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RESUMO xviii

RESUMO

Entre as Lauraceas brasileiras, as do género Ocotea sdo em maior nimero e apresentam uma
grande diversidade de metabolitos secundarios principalmente alcaloides aporfinicos e
benziltetraidroisoquinolinicos, além de benzopiranos, lignanas, neolignanas, monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropanoides. Muitas espécies deste género sdo empregadas na medicina
popular como anti-reumaticas, depurativas, tonicas, estomaquicas e contra abcessos.
Anteriormente, de um espécime de O. lancifolia coletado no Paraguai foram isolados treze
alcaloides e suas atividades contra a forma promastigota da Leishmania e do Trypanossoma cruzi
foram avaliadas. Esta espécie, popularmente conhecida como “canela pilosa”, € usada na
medicina popular paraguaia como antiparasita. No presente trabalho foi investigada a
composicao quimica das folhas e galhos de um espécime O. lancifolia coletado na regido do rio
Gariroba, em Campo Grande - Mato Grosso do Sul. Os extratos etandlicos das fases hexanicas e
hidrometandlicas das folhas e galhos de O. lancifolia foram submetidos a procedimentos
cromatograficos resultando no isolamento e caracterizacdo de dezessete substancias. Os
compostos obtidos da fase hexéanica das folhas consistiram de cinco sesquiterpenos, sendo trés
eremofilenos inéditos, o acido 4p,5p,7p-eremofil-9-en-12-oico, o acido 4B,58,7p-eremofil-1(10)-
en-12-oico e o 4pB,5B,7p-eremofil-9-en-12,8B-olido, o eremofileno inédito na familia Lauraceae
denominado 4p,5B,7p-eremofil-11-en-100-0l e o aromadendrano espatulenol, de ocorréncia
comum em Lauraceae. Desta fase, ainda, obteve-se uma mistura dos diterpenos caureno e
pimareno, 0 o-tocoferol, o poliprenol ficaprenol-12 e o esteroide p-sitosterol. Da fase
hidrometandlica das folhas foram obtidos trés flavonoides, sendo a epicatequina e uma mistura
de duas proantocianidinas ineditas. Os dois eremofilenos acidos cidados também foram
identificados na fase hexanica dos galhos. Esta fase apresentou, também, outros sesquiterpenos
inéditos, o acido 4p,5p,7p-eremofil-9-en-8-oxo-12-oico, o 4p,5p8,7p-eremofil-9-en-12,8a-olido e
0 acido 4p,5B,7p-eremofil-9a,10a-epdxi-12-oico, o esteroide glicosilado e acilado 3-(6’-O-acil-
O-B-D-glucopiranosil)-sitosterol. As determinacdes estruturais foram realizadas com base em
dados espectroscopicos de IV, RMN *H e *3C uni- e bidimensionais e na comparacdo com dados

descritos na literatura.
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ABSTRACT Xix

ABSTRACT

Among the Brazilian Lauraceae, the genus Ocotea has the highest number of species and a wide
diversity of secondary metabolites, especially aporphine and benzyltetrahydroisoquinoline
alkaloids, lignans, neolignans, monoterpenes, sesquiterpenes and phenylpropanoids. Many of
these species are used in folk medicine as anti-rheumatic, purgative, tonic, stomachic and against
abcesses. In a previous work on the chemical constituenst of a specimen of O. lancifolia
collected in Paraguay, thirteen alkaloids have been isolated and their activities against the
promastigote form of Leishmania e Trypanosoma cruzi have been evaluated. This species is
popularly known as “canela pilosa” and is used in Paraguayan folk medicine as antiparasitic. In
the present work, we have investigated the chemical composition of the leaves and branches of a
specimen of O. lancifolia occurring in the region of Guariroba River in Campo Grande — Mato
Grosso do Sul — Brazil. From hexane phase of ethanol extrac of the leaves were obtained five
sesquiterpenes, three new eremophilenes, 4p,58,7p-eremophil-9-en-12-oic acid, 4B,5B,7p-
eremophil-1(10)-en-12-oic  and  4B,5B,7p-eremophil-9-en-12,8B3-olide, the eremophilene
48,58,7B-eremophil-11-en-10a-ol, which is being described by first time in in Lauraceae. From
this phase also were obtained a mixture of the diterpenes called kaurene and pimarene, o o-
tocopherol, the ficaprenol-12 and the steroid B-sitosterol. From hydromethanolic phase of the
leaves were isolated from the flavonoid epicatechin and a mixture of two new proanthocyanidins.
The acid derivated from eremophylene also obtained from hexane phase of the ethanol extract of
branches. This phase presented other new sesquiterpenes 4f3,58,7p-eremophil-9-en-8-0x0-12-oic
acid, o 4pB,58,7p-eremophil-9-en-12,8a-olide and 4f,58,7p-eremophil-9a,10a-epoxy-12-oic acid,
in addition to the acylated and glycosylated steroid 3-(6’-O-acyl-O-B-D-glucopyranosyl)-
sitosterol. This is the first report of eremophilane sesquiterpenes from Ocotea genus. The
structures were determined on basis of spectral data (MS, IR and NMR-1D and 2D) and

comparison to literature data.
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1. Introducao

1 INTRODUCAO

O Mato Grosso do Sul possui no seu territorio dois biomas caracteristicos: o Cerrado
e o Pantanal ambos com uma biodiversidade muito rica. Estudos botanicos vém sendo
realizados, visando conhecer e caracterizar a flora presente nestes biomas. Além do
conhecimento de quais plantas estdo presentes, é importante, também, conhecer a composicao
quimica destas plantas, principalmente, em vista dos riscos de que estas informac6es se percam.
O estudo quimico de plantas tem relevancia em virtude de se constituirem em fontes primarias de
obtencdo de substancias bioldgica e farmacologicamente ativas e poder gerar farmacos ou
moléculas protétipo, a partir das quais sdo geradas inimeras drogas a serem utilizadas no
tratamento de doencas (CRAGG & NEWMAN, 2009; NEWMAN et al, 2003
HOSTETTMANN et al., 2003; YUNES & CALIXTO, 2001).

Apesar da grande importancia do Cerrado como fonte de biodiversidade, com o
aumento da populacdo e, consequentemente, da demanda por alimentos e outros bens de
consumo, nos ultimos 40 anos este bioma vem sendo ocupado e explorado de forma rapida e
intensiva, principalmente para o desenvolvimento do setor agricola (LIMA & SILVA, 2005).
Queimadas provocadas durante a época seca podem resultar em mudancas significativas na
estrutura e composicao floristica da vegetacdo e o uso pesado de agroquimicos entre outras
atividades, reflete na fragmentacdo do ambiente natural, degradacdo da terra, erosdo do solo,
poluicdo da agua e invasdo de espécies exdticas, ocupando hoje uma area de 1.052.708 km?,
apresentando uma reducao de mais de 48% (MIRANDA & SATO, 2005).

O Cerrado, inicialmente, se distribuiu por uma area superior a 2 milhdes de km?,
cerca de 24% do territorio brasileiro e foi provavelmente a maior savana do mundo (ADAMOLI
et al., 1986). Originalmente constituiu-se numa area continua no Brasil central e como areas
disjuntas em outros biomas, como na floresta Amazonica, Caatinga, floresta Atlantica, Pantanal e
floresta de Pinheiro, do sul do Brasil (RIZZINI, 1979; COLE, 1986; FURLEY & RATTER,
1988; PRANCE, 1996).

Representa, ainda, o segundo maior bioma do Pais, superado apenas pela Floresta
Amazonica, com extensa cobertura vegetal, sendo predominante a vegetacdo formada por uma

mistura de fisionomias, como savanas, formacfes campestres e formacdes florestais, com
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predominancia de espécies arboreas. As formacdes florestais sao representadas por Mata Ciliar,
Mata de Galeria, Mata Seca e Cerradao (RIZZINI, 1979; COLE, 1986; EITEN, 1972; 1982).

Dentre oito grandes bacias hidrogréficas brasileiras, seis tém nascentes na regido do
Cerrado, séo elas: a bacia Amazodnica, a bacia do Tocantins, a bacia Atlantico Norte/Nordeste, a
bacia do S&o Francisco, a bacia Atlantico Leste e a bacia dos rios Paranad/Paraguai (LIMA &
SILVA, 2005).

m VEGETACAO NATIVA*
AREAS DESMATADAS

m DESMATAMENTO
2003-2009

Figura 1 —Bioma Cerrado no Brasil .[http://www.ecodebate.com.br/2009/11/27/mma]

No Laboratério LP-1 do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, desenvolve-se o projeto de pesquisa “Estudo Quimico de Plantas do Cerrado”, o
qual consiste na investigacdo dos metabolitos secundarios acumulados pelas espécies de plantas
do Cerrado. Estes estudos sdo realizados com espécies pertencentes a familias selecionadas,
particularmente, Lauraceae, Meliaceae, Combretaceae e Bignoniaceae, devido ao fato de que
muitas das plantas pertencentes a estas familias serem ricas em metabdlitos secundarios, muitos
deles bioativos.
O presente trabalho insere-se neste contexto e visa contribuir para o conhecimento da
composicdo quimica de plantas da familia Lauraceae, através do estudo de um espécime de
Ocotea lancifolia, que ocorre no Cerrado do Mato Grosso do Sul.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FAMILIA LAURACEAE

A familia Lauraceae é composta por cerca de 2500-3000 espécies organizadas em 50
géneros onde a grande maioria deste grupo de vegetais é constituida por arvores e arbustos,
ocorrendo principalmente nas regides tropicais e subtropicais, e estda bem representada na
América, Asia, Austrélia e poucos representantes no sul da Africa (ROHWER, 1993; WERFF &
RICHTER, 1996; CHRISTOPHEL & ROWETT, 1996; JOLY, 1991; GOTTLIEB, 1972).

No Brasil, esta familia é representada por 21 géneros e aproximadamente 400
espécies, distribuidas em grande parte nas florestas pluviais, restingas e cerrados. Os principais
géneros sdo Aiouea, Aniba, Cassytha, Cinamomum, Cryptocarya, Endlicheria, Mezilaurus,
Nectandra, Ocotea e Persea, sendo 0 género Ocotea de maior nimero de espécies (BAITELLO
& COE-TEIXEIRA 1987; GOTTLIEB, 1972; JOLY, 1991; CHRISTOPHEL & ROWETT,
1996; EVANS, 1996; SHEPHERD, 2000; ROHWER,1986; BARROSO, 1978; SOUZA &
LORENZI, 2008).

As Lauraceaes destacam-se pela sua importancia econémica, sendo algumas espécies
utilizadas na culinaria, em marcenaria e construcdo civil, na fabricacdo de papel, na industria de
perfumaria e ainda na industria quimica e medicina popular. As espécies arbéreas, em geral sao
conhecidas como “canelas” (Cinnamomum zeylanicum Breyne e C. cassia (Nees) NEES &
EBERT ex Blume), das quais se extrai a casca. (MARQUES, 2001; CANTE, 1988, RIZZINI &
MORS, 1976).

Desde tempos remotos, conforme demostrado por documentos da China de 2800 a.C.,
0 potencial econdémico das espécies dessa familia é conhecido, como o uso do 6leo de
Cinnamomum camphora (L.) J.Presl e de outras espécies do género na medicina
(SANGIRARDI, 1984; BARROSO, 1978; COE-TEIXEIRA, 1980; BARROS et al., 1997).

Na medicina popular, as substancias das espécies da familia Lauraceae apresentam
utilizacdo variada, desempenhando diferentes funcdes contra diversas doencgas podendo-se
destacar entre elas a canfora (Cinnamomum canphora), utilizada como cardiotdnico, anestésico e
cicatrizante e o louro (Laurus nobilis) freqientemente utilizado como estimulante nas afeccGes

gastricas e reumaticas, além de apresentar atividade antiespamdédica. (MARQUES, 2001).
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O oleo essencial, também muito encontrado nesta familia, & armazenado em células
secretoras que podem ser encontradas na folha, na casca e no lenho. Algumas das principais
espécies produtoras de 6leos essenciais conhecidas, sdo Cinnamomum camphora (L.) Presl. que
possui utilizacdo na inddstria de perfumaria e medicamentos, devido ao odor agradavel
produzido pelo linalol e da espécie Lindera benzoin (L.) Blume reconhecida como a espécie da
qual se extrai o 6leo de benjoin (BARROS et al., 1997; BRUNI et al., 2004; SCORA & SCORA,
2001; DIAZ et al., 1980).

Considera-se uma familia rica em metabdlitos secundérios, destacando-se entre seus
componentes 0s pertencentes as seguintes classes: neolignanas e lignanas, alcaloides aporfinicos
e benzilisoquinolinicos, flavonoides, sesquiterpenos, e pironas (GARCEZ et al., 2011; GARCEZ
et al., 2010; GARCEZ et al.,, 2005a; GARCEZ et al., 2005b; BARBOSA FILHO, 2000;
GARCEZ et al.,1999; GARCEZ et al., 1995; SAKAI et al., 1989; GOTTLIEB & YOSHIDA,
1989; GOTTLIEB, 1972).
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Ocoteina Metil-piperitol
Alcaloide aporfinico Lignana

Figura 2. Alguns compostos presentes nas especies da familia Lauraceae.
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OH
R= B-D-Glucose
trans-burchelina Kaempferol-3-O--D-Glucopiranosideo
Neolignana Flavonoide
COOH

Espatulenol Acido costico

Sesquiterpeno Sesquiterpeno

Figura 2. (continuacgdo) Alguns compostos presentes nas espécies da familia Lauraceae

2.2 GENERO OCOTEA

O género Ocotea Aubl., com aproximadamente 350 espécies, € o maior género da
familia Lauraceae e no Brasil, esta representado por cerca de 160 espécies, com poucas espécies
na Africa e em Madagascar (ROHWER, 1993; BAITELLO, 2001).

Na medicina popular, € grande o nimero de espécies usadas como anti-reumaticas,
depurativas, tonicas, estomaquicas, sudorifica e contra abcessos como, por exemplo, O. aciphylla
(Nees) Mez é utilizada como tonico e estomaquico, fazendo-se infusdes com as folhas, enquanto
a casca € utilizada como anti-reumatica e depurativa (MARQUES, 2001; RIZZINI & MORS,
1976).
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Na indastria madeireira, muitas espécies do género Ocotea séo Uteis para a fabricacéo
de postes, marcenaria e construcdes em geral. A madeira de O. acutifolia Mez, por exemplo, é
adequada para 0 uso em marcenaria e construcoes, enquanto que a O. aciphylla (Nees) Mez,
possui madeira amarela, aromatica, resistente aos insetos, prépria para a construgdo civil e
taboados de assoalho (LORENZI, 2002; MARQUES, 2001). A exploracdo da madeira de boa
qualidade, durante séculos, resultou na incluséo de trés espécies na lista oficial das espécies da
flora brasileira ameacadas de extin¢cdo (MMA, 2008).

Muitos Oleos essenciais presentes em espécies deste género tém importancia
econbmica, indmeras atividades biologicas, como antifungica, antiinflamatoria
anticolinesterasica e analgésica, por exemplo, O. indecora Schott. € utilizada como sudorifica,
anti-reumatica e até antisifilitica, devido as propriedades do 6leo essencial geralmente extraido
do caule ou da raiz (EMMERICH & SENNA, 1985; MARQUES, 2001; LORENZI, 2002;
MIYAZAWA et al., 1998; RASOOLI & ABYANEH, 2004).

Quanto a composi¢do quimica de representantes de Ocotea, destacam-se os alcaloides
aporfinicos e benziltetraidroisoquinolinicos, benzopiranos e principalmente, neolignanas
(ZANIN & LORDELLO, 2007; TELES et al., 2005; SILVA et al., 2002; LORDELLO &
MASSAYOSHI, 1997; GARCEZ et al., 2011; GARCEZ et al., 1995; GUINAUDEAU et al.,
1994; BOTEGA et al., 1993; SILVA et al., 1989; DODSON et al., 1987; KHAN et al., 1987;
VECCHIETTI et al., 1979).
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2.3 SESQUITERPENOS

A formagdo dos compostos terpénicos ocorre através da condensagdo “cabega-cauda”
entre as unidades DMAP (3,3’- dimetilalil pirofosfato) e IPP (3-isopentenil pirofosfato),
catalizada pela enzima prenil-transferase, originando a cadeia de geranil pirofosfato (GPP),
precursora dos monoterpenos (Cip). A condensagao desta cadeia C1o com novas unidades de IPP
origina sucessivamente as cadeias de farnesil pirofosfato, geranil-geranil pirofosfato e geranil-
farnesil pirofosfato, precursoras dos sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cy), € sesterterpenos
(Cys), respectivamente. Por outro lado, a condensacéo de duas cadeias de farnesil pirofosfato, e a
de duas cadeias de geranil-geranil pirofosfato, formam cadeias de 30 e 40 carbonos, precursoras
dos triterpenos e dos tetraterpenos (carotenoides), respectivamente (DEWICK, 2002; Man, ).

Os sesquiterpenos, particularmente, sdo encontrados em varios sistemas vivos e
principalmente em plantas superiores, e em geral, s&0 menos volateis que os monoterpenos.
Compostos por trés unidades isoprénicas adequadamente combinadas, formam o precursor
farnesil pirofosfato, que vai originar os sesquiterpenos de cadeia linear e ciclica. Os variados
processos de ciclizagbes que podem também estar associados a presenca de ligacdes duplas,
transformacdes oxidativas e em alguns casos, rearranjos, levam a uma extensa variedade de
compostos sesquiterpénicos naturais (Figuras 3 e 5) (HAMPEL et al., 2005; KAUFMAN et al.,
1999).
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Figura 3. Formac&o de céations precursores dos sesquiterpenos

ESTUDO QUIMICO DE PLANTAS DO CERRADO: O. lancifolia (Schott) MEZ (Lauraceae)



2. Revisao da Literatura

Na Tabela 1, estdo relacionados os sesquiterpenos cuja ocorréncia é relatada em
espécies de Lauraceae e suas respectivas estruturas sdo apresentadas na Figura 5, e na sequéncia
encontram-se listados os sesquiterpenos (Tabela 2) em 6leos essenciais presentes nas espéecies da

familia Lauraceae.
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Tabela 1. Sesquiterpenos isolados de espécies da familia Lauraceae

Espécies Sesquiterpenos (Estrutura) Parte estudada Referéncias
Caryodaphnosi  3,3a,4,5,6,7,8,8a-Decaidro-7-(1-hidroxi-1-metilletil)-1,4- Cascas ANH, N. H. et al.,
s tonkinensis dimethylazulene-3a,8a-diol (1) 1996
Cinnamomum ar-curcumeno (I1), o—bergamoteno (111), B-bisabolano (1V), B Raizes ASAKAWA, Y. et
loureirii cariofileno(V), a-copaeno (V1), 5—elemeno(VII) al.,, 1971

Laurus nobilis

B—cariofileno (V), p—eudesmol (VI11), Costunolideo (X),
B-oxido-cariofileno  (1X), Decaidro-4-hidroxi-B-metil-3,8-
bis(metileno)-5-Azuleno-etanol (XI), Eremantino (X1V),
Desidrocostus lactona (XIl), Diidro-desidrocostuslactona
(XI1),  Espirafolideo  (XV), Gazaniolideo  (XVI),
Laurenobiolideo (XVII1), Lauroxepina (XVIII), Piretrosina
(XIX), Reinosina (XX), Santamarina (XXI),

Zaluzanino C (XXI1), Zaluzanino D (XXI11),
1B,15-Diidroxi-5aH,7aH-eudesma-3,11(13)-dien-12,6a-olideo
(XX1V), 3p-cloro-desidrocostus lactona (XXV),
3,3a,4,5,5a,6,7,8-octaidro-5a,9-dimetil-3-metileno,2H-
Azuleno[8a,1-b]furan-2-ona (XXVI),
5aH,7aH-Eudesman-4a,6a,11,12-tetraol (XVII),
8-(acetiloxi)-3a,4,5,5a,8,9,9a,9b-octaidro-5a-metil-3,9-bis-
(metileno)-[3aS-(3aa,5aB,8a,9aa,9bp)]-nafto[1,2-b]furan-
2(3H)-ona (XV111), 10-Epigazaniolideo (XXIX),
11-exo-Metileno-santonina (XXX)

Folhas e frutos

APPENDINO, G. et
al., 1992; BARLA,
A. et al, 2007
DALL’ACQUA, S.
et al., 2006; DE
MARINO, S. et al.,
2005 ; FANG, F. et
al., 2005; HAM, A.
et al., 2010;
TANAKAR,, et al.,
2006; TADA, H. et

al., 1976;
YOSHIKAWA, M.
et al., 2000

Licaria Elemol (XXXI), Nerolidol (XXXII) Caule FRANCA, N. C. et
macrophylla al., 1974
. Acetato de Estricnistenolideo A (XXXIII), .
Ie;mdrir";ta Acetato de Estricnistenolideo B (XXXI1V), Raizes GAN, L.etal,
ggreg Atractilenolideo (XXXV), Estricnistenolideo A (XXXV1), 2009, CHENG, X.
Estricnistenolideo B (XXXVI1), Lindenanolideo A (XL), et al., 2007, CHOU,
H_|dr0X||sogermafurenol_|deo (XXXVI11), Lindereno (L), G. etal., 2000
Linderano (XLI11), Isolinderalactona (XXXIX),
Lindenanolideo B (XL1I), Lindenanolideo C (XLII),
Linderagalactona A (XL1V), Linderagalactona B (XLV),
Linderagalactona C (XLVI), Linderagalactona D (XLVI1),
Linderagalactona E(XLVIII), Linderalactona (XLIX),
Neolindenenolactona (LI), Neo linderalactona (LI1),
1,2,3,4,4a,5,6,8a-octaidro-5-hidroxi-a,a,4a,8-tetrametil,
(2R,4aR,5R,8aS)- 2-Naftaleno methanol (LII1),
8-Hidroxi-lindestenolideo (LIV)
Linderaglauca  Acido glaucico (LV) Raizes NII, H. etal., 1983
Lindera Acetato de Estricnistenolideo (LV1), Raizes KOUNO, 1., et al.,

strychnifolia

Acetato de Estricnistenolideo A (XXXIII),

Acetato de Estricnistenolideo B (XXXIV),

Estricnilactona (LV11), Estricnistenolideo (LVIII),
Estricnistenolideo A (XXXVI),

Estricnistenolideo B (XXXVI11), Isolinderalactona (XXXI1X),
Linderalactona (XLIX),
10,11-dihydroxyeremophilan-3-ona,11-O-p-D-
glucopyranosideo (L1X)

2001, IMURA, A. et
al., 2010
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Tabela 1 (continuacao). Sesquiterpenos isolados de espécies da familia Lauraceae

Espécies Sesquiterpenos (nimero da estrutura Parte Referéncias
estudada
Litsea Isocurcumol (LX), Litseacassifolideo (LXI) Folhas e HAKIM, E. H. et al., 1993
cassiaefolia galhos finos
Litsea excelsa Valenc-1(10)-en-8,11-diol (LXII) HAKIM, E. H. et al., 1993
. Afanamol 1 (LXIII), Decaidro-4a-metil-8-metileno-2-
t:rsﬂeg”ata (1-methylethyl)-(1R 2R,4aR 5R,8aR)-1,5- F;;rhajse HOANG, V. D. etal,
Naftalenodiol (LXIV), Isolitseano A (LXV), 2002, ZHANG H,, et al.,
Isolitseano B (LXV1), Isolitseano C (LXVI1), 2001, ZHANG H., et al.,
Litseacromolaevane A (LXVII11), Litseacromolaevane 2002, ZHANG H. et al.,
B (LXIX), Litseagermacrano (LXX), Litseahumulano
A (LXXI), Litseahumulano B (LXXI1), 2003
Litseaverticillol A (LXXIII), Litseaverticillol B
(LXXIV), Litseaverticillol C (LXXV), Litseaverticillol
D (LXXVI), Litseaverticillol E (LXXVII),
Litseaverticillol F (LXXVI11), Litseaverticillol G
(LXXXI1V), Litseaverticillol H (LXXXV), Octaidro-4-
hidroxi-3a-metil-7-metileno-a-(1-metiletil)-
(aS,1R,3aS,4S,7aR)- 1H-Indeno-1-metanol (LXXIX),
Verticilatol (LXXX), Volenol (LXXXI), 1,2,3,4-
tetraidro-2,5-dimetil-8-(1-metiletil) (1R,2S)- 1,2-
Naftalenodiol (LXXXII), 2-[(1E,5R)-5-hydroxy-2,6-
dimetil-1-heptenil]-4-methyl-, 4-Ciclopenteno-1,3-
diona (LXXXIII), 7-epi-Eudesm-4(15)-eno-1p,6p-diol
(LXXXVI), 10e-Hidroxi-cadin-4-en-15-al
(LXXXVIN)
Acido costico  (LXXXVIII), Acido a-costico
Zi;t:g?;a (LXXXIX), Acido pteroddnico (XC), Acido viscico Cisaﬁ:o GARCEZ, F.R. etal, 2010
(XCI), Acido 3a- acetil - 7a- a —metileno- 1H- indeno-
5-acético (XCII), Acido 3-acetil- octaidro — 3-hidroxi
Ta-metil-a-metilene-1H-Indene-5-acetico (XCIII),
Nectandra Acido costico (LXXXVIII) Casca do BATISTA, A. L.etal.,
cuspidata caule 2001
Nectandra Acido céstico (LXXXVII) Casca do MORENO, P.R.H. et al.,
grandiflora caule 1993
Nectandr Acido ilicico (XCIV), Acido costico (LXXXVIII),
meri(t:)tr&:andajea Acido 3-isocéstico (XCV) Cascas WU, X.etal., 2006
Neolitsea Ac?culatal_actona (XcvI), A(_:i_do neolicinico (XCVII), Folhas NOZAKI. H. et al., 1083,
- Acido Sericealactona carboxilico (XCVIII),
acciculata o N TAKAOKA, D. et al.,
Neoliacina (XCIX), Neoliacinolideo A (C), 1987 TAKEDA. K. et al
Neoliacinolideo B (ClI), Neoliacinolideo C (Cl1), 1970‘ T B
Pseudoneolinderano (CI111), Sericealactona (CIV)
Neolitsea Acido Isofischerico (CV), Acido Fischerico (CVI), Cascas WU, X. et al., 2008
dealbata Linderalactona (XLIX), Linderadino (CVII),

Pseudoneolinderano (CI111)
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Tabela 1 (continuacao). Sesquiterpenos isolados de espécies da familia Lauraceae

Espécies Sesquiterpenos (nUmero da estrutura Parte estudada Referéncias
Neolitsea Hiiranepdxido (CVI1I11), Hiiranlactona A (CIX), Folhas e raizes LIOU, B. J. etal.,
hiiranensis Hiiranlactona B (CX), Hiiranlactona C (CXI), 2011, WU, S. & Li,

Hiiranlactona D (CXII), Isolinderalactona (XXXIX), W. et al., 1995
Linderano (XLIII), Linderadino (CVII), Lindera lactona
(XLIX), Pseudoneoliacina (CXIII), Pseudoneolinderano
(CH), Sericealactona (CI1V), Villosina (CXIV)
Neolitsea Desacetil zeilanidina (CXV), Desacetil zeilanina (CXV1), Caule CHENG, K. et al.,
parvigemma Linderalactona (XLIX), Neolitrano (CXVI11), 2005
Parvigemona (CXVIII), Parvigemonol (CXIX),
Pseudoneolinderano A (CXX),
Pseudoneolinderano B (CXXI), Zeilanicina (CXXII),
Zeilanidina (CXXIII),
Neolitsea Germacra — 3,6,9,11-tetraen-14-ol (CXXIV), Folhas e caule HAYASHI, N. et al.,
sericea Neosericenina (CXXV), Sericealactona (C1V), 1968, SHARMA, M.
Sericenina (CXXVI), 4,5,6,7-tetrahidro-5a-isopropil- etal., 1993,
3,6a-dimetil-6-vinil-benzofurano (CXXVI1), 5,9-epoxi- TAKEDA, K. et al.,
B-metil-1-vinil-p-menta-4,8-dien-2-etanol (CXXVIII) 1970B
Ocotea Espatulenol (CXXI1X), Humulanol (CXXX) Folhas FUNASAKI, M. et

catarinensis

al., 2009

Ocotea Decaidro-1,4-dimetil-6-(1-metiletenil)-, [1S- Frutos verdes PEREIRA CHAVEZ,
corimbosa (1a,4p,4a0,60,8aB)]-1-Naftalenol (CXXXI), 4-H- J. et al, 1995,
metiletenil-2-(1-metil-4-oxopentil)-, [2S-[2a(R*),4a]] DAVID, J. P., 1998,
Ciclohexanona (CXXXI1), 7-hidrdxi-calameno BATISTA, A. N. L.
(CXXXIII), 10-desmetil-10-hidroxi-1-metil-3-oxo0-11- etal., 2010
eudesmeno (CXXXI1V), 10-desmetil-1-metil-eudesmeno
(CXXXV) -(1R, 4S)-7-hidroxicalameneno (CXLV)
Ocotea 1,2,3,4,6,7,8,8a-octaidro-5-metil-2-metileno-8-(1- Caule LORDELLO, A. L
odorifera metiletil), 1-Naphthalenol (CXXXVI) etal. 2000
MARQUES, M. O.
M. et al., 1990
Ocotea porosa  (+) Oplopanona (CXXXVII) Casca e caule AIBA, C. J.etal,,
1973, DAVID, J.M.
et al, 1994
Ocotea Selin-11-en-4a-ol (CXXXVIII), 7,8,8a,9-tetrahydro- Casca BOTEGA, C. etal.,
pulchella 3,5,8a-trimethyl-, (8aR)- Naphtho[2,3-b]furan-4(6H)-ona 1993,
(CXXXIX)
Ocotea Ocotealactol (CXL) Casca ROQUE, N. F, etal.,
quianensis 1978
PPersea Carissona (CXLI), Machikusanol(CXL1), y-eudesmol Xilema? WANG, C. etal.,
japonica (CXLII1), y-selineno (CXLIV) 1996
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Tabela 2- Sesquiterpenos presentes em 6leos essenciais de espécies da familia Lauraceae.

Espécies

Sesquiterpenos

Partes estudadas

Ref.

Aniba

Aniba canelilla

a-cubebeno, a-copaeno, a-humulano, &
e a-cadinano, 1-epi-cubenol, o e p—
selinano, cadina-1,4-dieno,
calamenano, cubenol

Caule e cascas

TAVEIRA et al..,
2003

Aniba puchury - minor ~ B-Cariofilano, germacrano, humulano, Folhas SILVA et al.., 1997
B-bisabolano, B-farnesano, o e -
cubebeno, espatulenol, cipereno, a-
bergamoteno, a-copaeno
Aniba. rosaeodora eudesmano NAVES. & PIERRE,
1956
Beilschmiedia Germacrano, cis e trans-fB-ocimeno, o- Folhas SETZER & HABER,
B. alloiophylla pineno e Biciclogermacrano 2007
B. brenesii germacrano, B-cariofilano, a-copaeno, Folhas SETZER & HABER,
a-humuleno, d-cadinano, 2- 2007
undecanona, trans-2-hexenal, e 2-
tridecanona
B. costaricensis a-Bisabolol Folhas SETZER .& HABER
2007
B. tilaranensis germacrano , a-cariofilano, 3-cadinano Folhas SETZER &
HABER,, 2007
. Guaiol, viridiflorol, bulnesol, a- JANTAN et al..,
Cinnamomum Cascas e folhas 2003

C. microphyllum
C. altissimum,
C. scortechinii

bisabolol, B-bisabolol, B- eudesmol, 56—
eudesmol, a-cubebeno , a—copaeno, B—
elemeno, cis-a-bergamoteno, 23 (E)-B-
cariofilano,trans-a-bergamoteno,
guaia-6,9-dieno, aromadendreno,
40H,1000  H-guaia-1(5),6-dieno, o-
humulano , allo-aromadendrano, 7a
H,10BH-cadina-1(6),4-dieno, 5- epi--
aristolochano, B-neoclovano, o-
humulano,eremofila-1(10),7-dieno, a-
muuroleno,  (E,E)-a-farnesano,  y-
cadinano, calamenano, &-cadinano,
zonarano, cadina-1,4-dieno, o—
calacorano,espatulenol , globulol, a-
guaiol,1-epi-cubenol, T-muurolol,
amorph-4-en-7-ol , a-cadinol, eudesm-
4(15)-en-7-ol, 7-epi-a-eudesmol,
bulnesol, cadalano,elemol.
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Tabela 2- (Continuacéo) Sesquiterpenos presentes em 6leos essenciais de espécies da familia

Lauraceae.

Espécies

Sesquiterpenos

Partes estudadas Ref.

C. osmophloeum

C. illicioides

C. subavenium

C. tamala

C. zeylanicum

a-cubebeno, humuleno, o—cariofilano,
B-cariofilano, aromadendrano,
Tmurrolano, valencano, a-cadinano,
murrolano, y-murrolano, p-cadinano
,elemano, 6xido de cariofileno, guaiol,
a—guaiano, copaeno, T-cadinol, o~
cadinol, azunol, p—cadinol

8-Cadinano, a-copaeno, (E)-B-
cariofilano, a-cadinol,a-cubebeno , a-
copaeno, B—elemeno,guaia-6,9-
dieno,aromadendrano,40.  H,103 H
guaia-1(5),6-dieno, o-humulano, allo-
aromadendrano, 7o H,10pH- cadina-
1(6),4-dieno, 5-epi-aristolocheno, -
eocloveno, y-humulano, a -muurolano
,(E,E)-a-farnesano , y -cadineno,
calamenano,d—cadineno, zonareno,
cadina-1,4-dieno, a-calacoreno,
elemol,, espatulenol, globulol, o~
guaiol,1-epicubenol, T-muurolol, o~
cadinol, eudesm-4(15)-en-7-ol, 7-epi-a-
Eudesmol,

amorf-4-en-7-ol,bulnesol, cadaleno.

B-cariofileno, a-humulano, a-
bisabolano,  (E)-P-farnesano,  (E)-
nerolidol, p-bisabolano, a-bisabolol, o—
cadinol, a-cubebeno, «o-copaeno, B-

cubebeno, p-acoradieno, B-selinano,
cis-calamenano, &-cadinano, elemol,
spatulenol, ciperona, o-cadinol, o-

muurolol, cubenol, epi-globulol , o e B-
cedrano, aromadendrano, y-muuroleno,
viridiflorol, cadalano, alcool patchouli,
arcurcumeno,aristoleno

germacrano , o, —gurjuneno

B-cariofileno, y—cadineno, a- muurolol.

Folhas CHAO et al., 2005
CHENG et al., 2004
CHENG et al., 2006

Cascas GIANG et al.., 2006

Cascas e das folhas JANTAN et al., 2005

Folhas RANA &
BLAZQUEZ., 2005
Frutos MIR et al.., 2004
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Tabela 2- (Continuacéo) Sesquiterpenos presentes em 6leos essenciais de espécies da familia

Lauraceae.
Espécies Sesquiterpenos Partes Ref.
estudadas
C. camphora camferenona, camferenol, o —santaleno, HIKINO et al.., 1967

9-oxonarolidol (1), cis- and trans-3,7,11-

HIKINO et al.., 1971

trimetildodeca-1,7,10-trien-3-0l-9-ona, 9- HIROI, M. 1967
oxofarnesol, e seu acetato, elemol, guaiol, IBRAHIM & GOH,
a-cadinol, B—eudesmol, cénfora juniper, 1992
miristicina, kusunol, &-quaieno, - SATTAR etal..,
elemano, p-santalano , &-cadinano, 1991
calamenano, 1,6-dimetil-4-isopropil-7,8- SHUICHI et al.,,
dihidronaftalene, v-patchouleno, 1968
cariofileno, a -humulano, cadina-
9,11(12)-dieno, P-—cariofileno, nerolidol,
B-selinano, fumureno, p-elemeno, o-
ylangano, humulano B  —selinano,
nerolidol
. B-cariofileno, espatulenol, oOxido de

Cryptocaria - .

¢ mandioccana carl_of_lleno, d-cadinano, gerr.naf:rano Folhas TELASCREA et al.
D,biciclogermacrano, B-cariofileno, 2007 '
germacranoD,a-
humulano,aromamadendrano,  9-epi-E-

cariofilano,y—muuruleno

Laurus
L. nobilis

B-cariofileno, Oxido de espatulenol, &-
cadinano, germacrano D-4-ol,
biciclogermacrano,B-cariofileno,

germacrano D,  o-humulano, y-
muuruleno, sabinano, hidrato de cis-
sabinano, B e 3 elemano, cis e trans-y-

cadinano, d-cadinano , a-guaino,
canfora, o-elemano, & -—quaiano, B-
santaleno ,  &-cadinano, calamenano,

1,6-dimethyl-4-isopropyl-7,8-
dihidronaftaleno, y-patchoulano,
cariofileno, a-humulano, cadina-9,11(12)-
dieno, pB-cariofileno, nerolidol, f-
selinano, fumureno, aromadendrano

FLAMINI et a.1,2002
KILIC et al., 2004
KILIC &
ALTUNTAS, 2006
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Tabela 2- (Continuacéo) Sesquiterpenos presentes em 6leos essenciais de espécies da familia

Lauraceae.
Espécies Sesquiterpenos Partes Ref.
estudadas
Litsea Bulnesol, B-cariofileno, f—elemano Folhas AHMAD, et al., 2005
L. resinosa
L. gracilipes Ledeno, aromadendrano Folhas KANJILAL et al., 2001
L. paludosa Elemol, y-cadinano, y-eudesmol, selin-11- Folhas KANJILAL et al., 2001
en-4 -ol, a -cadinano, palustrol e selina-
3,7(11) —dieno
L. kingii Sabinano, hidrato de cis-Sabinano Folhas KANJILAL, P. B.,
2001
a-Copaeno Folhas SETZER et al.., 2006
Ocotea
O. veraguensis
0. sinuata B-Cariofileno Folhas SETZER et al., 2006
O. tonduzii 6xido de cariofileno Folhas SETZER et al., 2006
Persea Sabinano, B-cariofileno, elemano, Folhas SCORA & AHMED.,,
. . germacreno D, a-humulano, a-cubebeno, 1993
P. tolimanensis -
B —gurjuneno, y-muroleno, a-copaeno
P. americana Sabinano, mirceno, 6xido de cariofileno, Mesocarpo do SINYINDA &
B-cariofileno, a-humulano (a-cariofileno), abacate GRAMSHAW, 1998
car-3-ene, o-cubebeno, a-copaeno, a-
cadinano, isdbmero de cadineno, 6xido de
cariofileno, acetato de farnesila, 6-
elemano, p-cubebeno, bergamoteno,
bisabolano, o —farneseno, o—cadinol
P. indica B-cariofileno, germacrano-D Folhas WEYERSTAHL, P.,
2003
Phoebe a-Copaeno, 6 e y-cadinano, B-eudesmol, REYNOLDS & KITE,
P. porosa va!erlanol_, Of e B-bisabolol, eremoligenal, Caule 1995
epi-sesquitujano, oreodaphnenol  (6,8- WEYERSTAHL et al.,
cicloguaian-4-ol), trans-a-bergamot-2-en- 1994

10-ona, porosadienona [6 (7—8)-
abeoeudesmadienona],Porosadienona,
oreodafnenol
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2.4 OCOTEA LANCIFOLIA

Ocotea lancifolia (Schott) Mez é uma espécie conhecida popularmente por canela
pilosa ou canela sabdo, que ocorre principalmente no Paraguai e Brasil e se estende da Bahia e
Goiés até Parana, nas regides de cerrado e matas de galeria principalmente em altitudes de 800 a
1.600 m (MORAES, 2005; ROHWER, 1986).

A forma das folhas varia de quase orbicular a estreito-lanceolada, com o
comprimento geralmente de 5 — 8 cm, apresentando inflorescéncias pubérulas; receptaculo piloso
internamente; cupula plana, margem engrossada e dupla, ondulada. Floresce em janeiro, abril,
maio, setembro; frutifica em novembro (MORAES, 2005; ROHWER, 1986). Encontra-se
descrito na literatura apenas um relato sobre a atividade in vitro contra a forma promastigota da
Leishmania e do Trypanosama cruzi, bem como, o isolamento de treze alcaloides isoquinolinicos
conhecidos (FOURNET et al., 2007).

Portanto, o presente trabalho visa contribuir para o conhecimento da composicao
quimica de plantas da familia Lauraceae, através do isolamento e caracterizacdo de substancias

presentes em um espécime de O. lancifolia, que ocorre no Cerrado de Mato Grosso do Sul.

Figura 5 — Folhas, frutos e galhos de O. lancifolia (Schott) Mez Lauraceae.
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3 OBJETIVOS

Tendo em vista a ocorréncia de diversos metabdlitos secundarios no género Ocotea 0
presente trabalho teve como objetivos:

- Isolar e identificar os metabolitos secundarios acumulados por O. lancifolia (Schott) Mez
(Lauraceae), através dos métodos cromatograficos;

- Submeter os extratos brutos, fracdes e/ou metabdlitos secundarios obtidos a ensaios de
atividades bioldgicas, particularmente os de toxicidade para Artemia salina, antimicrobiana,
antirradicalar e genotdxica.

- Desenvolver metodologia, visando estabelecer as condi¢cdes de purificagdo dos
componentes isolados, empregando processos de particdo, cromatografias em silicas de fase

normal e fase reversa, e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);
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4 MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAL E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

As folhas e galhos de O. lancifolia foram moidas em moinho de facas tipo Wiley.

Foram utilizadas para extracdo, particdo por solventes e técnicas cromatogréaficas
(exceto para CLAE) solventes do grau PA (Merck, Vetec, QM e Synth). Em analises por CLAE,
foram empregados solventes de grau cromatografico (Merck e Tedia).

Nos processos cromatograficos foram utilizados:

- gel de silica do tipo 60, particulas de 63-200 pum e 40-63 um (Merck ou Aldrich) e
Sephadex LH-20, particulas de 25-100 mm (Sigma), para cromatografia em coluna.

- gel de silica do tipo 60 G e/ou 60GF,s54 (5-40 um, Merck ou Vetec) em camadas de
0,25 mm de espessura para cromatografia em camada delgada analitica.

Nas analises por CLAE foram utilizadas:

- Cromatdgrafo liquido Shimadzu LC 6AD, com detector UV-Visivel variavel
Shimadzu SPD 6 AV, para condicdes analiticas e semi-preparativas.

- Cromatografo liquido Watters 2489, com detector UV-Visivel varidvel SPD 6 AV,
para condi¢des analiticas e semi-preparativas.

Coluna de fase reversa C-18 (base de silica derivatizada com octadecilsilano), com
particulas de 100 A de poro e didmetro médio de 5 um, dimensdes de 4,6 @ x 250 mm (analitica)
e 14 @ x 250 mm (semi-preparativa) [Phenomenex Luna].

A revelacdo em CCDA foi feita através de inspec¢édo a luz UV (Monitor UV de méo,
modelo UVGL-25, UVP inc. com lampadas Blackray de 254 e 366 nm) em camara escura e/ou
empregando-se a solucéo a 2% de sulfato cérico em H,SO4 2N ou solucdo de vanilina 10% m/v
(H20/MeOH/H,SO, 45:45:10 v/viv) sob chapa de aquecimento em temperaturas variadas.

Os espectros de RMN uni e bidimensionais foram registrados em espectrometros
Bruker DPX-300, a 300 MHz e 75 MHz para RMN de 'H e '*C, respectivamente. Como
referéncia interna foram utilizados os sinais relativos ao hidrogénio residual do solvente para
RMN de *H e do solvente e/ou tetrametilsilano (TMS) para RMN de **C. As amostras foram

solubilizadas em CDCIl3; e CDOD3 das marcas Merck e CIL (Cambridge Isotope Laboratories).
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Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em espectofotdmetro Bomem-
Hartmann & Braum, modelo Michelson MB Series, FT-IR, utilizando-se pastilha de KBr, em
janelas de NaCl. Os espectros de absorcdo na regido do Ultravioleta foram obtidos em
espectrofotémetro, modelo U-3000 da marca Hitachi, utilizando-se cloroférmio como solvente.
Os espectros de massas foram obtidos em EIMS [70eV], modelo QP2010 — Plus — Shimadzu, na

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

4.2 COLETAE IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado pelo Prof. Dr. Walmir Silva Garcez, em setembro de
2006, na regido do Rio Guariroba em Campo Grande - Mato Grosso do Sul. A identificacdo da
planta foi realizada pelo MSc. Flavio Macedo Alves, excicata n® 3670, depositada no herbério da
UFMS (CGMS).

4.3 OBTENCAO DO EXTRATO DAS FOLHAS E GALHOS DE 0. lancifolia

As folhas (1000 g) e galhos (600 g) de O. lancifolia foram submetidos & secagem ao
ar, moidos e posteriormente extraidos com etanol, a temperatura ambiente. A solucdo foi
concentrada sob pressdo reduzida até obtencdo de um produto de consisténcia xaroposa.

Os extratos etanolicos obtidos das folhas (486 g) e galhos (190 g) foram, entdo,
transferidos para um funil de separacdo, sendo particionados em volumes de 200 ml de hexano e
200 ml de metanol/agua (9:1). Apoés agitacao, repouso, separacdo das fases e concentragdo sob
pressdo reduzida, obteve-se quatro fases: a hexanica (111,0 g) e a hidrometandlica (340,5 g) das

folhas e a hexanica (75 g) e a hidrometanolica (104 g) dos galhos.
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24

4.4 FRACIONAMENTO DA FASE HIDROMETANOLICA DAS FOLHAS DE O.

lancifolia

Parte da fase hidrometandlica (25 g) foi submetida inicialmente a uma filtracdo em

coluna, denominada OL, utilizando-se 250 g de silica gel de fase reversa C-18. O sistema foi

eluido com H,O e H,O/MeOH, em gradiente de polaridade decrescente. Foram coletadas 10

fracbes de 1000 ml cada que foram analisadas por CCDA no eluente CHCIl3/MeOH em

proporcOes variadas [Tabela 3].

Tabela 3. Fracionamento da fase hidrometandlica das folhas de O. lancifolia [Coluna OL]

ELUENTE FRACAO MASSA(g)
H,0 100% OL-01 3,69
H,0 /MeOH 5% OL-02 0,106
H,0 /MeOH 10% OL-03 0,807
H,0 /MeOH 20% OL-04 2,55
H,0 /MeOH 40% OL-05 7,79
H,0 /MeOH 60% OL-06 2,23
H,0 /MeOH 80% OL-07 5,10
MeOH 100% OL-08 0,857
MeOH /AcOET 50% OL-09 1,92
ACOET 100% OL-10 0,025

Apbs a analise em CCDA e em funcéo dos espectros de RMN de *H e *C, observou-

se que algumas fracGes continham substancias de natureza flavonoidica, sendo estas selecionadas
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para estudo, visando o isolamento e caracterizacdo dos metabdlitos secundarios. As fracoes
selecionadas foram OL-03, OL-04, OL-05.

4.4.1 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE OL-03, OL-04, OL-05

4.4.1.1 - Fragéo OL-03
Parte da fracdo OL-03 (100 mg), proveniente da filtracdo em silica gel de fase reversa

da fase hidrometanolica das folhas, foi submetida a cromatografia em coluna Sephadex LH-20
eluida em MeOH, obtendo-se um total de 101 fracGes com volume entre 5 a 10 ml cada. Estas
fracdes foram analisadas por CCDA no eluente CHCIl3/MeOH (8:2 ou 7:3), reveladas em solugédo
de sulfato cérico e agrupadas conforme critério de semelhanca. De acordo com o aspecto
cromatografico em CCDA as fragdes 13-17, 22-30 e 41 foram selecionadas e posteriormente

submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia [descrita em 4.8.1, p. 38].

4.4.1.2 — Fragdo OL-04

Parte da fracdo OL-04 (400 mg), proveniente da filtracdo em silica gel de fase reversa
da fase hidrometanodlica, foi submetida a cromatografia em coluna Sephadex LH-20 eluida em
MEQOH, obtendo-se um total de 62 fragbes com volume de 5 mL cada. Estas fragcbes foram
analisadas por CCDA no eluente CHCI3/MeOH (8:2 ou 7:3) e reveladas em solucdo de vanilina.
Por critérios de semelhanca as fracdes 38-40 (69 mg) e 42-44 (16,0 mg) foram reunidas,
selecionadas e posteriormente submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia [descrita em
4.8.2, p. 39].

4.4.1.3 — Fragdo OL-05
Parte da fracdo OL-05 (300 mg), proveniente da filtracdo em silica gel de fase reversa

da fase hidrometanodlica, foi submetida a cromatografia em coluna Sephadex LH-20 eluida em
MeOH, obtendo-se um total de 130 fragdes com aproximadamente 5 mL cada. Estas fracOes
foram analisadas por CCDA no eluente CHCIs/MeOH (8:2) e reveladas em solucdo de vanilina.
Reunidas as fracdes de aspectos semelhantes, as fracGes 25-27 (57,6 mg) e 50-51 (53,9 mg),

foram submetidas a cromatografia em coluna Sephadex LH-20.
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A fracdo reunida 20-23 (48 mg), denominada OL-05 (20-23), foi submetida

diretamente a cromatografia liquida de alta eficiéncia [descrita em 4.8.3, p.41].

4.4.1.3.1 Coluna Cromatogréfica Sephadex LH-20 da Fracéo 25-27
A fracdo 25-27 (57,6 mg) foi submetida a cromatografia em coluna Sephadex LH-20

em MeOH, obtendo-se um total de 30 fracdes de aproximadamente 3 a 5 mL, analisadas em
CCDA no eluente CHCI3/MeOH (8:2). Destas obteve-se, ainda, uma mistura de compostos,
fracdo 17-19 (21,6 mg), denominada A17-19. Posteriormente esta fracdo foi submetida a

cromatografia liquida de alta eficiéncia [descrita em 4.8.3, p. 41].

4.4.1.3.2 Coluna Cromatogréafica Sephadex LH-20 da Fracao 50-51
A fracdo 50-51 (53,9 mg) foi submetida a cromatografia em coluna Sephadex LH-20

em MeOH, obtendo-se um total de 50 fragcbes com aproximadamente 3 a 5 mL, analisadas por
CCDA no eluente CHCI3/MeOH (8:2). Ap6s analise, reuniram-se as fracGes semelhantes, e
destas obteve-se, ainda, uma mistura de compostos de natureza flavonoidica, a fracdo 20-26

(13,6 mg) que foi submetida a analise em CLAE [descrita em 4.8.3, p. 41].
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Esquema 1- Fracionamento Cromatografico de OL-03, OL-04 e OL-05 provenientes da fase

hidrometandlica do extrato etandlico das folhas de O. lancifolia

Fase Hidrometandlica

259

Filtracdo em silica gel de Fase Reversa
H,O/MeOH (gradiente)

OL-03

Sephadex LH 20 - MeOH

101 fracdes

13-17

Biflavonoides

(10) e (12)
m = 44,6 mg

OL-04 OL-05
Sephadex LH 20 - MeOH Seph. MeOH
62 fragbes 130 fracdes
CLAE CLAE CLAE
38-40 42-44 25-27 50-51
CLAE Sephadex Sephadex
Biflavonoides 22-23 30 50
(10) e (11) fragoes fracoes
m = 16,6 mg
Epicatequina Epicatequina
) (9)
m = 69,5 mg m = 8,0 mg
Al17-19 20-26

Epicatequina

(9)

m = 21,6 mg
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45 FRACIONAMENTO DA FASE HEXANICA DAS FOLHAS DE O. lancifolia

Parte da fase hexanica (25 g) das folhas foi submetida inicialmente a uma filtragdo em
coluna, denominada OLH, utilizando-se 250 g de silica gel 200-400 Mesh. O sistema foi eluido
com Hexano e Hex/AcOEt, em gradiente de polaridade crescente. Foram coletadas 10 fracGes de

1000 mL cada, analisadas por CCDA no eluente Hex/AcOEt em proporc¢des variadas [Tabela 4].

Tabela 4. Fracionamento da fase hexanica das folhas de O. lancifolia [Coluna OLH]

ELUENTE FRACAO MASSA(g)
Hexano 100% OLH-01 1,33
Hex /AcOEt 5% OLH-02 5,79
Hex /AcOEt 10% OLH-03 5,52
Hex /AcOEt 20% OLH-04 2,12
Hex /AcOEt 40% OLH-05 3,15
Hex /AcOEt 60% OLH-06 1,40
Hex /AcOEt 80% OLH-07 0,80
AcOEt 100% OLH-08 0,266
AcOET / MeOH 50% OLH-09 0,455
MeOH 100% OLH-10 0,025

Apo6s a analise em CCDA e em funcéo dos espectros de RMN de *H e 3¢, observou-
se gque algumas fracGes continham substancias de natureza terpénica, sendo estas selecionadas
para estudo, visando o isolamento e caracterizacdo dos metabolitos secundarios. As fracoes
selecionadas foram OLH-01, OLH-02, OLH-03, OLH-04, OLH-06.
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45.1 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE OLH-1, OLH-2, OLH-3, OLH-4,
OLH-6.

4.5.1.1 Fragdo OLH-01
A fracdo OLH-01 (1,33 g), proveniente da filtracdo em coluna de silica 200-400

Mesh, foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel (200-400 Mesh; coluna:@ 2,5 cm; h
= 60 cm) eluida em Hex 100% e Hex/AcOEt em gradiente de polaridade crescente, obteve-se um
total de 120 fracBes com volume entre 10 mL e 20 mL, analisadas por CCDA no eluente
Hex/AcOEt em proporcdes variadas. Das fracbes OLH-AO1 e Al obteve-se 0 composto 12, um
diterpeno (esqueleto caurano) em mistura ao 13 (diterpeno-esqueleto pimarano), nas fragdes
OLH1-51 e OLH1-61, o poliprenol, ficaprenol-12 (15) e na fragdo OLH1-57 isolou-se o a-
tocoferol (14).

4.5.1.2 Fragdo OLH-02
Parte da fracdo OLH-02 (2,5 g), proveniente da filtracdo em coluna de silica 200-400

Mesh, foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel (200-400 Mesh; coluna:@ 2,5 cm; h
= 60 cm) eluida em Hex 100% e Hex/AcOEt em gradiente de polaridade crescente, obtendo-se
um total de 76 fracbes com volume entre 25 e 50 mL, analisadas por CCDA no eluente
Hex/AcOEt em proporgdes variadas. Apés esta andlise, as fragdes de aspectos semelhantes foram
reunidas e obteve-se nas fragdes OLH2-11 e OLH2-18 o composto ficaprenol-12 (15) um tipo de

poliprenol.

4.5.1.3 Fragdo OLH-03
Parte da fragdo OLH-03 (3,0 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel

(80-230 Mesh; coluna: @ 2,5cm; h=45cm) eluida em Hex 100% e Hex/AcOEt em gradiente de
polaridade crescente, obtendo-se um total de 60 fragdes com aproximadamente 25 mL,
analisadas por CCDA no eluente Hex/AcOEt em proporcdes variadas. Apos a analise foram
reunidas as fracdes que apresentaram perfil cromatografico semelhante.

Da fragdo 16-18 (495 mg) foi obtido o poliprenol, ficaprenol-12 (15), na fracdo 23

(175,2 mg) o composto 14 (a-tocoferol) em mistura a um glicerideo, a fracdo 27-31 (613,6 mg)
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foi submetida a cromatografia em coluna Sephadex LH-20 [descrito abaixo 4.5.1.3.1], obteve-se
na fracdo 33 o composto 8 (espatulenol) em mistura ao composto 15 (ficaprenol-12). Isolou-se,
ainda, nas fracOes 35-37 (597,2 mg) [descrito abaixo 4.5.1.3.2], 39-41 (267,6 mg) e 45 o
composto 1 em mistura ao composto 2, sesquiterpenos isdmeros acidos de esqueleto eremofilano
em mistura a glicerideos, portanto, devido a quantidade de massa, utilizou-se a fracdo 35-37 nos

processos de separacdo destes isOmeros.

45.1.3.1 Estudo da Fracdo OLH-03 (27-31)

Parte da fracdo OLH-03 (27-31) (150 mg), proveniente da coluna OLH-03, foi
submetida a coluna cromatografica Sephadex LH-20 (coluna: @ 2,5 cm; h=30 cm) em Hex/DCM
(1:4), denominada OLH-03 (27-31), coletando um total de 70 fra¢bes, com o volume de 5 mL
cada. Apds a analise em CCDA no eluente Hex/AcOET (8:2), foram reunidas as fracGes
semelhantes e obteve-se na fracdo 5-10, o poliprenol, ficaprenol-12 (15), o composto 4
(sesquiterpeno) nas fracdes 14-17 (10,0 mg), o composto 7 (sesquiterpeno) nas fragcdes 18-19

(19,4 mg) e na fracdo 33 o composto 8 (espatulenol).

45.1.3.2 Estudo da Fracdo OLH-03 (35-37)
Foi identificado na fracdo OLH-03 (35-37), através da analise em CCDA e espectros

de RMN de *H e 3C, uma mistura de sesquiterpenos (1 e 2). Parte da fracéo reunida 35-37 (140
mg), proveniente da coluna de silica 80-230 Mesh da fracdo OLH-03, foi submetida a
cromatografia em coluna de silica gel (80 — 230 Mesh, ¢ 4,0 cm, h = 60 cm), denominada OLH3-
F, no eluente Hex/AcoEt (96:4 + 2 %Ac.Formico) coletando-se 135 fragdes, com volume de
aproximadamente 5 mL cada, analisadas em CCDA, para tentar a separacao dos sesquiterpenos
de caracteristicas acidas (1) e (2) . Observou-se, apés a analise das fracdes coletadas, a presenca
da mistura dos sesquiterpenos (1) e (2) nas fraces 70 a 80 (4,0 mg). Foi, entdo, realizada uma

extragdo acido-base, a fim de se obter a separacdo dos produtos &cidos das demais impurezas.
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4.5.1.3.3 Extracdo Acido-Base
A fragdo 70 - 80 (4 mg) proveniente da coluna de silica 200 — 400 Mesh (OLHO03-F),

citada acima, foram adicionados 15 mL NaOH 4M em um erlenmeyer, sendo a solu¢cdo mantida
sob agitacdo por 2h. Em seguida, o material foi transferido para um funil de separacdo e extraido
com trés porcdes de 15 mL de DCM. A fase aquosa foi neutralizado com HCI 6M, e extraida
com trés porcoes de 15 mL de DCM. Apds a evaporagdo deste solvente, analisou-se a fragdo em
CCDA e espectros de RMN de *H, observando-se que o residuo era constituido de uma mistura

com maior teorde 1 e 2.

4.5.1.3.4 Metilacéo dos Sesquiterpenos (1) e (2)
Em um erlenmeyer de 125 mL, dissolveu-se 0,2 g de KOH em 5 mL de etanol. Em

uma vidraria apropriada (destilador para Diazometano, imerso em banho de gelo) dissolveu-se
1,7 g de N-metil-N-nitroso-p-tolueno-sulfonamida (Diazald) em 20 mL de éter etéilico.

A solucdo alcodlica de KOH foi adicionada a solucdo de Diazald. Esta mistura, em
seguida, foi aquecida cuidadosamente com auxilio de um secador de cabelo. Como um sistema
de destilagdo, os vapores produzidos foram resfriados e a solucdo etérea diazometano foi
recolhido, gota a gota, no frasco coletor.

A solucdo de diazometano recém-preparada foi adicionada, sob gotejamento, a 50 mg
da fracdo OLH-03 (35-37), proveniente da coluna de silica 80-230 Mesh, solubilizada em
CHClIs;. A solugdo resultante foi deixada em repouso alguns minutos e o éter foi removido por
evaporacdo em capela. Analisou-se a fracdo metilada em CCDA no eluente Hex/AcOEt (8:2)

através de comparagdo aos sesquiterpenos acidos.

4.5.1.3.5 Estudo da Fracdo OLH-03 (35-37) Metilada
A fracdo metilada (50 mg) foi submetida & coluna cromatogréfica de silica gel (80 —

230 Mesh), denominada OLH3-35FM, eluida com Hex/AcOEt em gradiente crescente de
polaridade (de 2% a 30%) a fim de se tentar a separacao dos sesquiterpenos metilados. Obteve-se
um total de 75 fragbes, que foram analisadas em CCDA no eluente Hex/AcOEt (9:1 e 8:2)
identificando-se os sesquiterpenos (1) e (2), ainda, em mistura na fragdo OLH3-35F (16 - 20),
com massa de 9,0 mg.
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45.1.4 Fracdo OLH-04
Parte da fracdo OLH-0-04 (1,0 g) foi submetida & cromatografia em coluna de silica

gel (200 - 400 Mesh; coluna: @ 2,5 cm; h=45cm) eluida em Hex/AcOEt 98:2, 97:3 e 96:4,
obtendo-se um total de 170 fracGes entre 5 e 10 ml cada, analisadas por CCDA no eluente
Hex/AcOEt (9:1 e 8:2). De acordo com a andlise reuniu-se as fragcdes de aspectos semelhantes e
obteve-se na fracdo OLH-04 (24-38) uma mistura dos sesquiterpenos 1 e 2, na fracdo OLH-04
(56-68), o composto 14 (a-tocoferol) em mistura ao poliprenol, tipo ficaprenol-12 (15), nas
fracdes OLH -04 (120-134), o esteroide B-sitosterol (16).

4.5.1.5 Fragédo OLH-06
Parte da fracdo OLH-06 (2 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel

(80-230 Mesh; coluna: @ 2,5 cm; h=60 cm) eluida em Hex 100% e Hex/AcOEt em gradiente de
polaridade crescente, obtendo-se um total de 30 fragbes com volume de 100 ml cada, analisadas
por CCDA no eluente Hex/AcOEt em proporc¢des variadas e apds a andlise foram reunidas as
fracdes de perfis cromatograficos semelhantes. Foi identificado o poliprenol, ficaprenol-12 (15),
nas fracdes OLH-06 (08) e OLH-06 (10-12).
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Esquema 2 - Fracionamento das fracbes OLH-01, OLH-02, OLH-03, OLH-04 ¢ OLH-06

provenientes da fase hexanica do extrato etandélico das folhas de O. lancifolia

Fase Hexanica

259

Filtracdo em silica gel (200-400M)
Hex e Hex/AcoET (gradiente)

OLH-01
CC silica gel (200-400M)
Hex e Hex/AcoET (gradiente)

OLH-02

OLH-03
CC silica gel (80-230M)
Hex e Hex/AcoET

OLH-04 OLH-06

CC silica gel (200-400M)
Hex eHex/AcoET (gradiente)

120fr Hex e Hex/AcoET (gradiente) 60fr CC silica gel (200-400M) 30fr
CC silica gel (200-400M) Hex e Hex/AcoET (gradiente)
08e
76 fr 170fr 10-12
Alle 51e61 11e18 ‘
Al
24-38 56-68 Ficapre_
Ficaprenol-12 nol-12
(15)
Caureno (12) e 16-18 23 || 27-31 || 33 || 353/ Sesq (1) e
Pimarano (13) 2)
Sephadex LH-20 Metilagdo
Hex/DCM (1:4) CC silica gel (80-230M)
70fr Hex/AcOEt (1:4)
Ficaprenol-12 7ofr a-tocoferol (14) e
(15) 14-17 || 18-19 16-20 Ficaprenol-12 (15)
m = 495 mg ‘ ‘ ‘
Sesq (4) Sesq (7) Sesq (1) e (2)
m=12,4 mg m = 19,4 mg m =597 mg
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46 FRACIONAMENTO DA FASE HIDROMETANOLICA DOS GALHOS DE

O. lancifolia

Parte da fase hidrometandlica (2,0 g) dos galhos foi submetida a uma cromatografia
em coluna Sephadex LH-20, denominada OLGM. O sistema foi eluido em MeOH. Foram
coletadas 63 fragdes com 5 mL cada e do conjunto de fracbes obtidas foi feita analise por CCDA
no eluente CHCIl3/MeOH (9:1).

Apbs a anélise em CCDA e dos espectros de RMN de *H e **C, foi observada uma

grande concentracdo de agucar nas fracdes 38 — 54 (42,4 mg) e na fracdo 81 (131,5 mg).

4.7 FRACIONAMENTO DA FASE HEXANICA DOS GALHOS DE O. lancifolia

Parte da fase hexéanica (2,5 g) dos galhos foi submetida a uma cromatografia em
coluna, denominada OLGH, utilizando-se para tal 120 g de silica gel 80-230 Mesh. O sistema foi
eluido com Hexano e Hex/AcOEt, em gradiente de polaridade crescente. Foram coletadas 30
fracdes com 200 mL cada e feita analise por CCDA de cada fracdo obtida no eluente Hex/AcOEt

em proporcdes variadas [Tabela 5].

Tabela 5 - Fracionamento da fase hexanica dos galhos de O. lancifolia [Coluna OLGH]

ELUENTE FRACAO MASSA(mg)
Hexano 100 % OLGH-01 24,2
OLGH-02 26,7
OLGH-03 6,1
Hex /AcOEt 2 % OLGH-04 5,0
OLGH-05 3,4
OLGH-06 137
OLGH-07 21,7
Hex /AcOEt 4 % OLGH-08 33,7
OLGH-09 193,3
OLGH-10 290,7
Hex /AcOEL 5 % OLGH-11 315,3
OLGH-12 273,9
OLGH-13 1474
Hex /AcOEt 10 % OLGH-14 67,4
OLGH-15 36,9
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Tabela 5 — (continuacdo) Fracionamento da fase hexanica dos galhos de O. lancifolia [Coluna

OLGH]

ELUENTE FRACAO MASSA(mg)
Hex /ACOEt 10 % OLGH-16 104,8
Hex /ACOEt 20 % OLGH-17 98,8

OLGH-18 6.5
OLGH-19 75,3
Hex /ACOEt 30 % OLGH-20 245
OLGH-21 81,6
OLGH-22 156,2
Hex /ACOEt 50 % OLGH-23 38,0
OLGH-24 66,4
OLGH-25 38,5
AcOEt 100% OLGH-26 45,0
OLGH-27 38,0
OLGH-28 35,7
MeOH 100% OLGH-292 30 54,0

Apo6s a analise em CCDA e em funco dos espectros de RMN de *H e *C, observou-

se que algumas fragdes continham substancias de natureza terpénica sendo estas selecionadas

para estudo, visando o isolamento e caracterizacdo dos metabolitos secundarios. As fracdes

selecionadas foram OLGH-8, OLGH-11, OLGH-22 e OLGH-28.

4.7.1 Fragdo OLGH-08

A fracdo OLGH - 08 (33,7 mg), proveniente da coluna OLGH em silica gel 80-230

Mesh, analisada por CCDA no eluente Hex/AcOEt (8:2), apresentou aspecto semelhante aos

compostos terpénicos. Apds a obtencdo dos espectros de RMN de 'H e *C desta fracéo,

constatou-se uma mistura dos sesquiterpenos 1 e 2 com a matéria graxa.

4.7.2 Fragdo OLGH-11

A fracdo OLGH-11 (180 mg), proveniente da coluna OLGH em silica gel 80-230 Mesh,

analisada em CCDA, no eluente Hex/AcOEt (8:2), apresentou caracteristicas semelhantes aos

compostos de natureza terpénica. Apés a analise dos espectros de RMN de *H e *3C desta fragdo,
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observou-se uma mistura de sesquiterpenos. Esta fracdo foi separada e posteriormente submetida

a analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia [descrito em 4.8.5, p. 42].

4.7.3 Fragéo OLGH-22

A fracdo OLGH-22 (60,0 mg), proveniente da coluna OLGH em silica gel 80-230
Mesh, apés analisada em CCDA, no eluente Hex/AcOEt (8:2), foi submetida em coluna Sephadex
LH-20 no eluente Hex/DCM 2:8, coletando-se 70 fracbes. Estas fracbes apOs analisadas em
CCDA, foram reunidas segundo critérios de semelhancas. Dentre as fracdes reunidas, a fracao

06-22 (23,9 mg) foi submetida a cromatografia em coluna Sephadex LH-20.

4.7.3.1 Fracéo 06 — 22
A fragdo 06-22 (23,9 mg), denominada OLGH22 (06-22), proveniente da coluna

OLGH-22 em Sephadex LH-20, foi submetida em coluna Sephadex LH-20 no eluente Hex/DCM
1:4, coletando-se 130 frac6es com volume entre 3 e 5 mL cada. Estas fracdes ap6s analisadas em
CCDA, foram reunidas segundo critérios de semelhancas. Dentre as fragfes reunidas, pode

identificar o sesquiterpeno 6, nas fracdes 82-110 e 112-122.

4.7.4 Fracdo OLGH-28

A fragdo OLGH-28 (35,7 mg), proveniente da coluna OLGH em silica gel 80-230
Mesh, ap6s analisada em CCDA, no eluente Hex/AcOEt (8:2), foi submetida em coluna
Sephadex LH-20 no eluente Hex/DCM 1:4, coletando-se 65 fragcbes com volume entre 5 e 10 mL
cada. Estas fragcdes apés analisadas em CCDA, foram reunidas segundo critérios de semelhancas.
Dentre as fragdes reunidas, obteve-se a substancia (17) identificada como sendo o esteroide 3(6’-
O-acil-O-p-D-glucopiranosil)-sitosterol na fracdo 48-58, denominada, OLGH28 (48-58), e o

sesquiterpeno 3 na fragdo 68-80.
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Esquema 3- Fracionamento da fase hexanica provenientes do extrato etanolico dos galhos de O.

lancifolia
Fase Hexéanica
(galhos) - 259
CC em silica gel 80-230M
Hex e Hex/AcOEt
OLGH-08 OLGH-11 OLGH-22 OLGH-28
CLAE RP-18 Sephadex LH-20
ACN/H,0 (85:15) Hex/DCM 1:4
Sesquiterpenos 65 fr.
De() Sephadex LH-20
Hex/DCM 1:4
28-48 66-80
70 fr.
OLGH11-2 OLGH11-4 OLGH22-06-22
OLGH11-3 OLGH11-5 Esteroide Sesq (3)
a7 m= 14,4 mg
Sesq (5) m = 15,7 mg
m=4,5mg Sesq (1)
m = 44,6 mg Sesq (6)
m = 3,6 mg
Sesquiterpenos
Sesq (3) 1)e(2
m = 14,4 mg m= 12,4 mg
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48 SEPARACAO DOS COMPONENTES POR CLAE

De acordo com seus perfis cromatograficos analisados em CCDA, algumas das
fracdes provenientes do Sephadex LH-20, foram selecionadas para estudo, visando o isolamento
e caracterizacdo dos metabdlitos secundarios em CLAE por coluna analitica e semi-preparativa
utilizando-se as condic¢des de analise mais apropriadas para 0s compostos em estudo, através do
gradiente exploratorio.

4.8.1 CLAE das fragdes de OL-03

As fragdes 13-17, 22-30, 41 provenientes do Sephadex LH-20 da fragdo OL-03
[descrita em 4.4.1.1, p. 25], foram selecionadas, de acordo com seus perfis cromatogréaficos, e
aplicadas em CLAE em gradiente exploratorio. De acordo com a analise do cromatograma, foi
determinada a condicdo mais apropriada para a aplicacdo das fracbes em CLAE analitica,
utilizando-se as seguintes condic¢des: Coluna Phenomenex-Luna RP-18, 5 um, 4,60 x 250 mm;
eluente ACN: H,O (15: 85); fluxo de 0,5 mL/min; detector UV, 254 nm.

Foi observado nas fracdes 13-17 e 22-30, uma mistura de substancias com quantidade
de amostra insuficiente para prosseguir a purificagdo em CLAE semi-preparativa.

A fracdo 41, denominada OL-03 (41), também foi aplicada nas mesmas condicGes
acima. Nesta fracdo foi observada a presenca a epicatequina (9) (tempo de retencdo, 26 min) e
uma mistura de biflavonoides (10 e 11) (tempo de retencdo, 31 min). Ndo foi possivel a
separacdo dos compostos por CLAE semi-preparativa, devido a quantidade insuficiente de
amostra [Cromatograma 1].
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Cromatograma 1: Fracdo OL-03 (41).Coluna Phenomenex-Luna RP-18, 5 um, 4,60 x 250 mm;
eluente ACN: H,O (15: 85); fluxo de 0,5 mL/min; detector UV, 254 nm.

4.8.2 CLAE das fracdes de OL-04

As fracbes 38-40 (69mg) e 42-44 (16mg), 48-50 (8mg), proveniente do Sephadex
LH-20 da fracdo OL-04 [descrita em 4.4.1.2, p.25], ap06s analisadas por CCDA foram
selecionadas e aplicadas em CLAE em gradiente exploratorio. As fracdes 38-40 e 42-44 foram
aplicadas em CLAE, utilizando-se das condi¢cdes mais apropriadas para estas fracdes: Coluna
Phenomenex RP-18, 5 um, 4,60 x 250 mm; eluente ACN: H,0 (15: 85); fluxo de 0,5 mL/min;
detector UV, 254 nm.

A partir dos cromatogramas obtidos da coluna analitica foi possivel a aplicacao
das fracGes 38-40 na CLAE semi-preparativa nas condig¢des citadas acima e fluxo de 10 ml/min.
Foi obtido na fracdo 38-40 (69mg) a substancia 9 [Cromatograma 2] e na fracdo 42-44 (16mg)
uma mistura dos biflavonoides, identificado como substéncias 10 e 11 (tempo de retencdo ~ 31

min). [Cromatograma 3].
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Cromatograma 2 — Fracdo OL04-S38-40. Coluna Phenomenex-Luna RP-18, 5 um, 4,60 x 250
mm; eluente ACN: H,O (15: 85); fluxo de 0,5 mL/min; detector UV, 254

nm.
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Cromatograma 3 — Fracdo OL04-S42-44. Coluna Phenomenex-Luna RP-18, 5 um, 4,60 x 250

mm; eluente ACN: H,O (14: 86); fluxo de 0,5 mL/min; detector UV, 254
nm.
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4.8.3 CLAE das fragdes de OL-05

A fragcdo 20-23, proveniente do Sephadex LH-20 da fracdo OL-05 [descrita em
4.4.1.3, p.25], e ainda as fragbes 17-19 [do Sephadex LH-20 de OL-05 (20-23)] e 20-26 [do
Sephadex LH-20 de OL-05 (50-51)], ap0s analisadas por CCDA foram selecionadas e aplicadas
em CLAE analitica utilizando-se das condi¢6es mais apropriadas.

Para estas fragOes foi utilizada a seguinte condi¢do: Coluna Phenomenex RP-18, 5
um, 4,60 x 250 mm; eluente ACN: H,O (15: 85); fluxo de 0,5 mL/min; detector UV, 254 nm.
Apds a obtencdo dos cromatogramas, foi possivel identificar a epicatequina nas fragdes 20-23,
17-19 e 20-26. [Cromatograma 4]
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Cromatograma 4 — Fracdo OL05-S50-51. Coluna Phenomenex-Luna RP-18, 5 um, 4,60 x 250
mm;eluente ACN: H,O (14: 86); fluxo de 0,5 mL/min; detector UV, 254
nm.
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4.8.4 CLAE dafragdo de OLH-03

A fragdo 35-37, proveniente da coluna de silica 80-230 Mesh da fragdo OLH-03
[descrita em 4.5.1.3.2, p. 30], foi aplicada em CLAE em gradiente exploratdrio, para
determinacdo das condicdes apropriadas de eluicdo. Na tentativa de separacdo dos compostos
sesquiterpenos isémeros identificados em analise dos espectros de RMN de *H e *C, a fracdo
35-37 foi aplicada em CLAE analitica, nas seguintes condi¢des: Coluna Phenomenex RP-18, 5
um, 4,60 x 250 mm; eluente ACN: H,O (80:20); fluxo de 0,5 mL/min; detector UV, 210 nm.

Né&o foi possivel a separacdo total dos picos dos isémeros utilizando-se as condigdes

acima.

485 CLAE dafracdo de OLGH-11

Parte da fracdo OLGH-11 (180 mg) proveniente da fase hexanica dos galhos aplicada
em coluna de silica gel 80-230Mesh [descrita em 4.7.2, p. 35], ap6s ser analisadas por CCDA,
foi selecionada e aplicada em CLAE analitica, nas seguintes condi¢des: Coluna Phenomenex RP-
18, 5 um, 4,60 x 250 mm; eluente ACN: H,0O (80:20); fluxo de 0,5 mL/min; detector UV, 210
nm.

Na tentativa de separacdo dos componentes, com caracteristicas de compostos
sesquiterpénicos identificados em anélise dos espectros de RMN de ‘H e **C, a fracdo OLGH-11
foi aplicada em CLAE semi-preparativa nas condi¢des acima e fluxo de 10 mL/min.

Foram obtidos o sesquiterpeno 1 (44,5 mg) na fragdo OLGH11-5, uma mistura dos
sesquiterpenos 1 e 2 (43,2 mg) na fracdo OLGH11-4, o sesquiterpeno 3 (14,4 mg) na fracéo
OLGH11-3 e o sesquiterpeno 5 (4,5 mg) na fragdo OLGH11-2 [Cromatograma 6].
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Cromatograma 6 — Fragdo OLGH11. Coluna Phenomenex-Luna RP-18, 5 um, 4,60 x 250

mm;eluente ACN: H,O (80: 20); fluxo de 0,5 mL/min; detector UV, 210
nm.

4.9 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os extratos brutos, as fases hexanica e hidrometanolica obtidas das folhas de O.
lancifolia foram submetidos aos seguintes bioensaios: toxicidade para Artemia salina, atividade

antimicrobiana, atividade antirradicalar atividades genotoxica (teste SMART) e antifungica.

4.9.1 Teste de toxicidade sobre Artemia salina (TAS)

O ensaio de toxicidade sobre Artemia salina foi realizado no laboratério de pesquisa
LP-1 do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, de acordo
com a metodologia descrita na literatura (MEYER et al., 1982).

As amostras foram preparadas nas concentragdes de 1000, 100 e 10 g/mL, todas em
triplicata. A cada amostra adicionou-se 5 mL de solucdo salina (3,8 g/L) contendo 10
microcrustaceos (A. salina). Apos 24 horas registrou-se 0 numero de sobreviventes. Os dados

obtidos foram analisados no programa Probitos e sdo demonstrados por LDsy (dose necessaria
para provocar a morte de 50% dos individuos submetidos a analise).
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Foram testados o extrato bruto, bem como as fases hexanicas e hidrometandlicas das

folhas de O. lancifolia.

4.9.2 Ensaio de atividade antimicrobiana

O teste antimicrobiano foi realizado no extrato bruto e fases hexanica e
hidrometandlica das folhas de O. lancifolia com as bactérias gram-positivas Enterococcus
faecalis (ATCC 29218), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e a gram-negativa Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), utilizando placas contendo 96 compartimentos, sendo cada
compartimento denominado de pogo.

O indculo é realizado em placas de petri com agar Muller-Hinton, incubadas por 20
horas em estufa a 35° C. Apos este periodo é realizado o teste de susceptibilidade antibacteriana
pelo método de microdiluicdo de acordo com o protocolo CLSI /NCCLS M-7-A6 (2005).

As diluicGes variaram de 1000 pg/mL a 8,32 pg/mL para os extratos e as fases
hexanica e hidrometandlica, e de 32 pg/mL a 0,25 pg/mL para o controle positivo. As placas de
microdiluigdo foram incubadas em estufa a 35° C por 20 horas. A leitura foi feita considerando o
menor CMI (Concentragdo Minima Inibitoria).

Foram utilizadas trés placas para verificar cada atividade antibacteriana do extrato
bruto e das fases das folhas de O. lancifolia, uma para cada espécie de bactéria, juntamente com
0 respectivo antibacteriano padrdo Cloranfenicol, utilizando as bactérias Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Enterococcus faecalis (ATCC
29218).

Este ensaio foi realizado no Departamento de Farméacia-Bioguimica da Universidade

Federal de Mato Grosso do Sul, sob a responsabilidade da Dra Ana Lucia Batista.

49.3 Avaliacdo da atividade antirradicalar através do ensaio com 2,2-difenil-1-
picrilidrazila (DPPH)

Para verificar a atividade antirradicalar do extrato etanolico, fases hexanicas e
metanolicas e mistura de duas proantocianidinas das folhas e de O. lancifolia, utilizou-se o 2,2-
difenil-1-picrilidrazila (DPPH), através do ensaio espectrofotométrico (resposta qualitativa e/ou
quantitativa) (ZHANG et al., 2007).
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A capacidade antirradicalar das  substancias pode ser  avaliada
espectrofotometricamente através da facilidade com que o radical livre estavel 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH) recebe um atomo de hidrogénio de uma substancia potencialmente
antirradicalar.

Neste ensaio uma solucdo de DPPH 0,004% (2 mL) foi adicionada as solucdes das
amostras teste, em diferentes concentracdes (5, 10, 20, 40, 80 e 100 pgl.mL™), do controle
positivo (acido caféico) em microplaca de 96 pocos, e o etanol foi usado como branco, apos 30
minutos fez-se a leitura da absortividade molar destas solugdes a 517 nm. O decréscimo na
absortividade molar expressa o potencial antirradicalar da amostra teste que é representada por
uma curva da concentragdo pela porcentagem da variagdo da absortividade molar (AA). A

expressdo dos resultados foi dada pelo ICsp, calculado com base na analise de regressdo linear.

4.9.4 Ensaio de atividade genotoxica

O ensaio de atividade genotoxica foi realizado no laboratorio de pesquisa LP-1 do
Departamento de Quimica da UFMS, sob a responsabilidade da Dra. Zaira da Rosa Guterres.

Realizado de acordo com metodologia descrita na literatura (GRAF et al.,1984), o
Teste para deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica em células somaticas de Drosophila
melanogaster (“Somatic Mutation And Recombination Test — “SMART”) baseia-Se em mutagdes
encontradas nos tricomas que revestem as asas de D. Melanogaster. Durante as sucessivas
mitoses das células que originardo as asas, podem ocorrer alteracbes genéticas, levando ao
aparecimento de manchas mutantes. Estas regides sdo detectadas ao se analisar a diferente forma
dos pélos ou tricomas que expressam fenotipicamente os genes mwh ou flr®,

Pode-se contabilizar o numero total de manchas ou o tipo de mancha encontrada,
atraves da andlise das lesdes induzidas, sendo que o primeiro aspecto fornece dados
quantitativos, enquanto que o segundo elucida o tipo de lesdo ocorrida. Dois tipos de manchas
sdo possiveis, simples e gémeas que permitem detectar agentes causadores de mutagdes pontuais,
alteracbes cromossomicas, recombinacOes, delecdes, rearranjos, aneuploidias, entre outros
(GRAF et al., 1984).
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Foi utilizado para este ensaio o Cruzamento padrdo (ST) [fémeas + flr¥/TM3, Bd°®
cruzadas com machos mwh/mwh], portando os marcadores para a forma dos pélos das asas. Os
individuos foram previamente reproduzidos e as larvas no terceiro estagio de desenvolvimento
foram transferidas para frascos de vidros contendo meio alternativo (puré instantaneo de batata
Yoki®) e tratadas com diferentes concentracdes do extrato etandlico e fase hidrometanolica das
folhas de O. lancifolia.

Como controle positivo foi utilizado o cloridrato de doxorrubicina (DXR) nas
concentragdes 0,125 e 0,2 mg/mL e como controle negativo — solvente (dgua Milli-Q, 1% de
Tween-80 e 3% etanol). Os adultos emergentes [mwh + / + fIr¥ (MH) e mwh + / + TM3, Bds
(BH)] foram coletados e fixados em etanol 70%. As asas foram montadas entre laminas e
laminulas com solucdo de Faure e analisadas, quanto a ocorréncia de diferentes tipos de manchas
mutantes, em microscopios opticos com magnificacdo de 400x.

A analise dos individuos MH permite detectar a ocorréncia de mutacdes de ponto,
pequenas aberracdes cromossémicas e recombinacdes mitéticas e dos individuos BH permite
detectar a ocorréncia de mutagcdes de ponto e pequenas aberracbes cromossdmicas. Os dados
obtidos foram analisados estatisticamente através do teste de KASTENBAUM & BOWMAN,
1970 e as freqiiéncias de cada tipo de mancha mutante por mosca foram comparadas com as

frequéncias dos respectivos controles negativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo quimico da espécie O. lancifolia, resultou no isolamento e caracterizacao de
dezessete substancias. Foram estudadas as folhas e galhos da planta, iniciando com a preparacao
dos extratos etanolicos, os quais foram fracionados mediante particdo, originando as fases
hexanica e hidrometanolica. O material resultante destas fases, apds a evaporacdo dos solventes,
foi submetido a processos cromatograficos que levaram ao isolamento das substancias.

A determinagdo estrutural destas substancias foi realizada com base nos dados
espectroscopicos de RMN *H e *C (DEPT 135°), incluindo técnicas bidimensionais homo (*H-
'H CcoSsY, 'H-'H NOESY) e heteronucleares (HSQC e HMBC). As substancias conhecidas
tiveram suas identidades confirmadas por comparagdo dos dados de espectrais obtidos com 0s
existentes na literatura.

A sequéncia referente a determinacdo estrutural ou identificacdo das substancias
obtidas neste trabalho foi organizada de acordo com a classe a que pertence cada composto

[sesquiterpenos, flavonoides, biflavonoides, diterpenos, tocoferol, poliprenol e esteroides].

5.1 Sesquiterpenos

5.1.1 Substéncial

A substancia 1, de aspecto oleoso e incolor, foi obtida da fracdo OLGH11-5,
originada do fracionamento cromatografico da fase hexanica dos galhos de O. lancifolia
[descrita em Materiais e Métodos 4.7.2, p. 35 e 4.8.5, p.42].

Esta substancia foi identificada também em mistura com o composto 2 na fragdo
OLH-03 (35-37), obtida da fase hexanica das folhas de O. lancifolia [descrita em Materiais e
Métodos 4.5.1.3.2, p.30 ].

O espectro de RMN de *3C [Espectros 2 - 3; Tabela 6, p.53] apresentou um sinal
relativo a carbono de uma carboxila (6 182,6), confirmando tratar-se de um &cido carboxilico. A
listagem dos sinais de RMN de *3C levou a um conjunto de quinze sinais, permitindo definir os

seguintes grupos: uma carboxila, trés metilas, cinco metilenos, dois carbonos ndo ligados a
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hidrogénios, sendo um deles quaternario e outro olefinico, e trés metinos (sendo um deles
olefinico). Estes sinais permitem propor para esta substancia a formula molecular Ci5H405,
confirmada pelo espectro de massas, a qual sugeriu que 1 pertence a classe dos sesquiterpenos.

A relagdo carbono/hidrogénio constante nesta formula molecular levou a proposta de
que se trata de um sesquiterpeno biciclico, cujo esqueleto carbénico (desprovido de funcgdes)
possui quatro metilas, seis metilenos, quatro metinos e um carbono quaternario.

Os sesquiterpenos se constituem na classe de metabolitos secundarios com maior
diversidade de esqueletos. Considerando-se 0s esqueletos de sesquiterpenos biciclicos de

ocorréncia mais frequiente na natureza, podemos selecionar os listados na Figura 7.

. Guaiano ;
Cadinano ; E Drimano %’n
Cariofilano ( q%? QO'

Widrano
Eudesmano

Biciclogermacrano

Figura 6. Alguns esqueletos de sesquiterpenos biciclicos de ocorréncia comum em plantas.

Dentre estas possibilidades, considerando as caracteristicas do esqueleto carbbnico de
1, mencionadas anteriormente, foram pré-selecionados 0s esqueletos eudesmano e cariofilano
como possibilidades. Este ultimo foi eliminado pela analise dos experimentos bidimensionais,
que demonstraram a auséncia de um sistema gem-dimetila em carbono quaternario e da presenca
de um grupo isopropila.

Desta forma, levando-se em conta 0s aspectos acima mencionados e as classes de
sesquiterpenos que ocorrem em Lauraceae, foi admitida a possibilidade esqueleto eudesmano

para a substancia 1.
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Esqueleto eudesmano

No espectro infravermelho [ p. 62] de 1 foi observada uma banda larga, com maximo
em 3440 cm™, com caracteristicas relativas de estiramento de O-H de 4cido carboxilico, uma
banda intensa em 2931 cm™, referente a estiramento C — H de carbono sp®, e uma banda em 1708
cm, relativa a estiramento C = O de 4cido carboxilico .

O espectro de RMN *H de 1 [Espectro 1; Tabela 6; p.53] apresentou dois dubletos em
5 0,76 e 6 1,16, referentes a duas metilas ligadas a carbonos metinicos e um singleto a & 0,89,
correspondente a uma metila ligada a carbono quaternario; a quarta metila do esqueleto encontra-
se sob a forma de carboxila.

O experimento HSQC [Espectros 5 — 8; Tabela 6; p.53] permitiu efetuar as
atribuicdes mostradas na Tabela 6.

A andlise do experimento HMBC [Espectro 9 - 11; Tabela 6; p. 53] mostrou que 0s
hidrogénios da metila a o4 1,16 acoplam com o carbono metinico a ¢ 44,3 e com o carbono da
carboxila a 3¢ 182,7; por outro lado, o hidrogénio referente ao sinal a & 2,28 acopla com o
carbono da carboxila (6 182,7), com o carbono da metila a 6 13,9 (64 1,16) e com o carbono

metinico a 6 33,5. Este conjunto de dados leva a estrutura parcial abaixo:

r-fff

84 1,80€e 8¢ 335 ‘\ 5c 182,7

% COOH

J \/SH 228e8:44,3

8 1,16 € 8¢ 13,9

Ou seja, este conjunto de sinais evidencia que a carboxila se localiza num dos
carbonos de um grupo originalmente isopropilico, ligado a um carbono metinico. Constatou-se
também, a presenca de outras duas metilas, sendo uma ligada a carbono metinico e a outra ligada

a carbono quaternario, que é compativel com a estrutura parcial a seguir.
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14

10

15
Considerando-se a estrutura do esqueleto eudesmano, a ligagcdo dupla gerando um
carbono sem hidrogénio e outro metinico e o envolvimento da isopropila na fungdo &cido

carboxilico (vide estrutura parcial acima), poderiamos propor as estruturas abaixo:
14

12
COOH

15 13
A B

No caso da estrutura A, a metila se encontra ligada a carbono de dupla, o que néo é
constatado nos espectros de RMN; no caso da estrutura B, o hidrogénio metinico da ligacdo
dupla ndo acoplaria de maneira significativa com um carbono metilénico, como foi observado
nos experimentos de RMN bidimensionais. Desta forma, constata-se que nao € possivel
compatibilizar uma estrutura com esqueleto eudesmano com os dados de RMN observados para
a substancia 1.

Uma possibilidade considerada foi a de que se trate de um esqueleto eudesmano
rearranjado, correspondente ao esqueleto eremofilano. Neste caso, a localizagdo da ligacéo dupla
entre os carbonos C-1 e C-10 ou entre C-9 e C-10 seria compativel com os dados

espectroscopicos mencionados.

1 9 1 9

12 12
COOH COOH

15 13 15 13
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No experimento NOESY [Espectro 14-16, p.60-61] de 1 foram observadas
correlacdes espaciais entre os hidrogénios a 6 0,89 (C-14) e o hidrogénio a 6 2,28 (H-11),

indicando que ambos estdo do mesmo lado (cis).

COOH

O experimento HSQC permitiu constatar que o carbono metilénico com deslocamento
quimico em & 32,1 se correlaciona com os hidrogénios referentes aos sinais a 6y 2,14 m e 841,85
m, compativeis com um metileno alilico. O experimento HMBC mostrou a correlacdo destes
hidrogénios com os carbonos da ligacdo dupla e com C-7, indicando que o referido metileno
corresponde a C-8 e que, portanto, a ligacdo dupla na estrutura da substéncia 1 se localiza em C-
9/C-10 (possibilidade A).

Além da analise da configuracdo de energia minima por MMX obtida pelo programa
PC-Model (versédo 7) para 1, foi possivel verificar o acoplamento entre o H—-7 e H-11comJ=
12,2 Hz, apontando um acoplamento trans entre esses H.

O deslocamento quimico de C-8 é compativel com os efeitos de desprotecdo dos dois
grupos vizinhos, fundamentando assim a proposta estrutural para o composto 1 [Figura 8].

Reunindo-se as informagdes obtidas no conjunto de espectros [RMN de H e B¢,
experimentos HMBC e HMQC] foi possivel realizar as atribuicdes e constatar as correlagdes
mostradas na Tabela 6.

12
COCH

15 13

Figura 7. Estrutura da Substancia 1
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O espectro de massas de 1 [Espectro 18, p. 62], obtido por EIMS, apresentou um ion
a m/z 236,0 [M] ™ relativo a formula molecular CisH40,, compativel com a proposta
supracitada.

O sesquiterpeno 1, caracterizado como sendo o acido 4B, 58, 7p-eremofil-9-en-12-
oico, esta sendo descrito pela primeira vez na literatura [Figura 7].

Esta substancia também foi identificada em mistura com o composto 2, apresentando-
se como produto majoritario nas fracbes OLH3-27, OLH3-35, OLH3-39 e OLH4-42-44,
provenientes das folhas, e na fracdo OLGH11-4, dos galhos, todas originarias das fases
hexanicas.

Embora comum em espécies de Asteraceae e em algumas familias vegetais
(GUINAUDEAU et al., 1975; GUINAUDEAU et al., 1979; GUINAUDEAU et al., 1983;
GUINAUDEAU et al., 1988), sesquiterpenos eremofilanos sdo inéditos em Ocotea e encontra-se
apenas um relato na literatura em um espécime pertencente a familia Lauraceae, Lindera
strychnifolia (MIMURA et al., 2010).

Distancia C-14:H-6ax

4.49Q A
Disténcia C-14:H-8ax
4.402 A

Distancia C-14:H-11

2.555 A 1.78Hz (-B7.2 Deg) -y

f  5.70Hz
3.180 A 13.58Hz (172.6 Deg) f (52.4 peg)
£ FH-11,5-13

Figura 8. Configuracgdo de energia minima por MMX obtida pelo programa PC-Model for

Windows — versdo 7, para a substancia 1.
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Tabela 6. Dados de RMN *H e *C (300/75MHz, CDCIls) e correlagdes observadas nos
experimentos HSQC e HMBC (300/75 MHz, CDCl3) do sesquiterpeno 1.
(1) HMBC
C/H L ® & 'H [m, J(H2)] (H-C)
1 30,5 1,90m; 1,73 m
2 29,2 1,72m; 1,21 m
3 31,2 1,30m; 1,41 m C-4; C-5
4 38,7 1,62 m C-5; C-14; C-15
5 39,2 -
6 37,4 1,87 m; 0,90 m C-5; C-7
7 33,5 1,80 m C-9;C-11
8 32,1 2,14 m; 1,85m C-1; C-7; C-9; C-10
9 117,2 5,24 dd (5,8; 1,3 Hz) C-1,C-5;C-7; C-8
10 146,6 -
11 443 2,28dq (12,2; 7,1 Hz) C-6; C-7; C-12; C-13
12 182,7 -
13 13,9 1,16 d (7,1 Hz) C-7; C-11; C-12
14 20,7 0,89s C-5; C-6; C-10
15 15,5 0,76 d (6,7 Hz) C-5
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Espectro 1. Espectro de RMN *H de OLGH11-5 (Substancia 1) (300 MHz, CDCls)
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Espectro 2. Espectro de RMN *C de OLGH11-5 (Substancia 1) (75 MHz, CDCls)
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Espectro 3. Expansdo do espectro de RMN *C de OLGH11-5 (Substancia 1) (75 MHz,
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Espectro 4. Espectro de DEPT 135° de OLGH11-5 (Substancia 1) (75 MHz, CDCly)
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Espectro 5. Experimento HSQC de OLGH11-5 (Substancia 1) (300/75 MHz, CDCly)
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Espectro 6. Expansao do experimento de HSQC de OLGH11-5 (Substéancia 1) (300/75

MHz, CDCls)
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Espectro 8. Expansdo do HSQC de OLGH11-5 (Substancia 1) (300/75 MHz, CDCls)
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Espectro 10. Expansdo do HMBC de OLGH11-5 (Substéancia 1) (300/75 MHz, CDCls)
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Espectro 11. Expansdo do HMBC de OLGH11-5 (Substancia 1) (300/75 MHz, CDCl5)
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Espectro 12. Experimento COSY ‘H —'H de OLGH11-5 (Substancia 1) (300 MHz, CDCls)
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Espectro 14. Experimento NOESY de OLGH11-5 (Substancia 1) (300 MHz, CDCls)
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Espectro 16. Expansdo do experimento NOESY de OLGH11-5 (Substancia 1) (300 MHz,
CDCls)
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Espectro 17. Espectro de Infravermelho de OLGH11-5 (Substancia 1) (CDCly)
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Espectro 18. Espectro EIMS (70 eV) de OLGH11-5 (Substéancia 1) (CDCl,)

5.1.2 Substancia 2

A substancia 2, de aspecto oleoso e esverdeada, foi obtida a partir dos fracionamentos
cromatograficos realizados com a fase hexanica proveniente do extrato etanélico dos galhos e
caracterizada em mistura com o composto 1 na fragio OLGH11-4, como produto majoritario

[descrito em Materiais e Métodos 4.8.5, p. 42].

Esta substancia também foi caracterizada em mistura com o composto 1 em material

proveniente das folhas [fase hexanica], na fracdo denominada OLH-03 (35-37), sendo que 2
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apresenta-se como um componente minoritario [descrito em Materiais e Métodos 4.5.1.3.2, p.
30].

Os sinais listados para o composto 2 nos espectros RMN de *C e DEPT 135°
[Espectros 22-25; Tabela 7, p. 65] compdem um conjunto de quinze sinais, 0S quais mostraram
valores de deslocamento quimico muito semelhantes aos observados para o composto 1. Da
mesma forma que para este, os sinais foram relativos a uma carboxila, trés metilas, cinco
metilenos, dois carbonos ndo ligados a hidrogénio, sendo um quaternario e outro olefinico, e
quatro metinos (sendo um deles olefinico).

O espectro de massas de 2 [Espectro 35, p. 74], indicou a férmula molecular
Ci5H240,, a qual, juntamente com os dados de RMN sugerem tratar-se de um isémero do
composto 1, possuindo, portanto, esqueleto eremofilano.

O experimento HMBC [Espectros 28-29; Tabela 8, p. 65] mostrou que os hidrogénios
da metila a & 1,14 acoplam com os carbonos metinicos a & 34,8 e & 43,3 e com a carboxila a &
182,8, indicando uma estrutura parcial idéntica a observada na estrutura do composto 1,
correspondente a uma isopropila onde uma das metilas foi oxidada a uma carboxila.

Estas consideracdes levaram a proposta de que 1 e 2 possuem estruturas isoméricas,
diferindo apenas na localizacédo da ligacdo dupla. A proposta imediata foi a de que 1 corresponde
a possibilidade B [p.50] formulada durante o estudo da estrutura da substancia 1. Sendo assim, a
estrutura da substancia 2 teria a ligacdo dupla em C1-C10.

O experimento HSQC [Espectros 26-27; Tabela 8, p. 65] do composto 2 permitiu
listar as atribuicGes mostradas na Tabela 8, enquanto o experimento HMBC evidenciou as
correlagfes do hidrogénio a & 5,3 (H-1) com o carbono a & 26,9 (C-2) e do hidrogénio a 6 1,95
(H-9) com o carbono a 6 120,8 (C-1) e dos hidrogénios da metila a 5 1,14 (H-13) com o0s
carbonos metinicos a 6 33,84 (C-7) e 6 43,25 (C-11).

O experimento COSY 'H — 'H [Espectros 31-33, p.72] apresentou correlacdes
coerentes com as atribui¢bes realizadas com base nos experimentos HMBC e HSQC. O
experimento NOESY [Espectros 34, p.73] mostrou, entre outras, a correlacdo dos hidrogénios da
metila 14 (5 0,90) com o hidrogénio H-11 (& 2,43), permitindo assim definir a relacdo cis entre

0s mesmos. O sesquiterpeno 2 esta sendo descrito pela primeira vez na literatura.
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Além da analise da configuracao de energia minima por MMX obtida pelo programa
PC-Model (versédo 7) para 2, foi possivel verificar o acoplamento entreoH—-7 e H—-11comJ=
12,3 Hz, apontando um acoplamento trans entre esses hidrogénios [Figura 10].

Desta forma, foi possivel determinar que a estrutura da substancia 2 correspondente

ao acido 4p, 5p, 7p-eremofil-1(10)-en-12-oico [Figura 9]
1 9

12
COOH

15 13
2

Figura 9. Estrutura da substancia 2

Disténcia C-14:H-11
2.elg A

J(H-1,H-2alfa)

2.74B A 2.92Hz [ 73.5 Deg) ¢ 7 8 )
J(H-T7 ,H-8ax

2.449 A 4 Bd4Hz ( 48B.@ Deg)

J(H-1,H-2beta)
2.579 A 4 .BBHz [ -41.2 Deg)

J(H-7 ,H-Beq)
S7@ A 2

2 @SHz (-B7.3 Deg)

J{H-7 ,H-11)
2.963 A 12.3BHz (178.7 Deg)

J(H-7 ,H-6eq)
2.496 A 1.B9Hz ( EB.9 Deg)

J{H-7 ,H-6ax)

2.33@ A S5.49Hz (-44.1 Deg)

Figura 10: Configuracdo de energia minima por MMX obtida pelo programa PC-Model for

Windows — versdo 7, para a substancia 2.

ESTUDO QUIMICO DE PLANTAS DO CERRADO: O. lancifolia (Schott) MEZ (LAURACEAE)



5. Resultados e Discussao

65

Tabela 7 - Dados de RMN *H e *C (300/75 MHz, CDCls) do sesquiterpeno 2 e dados de RMN

3¢ (75 MHz, CDCl5) de 1.

(2) 1)
C/H 5 °C 5 'Hm, J(Hz) s °C
1 120,8 5,30 dd (5,4;1,5) 30,5
2 28,0 1,93m; 2,29 m 29,2
3 26,9 1,22m; 1,43 m 31,2
4 36,7 1,50 m 38,7
5 37,6 - 39,2
6 37,8 1,30 m; 1,50 m 37,4
7 34,8 1,71 m 33,5
8 29,5 1,48 m; 1,61 m 32,1
9 25,2 1,95 m 117,2
10 143,2 - 146,6
11 43,3 2,43 m 44,3
12 182,8 - 182,7
13 15,8 1,14d (7,1) 13,9
14 15,9 0,90s 20,7
15 14,1 0,87d(7,1) 15,5

Tabela 8 — Dados de RMN *H e **C, atribuidos com base no experimento HSQC e correlagdes

observadas no experimento HMBC de (2) (300/75 MHz, CDCl3)

HSQC (2) HMBC (2)
C/H s C & 'Hm, J(Hz) (H—>C)
1 120,8 5,30 dd (5,4:1,5) c-3
2 28,0 1,93 m; 2,29 m
3 26,9 1,22m; 1,43 m
4 36,7 1,50 m
5 37,6 -
6 37,8 1,30 m; 1,50 m C-10
7 34,8 1,71 m C-5
8 29,5 1,48 m; 1,61 m
9 25,2 1,95 m C-1; C-10
10 143,2 -
11 43,3 2,43 m C-7; C-12; C-13
12 182,8 -
13 15,8 1,14d (7,1) C-7;C-12
14 15,9 0,90's C-6
15 14,1 0,87d (7,1) C-2; C-3;C-4; C-14
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Espectro 19. Espectro de RMN *H de OLGH11-4 (Substancia 2) (300 MHz, CDCls)
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Espectro 20. Expanséo do espectro de RMN *H de OLGH11-4 (Substancia 2) (300 MHz,
CDCly)
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Espectro 21. Expanséo do espectro de RMN *H da fracdo OLGH11-4 (Substancia 2) (300

MHz, CDCls)
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Espectro 22. Espectro de RMN **C de OLGH11-4 (Substancia 2) (75 MHz, CDCls)
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Espectro 23. Expansao do espectro de RMN **C de OLGH11-4 (Substancia 2) (75 MHz,
CDCly)
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Espectro 24. Espectro DEPT 135° de OLGH11-4 (Substancia 2) (75 MHz, CDCls)
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Espectro 25. Expansao do espectro DEPT 135° de OLGH11-4 (Substancia 2) (75 MHz,

CDCly)
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Espectro 26. Experimento HSQC de OLGH11-4 (Substancia 2) (300/75 MHz, CDCls)
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Espectro 28. Experimento HMBC de OLGH11-4 (Substancia 2) (300/75 MHz, CDCls)
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Espectro 29. Expansdo do HMBC de OLGH11-4 (Substancia 2) (300/75 MHz, CDCly)
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Espectro 30. Experimento COSY *H —'H de OLGH11-4 (Substancia 2) (300 MHz, CDCl5)
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Espectro 33. Expansdo do COSY *H -* H de OLGH11-4 (Substancia 2) (300 MHz, CDCls)
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Espectro 34. Expansdo do NOESY de OLGH11-4 (Substancia 2) (300 MHz, CDCl5)
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Espectro 35. Espectro EIMS (70 eV) de OLGH11-4 (Substancia 2) (CDCly)
5.1.3 Substéncia 3

A substancia 3, de aspecto oleoso e amarelada, foi obtida a partir dos fracionamentos
cromatograficos realizados com a fase hexanica proveniente do extrato etanélico dos galhos,
sendo encontrada nas fragdes OLGH11-3 e OLGH28-6680. A substancia 3 foi purificada a partir
da fracdo OLGH11-3, através de CLAE [descrito em Materiais e Métodos 4.7.4, p. 36 e 4.8.5,
p. 42].

Os espectros de RMN 'H e 3C de 3 [Espectros 36 - 40, Tabela 9, p. 79-81]
mostraram caracteristicas de sesquiterpenos. No espectro de RMN *H [Espectros 36 - 37, Tabela
9, p. 77] destacam-se trés sinais relativos a metilas (6 0,94 e 6 1,14 - dubletos e & 1,04 —
singleto), sendo esta Ultima ligada a carbono quaternario, e um sinal em $ 5,80, singleto largo,
correspondente a um hidrogénio olefinico.

Os espectros de RMN **C de 3 [Espectros 38 - 40, Tabela 9, p.77] apresentaram um
conjunto de 15 sinais, referentes a uma carbonila, uma carboxila, trés metilas, quatro carbonos
metilénicos, quatro metinicos e dois carbonos ndo ligados a hidrogénios, sendo um olefinico e
um quaternario. Estes dados, aliados ao pico do ion molecular do espectro de massas a m/z 250
[Espectro 53, p.87], permitiram propor para esta substancia a formula molecular C15H,,0s.

Considerando os grupos citados e o IDH igual a 5 resultante da relagdo
carbono/hidrogénio constante nesta formula molecular pdde-se admitir como proposta inicial que
a substancia 3 seja um sesquiterpeno biciclico. O conjunto de dados de RMN tem grande
semelhanga como 0 observado para as substancia 2 e a comparagdo destes dados permitiu
avancar na proposta de que a substancia 3 possui esqueleto eremofilano, diferenciando-se

daquela substancia apenas por apresentar uma carbonila adicional.
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A anélise mais detalhada dos dados de RMN **C mostrou diferencas significativas
entre os valores dos deslocamentos quimicos relativos aos carbonos do anel A, indicando que a
carbonila em 3 se encontra neste anel. Preliminarmente, as possibilidades para a localizagédo
deste grupo funcional seriam C-2 e C-3. O valor de deslocamento quimico do carbono cetdnico
(6 199,4) indicou que esta carbonila esta conjugada e, portanto, deve se localizar em C-2, o0 que
foi confirmado pelo Amsx €m 255 nm no espectro UV/Visivel de 3, caracteristico de uma cetona
a,B-insaturada [Espectro 54, p.88] .

Os deslocamentos quimicos dos carbonos do anel A, particularmente as desprotecoes
significativas em C-1, C-2, C-3 e C-10 quando comparados com o0s de 2, mostraram-se
compativeis com a presenca do carbono carbonilico no C-2. Da mesma forma, a multiplicidade

do sinal do H-1 passou de multipleto em 2 para singleto em 3.

26,9

O experimento HSQC [Espectro 43-44, p.82-83] com o composto 3 permitiu listar as
atribuicdes mostradas na Tabela 10, enquanto o experimento HMBC [Espectros 45 - 47; Tabela
10, p.78] evidenciou as correlagbes constantes na Tabela 10, destacando-se que os hidrogénios
da metila a 6 1,14 (H-13) acoplam com a carboxila a & 181,25 (C-12) e com os carbonos
metinicos a & 33,84 (C-7) e 6 43,25 (C-11). Da mesma maneira que para 0s compostos 1 e 2,
estas correlagdes indicam a existéncia em 3 de um grupo “isopropilico” contendo uma carboxila
e uma metila. Observou-se, através do experimento HMBC também, que hidrogénio a & 5,82
(H-1) acopla com os carbonos a 639,94 (C-5) e 6 42,07 (C-3).

No experimento COSY *H — *H [Espectros 48 — 49, p. 85] foi possivel confirmar o
acoplamento vicinal entre os hidrogénios em & 2,39 e & 1,72 atribuidos a H-11 e H-7,
respectivamente, assim como dos hidrogénios a 6 1,14 e & 2,39 atribuidos a H — 13 e H-11,

respectivamente, compativel com a localizagdo do grupo isopropila em C-7.

ESTUDO QUIMICO DE PLANTAS DO CERRADO: O. lancifolia (Schott) MEZ (LAURACEAE)

75



5. Resultados e Discussao

No espectro de infravermelho de 3 [Espectro 52, p. 87] foi observada uma banda
larga em 34484 cm™ relativa ao estiramento O-H de &cido, banda intensa em 2958,5 cm™,
relativa a estiramento C — H, além de uma banda em 1704 cm™ relativa as carbonilas do 4cido e
da cetona conjugada, consideravelmente mais intensa que a banda em 1654,8 cm™, relativa a
ligacdo dupla carbono-carbono. A estereoquimica de 3 segue conforme a apresentada para o
composto 1, onde o espectro resultante do experimento NOESY [Espectro 50 — 51, p.86]
mostrou a correlagdo dos hidrogénios da metila 14 com o hidrogénio H-11, permitindo assim
definir a relagéo cis entre 0s mesmaos.

O sesquiterpeno 3, caracterizado como sendo acido 4p, 58, 7B -eremofil-1(10)-en-2-

0x0-12-oico, esta sendo descrito pela primeira vez na literatura.

12
! COOH

11
14

15 13

Figura 11. Estrutura da substancia 3.

ESTUDO QUIMICO DE PLANTAS DO CERRADO: O. lancifolia (Schott) MEZ (LAURACEAE)

76



5. Resultados e Discussao 77

Distdncia C14:H11
5.082 A

BU7 A 1.93Hz ( 7Q.2 Deg
I(H6 g, HT)

S7066 A 12.2BHz (-175.3 Deg)

J(HGy  HT)
2.572 A 1.7GHz (-67.8 Deg)
J(H11,H13)= 6.7Hz (51.7 Deg)
481 A 4.95Hz ( 50.7 Dea) 3.107 A 13.56Hz (172.2 Deg)

Figura 12: Configuracédo de energia minima por MMX obtida pelo programa PC-Model for

Windows — verséo 7, para a substancia 3.
Tabela 9. Dados de RMN *H e **C 3 (300/75 MHz, CDCls) e dados de RMN **C de 2 (75

MHz, CDCl5)
€©) )
C/H 5 °C & H [m, J (H2)] 5 °C
1 125,4 5,80s 120,8
2 199,4 - 28,0
3 42,0 21-23m 26,9
4 35,9 2,17 m 36,7
) 39,9 - 37,6
6 36,6 2,20 m; 2,48 m 37,8
7 33,8 1,72 m 34,8
8 27,9 1,6-18m 29,5
9 28,8 1,73m; 1,33 m 25,2
10 173,9 - 143,2
11 43,2 2,39 m 43,3
12 181,2 - 182,8
13 14,0 1,14 d (6,6) 15,8
14 19,1 1,04s 15,9
15 15,2 0,94 d (6,6) 14,1
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Tabela 10 - Correlac6es observadas nos experimentos HSQC e HMBC de (3) (300/75 MHz,

CDCl,)
HSQC (3) HMBC (3)
C/H 8§ 13C & 'H [m, J (Hz)] H—>C
1 125,4 580s C-3,C-5
2 199,4 _
3 42,0 21-23m C-4; C-5; C-2
4 35,9 2,17 m
5 39,9 -
6 36,6 2,20 m; 2,48 m
7 33,8 1,72 m
8 27,9 1,6-1,8m
9 28,8 1,73m; 1,33 m
10 173,9
C-7; C-12
11 43,2 2,39 m
12 181,2 -
C-7; C-11: C-12
13 14,0 1,14 d (6,6)
C-4; C-5; C-10
14 19,1 1,04s
C-4; C-5; C-6
15 15,2 0,94 d (6,6)
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Espectro 36. Espectro de RMN *H de OLGH11-3 (Substancia 3) (300 MHz, CDCls)
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Espectro 37. Expanséo do espectro de RMN *H de OLGH11-3 (Substancia 3) (300 MHz,
CDCly)
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Espectro 38. Espectro de RMN *C de OLGH11-3 (Substancia 3) (75 MHz, CDCl5)
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Espectro 39. Expansao espectro de RMN **C de OLGH11-3 (Substancia 3) (75 MHz,
cDCly)
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Espectro 40. Expansao espectro de RMN *C de OLGH11-3 (Substancia 3) (75 MHz,

CDCls)
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Espectro 41. Espectro DEPT 135° de OLGH11-3 (Substancia 3) (75 MHz, CDCls3)
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Espectro 42. Expansao do espectro DEPT 135° de OLGH11-3 (Substancia 3) (75 MHz,

CDCly)
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Espectro 44. Expansao do HSQC de OLGH11-3 (Substéancia 3) (300/75 MHz, CDCls)
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Espectro 45. Experimento HMBC de OLGH11-3 (Substancia 3) (300/75 MHz, CDCls)
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Espectro 46. Expansdo do HMBC de OLGH11-3 (Substancia 3) (300/75 MHz, CDCly)

HSQC HsSQC | HMBC
{
J.
- - ppm —~ ppm ppm
SETE] ¥ :
; o 203 D Fode 28 28
H12s.0 - e L2 )
. 00 » : B s
- 1255 7,
N 3 30 3 ka0
9 08 F126.0 i i
¥ E31 i Fa1
1265 P <
4 b
T 32 T Faz
T ey 1270 H i
62 61 60 59 58 57 56 55 54 53  ppm ] %
3 33 i Fa3
.{ D 34 3 Fa4
4 35 4 a5
—,)‘: B 36 Fas
| w a
i 38 i |38
1 39 b Fag
=3 Fa0 m " Fao
a1 Fa1
H S w06
s @ Laz U e Faz
E
& @ i a3 Fas
= , ” "
T T T T T s ) T T T T a5
35 30 25 20 15 10 ppm 62 60 58 56 54 ppm

Espectro 47. Expansdes do experimento HMBC de OLGH11-3 (Substancia 3) (300/75MHz,
CDCly)
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Espectro 49. Expansdo do COSY *H — 'H de OLGH11-3 (Substancia 3) (300 MHz, CDCl,)
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Espectro 50. Experimento NOESY de OLGH11-3 (Substancia 3) (300 MHz, CDCls)
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Espectro 51. Expansdo do NOESY de OLGH11-3 (Substancia 3) (300 MHz, CDCl,)
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Espectro 54. Espectro UV/Visivel de OLGH11-3 (Substancia 3) (CDCls)

5.1.4 Substéncia 4
Processos cromatograficos realizados com a fase hexéanica das folhas levaram a

obtencdo da fracdo OLH3 — 3749 — 14, na qual foi caracterizada a substancia 4, em mistura com
outros componentes minoritarios [descrito em Materiais e Métodos 4.5.1.3.1, p. 30].

O espectro de RMN 'H de 4 [Espectros 55 — 56; Tabela 11, p. 91] apresentou trés
sinais relativos a metilas, sendo dois dubletos (6 0,82 6,6 Hz e 6 1,25 7,4 Hz) referentes aos
hidrogénios de duas metilas ligadas a carbonos metinicos, e um singleto (6 0,99), atribuido aos
hidrogénios de uma metila ligada a carbono quaternario. Mostrou também um dubleto a 6 5,41,
relativo a hidrogénio ligado a carbono olefinico, e um duplo dubleto em 6 4,82.

Os espectros de RMN *C e DEPT 135° de 4 [Espectros 57 — 60; Tabela 11, p. 91]
apresentaram um conjunto de 15 sinais, correspondentes a uma carboxila, trés metilas, quatro
carbonos metilénicos, cinco metinicos e dois carbonos ndo ligados a hidrogénios, sendo um
olefinico e um carbono quaternario. Entre os sinais de carbonos metinicos foi observado um em

8¢ 75,0, indicando que o sinal no espectro de RMN *H a & 4,82 corresponde a um hidrogénio

carbinélico.
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No espectro infravermelho [Espectros 69, p. 99] de 4 foram observadas duas bandas
em 2920 e 2850 cm™, relativas ao estiramento C-H, e banda em 1770 cm™, compativel com
estiramento C = O de um grupo y-lactona.

A relagdo carbono/hidrogénio, que leva a um IDH igual a 5, a multiplicidade e
deslocamentos quimicos dos carbonos, aliados ao pico do ion molecular do espectro de massas
[Espectros 70, p. 100] a m/z 234, nos permitem propor para esta substancia a formula molecular
CisH20:.

A reunido destes dados com a definicdo da presenca de uma ligacdo dupla carbono-
carbono e uma carboxila, indica que 4 se trata de um sesquiterpeno com esqueleto carbdnico
biciclico, possuindo um anel lacténico, possivelmente de esqueleto eremofilano. Admitindo-se
esta possibilidade, o composto 4 difere dos compostos 1-2 pela presenca de um oxigénio ligado a
carbono metinico sp®. O deslocamento quimico do hidrogénio ligado ao referido carbono (&
4,82) indica uma desprotecdo compativel com uma localizacdo alilica e com a participagcdo num
sistema lactonico.

O experimento HMBC [Espectros 63 - 64; Tabela 12, p. 92] com o composto 4
mostrou que os hidrogénios da metila a & 1,25, atribuidos a H-13, acoplam com o carbono
metinico a 8 43,0 (C-7) e com o carbono da carboxila a 6 179,80 (C-12), evidenciando o grupo
“isopropilico” idéntico aos observados nos compostos 1-3. No experimento COSY H - H
[Espectros 65 — 66, p. 97] foi possivel observar o acoplamento entre os hidrogénios referentes
aos sinais em 6 5,41 e 6 4,82, indicando a localizagéo vicinal destes hidrogénios.

Estes dados, aliados as consideracdes sobre os compostos 1-3, e o fato de que o
deslocamento quimico do carbono carboxilico de 4 € menor (carbono mais protegido) em relacéo
ao observado naqueles compostos, leva a proposicao de que 4 se trata de um sesquiterpeno com
esqueleto eremofilano com uma ligag&o dupla C9-C10 e uma y-lactona entre C-12 e C-8.

O hidrogénio referente ao sinal a 6 4,82, atribuido a H-8, apresentou correlagdo com o
carbono metilénico a ¢ 35,56 (C-6), da mesma forma que o hidrogénio a oy 5,4, atribuido a H-9,

se correlaciona com o carbono em & 43,0 (C-7).
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182,7
12 COOH

1 13 4 13

A atribuigdo inequivoca dos valores de deslocamento quimico para os carbonos de 4,
principalmente os valores relativos aos sinais do anel B e carbono carbindlico, foi realizada com
0 auxilio das informacdes fornecidas pelos espectros HSQC e/ou HMBC [Tabela 12, p.92].

A definicdo da estereoquimica da juncdo do anel y-lactona pode ser definida pelas
constantes de acoplamento dos hidrogénios envolvidos: o duplo dubleto em 6 4,82 (7,35 e 3,6
Hz), atribuido a H-8, o dubleto em & 5,41 ( 3,5 Hz), atribuido a H-9. Estes dados informam que o
valor da constante de acoplamento de H-8/H-7 € 7,5 Hz, o qual é compativel com uma relagédo
trans-pseudo diaxial. Admitindo-se que o composto 4 tem a mesma configuracdo no C-7 que 0s
compostos precedentes (1-3), pode-se definir, entdo, a estereoquimica da referida jungdo como
sendo trans, conforme mostrado na Figura 13, confirmada pela configuracdo de energia minima
por MMX obtida pelo programa PC-Model for Windows — versdo 7, para a substancia 4.

O sesquiterpeno 4 caracterizado como acido 4p, 5B, 7p-eremofil-9-en-12,8a-o0lido

esta sendo descrito pela primeira vez na literatura.

Figura 13. Estrutura da substancia 4.
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J(HS ,H9)
2771 A 2_B@H=z [ E9.5 Deg)

J(HB,HT)
3.144 A 1@.5EHz (174.9 Deg)

>

3_@FE A 12_2BH=z [ -175_3 Deg)

J(HT ,Hoax)
2.564 A 1.8BHz ( 7@.7 Deg)

Figura 14: Configuracdo de energia minima por MMX obtida pelo programa PC-Model for
Windows — versdo 7, para a substancia 4.

Tabela 11 - Dados de RMN *H e *C (300/75 MHz, CDCls) de (4) e dados de RMN **C (75
MHz, CDCls) de (1)

4) 1)
C/H s BC 8 'H [m, J(H2)] s C
1 30,5 2,0m; 1,90 m 30,5
2 28,3 1,79 m; 1,22 m 29,2
3 32,5 1,35 m; 1,45 m 31,2
4 39,5 2,22'm 38,7
5 37,2 - 39,2
6 35,5 1,64 m 37,4
7 43,0 2,50 q (7,4) 33,5
8 75,3 4,82 dd (7,3; 3,5) 32,1
9 115,0 541d (3,5) 117,2
10 152,4 - 146,6
11 39,8 1,37 m 443
12 179,8 - 182,7
13 13,5 1,25d (7,4) 13,9
14 19,8 0,99s 20,7
15 15,2 0,82 d (6,6) 15,5
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Tabela 12. Correlagbes observadas nos experimentos HSQC e HMBC de (4) (300/75 MHz,

CDCls)
HSQC (4) HMBC (4)
C/H 8 3c & 'H [m, J(H2)] (H—>C)
1 30,5 2,0m; 1,90 m C-2
2 28,3 1,79 m; 1,22 m
3 32,5 1,35m; 1,45 m
4 39,5 2,22 m
5 37,2 -
6 35,5 1,64 m C-4; C-5; C-7; C-10;
C-11; C-14
7 43,0 2,50 q (7,4) C-12; C-13
8 75,3 4,82 dd (7,3; 3,6) C-6
9 115,0 5,41 d (3,5) C-5; C-7
10 152,4 -
11 39,8 1,37 m
12 179,8 -
13 13,5 1,25d (7,4) C-7, C-12
14 19,8 0,99 s C-5; C-6; C-10
15 15,2 0,82 d (6,6) C-4; C-5

T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 as a.0 as 3.0 2s 2.0 1.5 1.0 os 0.0 ppm

Espectro 55. Espectro de RMN *H de OLH3 — 3749 — 14 (Substancia 4) (300 MHz, CDCl5)
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Espectro 56. Expansdo do espectro de RMN *H de OLH3 — 3749 — 14 (Substancia 4) (300

MHz, CDCly)
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Espectro 57. Espectro de RMN *C de OLH3 - 3749 — 14 (Substancia 4) (75 MHz, CDCls)
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Espectro 58. Expansao do espectro de RMN **C de OLH3 — 3749 — 14 (Substancia 4) (75

MHz, CDCly)
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Espectro 59. Expansdo do espectro de RMN **C de OLH3 — 3749 — 14 (Substancia 4) (75
MHz, CDCly)
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Espectro 60. Espectro DEPT 135° de OLH3 — 3749 — 14 (Substéancia 4) (75 MHz, CDCl5)
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Espectro 61. Experimento HSQC de OLH3 - 3749 — 14 (Substancia 4) (300/75 MHz,
CDCly)
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Espectro 62. Expansado do HSQC de OLH3 — 3749 — 14 (Substancia 4) (300/75 MHz,
CDCly)

100

- 120
- 140
- 160
. - . - 180

200

T T T T T T T T T T T T T T

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 ppm

Espectro 63. Expansido do HMBC de OLH3 — 3749 — 14 (Substéancia 4) (300/75 MHz,
CDCly)
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Espectro 64. Expansdo do HMBC de OLH3 — 3749 — 14 (Substancia 4) (300/75 MHz,

CDCly)
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Espectro 65. Experimento COSY ‘H — *H de OLH3 — 3749 — 14 (Substancia 4)
CDCls)
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Espectro 66. Expansdo do COSY *H — 'H de OLH3 — 3749 — 14 (Substancia 4) (300 MHz,
CDCly)

ppm
_}os

2.0

Foa

2.5

-3.0

3.5

-4.0

4.5

V‘k“:ﬁ.

I-6.0

@

-7.0

i Sy W L .

T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 PpmMm

Espectro 67. Experimento NOESY de OLH3 - 3749 — 14 (Substancia 4) (300 MHz, CDCls3)
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Espectro 68. Expansdo do NOESY de OLH3 - 3749 — 14 (Substancia 4) (300 MHz, CDCls)
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Espectro 69. Espectro de Infravermelho de OLH3 — 3749 — 14 (Substancia 4) (CDCls)
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Espectro 70. EIMS (70 eV) de OLH3 — 3749 — 14 (Substancia 4) (CDCly)

5.1.5 Substéancia 5

A substancia 5 foi caracterizada na fragdo OLGH11-2, originada dos processos
cromatograficos realizados com a fase hexanica do extrato etandlico dos galhos, e purificada por
CLAE [descrito em Materiais e Métodos 4.8.5, p. 42].

No espectro infravermelho [Espectros 88, p. 113] de 5 foram observadas bandas em
2920 e 2858 cm™, relativas a estiramento C-H, em 1766 cm™, relativa a estiramento C=0O de anel
y-lacténico.

O espectro de RMN de *H de 5 [Espectros 71 — 73; Tabela 13, p.103] possibilitou
observar sinais muito semelhantes aos apresentados para o composto 4, com trés sinais relativos
a trés metilas (6 0, 93, s; 6 0,81, d; 6 1,17, d), um dubleto em & 5,54, relativo a hidrogénio
olefinico e um duplo dubleto em & 4,55.

O espectro de RMN de *C [Espectros 74 — 76 ; Tabela 13, p. 103] apresentou um
conjunto de 15 sinais, os quais, com auxilio do DEPT 135° [Espectros 77, p. 108], foram
atribuidos a uma carboxila em & 179,24, trés metilas, quatro carbonos metilénicos, cinco
metinicos dos quais um € carbindlico (6 74,7) e outro € olefinico (6 112,8), dois carbonos nédo
ligados a hidrogénios, sendo um olefinico (3 157,6).

Os dados de RMN e de infravermelho de 5 indicam que esta substancia é um
sesquiterpeno que possui também na sua estrutura uma y-lactona e a formula molecular
C1sH2,0,. Considerando estas caracteristicas, a relagdo carbono/hidrogénio constante nesta
férmula molecular leva a um IDH igual a 5, e , consequentemente a definicdo de se trata de uma

lactona sesquiterpénica com esqueleto carbdnico triciclico.
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Os experimentos HMBC e HSQC [Espectros 78 — 81, p. 108-110] levaram as
atribuicdes e correlagdes constantes na Tabela 14.

A comparacéo dos dados de RMN de *H e *3C de 5 e do sesquiterpeno 4 indicou
grande semelhanca estrutural e que estes compostos sdo isdbmeros. A analise mais detalhada
destes dados mostrou uma sutil diferenca estrutural entre os dois compostos, a qual resulta em
pequenas diferencas de deslocamento quimico nos carbono C-7, C-6, C-19, C-11 e da metila C-
13.

O experimento HMBC [Espectros 80 - 81, Tabela 14, p. 104] permitiu observar o
acoplamento do hidrogénio olefinico H-9 (& 5,54) com os carbonos em ¢ 32,2 (C-1), & 34,2 (C-
7), 6 38,5 (C-5) e 6 74,7 (C-8), e do hidrogénio carbindlico (6 4,55, H-8) com C-6 (5 29,9) e C-9
(8 112,8).

O experimento COSY 'H — 'H [Espectros 82 — 84, p.110-111] mostrou os
acoplamentos entre os hidrogénios vizinhos H-9 (5 5,54) e H-8 (5 4,5) e entre H-8 (5 4,5) e H-7 (6
2,37). Estas correlagdes sdo coerentes com as atribuicdes realizadas com base nos experimentos
HMBC e HSQC e fundamentam a proposta de que 5, da mesma forma que 4, possui o anel y-
lactonico entre C-7 e C-8.

O espectro de massas de 5 [Espectro 89, p. 114] obtido por EIMS (70 eV) apresentou
fon molecular a m/z 234,0 [(M™)], compativel com a férmula molecular C15H2,0,.

Da mesma maneira que para a substancia 4, a defini¢do da estereoquimica da juncéo
anel y-lactona pode ser definida pelas constantes de acoplamento dos hidrogénios H-8 (6 4,55 dd
5,3e4,5Hz)eH-9 (65,54 d, 53 Hz) e, consequentemente, da constante de acoplamento H-8/H-
7 (4,5 Hz). Este valor de constante de acoplamento informa que a relacdo entre H-8/H-7 é cis.
Admitindo-se que o composto 5 tem a mesma configuragdo no C-7 que 0S COmMpOsStos
precedentes (1-4), pode-se definir, entdo, a estereoquimica da referida juncdo como sendo cis,
que corresponde a estrutura mostrado na Figura 15.

A estereoquimica proposta para 5, que se constitui na diferenca em relacdo ao
composto 4, pdde ser definida pela presenca de um duplo dubleto em 6 4,55 (5,3 e 4,5 Hz)
atribuido ao H-8, e um dubleto em 6 5,54 (5,3 Hz) atribuido ao H-9, conferindo uma relagéo
pseudo axial-axial(5,3 Hz) entre esses hidrogénios (H-8/H-9) e uma relacdo pseudo axial-

equatorial (4,5 Hz) entre os hidrogénios H-8/H-7, confirmada pelo calculo para configuracdo de
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energia minima por MMX obtida pelo programa PC-Model for Windows — versdo 7, para a
substéncia 5.

Desta forma, a substancia foi definida como sendo o 4, 58, 7p-eremofil-9-en-12,8p-
olido, possuindo a estrutura a seguir (Figura 15), a qual ndo consta ainda na literatura.

Figura 15. Estrutura da substancia 5

J(HB,H9)
2.471 A 4 _B1Hz ( 44 _B Deg)

J(HT,HB)
2433 A 4. 3BHz € 4@.3 Deg)

J(H7 ,H6ax)

3.@E4 A 12_2BHz [ -174.3% Deg)

J{HT ,Hbeq)
2.48@ A 3.39Hz (-5B.7 Deg

Figura 16 — Configuracdo de energia minima por MMX obtida pelo programa PC-Model for
Windows — versdo 7, para a substancia 5.
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Tabela 13 - Dados de RMN *H e **C (300/75 MHz, CDCls) do sesquiterpeno 5 e dados de RMN

3C (75MHz, CDCls) de (4)

C/H (5) (5) (4)
8 3c & 'H [m, J(Hz)] s °C

1 32.2 2,29 dd (12,7; 4,7); 2,02 ddd ( 30,5

12,4: 4,7, 7.3)

2 29,6 1,88 m 28,3
3 30,7 1,49 ddd (11,3; 7,7; 4,0); 1,41 m 32,5
4 38,4 1,52 ddd (11,0; 6,4; 4,0) 39,5
5 38,5 - 37,2
6 29,8 1,74 dd (14,0; 4,3); 0,92 dd 35,5
7 34,2 (14.0:92) 43,0
8 74,7 2,37m 75,3
o 128 4,55 dd (5,3; 4,5) 115.0
10 157.6 5544 (5,3) 152.4
11 40,4 2,85 qui (7.1) 39,8
12 1792 - 179.8
13 9.3 1,17d(7.3) 135
14 20,1 0,935 19,8
15 15,5 0:81d (6.4) 15,2
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Tabela 14. Correlacbes observadas nos experimentos HSQC e HMBC de (5) (300/75 MHz,

CDCls)
HSQC (5) HMBC (5)
C/H 5 °C & 'H [m, J(H2)] (H>C)
1 32,2 2,29 dd (12,7; 4,7); 2,02 ddd
(12,4;4,7;7,3)
29,6 1,88 m
30,7 1,49 ddd (11,3; 7,7; 4,0); C-4
1,41 m
4 38,4 1,52 ddd (11,0; 6,4; 4,0) C-5
5 38,5 -
6 29,8 1,74dd (14,0;4,3);0,92dd  C-4; C-5; C-7; C-8; C-14
(14,0; 9,2)
7 34,2 2,3rm
8 74,7 4,55 dd (5,3; 4,5) C-6
9 112,8 5,54d (5,3) C-1; C-5; C-7
10 157,6 -
11 40,4 2,85 qui (7,1) C-6; C-12
12 179,2 -
13 9,3 1,17 d (7,3) C-7;C-12
14 20,1 0,93s C-7; C-6; C-10; C-15
15 15,5 0,81d (6,4) C-3
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Espectro 71. Espectro de RMN *H de OLGH11-2 (Substancia 5) (300 MHz, CDCls)
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Espectro 72. Expansao espectro de RMN *H de OLGH11-2 (Substancia 5) (300 MHz,
CDCly)

ESTUDO QUIMICO DE PLANTAS DO CERRADO: O. lancifolia (Schott) MEZ (LAURACEAE)



5. Resultados e Discussao 106

2.4 23 2= 21 20 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 X1 o.s o7 o.4

Espectro 73. Expanséo espectro de RMN *H de OLGH11-2 (Substancia 5) (300 MHz,

CDCls)
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Espectro 74. Espectro de RMN *C de OLGH11-2 (Substancia 5) (75 MHz, CDCl5)
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Espectro 75. Expansdo espectro de RMN *C de OLGH11-2 (Substancia 5) (75 MHz,

CDCls)
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Espectro 76. Expansdo espectro de RMN **C de OLGH11-2 (Substancia 5) (75 MHz,
cDCly)

ESTUDO QUIMICO DE PLANTAS DO CERRADO: O. lancifolia (Schott) MEZ (LAURACEAE)



5. Resultados e Discussao 108

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 Ppm

Espectro 77. Espectro DEPT 135° de OLGH11-2 (Substancia 5) (75 MHz, CDCl5)
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Espectro 78. Experimento HSQC de OLGH11-2 (Substancia 5) (300/75 MHz, CDCl5)
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Espectro 80. Experimento HMBC de OLGH11-2 (Substancia 5) (300/75 MHz, CDCl5)
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Espectro 81. Correlacbes observadas no experimento HMBC de OLGH11-2 (Substéancia 5)
(300/75 MHz, CDCl3)
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Espectro 82. Experimento COSY *H - *H de OLGH11-2 (Substancia 5) (300 MHz, CDCls)
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Espectro 84. Expansdo do COSY *H - 'H de OLGH11-2 (Substancia 5) (300 MHz, CDCl5)
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Espectro 85. Experimento NOESY de OLGH11-2 (Substancia 5) (300 MHz,
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Espectro 86. Expansdo do NOESY de OLGH11-2 (Substéncia 5) (300 MHz, CDCls)

T T
o.5 0.0 ppm

ESTUDO QUIMICO DE PLANTAS DO CERRADO: O. lancifolia (Schott) MEZ (LAURACEAE)

112



5. Resultados e Discussao

113

ppm

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

-6.0

6.5

7.0

7.8

T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5

T T T T
3.0 25 2.0 1.5

T T T
10 05 0.0 ppm

Espectro 87. Experimento TOCSY de OLGH11-2 (Substancia 5) (300 MHz, CDCls)
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5.1.6 Substéancia 6

A substancia codificada como 6, de aspecto oleoso e incolor, foi identificada nas
fracbes OLGH22-112, originada a partir dos fracionamentos cromatograficos realizados com o
extrato etanolico da fase hexanica dos galhos [descrito em Materiais e Métodos 4.7.3.1, p. 36].

O espectro de RMN de *H [Espectros 90 — 91; Tabela 15, p. 117] apresentou trés
sinais relativos a metilas, sendo dois dubletos e um singleto, com deslocamentos quimicos em &
0,78; 6 1,12 e 0,93, respectivamente, e ainda, um sinal em 4 2,92, além de outros sinais.

O espectro de RMN de *C e DEPT 135° [Espectros 92 — 95; Tabela 15, p. 117]
apresentou um conjunto de 15 sinais, sendo estes atribuidos a trés metilas, uma carboxila, cinco
carbonos metilénicos, quatro carbonos metinicos, destacando um deles em & 61,0 e dois carbonos
quaterndrios, sendo um destes em & 65,5.

A relacdo carbono/hidrogénio constante nesta férmula molecular leva a um IDH igual
a 4, apresentando sinais no espectro de RMN de *H em regides semelhantes aos apresentados em
1, exceto pela auséncia de hidrogénio ligado a carbono olefinico, porém, sugerindo ainda tratar-
se de um composto com caracteristicas de pertencer a classe dos sesquiterpenos de esqueleto
eremofilano.

O conjunto de dados obtidos nos espectros de RMN *3C e DEPT 135° e experimentos
bidimensionais HSQC e HMBC [Espectros 96 — 100; Tabela 16, p. 118] inclui a presenca de
sinais em 8 61,0 (CH) e em & 65,5 ( C ), indicando a presenca de um grupo epoxido.

O experimento HMBC para o composto 6 [Espectro 98 - 100; Tabela 16, p. 118]
mostrou que os hidrogénios da metila a 6 1,12 (H-13) se correlacionam com os carbonos a & 30,0

(C-7), a & 43,7 (C-11) e com a carboxila em & 179,2 (C-12), correspondendo a uma “isopropila”
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contendo carboxila; mostra ainda, que o hidrogénio em & 2,92 (H-9) acopla com os carbonos a & 28,6
(C-8) e 6 30,0 (C-7) e que a metilaa 6 17,7 (H-15) acopla com os carbonos a 6 37,6 (C-5) e a 6 65,5
(C-10), com 3J e *J, respectivamente, compativeis com a presenca de um grupo epéxido localizado
nos carbonos C-9 e C-10.

Estes dados, ao serem comparados com os do composto 1, verificando-se a auséncia
de carbonos olefinicos, sugere que a diferenca estrutural entre os dois compostos reside na

presenca de um grupo epoxido na estrutura de 6, localizado no C-9 e C-10, permitindo propor

para esta substancia a formula molecular C15H240s.
&>9 8

10
12

11 /\/ FCOOH

lz‘ 6
14

6 13

O espectro de massas de 6 [Espectro 105, p.126] obtido por CG/EM de apresentou
um fon a [(M")] m/z 252,0 relativo & formula molecular C15H,403, mostrou-se compativel com a
proposta supracitada (Figura 17).

A estereoquimica segue conforme a apresentada para 0 composto 1, onde o espectro
resultante do experimento NOESY mostrou a correlacdo dos hidrogénios da metila 14 com o
hidrogénio H-11, permitindo assim definir a relacdo cis entre 0s mesmos. A estereoquimica para
0 grupo epoxido, foi proposta devido ao deslocamento quimico em 17,7 & para a metila — 14,
indicando uma relacdo trans na juncéo dos anéis (C-5 e C-10).

g’ ,

1.,

6
Figura 17 - Estrutura da substancia 6.
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Desta forma , o sesquiterpeno 6, esta sendo caracterizado como acido 4p, 58, 7p-

eremofilan-9,10-epdxi-12-oico (Figura 17), ainda néo relatado na literatura.

2.750 A 1.17Hz (91.1 Deg)

2.361 A 7.30Hz (-22.9 Deg)

2614 A 1.28Hz (67.5 Deg)

2.467 A 5.78Hz (-47.4 Dag)

b)

Figura 18 — Configuracdo de energia minima por MMX obtida pelo programa PC-Model for
Windows — versdo 7, para a substancia 5: a) H— 9 com H-8ax e H-8eq (J=1,17 e 7,30 Hz);
b) H-9 com H-8ae H-8b (J=1,29 e 5,78 Hz)
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117

Tabela 15 - Dados de RMN *H e **C de 6 (300/75 MHz, CDCl5) e dados de RMN *C (75MHz,

CDCl3) de (1)
(6) 1)
C/H sC §'H [m, J] §°C
1 30,1 1,48 m; 1,83 m 30,5
2 24,9 1,61m;1,75m 31,2
3 31,3 0,94 m; 0,99 m 29,8
4 35,4 1,79 ddd (11,79; 7,00, 4,49) 38,6
5 37,6 - 39,2
6 31,8 1,31 m; 1,36 m 37,4
7 30,0 1,47 m 33,5
8 28,6 1,61m 32,2
9 61,0 2,92 dd (5,06;1,07) 117,2
10 65,5 - 146,5
11 43,7 - 44,2
12 179,2 - 182,6
13 13,6 1,12 d (7,02) 13,8
14 17,7 0,93s 20,7
15 15,1 0,78 d (7,06) 15,5

ESTUDO QUIMICO DE PLANTAS DO CERRADO: O. lancifolia (Schott) MEZ (LAURACEAE)



5. Resultados e Discussao

Tabela 16. Correlacbes observadas nos experimentos HSQC e HMBC de (6) (300/75 MHz,

CDCls)
HSQC (6) HMBC (6)
C/H 5 °C & 'H [m, J(Hz)] (H—C)
1 30,1 1,48 m; 1,83 m
2 31,3 0,94 m; 0,99 m
3 24,9 1,61m;1,75m
4 35,4 1,79 ddd (11,79; 7,00, 4,49)
5 37,6 -
6 31,8 1,31 m; 1,36 m
7 30,0 1,47 m C-9
8 28,6 1,61m
9 61,0 2,92 dd (5,06;1,07) C-1;C-8
10 65,5 -
11 437 )
12 179,2 -
13 13,6 1,12.d (7,02) C-7; C-11; C-12
14 17,7 0,78 d (7,06) C-1;C-4;C-5
15 15,1 0,93s C-4; C-5; C-6; C-10
8 528 §29 EHEEARAAANESSRaUEnIANNE RSN
[ \/ | HEEEESS o, o N ——

-

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 9.0 85 8o 75 70 65 60 55 50 a5 40 3s 30 25 20 1.5 1.0 0s oo -0.5 ppm

Espectro 90. Espectro de RMN "H de OLGH22-112 (Substancia 6) (300 MHz, CDCls)
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Espectro 91. Expansdo do espectro de RMN *H de OLGH22-112 (Substancia 6) (300 MHz,
CDCly)
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Espectro 92. Espectro de RMN **C de OLGH22-112 (Substancia 6) (75 MHz, CDCls)
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T vVooTIRNZ 11 Y
Espectro 93. Expansdo do espectro de RMN °C de OLGH22-112 (Substancia 6) (75 MHz,
CDCly)
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Espectro 94. Espectro DEPT 135° de OLGH22-112 (Substéancia 6) (75 MHz, CDCls3)
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Espectro 95. Expansédo do espectro DEPT 135° de OLGH22-112 (Substancia 6) (75 MHz,

CDCly)
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Espectro 96. Experimento HSQC de OLGH22-112 (Substancia 6) (300/75 MHz, CDCl,)
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Espectro 97. Expansdo do HSQC de OLGH22-112 (Substancia 6) (300/75 MHz, CDCls)
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Espectro 98. Experimento HMBC de OLGH22-112 (Substancia 6) (300/75 MHz, CDCls)
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Espectro 99. Expansdo do HBMC de OLGH22-112 (Substancia 6) (300/75 MHz, CDCls)
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Espectro 100. Expansdo do HMBC de OLGH22-112 (Substancia 6) (300/75 MHz, CDCly3)
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Espectro 101. Experimento COSY *H-'H de OLGH22-112 (Substancia 6) (300 MHz,
CDCls)
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Espectro 102. Expans&o do COSY 'H - 'H de OLGH22-112 (Substancia 6) (300MHz,
CDCl)
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Espectro 103. Experimento NOESY de OLGH22-112 (Substancia 6) (300 MHz, CDCly)
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Espectro 104. Expansdo do NOESY de OLGH22-112 (Substéncia 6) (300 MHz, CDCls)
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Espectro 105. EIMS (70 eV) de OLGH22-112 (Substéancia 6) (CDCls)

5.1.7 Substéncia7

O composto 7 foi obtido na fracdo OLH3-3749 (18), originada de fracionamentos
cromatogréaficos da fase hexanica das folhas, obtida do extrato etandlico, como componente
minoritario em mistura com o sesquiterpeno Espatulenol (8).

O espectro de RMN de *H de 7 [Espectros 106 - 107; Tabela 17, p.128 ] apresentou
trés sinais relativos a metilas, dos quais dois sdo singletos (6 0,82 e & 1,70) referentes a uma
metila ligada a carbono quaternario e outra ligada a carbono olefinico, ¢ um dubleto (& 0,77);
observou-se, também, sinais em & 4,64 ¢ 6 4,67, relativos a hidrogénios ligado a carbonos
olefinicos.

Os espectros de RMN de **C e DEPT 135° de 7 [Espectros 108 - 110; Tabela 17,
p.128] apresentaram um conjunto de 15 sinais, sendo estes atribuidos a trés metilas, sete
carbonos metilénicos, sendo um deles de ligagcdo dupla, dois carbonos metinicos e trés carbonos
ndo ligados a hidrogénios, sendo um olefinico e outro ligado a oxigénio. Estes dados levam a
proposicao inicial da formula molecular C15H260 e, portanto, de que se trata de um sesquiterpeno
biciclico (IDH igual a 3) onde o carbono de uma das metilas originais do esqueleto esta na forma
de ligagéo dupla.

Tendo em vista que os dados de RMN de 7 sdo compativeis com um esqueleto
eremofilano, admitiu-se esta possibilidade para 0 mesmo. Os valores de deslocamentos quimicos
dos hidrogénios e carbonos sao compativeis com a ligacdo dupla na “isopropila”. Esta proposta
foi confirmada pelo experimento COSY *H — 'H [Espectro 116 -117, p.137], que mostrou o
acoplamento entre os hidrogénios a 6 1,70 (Me — 13) e os hidrogénios a 6 4,64 € 6 4,67 (H — 12).
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As possibilidades para a localizacdo da hidroxila sdo C-4, C-7 e C10. A presenca de
sinal de uma metila como dubleto no espectro de RMN *H inviabiliza a possibilidade da mesma
se encontrar em C-4 e a correlagdo no experimento HMBC [Espectro 113- 115, Tabela 18,
p.128] dos hidrogénios da metila a 6 0,82 (H-14) com o carbono em & 73,1 (C-10) possibilitou
definir a estrutura de 7 como sendo a do 4p,5B,7p-eremofil-11-en-10a-ol.

Os dados observados nos experimentos bidimensionais HSQC e HMBC [Espectros
111 — 115, p.134-136] permitiram efetuar as atribuicdes constantes na Tabela 18.

A proposta formulada pdde ser confirmada pelo experimento HMBC observando-se
a correlacdo dos hidrogénios em 6 0,84 (Me-14) com o carbono em 6 73,2 (C-10), confirmando a
posicdo da hidroxila em C-10 e, ainda, a correlacdo dos hidrogénios a 6 1,70 (Me-13) com 0s
carbonos em § 150,5 (C-11) e § 108, 2 (C-12).

9 OH 9
10 10
12 12
COOH 6
11 11
14 14
13 13
1 7

A estereoquimica da juncdo dos anéis foi proposta com base no deslocamento
quimico da metila C-14, observada em 15,4 3, o que € compativel com uma juncdo trans.

Os dados de RMN 'H e **C desta substancia caracterizada para a substancia 7 como
sendo 4p,5B,7B-eremofil-11-en-10a-ol (Figura 19) apresentaram uma boa correlacdo com o0s
descritos na literatura para o A2 eremofilen-10B-ol (ITOKAWA et al., 1987).

7
Figura 19 - Estrutura da substancia 7.
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Tabela 17 - Dados de RMN *H e **C (300/75 MHz, CDCls) de 7 e dados de RMN *C (75MHz,
CDCls5) de A™®? eremofilen-10B-ol (ITOKAWA et al. 1987).

Literatura
() () (ITOKAWA et al. 1987).
C/H L 8 'H [m, J] Bc
1 36,7 1,27m; 1,40 m 36,6
2 22,9 146 m 23,0
3 32,7 1,25m; 1,32 m 32,9
4 38,7 2,38dd (6,9;1,9) 38,8
5 41,1 - 41,2
6 36,7 091m 36,8
7 33,0 2,20 dddd (11,7; 4,7) 331
8 26,7 1,58 m 26.8
9 30,1 1,32m; 141 m 30,2
10 73,1 - 73,2
11 150,5 - 150,5
12 108,2 4,64 sl; 4,67 sl 108,2
13 20,9 1,70 sl 21,0
14 15,4 0,84 sl 15,4
15 15,3 0,77 (6,9) 15,4

Tabela 18. Correlagbes observadas nos experimentos HSQC e HMBC de (7) (300/75 MHz,

CDCls)
HSQC (7) HMBC (7)

C/H 8 *C 8 'H [m, J(H2)] (H—> C)

1 36,7 1,27 m; 1,40 m

2 22,9 1,46 m

3 32,7 1,25m; 1,32 m

4 38,7 2,38 dd (6,9; 1,9)

5 41,1 _

6 36,7 0,91 m

7 33,0 2,20 dddd (11,7; 4,7)

8 26,7 1,58 m

9 30,1 1,32m; 1,41 m

10 73,1 -

11 150,4 -

12 108,1 4,64 sl; 4,67 sl

13 20,9 1,70 sl C-11; C-12

14 15,4 0,84 sl C-1; C-5; C-7; C-10

15 15,3 0,77 (6,9) C-3;C-5
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5.1.8 Substéncia 8

Nas fracbes OLH3-B30 e OLH3-3749(18) foi caracterizado a substancia 8, em
mistura com a substancia 7, porém como produto principal [descrito em Materiais e Métodos
45.1.3.1, p. 30].

Pode-se observar no espectro de RMN *3C desta substancia [Espectro 108 - 109;
Tabela 19, p.131] um conjunto de quinze sinais relacionados a trés metilas, cinco carbonos
metilénicos (sendo um deles olefinico), quatro metinicos e trés carbonos ndo ligados a
hidrogénios. Entre os sinais listados, observou-se sinais deslocamentos quimicos atribuidos a
carbonos oxigenados (6 80,8), indicando um &lcool terciario, e a carbonos olefinicos 6 153,2 (C)
e 6 106,2 (CH,) e um carbono quaternario em & 20,5. Este conjunto de sinais permitiu definir a
férmula molecular Cy5H,40, compativel com uma estrutura triciclica e com caracteristicas de
pertencer a classe dos sesquiterpenos.

O espectro de RMN *H desta fracdo [Espectro 106 - 107, Tabela 19, p.131],
apresentou 0s seguintes sinais relativos a substancia 8: trés singletos, em & 1,02 e & 1,03,
referentes a grupos metila ligados a carbonos quaternarios, e & 1,25, provavelmente referente a
grupo metila ligado a carbono carbinoélico terciario. Apresentou também, os singletos largos em
d 4,64 e & 4,66 relativos a sinais de hidrogénios metilénicos de ligacdo dupla, além de um tripleto
em & 0,44 (10,4 Hz) e um multipleto em & 0,70. Estes ultimos sdo sugestivos de hidrogénios
ligados a carbonos de um anel ciclopropéanico, o que é compativel com o carbono quaternario
com deslocamento quimico de & 20,5.

Sesquiterpenos triciclicos contendo anel ciclopropéanico levam a hipotese de tratar-se
de um composto com esqueleto aromadrendano. Admitindo-se estruturas com este esqueleto,
possuindo um alcool terciario e uma ligacdo dupla C=CH,, sé podem originar duas
possibilidades (Figura 20). Entre as estruturas possiveis para 8, considerando-se as de ocorréncia
mais freqiientes em plantas e as variagdes estereoquimicas pode-se listar trés substancias: ledol,

globulol e espatulenol.
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Figura 20. Estruturas gerais possiveis para 8: ledol (1), globulol (2), e espatulenol (3).

A comparacao dos dados de RMN de **C da substancia presente da fragdo OLH3-B30
com 0s sesquiterpenos possuindo 0s arranjos estruturais acima permitiu verificar uma boa
correlacdo com os dados do espatulenol, levando a definicdo da identidade da substancia 8
(Figura 21).

A literatura mostra que o espatulenol possui atividades antibacteriana e repelente
contra formigas (Atta cephalotes) (ULUBELEN et al., 1994; HUBERT & WIEMER, 1985) e
que este composto ja havia sido isolado de plantas da familia Lauraceae (FARAGO et al., 2005;
LIMA et al, 2005).

Figura 21 - Estrutura do espatulenol.
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Tabela 19. Dados de RMN *H e *3C (300/75 MHz, CDCIs) do sesquiterpeno espatulenol (8) e

dados do espatulenol da literatura (LAGO et al., 2000)

(8) Literatura
C/H SH [m, J (H2)] §13c LAGO et al., 2000
1 53,3 54,3
2 26,7 26,7
3 41,6 41,7
4 80,8 80,9
5 54,2 53,3
6 29,8 29,9
7 0,441(10,4) 27,0 27,4
8 0,69 m 25,0 24,8
9 38,8 38,8
10 153,2 153,4
11 20,5 20,2
12 1,02s 16,2 16,2
13 1,03s 28,6 28,6
14 4,67 sl; 4,64 sl 106,2 106,6
15 1,25s 25,6 26,0
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Espectro 106. Espectro de RMN *H de OLH3-3749(18) ( Substancias 7 e 8) (300 MHz,

CDCly)
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Espectro 107. Expanséo do espectro de RMN *H de OLH3-3749(18) ( Substancias 7 e 8)
(300 MHz, CDCly)

ESTUDO QUIMICO DE PLANTAS DO CERRADO: O. lancifolia (Schott) MEZ (LAURACEAE)



5. Resultados e Discussao 133

8 88 T

s -8 33835 ;a.:':ge&sg t8238288°2

8 88 BRR®e® H S F RS 4 i
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 PpmMm

Espectro 108. Espectro de RMN **C de OLH3-3749(18) ( Substancias 7 e 8) (75 MHz,

CDCls)
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Espectro 109. Expanséo do espectro de RMN *C de OLH3-3749(18) ( Substancias 7 e 8)
(75 MHz, CDCly)
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Espectro 110. Espectro DEPT 135° de OLH3-3749(18) ( Substancias 7 e 8) (75 MHz,
CDCly)
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Espectro 111. Experimento HSQC de OLH3-3749(18) ( Substancias 7 e 8) (300/75
MHz,CDCl3)
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Espectro 112. Expansdo do HSQC de OLH3-3749(18) ( Substancias 7 e 8) (300/75 MHz,
CDCly)
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Espectro 113. Experimento HMBC de OLH3-3749(18) ( Substancias 7 e 8) (300/75 MHz,
CDCly)
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Espectro 114. Expansdo do HMBC de OLH3-3749(18) ( Substancias 7 e 8) (300/75 MHz,
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Espectro 115. Expansdo do HMBC de OLH3-3749(18) ( Substancias 7 e 8) (300/75 MHz,
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Espectro 116. Experimento COSY *H — 'H de OLH3-3749(18) ( Substancias 7 e 8) (300
MHz, CDCls)
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Espectro 117. Expansdo do COSY *H — 'H de OLH3-3749(18) ( Substancias 7 e 8) (300
MHz, CDCl5)
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5.2 Flavonoides

5.2.1 Substéncia 9

O composto 9 foi isolado por CLAE semi-preparativa - fase reversa (C-18) das
fracbes OL4-S38-40 e OL5-S50-51, originarias da fase hidrometanolica das folhas de O.
lancifolia [ descritas em Materiais e Métodos 4.4.1.2, p.25; 4.8.2, p. 39].

Nos espectros de RMN *C e DEPT 135 ° [Espectros 119 - 120; Tabela 20, p.139] de
9 foi observada a presenca de sinais relativos a quinze carbonos, sendo um sinal de carbono
metilénico saturado em 6 28,3, dois sinais de carbonos metinicos oxigenados em 6 67,5 e 6 79,4
e doze sinais na regido de carbonos de anéis aromaticos, entre 6 95,6 e & 157,6.

No espectro de RMN *H [Espectro 118; Tabela 20, p.139] pdde-se observar a
presenca de sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a anel aromatico, entre 8 5,81 e 8 7,02,
indicando a presenca de dois anéis aromaticos. Observou-se, também, um sinal em 6 4,17
relativo a hidrogénio carbindlico e sinais em & 2,67 e & 2,85, relativos aos hidrogénios de um
grupo metilénico.

O conjunto de sinais presentes nos espectros de RMN de *H e *C indicou que o
composto 9 pertence a classe dos flavonoides com um esqueleto do tipo catequina. A
comparacdo com os dados descritos na literatura levou & identificacdo deste composto como
sendo a epicatequina (Figura 22). Este composto é de ocorréncia comum em plantas e se
constitui num dos precursores dos taninos condensados (LOBO et al., 2005; AGRAWAL, 1989).

Figura 22. Estrutura da epicatequina.
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Tabela 20. Dados de RMN de *H e *C (300/75 MHz) e RMN de *C (75 MHz) em CDsOD da

Epicatequina (LOBO et al., 2008)

9 Literatura
(LOBO et al., 2008)
C/H 6 °C o H 6 ’C
2 79,1 4,78 m 79,1
3 66,8 4,14 m 66,6
4 28,6 2,72dd (3,1; 16,4 Hz) e 2,86 28,5
dd (4,3; 16,3 Hz)
5 157,3 157,3
6 95,9 5,90d (2,1 Hz) 96,0
7 157,5 156,7
8 94,7 5,92 d (2,1 Hz) 95,3
9 1579 157,1
10 100,1 99,5
1’ 132,2 131,7
2’ 115,8 6,96 d (1,8 Hz) 115,0
3 145,7 145,0
4’ 145,8 145,1
5 115,9 6,73d (8,1 Hz) 115,4
6’ 1194 6,76 dd (8,1 e 1,8 Hz) 119,5
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Espectro 118. Espectro de RMN *H de OL4-S38-40 (Substancia 9) (300 MHz, CD3;0OD)
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Espectro 119. Espectro de RMN *C de OL4-538-40 (Substancia 9) (75 MHz, CD;0D)

ESTUDO QUIMICO DE PLANTAS DO CERRADO: O. lancifolia (Schott) MEZ (LAURACEAE)



5. Resultados e Discussao 141

11464

— 12803
— 11830

1148
11420
%31
080
— 72
— 7602
— 7235

L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 as 40 35 30 ppm

Espectro 120. Espectro DEPT 135° de OL4-S38-40 (Substancia 9) (75 MHz, CD;0D)
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Espectro 121. Experimento HSQC de OL4-S38-40 (Substancia 9) (300/75MHz, CD3;0D)
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Espectro 122. Experimento HMBC de OL4-S38-40 (Substancia 9) (300/75 MHz, CD3;0D)

5.2.2 Substéncias 10 e 11

Da fragdo OL4-S42-44, originada dos procedimentos cromatograficos realizados
com a fase hidrometandlica das folhas, foram obtidos os compostos 10 e 11, em mistura. Estas
substancias foram, também, obtidas de outras fra¢fes, utilizando cromatografia em coluna de
silica, Sephadex LH-20 e CLAE [descritos em Materiais e Métodos 4.4.1.2, p. 25 e 4.8.2, p.39].

O espectro de RMN *H [Espectros 123 — 124, Tabela 21, p.149] apresentou sinais de
hidrogénios ligados a anéis aromaticos, entre & 5,5 e 7,5, e outros sinais na regido de 6 2,5a 5,0.

Observou-se no espectro de RMN *C [Espectros 125 — 129, p.151-153] dois
conjuntos de trinta sinais de intensidades diferentes, com deslocamentos quimicos muito
aproximados. Dos trinta sinais apresentados, vinte e quatro estdo relacionados a carbonos de

anéis aromaticos, que poderiam ser, portanto, quatro aneis.
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Dentre estes vinte e quatro sinais, sete estdo na regido de & 158-155, proprios de
carbonos aromaticos oxigenados, porém ndo vicinais. Estes sinais estdo listados Figura 23 e

foram racionalizados nas estruturas mostradas nesta Figura.

13C 13C
majoritario  minoritario OH’/

158,4 158,6 1

157,9 158,5

157,2 157,7
4

157,1 157,5

157,1 157,4

Carbonos aromaticos 1,3,5 e 1,4 oxigenados
156,2 156,2
155,5 155,3

Figura 23 — Dados de RMN de **C (75 MHz, CD3;OD) referentes aos carbonos aromaticos

oxigenados ndo vicinais e estruturas parciais correspondentes (—).

Foram observados, também, dois sinais na regido de & 145, relativos a carbonos

aromaticos oxigenados vicinais, conforme mostrado na Figura 24.

OH
1SC 1SC \
majoritario minoritario

145,8 145,6 OH

145,6 145,5 \

Figura 24 — Dados de RMN de *C (75 MHz, CDs;OD) referentes aos carbonos aromaticos

oxigenados vicinais e estruturas parciais correspondentes (—).

Considerando-se o0 padrdo de oxidagdo, tem-se um conjunto de quatro aneis
aromaticos para cada composto. Como foram listados trinta carbonos para cada composto e, até o
momento foram mencionados nove sinais, ha ainda vinte e um sinais a serem atribuidos. Destes,
dez sinais correspondem a carbonos metinicos, sendo que quatro se referem a um anel aromatico
para- substituido (6 115,9 e 6 130,0 - 2 CH cada) e outros trés sdo de uma anel aromatico 1,3,4
trissubstituido (6 115,2, 6 116,0 e 6 119,0), conforme mostrado na Figura 25.
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13C 13C OH OH
majoritario minoritario
130,0 (2) 130,4 (2) N OH ~a Y
119,1 120,3
116,0 115,8 / \ / ~_
115,9 (2) 115,6 (2)
115,2 115,0

Figura 25 — Dados de RMN de *C (75 MHz, CDs;OD) referentes aos carbonos aromaticos

metinicos e estruturas parciais correspondentes (—).

Os outros trés sinais de carbonos metinicos se situam na regido de 6 96 (Figura 26),
que sdo tipicos de carbonos de anéis aromaticos que se situam entre dois carbonos oxigenados.
Tendo em vista que 0s argumentos até agora elencados sugerem uma natureza flavonoidica para
as substancias 10 e 11 e os anéis aromaticos oxigenados mencionados no inicio da discusséo, 0s
valores de deslocamento quimico dos carbonos listados na Figura 26 (aproximadamente & 96)
poderiam ser atribuidos aos carbonos C-6 e C-8 do esqueleto da referida classe de substancias.
Os dois anéis aromaticos (um para cada substancia) requerem quatro sinais, porém observa-se

apenas trés sinais, conforme mostrado Figura 26.

3 3 N
C C H O\(_(;"
majoritario  minoritario S HO O\;S’
97,0 96,4
96,4 96,4 ~ (55’ e .
96,1 95,8
HO
HO

Figura 26 — Dados de RMN de *C (75 MHz, CDs;OD) referentes aos carbonos aromaticos
metinicos situados entre dois carbonos oxigenados e estruturas parciais
correspondentes (—).

Dos vinte e quatro carbonos de anéis aromaticos iniciais, 0os cinco ndo atribuidos
ainda, correspondem a carbonos nao ligados a hidrogénios (Figura 27). Admitindo estruturas

flavonoidicas para as substancias 10 e 11, dois destes sinais poderiam ser atribuidos a C-1’
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(aproximadamente 6 132) e um estd na faixa normal para C-10 (aproximadamente & 100),

permanecendo dois, na faixa de & 108, sem atribuicdo até 0 momento.

13 13 H

C C X 0= OH
majoritario minoritario | ‘f X
132,1 1324 /

131,7 131,6 | / gf 11/f =
108,6 108,7 OH

107,5 107,2

101,8 99,4

Figura 27 — Dados de RMN de **C (75 MHz, CD;0D) referentes aos carbonos aromaticos n&o

ligados a hidrogénios e estruturas parciais correspondentes (—).

Os sinais de carbonos alifaticos mostram dois conjuntos constituidos de: quatro
metinos oxigenados (& 67 a 83), um metino (6 38, aproximadamente) ¢ um metileno em
aproximadamente & 30 (Figura 28).

Relacionando os dados referentes a carbonos aromaéticos e alifaticos, podemos
racionaliza-los como duas unidades do tipo catequina ligadas. A ligacdo seria entre C-4 da
unidade I (metino em & 38, aproximadamente) ¢ C-8 da unidade Il. Esta proposicdo estaria de
acordo com os dois sinais de carbonos arométicos sem hidrogénios néo atribuidos (Figura 27, na

faixa de 6 108), que poderiam corresponder a C-10 e C-8 do anel A substituido (unidade I1).
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13C 13C
majoritario minoritario
83,7 83,6
80,1 79,9 5296
73,9 73,8
67,8 67,3
38,5 38,8
29,6 30,0

Figura 28 — Dados de RMN de **C (75 MHz, CD30D) referentes aos carbonos alifaticos das

unidades catequina e estruturas parciais correspondentes (—).

Quanto as configuracdes dos carbonos dos anéis C, os valores de deslocamento
quimico dos carbonos destes anéis da unidade 11, de ambas as substancias, sdo compativeis com
os da epicatequina ou da epiafzelechina, ou seja, uma relacdo cis entre os substituintes de C-2 e
C-3 (AGRAWAL, 1989).

Os anéis C das unidades | possuem trés carbonos quirais (C-2, C-3 e C-4). Observa-
se na literatura que os valores de deslocamento quimico dos carbonos C-2 e C-4 desta unidade
sdo determinados pelas configuracdes relativas dos mesmos. Os valores observados para C-2 e
C-4 do composto 10 (6 83,7 e 38,5) e do composto 11 (6 83,6 e 38,8) sdo compativeis com uma
relacdo cis entre 0s mesmos e incompativeis com uma relacdo trans, que neste caso seriam da
ordem de 6 75 ¢ 36 (AGRAWAL, 1989).

Desta forma, uma estrutura preliminar possivel para os compostos 10 e 11 € a

mostrada na Figura 29.
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a

o

OH

Figura 29: Estrutura preliminar possivel para os compostos 10 e 11.

Nesta proposta permanecem indefinidas as unidades | e 1l (epicatequina ou
epiafzelechina) e as configuragdes de C-3 para unidade I .

Quanto as configuracbes de C-3l, ndo ha na literatura relato do isolamento de
proantocianidinas com a hidroxila de C-3I a-orientada. Os valores de deslocamento quimico
para C-2, C-3 e C-4 com 0s respectivos substituintes em o-B-a sS40 compativeis com os das
substancias 10 e 11. A constante de acoplamento H-3a -H4[ é da ordem de 7 Hz neste sistema.
O valor observado para este acoplamento nas substancias 10 e 11 é de 6,9 Hz. Estes dados,
aliados a semelhanca entre os deslocamentos quimicos dos carbonos, levam a proposta de que 0s
substituintes se encontrarem como C-2a, C-3f3 e C-4a nas substancias 10 e 11.

Foram realizados experimentos HSQC e HMBC [Espectro 130 — 133, p.154-155], os
quais permitiram efetuar as atribuicbes mostradas na Tabela 21 e as correlagbes para 0s
compostos 10 e 11. Estas correlagcfes mostram que o H-4 para unidade 1l em 6 2,74 (CH,) do
composto majoritario 10 correlaciona-se com o C-21l em & 80,1 e que o hidrogénio deste, em 6
4,78 (H-2I1), correlaciona-se com o C-2°11 (6 119,1) do anel B trissubstituido. CorrelacGes
anélogas a estas foram observadas para a substancia 11. Estas correlages indicam que ambas as
substancias (10 e 11) tem como unidades Il a epicatequina e, consequentemente, que as unidades
I correspondem a afzelechina.

A comparacéo dos dados de RMN de *C do composto 10 com os do composto
minoritdrio 11 mostrou grande semelhanca. Conforme mencionado, as configuracdes dos

carbonos dos anéis C sdo idénticas. As mesmas correlacdes observadas nos experimentos HMBC
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referentes ao composto 10 foram observadas no composto 11, indicando que as unidades | e Il
sdo as mesmas. Portanto, as diferencas estruturais entre as substancia 10 e 11 ndo estdo nas
configurac@es dos carbonos dos anéis C ou nas unidades | e II.

Uma diferenga entre os dados espectrais de 10 e 11, constatado através dos
experimentos HSQC e HMBC, foi uma importante diferenca no deslocamento quimico dos
hidrogénios do anel B da unidade I. Observou-se que no composto majoritario 10 os hidrogénios
H-1"/H-6’ da unidade I estdo significativamente mais protegidos em relacdo aos mesmos
hidrogénios do composto 11. Nestes, 0s hidrogénios possuem o deslocamento quimico de & 7,30;
enquanto no composto 10, os hidrogénios H-1’/H-6" da unidade I estdo em & 6,80. Estes dados,
de acordo com a literatura (MARKAM & GEIGER, 1996), indicam que quando a ligacdo entre
as unidades é do tipo C-4-C-8 ha uma interacdo do anel B da unidade Il com os hidrogénios H-
1’/H-6 da unidade I, exercendo uma prote¢do sobre os mesmos. Esta interacdo encontra-se
ausente quando a ligacdo entre as unidades é do tipo C-4-C-6. Desta forma, estes dados
permitem definir que no composto majoritario 10 a ligacdo entre as unidades é do tipo C-4-C-8,
enquanto no composto minoritario 11 a ligacdo entre as unidades é do tipo C-4 - C-6 (Figura
30). Assim, foi possivel propor para os biflavonoides 10 e 11 as estruturas constantes na Figura
30. Estas estruturas correspondem a duas proantocianidinas, cujas estruturas ndo constam na

literatura e, portanto, sdo inéditas.

OH

OH

Substancia 10 Substancia 11 ‘

N
o N
|

Figura 30. Estrutura dos biflavonoides majoritario (10) e minoritério (11).
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Tabela 21. Dados de RMN de *H e *C (300/75 MHz) em CD3OD da substancia 10 e 11

(11)

C/H sC 8 'H[m, J (H2)] 59C
2 4,36 83,7 4,50 83,6
3 4,35 73,9 4,60 73,8
4 4,46 38,5 4,66 38,8
5 158,4 158,6
6 6,12 96,4 96,4
7 157,1 157,4
8 5,95 96,1 95,8
9 157,2 157,7
10 1018 99,4
I 132,1 132,4
2 115,9 1156
3’ 130,0 130,4
4 1555 155,3
5 130,0 130,4
6 115,9 1156
27 4,78 80,1 4,95 79,9
37 4,06 67,8 4,25 67,3
4 2,74 dI (14,7); 2,77 29,6 2,87 30,0

dd (14,7Hz; 1,8Hz)

5 157,1 157,4
6 97,0 96,4
77 156,2 156,2
8" 108,6 108,7
97 157,9 158,5
10 107,5 107,2
1 131,7 131,6
2 6.8 116,0 73 1158
37 145,8 1456
4 145,6 1455
57 115,2 1156
6 6.8 119,1 73 120,3
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Tabela 21. Dados de RMN de *H e *C (300/75 MHz) em CD3OD da substancia 10 e 11

739
736

m
6.89
6.87
6.85
6.82
681
6.80
6.78
6.78
F6.75
6.72
664
6.61
658
653
13
.99
.98
.98
.96
94
.92
91
.87
.86
.83
.82
.95
.92
.78
68
66
464
461
459
4
449
441
4
4.
4
440
437
436
435
43
424
417
4.06
33
3
2
2
2
2
2
2,
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Espectro 123. Espectro de RMN *H de OL4-S42-44 ( Substancias 10 e 11) (300 MHz,

CD;0D)

T T T N
a0 as 30 ppm
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Espectro 124. Expansdo do espectro de RMN *H de OL4-S42-44 ( Substancias 10 e 11) (300

MHz, CD;0OD)
23c@ 3J4s aa=ms sssasdoas S583F  §33E 8§ 8% §595353sEY &%
NN NV NN N YV Y V" V
160 150 140 1;0 120 110 100 90 8'0 7'0 S'O 5'0 4'0 3'0 2'0 Ppm

Espectro 125. Espectro de RMN *3C de OL4-S42-44 (Substancias 10 e 11) (75 MHz,
CD;0D)
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Espectro 126. Expansdo do espectro de RMN **C de OL4-S42-44 (Substancias 10 e 11) (75

MHz, CD;OD )
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Espectro 127. Expansdo do espectro de RMN **C de OL4-S42-44 (Substancias 10 e 11) (75

MHz, CD;0OD)
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Espectro 128. Expansdo do espectro de RMN **C de OL4-S42-44 (Substancias 10 e 11) (75
MHz, CD3;0D)
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Espectro 129. Expansdo do espectro de RMN **C de OL4-S42-44 (Substancias 10 e 11) (75
MHz, CD3;0D)

ESTUDO QUIMICO DE PLANTAS DO CERRADO: O. lancifolia (Schott) MEZ (LAURACEAE)



5. Resultados e Discussao 155

-ausr 100
hac—- 120
Espectro 130. Experimento HSQC de OL4-S42-44 (Substancias 10 e 11) (300/75 MHz,

CD;0D)
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Espectro 131. Experimento HMBC de OL4-S42-44 (Substéancias 10 e 11) (300/75 MHz,
CD;0D)
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Espectro 132. Expanséo do experimento de HMBC de OL4-S42-44 (Substancias 10 e 11)
(300/75 MHz, CD3;0D)
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Espectro 133. Expansdo do HMBC de OL4-S42-44 (Substancias 10 e 11) (300/75 MHz,
CD;0D)
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5.3 Diterpenos

5.3.1 Substéncia 12

Nas fracGes OLH-A01 e OLH-AL, obtida a partir dos procedimentos cromatogréficos
com o extrato etandlico da fase hexanica das folhas, foi verificada por RMN a presenca de uma
mistura de diterpenos apolares. O componente majoritario desta mistura foi codificado como
substancia 12 [descrito em Materiais e Métodos 4.5.1.1, p.29]

No espectro de RMN **C e DEPT 135° da referida mistura [Espectro 136 - 140;
Tabela 22, p.157] observou-se sinais para vinte carbonos relativos ao diterpeno majoritéario 12.
Estes se constituiram de trés carbonos metinicos, quatro carbonos ndo ligados a hidrogénio,
sendo trés quaternarios e um de ligacéo dupla, trés grupos metilicos e dez metilénicos, sendo um
de ligacdo dupla. Tendo em vista que os dados de RMN indicaram que o composto 12 é
constituido apenas de carbono e hidrogénio e considerando a listagem acima, p6de-se propor
para 0 mesmo a formula molecular CyHsz,. O IDH cinco relativo a esta formula molecular,
juntamente com a constatacdo da presenca de uma ligacdo dupla, indica que 12 é um diterpeno
tetraciclico. Os sinais relativos ao grupo metileno em 6 102,8 e ao carbono sem hidrogénio em &
156,2 sdo compativeis com uma ligacdo dupla exociclica. Estas caracteristicas levaram a
proposicdo de que 12 seja um diterpeno com esqueleto caurano, onde, em funcdo da rota
biossintética, &€ muito freqliente ligacdo dupla C-16-C-17. A comparacdo dos dados de RMN de
3C de 12 com os dados descritos na literatura para o diterpeno ent-caur-16-eno, confirmou
tratar-se do mesmo composto (ou seu enantibmero) (CONNOLLY, 1991). A Tabela 22 contém
os dados de RMN de *3C da substancia 12 (Figura 31) e os dados relativos a esta substancia
publicados na literatura (HANSON et al., 1976).

12

Figura 31. Estrutura da substéncia 12
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Tabela 22. Dados de RMN *H e *C (300/75 MHz, CDCls) de 12 e do ent-caur-16-eno [25 MHz,
CDCIl3] (HANSON et al, 1976).

Literatura
(12)

C/H 5 3C 8 IH [m, J (H2)] (HANS%N;;&" 1976)
1 42,4 41,3
2 18,4 18,6
3 42,8 42,0
4 33,7 333
5 56,3 56,1
6 20,2 20,3
7 40,7 40,4
8 44,2 44,2
9 56,0 56,1
10 39,3 39,3
11 18,1 18,1
12 33,3 33,3
13 44,0 2,61 sl 44,2
14 39,8 39,9
15 49,2 49,2
16 156,2 156,0
17 102,8 4,77 sl (H-17a); 4,71 sl (H-17b) 102,8
18 33,7 0,83s 33,7
19 21,6 0,79's 21,7
20 17,6 1,00s 17,6

5.3.2 Substéncia 13

A substancia 13 foi obtida como um produto minoritario em mistura com o diterpeno
ent-caur-16-eno (12) nas fracbes OLH-AO1 e OLH-Al a fase hexanica das folhas, conforme
descrito em Materiais e Métodos 4.5.1.1 p. 29.

No espectro de RMN de 'H da fracdo [Espectros 134 -135, p. 160] observou-se um

conjunto de sinais na regido entre & 55 - 6,5, que é tipico de vinila. Este dado, aliado a
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caracterizacdo de outro diterpeno na mesma fracdo, foi sugestivo de um diterpeno de esqueleto
pimarano.

Os espectros de RMN de *C e DEPT 135° [Espectro 136 — 140, Tabela 23, p.159]
permitiram listar um conjunto de vinte sinais, entre os quais se destacam quatro relativos a
carbonos de ligacdo dupla: 6 111,2 (CH), 6 114,9 (CH), 6 144,1 (CH,) e 6 155,9 (C). Os valores
de & 111,2 e 6 144,1 séo caracteristicos de um grupo vinila. A listagem dos demais sinais obtidos
[Tabela 23] levaram a férmula molecular CyoHs,, compativel com um diterpeno triciclico com
duas liagacdes duplas. Comparando-se os valores de RMN de **C listados para a substancia 13
com os descritos na literatura, pode-se verificar uma boa correlacdo com os dados do diterpeno
de esqueleto pimaradieno mostrado na Figura 32. Desta forma, foi possivel identificar 13 como
sendo o 8a-isopimara-9(11)-15-dieno. (HAYAMAN et al., 1986).

.....”§16

T s

2
Z
Z
z
1

9

13

Figura 32. Estrutura da substancia 13.
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Tabela 23. Dados de RMN de *C de 13 obtido de O. lancifolia [75 MHz, CDCls] e do 8a-

isopimara-9(11) -15-dien [25 MHz, CDCl;]

Literatura

C (113) (HAYAMAN et al., 1986)

§°C ot
1 38,1 374
2 18,3 18.9
3 41,2 426
4 33,3 336
5 47,2 45,6
6 19,7 196
7 27,4 27.0
8 30,2 30.4
9 151,4 152.9
10 39,4 38 1
11 114,9 115.6
12 41,2 413
13 36,1 355
14 44,06 43,9
15 144,1 145,9
16 111,2 110,9
17 29,4 296
13 33,0 332
19 21,9 219
20 245 253
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Espectro 134. Espectro de RMN de *H de OLH-A01 ( Substancias 12 e 13) (300 MHz,

CDCly)
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Espectro 135. Expanséo do espectro de RMN de *H de OLH-A01 ( Substancias 12 e 13)
(300 MHz, CDCl5)

ESTUDO QUIMICO DE PLANTAS DO CERRADO: O. lancifolia (Schott) MEZ (LAURACEAE)

161



5. Resultados e Discussao

T
50

o
30

T
10

Espectro 136. Espectro de RMN de *C de OLH-A01 (Substancias 12 e 13) (75 MHz,

CDCls)
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Espectro 137. Expanséo do espectro de RMN de *C de OLH-A01 (Substancias 12 e 13) (75

MHz, CDCls)
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Espectro 138. Expans&o do espectro de RMN de **C de OLH-A01 ( Substancias 12 e 13) (75

MHz, CDCls)
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Espectro 139. Espectro DEPT 135° de OLH-AO01 ( Substancias 12 e 13) (75 MHz, CDCls)

ESTUDO QUIMICO DE PLANTAS DO CERRADO: O. lancifolia (Schott) MEZ (LAURACEAE)



5. Resultados e Discussao

S -

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

LSS it

B
—

Espectro 140. Expanséo do espectro DEPT 135° de OLH-AOQ1 ( Substancias 12 e 13) (75

5.4 Tocoferois

5.4.1 Substancia 14

A substancia 14 foi identificada nas fracbes OLH3-23 e OLH4-126, originadas dos

procedimentos cromatograficos com a fase hexanica proveniente do extrato etandlico das folhas

MHz, CDCly)

[descrito em Materiais e Métodos 4.5.1.3, p. 29].

O espectro de RMN 'H de 14 [Espectro 141; Tabela 24, p. 166] apresentou dois
singletos em & 2,14 (3H) e & 2,09 (6H) relativos a trés metilas ligadas a carbono de anel
aromatico, um singleto em & 1,21 (3H) e um singleto largo (1H) em 6 4,17, um tripleto em 6 2,58
(2H; 6,7 Hz), um multipleto na regido de 6 1,75-1,85 (2H), e ainda, sinais na regido de 5 0,80-

0,86. Os sinais de RMN de 'H e *C da parte alifatica da estrutura sugerem uma natureza

isoprénica para a mesma, compreendend

0 quatro unidades.
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O espectro de RMN *C de 14 [Espectro 142; Tabela 24, p. 165] apresentou sinais
para 29 carbonos, sendo que 22 sinais se encontravam entre 5 19,6 e & 39,4. Foram observados,
também, sinais para seis carbonos aromaticos, sendo quatro na regido entre & 117,4 e 122,6 e
dois em 6 144,5 e & 145,5. Todos os seis carbonos do anel aromatico detectado séo substituidos,
ou seja, ndo h& nenhum CH; outro aspecto a ser considerado séo os sinais a 6 144,5 e 6 145,5,
que sdo caracteristicos de dois carbonos ligados a atomos de oxigénio em posicao orto ou para.

O espectro de RMN *3C em associacéo com o espectro DEPT 135° [Espectros 142;
Tabela 24, p. 165] mostrou que a parte alifatica da estrutura 14 € constituida de um carbono
carbindlico terciario (6 74,5), trés metinos, onze metilenos e oito metilas.

A existéncia de uma cadeia isoprénica sugerida para a estrutura 14 no espectro de
RMN 'H, pode ser confirmada em funcdo dos sinais observados na regido de & 19,6 a 39,4 no
espectro de RMN de *C.

Este conjunto de informacdes, obtidas nos espectros de *C e H da fracdo OLH3-23
foram compativeis com os dados observados na literatura para a estrutura do a-tocoferol
(URANO et al., 1980; MATSUO & URANO, 1976).

Este conjunto de informacdes, aliado a presenca, ainda, de um sinal relativo a um
carbono oxigenado tetrassubstituido em & 74,5, e de uma metila em & 23,8 mostrou-se
compativel com a estrutura do a-tocoferol para 14.

A comparacdo dos dados de RMN *H e *3C de 14 com os relatados na literatura para
0 a-tocoferol confirmou a identidade entre as duas substancias. Foi detectada em mistura com a
substancia 14 um triglicerideo (URANO et al.,1980).

Figura 33. Estrutura do a-tocoferol.
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Tabela 24. Dados de RMN *H e *C (300/75 MHz, CDCI,) de 14 e do a-tocoferol (75 MHz, CDCly)

(URANO, S. et al., 1980)

(14) Literatura
(URANO, S. et al., 1980)
C 8 H [m, J (H2)] sC §C
8a 1455 1455
8 122,6 122,5
7 121,0 121,0
6 1445 1445
5 118,4 118,5
4a 117,4 117,3
4 2,581 (6,7) 20,7 20,7
3 1,75-1,85m 315 31,5
2 74,5 74,5
i’ 39,8 39,3
2’ 21,0 21,0
3 37,3 37,2
4 32,7 32,7
5 37,4 37,4
6 24,4 24,4
7 37,4 37,4
8 32,8 32,8
9 37,4 37,4
10’ 24,8 24.8
11’ 39,4 39,3
12’ 28,0 27,9
12’a 22,6 22,6
13’ 22,7 22,7
8a 19,6 19,6
4’a 19,7 19,7
2a 1,21s 23,8 23,7
8b 2,14 s 11,8 11,7
Ta 2,095 12,2 12,2
5a 2,095 11,3 11,2
OH 4,17 sl
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5.5 Poliprenol
5.5.1 Substancia 15

Da fragdo OLH-A61 e OLH-A51 foi isolada a substancia 15, a partir dos
procedimentos cromatograficos com a fase hexanica proveniente do extrato etanélico das folhas.
[descrito em Materiais e Métodos 4.5.1.1, p.29]

O espectro de RMN *C de 15 [Espectros 145; Tabela 25, p. 170] apresentou sinais
com deslocamentos quimicos entre & 16,0 e & 25,7 relativos a grupos metila ligadas a carbonos
olefinicos, sinais em & 26,3 e & 39,7 de carbonos metilénicos, um sinal em & 59,0
correspondente a um grupo metilénico carbindlico, e ainda, dois conjuntos de sinais relativos a
carbonos olefinicos nas regides de 6 124,1 a 125,0 (CH) e 6 131,2 a 139,9 (C).

O espectro de RMN 'H de 7 [Espectro 144; Tabela 25, p. 170] apresentou dois
singletos largos em 6 2,02 e 5 5,10, e trés singletos em 6 1,72; 5 1,66 e 5 1,58, relativos a grupos
metila ligados a carbonos olefinicos. Apresentou também um dubleto largo em & 4,07 (2H; 7,1
Hz) e um tripleto em & 5,42 (1H; 7,1 Hz).

Estas informacGes sugeriram para 15 uma estrutura isoprenoide aciclica.

Com relacdo a estereoquimica destas unidades isoprénicas, verificou-se que tanto
ligacBes duplas trissubstituidas Z como E ocorriam na estrutura de 15, uma vez que foram
observados sinais para carbonos metilicos na regido de & 23 e para carbonos metilénicos alilicos
vizinhos ao carbono metilado na regido de 6 32 (indicativos de ligagdo dupla Z), como também
metilas na regido de 6 16 e carbonos metilénicos em torno de & 39 (indicativos de ligagdo dupla
E), conforme exemplificado pelos valores de deslocamento quimico dos carbonos nos
monoterpenos abaixo (WEHRLI & NISHIDA, 1979).

174 16:0 1716 23:5
1312 266 |137:2 58,7 131,
X X OH 12511
255 1249 397  124:5 257 1242 3212

Com base, principalmente, no nimero de sinais de carbonos olefinicos, como também

na integracdo dos sinais no espectro de RMN *H de 15, concluiu-se que este composto possuia
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em sua estrutura varios residuos isoprénicos contendo ligacdes duplas (Z) e (E) e um grupo
hidroximetilénico terminal.

Substancias com este tipo de esqueleto sdo denominadas poliprendis, os quais podem
ser obtidos de plantas superiores e também de animais e microorganismos (SWIEZEWSKA et
al., 1994; TANAKA & TANGPAKDEE, 1998).

w E (trans) Z (cis) Z (cis- a)

Figura 34: Estrutura geral de um poliprenol.

Poliprendis de origem vegetal apresentam uma grande diversidade quanto ao tamanho
da cadeia isoprenoide. Em geral, poliprendis encontrados em folhas de angiospermas possuem
cadeias com 8 a 15 ou até mais unidades isoprénicas, sendo 0s mais comuns oS que contém
residuos de 10 a 12 destas unidades (SWIEZEWSKA et al., 1994).

Existem dois tipos principais de poliprendis vegetais: os tri-trans poli-cis prendis
(Figura 34, n = 3) e os di-trans poli-cis prendis (Figura 34, n = 2), originados a partir da
incorporacdo de unidades isoprénicas (através do pirofosfato de isopentenila) a unidades de
pirofosfato de tri-trans geranil-geranila e di-trans farnesila, respectivamente, pela agédo de uma
cis-preniltransferase (SWIEZEWSKA et al., 1994; AOKI et al., 1997; TANAKA &
TANGPAKDEE, 1998).

No espectro de RMN 'H de 15 observa-se que ha uma predominancia de residuos
isoprénicos com geometria Z em relacdo aos de geometria E, conforme demonstrado pela
integracdo dos sinais em & 1,58 e & 1,66-1,72, referentes as metilas dos residuos isoprénicos
internos E e Z, respectivamente. Estes sinais também representam as metilas do residuo
isoprénico terminal W com orientacao cis e trans, respectivamente, em relacdo a cadeia principal
e a metila do residuo isoprénico terminal a (6 1,66).

As informagdes fornecidas pela integragcéo destes e dos demais sinais presentes no
espectro de RMN 'H sugeriram a presenca de 12 unidades isoprénicas na estrutura de 15,
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compreendendo: sete residuos isoprénicos Z e trés E, além de um residuo terminal W e um
terminal o (Z), contendo o grupo hidroximetilénico.

Esta substancia conhecida como ficaprenol-12 ou poliprenol-12, tem sido obtida de
folhas de varias espécies de angiospermas, incluindo representantes da familia Meliaceae (Toona
ciliata, Dysoxylum binectariferum, Swietenia mahogany e Guarea jamaicensis) (SWIEZEWSKA
etal., 1994; REYNOLDS et al., 1999).

Os dados de RMN 'H e ¥C de 15 apresentaram-se bastante semelhantes aos do
ficaprenol-12 relatados na literatura (REYNOLDS et al., 1999).

Foram identificados, poliprendis do tipo ficaprenol-12 (Figura 35) em mistura com
matéria graxa também nas fragdes OLH6-08, OLH2-11, OLH2-18, OLH4-B28 e OLH3-27-31.

Figura 35. Estrutura do poliprenol-12.
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Tabela 25. Dados de RMN *H e **C (300/75 MHz, CDCls) da substancia (15) e do ficaprenol -

12 [500/125 MHz, C¢Dg] (REYNOLDS et al., 1999).

(15) Literatura
C/H (REYNOLDS et al., 1999)
& H [m, J (H2)] sC & H lit §C
1 4,07 dl (7,1) 59,0 4,02 59,0
2 5,421 (7,1) 126,0 5,41 125,0
3 - 138,4 - 139,9
4 2,025l 32,5 2,03 32,0
a 2,025l 32,4-32,6 2,11-2,18 32,2
b 2,025l 26,9-27,2 2,10-2,20 26,3-26,7
c 5,10 sl 124,7-125,6 5,16-5,31 124,1-125,0
d - 131,1-135,8 - 131,2-136,1
e 2,025l 40,2 2,10-2,12 39,7
i 1,665 25,9 1,68 257
g 158s 17,8 157 17,7
h 158s 16,1 1,61-1,63 16,0
i 1,725 23,6-23,7 1,72-1,75 23,4
j 1,665 23,5 1,65 257
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5.6 Esteroides
5.6.1 Substancia 16
Foi obtida na fragdo OLH-04 (120-134) a substdncia 16, originado a partir dos

procedimentos cromatograficos da fase hexanica proveniente do extrato etandlico [descrito em

Materiais e Métodos 4.5.1.4, p. 32].
O espectro de RMN de *H [Espectro 145, p. 174] apresentou um dubleto em & 5,30,

correspondente a um hidrogénio ligado a carbono olefinico, além de sinais na regido entre 6 0,65

e 1,06.
No espectro de RMN *3C e DEPT 135° [Espectro 146 — 147; Tabela 26, p.173] foram

observados 29 sinais, incluindo os sinais de carbonos olefinicos do tipo C/CH em & 140,8 ¢ o

121,7, respectivamente, e de um carbono carbinélico em & 71,7, além dos sinais em & 11,8 ¢ &

12,0, relativos as metilas (C-18 e C-29).
O perfil dos espectros de RMN de 'H e *C de 16, bem como os valores dos

deslocamentos quimicos, como a presenca de uma ligacdo dupla, sdo sugestivos de compostos

com esqueleto esteroidal.
Com base nas informacdes acima citadas, verifica-se que 16 (Figura 36) apresentou
dados de RMN 'H e *C compativeis com os do B-sitosterol citados na literatura (WRIGHT et
al., 1978; SAXENA & ALBERT, 2005). O B-sitosterol também foi identificado na fracéo

21
“u, 22

OLH4-150.

19
27

26

I’NM\M‘-‘.‘..

16
Figura 36. Estrutura do B-sitosterol.
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Tabela 26. Dados de RMN *C (75 MHz, CDCl;) de 16 e do p-sitosterol (SAXENA &
ALBERT, 2005) [75 MHz, CDCl5]

Literatura

c 8(1136(): (SAXENA & ALBERT, 2005)

3°C
- 370 373
2 316 31,6
3 718 71,7
A 42,3 42,3
5 140,7 140,8
6 121,7 121,6
7 316 31,9
8 31,6 31,9
9 50,1 50,2
10 36,8 36,5
11 21,1 21,1
12 39,7 39,8
13 42,3 423
14 56,7 56,8
15 24,3 24,3
16 28,2 28,9
17 56,0 56,1
18 12,0 11,9
19 19,4 19,4
20 36 1 36,2
21 18,7 18,8
99 33,9 34,0
’3 26.0 26,1
o 458 45,9
o5 29,1 29,2
26 19,8 19,8
27 19,0 19,1
28 23,0 23,1
29 11,8 12,3
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5.6.2 Substancia 17

A substancia 17 foi isolada da fracdo OLGH-28(48-58), originada dos fracionamentos
cromatograficos da fase hexanica dos galhos provenientes do extrato etandlico [descrito em
Materiais e Métodos 4.7.4, p.36].

O espectro de RMN *H [Espectro 149, p. 178] de 17 mostrou Vvarios sinais na regido
de 6 0,65 a 2,75, um sinal maltiplo na regido de 6 3,54 relativo a um hidrogénio carbinolico e
um dubleto largo a 6 5,34 (9,0 Hz) que indicou a presenca de hidrogénio olefinico.

O espectro de RMN *C e DEPT 135° [Espectro 149 -150, Tabela 27, p. 177]
apresentaram sinais mais intensos relativos a seis metilas (duas delas a 6 11,8 e 6 12,0), um
carbono oxigenado a & 79,6 e dois carbonos olefinicos a 6 140,3 & (C tetrassubstituido) e 6 122,1
(CH), sugestivos de um esqueleto esteroidal (GARCEZ et al., 1997; POUCHERT & BEHNKE,
1983). Além destes sinais relacionados no espectro de RMN *3C foram observados sinais
adicionais na regido de ¢ 14,1-34,2 e 6 128,1-130,2 e de um observado a 6 174,6. Nos espectros
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de RMN *H e 13C foram observados ainda, sinais na regido entre & 4,18 e & 4,47 no espectro de
RMN H e seis sinais na regi&o de & 63,2-101,2, os quais foram sugestivos de um residuo de
acucar. Foi determinado que tal residuo era de B-glucopiranosila em funcdo dos valores de
deslocamento quimico no espectro de RMN **C (COLLINS & FERRIER, 1980). Estes dados
sugeriram para 17 a estrutura do B-sitosterol glicosilado em C-3 contendo um residuo de &cido
graxo. No espectro de RMN C de 17 a diferenca significativa observada no valor de
deslocamento do sinal correspondente ao carbono ¢ 79,5 em relacdo ao mesmo carbono no
sitosterol (6 71,7) (WRIGHT et al., 1978) foi compativel com a presenca do agucar em C-3. Da
mesma forma, a desprotecdo do carbon C-6’ da glucose, assim como a protegdo de C-5’
(SOARES, 2006), foram compativeis com a localizacdo do residuo de &cido graxo naquele
carbono. O valor de & 101,2 para 0 C-1’ da unidade de glucose pode ainda evidenciar a ligagdo
do tipo de O-glucosideo em C-3 entre a aglicona e o0 agucar, uma vez que carbonos anomérios de
O-glucosideos sdo observados na regido de 6 100, independentemente da natureza do residuo de
acucar (BOYD & TURVEY, 1978).

Com base nos dados espectroscopicos obtidos e através do levantamento bibliografico
sobre outros esteroides (SILVA, 2005), péde-se concluir que 17 tratava-se do 3(6’-O-acil-O-p-
D-glucopiranosil)-sitosterol (Figura 37). Para estes tipos de compostos sdo atribuidos
importantes atividades bioldgicas, tais como antitumoral (KIRIAKIDIS et al., 1997) e piscicida
(HASHIMOTO et al., 1991).

Figura 37. Estrutura de 3(6’-O-acil-O-B-D-glucopiranosil)-sitosterol.
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Tabela 27. Dados de RMN **C (75 MHz, CDCl;) de 17 e do 3-(6’-O-acil-O-p-D-
glucopiranosil)-sitosterol) [75 MHz, CDClI;] [Silva et al., 2005].

a7 Literatura
(Silva et al., 2005)
C 6 °C dC
1 37,2 38,9
2 31,9 30,9
3 79,6 79,5
4 38,9 38,9
5 140,3 140,3
6 122,1 122,1
7 31,8 31,8
8 31,9 31.9
9 50,1 50,2
10 36.1 36,1
11 21,0 21,1
12 39,7 39,8
13 42,3 42,3
14 56,7 56,8
15 24,3 24,3
16 28,2 28,2
17 56,1 56,1
18 11,8 11,8
19 19,3 19,3
20 36,7 37,3
21 18,7 18,8
22 33,9 33,9
23 26,1 26,1
24 45,8 45,8
25 29,2 29,2
26 19,8 19,8
27 19,0 19,0
28 23,0 23,1
29 11,9 11,9
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5.7 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Para o extrato etandlico bruto e fases hexanicas e hidrometanodlicas das folhas de O.
lancifolia, foram realizados os seguintes ensaios: atividade antimicrobiana, toxicidade para

Artemia salina,atividade antirradicalar e genotoxica.

5.7.1 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Foram testados o extrato etandlico bruto e as fases hexanica e hidrometandlica das
folhas de O. lancifolia frente aos microorganismos E. faecalis, S. aureus e P. aeruginosa,
utilizando como padréo o cloranfenicol.

A concentra¢do minima inibitéria (CMI), apresentou-se inativa para o extrato bruto e
fase hidrometandlica frente aos microorganismos testados e fraca para a fase hexanica frente ao

P. aeruginosa (1000 pg/mL).
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Tabela 28. Dados de atividade antibacteriana do extrato bruto e das fases hexéanica e

hidrometandlica das folhas de O. lancifolia

Fracoes S. aureus P. aeruginosa E. faecalis
(ATCC 25923) (ATCC 27853) (ATCC 29218)
CMI (pg/mL) CMI (pg/mL) CMI (pg/mL)
Extrato bruto In. In. In.
Fase hexanica In. In. In.
Fase hidrometanolica In. 1000 In.

* CMI — concentracdo minima inibitoria; In. — inativo

5.7.2 Avaliacéo da toxicidade para Artemia salina

Os extratos etanolicos bruto, hexanico e hidrometanolico das folhas de O.
lancifolia apresentaram —se inativos para a toxicidade em Artemia salina, uma vez que extratos
brutos vegetais sdo considerados bioativos quando apresentam um valor de DL50 abaixo de 1000
mg/ml (MEYER et al., 1982).

5.7.3 Avaliacéo da atividade antirradicalar

O extrato bruto, as fases hexanica e hidrometandlica, e a mistura de biflavonoides das
folhas de O. lancifolia tiveram suas atividades antirradicalars testadas utilizando o método do
sequestro de radical livre com DPPH.

A atividade é expressa através do valor de 1Cso (dado em pg/mL), quanto menor esse
valor mais antirradicalar ¢ a substancia. As fracfes analisadas apresentaram atividade
antirradicalar, porém a fase hidrometandlica e a mistura de biflavonoides apresentaram atividade

antirradicalar significativa.
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Tabela 29. Dados de atividade antirradicalar do extrato bruto, das fases hexanica e

hidrometandlica e da mistura de biflavonoides das folhas de O. lancifolia.

Fracdes ICs0 (ug/mL)
Extrato bruto 2,45
Fase hidrometanolica 1,65
Fase hexanica 5,92
Mistura de biflavonoides 1,06
Acido cafeico” 1,53

“Controle Positivo

5.7.4 Atividade genotoxica

No presente trabalho foi também avaliada a atividade genotoxica: a) do extrato
etandlico (EE) e a fase hidrometandlica (FHOL) das folhas utilizando-se como modelo biol6gico
o0 teste SMART, em asas de Drosophila melanogaster. Foram realizados experimentos
independentes, utilizando-se cruzamento padréo (ST) para as amostras.

Observou-se para o0 extrato etandlico (EE) e fase hidrometandlica (FHOL) das folhas
de O. lancifolia tratados com trés diferentes concentracdes, que a frequéncia de manchas
mutantes nos descendentes trans-heterozigotos do cruzamento ST, variou de zero a 0,45,
prevalecendo manchas simples pequenas. Resultados similares foram encontrados com o
controle negativo ( 0,40).

No cruzamento ST, os valores das freqiéncias de manchas mutantes, do extrato
etanolico (EE) e fase hidrometandlica (FHOL) esttdo abaixo do valor obtido no controle
negativo, indicando que 0os mesmos ndo apresentam, nestas condi¢des experimentais, atividade

genotoxica.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo quimico das fases hexanica e hidrometandlica provenientes da particdo do
extrato etandlico das folhas e galhos de Ocotea. lancifolia coletados na regido do rio Guariroba
em Campo Grande/MS resultou no isolamento e caracterizacdo de dezessete substancias,
compreendendo: oito sesquiterpenos, sendo sete de esqueleto eremofilano e um aromadendrano,
duas proantocianidinas e um flavonoide, dois diterpenos, um caureno € um pimarano, 0 o-
tocoferol, o poliprenol ficaprenol-12, e dois esteroides, o B-sitosterol ¢ o 3(6’-O-acil-O-B-D-
glucopiranosil)-sitosterol.

Merecem destaque, seis sesquiterpenos inéditos caracterizados como sendo o &cido
4B, 5B, 7B-eremofil-9-en-12-oico (1), &cido 4B, 5B, 7p-eremofil-1(10)-en-12-oico (2), acido 4p,
5B, 7p -eremofil-9-en-8-0x0-12-oico (3), 4B, 5B, 7p-eremofil-9-en-12,8B-olido (4), 4B, 58, 7pB-
eremofil-9-en-12,8a-olido (5) e acido 4B, 5B, 7p-eremofilan-9,10-epdxi-12-oico (6). Além do
sesquiterpeno 4p,5B,7p-eremofil-11-en-10a-ol (7) aqui relatado pela primeira vez em Lauraceae.

A importancia da obtencdo destes compostos reside no fato de que esta € o primeiro
relato d a ocorréncia de eremofilenos no género Ocotea. Além disso, ainda ndo ha relatados na
literatura sobre a ocorréncia das proantocianidinas 10 e 11.

Deve-se ressaltar também que na literatura, até 0 momento, s6 houve um relato sobre
esta espécie. Nesse foi estudado quimicamente um espécime do Paraguai, resultando na obtencao
de treze alcaloides isoquinolinicos (FOURNET et al., 2007) e na avaliacdo das suas atividades
contra a forma promastigota do Tripanosoma cruzi. Neste sentido, o presente trabalho,
contribuiu para o conhecimento dos metabolitos secundarios predominantes em um espécime de
O. lancifolia brasileiro.

Pdde-se observar uma predominancia de compostos terpénicos no espécime
brasileiro. A ocorréncia de uma variagdo na composi¢do quimica, como a classe de compostos,
pode estar relacionada & parte da planta estudada, e também em funcdo da regido onde séo
coletadas.

Quanto as atividades biologicas e antiradicares avaliadas, vale ressaltar que a fase
hidrometandlica das folhas apresentou um resultado significativo frente ao ensaio de atividade
antirradicalar, assim como duas das substancias obtidas desta fase, as proantocianidinas 10 e 11.
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