabra Fruto HSIEH et al., 2004

: H

CH,OAc

160-Hidro-19-acetoxi-ent-cauran-17-al

Annona glabra Fruto HSIEH et al., 2004
Annona glabra Fruto

Acido 160-hidro-ent-cauran-17-oic

HSIEH et al., 2004

16



Capitulo 3 — Pesquisa Bibliogrdfica

i H
OH

Acido 19-nor-ent-cauran-40-ol-17-6ico

: H
CH,OH

Acido 16a-hidro-19-ol-ent-cauran-17-6ico
(Annoglabasin E)

CO.H

Acido ent-caur-16-en-19-6ico

Annona glabra
Annona glabra
Annona squamosa
Annona squamosa
Annona senegalensis

Annona glabra
Annona glabra
Annona glabra

Annona glabra
Annona glabra
Annona squamosa
Annona glabra
Annona cherimola
Annona squamosa
Annona senegalensis
Annona reticulata
Annona spraguei
Annona reticulata
Annona squamosa
Annona senegalensis

Fruto

Ramos
Fruto
Casca

Fruto

Fruto

Fruto
Folhas e Casca
Ramos

Ramos
Fruto
Casca
Casca
Casca
Casca

Casca

HSIEH et al., 2004
TIAN et al 2003
YANG et al., 2002
WU et al., 1996
ESHIET et al., 1972

HSIEH et al., 2004
TIAN et al., 2001
CHEN et al., 2000

HSIEH et al., 2004
OLIVEIRA, et al, 2002
YANG et al., 2002
TIAN et al., 2001
CHEN et al., 1997
WU et al., 1996
TAKEDA et al., 1996
HASAN et al., 1989
DE DIAZ et al., 1988
ETSE et al., 1987
YANG et al., 1971
ESHIET et al., 1971
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CH,OH
“OH
Annona glabra Fruto HSIEH et al., 2004
Annona squamosa Ramos YANG et al., 2002
H Annona squamosa Fruto WU et al., 1996
CO,H
Acido 160.,17-diidroxi-ent-cauran-19-6ico
OH
“CH,0H
Annona glabra Fruto HSIEH et al., 2004
Annona squamosa Ramos YANG et al., 2002
H Annona squamosa Fruto WU et al., 1996
CO.H
Acido 1 6p,17-diidroxi-ent-cauran-19-6ico
Annona glabra Fruto HSIEH et al., 2004
Annona squamosa Ramos YANG et al., 2002

CO,H
Acido 160-hidro-ent-cauran-1 7,19-didico

18
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CO,H

Acido 16pB-hidroxi-17-acetoxi-ent-cauran-19-6ico

Annona glabra
Annona squamosa
Annona cherimola

Fruto
Ramos
Ramos

HSIEH et al., 2004
YANG et al., 2002
CHEN et al., 1997

COH
16B-Hidro-17-hidroxi-ent-cauran-19-al

Annona glabra
Annona squamosa
Annona cherimola
Annona squamosa

Fruto
Ramos
Ramos
Ramos

HSIEH et al., 2004

YANG et al., 2002

CHEN et al., 1998
WU et al., 1996

COH
160-Hidro-17-hidroxi-ent-cauran-19-al

Annona glabra
Annona cherimola

Fruto
Ramos

HSIEH et al., 2004
CHEN et al., 1998

19
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i H
COH
16, 17-Diidroxi-ent-cauran-19-al

Annona glabra
Annona squamosa
Annona squamosa

Fruto
Ramos
Fruto

HSIEH et al., 2004
YANG et al., 2002
WU et al., 1996

COH

Acido 16a-hidro-19-al-ent-cauran-17-6ico

Annona glabra
Annona squamosa
Annona glabra
Annona senegalensis

Fruto
Ramos

Casca

HSIEH et al., 2004
YANG et al., 2002
TIAN et al., 2001

ESHIET etal., 1971

COH

160-Hidro-17-acetoxi-ent-cauran-19-al

Annona glabra

Fruto

HSIEH et al., 2004
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: H
CO,H
Acido ent-Caur-15-en-17-0l-19-6ico

Annona glabra

CO,H
-H
Annona glabra Fruto HSIEH et al., 2004
C W Annona glabra TIAN et al., 2001
CH,OAc
Acido 16a-hidro-19-acetoxi-ent-cauran-17-6ico
(Annoglabasin B)
Annona glabra Fruto HSIEH et al., 2004
CO,H
Acido ent-Caur-15-en-19-6ico
CH,0H
Fruto HSIEH et al., 2004

21
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Annona glabra

Fruto

CHEN et al., 2004

160, 17-Diidroxicaurano

Annona glabra

TIAN et al 2003

22
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OH
19-Nor-ent-caurano-4a., 16f3,17-triol

Annona glabra Ramos YANG et al., 2003
CHO
ent-16B-Hidro-19-al-ent-cauran-17-yl 163-hidro-
ent-caurano
Annona squamosa Ramos YANG et al., 2002
Annona squamosa Fruto WU et al., 1996
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: H
CO,H

Acido 160-hidro-17-hidroxi-ent-cauran-19-6ico

Annona squamosa
Annona cherimola
Annona squamosa
Annona reticulata

Ramos
Ramos
Fruto
Casca

YANG et al., 2002
CHEN et al., 1998
WU et al., 1996
ETSE et al., 1987

CO,H

Acido 16B-hidro-17-hidroxi-ent-cauran-19-6ico

Annona squamosa
Annona cherimola
Annona squamosa
Annona reticulata

Ramos
Ramos
Fruto
Casca

YANG et al., 2002
CHEN et al., 1998
WU et al., 1996
ETSE et al., 1987

CHO

160.,17-Diidroxi-ent-cauran-19-al

Annona squamosa

Ramos

YANG et al., 2002

24
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CH,OH
H
Annona squamosa Ramos YANG et al., 2002
i H
OH
160-Hidro-17-hidroxi-19-nor-ent-cauran-4-o-ol
(Annosquamosin C)
Annona squamosa Ramos YANG et al., 2002
OH
16B-Acetoxi-17-hidroxi-19-nor-ent-cauran-4o-ol
(Annosquamosin D)
Annona squamosa Ramos YANG et al., 2002

OCHO

16B-Hidroxi-17-acetoxi-19-nor-ent-cauran-4o.-
formiato
(Annosquamosin E)

25
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OH
“CH,0AC
. Annona squamosa Ramos YANG et al., 2002
HOO : H
16B-Hidroxi-17-acetoxi-18-nor-ent-cauran-4-
hidroperoxido

(Annosquamosin F)

Annona squamosa Ramos YANG et al., 2002

i H
CHO

16B-Hidroxi-19-al-ent-cauran-17-yl 16B-hidro-19-
al-ent-cauran-17-oato (Annomosin A)

26
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Annona glabra Fruto CHEN et al., 2000
H

CO,H
Acido 160-acetoxi-ent-cauran-19-6ico-17-
carbometoxi (Annoglabasin C)

"’OAC

Annona glabra Fruto CHEN et al., 2000

CHO
160-Acetoxi-ent-cauran-19-al-17-carbometoxi
(Annoglabasin D)

"’OAC

Annona glabra Fruto CHEN et al., 2000

OH
160-Acetoxi-19-nor-ent-cauran-4¢-ol-17-
carbometoxi (Annoglabasin F)
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H
“OCH,4
Annona glabra Fruto CHEN et al., 2000
: H
CO,H
16a-Metoxi-ent-cauran-19-6ico
Annona glabra Fruto CHEN et al., 2000
COOCH;
16a-Hidro-ent-cauran-17,19-dicarbometoxi
OH
“CH,0AC
Annona cherimola Ramos CHEN et al., 1998

: H
CH,OAc

16B-Hidroxi-17,19-diacetoxi-ent-caurano
(Annocherin A)

28
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: H
CH,OH
ent-Caurano-16f3,17,19-triol

CH,OAc
. "
Annona cherimola Ramos CHEN et al., 1998
Annona cherimola Ramos CHEN et al., 1997
H Annona squamosa Fruto WU etal., 1996
CO,H
Acido 160-hidro-17-acetoxi-ent-cauran-19-6ico
Annona cherimola Ramos CHENet al., 1997
Annona squamosa Fruto WU et al., 1996
CHO
16B-Hidroxi-17-acetoxi-ent-cauran-19-al
OH
" CH,OH
Annona squamosa Fruto WU et al., 1996

29
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Annona squamosa Fruto WU et al., 1996
CH,OH
ent-Caur-16-en-19-ol
H
CO,H
Annona squamosa Fruto WU et al., 1996
: H
CHO
Acido 19-formil-ent-cauran-17-6ico
Annona senegalensis Casca TAKEDA et al., 1996

ent-3B-Hidroxicaur-16-eno

30
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CHzoAC
“0Ac
Annona senegalensis Casca TAKEDA et al., 1996
i H
CO,H
Acido ent-16,17-diacetoxicauran-19-6ico
CO,H
., "
Annona senegalensis Casca TAKEDA et al., 1996
: H
COOCH;
Acido ent-19-carbometoxicauran-17-6ico
Annona reticulate Casca HASAN et al., 1989
Annona reticulata Casca ETSE et al., 1987

COOCH;

160-hidro-17-hydroxy-ent-kauran-19-carbometoxi
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Annona reticulata

Casca

ETSE et al., 1987

COOCH;

17-Hidroxi-16-ent-kauran-19-carmometoxi

Annona reticulata

Casca

ETSE et al., 1987

32
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COCH,OH

Annona coriacea Bulbo MUSSINI et al., 1973
4H-3,10b-Etano-1H,3H-benzo[h]furo[4,3,2-de]-2-
benzopiran-4-ona, 3a,5a,7,8,9,10,10a,10c-
octahidro-3-hidroxi-8-(hidroxiacetil)-3a,8-dimetil-,
[3S-(3a,3ap,5aB,80c,10aa, 10bot, 10c)]
(Annonalide)
Annona coriacea Bulbo FERRARI et al., 1971

CO,H
Acido 1-Naftalenocarboxilico, 5-[2-(3-
furanil)etil|decahidro-5,6,8a-trimetil- [ 1R-
(1o,4aP,5B,60,8aa0)]- (9CT)
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ent-Kauran-160-ol

Annona coriacea Bulbo FERRARI et al., 1971
Furan, 3-[2-(1,2,3,4,4a,7,8,8a-octahidro-1,2,4a,5-
tetrametil- 1-nafthalenil)etil]- [1S-(10,23,4ap3,8a0)]-
(9CI)
Annona senegalensis Casca ESHIET et al., 1971

34
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4. DETERMINACAO ESTRUTURAL
4.1 Determinacao da Composicao de Acidos Graxos no Oleo Fixo de EHLC

O extrato hexanico do lenho do caule de Annona squamosa (EHLC) foi submetido a
saponificagdo para obtengcdo dos 4cidos graxos livres, seguindo técnica usual (Item 6.5, Pag.
112) conforme fluxograma 5, pagina 114. Os d4cidos graxos resultantes do processo de
saponificacdo, foram metilados obtendo-se seus respectivos ésteres metilicos. Coluna
cromatografica de silica gel (Tab. 28, Pag. 113) foi utilizada na purificagdo dos ésteres
metilicos, obtendo-se um 6leo amarelo denominado OEHLC. Em seguida, o OEHLC foi
analisado por Cromatografia Gés-Liquido acoplada a Espectrometria de Massa (CG/EM),
fornecendo o cromatograma visto na figura 11 da pédgina 37 e os espectros de massa

observados nas figuras 12-19, paginas 37-39.

Andlise comparativa dos espectros de massa correspondentes aos picos observados no
cromatograma (Fig. 11, Pag. 37), com os espectros de massa contidos em bancos de dados,
permitiu a identificacdo de oito dcidos graxos livres do 6leo fixo de OEHLC através de seus

ésteres metilicos, conforme tabela 2.

Tabela 2: Acidos graxos livres identificados no 6leo fixo do lenho do caule de A. squamosa

Substincia T.R. (min) | Teor (%) | P.M. F.M.
Acido tetradecanéico (Acido miristico) 20,6 2,0 228 | C14H250,
Acido pentadecanéico 22,5 2,9 242 | Ci5H300,
Acido hexadecanéico (Acido palmitico) 24,0 28,8 256 | Ci¢H3,0,
Acido heptadecanéico 25,3 2,0 270 | Cy7H3,0;
Acido 9,12-octadecadiendico 26,1 7,3 280 | CisH30,
Acido 9-octadecendico (Acido oléico) 26,2 134 | 282 | CisHyO;
Acido octadecandico (Acido estedrico) 26,5 0,98 284 | Ci3H360,
Acido 9,11-octadecadiendico 27,1 4,34 280 | CisH30,

T.R. — Tempo de Retencio; P.M. — Peso Molecular; F.M. — Férmula Molecular
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Figura 11: Cromatograma de OEHLC
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Figura 12: Espectro de massa do éster metilico do dcido tetradecandico
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Figura 13: Espectro de massa do éster metilico do dcido pentadecandico

(C16H3207)
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Figura 14: Espectro de massa do éster metilico do 4cido hexadecandico
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Figura 15: Espectro de massa do éster metilico do dcido heptadecandico

(C18H3602)
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Figura 16: Espectro de massa do éster metilico do dcido 9,12-octadecadiendico
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Figura 17: Espectro de massa do éster metilico do dcido 9-octadecendico
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Figura 18: Espectro de massa do éster metilico do 4cido octadecandico

(C19H330,)

143
o1 129 28
Al 17 s B[ 157 47 185 199 213 228241 B5268 385 414 452 4

LML R An i pa e aE RS | T L i L i e e i |

] | DA R S RS BEBL
140 180 220 260 300 0 420 460 500 540 580

Figura 19: Espectro de massa do éster metilico do dcido 9,11-octadecadiendico
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4.2 Determinacao estrutural de RC-1

Tratamentos cromatogréificos sucessivos em gel de silica dos extratos EELC e EHCC
produziu RC-1, um sélido cristalino incolor, solivel em cloroférmio e com faixa de fusdo

176-177 °C.

O espectro na regido do infravermelho de RC-1 (Fig. 23, P4g. 43) mostrou absorcoes
indicativas de 4cido carboxilico (ve—o 1690 cm™, veo 1259 cm™) e ligagdo dupla carbono-
carbono (vc-c 1656 cm'l), além de uma forte e caracteristica absorcdo compreendida entre
3100 e 2600 cm™ resultante de superposicio das absor¢des de grupo hidroxila (voy) de dcido

carboxilico e de grupos metil, metileno e metino (vc.y) de parte alcanica.

A férmula molecular C,0H300, de RC-1 foi deduzida a partir de seu espectro de massa
(M* 302) (Fig. 22, Pag. 43) em combinacio com os espectros de RMN 'H (Figs. 24 e 25, Pag.
44), RMN "°C — BB (Fig. 26, Pig 45) e RMN °C — DEPT 135 (Fig. 27, P4g. 45). A andlise
comparativa entre os espectros de RMN °C — BB e DEPT 135 permitiu identificar sinais
correspondentes a atomos de dois carbonos metilicos, dez metil€nicos, trés metinicos e cinco
de carbonos ndo hidrogenados (Tab. 3, Pdg. 41) que, em adicio a férmula molecular,
indicaram tratar-se de um metabdlito de natureza diterpénica do tipo caurano. Dos carbonos
metilénicos, um € olefinico (8¢ 103,21) e dos carbonos ndo hidrogenados, um olefinico (dc¢
156,12) e outro carbonilico de 4cido carboxilico (8¢ 184,60). Desta forma foram propostas
trés estruturas (Fig 21, Pag. 42) com as provaveis variacdes de posi¢do para o grupo

carboxila.

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios (8y) € dos carbonos (3¢)
hidrogenados foi dada através da andlise do espectro 'H — *C HMQC (correlagdo spin-spin de
hidrogénio e carbono através de uma (Ten) ligacdo) (Fig. 30, Pag 47), enquanto a atribuicio
dos carbonos quaterndrios, como também, a confirmagdo dos hidrogénios dos carbonos
metinicos, metilénicos e metilicos, foi dada pelo espectro 'H — C - HMBC (correlag@o spin-
spin de hidrogénio e carbono através de duas Ccn) e trés Cley) ligacoes) (Figs. 31 e 32, Pags.

48 e 49), conforme tabela 4, pagina 42.

O espectro de RMN 'H mostrou, como destaque, sinais para dois grupos metila
tercidrios em dy 1,25 (s, 3H) e 0,96 (s, 3H) e sinais em &y 4,80 (s, 1H) e 4,74 (s, 1H) que

foram atribuidos inequivocadamente a dois hidrogénios de uma ligagdo olefinica exociclica
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através de suas interagdes com o sinal em d¢ 103,2 no espectro 'H - Bc - HMQC, onde
foram observados também, os acoplamentos entre os hidrogénios metinicos em dy 1,25 e 0,96

com os carbonos em &¢ 29,2 e 15,8, respectivamente.

No espectro 'H — C - HMBC foram observadas fortes correlagdes entre esses
hidrogénios (dy 4,80 e 4,74) e o carbono olefinico ndo hidrogenado em d¢ 156,12, estando em
acordo com a ligagdo dupla exociclica. Foi possivel observar também o acoplamento *Jcy dos
hidrogénios de um dos grupos metila (8y 1,25) com o carbono carboxilico (8¢ 184,60) e com
um carbono metinico (3¢ 57,8), indicando que a carbonila encontra-se ligada ao carbono 4 e,
portanto, com o grupo carboxila em C-19 ou C-18. O acoplamento dos hidrogénios em Oy
1,01 e 2,15 com o carbono em d¢ 57,8 € dos hidrogénios metilicos em &y 1,25 com o carbono

em ¢ 38,0 indica que o carbono em §¢ 57,8 trata-se do carbono metinico C-5.

No espectro 'H — 'H COSY (Figs. 28 e 29, Pig. 46) pode-se destacar a correlagio dos
hidrogénios 2H-15 (8y 2,05 ¢ 2,06) com os hidrogénios vinilicos 2H-17 (644,80 e 4,74).

Todas as argumentacdes, como também, a comparagdo com deslocamentos quimicos
de C de substancias do género (Fig. 21, Pig 42) registrados na literatura [MONTE, 1988;
OHNO, 1979; HANSON et al, 1979], permitiram identificar RC-1 como sendo o Acido
Caurendico (Fig. 20), um ent-caurano ja isolado a partir de A. squamosa e de algumas outras

espécies botanicas.

Tabela 3: Dados de RMN "°C — BB e DEPT de RC-1 Figura 20: Estrutura de RC-1
(125 MHz, CDCl3)
C CH CH; CH;
184,6 57,8 103,2 29,2
156,1 55,3 49,2 15,8
44.4 44,0 41,5 -
43,9 - 40,9 - :
39,8 - 39,9 - CO.H
- - 38,0 - . .
~ ~ 333 — Acido ent-caur-16-en-19-6ico
_ _ 22.0 _ (Acido Caurendico)
- - 19,3 -
- - 18,6 -
Cs C;H; CioHao CyHs
Total C20H30
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Figura 21: Estruturas citadas na literatura [MONTE et al., 1988; OHNO et al., 1979;
HANSON et al., 1979] utilizadas na comparagao dos dados de RMN BC de RC-1

Tabela 4: Deslocamentos quimicos de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) e RMN "°C (125 MHz,
CDCl3) de RC-1 e RMN "*C (CDCl;) de 3 [MONTE et al., 1988], 4 [OHNO et al., 1979] ¢ 5
[HANSON et al., 1979]

RC-1 RC-1 3 4 5
C(n°) HMQC HMBC
dc Ou *Jcn Jcn d¢ dc dc
1 40,9 1,88; 0,82 39,9 40,8 41,3
2 19,3 1,90; 1,43 18,0 19,2 18,7
3 38,0 2,15; 1,01 37,0 37,8 42,2
4 43,9 — H-5; 3H-18 2H-2 47,6 43,9 33,3
5 57,8 1,07 2H-6 3H-20; 3H-18 | 50,0 57,2 54,6
6 22,0 1,85; 1,81 23,3 21,9 20,3
7 41,5 1,52; 1,42 40,7 41,4 40,5
8 44,4 - 2H-7; 2H-15 H-13 44,4 44,3 44,3
9 55,3 1,06 2H-11 H-5; 3H-20 56,2 55,3 56,1
10 39,8 — H-5; 3H-20 2H-2; 2H-11 39,8 39,8 394
11 18,6 1,60; 1,55 H-9; H-12 H-13 18,0 18,5 18,2
12 33,3 1,62; 1,48 33,3 33,2 33,3
13 44,0 2,64 2H-12; 2H-14 2H-17 44,0 43,9 44,1
14 39,9 1,98; 1,13 39,5 39,8 39,9
15 49,2 2,05 49,1 49,1 49,3
16 156,1 — H-15; 2H-17 2H-12 155,3 155,9 | 156,1
17 103,2 4,80; 4,74 103,2 | 103,1 102,8
18 29,2 1,25 185,0 29,0 33,7
19 184,6 - 3H-18 17,8 185,1 21,7
20 15,8 0,96 H-9 16,1 16,6 17,6
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Figura 22: Espectro de massa (I.LE. 70 eV) de RC-1
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Figura 23: Espectro de absorcdo na regido do IV (cm™, KBr) de RC-1
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Figura 24: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de RC-1

Figura 25: Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de RC-1
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Figura 26: Espectro de RMN 13C (125 MHz, CDCl3) de RC-1

\l/ ST

Figura 27: Espectro de RMN *C — DEPT - 135° (125 MHz, CDCl;) de RC-1
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Figura 28: Espectro bidimensional de correlagio homonuclear (‘"H x '"H — COSY ) de RC-1

Figura 29: Expansio do espectro bidimensional de correlagio homonuclear (‘"H x 'H —

COSY) de RC-1
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Figura 30: Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear ('H x BC - HMQC - 'Tcp) de
RC-1
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Figura 31: Espectro bidimensional de correlago heteronuclear ('H x BC - HMBC - **Jcp)

de RC-1
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Figura 32: Expansdo do espectro bidimensional de correlagio heteronuclear (‘H x Be -

HMBC - **Jc) de RC-1




Capitulo 4 — Determinagdo Estrutural 50

4.3 Determinacao estrutural de RC-2

Tratamentos cromatograficos em gel de silica a partir do extrato hexanico da casca do
caule de A. squamosa (EHCC) produziu RC-2, isolado como um sélido cristalino branco,

soldvel em piridina e faixa de fusdo 297-300 °C.

O espectro na regido do infravermelho (Fig. 36, Piag. 53) de RC-2 apresentou
absorcdes em 1693 em™! (Veoo), 1239 ecm™ (veo) e banda compreendida entre 3100 e 2600
em” (Vo e Vo) referentes a presenca de dcido carboxilico (semelhante a RC-1), além de
banda forte e larga em 3400 cm™ (vo.y) referente a presenca de grupos hidroxila de dlcool.
Assim, o espectro no IV apresenta para RC-2, a presenca de grupo OH de dlcool e a auséncia

de funcdo alceno, em relagdo a RC-1.

Em acordo com esta tltima observagdo, o espectro de RMN 'H (Figs. 37 e 38, Pag.
54) de RC-2 nio exibiu os sinais referentes aos hidrogénios olefinicos nem o sinal referente
ao hidrogénio alilico observados no espectro de RC-1. O espectro mostrou sinais para dois
grupos metila tercidrios (8y 1,30 e 1,24) e como destaque, sinais em oy 3,87 (1H, d, 10,7) e
3,79 (1H, d, 10,7) acoplados mutuamente em concordancia com o espectro 'H - 'H cosy

(Figs. 43 e 44, Pdg. 57).

O espectro de RMN C — BB de RC-2 (Figs. 39 e 40, Pag. 55) apresentou dois sinais
(0c 80,20 e oc 70,91) para carbonos alifaticos oxigenados, C e CH,, respectivamente,
conforme comparagio com o espectro de RMN °C — DEPT (Figs 41 e 42, Pdg 56) (5, pagina
51).

Por sua vez, o espectro HSQC (Fig. 45, P4ag. 58) correlacionou o sinal do carbono em
d¢c 70,91 com os sinais em oy 3,87 (d, 10,7) e 3,79 (d, 10,7), definindo um sistema AB de

hidrogénios metilénicos diastereotopicos.

No espectro HMBC (Figs. 46-50, Pags. 59-63) observou-se interacdo desses
hidrogénios metilénicos com o carbono oxigenado ndo hidrogenado em d¢ 80,20. Todas essas
observagdes foram justificadas admitindo-se a localizagdo de duas hidroxilas nos carbonos C-
16 e C-17, ou seja, um sistema diol vicinal, ja encontrado em diterpenos cauranos isolados de
Anonna, entre outros. Vale destacar, a evidente correlagdo no espectro HMBC entre o sinal
dos hidrogénios de um dos grupos metila (g 1,30) e o sinal do carbono carboxilico (6¢

180,60) exigindo o posicionamento destes grupos no carbono C-4 (como em RC-1).
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Finalmente, os dados obtidos dos espectros uni- (1D: RMN IH, RMN °C BB e RMN
BC DEPT) e bidimensionais (‘H-'H COSY, 'H-"C HMQC, 'H-"C HMBC) e,
principalmente, a comparacdo com valores de oy (Tab. 6) e dc (Tab. 7, Pag. 52) de
substancias descritas na literatura [YANG et al.,, 2002; WU et al.,, 1996], permitiram
identificar RC-2, como o diterpeno Acido 16pB, 17-diidroxi-ent-cauran-19-6ico (Fig. 33), j4

isolado de A. squamosa e de algumas outras espécies.

O espectro de massa (Fig. 35, Pag. 53) de RC-2 nio exibiu o pico do fon molecular em
m/z 336. Isto foi interpretado admitindo-se que ocorreu uma fragmentagio do tipo o,f3 com

perda de 31 u.m.a. ("CH,-OH) originando um intenso pico em m/z 305.

A estereoquimica do carbono C-16 foi estabelecida tendo em vista os valores de
deslocamentos quimicos do carbono C-17 para os isdmeros 6 e 7 (Fig. 34, Pag. 52) [YANG et
al., 2002; WU et al., 1996]. Em 7, o carbono C-17 sofre protecdo (efeito y) e absorve em torno
de 8¢ 66,00. Em 6, em torno de d¢ 70,00. O deslocamento quimico em J¢ 70,76 do carbono C-

17 de RC-2, indica uma configuracdo como em 6.

Tabela 5: Dados de RMN °C — BB ¢ DEPT de RC-2 Figura 33: Estrutura de RC-2
(125 MHz, CsDsN)
C CH CH, CH;
180,60 57,5 70,91 29,01
44,41 42,0 53,84 16,41
40,48 57,1 42,94 -
80,20 - 41,60 - 8 -
44,23 - 39,05 - 1C()OZH
- - 32’(9)2 - Acido 16, 17-diidroxi-ent-
i caur-19-dico
- - 22,93 -
- - 20,30 -
- - 19,83 -
Cs CsH; CioHao CoHe
Total C20H30

Tabela 6: Dados de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de RC-2, 6 ¢ 7 [YANG et al., 2002]

6 7 RC-2

ou (J/ Hz) ou (J / Hz) Ou (J / Hz)
3,78, d (11.2) 4,07;d (11.2) 3,78;d
3,86, d (11.2) 4,17;d (11.2) 3,86; d
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Figura 34: Estruturas citadas na literatura [YANG et al., 2002; WU et al., 1996] utilizadas na
comparacio dos dados de RMN 'H e RMN "*C de RC-2

Tabela 7: Deslocamentos quimicos de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) e RMN "°C (125 MHz,
CsDsN) de RC-2 e RMN "°C (CsDsN) de 6 e 7 [WU et al., 1996]

RC-2 RC-2 6 7
C (n°) HMQC HMBC
dc Ou *Jcu Jcn d¢c d¢
1 41,60 1,94; 0,87 3H-20 41,2 41,1
2 20,30 2,28; 1,51 19,9 19,8
3 39,05 2,48; 1,10 3H-18 38,8 38,7
4 44.41 - H-5; 3H-18 44,0 43,9
5 57,52 1,10 3H-18; 3H-20 | 57,1 57,0
6 22,93 2,20; 2,05 22,5 23,0
7 42,94 2,45; 1,40 H-15a 42,6 42.8
8§ | 4423 _ 3.9 | 450
9 57,15 1,22 H-11 2H-15; 3H-20 | 56,8 56,3
10 40,48 — H-11a; 3H-20 40,1 40,1
11 19,83 2,50; 1,68 H-9 19,5 19,0
12 28,02 2,19; 1,52 H-9 27,6 26,8
13 42,11 1,51 2H-17 41,7 45,9
14 38,99 2,08; 1,20 38,6 37,8
15 53,84 1,73; 1,68 2H-17 53,5 53,9
16 80,20 - 2H-15; 2H-17 79,8 81,7
17 70,91 3,87; 3,79 2H-15 70,5 66,5
18 29,01 1,30 29,4 29,3
19 180,60 - H-5; 3H-18 180,2 | 180,1
20 16,41 1,24 H-9 16,0 16,0
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Figura 35: Espectro de massa (I.LE. 70 eV) de RC-2
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Figura 36: Espectro de absorcdo na regido do IV (cm™, KBr) de RC-2
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Figura 37: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de RC-

Figura 38: Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz,

C5D5N) de RC-2




Capitulo 4 — Determinagdo Estrutural

55

Figura 39: Espectro de RMN °C(125 MHz, CsDsN) de RC-2

Figura 40: Expansdo do espectro de RMN C(125 MHz, CsDsN) de RC

2
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Figura 41: Espectro de RMN "°C — DEPT - 135° (125 MHz, CsDsN) de RC-2

Figura 42: Expansdo do espectro de RMN C - DEPT - 135° (125 MHz, CsDsN) de RC-2
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Figura 43: Espectro bidimensional de correlagio homonuclear (‘"H x "H — COSY ) de RC-2

Figura 44: Expansio do espectro bidimensional de correlagio homonuclear (‘"H x 'H —

COSY) de RC-2
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Figura 45: Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear (‘H x BC — 'Teu—HSQC) de

RC-2

LI L L L L L L L L L L L L

o n
o o




Capitulo 4 — Determinagdo Estrutural 59

Figura 46: Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear ('H x BC - *’Jey — HMBC)
de RC-2
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Figura 47: Expansio do espectro bidimensional de correlacio heteronuclear (‘H x BC - ey

—HMBC) de RC-2
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Figura 48: Expansio do espectro bidimensional de correlacio heteronuclear (‘H x BC - ey

—HMBC) de RC-2
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Figura 49: Expansio do espectro bidimensional de correlacio heteronuclear (‘H x BC - ey

—HMBC) de RC-2
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Figura 50: Expansio do espectro bidimensional de correlacio heteronuclear (‘H x BC - ey

—HMBC) de RC-2
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5. OBTENCAO DE DERIVADOS

O Acido Caurendico, além de ocorrer em grande concentracio e de ser facilmente
isolado a partir do caule de Annona squamosa, contém em sua estrutura grupos funcionais
bastante reativos (ligacdo olefinica e grupo 4cido carboxilico). Isto, aliado a sua enorme gama
de atividades bioldgicas, assim como, de seus derivados funcionais, ensejou a preparacdo de

alguns produtos, utilizando reagentes quimicos usuais (HCI/MeOH, H,/Pd, H,O,/SeO,, O3).
5.1 Hidrogenacao catalitica do acido caurendico

O 4cido caurendico apds 4 horas de reacdo com hidrogénio catalisada por paladio
(Item 6.4.1, Pag. 111), forneceu um produto (ACH) de aspecto cristalino e cor branca, com

faixa de fusdo 183-185 °C e rendimento de 41%.

Figura 51: Hidrogenac@o catalitica do dcido caurendico

Acido Caurenéico ACH

Os espectros no infravermelho (Ve—o 1693 e 1265 cm™) e de massa (M™* 304) estdo em
acordo com o produto esperado. O espectro de RMN °C — BB de ACH (Fig. 55, Pig. 68)
apresentou como caracteristica fundamental a auséncia dos sinais em d¢c 156,1 e 103,2
relativos aos carbonos olefinicos C-16 e C-17 observados no espectro RMN C - BB de RC-
1 (Fig. 26, Pdg. 45). O espectro de RMN 'H (Fig. 54, Pag. 68) além da auséncia dos sinais dos
hidrogénios olefinicos, mostrou como peculiaridade adicional, sinal para hidrogénios de um

terceiro grupo metila em 6y 1,02 (3H-17, d, 7,0).

A atribui¢@o dos deslocamentos quimicos dos carbonos de ACH (Tab. 8, Pag. 66) foi
realizada por comparacdo com os de RC-1 e com a ajuda dos espectros DEPT (Fig. 57, Pag.
69), HMQC (Fig. 58, Pag. 70) e HMBC (Figs. 59 e 60, Pags. 71 e 72). Conforme pode ser

visto na tabela 9, pagina 66, exceto a varia¢do nos deslocamentos quimicos esperada para os
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carbonos C-16 e C-17, apenas dois outros carbonos (C-12 e C-13) tiveram sinais com valores
diferenciados considerdveis em relacdo aos correspondentes carbonos do composto original.
Ao carbono C-12 foi atribuido o deslocamento quimico d¢ 26,1 (CH; no espectro DEPT) e o
sinal em 8¢ 34,6 foi correlacionado ao carbono C-13 (CH) tendo em vista sua correlagdo com
o sinal dos hidrogénios metilicos 3H-17 (81,02, d, 7,0) no espectro HMBC. Outras
correlagdes puderam ser observadas, tais como, dos hidrogénios 3H-17 (dy 1,02) com os
carbonos C-15 (8¢ 48,9) e C-16 (8¢ 40,2). No espectro HMQC pode ser observado a
conectividade do sinal do carbono C-13 (8¢ 34,6) com o sinal do hidrogénio H-13 (8y 2,05) e
do carbono C-16 (d¢ 40,2) com o do hidrogénio H-16 (g 1,98). No espectro 'H - 'H cosy
pode-se destacar as correlagdes do hidrogénio H-16 (&g 1,98) com o hidrogénio 2H-15 (dy
1,65 e 0,95) e os hidrogénios 3H-17 (dy 1,05). Todas as argumentacGes acima descritas

indicam que o produto de reacio trata-se do Acido 160i-hidro-ent-cauran-19-6ico, ja isolado a
partir de Copaifera paupera [TINCUSI et al., 2002] e Copaifera langsdorfii [FERRARI et al.,
1971] e que apresenta atividade antimicrobiana [TINCUSI et al., 2002].

Tabela 8: Dados de RMN "°C — BB ¢ DEPT  Tabela 9: Deslocamentos quimicos de RMN

(125 MHz, CDCl3) de ACH 13C (125 MHz, CDCl;) de ACH e RC-1
C CH CH, CH,; Cnt ACH RC-1

184.8 57.3 489 29.2 8¢ 8¢
43,9 56,8 2.4 16,0 1 40,9 40,9
43,9 40,2 41,0 15,8 2 193 19,3
39,8 34,6 40,9 - 3 38,0 38,0
_ _ 38,0 _ 4 43,9 43,9
_ _ 26,1 _ 5 573 572
_ _ 223 _ 6 223 22,0
— — 193 _ 7 42,4 415
_ - 19,2 _ 8 43,9 444
Cs CiHis | CHis | CiHo 9 56.8 55.3
Total CyoHy; 10 39.8 39,9
11 19,2 18.6
12 26,1 33,3
13 34,6 44,0
14 41,0 39,9
15 489 492
16 40,2 156,1
17 16,0 103,2
18 292 29,2
19 184,8 184,6
20 15.8 15.8
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Figura 52: Espectro de massa (I.LE. 70 eV) de ACH
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Figura 53: Espectro de absorcdo na regido do IV (cm™, KBr) de ACH
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Figura 56: Espectro de RMN 3C — DEPT - 135° (125 MHz, CDCl5) de ACH
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Figura 57: Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear (‘"H x "H— COSY ) de ACH
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Figura 58: Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear ('H x C - HMQC - 'Icp) de

ACH
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Figura 59: Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear ('H x BC - HMBC - **Jcp)

de ACH
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Figura 60: Expansio do espectro bidimensional de correlagio heteronuclear (‘H x Be -

HMBC - **Jcy) de ACH
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5.2 Ozondlise do acido caurendico

O composto RC-1 (dcido caurendico) apds 45 min sob a acdo de ozdnio (Item 6.4.2,
P4g. 111), forneceu um produto de aspecto cristalino e cor amarelo claro, com faixa de fusio

234-236 °C, denominado ACOZON, com rendimento de 66,3%.

Figura 61: Ozondlise do dcido caurendico

Y

éOzH éOZH
19 18

Acido Caurenéico ACOZON

A andlise comparativa entre os espectros de RMN °C — BB (Figs. 64 ¢ 65, Pig. 76) e
RMN "°C — DEPT 135 (Figs. 66 ¢ 67, Pig. 77) de ACOZON, tornou possivel reconhecer
sinais correspondentes aos dtomos de carbono, sendo, dois de carbonos metilicos (C-19 e C-
17), nove de carbonos metilénicos (C-1, C-2, C-3, C-6, C-7, C-11, C-12, C-14 e C-15), trés de
carbonos metinicos (C-13, C-9 e C-5) e cinco de carbonos nao hidrogenados (C-18, C16, C-
10, C-8 e C-4) conforme tabela 10, pagina 74. Em adi¢@o, o espectro de RMN BC - BB de
ACOZON apresentou como caracteristicas principais, a auséncia dos sinais em d¢c 156,1 e
103,2 relativos aos carbonos olefinicos (C-16 e C-17) observados no espectro RMN BC-BB
de RC-1 (Fig. 26, Pag. 45) ¢ a presenca de um sinal em d¢ 221,0, indicando a transformagio
da ligacdo dupla exociclica, em fungdo cetona. A atribuicdo dos sinais referentes a cada
carbono foi efetuada fazendo-se a comparacdo dos deslocamentos quimicos de RC-1 com os
dos correspondentes carbonos de ACOZON (Tab. 11, Pag. 74). Salvo os carbonos C-16 (8¢
221,0) e C-19 (8¢ 179,2) e, em parte, os carbonos C-12 (d¢ 30,1), C-13 (3¢ 48,3) e C-15 (¢
54,7) (préximos ao centro de reagdo) todos os outros mantiveram, como esperado,
praticamente, os mesmos valores de deslocamentos quimicos. Alguns carbonos puderam ter
suas atribui¢des comprovadas através das interagdes observadas no espectro de correlagio 'H
— C HMBC (Figs. 69 e 70, Pigs. 78 e 79). Por exemplo, pode-se ressaltar as correlacdes
entre o sinal dos hidrogénios metilicos 3H-18 (8y 1,23) € os sinais em 179,2 (C-19), 57,3 (C-
5), 43,6 (C-4) e 37,8 (C-3), assim como, entre o sinal dos hidrogénios metilicos 3H-20 (dy
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1,04) e os sinais em Oc¢ 57,3 (C-5), 54,7 (C-9), 40,4 (C-10) e 41,7 (C-1). No espectro de RMN
'H (Figs. 62 e 63, Pag 75) de ACOZON, vale destacar o desaparecimento dos sinais em Oy
4,80 e 4,74 correspondentes aos hidrogénios da ligacdo dupla exociclica de RC-1, conforme
esperado. O espectro de Massa (Fig. 68, Pag. 78) de ACOZON, apresentou pico do ion

molecular m/z 304, estando de acordo com estrutura esperada para o produto de reacio.

Com base nos dados expostos, concluiu-se que o derivado reacional trata-se do Acido
17nor-16-oxo0-ent-cauran-196ico ja isolado como produto natural a partir das espécies
Werneria ciliolata [PIACENTE et al., 1994], Dipteris conjugata [TANAKA et al., 1985],
Xylopia aethiopica [EKONG & OGAN, 1968] e Ricinocarpos stylosus [HENRICK &
JEFFERIES, 1964] e possui atividade anti-HIV [PIACENTE et al., 1994].

Tabela 10: Dados de RMN *C — BB ¢ DEPT (125 MHz, C3D0) de ACOZON

C CH CH, CH;
221,0 57,3 54,7 29,2
179,2 54,7 41,7 16,6
44,0 48,3 41,4 _
43.6 _ 38.7 _
40.4 - 37.8 _

- - 21.6 _

- - 19.9 _

- - 19.4 _

Cs C;H; CoHg CyHs

Total C19H27

Tabela 11: Deslocamentos quimicos de RMN BC de ACOZON (125 MHz, C;D¢0) e RC-1
(125 MHz, CDCl3)

Carbono n° —ACOZON RC-1 Carbono o —ACOZON RC-1
Oc dc Oc dc
1 414 40,9 11 19,4 18,6
2 19,9 19,3 12 30,1 33,3
3 37,8 38,0 13 483 44,0
4 43,6 43,9 14 38,7 39,9
5 57.3 57,2 15 54,7 49,2
6 21,6 22,0 16 221,0 156,1
7 41,7 41,5 17 Nor 103,2
8 44,0 44.4 18 29,2 29,2
9 54,7 55.3 19 179,2 184,6
10 40,4 39,9 20 16,7 15,8
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Figura 62: Espectro de RMN 'H (500 MHz, C3D40) de ACOZON

Figura 63: Expansio do espectro de RMN '"H (500 MHz, C3D0) de ACOZON
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Figura 64: Espectro de RMN Bc (125 MHz, C5;D¢0) de ACOZON

Figura 65: Expansdo do espectro de RMN 1*C (125 MHz, C3D0) de ACOZON
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Figura 66: Espectro de RMN °C — DEPT — 135° (125 MHz, C3D¢0) de ACOZON

Figura 67: Expansdo do espectro de RMN BC — DEPT - 135° (125 MHz, C3D¢O) de
ACOZON
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Figura 68: Espectro de massa (I.E. 70 eV) de ACOZON

241

25 ]

200 230 250 270 290

176 1% 218
il [H. \‘IHH “ll IIZ’TYFH |

T T T

70 9 110 130 150 170 190

m/z

Figura 69: Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear ('H x BC - HMBC - **Jcp)

de ACOZON
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Figura 70: Expansdo do espectro bidimensional de correlagio heteronuclear (‘H x Be -

HMBC - **Jc) de ACOZON
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5.3 Adicao de metanol ao acido caurendico

Visando a obtengdo do éster metilico (Item 6.4.3, Pdg 112), o 4cido Caurendico (RC-
1) foi dissolvido em metanol na presenca de dcido cloridrico e apds refluxo por 4 horas,
forneceu um material (ACMET) cristalino branco na forma de agulhas com faixa de fusdo

219-222 °C e rendimento de 62,0 %.

A andlise inicial do espectro de RMN BC-BB (Fig. 76, Pag 84) do produto de reacdo
sinalizou com dois dados importantes indicando que ACMET poderia ndo se tratar do
composto esperado: a) foi observado a auséncia dos sinais em d¢ 156,1 (C-16) e 103,2 (C-17)
relativos aos carbonos olefinicos que aparecem no espectro RMN C_BB (Fig. 26, Pag. 45)
de RC-1 e que deveriam permanecer no espectro RMN °C — BB de ACMET; b) o sinal
relativo ao carbono carbonilico (8¢ 183,9) foi mantido no produto de reagio (ACMET). Essas
evidéncias e, o surgimento de um sinal para carbono sp3 oxigenado (d¢ 84,3) levantaram a
possibilidade de adicdo (MeOH) na ligagdo dupla carbono-carbono, o que foi em acordo com
o espectro de massa (Fig. 73, Pag. 83) de ACMET que registrou pico do ion molecular em
m/z 334. Em adicdo, o espectro de RMN 'H (Fig. 75, P4g. 84) de ACMET nio exibiu os
sinais em Oy 4,80 e 4,74 correspondentes aos hidrogénios da ligacdo dupla exociclica
(existente em RC-1) que deveria permanecer em ACMET. Porém, apresentou dois sinais
intensos em Oy 3,13 (s, 3H) e oy 1,28 (s, 3H), correspondentes a um grupo metoxila e a um
terceiro grupo metila tercidrio, respectivamente. A andlise comparativa entre os espectros de
RMN "“C — BB e RMN °C — DEPT 135 (Fig. 77, Pdg. 85) de ACMET, tornou possivel
reconhecer a multiplicidade correspondentes aos atomos de carbono, sendo, quatro carbonos
metilicos, nove metilénicos, trés metinicos e cinco de carbonos ndo hidrogenados (Tab. 12,

Pdg. 82).

Com base nessas evidéncias e tendo em vista o carbono (8¢ 84,3) sp3 oxigenado,
foram possiveis duas estruturas (Fig. 71, Pag 81) para ACMET, considerando a

estereoquimica no carbono C-16, ou seja, que sustenta o grupo metoxila.
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Figura 71: Estruturas possiveis para ACMET

A opg¢do pela configuracdo estabelecida para ACMET deveu-se a semelhanga nos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios 3H-17 (Tab. 13, P4g. 82), dos carbonos (C-16 e C-
17) envolvidos na reagd@o e dos carbonos (C-12, C-13, C-14 e C-15) proximos ao centro de
reacdo, de ACMET e de 8 [CHEN et al., 2000]. Como visto na tabela 14, pagina 82, os

valores para todos sdo praticamente os mesmos, isto €, concordantes com a estrutura 8.

Figura 72: Adi¢cdo de metanol ao dcido caurendico

Acido Caurenéico ACMET

No espectro HSQC (Fig. 79, P4ag. 86) foi incontestavel a correlacdo no grupo metoxila
entre os hidrogénios (dy 3,13) e seu respectivo carbono (¢ 49,3), enquanto, no espectro
HMBC (Figs. 80 e 81, Pags. 87 e 88) foi observado, claramente, a correlagdo dos hidrogénios
dos grupos metoxila (6y 3,13) e metila 3H-17 (dy 1,28) com o carbono C-16 (3¢ 84,3), além
das correlagdes dos hidrogénios 3H-17 (dy 1,28) com os carbinos C-13 (d¢ 43,5) e C-15 (8¢
54,8). Estas observagdes, afora outras, confirmam indiscutivelmente, a estrutura 8§ [CHEN et

al., 2000].

O espectro '"H — "H NOESY (Fig. 78, Pig. 85) mostrou picos de correlacio entre os

hidrogénios metoxilicos (g 3,13) e o hidrogénio H-13 (dy 2,06), enquanto que, oS
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hidrogénios 3H-17 (dy 1,28) mostraram correlagdo com os hidrogénios 2H-12 (04 1,51), em

conformidade com a configuragfo proposta para o carbono C-16.

Todas as argumentacdes acima expostas, indicam que o produto de reagdo trata-se do
Acido 160-metoxi-ent-cauran-19-Gico, ja isolado como produto natural a partir das espécies
Annona glabra [CHEN et al.,, 2000], 1992]
Didymocarpus oblonga [DAS et al.,, 1979] e Aralia cordata [TANAKA et al., 1972].

Annona squamosa [YANG et al.,

Tabela 12: Dados de RMN °C — BB e

DEPT (125 MHz, CDCl;) de ACMET

Tabela 13: Dados de RMN 'H de ACEMET
(125 MHz, CDCl;) e 8 (400 MHz, CDCl5)

C CH CH, CH; [CHEN et al., 2000]
S5 T b w1 8 ACEMET
24.9 135 209 19.2 Su (J / Hz) 8u (J / Hz)
35 = 51 =5 3.12 (3H, s, OCH;) | 3,13 (3H, s, OCHz)
’ ’ ’ 127 3H, s, H-17) | 1,28 GH, s, H-17)
39,9 - 37,3 - 122 3H, s, H-18) | 1,23 (3H, s, H-18)
- - 26,9 - 0.94 3H, s, H20) | 0.95 (3H, s, H-20)
_ _ 23 _
~ _ 19.3 —
_ _ 18.7 _
Cs C4Hy CoHis C3Hg

Total C21H28

Tabela 14: Deslocamentos quimicos de RMN BC de ACEMET (125 MHz, CDCl;), RC-1
(125 MHz, CDCl3) e 8 (100 MHz, CDCl;3) [CHEN et al., 2000]

Ccno |ACMET | RC-1 8 oo |ACMET | RC-1 8

SC 8(: SC SC SC SC

1 40,9 40,9 42,1 11 18,7 18,6 18,5
2 19,3 19,3 19,1 12 26,9 33,3 26,7
3 38,1 38,0 37,1 13 43,5 440 43,3
4 43,9 43,9 44,7 14 37,3 39,9 37,9
5 57,2 57,2 56,9 15 54,8 49,2 54,6
6 22,3 22,0 22,1 16 84,3 156,1 84,1
7 42,2 41,5 40,7 17 19,2 103,2 18,3
8 449 44.4 43,7 18 29,1 29,2 28,9
9 56,2 55,3 56,0 19 183,9 184,6 183,7
10 39,9 39,9 39,7 20 15,7 15,8 15,5
OCH; 49,3 - 54,6
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Figura 73: Espectro de massa (L.E. 70 eV) de ACMET
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Figura 74: Espectro de absorcdo na regido do IV (cm™, KBr) de ACMET
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Figura 75: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de ACMET

R

Figura 76: Espectro de RMN "°C (125 MHz, CDCl;) de ACMET

SPTP
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Figura 77: Espectro de RMN "°C — DEPT - 135° (125 MHz, CDCl3) de ACMET

Figura 78: Espectro bidimensional de correlagio homonuclear (‘H x '"H — NOESY) de
ACMET
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Figura 79: Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear ('H x BC —HSQC - 'Jcp) de

ACMET
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Figura 80: Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear ('H x BC - HMBC - **Jcp)
de ACMET
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Figura 81: Expansdes do espectro bidimensional de correlagio heteronuclear (‘H x °C —

HMBC - **Jcy) de ACMET
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5.4 Oxidacao alilica do acido caurenéico

Segundo a literatura [COXON et al., 1977], a oxidacdo de carbonos alilicos utiliza
como agente oxidante o didéxido de hidrogénio (H,O, 30%) na presenca de SeO,. A reacdo
com RC-1 (Item 6.4.4, Pag. 112) forneceu um produto (ACOX) cristalino, branco, com faixa

de fusdo 220-221 °C e rendimento de 62 %.

Figura 82: Oxidagdo alilica de RC-1

H202, SCOQ
_
tec-butanol

CO,H
19

Acido Caurenéico ACOX

O espectro na regido do infravermelho (Fig. 85, Pag. 92) de ACOX mostrou
absorgio relevante referente a presenga de grupo hidroxila (vo.i 3418,9 cm™). J4 o espectro de
RMN "°C — BB (Fig. 87, Pdg. 93) de ACOX, em comparacio ao correspondente espectro de
RC-1 (Fig. 26, Pag. 44), revelou como caracteristica principal, o surgimento de um sinal em
dc 83,1 relativo a carbono sp3 metinico oxigenado. Através da andlise comparativa entre os
espectros de RMN C - BB ¢ RMN “C - DEPT 135 (Fig. 88, Pag. 94), foi possivel
reconhecer os sinais correspondentes a dois 4tomos de carbono metilicos (C-20 e C-18), nove
metilénicos (C-1, C-2, C-3, C-6, C-7, C-11, C-12 e C-14), quatro metinicos (C-15, C-13, C-9
e C-5) e cinco de carbonos ndo hidrogenados (C-18, C16, C-10, C-8 e C-4), os quais
encontram-se relacionados na tabela 16, pagina 91. A atribui¢do dos sinais referentes a cada
carbono foi efetuada fazendo-se a comparacdo dos deslocamentos quimicos de RC-1 com os
dos correspondentes carbonos de ACOX, conforme tabela 17, pagina 91. Salvo os carbonos
C-15 (8¢ 83,1, centro de reagido) e os carbonos C-17 (8¢ 108,1), C-16 (8¢ 161,8), C-8 (8¢
48,8) e C-7 (¢ 36,8), proximos ao centro de reacdo, todos os outros, como esperado, ndo
apresentaram variacdo significativa nos respectivos valores de deslocamentos quimicos. Em
adicdo, o espectro de RMN '"H de ACOX (Fig. 86, Pag. 93) exibiu um novo sinal em oy 4,18
(s, 1H) correspondente a hidrogénio carbindlico (H-15) e, o espectro de massa (Fig. 84, Pag.

92), por sua vez, apresentou pico do [M]*" em m/z 318, ou seja, 16 u.m.a. a mais que RC-1.
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Desta forma, levando em consideracdo o centro estereogénico C-15, foram possiveis dois
estereoisdmeros (Fig. 83). A estereoquimica, conforme visto em ACOX (Fig. 82, P4g. 89), foi
determinado pela comparacdo do deslocamento quimico do carbono C-15 de ACOX, como
também, dos deslocamentos quimicos dos carbonos (Tab. 17, Pdg. 91) e hidrogénios (Tab. 15,
Pag. 90) préximos ao centro reacional, com valores registrados na literatura [BUSCEMI et al,

2004; LOBITZ et al., 1998].

Em relagdo ao produto de oxidagdo, é significante ressaltar também os acoplamentos
nos espectros: '"H-'H cosy (Fig. 89, Pag. 94), do hidrogénio carbindlico H-15 (6y 4,18) com
os hidrogénios 2H-17 (6y 5,51 e 5,21); HMQC (Fig. 90, pag. 95) do hidrogeno cabinélico H-
15 (8y 4,18) com o respectivo carbono C-15 (8¢ 83,13) e, no HMBC (Figs. 91-93, Pag. 96-
98), dos hidrogénios 2H-17 (6 5,51 € 5,21) com os carbonos C-15 (3¢ 83,1) e C-13 (dy 43,3).

Todas as argumentagdes acima descritas indicam que o produto de reacdo trata-se do
Acido 150-hidroxi-ent-caur-16-en-19-6ico, ja isolado como produto natural a partir das
espécies Eupatorium betonicaeforme [ALBUQUERQUE et al., 2006], Baccharis illinita
[VERDI et al., 2004], Mikania banisteriae [ESPITIA, 2003], Mikania stipulacea [DO
NASCIMENTO et al., 2001], Mikania hirsutissima [Ohkoshi et al., 1999], Espeletia schultzii
[DE LOS RIOS et al., 1999], dentre outras.

Figura 83: Possiveis estruturas para ACOX

10 11

Tabela 15: Dados de RMN 'H de ACOX (300 MHz e CsDsN) e 10 (600 MHz, CDCl5)
[BUSCEMI et al, 2004]

ACOX 10 [BUSCEMI et al, 2004]
ou (J/ Hz) ou (J / Hz)
4,18 (H-15) 3.80 (H-15)
5.51:5.22 (H-17) 5.20; 5,05 (H-17)
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Tabela 16: Dados de RMN °C — BB e DEPT (75 MHz, CsDsN) de ACOX

Tabela 17: Deslocamentos quimicos de RMN BC de ACOX (75 MHz, CsDsN), RC-1 (125

C CH CH, CH;
180,6 83,1 108,1 29,8
161,8 57,7 41,6 16,7
48,8 54,5 39,1 -
44.4 43,3 37,1 -
40,7 - 36,8 -

— - 33,5 -

— - 22,4 -

_ — 20,3 —

- - 19,1 -

Cs C4Hy CoH g C,Hs

Total C,oHog

MHz, CDCls) e 10 (100 MHz, CDCls) [BUSCEMI et al, 2004; LOBITZ et al., 1998]

10
Cne ACOX RC-1 [BUSCEMI et al., 2004] [LOBITZ et al., 1998]
dc dc dc dc
1 41,6 40,9 40,7 40.7
2 20,3 19,3 19,1 19.1
3 39,1 38,0 37,7 37.9
4 44,4 43,9 43,7 43.1
5 57,7 57,2 57,0 57.0
6 22,4 22,0 20,9 21.0
7 36,8 41,5 35,2 36.3
8 48,8 44 4 47,7 47.8
9 54,5 55,3 53,3 53.4
10 40,7 39,9 39,8 39.8
11 19,1 18,6 18,3 18.3
12 33,5 33,3 32,6 32.6
13 43,3 44,0 423 42.3
14 37,1 39,9 36,2 35.3
15 83,1 49,2 82,7 82.7
16 161,8 156,1 160,2 160.4
17 108,1 103,2 108,3 108.3
18 29,8 29,2 28,9 29.0
19 180,6 184.,6 183,8 182.8
20 16,7 15,8 15,8 15.9
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Figura 84: Espectro de massa (I.LE. 70 eV) de ACOX
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Figura 85: Espectro de absorcdo na regido do IV (cm™, KBr) de ACOX
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Figura 88: Espectro de RMN 3C — DEPT - 135° (75 MHz, CsDsN) de ACOX

Figura 89: Espectro bidimensional de correlagio homonuclear (‘H x '"H — COSY) de ACOX
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Figura 90: Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear ('H x BC - HMQC - 'Icp) de
ACOX

4
4
4
o

LA L L L
je} -

h -] o @ (o))
3 o o o




Capitulo 5 — Obtengdo de Derivados 26

Figura 91: Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear ('H x BC - HMBC - **Jcp)
de ACOX
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Figura 92: Expansio do espectro bidimensional de correlacio heteronuclear (‘H x Be -

HMBC - **Jcy) de ACOX
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Figura 93: Expansdo do espectro bidimensional de correlagio heteronuclear (‘H x Be -

HMBC - **Jcy) de ACOX
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6. PARTE EXPERIMENTAL
6.1 Material vegetal (Annona squamosa)

Annona squamosa foi coletada no municipio de Acarape-CE. A exsicata, devidamente
registrada sob o nimero 31710, foi depositada no Herbario Prisco Bezerra do Departamento

de Biologia da Universidade Federal do Ceara.
6.2 Métodos de analise
6.2.1 Métodos cromatograficos

As cromatografias em coluna aberta (CC) foram desenvolvidas utilizando gel de silica
60 (® mm 0,063-0,200), da marca VETEC e silica 60 (& mm 0,040-0,063) para
cromatografia “flash”, da marca MERK. O Comprimento e o didmetro das colunas variaram

de acordo com as quantidades dos materiais a serem cromatografados.

Para as cromatografias em camada delgada (CCD) utilizou-se gel de silica 60 (& mm
0,002-0,025), da marca CARLO ERBA e cromatofolhas de plastico e/ou de aluminio AL TLC
de gel de silica 60 F,s4, da MERCK.

As revelagdes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram realizadas através da
exposicdo a irradiacdo ultravioleta (UV) em dois comprimentos de onda (254 e 366 nm),
emitidos por 1dmpada modelo UVSL-25 da marca MINERAL LIGHT, pela pulverizacdo com
solugdo de vanilina (CgHgOj3) e acido perclorico (HCIO4) em etanol (C;HgO), seguido de
aquecimento em placa aquecedora a aproximadamente 120 °C e por saturacio em camara de

1odo.

Foram empregados eluentes previamente destilados ou de qualidade PA (Synth) tais
como éter de petrdleo, hexano, cloroférmio, diclorometano, acetato de etila, etanol e metanol,

puros ou em misturas bindrias numa ordem crescente de polaridade.

A remogdo dos solventes de extratos e das fragdes resultantes das cromatografias, foi

realizada em evaporador rotatério BUCHI Waterbath, a pressio reduzida.
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6.2.2 Métodos Fisicos de Analises
6.2.2.1 Espectroscopia de absorcao na Regiao do Infravermelho (IV)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
Espectrometro PERKIN ELMER, modelo 720-FT da central analitica do Departamento de
Quimica Orgénica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard. Utilizou-se pastilhas de

brometo de potassio (KBr) para andlise das amostras.
6.2.2.2 Espectroscopia de ressoniancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e carbono-13
(RMN 13C), foram obtidos em espectrometros Bruker, modelos DRX-300 (IH: 300 MHz e
Be: 75 MHz) e DRX-500 (1H: 500 MHz e °C: 125 MHz), ambos pertencentes ao
CENAUREMN (Centro Nordestino de Aplicagdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear).

Os solventes utilizados na dissolucdo das amostras foram cloroférmio (CD;Cl),

piridina (CsDsN) e acetona (C3DgO) deuterados.

Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e foram
referenciados, no caso dos espectros de RMN 'H, pelos picos de hidrogénio pertencentes s
moléculas residuais ndo deuteradas dos solventes deuterados utilizados: cloroférmio (dy
7,24), piridina (8y 8,73; 7,58; 7,21) e acetona (Oy 1,98). Para os espectros de RMN ISC, oS
deslocamentos quimicos (8) foram referenciados pelos picos do carbono-13 dos solventes
cloroférmio deuterado (8¢ 77,0), piridina deuterada (d¢ 150,0; 135,7; 123,4) e acetona
deuterada (8¢ 206,6; 29,8).

As multiplicidades das bandas em RMN 'H foram indicadas segundo a convengio: s

(singleto), d (dubleto), t (tripleto), q (quarteto) e m (multipleto).

O padrdo de hidrogena¢do dos dtomos de carbono nos espectros de RMN B¢, foi
determinado através da utilizacdo da técnica DEPT (Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer), com éangulo de nutacdo de 135° (CH e CH; com amplitude em
oposicdo aos CH,). Os carbonos ndo-hidrogenados foram caracterizados pela subtragdo entre

os espectros BB (Broad Band) e DEPT — 135°.
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6.2.2.3 Espectrometria de massa (EM)

Os espectros de massa dos ésteres metilicos foram obtidos em instrumento GC/MS
QP5000/QP5050A da SHIMADZU, utilizando-se coluna DB-5-dimetilpolisiloxano [30 m x
0,25 mm, 80-180°C (10°C/min), 180-280°C (20°C/min)]. Os espectros de massa das
substancias so6lidas foram obtidas por impacto eletrdnico a 70 eV em espectrometro de massa
SHIMADZU, modelo QP5050A, pertencente a Central Analitica do Departamento de

Quimica Orgéanica e Inorganica da Universidade Federal do Cear4.
6.2.2.4 Ponto de fusao (pf)

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho digital de ponto de fusdo
MICROQUIMICA modelo MQAPF-302. As determinagdes foram realizadas a uma

velocidade de 5 °C / min.
6.3 Estudo dos constituintes fixos de Annona squamosa
6.3.1 Preparacao dos extratos do lenho do caule de Arnnona squamosa

O lenho do caule (1500 g) de Annona squamosa apés triturado, foi submetido a
extracdo exaustiva com hexano a temperatura ambiente. A solugcdo resultante, depois de
filtrada e evaporada a pressao reduzida, forneceu 2,84 g de material resinoso verde escuro,

denominado EHLC.

A torta resultante da extracdo com hexano foi submetida a extragdo exaustiva com
etanol a temperatura ambiente. A solugdo resultante, depois de filtrada e evaporada a pressao

reduzida, forneceu 37,77 g de material pastoso castanho escuro, denominado EELC.
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Fluxograma 1: Obtencdo dos extratos EHLC e EELC de Annona squamosa

LENHO
(1500g)

1. Extra¢do com hexano
2. Evaporagao do solvente

EXTRATO HEXANICO - EHLC
(2,84¢)

TORTA

1. Extracdo com etanol
2. Evaporagdo do solvente

EXTRATO ETANOLICO - EELC
(37,77g)

6.3.2 Tratamento cromatografico de EELC

TORTA

O extrato EELC (37,77g) foi adsorvido em aproximadamente 87 g de gel de silica e

pulverizado em gral de porcelana. O material resultante foi cromatografado em funil de

Biichener sob vdcuo, procedendo-se eluigdes sucessivas com hexano, hexano/diclorometano

50%, diclorometano, acetato de etila e metanol (Tab. 18).

Tabela 18: Dados referentes ao tratamento cromatografico de EELC

Eluente Volume (mL) Fracao Massa / (g)
Hexano 1200 EELC-H 3,11
Hexano / Diclorometano 50% 2000 EELC-HD 1,02
Diclorometano 2000 EELC-D 1,25
Acetato de Etila 2800 EELC-A 4,17
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6.3.3 Tratamento cromatografico de EELC-H e isolamento de RC-1

EELC-H (3,11g), foi adsorvido em aproximadamente 11,0 g de gel de silica,
pulverizado em gral de porcelana e acondicionado sobre 45,15 g de gel de silica em coluna
cromatografica (L = 65 mm, ¢ = 45 mm) empacotada com hexano. A elui¢do foi realizada
com hexano, cloroférmio, acetato de etila e etanol, puros ou em misturas bindrias e em escala

crescente de polaridade (Tab. 19).

Tabela 19: Dados referentes ao tratamento cromatografico de EELC-H

Eluente Volume (mL) | Fracao Massa / (mg)
Hexano 75 hl 40
Hexano / Cloroférmio 50% 100 h2 130
Cloroférmio 75 h3 350
Cloroférmio / Acetato de Etila 50% 100 hd >00
h5 1850
Acetato de Etila 75 h6 70
Acetato de Etila / Etanol 50% 100 h7 50
Etanol 100 h8 60

Ap6s sucessivas lavagens da fracdo h4 com éter de petréleo, o residuo analisado por
CCD, indicou a presenca de uma substancia pura (273 mg), como um sélido cristalino incolor,

soluvel em cloroformio e com faixa de fusdo de 176-177 °C, denominado RC-1.
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Fluxograma 2: Isolamento de RC-1 a partir de EELC

EXTRATO ETANOLICO - EELC

(37,779)

Cromatografia filtrante a vacuo

EELC-H EELC-HD EELC-D EELC-A EELC-M
Cromatografia filtrante
h1 h2 h2 h4 hS ho6 h7 h8

Lavagem com éter de petréleo

6.3.4 Preparacao do extrato hexanico da casca do caule de Annona squamosa

A casca do caule (1575 g) de Annona squamosa, apés seca e triturada, foi submetida a

extracdo exaustiva com hexano a temperatura ambiente. A solug¢do resultante, depois de

filtrada e evaporada a pressdo reduzida, forneceu 46,26 g de material pastoso verde escuro,

denominado EHCC.

6.3.5 Tratamento cromatografico de EHCC e isolamento de RC-1

Uma parte (11 g) de EHCC foi adsorvido em aproximadamente 16 g de gel de silica,

pulverizado em gral de porcelana e acondicionado sobre aproximadamente 82 g de gel de

silica em coluna cromatografica empacotada com éter de petréleo. A eluicdo foi realizada

com éter de petrdleo, cloroférmio e acetato de etila, puros ou em misturas bindrias e em escala

crescente de polaridade (Tab. 20, Pag. 106).
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Tabela 20: Dados referentes ao tratamento cromatografico do extrato EHCC

Eluente Volume (mL) Fracao Massa / (g)
Eter de Petrdleo 500 EHCC-E 0,06
Eter de Petréleo / Cloroférmio 50% 500 EHCC-EC 2,74
Cloroférmio 500 EHCC-C 4,58
Acetato de Etila 500 EHCC-A 1,05

A fragdo EHCC-EC (2,74g) foi lavada com éter de petréleo fornecendo um soélido

(1,514 g) cristalino incolor, puro comprovado por andlise em cromatografia em camada

delgada (CCD). Ponto de fusdo e comparacdo por CCD, indicaram tratar-se de RC-1.

Fluxograma 3: Isolamento de RC-1 a partir da casca do caule de Annona squamosa

CASCA
(1575 g)

1. Extra¢do com hexano
2. Evaporagao do solvente

EXTRATO HEXANICO - EHCC
Cromatografia filtrante
EHCC-E EHCC-EC EHCC-C

Lavagem com éter de petréleo

—

EHCC-A
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6.3.6 Tratamento cromatografico de EHCC-A

A fragdo eluida com acetato de etila (EHCC-A, 1,05g) foi misturada a uma pequena
quantidade de gel de silica, pulverizado em gral de porcelana e acondicionada sobre coluna
cromatografica contendo 13,7 g gel de silica empacotada com diclorometano. A eluicdo foi

realizada com diclorometano, acetato de etila e acetona, puros ou em misturas bindrias em

escala crescente de polaridade (Tab. 21).

Tabela 21: Dados referentes ao tratamento cromatografico de EHCC-A

Eluente Volume (mL) Fracoes
Diclorometano 125 1-15
Diclorometano / Acetato de etila 10% 100 16-27
Diclorometano / Acetato de etila 20% 100 28-38
Diclorometano / Acetato de etila 30% 100 39-49
Diclorometano / Acetato de etila 40% 100 50-60
Diclorometano / Acetato de etila 50% 50 61-66
Diclorometano / Acetato de etila 60% 50 67-72
Diclorometano / Acetato de etila 70% 50 73-78
Diclorometano / Acetato de etila 80% 50 79-84
Diclorometano / Acetato de etila 90% 50 85-90
Acetato de etila 50 91-96

Acetato de Etila / Acetona 10% 50 97-101

Acetato de Etila / Acetona 20% 50 102-107

Apds andlise por cromatografia em camada delgada (CCD), as fragcdes obtidas foram

reunidas dando origem a 9 novas fragdes, agrupadas conforme tabela 22.

Tabela 22: Fracdes resultantes do tratamento cromatografico de EECC-A

Fracoes Sigla Massa (mg)
1-12 o 4,6
13-19 B 1,6
20-26 X 2373
27-31 by 169,6
32-36 € 115,6
37-44 i) 86,4
45-63 Y 45,2
64-83 n 80,6
84-107 ! 56,5
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6.3.7 Tratamento cromatografico de EECC-A-8

A fragdo EECC-A-9 (169,6 mg), foi misturada a uma pequena quantidade de gel de
silica, pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre aproximadamente 11,8 g de
gel de silica em coluna cromatogréfica empacotada com cloroférmio. A eluicdo foi realizada
com cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas bindrias e em escala

crescente de polaridade (Tab. 23).

Tabela 23: Dados referentes ao tratamento cromatografico de EECC-A-9

Eluente Volume (mL) Fracoes
Cloroférmio 80 1

Cloroférmio / Acetato de etila 5% 40 2-6
Cloroférmio / Acetato de etila 10% 40 7-11
Cloroférmio / Acetato de etila 15% 40 12-16
Cloroférmio / Acetato de etila 20% 40 17-21
Cloroférmio / Acetato de etila 25% 40 22-26
Cloroférmio / Acetato de etila 30% 40 27-31
Cloroférmio / Acetato de etila 35% 40 32-36
Cloroférmio / Acetato de etila 40% 40 37-41
Cloroférmio / Acetato de etila 45% 40 42-46
Cloroférmio / Acetato de etila 50% 40 47-52
Cloroférmio / Acetato de etila 55% 40 53-57
Cloroférmio / Acetato de etila 60% 40 58-62
Cloroférmio / Acetato de etila 65% 40 63-66
Cloroférmio / Acetato de etila 70% 40 67-72
Cloroférmio / Acetato de etila 75% 40 73-76
Cloroférmio / Acetato de etila 80% 40 77-81

Metanol 40 82

Ap6s andlise por CCD as fragdes foram reunidas dando origem a 2 novas fragdes, as

quais encontram-se relacionadas na tabela 24 da pagina 109.
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Tabela 24: Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de EECC-A-9

Fracoes Sigla Massa (mg)
1-6 - desprezivel
7-20 [0) 101,0
21-33 - desprezivel
34-45 K 3,3
46-55 — desprezivel
56-66 - desprezivel
67-82 - desprezivel

6.3.8 Tratamento cromatogrifico de EECC-A-5-¢

A fragdo EECC-A-0-¢ (101,0 mg), foi misturada a uma pequena quantidade de gel de
silica, pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre aproximadamente 11,0 g de
gel de silica para cromatografia “flash” em coluna cromatogréfica (L = 68 mm, ¢ = 25mm)

empacotada com cloroférmio / acetato de etila 20% (Tab. 25).

Tabela 25: Dados referentes ao tratamento cromatografico de EECC-A-3-¢

Eluente Volume (mL) Fracoes
Cloroférmio / Acetato de etila 20% 550 1-100
Metanol 40 101

Apds andlise por CCD as fracdes foram reunidas dando origem a 6 novas fracdes,

conforme tabela 26.

Tabela 26: Fracdes resultantes do tratamento cromatografico de EECC-A-3-¢

Fracoes Sigla Massa (mg)
1-5 - desprezivel
6-11 A 17,2
12-17 u 16,5
18-29 v 6,6
30-57 o 9,8
58-100 0 3,3
101 p 7,5
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6.3.9 Tratamento cromatografico de EECC-A-8-¢-7t e isolamento de RC-2

A andlise por CCD de EECC-A-8-¢-1t (9,8 mg), indicou a presenga de um constituinte
majoritirio e mais duas em pequenas concentragdes. O material (9,8 mg) foi misturado a uma
pequena quantidade de gel de silica e pulverizado em gral de porcelana. A mistura foi
acondicionada sobre aproximadamente 1,8 g de gel de silica para cromatografia “flash” em
coluna cromatografica (L =45 mm, ¢ = 18 mm) empacotada com hexano/diclorometano 80%.

A eluicdo foi realizada de acordo com a tabela 27.

Tabela 27: Dados referentes ao tratamento cromatogréafico de EECC-A-3-@-n

Eluente Volume (mL) Fracoes
Hexano / Diclorometano 80% 6 1-2
Hexano / Diclorometano 85% 6 34
Hexano / Diclorometano 90% 6 5-6
Hexano / Diclorometano 95% 6 7-8
Diclorometano 6 9-10
Diclorometano / Acetato de etila 5% 6 11-12
Diclorometano / Acetato de etila 10% 6 13-14
Diclorometano / Acetato de etila 15% 6 15-16
Diclorometano / Acetato de etila 20% 6 17-18
Diclorometano / Acetato de etila 25% 6 19-20
Diclorometano / Acetato de etila 30% 6 21-22
Diclorometano / Acetato de etila 35% 6 23-24
Diclorometano / Acetato de etila 40% 6 25-26
Diclorometano / Acetato de etila 45% 6 27-28
Diclorometano / Acetato de etila 50% 6 29-30
Diclorometano / Acetato de etila 55% 6 31-32
Diclorometano / Acetato de etila 60% 6 33-34
Diclorometano / Acetato de etila 65% 6 35-36
Diclorometano / Acetato de etila 70% 6 37-38
Metanol 6 39-40

A andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) das fragcdes geradas indicou
que as fracdes de 24 a 40 continham apenas uma substincia. A reunido destas fracdes
forneceu 5,2 mg de um s6lido branco, de aspecto cristalino, solivel em piridina, com faixa de

fusdo 297-300 °C, denominado RC-2.
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Fluxograma 4: [solamento de RC-2 a partir de EHCC-A

EHCC-A

Cromatografia em coluna

o B X EECC-A-3 € [0} Y n 1

Cromatografia em coluna

EECC-A-3-¢ K

Cromatografia flash

A U \% EECC-A-3-¢-nt 0 P

Cromatografia flash
AR
RC-2
(5,2 mg)

6.4 Obtencao de derivados do acido caurenédico

6.4.1 Hidrogenacao catalitica

Em um baldo de 100 mL de fundo redondo foram dissolvidos 62,3mg de &4cido
caurendico em 2,5 mL de metanol. Em seguida foram adicionados 30 mg de catalisador
(palddio finamente dividido). O sistema foi submetido & atmosfera de hidrogénio e mantido
sob agitacdo por um periodo de 4 horas. Ao final, a mistura reacional foi filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida, obtendo-se 25,7 mg de um material de cor branca e aspecto

amorfo, denominado ACH, com rendimento de 41%.

6.4.2 Ozonolise

Em um baldo de duas bocas de 100 mL, conectado a um aparelho produtor de 0zénio
foram dissolvidos 61,6 mg de dcido caurenéico em 5 mL de cloroférmio (CHCI3). O sistema
foi mantido sob agitac@o e atmosfera de ozonio (p = 0,9 bar, f = 50 L/h) por um periodo de 45

min. Em seguida, a mistura reacional foi concentrada a pressdo reduzida obtendo-se 79,0 mg
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de material. Analise por CG-EM, RMN 'H e RMN 13C do material obtido, indicou a presenca
de 41,1 mg do produto esperado, o qual foi denominado ACOZON, com rendimento de

66,3%.
6.4.3 Adicao de metanol ao acido caurenéico

Em um baldo de 10 mL de fundo redondo equipado com manta aquecedora e sistema
de refluxo foram dissolvidos 70,7 mg de dcido caurendico em 3,0 mL metanol. Em seguida
foram adicionados 0,5 mL de 4cido cloridrico concentrado (HCI) e o sistema foi mantido sob
refluxo por um periodo de 2 horas. Apds resfriamento, a mistura reacional foi entdo diluida
com 10 mL de diclorometano (CH,Cl,), lavada com trés aliquotas de 6 mL de dgua destilada e
concentrada a pressao reduzida. O material obtido foi recristalizado em metanol e forneceu

48,4 mg de um soélido cristalino branco, denominado ACMET, com rendimento de 62%.
6.4.4 Oxidacao alilica

Em um baldo de 10 mL de fundo redondo foram misturados 13,0 mg de 6xido de
selénio (SeO,), 5 mL de ferc-butanol e 79,5 mg de 4cido caurendico. A mistura foi mantida
sob aquecimento (40-50°C) e agitagdo magnética por um periodo de aproximadamente 15
mim até a total dissoluc@o do dcido caurendico sendo, em seguida, resfriada a 10°C sob banho
de dgua a temperatura ambiente. Adicionou-se 100 pL de diéxido de hidrogénio (H,O, 30%)
e manteve-se sob agitacdo a temperatura ambiente, por um periodo de 2 horas. A mistura
reacional foi entdo diluida com 10 mL de cloroférmio (CHCl;), lavada com 3 aliquotas de 10
mL de uma solucdo saturada de sulfato de amodnio (NH4SOy), seca com sulfato de sédio
anidro (Na,SQOy), filtrada e concentrada a pressdao reduzida. O material obtido (72,1 mg) foi
purificado por CC (utilizando cloroférmio e acetato de etila como solventes, puros ou em
misturas bindrias) obtendo-se 42,1 mg de um composto cristalino de cor branca, denominado

ACOX, com rendimento de 62%.
6.5. Estudo do odleo fixo de EHLC

6.5.1 Saponificacao e obtencao dos acidos graxos

1,52 g de EHLC foram dissolvidos em 70 mL de metanol em um baldo de 125 mL de

fundo redondo, equipado com manta aquecedora e sistema de refluxo. Em seguida, adicionou-
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se 1,54 g de KOH e manteve-se o sistema sob refluxo por um periodo de aproximadamente 4

horas.

Ap6s resfriamento do sistema, a temperatura ambiente, foram adicionados 50 mL de
dgua destilada. A solug@o hidroalcodlica formada, foi entdo extraida com 3 fragdes de 25 mL

de cloroférmio.

A fase hidroalcodlica alcalina foi acidulada com 2,4 mL de HCIl concentrado e
extraida com trés fracdes de 25 mL de cloroférmio. As fracdes orginicas foram reunidas,
secas com sulfato de sédio anidro (Na,SO4) e concentradas sob pressdo reduzida, fornecendo

524,6 mg de um 6leo marrom (dcidos graxos livres).

6.5.2 Obtencao dos ésteres metilicos de EHCL

O material saponificavel obtido (524,6 mg), foi submetido a refluxo durante 3 horas
com 30,0 mL de metanol e 5,0 mL de HCI concentrado. Apds resfriamento, & temperatura
ambiente, o produto foi lavado com 30,0 mL de dgua destilada e extraido com cloroférmio (3
x 30 mL), seco com sulfato de sédio anidro (Na,SO4) e concentrado a pressdo reduzida,

fornecendo 369,6 mg de produto metilado (EHLC-Met).

A purificagdo dos ésteres metilicos foi realizada através de coluna cromatogrifica,
utilizando como eluentes hexano, cloroférmio e metanol, puros ou em misturas bindrias e em

escala crescente de polaridade (Tab. 28).

Tabela 28: Tratamento cromatografico dos ésteres metilicos de EHLC

Eluente Volume (mL) Fracoes
Hexano / Cloroférmio 50% 300 1-33
Metanol 100 34

Foram reunidas, apds anélise por CCD, as frag¢des: (4-8), (9-14), (20-22) e (23-33). A
reunido das fracdes (4-8) apresentou um spot quando analisadas por CCD e foi denomida

EHLC-Met-(4-8), um 6leo de cor amarelo claro com massa igual a 214,0 mg.

A determinag¢do da constituicdo quimica de EHLC-Met-(4-8), foi realizada por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), sendo os dacidos
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tetradecandico (miristico), pentadecandico, hexadecandico (palmitico), dcido heptadecandico,
9,12-octadecadiendico, 9-octadecendico (oléico), octadecandico (estedrico) e 9,11-
octadecadiendico identificados na forma de seus ésteres metilicos, como componentes de

EHLC-Met-(4-8).

Fluxograma 5: Obtencao dos acidos graxos livres de EHLC, metilacdo dos 4cidos graxos

livres e identificacdo de OEHLC

EHLC
(1,52 g)

1. MeOH/KOH
2. Refluxo
3. H,O dest./CHCl;

FASE ORGANICA FASE AQUOSA

1. HCI conc.

2. Extragdo com CHCl;

3. Lavagem com H,O dest.
4. Na,SO,

FASE ORGANICA FASE AQUOSA

Concentragdo

1. HCI/MeOH
2. Refluxo
3. Concentragdo

ESTERES METILICOS IMPUROS
(369,6 mg)

Purificagdo por CC

Andlise por CG-EM O,
IDENTIFICACAO
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7. CONCLUSOES

Trabalhos realizados anteriormente, atestam a presenca de diterpenos caurinicos nas
folhas, frutos e ramos de Annona squamosa. Entretanto, no presente trabalho, podemos
comprovar que esses metabdlitos podem ser encontrados em quantidades aprecidveis também

no caule.

No extrato do caule, além dos dois diterpenos isolados e caracterizados, pode-se
observar através dos espectros de RMN ('H e 3C) que outros compostos, possivelmente,
diterpenos, se encontravam presentes em pequenas quantidades e que nao foram identificados.

Isto, poderia justificar ainda, um outro estudo da espécie em pauta.

Estudos anteriores mostraram que os diterpenos cauranos Acido 16p, 17 diidroxi-ent-
cauran-19 oico [WU et al., 1996] e 160-Hidroxi-ent-caurano [CHEN et al., 1992], constituem
principios ativos anti-HIV. O derivado ACMET obtido no presente trabalho, possui estrutura
semelhante, constituindo um composto com possivel potencial de atividade contra a citada

doenca.

Além dos derivados reacionais desse trabalho, outros produtos (amidas, haletos,
aldeidos, ésteres, etc.) poderiam ser obtidos utilizando reagentes convencionais através de
reacdes simples, tendo em vista os grupos funcionais cldssicos presentes nos compostos
originais e, que poderiam servir como modelos para vérios testes de avaliacdo de atividade

bioldgica.

Nas condic¢des utilizadas para reacdo de metilagdo do é4cido caurendico (refluxo e
HC1/MeOH) foi obtido ACMET como tnico produto, com rendimento de aproximadamente
65 %. A obtencdo do éster metilico, neste caso, exigiria entdo a utilizacdo de um reagente de

metilacdo especifico.
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8. CONSTANTES FISICAS E DADOS ESPECTROSCOPICOS

8.1 Constantes fisicas e dados espectrométricos das substancias isoladas

8.1.1 RC-1

Acido ent-caur-16-en-19-éico

F.M.: C»H300,

P.M.: 302 um.a.

P.F.: 176-177 °C

Aspecto: sélido cristalino incolor
Solubilidade: cloroférmio

Espectroscopia na regisio do infravermelho (IV); KBr, cm™:

3100, 2600, 1690, 1656, 1471, 1259, 1200, 1193, 1179 e &75.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) — Deslocamento quimico (8 ppm) e
Constante de Acoplamento (J Hz):

1,88 (m, Ha-1); 0,82 (ddd, J=13,3; 3,85, Hb-1); 1,90 (Ha-2); 1,43 (Hb-2); 2,15 (d, J=14,1, Ha-
3); 1,01 (Hb-3); 1,07 (H-5); 1,85 (Ha-6); 1,81 (Hb-6); 1,52 (Ha-7); 1,42 (Hb-7); 1,06 (H-9);
1,60 (Ha-11); 1,55 (Hb-11); 1,62 (Ha-12); 1,48 (Hb-12); 2,64 (s, H-13); 1,98 (Ha-14); 1,13
(Hb-14); 2,06 (m, 2H-15); 2,05 (Hb-16); 4,80 (sl, Ha-17); 4,74(sl, Hb-17); 1,25 (s, 3H-18);
0,96 (s, 3H-20).

Espectroscopia de RMN Bc (125 MHz, CDCl;) — Deslocamento quimico (& ppm):

Tabela 3, pagina 40 e tabela 4, pagina 41.
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8.2.2 RC-2

CO,H

19

Acido 16p,17-diidroxi-ent-cauran-19-éico

F.M.: CyH3,04

P.M.: 334 u.m.a.

P.F.: 297-300 °C

Aspecto: sélido cristalino branco

Solubilidade: piridina

Espectroscopia na regisio do infravermelho (IV); KBr, cm™:

3347, 2943, 1693, 1447, 1239, 1167, 1073, 1022.

Espectroscopia de RMN '"H (500 MHz, CsDsN) — Deslocamento quimico (3 ppm) e
Constante de Acoplamento (J Hz):

1,94 (m, Ha-1); 0,87 (m, Hb-1); 2,28 (Ha-2); 1,51(Hb-2); 2,48 (Ha-3); 1,10 (Hb-3); 1,10 (d,
J=12,6, H-5); 2,20 (Ha-6); 2,05 (Hb-6); 2,45 (Ha-7); 1,40 (Hb-7); 1,22 (H-9); 2,50 (Ha-11);
1,68 (Hb-11); 2,19 (Ha-12); 1,52 (Hb-12); 1,51 (H-13); 2,08 (Ha-14); 1,20 (Hb-14); 1,73 (d,
J=13,8, Ha-15); 1,68 (d, J=13,8, Hb-15); 3,87 (d, J=10,7, Ha-17); 3,79 (d, 10,7, Hb-17) 1,30
(s, 3H-18); 1,24 (s, 3H-20).

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CsD;sN) - Deslocamento quimico (§ ppm):

Tabela 5, pagina 50 e tabela 7 pagina 51.
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8.2 Constantes fisicas e dados espectroscopicos dos derivados de RC-1

8.2.1 ACH

CO,H

19

Acido 16a-ent-cauran-19-éico

F.M.: C»H3,0,

P.M.: 304 u.m.a.

P.F.: 183-185 °C

Aspecto: sélido cristalino branco

Solubilidade: cloroférmio

Espectroscopia na regisio do infravermelho (IV); KBr, cm™:

2945, 1693, 1469, 1448, 1265, 1171, 953.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) — Deslocamento quimico (6 ppm) e
Constante de Acoplamento (J Hz):

1,97 (dl, J=11,4, Ha-1) 0,80 (ddd, J=14,0; 4,0, Hb-1); 2,15 (dl, J=12,9, Ha-3); 1,06 (m, H-5);
1,63 (tl, Ha-15, J=12,5); 1,01 (d, J=7, 3H-17); 1,24(s, 3H-18); 0,95 (s, 3H-20).

Espectroscopia de RMN Bc (125 MHz, CDCl;) — Deslocamento quimico (& ppm):

Tabelas 8 e 9, pagina 65.
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8.2.2 ACOZON

I6)02H

Acido 17-nor-16-oxo-ent-cauran-19-éico

F.M.: C9Hx03

P.M.: 304 u.m.a.

P.F.: 234-236 °C

Aspecto: sélido cristalino amarelo

Solubilidade: acetona

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, C3D¢0) — Deslocamento quimico (3 ppm) e
Constante de Acoplamento (J Hz):

1,05 (s, 3H-20); 1,21 (s, 3H-18); 2,23 (sl, H-13).
Espectroscopia de RMN BC (125 MHz, C3D40) - deslocamento quimico (& ppm):

Tabela 10 e 11, pagina 73.
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8.2.3 ACMET

COH

19

Acido 160-metoxi-ent-cauran-19-6ico

F.M.: C;;H3,03

P.M.: 334 u.m.a.

P.F.: 219-222 °C

Aspecto: sélido cristalino branco

Solubilidade: cloroférmio

Espectroscopia na regiao do infravermelho (IV); KBr, em™:

1724, 1463, 1376, 1231, 1208, 1193, 1156, 1121, 1092, 1057.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) — Deslocamento quimico (8 ppm) e
Constante de Acoplamento (J Hz):

0,79 (ddd, J=13,0; 3,85, Hb-1); 2,15 (dl, J=13,4, Ha-3); 1,00 (dl, J=4,15, Hb-3); 1,04 (m, H-
5); 2,06 (s, H-13); 1,34 (dl, J=13,9, Hb-15); 1,28 (s, 3H-17); 1,23 (s, 3H-18); 0,96 (s, 3H-20).

Espectroscopia de RMN Bc (125 MHz, CDCl;) — Deslocamento quimico (& ppm):

Tabela 12 e 14, pagina 82.
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8.2.3 ACOX

CO,H

19

Acido 15a-hidroxi-ent-caur-16-en-19-6ico

F.M.: CyH3003

P.M.: 318 u.m.a.

P.F.: 220-221 °C

Aspecto: sélido cristalino amarelo

Solubilidade: piridina

Espectroscopia na regiao do infravermelho (IV); KBr, em’:

3418, 2981, 2941, 2853, 1700, 1454, 1252, 1193, 1070, 1018, 1000.

Espectroscopia de RMN 'H (300 MHz, CsDsN) — Deslocamento quimico (3 ppm) e
Constante de Acoplamento (J Hz):

0,86(ddd, J=13,0 ;3,57); 2,50 (dl, J=13,0, Ha-3); 1,09 (ddd, J=13,2; 4,1, Hb-3); 2,76 (sl, H-
13); 4,19 (s, H-15); 7,59 (sl, Ha-17); 7,23 (sl, Hb-17); 1,38 (s, 3H-18); 1,22 (s, 3H-20).

Espectroscopia de RMN BC (75 MHz, CsDsN) — Deslocamento quimico (& ppm):

Tabela 15, pagina 90 e tabela 17, pagina 91.
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