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RESUMO

Com objetivo de correlacionar a quimica dos metabolitos secundérios da madeira
de pinheiros tropicais com a susceptibilidade ao atagque da "vespa-da-madeira’ (Sirex
noctilio - Sericidae), exemplares de pinus cultivados no Brasil foram fornecidos pela equipe
técnica da DURAFLORA S/A (Agudos - SP.) para serem estudadas.

O extrato hexanico e cloroférmico de Pinus strobus var. chiapensis (Martinez) foi
submetido a fracionamento cromatogréfico e cristalizagdo das fracbes e forneceram
sitosterol, 3-0-acilsitosterol, lariciresinol, quatro flavonoides [4-hidroxi-7-metoxi-flavanona
(pinostrobina),  6-metil-pinostrobina,  4-hidroxi-7-metoxi-flavona  (tectocrising),  6-metil-
tectocrising], quatro trans-estilbenos [3-metoxi-5-hidroxi-7,8 diidro estilbeno (éter metil-
diidro-pinossilvina), 3,5-dimetoxi-7,8-dihidro estilbeno (éter dimetil diidro pinossilving), 3-
metoxi-5-hidroxi-estilbeno (eter metil pinossilvina) e 3,5-dimetoxi estilbeno (éter dimetil
pinosilving), e dois diterpenos (&cido isopimarico e écido diidroabiético)

As estruturas das substancias foram determinados através de andlise dos dados de
IV, RMN 1D (*H, *3C, DEPT e NOE-DS) e 2D [*H x H - coOSY, 'H x 3c - cosy
My Heterocosy e "oy, N = 1, 2 e 3 - COLOC)] e E.M. das substancias naturais e

derivados.
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ABSTRACT

The correlation of the secundary metabolites from the tropical Pinus species by
Srex noctilio (Sericidag) "wood's wasp" motivated to investigat the substances from Pinus
strobus var chiapensis that was supplied by technicians from DURAFLORA S/A (Agudos -
SP - Brazil).

The hexanic extract of the wood of P. strobus var. chiapensis (Martinez) after
chromatographic fractionation and recrystallisation afforded sitosterol, 3-O-acylsitosteral,
lariciresinol, four flavonoids [4-hydroxy-7-methoxy-flavanone (pinostrobin), 6-methyl-
pinostrobin, 4-hydroxy-7-methoxy-flavone (tectochysin) and 6-methyl-tectochrysin], four
stilbene [3-methoxy-5-hydroxystilbene (pino sylvin-monomethylether), 3-methoxy-5-
hydroxystilbene (dihydropinosylvin-monomethylether), 3,5 -dimethoxy-dihydro stilbene
(dihydropinosylvin-dimethylether) and 3,5-dimethoxy-stilbene (pinosylvin dimethylether)]
and two diterpenes (isopimaric acid and dehydroabietic acid).

The structures were determined based on IR, NMR and MS spectral data includin
two dimensional tecniques and NOE experiments of the natural compounds as well as of the

acetylated and methylated derivatives.



1. INTRODUCAO

A quimiotaxonomia propde a utilizacdo da composi¢cdo quimica das espécies
vegetais para se chegar a uma melhor compreensdo do grau de parentesco e da evolucéo das
espécies. Neste sentido, diversas classes de substéncias tém sido estudadas em Coniferae,
dentre outras, as dos flavonoides, terpenos e alcaldides. Porém, é sobretudo do grupo dos
polifendis, dos flavondides mais particularmente, que se tem 0 maior nimero de informagdes,
e portanto sdo os que geramente ddo os melhores resultados.

Apesar de algumas familias e subfamilias da ordem Coniferae ndo serem bem
definidas com relagdo aos flavonoides, tem sido observado que as Pinales sGo bem
caracterizadas pela total auséncia de biflavonas e abundéncia de prodelfinidinas.

Os flavondides sdo bastante ricos quanto a informag@es quimiossisteméticas; sendo
que a caracterizacdo para determinados géneros da familia pinaceae € melhor definida do que
para outros. Por exemplo, o género Abies possui flavondides que os caracterizam quanto a
variagdo biogeogréfica e/ou seccionamento boténico, porém o género Picea ndo apresenta
tais relagdes. Enquanto certas espécies sdo remarcadas homogeneamente (Abies pectinata),

outras mostram um claro polimorfismo dos flavondides (Picea excelsa, Pinus sylvestris).



As duas proantocianidinasmajoritériasencontradas em Coniferas séo a procianidina
(diidroxiladasobre afenilalateral) e prodelfinidina(triidroxiladanafenilalateral) cujarelacéo
de teores consiste num bom indicador quimiossistemético. De fato, € classificadamente
reconhecido que a fenil-triidroxilac&o (prodelfinidina, miricetina) é sinbnimo de primitividade
fitoquimica, enquanto a presenca de flavondides menos hidroxilados (procianidinas,
kaempferol) mostram ao contrério, um caréter evoluido. Neste sentido, os géneros Picea e
Abies representam dois po6los opostos, avancado e primitivo, enquanto Pinus ocupa uma
posicao particular devido a riqueza em prodelfinidinas. Com base na presenca de flavonas e
flavanonas, Erdtman (1955) confirmou a diviséo classicado género Pinusem Haploxylon e
Diploxylon [1]. Outro exemplo de caracterizagdo quimiossisteméticaesta na constatacéo de
que o subgénero Haploxylon é rico em estilbenos, diidroestilbenos, flavonas e flavanonas
derivadas do floroglucinol e o grupo strobi possui flavonas e tlavanonas derivadas do metil
fioroglucinol, enquanto o subgénero Diploxylon apresenta estilbenos e flavanonas, porém
s80 desprovidos de diidroestilbenose flavonas [2].

Ha, porém, sensiveis diferencas dentro de cada subgénero ou grupo. Assim, na
secdo Cembra, o grupo strobi é fitoquimicamente mais primitivo do que os Cembrae e
Flexiles. E no proprio grupo strobi as espécies Pinus parvitlora e Pinus pumila sdo opostas,
aprimeiraé ricaem myrcetina, enquanto a segunda é desprovido desta substancia [1].

As correlacOes sisteméticas reveladas acima mostram apenas algumas informagoes
citadas na literatura que foram adquiridas a partir do conhecimento fitoquimico das espécies
vegetais. Em especial, os flavondides fornecem importantes dados dentro da familia Pinacea,

e podem ser muito informativos, principalmente a nivel intra-especifico. Também podem



fornecer subsidios para futuras &reas de pesquisa bésica (biologia das populaces,
biogeografia quimiossistematica, genética das populacbes, bioquimica-ecolégica, etc) e
florestal (melhoramento genético, interagdo inseto-planta, alelopatia, etc.).

Como resultado do aumento da pressdo social decorrente da conscientizacéo
ecologica, é urgente o desenvolvimento de uma politica de conservacdo ambiental que
preserve a biodiversidade dos diversos ecossistemas nacionais. Através de um manegjo
florestal adequado as condi¢cdes de diversas regides brasileiras e de um planejamento para o
plantio de espécies de répida renovacdo, com o0 objetivo de produzir matéria-prima para
suprir as necessidades do mercado consumidor de madeira e derivados florestais, sera
possivel resguardar as florestas nativas.

O género Pinus é constituido por espécies de crescimento rapido, boa rusticidade,
alta qualidade de fibra de celulose. Possui diferentes espécies de alta adaptabilidade a
diferentes regides e, também, sua cultura possui manejo e tecnologia industrial conhecidos.
Estes fatos tornam o conhecimento da composi¢cdo quimica desse género de grande interesse
florestal, ecologico e econdmico. Em especial, a espécie Pinus strobusvar. chiapensis, dentre
outras (P. taeda, P. caribea, P. oocarpa, P. kaesya), sdo consideradas as mais adequadas em
termos bioclimaticos para algumas areas da regido sudeste, sul de Goiéas e Distrito Federal.
Por isso estas espécies merecem um conhecimento fitoquimico mais aprofundado para,
entdo, serem melhor aproveitadas economicamente [3].

Entre as inUmeras razbes do estudo quimico de plantas, a que tem recebido maior
atencdo é a descoberta de substancias de importancia farmacoldégica e industrial.

Freqlientemente, estes trabalhos sdo desenvolvidos com espécies nativas e nem sempre



abundantes. Neste sentido é bastante relevante o conhecimento da composi¢do quimica das
espécies de facil cultivo.

E possivel que, a longo prazo, o conhecimento da quimica de espécies
industrializadas venha colaborar na resolugdo de problemas que afetam as culturas em grande
escala. Como exemplo pode-se destacar 0s prejuizos constantes devido ao ataque de pragas
como a "Vespa-da-madeira’ (Srex noctilio) nos cultivares de Pinus spp no sul do pais. Foi
verificado que érvores mais estressadas sdo0 mais atrativas para a "vespa' do que as sadias.
Usa-se esta preferéncia dos insetos para elaborar armadilhas com a finalidade de estudar a
fisiologia do inseto e, inclusive, fazer avaliagdo da suscetibilidade de diferentes espécies de
Pinus ao ataque da praga [4,5].

Encontra-se, freqlientemente, na literatura trabalhos que correlacionam o ataque do
inseto as substancias voléteis produzidas pelos hospedeiros que podem atrair ou repelir
diferentes espécies. O atague de Iphs granclicollis (espécie de besouro) em Pinus taeda
estressado € estimulado pela presenca de terpenos volateis que sdo encontrados no floema do
hospedeiro. A mistura de germanicol, limoneno, metil chorreicol e mirceno estimulam o
atague de machos e o canfeno (Tabela 1), o das fémeas [6].

Para as fémeas da espécie D. amatella a mistura de a-pineno, mirceno e limoneno
(Tabela 1) sdo mais atrativos durante a ovoposicdo do que outras combinagdes de terpenos,
inclusive de terebentina. A quantidade de terpenos atrativos aos insetos dependem das
condicOes fisiol0gicasda planta [7].

O vobo disperso de Scolytideos (ex: Syrex noctilio) sempre ocorre na direcdo a

determinado material da floresta que exala maiores concentragbes de produtos de



degradacdo. Esta atracdo priméria precede a atracdo secundéria que ocorre em Varias
espécies devido aos ferormonios [8].

A composicdo quimica da terebentina (produtos de degradacdo) de Pinus strobus é
responsavel pela atracéo via olfato, sendo a pressdo da resina e a composi¢do do floema da
arvore os fatores considerados importantes no estado fisiolégico do hospedeiro, adequados
ou ndo a ovoposicdo de scolytideo. Os monoterpenos sdo usados provavelmente pelos
insetos para identificar as espécies hospedeiras, mas a ovoposicéo é feita preferencialmente
no espécime com maior grau de umidade [9].

Em relacdo a "Vespa da madeira’ (Srex noctilio: Sericidae) torna-se relevante
fazer um estudo para verificar quais dos metabdlitos secundarios produzidos pelas arvores
estressadas que atraem os insetos. Todavia, também, deve-se levar em consideracdo que,
apesar dos fatores como menor pressdo de resina e ato grau de umidade serem favoréveis a
ovoposicao, pode haver ou ndo, o desenvolvimento das larvas dependendo da composicéo
quimica do hospedeiro. Esta interferéncia quimica pode ocorrer diretamente, sobre as larvas,
ou indiretamente, inibindo ou favorecendo a proliferacdo do fungo associado a0 inseto
(Aml osterum areolatum) que serve de alimento para as mesmas [4].

Entre os metabdlitos secundérios que interferem no desenvolvimento do fungo
podem-se destacar os estilbenos [10,11]. Verificou-se que a presenca de pinossilvina e seus
éteres monometil em Pinus sylvestris é responsavel ndo sé pela indigestibilidade da madeira
em relacdo a predadores potenciais como, também, pela sua resisténcia ao ataque de fungos

e nematdides [2,12].



Um exemplo da importancia do estudo de fitoalexinas para o melhoramento
genético de plantas € a introducdo de gens de videira, que biossintetizam estilbenos, com o
objetivo de aumentar a resisténcia do tabaco a infestagdes por Botrytris cinerea [10].

A nivel de bioquimica ecoldgica, pode-se citar o efeito alelopético exercido pela
combinacdo de estilbenos e seus taninos provenientes da casca de Engelman spruce sobre a
germinagdo e crescimento de algumas espécies de coniferas (Picea engelmanni, Abies
lasiorcapa, Tsuga mertensiana, Pinus contorta) [14].

Em termos de utilizacdo de substéncias naturais em farmacologia pode-se citar
alguns exemplos a seguir :

Na agropecuaria, a ingestdo do extrato bruto (rico em diterpenos abiéticos e
labdanicos) de Pinus ponderosa pelo gado em doses acima de 225 mg/Kg é toxica, podendo
levar & morte, e a administracdo do &cido isocupressico (isolado da mesma) em doses entre
99 e 152 mg/K g possui efeito abortivo [15].

Certos diterpenos acidos possuem atividades antiagregacdo de plaguetas e, entre
estes estdo os &cidos deidroabiético e pimérico [16]. E relatado, também, que extratos de
agulhas de Pinus thunbergii sdo ricos em &cidos diterpénicos, sendo que o é&cido
deidroabiético possui atividade antitumoral [17].

O Pinus parviflora € uma fonte de lignanas que pode ser usada pela indistria
farmacéuticacomo antitumoral e antiviral [18].

A administragdo de medicamentos contendo proantocianidinas obtidas da casca de

Pinus maritime previne doengas causadas por radicais livres [19].



Entre as classes de substéncias abundantes em espécies de Pinus estdo os
flavonoides, sendo que alguns deles possuem atividade antitumoral e antiviral (inclusive anti-
HIV) e antibidtica [20]. Outra classe comum neste género sdo os estilbenos, alguns destes
possuem acdo anticonvulsiva e antibidtica [21].

O género Pinus é de grande importancia para a industria florestal e revela suas
potencialidades de uso na industria farmacéutica, alimenticia, dentre outras, e isto justifica o
intenso interesse de trabalhos sobre a composicdo quimica deste género [22,23,24,25].

O estudo quimico de P. strobus var. chiapensis cultivada no Brasil € um trabalho
que ainda ndo foi desenvolvido e esta fornecendo informagBes sobre os metabdlitos
secundérios mais abundantes procedentes da madeira desta espécie, que estd entre as mais
atacadas, com maior desenvolvimento das larvas da vespa da madeira Este trabalho
demonstra que esta espécie € uma rica fonte de flavonas, flavanonas e estilbenos.

A Tabela 1 revela os trabalhos relacionados com o estudo quimico de Pinus strobus
L. cultivado fora do Pais. Nela faz-se a constatacdo das diferentes classes de substancias

presentes nesta espécie, e revela a diversidade quimica em termos de flavondides e terpenos.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiais e Métodos

Os extratos foram preparados atraveés de extracdo em aparelho de Soxhlet.

Os fracionamentos por cromatografia em coluna (C.C.) foram realizados
utilizando-se silica gel da Riedel ou da Merck. Para cromatografia em camada delgada
preparativa (C.C.D.P.) foram utilizadas placas de silica gel com 1,0 mm de espessura. E para
cromatografia preparativa circular (cromatotron) utilizaram-se placas de silica gel 60-PF254
com 10 % de gesso com 2,0 mm de espessura. As placas para cromatografia em camada
delgada analitica foram preparadas com 0,5 mm de espessura da silica gel Merck, 60 A. As
amostras e suas porgdes foram analisadas e comparadas em trés sistemas diferentes de
solventes além de espectros de I.V., RMN e pelo ponto de fusdo. A revelagdo foi feita com
irradiacdo U.V. a 254 nm e em cuba saturada de vapor de iodo.

Foram utilizados solventes da marca Merck, Grupo Quimica ou Rio Lab que foram
destilados em coluna vigreux de 1,5 m de comprimento e, quando necessario, redestilado sob

pressdo reduzida. Os solventes ou sistemas de misturas dos mesmos (v/v), foram eliminados
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dos extratos ou das fraghes por destilagdo sob pressdo reduzida em evaporador rotativo. As
amostras e suas fragbes foram secas em pistola Abderhalden antes de serem analisadas em
espectrometro de I.V., RMN ou de massas.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho de Koffler com microscépio e
nao foram corrigidos.

Os espectros de RMN foram registrados no espectrémetro AC-200 da Bruker
existente na UFRRJ e, para isto, foram usadas solugdes em CDCl; e TMS como referéncia
interna. Os valores foram expressos em unidades ppm (8) e as constantes de acoplamento (J)
em Hertz (Hz). As éreas referentes aos picos de absor¢cdo foram obtidas por integracdo
eletronica

Os espectros no 1.V. foram registrados em pastilhas de KBr ou filme usando-se o
aparelho Perkin Elmer 1420 da UFRRJ.

Os espectros de massas foram obtidos através de inser¢do direta em espectrdbmetro

Hewlett-Packard, model o 5987 A.

2.2 Pinus strobus var chiapensis e os constituintes isolados

2.2.1. Material Botanico.

Conhecido também como pinheiro-branco, o Pinus strobus L. pertence a familia

Pinaceae, sendo uma éarvore gque pode chegar a 50 m, possui folhas em feixes de cinco

estrobilos oblongos.
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Esta espécie é cultivada nos Estados Unidos como planta ornamental, sua madeira
€ importante para a industria naval, possuindo peso especifico de 0,460 g/cm3 e fornece breu,
terebentina e alcatrdo. Seus sindbnimos estrangeiros sdo: terpentin e Weymonths Kiefer para
os alemées; Brad para os romenos; Weymonths pine para os ingleses, eastern White pine,
Northern White pine, White pine para os americanos e pifio para os espanhois [13].

A principal érea de ocorréncia de Pinus strobus var. chiapensis Martinez esta
situada nos Estados de Oaxaca e Chiapas, sudeste do México e na Guatemala, em altitudes
que variam entre 700 e 1.900 m. Algumas destas regiGes tém um alto indice pluviométrico
(de até 5.000 mm anuais). Em éreas com menor indice pluviométrico, esta espécie ocorre em
vales mais iumidos, nas proximidades dos cursos de &gua.

Existe um pequeno plantio em Agudos, S.P., sendo explorado comercialmente.
Este tem apresentado um incremento médio anual de 25 m°ha. H& outras &reas de plantio
em Vicosa e Sete Lagoas, M.G.. Esta espécie é recomendada para testes de adaptacéo,
principalmente nas Serras. do Mar, da Cantareira, da Mantiqueira e da Bocaina, S.P., M.G. e
R.G, Planalto do centro e leste de Sdo Paulo, sul de Minas Gerais, sudoeste do Espirito
Santo e vale superior e médio do Rio Paraiba, S.P., na Serra dos Orgdos, RJ e regifo serrana
do Espirito Santo, nas Serras e chapados do Distrito Federal e Sul de Goiés, na Serra da
Canastra, M.G. e Chapad@es Contiguos [3].

O material botanico utilizado foi coletado em novembro de 1990 pela equipe da
Duraflora S/A na Fazenda de Monte Alegre, Agudos - S&o Paulo. O talhdo de onde foi

coletado o material tinha 16 anos, com atura média de 5,5 m e 10 - 15 cm de didmetro na

altura do peito (D.A.P.)
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2.2.2. Substancias Isoladas de Pinus strobus var. chiapensis (Martinez).

8 : R=0CH;

9 : R=0CHj; 7,8 diidro
10 : R=0H

11 : R=0I{; 7,8 diidro
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2.3. Isolamento dos Constituintes Quimicos da Madeira de Pinus strobus var.

chiapensis (Martinez).

2.3.1. Preparacéo dos Extratos

Os pedacos do tronco, ap0s descascados e secos a sombra, foram triturados em
moinho de facas. O p6 da madeira (434 g) foi submetido a extragdo em Soxhlet utilizando-se
hexano, cloroférmio e metanol. Obteve-se 4,7 g de extrato hexanico, 2,5 g de extrato

cloroférmico e 5,6 g de extrato metandlico.

2.3.2 Isolamento e Purificagdo dos Constituintes Quimicos do Extrato Hexanico.

Apb6s andlise em cromatografia em camada delgada analitica de silica gel
(C.C.D.A) o extrato hexanico foi submetido a fracionamento cromatogrético em coluna de
silica gel (80,0 g) utilizando como eluente diclorometano e mistura de metanol em polaridade
crescente (Tabela 2). Através de andlises comparativas em C.C.D.A. as fragbes semelhantes
foram reunidas em grupos. Estas foram submetidas a outras técnicas de purificagdo como
cromatografia em coluna ou camada preparativa de silica gel norma ou circular

(chromatotron) e/ou recristalizagéo (Tabela 3).
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2.3.3 Isolamento e Purificacdo dos Constituintes Quimicos do Extrato Cloroférmico e

M etandlico.

O extrato cloroférmico (2,5 g) foi submetido a fracionamento cromatogréfico em
coluna de silica gel utilizando-se como eluente misturas de diclorometano-metanol em
polaridade crescente. Foram recolhidas 513 fracbes que estdo sendo analisadas. Uma das
fracOes recolhidas forneceu a substéncia Il (20 mg) e outras fragdes revelaram uma grande
quantidade de mistura de estilbenos.

O extrato metandlico sera estudado posteriormente.

Os extratos hexanico, cloroférmico e metandlico de P. strobus var. chiapensis
(Martinez) foram analizados pela equipe da Embrapa-C.N.P.-Floresta-PR e 0s seus efeitos
sobre a cultura do fungo Amylostereum areolatun. O extrato hexanico inibiu crescimento do
fungo devido a presenca de flavondides e estilbenos identificados neste extrato; enquanto
metandlico permitiu total desenvolvimento do fungo, inclusive apresentando toxina apds 24

dias de cultura.
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Tabela 2 : Grupos de frages recolhidas da coluna de fracionamento do extrato hexénico ¢
os respectivos eluentes utilizados.

Fragoes Recolhidas Eluente CHCl4 Eluente MeOH
1-380 100 0
381-385 98 2
386-388 96 4
389-391 94 6
392-394 98 2
395-401 90 10
402-407 80 20
408-418 70 30
419-425 60 40
426-432 50 50
433-444 ' 30 70
445 20 80
446-448 10 90

449 0 100




Tabela 3 : Técnicas de purificagio e resultados obtidos das analises dos grupos de fragOes

reunidas.
Fragdes Método de Separagdo Substancias Isoladas P.F.
Reunidas (Eluente, v/v) Peso (mg) (°C)
01-04 - M.A.
05-06 - 11 (6,5) 6leo
07-08 C.C. (CH,CL) M.H., M.A.A.,, MLE.A.
11 (6,0) 6leo
09-17 C.C.D.P.(CsH,2:CH,CL, 4:6) V (8,4) 96
VIII +IX (15,0) 6leo
M.A.A., M.LE.A.
crist.(CgH12) V (impura)
18-20 C.C. (CsH,»:CH,Cly) VIII + IX (impura)
) M.A.A., M.LE.A.
crist.(CoH5OH) V (15,0) 96
21-37 C.C.D.P.(CsHi2:CH,Cl, 4:6) 1V (35,3) 85
VIII + IX (impura)
M.A.A., M.ALE.
38-42 crist.(C¢Hi2:CH;COCHa3) IV +V (115,5)
VII + IX (impura)
M.A.A., MLALE.
43-49 C.C. (C¢H;,:CH,ClL:CH;0H) IV (15,0) 85
IV +V (30,0)
M.A. A, MALE.
50-64 C.C. (AcOET) IV+V+MAA. +
M.A.E.
65-81 C.C. (CH,CL) IV +VII + MA.A. +
M.A.E.
82-88 C.C. (CsH;2:CH,CL:CH3;0H) IV + VII (6,4)
C.A.
89-93 - VII (impuro)
94-99 VII (20,0) 165
C.C.D.P.(C¢H,,:CH,ClL, 4:6) VI (25,0) 154
X + XI (40,0) Oleo
14 crist.(CH;COCHs) VI(30,5) 154
C.C.D.P. (circular) VI + VII(60,0)
X + XTI (50,5) oleo
107-119 crist.(C;HsOH:CsHj2) VI (115,5) 154
X + X1 (70,2) oleo
120-186 crist.(C,HsOH:CgH,2) VI (60,0) 154
X + X1 (103,7) 6leo
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Tabela 3 (Continuagio)
187-195 crist.(CH;OH) 1(8,0)
| X+ X1(45,0) dleo |
196-223 crist. (CH;0H) I (impuro) (10,5)
| X+ XI1(30,2) Oleo
224-314 C.C. (CHCL) I + flavonoides
X + XI (impura) N
315-339 crist.(CH;0OH) M.F.T./KCl
340-343 crist.(CH;OH) XII (13.0) 6leo
- X1 (impuro) ~
| 344-373 XII (impuro)
374-379 C.C.D.P. (CHCL) M.E.D.
| 380 C.C.,C.C.D.P. (CHCL;) X1 + X1 +
' composto ndo
identificado
381-394 C.C.D.P. M.D. ]
M.A. de dificil
395-449 C.C. separagdo:
acidos alifaticos e
glicosidegs

M.H. = mistura de hidrocarbonetos

M.A.A. = mistura de glcoois alifaticos

M.A.E. = mistura de ésteres alifaticos

C.A. = cetona alifatica

M.F.T. = mistura de flavonéides e terpentides

M.E.D. = mistura de esterdides € diterpenos

M.D. = mistura de diterpenos

C.C.=>cromatografia em coluna
C.C.D.P.=>cromatografia em colupa delgada preparativa
crist.=>cristaliza¢do
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2.3.4. Preparacdo dos derivados das substancias isoladas

2.3.4.1. Acetilacéo

Dissolveu-se a quantidade (x) de amostra em solugdo de partes iguais de piridina e
anidrido acético e a mistura foi submetida as condi¢cbes descritas na Tabela 4. Apos
resfriamento da solugdo adicionou-se &gua gelada e fez-se extracdo com cloroférmio e
lavagem com &cido cloridrico (10 %) para retirar a piridina Apés lavagem com é&gua e
secagem da fracdo cloroférmica com sulfato de sodio anidro, destilou-se o solvente sob
vacuo e filtrou-se o produto em coluna de silica gel para retirar impurezas. A amostra foi

seca em pistola de Abderhalden e analisada através de métodos espectrométricos.

Tabela 4 : Dados das reag6es de acetilagéo.

Substincias Peso (mg) Condiges Produto Peso (mg)
v 15,0 repouso (48 h) IV - ac 13,5
\Y% 15,0 refluxo (12 h) V -ac 14,5
\" 10,0 repouso (48 h) VI - ac 9,0
Vi 15,0 refluxo (12 h) VII - ac 15,5

2.3.4.2. Metilacdo

Dissolveu-se a quantidade (V = 8,4 mg e VIl = 10,0 mg) em acetona anidra

bidestilada. Adicionou-se 0,2 g de K,CO5 anidro e 0,1 ml de sulfato de metila Apos refluxo



20

filtrou-se a mistura, adicionou-se 20 ml de cloroféormio e 10 ml de hidréxido de amoénio
(10%). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sodio anidro e o solvente evaporado sob
vécuo. Apds secagem do residuo em pistola de Alberhalden, este foi filtrado em coluna de
silica gel com o objetivo de retirar impurezas e apds evaporagdo do solvente, obtiveram-se

os produtos metilados (V-Me= 7,5 mg eVI-Me = 8,0 mg).

2.3.4.3. Hidrogenagéo

Dissolveu-se 200 mg da mistura de estilbenos (IX + X) em 5,0 ml de etanol e
adicionou-se 0,5 g de catalisador (Pd/C : 10 %) para cada grama de substrato. A mistura foi
submetida a agitacdo durante 5 horas sob pressdo de 50 psi com gas hidrogénio. Apdos
filtrag@o, o solvente foi retirado através de destilagdo a vacuo e o residuo seco em pistola de

Abderhalden. Obteve-se 150 mg do produto.



3. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES

QUIMICOS ISOLADOS DE Pinus strobus.var chiapensis (Martinez)

3.1. Determinacdo estrutural das substancias | ell

O espectro de RMN H da substancia | (Figura 1) possui dois singletos em 0,63 & e
0,99 6 e uma série de sinais multiplos entre 0,73 - 0,92 & correspondentes aos sinais dos
grupos metilas de um esteride. Os sinais em 3,52 6 (m, H-3) e 5,34 & (t, H-6) representam,
respectivamente, as frequéncias de absor¢do dos protons carbindlico e olefinico. Estes sinais
sdo compativeis com as freqliéncias de absor¢oes de esteroides.

A comparacio das freqiiéncias de absorcio de RMN *H (Figura 1.1.) e RMN 3C
(Figura 1.2.) da substancia | com os dados do sitosterol registrados na literatura [26],
permitiu identificar o componente da fracéo analisada (Tabela 5)

O espectro de massas da substancia | (Figura 1.3) apresentou picos

correspondentes a fragmentos compativeis com a estrutura do sitosterol (Esquema 1)
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O espectro no infravermelho da substancia |l (Figura 2.1) apresentou bandas de
absorcao em 3.450 cmt (Vgy), 21950 e 2.850 cm™ (Vey), 1.740 em™ (Veoq éster) e 1.640 cm™t
(Ve=c)- A feicdo do espectro de RMN 4 da substancia Il é semelhante a substancia I
diferenciando apenas pela auséncia do multipleto em 3,5 6 e a presenca do multipleto em 4,6
O e 0s sinais em 2,25 & (m) e 0,62 & (t). Estes dados aliados as informagBes do espectro no
infraverrnelho permitem propor a estrutura do acilsitosterol para Il, em mistura com um

dcool alifatico. O tripleto em 4,03 6 no espectro de RMN 'H e a banda de absor¢do em 3400
emt no espectro no infravermelho correspondem as absor¢bes de um @&cool alifético
presente como impureza na amostra analisada.

A tabela 5 mostra as atribuigdes dos dados de RMN H de 1l comparadas com as

del.

RC

1: R=H=Mo-1

2: R= ‘{‘k(u)/
n



Tabela 5: Dados espectrométricos de RMN 'H (200 MHz, CDCh) e "C (50,3 MHz,
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CDCl,) das substancias I e 1I e comparados com modelo citado na literatura [26]

@]

[ 2 (% I NS I N6 TR NS [ NS N i NG N (N B (N B T — -
S P TdRNBE O - S CRAANNDE DO, ORI N R LN

C-1
Cc-2'
(CHZ)n
CH,

1 2 Mod!
6C 6 H 6 H 6 C
37,3 37,2
31,7 31,6
71,8 3,47 (m) 4,6 (m) 71.8
423 2,4-2.2 (m) 2421 (m) 42.3
140,7 140,7
121.7 5,33 (m) 533 (m) 121.7
31,9 2,2-2.0 (m) 2.4-2.1 (m) 31,9
31,9 31,9
50,1 50,1
36,2 36,5
21,1 21,1
39,8 39,8
423 423
56,8 56,8
243 243
28.2 28,2
56,0 56,0
1.9 0.65 (5) 0,62 (5) 11,9
19,4 0.99 (s) 0,99 (s) 19,4
36,2 36,2
18,8 0,85 (d) 0,7-1,0 (m) 18,8
33,9 33,9
26,1 26,0
45,8 45,8
29,1 29,1
198 0,80 (d) 0,7-1,0 (m) 19.8
19.0 0,79 (d) 0.7-1.0 (m) 19,0
23,1 23,0
12,0 0,82 (1) 0,7-1,0 (m) 12,0
i 2.25 (1) ;
i 1,23 (m) ]

0,62 (1)
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Esquema 1 - Interpretagdo do espectro de massas da substincia I
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3.2. Determinagdo estrutural da substancia I1ll.

O espectro de RMN de 3¢ (PND e DEPT, Figura 3.2) apresenta sinais que
permitiram identificar o nimero de CH;, CH,, CH e C da substancia Il (Tabela 6). O
espectro de RMN 4 (Figura 3.1) mostra sinais correspondentes a presenca de protons

metinicos, metilénicoscarbindlicos, aromaticos e duas metoxilas.

Tabela 6 : Identificacdo dos carbonos CH3, CH,, CH e C da substancia Il através de RMN
13C (PND e DEPT, 50,3 MHz)

CH; - CH, CH C
(55.9)2 72,7 121,2 146,6
60,9 116,7 146,4
(CHs), 333 114,4 145,0
114,1 143,9
(CHy); 11,1 134,7
108.2 131,5
82,8
52,6 (C)s
42,4
(CH)y
(OCHs;), (CH)(CH,-0), (CH),(CHO) (=C-)s, (C)s
C6C3 + C6C3 = hgn(')lde

Os dados da Tabela 6 permitiram chegar a formula molecular
(OCH3)5(CH,)3(CH)o(C)g, que pode ser representada como CigH.5(OCHg),. Esta formula

molecular é compativel com a estrutura de duas unidades CzC; (ligndide). Levando em
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consideragdo 0 numero de carbonos metinicos e quatemarios arométicos e o numero de

carbonos metilénicos e metinicos carbindlicos foi possivel propor as estruturas parciais 3a e

3b como constituintes de I11.

(CHy), b
¥ (CHyO9), (‘(Cﬂ),
RO RO
o v
RO @, RO (CH2-09),
(CHO-),
J-a 3-b

O espectro de RMN H apresentou um dubleto (6,7 Hz) em 4,77 & e o de RMN

3¢ um sinal em 80,8 § que sdo compativeis com as freqiéncias do carbono metinico

carbindlico benzilico com apenas um préton vizinho. O sinal de RMN B3Cc em 3335 ¢

coerente com um metileno benzilico e o sinal em 60,9, a um metileno de acool primario.

Estes dados permitiram completar a estrutura da substéncia 3.

R=CH3 R=1II
3=Mo-2

O espectro de RMN 4 2D (1H x H - COSY) (Figura 3.3) mostra sinais de
interacdo do proton H-7 (4,77 &) com o H-8 (2,42 5) que interage com 0s protons
carbindlicos H-9 (3,70 3) e o proton metinico H-8 (2,73 §). Os sinais em 5,45 5, 5,65 6 e
1,67 & podem ser atribuidos a frequéncias de absor¢do de dois prétons fendlicos e um préton

de d&cool, respectivamente.
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A comparagio dos dados de RMN 'H e "*C da substéncia III (Tabela 7) com os do

lariciresinol (Mo-2) registrados na literatura [27] permitiu mostrar a identidade entre as duas

substancias.

Tabela 7 : Comparagio dos dados espectrométricos de RMN 'H (200 MHz) ¢ C (50,3
MHz; CDCl;) de III com dados do lariciresinol registrado na literatura [27].

3 Mo-2 Lariciresinol [27]
c &cC 8 H (m, J = Hz) lxlH-cosy oC 5 H(m, ] = Hz)
[ 134,7 134,7
I’ 131,5 131,5
2 108,2 6,68 (m) 105,3 6,87 (d,J = 1,8)
2", 11,1 6,68(m) 110,0 6,87 (d,1=1,8)
3 146,6 146,7
3 146,4 147,0
4 145,0 145,1
4 143,9 146,0
5 114,2 6,85 (m) 114,2 6,87 (dd, J=8,1 ¢ 1,8)
5 1144 6,85 (m) 115,0 6,87 (dd, J=8,1 ¢ 1,8)
6  116,7 6,85 (m) 118,8 6,80 (dd, J = 8,1 ¢ 1,8)
6' 121,2 6,85 (m) 119,9 6,80 (dd, J=8,1¢1,8)
7 82,8 4,77(d, J=6,7) H-8 82,7 4,77 (d, 1= 6,7)
7 33,3 2,53(dd,J=13e5) H-8' 33,8 2,93 Jem=135€e]q=4,9)
2,93 (dd, ) =13 e 12,2)
8 527 242(dd,J=16e8) H-7, H-9, H-8' 52,7 2,42 (m)
8 124 2,70 (m) H-7', H-9', H-8' 42,5 2,53 (m)
9 60,9 3,70 (m) H-8 60,9 3,70-3,96 (m)
9 72,7 3,80(dd,J=3¢5,3) H-8' 72,8 3,77(dd, J=8,6¢5,9)
4,04 (dd, J=8) 4,04 (dd, J=8,6 ¢ 6,5)
OCH3 559 3,87 (s0 3,83(s)
OCH; 55,9 3,88 (s0 3,84 (s)
OH-4 5,45 (s)
OH-9 5,65 (s)
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3.3. Determinacao estrutural das substancias IV eV

O espectro no infravermelho da substancia |V (Figura 4.1) possui bandas de

1

absorcdo em 1640 cm ™ correspondentes a estiramento de carbonila conjugada, bandas de

sistema aromatico em 1600 cm'l, 1520 cm™ e 1450 cmt (ve=c) € banda 750 em™? e 690 cm?
(6 = CH) referentes a anel monossubstituidos. A forte absor¢do em 1160 cm-1 corresponde a
vc.o de alcool.

O espectro de RMN 4 (Figura 4.2) possui sinal em 12,0 & (s, 1H) correspondente
a um grupo hidroxila em ponte com a carbonila. O sinal em 6,05 & € caracteristico de dois
prétons aromaticos equivalentes e protegidos por efeito mesomérico do heteroatomo em
orto do anel B. Os sinais em 5,41 & (dd, Jxax = 12,9 Hz, Jax,eq = 3,3 Hz, 1H), 3,02 5 (dd, Jax ax
= 129 Hz e Jyey = 17,1 Hz, 1H) e 2,79 & (dd, Jegax = 3,3 Hz e Jyeyy = 17,1 Hz, 1H)
representam um sistema ABM que interagem entre si (Figura 4.3). Estes dados permitiram

propor a estrutura parcial 4a e 4b para substancia V.

Jaa (129H2)
B Jeem(17,1 H2)

Hle,a (33 Hz)
Jgem(17,1 Hz)

H Ja,a (12,9 He)
Ja,e (3.3 Hz)

4a 4b
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Os sinais em 7,38 (m, 5H) e 3,78 (s, 3H) representam 0s demais grupos que
completam a estrutura do flavondide 4 para substéncia IV. A tabela 8 mostra as atribuicoes
dos deslocamentos quimicos dos prétons 1D (Figura 4.2) e 2D (Figura 4.3) e dos carbonos
1D (PND e DEPT, Figura 4.4) e 2D (1H x 3c - cosy, Figura 4.5) de IV e dos proétons
(Figura 4Ac-1) e carbonos (Figura4Ac-2) do seu derivado acetilado.

Estes dados permitiram definir a estrutura da substancia IV como sendo a

pinostrobina (4) isolada anteriormente de Pinus strobus L.[1,42,43].
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Tabela 8 : Deslocamentos quimicos de H (200 MHz,CDCl3) e 3¢ (50,3 MHz, CDCly)
obtidos dos espectros de RMN 1D e 2D de |V e seu derivado acetilado.

4

4-Ac

c §B8C 8 1H(m J=Hz) IHx13C-COSY  'Hx!H-COSY

2 92 (CH) 5/41(dd, Jaxax=12,9
¢ Jeq,ax=33; 1H)
3 434(CHy)  3,02(dd, Jax,ax= 12,9
elJgem=171; 1H)
2,79(dd, Jgem=17,1
e Jeq,ax=33; 1H)
1955 (C)

164.6 (C) —

951(CH,)  6,05(s, 1H)

4

5

6

7 1615(C) —
8 942((H) 605G, 1H)
9 18250 N
10 1080©) —_—
138,00 S
26 1261 (CH)  742(s], 2H)
345 1288(CHy) 7,42(sl,3H)
OCH3 556(CH;) 3,79(s,3H)

0.0 — —
|

cHy ——
OH — 120(s, 1H)

53¢

H3eq,ax, H3ax,ax 79,5

H3-C3 H2, Heq ax
H2, H3ax,ax
H6-Co
H8-C8
H2',6-C2,6
H34,5-C34,5

45,0

188,7
164,2

9,5
165,5
104,7
151,8
107,9
1383
126,1
128,38

55,8
169,5

21,1

8'H
5,44 (dd, Jaxax=133
e Jeq,ax=2,6; 1 H)
3,01 (dd, Jaxax=133
eJgem=17,7; | H)

2,71 (dd, Jgem= 17,7 ¢
Jeq,ax=2,6; 1 H)

6,27 (s, 1H)
6,42 (s, 1H)

7,42 (s, 2H)
7,42 (sl, 2H)
3,82(s,3H)

2,36 (s, 3H)

Foi isolada uma substancia, cujo espectro de RMN H (Figura 5.1) é muito

semelhante a0 espectro da substancia anterior (Figura 4.2). As diferencas observadas foram:

a presenca do sinal em 1,99 § (s, 3H) e a integracdo do sinal em 6,07 & (s, 1H) que no

espectro da substancia anterior correspondia a dois protons. Esta diferenga mostra que ha um

grupo metila ligado ao anel. A do flavonoide [28,42,43]. Esta deducgdo est4 de acordo com o
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M (m/z = 284) revelado no espectro de massas que corresponde a 14u a mais que 0 peso

molecul ar da substancialV.

4 R=HeR= H
4Ac R=Ac e R'=H
5 R=H, R'= CH3
5Ac R=Ac, R'= CH3
5Me R=R'= 0-13

Com o objetivo de definir a posicdo do grupo metilaque poderia estar ligado ao
C-6 ou ao C-8, foi preparado o éter metilico da substénciaV com sulfato de metilae obteve-
se a substancia V-Me. O uso de experiéncias com irradiacdo dupla nas duas metoxilas do
produto V-Me e diferenca de espectros (Figura 5 Me-1) revelou efeito NOE (8%) de apenas
uma metoxila sobre o préton aromético do anel A (6,33 & s, 1H). Isto permitiu concluir que
0 grupo CHj esta ligado ao C-6, pois caso contrario, os dois grupos metoxila exerceriam
efeito NOE sobre préton aromético (Tabela 9).

Esta deducéo esta de acordo com os demais ions fragmentarios correspondentes ao
picos revelados no espectro de massas obtido por impacto de életrons (Figura 5.6, Esquema

2).
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Esquema 2 : Interpretagdo do espectro de massas da substancia V
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A Tabela 9 mostra as atribuictes das freqiéncias dos prétons e *3C da substancia V
obtidos pela andlise dos espectros 1D (*H; Figura 5.1 e *3C; Figura 5.2) e 2D (*H x H -
COSY, Figura 5.3; H x 13C - COSY, L, Figura 5.3; e "Jy; Figura 5.5) comparados com
as frequéncias de proton de Vac (Figura 5Ac-1) e V-Me (Figura 5Me-1).

O sinal de acoplamento a trés ligacoes (3JCH) (Figura 5.5) dos protons da metila
(1,99 8, ) ligado ao C-6 com o sind em 160,3 ppm e o sina de acoplamento a duas ligacdes
do H-8 (6,07 & s) com o sinal em 161,0 ppm (C-9) permitiram definir as freqliéncias de
absorcédo de C-5 e C-9 (Tabela 9).

As atribuicbes dos dados espectrométricos da substéncia V foram feitas, também,
através de comparagcdo com modelos da literatura [28,29,30,31]. Esta andise permitiu definir
a estrutura desta substancia como a 6-metil-pinostribinaregistrada na literatura [28].

A literatura [1] revela a presenca de metil-flavanonas em espécies de Pinus,

entretanto esta substancia ainda ndo foi encontrada em PinusstrobusL.



Tabela 9 - Atribui¢des dos deslocamentos quimicos e dados obticus das andlises dos espectros 1D e 2D de 1H (200 MHz) ¢ 13C

(50,3 MHz) das substdnciasV, V-Ac e V-Me, registrados em CDCl;. ‘
5 5-Ac 5-Me
C 8C 3'HU=-H) 'Jecn  *Jen lewm 'Hx!'H-QOSY NOE% 8H 3C 8H NCE %
2 793(CH 538(dd.Jax.ax=13, — —— H3  — 5,46(dd,Jax, &= 136 79,6 542(dd,Jaxax = 13,
Jeqax=3) Jeq,ax= 28) Jeq,ax=3)
3 434(CH,) 308(dd,Jax, =13 —m — H2 ——  3,03(dd,Jax,mx= 136, 45,2 302(dd,Jax,ac= 13,
Jgem=17) Jgem=166) Jgem=17)
275(dd,Jgem=17, — —— — 273(dd,Jgem=166 —— 280(dd,Jeq =3,
Jeq ,ax=3)  Jegax=28) Jgem=17)
4 1957€¢) —— H3hx — —— — 1850 ——
5 1603(C) —— — CH, OMe(5) — 1640 —— OMe (8)
6 1060(C) ——— CH; HS _ —_— 1073 ——
7 1657€C) — — CH;OCH; — —_ 166, ~——
8 90,7(CH) 6,10(s) —_— —_— 642 97,1 6,3()
9 161,0(C) H8 — — —_— 162,3
10 1022€) 2 —— —_— —_ _— 1050 —
r 1385(C) —— —_— R —_— 1386 ——
2,6 1260(CH) 7,40 (m) —_— — H3,% - 7,40 (m) 126,1 7,40 (m)
3,5 1288(CH) 7,40 (m) _— HZ,64 _ 7,40 (m) 1288 7,40 (m)
2 1288 (CH) 7.40(m) —_— H3,S -_— 7,40 (m) 1288 7,40 (m)
fo:8 63(Cts) L99(s) _ — —_ 1,99(s) 281 2,045
OMe-7  557(CHs) 382(s) _ —_ 382(s) 56,0 3,84 (s)
OH —_— 12,00(s) -_— i I -_— —
/O
o C\/ - - S S 1730 —
K — —_ _ — —_ 243(s) 31,9
OMe-$S —_ _ _ — —_— —_— —  3,82(5)

[4%
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3.4. Determinacéo estrutural das substancias VI e VII

O espectro no infravermelho da substancia VI (Figura 6.1) apresenta sinais que
permitiram caracterizar a substancia como aromatica com carbonila conjugada e contendo
grupo éter ou grupo com heteroatomo no anel.

A Figura 6.2 mostra sinais de absor¢do de prétons de hidroxila em ponte com
carbonila (12,6 6, s, 1H), dois sinais de prétons aromaticos em sistema conjugado (7,83 9,
2H e 7,47 3, m, 3H) que acoplam entre si (Figura 6.3) e quatro sinais simples em 6,38
(1H), 6,44 & (1H), 6,59 o (1H) e 3,83 & (3H).

O espectro de RMN 3¢ [PND e DEPT 6 = 90° e 135° Figura 6.4 possui sinais
referentes a CH3 (55,7 §), CH (92,4 3, 98,1 §, 1059 §, 126,1 §, 1289 & e 131,7 §) e seis
sinais de carbono quaternario (131,1 8, 157,6 9, 162,1 5, 163,9 §, 165,6 d e 182,4 3). Com 0
auxilio das informagdes do espectro de RMN Helc pOde-se propor as estruturas parciais

6a e 6b para substancia V1.

OH 0O

A

CHO 0

6a 6b
A unidade 6a esta de acordo com as freqliéncias dos carbonos e hidrogénios que
acoplam através de uma ligacéo (1JCH, 1 x Bc-cosy, Figura 6.5) que sdo: 92,7 o (6,44 d) e
98,2 6 (6,31 3) e que estdo localizados em ambiente quimico protegido por mesomeria. O

sinal do préton, em 6,6 0 que esta ligado ao carbono que absorve em 1059 o €
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caracteristico de um préton o de uma enona. Os demais sinais de interacd0 a uma ligag&o
revelados no espectro de H x B¢ - cosy - 1JCH (Figura V1-5) confirmam as atribui¢des dos
carbonos e prétons arométicos. 126,1 & (7,83 2H), 1298 & e 131,7 o (7,47 & 3H).

Reunindo as unidades 6a e 6b chega-se a estrutura de uma flavona (6) cuja massa molecular

(268u) é compativel com o sinal do ion molecular (M™, 100%) revelado no espectro de
massas da mistura (Figura 6.7, Esguema 3). A Tabela 10 mostra as atribui¢des das
freqiiéncias de 1H e 13C da substancia VI definidos a partir dos sinais dos espectros 1D (1H,
Figura 6.2 3¢ Figura 6.4) e 2D (1H x H - cosy, Figura 6.3; e H x B¢ - cosy- 1JCH,
Figura 6.5 e "Joy, N = 2,3, Figura 6.6) e seu derivado acetilado (Figura VI Ac-1 e VI Ao-2).

Os quatro carbonos quatemérios carbindlicos tiveram suas fi-equéncias de absorcéo
definidas com base nos sinais de interacdo heteronuclear a duas ligagdes entre C-9 (157,6 9)
e H-8 (6,32 d), C-2 (163,9 §) e H-3 (6,59 9), C-5 (162,1 8) e HO (12,6 8) e a trés ligacdes
entre C-7 (1656 8) e H3C-O (3,83 o), (Figura 6.6). Os demais sinais de interagéo
heteronuclear confirmam as atribui¢des dos carbonos quatemarios e metinicos.

A presenga de dois sinais de metoxila motivou o uso de irradiacdo dupla e
subtracdo de espectros (Figura 6.8). Isto permitiu concluir que h& duas substéncias na
amostra analisada, uma com metoxila vizinha a dois prétons arométicos e outra cuja metoxila
estd vizinha a somente um proton aromético. A estrutura da substancia VI (6) corresponde a

tectocrisinaja isolada de Pinusstrobus L. anteriormente [42,43].
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Tabela 10 : Dados de de RMN 'H (200MHz) ¢ °C (50,3 MHz) da substincia VI ¢ seu
derivado acetilado.

4 _4Ac
C- 5C 8H Yo Jew  Hx'H- NoOE2 (%) 8C SH
(m, ] =Hz; n° H) COSY
2 163,59 (CH) - - - - - 163,4 -
3 1058(CH) 6,64 - - - - 1083 6,60
(s; 1H) )
4 1824 (C) - OH - - - 1764 -
5 162,1 (C) - - - - - 1583 -
6 98,2 (CH) 6,35 - OH H-8 (6) 98,9 6,60
(s; 1H) d,J=2)
7 165,5 (C) - - OMe - - 150,4 -
8 92,6 (CH) 6,35 - - H-6 4 108.2 -
(d,1=2;1H)
9 157,0 (C) - - - - - 1504 -
10 150,0 (C) - - OH - - 11,1 -
I 13L1(C) - - - - - 1314 -
256 126,1(C) 7,8 H3',5' - H-3',5' - 1262 7,84 (m)
(d, ] =82H)
35 1288 (0C) 7.5 H2',6'.4 - H-2'.6'4' - 1289 747 (m)
{(m, ZH)
4 131,8(C) 7,5 H3,5' H2.6' H-2',6' - 1312 747 (m)
(m, TH)
OMe 56,0 (CH3) 3,85 - - - - §59 3,89 (s)
(s; 3H)
OH - 12,7 - - - - -
(s, 1H)
O - - - - - - 1697 -
i
o e - - - - - - 21,1 2,42 (s)

2 jrradiagdo na metoxila



O espectro de massas (Figura 6.7) revela a mistura de duas substancias uma com

M™ 268 e outra com M™ 282. A Tabela 11 mostra os fons fragmentérios conespondentes

aos picos que confirmam a presenca de metil-tectocriscina.

Tabela 11 : ions fragmentérios correspondentes aos picos presentes no espectro de massas
da mistura das substancias VI e V11

m/z Fragmentos %
e
() i

M +" 282
(]

252 0 Q 2.4

: /@I |
(0]
H,
102

77 ©+ 15

A substéncia VIl apresenta espectro de RMN 4 (Figura 7.1) muito semelhante ao

A

10

espectro de VI (Figura 7.2); as unicas diferencas foram na presenga do sinal em 2,1 & (s, 3H)
e na auséncia de um singleto em 6,3 §. Esta observagdo permite propor a estrutura 7a para

substgmcia Vil que estd de acordo com a frequéncia de absor¢do dos carbonos (Figura 7.2).



Esta substancia é reponsével pelos sinais adicionais nas Figuras 6.7 (M™ 282) e figura 6.8

[2,1 6 (s) e NOE (5 %) sobre H-8].

Ta

Para definir a posicdo da metila no anel A (posicdo 6 ou 8) foi preparado o éter
metilico e, entdo, fizeram-se experiéncias de irradiacdo dupla nas freqiiéncias das duas
metoxilas e posterior diferenca de espectros. O efeito NOE (9 % sobre H-8) foi observado
somente na irradiacdo de uma metoxila (OCH5-7), revelando que a posicéo entre os dois
grupos metoxila ndo possui proton aromético. Por isto o grupo metila deve ocupar a posicéo
6 (Figura VII-Me-1). A Tabela 12 mostra as frequéncias de absor¢éo de H e BC da

substancia VIl e do seu derivado metilado.
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Figura 6.3 - Espectro de RMN lgop (IH x H- COSY) da substancia VI em CDCl3 e TMS como referéncia interna.
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7+~ j+.

oH O OH OH

o H
+ :
SOUNSOSUNEES Sy
L,Co H;C0 Q

‘ ‘ 00 07 DAc
Cel0,4 m'z: 240 (15) nz: 239 (40)
M* 1 268 (100) + OH
H,CO o0 L - CH,
) RDA 2 ’ ‘—j\
H,CO o Dar o oA
H
mz: 238(12) miz: 255 (35)
e
wz: 102(25)
mz: 77 (40)
1+
ol o OH o OH O H
& & o - CHy CO
- :t +. + +
> -~ —ib 0 lr O
1,00 0 HyCO 0 H;CO O o
vz 166(20) mwz: 138 (30) mz: 123 (25) m'z: 95 (45)

Esquema 3 : Interpretagdo do espectro de massas da substincia VI.

|
Apesar de ser freqliente a presenga de flavona em espécie de Pinus, niio ha registro

na literatura dessa substincia em P. strobus L..
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Tabela 12 : Atribuigoes das freqiiéncias de absorgsio de 'H e ’C de VIl e VII-Me

7
C 6 C(m) oH o H NOE (%)2
2 163,9 (C) - -
3 105,8 (CH) 6,65 (s) 6,70 (s)
4 182,4 (C) - -
5 162,1 (C) ; -
6 105,9 (C) - -
7 165,6 (C) - -
8 89,4 (CH) 6,48 (s) 6,77 (s)
9 157,0 (C) - -
10 105,9 (C) - -
I 131,6 (C) -
2'.6' 1262(CH) 7,8(d,J=6,0Hz) 7,5 (m)
35 129,1 (CH) 7,5 (m) 7,5 (m)
4 138,8 (CH) 7,5 (m) 7,8 (m)
OCH;-7 55,9 (CH») 3,91 (s) 3,95 (s) H-8(9)
CH; 7,3 (CHs3) 2,11 (s) 2,97 (s)
OH - 12,8 (s) -
OCH3s-5 - - 3,88 (s) b

a lrradiagio na metoxila

b Auséncia de NOE
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3.5 Determinacdo estrutural das substancias VIII e IX

As fragdes que contém estas substancias possuem espectros no infravermelho

(Figura 1X-1) cujas bandas de absor¢do sdo interpretadas na Tabela abaixo:

Tabela 13 : Interpretacéo das bandas de absor¢cdo do espectro no infravermelho da mistura

de VIl elX
Vﬂgf(cm'l) Atribuicdes
3050 (F) v (=CH)
2920 e 2840 (F) v(CH)
1620 (F) v(C=C)
1600 e 1450 (F) v(C=C)
1210 e 1160 Va5(=C-0-C)
1070 Vgim(=C-0-C)
970 Vcy (C=C, trans, 1H isolado)
750 e 700 Ve (5H, vizinhos)

Os espectros de RMN 4 (1D e 2D, Figura 8.1 e 8.2) forneceram sinais
compativeis com uma mistura de estilbenos tendo como componente principal o estilbeno
(A7'8). A intensidade do sinal simples em 3,82 5 € compativel com o sistema m-dimetoxi
(Tabela 14, Figura 8.1).

A comparagéo dos dados no 1.V. e de RMN H (Figura 8.1 e 8.2, Tabela 14) da

substancia VIII com os dados de modelos da literatura (Mo-3 e Mo-4) [35] permitiu



82

identificar o trans estilbeno. A Tabela 14 mostra as atribuicbes de RMN H (Figura 8.1) e

compara com os valores citados nos modelos da literatura (Mo-3 e Mo-4).

o O

Mo-3 Mo4

Os dados de RMN 3C da substancia VIl (Figura 8.3) sdo compativeis com a

proposta do 3,5-dimetoxiestilbeno (8) (Tabela 14).

VHI-R =R = Cl
IX -R = R' =CH;, 7,8 diidro

Os sinais menos intensos, 2,87 & (m), 3,62 (s) e 3,63 & (S) presentes no espectro
de RMN H e o valor de M* 242 presente no espectro de massas (Figura 9.3) sdo

compativeis com o diidroestilbeno (9) para a substéncia IX que se encontra na mistura. O

valor M™ 240 (100 %) corresponde a substancia VIII, que estd em maior porcentagem na
mistura. A Tabela 15 mostra os ions fragmentérios correspondentes aos picos m/z revelados

no espectro de massas da mistura (9.3).
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O uso de experiéncia com irradiagdo dupla e difcrenga de espectros (Figura 9.2)
permitiu confirmar as atribui¢des dos deslocamentos quimicos dos prétons das substancias

VIII e IX. A Tabela 16 mostra os efeitos N.O.E. observados nas experiéncias citadas acima.

Tabela 14 : Dados espectrométricos de RMN 'H (200 MHz) e °C (50,3 Mllz, PN.D. e
DEPT, CDCl;) da mistura de VIII comparados com modelos da literatura [35]

8 Mo-3[42] Mo-4
C dC oH
| 136,7 - - -
2 104,6 6,63 (d, 2,4 Hz) 6,67 (d) 6,38 (m)
3 161,0 : - - -
4 100,9 6,39 (t, 2,4 Hz) 6,41 (1) 6,38 (m)
5 161,0 - - -
6 104,6 6,63 (t, 2,4 Hz) 6,67 (d) 6,38 (m)
7 1279 7,01 (d, 17 Hz) 7,04 (s) 5,57
8 125,7 7,08 (d, 17 Hz) - -
I’ 139,5 - - -
2.6’ 129.,2 7,50 (dd, 8,0 e 1,2 - -
Hz)
35" 128,4 7,40-7,20 (m) 7,35 (m) 7,23 (s)
4 128,2 7,40-7,20 (m) - -

OCH,; 55,1 3,80 (s) 3,78 (s) 3,62 (s)




Tabela 15 : Fragmentos correspondentes aos picos mais intensos registrados no espectro de
massas obtido por impacto de elétrons da mistura de VIII e IX.

8 9

nvz % Fragmentos nmz Yo
OMe _'I 4

2482 M) 30

240MTy 100
197 5
182 6
181 10
179 10
. - 178 10
165 45 —
151 55 - _
—_ 91 35
7 16
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Tabela 16 : Resultados das analises dos espectros obtidos com irradiagdo dupla e subtragdo
de espectros da mistura das substancias VIII e IX.

irradiado | NOE

Exp H 5H H (3 H) %
1 2'e6 7,50 3e 5' 73 3)
7 7,05 (11)
2 7,8 7,05 2'e 6' 7,50 (18)
2,6 6,63 (20)
3 2,6 6,63 7 7,05 17
OCH; 3,8 ®

4 OCH; 3,80 H-2,6 6,63 (8)
H-4 6,39 D
5,6 4 6,39 OCH; 3,80 (15)
4)

7 OCH, 3,60 H-4 6,39 3)
3,85 (5)

8 CH, 2,80 H-6"' 6,24 Q)

H-2,6 6,39 )
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3.6. Determinacdo estrutural das substancias X e XI|

A agua mée das fragOes reunidas de 90 a 186 apresentou material oleoso, cuja
andlise do espectro de infravermelho (Figura 10.1) possui banda de absorcéo interpretada na
Tabela abaixo.

Tabela 17 : Interpretaco das bandas de absorcdo do espectro de infravermelho da mistura

de X e Xl
V:inlan;e (cm™) Atribuigdes
3450 vOH
3050 v=CH
2900 e 2860 vCH
1600 vC=C (alceno)

1600, 1500 e 1450 vC=C (aromético)

1160 vC-O (fenol)

O espectro de RMN 4 possui um sinal multiplo em 2,82 3§ correspondente a
frequéncia de protons benzilicos, um singleto em 3,73 & referente a grupo metoxila e os
sinais de préton arométicos em 6,24 6 (sl) e multipleto em 7,17-7,23 5. As demais absorcles
de menor intensidade no espectro de RMN H (1D, Figura 10.2) e os sinais de interagcéo
homonuclear presentes no espectro 2D (*H x H - COSY, Figura 10.3) revelou a presenca de
mistura na fracdo analisada. Entre os sinais citados acima, sO apresentam acoplamento os

protons aromati cos menos protegidos.
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Os sinais de absor¢do dos prétons do componente em menor quantidade revelou
interacdo entre os prétons aromaticos mais protegidos (6,376 com 6,636 e entre 0s
prétons arométicos menos protegidos (7,24 & com 7,47 6. O sina em 7,01 (d) e 3,80
correspondem, respectivamente, a frequéncia de prétons olefinicos e metoxilicos (Figura
10.2, Tabela 18).

O espectro de RMN 3¢ (50,3 MHz, PND e DEPT, Figura 10.4) confirmou a
presenca das substancias X e XI| na mistura como proposto acima. Os sinais mais intensos de
CH, (37,4 5 e 37,7 6 e CH (99,0 & 106,5 & 108,0 6 126,3 & e 128,4 & permitiram
caracterizar as substéncias da mistura como sendo da classe dos estilbenos que possuem um
anel dissubstituido (114).

OR

oy

11-a

108,5
HO
1288 99,5
1280 oM
(]
125,9 " 1058 1385
108,

§ H-7,18-7.27 1285
Mos  OH-630(s) Mo-6 1282
126,0
Mo-7

A comparagdo dos dados de RMN 4 e 3¢ com modelo citado na literatura (Mo-

5 Mo-6, Mo-7) [32,33,34,35,36] permitiu identificar os deslocamentos dos carbonos
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quaternérios e propor a estrutura de dois derivados da, pinossilvina como sendo o 3-metoxi-
5-hidroxi-7,8-dihidroestilbeno (11). A Tabela 18 mostra as atribui¢bes das freqiéncias de
absorcdo de proton e carbono destes componentes que foram interpretadas com o auxilio
dos espectros bidimensionais 2D (*H x *C - COSyY, lJCH e "Joy n = 2 e 3) (Figura 105 e
Figura 10.6). as interagbes a duas ligacOes (ZJCH) garantem as atribuices feitas para o C-1
(H-7), C-4 (H-2 e H-6), C-5 (H-6) e C-1 '(H-8, H-2' e H-6") e a trés ligaches (3JCH) mostra as
interagbes entre C-2 (H-7), C-3 (H-2 e OCHgy), C-7 (H-2 e H-6), C-8 (H-2' e H-6), C-2' (H-
8) e C-6' (H-8). Os sinais e intensidades no espectro sdo compativeis com as frequéncias de

Xl (Tabela 18).

11 10
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Tabela 18 : Freqiiéncias de absorgdo dos 'H (200 MHZ) e "’C (50,3 MHz) da mistura das

substancias X e XI.

10 11
C 3C SH () Jen *Jen 3C SH (m, Hz; 'Joy)
1 1445 - Hy - 139,6 -
©
2 106,6 6,2 (sl) - H-7 104,8 6,6 (d, ] =2)
(CH)
3 160,0 - - H-2; OMe 160,7 -
©)
4 99,0 6,3 (sl) Has - 98,0 6,4(t,)J=2)
(CH)
5 155,6 - Hq - 160,9
©
6 108,5 6,2 (sl) - - 104,6 7,1 (4, 1= 17)
(CH)
7 37,9 2,8 (m) - H-2.,6 128,7 7,2(d,1=17)
(CHy)
8 37,5 2,8 (m) - H-2'6' 129,0 -
(CHy)
I 141,6 - Hg 26 - 136,9 -
©
2.6 128,7 7,3 (m) - H-8 128,7 7,5(d,1=8)
(CH)
3.5 128,3 7,2 (n) - - 128,7 7,3 (m)
(CH)
¢ 125,9 7,3 (m) - - 126,6 7,3 (m)
(CH)
OCH; 55,3 3,7(s) - - 55,3 3,8 (s)
(CHy)
OH - 5,2 (sh) - - - 52(s)
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Para confirmar as estruturas propostas e obter um espectro de RMN 'H mais
simples (Figura 11.1) a mistura das substancias X e XI foi submetida a hidrogenagdo ¢ o
produto analisado (Tabela 19) através dos dados de RMN 'H (Figura 11.1 e 11.2) e Bc

(Figura 11.3).

Tabela 19 : Dados espectrométricos de RMN 'H (1D e 2D, 200 MHz), e °C (50,3 MHz) e

do produto de hidrogenagio da mistura de X e XI

C §C 5H 'H x 'H- COSY
1 144,5 - -
2 106,7 6,24 (d, 2H) H-4
3 161,7 - -
4 99,0 6,31 (d, 2H) H-2 e H-6
5 156.,5 - -
6 107,9 6,24 (s, 2H) H-4
7 37,5 2,85 (m, 2H) H-8
8 37,9 2,85 (m, 2H) H-7
I 141,6 - -
2e6 128,4 7,19 (m, 2H) H-3'e H-5'
3es 128,3 7,23 (m, 2H) H-2', H-6' ¢ H-4'
4 126,0 7,23 (m, 1H) H-3'e H-5'
OCH; 55,2 3,73 (s, 3H) -
OH - 5,0 (sl, 1H) -
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3.7. Determinacdo estrutural da substancia XII

A andlise do espectro de RMN 3C (50,3 MHz, PND e DEPT, Figura XII-1)
permitiu identificar o n° de C, CH, CH,, CH3 e deduzir sua férmula molecular parcial, CogHog
(Tabela 20). Levando em consideracdo que o valor 6C = 183,9 corresponde a frequéncia de
absor¢éo de carboxila, pode-se ampliar a formula molecular para C;gH300,. Esta formula
molecular e 0 n ° de metilas reveladas no espectro de DEPT (Figura 12.1) e de proton

(Figura 12.2) permitiram classificar esta substancia como um diterpeno.

Tabela 20 : Numero de CH3, CH,, CH e C da substéncia XII obtido da andlise do espectro
de RMN 3C (PND e DEPT, CDCl,)

CH, CH, CH C
15,3 109,2 150,3 184,1
171 46,0 51,1 31,8
21,4 38,7 120,9 35,1

36,9 44,9 135,9
31,0 41,2
25,1
20,0
17,9

(CHy)3 (CH3)g (CH),4 (C4)(CO,H)

O grupo vinila identificado através dos sinais de 6C: 109,2 (CH,) e 150,5 (CH)

(Figura 12.1) e os sinais de 6H do sistema ABX : 5,78 6 (dd, 17,0 e 9,6, 1H), 4,90 & (dd,

17,0 e 1,2, 1H) e 4,89 6 (dd, 10,0 e 1,2, 1H) (Figura 12.2 e 12.3) permitiram concluir que
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este diterpeno pertence a classe dos pimaranos (Mo-6 e Mo-7). Os sinais de 1359 & (C) e
120,9 (CH) (Figura 12.1) e de : 530 & (d (1), 1H) correspondem a uma dupla
trissubstituida em uma posicdo que gera acoplamento com o0s prétons vizinhos conforme

sinal presente no espectro 2D (lH x H - cosy, Figura 12.3).

19

18 19
Acido pimérico ‘ Acido sandaropimrico Acido isopimérico
Mo-10 Mo-8

12=Mo9

A comparagdo dos deslocamentos da substdncia XII com os valores dos é&cidos
isopimarico (Mo-9), pimé&rico (Mo-10) e sandaropimérico (Mo-8) registrados na literatura
(Tabela 21) permitiu propor para a substancia X1l a estrutura do acido isopimérico [37-41].

A configuragdo das metilas H3C-20 e H3C-19 sdo 1,3 diaxial. Esta proposta €
baseada no espectro obtido por subtracdo de espectros apos irradiacdo na freqiéncia do
H3C-20 onde revela 8 % de efeito NOE sobre H;C-19 (1,25 5). O efeito NOE sobre os
prétons vinilicos (0,90 8, 2, 4 %) confirmam a frequéncia de absor¢do de 0,86 ppm para 0s
protons da metila 17. A auséncia de efeito NOE sobre o préton H-7 justifica a posi¢éo de
H3C-17 em B (figura 12.4).

Na estrutura X1l o C-10 (Mo-9) sofre um efeito y protetor da dupla, 35,5 & (ASC =

2,6 ppm) o que ndo acontece com 0 Mo-8 que possui dupla com valor em 38,1 6. O valor
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35,1 para Xil esti mais proximo do valor de Ma-9 (4cido isopimacico) do que a do 4cido
pimarico (Mo-10) representada acima e atribuir os valores das freqiiéncias de absor¢io dos
carbonos. Este diterpeno ja foi identificado na espécie P. strobus L. e em outras espécies do
género [37-41].

Tabela 21 : Dados de RMN 'H (200,0 MHz, CDCL) ¢ de RMN °C (50,3 MHz, PND,
DEPT) da substincia XI[ e comparagdo com modelos citados na literatura

[40,41].
Mo-9  Mo-§ 12
c & 5C 8C (m) SH (‘Hx 'H- COSY)
1395 38,6 38,7 (CHy)
2 119 8,5 (7,9 (CHy)
3 372 37,5 36,9 (CHy)
4 464 476 46,2 (C)
5 454 49,1 44,9 (CH)
6 267 25,5 25,1 (CHy) H-7
71205 35,3 (20,9 (CH) 5,36 (m) H-6
8 1360 138,5 1359 (C)
9 524 519 51,9 (CH)
10 355 38,1 35,1 (C) 1,25 (s)
1 205 19,5 20,0 (CHy)
12 360 36,0 36,0 (CH,)
13 370 39,0 36,8 (C)
14 465 128,2 46,0 (CHs)
15 150,7 1478 150,5 (CH) 5,78 (dd, Jians = 17,0 € Jois = 10,0) H-16
16 1097 13,3 109,2 (CHy) 4,96 (dd, Jyans = 17,0 € Jgpm = 1,2) H-15
4,89 (dd, Jis = 19,0 € Joem = 1,2)
17 219 299 21,4 (CHs) 0,90 (s)
18 1839 185,7 184,1 (C)
19 173 17,6 17,1 (CH;) 1,23

20 157 15,4 15,3 (CHy) 0,86




Figura 12.1 - Espectro de RMN 3¢ (50,3 MHz) totalmente desacoplado e DEPT (6 = 90° e 135°) da substéncia XII em CDCl3.
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Figura 12.2 - Espectro de RMN g (200 MHz) a substancia XII em CDCl3 e TMS como referéncia interna.
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i

e TMS como referéncia interna.

9
Figura 12.3 - Espectro de RMN 2D (lH x 1H - COSY) da substéncia XII em CDCl3
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Figura 12.4 - Espectro de RMN 'H (200 MHz) obtido por irradiagdo dupla

e diferenga de espectros da substancia XII.
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3.8. 1dentificagio da substincia XIII na mistura com XII

A substincia XIII foi identificada no extrato hexénico como componente da
mistura das fragdes mais polares.

O espectro de RMN 'H (Figura 13.1) apresenta sinais de freqiiéncia de absorgdo da
substincia XII e sinais adicionais que foram interpretados e comparados (Tabela 22) com os

valores de 4cido dehidroabiético (Mo-11) isolado de Pinus taeda [39].

CO,H

13 =Mo-11

Tabela 22 : Dados de RMN 'H (200,0 MHz, CDCl) da mistura de XII e XIII e comparagio
com modelos da literatura [39].

H 12 13 Mo-10

5 - - 1,48 (1H, dd, ] = 12,5 ¢ 2,0 Hz
Ta 5,36 (dd) 2,80 (m) 2,24 (1H, m)

7B 5,36 (dd) 2,80 (m) 2,87 (1H, ddd, J = 16,3, 7,1 e 2,0 Hz)
11 1,2-1,79 (m) 7,15 (d, J = 8,0 Hz) 7,15 (1H, d, ] = 8,0 2,0 Hz)
12 1,2-1,79 (m) 7,00 (dd, J = 8,0 € 2,0 Hz) 6,98 (1H, ,dd, J = 8,2 ¢ 2,0 Hz)
14 - 6,90 (d, 1 = 2,0 Hz) 6,87 (1H, d, J = 2,0 Hz)

5 5,78 (dd) 2,75 (m) 2,81 (1H, d, 6,8 Hz)

16 4,89 (dd) e 4,96 (dd) 1,20 (s) 1,21 (6H, d, 6,8 Hz)

17 0,84 1,20 (s) 1,21 (6H, d, 6,8 Hz)

19 1,23 1,25 (s) 1,27 3H, s)

20 0,87 1,23 (s) 1,20 (3H, s)
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Figura 13.1 - Espectro de RMN 1H (200 MHz) da mistura das substéncias XIT e XIII em CDCl3 e TMS como referéncia interna.
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