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Novos Diterpenos dos Frutos de Xylopia langsdorffiana

DUARTE, M. C.
Pés-Graduagao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
Dissertagao de Mestrado, LTF/CCS/UFPB (2009)

RESUMO

Xylopia langsdorffiana St.Hil & Tul. (Annonaceae) é conhecida
popularmente na regido Nordeste como “pimenteira da terra”. Estudos prévios
relataram a presenca de alcalbides e diterpenos isolados das folhas e/ou caule de
X. langasdorffiana. Este trabalho teve como objetivo dar continuidade ao estudo
fitoquimico dessa espécie, utilizando-se seus frutos secos e frescos. Inicilamente
os frutos secos e pulverizados foram submetidas a maceragdo com metanol e a
solugdo extrativa obtida foi concentrada em rotaevaporador obtendo-se 200g de
extrato. Uma parte (150g) deste extrato foi particionada com hexano, diclorometano
e acetato de etila. Os constituintes quimicos foram identificados através da analise
de dados obtidos por métodos espectroscopicos como Infravermelho e
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, '*C unidimensionais e técnicas
bidimensionais (COSY, NOESY, HMQC e HMBC), além de comparagao com dados
descritos na literatura. A partir das fases hexanica e diclorometano dos frutos de X.
langsdorffiana foram isolados sete diterpenos, sendo 4 conhecidos na literatura ent-
atisan-7a,16a-diol (xylodiol), Acido ent-7a-hidroxitrachyloban-18-6ico, Acido 13-
epicupréssico, ent-kaur-16-en-3p, 19 diol e 3 novos diterpenos Acido ent-3B-hidroxi-
labda(8)17,12Z-,14-Dien-18-6ico, (acido labdorffianico A). Acido ent-labda
8(17)epodxi,14-en-18-6ico (4cido labdorffianico B) e Acido ent-labda 8(17)epoxi-
13,14-dien-18-6ico (acido labdorffianico C). Como varias espécies de Annonaceae
sdo conhecidas por apresentarem quantidade significativa de 6leos essenciais,
decidiu-se analisar os frutos frescos de X. langsdorffia para obtengéo e analise do
seu Oleo essencial. Para tanto, seus frutos frescos foram extraidos por
hidrodestilagdo em aparelhno de Clevenger e caracterizado com CG-EM,
apresentando uma constituicdo de (66,6 %) de monoterpenos, (33,3 %) de
sesquiterpenos e (11,11 %) de diterpeno, sendo o a-pineno (37,73%) e limoneno
(31,42%) os constituintes majoritarios e o espatulenol (1,59%) foi detectado que é
considerado marcador para o género Xylopia. Dessa forma, os resultados obtidos
neste trabalho contribuiram para ampliacdo do conhecimento quimico de espécies
de Annonaceae, em especial de Xylopia langsdorffiana.

Palavras-chave: Xylopia langsdorffiana, Annonaceae, Diterpenos, 6leo essencial.






New Diterpenes of the Fruits of Xylopia langsdorffiana

DUARTE, M. C.
Pés-Graduagao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
Dissertacao de Mestrado, LTF/CCS/UFPB (2009)

ABSTRACT

Xylopia langsdorffiana (Annonaceae) is popularly known as “pimenteira da terra” in
the Northeast region of Brazil. Previous studies have reported the presence of
alkaloids and diterpenes isolated from the leaves and/or stem of X. langsdorffiana.
This work aimed to continue the phytochemical study of this species, using its dry
and fresh fruits. Initially, the dry and powdered fruits were submitted to maceration
with methanol (95%) and the extractive solution obtained was concentrated in
rotatory evaporator yielding 200g of extract. A portion (150g) of the latter was
partitioned with hexane, dichloromethane and ethyl acetate. The isolated chemical
constituents were identified through the analysis of data obtained by spectroscopic
methods such as Infrared and one-dimensional 'H, *C Nuclear Magnetic Resonance
with two-dimensional techniques (COSY, NOESY, HMQC and HMBC), besides
comparison with literature data. Seven diterpenes were isolated from the hexane and
dichloromethane phases of the fruits of X. langsdorffiana, being four of them known
in the literature ent-atisan-7a, 16a-diol (xylodiol), ent-7a-hydroxytrachyloban-18-oic
acid, 13-epicupressic acid, ent-kaur-16-en-38, 19 diol, and 3 new diterpenes ent-33-
hydroxy-labda(8)17,12Z-, 14-trien-18-oic acid, (Labdorffianic A Acid), ent-Labda
8(17)epoxy, 14 en-18-oic Acid (Labdorfianic B Acid) and ent-Labda 8(17) epoxy,
13(16), 14-Dien-18-oic acid (Labdorfianic C Acid). Since some species of
Annonaceae are known to possess significant amounts of essential oils, we decided
to analyze the fresh fruits of X. langsdorffia in order to obtain and analyze its
essential oil. Therefore, its fresh fruits were extracted by hydrodistillation in a
Clevenger apparatus and characterized with GC-MS, showing a constitution of
monoterpenes (66.6%), sesquiterpenes (33.3%) and diterpenes (11.11%), being the
a-pinene(37.73%) and limonene (31.42%) the major constituents. Spathulenol
(1.59%) which is considered the marker for Xylopia was also detected. Thus, the
results obtained in this work contributed to broaden the chemical knowledge of
species of Annonaceae, especially Xylopia langsdorffiana.

Keywords: Xylopia langsdorffiana, Annonaceae, alkaloids, diterpenes, essential oil.
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1. INTRODUGAO

No decorrer de sua histéria, o ser humano absorveu informagdes sobre
o ambiente que o cerca e, sem duvida, esse acervo baseou-se na observacao
constante e sistematica dos fendmenos caracteristicos da natureza e na
experimentagdo empirica desses recursos. A preocupagdo com o desvendamento e
resgate do conhecimento referente ao uso que outros povos fazem dos elementos
de seu ambiente natural, vem desde a antiguidade. Neste, enquadram-se os
conhecimentos relativos ao mundo vegetal, onde sera feito um recorte especial para
o estudo das plantas medicinais. Sabe-se que o uso das espécies vegetais com fins
de tratamento e cura de doencgas e sintomas se perpetuou na histéria da civilizagao
humana e chegou até os dias atuais, sendo amplamente utilizada por grande parte
da populacdo mundial como eficaz fonte terapéutica (JORGE; MORAES, 2002).

Através de documentos manuscritos o ser humano foi listando plantas
com uso medicinal e descrevendo seus valores considerados terapéuticos. Os
naturalistas que acompanhavam as expedigdes exploratérias as terras do Novo
Mundo referendavam as plantas, sem contudo, contextualizar seu manejo pelas
sociedades consideradas primitivas, tais como observado em Thevet (PIRES, 1984).

A flora brasileira é detentora da maior floresta equatorial e tropical
umida do planeta, ndo podendo abdicar de sua vocacao para os produtos naturais. A
quimica de produtos naturais € dentro da quimica brasileira, a area mais antiga, e
talvez ainda hoje congregue o maior numero de pesquisadores (PINTO, et al., 2002).

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias
organicas conhecidas. Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal é que
tem contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de metabdlitos
secundarios, muitos destes de grande valor agregado devido as suas aplicagcdes
como medicamento, cosmeéticos, alimentos e agroquimicos (PHILLIPSON, G.
ANDERSON 1989). Plantas possuem suas préprias defesas que as protegem de
outras plantas, insetos fitéfagos e herbivoros predadores de uma maneira geral,
Estas defesas sdo de natureza quimica e, normalmente, envolvem substancias do
metabolismo secundario, as quais podem ser chamadas de fitotoxinas ou
aleloquimicos (PINTO et al., 2002).
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Variagdes temporais e espaciais no conteudo total, bem como as
proporcdes relativas de metabdlitos secundarios em plantas ocorrem em diferentes
niveis (sazonais e diarias; intraplanta, inter e intra-especificas) e, apesar da
existéncia de um controle genético, a expressdo pode sofrer modificagcdes
resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e
evolutivos (LINDROTH, et al., 1987).

E importante ressaltar também que, devido ao fantastico
desenvolvimento de técnicas analiticas de separagao e elucidacado estrutural, nas
Ultimas trés décadas, mais recentemente de instrumentos analiticos hifenados,
conhecem-se cerca de 50.000 metabdlitos secundarios isolados de angiospermas,
muitos desses ainda sem qualquer avaliacdo com relacdo ao seu potencial
farmacoldgico. Devido a tais constatagdes, os produtos naturais e derivados foram, e
continuam sendo, notoriamente, de importancia crucial em uma sociedade moderna,
mesmo considerando-se o grande numero de produtos oriundos de sintese
(MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Atualmente, a possibilidade do emprego de técnicas hifenadas ou
técnicas acopladas pode ajudar, aos estudos em Produtos Naturais. Apesar de
extratos vegetais serem misturas complexas de diferentes metabdlitos, a analise de
fragbes volateis ou materiais apolares de superficies foliares ja €, ha muito tempo
realizada, ndo sendo necessario muitas vezes, nenhum fracionamento para a total
caracterizagdo quimica do material em estudo. O grande avanco na analise destas
misturas decorreu do desenvolvimento de aparelhos de cromatografia gasosa,
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), os quais sdo empregados
rotineiramente, por exemplo, na industria de esséncias. A grande limitagdo desta
técnica € a possibilidade de analisarmos apenas substancias que podem ser
volatilizadas e, em muitos casos, o emprego do impacto eletrébnico na geragdo dos
ions limita também o uso para substancias instaveis. (CREWS, et al., 1998).

Ha no Brasil uma grande diversidade de plantas com potencialidades
medicinais, ainda nao estudadas, sendo estas, promissoras fontes de inovacoes
terapéuticas e farmacologicas para as diversas areas da saude humana. A

importancia medicinal, econdmica e ecoldgica de espécies nativas brasileiras, bem
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como o risco de sua extingdo pela acdo predatéria do homem, tem motivado os
estudos destas plantas, visando sua preservacéo e aproveitamento racional (SOUZA
et al., 2003).

A contribuicdo cientifica brasileira € valiosa. Ha nas areas de Quimica
de Produtos Naturais cerca de 900 profissionais e, pelo menos, 1500 outros atuando
na Farmacologia. Corroborando este cenario, o sistema de pds-graduagao congrega
36.000 bolsistas atuantes no pais e 4.000 no exterior. Sdo aproximadamente 70
grupos lidando com pesquisa de Produtos Naturais no Brasil, especializados em
quimica e farmacologia (BARRETO DE CASTRO, 1994. apud FERREIRA, 2002). O
Programa de Pés-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos do Laboratoério de
Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba vem ao longo de 30
anos contribuindo com a pesquisa cientifica brasileira nas areas da botanica,
Farmacoquimica, controle de qualidade, Farmacologia e toxicologia de produtos
naturais e sintéticos bioativos.

Como nova contribuicido aos trabalhos desenvolvidos no LTF, é
apresentado aqui, um estudo fitoquimico dos frutos de Xylopia langsdorffiana
pertencente a familia annonaceae. Esta €& caracterizada quimicamente pela
presenca predominante de, diterpenos, sesquiterpenos e monoterpenos.

A familia annonaceae especificamente da espécie X. langsdorffiana,
concentramo-nos em isolar, identificar e elucidar alguns constituintes quimicos dos

seus frutos.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Consideragoes sobre a familia Annonaceae

A familia Annonaceae St.Hil & Tul possui distribuicdo pantropical com
cerca de 112 géneros e aproximadamente 2.150 espécies (MABBERLEY]I, 1997). No
Brasil, foram registrados 29 géneros, compreendendo cerca de 260 espécies
(BARROSO, 1978). Na a Paraiba, um levantamento das Annonaceae no Herbario
JPB registrou sete géneros e 12 espécies (PONTES; BARBOSA; MAAS, 2004).

Na Figura 1 (Pag 6) encontra-se representada a distribuicdo da familia
Annonaceae no mundo; 50 géneros s&o encontrados na Asia e Australia, na Africa
34 géneros, enquanto no continente Americano sao conhecidos 39 géneros
(BRUMMITT, 1992). Dos géneros que compdem esta familia, 34 podem ser
encontrados na América do Sul, com predominancia dos géneros Annona L.,
Duguetia St. Hil., Guatteria Ruiz et Pavan, Rollinia St. Hil. e Xylopia L. A familia
apresenta consideravel riqueza de espécies principalmente na regido amazoénica e
na floresta atlantica (LOBAO; ARAUJO; KURTZ, 2005).

Figura 1. Mapa de distribuicdo da familia Annonaceae no mundo representada em
verde (Fonte: http://www.tropicos.org/NameSpecimens.aspx?nameid=42000007
Acesso em: 10 de julho de 2009).



DUARTE, M. C NOVOS DITERPENOS DOS FRUTOS DE Xylopia langsdorffiana

Esta familia retém caracteristicas primitivas, como gineceu apocarpico,
estames livres, numerosos, distribuidos de forma espiralada em torno do receptaculo
floral e polinizacéo realizada predominantemente por besouros. Ela é constituida por
arvores, arbustos, e raramente por arbustos escandentes, que se caracterizam por
apresentar flores vistosas, andréginas, solitarias, ou em inflorescéncias, axilares ou
terminais, opositifdlias ou nado; calice de trés sépalas, corola de seis pétalas
bisseriadas, geralmente carnosas ou crassas, estames numerosos, gineceu
dialicarpelar; fruto sincarpico ou apocarpico, muricado ou nao; carpidios sésseis ou
estipitados, secos ou carnosos, deiscentes ou indeiscentes; sementes com
endosperma ruminado. O indumento das espécies € composto de tricomas simples,
estrelados ou escamosos. No Brasil, dentre as anonaceas, a pinha (Annona
squamosa L.) € a espécie mais cultivada, juntamente com a graviola (Annona
muricata L.) (DONADIO, 1997). Ela é conhecida principalmente por esses frutos
comestiveis, supracitados e fruta do conde ou ata (Annona squamosa L.). Além
disso, algumas espécies fornecem madeira propria para carpintaria e raizes que séo
utilizaveis como cortica (Annona glabra L., Annona
crassifolia Mart.); outras espécies sdo consideradas medicinais (Annona spinescens
Mart., Annona foetida Mart.) e ornamentais (Annona cacans Warm. e Xylopia
sericea A. St. Hil.) (CORREA, 1984).

Com relagdo aos constituites quimicos, a familia Annonaceae é
caracterizada por apresentar alcaldides derivados de benzilisoquinolinas,
principalmente aporfinicos. Sdo registradas ainda, a presenga em quantidade
significativa, de flavondides e terpendides, especialmente diterpenos. Nas ultimas
décadas, as acetogeninas vem sendo muito pesquisadas em espécies desta familia,
consideradas muito importantes devido aos seus efeitos citotéxico, antimicrobiano e
inseticida (RUPRECHT; HUI; LAUGHLIN, 1990).

No Quadro 1, (Pag 8), encontram-se representadas as estruturas de

algumas substancias isoladas de espécies de Annonaceae.



DUARTE, M. C NOVOS DITERPENOS DOS FRUTOS DE Xylopia langsdorffiana

Quadro 1 - Algumas substancias isoladas de espécies de Annonaceae.

5H-Benzo-1,3-benzodioxolo Xylopoillin A
[6,5,4-de]quinoline,
6,7,7a,8-tetrahydro-7-nitro (LUONG et al., 2008)

(ALEXANDRE; JOAO, 2009)

“CooH

3’-Metoxi-3-4-metilenodioxi-4’-7-
epoxi-9-nor-8-5'-neolignan-7-
8'dieno

(AURA, 1997) (ANDRADE, 2004)

Acido ent-caur-16-en-19-
dico

Tetraidrojatrorizina

(SETTE et al., 2000)
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2.2 Consideracdes sobre o género Xylopia

O género Xylopia é constituido de cerca de 150 espécies (BRUMMITT,
1992). Algumas de suas espécies sao usadas como condimentos enquanto outras
fornecem fibras para a cordoaria. O lenho é leve, duradouro e apresenta
propriedades medicinais (ROCHA, SILVA e PANNIZA, 1979).

O fruto de algumas espécies do género Xylopia € usado popularmente
como condimento por apresentar odor semelhante ao da pimenta-do-reino (Piper
nigrum) e € empregado, por este motivo, como seu substituto (CHADWICH, MRSH,
1990). Varias de suas espécies sao utilizadas para diversos fins e, em especial, na
medicina popular como agentes antimicrobianos (CORREA, 1984).

Um grande numero de componentes quimicos tem sido isolado do
género Xylopia, incluindo acetogeninas biologicamente ativas dentre elas a
xylopiena e xylomatenina com atividade citotdxica superior a adramicina para trés
linhagens de células tumorais. (COLMAN-SAIZARITORIA, ZAMBRANO,FERRIGNI ,
1994). Outros compostos foram também isolados como diterpenos do tipo caurano e
labdano (FILICIO; ROQUE 1989), sesquiterpenos (MARTINS et al., 1998), alcaloides
(HARRIGAN et al., 1994), lignéides (WAHI, ROBLOTCAVE, 1995) e flavonodides
(SANTOS; SALATINO, 2000). Dentre os alcaldides cabe destaque para os derivados
do nudcleo isoquinolinico, Quadro 2, (Pag. 10) e terpenoides do tipo kaurano,

trachylobano, atisano, labdanos e dimeros, Quadro 3 (Pag. 11).
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Quadro 2: Alguns alcaldides isolados em espécies do género Xylopia

H3CO
|]|Iiil N
H3CO
! OCHg
OH

Coritenchina

(JOSSANG et al., 1991)

H3CO.
|M|Iii N
H3CO
OCHj
l OCHj

Tetraidropalmatina

(JOSSANG et al., 1991)

<jH
®

Anonaina

(MOREIRA et al., 2003)

H3CO
O N
HO
OH

Deidrodiscretina

(NISHIYAMA et al., 2004)
H3CO.
D@
H3CO
OCHg
|]|liil OH
Coriclaumina

(JOSSANG et al., 1991)

Liriodenina

(MAMOUDOUKANDE et al., 1994)
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Quadro 3: Alguns terpendides isolados em espécies do género Xylopia

Acido 15-oxo-(-)-Trachylobano-19-éico Vielanina D

(HARRIGAN et al., 1994) (KAMPERDICK et al., 2003)

R

“COH

R=H: &cido acutiflérico Acido 15-oxo-(-)-Cauran-16-
R=0H: acido frutético en-19-dico

(TAKAHASHI et al., 1995) (HARRIGAN et al., 1994)

OH

OH

COZ Me CHon

ent-lad-8(17-14)-dien-13,16-
diol18-ester de metil ent-atisan- 16a-18-diol

(MORAIS; ROQUE, 1988)
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2.3 Consideracoes sobre Xylopia langsdorffiana

Xylopia langsdorffiana € uma arvore de 5-7 m de altura, folhas alternas,
lanceoladas, inteiras, sericeas, flores roxas, pedunculadas. Fornece madeira para
obras internas, carpintaria e caixotaria. A casca da liber para cordoaria. E conhecida
popularmente como pimenteira-da-terra (CORREA, 1984).

Em levantamentos bibliograficos realizado no Chemical Abstract desde
1907 até os dias atuais e no NAPRALERT (Natural Products ALERT) foram
encontrados apenas seis artigos com essa espécie, sendo quatro deles relatando
constituintes quimicos (TAVARES, et al, 2006; 2007; DA SILVA, M. S et al, 2009) e
um relatando atividade espasmolitica em musculo liso de taqueia de cobaia
(RIBEIRO, et al, 2007) e um relato de atividade moluscida (TAVARES, et al, 2007) .
No Quadro 4, (Pag 13) e Quadro 5 (Pag 14) sdo mostradas as substancias isoladas

de Xylopia langsdorffiana.

Figura 2. A) Fotos de Xylopia langsdorffiana em seu habitat natural. arvore
completa, B) detalhe das flores, C) detalhe dos frutos). Fotos: J. F. Tavares.
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Quadro 4 - Alcaldides isolados do caule de Xylopia langsdorffiana

O
‘ OCHj

OCH;4
Discretamina Xylopinina

Xylopina

(TAVARES et al, 2004)
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Quadro 5 - Diterpenos anteriormente isolados das folhas e caule de Xylopia

langsdorffiana

Acido 8(17),12E, . _
14-labdatrien-18-dico Ent-atisan-7a,16a-diol

(TAVARES et al, 2007)

Acido ent-7a-hidroxitrachyloban Acido ent-7a-acetoxytrachyloban-
-18-oico 18-oico

(TAVARES et al, 2006)

COCH

COOH

ACidOI 13 Acido enti-16a Hidroxi-
epicupréssico 18-6ico

(TAVARES et al, 2007)
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2.3.1. Biossintese dos diterpenos.

Os diterpenos se originam do geranilgeranil difosfato (GGPP) Quadro
6, (Pag. 15) a que possui vinte atomos de carbonos, com formagéo por adicao de
uma molécula de isopentenil difosfato (IPP) que podera vir, tanto da via do
mevalonato (MVA) como da via da deoxixyxylulose fosfato (DXP).

A reacdo de ciclizagdo do (GGPP) é mediada pela formagao de
carbocations, seguindo os rearranjos de Wagner-Meerwin, que ira gerar uma varias

classes de diterpenos.

Via do Acido Mevalonico Via da Deoxixyxylulose Fosfato

/

)\/\ —————
OPP

DESMETILALIL DIFOSFATO ISOPENTENIL DIFOSFATO

OPP

DMAPP C IPP - Cs

— MONOTERPENOS  (C,,)
IRIDOIDES

—  » SESCTERPENOS (Ci5)

C, ——= DITERPENOS (Ca0)

Quadro 6. Biossintese geral dos diterpenos
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Contribuir com o estudo fitoquimico de plantas do Nordeste Brasileiro
em espécies da familia Annonaceae através do isolamento e identificagdo dos

constituintes quimicos dos frutos de Xylopia langsdorffiana.

3.2. Especificos

Isolar constituintes quimicos dos frutos de X. langsdorffiana;

¢ |dentificar e/ou elucidar constituintes quimicos dos frutos de X. langsdorffiana;
e Contribuir com a quimiotaxonomia das espécies em estudo;

e Caracterizar os constituintes volateis dos frutos de X. langsdorffiana;

e Disponibilizar extratos, fracdbes e substancias isoladas para estudos

farmacoldgicos;
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4 METODOLOGIA

4.1 Métodos Cromatograficos

Para cromatografia em coluna (CC) foi utilizado como fase estacionaria
Silica gel 60 e Silica flash (ambos da MERCK). O extrato foi acondicionado sobre o
topo da coluna, procedendo-se entdo a eluicdo com os solventes hexano e acetato
de etila das marcas MERCK ou VETEC e solventes comerciais como cloroférmio,
metanol e hexano destilados no LTF/UFPB, puros ou em misturas binarias.O
comprimento e o didmetro das colunas variaram de acordo com as quantidades das
amostras e as quantidades de fase estacionaria a serem utilizadas.

As cromatografias em Camada Delgada Analitica (CCDA) foram feitas
utilizando silica gel 60, da Merck (PF 254) artigo 7749 na espessura 0,25mm,
suspensa em agua destilada (1:2), distribuida sobre placas de vidro por meio de um
cursor “Quick fit”’, secas ao ar e ativadas em estufa a 110 °C durante 2 horas.

As revelagdes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram
executadas pela exposicdo das mesmas a lampada de irradiagao ultravioleta em
aparelho Mineralight, modelo UVGL-58, com dois comprimentos de onda (254 e
366 nm), ou ainda, pela saturagcdo em camara de iodo.

Os critérios de pureza adotados foram a observacdo de uma unica
mancha em CCDA e andlise dos espectros de RMN 'H e '*C das substancias
isoladas.

A analise por Cromatografia a Gas-Espectrometria de Massas (CG-EM)
foi realizada em um sistema Shimadzu QP-5000-Quadrupole MS, operando com
energia de ionizagao de 70 eV. Foi utilizada coluna capilar de silica fundida DB-5 (30
m x 0,25 mm d.i., 0,25 yM de espessura do filme); Hélio como gas carreador, fluxo
de 1 mL/min com split. As temperaturas do injetor e do detector foram de 220 °C e
230 °C, respectivamente. A temperatura foi programada de 60 °C a 240 °C/min.
A identificacdo das substancias foi efetuada através da comparagao dos espectros

de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 lib.) e indice de
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retencdao de Kovats (Adams, R. p. ldentification of essencial oil components by
cromatography / mass spectrocopy. Allured Publ. Corp., Carol Stream, 1995.

Os indices de retencdo das substancias foram obtidos pela co-injegao
do dleo essencial com uma mistura padrao de hidrocarbonetos (Cgo-Cy4), aplicando-

se a equacao de Van den Dool & Kratz, 1963.

4.2 Métodos Espectroscopicos

Os espectros de Ressonadncia Magnética Nuclear (RMN) foram
registrados em espectrémetros VARIAN modelo System operando a 500 MHz para
hidrogénio ("H) e 125 MHz para carbono-13 (**C). O solvente utilizado na dissolugdo
das amostras foi cloroformio deuterado (CDCI3). Os deslocamentos quimicos (5)
foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em
Hz. As multiplicidades dos sinais em RMN 'H foram indicadas segundo a convengao:

s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplodupleto) e m (multipleto).

4.3 Coleta e Identificagcao do Material Botanico

Os frutos de Xylopia langsdorffiana foram coletados no municipio de
Santa Rita, Estado da Paraiba, em julho de 2008. O material botanico foi identificado
pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra do Setor de Botanica do LTF/UFPB; uma
exsicata encontra-se depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), da
UFPB sob numero de coleta AGRA 5541.
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4.4 Processamento do Material Botanico

Foram coletados 2,0Kg de frutos de Xylopia langsdorffiana sendo que
200g desse material foi acondicionado em recipiente térmico para transporte até o
laboratorio e em seguida submetido a hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger
para obtencédo de 6leos essenciais. O restante do material (1,8Kg) foi submetido a
secagem em estufa com ar circulante a temperatura de 42°C durante 72 horas, e em

seguida triturado em moinho mecanico obtendo-se 1,6Kg de pd seco e pulverizado.

4.5 Obtencgao e Particionamento do Extrato Metandlico Bruto dos frutos de

Xylopia langsdorffiana

Os frutos secos e pulverizados de Xylopia langsdorffiana (1,6kg) foram
submetidos a maceragao com metanol 95% por trés dias consecutivos. A solugéo
extrativa foi concentrada em evaporador rotativo sob pressdo reduzida e a uma
temperatura de 45°C obtendo-se 150 g do extrato metandlico bruto (EMB). Portanto
150g desse extrato, foi suspenso MeOH:H,O 70% e particionado em hexano,
diclorometano e acetato de etila, obtendo-se as respectivas fases hexano (43,129),

diclorometano (5,51g) e acetato de etila (7,67g). Esquema 1 (Pag 22)
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Esquema 1 - Obtencdo e particionamento do EMB dos frutos de Xylopia

langsdorffiana

FRUTOS SECOS E PULVERIZADOS (1,6kg)

—

MeOH (maceragao)

Concentragao a vacuo

EXTRATO METANOLICO BRUTO l
150 g

<

150 g de extrato
Suspensédo com MeOH: H,O (7:3)

Particao com Particao com
Hexano Diclorometano

Particdo com
Acetato de Etila

FASE FASE AcOEt
DICLOROMETANO 7,679

FASE HEXANICA

43,129

5,51g




23

DUARTE, M. C NOVOS DITERPENOS DOS FRUTOS DE Xylopia langsdorffiana

4.6 Fracionamento cromatografico da fase hexanica dos frutos de Xylopia

langsdorffiana

Uma aliquota de 10,0 g da fase Hexanica foi cromatografada em
coluna de silica gel em gradiente crescente de polaridade Hex / AcOEt obtendo-se
210 fracdes. Essas fragbes foram monitoradas por CCDA e reunidas de acordo com
seus fatores de retencao (Rfs). A fragdo 27 apresentou um precipitado branco com
mancha unica em CCDA e foi codificada como Xlfr-1. A fragdo reunida da 106-135
foi submetida a uma coluna de silica flash eluida com hexano e acetato de etila
resultando em 5 fragdes. A fracéo 4 foi analisada em RMN 'H e codificada como Xifr-
2. A fracdo 136-145 foi filtrada em coluna com silica flash e eluida em hexano e
acetato de etila seguindo gradiente crescente de polaridade obtendo-se trés fragdes.
A fragcdo 2 mostrou-se como mancha unica em CCDA e foi codificada como XIfr-3.
Esquema 2, (Pag 24). As fragbes reunidas 170-179 foram filtradas em silica frash
eluida com hexano e acetato de etila, resultando em trés fragdes. A fragcdo 2,
apresentou uma mancha unica em CCDA e foi codificada como Xlfr-4. A reunido das
fragcbes 180-200 tambeém foi filtrada em silica frash e eluida em hexano e acetato de
etila em ordem crescente de polaridade apresentando trés fragdes. A fracdo 2 dessa
fitracdo apresentou uma mancha unica CCDA sendo codificada como Xlfr-5

Esquema 2, (Pag 25).
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Esquema 2 — Fracionamento cromatografico da fase hexanica do EMB dos frutos

Xylopia langsdorffiana

FASE HEXANICA (10,0 g)

- CC silica gel
- Hex / AcOEt
- CCDA
1 27 106-135 136.145
Xlfr-1 (387 mg) - CC silica-gel
- Hex:AcOEt:MeOH
-CCDA
-RMN 'H
1 2 3 4 5
1 2 3
-CCDA

Xlfr-2 (12,2 mg) Xlfr-3 (4,0 mg)
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Continuagdo Esquema 2

FASE HEXANICA (10,0 g)

- CC SILICA GEL
- Hex / AcOEt
- CCDA
170-179 180-200 210
- CC silica-gel
- Hex:AcOEt -CCDP
- CC silica-gel -Hex:AcOEt: MeOH
'CCD'A§ - Hex:AcOEt
-RMN 'H
1 2 3

Xlfr-4 (12,2

mg)

-CCDA

Xifr-5 (4,0 mg)
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4.7 Fracionamento cromatografico da fase diclorometano dos frutos de Xylopia
langsdorffiana

Uma aliquota de 4,0 g da fase diclometano foi cromatografada em
coluna de silica Gel em gradiente crescente de polaridade Hex / AcOEt obtendo-se
110 fragdes. Essas fragdes foram monitoradas por CCDA e reunidas de acordo com
seus fatores de retencao (Rfs). A reunido das fragbes 82-95 foi submetida a uma
coluna de silica flash eluida com hexano acetato de etila obtendo-se cinco fragbes. A
fracdo 4 foi analisada por RMN "H e foi codificada como Xlfr-6 + XIfr-7. Esquema 3,
(Pag. 27)

4.8 Extracao do Oleo essencial dos frutos de Xylopia langsdorffiana

Os frutos frescos de X. langsdorffiana (200 g) foram submetidas a
hidrodestilagado durante 4 h, em aparelho do tipo Clevenger a temperatura de 100 °C,
obtendo-se 140 mg de 6leo essencial. Para analise, o 6leo essencial foi diluido da

seguinte forma: 2 uL de amostra em 1 mL de acetato de etila.
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Esquema 3 - Fracionamento cromatografico da fase diclorometano do EMB dos

frutos Xylopia langsdorffiana

FASE DICLOROMETANO (4,0 g)

- CC silica gel
- Hex:AcOEt
- CCDA

1 82-95

- CC silica-gel

-CCDA
-RMN 'H

1 2 3 4 5

XIfr-6 + Xifr-7
(12,2 mg)

110

- Hex:AcOEt:MeOH
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Diterpenos ja isolados das folhas e do caule de X. langsdorffiana e que

também foram isolados dos frutos.

5.1.1 Identificagao estrutural de Xifr-1

A substancia codificada como Xlfr-1 apresentou-se como soélido de cor
cristalino com ponto de fusdo 108-111°C. Seu espectro de IV na Figura 3 (Pag. 31)
mostrou absorcdes em 3372 cm™ atribuidos a grupo hidroxila. Os espectros de RMN
3C- HBBD na Figura 4, (Pag.32), RMN *C — APT Figura 5 (Pag 33) e RMN "H com
suas expansdes Figura 6 e 7, (Pag. 34) mostraram que Xlfr-1 possui quatro sinais
referentes a 4 grupos metilas (6y 1,35 s, 0,99 s, 0,91 s, e 0,86 s; 6¢c 30,5, 13,4,
33,1, e 21,6) e quatro sinais referentes a carbonos metinos (64 1,42, m, 1,59 m,
1,63m e 3,43 s; 5c 47,3, 46,0, 37,7, e 73,8). Os espectros de RMN "*C —APT permitiu
ainda identificar, oito carbonos metilénicos e quatro carbonos nao hidrogenados,
relacionando-os a esqueleto diterpenos do tipo atisano. O deslocamento quimico em
d¢c 72,2 permitiu inferir a localizagdo de uma das hidroxilas no carbono C-16 (YI-LI et
al, 1991). A segunda hidroxila foi localizada no carbono C-7 com base no efeito
protetor desse grupo nos carbonos C-5, C-9, e C-15 com relagdo ao diterpeno
atisano isolado de Xylopia aromatica (MORAES; ROQUE,1988). Os deslocamentos
quimicos comparados com os dados de RMN 'H e ®C de Xylodiol (TAVARES,
2007), permitiram propor a mesma estrutura para Xlfr-1,com nome cientifico Ent -
atisan-7a,16a, diol substancia relatada nas folhas de X. langsdorffiana e agora,
isolada também dos frutos. Na tabela 1 (Pag 30) estdo os deslocamentos quimicos

referente
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Tabela 1. Dados de RMN 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) em CDCl; de XiIfr-1

C Sc Sn
4 42,0 -
8 32,5 -
10 37,7 -
16 72,2 -
CH
5 473 1,42 (m)
7 73,8 3,43 (sl)
9 46,0 1,59 (m)
12 38,1 1,63 (m)
CH,
1 42,0 1,45 (m)
1,25 (m)
2 18,1 1,68 (m)
1,45 (m)
3 39,1 1,66 (M)
0,94 (m)
6 26,8 1,71 (m)
1,67 (m)
11 22,4 1,77 (m)
1,53 (m)
13 23,5 2,02 (m)
1,19 (m)
14 26,7 1,70 (m)
0,99 (m)
15 51,3 1,78 (m)
1,30 (m)
CH;
17 30,5 1,35.(s)
18 33,1 0,91 (s)
19 21,6 0,86 (s)
20 13,4 0,99 (s)
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A 668.221
735744

~911.454
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-3372.14

Fiaura 3. Espectro de IV em KBr de Xlfr-1.
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5.1.2 Identificagao estrutural de Xlfr-2

A substancia codificada como XIfr-2 foi obtida como um sdlido de cor
cristalino com ponto de fusao 130-134°C.

No espectro de RMN '*C- HBBD Figura 8 (Pag. 38) foi possivel
observar vinte sinais sendo o deslocamento quimico em &6c 183,0 caracteristico de
carbonila de acido, no espectro de RMN "*C-DEPT Figura 9 (Pag. 39) observamos
sinais em d¢ 76,2, ¢ 48,0, 6c 20,8, dc 42,1, dc 24,0, atribuidos a carbonos metinicos,
sinais em o6¢ 36,8, 17,5, 37,0, 30,8, 19,5, 24,1, 33,1 e 45,5 atribuidos a carbonos
metilénicos além dos sinais 6¢ 20,7, 6c 16,6, oc 15,3 correspondentes a carbonos
metilicos. Esses deslocamentos quimicos comparados com a literatura sugerem
esqueleto de diterpeno do tipo trachylobano. O deslocamento quimico das metilas
em o6c 16,6, 6¢c 15,3 sugerem configuragéo cis/diaxial e os deslocamentos quimicos
em oc 48,0 e d¢c 42,1 (C-9) e (C-5), respectivamente infere o grupo hidroxi em C-7
devido ao efeito de protecdo desse grupo nos respectivos carbonos. Os
deslocamentos quimicos em 20.7 e 24,1 quando comparados com a literatura
corroboram com deslocamentos quimicos de anel ciclopropano.

No espectro de RNM 'H e sua expansao Figura 10 e 11 (Pag. 40 e 41)
foi possivel observar um singleto largo em 6y 3,55 correspondente a préton
oximetinico e um sinal em 6y 0,59 que € caracteristico de prétons de anel
ciclopropano corroborando com diterpeno trachylobano. Observou-se ainda os
deslocamentos quimicos em 6y 1,20, 1,23 e 1,02 correspondentes a presenca de
trés metilas.

Comparando esses dados com os dados do acido ent-70-
acetoxitrachylobano-18-6cio, isolado do caule de X. langsdorffiana (TAVARES,
2007), pode-se concluir que Xlfr-2 trata-se da mesma substancia agora isolada

também dos frutos.
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Tabela 2. Dados de RMN "H e *C (500 e 125MHz) em CDCls de XIfr-2

C 3¢ O

4 45,7

8 44.5

10 37,9

16 23,3

18 183,3

CH

5 42,1 2,23 (d, 4,6 Hz)
7 76,0 3,57 (sl)

9 48,0 1,52 (m)

12 20,7 0,64 (m)

13 24,1 1,10 (m)

CH;

1 36,8 0,93(m),1,55-(m)
2 17,5 1,52(m), 162(m)
3 37.0 1,65(m), 1,75(m)
6 30.8 1,36(m), 1,76(m)
11 19,5 1,69 (m), 1,64 (M)
14 33,1 1,39 (m), (d, J=9,0 Hz), 1,99 (m)
15 45,5 1,32 (m), 1,49 (m)
CH;

17 20,9 1,20 (m)

19 16,6 1,23 (s)

20 15,3 1,02 (s)
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Figura 10. Espectro de RMN 'H (500 MHz) de XIfr-2 em CDCl;
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5.1.3 Identificagao estrutural de Xifr-3

A substéncia codificada como XIfr-3 foi obtida como um sdlido de cor
cristalino com ponto de fusdo 130-134°C.

No espectro infra-vermelho Figura 12, (Pag. 44) foi possivel observar
uma banda de absor¢do em 3405 cm™ atribuida a grupo hidroxila e uma absorcéo
em 1702 cm™ que foi atribuida a carbonila de &cido.

O espectro de RMN "*C-HBBD de Xlfr-3 mostrou 20 sinais. O sinal em
184,7 ppm foi atribuido a carbonila de acido carboxilico. Os deslocamento quimicos
em em oc 107,0 e 6¢c 147,9 Figura 13, (Pag. 45) sao caracteristicos de dupla
exociclica, observamos também um sinal em d¢c 73,7 atribuidos a carbono
quaternario oxigenado. Os deslocamentos quimicos em 6c 49,5 e 57,0 quando
comparados com a literatura corroboram com diterpeno labdano com dupla
exociclica entre 8 e 17. No espectro de RMN C-DEPT Figura 14, (Pag. 46) foi
possivel observar os deslocamentos quimicos oc 28,1, 6¢c 16,3, oc 14,6 que
correspondem aos carbonos metilicos desse esqueleto.

No espectro de RMN 'H Figura 15, (Pag. 47) observamos um dd, &
5,89 (J=17,4; 10,8 Hz), dd, 64 5,21 (J = 17,4; 1,2 Hz) e dd, 84 5,11 (J = 10,8, 1,4 Hz)
que foi atribuidos a protons de dupla monosubstituida. Ainda neste espectro
podemos observar dois singletos largos em 64 4,53 e 64 4,86 confirmando assim a
dupla ligagéo exociclica de esqueleto diterpeno labdano. Esses dados comparados
com a literatura e com os dados do diterpeno labdano acido 13-epicupréssico,
isolado anteriormente das folhas de Xylopia langsdorffiana pode-se concluir tratar-se

da mesma substancia agora isolada dos frutos.
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Tabela 3: Dados de RMN "H e *C (500 e 125 MHz) em CDCls de XIfr-3.

C oc OH
4 47 4
8 147,9
10 39,0
13 73,0
18 184,7
CH
5 49,5 1,82 (dd)
9 57,0 1,60
14 1449 5,89 (dd, J =17,4; 10,8 Hz)
CH;
1 37,9 1,31 (m), 1,91 (m)
2 18,4 1,56 (m)
3 37,8 1,62 (m), 1,84 (m)
6 26,8 1,42 (m), 1,38 (m)
7 37,0 1,98 (dd), 2,30 (dd)
11 17,6 1,36 (m), 1,68 (m)
12 41,1 1,35 (m), 1,70 (m)
15 111,7 5,21 (dd,J =17,4; 1,2 Hz, trans)
5,11 (dd, J = 10,8; 1,4 Hz, cis)
17 107,0 4,86 (s)
4,53 (s)
CH3
16 28,1 1,30 (s)
19 16,2 1,20 (s)
20 14,6 0,75 (s)
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Figura 12. Espectro de IV em KBr de Xlfr-3
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Figura 13. Espectro de RMN "*C — HBDD (125 MHz) de XIfr-3 em CDCls
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Figura 14. Espectro de RMN ’C - DEPT (125 MHz) de Xifr-3 em CDCI;
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Figura 15. Espectro de RMN "H (500 MHz) de XIfr-3 em CDCls
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5.2 Novos Diterpenos dos frutos de Xylopia langsdorffiana

5.2.1 Identificagao estrutral de Xifr-4

A substancia codificada como Xlfr-4, apresentou-se como um 06leo
incolor. No espectro de RMN '*C Figura 18 (Pag. 54) foi possivel observar a
presencga de 20 carbonos, sendo cinco carbonos ndo hidrogenados, cinco carbonos
metinicos, sete carbonos metilénicos e trés carbonos metilicos. Os sinais em ¢ 49,9
e 56,9 sao caracteristicos dos carbonos C-5 e C-9, respectivamente de diterpenos
labdano com ligacdo exo entre C-8 e C-17. Que por sua vez, foram observadas
absorcdes para esses sinais em 147,1 e 108,7 ppm. Os deslocamentos em 14,7 e
10,5 e 182,1 ppm foram atribuidos a C-20, C-19 e C-18, respectivamente. Esses
dados corroboram com as metilas C-19 e C-20 em posicao axial/cis. A metila C-19
esta mais protegida (10,5) por esta sofrendo efeito y-protetor de um grupo hidroxi,
inserido em C-3 (a absor¢gdo normal para esse grupo seria em ¢ 16,4 (TAVARES
2007). O deslocamento quimico da metila em 19,7 ppm foi atribuido a CH3-16
quando a estereoquimica de C-12 é 12Z. Pois quando, 12E esse deslocamento

quimico sofre protecao, conforme mostrado abaixo:
12 12 19,1

X

/ 11,4 / \

127 12E
(KAGAWA et al, 1993)

No espectro de RMN "H Figura.19 (Pag. 55) e suas expansdes Figura.
20 e 21 (Pag 56) foi possivel observar dois sinais em 0y 4,8 (sl) e 4,5 (sl), atribuidos
a prétons metilénicos de dupla exo, e duas metilas quartenarias em oy 0,73 (s) e

1,12 (s) que sao caracteristicas de diterpenos do tipo ent-labdano além de
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corroborar com orientagdo equatorial de acido carboxilico em C-4. Ainda nesse
espectro foi possivel observar um sinal em oy 4,0 (dd, J1=4,5 Hz; J»,=12,0 Hz)
atribuido a préton oximetinico na posicdo 3. Observou-se também prétons em &y 5,0
(dd, J =4,0 Hz; J,=10,5 Hz; 5,1 (dd, J1=4,0; J,=17); e 6,7 (dd, J1=10,5; J»,=17,0),
sinais caracteristicos dos prétons H-14 e H-15 de diterpenos labdanos 12-14 dieno,
além de um sinal em &y 1,7 (s) caracteristico de metila sobre dupla ligagdo. Os
demais sinais estdo na Tabela 4 (Pag.52).

Correlagoes diretas entre H e C foram observadas no espectro de
HMQC Figura 22 (Pag. 58) e suas expansdes Figura 23, 24 e 25 (Pag. 59) e estao
compiladas na Tabela 4 (Pag. 52).

No espectro de HMBC Figura 25 (Pag.61) foi possivel observar as
seguintes correlagdes. O sinal em &4 4,0 (H-3) com &¢ 10,5 (CH3-19) confirmando as
atribuicoes feitas a C-3 e CH3-19 e corroborando com a inserg¢ao da hidroxila em C-
3. Observou-se correlagéao do sinal em oy 1,8 (H-5) com &¢ 10,5 (C-19) confirmando
a atribuicdo feita a H-5. Observou-se ainda uma correlagado de &y 4,8 (H-17) com
56,9 (C-9) confirmando a atribuigao feita a C-9, a correlacdo de 1,8 (H-5) com 26,1
(C-6) confirmando a atribuicdo feita a C-6 e de 4,5 (H-17) com &¢c 37,4 (C-7)
confirmando a atribuigdo feita a C-7. Observou-se também correlacbes de oy 1,7
(CH3-16) com 6¢ 130,8, 131,9 e 133,7, que foram atribuidos a C-12, C-13 e C-14,
respectivamente. As demais correlagdes estdo compiladas na Tabela 4 (Pag. 52).

As correlagbes entre hidrogénios geminados e vicinais foram
observados no COSY e suas expansodes Figura. 29, (Pag. 65) e estdo compiladas na
Tabela 4, (Pag.52).

A definicdo da estereoquimica relativa de Xlfr-4 foi feita por NOESY
Figura 31, (Pag. 67) e as principais correlagdes observadas nesse espectro séo

mostradas na Fig. 17 (Pag.51).
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Figura 17.: Interagdes NOE para Xlfr-4

ApOs analise desses dados e comparagdo com a literatura (Tabela 5,
Pag. 53), pode-se concluir que Xlfr-4 trata se do Acido ent-3p-hidroxi-
labda(8)17,12Z-,14-trien-18-06ico, um novo diterpeno labdano, o que foi atribuido o

nome trivial de Acido Labdorffianico A.

Acido Labdorffianico A
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Tabela 4 — Dados de RMN 1D e 2D (500 E 125 MHz) em CDCI3 J em Hz de Xlfr-4

HMQC HMBC COSsYy
dc t 'Hx¥C "Hx'H
C
4 53,6
8 147 1
10 38,6
13 131,9
18 182,1
CH
3 74,5 4,0 (dd, J;=4,4; J,=12,0) C-19 H-2
5 49,9 1,8 (m) C-4; C-10; C-6; C-20; C-19 H-6
9 56,9 1,7 (m)
12 130,8 5,2 (tl) C-14
14 133,7 6,7 (dd, J:=10,5; J,=17,0) C-15; C-13; C-16 H-15
CH;
1 36,7 1,8 ax (m); 1,3 eq (M) H-3
2 27,1 1,7 ax (m); 1,6 eq (M)
6 26,1 1,5 ax (m); 1,3 eq (M) C-5
7 37,4 2,1 ax (m); 2,4 eq (m) C-8; C-9; C-6 H-7
11 22,2 2,2 ax (m), 2,4 eq (m) H-12; H-
11; H-9
15 113,4 5,0 (dd, J1=4,0; J,=10,5) H-14
5,1 (dd, J:=4,0; J,=17,0)
17 108,7 4,5 (sl) C-9; C-7
4,8 (sl)
CH3
16 19,7 1,7 (s) C-12; C-13; C-14
19 10,5 1,1 (s) C-18; C-3; C4
20 14,7 0,7 (s) C-9
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Tabela 5. Comparacdo dos dados de RMN- 'H e ®C de XIfr-4 com modelo da
literatura (KAGAWA et al, 1993)

Xifr-4 Literatura

C Oc Oc

1 36,7 32,2
2 27,1 27,0
3 74,5 70,7
4 53,6 47,9
5 49,9 48,4
6 26,1 25,4
7 37,4 38,4
8 147 1 147,8
9 56,9 56,1
10 38,6 40,1
1 22,2 23,3
12 130,8 133,7
13 131,9 133,5
14 133,7 141,6
15 113,4 110,0
16 19,7 24,3
17 108,7 107,7
18 182,1 29,7
19 10,5 181,1
20 14,7 12,5

[
=]

Xifr-4 (KAGAWA et al, 1993)
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Figura 19. Espectro de RMN 'H (500 MHz) de XIfr-4 em CDCl;
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5.2.2 Identificagao estrutural de Xifr-5

A substancia Xlfr-5, foi isolada como um o6leo incolor. O espectro de
massas de alta resolugdo (HRESI-MS) Figura.34 (Pag.71) mostrou o pico do ion
molecular em m/z 337,2373 compativel com a formula molecular CyyH3,04 Os
fragmentos em m/z 319,2281 corresponde a M-H,O e o ion base em m/z 301,2173
corresponde a subsequente perda de agua.

No espectro de "*C Figura 35, (Pag.74) e suas expansdes Figura.36
(Pag.75) foi possivel observar a presenga de 20 sinais de carbono, sendo cinco
carbonos n&o hidrogenados, trés carbonos metinicos, nove carbonos metilénicos e
trés carbonos metilicos. Assim como em Xlfr-4 os sinais em 4c 184,2, 16,2, 14,8 e
50,6 sdo compativeis com diterpenos ent-labdano e foram atribuidos a C-18 (acido
carboxilico/equatorial), C-19; C-20 respectivamente (cis/axial) e C-5 sofrendo efeito
y-gauche do oxigénio da carbonila do acido. Foi observado um sinal em &¢ 59,2
(carbono nao hidrogenado) e um em 6¢ 50,6 (carbono metinico) que corroboram com
a presenca de um epoxido em C-8/C-17. Essa hipotese é reforcada pela observacao
do sinal em 54,1 (C-9) que comparado a Xlfr-4 (C-9/56,9) esta sofrendo protegcao do
oxigénio do epdxido. Os demais dados de RMN "°C estdo compilados na Tabela 6
(Pag.72)

No espectro de RMN "H (500 Hz) em CDCl; (Figura.38, Pag.77) e suas
expansoes (Figura.39 e 40, Pag.78) foi possivel observar trés simpletos em 3y 0,81;
1,16 e 1,19 correspondentes a metilas quartenarias. Observou-se também dois
sinais em oy 2,46 (d, J=4,5) e 2,75 (dd, J1 = 5,5 e J2 = 4,50) associados com a
auséncia de dois simpletos largos em oy 4,5 € 4,8 como em Xlfr-4 sugerem o
esqueleto de diterpeno do tipo labdano (BASTARD et al.,, 1984) com epdxidagéo
entre as posicdes 8 e 17. Ainda nesse espectro foi possivel observar um sinal em dy
5,87 (dd, J1 = 11,0 e J, = 17,5), um sinal em 34 5,01 (dd, J1 = 17,5; Jo = 1,0) e outro
em oy 5,18 (dd, J1 = 11,0; J2 = 1,0) que corroboram com os hidrogénios H-14 e H-15
do diterpeno ent-13-epi-mandol.
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As correlagdes diretas entre hidrogénios e carbonos foram observadas no espectro
de HMQC Figura.40 (Pag.79) e confirmam os 6c em 47,1; 58,1; 39,7; 73,4 e 184,2
como carbonos nao hidrogenadas. As demais correlagdes estdao compiladas na
Tabela 6 (Pag 72)

No espectro de HMBC e suas expansdes Figura 44 e 45 (Pag.83) foi
possivel observar as seguintes correlagdes. Correlagdo do sinal em &y 5,18 com 6c
73,4, confirmando a atribuigao feita a C-13. Correlagdes do sinal 6y 1,29 (H-16) com
0c43,5; 73,4 e 145,3 confirmando as atribuicdes feitas a CH3-16, C-12; C-13 e C-14.
Correlagdes do sinal 64 1,16 com 6¢c 47,1; 50,6 e 184,2, confirmando as atribuicbes
feitas a CH3-19 e C-4; C-5 e C-18 correlagdes de 0,81 com 6¢ 37,9; 50,6; 54,1 e 39,7
confirmando as atribui¢des feitas a CH3-20, a C-1; C-5; C-9 e C-10.

A estereoquimica relativa de Xlfr-5 foi determinada no espectro de

NOESY e as principais correlagdes sdo mostradas na Figura.33 abaixo.

FIGURA 33. Interagées NOE para Xlfr-5

Apds analises dos dados de RMN 'H e ®C comparados com a
literatura (BASTARD et al, 1984) foi possivel determinar Xlfr-5 como sendo o
diterpeno Acido ent-labda 8(17)epdxi, 14 en-18-6ico. Um novo produto natural o qual
atribuiu-se o nome trivial de Acido Labdorffianico B.

12 OH 14

19 COOH

18
Acido Labdorffianico B
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Figura 34. Espectro de massas por (HRESI) de XIfr-5
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Tabela.6.Dados de RMN 1D e 2D (500 MHz) em CDCl; de Xlfr-5

HMQC HMBC

5c 5|-| 1H X 13C
C
4 47,1
8 58,1
10 39,7
13 73,4
18 184,2
CH
5 50,6 1,81 (M) C-5
9 54,1 1,50 (m)
14 145,3 5,87 (dd, J1=11,0; Jo=17,5 C-13
CH:
1 37,9 1,70 (m)
2 17,5 1,58 (m)
3 36,9 1,59 (m)
6 24,3 1,54 (m)
7 36,1 1,30 (m)
11 15,8 -
12 43,5 -
15 111,3 5,18 (dd, J1=17,5; J»=1,0 C-13

5,01 (dd, J1=11,0; J»=1,0
17 50,6 2,75 (dd, J1=2,5; J,=4,5
2,46 (d, J=4,5)

CHs
16 27,8 1,19 (s) C-12; C-13; C-14
19 16,3 1,16 (s) C-4; C-5; C-18
20 14,8 0,81 (s) C-1; C-5; C-9; C-10

12
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Tabela 7. Comparagdo dos dados de RMN 'C de XIfr-5 com dados da literatura
(BASTARD et al,. 1984)

Xlfr-5 Xlfr-3 Literatura

C Oc Oc Oc
1 37,9 37,9 38,9
2 17,5 18,4 18,6
3 36,9 37,8 41,8
4 47 1 47,4 33,3
5 50,6 49,5 54,9
6 24,3 26,8 21,8
7 36,1 37,0 36,6
8 58,1 147,9 59,3
9 54,1 57,0 53,1
10 39,7 39,0 40,2
1 15,8 17,6 16,1
12 43,5 41,1 45,0
13 73,5 73,0 208,9
14 145,3 1449

15 111,3 111,7

16 27,8 28,1 29,8
17 50,6 107,0 50,7
18 184,2 184,7 33,4
19 16,3 16,2 21,5
20 14,8 14,6 14,5

XIfr-5 Xlfr-3 Literatura
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Figura 37. Expansido do espectro de RMN de '*C (125 MHz) de XLfr-5 em CDCl; na
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Figura 38. Espectro de RMN de 'H (500 MHz) de Xifr-5 em CDCl;
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5.2.3 Identificagcao estrutural da mistura Xifr-6 e Xifr-7

A fracdo codificada como Xlfr-6 e Xlfr-7 se apresentou como 6leo
incolor. Analise do espectro de RMN '*C — APT Figura 47 (Pag. 92) e suas
expansdes Figura 48 e 49 (Pag. 93) permitiu identificar, pelo menos, quarenta
atomos de carbonos. As diferengas na intensidade relativa dos sinais e auséncia de
sinais aos pares afastaram a possibilidade de existéncia de diterpenos diméricos
encontrados no género Xylopia e sugeriu tratar-se de uma mistura de diterpenos.

Dentre os sinais que se apresentaram com maior intensidade,
observou-se a presencga de vinte atomos de carbonos, sendo quatro referentes a
carbonos n&o hidrogenados, quatro referente a carbonos metinicos, dez referentes a
carbonos metilénicos e dois referentes a carbono metilicos. Os deslocamentos
quimicos observados em d&¢ 55,6, 55,7, 43,7, 155,4 e 102,9, sdo condizentes com
esqueleto de diterpeno kaurano, sendo os dois ultimos correspondentes a C-16 e C-
17 da dupla exociclica (PIOZZI et al., 1984) Foi observado um sinal em 4¢c 80,2
(carbono oximetinico) e em &¢c 64,0 correspondente a um carbono oximetilenico.
Comparacao com a literatura, permitiu atribuir o ¢ em 80,2 ao CH-3 e 0 6¢ 64,0 ao
CH, -19.

No espectro de RMN-"H (500 MHz) em CDCls, Figura 50 (Pag. 95) e
suas expansodes Figura 51 (Pag. 96), observou-se um envelope de hidrogénios entre
on 0,7 e 1,95 caracteristicos de esqueletos de diterpenos. Os sinais em 6y 2,53 (m) e
4,63 (m), foram atribuidos a CH-13 e CH»-17, respectivamente e corroboram com
diterpenos do tipo Kaurano. Além disso, observou-se ainda um sinal em 64 0,88 (s) e
outro em 6y 3,27 (ddd, J1=5; J»,=3,5; J3=1,5), por comparagdo com a literatura, foi
atribuido a H-3 esses valores de “J” sugerem a seguinte estereoquimica relativa para

o centro quiral C-3.
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H H

HO

OH

Jaxx\]ax = 5,0 HZ
\]axx\]eq = 3,5 HZ

Acoplamento a longa distancia ¢/ CH2-19 J = 1,5

As correlagdes diretas entre hidrogénio e carbono foram observadas no
espectro de HMQC Figura 52, (Pag. 97) e compiladas na Tabela.8, (Pag.89).

No espectro HMBC Figura 57, (Pag. 102) e suas expansodes (Figura.
58, Pag. 103) observou-se as seguintes correlagdes: 0,88 (CH3-20) com carbono em
d¢c 38,2 (C-1); confirmando a atribuigao feita a (C-1); 1,10 (CH3-18) com os carbonos
em o¢c 80,2; 55,6; 64,0 o que foram atribuidos a C-3, C-5 e C-19, respectivamente.
Observou-se ainda as correlagdes de 4,09 (H-19) com 6c em 42,7 que foi atribuido a
C-4. Observou-se também, as correlagées de 0,78 (H-5) com os carbonos em d¢
42,7, 19,8, 411 e 225 que foram atribuidos a C-4, C-6, C-7 e C-18,
respectivamente. As demais correlagdes estdo compiladas na (Tabela 8, Pag. 89).

Dentro os sinais que se apresentaram com menor intensidade, no
espectro de RMN "C-APT Figura 47, (Pag. 92), foi possivel observar também a
presenca de vinte atomos de carbono, sendo quatro referentes a carbonos nao
hidrogenados, trés referentes a carbonos metinicos, dez referentes a carbonos
metilénicos e dois referentes a carbonos metilicos. Os deslocamentos quimicos
observados em d¢ 49,1 e 53,8 sao caracteristicos de CH-5 e CH-9 de Diterpenos do
tipo Labdano (TAVARES 2007). Observou-se ainda, os sinais em o¢ 113,4, 115,7,
138,6 e 146,9 que sao caracteristicos de duplas ligagbes conjugados, também
caracteristicos de diterpenos Labdano (MARTINS et al,1999) a auséncia de sinais
em 148 e 107 (dupla exociclica 8-17, de Labdanos), associado com o surgimento
dos sinais em 58,8 e 50,6 sugere a epoxidacdo dessa dupla, com isso, duas

possibilidades estruturais sdo possiveis:
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HaC

HaC

A

Os sinais em 6c 58,8 e 50,6 de Xlfr -7 sdo condizentes com a proposta A. No
espectro de RMN 'H (500 MHz) em CDCl; Figura 50, (Pag. 95) e suas expansdes
Figura 52, (Pag. 97) foi possivel observar um envelope de hidrogénios entre 0,7 e
1,6 caracteristico do esqueleto de diterpeno o sinal em &y 0,72 foi atribuido a (CHs-
20) de diterpeno labdano (MARTINS et al.,1999), por sua vez o sinal em oy 1,05 foi
atribuido a CHs3-19. O sinal em 2,68 e 2,42 (m) sado condizentes com epoxido
(BASTARD et al., 1984). O sinal em oy 5,8 foi atribuido ao H-14 e o conjuntos de
sinais em 4,9, 5,09 e 4,87 (sl), foram atribuidos a H-15 e H-16 respectivamente em
sinais conjugados. As correlagdes diretas entre H e C foram observadas no espectro
de HMQC Figura 52, (Pag.97) que estdo compiladas na Tabela 9, (Pag. 90)

No espectro de HMBC Figura 57, (Pag. 102), foi possivel observar as
seguintes correlagdes oy 4,87 (H-16) com dc 33,1 que foi atribuido a C-12.
Correlagao de 64 1,05 (CH3-19) com 36,2 e 183,4 que foram atribuidos a C-3 e C-18,
respectivamente. Observou-se ainda correlagao do sinal em 6y 0,72 (CH3-20) com
38,2; 49,1 e 53,8 que foram atribuidos C-1, C-5 e C-9, respectivamente. O
deslocamento de C-5 em 49,1 condizente com a presencga de acido carboxilico em
C-18 para o mesmo lado do plano de H-5 o que confere um efeito gama protetor a
C-5. Apos analises dos dados de RMN 1D e 2D e comparagao com a literatura foi
possivel identificar XIfr-7 como sendo o Acido ent-labda 8(17) ep6xi, 13(16), 14-dien-
18-6ico, um novo produto natural, cujo nome trivial, foi atribuido a Acido
Labdorffianico C.
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Tabela 8. Dados de RMN 1D e 2D (500 MHz) em CDCl3 de Xlfr-6

HMQC HMBC NOESY

C Oc OH
4 427
8 43,7
10 38,5
16 155,4
CH
3 80,2 3,27(ddd, J4=5, J>=3,5, C-18, C-19

J3=1 ,5)
5 55,6 0,78(m) C-4,C-6, C-7,

C-18
9 55,7 0,92(m)
13 437 2,53(m) H-17
CH;
1 38,2 1,78(m)
2 27,0 1,60(m)
6 19,8 1,52(m)
7 41,1 1,408(m)
11 18,1 1,42(m):1,50(m)
12 32,8 1,40(m): 1,56(m) C-13, C-16
14 39,3 1,1(m), 1,8(m) C-13, C-16
15 48,7 1,95(m)
17 102,9 4,69(m), 4,63(sl) C-9, C-16, C-17
19 64,0 4,09(d, J=11,0),3,20(dd, C-4
J1=11, J,=1,5)

CH;
18 22,5 1,10(s) C-3, C-5, C19 H-3
20 17,9 0,88(s) C-1,C-5 H-19

Acido ent labda 8(17)epéxi 13,(16),14-dien-18-6ico



90

DUARTE, M. C NOVOS DITERPENOS DOS FRUTOS DE Xylopia langsdorffiana

Tabela 9. Dados de RMN 1D e 2D (500 MHz) em CDCl3 de Xlfr-7

HMQC HMBC
C dc On
4 46,9
58,8
10 37,3
13 146,9
18 183,4
CH
491 1,82(m)
53,8 1,5(m)
14 1386 5,8(dd,5)
CH;
1 38,2 1,70(m)
2 17,5 1,46(m)
3 36,2 1,53(m)
6 24,1 1,34(m)
7 35,9 1,23(m)
1 21,0
12 331 0,72(m)
15 1132 4,9(dd, J=5,09)
16 1155 4.87(sl) C-12
17 506 2,68 e 2,42(m)
CH;
19 162 1,05(s) C-3,C-18

20 14,9 0,72(s) C-1, C-5, C-19
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Tabela 10. Comparagdo dos dados de RMN- 'H e *C de XiIfr-6 e XIfr-7 com modelos

da literatura..

Xlfr-6 (P1OZZI et al, 1984) Xifr-7 (MARTINS et al,1999)

C 5c 6(; 60 60

1 38,2 38,7 38,2 37.8
2 27,0 27,6 17,5 18,4
3 80,2 80,6 36,2 37,1
4 42,7 42,7 46,9 47,5
5 55,6 55,8 49,1 49,5
6 19,8 201 241 26,8
7 41,1 41,3 35,9 37,8
8 43,7 43,9 58,8 147,8
9 55,7 55,8 53,8 56,4
10 38,5 39,6 37,3 38,8
11 18,1 18,3 21,0 221
12 32,8 33,0 33,1 30,1
13 43,7 43,9 146,9 146,9
14 39,3 38,5 138,6 139,0
15 48,7 48,8 113,2 113,2
16 155,4 155,4 115,5 115,6
17 102,9 103,1 50,6 107,0
18 22,5 22,8 183,4 185,3
19 64,0 64,3 16,2 16,3
20 17,9 18,3 14,6 14,7

XIfr-6 (P10ZZI et al, 1984)
12 14

11%

19 COOH
18

XIfr-7 (MARTINS et al,1999)
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Figura 50. Espectro de RMN de 'H (500 MHz) XIfr-6 e XIfr-7 em CDCl;
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5.3. Identificagao dos constituintes volateis de Xylopia langsdorffiana.

O oleo essencial dos frutos de Xylopia langsdorffiana foi obtido por
hidrodestilacdo com rendimento de 0,03 % em relagcdo ao peso do material fresco
utilizado. Pela analise em CG-EM e CG-FID foi possivel identificar nove
componentes Figura 62 (Pag. 108), correspondendo a 100% do total do éleo em
uma mistura de monoterpenos (66,6%), sesquiterpenos (22,2%) e diterpeno
(11,2%). a-pineno (37,73%) e limoneno (31,42%) foram os constituintes majoritarios.
Foi detectata a presenca de espatulenol (1,59%) que é considerado um marcador
de dleos essenciais do género Xylopia (MAIA,. 2005). Os demais componentes
estdo listados na Tabela 11 (Pag. 107). Essa composi¢cdo quimica € compativel com
dados da literatura para constituintes volateis de espécies de Xylopia (MAIA,. 2005)
bem como, com a composicdo quimica dos volateis das suas folhas que é
caracteristicamente de monoterpenos e sesquiterpenos (TAVARES et al., 2007). A
presenca do diterpeno esclareol no dleos essencial corrobora com a biogénese da
espécie em estudo, pois uma serie de diterpenos ent-labdanos foram isolados como

componentes fixos dos seus frutos.

Tabela 11 Constituintes quimicos do oleo essencial dos frutos de Xilopia

langsdorfffiana

. . (%) (%) IR .
Pico TR (min) Composto GC-MS GC-FID exp.* IR lit.
1 6.790 a-pineno 34.57 37.73 931 932
2 7.302 canfeno 11.50 12.82 947 946
3 8.194 B-pineno 4.04 4.12 975
4 9.973 limoneno 31.75 31.42 1027 1024
5 10.085 1,8-cineol 1.15 0.91 1031
6 16.095 a-terpineol 1.08 0.95 1194 1186
7 29.065 espatulenol 1.74 1.59 1575 1577
8 29238 oxido de 3.79 320 1580 1582
cariofileno
9 44,270 sclareno 10.38 7.72
Total 100

(indice de Retencdo = indice de Kovats); Componentes identificados baseados no

IR e CG-EM e listados de acordo com a ordem de elui¢do na coluna DB-5 (30 m).
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6.0 CONCLUSOES

Com o estudo fitoquimico dos frutos de Xylopia langsdorffiana conclui-

se que:

A espécie apresentou em sua constituicdo quimica trés diterpenos que
esta sendo relatada pela primeira vez na literatura, contribuindo para o
enriquecimento da quimica de Annonaceae.

Foram isolados trés diterpenos dos frutos ,conhecidos na literatura,
mas que representam uma contribuigdo para quimiotaxonomia do género Xylopia.

A caracterizacdo do 6leo essencial mostrou uma composicdo de
monoterpenos e sesquiterpenos que € compativel com outros 6leos esséncias de

espécies de Annonaceae.
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