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RESUMO

O presente trabalho descreve o estudo quimico das cascas do tronco de Nectandra
cissiflora Ness (Lauraceae). A partir do extrato etandlico das cascas de um espécime
coletado em Campo Grande (MS), foram isolados e identificados sete sesquiterpenos com
esqueletos eudesmano e eudesmano rearranjado, dois sesquiterpenos com esqueleto
eudesmano esterificados com um dlcool nor-monoterpénico e um flavondide,
respectivamente: dcido coéstico, 12-carboxieudesman-3,11(13)-dieno, eudesm-13-eno-
12,4B-olideo, 4cido viscico, &cido 3-oxo-y-céstico, dcido 5B-hidréxi-4-oxo-11(13)-
desidroifionan-12-6ico, acido 3o-hidroxiisoifion-11(13)-en-12-6ico, costoato de 10-nor-
fenchanoila, eudesma-3,11(13)-dien-12-oato de nor-fenchanoila e (-)-epicatequina. Dentre
os sesquiterpendides obtidos, um (eudesm-13-eno-12,4B-olideo) € inédito como produto
natural e quatro (4cido viscico, 4cido 3-oxo-y-cOstico, dcido 5B-hidréxi-4-oxo-11(13)-
desidroifionan-12-6ico e dcido 30o-hidroxiisoifion-11(13)-en-12-6ico) estdo sendo relatados
pela primeira vez na familia Lauraceae, tendo sido obtidos anteriormente somente de
representantes de Asteraceae. J4 12-carboxieudesman-3,11(13)-dieno) estd sendo descrito
pela primeira vez em Nectandra, enquanto que acido costico foi isolado das trés espécies de
Nectandra anteriormente estudadas. Os ésteres sesquiterpénicos com a unidade nor-
monoterpénica foram descritos apenas em N. cuspidata. As estruturas das substancias
isoladas foram determinadas com base em técnicas espectroscépicas de RMN de 'H, 13C e
DEPT 135°, incluindo técnicas bidimensionais homo- e heteronucleares (*H-'H COSY,
NOESY, HMBC E HMQC) e por comparacdo dos dados espectrais obtidos com os
existentes na literatura. O extrato etandlico bruto das cascas do caule de N. cissiflora
apresentou atividade antimutagénica, ao ser submetido ao Teste do Microntcleo in vivo em

peixes do género Hypostomus.
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ABSTRACT

The present work describes the chemical study of the trunk bark of Nectandra
cissiflora Ness (Lauraceae). From the ethanol extract of a specimen collected in Campo
Grande (MS), were isolated and identified seven sesquiterpenes with eudesmane and
rearranged eudesmane skeletons, two sesquiterpenes esterified with a nor-monoterpenic
alcohol and one flavonoid, respectively: costic acid, 12-carboxieudesman-3,11(13) - diene,
eudesm-13-en-12,4B-olide, viscic acid, 3-oxo-y-costic acid, 5B-hydroxy-4-oxo-11(13) -
dehydroiphionan-12-oic acid, 3oa-hydroxyisoiphion-11(13)-en-12-oic acid, 10-nor-
fenchanoyl-costoate, nor-fenchanoyl-eudesma-3,11(13) - dien-12-oate and (-)-epicatechin.
Among the isolated sesquiterpenes, one (eudesm-13-en-12,4B-olide) is described for the
first time as a naturally occurring compound and four (viscic acid, 3-oxo-y-costic acid, 5B-
hydroxy-4-oxo-11(13) - dehydroiphionan-12-oic acid and 3a-hydroxyisoiphion-11(13)-en-
12-oic acid), previously found as constituents of species of the Asteraceae, are being
reported for the first time in the Lauraceae. This is also the first reported occurrence of 12-
carboxieudesman-3,11(13)- diene in the genus Nectandra, while costic acid was isolated
from the three species of Nectandra previously studied. The sesquiterpene esters containing
the nor-monoterpenic moiety were only described in N. cuspidata. The structures of the
isolated compounds have been established on the basis of 'H and >C NMR spectral data,
including 2D-NMR techniques (*H-'H COSY, NOESY, HMBC and HMQC) and by
comparison with data reported in the literature. The crude ethanol extract of the trunk bark
of this plant showed antimutagenic activity in the Micronucleus Assay in vivo, in fishes of

the genus Hypostomus.

Xii



Sesquiterpenos das Cascas do Caule de Nectandra Cissiflora Nees (Lauraceae) -1-

1- INTRODUCAO

1.1-A FAMILIA LAURACEAE

Lauraceae é composta por aproximadamente 2500 espécies incluidas em 52 géneros. '
Nas Américas, esta familia é representada por 29 géneros e 900 espécies, com grande
diversidade na América Central. Comum em regides tropicais e subtropicais, a familia €
especialmente diversificada no sudeste da Asia e norte da América do Sul ou seja, é
pantropical com poucos representantes em regides temperadas. %3 No Brasil encontram-se
22 géneros com alta diversidade nas florestas pluviais e também nas restingas € no
cerrado.* A grande maioria deste grupo de vegetais é constituida por plantas lenhosas e
arbéreas.’

O potencial econdmico das espécies dessa familia € conhecido desde os tempos
remotos, constatado por meio de documentos da China de 2.800 a.C., como 6leo de
Cinnamomum canfora e outras espécies do género na medicina. As folhas de Laurus
nobilis, (loureiro) eram utilizadas pelos antigos gregos e romanos para confeccao de coroas
e na culindria de todo mundo. O fruto de Persea america (abacateiro) € um produto
alimenticio muito comercializado na América, do qual se extrai o 6leo para fabricacdo de
cosméticos.’

No Brasil, destacam-se os géneros Nectandra e Ocotea, cujas espécies Sao
conhecidas popularmente como canelas, loureiro ou imbuias, que remontam ao tempo da
colonizagio, quando foram exploradas para a construcio naval e movelaria de luxo. °

Esta familia € muito rica em metabodlitos secunddrios, sendo que ocorrem com
maior freqiiéncia as seguintes classes de substincias: neolignanas, lignanas, alcaldides

aporfinicos e benzilisoquinolinicos, flavondides, sesquiterpenos e pironas.’

1.2 - GENERO NECTANDRA

Nectandra Rol. ex Rottb. é o segundo maior género da familia no Novo Mundo,
com 114 espécies e figura como um dos mais importantes dentre as plantas lenhosas,

devido a sua representatividade e ampla distribuicdo. O género € restrito a América tropical
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e subtropical e quase todas as espécies ocorrem entre os tropicos de Cancer e de
Capricornio, onde sdo encontradas desde o norte da Florida a Argentina. 8 No Brasil
ocorrem 43 espécies do género, sobretudo na Mata Atlantica e Amazénia. ° As espécies de
Nectandra desenvolvem-se em ambientes imidos, sempre verdes, em planicies de florestas
montanhosas e poucas espécies sdo encontradas em outros habitats.! O primeiro centro de
diversidade do género se encontra nas falhas orientais dos Andes e na regido da Amazonia
peruana e o Sudeste brasileiro claramente representa o segundo centro de diversidade do
grupo.10 Representantes de Nectandra fornecem madeira de boa qualidade e determinadas
espécies podem ser destinadas a producdo de Oleos essenciais. Por isso, t€ém sido
intensamente exploradas ao longo dos anos, colocando em risco a preservacao de algumas
espécies. Como medida de protecdo, algumas delas podem ser indicadas para recomposicao
floristica de dreas em recuperacio. !

Nectandra cissiflora é uma arvore conhecida popularmente por “canela-fedida”,
cuja madeira € usada na construgdo civil. Exemplares desta espécie podem ser encontrados
em vdrias regidoes do Brasil, sendo que no estado de Sdo Paulo encontra-se em perigo de
extingdo."?

De acordo com a literatura, vérias espécies de Nectandra ja foram investigadas
quanto a sua composicdo quimica, tendo sido isolado um grande nimero de substancias
pertencentes, principalmente, as classes das lignanas/neolignanas e alcaldides, algumas
possuindo atividades bioldgicas significativas. Dentre as espécies destacam-se Nectandra
megapotamica, possuidora de atividade tripanocida atribuida as lignanas tetraidrofuranicas,
Nectandra salicifolia, com atividade antiplasmodial atribuida aos alcaldides, Nectandra
membrandcea, com atividade citotoxica relacionada aos seus sesquiterpenos e Nectandra
grandiflora, com atividade antioxidante atribuida aos seus fen6is. ' 141916

O estado de Mato Grosso do Sul possui em seu territorio dois biomas peculiares do
Brasil, o Pantanal e o Cerrado. Estes dois biomas apresentam caracteristicas muito
particulares e as espécies vegetais que os habitam desenvolveram mecanismos para
adaptacdo e defesa fazendo uso de seu metabolismo secunddrio. A investigagdo quimica
das plantas destes biomas pode conduzir a descobertas de novos protétipos que podem ser

empregados ou servir como modelo para o desenvolvimento de novos farmacos. Nosso
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grupo de pesquisa vem desenvolvendo estudos sobre a composicdo quimica de espécies
pertencentes a familia Lauraceae, cujos representantes foram localizados no Pantanal e no
Cerrado, tendo sido sendo obtidos e caracterizados metabdlitos secundarios de interesse,
alguns dos quais bioativos.'” 18 19,20

Através de levantamento bibliogrifico, verificou-se que ndo havia nenhum relato
sobre a composicdo quimica de Nectandra cissiflora. Em fungdo dos dados acima
apresentados, esta espécie foi selecionada para ser submetida a um estudo quimico, de

maneira a contribuir para o conhecimento da composi¢do quimica de plantas da familia

Lauraceae ocorrentes em Mato Grosso do Sul.

1.3- Terpendides

Os terpendides constituem uma grande variedade de substancias de origem vegetal,
sendo que esse termo € empregado para designar, todas as substincias cuja origem
biossintética é relacionada a unidades de isopreno.”!

Nas plantas, os terpendides sdo essenciais para os seus processos celulares bdsicos
como: transporte de elétrons (ubiquinona, plastoquinona), glicosilacdo de proteinas
(dolicol) e na regulacdao do desenvolvimento celular (hormonios e proteinas reguladoras
modificadas de terpenos). Utilizam ainda uma gama de terpendides para fins especificos,
incluindo toxinas defensivas (fitoalexinas sesqui e diterpénicas), sinais defensivos volateis
(mono e sesquiterpenos), atrativos de polinizadores nos tecidos florais (monoterpenos) e
fotoprotetores (isopreno e carotendides). 2

As unidades isoprénicas podem derivar-se biossinteticamente de duas vias cujos
intermedidrios sdao o acido mevaldnico (AMYV) ou o 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato (DOXP),
que sdo convertidos em dimetilalilpirofosfato (DMAPP) e em isopentenilpirofosfato (IPP).
Os animais parecem utilizar exclusivamente a via do dcido mevaldnico enquanto, outros
organismos, inclusive as plantas, sdo equipados para utilizar as duas vias. Nas plantas as
vias sdo compartimentalizadas, sendo as enzimas da via do AMV encontradas no
citoplasma e as do DOXP encontradas nos cloroplastos (figura 1). Os esterdis e o0s
triterpendides sdo produzidos somente pela via do AMV, enquanto os demais terpendides

sdo produzidos por ambas as vias. >
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Figura 1-Representacdo dos compartimentos das células vegetais, do dcido mevalénico (AMV),

do 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato (DOXP), do dimetilalilpirofosfato (DMAPP) e do

isopentenilpirofosfato (IPP), isopreno Cs. > **

Os esqueletos carbonados dos terpendides, em sua maioria, sdo formados por
arranjos lineares, de um ndmero varidvel de unidades isoprénicas, pela condensa¢do do
tipo““cabega-cauda, como pode ser observado na formacgao do geraniol(C), farnesol(Cs)
e do geranilgeraniol(Cy). Este tipo de condensacdo ndo € encontrado no esqualeno(Csp)e
no fitoeno(Cyap), pois nestes casos ocorrem condensagdes do tipo ““cauda-cauda™. Os
esqueletos dos terpenos sofrem ciclizacdes e rearranjos, podendo ser biossinteticamente
modificados pela perda ou adi¢do de dtomos de carbono (figura 2). *

As estruturas tipicas destes esqueletos carbonicos s@o representadas por (Cs),, que
sdo classificados como: hemiterpenos (Cs), unidades CsHg que estdo presentes em muitos
metabdlitos cujo esqueleto principal resulta de outras vias biossintéticas, comuns em
alquilagdes de unidades Cs em atomos de carbono ou oxigé€nio; monoterpenos (Cio),
derivados do pirofosfato de geranila, GPP, (2 x Cs); sesquiterpenos (C;s), derivados do
pirofosfato de farnesila, FPP, (3 x Cs); diterpenos (Cyo), derivados do pirofosfato de geranil
geranila, GGPP, (2 x C)); sesterterpenos (Cys), derivados do GGPP e IPP, (2 x Cjy + Cs)
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triterpenos(Csp), derivados de duas unidades de FPP, (2 x Cjs); tetraterpenos (Cap),
derivados de duas unidades GGPP, (2 x Cyp)e os politerpenos Csy,: derivam do um numero n

de unidades isoprendides superior a oito até 10. **>>26-%7

cauda A\j’bigjv\
N, N
N OH

geraniol
~ w
k'\\d OH
ligagao farnesol
cabega-cauda
N S < N

OH
geranilgeraniﬁl

ligagdo cabega-cabega
= = ™ = e} ~

esqualeno

Figura 2 - Estruturas do geraniol, farnesol, geranilgeraniol, esqualeno e fitoeno,
representagdo da posicdo da cabeca e da cauda das unidades isoprénicas e as ligacoes

23
cabeca-cauda e cabeca.

Os monoterpenos sdo constituintes dos Oleos voldteis, atuando na atracdo de
polinizadores. Os sesquiterpenos, em geral, apresentam func¢des protetoras contra fungos e
bactérias, enquanto muitos diterpendides dao origem aos hormodnios de crescimento
vegetal. Os triterpendides apresentam uma gama de fungdes. Muitos tém funcgdes de
protecdo contra herbivoros, alguns sdo antimitéticos, e outros atuam na germinacdo das
sementes e na inibi¢do do crescimento de raizes. Os compostos terpénicos mais freqiientes

nos compostos voldteis sdo os monoterpenos (cerca de 90% dos Oleos volateis) e os
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sesquiterpenos. Sendo os diterpenos encontrados apenas em 6leos volateis extraidos com

solventes organicos. #

TUJANO TRICODIENO -
(monoterpenn) . TANADIENO
{sesquitepeno) (diterpenn)

LANOSTEROL

(triterpena)

SORRaAReS

B-CAROTENO
(tetraterpeno)
Figura 3- Exemplos da variedade dos terpenos . 27

1.3.1 — Sesquiterpenos

Os sesquiterpenos formam um grande grupo de hidrocarbonatos naturais, de
composicdo C;sHys, sendo o grupo mais extenso de terpenos. Wallach sugeriu a férmula
geral para os sesquiterpenos baseado na idéia de que eles sdo formados por trés moléculas

isoprénicas, e que essas moléculas sio adequadamente combinadas. *
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Eles sdo encontrados em vdrios sistemas vivos e principalmente em plantas
superiores. H4 um grande numero de esqueletos carbOnicos serquiterpendides, os quais
surgem do mesmo precursor, pirofosfato de farnesila, existindo em diversas formas,
incluindo a linear, biciclica e triciclica, formadas por rearranjos dos esqueletos. .29

Os sesquiterpenos oxigenados destacam-se por apresentarem um gama de atividades
bioldgicas e podem ser os principais responsaveis pela agdo terapéutica de diversas plantas.
Em geral a sua oxigenagdo ¢ mediada por uma oxidacdo fotoquimica, que ocorre em
condi¢cdes normalmente presentes nas plantas, o que sugere que a maioria das
transformacdes se dd de maneira ndo enzimdtica. Dentre estes sesquiterpenos podem ser
ressaltados a Artemisinina (figura 4) um importante componente antimaldrico e a o-

Santonina (figura 4) o principal componente anti-helmintico, compostos advindos de

espécie de Artemisa (Compositae/Asteraceae). >

Artemisinina a-Santonina

Figura 4 — Exemplos de sesquiterpenos oxigenados bioativos. -

1.3.2 — Eudesmanos

Os sesquiterpenos do tipo eudesmano, também chamados de selinanos, sdo
encontrados em plantas superiores e geralmente possuindo estereoquimica
apresentada na figura 5. Os ent-eudesmanos sdo encontrados em plantas hepdticas.
Sao divididos em grupos que compreendem eudesmanos de esqueleto simples, além

de eudesman-12,6-olideos, eudesman-12,8-olideos, furanoeudesmanos, seco-
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eudesmanos e nor-eudesmanos. H4 também um grande grupo de ésteres baseados
em esqueletos do tipo diidro-B-agarofurano, que sdo agrupados separadamente
(Figura 5). Dentro do grupo eudesmano, particularmente os derivados do diidro- f3 -
agarofurano, ha alguma confusdo em relacdo a numeracdo dos carbonos 14 e 15,
sendo adotada com maior frequéncia a numeragdo representada na figura 5. »

14

10

II

Figura 5 - Esqueletos do tipo- Eudesmano (I) e Diidro-B-agarofurano (II). *°

A rota biossintética proposta para cdtion eudesmila, precursor dos sesquiterpenos

apresentados neste trabalho € representada na figura 6. =

®
. H
G Y
S — > — >
Z o< = >
cation E, E - farnesila cétion germacrila
®
cation eudesmila

Figura 6 — Rota biossintética do cdtion eudesmila. >

Na Tabela 1 sdo relacionados os sesquiterpenos cuja ocorréncia € relatada em

espécies de Lauraceae e suas respectivas estruturas sdo apresentadas na Figura 7.
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Tabela 1- Ocorréncia de sesquiterpenos como componentes fixos em espécies da familia Lauraceae, agrupadas em seus

respectivos géneros.

Espécies Partes estudadas

Sesquiterpenos caracterizados

Referéncias

Caryodaphnosis

C. tonkinensis
Cascas e folhas

Cinnamomum

C. loureirii Raizes

Laurus

L. nobilis Folhas, p6 seco.
Licaria

L. macrophylla  Caule

1,2,3,30,4,5,6,7,8,8 o - decaidro-7-(1-hidréxi - 1 - metiletil) -
1,4-dimetilazuleno- 3 a,8 o —diol I

d—elemano II, a-copaeno III, o—bergamotano IV, B—cariofileno
V, B-bisabolano VI e ar-curcumeno VII

Costunolideo VIII, desidrocostuslactona IX, zaluzanino C X,
zaluzanin D XI, santamarino XII, reinosino XIII, 3 o -
acetoxieudesma-1,4(15), 11 (13)-trien-12,6 a —olideo XIV, 3-
oxoeudesma-1,4, 11(13)-trien-12,6 o -olideo, XV B —eudesmol
XVI, , B —cariofileno V, oxido cariofilano XVII, eremantino
XVIII, gazaniolideo XIX, 10-epigazaniolideo XX, Spirafolideo
XXI, artemorino XXII, verlotorino XXTII,
desacetilaurenobiolideo XXIV, laurenobiolideo XXV, Gallicino
XXVI, 5a,9- dimetil-3-metileno-3,3a,4,5,5a,6,7,8-octahidro-1-
oxaciclopenta[c]azulen-2-ona XXVII, 3-B-
clorodesidrocostuslactona XXVIII.

Nerolidol XXTIX, elemol XXX

30

31

32, 33, 34, 35, 36,
37

38
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Espécies Partes estudadas Sesquiterpenos caracterizados Referéncias
Lindera
L. stryclzrtifolia Raizes acetato de neosericenila XXXI, pseudonaolinderano XXXII, 3

lindestrene XXXIII, lindeneno XXXIV, acetato lindenenil
XXXV, isofuranogermacrano XXXVI, linderoxido XXXVII,
lindenenol XXXVIII, linderano XXXIX, linderalactona XL, e
isolinderalactona XLI.

L. aggregata Raizes lindenanolideo A  XLII, lindenanolideo Bl  XLIII, 40
lindenanolideo B2 XLIV, 6 a-acetil-lindenanolideo B1 XLV, 6
a-acetil-lindenanolideo B2 XL VI, lindenanolideo C XLVII, e
lindenanolideo D XLVIII, Linderano XXXIX, linderalactona
XL, isolinderalactona XLI, lindenenol XXXVIII, e
hidroxilindestrenolideo XLIX.

L. glauca Raizes Acido glaucico L i
Litsea
L. verticillata Folhas e galhos finos Litseaverticillol A-H LI-LVIII, litseagermacrano LIX, 7-epi- 24,4

eudesm-4(15)- ano-1 0,6 a -diol LX, 7-epi-eudesm-4(15)- ano-1
B,6 B -diol LXI, 5-epieudesm-4(15)- ano-1-$,6-f -diol LXII,
eudesm-4(15)-eno-1-B,6 a diol LXIII, litseahumulano A LXIV
e B LXV, octahidro-4-hidroxi-3R-metil-7-metileno-R-(1-
metiletil)-1H-indeno-1-metanol LXVI, 10-hidroxil-15-0xo0-a-
cadinol LXVII, afanamol LXVIII e litseacromolaevano A
LXIX e B LXX, verticilol LXXI

L. cassiaefolia Isocurcumol LXXII e diepoxigermacranolideo LXXIII, 45

- 10 -
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Espécies Partes estudadas Sesquiterpenos caracterizados Referéncias
L. excelsa valenc-1(10)-eno-8,11-diol LXXIV 3
Nectandra
N. membranacea cascas Acido ilicico LXXV, 4cido céstico LXXVI e 4cido isocdstico 46
LXXVII.
N. grandiflora Tronco e cascas Acido céstico LXXVI 47
N. cuspidata Cascas do caule Acido céstico LXXVI 48
Neolitsea
N. acciculata
Folhas, raizes € caule Neoliacino LXXVIII, linderano XXXIX, isolinderalactona 49,50, 51, 52
XLI, linderalactona XLIX, zeilanino LXXIX, neolinderano
LXXX, neoliacinolideo A LXXXI, B LXXXII , ¢ C LXXXIII
litsealactona LXXXIV, litseaculano LXXXV, zeilanano
LXXXVI, pseudoneolinderano LXXXVII e linderadino
LXXXVIII.
53,54,55

N. parvigerama

galhos

parvigemona LXXXIX., neolitrano XC, =zeilanidino XCI,
zeilanicino XCII, linderalactona XL, pseudonaolinderano
XCIII, linderano XLVIII desacetilzeilanidino XCIV,
desacetilzeilanino XCV e parvigemonol XCVI

-11 -
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Espécies Partes estudadas Sesquiterpenos caracterizados Referéncias
N. sericea Sericenino XCVII 56
Ocotea
O. corymbosa Frutas verdes 10-desmetil-1-metil-eudesmano XCVIII, 10-desmetil- 10- 57,58, 59
hidroxi-1-metil-3-oxo-ll-eudesmeno XCIX, 10-desmetil- 1-
metil- 1,10-dioxo- 1,10-seco-11-eudesmeno C, (1S,4S,1'R,4'S)-
bis-[7',8]-7,8'-diidr6xi-4,4'-diisopropil-1,1',6,6'-tetrametil -
1,3,1',3'-tetraidronaftaleno CI.
O.quianensis Cascas Ocotealactol CII 60
Persea
P. japonica Xilema Machikusanol CIII, y-eudesmol CIV, carissona CV, e y— 61

selineno CVL.

-12 -
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HO
OH
11
OH
I
C - r
v
H 'H VI
\%
VII O
o)
VIII
IX:R=H, H
X: R;= OH
XI:R1= OAc

XIV: R;=AcO; ... A P
XIl=...A *4415 XV=R;=0;..A%
XIl=.. A%

Figura 7 - Estruturas dos sesquiterpenos isolados de Lauraceae
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H" H

XVII

XIX: 15- B

XVIII XX:15-a

XXIV:R=0OH
XXV:R=0Ac

XXII: R=OH
XXIII: OOH

XXVI XXVIII
AN O
CH,0Ac
XXXI
XXIX
OH
XXX

Figura 7 (continuacao) - Estruturas dos sesquiterpenos isolados de Lauraceae
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XXX

XXXVI

o~ O

XXXIX: R=0)

XL: R=0
LXXXIV: R=0OAc

LXXXV: R=0Ac

OAc

®)

XLII ' OH
XLII = R=OH,0H - o
XLIV = R=OH,0H - B
XLV = R=OH,0Ac - o
XLVI = R=OH,0Ac - B

15

XXXIV:R=H
XXXV:R =0Ac

XLVII = OH - B
XLVIII = OH -

Figura7 (continuacao) - Estruturas dos sesquiterpenos isolados de Lauraceae.
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OH OH

XLIX oH LLOH-ao,R=0,..A'""
LII: OH-B,R =@, ... A 1!
O LIV:OH-o, R=0H, ... A1
L
0
Con
LVL: R=OH- B
D 10,11
LIL: R = g..5° LVII: R=OH- « LIX
LV:R=0OH,... A LVIII: R=0O

OH

LX: OH(1)- o, H(5)- 0,OH(6)- o
LXI: OH(1)- B, H(5)- o,OH(6)- B LXIV:15-a
LXII: OH(1)- B, H(5)- B.OH(6)- B LXV:15-B
LXIIL: OH(1)- B, H(5)- o,OH(6)-

OH

H

O
LXVII LXVII LXIX

Figura 7(continuacao) - Estruturas dos sesquiterpenos isolados de Lauraceae.

16



Sesquiterpenos das Cascas do Caule de Nectandra Cissiflora Nees (Lauraceae) 17
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LXX LXXII
HO \4
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OH
LXXIV LXXV
LXXIII
? i
OH OH
LXXVI LXXVII
LXXVIII
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o V4
LXXIX 0 0
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LXXXI : R;=R,= /\ e.=0
LXXXII : Ri=@, R,.=0H e ..=A **
LXXXIII : Rj=0, R,=OAce..=0

Figura 7 (continuacao) - Estruturas dos sesquiterpenos isolados de Lauraceae.
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XCII XCIII XCIV: OH-B, H-a.
XCV: OH-a, H-p

OCH,;
XCVI

XCvIll

Figura 7(continuacao) - Estruturas dos sesquiterpenos isolados de Lauraceae.
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XCIX

CI: R=H, R,=0OH
CII: Rj=R,=H
CIII :Ry, Ry=0

CVI

Figura 7(continuacao)-Estruturas dos sesquiterpenos isolados de Lauraceae
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Tabela 2- Sesquiterpenos presentes em 6leos essenciais de espécies da familia Lauraceae.

Espécies Partes estudadas Sesquiterpenos estudados Referéncias
Aniba

A. canelilla

A.puchury - minor

A. rosaeodora
Beilschmiedia

B. alloiophylla

B. brenesii

B. costaricensis

B. tilaranensis

Caule e cascas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

a-cubebeno, a-copaeno, a-humulano, 6 e a-cadinano, 1-epi-cubenol,
o e B—selinano, cadina-1,4 dieno, calamenano, cubenol

B-Cariofilano, germacrano, humulano, B-bisabolano, B-farnesano, o e B-

cubebeno, espatulenol, cipereno, a-bergamoteno, o-copaeno.

eudesmano

Germacrano, cis e trans- 3 -ocimeno, a-pineno e biciclogermacrano

germacrano, f-cariofilano, o-copaeno, o-humuleno, 9d-cadinano,
undecanona, trans-2-hexenal, e 2-tridecanona

o-Bisabolol

germacrano , a-cariofilano, p-cadinano

2-

62

63

64

65

66

66

66




Sesquiterpenos das Cascas do Caule de Nectandra Cissiflora Nees (Lauraceae) 21
Espécies Partes estudadas Sesquiterpenos estudados Referéncias
Cinnamomum

C. microphyllum, Cascas e das folhas Guaiol,viridiflorol, bulnesol , a-bisabolol, B —bisabolol,  eudesmol, y — 66
C.altissimum, eudesmol, a-cubebeno , a—copaeno, f—elemeno, cis-o-bergamoteno, 23 (E)-

C.scortechinii B- cariofilano, trans-o-bergamoteno, guaia-6,9-dieno, aromadendreno, 4o

H,100 H-guaia-1(5),6-dieno, o -humulano , allo-aromadendrano, 7a H,10 3
H-cadina-1(6),4-dieno, 5- epi--aristolochano, B-neoclovano, y-humulano,
eremofila-1(10),7-dieno, o-muuroleno, (E,E)-a-farnesano, y-cadinano,
calamenano, 6-cadinano, zonarano , cadina-1,4-dieno, o—calacorano,
espatulenol , globulol, a-guaiol,1-epi-cubenol, T-muurolol, amorph-4-en-7-
ol , a-cadinol, eudesm-4(15)-en-7-ol, 7-epi-a-eudesmol, bulnesol, cadalano,
elemol.

C. osmophloeum Folhas o—cubebeno, humuleno, a—cariofilano, B-cariofilano, aromadendrano, T-
murrolano, valencano, a-cadinano, murrolano, y-murrolano, B-cadinano , y—
elemano, 6xido de cariofileno, guaiol, a—guaiano, copaeno, T-cadinol, a—
cadinol, azunol, B—cadinol.

C. illicioides Cascas d-Cadinano, a-copaeno, (E)-B —cariofilano, o-cadinol , a-cubebeno , a-
copaeno, P-elemeno, guaia-6,9-dieno, aromadendrano,4a H,10B H guaia-
1(5),6-dieno, a-humulano, allo-aromadendrano, 7o H,10p H- cadina-1(6),4-
dieno, 5-epi-aristolocheno, B-neocloveno, y-humulano, a -muurolano ,
(E.E)-a-farnesano , y-cadineno, calamenano, 6—cadineno, zonareno, cadina-
1,4-dieno, a-calacoreno, elemol,, espatulenol, globulol, a—guaiol,1-epi-
cubenol, T-muurolol, o—cadinol, eudesm-4(15)-en-7-ol, 7-epi-a-Eudesmol,
amorf-4-en-7-ol , bulnesol, cadaleno.

67,68

69, 70
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Espécies

Partes estudadas

Sesquiterpenos estudados

Referéncias

C. subavenium

C. tamala
C. zeylanicum

C. camphora

Cryptocaria

C. mandioccana
Meisner

Cascas e das folhas

Folhas

Frutos

Folhas

B-cariofileno, a-humulano, a-bisabolano, (E)-P-farnesano, (E)-nerolidol, 3 -
bisabolano, a-bisabolol, a—cadinol, a—cubebeno, a-copaeno, B-cubebeno, -
acoradieno , B-selinano, cis-calamenano, d-cadinano, elemol, spatulenol,
ciperona, a-cadinol, a-muurolol, cubenol, epi-globulol , a e B-cedrano,
aromadendrano, y-muuroleno, viridiflorol, cadalano, dlcool patchouli, ar-

curcumeno, aristoleno

germacrano , o —gurjuneno

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

camferenona, camferenol, a —santaleno, 9-oxonarolidol (I), cis- and trans-
3,7,11-trimetildodeca-1,7,10-trien-3-0l-9-ona, 9-oxofarnesol, e seu acetato ,

elemol, guaiol, a-cadinol, P-eudesmol, canfora juniper,

miristicina,

kusunol,d —quaieno, B -elemano, P -santalano , 6 -cadinano, calamenano,
1,6-dimetil-4-isopropil-7,8-dihidronaftalene, y -patchouleno, cariofileno, o -

humulano, cadina-9,11(12)-dieno, p—cariofileno, nerolidol,

B-selinano,

fumureno, § —elemeno, o-ylangano, humulano f§ —selinano XIV, nerolidol

B-cariofileno, espatulenol, 6xido de cariofileno, 6-cadinano, germacrano D,

biciclogermacrano,  B-cariofileno,  germacrano
aromamadendrane, 9-epi-E-cariofilano, y —muuruleno

D,

o—humulano,

71

72,73

74

75,76,77,78, 79, 80,
81

82
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Espécies Partes estudadas Sesquiterpenos estudados Referéncias
Laurus
L. nobilis B-cariofileno, 6xido de espatulenol, d&-cadinano, germacrano D-4-ol, 83,84, 85, 86
biciclogermacrano, p-cariofileno, germacrano D, o~humulano, y—
muuruleno, sabinano, hidrato de cis-sabinano, B e § elemano, cis e trans-y-
cadinano, d-cadinano , a-guaino, canfora,, J-elemano, & —quaiano, f-
santaleno , d-cadinano, calamenano, 1,6-dimethyl-4-isopropyl-7,8-
dihidronaftaleno, y-patchoulano, cariofileno, a-humulano, cadina-9,11(12)-
dieno, B—cariofileno, nerolidol, B-selinano, fumureno, aromadendrano
Litsea
L. resinosa Folhas Bulnesol, B-cariofileno, f—elemano 87
L. gracilipes Folhas Ledeno, aromadendrano 88
L. paludosa Folhas Elemol, y-cadinano, y-eudesmol, selin-11-en-4 a -ol, a -cadinano, palustrol 88
e selina-3,7(11) —dieno
L. kingii Folhas Sabinano, hidrato de cis-Sabinano. 88
Ocotea
O. veraguensis Folhas a-Copaeno 8
O.sinuata Folhas B-Cariofileno 90
O.tonduzii Folhas oxido de cariofileno 90
Persea
P. tolimanensis Folhas Sabinano, B-cariofileno, elemano, germacreno D, a-humulano, a-cubebeno, %

B —gurjuneno, y-muroleno, a-copaeno

23
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Espécies Partes estudadas Sesquiterpenos estudados Referéncias
P. americana Mesocarpo do abacate  Sabinano, mirceno, 6xido de cariofileno, p-cariofileno, a-humulano (o- n
cariofileno), car-3-ene, a-cubebeno, a-copaeno, a-cadinano, isdmero de
cadineno, oxido de cariofileno, acetato de farnesila, d—elemano, elemano
Isomero, B —cubebeno, bergamoteno, bisabolano, o —farneseno, isomero de
o —farneseno, a—cadinol.
P.indica Folhas B-cariofileno, germacrano-D 9
Phoebe
P. porosa Madeira a-Copaeno, & e vy-cadinano, B-eudesmol, valerianol, a e [-bisabolol, 93, 94,95,%6
eremoligenol, epi-sesquitujano, oreodaphnenol (6,8-cicloguaian-4-ol),
trans-o-bergamot-2-en-10-ona, porosadienona [6 (7—8)-abeo-
eudesmadienona], Porosadienona, oreodafnenol
Umbellularia
U. californica Folhas a-santaleno, umbelulona e sabinano. 9
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2-OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo realizar o estudo quimico da casca do caule
de um espécime de Nectandra cissiflora que ocorre em Mato Grosso do Sul, visando ao

isolamento e caracterizacdo de seus metabodlitos secundarios.



SESQUITERPENOS DAS CASCAS DO CAULE DE NECTANDRA CISSIFLORA NEES
(LAURACEAE)

26

3- PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

As partes (cascas, caule, folha) de um espécime de N.cissiflora foram moidas em
moinho de facas tipo Wiley.

Foram utilizados para extracdo e técnicas cromatograficas, solventes de grau P.A.
(Merck, Vetec, Chenco, QM, Synth).

Nas separac¢des em coluna cromatogréifica foram utilizadas como adsorventes: silica
gel 60 Vetec (70-230 mesh) e Sephadex LH-20 particulas de 25-100 (Amersham
Biosciences).

Os procedimentos cromatogrificos em camada fina analitica foram realizados
utilizando-se de silica gel G 60 e silica gel GF 60(230-400 mesh) Vetec. As placas de vidro
4:10 cm e de espessura varidvel foram confeccionadas no laboratério .

As revelacOes das substancias foram feitas com solu¢do de Vanilina (H,O 45%,
MeOH 45%, H,SO4 10%) e posterior aquecimento em chapa aquecedora. Utilizou-se
também irradiacdo de lampada ultravioleta (monitor UV de mdo, modelo UVGL-25, UVP
inc. com lampadas Blackray de 254 e 366 nm).

Os espectros de RMN 'H e 3C foram obtidos em espectrometro Bruker DPX-300
operando a 300 MHz e 75MHz respectivamente. Como referéncia interna foram utilizados
os sinais relativos ao hidrogénio residual do solvente para RMN de 'H e relativos aos
carbonos do solvente e/ou tetrametilsilano (TMS) para RMN de BC. As amostras foram
solubilizadas em CDCl3; das marcas Merck ou Aldrich e CD;OD da marca Aldrich.

As separacOes por CLAE foram efetuadas em cromatdgrafo liquido modelo
Shimadzu LC 6AD, com detector UV-Visivel varidvel Shimadzu SPD 6 AV, para
condic¢des analiticas e semi-preparativas. Foram utilizadas colunas analiticas com particulas
de 100 A de poro e didmetro médio de 5 um, dimensdes de 4,6 @ x 250 mm (analitica) e 20
(%) X 250 mm (semi-preparativa) RPC-8 ambas da Shimadzu.
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3.2-COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

N. cissiflora foi coletada nos arredores do municipio de Campo Grande em agosto
de 2005, na regido do cérrego”’Ceroula™ e identificada por MSc. Flavio Alves Macedo
(Departamento de Biologia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul). Uma exsicata

foi depositada no Herbario CGMS da UFMS sob o numero 11260.

3.3- OBTENCAO DO EXTRATO

As cascas do caule de N.cissiflora (1,5 Kg) foram submetidas a secagem ao ar,
moidas e posteriormente extraidas com etanol, a temperatura ambiente, exaustivamente.

O extrato obtido foi filtrado e posteriormente concentrado sob pressdo reduzida,

fornecendo o extrato etandlico bruto.

3.4 - ESTUDO QUIMICO DO EXTRATO ETANOLICO DAS CASCAS DO CAULE
O extrato etandlico das cascas foi submetido a fracionamento por cromatografia de
adsor¢c@o em coluna de silica gel, conforme descrito a seguir.

O extrato etandlico (115,0g) foi submetido a cromatografia em coluna (5,5 cm de
diametro) de silica gel 60 (70-230 mesh). A eluicdo da coluna foi feita em ordem crescente
de polaridade: Hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH e foram coletadas 39 fracdes que apds
andlise por CCDA, foram reunidas por semelhanca de perfil cromatografico. Desse
processo resultaram 14 fracOes, das quais foram selecionadas para estudo, visando o
isolamento e caracterizacdo dos metabdlitos secunddrios as fragdes NCCIIS-8, NCCIIO9,

NCCII15-23, NCCII37.
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Tabela 3 — Fracionamento do extrato etandlico das cascas do caule de N. cissiflora (coluna II)

ELUENTE FRACAO MASSA(g)
Hex NCCII2-3 0,5
Hex NCCI14 0,45
Hex: CH,Cl, 1:1 NCCII5-8 8,5
Hex: CH,Cl, 1:1 NCCII9 3,2
Hex: CH,Cl, 1:1 NCCII10-11 2,7
CH,Cl, NCCII12-14 3,8

CH,Cl,:AcOEt 9:1,
CH,Cl,:AcOEt 8:2 NCCII15-23 7,0
CH,Cl,:AcOEt 1:1

AcOEt NCCII24-26 4,8
AcOEt NCCI127-29 3,1
AcOEt: MeOH 9,5:0,5 NCCII30-32 2,1
AcOEt: MeOH 9:1 NCCII33-34 3,2
AcOEt: MeOH 8:2 NCCII35-36 4,4
AcOEt: MeOH 8:2 NCCI37 2,1

AcOEt: MeOH 1:1 NCCII38 7,0
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3.5 - FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE NCCII5-8, NCCII9, NCCII15-
23, NCCI137.

3.5.1.- ESTUDO DA FRACAO NCCII5-8. (FIG 8).

A fracdo NCCIIS-8 (8,5g) foi submetida a cromatografia em coluna (L: 34 cm e d: 3,5
cm) de silica Gel 70-230 mesh, da qual foram obtidas 19 fragdes. A eluicdo da coluna foi
feita em ordem crescente de polaridade: Hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH. As fracdes
foram analisadas em CCDA e as que apresentaram o perfil cromatogrifico mais
interessante (4, 8, 9, 12, 13, 14) foram submetidas posteriormente as andlises
espectroscopicas de RMN de 'H, 13C e DEPT, nas quais foi observada a presenga de uma
mistura de sesquiterpenos dcidos com o esqueleto eudesmano, o dcido céstico e o 12-

carboxieudesmano-3,11(13)-dieno (compostos 1 e 2, respectivamente).

3.5.2 - Estudo da fracao NCCII9(fig 8)

Cerca de 2g da fracdo NCCII9 foram submetidos a extracdo dcido-base, conforme
descrito a seguir: o material foi submetido a agitagdo por uma hora em 10 mL de solucdo de
Na, CO3 10% e apds este periodo a solucdo resultante foi extraida em funil de separacao,
com éter etilico por 3 vezes. A fase organica resultante foi lavada com dgua destilada, por 3
vezes em funil de separacdo. Em seguida, foi seca com Na,SO. anidro e o excesso de
solvente foi removido a vicuo, resultando NCCII9-1(576mg). A fase aquosa foi acidificada
com 4cido cloridrico 10% e extraida por 3 vezes com éter etilico; sendo a fase organica
final lavada com solucdo saturada de Na,COs até a neutralizacdo do pH, em torno de 7. Em
seguida, o solvente foi removido a vacuo, sendo obtida a fracao NCCII9-2. (1,161g).

A fracdo NCCII9-1 (83mg) sofreu cromatografia em coluna (coluna L: 23 cm e d: 2
cm) de silica ““flash™*(200-400mesh), da qual foram obtidas 254 fragdes. A eluicdo da
coluna foi feita em ordem crescente de polaridade: Hexano, AcOEt e MeOH e apds andlise

por CCDA, foram reunidas por semelhanca de seus perfis cromatograficos, em 6 fragdes
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(NCCII9-192, NCCII9-1107, NCCII9-1138, NCCII9-1157, NCCII9-1201 e NCCII9-125 ).
Na fragdo NCCII9-1107 puderam ser identificados os compostos 1, 2, 4 e 5, na fracdo
NCCII9-1138 o composto 3 e na fracio NCCII9-1157 os compostos 1 e 2, que nao
deveriam aparecer nas fracOes obtidas nesta coluna por esta ser fruto da fase que continha
os compostos de natureza neutra (ndo acidicos). Estes compostos podem ser artefatos
oriundos dos compostos 4 e 5, pois sendo o grupo éster suscetivel a hidrdlise, esta pode ter
ocorrido durante a extracdo dcido-base ou durante a prépria cromatografia ou mesmo pelo
contato com o solvente (CDCl3) utilizado no experimento de RMN.

Parte da fracado NCCII9-1 (493mg) foi submetida a “"CLAE™", em coluna de fase
reversa C-8, no eluente ACN: Agua 8:2, e foram obtidas 12 fracdes, sendo: a lactona
sesquiterpénica (composto 3), e a mistura dos ésteres sesquiterpénicos com unidades de
monoterpeno(compostos 4 e 5) e seus acidos de origem (compostos 1 e 2) identificados

nas fragcdes NCCII9-1HS8 e 10, respectivamente.

30
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EXTRATO ETANOLICO DE Ncissiflora ( 113g) A = Hexano
BE= CH.Cl;
C.C.silica 60 70-230 mesh C= AcOFt
A— AB—B/C—CD—=D D= MeOH
Coluna II E= ACN
14 fragdes F=Aga
AB1:1 AB1:1
NCCII3-8 (8.5g) NCCII9(2g)
C.Csilica 60 70-230 mesh Extragio
A —=AB—=B/C—=CD—=D acido —baze
coluna III
19 fragdes NCCII9-1
R Fazeneutra
Fragies 576
4.8,9,1213,14 Sromg
C““’IPE'J‘:"‘ 1+2 C.Csilica 60 CLAE C-8
ms 230400 mesh EF8:2;%=210mm
A—AC—C/D F= 10 ml'min
254 fragdes 12 fragdes
‘ NCCII9-1107 ‘ ‘ NCCII9-1157 ‘ | NCCII9-1138 | | NCCII9-1HS ‘ ‘ NCCII9-1H10 ‘
Cumpgstu 1245 Compo;sto 1+2 Composto 3 Composto 3 Composto 1,24 e 5
TAmg 233 mg - 23
4mg 4.0 1M S Ig

Figura 8- Fluxograma do estudo das fragdes NCCII5-8, NCCII9 originadas do extrato
etanodlico das cascas do caule de N.cissiflora.
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3.5.3 - Estudo da fracao NCCII12 (fig. 9)

Cerca de 1 g da fragdo NCCII12 foi submetida & cromatografia em coluna de
silica ““flash™*(coluna L: 18 cm e d: 3cm )-230-400 mesh, sendo a elui¢do da coluna
feita em ordem crescente de polaridade, utilizando-se Hexano, AcOEt e MeOH. Foram
obtidas 304 fragdes, que apds andlise por CCDA, foram reunidas por semelhanca de
seus perfis cromatogréfico, resultando 13 fragdes, nomeadas NCCII12-1 a 13.

A fracdo NCCII12-3 (312 mg) foi submetida a cromatografia de exclusao
(coluna L: 32 cm e d: 2cm ) - Sephadex LH-20 em ACOEt, sendo obtidas 32 fracoes,
que ap6s andlise por CCDA, foram reunidas por semelhanca de seus perfis
cromatogréficos, em 6 fracoes (NCCII12-31 a 6).

A fracdo NCCII12-34 foi submetida a “"CLAE™, em coluna de fase reversa C-8
empregando-se como eluente ACN: Agua 18%, 210 nm em 30 mim, da qual foram
obtidas 11 fragdes (NCCII1234H1-11). A observacdo do cromatograma gerado durante
o experimento permitiu a selecao dos picos melhor definidos e de maior concentracao,
Deste processo resultaram as fracdes NCC1234H6 e NCCII1234H7 que consistiam da

mistura dos compostos 1,2,4 e S

3.5.4 - Estudo da fracao NCCII15-23 (fig. 9)

A fracdo NCCII15-23(7,0g) foi cromatografada, em uma coluna de silica de fase
reversa C-18 (coluna L: 4,5 cm e d: 6cm ), eluida em MeOH: H,O nas seguintes
proporgdes: 2:8, 4:6, 6:4, 8:2, 9:1, 9,5: 0,5 e 100% de MeOH. Deste processo foram
obtidas 7 fracdes (NCCII15R1 a NCCII15R7).

3.5.4.1 - Estudo da fracao NCCII15R3

A fracdo NCCII15R3(1,4g) foi submetida a coluna de Sephadex LH-20 (coluna
L: 33,5 cm e d: 3,5 cm), eluida em AcOEt: MeOH 8,5: 1,5, da qual foram coletadas 77
fracdes que foram posteriormente reunidas em 6 fracdes (NCCII15R3S1 a 6), apds a

andlises por CCDA.
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Uma coluna de silica fase reversa C-18 (coluna L: 11cm e d: 3 cm), eluida em
ACN:H;O0, foi feita a partir da fracdo NCCII15R3S2(510mg) e dela foram obtidas 86
fracOes. Estas foram agrupadas em 10 fracdes nomeadas NCCII15R3S2R1 a 10, apds a
observacao das semelhangas em CCDA.

A fracdo NCCII15R3S2RS (116,2 mg) sofreu cromatografia em coluna (coluna
L: 11cm e d: 3 cm) de silica ““flash™*(200-400mesh), da qual foram obtidas 70 fragdes.
Destas, a fracdo 69 (NCCR3SRF69), pesando 54,4mg, foi submetida a uma coluna de
Sephadex LH-20 (coluna L: 33,5 cm e d: 3,5 cm), eluida em MeOH, sendo coletadas 52
fracdes, que foram reunidas apds observacdo do perfil cromatografico em CCDA,
obtendo-se ao final 4 fracdes (NCCR3SRFS1 a 4). Os compostos 8 e 9 puderam ser
identificados em mistura na fracdo NCCR3SRFS2 (13,7 mg).

A fracdo NCCII15R3S2R10(95,9 mg) foi submetida a “"CLAE"™", em coluna de
silica de fase reversa C-8, no eluente ACN: Agua: Acido Acético 3,5:6,45:0,05, da qual
foram obtidas 5 fragcdes (NCC15SR-H1 a 5). Nas fragcoes NCC15SR-H1 e NCC15SR-

H2 foram identificados os compostos 6 e 7, respectivamente (Figura 9).

3.5.5-Estudo da fracao NCCII37(fig 9).

A fragdo NCCII37(2,1316g) foi submetida a cromatografia de exclusdao em
coluna de Sephadex LH-20 (h=33 e ¥=3,3cm) com elui¢do isocratica em MeOH, sendo
coletadas 99 fracdes. Estas, apds a observacdo dos respectivos perfis cromatograficos
em CCDA, resultaram em 4 fragdes (NCCII37S1 a 4). A fracdo NCCII37S3 (1,772g)
foi cromatografada em coluna de silica”flash™"(230-400 mesh) de L: 15 cm e d: 3,3 cm,
em gradiente de polaridade crescente Hex—AcOEt—MeOH, sendo obtidas apds
reunido 10 fracdoes (NCCII37S3F1 a 10). Destas, as fragdes NCCII37S3F1 e
NCCII37S3F3 foram submetidas a andlises espectroscopicas de RMN 'H, RMN 13C e
DEPT135° identificado o Composto 10: (-)-epicatequina.
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- A= Hexano
EXTRATO ETANOLICO DE Neissiflora ( 115g) B=CHiCl
C= AcOEt
C.C. zilica 60 70-230 mezh D= MeOH
A— A'B—B/C—C/D—=D E=ACN
Cohma II F=A.gua
14 fragies G- Ac. Acético
B B/C9:1al:l CDE:2
N 7
Nifgl‘ NCCII15-23(7,08) NCCII3T
(2.1g)
. C.C. silica C-18
C.Csilica 60
200400 mash %305101:0 mash cC SE];%ladex LH-20
A—A/C— CD—D b=Dr D(100%)
13 fragdes [ fraghes 4 Fracdes
NCCIT15R3(14 NCCIT3753
NCCII12-3(312mg) | ‘ (42
CC Sephadex LH-20 C.Csilica 60
C.C Sephadex LH-20 C/D{(E3:1.3) 230400 mesh
C(100%) 6 Fragbes A—A/C— C/D=D
6 Fracdes ‘ NCCIIISR3S2 (510mg) 10 fragdes
'CII15R352 (510m |
CIT12- NCCII3783F3
NCCI“‘II C.Csilica 60C-18
CLAEC-% EDFI; 0 mg"’
E/F:18%2=210nm S
F= 10 ml/min 10 fragdes
11 fragées | Composte 10
NCCII15R382R5 (116,2mg) | 83mg
o127 :
NCC1234H6 — ‘ NCCIISR3S2R10 (95.9meg) |
C.Csilica 60; 230-400 mash
A—A/C— C/D—D; 4 fragdes CLAE C-8
| NCCR3SRF69(54.4mg) | E/F/G3,5:6,45:0,05 ;)= 210mm
Compoestes 1,2,4e5 F= 10 ml/min
13.2mg CC Sephadex LH-20
_ D; 4 Fragdes
NCC155R-H1 NCC158R-H2
NCCRISRFS2 J/ L
Composto §+9 Compaosto 6+7 Composto 6
13,7mg 2img 13mg

Figura 9 - Fluxograma do estudo da fracio NCCII12, NCCII15 e NCCII15- 23
originadas do extrato etandlico das cascas do caule de N. cissiflora.
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3.6 - BIOENSAIOS

3.6.1-TESTE DO MICRONUCLEO

No presente trabalho, foram utilizados peixes do género Hypostomus para avaliar os
efeitos mutagénicos ou antimutagénicos causados pelo extrato etandlico obtido das cascas
da N. cissiflora, associados ao agente mutagénico cloridrato de doxorrubicina.

Os peixes foram coletados ao acaso, no cérrego Criminoso, localizado no municipio
de Coxim MS. Apos a coleta, os espécimes foram levados para o Laboratério da UEMS —
Coxim, colocados em aqudrios com 40 litros de dgua destilada, onde passaram por uma

aclimatacao durante sete dias, mantidos a temperatura média de 25°C.

3.6.1.1 SOLUCOES E TRATAMENTOS

O cloridrato de doxorrubicina (DXR) foi diluido em dgua destilada, obtendo-se uma
concentracio de 1 mg/mL e desta solugdo foram aplicados 20uL, resultando uma
concentracdo final de 20 pg. Os extratos do caule de N. cissiflora foram diluidos em 0,4 mL
de Tween-80; 0,6mL de etanol e 11mL de dgua destilada. Foram realizados experimentos
pilotos com trés concentracdes destes extratos e verificou-se que a maior concentragao foi
mais efetiva na reducdo de microndcleo (MN), portanto os experimentos foram realizados
somente com a concentracao final de 6pg.

Foram realizadas trés baterias de testes de micronicleo. Em todas as baterias de
testes, os animais foram divididos em seis grupos (A, B, C, D, E e F), cada um com 03
animais e tratados via injecao intraperitoneal.

O grupo A foi tratado com 20uL de dgua destilada, servindo como controle
negativo. O grupo B foi tratado com Cloridrato de Doxorrubicina (DXR), utilizado como
controle positivo; O grupo C foi tratado com Vincristina (VCR), utilizado como o segundo
controle positivo; o grupo D tratado com o extrato da planta a ser testada; o grupo E tratado
com o extrato da planta associado a DXR e o grupo F tratado com o extrato da planta

associado a VCR (o ensaio feito com as amostras do grupo D foi efetuado para avaliacio
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de atividade mutagénica, enquanto que os ensaios realizados com as amostras dos grupos E
e F foi efetuado para avaliagdo de atividade antimutagénica).

Apos 24, 48 e 72 horas, o sangue periférico foi coletado do arco branquial, com
seringas contendo Citrato de S6dio 5% (anticoagulante). As laminas foram preparadas por
esfregaco, secas por 24 horas, posteriormente fixadas em etanol 70%, durante 15 minutos e
coradas com técnica convencional (giemsa 5%), por 5 minutos. Foram analisados 4000
eritrocitos por individuo, anotando-se a freqiiéncia de micronicleos (MN) formados,

totalizando 3 1aminas e 12000 eritrécitos analisados por animal.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As substancias apresentadas neste trabalho foram obtidas do extrato etandlico das
cascas de N. cissiflora, por meio de técnicas cromatograficas descritas na parte
experimental, item 3.

A determinagdo estrutural das substincias foi efetuada com base em dados
espectrocopicos de IV, RMN de 'H, 13C e DEPT 135°, incluindo técnicas bidimensionais
homo- e heteromoleculares (H-'H COSY, NOESY, HMBC E HMQC); no caso das
substancias conhecidas, a identificacdo também foi realizada por comparacdo dos dados
espectrais obtidos com os existentes na literatura.

Para efeito de discussdo, as substdncias obtidas no presente trabalho foram

agrupadas de acordo com a classe a que pertencem e tipo de esqueleto apresentado.
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4.1-SESQUITERPENOS

4.1.1 - Identificacao do composto 1

Acido Céstico (1)

A fracdo denominada NCCIIS813 (464mg), proveniente do extrato etandlico das
cascas de N.cissiflora (Parte Experimental 3.4 e 3.5.1), foi obtida como um dleo
amarelado, de aroma agraddvel e apresentou como componente majoritdrio um
sesquiterpeno de esqueleto eudesmano, identificado como &4cido céstico (Composto 1). O
espectro de RMN 'H (Espectro 1, Tabela 4) apresentou um grupo de sinais situados entre
0 1,0-2,6 , destacando-se um singleto a ¢ 0,76 atribuido a uma metila. No espectro de RMN
C (Espectro 2, Tabela 5) foram observados quinze sinais, os quais, com o auxilio dos
dados provenientes do espectro DEPT-135° foram atribuidos a um carbono metilico a 6
16,3; oito carbonos metilénicos a 6 41,8; 23,4; 27,2; 36,8; 29,9; 41,0, sendo dois olefinicos
a 124,9 e 105,5; dois carbonos metinicos a 6 49,8 e 39,3 e quatro carbonos quaterndrios a o
35,8; 145,1 e 150,5 (olefinicos) e 172,9 (carbonilicos). Estes dados sugeriram a formula
molecular C;5sH», 0O, compativel com a de um sesquiterpeno biciclico

Os singletos largos observados a 6 4,39 e 4,69 e, no espectro de RMN 'H, foram
atribuidos aos hidrogénios olefinicos de C-15, ao qual foi atribuido o sinal a 6 105,5 no
espectro de RMN "°C. Tais deslocamentos quimicos sdo tipicos de uma ligacdo dupla
exociclica, formada entre C-4 a 6 150,5 e C-15, do anel A do sesquiterpeno biciclico de
esqueleto eudesmano. **

Os singletos largos a & 5,67 e 6,31 foram atribuidos aos hidrogénios ligados ao

carbono olefinico C-13 (& 124,9), que forma ligacdo dupla com C-11 (5145,1). Os valores
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de deslocamento quimico atribuidos a C-11 e C-13, assim como os hidrogénios olefinicos
em C-13 foram sugestivos da presenca em C-12 de um grupo carboxila (5¢ 172,9).

O singleto a 6 0,76 no espectro de RMN 'H foi atribuido aos hidrogénios da metila C-
14, ligada a C-10 cujos valores de RMN 13C foram observados a 6 16,3 e 35,8
respectivamente.

Os dados de RMN 13C, em comparacdo com os dados disponiveis na literatura para os
sesquiterpenos com esqueleto eudesmano, permitiram assim a identificacdo desta
substancia como sendo o acido cdstico [acido 4(15), 11(13)-eudesmano-diendico]. 9

O é4cido costico ja foi isolado anteriormente de outras espécies de Lauraceaes,
incluindo trés do género Nectandra: N. membranacea, N. grandiflora, N. cuspidata, assim
como de outras familias vegetais. Possui atividade aleloquimica, “antifeedant” e

o 47,100,101
fungistética contra fungos dermatofiticos. ™

Tabela 4 - Dados espectrais de RMN de 'H (300 MHz, TMS 6=0, CDCls) de 1

H ou [m, J(Hz)] oy lit [m, J(Hz)] '@
13 6,31 (s) € 5,67 (s) 6,32 (s) € 5,74 (s)
14 0,76 (s) 0,75 (s)

15 4,39 (s) e 4,69 (s) 4,42 (s)e 4,72 (s)
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Tabela 5-Dados espectrais de RMN de 3C (75 MHz, TMS 6=0, CDCls) de 1.

Posicio 3¢ ¢ lit*®
1 41,8 (CH,) 41,8 (CHy)
2 23,4 (CHy) 23,4 (CH»)
3 36,8 (CH,) 36,8 (CH,)
4 150,5 (C) 150,6 (C)
5 49,9 (CH) 49,8 (CH)
6 29,9 (CH,) 29,9 (CH,)
7 39,3 (CH) 39,2 (CH)
8 27,2 (CH,) 27,2 (CHp)
9 41,0 (CHy) 41,0 (CHy)
10 35,8 (C) 35,9 (C)
11 145,1 (C) 145,2 (C)
12 172,9 (C) 172,9 (C)
13 124,9 (CH») 124,9 (CH,)
14 16,3 (CH3) 16,4 (CH3)
15 105,5 (CH,) 105,5 (CH,)
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L L L L L R L L L L L LN L R R R L L LN LR LN LU LR RN LR AL L)
ppmo 170 180 150 140 1300 1200 10 100 80 a0 70 B0 50 A0 a0 20

Espectro 2: RMN de 13C do composto 1 (75 MHz, CDCls).
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ppm. 120 112 104 =l (atal (=] 72 B4 Ll 43 40 32 24 16

Espectro 3 - DEPT 135° de 1 (75 MHz, CDCls).
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4.1.2 - Identificacao do composto 2

12-carboxieudesman-3,11(13)-dieno (2)

Os espectros de RMN 'H e Bc (Espectros 4 e 5, Tabelas 6 e 7), correspondentes a
fracao NCCII5-814 (108mg) (parte experimental 3.4 e 3.4.1.1), mostraram-se bastante
semelhantes aos da fracdio NCCII5813 (Parte Experimental item 3.4 e 3.5.1) indicando a
presenca do 4cido coéstico (1) como componente majoritdrio também em NCCIIS-814:
foram observados os sinais dos hidrogénios olefinicos H-13 (6 & 5,67 ¢ 6,32) e H-15 (8 4,40
e 4,70) e da metila 14 (8 0,81), dos carbonos olefinicos C-4, C-15, C-11 e C-13 (6 134,7;
21,1; 145,3 e 125,0, respectivamente), do carbono carboxilico (& 172,9) e da metila C-14
(0 15,6), além dos sinais correspondentes aos demais carbonos deste sesquiterpeno. No
espectro de RMN !'H foram também observados um singleto a 6 1,59 atribuido a um grupo
metila ligado a um carbono tetrassubstituido, além de um singleto largo a 5,3 referente a
um hidrogénio olefinico. A intensidade dos sinais atribuidos aos dois hidrogénios em C-13
do 4cido céstico mostrou-se bem maior que a dos sinais de 2 H-15 neste espectro. Este fato
sugeriu que o segundo componente da mistura também apresentava o mesmo tipo de grupo
funcional presente no composto 1 (ligacdo dupla em C-11 e C-13).

O espectro de RMN de 1BC, por sua vez, pdde ser dividido em picos mais intensos
atribuidos aos carbonos do composto 1 (majoritdrio) e em picos correspondentes aos
carbonos do segundo composto mais abundante na mistura (composto 2). Com o auxilio
das informacgdes fornecidas pelo espectro DEPT-135°, os sinais referentes ao composto 2

foram atribuidos a dois carbonos metilicos a 615,6 ¢ 6 21,1; seis carbonos metilénicos



Sesquiterpenos das Cascas do Caule de Nectandra Cissiflora Nees (Lauraceae) 45

(sendo um deles o carbono olefinico C-13) a ¢ 22,9; 27.,4; 29.,4; 37,8; 40,1 e 125,0; trés
carbonos metinicos (um deles olefinico) a & 40,1; 46,9; e 121,0 e quatro carbonos
quaterndrios, sendo um ligado a carbono sp® (8 32,3), dois olefinicos (6134,7 e 145,3),
sendo um deles atribuido a C-11 (6 145,3) e o carbono carboxilico atribuido a C-12 (8
172,9).

Estes dados indicaram que o composto 2, apresentava também um esqueleto do tipo
eudesmano, cuja unica diferenca com relagdo ao composto 1 residia na localizacdo da
ligacdo dupla no anel A, que no caso de 2 encontra-se entre os carbonos 3 e 4 (65,3, Oc
121,0 e 134,7). Assim, a estrutura do composto 2 foi determinada como sendo a do 12-
carboxieudesman-3,11(13)-dieno. Os dados espectrais de 2 apresentaram uma boa
correlagdo com os do mesmo sesquiterpeno relatado na literatura. O isolamento desta
substancia ja foi relatado anteriormente em outras espécies vegetais por exemplo: Dittrichia
graveolens e Inula viscosa (Asteraceae), assim como as suas atividades ictiotoxica,

s . . 102,103
antifingica e antibacteriana.

Os dados espectrais de 2 apresentaram uma boa
correlacdo com os do mesmo sesquiterpeno relatado na literatura '**. Portanto, este é o
primeiro relato da ocorréncia de 12-carboxieudesman-3,11(13)-dieno em uma espécie de

Nectandra.

Tabela 6 - Dados espectrais de RMN de 'H (300 MHz, TMS 6=0, CDCl5;) de 2.

H oly T
5,31(s) 5,34(s)

13 5,67(s) e 6,32(s) 5,70(s) e 6,34(s)

14 0,81(s) 0,84(s)

15 1,59(s) 1,61(s)
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Tabela 7- Dados espectrais de RMN de 13C (75 MHz, TMS 6=0, CDCls) de 2.

46

Posicao oc oc lit 102
1 37,8(CHy) 37,8(CHy)
2 22,9(CHy) 23,0(CHy)
3 121,0(CH) 121,1(CH)
4 134,7(C) 134,3(C)
5 46,9(CH) 46,9(CH)
6 29,4(CHy) 29,4(CHy)
7 40,1(CH) 40,1(CH)
8 27,4(CHy) 27,4(CHy)
9 40,1(CHy) 40,1(CHy)
10 32,3(C) 32,3(C)
11 145,3(C) 145,3(C)
12 172,9(C) 172,4(C)
13 125,0(CHy) 125,0(CH,)
14 15,6(CH3) 15,7(CHy)
15 21,1(CHs) 21,1(CHy)
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Espectro 4 : RMN de 'H da mistura de 1 e 2 (300MHz, CDCls).
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Espectro 5 : RMN de 3C da mistura de 1 e 2 (75 MHz, CDCls).
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C-7
-9 C-1

C-5
C-15
C-10 ck C-14

ppr 40 a8 3k a4 32 a0 28 Zb 24 22 20 18 1=

Espectro 6 - RMN de 13C ampliado da mistura de 1 e 2 (75 MHz, CDCl).
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Espectro 7 : DEPT 135°de 1 e 2 (75 MHz, CDCly).
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4.1.3-Determinaciao estrutural do composto 3

Eudesm-11(13)-eno-12,4B-olideo (3)

Os espectros de RMN 'H e 13C (Espectros 8 e 9, Tabela 8 ) do composto 3, presente
na fracdo NCCII9-1HS8, 2,2 mg, (Parte Experimental 3.4 e 3.5.2) mostraram-se
semelhantes aos dos compostos 1 e 2. No espectro de RMN !'H foram observados dois
singletos largos a 6 5,44 e 6,25 atribuiveis aos hidrogénios metilénicos da ligacao dupla o,
- insaturada C-11/C-13. Este espectro também mostrou dois singletos a 80,96 e 1,51
relativos as metilas ligadas a carbonos tetrassubstituidos.

Nos espectros RMN 13C e DEPT-135° foram observados os sinais relativos a dois
carbonos metilicos a & 18,5 e 19,1; sete carbonos metilénicos a 6 19.4; 24,8; 30,5; 38,3;
40,5; 44,7; dois carbonos metinicos a 6 53,6 e 40,1 e quatro carbonos quaternarios a 6 34,8;
86,2; 147,0; 166,7. Os sinais a ¢ 123,1(CHy) e a 0147,0 (C) reforcam a proposta da
presenca de uma ligacdo dupla o,B- insaturada C-11/C-13. No entanto, o valor do
deslocamento quimico do carbono carbonilico a § 166,7, a presenca de um sinal a § 86,1,
indicativa de um carbono oxigenado tetrassubstituido e ainda as multiplicidades
apresentadas pelos demais sinais no espectro DEPT-135°, sugeriram a presencga de um anel
lactdnico na estrutura de 3 e a férmula molecular CisH»O,. Dessa forma, este
sesquiterpeno seria triciclico e com base no valor de deslocamento quimico e a
multiplicidade do sinal da metila a 6 1,51 e também por comparacdo com os dados
espectrais do composto 1, chegou-se a conclusdo que o anel lactdonico teria sido formado

entre C-12 (8 166,7) e C-4 (6 86,1). Os dois singletos largos observados a o6 5,44 e 6,25



Sesquiterpenos das Cascas do Caule de Nectandra Cissiflora Nees (Lauraceae) 52

foram atribuidos aos hidrogénios diasterotépicos de C-13 (6 123,1), que forma dupla
ligacdo com C-11 observado na posicdo a a carbonila do éster ciclico (lactona), C-12.

As correlacdes presentes nos espectros HSQC C e HMB (Espectros 11 e 13, Tabela
8) corroboraram esta proposta. No espectro HMBC, foram observados picos cruzados entre
os hidrogénios em C-13 (8 5,44 e 6,25) e C-7 (6 40,1) e C-12 (& 166,7), entre os
hidrogénios da metila-14 (8 0,96) e C-1 (6 44,7), C-5 (8 53,6), C-9 (5 40,5) e C-10 (5 34,8),
e entre os hidrogénios da metila-15 (8 1,51) e C-4 (8 86,1) e C-5 (8 53,6) [Tabela 8].

Assim, a estrutura de 3 foi proposta como sendo a lactona correspondente do dcido 4-
epi-ilicico, que possui um grupo hidroxila em C-4 com orientagao f3. 104

Na literatura hd apenas um relato sobre a obten¢@o desta lactona (sem a definicao da
estereoquimica) como produto de transformagdo do 4cido ilicico (também denominado
acido vachénico) isolado de Artemisia vachanica (Asteraceae), porém fornecendo apenas
dados de RMN de 'H.'"” Desta forma, o composto 3 é inédito como produto natural e seus
dados de RMN de "*C estdio sendo descritos também pela primeira vez.

Muitos destes sesquiterpenos lactdonicos tém se mostrado possuidores de efeitos

farmacoldgicos, como antimicrobianos, imunomoduladores e atividade citotdxica,

. . . . 106, 107, 108, 109,110, 111, 112
antitumoral, antinflamatodria, € antidlcera.” > " 5110, 111,
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Tabela 8 Dados espectrais de RMN de 'H (300 MHz) e de *C (75 MHz, TMS 8=0,

CDCl;) de 3.
Posicao 613 0 1y [m, J(Hz)] HMBC
1 447(CH,) 1,48 (m)*e 1,32 (m)
2 19,4(CH,) 1,56 (m)
3 38,3(CH,) 1,37 (m)e 2,83 (dl,
J=125)
4 86,2(C) -
5 53,6(CH) 1,51° C-3
6 30,5(CH,) 0,95 (m) e 2,35 (m)" C-5
7 40,1(CH) 2,32 (m)®
8 25,8(CH,) 1,46 (m)*e 1,66 (m)
9 40,5(CH,)
10 34,8(C)
11 147,0(C)
12 166,7(C)
13 123,1(CH,) 5,44(s) e 6,25(s) C-7,C-12; C-11
14 19,1(CHs) 0,96(s) C-1,C-5,C-9, C-10
15 18,5(CHs) 1,51(s) C-4,C-5

b

b N
- sinais sobrepostos
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Espectro 8 : RMN de 'H de 3 (300MHz, CDCl5).
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Espectro 9 : RMN de 3C de 3 (75 MHz, CDCls).
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Espectro 10 - DEPT 135° de 3 (75 MHz, CDCl;).

56



SESQUITERPENOS DAS CASCAS DO CAULE DE NECTANDRA CISSIFLORA NEES
(LAURACEAE) 57

}L L ™ ppm

20

i
i 4

]
b
¥
"

|

- s i _ 40

- 60
: - 80
;1Dﬂ
120
120
160
—180

— 200

— 220

T T ™ B0 [N A ISy T A e e e L

P PEATEPLEN - IR TR ) B R PR S 0 S S ) TR | P T
75 ¥0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0 ppm

Espectro 11 - HSQC de 3 (300/75 MHz, CDCls).
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Espectro 12 - HSQC ampliado de 3 (300/75 MHz, CDCl3).
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Espectro 13 - HMBC de 3 (300/75 MHz, CDCls).
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Espectro 14 - HMBC ampliado de 3 (300/75 MHz, CDCls3).
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Espectro 15 - COSY de 3 (300 MHz, CDCl3).
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Espectro 16 - COSY ampliado de 3 (300 MHz, CDCl3).
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4.1.4 Determinacao estrutural dos compostos 4 e 5

Eudesman-3,11(13)-dien-12-oato de nor-fenchanoila (5)

Em observacdo ao espectro de RMN de 'H (Espectro 17, Tabela 9) da fracdo
NCC1234H6, proveniente do extrato etandlico das cascas de N. cissiflora (parte
experimental 3.4 e 3.5.3), foi verificada a presenca de uma mistura complexa de
substancias. Os sinais tipicos do acido cdstico (composto 1) ainda persistiam, o que pode
ser caracterizado pela presenca dos singletos largos observados & 4,65 e 4,35, atribuidos aos
hidrogénios em C-15 e também pelos singletos largos a 6 6,29 e 5,64, atribuidos aos
hidrogénios em C-13. Os sinais correspondentes aos hidrogénios H-3 e H-13 do composto
2 [12-carboxieudesman-3,11(13)-dieno] também foram identificados neste espectro (6 5,28;
6,29 e 5,64). Os hidrogénios da metila-14 presente no esqueleto dos compostos 1 e 2 foram
caracterizados pelos singletos a & 0,69 e 0,77, respectivamente, assim como os hidrogénios
da metila-15 do esqueleto de 2 (& 1,55 ). A intensidade relativa dos sinais dos hidrogénios
em C-15 (composto 1) e em C-13 (compostos 1 e 2) é praticamente de 1:2, o que é mais um
indicio da presenca do esqueleto do sesquiterpeno 2.

Este espectro mostrou ainda dois singletos largos a 6 6,01 e 5,41, os quais foram

atribuidos aos hidrogénios olefinicos em C-13 presentes nos compostos 4 e 5. A diferenca
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observada entre os valores de deslocamento quimico destes hidrogénios, quando
comparados com os valores observados para os mesmos hidrogénios nos compostos 1 e 2,
sugeriram a ocorréncia de uma esterificacdo em C-12. Esta proposta pode ser confirmada
pela observagdo no espectro de RMN de °C (Espectro 18, Tabela 9) de um sinal a § 166,4
atribuivel 2 carbonila conjugada de éster. A presenca no espectro de RMN de 'H de sinais
adicionais relativos a dois grupos metila a & 0,94 e 1,44, aliada aos sinais presentes no
espectro de RMN de Bc correspondentes a nove carbonos foram sugestivos de uma outra
unidade terpénica esterificada no carbono-12 destes sesquiterpenos.

A caracterizagdo desta unidade terpénica presente nos esqueletos de 4 e 5 pdde ser
efetuada pela andlise dos sinais observados nos espectros de RMN de 3C e DEPT-135°
(Espectro 18 e 19, Tabela 9), os quais também permitiram definir as estruturas dos quatro
principais componentes da mistura.

Assim, os sinais foram divididos em grupos, de acordo com seus respectivos valores
de deslocamento quimico, multiplicidades e intensidades relativas. Os sinais
correspondentes aos carbonos do 4cido céstico (1) e 12-carboxieudesma-3,11(13)-dieno (2)
foram entdo identificados e pela andlise dos sinais restantes, confirmou-se que os
compostos 4 e 5 seriam equivalentes, respectivamente, a 1 e 2 esterificados com 0 mesmo
residuo de um &lcool nor-monoterpénico. Foram observados sinais para dois carbonos
metilicos a & 18,7 e 19,1, tré€s carbonos metilénicos na regido de 38 a 45 ppm e um mais
protegido a 6 19,6, um carbono metinico a 6 52,7 e dois carbonos tetrassubstituidos (sendo
um deles oxigenado) a 6 34,8 e 85,7. O valor de deslocamento quimico deste ultimo
indicou, portanto, o local da esterificagdo. Estas informagdes foram compativeis com a
presenca de um residuo derivado de um élcool nor-monoterpénico com férmula CoH;40,,
possuindo um esqueleto biciclico do tipo fenchano com auséncia da metila em C-1,
identificado como sendo o 1-nor-1-fenchanol. Os valores de deslocamento quimico
relatados na literatura para dlcoois derivados do fenchano corroboraram esta proposta. ''*

Desta forma, os compostos 4 e 5, obtidos em mistura com 1 e 2 da fracdo
NCC1234H6, foram caracterizados, respectivamente, como ésteres do dcido céstico e de

12-carboxieudesma-3,11(13)-dieno com o 1-nor-1-fenchanol. A ocorréncia de 4 ja havia
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sido descrita em uma outra espécie de Nectandra estudada em nosso laboratério (V.

cuspidata).48

Tabela 9 - Dados espectrais de RMN de 3C (75 MHz) e de 'H (300 MHz, TMS 6=0,
CDCl;) de 4 e 5 e dos demais componentes (1 e 2) presentes na fragdo NCC1234H6.

Eudesma-3,11(13)-

Ac. Costico Costoato de carboxilezu- desma- dien-
1) 10-nor-fenchoila . 12-o0ato de nor-
3,11(13)-dieno
()] 2) fenchanoila
&)
C dc oy Oc Oy oc on Oc oy
37,8
1 | 41,8 (CH,) 41,8 (CH,) (CH,) 37,8 (CH,)
22,7
2 | 23,4 (CH,) 23,4 (CH,) (CH,) 22,7 (CH,)
3 | 36,7 (CH,) 36,7 (CH,) (1(2:%)9 5,28(s) | 120,9 (CH)
4 | 150,7 (C) 150,7 (C) 134,9 (C) 134,8 (C)
5 | 49,9 (CH) 49,9(CH) 46,9 (CH) 46,9 (CH)
29,5
6 | 30,2 (CH,) 30,2 (CH,) (CH,) 29,5 (CH,)
7 | 39,5 (CH) 40,0 (CH) 40,1 (CH) 40,3 (CH)
27,4
8 | 27,3 (CH,) 27,2 (CH,) (CH,) 27,2 (CH,)
40,2
9 | 41,1 (CHy) 41,1 (CHy) (CH,) 40,2 (CHy)
10 | 35,9 (©) 35,9 (OC) 32,3 (C) 32,3 (C)
11 | 145,0 (C) 147,7 (C) 145,0 (C) 147,7(C)
12 | 172,3 (C) 166,4 (C) 172,3 (C) 166,4 (C)
6.29(s) e 6,01(s) 6,29(s) 6,01(s)
13 | 124,8(CH,) 5’64(5) 121,1(CH,) | e 1248 (C) | e 121,2 (CH,) | e
’ 5,41(s) 5,64(s) 5,41(s)
14 | 16,4 (CH») 0,69(s) 16,4 (CH3) 15,7 CHs) | 0,77(s) | 15,7 (CH3)
15 | 105,4(CH,) 3228 ¢ 105,4(CH,) 21,1(CH3) | 1,55(s) | 21,1 (CHj3)
1 85,7 (C) 85,7 (C)
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2 44,8 (CH,) 44,8 (CH,)

3 34,8 (C) 34,8 (C)

4 52,7 (CH) 52,7 (CH)

5 19,6 (CH,) 19,6 (CH,)

6 38,0 (CHy) 38,0 (CHy)

7 40,5 CH,) 40,5 CH,)

8 19,1 (CH3) | 0,94(s) 19,1 (CH3) | 0,94(s)
9 18,7 (CH3) | 1,44(s) 18,7 (CH;) | 1,44(s)
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Espectro 17 - RMN de 'H da mistura de 4 e 5 (300MHz, CDCl5).
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Espectro 18 — RMN de '3C da misturade 4 e 5 (75 MHz, CDCl3 )

68




Sesquiterpenos das Cascas do Caule de Nectandra Cissiflora Nees (Lauraceae) 69

' | ' | j I ' | ' I ! I j | ' | ! I j | ! I
FFH 1150 050 51 B50 150 Bl 3al 50 REL 230

Espectro 19 - DEPT 135° de 4 ¢ 5 (75 MHz, CDCl3).
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4.1.5 Identificacao do composto 6

Acido viscico (6)

O espectro de RMN 'H da fragao NCC15RSR-H2 (parte experimental 3.4 e 3.5.4)
apresentou os sinais caracteristicos dos sesquiterpenos de esqueleto eudesmano, observados
nos espectros das amostras anteriormente discutidas e assemelharam-se principalmente aos
sinais atribuidos ao dcido costico (composto 1). No entanto, a regido mais desprotegida do
espectro mostrou algumas peculiaridades, o que sugeria a inser¢do de algum grupamento
funcional que viria a ser responsavel por estas alteracdes, como por exemplo, a presenca de
um singleto largo a 4,29 & ndo observado até entdo nos espectros de RMN 'H(Espectro 20,
Tabela 10) dos sesquiterpenos anteriores.

A natureza deste grupo funcional pdde ser definida pela observacido dos espectros
de RMN de 3C e de DEPT 135° (Espectros 21 e 22, Tabela 11), onde um sinal com
deslocamento quimico de a 73,5 d caracterizava um carbono hidroximetinico.

Os valores de deslocamento quimico e multiplicidades dos demais sinais presentes
no espectro de RMN de 13C e DEPT 135° eram muito proximos aos atribuidos aos carbonos
do 4cido costico (composto 1), principalmente os do anel B e os da cadeia lateral em C-7.

As diferencas mais significativas foram observadas com relacdo ao anel A onde se
inseria a hidroxila, que viria a influenciar os deslocamentos quimicos dos carbonos de toda
a sua vizinhanca. Os experimentos bidimensionais permitiram a localizagdo exata da
hidroxila no carbono C-3. Assim, por meio das correlacdes observadas no espectro HSQC
(Espectro 23), foi possivel verificar que o singleto largo a 4,29 6 era referente a um

hidrogénio ligado a um carbono a 73,5 9, sinal este atribuido ao carbono carbindlico citado
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anteriormente. Com base nas correlagdes presentes no espectro HMBC, pode-se verificar
que este hidrogénio se relacionava com os carbonos a 35,6 & (C-2), 43,7 & (C-5), 109,1 o
(C-15) e 151, 4 6 (C-4), o que justificou a localiza¢do do grupo hidroxila em C-3. Também
neste espectro foram observadas correlagdes entre os hidrogénios da metila-14 e os
carbonos C-1 (35,6 3), C-5 (43,7 §) e C-9 (40,6 9).

No espectro de RMN lH, a multiplicidade do sinal a 4,29 § relativo a H-3 (singleto
largo) possibilitou a definicio da orientagdo deste hidrogénio como sendo equatorial e
consequentemente, estabelecer a configuracdo o para o grupo hidroxila. Este fato foi
confirmado pelo efeito y de protecdo exercido pela hidroxila sobre C-1 (35,6 d) e C-5
(43,66 9), em relagcdo aos sinais observados para C-1 (41,8 6) e C-5 (49,9 6) do 4cido
costico.

Assim, a estrutura do composto 6 foi caracterizada como sendo correspondente a do
acido 3o-hidroxicéstico (acido 3a-hidroxieudesma-4(15),11(13)-dien-12-6ico), também
conhecido como 4cido viscico. O 4cido viscico foi isolado anteriormente de Inula viscosa

M4 e Inula graveolens (sinonimia Dittrichia graveolens)'®,

(sinonimia Dittrichia viscosa)

espécies pertencentes a familia Asteraceae. Este, portanto, € o primeiro relato da ocorréncia
. . 13 7 ~

deste sesquiterpeno na familia Lauraceae. Os dados de RMN ~C de 6 também estdo sendo

descritos pela primeira vez.

Tabela 10 - Dados espectrais de RMN de 'H (300 MHz, TMS 6=0, CDCls) do composto 6.

H & u[m, J(Hz)] o lit 1°

3 4,29 (sl) 437 (t, 2,5)

13 6,29 ¢ 5,65 (s) 6,31 (sl) e 5,68 (s])
14 0,70 (s1) 0,73 (s)

15 4,54 ¢ 4,92 (s) 4,56 (sl) e 4,94 (sl)
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Tabela 11 - Dados espectrais de RMN de !3C (75 MHz, TMS 6=0, CDCl3) do composto 6.

Posiciio o3¢

1 29,6(CHy)
2 35,6(CHy)
3 73,5(CH)
4 151,5(C)
5 437(CH)
6 29.6(CHy)
7 39,3(CH)
8 27.1(CH,)
9 40,6(CH,)
10 35.8(C)
11 145,1(C)
12 172,0(C)
13 124,75(CH,)
14 15,5(CHj3)
15 109,2(CH,)
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Espectro 20: RMN de 'H do composto 6 (300MHz, CDCl5).
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Espectro 21 - RMN de 3C do composto 6 (75 MHz, CDCls).
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Espectro 22 - DEPT 135° de 6 (75 MHz, CDCl).
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Espectro 23 - HSQC de 6 (300/75 MHz, CDCls).
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Espectro 24 - HSQC ampliado de 6 (300/75 MHz, CDCl,).
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Espectro 25 - HMBC de 6 (300/75 MHz, CDCl).
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Espectro 26 - HMBC ampliado de 6 (300/75 MHz, CDCl;).
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4.1.6- Identificacao do composto 7

Acido 3-Oxo-y-costico (7)

Os espectros de RMN de 'H e 3C (Espectros 27 ¢ 28, Tabelas 12 e 13) da fracao
NCC15RSR-HI1 (Parte Experimental 3.4 ¢ 3.5.4) revelaram que o material tratava-se de
uma mistura. Foram identificados nestes espectros os sinais relativos aos hidrogénios e
carbonos do écido viscico (composto 6) e apds a exclusdo destes, 0s sinais remanescentes
foram atribuiveis aos de um outro sesquiterpeno também possuindo esqueleto eudesmano.

No espectro de RMN de 'H, foram observados dois singletos relativos a grupos
metila, a 8 1,21 e 1,74 (metila vinilica), de maneira semelhante aos sinais observados para o
composto 2. No espectro HSQC estes sinais apresentaram correlagdes com os sinais a &
22,4 e 10,9, os quais foram atribuidos a C-14 e C-15, respectivamente. Também neste
espectro, as correlacdes observadas entre os sinais a 8 5,71 e 6,36 com o sinal a 6 1254
confirmaram a atribuicdo dos hidrogénios em C-13.'"

Nos espectros de RMN de B3C e de DEPT 135° (Espectro 30)destacaram-se os
sinais a & 199,4 (C), atribuivel ao carbono de uma carbonila cetdnica e os sinais a 6 161,4
(C) e 129,1 (C), indicativos da presenca de uma ligacdo dupla tetrassubstituida, sendo o
primeiro sinal sugestivo de um carbono olefinico B a carbonila. Tratando-se destes os sinais
diferenciais em comparacdo com os dos demais sesquiterpenos discutidos até o presente
momento, a partir do esqueleto sesquiterpénico eudesmano e com o auxilio do espectro de
HMBC, foram propostas as possiveis localizacdes destes grupos funcionais no anel A, uma
vez que os sinais atribuiveis aos carbonos do anel B e da cadeia lateral em C-7
permaneceram praticamente inalterados em relacdo aos dos compostos discutidos

anteriormente.
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Com base informagdes apresentadas, a Gnica possibilidade da localizag@o no anel A
de uma ligacédo dupla tetrassubstituida [ a carbonila seria entre os carbonos C-4 e C-5, com
o grupo carbonila situado em C-3. As correlagdes presentes no espectro HMBC (espectro
30) entre os hidrogénios da metila 15 (3 1,74) e com o carbono carbonilico a 199,3 e entre
os hidrogénios das metilas 15 e 14 (8 1,21) com o carbono olefinico atribuido a C-4 (&
161,4) confirmaram a localizacdo da ligacdo dupla tetrassubstituida entre C-4 e C-5. No
espectro de RMN BC, a protecdo observada para o carbono da metila 15 (3 10,9) em
relacdo ao valor do deslocamento quimico de C-15 no composto 2 (8 21,1) pode ser
justificada pelo efeito y exercido pela carbonila localizada em C-3 no composto 7. A
atribuic@o inequivoca dos demais valores de deslocamento quimico dos carbonos de 7 foi
efetuada com base nas correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC(Espectros 31
e 33, Tabelas 13).

A estrutura do sesquiterpeno 7 foi entdo determinada como a do acido 3-oxo-y-
costico, também denominado 4cido 3-oxoisocdstico. Esta substincia, apesar de ter sido
obtida de vérias espécies de Asteraceae, estd sendo relatada pela primeira vez em uma

espécie de Lauraceae.

Tabela 12- Dados espectrais de RMN de 'H (300 MHz, TMS 6=0, CDCl3) do composto 7.

Posicdo on oy lit"0
1 1,70 (m) 1,75-1,80 (m)
2 2,35-2,60 (m) 2,39-2,58 (m)
6 2,02 (11, J=13,5)e 2,83 (dl, J=13.,5) 2,06 (tl, J = 14) e 2,86 (dl, J = 14)
7 2,55 (m) 2,60 (m)
8 1,45 (m) e 1,68 (m) 1,51 (td, J = 12,7; 4,4) e 1,70 (m)
9 1,66 (m) e 1,73 (m) 1,75-1,80 (m)
13 5,71 (s) e 6,36 (s) 5.76 (s) e 6.42 (s)
14 1,21 (s) 1.78 (s) *
15 1,74 (s) 1.25 (s) *

* sinais trocados
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Tabela 13 - Dados espectrais de RMN de 13C (75MHz, TMS 6=0, CDCls) e HMBC do

composto 7.

Posiciio d¢ ¢ lit'®” HMBC
1 37,3(CHy) 27.3 C-3
2 33,7(CHy) 33.9 C-3,C4
3 199.4 (C) 198.9
4 129,1 (C) 129.1
5 161,4 (C) 160.9
6 33,3 (CHy) 334 C+4,C-5,C-7,C-11,C-9, C-13
7 39,7 (CH) 39.8
8 27,1 (CHy) 41.8
9 41,7 (CHy) 374 C-7,C-9
10 35,8 (C) 359
11 143,9 (C) 143.6
12 171,4(C) 171.3
13 125,4 (CHy) 125.6
14 22,4 (CHs) 11.1 C-5
15 10,9 (CHj3) 22.6 C-3,C4,C-5

* Os valores de C-1, C-8, C-9, C-14 e C-15 estao trocados na literatura citada.
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Espectro 27 - RMN de 'H da fracao contendo o composto 7 (300MHz, CDCls).
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Espectro 28 - RMN de 3C da fra¢do contendo o composto 7 (75 MHz, CDCls).
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Espectro 29 - - RMN de 3C ampliado da fracao contendo o composto 7 (75 MHz, CDCls).
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Espectro 30 - DEPT 135° da fra¢do contendo o composto 7 (75 MHz, CDCls)
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Espectro 31 - HSQC de 7 (300/75 MHz, CDCls).
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Espectro 32 - HSQC ampliado de 7 (300/75 MHz, CDCls).
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Espectro 33 - HMBC de 7 (300/75 MHz, CDCls).
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Espectro 34 - HMBC ampliado de 7 (300/75 MHz, CDCl;).
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4.1.7- Identificacao dos compostos 8 e 9

15
Acido 5B-hidréxi-4-oxo-11(13)-desidroifionan-12-6ico 8

Acido 3a-hidroxiisoifion-11(13)-en-12-6ico 9

Os espectros de RMN de 'H e 13C (Espectros 35 e 36, Tabela 14 e 15) da fracdo
NCCR3SRFS2 (Parte Experimental 3.4 e 3.5.4) revelaram que o material tratava-se de
uma mistura, da qual foram destacados e elencados os sinais de maior intensidade,
formando um grupo de 15 carbonos, tratando-se mais uma vez de um sesquiterpeno.

Estes espectros guardavam algumas semelhancas com os ja apresentados,
principalmente no que se refere aos sinais atribuidos aos carbonos e hidrogénios do anel B
e da cadeia lateral em C-7, destacando-se assim no espectro de RMN de 'H os sinais a 5,28
o e 5,85 §, atribuiveis aos hidrogénios em C-13 e no espectro de RMN de'C os sinais dos
carbonos olefinicos C-11 e C-13 a 151,8 8 e 117,6 J, respectivamente e o correspondente a
carboxila a 175,1 8. Outros sinais que se destacaram nestes espectros foram dois singletos
relativos a hidrogé€nios metilicos a 0,98 6 e 2,23 6 e sinais referentes a um carbono
carbonilico a 213,5 §, um carbono quaternario oxigenado a 84,8 6, além de dois carbonos

metilicos a 19,1 6 e 31,6 d.
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Tentou-se a principio montar a estrutura baseando-se no esqueleto eudesmano
presente nos demais compostos, porém esta proposta ndo se mostrou compativel com o0s
sinais presentes no espectro de RMN de "’C e com as informagdes fornecidas pelo espectro
DEPT-135° (Espectro 38), 5 carbonos quaterndrios, sendo dois carbonilicos, um oxigenado
e um olefinico, 2 carbonos metinicos, 6 metilénicos, sendo um deles olefinico e 2 carbonos
metilicos. Tais informagdes foram indicativas da férmula molecular C;5sH»0O4, sugerindo
portanto um esqueleto biciclico para este sesquiterpeno.

A presenca do singleto referente a uma metila a 2,23 & (o qual no espectro HSQC
mostrou uma correlacdo com o sinal a 31,6 J), juntamente com o sinal do carbono
carbonilico a 213,5 & (o qual apresentou no espectro HMBC correlagdo com o sinal dos
hidrogénios daquela metila) indicaram a presenca de um grupo acetila no esqueleto de 8.
Sendo assim, o anel A deste composto seria constituido de cinco membros, estando o grupo
acetila ligado a C-3. Esta proposta pdde ser confirmada a partir das correlagdes observadas
nos espectros HSQC e HMBC (Espectros 39 e 41, Tabela 14). Assim, o duplo dubleto a
3,58 6 (J =9,8 e 7,7 Hz), relativos ao hidrogénio ligado ao carbono a 57,3 § e atribuido a
H-3, mostrou no espectro HMBC correlagdes com os sinais do carbono carbonilico a 213,5
9, do carbono quaterndrio oxigenado a 84,8 6 e do carbono metilénico a 23,3 §, compativeis
com a localiza¢do do grupo acetila em C-3 e de um grupo hidroxila em C-5. Da mesma
forma, a correlacio entre os hidrogénios metilicos do grupo acetila e o carbono metilénico
C-2 (23,3 ) corroborou esta proposta, assim como a correlacdo entre os hidrogénios da
metila 14 (0,98 8) e o carbono C-5 (84,8 9).

A estrutura de 8 foi entdo definida como a de um sesquiterpeno biciclico
apresentando um anel B idéntico ao dos demais sesquiterpendides dcidos descritos nos itens
anteriores € um anel A de 5 membros possuindo em C-3 um grupo acetila e em C-5 um
grupo hidroxila, além de uma metila em C-10. O esqueleto deste sesquiterpeno seria entao
correspondente ao de um eudesmano rearranjado pouco comum na natureza e ainda ndo
descrito em Lauraceae, oriundo de uma quebra oxidativa da ligacdo C-4/C-5 de um
precursor sesquiterpénico com esqueleto eudesmano [4cido eudesma-4,11(13)-dien-12-
dico], levando a um derivado 4,6-diceto, com posterior condensa¢do alddlica entre C-3 e C-

5 (Figura 15). A estrutura proposta para 8 mostrou ser idéntica a do sesquiterpeno obtido
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anteriormente apenas de uma unica espécie de Asteraceae (Jasonia candicans) e
denominado 4cido 5B-hidréxi-4-oxo-11(13)-desidroifionan-12-6ico, cujos dados espectrais
ndo foram, no entanto, publicados.117 Os dados de RMN de 'H de 8 foram entio
comparados com os do éster metilico correspondente 8a (5B-hidréxi-4-oxo-11(13)-
desidroifionanoato de metila), obtido de uma outra espécie de Asteraceae, Ursinia
eckloniana, apresentando uma boa correlagdo 18 Assim, o composto 8 estd sendo relatado

.. o . 13
em uma espécie de Lauraceae pela primeira vez, assim como seus dados de RMN ~C.

—_—

OH OH  Condensacio

Aldolica

OH
0 OH

Figura 10 — Proposta biogenética para a formacdo do esqueleto do composto 8
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Tabela 14 - Dados espectrais de RMN de 'H (300 MHz) e de Bc (75 MHz, TMS 6=0,
CDs0D) de 8 e do éster metilico correspondente 8a obtido de Ursinia eckloniana (400 MHz,

CDCl5).

Posiciio 8 d.c 8 6y [m, J(Hz)] 8 HMBC 8a &y lit"”
1 38,6* (CH,) 1,48(m) e 1,90(m)
2 23,3 (CHy) | 1,90 (m) e 2,20 (m) 1,92(m) e 2,08 (m)
3 573 (CH) | 3,58(dd;9.8e¢7,7) | C-2,C-4,C-5,C-10 3,49 (m)
4 213,5(C) - -
5 84,8 (C) - -
6 37,4 (CHy) | 1,45 (m)e 1,85 (m) C-5 1,46(dd) e 1,93(dd)
7 38,0 (CH) 2,81 (tl; 12,0) 2,62(dd)
8 28,6 (CH,) | 1,40 (m)e 1,65 (m) 1,32(dd) e 1,62(dd)
9 38,4% (CH,) 1,45(m)
10 47,6 (C) - .
11 151,8 (C) - -
12 175,1 (C) - -
13 117,6 (CHy) | 5,28 (s) e5,85(s) C-7,C-11,C-12 5,58(s) e 6,17(s)
14 19,1 (CHs) 0,98 (s) C-5,C-10 1,03(s)
15 31,6 (CH3) 2,23 (s) C-3,C-4 2,24(s)

OMe 3,75(s)

* valores que podem estar trocados
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Os sinais remanescentes nos espectros de RMN 'H e °C (Espectros 35 e 36,
Tabela 15), referentes a0 componente presente em menor propor¢ao na mistura (Composto
9) apresentaram pequenas variagdes em relagdo aos sinais de 8, sugerindo que 9 deveria
possuir uma estrutura semelhante a de 8, com o mesmo esqueleto eudesmano rearranjado.
Assim, com base nas informagdes adicionais fornecidas pelos espectros DEPT-135°, HSQC
e HMBC, também foram observados nestes espectros sinais atribuiveis a metila-14 (dy
0,98, d¢ 23,0), a cadeia lateral em C-7 (singletos largos em & 5,31 e 5,82 dos hidrogénios
H-13a e H-13b e sinais a o¢ 153,1; 175,1 e 117,6 relativos a C-11, C-12 e C-13,
respectivamente) e ao grupo acetila (singleto a 8y 2,15 e sinais a d¢c 217,0 e 30,2). Além
destes, foi verificada a presenca de um duplo dubleto a 6 4,36 (J = 8,4 e 4,3 Hz), o qual
mostrou correlagio com o sinal de um carbono metinico a & 80,1 no espectro HSQC,
sugerindo a presenca de um grupo hidroxila ligado a um carbono secundario. No espectro
de RMN 13C, o sinal referente a um carbono quaterndrio a & 65,9 foi atribuido a C-5, com
base na correlagdo existente no espectro HMBC entre este carbono e os hidrogénios
correspondentes a metila-14 (& 0,98). Os valores de deslocamento quimico e
multiplicidades presentes nos espectros de RMN 'H e °C seriam entdo compativeis com a
localizac@o do grupo hidroxila em C-3 e do grupo acetila em C-5. Assim, o esqueleto de 9
poderia ter sido originado, da mesma maneira que o de 8, a partir de uma clivagem
oxidativa do precursor correspondente, 12-carboxieudesman-3,11(13)-dieno (composto 2),
seguida de uma condensacao alddlica (Figura 16).

De acordo com um levantamento feito na literatura, verificou-se que os dados
espectrais de 9 apresentaram uma boa correspondéncia com os do dcido 3a-hidroxiisoifion-
11(13)-en-12-6ico (9a), isolado anteriormente sob a forma de éster metilico de Dittrichia
viscosa.'"® O epimero em C-3 correspondente [4cido 3B-hidroxiisoifion-11(13)-en-12-6ico]
foi obtido de uma outra Asteraceae, Jasonia montana, € apresentou um valor de
deslocamento quimico para H-3 igual a o 3,45 (dd, J = 10,0 e 9,0 Hz), mais protegido,

120

portanto, que no isdmero 30-hidréxi correspondente. ™ Neste, H-3 foi observado como um

duplo dubleto a 4,56 (J = 10,0 e 6,5 Hz), desprotegido pela proximidade com o grupo ceto
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em C-4. ' Este fato também foi observado em outros sesquiterpenos obtidos de Asteraceae
com o mesmo esqueleto e possuindo um grupo hidroxila em C-3, cuja orientagdo pdde
também ser confirmada por experimentos de NOE.'?" '** A orientacdo cis dos grupos
acetila em C-5 e metila em C-10 foi definida pelo valor do deslocamento quimico desta no
espectro de RMN °C (8 23,0). '

Assim, a estrutura de 9 foi proposta como sendo correspondente a do acido 3a-
hidroxiisoifion-11(13)-en-12-6ico. A literatura relata o isolamento do epimero em C-3 de 9
também de Dittrichia viscosa (chamado acido ciperdnico), porém o valor descrito para H-3 neste
composto (8 4,56; dd; J = 9,0 e 6,0 Hz) sugere uma orientagdo o para a hidroxila em C-3 e ndo 3,

como proposto pelos autores.'*

OH —

Ko OH  Condensacao

Aldolica

Figura 11 - Proposta biogenética para a formacdo do esqueleto do composto 9.
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Tabela 15 -Dados espectrais de RMN de 'H (300 MHz) e de °C (75 MHz, TMS 8=0,
CD;0D) de 9 e do éster metilico correspondente 9a obtido de Dittrichia viscosa (400 MHz,

CDCly).
Posiciio 9 3:c 9 6y [m, J(Hz)] 9 HMBC 9a &y lit'*°
1,87 (ddd; 12,0, 12,0, 7,0) e
1 38,3* (CH,)
1,34 (ddl; 12,0, 10)
2,34 (dddd; 12,0, 7,0, 10,0,
2 33,0 (CHy) | 2,15 (m) e 1,90 (m) 10,0) e 1,78 (dddd; 12,0,
12,0, 6,5)
3 80,1 (CH) | 4,36 (dd; 8,4 ¢ 4,3) 4,56 (dd; 10,0, 6,5)
217,0 (C) - -
5 65,9 (C) - -
6 33,9 (CHy) | 2,25 (m)e 1.75 (m) C-5 211(ddd; 13,0, 12,0, 3.0y ¢
1,84 (dd; 13,0, 12,0)
7 37,3 (CH) 3,20 (m) 2,75(dddl; 12,0, 12,0, 3,0)
8 27,7 (CH,) | 1,60 (m) e 1,50 (m) 1,65 (dl, 12,0) e 1,40 (m)
1,54(dddl; 14,0, 14,0, 3,0) e
9 38,7* (CH,)
1,40 (m)
10 44,6 (C) - -
11 153,1 (C) - -
12 175,1 (C) - -
13 117,6 (CHy) | 531(s)e5,82(s) | C-7,C-11,C-12 5,62 (sl) e 6,22 (s])
14 23,0 (CH») 0,98 (s) C-5,C-10 0,99 (s)
15 30,2 (CH3) 2,15 (s) C-4,C-5 2,16 (s)

* valores que podem estar trocados
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H-15(8) H-14(3 & 9)

HH15(9)

H-13biE)  H-13a(8)

H-3

e .
‘ frrrrrrrrTTpTTTTTTT T T T T T T T Ty vy Ty rrrrrrrrryrrrrrrrrryrrrrrrr T e T
FPM 50 5.4 5.0 4.5 4.0 3.8 3.0 2.8 2.0 1.5 1.0

Espectro 35 - RMN de 'H da mistura de 8 e 9 (300MHz, CD;0D)
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Espectro 36 - RMN de 3C da mistura de 8 ¢ 9 (75 MHz, CD;0D)
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PRmM 20 112 104 95 a8 a0 72 b4 s 45 40 32 24 16

Espectro 38 - DEPT 135° da mistura de 8 e 9 (75 MHz, CD;0D).
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Espectro 39 - HSQC da mistura de 8 ¢ 9 (300/75 MHz, CD;0OD)
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Espectro 40 - HSQC ampliado da mistura de 8 e 9 (300/75 MHz, CD;0D)
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Espectro 41 - HMBC da mistura de 8 e 9 (300/75 MHz, CD;0D)
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Espectro 42 - HMBC ampliado da misturade 8 ¢ 9 (300/75 MHz, CD;0D)
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4.2 - FLAVONOIDE

4.2.1 Identificacao do composto 10

(-)-epicatequina (10)

O espectro de RMN 'H da fracio NCCII37S3F3 (Parte Experimental 3.4 e 3.5.5),
composto 10, revelou a presenca de sinais atribuiveis a hidrogénios de anel aromético na
regido de 5,89 e 6,93 9, além de sinais na regiao de 2,69 a 2,89 ppm e dois sinais a 4.78 d e
4.14 o (espectro 20).

No espectro de RMN "°C (Espectro 43) além dos sinais dos carbonos de anel
aromatico na regido de 95,9 a 158,0 6, foram observados dois sinais atribuiveis a carbonos
oximetinicos a 79,9 0 e 67,5 6 ¢ um sinal de carbono metilénico a 29,3 &. Estes dados
sugeriram um esqueleto do tipo flavan-3-ol para o composto 10. Os demais sinais presentes
nos espectros de RMN 'H, °C e DEPT-135° de 10 foram indicativos de um esqueleto 5
(158,0B o), 7(157,7 5), 3°(145,8 ), 4’(146,0 9) tetraoxigenado.

Os dados espectrais de 10 (Tabelas 16 e 17) mostraram-se bastante semelhantes
com os descritos na literatura para o flavonodide de ocorréncia comum em plantas (-)-

epicatequina, confirmando assim sua identidade. 124
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Tabela 16- Dados espectrais de RMN de 'H (300 MHz, TMS 6=0MeOD) de 10

H o1y 8 Yy [m, J(Hz)]™

2 4,78(m) 4,81

3 4,14(m) 4,17

4 - 2,72 (H-4a) e 2,86(H-4b)
8 5,90(m) 591

2 6,93(m) 6,97

5 6,73(m) 6,75

6 6,76(m) 6,79

Tabela 17 - Dados espectrais de RMN de 13C (75 MHz) do composto 10.

Posicao 1BC BC, 15
2 79,9 (CH) 79.9
3 67,5 (CH) 67.5
4 29,3 (CHy) 29,2
5 158,0 (C) 157.9
6 96,4 (CH) 96,5
7 157,7 (C) 158,2
8 95,9 (CH) 96,0
9 1574 (C) 157.6
10 100,0 (C) 100,2
r 132,3 (C) 132,4
2 115,4 (CH) 115.4
R} 145,8 (C) 146,0
4 146,0 (C) 146,1
5 115,9 (CH) 116.,0
6 119,4 (CH) 119,5
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Espectro 43- RMN de 'H do 10 (300MHz, MeOD)
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Espectro 44 : RMN de 3C de 10 (75 MHz, MeOD)
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Espectro 45: DEPT 135° de 10 (75 MHz, MeOD)
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4.3 - TESTE DO MICRONUCLEO (MN)

Uma das linhas de pesquisa desenvolvidas no LP-1 do Departamento de Quimica da
UFMS consiste em avaliar o potencial mutagénico e antimutagénico de extratos brutos e
metabdlitos secunddrios obtidos de plantas de Mato Grosso do Sul.

A avaliagdo da atividade mutagénica e antimutagénica € realizada através do teste

. . .. 125,126,127
do Microndtcleo in vivo "=

, que é efetuado na UEMS sob a responsabilidade da Prof*
MSc Zaira da Rosa Guterres.

O Teste de Microniicleo € o ensaio in vivo mais amplamente utilizado para a
deteccdo de agentes clastogénicos (que quebram cromossomos), € de agentes aneugénicos
(que induzem aneuploidia ou segregacio cromossdmica anormal).'*0 micronidcleo é um
nucleo extra, visivel ao microscopio, localizado fora do niicleo, porém compartilhando o
citoplasma celular, composto por um fragmento cromossdémico ou um cromossomo inteiro.
E formado por eventos clastogénicos ou aneugénicos, aparecendo nas células filhas em
decorréncia de danos genéticos induzidos nas células parentais.'®® O teste de microniicleo
em peixes permite a deteccao de substancias com potencial mutagénico ou antimutagénico,
uma vez que os peixes respondem as substancias toxicas de maneira similar aos demais
vertebrados neste ensaio.'*

Assim, o extrato etandlico obtido do caule de N. cissiflora foi um dos selecionados
para avaliac@o de atividade mutagénica/antimutagénica através do ensaio do microntcleo in
vivo e apresentou atividade antimutagénica.

Foi utilizado o Teste do Micronicleo (MN) em peixes do género Hypostomus
(Cascudo), o qual foi realizado através da andlise dos microntcleos presentes nos

sz . 126
eritrécitos dos peixes.

4.3.1 - AVALIACAO DE ATIVIDADE MUTAGENICA

A Tabela 18 apresenta os resultados do teste de mutagenicidade realizado com o

extrato etandlico bruto do caule de N. cissiflora. Os dados obtidos mostraram que o extrato
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ndo apresentou atividade mutagénica, pois ndo houve diferenca significativa ao serem

comparados o nimero de microntcleos obtidos no tratamento com o do controle negativo.

Tabela 18 - Resultados do teste de mutagenicidade do caule de N. cissiflora

Extrato avaliado Parte da planta | Quantidade | Dose aplicada Resultados

(N. cissiflora -Lauraceae) caule 4,7 mg/mL 20 uL -)

4.3.2- Avaliacao da atividade antimutagénica

As Tabelas 19 e 20 apresentam os resultados do teste de antimutagenicidade
realizado com o extrato etandlico bruto da parte da planta coletada. Foram testadas as
atividades antimutagénicas deste extrato frente a dois agentes mutagénicos: doxorrubicina
(agente mutagénico clastogénico) e vincristina (agente mutagénico aneugénico), aplicados
em diferentes concentragdes.

Nestes experimentos de co-tratamento (extrato etandlico da planta associado ao
agente mutagénico), os dados apresentados nas tabelas mostram que houve uma redugao
significativa do nimero de microntcleos ao se associar o extrato etandlico do caule de N.
cissiflora ao agente mutagénico, quando comparados com os resultados obtidos com o
controle positivo. Estes resultados demonstram o efeito protetor do extrato etandlico de N.
cissiflora contra a mutagenicidade da doxorrubicina e da vincristina, constatando-se
também que a atividade antigemutagénica nio é tempo-dependente. Em fun¢do de terem
sido obtidos sesquiterpendides como componentes majoritdrios das cascas do caule de N.
cissiflora, pode-se sugerir que esta classe de compostos seja a responsdvel pela atividade

antimutagénica apresentada pelo extrato bruto.

112
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Tabela 19 - Freqiiéncia de Microntcleos nos eritrécitos dos peixes tratados com os extratos

EtOH do caule de N. cissiflora associados a Cloridrato de Doxorrubicina (DXR).

Periodo de Nuamero de microntcleos
exposicao
Controle DXR3pug Extratoetandlico DXR20 Extrato etanélico
negativo (4,7 mg/mL) + ug (4,7 mg/mL) +
DXR 3 ug DXR 20 ug
24 h 0 5 1 9 2
48 h 0 7 1 11 3
72 h 0 5 2 14 4

Agente mutagénico: Doxorrubicina (DXR)

Tabela 20 - Freqiiéncia de Micronticleos nos eritrécitos dos peixes tratados com os extratos

EtOH do caule de N. cissiflora associados aVincristina (VCR).

Periodo de Nuamero de micronucleos
exposicao
Controle VCR3  Extrato etanélico VCR 12  Extrato etanoélico
negativo ug (4,7 mg/mL) + ug (4,7 mg/mL) +
VCR 3 ug VCR 12 ug
24 h 0 7 1 12 3
48 h 0 8 2 14 4
72 h 0 10 2 14 6

Agente mutagénico: Vincristina (VCR)

Testes realizados em triplicata, analisando-se 4000 eritrocitos por vez. Em seguida, cada

teste foi repetido ap6s 48 e 72 horas.
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5 - CONCLUSAO

O estudo quimico das cascas do caule de Nectandra cissiflora, o qual contribuiu
para o conhecimento dos constituintes presentes em espécies de Lauraceae que ocorrem em
Mato Grosso do Sul, resultou no isolamento e caracterizacdo de sete sesquiterpenos com
esqueletos eudesmano e eudesmano rearranjado, dois sesquiterpenos com esqueleto
eudesmano esterificados com um &dlcool nor-monoterpénico e um flavondide. Embora
sesquiterpenos tenham sido relatados em vdrias espécies da familia Lauraceae,
principalmente como componentes de 6leos essenciais de folhas, apenas trés representantes
desta classe de metabdlitos secunddrios haviam sido descritos até o momento como
constituintes fixos em trés espécies de Nectandra. Dos nove sesquiterpendides obtidos de
N. cissiflora, um (eudesm-13-eno-12,4B-olideo) é inédito como produto natural, quatro
[dcido viscico, dcido 3-oxo-y-cOstico, dcido 5B-hidréxi-4-oxo-11(13)-desidroifionan-12-
dico e acido 3a-hidroxiisoifion-11(13)-en-12-6ico] estdo sendo relatados pela primeira vez
na familia Lauraceae, tendo sido obtidos anteriormente somente de representantes de
Asteraceae e um (12-carboxieudesman-3,11(13)-dieno) estd sendo descrito pela primeira
vez em Nectandra. Deve-se destacar também que a ocorréncia de sesquiterpenos com o
esqueleto eudesmano rearranjado apresentado pelos dcidos 5B-hidréxi-4-oxo-11(13)-
desidroifionan-12-6ico e 3o-hidroxiisoifion-11(13)-en-12-6ico € pouco comum na
natureza. Apenas um dos sesquiterpenos obtidos (4cido cdéstico) foi isolado das trés
espécies de Nectandra ja estudadas, enquanto que os sesquiterpenos esterificados com um
dlcool nor-monoterpénico (costoato de 10-nor-fenchanoila, eudesma-3,11(13)-dien-12-oato
de nor-fenchanoila) foram descritos apenas em N. cuspidata.

Alcaldides, lignanas e neolignanas, classes de metabdlitos secundarios de maior
ocorréncia no género, ndo foram detectados, no entanto, no espécime de Nectandra
cissiflora estudado no presente trabalho.

A presenca de sesquiterpenos como componentes majoritirios no espécime de N.
cissiflora estudado pode ser responsavel pela atividade antimutagénica apresentada pelo
extrato bruto ao ser submetido ao Teste do Microntcleo in vivo, em peixes do género

Hypostomus.
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