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RESUMO

As espécies da familia Flacourtiaceae se caracterizam por suas diversas atividades
farmacoldgicas e/ou biolodgicas, com inumeros relatos da sua quimiotaxonomia diversificada
na literatura. O género Casearia tem sido evidenciado por sua vasta utilizacdo pelo homem,
assim como pela ocorréncia de varias substancias de interesse farmacoldgico. Diante dessas
informagdes viu-se a importincia da realizacdo deste estudo visando a contribuir para a
quimiotaxonomia da familia. O estudo fitoquimico realizado com as fragdes hexanica,
Hexano-AcOEt (9:1) e Hexano-AcOEt (1:1) do extrato etandlico do caule de Casearia
arborea (Rich) Urb. levou ao isolamento de cinco substancias, sendo elas: dois esteroides
Estigmast-5-en-3-p-ol (FI-1) e Estigmast-4-en-3-ona (FI1-2), dois diterpenos ent-13-hidroxi-
trans-cleroda-3,14-dieno (F1-3) e ent-13-hidroxi-2-oxo-trans-cleroda-3,14-dieno (FI-5) e uma
mistura de duas substancias, o diterpeno trans-13-hidroxi-trans-cleroda-3,14-dieno (FI-
4a=FI1-3) ¢ o éster Hexadecanoato de etila (Fl-4b). A identificacdo estrutural destas
substancias foi realizada através dos métodos espectroscopicos IV e RMN 'H e "C uni e
bidimensionais (COSY, HSQC, HMQC, HMBC e NOESY), como também por comparacdes

realizadas com modelos da literatura.

Palavras-chaves: Flacourtiaceae, Casearia arborea, Métodos espectroscopicos



ABSTRACT

The species of the family Flacourtiaceae are characterized by their various
pharmacological and/or biological activities, with numerous reports of it’s diverse
chamotaxonomy in the literature. The genus Casearia has been evidenced by its large use by
humans as well as by the occurrence of several pharmacological substances of interest. Based
on this information, we decided to perform this study in order to contribute to the
chemotaxonomy of this family. The phytochemical study was conducted with the hexane,
hexane-ethyl acetate (9:1) and hexane-ethyl acetate (1:1) fractions of the ethanol extract of the
stems of Casearia arborea (Rich) Urb. and led to the isolation of five substances, which are:
two steroids Stigmast-5-f-ene-3-ol (FI-1) and Stigmast-4-ene-3-one (FI-2), two diterpenes
ent-13-hydroxy-trans-3,14-clerodadiene-3 (F1-3) and ent-13-hydroxy-2-oxo-trans-13,14-
clerodadiene (FI-5) and a mixture of ent-13-hydroxy-trans-3,14-clerodadiene (Fl-4a=FI-3)
and an esther Ethyl hexadecanoate (FI-4b). The structural identification of these substances
was performed by means of spectroscopic methods like IR and 'H and '>C NMR with the add
of two dimensional techniques (COSY, HSQC, HMQC, HMBC and NOESY), as well as by
comparisons made with models of literature.

Keywords: Flacourtiaceae, Casearia arborea, Spectroscopic methods
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O uso terapéutico das plantas medicinais na saide humana constitui-se como uma
pratica milenar, historicamente construida na sabedoria do senso comum. O homem primitivo
sempre buscou na natureza as solucdes para os diversos males que o assolava, sendo que
ainda hoje esta pratica aparece como o principal recurso terapéutico de muitas comunidades e
grupos étnicos, principalmente nos paises em desenvolvimento. (ALVIM et al., 2006; VIEGA
JUNIOR. et al., 2005).

Apoés longos anos de uso empirico, os primeiros estudos cientificos de plantas
medicinais datam do século XIX, quando foram isoladas algumas substancias de plantas que
se firmaram como principios ativos eficazes e de grande importancia para a medicina, a
exemplo da canfora, quinina, morfina, estricnina e cocaina (HAMBURGER &
HOSTETTMANN, 1991).

Nos ultimos quarenta anos, gragas aos progressos alcancados com os métodos
cromatograficos e espectroscopicos, os conhecimentos sobre as plantas medicinais foram
consideravelmente aumentados, com um elevado numero de novos constituintes isolados e
identificados. Varios estudos farmacoldgicos comprovando a ag@o dessas substancias, além de
trabalhos referentes aos mecanismos que envolvem a bioformagdo desses constituintes no
vegetal, foram comunicados em reunides cientificas e os resultados publicados em revistas
especializadas, fomentando-se estes conhecimentos sobre plantas medicinais a nivel
internacional (DA CUNHA, 2003).

A descoberta de novos compostos ¢ motivada pela busca de substancias mais ativas e
menos toxicas, que possam ser utilizadas no tratamento de diversas patologias, ou em
substituicdo aquelas ja existentes. Dentro da perspectiva de se estudar plantas medicinais, o
Brasil se encontra em posicao privilegiada, sendo o pais com a maior diversidade vegetal do
mundo, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas, de um total estimado entre

350.000 e 550.000 (SIMOES et al., 2003). Observa-se, no Brasil, um crescimento marcante
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nas pesquisas interdisciplinares que geram conhecimentos sobre atividades biologicas de
produtos naturais oriundos de espécies nativas brasileiras (OLIVEIRA & BRAGA, 2003).

A importancia que as plantas representam para toda humanidade e a imensa
diversidade vegetal do nosso pais, despertaram no Prof. Delby Fernandes de Medeiros a
necessidade de qualificar recursos humanos nesta 4area, criando assim em 1978, no
Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, hoje “Laboratorio de Tecnologia Farmacé€utica Prof.
Delby Fernandes de Medeiros”, o mestrado em Quimica e Farmacologia de Produtos
Naturais, posteriormente o nosso Programa de Pds-graduagdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos, que muito tem contribuido para o conhecimento cientifico da nossa flora

no que se refere as areas de Quimica, Farmacologia e Farmacognosia.

1.1 Consideracoes sobre a familia Flacourtiaceae
1.1.1 Aspectos etnobotinicos e etnofarmacologicos da familia Flacourtiaceae

A familia Flacourtiaceae compreende 86 géneros, com cerca de 1300 espécies, as
quais sdo encontradas especialmente nas zonas tropicais e subtropicais do globo terrestre
(cerca de 800 espécies). Estas espécies ocorrem também, com menor representatividade, nas
zonas temperadas e cerca de 275 espécies sdo encontradas nos neotropicos. No Brasil foram
identificados, at¢ o momento, 19 géneros e aproximadamente 90 espécies, distribuidas pelos
diferentes ecossistemas, com grande capacidade de adaptagdo ao meio ambiente

(MARQUETE, 2001; TININIS et al., 2006).

Figura 1 - Distribuicdo de espécies de
Flacourtiaceae no mundo (destacado em
vermelho)

Fonte: www.arbolesornamentales.com
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Estudos recentes na filogenia das flacourtiaceas, baseados em seqii€ncias de acido
desoxirribonucléico (ADN), t€ém mostrado que esta ¢ uma familia polifilética, sendo
reconhecida por dois principais clados, um com afinidade para a Salicaceae e outro para
Achariaceae (MOSADDIK et al., 2006). Suas espécies se apresentam como arvores, arbustos
ou subarbustos lenhosos, com folhas persistentes, as vezes deciduas, alternas, inteiras,
simples, peninérveas, geralmente denteadas, laminas lanceoladas, oblongo-lanceoladas ou
lanceolado-ovadas. Seus peciolos se apresentam delgados a espessados, e possuem 2 estipulas
foliaceas, caducas ou persistentes. Suas inflorescéncias podem ser axilares, fasciculadas ou
em espigas. Espécies desta familia apresentam flores actinomorfas, monoclamideas a
diclamideas, hermafroditas ou unissexuadas, com pedicelos muitas vezes articulados e sépalas
persistentes. Seus frutos podem se apresentar na forma capsular ou bacaceo (MARQUETE,
2001).

A familia Flacourtiaceae se caracteriza também por suas diversas atividades
farmacoldgicas e/ou bioldgicas, com inumeros relatos na literatura. Um estudo sobre os
constituintes quimicos e suas bioatividades foi realizado na China com 12 dos seus géneros,
que apresentaram diversos constituintes quimicos. Estes compostos ou os extratos de espécies
destes géneros mostraram atividade antibacteriana, antiviral, antitumoral, hipolipidémica e
hipoglicémica (CHAI et al., 2006).

Entre os géneros da referida familia, Laetia apresenta muitas espécies que despertam o
interesse da comunidade cientifica, como por exemplo, a Laetia procera que apresentou
atividades antiplasmodial e antileishmanial em estudos realizados por Jullian et al. em 2005.
Extratos da fase diclorometano do caule de Laetia corymbulosa foram avaliados quanto a sua
atividade antimicobacteriana verificando-se uma inibicdo de 51% no crescimento do

Mycobacterium tuberculosis (GRAHAM et al., 2003).
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A utilizagdo de espécies do género Homalium pela medicina folclérica também tem
sido investigada na busca da comprovacao cientifica do seu emprego na terapéutica. Ishikawa
et al. (2004) isolaram derivados salicinicos da casca de raizes de Homalium cochinchinensis
que através das estudos farmacologicos mostraram suas atividades antivirais. O extrato
etanodlico de raizes de Homalium letestui apresentou atividade antiplasmodial (OKOKON et
al., 2006) enquanto que o extrato aquoso das partes acéreas de Homalium racemosum
apresentou atividade letal em células afetadas pelo cancer de mama (SUFFREDINI et al.,
2007).

Estudos farmacologicos realizados com Carpotroche brasiliensis revelaram que esta
espécie além de atuar como antibacteriana (ARAUJO, 2005), auxilia também no tratamento

da hanseniase (LIMA et al., 2000).

1.1.2 Aspectos quimiotaxondomicos da familia Flacourtiaceae

A quimiotaxonomia da familia Flacourtiaceae mostrou-se diversificada, podendo-se
destacar algumas classes de produtos naturais como: lignanas, terpenoides, cumarinas,
alcaloides, saponinas e flavonoides, onde inimeras substincias isoladas apresentam
significativa atividade farmacolédgica segundo varias literaturas (RIBEIRO et al., 2000). O
Quadro 1 (pag. 32) elenca alguns constituintes quimicos isolados de espécies de
Flacourtiaceae, suas atividades farmacologicas e/ou bioldgicas, ressaltando assim a
importancia quimiotaxonomica desta familia. As estruturas das substiancias mostradas no

Quadro 1 (pag. 32) sao exibidas no Quadro 2 (pag.35).
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1.2 Consideracdes sobre o género Casearia

O género Casearia pertence a ordem Violales, Sub-ordem Flacourtiaceae, familia
Flacourtiaceae (TININIS et al., 2006). Possui mais de 160 espécies descritas, sendo que
destas, 70 sdo encontradas no continente americano, desde o México e Antilhas até a América
do Sul, das quais 37 estdo distribuidas pelo Brasil (YAMASHITA, 2006). As espécies do
género Casearia se apresentam como arbustos ou arvores tendo suas folhas elipticas com
pontos translucidos e estrias. Suas flores tém fasciculos axilares, com 5 sépalas e sem pétalas,
possuem entre 7 a 10 estames, estando suas sementes envoltas por um arilo carnoso (HYDE

& WURSTEN, 2008).
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Figura 2 - Caracteres morfologicos mais evidentes em espécies de Casearia (1-parte de um
calix em corte aberto; 2-o pistilo; 3-corte longitudinal do ovéario; 4-corte longitudinal da
semente; 5-semente; 6-arilo, removido da semente).

Fonte: WATSON & DALLWITZ, 2008.
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A quimiotaxonomia do género Casearia tem se mostrado rica em diferentes classes de
compostos, muitos descritos pela primeira vez na literatura, como os varios diterpenos do tipo
clerodano, e outros ja bem conhecidos. Chang et al. (2003) isolaram e identificaram, de
espécies do género Casearia, esterdides, um éter benzoquindlico, uma lignana, uma
antraquinona e varios diterpenos, além do 4cido vanilico. H4 também relatos anteriores de
cumarinas produzidas por este género (SHEN et al., 2004a), além de glicosideos fendlicos
(MOSADDIK et al., 2006) e glicosideos cianogénicos (SPENCER & SEIGLER, 1985). Este
género tem se caracterizado pela ocorréncia de varias substancias de interesse farmacologico,
como saponinas e alcaldides (POSSOLO & FERREIRA, 1949), varios diterpenos de
diferentes tipos: dolabellano (CHANG et al., 2003), kolovano e norkolovano (CHEN &
WIEMER, 1991) e de forma bem caracteristica os clerodanicos, com varios relatos de sua
ocorréncia em Casearias (KANOKMEDHAKUL et al., 2007).

Algumas espécies de casearias sdo bem conhecidas pelo homem devido aos seus
varios usos. Estudos farmacologicos também foram realizados, dando énfase aos seus usos
pela medicina popular, na tentativa de elucidar os mecanismos de agdo responsaveis pelas
propriedades curativas das varias espécies deste género, como exemplos pode-se citar a C.
sylvestris, também conhecida pelos nomes populares de guagatunga e cafezeiro-do-mato. Esta
espécie ¢ uma das mais amplamente utilizadas na forma de infusdes e estudos de sua
composicdo quimica e atividade farmacologica foram realizados por Yamashita (2006).
Borges et al. (2001) comprovaram que seu extrato aquoso ¢ eficaz na neutralizacdo da
atividade hemorragica de venenos de diversas espécies de serpentes. As casearinas, diterpeno
do tipo clerodano, isoladas das folhas de C. sylvestris apresentaram atividade antitumoral em
estudos realizados por Itokawa et al. (1990). Outros compostos com atividade antifiingica
(OBERLIES et al., 2002) e antioxidante foram também isolados desta espécie (MOSADDIK

et al., 2004).
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Hunter et al. (1997) em seus estudos com C. guianensis isolaram compostos que
demonstraram atividades imunossupressoras, uteis em tratamentos nos casos de rejeicdo em
transplantes. As caseamembrinas, diterpenos do tipo clerodano, isoladas de C. membranacea
demonstraram atividades citotoxicas em células cancerigenas da prostata, nos estudos
realizados por Huang et al. (2004). A neutralizacdo de venenos ofidicos também tem sido
relatada por Izidoro et al. (2003) em seus estudos com extratos aquosos de C. mariquitensis.

Folhas e cascas de arvores de C. obliqua sao popularmente utilizadas como diurético,
sudorifero, antiofidico, no combate as dermatoses ¢ a doenca de hanseniase. As cascas dos
troncos e as folhas de C. decandra sdo utilizadas como antitérmico e no combate as ulceras
gastroduodenais (PLANTAS BRASILEIRAS, 2002).

Diante do exposto, tanto no que diz respeito a composicdo quimica quanto a utilizagao
medicinal, com estudos farmacologicos e usos na medicina tradicional, se torna evidente a
importancia quimiotaxondmica desse género e sua familia, bem como a importancia no
aprofundamento dos estudos fitoquimicos e farmacologicos de suas espécies. O Quadro 1
(pag. 32) elenca algumas substancias isoladas de espécies de Casearia e suas atividades

biologicas e/ou farmacologicas.

1.3 Consideracoes sobre a espécie Casearia arborea (Rich.) Urb.

Casearia arborea, conhecida popularmente como “pau de pico”, “imbui amarelo”
ou “canela”, ¢ encontrada nas regides tropicais, desde o norte da América Central até a
América do Sul. No Brasil esta espécie esta distribuida pelas regides Norte (AM, RR, RO ¢
PA), Nordeste (CE, PE ¢ BA), Centro-Oeste (MG ¢ GO) e¢ Sudeste (MG, ES, RJ ¢ SP)
(MARQUETE, 2005).

Casearia arborea ¢ uma arvore de tronco vigoroso e ndo ramificado, cujos

individuos sdo mais freqiientes no interior da floresta e apresentam uma copa bem formada,
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que pode atingir até 14 m de altura. Suas folhas sdo alternas, bordos serrados com cerdas
curtas, pecioladas e com nervuras ocultas pelo indumento. Uma das caracteristicas
diagnosticas do género ¢ a presenca de tragos e pontuagdes translucidas que em C. arborea se
apresentam esparsas e dispersas em toda a superficie. Suas inflorescéncias sdo do tipo
pedunculadas, densas tomentosas e suas flores pediceladas, pequenas, de cor alva a
esverdeada. Possui fruto imaturo, ovoide, vinoso-esverdeado com sementes oblongas
parcialmente cobertas por um arilo franjado de cor amarela (MARQUETE, 2005). A figura 3
nos mostra os caracteres morfoldgicos mais evidentes nessa espécie. Sua madeira ¢ utilizada
comercialmente como lenha, em constru¢des rurais € também em trabalhos de marcenaria
(ALVINO et al., 2005; MARQUETE, 2005).

Quanto a quimiotaxonomia de Casearia arborea, apenas um estudo sobre o
isolamento e caracterizagdo de seus constituintes quimicos bem como suas atividades
farmacoldgicas, foi relatado na literatura. Em estudos realizados por Boyd et al (2000) foram
isolados e identificados cinco novos diterpenos clerodanicos com atividade citotoxica,
corroborando os relatos encontrados na literatura sobre os constituintes quimicos e suas

atividades bem caracteristicas desse género.
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Figura 3 - Caracteres morfologicos mais evidentes em C. arborea: A) Ramo com
inflorescéncia em botdo e flores; B) Ramo com flores e frutos; C) Botdes florais; D) Detalhe
da flor aberta; E) Fruto; F) Semente e arilo franjado.

Fonte: MARQUETE, 2005.



Quadro 1 - Alguns constituintes quimicos isolados de espécies da familia Flacourtiaceae, suas atividades bioldgicas e/ou farmacologicas
relatadas na literatura

Classe Exemplo Fonte Referéncia Atividade Farmacolégica
Acido 13-(2-ciclopent-1-il)-6- Hydnocarpus SHUKLA & SPENER, Atividades antinflamatoria e
tridecanoico (Acido gorlico) anthelminthica 1985 antinociceptiva (LIMA et al., 2005)

ey
Acidos graxos e Atividade inseticida (SINI et al.,
Acido 2-ciclopenteno-1- Carpotroche LIMA et al., 2005 2005)
undecandico (Acido brasiliensis
hydnocarpico)
2
Germacreno D Cicatrizante  por  ativacdo  de
A3) fibroblastos
Antibacteriano e antifingico
e Casearia sylvestris TININIS et al., 2006  (PEREZ, 2005)
B — Selineno Antibacteriano e antifiingico
“) (PEREZ, 2005)
18, 19- diacetoxi-18,19-epoxi- Laetia procera JULLIAN et al., 2005 Atividade citotoxica em células do
6-hidroxi-2-(2- cancer de prostata humana (SHEN et
metilbutanoiloxi)-cleroda- al., 2004b)
iy 3,12,14-trieno (Caseamembrol Atividade antiplasmodial e
Terpenoides A) antileishmanial (JULLIAN et al,
Q) 2005)
18, 19- diacetoxi-18,19-epoxi-  Casearia corymbosa ~ CHEN & WIEMER, Naio relatado na literatura
6-hidroxi-2-etoxi-cleroda- 1991
3,12,14-trieno (Corymbotin D)
(6)
Dolabell-2Z,7E, 1 1 E-trien-1-ona Casearia CHANG etal.,, 2003  Nao relatado na literatura
Casearimene A membranacea
)

43



Continuacdo: Alguns constituintes quimicos isolados de espécies da familia Flacourtiaceae, suas atividades biologicas e/ou farmacologicas

relatadas na literatura

flavonol (epicatequina)

3-ona-fridelan (Fridelina) Lindackeria RIBEIRO et al., 2000 Efeito vasodilatador (JIAO et al.,
®) paraensis 2007) e antiespermatogénica
Terpenoides e (VIEIRA-FILHO et al., 2002)
3-hidroxi-fridelan (Fridelinol) Acdo antiespermatogénica (VIEIRA-
&) FILHO et al., 2002)
Estigmasta-5-en-3 B-ol (f — Antiulcera
Sitosterol) (10) (LING & JONES, 1995)
e Casearia CHANG et al., 2003 Gastroprotetora
Esteroides membranacea (NAVARRETE et al., 2002)
Estigmasta-5-en-3 8,7 B -diol,
(7B-hidroxi-sitosterol) Causa apoptose em células de colon
humanas cancerigenas (ROUSSI et
11 al., 2006)
3,5,7,4°,5’-pentahidroxi- Atividade anticancerigena
flavonol (Catequina) (KUZUHARA et al., 2008)
(12) Casearia clarkei  SHAARI &
e WATERMAN, 1994
Flavonoides  3-epi-5,7,4’,5 -pentahidroxi- Atividade antioxidante (DAVID et

al., 2002)

(13)
5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona Lindackeria RIBEIRO et al., 2000
(14) paraensis
e Atividade anti-radicalar (RIBEIRO et

5,4’-dihidroxi-7-metoxiflavona
as)

al., 2000)

€¢



Continuacdo: Alguns constituintes quimicos isolados de espécies da familia Flacourtiaceae, suas atividades bioldgicas e/ou farmacologicas

relatadas na literatura

Quercetina 3-O-raminosideo

Glicosideos (16) Erythrospermum  RECIO et al., 1995
favonoidicos monticolum Atividade antinflamatoria (RECIO et
al., 1995)
e
Quercetina 3-O-xilosil(1—2)
raminosideo
a7
6-(1a., 5aP, 8ap, 9- Efeito vasoconstrictor (PROCITA et
pentahydroxi-7B-isopropil-2p3, al., 1968)
5P, 8B-trimetilperidro-8ba, 9- Ryania speciosa ROGERS at al., 1946
Alcaldide  epoxi-5,8-etanociclopenta[ 1, 2-
bJindenil) pirrole-2-carboxilato Atividade inseticida (LEHMBERG &
(Ryanodina) CASIDA, 1994)
(18)
2B-hidroxi-4’-
demetildesoxipodophyllotoxina Acdo contra o papiloma virus-HPV
Lignanas (19) Casearia clarkei  SHAARI & (LOBE et al., 1998)
e WATERMAN, 1994
Tratamento de verrugas genitais
4’-demetil (BAKER, 1990)
desoxipodophyllotoxina
(20)

143
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Quadro 2 - Alguns constituintes quimicos isolados de espécies de Flacourtiaceae, citados no
Quadro 1 (pag. 32)

Acido garlico (1)

Acido hydnocarpico (2)

Germacreno D (3)

B-selineno (4)

Casearimene A (7)

Fridelina (8)
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Continuacdo: Alguns constituintes quimicos isolados de espécies de Flacourtiaceae, citados

no Quadro 1 (pag. 32)

/

HO

[-sitosterol (10)

OH
i OH

OH

5,4’-dihidroxi-7-metoxiflavona (15)

HO OH
OH
7B-hidroxi-sitosterol (11) Catequina (12)
OH O\
OH
O SN
HO o) |
Ol OH O
OH . . . .
Epicatequina (13) 5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (14)
OH
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| OH
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Quercetina 3-O-raminosideo (16)
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Continuacdo: Alguns constituintes quimicos isolados de espécies de Flacourtiaceae, citados

no Quadro 1 (pag. 32)

OH
O, OH

OH

HO

an
o

OH

2B-hidroxi-4’-demetildesoxipodophyllotoxina
19

— NH
—
Quercetina 3-O-xilosil(1—2) raminosideo (17) Ryanodina (18)
H H

o
T
o

OH

4’-demetil desoxipodophyllotoxina (20)




2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

- Contribuir para o estudo quimiotaxondmico da familia Flacourtiaceae, tendo em vista

o seu potencial etnofarmacologico.

2.2 Objetivos especificos

- Isolar e caracterizar estruturalmente os constituintes quimicos de Casearia arborea
(Rich.) Urb. através de métodos cromatograficos e espectroscopicos, respectivamente;

- Contribuir para o conhecimento fitoquimico de espécies vegetais pertencentes a
nossa flora;

- Disponibilizar fragdes e substincias isoladas e caracterizadas estruturalmente para

realizacdo de testes farmacologicos.



3 EXPERIMENTAL
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3.1 Levantamento bibliografico
O levantamento bibliografico de Casearia arborea (Rich.) Urb. foi realizado, em todo
decorrer do trabalho, no Chemical Abstracts, Biological Abstracts, NAPRALERT, pesquisas

na Internet e em anais de eventos nacionais € internacionais.

3.2 Coleta do material vegetal

O caule de Casearia arborea (Rich.) Urb. foi coletado no municipio de Porto
Grande/AP, em novembro de 2006. A identificagdo do género foi realizada pela botanica
Rosangela do Socorro Ferreira Rodrigues Sarquis do Instituto de Pesquisa Cientifica e
Tecnologicas do Estado do Amapa-IEPA. Uma exsicata do material se encontra arquivada no

herbario deste instituto.

3.3 Processamento do material botanico

O material botanico fresco (3000 g) foi desidratado em estufa a temperatura de 40°C
durante 96 horas, sendo em seguida triturado para obtengdo do p6 (1000 g) que foi, entdo,
macerado em etanol (EtOH) a 95 % por 72 horas, sendo tal processo repetido até extragao
exaustiva dos constituintes quimicos. A solucdo etanolica foi concentrada em rotaevaporador
a 40° C, fornecendo 150 g do extrato etanolico bruto do caule de Casearia arborea (Rich.)

Urb. (Esquema 1, pag. 46).

3.4 Triagem fitoquimica

A deteccdo da presenca de determinados grupos de metabodlitos, para um melhor
direcionamento da pesquisa, foi realizada através de uma triagem fitoquimica. Fracdes do
extrato etanolico bruto foram testadas com os reagentes de Bouchardat, Mayer, Dragendorff e

acido silico tunguistico, mostrando resultado negativo para a possivel presenca de alcaloides.
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Os testes também foram negativos para taninos mediante reagdo com gelatina 0,5% e FeCls.
Os testes Lieberman-Bouchardat e fita de magnésio demonstraram a presenca de terpendides,

esteroides e flavonoides, respectivamente (MATOS, 1997).

3.5 Cromatografia liquida sob pressao reduzida do extrato etanélico bruto

O extrato etandlico bruto do caule de Casearia arborea (Rich.) Urb. (150 g) foi
submetido a uma filtracdo sob pressdo reduzida, utilizando como fase estacionaria silica gel
60 (Merck) 7734 (particulas com 0,063-0,2 mm, 70-230 mesh), tendo como suporte um funil
de buchner com placa porosa adaptado com um papel de filtro. Como fase mével foram
utilizados Hexano, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de
polaridade (Esquema 1, pag. 41). As fragdes foram concentradas em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida. Das fracdes AcOEt-MeOH (9:1) e (7:3) obteve-se um precipitado (ppt) e

um sobrenadante (ssb) cada (Esquema 1, pag. 46).

3.6 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos das fracoes Hexanica, Hexano-
AcOEt (9:1) e Hexano-AcOEt (1:1) do extrato etandlico bruto do caule de Casearia
arborea (Rich.) Urb.

O isolamento, purificagdo e analise comparativa dos constituintes quimicos, ou destes

com seus padrdes, foram realizados através de técnicas cromatograficas.

3.6.1 Procedimentos cromatograficos

As cromatografias em coluna foram desenvolvidas utilizando-se como fase
estacionaria silica gel 60 (Merck) 7734 (particulas com 0,063-0,2 mm, 70-230 mesh) e silica
gel 60 (Macherey-Nagel, particulas com 0,04-0,063 mm / 230-400 mesh ASTM), tendo como

suportes colunas de vidro cilindricas com dimensdes variando de acordo com a quantidade de
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amostra a ser cromatografada. Como fase movel foram utilizados os solventes comerciais
hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de
polaridade, redestilados no setor de destilagdo do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica. A
Cromatografia em Camada Delgada Analitica foi empregada para a analise e reunido das
fragdes obtidas por cromatografia em coluna. As placas cromatograficas utilizadas para
CCDA foram preparadas em placas de vidro com dimensdes de 5x20, 10x20 e 20x20 cm, a
fase estaciondria ou fixa foi preparada seguindo técnica descrita por Matos (1997). As
substancias em andlise foram evidenciadas pelo uso de radiagdo ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 ¢ 366 nm e também por impregnacdo das placas em cubas de

vidro saturadas por vapores de iodo.

3.6.2 Processamento cromatografico da fracao Hexénica

A fracdo Hexanica (1,90 g) foi submetida a cromatografia em coluna utilizando como
adsorvente silica gel 60 (particulas com 0,063-0,2 mm) e como eluentes hexano e acetato de
etila puros ou em misturas binarias, com gradiente crescente de polaridade (Esquema 2, pag.
47). Desta coluna foram coletadas 46 fragcdes de 50 mL cada, concentradas em evaporador
rotativo, analisados por CCDA e reunidas de acordo com seus fatores de retencdo (Rf’s)
(Quadro 3, pag. 50). A fracdo 21/27 apresentou-se na forma de um o6leo amarelo (0,807 g)

sendo codificada como FI-4.

3.6.3 Processamento cromatografico da fracio Hexano-AcOEt (9:1)

A fragdo Hexano-AcOEt (9:1) (3,52 g), foi submetida a cromatografia em coluna
(coluna 2) com silica gel 60 (particulas com 0,063-0,2 mm) empregando o mesmo sistema de
solventes usado para o fracionamento da fracdo hexanica como eluentes, obtendo-se 123

fragdes que foram analisadas e reunidas seguindo procedimento anterior (Esquema 3, pag. 48;
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Quadro 4, pag. 50). A fragdo 47/50 forneceu um sobrenadante e 0,101 g de um precipitado em
forma de pd branco amorfo, que mostrou-se puro por CCDA em varios sistemas de solventes,
sendo, portanto, codificado como FI-1. A fracdo 30 (0,756 g), obtida da fracdo Hexano-
AcOEt (9:1) (Esquema 3, pag. 48, Quadro 4, pag. 50), foi recromatografada em coluna com
silica gel 60 (particulas com 0,04-0,063 mm) utilizando como eluentes hexano e acetato de
etila puros e em misturas, coletando-se 71 fracdes, que foram analisadas e reunidas por
CCDA (Esquema 3, pag. 48; Quadro 5, pag. 51), das quais a subfracao 38/58 (0,225 g) foi
recromatografada em coluna, adotando-se a metodologia anterior. Deste processo
cromatografico obteve-se 31 fracdes, destas, a fracdo 3/10 (Esquema 3, pag. 48; Quadro 6,
pag. 51) se apresentou na forma de um 6leo amarelo e puro, quando analisado por CCDA em
varios sistemas de solventes, recebendo, portanto, o codigo FI-3 (0,113 g). Ainda da coluna 2,
0s 0,323 g da frag@o 40/42 (Esquema 3, pag. 48) foram submetidos a cromatografia em coluna
com silica gel 60 (particulas com 0,063-0,2 mm) usando como eluentes hexano,
diclorometano (CH,Cl;) e metanol com gradiente crescente de polaridade. Esta coluna
forneceu 99 fragdes, das quais 0,072 g da subfragdo 46/62 apresentou seu espectro de RMN
'H semelhante a substincia FI-1. Uma analise comparativa por CCDA mostrou que esta

fracdo apresentava Rf diferente de FI-1, o que levou a codifica-la como FI-2.

3.6.4 Processamento cromatografico da fracio Hexano-AcOEt (1:1)

A partir de 3,20 g da fracdo Hexano-AcOEt (1:1) submetidos a cromatografia em
coluna com silica gel 60 (particulas com 0,063-0,2 mm) empregando hexano, acetato de etila
e metanol como eluentes, em ordem crescente de polaridade, foram obtidas 303 fragdes de 50
mL cada (Esquema 4, pag. 49) que foram concentrados em rotaevaporador, analisados e

reunidas por CCDA, de acordo com seus fatores de reten¢ao (Rf’s) (Quadro 8, pag. 53). A
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fracdo 71/74 forneceu 0,037 g de uma substancia em forma de cristais verde-escuros,
codificada como FI-5. (Esquema 4, pag. 49; Quadro 8, pag. 53).
3.7 Caracterizacio estrutural dos constituintes quimicos

A andlise dos espectros obtidos através dos métodos espectroscopicos de
Infravermelho, Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono 13, utilizando
técnicas uni e bidimensionais (COSY, HSQC, HMQC, HMBC ¢ NOESY), além de
comparagdes com modelos da literatura, permitiram caracterizar estruturalmente os

constituintes quimicos isolados de Casearia arborea (Rich.) Urb.
3.7.1 Infravermelho

Os dados espectrais das substancias na regido do infravermelho foram obtidos em
aparelho Perkin-Elmer, FT-IR-1750 (Fourier Transform — Infra Red) e Shimadzu — IR
prestige 21 do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes de
Medeiros”-UFPB, utilizando-se de 1,00 a 3,00 mg de amostra em pastilhas de KBr, com

freqiiéncia medida em cm™.
3.7.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Utilizou-se espectrometros BRUKER-AC (CENAUREM/UFC) a 500 (‘H) e 125
(*C), VARIAN-NMR SYSTEN a 500 ('H) e 125 (**C) e VARIAN-MERCURY a 200 ('H) ¢
50 MHz ("*C) (LTF/UFPB), otimizados para técnicas uni e bidimensionais, utilizando-se
quantidades variaveis de amostras. O solvente empregado para solubilizar as substancias foi
CDCl;, cujos picos caracteristicos em RMN 'H e B3¢ serviram como padrao interno durante a

obtengao dos espectros.



Material Vegetal (3000 g)

- Desidratagdo em estufa a 40° C por 96 horas
- Triturag@o com auxilio de moinho mecanico

Pé da Planta (1000 g)

- Maceragao 72h com Etanol
v Concentragdo sob pressdo reduzida

Extrato Etanolico (150 g)

- Cromatografia Liquida sob vacuo
- Silica Gel
- Hexano, AcOEt, MeOH

r— || Fracao Hexénica (1,90 g)
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— || Fracio Hexano-AcOEt (9:1) (3,50 g)

— || Fracio Hexano-AcOEt (7:3) (4,58 g)

— || Fracdo Hexano-AcOEt (1:1) (3,20 g)

— || Fracio AcOEt-Hexano (6:4) (2,65 g)

— || Fracdo AcOEt-Hexano (7:3) (2,67 g)

— || Fracdo AcOEt-Hexano (9:1) (1,14 g)

— || Fracdo AcOEt (1,22 g)

— ppt (2,69 g)

— || Fracio AcOEt-MeOH (9:1)

—» ssb (2,066 g)

—>» ppt (6,47 g)

L5 || Fracdo AcOEt-MeOH (7:3)

— ssb (2,71 g)

Esquema 1 - Obtencdo e fracionamento do extrato etanolico bruto do caule de Casearia

arborea (Rich.) Urb.
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Fraciao Hexanica
(1,90 g)

— C.C. (Coluna 1)
- Hexano e AcOEt
- CCDA

120 21727  28/31 32/33 34/46

Fl-4
(0,807 g)

Esquema 2 - Fracionamento cromatografico da fracdo Hexanica do extrato etandlico bruto do

caule de Casearia arborea (Rich.) Urb.



Fracao Hexano-AcOEt (9:1)
(3,52 g)

— C.C. (Coluna 2)
- Hexano e AcOEt
- CCDA

1/5 6/25 26/29 30 31/34 35/39 40/42 43 44 45/46 47/50  51/64 65/75 76/105 106/123

— C.C. (Coluna 2A)

- Hexano e AcOEt — C.C. (Coluna 2B) «sb
-CCDA - Hexano, CH,Cl, e
| o DA
- CCDA ppt
120 21/26 27/28 29/37 38/58 59/64 65/71 (OFlh'llg)
— C.C. (Coluna 2A.1)
- Hexano e AcOEt

. I T T T

| | | | | 1/16 17/45 46/62 63/73 74/91 92/93 94/99
1/2 3/10 11/14 15/27 28/31 ‘

| F1-2
FI-3 0,072 g)
0,113 g)

Esquema 3 - Fracionamento cromatografico da fragdo Hexano-AcOEt (9:1) do extrato etanolico bruto do caule de Casearia arborea (Rich.) Urb.

174



- Hexano, AcOEt e MeOH

— C.C. (Coluna 3)
- CCDA

Fraciao Hexano-AcOEt (1:1)
(3,20 g)

291/303
286/290
277/285
271/276
268/270
255/267
241/254
222/240
212/221
199/211
187 198
176/186
141/175
140
125/139
117/124
113/116
107/112
103/106
97/102
93/96
79/92
7/78
75/76
71/74
56/70
52/55
48/51
31/47
26/30
25

24
16/23
14/15
12/13
9/11

7/8

4/6

1/3

FI-5
(0,037 g)

Esquema 4 - Fracionamento cromatografico da fracdo Hexano-AcOEt (1:1) do extrato etan6lico bruto do caule de Casearia arborea (Rich.) Urb.
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Quadro 3 - Representagdo cromatografica da fracdo Hexanica do extrato etandlico bruto do

caule de Casearia arborea (Rich.) Urb. (coluna 1)

Eluentes Fracoes obtidas Fracoes reunidas
Hexano 1-16 1/20
Hexano-AcOEt (98:02) 17-24 21/27 (F1-4)
Hexano-AcOEt (95:05) 25-30 28/31
Hexano-AcOEt (90:10) 31-34 32/33ppt
Hexano-AcOEt (80:20) 35-41 32/33ssb
Hexano-AcOEt (70:30) 42-44 34/45
Hexano-AcOEt (60:40) 45

Quadro 4 - Representagdo cromatografica da fracdo Hexano-AcOEt (9:1) do extrato

etandlico bruto do caule de Casearia arborea (Rich.) Urb. (coluna 2)

Eluentes Fracées obtidas Fracées reunidas
Hexano 1-27 1/5
Hexano-AcOEt (98:02) 28-36 6/25
Hexano-AcOEt (95:05) 37-40 26/29
Hexano-AcOEt (90:10) 41-87 30
Hexano-AcOEt (85:15) 88-104 31/34
Hexano-AcOEt (80:20) 105-110 35/39
Hexano-AcOEt (70:30) 111-115 40/42
Hexano-AcOEt (60:40) 116-117 43
Hexano-AcOEt (1:1) 118-120 44
Hexano-AcOEt (40:60) 121 45/46
Hexano-AcOEt (20:80) 122 47/50 ppt (F1-1)
AcOFt 123 47/50 ssb

51/64
65/75
76/105
106/123
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Quadro S - Representagcdo cromatografica da sub-fracdo 30 (Esquema 3, pag. 45) da fracdo

Hexano-AcOEt (9:1) do extrato etanolico bruto do caule de Casearia arborea (Rich.) Urb.

(coluna 2A)
Eluentes Fracoées obtidas Fracées reunidas

Hexano 1-11 1/20
Hexano-AcOEt (99:01) 12-32 21/26
Hexano-AcOEt (98:02) 33-36 27/28
Hexano-AcOEt (97:03) 37-57 29/37
Hexano-AcOEt (95:05) 58-61 38/58
Hexano-AcOEt (90:10) 62-71 59/64

65/71

Quadro 6 - Representacdo cromatografica da sub-fragdo 38/58 (Esquema 3, pag. 45) da

fracdo Hexano-AcOEt (9:1) do extrato etandlico bruto do caule de Casearia arborea (Rich.)

Urb. (coluna 2A.1)

Eluentes

Fracoes obtidas

Fracées reunidas

Hexano

Hexano-AcOEt (99,9:0,1)
Hexano-AcOEt (99,8:0,2)
Hexano-AcOEt (99,7:0,3)
Hexano-AcOEt (99,6:0,4)
Hexano-AcOEt (99,5:0,5)
Hexano-AcOEt (99,4:0,6)
Hexano-AcOEt (99,3:0,7)
Hexano-AcOEt (99,2:0,8)
Hexano-AcOEt (99:01)
Hexano-AcOEt (98,7:1,3)
Hexano-AcOEt (98,4:1,6)
Hexano-AcOEt (98:02)
Hexano-AcOEt (95:05)

12
3/10 (F1-3)
11/14
15/27
28/31
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Quadro 7 - Representagdo cromatografica da sub-fragdo 40/42 (Esquema 3, pag. 45) da
fragdo Hexano-AcOEt (9:1) do extrato etandlico bruto do caule de Casearia arborea (Rich.)

Urb. (coluna 2B)

Eluentes Fracées obtidas Fracoes reunidas
Hexano 01-10
Hexano-CH,Cl, (99:01) 11-13 1/16
Hexano-CH,Cl, (98:02) 14-16 17/45
Hexano-CH,Cl, (97:03) 17-19 46/62 (F1-2)
Hexano-CH,Cl; (94:06) 20-27 63/73
Hexano-CH,Cl, (92:08) 28-33 74/91
Hexano-CH,Cl, (90:10) 34-37 92/93
Hexano-CH,Cl; (88:12) 38-41 94/99
Hexano-CH,Cl, (85:15) 42-47
Hexano-CH,Cl, (82:18) 48-53
Hexano-CH,Cl, (80:20) 54-58
Hexano-CH,Cl, (70:30) 59-62
Hexano-CH,Cl, (1:1) 63-71
Hexano-CH,Cl, (30:70) 72-74
Hexano-CH,Cl, (20:80) 75-77
Hexano-CH,Cl, (10:90) 78-80
CH,Cl, 81-88
CH,Cl1,-MeOH (95:05) 89-99
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Quadro 8 - Representacdo cromatografica da fracdo Hexano-AcOEt (1:1) do extrato

etandlico bruto do caule de Casearia arborea (Rich.) Urb. (coluna 3)

Eluentes Fracoes obtidas Fracoes reunidas

Hexano - 01/03
Hexano-AcOEt (98:02) - 04/06
Hexano-AcOEt (95:05) 01-46 07/08
Hexano-AcOEt (90:10) 47-72 09/11
Hexano-AcOEt (85:15) 73-94 12/13
Hexano-AcOEt (80:20) 95-112 14/15
Hexano-AcOEt (70:30) 113-172 16/23
Hexano-AcOEt (60:40) 173-205 24
Hexano-AcOEt (1:1) 206-226 25
Hexano-AcOEt (45:65) 227-242 26/30
Hexano-AcOEt (40:60) 243-251 31/47
Hexano-AcOEt (30:70) 252-257 48/51
Hexano-AcOEt (20:80) 258-280 52/55
Hexano-AcOEt (10:90) 281-293 56/70
AcOEt-MeOH (90:10) 294-303 71/74 (F1-5)
75/76
77/78
79/92
93/96
97/102
103/106
107/112
113/116
117/124
125/139
140
141/175
176/186
187/198
199/211
212/221
222/240
241/254
256/267
268/270
271/276
277/285
286/290
291/303




4 RESULTADOS E

DISCUSSAO
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4.1 Substancias isoladas de Casearia arborea (Rich.) Urb.

O estudo fitoquimico das fracdes Hexanica, Hexano-AcOEt (9:1) e Hexano-AcOEt
(1:1) do extrato etanolico bruto do caule de Casearia arborea (Rich.) Urb. resultou no
isolamento de cinco constituintes quimicos. Da fragdo Hexénica, foi isolada a substancia
codificada como FI-4 (0,807 g), da fragdo Hexano-AcOEt (9:1), foram isoladas as substancias
codificadas como FI-1 (0,101 g), F1-2 (0,072 g) e FI-3 (0,113 g), enquanto a fragdo Hexano-

AcOEt (1:1) forneceu a substancia FI-5 (0,037 g) (Figura 4).

Fl-4b
F1-3 (Fl-4a) FI-5

Figura 4 — Constituintes quimicos isolados de Casearia arborea (Rich.) Urb.
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4.2 Caracterizacio estrutural de FI-1

O espectro de RMN 'H (Figura 5, pag. 59) da substancia codificada como Fl-1
mostrou absorcoes simples e multiplas na regido entre dy 0,64 e oy 2,33 caracteristicas de
hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos ligados a carbono sp’, sugerindo que Fl-1
poderia ser triterpeno ou esterdide. A presenca de um multipleto em 6y 3,48 condizente com
hidrogénio oximetinico da posicdo 3 de nucleo esteroidal ou triterpénico, fortaleceu a
sugestdo anterior (KOJIMA et al., 1990). Este espectro corroborou a sugestdo de que FI-1
tratava-se de um esterdide ao mostrar um dubleto em Oy 5,31 caracteristico de hidrogénio
olefinico na posi¢do 6 de fitoesterdides (MALIK et al., 1992). A fei¢do do espectro de RMN
'H (Figura 5, pag. 59), a interpretagdo dos dados espectrais ¢ comparagdes com dados da
literatura (KOJIMA et al., 1990) possibilitaram sugerir que FI-1 possui um nucleo esteroidal .

O espectro de RMN 13C utilizando a técnica APT (Figura 6, pag. 60) e suas expansoes
(Figuras 7 e 8, pags. 61) mostraram 29 sinais, o que levou a propor que FI-1 possuia um
nucleo esteroidal, visto que este ntcleo possui de 27 a 29 atomos de carbono, enquanto o
nucleo triterpénico possui 30 atomos de carbono (BRUNETON, 2001). As absorg¢des entre dc
11,81 e d¢ 19,40 (Figura 7, pag. 61) correspondentes a sinais para seis metilas, (Tabela 1, pag.
58) corroboraram a proposta de nticleo esteroidal para FI-1. Uma absor¢ao em ¢ 71,80 exibiu
sinal condizente com o carbono oximetinico (C-3) do nucleo esteroidal. Outros dois sinais
referentes a carbonos sp2 que fortalecem a proposta desse ntcleo para FI-1 foram as absorgoes
em Oc 121,63 e 6¢c 140,70 caracteristicos dos carbonos C-6, monohidrogenado, ¢ C-5, ndo
hidrogenado, dos nucleos esteroidais com dupla ligacdo nos carbono C-5 ¢ C-6 (KOJIMA et
al., 1990).

Comparagdes realizadas entre os dados espectrais de RMN C de FI-1 com modelo
(Mo-1) da literatura (KOJIMA et al., 1990) (Tabela 1, pag. 58) tornaram possivel identificar o

composto como sendo o p-sitosterol, cuja presenca ¢ bem caracteristica em plantas
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superiores, como por exemplo em espécies do género Casearia (CHANG et al., 2003), sendo

porém, descrito pela primeira vez na espécie Casearia arborea (Rich.) Urb.

FI-1
Estigmast-5-en-3 B-ol ( — Sitosterol)
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Tabela 1 - Dados comparativos de RMN BC da substancia FI-1 (6, CDCIl3, 50 MHz) com

modelo Mo-1(8, CDCls, 100 MHz) (KOJIMA et al., 1990)

Carbonos Mo-1 (B-sitosterol) FI-1
C dc dc
5 140,72 140,72
10 36,50 36,50
13 42,30 42,29

CH
3 71,80 71,80
6 121,70 121,73
8 31,90 31,89
9 50,10 50,11
14 56,80 56,78
17 56,00 56,02
20 36,10 36,12
24 45,80 45,80
25 29,10 29,13
CH,
1 37,20 37,39
2 31,60 31,63
4 42,30 42,28
7 31,90 31,90
11 21,10 21,08
12 39,80 39,78
15 24,30 24,27
16 28,20 28,21
22 33,90 33,91
23 26,00 26,02
28 23,00 23,02
CH;
18 11,90 11,86
19 19,40 19,38
21 18,80 18,78
26 19,80 19,81
27 19,00 19,01

29 12,00 11,98




10 9 8 7 6 5
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Figura 5 - Espectro de RMN'H (5, CDCls, 200 MHz) de FI-1
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Figura 8 - Expansao do espectro de BC-APT na regido entre o 45,00 a 6 144,00 (8, CDCls,
50 MHz) de FI-1
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4.3 Caracterizacio estrutural de FI-2

O espectro de RMN 'H (Figura 9, pag. 67) da substancia codificada como FI-2 ¢ suas
expansoes (Figuras 10 e 11, pag. 68) mostraram-se bem semelhantes ao espectro de FI-1
(Figura 5, pag. 59), com absor¢des simples e multiplas na regido entre oy 0,66 e oy 2,33
caracteristicas de hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos ligados a carbono sp’ de
nucleos triterpénico ou esteroidal (KOJIMA et al., 1990), todavia, a auséncia de um
multipleto caracteristico de hidrogénio oximetinico da posicdo 3 destes niicleos, propde que
esta posi¢do esta substituida (KOJIMA et al., 1990). Um singleto largo em dy 5,69 no
espectro em analise, com integragdo para um hidrogénio, mostrou-se desprotegido, quando
comparado com H-6 (dy 5,31) da substancia FI-1, o que levou a sugerir que esta absor¢ao
deveria ser atribuida ao hidrogénio H-4 dos fitoesterdides com carbonos sp” nas posi¢des C-4
e C-5 (PREVITERA et al., 1990). A fei¢io do espectro de RMN 'H de FI-2 e suas expansdes
(Figuras 9 a 11, pags. 67 e 68) quando comparada com o espectro de RMN 'H de FI-1 (Figura
5, pag. 59), além de comparagdes com dados da literatura (Tabela 2, pag. 65) permitiram
propor que FI-2 possui uma carbonila na posi¢ao C-3 e dupla ligacdo entre os carbonos C-4 e
C-5.

O espectro de RMN °C utilizando a técnica APT (Figura 12, pag. 69) e suas
expansoes (Figuras 13 e 14, pags. 70 e 71) mostraram absor¢des para seis grupos metila de
nucleo esteroidal entre 6¢ 11,89 e 8¢ 19,75, fortalecendo a sugestao de que FI-2 trata-se de um
esteroide. A proposta feita anteriormente, de que a posi¢do C-3 de FI-2 encontra-se
substituida e que, esta substituicdo pode tratar-se de uma carbonila, além, da possibilidade de
uma dupla ligagio entre os carbonos C-4 e C-5 foi fortalecida pelo espectro de RMN *C
(Figura 14, pag. 71), através de um conjunto de absor¢des em d¢ 198,84, 6¢ 123,61 e d¢
171,94 condizentes com a presenga de uma carbonila o, f insaturada referentes aos carbonos

C-3, C-4 e C-5, respectivamente (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).
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Através de comparagdes realizadas entre os dados espectrais de RMN °C (Figura 12,
pag. 69) de FI-2 com FI-1 e modelo da literatura Mo-1 (PREVITERA et al, 1990) (Tabela 2,

pag. 65) pode-se sugerir, para substincia em andlise, a estrutura abaixo:

Figura 15 - Proposta estrutural para FI1-2

A proposta feita pela analise do espectro de RMN'H (Figura 8, pag. 61), de que FI-2
possuia um carbono olefinico na posicao C-4, foi fortalecida pelos espectros de RMN 'H x
BCc-HMQC (Figuras 16 e 17. pags. 72 e 73), que mostraram uma correlagdo direta entre oy
5,69 (d) e 6¢ 123,61, inerente aos hidrogénio H-4 e carbono olefinico C-4, respectivamente.
Este espectro ainda mostrou uma correlagdo direta entre o hidrogénio H-2 e o carbono C-2 (o
2,32 / 6c 33,85), além das correlagdes entre os hidrogénios metilicos e seus respectivos
carbonos nas posicoes 18, 19, 21, 26, 27 e 29 (Tabela 3, pag. 66).

Os espectros de RMN 'H x BC-HMBC e suas expansdes (Figuras 18 a 20, pag. 74 ¢
75) mostraram correlagdes a duas ligagcdes dos hidrogénios H-2 (8 2,32) com a carbonila do
C-3 (6 198,84) e com o C-1 (0 35,57), respectivamente (Tabela 4, pag. 60). Estas correlacdes
juntamente com uma correlagdo a trés ligagdes do hidrogénio olefinico H-4 (g 5,69) com os
carbonos das posicdes C-2 (&¢ 33,85), C-6 (&¢ 32,89) e C-10 (5¢ 38,59) (Tabela 3, pag. 66)
permitiram confirmar a posi¢do do carbono carbonilico em C-3 e da dupla ligagdo entre C-4 ¢

C-5, para FI1-2.
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Comparacdes dos dados espectrais de FI-2 com FI-1 ¢ modelo da literatura (Tabela 2,
pag. 65) e correlacdes observadas nos espectros bidimensionais (Tabela 3, pag. 66)
permitiram confirmar que a substancia codificada como FI-2 tratava-se do Estigmast-4-en-3-
ona, um esterdide isolado anteriormente de Casearia membranacea por Chang et al. (2003)

que estéd sendo descrito pela primeira vez na espécie Casearia arborea (Rich.) Urb.

F1-2

Estigmast-4-en-3-ona (4-en-estigmastona)
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Tabela 2 - Dados comparativos de RMN '"H e RMN "*C da substancia F1-2 (6, CDCl3, 200 ¢
50 MHz, Hz) com os modelos FI-1 (8, CDCls, 200 ¢ 50 MHz) ¢ Mo-1 (5, CDCl3, 400 e 100

MHz) (PREVITERA et al, 1990).

Carbonos
(B-sitosterol)

C ou d¢ on dc on d¢
1 - 37,39 - 35,68 - 35,57
2 - 31,63 - 33,85 2,32 (m) 33,85
3 3,53 (m) 71,80 - 198,92 - 198,84
4 - 4228 5,74 (d, J=2,20) 123,64 5,69 (d) 123,61
5 - 140,72 - 171,01 - 171,94
6 5,35 (m) 121,73 - 32,86 - 32,89
7 - 31,90 - 32,07 - 31,96
8 - 31,89 - 35,73 - 36,03
9 - 51,11 - 53,84 - 53,72
10 - 36,50 - 38,58 - 38,53
11 - 21,08 - 21,03 - 20,93
12 - 39,78 - 39,48 - 39,53
13 - 42,29 - 42,35 - 42,29
14 - 56,78 - 55,94 - 55,90
15 - 24,27 - 24,12 - 24,11
16 - 28,21 - 28,10 - 28,12
17 - 50,02 - 56,08 - 55,78
18 0,69 (s) 11,86 0,72 (s) 11,98 0,66 (m) 11,89
19 1,01 (s) 19,38 1,19 (s) 17,38 1,13 (s) 17,28
20 - 36,12 - 36,10 - 36,09
21 0,92 (d, J=6,40) 18,78  0,93(d, J=6,60) 18,72 0,92 (m) 18,62
22 - 33,91 - 34,01 - 33,78
23 - 26,02 - 25,99 - 25,93
24 - 45,80 - 45,80 - 45,71
25 - 29,13 - 29,11 - 29,04
26 0,83 (d, J=6,80) 19,81 0,84 (d, J=6,80) 19,81 0,88 (d) 18,94
27 0,81 (d, J~=6,90) 19,01 0,82 (d, J=6,80) 19,18 0,78 (s) 19,75
28 23,02 23,10 22,96

29 0,85(t,J=7,80) 11,98 0,85t J=7,20) 11,14 0,80 (m) 11,89
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Tabela 3 - Dados de RMN 'H e "*C uni e bidimensionais (8, CDCls, 200 e 50 MHz

respectivamente) de F1-2

1H X 13C IH X 13C
Fl-2 HMQC HMBC
C 3y 3¢ J? P
1 - 35,51 - -
2 2,32 (m) 33,85 C-3,C-1 -
3 - 198,84 - -
4 5,69 (d) 123,61 - C-2,C-6¢ C-10
5 - 171,94 - -
6 - 32,89 - -
7 - 31,96 - -
8 - 36,03 - -
9 - 53,72 - -
10 - 38,53 - -
11 - 20,93 - -
12 - 39,53 - -
13 - 42,29 - -
14 - 55,90 - -
15 - 24,11 - -
16 - 28,12 - -
17 - 55,78 - -
18 0,66 (s) 11,89 - -
19 1,13 (s) 17,28 - -
20 - 36,09 - -
21 0,92 (m) 18,62 - -
22 - 33,78 - -
23 - 25,93 - -
24 - 45,71 - -
25 - 29,04 - -
26 0,88 (d) 18,94 - -
27 0,78 (s) 19,75 - -
28 - 22,96 - -
29 0,80 (m) 11,89 - -
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Figura 10 - Expansdo do espectro de RMN 'H na regido entre 0,00 a 2,53 (5, CDCls, 200
MHz) de FI-2
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Figura 11 - Expansio do espectro de RMN 'H na regido entre 2,00 a 6,00 (5, CDCls, 200
MHz) de FI-2
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4.4 Caracterizacio estrutural de FI-3

A substancia codificada como FI-3 mostrou no seu espectro de IV, (Figura 21, pag.83)
uma absorgdo em 3427 cm’, caracteristica de deformagdo axial de OH, sugerindo que a
molécula possui hidroxila em sua estrutura. Esta sugestao foi fortalecida pela banda em 1383
cm” referente a deformagdo angular no plano de C-O de grupo hidroxila (SILVERSTEIN &
WEBSTER, 2000). Este espectro ainda possibilitou sugerir que FI-3 possui um grupo vinil.
Tal sugestdo baseou-se na absorgio em 3087 cm™ atribuida a deformacio axial de C-H de
carbono sp”, alem de bandas adicionais em 1712 ¢ 1639 cm™, condizentes com deformagéo
axial de C=C além de uma banda forte em 919 cm™, que caracteriza uma deformagio angular
de C-H de grupo vinil (PAVIA et al., 1996). Sinais em 2922 cm’ sdo atribuidos & deformagio
axial de C-H de grupos metilicos, metilénicos e metinicos. A auséncia de absor¢des na faixa
de 1600-1450 cm™ elimina a presenca de grupo C=C de aromatico para a molécula, o que
mostra que o OH ¢ alcoolico e ndo fenolico (PAVIA et al., 1996).

O espectro de RMN 'H de FI-3 (Figuras 22 e 23, pags. 84 e 85), mostrou vérias
absorc¢des na regido compreendida entre 6y 0,72 e oy 2,06, denotativos de grupos metilicos,
metilénicos e metinicos de carbonos sp’, permitindo sugerir que a substancia em analise trata-
se de um terpenodide. A Figura 22 (pag. 84) mostrou cinco sinais bem definidos, sendo trés
singletos em oy 1,28, 6y 0,99 e dy 0,73 e dois dubletos em 6y 1,58 e dy 0,79 referentes a
metilas. Uma andlise comparativa dos dados de RMN 'H de FI-3 com a literatura levou a
sugerir que esta substancia poderia tratar-se de um diterpeno do tipo trans-clerodano, ntcleo
este bastante comum em Casearia (KANOKMEDHAKUL et al.,, 2007). Esta sugestao
baseou-se em comparagdes com os modelos Mo-1 (LOPES et al, 1999) e Mo-2
(NAGASHIMA, et al.,, 2001) (Tabela 5, pag. 75). Este espectro ainda mostrou quatro

absor¢des referentes a hidrogénios olefinicos atribuidos a dupla ligacdo trisubstituida (dg

5,18) e trés hidrogénios vinilicos em &y 5,89 (dd, J=17,30 e 10,85 Hz), &y 5,06 (d, J/=10,75 ¢
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1,10 Hz) e &y 5,20 (dd, J=17,30 e 1,10 Hz) com acoplamentos trans, cis e geminal
(NAGASHIMA et al., 2001; BECKER et al., 2004) (Tabela 4, pag. 81)

A anélise destes dados e comparagdes com os modelos Mo-1 e Mo-2 (Tabela 4, pag.
81) levaram a propor duas possiveis estruturas para FI-3:

OH 14

1

Estrutura A (trans) Estrutura B (cis)
Figura 25 - Propostas estruturais para FI-3
Os espectros de RMN °C de FI-3, utilizando a técnica BB (Figuras 26 e 27, pags. 86 e
87) mostraram absor¢des para 20 atomos de carbono, fortalecendo a proposta de estrutura de
um diterpeno para a substincia em analise. O espectro de RMN "C utilizando a técnica
DEPT-135 e sua expansdo (Figuras 28 e 29, pag. 88) mostraram absor¢des para cinco grupos
metilas (sinais visiveis entre ¢ 27,96 e d¢ 16,13), o que corroborou a proposta do esqueleto
clerodano para a molécula. Este espectro ainda mostrou sinais referentes a 16 atomos de
carbono, o que torna evidente a existéncia de quatro carbonos ndo hidrogenados para FI-3. A
existéncia de um carbono ndo hidrogenado em 8¢ 73,60 no espectro de RMN °C (Figura 27,
pag. 87), caracterizando carbono oxigenado que possui como substituinte uma hidroxila
(NAGASHIMA et al., 2001) corroborou a presenga deste grupo sugerida pelas informagoes
do espectro de IV (Figura 21, pag. 83). Estes espectros em consonancia, ainda mostraram a
existéncia de quatro carbonos olefinicos, sendo dois monohidrogenados (C-3 e C-14), um

vinilico (C-15) e um nao hidrogenado (C-4), fortalecendo, portanto, as propostas feitas pelos
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espectros de IV (Figura 21, pag. 83) ¢ RMN 'H (Figura 23, pag. 85) que aventam as
possibilidades de grupos vinil e também dupla ligagdo trisubstituida na molécula de FI-3.

Os sinais presentes nos espectros de RMN 'H (Figura 23, pag. 85) e RMN Be (Figura
27, pag. 87), suas feicoes e seus respectivos deslocamentos, assim como relatos da literatura
(KANOKMEDHAKUL et al., 2007) permitiram fortalecer o sugerido pelos espectros de
RMN 'H (Figura 23, pag. 85) e Tabela 4 (pag. 81) de que FI-3 possui um niicleo diterpénico
do tipo clerodano, todavia este nicleo desperta dois aspectos problematicos, quanto a sua
estereoquimica, que precisam ser esclarecidos para que se possa entdo elucidar sua estrutura:
o primeiro diz respeito a estereoquimica da molécula na jun¢do dos anéis A e B. Esta pode ser
diferenciada entre cis e trans, através dos valores de deslocamento quimico do C-19. Nos
anéis em cis os valores do carbono C-19 aparecem desprotegidos, absorvendo proximo a d¢
33,10, em relacdo aos valores em trans, onde o carbono da metila 19 aparece protegido
absorvendo em aproximadamente Oc 20,00 (NAGASHIMA et al., 2001; BECKER et al.,
2004). O segundo aspecto se refere a série do diterpeno. Becker et al. (2004) citam que os
diterpenos pertencem a série normal ou a série ent. Quando a metila C-20 se encontra em
orientacdo alfa (a) (equatorial), em relagdo aos anéis A e B, a absor¢ao dos seus hidrogénios ¢
deslocada para campo baixo (dy 1,08) pertencendo, portanto, a série normal. Por outro lado
quando a metila C-20 se encontra em orientagdo beta (B) (axial) estes hidrogénios absorvem
em campo alto (6y 0,84), e o diterpeno pertence a série ent. Esta informacao foi importante
para se propor que FI-3 pertence a série ent, visto que os hidrogénios da metila C-20
absorvem em 6y 0,73.

A anélise dos dados de IV, RMN 'H, RMN BCc e comparacdes com modelos da
literatura (Tabela 4, pag. 81) sugeriram que FI-3 apresenta o esqueleto abaixo, proposto

anteriormente como estrutura A:
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» Figura 30 - Proposta estrutural para FI-3

O espectro de RMN 'H x ""C-HSQC (Figuras 31 a 33. pags. 89 e 90) mostrou
correlacdes diretas para H-3/C-3; H-14/C-14; H-15a/C-15; H-15b/C-15, inerentes aos
hidrogénios e seus carbonos olefinicos, respectivamente, além das correlagdes entre os
hidrogénios e os carbonos metilicos (Tabela 5, pag. 82).

O espectro de RMN 'H x 'H-COSY (Figuras 34 e 35, pag. 91 e 92) mostrou
acoplamento entre os hidrogénios H-2/H-3 (8 2,04 m e oy 5,18), H-14/H-15a e H-14/H-15b
(Ou 5,89 /0y 5,06 € oy 5,89/ 5,20), respectivamente.

Os espectros de RMN 'H x *C-HMBC e suas expansdes (Figuras 36 a 39, pag. 93 a
95) exibiram uma correlagdo a trés ligagdes (J3), entre o hidrogénio da metila 18 e o carbono 3
(0m 1,58 / 8¢ 120,60). Nestes espectros pode ser observado uma correlacdo a duas ligagoes )
do H-3 e H-18 com o carbono olefinico C-4 (g 5,18/ oc 144,74 ¢ opy 1,58/ d¢ 144,74
respectivamente), ¢ a trés ligagdes dos H-19 com o referido carbono (dy 0,99/ 6¢c 144,74).
Estes espectros também mostraram ainda um acoplamento a duas ligacdes (Jz) entre os
hidrogénios H-15 com o C-14 (8y 5,06/6¢ 145,335 e 6y 5,20/5¢ 145,33) e uma correlagdo a
trés ligacdes dos H-16 com o C-14 (0 1,28/5¢ 145,29). A jun¢ao destes dados (Tabela 5, pag.
82) e comparagdes com modelos da literatura (Tabela 4, pag. 81) permitiram definir a posi¢ao
da dupla trisubstituida entre C-3 ¢ C-4 ¢ a localizagdo do grupo vinil entre os carbonos 14 ¢

15.
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Através da analise do espectro de RMN 'H x '"H-NOESY e sua expansdo (Figuras 40 ¢
41, pags. 95 e 96) que mostrou acoplamentos espaciais entre os hidrogénios das metilas 17
(0 0,79, d) e 19 (84 0,99) com os hidrogénios da metila C-20 (dy 0,73), respectivamente, foi
possivel confirmar a estereoquimica da molécula FI-3, mostrando que estas metilas estdo em
configuragdo [, acoplando entre si e corroborando, portanto, a proposta anterior que
classificou FI-3 como um diterpeno pertencente a série ent. A figura abaixo ilustra estas

correlagoes.

Figura 42 - Interacdo NOE para FI-3

A unifo da anélise espectral do IV com os dados de RMN 'H ¢ RMN "*C uni e
bidimensionais e comparacdes com os dados da literatura (Tabelas 4 e 5, pag. 81 e 82)
ratificaram a estrutura ent-13-hidroxi-trans-cleroda-3,14-dieno (BECKER et al., 2004)
também conhecido como (-)-kolavelool para FI-3, diterpeno encontrado em outras espécies,
como por exemplo Aristolochia chamissonis (LOPES et al., 1999), todavia, aqui relatado pela
primeira vez na familia Flacourtiaceae.

OH 4

"""m

F1-3

ent-13-hidroxi-trans-cleroda-3,14-dieno



Tabela 4 - Dados comparativos de RMN'H ¢ RMN'’C da substancia FI-3 (8, CDCls, 500 e 125 MHz, Hz) com modelo Mo-1 (8, CDCls, 600 e
150 MHz, Hz) (NAGASHIMA et al., 2001) e Mo-2 (5, CDClj3, 200 e 50 MHz, Hz) (LOPES et al., 1999), respectivamente.

Carbonos . QHu \ HOH & \ HOH oy
Mo-2 (-)-kolavelool)

C Oy dc oy dc d¢
4 - 139,90 - 144,50 - 144,74
5 - 36,90 - 38,10 - 38,35
9 - 39,90 - 38,30 - 38,53
13 - 73,50 - 73,40 - 73,60
CH
3 5,27 (s) 123,20 5,16 (s) 120,40 5,18 (s) 120,60
8 - 37,30 - 36,10 - 36,36
10 - 44,60 - 46,3 - 46,52
14 5,91 (dd, J=10,7 e 1,10) 145,30 5,84 (dd, J=17,20 ¢ 10,80) 145,10 5,89 (dd, /= 17,30 ¢ 10,80) 145,29

CH, - - -
1 - 17,70 - 18,20 - 18,43
2 - 24,10 - 27,40 - 27,05
6 - 37,80 - 36,80 - 37,04
7 - 28,8 - 26,80 - 27,66
11 - 31,60 - 31,80 - 32,02
12 - 35,20 - 35,30 - 35,49
15 5,07 (dd, J=10,70 ¢ 1,10) 111,80 5,07 (dd, J=17,20 ¢ 1,50) 111,80 5,06 (dd, /=10,80 ¢ 1,10) 112,01

5,21 (dd, J=17,30 e 1,10) 4,99 (dd, J=10,80 e 1,50) 5,20 (dd, J=17,30 ¢ 1,10)

CH;
16 1,30 (s) 27,70 1,24 (s) 27,70 1,28 (s) 28,00
17 0,75 (d, J=6,9) 15,90 0,75 (d, J=1,5) 15,9 0,79 (d, J=6,05) 16,12
18 1,67 (q like, J=1,90) 19,80 1,54 (d, J-m1,50) 18,00 1,58 (d, J=1,35) 18,18
19 1,03 (s) 33,10 0,95 (s) 19,80 0,99 (s) 20,13
20 0,81 (s) 17,40 0,68 (s) 18,40 0,73 (s) 18,67

I8
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Tabela 5 - Dados de RMN 'H e ">C uni e bidimensionais (8, CDCls, 500 ¢ 125 MHz, Hz,

respectivamente) de F1-3

"Hx BC "Hx'H "Hx'H
FI-3 HSQC COSY NOESY
C du 3¢ J? J?
1 1,43 (s) 18,43 - - - -
2 2,01 (m) 27,05 - - H-3 -
3 5,18 (s) 120,60 C-4 - H-2 -
4 - 144,74 - - - -
5 - 38,35 - - - -
6 1,69 (m) 37,04 - - - -
7 1,39 (m) 27,65 - - - -
8 1,44 (m) 36,36 - - - -
9 - 38,53 - - - -
10 1,32 (m) 46,52 - - - -
11 1,29 (m) 32,02 - - - -
12 1,34 (m) 35,49 - - - -
13 - 73,60 - - - -
14 5,89 (dd) 145,29 - - 2H, H-15 -
15 5,06 (dd) 112,01 - - H-14 -
5,20 (dd) C-14 - H-14 -
16 1,28 (s) 28,00 - C-14 - -
17 0,79 (d) 16,12 - - - H-20
18 1,58 (d) 18,18 C-4 C-3 - -
19 0,99 (s) 20,13 - C-4 - H-20
20 0,73 (s) 18,67 - - - H-17, H-19
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Figura 29 - Expansio do espectro de RMN *C-DEPT-135 na regido entre 15,00 ¢ & 38,00 (5,
CDCl3, 125 MHz) de FI-3
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Figura 33 - Expansido do espectro de RMN 'H x *C-HSQC na regido entre 0,60 a
1,70 x 14,00 a 22,00 (5, CDCls, 500 MHz) de FI1-3
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Figura 37- Expansio do espectro de RMN 'H x *C-HMBC na regido
entre 5,00 a 6,00 x 110,00 a 150,00 (5, CDCl3, 500 MHz) de FI-3
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Figura 38 - Expansio do espectro de RMN 'H x *C-HMBC na regido
entre 1,20 a 2,20 x 108,00 a 125,00 (5, CDCl3, 500 MHz) de FI-3
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4.5 Caracterizacio estrutural de Fl-4

O espectro no IV (Figura 43, pag. 104) de FI-4 mostrou absor¢des idénticas aquelas
observadas para FI-3 (Figura 21, pag. 83), o que levou a sugerir que se tratava da mesma
substancia, todavia uma absorgio intensa em 1738 cm™ denotativa de VC=0 propés que Fl-4
possui um grupo éster. Esta proposta foi fortalecida pelas absor¢des de deformacao axial entre
1243 ¢ 1037 cm™ condizentes com VC-O do grupo em foco (SILVERSTEIN & WEBSTER,
2000; PAVIA et al., 1996). A analise comparativa entre os espectros de IV de FI-3 (Figura 21,
pag. 83) e FI-4 (Figura 43, pag. 104) aventou a possibilidade da molécula de Fl-4 ser
acrescida por um grupo éster, grupo este ausente em FI-3.

A anélise do espectro de RMN 'H (Figura 44, pag. 105) da substincia em analise
mostrou-se semelhante ao mesmo espectro de FI-3 (Figura 22, pag. 84), o que fortaleceu a
proposta de que Fl-4 trata-se de um diterpeno (Tabela 7, pag. 102). Este espectro de RMN'H
(Figura 44, pag. 105) e suas expansdes (Figuras 45 e 46, pag. 106) corroboraram a sugestao
feita pelo espectro de IV (Figura 43, pag. 104) de que Fl-4 possui um grupo éster. Esta
corroboragdo foi possivel devido aos sinais em oy 4,13 referente a um quarteto (J=7,20 Hz) ¢
outro condizente com um tripleto em oy 1,39 (J=7,15 Hz) atribuidos a hidrogénios de CH; e
CHjs, respectivamente, de um radical -COO-CH,-CHj; (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).
Um tripleto em &y 2,29 (J=7,55 Hz) indicativo de grupo metileno o a carbonila de éster,
juntamente com os sinais referentes aos quarteto e tripleto, anteriores, fortaleceram a proposta
feita pelo IV, da possibilidade de F1-4 possuir grupo éster em sua estrutura, podendo também
este grupo pertencer a uma outra substancia em mistura com FI-4, uma vez que a regido entre
On 1,24 e dy 2,02, em FI-4 (Figura 44, pag. 105) apresenta-se com mais sinais, referentes a
hidrogénios metilénicos quando comparado com espectro de RMN 'H da substancia FI-3

(Figura 22, pag. 84).
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A possibilidade da existéncia de uma mistura de dois componentes para Fl-4 pode ser
deduzida através das integragdes dos sinais em oy 4,13 (2H, q, J=7,20 Hz) referente ao CH,
do éster etilico e dy 5,89 atribuido ao H-14 ( 1H, dd, J=17,30 ¢ 10,70 Hz) do diterpeno,
permitindo sugerir que Fl-4 ¢ composto por 43,1% do diterpeno (FI-3=FIl-4a) e 56,9% de um
éster (F1-4b) (Tabelas 7 e 8, pag. 102 e 103, respectivamente).

O espectro de RMN °C de FI-4 utilizando a técnica BB (Figura 47, pag. 107) e suas
expansoes (Figuras 48 e 49, pag. 108) mostraram sinais para 36 atomos de carbonos, o que
levou a deduzir que 20 destes a&tomos referem-se ao diterpeno Fl-4a (FI-3) enquanto os outros
16 atomos formam o éster (Fl-4b), propostos pelos espectros de IV ¢ RMN 'H. Este espectro
em consondncia com o espectro de RMN "°C da substincia em analise, obtido utilizando-se a
técnica DEPT-135 (Figura 49, pag. 108), mostraram sinais para sete metilas, que absorveram
entre O¢ 28,00 e d¢ 14,33, fortalecendo assim a possibilidade da substancia Fl-4 ser composta
por um diterpeno (SCH3) e um éster (2CH3).

Através de uma analise comparativa dos espectros de RMN °C de FI-3 (Figura 26,
pag. 86) com FIl-4 (Figura 47, pag. 107) pode-se observar um aumento significativo de
absorcdes na regido entre dc 18,46 e O¢c 46,57 de Fl-4, o que justifica a proposta de que a
substancia em analise trata-se da mistura das substancias Fl-4a=FI-3 e Fl-4b. A presenga de
uma absor¢do em O¢ 174,00 referente a carbonila de éster; 8¢ 60,37 caracteristico a CH, de
grupo etoxi e d¢ 34,64 atribuido a CH, o a carbonila, além das sugestdes dos espectros de IV
(Figura 43, pag. 104) ¢ RMN 'H (Figura 44, pag. 105) e comparagdes com modelos da
literatura (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000) permitiram propor que Fl-4b ¢ um éster de
cadeia aberta (Tabela 7, pag. 102).

Uma analise comparativa dos espectros de IV (Figura 43, pag. 104) e RMN 'H (Figura
44, pag. 105) e RMN 13C utilizando as técnicas BB ¢ DEPT-135 (Figuras 47 a 49, pags. 107 ¢

108) de Fl-4 com os mesmos espectros de FI-3 (Figuras 21 a 29, pags. 83 a 88) levou a
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sugerir que Fl-4a (FI1-3) refere-se ao ent-13-hidroxi-trans-cleroda-3,14-dieno (trans-ent-

kolavelool) e Fl-4b trata-se do Hexadecanoato de etila (palmitato de etila) (Figura 51).

OH 4

1 13 \ 15

I 12

0

| )
] U
17 2n O ,
I"n=10
ent-13-hidroxi-trans-cleroda-3,14-dieno (Fl-4a=FI=3) Hexadecanoato de etila (Fl-4b)

Figura 51 - Propostas estruturais para Fl-4a e Fl-4b

O espectro de correlagdo homonuclear (Figura 51, pag. 109) ao exibir acoplamento
entre os hidrogénios H-3/H-2 (dy 5,18/0y 2,04 [m]), H-14/H-15a (6 5,89/0y 5,06) e H-14/H-
15b (dy 5,89/6y 5,20), fortaleceu as propostas para a localizacao das duplas ligagcdes C-3/C-4
e C-14/C-15, na estrutura Fl-4a. O espectro de FI-4 (Figura 51, padg. 109) ainda mostrou, além
das correlagdes existentes em FI-3, acoplamento entre os hidrogénios oy 4,13 (q, J/=7,20 Hz) e
on 1,39 (t, J=7,15 Hz) referentes ao grupo etoxi da substancia Fl-4b. Um outro acoplamento
referente aos hidrogénios de FI-4b pode ser observado entre dy 2,29 (t, J/=7,55 Hz) e oy 1,62
(m), ratificando, portanto, os grupos metilénicos o e 3 a carbonila, respectivamente, em Fl-4b
(Tabela 8, pag. 103)

O fortalecimento da proposta de que FI-4 trata-se de uma mistura do diterpeno ¢ um
éster ¢ corroborada pelas correlagdes diretas, exibidas pelo espectro de RMN 'H x BC-HSQC
(Figuras 52 e 53, pags. 110 e 111) entre os hidrogénios e seus respectivos carbonos, que se
encontram elencadas na Tabela 8 (pag. 103).

A analise dos espectros de RMN 'H x C-HMBC e suas expansdes (Figuras 54 a 57,

pags. 112 a 114) além de exibirem correlagdes a duas e trés ligagdes (J2 ¢ J°) semelhantes
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aquelas para FI1-3 (Tabela 5, pag. 82), mostrou também para a molécula de FI-4b (Figura 54,
pag. 112) uma correlacdo a duas ligagdes entre os hidrogénios do carbono metilénico C-2°
com o carbono da metila C-1" (Figura 54, pag. 112) (o 4,13 (q) / 6c 14,33) e também com o
carbono carbonilico C-3" (dy 4,13 (q) / 6¢ 174,00), confirmando assim a presenca do grupo
etoxila sugerido anteriormente. Neste espectro ainda se observou um acoplamento J* entre os
hidrogénios do carbono o com o carbono P a carbonila (6 2,29/5¢ 25,23), como também com
0 proprio carbono carbonilico (8y 2,29 (t) / d¢ 174,00), além de um acoplamento 7 destes
mesmos hidrogénios com o carbono y a carbonila, oy 2,29 (t) / ¢ 32,26 (um dos varios
carbonos metilénicos da cadeia alifatica do éster). Deste modo a unido dos dados
comparativos entre modelos na literatura (Tabela 7, pag. 102) com o dados fornecidos pelos
espectros bidimensionais (tabela 8, pag. 103) permitiram confirmar que FI-4b tratava-se do
hexadecanoato de etila (Figura 50, pag. 99):

Apbs analise dos espectros de IV, RMN 'H ¢ RMN "°C uni e bidimensionais e
comparagdes com modelos da literatura (tabelas 6, 7 e 8, pags. 101 a 103), foi possivel definir
Fl-4 como sendo uma mistura formada por Fl-4a (F1-3) (trans-ent-kolavelool) e FI-4b

(Hexadecanoato de etila) ambos isolados pela primeira vez em Flacourtiaceae.

Tjas

O
6 s 2

ENA S AVEL

17 I' =10

ent-13-hidroxi-trans-cleroda-3,14-dieno (Fl-4a=FI1=3) Hexadecanoato de etila (Fl-4b)



Tabela 6 - Dados comparativos de RMN "H e RMN "°C da substancia Fl-4a (8, CDCls, 125 MHz, Hz) com modelo Mo-1 (NAGASHIMA et al.,

2001) e FI-3.
Carbonos R N N
Fl-4a (F1-3)
C On dc dc¢ on ¢
4 - 139,90 - 144,74 - 144,79
5 - 36,90 - 38,35 - 37,08
9 - 39,90 - 38,53 - 38,58
13 - 73,50 - 73,60 - 73,60
CH
3 5,27 (s) 123,20 5,18 (s) 120,60 5,18 120,63
8 - 37,30 - 36,36 - 18,70
10 - 44,60 - 46,52 - 46,57
14 5,91 (dd, J=10,70 ¢ 1,10) 145,30 5,89 (dd, J=17,30 ¢ 10,75) 145,29 5,89 (dd, J= 17,40 ¢ 10,80) 145,33
CH, - - -
1 - 17,70 - 18,43 - 18,47
2 - 24,10 - 27,05 - 27,09
6 - 37,80 - 37,04 - 36,41
7 - 28,80 - 27,66 - 27,69
11 - 31,60 - 32,02 - 32,06
12 - 35,20 - 35,49 - 36,41
15a 5,07 (dd, J=10,70 ¢ 1,10) 111,80 5,06 (dd, J=10,80 ¢ 1,10 112,01 5,06 (d, J=17,30) 112,03
15b 521 (dd, J=1730 ¢ 1,10) 5,20 (dd, J=17,30 ¢ 10.80) 5,20 (d, J= 17,30 ¢ 10,80) ;
CH;
16 1,30 (s) 27,70 1,24 (s) 27,99 1,28 (s) 28,04
17 0,75 (d, J=6,90) 15,90 0,79 (d, J=6,05) 16,12 0,79 (d, J=5,65) 16,15
18 1,67 (q like) 19.80 1,58 (d, J=1,35) 18,18 1,58 (s) 18,21
19 1,03 (s) 33,10 0,99 (s) 20,13 0,99 (s) 20,16
20 0.81 (s) 17.40 0.73 (s) 18,64 0.72 (s) 18,71

101
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Tabela 7 - Dados comparativos de RMN'C da substancia FI-4b (8, CDCls, 125 MHz) com

modelos Mo-1 e Mo-2 (6, CDCls, 50 e 150 MHz), (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000)

Carbonos 9] 0] O
v ¥ O/\l' 7 5 3 ? (@) 8\{TCHz]n @ 3 O/\l'
Mo-1 (acetato de Mo-2 (hexadecanoato de Fl-4b
etila) metila)
C 8C ﬁc 6H 6C
I 13,8 51,1 1,39 (t,J=7,15Hz) 14,33
2’ 60,0 172,1 4,13 (q,J/=7,20Hz) 60,37
3 170,3 33,9 - 174,0
4 20,0 25,5 2,29 (t,J/=7,55Hz) 34,64
5 - 32,2 1,62 (m) 25,23
6’ - 23,4 *ox *
7 aly - 14,3 o %
16 - - - 32,26
17 - - 1,29 (m) 22,93
18’ - - 0,89 (t,J/= 6,45 Hz) 14,48
n=10

* todos s@o valores tipicos na regido de 29,0 ppm
** varios sinais sobrepostos na regido de 1,29 ppm
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Tabela 8 - Dados de RMN 'H e "*C uni e bidimensionais (6, CDCl3, 500 e 125 MHz

respectivamente) de Fl-4a e Fl-4b

OH 4

\/\CHZ]/\/\O/\
" Fl-4b
FI1-3
"Hx BC THx B¢ "THx'HCOSY 'Hx'H
Fl-4a (FI-33) HMQC HMBC NOESY

C Sy d¢ J? J?

1 18,47 - - - -

2 ) 27,09 - - H-3 -

3 5,18 120,63 C-4 - H-2 -

4 - 144,79 - - - -

5 - 37,08 - - - -

6 - 36,41 - - - -

7 - 27,70 - - - -

8 - 18,70 - - - -

9 - 38,58 - - - -
10 - 46,57 - - - -
11 - 32,06 - - - -
12 - 36,41 - - - -
13 - 73,60 - - - -
14 5,89 (dd) 145,33 - - H-15a e H15b -
15a 5,06 (d) 112,03 C-14 - H-14 -
15b 5,20 (d) - C-14 - H-14 -
16 1,28 (s) 28,04 C-14 C-14 - -
17 0,79 (d) 15,15 - - - C-20
18 1,58 (s) 18,21 C-4 C-3 - -
19 0,99 (s) 20,16 - C-4 - C-20
20 0,72 (s) 18,71 - - - C-17,C19

Fl-4b
1 1,39 (t, J=7,15 Hz) 1433 C-1’,C-3’ - H-2’ -
2 4,13 (q,J=7,20Hz) 60,37 - - H-1’ -
3 - 1740 C-3°,C-5’ - - -
4 2,29 (t, J= 7,55 Hz) 34,64 - - H-5 -
5 1,62 (m) 25,23 - - H-4 -
6 als ok * - - - -
16’ - 32,26 - - - -
17’ 1,29 (m) 22,93 - - - -
18 0,89 (t, J= 6,45 Hz) 14,48 - - - -

* todos s@o valores tipicos na regido de 29,0 ppm
*% yarios sinais sobrepostos na regido de 1,29 ppm
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Figura 45 - Expansdo do espectro de RMN "H na regido entre 0,50 e 2,50 (8, CDCls, 500
MHz) da mistura Fl-4

Figura 46 - Expansio do espectro de RMN 'H na regido entre 4,0 ¢ 6,0 (8, CDCl3, 500 MHz)
da mistura F1-4
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Figura 49 - Espectro de RMN C-DEPT-135 (5, CDCls, 125 MHz) da mistura F1-4
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Figura 56 - Expansdo do espectro de RMN 'H x *C-HMBC na regido
entre 1,90 a 2,40 x 20,00 a 35,00 (8, CDCls, 500 MHz) da mistura FI1-4
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Figura 57 - Expansio do espectro de RMN 'H x *C-HMBC na regido
entre 4,00 a 5,30 x 140,00 a 177,00 (56, CDCls, 500 MHz) da mistura Fl-4
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4.6 Caracterizacio estrutural de FI-5

O espectro de IV da substancia FI-5 (Figura 60, pag. 123) mostrou bandas de
deformagdes moleculares que se assemelham, em sua maioria, aquelas observadas para a
substancia codificada como FI-3 (Figura 21, pag. 83), todavia, sua diferenca significativa
consistiu na presenc¢a de uma banda intensa em 1654,92 cm™, cuja freqiiéncia é caracteristica
para deformacdo axial de grupo carbonila a, B insaturado (SILVERSTEIN & WEBSTER,
2000), sugestiva, portanto, da presenca deste grupo na molécula de FI-5.

Os espectros de RMN 'H de FI-5 ¢ suas expansdes (Figuras 61 a 64, pags. 124 a 125)
mostraram feicOes bastante semelhantes aqueles da substancia FI1-3 (Figura 22, pag. 84), o que
permitiu sugerir um esqueleto do tipo clerodano para a substancia em andlise. Trés singletos e
dois dubletos (3H) foram evidenciados em oy 1,24, oy 1,06, 6y 0,76 e oy 1,83 (J= 1,50 Hz) ¢
oy 0,79 (J= 6,00 Hz), respectivamente, referentes a cinco metilas, sendo uma delas olefinicas
(0 1,83) (NAGASHIMA et al., 2001), lembrando, portanto, a mesma feigdo das substancias
FI1-3 e Fl-4a onde a metila C-18 encontra-se no C-4. Sinais referentes a hidrogénios olefinicos
também se fizeram presentes, estando trés deles (dy 5,82, dd, J=17,30 ¢ 10,50 Hz); oy 5,14
(dd, J=17,30 ¢ 1,00 Hz) e 6y 5,02 (dd, J=10,50 ¢ 1,00 Hz) acoplando trans, cis e
geminalmente. O outro sinal olefinico da substancia em andlise se encontra mais desprotegido
oy 5,67, d, J=1,50 Hz), o que sugeriu uma modificagao no ambiente quimico do hidrogénio
da posicao C-3 de FI-5, quando comparado com este hidrogénio nas estruturas FI-3 (Tabela 4,
pag. 81) e Fl-4a (Tabela 6, pag. 101). Esta modificacdo no ambiente quimico do H-3 de FI-5,
levou a propor que o grupo carbonila sugerido pelo espectro de IV (Figura 60, pag. 123) deve
estar localizado no carbono C-2, uma vez que o C-4 ¢ do tipo sp® e possui como substituinte a
metila C-18 (Tabela 9, pag. 121).

Os espectros de RMN °C de FI-5, utilizando a técnica APT (Figuras 65 a 68, pags.

127 a 129) também se mostraram semelhantes aos de FI-3 (Figura 26, pag. 86) ¢ Fl-4a
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(Figura 47, pag. 107) no que tange aos carbonos do ciclo B e da parte terminal da molécula
em discussdo (Tabela 4, pag. 81 ¢ Tabela 9, pag. 121), respectivamente, entretanto os picos
correspondentes aos carbonos do anel A mostraram diferencas de até mais de 15 ppm, o que
fortalece a sugestdo feita anteriormente, da presenca de um grupo carbonila o, 3 insaturada no
carbono 2. O fortalecimento desta sugestdo deveu-se ao fato da semelhanca entre a absor¢ao
do C-1 da substancia em analise com o modelo Mo-1 e a diferenga entre o referido carbono
em FI-5 (6¢ 34,76) e Fl-4a (5¢ 18,45) (Tabela 9, pag. 121). Picos em &¢ 200,49, d¢c 125,45 ¢
d¢ 172,62, semelhantes aos do composto FI-2 (8¢ 198,84 C-2; &¢ 123,61 C-3 ¢ 6¢ 171,94 C-4)
e comparacdes com dados da literatura (Tabela 9, pag. 121) corroboraram as sugestdes
anteriores para a presen¢a de carbonila o, f insaturada na posicdo C-2 da substancia em
defini¢do estrutural. O sinal da metila 19 também foi evidenciado, caracterizando uma
configuragdo trans entre os anéis A e B (NAGASHIMA et al., 2001; BECKER et al., 2004)
Tabela 10, pag. 117). A partir destes dados e comparag@o com a literatura, foi possivel propor

a estrutura abaixo para a substancia codificada como FI-5:

OH 14

1

» Figura 69 - Proposta estrutural para FI-5
Os espectros de RMN 'H x *C-HMQC (Figuras 70 a 72, pags. 130 ¢ 131) mostraram
correlagdes diretas em oy 5,67 d / d¢c 125,45; oy 5,82 (dd) / & ¢ 144,79; dy 5,14 (dd) / d¢

112,02 e 6y 5,02 (dd) / &¢ 112,02, inerentes aos hidrogénios e carbonos olefinicos das
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posicdes C-3, C-14 e C-15, respectivamente. Observou-se também acoplamentos dos
hidrogénios metilicos com os seus respectivos carbonos (Tabela 10, pag. 122).

Os espectros de RMN 'H x 'H-COSY (Figuras 73 a 75, pags. 132 e 133) revelaram
acoplamento entre os hidrogénios 14/15a e 14/15b (oy 5,82 dd / 6y 5,02 dd e &y 5,82, dd / oy
5,12 dd respectivamente), fortalecendo os acoplamentos frans, cis e geminados, citados
anteriormente. Este espectro mostrou ainda acoplamento entre o H-3 (dy 5,67) e os
hidrogénios da metila C-18 (&y 1,83), o que fortalece as propostas anteriores para H-3
olefinico a a carbonila e C-18 ligado a carbono sp”, § a carbonila (Tabela 9, pag. 121 e Tabela
10, pag. 122).

A analise dos espectros de RMN 'H x *C-HMBC e suas expansdes (Figuras 76 a 79,
pags. 134 a 136) permitiu estabelecer uma correlagdo a duas e trés ligagdes entre os
hidrogénios olefinicos nas posi¢des 14 ¢ 15 com o carbono C-13 (8y 5,82 / ¢ 73,07, Sy, 5,02
e Oup 5,14 / d¢ 73,07, respectivamente), além de uma correlagdo J? entre o hidrogénio na
posicdo 15b com o carbono C-14 (8y 5,14 / 6¢c 144,79) e correlagdes a duas e trés ligagdes
entre o hidrogénio da posi¢cdo 14 com os carbonos das posi¢cdes C-13 e C-16 (dy 5,14 / &¢
73,07 e oy 5,14 / 6¢ 27,83, respectivamente), justificando, portanto, as posi¢des sugeridas e os
deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos C-14 e C-15. Os hidrogénios da posi¢do 1 se
correlacionam a duas ligagcdes com o carbono carbonilico na posi¢ao C-2 (0y 2,30 / d¢ 200,49)
e o hidrogénio da posi¢ao 10 apresenta correlacao a trés ligagdes com este mesmo carbono (dy
1,75 / 8¢ 200,49). Ainda se observa nestes espectros uma correlacio J* entre os hidrogénios
olefinicos das posi¢des 3 com o carbono também olefinico da posigdo C-4 (0 5,67 / dc
172,62), além de correlagdes a trés ligagdes entre os hidrogénios das posigdes 18 com o
carbono C-3 (0y 1,83 / d¢ 125,45) e do hidrogénio da posicao 3 com o carbono metilico da
posigdo C-18 (ou 5,67 / d¢ 18,87), ratificando, portanto a localizagdo de um grupo cetona o, 3

insaturado no carbono 2 da molécula de FI-5 (Tabela 10, pag. 122).
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Os espectros de RMN 'H x 'H-NOESY (Figuras 80 e 81, pags. 137 e 138)
confirmaram a orientagdo § das metilas 19 e 20 (dy 1,06 s e dy 0,76 s) através de seus

acoplamentos espaciais, certificando assim que o composto pertence a série ent e possui a

estrutura abaixo.

18

Figura 82 - Interacdo NOE para FI-5

Diante de todos os dados expostos (Tabelas 9 e 10, pags. 121 e 122), a substancia FI-5
pode ser identificada como: 13-hidréxi- 2-oxo-trans-ent-cleroda-3,14-dieno, outro diterpeno
clerodanico isolado anteriormente em plantas e esponjas (LOPES, et al, 1999 e UMEYAMA

et al, 1996, respectivamente), porém isolado pela primeira vez na familia Flacourtiaceae.

OH 14

FI-5

ent-13-hidroxi-2-oxo-trans-cleroda-3,14-dieno



Tabela 9 - Dados comparativos de RMN'H ¢ RMN'3C da substancia FI-5 (8, CDCls, 500 ¢ 125 MHz, Hz) com Fl-4a (5, CDCl;, 500 ¢ 125

MHz) modelo Mo-1 (UMEYAMA et al., 1996)

Carbonos

OH 14

1 S \IS 1 S l 1 N :
C Sc S Sc S Sc
1 18,47 - 34,80 34,83
2 27,09 - 200,60 ] 200,49
3 120,63 5,71 (s) 125,50 5,67 (d, J=1,50) 125,45
4 144,79 172,60 - 172,62
5 - 37,08 - 39,80 - 39,81
6 - 36,41 - 35,60 - 35,58
7 - 27,69 - 26,90 - 26,85
8 - 18,70 - 35,90 - 35,90
9 - 38,58 - 38,30 - 38,34
10 - 46,57 - 45,60 - 45,64
11 - 32,06 - 31,20 : 31,21
12 - 36,41 - 34,80 - 34,78
13 - 73,60 - 73,10 - 73,07
14 5,89 (dd, J= 17,40 € 10,80) 145,33 5,85 (dd, J= 16,60 € 10,30) 144,90 5,82 (dd, J=17,30 ¢ 10,50) 144,79
15a 5,06 (d, J= 17,30) 112,03 5,06 (dd, /=1030e1,50) 112,00 5,02 (dd, J=10,50 e 1,00) 112,02
15b 5,20 (d, J= 17,30 ¢ 10,30) - 5,20 (dd, J= 16,60 e 1,50) - 5,14 (dd, J=17,30 e 1,00) -
16 1,28 (s) 28,04 1,26 (s) 27,80 1,24 (s) 27,83
17 0,79 (d, J=5,65) 16,15 0,81 (d, J=5,90) 15,70 0,79 (d, J=6,05) 15,63
18 1,58 (s) 18,21 1,88 (d, J=1,50) 18,90 1,83 (d, J=1,50) 18,87
19 0,99 (s) 20,16 1,10 (s) 18,30 1,06 (s) 18,31
20 0,72 (s) 18,71 0,80 (s) 18,00 0,76 (s) 17,94

ICl1
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Tabela 10 - Dados de RMN 'H e '*C uni e bidimensionais (6, CDCl3, 500 ¢ 125 MHz, Hz,

respectivamente) de FI-5

"Hx B¢ THx BC "THx'Hcosy 'Hx'H
FI-5 HMQC HMBC NOESY

C dn 3¢ J? J?

1 2,30 (s) 34,83 - C-2 - -

2 . 200,49 - - - -

3 5,67 (d, J=1,50) 125,45 - C-2 C-18 -

4 - 172,62 - - - -

5 - 39,81 - - - -

6 1,30 (m) 35,58 - - - -

7 1,46 (m) 26,85 - - - -

8 1,44 (m) 35,90 - - - -

9 - 38,34 - - - -
10 1,75 (t) 45,64 - - - -
11 1,24 (m) 31,21 - - - -
12 1,26 (m) 34,78 - - - -

1,35 (m)

13 - 73,07 - - - -
14 5.82(dd, J=17,30 ¢ 10,50) 144,79 - C-16 H-15ae H-15b -
152 5,02 (dd, J=10,50 e 1,00) 112,02  C-14 - H-14 -
15b 5,14 (dd, J=17,30 e 1,00) - C-14 - H-14 -
16 1,24 (s) 27,83 - C-14 - -
17 0,79 (d, J=6,05) 15,63 - - - -
18 1,83 (d, J=1,50) 18,87 - - - -
19 1,06 (s) 18,31 - - - H-20

20 0,76 (s) 17,94 - - : H-19
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Figura 64 - Expansio do espectro de RMN 'H na regido de 0,60 a 1,54 (5, CDCls, 500 MHz) de FI1-5
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Figura 77 - Expansio do espectro de RMN 'H x 'H-HMBC na regio entre 0,60
a 1,30 x 26,00 a 46,00 (3, CDCls, 500 MHz) de FI-5
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Figura 78 - Expansio do espectro de RMN 'H x 'H-HMBC na regido entre 0,80
a 2,60 x 70,00 a 200,00 (5, CDCls, 500 MHz) de FI1-5
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» A abordagem fitoquimica de Casearia arborea (Rich) Urb. (Flacourtiaceae), realizada
através de métodos cromatograficos usuais e técnicas espectroscopicas de IV, RMN 'H e
C uni e bidimensionais em conjunto com os dados da literatura, possibilitou contribuir
para o conhecimento quimiotaxonomico desta familia, uma vez que foram isoladas e
identificadas cinco substancias, sendo elas: dois esterdides Estigmast-5-en-3 $-ol (FI-1) e
Estigmast-4-en-3-ona (FI-2), dois diterpenos ent-13-hidroxi-trans-cleroda-3,14-dieno (FI-
3) e ent-13-hidroxi-2-oxo-trans-cleroda-3,14-dieno (FI-5) e uma mistura do diterpeno
ent-13-hidroxi-trans-cleroda-3,14-dieno (F1-4a=FI-3) e do éster hexadecanoato de etila

(FI-4b);

» As substancias ent-13-hidroxi-trans-cleroda-3,14-dieno (FI-3), ent-13-hidroxi-2-oxo-
trans-cleroda-3,14-dieno (FI-5) e a mistura de ent-13-hidroxi-trans-cleroda-3,14-dieno
(Fl-4a) com o hexadecanoato de ctila (FI1-4b) estdo sendo descritas pela primeira vez na

familia Flacourtiaceae;

» Este trabalho possibilitou o isolamento pioneiro das substincias Estigmast-5-en-3 -ol

(FI-1) e Estigmast-4-en-3-ona (FI-4) em Casearia arborea (Rich.) Urb.;

» Baseando-se nas varias atividades farmacologicas, relatadas pela literatura, das classes
das substancias isoladas e identificadas de Casearia arborea (Rich.) Urb. (Quadro 1, pag.
32), se faz necessario a disponibilizagdo destas para as equipes da Farmacologia,

possibilitando assim a defini¢ao de sua (s) atividade (s) farmacologica (s).
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