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Figura 113: Espectro de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (500 MHz,
CDCl3) expandido na regido de éy 1,00 a 3,50 ppm da mistura das substancias
IVeV.

Figura 114: Espectro de interacdo homonuclear 'H-'H-NOESY (500 MHz,
CDCl3) da mistura das substancias IV e V

Figura 115: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) da mistura das
substancias IV-Ac e V-Ac.

Figura 116: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regido de oy
4,00 a 6,00 ppm da mistura das substancias IV-Ac e V-Ac.

Figura 117: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regido de &y
3,20 a 3,40 ppm da mistura das substancias IV-Ac e V-Ac.

Figura 118: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regido de oy
2,00 a 2,50 ppm da mistura das substancias IV-Ac e V-Ac.

Figura 119: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regi&o de oy
0,80 a 1,60 ppm da mistura das substancias IV-Ac e V-Ac.

Figura 120: Espectro de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, CDCls) da mistura das
substancias IV-Ac e V-Ac.

Figura 121: Espectro de RMN “*C-DEPTQ (125 MHz, CDCl;) expandido na
regido de 6¢c 46,0 a 58,0 ppm da mistura das substancias IV-Ac e V-Ac.

Figura 122: Espectro de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, CDCl;) expandido na
regiao de o6¢ 30,0 a 38,0 ppm da mistura das substancias IV-Ac e V-Ac.

Figura 123: Espectro de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, CDCls;) expandido na
regido de 6¢c 17,0 a 28,0 ppm da mistura das substancias IV-Ac e V-Ac.

Figura 124: Espectro de correlagcédo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDCl3) da
mistura das substancias IV-Ac e V-Ac.
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Figura 125: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDCl3)
expandido na regiao de oy 4,00 a 5,50 ppm da mistura das substancias IV-Ac e
V-Ac.

Figura 126: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDCl3)
expandido na regiao de 6y 2,00 a 3,50 ppm da mistura das substancias IV-Ac e
V-Ac.

Figura 127: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDClIs)
expandido na regiao de 6y 1,00 a 3,00 ppm da mistura das substancias IV-Ac e
V-Ac.

Figura 128: Espectro de correlacdo heteronuclear HBMC (500 MHz, CDCl3) da
mistura das substancias IV-Ac e V-Ac.

Figura 129: Espectro de correlacdo heteronuclear HBMC (500 MHz, CDClI5)
expandido na regido de 64 1,00 a 3,50 ppm da mistura das substancias IV-Ac e
V-Ac.

Figura 130: Espectro de correlacdo heteronuclear HBMC (500 MHz, CDCl5)
expandido na regido de 64 0,50 a 1,50 ppm da mistura das substancias IV-Ac e
V-Ac.

Figura 131: Espectro de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (500 MHz,
CDCl3) da mistura das substancias IV-Ac e V-Ac.

Figura 132: Espectro de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (500 MHz,
CDCl3) expandido na regido de 64 1,00 a 6,00 ppm da mistura das substancias
IV-Ac e V-Ac.

Figura 133: Cromatograma gasoso da substancia VI.
Figura 134: Espectro de Massas da substancia VI.
Figura 135: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) da substancia VI.

Figura 136: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) expandido na regi&o de oy
3,00 a 5,50 ppm da substancia VI.

Figura 137: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regi&o de oy
2,60 a 2,90 ppm da substancia VI.

Figura 138: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regi&o de oy
2,00 a 2,40 ppm da substancias VI.

Figura 139: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regi&o de oy
0,80 a 1,10 ppm da substancia VI.

Figura 140: Espectro de RMN **C-DEPTQ (125 MHz, CDCls) da substancia VI.
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Figura 141: Espectro de RMN “*C-DEPTQ (125 MHz, CDCl;) expandido na
regido de 6¢ 40,0 a 120,0 ppm da substancia VI.

Figura 142: Espectro de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, CDCls;) expandido na
regiao de o¢c 33,0 a 54,0 ppm da substancias VI.

Figura 143: Espectro de RMN “*C-DEPTQ (125 MHz, CDCl;) expandido na
regido de 6¢ 12,0 a 30,0 ppm da substancia VI.

Figura 144: Espectro de correlagédo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDCl3) da
substancia VI.

Figura 145: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDClI5)
expandido na regido de 6y 1,00 a 4,00 ppm da substancia VI.

Figura 146: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDCl3)
expandido na regiao de oy 0,50 a 3,00 ppm da substancia VI.

Figura 147: Espectro de correlacao heteronuclear HBMC (500 MHz, CDCl3) da
substancia VI.

Figura 148: Espectro de correlacdo heteronuclear HBMC (500 MHz, CDClI3)
expandido na regiao de oy 1,00 a 7,00 ppm da substancia VI.

Figura 149: Espectro de correlacdo heteronuclear HBMC (500 MHz, CDCl5)
expandido na regido de 6y 1,00 a 3,50 ppm da substancia VI.

Figura 150: Espectro de correlagcdo heteronuclear HBMC (500 MHz, CDClI3)
expandido na regiao de oy 1,00 a 3,50 ppm da substancia VI.

Figura 151: Espectro de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (500 MHz,
CDCl3) da substancia VI.

Figura 152: Espectro de correlacdo homonuclear 'H-'H-COSY (500 MHz,
CDCl3) expandido na regiédo de oy 1,00 a 3,50 ppm da substancia VI.

Figura 153: Espectro de Massas de Alta Resolugdo da substancia VII.
Figura 154: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) da substancia VII.

Figura 155: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regi&o de oy
4,50 a 5,80 ppm da substancia VII.

Figura 156: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regi&o de oy
1,50 a 2,60 ppm da substancia VII.

Figura 157: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regi&o de &y
0,80 a 1,50 ppm da substancia VII.

190

191

192

193

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209



52

Figura 158: Espectro de RMN **C-DEPTQ (125 MHz, CDCls) da substancia
VII.

Figura 159: Espectro de RMN “*C-DEPTQ (125 MHz, CDCl;) expandido na
regido de 6¢c 14,0 a 63,0 ppm da substancia VII.

Figura 160: Espectro de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, CDCls;) expandido na
regido de o¢c 33,0 a 49,0 ppm da substancia VII.

Figura 161: Espectro de RMN “*C-DEPTQ (125 MHz, CDCl;) expandido na
regido de 6¢ 14,0 a 35,0 ppm da substancia VII.

Figura 162: Espectro de correlagéo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDCl3) da
substancia VII.

Figura 163: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDClI3)
expandido na regido de 6y 1,00 a 2,50 ppm da substancia VII.

Figura 164: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDClI5)
expandido na regido de oy 0,80 a 2,20 ppm da substancia VII.

Figura 165: Espectro de correlacao heteronuclear HMBC (500 MHz, CDCl3) da
substancia VII.

Figura 166: Espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (500 MHz, CDCl5)
expandido na regiao de oy 0,80 a 1,80 ppm da substancia VII.

Figura 167: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDClI5)
expandido na regido de 6y 0,70 a 2,50 ppm da substancia VII.

Figura 168: Espectro de correlacdo homonuclear 'H-'H-COSY (500 MHz,
CDCl3) da substancia VII.

Figura 169: Espectro de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (500 MHz,
CDCl3) expandido na regido de éy 1,00 a 5,00 ppm da substancia VII.

Figura 170: Espectro de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (500 MHz,
CDCl3) expandido na regiédo de oy 1,00 a 2,50 ppm da substancia VII.

Figura 171: Insercédo direta da substancia VIII.
Figura 172: Espectro de Massas da substancia VIII.
Figura 173: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl5) da substancia VIII.

Figura 174: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regi&o de oy
0,80 a 1,60 ppm da substancia VIII.

Figura 175: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regido de oy
3,00 a 5,50 ppm da substancia VIII.
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Figura 176: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regido de 6y
1,20 a 2,40 ppm da substancia XVIII.

Figura 177: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regi&o de &y
0,70 a 1,30 ppm da substancia VIII.

Figura 178: Espectro de RMN **C-DEPTQ (125 MHz, CDCls) da substancia
VIIL.

Figura 179: Espectro de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, CDCls;) expandido na
regido de o¢c 14,0 a 120,0 ppm da substancia VIII.

Figura 180: Espectro de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, CDCl;) expandido na
regido de 6¢ 14,0 a 60,0 ppm da substancia VIII.

Figura 181: Espectro de correlacédo heteronuclear de HSQC (500 MHz, CDCl5)
da substancia VIII.

Figura 182: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (5000 MHz, CDCl5)
expandido na regido de 6y 0,80 a 2,00 ppm da substancia VIII.

Figura 183: Espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (500 MHz, CDCl3) da
substancia VIII.

Figura 184: Espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (500 MHz, CDClI5)
expandido na regido de 64 1,00 a 2,00 ppm da substancia VIII.

Figura 185: Espectro de correlagcdo heteronuclear HMBC (500 MHz, CDCl5)
expandido na regido de 6y 0,80 a 1,10 ppm da substéancia VIII.

Figura 186: Espectro de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (500 MHz,
CDCl3) da substancia VIII.

Figura 187: Espectro de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (500 MHz,
CDCl3) expandido na regiéo de oy 0,80 a 2,00 ppm da substancia VIII.

Figura 188: Insercédo direta da substancia IX.
Figura 189: Espectro de Massas da substancia IX.
Figura 190: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl5) da substancia IX.

Figura 191: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regi&o de
1,80 a 3,00 p18m da substancia IX.

Figura 192: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regido de
0,80 a 1,80 ppm da substancia IX.
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Figura 193: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) expandido na regido de
3,50 a 8,00 ppm da substancia IX.
Figura 194: Espectro de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, CDCls) da substancia IX.

Figura 195: Espectro de RMN “*C-DEPTQ (125 MHz, CDCls;) expandido na
regido de 6¢ 33,0 a 56,0 ppm da substancia IX.

Figura 196: Espectro de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, CDCls;) expandido na
regido de o¢c 14,0 a 30,0 ppm da substancia IX.

Figura 197: Espectro de correlacédo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDCl3) da
substancia IX.

Figura 198: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDCl3)
expandido na regiao de oy 0,50 a 2,50 ppm da substancia IX.

Figura 199: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDClI3)
expandido na regido de 6y 0,0 a 4,00 ppm da substancia IX.

Figura 200: Espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (500 MHz, CDCl3) da
substancia IX.

Figura 201: Espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (500 MHz, CDCl5)
expandido na regido de 6y 0,50 a 2,50 ppm da substancia IX.

Figura 202: Espectro de correlagcdo heteronuclear HMBC (500 MHz, CDCl5)
expandido na regiao de 6y 0,60 a 1,40 ppm da substancia IX.

Figura 203: Espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (500 MHz, CDCl5)
expandido na regido de 6y 1,00 a 3,00 ppm da substancia IX.

Figura 204: Espectro de correlacdo homonuclear 'H-'H-COSY (500 MHz,
CDCl3) da substancia IX.

Figura 205: Espectro de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (500 MHz,
CDCI3) expandido na regido de 6y 1,00 a 6,00 ppm da substancia IX.

Figura 206: Cromatograma gasoso da mistura das substancias X e XI.
Figura 207: Espectros de Massas da mistura das substancias X e XI.

Figura 208: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) da mistura das
substancias X e XI.

Figura 209: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regi&o de oy
3,00 a 5,50 ppm da mistura das substancias X e XI.

Figura 210: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regido de oy
1,50 a 2,65 ppm da mistura das substancias X e XI.
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Figura 211: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regi&o de oy
0,80 a 1,40 ppm da mistura das substancias X e XI.

Figura 212: Espectro de RMN **C-DEPTQ (125 MHz, CDCl;) da mistura das
substancias X e XI.

Figura 213: Espectro de RMN “*C-DEPTQ (125 MHz, CDCl;) expandido na
regido de 6¢ 14,0 a 35,0 ppm da mistura das substancias X e XI.

Figura 214: Espectro de correlagédo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDCl3) da
mistura das substancias X e XI.

Figura 215: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDClI5)
expandido na regido de 6y 1,00 a 5,00 ppm da mistura das substancias X e XI.

Figura 216: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDCl5)
expandido na regiao de oy 1,00 a 2,50 ppm da mistura das substancias X e XI.

Figura 217: Espectro de correlacao heteronuclear HMBC (500 MHz, CDCl3) da
mistura das substancias X e XI.

Figura 218: Espectro de correlagcdo heteronuclear HBMC (500 MHz, CDCl5)
expandido na regiao de oy 1,00 a 5,00 ppm da mistura das substancias X e XI.

Figura 219: Espectro de correlacdo heteronuclear HBMC (500 MHz, CDCl5)
expandido na regido de 6y 1,00 a 5,00 ppm da mistura das substancias X e XI.

Figura 220: Espectro de correlacdo heteronuclear HBMC (500 MHz, CDCl5)
expandido na regiao de oy 0,60 a 1,80 ppm da mistura das substancias X e XI.

Figura 221: Espectro de correlacdo heteronuclear HBMC (500 MHz, CDClI5)
expandido na regido de 6y 1,00 a 5,00 ppm da mistura das substancias X e XI.

Figura 222: Espectro de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (500 MHz,
CDCl3) da mistura das substancias X e XI.

Figura 223: Espectro de correlacdo homonuclear 'H-'H-COSY (500 MHz,

CDCI3) expandido na regido de éy 0,50 a 3,00 ppm da mistura das substancias
X e XI.

Figura 224: Espectro de Massas de Alta Resolugdo da mistura das substancias
XIl e XIlI.

Figura 225: Cromatograma gasoso da mistura das substancias XII e XIII.

Figura 226: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) da mistura das
substancias Xl e XIII.
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Figura 227: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regi&o de &y
0,80 a 1,40 ppm da mistura das substancias XII e XIII.

Figura 228: Espectro de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, CDCls) da mistura das
substancias Xll e XIIlI.

Figura 229: Espectro de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, CDCls;) expandido na
regido de o¢c 14,0 a 35,0 ppm da mistura das substéncias Xll e XiIII.

Figura 230: Espectro de RMN “C-DEPTQ (125 MHz, CDCl;) expandido na
regido de &6¢ 65,0 a 85,0 ppm da mistura das substancias Xll e XiIII.

Figura 231: Espectro de correlagédo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDCl3) da
mistura das substancias Xll e XIII.

Figura 232: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDClI3)
expandido na regido de 6y 3,00 a 5,00 ppm da mistura das substancias Xll e
XII.

Figura 233: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDClI5)
expandido na regido de 6y 1,00 a 1,80 ppm da mistura das substancias Xll e
XII.

Figura 234: Espectro de correlacao heteronuclear HBMC (500 MHz, CDCl3) da
mistura das substancias Xll e XIII.

Figura 235: Espectro de correlagcdo heteronuclear HBMC (500 MHz, CDCl5)
expandido na regido de 6y 0,60 a 1,60 ppm da mistura das substancias Xl e
XIII.

Figura 236: Espectro de correlagcdo heteronuclear HBMC (500 MHz, CDCl5)
expandido na regido de 6y 1,00 a 4,00 ppm da mistura das substancias Xl e
XIII.

Figura 237: Espectro de correlacdo homonuclear 'H-'H-COSY (500 MHz,
CDCl3) da mistura das substancias Xl e XIII.

Figura 238: Espectro de correlacdo homonuclear 'H-'H-COSY (500 MHz,
CDCI3) expandido na regido de éy 1,00 a 5,00 ppm da mistura das substancias
Xl e XIII.

Figura 239: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) da mistura das
substancias XIV e XV.

Figura 240: Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl3) expandido na regi&o de oy
4,00 a 5,50 ppm da mistura das substancias XIV e XV.

Figura 241: Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) expandido na regi&o de oy
0,80 a 2,40 ppm da mistura das substancias XIV e XV.
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Figura 242: Espectro de RMN **C-DEPTQ (100 MHz, CDCl;) da mistura das
substancias XIV e XV.

Figura 243: Espectro de RMN “*C-DEPTQ (100 MHz, CDCl;) expandido na
regido de 6¢ 100,0 a 160,0 ppm da mistura das substancias XIV e XV.

Figura 244: Espectro de RMN *C-DEPTQ (100 MHz, CDCls) expandido na
regido de o¢c 16,0 a 80,0 ppm da mistura das substancias XIV e XV.

Figura 245: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (400 MHz, CDClI3)
ppm da mistura das substancias XIV e XV.

Figura 246: Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (400 MHz, CDClI5)
expandido na regido de oy 1,20 a 2,40 ppm da mistura das substancias XIV e
XV.

Figura 247:. Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDClI3)
expandido na regido de 6y 0,50 a 3,00 ppm da mistura das substancias XIV e
XV.

Figura 248: Espectro de correlacao heteronuclear HMBC (400 MHz, CDCl3) da
mistura das substancias XIV e XV.

Figura 249: Espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (400 MHz, CDClI3)
expandido na regido de 64 0,50 a 2,50 ppm da mistura das substancias XIV e
XV.

Figura 250: Espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (400 MHz, CDClI3)
expandido na regido de 64 1,50 a 4,00 ppm da mistura das substancias XIV e
XV.

Figura 251: Espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (400 MHz, CDClI5)
expandido na regido de 64 1,50 a 2,20 ppm da mistura das substancias XIV e
XV.

Figura 252: Espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (400 MHz, CDClI3)
expandido na regido de oy 5,00 a 5,50 ppm da mistura das substancias XIV e
XV.

Figura 253: Cromatograma mistura dos esteroides XVI, XVII e XVIII.

Figura 254: Espectro de Massas do esteroide XVI.

Figura 255: Espectro de Massas do esteroide XVIII.

Figura 256: Espectro de Massas do esteroide XVII.

Figura 257: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) da mistura das
substancias XVI, XVII e XVIII.
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Figura 258: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regi&o de &y
3,00 a 8,00 ppm da mistura das substancias XVI, XVII e XIII.

Figura 259: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regido de 6y
0,80 a 2,00 ppm da mistura das substancias XVI, XVII e XVIII.

Figura 260: Espectro de RMN **C-DEPTQ (125 MHz, CDCl;) da mistura das
substancias XVI, XVIl e XVIII.

Figura 261: Espectro de RMN “*C-DEPTQ (125 MHz, CDCl;) expandido na
regido de o¢c 28,0 a 42,0 ppm da mistura das substancias XVI, XVIl e XVIII.

Figura 262: Espectro de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, CDCl;) expandido na
regiao de o¢c 12,0 a 26,0 ppm da mistura das substancias XVI, XVIl e XIIlI.

Figura 263: Cromatograma gasoso da mistura das substancias XIX, XX, XXI,
XXI, XX e XXIV.

Figura 264: Espectro de Massas do esteroide XIX.
Figura 265: Espectro de Massas do esteroide XX.
Figura 266: Espectro de Massas do esteroide XXI.
Figura 267: Espectro de Massas do esteroide XXII.
Figura 268: Espectro de Massas do esteroide XXIII.
Figura 269: Espectro de Massas do esteroide XXIV.

Figura 270: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) da mistura das
substancias XIX e XX, XXI, XXII, XXIIl e XXIV.

Figura 271: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) expandido na regido de
0,50 a 2,50 ppm da mistura das substancias XIX, XX, XXI, XXII, XXIIl e XXIV.

Figura 272: Espectro de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, CDCls) da mistura das
substancias XIX, XX, XXI, XXII, XXl e XXIV.

Figura 273: Espectro de RMN “*C-DEPTQ (125 MHz, CDCl;) expandido na
regido de 6¢ 120,0 a 180,0 da mistura das substancias XIX, XX, XXI, XXII, XXIII
e XXIV.

Figura 274: Espectro de RMN “C-DEPTQ (125 MHz, CDCl;) expandido na
regido de 6c 45,0 a 80,0 ppm da mistura das substancias XIX, XX, XXI, XXII,
XXIII e XXIV.

Figura 275: Espectro de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, CDCls;) expandido na
regido de 6¢c 11,0 a 57,0 ppm da mistura das substancias XIX, XX, XXI, XXII,
XXIII e XXIV.
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LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1: Proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos
observados no EM da substéancia I.

Esquema 2: Proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos
observados nos espectros de massas dos derivados acetilados I-Ac e II-Ac.

Esquema 3: Proposta de fragmentacéo dos principais ions da substancia .
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RESUMO

VIEIRA, Milena Gongalves Curcino; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, junho de 2015; Constituintes Quimicos de Trichilia
hirta (MELIACEAE); Professor Orientador Raimundo Braz Filho/Professor co-

orientador Ivo José Curcino Vieira.

Da espécie Trichilia hirta foram identificadas e caracterizadas 24
substancias: trés limonoides: mistura de 6-hidroxi-1183-acetoxi-12a-(2-
metilpropanoiloxi)-3,7-dioxo-143,156-epoxi-1,5-meliacadien-29-oato de metila e
6-hidroxi-11B-propanoiloxi-12a-(2-metilpropanoiloxi)-3,7-dioxo-146,156-epoxi-
1,5-meliacadien-29-oato de metila e marcocurcino; trés protolimondides:
mistura de (21R)-21,25-dimetoximelianodiol e (21S)-21,25-dimetoximelianodiol
e nilocitina; trés triterpenos: 15a-cloro-B-amirona, B-taraxerol e taraxerona;
quatro ésteres: mistura de palmitato de 3-(2-metilpropanoiloxi)-2,2,4-
trimetilpentila e estearato de 3-(2-metilpropanoiloxi)-2,2,3-trimetilpentila e a
mistura de isobutirato de 3-hidroxi-2,2,4-trimetilpentan-1-ila e isobutirato de 1-
hidroxi-2,2,4-trimetilpentan-3-ila; dois diterpenos: mistura de (2E,6Z,102)-
3,7,11,15-tetrametilhexadeca-2,6,10,14-tetraen-1-ol e (2Z,6Z,102)-3,7,11,15-
tetrametilnexadeca-2,6,10,14-tetraen-1-ol; e nove esteroides: mistura de f-

sitosterol, campesterol e estigmasterol e a mistura de acetato de (386,22E)-
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ergosta-5,22-dien-3-ol, acetato de estigmasterol, campestenona, (22E)-
estigmasta-4,22-dien-6-ona, estigmasta-3,5-dien-7-ona e pf-sitostenona. As
substancias foram caracterizadas através da analise de dados fornecidos por
espectros de RMN 1D (*H e **C) e 2D [homonuclear *H-'H-COSY e H-'H-
NOESY e heteronuclear *H-*C-COSY-"Jch, n=2 (HSQC ou HMQC) e n=3
(HMBC)], de massas e de infravermelho, envolvendo comparacdes com
valores descritos na literatura. Um novo levantamento bibliogréfico envolvendo
as substancias isoladas e identificadas no género Trichilia permitiu registrar o
total de 398. Neste estudo estamos registrando a identificacdo e a
caracterizacdo estrutural de seis substancias inéditas na literatura e doze

descritas pela primeira vez no género Trichilia.
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ABSTRACT

VIEIRA, Milena Gongalves Curcino; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, June 2015; Chemical Constituents from Trichilia
hirta (MELIACEAE); Professor Orientador Raimundo Braz Filho/Professor co-

orientador Ivo José Curcino Vieira

From Trichilia hirta were identified and caracterized twenty four
compounds: three limonoids: mixture of methyl 6-hydroxy-11p3-acetoxy-12a-(2-
methylpropanoyloxy)-3,7-dioxo-143,153-epoxy-1,5-meliacadien-29-oate and
methyl 6-hydroxy-11p-propanoyloxy-12a-(2-methylpropanoyloxy)-3,7-dioxo-
143,15B-epoxy-1,5-meliacadien-29-oate and marcocurcino; three
protolimonoids: mixture of (21R)-21,25-dimethylmelianodiol and (21S)-21,25-
dimethylmelianodiol and nilocitin; three triterpenes, 15a-chloro-B-amirone, (-
taraxerol and taraxerone; four esters: mixture of 3-(isobutyryloxy)-2,2,4-
trimethylpentyl palmitate and 3-(isobutyryloxy)-2,2,3-trimethylpentyl stearate
and mixture of 1-hydroxy-2,2,4-trimethylpentan-3-yl isobutyrate and 3-hydroxy-
2,2 4-trimethylpentan-1-yl isobutyrate; two diterpenes: mixture of (2E,6Z,102)-
3,7,11,15-tetramethylhexadeca-2,6,10,14-tetraen-1-ol and (22,62,102)-
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3,7,11,15-tetramethylhexadeca-2,6,10,14-tetraen-1-ol; and nine steroids:
mixture of g-sitosterol, campesterol and estigmasterol and mixture of (33,22E)-
ergosta-5,22-dien-3-ol acetate, stigmastenone acetate, campestenone, (22E)-
stigmasta-4,22-dien-6-ona, stigmasta-3,5-dien-7-one and pg-sitostenone. The
compounds were characterized through of the analysis of NMR [1D: 'H e °C;
and 2D: homonuclear *H-'H-COSY and 'H-'H-NOESY and heteronuclear *H-
13C-cOSY-"Jch, N=2 (HSQC or HMQC) e n=3 (HMBC)], mass and infrared
spectra, involving comparisons with values described in the literature. A new
literature review revealed a total of 398 different substances isolated and
identified in Trichilia genus. In this study we are registering the isolation and
structural characterization of six new substances and derivatives together with

twelve described for the first time in the genus Trichilia.
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1. INTRODUCAO

A fitoquimica, além de ter sua significativa contribuicdo na descoberta de
novas substancias naturais, com diversas aplicagcdes na medicina, agricultura,
entre outras areas, tem sua importancia também na composicao quimica dos
vegetais organizando-os de acordo com as classes de substancias naturais ja
existentes.

As plantas tém desempenhado um papel muito importante na evolugéo
humana, fornecendo alimentos, abrigo, roupas, meios de transporte,
fertilizantes, fragrancias, inseticidas e também remédios.

Mais de 25% de todos os medicamentos sdo de origem vegetal. As
plantas medicinais sempre foram objeto de estudo, buscando-se novas fontes
para obtencdo de principios ativos, responsaveis por sua acdo farmacologica
ou terapéutica (Gaspar, 2009).

Do ponto de vista cientifico, no entanto, ainda é um campo pouco
estudado e difundido no Pais, apesar da riqueza da flora brasileira, ficando os
estudos na area mais restritos a antropologia e ao folclore, através da medicina
popular (Braz-Filho, 2010).

Muitas destas plantas sao utilizadas na medicina popular, e paises como
a China e a india mantém esses conhecimentos em sua cultura através de

varias geracdes (Chang e Butt, 1986; Kapoor, 1990). Varias substancias ja


http://basilio.fundaj.gov.br/pesquisaescolar/index.php?option=com_content&view=article&id=732&Itemid=1
http://basilio.fundaj.gov.br/pesquisaescolar/index.php?option=com_content&view=article&id=732&Itemid=1
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foram isoladas de vegetais e identificadas de acordo com sua atividade
bioldgica e muitas delas séo utilizadas na medicina (Di Stasi, 1996).

Com isso, a quimica de produtos naturais tem sua fundamental contribuicdo para
o0 desenvolvimento da sociedade. Estima-se que 80% da populacéo de paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento séo quase completamente dependentes da
medicina popular, utilizando plantas para suas necessidades de satde (Braz-Filho,
2010).

Algumas familias de plantas sdo caracterizadas por possuirem
metabdlitos secundarios especificos de acordo com suas classificacdes
(SimBes et al., 2002). Dentre as varias classes de metabdlitos secundérios,
podemos citar os alcaldides e os terpenoides com maior potencial bioldgico,
vindo a seguir os limonoides, lignanas, flavonoides e cumarinas (Di Stasi,
1996). Familias de plantas que produzem tais substancias tornam-se entdo
alvo de pesquisas, visando o isolamento destas com o0 objetivo de obter alguma
atividade biolégica.

Destas familias, podemos citar a familia Meliaceae que jA vem sendo
estudada h& alguns anos pelo grupo de pesquisa do laboratério de quimica de
produtos naturais da UENF, onde ja foram investigadas fitoquimicamente
quatro espécies do género Trichilia: T. lepidota, T.quadrijuga, T. silvatica e T.
casarettii. Uma mistura de protolimonoides isolados por Terra 2012 da espécie
T. lepidota apresentou uma significante atividade anticancerigena. Nas demais
espécies estudadas, os terpendides foram predominantes na classe de
substancias isoladas (Rodrigues, 2009; Figueiredo, 2010).

Diante destes resultados e pelo grande potencial biolégico apresentado
pela familia Meliaceae, o presente trabalho propde o estudo fitoquimico da
espécie Trichilia hirta, familia Meliaceae, rica em limondides, terpendides,
esterdides, etc. E importante salientar que desta espécie, encontram-se na
literatura, estudos de sua constituicdo quimica, assim como relato de atividade

bioldgica de extratos (Vieira et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

O trabalho proposto tem como objetivos:

1-—

2 —

Geral:

contribuir para a quimica do género Trichilia.

Especifico:

isolar, identificar e caracterizar (através de métodos espectrométricos e
cromatograficos) substancias do metabolismo secundario, da madeira, frutos e

casca da madeira da espécie Trichilia hirta, familia Meliaceae.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A familia Meliaceae

A familia Meliaceae, pertencente a ordem Rutales, é formada por 51
géneros com aproximadamente 1400 espécies de caracteristica lenhosa,
distribuida nos tropicos e subtrépicos de ambos os hemisférios (Marinho, 2005;
Banerji e Nigam, 1984) e subdividida em quatro subfamilias: Swietenioideae,
Meliceideae, Quivisianthoideae, Capuronianthoideae (Salles, 1995).

No Brasil, a familia meliaceae apresenta alguns géneros (Cedrela,
Cabralea, Swietenia, Carapa, Guarea, Trichilia e Khaya) de grande interesse
econdmico para as industrias madeireiras além da sua importancia no
fornecimento de Oleos essenciais (Pennington, 1981 e Mosqueta, 1995).

Espécies da familia Meliaceae sdo caracterizadas quimicamente pela
presenca de limondides, derivados de triterpenos tetraciclicos, os quais sao

responsaveis pela atividade inseticida (Matos, 2006).
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Os limondides recebem especial atencdo por serem considerados os
principais marcadores quimiossistematicos de algumas subfamilias de
Meliaceae (Rodriguez et al., 2003; Lagos, 2006). Apresentam atividades
inseticida, antibacteriana, antifingica, antimalarica, anticancerigena, antiviral,
antidiabética, hipoglicémica, dentre outras (Rodriguez et al., 2003; Figuereido,
2010).

3.2 O género Trichilia

7

O género Trichilia, é constituido de aproximadamente 70 espécies,
distribuidas principalmente na América Tropical e Africa, das quais
aproximadamente 43 espécies ocorrem no Brasil. E um dos géneros que
possui maior numero de espécies na familia e se apresentam como arvores ou
arvoredos (Patricio e Cervi, 2005; Rocha, 2004).

Figura 1: Fotografia da espécie Trichilia dregeana.

Fonte: http://www.growsonyou.com/photo/slideshow/117305-trichilia-dregeana-natal-

mahogany/all, acessado dia 21-03-2012

De acordo com Terra (2012), apenas 27 espécies do género ja foram
estudadas quimicamente; comprovando que o género ainda foi muito pouco
explorado. As espécies estudadas sédo elas: T. americana, T. catigua, T.

casarettii, T. cipo, T. claussenii, T. connaroides, T. cuneata, T. dregeana, T.


http://www.growsonyou.com/photo/slideshow/117305-trichilia-dregeana-natal-mahogany/all
http://www.growsonyou.com/photo/slideshow/117305-trichilia-dregeana-natal-mahogany/all
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emética, T. elegans, T. estipulata, T. havanensis, T. heudellotti, T. hirta, T.
hispida, T. lepidota, T. martiana, T. pallida, T. prieuriana, T. quadrijuga, T.
ramalhoi, T reticulata, T. rubescens, T. rubra, T. schomburgkii, T. silvatica e T.
trifolia.

Extratos e substancias isoladas dessas espécies do género Trichilia
estudadas mostraram-se promissoras frente a diversas atividades bioldgicas.
Sao elas: anti-inflamatéria (Eldeen et al., 2007), antioxidante (Tang et al.,
2007), antimicrobiana (Figueiredo et al., 2010), antibacteriana (Komane et al.,
2011), imunossupressores (Musza et al.,, 1994), além da sua marcante

atividade inseticida.

3.2.1 - Constituintes quimicos das espécies do género Trichilia

No género Trichilia é possivel observar a presenca, principalmente, de
metabdlitos secundarios da rota metabdlica dos terpenos. Desses metabdlitos
presentes em Trichilia, destacam-se os limonoides, grupos de triterpenos
modificados com alta oxigenacdo. Conhecidos como meliacinas e sdo assim
chamados devido ao seu sabor amargo.

De acordo com uma revisdo sobre o género Trichilia realizada por
Terra 2012, é relatado que apenas 27 espécies do género ja foram estudadas.
Entretanto, algumas dessas apresentam estudos apenas de atividades
biolégicas dos seus extratos. Das demais, ja foram isoladas e identificadas um
total de 315 substancias.

Em 2014 esses numeros ja foram atualizados. Segundo Vieira et al, o
namero total de substancias isoladas e identificadas do género Trichilia ja foi
para 334. Diante destes relatos, foi realizado um novo levantamento
bibliografico, at¢ o momento, onde constam na literatura o isolamento e
identificagdo de alguns novos constituintes quimicos de Trichilia, descritos a

seguir, nas tabelas 1, 2 e 3 e figuras 2, 3 e 4.
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Figura 2: Estruturas de limonoides isolados de Trichilia.
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Continuacao da Figura 2
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Continuacao da Figura 2

Tabela 1*: Limonoides de espécies do género Trichilia.

Espécie Parte da Limonoide Referéncia
Espécie
T. Galhos “Trichiconin A” (1) Liu, C.P. et al,
connaroide 2014.

“Trichiconin B” (2)
S

“Trichiconin C” (3)

Caule e casca “Secotrichagmalin A” (4) Wang, H.Y. et
al, 2013

“Trichalonide A” (5)

“Trichalonide B” (7)

“Trichalonide C” (6)

“Trichalonide D” (8)

“Trichalonide D” (9)

“Trichalonide E” (10)

“Trijugin I” (11)
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“Trijugin J” (12)

“Trichiliton G” (35)

“Trichiliton H” (36)

Wang, H.Y. et
al, 2013

T. rubescens

Casca da

raiz

“Rubescin A” (32)

“Rubescin B” (33)

“Rubescin C” (34)

Tontsa, A.T.
et al, 2013

T. sinensis

Folhas e

galhos

“Trichinenlide A” (12)

“Trichinenlide B” (13)

“Trichinenlide C” (14)

“Trichinenlide D” (15)

“Trichinenlide E” (16)

“Trichinenlide F” (17)

“Trichinenlide G” (18)

“Trichinenlide H” (19)

“Trichinenlide I” (20)

“Trichinenlide J” (21)

“Trichinenlide K” (22)

“Trichinenlide L” (23)

“Trichinenlide M” (24)

“Trichinenlide N” (25)

“Trichinenlide O” (26)

“Trichinenlide P” (27)

“Trichinenlide Q" (28)

“Trichinenlide R” (29)

“Trichinenlide S” (30)

“Trichinenlide T” (31)

Xu, J.B. et al,
2013

T. welwitschii

Sementes

“Dregeanin” (37)

Tsamo, A. et al,
2013

*Foram mantidos os nomes originais para facilitar possiveis consultas bibliograficas, quando necessario.
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Figura 3: Estrutura de esteroides isolados de Trichilia.
Tabela 2: Esteroides da espécie do género Trichilia.
Espécie Parte da Esteroide Referéncia
Espécie
T. Raizes 1-metoxi-pregnan-17(R)-1,4-dien-3,16- Malafronte, N.
emetica diona (38) et al, 2013

1-metoxi-pregnan-17(S)-1,4-dien-3,16-
diona (39)

Ester 2,3-seco-pregnan-17(S)-2,3-acido
diéico-16-oxo-dimetil (40)

Acetato de 2a,3a,16a-trihidroxi-5a-
pregnan-17(R)-20-il (41)

1-metdxi-androstan-1,4-dien-3,16-diona
(42)

Ester 2,3-seco-androstan-2,3-acido
dioico-16-oxo-dimetil (43)

3-metoxicarbonil-2,3-seco-androstan-3-

acido didico-16-oxo-2,19-lactona (44)




82

(46) R =OMe

Figura 4: Estruturas de triterpenos cicloartanos isolados de Trichilia.

Tabela 3: Triterpeno cicloartano da espécie do género Trichilia.

Espécie Parte da Triterpeno cicloartano Referéncia
Espécie
T. connaroides Caule e 21-(E)-coumaroyloxy-5a-cicloart-24-eno- Wang, H.Y.
cascas 3,23-diona (45) et al, 2013

21-(E)-feruloyloxy-5a-cicloart-24-eno-
3,23-diona (46)

Portanto, podemos notar que, até marco de 2015, encontram-se
relatados na literatura mais 46 novos constituintes quimicos, do género
Trichilia, isolados e identificados. Com isso, totalizam 380 diferentes
substancias. E valido ressaltar que esta sendo relatado pela primeira vez o

estudo quimico de duas espécies deste género, T.sinensis e T. welwitschii.

3.2.1.1 A espécie Trichilia hirta

Conhecida popularmente como “catigua-arco-de-peneira”, a espécie
Trichilia hirta pertencente a familia Meliaceae, subfamilia Meliceideae e tribo
Trichilieae.

Espécies de Trichilia sdo bem conhecidas pela bioproducdo de
limonoides, terpenoides, flavonoides, entre outros (Pupo, 1997). Estes

metabdlitos secundarios sdo responsaveis por algumas atividades bioldgicas




83

relacionadas com o género, como ja foram descritas anteriormente. As

fotografias da espécie em estudo encontram-se na Figura 5, a seguir.

Figura 5: Fotografia da espécie e dos frutos de T. hirta.
Fonte: http://128.253.177.189/imgs/js322/r/Meliaceae_Trichilia_hirta 610.html|

(acessado dia 24/03/2012)
Fonte: www.visiflora.com
(acessado dia 24/03/2012)

N&o foram encontrados na literatura relatos de uso dessa espécie na
medicina popular. Segundo Sosa et al (2011), o estudo do extrato etandlico da
espécie demonstrou atividade biolégica na estimulacdo da producdo de
leucécitos.

De acordo com todos os levantamentos bibliograficos anteriormente ja
relatados neste trabalho; das 380 diferentes substancias isoladas e
identificadas no género Trichilia, 18 substancias sdo encontradas na espécie T.
hirta. Entre elas limonoides, triterpenos e esteroides, isolados de frutos,

madeira, raiz, sementes e folhas.


http://128.253.177.189/imgs/js322/r/Meliaceae_Trichilia_hirta_610.html
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(47)

Figura 6: Estrutura do sesquiterpeno de T. hirta.

Tabela 4: Sesquiterpeno da espécie T. hirta.

Parte da Sesquiterpeno Referéncia
Espécie
Frutos espatulenol (47) Vieira, 1.J.C et
al, 2013

(48) (49)R; = OH; Ry = H
(50) R]_ * R2 =0

(51)R1 = R2 =0
(52)R; = OH; Ry = H

Figura 7: Estruturas dos triterpenos tetraciclicos de T. hirta.

Tabela 5: Triterpenos tetraciclicos da espécie T. hirta.



Parte da Triterpeno tetraciclico Referéncia
Espécie
Frutos melianona (51) Cortez,
Melianol (52) DAG. etal,
1992
Bourjotinolona A (53)
Nilocitina (50) Vieira, 1.J.C.
et al, 2013

Dihidronilocitina B (49)

Melianona (51)

Piscidinol (48)

OH

Figura 8: Estrutura do triterpeno do tipo cicloartano de T. hirta.

Tabela 6: Triterpeno do tipo cicloartano da espécie T. hirta.

Parte da Triterpeno do tipo cicloartano Referéncia
Espécie
Frutos Hirtinona (54) Vieira, 1.J.C et

al, 2013
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HO (56)

— O
HO
=
0O =
(57) °
Figura 9: Estruturas dos esteroides de T. hirta.
Tabela 7: Esteroides da espécie T. hirta.
Parte da Esteroide Referéncia
Espécie
Frutos e B-sitosterol (55) Vieira, 1.J.C et
folhas al, 2013
Caule e Trichiliasterona A (56) Chauret, D.C.
madeira et al, 1996
Trichiliasterona B (57) Hantos, S.M.
et al, 2001
Folhas Sitostenona (58) Cortez,
D.A.G. et al,
1992
OH
I 0
Me,” O \
AcO i \\

Meo,C : on  (59)

Figura 10: Estrutura do limonoide do tipo meliacina de T. hirta.
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Tabela 8: Limonoide do tipo meliacina da espécie T. hirta.

Parte da Limonoide do tipo meliacina Referéncia
Espécie
Frutos Metil-113-acetoxi-6,23-dihidroxi-12a(2- Cortez,
metilpropioniloxi)-3,7,21-trioxo-1,5,14,20- D.A.G. et al,
meliacatetraen-29-oato (59) 1992

(62)

(60) R.=Ac; R, =CH,CH3;
(61) R; = H; R, = CH,CH3

(63)

Figura 11: Estruturas dos limonoides furanosideos de T. hirta.

Tabela 9: Limonoides furanosideos da espécie T. hirta.

Parte da Limonoide furanosideo Referéncia
Espécie
Folhas e Hirtina (60) Chan, W.R. et
sementes al, 1966
Frutos Hirtina (60) Vieira, 1.J.C.
et al, 2013
Sementes e Deacetilhirtina (61) Cortez,
frutos Azadirona (62) D.A.G. etal,
1992
Metil-11B-acetoxi-6-hidroxi-12a(2-metil-
propioniloxi)-3,7-dioxo-1,5,14,20,22-
meliacapentaen-29-oato (63)
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4. MATERIAL E METODOLOGIA

4.1 Material

4.1.1 Equipamentos

As cromatofolhas foram reveladas através de irradiacdo com luz na regido
do ultravioleta em comprimento de onda 254 e 365 nm e/ou com
reveladores cromogénicos (solucdo de vanilina a 2% em &cido sulfdrico
concentrado);

A concentracdo do extrato foi efetuada sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo, FISATOM 802;

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram registrados
em trés espectrometros: marca BRUKER, modelo Avance IIHD, operando a
uma frequiéncia de 400 MHz para 'H e 100 MHz para **C e frequéncia de
500 MHz para H e 125 MHz para *C, realizados na UFFRJ. J& os obtidos
na UENF, foram realizados em aparelho da marca BRUKER, modelo DPX-
500, operando a uma freqiiéncia de 500 MHz para *H e 125 MHz para *°C.
O solvente utilizado para todas as analises foi CDClj;

Espectrdmetro de massas acoplado ao cromatografo gasoso do modelo
CG/EM-QP-5050, marca SHIMADZU, utilizando impacto de elétrons a 70
ev;
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Espectrometro de massas de alta resolugcdo Q-TOF (Synapt HDMS, Waters)
com ionozacéao por eletrospray (ESI);

O material vegetal foi reduzido a po através de moinho de martelos, da
marca TECNAL;

Os espectros na regido do infravermelho foram registrados no
espectrofotometro Infravermelho, modelo IR AFFINITY, marca SHIMADZU,

em pastilhas de KBr.

4.1.2 Solventes e Reagentes

Acetato de etila P.A.

Metanol P.A.

Hexano P.A.

Diclorometano P.A.

Sulfato de Sodio anidro

Anidrido Acético

Piridina

Cloroformio deuterado

Cromatofolhas de aluminio com gel de silica 60 Fs54, para cromatografia
em camada delgada analitica

Gel de silica MERCK DARMSTADT 60 (0,063-0,200 mm), para
cromatografia em coluna

Gel de silica MERCK DARMSTADT 60 PF,s; contendo gesso, para
cromatografia em camada delgada preparativa

Solugéo de Vanilina a 2% em &cido sulfurico concentrado



90

4.2 Metodologia

4.2.1 Coleta da espécie vegetal e classificagdo botanica

O material vegetal de estudo constituido da madeira, casca da madeira e
frutos de Trichilia hirta foi coletado entre os dias 17 e 19 de maio de 2011 e
classificado pelo determinador Domingos A. Folli, na Reserva da Vale, em
Linhares — ES. Sua exsicata encontra-se depositada no herbéario da Reserva da

Vale sob o registro 12022.

4.2.2 Secagem e Moagem

O material vegetal foi seco ao ar livre logo apos a coleta e moido em
moinho de martelos, fornecendo os seguintes pesos de material seco das

partes estudadas do vegetal: madeira, casca da madeira e frutos.

4.2.3 Preparo dos extratos

A extracdo dos componentes, das partes do material vegetal
trabalhadas, foi feita a temperatura ambiente, sucessivamente, utilizando-se
hexano e metanol como solventes e, posterior, destilagdo a pressao reduzida

em evaporador rotativo fornecendo os seguintes pesos de extratos brutos:

Tabela 10: Peso das partes do material vegetal, de T. hirta, secas e dos seus
extratos brutos.

Madeira (g) Cascada  Frutos (g)

madeira (g)
Material 7.856 1.782 438,4
Seco
Extrato 96,6 28,79 23,0*
Hexanico
Extrato 157,0* 40,7* 40,8

Metandlico
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Trés destes extratos (assinalados com *) ndo foram estudados e os
demais foram submetidos aos procedimentos cromatograficos descritos a
sequir.

Véarias fracbes desses extratos (assinaladas com *) n&do foram
trabalhadas, pois em sua grande maioria se mostraram semelhantes as fracoes

vizinhas e outras se mostraram cromatograficamente dificeis de separacao.

4.2.4 Descricdo experimental do isolamento dos constituintes quimicos

da madeira da espécie Trichilia hirta

4.2.4.1 Andlise do extrato em hexano (96,6 g)

Inicialmente, parte do extrato em hexano da madeira (17,1397 g) foi
submetido a cromatografia em coluna com gel de silica, e eluida com
hexano:acetato de etila em concentracdo crescente de polaridade até 100%
(v/v) de acetato de etila, obtendo-se 9 fracGes. A Tabela 11, a seguir, mostra o

procedimento cromatografico das fracdes.

Tabela 11: Estudo cromatogréafico do extrato em hexano da madeira (THM).

Fracao Cddigo
Quantidade(g) Substancia(s)
1* THM-1 1,6375
2* THM-2 0,3022
THM-3 0,1943 XIV e XV (impuras)
THM-4 4,0482 XIX, XX, XXI, XXII, XXIII e
XXIV (impuras)
5 THM-5 2,7955 XVI, XVII e XVIII (impuras)
6* THM-6 1,5358
7* THM-7 0,5697
8 THM-8 2,0744 I e Il (mistura)
o* THM-9 1,4823

* FracOes nao trabalhadas
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4.2.4.1.1 Analise cromatografica da Fracdo THM3 (0,19439)

A fragdo THMS foi submetida a uma cromatografia em coluna com gel de
silica, e eluida com hexano:acetato de etila, em concentracdo crescente de
polaridade até 50% (v/v) de acetato de etila. Obtiveram-se 4 fracdes. A Tabela

12 mostra o procedimento cromatografico da fragéo.

Tabela 12: Estudo cromatografico da fracdo THM3.

Substancia(s)

Fracoes Cddigo Quantidade(g)
1* THM3-1 0,0238
2% THM3-2 0,0399
3 THM3-3 0,0708 XIV e XV (mistura)
4* THM3-4 0,0252

* FragOes nao trabalhadas

4.2.4.1.2 Andlise cromatogréfica da Fragcdo THM-5 (2,79559)

A fracdo THM-5 foi submetida a uma cromatografia em coluna com gel
de silica, e eluida com hexano:acetato de etila, em concentracdo crescente de
polaridade até 100% (v/v) de acetato de etila, obtendo-se 8 fracGes. A Tabela

13, a seguir mostra o procedimento cromatografico da fracao.

Tabela 13: Estudo cromatografico da fragdo THM5.

Fracao Cdédigo Quantidade(Q) Substéncias
1* THMS5-1 0,0653
2* THMS5-2 0,0037
3* THM5-3 0,0242
4* THM5-4 0,394
5 THMS5-5 0,6931 XVI, XVII e XVIII (mistura)
6* THM5-6 0,4218
7* THM5-7 0,3252
8* THM5-8 0,5459

* FragOes nao trabalhadas
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4.2.4.1.3 Analise cromatografica da Fracdo THM4 (4,04829)

A fragdo THM4 foi submetida a uma cromatografia em coluna com gel de

silica, e eluida com hexano:acetato de etila com gradiente crescente de

polaridade até 30% (v/v) de acetato de etila, obtendo-se 7 fracbes. A Tabela 14

mostra o procedimento cromatografico da fracéo.

Tabela 14: Estudo cromatografico da fracdo THMA4.

Fracao Caodigo Quantidade(g) Substancias

1 THM4-1* 0,9671

2 THM4-2* 0,0672

3 THM4-3 0,0204 XX, XX, XXI, XXII,
XXl e XIV (mistura)

4 THM4-4* 0,3143

5 THM4-5* 0,7494

6 THM4-6* 0,2538

7 THM4-7* 1,4758

* FragOes ndo trabalhadas

4.2.5 Descricdo experimental do isolamento dos constituintes quimicos

dos frutos da espécie Trichilia hirta

4.2.5.1 Analise cromatografica do extrato em metanol (40,8 g)

Inicialmente, parte do extrato em metanol dos frutos (27,7726 g) foi

submetido a cromatografia em coluna com gel de silica, e eluida com

diclorometano:metanol em concentracdo crescente de polaridade até 50% (v/v)

de metanol,

procedimento cromatografico das fracoes.

obtendo-se 7 fracbes. A Tabela 15, a seguir, mostra o

Tabela 15: Estudo cromatografico do extrato em metanol dos frutos (TMF).

Fracao

Cédigo

Quantidade(g)

Substancia(s)

TMF1

3,6527

IV, V e VI (impuras)




94

2 TMF2 2,1534
3 TMF3* 1,4008
4 TMF4 9,6898 Il (impura)
5 TMF5* 2,2930
6 TMF6* 1,4312
7 TMF7* 3,8607

* FragBes ndo trabalhadas

4.2.5.1.1 Analise cromatografica da reunido das fracbes TMF1 e TMF2
(4,8061 g)

A reunido das fragcbes TMF1 e TMF2 permaneceu com o cédigo da
TMFL1. Esta nova fragao foi submetida a uma cromatografia em coluna com gel
de silica, e eluida com diclorometano:metanol, em concentracdo crescente de
polaridade até 20% (v/v) de metanol. Obtiveram-se 4 fracbes. A Tabela 16

mostra o procedimento cromatografico da fracao.

Tabela 16: Estudo cromatografico da fracdo TMF1.

Fracado Cédigo
Quantidade(g) Substancia(s)
1 TMF1-1* 0,4422
2 TMF1-2* 0,3222
3 TMF1-3 3,1423 IV, V e VI (impuras)
4 TMF1-4* 0,4058

* FragOes ndo trabalhadas

4.2.5.1.2 Analise cromatografica da fracdo TMF1-3 (3,1423 g)

A fracdo TMF1-3 foi submetida a cromatografia em coluna com gel de
silica, e eluida com hexano:acetato de etila em concentracdo crescente de
polaridade até 80% (v/v) de acetato de etila, obtendo 6 fracdes. A Tabela 17

mostra o procedimento cromatografico das fracoes.
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Tabela 17: Estudo cromatografico da fracdo TMF1-3.

Fracao Cédigo
Quantidade(g) Substancia
1 TMF13-1* 0,2607
2 TMF13-2* 0,1927
3 TMF13-3 0,0244 IV e V (mistura)
4 TMF13-4 0,4521 VI (impura)
5 TMF13-5* 0,5938
6 TMF13-6* 0,9996

* Fracfes nao trabalhadas
4.2.5.1.3 Andlise cromatogréfica da Fracdo TMF13-4 (0,45219)

A fracdo TMF13-4 foi submetida a uma cromatografia em coluna com gel
de silica, e eluida com hexano:acetato de etila, em concentracdo crescente de
polaridade de 10 até 80% (v/v) de acetato de etila. Obtiveram-se 4 fracdes. A

Tabela 18 mostra o procedimento cromatografico da fracao.

Tabela 18: Estudo cromatogréafico da fragdo TMF13-4.

Substancia
Fracbes Cabdigo Quantidade(g)
1 TMF134-1* 0,1242
2 TMF134-2* 0,0021
3 TMF134-3 0,0013 VI
4 TMF134-4* 0,2598

* FracOes ndo trabalhadas

4.2.5.1.4 Analise cromatografica da Fracdo TMF4 (9,68989)

A fracdo TMF4 foi submetida a cromatografia em coluna com gel de
silica, e eluida com diclorometano:metanol, em concentracdo crescente de
polaridade até 80% (v/v) de metanol. Obtiveram-se 9 fracbes. A Tabela 19

mostra o procedimento cromatografico da fracao.



Tabela 19: Estudo cromatografico da fracdo TMF4.
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Substancia
FracOes Caddigo Quantidade(g)
1 TMF4-1* 0,0399
2 TMF4-2* 0,2008
3 TMF4-3* 0,6838
4 TMF4-4* 0,3887
5 TMF4-5* 0,0537
6 TMF4-6* 0,3260
7 TMF4-7* 1,5565
8 TMF4-8 2,8342 [l (impura)
9 TMF4-9* 2,5074

* Fracgdes ndo trabalhadas

4.2.5.1.5 Analise cromatografica da Fracdo TMF4-8 (2,83429)

A fracdo TMF4-8 foi submetida a uma cromatografia em coluna com gel

de silica, e eluida com diclorometano:metanol, em concentracdo crescente de

polaridade até 100% (v/v) de metanol. Obtiveram-se 8 fracbes. A Tabela 20

mostra o procedimento cromatografico da fracao.

Tabela 20: Estudo cromatogréafico da fragdo TMF4-8.

Substancia
Fracoes Cddigo Quantidade(g)
1 TMF48-1* 0,0110
2 TMF48-2 0,0311 1]
3 TMF48-3* 0,1357
4 TMFA48-4* 0,5425
5 TMF48-5* 0,1670
6 TMF48-6* 1,0107
7 TMFA48-7* 0,0726
8 TMF48-8* 0,1910

* FracOes ndo trabalhadas
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4.2.6 Descricdo experimental do isolamento dos constituintes quimicos

das cascas da madeira da espécie Trichilia hirta

4.2.6.1 Analise cromatografica do extrato em hexano (28,7 g)

Inicialmente, parte do extrato em hexano das casca da madeira (14,0563
g) foi submetido a cromatografia em coluna com gel de silica, e eluida com
hexano:acetato de etila em concentracdo crescente de polaridade até 100%
(v/v) de acetato de etila, obtendo 8 fracbes. A Tabela 21, a seguir mostra o

procedimento cromatogréfico das fracdes.

Tabela 21: Estudo cromatografico do extrato em hexano das cascas da
madeira THC.

Substancias

Fracdes Cddigo Quantidade(g)
1 THC1 1,0249 IX e VII (impuras)
2 THC2 1,6586 IX e VII (impuras)
3 THC3 3,1911 VIII, X, X1, XII e Xl
(impuras)
4 THC4* 1,6228
5 THC5* 0,6858
6 THCG6* 1,1214
7 THCT7* 2,3325
8 THC8* 1,7947

* FragOes ndo trabalhadas

4.2.6.1.1 Andlise cromatogréafica da reunido das Fracdes THC1 e THC2
(2,68350)

A reunido das fragbes permaneceu com o codigo da THC1. Esta nova
fracdo foi submetida a uma cromatografia em coluna com gel de silica, e eluida
com hexano:acetato de etila, em concentracdo crescente de polaridade até
100% (v/v) de acetato de etila. Obtiveram-se 6 fragoes. A Tabela 22 mostra o

procedimento cromatogréfico da fracao.



98

Tabela 22: Estudo cromatografico da fracdo THCL1.

Substancia
FracOes Caddigo Quantidade(g)
1 THC1-1 0,7939
2 THC1-2 0,8253 VII (impura)
3 THC1-3 0,0047 IX
4 THC1-4 0,1410
5 THC1-5 0,1208
6 THC1-6 0,6098

* FracOes nao trabalhadas
4.2.6.1.2 Andlise cromatogréfica da Fracdo THC1-2 (0,8253 g)

Uma quantidade de 0,0439g da fracdo THC1-2 foi submetida a uma
cromatografia em camada delgada preparativa utilizando como eluente
hexano:acetato de etila 4% (v/v), obtendo-se a substancia VII (0,0051 g).
4.2.6.1.3 Analise cromatografica da unido das Fracdes THC3 (3,19119)

A fracdo THC3 foi submetida a uma cromatografia em coluna com gel de
silica, e eluida com hexano:acetato de etila, em concentracdo crescente de
polaridade até 100% (v/v) de acetato de etila. Obtiveram-se 5 fracdes. A

Tabela 23 mostra o procedimento cromatogréfico da fracao.

Tabela 23: Estudo cromatografico da fracdo THC3.

Fracédo Cdédigo
Quantidade(g) Substancias
1 THC3-1* 0,1434
2 THC3-2* 0,1185
3 THC3-3 1,2261 VIII, X e XI (impuras)
4 THC3-4 0,0252 X1l e XIII (mistura)
5 THC3-5* 1,2120

* FragBes ndo trabalhadas
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4.2.6.1.4 Analise cromatografica da Fracdo THC3-3 (1,22619)

A fragdo THC3-3 foi submetida a uma cromatografia em coluna com gel
de silica, e eluida com hexano:acetato de etila, em concentracdo crescente de
polaridade até 50% (v/v) de acetato de etila. Obtiveram-se 6 fracdes. A Tabela

24 mostra o procedimento cromatogréfico da fracao.

Tabela 24: Estudo cromatografico da fracdo THC3-3.

Fracao Caddigo
Quantidade(g) Substancias

1 THC33-1* 0,0044 X e Xl (mistura)
2 THC33-2 0,0132 VI

3 THC33-3* 0,4693

4 THC33-4* 0,1808

5 THC33-5* 0,2548

6 THC33-6* 0,1574

* Fracgdes ndo trabalhadas

4.2.7 Procedimento experimental para as reacdes de acetilacao.

Todas as reacdes de acetilacdo foram realizadas através do tratamento
das amostras com uma mistura de anidro acético:piridina, na proporcao 2:1. As
solucBes foram aquecidas por, aproximadamente, 10 minutos em banho-maria
e deixadas uma noite a temperatura ambiente. A seguir, juntou-se gelo triturado
e separaram-se 0s acetatos precipitados.

As reacbes foram extraidas, por trés vezes consecutivas, com
diclorometano/agua. As fases orgéanicas obtidas foram secas com sulfato de

sédio anidro e, depois, a temperatura ambiente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Substancias Identificadas

O estudo da espécie Trichilia hirta levou a identificacdo e caracterizacéo
de 24 substancias, sendo os limonoides: 6-hidroxi-118-acetoxi-12a-(2-
metilpropanoiloxi)-3,7-dioxo-143,156-epoxi-1,5-meliacadien-29-oato de metila
() e 6-hidroxi-11B-propanoiloxi-12a-(2-metilpropanoiloxi)-3,7-dioxo-146,150-
epoxi-1,5-meliacadien-29-oato de metila (Il), obtidos como mistura e
marcocurcino (lll); os protolimonoides: (21R)-21,25-dimetoximelianodiol (V) e
(215)-21,25-dimetoximelianodiol (V), obtidos como mistura e nilocitina (VI); os
triterpenos: 15a-cloro-B-amirona (VII), B-taraxerol (VIII), taraxerona (IX); os
ésteres: palmitato de 3-(2-metilpropanoiloxi)-2,2,4-trimetilpentila (X) e estearato
de 3-(2-metilpropanoiloxi)-2,2,3-trimetilpentila (XI), obtidos como mistura e
isobutirato  de 3-hidroxi-2,2,4-trimetilpentan-1-ila (XIl) e isobutirato de 1-
hidroxi-2,2,4-trimetilpentan-3-ila (XIIl), obtidos como mistura; os diterpenos:
(2E,6Z,102)-3,7,11,15-tetrametilhexadeca-2,6,10,14-tetraen-1-ol (XIV) e
(22,672,102)-3,7,11,15-tetrametilhexadeca-2,6,10,14-tetraen-1-ol (XV), obtidos

como mistura e o0s esteroides: p-sitosterol (XVI), campesterol (XVII) e
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estigmasterol (XVIII), obtidos como mistura e acetato (3(8,22E)-ergosta-5,22-
dien-3-ol (XIX), acetato estigmasterol (XX), campestenona (XXI), (22E)-
estigmasta-4,22-dien-6-ona (XXIl), estigmasta-3,5-dien-7-ona (XXIIl) e -

sitostenona (XXIV),obtidos como mistura.

Figura 12: Substancias identificadas de Trichilia hirta
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Continuacao da Figura 12

Xn=10
Xl n=12
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Continuacao da Figura 12

15a 1la 15a 11a

XVIR = CHs; XVIII
XVIIR=H

XXI R: CH3 XIX R= CH3
XXIV R: CH2CH3 XX R=CH2CH3
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5.2 Determinagéo Estrutural das Substancias ldentificadas
5.2.1 Limonoides

5.2.1.1 Determinagéao Estrutural da Mistura das Substancias | e Il

3 4
”
T
(e} O 18
o FR—

(0]

A amostra | foi obtida como um sélido de cor branca do extrato hexanico
da madeira da espécie T. hirta.

O espectro na regido do infravermelho da amostra | (Figura 24, p. 51)
apresentou bandas de absor¢cao em vimnax 3643 (O-H), 2962 (C-H alifatico), 1747
(C=0 de éster), 1240 — 1053 (C-O de éster) e 962 — 663 cm™(regido de
aromatico) (Silverstein et al., 2007).

A anélise do espectro de RMN **C-DEPTQ (Figura 30, p. 57, Tabela 25,
p. 46) da amostra | permitiu reconhecer a presenca de sinais correspondentes
a trinta e trés (33) atomos de carbono, sendo oito carbonos metilicos [(CH3)s,
incluindo um grupo metoxila em &c 53,1 (MeO-29) = (CH3)7(CH30)], apenas um
metilénico [(CH)], onze metinicos [(CH).1: cinco sp? (=CH)s, sendo dois
correspondentes a uma ligacdo dupla em & 150,6 (=CH-1) e & 125,8 (=CH-2)
e trés atribuidos a presenca de um anel furano em & 140,5 (=CH-21), & 111,2
(=CH-22) e & 141,7 (=CH-23), trés sp® oxigenados [(OCH)s, dois envolvidos
em funcao éster, &c 72,4 (CH-11) e 6c 77,8 (CH-12), e um em epoxido, 6c55,2]
e trés sp® [(CH)3] e treze n&o hidrogenados [(C)is: cinco sp® e oito sp?, sendo
dois caracteristicos de ligacdo dupla tetra-substituida em 6:c141,9 (O-C-
6)el129,1 (C-5), dois de carbonilas cetbnicas conjugadas em & 195,7 (C-3) e
oc 196,2 (C-7), trés carbonilas de éster em 6c170,1 (C-28), &c 174,5 (C-1') e &c
169,4 (C-1") e um adicional do anel furano em o&c 121,5 (C-20)] (Silverstein et
al., 2007; Breitmaier e Voelter, 1987).
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Estes dados, em combinacdo com o0 pico correspondente ao ion
molecular, em m/z 610 ([M]") Daltons, revelado pelo espectro de massas de
baixa resolucdo (EMBR), através da analise por EM (Figura 14, p. 36)
permitiram postular, preliminarmente, a formula molecular expandida
representada por
(CH3)7(CH30)(CH2)(=CH)s(COOCH)2(OCH)(CH)3(=C)3(C=0).CO0)(C-0)(C)4 =
Cs3H37011 = C33H3501; (considerando presenca de uma hidroxila para atender),
com IDH (indice de Deficiéncia de Hidrogénio) = 15 (CasHggO11 - CzsHzs011=
H3o) correspondente a cinco grupos carbonilicos (duas cetonas e trés ésteres),
um epoxido, duas ligagdes dupla: trés do anel furanico e quatro anéis
(tetraciclico).

O conjunto destes dados da amostra | revelaram-se compativeis com
uma substancia com esqueleto basico caracteristico da classe dos limonoides,
em acordo com principais picos adicionais observados no EMBR, justificados
através de proposta de fragmentacao postulada resumidamente no Esquema
1, p.37.

Chromatogram (All TIC)]

77,812,393

TIC*1.00

10.0 20.0 30.0 350
min

Figura 13: Insercao direta da amostra I.
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Ca3Hzg011 3\*

"
m/z 610 (15,4%) > / ¢ 3 & +

C Ok U

15

i
13 16 m/z 147 (la, 100 %)

m/z 276

m/z 403 (30,8%)

Esquemal: Proposta de fragmentagdo para justificar os principais picos
observados no EM da substéancia I.

O pico base em m/z 147 (100%) estd também em acordo com a

presenca do anel furanico através do fragmento I-a e 0 em m/z 71 (76,9%)
podendo ser justificado pela presenca do ion I-b tendo como precursor do
grupo isobutiroxila (Esquema 1). Outros picos principais observados no EM
foram justificados através das propostas de fragmentacdo sumarizadas no
Esquema 1.

A funcé@o cetona presente no atomo de carbono C-3 do anel A foi
deduzida através das correlagdes a longa distancia do carbono C-3 (&¢ 195,7)
com H-2 (& 6,19; 2Juc), H-1 (& 7,00, 3Juc) e 3H-28 (& 1,85; 3Jnc),

apresentadas no espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 36, p.
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63), e pelo 'H-'H-COSY revelando interacdo homonuclear (*Jy=10 Hz,
acoplamento cis) de H- 1 e H-2. Esta ligac&o dupla entre os carbonos 1 e 2 foi
também confirmada pelas correlagdes heteronucleares diretas (*Juc)
observadas entrec150,6/647,00 (CH-1) e 125,8/646,19 (CH-2) reveladas no
espectro HSQC (Figura 34, p. 61) e pela correlacdo a longa distancia Juc
entre o atomo de carbono CH-1 (& 150,6) com os hidrogénios do grupo metila
(3H-19) em &y 1,45; apresentada pelo espectro HMBC (Figura 36, p. 63).

No anel B, a presenca da carbonila no atomo de carbono C-7 foi
confirmada pelo espectro HMBC (Figura 36, p. 63), através das correlacdes
heteronucleares & longa distancia, 3Juc, em 8¢ 196,2 (C-7) com 3H-30 (841,43;
s) e o hidrogénio da hidroxila (HO-6) em &y 6,47 (s, no espectro de RMN'H)
ligado e interagindo (*Juc) também com o carbono C-6 (8¢ 141,9).

A presenca de uma ligacdo dupla entre os atomos de carbonos C-5/CH-
6 foi também comprovada pelo espectro HMBC (Figura 36, p. 63), através das
correlagdes heteronucleares do sinal em éc 141,9 (C-6) com o hidrogénio da
hidroxila (HO-6) em &y 6,47 (*Juc) e em 6¢ 129,1 (C-5) com os hidrogénios dos
dois grupos metilas em &y 1,45 (3H-19, 3Juc) e em &y 1,85 (3H-28,%J4c); além
do hidrogénio H-1 em &y 7,00 (3Juc) e também com o hidrogénio da hidroxila
HO-6 em &4 6,47 ((Jue).

Foram caracterizados dois grupos ésteres sustentados pelo anel C da |,
um acetato [CH3COO: 8¢ 21,2/84 2,31 (CH3) e 169,4 (COO)] ligado ao atomo
de carbono CH-11 (6¢c 72,4/64 5,37) e um 2-metilpropanoiloxi [Me,CHCOO: &
18,7/64 1,10 (2Me), 6c 34,1/64 2,47 (CH) e 174,5 (COO)] no CH-12 (6¢ 77,804
5,23), com base nos dados obtidos dos espectros 1D (RMN'H, Figura 25, p.
52, e *C Figura 30, p. 57) e 2D (COSY, HSQC e HMBC) sumarizados na
Tabela 25 (p. 46) contendo, inclusive, as informac¢des deduzidas do HSQC
(*Juc) e HMBC (BJuc e 3Jnc) utilizadas também para garantir as localizacbes
destes grupamentos.

A presenca do grupo acetoxila ligado ao atomo de carbono CH-11, foi
comprovada através da correlagdo heteronuclear a longa distancia, 2Juc, do
carbono carbonilico em 6c 169,4 (C-1”) com os trés hidrogénios do grupo
metila (3H-2”) em &y 2,31 (s), presentes no espectro de correlacao
heteronuclear HMBC (Figura 36, p. 63). Ja o grupo 2-metilpropanoiloxi ligado
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ao atomo de carbono CH-12, foi confirmado através das correlacdes
heteronucleares & longa distancia, “Juc, do carbono carbonilico (C-1’) em &¢
174,5 com o hidrogénio H-2' em &y 2,47 e corroborado pela correlagcdo do
carbono CH-2' em O¢ 34,1 com os trés hidrogénios dos grupos metilas 3H-3’
em oy 1,10 (d; J=7,0 Hz) e 3H-4’ em &y 0,98 (d; J=7,0 Hz), todas observadas
no espectro HMBC (Figura 37, p. 64).

Os deslocamentos quimicos em 6¢c 67,6 (C-14) e em &¢ 55,2(CH-15),
observados no espectro de RMN *C-DEPTQ, sugeriram a presenca de grupo
epoxido ligado aos atomos de carbonos C-14/CH-15, do anel D, o qual foi
confirmado através das correlacdes heteronucleares & longa distancia, 3Jyc, do
atomo de carbono C-14 (6¢ 67,6) com hidrogénio H-16a [6y 2,33 (dd; J=13,8 e
6,7 Hz)] e corroborada pela correlacdo 2Jyc entre CH-15 (8¢ 55,2) com o
mesmo hidrogénio H-16a em oy 2,33; ambas observadas no espectro de
correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 37, p. 64).

A presenga do anel furano foi comprovada pelos valores dos
deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN *3C, em combinacéo
com correlagbes reveladas pelo HSQC para os carbonos metinicos: &¢c/0u
121,5 (C-20), 140,5/7,15 (CH-21), 111,2/6,20 (CH-22) e 143,7/7,32 (CH-23).
(Simmonds et al., 2001 e Pretsch et al., 2000). O espectro de HMBC (Figura
36, p. 63) revelou correlacdes heteronucleares a longa distancia do atomo de
carbono C-20 (6¢ 121,5) com os hidrogénios H-17 (3 2,96, 2Juc, comprovando
a ligacdo do anel furano ao CH-17), H-21 (84 7,15; 2Juc), H-22 (84 6,19; 2Juc) e
H-23 (6u 7,32, %Juc) e do CH-23 (8¢ 142,7) com o hidrogénio H-21 (84 7,15;
3Juc), confirmando a presenca e localizagéo do anel furano.

O espectro de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (Figura 39, p. 66)
também certifica a presenca deste anel através dos acoplamentos do
hidrogénio H-23, em &y 7,32, tanto com o H-21 em &y 7,15 como também, com
0 H-22 em 06y 6,20. As demais correlacdes encontram-se sumarizados na
Tabela 25.

Esses dados comparados com os dados descritos na literatura (Tabela
25) permitiram, inicialmente, propor para a amostra | uma estrutura idéntica a
do limondide 6-hidroxi-11B-acetoxi-12a-(2-metilpropanoiloxi)-3,7-dioxo-
146,15B-epoxi-1,5-meliacadien-29-oato de metila, ja isolado das raizes de
Trichilia pallida (Simmonds et al., 2001).
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Apés a obtencdo de espectro ‘H-'H-NOESY para avaliacédo
estereoquimica do limondide |, foi possivel observar que para atender a
interacdo espacial dos 3H-30 (6n1,43) com o H-15 (643,93) a posicdo do
epoxido ligado nos atomos de carbono C-14 e CH-15 deve ocupar posi¢édo S,
igualmente a descrita na literatura para o limonoide isolado por Simmonds et
al., 2001 de Trichilia pallida, sustentando a funcéo epdxido na posi¢do £, como

tem ocorrido historicamente nas referéncias bibliograficas citadas.

Figura 15:Correlacdo dipolar revelada pelo'H-'H-NOESY do limonoide | [6-
hidroxi-11B-acetoxi-12a-(2-metilpropanoiloxi)-3,7-dioxo-148,156-epoxi-1,5-
meliacadien-29-oato de metila).

Outra proposta na estereoquimica envolve a localizagdo do grupo
carbometoxi na posicdo B (assumindo consequéncia o seu carbono o numero
29, posicao axial, com deslocamento quimico em &¢c 170,1) e grupo metila Me-
28 passando para posicdo a (equatorial, com deslocamento quimico em
0c22,9), ambos comparados com os modelos a seguir, descritos de acordo
com a literatura (Figura 16, p. 41) (Mahato e Kandu, 1994).
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Phytochemistry 1989, 28(5), 1479-1482

Figura 16: Dados de referéncias citadas por Mahato e Kandu, 1994 para
comparacdo dos valores de deslocamentos quimicos de RMN **C dos
substituintes equatorial e axial ligados ao C-4.

A amostra |, apds ter sido identificada como o limonoide, 6-hidroxi-118-
acetoxi-12a-(2-metilpropanoiloxi)-3,7-dioxo-146,158-epoxi-1,5-meliacadien-29-
oato de metila, foi submetida a uma reacdo de acetilagdo usando o0s
procedimentos descritos anteriormente no item 4.2.7, p. 29, obtendo-se 0 novo
derivado monoacetilado [-Ac, que foi submetido a novas andlises
espectrométricas de RMN uni (1D) e bidimensionais (2D).

Essas analises permitiram comprovar a conversdo do grupo hidroxila
ligado ao atomo de carbono C-6 na substancia original | em grupo acetoxila (I-
Ac), que foi caracterizado através da correlagdo heteronuclear a longa
distancia do carbono carbonilico C-1""(6¢ 168,1) com os hidrogénios 3H-2"" (6n
2,24, “Jyc) observada no HMBC (Figura 48, p. 75) e a interacdo heteronuclear
direta do carbono C-2 (&¢ 20,2) com seus respectivos hidrogénios 3H-2"" (oy
2,24, 1J4c) revelado pelo espectro HSQC (Figura 47, p. 74). Assim, o derivado
acetilado I-Ac foi caracterizado como 6,11-diacetoxi-12a-(2-metilpropanoiloxi)-

3,7-dioxo-14(,158-epoxi-1,5-meliacadien-29-oato de metila.



112

A andlise por CG/EM do produto da reacdo de acetilagcdo revelou
cromatograma (Figura 19, p. 43) correspondente a uma mistura de duas
substéancias acetiladas (89% e 11%), que denominadas | e Il respectivamente,
com os respectivos espectros de massas (Figuras 20 e 21, pags. 43 e 44)
revelando em relacdo | uma diferenca de 14 unidades de massa (CHy)
atribuida a mais um novo limondide, podendo este grupo metileno adicional ser
racionalmente introduzido no grupo acetoxila (I-Ac) convertendo-o em
propionoxila (II-Ac) ou no isobutiroxila (Me,CHCOO) transformando-o em 2-
metilbutanoxila (EtMeCHCOO) ou 3-metilbutanooxila (Me,CH,COO).

De fato, além do CG/EM, uma nova anélise dos espectros de RMN'H e
13C da amostra original | e do produto de acetilacdo permitiu identificar os sinais
correspondentes ao grupo propionoxila (Il e II-Ac) com a permanéncia dos
sinais do grupo isobutiroxila nas duas substancias (I/ll e 1-Ac/ll-Ac), resultado
que foi confirmado no espectro HSQC através das correlacdes heteronucleares
diretas (*Juc) observadas nos sinais dos grupos metilénicos CH»-2" (& 26,6/(54
2,40) e metilico CH3-3” (o&c 11,5/64 0,90, t; 7,2) atribuindo a presenca deste
novo limonoide. Assim, a nova substéancia natural limonoide (Il) foi
caracterizada como 6-hidroxi-118-propanoiloxi-12a-(2-metilpropanoiloxi)-3,7-
dioxo-14(,158-epoxi-1,5-meliacadien-29-oato de metila e seu derivado como 6-
O-acetil-113-propanoiloxi-12a-(2-metilpropanoiloxi)-3,7-dioxo-148,156-epoxi-

1,5-meliacadien-29-oato de metila.

Figura 17: Estruturas dos limonoides | e 1l acetilados (I-Ac e II-Ac).
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Figura 18: Correlacdo dipolar revelada pelo *H-'H-NOESY do limonoide II [6-
hidroxi-116-propanoiloxi-12a-(2-metilpropanoiloxi)-3,7-dioxo-143,158-epoxi-1,5-
meliacadien-29-oato de metila].

A proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos
observados nos espectros de massas dos derivados acetilados I-Ac e II-Ac
pode ser também usada para confirmar a presenca e localizagdo do grupo 11-

propanoiloxi (Esquema 2, p. 44).
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Figura 19: Cromatograma gasoso da mistura das substancias | e Il acetiladas
(I-Ac e lI-Ac).
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Figura 20: Espectro de Massas da substancia | acetilada (I-Ac).
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Figura 21: Espectro de Massas da substancia Il acetilada (llI-Ac).

1. R. Time 32.825 (88.95 %):

3 2 +
2 O

Ty
O Q 18 20<\J
2 i

22

C35H40012
m/z 652 (100 %)

——> CH3CO*
m/z 43 (75%)

o29

O
* miz 549 (20%)

2. R. Time 34.780 (11.05 %):

m/z 624 (20%) m/z 550 (15%)

C36H42012
m/z 666 (75%) L > CHsCH,C=O0"
miz 57 (100 %)

Esquema?2: Proposta de fragmentagdo para justificar os principais picos
observados nos espectros de massas dos derivados acetilados I-Ac e lI-Ac.
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Portanto, podemos concluir que a amostra foi caracterizada como uma
mistura de dois limonoides, 6-hidroxi-11-acetoxi-12a-(2-metilpropanoiloxi)-3,7-
dioxo-14B,158-epoxi-1,5-meliacadien-29-oato de metila (I, constituinte presente
com cerca de 89%) e 6-hidroxi-11B-propanoiloxi-12a-(2-metilpropanoiloxi)-3,7-
dioxo-14B,158-epoxi-1,5-meliacadien-29-oato de metila (I, componente
presente com cerca de 11%), que no melhor do nosso conhecimento, este

ultimo, ndo encontra-se descrito na literatura até o momento.

842,31 (s) Q o2 40\ I ZQ
U ?
5c11,5 SN, /\r% A

540,90 (t; 7,2)

Figura 22: Estrutura dos limonoides | e II.

Os dados de RMN *H e *C da | (componente predominante) e Il foram
comparados com dados descritos na literatura para os limonoides hirtina (64),
desacetil hirtina (65), 6-hidroxi-11p-acetoxi-12o-isobutiroxi-3,7-dioxo-144,154-
epoxi-1,5-meliacadien-29-oato de metila (66), 6,11p-dihidroxi-12a-isobutiroxi-
3,7-diox0-14,15p-epoxi-1,5-meliacadien-29-oato de metila (67) e 6-hidroxi-
11p-acetoxi-12a-isobutiroxi-3,7-dioxo-14 4,15 f-epoxi-1,5-meliacadien-29-oato
de metila (68) isolados de T. pallida (Simmonds et al., 2001)Tabela 27, p. 50.

Ry Rz
(64) CHsg CH,CH4
(65) H CH,CH;,§
(66) CHsg CH(CH3)CH4
(67) H CH(CH3)CH,
(68) CH, CH(CH3)CH,CHs

29 28
Figura 23: Estruturas dos limonoides (64), (65), (66), (67) e (68) isolados por
Simmonds et al., 2001
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Tabela 25: Dados de RMN 'H (500 MHz) e RMN **C (125 MHz) da substancia | em CDCls, e as
correlacdes observadas nos espectros de HSQC e HMBC. Deslocamentos quimicos em oc e on (ppm) e
constantes de acoplamento (J, em parenteses) em Hz comparados com valores descritos para o
limonoide 6-hidroxi-11pB-acetoxi-12-meliacadien-2-isobutiroxi-3,7-dioxo-143,15p-epoxi-1,5-meliacadien-
29-oato de metila (Simmonds et al., 2001).

I
HSQC HMBC Simmondset al., 2001
& & “Jon “Jon & 8
C
3 195,7 - H-2 H-1; 3H-28 195,5 -
4 60,4 - 3H-28 H-2 59,3 -
5 129,1 - - H-1; HO-6; 3H-19; 129,3 -
3H-28
6 141,9 - HO-6 - 141,9 -
7 196,2 - - HO-6; 3H30 196,2 -
8 46,2 - 3H-30 H-11 46,2 -
10 39,9 - H-1; H-9; 3H- H-2 39,9 -
19
13 45,3 - H-12; 3H-18 H-162 45,3 -
14 67,6 - - H-16a; 3H-18; 3H- 67,6 -
30
29 | 170,1 - - 3H-28; MeO-29 170,0 -
20 1215 - H-17; H-21; H- H-16b; H-23 1215 -
22
1 174,5 - H-2’ 3H-3’; 3H-4’ 174,4 -
17 | 169,4 - 3H-2” - 169,3 -
CH
1 150,6 7,00 (d; 10,1) - 3H-19 150,5 6.97 (d, 10.2)
2 125,8 6,20 (d; 10,1) - - 126,9 6.15 (d, 10.1)
9 42,0 2,99 (s) - H-1; 3H19;3H-30 42,9 2.98 (s)
11 72,4 5,37 (s) H-12 - 72,4 5.35 (br s)
12 | 77,8 5,23 (s) H-11 H-9; H-17; 3H-18 77,9 5.20 (br s)
15 55,2 3,93 (s) H-16a 3H-18; 3H-30 55,1 3.91(s)
17 | 41,4 2,96 (dd; 11,0; H-16b H-15; 3H-18 41,5 2.93 (dd, 11.1, 6.8)
6,7)
21 | 1405 7,15 (sl) - - 140,5 7.12 (m)
22 111,2 6,19 (sl) - - 111,2 6.10 (m)
23 | 142,7 7,32 (t; 1,6) H-22 H-21 1427 7.29 (t,1.7)
2’ 34,1 2,47 (sept; 7,0) 3H-3’; 3H-4’ - 34,1 2.44 (sept, 7.1)
CH,
16 32,2 2,33 (dd, 13,8; H-15; H-17 - 32,2 2.32 ((ddd, 13.8, 11.1,
6,7) 0.9)
2,02 (dd; 13,8; 1.99 (dd, 13.9, 11.1)
11,0)
CHs
18 15,8 0,84 (s) - H-17 15,6 0,81 (s)
19 26,0 1,45 (s) - H-9 25,3 1,43 (s)
28 | 22,9 1,85 (s) - - 22,9 1,83 (s)
30 22,5 1,43 (s) - H-9 22,5 1,40 (s)
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MeO | 53,1 3,79 (s) - 53,0 3,76 ()
3 | 187 1,10 (d; 7,0) H-2 18,5 1,07 (d; 7,1)
4 | 187 0,98 (d; 7,0) H-2 18,7 0,97 (d; 7,1)
27 | 21.2 2,31 (s) - 21,1 2,18 (s)
HO - 6,47 (5) - - 6,41 ()
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Tabela 26: Dados de RMN *H (500 MHz) e RMN C (125 MHz) da mistura das substancia I-Ac e II-Ac
em CDClIs, e as correlagfes observadas no espectro de HMQC e HMBC. Deslocamentos quimicos em 0n
e Oc (ppm), e constantes de acoplamento (J) em Hz.

I-Ac
HSQC HMBC
3¢ Sn Jen Jen Sc 3
C
3 194.78 - H-1; 3H-19 195.66 -
4 59.47 - 3H-28 60.43 -
5 143 - H-1; 3H-19; 3H-28 129.1 -
6 141.64 - 141.90 -
7 192.36 - H-9; 3H-30 196.19 -
8 46 - H-9; 3H-30 H-11 46.15 -
10 40.89 - H-1; H-9; 3H- H-2 39.85 -
19
13 45.37 - H-17; 3H-18 H-16a 45,32 -
14 67.42 - H-16a; 3H-18; 3H- 67.59 -
30
29 169.45 - 3H-28; MeO-29 170.06 -
20 121.53 - H-21; H-22 H-23 121.48 -
1 174.51 - H-2’ 3H-3’; 3H-4’; H-12 174.49 -
1” 168.89 - 3H-2” H-11 169.39 -
1 168.10 - 3H-2" - - -
CH
1 150.17 7.03 (d, 10.1) - 3H-19 150.62 7.00 (d, 10.1)
2 127.24 6.24 (d, 10.1) - 125.84 6.19 (d, 10.1)
9 42.52 3.04 (s) H-11 H-12; 3H-19; 3H- 42.01 2.99 (s)
30
11 72.54 5.36 (s) H-12 72.41 5.37 (s)
12 77.88 5.29 (s) H-11 H-17; 3H-18 77.76 5.23 (s)
15 55.26 3.87 (s) H-16a 55.15 2.93 (s)
17 41.46 2.95 (dd, 10.5, - H-15; 3H-18 41.37 2.96 (dd, 11.0, 6.7)
6.6)
21 | 140.50 7.14 (sl) H-17; H-22; H-23 140.48 7.15 (sl)
22 | 111.25 6.12 (sl) H-23 H-17; H-21 111.22 6.2 (sl)
23 | 142.63 7.31 (sl) H-22 H-21 142.69 7.32(t, 1.6)
2 34.09 2.48(sep, 6.9) 3H-3’; 3H-4’ - 34.10 2.47 (sept, 7.0)
CH,
16 32.20 2.91 (dd, 13.6, H-15; H-17 - 32.15 2.33 (dd, 13.8, 6.7)
6.6) 2.02 (dd, 13.8, 11.0)
2.02 (dd, 13.6,
10.5)
2” 26,6 2,40 - - - -
CHj;
18 15.70 0.85 (s) - H-12; H-17 15.80 0.84 (s)
19 26.07 1.65 (s) - H-9 25.97 1.45 (s)
28 24.06 1.78 (s) - - 22.85 1.85 (s)
30 21.12 1.49 (s) - H-9 22.52 1.43 (s)
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MeO | 53.24 3.73 () - - 53.05 3.79 (s)
3 | 18.69 1.10 (d, 6.9) H-2 3H-4’ 18.70 1.10 (d, 7.0)
& | 1862 0.99 (d, 6.9) H-2 3H-3 18.68 0.98 (d, 7.0)
27 | 2141 2.23 21.20 2.31(s)
3" 115 0,90 (t; 7,2) - : - -

2" | 20.23 2.24
HO - - - - R 6.47 (s)
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Tabela 27: Dados de comparagao de RMN 'H e RMN *C da mistura das substancia | e Il com os limonoides relatados na literatura. Deslocamentos quimicos em Oy € Oc
(ppm), e constantes de acoplamento (J) em Hz (Simmondset al., 2001).

| Il (64) (65) (66) (68) (67)
C Oc On Oc On Oc On Oc On Oc On Oc On On
3 195.7 - 195.7 - 195.8 - 195.7 - 195.5 - 195.5 - -
4 60.4 - 60.4 - 59.3 - 59.3 - 59.3 - 59.3 - -
5 129.1 - 129.1 - 129.4 - 129.6 - 129.3 - 129.3 - -
6 141.9 - 141.9 - 141.9 - 141.9 - 141.9 - 142.0 - -
7 196.2 - 196.2 - 196.2 - 196.5 - 196.2 - 196.3 - -
8 46.2 - 46.2 - 46.2 - 45.9 - 46.2 - 46.2 - -
10 39.9 - 39.9 - 39.9 - 40.5 - 39.9 - 40.0 - -
13 45.3 - 45.3 - 45.1 - 44.8 - 45.3 - 45.3 - -
14 67.6 - 67.6 - 67.7 - 68.3 - 67.6 - 67.6 - -
28 170.1 - 170.1 - - - - - - - - - -
29 - - - - 170.0 - 170.2 - 170.0 - 170.0
20 121.5 - 121.5 - 121.7 - 121.9 - 121.5 - 121.5 - -
1 1745 - 1745 - 172.2 - 173.9 - 174.4 - 174.2 - -
1” 169.4 - 169.4 - 169.4 - - - 169.3 - 169.3 - -
CH
1 150.6 7.00 (d, 10.1) 150.6 7.00 (d, 10.1) 150.7 7.01 (d, 10.2) 151.4 6.91 (d, 10.3) 150.5 6.97 (d, 10.2) 150.5 6.96 (d, 10.3) 6.87 (d, 10.2)
2 125.8 6.19 (d, 10.1) 125.8 6.19 (d, 10.1) 126.8 6.16 (d, 10.1) 126.5 6.13 (d, 10.3) 126.9 6.15(d, 10.1) 126.8 6.14 (d, 10.2) 6.12 (d, 10.2)
9 42.0 2.99 (s) 42.0 2.99 (s) 42.9 2.97 (s) 43.9 2.71 (br s) 42.9 2.98 (s) 42.8 2.97 (s) 2.69 (s)
11 72.4 5.37(s) 72.4 5.37 (s) 72.5 5.39 (br s) 73.2 4.21 (brs) 72.4 5.35 (br s) 72.4 5.36 (br s) 4.16 (br s)
12 77.8 5.23(s) 77.8 5.23 (s) 78.5 5.22 (br s) 82.8 5.09 (br s) 77.9 5.20 (br s) 77.9 5.22 (br s) 5.10 (br s)
15 55.2 3.93 (s) 55.2 3.93 (s) 55.1 3.91 (s) 56.5 3.98 (s) 55.1 3.91 (s) 55.1 3.90 (s) 3.98 (s)
17 41.4 2.96 (dd, 11.0, 6.7) 41.4 2.96 (dd, 11.0, 6.7) 41.6 2.92 (dd, 11.0, 6.8) 42.2 2.92 (dd, 11.0, 6.6) 41.5 2.93(dd, 11.1, 6.8) 41.5 2.94 (dd, 11.1, 6.9) 2.94 (dd, 11.0, 6.7)
21 140.5 7.15 (sl) 140.5 7.15 (sl) 140.5 7.11 (m) 140.1 7.13 (m) 140.5 7.12 (m) 140.6 7.13 (m) 7.13 (m)
22 111.2 6.20 (sept, 7.0) 111.2 6.20 (sept, 7.0) 111.1 6.08 (dd, 1.6, 0.7) 111.0 6.06 (dd, 1.7, 0.7) 111.2 6.10 (m) 111.5 6.10 (dd, 1.7, 0.7) 6.08 (dd, 1.6, 0.7)
23 142.7 7.32(t, 1.6) 142.7 7.32(t,1.6) 142.7 7.30(t, 1.6) 142.9 7.32(t,1.7) 142.7 7.29 (t,1.7) 142.6 7.28 (t, 1.6) 7.32(t, 1.6)
2’ 34.1 2.47 (sept, 7.0) 34.1 2.47 (sept, 7.0) 27.7 2.19 (m) 27.8 2.27 (m) 34.1 2.44 (sept, 7.1) 41.0 2.26 (sext, 7.0) 2.48 (sept, 7.0)
2.27 (dg, 16.3, 7.6)
CH;
16 32.2 2.33(dd, 13.8, 6.7) 32.2 2.33(dd, 13.8, 6.7) 32.1 2.00 (dd, 13.7, 11.1) 31.6 1.98 (ddd, 13.9, 11.1, 322 1.99 (dd, 13.9, 11.1) 32.3 1.99 (ddd, 13.9, 11.1, 0.7) 2,01 (dd, 13.8, 11.1)
2.02 (dd, 2.02 (dd, 13.8, 2.31(ddd, 13.7, 6.7, 0.7) 2.32 (ddd, 13.9, 6.6, 2.31(ddd, 13.9, 6.9, 0.7) 2.34 (dd, 13.8, 6.7)
13.8,11.0) 11.0) 0.6) 2.34 (ddd, 13.9, 6.6, 0.7) 0.5)
2” - - 26.6 2,40 - - - - - - -
CHs - -
18 15.8 0.84 (s) 15.8 0.84 (s) 15.6 0.79 (s) 15.3 0.75 (s) 15.6 0.81 (s) 15.7 0.81 (s) 0.77 (s)
19 26.0 1.45(s) 26.0 1.45 (s) - - - - - - - - -
28 - - - - 25.4 1.43 (s) 26.5 1.67 (s) 25.3 1.43 (s) 25.2 1.43 (s) 1.66 (s)
29 22.9 1.85(s) 22.9 1.85 (s) 22.9 1.82 (s) 22.8 1.83(s) 22.9 1.83 (s) 22.9 1.83 (s) 1.83 (s)
30 225 1.43 (s) 22.5 1.43 (s) 225 1.40 (s) 225 1.41 (s) 225 1.40 (s) 22.5 1.40 (s) 1.41 (s)
MeO 53.1 3.79 (s) 53.1 3.79 (s) 53.0 3.76 (s) 52.9 3.76 (s) 53.0 3.76 (s) 53.0 3.76 (s) 3.76 (s)
3 18.7 1.10(d, 7.0) 18.7 1.10(d, 7.0) 8.9 1.02 (t, 7.6) 9.0 1.07 (t, 7.6) 18.6 1.07 (d, 7.1) 16.3 0.96 (d, 7.0) 1.08 (d, 7.0)
4 18.7 0.98 (d, 7.0) 18.7 0.98 (d, 7.0) - - - - 18.7 0.97 (d, 7.1) 26.6 1.42 (m), 1.62 (m) 1.03(d, 7.0)
5 - - - - - - - - - - 11.5 0.88 (t, 7.5) -
2” 21.2 231 (s) - - 21.1 - - - 21.1 2.18(s) 21.1 2.18(s) -
3” - 11.5 0.90 (t, 7.2) - 2.19 (s) - - - -
HO-6 - 6.47 (s) 6.47 (s) 6.41(s) 6.39 (s) - 6.41 (s) - 6.41 (s) 6.39 (s)
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5.2.1.2 Determinacao Estrutural da Substancia lll

A substancia Il foi isolada do extrato metandlico dos frutos da espécie T. hirta
como um sélido de cor branca.

A anélise do espectro de RMN **C-DEPTQ (Figura 62, p. 96, Tabela 28,
p. 85) da substancia Ill permitiu reconhecer a presenca de trinta e trés atomos
de carbono, sendo nove carbonos metilicos (CHg) [incluindo dois grupos
metoxila em &c 54,7 (MeO-21), 6c 56,4 (MeO-23) e uma metila do grupo
carbometdéxi em o6¢c 53,0 (Me-29)], apenas um atomo de carbono metilénico
(CH,), onze carbonos metinicos (CH) [dois sp?, correspondentes a uma ligacdo
dupla em & 151,9 (CH-1) e & 126,3 (CH-2) e nove sp®, um ligado a um &tomo
de carbono que contém um grupo éster em & 81,6 (CH-12), trés ligados a
atomos de carbono que contem grupos hidroxila em éc 72,2 (CH-11), é¢ 50,2
(CH-17) e 6c 78,2 (CH-22), dois ligados a éatomos de carbono que contem
grupos metoxila em &6¢c 109,3 (CH-21) e 6¢c 107,9 (CH-23)], e doze carbonos
ndo hidrogenados [seis sp® e seis sp? onde um é caracteristico de ligacdo
dupla em 6:129,3 (C-5), um carbindlico em & 142,0 (C-6), dois atomos de
carbono contendo grupo carbonila de cetona a,B-insaturada em &c 195,9 (C-3)
e & 196,7 (C-7) e dois ligados a carbonila de éster em &c 170,4 (C-29), &
178,0 (C-1')] (Silverstein et al., 2007; Breitmaier e Voelter, 1987).

Esses dados, em conjunto com os dados do espectro de massas de alta
resolucdo, EMAR, (Figura 51, p. 79), apresentando o valor de massa sodatado
[M+Na']"= 687,2621 Daltons e o valor calculado [M+Na*]"= 687,2629 Daltons,
Aniz= 0,0008 Daltons; nos levou a propor a formula molecular C33Hs4014Na
(Esquema 3, p. 79).
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MIL47_MSMS687 76 (1.309) TOF MSMS 687.00ES+
100+ 599.2171 86
] 599.1902 687 2621
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Figura 51: Espectro de Massas de Alta Resolucéo da substancia Ill.

Ca3HaNaOy4 CogHzeNaO;,

2
m/z 687.2621 I m/z 599.2171
(calc m/z 687.2629) @ OH (calc m/z 599.2104)

Me0\<zc:H ﬂ

CogH3NaO1g Ca6H3oNaO; C,gH3sNaO;,
m/z 509.1356 m/z 527.1649 m/z 599.2171
(calc m/z 509.1787) (calc m/z 527.1893) (calc m/z 599.2104)

Esquema 3: Proposta de fragmentag&o dos principais ions da substancia lll.

A funcéo cetona presente no atomo de carbono C-3 no anel A, pode ser
comprovada através das correlagdes a longa distancia, 2Jyc, entre o carbono C-
3 em & 195,9 com o sinal em & 6,13 (d, J=10,4 Hz), referente ao hidrogénio
H-2, e a 3Juc com o H-1 em & 6,94 (d, J=10,4 Hz) e com os trés hidrogénios do
grupo metila em o4 1,85 (Me-28), apresentadas no espectro de correlagcéo
heteronuclear HMBC (Figura 70, p. 104).
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A ligacdo dupla, também presente no anel A, na posicdo CH-1/CH-2
pdde ser observada através das correlacdes heteronucleares em & 151,9 (CH-
1) com 6y 6,94 (H-1); assim como em &¢c 126,3 (CH-2) com 6y 6,13 (H-2)
presentes no espectro de correlacao hetronuclear HSQC (Figura 66, p. 100), e
confirmada pela correlacdo & longa distancia *Jyc entre o atomo de carbono
CH-1 (oc 151,9) com os hidrogénios do grupo metila (3H-19) em o4 1,65;
apresentada no espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 71, p.
105).

No anel B, a presenca da carbonila no atomo de carbono C-7 foi
confirmada através das correlacdes heteronucleares a longa distancia, 3Juc, em
Oc 196,7 (C-7) com os trés hidrogénios do grupo metila (3H-30) em 6y 1,39 (S)
e, também, com o hidrogénio H-9 em 6y 2,70 (sl), apresentadas no espectro de
HMBC (Figura 70, p. 104).

A presenca de uma ligacdo dupla entre os atomos de carbonos C-5/C-6
foi comprovada pelas correlagées heteronuclear, & 3Jyc, em 8¢ 129,3 (C-5) com
os hidrogénios dos dois grupos metilas em &y 1,65 (3H-19) e oy 1,85 (3H-28);
além do hidrogénio H-1 em &y 6,94; ambas no espectro de correlacdo
heteronuclear HMBC (Figura 71, p.105).

Foi identificado um grupo éster presente no anel C ligado ao atomo de
carbono CH-12 que pbde ser observado através dos deslocamentos quimicos
em Oc 81,6; no espectro de RMN 13C-DEPTQ e em &y 4,99; no espectro de
RMN 'H (Figura 63, p. 97 e Figura 57, p. 91); comprovado através da
correlacao heteronuclear a longa distancia do carbono carbonilico em 6c 178,0
(C-1’), & 2Juc com o hidrogénio H-2’ em &y 2,67 (sept; J=7,0 Hz) e & 3Jyc, com
os hidrogénios dos dois grupos metilas 3H-3’ e 3H-4’° ambos em 6y 1,22 (d;
J=7,0 Hz), todas observadas no espectro HMBC (Figura 70, p. 104).

Os deslocamentos quimicos em &¢ 67,6 (C-14) e em 6¢ 55,2 (CH-15),
obtidos no espectro de RMN *C-DEPTQ, sugerem presenca de grupo epéxido
ligado aos atomos de carbonos C-14/CH-15, no anel D, (Ji et al, 2014) o qual
foi confirmado através das correlagdes heteronucleares a longa distancia, 3JHC,
do atomo de carbono C-14 em &¢ 68,4 com hidrogénio H-17 em &y 2,12 (m) e
corroborada pela correlacdo 3Juc entre CH -15 em &¢c 56,4 com o mesmo
hidrogénio H-17 em 06y 2,12; ambas observadas no espectro de correlacdo
hetronuclear HMBC (Figura 72, p. 106).
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No espectro de RMN *C-DEPTQ (Figura 63, p. 97) foi observada a
presenca de dois sinais de carbonos metinicos (CH) em & 109,3 (CH-21) e
107,9 (CH-23) ambos referentes as ligagbes C-O de um anel de cinco
membros tetrassubstituido.

A presenca de dois grupos metoxila, ligados aos atomos de carbono CH-
21 e CH-23, foram confirmados pelas correlacdes heteronucleares a longa
distancia, 3Juc, do CH-21 em 8¢ 109,3 com os trés atomos de hidrogénio do
grupo metoxila 3H-MeO-21 em &y 3,34 (s), assim como também do CH-23 em
O0c 107,9 com 3H-MeO-23 em 0oy 3,48 (s), observadas no espectro de
correlacdo HM