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RESUMO

Da fragao hexanica do extrato metandlico das folhas de Guarea guidonia
(Meliaceae), foram isolados os diterpenos: [11S-(1a,2E,6E,10a)]-3,7,11-trimetil-
11-(4-metil-pent-3-en-1-il)biciclo[8.1.0]Jundeca-2,6-dieno e [1S-
(1aB,4aa,7apB,7bp)]-decaidro-1,7-dimetil-1-(4-metil-pent-3-en-1-il)-4-metilen-1H-
cicloprop[e]azulen-7-ol, ja descritos na literatura, além de dois novos isdmeros de
[1S-(1aB,4aca,7ap,7bp)]-decaidro-1,7-dimetil-1-(2-hidroxi-4-metil-pent-3-en-1-il)-4-
metilen-1H-cicloprop[e]azulen-7-ol.

No oleo essencial obtido das folhas do mesmo espécimen foram
identificados, através da analise dos dados espectroscépicos (RMN "°C, RMN 'H
e EM), os sesquiterpenos: eudesma-5,7-dieno, 5a,6a-epoxi-eudesm-7-eno,
eudesma-5,7-dien-2a-ol, 5a,6a-epoxi-eudesm-7-en-9-ol e guaia-6-en-10-ol, ainda
nao descritos na literatura, além de eudesma-4(15),11(13)-dieno, eudesm-6-en-
4¢-ol, eudesma-4,11-dieno e 5a,6a,7a,8a-diepoxieudesmano.

Diversos extratos vegetais assim como substancias puras e misturas de
composicoes conhecidas foram testadas com a finalidade de se detectarem
substancias com atividade anticancerigena. Para tal, empregou-se o bioensaio
com linhagens mutantes do fungo Saccharomyces cerevisiae, utilizados pelo
grupo do Prof. Dr. David Kingston, do Virginia Tech Institute. Também foi

realizado um estudo quimico biomonitorado por aquele bioensaio.



ABSTRACT

From the hexanic extract of the dry leaves of Guarea guidonia (Meliaceae)
two new isomers of decahydro-1,7-dimethyl-1-(2-hydroxy-4-methyl-pent-3-en-1-yl)-
4-methylen-1H-cycloprop[e]azulen-7-ol were isolated together with the known
diterpenes [11S-(1a,2E,6E,100)]-3,7,11-trimethyl-11-(4-methyl-pent-3-en-1-
yl)bicyclo[8.1.0Jundeca-2,6-dien and [1S-(1aB,4aa,7ap,7bB)]-decahydro-1,7-
dimethyl-1-(4-methyl-pent-3-en-1-yl)-4-methylen-1H-cycloprop[e]azulen-7-ol. The
essential oil from the leaves of the same plant afforded the sesquiterpenes
eudesma-5,7-diene, 5a,6a-epoxy-eudesm-7-ene, eudesma-5,7-dien-20.-ol, 50,60~
epoxy-eudesm-7-en-9-ol and guaia-6-en-10-ol not previouly described, besides
eudesma-4(15),11(13)-diene, eudesm-6-en-4a-ol, eudesma-4,11-diene and
5a,60,7a,8a-bisiepoxy-eudesmane. All of these compounds were identified
through "*C and 'H NMR spectroscopy as well as MS.

Several plant extracts and pure compounds were tested in the search for
potential anticancer agents, through the mechanism-based yeast bioassay,
utilizing mutants of the yeast Saccharomyces cerevisiae. The screening of those
plant materials and a bioassay-guided fractionation of an active extract were both
carryed out in the laboratories of Professor David G.l. Kingston at Virginia Tech

Institute.



APRESENTAGCAO DA TESE

A pesquisa fitoquimica biomonitorada por ensaios que direcionem
fracionamento cromatografico visando ao isolamento de substancias bioativas €
no momento, uma tendéncia mundial.

Assim sendo, além desta tese conter uma parte dedicada ao estud
fitoquimico da espécie Guarea guidonia (L.) Sleumer, contém uma segunda part
relativa a procura de substancias bioativas, utilizando-se para tai o bioensaio con
fungos Saccharomyces cerevisiae. Esta parte do trabalho é resultante do estagi
realizado durante um ano nos laboratorios do Prof. Dr. David G.l. Kingston, nt
Departamento de Quimica do Virginia Polytechnic Institute and State University

em Blacksburg, Virginia, USA.
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OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi o de analisar quimicamente as folhas de
Guarea guidonia (L.) Sleumer coletadas em Campo Grande (MS). Esta Meliaceae
foi escolhida jA que alguns estudos quimicos com espécimens de regides
diferentes haviam sido realizados. Tais estudos evidenciaram constituicGes
quimicas diferentes em cada caso. Assim, o estudo visou a uma comparac¢ao dos
constituintes quimicos de plantas oriundas de regides climaticas diferentes, a fim
de que a producao de limondides e de outros terpendides pudesse ser avaliada.

O estudo do odleo essencial das folhas foi realizado com o objetivo de
aplicar-se uma metodologia desenvolvida para andlise de misturas de
sesquiterpenos, uma vez que ja haviam sido detectados tais metabdlitos no 6leo
essencial da casca do tronco. Tal metodologia possibilita a elucidacao estrutural
de sesquiterpenos nao so através de espectrometria de massas, mas
principalmente por meio de RMN de '3C, proporcionando assim tais dados a
literatura. A grande maioria dos trabalhos com Oleos essenciais, existentes na
literatura, descreve a identificagdo de sesquiterpenos apenas através da técnica
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas associada ao
calculo do indice de Kovatz.

Com o objetivo de aprender as técnicas cromatograficas empregadas para
a separacao de extratos bioativos, assim como a manipulagao, preparacao e
utilizagao do bioensaio propriamente dito, planejou-se um estagio nos laboratérios

do Prof. Dr. David G.I.Kingston.



TERPENOS DE Guarea guidonia (Meliaceae)



INTRODUCAO

A familia Meliaceae A. Juss.

A familia vegetal Meliaceae A. Juss. & constituida por cinqlienta e um
géneros e aproximadamente quinhentos e cinquenta espécies que vivem nas
regides tropical e subtropical do planeta. Tais plantas possuem porte que varia de
arbusto até arvore e, segundo a classificacdo morfologica de Pennington [1], sdo
distribuidas em quatro sub-familias e dez tribos, conforme mostra a Tabela 1, p. 2.

Quimicamente, tal familia se caracteriza pela producao de meliacinas,
também conhecidas por limonodides, que sao tetranortriterpenos altamente
oxidados. Além de Meliaceae, apenas os membros das familias Rutaceae,
Cneoracea e Simaroubaceae (género Harrisonia) produzem tais metabolitos [2].

Devido as diversas atividades farmacolégicas apresentadas pelos
limondides, muitas meliaceas tém sido investigadas quimicamente. O uso
comercial do inseticida azadiractina, extraido da espécie indiana Azadirachta
indica, € o exemplo mais notoério da importancia economica e ecoldgica desta
familia [3]. Assim sendo, a maioria dos trabalhos fitoquimicos com diversas
espécies de Meliaceae e dirigida para o isolamento daquelas substincias. No
entanto, existem referéncias a outros terpendides, tais como sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos [4, 46] e esterdides [5] e a outros tipos de metabdlitos
secundarios como alcaldides [6], flavondides [7], cumarinas [8] e acetogeninas [9].

As Tabelas 2, p. 3 e 3, p. 6 correlacionam, respectivamente, os diterpenos
e sequiterpenos a plantas da familia Meliaceae e as Figuras 1, p. 4 e 2, p. 7

mostram as estruturas dessas substancias.



Tabela 1- Classificacao morfolégica da familia Meliaceae [1]

sub-familias tribos

géneros

Swietenioideae Cedreleae

Swietenieae

Melioideae Xylocarpeae

Turraeeae

Melieae

Vavaeeae

Trichilieae

Aglaieae

Guareeae

Quivisianthoideae Sandoriceae

Capuronianthoideae

Cedrela, Toona

Chukrasia, Entandrophragma,
Khaya, Lovoa, Neobeguea,
Pseudocedrela, Schmardaea,
Soymida, Swietenia

Carépa, Xylocarpus
Calodecaryia, Humbertioturraea,
Munronia, Naregamia, Nymania,
Turraea

Azadirachta, Melia

Vavaea

Astrotrichilia, Cipadessa,
Ekerbegia, Lepidotrichilia,
Malleastrum, Owenia,
Pseudobersama, Pterorhachis,
Trichilia, Walsura

Aglaia, Aphanamixis, Lansium,
Reinwardtiodendron,
Sphaerosacme

Anthocarapa, Cabralea,
Chisocheton, Dysoxylum, Guarea,
Hecheldora, Megaphyilaea,
Pseudocarapa, Ruagea, Synoum,
Turreanthus

Quivisianthe, Sandoricum

Capuronianthus




Tabela 2- Diterpenos presentes em espécies de Meliaceae

espécie diterpeno # ref.
Azadirachta indica 8,11,13-abietatrien-11,14-diol 1 10
8,11,13-abietatrien-3,7-diona 2 M
12,16-diidroxi-8,11-13-abietatrien-3,7-diona 3 1
3B,12-diidroxi-8,11,13-abietatrien-7-ona 4 N
12-hidroxi-8,11,13-abietatrien-3,7-diona S 12
5,12-diidroxi-8,11,13-abietatrien-7-ona 6 13
nimbilicina 7 10
12,13-diidroxi-8,11,13-totaratrien-7-ona 8 14
13-acetil-12-metoxi-8,11,13-podocarpatrieno 9 12
12-metoxi-13-metil-8,11,13-podocarpatrien-7-ona 10 12
13-acetil-12-hidroxi-8,11,13-podocarpatrien-7-ona 11 15
12,13-diidroxi-8,11,13-podocarpatrien-7-ona 12 16
13-hidroxi-12-metoxi-8,11,13-podocarpatrien-7-ona 13 14
Melia azadirachta 12-hidroxi-13-metil-8,11,13-podocarpatrien-7-ona 14 17
Azadirachta indica 13-carboxi-12-metil-8,11,13-podocarpatrien-7-ona 15 18
3B,12,13-triidroxi-8,11,13-podocarpatrien-7-ona 16 15
3,12-diidroxi-13-metil-8,11,13-podocarpatrien-7-ona 17 15
3B,12-diidroxi-13-metoxi-8,11,13-podocarpatrien-7-ona 18 19
12,13-dimetoxi-8,11,13-podocarpatrien-3,7-diona 19 12
13-hidroxi-12-metil-8,11,13-podocarpatrien-3,7-diona 20 20
12-hidroxi-13-metil-8,11,13-podocarpatrien-3,7-diona 21 20
12-carboxi-13-metil-8,11,13-podocarpatrien-3,7-diona 22 18
13-carboxi-12-metil-8,11,13-podocarpatrien-3,7-diona 23 18
12-hidroxi-13-metoxi-8,11,13-podocarpatrien-3,7-diona 24 19
12-etil-13-metoxi-8,11,13-podocarpatrien-3-ona 25 21
12-etil-13-metoxi-8,11,13-podocarpatrien-7-ona 26 21




espécie diterpeno # ref.

Aphanamixis 13Z-labden-8,15-diol 27 22
polystacha

Cipadessa fruticosa 13E-labden-8,15-diol 28 23

Turreanthus 12,15-epoxi-8(17),12,14-labdatrien-16-ol 29 24
africanus

Guarea trichilioides 3B-hidroxilabd-8(17),12Z,14-trieno 30 25

3a-hidroxilabd-8(17),12Z,14-trieno 31 25

3-oxolabd-8(17),12Z,14-trieno 32 25

(-)-2-oxo-13-hidroxi-3,14-clerodandieno 33 25

13-hidroxi-3,14-clerodandieno 34 25

19-hidroximanoiloxido 35 25

Cipadessa fruticosa 15,16-dihidroxi-ent-cleroda-3,14-dieno 36 26

12,16-dihidroxi-ent-cleroda-3,14-dieno 37 26

Figura 1- Estruturas dos diterpenos presentes em Meliaceae
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Tabela 3- Sesquiterpenos presentes em espécies de Meliaceae

espécie sesquiterpeno # ref.
Aphanamixis grandifolia 14-hidroxi-6-isodaucen-10-ona 38 27
10-oxo0-6-isodaucen-14-al 38 27
Lansium annamalayanum 1(10),11-guaiadieno 40 28
Lansium domesticum 1(10),4(15),5-germacratrieno 41 29
Dysoxylum fraseranum 1,3,6-elematriene (5-elemeno) 42 30
1,5,7(11)-elematrieno 43 31
Dysoxylum spectabile 2,3-dimetil-3-(4-metil-3-pentenil)- 44 32
2-norbornanol
Lepidotrichilia volensi 4(15)-eudesmen-1,6-diacetato 45 33
Entandrophragma cylindricum copa-2-en-4-ol 46 34
copa-3-en-2a.-ol 47 34
mustacona 48 34
calamenene-103-ol 49 34
T-cadinol 50 34
ledol 51 34
Cabralea sp cariofilanos, cadinanos e germa- 35
cranos: principais constituintes
do oleo essencial
Guarea cedrata CG/MS do dleo essencial 36
Cedrela toona copaeno 52 37
calameneno 53 37
1(10),4-cadinadieno 54 37/

38




Figura 2- Estruturas dos sesquiterpenos presentes em Meliaceae
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Guarea guidonia (L.) Sleumer

Segundo Pio Correa, a Meliacea Guarea guidonia (L.) Sleumer - sinonimia
botanica: G. frichilioides L., G. aubleti Juss., G. multijuga Juss., G. guara Wilson,
G. pauciflora Sessé & Moc., G. purgans Juss., G. sinuata Roem., G. surinamensis
Mig. [39] - € uma espécie arbérea (Figura 3, p. 9) que atinge até vinte metros de
altura e cinquienta centimetros de didmetro, sendo encontrada no Brasil desde o
Amazonas até o Parana. Possui ramos de tom avermelhado-escuro, folhas que
chegam até quarenta centimetros (Figura 3, p. 9) e sementes vermelhas. Sua
madeira € castanho-avermelhada com estrias mais claras e manchas escuras,
dura, com fibras longas e retas, aromatica, muito resistente quando em contato
com o solo e, devido a presenca de uma resina que lhe enche os vasos,
inatacavel pelos insetos, propria para a construcao civil e naval. A casca do caule,
desprovida de epiderme, é amarela, resinosa, produzindo suco amargo,
adstringente, purgativo, vermifugo, antipirético, abortivo por acao direta sobre o
utero e, conforme a dose, veneno violento. O cozimento da casca das raizes €
considerado util contra a hidropisia, a gota, e em banhos, contra tumores
artriticos. E arvore ornamental e de sombra, muito apreciada sobretudo nos
pastos, para abrigo do gado. Parece que bois e cavalos aceitam as folhas, o
mesmo fazendo os porcos quanto aos frutos; entretanto a infusdo das folhas é
purgativa e emética. Os seus nomes populares sao: Agafroa, Bilreiro, Camboata,
Cangerana miuda, Cedrao, Cedro branco, Cedroana, Gatna-uba, Gité ou Jito,
Jatauba, Jatuaba branca, Macaqueiro, Marinheiro, Pau bala, Pau de sabao,
Tauva, Yagua ratai. Também é conhecida como Carrapeta verdadeira, mas outros
géneros e outras espécies desta familia também sdo conhecidos por este nome
[40].

Alguns estudos fitoquimicos com folhas desta espécie, assim como com
outras partes da planta, ja foram desenvolvidos anteriormente. Somente um

destes estudos registrou a ocorréncia de diterpenos [25] na espécie.
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A Tabela 4 relaciona os estudos fitoquimicos realizados com Guarea
guidonia.

Tabela 4- Partes estudadas, locais de coleta e tipos de substancias isoladas de

Guarea guidonia

parte estudada local de coleta substancias ref.
isoladas
sementes Rio de Janeiro limondide 41
casca € madeira Rio de Janeiro esterdide 41
casca da raiz ? limondides 42
frutos ? limonoéide 43
madeira Amazbnia esterdides, 44
sesquiterpenos e
ac. graxos
sementes ? triterpenos 45
folhas Amazénia triterpencs e 46 e
limondide 46a
folhas Araraquara (SP) triterpenos 47
folhas Rio de Janeiro diterpenos 25
Oleo essecial da Campo Grande sesquiterpenos 48
casca do tronco (MS)
casca do tronco Campo Grande limondides, 49
(MS) cumarina e

sesquiterpenos
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EXPERIMENTAL

Procedimentos experimentais utilizados

Preparagdao de placas cromatograficas preparativas de silica impregnada com

AgNO; [50]

A uma solucao aquosa de AgNO; 5% foi adicionada, lentamente e sob
agitacao, a silica 60 para cromatografia preparativa. A proporcao de AgNOg/silica
deve ser de 15%.

As placas cromatograficas preparadas com esta silica devem ser guardadas no
escuro até que estejam secas. SO entao deverao ser ativadas por 2 horas e meia, em
estufa a 105 °C, antes de serem utilizadas.

E importante ressaltar que tanto o procedimento de preparacdo como o de

utilizacao das placas devem ser realizados na auséncia de luz.

Adsorcao de AgNO; a silica para cromatografia em coluna [50]

A uma solucao de AgNO; (3 g) em H,0 (3 mL) e etanol absoluto (47 mL), foram
adicionadas gradualmente e sob agitacao 20 g de silica gel (63 - 210 um), mantendo-
se a agitacao por 15 minutos a temperatura ambiente. Decorrido este periodo, a
mistura foi filtrada em funil de sucgdo e o excesso de solvente removido em
evaporador rotatério sob pressdo reduzida. A silica impregnada com AgNO; foi
mantida em dessecador sob vacuo até o momento de ser utilizada. Todo o
procedimento de impregnacao deve ser realizado no escuro, assim como o de

empacotamento e de eluicao da coluna.



12

Obs. A coluna aberta com fase estacionaria de silica impregnada com AgNO; é
empacotada por via umida, seguindo o mesmo procedimento utilizado para as colunas

abertas de silica.

Cromatografia a gas

As cromatografias a gas foram realizadas em aparelho Hewlett Packard 5890
Series || com injetor automatico HP 7673 e integrador HP 3396A.

Utilizou-se coluna capilar de 30 m com fase estacionaria de 5% de fenil em
95% de metil silicone, H, como gas de arraste e detector por ionizagao de chama. A
razdo de divisao utilizada foi de 1/50.

As condicdes de analise foram: 2 min a 100 °C, rampa de 5 °C/min, 2 min a
180 °C, rampa de 50 °C/min e 5 min a 250 °C. A temperatura do injetor foi fixada em

180 °C e a do detector em 220 °C.

Especificagdo do material e instrumentos utilizados

As folhas de Guarea guidonia foram moidas em moinho de facas.

Para extracdo, particdo por solventes e técnicas cromatograficas foram
utilizados solventes de grau P.A. (Merck, Grupo Quimica ou Vetec) ou grau técnico (B.

Herzog) submetido a destilacao fracionada.

Nas colunas cromatograficas foram utilizadas, como adsorvente, silica gel 60
(63-200 um) e silica gel 60 para cromatografia rapida (40-63 pm) da Merck, assim
como Sephadex LH-20 (25-100 um) da Sigma.
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As placas de CCDC e CCDP foram feitas utilizando-se, respectivamente, silica

gel 60G efou 60GFo54 (5-40 um) ambas da Merck. As pilacas cromatograficas foram

preparadas aplicando-se uma suspensao de silica gel em agua destilada sobre placas
de vidro, utilizando-se o espalhador "Quickfit". As espessuras das camadas de silica

gel foram de 0,25 mm para CCDC e 1,00 mm para CCDP.

As revelacoes dos cromatogramas em placas de camada delgada comparativa
foram feitas com vapores de iodo, solucao a 2% de sulfato cérico em H,SO, 2N e/ou
irradiacao no UV (254 e 356 nm) e, em placas preparativas, foi utlizado irradiacao no

UV (254 e 356 nm).

A concentracdo das solugdes contendo substancias e/ou extratos foi efetuada
destilando-se o solvente a pressdo reduzida por trompa d'agua em evaporador

rotatério, tipo Buchler.

Os espectros de RMN de 'H e de '°C foram registrados em espectréometros
Bruker AC200, operando a 200 e 50 MHz (IQ-USP), Varian Unity-400 operando a 400
e 100 MHz (Departamento de Quimica do Virginia Polytechnic Institute, Blacksburg,
Virginia, USA) e Bruker DRX-500 operando a 500 e 125 MHz (IQ-USP). Os espectros

foram obtidos em deuterocloroformio como solvente e padrao de referéncia interna.

Os espectros de massas foram registrados em espectrometro INCOS 50
Finnigan-Mat (quadrupolo) operando com impacto eletronico (IE) a 70 eV, usado nas
analises por CG/EM, acoplado ao cromatégrafo 3400 Varian (coluna: crosslinked
methyl silicone gum, 25 m, 0.2 mm, 0.33 film thickness). Os espectros obtidos por

ionizacao quimica foram registrados em espectrometro HP 5988A.

Os espectros de infravermeilho foram registrados em espectrofotometro Perkin-

Elmer FT 1750. As amostras foram preparadas sob a forma de filmes, utilizando-se
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janelas de NaCl. O padrao de referéncia empregado foi a absorcao da agua em 1638

cm’.
As rotacoes especificas dos sesquiterpenos foram medidas em polarimetro

digital JASCO DIP-370, com filtro de Na. Para os diterpenos utilizou-se polarimetro

Perkin - ElImer modelo 241, com filtro de Na.

Coleta e identificagdo do material vegetal

As folhas de Guarea guidonia (L.) Sleumer utilizadas no presente trabalho,
foram coletadas em Campo Grande, estado de Mato Grosso do Sul, pelo Prof. Dr.
Walmir da Silva Garcez, da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul. Em
fevereiro de 1994 foi coletado o material do qual foi obtido o extrato metanolico. Do
mesmo espécimen, coletaram-se em 24 de novembro de 1996, aproximadamente as
10 horas, as folhas das quais foi extraido o oleo essencial.

O material vegetal foi identificado pelo Prof. Dr. Humberto Barreiros, do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro. A exsicata numero 1870 esta depositada no Herbareo da

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
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Estudo do extrato metandlico das folhas de Guarea guidonia

Obtencgao e partigcao do extrato

As folhas frescas de Guarea guidonia (3000 g) foram secas em estufa a 60 °C,
com ventilagao, resultando em 1100 g de material seco. Apés moagem, o material
vegetal foi extraido exaustivamente em MeOH a frio e filtrado. A solucao resultante foi
parcialmente concentrada sob pressao reduzida, fornecendo o extrato metandlico
bruto.

A seguir, foram adicionados 400 mL de solucao MeOH/H,O (9:1) aos 300 mL
do extrato metandlico bruto e a solucao resultante foi submetida sucessivamente a
particdo em hexano, AcOEt e n-BuOH. Para a particao em AcOEt e n-BuOH foi
adicionado um volume extra de H,O. Desta forma foram obtidos 47 g de extrato
hexanico, 14 g de extrato AcOEt e 11 g de extrato n-butandlico.

O Esquema 1, p. 16 , mostra o processo de obtencao dos extratos.

Isolamento dos constituintes quimicos

Fracionamento do extrato hexanico

Com a finalidade de limpar o extrato hexanico do material graxo presente, este
extrato foi submetido a uma precipitacado com MeOH. Para tal, o extrato foi dissolvido
em MeOH a quente e mantido em refrigerador por uma noite. Apos este tempo, o
material graxo precipitou e pode ser separado por filtragao da parte solavel em MeOH.
Desta forma, foram obtidos 25 g de fracdo metanodlica e 21 g de material graxo

(Espectro 1). O Esquema 1, p. 16 mostra este procedimento.
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Esquema 1- Obtencao dos extratos das folhas de Guarea guidonia

folhas frescas
(3000 g)

estufa a 60 °C
cl/ ventilagdo

folhas secas
(1100 g)

ext. MeOH bruto
(300 mL)

(2) partigdo c/ hexano

(2) ext. ¢/ MeOH a frio
(3) filtragao e evaporagio

(1) 400 mL de MeOH/ H20

ext. hexanico
(47 9)

(1) MeOH quente
(2) refrigeragéo
‘ (3) filtragao

fragao
metandlica
(2549)

fase MeOH/H,0

(1) adigdo de H,0O
(2) part. ¢/ AcOEt

precipitado

fase MeOH/H,O

ext. AcOEt
(149)

(1) adi¢ao de H,0
(2) part. ¢/ n-BuOH

fase MeOH/H,0

ext. n-BUOH
(11 9)
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A fracao metandlica do extrato hexanico (25 g) foi submetida a cromatografia
em coluna (Coluna a), utilizando-se para tal 310 g de silica 60. O sistema foi eluido
com misturas de hexano/AcOEt em gradiente crescente de polaridade. Foram
coletadas 43 fracdes de aproximadamente 120 mL cada, reagrupadas de acordo com

a Tabela 5, apos analise por CCDC.

Tabela 5- Fracionamento cromatografico da fracao metandlica do extrato hexanico

(Coluna a)
fragoes reunidas massa (g)

a-1(1ab) 1,4
a-2(6a1ll) 0,2
a-3 (12 a 14) 1,3
a-4 (15a17) 2,3
a-5 (18 a 20) 4.8
a-6 (21) 0,8

a-7 (22) 0,8

a-8 (23 e 24) 1,3
a-9 (25 a 34) 2,6
a-10 (35 a 43) 2,0

Fracionamento cromatografico de a-1

A fracao a-1 (1,4 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica 60 (50 g),
eluida com misturas de hexano/CH,Cl,, em gradiente crescente de polaridade (Coluna
b). Foram recolhidas 32 fracoes de aproximadamente 30 mL cada, reagrupadas de

acordo com a Tabela 6, apos analise por CCDC.
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Tabela 6- Fracionamento cromatografico de a-1 (Coluna b)

fragoes reunidas massa (mg)
b-1 (1) 691,0
b-2 (2) 17,6

b-3 (3) 4,8

b-4 (4 a 6) 36,3

b-5 (7 a 20) desprezadas
b-6 (21) 5,75
b-7 (22) 16,0
b-8 (23) 16,4
b-9 (24 a 30) 128,0

b-10 (31) desprezadas
b-11 (32) 450,0

desprezadas = massa muito pequena

A analise dos espectros de RMN de 'H e de '°C - técnicas PND, DEPT 135° e
90°, HOMOCOSY e HETCOR - assim como o espectro de massas, mostraram que a
fracdo b-7 é constituida por D-2.

O espectro de RMN de 'H de b-2 mostrou que esta poderia ser constituida por
uma mistura de carater terpenoidico. Porém o material sofreu decomposi¢ao, o que
impossibilitou a analise dos espectros de RMN de '°C para que a estrutura molecular
}desta substancia pudesse ser determinada.

A fracao b-9 (128,0 mg) foi submetida a cromatografia rapida em coluna de
silica, utilizando-se como fase movel uma mistura de hexano/éter etilico (7:3) e éter
etilico 100%. Foram coletadas 27 fragoes de 5 mL cada que, apés analise em CCDC,

foram reagrupadas de acordo com a Tabela 7.
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Tabela 7- Fracionamento cromatografico de b-9 (Coluna c)

fragoes reunidas massa (mag)
c-1(1ab) 6,7
c-2(Be7) 8,2
c-3(8a10) 6,7
c-4 (11 a 23) 18,5
c-5 (24 a 27) 7,5

Os espectros de RMN de 'H e de '°C mostraram que a fracdo c-2 também é
constituida por D-2.

A analise da placa cromatografica comparativa de b-1 (691,0 mg) indicou que
esta fragdo deveria ser submetida a cromatografia rapida em coluna de silica (Coluna
d), eluida isocraticamente com hexano. Desta forma foram recolhidas 80 fragcoes de 5

mL cada, reunidas conforme a Tabela 8, apos analise em CCDC.

Tabela 8- Fracionamento cromatografico de b-1 (Coluna d)

fragoes reunidas massa (mg)
d-1 (1 ab)
d-2(6e7) 46,0
d-3 (8 a 13) 455 4
d-4 (14 e 15) 11,7
d-5 (16 a 76)
d-6 (77) 10,2
d-7 (78 a 80)

Através da analise dos dados de RMN de 'H e de "°C verificou-se que a fragao
d-2 contém uma mistura de sesquiterpenos.

O espectro de RMN de 'H de d-4 mostrou que esta fragdo contém o mesmo
material encontrado na fragcao b-2, ja na sua forma degradada.

Apos a analise da placa cromatografica comparativa da fracao d-3 (455,4 mg),
concluiu-se que este material deveria ser submetido a cromatografia rapida em coluna

de silica (Coluna e), utilizando-se como eluente n-pentano. Assim, foram obtidas 30
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fracbes de 3 mL cada, reagrupadas apds analise em CCDC, conforme mostra a

Tabela 9.

Tabela 9- Fracionamento cromatografico de d-3 (Coluna e)

fragoes reunidas massa (mg)
e-1(1ad)
e-2(9a11) 41,2
e-3 (12e 13) 111,5
e-4 (14 e 15) 78,5
e-5 (16) 14,1
e-6 (17 a 21) 57,2
e-7 (22 a 30) 0,8

Os espectros de RMN de 'H e de "°C - técnicas PND, DEPT 135° e DEPT 90°-
mostraram que a fragao e-6 € constituida por D-1.

Os espectros de RMN de 'H e de "°C mostraram que a fragdo e-2 contém a
mesma mistura de sesquiterpenos encontrada na fracao d-2, porém com proporgao
diferente dos constituintes. Uma analise mais detalhada dos espectros de RMN de "°C
(PND e DEPT 135°) de e-2 proporcionou a identificacao do sesquiterpeno p-selineno
(S-3, p. 62). Assim, foi possivel identificar também na fracdo d-2 este mesmo
sesquiterpeno.

A fim de confirmar a presenca do f(-selineno e de identificar os outros
componentes sesquiterpénicos em d-2, submeteu-se tal fracao (46,0 mg) a
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), utilizando-se silica
impregnada com AgNOs;. O sistema foi eluido com uma mistura de benzeno/acetona
(95:5) e foram obtidas 2 subfragées: d-2a e d-2b. Os espectros de RMN de 'H e de "°C
mostraram éque a fracao d-2a é constituida pelo B-selineno. Ja a andlise dos espectros
de RMN de d-2b indicou que esta subfragdo € uma mistura muito complexa de
sesquiterpenos. Posteriormente, apos a analise do 6leo essencial das folhas de
Guarea guidonia, foi possivel identificar o sesquiterpeno S-1, também encontrado

naquele 6leo, como constituinte das fragées d-2 e e-2.
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Fracionamento cromatografico de a-9

A fragao a-9 (2,6 g) foi submetida a cromatografia rapida em coluna de silica
(Colunaf), eluida com misturas de hexano/isopropanol, nas proporgcoes de 95:5, 8:2 e
1:1. Foram recolhidas 82 fracdes de aproximadamente 10 mL cada, reagrupadas de

acordo com a Tabela 10, apds analise por CCDC.

Tabela 10- Fracionamento cromatografico de a-9 (Coluna f)

fragao reunida massa (mg)

f-1 (1 e 2)

f-2- (3 a ) 68,9
f-3- (6 a 12) 528,2
f-4- (13 a 18) 825,0
f-5 (19 a 22) 4940
f-6- (23 a 27) 219,8
f-7 (28 a 34) 123,3
f-8 (35 a 37) 39,7
f-9 (38 a 40) 32,8
f-10 (41 a 47) 35,9
f-11 (48 a 54) 18,2
f-12 (55 e 56) 4.0
f-13 (57 a 59) 50,6
f-14 (60 a 71)

f-15 (72 a 82) 2471

A fracdo f-3 foi submetida a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20
(Coluna g), eluida com as misturas hexano:CH,Cl, (1:4), CH,Cl,:(CH5).CO (3:2) e
CH,Cl:(CH3).CO (1:4) [51]. Foram recolhidas 30 fragdes de aproximadamente 10 mL
cada. A analise por CCDC mostrou que quase todo o material ficou concentrado nas
fragoes g-17 a g-23, que foram eluidas da coluna com a primeira mistura de solvente
utilizada. Estas fragcdes foram entdo reunidas (517,9 mg) e submetidas a
cromatografia rapida em coluna de silica (Coluna h) eluida com 20% da mistura

hexano:isopropanol (9:1) em hexano. Foram recolhidas 36 fracoes de



22

aproximadamente 8 mL cada, reagrupadas de acordo com a Tabela 11, apds analise

por CCDC.

Tabela 11- Fracionamento cromatografico de g-17/g-23 (Coluna h)

fragao reunida massa (mg)
h-1 (1 a 9)
h-2 (10 a 15) 26,3
h-3 (16) 1,9
h-4 (17 e 18) 4,5
h-5 (19 a 21) 14,2
h-6 (22 a 25) 15,9
h-7 (26 a 28) 11,2
h-8 (29 a 32) 17,4
h-9 (33 a 36)

A comparacio dos dados de RMN de 'H e de °C atribuidos previamente a D-2,
juntamente com a analise dos espectros de RMN de 'H (200 MHz, técnicas mono e
bidimensionais) e de '°C (50 MHz, técnicas HETCOR e DEPT 135°) assim como dos
espectros de RMN de 'H (400 MHz, técnicas HOMOCOSY, NOESY e HMBC),
mostraram que as fragdes h-2 e h-8 estdo puras e que elas sdo constituidas
respectivamente por D-3 e D-4.

Todo o processo de fracionamento da fracdao metandlica do extrato hexanico &

mostrado no Esquema 2, p. 23.
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Dados fisicos para os diterpenos D-3 e D4

D-3
[1S-(1aB,4aa,7aB,7bp)]-decaidro-1,7-dimetil-1-(2-hidroxi-4-metil-pent-3-en-1-il)-4-

metilen-1H-cicloprop[e]azulen-7-ol

[@]®°=-22, ¢ =2,8 em CHCI;

V. vmax. €M 3343, 3083, 2967, 2924, 2862, 1633, 1451, 1379, 1149, 1121, 1051.
EM (ionizacao quimica): Tabela 22, p. 48.

RMN de 'H (100 MHz) Tabela 16, p. 37.

RMN de °C (400 MHz): Tabela 15, p. 36.

D4
[1S-(1aB,4aa,7af, 7bp)]-decaidro-1,7-dimetil-1-(2-hidroxi-4-metil-pent-3-en-1-il)-4-

metilen-1H-cicloprop[e]azulen-7-ol

V. Vmax. €M™ 3371, 3082, 2924, 2866, 1635, 1447, 1379, 1150, 1032.
EM (ionizagao quimica): Tabela 22, p. 48.

RMN de 'H (100 MHz) Tabela 16, p. 37.

RMN de 13C (400 MHz): Tabela 15, p. 36.
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Outras fragdes da Coluna a

Os espectros de RMN de 'H das fracbes intermediarias da Coluna a mostraram
que elas sao constituidas principalmente por material graxo. Algumas dessas fracoes
(a-3 e a-5), foram submetidas a processos de fracionamento cromatografico tanto em
silica (coluna e CCDP) como em Sephadex LH-20 [51]. A analise dos espectros de
RMN de 'H indicou que o material graxo ainda predominava em todas as fragdes
assim obtidas e portanto ndo se deu continuidade ao processo de purificacao.

A analise dos espectros de RMN de 'H e de "°C mostrou que a fracdo a-6 é

constituida por uma mistura de sitosterol e material graxo.
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Analise do 6leo essencial das folhas de Guarea guidonia

Como descrito anteriormente, o sesquiterpeno B-selineno (S-3) foi isolado da
fracdo hexanica do extrato metandiico das folhas de G. guidonia. Assim, decidiu-se
analisar o oleo essencial das folhas a fim de se identificar alguns de seus

constituintes.

Obtencgdo e fracionamento do 6leo essencial

O odleo essencial das folhas de Guarea guidonia (600 g) foi extraido
submetendo-se o material vegetal a arraste a vapor d'agua, em aparelho tipo
Clevenger.

A anadlise do cromatograma deste o6leo (Figura 4, p. 27), obtido por CG, mostrou
que ele possui diversos constituintes, sendo que alguns deles sao predominantes. A
Tabela 12 relaciona os tempos de retencao (tr) relativos aos compostos presentes no

6leo em proporgao maior a 1%.

Tabela 12 - Constituintes presentes no 6leo essencial das folhas de G. guidonia em

propor¢cao maior que 1%.

ts (min) (%)
6,910 19,16
8,207 3,02
8,312 6,11
8,443 5,85
8,510 1,56
9,145 1,04
9,788 1,61
11,199 21,01
11,360 13,63
11,477 1,58
11,970 1,94

12,716 1,25
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Com o objetivo de identificar os constituintes sesquiterpénicos através de
dados obtidos por espectros de RMN de °C e de 'H assim como do espectro de
massas, 0 0leo essencial foi submetido a cromatografia rapida em coluna de silica
(Coluna i), eluida isocraticamente com CH.Cl,. Foram recolhidas 55 fragbes de
aproximadamente 6 mL cada, reunidas apos analise dos cromatogramas obtidos por
CG de cada uma das fracoes. A Tabela 13 relaciona os tz das substancias presentes

em proporcao acima ou igual a 1%, para cada uma das fragdes reunidas.

Tabela 13 - Fracionamento cromatografico do 6leo essencial das folhas de G.

guidonia (Coluna i). Constituintes presentes em propor¢gao acima ou

igual a 1%.
fragao tr (Min) %
reunida

i-1 6,925 65,0
i-2 6,402 1,1
6,968 38,7

7,346 1,2

7,443 2,1

8,070 1,0

8,147 1,0

8,236 53
8,353 13,9

8,482 12,1

8,542 2,9

8,675 1,4

8,807 1,5

9,004 1,2

9,165 2.1

8,804 1,1

10,243 1.1

18,894 1,2

i-3 6,932 26,1
8,333 16,0
8,464 12,9

8,528 3,6

9,159 2,9

9,999 6,7
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fracao tr (Min) %
reunida
i-4 6,925 14,6
8,328 53
8,400 45
8,460 4.0
9,801 28,9
11,225 4.0
i-5 - -
i-6 11,194 67,0
i-7 11,205 69,0
11,356 22,5
i-8 11,192 27,4
11,360 67,4
i-9 11,188 47
11,242 11,0
11,355 63,1
11,812 54
11,915 3,5
11,980 8,1
14,605 3,6
i-10 11,239 19,2
11,351 11,8
11,606 22,1
11,815 2,1
11,915 26,9
11,982 7,3
14,606 12,9
i-11 11,609 43,9
14,606 56,1
i-12 12,905
14,608

Como €& mostrado na Tabela 13, as fragées i-1 e i-6 sao constituidas
majoritariamente por substancias cujos valores de tgx sado 6,925 e 11,194
respectivamente. A analise dos espectros de RMN de 'H e de "°C de cada uma
dessas frag6es mostrou que i-1 contém o sesquiterpeno S-1 e i-6 contém S-5.

A fracao i-4 é uma mistura com dois constituintes principais. Comparahdo-se 0s
valores de tg desta mistura com o da fragao i-1, concluiu-se que S-1 (tz= 6,925') esta

presente em aproximadamente 14,6% na mistura analisada. Os espectros de RMN de
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de 'H e de "°C confirmaram a presenca de S-1 e proporcionaram a identificagio do
outro constituinte principal da mistura como sendo S-4, de tg= 9,801".

A fragao i-5 nao foi analisada devido a pequena quantidade de material e por
tratar-se de uma mistura bastante complexa.

As fragbes i-7 e i-8 possuem os mesmos dois constituintes porém em
proporcoes diferentes. Em i-7 ha 69% do sesquiterpeno S-5 (tx= 11,205’), ja
encontrado em i-6, e 25% de outro componente de tg= 11,356’. Em i-8 estas
proporcoes estao invertidas. O composto de tg= 11,356’ também esta presente em i-9.
Assim, esta fracao foi submetida a CCDP em silica. O sistema foi eluido em CH.Cl; e
desta forma foi possivel obtér S-9.

A fracao i-10 foi submetida a CCDP em silica, utilizando-se como eluente a
mistura CH,CIl,/MeOH (99:1), o que proporcionou o isolamento dos sesquiterpenos
S-6, S-8 e S-9.

A comparagdo dos valores de tz dos constituintes da fragao i-11 com os dos
sesquiterpenos S-6 e S-8 mostrou que tais substancias estao presentes em i-11. Esta
proposta foi confirmada através da comparacao dos espectros de RMN de 'H e de '°C
de i-11 com os daqueles sesquiterpenos.

A mistura i-12 também foi submetida a CCDP em silica, utilizando-se
CH,Cl,/MeOH (99:1) como eluente. Este procedimento originou uma mistura formada
pelos sesquiterpenos S-7 e S-8, conforme mostraram os espectros de RMN de 'H e de
C.

Os cromatogramas das fragées i-2 e i-3 mostraram que elas sado misturas
complexas. A andlise dos espectros de RMN de 'H e de "°C sugeriu que tais fracées
poderiam ser reunidas (252 mg) e submetidas a cromatografia em coluna de silica
impregnada com AgNO; (Coluna j). O sistema foi eluido isocraticamente com CH,Cl, e
foram reunidas 20 fracoes de aproximadamente 10 mL cada, reunidas apds analise
dos cromatogramas obtidos por CG de cada uma das fracdes. A Tabela 14 relaciona
os valores de tr das substancias presentes em porcentagem maior ou igual a 1%, em

cada uma das fragdes reunidas.
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Tabela 14 - Fracionamento cromatografico de i-2 e i-3 (Coluna j). Constituintes

presentes em porcentagem igual ou maior a 1% nas fragées reunidas.

Fragao reunida tr (Min) %
j-1 10,226 100
j-2 5,992 1.1

6,935 41,3
7,144 1,2
7,443 3,2
8,227 51
8,466 11,0
8,530 3.4
8,665 2.1
8,778 1,4
9,008 3,3
9,165 3,2
9,805 1,4
10,005 1.4
10,246 4.4
10,297 2,3
11,230 1,0
14,440 1.1
16,615 1,2
j-3 6,931 9,8
7,349 11,1
7,445 2,2
7,985 2,2
8,071 1,5
8,148 10,0
8,228 2,4
8,410 52
8,497 14,3
8,950 8,4
10,245 3,0
10,409 53
10,814 1,3
11,167 1,6
12,366 2,6
12,916 6,0
13,327 2,3
13,586 2,7
14,430 3,1

14,771 2,7
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Fragao reunida tr (mMin) %
17,200 2,1
j4 8,289 36,1
8,410 11,3
12,920 25,9
13,084 11,3
14,772 15,3
j-5 8,290 41,2
8,336 52,5
18,443 6,3
j-6 7,555 11,6
8,335 86,4
j-7 8,335 100,0

A fracao j-1 nao pode ser analisada devido a pequena quantidade de material.

Os espectros de RMN de °C e de 'H de j-2, j-3 e j-4 mostraram que tais fracées
sao misturas complexas de sesquiterpenos, 0 que ja havia sido constatado atraves
dos cromatogramas respectivos a cada fragao. Assim, foi impossivel identificar os
constituintes de cada uma dessas misturas.

A andlise dos espectros de RMN de 'H e de "°C de j-5 mostrou que o
constituinte presente em maior quantidade nesta fracao € o -selineno (S-3), de tg=
8,336, e aquele presente em 41,2% (tr= 8,290') é o sesquiterpeno S-2.

Os espectros de RMN de 'H e de "°C de j-7 mostraram que ela contém S-3 (-
selineno). Este sesquiterpeno também €& o principal constituinte da fracdo j-6, fato
constatado tanto atraveés da comparagao dos valores de tg quanto pelos espectros de
RMN de 'H e de °C.

O Esquema 3, p. 34 mostra todo o processo de fracionamento do oleo
essencial.

As Tabelas 33, p. 66; 34, p. 67; 35, p. 69 e 36, p. 70 mostram, respectivamente,
os valores de tz € os dados de espectrometria de massas, RMN de °C e RMN de 'H
para os sesquiterpenos 4,11-eudesmadieno (S-2), 5«,6a-epoxi-7-eudesmeno (S-4) e
5a,6a-epoxi-7-eudesmen-9-ol (S-7), identificados em misturas, assim como para 5,7-

eudesmadieno (S-1), 4(15),11(13)-eudesmadieno (S-3), 6-eudesmen-4a-ol (S-5), 5,7-



33

eudesmadien-2a-ol (S-6), 5u,6c,7a,8c-diepoxieudesmano (S-8) e guaia-6-en-10-ol
(S-9), identificados em fragdes puras.

A seguir sdo descritos os dados de L.V. e de [« para S-1, S-6, S-8 e S-9:

5,7-eudesmadieno (S-1)

L.V. vmax. cm-": 3020, 2401, 2255, 1603, 1523, 1219, 904, 771, 670, 651.

5,7-eudesmadien-2a-ol (S-6)

V. Vmax. cm-": 3406, 2964, 1712, 1665, 1258, 1167, 1038, 967.
[«]¥=+6, c =0,25 em CHCl;

5a,6a,7a,8a-diepoxieudesmano (S-8)

V. vmax. CM-": 2961, 2930, 1706, 1462, 1285, 1255, 952, 906, 834, 748, 724.
[@]¥®=+42, c = 0,15 em CHCl;

guaia-6-en-10-ol (S-9)

LV. vmax. cM-": 3403, 2959, 2928, 2862, 1710, 1460, 1378, 1191, 1121, 1090.
[@]®=+ 13, ¢ =0,19 em CHCL
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ELUCIDAGAO ESTRUTURAL

DITERPENOS ISOLADOS DE Guarea guidonia

D-3eD-4

Obs: A numeragao utilizada na determinagao estrutural dos diterpenos € decorrente da biossintese.
Porém, a nomenclatura utilizada para D-2, D-3 e D4 emprega a numeragao do esqueleto azuleno, a
qual ja havia sido utilizada por Trautmann e col. [53]. Para D-1 também foi utilizada a nomenclatura

empregada por aqueles pesquisadores.

D-1 [53] azuleno (com a cadeia lateral)
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Tabela 15- Dados de RMN de '°C para os diterpenos D-2, D-3 e D-4 isolados de
Guarea guidonia e para as substancias modelos ("50 MHz; 100 MHz,

3, CDCls)
aromaden- aloaroma-
3¢ espatu- D-2° D-3° D-4" dreno dendreno
lenol [52] {trans) [54] (cis) [54]
1 54,3 52,9 48,3 51,4 53,8 50,8
2 26,7 26,3 24,0 256 29,5 28,3
3 41,7 41,6 39,5 41,0 35,2 31,3
4 81,0 81,0 80,0 80,6 35,4 7,9
5 53,4 53,8 53,0 53,3 44,0 42,2
6 29,9 29,1 25,0~ 26,5 29,3 23,6
7 27,5 26,8 252 274 27,7 24,9
8 24,8 24,8 25,3 24,8 249 22,2
9 38,8 38,9 39,0 38,8 39,2 35,8
10 153,4 153,56 154,5 153,5 164,0 162,3
11 20,2 243 20,7 21,7 19,9 17,2
12 28,6 43,2 49,7 49 8 28,7 28,6
13 16,3 13,6 13,2 14,6 15,7 15,9
14 26,1 25,7* 23,3 25,1 171 16,4
15 106,2 106,2 106,5 106,5 105,7 109,8
16 - 25,2 66,5 67,2 - -
17 - 124,8 1282 1284 - -
18 - 131,1  134,5 1348 - -
19 - 17,6 18,2 18,1 - -
20 - 25,9* 25,7 25,8 - -

*, ** 0s deslocamentos podem estar invertidos nas colunas
Obs: Os valores de deslocamentos quimicos para C-2 e C-8, C-6 e C-7 do

espatulenol foram reatribuidos
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Tabela 16- Dados de RMN de 'H para os diterpenos D-2, D-3 e D4 isolados de

Guarea guidonia e para as substancias modelos ("200 MHz; ®400 MHz,

5, CDCls)
aromaden- aloaroma-
1H espatu- D-2* D-3° D-4° dreno dendreno
lenol [52] (trans) [54] (cis) [64]
1 2,19 2,25 2,23 2,24 2,65
2a 1,65 1,65
2b 1,95 1,90
3a 1,70 1,65
3b 1,80
1,32 1,30 1,30 1,39 1,86
0,4-0,6 0,48 0,73 0,54 0,62 0,24
7 0,4-0,6 0,71 0,65 0,85 0,70 0,55
8a 0,90 0,93 0,99
8b 2,01 2,00
9a 2,40 2,05 2,05
Sb 2,42 2,40
12a 1,04 1,03 0,90 1,30
12b 1,37 1,70 1,48
13 1,05 1,02 1,04 1,08
14 1,29 1,28 1,25 1,28
15a 4,66 4,65 4,69 4,66
15b 4,68 4,71 4,69
16 2,09 4,65 4,58
17 5,10 5,10 517
19 1,59 1,66 1,67
20 1,66 1,67 1,69
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Tabela 17- Dados de RMN para os diterpeno D-1, isolado de Guarea guidonia, e

para biciclogermacren-13-al (50 MHz e 200 MHz, 5, CDCl3)

bicicloger- D-1 bicicloger D-1
posigdo macren-13-al 13¢ macren-13-al H
3¢ [55] 'H [55]

1 125,8 124,8 4,96 4,74
2a 26,0 26,0 1,98 2,00
2b 2,10
3a 40,9 41,2 1,96 1,79
3b 2,26 2,12

4 131,3 127.,9 - -

122,2 126,4 4,96 4,28

35,2 26,5 2,13 1,20

36,9 29,4 1,43 0,54
8a 25,8 26,9 1,94 1,15
8b 2,05 1,76
9a 37,0 37,2 1,75 1,67
Sb 2,52 2,23
10 139,8 140,8 - -
11 35,7 23,8 - -
12 20,1 43,6 1,27 1,20
13 203,5 12,8 9,60 0,94
14 16,2 17,6 1,69 1,53
15 20,8 20,8 1,50 1,40
16 - 25,0 - 1,93
17 - 124,8 - 5,03
18 - 130,9 - -
19 - 16,5 - 1,60

20 - 25,7 - 1,60
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Identificagao estrutural de D-2

Os espectros de RMN de '°C - técnicas PND,
DEPT 135° e 90° (Espectros 2, 3 e 4)- de D-2
acusaram a presenca de vinte atomos de carbono na

molécula, sendo quatro grupos metilicos, sete grupos

metilénicos, cinco grupos metinicos e quatro atomos de

D- 2 carbono quaternarios. Os valores de deslocamentos

quimicos mostraram a presenga de um carbono

carbindlico (81,0 8), de duas ligagdes duplas na molécula, sendo que uma delas €
exociclica (106,2 e 153,5 §) e de um carbono quaternario muito protegido (24,3 3).

O espectro de RMN de 'H (Espectro 5) mostrou sinais em

0,48 & (dd) e 0,71 § (ddd), caracteristicos de anel ciclopropanico,

assim como sinais de atomos de hidrogénio olefinicos em 4,70 &.

Estas informacées levaram a comparagcao dos dados de

ressonancia, tanto de °C quanto de 'H, do composto isolado com
espatulenol 5 4o sesquiterpeno espatulenol [52]. Este ditimo possui atomo de
carbono quaternario em 81,0 § (C-4) e outro, caracteristico de anel ciclopropanico,
em 20,0 5 (C-11), aléem de atomos de hidrogénio olefinicos em 4,7 & | e
ciclopropanicos em 0,4 - 0,6 § (Tabela 16, p. 37). Estes valores sdo muito proximos
aos observados nos espectros de RMN da substancia isolada. Os demais valores de
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono do espatulenol também séao
bastante préximos daqueles observados para o composto isolado. As exce¢cdes sao
os valores referentes a C-11 e C-13 do sesquiterpeno assim como o sinal em 28,6 5,
atribuido ao grupo metilico 12, que ndo foi observado no espectro da substéncia

isolada (Tabela 15, p. 36).
Apo6s a comparagao dos dados de RMN de °C restaram ainda seis sinais sem

atribuicdo no espectro da substancia isolada, sendo que dois deles estdo na regiao
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de carbonos olefinicos, dois na regido de grupos metilicos e outros dois sao
referentes a atomos de carbono metilénicos.

Outra caracteristica importante da estrutura molecular da substancia isolada é
a presenca de dois grupos metilicos ligados a atomo de carbono sp” (1,59 e 1,66 3),
como mostrou o espectro de RMN de 'H (Espectro 5).

O espectro de massas mostrou o pico do ion-molecular em m/z = 288. Assim,
a férmula molecular do composto foi estabelecida como C,H:O e a molécula tem
portanto cinco deficiéncias de hidrogénio: duas ligacées duplas e trés anéis, sendo
que um deles €& o ciclopropano.

Concluiu-se entdo que a estrutura ciclica do composto isolado € a mesma do
espatulenol. Porém agora a molécula possui uma cadeia isoprénica lateral, ligada a
posicao 12 do sesquiterpeno, formando portanto um diterpeno. Isto confirma os
efeitos de desprotecdo em C-11 e C-12 e de protecdo em C-13, observados através
dos valores dos deslocamentos quimicos da substancia isolada, em relacdo ao
sesquiterpeno. Através da construcdo de modelos moleculares, verificou-se que a
presenca do grupo isoprenila em C-12 é favorecida estericamente. Tal observagao
foi confirmada pelo espectro de RMN de >C uma vez que este ndo mostrou sinal
referente a grupo metilico em torno de 28 3.

A analise dos espectros HOMOCOSY e HETCOR (Espectro 6, expansao 7 e
Espectro 8) confirmou a proposta estruturali para D-2, além de proporcionar a
reatribuicdo dos valores de deslocamentos quimicos de C-6 e C-7 assim como de C-
2 e C-8 do espatulenol [52], uma vez que estes atomos de carbono possuem
deslocamentos quimicos equivalentes nas duas moléculas.

No espectro HETCOR de D-2 foram observados os acoplamentos entre C-15
(106,2 6) e os sinais em torno de 4,7 6 assim como entre C-17 (124,8 6) e H-17 (5,10
5). Os outros dois atomos de carbono olefinicos ndo acoplam com atomos de
hidrogénio, sendo portanto carbonos quaternarios de ligagbes duplas, o que

confirmou a informacao obtida pelos espectros unidimensionais.
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Também foram observadas as correlagées entre os atomos de carbono dos

grupos metilicos com os seus respectivos atomos de hidrogénio assim como outras

correlagoes, conforme mostra a Tabela 18.

Tabela 18- Dados de RMN para D-2 (50 e 200 MHz, 5, CDCly).

posigao e 'H (J em Hz)
1 53,8 2,19
2 26,3
3 41,6
4 81,0
5 52,9 1,32
6 29,1 0,48 (11,0 e 9,4)
7 26.8 0,71 (11,0; 9,4 e 5,5)
8a 24.8 0,90
8b 2,01
9 38,9 2,40
10 153,5 -
11 243 -
12a 432 1,03
12b 1,37
13 13,6 1,01
14 25,7* 1,28
15a 106,2 4,65
15b 4 68
16 25,2 2,09
17 124.8 5,10(7,2;7,2; 1,4 e 1,4)
18 131,1 -
19 17.6 1,59 (1,4)
20 25,9* 1,66 (1,4)

* os deslocamentos podem estar invertidos
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No espectro de RMN de 'H de D-2, existe um duplo dubleto em 0,48 § (J=
11,0 e 9,4 Hz) e um duplo duplo dubleto em 0,71 § (J= 11,0; 9,4 e 5,5 Hz). O sinal
em 0,48 & deve ser atribuido a H-6, uma vez que este hidrogénio acopla com H-5 e
com H-7. Ja o sinal em 0,71 3, devido a sua multiplicidade, € referente a H-7, pois
este acopla tanto com com H-6 como com os dois atomos de hidrogénio H-8. A
Tabela 18 mostra as correlagdes entre os atomos de carbono e de hidrogénio das

posicoes 6 e 7.
No espectro HOMOCOSY observou-se a relagao entre H-6 e H-7 assim como

de H-6 com outro hidrogénio cujo sinal esta em 1,32 §, que é, portanto, H-5.
Também observou-se o acoplamento de H-7 com o sinal em 0,90 §, que é relativo a
H-8a. Os acoplamentos de H-17 com H-19, H-20 e H-16 também foram observados
neste espectro o que proporcionou o valor de deslocamento quimico de H-16. Os

acoplamentos observados no espectro HOMOCOSY estao descritos na Tabela 19.

Tabela 19- Correlacées observadas no espectro HOMOCOSY de D-2
(200 MHz, CDCl3)

'H (3) 'H (8)
H-1(2,19) H-5 (1,32)
H-5 (1,32) H-6 (0,48)
H-6 (0,48) H-7 (0,71)
H-7 (0,71) H-8a (0,90)
H-8a (0,90) H-8b (2,01)
H-8b (2,01) H-9 (2,40)
H-16 (2,09) H-17 (5,10)
H-17 (5,10) H-19 (1,59)
H-17 (5,10) H-20 (1,66)
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Assim, através do espectro HETCOR foi possivel atribuir a C-8 o
deslocamento quimico de 24,8 5. Nos dados de RMN publicados para o espatulenol
[52], este valor foi erroneamente atribuido a C-2. A C-8 foi dado o valor de 26,7 §. As
Tabelas 15, p. 35 e 16, p. 36 mostram os deslocamentos quimicos para o
espatulenol ja reatribuidos.

A comparacao dos dados de RMN de
'H e de "C indicou que a substancia isolada
de Guarea guidonia € idéntica a isolada de

Cneorum tricoccon por Trautmann e

13" '? colaboradores [53], a qual foi denominada
aromadendreno aloaromadendreno ~neorubina X {[1S-(1aB,4aa,7ap,7bp)]-
decaidro-1,7-dimetil-1-(4-metil-pent-3-en-1-il)-4-metilen-1H-cicloprop[e]azulen-7-ol}.
No entanto, a estereoquimica cis da juncao do ciclopentano e cicloeptano proposta
pelos autores, que basearam-se na analise de produtos de modificagées estruturais
assim como em curvas de DOR e DC, deve ser retificada para frans, ja que os
valores de RMN de '°C atribuidos a D-2 sao bastante préximos aos valores do
aromadendreno, no qual a estereoquimica da juncao dos anéis é frans, e diferentes
dos valores do aloaromadendrano, que possui juncao cis [54, (Tabela 15, p. 36)]. A
semelhanca dos valores de deslocamentos quimicos de D-2 e do aromadendreno é
especialmente notada quando os valores para C-1, C-6, C-7 C-8, C-9, C-10 e C-15
sao comparados.

A Tabelas 15, p. 36 e 16, p. 37 mostram, respectivamente, os dados de RMN
de "°C e de 'H atribuidos para D-2.
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Identificagao estrutural de D-1

A analise dos dados de RMN de "°C - técnicas
PND e DEPT 135° e DEPT 90°- de D-1 (Espectros 9 10
e 11) acusou a presenca de dezenove sinais relativos a
atomos de carbono, sendo cinco grupos metilicos, seis

grupos metilénicos, quatro grupos metinicos e quatro

atomos de carbono quaternarios. O espectro de massas
mostrou o0 pico do ion-molecular em m/z = 272 e
portanto, como nao foram observados valores de deslocamentos quimicos
caracteristicos de carbono carbindlico, a formula molecular da substancia & CyHa..
Assim, concluiu-se que o sinal intenso em 124,8 5 deve ser relativo a dois atomos de
carbono e a molécula tem portanto cinco deficiéncias de hidrogénio, sendo trés
ligacdes duplas e dois anéis.

No espectro de RMN de 'H (Espectro 10), observou-se um sinal em torno de
0,7 & (ddd) e no espectro de RMN de "°C um sinal em 23,8 & relativo a carbono
quaternario, ambos caracteristicos de anel ciclopropanico. Desta forma, ficou
estabelecida a presenca deste tipo de anel na molécula, restando apenas mais uma
insaturagao que deve corresponder a um ciclo de dez 4tomos de carbono.

Comparando-se os dados de RMN de '°C da
substancia isolada (D-1) com os do sesquiterpeno
biciclogermacren-13-al [55], concluiu-se que as estruturas
moleculares sao bastante semelhantes. Assim como D-2, D-

1 também possui um grupo isoprenila ligado a C-12 do

biciclogermacren-13-al sesquiterpeno, sendo portanto um diterpeno.
Através do espectro HETCOR (Espectro 13, expansdao 14), foi possivel
correlacionar os atomos de carbono aos seus respectivos atomos de hidrogénio,

conforme mostra a Tabela 20.



Tabela 20- Dados de RMN para D-1 (50 e 200 MHz, 5 CDCls)

posicdo C 'H
1 124,8 4,74
2 26,0 2,00
3a 41,2 1,79
3b 2,12
4 1279 -
5 126,4 4,28
6 26,5 1,20
7 29,4 0,54
8a 26,9 1,15
8b 1,76

9a 37,2 1,67
9b 2,23
10 140,8 -

11 23,8 -

12 43,6 1,20
13 12,8 0,94
14 17,6 1,53
15 20,8 1,40
16 25,0 1,93
17 124,8 5,03
18 130,9 -

19 16,5 1,60
20 25,7 1,60
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Para a atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos grupos metilicos foram

utilizados os valores atribuidos aos atomos de hidrogénio e de carbono de tais

grupos em D-2 e na substancia modelo biciclogermacren-13-al [55]. Assim, CH;-15

é aquele cujo sinal estd em 1,40 & (d, 1,3 Hz) e 20,8 § nos espectro de RMN de 'H e

de "°C respectivamente. Os hidrogénios de CH;-19 e CH;-20 aparecem como dois

dubletos em torno de 1,60 6 e o espectro HETCOR mostrou que eles acoplam com

os sinais relativos aos atomos de carbono em 16,5 e 25,7 5. Portanto, CH3-14

aparece em 1,53 e 17,6 & nos espectros de RMN de 'H e de "°C e CH3-13 em 0,94 e

12,8 8.
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O espectro HETCOR confirmou que o sinal em 124,8 & € relativo a dois
atomos de carbono ja que foram observados os acoplamentos dos atomos de
carbono relativos aquele sinal e os multipletos em 4,74 e 5,03 §, os quais foram

respectivamente atribuidos a H-1 e H-17.
O espectro HOMOCOSY (Espectro 15) mostrou diversas correlacées entre os

atomos de hidrogénio, que estao coerentes com a estrutura proposta para D-1,

conforme mostra a Tabela 21.

Tabela 21- Correlagées observadas no espectro HOMOCOSY de D-1
(200 MHz, CDCls)

'H (3) 'H (3)
H-1 (4,74) H-2 (2,00)
H-1 (4,74) H-15 (1,40)
H-5 (4,28) H-6 (1,20)
H-5 (4,28) H-14 (1,53)
H-6 (1,20) H-7 (0,54)
H-7 (0,54) H-8a (1,15)
H-7 (0,54) H-8b (1,76)
H-17 (5,03) H-16 (1,93)
H-17 (5,03) H-19/20 (1,60)

Os deslocamentos quimicos para os demais atomos de carbono da molécula
foram determinados com base nos dados de D-2 e do biciclogermacren-13-al [55
(Tabela 17, p. 38)].

A comparacéo dos dados de RMN de 'H e de "°C indicou que a substancia
isolada de Guarea guidonia € idéntica a isolada por Trautmann e colaboradores [53],
a qual foi denominada de cneorubina y {[11S-(10,2E,6E,10a)]-3,7,11-trimetil-11-(4-

metil-pent-3-en-1-il)biciclo[8.1.0Jundeca-2,6-dieno}.
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Determinacgao estrutural de D-3 e D4

Assim como para D-1, os respectivos espectros
de RMN de "°C - técnicas PND, DEPT 135° e DEPT 90°
19 - de D-3 (Espectros 16, 17 e 18) e D-4 (Espectros 32 e

OH
" /i//\ 33), acusaram a presenca de vinte atomos de carbono,

16 20
sendo quatro grupos metilicos, seis grupos metilénicos,

D-3eD-4 seis grupos metinicos e quatro carbonos quaternarios
em cada molécula. A comparacao dos valores de deslocamentos quimicos
fornecidos por aqueles espectros com os valores atribuidos a D-2 mostrou que as
estruturas moleculares das trés substancias sado bastante semelhantes sendo que
tanto D-3 como D-4 possuem outro grupo hidroxilico nas suas respectivas
moléculas, uma vez que os seus espectros mostraram sinal relativo a grupo metinico
em 66,5 e 67,2 6 respectivamente.

A analise dos espectros de RMN de 'H de D-3 e D-4 (Espectros 19 e 34)
também indicou que as estruturas moleculares das duas substancias sao bastante
semelhantes. Ambos os espectros mostraram dubletos em 5,1 e 4,7 5 além de um
muitipleto em 4,6 5. Os sinais relativos aos hidrogénios metilicos também séao
coincidentes nos espectros: dois singletos em torno de 1,0 6 e outro em 1,2 & e dois
dubletos em 1,7 5. Por outro lado, estes espectros mostraram-se bastante diferentes
quando as regides entre 0,5 e 2,0 5 foram comparadas.

A avaliacao dos valores de deslocamentos quimicos dos atomos de carbono
de D-3 e D-4, em comparagao com os de D-2 (Tabela 15, p. 36), sugeriu que as
respectivas moléculas daquelas substancias possuem uma hidroxila em C-16 além
daquela em C-4. A localizacao da segunda hidroxila em C-16 justifica a desprotecao
de 6,5 6 para C-12 e de 4 6 para C-17, devido a efeito 3 provocado por aquele

grupo. Ja C-11, embora quaternario, sofreu protecao de
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aproximadamente 3,7 § em D-3 e de 2,6 & em D-4 pois tal carbono tem relagao y com
a hidroxila. Ao comparar-se os valores de deslocamentos quimicos para os demais
atomos de carbono notou-se que D-4 e D-2 possuem valores mais semelhantes
entre si do que D-3 e D-2.

Os espectros de massas de D-3 e D-4 foram obtidos através da técnica de
ionizagdo quimica, o que levou a observacgao dos ions quasi-moleculares em m/z =
305 e m/z = 303, os quais possuem respectivamente uma unidade de massa atomica
a mais e a menos do que M™. Dessa forma, foi possivel caracterizar a formula
molecular para ambas as substancias como C,H3,0,. A Tabela 22 mostra alguns

dos fragmentos observados nos espectros de D-3 e D4.

Tabela 22- Fragmentos observados no espectro de massas de D-3 e D-4, obtidos

pela técnica de ionizagao quimica.

D-3 D4
m/z (%) m/z (%)

[M + H]” 305 (1,2) -
[M-H] 303 (2,2) 303 (1,9)
304 - 15 289 (5,9) 289 (15,6)
[M-H] -15 288 (13,9) 288 (11,9)
[M+H]" -18 287 (64,9) 287 (56,0)
[M + H]" - 36 (2H,0) 269 (100) 269 (100)
[M - H]" - 72 (C4Hs0) 231 (14,2) 231 (23,4)
231-18 213 (5,7) 213 (11,0)
287 - 85 (CsH,0) 202 (13,0) 202 (13,0)
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Analise dos espectros de RMN bidimensionais para D-3

Através do espectro HETCOR de D-3 (Espectro 21 e expansao 22), foi
possivel atribuir os deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio da molécula,
restando duvidas quanto aos valores relativos a H-2 e H-3, além de um dos
hidrogénios em 8. Este espectro também mostrou que ambos os atomos de
hidrogénio ciclopropanicos (H-6 e H-7) possuem deslocamentos quimicos em torno
de 0,7 &.

O espectro HOMOCOSY, obtido a 400 MHz (Espectro 23 e expansao 24),
permitiu a constatacdo de que H-6 € ligeiramente mais desprotegido do que H-7, ja
que observou-se o acoplamento entre o sinal relativo a H-5 e aquele em 0,7 §, o que
corresponde ao acoplamento de H-6 com H-5. Também observou-se uma correlagao
entre os sinais em 0,7 6 e 0,93 §, que corresponde ao acoplamento de H-7 com H-8a
assim como a correlacdo deste ultimo com o sinal em torno de 2,0 5 (H-8b e H-9a).
Foram observados também, os acoplamentos entre H-5 e H-1 e deste ultimo com H-
2a e H-2b. Porém, ndo se observou o acoplamento entre H-6 e H-7 uma vez que
eles possuem praticamente o mesmo deslocamento quimico. Outro acoplamento
observado foi o existente entre H-17 e H-16, o que comprovou que a hidroxila esta
ligada a C-16. Também foi possivel observar o acoplamento de H-16 com H-12a e
H-12b. As Tabelas 23 e 24, p. 50 mostram os acoplamentos observados no espectro
HOMOCOSY e HETCOR respectivamente.

O espectro de RMN de 'H monodimensional a 400 MHz (expansdo 20)
também mostrou que o sinal relativo a H-9b € um duplo dubleto em 2,42 §, de
constantes de acoplamento 6,4 e 13,2 Hz, que correspondem aos acoplamentos
deste hidrogénio com H-8b- e com H-9a. Estes acoplamentos também foram
observados no espectro HOMOCOSY.

As correlagoes carbono-hidrogénio a trés ligagbes observadas no espectro
HMBC (ampliagdes 25, 26, 27, 28 e 29) confirmam algumas atribuicdes de

deslocamentos quimicos, conforme mostram a Tabela 25 e a Figura 5, p. 51.
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Tabela 23- Correlagdes observadas no esbectro HOMOCOSY de D-3
(400 MHz, CDCls)

'H (3) 'H (8)

H-1(2,25) H-2a (1,65)
H-2b (1,95)

H-5 (1,30)

H-5 (1,30) H-6 (0,73)
H-7 (0,65) H-8a (0,93)
H-8b (2,00)

H-Sb (2,42) H-8b/H-9a
H-16 (4,65) H-12a (0,90)
H-12b (1,70)

H-17 (5,10)

Tabela 24- Dados de RMN para D-3 (100 e 400 MHz, 5, CDCl5)

posicdo *C 'H (J em Hz)
1 48,3 2,25
2a 24,0* 1,65
2b 1,95
3 39,5 1,70
4 80,0 -
5 53,0 1,30
6 25,0 0,73
7 25,2** 0,65
8a 25,3 0,93
8b 2,00
9a 39,0 2,05
9b 2,42
10 154,5 -
11 20,7 -
12a - 49,7 0,90
12b | 1,70
13 13,2 1,04
14 23,3 1,25
15a 106,5 4,69
15b 4,71
16 66,5 4,65 (8,7;8,7e4,7)
17 1282 5,10 (d largo; 8,7)
18 134,5 -
19 18,2 1,66

20 25,7 1,67




51

Tabela 25- Correlacdes "°C-'H a longa distancia observadas no espectro HMBC de
D-3 (100 e 400 MHz, CDCls)

*C (5) H (5)
C-1 (48,1) H-9a (2,05)
C-1(48,1) H-9b (2,42)
C-1 (48,1) H-15a (4,69)
C-4 (80,0) H-2b (1,95)
C-7 (25,1) H-9b (2,42)
C-9 (39,0) H-15b (4,71)

C-19 (18,2) H-17 ( 5,50)
C-20 (25,7) H-17 (5,50)

Figura 5- Correlagées ">C-'H a longa distancia observadas no espectro HMBC de

D-3

O espectro NOESY de D-3 (Espectro 30, expansdo 31), mostrou algumas
relacées espaciais indicando a estereoquimica relativa dos centros quirais C-1, C-4,
C-5, C-6 e C-11. Tal espectro mostrou a interagéo entre os atomos de hidrogénio do

grupo metilico em 14, que esta em o em relagédo ao plano do anel, com H-1 e H-6,
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confirmando a posi¢édo o também para estes atomos. A interacéo entre H-5 e os
hidrogénios do grupo CH; em 13, que estdo em posigéo 3, também foi observada, o
que confirmou que o grupo isoprenila estd unido a C-12. As interacbes observadas
entre H-15a e H-9b e entre H-15b e H-2b levaram a conclusao de que H-9b esta em
B assim como H-2b, pois somente em tal posicdo estas interacdes s&o possiveis.
Também puderam ser observadas interagdes espaciais na porgcdo isoprénica da
molécula, porém a estereoquimica ao redor de C-16 n&o pode ser definida por esta
técnica de RMN, uma vez que a conformagdo desta cadeia lateral ndo pode ser
estabelecida pois existe rotag&o livre ao redor das ligacdes C-11/C-12 e C-12/C-16.
Todas as evidencias espectrais indicam que a estereoquimica relativa da porgéo
ciclica da molécula é a mesma de D-2 e do espatulenol. A Tabela 26 assim como a
Figura 6 mostram as relagbes espaciais entre os atomos de hidrogénio observadas

“no espectro NOESY.

Tabela 26- Interacdes espaciais observadas no espectro NOESY de D-3
(400 MHz, CDCls)

"H (8) 'H (5)

H-17 (5,10) H-19 (1,66)
H-12a (0,90)

H-16 (4,65)

H-16 (4,65) H-19 (1,66)
H-20 (1,67)

H-13 (1,04)

H-15a* (4,69) H-9b* (2,42)
H-15b* H-2b* (1,95)
H-14* (1,25) H-1* (2,25)

H-6* efou H-7 (0,70)
H-13* (1,04) H-5* (1,30)

H-12a (0,90)
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Figura 6- Interacdes espaciais observadas no espectro NOESY de D-3

Analise dos espectros bidimensionais de D-4

Como descrito anteriormente, as moléculas de D-3 e D4 possuem a mesma
estrutura plana, diferindo apenas em um ou mais centros quirais. Considerando que
a analise detalhada dos dados obtidos por diversas técnicas de RMN indicou uma
configurac&o relativa de D-3 idéntica a D-2, e que os espectros de RMN de 'H e de
3C de D-4 mostraram-se muito semelhantes aos de D-2, a diferenca entre D-3 e D-4
deve estar apenas na cadeia lateral, o que levaria as substancias a serem
epiméricas em C-16.

A analise do espectro HETCOR (Espectro 35 e expansao 36) proporcionou a
atribuicdo dos valores de deslocametos quimicos para todos os atomos de
hidrogénio da molécula de D-4. Este espectro mostrou que, ao contrario de D-3, os
atomos de hidrogénio ciclopropanicos (H-6 e H-7) possuem deslocamentos quimicos
distintos sendo que o sinal relativo a H-6 € um duplo dubleto em 0,54 6 (9,7 ¢ 10,8
Hz) e para H-7 observou-se um duplo dupio dubleto em 0,85 3 (11,3; 9,7 € 6,0 Hz). A

Tabela 27 mostra as correlagées obtidas pelo espectro HETCOR.
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Tabela 27- Dados de RMN para D-4 (50 e 200 MHz, §, CDCls)

posicio c 'H (J em Hz)
1 51,4 2,23
2a 25,6 1,65
2b 1,90
3a 41.0 1,65
3b 1,80
4 80,6 -
5 53,3 1,30
6 26.5 0,54 (108 € 9,7)
7 27,4 0,85 (11,3; 9,7 € 6,0)
8 248 0,99
9a 38,8 2,05
9b 2 40
10 153,5 -
11 21,7 -
12a 49,8 1,30
12b 1,48
13 14,6 1,08
14 25,1 1,28
15a 106,5 4. 66
15b 469
16 67,2 458 (8,7, 8,7¢e4,3)
17 128.4 517 (8.7:1.4 e 1.4)
18 134,8 -
19 18,1 1,67 (1.4)
20 258 1,69 (1,4)

O espectro HOMOCOSY (Espectro 37 e expansao 38) confirmou a proposta

estrutural uma vez que foram observados os acoplamentos entre H-17 e H-16 além

de H-16 e os atomos de hidrogénio em C-12, o que confirmou que a hidroxila esta

em C-16. Outros acoplamentos observados estao descritos na Tabela 28.
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Tabela 28- Correlagoes observadas no espectro HOMOCOSY de D-4
(400 MHz, CDCls)

'H (3) 'H (3)
H-1 (2,23) H-5 (1,30)
H-5 (1,30) H-6 (0,54)
H-6 (0,54) H-7 (0,85)
H-7 (0,85) H-8 (0,99)
H-8 (0,99) H-9a (2,05)
H-9a (2,05) H-9b (2,40)
H-17 (5,17) H-16 (4,58)
H-16 (4,58) H-12a (1,30)

: H-12b (1,40)
H-12a (1,30) H-12b (1,40)

As correlagoes carbono-hidrogénio observadas no espectro HMBC
(ampliagdes 39, 40, 41, 42 e 43), confirmaram algumas atribuicoes. A Tabela 29 e a

Figura 7 mostram as correlacoes a trés ligagdes observadas em tal espectro.

Tabela 29- Correlacées °C-'H a longa distancia observadas no espectro HMBC de

D-4 (400 e 100 MHz, CDCls)

*c (3) 'H (3)
C-1(51,4) H-9b (2,40)

H-15

C-9 (38,8) H-15
C-17 (128,4) H-19 (1,67)
H-20 (1,69)
C-19 (18,1) H-20 (1,69)
H-17 (5,17)
C-20 (25,8) H-17 (5,17)

H-19 (1,67)
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Figura 7- Correlagées "°C-"'H a longa distancia observadas no espectro HMBC de
D-4

O espectro de RMN técnica NOESY (Espectro 44, expanséo 45) mostrou que
as interagbes espaciais existentes entre os atomos de hidrogénios da molécula de
D-4 sdo as mesmas que as observadas no espectro de D-3, com exce¢ido de que
para D-4 foi observada a interag&o entre H-6 e H-1, mas nao observou-se a relagao
entre H-5 e CHs-13 Estes dados reforcam a proposta de que D-3 e D-4 sejam
apenas epimeéricos em C-16. A Figura 8 assim como a Tabela 30 mostram as

relacdes espaciais observadas.



Tabela 30- Interagcbes espaciais observadas no espectro NOESY de D4
(400 MHz, CDCl5)

'H (5) H (5)
H-1* (2,23) H-14* (1,28)
H-1* (2,23) H-6* (0,54)

H-14* (1,28) H-6* (0,54)
H-15a* (4,66) H-9b* (2,40)
H-2b* (1,90)
H-16 (4,58) H-12a (1,30)
H-13 (1,08)

H-19 (1,67)

H-17 (5,17) H-19 (1,67)
H-20 (1,69)

Figura 8- Interacbes espaciais observadas no espectro NOESY de D-4
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Consideracgodes sobre as estruturas de D-2, D-3 e D4

Como descrito anteriormente, através da analise do espectro NOESY de D-3
e de D-4 concluiu-se a estereoquimica relativa da porgao ciclica das moléculas,
sendo que H-1, CH3-14 e H-6 estdo no plano «, e H-5 e CH3-13 estao no plano §.
Desta forma, a juncao dos anéis de 5 e 7 membros ficou definida como sendo trans.
A comparacdo dos dados de RMN de "°C destas moléculas com os dados dos
sesquiterpenos aloaromadendreno e aromadendreno [54 (Tabela 15, p. 36)],
também comprova tal estereoquimica, ja que os valores de deslocamentos quimicos
de C-8, C-9, C-10 e C-15 das substancias isoladas sao bastante proximos aos dos
atomos de carbono equivalentes do sesquiterpeno com juncao ftrans
(aromadendreno). Assim sendo, nao existe possibilidade para que a diferenca entre
D-3 e D-4 esteja na estereoquimica da juncao dos anéis ou na configuracao de
quaiquer outro centro quiral que nao seja o C-16. Assim, estes diterpenos sao
descritos como epimeros em C-16 de decaidro-1,7-dimetil-1-(4-metil-3-penten-2-ol)-
4-metilen-1H-cicloprop[e]azulen-7-ol, dos quais nao foram encontrados registros na
literatura.

Como descrito na parte experimental desta tese, as substancias D-3 e D-4
foram isoladas a partir de uma mesma coluna de silica, sendo que D-3 € menos
polar do que B-4, ja que foi eluida primeiramente. Assim, considerando que existe
uma diferenca de polaridade entre tais substancias, propéem-se que elas sejam
epiméricas em C-16 e que, provavelmente, em D-3 exista uma ligagdo de hidrogénio
entre os 2 grupos hidroxilicos, favorecida pela configuragdo do carbono carbindlico
C-16, o que justificaria a sua menor polaridade em relacao a D-4. Isto ocasionaria
uma mudanca na conformacao do penta-anei, proporcionando protecao em C-1, C-2
e C-6, devido ao aumento dos efeitos y gauche, ja que a posicao de CH;-14 seria a
pseudo-axial.

Caculos de energia molecular realizados pelo programa HyperChem através

do método de mecanica molecular (MM+), efetuados pelo Dr. Gilberto do Vale
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Rodrigues, da UFMG, mostraram que os dois epimeros possuem praticamente a
mesma estabilidade quando nao € considerada a ligacao de hidrogénio. Quando
esta é introduzida, o epimero com configuracao R ao redor de C-16 é bastante
desestabilizado, mas aquele com configuracdo S sofre apenas uma pequena

desestabilizacao. A Tabela 31 mostra os valores de energia calculados para os dois

epimeros em C-16.

Tabela 31- Valores de energia para os epimeros em C-16

sem lig. H com lig. H
configuragao (kcal/mol) (kcal/mol)
C-16 (R) 10,173 21,526
C-16 (S) 11,659 15,520

Assim, estes dados sugerem que a configuracao ao redor de C-16 é S para D-
3 e R em D-4. Porém, para que a estereoquimica deste centro quiral seja
definitivamente estabelecida, & necessario que outros métodos mais precisos sejam

empregados, como por exemplo o Método de Mosher [56].

A Figura 9, p. 60 mostra a proposta biogenética para os diterpenos isolados

de Guarea guidonia.
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Figura 9- Proposta biogenética para os diterpenos isoldados de Guarea guidonia
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Identificagao do sitosterol

O esteroide sitosterol foi identificado, através da comparacdo com os
dados fornecidos pela literatura [57] na fracao A-6, proveniente do fracionamento
cromatografico da fracdo metanodlica do extrato hexanico das folhas de G.
guidonia. A Tabela 32 mostra os dados de RMN de °C para esta substancia. Os
Espectros 46 e 47 do volume |l sdo respectivamente os espectros de RMN de 'H

e de '°C para esta substancia.

Tabela 32- Dados de RMN de '°C para o sitosterol (50 MHz, CDCly)

*c 8
1 37,2
2 31,6
3 71,7
4 42,2
5 140,7
6 121,7
7 31,9
8 31,6
9 50,1
10 36,5
11 21,0
12 39,7
sitosterol 13 42,2
14 56,7
15 24,3
16 28,2
17 56,0
18 11,9
19 19,8
20 36,1
21 19,4
22 34,1
23 26,0
24 45,8
25 29,6
26 21,0
27 19,4
28 23,0
29 11,9
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SESQUITERPENOS DETECTADOS NO OLEO ESSENCIAL
DAS FOLHAS DE Guarea guidonia

o, o, ooy

S-1 S-2 S-3
S-4 S-5 S-6
OH

! f OH
(:).." St

S-7 S-8 S-9
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O d6leo essencial bruto

A analise do cromatograma obtido por CG (Figura 4, p. 27) do odleo
essencial bruto das folhas de Guarea guidonia mostrou que os tempos de
retencdo dos constituintes (condigbes: ver experimental, p. 12) estao
principalmente entre 7 e 14 minutos (entre 120° e 160° C), que corresponde a
faixa relativa a hidrocarbonetos sesquiterpénicos, sesquiterpenos mono-
oxigenados e eventualmente di-oxigenados [58]. Os valores dos tempos de
retencdo dos componentes do 6leo essencial bruto em proporgdo maior ou igual a

1% estao listados na Tabela 12, p. 26.
O espectro de RMN de 'H (Espectro 48), confirmou o carater

predominantemente terpénico do 6leo, ja que ndo apresenta sinais na regidao de
protons aromaticos, que caracterizariam aril propandides, substancias que

frequentemente compoem oleos essenciais.

Determinacdo do esqueleto carbénico dos sesquiterpenos

A elucidacao estrutural dos sesquiterpenos obtidos puros ou em misturas
foi baseada principalmente nos dados de RMN de '°C, técnicas PND e DEPT
135°, além do espectro de massas que indicou a massa molecular dos mesmos.

Para a analise dos espectros das .misturas sesquiterpénicas seguiu-se a
metodologia descrita para misturas de triterpenos [59, 60]. Este método sugere
que sinais de intensidade semelhantes, relativos a atomos de carbono de mesma
muitiplicidade, devam pertencer a mesma molécula. Desta forma é possivel
separar os sinais relativos a cada constituinte da mistura desde que eles nao
estejam presentes na mesma propor¢cao. A intensidade relativa entre os
coristituintes € dada pelo cromatograma da mistura obtido por CG.

A determinacao do tipo de esqueleto carbonico da molécula € um passo

importante no processo de elucidagao estruturai, uma vez que os sesquiterpenos
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possuem uma gama muito grande de possibilidades estruturais e, por serem
moléculas pequenas, qualquer alteracdo na estrutura ocasiona variagoes
consideraveis nos valores de deslocamentos quimicos dos atomos de carbono de
toda a molécula, o que torna dificil a associagio desses valores a um tipo unico
de esqueleto carbonico.

A formula molecular do composto, assim como o numero de deficiéncia de
hidrogénios da estrutura de cada sesquiterpeno, sao deduzidos a partir do
espectro de massas associado ao tz e ao espectro de RMN de *C. Embora o pico
correspondente ao ion-molecular possa ser suficiente para a determinacao da
férmula molecular, ele nem sempre esta presente nos espectros de massas dos
sesquiterpenos. Nestes casos, o valor de tz € usado para definir a presenca de
oxigénio na molécula. O espectro de RMN de ">C acusa o numero de ligagbes
duplas da molécula através dos sinais relativos a atomos de carbono sp® e entao
é possivel concluir o numero de anéis da estrutura. Este dado, juntamente com o
numero de grupos metilicos, metilénicos, metinicos e de atomos de carbono
quaternarios, também obtidos pelos espectros de RMN de "°C - técnicas PND e
DEPT 135° - indica as possibilidades estruturais do esqueleto sesquiterpénico. A
seguir os espectros de RMN de ®C e de 'H bem como o espectro de massas
devem ser avaliados mais detalhadamente.

Usando-se esta metodologia foi possivel concluir que as estruturas
moleculares dos sesquiterpenos aqui analisados possuem um grupo isopropilico,
ja que o fragmento em m/z = 161, correspondente a perda de tal grupo, é
observado nos espectros de massas. Outras indicagdes da presencga deste grupo
sdo os dubletos proximos a 1,0 § observados nos espectros de RMN de 'H,
relativos a atomos de hidrogénio metilicos, além de dois ou mais sinais
aproximandamente em 21 §, relativos aos carbonos metilicos, observados nos
espectros de RMN de "°C. Outra caracteristica importante apontada pelo espectro
de RMN de 'H é a existéncia de um grupo metilico ligado a carbono quaternario,
pois tais espectros mostram singletos em 1,0 3 ou em 1,2 §, quando este esta

ligado a carbono oxigenado (ver determinacdo estrutural de S-9). Quando
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possivel, a existéncia do carbono quaternario foi constatada pelo espectro de
RMN de °C.

Considerando-se todas essas caracteristicas, foi possivel selecionar alguns
esqueletos sesquiterpénicos através de um levantamento feito no Dictionary of

Terpenes [61]. Tais esqueletos sdo mostrados na Figura 10.

Figura 10- Esqueletos sesquiterpénicos

daucano isodaucano pseudoguaiano
(carotano)
nardosinano gorgonano eremofilano

eudesmano
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Sesquiterpenos com esqueletos nardosinano sao encontrados apenas em
organismos marinhos [61]. Como o (-selineno (S-3) ja havia sido isolado da
fracao metanolica do extrato hexanico das folhas de G. guidonia (Esquema 2, p.
23), considerou-se a possibilidade de sesquiterpenos com esqueleto
eudesmanico estarem presentes no oleo essencial. De fato, isto foi confirmando
para todas as substancias, com excecao daquela presente nas fragoes I-7, |-8 e I-
9, onde foi encontrado S-9, cujo esqueleto, que nao apresenta as caracteristicas
do grupo da Figura 10, é do tipo guaianico.

A seguir sao descritas as determinagdes estruturais para os sesquiterpenos

encontrados no oleo essencial das folhas de Guarea guidonia.

Tabela 33- Valores dos tempos de retencao dos sesquiterpenos detectados nas

folhas de Guarea guidonia

sesquiterpenos tr (Min)
S-1 6,925
S-2 8,290
S-3 8,335
S-4 9,801
S-5 11,194
S-9 11,357
S-6 11,481
S-7 12,765

S-8 14,466
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Elucidagao estrutural dos sesquiterpenos de esqueleto

eudesmanico (S-1 a S-8)

Os respectivos espectros de RMN de '°C de S-1, S-2 e S-3 nao mostraram
sinal na regiao relativa a atomos de carbono oxigenados. A auséncia de atomos
de oxigénio nas moléculas daqueles sesquiterpenos foi confirmada pelos

respectivos valores de tg (Tabela 33, p. 66).

O espectro de RMN de '°C de S-1, obtido da fragdo I-1,
juntamente com os dados fornecidos pelo DEPT 135°

(Espectros 49 e 50), acusou a presenca de dois grupos

metinicos na regido do espectro caracteristica de atomos de

carbono sp®. Os sinais relativos aos atomos de carbono

S-1

quaternarios sp® ndo foram registrados neste espectro, mas
seus valores puderam ser observados no espectro da fracdo I-2 (Espectro 51),
que &€ uma mistura onde S-1 é o constituinte principai. A comparagédo dos dados
de RMN de '°C obtidos para S-1 com os das substincias eudesm-5-en-11-ol [62]
e eudesma-5,7-dien-11-ol [63], proporcionou a determinacao estrutural para S-1,
que foi definido como eudesma-5,7-dieno, do qual nao foi encontrado registro na
literatura. A Tabela 37 mostra os dados de RMN de °C para as substancias

modelos em comparacao com a atribui¢ao proposta para S-1.
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eudesm-5-en-11-ol eudesma-5,7-dien-11-ol S-1

Tabela 37- Dados de RMN de '°C para as substancias modelos e S-1

(*50 MHz, 5, CDC)

13 eude -en-11-0 eudesma iel a

C d sm[-:z]n 11-0l ud-"_OI-f'Eé';-]d n S-1

1 39,6 42,8 41,7*
2 17,7 22,7 17,6
3 33,6 35,7 31,6
4 38,8 33,2 32,9
5 133,2 149,6 149,6
6 121,0 115,5 114,5
7 454 142.,8 141.,4
8 20,3 1141 120,9
9 41,3 41,0 41 4*
10 344 34,9 34,2
11 - 73,5 71,4 35,6
12 27,2* 29,5* 21,4
13 27,4 29,3* 21,8
14 22 .4 22,4 23,6™
15 27,8 18,7 24 5™

* ** . 0s deslocamentos quimicos podem estar invertidos nas coiunas

Ao comparar-se os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono
mostrados na Tabela 37, observa-se que os valores de C-5, C-6 e C-7 de S-1 sdo
muito proximos aos de eudesma-5,7-dien-11-ol, mas C-8 & mais desprotegido em
S-1, ja que tal atomo perdeu um efeito y de protecdo, causado pelo grupo
hidroxilico em C-11. As posi¢cbes das ligacoes duplas em S-1 também estao

coerentes com a feicao dos sinais relativos aos atomos de hidrogénio observados
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no espectro de RMN de 'H (Espectro 52; Tabela 36, p. 70), que mostra H-6 como
um singleto em 5,54 6 e H-8 como um duplo dubleto em 5,256 (J= 1,4 e 5,1 Hz).

E importante ressaltar que em S-1 os grupos metilicos 14 e 15 estdo no
mesmo plano molecular, assim como em eudesm-5-en-11-ol, ja que o espectro
de RMN de "°C de S-1 mostrou um sinal em 17,6 §, relativo a grupo metilénico,
que deve ser atribuido aquele grupo da posicao 2 da molécula. Esse valor de
deslocamento quimico é devido ao maior numero de interagdes y gauche entre os
atomos de hidrogénio do grupo CH,-2 e os grupos CHs-14 e CHs-15 quando
ambos estdo em posigao axial. Os valores atribuidos a S-1 sugerem também que
a atribuicao de C-1 e C-9 para eudesm-5-en-11-oi esta invertida, ja que C-1 deve

ter valores de deslocamento quimico semelhantes tanto naquela substancia

modelo como em S-1.

A comparacio dos valores de RMN de °C - técnicas PND
e DEPT 135° (Espectros 58 e 58), assim como de 'H (Espectro

60) com os dados fornecidos pela literatura [64], levou a

conclusdo de que S-3 é o sesquiterpeno eudesma-4(15),11(13)-
S-3 dieno (B-selineno), isolado das fragdes J-6, J-7 e J-5. Este ja
havia sido detectado na fracao metandlica do extrato hexanico

das folhas de G. Guidonia. A analise do espectro HETCOR (Espectro expandido
61) proporcionou a atribuicdo dos deslocamentos quimicos para os atomos de
hidrogénio (Tabela 38), enquanto que o espectro HOMOCOSY (Espectro 62)

mostrou o acoplamento entre H-15a e H-15b assim como entre CH»-13 e CH5-12.
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Tabela 38- Dados de RMN para S-3 (50 e 200 MHz, 5, CDCl3)

posigio *C 'H
1 41,2 1,40
2 23,5 1,55
3 36,9 2,23
4 150,8 -
5 49,9 1,75
6 29,5 1,55e 1,45
7 45,8 1,90
8 26,8 1,45
9 41,9 1,38
10 36,0 -
11 151,0 -
12 21,0 1,68
13 108,1 4,64
14 16,3 0,65
15 105,3 4,34 e 464

O espectro de RMN de °C - técnicas PND e DEPT 135°
(Espectro 53, expansdao 54 e Espectro 55, expansao 56) da

12
fragao J-5 mostrou que esta contém, além de S-3 (B-selineno),

outro sesquiterpeno (S-2) também nao oxigenado e, assim

S-2 como S-3, com uma ligacao dupla exociclica na cadeia iateral

da molécula, ja que o espectro registrou um sinal relativo a atomo de carbono sp”

metilénico em 110,3 3, valor caracteristico de grupo CH, da posicao 13 de
sesquiterpenos de esqueleto eudesmanico [65]. |

O espectro de RMN de 'H (Espectro 57) mostrou um sinal em torno de 4,7

5, de feicao espectral semelhante a do sinal relativo ao grupo CH,-13 de S-3, e

um duplo tripleto em 2,69 5. Este mesmo espectro registrou valores de

deslocamentos quimicos de 1,07; 1,60 e 1,73 § para os grupos CHj;, o que sugeriu

que, em S-2, dois destes grupos estdo ligados a atomos de carbono sp>. Assim

sendo, a molécula de S-2 deve conter, além da ligacdo dupla na cadeia lateral,
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outra que é totalmente substituida, sendo que a unica posicao possivel para ela é

entre C-4 e C-5.
A comparagao dos dados de RMN de 'H obtidos para a mistura J-5 com

aqueles publicados por Maures e Grieder [66], confirmou a proposta estrutural

para S-2 como sendo eudesma-4,11-dieno, ja que os deslocamentos quimicos

sao coincidentes.
A atribuicdo dos valores de deslocamentos quimicos para os atomos de

carbono foi feita com base nos valores de S-3 e S-1 (Tabela 35, p. 69).

14 Assim como o espectro de massas (tabela 34, p. 67) e o

valor de tr (tabeia 33, p. 66), o espectro de RMN de "°C de S-5 -
técnicas PND e DEPT 135° - (espectros 66 e 67), encontrado na

fragcdo -6, confirmou que este sesquiterpeno € oxigenado, pois

1 12

OH 13

S-5 foi observado um sinal relativo a carbono quaternario em 72,2 6.
Através da comparacdo dos dados de RMN de °C e de
'H (Espectro 68) registrados para S-5 (Tabelas 35, p.69 e 36, p. 70) com o0s
valores fornecidos pela literatura [67], concluiu-se que a substancia isolada € o
sesquiterpenc eudesm-6-en-4a-ol.
A analise do espectro HETCOR de S-5 (Espectro expandido 69)
proporcionou a atribuicdo dos atomos de hidrogénio da molécuia (Tabela 39).
O espectro HOMOCOSY (Espectro 70 e expansao 71), confirmou a
proposta estrutural uma vez que foram observados os acoplamentos mostrados

na tabela 40.
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Tabela 39- Dados de RMN para S-5 (50 e 200 MHz, 5, CDCl3)

posicao °C 'H
1 40,7 1,25
2 20,4 1,50
3a 43,2 1,25
3b 1,71
4 72,3 -
5 54,4 1,91
6 117,2 5,46
7 143,8 -
8 23,4 1,90
9a 39,5 1,12
9b 1,25
10 33,8 -
11 35,0 2,10
12 21,8* 0,96*
13 21,6* 0,92*
14 17,6 0,73
15 22,3 1,03

* os deslocamentos podem estar invertidos

Tabela 40- Acoplamentos observados no espectro HOMOCOSY de S-5
(200 MHz, CDCls)

'H) 'H (3)
H-1 (1,25) H-2 (1,50)
H-2(1,50)  H-3a (1,25)

H-3b (1,71)
H-3a (1,25)  H-3b (1,71)
H-5 (1,91)
H-9a (1,25)  H-9b (1,12)
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O espectro de RMN de °C da fragdo I-4 mostrou que
esta & constituida por uma mistura de sesquiterpenos. Os

valores de tempos de retencao, obtidos por cromatografia

gasosa, mostraram que os sesquiterpenos S-1 e S-3 sao

constituintes desta mistura e que o componente principal € uma

S-4

substancia (S4), de tg = 9,801, valor que sugeriu a presenca
de oxigénio em tal molécula. Foi possivel também identificar no espectro de RMN
de °C - ténicas PND e DEPT 135° (Espectros 63 e 64) - os sinais relativos a S-1
e S-3.

No espectro de RMN de 'H (Espectro 65) foi observado um dubleto em 2,98
5 (J = 2,3 Hz), que sugeriu a presenca de um epoxido na molécula.

A comparagdo dos dados de RMN de '°C de S-1 e S-4 mostrou que os
valores de deslocamentos quimicos dos atomos de carbono sp® de S-4 sdo
idénticos aos valores relativos a C-7 e C-8 em S-1 (Tabela 35, p. 69). Assim
sendo, concluiu-se que em S-4 existe um anel epdxido em C-5 e C-6 e desta
forma ele foi definido como 5a,6a-epoxi-eudesm-7-eno, do qual nao foi
encontrado registro na literatura.

Esta proposta esta coerente com o espectro de RMN de 'H, ja que o
dubleto em 2,98 § é atribuivel a H-6, pois este sofre acoplamento alilico com H-8.
O sinal em 5,42 5 (ddd, J = 2,3; 3,6 e 7,4 Hz) é atribuivel a H-8 (Tabela 36, p. 70).

A posicao o para o anel epoxido foi proposta com base nos valores de
deslocamentos quimicos de C-3 e C-9 observados para este sesquiterpeno em
comparacao com aqueles observados para S-1. Em S-4, C-3 e C-9 sao mais
protegidos devido a efeitos y gauche proporcionados pelo anel epoxido. Além

disso, a posicao o € menos impedida estericamente, o que facilita a entrada do

grupo epoxido.
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14 O espectro de RMN de '°C (Espectro 72) de S-6,

RO, 8 isolado da fracao |-10, mostrou que este sesquiterpeno
6 " possui um carbono carbindlico em sua estrutura, ja que foi

16 " observado um sinal relativo a grupo metinico em 64,4 6.

S-6 Este dado esta coerente com o valor de tr = 11,481’ desta

substancia, dado pelo cromatograma obtido por CG.

As multiplicidades dos atomos de carbono para S-6 foram obtidas a partir
do espectro DEPT 135° da mistura i-11, que contém S-6 e S-8 (Espectro 73).

O espectro de RMN de 'H (Espectro 74), mostrou que os sinais relativos
aos atomos de hidrogénio olefinicos possuem feigoes espectrais e deslocamentos
quimicos muito semelhantes aos de S-1 (Tabela 36, p. 70).

Através da comparacgédo dos dados de RMN de "°C de S-1 com os obtidos
para S-6 (Tabela 35, p. 69), verificou-se que os valores de deslocamentos
quimicos destes dois sesquiterpenos sao bastante semelhantes, sendo que para
S-6 nao foi observado nenhum sinal de grupo metilénico préximo a 17 §, valor
relativo ao grupo CH.-2 de S-1. Além disto, verificou-se uma alteracdo nos
deslocamentos quimicos de C-1 e C-3 devido a efeitos B de desprotegao
causados pelo grupo hidroxilico. Assim sendo, S-6 foi definido como eudesma-
5,7-dien-2a-ol, do qual nao foi encontrado registro na literatura. A estereoquimica
da hidroxila foi definida como sendo « devido a auséncia de efeito y gauche em C-
4.

A anadlise do espectro HOMOCOSY (Espectro 75) mostrou diversas
correlacoes que confirmaram a proposta estrutural para S-6 , inclusive os
acoplamentos alilicos entre H-8 e H-6 assim como entre H-8 e H-11. A Tabela 41

mostra os acoplamentos observados neste espectro.
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Tabela 41- Acopiamentos observados no espectro HOMOCOSY de S-6
(200 MHz. CDCls)

'H (5) 'H (8)
H-2 (4,03) H-1(1,18)
H-3 (1,44)
H-4 (2,69) H-3 (1,44)
H-15 (1,13)
H-8 (5,23) H-6 (5,59)
H-9 (1,80)
H-11 (2,24)

O espectro de RMN de 'H (espectro 85) de S-8,
detectado nas fracoes 1-10, 1-11 e I-12, nao mostrou sinais na
regido de atomos de hidrogénio olefinicos, mas acusou um
16 singleto em 2,93 & e um duplo dubleto em 2,806 (J = 3,2 e 9,0
Hz), regidao caracteristica de atomos de hidrogénio de anel

epoxido. O tg = 14,446’, dado pelo cromatograma obtido por

CG, também indicou a presenca de atomos de oxigénio na estrutura de S-8.

O espectro de RMN de "°C (Espectro 84) confirmou a auséncia de atomos
de carbono sp® na estrutura molecular de S-8, mas mostrou sinais em 51,2; 53,2 e
56,1 8, os quais sdo caracteristicos de atomos de carbono de anéis epdxidos. A
comparacdo dos dados de RMN de '°C obtidos para S-8 com os dos
sesquiterpenos S-4 e S-1 (Tabela 35, p. 69), mostrou que em S-8 as posigdes 5,6
e 7,8 foram epoxidadas. Assim, S-8 foi definido como 5a,6a,7c,8a-
diepoxieudesmano.

A comparagdo dos dados de RMN de 'H obtidos para S-8 (Tabela 36, p.
70) com os fornecidos pela literatura [68] confirmou a proposta estrutural.

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos para os atomos de carbono foi

feita com base nos dados de S-1 e S-4. As multiplicidades dos sinais foram
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obtidas através do espectro DEPT 135° (Espectro 78) da mistura obtida da CCDP
P

da fragao I-12, que contém além de S-8, outro sesquiterpenoc (S-7).

Dos espectros de RMN de '°C - técnicas PND e DEPT
135° (Espectro 76 e expansédo 77; Espectro 78 e expanséo 79)
- da mistura que contém S-8 e S-7, obtida da CCDP da fragéao I-

12, foi possivel identificar os sinais relativos a este uitimo.

Os valores de deslocamentos quimicos para os atomos
de carbono mostraram que S-7 deve conter um grupo
hidroxilico e um anel epoxido na sua estrutura, ja que foram observados sinais em
74,4 e 58,8 & relativos a grupos metinicos.

A analise do espectro de RMN de 'H (Espectro 80) mostrou um sinal em
5,80 § (dd, J = 2,2 e 8,0 Hz), atribuivel a H-8, um dubleto em 3,01 6§ (J = 2,2 Hz),
relativo a H-6 e um sinal em 3,23 § (dd, J = 8,0 e 18,2 Hz), relativo ao hidrogénio
carbinodlico (Tabela 36, p. 70). Estas atribuicbes foram feitas considerando que a
ligacdo dupla esta em C-7 e o epdxido em C-5, C-6.

O experimento de RMN de dupla irradiagao (Espectro 81) confirmou as
posicoes dos grupos funcionais dessa molécula. A irradiacao na frequéncia de H-
8 (hidrogénio olefinico; 5,80 6 = 116,0 Hz), transformou o dubleto relativo a H-6
em um singleto, confirmando o acoplamento alilico entre estes dois atomos.
Também foi observado o desacoplamento de H-8 e H-9, ja que o duplo dubleto
relativo a H-9 foi transformado em um dubleto que corresponde ao acoplamento
deste atomo com o hidrogénio hidroxilico. As expansdes do espectro de RMN de
'H (expansdes 82 e 83 respectivamente) antes e depois da dupla irradiagao
mostram estes desacoplamentos. Assim, S-7 foi definido como 5a,6a-epoxi-
eudesm-7-en-9-ol, do qual nao foi encontrado registro na literatura.

A atribuicdo dos valores de deslocamentos quimicos para os atomos de

carbono de S-7 foi feita com base nos dados de S-4 (Tabela 35, p. 69).
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Determinagao estrutural do sesquiterpeno de esqueleto guaianico

(S-9)

" oH O cromatograma obtido por CG mostrou que o tempo de
retencao de S-9, obtido das fracées I-9 e [-10, & 11,357', valor
que sugere a presenca de atomo de oxigénio na molécula.
" O espectro de massas (Tabela 34, p. 67) mostrou um
" fragmento em m/z = 161, indicando a presen¢a de um grupo
S-9 isopropila. Os espectros de RMN tanto de 'H (Espectro 88)
como de '°C (Espectro 86) confirmaram esta proposta uma vez que mostraram
respectivamente dubletos em 0,93 e 0,94 § e sinais relativos a grupos metilicos ao
redor de 21 6.

Como o pico do ion-molecular nao foi observado no espectro de massas
(Tabela 34, p. 67), a formula molecular da substancia foi determinada através da
analise dos espectros de RMN de '°C - técnicas PND e DEPT 135° (Espectros 86
e 87) - como sendo CsHx0. A estrutura molecular tem portanto trés deficiéncias
de hidrogénio, sendo dois anéis e uma ligacdo dupla, além de um grupo
hidroxilico. Desta forma, o esqueleto sesquiterpénico possui quatro grupos
metilicos, seis grupos metilénicos e cinco grupos metinicos. A auséncia de
atomos de carbono quaterndrio assim como a presenga do grupo isopropilico
levaram a dois esqueletos sesquiterpénicos, considerando-se apenas aqueles de
ocorréncia mais comum: guaiano e cadinano (Figura 11). Como nao foi observado
sinal relativo a atomo de carbono de grupo metinico em torno de 26 & e sim
proximo a 37 J, concluiu-se que o esqueleto é guaiano e nao cadinano. Nos
sesquiterpenos de esqueleto cadinano o carbono metinico do grupo isopropila
possui deslocamento quimico aproximadamente de 26 5. Ja nos sesquiterpenos
de esqueleto guaiano, o deslocamento quimico daquele atomo é em torno de 37 §

[68]. A presenca de sesquiterpenos de esqueleto cadinanicos no 6leo essencial



82

das folhas de G. guidonia seria esperada uma vez que sesquiterpenos deste tipo

foram encontrados no 6leo essencial da casca do cauie desta espécie [65].

Figura 11- Esqueletos guaiano e cadinano

guaiano cadinano

Comparando-se os dados de RMN de '°C do composto
isolado com os do alismol [70], concluiu-se que as estruturas

moleculares de ambos os sesquiterpenos sdo bastante

semelhantes, inclusive com respeito a posigdo da ligagéo
1 dupla endociclica. A ligagdo dupla exociclica ndo existe na

molécula da substancia isolada. A posicdo da hidroxila em S-

alismol

9 também foi determinada através da comparacado daqueles
dados. No alismol o deslocamento quimico de C-6, que é olefinico e sofre efeito y
de protecdo do grupo hidroxilico em C-4, é de 121,3 § enquanto que para a
substancia isolada foi observado um valor de 124,0 5. Esta desprotecdo de 2,7 5
sugeriu que em S-9 a hidroxila nao esta em C-4 mas sim em C-10, ja que o
espectro de RMN de 'H deste sesquiterpeno (Espectro 88) mostrou um singleto
relativo a atomos de hidrogénio de grupo metilico em 1,18 §, indicando que tal
grupo esté ligado a atomo de carbono quaternario oxigenado. O espectro DEPT
135° (Espectro 87) confirmou esta proposta pois ndo acusou sinal relativo a

atomo de carbono carbinédlico (76,0 5), o que provou que a hidroxila esta ligada a
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carbono quaternario. Além disso, caso a hidroxila estivesse em C-4, o
deslocamento quimico do carbono carbinodlico seria de aproximandamente 80,0 6
e nao de 76,0 §. Com o estabelecimento das posi¢cdes do grupo hidroxilico e da
ligacao dupla, foi possivel atribuir os valores de deslocamentos quimicos para os
demais atomos de carbono da molécula, também através da comparagao dos
valores atribuidos ao alismol. Assim, S-9 foi definido como guaia-6-en-10-ol, do
qual nao foi encontrado registro na literatura. A Tabela 42 mostra os dados de
RMN de "*C para estes dois sesquiterpenos. A comparagéo destes dados mostrou
que C-9 em S-9 é mais desprotegido do que o seu equivalente no alismol uma
vez que em S-9 tal carbono, apesar de deixar de ser alilico, ganhou o efeito de
desprotecao 3 causado pela hidroxila em C-10. Ja C-1, C-3, C-5 e C-8 sao mais
protegidos em S-9 do que no alismol. Em S-9, C-8 sofre efeito y de protecao
causado pela hidroxila em C-10. No alismol, C-3 e C-5 estao sujeitos a efeito f3
de desprotecao causado pela hidroxila em C-4. Em S-9 os atomos de carbono
daquelas posigoes nao sentem tal efeito de desprotecao e C-5 ainda sofre efeito y
de protec¢ao causado pela hidroxila em C-10.

A analise do espectro HMQC (Espectro 89) possibilitou a atribuicdo dos
deslocamentos quimicos de todos os atomos de hidrogénio da molécula (Tabela
43, p. 84) assim como a atribuicdo dos valores de deslocamentos quimicos para
os atomos de carbono dos grupos metilicos. O espectro HOMOCOSY (Espectro
90) confirmou a estrutura proposta para S-9 pois mostrou a existéncia de um
acoplamento intenso entre H-6 (5,46 3) e H-5, cujo deslocamento é de
aproximadamente 2,15 5. O deslocamento quimico também de 2,15 § para o
atomo de H-11 esta condizente com a proposta, ja que a posicao 11 é alilica e
esta na ramificacao isopropilica da molécula. As estereoquimicas de C-4 e C-9

nao foram estabelecidas.
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Tabela 42- Dados de RMN de "°C para alismol e S-9 (* 50 MHz, 3, CDCl;).

Cc alismol [70] S-9°
1 55,0 51,2
2 247 23,9™
3 40,2 33,1
4 80,7 37,2
5 47,3 43,8
6 121,3 124,0
7 149,8 148,2
8 30,0 251*
9 371 42,6
10 153,9 76,0
11 374 37,6
12 21,3 21,2*
13 21,5 21,3*
14 106,5 21,4
15 24 1 15,2

* ** 0s deslocamentos podem estar invertidos

Tabela 43- Correlagdes observadas no espectro HMQC de S-9
(125 e 500 MHz, 5, CDCl5)

posigio *C 'H (J em Hz)
1 51,2 1,90
2 23,9** 1,60e 1,76
3 33,1 1,60 e 1,33
4 37,2 2,15
5 43,8 2,15
6 124,0 5,46 (d, 3,25)
7 148,2 -
8 25,1** 1,90e 2,15
9 . 42,6 1,41e1,76
10 76,0 -
11 37,6 2,15
12 21,2+ 0,937(d, 3,8)
13 21,3* 0,94**(d, 3,8)
14 21,4 1,18

15 15,2 0,84 (d, 7,5)




FRACIONAMENTO DE EXTRATOS VEGETAIS
BIOMONITORADO POR LINHAGENS MUTANTES

DE Saccharomyces cerevisiae
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INTRODUGAO

Hoje, no Brasil, s6 as doencas cardiacas e a violéncia (incluidos os
acidentes), matam mais do que o céncer. Porém, estima-se que no ano 2000, o
cancer sera a enfermidade mais letal tanto no nosso pais como nos Estados
Unidos, onde atualmente € a terceira maior causa mortis, ficando atras somente
das doencas cardiacas e as do aparelho circulatério [71].

Existem duas grandes dificuldades enfrentadas pelos cientistas que se
dedicam ao estudo deste mal. A primeira € a existéncia de mais de cem tipos
diferentes da doenca, cada qual com a sua resposta caracteristica a uma
determinada droga. Esta variacao no grau de sensibilidade em relacao a
diferentes drogas esta relacionada com a localizagao do tumor, ao seu tamanho e
também a diversos fatores bioquimicos.

A caracteristica comum a todas as doernc;as que sao classificadas como
cancer € a multiplicacdo desordenada de genes anormais, produzidos a partir de
genes normais que sofrem uma mutacao ocasionada por agentes externos ou
internos (hormonios, sistema imunoldgico e hereditariedade).

Trata-se de um risco inerente a todos os organismos multicelulares vivos.
Cada vez que uma célula humana se divide, ela precisa replicar o seu DNA, que
além de conter o codigo genético também é responsavel pelo préprio processo da
divisdo celular. Os erros ocorridos durante o processo - inevitaveis - sao
reparados por proteinas. O cancer aparece quando este sistema falha e as
células malignas se muitiplicam sem que nenhuma proteina as detenha.

Assim, o tumor é um produto humano e nao um produto causado por um
inimigo externo, como as doencgas ocasionadas por virus ou bactérias. Portanto,
nao existem grandes diferencgas entre as células sadias e as doentes e este é o

segundo grande desafio enfretado pelos pesquisadores [71].
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Estratégias empregadas para o descobrimento de novas drogas

anticancerigenas

A fim de facilitar a descoberta de drogas antineoplasicas efetivas, foi
essencial a adogcao de novos testes mais especificos e racionais do que os testes
antimicrobiais e citotdxicos, utilizados de forma empirica, que estavam levando
somente a deteccdo de produtos citotoxicos gerais, com minima ou nenhuma
atividade em modelos tumorais in vivo [72].

Assim, durante a década de 80, duas estratégias alternativas de bioensaios
foram desenvolvidas com o objetivo de detectar substancias com atividade
biolégica desejavel tanto em extratos vegetais e animais como para avaliar
substancias sintéticas: os bioensaios orientados pela doenca e aqueles

orientados pelo mecanismo de agao de agentes antitumorais [72, 75].

Bioensaios guiados pela doenga

Os bioensaios guiados pela doenca utilizam um objetivo (endpoint)
bioldgico, como por exemplo a inibicao do crescimento celular. Afim de eliminar
produtos citotdoxicos gerais e ja detectados por antigos testes, é aconselhavel
introduzir um elemento adicional de seletividade nos estagios iniciais do
bioensaio [72]. Isso se faz necessario uma vez que: (a) os compostos capazes de
inibir a proliferacao de células neoplasicas em cultura de tecidos sao muito
comuns; (b) apenas uma pequena por¢cao de compostos citotoxicos demonstram
um certo grau de atividade in vivo, mesmo quando testados em modelos de
tumores animais bastante quimiossensiveis e (c) somente alguns dos agentes
antitumorais ativos in vivo demonstram atividade e seletividade adequadas em
modelos tumorais solidos o suficiente para que os testes clinicos sejam
realizados. Vale lembrar que somente as drogas com um alto grau de eficacia

contra modelos tumorais animais tém sido uteis no tratamento de cancer em
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humanos. Como exemplo temos a ciclofosfamida, cisplatina, dexorubiacina,

etopodideo e os alcaldides da Vinca [73].
Os bioensaios guiados pela doenc¢a sao dos seguintes tipos [73]:

Ensaios de citotoxicidade: analisa a toxicidade de substancias naturais ou
sintéticas, in vitro, contra células de mamiferos. Porém, sabe-se que a
citotoxicidade nao é necessaria e nem suficiente para uma atividade antitumoral.

Em muitos casos, as substancias isoladas e/ou testadas sao simplesmente

toxicas.

Ensaios in vivo: devido a pequena relacao entre citotoxicidade e atividade
antitumoral, alguns programas de pesquisa utilizam modelos tumorais in vivo para
o descobrimento de novas drogas. O uso de um “screening” in vivo para detectar
possiveis substancias antitumorais em extratos vegetais e animais & impraticavel
devido a alta complexidade de tais ensaios, ao alto custo e também a grande

quantidade de tempo requerido.

Ensaios de citotoxicidade seletiva: devido as dificuidades de utilizacao dos
ensaios in vivo, foram desenvolvidos ensaios in vitro que utilizam células
derivadas de cancer humanos. Estes ensaios sao realizados contra uma bateria
de aproximadamente sessenta linhagens de células, obtidas a partir de oito
sistemas de 6rgaos. O objetivo deste tipo de bioensaio é a descoberta de agentes
com uma citotoxicidade especifica contra uma linha celular derivada de um uUnico
tipo de tumor. Isto originaria uma droga util no tratamento de um céancer em

particular, ja que o que diferencia os diversos tipos de cancer & a presenca de

receptores especificos.
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Projeto de analogos: o projeto e sintese de analogos de drogas antitumorais ja
estabelecidas, como o taxol e a camptotecina, continua sendo uma area

importante para o desenvolvimento de novas drogas antineoplasicas.

Bioensaios baseados no mecanismo de agao de drogas

Outra estratégia para o desenvolvimento de novas drogas anticancerigenas
consiste no estudo e descoberta do mecanismo de agdo de agentes antitumorais
ja estabelecidos e na aplicacdo deste conhecimento visando encontrar novas
substancias que trabalhem através de um mecanismo similar, mas que possuam
uma atividade maior e/ou menores efeitos colaterais [72, 74].

Desta forma, ensaios bioquimicos especificos foram desenvolvidos para
detectar agentes anticancerigenos em potencial, tanto em fontes de produtos
naturais quanto para direcionar sinteses. Como resuitado, novos agentes estao
sendo testados clinicamente, incluindo inibidores de topoisomerase | e |l, agentes
interativos com o DNA, inibidores da biossintese e incorporagdo de nucleotideos,
agentes antimitoticos, inibidores da fungao receptora do fator de crescimento e/ou
atividade da proteina tirosina quinase, agentes que interfram na via de
transducao do sinal e proteinas regulatdrias nucleares [74]. Alguns exemplos de
substancias antineoplasicas (Figura 12), cujos mecanismos de acgdo ja foram
estabelecidos e que sao usadas como modelos para o desenvolvimento de novos

bioensaios s&o as seguintes [73, 74]:

Vinblastina (1) e Vincristina (2) (alcaldéides da Vinca): Sao agentes

antimitoticos que inibem a formagdo dos microtubulos, bloqueando assim a

divisao celular [78].
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Taxol (3): Diterpeno que também é um agente antimitotico. Bloqueia a divisao
celular promovendo a formagao dos microtubulos e inibindo a sua

despolimerizacao [79].

Camptotecina (4): Alcaloide citotoxico com forte atividade antitumoral. Inibe a
sintese tanto do DNA quanto do RNA através da inibicao da topoisomerase | [77].

As enzimas topoisomerases | e Il estdo envolvidadas no processo de proliferacao

celular.

Clerocidina (5), terpentecina (6) e UCT4B (7). Terpenoides inibidores da

topoisomerase |l [74].

Saintopina (8): E um inibidor de ambas as enzimas topoisomerase [74].

E importante ressaltar que a utilizacdo de bioensaios orientados pelos
mecanismos de acdo é uma maneira eficaz de deteccdo de substancias
anticancerigenas em potencial porém, para que a eficacia de tais substancias seja
confirmada, € indispensavel uma avaliacao subsequente através de testes mais

avancados assim como de testes clinicos.
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Figura 12- Exemplos de substancias antineopiasicas
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O Bioensaio do fungo Saccharomyces cerevisiae

Dentro da nova filosofia de utilizacao de bioensaios baseados no
mecanismo de acao de drogas, foi desenvolvido um teste que utiliza mutantes do
fungo Saccharomyces cerevisiae deficientes no reparo ou na recombinacao do
DNA. [72, 75].

Os fungos sao preferidos em relagao as bactérias por serem genética e
bioquimicamente semelhantes as células dos mamiferos. Além desta
caracteristica, eles sdo excelentes para o estudo dos mecanismos genéticos
envolvidos nos processos do reparo do DNA, ja que possuem uma genética bem
estabelecida e bastante versatil, o que origina testes bastante especificos [72,

76].

O uso de bioensaio do fungo Saccharomyces cerevisiae no fracionamento

biomonitorado de extratos naturais

O isolamento de novos produtos naturais € uma das estratégias mais
importantes para o descobrimento de novas drogas antineoplasicas, uma vez que
a natureza proporciona substancias com estruturas bastante complexas que
também podem servir de modelos para desenvolvimentos sintéticos.

O descobrimento de novas drogas a partir do estudo de produtos naturais é
um longo caminho que engloba uma pesquisa interdisciplinar. Esta
multidisciplinaridade envolve desde a selecdo da planta, organismo marinho ou
outra fonte natural que sera analisada, até os bioensaios que guiardo o
fracionamento do extrato levando ao isolamento da substancia bioativa
propriamente dita e a identificacdo ou determinacao estrutural de tal substancia. A
partir dai, a bioatividade ainda devera ser confirmada através de outros
bioensaios e os estudos enfocando a relagao estrutura/atividade também podem

ser desenvolvidos. A exploragdo comercial como medicamento s6 sera feita apos
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a avaliagao clinica da toxicidade de tal composto. Todo este processo podera

levar anos de trabalho e dedicacao de muitos pesquisadores.

Assim, a escolha de uma estratégia de bioensaio através do qual seja
possivel tanto a selecdo de fontes naturais a serem estudadas quanto o
monitoramento do processo de fracionamento de tais fontes € um passo muito
importante para o descobrimento de novas drogas. A utilizacao do bioensaio do
fungo S. cerevisiae para detectar possiveis agentes anticancerigenos em extratos

vegetais e animais apresenta diversas vantagens:

(a) E facilmente realizavel, o que favorece a sua utilizacdo por quimicos de

produtos naturais.

(b) E barato e rapido, quando comparado com ensaios que envolvem culturas
celulares. Algumas vezes as zonas de inibicao podem ser visualizadas em

apenas 24 horas. Esta rapidez o torna bastante apropriado para o fracionamento

biomonitorado.

(c) E altamente seletivo. A probabilidade de se encontrar um extrato ativo neste
bioensaio € de aproximadamente 1% enquanto que em outros testes é de

aproximadamente 5%.

(d) E altamente sensivel o que possibilita a deteccdo de substancias ativas

presentes em pequenissimas concentracoes.
(e) Possibilita testar um grande numero de amostras simultaneamente.

(f) A dissolucao das amostras é feita em uma mistura de DMSO/MeOH, o que

possibilita que substancias de quase todas as polaridades sejam testadas.
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Principio do bioensaio com o fungo Saccharomyces cerevisiae

Uma importante caracteristica de muitas células tumorais € que elas néo
conseguem reparar danos existentes no DNA. Isso sugere que agentes com
seletiva toxicidade em relagcdo aquelas células podem ser agentes

anticancerigenos em potencial.
O bioensaio descrito aqui € baseado na resposta diferenciada das

linhagens do fungo que séo deficientes no reparo do DNA (rad 6, rad 52Y e RS
321N) e daquela que é proficiente neste reparo (rad +), em relagdo a amostra
testada.

A linhagem rad + € o fungo comum, porém com uma maior permeabilidade
de membrana. No teste, esta linhagem age como um modelo de células sadias,
pois € capaz de refazer o seu DNA. Ja as linhagens rad 6, rad 52Y e RS 321N
além de possuirem membranas mais permeaveis, sao incapazes de repararem
por si proprias danos existentes no DNA de suas células o que as torna modelos
de células cancerigenas.

E importante notar que essas linhagens foram geradas em laboratério
através de mutacdes genéticas, levando-se em consideragcio os trés caminhos
principais de reparo de DNA existentes em células do fungo S. cerevisiae [71, 75].
Tais caminhos foram definidos como rad 3, rad 6 e rad 52. A via rad 3 esta
associada com o reparo por excissao, a via rad 6 & associada ao reparo da parte
do DNA que esta propensa a se duplicar erradamente e a via rad 52 € o caminho
da recombinacao, ocorrendo a quebra da dupla-hélice e recombinacdo meiética
[72].

Estudos mostraram que o mutante rad 52 é hipersensivel a camptotecina,
um alcaléide inibidor da enzima topoisomerase |. J& um mutante rad 52 top 1,
deficiente na produgdo da enzima, é totalmente resistente a droga. Concluiu-se
entdo, que a enzima topoisomerase | é necessaria para a bioatividade da
camptotecina. Este estudo também mostrou que quando ha quebra da produgéo

da topoisomerase |, ocorre simultaneamente a superproducao da topoisomerase |l
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e o mutante torna-se sensivel a agentes inibidores de tal enzima [76]. A partir
destes resultados, os mutantes do fungo S. cerevisiae passaram a ser usados em
um bioensaio especiifico que detecta agentes anticancerigenos que interajam

com o DNA através da inibigcdo da topoisomerase | ou Il.

Metodologia e analise dos resultados [80]

Todas as amostras sao testadas inicialmente na concentracdo de 2000
ug/mL, em uma mistura de 50% de DMSO e 50% de MeOH. Concentracées de
DMSO acima de 80% inibirao o crescimento do fungo. A utilizacdo apenas de
MeOH, apesar deste ser tolerado pelo microorganismo, fara com que toda a
amostra se espalhe pela placa, pois a solugao amostra/solvente nao permanecera
no orificio onde é aplicada.

O objetivo do bioensaio € medir o quanto uma determinada amostra é
capaz de inibir o crescimento das linhagens mutantes de Saccharomyces
cerevisiae deficientes no reparo do DNA (rad 6, rad 52Y e RS 321N), em
comparagao com a linhagem proficiente (rad +). Assim, o material é testado em
rad +, rad 52Y, rad 6 e RS 321N. Para tal, 100 uL da solu¢do da amostra (C =
2000 ng/mL) sao aplicados na placa que contém uma das quatro linhagens do
fungo.

Uma determinada amostra sera considerada positiva se exibir, apos o
periodo de incubagéo de 48 horas a 30°C, uma zona de inibigdo de crescimento
do fungo ao redor do local onde a amostra foi aplicada. O diametro desta zona de
inibicdo é medido em milimetros para cada um dos quatro mutantes do fungo.

Sempre deverao ser utilizadas substancias controle em cada placa usada.
A Tabela 44 correlaciona a droga utilizada como controle para cada linhagem do

microorganismo e a media do halo de inibigao observado.
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Tabela 44- Contoles utilizados para cada linhagem de S. cerevisiae

droga C zona de inibigao (mm) observada
controle (ug/mL) rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
camptotecina 50 21 +/-3
camptotecina 200,0 16 +/- 3
streptonigrina 4,0 20 +/- 4
streptonigrina 8,0 20 +/- 3

Geralmente uma amostra & considerada ativa se induzir uma zona de
inibicado em rad 52Y, rad 6 ou RS 321N de 6 mm ou mais, maior do que em rad +.

Amostras que nao induzem halos de inibigao sao consideradas inativas e
aquelas que nao mostram uma diferenciagcao nos tamanhos das zonas de inibicao
em favor de rad 52Y, rad 6 ou RS 321N séao classificadas como citotoxicas.

A dose/resposta € medida para todas as amostras que foram classificadas
como ativas no teste preliminar. Para tal, cada amostra & testada nas linhagens
onde foram verificadas inibicdo de crescimento do fungo, em quatro ou cinco
doses diferentes. Estas doses serdo determinadas pelo tamanho da zona de
inibicdo medida no teste preliminar (C = 2000 pg/mL). A Tabela 45 mostra a
relacdao entre o tamanho do halo de inibicdo medido no teste preliminar e as

doses a serem utilizadas no teste dose/resposta.

Tabela 45- Determinacao das concentragdes para o estudo da dose/resposta de

uma amostra considerada ativa.

Raio da zona de inibigao (mm) Concentragoes para o estudo da
medido no teste preliminar doselresposta (ug/mL)
25 ou maior 1000 - 500 - 250 - 125 -62.5
20-25 2000 - 1000 - 500 - 250 - 125
15 -20 4000 - 2000 - 1000 - 500 - 250

menor do que 15 8000 - 4000 - 2000 - 1000 - 500
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Apbs o periodo de incubagéo (48 horas, 30°C), mede-se o didmetro do halo
de inibicdo induzido por cada uma das doses utilizadas. A Cl,; (dose ou
concentracao minima, em ug/mL, requefida para produzir uma zona de inibicao de
12 mm), é calculada por analise da regressao linear do logaritmo da concentracao
versus o tamanho da zona de inibicdo. Um valor da Cli, para rad 52Y, rad 6 ou
RS 321N que seja pelo menos trés vezes menor do que para rad +, indica uma
atividade positiva e tal amostra merecera consideracao.

Para extratos contendo multiplos compostos, prefere-se um valor da Cli»
menor do que 2000 ug/mL em rad 52Y, rad 6 ou RS 321N; ou que o valor da Cly,
para rad + seja ao menos trés vezes maior quando comparado a Cl,, de uma das
outras linhagens.

Para amostras puras, a Cl,, devera ser menor do que 100 pg/mL. Porém,
outros resultados devem ser avaliados individuaimente.

Os valores da Cly; para rad 52Y e para RS 321N também devem ser
comparados para indicar a atividade da topoisomerase. Quando a Cl;; em rad
52Y é trés vezes maior do que a Cl;; em RS 321N, a bioatividade ocorre através
da inibicao da DNA topoisomerase Il. Se uma relacao oposta € observada, isto é;
a Cliz em RS 321N é trés vezes maior do que em rad 52Y, constata-se a presenca

da DNA topoisomerase |.
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EXPERIMENTAL

Especificagao do material utilizado

Os materiais vegetais de Annona dioca, Rapanea guyanensis,
Dydimopanax sp e Curraleiro foram secos, moidos em moinho de facas e
extraidos exaustivamente a frio com solventes de grau P.A. da Merck. Os extratos

vegetais foram obtidos apos a evaporacao do solvente sob pressao reduzida.

Para as particbes e técnicas cromatograficas foram utilizados solventes

grau HPLC EM Science.

Para a cromatografia em coluna utilizou-se Sephadex LH-20 (25 - 100 u) da

Sigma.

Para os bioensaios foram utilizadas linhagens mutantes de Saccharomyces

cerevisiae desenvolvidas por SmithKline Beecham Pharmaceuticals (rad +, rad

52Y, rad 6 e RS 321N) e por Bristol - Meyers (SC-7).

Para a cromatografia em camada delgada preparativa em fase reversa

foram utilizadas placas Whatman PLKCisF (1000 um). A revelacéo foi feita com

irradiacao no U.V. (254 nm).
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Como ja foi descrito, todos os extratos foram testados primeiramente na
concentracdo de 2000 pg/mL, utilizando-se DMSO:MeOH (1:1) para dissolvé-ios.

O resultado deste teste preliminar € mostrado na Tabela 47.

Tabela 47- Resultado do bioensaio preliminar para os extratos descritos na

Tabela 46.
Extrato # raio da zona de inibigao (mm)
(C= 2000 pg/mL) rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
01 na 9.0 na na
03 na 9,0 na 9,0
19 na na na 11,0
25 11,0 10,5 8,0 na
37 9,0 10,0 10,5 13,0
39 9.0 9,0 10,0 15,0
40 na na na 10,5
44 na 9,0 9,0 12,0
47 na na na 11,0
53 na 9,0 na na
74 na 8,0 8,0 11,0
80 na na na 7,0
82 9,0 na na 10,0
83 10,0 na na 9,0
101 na na 11,0 na

na = nao ativo

Os extratos que nao mostraram zonas de inibicdo para nenhuma das

quatro linhagens do fungo nao constam na Tabela 47 e devem ser considerados

totalmente inativos neste bioensaio.
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Com base nos reultados mostrados na Tabela 47, também calculou-se a

dose/resposta para os extratos 25, 37, 39, 44, 74, 82, 83 e 101. Os resultados

obtidos sdo mostrados a seguir:

Tabela 48- Dose/resposta para o extrato CH.Cl,:MeOH das folhas de Rapanea
guyanensis (extrato #25)

zona de inibigao (mm) observada nas linhagens

C (ug/mL) do rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
extrato
8000 10,0 11,0 na 9.0
4000 - 9,0 na 9,0
2000 - 8,0 na 9.0
1000 - - na £

Valores calculados da Clis:

CI3#%%" > 8000 pg/mL CI?> %™ > 8000 pg/mL

Tabela 49- Dose/resposta para o extrato AcOEt das raizes de Piper regnellii

(extrato #37)

zona de inibigao (mm) observadia nas linhagens

C (ug/mL) do rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
extrato
8000 10,0 12,0 13,0 19,5
4000 na 11,0 12,0 19,0
2000 na 10,0 11,0 17,5
1000 na 9,0 10,0 16,0

controle 16,0 200 18,5 23,0
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Valores calculados da Cly:

Cla#* > 8000 ug/mL CIZ%% > 8000 pg/mL

CI3*® = 4000 ug/mL CIF**™ = 108 ug/mL

Tabela 50- Dose/resposta para o extrato AcOEt das folhas de Piper regnellii
(extrato #39)

zona de inibigao (mm) observada nas linhagens

C (ug/mL) do rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
extrato
8000 10,0 11,5 13,0 18,5
4000 - 10,5 12,0 17,5
2000 - 10,0 11,0 17,5
1000 - 8,5 10,0 15,0
controle 16,0 22,0 18,5 22,0

Valores calculados da Cly.:

CI2* > 8000 pg/mL CIZ#%Y > 8000 pg/mL

CI2® = 4000 pg/mL CIR®32™ = 175 pg/mL
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Tabela 51- Dose/resposta para o extrato CHCI; das folhas de Piper umbelatum

(extrato #44)

zona de inibigao (mm) observada nas linhagens

C (ug/mL) do rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
extrato
8000 9.0 10,5 11,0 14,0
4000 - 9,0 9,5 12,0
2000 - 9,0 9,0 10,5
1000 - 9,0 8,0 9,0
controle 16,0 21,0 19,0 22,0

Valores calculados da Clys:

CI* > 8000 pg/mL CI3%% > 8000 pg/mL

CI¢® > 8000 pg/mL CIE23™ = 3600 pg/mL

Tabela 52- Dose/resposta para o extrato CH,Cl, das sementes de Virola oleifera

(extrato #74)

zona de inibigdo (mm) observada nas linhagens

C (ng/mL) do rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
extrato
8000 10,5 8,0 12,5
4000 8,0 7,0 11,0
2000 7,0 - 9,0
1000 7,0

controle 16,0 22,0 18,5 22,0
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Valores calculados da Cly:

CI#%Y 5 8000 pg/mL CI2%® > 8000 pg/mL

CIZ 3™ = 625 ng/mL

Tabela 53- Dose/resposta para o extrato CHCIl; dos frutos de Iryanthera

juruensis (extrato #82)

zona de inibigao (mm) observada nas linhagens

C (ug/mL) do rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
extrato
8000 11,0 12,0 na 11,0
4000 10,0 10,0 na 10,0
2000 9.0 8,0 na 8.0
1000 7.5 - na -

Valores calculados da Cl»:

CI%* > 8000 pg/mL CIZ#%Y > 8000 pg/mL

CIRS32™N . 8000 pg/mL
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Tabela 54- Dose/resposta para o extrato CHCI; dos peciolos de [Iryanthera

juruensis (extrato #83)

zona de inibigcao (mm) observada nas linhagens

C (ug/mL) do rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
extrato
8000 14,0 12,0 na 11,5
4000 13,0 10,0 na 9,0
2000 12,0 9,0 na 8,0
1000 11,0 - na 7,0

Valores calculados da Cl2:
CIZ* = 2000 pg/mL CI% % = 7400 pg/mL

CIFS**™ > 8000 pg/mL

Tabela 55- Dose/resposta para o extrato das partes aéreas de Acanthospermum

australe (extrato #101)

zona de inibigao (mm) observada nas linhagens

C (ug/mL) do rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
extrato
8000 na na 16,0 na
4000 na na 12,0 na
2000 na na 8,5 na
1000 na na - na

Valor calculado da Cly,:

CI¢® = 3700 pg/mL
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Com base nestes resultados, o ensaio dose/resposta para as amostras
#37, #39 e #101 foi repetido a fim de se confirmar os valores da Cl,, obtidos.
A Tabelas 56, 57 e 58 mostram os valores das zonas de inibicdo

observadas nas diversas concentragoes utilizadas, respectivamente para cada um

dos extratos testados.

Tabela 56- Dose/resposta para o extrato #37 (segundo bioensaio).

zona de inibigao (mm) observada nas linhagens

C (ng/mL) do rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
extrato
1000 8,0 10,0 15,0 15,0
500 8,0 9,0 12,0 14,0
250 7,0 7,5 10,5 11,5
125 - - 7,5 9.0
62,5 - - - -
controle 15,0 22,0 21,0 28,5

Valores calculados da Cly»:

CI*#* > 8000 ng/mL CI2¢%Y = 2800 ug/mL

CI2® = 437 pg/mL CIS3™ = 312 ng/mL
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Tabela 57- Dose/reéposta para o extrato #39 (segundo bioensaio).

zona de inibigao (mm) observada nas linhagens

C (ng/mL) do rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
extrato
1000 7,5 9,5 10,0 15,0
500 7,0 8,0 9,0 13,5
250 7,0 8.0 8,0 10,0
125 - - - 8.0
62.5 - - - -
controle 15,0 25,0 21,0 26,0

Valores calculados da Clz:

CI2* > 8000 pg/mL CI¥%Y = 5600 pg/mL

CI2*® = 4000 pg/mL CIFS3™N = 392 ig/mL

Tabela 58- Dose/resposta para o extrato #101 (segundo bioensaio).

zona de inibigao (mm) observada nas linhagens

C (ng/mL) do rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
extrato :
8000 na 9,5 14,0 11,0
4000 na 8,0 11,0 9,0
2000 na 7,0 8,0 7,0
1000 na - - -

Valores calculados da Cli:

CI**%Y > 8000 ng/mL CI%® = 5000 ug/mL

CI?>3"™ > 8000 ug/mL
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As substancias puras assim como as misturas descritas na Tabela 59
também foram testadas nas quatro linhagens disponiveis do fungo. A Tabela 60,
p. 115 mostra o resultado do bioensaio preliminar, realizado na concentragao de
2000 pg/mL, somente para aquelas misturas ou substancias que apresentaram

alguma zona de inibicdo em ao menos uma das linhagens do fungo.

A Tabela 67, p. 119 mostra a procedéncia do material testado e as

estruturas de cada substancia, assim como dos componentes das misturas, sao

mostradas na Figura 13, p. 111.

Tabela 59- Misturas e substancias puras testadas.

# mistura substancia # das
pura estruturas

102 X 1+2
103 X 3a10
104 X 3a10
105 X 11
106 X 12
107 X 13
108 X 14
109 X 15
110 X 16+17
111 X 18
112 X 19
113 X 20
114 X 21
115 X 22
116 X 23
117 X 24
118 X 25
119 X 26
120 X 27
121 X 28
122 X 29
123 X 30
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Tabela 60- Resultado do bioensaio preliminar das misturas de substancias e das

substancias puras descritas na Tabela 59.

amostra # zona de inibigao (mm) observada nas linhagens
(C=2000mg/mL rad + rad 562Y rad 6 RS 321N
)
102 12,5 na na 14,0
103 10,0 11,5 14,5 20,0
104 10,5 14,0 17,0 21,5
105 na na 9,0 7.5
106 na 8,5 12,5 22,0
110 na na 9,0 13,0
116 na na 9,0 13,0

Com base nos resultados mostrados na Tabela 60 as amostras #102, 103,
104 assim como #110 e 116 foram selecionadas para o bioensaio dose/resposta a
fim de que a Cly, pudesse ser calculada.

Esta dosagem (Cl;,) foi medida também para a amostra #106, mas so6 para

as linhagens rad 6 e RS 321N, ja que a quantidade de material ndo era suficiente

para os outros testes.
Os valores das zonas de inibicao medidos nas diversas concentracées de

cada amostra testada, estao descritos nas Tabelas que se seguem.
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Tabela 61- Dose/ resposta para a mistura #102

zona de inibigao (mm) observada nas linhagens

C (ug/mL) da rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
mistura
8000 ? 9,0 na 11,0
4000 9,5 8,5 na 9,5
2000 8,5 - na 7,0
1000 - - na -

Valores calculados da Cly,:
CIZ** > 8000 ng/mL CI;‘;’ 2 > 8000 ng/mL

CI?S32™N - 8000 pg/mL

Tabela 62- Dose/resposta para a mistura #103

zona de inibigao (mm) observada nas linhagens

C (ng/mL) da rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
mistura
8000 9,5 10,0 12,0 17,0
4000 9,0 9,5 11,0 16,5
2000 9,0 9,0 10,0 16,0
1000 8,0 9,0 10,0 15,0

Valores calculados da Cl,:

CI2¢* > 8000 pg/mL CI?¢%Y = 290 pg/mL

CI2® > 8000 pg/mL CFS2™ = 40 pg/mL
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Tabela 63- Dose/resposta para a mistura #104

zona de inibigao (mm)rébservada nas linhagens

C (ug/mL) da rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
mistura
8000 ? 11,0 13,0 20,0
4000 9,0 11,0 12,0 18,5
2000 9,0 10,0 12,0 17,0
1000 8,0 9,5 11,0 17,0

Valores calculados da Cls:

CIZ* > 8000 pg/mL CI2*%Y > 8000 pg/mL

Cl2¢® = 2800ug/mL CIF®*™ =77 pg/mL

Tabela 64- Dose/resposta para a substancia #106

zona de inibigao (mm) objségl'adéinas linhagens

C (ug/mL) da rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
mistura -
8000 na na 8,5 12,0
4000 na na 7,0 10,0
2000 na na - 8,5
1000 na na - 7,0

Valores calculados da Clqs:

CI3'® > 8000ug/mL CI?*™ = 2100 ug/mL
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Tabela 65- Dose/resposta para a mistura #110

zona de inibigao (mm) observada nas linhagens

C (ug/mL) da rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
mistura
8000 na na 9,0 15,0
4000 na na 8,0 13,0
2000 na na - 11,0
1000 na na - -

Valores calculados da Clys:

CI2#® > 8000ug/mL CIFS3™N = 2800 ug/mL

Tabela 66- Dose/resposta para a substancia #116

zona de inibigao (mm) observada nas linhagens

C (ng/mL) da rad + rad 52Y rad 6 RS 321N
mistura
8000 na na - 15,0
4000 na na - 13,0
2000 na na - 9,5
1000 na na - -

Valores calculados da Clq,:

CIRS32™ = 3500 pg/mL
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Tabela 67- Procedéncia do material testado nas linhagens mutantes de

Saccharomyces cerevisiae.

extrato, mistura ou Procedéncia
substancia pura (#)
1a4 extratos preparados especialmente para serem
23 a 36 testados
5a8 trabalho de Tese: Isabel Craveiro Moreira (1Q-USP)
9a18 fornecidas pelo Dr. Dirceu Martins
100, 101 e 123 (UFBA)
19a22 dissertacdo de Mestrado: Claudia B. Brochini
(1Q-USP, 1993)
37 a42; 45 a 58 fornecidas pelo Prof. Dr. Massuo J. Kato (IQ-USP)

65a 83

110 a 122
43 e 44 fornecidas pela Dr®. Ana Luisa L. Lordello (UFPR)
59 a 64
84 e 85 Tese de Doutorado: Dulce H S. Silva (IQ-USP, 1997)

86 dissertacdo de Mestrado: Cecilia V. Nufiez
(1Q-USP, 1996)

87 a 95 trabalho de Tese: Luciana R. de Carvalho (IQ-USP)
96 e 97 fornecidas pelo Dr. Frederico G. Cruz (UFBA)
98 e 99 fornecidas pela Dr’.Luce Brandao (UFMA)

102 a 105 trabalho de Mestrado: Paulo J. C. Benevides (IQ-USP)

106 a 109 trabalho de Mestrado: Kennia R. Rezende (IQ-USP)

Estudo fitoquimico biomonitorado de um extrato

A metodologia empregada pelo grupo do Prof. Dr. David G. |. Kingston para
o fracionamento de extratos bioativos comega com um processo de particao
solvente-solvente [73]. E importante lembrar que é necessario o bioensaio de
cada uma das partes obtidas nessa parti¢ao.

A seguir, a fase bioativa & cromatografada em coluna de Sephadex LH-20
utilizando-se gradiente de solvente para a eluigcdo [51]. A avaliagdo do bioensaio

das fragdes provenientes desta coluna indicara qual fragcdo devera ser estudada.



120

A partir dai, poderao ser utilizadas colunas de fase-reversa, CCDP de fase-
reversa e CLAE também de fase reversa, sempre utilizando-se as bioplacas para
0 monitoramento de cada etapa de purificagao.

Em certos casos poderao ser utilizadas colunas ou placas preparativas de
silica e/ou alumina. Entretanto, deve-se testar a estabilidade do metabdlito

bioativo em silica utilizando-se para tal uma escala piloto.

Quando os compostos ativos sao alcaloides, o fracionamento acido-base
convencional podera ser empregado.

Assim, 79,3 g do extrato metanolico de folhas foram submetidos a particao
entre n-BuOH e H,O o que originou 51,3 g de fracao n-butandlica e
aproximadamente 27,0 g de fracao aquosa. A analise da b'ioplaca mostrou que a
fracao n-butanodlica era duas vezes mais ativa do que a fracao aquosa. Para
biomonitorar esse extrato foi utilizada a linhagem SC-7 do fungo Saccharomyces
cerevisiae.

A fracdo mais ativa foi entao solubilizada em MeOH:H,0 (8:2) e submetida
a particao em hexano, o que originou 16,4 g de fracao hexanica. O bioensaio
mostrou que o material ativo estava totalmente contido na parte hidroalcoolica e
ndo na hexanica e que portanto, deveria-se dar continuidade ao processo de
particao. Para tal, a parte MeOH:H,0 (8:2) foi diluida a 40% de H,O e submetida a
particdao com CHCIl;. O bioensaio que foi realizado a seguir mostrou que o
material ativo continuou solubilizado na fracao hidroalcoodlica. Decidiu-se
continuar a particado e entédo tal fragcao foi diluida a 50% de H,O em MeOH e
extraida com AcOEt, o que originou 14,2 g de fracado AcOEt. O bioensaio desta e
da fragao hidroalcodlica mostrou que ambas eram ativas, sendo que a parte
AcOEt possuia uma atividade maior do que a outra.

O Esquema 4, p. 121 mostra todo o processo de particdo, os valores de

Cly2 calculados ou o tamanho dos halos de inibicdo observados assim como as

quantidades obtidas de cada fragao.
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Esquema 4- Particao do extrato bioativo e resultados dos bioensaios.

Extrato MeOH (79.3 g)

CL %"= 1370ug/ml
CL 7 = 1740ug/mi

n - BUOH / HO (3X)

n - BuOH H0
(51.3 q) 25 mm SC-7
25 mm SC-7 (C = 8000ug/mi)

(C = 4000ug/mi)

MeOH : HO (8:2)

hexano (3X)
hexano (16.4 g) MeOH : HO (8:2)
inativo SC-7 18 mm SC-7
(C = 2000ug/mi) (C = 2000ug/ml)
adicionar HO = MeOH : HO (6:4)
CHCY (3X)
CHCY MeOH : HO (6:4)
inativo SC-7 ClL 7= 465ug/iml
C = 2000:giml Cl,,°%7 = 1200pg/ml
21 mm SC-7
(C = 2000g/mi)

adicionar HO = MeOH : HO (1:1)
AcOEt (5X)

AcOEt (14.2 g)
26 mm SC-7
C = 2000ug/ml
cggsc” =212pg/ml
1,557 = 1530ug/mi

MeOH : HO (1:1)
19 mim SC-7
C = 2000ugiml
CI1§S°'7 = 968ug/ml
Cl,°%7 = 2390pg/mi
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Fracionamento biomonitorado da fragao AcOEt

Dando continuidade ao procedimento estabelecido para o fracionamento

biomonitorado, aproximadamente 200 mg de fragao AcOEt foram cromatografados

em coluna de Sephadex LH-20 (5 g). A Tabela 68 correlaciona as fragcbes

coletadas com o sistema de solvente utilizado para elui¢ao.

Tabela 68- Coluna da fragcao AcOEt em Sephadex LH-20 (Coluna k)

fragao sistema de solvente massa (mg)
k-1 hexano:CHCI; (1:4) 2.1
k-2 CH2CI2:(CH3)QO (32) 5,5
k-3 CH,Cl:(CH3),0 (1:4) 9,2
k-4 (CH3)20 (100%) 16,3
k-5 (CHs),0:MeOH (4:1) 119,9
k-6 (CH3),0:MeOH (1:1) 47,1

A seguir foi realizado o bioensaio de cada uma das fracées da Coluna k,

utilizando-se a linhagem SC-7 do fungo S. cerevisiae. A Tabela 69 mostra os

valores das zonas de inibigdo medidas em cada uma das concentragdes

utilizadas.
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Tabela 69- Estudo da dose/resposta para as fragées provenientes da Coluna k

zona de inibigao (mm) observada linhagem SC-7
C (ung/mL) das fragao fracao fragao fragao fracao fragao

fragoes k-1 k-2 k-3 k-4 k-5 k-6
8000 nt nt 17,0 24,0 23,0 19,0
4000 nt nt 16,0 19,5 17,5 15,0
2000 nt nt 12,0 13,0 11,5 11,5
1000 10,0 11,0 - - - -

calculada 1900 1870 2087 2450

nt = nao testado

Com base nestes resultados, as fragdes k-3, k-4 e k-5 foram reunidas (145
mg) e cromatografadas em coluna de Sephadex LH-20 (Coluna I, 5 g). A Tabela
70 correlaciona as fragdes eluidas desta coluna com o sistema de solvente

utilizado.

Tabela 70- Coluna em Sephadex LH-20 das frac6es reunidas k-3/k-5 (Coluna I)

fragao sistema de solvente massa (mg)

-1 CH.Cl:(CH3)20 (1:4) 17,2
-2 (CHj3)20 (100%) 26,5
-3 (CH;).0:MeOH (95:5) 25,3
[-4 (CH3),0:MeOH (9:1) 22,7
I-5 (CH;),0:MeOH (85:15) 16,0
-6 (CH53).0:MeOQOH (8:2) 8,1

-7 (CH3),0:MeOH (1:1) 4,0

O resultado do bioensaio destas fracdes &€ mostrado na Tabela 71.
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Tabela 71- Bioensaio das fragoes da coluna L

zona de inibigao (mm)

fracao C (ng/mL) linhagem SC-7
-1 1200 na
-2 1000 12,0
I-3 1000 11,0
-4 1000 na
I-5 1200 na
I-6 1100 na
(-7 1000 9,0

na = nao ativa

Com base nestes resultados assim como na analise por CCDC, as fractes
I-2 e I-3 foram reunidas (51,8 mg) e testadas novamente na linhagem SC-7 do
fungo S. cerevisiae. Apds o periodo de incubagao de 72 horas a 30°C, foi possivel
observar um halo de inibicdo de 31 mm na concentragao de 4000 ng/mL.

Assim, 6 mg da fragdo reunida I-2/I-3 foram cromatografados em placa
preparativa de fase reversa RP-18, eluida em MeOH:H,O (4:6). Foram recolhidas
cinco faixas desta placa e o resultado do bioensaio destas fragées é descrito na
Tabela 72. E importante notar que a fracdo reunida [-2/I-3 assim como a fragao
AcOEt bruta também foram testados na mesma placa que as fragées provenientes
da placa preparativa (fragbes #1, #2, #3, #4, #5) a fim de se comparar os

tamanhos dos halos de inibicao.
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Tabela 72- Bioensaio das fracoes provenientes da CCDP de I-2/I-3

material raio da zona de inibigao (mm)
(C=2000 png/mL) linhagem SC-7
fracao AcOEt 14,0
1-2/1-3 22,0
#1 10,0
#2 na
#3 na
74 8,0
#5 na

na = nao ativa

O resultado deste bioensaio mostrou que o material bioativo poderia estar
se decompondo, uma vez que o halo de inibicdo induzido pelas fragbes
provenientes da placa preparativa sdo menores do que o da fragao AcOEt.

Decidiu-se entdo repetir o procedimento cromatografico a fim de se
confirmar se estaria ou nao ocorrendo a degradacao do material bioativo durante
0 processo cromatografico.

Para tal, a fracao I-2/I-3 foi mais uma vez submetida a CCDP de fase
reversa (RP-18). Apenas 9 mg do material foram aplicados na placa e apds a
eluicao em MeOH:H,0 (4:6) foram recolhidas cinco faixas. O bioensaio em SC-7
dessas fracdes foi realizado novamente e a Tabela 73 mostra os valores

observados. A concentragao utilizada agora foi de 4000 ug/mL.
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Tabela 73- Bioensaio das fracoes provenientes da CCDP de 1-2/I-3 (segundo

bioensaio)
material raio da zona de inibigao (mm)
(C=4000 ug/mL) linhagem SC-7
[-2/1-3 31,0
#1 na
#2 na
#3 na
#4 na
#5 na

na = nao ativa

E importante notar que simultaneamente com o procedimento
cromatografico, o bioensaio das trés uitimas fracoes obtidas na particao foi
repetido diversas vezes. Os resultados destes testes indicaram que a bioatividade
destas fracdes foi diminuindo com o passar do tempo.

Este importante dado, juntamente com o resultado do bioensaio das
fragOes provenientes da placa preparativa, mostrou que o material bioativo sofreu
degradacéo, o que impossibilitou o seu isolamento e consequente identificacao ou

determinacao estrutural.

O Esquema 4, p. 121 mostra todos os valores de Cly; ou do halo de
inibicdo das fractes obtidas na particao. Nota-se que o primeiro resultado da Cly»
para a fracdo 60% aquosa em MeOH é de 465 ug/mL. Quando repetiu-se o
bioensaio desta fracdo, o valor da Cl,, passou para 1200 ug/mL. Também
ocorreu um aumento dos valores da Cl;, para as fragcées AcOEt e MeOH:H,0
(1:1), respectivamente de 212 para 1530 pg/mL e de 968 para 2390 pug/mL.

Vale relembrar que a Cly; indica a concentracao da amostra testada, em
ng/mL, necessaria para produzir uma zona de inibicdo com 12 mm de diametro e

que uma amostra € considerada ativa se o valor da Cl;, € menor do que 2000

ug/mL.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A analise quimica da fragcdo hexanica do extrato metandlico das folhas de
Guarea guidonia, coletadas em Campo Grande (MS), mostrou que, além de
grande quantidade de material graxo, os constituintes principais de tal fracdo sdo
diterpenos com esqueletos carbonicos prenilbiciclogermacranico (D-1) e
cneorubinico (D-2, D-3 e D-4). Diterpenos com tais esqueletos s6 haviam sido
encontrados previamente em Cneorum tricoccon e/ou Neochamaelea pulverulenta
[53]. Essa constatacdo confirmou a observacdo prévia de que folhas de G.
guidonia coletadas em regices diversas possuem diferentes constituintes
principais. A diversidade dos metabolitos secundarios de G. guidonia tem se
mostrado surpreendente. Mesmo em se tratando de substancias de mesma
classe, como, por exemplo os diterpenos, estes apresentam esqueletos
carbonicos completamente diferentes (Tabela 4, p. 10).

Uma grande diversidade foi também observada na constituicao
sesquiterpénica do 6leo essencial da casca do tronco [48]. Nas folhas, no entanto,
os sesquiterpenos predominantes sao do tipo eudesmanico. A analise do dleo
essencial das folhas, principalmente através de dados de RMN de ®C de
constituintes puros ou de misturas, mostrou-se efetiva uma vez que foram
identificados nove sesquiterpenos, sendo que cinco deles sao inéditos.

Como os estratos polares nao foram analisados, nao foi possivel analisar

se o espécimem estudado produz meliacinas.

Os extratos e fragbes de extratos testados em busca de possiveis
substancias anticancerigenas nao mostraram resultados satisfatorios para que o
estudo quimico biomonitorado fosse realizado. Este fato nao é surpreendente uma
vez que a possibilidade de se encontrar um extrato ativo no bioensaio utilizado é

de 1%. Assim sendo, estudou-se um extrato ativo de outra procedéncia, o qual
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perdeu a atividade durante o processo de fracionamento cromatografico. Mesmo

assim, o conjunto de atividades desenvolvidas durante o estagio proporcionou um

excelente aprendizado.
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ESPECTRO 20- expansao do espectro de RMN de 'H de D-3 (espectro 19)
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ESPECTRO 90- RMN HOMOCOSY de S-9 (500 MHz, CDCls)
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