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RESUMO

O presente trabalho de pesquisa relata o estudo fitoquimico dos constituintes
fixos presentes nas espécies 7Tabebuia serratifolia Nichols e Tabebuia rosea Bertol,
popularmente conhecidas como ipé amarelo e ipé roxo, respectivamente. O interesse
pelo género deveu-se principalmente ao fato de serem descritas na literatura a presenca
de quinonas, substancias cujas grande atividade bioldgica, tais como: anticancerigena,
tripanossomicida, antibiética, antiinflamatoria, moluscicida, antiviral, entre outras.

O extrato etandlico do lenho de 7. serratifolia forneceu as seguintes substancias:
lapachol (28), dehidro-a-lapachona (30), olivil (88), 8-epi-cicloolivil (89), acido 4-
hidroxi-3-metoxi-benzoéico (90), B-sitosterol(77), glicosideo do B-sitosterol (78) e 47-
hidroxi-3”-metoxibenzoil-ajugol (91), identificado através do seu derivado
hexaacetilado (91a). Através do fracionamento cromatografico do extrato etandlico do
lenho e cascas do lenho de 7. rosea obteve-se o éter metilico do acido 4-hidroxi-3-
metoxi-benzo6ico(92), acido p-hidroxi-cindmico (93), B-sitosterol (77), glicosideo do -
sitosterol (78)e o acido 33-6B-19a-trihidroxi-urs-12-en-28-6ico (94).

Levantamento bibliografico mostrou que as substancias (89) e (91) sdo inéditas,
enquanto que (88), (90), (92), (93) e (94) ndo haviam ainda sido isoladas no género.

Novos derivados aminados do lapachol(28) co.m as aminas piperidina,
pirrolidina, morfolina e hidroxilamina foram obtidos, com substitui¢do no carbono-2, e
denominados de lapiper (96), lapirrol(97), lapimor(98). Todavia, reagdo com
hidroxilamina produziu compostos com esqueleto semelhante a o~ e B-lapachona com
formag@o de oxima no carbono-1. As oximas foram chamadas de lapidroxi-2-1 (99) e
lapidroxi-2-2 (100). Os compostos obtidos foram avaliados contra larvas de Artemia
salina, Aedes aegypti e testes de atividade citotoxica em células tumorais A-549.

A determinagdo estrutural das substincias foi feita com base nos dados
espectroscopicos tais como [.V, RMN'H e RMN"’C, incluindo técnicas bidimensionais,
'H-'H-COSY, NOESY, 'H-">C-HETCOR, COLOC, HMQC e HMBC, e espectrometria

de massas.
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ABSTRACT

The present research reports the isolation and chemical identification of fixed
contituents of Tabebuia serratifolia Nichols and Tabebuia rosea Bertol, popularly
known as ip€ amarelo and ipé roxo, respectively. The interesting for the gender was due
to the fact of they be described in the literature as a source of quinones , substances
whose are attributed potent biological activity, such as: anticancer, tripanossomicidal,
antibiotic, antiinflamatory, moluscicidal, antiviral, among others.

The ethanolic extract of the heartwood of 7. serratifolia yield the following
substances: lapachol, dehydro- a-lapachone, olivil , 8-epi-cicloolivil, 4-hydroxy-3-
methoxy-benzoic acid, [-sitosterol, [-sitosterol glucoside and 4”-hydroxy-3"-
methoxybenzoyl-ajugol, identified by its hexaacetylated derivative.

Chromatographic analysis of the bark’s and heartwood’s ethanolic extract of 7.
rosea yield 4-hydroxy-3-methoxy-benzoic methyl ester , p-hydroxy-cinnamic acid, B-
sitosterol, B-sitosterol glucoside and 3[B-6B-19c-trihydroxy-urs-12-en-28-oic acid.

Reactions of lapachol with amines morpholine, piperidine and pyrrolidine
yielded new lapachol derivatives substituted at carbon-2. The reaction with
hydroxylamine yielded compounds similar to a- e B-lapachone with formation of oxime
at carbon-1. Biological activities of these products were evaluated against Artemia
salina (BST) and Aedes aegypti, and also cytotoxicity against human tumor cell A-549.

The structural determination of all substances was based on spectrometric
analysis such as I.V, RMN'H and RMN"*C, including bidimentional techniques, 'H-'H-
COSY, NOESY, 'H-"C-HETCOR, COLOC, HMQC and HMBC.

Xiii



LISTA DE FIGURAS

Figuras Pagina
01. Espectro na regido do L V. (fase KBr)de TAE-1(28)............ccoeimmmmriismsovinmasrssonsins 21
02. Espectro de RMN'H (CDCl;, 500MHz) de TAE-1(28) .......cooooooooiiiieieeecees 22
03. Espectro de RMN"C-PND (CDCl;,125 MHz) de IAE-1(28)..........coooovvovvrrrrencns 23
04. Espectro de RMN"C- DEPT (CDCl3,125 MHz) de TAE-1(28).......c..ccovvvirviriniiens 24
05. Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear-HETCOR('H-"C-
“Jeu, 1=1) (CDCl; ,125 MHZ) de TAE-1(28)..........ccom csomsiessssisersarsossssasrassorsassassssess 25
06. Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear-COLOC A
Ten, 1=2 & 3) (CDClz ,125 MH2) de TAE-1(28)......n.coccussmrinsiiserisnissinss isissnesainsinss 26
D7, Espeetee deniassas 0o FAB-LERY. o cossaamusgonmmsseissnss svmisimmm i i ssbimssinss 27
08. Espectro na regido do 1. V. (fase KBr)de IAEC-1(30)...........cooooiiiiiniieiieiiiieees 32
09. Espectro de RMN'H (CDCls, 500 MHz) de TAEC-1(30)............coooovviiviereennne. 33
10. Espectro de RMN"*C-PND (CDCl3,125 MHz) de IAEC-1(30)..........coo.covvvrrree... 34
11. Espectro de RMN"’C- DEPT (CDCls, 125 MHz) de TAEC-1(30)............c.coooooen...... 35
12. Espectro de RMN bidimensional de correlagio hetefonuclear-I-IETCOR(lH-13C-
"Jew, 1=1) (CDCl3,125 MHz) de TAEC-1(30).........oooivoeieeeeoeieeeee s 36
13. Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear-COLOC ('H-"C-
"Jen, 1=2 e 3) (CDCl3,125 MHz) de IAEC-1(30)..........cocoooveiiieeeieeeeeeeee e 37
14, Bspeetro.de 118828 de TATC-L{0)......con i v isssisonsssmissiorsssss sisadi vt i sedosishs 38
15. Espectro na regido do I.V. (fase KBr)de IAEA-K1(90)..............c.ccooooinn.. Sihgachida? 41
16. Espectro de RMN'H (acetona-dg, 500 MHZ) de IAEA-K1(90)......................... 42
17. Espectro de RMN">C-PND (acetona-ds, 125 MHz) de IAEA-K1(90).... ... 43
18. Espectro de RMN"C-DEPT (acetona-ds, 125Mz) de TAEA-K1(90).................... 44
19. Espectro de RMN bidimensional de correlagio heteronuclear-COLOC (‘H-"C-
"Jeu, =2 e 3) (acetona-dg, 125 MHz) de IAEA-K1(90).........cooooovovoooeoeo, 45
20. Espectro de massas de IAEA-K1(90)..............ccccoooiiimoiee oo 38
21. Espectro na regido do I.V. (fase KBr)de IAEA-K3(89)...........ccocovvoeviverieeeneinn. 54
22. Espectro de RMN'H (CD;0D, 500 MHz) de IAEA-K3(89)..........coooooiiiie. 55

X1V



23. Espectro de RMN"C-PND (CD;0D, 125Mz) de IAEA-K3(89).........ccooccoooovvvr.nnn. 56

24. Espectro de RMN*C-DEPT (CD;0D, 125 MHz) de IAEA-K3(89).............cc...... 57
25. Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear-HMQC('H-"C- "“Jeu,
n=1) (CD;OD, 125 MHz) de IAEA-K3(89)............cccoommrrrrrereemmmmersvemsensesseessrenecee 58
26. Espectro de RMN bidimensional de correlagio homonuclear (‘H-'H-COSY)
{CIR0D; 300 Midzy de BABA-KIBIY... . .c.coiviise torsisblomssmsssiosnsssissis sassisk i ssbons 59
27. Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear-HMBC (‘H-"C- "Jou,
n=2 & 3) (CD30D, 75 MHZ) de TAEATKS(B9)-.....c..coecomserisasmssisaissostsosssssacsiionsesmpusns 60
28. Espectro de RMN bidimensional de correlagio homonuclear com acoplamento
dipolar (‘"H-"H-NOESY) (CD;0D, 500 MHz) de TAEA-K3(89).................ccoouonen.. 61
29, Bspectro de massas de TARA-KIBY). .. ... covvsnainiossivspassmmesms gos svossmisont sussnisyshun e 62
30. Espectro de RMN'H (acetona-ds, 500 MHz) de IAEA-K4(88).........c.ccocovvvrernene. 68
31. Espectro de RMN"*C-PND (acetona-ds, 125 MHz) de IAEA-K4(88)..................... 69
32. Espectro de RMN"C-DEPT (acetona-ds, 125 MHz) de IAEA-K4(88)................... 70
33. Espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear ( 'H-"H-COSY)
(acetona-dg, SO0 MHZ) de TAEA-KA(BE)........ o ovmsrimssmcsnssriesmacionses sosmsbssnssipesimsasesseshs 13
34. Espectro de RMN bidimensional de correlagio heteronuclear-HMQC (‘H-"C- "Jeg,
n=1) (acetona-ds, 75 MHz) de JAEA-KH(88).......ooovveoreiiieeeeee e 72
35. Espectro de RMN bidimensional de correlagio heteronuclear-HMBC (‘H-"C- "Jcg,
n=2 e 3) (acetona-ds, 125 MHz) de IAEA-K4(88).........cocooioviiiiioeeeeee 73
36. Espectro de massas de JAEA-K4(88)..............ccoooiviioiioeieceeee e 74
37. Espectro na regido do I.V. (filme) de IAEA-K4-Ac(88a)................cc.oooooiiiiiini.. 75
38. Espectro de RMN"C-PND (CDCl;, 125 MHz) de IAEA-K4-Ac(884)................... 76
39. Espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear com acoplamento
dipolar (‘"H-"H-NOESY) (CDCls, 300 MHz) de IAEA-K4-Ac(88a)........................ 77
40. Espectro de massas de IAEA-K4-Ac(88a).................cocoooooiooeeeieeeeeoeeee 78
41. Espectro na regido do L. V. (filme) de IAEE-K1-Ac(91a)..............cooooooovioo . 84
42. Espectro de RMN'H (CDCls, 500 MHz) de IAEE-K1-Ac(91a)............o..oooooooo.. 85
43. Espectro de RMN bidimensional de correlagio homonuclear (‘H-'H-COSY)
(CDCl3, 500 MHz) de IAEE-K1-AC(912).........cocoovmooeeioreieeeceoeeeeeeeeeeeeesr 86
44. Espectro de RMN"’C-PND (CDCls, 125 MHz) de JAEE-K1-Ac(91a).... ... 87

45. Espectro de RMN“C-DEPT (CDCl;, 125Mz) de IAEE-K1-Ac(91a)

XV



46. Espectro de RMN bidimensional de correlagio heteronuclear-HMQC ('H-"C- “Jy,

n=1) (CDCl;, 125 MHz) de IAEE-K1-Ac(91a).........ccovcoviiimriiiiininis 89
47. Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear-HMBC (‘H-"C- "Jeu,

n=2 e 3) (CDCls, 125 MHz) de JAEE-K1-Ac(91a)........c..coooovvriirrirreeciriirnniecireenn. 90
48. Espectro de RMN bidimensional de correlagio homonuclear com acoplamento

dipolar (‘H-'"H-ROESY) (CDCls, 500 MHz) de IAEE-K1-Ac(91a)........................ 9]
49. Espectro de RMN'H (CDCls, 500 MHz) de Lapiper(96)...........ccc.ccccovvovrrvenrnnnn. 96
50. Espectro de RMN"C-PND (CDCls, 125 MHz) de Lapiper(96)................cccc....... 97
51. Espectro de RMN'H (CDCls, 500 MHz) de Lapirrol(97)..........cccooovoovveooreerernnnne. 98
52. Espectro de RMN">C-PND (CDCl, 125 MHz) de Lapirrol(97)........c..cccooervvcrnnene. 99
53. Espectro de RMN'H (CDCls, 500 MHz) de Lapimor(98)..............cccoooovvvervenene... 100
54. Espectro de RMN"C-PND (CDCls, 125 MHz) de Lapimor(98)............c.cc.c....... .101
55. Espectro de RMN'H (acetona-ds, 500 MHz) de Lapidroxi-2-1(99)...........c.......... 106
56. Espectro de RMN bidimensional de correlagio homonuclear (‘H-'H-COSY)

(acetona-ds, 500 MHz) de Lapidroxi-2-1(99)..........ccoooieieeiiee e 107
57. Espectro de RMN"C-PND (acetona-ds, 125 MHz) de Lapidroxi-2-1(99)............ 108

58. Espectro de RMN">C-DEPT (acetona-dg, 125 MHz) de Lapidroxi-2-1(99).......... 109
59. Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear-HMQC (*H-"*C- “Jew,

n=1) (acetona-ds, 125 MHz) de Lapidroxi-2-1(99)........c.cccoovovioiiieeieieieeeene 110
60. Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear-HMBC (‘H-"C- "Jeg,

n=2 e 3) (acetona-dg, 125 MHz) de Lapidroxi-2-1(99)........................... R (o WS 111
61. Espectra de RMN'H (CDCls, 500 MHz) de Lapidroxi-2-2(100)...................... 112
62. Espectro de RMN"?C-PND (CDCls, 125 MHz) de Lapidroxi-2-2(100)............... 113
63. Espectro de RMN"C-DEPT (CDCls, 125 MHz) de Lapidroxi-2-2(100).............. 114
64. Espectro de RMN bidimensional de correlagio heteronuclear-HMQC (‘H-"C- "Jcy,

n=1) (CDCls, 125 MHz) de Lapidroxi-2-2(100).................c.oooooooooooo . 115
65. Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear-HMBC (‘H-"C- "Jen,

n=2 e 3) (CDCls, 125 MHz) de Lapidroxi-2-2(100)...................ccooooveviveeeeeennn. 116
66. Espectro na regido do L. V. (fase KBr) de ILEC-1(92).........ccccovooeivmeoeeee . 119
67. Espectro de RMN'H (CDCls, 200 MHz) de ILEC-1(92)........ooooo oo 120
68. Espectro de RMN"’C-PND (CDCls, 50 MHz) de ILEC-1(92).........oo. oo 121
69. Espectro de RMN'’C-DEPT (CDCl;, 50 MHz) de ILEC-1(92).........o.oooiooooo 122

XVl



70. Espectro de massas de ILEC-1(92).........cooooeoeeeoee oo 0 X 123

71. Espectro na regido do I V. (fase KBr) de ILEA-1(93)............oooooooooo 126
72. Espectro de RMN'H (CD;OD, 200 MHz) de ILEA-1(93). ..o 127
73. Espectro de RMN'?C-PND (CD;0D, 50 MHz) de ILEA-1(93).....coocvvvvviicnicnn 128
74. Espectro na regido do LV. (fase KBr) de ILEA-4(94)......cccooininniiiii 133
75. Espectro de RMN"C-PND (CD;0D, 125 MHz) de ILEA-4(94)............ccccccoo...... 134
76. Espectro de RMNC-DEPT (CD;OD, 125 MHz) de ILEA-4(94)..........ccooooeverenn. 135
77. Espectro de RMN'H (CD;0D, 500 MHz) de ILEA-4(94)........ooovoovoooioeecee 136
78. Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear-COLOC (HB0:
"Jen, n=2 € 3) (CD;0D, 125 MHz) de ILEA=4(94).........ccc.coociererrecereeereieins 137
79. Espectro de RMN bidimensional de correlagio homonuclear (‘H-'"H-COSY)
(CD30D, 500 MHz) de ILEA-4(94).......... oo 138
80. Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear-HETCOR('H-"C-
"Jew, 1=1) (CD30D, 125 MHz) de ILEA-4(94).........o.oooooooooooeoeoeoeooeooee 139

Xvii



LISTA DE TABELAS

Tabela Pagina
01. Dados de RMN'H e °C de IAE-1 (28) m CDCli....cc.ovoiviooeeieeeeieeeeeeeeee, 19
02. Dados de RMN"C de IAE-1(28) e comparagdo com os citados na literatura para o
lapachol(28) em CDCls.......ccoovveennee I R SR UMW S B PP e R rer A 20
03. Dados de RMN'H e °C de IAEC-1(30) em CDCl........c..ooovovvvrmrevrvirerrsccrnveieicri 30
04. Dados de RMN"C de TAEC-1(30) e comparagio com os citados na literatura para
dehidro-a-lapachona e B-lapachona(21) em CDCls.........ocooooiiiiiiiiii 31
05. Dados de RMN'H e °C de IAEA-K1 e comparagdo com dados da literatura para o
acido 4-hidroxi-3-metoxi-benzdico(90)em CDCls........ooovviiiiiiiiiiiiiiiicins 40
06. Dados de RMN"C e 'H de IAEA-K3(89) emCD30D.........oovooovoiieoeecieeeeeee 51
07.Dados de RMN"¢c e 'H de IAEA-K3-Ac(89a) em CeDe....oovovvoveviiviiiiieie . 52
08.Comparag@o entre os dados de RMN"C de IAEA-K3 (89) e cicloolivil(57)
regisirados na literatura , 60 CDsOD. ... oo s sissiinersici shatpmsiasiomsitumisss ssgsnibiod 53
09. Dados de RMN 'H e °C de IAEA-K4 (88) em acetona-ds..............cc...ocoooovorveeninn, 66
10. Dados de RMN'H e "°C de IAEA-K4(88) em (CD;3),CO e CD;0D’, lariciresinol
B EI3 RIS TR R KA E i RIS UM Y (O RO S S SO 67
11. Dados de RMN'H e ">C de IAEE-K1-Ac (91a) em CDCls......oocovoovviviviiiice . 82

12. Dados de RMN'H e °C de IAEE-K1-Ac(91a) em CDClze (102) em ds- piridina.83
13. Dados de RMN"C de IAEC-2 (77)e IAEA-K2(78) comparados com valores da

literatura citados para o B-sitosterol e seu glicosideo acetilado(78a)........c.......co....... 93
14. Correlagdo dos dados de RMN'"C do Lapachol(28), Lapiper(96), Lapirrol(97) e
Lapimor(98) .............................................................................................................. 95

15. Dados de RMN'H e "°C de Lapidroxi-2-1(99) e Lapidroxi-2-2(100) em CDCl;...105
16. Correlagio dos dados de RMN'"C de Lapachol(28), Lapidroxi-2-1(99) e

L ApIATOREFTRVINY. ..o nan st s e oS e e s b s s bbb s vebalsSeso s 104
17. Dados de RMN'H e ®C de ILEC-1(92) em CDCli........cooovoivmieirreeeeeeeeeee e 118
18. Dados de RVIN'H & YO de TRATO8) ... sttt disosmaiisss al i 125

XViii



19. Correlagdo dos dados espectroscopicos de ILEA-4(94) e comparagdo com valores  da
literatura para o acido 3f3,6pB,19a-trihidroxi-urs-12-en-28-6ico(94) e o acido 3[B-6ct-
19a<trihidroxi-urs-12-en0-28-01C0 (L06)......c.cooonmmssisrssimsmmiinsisesiomsnisssiniinssitssiasnsis 132

20. Valores de DLso (ppm) apresentados pelos compostos 28, 96, 97 e 98 frente as
I REaE OB AVEIRIE SO . 50005550058 bttty asedFipresuss-is it PR B304 4 950 #o ol g g 169

21. Valores de DLsy (ppm) apresentados pelos compostos 28, 96, 97 e 98 frente as
IRV S HBEY BB ...vivviviivaiismosserssis it b At orih S ssds oot 170

22. Dados de Citotoxicidade Aerdbica e Hipoxica dos compostos 28, 96, 97 e 98 em

Células Tumorais Humanas ( Tumor de mama AS549).........c.ccoooovvoiieniceeeenn 171

X1X



LISTA DE QUADROS

Quadro Pagina
01.Substancias isoladas de Tabebuia serratifolia..................... R AL X SR S 03
02, Substineias 1501806508 TabePUE TOSCL.... ....iot siuiiom it sisst wvinpiisiins spsfineinsnssasiisssiis 04
03. Derivados preparados a pattir do [Bpaehol (28 ). ..« acssisssmammin sistrossrisnssssissam 05
04. Lista das substdncias presentes no gé€nero 7abebuia registradas na literatura.......... 07

05. Estruturas das substancias presentes no género 7abebuia registradas na literatura..11

06. Interagdes dipolares entre 'H, 'H para IAEA-K3(89), observadas no espectro

LISTA DE FLUXOGRAMAS

Fluxograma Pagina

01. Isolamento dos constituintes quimicos de 7abebuia serratifolia

02. Isolamento dos constituintes quimicos de 7abebuia rosea.................................... 173

XX



LISTA DE ABREVIATURAS

CCD Cromatografia em camada delgada de silica gel

LV, Infravermelho

EM. Espectrometria de massas

RMN'H Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio-1
RMN"C Ressonancia Magnética Nuclear de carbono-13

PND Proton Noise Decoupled

DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
COSY Correlated Spectroscopy

HETCOR  Heteronuclear Correlation Spectroscopy
NOESY Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy
HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Coherence
HMBC Heteronuclear Multiple Band Correlation

XX1



CAPITULO 1

INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

A familia Bignoniaceae é constituida por aproximadamente 110 géneros e 800
espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo, e incluem
arvores madereiras e ornamentais dos géneros Jacaranda, Spathodea, Tabebuia, Catalpa e
Crescentia'.

O género Tabebuia é formado por cerca de 100 espécies, a maioria arbustos e
grandes arvores, que se destacam pela beleza das flores e produgdo de madeira de boa
qualidade'?. Virias espécies desse género foram estudadas fitoquimicamente, mostrando
como constituintes principais naftoquinonas, lignanas, iriddides, triterpenos e acidos
aromaticos (quadro 4, pag.7-10).

O interesse pelo estudo do género foi desencadeado pelo fato de muitas dessas
substancias apresentarem atividades farmacologicas, particularmente as quinonas, uma
classe de substdncias que apresenta uma grande variedade de atividades biologicas, tais
como: anticancerigena, tripanossomicida, antibidtica, antiinflamatéria, moluscicida, e ainda
algumas mostraram-se ativas contra o virus HIV, entre outras ° S26TESIL g presente
trabalho sdo relatados o estudo fitoquimico de duas espécies de 7Tabebuia encontradas no
Nordeste do Brasil: Tabebuia serratifolia Nichols e Tabebuia rosea Bertol, visando a
identificagdo dos seus constituintes quimicos e possiveis aplicagdes farmacologicas.

Do extrato etanodlico do lenho de 7. serratifolia foram isoladas as seguintes
substancias: lapachol (28), dehidro-c-lapachona (30), olivil (88), 8-epi-cicloolivil (89),
acido 4-hidroxi-3-metoxi-benzoico (90), B-sitosterol(77), glicosideo do B-sitosterol (78) e
4”-hidroxi-3”-metoxibenzoil-ajugol  (91), identificado através do seu derivado
hexaacetilado (91a). As substancias (89) e (91) sdo inéditas na literatura, e as substancias
(88) e (90) ndo haviam ainda sido isoladas no género (ver quadro 01, pag.03).

O estudo do extrato etandlico do lenho e cascas do lenho de 7. rosea levou ao
isolamento e identificagdo do éster metilico do acido 4-hidroxi-3-metoxi-benzodico (92),
acido p-hidroxi-cinamico (93), B-sitosterol (77), glicosideo do B-sitosterol (78) e 4cido 33-
6B-19a-trihidroxi-urs-12-eno-28-6ico (94) . As substdncias (92), (93) e (94) sdo inéditas no
género (ver quadro 02, pag.04).



Devido ao largo espectro de atividade apresentada pelo lapachol (28), foram
preparados derivados para comparagdo dos dados de atividade biologica. Optou-se por
reagdes onde fossem introduzidas aminas no C-2 do lapachol em reagdes baseadas em
trabalho da literatura'’ com algumas quinonas, que mostraram a potencialidade de
derivados aminados como agentes anticancerigenos. Os derivados obtidos usando as
aminas piperidina, pirrolidina, morfolina e hidroxilamina foram denominados de lapiper
(96), lapirrol(97), lapimor(98), lapidroxi-2-1 (99) e lapidroxi-2-2 (100), cujas estruturas
podem ser observadas no quadro 03, pag. 05. Foram realizados com as substancias (28),
(96), (97) e (98) testes de atividade contra larvas de Artemia salina, Aedes aegypti e testes
de atividade antitumoral em células A549(tumor de mama), que revelaram a potencialidade
de a¢do dos derivados preparados.

Nesse trabalho encontram-se as técnicas de isolamento, preparagdo dos derivados e
determinagdo estrutural das substdncias presentes nas espécies Tabebuia serratifolia e
Tabebuia rosea, sendo que o capitulo 1 trata a presente introdugao.

O capitulo 2 trata das consideracdes botdnicas das espécies estudadas e
levantamento bibliografico das substincias isoladas no género Tabebuia. No capitulo 3 €
relatada a elucidagdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de Tabebuia serratifolia
e dos derivados preparados. O capitulo 4 refere-se a a elucidagdo estrutural dos
constituintes quimicos de Tabebuia rosea. No capitulo 5 sdo descritos os procedimentos
experimentais para isolamento das substdncias e preparacdo de derivados, as técnicas
utilizadas e especificacdes dos materiais e instrumentos. O capitulo 6 é dedicado as
conclusdes. O capitulo 7 refere-se as constantes fisicas e dados espectrométricos das
substancias, e finalmente o capitulo 8, onde se encontram as referéncias bibliograficas

citadas no presente trabalho.

(8]



Quadro 1: Substancias isoladas de 7abebuia serratifolia

Q CO,H
L
OCH;
o OH
(28) (30) (90)

O-B-D-glicose (77): R=H
(91) (78): R=B-D-glicose




Quadro 2: Substancias isoladas de 7 abebuia rosea
CO,H

CO,Me \

OCH3

OH
OH

(92)

(77): R=H
(94) (78): R= p-D-glicose




1

Quadro 3: Derivados preparado§ a partir do lapacho




CAPITULO 2

CONSIDERACOES BOTANICAS SOBRE
AS ZSPECIES ESTUDADAS £
LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO DO
GENER® Tabebuia




CON SIDERAC()ES BOTANICAS SOBRE AS ESPECIES ESTUDADAS E
LEVANTAMENTO BIBIOGRAFICO DO GENERO Tubebuia

Tabebuia serratifolia Nichols , conhecida popularmente como ipé amarelo, €
uma arvore de 8-20 m de altura, casca pardacenta; folhas opostas digitadas, glabras ou
pubescentes; foliolos cinco, peciolados, oblongo-acuminados ou oboval-acuminados, 4-
17 cm de comprimento, 3-7 cm de largura, serreados, peninervados; flores afunilado-
campanuladas de 5-6 cm, amarelas, em paniculas terminais; estames inseridos no tubo
da corola, cerca de 9-10 mm da base; disco aneliforme inteiro; capsula deiscente com
até 20 cm de comprimento’.

Tabebuia rosea Bertol, conhecida popularmente como ipé€ roxo, € uma arvore de
25-30 m de altura, casca escura; folhas espalmadas, foliolos cinco, aniséfilos, elipticos
ou oblongo-elipticos, 8-35 cm de comprimento, 3-18 cm de largura, agudos ate
afunilados; flores com calice cupular, bilabiadas, de cor rosa, purpuro-rosa, em
paniculas terminais; capsula linear-cilindrica com 22-38 cm'.

Através de pesquisa bibliografica realizada no Chemical Abstracts observou-se
que a maioria das espécies do género Tabebuia estudadas apresentaram como
constituintes predominantes as quinonas. Encontram-se também descritos na literatura
outros metabolitos secundarios, entre os quais lignanas, iridoides e seus glicosideos,
flavonoides, esteréides, acidos aromaticos e triterpenos. As substancias identificadas no
género Jabebuia e as espécies de onde foram isoladas encontram-se descritas nos

quadros 4, pags. 7-10, cujas estruturas podem ser observadas no quadro 5, pags. 11-16.



Quadro 04: Lista das substancias presentes no género 7abebuia registradas na literatura

~—1

Substincias Estruturas Espécies do género Tabebuia Ref.
2-etilnafto[2,3-b]furan-4,9-diona 01 serratifolia, avellanedae 4,13
2-(1’-hidroxietil)nafto[2,3-b]furan-4,9-diona 02 cassinoides, rosea, chrysantha, ochracea, 4,14,13, 15

avellanedae :
2-acetilnafto[2,3-b]furan-4,9-diona 03 cassinoides, caraiba, rosea, avellanedae, 4,14, 13,15

chrysantha
8-hidroxi-2-(1’-hidroxietil)nafto[2,3-b]furan-4,9-diona 04 avellanedae 4,13, 16
5-hidroxi-2-(1’-hidroxietil)nafto[2,3-b]furan-4,9-diona 05 caraiba, incana, avellanedae 4,16,17 |
2-acetil-5-hidroxinafto[2,3-b]furan-4,9-diona 06 avellanedae 4
2-acetil-8-hidroxinafto[2,3-b]furan-4,9-diona 07 avellanedae 4,13 :
2-etil-5-hidroxinafto[2,3-b]furan-4,9-diona 08 incana 4,17
2-(1’-hidroxietil)-6-metoxinafto[2,3-b]furan-4,9-diona 09 ochracea 4,14 |
2-acetil-6-metoxinafto[2,3-b]furan-4,9-diona 10 ochracea 4,14
2-(1’°-hidroxietil)-8-metoxinafto[2,3-b]furan-4,9-diona 11 ochracea 4,14
2-acetil-8-metoxinafto[2,3-b]furan-4,9-diona 12 ochracea 4,14
7,8-dimetoxi-2-(1°-hidroxietil)nafto[2,3-b]furan-4,9-diona 13 ochracea 4, 14
5-hidroxi-2-isopropilnafto[2,3-b]furan-4,9-diona 14 caraiba 4
2-isopropilnafto[2,3-b]furan-4,9-diona 15 avellanedae 13
5,8-dihidroxi-2-(1’-hidroxietil)nafto[2,3-b]furan-4,9-diona 16 ochracea 13
2-acetil-8-hidroxi-7-metoxinafto[2,3-b]furan-4,9-diona 17 ochracea 18 |
2-(1’-hidroxietil)-8-hidroxi-7-metoxinafto[2,3-b]furan-4,9-diona 18 incana 17
2,3-dihidro-2(1’-metiletenil)nafto[2,3-b]furan-4,9-diona 19 avellanedae, incana, rosea, serratifolia 4, 19,20, 21
2,3-dihidro-5-hidroxi-2(1’-metiletenil)nafto[2,3-b]furan-4,9-diona 20 avellanedae, incana, rosea, serratifolia 4, 19,20, 21
B-lapachona 21 avellanedae, chrysantha, donnell-smittii, 22,20, 23

guayacan

-| Lapachenol 22 avellanedae, chrysantha, donnell-smittii, 22,24, 17
incana, serratifolia

Dihidrolapachenol 23 chrysantha, donnell-smittii 22

o
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Continuagdo do Quadro 04.

Substincias Estruturas Espécies Ref. |
Nor-dihidrolapachenol 24 chrysantha 22
Deoxi-lapachol 25 avellanedae 20
Menaquinona 26 avellanedae 20
Lapachol-metil-éter 27 avellanedae 20
- | Lapachol 28 serratifolia, avellanedae 4,13
~| o.-lapachona 29 avellanedae 20
2,3-di(3,3-dimetil-alil)-1,4-naftoquinona 30 guayacan 25
1-hidroxi-2-metil-antraquinona 31 chrysantha 22
2-hidroxi-3-metil-antraquinona 32 chrysantha, avellanedae 20
2-metil-antraquinona 33 avellanedae 20
2-hidroximetil-antraquinona 34 avellanedae 20 |
Antraquinona-2-aldeido 35 avellanedae 20
Antraquinona-2-acido carboxilico 36 avellanedae 20
1-hidroxi-antraquinona 37 avellanedae 20
1-metoxi-antraquinona 38 avellanedae B
Dehidrotectol 39 chrysantha, rosea 22,21,26,27 |
Tetrahidrotectol 40 chrysantha, guayacan 22,23
Tetrahidrotectol-dimetil-éter 41 crysantha 22
Tectol 42 guayacan 28,23
Tabebuina 43 avellanedae 20
Tecomaquinona III 44 ‘rosea 29
Tecomaquinona I 45 rosea 29
Tecomaquinona II 46 rosea 29
Guaiacanina 47 guayacan 28
Guaiina 48 guayacan 30, 31
p-metoxi-benzoil-ajugol 49 avellanedae 32
_+|3,4-dimetoxi-benzoil-ajugol 50 avellanedae 32

[w]
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Continuagdo do Quadro 04.

Substincias Estruturas Espécies Ref.
p-hidroxi-benzoil-ajugol 51 avellanedae 32
Ajugol 52 avellanedae 32 |
Catalpol 53 rosea 33
6-0-(p-cumaroil)-catalpol 54 rosea 33,34
Aucubina 55 rosea 33
6-epimonomelitosideo 56 heptaphylla 35
| Ciclo-olivil 57 ochracea, avellanedae 14, 24
| 4-hidroxi-3-metoxi-benzaldeido 58 avellanedae 19
Ciclo-olivil-acetonideo 59 incana 17
| Acido-4-hidroxi-benzoico 60 avellanedae 9 |
- | Acido-4-metoxi-benzoico 61 avellanedae 19
Acido-3,4,5-trimetoxi-benzoico 62 avellanedae - .
1-metoxi-naftaleno 63 chrysantha 22
Acido-3,4-dihidroxi-cindmico 64 rosea 36
Acido-4-hidroxi-3-metoxi-cinimico 65 rosea 36
Luteolina 66 caraiba 37,38
6-hidroxi-luteolina-7-O-glicosideo 67 caraiba 37,39
Escuteralareina 68 caraiba 37
Campferol 69 rosea 34
Campferol-3-O-diglicosideo 70 caraiba, rosea 34,38
Quercetina 71 caraiba, rosea 37, 34, 38
Quercetina-3-B-D-rutinosideo 72 caraiba 37, 38, 39
Lupenona 73 Rosea 40, 41, 34
oi-amirina 74 caraiba, rosea 37, 34
Betulina 75 rosea 34
cido betulinico 76 rosea 34

(=]
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Continuagdo do Quadro 04,

Substéncias Estruturas Espécies Ref.

B-sitosterol i pentaphylla 42
- | Glicosideo do B-sitosterol 78 pentaphylla 42

Capsantina 79 caraiba 38
f-caroteno 80 caraiba 38
B,B-caroteno-3,3’-diol 81 caraiba 38
Licopeno 82 caraiba 38
Hexacosano 83 rosea 41
Heptacosano 84 rosea 27
Nonacosano 85 rosea 27,42
Hentriacontano 86 rosea 42
Hentriacontanol 87 rosea 42

01
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R O
(19) R=H
(20) R=OH

(01) 2-CH,CH;
(02) 2-CH(OH)CHs

(03) 2-COCH;

(04) 2-CH(OH)CH3-8-OH

(05) 2-CH(OH)CH3-5-OH

(06) 2-COCH3-5-OH

(07) 2-COCH3-8-OH

(08) 2-CH,CH3-5-OH

(09) 2-CH(OH)CH5-8-OCH;
(10) 2-COCH36-OCHj

(11) 2-CH(OH)CH3-8-OCH;
(12) 2-COCH;-8-OCHj

(13) 2-CH(OH)CH3-7,8-di-OCHj
(14) 2-C(CH,)CH,-5-OH

(15) 2-CH(CHs),

(16) 2-CH(OH)CH3-5,8-di-OH (22) (23) R=CH;
(17) 2-COCH;-8-OH-7-OCHj (24) R=H
(18) 2-CH(OH)CH3-7-OCH3-8-OH

25) R=H

:25; R=CHj (29) (30)
(27) R=OCH;

(28) R=OH

11




Continuag¢@o do quadro 5.

0 R
R2
L,
0

(31) R'=0H; R?>=CHj; R*=H
(32) R'=H; R*=0H; R®>=CHj
(33) R'=R®=H; R*=CHj
(34) R'=R*=H; R>=CH,0H
(35) R'=R%=H; R>=CHO
(36) R'=R°=H; R>=CO,H
(37) R'= OH; R*=R*=H
(38) R'= OCH3; R>=R’=H

(40) R=OH (42)
(41) R=0OCH;




Continuacio do quadro 5.
O \
e A




Continuago do quadro 5.

O--D-glicose Ho~ O-3-D-glicose

(49) R=p-metoxi-benzoil (53) R=H
(50) R=3,4-dimetoxi-benzoil (54) R=p-hidroxi-cumaroil
(51) R=p-hidroxibenzoil

(52) R=H
CHO
R R’
@) OCHjs
OH O-B3-D-glicose ]
(58)
(55) R=p-OH; R'=H
(56) R=a-OH; R'=0OH
L OCHs
R R® ‘O
R*
(63)

. (60) R=R*=H; R?=0H
61) R=R>=H: R*=0CH
(59) OH ( ) e 3
(62) R=R*=R%=0CH;
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Continuagdo do quadro 5.

COH

e

OH

(64) R=OH
(65) R=OCHj

RO

(69) R=R'=R"=H
(70) R'=p-D-diglicosideo

(71) R=R'=H; R"=0H

(72) R=R"=H; R'=B-D-Rutinose

HO"

(66) R=R'=H;R"=0OH
(67) R=B-D-Glicose;R'=R"=0H
(68) R=R"=H; R'=0OH

= (75) R=CH,OH
(76) R=CO,H

15




Continuagdo do quadro 5.

(77) R=H
(78) R=glicose

RO

& (80) R=H
(81) R=OH
X Y e W S e T T T WL P Tt N
(82)
CH3(CHz)24CHs CHs(CHa)25CHs CH3(CHgz)27CH3
(83) (84) (85)
CHs(CHy)pgCHs CHa(CHa)gCHOH

(86) (87)
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CAPITULO 3

DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS
CONSTITUINTES FIXOS ISOLADOS DO
ZXTRATO ETANOLICO DO LENHO DE
Tabebuwia servailifolia




DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES FIXOS ISOLADOS
DO EXTRATO ETANOLICO DO CERNE DE Tabebuia serratifolia.

Através do estudo fitoquimico do extrato etandlico do cerne de Tabebuia
serratifolia foram isoladas as seguintes substancias: IAE-1[lapachol], IAH-1[dehidro-c.-
lapachona], TAEC-2 [B-sitosterol], IAEA-KI[acido 4-hidroxi-3-metoxi-benzoico],
TAEA-K2[glicosideo do B-sitosterol], TAEA-K3[8-epi-cicloolivil], IAEA-K4[olivil] €
IAEE-K 1[4-hidroxi-3-metoxi-benzoil-ajugol] cuja estrutura foi determinada através de
seu derivado hexa-acetilado IAEE-K1-Ac. Foram ainda preparados os derivados
acetilados TAEA-K3-Ac(tetra-acetilado) e TAEA-K4-Ac(triacetilado). O lapachol foi
utilizado numa série de reagdes com aminas, resultando na obtengdo dos seguintes
derivados: lapiper, lapirrol, lapimor, lapidroxi-2-1 e lapidroxi-2-2. A caracteriza¢do das

substancias foi feita com base nos dados espectroscépicos.
3.1. Determinacéio Estrutural de IAE-1 (28)

A substéancia denominada IAE-1 apresentou-se como um so6lido amarelo, soluvel
em cloroférmio de ponto de fusdo 139-140°C. Observou-se no espectro de absor¢do na
regido do infravermelho (Fig. 1, pag.21) bandas em 3353 crh'](vo-H), 1657 e 1641 cm’
(vc=0 de 1,4 naftoquinonas) e 1592 (vc=c).

O espectro de RMN'H (Fig.2, pag.22) apresentou sinais para quatro hidrogénios
aromaticos com valores de deslocamento quimico compativeis com um sistema 1,4-
naftoquinénico em & 8.07, 8.02. 7.70 e 7.62. Foram ainda observados sinais para
hidrogénio olefinico em & 5.17, metilénico em & 3.28, duas metilas em & 1.75 e 1.64, e
uma hidroxila com o sinal de hidrogénio em & 7.36.

Através dos espectros de RMN“C-PND(Fig.3, pag.23) e DEPT-135
(Fig.4,pag.24) foram identificados os carbonos metinicos, metilénicos, metilicos e ndo-
hidrogenados, sendo os sinais em & 184.54 e 181.71 caracteristicos de carbonila
conjugadas em 1,4-naftoquinonas. A correlagdo dos 4tomos de hidrogénio aos carbonos
foi feita através do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear("H x *C-COSY-

Yeu ; Fig. 5, pag.25) e para atribuir inequivocamente os deslocamentos quimicos,

17



principalmente dos carbonos ndo-hidrogenados, fez-se o espectro bidimensional de
correlagio heteronuclear a longa distancia('H x PC-COSY- “Jeu , n=2 e 3; Fig. 6,
pag.26).

O espectro de massas(Fig. 7, pag.27) apresentou o pico correspondente ao ion .
molecular (M™) em m/z 242 daltons, referente a formula molecular C;sH;40; do
lapachol(28).

A analise dos dados espectroscopicos (Tab.1, pag.19) e comparagdo com valores

da literatura®™**

(Tabela 2, pag.20) possibilitou confirmar que IAE-1 é a substdncia
conhecida como lapachol(28), uma naftoquinona largamente distribuida no género

Tabebuia, e cuja vasta atividade biologica incentivou a sintese de derivados.

18



Tabela 1: Dados de RMN'H e °C de IAE-1 (28) em CDCl;

H x PC-cosy-1J

T4 x PC-COSY-"J

Sc Sy, J(Hz) *Jcn *Jen

C

1 179.85 - H-5

2 152.75 - H-11

3 123.53 - H-11

4 184.54 - H-5, H-11

9 129.48 - H-5, H-7

10 132.94 - H-6

13 133.80 - H-14, H-15 H-11
CH _

5 126.78 8.07(dd, /<7.5e 1.1) H-7

6 134.83 7.70(dt, J=7.5e 1.4) H-8

74 132.85 7.62(dt, /=7.5e1.4)

8 126.05 8.02(dd, /=7.5e1.1) H-6

12 119.71 5.17(m) H-11 H-14, H-15
CH,

11 22.64 3.27(d, J=4.4)
CH;

14 17.90 1.75(s) H-12, H-15

15 25.76 1.64(s) H-12, H-14

19



Tabela 2: Dados de RMN"C de IAE-1(28) e comparagio com os citados na

literatura®* para o lapachol(28) em CDCl;.

& 8c(28) 5c(28)" 5c(28)*
1 179.85 181.61 181.5
2 152.95 15267 152.7
3 123.53 123 .41 123.5
4 184.54 184.50 184 .4
9 129.48 129.37 1293
10 132.94 132.80 133.8
13 133.80 133.73 138.7
CH
5 126.78 126.68 126.1
6 134.83 134.75 134.8
7 132.85 13277 132.7
8 126.05 125.97 126.7
12 119.71 119.61 114.6
CH,
11 22.64 22.55 25.0
CH;
14 17.90 17.83 179
15 25.76 25.69 22.6
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3.2, Determinagdo Estrutural de IAEC-1(30)

A substincia denominada IAEC-1 apresentou-se como um sélido cristalino
laranja, solavel em cloroférmio e com ponto de fusdo 141-143 °C. O espectro na regido
de infravermelho(Fig. 8, pag.32) mostrou bandas em 1645 cm™ (ve-o), 1579 (Ve=c),
1334 ¢ 1134 cm™.

O espectro de RMN'H (Fig. 9, pag.33) apresentou sinais relativos a hidrogénios
aromaticos 1,2-dissubstituidos em & 8.06 (dd, /=7.4 e 2.0), 8.04 (dd, /=7.4 e 2.0), 7.68
(dt, J=7.4 ¢ 2.0) e 7.64 (dt, J=7.4 e 2.0). Sinais correspondentes a dois hidrogénios
olefinicos cis foram observados em § 6.62 (d, J/=10.2) e 5.69 (d, J/=10.2); um singleto(d
1.52) com éarea de integragio mostrando seis hidrogénios foi correlacionado a duas
metilas ligadas a carbono quaternario.

Os espectros de RMNC-PND(Fig. 10, pag.34) e DEPT-135(Fig.11, pag.35)
indicaram a presen¢a de duas carbonilas em & 179.85 e 181.86, posteriormente
correlacionadas a carbonilas de naftoquinonas da série-1,4, um carbono ndo-
hidrogenado oxigenado (& 80.45), dois carbonos olefinicos (& 130.89 e 115.51), além
dos sinais referentes aos carbonos aromaticos e metilicos (Tab. 3, pag.30). A correlagdo
entre os sinais de hidrogénio e carbono foi feita através do espectro de correlagido
heteronuclear-HETCOR(Fig.12, pag.36). A analise desses dados, incluindo os
observados no espectro de correlagdo heteronuclear a longa distancia-COLOC (Fig.13,
pag.37), e comparagdo com valores da literatura™** levou a deducio de que IAEC-1
tratava-se da substdncia dehidro-a-lapachona (30), uma naftoquinona largamente
distribuida no género Tabebuia. O espectro de massas (Fig.14, pag.38) apresentou o
pico correspondente ao ion molecular (M™) em m/z ’240 daltons, compativel com a
féormula molecular CysH;20;3 da dehidro-a-lapachona (30).

Na Tabela 4, pag.31, encontram-se os deslocamentos quimicos dos carbonos de

IAEC-1, os valores descritos na literatura para a dehidro-c.-lapachona(30)**

, € ainda
os valores descritos para a B-lapachona (21)*, que mostram a diferenga de
deslocamento quimico do carbono-sp® oxigenado do anel pirdnico entre as
naftoquinonas da série-1,2 (C-4) e série-1,4(C-2). Foi observado que esse carbono sofre

um efeito de desprotegdo maior na série-1,2. Alguns autores especulam que esse fato
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poderia ser explicado pela maior contribui¢do da forma IV na série-1,2 do que a

contribuigdo da forma IT na série-1,4 para o hibrido de ressondncia™,

(30) ol oy
(21)
0
o 00
= 0]
o ¥
0 0
o o
(1 — 1
|
+0 0
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Tabela 3: Dados de RMN'H ¢ °C de IAEC-1(30) em CDCl;.

TH x BC-COSY- 1/

H x “C-COSY-"J

Sc du, J(Hz) Jen “Jeu
C
1 179.85 - H-8
2 152.49 -
3 117.89 -
4 181.86 - H-5
9 131.58 - H-5, H-7
10 131.66 - H-6, H-8
13 80.45 - H-14, H-15
CH
5 12625 | 8.04(dd, /=7.42.0)
6 133.96 7.68(dt, /=7.4 ¢ 2.0) H-8
7 132.85 7.64(dt, J/=7.4 € 2.0)
8 126,05 | 8.06(dd, /=7.4 2.0)
11| 11551 6.62(d, /~10.2)
12 130.89 5.69(d, J=10.2) H-14, H-15
CH;
14 28.40 1.52(s)
15 28.40 1.52(s)




Tabela 4: Dados de RMN"C de IAEC-1 (30) e comparagio com os citados na

literatura®™* para dehidro-o-lapachona e B-lapachona (21) em CDCl.

C 8¢ (30) 5(30)* 5c(30)" 521"
1 179.85 179.16 179.3 179.3
2 152.49 151.88 152.1 178.8
3 117.89 117.33 117.6 112.4
4 181.86 181.11 181.3 161.7
9 131.58 130.97 130.8 132.3
10 131.66 131.02 131.2 129.7
13 80.45 79.79 80.2 79.2
CH
5 126.25 125.66 125.9 123.9
6 133.96 133.52 133.7 127.9
7 132.85 132.77 132.9 130.4
8 126.05 125.70 125.9 134.6
11 115.51 115.00 115.2 16.0
12 130.89 130.48 130.6 31.4
CH;
14 28.40 27.98 28.3 26.6
15 28.40 27.98 28.3 26.6
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3.3. Determinagio Estrutural de IAEA-K1(90)

A substincia denominada IAEA-K1 apresentou-se como um sélido branco,
solivel em cloroférmio, e com ponto de fusdo 209-210°C. O espectro de absorgdo na
regido do infravermelho(Fig. 15, pag.41) mostrou bandas em 3485 cm™ (vou), 1681cm’
(ve=o de carbonila conjugada) e em 1598, 1523 ¢ 1512 cm™ (ve=c).

O espectro de RMN'H (Fig. 16, pag.42) apresentou sinais em & 7.56 (dd, J=8.1 e
2.0, acoplamento orfo e¢ meta), 7.54(d, J=2.0 acoplamento meta) e 6.88(d, J=8.1
acoplamento orfo), correspondentes a trés hidrogénios aromaticos. A multiplicidade dos
sinais e valores das constantes de acoplamento (/) mostraram um padrdo de anel
aromatico 1,3,4-trissubstituido. A presenca de uma metoxila ficou configurada pelo
singleto em 6 3.87(3H).

Nos espectros de RMNC-PND (Fig.17, pag.43) e DEPT-135 (Fig.18, pag.44)
foram detectados trés carbonos aromaticos hidrogenados em & 124.88, 115.52 e 113.53,
dois carbonos aromaticos oxigenados em & 152.08 e 148.07, um carbono aromatico ndo-
hidrogenado em & 121.67, um carbono carboxilico conjugado em § 167.66, e o sinal do
carbono da metoxila em & 56.33. Esses dados indicaram que a substdncia isolada
tratava-se de um derivado do 4cido benzoéico contendo uma metoxila e uma hidroxila no
anel. |

No espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear a longa distdncia-
COLOC(Fig.19, pag.45) observou-se que o sinal em & 148.07 estava acoplando com o0s
hidrogénios da metoxila, sendo portanto o sinal em & 152.08 pertencente ao outro
carbono oxigenado. Esses valores de deslocamento quimico s6 poderiam ser justificados
se a hidroxila estivesse em posi¢do para ao grupamento carboxilico, e portanto situada a
metoxila em posicio meta.

O espectro de massas (Fig.20, pag.46) apresentou o pico correspondente ao ion
molecular (M+ ) em m/z 168 daltons, referente a formula molecular CgHgO4 do
composto. De acordo com esses dados concluiu-se que IAEA-K1 tratava-se do acido
4-hidroxi-3-metoxi benzéico (90), cujas atribui¢des de deslocamento quimico de 'H e

B comparagio com dados da literatura** podem ser observados na Tabela 5, pag.40.



Tabela 5: Dados de RMN'H e °C de IAEA-K1 e comparagdo com dados da literatura®

para o acido 4-hidroxi-3-metoxi-benzoico (90) em CDCl;.

'H x ®C-COSY-1J

H x PC-COSY-"J

] & dc du, J(Hz) “Jen *Jeu §c(90)*
=0 167.66 - - - 167.46
1 122.86 - H-2 H-5 121.74
K) 148.07 - H-2 H-5, OCH; 147.02
4 152.08 - H-2 150.95
CH |
2 113.53 7.54(d, J/=2.0) - H-6 112.62
5 115.52 6.88(d, /=8.1) - - 114.84
6 124.88 | 7.56(dd, /=8.1 ¢ 2.0) - H-2 123.56
CH;
OCH; | 56.33 3.87(3) 5555
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3.4. Determinacao Estrutural de JAEA-K3 (89)

A substincia denominada IAEA-K3 apresentou-se como um solido amorfo,
levemente amarelado, soliivel em metanol, e de ponto de fuisdo 159-162°C.

Observou-se no espectro de absorgio na regido do infravermelho (Fig.21,
p4g.54) bandas em 3488 cm™ (vo.y), 1610 e 1515 cm™ (ve=c), 1430, 1270 e 1031 cm™.

O espectro de RMN'H (Fig.22, pag.55) indicou a presenga de cinco hidrogénios
aromaticos em & 6.63 (d, J/=8.0, 1H), 6.67(d, J/=1.9, 1H), 6.64(dd, J/=8.0 e 1.9), 6.61(s,
1H) e 6.16(s, 1H); hidrogénios metilénicos em & 3.19(d, J/=16.5, 1H) e 2.59(d, J=16.5,
1H), hidrogénios metinicos em & 3.99(d, J=11.6, 1H) e 2.01(ddd, J=2.5, 3.6 e 11.6)
dois grupos metoxila em 83.78(s, 3H) e 3.75(s, 3H). Outros sinais em & 3.30-3.70(2H),
3.56(1H) e 3.54(1H) foram posteriormente atribuidos a dois grupos metilénicos.

A anlise dos espectros de RMN"C-PND (Fig.23, pag.56) e DEPT-135 (Fig.24,
pag.57) mostrou a seguinte composi¢do de carbonos: sete carbonos aromaticos ndo-
hidrogenados (5 147.78, 146.16, 144.77, 143.98, 137.15, 132.25 e 125.11), cinco
carbonos aromaticos hidrogenados (& 122.23, 116.01, 114.70, 112.71 e 111.72), um
carbono ndo-hidrogenado oxigenado (& 73.60), trés carbonos metilénicos, sendo dois
oxigenados (8 68.09, 59.52 e 38.68), dois carbonos metinicos (& 46.31 e 43.57) e dois
‘carbonos metilicos com sinal Gnico e de maior intensidade em & 55.08. A correlagdo
entre os sinais de "H e C foi feita através do espectro bidimensional de correlagio
heteronuclear HMQC (‘H-"C , "Jen, Fig.25, pag.58).

O espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H-'H-COSY (Fig.26,
pag.59) mostrou além dos acoplamentos entre os hidrogénios aromaticos, 0s
acoplamentos geminais entre os hidrogénios com sinais em & 3.8023.70 e 3.56, & 3.80-
3.70e3.54, & 3.19 e2.59; e acoplamento entre os hidrogénios metinicos com & 3.99
e 2.01, com valor de constante de acoplamento J=11.6, compativel com interagdo axial-
axial de um sistema ciclico.

Os sinais referentes aos dois sistemas aromaticos mostraram que 0s carbonos
oxigenados possuiam deslocamentos quimicos condizentes com um posicionamento
orto um em relagdo ao outfo, apresentando-se portanto em cada anel um grupo hidroxila

e metoxila vizinhos.
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Em um dos anéis constatou-se a presenga de trés hidrogénios: um apresentando
acoplamento orto, outro orfo e meta e por fim um com apenas mefa, compativel com
um anel aromatico 1,3,4-trissubstituido. Chamou-se a esse sistema de anel C. O outro
anel aromatico, apresentando apenas dois hidrogénios como singletos, indicou um
padrdo de anel aromatico 1,3,4,6-tetrassubstituido,e foi chamado de anel A.

Através da analise do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear a
longa distincia HMBC('H-"C, "Jcg , n=2 e 3, Fig.27, p4g.60) observou-se que os
carbonos do anel C [§ 137.15(C), 122.23(CH) e 112.71(CH)] apresentavam
acoplamento fora do anel-C apenas com o hidrogénio metinico em & 3.99, levando a
conclusdo da conectividade do anel C com esse hidrogénio.

Prosseguindo a analise do espectro HMBC constatou-se que também o anel A
estava proximo ao hidrogénio com & 3.99, através do acoplamento deste com os
carbonos aromaticos em & 132.25(C), 125.11(C) e 116.01(CH). Verificou-se ainda que
o anel A encontrava-se acoplado aos dois hidrogénios metilénicos em § 3.19(1H) e
2.59(1H), que por sua vez acoplava com os carbonos oxigenados em 8 73.60 e 68.09.

Apos detalhada anélise dos dados espectroscopicos, encontrados na Tabela 6,

pag.51, foi proposta a estrutura abaixo para IAEA-K3, correspondente a uma lignana.

A anélise do espectro de RMN'H mostrou o acoplamento axial-axial entre o
H-7’¢ H-8’(J=11.6), indicando o posicionamento #rans dos mesmos. Essa proposigio foi
confirmada pelo espectro 'H-"H-NOESY (Fig.28, pag.61), onde se verificou a intera¢do
entre H-7’e¢ H-9’, e de H-8’com H-7a, H-2’e H-6".

A determinagdo da estereoquimica do C-8 foi possivel pela observagio do
acoplamento de H-7b(equatorial) com 2H-9. Se o grupo CH,OH (C-9) estivesse em

posigdo equatorial(portanto #rans ao outro) deveria ser também observada a interagio de
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2H-9 com H-7a, o que ndo se verificou no espectro. A auséncia das interagdes entre
H-8’e¢ H-9, de H-7a com 2H-9’ confirmaram ainda que os dois grupos CH,OH tem uma
configuragio cis. No quadro 6, pdg.50 sdo mostradas as interagdes observadas entre os
hidrogénios no espectro NOESY(Fig 28, pag.61).

O espectro de massas de IAEA-K3 (Fig.29, pag.62)apresentou pico de ion
molecular com m/z 376 [M] °, correspondente a formula molecular CyoHz407. De
acordo com os dados analisados pode-se assegurar para IAEA-K3 a estrutura (89).

A analise dos espectros do derivado tetra-acetilado de IAEA-K3, denominado
TAEA-K3-Ac (89a), cujos dados espectroscopicos encontram-se na Tabela 7, pag.52,
corroboram com a proposi¢ao da estrutura. A

Feito levantamento bibliografico, foram encontradas na literatura referéncias do
isolamento e dados espectroscopicos do diasteroisdmero #rans de IAEA-K3, conhecido

como (+)-cicloolivil (57)**

, isolado dentre outros géneros na espécie Tabebuia
palmeri Wood**.

No entanto, o isdmero cis IAEA-K3 € inédito na literatura, e foi denominado de
8-epi-cicloolivil (89). A comparagdo dos dados espectroscopicos de RMNC de IAEA-

47
4647 encontram-se na Tabela

K3 com os relatados na literatura para o (+)-cicloolivil(57)
8, pag.53. Em uma das referéncias*’ os valores de deslocamento quimicos dos carbonos
1,1°,5°,6,9e9’ estdo atribuidos erroneamente, € deverdo ser corrigidos.

Dados da literatura mostraram que algumas lignanas s3o compostos

biologicamente ativos, que incluem atividade anticancerigena*®*~% 3!,
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(89): R=H (57)
(89a): R=Ac

Quadro 6: Interagdes dipolares entre 'H, 'H para IAEA-K3(89), observadas no espectro
NOESY(Fig.28, pag.61). Detalhe a esquerda,



Tabela 6; Dados de RMN"C ¢ 'H de IAEA-K3 (89) emCD;0D.

B¢ x 'H-COSY-"Jen

B x 'TH-COSY-"Jeu

'H x '"H-NOESY |

C Sc Sx *Jen *Jen
1 |125.11 : 207 H-5, B-7
3 146.16 = H-2 H-5, MeO-3
4 143.98 - H-5 H-2
6 132.25 - H-7 H-2, 2H-7
8 73.60 - 2H-7, H-9b H-9°b
1’ 137.15 - H-7 H-5’
3 147.78 - H-5’ MeO-3’
4’ 144.77 - H-5’ H-2’, H-6’
CH
2 111.72 6.61(s) 2H-7 MeO-3, H-7b ,
H-7a
5 116.01 6.16(s) H-2’ H-6’ H-7°
7 [112.71 6.67(d, J=1.9) 07, 06 | MeO3 . HT
5 [114.70 6.73(d, J=8.0)
6’ 122.23 6.64(dd, /=8.0e 1.9) H-7°, H-2’ H-7
7| 43.57 3.99(d, J=11.6) Hs. Hz, | H2, HG,
H-6’ H-5, H-9’b
8’ 46.31 2.01(ddd, J=11.6, 2.5 H-7°, 2H-9’ H-7a, H-2’,
e 3.6) H-6", 2H-9’
CH;
7 | 3868 | 3.19(d,J/=16.5), H-7a H-2, 505
2.59(d, J=16.5), H-7b H-9b
9 68.09 3.80-3.70, H-9a H-7b
3.56(d, J=11.1), H-9b H-7b
9’ 59.52 3.80-3.70, H-9’a H-8°
3.54(dd, /=112, 4.2),H-9°
CH;
MeO-3 | 55.08 H-2
MeO-3’ | 55.08 H-2’
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Tabela 7: Dados de RMN"c e 'H de IAEA-K3-Ac (89a) em C¢Ds.
B¢ x 'H-COSY-"Jcx BCx '"H-COSY-"Jcu__| 'H x 'H-NOESY
C dc 511, J(HzZ) Jen *Jen
1 132.19 2H-7 H-5
3 150.83 H-5, MeO-3
4 139.56 H-2
6 131.41 H-7 H-2
8 72.16
143.55 H-7° H-5’
= 4 152.37 H-5°, MeQ-3’
4 139.87 H-2’, H-6
CH
2 113.15 6.51(s) H-7b H-7b, MeO-3
3 124.81 6.84(s)
2’ | 114.16 6.77(d, J=1.7) H-6, H-7’ MeO-3’
5’ 123.84 6.99(d, J=8.0)
6 [12224] 6.66(dd,/=8.0¢1.7) 2
Ui 4545 4.26(d, J=10.9) H-2’ H-6’ H-5| H-2’ H-6" H-5
8’ 46.50 | 2.32(ddd, J=10.9,4.8,3.3) H-7b,H-9 | 2H-9’, H-7a,
H-2°, H-6’
CH,
7 40.52 | 3.10(d, J=16.7), H-7a
2.85(d, J=16.7), H-7b
9 70.14 | 4.38(d, J=11.2), H-9a
4.28(d, J=11.2), H-9b
9’ 63.27 | 4.39(dd,/=12.0,4.8),H-9’a
4.22(dd,/=12.0,3.3) H-9’b
CH;
MeO-3 | 55.80 3.35(s)
MeO-3’ | 55.80 3.30(s)
AcO [170.73 1.83(s)
AcO |[170.13 1.67(s)
AcO [ 168.87 1.80(s)
AcO [168.47 1.92(s)




Tabela 8: Comparagdo entre os dados de RMN"C de IAEA-K3 (89) e cicloolivil (57)
registrados na literatura®*’ | em CD;0D

C 5c(89) | 857)% §c(57)"
1 125.11 126.5 138.4
3 146.16 147.5 147.6
4 143.98 145.3 145.5
6 132.25 133.6° 126.6
8 73.60 75.0 74.9
1 137.15 138.5 133.7
3 147.78 1492 149.2
4 144.77 146.2 146.2
CH
2 111,72 113.0 113.3
5 116.01 117.4 116.2
2 112.71 114.0 114.3
5 114.70 116.1 117.3
6’ 122.23 122.2 1237
7 43.57 44.9 45.0
8’ 46.31 47.6 47.9
CH,
9 38.68 40.0 40.1
9 68.09 69.5 61.0
9’ 59.52 60.9 69.5
| CH;s
MeO-3 | 55.08 56.4 56.6
MeO-3’ | 55.08 56.4 56.6
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3.5. Determinagio Estrutural de IAEA-K4(88)

A substincia denominada IAEA-K4 foi isolada sob a forma de um solido
amarelado amorfo, solivel em acetona, e com ponto de fusdo 125-127°C.

O espectro de RMN'H (Fig 30, pag.68) apresentou sinais correspondentes a seis
hidrogénios aromaticos em & 7.15 (d, J=1.5, 1H), 6.93(d, J=1.6, 1H), 6.86(dd, J=1.5 e
8.0, 1H), 6.74(dd, J=1.6 e 8.0, 1H), 6.73(d, J=8.0, 1H) e 6.71(d, J=8.0, 1H). A
multiplicidade dos sinais e os valores das constantes de acoplamento indicaram que 0s
sinais pertenciam a dois anéis aromaticos 1,3,4-trissubstituido. Observou-se sinais
relativos a dois hidrogénios metinicos em & 2.31(dt, /=7.5 e 6.5, 1H) e 4.70(d, J=7.5,
1H); seis hidrogénios metilénicos em & 3.02(d, J=13.8, 1H) e 2.92(d, J=13.8, 1H),
& 3.79(d, J/=8.9, 1H) e 3.59(d, /=89, 1H), & 3.84(m, 1H) e 3.75(m, 1H); dois
grupamentos metoxila em & 3.77(s, 3H) e 3.76(s, 3H) e ainda sinais em & 7.48(sl, 1H),
7.38(sl, 1H), 3.96(t, J=4.4, 1H) e 3.67(s, 1H) posteriormente atribuidos a hidrogénios de
hidroxilas.

O espectro de RMN">C-PND (Fig.31, pag.69) apresentou vinte linhas espectrais,
que juntamente & anélise do espectro RMN"C-DEPT (Fig.32, pag.70) permitiram a
identificagdo dos carbonos e seus graus de hidrogenag¢@o. Foram observados sinais
referentes a carbonos aromaticos em & 148.07(C), 147.71(C), 146.54(C), 145.78(C),
135.73(C), 130.15(C), 122.80(CH), 119.22(CH), 114.39(CH), 114.30(CH), 114.00(CH)
e 110.15(CH). Sinais correspondentes a carbonos-sp> oxigenados foram verificados em
8 83.44(HC-0), 82.02(C-0), 76.68(H2C-0), 59.60(H,C-0) e o sinal superposto em
55.29(H3C-0) relativos a duas metoxilas. Além desses, um sinal em 8 60.70 referente a
carbono metinico desprotegido e outro em & 39.34 correspondente a carbono metilénico.

Através dos especiros bidimensional de correlagio homonuclear (‘H x 'H-
COSY, Fig.33, pag.71), heteronuclear- HMQC('H x *C-COSY - 'Jcy ,Fig.34, pag.72)
e heteronuclear a longa distancia-HMBC('H x C-COSY- "Jcu , n=2 e 3, Fig.35,
pag.73) foi possivel estabelecer inequivocamente a correlagdo entre os hidrogénios e
carbonos (Tabela 9, pag.66).

O espectro de massas(Fig.36, pag.74) apresentou o pico correspondente ao ion
molecular (M) em m/z 376 daltons, referente 4 formula molecular C,0Hz40+ . A anlise

desses dados e comparagdo com modelos da literatura, incluindo o lariciresinol(101)°?,
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uma lignana ndo-hidroxilada no C-8’, levou a proposi¢do da estrutura (88) para IAEA-
K4, uma lignana denominada olivil, inédita no género Tabebuia. Na tabela 10, pag.67,
podem ser observados os dados espectroscopicos de JAEA-K4(88) em comparagdo com
valores da literatura®”?. Contudo, as absorgdes referentes aos carbonos aromaticos
encontram-se invertidas na referéncia de nimero 47, visto que na analise do espectro de
correlagdo heteronuclear a longa distancia (*H x ®C-COSY - "Jeu , n=2 e 3, Fig 35,
pag.73) fica evidenciado o acoplamento entre o C-1’e os dois hidrogé€nios em G- eI,
o H-2°)), H-6’()) e H-5’CJ), 0o que ndo ocorreria se o referido anel aromatico
estivesse ligado ao C-7.

Para confirmar a estrutura proposta foi preparado o derivado acetilado de IAEA-
K4(88), denominado IAEA-K4-Ac (88a). O espectro de absor¢do na regido de
infravermelho (Fig.37, pag.75) apresentou bandas em 3402 cm™ (vox), 1716 cm’
correlacionada a vc-o de éster, e 1607 € 1517 cm’! correspondentes a Ve=c.

O espectro de RMN'"*C-PND(Fig.38, pag.76) apresentou sinais de grupamentos
acetato em & 170.76, 169.04 e 168.98 correspondentes a trés carbonilas e & 20.82 e
20.65(sinais superpostos) relativos as trés metilas. Quando comparados 0s
deslocamentos quimicos de >C entre IAEA-K4(88) ¢ IAEA-K4-Ac(88a) observou-se
que a substituigdo da hidroxilas por grupamentos acetato provocaram um efeito de
prote¢do em C-4, C-4’e C-8, e uma desprotecdo em C-1°, C-3°, C-5°, C-1, C-3 e C-5.
Esses efeitos sdo justificaveis, visto que C-3°, C-5° C-3 e C-5(em posigdo orto) e C-1’¢e
C-1(em posigdo para) encontram-se protegidos pela hidroxila em IAEA-K4, enquanto
que a substituigdo no anel de um grupo hidroxila por um grupo acetato protege os
carbonos aos quais esta ligado, no caso C-4’e C-4.

O espectro bidimensional NOESY (Fig.39, pag.77) de IAEA-K4-Ac(88a)
mostrou uma interagdo espacial entre H-7 e H-9a, H-9b, H-9’a; e também a
proximidade espacial entre H-8 ¢ H-2, H-6, H-9’b. Essas interacdes sdo consistentes
.com uma orientago frans entre H-7 e H-8, e uma orientagdo cis entre H-8 e HO-8’, que
estabelecem confirmam a estereoquimica da molécula. Os dados de RMN 'H de IAEA-
K4-Ac(88a) encontraram-se na Tabela 10, p4g.67, e mostram-se similares ao citado pela
literatura™. O espectro de massas(Fig.40, pag.78) apresentou o pico correspondente ao
fon molecular (M™) em m/z 502 daltons, compativel com a formula molecular
C26H30010 do derivado triacetilado IAEA-K4-Ac(88a).
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Tabela 9: Dados de RMN 'H e °C de JAEA-K4 (88) em acetona-ds.

TH x BC-COSY-'J TH x °C-COSY-"J "Hx'H
8¢ 8, J(Hz) *Jen *Jen Cosy
C
' [130.15 - 2H-7’, H-6', H-5° y
H-2
3 14771 2 H-2’ HO-4’ MeO-3’ 3
4 | 145.78 . HO-4’ H-2’, H-6’ .
8 | 8202 & 2H-7’, 2H-9’, - 2
HO-8’
1 |135.73 . H-2, H-6 H-5 »
3 | 148.07 2 H-2 HO-4, MeO-3 g
4 |146.54 " HO-4 -
CH
27 114.00 6.93(d, /=1.6) - 2H-7’ H-6’
5 [11439] 6.71(d, /=8.0) - : H-6’
6° |122.80| 6.74(dd,/~16¢ . 2H-7,H-2? | H-2’e H-5’
8.0)
2 |110.15] 7.15(d,J=15) : . H-6
5 [11430] 6.73(d, /=8.0) . E H-6
6 |119.22]6.86(ddJ=1.5 ¢ 8.0) % H-2 H-2 e H-5
7 83.44 | 4.70 (d, J=7.5) H-8 E H-8
8 60.70 [2.31(dt, /<7.5¢6.5)| H-7,2H-9 H-9b H-7 e 2H-9
CH, ,
7 | 39.34 | Ha: 3.02(d, J=13.8) - 2 H-7b
Hb: 2.92(d, J=13.8) H-7’a
9’ [ 76.68 | Ha: 3.79(d, J=8.9) 2 z H-9’b
Hb: 3.59(d, J=8.9) § H-9’a
9 59.60 Ha: 3.84(m) 3 3 H-9b, H-8
Hb: 3.75(m) H-9a, H-8
CH;
MeO- | 55.29 3.77(s) - B -
3!
MeO-3 | 55.29 3.76(s) - s ;
HO-4’ | - 7.38(s)) 3 ; 2
HO-4 2 7.48(sl) 5 , 2
HO-8' | - 3.67(s) e : %
HO-9 E 3.96(t, 4.4) - - 2H-9
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Tabelal0: Dados de RMN'H e °C de IAEA-K4(88) em (CD3),CO e CD;0D", lariciresinol (101)™ e

88:\,53 em CDCls.

C B¢ (88) 5c (88)" 8¢ (101)™ ¢ (88a) 31 (88a) 5y (882)°
c=0 - - - 170.7 - -
Cc=0 - - - 169.0 - -
Cc=0 - - - 168.9 - -
1 130.1 135.3 131.6 135.1 - -
3 147.7 148.5 146.9 158 - -
4 145.7 146.1 143.9 139.0 - -
8’ 82.0 82.5 42.1(CH) 81.2 - -
1 135.7 130.4 133.7 140.5 - 2
3 148.0 149.0 146.9 151.3 - -
4 146.5 147.1 145.1 139.4 - -
CH
2 114.0 111.5 111.6 114.4 6.87(d, J=1.5) 6.90(d)
5 114.3 115.6 114.6 122.6 6.95(d, J=8.0) 7.00(d)
[ 122.8 120.7 120.6 122.1 6.80(dd, J=1.5, 8.0) 6.83(dd)
2 110.1 115.2 108.7 110.3 7.09(d, J=1.7) 7.12(d)
5 114.3 115.7 114.4 122.8 6.96(d, J=8.1) 6.99(d)
6 119.2 123.8 118.1 118.4 6.91(dd, J=1.7, 8.0) 6.95(dd)
7 83.4 85.8 82.3 83.7 4.73(d, J=6.8) 4.76(dl1,J=7.0)
8 60.7 61.9 52.2 56.6 2.57(dt, J=6.2, 6.8) 2.60(ddd, J=7.0)
CH,
7 39.3 40.6 32.3 39.6 2.97(d, J=13.7),H-7’a 3.01(d, J=13.0)
2.86(d, J=13.7),H-7’b 2.89(d, J=13.0)
9 76.6 71.9 1 775 3.87(d, J=9.5), H-9’a 3.91(d, J=11.5)
3.72(d, J=9.5), H-9’b 3.76(d, J=11.5)
9 59.6 60.7 59.1 62.4 4.37(dd, J=11.5, 6.2) 4.39(dd, J=12.0)
4.20(dd,J=11.5, 6.8) 4.23(dd, J=12.0)
CH,
MeO-3’ | 552 56.3 55.1 55.9 3.81(s) 3.83(s)
MeO-3 | 552 56.3 55.1 55.9 3.80(s) 3.83(s)
CH,CO - - - 20.6 2.29(s) 2.06(s)
CH,CO - - - 20.6 2.28(5) 2.06(s)
CH,CO - - - 20.8 2.03(s) 2.06(s)
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Figura 30: Espectro de RMN'H (acetona-de, 500Mz) de TAEA-K4(88)
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Figura 31: Espectro de RMN "’C-PND (acetona-ds, 125Mz) de IAEA-K4(88)
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Figura 32: Espectro de RMN"C-DEPT (acetona-ds, 125Mz) de IAEA-K4(88)
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Figura 33: Espectro de RMN bidimensional de correlagio homonuclear (‘H-
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Figura 34: Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear-HMQC ('H-"C- "Jc, n=1) (acetona-ds, 75Mz) de IAEA-K4(88)
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Figura 36: Espectro de massas de JAEA-K4(88)
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3.6. Determinacio Estrutural de IAEE-K1-Ac(91a)

A substincia denominada IAEE-K1-Ac foi obtida a partir da acetilagdo da fragao
IAEE(43-55)(74-75)(12-14) e purificagdo por cromatografia. Apresentou-s¢ como um
6leo amarelo escuro, solivel em cloroformio.

O espectro de absorga@o na regido de infravermelho (Fig.41, pag.84) apresentou
bandas em 3486, 1737, 1689, 1640, 1516, 1144 ¢ 1027 cm™.

O espectro de RMN'H (Fig.42, pag.85) apresentou sinais em & 7.59 (d, J=1.5,
1H), 7.56 (dd, J=8.2 e 1.5, 1H) e 7.05(d, J=8.2, 1H) atribuidos a um sistema aromatico
1,3,4-trissubstituido. Sinais correlacionados a uma porgdo glicosidica foram observados
em 0 3.75(m, 1H), 4.10(dd, J=10.2 e 2.1, 1H), 4.38(dd, ./=7.6 e 4.7, 1H), 4.90(t, ./=8.3,
1H), 4.90(d, J=8.3, 1H) e 5.08(t, J=9.5). Na regido entre & 1.86-1.97 verificou-se a
presenga de seis singletos, relativos a grupamentos metilas de acetato e um singleto em
d 1.55 de metila ligada a carbono tetrassubstituido. Foram ainda observados os sinais
para uma metoxila em & 3.87(s, 3H), dois hidrogénios metilénicos em & 2.20(dl, J=15.5,
1H) e 2.42(dd, J=15.5 e 4.6), quatro hidrogénios metinicos em & '2.96(dl, J=8.3, 1H),
2.92(dl, J/=8.3, 1H), 5.14(d, J=5.1, 1H) e 5.83(sl), sendo os dois altimos sinais relativos
a hidrogénios ligados a carbonos oxigenados. Sinais correlacionados a hidrogénios
olefinicos foram observados em § 6.19(dd, J=6.5 e 2.0, 1H) e 4.74(d, J=6.5,1H). A
anlise do espectro bidimensional dé correlagio homonuclear (*H x 'H-COSY, Fig.43,
pag.86) confirmou o acoplamento cis (J=6.5) entre os hidrogénios olefinicos além de
um acoplamento alilico (J=2.0)entre os hidrogénio em & 6.19 e & 2.92; acoplamento
entre o hidrogénio metinico em & 5.83 com o hidrogénio em § 2.96. Os demais
acoplament;)s podem ser observados na tabela 11, pag.82.

Os espectros de RMN'">C-PND (Fig.44, pag.87) ¢ DEPT-135(Fig.45, pag.88)
apresentaram sinais tipicos de um grupo glicopiranosidico com deslocamentos quimicos
em & 61.90(CH;), 68.45(CH), 70.68(CH), 72.09(CH), 72.68(CH) e 95.77(CH)
correspondente ao carbono anomérico. Foram observados sete sinais de carbonos
carbonilicos entre § 165.25-170.83, sendo seis correlacionados a grupos acetato € um
atribuido a carbonila de éster aromatico (8 165.25). Os sinais de carbonos aromaticos

apresentaram-se em & 151.19(=C-0), 143.83(=C-0), 128.90(C), 122.73(CH),
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122.61(CH) e 113.50(CH). A analise desses dados juntamente aos deslocamentos
quimicos e multiplicidade dos hidrogénios aromaticos levou a conclusdo de que o anel
aromatico encontrava-se acilado na posigao 4 e substituido por uma metoxila na posi¢ao
3, 0 que justifica a protegdo do carbono em & 113.50, situado em posi¢do orfo ao
carbono metoxilado. Os demais sinais observados foram correlacionados a um carbono
quaternario oxigenado (8 87.39), um carbono metinico mono-oxigenado(d 78.83), um
carbono hemiacetailico(d 92.93), dois carbonos metinicos ndo-oxigenados (8 48.44 e
38.11), dois carbonos olefinicos, sendo um deles oxigenado(é 140.68 e 102.70), um
carbono metilénico(d 45.44) e um carbono metilico(d 22.18).

Através do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear( 'H-"C-HMQC,
Fig.46, pag.89) foram estabelecidos corretamente os deslocamentos quimicos dos
atomos de hidrogénio e carbono (Tabela 11, pag.82). A andlise do espectro
bidimensional de correlagio heteronuclear a longa distancia (‘H-"C-HMBC, "Jcu, n=2 e
3, Fig.47, pag.90), juntamente com os demais dados observados e comparagdo com
valores da literatura (Tabela 12, pag.83) citados para o 3,4-dimetoxi-benzoil-ajugol
(102)*?, levou & proposigio da estrutura (91a) para TAEE-K1-Ac, denominado
8,2°,3°,4’,6°, 4”-hexaacetoxi-3”-metoxi-bezoil-ajugol.

O composto trata-se, portanto, de um iridéide oxigenado nas posi¢des C-8 e C-6
do anel ciclopentano, sendo em C-6 o sitio de acilagio onde se encontra o éster
aromatico. A localizagdo da porgdo glicosidica no C-1 ficou caracterizada pelo
deslocamento quimico de C-1(3 92.93), H-1 (8 5.83, 1H) e ainda pelo acoplamento a
longa distincia (*Jcg) entre o C-1 do iridoide e o H-17 da glicose.

Para assegurar as configuragdes relativas dos carbonos foram feitos
experimentos de ROESY (Fig.48, pag.91), onde foram observadas interagdo entre os
hidrogénios da metila H-10 com H-1 e H-7a. O H-7a interage com o H-6, mostrando
uma relag@o cis entre eles. Essas observagGes mostram que H-10, H-1, H-7a e H-6 estdo
localizados numa mesma face da molécula, a face alfa , assumindo a usual
estereoquimica C-1, C-6, C-5. A auséncia de intera¢do entre H-10 e H-9 confirmam a
esperada relagdo cis entre H-9 e H-5, na jungdo do anel, enquanto que a interagdo entre
H-1e H-1" comprovam a substitui¢do em posicdo 8 no C-1 e C-1’. Com esses dados

tornou-se possivel assegurar a configuragio relativa proposta para a estrutura (91a). A
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substdncia ndo-acetilada original na planta corresponderia a0 47-hidroxi-3"-

metoxibenzoil-ajugol(91).

(91): R=R'=H
(91a): R=R'=Ac
(102): R=H; R'=Me
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Tabela 11: Dados de RMN'H e °C de JAEE-K1-Ac (91a) em CDCls.

| H x PC-COSY-1J TH x °C-COSY-"J
C dc On, J(Hz) en *Jen
6(Ac) | 168-170 -
=0 165.25 2 H-2”, H-6
3 151.19 - H-5”, CH;0
4” 143.83 - H-2”, H-5”
s 128.90 . H-2” H-5”
8 87.39 - H-9, H-7a, H-10 H-1, H-6
CH
3 140.68 6.19 (dd, J=6.5 ¢ 2.0) H-1, H-5
5” 122.73 7.05 (d, J=8.2)
6” 122.61 7.56 (dd, J=8.2 ¢ 1.5) H-2”
27 113.50 7.59 (d, J=1.5) H-6”
4 102.70 4.76 (dl, J=6.5) H-3 H-9, H-6
1’ 95.17 4.90 (d, J=8.2) H-2’ H-1
1 92.93 5.83 (sl) H-3, H-9 H-1°
6 78.83 5.14 (d, J=5.1) H-5, H-7a H-4
2°-5 62-72 5.0-5.2
9 48 .44 2.96 (dl, J=8.3) H-7a
5 38.11 2.92 (dl, J=8.3) H-9 H-7a
CH,
e’ 6190 | Ha: 4.10(dd, J=10.2e2.1)
Hy: 4.38 (dd, J=7.6 € 4.7)
7 45.44 H.: 2.20 (d]; J=15.5) H-5, H-10
Hy: 2.42 (dd, J=15.5e 4.6)
CH; |
10 22.18 1.55(s)
6(CH;CO) | 20-22 1.8-2.0(s)
"~ CHsCO | 2120 2.31(s)
CH;CO | 20.80 2.08(s)
CH5CO 20.80 2.02(s)
CH;CO | 20.80 1.98(s) -
CH;CO | 20.68 1.97(s)
OMe 56.22 3.87(s)
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Tabela 12: Dados de RMN'H e °C de IAEE-K1-Ac(91a) em CDCl; e comparagdo com
dados da literatura para o composto (102)*? em ds- piridina.

TH x C-COSY-J
C §c(91a) Su(91a), J(Hz) 5c(102)™ 51(102)*, J(Hz)
=0(Ac) | 170.8 - - <
C=0(Ac) | 1705 - - =
C=0(Ac) | 170.3 - - .
C=0(Ac) | 1694 : z -
C=0(Ac) | 169.1 - . -
C=0(Ac) | 1684 & - -
Cc=0 165.2 - 166.3 2
3” 151.1 - 154.0 :
4” 143.8 - * -
™ 128.9 2 * -
8 87.3 = 77.8 g
CH
3 140.6 6.19 (dd, J=6.5 € 2.0) 140.6 6.46(dd, J=6.3 e 1.9)
5” 122.7 7.05 (d, J=8.2) 111.4 6.99(d, J=8.7)
6” 122.6 7.56 (dd, J=8.2 e 1.5) 124.2 7.93(dd, J=8.7 ¢ 1.9)
2% 113.5 7.59 (d, J=1.5) L% 7.86(d, J=1.9)
4 102.7 4.76 (dl, J=6.5) 104.2 5.20(dd, J=6.3 € 2.5)
I 95.7 4.90 (d, J=8.2) 99.9 5.43(d, J=7.8)
1 92.9 5.83 (sl) 93.1 6.18(d, J=1.9)
6 78.8 5.14 (d, J=5.1) 79.8 5.34(td, J=5.3 e 2.4)
3 72.6 5.22 (t, J=9.5) 78.5 4.41(t,J=8.7)
5 72.0 3.75 (m) 78.7 3.96(m)
2 70.6 4.99 (t, 1=8.3) 74.9 4.08(t, J=8.7)
4 684 |+ 5.08 (t, J=9.5) 71.5 4.35(t, J=9.2)
9 48.4 2.96 (dl, J=8.3) " 314 3.19(dd, J=9.2 € 2.4)
5 38.1 2.92 (dl, J=8.3) 38.8 3.25(m)
CH,
6 61.9 | Ha:4.10(dd, J=102e2.1) 62.5 |Ha:4.41(dd,J=11.7¢4.38)
Hb: 4.38 (dd, J=7.6 ¢ 4.7) Hb: 4.48(dd, J=11.7¢ 1.9)
7 45.4 Ha: 2.20 (dl, J=15.5) 48.0 2.49(d, J=5.8)
Hb: 2.42 (dd, J=15.5e4.6)
CH;
10 22.1 1.55(s) 26.3 1.70(s)
CH;CO | 22.0 1.86(s) . -
CH;CO | 212 2.31(s) 5 5
CH;CO | 208 2.08(s) 4 -
CH;CO | 208 2.02(s) . -
CH;CO | 208 1.98(s) . s
CH;CO | 206 1.97(s) . .
OMe 56.2 3.87(s) 55.9 ~3.79(s)
OMe - - 55.9 3.75(s)
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Figura 41: Espectro na regido do L.V. (filme) de IAEE-K1-Ac(91a)
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Figura 42: Espectro de RMN'H (CDCl3, 500Mz) de TAEE-K1-Ac(91a)
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Figura 43: Espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear ("H-"H-COSY) (CDCls, 500Mz) de IAEE-K1-Ac(91a)
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Figura 44: Espectro de RMN"C-PND (CDCl, 125Mz) de IAEE-K1-Ac(91a)
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Figura 45: Espectro de RMN BC-DEPT (CDCls, 125Mz) de IAEE-K1-Ac(91a)

88




S s
B — ! =28
'
3
0
S LN ]
. - 50
!
(]
—] ¢
= L]
4 ; ! 75
) (
s
|
I
100
— : L
' [
—_— [] '
J -125
=] |
el .
=
[ oon
’TlI‘Irv1‘7-f“l.—!'l1’\1‘|Trr‘f‘v1-r1r1’m11'vv1m'-lY.-,-r“-.n_lT‘_rl"rr'rr“IYr'nr.’l'“
ppm 6 4 A

5 = EE-K1-Ac(91a)
Figura 46: Espectro de RMN bidimensional de correlag¢do heteronuclear-HMQC (‘H-"C- "Jcy, n=1) (CDCls, 125Mz) de TAEE

68



TR M | ‘HU\“ H ‘\ \LJ_

! P ¢ )

| % XAl

2_ |l| £|| <
r— 0"1—"'—”@" ,”°°
i

|i TR
LR 3
iy pa S g b b3 :
‘f—_—t—j __’_,_._’————‘__—————————————— }—150
g;m 6 "ll"— ‘2 . v

'Figura 47: Espectro de RMN bidimensional d

06

e correlagio heteronuclear-HMBC (‘H-"C-"Jem, 1

=2 ¢ 3) (CDCly, 125Mz) de TALE-K1-Ac(91a)



-4

- ppm

16

* Figura 48: Espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear ('H-'H-ROESY) (CDCls, 500Mz) de IAEE-K1-Ac(91a)



3.7. Determinagiio Estrutural de IAEC-2 (77) e IAEA-K2(78)

Os compostos IAEC-2 (77)e IAEA-K2(78) apresentaram pontos de fusdo 136-
137°C e 283-286°¢, respectivamente. Os compostos foram comparados com amostras
padrio em CCD e mostraram-se similares ao (-sitosterol (77) e ao glicosideo do f-
sitosterol (78). A confirmagdo estrutural foi feita por comparagdo dos deslocamentos
quimicos dos 4tomos de carbono observados nos espectros RMN'"C-PND com valores
descritos na literatura® (Tab.13, pag.93). Essas duas substdncias sio largamente

distribuidas no reino vegetal e haviam sido anteriormente isoladas no género Tabebuia.

(77): R=H
(78): R=B-D-glicose
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Tabela 13: Dados de RMN"C de IAEC-2 (77)e 1AEA-K2(78) comparados com valores da

literatura citados para o B-sitosterol e seu glicosideo acetilado(78a)*

1

C b (7% 8¢ (77) 8¢ (78a)™ 8¢ (78)
1 37.2 373 372 374
2 31.6 31.7 29.5 30.2
3 71.8 71.8 80.0 78.4
4 42.3 423 38.9 393
S 140.7 140.8 140.3 140.8
6 1217 121.7 122.0 21,9
¥ 31.9 31.9 31.8 32,1
8 31.9 31.9 31.8 32.0
9 50.1 50.2 50.2 50.3
10 36.5 36.5 36.5 36.8
11 21.1 21.1 20.9 21.2
12 39.8 39.8 39.7 39.9
13 423 423 423 42.4
14 56.7 56.8 56.7 56.8
15 243 243 242 24.5
16 28.2 28.2 28.1 28.5
17 56.0 56.1 56.1 56.2
18 11.8 11.8 11.9 12.1
19 194 19.4 19.2 19.1
20 36.1 36.1 36.0 36.3
21 19.0 19.0 18.7 19.0
22 33.9 34.0 34.0 34.1
23 26.1 26.2 26.1 26.3
24 45.8 45.9 45.8 46.0
25 29.1 292 29.1 294
26 18.7 18.8 19.7 19.9
27 19.8 19.8 18.9 19.4
28 22.0 23.1 23.0 23.3
29 11.9 12.0 11.0 11.9
r - - 99.6 102.5
2’ - B TAT 78.0
K - - 73.0 78.5
4 - - 68.7 71.6
- - - TL.5 75.3
6’ - - 61.9 62.7




3.8. Determinacio Estrutural de Lapiper(96), Lapirrol(97) e Lapimor(98)

Visando obter derivados do lapachol e os respectivos dados de atividade
biologica optou-se por reagdes onde fossem introduzidas aminas no C-2 do lapachol. A
escolha por derivados aminados foi feita baseada em trabalho da literatura'? com
algumas quinonas, que revelaram a potencialidade destes derivados como agentes
anticancerigenos. Os derivados aminados do lapachol(28), denominados lapiper(96),
lapirrol(97), e lapimor(98), foram obtidos conforme esperados, com rendimentos de 79,
77e 94% , respectivamente. Lapiper(96) e Lapimor(98) apresentaram-se como solidos
vermelhos cristalinos, com pontos de fusdo 88-90°C e 81-83°C, respectivamente,
enquanto Lapirrol(97) foi obtido como um éleo viscoso vermelho. O resultado dos
testes anticancerigenos mostrou a potencialidade dos derivados (ver parte experimental)
e estdo sendo submetidos a publicag@o na revista Planta Médica.

As suas estruturas foram determinadas com base na analise dos espectros de
RMN'H que podem ser observados nas figuras 49(96), 51(97) e 53(98), pags. 96, 98 ¢
100 ¢ RMN'C-PND nas figuras 50(96), 52(97) e 54(98), pags. 97, 99 e 101,
respectivamente

No espectro de RMN'H dos derivados sio verificados os hidrogénios
relacionados as respectivas aminas. Os dados espectroscopicos mostraram que a
substitui¢do da hidroxila em C-2 pelas referidas aminas influenciaram pouco o anel
aromatico e a cadeia lateral no C-3. Observou-se, contudo, um efeito de desprote¢io no
C-2 quando comparados com o lapachol(28) com & 152.75, principalmente em
lapiper(96) e lapimor (98), com valores de & 164.47 e 165.47, respectivamente. Os
sinais de ’C correlacionados &s aminas foram observados em 8 66.80, 45.45 e 25.77
para (96); & 44.85, 22.94 e 22.56 para (97); 845.54 e 24.69 para (98). Na tabela 14,
pag.95, podem ser observados os deslocamentos quimicos de *C dos compostos (96),

(97) e (98) comparados com os apresentados pelo lapachol (28).
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(96) R= (97)R= (98) R=

| ; |
5 N & 2 ’ 4 N 1
& 4 0

.

Tabela 14: Correlagio dos dados de RMN'C do Lapachol(28), Lapiper(96),
Lapirrol(97) e Lapimor(98)

C dc (28) 8¢ (96) 8¢ (97) 8¢ (98)
1 181.71 186.88 187.17 182.60
2 152.75 164.47 165.85 154.74
3 123.53 122.26 121.43 123.58
4 184.54 183.97 183.79 184.58
9 129.48 131.12 131.25 129.85
10 132.94 134.55 134.63 133.11
13 133.80 131.42 131.67 133.40

CH _

5 126.78 126.01 125.92 126.62
6 134.83 133.86 133.60 134.61
7 132.85 131,12 130.92 132.55
8 126.05 125.32 125.24 125.90
12 119.71 123.18 123.24 120.35
CH;
11 22.64 22.94 22.93 22.70
CH;
14 17.90 18.04 18.09 17.94
15 25.76 25.74 25.76 25,77
Amina
- 44.85 (1°,5%) 45.54 (1°,4") 45.45 (1°,4")
- 22.94(2°.,47) 24.69 (2°,3”) 66.80 (2’,3")
- 22.56 (37) - -
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Figura 49: Espectro de RMN'H (CDCls , 500Mz) de Lapiper(96)
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Figura 50: Espectro de RMN"C-PND (CDCls, 125Mz) de Lapiper(96)
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Figura 51: Espectro de RMN'H (CDCls, 500Mz) de Lapirrol(97)
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Figura 52: Espectro de RMN"C-PND (CDCls, 125Mz) de Lapirrol(97)
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Figura 53: Espectro de RMN 'H (CDCl;, 500Mz) de Lapimor(98)
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Figura 54: Espectro de RMN

TTCPND (CDCly, 125Mz) de Lapimor(98)




3.9. Determinacio Estrutural de Lapidroxi-2-1(99) e Lapidroxi-2-2(100)

Dando continuidade & obtengdo dos derivados aminados do lapachol foi feita
reagdo com hidroxilamina tentando introduzir esse grupo no C-2 conforme resultados
obtidos com as aminas anteriores. Contudo, obteve-se na reagdo do lapachol com
cloridrato de hidroxilamina duas oximas, denominadas Lapidroxi-2-1(99) e Lapidroxi-
2-2(100), resultantes do ataque do nitrogénio a um dos carbonos carbonilicos, seguido
de ciclizagdo.. Os produtos obtidos mostraram que no meio reacional houve
predominincia de um dos tautdmeros do lapachol, conforme mostrado no equilibrio

abaixo.

&
»

2
/
()
»

o
/

(99) (100)

Lapidroxi-2-1(99) foi obtido como o produto principal da citada reagdo,
apresentando-se como um soélido laranja, solivel em cloroférmio e com ponto de
fusdo152-153°C. O espectro de RMN'H de lapidroxi-2-1(Fig.55, pag.106) apresentou
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sinais referentes a quatro hidrogénios aromaticos em & 8.18, 7.94, 7.58 e 7.54; dois
grupos metilénicos em & 1.94 € 2.57 e duas metilas em & 1.50(6H). Foi ainda observado
um singleto em & 18.00 atribuido ao hidrogénio da hidroxilamina inserida. Esse valor de
deslocamento quimico tdo elevado sugeriu que o hidrogénio encontrava-se formando
ligagdo de hidrogénio com a carbonila-2. As diferengas basicas dos valores observados
nos espectros d¢ RMN'H de lapidroxi-2-1(99) e lapachol(28) foi o aparecimento do
grupo metilénico_ em . 1.94 e a auséncia do hidrogénio olefinico em (99), observado no
lapachol em & 5.17. No espectro 'H-"H-COSY(Fig.56, pag.107) observou-se além do
acoplamento entre os hidrogénios aromaticos, a interagdo vicinal entre os dois grupos
metilénicos.

Os espectros de RMN'’C-PND(Fig.57, pag.108) e DEPT-135(Fig.58, pag.109)
mostraram a presen¢a de uma carbonila em & 180.94, dois carbonos olefinicos nio-
hidrogenados, sendo um deles oxigenado(d 163.74 e 110.35), um carbono
correlacionado 2 ligagdo C=NOH em & 143.06, dois carbonos metilénicos em & 30.96 ¢
15.26, duas metoxilas em & 25.97(sinais superpostos), um carbono quaternario
oxigenado em & 79.75, e carbonos aromaticos em & 130.66(CH), 130.16(C),
129.21(CH), 125.84(C), 123.46(CH) e 121.98(CH).

A correlagdo entre os dtomos de hidrogénio e carbono foi feita com base nos
espectros bidimensionais de correlagdo heteronuclear HMQC(IH-UC-COSY, Yen ,
Fig.59, pag.1110) e HMBC('H-"C-COSY, “Jeu , n=2 e 3, Fig.60, pag.111) e pode ser
observada na Tabela 15, pag.105. |

A andlise do espectro bidimensional de correlagdo a longa distdncia(HMBC)
possibilitou localizar a ligagdo C=NOH em posi¢do a(alfa) ao anel aromatico, através
do acoplamento em *J do H-8 com o C-1, e do C-1 com o hidrogénio do grﬁpo _NOH.
A carbonila foi posicionada no C-2, acoplando em >J com 2H-11. O posicionamento do
anel dihidro-pirano no C-3 e C-4 ficou evidenciado pelo acoplamento do C-3 com
2H-11(3)) e 2H-12CJ), e do C-4 com H-5 e 2H-11. Os demais acoplamentos longa
distdncia podem ser vistos na Tabela 15, pag.105. Diante dos dados espectroscopicos
observados foi proposta a estrutura (99) para lapidroxi-2-1.

O produto minoritario, denominado lapidroxi-2-2(100), apresentou-se como um

s6lido laranja, solivel em cloroférmio e com ponto de fusdo 217-218°C. O espectro de
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RMN'H(Fig.61, pag.112) apresentou sinais correspondentes a quatro hidrogénios
aromaticos, dois grupos metilénicos, duas metilas € um singleto largo em & 12.10
atribuido ao hidrogénio do grupo -NOH. A multiplicidade dos sinais e deslocamentos
quimicos mostraram-se bastante parecidas com os observados para lapidroxi-2-1(99).

Contudo, a anilise dos espectros de RMN"C-PND (Fig.62, pag.113), DEPT-
135(Fig.63, pag.114), HMQC('H-"C-COSY, “Jcx , Fig.64, pag.115) e HMBC('H-"C-
COSY, “Jcu , n=2 e 3, Fig.65, pag.116) mostrou que o sitio da substituigdo-eliminagdo
fora 0 mesmo que em lapidroxi-2-1(99), ou seja, no C-1. Porém o posicionamento do
anel dihidro-pirano diferia. No espectro HMBC ficou evidenciado o acoplamento da
carbonila em C-4 com H-5 e 2H-11(°J), localizando-a portanto em posi¢io o ao anel
aromatico. A localizagdo de C-1(C=NOH) em posi¢do o ao anel aromatico pode ser
comprovada pelo seu acoplamento com H-8(J). O C-3 acopla com 2H-11(%/) e 2H-
12(J). O C-13 acopla com 2H-12(%/) e 2H-11, 3H-14 ¢ 3H-15CJ). A analise cuidadosa
de todos os dados espectroscopicos(Tabela 15, pag.105) permitiu-nos assegurar a
estrutura de Lapidroxi-2-2 (100).

Tabela 16: Correlagdo dos dados de RMN"C de Lapachol(28), Lapidroxi-2-1(99) e
Lapidroxi-2-2(100)

G 3¢ (28) 5c(99) | 8c(100)
1 181.71 143.06 139.40
2 | 15275 180.94 156.38
3 123.53 110.35 113.48
4 184.54 163.74 183.83 _
9 129.48 130.16 126.69
10 132.94 125.84 130.52
13 133.80 79.75 78.34
CH
5 126.78 123.46 126.69
6 134.83 129.21 130.61
7 132.85 130.66 132.52
3 126.05 121.98 129.61
12 119.71 30.96(CH;) | 31.65(CHy)
CH,
11 22.64 15.26 16.80
CH; | :
14 " 17.90 25.97 26.64
15 25.76 25.97 26.64
N-OH i 5 .
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Tabela 15: Dados de RMN'H e "°C de Lapidroxi-2-1(99) e Lapidroxi-2-2(100) em CDCl;

'H x PC-COSY- 'J (99)

'H x PC-COSY- "Jcu (99)

H x PC-COSY- 'Jcu (100)

H x BC-COSY- "Jci (100)

C dc Sy, J(Hz) *Jen Jen d¢ Su, J(Hz) *Jen *Jen

1 143.06 - - N-OH, H-8 139.40 - H-8

2 180.94 - - 2H-11 156.38 - 2H-11

3 110.35 - 2H-11 2H-12 113.48 - 2H-11 2H-12

4 |163.74 : : H-5, 2H-11 | 183.83 - ’ H-5, 2H-11

9 130.16 - - H-7 126.69 - E H-5, H-7

10 | 125.84 : : H-6, H-8 130.52 » : H-6 H-8

13 79.75 - 2H-12, 3H-14, 2H-11 78.34 2H-12 2H-11, 3H-14, 3H-
. 3H-15 15
CH

S 123.46 | 7.94(dd, J=7.1e 1.7) - H-7 126.69 | 8.26(dd,J= 7.1 €1.0) - H-7

6 |12921 7.54(m) : H-8 130.61 7.56(m) - .

7 |130.66 7.58(m) ; H-5 132.53 7.63(m) : -5

8 121.98 | 8.18(dd,J=7.1e 1.7) - H-6 129.61 9.06(d, J=8.0) - -
CH, ; : :

11 15.26 2.57(t, J=6.6) 2H-12 - 16.80 2.62(t,]=6.6) 2H-12 -

12 | 3096 | 1.94(t, J=6.6) 2H-11 3H-14,3H-15 | 31.65 | 1.86(t,)=66) 2H-11 .
CH; ‘

14 | 2597 1.50(5) ‘ 2H-12 26.64 1.46(s) : 2H-12

15 25.97 1.50(s) - 2H-12 26.64 1.46(s) - 2H-12

N-OH| - 18.00(s) - : : 12.10(s)) x :

SO0l
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4. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES FIXOS ISOLADOS
DOS EXTRATOS ETANOLICOS DO LENHO E CASCAS DO LENHO DE Tabebuia

rosea.

Foram isoladas seis substincias do lenho e cascas do lenho de Tabebuia rosea, que

foram denominadas da seguinte maneira: [LEC-1[ éster metilico do acido 4-hidroxi-3-
metoxi-benzdico], ILEA-1 [acido p-hidroxi-cindmico], ILEA-2 [glicosideo do B-sitosterol],
ILEA-4 [ acido 3B,6B,19a-trihidoxi-urs-12-eno-28-6ico] e ICEH-K1 [B-sitosterol]. As-
analises dos dados espectroscopicos e espectrométricos que possibilitaram a identificagdo
das substincias encontram-se descritas a seguir. A determinagdo do B-sitosterol(77) e

glicosideo do B-sitosterol(78) foi feita anteriormente no capitulo 3.
4.1. Determinagiao Estrutural de ILEC-1 (92)

A substdncia denominada ILEC-1 apresentou-se como um solido levemente
amarelado e ponto de fusdo 180-182°C.

O espectro na regido do infravermelho ( Fig.66, pag.119) exibiu uma larga absorgdo
absorgdes em 1678 cm™ correlacionada a ve-o de carbonila de éster conjugada e bandas em
1593 e 1517 cm™ atribuidas a ve-c de anel aromatico.

O espectro de RMN'H (Fig.67, pag.120) confirmou a natureza aromatica de ILEC-1
através dos sinais em & 7.75(dd, J/=8.4 e 1.7 Hz, 1H), 7.57(sl, 1H) e 6.89(d, /=8.4 Hz), além
de mostrar a preseng¢a de dois grupamentos metoxilicos em & 3.92(s, 6H). A analise dos
espectros de RMN'>C-PND (Fig.68, pag.121) e DEPT-135 (Fig.69, pag.122) possibilitou a
identificagdo de trés carbonos aromaticos hidrogenados em 8 124.57, 112.20 e 110.25, dois
carbonos aromaticos oxigenados em & 153.67 e 148.59, além de umé carbono aromatico
quaternario em & 121.67 , um carbono carboxilico conjugado em & 172.08, e dois carbonos
alifaticos oxigenados em & 56.03 e 55.96 correspondentes aos grupamentos metoxila. De
acordo com esses dados chegou-se & conclusdo de que a estrutura tratava-se do éster
metilico do acido 4-hidroxi-3-metoxi-benzdico (92).

O padrio de substituigdo no anel foi caracterizado pela multiplicidade dos
hidrogénios aromaticos, pois observou-se um hidrogénio com acoplamento orto e meta (3
7.75, dd, J=8.4 e 1.7 Hz), um hidrogénio apresentando somente acoplamento orto (8 6.89,
d, /=8.4 Hz) e um outro sob a forma de singleto largo em & 7.57 sugerindo apenas

acoplamento em meta. Os deslocamentos quimicos apresentados no espectro de RMN'C
i)



para os carbonos aromaticos oxigenados também sdo compativeis com esse padrdo de
substitui¢do, pois observou-se um efeito de prote¢do ao carbono oxigenado em & 148.59
devido & presenga em orto de outro carbono oxigenado (8 153.67), menos protegido que o
anterior por situar-se em posi¢do para ao carbono ligado & carbonila. As atribuigdes de
deslocamento quimico de 'H e "*C podem ser observadas na Tabela 17, pag. 118.

De acordo com esses dados foi proposta a estrutura (92) para ILEC-1, corroborada
pelo espectro de massas (Fig.70, pag.123), que apresentou ion molecular (M") com razdo
m/z 182 daltons. ILEC-1 foi identificado o éster metilico do acido 4-hidroxi-3-metoxi-
benzodico (92).

(92)

Tabela 17: Dados de RMN'H e *C de ILEC-1(92) em CDCl;.

'Hx °C-COSY-'J |
C d¢ du, J(Hz)
C=0 172.08 -
1 121.67 -
3 148.59 -
4 153.67 -
CH
2 110.25 7.57(s])
5 112.20 6.89(d, J=8.4)
6 124.57 7.75(dd, J=8.4 ¢ 1.7}
CH;
OCH; 56.00 3.92(s)
OCH;_ 56.00 3.92(s)
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4.2. Determinagdo Estrutural de ILEA-1(93)

ILEA-1 apresentou-se como um solido amarelado, soluvel em metanol, com ponto
de fusdo 210-213°C. O espectro de absorgdo na regido do infravermelho (Fig.71, pag.126)
mostrou bandas em 3382 cm’! (Vox), 1673 cm™ (ve—o de carbonila conjugada) e em 1628,
1601 e 1512 cm™ (ve=c).

O espectro de RMN'H (Fig.72, pag.127) apresentou sinais de hidrogénios com
deslocamentos quimicos em & 6.79(d, J=8.6 Hz, 2H) e & 7.41(d, J=8.6 Hz, 2H)
correlacionados a um sistema aromaético para-substituido, além da presenga de sinais em 6
6.26(d, J=16.3 Hz, 1H) e & 7.59(d, J=16.3 Hz, 1H) atribuidos a hidrogénios vinilicos
caracteristicos do 4cido trans-cinimico(108)° .

A analise dos espectros de RMN'"C-PND (Fig.73, pag.128) mostrou a presenga de
uma carboxila o,B-insaturada (C-9) em & 171.10, e dois carbonos sp> mono-hidrogenados
conjugados a carbonila em & 146.68 (C-7) e 115.44 (C-8), correspondentes ao grupo
cindmico. Para os carbonos aromaticos foram observados quatro sinais: em & 127.10 (C-1),
131.06 (C-2 e C-6), 161.00 (carbono oxigenado, C-4) e 116.74 (C-3 e C-5) protegidos por
estarem em posigdo orfo ao carbono oxigenado. Os dados de 'H e “C de ILEA-I
encontram-se na Tabela 18, pag.125. Assim, a estrutura proposta para ILEA-1 foi &

correspondente ao acido p-hidroxi-cindmico (93).

(93): R=OH
(108): R=H
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Tabela 18: Dados de RMN'H e P°C de ILEA-1(93)

"H x °C-COSY-'J
C 5c(93) 811(93), J(Hz)
1 127.10 -
4 161.00 -
9 373,10 =
CH
2,6 131.06 7.41(d, J=8.6)
3,5 116.74 6.79(d, J=8.6)
7 146.68 7.59(d, J=16.3)
8 115.44 6.29(d, J/=16.3)
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4.4. Determinacao Estrutural de ILEA-4(94)

A substancia denominada ILEA-4 mostrou-se como um sélido branco, soluvel em
metanol, de ponto de fusdo 251-253°C.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig.74, pag.133) apresentou
absorgo intensa em 3449 cm™ referente a voy , € 1696 cm™ correspondente a vc-o de acido
carboxilico.

Os espectros de RMN"C-PND (Fig.75, pag.134) e DEPT-135 (Fig.76, pag.135)
mostraram sete grupos metilicos, oito metilénicos, sete carbonos quaternarios, além de um
grupo carboxila, um carbono oxigenado quaternario e dois carbonos oxigenados terciarios.
Os deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos em & 129.81 (CH) e 139.25 (C) foram
Uteis para distinguir entre um triterpeno da série URS-12-eno(103) e seu andlogo OLEAN-
12-eno(104).

(103): R=CH
(105); R=CO,H

Na série URS-12-eno (103) o C-12 ¢ mais desprotegido em torno de 2 ppm € o C-13
mais protegido em torno de 5 ppm em comparagdo com os correspondentes carbonos em
analogos OLEAN-12-enos(104)*. Essa diferenga pode ser explicada pela presenga de um
grupo 29B-metil(equatorial) nas proximidades da dupla ligagdo, o qual se encontra em

posigdo y ao C-13 e em posi¢do & ao C-12 . Uma diferenga ainda maior no deslocamentos
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quimicos entre as duas séries ¢ observada no C-18, o qual é deslocado para regido
diamagnética em torno de 11 ppm na série OLEAN-12-enos, devido ao efeito de protegdo
do grupo 30ﬁ-metil(axial)'que esta disposto ém posi¢do y-gauche ao C-18 em OLEA-12-
enos®.

O sinal em & 182.26 foi atribuido & presenca de uma carboxila no C-28 do esqueleto
URS-12-eno, que acrescido aos sinais de trés carbonos oxigenados sugeriram que a
estrutura tratava-se de um derivado tri-hidroxilado do acido ursélico (105).

O espectro de RMN'H (Fig.77, pag.136) mostrou um siﬁal para proton olefinico em
& 5.31 (sl, 1H) e para dois hidrogénios ligados a carbonos oxigenados mono-hidrogenados
em §3.08 (dd, J=11.9 e 4.1 Hz, 1H) e & 4.81 (sl, 1H). Foram observados seis singletos em
8 1.04, 1.07, 1.15, 1.19, 1.29 e 1.30 atribuidos a grupamentos metilicos ligados a carbono
quaternario, e um dubleto em & 0.96 referente a um grupo metilico ligado a carbono
terciario.

No espectro de correlagio heteronuclear a longa distancia('"H x “C-COSY- “Jei,
n=2 e 3, Fig.78, pag.137) observou-se que o sinal em & 2.51 (s, IH) apresentava
acoplamento com C-17, C-28 e C-13, levando a dedugdo de que tratava-se do hidrogénio
ligado ao C-18, vizinho do carbono quaternario oxigenado C-19. A presen¢a de uma
hidroxila em posi¢do B (equatorial) no C-3 ficou evidenciada pelo deslocamento quimico,
multiplicidade e valores da constante de acoplamento (J) apresentado pelo hidrogénio em
C-3, cyjo sinal em & 3.08 mostrou-se como um duplo dubleto com valores de J=11.9 Hz e
J=4.1Hz, referentes respectivamente aos acoplamentos axial-axial e axial-equatorial com
os hidrogénios axial e equatorial do C-2.

A localizagdo do outro grupo hidroxila no C-6 foi deduzida pela correlagio entre os
sinais no espectro de correlagdo homonuclear bidimensional ('H-'H-COSY, Fig.79,
pag.138) onde observa-se um acoplamento entre o H-6 (8 4.81) com os 2H-7 (§ 1.75-1.50) e
com H-5 (8 0.73). A posigdo B (axial) da hidroxila em C-6 ficou evidenciada pelos fracos
acoplamentos apresentados pelo H-6, por estar em posi¢do equatorial.

A comparagdo dos dados espectroscopicos de ILEA-4 com valores da
literatura®™*%* confirmaram a estrutura proposta como sendo o acido 3B-6p-19a-
trihidroxi-urs-12-eno-28-6ico (94), substincia inédita no género Tabebuia, isolada
anteriormente no género Uncaria.

Na tabela 19, pag.132, podem ser observados os valores de deslocamentos
quimicos atribuidos aos atomos de carbono e hidrogénio, feitas com base nos espectros de

correlagdo heteronuclear (‘"H x C-COSY- “Jeu, n=1, Fig.80, p4ag.139) e de correlagio
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heteronuclear a longa distancia('H x ®C-COSY-"Jey, n=2 ¢ 3, Fig. 78, pag.137) e ainda a

comparagdo com os dados espectroscopicos de “C RMN fornecidos na literatura para o
4cido 3B-6B-19a-trihidroxi-urs-12-eno-28-6ico (94)”’ e o acido 3B-60-19a-trihidroxi-

urs-12-eno-28-6ico (106)*®

3 N 0K
(94): B-OH
(106): 0-OH



Tabela 19: Correlagdo dos dados espectroscopicos de ILEA-4(94) e comparagdo com
da literatura para o acido 3 [3,6B,l9a-trihidroxi-urs-12-en-28-6ico(94)’7 e 0 acido
3B-60.-190a-trihidroxi-urs-12-eno-28-6ico (106)°°.

valores

H x BC-COSY-1J

Bc, TH-COSY- Jcu

C | 8c(94) | 8y, J(HZ)(94) *Jen *Jen 5¢(94)7 | 8¢ (106)
4 40.70 ” H-5,H-23, - 39.7 [41.4
H-24
8 40.23 - H-26 H-27 405 [42.9

10 | 37.63 : H-5 H-6, H-25 370  [383

13 | 139.25 - H-18 H-27 1393 [140.2
14 | 43.07 . H-27 H-12, H-26 426 |429
17 * - H-18 - 485 [478
19 | 73.67 - - - 729 |739
28 | 182.26 2 s H-18 180.7 [179.2
CH
3 80.18 | 3.08(ddJ=11.9 b : 788 | 80.2
e4.1)
5 5725 0.73(sl) 2 . 564 553
6 68.97 4.81(sl) 679 |673
9 49.00 1.73 - H-12,H-25, 483 [478
H-26
12 | 129.81 5.31(sl) H-11 . 1284 [129.5
18 | 55.14 2.51(s) - H-12 547 [553
20 | 43.07 1.33 - H-30 424 [431
CH, - -
1 42.07 | 1.75-1.5¢0.9 - - 41.77 [393
(dd)
3 28.05 1.75-1.50 e - 5 284 [274
1.20
7 41.92 1.75-1.50 413 [ 427
11 | 24.62 2.03 H-12 . 241 |244
15 | 2959 | 1.88(dt)e1.00 . H-27 293 [28.0
16 | 26.68 | 2.55(dt)e1.60 - 8 265 [26.6
21 | 2730 1.73 . . 270 2638
22 | 39.01 1.75e1.60 . g 385 [39.0
CH3 = 2
23 | 17.61 1.15(s) s H-5 171 1178
24 | 28.44 1.04(s) : ; 286 |29.1
25 | 17.28 1.29(s) = . 169 [16.8
26 | 18.49 1.07(s) - - 180 [224
27 | 24.80 1.30(s) 2 : 247 | 247
29 | 2712 1.19(s) . : 272 273
30 | 16.56 | 0.92(d, J=6.8) 5 . 168 | 16.5

*Superposto com o sinal do MeOH (solvente)
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Coleta e Identificacio do Material Botinico

Foram estudados os constituintes fixos de duas espécies do género Tabebuia:
Tabebuia serratifolia Nicholson e Tabebuia rosea Bertol. O caule de Tabebuia rosea
foi coletado na Reserva Florestal da Companhia Vale do Rio Doce no municipio de
Santa Luzia — Maranhdo, enquanto Que o caule de Tabebuia serratifolia foi coletado no
municipio de Mulungu-Ceara. As excicatas de 7. serratifolia e T. rosea encontram-se
arquivadas no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara, sob os
niimeros 21645 e 25949, respectivamente e foram identificadas pela professora Ivanilza

M. Andrade.

5.2. Métodos Cromatograficos

As cromatografias de adsor¢do em coluna foram feitas utilizando-se silica-gel
(=0,05mm) codigo 453337 e as de camada delgada silica-gel 60 codigo 45335, ambas
da marca Carlo Erba. O comprimento e didmetro das colunas variaram conforme as
quantidades e grau de pureza das amostras a serem cromatografadas.

A revelag@o das substdncias em andlise em cromatografia em camada delgada
foram realizadas por exposi¢do a ldmpada de irradiagdo modelo UVSL — 25 da Mineral
Light (A= 254 e 366 nm) seguidas pela pulverizagdo com solug¢do de vanilina/acido
perclorico/etanol e aquecimento em estufa. Utilizou-se quando necessario revelagdo em

cdmara de iodo.
5.3. Métodos Espectrométricos e Espectroscopicos

Os espectros apresentados nesse trabalho foram obtidos em aparelhos
pertencentes' ao Departamento de Quimica Orgénica e Inorgdnica da Universidade
Federal do Ceara, ao Departamento de Quimica da Universidade de Campinas. A
descri¢gdo dos modelos e condigdes dos aparelhos utilizados para a caracterizagdo das

substancias encontra-se a seguir.
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Infravermelho

Os espectros de absor¢io na regido do infravermelho foram registrados em
espectrometro Perkin-Elmer modelo 720. Para as substincias sélidas foram utilizadas

pastilhas de KBr e para as demais foram preparados filmes.

Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 (RMN'H) e de Carbono-13
(RMN"C)

Os espectros de RMN unidimensionais e bidimensionais foram obtidos em
espectrometros Bruker AC-200, AC-300 e AC-500, operando em 200, 300 e 500 MHz
para hidrogénio (RMN'H) e 50, 75 e 125 MHz para carbono-13 (RMN"C),
respectivamente. Os espectros unidimensionais de RMN'’C foram obtidos totalmente
desacoplados e utilizando-se a técnica DEPT-135 (ingulo de mutagdo 135°). Foram
utilizadas algumas técnicas de RMN bidimensionais: espectroscopia de correlagdo
homonuclear (IH—1H~COSY), espectroscopia de correlagdo heteronuclear (“C-'H-
COSY ou HETCOR), experimentos de correlagio homonuclear a longa
distancia(COLOC), espectroscopia de efeito nuclear Overhauser bidimensional
(NOESY). Os métodos de detecgdo inversa utilizados foram coeréncia quantica multipla
heteronuclear (HMQC) e correlacio de ligagdes multiplas heteronuclear. (HMBC). Os
deslocamentos quimicos (8) foram expressos em parte por milhdo (ppm) e a
multiplicidade dos sinais conforme a convengdo: s(singleto), sl(singleto largo),
d(dubleto), dd(duplo dubleto), t(tripleto), q(quarteto) e m(multipleto). Os solventes
utilizados na dissolugdo das substidncias submetidas s analises foram cloroférmio-
D(CDCl3), metanol-D(CD30D), acetona-D( C3Ds0O), benzeno-D(CsDs) e piridina-
D(CsDsN).
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Espectrometria de Massas (E.M.)
de massas foram registrados em espect

AUTOSPEC FYSONE INSTRUMENT.

rdmetro de massas de alta

Qs espectros

resoluco, aparelho VG

Determinac¢io do Ponto de Fusao

as foram determinados no aparelho

Os valores dos pontos de fusdo das substénci
METTLER com placa aquecedora modelo FP 52 e unidade de controle FP 5.

142



5.4. ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DO EXTRATO
ETANOLICO DO CERNE DE Tabebuia serratifolia (Fluxograma 1, pag.172)

5.5. Obtengdo do Extrato Etanélico do Cerne de Tabebuia serratifolia

O caule de Tabebuia serratifolia foi separado em lenho e cascas. O lenho(1,8Kg),
seco a temperatura ambiente e triturado, foi submetido a extragdo a frio com etanol. A
solugdo obtida foi destilada sob pressdo reduzida a temperatura média de 60° C.
Observou-se a formagdo de um material solido amarelo, o qual foi separado e

posteriormente purificado. O extrato etanolico obtido (145g) foi denominado IAE.

5.6. Obtengio de JAE-1(28)

O solido amarelo precipitado no extrato etanolico (4,9g) foi lavado com etanol
gelado, dissolvido a quente em hexano, e deixado a temperatura ambiente para
recristalizar. O soélido foi filtrado e seco, resultando em 4,2g de um sélido amarelo
denominado IAE-1, com ponto de fusio 139-140 °C . CCD de IAE-1 e amostra
auténtica de lapachol revelou que eram similares. Os espectros de RMN'H ¢ RMN"C
confirmaram que IAE-1 tratava-se da naftoquinona lapachol (28), obtida com um

rendimento de 2,9% do total do extrato etanolico.

5.7. Fracionamento do Extrato Etandlico IAE

O fracionamento inicial de IAE (145g) foi feito adsorvendo-o em 100g de silica-gel
por meio de atrito mecdnico em gral de porcelana, acondicionamento sobre 196g de
silica-gel em funil de separagdo e eluigdo com hexano, cloroférmio, acetato de etila e

etanol, resultando nos seguintes eluatos:

ELUENTES | ELUATO | PESO(g)
"~ Hexato SSTARH 1,658
Cloroférmio IAEC 4,60g
Acetato de etila TIAEA 15,66g
Etanol IAEE 70,07g

Os procedimentos cromatograficos no fracionamento dos eluatos e fragdes irdo
seguir um padrdo de exposi¢ao. Em todos os procedimentos utilizou-se para a adsorgdo
dos extratos e no empacotamento das colunas cromatograficas silica-gel, estando
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especificadas como “silica-gel adsor¢do” e “silica-gel coluna”, respectivamente. As
quantidades de silica-gel utilizadas sdo variaveis para cada fracionamento, conforme a
quantidade e grau de pureza da amostra. Nos procedimentos encontram-se também
descritos o peso da amostra (eluato ou fragdo), o seu aspecto fisico, 0 numero de
fragBes obtidas e os eluentes utilizados em cada etapa. As fragdes que se encontram
combinadas foram reunidas conforme semelhanga dos constituintes quimicos revelada
através de cromatografia em camada delgada, referida como CCD. Quando necessarias
serdo feitas observagdes, além da apresentacdo dos resultados. Esperamos com tal
exposi¢do tornar mais concisos € objetivos os procedimentos, facilitanto a leitura e a

reprodutibilidade dos experimentos.

5.8. Elaboracio do Eluato IAEC

O eluato IAEC (4,60g) apresentou-se quase completamente solido e de cor
amarelo-escuro. Ao adicionar-se hexano & amostra observou-se a formagdo de
precipitado amarelo que foi separado da parte solivel por meio de filtragio. CCD

revelou tratar-se de lapachol. A parte soluvel foi denominada de IAEC (sol. hexano).

5.9. Elaboracio de IAEC(sol. hexano)

Essa amostra, obtida por tratamento do eluato cloroférmico IAEC com hexano foi
submetida a cromatografia em coluna, conforme os seguintes itens ora descritos:

Peso da amostra: 1,75g / Aspecto da amostra: 6leo marron-claro pastoso

~ Silica-gel adsorgdo: 3g / Silica-gel coluna: 15g

Foram obtidas 64 fragGes, eluidas da seguinte maneira:

Eluente Proporgio Fracoes
Hexano 1 Olal9
Hexano/cloroférmio 10:1 20a48
Hexano/cloroférmio 4:1 49 a 56
Cloroférmio 1 57a60
Acetato de etila 1 ' 61 a 63
Etanol 1 64

144




Observagdes:

a) As fragbes 42 a 47 foram reunidas por apresentarem um solido laranja impuro e
denominada IAEC(sol.hexano)(42-47).

b) As fragdes 56 a 58 apresentaram material solido branco, foram reunidas e

denominadas de IAEC(sol.hexano)(56-58).

5.10. Elaboracio da Fracio IAEC(sol.hexano)(42-47) e Obtenc¢io de IAEC-1(30)

Fez-se coluna cromatografica dessa fragdo visando a purificagdo do material s6lido
laranja obtido no tratamento cromatografico de IAEC(sol.hexano), com as seguintes
especificagdes:

Peso da amostra: 181 mg / Aspecto da amostra: s6lido laranja

Silica-gel adsorgdo: 2g / Silica-gel coluna:-8g

Foram obtidas 29 fra¢Ges, eluidas na seguinte ordem:

Eluente Propor¢ao Fracoes
Hexano \ 01

Hexano/cloroférmio 10:1 02a22

Cloroformio 1 23 a27
Acetato de Etila 1 28
Etanol 1 29

Resultados:

As fragGes 10 a 15 foram reunidas, e apresentaram cristais de cor laranja, com
ponto de fusio 141-143 °C. Obteve-se 38 mg da substincia, que foi denominada de
IAEC-1, e posteriormente identificada através dos meétodos espectroscopicos como

sendo a dehidro-a-lapachona (30).

5.11. Elaborac¢ao da Fracio IAEC(sol.hexano)(56-58) e Obten¢ao de IAEC-2(77)
Essa fragdo, constituida principalmente de material solido, foi para recristalizado

com hexano, resultando na purificagdo de um sélido branco amorfo, de ponto de fusdo

136-137°C, denominado IAEC-2 e posteriormente identificado através dos dados

espectroscopicos e compara¢do com amostra auténtica como o f3-sitosterol (77).
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5.12. Elaborac¢io do Eluato IAEA

O eluato JAEA, obtido na eluigdo do extrato etanélico IAE com acetato de etila, foi
submetido ao fracionamento cromatografico, conforme especificagdes abaixo:

Peso da amostra: 15,65g / Aspecto da amostra: 6leo viscoso marrom

Silica-gel adsorgdo: 50g / Silica-gel coluna: 180g

Foram obtidas 45 fragses, eluidas do seguinte modo:

Eluente : Propor¢io Fracoes
Cloraférmio 1 01a33
Acetato de etila 1 34 a4l
Etanol 1 42 a2 45

Fez-se algumas importantes observagdes, algumas baseadas em dados de CCD
comparando-se com padrdes ja isolados.
a) A presenca de dehidro-a-lapachona nas fragdes 02 a 08
b) A presenga de B-sitosterol nas fragdes 19 a 25.
c) A fragdo 35 era constituida em sua maioria por material solido.
d) A fragdo 36 estava constituida predominantemente por uma substancia, mas
impurificada com outras de Rf préximos.
e) Nas fragdes 37 a 41 observou-se a presenga de material solido e apresentavam dois
constituintes principais, além de outras substancias.
Feitas as observagdes, realizou-se procedimentos para tentar purificar as
substancias contidas nas fragdes 35, 36, e na fragdo reunida 37-41, e que encontram-se

descritos a seguir.

5.13. Elaborac¢io da Fracgio IAEA(35) e Obtenc¢do de IAEA-K1(90)

A fragio JAEA(35) mostrou-se como um solido impregnado de material de cor
marrom. Fez-se a dissolu¢do do material em éter etilico e foi-se adicionando hexano a
solugdo até ser observada a formagdo de precipitado. Separou-se este da parte solavel, e
repetiu-se o-procedimento. O material precipitado foi entdo filtrado em funil de Buchner
e lavado sucessivamente com hexano e cloroférmio até ser observada a completa
dissociagdo do material escuro. Obteve-se assim um solido amorfo, levemente

amarelado, com ponto de fusdo 209-210 °C, denominado IAEA-KI, o qual foi
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identificado através dos dados espectroscopicos como sendo o 4acido 4-hidroxi-3-
metoxi-benzdico (90).
5.14. Elaboracio da Fracgiao IAEA(36)

Fez-se o fracionamento cromatogréfico da fragdo IAEC(36), descrito a seguir:

Peso da amostra: 4,74g / Aspecto da amostra: 6leo viscoso marrom

Silica-gel adsorgdo: 10g / Silica-gel coluna: 40g

- Foram obtidas 58 fragdes, eluidas na seguinte ordem:

Eluente Proporcio Fracdes

Cloroférmio/hexano ke 01
Cloroférmio 1 02all
Cloroformio/acetato de etila 10:1 12a29
Cloroformio/acetato de etila 5:1 30a36
Cloroférmio/acetato de etila Z1 37246
Acetato de etila 1 47 a 50
Acetato de etila/metanol 31 51as4
Metanol 1 55a58

As fragbes 36 a 39 foram reunidas e denominada a fragdo resultante de
TAEA(36)(36-39), que foi submetida a posteriores cromatografias para purificagdo do

constituinte majoritario.

5.15. Elaboracio da Fracio IAEA(36)(36-39)
Fez-se coluna cromatografica da fracdo IAEA(36)(36-39) conforme especificagdes
abaixo:
" Peso da amostra: 1,34g / Aspecto da amostra: resina marrom
Silica-gel adsor¢do: 2g / Silica-gel coluna: 15g

Foram obtidas 21 fragdes, eluidas na ordem abaixo:

Eluente Proporgao Fracgoes
Clorofarmio/acetato de etila 4:1 0lall
Cloroférmio/acetato de etila 111 12a17
Cloroférmio/acetato de etila 3.7 18
Cloroférmio/acetato de etila 1:4 19220

Metanol 1 21
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As fragdes 10 a 16 apresentaram a substdncia predominante com menor grau de
impureza e foram reunidas. A fragdo resultante foi denominada IAEA(36)(36-39)(10-

16), cujo tratamento cromatografico estd descrito a seguir.

5.16. Elaboracio da Fracio IAEA(36)(36-39)(10-16) e Obtencio de IAEA-K4(88)
Submeteu-se a fragdo IAEA(36)(36-39)(10-16) a coluna cromatografica para
purifica¢do final da substancia majoritaria, conforme descri¢do abaixo:
Peso da amostra: 245mg / Aspecto da amostra: 6leo viscoso marrom
Silica-gel adsorgado: 2g / Silica-gel coluna: 20g

Foram obtidas 30 fragdes, eluidas na seguinte ordem:

Eluente Propor¢io Fracdes
Cloroférmio/acetato de etila 31 01 a2l
Cloroférmio/acetato de etila 1:1 22 a26

Aéetato de etila 1 27a29

Metanol 1 30

Nas fragdes 17 a 20 observou-se em CCD uma mancha tnica e foram entdo
reunidas. A substdncia presente nessas fragdes apresentou um aspecto de 6leo viscoso
marron, ficando aderida ao vidro como um filme rigido. A substincia foi denominada
IAEA-K4, cuja estrutura foi determinada com base nos dados espectroscOpicos e

caracterizada como a lignana chamada olivil (88).

5.17. Elaboracio da Fracio IAEA(37-41) e Obtencao de IAEA-K2(78)

A fragdo IAEA(37-41), onde observou-se a presenga de material sélido, foi tratada
com acetona, resultando na obten¢do de um sélido branco amorfo insolivel em acetona,
a parte soluvel foi denominada IAEA(37-41)(sol.acetona) e posteriormente estudada. O
solido insolavel foi lavado diversas vezes com acetona, filtrado, seco e denominado
TAEA-K2. Anélise comparativa em CCD com amostra auténtica e analise dos dados
espectroscopicos mostraram que a substancia isolada tratava-se do glicosideo do B-

sitosterol (78).
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5.18. Elaboragio da Fracio IAEA(37-41)(sol.acetona) e Obtenciio de IAEA-K3(89)

Fez-se coluna cromatografica dessa fragdo, onde observou-se a predominancia de
uma substéncia, impurificada com outras de Rf proximos, além de material mais polar
retido na origem da placa em CCD quando usado o eluente acetato de etila/etanol(9:1).
Foram seguidas as seguintes especificagdes:

Peso da amostra: 2,13g / Aspecto da amostra: 6leo viscoso marrom

Silica-gel adsorgdo: 6g / Silica-gel coluna: 25g

Foram obtidas 56 fragGes, eluidas na seguinte ordem:

Eluentes Proporgio Fragoes

Hexano/cloroférmio 1:1 01 a4l
Cloroformio 1 42
Cloroférmio/acetato de etila 153 43

Acetato de etila 1 44 a 51

Acetato de etila/etanol 5:1 52a53

Acetato de etila/etanol 31 54a55
Etanol 1 56

As fragdes 46 a 49 apresentaram um componente majoritario e foram reunidas.
Dissolveu-se entdo essa &aqﬁo‘:reunida IAEA(3 7-41)(sol.acet6na)(46-49) em acetona e
adicionou-se hexano. A solugdo tomou um aspecto turvo até ocorrer a completa
precipitagdo de um material sélido. Separou-se este da parte solivel e repetiu-se o
procedimento de dissolugdo e precipitagdo. O material solido obtido(315mg), de cor
levemente amarelada, e ponto de fusdo 159-162 °C , foi entdo analisado em CCD, onde
apresentou uma unica mancha. A substancia foi chamada de [AEA-K3, posteriormente
identificada como um epimero da lignana cicloolivil, e denominada de 8-epi-ciclo-

olivil (89), uma substéncia inédita na literatura.

5.19. Elaboracao do Eluato IAEE

O eluato IAEE, constituido das substdncias mais polares do extrato etandlico
IAE, foi cromatografado em coluna, possuindo as seguintes especificagdes:

Peso da amostra: 70,07g / Aspecto da amostra: resina marrom-escuro

Silca-gel adsorgdo: 95g / Silica-gel coluna: 150g
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Foram obtidas 85 fragdes, eluidas na seguinte ordem:

[~ Eluente Proporgio Fracdes
Cloroférmio 1 01 a05
Cloroférmio/acetato de etila 9:1 06al4
Cloroférmio/acetato de etila 3:1 15220
Cloroférmio/acetato de etila 1:1 21a22
Acetato de etila 1 23a38
Acetato de etila/metanol 9:1 39475
Acetato de etila/metanol 3:2 76 a 81
Metanol 1 82 a85

Observagdes:

a) As fragdes 01 a 22, obtidas com eluentes menos polares, apresentaram-se em pequena
quantidade e em mistura e foram desprezadas.

b) As fragdes 43 a 55 continham uma mistura de substancias, entre as quais duas se
encontravam em maior quantidade. O tratamento cromatografico dessa fragdo
encontra-se relatado a seguir.

c) As fragbes 56 a 58 também apresentavam as duas substancias citadas acima, porém
com menor quantidade de substdncias menos polares. Essa fragdo foi trabalhada
inicialmente através de reagdo de acetilag¢do, e encontra-se descrita na seqiiéncia.

d) As fragdes 59 a 85 mostraram-se insoliveis em acetato de etila, pouco soliveis em

metanol e ndo foram estudadas.

5.20. Elaboraciao da Fraciao IAEE(43-55)

Fez coluna cromatografica da fragdo IAEE(43-55) visando o isolamento dos
componentes majoritarios, conforme as seguintes especificagdes:

Peso da amostra: 4,30g / Aspecto da amostra: 6leo viscoso marrom-escuro

Silica adsorgdo: 10g / Silica coluna: 60g
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Foram eluidas 84 fra¢des, na seguinte ordem:

Eluente Proporcio Fragdes
Cloroférmio/hexano 2:1 0la06
Cloroformio/hexano 3 07 a 09

Cloroformio 1 10a13
Cloroférmio/acetato de etila 10:1 14 a2 20
Cloroformio/acetato de etila 4:1 21a25
Cloroformio/acetato de etila 7:3 26 a 52
Cloroférmio/acetato de etila | 53 a 60
Cloroformio/acetato de etila 3:7 61 a63

Acetato de etila 1 64 a 66

Acetato de etila/etanol 4:1 67 a79

Acetato de etila/etanol 151 80 a83
Etanol 1 84

As fragdes 74 e 75 foram reunidas por apresentarem apenas as duas substancias,
que apesar de Rf pouco proximos, foram eluidas juntas. A fragdo foi denominada de

TAEE(43-55)(74-75), e o seu tratamento cromatografico encontra-se descrito a seguir.

5.21. Elaboracao da Fracao IAEE(43-55)(74-75)

O fracionamento cromatografico dessa fragdo foi feito com as especificagGes
abaixo:

Peso da amostra: 1,37g /Aspecto da amostra: 6leo marrom-escuro

Silica-gel adsorgdo: 5g/ Silica-gel coluna: 30g

Foram obtidas 27 fragdes na seguinte seqiiéncia de eluigio:

Fluente Propor¢io Fracoes

Cloroformio/acetato de etila 1:1 01a02

Acetato de etila 1 03 al6

Acetato de etila/metanol 10:1 17a18

‘Acetato de etila/metanol 5:1 1922l

Acetato de etila/metanol 2:1 22 a24

Acetato de etila/metanol 1:1 25a26
Metanol 1 27
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Em nenhuma das fragdes obtidas observou-se a separacdo das substincias.

Porém as fragbes 12 a 14 mostraram uma menor concentracio do constituinte mais
polar. Essas fragoes foram reunidas, denominadas de IAEE(43-55)(74-75)(12-14), ¢

submetidas a reagdo de acetilagdo, descrita a segulr.

5.22. Acetilacio da Fracgiio IAEE(43-55)(74-75)(12-14)

Fez-se acetilagdo dessa fragdo visando obter uma melhor separagdo entre as
substincias majoritérias, visto que os procedimentos cromatograficos ndo se mostraram
eficientes para separd-las em sua forma original. O procedimento nessa reagdo foi o
seguinte:

a) Dissolveu-se 78mg da amostra em 2mL de piridina e adicionou-se 4mL de anidrido
acético. A mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente por 24 horas e
acompanhada por CCD. A mistura reacional adicionou-se 30mL de agua destilada e
30mL de cloroférmio. Em um funil de separagdo dividimos as fases. A fase aquosa foi
desprezada e a fase orgédnica submetida ao procedimento seguinte.

d) A fase orgénica foi lavada quatro vezes com 30ml de solugdo de sulfato de cobre
(CuSOy4) a 10% . Tratou-se a fase orgdnica com sulfato de sédio anidro (Na;SO4) € apos
filtragdo e evaporagdo obteve-se 103mg do material acetilado, denominado IAEE(43-
55)(74-75)(12-14)(Ac). A fragdo acetilada mostrou em CCD a presenga majoritaria de
um constituinte, porém impurificado por outra substincia mais polar. Na tentativa de

purifica-lo fez-se coluna cromatografica, descrita no item seguinte.

5.23. Elaboragio da Fracgio IAEE(43-55)(74-75)(12-14)(Ac)

A cromatografia em coluna do material acetilado seguiu as especificagdes
abaixo:

Peso da amostra: 103mg / Aspecto da amostra: 6leo marrom-claro

Silica-gel adsorgdo: 1g/Silica-gel coluna: 10g
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Foram obtidas 11 fragdes, eluidas do seguinte modo:

( Eluente Propor¢io Fracoes
Hexano 1 01
Hexano/cloroférmio 91 02
Hexano/cloroférmio 4:1 03
Hexano/cloroférmio 1:1 04
Cloroformio 1 05
Cloroformio/acetato de etila 9:1 06
Cloroférmio/acetato de etila 7:3 07
Cloroférmio/acetato de etila 1:1 08a10
Acetato de etila 1 11

As fragdes foram analisadas em CCD e nenhuma apresentou-se pura. A fragdo
04, denominada de IAEE(43-55)(74-75)(12-14)(Ac)(04) mostrou menor grau de

impureza e foi recromatografada em coluna, descrita a seguir.

5.24. Elaboracio da Fra¢io IAEE(43-55)(74-75)(12-14)(Ac)(04) e Obtengdo de
IAEE-K1-Ac(91a) |
Essa fragdo foi cromatografada em coluna visando purificar o constituinte
principal do material acetilado, através das seguintes especificagdes:
Peso da amostra: 48mg / Aspecto da amostra: 6leo marrom-claro
Silica-gel adsorgdo: 0,5g /Silica-gel coluna: 6g

Foram obtidas 17 frages, conforme a seguinte eluigdo:

Eluente Proporcio Fracoes
Hexano/cloroférmio 9:1 01ao0s5
Hexano/cloroférmio 8:1 06
Hexano/cloroformio 4:1 07
Hexano/cloroférmio 121 08a 10

Cloroférmio 1 11als
Acetato de etila 1 16a17




Observou-se na andlise feita em CCD que as fragdes 08 a 11 apresentavam uma
tinica mancha. A substancia finalmente isolada, sob a forma de um éleo marrom-claro,
foi denominada de IAEE-K1-Ac, e posteriormente identificada através de analise dos

dados espectroscopicos como sendo o glicosideo hexaacetilado do iridéide 3-hidroxi-4-

metoxi-benzoil)-ajugol (91a).
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5.25. ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DO EXTRATO
ETANOLICO DO LENHO DE Tabebuia rosea (Fluxograma 2, pag.173)

5.26. Obtenc¢ido do Extrato Etanoélico do Lenho de Tabebuia rosea

O cerne ou lenho de Tabebuia rosea foi separado das cascas. O material (1.800g)
foi seco a temperatura ambiente, triturado mecanicamente, e submetido a extragdo a
frio com etanol. A solugdo obtida foi destilada sob pressio reduzida a temperatura
média de 60° C. Esse procedimento resultou na obtengdo de 112g de extrato etanolico,

sob a forma de um xarope marrom-escuro com material solido, que foi denominado ILE

5.27. Fracionamento do Extrato Etanélico ILE

O tratamento cromatografico inicial de ILE (112g) foi feito por adsorg¢do em 140g
de silica-gel por meio de atrito mecdnico em gral de porcelana, acondicionamento sobre
240g de silica-gel em funil de separagdo e elui¢do com hexano, cloroférmio, acetato de

etila e metanol, resultando nos seguintes eluatos:

' ELUENTES ELUATO PESO(g)
= Thowbir. ILEH 1.16
Cloroformio ILEC 3,98
Acetato de etila ILEA 9,13
Metanol _ ILEM 65,86

Foram submetidos a tratamento cromatografico para isolamento dos

constituintes quimicos os eluatos ILEC e ILEA, descritos a seguir.

5.28. Elaboracio do Eluato ILEC
Fez-se cromatografia em coluna do eluato ILEC conforme as especificagdes abaixo:
Peso da amostra: 3,98g / Aspecto da amostra: pasta marrom

Silica-gel adsorgdo: 6g / Silica-gel coluna: 40g
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Foram eluidas 143 fragdes na seguinte ordem:

Eluente Proporg¢io Fracoes
Hexano 1 01a06
Hexano/cloroférmio 9:1 07 a 66
Hexano/cloroférmio 4:1 67 a77
Hexano/cloroférmio 211 78 a 100
Hexano/cloroférmio 1:1 101a118
Cloroférmio 1 1194 132
Cloroférmio/acetato de etila 3:1 133 2 136
Cloroférmio/acetato de etila 131 139
Acetato de etila 1 138
Acetato de etila/etanol o 139 a 141
Etanol 1 142
Metanol 1 143

Observagdes:

a) As fragbes menos polares apresentaram-se como uma mistura complexa de
substancias, de dificil isolamento, e ndo foram trabalhadas. |

b) As fragBes 113 a 127 eram formadas predominantemente de material sélido branco,
que foi submetido a CCD e mostrou tratar-se de [B-sitosterol por comparagdo com
amostra auténtica.

c) As fragdes 128 a 133 apresentaram-se sob o aspecto fisico constituidas de material
solido disperso em um 6leo marrom. Feita CCD as fragGes foram reunidas e o material
resultante chamado de ILEC(128-133), cujo tratamento cromatografico encontra-se

relatado a seguir.

5.29. Elaborac¢io da Frac¢io ILEC(128-133) e Obtencio de ILEC-1(92)

Foi realizado o fracionamento cromatografico em coluna da fragdo ILEC(128-133)
visando purificagdo dos constituintes, conforme descri¢do abaixo:

Peso da amostra: 313mg / Aspecto: 6leo marrom com material solido disperso

Silica-gel adsorgdo: 1g/ Silica gel coluna: 8g
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Foram obtidas 17 fragdes eluidas na seguinte ordem:

Eluente Proporgao Fracoes
Cloroférmio 1 01202
Cloroférmio/acetato de etila 1l 03al4

Acetato de etila 1 15
Metanol 1 16a17

As fragdes 07 e 08 apresentaram-se como um material sélido levemente
amarelado. Feita CCD observou-se que o material ndo era revelado por uso de vanilina
ou iodo e podia ser detectado apenas pela observagdo sob luz UV. Assim, as fragdes
foram reunidas e tratadas com uma mistura de hexano/acetona (4:1) visando eliminar
resquicio de impureza de natureza polar. Obteve-se dessa maneira um precipitado
solido, de cor levemente amarelada, de ponto de fusdo 180-182 C. A substéancia foi
denominada ILEC-1 e identificada como o éster metilico do 4cido 4-hidroxi-3-metoxi-
benzoico (92).

5.30. Elaboracao do Eluato ILEA e Obtenciio de ILEA-1(93) e ILEA-2(78)
O tratamento cromatografico do eluato ILEA foi feito de acordo com as seguintes
especificagGes: |
Peso da amostra: 9,13g /Aspecto da amostra: 6leo marrom com material sélido
Silica-gel adsorgdo: 19g/ Silica-gel coluna: 80g

Foram obtidas 76 fra¢des conforme a ordem de elui¢io abaixo:

Eluente Proporgio Fracdes
Cloroformio 1 Olall
Cloroférmio/acetato de etila 91 12a 14
Cloroférmio/acetato de etila 3:1 15a42
Cloroférmio/acetato de etila 1:1 43 a 44
Acetato de etila 1 45 a 60
- Acetato de etila/etanol 9:1 61 a 69
Acetato de etila/etanol 3:1 70a72
Acetato de etila/etanol 1:1 73 a75
Etanol 1 76
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Observacoes:

a) As fragdes 24 a 28 apresentaram-se constituidas por material solido disperso em uma
pasta amarela. Apos analise em CCD as fragdes foram reunidas e tratadas com
cloroféormio. A maior parte do material foi dissolvida, permanecendo insoluvel um
sélido levemente amarelado, chamado de ILEA(24-28)(ins.cloroformio). O material
solavel em cloroformio foi denominado ILEA(24-28)(sol.cloroformio), e foi submetido
a tratamento cromatografico descrito na seqiiéncia.

b) ILEA(24-28)(ins.cloroférmio) foi tratado com acetona, resultando na obtengdo de um
precipitado solido levemente amarelado, de ponto de fusdo 210-213 °C, denominado
ILEA-1 e identificado por dados espectroscopicos como sendo o acido para-hidroxi-
cindmico (93).

c) A fragdo 52 mostrou-se constituida predominantemente por material solido e foi
lavado varias vezes com acetato de etila sob aquecimento, resultando na obteng¢do de um
sélido branco, de ponto de fusdo 283-286 °C, denominado ILEA-2 e caracterizado

como o glicosideo do B-sitosterol (78), isolado anteriormente de 7abebuia serratifolia.

5.31. Elaborac¢io da Fraciao ILEA(24-28)(sol.cloroférmio)

Fez-se coluna cromatografica dessa fragdo visando o isolamento de uma substancia
revelada em cor azul em vanilina e de Rf menor que a substincia denominada [LEA-1.
O fracionamento ocorreu através das seguintes especificagdes:

Peso da amostra: 500mg/ Aspecto da amostra: resina amarela com sélido disperso

Silica-gel adsorgdo: 4g / Silica-gel coluna: 30g

Foram eluidas 36 fragGes conforme a seguinte ordem:

Eluente Proporg¢ao Fragoes
Cloroférmio . 1 01a20
Cloroférmio/acetato de etila 7:1 21a24
Cloroformio/acetato de etila 3:1 25a27
Cloroférmio/acetato de etila 1:1 28a29
Acetato de etila 1 30a32
Acetato de etila/etanol 171 33835
Etanol 1 36




Observou-se a presenga da substancia revelada em azul nas fragdes 04 a 22,
Contudo, foram reunidas para tratamento cromatografico as fragdes 08 a 19, por
apresentarem menor quantidade de impurezas. A fragdo foi denominada
ILEA(24-28)(sol.cloroférmio)(08-19) e submetida a cromatografia descrita no item

seguinte.

5.32. Elaborac¢do da Frac¢io ILEA(24-28)(sol.cloroférmio)(08-19)
Essa fragdo foi cromatografada em coluna conforme as especificagdes abaixo:
Peso da amostra: 290mg / Aspecto da amostra: 6leo amarelo com so6lido disperso
Silica-gel adsorgdo: 2¢g / Silica-gel coluna: 20g

Foram obtidas 49 fragdes de acordo com a ordem de elui¢do abaixo:

Eluente Propor¢io Fracdes
Hexano/cloroférmio 4:1 01
Hexano/cloroférmio 32 02
Hexano/éloroférmio 1:1 03
Hexano/cloroférmio 1:2 04

Cloroférmio 1 05
Clorofoérmio/acetato de etila 9:1 06al0
Cloroférmio/acetato de etila 4:1 | 11al3
Cloroférmio/acetato de etila 3:1 ' ~ 14a36

Acetato de etila 1 37a44
Etanol 1 45 a 49

Observagdes:

a) As fragGes iniciais ndo apresentaram substdncias.

b) Observou-se em CCD a presenga da substdncia revelada em azul nas fragdes 29 a 40,
onde foi também detectada a presenga de ILEA-1. As fragGes 35 a 40, de aspecto solido,
foram reunidas e a fragdo resultante chamada de ILEA(24-28)(sol.cloroférmio)(08-19)

(35-40), cujo fracionamento cromatografico encontra-se descrito a seguir.
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5.33. Elaboracio da Fracio ILEA(24-28)(sol.cloroformio)(08-19)(35-40)
Foi feita cromatografia em coluna dessa fragdo com o objetivo de purificar a
substancia revelada azul e de aspecto sélido, de acordo com as descrigdes abaixo:
Peso da amostra: 227mg / Aspecto da amostra: slido levemente amarelado
Silica-gel adsorg¢do: 1g/ Silica-gel coluna: 10g

Obteve-se 04 fragdes eluidas na seguinte ordem:

Eluente Propor¢do | Fragdes
Cloroférmio/acetato de etila 4:1 01
Cloroférmio/acetato de etila L1 02
Acetato de etila 1 03
Etanol : 1 04
Observagdes:

a) A fragdo 01 mostrou-se desprovida de ILEA-1, contudo ainda levemente
impurificada com material de Rf muito préximo ao da substancia desejada. A fragdo foi
chamada de ILEA(24-28)(sol.cloroférmio)(08-19)(35-40)(01) e seu fracionamento
cromatografico encontra-se descrito no item seguinte.
b) A fragdo 02 apresentou em CCD quantidades parecidas da substdncia revelada em
azul e ILEA-1 e por isso ndo foi reunida a fragdo 01.

c) As fragdes 03 e 04 estavam constituidas apenas de ILEA-1.

S.34. Elaboracio da Fracgio ILEA(24-28)(sol.cloroformio)(08-19)(35-40)(01) e
Obtenc¢io de ILEA-4(94)
O fracionamento cromatografico dessa fragdo, visando purificar a substdncia sélida
revelada em azul, obedeceu as seguintes especificagdes:
Peso da amostra: 37mg / Aspecto da amostra: sélido levemente amarelado
Silica-gel adsorg¢do: 0,5g / Silica-gel coluna: 5g

Foram obtidas 22 fragdes seguindo a ordem de eluigdo abaixo:

Eluente Proporgio Fracdes

Cloroférmio 1 01a05

Cloroférmio/acetato de etila 4:1 06 a2l
Acetato de etila 1 22
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Resultados:

Obteve-se nas fragdes 10 a 12 uma substincia de mancha tnica em CCD,
revelada em azul com vanilina. As fragdes foram reunidas, produzindo 12mg da
substancia denominada ILEA-4, que apresentou-se como um sélido branco, de ponto de
fusdo 251-253 °C, e caracterizada como o triterpeno denominado acido 3f,63-19u-

trihidroxi-urs-12-eno-28-6ico (94), inédito no género Tabebuia.
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5.35. ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DO EXTRATO
ETANOLICO DAS CASCAS DO LENHO DE Tubebuia rosea (Fluxograma 2,
pag.173)
5.36. Obten¢do do Extrato Etanoélico das Cascas do Lenho de Tabebuia rosea

As cascas do lenho de Tabebuia rosea (700g)foram secas a temperatura ambiente,
trituradas, e submetidas a extragdo a frio com etanol. A solugdo obtida foi destilada sob
pressdo reduzida a temperatura média de 60° C. Obteve-se 128g de extrato etandlico,

sob a forma de um xarope marrom-escuro, que foi denominado ICE

5.37. Fracionamento do Extrato Etandlico ICE

O fracionamento inicial de ICE (128g) foi feito adsorvendo-o em 150g de silica-gel
por meio de atrito mecanico em gral de porcelana, acondicionamento sobre 260g de
silica-gel em funil de separagdo e eluigdo com hexano, cloroférmio, acetato de etila,

etanol e metanol, resultando nos seguintes eluatos:

- ELUENTES | ELUATO | 'PESO(g)
" Hexano | ICEH V 0,91
Cloroférmio ICEC : 5,73
Acetato de etila ICEA 0, /2
Etanol ICEE 13,67
Metanol ICEM 16,38
Observagdes:

a) O eluato ICEH mostrou-se como um o¢leo amarelo, onde observava-se pequena
quantidade material sélido branco. ICEH foi submetido a tratamento cromatografico.

b) O eluato ICEC‘ tinha o aspecto de pasta, de coloragido verde. CCD mostrou a presenga
de clorofila na amostra, impurificando largamente os demais constituintes. O extrato foi
submetido a analise cromatografica.

c) Os eluatos ICEE e ICEM apresentaram-se como xaropes marrom-escuro. CCD
revelou a presenga de constituintes muito polares e de Rf muito proximos. Esses eluatos

ndo foram estudados.
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5.38. Elaboragio do Eluato ICEH

O eluato ICEH foi cromatografado em coluna, conforme as especificagdes
abaixo: |

Peso da amostra: 910mg / Aspecto da amostra: 6leo amarelo

Silica-gel adsorg@o: 1g /Silica-gel coluna: 10g

Foram eluidas 33 fragdes, na seguinte ordem:

Eluente ~Proporg¢io Fracoes

Hexano i 0lall

Hexano/acetato de etila 3.1 12232
Acetato de etila 1 33

As fragdes 28 a 30 apresentaram-se como um solido amarelo, e constituidas de
uma substincia majoritaria. Foram reunidas e a fragdo resultante denominada ICEH(20-

30). O tratamento cromatografico encontra-se descrito a seguir.

5.39. Elaboracio da Fracio ICEH(28-30) e Obtenc¢ao de ICEH-K1(77)
ICEH(28-30) foi cromatografada em coluna conforme as seguintes especificagdes:
Peso da amostra: 15mg / Aspecto da amostra: solido amarelo
Silica-gel adsor¢do: 0,5g / Silica-gel coluna: 3g

Foram obtidas 23 fragdes, eluidas da seguinte maneira:

Eluente Proporcao Fracgoes
Hexano/acetato de etila 10:1 01al9
Acetato de etila 1 20a23

As fragdes 06 a 14 mostraram em CCD a presenga de duas substdncias, sendo a
menos polar o componente majoritario. As fragdes foram reunidas e tratadas com
etanol. Observou-se entdo a formagdo de um precipitado branco, enquanto que a solugdo

ficou com colorag¢do amarela.



Feita CCD das partes solvel e insoluvel em etanol verificou-se que a solugdo
continha mistura de duas substncias, enquanto que o material insoluvel apresentava-se
puro.O solido branco obtido (6mg) foi denominado ICEH-KI1 e posteriormente

identificado como pB-sitosterol (77), isolado anteriormente em Tabebuia serratifolia.

164



5.40. PREPARACAO DE DERIVADOS

5.41. Obtencio de IAEA-K3-Ac (89a)

A substincia denominada IAEA-K3(89), isolada na fragio IAEA(37-41)(46-49),
foi submetida a reag@o de acetilagdo, seguindo os procedimentos abaixo:

Dissolveu-se 43mg de IJAEA-K3 em 1mL de piridina e 2mL de anidrido acético.
A mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente, sob agitagdo magnética,
durante 24 horas, apds ser constatada a ocorréncia da reagdo por CCD. Adicionou-se
entdo a mistura 15 mL de agua e 15mL de cloroformio e em um funil de separagdo fez-
se o isolamento das fases. A fase aquosa foi tratada por mais duas vezes com 15mL de
cloroférmio e as fases organicas foram reunidas em uma s6. Desprezou-se a fase
aquosa. A fase organica foi colocada em um funil de separag@o e lavada por quatro
vezes com 30 mL de solugdo 10% de sulfato de cobre (CuSQO4). Devidamente separada,
a fase orgénica foi tratada com sulfato de sodio anidro (Na;SQOy), filtrada e o solvente
destilado sob pressdo reduzida. O material resultante constituiu-se de 43 mg de um odleo
marrom denominado IAEA-K3 (Acetilagdo). CCD do material acetilado mostrou que
era constituido por uma substincia majoritaria, a qual foi purificada em cromatografia

em coluna, especificada abaixo.

Peso da amostra: 43mg/ Aspecto da amostra: 6leo marron
Silica-gel adsorgdo: 0,5g/ Silca-gel coluna: 5g

Foram eluidas 06 fragdes, na seguinte ordem:

Eluente Proporcao Fracdes
Cloroférmio 1 01
Cloroférmio/acetato de etila 10:1 02
Cloroférmio/acetato de etila | kl 03
Acetato de etila 1 04
Acetato de etila/etanol 10:1 05
Etanol 1 06




Obteve-se nas fragdes (02-04) 31mg do derivado acetilado puro, denominado
JAEA-K3-Ac(89a), resultante da acetilagio de quatro dos cinco grupos hidroxila
presentes em IAEA-K3(89).

5.42. Obteng¢ao de JAEA-K4-Ac (88a)

A substancia IAEA-K4 (88), contida na fragdo IAEA(36)(36-39)(10-16)(17-20)
foi submetida a reagdo de acetilagdo, seguindo procedimentos similares aos descritos
no item 5. Para a purificagdo do derivado acetilado, foi feito fracionamento
cromatografico em coluna, conforme as seguintes especificagdes:

Peso da amostra: 40 mg/Aspecto da amostra: 6leo amarelo

Silica-gel adsorgdo: 0,5 g/Silica-gel coluna: 4g

Foram obtidas 17 fragdes, eluidas de acordo com a ordem abaixo:

Eluente Propor¢io Fracoes
Hexano/cloroférmio 1 01
Hexano/cloroformio ) 02 a07

‘Cloroférmio 1 08al0
Cloroférmio/acetato de etila 9:1 11412
Cloroférmio/acetato de etila o 13 a 14

Acetato de etila 1 15216
Metanol 1 1

Foram obtidos 24mg do derivado acetilado puro, denominado IAEA-K4-Ac
(88a), nas fragdes (12-14), produto da acetilagdo de trés dos quatro grupos hidroxila
presentes em IAEA-K4(88).

5.43. Obtencio de Lapiper (96), Lapirrol (97) e Lapimor (98)

Esses trés derivados aminados do lapachol foram preparados através do seguinte
procedimento padrdo: em um baldo monotubulado foram adicionados 100mg de
lapachol (41 mmol) e 2mL da amina e o sistema reacional foi mantido sob agitagio
magnética, a temperatura ambiente, durante 6 horas. Em seguida o excesso de amina foi
retirado sob vacuo. O produto bruto foi dissolvido em acetato de etila e precipitado pela
adi¢@o de hexano a solugdo e posteriormente filtrado a vacuo, lavado com hexano sob
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aquecimento (para retirar tragos de lapachol) e submetido a anélises espectroscopicas de
LV, EM, RMN”C e RMN'H que permitiram a determinagdo estrutural. Os
rendimentos e os dados fisicos dos produtos encontram-se abaixo:

Lapiper (96): 100mg (79%). Sélido cristalino vermelho, p.f. 88-90°C ; Lapirrol (97):
99mg(77% ), dleo viscoso vermelho; Lapimor (98): 119mg (94%), Solido cristalino

vermelho, p.f. 81-83°C .

5.44. Obten¢io de Lapidroxi-2-1(99) e Lapidroxi-2-2 (100)

Dissolveu-se em um baldo monotubuladol,71 g de cloridrato de hidroxilamina
em 15mL de metanol e logo em seguida foram adicionados 200mg de lapachol. A
mistura reacional foi mantida sob refluxo e agitagdo magnética durante 6 horas. Ao
produto bruto foram adicionados 15 mL de 4gua e 15 mL de acetato de etila e em um
funil de separagdo as fases foram divididas. A fase orgénica foi lavada com agua ¢
novamente separada, repetindo-se esse procedimento por cinco vezes. A fase organica
resultante foi entdo tratada com sulfato de sddio (Na;SQs) anidro, filtrada e evaporada
sob pressdo reduzida até a completa destilagdo do solvente.

Ao produto bruto obtido (216 mg) foi adicionado hexano e levado para
aquecimento em banho-maria, resultando em dissolugdo de parte do material. A parte
insoluvel (158mg) foi chamada de Lapidroxi (ins.hexano) e a soluvel de Lapidroxi
(sol.hexano).

CCD das amostras mostrou que Lapidroxi (ins.hexano) era constituida por
algumas substdncias, sendo uma delas predominante, enquanto que Lapidroxi

(sol.hexano), 58mg, tratava-se de lapachol (28).

Visando a purificagdo das substancias encerradas em Lapidroxi (ins.hexano) fez-
se fracionamento cromatografico em coluna, conforme as seguintes especificagdes:
Peso da amostra: 158mg/Aspecto da amostra: pasta marrom

Silica-gel adsor¢do: 1g /Silica-gel coluna: 10g
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Foram obtidas 32 fragdes, eluidas de acordo com a ordem abaixo:

Eluente Proporgio Fracdes
Hexano 1 01 a08
Hexano/cloroférmio 9:1 09al9
Hexano/cloroférmio 4:1 20 a 27
Hexano/cloroférmio 1:1 28229
Cloroformio 1 30a3l
Acetato de etila 1 32

Resultados:

a) Obteve-se nas fragdes 13 a 25 49mg de uma substdncia pura, sob a forma de um

solido amarelo, denominada lapidoxi-2-1(99), que apresentou ponto de fusdo

152-153 °C. A anlise dos espectros mostrou que o derivado obtido tratava-se de uma

oxima.

b) As fragdes 31 a 33, constituidas de material solido, foram reunidas e tratadas com

dietil-éter. As partes soluvel e insoluvel em éter foram submetidas a CCD, onde

verificou-se que a solugdo etérea era constituida de 7mg de uma Gnica substdncia, um

sélido de coloragio laranja que apresentou ponto de fusdo 217-218 °C. A substancia foi

denominada de lapidoxi-2-2 (100) , identificada como um isémero da oxima lapidroxi-

2-1(99).
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Foram obtidas 32 fragdes, eluidas de acordo com a ordem abaixo:

Eluente Proporgao Fracoes
Hexano 1 01a08
Hexano/cloroformio 9:1 09219
Hexano/cloroférmio 4:1 20227 =N
Hexano/cloroférmio Ed 28229
Cloroformio 1 30a31
Acetato de etila 1 32

Resultados:

a) Obteve-se nas fragdes 13 a 25 49mg de uma substdncia pura, sob a forma de um
solido amarelo, denominada lapidoxi-2-1(99), que apresentou ponto de fusdo
152-153 °C. A anlise dos espectros mostrou que o derivado obtido tratava-se de uma
oxima.

b) As fragdes 31 a 33, constituidas de material solido, foram reunidas e tratadas com
dietil-éter. As partes solivel e insoluvel em éter foram submetidas a CCD, onde
verificou-se que a solugdo etérea era constituida de 7mg de uma unica substdncia, um
solido de coloragdo laranja que apresentou ponto de fusdo 217-218 °C. A substéncia foi

denominada de lapidoxi-2-2 (100) , identificada como um isdémero da oxima lapidroxi-
2-1(99).
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5.45. Bioensaios Realizados com Lapachol e seus Derivados Nitrogenados

5.46. Citotoxicidade Frente as Larvas de Artemia salina

Para a realizagdo do teste de citotoxicidade do lapachol e seus derivados foram
utilizadas larvas de Artemia salina. Os ovos de A.salina foram eclodidos em agua de
salinidade a 12 ppm e apds 24 horas, as larvas foram coletadas para os bioensaios.
Foram preparadas solugdes em triplicata das substincias 28, 96, 97 ¢ 98 em cinco
diferentes concentra¢des: 500 ppm, 100 ppm, 10 ppm, 5 ppm e 1 ppm, dissolvendo-se a
massa relativa a cada concentragdo desejada em 0,3 mL de dimetilsulfoxido, e
completado o volume para 10 mL com agua de salinidade a 12 ppm.

As solugdes preparadas foram adicionadas 10 larvas e apos 24 horas foi feita a
contagem dos animais vivos e mortos. Paralelamente aos bioensaios feitos com o
lapachol(28) e seus derivados 96, 97 e 98 foram feitos testes em branco, utilizando o
mesmo volume de dimetilsulféxido e este ndo apresentou atividade larvicida.

Os resultados obtidos foram aplicados ao Programa Probit para o calculo da
concentra¢do capaz de matar 50% das larvas (DLsg). Os resultados dos testes frente as
larvas de Artemia salina utilizando os compostos (28), (96), (97) e (98) encontram-se

apresentados na tabela 20.

Tabela 20 : Valores de DLso (ppm) apresentados pelos compostos 28, 96, 97 € 98

frente as larvas de Artemia salina.

Composto - DLsg para Artemia salina
Lapachol(28) 12,05
Lapiper(96) ' 10,00
Lapirrol(97) 55.26
Lapimor(98) 31,62

Nos testes com larvas de Artemia salina foram observados para o lapachol (28)
e os derivados (96), (97) e (98) valores de DLsy menores que 1000 ppm, que

confirmam também para os derivados do lapachol uma potencial atividade biologica'’
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5.47. Citotoxicidade Frente as Larvas de Aedes aegypti

Nos bioensaios frente as larvas de Adedes aegypti , os ovos desta especie foram
eclodidos em agua isenta de cloro. Em condigdes normais, os ovos maduros eclodem
ap6s alguns minutos quando submersos em meio liquido e apresentam quatro estagios
larvarios™, sendo, portanto, selecionadas larvas de estagio 3 para serem utilizadas em
nosso estudo.

O lapachol (28) e seus derivados nitrogenados (96), (97) e (98) foram utilizados
em cinco diferentes concentragdes 500 ppm, 100 ppm, 10 ppm, 5 ppm e 1 ppm, em
duplicata. As quantidades referentes a cada concentragdo foram dissolvidas em 0,3 mL
de dimetilsulféxido e completado o volume para 20 mL com agua. Foram adicionadas
entdo a cada tubo 50 larvas, e apOs 24 horas fez-se a contagem das larvas vivas (quando
havia). Foram feitos testes em branco, utilizando o mesmo volume de dimetilsulfoxido e
este ndo apresentou atividade larvicida. Os resultados obtidos foram aplicados ao
Programa Probit para o célculo da concentragdo capaz de matar 50% das larvas (DLsg).
Os resultados dos testes frente as larvas de Aedes aegypti utilizando os compostos (28),

(96), (97) e (98) encontram-se apresentados na tabela 21.

Tabela 21 : Valores de DLsg (ppm) apresentados pelos compostos

28,96, 97 € 98 frente as larvas de Aedes aegypti.

cdnipos*tds DLso p/ Aedes aegypti
Lapaéhol(28) 20,79
Lapiper(96) 242,61
Lapirrol(97) 899,38
Lapimor(98) 397,05

Os resultados mostraram que o lapachol(28) € a substancia mais ativa, indicando
que a presenga da hidroxila na posig¢do 2 parece ser de fundamental importincia para a

atividade larvicida contra Aedes aegypti.
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5.48. Citotoxicidade em Células Tumorais Humanas ( Tumor de Mama A549)

Os ensaios de citotoxicidade contra células tumorais foram realizados na
Universidade de Manchester-School of Pharmacy-Londres, sob a supervisio do
pesquisador Mohamed Jaffar, conforme procedimento a seguir.

A toxicidade seletiva para células tumorais da mama da espécie humana tipo A549
foi determinada para os compostos lapachol (28), lapiper (96), lapirrol (97) e lapimor
(98) utilizando-se o ensaio MTT[brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio]. As células foram tratadas com as drogas por trés horas a temperatura de
37°C sobre condigdes aerobicas(ar) e hipoxicas(Nz). As drogas foram entdo removidas
e as c€lulas mantidas em proliferagdo por trés dias antes até realizagdo do ensaio MTT.

Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 22, onde os valores de
ICso(ar) sdo as concentragdes requeridas para matar 50% das células sobre condigdes
aerdbicas e os valores de ICso(IN2) sdo as concentragdes requeridas para matar 50% das

células sob condi¢des hipoxicas. Os experimentos foram realizados em triplicatas.

Tabela 22: Dados de Citotoxicidade Aerdbica e Hipoxica dos compostos 28, 96, 97 e 98

em Células Tumorais Humanas ( Tumor de mama A549)

Composto ICso (ar ) em pM ICss (N2) em pM
“Lapachol(28) 0.783 +/-0.058 1.0+-03
Lapiper(96) 0.68 +/- 0.0059 0.99 +/-0.08
Lapirrol(97) 1.05 +-021 0.84 +/-0.11
Lapimor(93) 0.054 +-0.001 0.091 +-0.032

As observagdes iniciais mostram que tanto o lapachol(28) quanto os seus
derivados possuem atividade contra as células tumorais em baixas concentragdes sobre
condigdes aerébicas e hipoxicas. Contudo, o lapimor(98) apresentou um fator dez vezes
mais potente que seus analogos, indicando a importincia da porgdo morfolina na

toxicidade desse tipo de composto.
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Fluxograma 1: Obtengdo dos extratos e isolamento de IAE-1, IAEC-1, IAEC-2, IAEA-K1, IJAEA-K4, IAEA-K2, [AEA-K3, IAEE-K1
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FLUXOGRAMA: Obtengdo dos extratos e Isolamento de ICEH-1, ICEA-K1 E ICEA-K2
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6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico dos constituintes fixos das espécies Tabebuia serratifolia
Nichols e Tabebuia rosea Bertol resultou no isolamento de substdncias pertencentes a
vérias classes de compostos orgdnicos: quinonas, lignanas, triterpenos, acidos, €steres,
esteroides e iridoides.

O extrato etandlico do lenho de 7. serratifolia forneceu quantidade apreciavel de
lapachol (28), além de uma outra quinona, a dehidro-a-lapachona (30); as lignanas
olivil (88) e 8-epi-cicloolivil (89); o 4cido 4-hidroxi-3-metoxi-benz6ico(90); o esteroide
B-sitosterol (77) e seu glicosideo (78); e o heterosideo de iridoide 47-hidroxi-37-
metoxibenzoil-ajugol (91), identificado através do seu derivado hexaacetilado (91a).

O fracionamento cromatografico do extrato etandlico do lenho e cascas do lenho
de T. rosea resultou no isolamento do éster metilico do acido 4-hidroxi-3-metoxi-
benzoico (92), acido p-hidroxi-cindmico (93); B-sitosterol (77) e seu glicosideo(78); e
o triterpeno acido 3B-6B—l9d-trihidroxi—urs-12-eno-28-()ico (94).

O levantamento bibliografico demonstrou que 8-epi-cicloolivil (89) e o 47-
hidroxi-3”-metoxibenzoil-ajugol (91) sdo substdncias inéditas. Os compostos olivil (88),
acido 4-hidroxi-3-metoxi-benzoico (90), éster metilico do acido 4-hidroxi-3-metoxi-
benzoico (92), acido p-hidroxi-cindmico (93) e acido 33-63-19c-trihidroxi-urs-12-eno-
28-06ico (94) jamais haviam sido identificados no género Tabebuia.

A preparagdo de derivados do lapachol (28) utilizando aminas foi feita visando
obter comparag@o de dados de atividade biolégica. As aminas piperidina, pirrolidina e
morfolina produziram lapiper (96), lapirrol (97), lapimor (98), pela substitui¢do da
hidroxila no C-2 do lapachol pela respectiva amina. Na reagdo do lapachol com
cloridrato de hidroxilamina foram obtidas duas oximas, lapidroxi-2-1 (99) e lapidroxi-2-
2(100), que mostraram que nas condi¢les reacionais utilizadas ocorreu ciclizagdo e que
houve predominancia de um dos tautémeros do lapachol.

Os testes realizados com larvas de Artemia salina com o lapachol (28) e os
derivados (96), (97) e (98) apresentaram valores de DLso menores que 1000 ppm, que

indicam também para os derivados do lapachol uma potencial atividade bioldgica.
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Os testes com as larvas de Aedes aegypti utilizando os compostos (28), (96), (97)
e (98) mostraram que o lapachol (28) € a substdncia mais ativa, indicando que a
presenca da hidroxila no C-2 parece ser de fundamental importdncia para a atividade
larvicida contra Aedes aegypti.

Os dados de citotoxicidade aerobica e hipdxica dos compostos 28, 96, 97 e 98
em cé€lulas tumorais humanas ( Tumor de mama A549) mostraram que o lapachol(28) e
seus derivados possuem atividade contra as células tumorais em baixas concentragdes
sob as duas condigdes Contudo, o lapimor(98) apresentou um fator dez vezes mais
potente que seus analogos, indicando a importancia que a presenga da por¢do morfolina

nesse tipo de composto aumentou bastante a citotoxicidade nas células testadas.
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7. CONSTANTES FiSICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS

7.1. IAE-1: Lapachol (28)

FM=C;5H140;

PM=242 um.a

Ponto de fusdo: 139-140°C

Aspecto: sélido cristalino amarelo

Solubilidade: cloroférmio

Dados de RMN'H (500 MHz, CDCls): ver tab.1, pag.19.
Dados de RMN"C (125 MHz, CDCl;): ver tab.1, pag.19.
Dados de LV. (KBr, Vimax cm™): ver fig.1, pag.21.

Dados de E.M..: ver fig.7, pag.27.

7.2. JAEC-1: Dehidro-a-lapachona (30)

FM=C;5H120;

PM=240 um.a

Ponto de fusdo: 141-143°C

Aspecto: sélido cristalino laranja

Salubilidade: cloroférmio

Dados de RMN'H (500 MHz, CDCl;): ver tab.3, pag.30.
Dados de RMN"C (125 MHz, CDCls): ver tab.3, pag.30.
Dados de LV. (KBr, Vi cm™): ver fig.8, pag.32.

Dados de E.M.: ver fig.14, pag.38.
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7.3. JAEA-K1: Acido 3-hidroxi-4-metoxi-benzdico (92)

COxH

OH

FM=C8H304

PM=168 u.m.a

Ponto de fusio: 209-210 °C

Aspecto: s6lido amorfo branco

Solubilidade: cloroférmio

Dados de RMN'H (500 MHz, CDCls): ver tab.5, pag.40.
Dados de RMN"’C (125 MHz, CDCls): ver tab.5, pag.40.
Dados de LV. (KBr, Vmax cm™): ver fig.15, pag.41.
Dados de E.M.: ver fig.20, pag.46.

7.4. IAEA-K3: 8-¢pi-cicloolivil (89)

FM=C30H2407

PM=376 um.a

Ponto de fusdo: 159-162 °C

Aspecto: sélido amarelado

Solubilidade: metanol

Dados de RMN'H (500 MHz, CD;0D): ver tab.6, pag.51.
Dados de RMN"C (125 MHz, CD;0D): ver tab.6, pag.51.
Dados de LV. (KBr, Vmax cm™): ver fig.21, pag.54.

Dados de E.M.: ver fig.29, pag.62.
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7.5. IAEA-K3-Ac: 4,4, 9, 9’-acetoxi-8-¢epi-ciclooilivil (89a)

FM=C2sH3,011

PM=544 um.a

Aspecto: 6leo amarelo

Solubilidade: cloroférmio

Dados de RMN'H (500 MHz, C4Ds): ver tab.7, pag.52.
Dados de RMN"C (125 MHz, C¢Dé): ver tab.7, pag.52.

7.6. TAEA-K4: Olivil (88)

FM=C20H2407

PM=376 um.a

Ponto de fusdo: 125-127 °C

Aspecto: sélido amarelado

Solubilidade: acetona

Dados de RMN'H [500 MHz, (CD;);CO] : ver tab.9, pag.66.
Dados de RMN"C [125 MHz, (CD;),CO]: ver tab.9, pag.66.
Dados de E.M.:ver fig.36, pag.74.
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7.7. IAEA-K4-Ac: 4, 4, 9-triacetoxi-olivil (88a)
OCHj
3 _OAc

AcO™ 4 3
OCHs3

FM=C16H3001¢

PM=502 um.a

Aspecto: 6leo amarelo-escuro

Solubilidade: cloroféormio

Dados de RMN'H (500 MHz, CDCls): ver tab.10, pag.67.
Dados de RMN"C (125 MHz, CDCls): ver tab.10, pag.67.
Dados de L.V. (KBr, Viax cmi™): ver fig.37, pag.75.

Dados de E.M.:ver fig.40, pag.78.

7.8. IAEE-K1-Ac: 8, 2°,3°,4°,6°, 4’-hexaacetoxi-3”-metoxi-bezoil-ajugol(91a)

4 _OAc

FM=C35H42015

PM=750u.m.a

Aspecto: 6leo amarelo-escuro

Solubilidade: cloroférmio

Dados de RMN'H (500 MHz, CDCls): ver tab.11, pag.82.
Dados de RMN"C (125 MHz, CDCL): ver tab.11, pag.82.
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7.9. JAEC-2 ou ICEH-KI: B-sitosterol (77) e IAEA-K2 ou ILEA-2: glicosideo do
[B-sitosterol (78)

R=0H (77)

FM=C29H500

PM=414 um.a

Ponto de fusio: 136-137°C

Aspecto: solido branco amorfo

Solubilidade: cloroférmio

Dados de RMN"C (125 MHz, CDCls): ver tab.13, pag.93.

R=Glicose(78)

FM=C35Hs00s

PM=576 um.a

Ponto de fusdo: 283-286°C

Aspecto: solido branco amorfo

Solubilidade: piridina

Dados de RMN"C (50 MHz, CsH;sN): ver tab.13, pag.93.

7.10. ILEC-1: Ester metilico do dcido 4-hidroxi-3-metoxi-benzéico (92)
COQMG

FM=CoH 004
PM=182 u.m.a
Ponto de fusdo: 180-182 °C
Aspecto: sélido amarelado
Solubilidade: cloroférmio
Dados de RMN'H (200 MHz, CDCls): ver tab.17, pag.118.
Dados de RMN"C (50 MHz, CDCls): ver tab.17, pag.118.
Dados de LV. (KBr, Vi cm™): ver fig.67, pag.120.
Dados de E.M..: ver fig.70, pag.123.
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7.11. ILEA-1: Acido-p-hidroxi-cinidmico (93)

9
COxH

T

FM=C9H303

PM=164 um.a

Ponto de fusio: 210-213 °C

Aspecto: solido amarelado

Solubilidade: metanol

Dados de RMN'H (200 MHz, CD;0D): ver tab.18, pag.125.
Dados de RMN"C (50 MHz, CD;0D): ver tab.18, pag.125.
Dados de LV. (KBT, Viax cm'l): ver fig.66, pag.119.

7.12. ILEA-4: Acido 3pB,6B,19c-trihidroxi-urs-12-en-28-6ico (94)

30

FM=C35H450s

PM=488 u.m.a

Ponto de fusdo: 251-253 °C

Aspecto: sélido branco amorfo

Solubilidade: metanol

Dados de RMN'H (500 MHz, CD3;0D): ver tab.19, pag.132.
Dados de RMN"C (125 MHz, CD;0D): ver tab.19, pag.13
Dados de LV. (KBr, Vs, cm™): ver fig. 74, pag.133.

o
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7.13. Lapiper (96)

FM= C20H23 OzN

PM=309 u.m.a

Ponto de fusdo: 88-90 °C

Aspecto: solido cristalino vermelho

Solubilidade: cloroférmio

Dados de RMN'H (500 MHz, CDCls): ver fig.49, pag.96.
Dados de RMN€ (125 MHz, CDCl;): ver tab.14, pag.95.

7.14. Lapirrol (97)

FM=C19H2102N

PM=295um.a

Aspecto: 6leo viscoso vermelho

Solubilidade: cloroférmio

Dados.de RMN'H (500 MHz, CDCls): ver fig.51, pag.98.
Dados de RMN"C (125 MHz, CDCls): ver tab.14, pag.95.
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7.15. Lapimor (98)

FM=C19H2103N

PM=311 um.a :

Ponto de fusio: 81-83 °C

Aspecto: solido cristalino vermelho

Solubilidade: cloroféormio

Dados de RMN'H (500 MHz, CDCl;): ver fig.53, pag.100.
Dados de RMN"’C (125 MHz; CDCls): ver tab.14, pag.95.

7.16. Lapidroxi-2-1 (99)

FM=Cl 5H 15 O3N

PM=257 um.a

Ponto de fusdo: 152-153 °C

Aspecto: solido cristalino amarelo

Solubilidade: acetona

Dados de RMN'H [500 MHz, (CD3),CO]: ver tab.15, pag.105.
Dados de RMN’C [125 MHz, (CD;),CO}: ver tab. 15, pag.105.



7.17. Lapidroxi-2-2 (100)

FM=C1_5H1503N

PM=257um.a

Ponto de fusdo: 217-218 °C

Aspecto: solido cristalino laranja

Solubilidade: cloroférmio

Dados de RMN'H (500 MHz, CDCly): ver tab.15, pag.105.
Dados de RMN"C (125 MHz, CDCL): ver tab.15, pag.105.
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