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CLEISTANTHANE DITERPENOIDS FROMVELLOZIA AFF. CARUNCULARESMARTIUS EX
SEUBERT (VELLOZIACEAE). From the hexane extract of leaves, stem and rootsyeiiozia aff.
carunculares fourteen cleistanthane diterpenoids were detected by HRGC-MS, through the analysis of
their fragmentation patterns. Comparison of their MS spectra with those of authentic standards previously
isolated from other species of the family Velloziaceae allowed the identification, with a high degree of
confidence, of eigth known cleistanthane diterpenoids. Of these, four were isolated and identified from
their MS, IR and'H and 3C NMR spectra, as the known cleistantha-8,11,13-trien-7-one, cleistantha-
8,11,13-trien-3,7-dione, cleistantha-1,8,11,13-tetraen-3,7-dione and the first repoatdd/dBoxy-
cleistantha-8,11,13-trien-7-one. The triterpen@idmyrin was also isolated.

Keywords: Vellozia aff. carunculares;Velloziaceae; cleistanthane diterpenoids.

INTRODUCAO

Velloziaceae é uma interessante familia de plantas tropicais
com ocorréncia na Africa e América do Sul, expandindo-se até
o Panama. Possui cerca de 250 espécies de ervas e arbustos
perenes, que crescem em solos rochosos ou arenosos, sob alta
incidéncia solar e pouca adua

A longevidade dessas plantas, apesar das condi¢des indspitas
das regiBes onde sdo encontradas, vem motivando por mais de 18 19
duas décadas um estudo fitoquimico, visando encontrar as possi- Esqueleto cleistantano
veis substancias responsaveis por esse comportamento. Assim, de
mais de trinta espécies brasileiras dessa familia de plantas, foram
isolados cerca de 180 diterpendides inéditos, com nove diferentgseSULTADOS E DISCUSSAO
tipos de esqueleto, cerca de trinta triterpendides com seis diferen-
tes tipos de esqueléte, mais recentemente, flavonoitles Estudo de perfil quimico

Em um estudo sobre a bioatividade da familia Velloziaceae,
quarenta e seis extratos de vinte e seis espécies foram testadosAs folhas, caule e raizes &lloziaaff. carunculares de-
em bioensaian vitro para atividade antitumoral, contra cultu- pois de secos, foram moidos e percolados seqliencialmente com
ra de leveduraSaccharomyces cerevisiaeutantes que perde- hexano, AcOEt e MeOH.
ram a capacidade de regenerar o BN@omo resultado, oito Inicialmente, o extrato bruto filtrado [pequena aliquota, cro-
apresentaram atividade; destes, a esp&aHozia candida matografia em coluna (CC) em silica gel, hexano-AcOEt 70:30
Mikan teve seus extratos ativos analisados, levando ao isola&somo eluente] foi submetido a CGAR. Aplicando metodologia
mento de uma lactona diterpénica ativa recentemente desenvolvfidoi possivel obter um perfil cro-

Velloziaaff. caruncularesuma planta herbacea coletada em matogréfico que permitiu observar a eluicdo dos componentes
Diamantina, MG, é uma espécie quimicamente inédita, cujoslo extrato em regides que seriam caracteristicas para di e
extratos se mostraram inativos para a atividade antitumoral. triterpendides, e detectar a presen¢ca de um pico com tempo de

Este trabalho apresenta os primeiros resultados do estudetencdo maior que os demais (Figura 1).
fitoquimico do extrato hexanico déelloziaaff. carunculares Uma aliquota de 82,0 mg do extrato foi submetida a CC
Através de seu perfil quimico, tragado por meio de Cromatofiltrante em silica gel (gradiente hexandcOEt) gerando nove
grafia Gasosa de Alta Resolugédo acoplada a Espectrometria deagdes. As cinco primeiras, que se apresentaram menos pola-
Massas (CGAR/EM), foi evidenciada uma composi¢ao rica enres em cromatografia em camada fina (CCF), foram analisadas
di e triterpendides. Posterior isolamento de alguns compostogor CGAR e posteriormente submetidas a CGAR/EM. A ob-

e a coinjecdo dos mesmos em fragdes brutas permitiu a ideservagdo dos espectros de massas revelou a provavel presenca
tificacdo inequivoca de quatro diterpendides de esqueletdos triterpendides ou -amirona ea ou B-amirina, caracteri-
cleistantano e do triterpenodifeamirina. A utilizacdo simultd- zados pelos ions W424,m/z218 e 203 e M426,m/z218 e

nea de técnicas instrumentais acopladas e de metodologia cl&203, respectivamentee diterpendides (Mde 282 a 314).

sica de investigacdo fitoquimica, apoiada no amplo estudo fi- Estudos de fragmentografia de massas de diterpendides com
toquimico pré-existente sobre a familia Velloziaceae, revelouesqueleto podocarpano (com o anel C aromatico), mostraram que
se uma estratégia interessante no estudo dessa espécie, permipadrdo de fragmentacdo destes compostos ndo é usual, mas
tindo até mesmo a caracterizacdo de compostos minoritariossegue um conjunto de rearranjos estreitamente relaciétados
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Figura 1. Cromatograma do extrato hexanico de aff. carunculares.

Estes estudos envolveram derivados oxigenados em diferente®mpativeis com o de cleistantanos. A comparacdo desses
posicdes e também o modo como a fragmentacdo € afetadspectros com os de alguns compostos anteriormente isola-
nestes casos. As informacdes obtidas na fragmentacdo daows de outras espécies da familia Velloziat&tepermitiu
podocarpanos foram estendidas aos diterpendides com esque-proposicao estrutural, com alto grau de confiabilidade,
leto cleistantant?, em um estudo envolvendo cerca de quaren-para o0s picod-e, i, k e m como sendo os compostass e
ta substancias oxigenadas nas posicdes 3, 7, 11, 17, 8. e 206-8 respectivamente.
Este estudo concluiu que em geral, os cleistantanos apresen-
tam ion molecular e ion correspondente &18 bastante in-  |solamento de alguns diterpendéides
tensos, assim como os fons-85, M-97 e M-111. O espec- cleistantanos eB-amirina
tro de massas do hidrocarbonétd foi utilizado como refe-
réncia, para a andlise da influéncia exercida pela presenca de Baseado nos resultados deste estudo de perfil quimico, 5,0
oxigénio em diferentes posi¢des, nas rotas de fragmentacdo. §® do extrato bruto foram submetidos a CC sob pressdo em
Quadro 1 apresenta as estruturas e intensidades relativas deiica gel (gradiente: hexanoAcOEt), sendo obtidas quarenta
ions relacionados #M1. No Quadro 2 observam-se os ions e seis fragbes, que foram analisadas por CCF e agrupadas por
caracteristicos de cleistantanos oxigenados nos anéis A e #&melhanca. As menos polares foram submetidas a CGAR/EM
(posicBes 3 e 7) e 0 Quadro 3 apresenta as caracteristicas dosrecromatografadas em coluna em silica gel e/ou CCF
espectros de massas de cleistantanos oxigenados no anel (preparativa, levando ao isolamento dos cleistantdnés 6 e
nas metilas 17, 18, 19 e B0 7. Os compostosl, 6 e 7 foram caracterizados por compara-
Das fracdes obtidas em CC, a de numero 3 apresentou ugfo de seus dados espectrais de Infravermelho (IV), Ressonan-
cromatograma de fons totais (Figura 2) com maior diversidadeia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RM#) e Espectrome-
estrutural. Analise dos espectros de massas dos @inod-i- tria de Massas (EM) com o de padrdes auténticos.
gura 2a) revelou a presenca dos fragmentos caracteristicos paraDas fragdes combinadas 18-19, ap6s acetilagdo ca@/Ac
cleistantanos, conforme descrito nos Quadros 1-3, e i0o®MAP, foi isolado o triterpendid@-amirina @), na forma de
molecular relativo a presenca de um a trés oxigénios (Tabelaeu acetato9g), que foi identificado com base nos seus dados
1). Os picosh e d foram também observados na fracdo 1-2; ode EM e RMNH.
pico f foi observado em todas as frag6es; o pjcoa fracédo 4 O cleistantand. foi isolado anteriormente dé. leptopetald®
e 0s picosk e n nas fracBes 4 e 5. e V. declinan® e os cleistantanog e 7 de V. leptopetald* e
Com base nestes dados, ficou evidenciada a presenca dé piresiana®. O triterpend é de ocorréncia freqiiente na fami-
um total de quatorze diterpendides com espectros de masséa Velloziaceae.

fon molecular intenso

i)

///

M*-15 (86) M*-85 (50) M*-97(75) M*-111 (100)

Quadro 1. fons caracteristicos do diterpeno cleistantakid,
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Quadro 2.ions caracteristicos de cleistantanos oxigenados nos anéis X e B

posicdo da oxigenacao

efeitos observados

11 17

20
d ,///
19

18

C-11 e C-17 - padrdo de fragmentacéo nao se altera;
intensidade dos ions é alterada.
C-18eC-19-M" aparece pouco intenso;
M*-15 ndo aparece no espectro.
C-20 - intensidades de M* e M™-15 s&o acentuadas.

Quadro 3.Fragmentagio caracteristica de cleistantanos oxigenados nas posicées 11 &°17-20

Abundance

1.3e+07 -
1.2e+07 -
1.1e+07 -

1e+07 -

2000000 -

1000000 -

LL

621

Time--—=>=

15.00 20.00 25.00

Figura 2. Cromatograma de ions totais da fracdo 3 do extrato hexanico daffVcarunculares



622 Silva et al. Quim. Nova

Abundance

1. 05e+07
le+O7
9500000
sS000000
8500000
s|000000
7500000
kg=lelololala)
6500000
6000000
5500000
5000000
4500000
4000000
3500000

3000000

2500000

z2ooo0O00O0

1500000

1000000

500000

O T T T T T T T
~ 9.00 .50 10.00 10.50 11 .00 11.50 1=z.00 1=z2.50

Time

Figura 2a. Ampliacdo do cromatograma de ions totais — Assinalamento dos picos referentes aos diterpendides com esqueleto cleistantanc
detectados na fragdo 3 de ¥ff. carunculares.
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O composto5 minoritario, mostrou por EM, M300 e um 135,4, 145,4 e 154,7). Esses espectros mostraram também um
padrdo de fragmentacdo compativel para um diterpendide dgrupo carbonila end 201,2 e a presen¢a de um grupo hidroxila
esqueleto cleistantano, com um atomo de oxigénio em C-7 (Tasecundario em posicdo equatorigl @,58, 1H, dl, J = 12,3Hz
bela 1, picdf). Seu espectro de IV confirmou a presenca de ume 3¢ 74,6). Esses dados permitiram identificar o composto 5
grupo carbonila conjugadov1665 cm') além de um grupo como o diterpendide G-hidroxi-cleistanta-8,11,13-trieno-7-ona,
hidroxila (v 3367 cm'). Os espectros de RMNH e °C mostra-  também isolado d&/ellozia leptopetal® e pela primeira vez
ram sinais que confirmaram o esqueleto diterpénico cleistantanalescrito. Para verificar a possivel desidratagdo do composto
anel C aroméatico contendo os grupos metila e &lils,20 (3H, no injetor do CG, que resultaria na formacao do comp@sto
t, J = 7,0Hz), 2,34 (3H, s) e 3,08 (2H, m)], dois hidrogénioscomposto5 puro foi submetido as mesmas condicées de CG-
arométicos vicinais§ 7,15, d, J = 8,0Hz e 7,29, d, J = 8,0Hz) EM. O cromatograma resultante ndo demonstrou a presenca de
e quatro atomos de carbono aromaticos substituidd27,0, produtos de degradacéo.



Tabela 1. Principais ions nos E.M. correspondentes aos paeosFigura 2a)

G 'ON ‘v¢ '[oA

b

d

a c e f g h i i k I m n
Frag/Ts(min)* 10,23 10,63 10,70 11,02 11,15 11,28 11,51 11,73 11,80 11,83 12,08 12,40 12,65 12,73
M* 286 (33) 284 (100) 286 (16) 282 (100) 284 (55) 300 (34) 298 (100) 312 (100) 296 (100) 300 (95) 298 (100) 312 (100) 300 (89) 314 (100)
M*-15 271 (27) 269 (21) - 267 (65) 269 (100) 285 (14) 283 (21) 297 (67) 281 (26) - 283 (10) 297 (12) 285 (33) -
M*-18 - - 268 (70) - - - - - - 282 (12) - - - 296 (31) 2
M*-33 - 251 (76) 253 (49) - - 267 (33) 265 (3) - 263 (21) 267 (25) 265 (29) 279 (16) 267 (21) 281 (;%8)
M*-57 - - - - 227 (73) - 241 (42) 255 (7,0) - - 241 (13) - - -
M*-83 - 201 (29) - 199 (27) - - - - - - - 229 (16) 217 (15) - 8
M*-85 201 (22) 199 (53) 201 (7,0) 197 (35) 199 (15) 215 (38) 213 (12) 227 (68) 211 (18) - 213 (16) 227 (23) 215 (100) &
M*-97 189 (16) 187 (69) 189 (9) 185 (13) 187 (10) 203 (16) 201 (44) 215 (30) 199 (56) - 201 (13) 215 (5) 203 (71) m
M*-98 - - - - 186 (16) - 200 (32) - - - 200 (8) - 216 (43)€
M*-101 - - - - 183 (25) - - - - 199 (41) - - - 213 (16) &
M*-103 - 181 (45) - 179 (33) - - - 209 (9) - - 195 (14) - 197 (25) 211 (74D
M*-111 175 (8) 173 (29) 175 (9) 171 (4) 173 (11) 189 (4) 187 (23) - 185 (18) - 187 (24) - 189 (52) -2
M*-113 - - - - 113 (27) 187 (56) 185 (47) 199 (20) 187 (38) 187 (34) - - - 201 (19
M*-127 - - - - 157 (33) - - - 173 (60) 173 (53) - - - 187 (53)2
m/z 125 - - - - (31) - - - - - (47) - - - §
m/z 162 - - (65) - - - - - - - - - - - §'
m/z 183 - - (100) - - - - - - - - - - - =
m/z 200 - - - (23) - (100) (32) (53) (79) (32) - (25) - - %
Outros 245 (100) 157 (15) 211 (16) 239 (13) 213 (25) 205 (51) 199 (51) 165 (35) 253 (12) 241 (51) 223 (15) 201 (17) 201 (21) 225 (19)
ions 163 (82) 141 (18) 197 (28) 213 (77) 185 (38) 163 (21) 228 (32) 128 (16) 165 (35) 201 (71) 199 (19) 163 (14) 165 (18) 19§ (22)
desta- 147 (25) 128 (22) 147 (28) 165 (25) 159 (33) 105 (22) 128 (30) 83 (18) 128 (19) 183 (100) 181 (20) 115 (12) 128 (18) 173 (31)
cados 121 (25) 69 (17) 69 (18) 152 (15) 69 (25) 69 (10) 69 (12) 69 (40) 69 (16) 185 (63) 173 (16) 69 (10) 69 (21) 128 (33)

*Tempos de retencdo referentes ao cromatograma de ions totais da fracdo 3 do estudo de perfil gVielimnadsff. carunculares

€29
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Coinjecdes 6 foram obtidos por comparacdo dos dados em RWNda
mistura dos compostdd e 7 com aqueles do compostopuro.

Os compostod, 6 e 7 majoritarios, isolados neste trabalho, A fragdo 18-19 (341,5 mg) foi recromatografada em CC sob
foram coinjetados nas fracdes 1-2 e 3, onde foram inicialmentgresséo, eluindo-se com @El,-AcOEt 70:30, gerando 24
detectados. Foram observadas coeluicdes com aumento de ceiifracdes. Acetilacdo de 51,2 mg da subfracdo 16 com 10 mL
de 30% nas areas dos picos cromatograficos correspondentesie AgO e DMAP como catalisador (4 h., t.a.), produziu ap6s

purificacdo com CCF preparativa seguida de cristalizagdo, 8,0

PARTE EXPERIMENTAL mg do compost®a
Procedimentos experimentais gerais Cleistanta-8,11,13-trien-7-ona (1)
O espectro no UV do compostfoi feito em MeOH em Cristais incolores (hexano-AcOEt 10:1); p.f.= 8801

espectrofotdmetro Beckman DB-GT e sua rotacéo 6tica em urRMNIH (200 MHz, CDC}) & 0,90 (3H, s), 1,01 (3H, s), 1,15
polarimetro Perkin-Elmer modelo 241 usando CH€bdmo (3H, s), 1,21 (3H, tJ = 7,3 Hz), 2,32 (3H, s), 2,90 (2H, m),
solvente. Os espectros de RMMN a 200 MHz § ppm, J em Hz) 7,08 (1H, d,J = 8,0 Hz), 7,25 (1H, dJ = 8,0 Hz); IV Vmax
foram obtidos em Espectrdmetro Brilker AC 2000-A e o espectr¢KBr) cmt 2925, 2865, 1672, 1470, 1378, 1270, 1245, 1132;
de RMNC a 25,2 MHz do compos® foi feito em um espec- EM 70 eV (ab. rel.) m/z: Tabela 1 (leth).

trdbmetro Varian XL-100 sempre usando CRCbmo solvente e

TMS ou solvente como padréo interno. As analises por Cromatog-g-Hidroéxi-cleistanta-8,11,13-trien-7-ona (5)

grafia Gasosa de Alta Resolucdo (CGAR) foram feitas em

cromatégrafo HP 5790 em coluna SE-54 (fase: 1% vinil, 5% fenil UV Aqnax (MeOH) nm (logeg) 222 (3,87), 257 (3,85) e 302
94% metilsilicone) de 20 metros, injetor a e detetor FID 589 8 546

a 290°C, vazdo do gas de arraste(ide 2 ml min', razdo de  (2,29); [0(124 = nm(c:0,84,CHCI3); v
split 1:20 e volume de injecdo depd, utilizando como progra- F29.6 +30,9 +39,0
magdo uma temperatura inicial de 4@0com rampa de aqueci- Vmax (KBr) cm™ 3367, 2933, 1665, 1600, 1445, 1380, 1013,
mento de 1ZC/min até 296C, e isoterma de 20 a 30 minutos 830; RMN'H (200 MHz, CDC}) & 1,20 (3H-16, tJ = 7,0
nesta temperatura. Os espectros de massas foram obtidos a 70/@%): 1,25 (3H, s), 1,34 (6H, s), 1,76 (H-5, #= 12,3 H2),
em Espectrometro de Massas HP 5987 A. Os espectros na regio34 (3H-17, s), 3,08 (2H-15, m), 3,83 (OH, sl), 4,58 (H-6, dI,
do Infravermelho foram obtidos em Espectrometro Perkin-ElmerJ = 12,3 HQ 7,15 (1H, dj = 8,0 Hz), 7,29 (1H, d) = 8,0
modelo 467 de feixe duplo, usando pastilhas de KBr. As freqUénHZ)- RMN *C (25,2 MHz, CDCJ) & 14,0 (C-16), 19,1 (C-
cias de absorcdo foram medidas em unidades de nimero de ond®): 19,2 (C-2), 22,0 (C-19), 23,8 (C-15), 25,3 (C-20), 34,1
(cm}). As colunas cromatogréficas foram desenvolvidas em silicdC-4), 35,6 (C-18), 39,4 (C-1), 39,5 (C-10), 42,8 (C-3), 55,7
gel 60 (35-70 mesh para coluna filtrante e 230-400 mesh parﬁp'5)' 74,6 (C-6), 121,4 (C-11), 127,0 (C-8), 1354 (C-13),
coluna sob pressao). As analises cromatograficas em camada fingo.6 (C-12), 145,4 (C-14), 154,7 (C-9), 201,2 (C-7); EM 70
analitica foram desenvolvidas em placas pré-preparadas com sili€¥ (@b. rel.) m/z: Tabela 1 (letfa.

gel 60 hss, com detecgdo dos compostos sob luz UV (254 e 366 ) ]

nm) e por borrifamento de Ce$8,S0; seguida de aquecimen- Cleistanta-8,11,13-trien-3,7-diona (7)

to; placas cromatogréaficas de camada fina preparativa foram de- o

senvolvidas em silica gel 60 PF com espessura de camada de 0,7!V Vmax (KBr) cm™ 2940, 2860, 1710, 1670, 1460, 1375,

mm, detec¢do sob luz UV e recuperacdo dos compostos usandd10; RMNH (200 MHz, CDCY) 3 1,09 (3H, s), 1,20 (3H, t,
CH,Cl, ou ACOEL. J= 17,4 Hz), 1,37 (3H, s), 1,51 (3H, s), 2,33 (3H, s), 7,04 (1H,

d,J = 8,2 Hz), 7,26 (1H, d) = 8,2 Hz);. EM 70 eV (ab. rel.)
m/z: Tabela 1 (letr).

Material vegetal

A espécieVelloziaaff. caruncularesutilizada neste estudo ~ Cleistanta-1,8,11,13-tetraen-3,7-diona (6)
foi coletada em Diamantina, Minas Gerais, em 1993. A exsicata 1
encontra-se depositada no herbéario do Jardim Boténico d Oi\é ngfé-(ﬁﬂﬁﬁﬂzoégﬁjﬁzﬂg%cifgoi 526(53;#357)5'11%30'
ggé\ée_rssllod;de de Sao Paulo (Sao Paulo, Brasil), sob o numer;u_" tJ =74 Hz), 1,37 (3H. s), 1,52 (3H, s), 2,33 (3H, ),
. 6,08 (1H, d,J = 10,4 Hz), 7,04 (1H, dJ = 8,1 Hz), 7,26 (1H,
d,J = 8,1 Hz), 7,40 (1H, dJ = 10,4 Hz); EM 70 eV (ab. rel.)

Isolamento dos constituintes dev. aff. Carunculares m/z: Tabela 1 (letra).

A planta inteira (raizes, caule e folhas) seca e moida foi
percolada sucessivamente com hexano (84,2 g), AcOEt (57,7

e MeOH (46,2 g). Parte do extrato hexanico (5,0 g) foi subme- RMN 1H (200 MHz, CDC4) 5 0,84 (6H, s), 0,88 (9H, s),
tida a CC e eluida com mistura de hexano/AcOEt de polaridadg‘94 (3H, s), 0,97 (3H, s), 1,13 (3H, s), 2, 04 (3H, s), 4,51 (1H,
crescente, sendo obtidas quarenta e seis fracoes. Com base fip 5 18 (1H, tJ = 3,5 Hz); EM 70 eV (ab. rel.) m/z 468 (3),
perfil em CCF, trés fragGes combinadas principais foram obti»{g (100), 203 (48), 189 (17), 175 (7), 164 (6), 147 (9), 135

das: ”° 14:17 (2,4 g), 18-19 (34~1,5 mg) e 2_0-21 (774,2 mg).gz)‘ 119 (16), 109 (16), 95 (21), 81 (19), 69 (26), 55 (21).
Uma porgdo de 1,01 g das fracdes 14-17 foi recromatografad

em CC sob pressdo com hexano-AcOEt 95:5 como eluentgzoNCLUSAO

gerando 30 subfracdes. Da subfracdo 14-16 (158,7 mg), apos

cristalizagdo, obteve-se 54,1 mg do compds® da subfra¢do Através da obtencdo do perfil cromatografico por CGAR e
17 (13,7 mg), ap6s CCF preparativa eluida com hexano-AcOBposterior uso de CGAR/EM para determinagdo do perfil quimico,
99:1, obteve-se o composko (1,3 mg). Parte da fragdo 20-21 apoiado na analise de padrdes de fragmentacéo, foram detectados,
(99,1 mg) apdés duas CCF preparativas consecutivas usandm extrato hexanico d¥ellozia aff. carunculares,quatorze
hexano-AcOEt 97:3 e hexano-i-PrOH 95:5 como eluentes resditerpendides com esqueleto cleistantano e triterpendides. O uso
pectivamente, gerou 3,5 mg do compogte uma mistura dos de métodos fitoquimicos classicos levou ao isolamento de quatro
compostoss e 7 (3,6 mg). Os dados de RMNH do composto  dos cleistantanos detectados e um triterpendide.

-B-Acetoxi-oleano-12-eno (9a)
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