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RESUMO

Holostylis reniformis sintetiza uma variedade de compostos, incluindo seco lignanas
e sesquiterpenos. Em busca de potenciais compostos antimalaricos, novos estudos
fitoquimicos dos extratos de raizes foram realizados. Este trabalho descreve o
isolamento de quatorze compostos por meio de técnicas cromatograficas,
principalmente por CCD e CC, e CLAE. Estes compostos foram caracterizados por
métodos espectrométricos, especialmente por experimentos de RMN e medidas de
rotagcdo Optica especifica. A partir dos extratos de raizes de H. reniformis trés
sesquiterpenos novos, 4,5-seco-guaiano (7-epi-11-hidroxichabrolidiona A, XIV), uma
lactona de nove membros (holostilactona, XV), e uma megastigmana [(6S,9S,7E)-
6,9-di-hidroxi-10-(2'-hidroxietoxi)-4,7-megastigmadien-3-ona, XVI], juntamente com
uma nova lignana [(7R, 7'R,8S,8'S)-8,8-dimetil-4-hidroxi-3',4',5,7-tetrametil-2,7'-
ciclolignana, VIII] foram isoladas. Além disso, os compostos conhecidos sitosterol (1),
alantoina (XI), e a lignana furanica futokadsurin C (IX) foram obtidos.

Visando estudos posteriores sobre estrutura e atividade antimalarica, o0 composto
(7'R,8S,8'S)-8,8'-dimetil-3',4',4,5-tetrametil-2,7'-ciclolignan-7-ona foi submetido a

transformagdes quimicas gerando dois derivados.

Palavras-chave: Aristolochiaceae, Holostylis reniformis, sesquiterpenos, lignanas.



ABSTRACT

Holostylis reniformis can synthesize a variety of seco compounds including lignans
and sesquiterpenes. In search of potential antimalarial compounds further
phytochemical studies on the root extracts were carried out. This work describes the
isolation of 14 compounds by chromatographic techniques, mainly by TLC, CC, and
HPLC. These compounds were characterized by spectrometric methods, particularly
by NMR experiments and optical rotation measurements. From the root extracts of H.
reniformis three new sesquiterpenes, 4,5-seco-guaiane (7-epi-11-
hydroxychabrolidione A, XIV), a nine-membered lactone (holostylactone, XV), and a
megastigmane [(6S,7E,9S)-6,9-dihydroxy-10-(2'-hydroxyethoxy)-4,7-megastigmadien
-3-one, XVI], together with a new lignan [(7R,7'R,8S,8'S)-8,8"-dimethyl-4-hydroxy-
3',4',5,7-tetramethoxy-2,7'-cyclolignan, VIII] were isolated. In addition, the known
compounds sitosterol (I), allantoin (XI), and a tetrahydrofuran lignans futokadsurin C
(IX) were obtained.

(7'R,8S,8'S)-8,8'-dimethyl-3',4',4,5-tetramethoxy-2,7'-cyclolignan-7-one was subjec-
ted to chemical transformations into two derivatives for further structure and

antimalarial activity studies.

Keywords: Aristolochiaceae, Holostylis reniformis, sesquiterpenes, lignans.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Familia Aristolochiaceae

Plantas pertencentes a familia Aristolochiaceae sdo popularmente conhecidas
pelas expressdes “familia da jarrinha, cipd mil-homens, papo-de-peru e cagau”. As
classificacdes taxonémicas da familia Aristolochiaceae atribuem de quatro a oito
géneros contendo aproximadamente 540 espécies, dispersas em regides tropicais,
subtropicais e temperadas de todo globo terrestre .

Gonzédlez * baseado na andlise dos caracteres morfologicos: folha,
inflorescéncia, frutos, semente, oOrgados de reproducdo e polen, propde
aproximadamente 544 espécies presentes na familia Aristolochiaceae que estéo
distribuidas em duas subfamilias (Asaroideae e Aristolochioideae), duas tribos
(Braganticae e Aristolochieae), quatro géneros (Saruma, Asarum, Thottea,
Aristolochia) e trés subgéneros (Siphisia Orthoaristolochia, Pararistolochia) * °.
Estando as espécies Holostylis e Euglypha, incluidas no género Aristolochia como
Aristolochia reniformis e A. rosajiana, respectivamente, diferentemente de
classificacdes anteriores, Klotzsch (1859), Schmidt (1935) e Hoehne (1942), que
dividiam a familia Aristolochiaceae em duas subfamilias, Asaroideae (Saruma,
Asarum e Thottea) e Aristolochioideae (Aristolochia, Holostylis e Euglypha), tendo
esta Ultima, Holostylis e Euglypha como géneros de sua subfamilia *.

O grande interesse pelo estudo fitoquimico da familia Aristolochiaceae,
principalmente dos géneros Aristolochia, o maior género da familia em ndmero de
espécies (~400), possuindo cerca de 82 espécies catalogadas no Brasil, e Asarum
com cerca de 85 espécies distribuidas em regifes norte-temperadas, deve-se as
atividades biologicas apresentadas por suas espécies. Sendo as espécies
constituidas por uma composi¢cao quimica de metabdlitos secundarios diversificados
(4cidos graxos, terpenoides, lignoides, flavonoides e alcaloides) °.

Dentre os constituintes quimicos das espécies de Aristolochiaceae, varios
apresentam atividades biolégicas comprovadas, por exemplo, os &cidos
aristoloquicos, alantoina, neolignanas e lignanas. Estas dUltimas classes de
substancias estao presentes também na espécie Holostylis reniformis Duch. e, em

estudos recentes, demonstraram ter um potencial agente antiplasmédico *°.
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1.2 O Género Holostylis

Holostylis reniformis (Aristolochiaceae) também conhecida pelo nome vulgar
“Flor de sapo”, € uma espécie endémica na regido central da América do Sul
(Paraguai, Bolivia e Brasil). Esta espécie de planta possui caracteristicas botanicas
de um subarbusto perene, que ocupa superficies de médio porte em terrenos
humosos, por estender seus estolhos e rizomas no subsolo. Possuem raizes
simples, caules eretos ou levemente reclinados, folhas amplas com peciolo de 5 a
12 cm, flores zigomorfas e fruto em forma de capsula ovoide (figura 1) *°.

No Brasil, a espécie H. reniformis se desenvolve geralmente nas bordas das
matas e nas margens de rios, com ocorréncia em Goias, Maranhdo, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Tocantins **,

Na literatura é relatado a utilizacdo das raizes e rizomas de H. reniformis

como antirreumatico, estomaquico, sudorifero e depurativo >.

Figura 1. Fotos de diferentes partes de H. reniformis.

Estudos quimicos desta espécie propiciaram o isolamento e/ou identificacao
de 41 substancias de diversas classes quimicas, principalmente lignanas do tipo
ariltetralénicas (figura 3, tabelas 1 e 2) '°. Testes bioldgicos realizados com algumas
das substancias puras demonstraram que diversas lignanas ariltetralénicas isoladas
dos extratos de raiz apresentam potencial atividade antimalarica em experimentos

realizados in vitro (empregando-se Plasmodium falciparum). Bioensaios in vivo
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também evidenciaram a atividade potencial dos extratos de raiz na reducdo dos

niveis de parasitemia empregando-se Plasmodium berghei " **.

1.3 Lignanas

Lignanas e neolignanas sdo metabdlitos secundarios que ocorrem em plantas
vasculares, com funcbes especificas de interacdo planta-planta, planta-inseto,
planta-fungo e na defesa contra patdgenos e predadores *°. Segundo a IUPAC,
lignanas e neolignanas diferem entre si, pela ligacdo que uni os dimeros de Ce¢Cs
(fenilpropanoides). Lignanas sao dimeros de C¢C3 unidos nas posicdes B-B', ou seja
pela ligacdo entre os carbonos C-8 e C-8, ja os dimeros de CsCj3 cuja unido entre
carbono seja diferente de C-8 e C-8’ sdo denominados neolignanas ** 3,

A grande diversidade de estruturas quimicas apresentadas por estas
substancias, deve-se aos diferentes precursores monomericos gerarem nNOVOS
subgrupos de lignanas por ciclizacGes e/ou modificacdes nos esqueletos carbonicos.
Os diferentes subgrupos de lignanas (furofuranica, furanica, dibenzilbutanica,
dibenzilbutirolactbnica, ariltetralina, arilnaftalénica, dibenzociclo-octadiénica e
dibenzilbutirolactol) (figura 2) séo classificados segundo a maneira em que o

oxigénio é incorporado no esqueleto base e nos padrdes de ciclizacdo .

o & &

Furofuranico Dibenzilbutanico Furanico Ariltetralino
O I Xy Ly O
. k b AR
(6]
® ® g Sl
(0]
Dibenzilbutirolactélico Dibenzilbutiro-lactonico arilnaftalénico Dibenzociclo-octadiénico

Figura 2. Exemplos de esqueletos carbbnicos de lignanas isoladas de espécies da familia

. . 13
Aristolochiaceae .
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A maioria das lighanas isoladas das espécies de Aristolochiaceae séo do tipo
furofuranicas e as do tipo ariltetraldnicas minoritarias. Sendo que cerca de 67% das

lignanas isoladas das espécies de Aristolochiaceae ocorrem nos géneros Asarum,
o}
> =‘i

Avriltetralonica

Aristolochia e Holostylis °.

Furofuranica

Furanica

Figura 3. Esqueletos carbbnicos de lignanas isoladas da espécie Aristolochiaceae.

O estudo fitoquimico de H. reniformis

metabalitos presentes na estrutura vegetal, sendo a maior composi¢édo de lignanas

ariltetralbnicas.

Tabela 1. Estruturas de substancias isoladas de H. reniformis 10,

10

0

Tipo de estrutura Substancia Nome trivial
) o} Ar R" R’ R’ S
RO ' Ar OH CH; CH; (-)-8'-epi-8-hidroxi-aristoligona
3 Iﬁl Ar¥ H CH; H wulignana A,
RO A Art H H CH; (-)-epi-schisandrona
Arf H CHs; CHs (-)-holostiligona
A H -CH,- (-)-cagaianona B
A’ H CH; CH; (7'R,8S,8'S)-3',4"-metilenodioxi-4,5-
dimetoxi-2,7'-ciclolignan-7-ona
Art  H CH; H (-)8,8"-epi-holostilona
Art H -CH,- (-)-4'-O-metilenshicina
Art H CH; CHs (-)-8"-epi-aristoligona
) o Ar R* R’ .
RO Ar -CH,- (-)-cagaionona A
. m Al CHs H (-)-8,8'-epi-holostilona
RO H ’ Ar® CH;  CHs (-)-aristotetralona
Ar* CH; CHs (-)-aristoligona

evidenciou uma diversidade de



Tabela 2. Continuacéo: Estruturas de substancias isoladas de H. reniformis 10

0

Tipo de estrutura Substéncia Nome trivial
o Ar R® R®
Rzom Ar' CH; H (+)-holostilona
R$0 g Art CHs; CHs (+)-8,8'-epi-aristoligona
Ar
Ar Ar?
A . Ar® Ar® Galbacina
Ar e} Ar
Ar Art
‘ ) Ar® Art Calopepitina
Ar e} “Ar
i
HN>/)|\|\|—| EHZ alantoina
NHY
K o
OH Ar
chom Art (-)-holostilol C
HaCO .
Ar
1 . .
HaCO . Ar (-)-ciclogalgravina
Ar
o A" o Ar Art
I - Art Ar® 7,8-seco-holostilona B
Ar (e] CH3
CH3
?o Ar
HaCO H Art 7,8-seco-holostilona A
HO

Ar

H S

o
HO o
LT
H5CO ‘
HO

sitosterol-B-glicosideo

aristololiukina-B

HSCOD}% H3CO:©}%%
HaCO HO

Art Ar 2
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Este trabalho teve como uma das metas a obtencdo de lignanas
ariltetralénicas (gramas), visando a realizacdo de testes biolégicos (toxicidades e
antiplasmddicos). Considerando que os extratos hexanico e acetdnico de raizes

7,10

apresentaram atividade antimalarica , 0 conhecimento mais aprofundado sobre a

composicdo destes é importante para a racionalizacdo da atividade bioldgica,
correlacionando-a com a estrutura dos compostos. Assim, a obtencdo e
determinacao estrutural das substancias minoritarias presentes nestes extratos sédo

também essenciais para o prosseguimento destes estudos.

2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo o isolamento, a identificacdo e a
determinacao estrutural de substancias minoritarias néo identificadas em estudos
realizados anteriormente em extratos de raizes de H. reniformis. Além disto, este
trabalho visou o isolamento de uma lignana ariltetraldnica [(-)-8'-epi-aristoligona, 1]
mais abundante deste extrato, em quantidade suficiente para o avango nos ensaios
de biosseguranca farmacoldgica, bem como transformac¢des quimicas do grupo
carbonilico que permitam evidenciar se esta fungcdo € essencial para a atividade

antiplasmédica.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Material vegetal

O material vegetal foi coletado em fevereiro de 2008, em uma éarea do
perimetro rural da cidade de ltuiutaba-MG. Uma exsicata contendo as amostras dos
orgaos vegetais adultos (raizes, caules, folhas e frutos) foi enviada a Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ) de Piracicaba-SP, sendo esta espécie
identificada como H. reniformis pelo Dr. Lindolpho Capellari Junior. A espécie
encontra-se depositada no Herbario da mesma Instituicdo com o registro (n°® ESA-
88282).

3.2 Preparacao dos extratos de H. reniformis

ApoOs coletada, os 6rgaos vegetais da planta (raizes, caules, folhas e frutos)
foram separados manualmente, secos ao ar e posteriormente em estufa climatizada
a uma temperatura media de 45 °C.

As raizes de H. reniformis, parte vegetal selecionada para o desenvolvimento
do trabalho, apds secas, foram moidas por processo mecanico utilizando um moinho
de facas. Cerca de 2,6 kg deste material vegetal foi submetido a extracdo
sélido/liquido utilizando-se o método de maceracdo com a adicdo sucessiva de
solventes inertes em polaridade crescente (figura 4). A extracéo foi feita em triplicata
para cada solvente extrator com duragdo de 24 horas entre cada intervalo de

extracao.

Figura 4. Fluxograma da preparacéo dos extratos de H. reniformis.
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Os extratos hexanico, acetdnico e etandlico obtidos (figura 4) foram filtrados e
concentrados a pressdo reduzida (335, 556 e 175 mbar, respectivamente) a
temperatura de 40 °C, sendo posteriormente secos em capela de exaustdo a

temperatura ambiente para eliminacéo de residuos de solvente.

Tabela 3. Rendimento dos extratos obtidos de H. reniformis.

Extrato Massa dos Rendimento (%) em relacdo ao Rendimento (%) em relacdo a
extratos (g) material vegetal seco (2,6 kg) massa total de extratos obtidos
Hexanico 150,2 5,8 315
Acetbdnico 134,0 51 28,1
Etanolico 193,0 7,4 40,4
Total 477,2 18,3 100,0

Os extratos obtidos (tabela 3) foram analisados por RMN de *H e CCDC em
diferentes sistemas eluentes [Hex/AcOEt e CHCI3/CH3OH (9:1, 4:1 e 7:3)].

3.3 Cromatografia em coluna (CC) do extrato aceténico de raiz e purificagcao
por CLAE das fra¢cdes F-11, 13, 15, 18, 19, 21, 22 e 25
Parte do extrato acetbnico de raiz de H. reniformis (20,6 g) foi submetido a
fracionamento por CC (silica 60H, Hex/AcOEt e MeOH em ordem crescente de
polaridade). Ao final do processo cromatografico foram obtidas 48 frac6es de 120 mL

cada, identificadas pelos cédigos F-1 a F-48, sucessivamente (tabela 4).
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Tabela 4. Massas das fracdes obtidas, no processo cromatogréfico.

Fracdo  Massa (mgQ) Fracéo Massa (mQ) Fracéo Massa (mg) Fracdo Massa (mg)
1 0 13 90,0 25 2251 37 4.8
2 0 14 990,2 26 115,3 38 8,8
3 0 15 1118,3 27 109,0 39 5,7
4 0 16 52,4 28 123,0 40 2,8
5 111,3 17 532,3 29 305,6 41 0,6
6 167,0 18 857,6 30 4315 42 304,8
7 10,7 19 192,5 31 45,0 43 1448,8
8 0 20 64,5 32 45,0 44 4452
9 0 21 266,4 33 45,8 45 58,3
10 0 22 1368,1 34 27,3 46 114,5
11 133,6 23 460,1 35 23,6 47 35,5
12 55,3 24 245,3 36 24,0 48 5,8

3.3.1 Subfracionamento cromatoqgrafico da fracio F-18

A andlise preliminar da fragdo F-18 por CCDC permitiu identificar a presenca

de uma mistura complexa de substéancias com polaridades distintas. Esta fracao

(857 mg) foi submetida a um novo fracionamento por CC em fase estacionaria de

C18, tendo como eluente MeOH/H,O em sistema gradiente de polaridade, iniciando

na proporcao de 9:2 até a proporc¢ao final 3:2 de MeOH/H,O com variacdo de dez

por cento no incremento de H,O a cada nova proporcao de volume definido (150 ml).

O novo fracionamento resultou na obtencdo de dezessete novas subfracdes
identificadas pelos codigos F-18-1 a F-18-17 (tabela 5).

Tabela 5. Massa das fracdes obtidas do subfracionamento de F-18.

Fracéo Massa (mQ) Fracéo Massa (mQ) Fracéo Massa (mg)
1 2,6 7 34,1 13 2,2

2 8,4 8 0,2 14 14

3 22,6 9 17,7 15 6,8

4 151,5 10 15,7 16 3,2

5 520,7 11 8,3 17 3,8

6 56,3 12 3,5 - -
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As fracOes obtidas foram analisadas por CCDC com eluente composto por
misturas binarias de Hex/AcOEt e CHCI3/MeOH em diferentes proporc¢des (9:1, 4:1 e
7:3). As fracdes que apresentaram maior grau de pureza na analise por CCDC foram
submetidas a experimentos de RMN de 'H e **C, sendo posteriormente isolados

el/ou purificados os constituintes quimicos (figura 5).

3.3.2 Isolamento dos constituintes quimicos das fracdes F-19, 21 e 22

Apoés lavagens individuais das fracdes F-19, 21, 22, com MeOH, foram
obtidos trés precipitados brancos, parcialmente solliveis em MeOH, mas sollveis em
CHCls.

Os precipitados obtidos das fragbes F-19, 21 e 22 apds a otimizacdo em
modo analitico, foram individualmente submetidos a CLAE no modo semipreparativo
C18, MeOH/H,0 nas proporcdo 7:3, 7:3 e 3:1 respectivamente, com vazao de 8

mL/min.

3.3.3 Isolamento dos constituintes quimicos da fracdo F-18

Dentre as fracbes obtidas no subfracionamento da fracdo F-18, as
substancias presentes na fracdo identificada como F-18-5 foram separadas
utilizando CLAE em coluna C18 semipreparativa tendo como fase mével MeOH/H,0
na proporgao 3:2 em vazdo de 8 mL/min. Dentre as substancias isoladas, duas séo
lignanas do tipo ariltetralonicas (V e VI) e duas furanicas (IX e X).

3.3.4 Isolamento dos constituintes guimicos da fracdo F- 25

Esta fragcéo foi purificada por CLAE semipreparativa, empregando como fase
movel MeOH/H,O na propor¢ao 3:2, em coluna C18 com vazao de 8,0 mL/min.,
resultando no isolamento das substancias ja conhecidas (VII e IX) e de uma nova

lignana ariltetral6nica (V).
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3.3.5 Isolamento dos constituintes quimicos da fracdo F-11, 13 e 15

A fracdo F-15 foi parcialmente dissolvida em MeOH, sendo extraida a
substancia | por precipitacdo. O material resultante solivel em MeOH foi submetido
a CLAE tendo como fase movel MeOH/H,O na proporcéo 7:3 em vazao 8 mL/min.,
sendo isolada a substancia XIV.

As fracdes F-11 e 13 foram submetidas a CLAE, empregando como fase
mével MeOH/H,O nas proporc¢des 7:3 e 3:1, respectivamente, em coluna C18 com

vazao de 8,0 mL/min., gerando duas substancias XV e XVI.
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3.5 Transformacdes quimicas

3.5.1 Transformacao guimica da lignana Il em XllI

A substancia XIl (2000 mg) foi obtida como um sélido branco e rendimento
reacional de 90,4%, pela reacdo de reducéo da substancia Il (2200 mg) com NaBH,
(600 mg) dissolvidos em MeOH (80 mL), sob atmosfera de N, e agitacdo constante a
temperatura de 0 °C durante 240 minutos. A reacdo de reducdo pode gerar dois
produtos diastereoisomeéricos, devido ao ataque do hidreto ter a possibilidade de

ocorrer em ambas as faces (a e 8) da carbonila.

3.5.2 Transformacao guimica da lignana Xll em XIllI

A substancia XllI (1500 mg) foi obtida como um liquido viscoso de cor
marrom, pela reacéo de eliminacao (desidratacao) da substancia Xl (2000 mg) com
acido p-toluenossulfénico (APTS, 465,2 mg) dissolvido em benzeno seco (60 mL),
em atmosfera de N, a temperatura de 55 °C sob refluxo. O rendimento reacional foi
de 70%, sendo ambos os produtos das transformacgdes (sustancias Xl e XIll), bem

como o material de partida (substancia Il) enviados a bioensaios.

3.6 Materiais e equipamentos

As separacOes cromatograficas em coluna (CC) foram realizadas utilizando-
se silica gel 60H (Merck ®) e silica gel de fase reversa C-18 de 230-400 mesh (Merck
®), enquanto para CCDC e CCDP foram utilizadas silica G (2-25 um, 60 A) da marca

h ™ e silica gel 60H (Merck ®), respectivamente. As revelacées foram

Sigma-Aldric
feitas com irradiagdes na regido do UV (254 e 365 nm).

Os solventes deuterados (CDCl; e DMSO-dg) utilizados nos experimentos de
RMN foram da marca Sigma-Aldrich ™. Os solventes ndo deuterados empregados
nos processos cromatograficos e nas etapas de lavagem das fracbes, foram das

marcas Merck ® e Sigma-Aldrich ™

em grau cromatografico. A agua foi destilada e
deionizada em aparelho da marca Milli-Q (resistividade minima 18,2 MQ.cm a 25°
C).

Os espectros vibracionais de absorcao na regido do IV foram registrados em
espectrofotémetro Perkin Elmer ™ 1600 FT-IR, no intervalo de 400 a 4000 cm™,

utilizando-se pastilhas de KBr.
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As medidas de rotacao Optica especifica, [a]D foram obtidas utilizando um

polarimetro Perkin Elmer ™ 341-LC, em A 589 nm (lampada de s6dio) a 25° C e cela
de quartzo com caminho 6ptico de 1,00 dm.

As andlises cromatograficas de alta eficiéncia foram realizadas utilizando
cromatégrafos liquidos da Shimadzu ™, controlador SCL-10Avp, detector UV-vis
SPD-10AVvp, bombas (SPD-10AVp) para modo analitico e (SPD-10AVvp) para
modo semipreparativo e injetor manual com al¢ca de amostragem de 20 pL (analitico)
e 5 mL (semipreparativo). No modo analitico foi empregado coluna C-18 (Waters ™,
3,9 x 150 mm), enquanto no modo semipreparativo foi utilizado coluna C-18
(Shimadzu ™, 20 x 250 mm). Os comprimentos de onda selecionados para
aquisicao dos cromatogramas foram 254 e/ou 365 nm.

As curvas de dicroismo circular e os espectros de absor¢céo na regido do UV
foram obtidos utilizando cromatografo liquido acoplado a detectores de arranjo de
fotodiodos e de dicroismo circular da marca JASCO ™, controlador LC-Net 1I/ADC,
detector de arranjo de fotodiodos MD-2018 plus, bomba PU-2086 plus, injetor
automatico AS-2055 e detector de dicroismo circular (CD-2095).

Os espectros de RMN uni e bidimensionais foram registrados em
espectrometros Varian ™ INOVA-500 (11,7 T) a 126 e 500 MHz para “C e H,
respectivamente, e INOVA 300 (7,1 T) a 75 e 300 MHz para *C e 'H,
respectivamente.

Os espectros de massas foram obtidos em espectrometros Fisons Micromass
™ Platform Il operando a baixa resolucéo, injecéo direta e ionizacdo por impacto
eletrdnico (EM-EI), Thermo Scientific ™ LCQ Fleet LC/MS operando a baixa
resolucao, injecao direta e ionizacao por electrospray (EM-ESI), e Bruker Daltonics
™ ultrOTOFq (ESI-TOFMS) operando a alta resolucdo injecdo direta e ionizada por
electrospray (EM-ESI).

A concentragdo dos solventes foi feita a presséo reduzida, utilizando-se
evaporador rotatério Biichi ™ (Waterbath B-480).

32



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A andlise de RMN de 'H dos extratos obtidos permitiu selecionar o extrato
acetonico de raizes (figura 29) como o extrato a ser quimicamente explorado, pois o
mesmo apresentou perfis caracteristicos de substancias de interesse deste projeto,
dentre elas, lignanas ariltetraldnicas. A presenca desta classe de substancia é
evidenciada pelos sinais de deslocamento quimico caracteristico de: hidrogénio
aromatico desprotegido pelo efeito anisotropico do grupo carbonilico (entre & 7,4 e
7,6), hidrogénios metilicos (entre & 0,6 e 1,2) e metinicos (entre & 2,0 e 2,8), além de
sinais de hidrogénios metoxilicos (entre & 3,67 e 3,85) e hidrogénios aroméaticos
(entre 56,2 ¢ 6,8) 101,

4.1 Caracterizagédo estrutural das substéancias isoladas

Visando avancar nos testes biolégicos, o estudo quimico do extrato acetonico
de raizes de H. reniformis buscou o reisolamento de lignanas ariltetraldbnicas em
grande quantidade (gramas), bem como a obtencdo de compostos minoritarios
presentes na estrutura vegetal.

Utilizando-se de diversas andlises espectrométricas como: RMN uni e
bidimensionais, EM, IV, UV, DC e valores de [«[}, foram identificadas dezesseis

substancias (figura 6), sendo as substancias Xll e Xl obtidas via transformacgdes

guimicas a partir de produto natural isolado da planta.
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VIl R?*=OMe,R%= OH

" CCC
MeO H

f R OMe OMe
R OMe OMe
IV R*=R°=OMe VIl R=OMe, R'=H, R>=OMe, R®*=OH X
V R*=R°=0CH,0 Xl R=H, R'=OH, R>=OMe, R*-OMe

XV XV XVI

Figura 6. Estruturas das substancias isoladas do extrato acetbnico de H. reniformis e obtidas via
reacOes de transformacg@es quimicas.

Dentre as substancias isoladas, X é descrita pela primeira vez nesta espécie,
enquanto VIII, X1V, XV e XVI ainda ndo foram relatadas na literatura.
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4.2  Sitosterol (1)

O sitosterol € um metabdlito secundario comumente encontrado em diversas
espécies de plantas. A identificacdo da substancia | como sendo o sitosterol foi
estabelecida pela comparacdo de seus dados espectroscépicos de RMN *H e *C

(figuras 30 e 31) com os descritos na literatura **.

4.3 Lignanas ariltetralonicas (ll, lll e 1V)

As substancias I, 1ll e IV foram obtidas como solidos amorfos incolores. Os
EM-EI de baixa resolucéo das substancias Il a IV (figuras 34, 37 e 41) apresentam
0s mesmos sinais de ions fragmentarios, e pico do ion molecular [M]* com m/z 370
gue pode ser atribuido a férmula molecular C,,H260s.

Os espectros de RMN de '3C (tabela 6, figuras 33, 36 e 40) das trés
substancias apresentam sinais correspondentes a 22 atomos de carbonos,
coerentes com a formula molecular proposta. Destes, destacam os sinais: entre &
55,8 e 56,2 caracteristicos de carbonos metoxilicos aroméaticos, entre 5 198,8 e
200,2 atribuidos aos carbonos carbonilicos a,B3-insaturados, além de doze sinais de
carbonos aromaticos entre § 108,3 e 153,9.

Os espectros de RMN de 'H (tabela 6, figuras 32, 35 e 39) de I, Ill e IV
apresentam grande semelhanga, evidenciando sinais de: doze hidrogénios
metoxilicos entre & 3,71(s) e 3,89 (s), seis hidrogénios metilicos entre 6 0,88 (d) e &
1,26 (d), além de trés sinais de hidrogénios metinicos entre 6 2,32 e 4,05. Também
sdo evidenciados nos espectros, quatro sinais em alta frequéncia atribuiveis a
hidrogénios aromaticos entre 5 6,12 e 6,80 e um sinal entre & 7,48 e 7,52 do
hidrogénio aromatico desprotegido pelos efeitos de ressonancia e anisotropico de
uma carbonila ligada ao anel aromatico. Os valores das constantes de acoplamentos
e as multiplicidades dos hidrogénios aromaticos caracterizam a presenca de dois
anéis: um tetra- e outro trissubstituido.

As presencas de anel aromatico e de um grupo carbonilico na estrutura
carbonica das substéncias Il a IV podem ser confirmadas, pelos valores
apresentados nas regides de absorcdo de (205, 235 e 275 nm) e 320 nm,

respectivamente, no espectro de absorcao na regido do UV (figura 7).
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Os conjuntos de valores de deslocamento quimico obtidos nos espectros de

RMN de *C e 'H sugerem que II, Ill e IV sejam lignanas do tipo ariltetraldnicas,

sendo as principais diferengas entre as estruturas das substancias evidenciadas

pelos valores de deslocamento quimico dos hidrogénios lidados aos carbonos C-3,

C-7, C-8, C-8, C-9 e C-9, caracterizando substancias de mesmo esqueleto

carbonico e configuragdes distintas (figura 8).
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Figura 8. Estruturas e conformacfes determinadas para as substancias Il, lll e IV.



As configuragdes relativas das substancias II, Ill e IV foram determinadas
pelos valores das constantes de acoplamento entre os hidrogénios vicinais, nos
centros estereogénicos, H-7', H-8 e H-8' (tabela 6). Valores de J = 5,0 Hz, indicam
uma relagao trans entre os hidrogénios vicinais e J < 5,0 Hz indicam uma relagéo cis.
As magnitudes das constantes de acoplamento observadas para Il (Jy-778 = 5,4, Ju-
g.s= 4,2) indicam uma relacéo trans-cis, enquanto que para IV (Jy.7g = 4,5, Ju-g 8=
11,5), apresentam relagdo cis-trans. A substancia lll com valores de constante de
acoplamento Jy.7g € Jugg = 11,0, correspondem a uma estrutura com relagéo trans-

trans entre os hidrogénios vicinais H-7'/H-8 e H-8/H-8'.

Tabela 6. Dados de RMN de *H de Il, lll e IV (11,7 T, J em Hz, CDCly).

H/C I i IV
'H (8) BC (8) H(©®) BC(®) 'H(®) “C (8)

1 125,5 125,7 "1254

2 138,7 141,5 140,7

3 6,37 (s) 111,8 6,12 (s) 1112 6,47 (s) 110,7

4 153,7 153,2 153,8

5 148,2 148,0 148,3

6 7,50 (s) 108,1 7,48 (s) 108,1 7,52 (s) 108,4

7 200,0 198,8 199,8

8 2,71 (dg, 4,2,6,9) 42,7  2,32(dg, 12,5,7,0) 485 2,36 (dqg, 11,5,7,0) 42,8

9 1,07 (d, 6,9) 11,9 1,26 (d, 7,0) 12,6 1,14 (d, 6,6) 12,8

1 136,2 136,2 131,9

2 6,55 (d, 2,1) 111,9 6,52 (d, 2,0) 111,1 6,49 (d, 2,0) 1135

3 149,1 149,3 148,4

4 147,8 147,9 147,8

5 6,72 (d, 8,1) 111,0 6,80 (d, 8,0) 111,0 6,69 (d, 8,0) 110,8

6 6,48 (dd, 8,1,2,1) 121,1 6,70 (dd, 8,0,2,0) 122,1 6,46 (dd, 8,0,2,0) 1222

7 3,91 (d, 5,4) 50,3 3,64 (d, 11,0) 53,3 4,05 (d, 4,5) 50,0

8 2,36 (ddq, 5,4, 4,2, 425 2,01 (ddq, 12,5, 43,8 2,29 (ddg, 11,0, 39,9

6,9) 11,0, 6,5) 4,5, 6,6)

9 0,93 (d, 6,9) 159 0,88 (d, 6,5) 18,0 0,91 (d, 6,6) 18,0
OCH3-3' 3,75 (s) 559  3,75(s) 558 3,72 (s) 56,0
OCHz-4' 3,71 (s) 56,0 3,85 (s) 56,0 3,78 (s) 55,9
OCHs-4 3,80 (s) 55,9 3,56 (s) 559 3,76 (s) 55,8
OCH35 3,89 (s) 56,0 3,86 (s) 56,0 3,88 (s) 56,0

37



4.3.1 Determinacdo das configuracdes absolutas de Il, Ill e IV

A determinacdo das configuracfes absolutas foi feita mediante analises dos
valores de rotacéo optica e das curvas de DC nas regides de absor¢cdo do croméforo
carbonilico (. ~ 330 nm) e do cromoéforo benzendide (A 275-290 nm) obtidos,
comparando com modelos descritos na literatura " *°. Lignanas ariltetraldnicas que
apresentam efeito Cotton positivo na regido de absorcdo do croméforo carbonilico
em A ~ 330 nm, possuem configuracdo R para o centro estereogénico C-8 ' *°.

As curvas de DC das substancias I, Ill e IV (figura 9) apresentam sinais de
efeito Cotton positivo em 275 nm para as trés substancias, além de efeito Cotton
negativo para Il e IV e positivo para Ill na regido de absorcdo do cromoforo
carbonilico (A 317-336 nm). Sendo atribuida a configuracdo da posicao C-8 como R

para a substancia lll e S para as substancias Il e IV.

Figura 9. Curvas de DC das substancias II, lll e IV (vermelho, verde e azul), respectivamente.
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Os valores de rotacdo oOptica obtidos para I, 1ll e IV, comparados com 0s

descritos na literatura *

confirmam as configuracdes estabelecidas pelos efeitos
Cotton das curvas de dicroismo circular (em particular na regiao entre A 317-336
nm). Consequentemente é possivel identifica-las como sendo II: (7'R,8S,8'S)-8,8'-
Dimetil-3',4',4,5-tetrametoxi-2,7'-ciclolignan-7-ona, [l (7’'R,8R,8'S)-8,8'-Dimetil-
3',4',4,5-tetrametoxi-2,7'-ciclolignan-7-ona e IV: (7'R,8S,8'R)-8,8-Dimetil-3',4',4,5-

tetrametoxi-2,7'-ciclolignan-7-ona.

4.4 Lignanas ariltetralonicas V, Vl e VI

As substancias V e VI foram obtidas como solidos amorfos incolores, isoladas
da fragcéao Fr-18-5.

Os espectros de RMN de *C (tabela 7, figura 43) destas substancias
apresentam sinais atribuiveis a 21 atomos de carbono na estrutura molecular,
havendo grande semelhanca entre os deslocamentos quimicos dos hidrogénios do
anel B de V e VI, com aqueles de IV e Il, respectivamente. Além da conformacéao
deste anel e a configuracdo dos centros estereogénicos C-8, V e VI apresentam
diferencas no padrdao de substituicho de dois grupos metoxilicos por
metilenodioxilico em um dos anéis aromaticos. Este grupo, ndo observado nas
substancias IV e Il, apresenta sinais em ~ 6¢c 101,4 e ~ &4 5,93 nos espectros de
RMN de *3C e de 'H, respectivamente (tabela 7, figuras 42, 43 e 48).

39



Tabela 7. Dados de RMN de *H de V e VI (11,7 T, J em Hz, CDCl).

H/C v VI
'H (8) “c@)  'HE) “C (3)
1 125,4 127,2
2 140,6 141,1
3 6,45 (S) 110,7 6,35 (S) 109,4
4 153,8 152,1
5 148,4 147,1
6 7,51 (s) 107,8 7,45 (s) 105,8
7 199,6 199,5
8 2,36 (dqg, 11,0, 7,0) 42,6 2,71 (dq, 4,5, 7,0) 43,0
9 1,13 (d, 7,0) 12,7 1,06 (d, 7,0) 11,7
1 133,2 136,0
2 6,41 (d, 2,0) 110,3 6,55 (d, 2,0) 111,9
3 1475 149,2
4' 146,3 147,9
5 6,65 (d, 8,0) 108,5 6,72 (d, 8,5) 111,1
6' 6,43 (dd, 8,0; 2,0) 123,1 6,48 (dd, 8,5; 2,0) 121,1
7' 4,02 (d, 4,5) 50,1 3,86 (d, 5,5) 50,6
8' 2,28 (ddq, 11,0, 4,5, 7,5) 39,8 2,35 (ddq, 5,5, 4,5, 7,00 42,0
9 0,90 (d, 7,5) 18,1 0,91 (d, 7,0) 15,9
-OCH34, 5 3,76 (s), 3,88 (s) 56,0,
-OCHs-3',4' 56,0 3,76 (s), 3,80 (s) 55,7
-OCH,0-3'4" 5,86, 5,85 (2d, W1, 1,5) 55,9
-OCH,0-4,5 101,0 5,93, 5,92 (2d, W1, 1,5) 101,4

A andlise comparativa entre os valores de & obtidos por experimentos de RMN

uni e bidimensionais, e os valores de constantes de acoplamento obtidos entre os

hidrogénios H-7'/H-8 e H-8/H-8 com os descritos na literatura

determinar as configuracdes relativas de V e VI.

8, 11, 16

, permitiram
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Os EM-EI de baixa resolucdo das substancias V e VI (figuras 44 e 49),
apresentam pico do ion molecular [M]" com m/z 354 coerente com a férmula
molecular C,;H220s.

As diferencgas de dezesseis unidades observadas nos ions fragmentarios MS-
MS, com m/z 232 para o espectro da substancia V e 216 para o espectro da
substancia VI comprovam o padrao de substituicdo determinados pelas correlacbes
observadas nos experimentos de gHMBC e gCOSY. Sendo caracterizado o anel C
da estrutura de V como sendo piperonilico e VI um anel veratrilico (figura 10).
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Figura 10. Proposta para os ions fragmentarios observados nos espectros de baixa resolugdo de V e
VI

A lignana VIl apresentou sinais de oy e oc (tabela 8, figura 50-51)
caracteristicos de lignanas do tipo ariltetraldnica, havendo grande semelhangca com
os valores de deslocamento e constantes de acoplamento entre os hidrogénios do

anel B de VIl com os observados para Il. As principais diferencas apresentadas nos
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espectros de RMN de **C e de 'H de VIl e Il sdo evidenciadas pela auséncia dos
sinais de deslocamento quimico em &¢c 56,0 e &y 3,81 referentes a um grupo
metoxilico, contraposta pela presenca do sinal largo em &y 5,93, que desaparece do
espectro quando registrado apos a adicdo de D,O, atribuido a um hidrogénio
hidroxilico.

A diferenca de quatorze unidades apresentada entre os EM de baixa
resolucdo das substéancias Il e VIl (figuras 34 e 52) também indica diferenca no
padrao de substituicdo do anel A, de um grupo metoxilico para um grupo hidroxilico.
Sendo esta diferenca confirmada pelas correlacbes observadas nos experimentos
de RMN bidimensionais (figuras 53-55).

O pico do ion molecular [M+H]* com m/z 357, obtido no EM-ESI de baixa
resolugdo da substancia VII, € compativel com a formula molecular C1H240s5

estabelecida.

OMe
OMe

Vi

Tabela 8. Dados de RMN *H de VII (11,7 T, J = Hz, CDCly).

H/C *H () BC (d) HIC *H (8) BC ()
1 125,2 3 149,1
2 139,9 4 147,8
3 6,44 (s) 115,4 5 6,71 (d, 8,0) 111,0
4 150,7 6' 6,49 (dd, 8,0, 2,0) 121,1
5 145,8 7 3,85 (d, 6,5) 49,7
6 7,51 (s) 108,0 8 2,37 (ddq, 6,5,4,5,7,00 41,9
7 200,2 o 0,90 (d, 7,0) 16,0
8 2,71 (dqg, 4,5, 7,0) 43,2 OCHz-3' 3,74 (s) 55,9
9 1,07 (d, 7,0) 11,7 OCHz-4' 3,80 (s) 56,0
1 136,1 OCHz-5 3,89 (s) 56,1
2 6,55 (d, 2,0) 111,9 OH-4 5,99 (s)
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Os valores dos deslocamentos quimicos e das constantes de acoplamento
obtidos no espectro de RMN de *H, principalmente entre os hidrogénios H-7'/H-8', e
H-8/H-8', permitiram determinar a configuracdo relativa desta substancia pela

comparacéo destes dados (tabela 8) com os descritos na literatura & **.

4.4.1 Determinacdo das configuracoes absolutas de V, VI e VII

As configuragdes absolutas foram estabelecidas, pelos sinais de efeito Cotton
negativo das curvas de DC (figura 11) em A 317 nm para V, A 314 nm para Vl e A
315 nm para VII, valores coerentes com configuracdo 8S segundo modelos isolados

previamente de H. reniformis descritos na literatura ** °.

Figura 11. Curvas de DC das substancias V,VI e VII (Azul, Verde e vermelho), respectivamente.
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Os sinais de [a]2> —200,0 (c 1,00, CHCI3), -56,2 (c 1,30, CHCls) e -158,0 (c
1,00, CHCI3) obtidos para as substancias V, VI e VII em comparagdo com 0sS

descritos na literatura ® ** *®, [«]>’ -164,3 (c 1,54, CHCls), —47,1 (c 1,00, CHCl3) e

[a]Z -40,6 (c 1,23, CHCI3), respectivamente, permitiram confirmar a configuragéo
absoluta de V como sendo: (7'R,8S,8'R)-8,8'-dimetil-4,5-dimetoxi-3',4'-metilenodioxi-
2,7'-ciclolignan-7-ona, VI: (7'R,8S,8'S)-8,8-dimetil-3',4'-dimetoxi-4,5-metilenodioxi-
2,7'-ciclolignan-7-ona e VII: (7'R,8S,8'S)-8,8'-dimetil-4-hidroxi-3',4',5-trimetoxi-2,7'-

ciclolignan-7-ona.

45 (7R,7'R,8S,8'S)-8,8'-dimetil-4-hidroxi-3',4',5,7-tetrametoxi-2,7'-ciclolignana

A substancia VIl foi obtida como um liquido viscoso, sendo atribuida a
férmula molecular C2;H2505 com base nos dados de RMN de *C e principalmente
por EM-ESI de alta resolucdo (figura 59) que apresentou ion molecular com m/z
371,1445 [M-H]".

O espectro de RMN *3C (tabela 9, figura 58) apresenta sinais correspondentes
a 22 atomos de carbonos, entre os quais doze séo atribuiveis a carbonos aromaticos
(6 110,8 - 149,0), quatro a carbonos metoxilicos (& 55,8 - 56,0), além de dois sinais
atribuiveis a carbonos metilicos (& 11,1 - 17,2). Sdo observados também quatro
sinais correspondentes a carbonos metinicos, destacando o sinal em & 83,4
atribuido a um carbono carbinélico-benzilico.

O espectro de absorcéo no IV (figura 60) da substancia VIl apresenta banda
de absorcédo caracteristica de estiramento O-H em 3446 cm™, de estiramentos de
C=C aromaticos em 1590, 1520 e 1430 cm', e n&o apresenta absorcio
caracteristica de grupo carbonilico.

A presenca de anel aromatico nesta estrutura também é confirmada pelas
absorcdes em A 200, 240, e 280 nm, no espectro de absor¢cédo na regiao de UV da

substancia VIII (figura 12).
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Figura 12. Espectros de UV de VIII.

O espectro de RMN de 'H (tabela 9, figuras 56-57) apresenta sinais entre &
6,29 e 6,72, atribuiveis a cinco hidrogénios aromaticos, além de trés singletos
referentes a hidrogénios metoxilicos aromaticos entre & 3,73 e 3,83, e um sinal em &
3,40, atribuivel a hidrogénios metoxilicos alifaticos. Na regido de baixa frequéncia,
dois dubletos correspondentes a hidrogénios metilicos sdo evidenciados em 6 0,79 e
0,81, além de sinais de quatro hidrogénios metinicos entre 6 2,19 e 3,92.

As multiplicidades apresentadas no espectro de RMN de 'H, associado as
correlacdes observados no experimento de gHMBC (figura 13, 62) e o conjunto de
dados espectrométricos descritos anteriormente permitiram determinar a estrutura

VIII como sendo um metil derivado de uma lignana ariltetral6ica.

Figura 13. CorrelagBes obtidas no espectro de gHMBC (13C—>1H).
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Tabela 9. Dados de RMN 'H, **C, gHMBC e NOESY de VIII (11,7 T, J em Hz, CDCl,).

H/C BC(®) 'H(®) gHMBC NOESY-2D

1 126,0 H-3

2 134,0 H-6

3 1155 6,29 (s) H-7'

4 145,3 H-6

5 144,9 H-3; OCH3-5

6 112,2 6,67 (s) H-7; H-2'; OCHs-5; OCH3-7

7 83,4 3,92 (d, 3,5) H-6; OCH3-7; CHs-9 H-8; CH3-9 ; OCHs-7

8 34,6 2,19 (qt, 7,0, 3,5) CHs-9'; H-7' CHs-9; H-8"; OCHs-7; H-7

9 11,1 0,79 (d, 7,0) H-8

1 138,4 H-5'

2 112,2  6,55(d, 2,0) H-6"; H-7' H-8'"; H-7'; OCHz-3'

3 148,9 H-5'; OCHs-3'

4 147,4 H-2'; H-6", OCHs-4'

5 110,8 6,72 (d, 8,0) OCHg-4'

6' 121,8 6,63 (dd, 8,0, 2,0) H-2' H-7'

7 488 3,30 (d, 10,5) H-3; CHs-9'; H-2 H-3; H-2'; H-6', CH3-9 ou
CHs-9'

8 35,3 2,35 (dqd, 10,5, 7,0, 3,5) H-2'; H-9'; H-8

o 17,2 0,81 (d, 7,0) H-7' H-8'

OCHs;-3 560  3,73(s)

OCHsz4' 559  3,80(s)

OCHs5 559  3,84(s)

OCHs;-7 56,0 3,40 (s) H-7; H-8
OH 5,37

Os valores das constantes de acoplamento obtidos entre os hidrogénios
ligados aos centros estereogénicos Ju.7n-s= 10,5 Hz e Jy.g n-s= 3,5 Hz, estabelecem
uma relacao trans-diaxial entre H-7' (6 3,3) e H-8' (& 2,35) e axial-equatorial entre H-
8' (6 2,35) e H-8 (6 2,19). A magnitude da constante de acoplamento J = 3,5 Hz
obtida entre os hidrogénios H-7 (& 3,92) e H-8 (® 2,19) ndo é decisiva para
determinar a configuracao relativa de VIIl. Valores de J préximos de 4,0 Hz para a
conformacdo meia-cadeira podem ser atribuidos tanto a uma relagdo trans-

diequatorial, como cis-axial-equatorial entre os hidrogénios H-7 e H-8.
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Figura 14. a) Interacdes espaciais observadas no experimento NOESY-2D (‘*H—'H). b) Configuracéo
estabelecida para VIII.

A configuragdo relativa do centro estereogénico C-7 foi entdo estabelecida
com base no nOe observado entre o hidrogénio oximetinico H-7 (& 3,92) e a metila
vicinal 3H-9 (& 0,79) (figuras 14-a, 63). Sendo determinada uma relagdo trans-
diequatorial entre os hidrogénios H-7/H-8, e, consequentemente, a posicdo do grupo
metoxilico no anel B deve ser axial (figura 14-b), para uma conformacgdo compativel

com aquela descrita na literatura para lignanas do tipo ariltetraléico 2.

45.1 Determinacdo da configuracdo absoluta de VIlI

A configuracdo a para o grupo aril das lignanas é determinada pelo sinal do
efeito Cotton positivo na curva de DC na regido de absorcdo do cromoforo
benzendide ** *°. Curvas de dicroismo circular de VIII (figura 15) apresentam efeito
Cotton positivo em A 290 nm, indicando que o0 grupo arila esteja em aq, e
consequentemente a configuragdo R para o centro estereogénico C-7' pode ser

estabelecida.

OMe
OMe

Figura 15. Curva de DC, e estrutura da substéancia VIII.
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A andlise conjunta dos dados espectrométricos, bem como dos valores
obtidos da curva de DC, permitiram determinar a substancia VIII como sendo
(7R,7'R,8S,8'S)-8,8'-dimetil-4-hidroxi-3',4',5,7-tetrametoxi-2,7'-ciclolignana, sendo
esta configuracdo absoluta confirmada pela comparacdo do valor de rotacdo

especifica obtida [« -26,0 (c 0,6, CHCIls) com o descrito na literatura *” para (-)-

4'-O-dimetil-7-metoxisogalbulina [«]; -16,1 (c 0,2, CHCI3).
De acordo com o levantamento bibliografico realizado, constata-se que nao

existe lignana descrita na literatura com estrutura quimica idéntica a de VIII.

4.6 Lignanas furanicas IX e X.

Duas ligananas furanicas I1X e X foram obtidas a partir da fracdo F-25 com
aspecto fisico oleoso. Os EM-EI de baixa resolucédo destas substancias (figuras 66 e
73) apresentam pico do ion molecular [M]" com m/z 356, podendo ser atribuido a
formula molecular C,;H»40s5, coerente com dez insaturacBes em cada estrutura. A
presenca dos mesmos ions fragmentarios nos espectros de IX e X indicam uma
relacéo estereoisomeérica entre as duas substancias.

O espectro de RMN C (tabela 10, figura 65) da substancia IX apresenta
sinais correspondentes a 21 carbonos, coerentes com a férmula molecular proposta.
Destes, destaca-se a presenca de dois sinais em & 87,3 e 87,4, caracteristico de
carbonos carbindlicos-benzilicos.

O espectro de RMN de 'H de IX (tabela 10, figura 64) apresenta sinais em; d
3,82 e 3,84 atribuidos a dois hidrogénios metoxilicos, & 0,96 e 0,97 referentes a
hidrogénios metilicos, e dois conjuntos de sinais em ~ & 2,2 e em 0 4,40 e 4,42
atribuidos a hidrogénios metinicos e carbindlico-benzilicos, respectivamente. Sao
observados ainda sinais em & 5,89 atribuiveis aos hidrogénios metilenodioxilicos,
além de dois conjuntos de sinais atribuiveis aos hidrogénios aromaticos de dois
sistemas de spins em 8 6,73 (d, J=8,0 Hz, H-5), 6,82 (dd, J=2,0, 8,0 Hz, H-6), 6,92
(d, J=2,0 Hz, H-2) e 6 6,80 (d, J =8,0 Hz, H-5"), 6,90 (dd, J= 2,0, 8,0 Hz, H-6"), € 6,93
(d, J= 2,0 Hz, H-2", indicando a presenca de dois anéis aromaticos 1,34-
trissubstituidos.

Os espectros de absorcéo na regido de absorcdo do UV das substancias IX e
X (figuras 16-a e 16-b) confirmam a presenca de anel aromatico na estrutura,
caracterizados pelas absor¢cdes em 220, 235 e 285 nm.
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Figura 16. Espectros de absorcéo na regido do UV das substancias I1X (a) e X (b).

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios, dos carbonos e os valores das
constantes de acoplamento entre os hidrogénios apresentados para IX sao
compativeis com os de 7,7'-epoxilignana 2. Esta classe de substancia é composta
por oito estereoisdmeros configuracionais, com e sem elementos de simetria (figura
17). Os valores de deslocamento quimico obtidos para IX evidenciam a auséncia de
elemento de simetria na estrutura, devido aos substituintes aromaticos ndo serem

iguais.

Tabela 10. Dados de RMN de 'H e *C de IX (11,7 T, J = Hz, CDCl,).

H/C *H () BC () H/C *H () BC ()
1 136,2 3 149,0
2 6,92 (d, 2,0) 106,8 4 148,5
3 147,8 5 6,80 (d, 8,0) 111,0
4 146,9 6' 6,90 (dd, 8,0,2,0) 118,6
5 6,73 (d, 8,0) 108,0 7 4,42 (d, 6,5) 87,3
6 6,82 (dd, 8,0, 2,0) 119,8 8 2,21 (m) 44,4
7 4,40 (d, 7,0) 87,4 9 0,97 (d, 7,0) 12,9
8 2,26 (m) 44,5 OCHs- 3' 3,83 (s) 55,8
9 0,96 (d, 7,0) 12,78 OCHg- 4' 3,82 (s) 55,9
1 134,7 OCH,0- 3,4 5,89 (s) 100,9
2 6,93 (d, 2,0) 109,7

Baseado nos &y descritos na literatura para epoxilignanas (figura 17), a
relacdo entre a metila e o hidrogénio oximetilico assumem valores de &y para

configuragéo cis em ~ 1,00 e ~ 2,30 e valores de &4~ 0,65 e ~ 2,23 em trans.
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Os valores dos deslocamentos quimicos apresentados nos espectros de RMN
de *H e de **C, principalmente dos conjuntos de sinais H-7 (3 4,40), H-7' (5 4,42), H-
8 (6 2,22), H-8' (& 2,25), 3H-9 (© 0,96) e 3H-9' (6 0,97), permitem estabelecer para
substancia IX uma estrutura com configuracéo relativa cis entre as metilas (3H-9 e
3H-9), e cis entre as metilas (3H-9 e 3H-9) e os hidrogénios oximetinicos H-7 (&

4,40) e H-7' (5 4,42), respectivamente, correspondente & estrutura a, figura 17 2%,

1,018 1,022 11
- - 101, Lot 1,05 0,67
2,31 — 2,26 2,05-2,26 —4 2,05-2,26 1,78 7 1,78
Ar' Ar" Ar Ar" Art ALt . N
446 O 447 545 O5.45 4,59 O 4,61 Aret g AT
438 ~ 511
a b C d
25 25 .
(04 1,7° o |- -390 25 o
[ ] [ ]D [Of]o +337
1,02 -1, 03 0,67 1,05
AI’ O 'AI’ "“ O H Arl .... O "l:Arll
5, 22 4 59 510 ~4,38
e f 9 h
25
[+ 1252 [} - 1000 [a]}) - 29,00

Ar' Piperonila
Ar" Veratrila

Figura 17. Deslocamentos quimicos de hidrogénios em diferentes configuracdes do anel furanico 19
27

A andlise comparativa entre os dados de RMN uni e bidimensionais (tabela
11, figuras 67-70) e do valor de rotagdo optica especifica, [a]; -15,0 (c 1,00,
CHCls), com o descrito na literatura 2+ 28, [«]5 -11,7 (c 3,26, CHCls), permitiram
identificar IX como sendo (7R,8R,7'S,8'S)-3,4-metilenodioxi-3',4'-dimetoxi-7,7'-

epoxilignana (figura 17-a). A ocorréncia desta lignana ainda néo havia sido relatada

na espécie H. reniformis.
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Tabela 11. Dados de RMN de 'H e de *C de IX (11,7 T, J em Hz, CDCl,).

H *H (d) de IX *H (8) Futokadsurin C “**°
2 6,92(d, 2,0) 6,97(d, 2,0)
5 6,73 (d, 8,0) 6,78 (d, 8,0)
6 6,82 (dd, 2,0, 8,0) 6,88 (dd, 2,0 8,0)
7 4,40 (d, 7,0) 4,46 (d, 7,2)
8 2,26 (m) 2,31(m)
9 0,96 (d, 7,0) 1,018 (d, 6,4)
> 6,93 (d, 2,0) 6,99 (d, 2,0)
5 6,80 (d, 8,0) 6,86 (d, 8,0)
6 6,90 (dd, 8,0, 2,0) 6,95 (dd, 8,0, 2,0)
7 4,42 (d, 6,5) 4,47 (d, 7,2)
g 2,21 (m) 2,26 (m)
9 0,97 (d, 7,0) 1,022 (d, 6,4)
OCHgs- 3 3,83 (s) 3,89 (s)
OCHzs- 4' 3,82 (s) 3,87 (s)
OCH,0- 3,4 5,89 (s) 5,93 (s)

A substancia X foi obtida como um liquido viscoso, []5 —100,0 (c 0,64,

CHCIy).

Os valores de deslocamento quimico apresentado nos espetros de RMN de
'H e de *C da substancia X (figuras 71 e 72) sdo semelhantes aos apresentados
por IX, diferindo apenas na configuragdo do anel tetraidrofurénico.

A anélise dos dados obtidos nos espectros de RMN de **C e de 'H (tabela 12)
indica que ndo ha elemento de simetria na estrutura, sendo a substancia X

compativel com o enantidmero de 9-d (figura 17), ou seja, a (-)-calopepitina 2’. A
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(—)-calopepitina € uma lignana tetraidrofuranica que apresenta uma relacdo trans
entre H-7/H-8, trans entre H-8/H-8’ e cis entre H-8'/H-7’ no anel tetraidrofuranico.

Tabela 12. Dados de RMN de 'H de X (7,1 T, J em Hz, CDCls).

H *H (3) H *H (3)

2 6,98 (d, 1,5) 6' 6,80 (M)

5 6,75 (d, 8,0) 7 5,05 (d, 9,0)

6 6,88 (dd, 8,0, 1,5) 8 1,68 (tq, 9,0, 7,0)
7 4,31(d, 9,5) 9 0,59 (d, 7,0)

8 2,17 (tq, 9,0; 7,0) OCH3z-3' 3,82 (s)

9 0,99 (d, 7,0) OCH;-4' 3,82 (s)

2' 6,81 (m) -OCH,0-3,4 5,90 (s)

5 6,82 (m)

4.7  Alantoina XI

A substancia XI apresentou-se como um sélido cristalino, insolivel em CHCI;
e solivel em DMSO e MeOH/H,0 1:1. A analise comparativa dos valores de RMN
de 'H (figura 74) com os descritos na literatura ?° e a comparacéo destes espectros
com aqueles de amostras auténticas, permitiram identificar XI como sendo a

alantoina.
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4.8 Sesquiterpeno XIV

O espectro de EM-ESI de alta resolucéo de XIV (figura 77) apresenta pico do
jon pseudo molecular [M+Na]* com m/z 277,1774 (C1sH2603+Na) e 0 MS-MS destes
fons gerou um pico base em m/z 237,25 [M-H,O+H]".

O espectro de RMN de **C (figura 76) de XIV apresenta sinais atribuiveis a
quinze carbonos, destacando a presenca de dois carbonos carbonilicos em & 213,4
e 208,8, sendo este correspondente a uma metil cetona (é4 2,04; ¢ 29,8), além de
um carbono carbindlico quaternario (6 73,0). A presenca dos grupos carbonilicos e
hidroxilico na estrutura pode ser comprovada pelas bandas observadas no espectro
de absorcéo no IV em 1707 e 3440 cm™ (figura 78), respectivamente. Experimentos
de RMN de 'H, gHSQC, gHMQC, e DEPT 135° e 90° mostraram a presenca
adicional de trés grupos metilicos em 6 1,10; 1,13 e 0,7; trés sinais correspondente a
hidrogénios metinicos em & 1,84; 1,93 e 2,84; além de sinais correspondentes a
cinco hidrogénios metilénicos entre 6 1,10 e 2,52.

O mapa de contorno de gHMBC de XIV (figura 79) apresenta correlacdes de
parte da estrutura. Baseando nas correlacdes obtidas (figura 18-b) e no indice de
deficiéncia de hidrogénio calculado como sendo trés, a partir do valor obtido com
m/z 277,1774 (C1sH2603+Na) para o pico do ion molecular no EM da substancia XIV
€ possivel estabelecer a presenca de um anel na estrutura, o qual corresponde a
uma das instauracdes ja que os dados de RMN de *3C e 'H (figuras 76 e 75) ndo
apresentam sinais adicionais de carbonos sp® além dos sinais carbonilicos ja
descritos.

A proposta de um composto ciclico de sete membros foi estabelecida pelas
correlacdes de acoplamentos observadas entre o hidrogénio em oy 2,84 e os
hidrogénios em oy 1,41 e 1,93, assim como entre os hidrogénios oy 2,13 e 1,84
obtidos nos experimentos de HOMODEC e gCOSY (figuras 18-a, 80 e 81). Sendo os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios de XIV atribuidos com base nas
correlacdes observadas por *H-'H COSY, desacoplamento seletivo de hidrogénio
(HOMODEC), e experimentos gHMQC.
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HOMODEC 0,70

Figura 18. a) Correlacdes obtidas nos experimentos de gCOSY ['H «'H] e HOMODEC [‘H«'H] de
XIV. b) Correlacdes observadas no experimento de gHMBC [13C—>1H] da substancia XIV.

A analise detalhada dos dados obtidos nos experimentos de RMN uni e
bidimensionais (tabela 13), levou a estrutura de um 4,5-secoguaiano para XIV, ou
seja, uma estrutura do tipo bulnesol oxidada nas posi¢cbes C-4 e C-5 conforme
apresentado na figura 22. Substancias com este esqueleto carbonico estdo descritas

na literatura 3% 3% 2

, como a 1-epi-chabrolidiona A e a chabrolidiona A. Entretanto, os
deslocamentos quimicos dos carbonos no ciclo diferem significativamente dos de

X1V, sugerindo que estes apresentem diferentes configuracdes relativas.

20.7 18.3
20.8
55.8
ek
o)
1-epi-chabrolidiona A chabrolidiona A

Figura 19. Deslocamentos quimicos de 3¢ apresentados em diferentes configuraces.

A irradiacdo seletiva em experimentos de gNOESY de XIV em & 2,84 (H-1)
(figura 20) simplifica os sinais em 6 1,41 (H-2a), 1,13 (H-2b), e 1,93 (H-10), e

evidencia uma relagéo cis entre H-1 e H -10 (J = 2,5 Hz).
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Figura 20. Irradiacéo seletiva obtida em experimentos de gNOESY 1D ['H — *H].

O acoplamento a longa distancia entre H-6a (6 2,52) e H-8a (6 1,75) também
foi observado (J = 1,7 Hz) pela irradiacdo seletiva nas frequéncias destes
hidrogénios (figura 21). Estes dados associados a interagdes espaciais entre H-1 e
H-2a, H-6a, H-7, H-9a, e H-10 observadas por experimentos de gNOESY 1D,
permitiram determinar a conformacéo e a configuracao relativa de XIV como 1S, 7R,
10S. Nesta conformacdo, o deslocamento quimico em alta frequéncia observado
para H-83 (64 1,10) é coerente com um hidrogénio endociclico protegido pelo grupo
carbonila em C-5. As interacdes espaciais observadas entre os hidrogénios metilicos

CH3-14 (64 0,70) e H-2a, H-8a, H-8[3, e H-9B confirmam esta configuracao relativa.
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Figura 21. a) Conformacao b) configuracéo relativa de XIV.
Tabela 13. Dados de RMN 'H e *C de XIV (11,7 T, J em Hz, CDCls).

HIC 'H ) ® ®Cc()® gHMBC

1o 2,84 (ddd, 9,5, 4,5, 2,5) 53,8 CHs-14

2a 1,41 (dddd, 14,5, 8,5, 6,0, 4,5) 24,2

2b 1,13 (m)

3a 2,37 (ddd, 17,0, 8,5, 6,0) 41,7

3b 2,19 (ddd, 17,0, 9,0, 8,5)

4 208,8 H-3a, H-3b, CHs-15
5 213,4 H-68

6 a 2,52 (ddd 17,5, 4,5, 1,7) 47,0

68 2,13 (dd 17,5, 12,0)

7 1,84 (dddd 12,0, 10,0, 4,5, 1,5) 46,4 CHs-12, CHs-13

8 1,75 (m) 25,1

88 1,10 (m)

9. 1,73 (m) 37,0 H-8B, CHs-14

9B 2,04 (m)

10 1,93 (m) 34,9 CHs-14, H-2b e/ou H-88
11 73,0 CHs-12, CH;-13 e/ou H-8B
12 1,13 (s) 26,5 CHs-13

13 1,10 (s) 26,6 CHs-12

14 0,70 (d, 7,5) 14,0

15 2,04 (s) 29,8

2 Multiplicidades foram determinadas com auxilio de "H-"H COSY, "H-"H TOCSY e experimento de HOMODEC.
Deslocamentos quimicos e multiplicidades determinadas com auxilio de DEPT e experimento de gHMQC.
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A substéancia XIV pode ser um derivado biogenético do bulnesol, que sofreu
oxidacao nas posicoes 4 e 5, como ilustrado na figura 22.

N Isomeriza¢dao < | izaga o OH
364 3 G somerizagdo .
OH
OH

hedicariol
O H,O
[©l ‘HZO i 2

i i
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Bulnesol

XIv ﬁ

1-epi-chabrolidiona A

Figura 22. Biogénese dos sesquiterpenos XIV, XV e 1-epi-chabrolidiona A.

O levantamento bibliografico dos dados espectroscopicos obtidos para o
sesquiterpeno XIV permite relatar como sendo inédita a substancia nomeada como

7-epi-11-hidroxichabrolidiona A.

4.9 Holostilactona XV

O espectro de EM-ESI de alta resolucdo do composto XV (figura 89)
apresenta sinais referentes aos jons pseudo moleculares [M+Na]* com m/z 291,1567
(calculado para CisH2404+Na 291,1567) e m/z 269,1745 [M+H] * (calculado para
CisH2504 269,1747).

O espectro de RMN de *C de XV (figura 88) apresenta sinais
correspondentes a quinze carbonos, destes destacam-se dois carbonilicos em &
215,3 e 208,0, e um grupo acilico em 6 171,0. O espectro de absor¢cdo na regido do
IV (figura 90) apresentou bandas de absorcéo largas e intensas destes grupos em ~
1707 e 1732 cm™', e ndo apresentou bandas de absorcdes caracteristicas de grupos
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hidroxilicos (~ 3300), corroborando com os dados obtidos por RMN de *3C o qual
indica a presenca de grupos carbonilicos na estrutura de XV.

Além destes, um carbono carbindlico (8¢ 85,7), cinco metilénicos (&¢c 24,0, 4
1,57; 6C 31,1, &4 1,51; &¢c 34,8, oy 2,20; dc 42,4, Oy 2,51; dc 43,3, Oy 2,53 e 1,96),
dois grupos metinicos (d¢c 47,9; &y 2,71; d¢c 49,4; dy 2,26), e quatro metilicos (d¢
18,8; 20,5; 25,7; 30,4 e oy 0,97; 1,26; 1,57; 2,10; respectivamente) foram
observados pela analise dos espectros de RMN de 'H, 3C e por DEPT 135 °
(figuras, 86, 88 e 91).

O espectro de gHMBC mostrou correlagdes entre o carbono carbonilico em &
208,0 (C-4) e os hidrogénios da metila em & 2,10 (3H-15) e os hidrogénios
metilénicos em & 2,51 (2H-5) (figuras 24 e 92). Estes ultimos também apresentam
correlacdes com o carbono metinico em 49,4 (C-7). O carbono carbindlico C-11 e C-
7 apresentam correlacbes com os hidrogénios metilicos em &4 1,57 (3H-12) e 1,26
(3H-13), bem como com H-8a (4 1,96). O espectro de gHMBC também mostrou
correlagcbées entre o carbono carbonilico em & 215,3 (C-9) e H-8a e CHs-14 (dy
0,97), os quais, por sua vez, foram correlacionados com C-1 e C-10.

Esses dados, associados aos dados obtidos em experimentos de gHMQC
(figura 93), permitiram determinar os deslocamentos quimicos dos carbonos e
hidrogénios a eles ligados (tabela 14, figura 23), com excecdo dos sinais de
hidrogénios em & 2,06 e 2,20 por apresentarem deslocamento quimicos préximos

e/ou sobrepostos (figuras 87).

1H § 2,06 ? 0,97
1H§2,20? 18,8 O

2,10
30,4

123 O

Figura 23. Deslocamentos quimicos de 'H e 3¢ atribuidos a estrutura de XV (as multiplicidades dos
carbonos foram determinadas por experimentos de DEPT, gHMQC).
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Tabela 14. Dados de RMN 'H e *C de XV (11,7 T, J em Hz, CDCly).

HIC  'H(5)® Bc ©)° gHMBC
1o 2,06 (dddd ©, 14,0,9,8,9,3,50)° 311 CH,-14
1B 1,51 (dddd °, 14,0, 6,5, 2,5, 1,5)°
20 2,20 (ddd *,15,0,5,0, 1,5)° 34,8
2B 2,19 (ddd ¢, 15,0, 9,8, 6,5) °
3 171,0
4 208,0 H-5a, H-5b, CH;-15
5a, 5b 2,51 (1 7,5) 42,4 CHs-15
6a 1,57 (ddt, 14,0, 2,0, 7,5) 24,0 H-8B
6b 1,23 (ddt, 14,0, 11,5, 7,0)
7 2,26 (ddt, 11,5, 11,0, 2,0) 49,4 H-5a, H-5b, H-8a, CHz-12, CH;-13
8a 1,96 (dd, 12,5, 2,0) 43,3
8B 2,53 (dd, 12,5, 11,0)
9 2153 H-8a., CHz-14
10 2,71 (ddg, 9,3, 2,5, 7,0) 47,9 CHs-14
11 85,7 H-8a., CHs-13, CH3-12 e ou H-62
12 1,57 (s) 25,9 CH;-13
13 1,26 (s) 20,5 CHs-12
14 0,97 (d, 7,0) 18,8
15 2,10 (s) 30,4

2 Multiplicidades foram determinadas com auxilio de "H-"H COSY, "H-"H TOCSY e experimento de HOMODEC.
® Deslocamentos quimicos e multiplicidades determinadas com auxilio de DEPT e experimento de gHMQC.
€ Valores calculados utilizando ACD/ChemSketch Predictors Program.

A obtencado de quatro deficiéncias de hidrogénios, calculadas a partir do valor
do ion molecular obtido no EM permitem estabelecer a presenca de um anel na
estrutura, sendo este referente a uma deficiéncia de hidrogénio, j& que nenhum sinal
de carbono sp? adicional, além dos sinais ja discutidos, foi observado no espectro de
RMN de °C. Estes dados, associados aos deslocamentos quimicos dos carbonos
carbindlicos, do grupo acilico e a auséncia de bandas referentes a estiramento de
hidrogénio hidroxilico (~ 3300 cm™) no IV sugerem a presenca de uma lactona.

As correlagbes entre os hidrogénios H-10/H-2a e/ou H-23, H-8a/H-7
evidenciadas em experimentos de TOCSY (figura 99), associados aos dados
descritos anteriormente indicam a estrutura de uma lactona de nove membros, com

um substituinte 3-oxobutila, para XV.
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Figura 24. CorrelagBes observadas por experimentos gHMBC da substancia XV [13C—>1H].

A irradiacdo seletiva no hidrogénio em dy 2,71 em experimentos de
HOMODEC resolvem os sinais em 8y 2,06; 0,97 e 1,51; bem como a irradiacao
seletiva no hidrogénio em &y 2,06 resolvem os sinais em &4 2,19 e 2,71 (figuras 95-
96) 0 que permite estabelecer os deslocamentos quimicos dos hidrogénios 2H-1 e
2H-2, sendo H-1 (& 1,51 e 2,06) vicinal aos hidrogénios H-2 (6 2,22 e 2,19) e H-10 (&
2,71) como ilustrado na figura 26.

Além disso, os experimentos de gNOESY (figura 97) foram realizados para
auxiliar na determinacdo da conformacéao desta lactona sesquiterpénica baseando
nas interacdes espaciais entre os hidrogénios H-13/H-8, H-7/H-14 e H-8/H-10, como
mostrado na figura 25.

2,06 m?

2,20m ? 1,51 m,
2,53 dd 12,5,11,0
1,96 dd 12,5, 2,0 Pseudo-axial

2,26 ddt 11,5, 11,0, 2,0

1,23 ddt 14,0,11,5,7,0
. 1,57 ddt 14,0, 2,0,7,0

’ @)
a b

Figura 25. a) Principais interacdes espaciais nOe b) multiplicidades dos hidrogénios com base nos
experimentos de COSY, TOCSY e HOMODEC da substancia XV.

Nesta conformacédo, os efeitos anisotropicos do grupo acilico C-3 sobre os
hidrogénios CH3-12 e do grupo carbonilico C-9 sobre H-7 e H-1a, que estdo em
posicdes pseudo-axial, poderia explicar os deslocamentos quimicos observados em
alta frequéncia para estes tipos de hidrogénios. Portanto, a configuracdo relativa

para XV foi estabelecida como sendo 7R, 10S.
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A partir destes dados, associado ao calculo das constantes de acoplamento
utilizando ACD/ChemSketch Predictors Program (Advanced Chemistry Development,
2010) *, foi possivel determinar as constantes de acoplamentos pela comparacéo
entre 0 espectro real e o espectro simulado (figura 98), resultando nas constantes

descritas na tabela 14.

0.97d7.0 O
2.71ddq 9.3,2.5,7.0 =

2.06 dddd 14.5, 9.8, 9.3, 6.5
1.51 dddd 14.5, 8.5, 1.5, 2.5

2.53dd 12.5,11.0
1.96 dd 12.5, 2.0 ) Pseudo-axial

2.26 ddt 11.5, 11.0, 2.0

2.22 ddd 15.0, 6.5, 1.5
2.19 ddd 15.0, 9.8, 8.5

1.23 ddt 14.0, 11.5, 7.0
1.57 ddt 14.0, 2.0, 7.0

O

»
»
»
»
*
3

Figura 26. Deslocamento quimicos e constantes de acoplamento de XV.

Assim, o sesquiterpeno XV previamente denominado de holostilactona por
Silva °, teve a estrutura totalmente elucidada, a qual apresenta um novo esqueleto

carbonico.

4.10 Holostimegastigmadienona XVI

O espectro de EM-ESI de alta resolugdo do composto XVI apresentou o ion
pseudo molecular [M + Na]® com m/z 307,1652 (CisH240s+Na). Os espectros de
RMN de *H, de **C e gHMBC de XVI (tabela 15, figuras 100-102) mostraram sinais
atribuiveis a dois grupos metilicos ligados a um carbono quaternario sp* (dy 0,91;
0,93; &c 23,9; 23,0), um grupo metilico (o4 1,82; &¢ 19,0) ligado na posicao  a um
grupo carbonilico a,B-insaturado (&4 5,77; 6¢c 197,4; 125,5; 164,0), e uma olefina
trans [6c 129,9; 131,8; d4 5,75; 5,69 (J=17,0 Hz)], ligado a carbonos carbindlicos (¢
71,6 e 79,1).

Estes dados, juntamente com os resultados de gCOSY, gHMQC, gHMBC, e
experimentos de gNOESY, levaram a um esqueleto carbénico megastigmano para
XVI. Pois os dados de RMN de 'H e *C de XVI (tabela 15) sdo muito semelhantes

aos publicados para cucumegastigmano | 3

(tabela 15 e figura 27). As principais
diferencas entre os dados espectrométricos de RMN de '*C foram evidenciadas
pelos sinais observados para um grupo O-CH,CH,OH em C-10 de XVI (6¢c 66,1 e

60,2) ao invés de um hidroxilico.
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cucumegastigmane | XVI

Figura 27. Estrutura quimica do cucumegastigmano | e de XVI.

Com base na comparagédo das atividades 6pticas de XVI ([« +68,6; ¢ 0,9;

MeOH) e do cucumegastigmano | ([a]5 +168,5% ¢ 0,08; MeOH), cuja configuragéo

absoluta foi determinada usando um método de Mosher modificado 3¢, a
configuragcédo absoluta XVI, sugerida &, (6S,7E,9S)-6,9-dihidroxi-10-(2'-hidroxietoxi)-

4,7-megastigmadien-3-ona (denominado holostimegastigmadienona).

Tabela 15. Dados de RMN de XVI e do cucumegastigmano | 3 (11,7 T, J em Hz, DMSO-ds).

H/C XVI cucumegastigmano |
'H (8) ¥c(5) gHMBC H (5) Bc 8)
1 40,9 CHs-11, CH3-12 42,3
2 2,05 (d, 16.0) 49,4 CHs-11, CH3-12 2,16 (d, J 16,8 Hz) 50,6
2 239(d, 16.0) 2,51 (d, J 16,8 Hz)
3 197,4 200,7
4 5,77 (q, 2.5) 1255 CHs-13 5,87 (s) 126,9
5 164,0 CHs5-13 166,9
6 79,1 CHs-11, CH3-12, CH5-13, 80,0
H-4, H-7, OH
7 5,75 (d, 17.0) 129,9 5,89 (dd, 15,6, 1,0 Hz) 132,2
8 5,69 (dd, 17.0, 5.0) 131,8 5,79 (dd, 15,6, 5,6 Hz) 132,1
4,00 (m) 71,6 H-7 4,19 (m) 73,5
10  3,30-3,40 (m) 72,2 H-1' 3,50 (dd, 11,1,5,0Hz) 67,1
3,46 (dd, 11,1, 6,7 Hz)
11 0,93 (s) 23,0 CHs-12 1,04 (s) 23,4
12 0,91 (s) 23,9 CHs-11 1,02 (s) 24,5
13 1,82 (d, 2.5) 19,0 H-4 1,92 (d, 1,2 Hz) 19,6
1" 3,30-3,40 (m) 66,1
2" 3,30-3,40 (m) 60,2 H-1'

62



5 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS TRANSFORMADAS

Visando a obtencédo de analogos de lignanas ariltetraldnicas em quantidade
suficiente (1,5 g) para futuras realizacdes de bioensaios, as substancias Xll e XIll, as
quais ja foram obtidas por Silva '°, foram obtidas novamente via reacdes de
transformacées quimicas pelo método descrito por Kuo %, tendo como reagente de
partida a substancia Il isolada do extrato acetonico de raiz de H. reniformis (figura
28).

(@] OH
6
MeO™ 3 7 ¢ MeOH MeO CeHe MeO
6 >
g OMe OMe OMe
OMe OMe OMe
1] Xl XIII

Figura 28. Esquema das reacfes de obtencao das lignanas Xll e XIII.

51 (7R, 7'R,8S,8'S)-3',4',4,5-tetrametoxi-2,7'-ciclolignan-7-ol (Xll) e (7'R,8'S)-

3',4',4,5-tetrametoxi-2,7'-ciclolignan-7-eno (XIII)

A substancia XII foi obtida como um sélido amorfo. A principal diferenga entre
os dados de RMN de 'H de XII (tabela 16, figura 105) com os da substancia |l
(reagente de partida) é observada pelo Ad do hidrogénio aromatico mais
desprotegido que absorvia em & 7,51 (s, H-6) em Il, para & 7,08 (s, H-6) em XII,
devido a auséncia do grupo carbonilico. Destaca-se também a presenc¢a de um sinal
em & 4,93 (dl, H-7) atribuido ao hidrogénio carbindlico-benzilico, sinal este
inexistente no espectro da substancia Il. A configuragdo relativa de XIlI, foi
estabelecida pela analise comparativa entre os valores de & e multiplicidades
observados no espectro de RMN de *H com os descritos na literatura ® para (-)-

holostilol.
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Xl

Tabela 16. Dados de RMN *H de XII (11,7 T, J em Hz, CDCl).

Posicéo 5 'H Posicéo 5'H
3 6,16 (s) 7' 3,48 (d, 10,0)
6 7,08 (s) g 2,01 (ddg, 10,0, 3,0, 7,0)
7 4,93 (dl, 4,5) 9 0,84 (d, 7,0)
8 2,16 (ddq, 4,5, 3,0, 7,0) -OCHs-3 3,74 (s)
9 0,86 (d, 7,0) -OCH3-4 3,81 (s)
' 4 2 - -
2 6,48 (d, 2,0) OCHa-4 354 (9)
) 6,72 (d, 8,0 -OCHs-
> (d.8.0) OCHs-5 3,84 (s)
6 6,58 (dd, 8,0, 2,0) - OH

A substancia XllI foi obtida como um sélido amorfo de coloragdo marrom.

A principal diferenca entre XllI e XII, é evidenciada no espectro de RMN de 'H
(tabela 17, figura 106) que apresenta sinais de hidrogénio olefinico em & 6,08 e de
hidrogénios metilicos vicinais a um carbono sp? em dy 1,74. Observa-se também a
auséncia do sinal de hidrogénio metinico (H-8), que para a substancia Xl atribuia-se
deslocamento em & 2,16.

Andlise comparativa entre os valores de RMN de 'H, com os descritos na
literatura permitiu identificar Xl como ciclogalgravina, sendo sua configuracao
relativa estabelecida pela magnitude das constantes de acoplamento observadas
entre os hidrogénios H-7' e H-8 (J = 3,3 Hz), evidenciando uma relagcédo trans-
diequatorial para estes hidrogénios.
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OMe
OMe

Xl

Tabela 17. Dados de RMN de *H de XlIl (11,7 T, J em Hz, CDCly).

Posicéo 5'H Posicéo 5'H

3 6,49 (s) 7 3,60 (d, 3,3)

6 6,56 (s) g 2,34 (dq, 3,3, 7,2)
7 6,08 (br s) 9 1,02 (d, 7,2)

9 1,74 (d, 1,2) -OCHs-3' 3,72 (s)

> 6,60 (d, 2,1) _OCH;-4' 3,72 (s)

5 6,66 (d, 8,1) _OCHj-4 3,76 (s)

6 6,50 (dd, 8,1, 2,1) _OCH;s-5 3,82 (s)

5.1.1 Determinacao das configuracoes absolutas de Xll e XIII.

As configuragcbes absolutas de XIl e XIlI foram determinadas pela
comparagao das atividades opticas {[a]; —27,3 (c 1,02; CHCls)} e {[a]y -103,1 (c
1,00; CHCIs3)}, respectivamente] medidas, com aquelas de amostras auténticas e
dados descritos na literatura {[a]5’ —20 (c 1,02; CHCls) e [a]5’ -105,9 (c 1,00;
CHCl3)} 8 Os conjuntos de todos os dados obtidos permitiram identificar as
substancias Xl e Xl como sendo (7R,7'R,8S,8'S)-3',4',4,5-tetrametoxi-2,7'-
ciclolignan-7-ol e (7'R,8'S)-3',4',4,5-tetrametoxi-2,7'-ciclolignan-7-eno, ou (—)-
ciclogalgravina, respectivamente. A configuracdo absoluta de XIl permite estabelecer
gue o ataque do hidreto a carbonila na reacdo de reducéo de Il ocorreu na face q,
gerando um unico produto (XII) com um grupo hidroxilico em B. Isto é decorrente da
substancia Il assumir a conformagédo meia-cadeira como descrito na literatura 2,
sendo que 0s grupos metoxilicos assumem fatores estéricos tornando o ataque do

hidreto a carbonila seletivo.
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6 CONCLUSAO

Em estudos anteriores houve o isolamento de 41 substancias de diferentes
classes quimicas de H. reniformis, sendo a maior parte de lignanas ariltetralonicas.
O presente trabalho relata o isolamento da mesma espécie de quatorze substancias
de diferentes classes quimicas, das quais cinco substancias ainda nado haviam sido
isoladas anteriormente. Entre estas, a substancia (7R,8R,7'S,8'S)-3,4-metilenodioxi-
3',4'-dimetoxi-7,7'-epoxilignana (IX) e as substancias (7R,7'R,8S,8'S)-8,8'-dimetil-4-
hidroxi-3',4',5,7-tetrametoxi-2,7'-ciclolignana (VIII), 7-epi-11-hidroxichabrolidiona A
(XIV), holostilactona (XV) e (6S,7E,9S)-6,9-dihidroxi-10-(2'-hidroxietoxi)-4,7-
megastigmadien-3-ona (XVI) que ainda ndo foram relatadas na literatura. Destaca-
se que o0s sesquiterpenos holostilactona e 7-epi-11-hidroxichabrolidiona A
apresentam estruturas inéditas.

A substancia (7'R,8'S)-3',4',4,5-tetrametoxi-2,7'-ciclolignan-7-eno (XIll) foi
obtida (1,5 g) via transformacdes quimicas a partir da substancia Il (isolada da
planta), e encaminhada a laboratérios especializados para a realizacdo de
bioensaios in vivo (mutagenicidade, toxicicidade e antimalalico).

Apesar de estudos sequenciais (fitoquimicos, biossintéticos e de avaliacbes
de atividades inseticidas, antiplasmodicas e antimalaricas) realizados com H.
reniformis, a composicao quimica desta espécie, rica em metabolitos secundarios,
indica que ha muito a ser conhecido sobre o metabolismo e a aplicacdo dos

mesmos.
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7 DADOS FiSICOS E ESPECTROMETRICOS DAS SUBSTANCIAS INEDITAS

7.1 (7R,7'R,8S,8'S)-8,8'-Dimetil-4-hidroxi-3',4",5,7-tetrametoxi-2,7'-ciclolignana
(VI
Liquido viscoso; EM-ESI (probe), 4,5 eV, modo negativo, m/z (int. rel.): m/z

371,1445 [M-H]~ (100) (calculado para CpH;Os, 371,1449); IV v ¥ cm™: 3446,

1590, 1520 e 1430 cm™; UV A" : 200, 240, e 280 nm; [« ]°-26,0 (c 0,6, CHCly);
dados de RMN de *H e *3C (CDCls) ver tabela 9.

7.1.1 rel-(2S,3S,6R)-6-(2-Hidroxipropan-2-il)-3-metil-2-(3-oxobutil)
cicloheptanona (7-epi 11-hidroxichabrolidiona A, XIV)

Oleo Incolor; EM-ESI (probe), 4,5 eV, modo positivo, m/z (rel. int): 277,1774

[M+Na]" (94) (calculado para CisH26Os+Na = 277,1774), 237,18 [M+H-H,0]" (100);

25

IV vEE em™: 3440, 2972, 2925, 2875, 1707, 1376. [a]y +50.7 (c 0,9, CHCIy);

dados de RMN de *H e **C NMR (CDCls) ver tabela 13.

7.2 rel-(5S,8R)-5,9,9-Trimetil-8-(3-oxobutil)oxonana-2,6-diona (holostilactona,
XV)

Oleo incolor; EM-ESI (probe) 4,5 eV, modo positivo, m/z (rel. int.): 291,1567 [M+Na]"

(calculado para CisH2404+Na = 291,1567) (100) , 269,1745 [M+H]" (calculado para

CisH2504 269,1747) (60); [a]5 —20,0 (c 1,0, CHCls); IV vE¥ ecm™: 2912, 2862, 1732,
1707, 1389, 1100; dados de RMN de *H e **C NMR (CDCls) ver tabela 14.

7.3 (6S,7E,9S)-6,9-Dihidroxi-10-(2'-hidroxietoxi)-4,7-megastigmadien-3-ona
(XVI)
Oleo amarelo; EM-ESI (probe) 20 eV, modo positivo, m/z (rel. int.): 307 (38), 277

(87), 275 (100), 237 (43), 205 (47), 130 (24); [« ]’ +68,6 (c 0,9, MeOH); IV v & cm™:
3452, 1666, 1643, 1384; dados de RMN de *H e *3C (CDCls) ver tabela 15.

Todas as outras substancias apresentaram dados espectrométricos e dados
fisicos, identificados com aqueles descritos na literatura.

67



REFERENCIAS

1 KELLY, L. M.; GONZALEZ, F. Phylogenetic relationships in Aristolochiaceae.
Systematic Botany, v. 28, n. 2, p. 236-249, 2003.

2 CAPELLARI JUNIOR, L. Aristolochiaceae. In: WANDERLEY, M. G. L.; SHEPERD,
G. J.; GIULIETTI, A. M. Flora fanerogamica do Estado de Sao Paulo. Sao Paulo:
FAPESP, 2002. v. 2, p. 39-49.

3 HOENE, F. C. Aristolochiaceae. In: . Flora brasilica. Sao Paulo: Instituto
de Botanica, 1942, v. 15. 2, fasc. 6.

4 GONZALEZ, F. Un nuevo nombre para Holostylis reniformis Duchartre
(Aristolochiaceae). Revista de la Academia Colombiana de Ciencias, v. 23, n. 88,
p. 337-339, 1999.

5 GONZALEZ, F. Hacia una filogenia de Aristolochia y sus congeneres
neotropicales. Caldasia, v. 19, n. 1/2, p. 115-130, 1997.

6 LOPES, L. M. X.; NASCIMENTO, I. R.; SILVA, T. Phytochemistry of the
Aristolochiaceae family. Research Advances in Phytochemistry, v. 2, p. 19-108,
2001.

7 ANDRADE NETO, V. F.; SILVA, T.; LOPES, L. M. X.; ROSARIO, V. E.; VAROTTI,
F. P.; KRETTLI, A. U. Antiplasmodial activity of aryltetralone lignans from Holostylis
reniformis. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 51, n. 7, p. 2346-2350,
2007.

8 SILVA, T.; LOPES, L. M. X. Aryltetralol and aryltetralone lignans from Holostylis
reniformis. Phytochemistry, v. 67, p. 929-937, 2006.

9 WARD, R. S. Lignans, neolignans and related compounds. Natural Product
Reports, v. 14, n.1, p. 43-74, 1997.

10 SILVA, T. Lignanas ariltetralonicas de Holostylis reniformis Duch.:
isolamento, sintese, biossintese e avaliacéo bioldgica. 2006. 261 f. Tese
(Doutorado em Quimica) - Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista,
Araraquara, 2006. f. 28-119.

11 SILVA, T.; LOPES, L. M. X. Aryltetralone lignans and 7,8-seco-lignans from
Holostylis reniformis. Phytochemistry, v. 65, p. 751-759, 2004.

12 NOMENCLATURE of lignans and neolignans. Pure and Applied Chemistry, v.
72, n. 8, p. 1493-1523, 2000.

13 UMEZAWA, T. Diversity in lignan biosynthesis. Phytochemistry Reviews,
V. 2, p. 371-390, 2003.

68



14 NES, W. D.; NORTON, R. A.; BENSON, M. Carbon-13 NMR studies on sitosterol
biosynthesized from [*3C] mevalonates. Phytochemistry, v. 31, n. 3, p. 805-811,
1992.

15 LOPES, M. L. X.; YOSHIDA, M.; GOTTLIEB, O. R. 1,11-Diarylundecan-1-one and
4-aryltetralone neolignans from Virola sebifera. Phytochemistry, v. 21, n. 3, p. 751-
755, 1982.

16 URZUA, A.; SHAMMA, M. The 4-aryltetralones of Aristolochia chilensis. Journal
of Natural Products, v. 51, n. 1, p. 117-121, 1988.

17 MESSIANO, G. B.; WIJERATNE, E. M. K.; LOPES, L. M. X.; GUNATILAKA, A. A.
L. Microbial transformations of aryltetralone and aryltetralin lignans by
Cunninghamella echinulata and Beauveria bassiana. Journal of Natural Products,
v. 73, p. 1933-1937, 2010.

18 URZUA, A.; FREYER, A. J.; SHAMMA, M. 2,5-Diaryl-3,4-
dimethyltetrahydrofuranoid lignans. Phytochemistry, v. 26, n. 5, p. 1509-1511,
1987.

19 PRASAD, A. K.; TYAGI, O. D.; WENGEL, J.; BOLL, P. M. Lignans and neolignans
from stems of Piper wightii*. Tetrahedron, v. 50, n. 35, p. 10579-10586, 1994,

20 SHIMOMURA, H.; SASHIDA, Y.; OOHARA, M. Lignans from Machilus thunbergii.
Phytochemistry, v. 27, n. 2, p. 634-636, 1988.

21 KONISHI, T.; KONOSHIMA, T.; DAIKONYA, A.; KITANAKA, S. Neolignans from
Piper futokadsura and their inhibition of nitric oxide production. Chemical and
Pharmaceutical Bulletin, v. 53, n.1, p.121-124, 2005.

22 GONZALEZ-COLOMA, A.; ESCOUBAS, P.; MIZUTANI, J.; LAJIDE, L. Insect
growth inhibitors from Machilus japonica. Phytochemistry, v. 35, n. 3, p. 607-610,
1994.

23 LIU, J. S.; HUANG, M. F.; GAO, Y. L. The structure of chicanine, a new lignan
from Schisandra sp. Canadian Journal of Chemistry, v. 59, p. 1680-1684, 1981.

24 SILVA FILHO, A. A.; COSTA, E. S.; CUNHA, W. R.; SILVA, M. L. A;;
NANAYAKKARA, N. P. D.; BASTOS, J. K. In vitro antileishmanial and antimalarial
activities of tetrahydrofuran lignans isolated from Nectandra megapotamica
(Lauraceae). Phytotherapy Research, v. 22, p.1307-1310, 2008.

25 DOSKOTCH, R. W.; FLOM, M. S. Acuminatin, a new bis-phenylpropide from
Magnolia acuminate L. Tetrahedron, v. 28, p. 4711-4717, 1972.

26 RAO, K. V.; RAO, N. S. P. Chemistry of Saururus cernuus, VI: * three new
neolignans. Journal of Natural Products, v. 53 n. 1, p. 212-215, 1990.

27 McALPINE, J. B.; RIGGS, N. V.; GORDON, P. G. Absolute stereochemistry of
calopiptin. Australian Journal of Chemistry, v. 21, p. 2095-2106, 1968.

69



28 KUO, Y. H.; LIN, S. T.; WU, R. E. Three new lignans from the nutmeg of Myristica
cagayanesis. Chemical and Pharmaceutical Bulletin, v. 37, n. 9, p. 2310-2312,
1989.

29 POJE, M.; SOKOLIC -MARAVIC’, L. The mechanism for the conversion of uric
acid into allantoin and dehydro-allantoin. Tetrahedron, v. 42, n. 2, p. 747-751, 1986.

30 SU, J. H.; CHIANG, M. Y.; WEN, Z. H.; DAI, C. F.; HSU, C. H.; SHEU, J. H.
Sesquiterpenoids from the Formosan Soft Coral Sinularia leptoclados. Chemical and
Pharmaceutical Bulletin, v. 58, n. 2, p. 250-253, 2010.

31 SU, J. H.; DAI, C. F.; HUANG, H. H.; WU, Y. C.; SUNG, P. J.; HSU, C. H.; SHEU,
J. H. Terpenoid-related metabolites from a Formosan Soft Coral Nephthea chabrolii.
Chemical and Pharmaceutical Bulletin, v. 55, n. 4, p. 594-597, 2007.

32 VAN DER GEN, A.; VAN DER LINDE, L. M.; WITTEVEEN, J. G. Synthesis of
guaipyridine and some related sesquiterpene alkaloids. Recueil des Travaux
Chimiques des Pays-Bas, v. 91, p. 1433-1440, 1972.

33 CHEMSKETCH WINDOW. Advanced Chemistry Development: ACD/C+H NMR
predictors and DB. Version 12.01. Toronto, 2010. 1 CD-ROM.

34 KAI, H.; BABA, M.; OKUYAMA, T. Two new megastigmanes from the leaves of

Cucumis sativus. Chemical and Pharmaceutical Bulletin, v. 55, n. 1, p. 133-136,
2007.

70



ANEXOS

71



Figura 29. Espectro de RMN de 'H do extrato de raiz de H. reniformis (CDCls, 7,1 T).

Figura 30. Espectro de RMN de 'H de | (CDCls, 7,1 T).
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Figura 31. Espectro de RMN de **C de I, (CDCls, 7,1 T).
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H de Il (CDCl3,11,7 T).
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Figura 34. Espectro de EM-EI de II.
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Figura 37. Espectro de EM-EI de llI.
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Figura 41. Espectro de EM-EI de IV.
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Figura 44. Espectro de EM-EI de V.

79



= -
r2
= LN
r3
£
° i . EA- g
- - = F4 E
r5
“ T T I
] _ r7
T T T T T T T T T T T T -8
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
ppm
Figura 45. Mapa de contornos gCOSY de V (CDCl3, 11,7 T).
% - == F1
r2
= = © "= =
r3
= - = e = = == -4 E
e
s
rs
1 = 6
— - ST - - =
] B r7
210 190 170 150 130 110 90 8 70 60 50 40 30 20 10
ppm

Figura 46. Mapa de contornos gHMBC de V (CDCl3, 11,7 T).

80



160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50
ppm

Figura 47. Mapa de contornos gHMQC de V (CDCl3, 11,7 T).

Figura 48. Espectro de RMN de *H de VI.
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Figura 49. Espectro de EM-EI de VI.
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Figura 57. Espectro de RMN de *H de VIIl ampliado (CDCls, 11,7 T).
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Figura 58. Espectro de RMN de **C de VIII (CDCls, 11,7 T).
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Figura 59. Espectro de EM-ESI VIII.
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Figura 61. Mapa de contornos gHMQC de VIII (CDCls, 11,7 T).
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Figura 62. Mapa de contornos gHMBC de VIiI (CDCl3, 11,7 T).

Figura 63. Mapa de contornos gNOESY de VIII (CDCl3, 11,7 T).
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Figura 66. Espectro de EM-EI de IX.
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Figura 67. Mapa de contornos gCOSY de IX (CDCl3, 11,7 T).
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Figura 73. Espectros de EM-EI de X.

96



Figura 74. Espectro de RMN *H de XI (DMSO-ds, 7,1 T).
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Figura 75. a) Espectro de RMN de *H de XIV (CDCls, 11,7 T) b) Espectro ampliado.
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Figura 76. Espectro de RMN **C de XIV (CDCls, 11,7 T).
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Figura 77. Espectro de EM-ESI de XIV.
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Figura 78. Espectro de IV (pastilha de KBr) de XIV.
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Figura 79. Mapa de contornos gHMBC de XIV e ampliacdes (CDCl3, 11,7 T).
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Figura 80. HOMODEC de XIV (CDCls, 11,7 T).
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Figura 81. Mapa de contornos gCOSY de XIV (CDCls, 11,7 T).

Figura 82. Espectros de DEPT. 135 ° de XIV (CDCls, 11,7 T).
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Figura 83. Espectros de DEPT. 90 ° de XIV (CDCls, 11,7 T).

Figura 84. Mapa de contonos gHSQC de XIV (CDCl3, 11,7 T).
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Figura 85. Mapa de contonos gHMQC de XIV (CDCl3, 11,7 T).
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Figura 87. Espectro ampliado de RMN de *H de XV (CDCls, 11,7 T).
106



Figura 88. Espectro de RMN de **C de XV (CDCls, 11,7 T).
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Figura 89. Espectro de EM-ESI de XV.
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Figura 91. Espectro de DEPT 135 ° de XV (CDCls3, 11,7 T).
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Figura 95. Irradiacdo seletiva em & 2,71 em experimento de HOMODEC.

Figura 96. Irradiacdo seletiva em & 2,06 em experimento de HOMODEC.
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Figura 97. Mapa de contornos gNOESY de XV (CDCls, 11,7 T).
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Figura 98. J: Calculado usando ACD/ChemSketch Predictors program.

Figura 99. Mapa de contornos TOCSY de XV (CDCl3, 11,7 T).
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Figura 100. Espetros de RMN de *H de XVI (DMSO-ds, 11,7 T).
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Figura 101. Espetros de RMN de *C de XVI (DMSO-dg, 11,7 T).

Figura 102. Mapa de contornos gHMBC de XVI (DMSO-ds, 11,7 T).
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Figura 103. Espectro de absorcdo no IV (pastilha de KBr) de XVI.

Figura 104. Espectro de EM-ESI de XVI.
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Figura 106. Espectro de RMN de *H de XlIl (CDCls, 11,7 T).
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