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RESUMO

Os capitulos florais de Eglefes viscosa Less. (macela ou macela-da-terra), sdo
utilizados na medicina popular no tratamento de distiirbios gastrintestinais. Devido a sua

grande utilizacdo pela populagio, estes sdo facilmente encontrados em ervanarios de grande

parte do nordeste brasileiro.

O estudo dos constituintes voléteis, de espécimes de E. viscosa, possibilitou a
caracterizag@o de dois quimiotipos para esta espécie. Um dos quimiotipos é caracterizado pela
presenca do acetato d e #rans-pinocarveila como constituinte principal. O outro quimiotipo,
apresenta como constituinte principal um monoterpeno acetilado, isémero de posi¢do do
acetato de frans-pinocarveila, que esta sendo relatado pela primeira vez, e foi denominado
como acetato de cis-isopinocarveila. Além destes dois monoterpenos, 34 outros constituintes

volateis, foram identificados.

O extrato cloroférmico dos capitulos florais de E. viscosa forneceu, além dos
constituintes ndo voléateis ja descritos para esta espécie, mais cinco diterpenos, dos quais
quatro sdo furanicos: 12epi-bacchotricuneatina A, barbatol, tarapacol, € um novo diterpeno
monociclico denominado 15,20-epoxi-9,10-seco-4,9(10),13(20),14-labdatetraen-18-0l. Além
destes outro diterpeno monociclico nfo relatado na literatura, foi isolado, sendo denominado
de 9,10-seco-4,9(10),13(14)-labdatrien-15,20-0lid-18-0l. Foi possivel também observar a

presenca da 6-metoxi-5-hidroxi-cumarina (escopoletina) neste extrato.

A grande quantidade dos diterpenos bacchotricuneatina A e acetato da lactona do
acido hautriwaico, possibilitou a formagdo de trés adutos nitrogenados e um oxigenado,

obtidos a partir da adi¢fo de Michael de aminas e alcoois a estes diterpenos.

As determinagdes estruturais foram realizadas através de métodos
espectrométricos (IV, RMN 'H, RMN 13C), incluindo RMN bidimensional e cromatografia

gas-liquido acoplada a espectrometria de massa.
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ABSTRACT

The flower buds of Egletes viscosa Less. (“macela” or “macela-da-terra™) are used
in folk medicine for the treatment of gastric disturbances. Due to the widespread use they can
be easily found in herbal stores throughout the Northeast of Brazil. A study of the volatile
chemical constitution with different specimens of E. viscosa led to the characterization of two
chemotypes for this species. One chemotype is characterized by the presence of trans-
pinocarvyl acetate, as the major constituent while the other presents another acetylated
monoterpene designated frans-isopinocarvyl acetate. The later is repported for the first time in

the literature. Several other volatile constituents were also identified from both oils.

The chloroform extract from the flower buds of E. viscosa yielded, besides the
already know non-volatile constituents centipedic acid, ternatin, and lactone, reported
previously for this species, five other diterpene not yet reported for the species. Four of them
are furan derivatives: 12-epi-bacchotricuneatin A, barbatol, tarapacol and the new monocyclic
diterpene 15,20-epoxy-9,10-seco-4,9(10),13(20),14-labdatetraene-18-o0l; the other one is a
novel y-lactone m onocyclic diterpene 9,10-seco-4,9(10),13(14)-labdatriene-15,20-o0lid-18-ol.

Scopoletin was also isolated.

The large amount of the isolated diterpenes: lactona and 12-epi-bacchotricuneatin
A allowed the preparation of four, nitrogenated and oxigenated, derivatives by Michael

addition of specific amine and alcohols to the diterpenes.

Structure determination was performed by spectroscopic analysis (NMR, IR, MS)
including two-dimensional NMR and gas chromatography coupled to mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

L]

Egletes viscosa Less. (Asteraceae) (Fig. 1, abaixo), € uma espécie tipica da
caatinga, vegetagdo que representa cerca de 10 % da flora existente no Brasil

(http://www.wwf.org.br/bioma), abrangendo quase a totalidade do territério do Estado do

Cear4, (Fig. 2, abaixo). Esta espécie inicia seu ciclo vegetativo no inicio do periodo de seca,
quando grande parte da vegetagdo nordestina definha devido a escassez de dgua. O seu habitat

caracteristico, s@o os leitos e margens secas de rios, lagoas e acudes (Fig. 3, p. 2), onde se

adapta muito bem.

~)

Figura 2: Representacdo da caatinga no territdrio brasileiro. Adaptado de

http://www.wwf.org.br/bioma.




Figura 3: Fotos de Egletes viscosa Less. em seu habitat natural.

Esta espécie é conhecida pela populagdo nordestina como macela ou macela-da-
terra (Correia, 1974). Nas regides sul e sudeste do Brasil, outras duas espécies da familia
Asteraceae, Achyroclfne satureoides (Lam.) DC. (Fig. 4, abaixo), ¢ Chrysanthemum
parthenium (L.) Bernh. (Fig. 5, p. 3), também recebem a denominag&o popular de macela
(Lorenzi, 2000).

Figura 4: Fotos de Achyrocline satureoide (Lam.) DC.

A medicina popular da regido nordeste faz grande uso dos capitulos florais de
macela para combater disturbios digestivos, sendo administrado na forma de cha (Matos,
1991). Devido a larga utilizagdo dos capitulos florais de E. viscosa, estes sao comercializados
em escala apreciavel (Fig. 6, p. 3); sendo encontrados em quase todos os ervandrios das
cidades nordestinas, em estado natural, ou embalados industrialmente e nas grandes redes de

comércio alimenticio.




Figura 5: Foto de Chrysanthemum parthenium (L.) Bernh.

Figura 6: Formas de comercializag@o dos capitulos florais de Egletes viscosa Less.

Visando a comprovagéo cientifica do uso etnobotanico medicinais de E. viscosa,
deu-se inicio no fim da década de 80, na Universidade Federal do Ceara-UFC, ao estudo
quimico e farmacoldgico da referida espécie. Este estudo foi iniciado com a determinacédo da
constitui¢do quimica volatil dos capitulos florais (Craveiro, 1992), seguido da comprovacéo
das atividades antinociceptiva, anticonvulsivante e antibacteriana para o 6leo essencial. O
estudo dos constituintes ndo-volateis foi relatado por Lima e colaboradores que isolaram um
flavonoide, ternatina (1); e dois diterpenos, acido centipédico (2) e 15,16-epoxi-12-acetoxi-

3,13(16),14-clerodatrien-18,19-olideo (3) (Lima, 1996), do extrato hexanico dos capitulos




florais. Na area farmacolédgica, o grupo coordenado pelo Prof. Dr. Vietla S. Rao realizou
intensos estudos sobre as atividades farmacoldgicas da ternatina (1). Foram comprovadas as
atividades hepatoprotetora (Rao, 1994; Souza, 1998), antianafildtica e antiinflamatéria
(Souza, 1992), antitrombética (Souza, 1994), antidiarréica e gastroprotetora (Rao, 1997) e até
mesmo uma moderada atividade anti-HIV (Lima, 1996; Santos, 1998).

Porém, pdde-se observar que eram necessarios estudos mais aprofundados da
composi¢cdo quimica volatil e ndo-volatil de E. viscosa, das atividades farmacolégicas dos
6leos essenciais e dos constituintes ndo-volateis isolados de E. viscosa; bem como a tentativa

de domesticacdo da espécie, para produciio em larga escala, motivando a realizacdo deste
trabalho.

OMe =l
MeO 0 R |
| | Ohvie
OH s)
(1)
= = =
COOH

2
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2 CONSIDERACOES BOTANICAS
2.1 Consideragdes Botanicas Sobre a Familia Asteraceae

De acordo com a literatura (http://biodiversity.uno.edu/delta/), a familia

Asteraceae ou Compositae, como era denominada, compreende cerca de 13.000 espécies
distribuidas em 1576 géneros. Segundo Graziele M. Barroso (Barroso, 1991), “... sio espécies
de ampla distribui¢o, bem representadas em regides tropicais, subtropicais e temperadas. So
na verdade plantas que tanto podem medrar em localidades ao nivel do mar, como atingir os
picos das mais altas montanhas, tendo invadido, com sucesso, todos os tipos de habitats, com
exceegdo, talvez, do aquatico, visto que poucas espécies sio, realmente, aquaticas verdadeiras.
Sdo mais abundantes nas regides aridas do que nas florestas tropicais umidas. No Brasil, estdo

representadas por, aproximadamente, 180 géneros ...”.

A familia Asteraceae ¢ dividida em 13 tribos: Vernoniae, Eupatoriae, Astereae,
Inuleae, Heliantheae, Heleniae, Anthemideae, Senecioneae, Calenduleae, Arctotideae,
Cynareae, Mustisiaea ¢ Cichorieae. De acordo com Graziele M. Barroso (Barroso, 1991),
“Das 13 tribos classificadas para a familia, somente duas — Astereae e Senecioneae — s@o
cosmopolitas ou quase cosmopolitas; Cichorieae, Cynareae € Anthemideae pertencem ao
Hemisfério Norte, com principais centros de ocorréncia nas regides mediterrdnea e asiatica
central, Calenduleae e Arctotideae sio africanas; Vernoniae, Eupatoriae, Heliantheae,
Heleniae e Mustisiaea sio predominantemente americanas, com poucos tipos originados nas
regides tropicais e subtropicais da Africa e da Asia. A tribo Inuleae €, em geral, do Velho

Mundo, ...”.
2.2 Consideragdes Botanicas Sobre a Tribo 4stereae.

A tribo Astereae apresenta mais de 2.600 espécies distribuidas em 150 géneros,

listados na tabela 1, (p. 6), (http:/www.kew.uk; http://www.plantkingdom.

com/kingdon/asteraceae/asterea.htm), com distribuigio predominantemente extratropical. No

Brasil, a maior dispersio das Astereae estd localizada no Sul do pais, principalmente nos

estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (Barroso, 1991).

Graziele M. Barroso (Barroso, 1991), descreve botanicamente a tribo Astereae
como: ... ervas anuais ou perenes, subarbustos ou, mais raramente, rvores de pequeno porte

a mediano (Baccharis ssp). Folhas de limbo inteiro ou dividido (Egletes viscosa Less. e



Sommerfeltia spinulosa Less.), alternadas ou raramente opostas. Capitulos isolados no apice
dos ramos, dispostos em inflorescéncia corimbosas, ou ordenados unilateralmente em ramos
longos e encurvados, que se retinem num dibétrio multifloro (Solidago). Invélucro com
filarias lineares ou lanceoladas, agudas, com ou sem bordo escarioso, dispostas em uma ou
mais séries (Fig. 7, p. 12). Flores isomorfas ou heteromorfas, marginais femininas, liguladas,
com ligula estreita, longa, sobressaida do invélucro, ou curta, ou tubuloso-filiformes (Conysa,
Baccharidastrum e Heterothalamus) (Fig. 7, p. 12). Flores do disco andrdginas ou
masculinas, com corola tubulosa (Fig. 7, p. 12). Antera de base obtusa. Estilete com ramos
lanceolados, de &pice truncado ou triangular, com pélos coletores no dorso e papilas
estigmaticas dispostas em séries marginais (Fig. 7, p. 12). Aquénios, em geral, comprimidos
com bordos espessados, lisos, costados ou estriados (Fig. 7, p. 12), ou cilindricos, com ou sem
costelas, ou angulosos, de paredes duras (Grindelia). Papus de cerdas finas e persistentes, ou
mais ou menos aplanadas e rijas, caducas. Em Eglefes, o papus ¢ coroniforme de consisténcia

carnosa. Papus duplo € encontrado em Hysterionica.”.

Tabela 1: Géneros da tribo Astereae, com seus respectivos sindnimos, quando estes existirem.

Género Sindénimo

Acamptopappus (A.Gray) A.Gray

Almutaster A.Love & D.Love Aster L.
Amellus L.

Amphiachyris (DC.) Nutt.

Amphipappus Torr. & A.Gray

Aphanostephus DC.

Aphantochaeta A.Gray ‘Chaetopappa DC.
Apopyros*

Aster L.

Astranthium Nutt.

Aylacophora Cabrera

Baccharidastrum Cabrera Baccharis L.
Baccharidiopsis G.M.Barroso Aster L.
Baccharis L.

Bellis L.

*




A

Benitoa D.D.Keck
Bigelowia DC.

Boltonia L'Her.
Borkonstia Ignatov
Bourdonia Greene
Brachychaeta Torr. & A.Gray
Brachycome Cass.(SUQ)
Brachyscome Cass.
Bradburia Torr. & A.Gray
Brintonia Greene
Callistephus Cass.
Calotis R.Br.

Centipeda Lour.

Ceruana Forssk.
Chaetopappa DC.
Charieis Cass.
Chiliophyllum Phil.
Chiliotrichum Cass.
Chlamydites J.R. Drumm.
Chrysopsis (Nutt.) Elliott
Chrysothamnus Nutt.
Chthonocephalus Steetz
Commidendrum DC.
Conyza Less.
Conyzanthus Tamamsch.
Crinitaria*

Croptilon Raf.
Cyathocline Cass.
Dichaetophora A.Gray
Dichrocephala L'Her. ex DC.
Diplostephium Kunth
Doellingeria*™

Eastwoodia Brandegee

Aster L.
Chaetopappa DC.
Solidago L.

Brachyscome Cass.

Solidago L.

Felicia Cass.

Aster L.

Aster L.




Egletes Cass.

Engleria O.Hoffm.
Eremiastrum A.Gray
Ericameria Nutt.
Erigeron L.
Erodiophyllum F.Muell.
Eurybiopsis DC.
Euthamia (Nutt.) Elliott
Felicia Cass.

Galatella (Cass.) Cass.
‘Geissolepis B.L.Rob.
Glycideras DC.
Grangea Adans
Grangeopsis Humbert
Greenella A.Gray
Grindelia Willd.
Gutierrezia Lag.
Gymnosperma Less.
Gymnostephium Less.
Gyrodoma Wild
Haplopappus Cass.
Hazardia Greene
Henricia Cass.
Herrickia Wooton & Standl.
Heterotheca Cass.
Hysterionica Willd.
Isocoma Nutt.
Kalimeris (Cass.) Cass.
Keysseria Lauterb.
Kippistia F.Muell.
Kitamuraea Rauschert(SUS)
Kitamuraster Sojak(SUS)

Laennecia Cass.

Monoptilon Torr. & A.Gray

Minuria DC.

Aster L.

Psiadia Jacq.

Gutierrezia Lag.

Psiadia Jacq.
Aster L.

Aster L.
Aster L.

w




Laestadia Kunth ex Less.

Lagenifera Cass.(SUO) Lagenophora Cass.
Lasallea Greene Aster L.
Lepidophyllum Cass.

Lessingia Cham.

Leucelene Greene Chaetopappa DC.
Leucosyris Greene Aster L.

Llerasia Triana

Machaeranthera Nees

Macronema Nutt. Ericameria Nutt.

Mairia Nees

Microtrichia DC. Grangea Adans.
Minuria DC.
Miyamayomena Kitam, Aster L.

Monoptilon Torr. & A.Gray
Myriactis Less.
Nardophyllum (Hook. & Am.) Hook. & Am.

Neja*

Nidorela*

Oclemena Greene Aster L.

Ocyroe Phil. Olivaea Sch.Bip. ex Benth.

Olearia Moench

Olivaea Sch.Bip. ex Benth.

Oonopsis (Nutt.) Greene

Oreochrysum Rydb.

Oreostemma Greene Aster L.
Oritrophium (Kunth) Cuatrec.

Osbertia Greene

Pachystegia Cheeseman Olearia Moench
Pentachaeta Nutt.

Petradoria Greene

Pityopsis Nutt.

Plagiocheilus Am. ex DC.



Podocoma Cass.
Prionopsis Nutt.
Psednotrichia Hiern
Psiadia Jacq.

Psila Phil.

Psilactis A.Gray
Pteronia L.

Pyrrocoma Hook.
Rayjacksonia*

Remya W .F Hillebr. ex Benth.
Rennera Merxm.
Rhamphogyne S.Moore
Rhynchospermum Reinw.
Rigiopappus A.Gray
Rochonia DC.

Selloa Kunth
Sericocarpus Nees
Sheareria S.Moore
Solenogyne Cass.
Solidago L.

Stenotopsis Rydb.
Stenotus Nutt.
Stephanodoria Greene
Symphyotrichum™*
Thurovia Rose
Tolbonia Kuntze
Tonestus A.Nelson
Townsendia Hook.
Tracyina S.F.Blake

Vanclevea Greene

Virgulaster Semple
Weberaster A.Love & D.Love
Xanthisma DC.

10

»
Baccharis L.
Ericameria Nutt.
Gutierrezia Lag.
Calotis R.Br.
Aster L. -
Aster L.
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Xanthocephalum Willd.
Xylorhiza*
Xylothamia G.L.Nesom, Y.B.Suh, D.R.Morgan & B.B.Simpson

*Géneros que ndo foi possivel identificar os autores.

2.3 Consideragdes Botanicas Sobre o Género Egletes Cass.

O género Egletes Cass. habita toda a América intertropical e abriga cerca de 25
especies: E. arkansana Nutt., E. bellidiflora Less., E. californica Kellogg, E. commixta
Shinners, E. domingensis Cass., E. domingensis var. glabrata DC., E. floribunda Poepp. &
Endl, E. florida Shinners, E. glabrata Benth. ex Oerst., E. humifusa Less., E. humilis Torr. &
Gray, E. liebmanni Sch. Bip. ex Hemsl, E. liebmannii var. yucatana Shinners, E. obovata
Benth. ex Oerst., E. pringlei Greenm., E. prostrata Kuntze, E. prostrata var. glabrata Kuntze,
E. ramosissima A. Gray, E. repens Shinners, E. tenuifolia Cuatrec., E. texana Engelm. ex A.
Gray, E. viscosa Less., E. viscosa forma bipinnatifida Shinners, E. viscosa var. dissecta

Shinners e E. viscosa var. sprucei Baker (http://www.us.ipni.org:8181/).

O termo Egletes significa estrelado, luzente, por causa dos capitulos com flores do

disco amarelas e a do raio brancas, lembrando astro.

Martius, em sua obra, Flora Brasiliensis, descreve o género Egletes Cass. como
(Martius, 1882): “Capitulos radiados, flores radiais femininas férteis e as do diéco
hermafroditas férteis; involucro campanulado; bracteas lanceoladas agudas, subseriadas
receptaculo. Corola com flores marginais lanceoladas ou filiformes, disco regularmente
tubuloso, limbo campanulado, dentes 4 — 5, antera base inteira obtusa, ramo do estilete
brevemente achatado, apéndices breves. Aquénio subquadranguiar e apice cupulado. Sem
pappus. Erva anual decubentes ou suberecta, folhas alternas cesseis, obovais dentadas ou

binatifidas, capitulos pequenos penduculatus.”.
2.4 Consideragdes Botanicas Sobre a Espécie Egletes viscosa Less.

Egletes viscosa Less., ocorre abundantemente no nordeste do Brasil, inclusive no
estado do Ceard, onde é facilmente encontrada no sertdo. Segundo Pio Correa (Correa, 1974)
a espécie E. viscosa € descrita como: “Egletes viscosa Less. é herbaceae, anual, caule
cespitoso toda pilosa glandulosa, folha profunda pinatifida de 2 — 5 cm de comprimento,

subpeciolada, dilatada, capitulos solitérios, laterais curtos penduculatos ou no 4pice dos ramos
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quase carimbosos, invélucro largo campanulado, bractens pilosos, lanceoladas e agudas,

corola alva-ligulada, lanceolada aguda, aquénio quadrangular de 4pice denteado. Habita toda

a América Tropical — ¢ planta amarga estoméquica e antidiarréica.

W

Figura 7:Detalhes das estruturas vegetais de espécimens da tribo Astereae. A — Inulopsis
scaposa (Baker) Hoffm.: capitulo com brécteas involucrais e flores radiais, com ligulas
estreitas, exsertas do invélucro; B — Conyza sp.: capitulo com invélucro campanulado,

trisseriado; C — Baccharis sp.: flor feminina; D - Baccharis intermixta DC.: flor feminina com
corola filifrome e ramos longos do estilete; E — Heterothalamus sp.: flor feminina; F —

Baccharis intermixta DC.: flor masculina com lobos da corola revolutos e estilete com ramos

curtos e estéreis; G — Heterothalamus sp.: flor masculina com papus de cerdas aplanadas; H —

detalhes dos ramos dos estiletes de Aster sp.; I — detalhes dos ramos dos estiletes de Erigeron
sp.: ] — aquénios de Asteropsis macrocephala Less.; K — aquénios de Sommerfeltia sp.

Adaptado de Barroso, 1991, Pags. 277, 285, 287, 289, 301 e 303.
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO SOBRE OLEOS ESSENCIAIS DE
ASTEREAE PUBLICADOS ENTRE 1992 E 2002.

Devido a grande importancia dada ao estudo do dleo essencial de Egletes viscosa
Less. nesta tese e a'auséncia de trabalhos de revisdo sobre os estudos relacionados com dleos
essenciais de Astereae, tribo do género Asteraceae a que pertence a referida espécie, resolveu-

se elaborar este levantamento bibliografico.

Utilizando como fontes pricipais o Chemical Abstracts e o site de busca Web of
Science (http://www .periodicos.capes.br), foi construida a tabela2 (p. 14), que relaciona o

género e a espécie de Astereae, bem como a(s) publicagido(des) relacionadas, ocorridas nos

ultimos dez anos (1992 — 2002).

A partir da realizag@o deste trabalho, pdde-se observar que somente uma pequena
parte dos géneros de Astereae (9,33 % - 14 géneros), apresentaram algum estudo de seu dleo
essencial e uma quantidade ainda menor de espécies (1,92 % - 50 espécies), teve algum

estudo desta natureza.

Dentre os géneros de Astereae estudados nestes dez anos, podem ser destacados:
Baccharis com 18 espécies estudadas, Solidago com 7 espécies ¢ Conyza com 5 espécies
estudadas. Estas publicacdes sdo na grande maioria, relatos sobre a constitui¢io quimica dos

6leos essenciais das espécies.

Apesar do grande volume de estudos relacionados com Oleos essenciais de
Astereae no periodo de 1992 — 2002, uma grande parcela das espécies desta tribo ainda carece

de estudos nesta area.
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Tabela 2:Lista das espécies da Tribo Astereae com 6leos essenciais relatados na literatura nos

ultimos 10 anos (1992-2002). g
Género Espécie Referéncia

Aster scaber (Lee, 1998); (Lee, 1998a); (Chung, 1993)

Baccharis articulata (Zunino, 1998)

Baccharis caprariaefolia (Ferracini, 1995)

Baccharis cordobensis (Zunino, 2000)

Baccharis coridifolia (Bailac, 2001)

Baccharis crispa (Zunino, 1997)
(Cassel, 2000); (Elder, 1997); (Weyerstahl, 1996);

Baccharis dracunculifolia (Ferracini, 1995); (Loayza, 1995); (Loayza, 1993);
(Weyerstahl, 1993)

Baccharis erioclara (Ferracini, 1995)

Baccharis latifolia (Loayza, 1995); (Loayza, 1993)

Baccharis myriocephala (Ferracini, 1995)

Baccharis myrtilloides (Zunino, 1998)

Baccharis notosergila (Cobos. 2001) >

Baccharis platipoda (Queiroga, 1996); (Ferracini, 1995)

Baccharis rufescens (Zunino, 1998)

Baccharis salicifolia (Zunino, 1997); (Loayza, 1995); (Loayza, 1993)

Baccharis spartioides (van Baren, 2002)

Baccharis tridentata (Queiroga, 1996); (Ferracini, 1995)

Baccharis uncinella (Frizzo, 2001)

Baccharis vincaefolia (Ferracini, 1995)

Bellis perennis (Avato, 1997); (Avato, 1995)

Chrysothamnus — pulchellus (Tellez, 1998)

Conyza bonariensis (Maia, 2002a)

Conyza bovei (Metwally, 1996)

Conyza canadensis (Lis. 2000)

Conyza incana (El-Hawary, 1991) s 2

Conyza pinnata (Petri, 1992)

Egletes viscosa (Craveiro, 1992) (Lima, 1996) (Souza, 1998)

Erigeron canadensis (Miyazawa, 1992)




L

Grindelia
Grindelia
Grindelia

Grindelia

Grindelia

Heterotheca
Lepidophyllum
Olearia

Olearia
Psiadia
Psiadia
Psiadia
Psiadia
Pteronia
Solidago
Solidago
Solidago
Solidago
Solidago
Solidago
Solidago

sp
discoidea

humilis

robusta
squarrosa

latifolia
quadrangulare

phlogopappa

stelluata
altissima
goyavia
lithospermifolia
viscosa
incana

sSp
canadensis
gigantea
graminifolia
litoralis
odora

virgaurea
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(Podchainov, 1996)

(Newton, 1998)

(El-Shamy, 2000); (El Shamy, 1997)

(El-Shamy, 2000); (Schafer, 2000); (kaltenbach,
1993)

(El-Shamy, 2000); (Schafer, 2000); (kaltenbach,
1993)

(Ruffinengo, 2002); (Dellacasa, 1999); (Duschatzky,
1998)

(Loayza, 1992)

(Dragar, 1996); (Ong, 1995); (Dragar, 1993); (Draga,
1993a)

(Dragar, 1992)

(Ramanoelina, 1994)

(de Medici, 1992)

(Gurib-Fakim, 1995)

(Gurib-Fakim, 1995)

(Mangena, 1999)

(Bulow, 2000)

(Steliopoulos, 2002); (Kishore, 1996)

(Kalemba, 2001)

(Kalemba, 1994) -

(Bertoli, 1999)

(Tucker, 1999)

(Dobson, 2000); (Kalemba, 1998)
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4 OLEOS ESSENCIAIS DE Egletes viscosa LESS.
4.1 Oleos Essenciais: Uma Visio Geral.

Os o'leog essenciais sdo produtos naturais oriundos do metabolismo secundario de
plantas ¢ animais. Por longo periodo, a produgdo de tais metabdlitos pelas plantas era
considerada um mero desvio de suas fungdes vitais. Atualmente sabe-se que os 6leos
essenciais, por meio de constituintes especificos ou da prépria mistura que o caracteriza, sio
fundamentais para inter-relagdo dos organismos. A comunicagdo inseto/planta é feita
principalmente através das cores e dos odores, exercendo atividades bioldgicas como
alomoénios e/ou cairomonios. Nos insetos as substincias volateis sfo responsaveis pelo seu
sistema de defesa e também auxilia a sua reprodugdo, atuando como atraentes sexuais,

recebendo a denominagio especifica de feromonas (Craveiro, 1986).

No reino vegetal, os 6leos essenciais sdo encontrados principalmente nas plantas
superiores. As familias Astereceae, Apiaceae, Euphorbiaceae, Labiateac, Lamiaceae,
Gramineae, Myrtaceae, Pinaceae, Piperaceac e Umbelifeare apresentam varias espécies
produtoras de 6leos essenciais e sdo consideradas as familias mais representativas de plantas
odoriferas. Nas plantas, os 6leos essenciais podem ser encontrados em todas as estruturas
vegetais: folhas, flores, frutos, inflorescéncia, tronco, ramos e raizes. Dependendo da familia
boténica, os 6leos essenciais podem ocorrer em estruturas secretoras especializadas, tais como
pélos capilares (Lamiaceae), células parenquimais modificadas (Piperaceae), tubos
oleoginosos denominados vitfae (Apiaceae), ou canais lisigenos ou esquizégenos (Pinaceae e
Rutaceae) (Robbers, 1997). Na familia Asteraceae as estruturas responsaveis em secretar o
6leo essencial sdo bastante variadas (Monteiro, 1995). A sua formagdo pode ocorrer
diretamente no protoplasma celular, pela decomposicdo da camada de resina da parede

celular, ou pela hidrdlise de certos glicosideos (Robbers, 1997).
4.1.1 Componentes Quimicos Presentes nos Oleos Essenciais

Com base na biogénese, pode-se dividir os componentes quimicos dos 6leos
essenciais em duas grandes classes: [1] terpendides, formados através da via do &cido
mevaldnico, e [2] compostos aromaticos, formados através da via acido chiquimico-fenil-

propandides.
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Sem duvida os terpendides volateis (monoterpendides, sesquiterpendides. e alguns
diterpenoides), sdo os principais constituintes dos éleos essenciais. Apresentando uma grande
diversidade estrutural e funcional (hidrocarbonetos, 4lcoois, ésteres, éteres, cetona, aldeidos,

etc), eles sdo responsaveis por varias atividades bioldgicas e farmacologicas.

Os aril pfopanéides, apresentam-se como a segunda classe de compostos mais
representativa nos 6leos essenciais. Eles sdo compostos aromaticos do tipo Cg-Cs, originados
a partir do acido chiquimico, que é o precursor do acido cindmico e 4cidos p-cumarico. Estes
dois ultimos compostos citados, por meio de reducdes bioldgicas produzem propenilbenzenos
e/ou alilbenzenos; e por oxidacdes degradativas, geram os aldeidos aromaticos. Geralmente,

sdo compostos polioxigenados.

As cumarinas s @0 os produtos d e ciclizacdo d os 4cidos ¢ indmicos € ¢ umaricos.

Sao encontradas também com estruturas polioxigenadas.
4.1.2 Atividades Farmacolégicas de Oleos Essenciais

S@o relatadas na literatura varias atividades farmacoldgicas para 6leos essenciais.
Como exemplos, podem ser citadas as seguintes: atividade espasmolitica do 6leo essencial de
Achillea ageratum (Asteraceae) (De La Puerta, 1995), antimaldrica do 6leo de Muytus
communis (Myrtaceae) (Milhau, 1997), citotéxica do Odleo de Melaleuca alternifolia
(Myrtaceae) (Hayes, 1997), antinociceptiva do éleo de Psidium guajava (Myrtaceae) (Santos,
1998) e atividades antiinflamatdria, analgésica, antipirética, bactericida e antifiingica do 6leo

de Ageratum conyzoides (Asteraceae) (Okunade, 2002).
4.1.3 Atividades Biolégicas de Oleos Essenciais

Além das varias atividades farmacoldgicas descritas no item anterior, os 6leos
essenciais apresentam diversas atividades bioldgicas. A atragdo de agentes polinizadores, a
atracdo sexual em alguns insetos, a limitagio ou o estimulo da atividade herbivora dé animais
sobre p lantas; s 3o alguns e xemplos d e atividades bioldgicas c ausadas p or 6 leos e ssenciais.
Como exemplos especifico pode-se citar: a toxidade do 6leo essencial de Mentha microphylla
(Labiateae) para Acanthoscelides obtectus (Coleoptera: Bruchidae) (Papachristos, 2002), a
atividade nematicida do 6leo de Mentha spicata (Lamiaceae) (Walker, 1996), a atividade
larvicida do 6leo de Satureia hortensis (Lamiaceae) (Isman, 2001) e as atividades inseticida e

alelopatica do d6leo de Ageratum conyzoides (Asteraceae) (Okunade, 2002).
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4.1.4 Meétodos de Extragiio de Oleos Essenciais

As diversas metodologias existentes para extragio de dleos essenciais, sdo
fundamentadas nas propriedades fisicas: coeficiente de parti¢dio, velocidade de difusdo,
solubilidade, pressdo parcial de vapor e taxa de transferéncia de calor. Uma técnica eficiente
seria a que obtivesse um 6leo com composigdo quimica a mais préxima possivel da
composi¢do original da planta viva, apresentando o mesmo aroma da planta de origem, nio
contendo artefatos oriundos da extragfo. Visando a qualidade do éleo extraido, varias técnicas
de extragdo foram desenvolvidas: extrago por arraste com vapor d’agua, hidrodestilagio ou
coobac¢do, “Headspace”, em forno microondas e CO, supercritico. A seguir sdo apresentadas

algumas técnicas de extragdo de 6leos essenciais comumente usadas.

4.1.4.1 Extrag#o por Arraste a Vapor d’Agua

Esta ¢ considerada a técnica convencional de extragdo de 6leos essenciais, sendo
utilizada desde o século passado. A técnica consiste em fazer passar vapor d’agua através do
material vegetal que esta sendo extraido, o qual € acondicionado em um recipiente de vidro ou
de material inerte (ago inox). O vapor d’agua arrasta o 6leo essencial, que ¢ coletado em um
tubo de vidro graduado, apds ter sido liquefeito junto com a 4gua em um condensador. O 6leo
essencial € separado da agua por diferenga de densidade. Os dleos essenciais sdo geralmente
insoliiveis € menos densos que a agua. A fase aquosa, denominada de hidrolato, pode ser
posteriormente extraida com solvente organico. A fase organica oriunda da extragdo €

constituida principalmente de compostos oxigenados de maior polaridade.

4.1.4.2 Extrag@o por Hidrodestilagdo ou Coobag@o

E uma técnica que também é bastante usada para extragéo de 6leos essenciais. O
principio da técnica, também consiste no arraste do 6leo por vapor d’agua. Porém nesta
técnica o material vegetal é colocado para aquecer junto com a d4gua, em um recipiente inerte
que geralmente é um baldo de vidro. O 6leo neste caso ¢ coletado em uma vidraria especial
denominada doseador, que permite o retorno da agua ao recipiente de extragdo. A separag@o

da mistura 4gua/6leo, também se da por diferenca de densidade.

4.1.4.3 Extragdo com CO, Supercritico

Em 1823, Cagnaniar e La Tour, descobriram o estado supercritico do CO,. Este

estado é atingido quando se tem 34 °C de temperatura ¢ 16 MPa de pressdo. Neste estado o
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CO; € um solvente por exceléncia. Aliando esta propriedade ao fato do CO, ter uma elevada
capacidade de solvatagdo, este composto passou a ser usado na extragio de dleos essenciais.
Esta técnica possibilita a obtencdo de éleos essenciais de melhor qualidade, retendo o aroma
original, j& que ndo ha reagdes indesejadas devido a baixa temperatura empregada e a relativa
inércia do CO,. Os 6leos obtidos sdo livres de solventes, ja que o CO, é retirado do sistema
apenas por modifica¢des na temperatura e na pressdo. Utilizando-se esta técnica pode-se obter

leos essenciais com composi¢do quimica mais proxima da existente no vegetal vivo.

4.1.5 Técnicas de Analise dos Constituintes Quimicos de Oleos Essenciais

4.1.5.1 Cromatografia Gasosa (CG)

A cromatografia gasosa (CG) €, sem duvida, a técnica de separagdo, mais utilizada
no estudo da constitui¢do quimica de dleos essenciais. Desde que gases foram utilizados pela
primeira vez em 1941 como fase moével de uma cromatografia, os estudos em cromatografia
gasosa avangaram a passos largos, sendo relatados na literatura milhares de artigos sobre esta
técnica. A cromatografia gasosa possibilitou a separacdo e ficaz dos constituintes dos dleos
essenciais, que como visto no item 4.1.1 (p. 17), é constituido de metabdlitos secundérios
(monoterpenos, sesquiterpenos, aril-propandides e diterpenos) de baixo peso molecular e

baixa polaridade, o que torna suas misturas de dificil separagéo.

Atualmente s3o utilizadas colunas capilares com didmetro interno de 1,1 a 0,4 mm
e comprimento variando de 10 a 100 m, composta por uma grande variedade de fases

estacionarias, como pode ser visto na tabela 3, Pag 20. -

A utilizagdo das colunas capilares permitiu a obten¢do de cromatogramas com
maior resolugfio, aumentando a eficiéncia de separagdo dos compostos da mistura e

conseqiientemente possibilitando uma melhor identificagdo dos mesmos.

Virios tipos de detectores foram desenvolvidos para uso em cromatografia gasosa.
Porem os mais utilizados sdo: detector de ionizagdo de chama (FID), detector de captura de
elétrons (DCE) e detector de massa. O detector de ionizagdo de chama (FID) ¢ considerado
universal para compostos orginicos, porém o detector de massa é o que fornece o maior

subsidio para a identificagio dos constituintes de um éleo essencial.

+
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Tabela 3:Nomes Comerciais das Principais Fases Estacionérias Utilizadas na Separacédo de

Compostos Orgéanicos em Cromatografia Gasosa.

Tipos de Fases
Pl ¢ Nomes Comerciais
Estacionarias
Hidrocarbonetos Esqualano
Ftalatos Ftalatos de dibutila, di-2-etilhexila e didecila
_ ; Polisuccinato de etileno glicol (EGS) e de dietileno glicol
Polisuccinatos
(DEGS)
Polimetilsiliconas OV-1, XE-60, DB-1 E DB-5
Polietilenoglicol CARBOWAX
Ciclodextrina permetilada CPCyclodexp-236M

4.1.5.2 Extracdo liquido-liquido

A extragdo liquido-liquido pode ser aplicada quando os constituintes do 6leo
essencial possuem coeficiente de particdo diferentes em liquidos imisciveis. A inddstria
farmacéutica e de perfumaria utilizam bastante esta técnica, ja que a partir dela pode-se obter
quantidades grandes de compostos puros. Alguns inconvenientes sdo relatados para esta
técnica, principalmente a formagfo de emulsdes. Para resolver este problema, foi
desenvolvida uma nova metodologia baseada também na diferenca dos coeficientes de
particdo dos constituintes de o6leos essenciais denominada extragdo com protoplasto

(polietileno poroso conhecido comercialmente como PTFE ou TEFLON) (Fleisher, 1990).
4.1.6 Técnicas Utilizadas na Identificag@o dos Constituintes Quinﬁcos de Oleos Essenciais

Algumas metodologias foram desenvolvidas para identificagio dos constituintes
quimicos presentes em Oleos essenciais, porém a que sofreu a maior evolugdo foi a
cromatografia gasosa acoplada a e spectrometria d e massa (CG/EM), tornando-se o m étodo
mais utilizado. O préximo tépico descrevera esta técnica que inclusive foi utilizada para

determinacdo da constituicdo quimica dos 6leos essenciais estudados neste trabalho.

Além da C G/EM, d estacam-se como m étodos d e d eterminag@o a cromatografia

gasosa acoplada a espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
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(Herres, 1986) e os sistemas especialistas. Estes tltimos s3o programas computacionais
(“software”), que utilizam dados obtidos por métodos espectroscépicos de absorciio nas
regides d o ultravioleta e infravermelho, r essonincia m agnética nuclear e espectrometria de
massa para determinag@o estrutural de compostos organicos. Como exemplo pode-se citar o
PAIRS (“Program for. Analysis of Infrared Spectra), CASE, DARC-EPIOS (Shelley, 1978).
Outros dois programas foram desenvolvidos por pesquisadores da Universidade F ederal do
Cear4, baseado em dados de RMN "°C (Silva, 1996; Militdo, 1996). Existem também sistemas
especialistas mais completos, que utilizam informagdes de todos os métodos espectrométricos

e espectroscopicos possiveis. Como exemplo tem-se 0 DENDRAL, desenvolvido nos anos 60

(Shelley, 1978).

Alguns programas sdo especificos para determinacido estrutural de produtos
naturais, ja que além dos métodos espectrométricos e espectroscopicos citados anteriormente,
utilizam também dados de biossintese dos produtos naturais. O programa SISTEMAT,
desenvolvido por Emerenciano e colaboradores, pode ser citado como exemplo

(Emerenciano, 1990; Gastmans, 1990)

4.1.6.1 Espectrometria de massa acoplada a cromatografia gasosa (CG/EM)

Sem duvidas, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG/EM) é o método mais utilizado para identificagdio dos constituintes quimicos presentes

em um 6leo essencial.

Ap0s a separagio na coluna capilar do cromatégrafo, os componentes quimicos
sio automaticamente injetados em um espectrometro de massa, fornecendo os seus
respectivos espectros de massa. A comparagdo dos espectros de massa com espectros de
padrdes armazenados em bancos de dados (espectroteca), via computador e por comparagdo
visual com espectros registrados em literatura especializada (Adams, 2001), aliada aos tempos
de retencdo e aos Indices de Kovats (Kovats, 1965) dos componentes, tornaram mais segura e

rapidas suas identificagdes (Alencar, 1990).

O método de fragmentagiio por impacto eletrénico (IE), ¢ o mais utilizado para
obtengdio dos fragmentos moleculares. O principal problema deste método € que devido a
elevada energia de ionizagio, o sinal correspondente ao ion molecular, geralmente néo €

observado, dificultando a identificacio do componente. Para amenizar este problema,
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métodos de ionizagdo considerados mais brandos, foram desenvolvidos e aplicados a CG/EM.

Como exemplo tem-se a ionizag3io quimica positiva e negativa (IQ).

4.2 Oleo Essencial de Egletes viscosa Less. Comercializada: Descoberta de um Novo

Quimiotipo

A literatura registra o acetato de trans-pinocarveila (4) (p. 45), um monoterpeno
acetilado com esqueleto tipo B-pin&no, como constituinte majoritario para o 6leo essencial de
E. viscosa, tanto para o éleo essencial dos capitulos florais, obtidos por arraste a vapor d’4gua
(Craveiro, 1992), quanto para o Oleo essencial obtido a partir do extrato hexanico dos

capitulos florais de E. viscosa (Lima, 1993).

Visando a obtengdo de maiores quantidades de material para estudo
farmacoldgico, principalmente o flavondide ternatina (1) (p. 4), e também do 6leo essencial
que apresenta atividades antinociceptiva, anticonvulsivante e antibacteriana (Souza, 1998) ¢ é
objeto de estudo no Departamento de Farmacologia da Universidade Federal do Cears,
amostras dos capitulos florais foram adquiridos no comércio de Fortaleza-CE (Mercado
Central). Apés extraciio do 6leo essencial por hidrodestilaciio e posterior analise por RMN 'H
(Fig. 8, p. 24) e comparacdes com o espectro de RMN 'H (Fig. 9, p. 25) do 6leo essencial
registrado na literatura, observou-se um perfil quimico diferente para duas amostras,
principalmente com relagdo ao constituinte principal. Esta diferenca nos espectros de RMN
'H ¢ bem evidenciada quando observa-se os sinais referentes aos hidrogénios carbindlico e

vinilicos do constituinte principal, registrado na faixa de 8 4,5 a 5,5 ppm.

A diferenca nos perfis quimicos dos dleos essenciais dos capitulos florais de E.
viscosa despertou o interesse para um estudo mais detalhado de suas composi¢des quimicas.
Desta forma uma amostra dos capitulos florais de E. viscosa comercial (800 g) foi submetida
a hidrodestilagdo em aparelho doseador de éleo essencial tipo Cleavenger modificado por

Gottlieb (Gottlieb, 1960), segundo técnica descrita no Item 7.8.1 (p. 174), obtendo-se 7,30 g

20 20
(0,91 %) de um éleo incolor, com [a]D =-33,84°¢ I =1,4769, que foi denominado OEM-

B. Os dados estio resumidos na Tabela 4, p. 25.

Objetivando diferenciar as amostras, utilizou-se a denominag@o de macela-A, para

E. viscosa que j4 havia registro da constituigdo do seu dleo essencial na literatura e de macela-
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B para a amostra de E. viscosa adquirida para extracdo de seus metabolitos, usados para

estudos farmacolégicos.

Visando uma analise comparativa, uma amostra dos capitulos florais de E. viscosa
foi coletada no municipio de Pentecoste-CE, local de coleta do material registrado na

literatura, sendo submetida a hidrodestilagdo, da mesma forma que a amostra comercializada

20
citada anteriormente. F oi obtido 3,91 g (0,29 %) de um 6leo amarelo claro, com [a]D = -

20
12,06° ¢ o = 1,4807, que foi denominado OEM-A. Os dados estdo resumidos na Tabela 5,
P. 28.

b e
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Figura 8: Espectro de RMN 'H do Oleo Essencial dos Capitulos Florais de E. viscosa Tipo B
[8; 500 MHz; CDCl3].
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Figura 9: Espectro de RMN 'H do Oleo Essencial dos Capitulos Florais de E. viscosa Tipo A
[8; 500 MHz; CDCl;]

Tabela 4: Dados da Extragio dos Capitulos Florais de E. viscosa, Comercializada e Coletada

em Pentecoste-CE

Peso do Oleo Rendimento

Amostra Peso (g) aly 5 Cor
Obtido (g) (%) [l e
Comercial 800 7,30 0,91 -33,84° 1,4769 incolor
Pentecoste-CE 1340 3,91 0,29 -12,06° 1,4807 amarelo claro

Os Oleos essenciais obtidos foram analisados por cromatografia gés-liquido
acoplada a espectrometria de massa (CGL/EM). A identiﬁcac;ﬁo de seus constituintes foi
efetuada através das determinagdes dos indices de Kovats simulados, procedimento descrito
no Item 4.2.1, p. 29, pesquisa em espectroteca e comparag@o com dados da literatura (Adams,

2001).

A analise por CGL/EM de OEM-A forneceu o cromatograma mostrado na figura
10, p. 27, onde o constituinte majoritario foi denominado de OEM-A1, foi identificado como
sendo o acetato de trams-pinocarveila (4), o qual foi confirmado através da analise dos

espectros de RMN uni e bidimensionais, massa e IV (Item 4.3, p. 32).
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A analise por CGL/EM de OEM-B forneceu o cromatograma mostrado na figura
11, p. 27, onde o constituinte majoritario, denominado de OEM-B1, ndo pdde ser determinado
pelo meétodo acima descrito, por ndo apresentar fragmentacio de massa e indice de Kovats

compativeis com a literatura (Adams, 2001).

A tabela 5 (Pag 27) mostra a composi¢fo volatil descrita na literatura para os
capitulos florais de E. viscosa, bem como os componentes volateis identificados em OEM-A e
OEM-B.

Até este ponto, nos deparamos com trés possibilidades para a diferenca de
composi¢do quimica que ocorre nas duas amostras de 6leo essencial dos capitulos florais de

E. viscosa:

A primeira, se as condi¢des edafo-climaticas afetariam a composi¢do quimica dos
Oleos essenciais, fato que ocorre com espécimes de Thymus caespititius (Lamiaceae)

(Salgueiro, 1997) e Thymus piperella (Lamiaceae) (Boira, 1998);

A segunda, se a variagdo da composicio seria decorrente do estigio de
desenvolvimento (idade), no qual a planta se encontrava na época de coleta. Fendmeno
encontrado em especimens de Santolina rosmarinifolia L. ssp rosmarinifolia (Asteraceae)
(Pala-Paul, 2001), Pseudotsuga menziesii (Pinaceae), Abies concolor (Pinaceae), Piceae

engemannii (Pinaceae) (Wagner, 1989);

A tltima hipétese, seria a existéncia de dois quimiotipos de E. viscosa, fato que
ocorre em especimens de Lippia Alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae) (Mattos, 1996),
Artemisia herba Alba (Asteraceae) (Feverstein, 1986) e Cistus monspeliensis (Cistaceae)

(Robles, 2000).
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Tabela 5: Composig¢do Quimica Volatil dos Capitulos Florais de E. viscosa Registrados na

Literatura (Craveiro, 1992; Lima, 1993), com OEM-A ¢ OEM-B.

Composto Craveiro, 1992 (%) Lima, 1993 (%) OEM-A (%) OEM-B (%)

5-metilfuranona s 0,28 . e
etilideno ciclopentano -— 0,63 = e
o-tujeno 0,4 -—- v o
o.-pineno 2,0 - = Lz
B-pineno (7) 26,8 --- 1,86 ---
mirceno (8) 0,7 asa s5s =
o-terpineno 0,1 nem fe S
limoneno (9) - s 0,38 oo
B-felendreno (10) 0,1 --- 0,31 ---
8-3-careno 2,7 — o =
linalol (13) 0,1 o ses s
trans-pinocarveol (14) 1,1 1,52 1,59 -
pinocarvona (15) 0,5 -— 22 -
borneol 0,1 55 - N
terpin-4-ol (17) 0,2 - e - S
mirtenol (18) =% e 0,80 o

acetato de cis-crisantenila (20) - O e 5,22
acetato de frans-sabinila — 3.25 e . 5
acetato de trans-verbenila (22) - 3,29 s ais

acetato de frans-pinocarveila (4) 49,0 51,69 76,30 16,85

OEM-B1 --- --- 0,74 77,93
acetato de cis-pinocarveila (23) - --- 10,18 ---
acetato de frans-carveila - & 20,40 =y
acetato de a-terpinila (24) 1,1 0,84 0,56 i
acetato de dihidro-neo-iso-carveila (25) --- - ' 0,66 -
acetato de cis-carveila 0,3 12,62 - -
acetato de mirtenila 6,5 — sia s
acetato de geranila (27) 1,1 0,54 --- -
acetato de frans-mirtanol (26) —— e 0,24 faz
-cubebeno (28) --- - 0,45 -
trans-cariofileno (29) -—- --- 0,73 -—-
A-muuroleno (32) --- - 0,69 -
germacreno-D (33) --- --- 0,24 -

neo-fitadieno 0,3 e 22 =22
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4.2.1 Tempo de Retengio e o Calculo dos Indices de Kovats Simulados

O tempo de retengdo € um pardmetro extremamente valioso na identificagdo dos
constituintes de 6leos essenciais. Ele exprime o tempo gasto em minutos do momento de

inje¢do da amostra ao instante de detec¢do do constituinte.

O tempo de retengfio cromatografico ¢ muito mais sensivel a pequenas variagdes
de ordem experimental que a fragmentagio da substincia no espectro de massa em uma
voltagem padronizada (70 eV). Sendo assim, para minimizar flutuagdes de natureza
experimental, emprega-se um tempo d e retengdo relativo (indice d e r etengdo), ao invés do
tempo de retengdo propriamente dito que € um valor absoluto. O sistema de indice de retencéo
proposto por K ovats (Kovats, 1965), € o mais adotado na identificagdo d e constituintes de

Oleos essenciais.

O indice de Kovats é calculado em fungio do tempo de retengdo de uma dada
substincia, com relagdo aos tempos de retengfo de n-alcanos incorporados a amostra sob

analise, como padrdes internos.

Em condig¢bes de temperatura programada, o processo pode ser considerado linear

e o indice de Kovats pode ser calculado pela equagdo abaixo:

To=Ty
IK=100.n+ 100.X.<ﬁ'> D

onde:
IK = indice de Kovats;
n = nimero de 4tomos de carbono que precede a substancia;
T, = tempo de reteng?o do alcano que precede a substancia;
T, = tempo de reteng@o do alcano que sucede a substancia;
Ta = tempo de retengdo da amostra entre T; € Ts;

x = diferenca do numero de atomos de carbonos dos alcanos responsaveis por

T] € Tz.



UFC
Caixa de texto


30

Para simplificar a determinag¢fo dos indices de Kovats nas amostras de 6leos
essenciais foi desenvolvido por Alencar e colaboradores (Alencar, 1990), um procedimento de

simulag@o baseado nos seguintes passos:

No cromatograma da mistura que esta sendo analisada faz-se a escolha de alguns
picos, um minimo de 3, varrendo todo o cromatograma, se possivel, e faz-se a identificagio a

partir de seu espectro de massa.

Obs.: a identificagdo dos compostos selecionados pela anélise de seus espectros de

massa, deve ser inequivoca.

Associa-se o tempo de retengdo experimental para cada pico escolhido no
cromatograma aos seus indices de Kovats ja conhecidos, publicados em literatura
especializada, como em “Identification of Essential Qil Components by Gas
Chromatography/Mass spectroscopy” (Adams, 2001); desde que nfo haja duvidas sobre o

valor compilado pela coluna usada no experimento.

Com os tempos de retengédo selecionados registrados no eixo das ordenadas (X) de
um sistema de coordenadas cartesianas e os indices de Kovats compilados registrados no eixo

das abscissas (Y), verifica-se se o conjunto considerado, ajusta-se a equagéo da reta: 7
IK=B.RT+ A (II)
onde:
IK = indice de Kovats;
B = inclinag¢@o da reta;
RT = tempo de retengéo;
A = valor onde a reta corta o eixo das ordenadas (X = 0).

A soluco da equagdo (II) com os dados experimentais raramente origina pontos
situados na mesma reta. Usualmente a melhor reta pode ser estimada por regressdo linear com

o auxilio das equagdes abaixo (Aguiar, 1988):
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e D UK.RT)-(Q IK.> RT)
2 RT:
> (RT?)-( %v

A=ZH%V—B.ZR% Iv)
Sz\/Z[KZ—A.ZIK—B.ZIK.R

N-2

(II0)

™)

onde:
A, B, IK e RT = mesmo significado indicado acima;
N = nuimero de picos selecionados para anélise;
S = erro de distribui¢@o na simulag@o.

Como exemplo, tomemos o 6leo essencial da parte aérea coletada em Pentecoste-
CE (PE). A tabela 6 (p. 32) mostra os picos selecionados do cromatograma (Fig. 10, p. 27), do
6leo essencial extraido por hidrodestilagdo, os quais correspondem a compostos que foram
identificados inequivocamente pela analise dos seus espectros de massa, cujos indices de
Kovats foram compilados da literatura (Adams, 2001). Estes compostos servirdo de base para
construir a reta de regressdo que permitird simular os indices de Kovats de todos que

aparecem no cromatograma.

Com os dados da tabela 6 (p. 32), foi construida a reta de regresséo (VI), usada
para simular os indices de Kovats de todos os constituintes do 6leo apresentado na tabela 7 (p.
33), onde também ¢ feita uma comparagio entre os indices simulados de todos os compostos

presentes no 6leo e os valores experimentais compilados da literatura (Adams, 2001).
IK =30,52.RT + 784,74 (VD

Este procedimento foi utilizado, sempre que necessario, para determinagdo dos

constituintes dos éleos apresentados neste trabalho.
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Tabela 6: Compostos selecionados no cromatograma do Sleo essencial de Egletes viscosa

coletada em Pentecoste-CE, para o calculo da reta de regressio.

TR (min) Composto IK-L
6,40 . B-pineno 980
8,01 limoneno 1031

16,98 acetato de trans-pinocarveila 1297
20,61 B-cariofileno 1418

TR = tempo de retencdo em minutos; IK-L = indice de Kovats da literatura
(Adams, 2001).

Tr = tempo de retencéo;
IK-L = indice de Kovats da literatura (Adams, 2001);
IK-S = indice de Kovats simulado pela equagéo de regresséo (VI);

_|UK-L)-(UK-9)|

Erro %
=L I

. 100

4.3 Identificacdo de OEM-A1

A partir da comparacdo do I.K. e do espectro de massa, com dados da literatura
(Adams, 2001), pdde-se identificar OEM-A1, como sendo o acetato de frans-pinocarveila. A
identificagdo também € apoiada pela andlise dos dados de RMN 'H e ®C uni e

bidimensionais, obtidos do éleo essencial, que sdo descritos pela primeira vez.

O espectro de RMN BC-HBBD (CDCls, 125 MHz) (Fig. 12, p. 34), da mistura,
apresenta 12 sinais principais, onde 3 sinais (§ 170,7; 150,5 e 114,2), sdo referentes aos
carbonos sp” do acetato de trans-pinocarveila. O sinal em & 170,7 ¢ atribuido a carbonila do
éster (C-17), e que apresenta absorgo em 1735,9 cm™ no espectro de infravermelho (Fig. 13,
p. 34), e os outros dois sinais sfo referentes a dupla ligacdo terminal (C-2 e C-10,
respectivamente). O sinal em 6 68,7 corresponde ao carbono sp3 mono-oxigenado (C-3). Os

demais sinais s3o associados aos carbonos saturados ndo funcionalizados.

s
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Tabela 7: Constituintes identificados no 6leo essencial de Egletes viscosa coletada em

Pentecoste-CE.

TR Composto Teor (%) IK-L IK-S Erro (%)
6,40 ' B-pineno (7) 1,86 980 980 0,00
1,92 B-felandreno (10) 0,31 1031 1026 0,49
8,01 limoneno (9) 0,38 1031 1029 0,19
11,12 trans-pinocarveol (14) 1,59 1139 1124 1,32
13,20 mirtenol (18) 0,80 1194 1188 0,50
16,98 acetato de trans-pinocarveila (4) 76,30 1297 1303 0,46
17,06  acetato de cjs-isopinocarveﬂa 8] 0,74 --- 1305 ---
17,59 acetato de cis-pinocarveila (23) 10,18 1309 1322 0,99
17,88 acetato de a-terpinila (24) 0,56 1350 1330 1,48
1794 o ks 0,66 1356 1332 157
dihidroneoisocarveol (25)
18,56 acetato de trans-mirtanol (26) 0,24 1381 1351 2,17
19,84 -cubebeno (28) 0,45 1390 1390 0,00
20,61 trans-cariofileno (29) 0,73 1418 1414 0,28
22,49 y-muuroleno (32) 0,69 1477 1471 0,41
22,75 germacreno-D (33) 0,24 1480 1479 0,07
18,77 n3o identificado 2.37 -— 1358 -—
18,94 n3o identificado 0,25 - 1363 -—
19,22 nao identificado 1,64 -—- 1371 ---

No espectro de RMN BC-DEPT 135° (Fig 14, p. 35), sdo observados 3 sinais
referentes a carbonos metinicos (CH), 3 sinais de carbonos metilénicos (CH3), 3 sinais
associados a carbonos metilicos (CHj), além da falta de 3 sinais quando comparado com o
espectro de RMN 13C-HBBD o que caracteriza a existéncia de 3 carbonos ndo hidrogenados,
o que estd de acordo com a estrutura do acetato de frans-pinocarveila. A tabela 8 (p. 35)

apresenta os deslocamentos quimicos e o padréo de hidrogenag@o dos carbonos.
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Tabela 8: Deslocamentos Quimicos de RMN *C (CDCls, 125 MHz) de OEM-A1 por Padréo

de Hidrogenagéo.

& 5 CH; : CHs
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Além das absorgdes referentes a dupla ligagio (8 5,05 € 4,88), o espectro de RMN
'H (500 MHz, CDCls) (Fig. 15, p. 37), apresenta um sinal bastante desprotegido, centrado em
6 5,55(d, J = 8,04 Hz, 1H), o qual pode ser associado ao hidrogénio carbindlico alilico a
dupla ligag@o terminal. Pode-se observar também sinais centrados em & 2,52 (t, J = 5,41 Hz);
2,43 (m); 2,38 (m); 1,78 (dd, J = 15,13 e 4,15 Hz); 1,59 (d, J = 10 Hz) e trés singletos
intensos com integrag@o para 3 hidrogénios referentes as metilas em § 2,05; 1,69 e 1,28, sendo
que o sinal em & 2,05 ¢ associado a metila ligada a carbonila, do grupo acetila. A partir da
analise do espectro de correlagfio heteronuclear 'H,">C a uma ligagdo, HMQC (detecgdo no
canal do hidrogénio) (Fig. 17, p. 38), pode-se correlacionar os sinais dos hidrogénios com os

sinais dos respectivos carbonos. A tabela 9 (p. 40), mostra um resumo destes dados.

O espectro de RMN bidimensional de correlagio homonuclear ("H,'H-COSY)
(Fig. 16, p. 38), mostra claramente os acoplamentos entre os hidrogénios em & 2,36 € 1,78 (J
= 15,13 Hz) e 6 2,41 e 1,59 (J = 10,0 Hz), com valores para as constantes de acoplamento
compativeis com um sistema geminal. Mostra também os acoplamentos entre os hidrogénios
em & 5,55 e 2,36 (J = 8,04 Hz); & 1,97 ¢ 1,78 (J = 4,15 Hz); & 2,52 ¢ 1,59 (J = ndo
determinado), que podem ser associados a sistemas vicinais de hidrogénios em anel
cicloexanico em uma relagdo axial-axial. Pode ser notado um acoplamento entre os
hidrogénios em & 2,59 e 2,41 que sugere um sistema de hidrogénios vicinais em anel
cicloexa@nico, porém agora em uma relacdo axial-equatorial, ja que os hidrogénios em & 2,41 e
1,59 acoplam geminalmente como foi discutido anteriormente. Foi observado, também, o
acoplamento entre os hidrogénios em & 2,52 € 1,97 (J = 5,41 Hz), que poderia ser associado
h4a um sistema de hidrogénios vicinais em anel cicloexanico com relagdo diaxial ou a um
acoplamento a longa distdncia com um arranjo em “W” entre estes hidrogénios. Um resumo

destes dados pode ser encontrado na tabela 9 (p. 40).
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Figura 15: Espectro de RMN 'H de EVFIC-A1 [8; 500 MHz; CDCl;]

A partir da anélise do espectro de correlagdo heteronuclear 'H,°C a longa
distancia, HMBC (detecgdo no canal do hidrogénio) (Fig. 18, p. 39), pode-se observar a
correlagdo dos hidrogénios com os carbonos-13 a duas e trés ligagdes. Estes dados s#o
apresentados na tabela 9,(p. 40) e no quadro 1 (p. 39). Vale a pena observar o acoplamento
entre o hidrogénio em & 2,52 com o carbono em d 39,7 (C-5) (3JCH) e o acoplamento entre o
hidrogénio em & 1,97 com o carbono em & 50,8 (C-1) (*Jcu), que permite concluir que o
acoplamento entre os hidrogénios seria decorrente de um arranjo em “W” e néo de um sistema
cicloexdnico vicinal diaxial, fato discutido anteriormente. Observa-se também um fato
atipico; um acoplamento a longa distancia entre o hidrogénio em 8 1,59 e o carbono metinico
em & 22,1 (C-8); provavelmente a quatro ligagdes, o que sugere um arranjo em “W’ entre este

carbono ¢ o referido hidrogénio.
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Figura 18: Diagrama de contorno do espectro 'H,">*C-HMBC de OEM-A1 [§; 500 MHz x 125
MHz; CDCls]

Quadro 1: Representagdo dos acoplamentos observados no espectro de 'H,">C-HMBC de

OEM-A1l
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Tabela 9: Correlagdo Entre os Dados de RMN e a Estrutura de OEM-A1 »
BC.
HMQC COSY HMBC
HBBD
#C 5C SH  'H'H 2 Jen *Jen “Jen
1,97, 5,55; 5,05; 4,88; 1,28;
1 50,9 2,52 2,41; 1,59 i
1,59 0,69
5,55; 5,05; 4,88;
2 150,5 - -—- 2.26; 1,78: 1,39 -
2.52
3 68,7 3.595 2,36 1,78 5,05; 4,88;2,52; 1,97  ---
5. 95%
4 335 2,36 1,59 2,41 -
1,78
2,36;
1,78
1,97
252
5 304 197 1,78; 1,59 5,55;2,52;,1,28;0,69 -
1,78
1,97; A
6 28,0 2,41 e 2,36; 1,78 A 2
1,59
2.52;
1,59
2,41
7 40,6 -—- -—- -—- 1,78 -
8 221 0,69 - - : 1,28 1,59
9 26,0 1,28 - - 1,97; 0,69 -
10 114,2 5,05 - - : 8:55: 2,52 -—-
4,88 -
OCOCH; 170,7 - --- 2,05 555 -

OCOCH; 21,9 2,05 i - e ol
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A férmula molecular Ci,H;30, para OEM-A1 ¢ confirmada pelo pico do ion
molecular em 194 daltons, no espectro de massa (Fig. 50, p. 70). A anélise mecanistica da

fragmentacdo de OEM-A1 no espectrdmetro de massa (quadro 2, abaixo), estd de acordo com
a estrutura do acetato de frans-pinocarveila.

O O

mfz 152 (2 %) m/fz 194 (<1 %) m/iz 134 (13 %)

e e _ B \- o8}

¥

Rk g
‘\ =
= Iil
miz 92 (39 %) m/z 43 (100 %) m/z 119 (8 %)

®

miz 91 (71 %)

Quadro 2: Proposta mecanistica para fragmentagdo de massa de OEM-A1

A comparagio com dados de RMN da literatura n@o foi possivel, ja que no melhor
de nosso conhecimento esta é a primeira vez que os dados de RMN do acetato de frans-

pinocarveila sdo descritos, havendo na literatura s omente dados de fragmentagdo de massa
(Adams, 2001).
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4.4 Determinagao Estrutural de OEM-B1

O oleo essencial dos capitulos florais de Egletes viscosa adquiridos no Mercado

Central de Fortaleza-CE (OEM-B), apresenta como constituinte majoritario (77,93 %) a

substancia denominada OEM-BI1.

O espectro de RMN "*C-HBBD (CDCl;, 125 MHz) (Fig. 19, abaixo) de OEM-B,
mostrou-se semelhante ao espectro de RMN *C-HBBD de OEM-A (Fig. 12, p. 34),
apresentando também 12 linhas espectrais principais. Como na estrutura do acetato de trans-
pinocarveila (OEM-A1, 4), trés sinais (8 170,6; 149,6 e 108,0), sdo atribuidos a carbonos
insaturados, com hibridizago sp®, dentre os quais, o sinal em & 170,6 pode ser relacionado a
uma carbonila de éster (C-1°), que é confirmada pela absorgéio em 1742,6 cm™, no espectro de
infravermelho (Fig. 20, p. 43). H4 também, um sinal em 8 77,5 que € relacionado a um
carbono sp> mono-oxigenado (C-6), mais desprotegido do que o carbono carbindlico do
acetato de trams-pinocarveila. Os outros oito sinais presentes no espectro sfo referentes a

carbono sp’ néo funcionalizados, assim como na estrutura do acetato de trans-pinocarveila.
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Figura 19: Espectro de RMN "“C-HBBD de OEM-B1 [§; 125 MHz; CDCl;]
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Figura 20: Espectro na regifio do IV de OEM-B1 [cm’; filme]

A partir da anélise do espectro de RMN “C-DEPT 135° (CDCls, 125 MHz) (Fig.
21, p. 44), pode-se concluir que na estrutura de OEM-B1 existem trés carbonos metilicos, trés
carbonos metilénicos e trés carbonos metinicos. A auséncia de trés sinais quando o espectro
de RMN "C-DEPT 135° é comparado com o espectro de RMN "*C-HBBD, leva a conclusio
que existem trés carbonos néo hidrogenados no esqueleto carbénico de OEM-B1. Este padrio
de hidrogenacio ¢ idéntico ao do acetato de trans-pinocarveila. A tabela 10 (p. 44), mostra os

deslocamentos quimicos e o padrdo de hidrogenago dos carbonos-13.

O espectro de massa de OEM-B1 (Fig. 51, p. 70), mostra o pico do ion molecular
em 194 daltons. A associagdo deste fato com os dados de RMN '*C discutidos acima sugere a
formula Ci,H 30, para OEM-B1, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a 4. Vale

ressaltar que esta formula molecular é idéntica a do acetato de zrans-pinocarveila, sugerindo

uma possivel relagéo isomérica para estes compostos.
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Figura 21: Espectro de RMN "*C-DEPT 135° de OEM-B1 [§; 125 MHz; CDCl]

Tabela 10: Deslocamentos Quimicos de RMN "°C (CDCls, 125 MHz) de OEM-B1 por Padréo

de Hidrogenacio.

C CH CH, CH,
170,6 775 108,0 27,6
149,6 56,1 23,8 ’ 23,5
40,1 45,4 23,6 21,6

3C 3CH 3CH, : 3CH;
Ci2Hisg
C=0 C—0 CiaHi1502

A semelhanca estrutural entre o acetato de trans-pinocarveila e OEM-B1 também

¢ evidenciada pela comparagéo e analise dos espectros de RMN 'H (Fig. 15, p. 37) (acetato de
trans-pinocarveila) e Fig. 20, p.43 (OEM-B1). No espectro de RMN 'Hde OEM-BI sio

observados trés singletos intensos em & 2,07; 1,39 e 0,75; com integragdo para trés

hidrogénios, que sdo associados a grupos metilas. Os hidrogénios em 6 2,07; tem

deslocamentos quimicos caracteristicos de hidrogénios metilicos ligado a carbonila. Neste
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ponto pode-se concluir que assim como o acetato de frans-pinocarveila, OEM-B1 apresenta
também um grupo acetila em sua estrutura. Ha também sinais em & 1,90 (m, 1H); 2,01 (m,
1H); 2,10 (m, 1H); 2,24 (m, 1H); 2,47 (m, 1H); 4,60 (s, 1H) ¢ 4,68 (s, 1H), sendo que os dois
tltimos sdo referentes & dupla ligagio. A maior diferenga entre os espectros de RMN 'H é
notada quando comparamos os sinais em & 2,59 (d, J= 6,50 Hz, 1H) e 4,66 (s, 1H), referentes
a hidrogénios de OEM-B1, com os sinais em 2,52 (dd, J= 5,54 € 5,41 Hz; 1H) € 5,55 (d, J =
8,04 Hz, 1H) do acetato de trams-pinocarveila, respectivamente. O menor deslocamento
quimico do hidrogénio carbinélico (8 4,66), sugere que este ndo se encontra mais na posicao
alilica. O fato do sinal se mostrar como um singleto indica que ou o hidrogénio esta isolado,
sem hidrogénios vicinais, ou em posi¢do equatorial com angulo diédrico préoximo de 90° com
os hidrogénios vicinais que, de acordo com a regra de Karplus (Crews, 1998), faz com que o
acoplamento escalar ndo se manifeste, ou seja, muito pequeno entre estes hidrogénios. Ja a
mudanga d e multiplicidade d e d uplo d upleto p ara dupleto d o hidrogénio m etinico alilico &
dupla ligagéo (8 2,59), bem como o aumento de seu deslocamento quimico (8 2,52 no acetato
de trans-pinocarveila, para 8 2,59 em OEM-B1), pode ser explicado pela troca de um grupo
metilénico (C-6 no acetato de trans-pinocarVeila), por um grupo metinico contendo um
heteroatomo (C-6 em OEM-B1). Neste ponto da discussdo pode-se sugerir que o grupo acetila
ligado ao carbono 3 do acetato de trans-pinocarveila (4) encontra-se no carbono 6 na estrutura

de OEM-BI1. Desta forma pode-se sugerir a estrutura (5) para OEM-B1.
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Figura 22: Espectro de RMN 'H de OEM-B1 com expansio da regido entre 2,7 e 1,8 ppm [§;
500 MHz; CDCl;]

O espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H,'H-COSY (Fig. 23, p.
47), mostra claramente o acoplamento entre os hidrogénios em 6 2,47 € 2,24 (J= 18,5 Hz) e
em 0 2,01 e 1,90 (J = 25,1 Hz), que por mostrar valores elevados de constante de acoplamento
devem apresentar uma relagdo geminal entre si. Pode ser visto o acoplamento entre os
hidrogénios em & 2,24 e 1,90 (J/ = 8,4 Hz), apresentando um valor para constante de
acoplamento compativel com um sistema vicinal de hidrogénios cicloexanicos, em arranjo
axial-axial. S3o notados também os acoplamentos entre os hidrogénios em & 2,10 € 2,01 (J =
ndo determinado), & 2,24 € 2,01 (J = 1,2 Hz), & 2,47 ¢ 1,90 (J = ndo determinado), com
valores de J pequenos que podem perfeitamente estar relacionados com sistemas de
hidrogénios cicloexanicos vicinais com arranjos do tipo axial-equatorial e equatorial-
equatorial. Neste momento pode-se afirmar que na estrutura de OEM-B1 estéo presentes dois
grupos metilénicos vicinais. Além destes acoplamentos € observado também um acoplamento
entre os hidrogénios em & 2,59 € 2,10 (J = 6,7 Hz), provavelmente de um acoplamento a longa

distancia (4JHH), com um arranjo em “w” entre estes hidrogénios, assim como ocorre com H-1

'y
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e H-5 na estrutura do acetato de trans-pinocarveila. Estes dados estfio descritos na tabela 11,
s M e
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Figura 23: Diagrama de contorno do espectro 'H,'"H-COSY de OEM-BI1 [8; 500 MHz x 500
MHz; CDCl;]

_ Analisando o espectro de correlagiio heteronuclear 'H,">C (HMQC) (Fig. 24 e 25,
p. 48 e 49 respectivamente), pode-se correlacionar o carbono em & 23,8 com os hidrogénios
emd 2,47 e 2,24; bem como o carbono em & 23,6 com os hidrogéniosem & 2,01 e 1,90,
confirmando o carater geminal destes dois grupos de hidrogénios. Este fato associado com a
discussdo anterior do espectro de COSY, corrobora para a existéncia de dois grupos
metilénicos vicinais em um anel cicloexanico, que confirma a mudanga do grupo acetato do
carbono 3 para o carbono 6 na estrutura de OEM-B1. A analise deste espectro proporcionou

também a correlagdo de todos os sinais de hidrogénios com os seus respectivos carbonos, bem
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como a correlacdo inequivoca dos hidrogénios com os carbonos em & 23,8-23,5; mostrados na

figura 25, p. 49. Estes dados sdo mostrados na tabela 11, p. 55.
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Figura 24: Diagrama de contorno do espectro 'H,*C-HMQC de OEM-B1 [8; 500 MHz x 125

MHz; CDCl;]
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Figura 25: Diagrama de contorno da expans@o da regido entre 0,5 e 3,2 ppm do espectro

'H,C-HMQC de OEM-B1 [8; 500 MHz x 125 MHz; CDCl;]

O acoplamento a longa distdncia entre o carbono em & 40,1 (C-7), com o
hidrogénio em & 4,66 (H-6) (*Jcn), mostrado no espectro de correlagio heteronuclear a longa
distancia, “Jcy e *Jeu (HMBC) (Fig. 26, p. 50), reforca a presenca do grupo acetato ligado a
C-6. Este espectro também mostra o acoplamento entre os carbonos em § 56,1 € 45, 4 (C-1 e
C-5), com o hidrogénio em & 2,24 (H-3), mostrando que na posi¢do 3 na estrutura de OEM-
B1 ¢ referente ha um grupo metilénico. As demais correlagdes a longa distancia existentes

entre os hidrogénios e carbonos de OEM-B1 podem ser vistas na tabela 11 (p. 55) e no quadro

3 (p. 51).
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Figura 26: Diagrama de contorno do espectro 'H,"*C-HMBC de OEM-B1 [§; 500 MHz x 125

MHz; CDCls]

O espectro de RMN de correlagdo homonuclear a longa distancia 'H,'H-NOESY

(Fig. 27 e 28, p. 52), de OEM-B1, mostra claramente o acoplamento espacial do hidrogénio
H-6 (8 4,66) e com o hidrogénio H-3pB (8 2,47), definindo a estereoquimica relativa de C-6,

com o grupo acetato na posigdo o € H-6 na posicéo P. Este fato sugere uma estereoquimica

cis entre o grupo acetato e carbono quaternario C-7. Também € visto neste espectro, o

acoplamento espacial entre o hidrogénio olefinico em & 4,68 e o hidrogénio metilénico H-3a

(8 2,24), bem como o acoplamento espacial entre o outro hidrogénio olefinico em & 4,60 e o

hidrogénio metinico H-1 (8 2,59), definindo as posi¢des dos hidrogénios ligados a C-10. O
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quadro 4 (p. 53), mostra os acoplamentos observados no espectro de 'H,"H-NOESY de OEM-
B1.

Quadro 3: Representag@o dos acoplamentos observados no espectro de 'H,°C-HMBC de

OEM-B1
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Figura 28: Diagramas de contorno da expansio da regido entre 4,5 a 4,8 ppm do espectro

'H,"H-NOESY de OEM-BI1 [§; 500 MHz x 500 MHz; CDCl;]
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Quadro 4: Representagio dos acoplamentos observados no espectro de 'H,'"H-NOESY de

OEM-B1

Baseado nesta discussdo pode-se associar a estrutura (5) para OEM-BI,

confirmando o carater isomérico entre o acetato de trans-pinocarveila (OEM-A1) e OEM-B1.

&)

Esta estrutura também € confirmada pela analise mecanistica da fragmentag@o de

OEM-BI1 no espectrometro de massa, mostrada no quadro 5, p. 54.

No melhor de nosso conhecimento, OEM-BI1 trata-se de um monoterpeno do tipo
B-pineno acetilado na posi¢do 6, que estd sendo relatado pela primeira vez na literatura,

recebendo a denominagio de acetato de cis-isopinocarveila.
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Quadro 5: Proposta mecanistica para fragmentacdo de massa de OEM-B1




Tabela 11: Correlagdo Entre os Dados de RMN e a Estrutura de OEM-B1

e

3
il
HMQC COSY HMBC NOESY
HBBD
#C 8C SH 'H'H 2 Jer 3JcH 'H'H
4,68; 4,60; 2,24; 1,39;
1 56,1 2,59 2,10 - 4,60
0,75
2,56; 2,47,
2 149.6 -—- --- 4,66; 2,01 -—-
2,24
4,66; 2,24;
3 23,8 2,47 2,01; 1,90 4,68; 4,60; 2,10 -
1,90
2.47: 201
2,24 4,68
1,90
2,10; 2,24;
4 23,6 2,01 2,24 4,66 4,66
1,90
2,47, 2,24;
1,90 LA
2,01
5 45,4 2,10 2,59; 2,01 2,01; 1,90 2,59;2,24; 1,39; 0,75 -
6 T1.5 4,66 247 2,56 -—- 2,01
v 40,1 - - 1,39; 0,75 4,66;2,01; 1,90 -
8 27,6 1,39 - 0,75 2.56 -—-
9 23.5 0,75 -—- - 2,56; 1,39 -—-
10 108.,0 4,68 -—- —- 2,56; 2,24 2,24
4,60 - 2,59
OCOCHz 170,6 -—-- --- 2,07 4,66 -—-
OCOCH; 21,6 2,07 - - -

&)
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4.5 Oleos Essenciais de Egletes viscosa do Ceara

Visando o estudo da interferéncia das condig¢des edafo-climaticas na composi¢do
quimica do 6leo essencial da parte aérea de E. viscosa, varias amostras foram coletadas em

diversas localidades do estado do Ceara (Fig. 29, abaixo).

Ceara 42 &%
{divis30 por municipzos)
1 B FORTALEZA
2 H ACOPIARA
-3 W AIUABA

4 M AGUA VERDE
5 T BATURITE

6 W BELACRUZ
7 I CHOROZINHO
8 W CRATO

a 1co
10 I IRAUCUBA

11 [ ITAPIUNA
412 B PENTECOSTE -
413 M SAO GONCALO DO ,\;\-L:RA;\"I'I-:

14 B VARZEA ALEGRE

Figura 29: Mapa do Estado do Cear4, Indicando os Municipios Onde as Coletas de Egletes

viscosa Less Foram Realizadas.

As amostras, foram submetidas a extracdo por hidrodestilagdo, segundo técnica
descrita no Item 7.8.1 (p. 174), obtendo-se diversas amostras de 6leo essencial. Os dados das
extragdes bem como os locais de coletas e datas do material vegetal, sdo apresentados na

tabela 12 (p. 57).
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Tabela 12: Localidades, Datas de Coletas Aliquotas Extraidas e Rendimentos, das Populagdes

de Egletes viscosa do Estado do Ceara.

Localidade Data Coleta Aliquota (Kg) Rendimento (%)
Acopiara 15.11.96 1,27 0,10
Aiuaba 12.12.96 1,16 0,22
Agua Verde 15.12.96 1,95 0,34
Baturité 22.01.97 1,22 0,19
Bela Cruz 02.11.96 1,24 0,25
Chorozinho 12.03.97 1,30 0,18
Crato 16.11.96 1,26 0,10
Ico 15:11.96 1,22 0,10
Irauguba 01.09.97 1,36 0,07
[tapitina 05.11.96 1,51 0,10
Pentecoste 02.11.96 1,34 0,29
Sdo Gongalo do Amarante - 1 13:11.96 333 0,07
Sdo Gongalo do Amarante - 2 13.11.96 1,20 0,18
Varzea Alegre 15.11.96 1,16 0,29

Os Oleos essenciais obtidos foram analisados por cromatografia gés-liquido
(CGL/EM). A identificagio de seus constituintes foi efetuada através das determinagdes dos
indices de Kovats simulados (procedimento descrito no item 4.2.1, p. 29), pesquisa em
espectroteca € comparagdo com dados da literatura (Adams, 2001). Os resultados s@o

apresentados na tabela 13, (p. 58).
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Tabela 13: Componentes Identificados nos Oleos Essenciais da Parte Aérea das Populacdes

de Egletes viscosa, Coletada no Cear4.

Componente Indentificado AV SG-1 SG-2 PE BC IT IC VA IR AC CR Al BA CH
sabineno (6) -—- - 831 - - - 3,21 25 — i -, 2 i S
B-pineno (7) - 1,29 582 18 2,60 1,29 1,83 10,06 11,96 4,35 1646 -- - 1,68

[-mirceno (8) " s - 099 - e e cix 198 o B o2 S S0 e
limoneno (9) - - 28 038 082 - 1,67 343 08 120 210 --- --- ---
B-felandreno (10) - - 1,59 031 -- - 094 216 1,01 099 1,71 -- - -
(Z)-B-ocimeno (11) -- - - --- --- --- - 098  --- 1,05  --- -—- - -
(E)-B-ocimeno (12) - - - - - - 0,83 1,54 -- 1,62 - - - -
linalol (13) -—- - --- — — - — 0,85 -— = =3 - - -
trans-pinocarveol (14) - 319 1,75 159 1,76 1,88 2,06 2,01 244 294 1,78 --- --- -
isopinocanfona (16) -—- - - -—- -— - 0,79 - --- - -— -—- -— -
terpineol-4 (17) - - 1,08  --- - - - 090 - - - - - -
mirtenol (18) h geh o aen BB fes  we B e QB o s s v w
trans-carveol (19) 2,66 - --- - 340 - - 0,77 - 1,08 - --- -~ 3,08
acetato de cis-verbenila (21) 481 - 1571 - 494 - 12,05 18,84 --- 897 1325 5,60 588 6,89
acetato de frans-pinocarveila (4) 23,15 82,78 19,51 76,30 18,39 7830 8,91 16,01 66,74 19,96 28,84 15,11 21,30 547
acetato de cis-isopinocarveila (5) 69,38 --- 19,05 0,74 58,77 --- -- -—- - - 17,50 73,57 69,89 7597
acetato de cis-pinocarveila (23) - 8,17 6,52 10,18 1,72 797 4,06 540 736 4,07 931 --- --- 1,80
acetato de ci-terpenila (24) - - - 0,66 - - 0,89 1,34 --- - 1,68 --- --- -
acetato de geranila (27) --- --- -—- - - - - --- --- --- --- 1,51 --- -
acetato de trans-mirtanol (26) - -- - 024 - - - -— - - - - -2 SRS
[B-cubebeno (28) - - -~ 045 - 150 1,00 - 098 - == — 2 -
trans-cariofileno (29) S 1,38° 5,000 0,73 1,79 3,290 482 661 2,63 718 230 = - 1,38
o-humuleno (30) --- --- - - --- - 08 - e ent 2ps S22 e 3
A-muuroleno (32) - --- — 0,69 1,67 221 353 1,86 187 458 -- == s 223
germacreno D (33) - = = 024~ = e T 076 - = e e e
y-cadineno (34) --- - --- - --- - 095 - - . =2 sss #45 o
8-cadineno (35) -- - -—- --- - 0,82 - --- - --- - - - -
6xido de cariofileno (36) sm e 131 e e 092 2200 1,95 7 == 095 == e s 2m
t-cadinol (39) U P ) P I e
Total Indentificado 100,0 96,81 89,49 95,17 95,86 98,18 52,53 76,80 97,47 61,12 9502 95,79 97,07 96,27

Siglas das localidades: AC = Acopidra, Al = Aiudba, AV = Agua Verde, BA =
Baturité, B C = Bela Cruz, CH = Chorozinho, CR = Crato, IC = Ic6, IR = Irauguba, IT =
Itapitina, PE = Pentecoste, SG = S3o Gongalo do Amarante e VA = Varzea Alegre.
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Analisados, os dados da tabela 13 (p. 58), pode-se dividir as localidades em trés
grupos de especimens de E. viscosa, produtores de diferentes tipos de dleo essencial. O
primeiro grupo ¢ formado pelas localidades de Pentecoste, Irauguba, Itaicaba, Ico, Varzea
Alegre e Acopiara; apresentando como constituinte majoritario o acetato de frans-
pinocarveila (4). O segundo grupo ¢ formado pelas localidades de Agua Verde, Bela Cruz,
Aiuéba, Baturité e Chorozinho; e apresentam como constituinte majoritario a acetato de cis-
isopinocarveila (5). O terceiro grupo, apresenta teores aproximados dos constituintes
majoritarios, acetato de trans-pinocarveila e acetato de cis-isopinocarveila e ¢ representado

pela localidade de Crato.

Ao se realizar a coleta do material vegetal no municipio de S&o Gongalo do
Amarante, observou-se a presenga de duas populagdes com especimens apresentando
diferencas morfoldgicas. A primeira populagdo possufa especimens com folhas maiores e de

coloragdo verde clara (Fig. 30, abaixo), sendo denominada SG-1. A segunda populagéo

apresentava especimens com folhas menores € coloragdo verde escuro (Fig. 30, abaixo), a

qual foi denominada SG-2.

Figura 30:Especimens de Egletes viscosa Less. Coletadas no municipio de S&o Gongalo do
Amarante-CE. A = especimens do tipo SG-1, B = especimens do tipo SG-2.

Apds a analise dos constituintes presentes nos 4leos essenciais das partes acreas
das populagdes de E. viscosa, SG-1 e SG-2 (tabela 13, p. 58), observou-se que SG-1 pertencia
a0 primeiro grupo, que possui o acetato de trans-pinocarveila, como constituinte majoritario e
que SG-2 pertencia ao terceiro grupo, que possui teores similares para o acetato de trans-
pinocarveila e o acetato de cis-isopinocarveila. Desta forma a hipétese que as condi¢des

edafo-climaticas, seriam responséveis pela observagéo de dois tipos diferentes (item 4.2, p.
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23), foi descartada ja que tanto SG-1 quanto SG-2, estavam submetidas as mesmas condigdes

de solo e clima.

4.6 Acompanhamento da Composi¢io Quimica Volatil de Egletes viscosa com a Variagio

Sazonal

Com o intuito de verificar se a diferenca qualitativa existente nos 6leos essenciais
de E. viscosa, & decorrente do estagio de desenvolvimento em que a planta se encontra quando
é coletada para extragdio, uma populagdo de E. viscosa localizada na localidade de Agua
Verde, foi escolhida para um estudo da variagdo sazonal. Tal populagdo foi escolhida por
possuir os dois constituintes majoritarios, acetato de trans-pinocarveila (4) e acetato de cis-
~ isopinocarveila (5), na composi¢do quimica do dleo essencial, e também, por localizar-se

proximo de Fortaleza (aproximadamente 40 Km), viabilizando este estudo.

As amostras da parte aérea de E. viscosa foram coletadas mensalmente, e
submetidas a hidrodestilagdo, técnica descrita no item 7.8.1 (p. 174), obtendo-se 11 amostras
de Oleos essenciais, que representam todo o ciclo de vida da planta, que dura
aproximadamente 5 meses. As datas de coleta e os dados das extragdes sfio apresentados na

tabela 14, p. 61.

Os oleos essenciais obtidos foram analisados por cromatografia gas-liquido
acoplada a espectrometria de massa (CGL/EM). A identificagdo de seus constituintes foi
efetuada através das determinagGes de indices de Kovats simulados, procedimento descrito no
item 4.2.1 (p. 29), pesquisa em espectroteca e comparagdo com dados da literatura (Adams,

2001). Os resultados sdo apresentados na tabela 15 (p. 62).

Neste experimento, foi observado que durante o ciclo de vida da planta o acetato
de trans-pinocarveila (4) sofreu um acréscimo em sua produgfo metabdlica de 268,7 %, de
11,20 % em AV-1 para 30,09 % em AV-8. Ja o acetato de cis-isopinocarveila (5), teve um
acréscimo de produc@o metabdlica bem mais acentuado, tendo uma elevagdo de 1.034,3 %,
com um minimo de 6,82 % em AV-6 e um maximo de 70,54 % em AV-11, cerca de 4 vezes
maior que o acetato de frans-pinocarveila (4). Desta forma, pode-se concluir que a medida em
que a planta envelhece a produc@o metabdlica dos dois constituintes principais eleva-se com
relacdo aos demais constituintes do dleo. Porém em nenhum momento do experimento

obteve-se 6leos essenciais com o padréo de constitui¢io quimica semelhante ao 6leo OEM-A

(item 4.2, p. 23). Conseqiientemente a hipotese que a existéncia de dois dleos essenciais com
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composi¢des quimicas diferentes para E. viscosa, seria decorrente do estdgio de

desenvolvimento, idade, o qual a planta se encontrava quando fora coletada foi descartada.

Tabela 14: Datas de Coleta e Rendimentos dos Oleos Essenciais da Parte Aérea de Egletes

viscosa, Coletada em Agua Verde-CE.

Coleta Data de Coleta Rendimento (%)
AV-1 11.11.96 0,07
AV-2 15.12.96 0,34
AV-3 05.01.97 0,28
AV-4 22.01.97 0,16
AV-5 16.03.97 0,26
AV-6 22.07.97 0,01
AV-7 09.08.97 0,02
AV-8 22.08.97 0,03
AV-9 22.10.97 0,18
AV-10 17:11.97 0,09
AV-11 09.12.97 0,12

4.7 Oleo Essencial de Egletes viscosa Less. Cultivada: Confirmagdo da Existéncia de Um

Novo Quimiotipo.

Apbs o descarte das hipoteses de que a diferenga qualitativa existente em 6leos
essenciais de I. viscosa era decorrente das condigdes edafo-climaticas (item 4.5, p. 56) e/ou
do estagio de desenvolvimento da planta no momento de sua coleta (item 4.6, p. 60); restava

analisar se tal diferenca ocorria devido a existéncia de dos quimiotipos de macela.
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Tabela 15: Componentes Identificados nos Oleos Essenciais da Parte Aérea de Egletes

viscosa, Coletada em Agua Verde-CE.

Componete Identificado AV-1 AV-2 AV-3 AV-4 AV-5 AV-6 AV-7 AV-8 AV-9 AV-10 AV-11
fB-pineno (7) 3,01 0,47 6,12 4,24
limoneno (9) 1,11 == E % .o ae . 0,81 1,04 Cos

B-felandreno (10) - - - - - -—- - - 0,66 0,78 -
linalol (13) 0,91 o3 ez =3 = 0,34 0,86 e 2% el e
trans-pinocarveol (14) 3,62 - - 1,04 1,46 744 7,57 2,57 2,03 3,04 -
pinocarvona (15) - 53 = = 2 ez s 0,63 ssa s s
isopinocanfona (16) == e 2= = e 0,34 148 0,66 - st sza
terpin-4-ol (17) 0,82 -—- _— - - -— -—-- -—- - 0,26 -—-
mirtenol (18) - - - -— - 0,47 0,86 =es - s =
trans-carveol (19) 0,92 2,66 4,75 3,11 234 505 6,68 0,69 344 5,44 -
acetato de cis-verbenila
3,66 4,81 4,03 501 462 046 2,15 2,13 3,65 3,97 3,86
(21)
acetato de trans-
11,20 23,15 17,79 17,03 23,59 15,18 26,03 30,09 20,07 16,02 17,33
pinocarveila (4)
acetato de cis-
16,86 69,38 70,22 69,45 50,24 6,82 26,00 20,48 53,21 51,76 70,54
isopinocarveila (5)
acetato de cis-
5,45 - 1,52 1,99 1,79 1,16 248 287 1,29 1,53 1,02
pinocarveila (23)
acetato de a-terpinila
- - --- -—- - 0,35 0,35 --- -—- - -
(24)
trans-cariofileno (29) 4,30 - 1,68 - -—- 6,50 5,26 - 3,44 3,25 2,92
o-humuleno (30) - - - - - 0,58 0,32 - -—- -—- -
(E)-B-farmeseno (31) 0,71 - - - -—- 0,40 0,26 2,16 - --- ---
A-muuroleno (32) --- --- - - - 0,47 0,90 - 0,87 1,12 0,77
elemol (38) - -—- - - - 0,58 0,42 --- - ==
oxido de cariofileno
4,84 -—- -—- 1,16 2,10 6,13 1,03 746 -—- 0,41 -—-
(36)
A-eudesmol (37) 0,73 - - - S8 <aa 0,48 e ces == e
1-cadinol (39) - - - - S L2 == e = - e
Total Identificado 68,14 100,00 99,99 98,79 86,14 53,98 83,13 69,74 9559 92,86 96,44
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Para este experimento, foram utilizadas amostras de capitulos florais de E.
viscosa, dos dois tipos (macela-A e macela-B), cultivadas no setor de Horticultura do

Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal do Ceara.

As amostras foram coletadas em intervalos de 30 dias, tendo inicio apds a floragéo
dos especimens. Os 0leos essenciais foram obtidos por hidrodestilagdo de aliquotas de peso
variado (39,7 — 333,3 g), em aparelho doseador de Cleavenger modificado por Gottlieb
(Gottlieb, 1960), segundo técnica descrita no item 7.8.1 (p. 174).

A macela-A forneceu 6leos essenciais amarelos claros com rendimento médio de
0,16 %, enquanto que a macela-B forneceu dleos essenciais incolores com rendimento médio

de 0,53 %. Os dados das extra¢des sdo apresentados na tabela 16 (p. 65).

Os Oleos essenciais obtidos foram analisados por cromatografia gas-liquido
acoplada a espectrometria de massa (CGL/EM). A identificacdo de seus constituintes foi
efetuada através das determinagdes dos indices de Kovats simulados, procedimento descrito
no item 4.2.1 (p. 29), pesquisa em espectroteca e comparacdo com dados da literatura

(Adams, 2001).

A composi¢do quimica dos dleos essenciais sdo mostrados na tabela 17 (p. 65). A
analise destes dados revela que os dois tipos além de produzirem quantidades diferentes de
6leos, apresentam uma composi¢do quimica majoritaria bastante estdvel e caracteristica. O
6leo essencial da macela-A € caracterizado por uma alta concentracdo de cis e principalmente
trans-pinocarveila, sem a presenga dos alcoois correspondentés. Ja o 6leo essencial da
macela-B ¢ caracterizado pela composi¢do majoritéria de acetato de frans-pinocarveila (4) e
acetato de cis-isopinocarveila (5), principalmente, além da presen¢a dos dlcoois néo acetilados

trans-carveol e trans-pinocarveol.

O acompanhamento das fases de crescimento do material vegetal revelou que ja
nos primeiros estigios de crescimento (Figs. 31 e 32, P4g 63), pode-se observar uma
diferenciacdo morfologica entre os diferentes especimens. Este fato aliado a composigéo
quimica dos 6leos essenciais das amostras de macela-A e macela-B, discutida acima, podem
caracterizar e existéncia de duas variedades para E. viscosa. Pode-se associar o acetato de

trans-pinocarveila (4) como marcador quimiotaxonémico de uma variedade (macela-A) € o
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acetato de cis-isopinocarveila (5), como o marcador quimiotaxondmico da outra variedade

(macela-B).

Sendo assim a existéncia de dois 6leos essenciais com perfis quimicos diferentes
para os capitulos florais de E. viscosa, detectados nas amostras observadas no item 4.2 (p. 23),
sdo decorrentes da existéncia de duas variedades para esta espécie, que podem ser encontradas
compartilhando o mesmo habitat, como na localidade de Sdo Gongalo do Amarante (item 4.5,

p. 56), ou isoladas como as macelas coletadas em Pentecoste e Irauguba (macela-A) e a

macela coletada em Agua Verde (macela-B).

Figura 32: Macela Tipo-B Cultivada, nos Primeiros Estdgios de Desenvolvimento.

Além do acetato de frams-pinocarveila (4) e acetato de cis-isopinocarvila (5),
varios outros constituintes foram identificados nas diversas amostras de 6leos essenciais de
Egletes viscosa: sabineno (6), B-pineno (7), mirceno (8), limoneno (9), B-felandreno (10), (Z)-
B-ocomeno (11), (E)-B-ocimeno (12), linalol (13), frans-pinocarveol (14), pinocarvona (15),
isopinocanfona (16), terpin-4-ol (17), mirtenol (18), trams-carveol (19), acetato de cis-
crisantenila (20), acetato de cis-verbenila (21), acetato de frans-verbenila (22), acetato de cis-
pinocarvila (23), acetato de a-terpinila (24), acetato de diidro-neo-isocarveila (25), trans-

mirtanol (26), acetato de geranila (27), B-cubebeno (28), trans-cariofileno (29), a-humuleno
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(30), (E)-B-farneseno (31), y-muuroleno (32), germacreno D (33), y-cadineno (34), 6-cadineno
(35), 6xido de cariofileno (36), y-eudesmol (37), elemol (38), t-cadinol (39).

Tabela 16: Aliquotas Extraidas e Rendimentos das Amostras de Egletes viscosa Cultivada.

Amostra (Tipo) Aliquota (g) Rendimento (%)
A-1 49,5 0,14
A-2 53,4 0,16
A-3 39,7 0,17
B-1 92.5 0,52
B-2 3333 0,57
B-3 284.9 0,50

Tabela 17: Composi¢io Quimica dos Oleos Essenciais de Amostras das Duas Variedades de

Egletes viscosa.

Constituinte Identificado A-1 A2 A3 B-1 B2 B-3
trans-pinocarveol (14) --- --- -— - - 1,04
trans-carveol (19) --- -— --- 2,66 4,75 3,11
acetato de cis-verbenila (21) -— -— — 4,81 4,03 5,01
acetato de trans-pinocarveila (4) 85,57 83,06 84,94 23,15 17,79 17,03
acetato de cis-isopinocarveila (5) - -— 1,23 69,38 70,22 69,45
acetato de cis-pinocarveila (23) 8,88 8,30 8,83 - 1,52 1,99
acetato de a-terpinila (24) 2,08 - 2,01 - - ---
acetato de geranila (27) 0,93 - 1,21 --- --- ---
trans-cariofileno (29) - --- - --- 1,68 -
6xido de cariofileno (36) -—- - --- - - 1,00
Total Identificado 97,43 91,26 98,22 100,00 99,99 98,63
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Figura 35: Espectro de massa do mirceno
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Figura 38: Espectro de massa do (Z)-B-ocimeno
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Figura 40: Espectro de massa do linalol
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Figura 41: Espectro de massa do frans-pinocarveol
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Figura 42: Espectro de massa da pinocarvona
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Figura 43: Espectro de massa da isopinocanfona
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Figura 44: Espectro de massa do terpin-4-ol
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Figura 45: Espectro de massa do mirtenol
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Figura 47: Espectro de massa do acetato de cis-crisantenila
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Figura 48: Espectro de massa do acetato de cis-verbenila
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Figura 49: Espectro de massa do acetato de trans-verbenila
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Figura 50: Espectro de massa do acetato de trans-pinocarveila
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Figura 53: Espectro de massa do acetato de a-terpinila
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Figura 54: Espectro de massa do acetato de diidro-neo-isocarveila
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Figura 56: Espectro de massa do acetato de geranila
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Figura 61: Espectro de massa do y-muuroleno
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Figura 65: Espectro de massa do 6xido de cariofileno

Abundance
40000 - 43

181
20000 -

|
| A s
39l P ﬁ 0] ua o
I H :
0 - "%ILIIJLJI‘in L#H—th!, iu) Tﬁl'.‘d? %?7 ﬂ 175 1?9 i (37)
80 1

RS RE AR A R i) NI R A T i W
m/z—-=> 40 60 00 120 140 160 180 260

Figura 66: Espectro de massa do y-eudesmol
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5 DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES NAO VOLATEIS DE

Egletes viscosa Less.
5.1 Determinagio Estrutural de EVFIC-1

A partir da marcha quimica bésica, realizada na fracdo hexanica do extrato
cloroférmico dos capitulos florais de FEgletes viscosa Less. (Tipo A), seguido de
cromatografia em silica (item 7.9.1, p. 176), pdde-se isolar a substincia com aspecto de um

6leo incolor, homogéneo em CCD, que foi denominado EVFIC-1.

S#o observadas 20 linhas no espectro de RMN C-HBBD (125 MHz, CDCl5)
(Fig. 69, abaixo), das quais uma corresponde a uma carbonila (8 173,9; C-17), provavelmente
de 4cido carboxilico ou de éster. Na regido de carbonos sp® (8173,9— 111,3), podem ser
observados 11 sinais incluindo a carbonila, sugerindo a presenca de 5 insaturacdes
decorrentes d e ligagdes duplas carbono — carbono. Além dos sinais a cima discutidos, sdo

observados mais 9 linhas (8 39,3 — 16,1) na regifo de carbonos saturados.

or
173848
77,231
N 28,977
39,28
36,727

Ly 12813

2018

19 i
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Figura 69: Espectro de RMN BC-HBBD de EVFIC-1 [§; 125 MHz; CDCl;]

A analise do espectro de RMN “C-DEPT 135° (125 MHz, CDCL) (Fig 7

; @i 2 = et
abaixo), revelou que dos 11 sinais referentes a carbonos sp”, 6 sdo de carbonos metimicas
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145,9(C-7); 142,8(C-17); 139,0(C-16); 124,8(C-11); 123,7(C-3) e 111,3(C-15)) e os 4 demais
(6 130,9(C-10); 132,5(C-6); 135,1(C-2) e 125,1(C-14)) de carbonos ndo hidrogenados, além
do sinal referente a carbonila. Na regido de carbonos saturados, 6 sinais (8 39,3(C-9); 34,7(C-
5); 28,6(C-12); 28,4(C-8); 28,1(C-4) e 25,2(C-13)), sdo atribuidos a carbonos metilénicos € 3
sinais (& 25,7(C-1); 17,9(C-20) e 16,1(C-18)), sdo atribuidos a carbonos metilicos. Por
conseqiiéncia nido sdo observados carbonos saturados nfo hidrogenados na estrutura de
EVFIC-1.
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Figura 70: Espectro de RMN BC-DEPT 135° de EVFIC-1 [§; 125 MHz; CDCl;]

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) (Figs. 71, 72 e 73, p. 78 € 79), mostra
sinais em & 7,34 (t, J = 1,67 Hz, 1H); 7,21 (m, 1H) e 6,28 (dd, J = 1,78 Hz e 1,67 Hz, 1H),
que aliado com os sinais em & 142,8 (CH); 139,0 (CH); 125,1 (C) e 111,3 (CH), mostra a
existéncia de um anel furanico monossubstituido na estrutura de EVFIC-1, como pode ser
visto p ela c omparagiio com d ados da literatura (Silveira, 1989; Esquivel, 1986; J akupovic,
1986; B lechschmidt, 1992; T azaki, 1995 e Fernandez, 1986), (Tabs 18 ¢ 19,P4g76). Séo
observados sinais de hidrogénios desprotegidos em 8 6,02 (t, J = 7,26 Hz, 1H); 5,21 (tm, J =
7,03 Hz e desconhecido, 1H) e 5,11 (tm, J = 5,73 Hz e ndo determinado, 1H). Ha também
sinais centrados em & 2,63 (q, J = 7,34 Hz, 2H); 2,47 (m, 2H); 2,27 (m, 4H) e 2,13 (m, 4H),
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além de dois sinais singleto em & 1,69 e 1,61 com integraciio para 3 e 6 hidrogénios,

- confirmando a existéncia de trés metilas na estrutura de EVFIC-1.

Tabela 18: Comparagdo dos dados de Deslocamentos Quimicos de RMN '>C do Anel

Furénico de EVFIC-1 com Anéis Furnicos de Diterpenos Clerodanicos da Literatura.

A B C
#C  EVFIC-1 L
(Silveira, 1989) (Esquiviel, 1986) (Jakupovic, 1986)
14 125.1 125,6 1253 126,8
15 111,2 108,0 108,4 108,4
16 139,0 139,6 139,6 138,9
17 142,8 143,8 143,8 143,5
o}
16‘ 717
15\ /._14
5

&) (B) ()
Tabela 19:Comparagdo dos Deslocamentos Quimicos dos Hidrogénios Furanicos de EVFIC-3

com Hidrogénio Furanicos de Diterpenos Clerodanicos Descritos na Literatura.

HIDROGENIO §H
D E F
EVFIC-1 _ . ;
(Blechschmidt, 1992)  (Tazaki, 1995) (Fernandez, 1986)
H-14 6,28 6,44 6,41 6,44
H-15 7,21 7,36 7,37 7,38
H-16 7,34 7,49 7,42 7,46
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Neste momento pode-se atribuir a formula CpoH,303, com indice de deficiéncia de
hidrogénio igual a 7. Uma lacuna é referente a carbonila, outras 3 sfo referentes ao anel
furanico e mais 3 referentes a dupla ligagao carbono — carbono. Desta forma pode-se associar
uma estrutura de um diterpeno furdnico aciclico para a estrutura de EVFIC-1. A literatura
(Lima, 1993), registra o isolamento de um diterpeno com estas caracteristicas dos capitulos
florais de Egletes viscosa, denominado de 4cido centipédico (2). Comparagio dos dados de
RMN "°C de EVFIC-1 com os dados do 4cido centipédico (Tabela 20, Pag 79), revelaram a

identidade entre as duas amostras.

aom
e 45527
2. 45002
2 37563
1.69562
1.6937%
1.BC675

e 48034
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. 13 ﬁ! 4¢9
| | I |
! “' “n‘. |
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Figura 73:Expansdo da regidio entre 2,7 a 1,5 ppm do espectro de RMN 'H de EVFIC-1 [§;
500 MHz; CDCl;]



Tabela 20: Comparaco dos Dados de Deslocamento Quimico de RMN °C de EVFIC-1 com

o acido centipédico (2).
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EVFIC-1 Acido centipédico (2)
#C 8 C, 125 MHz CDCls 8 C, 50 MHz CDC1; (Lima, 1996)
1 25,9 25,6
2 130,9 130,7
3 123.7 123.5
4 28,1 27,9
5 34,7 34,5
6 132,5 132,2
7 145,9 145,7
8 28,4 28,1
9 393 39,0
10 135,1 134,8
11 124,8 124,5
12 28,7 28,4
13 25,2 25,0
14 1251 124,9
15 1112 111,0
16 139,0 142,5
17 142,8 138,8
18 16,1 15,9
.19 173,9 173,8
20 17,9 17.7
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5.2 Determinacdo Estrutural de EVFIC-2

Marcha quimica bésica, realizada na fragio cloroférmica do extrato cloroférmico
dos capitulos florais de Egletes viscosa Less. (Tipo A), item 7.9.2, p.177, originou uma fracio
rica em um sélidq amorfo amarelo, que apds recristalizagdo em metanol, forneceu cristais
amarelos, soluveis em cloroférmio, que foram denominados EVFIC-2. Cromatografia de
camada delgada (CCD), evidenciou a pureza dos cristais, que apresentaram faixa de fusfo de
215,9-216,5°C.

O espectro de RMN *C-HBBD (125 MHz, CDCl;) de EVFIC-2 (Fig. 74, Pag 81),
apresentou 19 linhas. Um dos sinais (& 179,2), pode ser atribuido a uma carbonila. S&o
observados 14 sinais (8 158,6 — 95,6), referentes a carbonos spz, dos quais 6 podem ser
atribuidos a carbonos oxigenados (& 158,6; 157,5; 156,0; 148,7; 148,6 ¢ 146,6). O niimero
elevado de sinais referentes a carbonos sp>, sugere a presenga de anéis aromaticos na estrutura
de EVFIC-2. Podem ser vistos também, 4 sinais (& 61,8; 60,3; 56,6 e 56,2), caracteristicos de

carbonos metilicos de metoxila.

No espectro de RMN *C-DEPT 135° (125 MHz, CDCl) (Fig. 75, p. 82), pode-se
observar a auséncia de sinais referentes a carbonos metilénicos, bem como a existéncia de 4
carbonos metinicos spz, caracterizados pelos sinais em & 123,1; 115,0; 111,0 e 95,6. Este
espectro também reforga a presenga das metoxilas, ja que os sinais anteriormente atribuidos a

elas, sdo referentes a carbonos tri ou mono-hidrogenados.

A existéncia das 4 metoxilas na estrutura de EVFIC-2, ¢ confirmada pelos sinais
em & 3,98 (s, 1H); 3,95 (s, 1H); 3,92 (s, 1H) e 3,88 (s, 1H), presentes no espectro de RMN 'H
(500 MHz, CDCls) (Fig. 76 e 77, p. 83). Este espectro também apresenta sinais referentes e
hidrogénios aromaticos, centrados em 7,80 (s, 1H); 7,79 (dd, /= 8,67 € 2,03 Hz, 1H); 7,06 (d,
J=8,67 Hz, 1H) ¢ 6,42 (s, 1H). E observado também a existéncia de um sinal em & 12,47 (sl,
1H), que pode ser atribuido a um hidrogénio de hidroxila quelada. Analisando este espectro
com mais cuidado, pode-se observar a sobreposi¢do dos sinais em & 7,80 € 7,79, tornando a

multiplicidade deste sinais distorcida.
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Os dados acima discutidos acomodam-se perfeitamente na estrutura de um
flavonoéide hexaoxigenado. A literatura (Lima, 1993), relata o isolamento de um flavondide

com estas caracteristicas, a ternatina (1), dos capitulos florais de E. viscosa. A co-eluigdo com
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amostra auténtica, comparacéo das faixas de fusdo, 215,9-216,5 °C (EVFIC-2) e 216,2-216,8
°C (Lima, 1996), bem como dos dados de RMN 13C de EVFIC-2 com a ternatina (Tabela 21, ’!3

abaixo), revela a identidade entre as duas substancias.

Tabela 21: Comparagdo dos dados de RMN "*C de EVFIC-2 com a ternatina (Lima, 1993)

EVFIC-2 Ternatina (Lima, 1993)

& 8 (ppm), CDCls § (ppm), CDCl5
2 156,0 155,7

3 138,8 138,6

4 179,2 179,0

5 157,5 157,4

6 95,6 95,4

7 1487 148,4

8 129,0 128,8

9 158,6 158,4

10 105,5 105,3 *
1 123,1 122,9

2 111,0 110,8

3’ 146,6 146,4

4 148,6 148,3

5 115,0 B

6 122,8 122,7

1 61,8 © 61,5

27 60,3 60,1

37 56,6 56,3

4 56,2 55,9
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5.3 Determinagao Estrutural de EVFIC-3

Cromatografia do residuo obtido da marcha quimica, realizada na fracdo
cloroférmica do extrato cloroférmico dos capitulos florais de Egletes viscosa Less. (EVFIC-
C/CR) (item 7.9.3, Pag 176), forneceu, dentre outras, uma fragfio que se apresentou como um

solido amorfo branco. O sélido mostrou-se homogéneo em CCD, apresentando uma faixa de

fusdo de 151,7-152,8 °C e [a]5 = -123,9° (¢ 5,0, CHCL).

O espectro de RMN *C-HBBD (125 MHz, CDCl) (Fig. 78, p. 86), mostra 22
linhas espectrais. Duas delas, 6 170,2 (C-1°) e 169,4 (C-18), podem ser atribuidas a carbonos
carbonilicos provavelmente pertencentes a fungido éster. Podem ser observados 6 linhas (&
143,6 (C-16); 140,2 (C-15); 138,7 (C-4); 135,8 (C-3); 126,7 (C-13) e 108,9 (C-14)),
referentes a carbonos sp’, além dos sinais em & 71,9 (C-19) e 65,0 (C-12) que so
correlacionados a carbonos sp” ligados a heteroatomos. As demais linhas (& 49,2 — 15,9), sfo

associados a carbonos sp”.

O padréo de hidrogenagio dos atomos de carbonos pode ser determinado a partir
da analise do espectro de RMN BC-DEPT 135° (125 MHz, CDCls) (Fig. 79. p. 86). Este
espectro mostra a existéncia de 7 carbonos metinicos, 6 carbonos metilénicos e 3 carbonos
metilicos. A auséncia de 6 linhas espectrais neste espectro, quando comparado com o espectro
de RMN !*C-HBBD, revela a existéncia de 6 carbonos nio hidrogenados na estrutura de
EVFIC-3. Os valores de deslocamentos quimicos bem como o padrdo de hidrogenag@o dos

carbonos-13 de EVFIC-3, podem ser vistos na tabela 22, p. 87,
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Tabela 22:Deslocamentos Quimicos de RMN *C (CDCls, 125 MHz) de EVFIC-3, por Padrio

de Hidrogenagio.

& CH CH, CH;
170,2 - 143,6 71,9 21,7
169,4 140,2 421 17,7
138,7 135,8 34,4 15,9
126,4 108,8 27,9
45,8 65,0 277
39,6 49,2 20,4

37,3
Ce C/Hy CeHiz CsHip
CaoHag
2 C=0 C—0—C CcC—0
Cc—-0 C22Ha505

Os sinais em § 143,6 (CH); 140,2 (CH); 126,4 (C) e 108,8 (CH); aliados aos sinais
emd 7,43 (1H, s); 7,37 (1H, d, J = 1,32 Hz) e 6,41 (1H, d, J = 1,32 Hz), observados no
espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCI3) de EVFIC-3 (Figs. 80 e 81, p. 88), sdo atribuidos a
um anel furdnico monossubstituido como foi discutido na determinag?o estrutural de EVFIC-1
(acido centipédico), no item 5.1, p. 75. Os outros dois sinais referentes a carbonos sp> (&
135,8 (CH) e 138,7 (C)), sdo atribuidos a uma dupla liga¢do, que a partir dos valores de
deslocamentos quimicos dos carbonos-13, encontra-se possivelnisnte conjugada com uma das

carbonilas (Silveira, 1989).

Também podem ser observados no espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCI3)
(Figs. 80 € 81, p. 88), sinais centrados em & 6,75 (1H, dd, /= 7,39 ¢ 1,93 Hz) e & 5,94 (1H,
dd, J = 7,68 e 4,49 Hz). O primeiro € associado a um hidrogénio olefinico 3 de um sistema
carbonilico o,B-insaturado. J4 para o segundo sinal (8 5,94), existem duas possibilidades
plausiveis. O sinal seria referente a um hidrogénio olefinico ou pertenceria a um hidrogénio
metinico de um grupo acetoxi provavelmente o ao anel furanico. O sinal em & 2,02 (3H, s)
desfaz esta duvida, j4 que este € referente a uma metila de grupo acetila, apoiando a segunda
opcio, acima sugerida. H4 também neste espectro dois sinais, & 4,28 (1H, d /= 8,01 Hz) € 6

3,91 (1H, dd, J = 7,96 e 1,63 Hz), que sdo referentes a hidrogénios metilénicos oxigénados.
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6,56 Hz) e § 0,60 (3H, s).

2,01 (1H, m); 1,90 (1H, dtl, J = 13,09 Hz); 1,83 (2H, m); 1,62 (2H, m); 1,45 (1H, m); 1,22

Além dos sinais acima relacionados, sdo observados outros em & 2,41 (1H; m,); 2,17 (2H, m);
(1H, m) e 1,12 (1H, qd; J = 12,17 e 3,83 Hz). O espectro também mostra a presenca de mais

duas metilas, com sinais em 8 0,76 (3H, d, J
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Os dados acima discutidos acomodam-se em um esqueleto diterpénico com anel
furénico, acetilado e provavelmente lactonizado. A literatura registra para a espécie Egletes
viscosa Less., a existéncia de um diterpeno clerodanico (Lima, 1996), com as caracteristicas
acima descritas, denominado de lactona do 4cido hautriwaico acetilado em C-12. Comparagio
dos dados de RMN '*C de EVFIC-3 comosdo diterpeno acima citado (tabela23,p.90),
revela a identidade entre estes dados. Os espectros de RMN bidimensionais lH,lH-COSY;
1H,BC-HMQC e 'H,">*C-HMBC (Figs. 82, 83 e 84, p. 91 e 92), cujo dados s@o descritos na
tabela 24 (p. 95) e nos quadro 6 (p. 93), confirmam que EVLIC-A trata-se do 15,16-epoxi-12-
acetoxi-3,13(16),14-clerodatrien-18,19-olideo (3), sinonimia para a lactona do A4cido

hautriwaico acetilado em C-12.

Porém a literatura citada comete equivocos nas atribui¢cdes dos deslocamentos
quimicos de alguns carbonos da estrutura da lactona do 4cido hautriwaico acetilado em C-12.
Pode-se observar claramente no espectro de RMN 'H,C-HMQC (fig 83, Pag 90), a
correlagdo do H-3 (8 6,75) com o carbono em & 135,8 (C-3) e do H-15 (8 7,42) com o
carbono em 6 140,2 (C-15), mostra que os valores descritos na literatura para estes carbonos
(Lima, 1996), estdo trocados. Além da troca acima citada, a literatura comete outro equivoco
com a atribui¢io de C-4, que é associado a um sinal em & 135,6; no espectro de RMN = 32
APT. O espectro de RMN 'H,>*C-HMBC (Fig 84, Pag 91), mostra o acoplamento a trés
ligacdes (Scr), dos hidrogénios H’s-2 (8 2,41 e 2,16), com o sinal em & 138,7 (C-4); desta

forma o valor correto do deslocamento quimicos de C-4 ¢ 138,7 e ndo 135,6 como esta

registrado na literatura.
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Tabela 23: Comparagio dos Dados de Deslocamento Quimico de RMN '*C de EVFIC-3 com
0 15,16-epoxi-12-acetoxi-3,13(16),14-clerodatrien-18,19-olideo (3).

EVFIC-3 3)

#C §C § C (Lima, 1996)
1 20,4 20,2
2 377 27,5
3 135,8 140,0
4 138,7 135,6
5 45,8 45,6
6 34,4 34,2
7 27,9 271
8 593 37
9 39,6 39,4
10 49,2 49,0
11 42,1 41,9
12 65,0 64,8
13 126,4 126,2
14 108,8 108,6
15 143,6 139,5
16 140,2 143,3
17 15,9 15,7
18 169,4 1691
19 71,9 71,7
20 17.7 . 175
COCH; 170,2 170,0

COCH3 21,7 21,5
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Figura 84: Diagrama de contorno do espectro 'H," C-HMBC de EVFIC-3 [§; 500 MHz x 125

MHz; CDCL]

O espectro de correlagdo homonuclear 'H,'H-NOESY (500 MHz, CDCI3) (Fig

85, p. 94), mostra o acoplamento espacial do hidrogénio em & 1,83 (H-11a) com os

hidrogénios em & 1,61(H-8ax) e 1,20 (H-6ax), bem como o acoplamento do hidrogénio em &

2,18 (H-11b), com os hidrogénios em & 0,60 (H-20). Estes fatos esclarecem a estereoquimica

relativa deste c entro e stereogénico C-11, onde H-11a tem estereoquimica pro-R e H-11b ¢

pro-S. A esteroquimica relativa do centro estereogénico C-19 € proposta com base no

acoplamento do hidrogénio em 8 4,27 (H-19a), com os hidrogénios em & 1,89 (H-6eq) € 1,45

*
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(H-7ax) e no acoplamento do hidrogénio em 8 3,91 (H-19b), com o hidrogénio em & 1,11 (H-
lax). Desta forma H-19a tem configuragio pro-R e H-19b tem configuragdo pro-S.

'11,"*C-HMBC de

Quadro 6: Representagdo dos acoplamentos observados no espectro de
EVFIC-3
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Quadro 7: Representag@o dos acoplamentos observados no espectro de 'H,'"H-NOESY de

EVFIC-3




Tabela 24: Correlagio Entre os Dados de RMN e a Estrutura de EVFIC-3

95

13
G
MQC COSY HMBC
HBBD Q NOESY
#C 8C §H 'H,'H s *Ten Ton 'H,'H
1 20,4 2,00 1,11 2,16; 1,84 6,75
2,41; 2,16; 2,00;
1,11 3,91
1,84
2 97.7 2,41  6,75;2,16; 1,11 6,75; 1,11 1,84
2,16 2,41; 1,11
3 135,8 6,75 2,41 2,41;2,16 1,11
4 138,7 2,41;2,16
6,75; 2,00; 1,59;
5 45,8 4,27; 1,84; 1,20
1,11
6 34,4 1,89 1,45; 1,20 1,45 4,27;3,91;1,84  —
1,20 1,89; 1,45 1,83
7 27,9 1,59 1,45 1,89; 1,20; 0,76
1,45 1,89;1,59; 1,20 4,27; 0,76; 0,60
8 37,3 1,61 0,76 1,45; 0,76 1,83; 0,60 1,45; 0,60
2,18; 1,84; 1,83;
9 39,6 5,94; 1,59; 0,76
1,61
2,41;2,18;2,16;
10 492 1,84 1,11 124 3,91
1,83; 0,60
11 42,1 2,18 5,94; 1,83 5,94 0,60 0,60
1,83 5,94; 2,18 1,61; 0,76
12 65,0 5,94 2,18; 1,83 2,18; 1,83 0,60 1,61
13 126,4 742; 6,40;594  7,36;2,18;1,83
14 108,8 6,40 7,42 7,36 7,42; 5,94
15 143,6 7,36 6,40 7,36;6,40; 5,94 -
16 140,2 7,42 6,40 7,42
17 15,9 0,76 1,61 1,61 1,59 1,83; 0,60
18 169,4 6,75; 4,27
19 71,9 427 3,91 1,84 1,89, 0,60
3,91 4,27 1,11; 0,60
4,27; 3,91; 2,18;
20 17,7 0,60 2,18; 1,84; 1,83
0,76
CH:CO 1702 2,01 5,94
00 - 21T 2,01
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O objetivo da reobtencdo dos metabdlitos ndo-volateis até o momento discutidos,
foi fornecer material para que os estudos farmacoldgicos sobre Egletes viscosa € seus
metabdlitos prosseguissem. Em virtude da grande quantidade de material isolado dos trés

metabolitos, varios estudos farmacoldgicos foram realizados.

A ternatina (1) é o metabodlito de E. viscosa farmacologicamente mais estudado.
Estudos mostraram que ela possui atividade anti-anafilatica e anti-inflamatéria (Souza, 1992);
atividade hepatoprotetora (Rao, 1994; Souza 1998); atividade anti-trombotica (Souza, 1994);
atividade gastroprotetora e anti-diarréica (Rao, 1997); atividade contra peroxidagéo lipidica

(Souza, 1997 , 1998a e 1999) e uma moderada atividade anti-HIV (Lima, 1996).

O Oleo essencial dos capitulos florais de E. viscosa apresentou atividade

antinociceptiva, anticonvulsivante e bactericida (Souza, 1998b).

J4 os diterpenos, 4cido centipédico (2) e acetato da lactona do acido hautriwaico

(3), apresentaram atividade antinociceptiva e gastroprotetora (Guedes, 2002).




)

5.4 Determinacio estrutural de EVFIC-4

Cromatografia da fragdo cloroférmica do extrato cloroférmico dos capitulos
florais de Egletes viscosa Less. tipo B (EVFIC;-C3) (item 7.10.1, p. 181), forneceu um sélido

amorfo branco homogéneo em CCD, apresentando uma faixa de fusdo de 169,1-171,4 °C e

[}, = -104,9° (c 1,025; CHCL).

O espectro de RMN *C-HBBD (125 MHz, CDCls) (Fig. 86, P4g 97) de EVFIC-4,
apresenta 20 sinais. Dois deles, em & 174,0 (C-17) e 168,8 (C-18) sdo associados a carbonilas,
que pelos valores de deslocamento quimico, sdo provavelmente pertencentes a fungdo éster.
Sdo notados 6 sinais (6 143,9; 139,9; 137,6; 136,1; 123,8 e 108,5), na regido de carbonos sz_
Quatro deles (& 143,9 (C-15); 139,9 (C-16); 123,8 (C-13) e 108,5 (C-14)), sdo pertencentes a
um anel furanico, como foi discutido na determinagfo estrutural de EVFIC-1 (item 5.1, Pag
74). Os outros dois (8 137,6 (C-4) e 136,1(C-3)), pode ser associado a uma dupla ligagdo, que
também como na estrutura de EVFIC-3 (item 5.3, Pag 84) deve esta conjugada com a
carbonila em & 168,8 (C-18). J4 os sinais em & 71,0 (C-19) e 69,9 (C-12), s&o associados a
carbonos sp° ligados a heteroatomo, provavelmente oxigénio. Os demais 10 sinais encontram-

se na regifio de carbonos sp° (8 51,8 — 19,1).

A partir da analise do espectro de RMN “C-DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) (Fig.
87, Pag 97), pode-se determinar o padrdo de hidrogenagdo dos carbonos da estrutura de
EVFIC-4. Sio observados 7 sinais de carbonos metinicos, 6 sinais de carbonos metilénicos €
somente um sinal de carbono metinico. A auséncia de 6 sinais neste espectro quando
comparado com o espectro de RMN C-HBBD, indica que no esqueleto carbdnico de
EVFIC-4 existem 6 carbonos n#o hidrogenados. A tabela25 (p.99), mostra os valores de

deslocamentos quimicos e o padrdo de hidrogenagio dos carbonos de EVFIC-4.
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Tabela 25: Deslocamentos Quimicos de RMN C (CDCl3, 125 MHz) de EVFIC-4 por Padrio

de Hidrogenag3o.

C CH CH, CH;
174,0 143,9 70,8 23,1
1688 139,9 47,5
137,6 136,1 30,3
123,8 108,5 A fo
45,1 70,0 20,1
36,2 51,8 19,1

45,3
Cs C/H; CsHiz CiH;
CaoH2,
P g == 3 C=—0 C—0 C20H2,0¢

No espectro de absor¢éo na regifio do infravermelho de EVFIC-4 (Fig 88, Pag 99),
podem ser observadas duas bandas de absorgdo, intensas ¢ agudas, em 1763 e 1742 cm’',
caracteristicas de estiramentos C=0 de carbonilas de ésteres. O valor da absor¢do em 1742
cm™, confirma a existéncia de uma carbonila conjugada com uma dupla ligac@o, na estrutura
de EVFIC-4. As absor¢gdes em 1179 ¢ 1137 cm’, sdo associadas a estiramentos de grupo C-
C(=0)-0, de lactona confirmando a existéncia deste heterociclo na estrutura de EVFIC-4.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) (Fig. 89, Pag 100), de EVFIC-4,
mostra sinais desprotegidos centrados em & 7,49 (s, 1H); 7,42 (d, /= 1,37 Hz, 1H) € 6,42 (d, J
= 1,37 Hz, 1H), referentes a um anel furdnico monossubstituido, de acordo com os valores
registrados na literatura e mostrados na tabela 19, Pag 76 (item 5.1, Pag 74). S@o observados
mais dois sinais centrades em & 6,73 (dd, J = 7,40 ¢ 1,91 Hz, 1H) e 5,30 (d, J = 11,41 Hz,
1H), na regido de hidrogénios olefinicos, que devido aos valores das constantes de
acoplamento, pertencem a duplas ligagdes distintas. Porém o espectro de RMN BC-HBBD
(Fig. 86, Pag 97), mostra que existe somente mais uma dupla ligacdo, além das pertencentes
ao anel furinico, na estrutura de EVFIC-4. Desta forma o sinal em & 5,30 pode ser atribuido a
um hidrogénio ligado a um carbono carbindlico alilico a dupla ligagdo, fato que ocorre no

15,16-epoxi-12-acetoxi-3,13(16),14-clerodatrien-18,19-olideo (EVFIC-3), cujo determinagao
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estrutural estd descrita no item 5.3 (p. 85). Na regido de hidrogénios ligados a carbonos
carbinodlicos, sdo observados dois sinais centrados em 6 4,38 (d, J= 8,04 Hz, 1H) e 3,95 (dd. J
= 8,04 e 1,88 Hz, 1H), que pelos valores das constantes de acoplamento, encontram-se
acoplados em um sistema geminal. Este sistema também ¢é observado na estrutura do 15,16-
epoxi-12-acetoxi-3;13(16),14-clerodatrien-18,19-olideo (EVFIC-3). Na regido mais protegida
do espectro (62,60 — 1,00), é observado um singleto intenso, com integragdo para trés
hidrogénios, com deslocamento quimico em & 1,09; caracterizando a existéncia de apenas um
grupo metila ligado a carbono nio hidrogenado na estrutura de EVFIC-4. Além deste singleto

vérios outros sinais so observados nesta regido do espectro e estdo listados na tabela 26, Pag
103.
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Figura 88: Espectro na regido do IV de EVFIC-4 [cm'l, KBr]
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Figura 89: Espectro de RMN 'H de EVFIC-4 [8; 500 MHz; CDCl;]

Como pdde ser visto acima, existem semelhangas entre o espectro de RMN 'H
(500 MHz, CDCls) (Fig. 80, p. 88) de 15,16-epoxi-12-acetoxi-3,13(16),14-clerodatrien-18,19-
olideo (EVFIC-3) e o espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) (Fig. 89, acima), sugerindo que
o esqueleto carbonico de EVFIC-4 é semelhante ao do 15,16-epoxi-12-acetoxi-3,13(16),14-
clerodatrien-18,19-olideo. As principais diferencas observadas entre os espectros sdo: a
auséncia do sinal referente a metila do grupo acetoxi, a auséncia do sinal da metila 17 ¢ a
protecdo do sinal de H-12 (8 5,94 para 5,30), no espectro de RMN 'H de EVFIC-4. Estes fatos
podem ser explicados pela lactonizagdo da metila 17, oxidada a acido carboxilico, com o
grupo hidoxila ligado ao carbono 12, que na estrutura do 15,16-epoxi-12-acetoxi-3,13(16),14-

clerodatrien-18,19-olideo, encontra-se acetilado.

A férmula molecular CyoH,Qg, proposta na tabela 25 (p. 99), para EVFIC-4,
corrobora com a existéncia do anel lactonico, ja que para esta formula o indice de deficiéncia

de hidrogénio ¢ igual a 10. Trés lacunas de insaturagdo sio referentes as duplas liga¢des,
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outras duas sdo referentes as carbonilas, restando cinco que sfo associadas ao nimero de
ciclos na estrutura de EVFIC-4, um a mais do que a estrutura do 15,16-epoxi-12-acetoxi- -

3,13(16),14-clerodatrien-18,19-olideo (3). Desta forma pode-se sugerir a estrutura (40), para
EVFIC-4.

A partir da andlise do espectro de RMN bidimensional de -correlagéo
heteronuclear a uma ligacio 'H,"’C-HMQC de EVFIC-4 (500 MHz x 125 MHz; CDCls) (Fig.
90, p. 103), pode-se correlacionar os sinais dos hidrogénios com os seus respectivos carbonos. b ¢
Chama atencdo a correlagdo do hidrogénio em & 5,30 com o carbono em & 70,0 (C-12);
confirmando que este sinal ¢ referente a um hidrogénio ligado a carbono carbmolico. As

demais correlacdes estdo descritas na tabela 27, pag. 107.

Ap6s a correlagdo dos sinais dos hidrogénios com os carbonos de EVFIC-4, pode-
se fazer uma comparag@o dos dados de RMN B¢ e 'H de EVFIC-4 com os dados do 15,16-
epoxi-12-acetoxi-3,13(16),14-clerodatrien-18,19-olideo, que pode ser vista na tabela 23 (p.
90). :

No espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear 'H,'H-COSY
(500 MHz x 500 MHz; CDCl;) de EVFIC-4 (Fig. 91, p. 103), sdo observados todos os
acoplamentos dos hidrogénios geminais esperados para a estrutura proposta para EVFIC-4,
bem como os acoplamentos entre os hidrogénios vicinais. A tabela 27 (p. 108), mostra estes

acoplamentos. =

—
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3
Figura 90: Diagrama de contorno do espectro 'H,"*C-HMQC de EVFIC-4 [8; 500 MHz x 500
MHz; CDCls]
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Figura 91: Diagrama de contorno do espectro 'H,'H-COSY de EVFIC-4 [§; 500 MHz x 500
MHz; CDCls]
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Tabela 26: Comparagio dos dados de RMN °C e 'H (500 e 125 MHz, respectivamente;

CDCl3) de EVFIC-4 com o 15,16-epoxi-12-acetoxi-3,13(16),14-clerodatrien-18,19-olideo.

15,16-epoxi-12-acetoxi-3,13(16),14-

EVFIC-4
-clerodatrien-18,19-olideo
#C dC 8H 3C oH
1 20,4 2,00 20,1 1,75
1,11 1,18
2 27,7 2,41 27,5 2,38
2,16 2,20
3 135,8 6,75 136,1 6,74
4 138,7 - 137,6 -
5 45,8 -- 45,1 -—-
6 344 1,89 30,3 1,93
1,20 1,62
7 27.9 1,59 19,1 2,38
1,45 1,94
8 37.3 1,61 453 2,60
9 39,6 - 36,2 ---
10 49,2 1,84 51,8 1,74
11 42,1 2,18 47,5 1,99
1,83 1,91
12 65,0 5,94 70,0 5,30
13 126,4 -—- 123.,8 -
14 108,8 6,40 108,5 6,42
15 140,2 7,42 143.9 7,42
16 143.6 7,36 1399 7,49
17 15,9 0,76 174,0 -
18 169,4 --- 168,8 ---
19 71,9 4,27 70,8 4,38
3,91 3,95
20 177 0,60 23,1 1,09
CH,CO 170,2 --- i 23
CH;CO 21,7 2,01 e o
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A correlagdo dos sinais dos hidrogénios em & 2,60 (H-8), 2,38 ¢ 1,94 (H’s-7), com
o sinal em 6 174,0 (C-17), JZCH e Pex respectivamente, observados no espectro de RMN
bidimensional de correlagio heteronuclear a longa distancia 'H,"> C-HMBC de EVFIC-4 (500
MHz x 125 MHz; CDCl;) (Fig. 92 e 93, abaixo e p. 106, respectivamente), também corrobora
com a lactonizagao ocorrida entre os carbonos 12 ¢ 17. Além destes acoplamentos, v arios
outros sdo observados neste espectro e podem ser vistos no quadro 8 (p. 107), bem como na

tabela 27, Pag 107.
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Figura 92: Diagrama de contorno do espectro 'H,"*C-HMBC de EVFIC-4 [§; 500 MHz x 125
MHz; CDCls]
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Figura 93: Diagrama de contorno das expangdes das regides de 2,8 — 1,0 ppm do espectro

'H,"*C-HMBC de EVFIC-4 [8; 500 MHz x 125 MHz; CDCl;]

A literatura registra dois diterpenos com as caracteristicas estruturais proposta
para EVFIC-4, a bacchotricuneatina-A (41),[a}, =-121,4° (c 0,936 CHCls). (Wagner, 1978)
e o seu epimero a 12-epi-bacchotricuneatina-A (8), [a]fo =-110° (¢ 1,1; CHCIs). (Simirgiotis,

2000). A comparag@o dos dados de RMN 13C destes compostos com EVFIC-4, ¢ mostrado na
tabela 28, p. 109. Baseado principalmente nos dados de rotagdo 6tica e de RMN C-HBBD,

pode-se propor a identidade entre EVFIC-4 e a 12-epi-bacchotricuneatina-A (42).
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Quadro 8: Representacio dos acoplamentos observados no espectro de 'H," C-HMBC de

EVFIC-4
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Tabela 27: Correlagéo Entre os Dados de RMN e a Estrutura de EVFIC-4

“C-HBBD HMQC COSY HMBC
#C 5C S5H 'H,'H Y en Ten
1 20,1 175 2,20; 1,18 2,20; 1,74 6,74
1,18 2.90: 1,75
2 295 2,38 6,74; 2,20 6,74; 1,18
220 238 1,95:1.18
3 136,1 6,74 2,38 2,20 1,75
4 137,6 4,38;2,38; 2,20
5 45,1 4,38 6,74
6 30,3 1,93 1,62 1,94 4,38; 3,95; 2,60; 1,74
1,62 1,93
7 19,1 2,38 1,94 1,62
1,94 2,60; 2,38
8 453 2,60 1,94 2,38 1,99; 1,93; 1,74; 1,09
9 36,2 2,60; 1,99; 1,91; 1,09 5,30; 2,38; 1,75
10 51,8 1,74 1,75; 1,18 2,60; 2,38; 2,20; 1,93; 1,91; 1,09
11 47,5 1,99 1,91 1,74; 1,09
1,91 5,30; 1,99
1z, 700 5,30 1,91 1,91
13 1338 7,49; 6,42; 5,30 7,42; 1,99; 1,91
14  108,5 6,42 7,42 7,42 7,49; 5,30
15 1439 7,42 6,42 6,42 7,49
16 1399 7,49 7,42; 6,42; 5,30
17 1740 2,60 2,38; 1,94
18 168,8 6,74; 4,38
19 708 4,38 3,95 1,74; 1,62
3,95 4,38 _
20 231 1,09 2,60; 1,99; 1,91; 1,74




109

Tabela 28:Comparac@odas faixas de fusdo, rotacéo opticas e dos dados de RMN Bcde

EVFIC-4 com a bacchotricuneatina-A e a 12-epi-bacchotricuneatina-A.

_ _ 12-epi-bacchotricuneatina-
bacchotricuneatina-A

EVFIC-4 A
#C . (8C, 67,9 MHz, CDCl3)
(8C, 125 MHz, CDCls) (8C, 127,7 MHz, CDCl;)
(Wagner, 1978)
(Simirgiotis, 2000)

1 20,1 19,4 18,9

2 27,5 27,6 13

3 136,1 135,8 135,8

4 137,6 137,9 137,4

5 45,1 45,0 442

6 30,3 32,8 33,1

7 19,1 20,0 18,9

8 453 53,7 53,1

9 36,2 36,9 36,9

10 51,8 47,4 50,8

11 47,5 43,4 42,5

12 70,0 69,9 71,8

13 123,8 125,0 125,4

14 108,5 108,7 108,3

15 143,9 143,7 143,7

16 139,9 139,7 . 139,3

17 174,0 173,4 168,4

18 168,8 168,3 171,1

19 70,8 71,0 3 By

20 23.1 19,6 13,4
ol -104,9° {c 1,025; -121,4° (c 0,936; i L

CHCls) CHCl)
TG 169,1 —171,4 °C 239241 °C 17584175°C
fusdo
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5.5 Determinag¢do Estrutural de EVFIC-5 e EVFIC-6

Tratamento cromatogréafico da fragdo metandlica originada no isolamento do 12-
epi-bacchotricuneatina A (EVFIC-4), forneceu, dentre outras fragdes, uma que, apds
sucessivas cromatografias em gel de silica, possibilitou o isolamento de EVFIC-5 e EVFIC-6

(item 7.10.3, p. 185), ambos na forma de um s6lido amorfo branco, homogéneos em CCD,
com faixa de fusdo de 118,5 — 120,3 °C e 83,0 — 85,0 °C, respectivamente € [a}fo =-14,5° (c

0,27 EtOH) e [a]fo =+18,5° (c 2,25 CHCI;), respectivamente.

O espectro de RMN *C-HBBD (CDCls, 125 MHz) (Fig. 94, abaixo), exibe 19
sinais. Quatro sinais, & 77,0 (C14), 76,7 (C-14), 76,1 (C-8) e 63,4 (C-15), podem ser
associados a carbonos sp® ligados a oxigénio. Os demais sinais na regifo entre & 58,1 e 14,8

sio referentes a carbonos sp> com diversos padrdes de hidrogenacéo.
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Figura 94: Espectro de RMN C-HBBD de EVFIC-5 [8; 125 MHz; CDCl;]

A partir da anélise do espectro de RMN C-DEPT 135° (125MHz, CDCL) (Fig.

95, p. 111), pode-se concluir que na estrutura de EVFIC-5, existem 3 carbonos metinicos. 8

k.
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carbonos metilénicos, sendo um oxigenado (8 63,4) e 4 carbonos metinicos, sendo um
também oxigenado (& 77,0). Quando a comparagio entre os espectros de RMN '*C-HBBD e
PC-DEPT 135° ¢ feita, nota-se a auséncia de 4 sinais, podendo-se concluir que ha 4 carbonos
nao hidrogenados no esqueleto carboénico de EVFIC-5. Dentre estes 4 carbonos nfo
hidrogenados, dois_ deles (8 76,7 e 76,1), sdo oxigenados. A tabela29 (p. 112), mostraos

deslocamentos quimicos bem como o padrio de hidrogenac#o dos carbonos-13 de EVFIC-5.
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Figura 95: Espectro de RMN "*C-DEPT 135° de EVFIC-5 [§; 125 MHz; CDCl;]

No espectro de Infravermelho (Fig. 96, p. 112), sdo observadas bandas largas em
3469 e 3423 cm'l, caracteristicas de deformagdes axiais de hidroxilas. H4 também, absorgdes
fortes em 1116, 1097, 1060 e 1029 cm™, que podem ser associadas a vibragdes de deformagéo
axial de ligagdes C-O. Ainda no espectro de IV, podem ser vistas bandas intensas em 2989,
2922, 2871 e 2853 cm’' referentes a deformacgdes axiais de C-H alifatico. A auséncia de

bandas acima de 3000 cm™, reforca a ndo existéncia de insaturagdes na estrutura de EVFIC-5.
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Tabela 29: Deslocamentos Quimicos de RMN "°C (CDCls, 125 MHz) de EVFIC-5 por Padrio

de Hidrogenagio.
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CH CH; CHj
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Figura 96: Espectro na regido do IV de EVFIC-5 [cm‘l; filme]
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A partir do que foi discutido acima pode-se propor a férmula CyH360;, com
indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 3. A auséncia de sinais caracteristicos de
carbonos sp’ no espectro de RMN "*C-HBBD (Fig. 94, p. 110), indica que as trés insaturagdes

sdo referentes a 3 ciclos.

O espectfo de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) (Fig. 97, abaixo), mostra claramente
cinco singletos intensos em & 1,27; 1,23; 0,84; 0,77 e 0,74; referentes a grupos metilas ligados
a carbonos ndo hidrogenados. Os valores de § 1,27 e 1,23 sugere que estas metilas estejam
adjacentes a carbonos oxigenados, que devido ao efeito indutivo retirador de elétrons torna
estes hidrogénios mais desblindados. Mostra também sinais em & 3,78 (1H, dd, /= 11,40 e
5,07 Hz), 6 3,63 (1H, dd, J = 11,25 e 3,26 Hz) e 4 3,11 (sl), que podem ser associados a
hidrogénios carbindlicos. Podem ser notados sinais bastante largos centrados em 6 3,02 e
2,87, caracteristicos de hidrogénios que sofrem troca quimica, corroborando com a existéncia
de duas hidroxilas na estrutura de EVFIC-5. Além dos sinais acima discutidos sdo vistos

também varios sinais entre 8 0,95 e 1,99 com diversas multiplicidades.

0
7 2RS4
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v

Figura 97: Espectro de RMN 'H de EVFIC-5 [8; 500 MHz; CDCl;]
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No espectro de correlagio homonuclear 'H,'H-COSY (Fig. 98, abaixo), é
observado o acoplamento entre os hidrogénios em & 3,78 (1H, dd, J= 11,40 ¢ 5,07 Hz) € 3,63
(1H, dd, J= 11,40 e 3,26 Hz) e também destes dois hidrogénios com o hidrogénio em & 3,11
(1H, sl). Estes fatos caracterizam um sistema vicinal de hidrogénios carbinélicos isolados,
onde ha um grupo metilénico oxigenado, caracterizado pela absor¢do em & 63,4 (C-15) no
espectro de RMN ""C-DEPT 135°, com fase negativa e também pelo carater geminal dos
hidrogénios em & 3,78 e 3,66 (J = 11,40) e pela correlag@o destes dois hidrogénios com o sinal
do carbono em & 63,4 (C-15) vista no espectro de RMN de correlagdo heteronuclear a uma
ligagdo 'H,"C-HMQC (detecgdo no canal do hidrogénio) (Fig. 99, p. 115); bem como um
grupo metinico oxigenado caracterizado a partir do acoplamento do hidrogénio em & 3,11
com os hidrogénios em & 3,78 e 3,63 (J = 5,07 e 3,26 Hz, respectivamente), com valores de
constante de acoplamento compativeis com um sistema de hidrogénios vicinais. O espectro de
RMN 'H,"’C-HMQC mostra também a correlagio do outro hidrogénio carbinélico em & 3,11
com o carbono em & 77,0 (C-14), além das correlacdes entre os sinais de carbonos e
hidrogénios, permitindo a associa¢do de cada hidrogénio com seu respectivo carbono. Estes
dados s3o apresentados na tabela 30, p. 120. A tabela 30 (p. 120), também mostra todos os
acoplamentos entre os hidrogénios da estrutura de EVFIC-5, observados no espectro de RMN
'H,'H-COSY.
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Figura 98: Diagrama de contorno do espectro 'H,'"H-COSY de EVFIC-5 [8; 500 MHz x 500
MHz; CDCl;]
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Figura 99: Diagrama de contorno do espectro 'H,">*C-HMQC de EVFIC-5 [§; 125 MHz x 500
MHz; CDCl;s]

No espectro de RMN de correlagéo heteronuclear a longa distancia 'H,”C-HMBC
(deteccdo no canal do hidrogénio) (Fig. 100 e 101, p. 116), pode-se observar os acoplamentos
a longa distancia (2J ! cn), entre os hidrogénios e carbonos pertencentes a EVFIC-5. Estes

dados podem ser vistos no quadro 9 (p. 117) e na tabela 30, p. 120.
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Figura 100: Diagrama de contorno do espectro 'H,"*C-HMBC de EVFIC-5 [§; 125 MHz x
500 MHz; CDCls]
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Figura 101: Diagramas de contorno das expansdes da regido entre 1,7 e 0,0 ppm do espectro

'H,"*C-HMBC de EVFIC-5 [§; 500 MHz x 125 MHz; CDCl;]
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Quadro 9: Representag@o dos acoplamentos observados no espectro de 'H,"*C-HMBC de
EVFIC-5

A partir da analise do espectro de correlacdo homonuclear 'H,'"H-NOESY (Figs.
102 e 103, Pag 117), pdde-se correlacionar inequivocame'nteﬂ os sinais de RMN 'H dos
hidrogénios pertencentes aos anéis cicloexanicos da estrutura de EVFIC-5. Este espectro
também permitiu estabelecer a estereoquimica relativa dos grupos metilas ligados aos anéis

cicloexanicos. A tabela 30 (p. 120) e o quadro 10 (p. 119), mostram estes dados.
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Figura 102: Diagrama de contorno do espectro 'H,'"H-NOESY de EVFIC-5 [9; 500 MHz x
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Figura 103: Diagrama de contorno da expans?o da regido entre 2,1 ¢ 0,7 ppm do espectro do

espectro 'H,"H-NOESY de EVFIC-5 [§; 500 MHz x 500 MHz; CDCls]
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Quadro 10: Representagio dos acoplamentos observados no espectro de 'H,"H-NOESY de
EVFIC-5

Os dados acima discutidos permitem propor a estrutura (43) de um diterpeno
labdanico trioxigenado para EVFIC-5, denominado de barbatol por v. Castenn em 1975 (v.
Castenn, 1975), quando foi isolado pela primeira vez. Comparag@o dos dados de RMN e 6
HBBD, rotagdo dptica e faixa de fusdo (Tab. 31, Pag 121), confirmam a identidade entre os

dois compostos.




Tabela 30: Correlag@o Entre os Dados de RMN e a Estrutura de EVFIC-5

120

BC.HBBD HMQC COSY HMBC NOESY
#C 5C 8H 'H,'H “Ten ok 'H,'H
1 39,1 1,62 0,84 1,62 1,09; 0,74 0,77
0,84 1,62
;) 18,7 1,62 1,42 1,62; 1,12 0,92
1,42 1,62
3 42,2 1,35 1,12 1,62; 0,84; 0,77
1,12 1,35
4 33,3 1,35; 1,12; 0,77 1,42
5 56,5 0,92 1,62 0,62 1,70; 1,09; 0,84; 0,77; 0,74 1,63; 1,39; 1,09; 0,84
6 19,9 1,62 0,92 1,70; 1,29 1.57
7 43,1 1,70 1,29 1,27; 1,09; 0,92 1,37;1,23
1,29 1,70 0,93
8 76,1 1,70; 1,27; 1,09 1,62;1,57; 1,47
9 58,1 1,09 1,47 1,47 1,99; 1,40; 1,27; 0,92; 0,74 3,11
10 37,0 1,09; 0,92; 0,74 1,62
11 14,8 1,57 1,99; 1,40 1,99; 1,40
1,47 1,99 1,37;1,23; 0,74
12 333 1,99 1,57;1,47;1,40 1,47 1,23; 1,09 3,11; 1,09
1,40 1,99; 1,57 3,11; 1,23
18 765 1,99; 1,23 3,78
14 77,0 3,11 3,78; 3,63 3,63 1,99; 1,40; 1,23
15 63,4 3,78 3,63 1,23
3,63 3.78: 3,11 9
16 247 1,23 1,99; 1,40; 1,12 3,78;3,11; 1,40
Iy 24y 1,27 1,09 1,70; 1,47; 0,74; 1,62
IR, 333 0,84 0,92 0,92
19 214 0,77 1,12;0,92; 0,84 1,62; 1,35
20 15,9 0,74 1,09; 0,92; 0,84 1,62; 1,47; 1,27
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O espectro de RMN ""C-HBBD (125MHz, CDCl;) de EVFIC-6 (Fig. 104, P.
abaixo), mostrou-se semelhante ao espectro de RMN '*C-HBBD (125MHz, CDCls3) do
barbatol (Fig. 94, P. 109). Pode-se ver 20 linhas espectrais com valores parecidos de
deslocamento quimico dos carbonos que compde a estrutura do barbatol. A principal
diferenca ¢ observada nos valores dos carbonos oxigenados. No barbatol observa-se o sinal de
C-13, C-14 e C-15 em & 76,7; 77,0 e 63,4 respectivamente.J4 em EVFIC-6 os sinais destes
mesmos carbonos sdo observados em & 74,2; 75,7 e 63,4; respectivamente. A tabela 31 (p.

122), traz a comparacio dos dados de RMN '*C de EVFIC-6 com o barbatol.
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Figura 104: Espectro de RMN BC-HBBD (125 MHz, CDCls) de EVFIC-6

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de EVFIC-6 (Fig. 105, P. 122),
também mostrou-se muito semelhante ao espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl5) do barbatol
(Fig. 97, P. 112). Porém diferencas sdo notadas quando os sinais referentes aos hidrogénios
dos carbonos c arbinélicos C-14 ¢ C-15 sdo observados. N o espectro d o barbatol, os sinais
referentes aos hidrogénios H-14 8 3,11 (1H, sl) e H’s-15, 8 3,78 (1H, dd, J= 11,40 e 5,07 Hz)

e 8 3.63 (1H, dd, J = 11,25 e 3,26 Hz), mostram diferengas nos valores de deslocamentos
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quimicos, nas constantes de acoplamento e principalmente na suas multiplicidades, quando
comparados com os sinais atribuidos a H-14 e H’s-15 no espectro de EVFIC-6, em & 3,72
(1H, dd, /= 8,63 ¢ 2,89 Hz), 6 4,53 (1H, dd, /= 11,64 ¢ 2,89 Hz) ¢ & 4,45 (1H, dd, /= 11,64
e 8,63 Hz), respectivamente. Estes fatos podem ser explicados pela inversdo da
estereoquimica do carbono carbindlico C-14, que afeta os pardmetros de RMN 'H, dos
hidrogénios vizinhos ligados ao carbono C-15. A figura 106 (p. 124), mostra as conformagdes

e as projecdes de Newman para os carbonos 14 e 15 do barbatol e de EVFIC-6.

Tabela 31: Comparagdo dos dados de RMN BC-HBBD de EVFIC-6 com o barbatol.

#C EVFIC-6 barbatol
1 39.2 39,1
2 18,7 18,7
3 42,3 42,2
4 33.5 33,3
5 56,6 56,5
6 19.9 19,9
7 43,0 43,1
8 76,0 76,1
9 58,3 58,1
10 . 7% | 37,0
11 14,8 2 14,8
12 33,6 33,3
13 74,2 76,7
14 19,7 77,0
15 68,8 63,4
16 242 24,7
17 24,6 24,7
18 33,5 33.3
19 21,4 21,4

20 16,0 13.9
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Figura 106: Conformagdes propostas para EVFIC-6 e o barbatol.

Desta forma a estrutura (44), epimera do barbatol, € proposta para EVFIC-6.
Levantamento bibliografico mostra que esta substancia ja havia sido isolada por L. Zhou
(Zhou, 1995), de Grindelia tarapacana, sendo denominada tarapacol. A tabela 32 (p. 125),

traz uma comparagio das faixas de fus?o, rotac@o 6tica e dados de RMN 3C-HBBD.

OH

\!‘
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Tabela 3 2:Comparagio dos dados de RMN ' *C-HBBD, rotaggo 6 ptica e faixade fusdode

T EVFIC-6 com o tarapacol.
tarapacol
#C s (5C, 125 MHz, CDCL;)
(8C, 125 MHz, CDCl5)
(Zhou, 1995)
1 39,2 39,0
2 18,7 18,5
3 42,3 42,8
4 33,5 33,2
5 56,6 53,6
6 19,9 20,6
7 43,0 43,9
8 76,0 V8.9
9 58,3 56,6
10 37,1 37,2
11 14,8 14,4
™ 12 33,6 29,3
13 74,2 76,7
14 787 75,8
15 68,8 63,6
16 242 25,4
17 24.6 5 25,3
18 33,5 33,3
19 21,4 21,4
20 16,0 15,1
el +18,5° (c 2,25; CHCly) +21° (¢ 2,23; CHCl3)
Faixa de fus&o 83,0 — 85,0 °C Ti—7050
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5.6 Determinacdo Estrutural de EVFIC-7

Tratamento cromatografico da fragdo metandlica originada no isolamento do 12-
epi-bacchotricuneatina A (EVFIC-4), forneceu, dentre outras fragdes, uma que, apds
cromatografias em gel de silica, possibilitou o isolamento de EVFIC-7 (item 7.10.3, p. 185),

na forma de um 6leo viscoso, homogéneo em CCD.

No espectro de RMN "*C-HBBD (CDCls, 125 MHz) (Fig. 107 e 108, p. 127) de
EVFIC-7, sdo observados 20 sinais. Dois deles, 8 174,1 (C-15) e 170,1 (C-13) podem ser
associados a carbonos carbonilicos o,B-insaturados, assim como ocorre na estrutura da
lactona do 4acido hautriwaico acetilada em C-12 (item 5.3, p. 85), € na estrutura da
bacchotricuneatina (item 5.4, p. 97). Porém quando a regifio de carbonos sp® é observada,
somente cinco sinais sdo visiveis (& 140,8 (C-5); 138,2 (C-9); 122,2 (C-4); 121,9 (C-10) e
115,7 (C-14)). Este fato € indicativo que um dos sinais atribuidos a carbonila, 6 170,1 (C-13);
na verdade trata-se de um carbono sp> olefinico. O elevado valor de absorciio do carbono
atribuido a este sinal, pode ser explicado por este encontrar-se conjugado a carbonila da
lactona, tornando-se parcialmente deficiente em elétrons. A presenca de um anel lactdnico, é
reforcada pela absorgdio em & 66,6 (C-20), que é atribuida ao carbono sp® oxigenado deste
grupo. A existéncia de mais um carbono sp® oxigenado na estrutura de EVFIC-7, é
evidenciada pela presenga de um sinal em & 73,1 (C-18). Os demais sinais, encontram se na
regiio de carbonos sp® saturado (8 44,6 — 16,3), apresentando diversos padrdes de

hidrogenacio.

O espectro de RMN "C-DEPT 135° (CDCls, 125 MHz) (Fig. 109, p. 128) de
EVFIC-7, mostra a existéncia de 4 carbonos metinicos, dos quais 3 sdo spz, 8 carbonos
metilénicos e 3 carbonos metilicos. E observado que os sinais associados a carbonos
oxigenados, & 73,1 (C-18) e 66,6 (C-20); sdo de carbonos metilénicos, indicando existéncia de
uma hidroxila terminal na estrutura de EVFIC-7, ja que um dos sinais € atribuido ao carbono
sp> oxigenado da lactona. A auséncia de 5 sinais, quando o este espectro é comparado com o
espectro de RMN *C-HBBD (CDCls, 125 MHz) (Fig. 107, p. 127), indica a existéncia de 5
carbonos ndo hidrogenados no esqueleto carbonico de EVFIC-7. Os valores de deslocamentos
quimicos, bem como o padrdo de hidrogenagéo dos carbonos de EVFIC-7, podem ser vistos

na tabela 33 (p. 128).
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Figura 107: Espectro de RMN BC-HBBD (125 MHz, CDCls) de EVFIC-7
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Tabela 33: Deslocamentos Quimicos de RMN “C (CDCls, 125 MHz) de EVFIC-7 por Padrao
de Hidrogenacao.
i L CH, CH;
174,1 122,2 5 9 G - 27,6
170,1 1219 66,6 273
140,8 1187 40,2 16,2
138,2 44.6 31.5
32,4 30,1
28,7
25,7
22,8
C5 C4H4 C8H16 C3H9
CaoHag »
C—=0=—C
=) C20H3003

C—0H
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A partir dos dados descritos na tabela 33 (p. 128), pode-se propor a férmula
C20H3003, com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH), igual a 6. O anel lacténico o,p-
insaturado contribui com 3 deficiéncias, outras duas s3o decorrentes de duplas ligagdes. Desta

forma a estrutura de EVFIC-7, apresenta mais um anel.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;), de EVFIC-7 (Fig. 110, abaixo),
mostra a existéncia de 4 sinais na regido de hidrogénios olefinicos: 8 5,82 (1H, d, J = 1,44);
5,59 (1H, sl); 5,06 (1H, t, /= n3o determinado); 4,70 (1H, d, J = 1,46). Porém, o espectro de
RMN "“C-DEPT 135° (Fig. 109, p. 128), mostra que somente trés c arbonos olefinicos sdo
hidrogenados. Desta forma uma das absor¢des nfio pertence a carbono sp. O sinal em & 3,99
(2H, s), observado neste espectro pode ser associado a hidrogénios de carbono carbindlico.
Este espectro também mostra sinais desprotegidos em: 6 2,43 (2H, t, J = 7,26); 2,17 (2H, q, J
=7,00) e 2,01 (3H, m). Ha também, trés singletos intensos em & 1,63; 0,93 e 0,77; que podem
ser associados a grupos metilicos sendo que um deles (& 1,63), deva estar ligado a uma dupla

ligacéo.
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Figura 110: RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de EVFIC-7
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O espectro de correlagdo homonuclear 'H,'H-COSY (Fig. 111, abaixo), mostra
dois sistemas de acoplamentos vicinais. O primeiro composto pelos hidrogénios em & 2,43;
2,18 e 5,06; e o segundo composto pelos hidrogénios em § 2,01; 1,35; 1,26 e 1,64. E também
observado um outro sistema de acoplamento vicinal, composto pelos hidrogénios em & 5,60;
2,01; 1,35 e 1,26. Neste espectro, além dos acoplamentos ja descritos, sdo observados
acoplamentos fraéos entre o hidrogénio em & 5,82 com os hidrogénios em & 4,20 e 2,43; entre
o hidrogénio & 4,20 e o hidrogénio 2,43 e entre os hidrogénios em & 3,99 e 5,60;
correspondendo provavelmente a acoplamentos a longa distancia. A tabela 34 (p. 134) e o
quadro 11 (p. 131), mostra todos os acoplamentos entre os hidrogénios da estrutura de
EVFIC-7, observados no espectro de RMN 1H,IH-COSY.
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Figura 111: Diagrama de contorno do espectro 'H,'"H-COSY de EVFIC-7 [8; 500 MHz x 500
MHz; CDCls]

A partir da analise do espectro de RMN de correlagdo heteronuclear a uma ligagéo
'H,"*C-HETCOR (detecgo no canal d o carbono) (Fig. 112, p. 131), pdde-se correlacionar
todos os hidrogénios aos respectivos carbonos. E digno notar que a correlagio do carbono em

§ 73,1 (C-20) com o hidrogénio em & 4,20, mostrando que este sinal no espectro de

?
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hidrogénio, apesar de encontrar-se na regido de hidrogénios olefinicos, nfio pertence a um
carbono de dupla ligagdo, como havia sido especulado anteriormente. O valor de absorg¢do
deste hidrogénio pode ser explicado pelo fato de ele se encontrar alilico a uma das duplas
ligagGes. Desta forma pode-se afirmar que o anel lactdnico presente na estrutura de EVFIC-7,
contétm 5 membros. A correlagdo entre os sinais dos carbonos com seus respectivos

hidrogénios podem ser vistos na tabela 34 (p. 134).

Quadro 11: Representacdo dos acoplamentos observados no espectro de 'H,'"H-COSY de

EVFIC-7
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Figura 112: Diagrama de contorno do espectro 'H,?C-HETCOR de EVFIC-7 [3; 500 MHz x
125 MHz; CDCl;]
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Com a analise do espectro de RMN de correlagio heteronuclear a longa distdncia
'H,"*C-HMBC (detecgio no canal do hidrogénio) (Fig. 113, abaixo), foi possivel observar o
acoplamento a duas e a trés ligagdes que ocorre entre os hidrogénios e carbonos, na estrutura
de EVFIC-7. A tabela 34 (p. 134) mostra estes acoplamentos. E digno notar que o
acoplamento entre os hidrogénios carbinélicos em & 3,99 e os carbonos olefinicos em & 140,8
(C-5) e 122,2 (C-4); mostrando que o carbono carbinélico ¢ alilico a uma das duplas ligagGes.
Os acoplamentos entre os hidrogénios metilicos em & 1,63 com os carbonos em & 138,2 (C-9)
e 121,9 (C-10); confirmam que existe um grupo metilico ligado a uma dupla ligacdo. J& os
hidrogénios em & 4,20; mostram claramente o acoplamento com os carbonos em & 170,1 (C-
13); 115,7 (C-14) e 174,1 (C-15); mostrando que estes hidrogénios pertencem ao anel
lactdnico. Com o que foi discutido acima pode-se estabelecer as absor¢des dos carbonos de
cada dupla ligacdo presente na molécula de EVFIC-7. O quadro 12 (p. 133), mostra a
representagdo das interagdes a duas e trés ligagdes entre os hidrogénios e carbonos de EVFIC-
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Figura 113: Diagrama de contorno do espectro 'H,*C-HMBC de EVFIC-7 [8; 500 MHz x
125 MHz; CDCls]
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Quadro 12: Representago dos acoplamentos observados no espectro de 'H,"*C-HMBC de
EVFIC-7

Baseado na discussdo acima pode-se propor a estrutura de um diterpeno
monociclico do tipo 10,15-ciclofitano, lactonizado na posi¢do 15,20 e hidroxilado em C-18
(45). Pesquisa na literatura, revela que, no melhor de nosso conhecimento, EVFIC-7, trata-se
de um composto inédito, o qual foi denomindo de 9,10-seco-4,9(10),13(14)-labdatrien-18-ol,
de acordo com as regras do “Dictionary of Natural Products” (Buckingham, 1994).
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Tabela 34: Correlagdo Entre os Dados de RMN e a Estrutura de EVFIC-7

“C-HBBD  HMQC COSY HMBC

#C 8C SH 'H,'H Jen Ten

1 32,4

2 31,5 1,37 2,01;1,23 0,93; 0,77

1,23 200 1,37

3 22,8 2,01 5,60; 1,37; 1,23

4 122,2 5,60 3,99; 2,01 3,99

5 140,8 3,99

6 44,6 1,64 3,99; 0,93; 0,77
7 30,1 1,35 2,01 2,01

1,26 2,01

8 40,2 2,01 1,35; 1,26 5,06; 1,63
9 138,2 2,01; 1,63 2,28
10 121,9 5,06 2,28; 1,63 2,28 2,43;2,01; 1,63
11 95.7 2,28 5,06; 2,43 2,43

12 28.7 2,43 5,82; 4,70; 2,28 2,28

13 170,1 4,70; 2,43 2,28

14 115,7 5,82 4,70; 2,43 4,70; 2,43
15 174,1 5,82 4,70
16 27,6 0,93 0,77 1,35
17 27,3 0,77 0,93

18 66,6 3,99 5,60

19 16,2 1,63 5,06 5,06; 2,01
20 73,1 4,70 5,82;2,43 5,82; 2,43




135

5.7 Determinagao Estrutural de EVFIC-8

Cromatografia da fragdo metandlica oriunda do isolamento de 12-epi-
bacchotricuneatina A (EVFIC-4), forneceu, dentre outras fragdes, uma que, apds
cromatografia em -gel de silica, resultou em uma fragdo rica em um dleo, que mostrou-se
homogéneo em CCD, recebendo a denominagéio de EVFIC-8. O procedimento completo que

resultou no isolamento de EVFIC-8, encontra-se descrito no item 7.10.4 (P. 185).

O espectro de RMN *C HBBD (125 MHz, CDCl;) de EVFIC-8 (Fig. 114 ¢ 115,
p. 136), mostrou-se bastante semelhante com o espectro de RMN 3C HBBD (Fig. 107, p.
127), da EVFIC-7. A principal diferenga encontra-se nos sinais referentes ao anel y-lactonico
da EVFIC-7. Nota-se a auséncia do sinal correspondente a carbonila o,3-insaturada (C-1) e do
carbono C-3, conjugado com a carbonila, ambos desprotegidos, no espectro de EVFIC-8.
Estes sinais foram substituidos por outros dois em campo mais alto (8 138,9 (C-15) e 125,0
(C-13)), na regifo de carbonos olefinicos. Outra grande diferenga € observada na regifo de
carbonos carbindlicos, onde ndo é observado o sinal em & 73,1 (C-20); no espectro de EVFIC-
8, referente ao carbono C-20 da EVFIC-7. Este sinal foi substituido por outro mais
desprotegido, na regidio de carbonos olefinicos (6 142,6 (C-20)). Estas mudangas caracterizam
claramente a transformag#o do anel y-lacténico em um anel furanico, na estrutura de EVFIC-
8. A tabela 35 (p. 137), traz a comparag@o dos dados de RMN C-HBBD de EVFIC-8 com a
EVFIC-7.

Esta mudanga é confirmada quando o espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de
EVFIC-8 (Fig. 116, p. 138), é observado. O surgimento de sinais em & 7,32 (H-15); 7,19 (H-
20) e 6,25 (H-14); caracterizam o anel furanico, como foi visto na determinagéo estrutural da
lactona do 4cido hautriwaico acetilada em C-12 (item 5.3, p. 85) e da 12-epi-
bacchotricuneatina A (item 5.4, P. 96). Este espectro também mostra a presenga de
triglicerideos na amostra, pela presenga do sinal em & 1,29 (s), apesar da mesma mostrar-se

homogénea em CCD.
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Tabela 35:Comparaggo dos dados de RMN "°C de EVFIC-8 com a EVFIC-7.

#C EVFIC-8 (5C) EVFIC-7(8C)
1 32,4 32,4
2 31,5 31,4
3 22,8 22,8
4 122,2 123,9
5 140,8 141,0
6 44,6 44,5
7 30,1 30,3
8 40,2 40,4
9 138,2 136,4
10 121,9 121,9
11 25,7 25,1
12 28,7 28,5
13 170,1 125,0
14 115,7 5 i)
15 174,1 138,9
16 27,6 277
17 273 27,3
18 66,6 66,5
19 16,2 16,2

20 73,1 _ 1426

No espectro de RMN *C-DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de EVFIC-8 (Fig. 117,
p. 138), sdo observados a existéncia de mais dois carbonos metinicos na regido de carbonos
olefinicos, além dos que ja eram observados no mesmo espectro da EVFIC-7. E notada
também a auséncia de um carbono metilénico quando os espectros sdo comparados,

mostrando mais uma vez a redug@o do anel y-lactonico presente na estrutura de EVFIC-7 em

um anel furinico na estrutura de EVFIC-8.
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Com o que foi discutido acima pode-se propor a estrutura de um diterpeno
furanico ¢ om esqueleto 10,15-ciclofitano (46), que no melhor de nosso c onhecimento, esta
sendo descrito pela primeira vez na literatura e que foi denomindo de 15,20-epoxi-9,10-seco-
4,9(10),13(20),14-1abdatetraen-18-0l, de acordo com as regras do “Dictionary of Natural
Products” (Buckingham, 1994).

(46)
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5.8 Determinacdo estrutural de EVFIC-9

Cromatografias sucessivas do residuo da marcha quimica de EVFIC, originou
dentre outras, uma fragdo que apresentou um sélido com faixa de fusdo de 185-193 °C, que

foi d enominado E VFIC-9. O item 7.10.5 (p. 189), mostra d etalhadamente o isolamento de
EVFIC-9.

O espectro de RMN "“C-HBBD (125 MHz, CDCl;) de EVFIC-9 (Fig. 118, p.
141), mostrou que o soélido cristalino, na verdade tratava-se de uma mistura de substancias,
com um constituinte majoritario. Fato que a larga faixa de fusfo ja dava indicios. Porém este
espectro mostra 10 linhas principais. Uma delas (8 161,4 (C-2)); pode ser atribuida a uma
carbonila lactonica a,3-insaturada. Outros 8 sinais, & 150,3 (C-10); 149,8 (C-7); 144,1 (C-6);
143,3 (C-4); 113, 4 (C-3); 111,6 (C-9); 107,6 (C-5) e 103,3 (C-8); sao atribuidos a carbonos
olefinicos, e que pelo numero de carbonos, correspondem a 4 insaturacdes constituindo um
sistema de anel aromatico com mais uma dupla ligag@o. Os fatos acima discutidos sugerem
um e squeleto c umarinico p ara e strutura d e E VFIC-9. Quatro d os oito sinais r eferentes d os
carbonos olefinicos, encontram-se na regido de carbonos sp® oxigenado. Porém o espectro de
RMN "*C-DEPT 135° (125 MHz, CDCls) de EVFIC-9 (Fig. 119, p. 141), mostra que o sinal
em & 143,3 pertence a um carbono metinico, desta forma somente trés dos quatro carbonos
sfo realmente oxigenados. Também é observado no espectro de RMN “C-HBBD um sinal
em & 56,5, caracteristico de grupo metéxilico ligado a anel aromatico. O espectro de RMN

BC.DEPT 135°, revela também a presenga de mais 3 carbonos metinicos (6 113, 4; 107,6 €

103,3), além do carbono em § 143,3.

No espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) (Fig. 119, p. 141), sdo observados os
sinais caracteristicos do sistema lacténico o,B-insaturado, presente em cumarinas: & 7,57 (1H,
d, J = 9,47) (H-4) e 6,25 (1H, d, J = 9,47) (H-3). Além destes sinais sdo observados dois
singletos em & 6,90 (1H) (H-5) e 6,83 (1H) (H-8), caracterizando um sistema de hidrogénios
para substituidos. Um outro sinal em & 6,13 (1H, s), observado neste espectro pode ser

atribuido ao hidrogénio de um grupo hidroxila, ligado ao anel aromatico.
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Figura 120: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls), de EVFIC-9.

Os dados acima discutidos encaixam-se perfeitamente em um esqueleto
cumarinico, substituido nas posi¢des 6 por um grupo metoxila e 7 por um grupo hidroxila,

representados pela estrutura da escopoletina (47).

Comparagdo com de dados RMN BC da literatura (Tab. 36, p. 143), mostra a
identidade entre EVFIC-9 e a escopoletina.

»
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Tabela 36: Comparacio dos dados de RMN "°C de EVFIC-9 com a escopoletina

Escopoletina i
EVFIC-9
#C (8C, 75 MHz, CHCls)
(8C, 125 MHz, CHCls)
(Sibanda, 1989)

2 161,4 160,2
3 113,4 112.5
4 143,2 142,5
5 107,7 107,0
6 143,3 1432
7 149,8 149,2
8 103,3 102,5
9 1115 110,5
10 150,3 149.,8
OMe 56,5 35,2




Semi-sintese de Alcaloides e
Compostos Oxigenados



145

6 SEMI-SINTESE DE ALCALOIDES E COMPOSTOS OXIGENADOS

Lima, em sua dissertagdo de mestrado (Lima, 1993), observou a capacidade da
ligagdo dupla conjugada com a carbonila da lactona, existente no acetato da lactona do 4cido
hautriwaico, funcionar como aceptor de nucleéfilos em uma reagio do tipo Michael
(Bergmann, 1959). Um outro composto, a 12-gpi-bacchotricuneatina A, também apresenta o
mesmo grupo funcional. Baseado nestes fatos e na grande quantidade dos metabélitos

isolados foram preparados derivados nitrogenados e oxigenados destes dois compostos.

6.1 Adigdo de 1,2-diaminoetano ao acetato da lactona do 4cido hautriwaico

: 1,2-diaminoetano

CHCL, ta, 2h

¥

Como era esperado, houve o desaparecimento no espectro de RMN BC-HBBD
(50 MHz, CDCl;) (Fig. 121, p. 146), dos sinais referentes aos carbonos olefinicos C-3 (6
135,8) e C-4 ( 138,7) da lactona do acetato do acido hautriwaico. Apareceram sinais em
54,8 referentes aos carbonos C-3 e C-4 deste derivado. A desprotecdo do sinal em & 169,8 no
espectro de RMN 3C-HBBD (Fig. 78, p. 86) do composto de partida, para 8 177,0 no
espectro de RMN "°C-HBBD do derivado; do sinal referente a carbonila C-18, mostra
claramente a perda da conjugacdo decorrente da adi¢@o do 1,2-diaminoetano, a dupla ligag@o.
Os sinais referentes aos carbonos do grupo 1,2-diaminoetano (C-1” e C-2”), sdo observados
em & 48,2 e 41,1 respectivamente. A tabela 37 (p. 149), mostra os deslocamentos quimicos
bem como o padrio de hidrogenagdo obtido do espectro de RMN BC-DEPT 135° (50 MHz,
CDCl) (Fig. 122, p. 146), dos carbonos da lactona do acetato do 4cido hautriwaico e de seu
derivado, EVFIC-3a.
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No espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCIl;) (Fig. 123, abaixo) do derivado nota-
se a auséncia do sinal em J 6,75 referente ao hidrogénio H-3 olefinico do material de partida.
E também observado, que os sinais dos hidrogénios H-19, coaleceram formando um singleto
largo em 6 4,19. Este fato pode ser explicado pela auséncia da dupla ligacsio em C-3 e C-4, no
produto reacional,-tornando o deslocamento quimico destes hidrogénios bastante préximos.
Os sinais referentes aos hidrogénios metilénicos do grupo 1,2-diaminoetano, sio observados

como um mutipleto centrado em § 2,65.
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Figura 123: Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl3) de EVFIC-3a.

4.5
PPN

Baseado na discussio acima, a estrutura (48) abaixo, é proposta para EVFIC-3a.
6.1.1 Proposta Mecanistica Para Formagdo de EVFIC-3a.

A reagdo de adi¢do do 1,2-diaminoetano a EVFIC-3a, trata-se de uma adigdo do

tipo Michael. Esta reagfio caracteriza-se pela adi¢do de um nucleéfilo a uma dupla-ligagéo
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conjugada com uma carbonila, gerando um produto conhecido como aduto de Michael

(Esquema 1, abaixo).

IQN\//\I(% WNNW HIN/“\\/I:{;@‘\]
& :

Esquema 1
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Tabela 37: Comparagio dos dados de RMN "“C-HBBD, do acetato da lactona do 4cido

hautriwaico (3) e de EVFIC-3a.

3) EVFIC-3a
#C 8C 8C

1 20,4 (CH,) 19,7 (CHs)
2 27,7 (CH,) 26,6 (CHa)

3 135,8 (CH) 54,8 (CH)

4 138,7 (C) 54,8 (CH)

5 45,8 (C) 43,6 (C)
6 34,4 (CH,) 36,2 (CH,)
7 27,9 (CH,) 31,3 (CH,)

8 37,3 (CH) 36,5 (CH)

9 39,6 (C) 39,1 (C)
10 49,2 (CH) 46,1 (CH)
11 42,1 (CHy) 41,1 (CHp)
12 65,0 (CH) 64,2 (CH)
13 126,4 (C) 125,9 (C)
14 108,8 (CH) 108,2 (CH)
15 140,2 (CH) 139,4 (CH)
16 143,6 (CH) 143,0 (CH)
17 15,9 (CHs) 15,2 (CH;)
18 169,4 (C) 177,0 (C)
19 71,9 (CHy) 70,5 (CHy)
20 17,7 (CHs) 16,2 (CHa)
CH3CO 170,2 (C) 169,7 (C)
CH;CO 21,7 (CHs) 21,1 (CHs)
H,NCH,CH,NH- 48,2 (CH,)
H,NCH,CH,NH- 41,1 (CH»)
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6.2 Adic3o De Etilenoglicol ao Acetato da Lactona do Acido Hautriwaico

etilenoglicol

CH,CL,
NaOH (10 %)
refluxo, 24 h

E o

O espectro de RMN *C-HBBD de EVFIC-3b (Fig. 124, Pag 149), quando
comparado com o espectro de RMN "*C-HBBD de acetato da lactona do 4cido hautriwaico
(Fig. 78, Pag 85), mostrou algumas diferengas. No espectro do derivado ha o desaparecimento
dos sinais em & 170,2 e 21,7; referentes ao grupo acetato, sugerindo que houve a hidrélise
deste grupo. O surgimento dos sinais em & 70,5 e 61,9; no espectro do derivado, podem ser
perfeitamente associados aos carbonos carbinélicos do etilenoglicol. Ja o desaparecimento dos
sinais referente a dupla ligagdo em C-3 e C-4 (8 138,7 e 135,8; respectivamente), no substrato
e o surgimento de sinais em & 76,7 (carbono carbindlico) e 55,8 no espectro do produto,
sugere a adicdo deste grupo ao substrato. Outro fato que também corrobora para esta adicéo, €
o deslocamento do sinal referente a carbonila da lactona em C-18, de 169,4 ppm no substrato
para 178,2 ppm no produto, mostrando que esta carbonila ndo se encontra mais conjugada e
que houve a adicdo. Uma comparagéo dos dados de RMN '3C-HBBD bem como o padrdo de
hidrogenacdo obtido do espectro de RMN BC-DEPT 135° (125 MHz, CDCl3) (Fig. 125, p.
152), do substrato e do produto ¢ mostrada na tabela 38, p. 156.

A hidrélise do grupo acetato no produto reacional € confirmada pelo
desaparecimento do sinal na regido de 2,00 ppm, no espectro de RMN 'H de EVFIC-3b (Fig.
126, p. 152), associado a metila do grupo acetato. O deslocamento para valores mais baixos
de deslocamento quimico do H-12 (de 8 5,94 no substrato para 4,88 no produto), também
confirma a desacetilagfo. A adi¢do do etilenoglicol a dupla ligacéo de (3) ¢ confirmada pela
auséncia do sinal do hidrogénio olefinico H-3 em & 6,75 observado no espectro de RMN 'H
do substrato (Fig. 80, p. 88) e pelos sinais em & 3,52 (1H, m) e 2,15 (1H, m), referentes a H-3
¢ H-4, respectivamente, observados no espectro de RMN 'H de EVFIC-3b. Também justifica
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este fato a presenca dos sinais em 6 3,74 (1H, m); 3,65 (2H, sl) e 3,42 (1H, m), neste mesmo
F espectro, que sdo referentes aos hidrogénios metilénicos carbinélicos do etilenoglicol. Como
em EVFIC-3a, houve a coalescéncia dos sinais referentes aos hidrogénios H-19 (8 4,21),

decorrente da auséncia da dupla ligacdo entre C-3 e C-4, no produto.
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Figura 124: Espectro de RMN ""C-HBBD de EVFIC-3b [; 125 MHz; CDCls]
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O espectro de RMN bidimensional HMBC (Fig. 127, abaixo), correlagio

hidrogénio carbono a longa distincia (ZJCH e °Jon), mostra a correlacdo dos hidrogénios
carbindlicos do etilenoglicol em 8 3,74 e 3,42 com C-3 em & 76,7; ratificando que adigio

ocorreu a este carbono da dupla ligagéo.
A partir da andlise do espectro de RMN bidimensional HMQC, correlagéo

hidrogénio carbono a uma ligago (Fig. 128, p. 154), foi possivel associar os sinais em & 3,74
e 3,42 (H-1’) ao sinal em & 70,5 (C-17); o sinal em & 3,65 (H-2’) com o sinal em & 61,9 (C-27)

e o sinal em & 3,52 (H-3) com o sinal em & 76,7 (C-3), pertencentes a molécula de EVFIC-3b.

016
15«'/;‘\ 1}"!3 OH
Rt gt
w12
g Ry
,/%\m 9‘(:\_\‘, )
Al et ]
Ya vk T

2
HO !. S
R W R T
& /19
V2Tl
O
____j Btn aq
“‘—d! @
‘ 3
’ L ] 3
' & 2%
— L] % »
R aﬁ dr‘ 8
— ¥ Be s g ? -
1 - 50
e L -
——"-‘_—_—- b ® % ]
— -, . @ ' i
Vo s B P - .
2
100
'] [} ' I
EES ° . P, ol
—_— 10t ’
— [ves o
ppm
llllllllllllll :|.l¥=:<>‘ LI I I O ] 1'![!!!‘1["][[[1’17!]l¥I~I| TAT Ty eysy
6 4 2

pem
Figura 127: Diagrama de contorno do espectro 'H,'3C-HMBC de EVFIC-3b [§; 500 MHz x
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125 MHz; CDCl5]

Os dados discutidos acima encaixam-se perfeitamente na estrutura abaixo (49).
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6.2.1 Proposta Mecanistica Para Formagzo de EVFIC-3b.

6.2.1.1 Adicdo Nucleofilica do Etilenoglicol.

A reagdo de adicdo do etilenoglicol a EVFIC-3b, trata-se de uma adigdo de
Michael promovida por base. Neste caso a reagdo é promovida por base para que ocorra a

formacdo de um melhor nucledéfilo, ou seja, do alcoxido do etilenoglicol (Esquema 2, abaixo).

HO\/\OH +  HG HO\/\O- + H)0

Esquema 2

Apds a formagio do alcéxido (nucledfilo), este ataca o carbono B da dupla ligagdo

através da face s;, originando o aduto de Michael ,(Esquema 3, abaixo).

Y

H—OH

Ho\/\o_r“\,,% o >~ 0:,,‘ / o >~ Z:“:
06 0

Esquema 3
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Tabela 38: Comparagio dos Dados de Deslocamento Quimico de RMN '*C com padrio de

hidrogenag@o do acetato da lactona do acido hautriwaico (3) com o EVFIC-3b.

3 EVFIC-3b
#C 8C 8C
1 20,4 (CHy) 19,7 (CHy)
2 27,7 (CHy) 30,1 (CH,)
3 135,8 (CH) 76,7 (CH)
4 138,7 (C) 55,8 (CH)
5 45,8 (C) 44,4 (C)
6 34,4 (CH,) 37,5 (CHy)
7 27,9 (CHy) 27,3 (CHy)
8 37,3 (CH) 37,1 (CH)
9 39,6 (C) 39,7 (C)
10 49,2 (CH) 45,3 (CH)
11 42,1 (CHy) 442 (CH,)
12 65,0 (CH) 63,4 (CH)
13 126,4 (C) 131,2 (C)
14 108,8 (CH) 108,5 (CH)
15 140,2 (CH) 143,8 (CH)
16 143,6 (CH) 138,5 (CH)
17 15,9 (CHz) 15,9 (CHs)
18 169,4 (C) 178,2 (C)
19 71,9 (CHy) 71,4 (CHy)
20 17,7 (CHz) 17,4 (CHs)
COCH; 170,2 (C)
COCH; 21,7 (CH3)
HOCH,CH,O 70,5 (CHy)
HOCH,CH,0 61,9 (CH,)




6.2.1.2 Hidrélise do Grupo Acetato

A hidrélise do grupo acetato em C-12 na molécula de acetato da lactona do acido
hautriwaico, ocorre através do mecanismo cléassico para hidrélise de ésteres catalisado por

base (Esquema 4, abaixo), originando o 4lcool (50).

50)

Esquema 4

6.3 Adigdo de Etanolamina ao acetato da lactona do acido hautriwaico.

etanolamina

F

CHCL, ta, 2h

Da mesma forma como ocorreu nos derivados EVFIC-3a e EVFIC-3b, os sinais
referentes aos carbonos da dupla ligagdo em C-3 e C-4, no espectro de RMN BC-HBBD (125
MHz, CDCl;) (Fig. 78, p. 86) do produto de partida, foram substituidos por sinais em 6 55,0
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o0

sobrepostos no espectro de RMN "“C-HBBD (50 MHz, CDCls) (Fig. 129, p. 158) de EVFIC-
3c. Observando o valor da absorg@o referente C-3, em & 55,0, pode-se determinar que a
etanolamina se ligou a este carbono através do nitrogénio. Caso esta ligacdo ocorresse através
do oxigénio, o valor de deslocamento quimico de C-3, seria proximo de 76,7 ppm, valor
encontrado para este carbono em EVFIC-3b. Os sinais referentes a C-17 e C-27, da
etanolamina, s3o observados em & 48,0 e 61,1 respectivamente. A tabela 39 mostra a
comparac¢do dos dados de RMN BC-HBBD da lactona do 4cido hautriwaico (3) com EVFIC-
3e.
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O espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) (Fig. 131, 157) de EVFIC-3c, mostra
além das caracteristicas discutidas para EVFIC-3a e EVFIC-3b, os sinais referentes aos -

hidrogénios metilénicos do grupo etanolamina, que sdo observados em & 3,53 (H-2”) e 2,64
(H-17).

Embasado no que foi discutido acima, a estrutura (51) abaixo, é proposta para
EVFIC-3c.

6.3.1 Proposta Mecanistica Para Formagio de EVFIC-3c. 4

O mecanismo reacional segue o que foi proposto para formacdo de EVFIC-3a,
item 6.1.1 (p. 147). Ha o ataque do nitrogénio da etanolamina a dupla ligagdo conjugada com
a carbonila para formag3o do adulto de Michael (esquema 5, abaixo), fato condizente com o

maior poder nucleofilico de um grupo amino em relagédo a uma hidroxila.

Esquema 5
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Tabela 39: Comparagio Dos Dados de Deslocamento Quimico de RMN '*c com Padrdo de

Hidrogenag#o do Acetato da Lactona do Acido Hautriwaico (3) com o EVFIC-3c.

3) EVFIC-3¢
4C 50 e
L 20,4 (CH,) 20,0 (CH)
2 27,7 (CHy) 31,6 (CHy)
3 135,8 (CH) 55,0 (CH)
4 138,7 (C) 55,0 (CH)
5 45,8 (C) 43,8 (C)
6 34,4 (CHy) 36,6 (CHy)
7 27,9 (CHy) 28,8 (CH))
8 37,3 (CH) 36,8 (CH)
9 39,6 (C) 39,4 (C)
10 49,2 (CH) 46,4 (CH)
11 42,1 (CHy) 41,3 (CHy)
12 65,0 (CH) 64,5 (CH)
13 126,4 (C) 126,1 (C)
14 108,8 (CH) 108,4 (CH)
15 140,2 (CH) 139,7 (CH)
16 143,6 (CH) 143,3 (CH)
17 15,9 (CH) 15,4 (CH)
18 169,4 (C) 117,8 (C)
19 71,9 (CHy) 70,9 (CHy)
20 17,7 (CH) 17,0 (CHs)
COCH; 170,2 (C) 170,0 (C)
COCH; 21,7 (CHs) 21,1 (CHs)
HOCH,CH,NH 48,1 (CHy)
HOCH,CH,NH 61,2 (CHy)
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6.4 Adigdo de 1,2-diaminoetano ao /2-epi-bacchotricuneatina A.

1,2-diaminoetano T
CHQ, "ol O
refluxo, 2h " \\0

H. N
2\/’\NH

A formag@o do aduto de Michael nitrogenado € confirmada, pela auséncia dos
sinais em & 136,1 (C-3) ¢ 137,6 (C-4), no espectro de RMN "“C-HBBD (125 MHz, CDCl5)
(Fig. 132, p. 163). Os sinais destes carbonos sfo agora observados em & 55,3 (C-3) e 54,3 (C-
4). Estes sinais, quando observados no espectro de RMN BC-DEPT 135° (125 MHz, CDCl3)
(Fig. 133, p. 163), sdo associados a carbonos metinicos, como era esperado. Outros dois sinais
adicionais sdo observados em 6 48,8 (C-1°) e 41,7 (C-2’), ambos CH; no espectro de RMN
BC-DEPT 135°, que sdo condizentes com os carbonos metilgnicos do 1,2-diaminoetano
adicionado a /2-epi-bacchotricuneatina A. O deslocamento da carbonila (C-18), de 5 168,8
para 8 177,0; no material de partida e no derivado respectivamente, mostra claramente a perda
da conjugagdo entre a carbonila (C-18) e a dupla ligagdo. A tabela 40 (p. 167), mostra a
comparagdo dos dados de RMN BC-HBBD da ! 2—epi-bacchotricuneatina A com o seu

derivado.
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Figura 133: Espectro de RMN C-DEPT 135°

(125 MHz, CDCls) de EVFIC-4a.
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No espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) (Fig. 134, abaixo), sdo observados
sinais multiplos centrados em & 2,62; que correspondem aos hidrogénios metilénicos do grupo
1,2-diaminoetano (H-1" e H-2’) e ao hidrogénio H-3. Este fato é observado no espectro de
correlagdo heteronuclear a uma ligagdo com detecgdo no canal do hidrogénio HMQC (500
MHz X 125 MHz, CDCl;) (Fig. 135, p. 165) onde o sinal citado acima mostra correlacio com
os sinaisem & 55,3 (C-3),48,8 (C-1")e 41,7 (C-2"). No espectro de RMN 'H também &
observado que os sinais referentes aos hidrogénios H-19 (& 4,18), coaleceram devido a

auséncia da dupla ligagdo.

O espectro de correlagdo heteronuclear a mais de uma liga¢do com detec¢do no
canal do hidrogénio HMBC (500 MHz X 125 MHz, CDCl,) (Fig. 136, p. 166), mostra o
acoplamento do sinal em & 4,18 (H-19), com o sinal em 8 177,0 (C-18), evidenciando que o
anel lactdonico entre os carbonos C-18 e C-19, encontra-se intacto apds a reagdo. Neste
espectro é também visto o acoplamento do hidrogénio H-1" (8 2,63 ¢ 2,49) com o carbono C-
3 (& 55,3), confirmando a entrada do grupo 1,2-diaminoetano no carbono C-3 de /2-epi-

bacchotricuneatina A.
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Figura 134: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de EVFIC-4a.
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Figura 135: Diagrama de contorno do espectro 'H,"?C-HMQC de EVFIC-4a [§; 500 MHz x
125 MHz; CDCls].

Com o que foi discutido acima, pode-se propor a estrutura (52), para EVFIC-4a.
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Figura 136: Diagrama de contorno do espectro 'H,"*C-HMBC de EVFIC-4a [8; 500 MHz
x125 MHz; CDCls]

6.4.1 Proposta mecanistica para formacdo de EVFIC-4a.

O mecanismo sugerido para formagdo de EVFIC-4a, segue o que foi proposto para

formagdo de EVFIC-3a discutido no item 6.3.1, p. 160.
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Tabela 40: Comparagio dos Dados de Deslocamento Quimico de RMN °C com padrdo de

hidrogenagdo da /2-epi-bacchotricuneatina A (4) com o EVFIC-4a.

(4) EVFIC-3c
#C 5C 5C
1 20,1 (CHy) 20,2 (CHy)
2 27,5 (CHa) 31,5 (CHa)
3 136,1 (CH) 55,3 (CH)
4 137,6 (C) 54,3 (CH)
5 45,1 (C) 43,4 (C)
6 30,3 (CHy) 31,5 (CHy)
7 19,1 (CHy) 18,0 (CHy)
8 45,3 (CH) 44,8 (CH)
9 36,2 (C) 35,8 (C)
10 51,8 (CH) 50,1 (CH)
11 47,5 (CHy) 47,1 (CHy)
12 70,0 (CH) 69,8 (CH)
13 123,8 (C) 123,6 (C)
14 108,5 (CH) 108,5 (CH)
15 143,9 (CH) 143,7 (CH)
16 139,9 (CH) 139,8 (CH)
17 174,0 (C) 173,9 (C)
18 168,0 (C) 177,5 (C)
19 70,8 (CHy) 69,8 (CH,)
20 23,1 (CHa) 23,2 (CHs)
H,NCH,CH,NH 48,8 (CH,)
H,NCH,CH,NH 41,7 (CH,)
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7 PARTE EXPERIMENTAL
7.1 Material Vegetal

Os capitulos florais de Egletes viscosa Less., selecionados para estudo foram
adquiridos nos ervanarios do Mercado Central de Fortaleza-Ce, onde a referida planta é
comercializada. J4 as partes aéreas de E. viscosa, foram coletadas em diversas localidades do
estado do Ceara (Fig. 29, p. 56) pelo Prof. Edilberto Rocha Silveira, do Departamento de

Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Cear4.

Em uma etapa mais avangada do trabalho, os espécimes de E. viscosa foram
obtidos por germinag@o de sementes, realizado pelo Engenheiro Agronomo Anténio Marcos
Esmeraldo Bezerra, Doutorando em Agronomia/Fitotecnia pelo Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade F ederal do Ceara e pelo Engenheiro Agronomo Jodo Baptista Santiago de

Freitas, do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal do Ceara.

A identificac@o botanica foi realizada pelo Professor Edson de Paula Nunes, do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. As exsicatas encontram-se
depositadas no Herbério Prisco Bezerra, pertencente ao Departamento de Biologia da

Universidade Federal do Ceara.

7.2 Métodos Cromatograficos

As cromatografias de adsorgdo foram desenvolvidas utilizando-se gel de silica 60
da Vetec (@ mm 0,063-0,200) Cod. 1095, para cromatografia em coluna e gel de silica 60G F
254 Vetec Céd. 1134, para cromatografia em c amada d elgada (CCD). O's comprimentos e
didmetros das colunas variaram de acordo com as aliquotas de amostra a serem

cromatografadas e com as quantidades de adsorventes utilizadas.

As cromatografias em camada delgada (CCD) analitica foram realizadas em
cromatoplacas de gel de silica 60 (& mm 0,002-0,025) T-6145 sobre poliéster com indicador

de florescéncia no comprimento de onda de 254 nm da Sigma Chemical Co.

As revelacdes das substincias nas cromatoplacas analiticas foram realizadas pela

pulverizacio com solugio de vanilina (CsHsO3) e acido perclérico (CCIO4) 0,75 M em etanol
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P.A., seguido de aquecimento em estufa a 100 °C por aproximadamente 5 minutos e/ou
exposi¢do das mesmas a radiacdo de luz ultravioleta em cdmara da marca Vilber Lourmat,

equipada com lampadas modelo CN-15LM com comprimento de onda de 365 € 312 nm.

Os ecluentes utilizados foram: hexano, cloroférmio, diclorometano, acetato de

etila, metanol e etanol, puros ou em misturas bindrias, em ordem crescente de polaridade.

7.3 Métodos Espectrométricos

7.3.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétio (RMN 'H) e de Carbono-
13 (RMN 3C)

Os espectros de RMN 'H e de RMN "°C unidimensionais e bidimensionais foram
obtidos em espectrometros Bruker, modelos AC-200, Avance DPX-300 e Avance DRX-500,
pertencentes ao Centro N ordestino de Aplicagdo e Uso da Ressondncia M agnética Nuclear
CENAUREMN da Universidade Federal do Ceara, operando na freqiiéncia do prétio a 200
MHz, 300 MHz ou 500 MHz, na freqiiéncia do carbono-13 a 50 MHz, 75 MHz ou 125 MHz,

respectivamente.

O solvente utilizado nas dissolugdes das amostras de oOleos essenciais e

substancias ndo volateis (solidos e liquidos), foi o cloroférmio deuterado (CDCls).

As amostras dissolvidas s3o acondicionadas em tubos de RMN de 5 mm a 303 K

e a pressdo atmosférica.

Os deslocamentos quimicos (8) sdo expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de protio, pelo sinal dos hidrogénios pertencente a fragdo
residual ndo deuterada do cloroférmio deuterado (& 7,27). Nos espectros de carbono-13, os
deslocamentos quimicos (8), foram referenciados pelo sinal central do carbono-13 do

cloroférmio deuterado (8 77,0).

Para os experimentos realizados no espectrometro Bruker, modelo Avance DPX-
300, utilizou-se sonda inversa multinuclear de 5 mm. Nos experimentos unidimensionais de
prétio (‘H), foi utilizada uma largura espectral (SWy) de 24 ppm, com periodo de relaxagio

(D)) de 1,0 s e pulso de 90° de 9,0 ps com poténcia de 6,40 DB. Para os experimentos
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unidimencionais de carbono-13 (**C), utilizou-se uma largura espectral (SW¢) de 230 ppm,

com periodo de relaxagdo (D;) de 1,0 s e pulso de 90° de 12,0 pus com poténcia de 0,0 dB.

J4 nos experimentos que foram realizados no espectrometro Bruker, modelo
Avance DRX-500, foi utilizada sonda dual de 5 mm, para os experimentos unidimensionais
('He 0C), bidimensionais de correlagdio homonuclear ("H,"H-COSY E NOESY) e correlagiio
heteronuclear (HETCOR e COLOC). Uma sonda inversa multinuclear de 5 mm com
gradiente no eixo z e¢ unidade de gradiente de 10 A, foi utilizada nos experimentos com
deteccio inversa ("H,"H-COSY e NOESY), de correlacdo heteronuclear (HMQC E HMBC) e
com gradiente (GS-COSY, GS-HMQC e GS-HMBC). Para os experimentos unidimensionais
de proétio, a largura espectral (SWy) utilizada foi de 24 ppm, com periodo de relaxagéo de 1,0
s e pulso de 90° de 10 us com poténcia de —3,0; 2,0 e 6,4 dB, dependendo do experimento.
Nos e xperimentos unidimensionais d e carbono-13, foi utilizada l1argura e spectral (SW¢) de

230 ppm, com periodo de relaxagio de 1,0 s e pulso de 90° de 6,5 ps com poténcia de 3,0 dB.

As seqiiéncias de pulsos utilizadas para os experimentos unidimensionais e

bidimensionais foram as seguintes:

Experimento Seqiiéncia de pulsos Observacdes
Prétio zg30
zgpr Para saturacio do sinal do solvente
Carbono-13 zgpg30 o
DEPT 135° dept135
COSY cosydftp
NOESY noesytp
HMQC invbtp
GS-HMQC inv4gstp
HMBC inv4lplmd
GS-HMBC invé4gslplrmd
HETCOR hxco
COLOC coloc
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As multiplicidades das bandas de absorg¢io dos hidrogénios nos espectros de
RMN 'H foram indicadas segundo a convencio: s (singleto), sl (singleto largo), d (dupleto), dl
(dupleto largo), dd (duplo dupleto), dt (duplo tripleto), tl (tripleto largo) e m (mutipleto).

A técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com
angulo de nutac@o de 135°, CH e CH; com amplitudes em oposi¢do aos CH,, foi utilizada na
determinagio do padriio de hidrogenagio dos carbonos em RMN °C, descrito segundo a
convengdo: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono metinico), CH; (carbono metilénico)
e CH3 (carbono metilico). Os carbonos ndo hidrogenados foram caracterizados pela subtragdo

do espectro DEPT 135° do espectro HBBD.

7.3.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IV)

Os espectros naregido do Infravermelho (IV) foram o btidos e m E spectrometro
Perkin Elmer, modelo FT-IR Espectrum 1000, da central analitica do Departamento Quimica
Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard. Foram utilizadas pastilhas de
brometo de potéassio (KBr) para analise das amostras sélidas e aplicacdo direta na forma de

filme para anélise das amostras liquidas.

7.4 Cromatografia Gas/Liquido Acoplada a Espectrometria de Massa (CGL/EM)

Os cromatogramas dos Oleos essenciais extraidos de E. viscosa, bem como os
espectros de massa de seus constituintes, foram obtidos no Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard, em espectrometro de massa
Hewlett-Packard modelo HP-5971 A série II (CGL/EM), equipado com uma coluna capilar de
30 m X 0,25 mm de dimetilpolisiloxano (DB-5), usando um fluxo de hélio a 1 mL/min, com

gradiente de temperatura programado de 4 °C/min de 35 a 180 °C e de 20 °C/min de 180 a
270 °C, e temperatura do injetor de 250 °C.
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7.5 Pontos de Fusfo

Os pontos de fusdo foram determinados em equipamento de microdeterminagio
Mettler, com placa aquecedora modelo FP 82-HT e unidade de controle FP 90, pertencente ao
Departamento de Quimica Orgénica e Inorginica da Universidade Federal do Ceard. As

determinagdes foram realizadas com gradiente de aquecimento de 2 °C/min.

7.6 Rotacio Optica

As rotagdes Opticas foram determinadas em um polarimetro Perkin Elmer modelo

341 do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Cear4.
As medidas foram e xpressas utilizando a notagdo [c], onde D é a raia D dosédioe T a

temperatura que foi realizada a medida em °C. Utilizou-se cloroférmio (CHCl;) para

dissolugdo das amostras.

7.7 Indice de Refragio

Os indices de refragdo foram determinados em um refratdmetro digital de bancada

tipo ABBE da marca Quimis, pertencente ao Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica
da Universidade Federal do Cear4 e foram expressos segundo a notagio 7, onde D € a raia D

do sodio e T a temperatura que foi efetuada a medida em °C.

7.8 Estudo dos Constituintes Volateis de Egletes viscosa Less.

O estudo dos constituintes volateis de E. viscosa, foi realizado com os 6leos
essenciais obtidos da parte aérea, com ou sem capitulos florais, e dos capitulos florais

somente.

A extragiio dos dleos essenciais foi feita por hidrodestilagido € os dleos foram
coletados em aparelho doseador de dleo essencial tipo Cleavenger modificado por Gottlieb

(Gottlieb et all., 1960).



174

A analise dos constituintes quimicos presentes nos 6leos essenciais foi realizada
em cromatografo gés-liquido acoplado a espectrémetro de massa (CGL/EM), descrito no item

7.4,p.172.

A 1identificagdo dos constituintes quimicos presentes nos O6leos essenciais foi
efetuada através da determinacido dos indices de Kovats simulados (item 4.2.1, p. 29)

(Alencar, 1990), pesquisa em espectroteca e comparagcdo com dados da literatura (Adams,
2001).

7.8.1 Obtencio dos Oleos Essenciais de Egletes viscosa Less. (Fluxograma 1)

As estruturas vegetais de E. viscosa, foram acomodas em baldes cujos volumes

variavam de acordo com a quantidade de material a ser extraido, juntamente com quantidade .

de agua destilada suficiente para imergir cerca de 60 % do material. As misturas foram
submetidas a hidrodestilacdo por aproximadamente 2 horas. Apds as extragdes com vapor
d’4gua, as misturas contidas nos doseadores (6leo essencial + &agua) foram separadas
utilizando-se um funil de separagio de 50 mL, do tipo péra; e particdo com cloroférmio P.A.,
quando necessario (volumes de 6leos essenciais menores que 0,5 mL). A fase orginica foi
secada em sulfato de sédio anidro, filtrada e quando necessario concentrada por destilagdo do

solvente sob pressdo reduzida, fornecendo os 6leos essenciais.

EMaterial vegetal ]

Hidrodestilagéo A
(Extracio em doseador tipo Cleavenger)

|
Tortae [ Oleo essencial + Agua ]

decocto

1. Extragfo com CHCl,

(quando necessario)
2. Separagdo

Fase orgénica Fase aquosa

1. Na,50, anidro
2. Filtracdo
3. Destilagiio sobre pressdio reduzida (qdo necessario)

Oleo essencial

Andlise por CG/EM

Identificago
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Fluxograma 1: Método de extragdo do 6leo essencial de Egletes viscosa Less.

7.9 Metodologia de isolamento dos constituintes majoritarios de Egletes viscosa Less (Tipo
A).

2,58 kg de capitulos florais de E. viscosa, secos e moidos, adquiridos no Mercado
Central, Fortaleza-Ce, foram acondicionados em garrafio de vidro e submetidos a extracio
com cloroférmio (3 X 3 L). Apds a retirada do solvente sob pressdo reduzida obteve-se

200,86 g (7,79 %) de um extrato viscoso e escuro denominado EVFIC.

200,9 g de EVFIC foram adsorvidos em 300 g de silica e pulverizadas em gral de
porcelana. A mistura foi acondicionada em funil cilindrico de 2000 mL (& = 10 c¢m), sobre
uma camada de 50 g de silica. Da eluigdo com hexano, clorofémio acetato de etila e etanol,

foram obtidas as seguintes fragdes:

Tabela 41: Dados da coluna filtrante de EVFIC

ELUATO VOLUME ELUATO (L) ASPECTO PESO(g) DENOMINACAO

hexano 2,0 0leo marrom 90,9 EVFIC-H
cloroférmio 2,8 graxa verde 65,8 EVFIC-C
acetato de etila 2.0 graxa marrom 379 EVFIC-A
etanol 0,8 graxa marrom 3,32 EVFIC-E
[ Capitulos florais ]
258 kg
1. Moagem

2. Extragdo com cloroférmio

Destilagdo sob pressao

reduzida
Extrate cloroférmico lTorta l
EVFIC
200,98 g (7,79 %
Cromatografia filtrante
em silica

I I [
F. hexanica {F. cloroférmica f acetato de etilaj

EVFIC-H EVFIC-C EVFIC-A
909 g 65,84 37949




176

Fluxograma 2: Obtenc?o e cromatografia filtrante do extrato cloroférmico dos capitulos

florais de Egletes viscosa Less. para isolamento dos constituintes majoritarios.

7.9.1 Isolamento de EVFIC-1

10,0 g de EVFIC-H, foram acondicionados em bal3o de fundo redondo, junto com
50,0 mL de etanol e 100,0 mL de hidréxido de aménio comercial. Esta mistura foi mantida
sob agitagdo por 24 horas. Ao término das 24 horas, foram adicionados 100,0 mL de dgua
destilada & mistura reacional, possibilitando a extragdo em funil de separagfo com éter de
petréleo (5 X 50 mL). A fase organica da extragéo foi secada com sulfato de sédio anidro e o
solvente foi destilado sob pressdo reduzida, originando 3,40 g de uma graxa marrom
denominada EVFIC-HR. A fase aquosa da extracéo foi acidificada com HCI concentrado até
pH variando entre 2 e 3. Em seguida procedeu-se a extragdo da solucdo acida em funil de
separacdo com diclorometano (5 X 50 mL), desprezando-se a fase aquosa. Novamente a fase
organica foi secada com sulfato de sddio anidro e submetida a destilagdo sob pressdo reduzida
em aparelho de rotaevaporacio, originando 5,96 g de um residuo oleoso e incolor, que foi

denominado de EVFIC-H/NH;3

Os 5,96 g de EVFIC-H/NHj3; foram adsorvidos em 12 g de silica e pulverizadas em
gral de porcelana. A mistura foi acondicionada em funil cilindrico de 250 mL (& = 4 cm),
sobre uma camada de 15 g de silica. Da elui¢do com gradiente utilizando os eluentes hexano,

clorofémio acetato de etila e etanol, puros ou em misturas bindrias, foram obtidas as seguintes

fracoes:
Tabela 42: Dados da coluna cromatografica de EVFIC-H/NH3
i VOLUME

FRACAO ELUATO BLUATO (mL) ASPECTO PESO (g)
1 Hexano 100 Oleo amarelo 0,35
2 Hexano / Cloroférmio (3:1) 100 6leo amarelo 1,24
3 Hexano / Cloroférmio (3:1) 100 6leo incolor D;5%
B Hexano / Cloroférmio (1:1) 100 6leo incolor 0,99
5 Hexano / Cloroférmio (1:1) 50 6leo amarelo 0,54
6 Hexano / Cloroférmio (1:1) 50 6leo marrom 0,26
T Hexano / Cloroférmio (1:1) 100 6leo marrom 0,12
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8 Cloroférmio / acetato de etila (1:1) 100 graxa marrom 0,27
9 Acetato de etila 100 graxa marrom 0,11
10 Metanol 150 graxa marrom 107

As fragdes 3 e 4 (1,50 g), mostraram-se homogéneas em CCD e foram

denominadas EVFiC-l, sendo caracterizado como acido centipédico (item 5.1, Pag 74).

EVFIC-H
10g

50 mL de etanol

100 mL de NH,CH (comercial)

Agitacdo por 24 horas

100 mL 4gua destilada

Extracgiio com éter de petréleo (5 X 50 mL)

Fase aquosa Fase organica

HCl(pH 223) Na,SO, anidro
Extragdo com diclorometano (5 X 50 mL) Destilagdio
Residuo
Fase orgénica EVFIC-HR
340g
Na,SO, anidro
Destilagdo

EVFIC-H/NH3
59 ¢g

Cromatografia em silica

I l | I | l l | I |

Fl F2 F3 F4 F5 F6 F7 FB F9 ) (F10
035g) 1.24g) [051g) |099g) |054g) (0262 ) |0.12g) |0.278) |0.11g) (1,078
EVEFIC-1
150g

Fluxograma 3: Isolamento de EVFIC-1 (2)

7.9.2 TIsolamento de EVFIC-2

66,8 g de EVFIC-C foram adsorvidos em 140 g de silica e pulverizadas em gral de
porcelana. A mistura foi acondicionada em funil cilindrico de 1000 mL (& = 5 cm), sobre
uma camada de 50 g de silica. Da eluigdo com hexano, clorofémio acetato de etila, e etanol,
foram obtidas as fracdes descritas na tabela 43, abaixo.

Tabela 43: Dados da coluna filtrante de EVFIC-C

ELUATO VOLUME ELUATO (L) ASPECTO  PESO (g) DENOMINACAO
hexano 1.2 graxa amarela 5,64 EVFIC-C/H
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cloroférmio 1,8 graxa verde 51,2 EVFIC-C/C
acetato de etila 2,0 graxa marrom 6,27 EVFIC-C/A
etanol 0,8 graxa marrom 2,30 EVFIC-C/E

EVFIC'—C/C (51,2 g), foi colocado em funil de separagéo, contendo 200 mL de
agua destilada. A mistura aquosa adicionou-se gota a gota uma solugfo aquosa de KOH 10 %,
com agitagdo até que a solugdo sobrenadante assumisse uma cor amarelo clara. Este
procedimento foi repetido 6 vezes. As solugdes sobrenadantes foram reunidas e acidificadas
com HCI concentrado até pH variando entre 3 e 2 e posteriormente extraida com cloroférmio
(5 X 70 mL), em funil de separagdo. A fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro e
o solvente foi evaporado sob presséo reduzida, fornecendo 5,92 g de uma graxa de coloragio
marrom clara que foi denominado de EVFIC-C/CAc. Recristalizagio em metanol, forneceu
1,26 g de um so6lido amarelo, solivel em cloroférmio, que mostrou-se homogéneo em CCD,

recebendo a denominagio de EVFIC-2 sendo caracterizado como ternatina (item 5.2, Pag 80).

A fracdo organica, apds a extracdo de EVFIC-2, foi dissolvida em cloroférmio
secada com sulfato de sdédio anidro e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida,

fornecendo 42,5 g de uma graxa de coloragfo verde escuro que foi denominado de EVFIC-

C/CR.
7.9.3 Isolamento de EVFIC-3

Os 42,5 g do residuo da marcha quimica realizada para o isolamento de EVFIC-2
(EVFIC-C/CR), foram adsorvidos em 60,8 g de silica e pulverizados em grau de porcelana. A
mistura foi acondicionada em funil cilindrico de 1000 mL (& = 8 cm), sobre uma camada de
82,6 g de silica umida com uma solugo de hexano/cloroférmio (1:1). A eluigdo foi realizada
utilizando hexano, clorofémio, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias, com
gradiente crescente de polaridade iniciando com hexano/cloroférmio (1:1). As fragSes 5 e 6,
obtidas da eluicdo com hexano/cloroférmio (1:1), mostraram-se semelhantes ¢ foram
reunidas, sendo denominada de EVFIC-C/CR(5-6) pesando 15,4 g. A medida que o solvente

utilizado para reunir as fragdes evaporava foi observada a formagao de um precipitado.
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EVFIC-C/C
5128

200 mL. H,0
KCH (10 %) (6 X gota a gota)

Residuo [ Fase aquosa a]calinaq
EVFIC-CICR
425¢ HCl(pH 2a3)
CHCl, (5 X70mL)
I Fase orgénica
Na,SO, anidro
Destilagio

EVFIC-C/CAc
592¢g

Recristalizagfio em metanol

[S::’;lido rc.:rismizaﬂ Asuamée

u

EVEFIC-2
126¢g

Fluxograma 4: Isolamento de EVFIC-2

Apds a total evaporacdo do solvente da fragdo EVFIC-C/CR(5-6), adicionou-se
hexano, o qual dissolveu somente uma parte da fragdo, havendo formagio de um residuo
insoluvel. Este residuo foi separado da solucéo por filtracdo a vacuo em funil de Biichner. A
este residuo foi adicionado metanol, solubilizando parte dele. Novamente foi utilizada
filtracdo a vacuo em funil de Biichner, para separagdo do sélido da solucdo. Ao final deste
processo obteve-se trés fragdes: fragdo hexanica (5,32 g), denominada EVFIC-C/CR(5-6)H;
fragdo metandlica (3,68 g), denominada EVFIC-C/CR(5-6)M e o precipitado (5,70 g), que foi
denominado de EVFIC-C/CR(5-6)S.

O so6lido EVFIC-C/CR(5-6)S, foi novamente submetido a solubilizagdo em
metanol, originando duas fragdes. A fragdo metandlica (3,43 g), que recebeu a denominagio
de EVFIC-C/CR(5-6)SM e o sélido insoluvel (2,23 g), que mostrou-se homogéneo em CCD,
sendo denominado de EVFIC-3 sendo caracterizado como o acetato da lactona do 4acido

hautriwaico (item 5.3, Pag 84).
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Residuo

EVFIC-C/CR
425

Cromatografia em gel de silica

hexano/cloroférmio (1:1)
EVFIC-C/CR(5-6)
154¢g

Dissolugfio com hexano e metanol

Fragéo hexano Residuo sélido Fragfo metandlica
EVFIC-C/CR(5-6)H EVFIC-C/CR(5-6)S EVFIC-CICR(5-6)M
532¢g 570g 368¢g

DissolugZo com metanol

Residuo sdlido Fragfo metandlica
EVFIC-3 EVFIC-C/CR(5-6)SM
2,23 g 343¢

Fluxograma 5: Isolamento de EVFIC-3

7.10 Isolamento dos constituintes n2o volateis de Egletes viscosa Less (Tipo B).

3,03 kg de capitulos florais de E. viscosa (Tipo B), adquiridos no Mercado Central
em Fortaleza-Ce, foram moidos e acondicionados em garrafdo de vidro. Extracfio com
cloroférmio (3 X 3,5 L), seguida da destilagdo do solvente sob pressdo reduzida originou

290,4 g (9,58 %) de um extrato viscoso e escuro denominado EVFIC;.

Os 290,4 g de EVFIC,; foram adsorvidos em 332,5 g de silica e pulverizadas em
gral de porcelana. A mistura foi acondicionada em funil coénico de 2000 mL, sobre uma
camada de 60 g de silica. Da elui¢do com hexano, clorofémio acetato de etila e metanol,

foram obtidas as fragdes dispostas na tabela 44, (Pag 179).
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Tabela 44: Dados da coluna filtrante de EVFIC,

ELUATO  VOLUMEELUATO (L) ASPECTO PESO(g) DENOMINACAO

hexano 2,0 graxa verde 120,3 EVFIC,-H
cloroférmio 2,8 graxa verde 95,4 EVFIC;-C
acetato de etila . 2.0 graxa marrom 59,2 EVFIC;-A
metanol 0,8 graxa marrom 10,8 EVFIC;-M

Capitulos florais

3,03kg

1. Moagem

2. Extrag#o com cloroférmio

Detilag@io sob presséo

reduzida
Extrato cloroférmico Totta
EVFIC,
2904 g (9,58 %)
Cromatografia filtrante
em silica
I l ,
Fracgéo hexénica Frag3o cloroférmica racdo acetato de etila Fragio metanélica
EVFIC-H EVFIC,-C EVFIC-A EVFIC,-M
120,3g 954¢g 592¢g 10,8 g

Fluxograma 6: Obtenc¢o e cromatografia filtrante do extrato cloroférmico dos capitulos

florais de Egletes viscosa Less. para isolamento dos constituintes ndo volateis.

7.10.1 Isolamento de EVFIC-4

95,4 g da fragdo cloroférmica do extrato cloroférmico dos capitulos florais de E.
viscosa (EVFIC,;-C), obtida no item 7.9.3 (p. 178), foram adsorvidas em 201,8 g de silica e
pulverizados em grau de porcelana. A mistura foi acondicionada em funil cénico de 2000 mL,
sobre uma camada de 60 g de silica. Da eluigdo com hexano, hexano/cloroférmio (1:1),

cloroférmio, acetato de etila e metanol, foram obtidas cinco fragdes:
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Tabela 45: Dados da coluna filtrante em silica de EVFIC;-C

VOLUME &
ELUATO ASPECTO PESO (g DENOMINACAO
| ELUATO (L)
hexano 2,0 0leo amarelo 0,14 EVFIC,;-C1
hexano/ cloroférmio (1:1) 2.0 graxa verde 34,9 EVFIC;-C2
cloroférmio 1,8 graxa verde 28,1 EVFIC,;-C3
acetato de etila 1.2 graxa marrom 28,1 EVFIC,-C4
metanol 0,6 graxa marrom 1,92 EVFIC;-C5

Com base nas observagdes anteriores, a fracdo eluida com cloroférmio, EVFIC;-
C3 (28,1 g), foi submetida a dissolu¢do com metanol, seguido de filtragcio a vacuo em funil de
Biichner originando duas fragdes: a fragdo metanélica (17,6 g), denominada EVFIC;-C3M € o

residuo solido (9,8 g), denominado EVFIC;-C3S.

Cromatografia em camada delgada de EVFIC;-C3S, apresentou somente uma
mancha, sugerindo tratar-se de uma substancia pura. Desta forma a frag@o foi rebatizada para

EVFIC-4, sendo caracterizado como a 12-epi-bacchotricuneatina A (item 5.4, Pag 96).

Frag3o cloroférmica
EVHC,-C
954

Cromatografia filtrante
em silica
Fragéo hexdnica Fragio Fragdo cloroférmica | (Fragdo acetato de etila) (Fragio metandlica
EVFC,-Cl hexano/clorofdrmio (1:1) EVHC,-C3 EVEC,-C4 EVHC,-C5
0,11g EVHC,-C2 28,1¢g 28,1g 1,92¢g
3.3g 1. Dissolugfio em metanol

2. Filtrag3o a vicuo

Residuo sélido
EVFIC4
9,76 g

FragZo metandlica
EVHC1-C3M
176 ¢

Fluxograma 7: Isolamento de EVFIC-4 (42)
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7.10.2 Isolamento de EVFIC-7.

4,0 g de silica foram utilizadas para adsorver uma aliquota de 2,53 g da fracéo
EVFIC1-C3M. A mistura foi acomodada sobre uma coluna de 60 g de silica montada com
uma solugdo de éter de petréleo/diclorometano (1:1), acomodada em um funil cilindrico de
250ml (@ = 2,5 cm). Da eluigdo com éter de petrdleo, diclorometano, acetato de etila e
metanol, na ordem crescente de polaridade, foram obtidas as fracdes mostradas na tabela 46,

abaixo.

606 mg da fragdo E VFIC1-C3M(69-91), foram adsorvidos em 1,5 g de silica e
pulverizados em grau de porcelana. A mistura foi acondicionada em funil de 125 mL (& = 2
cm), sobre uma camada de 20 g de silica montada com uma solu¢do de éter de
petréleo/cloroférmio (1:1). Da eluigdo com éter de petrdleo, cloroférmio, acetato de etila e

metanol, foram obtidas as fragdes mostradas na tabela 47 (p. 184).

Tabela 46: Dados da coluna cromatografica em silica de EVFIC1-C3M.

VOLUME

ELUATO PESO (mg) DENOMINACAO
ELUATO (mL)
éter de petroleo/clorofémio (50 %) 100 21,1 EVFIC1-C3M(1)
éter de petréleo/clorofémio (70 %) 300 18,5 EVFIC1-C3M(2-4)
diclorometano 100 15,7 EVFIC1-C3M(5)
diclorometano 100 16,4 EVFIC1-C3M(6)
diclorometano/acetato de etila (5 %) 430 129,0 EVFIC1-C3M(7-22)
diclorometano/acetato de etila (10 %) 460 860,1 EVFIC1-C3M(23-68)
diclorometano/acetato de etila (50 %) 220 606,0 EVFIC1-C3M(69-91)
acetato de etila 90 303,2 EVFIC1-C3M(92-95)
acetato de etila 50 300,0 EVFIC1-C3M(96)
acetato de etila 50 123,0 EVFIC1-C3M(97)

metanol 100 83,9 EVFIC1-C3M(98)
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Tabela 47: Dados da coluna cromatografica em silica de EVFIC1-C3M(69-91).

ELUATO g PESO (mg) DENOMINAGAO
ELUATO (mL)
éter de petréleo/clorofémio (50 %) 40 2.7 EVFIC1-C3M(69-91)(1-2)
éter de petroleo/clorofémio (50 %) 30 14,2 EVFIC1-C3M(69-91)(3-5)
éter de petroleo/clorofémio (50 %) 10 9,8 EVFIC1-C3M(69-91)(6)

éter de petroleo/clorofomio (50 %) 20 19,3 EVFIC1-C3M(69-91)(7-8)
éter de petréleo/clorofomio (50 %) 40 35,9 EVFIC1-C3M(69-91)(9-12)

éter de petroleo/clorofomio (50 %) 10 8,2 EVFIC1-C3M(69-91)(11)
éter de petréleo/clorofomio (50 %) 50 2947 EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)
éter de petréleo/clorofomio (70 %) 40 136,5 EVFIC1-C3M(69-91)(18-21)
éter de petréleo/clorofomio (70 %) 20 9,7 EVFICI1-C3M(69-91)(22-23)
clorofé6rmio 30 6,6 EVFIC1-C3M(69-91)(24-26)
cloroférmio 30 12,0 EVFIC1-C3M(69-91)(27-29)

cloroférmio/acetato de etila (10 %) 10 0,9 EVFIC1-C3M(69-91)(30)
cloroférmio/acetato de etila (50 %) 30 2,4 EVFIC1-C3M(69-91)(31-33)

acetato de etila 40 0,4 EVFIC1-C3M(69-91)(34)

metanol 50 5,7 EVFIC1-C3M(69-91)(35)

A fragdo EVFIC1-C3M(69-91)(11) (8,2 mg), apresentou-se como um O6leo verde
viscoso, homogéneo em CCD; sendo denominada EVFIC-7. Este foi caracterizado como o

9,10-seco-4,9(10),13(14)-labdatrien-15,20-0lid-18-0l (item 5.7, Pag 125).

EVFIC1-C3M3R
2,53 g

Cromatografia em Silica

[Outras Pra;rﬂ EVFIC1-C3M
(69-91)
606,0 mg

Cromatografia em Silica

EVFIC1-C3M [Outras Fragdes J
(69-91)(11)
EVFIC-7
B.2mg

Fluxograma 8: Isolamento de EVFIC-7.
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7.10.3 Isolamento de EVFIC-5 ¢ EVFIC-6

Os 294,4 mg da fragdo EVFIC1-C3M(69-91)(13-17), obtida no item 7.10.1
(Tabela 47, p. 184), foram dissolvidos em cloroférmio. A solugfio foi acondicionada em funil
cilindrico SmL (& = 1,5 cm), sobre uma camada de 14,0 g de silica montada com uma
solugdo de éter dé petréleo e cloroférmio (30 %). Da elui¢do com éter de petrdleo,
cloroférmio, acetato de etila e metanol, em ordem crescente de polaridade foram obtidas as

fragdes mostradas na tabela 48, abaixo.

Tabela 48: Dados da coluna cromatografica em silica de EVFIC1-C3M(69-91)(13-17).

ELUATO A PESO (mg) DENOMINACAOQ
ELUATO (mL)

éter de petroleo/clorofémio (30 %) 30 2.5 EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(1)
éter de petroleo/clorofémio (30 %) 10 1,1 EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(2)
éter de petroleo/clorofémio (30 %) 10 5.7 EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(3)
éter de petroleo/clorofémio (30 %) 30 20,9 EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(4-6)
éter de petréleo/clorofémio (50 %) 40 208,5 EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(7-10)
éter de petroleo/clorofémio (50 %) 10 8,2 EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(11)
éter de petréleo/clorofémio (50 %) 40 5,0 EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(12-15)

cloroformio 20 4,0 (16-17)

clorof6rmio 20 2,2 (18-19)

acetato de etila 60 2.2 (20-22)
metanol 40 5,0 (23)

Os 208,5 mg de EVFICI-C3M(69-91)(13-17)(7-10) foram dissolvidas em
cloroférmio e adicionadas a 11,0 g de silica montada com uma solugéo de éter de petrdleo e
cloroférmio (20 %) a condicionados em funil cilindrico de 50 mL (& = 1,5 cm). Da eluigéo
com éter de petréleo e cloroférmio ; em uma ordem crescente de polaridade, pdde-se obter as

fracbes descritas na tabela 49 (p. 186).
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Tabela 49: Dados da coluna cromatografica em silica de EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(7-10).

ELUATO MO PESO (mg) DENOMINACAO
ELUATO (mL)

éter de petroleo/clorofémio (20 %) 78 81,6 EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(7-10)(1-7)
éter de petréleo/clorofémio (20 %) 64 90,0 EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(7-10)(8-16)
éter de petroleo/clorofémio (30 %) 16 12 EVFICI-C3M(69-91)(13-17)(7-10)(17-18)
éter de petréleo/clorofémio (30 %) 16 ! EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(7-10)(19-20)
éter de petroleo/clorofémio (30 %) 32 0,8 EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(7-10)(21-24)
éter de petrdleo/clorofémio (50 %) 16 2,0 EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(7-10)(25-26)
éter de petroleo/cloroféomio (30 %) 32 1,6 EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(7-10)(27-30)

cloroférmio 60 2,1 EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(7-10)(31-32)

A fracio EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(7-10)(1-7) (81,6 mg), mostrou-se
homogénea em CCD e recebeu a denominagdo de EVFIC-5. Outra fracdo que também se
apresentou homogénea em CCD, foi a EVFIC1-C3M(69-91)(13-17)(7-10)(8-16) (90,0 m g),
que foi denominada EVFIC-6. EVFIC-5 foi caracterizado como o barbatol, enquanto que

EVFIC-6 foi caracterizado como o tarapacol (item 5.5, p. 110).

EVFIC1-C3M
(69-91)(13-17)
294 4 mg

Cromatografia em Silica

[Outras Fra;:ées] EVFIC1-C3M
(69-91)(13-17)(7-10)
208.5 mg

Cromatografia em Silica

EVFIC1-C3M f EVFIC1-C3M
(69-31)(13-17) (69-91)(13-17)
(7-10)(1-7) (7-10)(B-16)
EVFIC-5 EVFIC-6
81,6 mg 90,0 mg

Fluxograma 9: Isolamento de EVFIC-5 (43) e EVFIC-6 (44)

+
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7.10.4 Isolamento de EVFIC-8

Os 129,0 mg da fragdo EVFIC1-C3M(7-22), obtida no item 7.10.1 (Tabela 46, p.
183), foram dissolvidos em cloroférmio e adicionadas sobre uma camada de 8,0 g de silica
montada com éter de petrdleo, acondicionada em funil cilindrico (& = 1,5 ¢cm). Da eluigio

com éter de petréleo e acetato de etila; em uma ordem crescente de polaridade, pdde-se obter

as fragOes descritas na tabela 50, abaixo.

Tabela 50: Dados da coluna cromatografica em silica de EVFIC1-C3M(7-22).

ELUATO VOTIE PESO (mg) DENOMINACAO
ELUATO (mL)

éter de petréleo 150 1,2 EVFIC1-C3M(7-22)(1)

éter de petroleo/acetato de etila (1 %) 200 2,6 EVFIC1-C3M(7-22)(2)

éter de petrdleo/acetato de etila (2 %) 100 6,7 EVFIC1-C3M(7-22)(3)

éter de petroleo/acetato de etila (3 %) 50 29,2 EVFIC1-C3M(7-22)(4)
éter de petroleo/acetato de etila (3 %) 24 40,6 EVFIC1-C3M(7-22)(5-12)
éter de petroleo/acetato de etila (5 %) 18 10,9 EVFIC1-C3M(7-22)(13-15)
éter de petrdleo/acetato de etila (5 %) 36 13,0 EVFIC1-C3M(7-22)(16-21)
éter de petroleo/acetato de etila (10 %) 66 12,6 EVFIC1-C3M(7-22)(22-32)
éter de petréleo/acetato de etila (15 %) 18 0,1 EVFIC1-C3M(7-22)(33-35)
éter de petroleo/acetato de etila (25 %) 30 L5 EVFIC1-C3M(7-22)(36-38)
éter de petroleo/acetato de etila (50 %) 60 5,9 EVFIC1-C3M(7-22)(39-40)

acetato de etila 50 1,0 EVFIC1-C3M(7-22)(40)

A fragdo EVFICI-C3M(7-22)(5-12) (40,6 mg), eluida com éter de
petréleo/acetato de etila (3 %), foi dissolvida em cloroférmio e adicionada sobre uma camada
de 2,0 g de silica montada com hexano, acondicionada em funil cilindrico (& = 1 c¢m). Da
eluicio com hexano e acetato de etila; em uma ordem crescente de polaridade, pdde-se obter

as fragdes descritas na tabela 51 (p. 188).




Tabela 51: Dados da coluna cromatografica em silica de EVFIC1-C3M(7-22)(5-12).
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VOLUME ©
ELUATO PESO (mg) DENOMINACAO
ELUATO (mL)
hexano 28 1,6 EVFIC1-C3M(7-22)(5-12)(1-2)
hexano/acetato de etila (1 %) 8 0,8 EVFIC1-C3M(7-22)(5-12)(3)
hexano/acetato de etila (1 %) 8 3,0 EVFIC1-C3M(7-22)(5-12)(4)
hexano/acetato de etila (1 %) 16 10,4 EVFIC1-C3M(7-22)(5-12)(5-6)
hexano/acetato de etila (1 %) 16 117 EVFIC1-C3M(7-22)(5-12)(7-8)
hexano/acetato de etila (1 %) 8 53 EVFIC1-C3M(7-22)(5-12)(9)
hexano/acetato de etila (1 %) 16 2,6 EVFIC1-C3M(7-22)(5-12)(10-11)
hexano/acetato de etila (1 %) 32 0,9 EVFIC1-C3M(7-22)(5-12)(12-15)
hexano/acetato de etila (50 %) 20 2,5 EVFIC1-C3M(7-22)(5-12)(16)
acetato de etila 20 0,6 EVFIC1-C3M(7-22)(5-12)(17)

A fracio EVFIC1-C3M(7-22)(5-12)(5-6) (10,4 mg), um oleo esverdeado,

'mostrou-se homogénea em CCD, sendo denominado EVFIC-8 e posteriormente caracterizado

como o 15,20-epoxi-9,10-seco-4,9(10),13(20),14-labdatetraen-18-ol.

EVFIC1-C3M
2,53 g

Cromatografia em Silica

EVFIC1-C3M

Qutras Fragdes

(7-22)
129,0 mg

Cromatografia em Silica

Cutras Fragdes

EVFIC1-C3M

(7-22)(5-12)
40,6 mg

Cromatografia em Silica

EVFIC1-C3M
(7-22)(5-12)(5-6)
EVFIC-R

10,4 mg

Outras Fracdes

Fluxograma 10: Isolamento de EVFIC-8 (46)
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7.10.5 Isolamento de EVFIC-9

A fragdo EVFIC1-C3M(23-68) (860,1 mg), obtida no item 7.10.1, Pég 175 (tabela
46, Pag 181), foi adsorvida em 1,7 g de silica, e pulverizada em grau de porcelana. A mistura
foi acondicionada em funil de 125 mL (& = 2 cm), sobre uma camada de 26,0 g de silica
montada com umé solug@o de éter de petrdleo/cloroférmio (25 %). Da eluigdo com éter de
petréleo, cloroférmio, acetato de etila e metanol, em ordem crescente de polaridade, foram

obtidas as fragdes mostradas na tabela 52, abaixo.

Tabela 52: Dados da coluna cromatografica em silica de EVFIC1-C3M(23-68).

ELUATO e o PESO (mg) DENOMINACAO
ELUATO (mL)
éter de petroleo/cloroférmio (25 %) 100 6,4 EVFIC1-C3M(23-68)(1)
éter de petroleo/cloroférmio (25 %) 50 2,6 EVFIC1-C3M(23-68)(2)
éter de petroleo/cloroférmio (25 %) 60 132 EVFIC1-C3M(23-68)(3-4)
éter de petréleo/cloroformio (25 %) 30 33,6 EVFIC1-C3M(23-68)(5-7)
eéter de petrdleo/cloroférmio (25 %) 20 13,4 EVFIC1-C3M(23-68)(8-9)
éter de petréleo/cloroférmio (25 %) 20 151 EVFIC1-C3M(23-68)(10-11)
éter de petrdleo/cloroférmio (25 %) 80 119,2 EVFIC1-C3M(23-68)(12-19)
éter de petrdleo/cloroférmio (30 %) 50 62,34 EVFIC1-C3M(23-68)(20-24)
éter de petréleo/cloroférmio (50 %) 60 163,8 EVFIC1-C3M(23-68)(25-30)
éter de petréleo/cloréférmio (50 %) 150 196,0 EVFIC1-C3M(23-68)(31-45)
cloroférmio 50 51,1 ~ EVFIC1-C3M(23-68)(46-50)
cloroférmio 50 13,4 EVFIC1-C3M(23-68)(51-55)
acetato de etila 100 5,7 EVFIC1-C3M(23-68)(56-57)
metanol 50 8,8 EVFIC1-C3M(23-68)(58)

Os 196,0 mg da fragdo EVFIC1-C3M(23-68)(31-45), foram dissolvidos em
cloroférmio e adicionados sobre uma camada de 10,0 g de silica acondicionados em funil
cilindrico de 50 mL (@ = 1,5 cm) montada com uma solucgio de éter de petréleo/cloroférmio
(10 %). Da elui¢do com hexano cloroférmio, acetato de etila e metanol; em ordem crescente

de polaridade, pdde-se obter as fragdes descritas na tabela 53 (p. 190).
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Tabela 53: Dados da coluna cromatografica em silica de EVFIC1-C3M(23-68)(31-45).

VOLUME "
ELUATO PESO (mg) DENOMINACAO
ELUATO (mL)
éter de petroleo/cloroformio (10 %) 40 2,9 EVFIC1-C3M(23-68)(31-45)(1)
éter de petroleo/cloroférmio (15 %) 40 3T EVFIC1-C3M(23-68)(31-45)(2)
éter de petrdleo/cloroférmio (20 %) 20 22,7 EVFIC1-C3M(23-68)(31-45)(3)
éter de petroleo/cloroférmio (20 %) 24 46,9 EVFIC1-C3M(23-68)(31-45)(4-6)
éter de petréleo/cloroférmio (20 %) 8 12,3 EVFIC1-C3M(23-68)(31-45)(7)
éter de petroleo/cloroférmio (25 %) 40 56,0 EVFIC1-C3M(23-68)(31-45)(8-12)
éter de petréleo/cloroformio (25 %) 24 16,6 EVFIC1-C3M(23-68)(31-45)(13-14)
éter de petroleo/cloroférmio (25 %) 32 15,1 EVFIC1-C3M(23-68)(31-45)(15-18)
éter de petroleo/cloroformio (25 %) 60 9,3 EVFIC1-C3M(23-68)(31-45)(19-21)
“éter de petroleo/cloroférmio (40 %) 60 6,3 EVFIC1-C3M(23-68)(31-45)(22-24)
cloroférmio 80 Tl EVFIC1-C3M(23-68)(31-45)(25-28)
acetato de etila 40 1,5 EVFIC1-C3M(23-68)(31-45)(29)
metanol 40 13,7 EVFIC1-C3M(23-68)(31-45)(28)

A fragdo EVFIC1-C3M(23-68)(31-45)(13-14) (16,6 mg), apresentou-se como um
s6lido, o qual foi denominado EVFIC-9 sendo caracterizado como uma mistura cujo o

constituinte principal € a escopoletina.

EVFIC1-C3M
2,538

Cromatografia em Silica

EVFIC1-C3M

Qutras Fragdes
(23-68)
860,1 mg

Cromatografia em Silica

EVFIC1-C3M
(23-68)(31-45)
196,0 mg

Cutras Fragdes

i

Cromatografia em Silica

EVFIC1-C3M
(23-68)(31-45)

Qutras Fragdes

(13-14)
EVFIC-9
11,0mg

Fluxograma 11: Isolamento de EVFIC-9 (47)
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7.11 Obtencao dos Derivados
7.11.1 Adigdo de diaminoetano a EVFIC-3.

500 mg (1,34 mMol), foram dissolvidos em 5 mL de cloroférmio e
acondicionados em baldo de 50 mL. A solugdo foram adicionados 3,0 mL (44,95 mMol) de
1,2-diaminoetano, ﬁcando a mistura reacional sob agitacfo & temperatura ambiente, por duas
horas. Anélise comparativa por cromatografia de camada delgada sugeriu o final da reag?o,

através do desaparecimento da mancha relativa ao material de partida.

O término da reagdo foi realizado adicionando-se 30 ml de 4gua destilada a
mistura reacional, seguida de extragdo com cloroférmio (3 X 10 mL). As fases organicas
foram reunidas secas com sulfato de sédio anidro e evaporadas sob pressio reduzida. O
produto da reacdo foi 504,4 mg (86,7 %), de um sé6lido alaranjado, que mostrou-se
homogéneo em CCD, com faixa de fusdo de 182,4 — 185,1 °C, que foi denominado EVFIC-
3a.

7.11.2 Adicio de etilenoglicol 3 EVFIC-3.

0,5 mL (5,363 mMol) de etilenoglicol foram adicionados a 20,2 mg (0,054 mMol)
de EVFIC-3 (acetato da lactona do &cido hautriwaico (3)), dissolvidos em 15 mL de
diclorometano em balzo de 50 mL com fundo chato. A mistura reacional foram adicionados 4
gotas de uma solug@o aquosa de NaOH 10 % (m/v) (0,5 mMol). A reagio se processou sob
agitagdo e refluxo por um periodo de 24 horas. Andlise c omparativa p or cromatografia de
camada delgada sugeriu o final da reagio, através do desaparecimento da mancha relativa ao

material de partida.

O término da reagdo foi realizado adicionando-se 20 mL de 4gua destilada a
mistura reacional, seguido de extragdo em funil de separacdo de 125 mL tipo péra, com
diclorometano (3 x 10 mL) como fase organica. Ao termino da extrago, a fase aquosa foi
desprezada e as fases orginicas foram reunidas, secas com sulfato de sédio anidro e
submetidas a destilagdo sob pressdo reduzida em aparelho rotaevaporador. O produto
reacional apresentou-se como um sélido laranja, ndo homogéneo em CCD pesando 27,7 mg

que foi denominado EVFIC-3b.
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7.11.3 Cromatografia de EVFIC-3b.

27,7 mg de EVFIC-3b foram adsorvidos em 144 mg de silica gel e acomodadas
sobre uma coluna de 1,47 g de gel de silica umedecida com uma solucdo de

hexano/cloroférmio (1:1) e acondicionados em funil cilindrico com 1 cm de didmetro interno.

A eluigdo foi realizada de forma isocratica utilizando uma solucio de
hexano/cloroférmio (1:1), que deu origem a 11 fragdes de 6,5 mL. Apds comparagiio por
CCD as fragdes (3-11), foram reunidas fornecendo 9,7 mg (41,1 %) de um sélido amorfo

branco, com faixa de fusdo de 235,4 — 238,6 °C.

7.11.4 Adicao de etanolamina a EVFIC-3.

502,3 mg (1,35 mMol) do acetato da lactona do &cido hautriwaico, foram
dissolvidos em 5,0 mL de cloroférmio e adicionados a 5,0 mL (82,84 mMol) em bal3o de 50
mL. A mistura reacional ficou sobre refluxo por duas horas. O término da reagdo foi
verificado através de CCD, quando foi observado o desaparecimento da mancha relativa ao

material de partida.

A elaboragdo da reacdo foi realizada adicionando 30 mL de 4gua destilada
seguido de extragdo com cloroférmio (3 X 15 mL). As fases organicas foram reunidas,
secadas com sulfato de sddio e submetidas a evaporacdo sob pressdo reduzida. A reacdo teve
como produto, 572,5 mg (98,1 %) de um odleo alaranjado que foi denominado EVFIC-3c.

Cromatografia em camada delgada mostrou que o produto era homogéneo.
7.11.5 Adicao de diaminoetano a EVFIC-4.

107,6 mg (0,32 mMol), foram dissolvidos em 5 mL de cloroférmio e
acondicionados em baldo de 50 mL. A solugdo foram adicionados 1,0 mL (14,98 mMol) de
1,2-diaminoetano, ficando a mistura reacional sob agitagdo e refluxo, por duas horas. Anélise
comparativa por cromatografia de camada delgada sugeriu o final da reagdo, através do

desaparecimento da mancha relativa ao material de partida.

A elaboracdo dareagdio foirealizada adicionando-se 30 ml de 4 gua destilada a
mistura reacional, seguida de extragdo com cloroférmio (3 X 10 mL). As fases orgénicas

foram reunidas e secadas com sulfato de sédio anidro e evaporadas sob pressdo reduzida. O

~a
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produto da reagdo foi 115,8 mg (91,4 %), de uma resina amarela, que mostrou-se homogéneo

em CCD, que foi denominada EVFIC-4a.


UFC
Caixa de texto


Conclusdo
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8 CONCLUSAO

A analise dos constituintes volateis de Egletes viscosa Less., levou a
caracterizagdo de dois quimiotipos para esta espécie. Um dos quimiotipos apresenta o acetato
de trans-pinocarveila, um monoterpeno acetilado, como constituinte principal. O outro
quimiotipo tem como constituinte principal um monoterpeno denominado acetato de cis-
isopinocarveila, isdmero de posigdo do acetato de trans-pinocarveila, que esta sendo relatado
pela primeira vez. Este estudo considerou varidveis como condi¢des edafo climaticas,
variagdo sazonal, culminando com o cultivo dos dois quimiotipos, visando esclarecer qualquer

duvida sobre a constitui¢do quimica da fragdo volatil.

Os constituintes néo volateis ja relatados para esta espécie, acido centipédico,
lactona do acetato do acido hautriwaico e ternatina, foram novamente isolados, utilizando
uma nova metodologia que permitiu o isolamento de grandes quantidades com relativa

pureza, economia de tempo e diminui¢@o dos custos.

Dando continuidade a exploragéo fitoquimica desta espécie, foram identificados e
isolados do extrato cloroférmico dos capitulos florais, mais seis metabdlitos. Cinco destes,
foram caracterizados como diterpenos. Trés sfo diterpenos labdanicos, 12-epi-
bacchotricuneatina A, barbatol e tarapacol. Qutros dois, sfo diterpenos monociclicos tipo
10,15-ciclofitadieno, o 9,10-seco-4,9(10),13(14)-labdatrien-15,20-0lid-18-ol e o 15,20-epoxi-
9,10-sec0-4,9(10),13(20),14-1abdatetraen-18-o0l, ambos inéditos.

Visando estudos farmacoldgicos e utilizando a capacidade de adigdo de
nucledfilos via adi¢io de Michael, apresentado por dois constituintes isolados em grandes
quantidades, o acetato da lactona do 4cido hautriwaico e a 12-epi-bacchotricuneatina A, foram

preparados derivados nitrogenados e oxigenados destes compostos.

Com base nos resultados até aqui obtidos faz-se necessario & continuag@o dos
estudos fitoquimicos para esta espécie, principalmente na caracterizagdo da constitui¢do

quimica ndo volatil dos dois quimiotipos relatados neste trabalho.

Os resultados obtidos neste trabalho justificam o esforgo dispendido para o
conhecimento desta tio importante espécie, além disso criam o desafio da continuagio deste

estudo.
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