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“It is not the strongest of the species
that survive, nor the most intelligent,
but the one most responsive to change”

Charles Darwin
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Figura 3.4 - Subespectro DEPT-135 (50 MHz, CDCIs, 6) da mistura dos
acidos ent-caur-16-en-19-6ico (1) e ent-caur-9(11),16-dien-19-6ico (2).
Figura 3.5 — Espectro de absorg¢ao na regido do |V (insercdo direta) de 34-
FIEAEINOI (T7). e
Figura 3.6 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 8) de 3-friedelinol
(4 O PURSORPPRPP
Figura 3.7 — Espectro de RMN de "*C (50 MHz, CDCls, 6) de 3-friedelinol
(77); (A) Secao expandida entre 6c 28,0 € 42,0. ........ovviiiiiiiiiiiiiiiiiiei,
Figura 3.8 - Subespectro DEPT-135 (50 MHz, CDCl3, 6) de 3p-friedelinol
(4 PP PURSORPPRPP
Figura 3.9 — Espectro de absorgdo na regidao do IV (insercédo direta) do
acido ent-3p-angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico (78). ..........oooviviiiiiiiiiiiiiiieeeeee
Figura 3.10 — Espectro de RMN de "H (200 MHz, CDCls, 8) do &cido ent-3-
angeloiloxi-caur-16-en-19-dico (78); (A) Secéo expandida entre 64 4,6 € 6,0.
Figura 3.11 — (A) Secéo expandida entre 42,3 € 2,8 e (B) entre 64 0,87 e
2,07 do espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 8) do acido ent-35-
angeloiloxi-caur-16-en-19-0iC0O (78). .........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiee e
Figura 3.12 — Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCls, 8) do &cido ent-3-
angeloiloxi-caur-16-en-19-0iC0O (78). ..........uuuiiiiiiiiiiiiiie e
Figura 3.13 — Subespectro DEPT- 135 (50 MHz, CDClIs, 6) do acido ent-35-
angeloiloxi-caur-16-en-19-0iC0O (78). .........uuuiiiiiiiiiiiiiiiii e
Figura 3.14 — Espectro de absorgé&o na regido do IV (insergdo direta) da
mistura de g-sitosterol (79) e estigmasterol (80). ...,
Figura 3.15 — Espectro de RMN de "H (200 MHz, CDCls, 8) da mistura de 8-
sitosterol (79) e estigmasterol (80). ...
Figura 3.16 — Espectro RMN de ®*C (50 MHz, CDCls, 8) da mistura de f-
sitosterol (79) e estigmasterol (80). ...
Figura 3.17 — Subespectro DEPT-135 de (50 MHz, CDCls;, §) da mistura de
p-sitosterol (79) e estigmasterol (80). ..........oooriiiiiiiiiii e
Figura 3.18 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls;, 8) do &cido
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randiflor@NiCO (2). .....ooveeieii ettt s sae e era e ae e
Figura 3.19 — Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCls;, 8) e (A)
subespectro DEPT-135 do acido grandiflorénico (2). ...................

Figura 3.20 — Espectro de absorgédo na regido do IV (insergcéo direta) do
acido ent-16-o0xo-17-norcauran-19-0iCo (88). ........c.cccevieviiviiiieiecieeceeee e
Figura 3.21 — Espectro de RMN de "H (200 MHz, CDCls, 8) do acido ent-16-
oxo-17-norcauran-19-6ico (88); (A) Secgao expandida entre 64 0,0 e 2,5.
Figura 3.22 — Espectro de RMN de C (50 MHz, CDCls, 8) e (A)
Subespectro DEPT- 135 (50 MHz, CDCIls, 6) do acido ent-16-oxo-17-
Norcauran-19-0iCo (88). .........uu i
Figura 3.23 — Espectro de RMN de "H (200 MHz, CDCls, 8) do acido ent-16-
oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-6ico (89); (A) Segao expandida entre 64 0,0 e
KN OO PSP
Figura 3.24 — Espectro de RMN de C (50 MHz, CDCls, 8) e (A)
Subespectro DEPT-135 (50 MHz, CDCls, ) do acido ent-16-oxo-17-norcaur-
9(11)-€N-19-0IC0O (89). ...t e
Figura 3.25 — Espectro de absorgédo na regido do IV (insercédo direta) de
ent-caur-16-en-19-oato de etila (81) e ent-caur-9(11),16-dien-19-oato de
LY (1= T 77 TSRS
Figura 3.26 — Espectro de RMN de "H (200 MHz, CDCls, 8) de ent-caur-16-
en-19-oato de etila (81) e ent-caur-9(11),16-dien-19-oato de etila (82)...........
Figura 3.27 — Espectro de RMN de "*C (50 MHz, CDCls, ) de ent-caur-16-
en-19-oato de etila (81) e ent-caur-9(11),16-dien-19-oato de etila (82). (A)
secao expandida entre dc 10 € 50. ...
Figura 3.28 — Subespectro DEPT-135 (50 MHz, CDCls3, 8) de ent-caur-16-
en-19-oato de etila (81) e ent-caur-9(11),16-dien-19-oato de etila (82). .........
Figura 3.29 — Mapa de contornos COSY (200 MHz, CDCls, 6) de ent-caur-
16-en-19-oato de etila (81) e ent-caur-9(11),16-dien-19-oato de etila (82). ....
Figura 3.30 — Mapa de contornos HSQC (200 MHz, CDCls, ) de ent-caur-
16-en-19-oato de etila (81) e ent-caur-9(11),16-dien-19-oato de etila (82). ....
Figura 3.31 — Espectro de absorgédo na regido do IV (insercéo direta) de
ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de etila (83). ...
Figura 3.32 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 8) de ent-16-oxo-
17-norcauran-19-oato de etila (83); (A) Secao expandida entre 64 0,0 e 5,0.
Figura 3.33 — Espectro de RMN de "*C (50 MHz, CDCls, 8) ent-16-oxo-17-
norcauran-19-oato de etila (83); (A) Secéo expandida entre é¢c 10,0 e 61,0.
Figura 3.34 - Subespectro DEPT-135 (560 MHz, CDCls, 6) de ent-16-ox0-17-
norcauran-19-oato de eftila (83). ......oovviiiriiiiiiiii
Figura 3.35 — Espectro de absorgédo na regido do IV (insercédo direta) de
ent-16-oxo-17-norcauran-9(11)-en-19-oato de etila (84). .........cccevvveeverinnn.
Figura 3.36 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 8) de ent-16-oxo-
17-norcauran-9(11)-en-19-oato de etila (84). .........cooeviiiiiiiiiiiiii
Figura 3.37 - Espectro de RMN de ™C (50 MHz, CDCls;, &) e (A)
Subespectro DEPT-135 (50 MHz, CDCls, 6) de ent-16-oxo-17-norcauran-
9(11)-en-19-0ato de etila (84). ......ccccummeiiiieee
Figura 3.38 — Espectro de absor¢do na regido do IV (insergao direta) dos
acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-
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9(11),16-dIieN-19-0ICO (86). ....eereieeeeeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Figura 3.39 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 8) dos &cidos ent-
15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-
S T oo T -1 TP
Figura 3.40 — Espectro de RMN de "*C (50 MHz, CDCls, ) dos &cidos ent-
15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-
S T oo T -1 PP
Figura 3.41 — Secado expandida entre 6c 10 e 60 do espectro de RMN de
3C (50 MHz, CDCl3, 8) dos acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-dico (85) e
ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-06iCo (86). ........cccovveeieiiiiiiiiiiiiiiiie
Figura 3.42 — Subespectro DEPT- 135 (50 MHz, CDCls, ) dos acidos ent-
15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-
S T oo T -1 PP
Figura 3.43 — Mapa de contornos HSQC (200 MHz, CDClIs;, 8) dos acidos
ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-
dIeN-19-0IC0O (86). ...t
Figura 3.44 — Mapa de contornos HSQC (200 MHz, CDClIs;, 8) dos acidos
ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-
dien-19-6ico (86): secédo expandida entre 64 3,.5e 7,5e 6¢c 75a 120. ............
Figura 3.45 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, CDCls, 8) do acido ent-16-
formil-caur-15-en-19-6ico (87). (A) Segao expandida entre 6y 0,6 — 2,4. ........
Figura 3.46 — Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDCls, 8) do &cido ent-
16-formil-caur-15-en-19-dico (87). (A) Secao expandida entre éc 15 — 60. .....
Figura 3.47 — Subespectro DEPT- 135 (100 MHz, CDCls, 8) do &cido ent-16-
formil-caur-15-en-19-0iCO (87). .....ueiiiiiiiiiiieeee e
Figura 3.48 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCls, ) do acido ent-
16-formil-caur-15-en-19-0iC0O (87). .......uuummiiiiiiieii e
Figura 3.49 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCls, ) do acido ent-
16-formil-caur-15-en-19-dico (87): secao expandida entre 6c 10— 70 e 64 0,7
e 75 TSR SURURR
Figura 3.50 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCls;, ) do acido ent-
16-formil-caur-15-en-19-0iC0O (87). .......uuummiiiiiiieiii e
Figura 3.51 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCls;, 6) do do acido
ent-16-formil-caur-15-en-19-0iCo (87). .......cooiiiiiiieeee e
Figura 3.52 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCls, 6) do acido ent-
16-formil-caur-15-en-19-dico (87): se¢ao expandida entre 64 0,5 - 3,5. .........
Figura 3.53 — Espectro de RMN de "H (200 MHz, CDCls, ) do ent-19-
hidroxi-caur-16-eno (90). (A) Sec&o expandida entre 64 0,6 € 2,3. .................
Figura 3.54 — Espectro de RMN de "*C (50 MHz, CDCls, 6) e (A)
subespectro DEPT-135 do ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90). ..............ccccenenes
Figura 3.55 — Mapa de contornos COSY (200 MHz, CDCls, ¢) do ent-19-
hidroxi-caur-16-N0 (90). ........ui i
Figura 3.56 — Mapa de contornos HSQC (200 MHz, CDCls;, 6) do ent-19-
hidroxi-caur-16-€N0 (90). ........oooviiieiee e
Figura 3.57 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls, 6) ent-164,17,19-
triNIdroXiCaurano (92). .......oooiiiiiiiii e
Figura 3.58 — Secao expandida entre 64 0,5 a 4,2 do espectro de RMN de
'H (400 MHz, CDCls, 8) do ent-164,17,19-trihidroxicaurano (92) (A) Secdo

XIII

216

216

217

217

218

218

219

219

220

220

221

221

222

222

223

224

225

226

226

227



expandida entre 40,6 € 2,0. ...ooeeiiiiiii e
Figura 3.59 — Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDCls, ) ent-164,17,19-
triniIdroXicaurano (92). ......ooovii oo
Figura 3.60 - Subespectro DEPT- 135 (100 MHz, CDCls, 6) do ent-
168,17,19-trinidroXicaurano (92). .........coeeiiiiiiiii i
Figura 3.61 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCls, 6) do ent-
168,17,19-trinidroXicaurano (92). ..........oeeiiiiiiiiiiiie e
Figura 3.62 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCls, 8) do ent-
168,17,19-trinidroXicaurano (92). .........coeeeiiiiiiiiiiiie e
Figura 3.63 — Secdo expandida entre 64 0,6 a 2,1 e 6c 14 a 70 do mapa de
contornos HSQC (400 MHz, CDCls, 8) do ent-164,17,19-trihidroxicaurano
(72 PP PURSOPPPPPP
Figura 3.64 — Mapa de contornos ROESY (400 MHz, CDCl3, ) do ent-
168,17,19-trinidroXicaurano (92). ..........ooeeiiiiiiiiiiii e
Figura 3.65 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, CDCls, 8) do ent-cauran-
163,19-diol (50). (A) Secao expandida entre 341 0,5€ 4,0. ...ooovviieiiiiiiiennnne.n.
Figura 3.66 — Espectro de RMN de "°C e (A) subespectro DEPT-135 (100
MHz, CDCls, d) do ent-164,19-dihidroxi-caurano (50). .........cccccceeiiiiiiiiiiinnnne
Figura 3.67 — Mapa de contornos HSQC do ent-164,19-dihidroxi-caurano
(50): secéo expandida entre 64 0,5a 3,3 e 5¢c 15,02 65,0 .coovvvreiiiiiiiieenneeenn.
Figura 3.68 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCls, 6) do ent-
168,19-dihidroxi-caurano (50). ..........ceeeiiiiiiiiiiiiiii e
Figura 3.69 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCls, 6) do ent-
168,19-dihidroxi-caurano (50). ..........ceeeiiiiiiiiiiiiii e
Figura 3.70 — Mapa de contornos ROESY (400 MHz, CDCls, 6) do ent-
168,19-dihidroxi-caurano (50). ...........eeeiiiiiiiiiiiiiiiie e
Figura 3.71 - Espectro de absorg&o na regidao do IV (insergdo direta) do
acido ent-3p-cinamato-caur-16-en-19-0iCo (91). ..o,
Figura 3.72 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD, ¢) do acido ent-
3p-cinamato-caur-16-en-19-0i1C0O (91). ...ooooie e
Figura 3.73 — Secdes expandidas do espectro de RMN de 'H (400 MHz,
CD30D, ¢) do acido ent-3p-cinamato-caur-16-en-19-6ico (91). ..o
Figura 3.74 — Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDsOD, 6) do acido ent-
3p-cinamato-caur-16-en-19-0i1C0O (91). ...ooooo e
Figura 3.75 - Subespectro de RMN de "*C DEPT-135 (100 MHz, CD;0D, )
do acido ent-3-cinamato-caur-16-en-19-0iCo (91). .....ccccviiiiiiiiiiiiee,
Figura 3.76 — Secdo expandida do RMN de C DEPT-135 (100 MHz,
CD30D, ¢) do acido ent-3p-cinamato-caur -16-en-19-6ico (91). ..........ccccnees
Figura 3.77 — Se¢des expandidas do mapa de contornos HSQC (400 MHz,
CD30D, ¢) do acido ent-3p-cinamato-caur 16-en-19-6ico (91). ......ccccceveeeeenn.
Figura 3.78 - Espectro de absorgao na regido do IV (insergéo direta) ent-
3B,150,16 a,19-tetrahidroxi-caurano (93). .......ccceeeeiiiereeeeeieeeeeee e
Figura 3.79 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDs;OD, ¢) de ent-
38,150,16 a,19-tetrahidroxi-caurano (93). .......ccoeeeeiieeeeee e
Figura 3.80 — Secdo expandida do espectro de RMN de 'H (400 MHz,
CD30D, ¢) de ent-34,15a,16a,19-tetrahidroxi-caurano (93). .........cccccceevviinnne
Figura 3.81 — Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDsOD, &) de ent-
38,150a,16 a,19-tetrahidroxi-caurano (93). (A) Secéo expandida entre 6c 56 e
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S S
Figura 3.82 — Subespectro DEPT 135 (100 MHz, CD3;OD, ¢) de ent-
3B,150,16 a,19-tetrahidroxi-caurano (93). .......ccceeeeiieerie e
Figura 3.83 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CD3;OD, §) de ent-
38,150,16 a,19-tetrahidroxi-caurano (93). .......ccceeeeiieeeee e
Figura 3.84 — Secdo expandida do mapa de contornos HSQC (400 MHz,
CD30D, ¢) de ent-34,15a,16a,19-tetrahidroxi-caurano (93). .........ccccceeviinnnne
Figura 3.85 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDs;OD, ¢§) de ent-
3B,150a,16 a,19-tetrahidroxi-caurano (93). ......cccooeiiieriieeeie e
Figura 3.86 — Mapa de contornos NOESY (400 MHz, CD3;0D, ¢) de ent-
38,150,16 a,19-tetrahidroxi-caurano (93). .......ccceeeeiieeeee e
Figura 3.87 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CsDsN, 8) do &cido ent-
2a-hidroxi-16-0x0-17-norcauran-19-6ico (94). .......ccoovriiiiiiiiiiiiieeeeee
Figura 3.88 — Secéo expandida (4 1,00 a 4,20) do espectro de RMN de 'H
(400 MHz, CsDsN, 6) do acido ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico
(94). (A) secao expandida entre OH 1,90 e 2,35.
Figura 3.89 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CsDsN, 6) do &cido ent-
2 a-hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-6ico (94): segao expandida entre 64 4,00
LTS24 O
Figura 3.90 — Secdo expandida (é4 2,5 a 3,2) do espectro de RMN de 'H
(400 MHz, CsDsN, 6) do acido ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico
PP
Figura 3.91 — Espectro de RMN de *C (100 MHz, CsDsN, ) do acido ent-
2a-hidroxi-16-0x0-17-norcauran-19-6ico (94). ...
Figura 3.92 - Subespectro DEPT-135 (100 MHz, CsDsN, 6) do acido ent-2a-
hidroxi-16-0x0-17-norcauran-19-0iCo (94). ...
Figura 3.93 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CsDsN, 6) do acido ent-
2a-hidroxi-16-0x0-17-norcauran-19-6ico (94). ...
Figura 3.94 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CsDsN, 6) do acido ent-
2 a-hidroxi-16-ox0-17-norcauran-19-6ico (94): secédo expandida entre 64 2,0 -
8,5 € 00 15-T5. oo —————————
Figura 3.95 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CsDsN, 6) do acido ent-
2a-hidroxi-16-0x0-17-norcauran-19-6ico (94). ...
Figura 3.96 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CsDsN, 8) do acido ent-
2 a-hidroxi-16-0x0-17-norcauran-19-6ico (94). ..o
Figura 3.97 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CsDsN, 8) do acido ent-
2 a-hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-6ico (94): secao expandida entre 6y 1,0
= 2,0 8 00 1 = 7D e ————————————
Figura 3.98 — Mapa de contornos NOESY (400 MHz, CsDsN, ) do acido
ent-2 a-hidroxi-16-0x0-17-norcauran-19-06ico (94). .......cccccceeiiiiiniiiiiiiiiiiee
Figura 3.99 — Espectro de massas de alta resolugéao, obtido por ESI, do
acido ent-2 a-hidroxi-16-0x0-17-norcauran-19-6ico (94). ........ccccccerriiiiiiiiiinne
Figura 3.100 — Espectro de absor¢ao na regido do IV (insergéo direta) do
acido ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-0iCo (95). ......cccccvviiiiiiiiiiieeeeeeeen
Figura 3.101 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls, 8) do acido ent-
2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-0iC0o (95). .......cccuuviiiiiiiee e
Figura 3.102 - Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls, 8) do acido ent-
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2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-0iC0o (95). .......cccuuiiiiiiiiie e
Figura 3.103 - Subespectro DEPT-135 (100 MHz, CDCls, 6) do acido ent-
2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-0iC0o (95). .......cccuuiiiiiiiiie e
Figura 3.104 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCl;, ) do ent-
2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-0iC0o (95). .......cccuuviiiiiiiiee e
Figura 3.105 — Secéo expandida entre 40,5 - 5,5 e 6c 10,0 — 110 do mapa
de contornos HSQC (400 MHz, CDCls, 6) do acido ent-2a,15a-dihidroxi-
CaUr-16-N-19-0ICO (95). ..eeeeiiiiiiiiiii e
Figura 3.106 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCls;, 6) do acido ent-
2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-0iC0o (95).........ccccuiiiiiiiiieeeee e
Figura 3.107 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDClIs, §) do acido
ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95). .....ooooeviiiiiiiiiiiieee
Figura 3.108 — Secéo expandida entre 64 0,5 — 6,0 e ¢ 105,0 — 185,0 do
mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCls, 6) do acido ent-2a,15a-
dihidroxi-caur-16-en-19-0iC0 (95). .......cooiiiiii e
Figura 3.109 — Secdo expandida entre 4 0,5 — 5,5 e 6¢c 10,0 — 90,0 do
mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCls, 6) do acido ent-2a,15a-
dihidroxi-caur-16-en-19-0iC0 (95). .......cooiiiiii e
Figura 3.110 — Mapa de contornos NOESY (400 MHz, CDCl3, ) do acido
ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95). ......oooeviiiiiiiiiiiieee
Figura 3.111 — Espectro de massas de alta resolugao, obtido por ESI, do
acido ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-0iCo (95). .......ccccvvviiiiiiiiiieeeeeeeeee,
Figura 3.112 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, CD30D, ) do acido ent-
2a,3p,16a,17-tetrahidroxi-cauran-19-0iCo (96). .........cooeeeiiiiiiiiiie e
Figura 3.113 — Secdo expandida do espectro de RMN de 'H (400 MHz,
CD30D, ¢) do acido ent-2a,3,16,17-tetrahidroxi-cauran-19-o6ico (96). ........
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RESUMO

O presente trabalho compreende o isolamento dos diterpenos cauranicos
acidos caurenoico (1), grandiflorénico (2), do triterpeno 3pg-friedelinol (77), do acido
ent-33-angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico (78) e de uma mistura de fg-sitosterol (79) e
estigmasterol (80) a partir da espécie vegetal Wedelia paludosa e preparagéo, por
modificagdo quimica de 1 e 2, dos derivados ent-caur-16-en-19-oato de etila (81) e
ent-caur-9(11),16-dien-19-oato de etila (82), ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de
etila (83), ent-16-oxo-17-norcauran-9(11)-en-19-oato de etila (84), acidos ent-15a-
hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85), ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (86) e
ent-16-formil-caur-15-en-19-6ico (87). Subsequentemente, alguns dos derivados
obtidos por sintese e outros produtos isolados de W. paludosa foram submetidos a
modificagdo biolégica, empregando-se os fungos Cephalosporium aphidicola,
Fusarium proliferatum e Pestalotiopsis palustris visando o isolamento de produtos
com potencial atividade alelopatica sobre a germinagdo e o crescimento da raiz e
caule de Lactuca sativa (alface). Destas biotransformagdes foram isolados os
seguintes metabdlitos: os alcodis ent-164,17,19-trihidroxi-caurano (92), ent-164,19-
dihidroxi-caurano (50), ent-3$,15a,16a,19-tetrahidroxi-caurano (93) e os acidos ent-
2 a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (94), ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-
oico (95), ent-2a,3a,16a,17-tetrahidroxi-cauran-19-6ico (96), que apresentaram
atividade alelopatica.

No Capitulo (Introducdo) apresenta-se uma revisdo bibliografica sobre
diterpenos e alelopatia. No Capitulo 2 (Parte experimental) descrevem-se as
metodologias do isolamento de produtos naturais de W. paludosa, da preparagao
dos derivados cauranicos e das biotransformagbes realizadas. O Capitulo 3
(Resultados e discuss&o) trata da identificacdo espectrométrica (IV, RMN de 'H e de
BC e EM) das substéncias isoladas de W. paludosa, daquelas utilizadas como
materiais de partida das reagdes quimicas e biolégicas e dos respectivos produtos
obtidos nestas reagdes. No Capitulo 4 (Ensaios bioldgicos) sdo apresentados os
resultados dos testes bioldgicos realizados: teste de atividade alelopatica sobre o
crescimento e germinagao da L. sativa (alface) e testes de atividade antimicrobiana e
anticolinesterasica.

Palavras-chave: Diterpenos cauranicos, biotransformacoes, atividade alelopatica, L.

sativa.
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ABSTRACT

This work comprises the isolation of kaurane diterpenes, kaurenoic (1) and
grandiflorenic acids (2), of triterpene 3p-friedelinol (77), of ent-3-angeloiloxi-caur-16-
en-19-oic acid (78) and a mixture of g-sitosterol (79) and estigmasterol (80) from
vegetal species Wedelia paludosa and preparation, by chemical modification of 1 and
2, of ethyl ent-kaur-16-en-19-oate (81), ethyl ent-kaur-9(11),16-dien-19-oate (82),
ethyl ent-16-oxo-17-norkauran-19-oate (83), ethyl ent-16-oxo-17-norkauran-9(11)-en-
19-oate (84), ent-15a-hydroxy-kaur-16-en-19-oic acid (85), ent-15a-hydroxy-kaur-
9(11),16-dien-19-oic acid (86) and ent-16-formyl-kaur-15-en-19-oic acid (87)
derivatives. Subsequently, some derivatives obtained by synthesis and other
products isolated from W. paludosa were submitted to biological modification with
fungi Cephalosporium aphidicola, Fusarium proliferatum and Pestalotiopsis palustris
aiming at isolating products with allelophatic potential on germination and growth of
Lactuca sativa (lettuce) roots and stems. From the biotransformations the following
metabolites were isolated: ent-164,17,19-trihydroxykaurane (92), ent-164,19-
dihydroxy-kaurane (50), ent-33,15a,16a,19-tetrahydroxykaurane (93) and ent-2a-
hydroxy-16-oxo-17-norkauran-19-oic acid (94), ent-2a,15a-dihydroxy-kaur-16-en-19-
oic acid (95), ent-2a,3,16,17-tetrahydroxykauran-19-oic acid (96), which presented
allelophatic activity.

In Chapter 1 (Introduction) it is presented a bibliographic survey on diterpenes
and allelopathy. In Chapter 2 (Experimental part) it is described the methodology for
the isolation of natural products from W. paludosa, preparation of kaurane derivatives
and biotransformations performed. Chapter 3 (Results and discussion) reports the
spectrometric analysis (IR, 'H and "*C NMR and MS) of the substances obtained of
W. paludosa, of all substances used as starting materials and products of the
chemical and biological reactions. In Chapter 4 (Biological assays) the results of
bioassays carried out are showed: allelophatic biological activity on germination and
growth of L. sativa (lettuce) and tests for acetylcholinesterase inhibition and

antimicrobial activity.

Keywords: kaurane diterpenes, biotransformations, allelophatic activity, L. sativa.






Capitulo 1 Introducao 2

1.1 Diterpenos

Os terpenos constituem uma classe de metabdlitos secundarios extremamente
complexos em termos estruturais, amplamente distribuidos na natureza’.

Estes metabdlitos sdo formados a partir de duas diferentes rotas
biossintéticas: aquela dependente do mevalonato (MVA), proveniente da unido de
unidades de acetil coenzima A (acetil-CoA) e que ocorre no citoplasma, e outra,
alternativa, que ocorre nos plastideos e passa pelo intermediario 1-desoxi-D-xilulose-
5-fosfato (DXP), formado a partir da reacdo entre o piruvato e o gliceraldeido-3-
fosfato intermediada por enzimas sintase e descarboxilase®. A partir de catalise
enzimatica, a molécula de DXP sofre um rearranjo na cadeia e o aldeido formado
sofre reducdo dependente de NADPH para formar o 2-metil-D-eritritol-4-fosfato
(MEP), que representa o primeiro intermediario desta rota metabdlica. Nas duas
situagbes, ambos os precursores originardo as duas unidades isoprénicas (Cs)
conhecidas como os ésteres pirofosfato de isopentenila (IPP) e pirofosfato de dimetil
alila (DMAPP), que s&o os precursores ativos imediatos de todos os terpenos
(Figura 1.1, pagina 3)"2.

A condensacao de uma molécula de IPP a uma molécula de DMAPP, através

do classico modelo "cabega-cauda"

, inicia a formacdo dos diferentes tipos de
esqueletos terpénicos, que sdo classificados de acordo com o numero de unidades
isopentanicas em monoterpenos (C1p), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cyp),
sesterterpenos (Czs), triterpenos (Cso), tetraterpenos (Cio)' (Figura 1.1).
Experimentos empregando carbono marcado radioativamente (**C) confirmaram que
os diterpenos sdo sintetizados exclusivamente pela rota do 2-metil-D-eritritol-4-

fosfato (MEP)"2.
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unidade isoprénica Cs isopreno gliceraldeido 3-P piruvato
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+IPP
TETRATERPENOS (C49) # Pirofosfato de geranilgeranila (GGPP) ___, DITERPENOS (C5)
+IPP

Pirofosfato de geranilfarnesila (GFPP) —» SESTERTERPENOS (Cjs)

Figura 1.1 — Origem biossintética dos terpenos’?. Nos detalhes: unidade isoprénica

Cs, molécula do isopreno e unidades isoprénicas ativas DMAPP (pirofosfato de

dimetilalila) e IPP (pirofosfato de isopentenila).

Os diterpenos dividem-se em varias classes de acordo com o arranjo de seus

esqueletos carbonicos’. Assim, sdo conhecidos diterpenos aciclicos, biciclicos dos

tipos labdano e clerodano, triciclicos dos tipos pimarano, abietano, vouacapano e

tetraciclicos (grayanotoxinas, giberelinas, afidicolanos, estemodanos, caurenos,

isocaurenos, beyerenos, traquilobanos, atisirenos e isoatisirenos)® (Figura 1.2,

pagina 4).
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Figura 1.2 — Exemplos de substancias representantes de algumas das diferentes

classes de diterpenos e suas respectivas atividades bioldgicas'?°.

Dentre os diterpenos, interesse especial tem sido observado em relagéo
aqueles com esqueleto caurénico, como os acidos ent-caur-16-en-19-6ico (1) (acido
caurendico) e ent-caur-9(11),16-dien-19-6ico (2) (acido grandiflorénico), pois
apresentam uma variedade de atividades biolégicas como antiparasitaria®,
fitotdxica®, hormonal®, antioxidante’, citotoxica®, antiviral®, antimicrobiana e

funcionam como intermediarios na biossintese de muitos metabdlitos de fungos e
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plantas, incluindo as giberelinas”, de distribuicdo restrita e importadncia comercial,
como a giberelina A; (GAs, 3), conhecida como acido giberélico. O acido giberélico

s

(3) € a giberelina mais importante e é a unica que tem uso comercial mais

significativo, sendo empregada como horménio vegetal na lavoura de cana-de-

acucar, tomate e batata® e na industria de fermentagao'®'2.

A biossintese do esqueleto dos diterpenos tetraciclicos da série dos cauranos
comega com a condensagao de DMAPP e trés moléculas de IPP, resultando no
pirofosfato de geranilgeranila (GGPP). O GGPP é ciclizado e, em seguida,
rearranjado em ent-caureno que se oxida a acido ent-caurendico pelas
monooxigenases microssomais®>. A conversdo do ent-caureno em giberelinas
envolve, além da oxidacdo em C-19, a hidroxilacdo deste diterpeno em C-7 com
posterior extrusao deste carbono em um rearranjo estrutural que converte o anel B,
de seis membros, em um anel de cinco membros. Apds diversas etapas envolvendo
oxidagbes e hidroxilagbes por enzimas citosolicas o aldeido giberélico GAq, é

11,13
(

convertido nos inumeros tipos de giberelinas Figura 1.3, pagina 6).

O potencial bioativo de diterpenos cauranicos ja conhecidos e o fato de
algumas plantas, como aquelas dos géneros Beyena, Ricinocarpus e Wedelia'*"®,
serem capazes de os produzirem em quantidades significativas, tornam de extrema
relevancia o emprego destas substéncias de abundéncia natural como fonte de
substancias inéditas, biologicamente ativas, a partir de ferramentas como sintese

quimica e transformagdes microbioldgicas.
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Figura 1.3 - Biossintese de diterpenos cauranicos tetraciclicos e sua conversdo em

giberelinas’.
1.2 Biotransformacgoes

1.2.1 A importancia dos fungos

Os fungos, seres heterotréficos aclorofilados pertencentes ao reino Fungi',
consistem em sistemas celulares de grande interesse biotecnolégico para o
desenvolvimento de processos e produtos de interesses econdmico ou social'®. Sua
diversidade genética e metabolica tem sido explorada ha milhares de anos, desde
civilizagbes antigas, na fabricacdo de produtos alimenticios por fermentacao, até os

dias atuais visando a obtencao de diversos produtos biotecnoldgicos'®?°.
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Até meados do século XIX, pesquisadores ja haviam observado a ocorréncia da
fermentagdo em alguns produtos, mas ndo tinham fundamentos para provar a
hipétese de que seres vivos participavam do processo fermentativo. Louis Pasteur, a
partir de 1863, com seus trabalhos sobre vinho e cerveja, foi o responsavel por
comprovar que a acidificagdo do vinho ou 0 azedamento da cerveja ocorriam devido
a presenga de microrganismos vivos no ar, que, ao entrarem em contato com a

bebida, realizavam sua fermentacdo?'.

Um destes microrganismos de importancia histérica e alto valor comercial para
a industria alimenticia é a levedura Saccharomyces cerevisiae que produz, via
fermentagdo de acgucares como a glicose, produtos como didxido de carbono e
etanol'’, os quais tém papel preponderante na panificacdo e na producdo de bebidas
alcodlicas como vinhos e cervejas?. Outros fungos proporcionam sabor e aroma

distintos em diferentes tipos de queijos.

Tem se intensificado o consumo e, consequentemente, a produgdo comercial
de fungos (cogumelos) comestiveis como o champignon de Paris (Agaricus
bisporus), o caetetuba ou cogumelo gigante (Pleurotus ostreatus) e o shiitake

)", a producdo de alimentos fermentados como o molho shoyo',

(Lentinus eodes
que envolve a fermentagc&o de graos de soja e trigo pelos fungos Aspergillus oryzae,
Pediococcus halophilus e S. rouxii; e o kefi®, um preparado feito a partir da
fermentagao, a baixas temperaturas, de leite de vaca, cabra, ovelha, bufala, égua ou
camela por mais de quarenta tipos diferentes de microrganismos, entre eles,
leveduras fermentadoras de lactose (Kluyveromyces marxianus) e leveduras nao

fermentadoras de lactose (S. omnisporus, S. cerevisiae e S. exiguus).

Na industria de produtos quimicos, os fungos sdo bastante empregados
também. Verificaram-se que 99% da producao de acido citrico, utilizado como aditivo
em refrigerantes e medicamentos, € realizada por fermentagédo fungica e 69% do
alcool usado como combustivel no Brasil é proveniente de fermentacdo da cana-de-
agucar por leveduras'®.

Exemplo notavel do valor de compostos derivados de fungos esta na producao
de antibiéticos®*, como penicilinas e cefalosporinas pelos fungos Penicillium
chrysogenum e Cephalosporium chrysogenum, macrolideos e tetraciclinas por
diferentes espécies de Streptomyces. As ciclosporinas, isoladas do fungo do solo
Tolypocladium inflatum, suprimem reagdes imunologicas em pacientes com 0rgaos

transplantados reduzindo a probabilidade de rejeicdo e apresentam menos efeitos
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colaterais que outras drogas empregadas para esse fim'’. As estruturas quimicas de
alguns dos antibioticos empregados na terapéutica estdo mostradas na Figura 1.4.

)
R N S
W/ \E'/\>/ R= @—CHzf = Penicilina G (benzilpenicilina)
(o] N o
o~ L
COOH _
R= OCH,— = Penicilina V (fenoximetilpenicilina)
NH, I‘-I

N s
\EQ/ R = H, = Ampicilina
0 o7 N R = OH, Amoxicilina

‘COOH
0

R1YN\E'/S
o N% R = HOOCW Ry = YO\ = Cefalosporina C
o Rz
COOH NH; o

N _
OH N
HO o
o
HO o
Tetraciclina o o
(o]
(o] OH

Eritromicina

Figura 1.4 — Alguns representantes de diferentes classes de antibiéticos®*.

O impacto ecolégico dos fungos ndo pode ser subestimado. Aliados as
bactérias heterotroficas, eles sdo os principais decompositores da biosfera'’. A
decomposicdo da matéria organica incorporada nos organismos promove a
liberacdo de diéxido de carbono na atmosfera e permite que os compostos
nitrogenados e outras substancias retornem ao solo podendo ser reutilizados pelas
plantas e animais'’. Dessa forma, os fungos podem ser usados com sucesso na
agricultura e para fertilizacdo de solos®® (fixagdo biolégica de nitrogénio), para
degradagdo de poluentes e para recuperacdo de ambientes contaminados por
compostos quimicos?. Os fungos do género Lipomyces, por exemplo, sdo capazes
de degradar herbicidas piridinicos como o Paraquat'® (1,1-dimetil-4,4-dipiridinio) (4)
e triazinicos?’” como a atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-isopropilamina-1,3,5-triazina)
(5) e a simazina (2-cloro-4,6-bis-etilamina-1,3,5-triazina) (6) e os do género
Rhodotorula'®?®, reagem com produtos quimicos téxicos como hidrocarbonetos de
petroleo e compostos fendlicos convertendo-os em outros de baixas toxicidades.
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Varios fungos séo utilizados no controle biolégico de pragas e doencgas de
plantas. Existem varios inseticidas bioldgicos a base de fungos (micoinseticidas) em
diferentes paises do mundo?. No Brasil a producéo destes fungos é realizada com o
emprego do arroz cozido como substrato. Os principais fungos entomopatogénicos
utilizados sdo Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e Sporothrix insectorum
no controle da cigarrinha-da-folha-de-cana-de-acucar, da broca-do-café e do
percevejo-de-renda que ataca seringueiras, respectivamente?®.

Além disso, os fungos sédo utilizados como ferramentas biotecnoldgicas para
produzir produtos intermediarios que podem ser empregados nas industrias
farmacéutica, quimica e alimenticia e na obtengdo de protétipos inéditos que
poderao ser avaliados quanto as suas atividades bioldgica e farmacoldgica.

1.2.2 Biotransformagoes

A Dbiotecnologia é uma ferramenta moderna amplamente utilizada no
desenvolvimento de técnicas de melhoramento vegetal e regeneracéo in vitro, na
estimulacdo da germinagédo e crescimento de plantas®®. Ela pode ser empregada
também como uma alternativa interessante na obtencdo de metabdlitos secundarios
inacessiveis por meétodos classicos de sintese e na obtencdo, a partir de
biotransformacdes, de moléculas ativas que podem ser utilizadas como
intermediarios em sintese organica, na produgdo de medicamentos, ingredientes
alimenticios e intermediarios agroquimicos®".

As biotransformagdes s&o definidas como o uso de sistemas bioldgicos,
microrganismos vivos ou enzimas isoladas destes, para realizagcdo de modificagbes
quimicas em compostos que ndo sdo seus substratos naturais®. A molécula
organica pode ser modificada através de transformagéo funcional com degradagéo

ou ndo do esqueleto carbdnico®.
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As reagdes microbianas podem ser divididas em dois grupos, as
biotransformacgdes biossinteticamente dirigidas e as de xenobidticos. Nas reagdes
biossinteticamente dirigidas, o substrato deve ser analogo a um intermediario de
uma rota biossintética natural do microrganismo e a biotransformagdo obedece as
regras naturais deste caminho biossintético'®. Um exemplo classico deste tipo de
reacao microbiana é a transformacgao de diterpenos caurénicos em giberelinas, pelo
fungo Gibberella fujikuroi (secédo 1.2.4). Este método, além de possibilitar a sintese
de giberelinas raras, fornece também informacgdes estruturais sobre o sitio ativo das
enzimas desta rota biossintética. Nas biotransformagdes de xenobidticos, o substrato
é estranho ao microrganismo utilizado, existindo uma baixa especificidade deste em
relagdo ao substrato. No entanto, observa-se em geral uma seletividade
predominante, caracteristica individual de cada organismo. Exemplo deste grupo de
biotransformagdes esta nas hidroxilagdes de esterdides’®.

Estas reacdes, que podem ser oxidagdes, reducdes, hidrélises, condensacdes,
isomerizacdes, formacdo de ligacdo C-C ou introducdo de heterofuncdo' (Figura
1.5), realizam-se com organismos inteiros intactos ou sistemas de enzimas

isoladas'®. Estas enzimas s&o classificadas de acordo com a reagdo quimica que

catalisam ? (Tabela 1.1, pagina 11).
Isomerizacdes
Oxidacoes
Hidrélises
— Reducobes
Condensacdes —

Reacobes
/ microbianas \

Introducéo de ligagao C-C
heteroatomos

Formacao

Figura 1.5 — Tipos de reagdes microbianas'® (Foto de uma cultura do fungo

Fusarium proliferatum).
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Tabela 1.1 - Tipo de reagao bioquimica associada as diferentes classes de enzimas

Enzimas

Classificagao

Tipo de reagao

a. Oxidoredutases

Oxidagdo e reducdo através da transferéncia de
elétrons para o substrato, incluindo a insergao de
oxigénio a ligagbes C-H e C-C, a adigdo de oxigénio a
alquenos e adigdo ou remogao de hidrogénio.

b. Oxigenases
b.1 dioxigenases
b.2 monooxigenases ou

hidroxilases

Incorporacgao de oxigénio molecular ao substrato:
Incorporagao de dois atomos de oxigénio;

Incorporagao de um atomo oxigénio ao substrato.

c. Transferases

Transferéncia de grupos funcionais.

d. Hidrolases

Hidrolise.

e. Liases

Fragmentagcdo de moléculas grandes com eliminagéo

de unidades pequenas.

f. Isomerases

Epimerizagdo, racemizagdo e outras reagbes de

isomerizagao.

g. Ligases

Formacéo de ligagdes C-C, C-O, C-N e C-S.

h. Polimerases

Condensacao.

O uso de células integras de microrganismos vivos (fungos, bactérias, algas ou
células vegetais) cultivados em meios apropriados, onde toda a maquinaria
enzimatica esta disponivel, pode gerar uma mistura de produtos biotransformados’.
No entanto, esta metodologia € frequentemente mais barata que o uso de sistemas
enzimaticos isolados®®. Dentre todos os sistemas de células integrais existentes, os
fungos tém sido tradicionalmente os mais empregados em biotransformagdes>*.

As preparagdes enzimaticas incluem extratos enzimaticos de microrganismos,
plantas, protozoarios e insetos, dentre outros. Atualmente, varios sistemas estao
disponiveis comercialmente ou sdo de facil isolamento e se apresentam estaveis e
de facil uso®, originando, na maioria dos casos, apenas um produto. Podem-se
utilizar ainda enzimas puras', isoladas de diferentes fontes, muitas delas
disponiveis comercialmente. Entretanto, essas ultimas sdo bastante onerosas, uma
vez que, além da enzima, € geralmente necessario o uso de um ou mais co-fatores

para se regenerar a mesma>>**. Como exemplo de biotransformagdo empregando
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uma enzima pura isolada de fungo cita-se a converséo do fenilpropandide isossafrol
(7) a piperonal (8) pelas peroxidases de Paecilomyces sp.** (Esquema 1.1). Como
consequéncia, catalisadores biomiméticos foram sintetizados e usados também

nesta transformagao, de modo a permitir alternativas industriais a ozondlize.

i
<O X peroxidase de Paecilomyces sp. <:j©AH
o) H,0,
8

7

Esquema 1.1 — Producdo do piperonal por biotransformagcdo empregando enzima

peroxidase extraida do fungo Paecilomyces sp*.

As biorreagdes apresentam vantagens em relagao as reagdes quimicas em que
se utilizam reagentes puramente quimicos, como, por exemplo, serem
ecologicamente mais seguras® e apresentarem quimio-, regio- e
estereosseletividade fornecendo produtos quirais a partir de misturas racémicas, em
posicdes totalmente inacessiveis para reagentes comuns,

Para ilustrar a regiosseletividade de uma biotransformagédo, € mostrada, a
seguir (Esquema 1.2, pagina 13), a acilagdo enzimatica regiosseletiva, empregando
lipase de Candida antarctica, realizada na producdo do éster alanina da ribavirina
(12), um pro-farmaco desenvolvido com o objetivo de melhorar o perfil
farmacocinético e diminuir os efeitos colaterais apresentados pela ribavirina (9),
farmaco antiviral usado para tratamento da hepatite C. Nesta transformacdo, o
isdbmero  (S)-carbobenziloxilalanina (10) ¢é convertido ao isbmero (R)-
carbobenziloxialanina-ribavirina (11) pela enzima fungica com rendimento

quantitativo®.
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Esquema 1.2 — Acilagdo enzimatica regiosseletiva da ribavirina (9).

O intermediario quiral (S)-1-(2-bromo-4-fluoro fenil)etanol (14), um importante
intermediario na sintese de farmacos anti-Alzheimer, foi preparado por reducio
microbiana enantiosseletiva da 2-bromo-4-fluoro acetofenona (13). Microrganismos
dos géneros Candida, Hansenula, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces e
Sphingomonas reduziram 13 em 14 com rendimento superior a 90% e excesso

enantiomérico de 99% (Esquema 1.3)%.

F Br F Br
diferentes espécies \©/v
de fungos -

OH

isomero (S)
13 14

Esquema 1.3 — Exemplo de transformac&do microbiana enantiosseletiva®.

Outras vantagens das biotransformacgdes est&do relacionadas a velocidade das
reacoes, condigdes de realizacdo dos ensaios e versatilidade que estas se
apresentam como catalisadores®’. Geralmente, as reacdes catalisadas por enzimas
microbianas s&o mais rapidas do que aquelas realizadas por catalise quimica, as
condi¢gbes de reagdo sao brandas, isto €, acidez do meio é ajustado entre pH 5 e 8,
os experimentos sdo desenvolvidos a temperaturas entre 20 e 40° C e solventes

aquosos sao utilizados frequentemente. Além disso, as enzimas apresentam a
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capacidade de minimizar reagbes indesejaveis como decomposi¢céo, isomerizagao,
racemizagdo ou rearranjos inoportunos que interferem frequentemente nas
metodologias quimicas®’.

A principal desvantagem das reagdes microbianas € o rendimento, usualmente
baixo. No entanto, os reagentes biolégicos mostram-se muito versateis e alteragbes
na forma de cultivo (aeragdo, composicdo do meio, tempo e temperatura) ou no
préprio reagente bioldgico (uso de outras espécies do género e de mutantes) podem

levar a um aumento significativo do rendimento dos produtos’>.

1.2.3 Histoérico da utilizagao de biotransformagoes

As biotransformacdes tém sido utilizadas desde os tempos de Pasteur, que
relatou, em 1858, o uso do fungo Penicillium glaucum para obter o L-tartarato de
amonio (15) a partir do DL-tartarato de aménio através de “destruicao” seletiva do D-
enantidmero (16)" e, posteriormente, a oxidagdo do &lcool etilico (17) em &cido
acético (18), usando uma cultura pura de Acetobacter aceti*® (Esquema 1.4).

Do final do século XIX a primeira metade do século passado, observou-se o
desenvolvimento de muitas biotransformagbes baseadas no emprego da levedura
Saccharomyces cerevisiae (fermento de p&o). A agao redutora de S. cerevisiae foi
observada pela primeira vez por Dumas, em 18742, Ele constatou que a adicdo de
enxofre finamente pulverizado a uma suspensao fresca de fermento bioldégico em
uma solucdo de agucar desprendia sulfeto de hidrogénio. A redugao de furfural (19)
a alcool furfurilico (20) em condi¢gbes anaerobicas de fermentagcédo na presenga de S.

3940 (Esquema 1.4) foi demonstrada em 1898 por Windish'. Outras

cerevisiae
biotransformag¢dées empregando esta levedura surgiram de estudos direcionados a

producdo de acetona, glicerol e butanol durante a Primeira Guerra Mundial®.

O primeiro processo industrial combinando sintese microbiolégica e quimica foi
desenvolvido em 1921, em que o benzaldeido (21) foi adicionado a um meio
contendo S. cerevisiae, originando o cetol intermediario (22) por condensagao com
acetaldeido enddégeno. Este produto apresentou aplicagdo industrial na sintese
comercial do alcaldide (-)-efedrina (23), em 1934"® (Esquema 1.4).
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Esquema 1.4 — Aplicacdes histdricas das biotransformacdes'* 2.

O progresso do uso de biotransformacgdes foi relativamente lento até os anos
1950, quando o uso de microrganismos para modificar nucleos esteroidais foi
estudado em laboratorios académicos e industriais, despertando novamente o
interesse na aplicagdo desses catalisadores bioldgicos em problemas da quimica
organica sintética®’. Em 1949, Hench e colaboradores anunciaram os efeitos
antiinflamatorios notaveis da substancia cortisona no tratamento da artrite
reumatdide®. Inicialmente, a partir do &cido desoxicdlico (24), a cortisona (25) foi
produzida sinteticamente (Esquema 1.5) em uma rota que compreendia 31 etapas,
tendo como etapa “critica” a introducdo de uma hidroxila na posi¢cao 11 do esqueleto

esteroidal, o que tornara astrondmico o preco do produto final'®.

25

Esquema 1.5 - Conversao sintética do acido desoxicolico (24) em cortisona (25)

através de uma reacao envolvendo varias etapas'®.
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A medida que as aplicagbes terapéuticas da cortisona foram estendidas a
outras doencas e relatos de sua impressionante eficacia foram sendo publicados, a
demanda por esse medicamento cresceu e a busca por alternativas sintéticas

tornou-se essencial.

Uma destas alternativas foi desenvolvida pelo grupo de Hench*. Eles
conseguiram a funcionalizagdo do C-11 do esqueleto esteroidal de maneira mais
simples do que a proposta sintética inicial. A partir da desoxicorticosterona (26),
realizaram-se a transformac¢ao microbiana da corticosterona (27), um derivado da
cortisona, que exibia também acdo antiinflamatéria*? (Esquema 1.6). Este processo
foi utilizado pelas indUstrias farmacéuticas Merck (1949) e a Schering (1951)%.

o o
N OH N OH

Rhizopus sp.

Y

o~ o~

26 27

Esquema 1.6 — Transformagdo microbiana da desoxicorticosterona (26) em

corticosterona (27)*.

Um outro grande avango nesta busca por alternativas a sintese quimica de
esterdides ocorreu em 1952, quando se conseguiu funcionalizar o C-11 do esqueleto
esteroidal da progesterona (28) a partir da sua conversdo a 11a-progesterona (29)

pelo fungo Rhizopus arrhizus'®>?

(Esquema 1.7). Posteriormente, este fungo foi
substituido por R. nigricans o que elevou o rendimento da hidroxilagcdo microbiana. A
inversao da configuragcdo 11« para 11p, essencial para uma atividade 6tima da

progesterona, é realizado facilmente por meios quimicos'®.

(o)
O\

Rhizopus arrhizus

>
>

R. nigricans

o~ o~

28 29

Esquema 1.7 — Bioconvers&o da progesterona (28) em 11a-progesterona (29)%%2.
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Esta reacdo simplificou a sintese de hormdnios adrenocorticéides como a
cortisona e corticosterona, sendo decisiva para sua obtencdo de forma
economicamente  viavel'®*'*  fornecendo interessantes possibilidades na
preparacio de derivados bioativos®' como a prednisona (30), prednisolona (31) e a
triancinolona (32).

o o
N OH " “OH
N HO HO I
P » e
30 31 32
Atualmente, varias posi¢cdes ndo funcionalizadas do nucleo esteroidal podem
31,34

ser hidroxiladas, estereoespecificamente, pelo uso de diferentes microrganismos
a partir de enzimas denominadas oxigenases, que catalisam a incorporagao direta
de oxigénio molecular em uma molécula organica'®*?. Cerca de 200 processos que
empregam a metodologia de hidroxilagado esteroidal pela via microbiana estdo em

uso pela industria quimico-farmacéutica®.

Conversdes de derivados glicocorticosteréides como a da cortexolona (33) a
hidrocortisol (34) (Esquema 1.8) sao realizadas atualmente empregando diferentes
espécies de fungos (Curvularia lunata, Cunninghamella blaskeleana e C. echinulata)
para introduzir diretamente o grupamento hidroxila na posicédo 11-p do esqueleto

esteroidal®’.

C. blakesleana ou

>

0/ C. echinulata ou C.lunata g
33 34

Esquema 1.8 — Bioconverséao por diferentes espécies de fungos da cortexolona (33)
em hidrocortisol (34)*'.

Segundo Straathof et al. (2002)*, os processos de biotransformacdo em nivel
industrial tém apresentado um grande avan¢o no decorrer dos anos, tendo dado um

grande salto em numero de processos utilizados, como apresentado na Figura 1.6.
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Figura 1.6 - Numero de processos de biotransformacgao utilizados no setor industrial
nos ultimos anos™.

O setor industrial que mais utilizou processos de biotransformagao foi o
farmacéutico® (Figura 1.7).

Cosméticos Polimeros

Alimentag3do

Nutrig3o Farmacéutico

Agro

Outros
setores

Figura 1.7 - Utilizacao de biotransformagdes pelos diferentes setores industriais**.

Um exemplo do emprego desta metodologia na produgdo industrial de
farmacos advém do uso da levedura S. cerevisiae. A levedura S. cerevisiae continua
sendo utilizada como o mais popular biocatalisador, destacando-se sua alta
enantioespecificidade, rendimentos quimicos satisfatorios, a ampla disponibilidade e
a nao necessidade de adi¢cao de co-fatores dispendiosos. Dentre as reagdes em que
se usa essa levedura destacam-se as redugdes e condensacdes para a producao de
sitios quirais usados na sintese de farmacos em indUstrias farmacéuticas*. Para
ilustrar, pode-se citar a sintese do cloridrato de fluoxetina, principio ativo do
medicamento antidepressivo Prozac®. A droga pode ser sintetizada empregando-se
dois procedimentos (Esquema 1.9): a partir da 3-cloropropiofenona (35) ou do
benzoilacetato de etila (37), seguindo uma etapa inicial de bioconvers&o catalisada
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pela levedura S. cerevisiae** e gerando os respectivos intermediarios (1S)-3-cloro-1-
fenilpropan-1-ol (36) ou (3S)-3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etila (38), que sofrem

varias conversodes até resultarem no R-(-)-cloridrato de fluoxetina (39).

o OH
cl Saccharomyces cerevisiae ¢l
3-cloropropiofenona (35) (1S)-3-cloro-1-fenilpropan-1-ol (36)
CF;
/©/ ﬁérias etapas
(0]
NHCH;.HCI

R-(-)-cloridrato de fluoxetina

varias etapas
(39) NG o

S. cerevisiae

(0] (0]

OEt OEt

[
>

Benzoilacetato de etila (37) (3S)-3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etila (38)
Esquema 1.9 - Procedimentos empregados industrialmente na sintese da fluoxetina

(39) - primeira etapa envolve biotransformacao catalisada por S. cerevisiae*.

A sintese da L-DOPA (41), substéncia com atividade contra a Sindrome de
Parkinson, produzido no Japao®, representa outro exemplo da utilizacdo de
biotransformacédo para a obtencdo de farmacos. Em um de seus processos de
obtengao, reage-se, em um fermentador, o catecol (40) com piruvato de amdnio na
presenga da enzima p-tirosinase do fungo Erwinia herbicola. Em outro processo
emprega-se, como catalisador, a tirosinafenol-ligase de E. herbicola®® (Esquema
1.10), enzima capaz de formar ligagbes C-N. Mais de 125 toneladas de L-DOPA sao

produzidas por ano usando processos de biotransformagdes microbianas®®.

piruvato de aménio

\J

(A)

HO f-tirosinase de
E. herbicola HO NH,
o :
HO )L HO COOH
40 (B) COOH > 41

tirosinafenol-ligase de
E. herbicola

Esquema 1.10 — Processos industriais na sintese da L-DOPA (41) catalisada por

enzimas fingicas®.
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1.2.4 O emprego de diterpenos cauranicos em biotransformagoes

Os diterpenos cauréanicos, como o acido caurendico (1) e seus derivados, sao
excelentes substratos para os processos de biotransformacao*®®®. Os exemplos
mostrados a seguir comprovam que a utilizagdo de cauranos em conversdes
microbiolégicas € de extrema importancia para a obtengdo de novas substancias
com atividade biologica.

464748 & um eficiente promotor de

A espécie fungica Cephalosporium aphidicola
hidroxilagdes nos esqueletos de substéncias orgénicas de diferentes classes, sendo
amplamente empregada em transformag¢des microbianas de cauranos.

Em muitos casos, este fungo promoveu a hidroxilagdo na posi¢cao 16 do
esqueleto cauranico, como observado na biotransformagao do acido ent-15-oxocaur-
16-en-19-6ico (42) que originou os acidos ent-16-hidroxi-15-oxocauran-19-6ico (43)

(6,06% de bioconverséo), ent-11a-hidroxi-15-oxocauran-19-6ico (44) (3% de

bioconversao), ent-11a,16-dihidroxi-15-oxocauran-19-6ico (45), ent-164,17-

dihidroxi-15-oxocauran-19-6ico (46) (8,13% de bioconversao) (Esquema 1.11).

“OH

“H
COOH
44 45

Esquema 1.11 — Biotransformac&o do acido ent-15-oxocaur-16-en-19-6ico (42) por
C. aphidicola®®.

Boaventura e colaboradores, em 1994, incubaram o substrato ent-19-hidroxi-
caur-16-en-15-ona (47) com o fungo C. aphidicola e obtiveram a ent-3/,16(,19-
trinidroxi-cauran-15-ona (48), como produto majoritario, e a ent-19-acetoxi-34,16 -
dihidroxi-cauran-15-ona (49) (Esquema 1.12), como produto minoritario, com 20,3 e

3,6% de bioconverso, respectivamente®’.
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“OH

C. aphidicola
" H HO “ H
‘CH,OH CH;0OR
47 48,R=H
49,R=Ac

Esquema 1.12 — Biotransformagao de ent-19-hidroxi-caur-16-en-15-ona (47) por C.
aphidicola®’.

O derivado ent-16p,19-dihidroxi-caurano (50) ja foi convertido também por C.
aphidicola no derivado ent-11a,164,19-trihidroxi-caurano (51) (9,5 % de

bioconversao) (Esquema 1.13)*.

HO,

"'OH : ""OH

C. aphidicola

" H " H
CH,OH CH,OH
50 51

Esquema 1.13 — Bioconversao de ent-164,19-dihidroxi-caurano (50) no triol (51) por
C. aphidicola®.

Outros fungos s&o também bons promotores de modificagdes em esqueletos
cauranicos**®%. Rhizopus stolonifer promoveu a conversdo do substrato ent-17-
hidroxi-cauran-19-oato de metila (52) em ent-9a,17-dihidroxi-cauran-19-oato de

)*. Além disto,

metila (53) e em ent-7a,17-dihidroxi-cauran-19-oato de metila (54
realizou a transformagdo do acido caurendico (1) em trés produtos principais: os
produtos de mono e dihidroxilagdo, acidos ent-7 a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (55) e
ent-165-17-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (56) e o produto de hidroxilagdo e
desidrogenagdo ent-12p-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (57)*° (Esquema 1.14,

pagina 22).
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CH,OH

H

R. stolonifer
R EE—
“H
CO,CH;
52

R. stolonifer
_—

“H . H
COH ‘CO,H
55 56

o
CO,H
1

Esquema 1.14 — Conversdes de cauranos por R. stolonifer*®°.

O fungo Mucor plumbeus apresenta alta especificidade por esqueletos de
diterpénicos®"*?. A transformacdo microbiolégica do candidiol, ent-154,18-dihidroxi-
caur-16-eno (58), por Mucor plumbeus (Esquema 1.15, pagina 23) originou varios
produtos, dentre eles ent-3a,15p,18-trihidroxi-caur-16-eno (59), ent-35,154,18-
trinidroxi-caur-16-eno  (60), ent-65,15p4,18-trihidroxi-caur-16-eno  (61), ent-
11a,15p,18-trihidroxi-caur-16-eno (62), ent-156,17,18-trihidroxi-11a,16 a-epoxi-
caurano (63)51. Fraga et al. propuseram que 63 possa ter sido formado a partir de 62,
passando por um intermediario oxirano. A abertura deste anel e neutralizagdo do
carbocation formado em C-16 por ataque do grupo 11p-hidroxi, levaria ao produto
63°".

A utilizagdo do fungo Gibberella fujikuroi em biotransformagdes de derivados
cauranicos tém sido amplamente relatada. Alguns exemplos sdo mostrados a seguir.

O fungo G. fujikuroi promoveu a transformacdo do acido ent-16p4,17-epoxi
cauran-19-6ico (64) em acido ent-16p,17-dihidroxi-cauran-19-6ico (65) e acido ent-

168,17-dihidroxi-7 a-formil-giberelan-19-6ico (66) (Esquema 1.16, pagina 23)"°.
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OH intermediario OH 63

Esquema 1.15 - Produtos da biotransformacédo do candidiol (58) por Mucor

plumbeus®".

7.0

G. fujikuroi

EEEEE———

" H
CO,H
64 65 66

" H
COH

Esquema 1.16 — Converséo do diterpeno cauranico 64 em derivado hidroxilado (65)
e giberelina (66) por G. fujikuroi'®.
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Giberelinas naturais com um grupo oxo em C-15 foram produzidas por métodos
microbiolégicos empregando G. fujikuroi e derivados de ent-caur-15-oxo-16-eno (67)
como material de partida® (Esquema 1.17), sendo obtidas, dentre outros produtos,
as giberelinas ent-giban-16a,17-dihidro-15-oxo-7a,19-dioato de metila (68) e ent-

giban-16a,17-dihidro-15-oxo-7 a-formil-19-oato de metila (69), respectivamente.

G. fujikuroi

— >

- H co?n - H CH(())
> CO,Me ~-2"¢ CO,Me
67 68 69

Esquema 1.17 — Produgédo de 15-oxo-giberelinas a partir do diterpeno cauranico
(67) por G. fujikuroi®.

A conversdo do acido ent-7a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) por G. fujikuroi

levou a contragdo do anel B do esqueleto cauranico, fornecendo o acido ent-giban-
7 a-formil-16-en-19-6ico (70) (Esquema 1.18).

G. fujikuroi

- H
CO,H CHO
70

Esquema 1.18 — Biotransformagéo do acido ent-7 a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (55)

em ent-giban-7 a-formil-16-en-19-6ico (70) por G. fujikuroi®®.

Fraga e colaboradores® relataram a transformacéo microbiana do ent-14¢,19-
dihidroxi-caur-15-eno (71) por G. fujikuroi (Esquema 1.19) levando a obtencéo da
giberelina ent-14 a-hidroxi-15p,16 g-epoxi-GAis (72).

Esquema 1.19 - Biotransformagédo do ent-14«,19-dihidroxi-caur-15-eno (71) por G.

fujikuroi®®.
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A conversao de ent-7p-hidroxi-caur-16-eno (epi-candol A, 73) por G. fujikuroi
levou a diferentes produtos, dentre eles ent-76,164,17-trihidroxi-caurano (74)
(Esquema 1.20)°. Acredita-se que a hidroxilagdo na posicdo 7 do substrato tenha
inibido a formacao de giberelinas®.

G. fujikuroi
—_—

73~

Esquema 1.20 - Biotransformagdo do ent-7p-hidroxi-caur-16-eno (73) por G.

fujikuroi®®.
1.3 Alelopatia

Certas substancias produzidas por plantas podem interagir com outras
espécies vegetais, quando liberadas no meio ambiente®. Estas interacdes, diversas
e complexas, fornecem muitas vantagens adaptativas as plantas que liberam esses
metabalitos e, por outro lado, afetam benéfica ou maleficamente, as outras espécies

%859 ¢ 530 denominadas de alelopatia®.

de plantas

Os mecanismos de defesa inata das plantas sdo conhecidos ha mais de 2000
anos. Em 300 a.C., Theophrastus, um boténico grego, foi, provavelmente, o primeiro
a reconhecer as propriedades alelopaticas de plantas ao observar e registrar que
espécimes de grédo de bico (Cicer arietinum L.) exauriam o solo e destruiam plantas
daninhas®'. O naturalista romano Plinius Secundo publicou, em 79 d.C., Naturalis
Historia, descrevendo os efeitos inibitérios da nogueira (Juglans nigra e J. regia) no
crescimento de plantas cultivadas em sua proximidade, devido aos agentes téxicos
de suas folhas®'®2.

Hans Molisch criou, em 1937, o termo alelopatia, uma palavra originada do
latim allelon que significa “de um para o outro” e pathos, significando “prejuizo™?, e o
utilizou para descrever todas as interagbes bioquimicas benéficas ou prejudiciais
entre plantas e microrganismos®®. Rice® ampliou o conceito, definindo-a como
“qualquer efeito direto ou indireto, danoso ou benéfico, que uma planta exerce sobre
outra ou que microrganismos exercem sobre uma planta, mediante produgdo de

compostos quimicos (aleloquimicos) liberados ao ambiente”.
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A definicdo de alelopatia aceita atualmente pela Sociedade Internacional de
Alelopatia (IAS, 1996) é “qualquer processo envolvendo metabolitos secundarios
produzidos por plantas, algas, bactérias ou fungos que influenciam o crescimento e
o desenvolvimento de sistemas bioldgicos™*.

Os aleloquimicos podem ser encontrados em concentracdes variadas durante o
ciclo de vida da planta e em diferentes partes como folhas, caule, raizes ou frutos.
As formas de liberagdo para o ambiente variam e incluem volatilizagdo pelas folhas,
se forem aleloquimicos mais volateis como os componentes de Oleos essenciais,
como 0os mono e sesquiterpendides. A agua das chuvas e o orvalho provocam a
lixiviacdo de aleloquimicos como derivados benzoicos e cindmicos das folhas da
planta emissora. Outras substancias alelopaticas, como quinonas, flavondides e
taninos, podem entrar em contato com o solo a partir da exsudacédo das raizes e
rizomas ou partes das plantas que caem ao solo e que estdo em processo de
decomposicdo®%:¢7,

No solo estes aleloquimicos podem ser adsorvidos, ficando retidos,
metabolizados por reagdes quimicas e enzimaticas durante seu movimento no solo
ou serem adsorvidos pela planta receptora, o que pode afetar o seu
desenvolvimento. A concentracdo de aleloquimicos na agua do solo € um fator
determinante para sua atividade na planta receptora. Esta concentracdo é afetada
por diversos fatores como a temperatura, o regime de chuvas, o pH e a composi¢ao
do solo, o estagio de crescimento e fatores relacionados a fisiologia e bioquimica
vegetal®.

Varios tipos de substancias organicas pertencentes a diversas classes de
metabdlitos secundarios®"®, dentre elas terpendides, acidos graxos, alcaldides,
acidos fendlicos simples, flavondides, derivados de quinonas e taninos foram
identificados como aleloquimicos produzidos por plantas superiores ou
microrganismos. Algumas destas substancias sdo apresentadas na Figura 1.8%%"3
(pagina 27).

A eficiéncia da agroindustria mundial depende do controle de uma variedade de
doencas e pestes, em especial as plantas daninhas, aquelas que crescem
descontroladamente e em locais ndo desejados, competindo com as culturas de
interesse por nutrientes, diminuindo seu rendimento e as contaminando com
sementes, o que perpetua o problema para novas estacdes®. O uso de pesticidas e
herbicidas sintéticos na agricultura é intenso, provocando impacto ao meio ambiente

e aumentando os gastos com o cultivo, o que se reflete no valor final dos produtos
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agroindustriais. Por outro lado, herbicidas naturais s&o considerados menos
agressivos ao ambiente por possuirem meia-vida mais curta e por serem, pelo
menos parcialmente, soluveis em agua, exibindo atividade mesmo em baixas
concentracdes. Além disso, os aleloquimicos naturais operam por mecanismos de
acao diferentes daqueles dos herbicidas sintéticos comerciais®*

Desta maneira, grandes esfor¢gos tém sido realizados para diminuir o uso de
agentes herbicidas sintéticos, reduzindo o impacto ambiental e a quantidade de
residuos de pesticidas nos alimentos® e estimular a busca por novas substancias

bioativas naturais com potencial aplicacdo industrial como aleloquimicos®

o HO (o)
Faseolina
OH O
Sorgoleona (exudada das raizes do sorgo) 5-hidroxinaftoquinona
(juglona)
COOH
@5 ?
N OH
OCHj;
Ac. 3-indolacético R = H, acido vanilico
R = OCHj3, acido siringico acido ferulico
HO
"'OH f OH
(+) Heliannuol A (-) Heliannuol B Annuiolida A
v(; OIOH H3;CO (o) OH
i :N o i :N\A[o
OH C‘)H
Orizalexina A Cinmetilina -D-IBOA DIMBOA
rizalexina 2,4-dihidroxi-(2H)-14- 5 4_jihidroxi-7-metoxi-(2H)-1,4-
benzoxazin-3-(4H)-ona  ,070xazin-3-(4H)-ona

Figura 1.8 — Alguns aleloquimicos pertencentes a diferentes classes de produtos

naturais®’ "3,

1.3.1 Determinacgao das potencialidades alelopaticas

Ha inumeros fatores a serem analisados para se estabelecer o fendmeno da

65,70

alelopatia Os ensaios biologicos empregados para avaliagdo do efeito

alelopatico sdo germinacdo de sementes e estudos do crescimento de plantulas®. A
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taxa de germinagdo e o crescimento das pléntulas sdo monitorados frente a um
controle®.

A germinagcdo é menos sensivel aos aleloquimicos que o crescimento da
plantula, porém a sua quantificacdo € muito mais simples, pois pode-se avaliar a
ocorréncia ou ndo de germinagao para cada semente. A metodologia dos testes de
germinagao é simples, no entanto ha uma série de cuidados a serem tomados para
que se obtenham respostas reprodutiveis, por exemplo, os controles precisos da
temperatura, da concentragao do substrato e da umidade do ambiente influenciam a
germinacédo das sementes’".

O crescimento das plantulas € muito mais sensivel aos aleloquimicos que a
germinacgao, induzindo o aparecimento de plantulas anormais, sendo a necrose da
radicula um dos sintomas mais comuns’'. Assim, a utilizacdo deste parametro para
determinacdo do potencial alelopatico € muito importante, avaliando-se se
crescimentos anormais sdo originados pela agao dos aleloquimicos nas plantulas.
Para avaliar a emergéncia da plantula e seu crescimento realiza-se, por exemplo, a
medida do comprimento e a determinacdo da massa seca de raiz e da parte aérea
(geralmente do caule)™.

Uma das consideragdes mais importantes no desenvolvimento do ensaio é a
escolha da espécie alvo®. As sementes empregadas no teste devem ser de boa
qualidade e provenientes de espécies encontradas facilmente, bastante sensiveis a
varios aleloquimicos’ e devem exibir altas taxas de germinagdo’ como Solanum
lycopersicum (tomate), Raphanus sativus (rabanete), Allium cepa (cebola) e Lactuca

sativa (alface)”.

1.3.2 Exemplos de estudos de determinag¢ao de potencial alelopatico

Os extratos de plantas com propriedades alelopaticas afetam outras plantas a
partir da inibicdo ou da promogédo da germinagcdo de sementes e da inibigdo ou
estimulacéo dos crescimento de planticulas’®""">.

Quando o efeito alelopatico de um extrato for a inibigdo da germinacdo das
sementes e do desenvolvimento das planticulas, este extrato pode ser empregado
potencialmente no controle de plantas invasoras e este uso assume maior
importancia a medida em que aumentam as limitagdes econémicas e ecoldgicas ao
uso de herbicidas disponiveis comercialmente’.

Por outro lado, a estimulagdo da germinagao de sementes e do crescimento de

outras plantas por um extrato vegetal ou microbiano é interessante para aplicagéo
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na preservagao de espécies ameagadas de extingdo e para acelerar a germinagao
de sementes de espécies comercialmente valiosas, como por exemplo, as
orquideas.

Estudos envolvendo o efeito alelopatico inibitério ou estimulante de extratos de
espécies vegetais ou substéncias isoladas de plantas tém sido descritos na
literatura’®">.

Carvalho & Fontanétti’® verificaram efeitos inibidores significativos da
germinagcdo de sementes de alface’’ pelas espécies de leguminosas Canavalia
ensiformes (feijdo-de-porco) e Stilozobium aterrimum (mucuna-preta) que sao
empregadas na preparag¢ao de adubos verdes.

Extratos aquosos dos frutos e folhas de Mimosa bimucronata (marica) foram
testados quanto aos possiveis efeitos alelopaticos na germinagdo das sementes e
crescimento das radiculas de alface, arroz, cenoura, chicoria, couve, pepino, repolho
e tomate. Os extratos dos frutos verdes e maduros nao inibiram a germinagao;
porém os primeiros inibiram o crescimento da radicula. Os extratos das folhas secas
inibiram a germinacé&o de alface, cenoura, chicoria e tomate e também o crescimento
das radiculas nas oito espécies testadas’’.

O efeito hormonal do acido giberélico (GAs, 3) sobre frutos imaturos de soja foi
avaliado por Nascimento e colaboradores’®. Primeiramente, os frutos imaturos de
soja foram cultivados em meios com diferentes concentracées de um inibidor da
biossintese de giberelinas (paclobutrazol, PBZ) observando-se inibicdo no
crescimento dos frutos de até 80%. Em seguida, estes frutos de soja cultivados com
PBZ foram adicionados de GAs (3) e o crescimento foi restabelecido, evidenciando
que 3 esta envolvido, provavelmente, no crescimento de frutos imaturos de soja’®.

Testes sobre diferentes concentragdes do extrato dos frutos verdes de Solanum
crinitum permitiram verificar elevada atividade do extrato sobre a germinagdo e o
desenvolvimento das plantulas de alface (L. sativa)’®.

Monoamidas, como a 75, derivadas dos acidos caurendico e grandiflorénico
isolados de Wedelia paludosa, foram testadas frente a germinagao e crescimento de
planticulas de L. sativa (alface) nas concentragdes de 10°, 10° e 107 moliL.
Observou-se efeito inibitorio significativo no crescimento das raizes e caules das
planticulas nas concentragdes maiores”.

A espécie vegetal Dodonaea viscosa L., conhecida popularmente como
vassoura-vermelha, dificulta o estabelecimento de outros vegetais sob suas copas.

Assim, a investigacdo do potencial alelopatico de seus extratos foi realizada,
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utilizando alface como planta alvo. A inibicdo do desenvolvimento inicial das
plantulas e a redugéo significativa no comprimento das radiculas e cauliculos de
alface indicaram a existéncia de efeitos alelopaticos para esta espécie, que
apresenta, em sua composicdo, taninos e saponinas, substancias quimicas
possivelmente inibitorias da germinagao e crescimento®®.

A atividade alelopatica de representantes dos diterpenos cauranicos foi
relatada. O acido caurendico (1), seu éster metilico (76) e o acido grandiflorénico (2)

estimularam o crescimento das raizes e caules de alface”.

1.4 Objetivos

Isolar diterpenos cauranicos, principalmente os acidos caurendico (1) e
grandiflorénico (2), a partir da espécie Wedelia paludosa, preparar derivados destes
(como, por exemplo, alcodis, ésteres e norcetonas) e/ou empregar derivados
cauranicos disponiveis no laboratério de bioensaios e biotecnologia (Departamento
de Quimica/ UFMG) e submeté-los a reagdes utilizando fungos de espécies

diferentes, objetivando a obtengéo de derivados bioativos inéditos.

Testar os extratos e os produtos puros de biotransformagao quanto a sua
atividade alelopatica, inicialmente sobre a germinacdo de sementes de L. sativa e,

em trabalho posterior, sobre germinagéo e crescimento de outras espécies.
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2.1 Materiais e métodos

2.1.1 Procedimentos experimentais gerais

Os solventes empregados, acetato de etila, acetona, alcool metilico,
cloroférmio, diclorometano, dioxano, éter de petroleo, n-hexano, tetrahidrofurano,
apresentaram grau de pureza p. a. O alcool etilico a 96 ou 92 °GL, utilizado para
extragao de produto natural, apresentou grau de pureza comercial.

Os reagentes empregados na sintese de derivados e no preparo de meios de
cultura para crescimento de fungos foram de grau p. a. e estéo listados a seguir:
agar batata dextrosado, agar malte, carbonato de potassio, D-glicose anidra, cloreto
de potassio, dihidrogeno fosfato de potassio, dioxido de selénio, fosfato monobasico
de potassio, fosfato dibasico de potassio, glicina, molibdato de aménio, nitrato de
cobalto, nitrato de prata, nitrato de sodio, peptona bacterioldgica, periodato de sédio,
sulfato de dietila, sulfato de magnésio heptahidratado, sacarose anidra, sulfato de
cobre pentahidratado, sulfato de manganés heptahidratado, sulfato de sodio, sulfato
de zinco heptahidratado, sulfato ferroso heptahidratado, tetréxido de smio e uréia.

O KyCOs3 foi calcinado em mufla a 600 °C, por 3 h; a acetona anidra foi obtida
por refluxo com sulfato de calcio e destilada antes do uso e o sulfato de dietila foi
submetido a agitagdo magnética com carbonato de potassio. Em seguida, realizou-
se lavagem com agua até reagao neutra com papel indicador de pH e posterior
secagem com carbonato de potassio calcinado.

Nos critérios de pureza das amostras foram adotadas a observagdo de mancha
unica em cromatografia em camada delgada de silica gel (CCDS), variando-se a
fase mével, ponto ou faixa de fusdo e as analises dos espectros de RMN de 'H e de
3C das amostras.

As pesagens foram realizadas em balanga analitica Mettler/Toledo, modelo AB
104 ou balanca eletrénica Micronal, modelo B 160.

As solucbes foram concentradas por destilacdo do solvente, sob pressao
reduzida, em evaporadores rotatérios da marca Buchi.

Os materiais e reagentes utilizados nos experimentos de biotransformacgéo
foram esterilizados em autoclave vertical Fanem, modelo 415 a temperatura de 121
°C por 15 minutos. Para descontaminagdo do material empregou-se o tempo de 20

minutos a mesma temperatura.
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Os procedimentos microbiologicos como repique e inoculo de fungos foram
realizados em capela equipada com fluxo laminar Labconco, modelo 36210, série
8138 E, classe Il e luz germicida.

2.1.2 Cromatografia em coluna de silica gel (CCS)

Para separagdes cromatograficas em coluna foram utilizadas silica gel 60
Merck (70-230 mesh, 0,063-0,200 mm, artigo 7734, ASTM) e silica gel 60 Merck (70-
230 mesh, ASTM) impregnada com nitrato de prata a 20% p/p.

Para separagbes cromatograficas flash empregou-se silica gel 60 Merck (230-
400 mesh, artigo 9385, ASTM).

Empregou-se uma série eluotropica usual: hexano, diclorometano, acetato de

etila e metanol.

2.1.3 Cromatografia em camada delgada de silica gel (CCDS)

Para cromatografia em camada delgada foi utilizada silica gel 60 G, Merck
(artigo 7731), na espessura de 0,25 mm. Quando necessario utilizou-se esta mesma
silica impregnada em solugdo aquosa de nitrato de prata 20% p/p.

As revelagbes cromatograficas foram feitas por irradiagdo no UV
(comprimentos de onda 254 ou 366 nm) e/ou exposicdo a vapores de iodo e/ou
solugédo aquosa acida de sulfato cérico seguida por aquecimento.

2.1.4 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H e de *C, subespectros DEPT-135 e mapas de
contornos (COSY, HMBC, HSQC e NOESY) foram obtidos em espectrometros
Bruker Avance DPX-200 (200 MHz) ou DRX 400 (400 MHz), do Laboratério de
ressonancia magnética nuclear de alta resolu¢cado do Departamento de Quimica (DQ)
do Instituto de Ciéncias Exatas (ICEx), Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). Os solventes deuterados empregados na solubilizagdo das amostras foram
CDCl3, CD3sOD ou CsDsN, da marca Aldrich. Como referéncia interna foram
utilizados o sinal do tetrametilsilano (TMS) presente no cloroférmio deuterado (éw e
oc 0,00), os sinais do metanol (64 3,31 e 6c 49,00) ou os sinais da piridina (o4 8,71;
7,55 e 7,19 e &c 123,5, 135,5 e 149,2). Os deslocamentos quimicos (6) foram
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expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J), em
Hertz (Hz).

2.1.5 Espectrometria de massas de alta resolugao

Os espectros de massas de alta resolugédo foram obtidos em equipamento ESI
Q-TOFMicro equipado com fonte de ionizagao por spray eletrostatico, do Laboratoério
de venenos e toxinas animais (LVTA) do Departamento de Bioquimica e Imunologia
do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG, pelo Prof. Dr. Adriano Pimenta.
As condicbes de analise empregadas foram vaporizagdo da amostra a 80 °C,
voltagem do capilar a 1600 V, voltagem no cone da amostra a 35 V e, no cone de
extragao, a 2,0 V. Os dados foram analisados usando o software Masslynux 4.0 da
Micromass para experimentos ESI. A amostra foi solubilizada em metanol-TFA 0,1%

e analisada no modo positivo ou negativo.

2.1.6 Espectroscopia na regiao do infravermelho (IV)
Os espectros na regido do IV foram obtidos em um espectrobmetro da marca
Perkin-Elmer, modelo Spectrum One SP-IR (Departamento de Produtos

Farmacéuticos, Faculdade de Farmacia, UFMG), por insergéo direta da amostra.

2.1.7 Pontos ou faixas de fusao
Os pontos e/ou faixas de fusdo foram determinados em aparelho digital da
marca Microquimica, modelo MQAPF - 301 (Departamento de Quimica, UFMG) e

nao foram corrigidos.

2.1.8 Rotacgao ética

Os valores de rotagdo optica (OROT) e rotagdo especifica (SROT) foram
obtidos em um polarimetro Perkin Elmer, modelo 341, do Departamento de Quimica
da UFMG. As amostras foram preparadas na concentragao de 0,75 g%.

2.1.9 Difragao de raios-X (DRX)

Inicialmente a amostra foi cuidadosamente recristalizada a partir da
evaporagao lenta de uma solugdo metandlica saturada, obtendo-se cristais
prismaticos incolores. Um monocristal foi montado no difratbmetro Oxford Gemini
Atlas Ultra, equipado com monocromador de grafite, M(CuKa)= 1,541838 A do

Laboratorio de cristalografia da UFMG, pelo Prof. Dr. Nelson G. Fernandes. O
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Software CrisAlisPro foi utilizado para coleta e processamento dos dados. As
intensidades das reflexbes foram usadas para resolver, por métodos diretos, e
refinar as estruturas, utilizando o pacote de programas de computador WINGX.
Todos os atomos de hidrogénio foram localizados a partir de mapas de diferenca e
incluidos nos refinamentos. Ao todo 14003 reflexdes foram medidas e 5626
reflexdes independentes foram obtidas, Rnt= 0,029, 423 parametros
refinados, R[F*>20(F?)] = 0,033, wR(F?) = 0,086, S = 1,04, (A/C)max = 0,001, Apmin = -
0,17, APmax = 0,23 e A, parametro Flack = 0,02(14). A estrutura absoluta foi
determinada, fornecendo um parametro Flack de 0,01(15). Os dados cristalograficos
da estrutura foram depositados no Cambridge Cristallographic Data Center.

2.1.10 Culturas de fungos

* Culturas de Cephalosporium aphidicola (CCT 2163) e Pestalotiopsis palustres (P-
001) do Laboratorio de biotecnologia e bioensaios do Departamento de Quimica
do ICEx, UFMG.

* Cultura de Fusarium proliferatum (CML 287) foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Ludwig H. Pfenning do Laboratorio de micologia, Departamento de Fitopatologia,
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

2.2 Coleta e identificagcao da espécie vegetal

O material vegetal, Wedelia paludosa (planta inteira), foi coletado no canteiro
interno da sede da USIMINAS, situada a Rua Professor José Vieira de Mendonga,
3011, Bairro Engenho Nogueira, Pampulha, Belo Horizonte, na manha de 4 de
agosto de 2006. Uma exsicata foi depositada no herbario do Departamento de
Botanica do ICB da UFMG, sob o numero BHCB 19033.
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Figura 2.1 — Fotografia de Wedelia paludosa - planta inteira com destaque para
folhas e flores”.

2.3 Preparo do extrato etandlico

Extrato etandlico bruto de WP-I (EBWP-I)

O material vegetal foi seco sob ventilagdo a temperatura ambiente e pulverizado
em moinho de facas, obtendo-se 26,80 kg de po.

Parte do material pulverizado (12,09 kg) foi submetido, entdo, a percolagao
exaustiva com etanol a 92,8 °GL (130 L). A solugédo extrativa foi concentrada em
evaporador rotatério, sob pressado reduzida e temperatura maxima de 60 °C, até
completa remogao do solvente, obtendo-se o extrato etandlico bruto EBWP-I (1,02

kg).

2.4 Fracionamento do extrato EBWP-lI por cromatografia em coluna de silica
gel (CCS)

Uma aliquota do extrato etandlico bruto de W. paludosa, EBWP-I (185,98 g), foi
submetida a um fracionamento preliminar por CCS (0,80 kg; 6,4 x 57). Procedeu-se
a eluicdo com solventes da série eluotrépica usual, com polaridades crescentes,
obtendo-se 235 fragdes de 500 mL. Estas fracbes foram analisadas por CCDS e

reunidas em 23 grupos, de acordo com a semelhanga de seus perfis cromatograficos
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(Tabela 2.1). Os reveladores empregados nesta analise foram vapores de iodo,

solugdo aquosa acida de sulfato cérico e luz UV.

Tabela 2.1 — Cromatografia em coluna de silica gel de EBWP-I

Coluna Eluente Volume Fracao Reunido Massa (g)
(L)

n-hexano (Hex) 33,5 1a66 WP-1-1: 1-22 2,51

WP-1-2: 23-66 2,08

Hex/diclorometano 13 67 a 92 WP-I1-3: 67 18,10

EBWP-I (DCM) (1:1) WP-1-4: 68-71 15,63

WP-I-5: 72-75 10,88

WP-1-6: 76-92 9,76

DCM 6,5 93a 105 WP-I-7: 93 9,89

WP-1-8: 94-98 3,87

WP-1-9: 99-112 4,43

DCM/acetato de 26,5 106 a 158 | WP-1-10: 113-131 4,85

etila (AcOEt) (1:1) WP-1-11: 132-140 7,95

WP-1-12: 141-161 5,24

AcOEt 19,5 159 a 197 WP-1-13: 162 1,25

WP-1-14: 163-179 6,35

WP-1-15: 180-198 9,93

AcOEt/metanol 10 198 a 217 WP-1-16: 199 0,82

(MeOH) (1:1) WP-1-17: 200-201 1,52

MeOH 55 218 a 228 | WP-I-18: 202-213 12,14

WP-1-19: 214-216 1,23

WP-1-20: 215-224 10,88

WP-1-21: 225-229 6,79

MeOH/H,0O 2,5 229 a 233 | WP-I-22: 230-233 5,75

H,O 1,0 234 € 235 | WP-I-23: 234-235 3,42

Total 118 Total 155,27

Somente os grupos de fragdes WP-I-3, WP-I-4, WP-I-5, WP-I-7 e WP-I-9 foram
trabalhados, visando o isolamento de seus constituintes majoritarios. Os grupos
apolares (WP-1-1 e WP-I-2) e aqueles de maiores polaridades (WP-I-10 a WP-I-23)
foram analisados por CCDS e apresentaram-se como misturas complexas de

componentes.

Grupo de fracoes WP-I-3 e WP-I-4

Os grupos de fragbes denominados WP-I-3 e WP-I-4, eluidos com
hexano/DCM (1:1), apresentaram-se como uma mistura de um solido branco imerso
em um Oleo amarelo denso. Aos dois grupos foram realizadas, separadamente,
diversas lavagens com éter de petrdleo, proporcionando a separagcdo de solidos
brancos (WP-I-3-S1 e WP-I-4-S1), livres de Oleo (Tabela 2.2, pagina 46). Aliquotas

destes sdélidos foram enviadas para analises, objetivando-se a elucidagao estrutural
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dos mesmos. Eles foram identificados como misturas dos acidos caurendico (1) e

grandiflorénico (2).

Grupo de fracoes WP-I-5

As fragdes 72 a 75, eluidas com hexano/DCM (1:1) e reunidas a partir da
analise por CCDS, foram denominadas WP-I-5 (10,88 g) e apresentaram-se como
uma mistura de um solido branco imerso em um 6leo amarelo denso. Essa amostra
foi submetida a uma precipitagcdo com éter de petroleo, resultando em 1,42 g de um
sélido branco brilhante (WP-I-5-S1) (Tabela 2.2, pagina 46), que apresentou duas
manchas majoritarias em analises por CCDS. Uma aliquota de 0,43 g de WP-I-5-S1
foi submetida a uma CCS para purificagao destes constituintes. Empregou-se a série
eluotropica usual e obtiveram-se 64 fracbes de 50 mL. As fragcdes foram analisadas
por CCDS e reunidas de acordo com a semelhancga de seus perfis cromatograficos.
O solido branco brilhante isolado das fragdes 21-24 (145,53 mg, cédigo WP-I-5-
S1.1), eluidas com mistura dos solventes hexano/DCM (8:2), e o solido branco
opaco obtido das fragdes 28-39 (143,40 mg, codigo WP-I-5-S1.2) eluidas com
mistura de hexano/diclorometano (7:3), apresentaram-se como manchas unicas
através de analise por CCDS. WP-I-5-S1.1 foi identificado como o triterpeno 3f-
friedelinol (77) e WP-I-5-S1.2 como uma mistura dos acidos caurenoico (1) e

grandiflorénico (2).

Grupo de fragoes WP-I-7

A fragdo 93 (9,89 g) denominada WP-I-7, eluida com DCM, apresentou-se com
aspecto resinoso, de coloragao castanho-esverdeada. Essa fracado foi submetida a
uma precipitacdo com éter de petréleo, resultando em 0,39 g de um sélido branco
(WP-I-7-S1), impuro, que foi lavado novamente com éter de petroleo, originando
0,32 g de um sdlido branco opaco (WP-I-7-S2) (Tabela 2.2, pagina 46), que mostrou
mancha unica em analises por CCDS. As analises espectroscépicas e comparagao
com dados da literatura mostraram ser WP-1-7-S2 o acido ent-3-angeloiloxi-caur-
16-en-19-dico (78).

Grupo de fracoes WP-I-9
O grupo de fragdes denominado WP-I-9 (4,43 g), referente as fragbes 99 a 112,

foi submetido também a tratamento com éter de petrdleo, resultando na precipitagao
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de 2,86 g de um sdlido opaco esverdeado (WP-I-9-S1). Deste so6lido, 103,80 mg
foram submetidas a recristalizacdo empregando-se a mistura de metanol e gotas de
diclorometano como solvente. Apds 24 h., observou-se formacgao de cristais brancos
em forma de agulha (23,80 mg) que foram separados da agua-mée por filtracdo a
pressao reduzida.

Estes cristais, denominados WP-I-9-S2 (Tabela 2.2), foram solubilizados em
DCM e comparados, através de CCDS (eluente hexano/ AcOEt 7:3), com uma
amostra auténtica da mistura dos esteroides p-sitosterol e estigmasterol,
empregando-se o sulfato cérico como revelador.

O perfil cromatografico, as analises espectroscopicas e comparagdo com

dados da literatura confirmaram que WP-I-9-S2 era constituido por uma mistura de

p-sitosterol (79) e estigmasterol (80).

Tabela 2.2 — Sdélidos provenientes de purificacdo de fragdes da CCS de EBWP-I

Grupos | Massa total das | Coédigo/massa Cédigo/massa (g) Substancias ou
fracoes (g) dos sélidos dos soélidos mistura de
reunidas (g) provenientes da provenientes de substéncias
primeira segunda identificadas
precipitagao com | precipitagcao, CCS
éter de petréleo ou recristalizagao
WP-I-3 18,10 WP-1-3-S1 (11,34) - Mistura dos acidos
caurenoico (1) e
grandiflorénico (2)
WP-1-4 15,63 WP-I-4-S1 (3,25) - Mistura de (1) e (2)
WP-I-5 10,88 WP-I-5-81 (1,42) | WP-I-5-51.1 (0,145) | 3p-friedelinol (77)
WP-I-5-S1.2 (0,143) Mistura de (1) e
(2).
WP-I-7 9,89 WP-I-7-S1 (0,39) WP-I-7-S2 (0,32) acido ent-3-
angeloiloxi-caur-
16-en-19-6ico (78)
WP-1-9 4,43 WP-I-9-S1 (2,86) | WP-I-9-S2 (0,0238) Mistura de f-
sitosterol (79) e
estigmasterol (80)

O Esquema 2.1 (pagina 47) apresenta os tratamentos a que foi submetida a

aliquota do material vegetal (12,09 kg) levando a obteng¢ao das substéancias 1, 2, 77,

78,79 e 80.
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Wedelia paludosa, planta inteira
(12,09 kg)

1. Moagem
2. Percolagdo com EtOH

Extrato etandlico bruto (EBWP-I) (1,02 kg)

Aliquota do EBWP-I (185,98 g)

| 1. CCS WP-|

WP-I-1 WP-I-3 e WP-I-5 WP-I-6 WP-1-7 | | wp--8 | | wp-lg || WP-I-10

e WPI-2 WP-I-4 | a WP-1-23

1. Eter de petréleo
2. Precipitagcao

3. Filtragdo e secagem

o Solidos:---: Sdlido branco Sdlido branco Sdlido verde
brancos- WP- WP-I-5-S1 WP-I-7-S1 WP--9-S1
[-3-319 |7- CCs; 2. CCDS 1. Precipitacdo com éter 1. Recristalizagéo

2.CCDS 2.CCDS

Esquema 2.1 - Obtencdo do extrato etandlico bruto de W. paludosa e fracionamento
de uma aliquota (EBWP- 1, 185,98 g) deste extrato, por CCS.

2.5 Tentativa de separacdo dos acidos caurendico (1) e grandiflorénico (2),
provenientes de WP-I-3-S1, por CCS impregnada com AgNO; (CCS-AgNO;)

Uma aliquota do sdélido WP-I-3-S1 (500 mg), obtido a partir de lavagens com
éter de petréleo de WP-I-3 e identificado por RMN de 'H como uma mistura dos
acidos caurenoico (1) e grandiflorénico (2), foi submetida a uma tentativa de
purificagdo por CCS (1,5, d.i. x 30 cm) impregnada por AgNO3; (CCS-AgNOs3) a 20%
p/p.

No preparo da fase estacionaria da coluna, o nitrato de prata (6,75 g) foi
solubilizado, primeiramente, em mistura equivolumétrica de etanol e metanol sob
aquecimento. Em seguida, adicionou-se silica gel (27 g) a solugdo de nitrato de
prata e evaporou-se o0 solvente com auxilio de evaporador rotatério, a 60 °C, sob
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pressao reduzida. Ao empacotar-se a coluna tomou-se o cuidado de revestir a
coluna com papel aluminio, evitando possivel oxidagao pela luz.

Realizou-se eluicdo isocratica empregando-se mistura de hexano/acetato de
etila (9:1). Recolheram-se 35 fragbes de 100 mL cada. As analises destas fracdes
por CCDS-AgNOs; e revelagdo sob vapores de iodo demonstraram que os grupos de
fragbes 3-4 (25,6 mg) e 27-28 (50,4 mg), denominados WP-I-3-S1.1 e WP-1-3-S1.2,
respectivamente, apresentaram-se como manchas unicas (Esquema 2.2).

Através de analises dos espectros de RMN, o solido WP-I-3-S1.1 foi
identificado como uma mistura dos acidos 1 e 2 e WP-I-3-S1.2, como o acido

grandiflorénico (2).

Aliquota do EBWP-I (185,98 g)

[1.CCS
Oleo amarelo-alaranjado +
soélido (WP-1-3)

1. Precipitagdo com éter de petroleo
2. Filtragao e secagem

| 1. CCS-AgNO; isocratica (Hex:AcOEt 9:1)

35 fragoes

1. CCDS

Mancha unica em CCDS

Esquema 2.2 - CCS-AgNOs; de aliquota de WP-1-3-S1.

2.6 Fracionamento do restante do extrato EBWP-I por CCS

O objetivo principal destas cromatografias foi o isolamento da mistura dos
acidos 1 e 2, a partir do extrato EBWP-I de W. paludosa. Assim sendo, 5
fracionamentos consecutivos em coluna de silica gel foram realizados empregando o
restante do EBWP-I (250,3; 113,1; 118,6; 115,8 e 232,5 g) utilizando, como eluentes,
hexano e diclorometano, com polaridades crescentes. As fragcbes oleosas que

continham a mistura dos acidos 1 e 2 foram purificadas através de lavagens com
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éter de petréleo, proporcionando a separacado de solidos brancos livres de dleo
(Tabela 2.3).

Tabela 2.3 — Massa de solido obtido de fragdes oleosas isoladas de EBWP-|

Massa da aliquota Massa éleo + Massa de sélido isolado (g)
para CCS (g) sdlido (g) contendo mistura dos
acidos 1e 2
250,3 19,7 5,2
113,1 13,2 1,0
118,6 14,5 1,6
115,8 21,8 8,6
232,5 46,5 13,5

2.7 Sintese de derivados dos acidos caurendico (1) e grandiflorénico (2)

2.7.1 Preparagao de ent-caur-16-en-19-oato de etila (81) e ent-caur-9(11),16-
dien-19-oato de etila (82)°

K2CO3, (CH3CH2)2S0,4
(CH3),0, refluxo, 3 h

. H _H “H
CO,H CO,CH,CH; CO,CH,CH;
2 81 82

A mistura dos acidos (14,0 g; 46,3 mmol) foi adicionada a uma mistura de
carbonato de potassio calcinado (6,94 g; 51,03 mmol) e sulfato de dietila tratado
(445 mL, 51,03 mmol) e acetona anidra (482 mL). A mistura resultante foi refluxada
por 3 horas. Apds este periodo observou-se por CCDS, empregando hexano/
diclorometano (1:1), o completo desaparecimento do material de partida e o
aparecimento de uma mancha de Rf maior. O produto da reacédo foi resfriado até a
temperatura ambiente e filtrado. A acetona foi evaporada sob pressao reduzida e o
residuo foi extraido com éter etilico. A fase organica foi lavada com solugdo aquosa
de bicarbonato de sodio a 5%, agua destilada e, em seguida, foi secada com sulfato
de sodio anidro. Apds concentragao sob pressao reduzida, obteve-se um residuo
escuro (15,69 g) que foi purificado em coluna filtrante de silica gel (60 g),
empregando éter de petréleo como eluente. O produto foi obtido como um o6leo
incolor (11,66 g) com 76% de rendimento.
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2.7.2 Preparacao de ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de etila (83) e ent-16-oxo-
17-norcaur-9(11)-en-19-oato de etila (84)°

Nal04, 0504
THF:H,0 (1:1), T. a., 15 h

" H “H " H " H
7COzCH2CH3 7COZCH2CH3 COZCHchS COzCHzCH3
81 82 83 84

A uma suspenséo constituida pela mistura dos ésteres (81) e (82) (22,17 mmol;
7,31 g) e NalO4 (110,84 mmol; 23,71 g), em THF/H20 (1:1) (693,0 mL), adicionou-se
um cristal de OsO4°. A mistura foi mantida sob agitagdo magnética por 15 horas a
temperatura ambiente. A reacdo foi acompanhada por CCDS e observou-se o
completo desaparecimento do material de partida ao final do tempo previsto. A
elaboragao do produto de reagéao foi feita adicionando-se bissulfito de sédio (1,0 g) e
lavando-se, exaustivamente, com solugdo aquosa de tiossulfato de soédio a 10%
(240 mL). Extraiu-se a fase aquosa com DCM e evaporou-se a fase organica em
evaporador rotatério sob pressao reduzida, a temperatura inferior a 60 °C.

Obtiveram-se 12,42 g de um material oleoso de coloragdo caramelo que foi
submetido a sucessivos fracionamentos cromatograficos, empregando-se a série
eluotrépica usual, objetivando a purificagdo das norcetonas. A norcetona do éster
etilico do acido caurendico (83) foi obtida como um sdlido branco em formato de
agulhas finas (3,60 g) e aquela do acido grandiflorénico (84), como uma resina de
cor caramelo (2,17 g), com rendimentos de 49,3 e 29,7%, respectivamente.

2.7.3 Preparagao dos acidos ent-15qa-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-
hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (86)

2.7.3.1 Metodologia adaptada de FRANCIS et al., 1976*

Se0,, dioxano, H,0,

T.a,60h
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Uma amostra dos acidos caurendico (1) e grandiflorénico (2) (0,5 g; 1,66
mmol), em dioxano (8 mL), foi agitada com SeO, (0,184 g; 1,66 mmol) e agua
oxigenada (3,1 mL, 30%) a temperatura ambiente por 60 horas. Apos este periodo, a
elaboracdo da reacgéo foi realizada por diluicdo da mistura reacional em agua e
extracdo com éter, em funil de separacéo. A fase etérea foi secada com sulfato de
sédio, por 12 horas, e concentrada, em evaporador rotatério, até secura. Na CCDS,
empregando hexano/acetato de etila (7:3), esta fracdo apresentou-se como uma
mistura contendo o material de partida e substancias de maior polaridade.

A mistura obtida (1,124 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica
gel objetivando-se a separacgao do produto majoritario (Tabela 2.4). Empregou-se a
série eluotropica usual e foram recolhidas 19 fracbes, de aproximadamente 100 mL
cada, que foram concentradas sob pressao reduzida e comparadas, por CCDS, com
o material de partida da reacdo. Como o produto majoritario se encontrava ainda em
uma mistura complexa nas fragdes reunidas 11-14 (178 mg), uma nova purificagao
por CCS foi realizada (Tabela 2.5).

Tabela 2.4 - Fracionamento por CCS do extrato etéreo proveniente da oxidagao

alilica da mistura dos acidos caurenoico (1) e grandiflorénico (2)

Fracao Eluente Volume Grupo Massa (mg)
(mL)

1-3 Hex 300 1-7 325,3

4-5 Hex/DCM (1:1) 300 8-10 194,5

6-8 DCM 250 11-14 178,0

9-10 DCM/AcOEt (1:1) 300 15-19 132,1
11-13 AcOEt 300 - -
14-17 AcOEt/MeOH 400 - -
18-19 MeOH 200 - -

- Total 2050 Total 829,9

Tabela 2.5 - Fracionamento por CCS do grupo de fragdes reunidas 11-14 (178 mg)

proveniente da CCS da 12 oxidagao alilica de mistura dos acidos 1 e 2

Fracao Eluente Volume Grupo Massa (mg)
(mL)

1-3 Hex/AcOEt (1:1) 100 1-2 22,6
4-10 Hex/AcOEt (6:4) 180 3-4 23,8
11-13 Hex/AcOEt (3:7) 100 5-10 72,3
14-20 Hex/AcOEt (2:8) 150 11-21 56,4

21 AcOEt 100 - -

- Total 700 Total 175,1
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Por CCDS, visualizou-se que o grupo de fragdes 5-10 (72,3 mg) apresentava
material mais polar que o material de partida, no entanto ainda se encontrava
impuro.

Através de nova CCS (Tabela 2.6), foi possivel isolar 2,6 mg de um produto
mais polar, porém, ainda impuro (fragdo 15), que apresentou duas manchas por
CCDs.

Tabela 2.6 - Fracionamento por CCS do grupo de fragdes reunidas 5-10 (72,3 mg)
proveniente da oxidacao alilica de mistura dos acidos 1 e 2

Fracgéo Eluente Volume Grupo | Massa (mg)
(mL)
1-6 Hex/DCM (1:1) 300 1-11 6,1
7-8 DCM 100 12-14 50,2
9-11 DCM/AcOEt (1:1) 150 15 13,1
12-16 AcOEt 200 16-21 2,6
17-21 AcOEt/MeOH 150 - -
- Total 1000 Total 72,0

Assim, nova metodologia foi tentada, visando a hidroxilagcdo alilica da mistura
de acidos 1 e 2.

2.7.3.2 Metodologia adaptada de BLAY et al., 1991°

Se0,, dioxano

Refluxo, N2,

110-120°C, 2 h " H
‘COOH
85

Um excesso de SeO, (0,46 g; 4,19 mmol) foi adicionado a uma mistura dos
acidos caurenoico e grandiflorénico (1,0 g; 3,31 mmol). O baldo de reagéo foi
colocado sob refluxo de nitrogénio e, em seguida foi adicionado dioxano (30 mL;
352,7 mmol). A mistura resultante foi refluxada por 2 horas, a 110-120 °C, sob
agitacdo magnética. Apds este periodo observou-se, por CCDS, empregando
hexano/ acetato de etila (1:1), o completo desaparecimento do material de partida e
o aparecimento de uma mancha de Rf menor. O produto da reacéo foi resfriado até
a temperatura ambiente e filtrado. O dioxano foi evaporado, sob pressao reduzida, e

o residuo (1,57 g) foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel (70 g)
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empregando a seérie eluotréopica usual (Tabela 2.7), originando 25 fragbes de
aproximadamente 100 mL cada.

A fracdo 14 (30,60 mg), com apenas uma mancha por CCDS, apresentou-se
como um solido amarelo claro opaco e foi identificado como um subproduto da
reagao, o acido ent-16-formil-caur-15-en-19-6ico (87).

A fracdo 15 (560 mg), ainda impura, foi, entdo, submetida a uma CCS flash
(48,3 g) empregando-se eluigdo isocratica com hexano/ acetato de etila (4:1), sendo
recolhidas 30 fragdes de 20 mL. Nas fragdes 4 a 15, a mistura dos produtos de
hidroxilagao alilica (85) e (86) foi obtida como um sélido amarelo escuro (503,5 mg)

com 50,4% de rendimento.

Tabela 2.7 — Fracionamento, por CCS, do residuo em metanol (1,57 g) da 2°

oxidacao alilica de mistura dos acidos 1 e 2

Fracao Eluente Volume Grupo Massa (mg)
(mL)
1-2 Hex 200 1-7 100,4
3-7 Hex/DCM (1:1) 600 8-13 305,6
8-12 DCM 400 14 30,6
13-14 DCM/AcOEt (9:1) 200 15 560,0
15 DCM/AcOEt (8:2) 200 16-25 440,3
16-18 DCM/AcOEt (1:1) 400 - -
19-21 AcOEt 200 - -
22-23 AcOEt/MeOH 200 - -
24-25 MeOH 50 - -
- Total 2.450 Total 1.436,9

2.7.4 Purificagao da mistura dos acidos ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (88) e
ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-6ico (89)

Uma mistura de (88) e (89) proveniente da oxidagado de uma mistura dos acidos
caurendico (1) e grandiflorénico (2) por OsO4/NalO4 e cedida, gentiimente, pela
Profa. Dra. Henriete da Silva Vieira (DQ, UFMG), foi submetida a purificacdo por
CCS flash (Esquema 2.3, pagina 54).

Primeiramente, selecionou-se o eluente hexano/AcOEt (65:35) que forneceu
um Rf adequado (0,35) a separagcédo das substancias presentes na mistura e se
conduziu a cromatografia de acordo com o especificado na literatura®.

Para a separacédo de 2,50 g da mistura foram realizadas trés cromatografias
flash, obtendo-se, ao final, 0,38 g do acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (88) e
0,36 g do acido ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-6ico (89) puros.
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89

Mistura (2,50 g)

3 x CCS Flash, Hex:AcOEt (65:35)

" H " H
COOH COOH
88 89
(0,38 g) (0,36 g)

Esquema 2.3 - Purificagdo da mistura dos acidos ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico
(88) e ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-dico (89), derivados dos acidos caurendico
(1) e grandiflorénico (2) por CCS flash.

2.8 Procedimento geral empregado nas biotransformacgoes

2.8.1 Repiques dos microrganismos para manutencgao

Procedeu-se a assepsia do fluxo laminar com solucéo de etanol a 70% e a
circulagdo de ar foi realizada 30 minutos antes do repique. O procedimento de
repique dos fungos foi realizado estritamente dentro da camara de fluxo laminar,
com o bico de Bunsen aceso.

Aos tubos de ensaio com meio solido contendo as culturas-mée de
Cephalosporium aphidicola e Pestalotiopsis palustres e Fusarium proliferatum, foi
adicionado 0,5 mL de salina peptonada estéril, seguindo-se por homogeneizagéo e
repique para novos tubos contendo meio solido agar batata dextrosado (ABD)
inclinado.

A alca de platina, flambada e resfriada, foi introduzida no tubo contendo a
cultura e uma amostra do fungo foi retirada e transferida para outro tubo contendo

meio estéril, através da técnica puntual. Este procedimento foi realizado em
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duplicata para cada fungo e os tubos foram incubados a temperatura ambiente, por
4 a7 dias.

As culturas padronizadas foram mantidas em geladeira, sendo realizado um
repique mensal para renovacao das mesmas. O repique foi realizado de forma a
manter um tubo (cultura-mé&e) apenas para os repiques mensais e outro (cultura-

filha) para ser empregado nos bioensaios.

2.8.1.1 Preparo dos meios de cultura sélidos e solugcées

¥ Meio de cultura sélido ABD (agar batata dextrosado)
Agar batata dextroSado ..............cccceeeeevevereveeeeeeeeeeee e, 399
Agua destilada g.5.p. «..ooveveeeeeeeee e 1000 mL

A mistura foi aquecida a temperatura maxima de 50 °C, com agitacdo até

translucidez e evitando a fervura.

¥ Preparo do agar com o tubo inclinado

O meio foi distribuido em tubos de ensaio, tampados e, em seguida,
autoclavados a 121 °C, por 15 min. Ainda quentes, os tubos foram mantidos
inclinados, em angulo de 30°, para resfriamento. Apés solidificagcdo do meio, os

tubos foram conservados em geladeira por um periodo maximo de 15 dias.

v Solugao salina peptonada

(04 [o] =] (o]0 [TE=To Lo L[ 0,9¢
Peptona bacteriol0gica ...........cvveevviiiiiiiiiiiiieee 0,1g
Agua destilada q.5.p. «..ooviveeeeeeee e 100 mL

Os componentes foram dissolvidos em baldo volumétrico de 100 mL, do qual
foram pipetados 9,0 mL para tubos de 18 cm x 1,5 cm. Esterilizaram-se os tubos, em

autoclave, a 121 °C, por 15 minutos, rotulando-os adequadamente.
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2.8.2 Preparo dos meios de cultura liquidos

Nas biotransformagdes realizadas sob agitagdo, empregando os fungos C.
aphidicola e F. proliferatum, foram adicionados 200 mL do meio de cultura liquido
adequado ao crescimento de cada fungo empregado em 28 erlenmeyers de 500 mL.
Na biotranformacdo estatica, empregando o fungo P. palustris, foram adicionados
200 mL do meio de cultura liquido adequado ao crescimento do fungo em 32
erlenmeyers de 500 mL. Os erlenmeyers foram tampados com rolhas de algodé&o
hidrofobo, recobertos com papel “kraft” e, em seguida, autoclavados a 121 °C por 15
minutos. Apoés resfriamento, foram retirados da autoclave e inoculados. Os meios de

cultura empregados para cada fungo foram preparados como descrito a seguir.

2.8.2.1 Meio de cultura para C. aphidicola®

L] [ToT0 1T T 250 ¢
Fosfato de potassio MONODASICO............uuiiiiiiiiiiiiee e 509
Sulfato de manganés hexahidratado..............coooiiiiiiiiiiiiiii e 2049
Cloreto de POLASSIO. ... .cciiieiei i aaaas 109
1o 1 g = 20g
Solugao de elementosS-trago ........oooo oo 2,0 mL
LY@ o <3 o U 1000 mL
Solucao de elementos-trago
NItrato de CODAIO ... .ceeeeeee e eaas 0,10 g
Sulfato ferroso heptahidratado.............ccooooiiiiii i, 1,00 g
Sulfato de cobre pentahidratado................ooiiiiii e 0,15¢
Sulfato de zinco heptahidratado...............cooeiiiiiii i, 1,619
Sulfato de manganés hexahidratado...............coooiiiiiiiiiiiii e 0,10g
V[ o] [1oTo =) (o X e [STF= 1110 ] a1 TR 1,00 g
LY@ o < T o U 1000 mL

Os sais foram solubilizados, a frio, em agua destilada. Aliquotas desta solug&o
(90 mL) foram transferidas para erlenmeyers de 125 mL, que foram autoclavados a
121 °C por 15 minutos e rotulados adequadamente. A acidez da solugdo de
elementos-traco foi ajustada para 5,0 com NaOH a 10%.
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2.8.2.2 Meio de cultura para F. proliferatum

Sulfato ferroso heptahidratado..............cooomiiiiiiii e 0,01g
Sulfato de magnésio heptahidratado...............coooiiiiiiiiiiiii e 0,50¢
Cloreto de POLASSIO .....cieeiiii e 0,50 g
Fosfato de potassio diDASICO.........coouvuiiiiiii e 1,00 g
[T (=Y (o Y0 (=TT 0 o | o TR 3,00 g
S T=Lor= 1o 11 30,00 g
LY@ o < T o U 1000 mL

2.8.2.3 Meio de cultura para P. palustris
AQAr MARE. ... 30,00 g
LY@ o < T o U 1000 mL

2.8.3 Inéculo

2.8.3.1 Preparo do inéculo

A suspensdo de fungos que se inocula ao meio de cultura € chamada de
in6culo. Foram adicionados 10 mL de agua destilada e esterilizada no tubo com a
cultura do fungo em meio solido agar batata dextrosado inclinado, produzindo uma
suspensao que foi transferida para 2 erlenmeyers com o meio liquido, previamente
esterilizado. Estes erlenmeyers foram mantidos sob agitagdo, em condigbes estéreis,

até o momento da inoculagdo do meio de cultura.

2.8.3.2 Inoculagao do meio de cultura

O inéculo foi distribuido em condigcdes estéreis entre os frascos contendo o
meio de cultura liquido autoclavado. A cada erlenmeyer foi administrado cerca de
0,5 mL do inéculo. Em seguida, os frascos foram transferidos para a mesa de
agitacdo, onde é realizado o crescimento fungico (experimentos utilizando C.
aphidicola e F. prioliferatum) ou foram mantidos em repouso sobre a bancada
(experimento empregando P. palustris). Um dos erlenmeyrs, em cada experimento,

nao recebeu o indculo, sendo reservado para ser o controle do substrato.
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2.8.4 Biotransformacgoes

Cada amostra da substancia foi dissolvida em etanol a 96 °GL. A quantidade
de substancia inoculada em cada experimento variou, dependendo de sua
disponibilidade no laboratério, sendo de aproximadamente 500 mg. Apos dissolugéo
completa da substancia, a solucédo e todo o material utilizado na inoculagcdo do
substrato foram mantidos sob luz UV, em camara estéril, por 15 minutos. Depois a
luz UV foi desligada, passando-se a trabalhar préximo ao bico de Bunsen. Distribuiu-
se 0,5 mL da solugdo contendo a substdncia a ser biotransformada entre os
erlenmeyers contendo o indculo do fungo, empregando-se uma seringa estéril. Um

dos erlenmeyers ndo recebeu a amostra (controle do fungo), mas o erlenmeyer que

nao foi inoculado com o fungo recebeu a amostra (controle do substrato).

Apo6s o periodo de incubacido, o meio foi filtrado, utilizando papel de filtro
qualitativo Whatman n° 1. O micélio, retido no papel de filtro, foi lavado
exaustivamente com acetato de etila. Posteriormente, ele foi autoclavado e
descartado.

O filtrado foi extraido varias vezes com acetato de etila. As fases acetato de
etila e aquosa foram separadas através de funil de decantacdo. Os extratos
organicos combinados foram lavados com solugcédo saturada de cloreto de sodio,
secos com sulfato de sdédio anidro, filtrados e, posteriormente, o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida. A fracdo em acetato de etila obtida foi purificada
por CCS.

Em algumas biotransformacdes realizadas, o filtrado aquoso, além de ser
extraido com acetato de etila foi extraido também com n-butanol. Apds separacéao do
meio aquoso, secagem sob sulfato de sddio, filtragdo e concentragdo sob pressao
reduzida, ambas as fragdes obtidas foram submetidas a fracionamentos por CCS.

2.8.5 Materiais de partida empregados nas reagoes de biotransformagao

O ent-19-hidroxi-caur-16-eno (caurenol) (90) e o acido ent-3p-cinamato-caur-
16-en-19-dico (91), empregados nas reagdes de biotransformacgao foram gentilmente
cedidos pela Profa. Dra. Henriete da Silva Vieira (DQ, UFMG).

O acido ent-3p-angeloiloxi-caur-16-en-19-06ico (78) e a mistura dos acidos ent-
caur-16-en-19-o6ico (1) e ent-caur-9(11),16-dien-19-06ico (2) foram isolados a partir de
fracionamento por CCS de extratos brutos de W. paludosa (item 2.4).
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Os acidos ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (88) e ent-16-oxo-17-norcaur-
9(11)-en-19-6ico (89), empregados nas biotransformagdes, foram purificados por
CCS flash (item 2.7.4).

Os derivados caurénicos ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de etila (83) e a
mistura dos acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-
9(11),16-dien-19-6ico (86) foram obtidos por transformacdo quimica (itens 2.7.2 e
2.7.3).

As estruturas quimicas destas substancias sao apresentadas na Figura 2.2.

-~ H

~ H -~ H
CO,CH,CH; CO.H
83 86

Figura 2.2 - Materiais de partida empregados nas biotransformacdes.
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2.9 Biotransformacgao do ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90) por C. aphidicola

Quantidade de material inoculado: 0,69 g
Solvente para dissolu¢gdo da amostra: EtOH (13 mL)
Concentragéo da substancia no meio de cultura: 0,14 g/L

Dia da inoculacao e duragao do experimento: 6° dia, 15 dias.

AN N NN

Volume de meio utilizado: 5,2 L (200 mL em cada frasco: 24 frascos de
experimento; 1 controle positivo; 1 controle negativo).

v' Massa da fragao obtida apds extragao e evaporagao do solvente: 1,37 g

A fracdo oleosa de coloracdo castanho-escura obtida apds extracdo e
evaporagao do solvente acetato de etila foi cromatografada em coluna de silica gel
(21,5 g, 1,6 cm x 30 cm), empregando-se a série eluotrépica usual. Obtiveram-se 49
fracbes, de 100 mL cada, que foram reunidas em 6 grupos, de acordo com sua
semelhanga em analises por CCDS (Tabela 2.8).

Tabela 2.8 — Fracionamento por CCS da frag&o acetato de etila (1,3 g) proveniente

da biotransformagao do ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90) por C. aphidicola

Fracao Eluente Volume (mL)| Grupo Fracao de Massa
origem (mg)

1-9 Hex 900 G-1 1-9 94,5
10-21 Hex/DCM (1:1) 1.200 G-2 10 4445
22-27 DCM 600 G-3 11-13 160,0
28-38 DCM/ACOEt (1:1) 1.100 G-4 14-24 178,9
39-43 AcOEt 500 G-5 25-28 81,5
44-47 AcOEt/MeOH (1:1) 400 G-6 26-49 95,1
48-49 MeOH 200 - - -
Total 4.900 - Total 960,1

Por CCDS, verificou-se que a fragao 10 (G-2), 444,5 mg, continha apenas o
caurenol (90), o substrato da biotransformagéo recuperado; portanto a quantidade
do material de partida que efetivamente participou do experimento de
biotransformagao foi de 245,5 mg.

O G-5 (81,5 mg) apresentou manchas, por CCDS (eluente hexano/AcOEt 7:3),
que se mostraram diferentes daquelas do material de partida e do controle do fungo,
sendo consideradas potenciais produtos de biotransformagdo. Dessa forma, este
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grupo foi submetido a cromatografias sucessivas a fim de se isolar seus

constituintes.

2.9.1 Purificacao do grupo de fragoes G-5

O grupo G-5 (81,5 mg) foi submetido a CCS empregando-se a série eluotropica
usual e as fragcbes obtidas foram reunidas de acordo com a semelhanga de seus
perfis por CCDS, resultando em 4 grupos. A Tabela 2.9 mostra os dados deste

fracionamento.

Tabela 2.9 - Fracionamento por CCS do grupo G-5 proveniente da
biotransformacao do ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90) por C. aphidicola

Fracao Eluente Volume Grupo |Fracao de origem | Massa (mg)
(mL)

1-3 Hex/DCM (1:1) 130 G-5.1 1-6 4,6

4-6 DCM 100 G-5.2 7 25,0

7-9 DCM/ACOEt (1:1) 100 G-5.3 8 17,0

10-19 AcOEt 300 G-5.4 9-19 271

- Total 630 - Total 73,7

A fracdo 7, denominada G-5.2 (25 mg), foi submetida a nova CCS (eluente:
hexano/AcOEt 75:25), originando 5 grupos de fragbes, como descrito na Tabela 2.10
(pagina 62). Dentre estes grupos de fragdes, o grupo denominado G-5.2.2 (4,3 mg),
referente a reunido das fragdes 17 a 21, apresentou mancha unica nas analises por
CCDS. Este material foi codificado como AR-1 e foi identificado por IV e RMN de 'H
e de "*C mono e bidimensionais como ent-164,17,19-trihidroxi-caurano (92), 1,75%
de bioconversao.

O grupo G-5.2.4 (3,7 mg, fragbes 24-27), denominado AR-2, apresentou-se
como um solido branco amorfo que mostrou mancha unica em analise por CCDS,
empregando o eluente hexano/AcOEt (75:25). Esta substancia foi identificada como
o ent-164,19-dihidroxi-caurano (50), correspondendo a 1,51% de bioconversao.

Os demais grupos, G-5.2.1 a G-5.2.3 e G-5.2.5 apresentaram composigdao muito
complexa e nao foram trabalhados.
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Tabela 2.10 — Fracionamento por CCS do G-5.2 proveniente da biotransformacao do
ent-caur-16-en-19-ol (90) por C. aphidicola

Fracao Eluente Volume Grupo |[Fracdo de origem| Massa
(mL) (codigo) (mg)

1-45 Hex/AcOEt (75:25) 240 G-5.2.1 1-16 4.9
46-51 Hex/AcOEt (70:30) 40 G-5.2.2 17-21 (AR-1) 4,3
52-54 Hex/AcOEt (1:1) 70 G-5.2.3 22-23 1,7
55-58 AcOEt 50 G-5.24 24-27 (AR-2) 3,7
- - - G-5.2.5 28-58 3,9
- Total 400 - Total 18,5

O grupo de fragbes G-5.3 (17 mg) (Tabela 2.9, pagina 61) foi submetido a nova
CCS empregando-se eluicdo isocratica (eluente — hexano/AcOEt 75:25), de onde
recolheram-se 70 fragbes de aproximadamente 5 mL, cada (Tabela 2.11). As
fragdes analisadas por CCDS foram reunidas pela semelhanca de seus perfis,
resultando em 3 grupos. O grupo G-5.3.2 (12,8 mg), um solido branco cristalino
correspondente as fracbes 19-32, apresentou mancha unica por CCDS e, em
comparagao com o solido obtido anteriormente, foi identificado como quantidade
adicional de AR-1, ent-164,17,19-trihidroxi-caurano (92), 5,21% de bioconversao.
Dessa forma foram obtidos 17,1 mg de 92, o que representa 6,97 % de
bioconversao total.

Os demais grupos, G-5.3.1 e G-5.3.3, apresentaram-se por CCDS, como

misturas complexas de constituintes e n&o foram mais trabalhados.

Tabela 2.11 — Fracionamento por CCS do G-5.3 proveniente da biotransformacgao do
ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90) por C. aphidicola

Fracao Eluente Volume (mL)| Grupo |Fracado de origem| Massa
(codigo) (mg)
1-60 Hex/AcOEt (75:25) 240 G-5.3.1 1-18 3,3
61-63 Hex/AcOEt (1:1) 20 G-5.3.2 19-32 (AR-1) 12,8
64-70 AcOEt 30 G-5.3.3 33-70 8,6
- Total 330 - Total 247

O Esquema 2.4, a seguir, apresenta as purificagdes a que foi submetida a
fragdo em acetato de etila, proveniente da biotransformacgao do ent-19-hidroxi-caur-
16-eno (90) por C. aphidicola.
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e C. aphidicola

“¢h,0n
caurenol (90)
Biotransformagao
Fracdo AcOEt (1,3 g)
CCS
Hex Hex:DCM Hex:DCM (1:1), DCM:AcOEt (1:1) DCM:AcOEt
(1:1) DCM (1:1), AcOEt e
MeOH
G-5
G-1 G-2 G-3e G4 G-6
Caurenol (90) (81,5 mg)
4445
( 9) ces
I ]
G-5.1 DCM:ACOE (1:1) |DCM:ACOEL (1:1) [ 5 £ 4
Apresentaram G-5.2 (fr. 7) 25 mg G-5.3 (fr. 8) 17 mg
mancha Unica por
cCDS CCS CCS

Hex: AcOEt (75:25)

Hex: AcOEt (75:25)

Esquema 2.4 - Purificacdo de substancias da fracdo acetato de etila da
biotransformagéo do ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90) por C. aphidicola.
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2.10 Biotransformagao do acido ent-38-cinamato-caur-16-en-19-6ico (91) por

Fusarium proliferatum

Quantidade de material inoculado: 0,35 g.
Solvente para dissolugdo da amostra: EtOH (22 mL).
Concentragéo da substancia no meio de cultura: 0,073g/L.

Dia da inoculacao e duragao do experimento: 4° dia, 18 dias.

AN N NN

Volume de meio utilizado: 5,0 L (200 mL em cada frasco: 23 frascos de

experimento; 1 controle positivo; 1 controle negativo).

v' Massa da fracdo AcOEt 1, obtida apds extracdo e evaporagao do solvente:
2,04 g.

v' Massa da fragdo AcOEt 2 (micélio), obtida apds extragdo e evaporagdo do

solvente: 1,29 g.

A fragdo AcOEt 1 (2,04 g), obtida por extracdo da fase liquida com acetato de
etila, seguido por evaporagao do solvente sob presséo reduzida, foi cromatografada
em coluna de silica gel (100,0 g, 2,4 cm x 50 cm), empregando-se a série eluotrépica
usual. Originaram-se 27 fragdes de 100 mL cada, que foram reunidas em 8 grupos,
de acordo com a semelhanga de seus perfis cromatograficos em analises por CCDS
(Esquema 2.5, pagina 66). No entanto, estes grupos apresentaram-se como uma
mistura complexa de substancias identificadas também no controle do fungo, ndo
sendo purificados.

A fracdo AcOEt 2 (1,29 g), proveniente de lavagens do micélio do fungo
Fusarium proliferatum com acetato de etila, seguido por destilacdo deste sob
pressdo reduzida, foi submetida também a CCS (50,0 g, 1,56 cm x 54 cm)
empregando-se a série eluotropica usual (Tabela 2.12, pagina 65). Obtiveram-se 27
fragbes de 100 mL cada, que foram reunidas em 5 grupos de acordo com a
semelhanga de seus perfis cromatograficos por CCDS.
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Tabela 2.12 — Fracionamento por CCS da fragao 2 proveniente da biotransformagao

do acido ent-3-cinamato-caur-16-en-19-6ico (91) por F. proliferatum

Fracao Eluente Volume | Grupo Fracao de Massa (mg)
(mL) origem (co6digo)

1-3 Hex 300 MIC-1 1-5 854,7

4-6 Hex/DCM (1:1) 400 MIC-2 6-17 191,0
7-10 DCM 400 MIC-3 18 7,3
11-14 DCM/ACOEt (1:1) 400 MIC-4 19 (AR-3) 7,8
15-19 AcOEt 500 MIC-5 20-27 106,9
20-23 AcOEt/MeOH (1:1) 400 - -
24-27 MeOH 400 - - -

- Total 2.800 - Total 1.167,7

Os grupos de fragbes MIC-1 e MIC-2 apresentaram-se como Oleos densos
incolores e se mostraram, por CCD, como uma mistura complexa de constituintes,
semelhantes a composi¢céo do controle do meio, por isso, ndo foram trabalhados.

A fracdo 19 eluida com acetato de etila e denominada MIC-4 (7,8 mg),
apresentou-se como um solido opaco amarelado, mostrando apenas uma mancha
castanho-amarelada quando submetida a CCDS [hexano/ AcOEt (3:7)],
empregando-se solu¢do acida de sulfato cérico como revelador. Desse modo, foi
codificada como AR-3 e identificada por RMN de 'H e de *C e IV como ent-
3B,15a,16 a,19-tetrahidroxi-caurano (93) com 2,23 % de bioconversdo (Esquema
2.5). A fragdo 18 MIC-3 (7,3 mg) apresentou a mancha referente a 93, contaminada
com o material de partida 91.

O grupo MIC-5 apresentou-se como uma resina constituida por uma mistura

de substancias polares e nao foi trabalhado.
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e Fusarium proliferatum

Extracao do
filtrado

Residuo AcOEt 1 (2,04 g)

Extracao do
micélio

Residuo AcOEt 2 (1,29 g)

CCS CCS
CIN-1 A MIC-1 e MIC-3 = MIC-5
CIN-8 MIC-2 91+ 93
Mancha unica por CCDS
Esquema 2.5 - Purificagdo da fragdo acetato de etila proveniente da

biotransformagdo do acido ent-3-cinamato-caur-16-en-19-6ico (91) por Fusarium

proliferatum.
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2.11 Biotransformagao do acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (88) por F.

proliferatum

Quantidade de material inoculado: 0,37 g

Solvente para dissolu¢gdo da amostra: EtOH (11,5 mL)
Concentragéo da substancia no meio de cultura: 0,076 g/L
Dia da inoculacao e duragao do experimento: 4° dia, 14 dias.

AN N NN

Volume de meio utilizado: 5,0 L (200 mL em cada frasco: 23 frascos de
experimento; 1 frasco do controle positivo; 1 frasco do controle negativo).

v Massa da fracdo obtida pela extragdo da fase liquida com acetato de etila,
seguido de destilagdo do solvente sob pressao reduzida: 3,32 g

A fragdo obtida nesta biotransformacéo foi fracionada por CCS (215,8 g; 4,0 cm
x 35 cm), empregando-se a série eluotropica usual. Obtiveram-se 79 fragdes, de 100
mL cada, que foram reunidas em 7 grupos, de acordo com a semelhancga de seus

perfis em analises por CCDS (Tabela 2.13).

Tabela 2.13 - Fracionamento por CCS da fracao acetato de etila (3,3 g) proveniente
da biotransformacdo do acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (88) por F.

proliferatum
Fracao Eluente Volume (mL) Grupo Fracao de origem Massa
(mg)
1-22 Hex 2.200 NC-1 1-26 343,3
23-43 Hex/DCM (1:1) 2.100 NC-2 27-30 1.562,6
44-49 DCM 600 NC-3 31-48 1479
50-61 DCM/AcOEt (1:1) 1.200 NC-4 49 365,5
62-67 AcOEt 700 NC-5 50-60 338,2
68-76 AcOEt/MeOH (1:1) 480 NC-6 61-67 143,2
77-79 MeOH 300 NC-7 68-79 126,6
- Total 7.580 - Total 3.027,3

O grupo NC-2 apresentou manchas, por CCDS, analogas aquelas do controle
do fungo. Os grupos NC-4 e NC-6 apresentaram manchas diferentes daquelas
citadas acima e também diferentes daquela do substrato. Ambos foram submetidos
a purificagdo por CCS. Os demais grupos apresentaram-se como misturas
complexas de substancias e nao foram trabalhados.
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2.11.1 Purificagao do grupo de fracées NC-4

O grupo eluido com diclorometano e denominado NC-4 (365,5 mg), referente a
fracdo 49 (Tabela 2.13, pagina 67), apresentou-se como cristais brancos imersos em
um 6leo amarelado. Parte deste material (330,2 mg) foi submetida a CCS (1,7 cm x
50 cm) empregando-se a série eluotropica usual e recolhendo-se 21 fragcbes em
torno de 50 mL cada. As fragcdes foram reunidas de acordo com seus perfis por
CCDS resultando em 3 grupos (Tabela 2.14).

Tabela 2.14 - Fracionamento por CCS da fracdo NC-4 proveniente da

biotransformacao do acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (88) por F. proliferatum

Fracao Eluente Volume (mL)| Grupo |Fragao de origem | Massa (mg)
1-5 Hex/DCM (1:1) 250 NC-4.1 1-5 10,8
6-10 DCM 250 NC-4.2 6-8 120,5
11-14 DCM/ACOEt (1:1) 200 NC-4.3 9-21 145,7
15-21 AcOEt 300 - - -
- Total 1000 - Total 277,0

Uma aliquota (40,4 mg) do grupo de fragbes reunidas NC-4.2, apds
recristalizacdo em mistura de metanol e gotas de diclorometano, levou a um sdlido
(3,7 mg), que apresentou mancha unica por CCDS, empregando o eluente hexano/
AcOEt (7:3). A andlise dos espectros de RMN de 'H e de ">C deste sélido levou &
conclusao de que o produto era um acido graxo e, sendo assim, ndo poderia ser um

produto de biotransformacao do diterpeno 88.

2.11.2 Purificagcao do grupo de fragcoes NC-6

O grupo NC-6 (fragbes reunidas 61-67, 143,2 mg, Tabela 2.13, pagina 67),
mostrou-se como cristais branco-amarelados, apresentando mancha unica nas
analises por CCDS.

Uma aliquota de NC-6 (125,9 mg) foi submetida a CCS (16,4 g; 1,2 cm x 35,5
cm), empregando-se a seérie eluotropica usual recolhendo-se 22 fragdes de cerca de
50 mL cada. As fragdes obtidas foram reunidas, de acordo com seus perfis por
CCDS, em 4 grupos (Tabela 2.15, pagina 69).

A fragdo 13, denominada de NC-6.3 (19,1 mg) mostrou mancha unica por

CCDS, sendo codificada como AR-4 e identificada como sendo o acido ent-2a-
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hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-6ico (94), por IV, RMN de 'H e de "*C (1D e 2D) e
EM.

Tabela 2.15 - Fracionamento por CCS da fracdo NC-6 proveniente da
biotransformacao do acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (88) por F. proliferatum

Fracao Eluente Volume (mL)| Grupo |Fragao de origem | Massa
(cédigo) (mg)
1-8 DCM 400 NC-6.1 1-10 14,2
9-13 DCM/AcOEt (1:1) 200 NC-6.2 11-12 62,8
14-17 AcOEt 200 NC-6.3 13 (AR-4) 19,1
18-22 AcOEt/MeOH (1:1) 250 NC-6.4 14-22 43,9
- Total 1050 - Total 140,0

2.11.2.1 Purificagao do grupo de fragées NC-6.2

O grupo de fragbes NC-6.2 (62,8 mg), referente ao grupo de fragées 11-12
(Tabela 2.15), teve uma aliquota (61,9 mg) submetida a CCS (18,0 g; 0,9 cm x 48
cm) (Tabela 2.16).

As fragbes 15-18 (NC-6.2.2, 34,1 mg) e 22 (NC-6.2.4, 11,4 mg) apresentaram-
se como cristais brancos brilhantes em formato de agulhas finas e exibiram a mesma
mancha unica em CCDS, empregando solugcdo acida de sulfato cérico como
revelador. Uma aliquota destes cristais foi submetida as analises usuais [IV, RMN de
'H e de ©C (1D e 2D)]. Por meio destas comprovou-se que 0sS mesmos eram
guantidades adicionais de AR-4: o acido ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico
(94) (64,6 mg; 17,6% de bioconversdo). A confirmagédo da estrutura proposta foi
realizada por cristalografia de raios-X.

Tabela 2.16 — Fracionamento por CCS de NC-6.2, proveniente da biotransformagao

do acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-o6ico (88) por F. proliferatum

Fracao Eluente Volume (mL)| Grupo |Fragao de origem | Massa
(cédigo) (mg)
1-9 Hex/AcOEt (1:1) 150 NC-6.2.1 1-14 7,8
10-20 Hex/AcOEt (2:8) 150 NC-6.2.2 15-18 (AR-4) 34,1
21-24 Hex/AcOEt (1:9) 50 NC-6.2.3 19-21 1,5
25-26 AcOEt 50 NC-6.2.4 22 (AR-4) 11,4
27-32 AcOEt/MeOH (1:1) 100 NC-6.2.5 23-34 23,5
33 MeOH 25 - -

- Total 525 - Total 78,5
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O Esquema 2.6, a seguir, sumariza os processos de purificagdo a que foi
submetido o extrato em acetato de etila obtido da biotransformacéo do acido ent-16-
oxo-17-norcauran-19-éico (88) por F. proliferatum.

e F. proliferatum

“Coom
acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico
(88)

Biotransformagéo

Fragdo AcOEt (3,3 g)

ccs
Hex; Hex/DCM DCM/AcOEL (1:1) ACOEt: AcOEY/
(1:1); DCM NC-6 (fr.61-67) MeOH
NC-1 a NC-4 (143,2 mg) NC-7
| ccs
DCM/ACOEt DCM/AcOEt
(1:1) (1:1)
Y TR N T B Coa
(fr. 1-10) (fr. 11-12, 61,9 mg) (fr. 14-22)

Apresentaram mancha
Unica por CCDS

Esquema 2.6 - Purificacdo de substancias da fracdo acetato de etila originada na
biotransformagéo do acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (88) por F. proliferatum.
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2.12 Biotransformacgao do ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-6ico (89) por F.
proliferatum

v" Quantidade de material inoculado: 0,31 g.

v Solvente para dissolugao da amostra: EtOH (23,0 mL).

v Concentragao da substancia no meio de cultura: 0,064 g/L.

v' Dia da inoculagao e duragéo do experimento: 3° dia, 10 dias.

v" Volume de meio utilizado: 5,0 L (200 mL em cada frasco: 23 frascos de
experimento; 1 frasco do controle positivo; 1 frasco do controle negativo).

v' Massa da fragéo obtida apds extragao e evaporagdo do AcOEt: 5,62 g.

Uma aliquota (4,8 g) da fracdo oleosa, castanho-avermelhada obtida apos
remogé&o do solvente foi cromatografada em coluna de silica gel (166,0 g; 2,7 cm x
62,5 cm), empregando-se a série eluotropica usual. Obtiveram-se 34 fragdes, com
volumes variando entre 100 mL e 225 mL cada, que foram reunidas em 10 grupos,
codificados como NG, de acordo com a semelhanga de seus perfis em analises por
CCDS (Tabela 2.17).

Tabela 2.17 — Fracionamento por CCS da fracdo acetato de etila proveniente da
biotransformacao do acido ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-6ico (89) por F.

proliferatum
Fracao Eluente Volume (mL) Grupo |Fracao de origem | Massa (mg)
1-3 Hex 2.200 NG-1 1-4 25,9
4-7 Hex/DCM (1:1) 2.100 NG-2 5-6 723,5
8-12 DCM 600 NG-3 7-12 185,3
13-17 DCM/EtOAc (1:1) 1.200 NG-4 13 833,4
18-22 AcOEt 700 NG-5 14-15 253,7
23-26 AcOEt/MeOH (1:1) 480 NG-6 16-17 762,9
27-31 MeOH 300 NG-7 18-22 499,6
32-34 MeOH/H,0 200 NG-8 23-24 1.455,9
- - - NG-9 25-33 282,0
- - - NG-10 34 27,7
- Total 8.100 - Total 4.550,3

Os grupos NG-4, NG-6, NG-8 e NG-10 foram submetidos a tentativa de
purificacdo por sucessivas CCS, mas nenhum produto de biotransformacao foi

isolado.
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2.13 Biotransformagao do acido ent-38-angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico (78) por
F. proliferatum

v" Quantidade de material inoculado: 0,28 g.

v Solvente para dissolugao da amostra: EtOH (11,5 mL).

v" Concentragao da substancia no meio de cultura: 0,061 g/L.

v' Dia dainoculagao e duragédo do experimento: 4° dia, 14 dias.

v" Volume de meio utilizado: 4,8 L (200 mL em cada frasco: 22 frascos de

experimento; 1 frasco do controle positivo; 1 frasco do controle negativo).
v' Massa da fragao obtida apds extragao e evaporagdo do AcOEt: 4,4 g.

A fracdo obtida apds extracdo e evaporacao do solvente acetato de etila foi
cromatografada em coluna de silica gel (149,0 g, 2,5 cm x 59 cm), empregando-se a
série eluotrdpica usual. Obtiveram-se 39 fracdes, de 100 — 130 mL cada, que foram
reunidas em 5 grupos, de acordo com sua semelhanga em analises por CCDS
(Tabela 2. 18).

Tabela 2.18 - Fracionamento por CCS da fracdo AcOEt (4,35 g), proveniente da

biotransformacdo do acido ent-3p-angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico (78) por F.

proliferatum
Fracao Eluente Volume (mL) Grupo |Fracao de origem | Massa (mg)
1-6 Hex 850 ANG1 1-18 2.154
7-13 Hex/DCM (1:1) 700 ANG2 19-21 597.,4
14-20 DCM 900 ANG3 22-33 1.066
21-26 DCM/EtOAc (1:1) 800 ANG4 31 3,7
27-30 AcOEt 850 ANG5 34-39 4,2
31-34 AcOEt/MeOH (1:1) 500 - - -
35-39 MeOH 500 - - -
- Total 5.100 - Total 3.825,3

Nos grupos de fragdes reunidas sob os cédigos ANG1 e ANG2 observaram-se
substancias com o mesmo perfil cromatografico visualizado no controle do fungo e
no controle do substrato, respectivamente.

Comparacéo, por CCDS, do perfil cromatografico dos grupos ANG3 e ANG5 e
amostra de glicose, demonstrou que estes grupos possuiam este agucar em sua
composic¢do, além de substancias presentes também no controle do fungo. O grupo
ANG4 (fracdo 31) apresentou-se como uma mancha cinza arredondada que n&o
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aparecia em nenhum dos dois controles. No entanto, devido a pequena quantidade
isolada da substancia e a sua baixa solubilidade mesmo em diferentes solventes
organicos (metanol, piridina, acetona) nao foi possivel obter espectro de RMN
adequado a elucidacao estrutural.

2.14 Biotransformagao do ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de etila (83) por F.

proliferatum

Quantidade de material inoculado: 0,41 g.

Solvente para dissolugdo da amostra: EtOH (9,2 mL).
Concentragéo da substancia no meio de cultura: 0,089 g/L.
Dia da inoculacao e duragao do experimento: 4° dia, 14 dias.

AN N NN

Volume de meio utilizado: 4,8 L (200 mL em cada frasco: 22 frascos de

experimento; 1 frasco do controle positivo; 1 frasco do controle negativo).

<

Massa da fragdo obtida apos extragédo e evaporagao do AcOEt: 1,6 g.
v' Massa da fragéo obtida apds extragao e evaporagao do n-BuOH: 0,3 g.

As CCS das fragbes acetato de etila (Tabela 2.19) e butandlica (Tabela 2.20,
pagina 74) foram realizadas. As fragbes obtidas, reunidas de acordo com sua
semelhanga em analises por CCDS, apresentaram-se como misturas complexas de
substancias e ndo proporcionaram o isolamento de nenhum produto de

biotransformacao.

Tabela 2.19 - Fracionamento por CCS (39 g, 1,5 cm x 44 cm) da fragdo AcOEt (1,6
g) proveniente da biotransformagdo do ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de etila
(83) por F. proliferatum

Fracao Eluente Volume (mL) Grupo |Fracao de origem | Massa (mg)
1-3 Hex 300 E1 1-4 564,9
4-6 Hex/DCM (1:1) 300 E2 6 148,1
7-12 DCM 600 E3 5-15 438,4

13-18 DCM/EtOAc (1:1) 650 E4 16-20 124,4
19-20 AcOEt 280 E5 21-24 270,0
21-22 AcOEt/MeOH (1:1) 200 - - -
23-24 MeOH 200 - - -

- Total 2.530 - Total 1.545,8
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Tabela 2.20 - Fracionamento por CCS (18,5 g, 1 cm x 40 cm) da fragdo n-butandlica
(277 mg) proveniente da biotransformag¢do do ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de
etila (83) por F. proliferatum

Fracao Eluente Volume (mL) Grupo |Fracao de origem | Massa (mg)
1-2 Hex 100 EBu1 1-7 175,6
3-4 Hex/DCM (1:1) 100 EBu2 8-13 45,0
5-8 DCM 260 EBu3 14-18 50,2
9-11 DCM/EtOAc (1:1) 150 - - -

12-14 AcOEt 150 - - -
15-17 AcOEt/MeOH (1:1) 160 - - -
18-20 MeOH 150 - - -

- Total 1070 - Total 170,8

2.15 Biotransformagao de uma mistura dos acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-
19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (86) por F.

proliferatum

Quantidade de material inoculado: 0,36 g.

Solvente para dissolugdo da amostra: EtOH (9,2 mL).
Concentragéo da substancia no meio de cultura: 0,077 g/L.
Dia da inoculacao e duragao do experimento: 4° dia, 14 dias.

AN N NN

Volume de meio utilizado: 4,8 L (200 mL em cada frasco: 22 frascos de

experimento; 1 frasco do controle positivo; 1 frasco do controle negativo).

<

Massa da fragado obtida apos extragcéo e evaporagao do AcOEt: 4,28 g.
v' Massa da fragéo obtida apds extragao e evaporagao do n-BuOH: 3,67 g.

2.15.1 Fracionamento da fragao em acetato de etila

Uma aliquota da fragdo obtida pela extragdo com acetato de etila (4,2 g) foi
cromatografada em coluna de silica gel (100,0 g; 2,5 cm x 58 cm), empregando-se a
série eluotropica usual. Obtiveram-se 30 fragdes, variando entre 100 e 150 mL, que
foram reunidas em 8 grupos, de acordo com a semelhanga de seus perfis em
analises por CCDS (Tabela 2.21, pagina 75).

O grupo HA2 (16,3 mg), um dleo incolor, apresentou mancha unica em analises
por CCDS. Através de analises dos espectros no IV e de RMN concluiu-se que HA2
tratava-se de um acido graxo e ndo de um produto de biotransformacéo e, portanto,
nao foi identificado.
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Os grupos HA3, HA4, HA6 e HA7 foram submetidos a novas purificagdes.

Tabela 2.21 - Fracionamento por CCS do residuo AcOEt proveniente da
biotransformacao da mistura dos acidos 85 e 86 por F. proliferatum
Fragao Eluente Volume Grupo Fracao de Massa
(mL) origem (mg)
1-4 Hex 400 HA1 1-9 1.024,7
5-11 Hex/DCM (1:1) 950 HA2 10-11 16,3
12-14 DCM 400 HA3 12-15 217,6
15-21 DCM/AcOEt (1:1) 660 HA4 16 144,0
22-23 AcOEt 200 HAS 17-19 162,2
24-25 AcOEt/MeOH (1:1) 220 HAG6 20-21 649,9
26-30 MeOH 550 HA7 22-23 1265,0
- - - HAS8 24-30 409,2
- Total 3.380 - Total 3.888,9

2.15.1.1 Fracionamento do grupo de fragées HA3
217,6 mg do grupo HA3 foram submetidos a CCS (12,3 g; 1,5 cm x 32 cm),

tendo sido obtidas 15 fragbes de 40 mL cada (Tabela 2.22, pagina 76). As fragdes
foram reunidas de acordo com seus perfis por CCDS em 2 grupos, HA3.1 e HA3.2.
HA3.1 apresentou-se como uma mistura de substéncias apolares e HA3.2

apresentou perfil por CCDS comparavel ao encontrado para o acido graxo HAZ2.

Tabela 2.22 - Fracionamento por CCS do grupo de fragbes HA3, proveniente da

biotransformacao da mistura dos acidos 85 e 86 por F. proliferatum

Fracao Eluente Volume (mL) Grupo Fracao de Massa
origem (mg)
1-2 Hex/DCM (3:7) 80 HA3.1 1-6 102,1
3-5 DCM 120 HA3.2 7-15 74,3
6-7 DCM/AcOEt (9:1) 80 - - -
8-10 DCM/AcOEt (75:25) 120 - - -
11-15 DCM/AcOEt (1:1) 200 - - -
- Total 600 - Total 176,4

2.15.1.2 Fracionamento do grupo de fragées HA4

O grupo HA4 (144,0 mg) apresentou mancha similar a do material de partida

por CCDS e, por CCS (8,5 g, 1 cm x 22,5 cm) (Tabela 2.23, pagina 76), foram
recuperados 30,4 mg (grupo HA4.3) do acido ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico
(85).
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Tabela 2.23 - Fracionamento por CCS do grupo de fragbes HA4, proveniente da
biotransformacao da mistura dos acidos 85 e 86 por F. proliferatum

Fracao Eluente Volume (mL) Grupo Fracao de Massa
origem (mg)
1-8 DCM 70 HA4 .1 1-7 12,1
9-13 DCM/AcOEt (9:1) 70 HA4.2 8-10 6,8
14-22 DCM/AcOEt (7:3) 140 HA4.3 12-13 30,4
23-26 DCM/AcOEt (1:1) 70 HA4 .4 14-25 24,6
27-29 AcOEt 40 HA4.5 26-29 35,2
- Total 600 - Total 109,1

2.15.1.3 Fracionamento do grupo de fragoes HA6

594,2 mg deste grupo de fragdes foram submetidas a CCS (17,7 g; 1,1 x 35
cm) originando 30 fragbes de aproximadamente 10 mL cada (Tabela 2.24). Nas
fragbes 14 a 28 foi observada a presenga de um solido em forma de agulhas finas,
brilhante, imerso em éleo marrom claro. Este material foi identificado como um

contaminante.

As demais fragbes apresentavam material comparavel ao identificado no
controle fungico.

Tabela 2.24 - Fracionamento por CCS do grupo de fragbes HAG, proveniente da
biotransformacao da mistura dos acidos 85 e 86 por F. proliferatum

Fragao Eluente Volume Grupo Fragao de Massa
(mL) origem (mg)
1-10 DCM 100 HAB6.1 1-13 256,7
11-14 DCM: AcOEt (7:3) 50 HAG.2 14-28 154,3
15-28 DCM: AcOEt (1:1) 150 HAG6.3 29-30 42,0
29-30 AcOEt 30 - - -
- Total 330 - Total 453,0

2.15.1.4 Purificagao do grupo de fragées HA7

O grupo denominado HA7 (1,265 g) apresentou-se como um solido branco
imerso em um 6leo marrom escuro. A analise por CCDS desta fragdo, empregando-
se sulfato cérico como revelador, demonstrou ser, este, uma mistura de substéncias
diferentes dos controles do fungo e substrato. Parte deste material (1,2 g) foi
submetido a CCS (25,0 g; 1,5 cm x 38 cm), pela utilizagdo da série eluotropica usual,
sendo recolhidas 25 fragbes com volume em torno de 50 mL, cada. As fragdes foram
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reunidas, de acordo com a semelhanca de seus perfis por CCDS, resultando em 7
grupos (Tabela 2.25).

Tabela 2.25 - Fracionamento por CCS do grupo HA7 proveniente da
biotransformacao da mistura de acidos 85 e 86 pelo F. proliferatum

Fracao Eluente Volume Grupo Fracao de Massa
(mL) origem (mg)
1-7 DCM 300 HA7.1 1-10 152,3
8-16 DCM/AcOEt (1:1) 400 HA7.2 11-12 90,1
17-21 AcOEt 200 HA7.3 13-16 (AR-5) 95,1
22-23  AcOEt/MeOH (1:1) 100 HA7.4 17-21 32,4
24-25 MeOH 100 HA7.5 22-25 863,9
- Total 1000 - Total 1.233,8

O grupo HA7.3, codificado como AR-5 (95,1 mg), referente as fragdes reunidas
13 a 16 se apresentou como um sélido opaco amarelo ouro, com mancha unica em
CCDS, sendo identificado como o acido ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95)
(26,78 % de bioconversdo) (Esquema 2.7, pagina 78), através de analise dos
espectros no IV, RMN de 'H e de *C (1D e 2D) e EM.

Os grupos HA7.2 e HA7.4 mostraram-se, por CCDS, como uma mistura de AR-
5 e dos materiais de partida da biotransformacéo.

HA7.1 e HA7.5 apresentaram constituintes semelhantes aos visualizados, por
CCDS, no controle do meio.

2.15.2 Fracionamento da fragao n-butandlica

A fragédo n-butandlica (3,6 g) foi cromatografada em coluna de silica gel (120,0
g, 2,5 cm x 44 cm), empregando-se a série eluotropica usual. Obtiveram-se 20
fragbes de 100 a 200 mL, que foram reunidas em 4 grupos, de acordo com a
semelhanga de seus perfis em analises por CCDS (Tabela 2.26, pagina 78). No
entanto, ndo se identificou nenhum produto de biotransformacdo nestas fracdes

(Esquema 2.7, pagina 78).
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Tabela 2.26 — Fracionamento por CCS do residuo n-butandlico proveniente da
biotransformacao da mistura dos acidos 85 e 86 por F. proliferatum

Fragao Eluente Volume Grupo Fracao de Massa (mg)
(mL) origem
1-2 Hex 365 HBu1 1-11 34,4
3-6 Hex/DCM (1:1) 400 HBu2 12-16 261,9
7-10 DCM 400 HBu3 17-18 20,3
11-13 DCM/AcOEt (1:1) 400 HBu4 19-20 154,8
14-15 AcOEt 400 - - -
16-17 AcOEt/MeOH (1:1) 400 - - -
18-20 MeOH 400 - - -
- Total 2.765 - Total 471,4

OH e F. proliferatum

* H
COOH
86

| Biotransformacéo

| Residuo AcOEt (429) | | Residuo BuOH (36 g)
CCS ccs
R E—
HA1a Haa || HAs || HAs || HAT(1.2659) || HAB | | HBua
HA3 || (144 mg)
ccs CCS
DCM: AcOEt (9:1)

T DCM:ACOE (1:1)

g5 a7 | [ ware |

| HA7.4 | | HATS |

Apresentaram mancha

Unica por CCDS

Esquema 2.7 - Purificagdo das fragdes acetato de etila e butandlica originadas na
biotransformacéo de mistura dos acidos 85 e 86 por F. proliferatum.
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2.16 Biotransformagao da mistura dos acidos ent-caur-16-en-19-éico (1) e ent-

caur-9(11),16-dien-19-6ico (2) por P. palustris

AN N NN

Quantidade de material inoculado: 0,5 g

Solvente para dissolu¢gdo da amostra: EtOH (29,0 mL)
Concentragéo da substancia no meio de cultura: 0,09 g/L

Dia da inoculacao e duragao do experimento: 4° dia, 15 dias.

Volume de meio utilizado: 6,0 L (200 mL em cada frasco: 28 frascos de

experimento; 1 frasco do controle positivo; 1 frasco do controle negativo).

<

v' Massa da fragao obtida apds extragao e evaporagédo do n-BuOH: 0,99 g

2.16.1 Fracionamento da fragao em acetato de etila

Massa da fragdo obtida apos extragéo e evaporagao do AcOEt: 0,77 g

Parte da fragdo (0,70 g) foi cromatografada em coluna de silica gel (24,0 g, 1,5

cm x 35 cm), empregando-se a série eluotropica usual. Obtiveram-se 23 fragdes,

com volumes variando entre 100 e 125 mL, que foram reunidas em 4 grupos, de

acordo com a semelhanga de seus perfis em analises por CCDS (Tabela 2.27).

Tabela 2.27 - Fracionamento por CCS da fracdo em AcOEt, proveniente da

biotransformagdo da mistura dos acidos caurenoico (1) e grandiflorénico (2) por P.

palustris
Fracao Eluente Volume (mL) Grupo Fracao de origem Massa
(mg)
1-4 Hex 420 PpA1 1-11 390,5
5-6 Hex/DCM (1:1) 300 PpA2 12 31,3
7-8 DCM 250 PpA3 13-15 43,2
9-12 DCM/AcOEt (1:1) 500 PpA4 16-23 457,0
13-16 AcOEt 400 -
17-18 AcOEt/MeOH (1:1) 250 - - -
19-23 MeOH 450 - - -
- Total 2.570 - Total 922,0

Os grupos PpA2 e PpA3 foram submetidos ao refracionamento por CCS

objetivando a purificagdo de substancias, mas nenhum produto de biotransformagéo

foi isolado.



Capitulo 2 Parte experimental 80

2.16.2 Fracionamento da fragao n-butandlica

Uma aliquota (0,75 g) da fragdo n-butandlica foi cromatografada em coluna de
silica gel (30,0 g, 1,9 cm x 38 cm), empregando-se a série eluotropica usual.
Obtiveram-se 18 fragbes de 100 a 125 mL, que foram reunidas em 5 grupos, de

acordo com a semelhancga de seus perfis em analises por CCDS (Tabela 2.28).

Tabela 2.28 - Fracionamento por CCS da fracdo n-butandlico proveniente da

biotransformacao dos acidos caurendico (1) e grandiflorénico (2) por P. palustris

Fracao Eluente Volume Grupo Fracao de origem Massa
(mL) (mg)
1-2 Hex 180 PpBu1 1-6 8,6
Hex/DCM (1:1) 150 PpBu2 7 20,5
4-5 DCM 200 PpBu3 8-9 68,4
6-8 DCM/AcOEt (1:1) 350 PpBu4 10-11 (AR-6) 15,8
9-11 AcOEt 350 PpBub 12-18 908,0
12-15 AcOEt/MeOH (1:1) 400 - - -
16-18 MeOH 350 - - -
- Total 1980 - Total 952,9

A fragédo 7 (20,5 mg, PpBu2) apresentou, nas analises por CCDS empregando
o eluente hexano/ AcOEt (1:1), duas manchas, aquela referente ao material de
partida e outra, marrom arredondada, mais polar do que primeira. Assim, objetivando
isolar esta substancia, realizou-se uma coluna flash. Empregou-se, na eluicao
isocratica, hexano: acetato de etila (1:1), recolhendo-se 20 fragdes de 5 mL. O grupo
de fragbes 14 a 20 (7,0 mg), soluvel em cloroféormio, apresentou apenas a mancha
marrom escuro. Andlise por RMN de 'H e de "*C mostrou que a substancia ndo se
tratava de um diterpeno. Sendo assim, ndo se prosseguiu com a identificago.

A fragéo reunida 10-11 (15,8 mg, PpBu4), codificada como AR-6, apresentou
mancha unica em analises por CCDS, sendo identificado como o acido ent-
2a,3a,16a,17-tetrahidroxi-cauran-19-6ico (96) (3,2 % de bioconverséo), atraves de
analise dos espectros no IV, RMN de 'H e de "*C (1D e 2D).

O Esquema 2.8 (pagina 81) apresenta os fracionamentos a que foram
submetidas os extratos em acetato de etila e butandlico, provenientes da
biotransformagdo da mistura dos acidos caurenoico (1) e grandiflorénico (2) por P.

palustris.
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* H 5'
COOH COOH
1 2

e P. palustris

Residuo AcOEt (0,7 g)

Residuo BUuOH (0,75 g)

Apresentou mancha
Unica por CCDS

cos ccs
PpA1 a PpBula | |- PpBU4=AR®6 - || PpBus
PpA5 PpBu3d | [~ .- (15,8 mg; 3,2%) - -

Esquema 2.8 - Purificagdo das fragdes acetato de etila e butandlica originadas na

biotransformagdo da mistura dos acidos caurenoico (1) e grandiflorénico (2) por P.

palustris.
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2.17 Dados fisico-quimicos

2.17.1 Acido ent-caur-16-en-19-6ico (1)

Aspecto: cristais brancos opacos.

FM (MM): C2H3002 (302 g/mol).

Faixa de fusdo: 167 -182 °C (lit.”: 179-180 °C).

IV (Vinax, €m™): 2926 e 2855 (C-H, O-H), 1685 (C=0), 1655 (C=CH,), 872 (C-H).
RMN de 'H (CDCls, 200 MHz, 8): 0,95 (s, 3H, H-20); 1,24 (s, 3H, H-18); 2,57 (m, 1H,
H-13); 4,74 (sl, 1H, H-17a); 4,80 (sl, 1H, H-17b).

RMN de *C (CDCIs, 50 MHz, 6): 40,70 (C-1); 19,09 (C-2); 37,77 (C-3); 43,76 (C-4);
57,06 (C-5); 21,83 (C-6); 41,28 (C-7); 44,23 (C-8); 55,10 (C-9); 38,80 (C-10); 18,43
(C-11); 33,11 (C-12); 43,84 (C-13); 39,66 (C-14); 48,96 (C-15); 155,90 (C-16);
103,00 (C-17); 28,98 (C-18); 184,69 (C-19); 15,59 (C-20).

2.17.2 Acido ent-caur-9(11),16-dien-19-6ico (2)

Aspecto: cristais brancos opacos.

FM (MM): C2H2502 (300 g/mol).

Faixa de fusdo: 157,3-159,6 °C (lit.”: 157-159 °C).

IV (Vmax, cm™"): 3000-2900 (O-H; C-H), 1690 (C=0), 1650 (C=CHy), 850 (C-H).

RMN de 'H (CDCls, 200 MHz, 8): 1,03 (s, 3H, H-20); 1,24 (s, 3H, H-18); 2,64 (m, 1H,
H-13); 4,80 (sl, 1H, H-17a); 4,91 (sl, 1H, H-17b); 5,24 (tl, 1H, H-11, J 3,26).
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RMN de "*C (CDCls, 50 MHz, 8): 40,70 (C-1); 20,13 (C-2); 38,23 (C-3); 44,73 (C-4);
46,59 (C-5); 20,00 (C-6); 29,66 (C-7); 42,27 (C-8); 158,56 (C-9); 38,80 (C-10);
114,90 (C-11); 37,92 (C-12); 41,24 (C-13); 44,94 (C-14); 50,30 (C-15); 155,95 (C-
16); 105,49 (C-17); 28,24 (C-18); 184,52 (C-19); 23,60 (C-20).

2.17.3 3B-Friedelinol (77)

Aspecto: sélido branco brilhante.

FM (MM): C30Hs,0 (428 g/mol).

Faixa de fusdo: 276-279 °C (lit.”: 279-280 °C).

IV (Vinax, cm™): 3619 e 3472 (O-H), 2924 e 2869 cm™ (C-H) 1650 (O-H), 1450-880
1450 e 980 (C-H).

RMN de 'H (CDCls, 200 MHz, 6): 3,74 (sl, 1H, H-3).

RMN de **C (CDCls, 50 MHz, 6): 15,78 (C-1); 35,17 (C-2); 72,76 (C-3); 49,16 (C-4);
37,82 (C-5); 41,71 (C-6); 17,54 (C-7); 53,18 (C-8); 37,09 (C-9); 61,33 (C-10); 35,33
(C-11); 30,63 (C-12); 38,36 (C-13); 39,66 (C-14); 32,32 (C-15); 36,07 (C-16); 30,02
(C-17); 42,80 (C-18); 35,54 (C-19); 28,18 (C-20); 32,80 (C-21); 39,28 (C-22); 11,63
(C-23); 16,39 (C-24); 18,25 (C-25); 18,66 (C-26); 20,12 (C-27); 32,09 (C-28); 31,79
(C-29); 35,03 (C-30).

2.17.4 Acido ent-3-angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico (78)
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Aspecto: solido branco opaco.

FM (MM): C25H3504 (400 g/mol).

Faixa de fusdo: 175-178 °C (lit.”: 173-175 °C).

IV (Vmax, cm™): 2927 e 2854 (O-H, C-H), 1698 (C=0), 1454 (C=CH; C=CHy), 1260 -
870 (C-H).

RMN de 'H (CDCls, 200 MHz, 8): 1,05 (s, 3H, H-20); 1,30 (s, 3H, H-18); 2,64 (sl, 1H,
H-13); 4,62 (dd, J = 4,57 e 12,04 Hz, 1H, H-3); 4,75 (sl, 1H, H-17a); 4,81 (sl, 1H, H-
17b), 6,09 (qq, J = 1,35 e 7,25, 1H, H-3’); 1,99 (dI, J = 7,33, 3H, H-4’); 1,89 (s, 3H, H-
5.

RMN de *C (CDCls, 50 MHz, 6): 39,49 (C-1); 24,10 (C-2); 78,68 (C-3); 47,94 (C-4);
55,13 (C-5); 21,49 (C-6); 40,96 (C-7); 43,89 (C-8); 56,42 (C-9); 39,36 (C-10); 18,49
(C-11); 33,03 (C-12); 43,73 (C-13); 38,72 (C-14); 48,71 (C-15); 155,32 (C-16);
103,28 (C-17); 23,95 (C-18); 180,86 (C-19); 15,69 (C-20); 167,73 (C-1’); 127,98 (C-
2’); 138,07 (C-3’); 15,30 (C-4’); 20,66 (C-5").

2.17.5 p-sitosterol (79)

Aspecto: sélido branco.

FM (MM): C29H500 (414g/mol).

Faixa de fusdo: 156-163 °C (lit.%: 126,7-130,2 °C).

IV (Vmax, cm™): 3469 e 3286 (O-H), 2933 - 2863 (C-H), 1456, 1382 e 1367 1260 (C-
H), 1051 e 1023 (O-H).

RMN de "H (CDCIs, 200 MHz, 6): 5,34 (dI, J= 4,6 Hz, 1H; H-6), 3,52 (m, 1H, H-3),
1,03 (s, 3H, H-19), 0,69 (s, 3H, H-18).

RMN de *C (CDCls, 50 MHz, 6): 37,23 (C-1); 31,61 (C-2); 71,78 (C-3); 42,26 (C-4);
140,72 (C-5); 121,69 (C-6); * (C-7); 31,86 (C-8); 50,12 (C-9); 36,48 (C-10); 21,05 (C-
11); 39,66 (C-12); 42,18 (C-13); 56,83 (C-14); 24,34 (C-15); 28,91 (C-16); 55,91 (C-
17); 11,85 (C-18); 19,38 (C-19); 40,49 (C-20); 21,09 (C-21); * (C-22); * (C-23); 51,22
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(C-24); 29,20 (C-25); 21,21 (C-26); 18,96 (C-27); 25,39 (C-28); 12,25 (C-29). *nao

determinado

2.17.6 Estigmasterol (80)

Aspecto: sélido branco.

FM (MM): C2H4s0 (412 g/mol).

Faixa de fusdo: 156-163 °C (lit.%: 156-157 °C).

IV (Vmax, cm™): 3469 e 3286 (O-H), 2933 - 2863 (C-H), 1456, 1382 e 1367 1260 (C-
H), 1051 e 1023 (O-H).

RMN de 'H (CDCl;, 200 MHz, 8): 5,34 (dI, J= 4,6 Hz, 1H; H-6), 3,52 (m, 1H, H-3),
1,03 (s, 3H, H-19), 0,69 (s, 3H, H-18), 5,10 (m, 2H, H-22 e H-23).

RMN de *C (CDCl;, 50 MHz, 8): 37,23 (C-1); 31,61 (C-2); 71,78 (C-3); 42,26 (C-4);
140,72 (C-5); 121,69 (C-6); * (C-7); 31,86 (C-8); 50,12 (C-9); 36,48 (C-10); 21,05 (C-
11); 39,66 (C-12); 42,18 (C-13); 56,83 (C-14); 24,34 (C-15); 28,91 (C-16); 55,91 (C-
17); 12,02 (C-18); 19,38 (C-19); 40,49 (C-20); 21,09 (C-21); 138,31 (C-22); 129,23
(C-23); 51,22 (C-24); 29,20 (C-25); 21,21 (C-26); 18,96 (C-27); 25,39 (C-28); 12,25

(C-29). *nao determinado

2.17.7 Ent-caur-16-en-19-oato de etila (81)

~ H
o GougHighs

81

Aspecto: oleo incolor.
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FM (MM): C22H340> (330 g/mol)
IV (v, em™): 3065 - 2800 (C-H), 1719 (COOCH,CHs), 1655 - 1350 (C=CHy), 1170 -
1140 (C-H, C-O).

RMN de "H (CDCls, 200 MHz, 8): 0,86 (s, 3H, H-18); 1,18 (sl, 3H, H-22): 1,24 (s, 3H,
H-20); 2,64 (m, 1H, H-13); 4,12 (sl, 2H, H-21); 4,74 (sl, 1H, H-17a); 4,80 (sl, 1H, H-
17b).

RMN de "3C (CDCls, 50 MHz, 8): 40,83 (C-1); 19,18 (C-2); 37,94 (C-3); 42,27 (C-4);
57,09 (C-5); 20,91 (C-6); 41,27 (C-7); 44,23 (C-8); 55,08 (C-9); 39,65 (C-10); 18,60
(C-11); 33,11 (C-12); 44,73 (C-13); 38,43 (C-14); 48,97 (C-15); 155,96 (C-16);
102,98 (C-17); 23,73 (C-18); 177,64 (C-19); 14,15 (C-20); 59,93 (C-21); 28,87 (C-
22).

2.17.8 Ent-caur-9(11),16-dien-19-oato de etila (82)

12

-
187 'CO,CH,CH;

19 21 22

82

Aspecto: oleo incolor.
FM (MM): C,,H320, (328 g/mol).
IV (v, cm™): 3065 — 2800 (C-H), 1719 (COOCH,CHs), 1655 -1350 (C=CH), 1170 -
1140 (C-H, C-0).
RMN de 'H (CDCls, 200 MHz, 6): 0,96 (s, 3H, H-20), 1,18 (s, 3H, H-22), 1,24 (s, 3H,
H-18), 2,64 (m, 1H, H-13), 4,12 (sl, 2H, H-21), 4,80 (sl, 1H, H-17a), 4,91 (sl, 1H, H-

17b), 5,23 (d, 1H, H-11).

RMN de "3C (CDCls, 50 MHz, 8): 40,83 (C-1); 20,25 (C-2); 37,94 (C-3); 42,27 (C-4);
46,59 (C-5); 20,82 (C-6); 41,27 (C-7); 44,94 (C-8); 158,62 (C-9); 39,65 (C-10);
114,82 (C-11); 29,78 (C-12); 43,83 (C-13); 38,28 (C-14); 50,31 (C-15); 155,96 (C-
16); 105,40 (C-17); 23,62 (C-18); 183,67 (C-19); 14,15 (C-20); 59,93 (C-21); 28,96
(C-22).
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2.17.9 Ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de etila (83)

12

- H
19 21 22

83
Aspecto: sélido branco em forma de agulhas.
FM (MM): C,1H3203 (332 g/mol).
Faixa de fusao: 90-92,2 °C.
IV (v, cm™): 2949 e 2853 (C-H); 1737 (C=0 de éster); 1720 (C=0 de cetona); 1460-
1300 (C-H).
RMN de "H (CDCls, 200 MHz, 3): 0,92 (s, 3H, H-18); 1,20 (s, 3H, H-20); 1,29 (t, 3H,
J=17,0, H-22); 2,39 (sl, 1H, H-13); 4,12 (q, 2H, J= 13,9 € 6,7, H-21).

RMN de **C (CDCls, 50 MHz, 8): 40,70 (C-1); 19,07 (C-2); 37,25 (C-3); 42,75 (C-4);
53,95 (C-5); 20,77 (C-6); 41,10 (C-7); 43,73 (C-8); 56,80 (C-9); 39,62 (C-10); 18,74
(C-11); 29,47 (C-12); 47,75 (C-13); 37,92 (C-14); 54,95 (C-15); 222,65 (C-16); 16,14
(C-18); 177,35 (C-19); 14,14 (C-20); 60,02 (C-21); 28,84 (C-22).

2.17.10 Ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-oato de etila (84)

~ H
187 CO,CH,CH3
19 21 22

84
Aspecto: Resina de cor caramelo.
FM (MM): C21H3003 (330 g/mol).
IV (v, cm™): 2949 e 2853 (C-H); 1774 (C=0 de éster); 1715 (C=0 de cetona); 1460-
1300 (C-H).
RMN de 'H (CDCls, 200 MHz, 6): 0,98 (s, 3H, H-18); 1,18 (s, 3H, H-20); 1,28 (sl, 3H,
H-22); 2,60 (sl, 1H, H-13); 4,13 (q, 2H, J = 14,1 e 7,0, H-21); 5,29 (sl, 1H, H-11).
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RMN de **C (CDCls, 50 MHz, 8): 40,71 (C-1); 18,32 (C-2); 38,32 (C-3); 44,70 (C-4);
49,86 (C-5); 20,13 (C-6); 42,42 (C-7); 40,35 (C-8); 156,23 (C-9); 38,84 (C-10);
114,87 (C-11); 29,49 (C-12); 46,27 (C-13); 31,93 (C-14); 56,27 (C-15); 221,87 (C-
16); 23,69 (C-18); 177,26 (C-19); 14,07 (C-20); 60,13 (C-21); 28,20 (C-22).

2.17.11 Acido ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85)

Aspecto: sélido amarelo opaco.

FM (MM): C20H2503 (316 g/mol).

Faixa de fusdo da mistura: 162-166 °C (lit.° 203-205 °C).

IV (v, cm™): 3473 (O-H); 2956-2936 (C-H); 1689 (C=0); 1460-700 (C-O).

RMN de "H (CDCls, 200 MHz, 8): 3,74 (s, 1H, H-15); 2,69 (s, 1H, H-13); 5,01 (sl; 1H,
H-17a); 5,13 (sl, 1H, H-17b),1,19 (s, 3H, H-18); 0,89 (s, 3H, H-20).

RMN de *C (CDCl;, 50 MHz, §): 39,58 (C-1); 19,81 (C-2); 36,63 (C-3); 42,61 (C-4);
52,22 (C-5); 17,9 (C-6); 35,10 (C-7); 46,60 (C-8); 55,87 (C-9); 38,69 (C-10); 17,16
(C-11); 31,45 (C-12); 41,18 (C-13); 34,11 (C-14); 81,59 (C-15); 159,11 (C-16);
107,23 (C-17); 27,83 (C-18); 182,91 (C-19); 14,71 (C-20).

2.17.12 Acido ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (86)

Aspecto: sélido amarelo opaco.
FM (MM): CoH2603 (314 g/mol).
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Faixa de fusdo da mistura: 162-166 °C.

IV (v, cm™): 3473 (O-H); 2956-2936 (C-H); 1689 (C=0); 1460-700 (C-O).

RMN de 'H (CDCls, 200 MHz, 6): 5,26 (sl, 1H, H-11); 5,13 (sl; 1H, H-17a); 5,14 (sl
1H, H-17b), 4,05 (s, 1H, H-15); 2,69 (sl, 1H, H-13); 1,19 (s, 3H, H-18); 1,00 (s, 3H, H-
20).

RMN de *C (CDCI;, 50 MHz, §): 39,91 (C-1); 19,04 (C-2); 37,11 (C-3); 43,61 (C-4);
46,26 (C-5); 17,05 (C-6); 36,24 (C-7); 45,42 (C-8); 153,53 (C-9); 37,68 (C-10);
116,07 (C-11); 22,22 (C-12); 38,45 (C-13); 39,20 (C-14); 78,64 (C-15); 161,81 (C-
16); 109,23 (C-17); 27,13 (C-18); 182,73 (C-19); 23,06 (C-20).

2.17.13 Acido ent-16-formil-caur-15-en-19-éico (87)
12 (o)

FM (MM): CH2503 (316 g/mol).

Aspecto: so6lido amarelo claro opaco.

Faixa de fusdo: 165,6-168,2 °C.

RMN de "H (CDCls, 400 MHz, 6): 9,73 (s, 1H, H-17); 6,58 (s, 1H, H-15); 3,04 (s, 1H,
H-13); 2,18 (d, J = 10,8, 2H, H-14); 1,26 (s, 3H, H-18); 1,01 (s, 3H, H-20).

RMN de *C (CDCls, 100 MHz, 6): 40,61 (C-1); 18,96 (C-2); 37,70 (C-3); 43,72 (C-4);
56,54 (C-5); 20,23 (C-6); 38,15 (C-7); 50,91 (C-8); 48,88 (C-9); 40,06 (C-10); 18,67
(C-11); 25,08 (C-12); 37,81 (C-13); 43,01 (C-14); 161,55 (C-15); 148,65 (C-16);
189,49 (C-17); 28,89 (C-18); 183,77 (C-19); 15,45 (C-20).

2.17.14 Acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (88)
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Aspecto: solido branco amorfo.

FM (MM): C19H2503 (304 g/mol).

Faixa de fusdo: 228-230 °C (lit.” 229-230 °C).

IV (Vmax, cm™): 2980 - 2960 (O-H; C-H), 1723 (C=0 cetona), 1650 (C=0O &cido
carboxilico). 1450 - 800 (C-H).

RMN de 'H (CDCl3, 200 MHz, 8): 1,01 (s, 3H, H-20); 1,26 (s, 3H, H-18); 2,40 (m, 1H,
H-13).

RMN de *C (CDCls, 50 MHz, 8): 40,79 (C-1); 18,95 (C-2); 37,84 (C-3); 43,93 (C-4);
56,94 (C-5); 20,90 (C-6); 41,21 (C-7); 42,65 (C-8); 54,15 (C-9); 39,95 (C-10); 19,18
(C-11); 29,68 (C-12); 47,94 (C-13); 37,50 (C-14); 55,12 (C-15); 222,91 (C-16); 29,14
(C-18); 184,45 (C-19); 16,26 (C-20).

2.17.15 Acido ent-16-ox0-17-norcaur-9(11)-en-19-6ico (89)

Aspecto: solido branco amorfo.

FM (MM): C19H2603 (302 g/mol).

Faixa de fusdo: 168,6-169,4 °C (lit.” 169-170 °C).

IV (Vmax, cm™): 3100 - 2900 (O-H; C-H), 1725 (C=0 cetona), 1680 (C=0O a&cido
carboxilico), 1600 (HC=CHy), 1450 - 800 (C-H)

RMN de 'H (CDCl3, 200 MHz, 8): 1,05 (s, 3H, H-20); 1,24 (s, 3H, H-18); 2,60 (m, 1H,
H-13); 5,26 (t, J = 3,2, 1H, H-11).

RMN de *C (CDCls, 50 MHz, §): 40,80 (C-1); 18,37 (C-2); 32,10 (C-3); 40,51 (C-4);
46,39 (C-5); 20,20 (C-6); 42,58 (C-7); 44,87 (C-8); 156,26 (C-9); 39,07 (C-10);
115,16 (C-11); 30,26 (C-12); 46,55 (C-13); 38,32 (C-14); 56,42 (C-15); 221,90 (C-
16); 28,39 (C-18); 184,30 (C-19); 23,76 (C-20).
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2.17.16 ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90)

Aspecto: sélido branco brilhante em forma de agulhas finas.

FM (MM): C2H320 (288 g/mol).

Faixa de fusdo: 138-140 °C (lit.” 140-141 °C).

IV (Vmax, cm™"): 3400 (O-H); 1650 (C=C); 880 (C-H).

RMN de 'H (CDCI3, 200 MHz, 8): 1,01 (s, 3H, H-20); 0,96 (s, 3H, H-18); 2,63 (m, 1H,
H-13); 4,73 (sl, 1H, H-17a); 4,79 (sl, 1H, H-17b); 3,44 (d, J = 10,9 Hz, 1H, H-19a);
3,75 (d, J = 10,9 Hz, 1H, H-19b).

RMN de *C (CDCI;, 50 MHz, 8): 40,5 (C-1); 18,3 (C-2); 35,6 (C-3); 38,7 (C-4); 56,2
(C-5); 20,5 (C-6) 41,6 (C-7); 44,2 (C-8); 56,8 (C-9); 39,2 (C-10); 18,2 (C-11); 33,2 (C-
12); 43,9 (C-13); 39,6 (C-14); 49,1 (C-15); 155,9 (C-16); 102,9 (C-17); 27,1 (C-18);
65,5 (C-19); 18,1 (C-20).

2.17.17 Acido ent-38-cinamato-caur-16-en-19-6ico (91)

Aspecto: solido branco amorfo.

FM (MM): C29H3004 (448 g/mol).

Faixa de fusdo: 186-187 °C (lit.” 186-187 °C)

IV (Vmax, cm™): 3300, 2900 (O-H), 1700 (C=0), 1650 (C=0), 1580 (C=C), 1500 —
1450 (C-O; C-H).
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RMN de 'H (CD;OD, 200 MHz, 8): 4,73 (s, 1H, H-17a); 4,79 (sl, 1H, H-17b); 1,34 (s,
3H, H-18); 1,08 (s, 3H, H-20); 6,54, (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2'); 7,67 (d, J= 16,0 Hz;
1H, H-3'); 7,62 (m, 1H, H-5') 7,41-7,43 (m, 1H, H-6").

RMN de *3C (CD;0D, 50 MHz, 8): 38,6 (C-1); 24,77 (C-2); 80,17 (C-3); 47,78 (C-4);
56,7 (C-5); 22,23 (C-6) 40,01 (C-7); 43,91 (C-8); 55,73 (C-9); 39,89 (C-10); 18,96
(C-11); 33,58 (C-12); 44,51 (C-13); 39,45 (C-14); 49,33 (C-15); 155,98 (C-16);
103,49 (C-17); 23,99 (C-18); 176,87 (C-19); 15,6 (C-20), 167,41 (C-1’); 119,01 (C-2);
145,45 (C-3) 135,16 (C-4’); 128,79 (C-5'); 129,6 (C-6'); 131,01 (C-7).

2.17.18 Ent-168,17,19-trihidroxi-caurano (92)

Aspecto: sélido branco cristalino (17,1 mg; 6,97 % de bioconverséo).

FM (MM): C2H3403 (322 g/mol).

Faixa de fusao: 228-231 °C.

IV (Vimax, cm™"): 3400 (O-H); 880 (C-H).

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, 8): 0,93 (s, 3H, H-18), 1,31 (s, 3H, H-20), 3,71 (d, J =
10,9, H-19a); 3,37 (d, J = 10,9, H-19b), 4,03 (d, 2 H, H-17a e H-17b), 1,81 (1H, m, H-
13).

RMN de *C (CDCIs, 100 MHz, 8): 40,52 (C-1); 18,32 (C-2); 35,75 (C-3); 38,79 (C-4);
56,85 (C-5); 20,66 (C-6); 42,53 (C-7); 45,28 (C-8); 57,14 (C-9); 39,29 (C-10); 18,12
(C-11); 26,86 (C-12); 48,92 (C-13); 37,55 (C-14); 58,04 (C-15); 78,69 (C-16); 71,77
(C-17); 27,33 (C-18); 64,70 (C-19); 18,31 (C-20).
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2.17.19 Ent-168,19-dihidroxi-caurano (50)

Aspecto: solido branco amorfo (3,7 mg; 1,51% de bioconverséo).

FM (MM): C2H3402 (306 g/mol).

Faixa de fusado: 210-214 °C.

IV (Vimax, cm’™"): 3400 (O-H); 880 (C-H).

RMN de 'H (CDCI;, 400 MHz, 8): 1,01 (s, 3H, H-20); 0,95 (s, 3H, H-18); 1,83 (m, 1H,
H-13); 1,36 (s, 3H, 17-CHj3); 3,44 (d, J = 10,9 Hz, 1H, H-19a); 3,72 (d, J = 10,9 Hz,
1H, H-19b).

RMN de *C (CDCls, 100 MHz, 8): 40,45 (C-1); 18,25 (C-2); 35,68 (C-3); 39,26 (C-4);
56,78 (C-5) 20,68 (C-6); 42,46 (C-7); 45,31 (C-8); 57,04 (C-9); 38,64 (C-10); 18,05
(C-11); 26,79 (C-12); 49,02 (C-13); 37,55 (C-14); 57,92 (C-15); 79,28 (C-16); 24,47
(C-17); 27,04 (C-18); 65,58 (C-19); 18,23 (C-20).

2.17.20 Ent-38,15a,16a,19-tetrahidroxi-caurano (93)

93

Aspecto: sélido opaco amarelado (7,8 mg; 2,23 % de bioconversao).

FM (MM): 6): CxoH3504 (339 g/mol).

Faixa de fusado: 162-176 °C.

IV (Vmax, cm™"): 3330 - 2900 (O-H; C-H); 1700 (C=0); 1650 (C=C).

RMN de 'H (CD30D, 400 MHz, 6): 3,6 (sl, 2H, H-19); 3,94 (s, H-15); 3,51 (sl, 1H, H-
3); 1,03 (s, 3H, H-17); 0,61 (s, 3H, H-20); 1,02 (s, 3H, H-18); 2,04 (m, 1H, H-13).
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RMN de "3C (CD;OD, 100 MHz, 8): 40,40 (C-1); 24,17 (C-2); 74,36 (C-3); 38,30 (C-
4); 57,52 (C-5) 23,15 (C-6); 40,86 (C-7); 44,83 (C-8); 56,04 (C-9); 39,13 (C-10);
24,17 (C-11); 34,05 (C-12); 41,90 (C-13); 40,72 (C-14); 68,50 (C-15); 77,02 (C-16);
19,04 (C-17); 21,83 (C-18); 71,9 (C-19); 12,98 (C-20).

2.17.21 Acido ent-2¢-hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-éico (94)

Aspecto: solido branco em forma de agulhas finas (64,6 mg; 17,6 % de
bioconversao).

FM (MM): C15H2504 (320,4 g/mol).

Faixa de fusao: 261-265 °C.

[0]*p: 34,8 (c 0,75 g/100mL).

IV (Vimaxs €m'): 3496, 2941 (O-H); 1711 (C=0), 1243, 1191, 1024 (C-H).

RMN de 'H (CsDsN, 400 MHz, 8): 4,81 (m, 1H, H-2); 2,52 (dd, J = 12,3 Hz; J = 2,7
Hz, H-1a); 1,10 (s, 1H, H-1p8); 3,07 (dd, J = 12,3 Hz; J = 2,7 Hz, H-3a); 1,39 (s, 1H,
H-1p8); 1,19 (s, 3H, H-20); 1,44 (s, 3H, H-18); 2,31 (m, 1H, H-13).

RMN de **C (CsDsN, 100 MHz, 8): 50,89 (C-1); 63,99 (C-2); 48,68 (C-3); 45,50 (C-4);
56,66 (C-5); 21,59 (C-6); 41,64 (C-7); 42,77 (C-8); 54,27 (C-9); 41,43 (C-10); 19,37
(C-11); 29,90 (C-12); 48,27 (C-13); 37,68 (C-14); 55,32 (C-15); 221,30 (C-16); 29,65
(C-18); 180,41 (C-19); 17,90 (C-20).

2.17.22 Acido ent-2¢,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95)
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Aspecto: sélido opaco amarelo ouro (95,1 mg, 26,78% de bioconversao).

FM (MM): C20H3004 (334 g/mol).

Faixa de fusao: 159-162 °C.

IV (Vinax, €m™): 3346 (O-H); 2930 (C-H); 1695 (C=0); 1435 - 771 (C-O e C-C).

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, 8): 2,22 (dd, J = 12,8 Hz; J = 2,8 Hz; 1H, H-1); 4,05
(m, 1H, H-2); 2,41 (dd, J = 12,8 Hz; J = 2,8 Hz, H-3); 2,73 (sl, 1H, H-13); 3,75 (s, 1H,
H-15); 5,20 (sl, 1H, H-17a); 5,09 (sl, 1H, H-17b); 1,28, s (s, 3H, H-18) 0,97 (s, 3H, H-
20).

RMN de *C (CDCls, 100 MHz, 5): 49,37 (C-1); 64,07 (C-2); 46,73 (C-3); 44,86 (C-4);
56,48 (C-5); 20,96 (C-6); 35,38 (C-7); 47,87 (C-8); 53,42 (C-9); 41,28 (C-10); 18,57
(C-11); 32,69 (C-12); 42,41 (C-13); 36,37 (C-14); 82,65 (C-15); 159,43 (C-16);
108,67 (C-17) 28,97 (C-18); 180,42 (C-19); 16,95 (C-20).

2.17.23 Acido ent-2¢,3a,16a,17-tetrahidroxi-cauran-19-6ico (96)

Aspecto: resina caramelo (15,8 mg; 3,2 % de bioconversao).

FM (MM): C2H3106 (367 g/mol).

RMN de 'H (CDs0D, 400 MHz, 8): 3,60 (sl, 1H, H-17a); 3,70 (sl, 1H, H-17b); 2,04 (sl
1H, H-13); 4,14 (m, 1H, H-2); 3,95 (d, 1H, J = 2,8 Hz); 1,82 (s, 1H, H-1p); 1,00 (s, 3H,
H-20); 1,28 (s, 3H, H-18); 2,04 (m, 1H, H-13).

RMN de **C (CD;0D, 100 MHz, 8): 43,60 (C-1); 67,16 (C-2); 75,13 (C-3); 45,87 (C-
4); 49,03 (C-5); 22,81 (C-6); 38,36 (C-7); 41,61 (C-8); 57,14 (C-9); 30,88 (C-10);
19,76 (C-11); 27,34 (C-12); 46,38 (C-13); 43,34 (C-14); 53,87 (C-15); 82,97 (C-16);
67,00 (C-17), 24,98 (C-18); 180,94 (C-19); 17,31 (C-20).
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3.1 Fracionamento do extrato etanélico de Wedelia paludosa (EBWP-I)

Estudos anteriores'? mostraram que os acidos caurendico (1) e grandiflorénico
(2) podem ser isolados em quantidades apreciaveis a partir do extrato etandlico de
Wedelia paludosa (Asteraceae). Estes acidos foram utilizados como material de
partida, no presente trabalho, para preparacdo de derivados a serem submetidos a
biotransformacgdes.

Dessa forma, parte do extrato etandlico bruto (EBWP-I, 185,98 g) de W.
paludosa, obtido por percolacdo a frio, foi submetida a fracionamento por
cromatografia em coluna de silica gel (CCS), empregando-se eluentes de polaridade
crescente, levando a obtencdo de 235 fragdes que foram agrupadas de acordo com
a semelhanca de seus perfis por CCDS (Tabela 2.1, pagina 44). Os grupos de
fragbes iniciais (WP-I-3 e WP-I-4) eram constituidos apenas da mistura dos acidos 1
e 2; WP-I-5 ainda continha um pouco destes acidos. A partir dos grupos WP-I-5, WP-
I-7 e WP-I-9 foram isolados e identificados o 3p-friedelinol (77), o acido ent-36-
angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico (78) e uma mistura de pg-sitosterol (79) e

estigmasterol (80)'* (Esquema 2.1, pagina 47).

3.1.1 Identificagdo da mistura dos acidos caurendico (1) e grandiflorénico (2)
nos grupos de fragées WP-I-3 e WP-I-4

Estes grupos de fragbes apresentaram-se como Oleos amarelos densos
contendo um solido, que foi separado por precipitacdo com éter de petréleo, seguido
por filtragdo sob pressao reduzida. Os sélidos brancos amorfos obtidos, WP-I-3-S1 e
WP-I-4-S1, foram identificados por CCDS, RMN de 'H e de "*C, como misturas dos
acidos ent-caur-16-en-19-6ico (1, acido caurendico), e ent-caur-9(11),16-dien-19-
oico (2, acido grandiflorénico), apresentando faixas de fusdo entre 167 e 181 °C
(WP-1-3-S1: 167-180 °C; WP-1-4-S1: 168-181 °C).
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No espectro no IV (Figura 3.1, pagina 193), obtido para a mistura dos acidos 1
e 2 observaram-se bandas de deformagéo axial da ligagdo C-H (2926 e 2855 cm™),
uma banda de deformacgéao axial da ligagdo C=0 de acido carboxilico em 1687 cm™,
banda fraca de deformagdo axial de ligagdo C=CH, (1655 cm™) e bandas de
deformacao angular de C-H na regido compreendida entre 1460 a 872 cm™.

O espectro de RMN de 'H (Figura 3.2, pagina 193) obtido para a mistura
registrou o sinal do grupo metila C-20 do acido caurendico como um simpleto em &y
0,95 e o do grupo metila C-20 do acido grandiflorénico em 84 1,03 (s). O sinal dos
hidrogénios metilicos ligados ao C-18 dos dois acidos foi observado como um
simpleto, em &y 1,24. Os sinais dos hidrogénios olefinicos ligados ao C-17 dos dois
acidos podem ser observados em &4 4,74, 4,80 e 4,91 (sl) e aquele relativo ao H-11
do acido grandiflorénico em 6y 5,24 (t, 1H, J 3,26).

No espectro de RMN de "*C (Figura 3.3, pagina 194) e subespectro DEPT-135
(Figura 3.4, pagina 195) foram observados sinais referentes a carbonos carbonilicos
(6c 184,69 e 184,52) e carbonos olefinicos metilénicos (6c 105,49 e 103,00),
metinico (6c 114,90) e ndo hidrogenados (158,56; 155,90 e 155,95).

Os dados referentes aos deslocamentos quimicos para os acidos 1 e 2 estéo
compilados na Tabela 3.1 e foram comparados com dados da literatura’.
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Tabela 3.1 - Deslocamentos quimicos (8) no espectro de RMN de *C e

deslocamentos quimicos (8) mais relevantes do espectro de RMN de 'H, observados

para os acidos 1 e 2 e comparagao com aqueles da literatura’

ent-caur-
ent-caur-16- 9(11),16-
& en-19-6ico’ dien-19-
! 2 6ico’
ent-caur-16-en- ent-caur-
19-6ico 9(11),16-dien-
19-6ico
Posig¢ao | mult. oc OH oc OH oc OH oc OH
1 CHz | 40,70 - 40,70 - 40,70* - 40,80 -
2 CHz | 19,09 - 19,10 - 20,13** - 20,2 -
3 CHy | 37,77 - 37,80 - 38,23 - 38,30 -
4 C 43,76 - 43,80 44,73 - 44,70 -
5 CH 57,06 - 57,10 - 46,59 - 46,60 -
6 CH, | 21,83 - 21,80 - 20,00 - 18,50 -
7 CHy | 41,28 - 41,30 - 29,66 - 29,7 -
8 C 44,23 - 44,20 - 42,27 - 42,3 -
9 CH 55,10 - 55,10 - 158,56 - 158,50 | -
10 C 38,80* - 39,70 - 38,80 - 38,8 -
11 CH> 18,43 - 18,40 - 114,90 5,24 | 114,80 | 5,24
12 CH> 33,11 - 33,10 - 37,92 - 37,9 -
13 CH 43,84 2,57 | 43,70 | 2,63 41,24 2,64 41,3 -
14 CHa 39,66 - 39,70 - 44,94 - 44,9 -
15 CH, | 48,96 - 48,90 - 50,30 - 50,3 -
16 C 155,90 - 155,80 | - 155,95 - 155,9 -
17 CHy, | 103,00 | 4,74; | 102,9 | 4,74; | 105,49 |4,80; 105,5 | 4,79;
4,80 4,79 4,91 4,91
18 CH; | 28,98 1,24 | 28,90 | 1,24 28,24 | 1,24 28,3 | 1,24
19 C 184,69 - 184.,9 - 184,52 - 184.,4 -
20 CHs | 15,59 095 | 156 | 0,95 | 23,60 |1,03 23,6 | 1,00

*sinais sobrepostos;** sinal presente apenas no subespectro DEPT-135.
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3.1.2 Identificagao de 3g-friedelinol (77)

Este sdélido branco brilhante de faixa de fusdo 276-279 °C foi identificado como
sendo o 3p-friedelinol (77) a partir de analises dos espectros no IV e de RMN de 'H
e de "*C e por comparagao com dados obtidos na literatura®.

O espectro no IV (Figura 3.5, pagina 196) apresentou bandas de absor¢gao em
3619 e 3472 cm™, caracteristicas de deformac&o axial da ligacdo O-H de alcodis e
bandas em 2924 e 2869 cm™, referentes a deformagao axial de ligagdes C-H°. A
banda em 1200 cm™ foi atribuida & deformac&o angular de ligacdo C-O. Bandas na
regido entre 1449 e 979 cm™ do espectro foram atribuidas & deformacéo angular de
ligacbes C-H.

O espectro de RMN de 'H de 77 (Figura 3.6, pagina 196) apresentou um sinal
em & 3,74 (sl, 1H), caracteristico de hidrogénio ligado a carbono hidroxilado®, sendo
atribuido ao H-3.

O espectro de RMN de "*C (Figura 3.7, pagina 197) e do subespectro DEPT-
135 de 77 (Figura 3.8, pagina 198) evidenciou a presenga de 31 atomos de
carbono, sendo 8 metilicos, 12 metilénicos, 5 metinicos e 6 carbonos n&o
hidrogenados. O sinal em ¢ 72,76 foi atribuido ao carbono carbindlico C-3. O sinal
em oy 29,70 foi atribuido a uma impureza graxa, presente na amostra. Assim sendo,
a amostra possui 30 atomos de carbonos, tipicos de triterpendides. A auséncia de
sinais referentes a carbonos olefinicos sugere que a substancia possui o esqueleto
triterpénico saturado, como os da série dos friedelanos.

A comparacdo dos dados de RMN obtidos para 77 com dados de RMN
disponiveis na literatura para o triterpeno 3p-friedelinol® (Tabela 3.2, a seguir) levou

a constatacao de que a substancia em analise se tratava deste triterpeno.
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Tabela 3.2 - Comparacéo dos deslocamentos quimicos no espectro de RMN de *C

obtidos para 77 e comparacdo com aqueles descritos na literatura®

34- 34- 34- 3B-
friedelinol | friedelinol® friedelinol | friedelinol®
(77) (77)
Posicao oc oc Posicao oc oc
1 15,78 15,94 16 36,07 35,60
2 35,17 36,11 17 30,02 30,03
3 72,76 72,29 18 42,80 42,86
4 49,16 49,36 19 35,54 35,36
5 37,82 38,38 20 28,18 28,18
6 41,71 41,83 21 32,80 32,85
7 17,54 17,60 22 39,28 39,29
8 53,18 53,23 23 11,63 11,78
9 37,09 37,13 24 16,39 16,44
10 61,33 61,48 25 18,25 18,28
11 35,33 35,45 26 18,66 18,66
12 30,63 30,66 27 20,12 20,12
13 38,36 37,93 28 32,09 32,10
14 39,66 39,66 29 31,79 31,82
15 32,32 32,35 30 35,03 35,03
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3.1.3 Identificagdao do acido ent-3$-angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico (78), isolado

a partir do grupo de fragoes WP-I-7

A fracdo 93 (WP-I-7, 9,89 ), diclorometanica, apresentou-se com aspecto
resinoso, de coloragdo castanho-esverdeada e grande quantidade de sodlido
incorporado neste material. Apds precipitacdes sucessivas com éter de petroleo
isolou-se um solido branco amorfo (320 mg, Tabela 2.2 e Esquema 2.1, pagina 47),
que apresentou mancha castanha unica, por CCDS empregando-se solugao acida
de sulfato cérico, como revelador e que foi identificado como o acido ent-3-
angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico (78), isolado anteriormente de Wedelia paludosa’.

No espectro no IV de 78 (Figura 3.9, pagina 199) verificaram-se bandas de
absorgao que foram atribuidas a deformacgéo axial de ligacdo C-H alifatica (2927 e
2854 cm™), deformagao axial de ligagdo C=0 de acido carboxilico (1698 cm™). A
deformacgéo axial de ligacdo C-O e deformagéo angular de ligagées C-H e C=C-H
foram observadas na regido entre 1260 e 870 cm™.

No espectro de RMN de 'H de 78 (Figura 3.10, pagina 199) e em suas
expansdes (Figura 3.11, pagina 200) evidenciou-se feicdo espectral tipica de
esqueleto caurénico, com a presenca de dois simpletos em dé4 1,05 e 1,30,
referentes a atomos de hidrogénio metilicos ligados a carbonos tetra-substituidos, e
pelos simpletos largos em &y 4,75 e 4,81 caracteristicos dos atomos de hidrogénio
olefinicos da dupla C=C exociclica. O dupleto duplo em 64 4,58 - 4,66 (J = 4,57 e
12,04 Hz), pode ser associado a um hidrogénio metinico em carbono oxigenado
vizinho a um carbono metilénico (H-3). Este espectro apresentou um quarteto
quadruplo distorcido centrado em &4 6,09 (J = 1,35 e 7,25), relativo a um hidrogénio
olefinico, vizinho a dois grupos metila, o que justifica sua multiplicidade. Este foi
atribuido ao hidrogénio olefinico H-3’. O sinal em 84 1,99 (dl, J = 7,33) foi atribuido

aos hidrogénios metilicos H-4’ e aquele em 6y 1,89 (sl) a H-5'.
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A analise do espectro de RMN de 'C (Figura 3.12, pagina 200) e do
subespectro DEPT-135 (Figura 3.13, pagina 201) de 78 revelou sinais referentes a
25 carbonos sendo 4 metilicos, 9 metilénicos (sendo 1 destes, olefinico), 5 metinicos
(sendo 1 deles olefinico) e 7 n&do hidrogenados, dentre eles 2 olefinicos e 2
carbonilicos, referentes a acido carboxilico e a éster, respectivamente. Os sinais
relativos a estes ultimos aparecem em ¢ 180,86 (C-19) e 6¢c 167,73 (C-1') e aqueles
em ¢ 155,33 e 103,28 foram atribuidos aos carbonos olefinicos da dupla exociclica,
C-16 e C-17, respectivamente. Dois sinais de carbonos olefinicos foram observados
em oc 127,98 (carbono tetra-substituido) e 6c 138,07 e foram atribuidos aos C-2’ e
C-3'. Além disso, pode-se observar o sinal do carbono metinico C-3 (confirmado pelo
subespectro DEPT-135) oxigenado em J¢c 78,69. Os deslocamentos quimicos
observados para os carbonos C-4’ e C-5" foram ¢ 15,30 e 20,66 respectivamente.

Estes dados estdo de acordo com os deslocamentos quimicos observados
para o acido ent-38-angeloiloxi-caur-16-en-19-dico (78) descritos pela literatura’
(Tabela 3.3).
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Tabela 3.3 — Comparagado dos deslocamentos quimicos () nos espectros de RMN

de 'H e RMN de'C de 78 com aqueles descritos pela literatura’ para o acido ent-34-

angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico

Posigdo | Multiplicidade Acido ent-34-
angeloiloxi-caur-16-
en-19-6ico’
dc On
1 CH; 39,49 - 39,5 -
2 CH> 24,10 - 24 1 -
3 CH 78,68 4,62 dd 78,7 4,62 dd
4 C 47,94 - 47.9 -
5 CH 55,13 - 55,1 -
6 CH; 21,49 ; 215 3
7 CH> 40,96 - 40,7 -
8 C 43,89 - 43,7 -
9 CH 56,42 - 56,4 -
10 C 39,36 - 39,4 -
1 CH> 18,49 - 18,5 -
12 CH; 33,03 - 33,0 -
13 CH 43,73 2,64 sl 43,9 *
14 CH> 38,72 - 38,7 -
15 CH> 48,71 - 48,7 -
16 C 155,33 - 155,3 -
17 CH> 103,28 4,75 sl, Hy; 103,3 4,75 sl, Hy;
4,81 sl, Hp 4,81 sl, Hy
18 CHs 23,95 1,30 s 23,9 1,30 s
19 CH; 180,86 - 180,3 -
20 CHs 15,69 1,05s 15,7 1,05s
1 C 167,73 - 167,7 -
2 C 127,98 - 127,9 -
3 CH 138,07 6,09 qq 137,9 6,08 qq
4 CHs 15,30 1,99 d 15,3 1,98 dl
5’ CHs 20,66 1,89 sl 20,6 1,88 sl

*ndo determinado; **alguns sinais foram identificados a partir do subespectro DEPT-135.
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3.1.4 ldentificagdo de mistura de g-sitosterol (79) e estigmasterol (80), a partir

do grupo de fragoes WP-I-9

Cristais em forma de agulha, brancos (23,8 mg) obtidos apods purificagdo de
uma aliquota (103,8 mg) de WP-I-9-S1 (Iltem 2.4, pagina 43; Tabela 2.2, pagina 46);
apresentaram, por comparagao por CCDS (hexano/AcOEt 7:3), mancha analoga
aquela de uma amostra auténtica de mistura de g-sitosterol (79) e estigmasterol (80).
A andlise dos espectros no 1V, de RMN de 'H e de "*C e a comparacdo com dados
da literatura confirmaram a atribuigdo™>"8.

No espectro no IV da mistura (Figura 3.14, pagina 202) verificaram-se bandas
de absorgdo em 3469 e 3286 cm™' que foram atribuidas a deformacdo axial de
ligacdo O-H, bandas de absor¢do em 2933 e 2863 cm’, atribuidas a deformac&o
axial de ligagdo C-H, absor¢do em 1688, caracteristica de deformagdo axial de
ligacdo C=C e absorgbes em 1456, 1382 e 1367 cm” referentes a deformacéo
angular de ligagdo C-H de grupos metilicos e metilénicos. As absor¢ées em 1051 e
1023 cm™ foram atribuidas a deformacéo axial de ligacédo C-O de alcoois®.

O espectro de RMN de 'H (Figura 3.15, pagina 202) apresentou aspecto
tipico de esterdides'™ com sinais em 6y 5,34 (dI, J = 4,6 Hz, 1H; H-6), &4 3,53 (m,
1H, H-3), 6u 1,03 (s, 3H, CH3-19), 6u 0,69 (s, 3H, CH3-18) e sinais na regido
correspondente a 64 0,77 a 1,01, referentes aos demais hidrogénios metilicos do
esqueleto esteroidal de 79 e 80. O multipleto em &6y 5,10 foi atribuido aos
hidrogénios olefinicos H-22 e H-23 presentes no esqueleto de 80.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos nos espectros de RMN de *C
(Figura 3.16, pagina 203) e no subespectro DEPT-135 (Figura 3.17, pagina 203)
revelaram-se analogos aqueles registrados na literatura’®. Os sinais em dc 140,72 e
121,69 foram atribuidos aos carbonos olefinicos C-5 e C-6, respectivamente e o

sinal em 6c 71,78 foi atribuido ao carbono metinico C-3.
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Tabela 3.4 - Comparagao dos deslocamentos quimicos (6) do espectro de RMN

de’C da mistura de 79 e 80 com aqueles da literatura™® para o p-sitosterol e

estigmasterol
Posigdo | Mult. 79 B-sitosterol® 80 Estigmasterol’
dc dc oc dc
1 CH; 37,23 37,25 37,23 371
2 CH; 31,61 31,65 31,61 31,6
3 CH 71,78 71,80 71,78 71,8
4 CH; 42,26* 42,32 42.26* 42,3
5 C 140,72 140,75 140,72 140,7
6 CH 121,69 121,72 121,69 121,7
7 CH. > 31,89 > 31,9
8 CH 31,86 31,92 31,86 31,9
9 CH 50,12 50,13 50,12 50,1
10 C 36,48 36,50 36,48 36,5
11 CH; 21,05 21,08 21,05* 211
12 CH; 39,66* 39,77 39,66* 39,7
13 C 42,18 42,32 42,18 42,2
14 CH 56,83 56,76 56,83 56,8
15 CH; 24,34 24,31 24,34 243
16 CH; 28,91 28,25 28,91 28,9
17 CH 55,91 56,05 55,91 55,9
18 CH; 11,85 11,86 12,02 12,0
19 CHs 19,38 19,40 19,38 19,4
20 CH > 36,15 40,49 40,5
21 CH; 21,09 18,78 21,09* 211
22 CH; > 33,94 138,3
CH 138,31
23 CH; > 26,06 129,2
CH 129,23
24 CH > 45,89 51,22 51,2
25 CH 29,20 29,14 29,20 31,8
26 CH; > 19,83 21,21* 21,2
27 CHs 18,96 19,03 18,96 18,9
28 CH. 25,39 23,06 25,39 25,4
29 CH; 12,25 11,98 12,25 12,2

*observado no subespectro DEPT-135; **ndo visualizado; obs.: sinais de mesmo valor para 79 e 80 sio sinais

que apresentaram-se sobrepostos.
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3.2 Purificagcdo de mistura de acidos caurendico (1) e grandiflorénico (2) por
CCS-AgNO;

Vieira, em sua Tese de Doutorado’, utilizou a metodologia descrita por Hugel e
colaboradores® e realizou a cromatografia em coluna de silica impregnada com
nitrato de prata (CCS-AgNOs3) a 20% para separar uma mistura dos acidos
caurendico (1) e grandiflorénico (2), que apresentam o mesmo Rf por CCDS. A
complexacédo das duas duplas ligagdes do acido 2 com a prata faz com que este
figue mais retido que o acido 1, com apenas uma insaturagdo. Dessa forma, tentou-
se o fracionamento de uma aliquota da mistura desses dois acidos (500 mg), atraves
de CCS-AgNOs3 a 20% p/p. Este fracionamento forneceu dois grupos de fragbes que
se apresentaram como manchas unicas em CCDS também impregnada com AgNOs:
WP-I-3-S1.1 (57,6 mg) e WP-I-3-S1.2 (39,8 mg). A analise dos espectros de RMN de
'H e RMN de *C dos solidos WP-3-S1.1 e WP-1-3-S1.2 mostrou que o primeiro
grupo de fragdes era constituido por uma mistura dos dois acidos, enquanto o
segundo grupo continha apenas o acido grandiflorénico (2) (Figuras 3.18 e 3.19,
pagina 204). Assim, a utilizagdo desta metodologia na separagdo dos acidos
caurendico (1) e grandiflorénico (2) foi pouco eficaz, visto que somente uma das
substancias foi purificada, representando 7,96% da massa total de mistura

introduzida na coluna.

3.3 Purificagao da mistura dos acidos ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (88)
ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-6ico (89)

A separagdo da mistura dos acidos ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (88) ent-
16-ox0-17-norcaur-9(11)-en-19-6ico  (89), norcetonas em C-16 dos acidos
caurendico e grandiflorénico, respectivamente, foi realizada por sucessivas

cromatografias em coluna flash'®. O rendimento desta separacéo no foi alto, sendo
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obtidos, a partir de 2,5 g da mistura, apenas 0, 38 g (15,37%) de 88 e 0,36 g (14,6%)
de 89.

O espectro no IV obtido para 88 (Figura 3.20, pagina 205) apresentou bandas
de absorcdo em 2874 a 2983 cm™ referentes a deformacao axial de ligacbes C-H e
absorgdes na regido compreendida entre 1445 e 800 cm™' atribuidas a deformacéo
angular de ligagbes C-H. A banda de deformagéo axial C=0 de acido, que ocorre
geralmente em torno 1650 cm™, apresentou-se encoberta pela banda alargada e
intensa de cetona (1723 cm™).

A analise dos espectros de RMN de 'H e de "*C de cada um desses dois acidos
(Figuras 3.21 a 3.24, paginas 205 a 207) indicou a obtenc&o de cada um desses
acidos em sua forma pura. No espectro no RMN de 'H de 88 (Figura 3.21, pagina
205) observaram-se simpletos em &y 1,26 (s, 3H, 18-CHs), v 1,01 (s, 3H, 20-CH3) e
um sinal largo em &4 2,40 (m, 1H, H-13), ndo se observando nenhum sinal na regiao
de atomos de hidrogénio olefinico, referente aos atomos de hidrogénio metilénicos
associados ao C-17. No espectro de RMN de '*C (Figura 3.22, pagina 206), a
auséncia da dupla olefinica foi confirmada pelo desaparecimento do sinal de
carbono em torno de 6¢c105. O sinal em 6c 222,91 referente a um carbono né&o
hidrogenado revelou a presenga da carbonila. O sinal referente ao H-11 do
composto 89 nao foi visualizado também no espectro deste produto, mostrando que
0 mesmo apresentava-se puro. Nos espectros de RMN de 'H e de *C de 89 foram
identificados sinais comparaveis aos obtidos para 88, e ainda aqueles referentes ao
hidrogénio metinico em &4 5,26 (t, J = 3,2, 1H, H-11) e aos carbonos olefinicos em ¢
156,25 (C-9) e 6c 115,16 (C-11).

Os deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN de '*C obtidos

para 88 e 89 encontram-se relacionados na Tabela 3.5, que se segue.
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Tabela 3.5 - Comparagao dos deslocamentos quimicos (6) dos espectros de RMN

de™C de 88 e 89 com aqueles da literatura' para os acidos ent-16-oxo-17-

norcauran-19-6ico e ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-6ico

Posigcao | Mulit. acido ent- acido ent-
16-ox0-17- 16-ox0-17-
norcauran norcaur-

-19-6ico 9(11)-en-
19-6ico’
dc dc oc dc

1 CH; 40,79 40,60 40,80 40,60
2 CH; 18,95 18,90 18,37 18,10
3 CH; 37,84* 37,60 32,10 31,90
4 C 43,93 43,70 40,51 40,30
5 CH 56,94 56,70 46,39 46,20
6 CH; 20,90 20,70 20,20 20,00
7 CH; 41,21 41,00 42,58 42,40
8 C 42,65 42,40 44,87 44,70
9 CH 54,15 53,90 156,26 156,00
10 C 39,95 39,70 39,07 38,90
11 CH; 19,18 18,70 115,16 114,90
12 CH; 29,68 29,50 30,26 30,00
13 CH 47,94 47,70 46,55 46,40
14 CH; 37,50 37,30 38,32 38,10
15 CH; 55,12 54,90 56,42 56,20
16 C 222,91 222,50 221,90 221,50
17 - - - - -

18 CHs 29,14 28,90 28,39 28,20
19 C 184,45 184,00 184,31 183,80
20 CHs 16,26 16,00 23,76 23,60

*Sinal identificado a partir do subespectro DEPT-135.
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3.4 Sintese de derivados cauranicos

A modificacdo quimica de diterpenos cauranicos abundantes na natureza é
uma das estratégias de obtengdo de novos analogos com potencial atividade
bioldgica'"'2. Estas substancias podem ser empregadas também como substratos
em processos de modificacdo biotecnolégica’ .

O acido caurendico, um diterpendide isolado em grandes quantidades de varias
espécies vegetais e, particularmente, de W. paludosa, e seus derivados obtidos por
sintese, sdo conhecidos por exibir atividades farmacologicas e biologicas

17,18 19,20

interessantes como antimicrobiana'®, antiparasitaria'”'®, citotoxica'®? , antiviral®' e

alelopatica®?. Tem sido discutido que, quanto maior for a oxigenagao do terpendide,

maior sera a sua atividade biolégica'??*.

3.4.1 Proposta de trabalho

Objetivando a busca de novas substancias ativas inéditas, primeiramente
realizou-se a preparagao de derivados diterpenoidicos cauranicos (81 a 86,
Esquema 3.1, a seguir), a partir de modificagdes quimicas efetuadas sobre os
diterpenos naturais acido caurenoico (1) e grandiflorénico (2), extraidos de W.
paludosa e disponiveis em quantidade consideravel.

Subsequentemente, alguns dos derivados obtidos foram submetidos a
modificagao bioldgica, empregando-se cepas de fungos utilizadas por nosso grupo
de pesquisa, visando o isolamento de produtos com potencial atividade alelopatica

sobre a germinagao e o crescimento da raiz e caule de alface (L. sativa).
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1- Esterificacado
(CH3CH,),S0,4

. H ~H “H
COOH CO,CH,CH; CO,CH,CH;

2 81 82
(76%)

1- Oxidagao alilica 2 - Oxidagao
SeO, NalO,4/0sO,4

= (o)
/«OH + /«OH +
H H
. H ~ H -~ H -~ H
COOH COOH CO,CH,CH; CO,CH,CH;
85 86 83 84
(50,4%) (49,2%) (29,7%)

Esquema 3.1 — Modificagdes quimicas de ent-cauranos realizadas neste trabalho.

3.4.2 Preparacao e identificagcdao de ent-caur-16-en-19-oato de etila (81) e ent-
caur-9(11),16-dien-19-oato de etila (82)

~H 6 -~ H b
‘CO,CH,CH 'CO,CH,CH
18 O2pH2sNs 187 2O2:H20 s
81 82

Os ésteres 81 e 82 foram obtidos com rendimento de 76% a partir da mistura
dos acidos caurendico (1) e grandiflorénico (2), em uma etapa, através de
esterificacdo empregando sulfato de dietila em meio basico®*. O sulfato de dietila é
um reagente util em esterificagdes quando o meio acido deve ser evitado e quando
ha impedimento estérico. No entanto, pode ocorrer hidrolise do reagente pelo meio
basico e hidrélise do éster formado. Assim, para evitar estas reagdes, otimizando o
rendimento, utilizou-se um excesso de 10% da base (carbonato de potassio).

A comparagao do espectro no IV dos ésteres 81 e 82 (Figura 3.25, pagina 208)
com os do material de partida, os acidos 1 e 2 (Figura 3.1, pagina 193) mostrou que
a banda de deformacéo axial de ligagdo C=0 deslocou de 1687 cm’', caracteristico

de acido carboxilico 1719 cm'1, caracteristico de carbonila de éster.
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O espectro de RMN de 'H obtido para a mistura de 81 e 82 (Figura 3.26,
pagina 208) apresentou feicdo espectral tipica de terpenos. Verificou-se grande
numero de sinais na regiao entre 64 0,8 e 2,8 ppm. Estes produtos preservaram dos
acidos utilizados como material de partida na sintese, 1 e 2 os sinais de simpletos
em 6y 0,86 e 64 0,96 referentes aos H-18 e em &y 1,24 (sinal sobreposto)
correspondentes aos hidrogénios metilicos H-20 dos dois ésteres 81 e 82,
respectivamente. O sinais referentes aos hidrogénios metilénicos associados aos C-
17 dos dois acidos 1 e 2 (sl, 6w 4,74, 64 4,80 e 6u 4,91) e o sinal referente ao
hidrogénio metinico 11 (sl, 1H, én 5,23) do acido grandiflorénico (2) foram
preservados também. Adicionalmente ao espectro do material de partida, o espectro
de RMN de 'H dos ésteres 81 e 82 apresentaram sinais referentes aos hidrogénios
do grupamento etila que foi introduzido. O sinal dos hidrogénios metilénicos H-21 foi
identificado em 6y 4,12 (sl, 2H) e o simpleto referente aos hidrogénios metilicos H-22
foram observados em 6y 1,18.

A partir da analise do espectro de RMN de "*C (Figura 3.27, pagina 209) e
subespectro DEPT-135 (Figura 3.28, pagina 209) e dos mapas de contornos COSY
e HSQC (Figuras 3.29 e 3.30, paginas 210 e 211), verificou-se que os sinais de
hidrogénio em 6n 4,12 (sl, 2H) e 64 1,18 (s, 3H) correlacionavam-se entre si e com os
sinais de carbonos em ¢ 59,93 e 6c 28,87 (81) ou ¢ 28,96 (82), respectivamente,
que foram, entdo, atribuidos a C-21 e C-22. Observaram-se os sinais dos carbonos
carbonilicos C-19 (6c 177,64 e 6c 183,67), dos carbonos n&do hidrogenados C-16
sobrepostos (¢ 155,96) e dos carbonos metilénicos olefinicos C-17 (¢ 102,98 e
105,44) dos dois ésteres 81 e 82, respectivamente. Os sinais referentes aos C-9 (dc
158,62) e C-11 (6c 114,82) do produto 82 foram identificados. A correlagéo entre os
sinais do hidrogénio metinico em 64 2,64 e do carbono em 44,73 atribuido ao C-13
de 81 foi observada também. A Tabela 3.6 (pagina 118) mostra os deslocamentos
quimicos obtidos para os ésteres 81 e 82.

Dessa forma, confirmou-se que os ésteres ent-caur-16-en-19-oato de etila (81)
e ent-caur-9(11),16-dien-19-oato de etila (82) foram devidamente obtidos a partir dos
acidos 1 e 2.

Em uma pesquisa bibliografica realizada ndo se identificou relatos da obtencao
dos ésteres etilicos dos acidos caurendico e grandiflorénico na posicédo 19 do



Capitulo 3 Resultados e discussao 114

esqueleto cauranico. Os ésteres metilicos do acido caurendico ja foram obtidos por

modificagdo quimica™"".

3.4.3 Preparacgao de ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de etila (83) e ent-16-oxo-
17-norcaur-9(11)-en-19-oato de etila (84)

Os ceto-ésteres 83 e 84 foram obtidos segundo a metodologia descrita por
CASTELLARO et al.?®, a partir da oxidagdo da mistura dos ésteres 81 e 82,
preparados anteriormente (itens 2.7.2, pagina 51 e 3.4.2, pagina 112) com periodato
de soédio, em presenca de quantidades cataliticas de tetroxido de désmio em
THF/H,0O, a temperatura ambiente. Apos purificagdo, por sucessivas cromatografias
em coluna de silica gel, ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de etila (83) e ent-16-oxo-
17-norcaur-9(11)-en-19-oato de etila (84) foram obtidos com rendimento de 49,2 e
29,7%, respectivamente.

Os dados de RMN de 'H e "*C foram utilizados para a elucidagdo estrutural dos

dois produtos desta modificagdo quimica.

3.4.3.1 Identificagao de ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de etila (83)

12

83

O derivado ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de etila (83) foi isolado como um
sélido branco em forma de agulhas (3,60 g, 49,3%) e apresentou fusdo na faixa de
90-92,2 °C.

O espectro no IV (Figura 3.31, pagina 212) de 83 apresentou bandas de
absorgdo em 2949 e 2853 cm™ que foram atribuidas a deformagao axial de ligacao
C-H. As bandas de absorcao intensas localizadas em 1737 e 1720 cm™ podem ser
atribuidas a deformacdo axial de ligaggo C=0O de éster e de cetona,

respectivamente. Bandas de deformagéo angular de ligagées C-O e de ligagdes C-H
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de grupos metilicos e metilénicos foram observadas na regido compreendida entre
1460 e 1300 cm™.

Na comparacéo dos dados espectroscépicos de RMN de 'H obtidos para 83
(Figura 3.32, pagina 212) com aqueles do material de partida, a mistura dos ésteres
81 e 82 (Figura 3.26, pagina 208), verificou-se que o produto preservou os simpletos
em oy 0,92 e 6n 1,20 referentes aos hidrogénios metilicos em C-18 e C-20 e o
tripleto centrado em &4 1,29 (3H, J = 7,0) correspondente aos hidrogénios metilicos
H-22, vizinho ao CH2-21. O sinal dos hidrogénios metilénicos (q centrado em &y
4,12, 2H, J = 13,9 e 6,7) associados ao C-21 foram conservados também em relag&o
ao material de partida. Observou-se que os sinais referentes aos hidrogénios
metilénicos olefinicos em 6y 4,74 e 6n 4,80, associados ao C-17, no material de
partida, estavam ausentes no espectro de 83, comprovando a ocorréncia da
oxidacao nesta posi¢ao do esqueleto cauranico.

No espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT-135 (Figuras 3.33 e 3.34,
pagina 213) observaram-se 21 sinais de carbonos, sendo 3 metilicos, 10
metilénicos, 3 metinicos e 5 ndo hidrogenados, um carbono metilénico a menos e
um carbono n&o hidrogenado a mais que no material de partida. No espectro de
RMN de "C estes dados foram confirmados a partir da visualizagdo do
aparecimento de um sinal de carbono nao hidrogenado em é¢c 222,65, caracteristico
de carbono carbonilico de cetona, e do desaparecimento do sinal de C metilénico
olefinico C-17, presente no material de partida em éc 102,98. O sinal referente a
carbonila de éster, em 6¢177,35, foi mantido em relagé&o aos ésteres originais.

No espectro de RMN de '°C, observou-se, ainda, em relagdo ao éster 81, o
afastamento do TMS dos sinais do C-13 (de ¢ 44,73 para 6c 47,75) e C-15 (de 6¢c
48,09 para éc 54,95), vizinhos ao grupamento carbonila, e o deslocamento para
perto do TMS dos carbonos 12, 14 e 8 devido ao efeito y-gauche sobre o C-12 (de 6c
33,11 para 6c 29,47) e um efeito anti sobre o C-14 (de ¢ 38,43 para éc 37,92) e C-8
(de ¢ 44,23 para dc 43,73)%.

Estes dados espectrométricos corroboram com a estrutura proposta para 83
(Tabela 3.6, pagina 118).
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3.4.3.2 Identificagao de ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-oato de etila (84)

" H
187 CO,CH,CH3
19 21 22

84

O produto ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-oato de etila (84) foi obtido como
uma resina de coloragdo caramelo (2,17 g, 29,7%). Apds varias tentativas, sem
sucesso, de purificagao por CCS, 84 foi isolado como uma mistura com 83.

O espectro no IV (Figura 3.35, pagina 214) mostrou-se analogo aquele obtido
para 83.

A analise comparativa entre os espectros de RMN de 'H obtidos para a mistura
dos ésteres 81 e 82 (Figura 3.26, pagina 208), material de partida nesta reacéo, e
aqueles obtidos para 84 (Figura 3.36, pagina 214) mostrou que, no espectro de 84,
ocorreu a preservagao dos simpletos em &4 0,98 e 64 1,18 referentes aos
hidrogénios metilicos H-18 e H-20. Foram mantidos, ainda, os sinais em 4 1,28 (sl,
3H) e em 64 4,13 (q, 2H, J = 14,1 e 7,0) correspondentes aos hidrogénios metilicos
associados ao C-22 e metilénicos associados ao C-21, respectivamente. O sinal do
hidrogénio olefinico H-11 foi observado em 84 5,28-5,30 (m, 1H). Assim como em 83,
observou-se que os sinais referentes aos hidrogénios metilénicos olefinicos em 6u
4,80 e o4 4,91, associados ao C-17 de 82, estavam ausentes no espectro de 84,
mostrando a ocorréncia da oxidagdo do alqueno na posicdo 16 do esqueleto
diterpénico.

A analise do espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT-135 de 84 (Figura
3.37, pagina 215) confirmou estes dados a partir da identificagdo do aparecimento
de um sinal de C n&o hidrogenado em ¢6c 221,87, caracteristico de carbono
carbonilico de cetona®, e do desaparecimento do sinal de C metilénico olefinico C-
17, presente no material de partida em 6c 105,44. Observaram-se, ainda, neste
espectro, os sinais referentes a carbonila de éster, em 6:177,26 (C-19) e aos
carbonos olefinicos C-9 e C-11. Como ocorrido no ceto-éster ent-16-oxo-17-
norcauran-19-oato de etila (83), observou-se para 84, em relagdo ao éster 82 o
afastamento do TMS dos sinais do C-13 (de ¢ 43,83 para ¢ 46,27) e C-15 (de o¢c
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50,31 para éc 56,27), vizinhos ao grupamento carbonila, um efeito y-gauche sobre o
C-12 de (¢ 29,78 para éc 29,49) e um efeito anti sobre os C-14 (de ¢ 38,28 para oc
31,93) e C-8 (de 8¢ 44,94 para 40,35) deslocando-os para mais proximo do TMS', no
espectro de RMN de 3C.

A comparacdo dos deslocamentos quimicos nos espectros de RMN de "°C e
deslocamentos mais relevantes do espectro de RMN de 'H obtidos para as
substancias 81 a 84 estdo compilados na Tabela 3.6, a seguir.
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Tabela 3.6 — Deslocamentos quimicos () observados para as substancias 81 a 84,

nos espectros de RMN de *C e de 'H

- 6
'CO,CH,CHj3
19 21 22

81
ent-caur-16-en-19-
oato de etila (81)

H ©

187 CO,CH,CH;
19 21 "22

82
ent- caur-9(11),16-

dien-19-oato de

~H
18 CO,CH,CH3
19 21 22
83
ent-16-oxo-17-

norcauran-19-oato

84

ent-16-o0x0-17-

norcauran-9(11)-

etila (82) de etila (83) en-19-oato de etila
(84)

Posicao | §c mult. OH dc mult. OH dc mult. OH dc mult. OH
1 40,83 - 40,83* - 40,70 - 40,71 -
2 19,18 - 20,25** - 19,07 - 18,32 -
3 37,94 - 37,94* - 37,25 - 38,32 -
4 42,27 - 42,27* - 42,75 - 44,70 -
5 57,09 - 46,59 - 53,95 - 49,86 -
6 20,91 - 20,82** - 20,77 - 20,13 -
7 41,27 - 41,27* - 41,10 - 42,42 -
8 44,23 - 44,94 - 43,73 - 40,35 -
9 55,08 - 158,62 - 56,80 - 156,23 -
10 39,65 - 39,65* - 39,62 - 38,84 -

11 18,60** - 114,82 5,23 18,74 - 114,87 5,29
12 33,11 - 29,78** - 29,47 - 29,49** -

13 4473 2,64 43,83 - 47,75 2,39 46,27 2,60
14 38,43 - 38,28 - 37,92 - 31,93 -
15 48,97 - 50,31** - 54,95 - 56,27 -
16 155,96 - 155,96* - 222,65 - 221,87 -
17 102,98 4,74; 105,40 | 4,80; - - - -

4,80 4,91

18 23,73 0,86 23,62 | 0,96 16,14 0,92 23,69 0,98
19 177,64 - 183,67 - 177,35 - 177,26 -

20 14,15 1,24 14,15 | 1,24* 14,14 1,20 14,07 1,18

21 59,93 4,12 59,93 | 4,12* 60,02 4,12 60,13 4,13

22 28,87 1,18 28,96™ | 1,18* 28,84 1,29 28,20 1,28

Correlagdes °C - 'H obtidas a partir do espectro HSQC; * sinais referentes a 82 sobrepostos aos de 81; **sinais

observados apenas no subespectro DEPT-135.
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3.4.4 Preparacgao dos acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-
hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (86)

A oxidacao alilica define-se como a oxidagao, habitualmente por formacao de
uma nova ligagado C-O (cetonas, alcoois, ésteres, éteres, entre outros) em posi¢cao

alilica a um grupo funcional, geralmente uma dupla ligagdo C=C*"%.

A oxidagao alilica e a epoxidacdo sdo dois processos competitivos, tanto in vivo como in
vitro. Tipicamente, os produtos da oxidacao alilica ocorrem quando a abstragdo do hidrogénio
predomina em relagdo ao ataque eletrofilico a dupla ligagdo. Em contraste com a epoxidacao,

a oxidagdo alilica permite que se mantenha a dupla ligacdo no produto o que permite
funcionalizacdes posteriores. O predominio da oxidagdo alilica sobre outras reacdes
competitivas como a epoxidacao, € muito dependente da natureza da olefina usada
e da estabilidade relativa do radical alilico intermediario formado®.

Diferentes reagentes tém sido utilizados em oxidagbes alilicas. O acetato de
chumbo é muito usado, entretanto pode provocar formagao de acetatos isoméricos
como subprodutos, dificultando a purificagdo do produto principal'®. O uso de
peréxido de hidrogénio ou hidroperdxido de t-butila associados a 6xidos de metais

como o cromo ou bismuto®%-3°

permite a obtencdo de derivados A°-7-oxoesterdides
com rendimentos elevados, sendo que a epoxidagdo da dupla ligagdo pode ocorrer
como reagao secundaria. Dioxido de manganés, acetatos de mercurio, titanio e
paladio tém sido usados também para obtencéo de derivados alcodlicos, aldeidos e
cetonas «,p insaturadas a partir de oxidagdes alilicas'®.

Neste trabalho, optou-se por empregar o dioxido de selénio para a realizag&o
da oxidacédo alilica da mistura de alquenos acidos caurendico (1) e grandiflorénico
(2). Nesta metodologia, o SeO, reage com os alquenos levando a um acido
seleninico alilico®® que sofre rearranjo a um intermediario que rapidamente se
decompde em alcool alilico (Esquema 3.2, a seguir). Em alguns casos, a oxidag&o

continua, fornecendo um aldeido ou cetona®.



Capitulo 3 Resultados e discussao 120

(V)
O=Se=

HO
—Se— s
Se0, H O—=Se—OH a
R/\( — R v —— R)\]/ — R)\‘%

acido seleninico

O‘ OH O—Se—OH
R/\r\ -~ R/\H ‘T R/\H
Produto Produto Se (1) Rearranjo 2,3-sigmatrépico
E-enal alcool alilico + subprodutos (E-seletivo)

Esquema 3.2 — Mecanismo para a oxidacao alilica com Se0,%*.

A oxidagéo alilica de alquenos empregando o reagente dioxido de selénio é um

30,37,38

assunto intensamente investigado desde o século passado e que continua sendo de amplo

emprego'?. Aparicio e colaboradores'?, em 2007, empregaram a mistura de SeO, e dgua
oxigenada em dioxano na oxidacdo alilica de trés derivados cauranicos, o acido caurendico,
seu éster metilico e o caurenol. Como produtos obtiveram-se derivados hidroxilados na
posi¢cdo 15 do esqueleto cauranico (56% de rendimento) e outros subprodutos dihidroxilados
na posicdo 15 e 17 ou ep6xidos nas posicoes 15 e 16.

Num primeiro momento, tentou-se obter o derivado 15-OH a partir da mistura
dos acidos 1 e 2, empregando-se a metodologia descrita por Francis et al.*® e
também por Aparicio et al.'?. Partiu-se de 500 mg de amostra e, apds sucessivos
fracionamentos por CCS, n&o se conseguiu a purificagcdo de nenhum produto de
oxidacao devido ao produto reacional ter sido obtido como uma mistura complexa de
constituintes, provavelmente devido a formagao de inumeros subprodutos da reagao
com SeO; e, também, com a H»O,, que é substancia que apresenta anfoterismo
redox, comportando-se tanto como agente redutor quanto como agente oxidante®**°.

Dessa maneira, a obteng¢ao do derivado hidroxilado na posigao 15 do esqueleto
dos acidos caurenoico (1) e grandiflorénico (2) empregando-se SeO; foi realizada de
acordo Blay e colaboradores*' cuja metodologia emprega um excesso de SeO, e
nao utiliza H20,.

3.4.4.1 Identificagao dos acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-
15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (86)
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86

A mistura dos derivados cauranicos hidroxilados em C-15, 85 e 86 foi obtida
como um sélido amarelo com rendimento de 50,4% e apresentou faixa de fusdo em
162-166 °C. Os dois acidos foram identificados a partir da analise espectroscépica
no IV e de RMN de 'H e ">C mono e bidimensionais (Figuras 3.38 a 3.44, paginas
216 a 219) e comparagado com dados descritos na literatura™".

O espectro no IV (Figura 3.38, pagina 216) apresentou bandas de deformagéao
axial de ligagdes O-H (3473 cm™), C-H (2956 e 2936 cm™) e C=0O (1689 cm™).
Bandas referentes a deformac&o angular de ligagbes C-H e C-O foram observadas
na regido compreendida entre 1460 e 700 cm™.

A partir da integral do sinal em 84 5,26 (sl, 1H) referente ao H-11 de 86, no
espectro RMN de 'H (Figura 3.39, pagina 216), verificou-se que a mistura
apresentava-se na propor¢cao de 2:1 do derivado hidroxilado 86 em relacdo ao
derivado 85. Assim, todos os sinais de maior intensidade nos espectros de RMN de
'H, de "*C e subespectro DEPT-135 foram atribuidos a 86 e os demais a 85.

Comparando-se o espectro de RMN de "H de 85 e 86 ao obtido para o material
de partida da sintese, uma diferenga observada foi o aparecimento de dois sinais em
on 4,05 e 64 3,74, sugerindo a ocorréncia de monohidroxilagdo de 1 e 2. Verificou-se,
ainda, que os sinais referentes aos hidrogénios olefinicos associados ao carbono 17
de 85 (6w 5,01 e 5,13) e 86 (on 5,13 e 5,14) estavam deslocados para uma regido
mais desblindada do espectro, em relacdo aqueles de 1 e 2.

Na comparagao entre os espectros de RMN de "*C e subespectros DEPT-135
da mistura de 1 e 2 (Figura 3.3, pagina 194) e da mistura de 85 e 86 (Figuras 3.40 a
3.42, paginas 217 e 218), observou-se, nos espectros referentes aos produtos da
reacdo, o aparecimento de sinais de carbonos metinicos em 6c 78,64 e 6c 81,59,
deslocamentos quimicos caracteristicos de carbonos oxigenados. Estes sinais
correlacionavam-se, no mapa de contornos HSQC (Figuras 3.43 e 3.44, paginas

218 e 219), com os sinais dos hidrogénios em 6y 4,05 e 84 3,74, respectivamente.
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Dessa forma, comprovou-se que a hidroxilagdo no carbono 15 do esqueleto
cauranico dos acidos 1 e 2 ocorreu com sucesso. Nao foi feita, neste momento, a
determinacao da estereoquimica da hidroxila na posi¢cao 15, por meio do NOESY.
Esta determinacao foi realizada com o produto de biotransformacéo da mistura.
Todos os demais sinais observados nos espectros de RMN de '*C foram

atribuidos e encontram-se compilados na Tabela 3.7, a seguir.
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Tabela 3.7 — Deslocamentos quimicos, nos espectros de RMN de *C e de RMN de

'H, obtidos para as substancias 85 e 86 e aqueles descritos pela literatura'! para o

acido ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico

Acido ent-15¢:-
hidroxi-caur-16-en-
19-6ico™! 3 "gHoo
Acido ent-15a-hidroxi- | Acido ent-15a-hidroxi-caur-
caur-16-en-19-éico (85) 9(11),16-dien-19-6ico (86)

Posigao | &c mult. OH dc mult. OH Ooc mult. OH
1 40,6 - 39,58 - 39,91 -
2 19,1 - 19,81 - 19,04 -
3 38,8 - 36,63 - 37,11 -
4 43,7 - 42,61 - 43,61 -
5 45,4 - 52,22 - 46,26 -
6 21,5 - 17,95 - 17,05 -
7 37,9 - 35,10 - 36,24 -
8 45,6 - 46,60 - 45,42 -
9 56,3 - 55,87 - 153,53 -
10 39,0 - 38,69 - 37,68 -

11 18,2 - 17,16 - 116,07 5,26
12 33,0 - 31,45 - 22,22 -

13 40,0 2,67 41,18 2,69* 38,45 2,69*
14 36,2 - 34,11 - 39,20 -

15 82,4 3,77 81,59 3,74 78,64 4,05
16 158,4 - 159,11 - 161,81 -

17 104,7 | 4,97;5,10 107,23 5,01; 109,23 5,13%

513" 5,14

18 28,7 1,25 27,83 1,19* 27,13 1,19*
19 178,0 - 182,91 - 182,73 -

20 15,4 0,97 14,71 0,89 23,06 1,00

*sinais sobrepostos
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3.4.4.2 Identificagao do acido ent-16-formil-caur-15-en-19-6ico (87)
O acido ent-16-formil-caur-15-en-19-6ico (87) foi isolado como um sdélido

amarelo opaco (30,6 mg) a partir da oxidagdo com dioxido de selénio da mistura dos
acidos 1 e 2 (Esquema 3.3) e apresentou faixa de fusdo em 165,6-168,2 °C.

3902
—_—

COOH COOH COOH
1 2 87

Esquema 3.3 — Obtencgéo do acido ent-16-formil-caur-15-en-19-6ico (87), por reagao

da mistura dos acidos caurendico (1) e grandiflorénico (2) com SeO..

Este aldeido foi identificado a partir da analise espectroscopica de RMN de 'H
e ®C mono e bidimensionais e comparacdo com dados obtidos para o &cido
caurendico (1), o material de partida da reagao.

No espectro RMN de 'H (Figura 3.45, pagina 219), verificou-se, em
comparagao com o material de partida da sintese, a presenca de um simpleto em &y
9,73, regido caracteristica de hidrogénio de aldeido®. Ndo se observaram sinais
entre oy 4,7 e 5,0, regido referente aos hidrogénios olefinicos H-17a e H-17b
presentes no material de partida. Adicionalmente, observou-se um sinal de
hidrogénio em 6y 6,58 (s, 1H), caracteristico de dupla ligagdo endociclica.

Na comparacéo entre os espectros de RMN de "*C e subespectros DEPT-135
de 87 e 1 (Figuras 3.46 e 3.47, pagina 220) observou-se, nos espectros referentes
ao produto 87, o aparecimento de um sinal adicional de carbono n&o hidrogenado
em Jc 189,49. Este sinal correlacionava-se, no mapa de contornos HSQC (Figuras
3.48 e 3.49, pagina 221), com o sinal do hidrogénio aldeidico em &4 9,73. No mapa
de contornos COSY (Figura 3.50, pagina 222) este sinal em 84 9,73 correlacionava-
se aos sinais em 6y 6,58, 64 3,04 e 64 2,18 (d, 2H, J=10,8).

Observou-se que o sinal do carbono n&o hidrogenado C-16 apresentou-se em ¢
mais protegido (dc 148,65) que no material de partida. Um sinal de carbono metinico

adicional foi identificado em 6c 161,55. Este sinal correlacionava-se no HSQC
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(Figura 3.48) ao hidrogénio olefinico 6c 6,58. Na comparacao dos demais sinais de
carbonos do material de partida 1 e do produto 87 (Tabela 3.8, pagina 126), s6 néo
foi localizado o sinal na regido de dc 45-55 de 1, referente ao C-15. Dessa forma, o
sinal em &¢c 161,55 foi atribuido ao C-15, concluindo-se entdo que a dupla ligagéo
rearranjou-se, sendo localizada entre C-15/C-16, obtendo-se assim um aldeido
conjugado. Na oxidacgéo alilica de duplas ligagbes empregando o SeO, é descrito
que o produto inicial pode se decompor em um alcool alilico e, em alguns casos, a
oxidagao continua, fornecendo um aldeido ou cetona®.

No mapa de contornos HSQC observou-se ainda correlag&o entre o sinal largo
em &4 3,04 e o carbono metinico em ¢ 37,81, atribuido a C-13 e entre o sinal de
hidrogénio em &4 2,18 e o carbono metilénico em &c 43,01, atribuido ao C-14. No
espectro bidimensional COSY este hidrogénio (6w 2,18) correlacionava-se ao
hidrogénio atribuido a H-15 em &4 6,58.

No HMBC (Figura 3.51, pagina 222) verificou-se a correlagéo entre os sinais
de carbonos em é¢c 189,49 e em §c 148,65 ao sinal do hidrogénio em 64 6,58. O sinal
do carbono em ¢ 148,65 também apresentou correlagdo com o sinal do hidrogénio
em oy 2,18, atribuido a um dos hidrogénios metilénicos associados ao C-14 e com o
sinal do hidrogénio aldeidico em &4 9,73. Dessa forma, o sinal em éc 148,65 foi
atribuido a C-16 e o sinal em éc 189,48 ao C-17, tendo acontecido a oxidagado do
carbono metilénico olefinico inicial levando a um aldeido. Uma correlagdo entre o
sinal do carbono em é¢ 50,91, atribuido ao C-8 e o sinal do hidrogénio H-15 (4 6,58)
foi observada também.

Todos os demais sinais observados nos espectros de RMN de "*C de 87 foram
atribuidos e encontram-se compilados na Tabela 3.8, que se segue.
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Tabela 3.8 — Deslocamentos quimicos (8), nos espectros de RMN de 'H e *C, dos

acidos ent-caur-16-en-19-6ico (1) e ent-16-formil-caur-15-en-19-6ico (87)

Posigéo Oc mult. On Oc mult. On HMBC?
1 40,7 CHy - 40,61 1,92; 0,85 10
2 19,1 CH> - 18,96 1,88; 1,58 3
3 37,8 CH> - 37,70 2,16; 1,04 18
4 43,74 C - 43,72 - 18
5 57,1 CH - 56,54 1,1 6; 18; 20
6 21,3 CHy - 20,23 1,97; 1,75 7a
7 39,6 CH> - 38,15 1,72; 1,05 -
8 442 C - 50,91 - 6;7;9;,15
9 55,1 CH - 48,88 0,99 20
10 38,8 C - 40,06 - 9; 18; 20
11 18,4 CH> - 18,67 1,6; 1,57 9
12 29,7 CHy - 25,08 - 9; 14
13 43,85 CH 2,77 37,81 3,04 17; 15; 14a
14 41,2 CHy - 43,01 2,18; 1,5 15
15 48,97 CH, - 161,55 6,58 14
16 155,95 C - 148,65 - 14a; 15; 17
17 102,98 4,73; 4,79 189,49 9,73 15

CH>

18 28,9 CH3 1,24 28,89 1,26 20; 2
19 184,5C - 183,77 - 18; 20
20 15,6 CH3 1,02 15,45 1,01 1,9;5

2correlacdes °C - 'H
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3.5 Transformacgoes fungicas de diterpenos cauranicos

As biotransformagdes representam uma alternativa interessante na obtencgao
de metabdlitos secundarios ativos, muitas vezes, inacessiveis por métodos classicos
de sintese*® e seu emprego tem apresentado um grande avango nas Ultimas
décadas®*.

Elas consistem na utilizagdo de organismos vivos ou enzimas isoladas destes
para converter uma substancia quimica em outra*® por meio de reacdes, tais como
oxidagdes, redugdes, hidrdlises, condensacgdes, isomerizagdes formagao de ligagéo
carbono—carbono e introducdo de heteroatomos. As reacdes de introducdo de
heterofuncéo e formacéo de ligacdo C-C apresentam uso limitado, enquanto que as
demais reacgdes, principalmente aquelas envolvendo oxidagdes e hidroxilagbes em
carbonos ndo funcionalizados, tém sido bastante exploradas e apresentam-se
potencialmente Uteis' ¢ 47.

O uso de diterpenos cauranicos, como substratos de transformagdes fungicas,
visando a obtencdo de derivados biologicamente ativos tem atraido de maneira
crescente os pesquisadores''®. Enquanto que, até o inicio da década de 90, o
objetivo da maioria das transformagdes microbianas, descritas na literatura, para
compostos cauranicos, restringia-se a questdes relacionadas a biossintese e ao grau
de receptividade de diferentes substratos pelos microrganismos”, no fim da década
de 90 e neste inicio de século, muitos dos trabalhos relatam a potencialidade destes
diterpenos como agentes bioativos*®.

Visto isso e mediante o interesse de nosso grupo de pesquisa em
biotransformag¢des de cauranos, substratos naturais ou derivados sintéticos (Figura
2.2, pagina 61) dos diterpenos cauranicos acidos caurenoico (1) e grandiflorénico
(2), obtidos em quantidade consideravel a partir da W. paludosa, foram empregados
em experimentos de transformacgao microbiana visando a obtencdo de produtos com

potencial atividade alelopatica.
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3.5.1 Biotransformagao do ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90) por C. aphidicola

O experimento de biotransformacéo do alcool ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90)
foi realizado visando a familiarizagdo com a metodologia empregada neste tipo de
experimento e o manuseio de fungos. Cephalosporium aphidicola é excelente
promotor de hidroxilacdes sobre o esqueleto cauranico®.

Este substrato foi incubado com o fungo C. aphidicola e, apds purificagdo do
extrato obtido, foram isolados dois produtos de biotransformacédo, AR-1 e AR-2
(Esquema 2.4, pagina 66), identificados como o ent-164,17,19-trihidroxi-caurano
(92) e o ent-16,19-dihidroxi-caurano (50).

3.5.1.1 Identificagao do ent-164,17,19-trihidroxi-caurano (92)

O ent-164,17,19-trihidroxi-caurano (92) (17,1 mg 6,97% de bioconversédo) foi
isolado como cristais brancos em forma de agulhas que apresentaram faixa de fusao
entre 228-231 °C. Em analises por CCDS, esta substancia se revelou como mancha
unica rosada utilizando-se solugao acida de sulfato cérico.

A identificagao de 92 foi realizada com base na analise dos espectros de RMN
de 'H e RMN de "C mono e bidimensionais (Figuras 3.57 a 3.64, paginas 227 a
231), por comparagao desses dados com aqueles do material de partida ent-19-
hidroxi-caur-16-eno (90) (Figuras 3.53 a 3.56, paginas 224 a 226) e com aqueles
fornecidos pela literatura®.

O espectro de RMN de 'H de 92 (Figuras 3.57 e 3.58, pagina 227) apresentou
o padrao tipico de diterpenos cauranicos’, com a maioria dos sinais de hidrogénios
aparecendo entre o4 0,81 e 1,98. Os simpletos em 6y 0,93 e 1,31 foram atribuidos a
atomos de hidrogénio dos dois grupos metila CHs-18 e CH3-20, respectivamente.
Por comparacdo com o espectro de RMN de 'H do substrato da biotransformacéo
90, observou-se que os dois dupletos em 84 3,71 (d, H1ga; J= 10,9) € 61 3,37 (d, Hiop;
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J= 10,9) atribuidos a hidrogénios metilénicos em C-19'%, foram preservados no
produto 92. Um novo sinal de dupleto em 8y 4,03 foi observado e atribuido a
hidrogénios metilénicos ligados ao C-17, a partir da correlagdo observada no mapa
de contornos HSQC (Figura 3.62, pagina 229). Estas atribuicées estdo sumariadas
na Tabela 3.9 (pagina 132).

A partir da andlise dos dados do espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT-
135 de 92 (Figuras 3.59 e 3.60, pagina 228) foi possivel identificar e estabelecer a
multiplicidade dos sinais de carbonos como sendo trés carbonos metinicos, dois
carbonos metilicos e onze metilénicos, sendo dois desses ligados a oxigénio, por
apresentarem deslocamento quimico na regido caracteristica de alcoois®, entre ¢
50-90 (6c 64,70 e 6¢c 71,77).

A identificagdo de quatro carbonos ndo hidrogenados em 92 se deu pela
diferenca entre os sinais observados no espectro monodimensional de RMN de *C
e aqueles no subespectro DEPT-135. Dos quatro carbonos nao associados a
hidrogénios presentes em 92, um deles apresentou-se ligado a oxigénio (dc 78,69).
Comparando-se este espectro com aquele de 90, observou-se o desaparecimento
dos sinais em 6c 155,93 e d¢c 102,99, referentes aos carbonos olefinicos C-16 e C-
17. No lugar destes, verificou-se o aparecimento de dois sinais de carbonos
oxigenados, um metilénico em 6c 71,77 e um n&o hidrogenado em ¢ 78,69. Dessa
forma, estes sinais foram atribuidos aos C-17 e C-16, respectivamente, indicando
que a dupla exociclica do material de partida foi di-hidroxilada pelo fungo C.
aphidicola, levando a um alcool primario em C-17 (R-CH2OH, 6c 71,77) e a um
alcool terciario em C-16 (R3-C-OH, é¢c 78,69). O outro sinal de carbono metilénico
oxigenado, em 6¢c 64,70, foi atribuido a C-19, por comparagdo com o espectro de
RMN de "*C do material de partida (Figura 3.54, pagina 225).

O mapa de contornos COSY (Figura 3.61, pagina 229) apresentou correlagao
entre os dupletos dos hidrogénios metilénicos H-19a e H-19b e entre esses e o
simpleto em 64 0,96, referente aos hidrogénios metilicos associados ao C-18.

No mapa de contornos HSQC (Figuras 3.62 e 3.63, paginas 229 e 230) de 92
observaram-se correlagdes entre os sinais em 6y 3,71 (d, H1ga; J = 10,9) € 64 3,37 (d,
Higp; J = 10,9) e o sinal em §c 64,70 (C-19), confirmando a atribuicdo dos
hidrogénios metilénicos de alcool*®. Foi confirmada, também, a correlagdo entre o

sinal do hidrogénio em &y 4,03 (d, 2 H, Hi7 4 ) € 0 sinal do carbono em &y 71,77
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(CH2-OH), atribuido a C-17. O sinal em 6 1,52, atribuido ao hidrogénio metilénico H-
15b, apresentou manchas de correlagcdo com o sinal em é¢c 58,03. Os simpletos em
on 0,89, 64 0,93 e oy 1,31 apresentaram-se correlacionados com os sinais em ¢
56,85, 6c 27,33 e 6c 18,31, atribuidos, respectivamente aos carbonos C-5, C-18 e C-
20. O mapa de contornos HSQC possibilitou a visualizagdo de correlagao entre o
multipleto centrado em 6y 1,81 e o sinal do carbono metinico em d¢c 48,92 atribuido
ao C-13. Correlacionavam-se, ainda, os sinais de hidrogénios em 6y 1,51 e 64 0,95
com os carbonos em d6c 26,8 e 6 57,12, referentes aos C-12 e C-9,
respectivamente.

A estereoquimica relativa ent-165-OH do triol (92) foi estabelecida por analise
minuciosa do mapa de contornos ROESY (Figura 3.64, pagina 231), principalmente
devido a correlagdo observada entre H-115 (6u 1,48) e 17-CH,OH (64 4,03), o que
confirma a posicédo ent-a para o substituinte CH,OH em C-16 e, portanto, evidencia
que a hidroxila em C-16 estava localizada na posigao ent-B. Outras correlagdes
observadas neste mapa de contornos estéo listadas na Tabela 3.10 (pagina 133) e

algumas delas indicadas no esquema Esquema 3.4.

Esquema 3.4 — Correlagdes espaciais observadas no mapa de contornos ROESY
de ent-164,17,19-trihidroxi-caurano (92).

Com base nestes dados, a estrutura da substancia codificada como AR-1 foi

elucidada como sendo o ent-164,17,19-trihidroxi-caurano (92) (Esquema 3.5).
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16_CH,0OH
", 17
‘OH

C. aphidicola

" H " H
CH,0H CH,0H
90 92

Esquema 3.5 - Biotransformacdo do ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90) em ent-

163,17,19-trihidroxi-caurano (92) pelo fungo C. aphidicola.

Esta substancia foi isolada como produto natural a partir das folhas e galhos de
Ozothamnus hookeri (Asteraceae)®’, das partes aéreas de Bahia glandulosa® e dos
brotos jovens de Lindsaea javanensis, como um 19-O-p-D-glicopiranosideo®’. Foi

isolado, ainda, como um produto de sintese a partir do acido caurendico’".



Capitulo 3 Resultados e discussao 132

Tabela 3.9 — Deslocamentos quimicos (8), nos espectros de RMN de 'H e de *C do
ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90) e do ent-164,17,19-trihidroxi-caurano (92), obtidos a
partir de analise de correlagbes no mapa de contornos HSQC e dados do ent-

16/8,17,19-trihidroxi-caurano fornecidos pela literatura*®

Posi- | Mult.
sao ent-166,17,19-
trihidroxi-caurano®’
o o on
dc Ha | HpS dc Ha Hp dc Ha Hp
1 CH; 40,48 | 1,77 | 0,80 | 40,52 | 1,76 0,71 | 40,7 - -
2 CHa 18,32 [ 142 (156 | 18,32 | 1,35 1,54 | 18,7 - -
3 CH> 35,62 (1,74 0,92 | 3575 | 1,79 0,84 | 36,2 - -
4 C 38,68 - - 38,79 - - 39,3 - -
5 CH 56,2 1,07 56,85 0,89 56,9 -
6 CHa 20,48 (1,61 |1,26 | 20,66 | 1,61 1,27 | 21,1 - -
7 CH; 4165 [ 155| 14 | 42,53 | 1,55 1,38 | 43,1 - -
8 C 4419 - - 45,28 - - 44,9 - -
9 CH 56,85 0,96** 57,14 0,95 57,3 -
10 C 39,24 - - 39,29 - - 39,6 -
11 CH; 18,23 [ 1,40 (148 | 18,12 | 1,36 1,48 | 18,7 - -
12 CH> 33,20 [ 1,33 | 1,54 | 26,86 * 1,51 | 26,7 -
13 CH 43,99 2,63 48,92 1,81 46,0 -
14 CH> 39,67 | 157 184 | 3755 | 1,57 1,84 | 37,7 - -
15 CHa 49,07 | 2,05 * 58,04 * 1,52 | 54,0 -
16 C 155,93 - 78,69 - 81,5 -
17 CH; 102,99 | 4,73 | 4,79 | 71,77 | 4,03 403 | 664 | 4,03 | 4,17
18 CHs 27,10 0,96** 27,33 0,93 28,1 1,04
19 CH> 65,53 | 3,44 | 3,75 | 64,70 | 3,37 3,71 | 64,1 | 3,64 | 4,02
20 CHs 18,14 1,01 18,31 1,31 18,6 1,20

*nao identificado; **sinais sobrepostos



Capitulo 3 Resultados e discussao 133

Tabela 3.10 - Correlagdes espaciais observadas no mapa de contornos ROESY
para ent-16,17,19-trihidroxi-caurano (92)
ent-168,17,19-trihidroxi-caurano (92)

H (6 'H) Correlagido - H (6 'H)
1 a(1,76) 9 (0,95)
3 a(1,78) 18 (0,93)
3 a(1,78) 5 (0,88)
3 3(0,84) 19 (3,7)
6 o (1,6) 20 (1,31)
7 5(1,38) 14 o (1,57)
9 (0,95) 11 a (1,36)
9 (0,95) 15 B (1,52)
11 (1,48) 17 (4,03)
12 o (1,51) 17 (4,03)
13 (1,81) 15 B (1,52)
14 « (1,56) 20 (1,31)
14 £ (1,84) 15 B (1,52)

3.5.1.2 Identificagao do ent-164,19-dihidroxicaurano (50)

O produto de transformagdo microbiana 50 (3,7 mg, 1,51% de bioconversao)
apresentou-se como um solido opaco, de coloragao branca e faixa de fusao entre
210-214 °C, mostrando mancha rosa unica em analises por CCDS, ao empregar-se
solucao acida de sulfato cérico como revelador.

A identificagao de 50 foi realizada com base na analise dos espectros de RMN
de 'H e RMN de "C mono e bidimensionais (Figuras 3.65 a 3.70, paginas 232 a

235), por comparagao desses dados com aqueles do material de partida ent-19-
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hidroxi-caur-16-eno (90) (Figuras 3.53 a 3.56, paginas 224 a 226) e com aqueles
fornecidos pela literatura'".
O padrao espectral de RMN de 'H de 50 (Figura 3.65, pagina 232), tipico de

diterpeno cauranico™"”

, apresentou-se muito semelhante ao do material de partida
(Figura 3.53, pagina 224), no entanto os sinais dos hidrogénios metilénicos da dupla
exociclica, presentes no material de partida em 64 4,73 e 4,79 nao foram
observados.

A maioria dos sinais de hidrogénios metilénicos de 50 encontrou-se na regiao
de deslocamento quimico entre 64 0,90 e o4 1,91, sendo que os simpletos relativos
aos hidrogénios dos dois grupos metila H-18 e H-20 foram observados em 64 0,95 e
on 1,01. Outro simpleto foi observado em 84 1,36, valor de deslocamento quimico
tipico de grupo metila em um carbono ligado a um grupo hidroxila®.

A analise do espectro de RMN de *C (Figura 3.66, pagina 232) de 50 permitiu
observar a presenca de sinais referentes a 20 atomos de carbono. Pelo subespectro
DEPT-135 (Figura 3.66, pagina 232), a multiplicidade destes foi estabelecida como
sendo trés carbonos metilicos, dez metilénicos, sendo um desses ligado a oxigénio,
por apresentar deslocamento quimico em Jc 65,58, caracteristico de alcoois
primarios®?, e trés carbonos metinicos. A diferenca observada em relagdo ao nimero
de sinais entre os espectros de RMN de *C e DEPT-135 indicou a existéncia de
quatro sinais correspondentes a atomos de carbono quaternarios, sendo um carbono
sp> oxigenado (8¢ 79,28) e trés carbonos sp® inseridos num esqueleto carbdnico (¢
39,26, 45,3 e 38,64) atribuidos aos carbonos do esqueleto cauranico C-4, C-8 e C-
10, respectivamente.

O sinal em ¢ 65,58, metilénico, foi atribuido a C-19, comparavel ao do material
de partida, ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90), que mostrou o sinal referente a este
carbono em éc 65,53 (Figura 3.54, pagina 225).

Comparando-se os espectros de RMN de *C e subespectro DEPT-135 de 50
(Figura 3.66, pagina 232) com os do material de partida (Figura 3.54, pagina 225),
observou-se o0 desaparecimento dos sinais em dc 155,93 e 6c 102,98, referentes aos
carbonos olefinicos C-16 e C-17 e aparecimento de sinais referentes a um carbono
oxigenado ndo hidrogenado em d¢c 79,28 e um carbono metilico em ¢ 24,47.

A analise do mapa de contornos HSQC (Figuras 3.67, pagina 233) mostrou

correlacdo entre o sinal em o6c 24,47 e o do simpleto em &4 1,36. No mapa de
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contornos HMBC (Figura 3.68, pagina 233), o sinal do carbono quaternario
oxigenado em d¢ 79,28 mostrou-se correlacionado ao simpleto do metila em 64 1,36,
sugerindo que a hidroxila encontrava-se no carbono C-16.

No espectro de RMN de "H de 50 foram preservados, do material de partida, os
dois dupletos com deslocamento quimico em &y 3,72 (d, Ha; J = 10,9) e 64 3,44 (d,
Hp; J = 10,9), correlacionados entre si no mapa de contornos COSY (Figura 3.69,
pagina 234), relativos aos hidrogénios metilénicos em C-19, cujo sinal do carbono no
espectro de RMN de "*C apareceu em ¢ 65,58. Foi preservado, ainda, o multipleto
centrado &y 1,83 que foi atribuido ao hidrogénio metinico ligado ao C-13 que, no
mapa de contornos HSQC apareceu correlacionado com sinal em ¢ 49,02.

Outras atribuicbes foram realizadas ou confirmadas a partir de correlagdes
observadas no mapa de contornos HSQC. Um sinal com deslocamento quimico em
on 1,55, de multiplicidade nédo determinada, foi atribuido aos dois hidrogénios
metilénicos H-15 (6c 57,92). Os simpletos em 6y 0,95 (3H), o4 1,01 (3H)
apresentaram-se correlacionados com os sinais em déc 27,04 e 6c 18,23, atribuidos,
respectivamente, aos carbonos C-18 e C-20.

Essas atribuicdes, associadas a comparacdo com dados obtidos na literatura',
permitiram confirmar a hidratagdo da dupla ligagado exociclica do ent-19-hidroxi-caur-
16-eno (90) pelo C. aphidicola (Esquema 3.6).

C. aphidicola

“H 3 H

CH,0H CH,O0H
90 50

Esquema 3.6 — Biotransformagao do ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90) em ent-164,19-

dihidroxi-caurano (50) pelo fungo C. aphidicola.

A configuracdo do carbono 16 foi estabelecida pela analise do espectro
bidimensional ROESY (Figura 3.70, pagina 235) onde a correlagcdo entre o sinal
atribuido aos hidrogénios metilicos em C-17 (d4 1,36) e o sinal do H-118 (64 1,48) foi

observada. O sinal dos hidrogénios metilicos H-17 correlacionava-se, ainda, com os
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sinais do H-15 (64 1,55) e do H-126 (6n 1,54). Assim sendo, o CH3-17 foi atribuido a
posi¢ao ent-a (Esquema 3.7).

Outras correlagcdes foram estabelecidas a partir da analise dos dados do
espectro ROESY como aquela entre o H-1a em 6, 1,79 e o H-9 (é4 0,99) (Tabela
3.11).

Tabela 3.11 - Correlagbes espaciais observadas no mapa de contornos ROESY
para ent-16,19-dihidroxi-caurano (50)
ent-163,19-dihidroxi-caurano (50)

H (6 'H) Correlagdo - H (6 "H)
1a (1,79) 9 (0,99)
11 a (1,43) 9 (0,99)
11 £ (1,48) 17 (1,36)
15 (1,55) 17 (1,36)
128 (84 1,54) 17 (1,36)
13 (1,83) 14 « (1,58)

Esquema 3.7 — Correlagdes espaciais observadas no mapa de contornos ROESY
de ent-16,19-dihidroxi-caurano (50).

Dessa forma, a hidroxila associada ao C-16 se encontrava, obrigatoriamente, na posicao
ent-f3. Assim, este produto foi elucidado como sendo o alcool ent-164,19-dihidroxi-caurano
(50) (Esquemas 3.6, pagina 135 e 3.7).
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Esta substancia ja foi isolada como um produto natural a partir dos galhos de

Aristolochia rodriguesii®* e das folhas e galhos de Ozothamnus hookeri (Asteraceae)™. 50 foi

obtido como também por modifica¢do quimica do édcido ent-caur-16-en-19-6ico'"'".

Os dados de RMN de 'H e de C obtidos para 50, em comparacdo com
aqueles obtidos para o substrato da biotransformacao 90 e aqueles do ent-cauran-
16[3‘,19—diol”, obtidos pela literatura, encontram-se compilados na Tabela 3.12, a
seqguir.

E a primeira vez que se descreve a obtencéo de ent-16,19-dihidroxi-caurano
(50) e ent-164,17,19-trihidroxicaurano (92) a partir da biotransformacédo do ent-19-
hidroxi-caur-16-eno (90) pelo C. aphidicola.
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Tabela 3.12 — Deslocamentos quimicos (8), nos espectros de RMN de 'H e de °C,
do ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90) e do ent-164,19-dihidroxi-caurano (50), obtidos a

partir de analises de correlagées no HSQC e do ent-16,19-dihidroxi-caurano obtido
por Takahashi (1994)"

Posigdo | Mult. ent-163,19-
dihidroxi-
caurano™

dc On oc OH dc SH
Ha HpB Ha Hp Ha | HpB

1 CH, | 40,48 | 1,77 | 0,80 | 40,45 | 1,79 | 0,81 | 40,4 | - -
2 CH, | 18,32 | 1,42 | 1,56 | 18,25** | 1,42 | 1,68*| 18,2 | - -
3 CH, | 3562 | 1,74 | 0,92 | 3568 | 1,75 | 0,90 | 356 | - -
4 C | 38,68 - - 39,26 - - 1386 - -
5 CH | 56,2 1,07 56,78 0,92 57,0 -
6 CH, | 20,48 | 1,61 | 1,26 | 2068 | 1,65 | 1,31 | 20,6 | - -
7 CH, | 4165 | 155 | 14 | 4246 | 1,62 | 1,45 424 | - -
8 C | 4419 - - 45,31 - - 1453 - -
9 CH | 56,85 0,96** 57,04 0,99 56,7 -
10 C | 39,24 - - 38,64 - - 1392 - -
11 CH, | 18,23 | 1,40 | 1,48 | 18,05 | 1,43 | 1,48 |18,0| - -
12 CH, | 33,20 | 1,33 | 1,54 | 26,79 | 1,27 | 1,54 | 26,8 -
13 CH | 43,99 2,63 49,02 1,83 49,0 -
14 CH, | 39,67 | 1,57 | 1,84 | 37,55 |1,58*| 1,88 |37,5| - -
15 CH, | 49,07 | 2,05 * 57,92 1,55 57,8 -
16 C |15593| - 79,28 - - 1793 - -
17 CHy/ | 102,99 | 4,73 | 4,79

CHs 24 .47 1,36 244 1,36
18 CH; | 27,10 0,96** 27,04 0,95 27,0 1,02
19 CH, | 6553 | 3,44 | 3,75 | 65,58 | 3,44 | 3,72 | 65,5|3,45| 3,73
20 CH; | 18,14 1,01 18,23 1,01 18,2 0,96

*H2p = 1,5838 e H-14a = 1,5756; **sinais sobrepostos e observados apenas no subespectro DEPT-135.
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3.5.2 Biotransformacgao do acido ent-3-cinamato-caur-16-en-19-6ico (91) por

F. proliferatum
A incubacao do acido 91 com F. proliferatum possibilitou a obtencdo de um

sélido amarelado amorfo, codificado como AR-3 (7,8 mg, 2,23% de bioconversao) e

identificado como o ent-3,15a,16 a,19-tetrahidroxi-caurano (93).

i
WO

Esquema 3.8 — Biotransformacao do ent-3-cinamato-caur-16-en-19-6ico (91) em

OH

F. proliferatum

o HO o
CO,H CH,OH
91 03

ent-3p,15a,16a,19-tetrahidroxi-caurano (93) pelo fungo F. proliferatum.

3.5.2.1 Identificagao do ent-36,15a,16a,19-tetrahidroxi-caurano (93)

A estrutura desta substancia foi elucidada a partir da analise detalhada dos
dados espectroscdpicos obtidos nos espectros no IV e de RMN (*H, *C, DEPT,
HMBC, HSQC, NOESY) e por comparagdo com os dados espectroscopicos do
material de partida (91) (Figuras 3.71 a 3.77, paginas 236 a 239).

O espectro no IV de 93 (Figura 3.78, pagina 239) apresentou uma banda larga
em 3330 cm™, referente ao estiramento da ligagdo OH e bandas em torno de 2900
cm™ referentes a deformacdo axial de ligacdo C-H. Nao foram observadas bandas
caracteristicas de deformacido axial de C=0, nem de deformagao axial de dupla
exociclica, assim como aquelas referentes ao estiramento de ligagcdo C=C de
sistemas aromaticos, presentes no espectro no IV do material de partida, o acido
ent-caur-35-cinamato-16-en-19-6ico (91) (Figura 3.71, pagina 236), sugerindo a
ocorréncia de hidrolise do éster em C-3, além de reag&o sobre o grupamento acido
em C-19 e sobre a ligagao dupla em C-16/C-17. Foram observadas, ainda, bandas
intensas em 1087 e 1045 cm™, caracteristicas de deformagéo angular de ligagdo C-
O.

No espectro de RMN de 'H (Figura 3.79, pagina 240) foram visualizados
simpletos em 64 1,02 e 0,61 correspondentes aos atomos de hidrogénio metilicos H-
18 e H-20, respectivamente, que foram conservados no produto 93, em relacdo ao

material de partida. Um sinal de simpleto adicional, em &y 1,03, foi observado neste
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espectro. Na sec¢do expandida entre 84 3,40 e 5,30 do espectro de RMN de 'H
(Figura 3.80, pagina 240) observou-se o aparecimento de sinais em &4 3,51, 3,60 e
3,94, relativos a hidrogénios em carbonos oxigenados.

No espectro de RMN de "*C (Figura 3.81, pagina 241) de 93 observou-se o
desaparecimento dos sinais da carboxila, dos dois carbonos olefinicos e de
carbonos aromaticos, presentes no espectro do material de partida 91, confirmando
a ocorréncia de hidrolise do grupo cinamoila. Sinais na regido compreendida entre
oc 115,0 -145,0 foram identificados como impureza presente na amostra.

A multiplicidade dos sinais de carbono foi estabelecida a partir da analise do
subespectro DEPT-135 (Figura 3.82, pagina 241): 3 carbonos metilicos, 8
metilénicos, 5 metinicos e 4 quaternarios, indicando haver quatro carbonos
oxigenados: um metilénico (éc 71,90), dois metinicos (¢ 68,50 e 6c 74,36) e um
quaternario (éc 77,02). Aléem disso, neste espectro pode ser visto sinal relativo a um
carbono metilico (6c 19,04) a mais em relagdo ao material de partida, além daqueles
atribuidos aos C-18 e 20, em 6¢c 21,83 e 6c 12,98, respectivamente.

A analise do espectro bidimensional HSQC (Figuras 3.83 e 3.84, paginas 242 e
243) possibilitou relacionar o carbono metinico em 8¢ 74,36 atribuido ao C-3, por
comparagao com o material de partida, com o hidrogénio em 84 3,51; o carbono
metilénico oxigenado (dc 71,90) foi correlacionado ao sinal de hidrogénio em 64 3,60
(sl, 2H), que foi atribuido ao C-19, tendo entdo ocorrido a redugdo do grupo carboxila
do esqueleto cauranico. Também foi observada uma correlagédo entre o sinal do
carbono metinico oxigenado em dJc 68,50 com o hidrogénio em &4 3,94. A
comparagao dos sinais dos carbonos de 93 com aqueles do material de partida 91
permitiu concluir que estes sinais poderiam ser atribuidos aos C-15 e H-15 do
esqueleto cauranico de 93.

Algumas outras correlagdes foram observadas ainda no mapa de contornos
HSQC e as atribuicbes foram realizadas por comparagdo com os dados
espectroscopicos do material de partida. Observaram-se correlagdes entre os sinais
em 64 2,04 e 6¢c 41,90 (C-13); entre os sinais em 6y 2,06 e 5c 40,72 (C-14); entre os
sinais em oy 1,67 e 1,31 e em ¢ 40,86 (C-7); entre os sinais em 64 1,92 e 6c 56,04
(C-9); e entre os sinais em 84 1,29 e 6¢c 57,4 (C-5).

No mapa de contornos HMBC (Figura 3.85, pagina 244), observaram-se

correlagdes J* entre o carbono quaternario em &c 77,02 e os hidrogénios metilicos
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em oy 1,03 que no HSQC correlacionava-se ao carbono em ¢ 19,04. Assim, o
carbono em 6c 77,02 foi atribuido ao C-16 e o carbono em éc 19,04 ao C-17,
comprovando a ocorréncia da hidratagdo da ligagado dupla C-16/C-17, presente no
material de partida. Observou-se também que estes hidrogénios metilicos (4 1,03,
H-17) apresentaram correlagéo J° ao carbono em 8¢ 41,90, atribuido ao C-13. Foram
observadas correlagdes entre os hidrogénios metilicos H-18 (w4 1,02, s) com C-4 (6¢c
38,30) e C-5 (d¢c 57,52). Correlagdes entre os hidrogénios metilicos do C-20 (64 0,6,
s) com C-5 (6c 57,52), C-8 (6c 44,83) e C-9 (6c 56,04) também puderam ser
visualizadas.

A analise do mapa de contornos NOESY (Figura 3.86, pagina 245) evidenciou
a correlagao entre o H-3 (dn 3,51) e H-56 (dn 1,29), confirmando a posi¢ao ent-£ do
grupo hidroxila em C-3. A configuragao da hidroxila em C-16 foi estabelecida como
ent-a, visto que os hidrogénios do grupamento metila (64 1,03) ligado ao C-16
mostraram correlagdo com os hidrogénios 13 (w4 2,04, sl) e 14 (6 2,06).

A anadlise das correlagdes obtidas no mapa de contornos NOESY também
permitiu a determinagao da configuragdo da hidroxila no carbono 15 do esqueleto
cauranico do produto 93. Observou-se, primeiramente, que o hidrogénio metinico em
on 3,94, associado ao C-15 (6c 68,50), ndo apresentou correlagdo com o H-9 (du
1,92). Em seguida, foi identificada a correlagdo entre o H-15 (84 3,94) e o hidrogénio
H-7 (éw 1,67), comprovando que o H-15 encontrava-se na posigao ent-p. Dessa
forma, concluiu-se que a hidroxila apresentava a configuracao ent-15a.

Estas correlacbes no NOESY estdo mostradas no Esquema 3.9. A atribuicao

dos sinais de carbono e hidrogénio de 93 esta sumarizada na Tabela 3.13.

Esquema 3.9 — Correlagdes espaciais observadas no mapa de contornos NOESY
de ent-33,15a,16a,19-tetrahidroxi-caurano (93).
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Tabela 3.13 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H e de '*C do ent-34

cinamato-caur-16-en-19-6ico (91) e do ent-34,15a,16,19-tetrahidroxi-caurano (93)

obtidos a partir de analise de correlagbes no mapa de contornos HSQC

Posigéo dc mult. Sy (J em Hz) dc mult. Sy HMBC® | NOESY®
1 38,63 CH, - 40,40 - - -
2 24,77 CH; - 24,17° 1,55 1; 3; 20 -
3 80,17 CH 4,10-4,70° 74,36 3,51 - 5
4 47,79 C - 38,30 - 20, 18
5 56,70 CH - 57,52 1,29 - -
6 22,23 CH, - 23,15 1,56 - -
7 40,02 CH, - 40,86 1,31; 1,67 - -
8 43,92 C - 44,83 - - -
9 55,73 CH - 56,04 1,92 - -
10 39,89 C - 39,13 - 20 -
11 18,97 CH, - 24,17° -
12 33,58 CH, - 34,05 1,58 11; 14 -
13 44,51 CH 2,62, sl 41,90 2,04, sl 11 -
14 39,45 CH, - 40,72 2,06 13; 15; -

20
15 49,33 CH;, - 68,50 CH 3,94 - 7
16 155,98 C - 77,02 - 17 -
17 103,49 CH, | 4,80, sl;4,74,sl | 19,04 CH, 1,03, s 16, 13 13
18 24,00 CH, 1,34, s 21,83 1,02, s 3;4;5 -
19 176,87 C - 71,90° 3,60, sl 20 -
20 15,64 CHs 1,08, s 12,98 0,61,s 5;9;8 -
1 167,41 C - - - - -
2 119,02 CH 6,54, d (16,0) - - - -
3 145,46 CH 7,67,d (16,0) - - - -
4 135,17 C - - - - -
5 128,79 CH 7,62, m - - - -
6’ 129,60 CH 7,41-7,43, m - - - -
7 131,02 CH 7,41-7,43, m - - - -

2Correlagdes HMBC a partir do hidrogénio associado ao carbono indicado. °Correlagdes NOESY (1H — 1H).
“Sinal encoberto pelo sinal do solvente (CD;0D). 9Sinais sobrepostos. °ldentificado no subespectro DEPT-135.
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3.5.3 Biotransformacao do acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (88) por F.

proliferatum

O acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (88) foi incubado com o fungo F.
proliferatum por 14 dias, sob agitacdo a temperatura ambiente. O extrato obtido foi
submetido a purificagdo (item 2.11, pagina 70), possibilitando o isolamento de um
produto inédito, resultante da hidroxilagdo do material de partida na posicédo 2 do
esqueleto caurénico: o acido ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (94)

(Esquema 3.7).

F. proliferatum
—_—>»

“ H
COOH
88 94

Esquema 3.10 — Biotransformagao do acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (88)

no acido ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (94) pelo F. proliferatum.

3.5.3.1 Acido ent-2a-hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-6ico (94)

O composto 94 foi isolado como cristais brancos em forma de agulhas finas
(64,6 mg; 17,6% de bioconversao), de ponto de fusao 261-265 °C.

A estrutura desta substancia foi elucidada a partir da analise detalhada dos
dados espectroscopicos obtidos nos experimentos mono e bidimensionais de RMN
(*H, "*C, DEPT, HMBC, HSQC, NOESY) (Figuras 3.87 a 3.98, paginas 246 a 251) e
por espectrometria de massas de alta resolugdo (Figura 3.99, pagina 252). A
confirmacgéo estrutural foi realizada a partir da analise dos resultados obtidos no
experimento de difracdo de raios-X. Além disso, todos os sinais dos atomos de
hidrogénio foram atribuidos a partir de comparagdo com dados espectroscopicos
encontrados na literatura para o material de partida®®.

No espectro de RMN de 'H e suas ampliacdes (Figura 3.87 a 3.90, paginas
246 e 247), os simpletos em o4 1,44 e 1,19 correspondentes aos atomos de
hidrogénio metilicos associados aos C-18 e C-20, respectivamente, foram
conservados no produto 94, em relagdo ao material de partida 88 (Figura 3.21,

pagina 205). Na segao expandida entre 6y 4,00 e 5,20 deste espectro (Figura 3.89,
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pagina 247), observou-se o aparecimento de um multipleto em 64 4,91 (m, 1H), com
integragao referente a um hidrogénio, sugerindo ter ocorrido uma monohidroxilagao
do substrato original 88 (Esquema 3.10, pagina 143).

No espectro de RMN de >C (Figura 3.91, pagina 248) de 94 foram
identificados sinais referentes a 19 atomos de carbono e sua multiplicidade foi
estabelecida, a partir do subespectro DEPT-135 (Figura 3.92, pagina 248), como
sendo dois atomos de carbono metilicos, oito metilénicos, quatro metinicos e cinco
quaternarios, indicando haver um carbono metinico oxigenado, (éc 63,99), a mais e
um carbono metilénico a menos que no substrato da biotransformacado 88 (Tabela
3.14, pagina 147). O produto da transformac&o microbiana 94 preservou a carbonila
cetbnica em C-16 (5c 221,30) e a carbonila de acido carboxilico em C-19 (6c 180,41)
do material de partida 88 (Figura 3.22, pagina 206).

A atribuicdo dos sinais no espectro RMN de *C e a analise do espectro
bidimensional HSQC (Figuras 3.93 e 3.94, pagina 249) possibilitaram relacionar
esta hidroxilagdo ao carbono metinico oxigenado 2 (d¢c 63,99), tendo os sinais dos
carbonos metilénicos C-1 e C-3 sido deslocados para um maior valor (5¢c 50,89 e 6¢c
48,68, respectivamente) em relag&o aos sinais observados para C-1 (6¢c 40,79) e C-3
(8¢ 37,84) no espectro de RMN de ®C do substrato da biotransformagao (Tabela
3.14). Estes sinais em 6¢c 50,89 e 48,68 mostraram correlagdo no mapa de contornos
HSQC aos sinais em 84 2,54 (dd, 1H, J 12,3 e 2,7) e 64 3,07 (dd, 1H, J 12,3 e 2,7)
(Figura 3.94, pagina 249), respectivamente, referentes aos hidrogénios axiais H-1 e
H-3.

Além disso, outras correlagdes foram observadas no mapa de contornos HSQC
por comparagdo com os dados espectroscopicos do material de partida.
Observaram-se correlagcdes entre os sinais em 64 2,31 e 6¢c 48,8, atribuido a C-13;
entre os sinais em 64 1,68 e 1,57 e o sinal é¢c 19,3 (C-11); entre os sinais em 64 2,1 e
1,27 e o sinal em 6c 37,54 (C-14). A correlag&o entre o sinal em 64 1,17 e o sinal em
oc 54,27, atribuido ao C-9, e entre o sinal em 6y 1,13 e o sinal em ¢ 56,66, atribuido
ao C-5, também foram encontradas.

No espectro bidimensional COSY (Figura 3.95, pagina 250) foi possivel
observar as correlagdes entre o multipleto em 64 4,91 (m, 1H) e os sinais em &4 2,54
(dd, 1H, J 12,3 e 2,7) e 6w 3,07 (dd, 1H, J 12,3 e 2,7), respectivamente, referentes

aos atomos de hidrogénio axiais H-1 e H-3.
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Dessa forma, 94 foi identificado como um produto de monohidroxilagdo na
posicdo 2 do esqueleto caurénico do material de partida (Esquema 3.10 e Tabela
3.14).

No mapa de contornos HMBC (Figuras 3.96 e 3.97, paginas 250 e 251),
observaram-se correlagdes J° entre o C-2 e os atomos de hidrogénio metilénicos do
C-1 (6w 2,54) e C-3 (6n 3,07). Foram identificadas, ainda, correlagdes entre o C-3 (dc
48,68) e os atomos de hidrogénio metilicos ligados ao C-18 (64 1,44, s, 3H), entre o
C-1 (8¢ 50,89) e os atomos de hidrogénio metilénicos no C-3 (o4 3,07, dd).

A configuracdo da hidroxila em C-2 foi estabelecida a partir de analises do
mapa de contornos NOESY (Figura 3.98, pagina 251), onde foi observada a
correlagdo do H-2, em 64 4,91 com o CH3-20 (6w 1,19). Se o sinal do H-2 acopla com
os atomos de hidrogénio do C-20 significa que o atomo de hidrogénio encontra-se
na posigao ent-2 e, consequentemente, a hidroxila em C-2 localiza-se na posi¢ao

ent-2c (Esquema 3.11).

Esquema 3.11 — Correlagcdes espaciais observadas no mapa de contornos NOESY

de o acido ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (94).

O espectro de massas de alta resolugdo obtido por ESI de 94 (Figura 3.99,
pagina 252) forneceu um pico de m/z 321,34, atribuido ao ion molecular [M" + 1],
compativel com a formula molecular C19H2504. O pico de m/z 343,33 se refere ao
fragmento [M" + Na]*. O pico de m/z 303,32 foi atribuido ao fragmento [M" - H,OJ"
(Esquema 3.12).
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. H . H
COOH COOH

m/z 321,34 m/z 303,32

HO
Na*

i H
(e{elo)
m/z 343,33

Esquema 3.12 - Proposta de fragmentagdo que origina os ions relativos aos

principais picos observados no espectro de massas do acido 94.

A estrutura de 94 foi confirmada através de analise por cristalografia de raios-
X (Esquema 3.13).

(@021

Esquema 3.13 - Representacdo em perspectiva ORTEP da estrutura obtida por

DRX para o acido ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (94).
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Tabela 3.14 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H e "*C dos acidos ent-16-

oxo-17-norcauran-19-6ico (88) e ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (94)

88

" H
COOH

Acido ent-16-oxo0-17-

HO

94

" H
COOH

Acido ent-2¢-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-

norcauran-19-éico (88) éico (94)
Posig&o dc mult. S dcmult. | &u(JemHz) | HMBC* | NOESY’
1 40,79 CH, 1,85; 0,85, m 50,89 2,52, dd (12,3; 3; 20 2;5;9; 11;
2,7); 1,1 20
2 18,95 CH; 1,46; 1,90, m | 63,99 CH 4,81, m 1;3 1;3;18; 20
3 37,84 CH, 2,18;1,04, m 48,68 3,07, dd (12,3; 18 2;18
2,7); 1,39
4 43,90 C - 45,50 - 3;5; 18
56,94 CH 1,12, s 56,66 1,13, s 1; 3; 20; 18 9; 18
6 20,90 CH, 1,89; 1,94, m 21,59 2,03;2,22, m 59 20
7 41,21 CH, 1,66; 1,60, m 41,64 1,71; 1,42, m 11;15; 5
8 42,65 C - 42,77 - 7,15
9 54,15 CH 1,18, sl 54,27 1,17, sl 11; 14; 15; 11; 15
10 39,95 C - 41,43 - 28
11 19,18 CH, 1,68; 1,58, m 19,37 1,68; 1,57, m 12; 20
12 29,68 CH, 1,59; 1,79, m 29,90 1,59; 1,93, m 11; 14
13 47,94 CH 2,40, m 48,27 2,31, m 11 14; 15; 20
14 37,50 CH, 2,3; 1,46, sl 37,68 2,10,dd (12,0 13; 15; 20 15; 20
e 3,8); 1,25
15 55,12 CH, 1,96; 1,99, sl 55,32 1,96; 2,00, sl 14
16 22291C - 221,30 - 15
17 - - - - _
18 29,14 CH; 1,26, s 29,65 1,44, s 3;4;20
19 184,45 C - 180,41 - 20
20 16,26 CHj 1,01, s 17,90 1,19, s 1;,2;5;18

2Correlagdes HMBC a partir do hidrogénio associado ao carbono indicado. "Correlacdes NOESY ("H — 'H).
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3.5.4 Biotransformagao de uma mistura dos acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-
19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (86) por F.

proliferatum

A mistura dos acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-
caur-9(11),16-dien-19-6ico (86), preparada a partir da hidroxilagdo alilica do acido
caurendico (1) empregando SeO; (Item 2.7.3.2, pagina 54) foi incubada com o fungo
Fusarium proliferatum. A partir de purificacdo da fracdo em acetato de etila, foi
possivel o isolamento de um produto inédito, resultante da monohidroxilagcdo do
substrato ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) na posicdo 2 do esqueleto

cauranico: o acido (95) (Esquema 3.14).

HO,
OH F. proliferatum

= H = H L H
COOH COOH COOH
85 86 95

Esquema 3.14 — Biotransformacao dos acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico
(85) e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (86) originando o acido ent-

2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95) por F. proliferatum.

3.5.4.1 Acido ent-2a,15¢a-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95)

O produto de transformagao microbiana 95 foi isolado como um sélido opaco
amarelo ouro (95,1 mg; 26,78% de bioconversdo), de faixa de fusdo 159-162 °C.
Apresentou mancha unica em analises por CCDS empregando-se o eluente
hexano/AcOEt (1:9).

A estrutura desta substancia foi determinada a partir da analise detalhada dos
dados espectroscopicos obtidos no espectro no IV, nos experimentos mono e
bidimensionais de RMN ('H, *C, DEPT, HMBC, HSQC, NOESY), por espectrometria
de massas de alta resolugdo e por comparacdo com dados espectroscopicos
encontrados na literatura’’ para o substrato da biotransformagao (85).

No espectro no IV de 95 (Figura 3.100, pagina 253) observaram-se bandas
caracteristicas dos grupos funcionais presentes na molécula: banda larga e
arredondada referente a deformacao axial de ligacdo O-H (3346 cm™), banda larga
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de deformacao axial de ligacdo C-H (2930 cm™), banda intensa de deformacéo axial
de ligacdo C=0 (1695 cm™) e bandas referentes a deformacdo angular de ligacdes
C-O e C-C (1435, 1253, 1191, 1048 e 771 cm™).

No espectro de RMN de 'H (Figura 3.101, pagina 253) de 95, os sinais emédy
5,20 e o4 5,09, correspondentes aos hidrogénios metilénicos olefinicos associados
ao C-17 (6c 108,67) foram preservados do substrato da biotransformacéao 85. O sinal
em oq 3,75, referentes ao hidrogénio metinico associado ao C-15 e os sinais em 6y
1,28 e o4 0,97 dos hidrogénios metilicos ligados a C-18 e C-20, respectivamente,
também foram conservados no produto 95, em relacido ao material de partida 85.

No espectro de RMN de '*C (Figura 3.102, pagina 254) de 95 foram
identificados sinais referentes a 20 carbonos. A multiplicidade destes carbonos foi
estabelecida, a partir do subespectro DEPT-135 (Figura 3.103, pagina 254), como
sendo 2 carbonos metilicos, 8 metilénicos, 5 metinicos e 5 quaternarios, indicando
haver dois carbonos metinicos oxigenados, (¢ 82,65 e 6c 64,07), o que significa um
carbono metinico a mais e um carbono metilénico a menos que no material de
partida da biotransformacdo 85 (Tabela 3.15, pagina 152). O produto da
transformacao microbiana 95 preservou do material de partida 85, além da hidroxila
em C-15 (6c 82,65), a ligacdo dupla em C-16 (6c 159,43), a carbonila de acido
carboxilico em C-19 (¢ 180,43).

A analise do espectro bidimensional HSQC e sua expansao (Figuras 3.104 e
3.105, paginas 255 e 256) possibilitou a visualizagdo de uma mancha de correlagéo
entre o carbono em é¢c 64,07 e o sinal em 84 4,05 referente a um hidrogénio que, no
espectro de RMN de "H mostrou-se encoberto pelo sinal de égua6, presente como
impureza do solvente empregado. Esta correlagdo sugere que o fungo tenha
realizado uma hidroxilagdo do substrato original 85 (Esquema 3.14, pagina 148).

A atribuicdo dos sinais no espectro de RMN de "*C e a analise do espectro
bidimensional HSQC possibilitaram inferir que esta hidroxilagdo tenha ocorrido no
carbono 2 (6c 64,07), visto que todos os demais carbonos tiveram os sinais
atribuidos, por comparagao com os sinais obtidos para o material de partida (85) no
espectro de RMN de ™C. Constatou-se ainda que os sinais dos carbonos
metilénicos C-1 e C-3 apresentaram-se deslocados para um maior valor (6c 49,37 e
oc 46,73, respectivamente) em relagdo aos sinais observados para C-1 (6c 39,58) e

C-3 (8¢ 36,63) no espectro de RMN de C do substrato da biotransformacéo
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(Tabela 3.15). Estes sinais, em 6c 49,37 e 6c 46,73, mostraram correlagdo, no
espectro HSQC, com sinais em 6y 2,22 (dd, J = 12,8; 2,8; 1H) e 64 2,41 (dd, J = 12,8;
2,8; 1H), respectivamente, referentes aos hidrogénios axiais H-1 e H-3.

Outras correlacbes foram observadas no mapa de contornos HSQC por
comparagao com os dados espectroscopicos do material de partida. Observaram-se
correlagdes entre os sinais de hidrogénio em 64 2,73 e de carbono em éc 42,41,
atribuido a C-13; entre os sinais em 64 1,58 e 1,48 e o sinal em é¢c 18,57 (C-11);
entre os sinais em éy 1,89 e 1,44 e o sinal em ¢ 36,37 (C-14). Correlagbes entre o
sinal a 64 1,07 e o sinal em 6¢c 53,42, atribuido ao C-9, e entre o sinal em 64 1,05 e o
sinal em 6¢c 56,48, atribuido ao C-5, também foram identificadas.

Os sinais referentes aos hidrogénios axiais H-1 (64 2,22, dd, J = 12,8; 2,8; 1H) e
H-3 (0w 2,41, J = 12,8; 2,8; dd, 1H) apresentaram correlagdo com o sinal em 6y 4,1,
atribuido ao H-2 no mapa de contornos COSY (Figura 3.106, pagina 257).

Dessa maneira, 95 foi identificado como um produto de hidroxilagdo na posicéo
2 do esqueleto cauranico do material de partida 85 (Esquema 3.14 e Tabela 3.15).

No mapa de contornos HMBC e nas suas se¢des expandidas (Figuras 3.107 a
3.109, pagina 258 a 260) observaram-se correlacdes J° entre o C-2 e os hidrogénios
metilénicos do C-1 (64 0,70) e C-3 (64 2,40 e o4 0,93). Foram identificadas, ainda,
correlagdes entre o C-3 (dc 46,73) e os hidrogénios metilicos ligados ao C-18 (du
1,28, s, 3H), entre o C-1 (6c 49,37) e o hidrogénio metilénico no C-3 (éu 0,93), os
CH3-20 (64 0,97, s, 3H) e o hidrogénio metinico no C-9.

A configuracdo da hidroxila em C-2 foi estabelecida a partir de analises do
mapa de contornos NOESY (Figura 3.110, pagina 261), onde a correlagdo do H-2,
em Oy 4,05, com o CHs3-20 (6w 0,97) foi observada, confirmando que a hidroxila

apresentava configuragcédo ent-2a. (Esquema 3.15, a seguir).
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Esquema 3.15 — Correlagdes espaciais observadas no mapa de contornos NOESY

de o acido ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95).

A anadlise das correlacbes obtidas no espectro bidimensional NOESY
permitiram também identificar a configuragdo da hidroxila no carbono 15 do
esqueleto cauranico, tanto do material de partida 85, quanto do produto 95.
Observou-se, primeiramente, que o hidrogénio metilénico em éy 3,75, associado ao
C-15 (6¢c 82,65) nédo apresentou correlagdo com o H-9 (6w 1,07). Em seguida, foram
identificadas as correlagdes entre o H-15 e os hidrogénios H-13 (6u 2,73), H-14
equatorial (6n 1,44) e H-17 (du 5,20), respectivamente, comprovando que o H-15
encontrava-se na posicdo axial. Dessa forma, concluiu-se que a hidroxila
encontrava-se na posi¢cdo equatorial, apresentando, portanto, a configuragado ent-
15a.

A atribuicdo completa dos dados espectroscopicos de RMN obtidos para 95 em

comparag¢ao com os dados de 85 é apresentada na Tabela 3.15, que se segue.
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Tabela 3.15 — Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de "*C dos acidos ent-15a-

hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95)

* H

COOH

85

Posicao d¢ mult. OH dc mult. OH HMBC? NOESY®
1 39,58 CH, 1,88; 1,12 49,37 2,22,dd; 0,7 | 3;20,5,9 3
2 19,81 CH; 1,82; 1,44, | 64,07 CH 4,05, m 1;3; 20 20
m
36,63 CH, | 2,1;0,96, m 46,73 2,41, dd; 0,93 18 1,18
4 42,61C - 44,86 - 3;18
5 52,22 CH - 56,48 1,05, s 3;7;18; 1
6 17,95 CH; 1,81; 1,64 20,96 1,93; 1,82, m 52;07 -
7 35,10 CH, 2,35; 1,86 35,38 1,76; 1,36, m 5,6 -
8 46,60 C - 47,87 - 6;9; 12 -
9 55,87CH - 53,42 1,07 1,5;7;,12; -
14; 15; 20

10 38,69 C - 41,28 - 1;11; 20 -
11 17,16 CH; 2,42; 1,89 18,57 1,58; 1,48, m | 7;9;12 1
12 31,45 CH, 1,55; 1,4 32,69 1,60; 1,50, m 9 -
13 41,18 CH 2,68, sl 42,41 2,73, sl 14;15; 17, | 15, 14; 17
14 34,11 CH, 1,75; 1,28 36,37 1,89; 1,44 9;115 -
15 81,59 CH 3,74 82,65 3,75 9;14;17, | 13;14; 17
16 159,11 C - 159,43 - 12;14; 17 -
17 107,23 CH, | 5,13; 5,01 108,67 5,20; 5,09 15 -
18 27,83 CHs 1,19, s 28,97 1,28, s 3; 4; 20 -
19 182,91 C - 180,42 - 18; 20 -
20 14,71 CHs 0,88, s 16,95 0,97, s 1,5 2

2Correlacdes HMBC a partir do hidrogénio associado ao carbono indicado. "Correlaces NOESY ("H — "H).

O espectro de massas de alta resolugao obtido por ESI de 95 (Figura 3.111,

pagina 261) mostrou um pico de m/z 335,25 atribuido ao ion molecular [M™ + 1],
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compativel com a formula molecular CoH3004. O pico de m/z 317,23 refere-se ao

fragmento [M’ - H,O]" (Esquema 3.16).

- H i H - H
COOH COOH COOH
miz 335,25 miz 317,23

Esquema 3.16 — Proposta de fragmentagdo que origina os ions relativos aos
principais picos observados no espectro de massas do acido 95.

A pesquisa bibliografica realizada demonstrou que n&o ha relatos de
hidroxilagdo do grupo metilénico inativo C-2 por transformagédo microbiana neste tipo
de esqueleto diterpénico. Sendo assim, também este produto de biotransformacéao é
inédito.

E interessante ressaltar que a cepa do fungo F. proliferatum, utilizado nos dois
experimentos, promoveu a reagdo de hidroxilagdo do carbono metilénico 2 do
esqueleto cauranico de dois diferentes substratos, os acidos ent-16-oxo-17-
norcauran-19-6ico (88) e ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85), resultando em
produtos alcoolicos de configuracdo ent-2a. Isso evidencia que estas
biotransformagdes foram regio e estereosseletivas e podem ser empregadas
futuramente na obtencédo de produtos ativados nesta posicdo a partir de substratos
cauranicos diferentes.

As reacgbes de biotransformacdo sao, frequentemente, quimio, régio e
estereosseletivas, envolvendo hidroxilagdes sobre centros inativados e produzindo
uma ampla variedade de substéncias, que podem ser empregadas como
intermediarios e/ou drogas, ingredientes alimentares e ingredientes de
agroquimicos®. Diversos autores relataram a hidroxilagdo de terpendides. Ela ocorre
comumente nas posicdes C-3, C-7, C-11 e C-13***%%" do esqueleto cauranico. As
posicdes C-15, C-16, C-18 C-19*? C-7, C-13 e C-14°® também sao igualmente
frequentemente hidroxiladas. Algumas outras posi¢des do esqueleto cauranico como
a posicdo 1°° podem ser raramente hidroxiladas. A hidroxilagdo na posicdo 2 do
esqueleto cauranico esta sendo relatada pela primeira vez, neste trabalho.
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3.5.5 Biotransformacao da mistura dos acidos ent-caur-16-en-19-6ico (1) e ent-

caur-9(11),16-dien-19-6ico (2) por P. palustris

A mistura dos acidos ent-caur-16-en-19-6ico (1) e ent-caur-9(11),16-dien-19-
oico (2) foi incubada com o fungo P. palustris. A partir do extrato em n-butanol,
isolaram-se 15,8 mg do acido ent-2a,3a,16a,17-tetrahidroxi-cauran-19-6ico (96),
proveniente da biotransformagao do acido 1, representando 3,2 % de bioconversao

(Esquema 3.11).

P. palustris HO

_—

HO

- H - H
COOH COOH COOH
1 2 96

= H

Esquema 3.11 - Biotransformagao dos acidos ent-caur-16-en-19-6ico (1) e ent-caur-
9(11)-16-dien-19-6ico (2) levando ao produto acido ent-2a,34,16a,17-tetrahidroxi-

cauran-19-6ico (96).
3.5.5.1 Identificagao do acido ent-2a,3a,16a,17-tetrahidroxi-cauran-19-6ico (96)

A estrutura do acido ent-2a,3a,16 ¢, 17-tetrahidroxi-cauran-19-6ico (96), isolado
como um material resinoso de coloragdo caramelo, foi elucidada através da analise
espectros obtidos no RMN de 'H e "*C (1D e 2D).

Os espectros de RMN de 'H e de "*C mostraram que o material encontrava-se
contaminado com agucar. Todos os carbonos do agucar (glicose) foram atribuidos,
mas a intensidade destes sinais era bem menor que a daqueles referentes ao
esqueleto caurénico, sugerindo que uma glicosilagdo ndo aconteceu durante o
processo.

No espectro de RMN de 'H de 96 (Figura 3.112, pagina 262) e sua expansao
(Figura 3.113, pagina 262), observou-se perfil caracteristico de diterpenos
cauranicos, com a maioria dos sinais ocorrendo na regido entre éy 0,5 e 3,0. Como o
sinal referente ao hidrogénio olefinico H-11 (6w 5,24) presente no acido
grandiflorénico (2) nao foi identificado no espectro de RMN de 'H do produto 96,

verificou-se que este se tratava de um produto de biotransformacdo do acido
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caurendico (1). Os hidrogénios metilénicos olefinicos, presentes no material de
partida 1 em 64 4,74; 4,79, também nao foram observados no espectro de RMN de
'H de 96. Apenas os simpletos em 84 1,28 e 84 1,00, atribuidos aos hidrogénios dos
dois grupos metila CH3-18 e CHs-20, respectivamente, foram conservados no
produto 96, em relacdo ao material de partida 1. Diferentemente do material de
partida foram observados sinais na regidao de hidrogénios associados a carbonos
oxigenados em &y 4,14 (m, 1H), 6w 3,95 (d, 1H, J 2,8), 64 3,60 (sl, 1H) e 6 3,70 (sl,
1H).

Os espectros de RMN de "*C e subespectro DEPT-135 (Figuras 3.114 e 3.115,
pagina 263) de 96 apresentaram 20 sinais de carbonos majoritarios, sendo possivel
a identificacdo dos carbonos do esqueleto cauranico: dois carbonos metilicos, oito
metilénicos, cinco metinicos e cinco quaternarios. Dentre esses carbonos, quatro
eram carbonos oxigenados, por apresentarem deslocamento quimico na regido
entre dc 50-90°. A multiplicidade dos carbonos oxigenados foi estabelecida como
sendo um carbono metilénico (dc 67,00), dois metinicos (6c 75,13 e éc 67,16) e um
nao hidrogenado (dc 82,97), o que significa dois carbonos metinicos a mais e dois
carbonos metilénicos a menos que no material de partida 1.

A andlise do espectro de RMN de C mostrou, ainda, que o produto da
transformagado microbiana 96 conservou, do material de partida 1, a carbonila de
acido carboxilico em C-19 (6c 180,94), mas ndo preservou a dupla ligacdo em C-
16/C-17. Assim, dois dos carbonos oxigenados, um metilénico em 6c 67,00 e um
quaternario, em éc 82,97, foram atribuidos aos C-17 e C-16, respectivamente,
indicando a ocorréncia de di-hidroxilagdo da ligacdo dupla do material de partida
pelo fungo P. palustris, levando a um alcool primario em C-17 (R-CH,OH, 6¢c 67,0) e
a um alcool terciario em C-16 (Rs;-C-OH, 6c 82,97). Estas atribuicbes estéo
sumariadas na Tabela 3.16 (pagina 158).

No espectro bidimensional HSQC (Figuras 3.116 a 3.118, paginas 264 a 266)
observaram-se correlagdes entre o sinal em 6¢c 67,00 (C-17) e os sinais em 64 3,60
(sl, Hi7a) € dn 3,70 (sl, Hi7p), confirmando a atribuicdo dos hidrogénios metilénicos
ligados a carbono oxigenado®. Observaram-se correlagdes entre os sinais de
carbonos em 84 67,16 (CH-OH) e 6¢c 75,13 (CH-OH) e os sinais de hidrogénios em
on 4,14 (m, 1H) e em 64 3,95 (1H), respectivamente. Como todos os demais

carbonos tiveram os sinais atribuidos, por comparagao com os sinais obtidos para o



Capitulo 3 Resultados e discussao 156

material de partida (1) no espectro de RMN de "°C, estes sinais foram atribuidos aos
hidrogénios metinicos H-2 e H-3, respectivamente. A verificagdo de que o
deslocamento quimico do sinal atribuido ao C-1 (¢ 43,4) apareceu em uma regido
de menor blindagem em relagdo aos sinais observados para o C-1 (éc 40,70), no
espectro de RMN de ">C do material de partida (substrato) (Tabela 3.16), corroborou
com esta proposicao. Outras correlacdes foram observadas neste espectro a partir
de comparagdo com os dados espectroscopicos do material de partida, como
aquelas entre os sinais de carbonos em ¢ 17,31, 6c 24,98, 6c 46,38, 5c 49,03 e 6c
57,14 e os sinais de hidrogénios em 6y 1,00 (3H, s), on 1,28 (3H, s), én 2,04 (1H, sl),
on 1,46 (1H), e oy 1,09 (1H), atribuidos, respectivamente, aos carbonos C-20, C-18,
C-13, C-5 e C-9. O sinal do carbono metilénico em 6c 43,60, atribuido ao C-1
apresentou-se correlacionado com os sinais de hidrogénios em 6y 1,82 e 64 1,14.
Demais correlagdes visualizadas no espectro HSQC estéo indicadas na Tabela 3.16.

Os sinais referentes aos hidrogénios atribuidos ao H-2 (6w 4,14, m, 1H) e H-3
(0w 3,95, d, 1H) apresentaram correlagdo entre si no mapa de contornos COSY
(Figura 3.119, pagina 266). O sinal do H-2 correlacionou-se ainda com os sinais de
hidrogénios em 1,82 e 1,14, atribuidos ao H-1. Os hidrogénios H-17a (6n 3,60, sl, 1H)
e H-17b (64 3,70, sl, 1H) também mostraram correlagcdo no mapa de contornos
COSY.

A analise do espectro bidimensional HMBC (Figuras 3.120 e 3.121, paginas
267 e 268) confirmou as atribuigbes realizadas demonstrando correlagdées a longa
distancia entre os sinais de carbonos em 6¢c 43,60, 6c 67,16 e ¢ 49,03, atribuidos,
respectivamente, aos C-1, C-2 e C-5 ao hidrogénio em 4 3,95, atribuido ao H-3.
Observaram-se ainda correlagdes J° dos dc 180,94 (C-19), &c 75,13 (C-3) e &¢c 49,03
(C-5) com os hidrogénios metilicos em 8y 1,28 (H-18). Visualizaram-se também
correlacdes J? entre os sinais atribuidos ao C-16 (¢ 82,97) e ao C-13 (Jc 46,38) e 0
sinal do hidrogénio metilénico H-17a (4 3,60). Todas as atribuicées realizadas a
partir da analise do mapa de contornos HMBC estéo representadas na Tabela 3.16.

A estereoquimica relativa das hidroxilas em C-2, C-3 e C-16 foi estabelecida a
partir de analise minuciosa do mapa de contornos NOESY (Figura 3.122, pagina
269), onde, primeiramente, observou-se a correlagdo do sinal do hidrogénio em 6y

4,14 (H-2) com os hidrogénios metilicos CH3-20 (64 1,00), confirmando que a
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hidroxila apresentava configuragcdo ent-2a. (Esquema 3.17). Outra correlagao
observada no NOESY foi aquela entre os sinais de hidrogénio em 6y 1,82 (H-1) e 6u
1,09, atribuido ao H-9, o que corrobora com a proposta de que o hidrogénio em 6y
1,8 apresenta configuragao axial.

A analise das correlagdes obtidas no espectro bidimensional NOESY permitiu,
também, determinar a configuragado da hidroxila no carbono 3 como ent-a, ja que o
hidrogénio metinico em 6y 3,95 (H-3), apresentou correlagdo com os hidrogénios
metilicos em 84 1,28 (CH3-18) e n&o apresentou correlagdo com o hidrogénio em dy
1,46, atribuido ao H-5.

A estereoquimica relativa ent-16a-OH de 96 foi estabelecida principalmente
devido a correlagdo observada, no espectro bidimensional NOESY, entre o
hidrogénio atribuido ao H-13 (64 2,04) e o hidrogénio 17-CH,OH (dn 3,70). Além
dessa, observou-se correlagbes entre os hidrogénios metilénicos CH»-15 e os 17-
CH2OH (64 3,60 e 3,70), o que confirmou a posi¢cdo ent-164 para o substituinte
CH,OH em C-16 e, portanto, evidenciou que a hidroxila em C-16 estava localizada
na posicao ent-16¢.

Correlagdes observadas no mapa de contornos NOESY podem ser
visualizadas no Esquema 3.17.

Esquema 3.17 - Correlagdes observadas no mapa de contornos NOESY do acido
ent-2a,3,16a,17-tetrahidroxi-cauran-19-o6ico (96).

A atribuicdo completa dos dados espectroscopicos de RMN obtidos para 96 em
comparag¢ao com os dados de 1 esta apresentada na Tabela 3.16, a seguir.
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Tabela 3.16 — Deslocamentos quimicos (6) de RMN de 'H e "*C dos 4acidos ent-caur-

16-en-19-dico (1) e ent-2a,3 5,16 a,17-tetrahidroxi-cauran-19-6ico (96)

96
Posigdo | 6 mult. On scmult. | &4 (JemHz)| HMBC?® | NOESY®
1 40,70 CHa - 4360 | 1,14;1,82 3 -
2 19,09 CH; - 67,16 CH | 4,14, m 3 20
3 37,77 CHa - 75,13 CH | 3,95, d (2,8) 18 18
4 43,76 C - 45,87 - - -
5 57,06 CH - 49,03° 1,46, sl 3,18 -
6 21,83 CH; - 22,81 - - -
7 41,28 CH, - 38,36 | 1,65;1,89 - -
8 4423 C - 41,61 - - _
9 55,10 CH - 57,14 1,09 - 1b
10 38,80 C - 30,88 - - -
11 18,43 CH; - 19,76 - - -
12 | 33,11 CH, - 27,34 1,5; 1,64 - -
13 | 43,84 CH 2,77 46,38 2,04, sl 17a 17b
14 | 39,66 CH, - 4334 | 1,46;1,62 - -
15 | 48,96 CH, - 53,87 | 1,41;1,55 14 17 b
16 | 155,90 C - 82,97 - 14;17a -
17 | 103,00CH, | 4,73;4,79 | 67,00 | 3,60;3,70 - -
18 | 28,98 CHs 1,24 24,98 1,28, s - -
19 184,69 C - 180,94 - 18 -
20 | 15,59 CHs 1,02 17,31 1,00, s - -

2Correlagdes HMBC °C - 'H; °Correlagdes NOESY ('H — "H); °Sinal encoberto pelo sinal do metanol presente
como impureza no solvente CD3;0D.

Todos os espectros discutidos neste capitulo (Figuras 3.1 a 3.122) estdo

apresentados na segdo Anexo, a pagina 192.
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4.1 Avaliagdo da atividade dos extratos em acetato de etila e butanol,
obtidos das biotransformagcoées e substancias puras isoladas sobre a
germinacao das sementes e o crescimento de planticulas de Lactuca sativa

(alface)
4.1.1 Introdugao

As estratégias para a descoberta de aleloquimicos sdo analogas aquelas
utilizadas para a descoberta de substancias bioativas na industria farmacéutica e
envolvem a avaliagcdo da atividade de extratos brutos e substancias puras sobre
um determinado sistema bioldgico (bioensaio) e, desde os trabalhos pioneiros da
década de 1940, numerosos bioensaios tém sido desenvolvidos e utilizados.

Os bioensaios preliminares em laboratério precisam ser rapidos, econémicos
e relevantes para o sistema em questdo, sendo uteis para se estabelecer o
potencial alelopatico de uma substancia pura ou um extrato, mas devendo ser
seguidos por estudos em casas de vegetacdo e em campo a fim de se constatar
se as observagdes iniciais sao reprodutiveis no meio natural.

O ensaio para aleloquimicos utilizado mais amplamente € aquele que
monitora a germinagao e crescimento de planticulas (raiz e caule) de uma dada
espécie. As sementes da espécie vegetal selecionada sdo colocadas geralmente
sobre papel de filtro ou agar em uma placa de Petri e tratadas com a solugéo do
aleloquimico a ser testado em concentragdes variadas (geralmente entre 10° e
10" mol/L)?. A germinagédo e o crescimento da raiz e do caule da planticula sdo
monitorados em relagdo a um branco (solugdo sem o aleloquimico).

A consideracdo mais importante, no entanto, no desenvolvimento de um
bioensaio para o estudo alelopatico, é a selegdo da espécie vegetal a ser testada.
Espécies vegetais, denominadas "plantas indicadoras", sdo o fator crucial para a
determinacdo acurada do impacto alelopatico, nessa avaliagdo preliminar da
atividade. Lactuca sativa L. (alface), Raphanus sativus L. (rabanate) e Lepidium
sativum (agrido) tém sido as mais utilizadas nessa etapa da avaliacdo, devido
principalmente & grande sensibilidade e alta taxa de germinacéo’.
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4.1.2 Metodologia

A avaliagdo da atividade alelopatica dos extratos em acetato de etila e/ou
butanol obtidos nas biotransformagdes realizadas (Tabela 4.1, pagina 176), dos
materiais de partida (substratos) das biotransformacdes (Tabela 4.2, pagina 177)
e das substancias isoladas a partir da purificacdo daquelas fracbes (Tabela 4.3,
pagina 177) foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Boaventura et
al. (2008)°.

Foram empregadas sementes de Lactuca sativa L. var. Grands Rapids da
marca lIsla. Todas as sementes menores ou danificadas foram desprezadas.
Adicionaram-se 25 sementes de alface sobre cada placa de Petri de 100 mm,
contendo papel Whatman n° 1, de 90 mm, e 10 mL das solugdes teste (nas
concentragbes de 1, 0,01 e 0,00001 mg/mL dos extratos obtidos nas
biotransformacdes e de 10*, 10° e 10® mol/L dos materiais de partida e das
substancias isoladas das biotransformacdes) e da solugdo controle (branco). As
solugbes teste foram preparadas por dissolugdo das substadncias em agua
destilada [tamponada com 10 mmol/L do acido 2-(N-morfolino)etanossulfénico e a
acidez ajustada para 6,0-6,5 com solugdo de NaOH]. As concentragées mais
baixas que 1 mg/mL (no caso dos extratos) ou 10 mol/L (substancias), nas
solugdes teste, foram obtidas por diluigdo desta. O teste foi realizado em triplicata
para cada concentracdo e para o controle. As placas de Petri foram fechadas e
incubadas, no escuro, a 25 °C por 5 dias. Em seguida, foram medidos o

comprimento de cada raiz e caule®.
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Tabela 4.1 — Extratos originados de biotransformagdo submetidos ao ensaio de

avaliacdo da estimulagdo ou inibicdo do crescimento da raiz e do caule de L.

sativa.
Caodigo Extrato Origem

A Acetato de etila | Biotransformagédo de ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90) por
C. aphidicola

B Acetato de etila | Biotransformacdo do acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-
oico (88) por F. proliferatum

C Acetato de etila | Biotransformagéo de ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de
etila (83) por F. proliferatum

D Acetato de etila | Biotransformacdo da mistura dos acidos ent-caur-16-en-
19-6ico (1) e ent-caur-9(11),16-dien-19-6ico (2) por P.
palustris

E Acetato de etila | Biotransformacédo de ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-
oico (89) por F. proliferatum

F Acetato de etila | Biotransformagao do acido ent-3-cinamato-caur-16-en-19-
oico (91) por F. proliferatum

G Acetato de etila | Biotransformagdo do acido ent-38-angeloiloxi-caur-16-en-
19-6ico (78) por F. proliferatum

H Butanolico Biotransformacgao de ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de
etila (83) por F. proliferatum

| Butandlico Biotransformagdo da mistura dos acidos ent-caur-16-en-
19-6ico (1) e ent-caur-9(11),16-dien-19-6ico (2) por P.
palustris

J Butandlico Biotransformagao do acido ent-3$-angeloiloxi-caur-16-en-
19-bico (78) por F. proliferatum

K Acetato de etila | Biotransformagdo da mistura dos acidos ent-15a-hidroxi-
caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-
dien-19-d6ico (86) por F. proliferatum
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Tabela 4.2 — Substratos de biotransformagao submetidos ao ensaio de avaliagao

da estimulacéo ou inibigdo do crescimento da raiz e do caule de L. sativa.

Cadigo

Substancia

L

ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90)

acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (88)

ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de etila (83)

acidos ent-caur-16-en-19-6ico (1) e ent-caur-9(11),16-dien-19-6ico (2)

ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-6ico (89)

acido ent-3-cinamato-caur-16-en-19-6ico (91)

acido ent-3-angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico (78)

»nw A P v Ol Z2 =

acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-
9(11),16-dien-19-6ico (86)

Tabela 4.3 — Substancias isoladas a partir da purificagdo de extratos de

biotransformacédo submetidas ao ensaio de avaliagdo da estimulagdo ou inibicdo

do crescimento da raiz e do caule de L. sativa.

Origem

Biotransformagéao de ent-19-hidroxi-caur-16-

eno (90) por C. aphidicola

Biotransformagdo do acido ent-16-oxo-17-

norcauran-19-6ico (88) por F. proliferatum

Biotransformacgao do acido ent-3-cinamato-

caur-16-en-19-6ico (91) por F. proliferatum

Biotransformacéo da mistura dos acidos
ent-caur-16-en-19-6ico (1) e ent-caur-
9(11),16-dien-19-6ico (2) por P. palustris

Cadigo Substéancia
A1 ent-164,17,19-
trinidroxicaurano (92)
A.2 ent-166,19-dihidroxi-caurano
(50)
B.1 ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-
norcauran-19-6ico (94)
F.1 ent-38,15a,160,19-
tetrahidroxi-caurano (93)
1.1 acido ent-2a,3a,16,17-
tetrahidroxi-cauran-19-6ico
(96)
K.1 ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-
en-19-6ico (95)

Biotransformacéo da mistura dos acidos
ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e
ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico

(86) por F. proliferatum
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4.1.3. Resultados dos ensaios de crescimento do caule e da raiz e de
germinacao de L. sativa

Os resultados obtidos nos experimentos que avaliaram o efeito dos extratos,
substratos e substancias obtidas das biotransformagdes (Tabelas 4.1 a 4.3, as
paginas 176 e 177) sobre o crescimento e germinagao de planticulas de alface (L.
sativa) sao apresentados nas Figuras 4.1 a 4.8.

Os valores sdo apresentados como diferengas a partir do controle, zero
representa um valor observado idéntico ao controle, um valor positivo representa

estimulagdo e um valor negativo representa inibigéo.

4.1.3.1 Resultados dos ensaios de crescimento do caule e da raiz de L.

sativa

4.1.3.1.1 Resultados dos ensaios de crescimento do caule e da raiz de L.
sativa para os extratos A a K, provenientes das reagoes de
biotransformacao

Em relagao ao crescimento do caule:

Os extratos E, F, G, J e K apresentaram resultado similar entre si, com forte
inibigdo do crescimento do caule a 1 mg/mL, fraca inibicdo a 0,01 mg/mL e fraca
estimulagdo a 0,0001 mg/mL. Para os extratos A, C, D e H, nas duas maiores
diluicdes, observou-se um progressivo estimulo do crescimento, enquanto que, na
menor diluigdo, observou-se forte inibigdo do crescimento do caule. O efeito dos
extratos B e | sobre o crescimento do caule da alface foi de inibicdo na maior e na
menor diluigdo e de estimulagdo na concentragdo intermediaria (Figuras 4.1 e
4.2, paginas 179 e 180).

Em relagao ao crescimento da raiz:

Os extratos em acetato de etila A, C, D, E, F, G, J e K, na concentracio de 1
mg/mL, provocaram forte inibicdo (acima de 80%) do crescimento da raiz, sendo
esta inibicdo bastante reduzida a 0,01 mg/mL (Figuras 4.1 e 4.2). O extrato B
apresentou inibicdo nas concentra¢cées de 1 mg/mL (100%) e 0,0001 mg/mL (~
10%) e pequena estimulacédo a 0,01 mg/mL (Figura 4.1, pagina 179). O extrato G
apresentou forte inibicdo a 1 mg/mL e fraca estimulagéo a 0,01 e 0,0001 mg/mL
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(Figura 4.2). Somente os extratos H e | apresentaram inibicdo do crescimento da
raiz nas trés concentragdes avaliadas (Figura 4.2, pagina 180). A 0,0001 mg/mL

observou-se um pequeno estimulo no crescimento nos extratos A, E, F, J e K.

Comparacgao de resultados — crescimento de caule e raiz

Para os extratos F, J e K os resultados de estimulacido ou inibicdo do
crescimento do caule foram similares aos de estimulagdo ou inibigdo do
crescimento da raiz, nas trés concentragoes: forte inibicdo na maior concentracao,
fraca inibigdo na concentragdao intermediaria e fraca estimulagdo na menor
concentragéo (Figura 4.2, pagina 180).

O extrato B apresentou também resultados similares em relacdo ao

crescimento do caule e raiz (Figura 4.1)
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Figura 4.1 - Efeito dos extratos A (extrato AcCOEt da biotransformagéo entre C.
aphidicola e o ent-19-hidroxi-caur-16-eno, 90), B (extrato AcOEt da
biotransformacao entre F. proliferatum e o acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-oico,
88), C (extrato AcOEt da biotransformacéo entre F. proliferatum e o ent-16-oxo-
17-norcauran-19-oato de etila, 83), D (extrato AcOEt da biotransformacgao entre P.
palustris e os acidos ent-caur-16-en-19-6ico, 1 e ent-caur-9(11),16-dien-19-dico,
2), E (extrato AcOEt da biotransformacéao entre F. proliferatum e o acido ent-16-
oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-6ico, 89) sobre o crescimento do caule e da raiz da
alface (L. sativa).
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Figura 4.2 - Efeito dos extratos F (extrato AcOEt da biotransformagéo entre F.
proliferatum e o acido ent-3-cinamato-caur-16-en-19-o0ico, 91), G (extrato AcOEt
da biotransformacé&o entre F. proliferatum e acido ent-3-angeloiloxi-caur-16-en-
19-0ico, 78), H (extrato BuOH da biotransformagé&o entre F. proliferatum e o ent-
16-0x0-17-norcauran-19-oato de etila, 83), | (extrato BuOH da biotransformacéo
entre P. palustris e os acidos ent-caur-16-en-19-0ico, 1 e ent-caur-9(11),16-dien-
19-6ico, 2), J (extrato BUOH da biotransformagéo entre F. proliferatum e o acido
ent-3-angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico, 78) e K (extrato AcOEt da
biotransformacéao entre F. proliferatum e os acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-
oico, 85 e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-dico, 86) sobre o crescimento do
caule e da raiz da alface (L. sativa).

4.1.3.1.2 Resultados dos ensaios de crescimento do caule e da raiz de L.
sativa para os materiais de partida L a S, utilizados nas reagdes de

biotransformacao

Com relagao ao crescimento do caule:

Na concentracdo de 10 mol/L todos os materiais de partida demonstraram
inibicdo de até 60% do crescimento do caule em relagdo ao branco, exceto no
caso do substrato O, que nao apresentou estimulagédo nem inibicdo em relagao ao
branco e do substrato R, que exibiu pequena estimulagdo nas 3 concentragdes
testadas (Figura 4.3, pagina 182).
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Nas duas menores concentragdes avaliadas, 10° e 10 mol/L, os substratos
M, Q e S apresentaram fraca inibicao do crescimento do caule e os substratos N,
O e P se mostraram estimuladores deste crescimento. Somente no extrato L

ocorreu crescimento na concentragéo intermediaria e inibigdo na maior diluicao.

Com relagao ao crescimento da raiz:

O perfil de crescimento da raiz de L. sativa, quando em contato com os
substratos L a S, na concentragdo de 10™ mol/L, foi contrario ao observado para o
caule. Todas as substancias empregadas como substratos nas biotransformacgdes
estimularam o crescimento da raiz de L. sativa na maior concentracdo avaliada
(10 mol/L), sendo que os substratos L, R, Q exibiram apenas uma fraca
estimulagdo (menor que 15%), M, N e O uma estimulagao intermediaria (em torno
de 50%) e os substratos R e S apresentaram uma forte estimulagdo (maior que
60%) do crescimento da raiz. Uma fraca estimulagao foi observada também na
concentracdo de 10° mol/L, exceto para o substrato N, que inibiu fracamente o
crescimento da raiz da alface.

Na maior diluicdo, 10® mol/L, todos os substratos apresentaram fraca
inibicado do crescimento da raiz, exceto O e P, que mostraram fraca estimulacao.

A comparacgao entre os resultados observados para os extratos (Figuras 4.1
e 4.2, paginas 179 e 180) e para os substratos (Figura 4.3, pagina 182) mostrou
que, no geral, os extratos provocaram efeito de inibicdo do crescimento da raiz e
do caule da alface, enquanto que as substéncias empregadas como substratos
das transformacdes microbianas apresentaram efeito predominantemente

estimulatério do crescimento do caule e raiz da alface.
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Figura 4.3 — Efeito dos materiais de partida das biotransformagdes L (ent-19-
hidroxi-caur-16-eno, 90), M (acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico, 88), N (ent-
16-0x0-17-norcauran-19-oato de etila, 83), O (acidos ent-caur-16-en-19-6ico, 1 e
ent-caur-9(11),16-dien-19-6ico, 2), P (acido ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-
oico, 89) e Q (acido ent-3p-cinamato-caur-16-en-19-6ico, 91) e R (acido ent-36-
angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico, 78) e S (acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-
oico, 85 e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico , 86) sobre o crescimento da
raiz e caule da alface (L. sativa).

4.1.3.1.3 Resultados dos ensaios de crescimento do caule e da raiz de L.

sativa para as substancias provenientes das biotransformacgoes

Os efeitos das substancias A.1, A.2, B.1, F.1, I.1 e K.1, purificadas a partir dos
extratos em acetato de etila ou butanol obtidos nas biotransformacdes, no crescimento da
raiz e caule das planticulas de L. sativa, nas trés diferentes concentracdes testadas, estdo

mostrados na Figura 4.4, a pagina 184.

Substincias A1 e A.2 - O efeito das substancias ent-164,17,19-
trinidroxicaurano (92) e ent-16,19-dihidroxi-caurano (50) no crescimento do caule foi

estimulatério nas concentragdes de 10*mol/L e 10° mol/L. Na concentragio de 10°* mol/L,
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ambos produtos de biotransformacdo inibiram o crescimento do caule. A melhor
concentracdo para prover efeito estimulatério do crescimento foi 10° mol/L.

No crescimento da raiz das planticulas de L. sativa ambos triol e diol inibiram o

crescimento da raiz nas trés concentracdes e os melhores resultados foram observados para

o triol na concentragio de 10 mol/L.

Substéncia B.1 — o acido ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (94)
exibiu um efeito levemente inibitério no crescimento do caule, na maior
concentragdo e um efeito estimulatorio nas demais concentragdes. O efeito sobre
o crescimento da raiz da substancia B.1, foi predominantemente estimulatorio,
atingindo uma estimulagéo de aproximadamente 30%, comparado ao controle, na

concentracéo de 10™* mol/L.

Substancia F.1 — um efeito inibitorio sobre o crescimento do caule (em torno
de 40%), na maior concentragdo, foi observado para a substancia F.1, ent-
38,15a,16a,19-tetrahidroxi-caurano (93). Nas demais concentragdes, 10° e 107
mol/L, observou-se uma leve estimulacdo do crescimento do caule. O efeito sobre
o crescimento da raiz foi levemente inibitdrio nas concentragdes de 10* e 107

mol/L e fracamente estimulatorio na diluicdo intermediaria.

Substancia I.1 — o efeito sobre o crescimento do caule da substéancia 1.1,
acido ent-2a,3a,16a,17-tetrahidroxi-cauran-19-o6ico, (96), foi predominantemente
estimulatdrio. Nas concentracdes de 10° e 10® mol/L estimulou o crescimento em
aproximadamente 30%, comparado ao controle. Um efeito levemente
estimulatério foi observado para o crescimento da raiz na maior concentragéo e,

nas concentragdes menores, observou-se efeito inibitorio leve.

Substancia K.1- o acido ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95)
promoveu a inibi¢do do crescimento do caule e da raiz nas trés concentracdes avaliadas,

sendo que na concentra¢do de 10™ mol/L ocorreu o bloqueio total do crescimento do caule

e da raiz da alface, quando comparado ao controle.
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Figura 4.4 - Efeito das substancias provenientes da purificacdo dos extratos das
biotransformacdes A.1 (ent-164,17,19-trihidroxicaurano, 92), A.2 (ent-164,19-
dihidroxi-caurano, 50), B.1 (acido ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-dico,
94), F.1 (ent-38,15a,16,19-tetrahidroxi-caurano, 93), 1.1 (acido ent-22,3,16,17-
tetrahidroxi-cauran-19-6ico, 96) e K.1 (acido ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-
0ico, 95) sobre o crescimento da raiz e caule da alface (L. sativa).

4.1.3.2 Resultados dos ensaios de germinagao de sementes da alface (L.

sativa)

4.1.3.2.1 Resultados dos ensaios germinagao de sementes de L. sativa para

os extratos A a K, provenientes das reagoes de biotransformacgao

Os efeitos dos extratos A a K testados sobre a germinagdo das sementes
de L. sativa estdo apresentados nas Figuras 4.5 e 4.6, as paginas 185 e 186,
respectivamente.

Com excecdo dos extratos H e I, que proveram efeito estimulatério de
aproximadamente 20% (Figura 4.6), todos os demais extratos testados
apresentaram forte inibigdo da germinagdo das sementes da alface na maior
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concentragdo (1 mg/mL), sendo que nos extratos C, D, E, F, G, J e K ocorreu
100% de inibigéo (Figuras 4.5 e 4.6).

Na concentragao intermediaria, 0,01 mg/mL, o efeito inibitorio persistiu em
todos os extratos avaliados, com exceg¢do do J (Figura 4.6, pagina 186), para o
qual observou-se uma fraca estimulagdo (em torno de 4%) da germinacéo.
Também na maior dilui¢do, 0,0001 mg/mL, observou-se fraca estimulagao para os
extratos A e F (2,1 e 4,2%, respectivamente) além de fraca inibicdo (menor de
30%) para os demais extratos avaliados.
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Figura 4.5 - Efeito dos extratos A (extrato AcCOEt da biotransformagéo entre C.
aphidicola e o ent-19-hidroxi-caur-16-eno, 90), B (extrato AcOEt da
biotransformacao entre F. proliferatum e o acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-oico,
88), C (extrato AcOEt da biotransformacéo entre F. proliferatum e o ent-16-oxo-
17-norcauran-19-oato de etila, 83), D (extrato AcOEt da biotransformacgao entre P.
palustris e os acidos ent-caur-16-en-19-6ico, 1 e ent-caur-9(11),16-dien-19-dico,
2), E (extrato AcOEt da biotransformacéao entre F. proliferatum e o acido ent-16-
oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-6ico, 89) sobre a germinagcéo de sementes da alface
(L. sativa).
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Figura 4.6 — Efeito dos extratos F (extrato AcOEt da biotransformacao entre F.
proliferatum e o acido ent-3-cinamato-caur-16-en-19-0ico, 91), G (extrato AcOEt
da biotransformac&o entre F. proliferatum e acido ent-3-angeloiloxi-caur-16-en-
19-6ico, 78), H (extrato BuOH da biotransformagé&o entre F. proliferatum e o ent-
16-o0x0-17-norcauran-19-oato de etila, 83), | (extrato BuOH da biotransformagéo
entre P. palustris e os acidos ent-caur-16-en-19-06ico, 1 e ent-caur-9(11),16-dien-
19-6ico, 2), J (extrato BUOH da biotransformagéo entre F. proliferatum e o acido
ent-3-angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico, 78) e K (extrato AcOEt da
biotransformacéao entre F. proliferatum e os acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-
oico, 85 e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico, 86) sobre a germinagéo de
sementes da alface (L. sativa).



Capitulo 4 Ensaios bioldgicos 179

4.1.3.2.2 Resultados dos ensaios de germinacao de sementes de L. sativa

para os substratos L a S, utilizados nas reagoes de biotransformacao

Os efeitos dos materiais de partida das biotransformacdes realizadas,
substratos L a S, sobre a germinagdo das sementes de L. sativa podem ser
visualizados na Figura 4.7 (pagina 180). Pode-se observar que todos os efeitos,
tanto estimulatorios quanto inibitérios, foram de baixa intensidade.

O caurenol (90), substrato L, inibiu ligeiramente (~ 5%) a germinagéo das
sementes de alface nas trés concentracdes testadas, 10*, 10° e 10® mollL,
enquanto que o substrato N, o ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de etila (83),
exibiu efeito estimulatorio (~ 3%) da germinagao nas trés concentragoes.

Além disso, na maior concentracdo testada (10 mol/L) observou-se que M
(acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico, 88) e S (acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-
en-19-6ico, 85 e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico, 86) inibiram a
germinagao e os demais substratos apresentaram efeito oposto.

Na concentracdo intermediaria observou-se que, além de A, somente O
(acidos ent-caur-16-en-19-0ico, 1 e ent-caur-9(11),16-dien-19-6ico, 2) inibiu a
germinagao e, na maior diluigdo, P (acido ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-
oico, 89), Q (acido ent-3p-cinamato-caur-16-en-19-6ico, 91) e S apresentaram
também fraco efeito inibitorio.

Em alguns casos n&do se observou diferenca entre a amostra e o branco
sobre a germinagao das planticulas da alface, como no ensaio empregando o
material de partida M na concentragdo de 10 mol/L, e os substratos Q e S na
concentracéo de 10 mol/L.
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Figura 4.7 — Efeito dos materiais de partida das biotransformacdes L (ent-19-
hidroxi-caur-16-eno, 90), M (acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-6ico, 88), N (ent-
16-o0x0-17-norcauran-19-oato de etila, 83), O (acidos ent-caur-16-en-19-6ico, 1 e
ent-caur-9(11),16-dien-19-6ico, 2), P (acido ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-
oico, 89) e Q (acido ent-3p-cinamato-caur-16-en-19-6ico, 91) e R (acido ent-36-
angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico, 78) e S (acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-
oico, 85 e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico, 86) sobre a germinagéo de
sementes da alface (L. sativa).

4.1.3.2.3 Resultados dos ensaios de germinacao de sementes de L. sativa

para as substancias puras provenientes das reagoes de biotransformagao

A Figura 4.8 (pagina 190) apresenta o efeito das substancias isoladas a
partir da purificacdo de extratos obtidos nas reacdes de biotransformacgao sobre a
germinacao de sementes da alface.

Verificou-se que o efeito das substancias foi predominantemente inibitério
da germinagdo, sendo que os melhores resultados foram observados na
concentragdo de 10™ mol/L, onde a substancia K.1 (4cido ent-2a,15a-dihidroxi-

16-cauren-19-6ico, 95) bloqueou completamente a germinag&o, seguida por
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inibigdo intermediaria provocada pelas substancias A.2 (ent-cauran-16-£,19-diol,
50) e A.1 (ent-cauran-16-$,17,19-triol, 92) de 49,3 % e 45,1%, respectivamente.
Nas demais concentragdes avaliadas, K.1, A.2 e A.1 exibiram apenas um efeito
inibitorio fraco.

B.1 (acido ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico, 94) apresentou
efeito ligeiramente inibitério da germinagdo nas concentragcbes maior e menor
(menor que 15%) e efeito levemente estimulatério na concentrag&o intermediaria
(aproximadamente 20%).

As substancias F.1 (ent-33,156,166,19-tetrahidroxi-cauranol, 93) e I.1
(acido ent-2a,3a,16¢,17-tetrahidroxi-16-cauran-19-6ico) provocaram efeitos
pouco intensos de inibigdo ou estimulagdo na germinagdo das planticulas de L.
sativa nas trés concentracgdes testadas.

Comparando-se os resultados dos efeitos sobre a germinagdo da alface
exibidos pelas substancias isoladas de biotransformacéao (Figura 4.8, pagina 190)
e pelos extratos dos quais elas foram purificadas (Figuras 4.5 e 4.6, paginas 185
e 186), observou-se que as substancias A.1 e A.2 e o extrato A apresentaram
predominantemente efeitos de forte inibigGo da germinagdo, na maior
concentragdo. Tanto a substéncia K.1 quanto o extrato K proveram bloqueio total
na germinagdo das sementes, também nesta concentragdo. Os efeitos das
demais substéncias sobre a germinagcdo, em relacdo aos extratos de origem
foram antagébnicos.

A comparagdo com os resultados exibidos pelos substratos (Figura 4.7,
pagina 188) demonstrou, de maneira geral, que as substancias biotransformadas
(Figura 4.8, pagina 190) apresentaram atividades mais intensas sobre a
germinacgao de L. sativa.
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Figura 4.8 — Efeito das substancias provenientes da purificagdo dos extratos das
biotransformacdes A.1 (ent-164,17,19-trihidroxicaurano, 92), A.2 (ent-164,19-
dihidroxi-caurano, 50), B.1 (acido ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-dico,
94), F.1 (ent-38,15a,16,19-tetrahidroxi-caurano, 93), 1.1 (acido ent-22,3,16,17-
tetrahidroxi-cauran-19-6ico, 96) e K.1 (acido ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-
oico, 95) sobre a germinacao de sementes da alface (L. sativa).

4.2 Avaliagao da atividade antimicrobiana de extratos em acetato de etila
obtidos das biotransformagodes e substancias isoladas

4.2.1 — Introducgao

Antibidticos sdo substancias produzidas por microorganismos (fungos ou
bactérias) que suprimem o crescimento de outros*, mas substancias sintéticas e
isoladas de plantas tém apresentado também atividade antimicrobiana. A
descoberta da penicilina e dos diversos antibioticos pos-penicilina levou a um
éxito tdo grande no combate as doencgas infecciosas que, na década de 80, se
acreditava que a guerra contra as infecgbes estava ganha, resultando em um
declinio da pesquisa nesta area por parte das industrias farmacéuticas. Na
década seguinte, o avango das técnicas de triagem robotizadas de grande porte
(High Throughput Screening), associadas a disponibilidade de volumosos bancos
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de moléculas resultantes da quimica combinatoéria, colaborou ainda mais para o
declinio na busca de novos antibidticos, principalmente a partir de fontes
naturais®.

O wuso irracional destes farmacos, tal como sua venda irrestrita com
auséncia de prescricdo meédica, seu emprego por tempo insuficiente e em
subdosagens, levou ao desenvolvimento de resisténcia microbiana aos
antibioticos existentes. Além disso, outros fatores como o surgimento de novos
alvos bacterianos, a evolucdo de doengas infecciosas nos ultimos 20 anos, a
toxicidade de alguns antibidticos em uso clinico, a demanda por melhor
adequacao da antibioticoterapia a individuos imunossuprimidos, portadores do
virus HIV, idosos, recém-nascidos, alérgicos, entre outros, pressupdem um
retorno do interesse na busca por novos compostos com atividade antibidtica.
Além disso, substéncias biologicamente ativas frente a fungos e bactérias podem
ser utilizadas na agricultura diminuindo prejuizos econdmicos relacionados a
contaminagao das lavouras, graos e frutas armazenados por diferentes tipos de
microrganismos”.

Sendo assim, alguns dos extratos e substancias provenientes das reagdes
de biotransformacao realizadas tiveram sua atividade antimicrobiana avaliada, na

busca por possiveis agentes antimicrobianos.

4.2.2 Experimental

O ensaio foi conduzido sob a coordenagdo da Profa. Dra. Jacqueline
Aparecida Takahashi, do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias
Exatas da UFMG, empregando-se o método de difusdo em disco®.

Os seguintes microorganismos foram utilizados: Staphylococcus aureus
(Gram +) (ATCC 29212), Bacillus cereus (Gram +) (ATCC 11778), Escherichia coli
(Gram -) (ATCC 25922), Salmonella thyphimurium (Gram -) ATCC 14028 e
Candida albicans (levedura) (ATCC 18804).

4.2.2.1 Amostras testadas

Foram avaliadas as substancias isoladas de biotransformagbes ent-
164,17,19-trihidroxicaurano (92); ent-16p,19-dihidroxi-caurano (50) e acido ent-
2 a-hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-6ico (94) e os extratos AcOEt provenientes
das biotransformacgdes ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90) por C. aphidicola e do
acido ent-16-oxo-17-norcauran-19-oico (88) por F. proliferatum.
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4.2.2.2 Meios de cultura/solugdes empregados

Agar semi-soélido

Agar antibiético

Agua destilada................... q.s.p.
Meio BHI

BHI ... 37,0 g/L
Agua destilada....................... g.s.p

NaCl...ooviiiiiiiiieeeeee 9,0 g/L
MgSO4.7H20. ..o 0,5¢g/L
Agua destilada......................... g.s.p.

Todos os meios foram preparados de acordo com as instrugbes do
fabricante, sendo autoclavados a 121 °C, por 15 minutos.

4.2.2.3 Metodologia de ensaio

A metodologia descrita a seguir foi empregada neste ensaio de atividade’”.

A discos de papel estéreis, com didmetro de 6,0 mm, foram adicionadas
solugdes (2,0 g/L) das amostras a serem testadas, perfazendo 100,0 ug de cada
uma das amostras aplicadas a cada discos. Foram utilizados, como controle
positivo, discos impregnados com o antibacteriano cloranfenicol (30,0 mg/disco) e
o antifungico nistatina (30 mg/disco). Como controle negativo, foram utilizados
discos impregnados com os solventes utilizados na solubilizagdo das amostras.
Apds a secagem dos solventes em estufa a 37 °C, cada disco foi colocado sobre
placas de petri contendo 7,5 mL do meio solidificado, inoculado com os
microrganismos (0,3 mL da suspenséao salina do microrganismo). Esta solug&o foi
preparada da seguinte forma: inicialmente inocularam-se as culturas de
microorganismos em tubos contendo 2,0 mL do meio BHI. Estes tubos, contendo
0s microorganismos no meio de manutengao, foram entao incubados em estufa a
37 °C, durante 18 horas. Aliquotas destes meios foram transferidas para uma
cubeta contendo solugdo salina na quantidade necessaria para que a
transmitancia da solugédo ficasse entre 74-75 % (600 nm) para os inoculos
bacterianos e 75-76% (530 nm) para o inéculo do fungo. As placas contendo as
amostras e os controles foram incubadas a 37 °C, por 48 horas. A sensibilidade
dos microorganismos frente aos produtos foi avaliada pela medida do didmetro do
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halo de inibigdo (em mm), quando formado, apos o periodo de incubagdo. Foram
consideradas ativas as amostras que causaram halos de inibicdo iguais ou

superiores a 7 mm, ja que os discos de papel apresentam diametro de 6 mm.
4.2.3 Resultados e discussao dos resultados

Nenhuma das amostras testadas apresentou atividade antimicrobiana, na
concentragdo do ensaio, sobre as espécies de microorganismos utilizadas, uma

vez que nao foram observados halos de inibi¢ao.

4.3 Avaliagao da atividade inibidora da acetilcolinesterase de extratos em

acetato de etila obtidos das biotransformagoes e substancias puras isoladas
4.3.1 Introdugao

As doencgas neurodegenerativas tais como as doengas de Alzheimer,
Parkinson e desordens cerebrovasculares constituem-se em uma das principais
causas de morbidade e de mortalidade na vida adulta. O mal de Alzheimer atinge
primeiramente a memoria e, posteriormente, a capacidade de raciocinio e a
comunicacao. O quadro de sinais e sintomas dessas doencas esta associado a
reducdo de neurotransmissores cerebrais, como acetilcolina, noradrenalina e
serotonina e a terapéutica consiste justamente na tentativa de restauragdo da
funcdo colinérgica. Farmacos inibidores da acetilcolinesterase, como a
galantamina, a fisostigmina e a tacrina, sdo amplamente usados no tratamento da
doenca, mas estdo disponiveis no mercado a um prego relativamente oneroso®.
Sendo assim, a busca por novos inibidores da acetilcolinesterase representa uma

alternativa interessante.

4.3.2 Experimental

O ensaio foi realizado sob a coordenacdo da Profa. Dra. Jacqueline
Aparecida Takahashi, do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias
Exatas da UFMG empregando-se a metodologia de bioautografia, descrita por

Marston et al°.
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4.3.2.1 Amostras testadas

Foram avaliadas as substancias isoladas de biotransformagbes ent-
164,17,19-trihidroxicaurano (92); ent-16p,19-dihidroxi-caurano (50) e acido ent-
2 a-hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-6ico (94) e os materiais de partida que as
deram origem ent-19-hidroxi-caur-16-eno (90) e acido ent-16-oxo-17-norcauran-
19-6ico (88).

4.3.2.2 Metodologia do ensaio

O ensaio de bioautografia se baseia na aspersdo de uma suspensdo da
enzima acetilcolinesterase sobre um cromatograma preparado com as amostras a
serem testadas, no qual se avalia a zona de inibigdo, se houver, a luz natural ou
apos a aplicacéo de um corante®.

Aliquotas de 100 ug e 50 ug das amostras testes, dissolvidas em solvente
volatil foram aplicadas em placas de cromatografia em silica gel. Apds a eluigéo,
as placas foram borrifadas com uma solugdo de iodeto de acetilcolina e 5,5'-
ditiobis [2,2 acido nitrobenzdico] a 5 mmol/L. Apds a secagem, as placas foram
borrifadas com 3U/mL da enzima acetilcolinesterase tipo VI S-liofilizada,
dissolvidas em 50 mmol/L de tampéo tris HCI, pH 8,0, a 37 °C. Apds a incubacéo,
o desenvolvimento de coloragdo amarela nas placas indicou resultado positivo
para inibicdo da acetilcolinesterase. Galantamina e cafeina foram utilizadas como
controles positivos.

4.3.3 Resultados e discussao dos resultados

Uma mancha de inibicdo da enzima acetilcolinesterase provocada pelo
acido ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (94) foi observada apenas na
concentragdo de 100 ug/placa. O resultado foi negativo para esta substancia na

concentracéo de 50 ug/placa e para todas as demais amostras avaliadas.
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Conclusoes

Na primeira parte deste trabalho, que compreendeu o fracionamento de
extrato etandlico bruto da espécie vegetal W. paludosa visando, principalmente, o
isolamento dos acidos caurendico (1) e grandiflorénico (2), isolaram-se e
identificaram-se, além destes, as substancias 3p-friedelinol (77), o acido ent-caur-
3p-angeloiloxi-16-en-19-6ico (78) e wuma mistura de pg-sitosterol (79) e
estigmasterol (80).

Em seguida, foram preparados, por modificacdo quimica a partir da mistura
dos acidos 1 e 2, os derivados ent-caur-16-en-19-oato de etila (81), ent-caur-
9(11),16-dien-19-oato de etila (82), ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de etila (83),
ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-oato de etila (84), acidos ent-15a-hidroxi-caur-
16-en-19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (86) e ent-16-
formil-caur-15-en-19-6ico (87).

Subsequentemente, alguns dos derivados obtidos por sintese e outros
produtos isolados de W. paludosa foram submetidos a biotransformacao visando
o isolamento de produtos com potencial atividade alelopatica sobre a germinagéo
e o crescimento da raiz e caule de alface (L. safiva). A primeira delas,
empregando-se o fungo C. aphidicola e o substrato ent-19-hidroxi-caur-16-eno
(90) levou aos produtos ent-164,17,19-trihidroxi-caurano (92) e ent-164,19-
dihidroxi-caurano (50), ambos isolados anteriormente a partir de extratos vegetais
ou como produtos de sintese quimica.

Trés biotransformacbes foram realizadas utilizando-se o Fusarium
proliferatum sobre os acidos ent-3-cinamato-caur-16-en-19-6ico (91), ent-16-oxo-
17-norcauran-19-6ico (88) e ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85). Foram
isolados, a partir destas reagdes, os metabdlitos ent-34,15a,16a,19-tetrahidroxi-
caurano (93), acidos ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (94) e ent-
2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95), respectivamente.

O F. proliferatum promoveu, na primeira reacao, reducado e hidroxilacdo do
esqueleto cauranico e nas ultimas a hidroxilagdo do carbono metilénico 2 do
esqueleto cauranico de 88 e 85. Ambos os produtos hidroxilados (94) e (95)
apresentaram configuragdo ent-2o-hidroxi. Isso evidencia que estas

biotransformagdes empregando este fungo foram regio e estereosseletivas e
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podem ser empregadas na obtencédo de produtos ativados nesta posigao a partir
de substratos caurénicos diferentes. A hidroxilagdo na posi¢cdo 2 do esqueleto
cauranico esta sendo relatada pela primeira vez, neste trabalho.

A modificagdo biolégica do acido caurendico (1) por P. palustris levou a
obtencdo do acido ent-2a,3a,16a,17-tetrahidroxicauran-19-6ico (96), a partir da
purificacdo da fracao n-butandlica.

Todas as substancias utilizadas como substratos das biotransformacgdes, os
extratos resultantes da particdo do meio aquoso fungico com acetato de etila ou
n-butanol e as substéncias isoladas foram avaliados nos ensaios de atividade
alelopatica sobre o crescimento e germinagdo da Lactuca sativa (alface). A
maioria dos extratos apresentou intensa atividade inibitéria do crescimento de L.
sativa, na maior concentragao testada, e apenas um pequeno efeito estimulatério
nas outras concentragdes. O resultado relativo a estimulagdo mais interessante
observado foi aquele obtido para os extratos em AcOEt da biotransformagao do
acido ent-3-angeloiloxi-16- cauren-19-6ico (78) por F. proliferatum e em AcOEt
da biotransformacg&o dos acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-
15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico, (86) por F. proliferatum, que mostraram
percentuais de estimulagcdo do crescimento da raiz da alface de 60 e 40%, em
relagdo ao branco, nas concentragdes de 102 e 10™ mg/mL, respectivamente.
Outro resultado interessante observado foi o grande estimulo (~60% em relagao
ao branco) apresentado pela maioria dos materiais de partida, sobre o
crescimento da raiz de L. sativa, na maior concentragdo utilizada e um pequeno
efeito inibitdério nas menores concentragdes. O que se observa, em geral, € o
inverso.

Os produtos de biotransformacéo apresentaram apenas efeitos inibitorios ou
estimulatérios fracos do crescimento da raiz e caule de L. sativa, com excecgao do
acido ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95), que inibiu em 100% o
crescimento da raiz e do caule, na maior concentragdo (10* mol/L). O ent-
35,154,16,19-tetrahidroxi-caurano (93) apresentou uma inibigdo do crescimento
do caule de L. sativa em torno de 50% em relagc&o ao branco.

Quanto a germinagdo das sementes de L. sativa, observou-se uma forte
inibigdo provocada pelos extratos, em todas as concentragdes testadas,
principalmente a 10 mol/L. O efeito estimulatério mais remarcavel foi aquele

apresentado pelo produto de biotransformacado 94, que estimulou a germinagéo
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de L. sativa em ~20% em relacdo ao branco. Os outros produtos de
biotransformacao apresentaram efeito predominantemente inibitério.

Assim, os resultados obtidos sobre os extratos e produtos das
biotransformacdes poderiam ser utilizados em pesquisa de herbicidas naturais,
uma classe de substéncias de alto interesse comercial atualmente.

Nas condi¢des dos ensaios de atividade antimicrobiana e de inibicdo a
enzima acetilcolinesterase, as amostras avaliadas nao exibiram atividade com
excegcdo do acido ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (94) que
apresentou atividade sobre a enzima acetilcolinesterase na concentracédo de 100

ug/placa.
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Figura 3.1 — Espectro de absorgéo na regido do IV (insergéo direta) da mistura dos
acidos ent-caur-16-en-19-6ico (1) e ent-caur-9(11),16-dien-19-dico (2).
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Figura 3.7 — Espectro de RMN de "*C (50 MHz, CDCls, 8) de 3p-friedelinol (77);
(A) Secao expandida entre ¢ 28,0 e 42,0.
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Figura 3.8 - Subespectro DEPT-135 (50 MHz, CDCls, 6) de 3p-friedelinol (77).
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Figura 3.9 — Espectro de absor¢ao na regiao do |V (insergéo direta) do acido ent-3-

angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico (78).
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Figura 3.10 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 8) do acido ent-3-

angeloiloxi-caur-16-en-19-dico (78); (A) Secao expandida entre é4 4,5 e 6,2.
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do espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 8) do acido ent-3-angeloiloxi-caur-16-
en-19-d6ico (78).
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Figura 3.12 — Espectro de RMN de "C (50 MHz, CDCls, ) do acido ent-3-

angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico (78).



Anexo 1 - Espectros 201

£
3% T5} Qu w0 0 ~ o — o W s Mmoo~
i} [se} o] — o [=3] u ™ oA o @ o
= © 3y @ < = = =] SHS8IFER
== [se! Jes] o D «© Do ow ™ < o
a o = ~ refiTa] T ST o m ™ aaaesLes

s T T T T T T T T L T T T T T T T T T T
ppm 120 100 80 60 40 20

Figura 3.13 — Subespectro DEPT- 135 (50 MHz, CDCIs;, 6) do acido ent-34-

angeloiloxi-caur-16-en-19-6ico (78).
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Figura 3.15 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 8) da mistura de -

sitosterol (79) e estigmasterol (80).
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[ie] T OO N o @ SN W o DWW oo W S o~
N3] NS U000 00— O Yo 0N MOST mS
= ~ DO UTONUDODOTOANOSMO AN O @
=5 ~-t DW= S QO o D T e ) D
~ OOWEOSTITOODmO QAR S e =

—138.316
129.243
—121.702

1NN ==

R T T i T T T T T T T T T T T i T T T T T T r
1 o)

Figura 3.17 — Subespectro DEPT-135 (50 MHz, CDCls;, 6) da mistura de g-sitosterol
(79) e estigmasterol (80).
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135 do acido grandiflorénico (2).
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Figura 3.21 — Espectro de RMN de H (200 MHz, CDCls,

norcauran-19-dico (88); (A) Secao expandida entre 64 0,0

0) do acido ent-16-o0xo-17-
e 2,5.
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Figura 3.22 — Espectro de RMN de "*C (50 MHz, CDCl3, 8) e (A) Subespectro de
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Figura 3.23 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 8) do &cido ent-16-oxo0-17-

norcaur-9(11)-en-19-dico (89); (A) Secgao expandida entre 64 0,0 e 3,0.
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Figura 3.24 — Espectro de RMN de "*C (50 MHz, CDCls, 6) e
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DEPT-135 (50 MHz, CDCls3, 8) do acido ent-16-oxo-17-norcaur-9(11)-en-19-o6ico (89).
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Figura 3.26 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, ) de ent-caur-16-en-19-
oato de etila (81) e ent-caur-9(11),16-dien-19-oato de etila (82).
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Figura 3.27 — Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCls, 6) de ent-caur-16-en-19-
oato de etila (81) e ent-caur-9(11),16-dien-19-oato de etila (82). (A) segao expandida
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“H 6
CO,CH,CH;
19 21 22
(|81 8

— . — - — ' - f
ixl ) 126 R (e E]

Figura 3.28 — Subespectro DEPT-135 (50 MHz, CDCls3, ) de ent-caur-16-en-19-oato
de etila (81) e ent-caur-9(11),16-dien-19-oato de etila (82).
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Figura 3.31 — Espectro de absorg&o na regidao do |V (insergéo direta) de ent-16-oxo-

17-norcauran-19-oato de etila (83).
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Figura 3.32 — Espectro de RMN de H (200 MHz, CDCl;, ¢6) de ent-16-oxo-17-

norcauran-19-oato de etila (83); (A) Secao expandida entre 64 0,0 e 5,0.




Anexo 213

i) m
3 o
g 5 ™
= i~
= N
m
(A) 5.10,0a61,0
- ] - Wl - (Rl = -] ™ 4 = \
g 8 X3 7 i REER 2R - & =2 8 8
g5 3 %3 e ey 5B - EaR X 8
8 ® &g - S YTER 55 BE § 42 « =
/ I'- | l | | \J |
l, V| | [ {
I il . }| I
e M farn b e e P g en yq..,.J " A e
an & C:J._.
=T T T J ' ————r i i I T g— — ———— i
i r 150 45 100 ) B

Figura 3.33 — Espectro de RMN de C (50 MHz, CDCls, &) ent-16-oxo-17-

norcauran-19-oato de etila (83); (A) Secéo expandida entre é¢c 10,0 e 61,0.

) e
= —

= o
-

=

i, WS o n ﬁﬁmwﬂ“%w%gy e

83

Figura 3.34 - Subespectro DEPT-135 (50 MHz, CDCI;, 6) de ent-16-oxo-17-

norcauran-19-oato de etila (83).
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Figura 3.35 — Espectro de absorgao na regidao do IV (inser¢ao direta) de ent-16-oxo-

17-norcauran-9(11)-en-19-oato de etila (84).
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Figura 3.36 — Espectro de RMN de '"H (200 MHz, CDCls;, 6) de ent-16-oxo-17-

norcauran-9(11)-en-19-oato de etila (84).
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Figura 3.39 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, 8) dos acidos ent-15a-
hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (86).
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Figura 3.40 — Espectro de RMN de "°C (50 MHz, CDCls, 8) dos acidos ent-15a-
hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (86).
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Figura 3.41 — Secdo expandida entre 6c 10 e 60 do espectro de RMN de *C (50
MHz, CDCI;, 8) dos acidos ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-
hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (86).
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Figura 3.42 — Subespectro DEPT- 135 (50 MHz, CDCIs, 8) dos acidos ent-15a-
hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (86).
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Figura 3.43 — Mapa de contornos HSQC (200 MHz, CDCls, ) dos acidos ent-15a-
hidroxi-caur-16-en-19-6ico (85) e ent-15a-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (86).
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Figura 3.46 — Espectro de RMN de '*C (100 MHz, CDCls, 8) do acido ent-16-formil-
caur-15-en-19-0ico (87). (A) Segao expandida entre d¢c 15 — 60.
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Figura 3.47 — Subespectro DEPT- 135 (100 MHz, CDCls, 8) do acido ent-16-formil-

caur-15-en-19-6ico (87).

|

Figura 3.48 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCls, 6) do acido ent-16-formil-

caur-15-en-19-6ico (87).
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Figura 3.50 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCls, 6) do acido ent-16-formil-

caur-15-en-19-6ico (87).
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Figura 3.51 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDClIs, ¢) do do acido ent-16-

formil-caur-15-en-19-6ico (87).
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Figura 3.52 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCls, 6) do acido ent-16-formil-

caur-15-en-19-06ico (87): segao expandida entre 64 0,5 - 3,5.
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Figura 3.56 — Mapa de contornos HSQC (200 MHz, CDCls, 6) do ent-19-hidroxi-

caur-16-eno (90).
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MHz, CDCls;, 8) do ent-164,17,19-trihidroxicaurano (92) (A) Secédo expandida entre
on0,6 € 2,0.
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Figura 3.59 — Espectro de RMN de '*C (100 MHz, CDCls, 8) ent-165,17,19-

trihidroxicaurano (92)* *Carbonos néo atribuidos s&o referentes a impureza graxa.



229

Anexo

oy

@ o
= =

o~ O

0 w0 o

79

40

|

N N I T ﬁ/\xﬂ”\m U\\;JMLJMM

- ppm

B e e s ]

‘J?,
il

trihidroxicaurano (92)* *Carbonos néo atribuidos s&o referentes a impureza graxa.




Anexo 230

Figura 3.61 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCls;, 6) do ent-164,17,19-
trinidroxicaurano (92).
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Figura 3.62 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCls, 6) do ent-164,17,19-
trinidroxicaurano (92).
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Figura 3.67 — Mapa de contornos HSQC do ent-164,19-dihidroxi-caurano (50):
secao expandida entre 64 0,5 a 3,3 e &¢c 15,0 a 65,0.
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Figura 3.68 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCls, 6) do ent-16(,19-

dihidroxi-caurano (50).
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Figura 3.70 — Mapa de contornos ROESY (400 MHz, CDCls, d) do ent-163,19-

dihidroxi-caurano (50).
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Figura 3.73 — Sec¢des expandidas do espectro de RMN de H (400 MHz, CD30D, 6)
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cinamato-caur-16-en-19-6ico (91).
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Figura 3.76 — Secdo expandida do RMN de "*C DEPT-135 (100 MHz, CDsOD, 8) do
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Figura 3.77 — Seg¢bes expandidas do mapa de contornos HSQC

0) do acido ent-3-cinamato-caur 16-en-19-6ico (91).
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3p,15a,16a,19-tetrahidroxi-caurano (93).
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Figura 3.79 - Espectro de RMN de "H (400 MHz, CD;0D, ) de ent-35,15¢,16a,19-
tetrahidroxi-caurano (93).
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Figura 3.81 — Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDs0D, 6) de ent-38,15¢,16a,19-
tetrahidroxi-caurano (93)*. (A) Secao expandida entre dc 56 e 144.
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*Sinais em Oc 115-145 e alguns sinais em Oc 20-45 referentes a graxa.
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Figura 3.84 — Sec¢éo expandida do mapa de contornos HSQC (400 MHz, CD3;0D, 6)

de ent-35,15a,16a,19-tetrahidroxi-caurano (93).
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Figura 3.85 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CD3;OD, ¢) de ent-
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Figura 3.86 — Mapa de contornos NOESY (400 MHz, CDs;OD, ¢) de ent-
3p,15a,16a,19-tetrahidroxi-caurano (93).
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Figura 3.87 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CsDsN, 8) do &cido ent-2a-

hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-6ico (94).
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Figura 3.88 — Secao expandida (é4 1,00 a 4,20) do espectro de RMN de 'H (400
MHz, CsDsN, 6) do acido ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (94). (A)

secao expandida entre 6y 1,9 e 2,35.
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Figura 3.89 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CsDsN, 8) do &cido ent-2a-

hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-6ico (94): secédo expandida entre 6y 4,00 e 5,20.
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Figura 3.90 — Secdo expandida (&4 2,5 a 3,2) do espectro de RMN de 'H (400
MHz, CsDsN, 6) do acido ent-2a-hidroxi-16-oxo-17-norcauran-19-6ico (94).
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Figura 3.91 — Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CsDsN, 8) do acido ent-2a-

hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-6ico (94).
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Figura 3.92 - Subespectro DEPT-135 (100 MHz, CsDsN, 6) do acido ent-2a-
hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-6ico (94).
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Figura 3.93 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CsDsN, 6) do acido ent-2a-
hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-6ico (94).
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Figura 3.94 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CsDsN, 6) do acido ent-2a-
hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-6ico (94): secado expandida entre 64 2,0 - 6,5 e 6c
15-75.
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Figura 3.95 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CsDsN, 6) do acido ent-2a-

hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-6ico (94).
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Figura 3.96 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CsDsN, 6) do acido ent-2a-

hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-6ico (94).
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Figura 3.97 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CsDsN, 8) do acido ent-2 -
hidroxi-16-0x0-17-norcauran-19-6ico (94): secédo expandida entre 64 1,0 —2,5 e &¢
15 -75.
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Figura 3.98 — Mapa de contornos NOESY (400 MHz, CsDsN, 6) do acido ent-2a-

hidroxi-16-oxo0-17-norcauran-19-6ico (94).
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Figura 3.99 — Espectro de massas de alta resolugéo, obtido por ESI, do acido ent-

2 a-hidroxi-16-o0xo-17-norcauran-19-6ico (94).
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Figura 3.100 — Espectro de absorg&o na regido do IV (insergéo direta) do acido ent-
2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95).
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Figura 3.101 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls, 8) do acido ent-2¢,15a-

dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95).
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Figura 3.102 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDCls, 8) do acido ent-2¢,15a-
dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95).
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Figura 3.103 - Subespectro DEPT-135 (100 MHz, CDCls;, ¢) do acido ent-2a,15a-

dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95).
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Figura 3.104 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCIs, 8) do ent-2a,15a-

dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95).



Figura 3.105 — Secdo expandida entre 64 0,5 - 5,5 e 6¢c 10,0 — 110,0 do mapa de

contornos HSQC (400 MHz, CDCls, ) do acido ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-
oico (95).
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Figura 3.106 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCls, 6) do acido ent-2a,15a-

dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95).



Anexo 958

CSSHITUT 7 e
[ |
| h
a ’ l |y
[ \ ' "‘H'\I“ ’“M.[‘ .LJ J\
‘ ! . 0,, | e AN N L -
| B L -
L
{
= == -
. -t "
;::
= = ]
= _— =
o : 8
— -
o 1]
: 3
L
W
:-m
:['llll
i
> i (1)
— Vi
L R - o | o " ‘;.u‘

Figura 3.107 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCls, 6) do acido ent-2a,15a-
dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95).



Anexo 259

PO -

Fs

swsw—mwooow Swa

Figura 3.108 — Secéo expandida entre 64 0,5 — 6,0 e 6¢c 105,0 — 185,0 do mapa de

contornos HMBC (400 MHz, CDCls, 6) do acido ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-
oico (95).
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Figura 3.109 — Secéo expandida entre o4 0,5 — 5,5 e 6¢c 10,0 — 90,0 do mapa de
contornos HMBC (400 MHz, CDCls;, 6) do acido ent-2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-
oico (95).
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Figura 3.110 — Mapa de contornos NOESY (400 MHz, CDCls, 6) do acido ent-
2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95).
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Figura 3.111 — Espectro de massas de alta resolugéo, obtido por ESI, do acido ent-
2a,15a-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (95).
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Figura 3.112 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD, ¢) do acido ent-
2a,3p,16 a,17-tetrahidroxi-cauran-19-o6ico (96).
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Figura 3.113 — Sec¢éo expandida do espectro de RMN de H (400 MHz, CDs0D, 6)

do acido ent-2a,33,16,17-tetrahidroxi-cauran-19-6ico (96).
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Figura 3.114 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDsOD, 8) do acido ent-
2a,3p,16 a,17-tetrahidroxi-cauran-19-o6ico (96).
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Figura 3.115 - Subespectro de RMN de "*C DEPT-135 (100 MHz, CDs0OD, ) do

acido ent-2a,3,16,17-tetrahidroxi-cauran-19-6ico (96).
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Figura 3.116— Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDsOD, ¢) do acido ent-
2a,3p,16 a,17-tetrahidroxi-cauran-19-odico (96).
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Figura 3.117 — Secéo expandida (é4 0,5 — 2,5 e 6¢c 10-50) do mapa de contornos
HSQC (400 MHz, CDsOD, §) do acido ent-2a,3,16a,17-tetrahidroxi-cauran-19-6ico
(96).
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Figura 3.118 — Sec&o expandida (é4 0,5 — 2,5 e 6¢c 10-50) do mapa de contornos
HSQC (400 MHz, CDs;0OD, ¢) do acido ent-2a,3,16a,17-tetrahidroxi-cauran-19-6ico
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Figura 3.119 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDs;OD, 6) do acido ent-
2a,3p,16 a,17-tetrahidroxi-cauran-19-odico (96).
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Figura 3.120 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CD3OD, 6) do acido ent-
2a,3p,16 a,17-tetrahidroxi-cauran-19-odico (96).
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Figura 3.121 — Segao expandida (dn 1-4 e 6c 10-95) mapa de contornos HMBC (400
MHz, CD30D, ¢6) do acido ent-2a,3,16,17-tetrahidroxi-cauran-19-6ico (96).
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Figura 3.122 — Mapa de contornos NOESY (400 MHz, CD3;OD, ¢) do acido ent-

2a,3p,16 a,17-tetrahidroxi-cauran-19-odico (96).



	0 CAPA (a)
	Folha de assinaturas
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	2 PExperimental
	3 RESULT CORRIGIDO ÚLTIMO
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	7 3.87-3.99 - 94 2OH
	8 3.100-3.122  95 e 96


