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RESUMO

O presente trabalho intitulado CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO QUIMICO DE
Plectranthus ornatus Codd, descreve o estudo fitoquimico e farmacoldgico das partes aéreas
de P. ornatus Codd (Lamiaceae), cultivado no Horto de Plantas medicinais da Universidade
Federal do Ceara-UFC. P. ornatus é uma espécie nativa da india e introduzida no Brasil no
periodo das grandes navegac@es, sendo comumente utilizado na medicina popular para o alivio
e tratamento de enfermidades relacionadas ao trato digestivo e aparelho respiratorio, sob 0 nome
popular de boldo-gamba, boldo pequeno e novalgina. O estudo fitoquimico do extrato hexanico
das partes aéreas de P. ornatus foi submetido a inimeras técnicas cromatogréficas, incluindo
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), resultando no isolamento de 11
constituintes quimicos pertencentes a classe dos diterpenos, dos quais 05 (cinco) estdo sendo
relatados pela primeira vez na literatura e nomeados como: 11R-acetoxineocleroda-3,13E-dien-
15-oato de metila, Acido 11R-acetoxi-3,4-dihidroxineocleroda-13E-en-15-6ico, Acido 11R-
acetoxisolidagonal, Acido 11R-acetoxi-solidago-3,15-didico e Acido 11R-acetoxineocleroda-
2,4(18), 13E-trien-15-6ico, juntamente com os metabdlitos ja conhecidos: Plectrornatina A,
Coleon R, Acido ent-labd-13-en-8-ol-15-oico, Acido 11R-acetoxi-34-hidroxineocleroda-
4(18), 13E-dien-15-oico e Acido 11R-acetoxi-2-oxo-neocleroda-3,13E-dien-15-oico. A
determinacéo estrutural de todos os metabdlitos secundarios isolados foi realizada através do
emprego de técnicas espectrométricas como ressonancia magnética nuclear de hidrogénio-1 e
carbono-13 (RMN de 'H e de *C uni e bidimensionais), espectroscopia na regido do
infravermelho (1V), espectrometria de massas de alta resolucdo, obtida com ionizagdo por
electrospray e comparacdo com dados da literatura. As moléculas obtidas foram testadas frente
a atividade citotoxica contra 04 (quatro) linhagens de células cancerigenas: HCT-116, OVCAR-
8, HL-60 eSF-295, utilizando o método de analise colorimétrica baseada na converséo do sal
3-(4,5-dimetil-2-tiazol) - 2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT) que permite a quantificacdo

indireta da porcentagem de células vivas.

Palavras-Chaves: Plectranthus ornatus. Constituintes quimicos. Diterpenos. Clerodano.
Labdano. Abietano. RMN.



Abstract

The present work describes the phytochemical and pharmacological study of aerial parts of
Plectranthus ornatus Codd (Lamiaceae), cultivated at Horto de Plantas medicinais da
Universidade Federal do Ceara-UFC. P. ornatus is a native plant from India, introduced in
Brazil during the age of great navigations and used by the folks as a relief and treatment of
digestive and respiratory problems by the name of boldo-gamba, boldo pequeno and novalgina.
The hexane extract of aerial parts of P. ornatus were submitted to successively chromatographic
process, including High Performance Liquid Chromatography (HPLC), obtained eleven (11)
chemical compounds belonging to diterpene class, which five (05) are described for the first
time on literature and named as: Methyl-11R-acetoxyneocleroda-3,13E-dien-15-oic, 11R-
acetoxy-3,4-dihydroxyneocleroda-13E-en-15-oic acid, 11R-acetoxysolidagonal acid, 11R-
acetoxy-solidago-3,15-dioic acid, Pseudo-coleon R and 11R-acetoxyneocleroda-2,4(18), 13E-
trien-15-oic acid, together with six (06) known compounds: Plectrornatin A, Coleon R, ent-
labd-13-en-84-ol-15-oic acid, 11R-acetoxy-34-hydroxyneocleroda-4(18), 13E-dien-15-oic acid
and 11R-acetoxy-2-0xo-neocleroda-3,13E-dien-15-oic acid. The structure determination of all
secondary metabolites isolated was performed by spectrometric techniques such as hydrogen-
1 and carbon-13 nuclear magnetic resonance (*H NMR and *3C one/two- dimensional), infrared
spectrometry (IR), high resolution mass spectrometry and comparison with literature data.
Cytotoxic activity of compounds was evaluated against four different human cancer cell lines:
HCT-116 (colon adenocarcinoma), HL-60 (leukemia), OVCAR-8 (ovarian carcinoma) and SF-
295 (glioblastoma). The cell cultures were regularly maintained at logarithmic phase of growth.
ICs0 values were determined using the MTT assay and measured ICso values along with 95%

confidence.

Keywords: Plectranthus ornatus. Chemical constituents. Diterpenes. Clerodane. Labdane.
Abietane. NMR.
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1 INTRODUCAO

A importancia dos produtos naturais (PN) surgiu com o inicio das primeiras
civilizagdes, quando o0 homem comecou a fazer uso destes em beneficio proprio. PN sdo todas
as moléculas produzidas por organismos vivos, tais como plantas, fungos, animais marinhos ou
por processos de fermentacdo causados por bactérias que exercem algum tipo de efeito
bioldgico em outros organismos (Costa-Lotufo, et al., 2009). Uma ideia da importancia dos PN
pode ser observada na area da salde, haja vista que atualmente, cerca de 60% de todos 0s
principios ativos encontrados nas formula¢Ges dos medicamentos séo originarios de produtos
naturais originarios de diversas fontes. Some-se a isto os derivados sintéticos, muitas vezes
construidos tendo como base um Produto Natural (Kiuru, et al., 2014).

As plantas constituem um recurso primario no sustento das comunidades rurais e
como fonte de medicamento. E devido as suas propriedades terapéuticas que elas possuem um
papel importante no tratamento e cura de vérias enfermidades. De acordo com a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), mais de 80% da populacdo mundial busca na medicina popular,
meios para o alivio sintomético dos mais variados tipos de enfermidades, que pode ir de uma
simples gripe ao cancer (Brasileiro et al., 2008).

O potencial terapéutico das plantas estd associado aos compostos oriundos do
metabolismo secundério. De acordo com Campo e colaboradores (2009) a maior parte da flora
medicinal é ainda desconhecida, tanto do ponto de vista quimico quanto do ponto de vista
farmacéutico. Schulz e Grimms (2002) mostraram que uma parcela significativa de todos os
medicamentos utilizados na medicina sdo derivados direto ou indiretamente de principios ativos
isolados de plantas e que a selecdo de espécies a partir de informacGes obtidas da medicina
popular, tem se mostrado muito eficaz. Portanto, os estudos de prospecc¢éo fitoquimica baseado
em informacdo popular sdo de fundamental importancia para identificacdo de plantas com
potencial medicinal e isolamento de seus principios ativos.

Segundo Pinto e colaboradores (2002) o Brasil, com a grandeza de seu litoral, de
sua fauna e flora, e como detentor da maior floresta equatorial e tropical Umida do planeta, ndo
pode abdicar de sua vocagdo para os produtos naturais. Fazendo jus a esta afirmativa, a Quimica
de Produtos Naturais (QPN) tem sido dentro da quimica brasileira, a area mais antiga e com o
maior numero de pesquisadores. Entretanto, o Brasil, apesar da forte cultura na utilizagéo de
plantas medicinais e de possuir umas das maiores biodiversidades do mundo, ainda apresenta

caréncias na exploracdo cientifica de seus recursos naturais. Neste contexto, nosso grupo de
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pesquisa tem dedicado esforgos no sentido de investigar plantas utilizadas na medicina popular
e desta forma contribuir com o conhecimento cientifico.

O potencial medicinal e econémico apresentado pelas espécies do género
Plectranthus e a sua vasta aplicacdo na medicina popular, especialmente no tratamento de
bronquite, inflamacéo da pele e do aparelho digestivo além de problemas respiratorios (Matos,
F.J. A.2000; Chen, et al., 2014) faz com que o estudo de plantas deste género torne-se relevante
e especialmente interessante, particularmente quando se contempla o estudo quimico e
farmacoldgico.

Levantamento bibliogréafico realizado acerca da quimica do género Plectranthus
revelou que sua composicdo quimica é composta principalmente por terpenoides, destacando-
se os diterpenos como principal classe de metabolitos secundarios. Estes apresentam uma rica
variedade de estruturas que vao desde esqueletos do tipo labdanos, abietanos, kauranos e
pimaranos até estruturas menos comuns, tais como os diterpenos halimanos e clerodanos.
Outros compostos como flavonoides, sesquiterpenos e triterpenos também tem sido reportado
no género (Abdel-mogib, et al., 2002).

Diante da importancia das plantas do género Plectranthus, particularmente quanto
ao uso etnobotanico, pretende-se, com este trabalho, contribuir com o conhecimento quimico
de Plectranthus ornatus Codd, através de sua prospec¢do quimica e investigacao

farmacoldgica.
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2 CONSIDERACOES BOTANICAS
A familia Lamiaceae (antiga Labiatae), também conhecida como familia da menta,
é a sétima maior familia das angiospermas, compreendendo cerca de 7.500 espécies organizadas

em 236 géneros (www.kew.org/science-conservation/research-data/.../lamiaceae), dos quais 23

sdo nativos do Brasil, com aproximadamente 232 espécies que incluem ervas, arbustos e arvores
lenhosas (Pereira e Santos, 2013).

Entre os géneros de plantas pertencentes a familia Lamiaceae, quatro possuem
maior destaque:

e Salvia: Composto por mais de 900 espécies que inclui arbustos, plantas

perenes e anuais, muitas das quais sdo utilizadas como condimento, ervas

medicinais e como plantas ornamentais (Malagquias et al., 2014).

e Ocimun: Compreende mais de 30 espécies de ervas e subarbustos, que se
distribuem nas regiGes tropicais e subtropicais. Sdo conhecidas popularmente
como alfavacas e em geral, despertam grande interesse econdmico devido a

riqueza de seus Gleos fixos e essenciais (Malaquias et al., 2014).

e Mentha: Compreende dezenas de espécies popularmente conhecidas como
mentas e hortelds. Suas propriedades medicinais mais comuns sdo atividade
antisséptica e digestiva, sendo utilizados também como expectorantes
(Malaquias et al., 2014).

e Plectranthus: as vezes confundido com Coleous devido a sua dificil taxonomia.
Pertencente a subfamilia Nepetoideae, tribo Ocimeae e subtribo Plectranthinae,
compreendem cerca de 300 espécies distribuidas nas regides tropicais e quentes,
principalmente da Africa, Asia e Australia (Rice, et al., 2011). A maioria das
especies pertencentes a este género é de interesse econdémico e medicinal (Rijo,
et al., 2005). Seus usos na medicina popular vao desde o tratamento de doencas
respiratdrias a infec¢bes do sistema digestivo (Rice, et al., 2011), além de serem
utilizadas no tratamento de diabete e artrite reumatoide.

Plectranthus ornatus Codd (Figura 1, pag.24) (sin. P. comosus Hochst. ex Guerke
e Coleus comosus Hochst) € popularmente conhecida no Nordeste brasileiro como malva santa,

boldo, boldo pequeno, novalgina e boldo-gamba. Na medicina popular é utilizado para o


http://pt.wikipedia.org/wiki/G%C3%AAnero_(biologia)
http://www.kew.org/science-conservation/research-data/.../lamiaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Arbusto
http://pt.wikipedia.org/wiki/Perene
http://pt.wikipedia.org/wiki/Perene
http://pt.wikipedia.org/wiki/Planta_anual
http://pt.wikipedia.org/wiki/Condimento
http://pt.wikipedia.org/wiki/Planta_medicinal
http://pt.wikipedia.org/wiki/Planta_medicinal
http://pt.wikipedia.org/wiki/Planta_ornamental
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ervas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Subarbusto
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alfavaca
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tratamento de colicas e mal-estar gastrico e segundo Matos (2000) P. ornatus é indicado como
substituto de P. barbatus.

P. ornatus ¢ uma planta originaria da india, distribuida por todo o mundo. Apresenta
folhas pequenas, aromaéticas e suculentas. Seu caule é fino e herbaceo com raizes adventicias,
crescendo amplamente na forma de pequenas ervas. Apresenta uma epiderme unisseriada,
formada por células pequenas, muito compactadas, revestidas por uma cuticula lisa e espessa.
Possui tricomas pluricelulares (TT) em abundancia e tricomas glandulares pedicelados (TGD),
em menor quantidade. O caule em estrutura secundaria mostrando um xilema secundario bem
desenvolvido, formado por fibras abundantes e relativamente poucos elementos de vaso (Figura
2, pag. 25) (Mauro, et al., 2008). Suas flores apresentam uma coloragdo azul intenso em forma
de espigdes com forte odor. Plantas desta espécie florescem em regiGes de clima ameno ou

serrano, ndo sendo observado proximo ao litoral (Albuguerque R. L. 2004).

Figura 01. Foto de Plectranthus ornatus coletada no Horto de Plantas Medicinais Francisco
José de Abreu Matos do Dept. de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do

Ceara.

Fonte: Proprio autor



Figura 02. Foto de Plectranthus ornatus: Descri¢do anatdmica de — (A e B) - Limbo foliar;
C- Peciolo e D - Caule.

TGP

Fotos obtidas de Mauro et al. 2008
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

Os terpendides constituem uma grande e diversificada familia de produtos naturais
que derivam biogeneticamente do isopreno. Os isoprenos sdo formados naturalmente pela
decomposic¢do de hidrocarbonetos ciclicos naturais, sendo eles, os formadores das estruturas
conhecidas como isoprenoides, formando os blocos de construgédo dos terpendides sob a forma
fosfatada (Dewick M. P. 2002). Eles sdo classificados ou nomeados de acordo com o nimero
de atomos de carbono ou unidades de isopreno, tais como hemeterpenos (cinco unidades de
carbono), monoterpeno (dez unidades de carbono) e assim por diante.

Entre os terpenoides se destacam os diterpenos, metabdlitos secundarios com 20
atomos de carbono, formados a partir de 04 unidades de isopreno, derivados do precursor
biogenético pirofosfato de geranilgeranila (GGPP) (Simdes, et al., 2004) como mostrado na
Figura 03.

Figura 03. Biossintese do pirofosfato de geranilgeranila (GGPP)

oPP & R OPP
l Hy  Hs
)\/\)N\OPP

N AN X A oPP
GGPP

Adaptado de (Dewick M. P. 2009)

O género Plectranthus é conhecido por biossintetizar uma grande variedade de
diterpenos, entre 0s quais se destacam 0s pertencentes as classes abietano, labdano e, em
estudos mais recentes, clerodanos. Essas classes de compostos sdo formadas a partir do
rearranjo concertado de seu percussor biogenético pirofosfato de geranilgeranila (GGPP), como

mostra 0 esquema abaixo.



27

Figura 04. Biossintese dos diterpenos de esqueleto labdano, clerodano e abietano.

‘\‘ H H H
\
X%\/ \ | —
QH OPP 7V/K%k\i/wp

+/- Copalila PP

Rearranjo
concertado

Cation neoclerodano PP

Cation abietenila

Adaptado de (DEWICK, 2009)

Abdel-Mogib e colaboradores (2002) publicaram um trabalho de reviséo acerca
dos constituintes ndo volateis isolados do género Plectranthus no ultimo século, no qual
apresentou mais de 150 diterpenoides. Diante disso, com o objetivo de atualizar os dados da
pesquisa, realizou-se um novo levantamento bibliografico no banco de dados scifinder
utilizando como palavra-chave o termo Plectranthus. Como resultado foi encontrado para o
periodo de 2003-2014, mais de 800 artigos, incluindo: estudos de sintese, caracterizagdo e
isolamento, além de estudos biol6gicos, farmacoldgicos e botanicos. Com isto se observa um

crescente aumento no numero de publica¢des envolvendo o género, possivelmente dada a sua
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importancia como fonte de novos metabolitos. Ao se refinar a pesquisa associando a palavra

chave com o termo diterpeno, obteve-se 175 artigos, distribuidos como mostra o grafico abaixo.

Figura 05. Levantamento bibliografico dos dltimos 12 anos acerca do género Plectranthus.

Numero de Publicagées

Pesquisa bibliografica

M Artigos Totais

B Termo Diterpeno

Periodo de Publicagao

O levantamento mostrou ainda que, no periodo analisado, houve o isolamento de

dezenas de compostos para o0 género, além de mais de 40 compostos isolados pela primeira vez

a partir de plantas do género Plectranthus. Entre os novos metabolitos obtidos, os estudos

quimicos envolvendo P. ornatus foi 0 mais interessante do ponto de vista quimico, pois foram

obtidos diterpenos dos tipos clerodano e halimano. Esses dois esqueletos de diterpenos ainda

ndo haviam sido observados neste género, sendo que os diterpenos halimanos sdo muito raros

e suas propriedades farmacolégicas: anti-inflamatéria e antibacteriana. A presenca dessas

classes de diterpenos €, até 0o momento, exclusivo para P. ornatus em relacdo as demais espécies

do género.

A seguir (Figura 06-12) serdo relatadas as estruturas dos diterpenos obtidos do

género Plectranthus, no periodo de 2003 a 2014.
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Figura 06. Diterpenos de esqueleto labdano obtidos a partir de espécies do género Plectranthus.

Tabela 01. Diterpenos da classe Labdano obtidos de espécies do género Plectranthus.

N R Ri Rz Rs Nome docomposto Referéncia

1 OH OAc H H Plectrornatina B Rijo et al., 2002.
2 OAc OAc OAc H 1,6-Diacetoxi-9-deoxiforskolina Xu e Cong 2004.
3 OH OAc OAc H Forskolina G Xu e Cong 2004.
4 OAc OAc H H ForskolinaH Xu e Cong 2004.
5 OH OAc OAc OH Forskolinal Xu et al., 2005.
6 OAc OAc OH OH Forskolinal Xu et al., 2005.

7 Gli OAc OH OH Forskoditerpenosideo A Shan et al., 2007.
8 Gli OAc OAc OH Forskoditerpenosideo B Shan et al., 2007.
9 Gli OAc OH H Forskoditerpenosideo C Shan et al., 2008.
10 Gli OAc OAc H Forskoditerpenosideo D Shan et al., 2008.
11 Gli OAc H H Forskoditerpenosideo E Shan et al., 2008.

Tabela 02. Diterpenos da classe Labdano obtidos de espécies do género Plectranthus.

N° R R1 Nome do composto Referéncia
12 OH H ent-Labda-8(17),12Z,14-trien-2a-ol Gaspar-Marques et al.,
2003.

13 OAc OH ent-2a -Acetoxilabda-8(17),12Z,14-trien-3a-0l ~ Gaspar-Marques et al., 2003.
14 OH OAc ent-3a-Acetoxilabda-8(17),12Z ,14-trien- Gaspar-Marques et al.,
2a.—ol 2004.
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15. 1R, 11S-Dihidroxiepoxiladb-14-eno (Stavri et al., 2009).
16. Forskoditerpeno A (Shan et al., 2008).

Figura 07. Diterpenos de esqueleto halimano obtidos de espécies do género Plectranthus.

Tabela 03. Diterpenos da classe halimano obtidos de espécies do género Plectranthus.

N° R R1 Nome do composto Referéncias

17 OAc COOH Acido 11R-acetoxihalima-5,13-dien-15-0ico Rijo et al., 2007.
18 OAc CHOH 11R-Acetoxihalima-5,13-dien-15-oato de metila Rijo et al., 2007.
19 OAc COOMe 11R-Acetoxihalima-5,13-dien-15-ol Rijo et al., 2007.
20 H CH:OH Halima-5,13-dien-11,15-diol Rijo et al., 2007.

Figura 08. Diterpenos de esqueleto pimarano obtidos de espécies do género Plectranthus.

21 22
21. 16-Epoxi-7a-hidroxipimar-8,14-eno (Stavri, et al., 2009).
22. 16-Epoxi-7-oxopimar-8,14-eno (Stavri et al., 2009).
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Figura 09. Diterpenos de esqueleto caurano obtidos de espécies do género Plectranthus.
R2

Tabela 04. Diterpenos da classe caurano obtidos de espécies do género Plectranthus.
N° R R:1 Rz Nome do composto Referéncias

23 COOH H H  Acido ent-154, 16p -Epoxicauran-19-  Gaspar-marques et

oico al., 2003.

24 CHOH H H ent-15p, 164 -Epoxicauran-19-ol Gaspar-marques et
al., 2003.

25 COOH H OAc ent-12f4 -acetoxi-154,164 -epoxicauran- Gaspar-marques et
19-oato de metila al., 2014.

26 COOH OH H Acido ent-7p-hidroxi-154, 16/ - Gaspar-marques et
epoxicauran-19-oico al., 2014.

Tabela 05. Diterpenos da classe caurano isolados de espécies do género Plectranthus
N° Ri Ro Rz Nome do composto Referéncias

27 OH H Me  Acido ent-74 - hidroxicaur-15-en-19- Gaspar-marques et al.,

oico 2014.
28 OH OAc Me Acido ent-124 - acetoxi-7p - Gaspar-marques et al.,
hidroxicaur-15-en-19-oico 2014.

29 H OAc CHO Acido ent-124 - acetoxi-17-oxocaur-15-  Gaspar-marques et al.,
en-19-oico 2014.
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"R1R3
COOH

Tabela 06. Diterpenos da classe caurano isolados do género Plectranthus

N° Ri1 Rz Rs Nome docomposto Referéncias

30 H OAc OH Acido ent-74 - hidroxicaur-15-en-19-  Gaspar-marques et al.,
oico 2014.

31 OH OAc H Acido ent-124 - acetoxi-7 /3 - Gaspar-marques et al.,
hidroxicaur-15-en-19-oico 2014.

Figura 10. Diterpenos de esqueleto abietano e cicloabietano obtidos de espécies do género do

Plectranthus.

OH
HO

OH

33

OH
HO

(o] OAc
OAc

35 36 37



33

OH OH
HO
HO O 0o
OH O
38

32. 6-Hidroxi-7a-metoxiabietanona (Syamasundar et al., 2012)

33. Abietano (Kido et al., 2010)

34. Acetil Coleun U (Rijo et al., 2007)

35. 9a-(2-Oxopropil) abietano (Gaspar-Marques et al., 2005)

36. 75-Acetil-12-deacetoxi-ciclobarbatusina (Albuquerque et al., 2007)

37. 68,70,12a,19-Tetrahidroxiabietan-11,14-diona (Simoes et al., 2010)

38. 3,11,12,14,19-Pentahidroxi-abieteta-5,8,11,13-en-7-piran[4,6]-16-diona (Kebede et al.,
2011).

Figura 11. Diterpenos de esqueleto clerodano obtidos de espécies do género Plectranthus.

COOH COOR

39 40/41 42

39. Acido 11R-acetoxikolavenico (Rijo et al., 2002)

40. R=H - Acido 11R - acetoxi-2-oxokolavenico (Rijo et al., 2002)

41. R=Me - Plectrornatina A (Oliveira et al., 2005)

42. Acido 11-acetoxi-34-hidroxineocleroda-4(18), 13E-dien-15-oico (Oliveira et al., 2005).
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O presente trabalho relata o isolamento e caracterizagdo de seis novos compostos,
sendo eles cinco diterpenos de esqueleto clerodano e um Cicloabietano. Além desses compostos

outros metabdlitos conhecidos na literatura sdo relatados.

Figura 12. Novos derivados diterpénicos obtidos das partes aéreas de P. ornatus

COOMe

46 47 48
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4 DETERMINAC}AO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS ISOLADOS DE
Plectranthus ornatus Codd.

4.1 Determinacéo estrutural de PO-01

Sucessivos fracionamentos cromatograficos da fragdo A-VI (EHPO), pag. 141,
originaria do extrato hexanico de P. ornatus, culminou no isolamento de 50,7 mg de um 6leo
viscoso alaranjado, [a]p?°= - 43,96°, (c 0,1; CH2Cl2), UV (MeOH) Jmax (pda) 215 nm (Fig. 21,
pag. 42), codificado como PO-01.

O espectro de massa de alta resolucdo (EMAR), utilizando a técnica ionizagédo por
electrospray (ESI), mostrou o pico em m/z 399,2493 (calculada 399,2506; erro -2,76 ppm)
referente ao aduto de sédio ([M + Na]*) (Fig. 20, pag. 42), possibilitando a predi¢ao da férmula
molecular C23H3s04 a qual apresenta indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a seis.

A anélise do espectro de absorcao na regiao do infravermelho (1V), de PO-01 (Fig.
22, pag. 42) revelou a presenca de duas bandas intensas em 1717 e 1647 cm™ referente a
deformac0es axiais associadas a dupla ligacdo carbono-oxigénio (C=0) de éster e carbono-
carbono (C=C), respectivamente. Outras bandas importantes foram observadas em 1235 e 1152
cm* caracteristicas de ligagdo C-O (Pavia, et al., 2010).

O espectro de RMN *H [500 MHz, CDCls] (Fig. 23, pag. 43), apresentou dois
simpletos tipicos de hidrogénios olefinicos em on 5,64 (H-14) e 5,19 (H-3), um dupleto em on
5,44 (1H-11, J=10,89 Hz) associado a um hidrogénio oximetinico, e um simpleto intenso em
0n 3,67 (O-Me). Mostrou também sinais em on 2,13 (3H-16, s), 1,99 (3H-OAC, s), 1,57 (3H-18,
s), 1,04 (3H-19, s), 0,76 (3H-20, s), 0,97 (3H-17, d, J=6,1 Hz) referentes a hidrogénios de
grupos metilas, sendo o sinal em on 1,99 de uma metila de um grupamento acetoxila (Silvestein,
et al., 2007). Além dos sinais descritos, também foram verificados uma série de sinais na faixa
de on 2,43 a 1,20 relativos a hidrogénios metinicos e metilénicos, evidenciando a natureza
terpénica do metabdlito em questéo.

No espectro de correlagdo homonuclear *H, *H-COSY (Fig. 26, pag. 44), foram
observadas as correlagdes entre os sinais em oy 5,19 (H-3) com 1,57 (3H-18) e 2,10 (H-2); de
on 5,44 (H-11) com 2,41(H-12a) e 2,24 (H-12b), e de 61 5,64 (H-14) com 2,13 (H-16).
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Figura 13. Fragmentos estruturais mostrando os principais acoplamentos no espectro de
correlacdo homonuclear *H, *H-COSY de PO-01.

L 15COOR
kS
44 ROA1

18 :

a b

(——) Correlagdo RMN 2D *H, 'H-COSY;

O espectro de RMN *C CPD [500 MHz, CDCls] (Fig. 24, pag. 43), mostrou 23
linhas espectrais, revelando ser PO-01 um diterpeno acetilado, comumente isolados de plantas
da espécie P. ornatus (Rijo et al., 2002). A subtracio dos sinais dos espectros de RMN *C-BB
e DEPT 135° (Fig. 25, pag. 44) possibilitou reconhecer o padréo de hidrogenagao de cada &tomo
de carbono (5 CH, 5 CHa, 7 CHs e 6 C), enquanto o espectro de RMN 2D *H,C - HSQC (Fig.
27, pag. 45) possibilitou a correlacdo exata de cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo sinal
de carbono. Na regido de campo baixo (desblidagem dos ntcleos) do espectro de RMN *3C,
foram observados sinais relativos a carbonos metinicos de dupla ligacdo em dc 120,6 (C-3) e
118,1 (C-14), além de carbonos carbonilicos de ésteres em ¢ 170,9 (11-OAc) e 166,8 (C-15),
sendo o ultimo envolvido em conjugacdo. Também foram observados sinais referentes a
carbonos oxigenados em d¢c 76,1 (C-11) e 51,1 (O-Me), além de sinais em Jc 18,8 (C-16), 17,9
(C-17), 18,2 (C-18), 20,5 (C-19), 12,1 (C-20) e 21,0 (11-OAc) correspondentes a grupamentos
metilicos, corroborando com o espectro de RMN *H.

Considerando o nimero de sinais no espectro de RMN *C, o nimero de carbonos
metilicos e a multiplicidade destes no espectro de RMN !H, aliado as informacdes de
levantamentos bibliograficos realizados acerca dos compostos isolados de plantas do género
Plectranthus, pdde-se assumir que o composto em questdo se tratava de um diterpeno de
esqueleto clerodano (Fig. 14, pag. 37). Estudos anteriores sobre P. ornatus (Rijo et al., 2002a;
2005b; 2007c; 2011d) e (Oliveira, et al., 2005) corroboram com o resultado proposto.
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Figura 14. Estrutura bésica do esqueleto de um diterpeno do tipo clerodano

15

Os dados discutidos até o momento foram confirmados através das correlacdes
observadas no espectro de RMN 2D 'H,*C — HMBC (Fig. 28, pag. 45), destacando-se as
correlagdes entre os sinais em on 1,42 (d, J=17,28; H-10) com os carbonos em dc 144,5 (C-4),
176,1 (C-11), 43,4 (C-9), 36,2 (C-8), assim como do sinal dos hidrogénios metilicos em Jn 1,04
(H-19) com os carbonos em oc 144,5 (C-4), 36,9 (C-6) e 47,5 (C-10) os quais fazem parte do
sistema decalina. Outras correlagdes importantes utilizadas para confirmar o esqueleto
clerodano para PO-01, bem como as posi¢des das duplas ligacOes entre C-3 e C-4 e C-13 e C-
14, estdo sumariadas na Figura 15.

Figura 15. Principais correlacdes a mais de uma ligacdo *H, **C-HMBC observadas para PO-

01.
Hr:‘NW/_\ C%OMe

(7 ) Acoplamentos a longa distancia (2J e 2J) *H, **C-HMBC

Por fim, foi estabelecida a posi¢cdo em C-11 para o grupo Acetil. A presenca deste
grupo causa uma diminui¢do do deslocamento quimico dos carbonos a-posicionado C-9 e f-
posicionados C-11 e C-12, bem como um aumento no deslocamento quimico dos carbonos Y-
posicionados C-13 e C-20, resultado da compresséo estérica Y-gauche como ilustrado na Figura
16, pag. 38. Estas informacg6es foram obtidas quando comparado com dados descritos para o
acido kolavénico, ja descrito na literatura para a espécie P. ornatus (Rijo et al., 2002; Silvestein
etal., 2007).
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Figura 16. Efeito da compressdo estérica (Y-gauche) sobre os deslocamentos quimicos (ppm)

de PO-01 e 4cido Kolavénico.

PO-01 Ac. Kolavénico

Diante do que foi discutido e levando em consideracgdo os acoplamentos a mais de
uma ligacdo (HMBC) mostrado anteriormente, pode assumir que PO-01 trata-se de um derivado
do &cido kolavénico, seu éster metilico.

Figura 17. Estrutura proposta para PO-01(a) e seu composto de referéncia acido Kolavénico
(b).

COOMe
=

AcO

(a) (b)

Por fim, a estereoquimica relativa de PO-01, foi estabelecida apds anlise do seu
espectro de correlacdo espacial *H,'H-NOESY (Fig. 30, pag. 47). A interacdo espacial
observada entre os sinais das metilas em 61 1,04 (H-19), 0,76 (H-20), 0,97 (H-17) e 1,99 (H-
11-OAc), mostraram que estes grupos estao a-posicionados. A interagdo espacial entre 0s sinais
de hidrogénio 1,3 p-posicionados em on 1,42 (d, J=17,28; 1H-10) e 1,54-150 (1H-8),
evidenciando a fusdo trans para os anéis A/B. Atraveés das correlacdes observadas e partindo
do pressuposto que espécies de Plectranthus produzem compostos seguindo a rota normal
Biosintética piro fosfato de geranilgeranila (Dewick M. P. 2009) (Fig. 03 e 04, pag. 26 -27)
pode-se propor com seguranca a fusdo trans para os anéis A/B, assim como 0 arranjo espacial
cis para as metilas (H-20/19/17) (Fig. 18, pag. 39). Por ultimo, os deslocamentos quimicos dos
protons metilicos e vinilico permitiram assinalar a cadeia lateral C-9 de PO-01 como sendo

parte de um sistema E-olefinico, somado ao fato de que o sistema de Z-olefinico ainda néo foi
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observado em diterpenos isolados de espécies de plantas oriundas do género Plectranthus
(Oliveira, et al., 2005; Abdel-mogbi et al., 2002).

Levantamento bibliografico acerca do género Plectranthus mostrou que quase
todos os diterpenos isolados desse género que apresentam o sistema decalina com fuséo trans
e arranjo espacial condizentes com o que foi observado no espectro de correlagGes espacial
'H,'H-NOESY.

Figura 18. Representacdo estrutural de PO-01 com suas principais correlagdes *H,'*H-
NOESY.

() Correlagtes *H,'H- NOESY

De acordo com o que foi discutido anteriormente e com base na comparacgédo dos
dados espectrais de PO-01 com os do &cido 11R-acetoxineocleroda-3,13E-dien-15-oico (Fig.
19a, pg. 40), [a]o®= - 73,3 (¢ 1,7 em CHCIs), incluindo seus respectivos deslocamentos
quimicos de RMN H e 3C e propriedades fisicas, pode-se concluir a completa estrutura de PO-
01, incluindo a estereoquimica dos centros estereogénicos, bem como a configuracdo E para a
dupla ligacdo em C-13/14 (Oliveira, et al., 2005; Rijo et al., 2002a, 2005b, 2011d).

Assim, a estrutura de PO-01 foi determinada (Fig. 19a, pag. 40) como sendo 11R-
acetoxi-neocleroda-3,13E-dien-15-oato de metila, o qual se trata de um novo derivado do acido
11R-acetoxineocleroda-3,13E-dien-15-oico. A possibilidade de este ser um artefato foi
desconsiderada uma vez que em nenhuma das etapas de extracdo ou isolamento foi utilizado
MeOH. Os dados de RMN H e *C de PO-01, incluindo os dados espectrais de RMN do acido

11R-acetoxineocleroda-3,13E-dien-15-o0ico estdo sumariados na Tabela 07, pag. 41.



40

Figura 19. Representacdo das estruturas do acido 11R-acetoxineocleroda-3,13E-dien-15-oico
(b) e PO-01 (a), isolados de P. ornatus.

(@) (b)
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Tabela 07. Deslocamentos quimicos (6) de RMN tH e 3C (CDCIs) de PO-01, comparados com

o0s do acido Kolavénico. Constante de acoplamento (J) em Hz.

C

o o1 A W

oo

10

11

12

13

14
15
16
17
18
19
20
OMe

AcO 170,8 171,0

BC  Lit

*
195 195
2713 2713
120,6 120,6
1445 1446
387 388
36,9 369
283 283
362 362
434 434
475 475
76,0 76,0
418 422
157,0 160,1
118,1 1181
166,7 1717
18,8 19,1
179 17,9
18,2 18,3
205 205
120 121
51,0

21,0

21,0

'H

1,86; dd
(J=13,5;13,5)
1,65; d (J=5,1)

2,10; s

5,19; s

1,71: d (J=12,3)
1,21-1,11; m

1,36; d (J= 4,5)
1,54-150; m

1,42; d (J=17,2)
5,44: d (J=10,8)

2,41; d (J=13,0)
2.24; d (J=12,3)

5,64;s
2,13;s
0,97; d (J=6,1)
1,57;s
1,04;s
0,76; s
3,66; s

1,99: s

Lit. * (CDCI3)

1,87:m
1,55; m

2,10; m
1,99;: m
5,19; s

1,73;: m
1,19; dd (J=3,6;
9,2)

1,45; m
1,55;m

1,40; m

5,44 dd (J=1,3;
9,8)
2,44; d (J=13,2)
2,28, m

5,67;s
2,16; d (J=1,2)
0,98; d (J=6,4)

1,56; s

1,05;s

0,77; s

2,02: s

HMBC
2JcH 3JcH
H-10 -
H-2 H-1/18
H-18 H-10/19
H-10 H-1/7/18
- H-19
- H-17
H-17 H-11/20
H-10/20 H-
7/11/17
- H-
6/19/20
H-12 H-10/20
H-11 H-14/16
H- H-11
14/12/16
- H-12/16
H-14; H-OMe
- H-14/12
- H-10/11
H-OAc H-11

*Dados de RMN *H e 13C obtidos de Oliveira, M. P. et al., 2005.



Figura 20. Espectro de massa de alta resolucdo (EMAR-ESI) de PO-01 no modo positivo.
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Figura 21. Espectro de Ultravioleta UV (Zmax (pda-190-500 nm) para PO-01
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Figura 22. Espectro de absorgéo na regido do infravermelho de PO-01.
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Figura 23. Espectro de RMN H (300 MHz, CDCls) de PO-01.
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Figura 24. Espectro de RMN 3C (300 MHz, CDCls) de PO-01
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Figura 25. Espectro de RMN DEPT 135° (300 MHz, CDClz) de PO-01.
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Figura 26. Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear *H, *H-COSY de PO-01.
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Figura 27. Espectro de correlacio heteronuclear 2D *H, 3C-HSQC de PO-01.
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Figura 28. Espectro de correlagio heteronuclear 2D 'H, *C-HMBC de PO-01.
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Figura 29. Expansdes do espectro de correlagdo heteronuclear 2D tH, $3C-HMBC de PO-01
na faixa de 0,5 a 3,0 ppm.
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Figura 30. Espectro de RMN 2D 'H, H-NOESY de PO-01 e expanséo na faixa de 0,7 a 2,5
ppm.
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4.2 Determinacéo estrutural de PO-02

Fracionamento cromatografico da fr. A-VI.7 (pag. 143), usando CLAE coluna
semi-preparativa de fase-reversa e fase movel H.O/MeOH, levou ao isolamento de 12,0 mg de
uma resina esverdeada, [o]%%p -48.06° (¢ 0.1, CH2Cl,), UV (MeOH) Amax (pda) 217,2 nm (Fig.
36, pag. 52), codificada como PO-02.

O espectro EMAR-ESI, mostrou um pico correspondente ao aduto de sédio em m/z
419,2403 [M+Na]" (massa calculada, 419.2404, A — 0,24 ppm) indicando a formula molecular
C22H3606 a qual mostra grau de insaturacédo igual a cinco (Fig. 35, pag. 52).

No espectro 1V (Fig. 37, pag. 52), observou-se a presenca de uma banda de
deformacdo axial larga e intensa em 3436 cm™ para uma hidroxila, além de bandas em 1711 e
1643 cm caracteristicos de carbonilas e dupla ligagdo carbono-carbono.

O espectro de RMN *H [500 MHz, MeOD] (Fig. 38, pag. 53), apresentou um
singleto em 61 5,64 (H-14) caracteristicos de proton olefinico, e sinais em on 3,50 (H-3) e 5,40
(H-11, d, J=11.2 Hz), indicando prétons ligados a carbono oxigenado. A comparagdo dos
espectros de RMN tH de PO-02 com PO-01 mostrou que estes sdo semelhantes, o que nos fez
supor que o composto em questdo também se trata de um diterpeno clerodano de estrutura
anadloga a PO-01. As mais significativas diferencas entre esses compostos foram trés: 1) a
reducdo no numero de sinais correspondentes a hidrogénios olefinicos, indicando uma possivel
reducdo do grau de insaturacdo de PO-01, 2) a auséncia de sinal para hidrogénios de grupo
metoxila, indicando que PO-02 é um &cido carboxilico, como corroborado pelo deslocamento
quimico de C-15 (& 169,7), no espectro de RMN 3C. A diferenca de aproximadamente de 3.0
ppm € condizente com a presenca de um acido carboxilico conjugado. Finalmente, 3) foi a
presenca de um singleto largo em on 3,50, inferido a hidrogénio oximetinico.

O espectro de RMN C BB [500 MHz, MeOD] (Fig. 39, pag. 53) de PO-02
apresentou 22 linhas espectrais, configurando a natureza do composto como um diterpeno. A
subtraco dos sinais do espectro de RMN *C-BB com o DEPT 135° (Fig. 40, pag. 54), em
conjunto com espectro de RMN 2D H,*C — HMQC (Fig. 42, pag. 55) permitiu a definigéo do
padrdo de hidrogenacdo de PO-02 e a correta associacao de cada hidrogénio ao seu respectivo
carbono. Como esperado, a comparagio entre os espectros de RMN *C de PO-02 com o
composto descrito anteriormente, também se mostrou bastante semelhante. As principais
diferencas encontradas foram: o j& comentado aumento de 3,0 ppm no deslocamento quimico
do C-15, a auséncia de sinal para grupo metoxila e, mais importante, a presenca de trés (03)
linhas espectrais em torno de 77,0 ppm, tipicos de carbono saturado ligado a oxigénio.
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A andlise do espectro de correlagdo homonuclear *H, *H-COSY (Fig. 41, pag. 54),
exibiu diagrama de contorno que mostram correlacdes entre os sinais em Jn 5,64 (H-14) com
o0s hidrogénios metilicos em 2,20 (H-16), correlacdo do hidrogénio em 61 5,40 (H-11) com 2,27
(H-12) e do hidrogénio em Jn 3,50 (H-3) com 2,04 (H-2), bem como outros acoplamentos
ilustrados na figura 31.

Figura 31. Fragmentos estruturais mostrando os principais acoplamentos no espectro de
correlacio homonuclear *H, *H-COSY de PO-02.

(——) Correlagdo RMN 2D H, 'H-COSY;

O espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC (Fig. 43, pag. 57) mostrou correlacdes entre
0s sinais em Jn 5,64 (H-14) com os sinais de carbono em oc 158,6 (C-13) e Jc 19,0 (C-16),
confirmando a presenca da cadeia alifatica em C-9. Além disto, possibilitou atribuir a exata
posicao de cada substituinte, como por exemplo, as hidroxilas em C-3 e C-4 foram confirmadas
através dos acoplamentos entre o hidrogénio on 3,50 com o carbono oc 43,3 (C-5) e o1 1,20 com
oc 77,6 (C-3), enquanto o grupo acetoxila em C-11 foi confirmado através da correlacdo entre
0s sinais de on 5,40 com os carbonos em Jc 42,5 (C-10), 158,6 (C-13) e 172,8 (11-ACo). As
demais correlacGes observadas para PO-02 encontram-se disponiveis na figura 32, pag. 49.

De acordo com os dados obtidos nos espectros de RMN 1D e 2D de *H, 3C, COSY
e HMBC, somados aos experimentos IV e EMAR-ESI, podemos afirmar que PO-02 é um
diterpeno de esqueleto clerodano anédlogo a PO-01, figura 32, pag. 49.
Figura 32. Principais acoplamentos a longa distancia observadas no espectro RMN 2D *H,3C
— HMBC para PO-02.

COOH 15 COOMe
A{JR f
Ho )
H
PO-02

(7 ) Acoplamentos a longa distancia (2J e %J) *H, *C-HMBC
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A estereoquimica relativa de PO-02 foi obtida a partir da interpretacdo do espectro
de RMN 1D H, H- NOESY (Fig. 46, pag. 57), através das correlacdes entre hidrogénios das
metilas em on 0,98 (Me-17), 0,79 (Me-20), 1,20 (Me-18), 1,18 (Me-19) que se apresentam o-
posicionados e das correlagbes dos hidrogénios on 1,54 (H-8) e 1,92 (H-10) de forma 1,3-
diaxial, confirmando a fusdo trans para os anéis A e B igual a PO-01, assim como a $-orientacao
dos grupos hidroxila confirmado através da correlacdo do sinal do hidrogénio oximetinico on
3,50 com as metilas 1,20 (Me-18), 1,18 (Me-19) como observadas sdo figura abaixo.

Figura 33. Principais correlagdes observadas no espectro RMN 2D H,'H — NOESY para PO-
02.

(¥ ) CorrelagGes *H,'H- NOESY
Com base no que foi discutido, a estrutura de PO-02 foi estabelecida como Acido
11R-acetoxi-3,4-dihidroxineocleroda-13E-en-15-oico, um diterpeno o qual estd sendo
reportado pela primeira vez na literatura. (Figura 34, pag. 50).

Figura 34. Representacdo estrutural de PO-02
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Tabela 08. Deslocamentos quimicos (6) de RMN *H e C (MeOD) de PO-02. Constante de

acoplamento (J) em Hz.

C BC H HMBC
2Jch 3JcH
1 31,6 1,90; m - -
1,70; m
2 19,0 2,04; m - -
1,46; d (J=11,2)
3 77,6 3,50; sl - H-18
4 76,9 - - -
5 43,3 - H-19 H-3
6 33,8 1,64;d (J=13,2) - H-19
1,29; d (J=10,2)
7 28,5 1,49; d (J=15,3) - H-17
1,42: m
8 37,2 1,54; m H-17 H-20
9 44,6 H-10/20 H-11/17
10 42,5 1,92; d (J=11,2) - H-19/20
11 78,0 5,40; d (J=11,2) H-12 H-10/20
12 429 2,63; d (J=14,3) H-11 H-14/16
2,27; d (J=10,2)
13 158,6 H-14/12/16 H-11
14 119,6 5,64; s - H-16
15 169,7 - - -
16 19,0 2,20; s - H-14/12
17 18,5 0,98; d (J=6,2) - -
18 21,3 1,20; s - -
19 18,2 1,18; s - -
20 12,5 0,79; s - H-10/11

AcO 172,8/20,9; s 1,99; s - H-11



Figura 35. Espectro de massa de alta resolucdo (EMAR-ESI) de PO-02 no modo positivo.
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Figura 36. Espectro de Ultravioleta UV (Amax) (pda-190-500 nm) para PO-02.
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Figura 37. Espectro de absorcédo na regido do infravermelho de PO-02.
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Figura 38. Espectro de RMN H (500 MHz, MeOD) de PO-02.
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Figura 39. Espectro de RMN 3C (500 MHz, MeOD) de PO-02.
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Figura 40. Espectro de RMN DEPT 135° (500 MHz, MeOD) de PO-02.
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Figura 41. Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear *H, *H-COSY (500 MHz,
MeOD) de PO-02.
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Figura 42. Espectro de correlacio heteronuclear 2D *H, 3C-HMQC de PO-02.
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Figura 43. Espectro de correlagio heteronuclear 2D 'H, *C-HMBC de PO-02.
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Figura 44. Expansdo do espectro 2D H, 3C-HMBC de PO-02 na faixa de 1,0 a 2,5 ppm.

N

}zs
© Y o | u]
S @ o] @ o re
f-25
el @

E 30

— &
©
: 3 0 -

@ ©

411/5'
T T T T \\\\? B
2.2 0 1.8 1 4 1,‘2 ppm

Figura 45. Expansdo do espectro 2D H, 3C-HMBC de PO-02 na faixa de 3,0 a 6,0 ppm.
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Figura 46. Espectro de RMN 2D !H, 'H-NOESY de PO-02.
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4.3 Determinacéo estrutural de PO-03

Fracionamento da fr. A-VI.7 por CLAE (pé4g. 143), empregando coluna semi-
preparativa de fase-reversa e sistema de solvente H,O/MeOH, resultou no isolamento de 13,4
mg de um 6leo esverdeado, [0]?p -47.50° (¢ 0.1, CH2Cl2); UV (MeOH) Amax (pda) 219,4 nm
(Fig. 53, pag. 63), codificado como PO-03.

A férmula molecular de C22H320s, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a
sete, foi determinada através do pico em m/z 399,2149 [M+Na]" (massa calculada, 399,2142, A
+1,75 ppm), obtido através do espectro EMAR, utilizando a técnica ionizacao ESI (Fig. 52,
pag. 63).

O espectro de IV (Fig. 54, pag. 63) apresentou uma banda em 3452 para grupos
hidroxila e bandas em superposicdo em torno de 1750-1650, relativo a deformacdo axial de
grupos funcionais carbonilados, assim como as bandas de confirmagdo para carbonila,
possivelmente de éster em aproximadamente 1238 e 1149 (Pavia, et al., 2010).

O espectro de RMN H (300 MHz, CDClIs) (Fig. 55, pag. 64), de PO-03 quando
comparado aqueles de PO-01 (pag. 35) e PO-02 (pag. 48) mostrou algumas semelhancas,
particularmente quanto aos sinais da cadeia lateral ligada em C-9. Na regido de campo baixo,
apresentou um singleto em on 9,98 caracteristico de hidrogénio aldeido, um singleto em on 5,66
(H-14) indicando a presenca de olefina e um dupleto em Jn 5,10 (H-11, J=10,3 Hz) para um
hidrogénio oximetinico. Além de uma série de sinais na regido de campo alto, mostrou também
sinais para seis grupos metilas em 6w 2,12; 1,99; 1,96; 0,88; 0,86 e 0,84.

O espectro de RMN *3C BB [300 MHz, CDClIs] (Fig. 56, pag. 64) apresentou 22
linhas espectrais, evidenciando um diterpeno acetilado como os anteriores. A compara¢do dos
sinais dos espectros de RMN *3C-BB e DEPT 135° (Fig. 57, pag. 65) possibilitou definir o
padrdo de hidrogenacdo de cada &tomo de carbono, sendo seis carbonos metilicos, quatro
carbonos metilénicos, cinco carbonos metinicos e sete carbonos nao hidrogenados, dos quais
dois sédo carbonos carbonilicos éc 171,4 e 170,8, como observado no espectro de infravermelho.
A andlise do espectro de RMN 2D *H,*3C - HSQC (Fig. 59, pag. 66) possibilitou a correlagio
exata de cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo sinal, inclusive confirmou a presenga do
grupo funcional aldeido, bem como a correlacdo inequivoca dos hidrogénios diastereotdpicos
aos carbonos a eles ligados: 2H-1 (4 2,50 e 2,22/ 6c 28,2), 2H-6 (o1 1,62 € 1,31/6c 33,9) e 2H-
12 (61 2,33 € 2,27/ &¢ 42,6), tabela 09, pag. 62.
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Como esperado, a comparagdo dos espectros de RMN *C de PO-03 com os
compostos descritos nas se¢des anteriores sao bastante proximos, com excecdo dos dados de
RMN relativos ao anel A.

O espectro de correlagdo homonuclear *H, *H-COSY (Fig. 58, pag. 65), apresentou
0s mesmos acoplamentos observados para 0s compostos descritos anteriormente, corroborando
com a proposta de PO-03 ser um diterpeno clerodano (Fig. 14, pag. 37).

O espectro de RMN 2D 'H,C — HMBC (Fig. 60, pag. 66), exibiu correla¢do dos
sinais dos hidrogénios em 61 0,88 (Me-19) com ¢ 33,9 (C-6) e 51,5 (C-10) demonstrando que
0 anel B do sistema decalina continua intacto (Fig. 47, pag. 59). Adicionalmente, mostrou a
correlacdo do sinal de hidrogénio aldeidico com os sinais de carbono 6¢ 28,2 (C-1), 137,9 (C-
2), a correlagéo do sinal da metilaem 61 1,99 (Me-18) com 137,9 (C-2), 51,7 (C-5), assim como
a correlacdo do sinal em 8n 2,50 (2H-1) com 6¢ 137,9. Estes dados foram compativeis com um
sistema envolvendo um anel de cinco membros e uma porgéo aldeido «,f-insaturado, que pode
ser formado a partir de um rearranjo do anel A, como presente em PO-01 e PO-02.

Figura 47. Principais correlagdes observadas nos espectros de RMN 'H,'H-COSY e HMBC de
PO-03.

(—) RMN 2D H, *H-COSY; *H, (/" ) BC-HMBC
A literatura mostrou varios diterpenos envolvendo o mesmo rearranjo observado
em PO-03, sendo que maioria sdo diterpenos furanoclerodanos (Macias, et al., 2010). Entre
estes, o0 acido solidagonal (Fig. 48b, pag. 60) que se diferencia PO-03 apenas pela auséncia do

grupo acetoxila na posi¢do C-11 (Fig. 48a, pag. 60).
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Figura 48. Estruturas de PO-03 (a) e seu composto de referéncia, o &cido solidagonal (b).
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Pz Pz
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Bohlmann (1985) e Macias (2010) propuseram uma rota simplificada de biossintese
para a formacdo deste rearranjo na qual o composto precursor é o acido kolavénico (Fig.17,
pag. 58). Este sofre um processo de clivagem oxidativa na insaturacdo localizada entre os
carbonos C-3 e C-4, seguido de um processo de ciclizacdo alddlica, e em seguida uma
desidratacdo (Fig. 49, pag. 60). A mesma explicacdo pode ser utilizada para a biossintese de
PO-03, considerando o acido 11R-acetoxineocleroda-3,13E-dien-15-o0ico, como precursor de
PO-03. O é&cido 11R-acetoxineocleroda-3,13E-dien-15-oico foi previamente isolado de P.
ornatus (Oliveira, et al., 2005).

Figura 49. Biossintese proposta para formacao de PO-03.

COOH COOH COOH COOH

_ y _ _
AcO AcO AcO AcO
0 OHC —
19, — H,0
oHe ) y 20 oHC
HO H
0

Adaptado de Bolhmann et al (1985)

Por fim, a estereoquimica relativa de PO-03 foi realizada utilizando RMN 2D *H,
'H-NOESY (Fig. 61, pag. 67). A fusdo trans para os anéis A e B da decalina foi confirmada
atraves dos acoplamentos espaciais observados entre os hidrogénios metinicos em on 1,39 (H-
8) com on 1,76 (H-10) relevando uma orientacdo 1,3-diaxial. A correlacéo entre os hidrogénios
dos carbonos metilicos ndo foi observada devido a sobreposicdo de seus deslocamentos
quimicos, nos fazendo propor que uma estereoquimica semelhante ao observado para de PO-

01 e PO-02 e com dados da literatura do Acido solidagonal.
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Figura 50. CorrelagGes observadas no espectro bidimensional *H,'H- NOESY para PO-03.
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x~._COOH

() Correlagtes *H,'H- NOESY
Diante dos dados obtidos nos espectros de RMN e da literatura, atribui-se a
completa estrutura para PO-03, como mostrados na figura abaixo, sendo nhomeado como acido
11R-acetoxisolidagonal.
Vale ressaltar que este tipo de rearranjo é pouco comum para diterpenos clerodanos
ndo-furanicos, sendo em muitos casos, classificado como diterpeno do tipo abeo-clerodano.
Esse fato revela o grande potencial de P. ornatus como produtor de novos metabolitos

secundarios com estruturas impares.

Figura 51. Representacéo estrutural para PO-03.
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Tabela 09. Deslocamentos quimicos (5) de RMN H e *C (CDCIs) de PO-03 em comparag&o
com dados fornecidos pela literatura.

C

11

12

13
14
15
16
17
18
19
20
11-AcO
COOCHs3

13C

28,2

137,9

188,9
159,6
51.7
33,9

28,7
37,2
42,8
51,5

75,0
42,6

170,7
118,1
171,4
19,1
14,4
9,8
17,4
16,4
170,8
21,0

13 C
Lit.*

H

2,50; dd (J=14,46;
6,69)
2,22:m

9,93: s

1,62; m
1,31; m
152;: m
1,39; m

1,76; dd (J= 14,01,
7,56)
5,09; dd (J=9,63;
2,61)
2,33;m
2,27:m

5,64; s

2,12;s
0,84; s
1,99;s
0,88; s
0,86; s

1,96: s

1H Lit.*
CDCls

2, 33; dd

2,17; ddq

9,96 (s)

1,65; ddd
1,35; m
1,55;: m

1,45; ddq

1,56; dd
1,40; m

2,05; ddd
1,96; ddd

5,66; tq

2,15;d
0,8l; d
2,02; dd
0,92; s
0,85; s

HMBC

2)cH 3Jch

- H-3
H-1, H-18
H-3

- H-18

- H-19

- H-11
H-10 -

- H-11; H-

19

H-11  H-14

- H-11
H-14 i

- H-14

- H-10

- H-10




Figura 52. Espectro de massa de alta resolucdo (EMAR-ESI) de PO-03 no modo positivo.
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Figura 53. Espectro de Ultravioleta UV (Amax (pda-190-500 nm) para PO-03.
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Figura 54. Espectro de absorgéo na regiéo do infravermelho de PO-03.
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Figura 55. Espectro de RMN H (300 MHz, CDCls3) de PO-03.
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Figura 56. Espectro de RMN 3C (300 MHz, CDCls) de PO-03.
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Figura 57. Espectro de RMN DEPT 135° (300 MHz, CDClz) de PO-03.
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Figura 58. Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear *H, *H-COSY (300 MHz,
CDCls) de PO-03.




Figura 59. Espectro de correlacio heteronuclear 2D *H, 3C-HSQC de PO-03.
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Figura 60. Espectro de correlacéo heteronuclear 2D tH, 3C-HMBC de PO-03.
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Figura 61. Espectro de RMN 2D *H, 'H-NOESY de PO-03.
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4.4 Determinagéo estrutural de PO-04

A fracdo A-VI, oriunda do extrato hexanico (EHPO) (pag. 143), foi cromatografada
utilizando CLAE, coluna semi-preparativa de fase-reversa e o sistema de solvente H.O/MeOH
3:7, resultando no isolamento de 11,6 mg de uma resina amarelada, [o]?b -34.44° (c 0,06;
CH2Cl2); UV (MeOH) Amax (pda) 218,6 nm (Fig.67, pag. 72), denominada de PO-04.

O espectro de EMAR-ESI (Fig.66, pag. 72), mostrou um pico em m/z 433,2199
para o aduto de sédio [M+Na]" indicando a formula molecular C22,H3407Na (massa calculada,
433,2197, erro +0,46 ppm) a qual apresenta indice de deficiéncia de hidrogénios igual a seis.

O espectro de IV (Fig. 68, pag. 72) indicou a presenca de bandas de deformacéo
axial em 1690 cm™, referente a mdltiplas ligagces carbono-oxigénio de carbonilas,
possivelmente de acido carboxilico e/ou ésteres, assim como bandas de deformagdo axial de
ligacdo dupla carbono-carbono em 1635 cm™,

O espectro de RMN *H [300 MHz, CDCls] (Fig. 69, pag. 73), mostrou semelhanga
com o de PO-03 descrito anteriormente. A principal diferenca foi a auséncia do sinal do
hidrogénio de aldeido e a presenga de um sinal em Jn 2,95 (dd, J=3,5 e 3,3 Hz) correlacionado
no espectro HSQC com o sinal de carbono metinico sp® em 8¢ 51,4. A desprotecdo tanto do
sinal de hidrogénio como do sinal de carbono indicam uma possivel proximidade com um
atomo eletronegativo.

O espectro de RMN C CPD [75 MHz, CDCls] (Fig. 70, pag. 73) apresentou 22
linhas espectrais, de maneira andloga a PO-03, entretanto, diferindo quanto a auséncia do sinal
da carbonila de aldeido e a presenca dos sinais em Jc 180,3 (C-3) e 82,7 (C-4). A anélise dos
espectros de RMN °C, em associacio com o espectro de DEPT 135° (Fig. 71, pag. 74)
possibilitou estabelecer o padrdo de hidrogenacao dos carbonos existentes na molécula, como:
6 CHs, 4 CH2, 5 CH e 7 C. Entre os carbonos ndo-hidrogenados, encontram-se 0s sinais em dc
180,2; 171,5 e 170,8 caracteristicos de carbonos carboxilicos e carbonilicos. O espectro de
RMN 2D H,*C - HSQC (Fig. 73, pag. 75) possibilitou a correlacdo exata de cada sinal de
hidrogénio ao seu respectivo sinal de carbono, auxiliando inclusive na atribuicdo dos sinais de
hidrogénios diastereotopicos (Tabela 10, pag. 71).

A analise combinada dos espectros bidimensionais H,'H-COSY (Fig. 72, pag. 74)
e 'H,"*C-HMBC (Fig. 74, pag. 75) mostrou que PO-04 ¢ um diterpeno de esqueleto clerodano,
analogo a PO-03. Por exemplo, no espectro *H, *H-COSY foi observado o acoplamento entre
0s hidrogénios diastereotopicos on 2,15 (1-Ha)/1,80 (1-Hb) com on 2,95 (H-2), bem como a
correlacdes desses hidrogénios com os carbonos em oc 51,41 (C-2); 180,26 (C-3) e 45,67 (C-
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10) verificada no espectro de HMBC. Adicionalmente verificou-se a correlagéo entre os sinais
de hidrogénios Jn 1,35 (Me-18) com os carbonos em Jc 51,4 (C-2); 82,7 (C-4) e com o carbono
em oc 49,5 (C-5), alem do hidrogénio em dn 2,95 com o carbono em Jc 180,26 (C-3). Estes
dados mostram a oxidacao de aldeido a &cido carboxilico e a hidratacéo da dupla ligacéo entre
C2-C4. De maneira similar ao observado em PO-03, foi verificada a correlacdo entre o sinal da
Me-18 com C-2, confirmando o rearranjo do anel A de seis membros da decalina, para um de
cinco membros.

Figura 62. Fragmento observado no espectro H, *C-HMBC para o rearranjo do anel A de PO-
03 (a) juntamente com PO-04 (b).

25,3
H 282 % ' )
IACIE s 1:(')? 45,7

O 1596 Nl OLd 35495

98 '’ 17,6
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(——) RMN 2D *H, *H-COSY; (" V) 'H, *C-HMBC
Em acordo com os dados obtidos a partir dos espectros de RMN uni- e
bidimensionais, PO-04 se trata de um diterpeno de esqueleto clerodano com rearranjo no anel
A da decalina, semelhante ao do acido 11R-acetoxi-solidagonal (PO-03), como mostrado na

figura 63, pag. 69.

Figura 63. Estrutura proposta para PO-04, apresentando os principais acoplamentos (COSY)
e correlacbes (HMBC) e PO-03.
15COOH

(——) RMN 2D *H, *H-COSY; (© ) H, *C-HMBC
Por fim, a estereoquimica relativa de PO-04 foi realizada utilizando RMN 2D *H,
H-NOESY (Fig. 75, pag. 76), de onde se observou os acoplamentos do sinal em o 2,95 (H-
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02) e 1,35 (Me-18), assumindo uma p-orientacdo para os grupos funcionais COOH e OH.
Somados a isso, verificou-se os acoplamentos entre os sinais dos hidrogénios das metilas em
on 0,78 (Me-20), 0,87 (Me-19), 0,98 (Me-17), 1,35 (Me-18) com arranjo espacial cis. A fusdo
trans para os anéis A e B foi confirmada pelo acoplamento dos sinais de 6n 2,17 (H-10) e Jn
1,47 (H-08) 1,3-p-orientados. Por fim a estereoquimica relativa do centro estereogénico C-11
foi estabelecida como sendo 11S devido aos acoplamentos apresentados pelo hidrogénio
oximetinico on 5,10 (H-11) com Me-17 e Me-20, diferenciando-se dos demais compostos
relatados neste trabalho (figura 64).

Figura 64. Espectro de RMN 2D !H, 'H-NOESY de PO-04.

(¥ ) CorrelagGes *H,'H- NOESY
A completa estrutura de PO-4 foi ento estabelecida como Acido 11S-acetoxi-solidago-
3,15-didico, sendo um diterpeno de esqueleto clerodano apresentado pela primeira vez na
literatura e mostrado na figura abaixo.

Figura 65. Representacéo estrutural de PO-04
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Tabela 10. Deslocamentos quimicos (5) de RMN H e *C (CDCls) de PO-04.

C

o Ol b WD

© 0o

11
12

13

14
15
16

17
18
19
20

11-OAc

13C

25,3

51,4
180,2
82,7
49,5
29,9

28,8
36,7
43,2

45,6

76,0
42,6

160,6

118,1
171,5
19,1

16,8
22,2
17,6
12,8

170,8
21.0

1H

2,15;: m
1,80; d (J=11,67)
2,95; dd (J= 3,51, 3,27)

1,62; m
1,25 (d, J=12,33)
1,47; sl
1,47; m

2,17:m

5,10; d (J=10,29)

2,49; d (J=12,78)
2,32; d (J=12,99)

5,66 ()

2,20 (s)
0,98; d (J= 3,87 Hz)
1,35;s
0,87: s
0,78:; s

2,02:s

HMBC
2JcH 3JcH
H-10 -
H-1 Me-18
H-2 H-1ab
Me-18 Me-19
Me-19 H-10;Me-18
- Me-19
- Me-17

Me-17 H-11;Me-20
Me-20 Me-20; Me-17

H-1 H-11; Me-19;
Me-20
H-12a/b H-10; Me-20
H-11 H-14; Me-16
H-14; H- H-11
12a/b, Me-
16
- H-12; Me-16
H-14;
- H-14; H-12a/b
- H-10; H-11
H-OACc H-11




Figura 66. Espectro de massa de alta resolucdo (EMAR-ESI) de PO-04 no modo positivo.
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Figura 67. Espectro de Ultravioleta UV (Amax (pda-190-500 nm) para PO-04.
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Figura 69. Espectro de RMN H (300 MHz, CDCls3) de PO-04.

Figura 70. Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDCls) de PO-04.
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Figura 71. Espectro de RMN DEPT 135° (75 MHz, CDClz) de PO-04.

Figura 72. Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear *H, *H-COSY (300 MHz,
CDCls) de PO-03.
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Figura 73. Espectro de correlagéo heteronuclear 2D *H, **C-HSQC de PO-04.
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Figura 75. Espectro de RMN 2D !H, 'H-NOESY de PO-04.
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4.5 Determinacéo estrutural de PO-05

O fracionamento cromatografico da fr. A-VII (pag. 144), inclusive utilizando
CLAE, culminou no isolamento de 12,9 mg de um so6lido amorfo branco, de p.f. = 168-169 °C
e [a]o®= - 43,96° (c 0,1, CH2Clz), UV (MeOH) Jmax (pda) 136,3 nm (Fig. 80, pag. 80),
codificada como PO-05.

O espectro EMAR, utilizando ESI, mostrou um pico em m/z 413,2296 relativo ao
aduto de sodio [M+Na]*, a partir do qual se deduziu a formula molecular C23H3405 (massa
calculada 413,2298; erro -0,48 ppm), a qual exibe grau de instauracao igual a sete (Fig.79, pag.
80).

No espectro de IV (Fig. 81, pag. 80), observou-se a presenca de bandas de
deformacdo axial em 1735 e 1710 cm?! indicando a presenca de grupos carbonila, do qual a
banda em 1710, juntamente com a banda em 1669 cm?, sio compativeis com um sistema o, -
conjugado.

A andlise do espectro de RMN H (Fig. 82, pag. 81) de PO-05 foi realizada em
comparagdo com os espectros dos compostos descritos anteriormente, revelando uma estreita
semelhanga com PO-01, exceto pelo aumento de 0,6 ppm no deslocamento quimico do sinal do
hidrogénio olefinicos de 615,78 (H-3).

O espectro RMN 13C CPD [125 MHz, CDCIls] (Fig.83, pag. 82) de PO-05
apresentou 23 linhas espectrais, confirmando a natureza do composto como um diterpeno. A
comparagao entre os espectros de RMN 3C de PO-05 com PO-01 apresentou como mudanca
significativa, o acréscimo de um sinal Jc 200,3 (C-2) para cetona conjugada no Anel A da
decalina, confirmado pelo aumento nos deslocamentos quimico dos carbonos da vizinhanca de
PO-05 em relacéo a PO-01, sintetizado na figura 76.

Figura 76. Representacdo dos efeitos da carbonila no anel A da decalina

1 © +16,6
) )
N 10
a
3 5 +4.9
b +26.,6
+1,25

A analise dos dados de PO-05, juntamente com os dados de PO-01, pode-se afirmar,
sem equivocos, que PO-05 € um diterpeno de esqueleto clerodano semelhante a PO-01, apenas
com o acréscimo de uma carbonila em C-2, comum para os diterpenos encontrados no género
Plectranthus (Abdel-mogib et al., 2002) (figura 77).
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Figura 77. Representacéo estrutural de (a) PO-05 e (b) PO-01 isolados de P. ornatus

Pesquisas realizadas na literatura mostraram que esta molécula ja isolada (R1JO, et
al., 2002) também em P. ornatus e nomeado como (11R-acetoxi-2-oxoneocleroda-3,13E-dien-
15-0ato de metila, batizada como Plectrornatina A [a]p?*= -60,9° (¢ 0,651; CHClIs) (figura 78).
Os dados de RMN de *3C e 'H encontram-se sumariados na tabela 11, pag. 79.

Figura 78. Representacéo estrutural de PO-05 (Plectrornatina A)

AcO,, 13°~COO0Me

Estudos acerca de ensaios de atividade bioldgicas da Plectrornatina A mostraram
que esta molécula apresentou moderada atividade antifingica contra Candida albicans, C.

tropicalis, C. glabrata,C. krusei, e C. guilliermondii e atividade antimicrobiana pouco relevante
(Rijo et a., 2002).
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Tabela 11. Deslocamentos quimicos (6) de RMN tH e 3C (CDCIs) de PO-05, comparados com

os dados da literatura.

S 13C 1B3C Lit* 'H 1H Lit.* (100 MHz, CDCls)
(CDCls)
1 36,1 36,0 2,64; dd (J= 2,61; ddd (J=17,7; 3,5; 1,3)
17,75;3,2) 2,49; dd (J=17,7; 13,7)
2,53; dd (J=17,5;
13,7)
2 199,4 199,0 -
3 125,7 125,6 5,78; s 5,73; qt (J=1,3)
4 170,3 171,9 - -
5 40,4 40,1 - -
6 35,5 35,5 1,84; d (J=12,75) 1,82; dt (J=13,1; 2,9)
1,36; t (J=12,15; 1,34; ddd (J=13,1; 12,2; 3,6)
11,85)
7 27,6 27,5 1,55-1,49; m 1,50; dddd (J=13,4; 12,2;
11,9; 2,9)
1,48; dddd (J=13,4; 4,5; 3,6;
2,9)
8 36,1 36,2 1,55-1,51; m 1,52; ddq (J=11,9; 6,2; 4,5)
9 43,6 43,4 - -
10 46,0 46,0 1,97; d (J=3,4) 1,97; dd (J=13.7, 3.5)
11 74,7 74,5 5,28; d (J=9,05) 5,28; dd (J=10,4; 2,1)
12 41,9 41,7 2,37-2,27; m 2,34; ddd (J=13,3; 2.1; 0,6)
2,28 (dd, J=13,3; 10,4)
13 156,1 155,9 -
14 118,5 118,4 5,64; s 5,62; qd (J=1,1, 0,6)
15 166,7 166,4 - -
16 19,0 18,8 2,12;s 2,12;d (J=1,1)
17 17,7 17,6 1,00; d (J=5,65) 0,99;d (J=6,2)
18 19,4 19,0 1,91;s 1,88; d, (J=1,3)
19 18,8 18,7 1,16; s 1,14; s
20 12,4 12,2 0,87;s 0,85; s
OMe 51,2 50,9 3,67;s 3,65; s
11-COOCH3 172,4 170,3 - -
11-COOCH3 20,9 20,7 2,00; s 1,98; s

Dados de RMN H e *C obtidos de Rijo et al., 2002.
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Figura 79. Espectro de massa de alta resolucdo (EMAR-ESI) de PO-05 no modo positivo.
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Figura 82. Espectro de RMN H (500 MHz, CDCls3) de PO-05 e expansdo na faixa de 1,0 a
3,0 ppm.
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Figura 83. Espectro de RMN 3C (125 MHz, CDCls) de PO-05 e expanséo na faixa de 5 a 55
ppm.
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Figura 84. Espectro de RMN DEPT 135 (125 MHz, CDCls3) de PO-05.
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Figura 85. Espectro de correlacio heteronuclear 2D *H, *3C-HSQC de PO-05.
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4.6 Determinacéo estrutural de PO-06

Fracionamentos cromatogréaficos da fr. A-VIII (pag. 144), incluindo CLAE,
conduziu ao isolamento de 6,7 mg de uma resina esverdeada, apresentando [a]p??= +22,5; (C.
0,09, CHCl3) e UV (MeOH) Amax (pda) 219,4 nm (Fig. 90, pag. 87), intitulada como PO-06.

O espectro EMAR, utilizando a técnica ESI, mostrou um pico correspondente ao
aduto de sodio em m/z 345,2397 indicando a formula molecular C2H3403 (massa calcd.
343,2400; erro -0,86 ppm), com IDH igual a quatro (Fig. 89, pag. 87).

O espectro de 1V (Fig. 91, pag. 87) apresentou uma banda de deformacéo axial em
3400 cm, compativel com grupo hidroxila, além de bandas intensas em 1686 e 1639 cm™,
referentes a carbonila de &cido carboxilico e ligagdo C=C, respectivamente, compativeis com
um sistema a-f insaturado (Pavia et al., 2010).

O espectro de RMN *H [75 MHz, CDClIs] (Fig. 92, pag. 88), mostrou na regido de
olefinas apenas um singleto em 6w 5,72 (H-14) indicando uma dupla ligag&o trissubstituida. Um
sinal largo em o 3,41 caracteristico de hidroxila, além de um elevado nimero de sinais de
hidrogénios em campo alto do espectro, demonstrando a natureza alifatica do composto. A
comparagao do espectro de RMN 'H de PO-06 com os demais compostos ja mencionados nio
apresentou semelhancas significativas, indicando que este composto pode se tratar de um
possivel diterpeno de esqueleto ainda ndo isolado neste trabalho.

O espectro de RMN 13C CPD [75 MHz, CDCIs (Fig. 93, pag. 89) de PO-06
apresentou 20 linhas espectrais, ratificando a natureza do composto como um diterpeno. Como
esperado, a analise comparativa de PO-06 com os espectros de RMN *3C dos cinco compostos
ja apresentados mostrou significativas diferencas. As mais marcantes foram a auséncia do sinal
atribuido ao grupo acetoxila em C-11, verificado também no espectro de RMN *H, e a presenca
de apenas trés sinais com deslocamentos quimicos superior a 100 ppm: ¢ 171,2 (C-15), 163,9
(C-13) e 114,7 (C-14).

A analise conjunta dos espectros 2D 'H, 'H-COSY (Fig. 94, pag. 90) e H,°C —
HMBC (Fig. 96, pag. 92), possibilitou confirmar a existéncia da cadeia lateral em C-9, como
verificada para os demais compostos, entretanto, sem a acetoxila em C-11. As correlacfes a
longa distancia observadas no espectro HMBC comprovaram a presenca da decalina sugerindo
um esqueleto diterpenico do tipo labdano pelas correlagdes entre os hidrogénios em o 0,93
(Me-20) com os carbonos Jc 39,4 (C-10); 39,4 (C-1); 56,1 (C-5) e 59,0 (C-9), bem como de
uma hidroxila em C-8, através das correlagdes entre o sinal da metila em o1 1,16 (Me-17) com
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os carbonos em oc 42,4 (C-7); 73,6 (C-8) e 59,1 (C-9), (Fig. 86, pag. 85) confirmando a estrutura
proposta na Figura abaixo.

Figura 86. Representacdo estrutural do esqueleto basico de um diterpeno labdano

Figura 87. Representacdo estrutural de PO-06, ilustrando as principais correlaces a mais de

uma ligagdo no espectro 'H, **C-HMBC.

(—) RMN 2D H, H-COSY; (F\ ) H, BC-HMBC

A comparacdo dos dados de RMN de PO-06 com aqueles descritos para o acido
ent-labd-13-en-84-0l-15-6ico mostraram que estes compostos tém a mesma estrutura. O &cido
ent-labd-13-en-84-ol-15-6ico foi previamente isolado a partir das espécies A.cymbifera, A.
esperanzae, e A. galeata pertencentes ao género Aristolochia (Lopes e Bolzani, 1988; Pacheco
et al., 2009). Apesar de diterpenos serem comuns no género Plectranthus, de acordo com
levantamento realizado na base de dados ScienceFinder, este é o primeiro relato do &cido ent-
labd-13-en-84-0l-15-6ico neste género.

Figura 88. Representacéo estrutural para o acido ent-labd-13-en-84-o0l-15-oico
15COOH




86

Tabela 12. Deslocamentos quimicos (J) de RMN H e *C (CDClIs) e literatura de PO-06.

C

10
11

12
13
14
15
16
17
18
19
20

130

39,5

33,6
42,2

33,5
56,1
23,7

42,4

73,6
59,1
39,2
18,5

45,0
163,9
1147
171,2

19,5

30,7

21,8

33,5

15,3

3C Lit.** (CDCls)

39,8

41,9

56,1
23,5

44,7

74,4
61,3
39,2
20,5

44,5
163,9
114,7
171,5
19,4
24,0
21,5
33,4
15,4

1H

1,72: m
0,88: m*

1,34: m
1,16; m*
0,83; m*
1,53:; s
1,44: m
1,78 d (J=2,7)
1,53:; s

0,81; m*

1,66-164; m
1,49-147; m
2,26-2,13; m

5,72; s
2,20; d, (J=10,99)
1,16; s
0,83;s
0,88; s
0,97; s

HMBC
2JcH 3JcnH

- H-18/19
H-7 H-8/10

- H-5
H-17 -

. H-17
H-11 H-14/16
H-16

- H-12/16
H-14 -

- H-14
H8  H-7/9

- H-5/19

- H-5/18

- H-1/9

*Sinais sobrepostos pelas metilas em 0,81 (H-9); 0,83 (H-5); 0,88 (H-1) e 1,16 (H-3) ppm
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Figura 89. Espectro de massa de alta resolucdo (EMAR-ESI) de PO-06 no modo positivo e

negativo.
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Figura 92. Espectro de RMN H (300 MHz, CDCls3) de PO-06 e expansdo da faixa de 0,8 a
2,5 ppm.
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Figura 93. Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDCls3) de PO-06 e expanséo da faixa de 15 a 75
ppm.

: 3 E E

| ik
200 190 180 170 160 150 140 130 120 1o 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ( ppm
, & B
. - . v g onEz ®
=5 = 3 - W SR e
- b - o e —_——— -—

| I ‘\ l“" ‘
b




Figura 94. Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear *H,*H-COSY de PO-06 e

expansdo da faixa de 0,6 a 2,5 ppm.
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Figura 95. Espectro de correlagdo heteronuclear 2D *H, *C-HSQC de PO-06 e expanséo da
faixa de 0,8 a 2,5 ppm.
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Figura 96. Espectro de correlacdo heteronuclear 2D *H, *C-HMBC de PO-06 e expansio da
faixa 0,6 a 2,5 ppm.
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4.7 Determinacéo estrutural de PO-07

O fracionamento por CLAE da fr. A-VIII. 8.5.5 (pag. 146), utilizando H.O/MeOH
3:7 como sistema de eluentes, resultou no isolamento de 24,0 mg de um 6leo incolor, [a]p?® =
56,7°, (c 0,1, CH2Cl2), UV (MeOH) Amax (pda) 236,4 nm (Fig. 103, pag. 98), intitulado como
PO-07.

A formula molecular C2sH3209, com IDH igual a dez, foi definida por EMAR-ESI
pela analise do pico referente ao aduto de sodio [M+Na]'em m/z 513,2082 (massa calcd.
513,2095; erro -2,53 ppm), Fig. 102, pag. 98.

O espectro de 1V (Fig. 104, pag. 98) apresentou uma banda de deformacéo axial em
3466 cm™ referente a grupo hidroxila, bem como uma banda larga e intensa em 1729 cm™,
possivelmente formada pela sobreposicdo de absorcdes de grupos funcionais carbonilados (Yu
e Wu 2007).

A andlise do espectro de RMN *H [300 MHz, CDCIs] (Fig. 105, pag. 99), revelou
um padréo de distribuicdo dos hidrogénios diferente dos compostos anteriores, apresentando
duas diferencas importantes: 1) quatro simpletos caracteristicos de hidrogénios oximeticos em
on 5,49 (H-6); 4,88 (H-12); 4,56 (H-3) e 4,51(H-7), 2) trés simpletos intensos em 6w 2,20 (H-
6); 2,17 (H-12) e 2,15 (H-3) tipicos de hidrogénios metilicos de grupos acetoxila, justificando
trés dos dez graus de instauragéo.

A andlise do espectro 2D 'H, 'H-COSY (Fig.108, pag. 101), exibiu acoplamentos
entre os hidrogénios em on 1,80 (2H-2) com os hidrogénios diastereotopicos em Jn 2,07 (1-
Ha); 1,12 (1-Hb) e com 4,56 (1H-3). Em adicéo, se verificou acoplamentos vicinais entre 0s
prétons oximetinicos ox 4,51 (H-7) com 6n 5,49 (H-6) e 1,67 (H-5). Por fim, a correlago vicinal
entre o hidrogénio em on 2,17 (H-15) com os hidrogénios diastereotopicos em o1 1,36 (16-Ha;
dd; J=4,05) e 1,31 (16-Hb; m; J=4,14) (Fig. 97, pag. 93). Estes dados sugerem um anel
tensionado de trés membros, observados em diterpenos do tipo Cicloabietano (Ratsami et al.,
2010).

Figura 97. Principais acoplamentos observados no espectro 2D *H, *H-COSY para PO-07.
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1,80 H H R 1341
4,56 H ) o7 HRQ HOR /.—>—H 1,12
v 5,49 H,C

(—) 2D 'H, 'H-COSY


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032386107003928
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032386107003928

94

O espectro de RMN *C CPD [75 MHz, CDClIs] (Fig.106, pag. 100), exibiu 26
faixas espectrais, indicando um diterpeno tri-acetilado. A analise dos sinais do espectro de
RMN %3C-BB com o DEPT 135° (Fig.107, pag. 100), juntamente com espectro de RMN 2D
1H,13C - HSQC (Fig. 109, pag. 101), possibilitou correlacionar cada sinal de hidrogénio ao seu
respectivo carbono, que diferentemente dos demais, revelou um baixo ndmero de carbonos
metilénicos e metinicos ndo-hidrogenados na molécula.

A anélise do espectro de RMN C de PO-07 mostrou cinco linhas espectrais
associados a carbonos de carbonilas, dos quais dc 196,2 e 194,4 s&o compativeis com cetonas
em um sistema a/f-conjugado, além disso, mostrou trés carbonilas para ésteres metilicos em Jc
170,9; 170,1; 169,9, justificando a banda larga na regido tipica de carbonilas no espectro de IV.
Observou-se também os sinais em oc 79,6 (C-3), 78,3 (C-12), 70,9 (C-6) e 65,1 (C-7) associados
aos carbonos oximetinicos.

A anélise do espectro de RMN 2D 'H,®*C — HMBC (Fig. 110, pag. 102), em
conjunto com os dados obtido do espectro de RMN 2D H,*H — COSY, confirmaram a proposta
de um sistema policiclico caracteristico de diterpenos abietanos, através das correlacbes
observadas entre os sinais de on 1,67 (H-5) com oc 38,5 (C-4), 38,3 (C-10) e 155,1 (C-9), a
correlacdo dos hidrogénios da metila em o 1,71 (Me-20) com oc 35,3 (C-1), 47,1 (C-5) e 155,1
(C-9) justificando a presenca dos anéis A e B. Adicionalmente, foi verificado as correlacdes
dos proton oximeticos em J1 4,51 (H-7) e 4,88 (H-12) com os carbonos de cetonas conjugadas
em oc 194,4 e 196,2 (C-11 e C-14), bem como com os carbonos em 155,1 (C-9) e 140,8 C-8
confirmando a presenca de um sistema o-f§ insaturado envolvendo duas cetonas no anel C. Por
fim, a presenca do anel espirociclopropéanico foi estabelecida através das correlaces do dupleto
em on 1,12 (Me-17; J=6,4) com os carbonos em oc 34,9 (C-13); 21,4 (C-15); 26,8 (C-16). A
exata localizagdo dos demais grupos funcionais na molécula foi confirmada como representada
na figura 99 (pag. 95).

Diante dos dados observados e discutidos, conclui-se que PO-07 se trata de um
diterpeno tetraciclico com um anel espirociclopropanico, de esqueleto abietano rearranjado do
tipo cicloabietano (Figura 101, pag. 96), que atende os dez graus de insaturacao previstos pela
formula molecular. Diterpenos deste tipo sdo bastante comuns no género Plectranthus (Arihara
etal., 1975a; 1977b)
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Figura 98. Representacdo estrutural do esqueleto basico de um diterpeno da classe Abietano.

Figura 99. Representacéo estrutural dos principais acoplamentos observados para PO-07 nos
espectros COSY e HMBC

RMN 2D IH, IH-COSY (—)  RMN 2D H,13C - HMBC (/)

A estereoquimica relativa de PO-07 foi definida através das correlagdes observadas
no espectro 2D RMN H, *H-NOESY [300 MHz, CDCls] (Fig. 111, pag. 103), entre os
hidrogénios em on 4,56 (1H-3); 1,67 (1H-5) e 1,08 (Me-19), assim como a metila em 4 1,08
(Me-19) com 5,49 (H-6); 1,06 (Me-18) e 4,88 (H-12) sugerindo uma S-orientacdo para esses
grupos. Um espectro NOESY adicional [300 MHz] agora em DMSO-ds (Fig. 112, pag. 103)
foi realizado numa tentativa de evitar a sobreposi¢do dos sinais de H-3 com H-7, e assim
verificar o acoplamento entre H-6 e H-7. Estas interagcdes sugeriram uma orientacdo equatorial
para os grupos AcO-3 e HO-7. Por fim, a correlagdo da on 1,02 (Me-18) e 1,71 (Me-20)
confirmaram a fusdo trans para os anéis A e B, como ja era esperado.

Figura 100. Correlagdes espaciais *H,'H-NOESY observados para PO-07

() Correlagdes *H,'H- NOESY
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Pesquisas realizadas na literatura revelaram a presenca de uma molécula similar,
nomeada Coleon R (Arihara et al., 1975a; 1977b; Devriese et al., 1988) isolado de P. caninus,
onde os dados de RMN H encontram-se sintetizados na Tabela 13 (pag. 66). Como pode ser
observado ndo houve mudancas significativas nos deslocamentos quimicos, embora 0s
experimentos tenham sido realizados em solventes diferentes. Com isso pode-se verificar que
a estereoquimica relativa de PO-07 é a mesma que o Coleon R ja registrado em trabalhos
anteriores (Fig. 101).

Figura 101. Representacado estrutural proposta para PO-07
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Tabela 13. Deslocamentos quimicos (6) de RMN H e *C (CDCls) de PO-07 com dados da

literatura.
C BCc BC 1H 1H Lit. HMBC
Lit. (Acetona) 2JcH 3JcH
1 35,3 2,07; m** - -
1,12; m*
2 23,9 1,80; m - -
3 79,6 4,56; s 4,72; m - H-18/19
4 38,5 - - H- H-6
3/5/18/19
5 47,1 1,67;s 1,93; m - H-
7/18/19/20
6 70,9 5,49; s 5,43; dd H-7 -
7 65,1 4,51;s 5,49; d H-6 -
8 140,8 - - H-7 H-6
9 155,1 - - - H-5/7/12/20
10 38,3 - - H-5/20 H-6
11 1944 - - H-12 -
12 78,3 4,88; s 4,88; s - H-16
13 34,9 - - H-12/16 H-17
14 196,2 - - - H-7/12/16
15 21,4 2,17; dd 2,20; s H-17 -
(J=15,51; 8,55)
16 26,8 1,34; d (J=4,05) 1,36; dd - H-12/17
1,31; d (J=4,14) 1,10; m
17 13,0 1,12; d (J=6,4) 1,15; d - -
18 18,3 1,06; s 1,02; s H-19 H-3/5
19 28,0 1,08; s 1,13;s H-18 H-3
20 22,0 1,71; s 1,71; s - -
3-ACo 170,1 - - H-3 -
6-ACo 170,9 - - H-6 -
12-ACo  169,9 - - H-12 -
3- 215 2,15;s 2,02; s - -
COOCH:s
6- 20,9 2,20; s 2,05; s - -
COOCH:s
12- 215 2,17;s 2,09; s - -
COOCH:s

*Dados obtidos de Devriese et al., 1988.



Figura 102. Espectro de massa de alta resolugédo (EMAR-ESI) de PO-07 no modo positivo.
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Figura 103. Espectro de absor¢do na regido do UV (/max (pda-190-500 nm) de PO-07.
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Figura 104. Espectro de absorgéo na regido do infravermelho de PO-07.
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Figura 105. Espectro de RMN H (300 MHz, CDCls) de PO-07 e expansdo na faixa de 0,5 a
2,5 ppm.
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Figura 106. Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCls) de PO-07.
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Figura 108. Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear *H, *H-COSY de PO-07.
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Figura 110. Espectro de correlacdo heteronuclear 2D H, 3C-HMBC de PO-07 e expansio na
faixa de 0,8 a 2,3 ppm.

0 L 20

6 Q)
o by 5
0 0 .
OQ q u [t}

0 0 . @ o
0 0 §.

i g @




103

Figura 111. Espectro de RMN 2D 'H,'H-NOESY de PO-07 em CDCls.

i
AN

Figura 112. Espectro de RMN 2D 'H,'H-NOESY de PO-07 em DMSO.
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4.8 Determinacéo estrutural de PO-08

A fracdo A-VII1.8 (pag. 146), oriundo da fr. EHPO, foi submetida a cromatografia
em CLAE, obtendo-se 4,5 mg de um 6leo incolor com [a]p?= 5,9°, (c 0,1, CH2Cl,), UV
(MeOH) Amax (pda)220,3 nm (Fig. 117, pag. 108) que recebeu o codigo de PO-08.

O espectro de EMAR-ESI apresentou um pico em m/z 343,2243 correspondente ao
aduto de sédio [M+Na]", através do qual obteve-se a formula molecular C2oH3>03, (massa
calcd. 343,2244; erro -0,29 ppm), a qual apresenta IDH igual a cinco (Fig. 116, pag. 108).

A analise do espectro de IV (Fig. 118, pag. 108) mostrou bandas intensas
caracteristicas de deformacdes axiais em 1689 e 1638 cm™ indicando a presenca de duplas
ligacGes conjugadas.

O espectro de RMN H [300 MHz, CDCls3] (Fig. 119, pag. 109), apresentou trés
singletos em 01 5,67 (1H-14); 4,93 (18-Ha) e 4,74 (18-Hb) para hidrogénios ligados a carbonos
sp? e um dupleto de dupleto em 614,31 (J=11,9; 5,6) de hidrogénio ligado a carbono oxigenado.
A comparacao do espectro de PO-08 com os compostos descritos nas se¢des anteriores, mostrou
forte semelhanca com PO-05, exceto pela auséncia dos grupos metoxila e acetoxila, além da
reducdo do nimero de hidrogénios metilicos. Diante dessas observagdes, podemos propor que
PO-08 trata-se de mais um diterpeno, de provavel esqueleto clerodano, comum na espécie P.
ornatus.

O espectro de RMN *C CPD [75 MHz, CDCls3] (Fig. 120, pag. 110), de PO-08
apresentou 18 linhas espectrais. A comparagdo dos espectros de RMN *C de PO-05 com o0s
PO-08 mostrou como principal diferenca a auséncia dos sinais correspondentes as carbonilas
de cetona e de éster, bem como a presenca do sinal em doc 99,6 para um carbono metilénico de
uma dupla ligagdo exociclica. A analise do espectro de RMN C, juntamente com o espectro
de RMN 2D H,13C — HSQC (Fig. 123, pag. 111), permitiu correlacionar os respectivos atomos
de carbono ao seu sinal de hidrogénio, com énfase na correlacdo dos sinais em &+ 4,93 (18-Ha);
4,74 (18-Hb) e oc 99,6 confirmando a presenca de um alceno exociclico.

No espectro de correlagdo homonuclear H, H-(Fig. 122, pag. 111) foram
observados os acoplamentos alilicos e vinilicos do hidrogénio oximetinico em Jn 4,31 (H-3)
com o alceno terminal 6n 4,92 (18-Ha); 4,74 (18-Hb) e com os hidrogénios diastereotopicos em
on2,19(2-Ha); 1,80 (2-Hb).

No espectro de RMN 2D *H,*C — HMBC (Fig. 124, pag. 112) observaram-se 0s
acoplamentos em on 1,05 (Me-19) com o sinal de carbono em aproximadamente 162,4 ppm (C-
4), e de on 2,16 (Me-16); 2,01 (12-Ha) e 1,90 (12-Hb) com Jc 164,0 (C-13). Dessa forma,
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confirmou-se 0 numero de carbonos proposto no espectro de massas (EMAR) ratificando a
proposta de PO-08 como sendo um diterpeno de estrutura semelhante & maioria dos demais
diterpenos isolados neste trabalho. Em adicao, as demais correla¢fes observadas para PO-08
encontram-se na figura 113.

Diante dos dados de RMN e experimentos bidimensionais apresentados até agora,
pode-se deduzir que PO-05 trata-se de um diterpeno de esqueleto clerodano analogo aos demais
descritos nas secOes anteriores.

Figura 113. Principais acoplamentos observados em 'H, 'H-COSY e 'H,*C - HMBC para a
estrutura proposta de PO-08.

(—) RMN 2D H, *H-COSY; (/" \)!H, BC-HMBC

O espectro de correlagdo espacial *H,*H-NOESY (Fig. 125, pag. 113) permitiu
atribuir a estereoquimica relativa de PO-08, através dos acoplamentos entre os hidrogénios das
metilas on 0,83 (Me-17) e 0,75 (Me-20); 0,75 (Me-20) e 1,05 (Me-19) e 1,05 (Me-19) com 4,31
(H-3), atribuindo-se uma orientacdo beta ($-OH) para a hidroxila em C-3 (Fig. 114, pag. 105).
Devido & superposicao de inimeros sinais, ndo se pode confirmar a fusdo trans para o sistema
decalina, contudo, levando em consideracdo os demais diterpenos isolados no género
Plectranthus, bem como a comparacao de seus deslocamentos quimicos, propde-se a estrutura

mostrada na figura 114, pag. 105 para PO-08.

Figura 114. Representacdo estrutural de PO-08 com suas principais correlagdes *H,*H-

NOESY
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Diante das informacdes obtidas dos espectros de RMN !H, *C, COSY, HMBC,
HSQC e NOESY pode-se identificar PO-05 como sendo o diterpeno de esqueleto clerodano
conhecido como acido 34-hidroxi-neocleroda-4(18),13E-dien-15-dico.

A literatura mostra que o composto em questdo ja foi isolado na espécie Cyathocalix
zeilanica por (Wijethne et al., 1995). A comparacio dos dados de RMN de H e *C, embora
analisados em solventes diferentes, mostraram-se muito semelhantes. Os dados de RMN *H e
13C encontram-se resumidos na Tabela 14, pagina 107.

Figura 115. Representacdo estrutural de PO-08

Pesquisas realizadas na literatura ndo mostraram nenhuma atividade bioldgica

comprovada ou associada a esta molécula



Tabela 14. Deslocamentos quimicos (6) de RMN H em (Hz) e $3C (CDCls) de PO-08,
comparados com os dados da literatura.

107

C

4

~N O O1

oo

10
11

12

13
14
15
16
17
18

19
20

13C

20,7

37,6

69,8

162,4
40,4
37,8
27,4

36,8
39,6
48,6
36,4

34,9

164,0
114,5
162,4
19,6
16,0
99,6

21,5
18,2

BCLit*
(piridina)
21,0

38,3
68,9

163,7
40,4
38,0
27,6

36,8
39,5
48,8
36,7

34,5

159,5
117,4
169,2
19,0
16,0
100,1

21,6
18,2

IH
1,60;: m

2,19; d (J=5,13)
4,31; dd (J=11,9;
5,6)

1,62:m
1,51-1,47; m

1,54-1,51: m
1,18; m
1,42; d (J=5,34)

201:m
1,19: m
571:s
2,16: s
0,83; d (J=6,4)
492:s
474:s
1,05: s
0,75; s

1H Lit.* (pridina)

1,56; m
1,63; m
1,58; m
2,40; m
4,58; m

1,66; m
1,42: m
1,47, m
1,41; m
1,22; dd (J=11,2)
1,36; td, (J=13; 4,5;
1,47)

1,86; td (J=13,5;
1,97; 4,5)
6,09; q (J=1,2)
2,36; s
0,77; d (J=6,5)
5,63; t(J=1,8)
4,95;t(J =15)
1,06; s
0,70; s

HMBC
2JcH 3JcH
H-18 H-18
- H-19
H-19 H-18
- H-19
- H-17
H-17 H-20
H-11 H-17/20
H-11  H-19/20
H-12 H-20
- H-14/16;
H-12 H-16
- H-12/16
- H-14/12
- H-11

* Dados obtidos de WIJETHNE, et al; 1994.
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Figura 116. Espectro de massa de alta resolu¢do (EMAR-ESI) de PO-08 no modo positivo e

negativo.
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Figura 117. Espectro de absor¢do na regido do UV (Amax (pda-190-500 nm) de PO-08.
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Figura 119. Espectro de RMN H (300 MHz, CDCls) de PO-08 e expansdo na faixa de 0,5 a

2,5 ppm.
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Figura 120. Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCls) de PO-08.
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Figura 121. Espectro de RMN DEPT 135° (300 MHz, CDCl3) de PO-08.
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Figura 122. Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear *H, *H-COSY de PO-08.

Figura 123. Espectro de correlagdo heteronuclear 2D *H, *C-HSQC de PO-08.
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Figura 124. Espectro de correlacdo heteronuclear 2D H, 3C-HMBC de PO-08 e expansio na

faixa de 1,0 a 7,5 ppm.
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Figura 125. Espectro de RMN 2D H, *H-NOESY de PO-08 e expanséo na faixa de 0,8 a 2,5
ppm.
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4.9 Determinacéo estrutural de PO-09

Sucessivos fracionamentos cromatogréaficos da fr. A-X, resultou na obtencao da fr.
A-X.2.2 (pag. 147), a qual foi submetida a CLAE, utilizando H,O/CH30OH 3:7, levando ao
isolamento de 24,2 mg de uma resina de cor cinza e [a]p??= -11,76, (¢ 0,1, CH.Cl;), UV
(MeOH) Amax (pda) 221,9 nm (Fig. 128, pag, 117), nomeado PO-09.

O espectro de EMAR-ESI apresentou um pico em m/z 399,2145 (massa calcd.
399,2142, erro 0,75 ppm) associado ao aduto de sddio [M+Na]*, resultando na férmula
molecular C22H320s, a qual mostra grau de instauracéo igual a sete (Fig. 127, pag. 117).

O espectro de IV apresentou bandas de deformacéo axial em 1711 e 1640 cm™
caracteristica de carbonilas e de ligacdo C=C, respectivamente (Fig. 129, pag. 117).

Os deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN *H [500 MHz, CDCl5]
(Fig. 130, pag. 118) foram comparados com o0s demais compostos, onde se observou
semelhanca com PO-05, exceto pela auséncia da metoxila em 6n 3,67. Podemos assim supor
que PO-09 trata-se de um diterpeno de esqueleto clerodano semelhante a Plectrornatina A, com
a auséncia do grupo metoxila ligado ao carbono C-15.

A analise do espetro de correlagdes homonuclear *H, *H-COSY (Fig.133, pag. 120)
foi condizente com a proposta de que PO-09 se tratava de um diterpeno analogo a PO-05, haja
vista que apresentou deslocamentos quimicos semelhantes.

O espectro de RMN 3C CPD [500 MHz, CDCls] (Fig. 131, pag. 119) apresentou
22 linhas espectrais. A comparacdo dos espectros de PO-09 com PO-05 confirmou o que ja
havia sido observado no espectro de RMN *H. A mudanca no descolamento quimico do carbono
C-15 de dc 166,8 para dc 170,8 comprova a substituicdo da metoxila de éster por um grupo
acido carboxilico a/f-insaturado, corroborando com o que foi observado no espectro de RMN
'H. Essa conjugacdo explica a reducdo do valor normalmente observada para acidos
carboxilicos em cerca de 20 ppm (Silverstein et al., 2007).

Dessa forma pode-se assumir que o composto PO-09 se trata do diterpeno clerodano
nomeado de maneira andloga a PO-01/05 como &cido 11R-acetoxi-2-oxo-neocleroda-3,13E-
dien-15-0ico (Fig. 126, pag. 115).
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Figura 126. Representacdo estrutural para PO-09

Pesquisas realizadas na literatura mostram que o composto em questao se trata de
um diterpeno ja isolado na espécie P. ornatus (Oliveira et al., 2005) e ndo apresenta nenhum
estudo relativos a ensaios de atividades bioldgicas.



Tabela 15. Deslocamentos quimicos () de RMN H em (Hz) e $3C (CDCls) de PO-09,
comparados com dados da literatura.

116

C B3C 1CLit. (CDCls)* 'H IH Lit. (CDCl3)*
1 36,0 35,9 2,62; dl (J=15,45)  2,60; dd (J=3,6; 17,5)
2,52; t (J=17,5) 2,50; dd (J=13,5; 17,5)
2 199,7 199,2 - -
3 125,6 125,5 5,76; s 5,75;s
4 172,9 172,2 - -
5 40,3 40,1 -
6 35,5 35,5 1,83; d (J=12,75) 1,38;ddd (J=4,1; 12,1;13,0)
1,36; m 1,33; m
7 27,6 27,6 1,49; d (J =11,00) 151; m
8 36,4 36,2 1,54;d (J =9,1) 1,55; m
9 43,5 43,4 - -
10 46,1 46,0 1,96 (m) 1,98; dd (J =3,6; 13,5)
11 74,5 74,0 5,28; d (J =9,45) 5,29; dd (J =2,6; 9,9)
12 42,1 42,0 2,37-2,29; m 2,37; dd (J =2,6; 13,2)
2,30; dd (J =9,9; 13,2)
13 158,9 158,6 - -
14 118,4 118,3 5,65; s 5,66; s
15 170,8 170,4 - -
16 19,1 19,0 2,13;s 2,14;d (J=1,3)
17 17,7 17,6 1,00; d (J =4,65) 1,01;d (3 =5,7)
18 19,3 19,1 1,90; s 1,90; d (J=1,1)
19 18,8 18,7 1,16; s 1,16; s
20 12,3 12,2 0,87;s 0,87;s
11C0O2CHs  170,7 170,7 -
11CO2CHs 20,9 20,7 2,00; s 2,01;s

* Dados obtidos de Oliveira et al., 2005.



Figura 127. Espectro de massa de alta resolugédo (EMAR-ESI) de PO-09 no modo positivo.
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Figura 130. Espectro de RMN H (500 MHz, CDCls) de PO-09 e expansdo na faixa de 0,5 a
3,0 ppm.
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Figura 131. Espectro de RMN **C (125 MHz, CDCls) de PO-09.
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Figura 133. Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear 'H, *H-COSY de PO-09 e
expansdo na faixa de 0,8 a 2,5 ppm.
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4.10 Determinacao estrutural de PO-10

Indmeros fracionamentos cromatogréficos da fr. A-X, resultou no isolamento da
subfracdo A-X.2.2 (p4g. 147) que foi cromatografada em CLAE, levando ao isolamento de 17,0
mg de uma resina alaranjada, [a]p?%= -6,13, (c 0,1, CH2Cl2), UV (MeOH) Amax (pda) 217,9 nm
(Fig. 136, pag. 124), nomeado PO-10.

O espectro EMAR-ESI apresentou um pico referente ao aduto de s6dio em m/z
401,2305 compativel com a formula molecular C22Hzs0sNa (massa calcd. 401,2298; erro 1,74
ppm) cujo grau de instauracdo corresponde a seis (Fig. 135, pag. 124).

O espectro de RMN *H [500 MHz, CDCls] (Fig. 137, pag. 124), apresentou cinco
sinais de intensidade média em torno de 6,0-3,0 ppm, sendo eles, trés simpletos em Jn 5,65 (H-
14); 4,94 (18-Ha) e 4,74 (18-Hb); um dupleto em Jn 5,35 (J= 10,3) e um multipleto em torno
de dH 4,31 (H-3), ambos caracteristicos de hidrogénios de carbono oximetinico. Adicionalmente
verificou-se a presenca dos demais sinais pertencentes a hidrogénios metilicos, metilénicos e
metinicos.

A comparagdo dos espectros de RMN H de PO-10 com o0s compostos descritos
neste trabalho apresentou um padrdo similar de distribuicdo dos deslocamentos quimicos,
principalmente com PO-08, nos permitindo propor uma estrutura semelhante para esta
molécula.

Como esperado, o espectro de RMN *3C CPD [125 MHz, CDCls] (Fig. 138, pag.
125) apresentou 22 linhas espectrais, mostrando ser um diterpeno clerodano acetilado. Ao se
comparar os espectros de RMN *3C de PO-10 com os de PO-08, confirmou-se a semelhanca
entre 0s compostos, entretanto, pela presenca dos sinais adicionais em oc 170,9 e 20,8 devido
a presenca do grupo acetoxila no carbono C-11, gerando uma diferenca nos deslocamentos
quimicos dos carbonos da vizinhanga, justificada pelo efeito Y-gauche, como ja foi discutido
para PO-01.

Diante do exposto, PO-10 trata-se de um diterpeno de esqueleto clerodano anélogo
ao 4cido 3p-hidroxi-neocleroda-4(18),13E-dien-15-6ico (PO-08) e nomeado Acido 11(R)
Acetoxi-3-hidroxi-neocleroda-4(18),13E-dien-15-06ico (Fig. 134, pag. 122).
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Figura 134. Representacdo estrutural proposta para PO-10

Pesquisas realizadas na literatura mostraram que o composto descrito nesta secdo
foi anteriormente isolado por Oliveira e colaboradores (2005) também na espécie P. ornatus.
Os valores referentes aos deslocamentos quimicos de PO-10, juntamente com os dados da
literatura encontram-se sumariados na Tabela 16, pagina 123.



123

Tabela 16. Deslocamentos quimicos (J) de RMN H e *C (CDCls) de PO-10, comparados
com os dados da literatura.

C

~N O O B W

8
9
10
11

12

13
14
15
16
17
18

19
20
11-AcO
COOCH:s

13C

21,6

37,6

69,5
161,7
40,6
37,5
28,0

36,6
43,9
49,3
75,7

42,1

159,5
118,0
170,8
21,0
19,1
100,1

21,5
12,1
170,9

13C Lit.* CDCls

21,04

37,6

69,4
161,6
40,5
37,4
27,9

36,5
43,9
49,2
75,5

42,0

159,3
117,9
170,6
19,0
17,8
99,9

21,4
11,9
170,7
20,8

IH 1H Lit.* CDCls
1,60;: m 1,93: m
1,71; m
2,19; d (J=5,13) 2,27:m
- 1,31; m

4,31;dd (J=11,9;5,6)  4,33; dd (J=5,6; 11;7)

1,62: m 1,58: m
1,51-1,47;: m 1,50; m
1,52;: m
1,54-151: m 1,41; m
1,18: m 1,13; dd (J=1,8; 12,2)
5,35; d (J=10,3) 5.35dd (1.7, 10.5)
2,01; m 1,86; td (J=13,5; 1,97; 4,5)
1,19; m
5,65; s 6,09 (g, J=1,2)
2,16: s 2,36; S
0,83; d (J=6,4) 0,77; d (J=6,5)
4,92;s 5,63;t(J=1,8)
4,74;'s 4,95; t (J=1,5)
1,05; s 1,06; s
0,75; s 0,70; s
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Figura 135. Espectro de massa de alta resolucdo (EMAR-ESI) de PO-10.
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Figura 136. Espectro de Ultravioleta UV (4max (pda-190-500 nm) para PO-10.
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Figura 138. Espectro de RMN *C (125 MHz, CDCls) de PO-10.
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4.11 Elucidacéo estrutural de PO-11

O fracionamento cromatografico da fracdo A-X.2.2 (pag. 147), por CLAE, levou
ao isolamento de 16,4 mg de um 6leo esverdeado com [a]p?! =43,23°, (¢ 0,1, CH2Cl2), UV Amax
(pda) 218,4 nm (Fig. 143, pag. 129) que recebeu o cddigo de PO-11.

A andlise do espectro EMAR mostrou um pico em m/z 399,2495 pertencente ao
aduto de potassio [M+K]* condizente com a formula molecular C2;H3204, com grau de
insaturacgdo igual a sete (Fig. 142, pag. 129).

A analise preliminar do espectro de RMN *H [500 MHz, CDCls] de PO-11 (Fig.
144, pag. 130) apresentou seis sinais de hidrogénios na regido de 6,00-4,00 ppm, além de uma
série de sinais na regido hidrogénios ligados a carbono insaturados (2,00-0,5 ppm). A
comparagdo dos espectros de PO-11 com os demais compostos apresentou como principais
diferencas, os sinais de um dupleto on 6,05 (H-3, J = 9,55 Hz) e um multipleto on 5,80 (H-2).
Os demais sinais observados sugerem que a molécula em analise deve ser analoga a PO-10.

A analise do espectro de RMN 3C CPD [125 MHz, CDCl3] (Fig. 145, pag. 130),
apresentou também 22 linhas espectrais, corroborando com a proposta de PO-11. A subtracédo
dos sinais dos espectros de RMN *C-BB e DEPT 135° (Fig. 146, pag. 131) revelou o padréo
de hidrogenacéo do composto, confirmando a presenca de um carbono metilénico exociclico dc
107,1 (C-18). Observou-se também a presenca de trés sinais em Jc 129,1; 128,1 e 117,9
pertencentes a carbonos metinicos insaturados. A analise do espectro de RMN 2D H,*C -
HSQC (Fig. 148, pag. 132) permitiu a correta correlacdo de cada sinal de carbono ao seu
respectivo sinal de hidrogénio.

A analise do espectro 2D *H,'H-COSY (Fig. 147, pag. 131) permitiu observar os
acoplamentos vicinais entre os hidrogénios em Jn 6,05 (H-3) e 5,80 (H-2), H-2 com 2,40 (2H-
1) e de 2H-1 com on 1,49 (1H-10), mostrados na Figura 140, pag. 127

As informacdes obtidas até agora foram comprovadas através das correlagdes
observadas entre os hidrogénios das metilas 012,11 (Me-16) com dc 41,9 (C-12), 117,9 (C-14),
on 1,05 (Me-19) com oc 38,1 (C-5), 37,1 (C-6), 44,5 (C-10) e o1 0,83 (Me-20) com os carbonos
em Jc 44,5 (C-10), 36,9 (C-8) obtidas no espectro de *H,*C-HMBC (Fig. 149, pag. 132).
Adicionalmente, confirmaram-se as correlagdes entre os hidrogénios ligados ao carbono sp?
exociclico on 4,80 (18-Ha) e 4,66 (18-Hb) com os carbonos dc 129,0 (C-3), 38,1 (C-5)
mostrando que o anel B da decalina e a cadeia lateral iniciada em C-9 encontram-se intactos

neste composto (Fig. 140, pag. 127).
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Diante das informacdes apesentadas nos espectros de RMN uni e bidimensionais,
conclui-se que PO-11 trata-se de um diterpeno de esqueleto clerodano similar a PO-10, apenas
pela substituicdo da hidroxila no carbono C-3 de PO-10 por um sistema de insaturacéo entre 0s
carbonos C-2/C-3 e C-4/C-18.

Figura 140. Principais acoplamentos e correlagdes observados para e estrutura proposta para
PO-11.

(—) H,'H-cosY (~—%)H,BC-HMBC

A anélise do espectro 2D RMN *H, *H-NOESY [500 MHz, CDClIs] (Fig. 150, pag.
133), néo foi suficiente para concluir a estereoquimica relativa de PO-11, devido a sobreposicéo
dos sinais, como os de H-8 e H-10. Contudo se pode verificar o arranjo cis para o0s hidrogénios
das metilas Me-17, Me-19 e Me-20, como previamente verificado em todos 0s compostos
descritos neste trabalho, e corroborando com os dados obtidos na literatura acerca dos
constituintes quimicos obtidos nas plantas do género Plectranthus (Abdel-mogbi et al., 2002).
Dessa forma propomos que PO-11 tenha uma estereoquimica similar ao observado para 0s
demais compostos, sendo nomeado como Acido 11(R*)-acetoxineocleroda-2, 4(18), 13E-trien-

15-oico e apresentado pela primeira vez na literatura (Fig. 141, pag. 129).

Figura 141. Representacdo da estrutura de PO-11
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Tabela 17. Deslocamentos quimicos (6) de RMN H e *C (CDCls) de PO-11.

C 13C IH HMBC
2Jc 3JcH

1 24,8 2,40: m - -

2 128,1 5,80;: m - -

3 129,1 6,05; d (J=9,55) - H-18a

4 156,8 - - H-19

5 38,1 - - H-18a; H-18b

6 37,1 1,88: m - -
1,49; m

7 27,9 1,43: m H-17 -

8 36,9 1,64;1t(J=6,95) H-17 H-20

9 43,6 - H-20 H-20

10 44 5 1,49: m - H-19; H-20

11 75,4 5,33; d (J=10,3) - H-20

12 419 2,58:m - H-16; H-14
2,18; m

13 159,6 - H-16 -

14 1179 5,66; s - H-16

15 171,0 - H-14

16 19,2 2,11: s - H-14

17 18,1 1,01;d(J=5,6) - -

18 107,1 4.80:; s - -
4.66;s

19 22,2 1,05: s - -

20 12,4 0,83; s - -

11-OAc 170,8 - 15-Me H-11

21,0 2,01;s - -



Figura 142. Espectro de massa de alta resolucdo (EMAR-ESI) de PO-11.
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Figura 143. Espectro de Ultravioleta UV (Amax (pda-190-500 nm) para PO-11.
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Figura 144. Espectro de RMN H (500 MHz, CDCl3) de PO-011.
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Figura 145. Espectro de RMN **C (125 MHz, CDCls) de PO-011.

=3 ameT
Sa 2IEF
=8 SeSw
=g sERegg

—159.61
— 15681
— 11795
—107.40

— 129.08
12809




Figura 146. Espectro de RMN DEPT 135° (500 MHz, CDCIs) de PO-11.
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Figura 147. Espectro bidimensional de correlagio homonuclear *H, 'H-COSY de PO-11.
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Figura 148. Espectro de correlagéo heteronuclear 2D *H, **C-HSQC de PO-11.
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Figura 149. Espectro de correlacio heteronuclear 2D 'H, $*C-HMBC de PO-11.
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Figura 150. Espectro de RMN 2D H,'H-NOESY de PO-11.
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5 PARTES EXPERIMENTAIS

5.1 Métodos Cromatogréficos

5.1.1 Cromatografia de Adsorcao

Nas cromatografias de adsorcdo foi empregada gel de silica 60 da Merck ou da
Vetec (@ mm 0,063-0,200, cromatografia gravitacional e @ mm 0,040-0.063, cromatografia
flash). As colunas sob média pressdo (cromatografia flash) foram realizadas empregando-se
uma bomba de ar comprimido modelo Inalar Compact N° 682403 de Ind. de aparelhos médicos
Ltda. O comprimento e o diametro das colunas variaram de acordo com as aliquotas das
amostras e as quantidades de gel de silica utilizadas.

Para cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se cromatoplacas de gel de
silica 60 (@ 0,002-0,025 mm) sobre aluminio da Silicycle com indicador de fluorescéncia na
faixa de 254 nm. Os eluentes utilizados foram: hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol puro ou combinado em proporgdes crescentes de polaridade. A revelagdo das
substancias nas cromatoplacas analiticas foi obtida por exposicdo a luz ultravioleta no
comprimento de onda (254 nm) emitido por lampada modelo CN-15LM da Vilber Lourmat,
e/ou por aspersdo com solucédo de vanilina (CgHgO3), seguido de aquecimento por exposi¢éo ao
ar quente de soprador serigrafico Steinel HL 500.

5.1.2 Cromatografias de Exclusdo
Os fracionamentos por cromatografia de excluséo (peneira molecular) foram
efetuados em gel formado pelo derivado hidroxipropil da dextrana (Sephadex LH-20) da

Pharmacia Fine Chemicals, utilizando-se metanol como fase mével.

5.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As andlises por CLAE foram realizadas em aparelho da marca SHIMADZU,
modelo UFLC, equipado com detector UV-Vis com arranjo de diiddo (SPD-M20A) e um
sistema de bomba ternario. As separagOes foram efetuadas em coluna semi-preparativa
Phenomenex® (4,6 x 250 mm, 5 um), mantidas em forno termostatico a 35°C. As amostras
foram eluidas com agua (levemente acidificada com acido trifluoracético-TFA a 0,1 %) e
Metanol.
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Os solventes empregados apresentavam grau HPLC (MeOH -Tedia e H2O-Milli-Q) e
foram adequadamente filtrados através de membranas de nylon com poros de 0,45 pum
(Millipore). As amostras foram dissolvidas nas fases moveis empregadas em cada analise e
filtradas em membranas de PTFE (Politetrafluoretileno) com poros de 0,45 pm. pm
(Whatman).

5.2 Métodos Fisicos

5.2.1 Ponto de Fuséao

Os pontos de fusdo foram obtidos em equipamentos de micro determinacdo digital,
MARCONI, modelo MA 381/CE composto por uma placa aquecedora N480D pertencente ao
Laboratério de Fitoquimica de Plantas Medicinais - LAFIPLAM/UFC. As verificagdes foram

realizadas a uma taxa de aquecimento de 3 °C/min.

5.2.2 Rotacéo oOptica

As rotacGes opticas foram obtidas em polarimetro digital da Perkin-Elmer 341 em

temperatura de 25 °C e concentracao de 1mg/1mL de solvente.

5.3 Métodos Espectroscopicos

5.3.1 Espectroscopia na regido de absor¢do do Infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrometro Spectrum 100 — FT-IR Spectrometer da Perkin Elmer, modelo Universal ATR
Sampling Accessory.

5.3.2 Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (EMAR)

Os espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos em espectrémetro
SHIMADZU, modelo LCMS-IT-TOF, equipado com uma fonte de ionizacdo por eletrospray,
pertencente ao Laboratério de Espectrometria de Massa do Nordeste, da Universidade Federal
do Ceard (LEMANOR-UFC), sendo os scans adquiridos no modo positivo e negativo.
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5.3.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e
Carbono 13 (RMN *3C), uni e bidimensionais (COSY, HSQC, HMBC E NOESY), foram
obtidos em espectrometro Bruker, modelos avance DRX-500 e DPX-300 equipados com sonda
de 5 mm, instalados no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso de Ressonancia Magnética
Nuclear (CENAUREMN), da Universidade Federal do Ceara. O equipamento citado opera na
frequéncia de 500 MHz para nucleos de hidrogénio e 125 MHz para nucleos de carbono-13 e
0s espectros foram obtidos a temperatura de 300K.

O solvente deuterado utilizado na dissolucdo das amostras e obtencao dos espectros
foi cloroférmio deuterado (CDCI3) e metanol (MeOD).

Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em parte por milhdo (ppm) e
referenciados nos espectros de RMN *H pelo pico de hidrogénio pertencentes as moléculas
residuais ndo deuterado, dos solventes utilizados na anlise.

As multiplicidades das absor¢cdes foram indicadas segundo a convencdo: s
(singleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), e m (multipleto).

O padrao de hidrogenacdo dos carbonos foi determinado através da utilizacdo da
técnica DEPT 135° e segundo convencdo: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono

metinico), CHa (carbono metilénico) e CHs (carbono metilico).
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6 ESTUDO DO MATERIAL BOTANICO DE Plectranthus ornatus CODD

O material boténico de P. ornatus foi coletado no Horto de plantas medicinais da
Universidade Federal do Ceara, campus do Pici em maio de 2013. A exsicata identificada pelo
Professor Dr. Raymond M. Harley ja se encontrava depositada no Herbario Prisco de Menezes,

também na UFC, sob o nimero 31929.

6.1 Isolamento dos constituintes ndo volateis de P. ornatus

Foram coletados 20 Kg de material boténico das partes aéreas de P. ornatus. Este
material foi seco a temperatura ambiente por 20 dias e triturado, gerando 1,5 Kg de material
seco. Em seguida foram feitas sucessivas extracdes a frio com hexano, seguidas de etanol para

gerar 0s seus respectivos extratos brutos como mostrado na Tabela abaixo.

Tabela 18. Dados referentes a obtencdo dos extratos de P. ornatus

Sigla Massa (g) Rendimento (%)
Extrato hexanico das partes EHPO (A) 42,8 2,81
aéreas de P. ornatus
Extrato etandlico das partes EEPO (E) 35,2 2,31

aéreas de P. ornatus

6.1.1 Fracionamentos cromatograficos de EHPO

Uma aliquota do extrato hexanico das partes aéreas de P. ornatus (30,0 g) foi
misturada a 50,0 g de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e submetido a um
fracionamento cromatografico em coluna de 1,0 L em gradiente de polaridade, utilizando
hexano puro, seguido da mistura binaria de hexano/AcOEt (7:3; 5:5; 3:7) e AcOEt puro,
resultando em 30 fracGes de 100 mL cada. Apos analise por cromatografia em camada delgada
(CCD), pode-se obter 10 grupos de fracbes codificadas de A-I até A-X.
Tabela 19. Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fragdo EHPO.

1-2 1.0 A-| 15-18 20,6 A-VI
3 0,6 A-11 19 0,5 A-VII
4-5 3,5 A-1l1 20-22 2,2 A-VIII
6-8 0,4 A-IV 23-26 0,7 A-IX

9-14 0,5 A-V 27-30 0,8 A-X
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6.1.2 Isolamento do constituinte quimico PO-01

A fracdo A-VI (20,6 g) foi misturada a 60,0 g de gel de silica, pulverizada e
submetida a um fracionamento cromatografico em coluna gravitacional, sendo acondicionado
sobre 130,0 g de gel CC. Utilizou-se 50,0 mL da mistura de hexano/AcOEt em gradiente de
polaridade de 10% (9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 5:5) e finalizando com AcOEt puro. Desse fracionamento

obteve-se 29 fracdes que apos analisadas por CCD, resultaram em 09 grupos de subfracdes.

Tabela 20. Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fracdo A-VI

3 1,4 A-VI.1 17-18 0,7 A-V1.6
14-11 4,3 A-VI1.2 19-23 2,7 A-VI.7
12 4,7 A-VI1.3 24 0,1 A-V1.8
13 2,8 A-V1.4 25-29 0,8 A-V1.9
14-16 1,8 A-VI5

A fracdo A-V1.4 (2,8 g) foi submetida a uma coluna gravitacional com gel de silica
como adsorvente, onde foi misturada a 7,0 g de silica e acondicionada em coluna de 250 mL
sobre 26,1 g de silica, utilizando a mistura binéria de 200 mL de hexano/AcOEt (98:2; 96:4;
94:6; 92:8; 90:10) %, seguido de 100 mL da mistura equimolar desses eluentes, de onde obteve-
se 130 fracdes de 10 mL cada. Apds analise por CCD, reuniram-se estas fracGes em 08 grupos
diferentes.
Tabela 21. Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fracdo A-V1.4

Fracdes Peso () Cadigo Fracoes Peso () Cddigo
34-43 0.006 - 62-73 0,4 -
44-45 0,002 - 74-83 0,1 -
46-51 0,2 A-V1.4.3 84-99 0,5 -
52-61 0,3 - 100-130 0,9 -

A fracdo A-V1.4.3 (0,2 g) foi misturada a 751, 0 mg de gel de silica, pulverizada e
submetida a um fracionamento cromatografico e eluida com mistura binaria constante de
hexano/AcOEt 2% de onde se obteve 66 fracdes de 5 mL cada. A comparacéo das fragdes com
mesmo Rf permitiu reuni-las em 04 grupos distintos. A fracdo 19-27 apresentou-se como um
6leo viscoso alaranjado de pureza satisfatoria e foi codificada como PO-01. Sua determinacéo

estrutural encontra-se na secdo 4.1 (pag. 35).
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Tabela 22. Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo A-V1.4.3

Fracoes Peso (mg Cadigo Fracoes Peso (g Cddigo
15-18 50,7 - 28-41 70,1 -
19-27 50,0 PO-01 42-66 20,4 -

6.1.3 Isolamento dos constituintes quimicos PO-02; PO-03 e PO-04.

A subfracdo A-VI.7 (2,7g; pag.138) foi submetida a um fracionamento
cromatografico tipo Flash, sendo misturada a 6,8 g de silica gel e acondicionada sobre 120,0 ¢
de silica CC. Utilizou-se a mistura binaria de Hexano/AcOEt 20%, obtendo-se 21 subtraces
de 50,0 mL cada, seguido por duas subfracfes de 100 mL de AcOEt e MeOH puro. A Analise
dessas fracbes, por CCD, nos permitiu reuni-las em 06 grupos distintos.

Tabela 23. Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo A-V1.7

Fracdes Peso (g Cadigo Fracoes Peso (g Cadigo

3-6 0,1 A-VI.7.1 18-22 0,02 A-VI.7.4
7 0,05 A-VI.7.2 23-28 0,02 A-VI.7.5
8-17 2,1 A-VI.7.3 29 0,1 A-VI.7.6

A subfracdo A-V1.7.3 (2,1g) foi submetida ao mesmo procedimento cromatogréafico
citado anteriormente, resultando em 104 subfracdes de 10,0 mL cada. A compara¢do por CCD
dessas amostras nos permitiu organiza-las em 07 novos grupos de subfracdes.

Tabela 24. Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fragdo A-V1.7.3

Fracoes Peso () Cddigo Fracoes Peso () Cddigo

1-14 0,02 A-V1.751  35-53 0,6 A-VI.7.5.4
15-21 0,03 A-VI.752  54-91 0,1 A-VI1.7.5.5
22-34 1,0 A-VI.753  92-104 0,06 A-VI1.7.5.6

A subfracdo A-VI1.7.5.3 (1,0 g) foi dissolvida em 3,0 mL de MeOH, cromatografada
em gel de Sephadex LH-20, utilizando MeOH como eluente. Esse procedimento
cromatografico resultou em 26 fracdes de 5,0 mL cada, sendo reunidas em 04 grupos de

subfracGes, apos a comparacdo de seus Rfs por CCD.

Tabela 25. Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracdo A-V1.7.5.3

Fracoes Peso (mg Cadigo Fracoes Peso (mg Cadigo
1-11 40,4 - 14-22 256,6 A-VI1.7.5.3-

2

12-13 84,0 23-26 100,0 -

A fracdo A-V1.7.5.3 (256,6 mg) foi cromatografada em cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia (CLAE), utilizando coluna semi-preparativa C-18 de fase reversa (Gemini-
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Phenomenex) 250 x 10 mm (5um). Eluida em gradiente de H.O (TFA 0,1 %)/MeOH de 70-
100% em um tempo de corrida de 15 minutos com acréscimo de 10 min em MeOH puro. O
fluxo utilizado foi de 4,72 mL/min e volume de injecdo de 200 pL. Os picos coletados foram
denominados PO-02 (Pico 1; Rt: 7,41); PO-03 (Pico 2; Rt: 8,24) e PO-04 (Pico 4; Rt: 8,57). A
elucidacdo estrutural desses compostos encontra-se disponiveis nas se¢des 4.2 (pag. 48), 4.3
(pag. 58) e 4.4 (pag. 68).

Figura 151. Cromatograma de isolamento de PO-02, PO-03 e PO-04

6.1.4 Isolamento dos constituintes quimicos PO-05 e PO-06

A fracdo A-VIII (2,2 g) foi submetida a um fracionamento cromatografico em
coluna gravitacional, sendo misturada a 9,0 g de gel de silica e acondicionada sobre 50,0 g de
silica em coluna de 50 mL e eluida em 100,0 mL de hexano puro, seguido da mistura binaria
de hexano/AcOEt (9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 5:5) e AcOEt puro, obtendo-se 43 fracbes de
aproximadamente 50 mL cada. Apds a andlise por CCD, reuniram-se 0s grupos de fracdes
semelhantes, resultando em 09 grupos de subfracdes.
Tabela 26. Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragédo A-VIII

1-7 0.009 . 21-24 0,4 A-VII1.6
8-9 0,03 - 25-32 0,3 -
10-15 0,04 . 33-39 0,5 A-VIIL.8
16-17 0,04 - 40-43 0,2 -

18-20 0,2 .
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A fracdo A-VII1.6 (0,4 g) foi misturada a 1,1 g de gel de silica, pulverizada em gel
de porcelana e submetida a um fracionamento cromatografico sobre 15,9 g de silica em coluna
de 100 mL, utilizando como eluentes a mistura binaria de Hexano/AcOEt (9:1; 8:2; 7:3; 6:4;
5:5) e AcOEt puro em gradiente de polaridade, obtendo 91 fragGes de 10 mL cada. As fragoes
resultantes foram reunidas de acordo com a semelhanca de seus Rfs, gerando os grupos de

fracdes mostrados na tabela abaixo.

Tabela 27. Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fragdo A-VI11.6

1-10 0.002 - 42-54 0,2 A-VIIL.6.5
11-19 0,001 - 55-63 0,1 -
20-30 0,001 - 64-91 0,05 =
31-41 0,04 - =

A fracdo A-VIII.6.5 (0,2 g) foi foi submetido a cromatografia liquido de alta
eficiéncia (CLAE), em coluna semi-preparativa C-18 de fase reversa (Gemini-Phenomenex)
250 x 10 mm (5um) e eluida em gradiente de H20 (TFA 0,1 %)/MeOH de 80-100% em um
tempo de corrida de 20 minutos, com fluxo de 4,72 mL/min e volume de injecdo de 200 pL. Os
picos coletados foram denominados PO-05 e PO-06, correspondentes aos tempos de retencao
do pico 1 (Rt: 6,8 min) e pico 4 (Rt: 11,6 min) respectivamente (Figura 152, pag. 141). Estes
compostos foram identificados como diterpenos e suas determinac6es estruturais encontram-se
disponiveis nas se¢Oes 4.5 (pag. 77) e 4.6 (pag. 84).

Figura 152. Cromatograma de isolamento de PO-05 e PO-06
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6.1.5 Isolamento dos constituintes quimicos PO-07 e PO-08

A fracdo A-VIIIL.8 (0,5 g; pag. 138), foi misturada a 1,7 g de gel de silica,
pulverizada em gral de porcelana, seguido de um fracionamento cromatografico sobre 22,6 g
de silica em coluna de 250 mL e eluida com a mistura binaria dos solventes hexano/AcOEt
(9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 5:5) em gradiente de polaridade. Este fracionamento gerou 120 fracdes de
10 mL cada, que apos andlise por CCD, resultou nos grupos descritos na tabela abaixo.

Tabela 28. Dados referentes ao fracionamento cromatogréafico da fracdo A-VII11.8.

Fracoes Peso (o Codigo Fracodes Peso (g Codigo
1-29 0.003 - 46-50 0,005

30-35 0,002 - 51-104 0,3 A-VII1.8.5
36-45 0,004 - 105-120 0,07 -

A fracdo A-VII1.8.5 (0,3 g) foi submetida ao mesmo procedimento cromatogréafico
descrito anteriormente, gerando 121 fracdes de 10 mL cada. A analise por CCD permitiu reunir
estas fragcOes em 05 grupos de subfragdes.

Tabela 29. Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fracdo A-VI11.8.5

Fracoes Peso (g Caodigo Fracoes Peso (g Codigo
1-30 0.005 - 64-81 0,1

31-45 0,003 - 82-120 0,16 A-VI11.8.5.5
46-63 0,08 -

A fracdo A-VIII.8.5.5 (0,16 g) foi analisada por cromatografia liquido de alta
eficiéncia (CLAE), em coluna semi-preparativa C-18 de fase reversa (Gemini-Phenomenex)
250 x 10 mm (5um) e eluida em gradiente de H20 (TFA 0,1 %)/MeOH de 65-100% em um
tempo de corrida de 20 minutos, com fluxo de 4,72 mL/min e volume de injecdo de 200 uL. Os
picos coletados foram o pico 2 (Rt=9,4 min) e pico 5 (Rt=14,4 min) e analisados em CCD,
sendo codificados como PO-07 e PO-08. Estes compostos foram caracterizados como
diterpenos e suas determinacdes estruturais encontram-se presentes nas se¢des 4.7 (pag. 94) e
4.8 (pag. 105).
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Figura 153. Cromatograma de isolamento de PO-07 e PO-08
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6.1.6 Isolamento do constituinte quimico PO-09, PO-10 e PO-11

A fragdo A-X (0,8 g) foi solubilizada em 3,0 mL de MeOH e acondicionado em
coluna de vidro de 3 cm de didmetro contendo Sephadex LH-20 e eluida em MeOH. Foram
coletadas 57 fracdes de aproximadamente 5,0 mL, reunidas através de comparagdo por CCD de
seus Rfs, onde se obteve trés grupos de fracoes.

Tabela 30. Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fragdo A-X

2-32 0.2 - 48-57 0,01 -
33-47 0,35 A-X.2

A fragdo A-X.2 (0,35 mg) foi submetida a um fracionamento em Sephadex LH-20
sob as mesmas condicdes descritas anteriormente, obtendo-se 20 fragdes de 5,0 mL cada. Por
compara¢do em CCD, obtiveram-se 2 grupos de subfragdes; A-X.2.1 (0,06 g) e A-X.2.2 (0,27
9)-

A fragdo A-X.2.2 (0,27 g) foi analisada por cromatografia liquido de alta eficiéncia
(CLAE), em coluna semi-preparativa C-18 de fase reversa (Gemini-Phenomenex) 250 x 10 mm
(5um) e eluida em gradiente de H>O (TFA 0,1 %)/MeOH de 70-90% em um tempo de corrida
de 15 minutos, com fluxo de 4,72 mL/min e volume de injecdo de 200 pL. Os picos coletados
tiveram 0s seguintes tempos de retencédo: Pico 1 (Rt=8,1 min); Pico 2 (Rt=9,0 min); Pico 3
(Rt=9,5min) e Pico 4 (Rt=11,5 min) (Fig. 154, pag. 144). Estes compostos foram caracterizados
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por RMN H, °C, IV e EMAR como sendo diterpenos e codificados como PO-09, PO-02, PO-
10 e PO-11. A determinacdo estrutural desses compostos encontra-se disponivel nas se¢oes 4.9
(pag. 117), 4.10 (pag. 124) e 4.11 (pag. 130).

Figura 154. Cromatograma de isolamento das moléculas PO-09, PO-02, PO-10 e PO-11.
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6 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

A citotoxidade dos compostos PO-1 a PO-11, foram avaliados atraves do método
do MTT (MOSMANN, 1983) utilizando as seguintes linhagens: HCT-116, OVCAR-8, HL-60
e SF-295.

O método consiste em uma andlise colorimétrica baseada na converséo do sal 3-
(4,5-dimetil-2-tiazol) - 2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT), de cor amarela, para o
formazan, composto de cor azul. Essa conversdo do MTT em formazan s6 ocorre em células
viaveis e metabolicamente ativas, através da acdo da enzima succinil-desidrogenase presente
nas mitocéndrias, o que permite desta forma a quantificacdo indireta da porcentagem de células
vivas.

As células foram plaqueadas numa densidade variando de 1,5 x 10* a 4,0 x 10*
celulas/mL em placas de 96 pogos. Os compostos foram incubados juntamente com as células
durante 72 horas, em concentragdes variando de 0,08 a 10 uM, em estufa a 37°C com atmosfera
de 5% de CO2e 95 % de umidade.

Apds 69 h de incubacdo o sobrenadante foi descartado e em seguida foi adicionado
200 pL da solugdo de MTT (2 mg/ml, em meio RPMI 1640) em cada pogo e novamente
incubada por mais 3 horas até completar o periodo de 72 h de incubacdo. Apos esse periodo o
sobrenadante foi novamente descartado, permanecendo somente o precipitado azul de formazan
e este foi entdo ressuspendido em 200 pLL. de DMSO e agitado por cerca de 10 minutos até sua
completa dissolucdo. Para a quantificacdo do sal de MTT reduzido, as absorbancias foram
medidas no espectrofotdmetro de placa, no comprimento de onda de 570nm.

Os compostos foram testados em diluigéo seriada, em duplicata ou triplicata, e suas
Clso (concentragdo inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito maximo) e respectivos
intervalos de confianca de 95% (IC 95%) foram determinados a partir de regressdo nédo linear
utilizando o programa Prism versdo 5.0 (GraphPad Software).

A anélise dos resultados para a citoxidade dos compostos intitulados de PO-01 até
PO-11 foi avaliada atraves do método MTT, contudo nenhum dos compostos apresentou

atividade frente as linhagens de células cancerigenas utilizadas neste experimento.
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7 CONCLUSAO

No presente trabalho intitulado CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO
QUIMICO DE Plectranthus ornatus Codd, uma planta muito utilizada na medicina popular,
pertencente ao projeto farmécia viva e tendo seu uso autorizado pela Agencia de vigilancia
sanitaria (ANVISA) para o alivio de doencas no trato digestivo. Por isso, a compreensdo da
composicdo quimica e farmacologica dessa espécie torna-se extremamente importante,
justificando o interesse por esta pesquisa.

Neste trabalho foi realizada a prospeccdo quimica do extrato hexanico das partes
aéreas de P. ornatus, culminando no isolamento de onze (11) constituintes quimicos, dos quais
seis (06) sdo relatados pela primeira vez na literatura: 11R-acetoxineocleroda-3,13E-dien-15-
oato de metila, &cido 11R-acetoxi-3,4-dihidroxineocleroda-13E-en-15-6ico, acido 11R-
acetoxisolidagonal, acido 11S-acetoxi-solidago-3,15-didico, pseudo-coleon R e &cido 11R-
acetoxineocleroda-2,4(18), 13E-trien-15-6ico e caracterizados como diterpenos pertencente as
classes: clerodano, labdano e abietano. Entre estes compostos destacam-se PO-03 e PO-04, dois
diterpenos pertencente a classe dos clerodanos que apresentam um rearranjo no anel A de seis
membros para cinco. Atraves de pesquisas realizadas em varios bancos de dados disponiveis,
constatou-se que este tipo de estrutura ainda ndo havia sido obtido em plantas do género
Plectranthus e muito menos na familia Lamiaceae, revelando o grande potencial de P. ornatus
como uma planta produtora de metabdlitos secundarios com estruturas diversificadas e com

atividades farmacoldgicas ainda ndo relatadas.
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