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RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO DE Conchocarpus marginatus (RUTACEAE), e
avaliacio do potencial biologico dos compostos isolados — A espécie
Conchocarpus marginatus ¢ nativa do Espirito Santo. Esta planta, que foi
reclassificada em 1998 por PIRANI e KALLUNKI, ainda ndo apresenta dados
quimicos ou bioldgicos na literatura. Desta forma, o estudo fitoquimico de
Conchocarpus marginatus descrito neste trabalho, visa contribuir com a
quimiossistematica da familia Rutaceae e também com a melhor classificagdao do
género dentro da mesma. O estudo desta espécie levou ao isolamento ¢
identificagdo de 12 substancias, onde foram encontrados principalmente
alcaloides derivados do 4cido antranilico, sendo estes o 2-fenil-1-metil-quinolin-
4-ona (11), 2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona (12), 1-hidroxi-3-metoxi-N-
metilacridona (6), Arborinina (7), Metil-arborinina (8), 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-
N-metilacridona (10), 1,2,3,6-tetrametoxi-acridona (9), 1,2,3,6-tetrametoxi-N-
metilacridona (4) e 1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-N-metilacridona (5). Destes, os
quatro ultimos alcaldides acridonicos citados sdo estruturas novas.

Dois diferentes ensaios biologicos foram realizados com alguns dos compostos
isolados. Com o objetivo de se encontrar modelos para novos herbicidas
inibidores da fotossintese, foram realizados ensaios in vitro de inibicao da
fotossintese, em cloroplastos isolados das folhas de espinaftre, através do estudo
de fluorescéncia da Clorofila a (Chl a). As substancias isoladas de
Conchocarpus marginatus testadas frente a este ensaio se mostraram todas
ativas, sendo a substincia 9 a que se apresentou potencialmente mais ativa nas
medidas de fluorescéncia Chl a. Esse resultado indica que esta causaria dano ao
complexo OEC e um de seus sitios de acdo estd localizado sobre o FSII,
prendendo-se ao ambiente de Q4. Nos ensaios citotoxicos, a substincia 6 se
apresentou como a mais promissora contra as células cancerigenas MCF-7
(adenocarcinoma da mama), NCI-460 (cancer de pulmao) e A375-C5 (cancro de

melanoma), apresentando valores de Gls, de 25, 20 e 22 uM, respectivamente.
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ABSTRACT

Phytochemical study of Conchocarpus marginatus (RUTACEAE), and
evaluation of biological potential from isolated compounds — The specie
Conchocarpus marginatus is native from Espirito Santo. This plant, that was
recently reclassified by PIRANI e KALLUNKI, does not show chemical or
biological data in literature yet. In this way, the phytochemical study of Co.
marginatus described in this work, aim to contributed to chemosystematic of
Rutaceae family, and a better classification of this genus in the family.

The study allowed the isolation and identification of 12 substances, and were
found mainly alkaloids derived from antranilic acid. They are: 2-phenyl-1-
methyl-quinolin-4-one (11), 2-phenyl-1-methyl-7-methoxy-quinolin-4-one (12),
1-hydroxy-3-methoxy-N-metilacridone (6), Arborinine (7), Methyl-arborinine
(8), 1-hydroxy-3,6-dimethoxy-N-metilacridone (10), 1,2,3,6-tetramethoxy-
acridone (9), 1,2,3,6-tetramethoxy-N-metilacridone (4) e 1-hydroxy-2,3,6-
trimethoxy-N-metilacridone (5). The last four substances are new structures.
Two different biological assays were performed with some isolated compounds.
Assays in vitro of chlorophyll inhibition were performed in chloroplasts isolated
from spinach leaves, aiming to found models to new photosynthesis inhibitor
herbicides, by study of Chl a fluorescence.

Substances isolated from Co. marginatus analysed in this assay were active, and
the substance 9 was the most active in Chl a fluorescence measures. This result
indicates that this molecule could damage the OEC complex and one of his
action site is located in FSII, binding to Q, environment.

In cytotoxic assays, the substance 6 is the more promising molecule against
cancerigenas MCF-7 (breast adenocarcinoma), NCI-460 (non-small cell lung
cancer) and A375-C5 (melanoma) cancer cells, showing respectively GJ50

values of 25, 20 ¢ 22 uM.
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APRESENTACAO

O projeto de mestrado envolveu diferentes assuntos e, como
consequéncia disso, a dissertacdo encontra-se dividida em 2 capitulos. O
Capitulo I descreve o estudo fitoquimico da planta Conchocarpus marginatus.
Este aborda principalmente os estudos quimicos de isolamento e identificacdo
dos metabolitos secundarios da espécie estudada. No Capitulo II encontram-se
os estudos de avaliagdo do potencial biolégico dos compostos isolados. Neste
sdao discutidos os ensaios de inibi¢do da fotossintese, por meio dos estudos de
fluorescéncia da Clorofila a (Chl a), e também ensaios antitumorais, analisados

por meio do teste SRB.
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“Estudo fitoquimico de Conchocarpus marginatus”






1 - Introducio
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1 — Introducio

1.1 - Os produtos naturais na descoberta de novos farmacos

O homem vem utilizando varios produtos de origem natural para o
tratamento de doencas e conservacao da satide ha séculos. As fontes naturais
(plantas, organismos marinhos, microrganismos) produzem o maior arsenal de
diversidade estrutural em substancias quimicas, portanto possuem um grande
potencial biologico (PETSKO, 1996).

A existéncia de inuimeros antibidticos, agentes cardioativos,
antiespasmodicos, corticoides, anticoncepcionais, substdncias corantes,
aromatizantes ¢ edulcorantes sdo exemplos de aplicagdes tecnologicas derivadas
da pesquisa em produtos naturais (BRAZ FILHO, 1994).

O Brasil ¢ o pais que possui o maior numero de espécies de
angiospermas (plantas com flores) no planeta (MITTERMEIER, 1992). Existem
aproximadamente 250.000 espécies de plantas superiores na Terra e cerca de
apenas 10% foram estudadas do ponto de vista quimico (BRAZ FILHO, 1994).
Isto mostra que muitas substancias bioativas ainda podem ser isoladas de plantas.

Os produtos naturais desempenham quatro papéis na medicina
moderna (ROBBERS, 1996):

e Fornecem um grande nimero de farmacos Uteis, para as quais a sintese
comercial ¢ dificil ou inviavel,

e Podem servir de compostos basicos que sdo modificados para aumentar a
atividade ou diminuir a toxicidade;

e Servem como protdtipos ou modelos para farmacos sintéticos que possuem
atividades fisioldgicas similares as originais;

e Alguns produtos naturais sem atividade podem ser modificados por métodos
quimicos ou biologicos para a produgdo de farmacos potentes, que ndo sao
obtidos facilmente por outros métodos.

Nos ultimos anos houve um ressurgimento do interesse na
investigacdo de produtos naturais para identificagdo de novas substancias ativas
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como compostos de partida para o desenvolvimento de farmacos (CRAGG,
1997).

Dessa maneira, o estudo fitoquimico de plantas justifica-se pela
importancia que assume na descoberta de varias substincias, principalmente
aquelas com propriedades biologicas, com aplicagdes na medicina, agricultura e
outras areas. Além disso, o estudo fitoquimico também fornece varios dados
para que as plantas sejam agrupadas, de tal modo que sua similaridade de
composicao quimica, em conjunto com outros dados, forneca uma classificacao

adequada para os mais diversos tipos de plantas existentes.

1.2 - A familia Rutaceae

A familia Rutaceae tem despertado grande interesse entre os
fitoquimicos, por apresentar géneros que contém plantas cujo perfil quimico ¢
muito importante, tanto do ponto de vista quimico, produzindo substincias de
grande complexidade estrutural, quanto do ponto de vista da sua atividade
bioldgica, principalmente contra insetos (REMBOLD, 1989).

A familia Rutaceae ¢ formada por cerca de 150 géneros que
englobam mais de 1600 espécies, distribuidos pelas regides tropicais de todo o
mundo, com maior ocorréncia nos tropicos e subtropicos. No Brasil sdo
descritas a presenca de 32 géneros nativos (PIRANI, 1982).

Esta familia é subdividida em 7 sub-familias, 10 tribos e 25 sub-
tribos.

Do ponto de vista quimico, a familia Rutaceae possui uma grande
diversidade metabolitos secundarios, como alcaldides, principalmente os
derivados do acido antranilico e do triptofano, além de cumarinas, lignanas,
limondides, flavonoides e terpendides (WATERMAN, 1975). Muitos desses
metabolitos possuem variadas atividades biologicas, de grande importincia
farmacologica, despertando o interesse na investigagao fitoquimica desta familia

(WATERMAN & GRUNDON, 1983)
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1.3 - O género Conchocarpus

O género Conchocarpus (Rutaceae) ¢ constituido por 49 espécies,
predominantemente encontradas em regides neotropicais. Este género foi revisto
por PIRANI e KALLUNKI, que reclassificaram algumas espécies do género
Angostura no género Conchocarpus (KALLUNKI & PIRANI, 1998).

Pouco se conhece sobre o género, pois apesar de grande foi muito
pouco estudado. Dessa maneira, o grupo de Produtos Naturais da UFSCar tem
estudado algumas de suas espécies, na qual foram isoladas e identificadas um
grande numero de compostos, com as mais diversas atividades biologicas,
indicando que novos estudos utilizando plantas desse género devem ser
realizados.

O estudo fitoquimico do caule e folhas de Conchocarpus
gaudichaudianus subsp. Bahiensis levou ao isolamento de diferentes classes de
alcaloides (1 ao 4, indolopiridoquinzolinicos; 8 ao 9, 2-quinoldnicos) e amidas
(5 ao 7) (FIGURA 1.1). Extratos das folhas e algumas substincias puras
apresentaram diversas atividades bioldgicas, dentre as quais se destacam a
atividade antifungica para Aspergillus Niger, antibacteriana para Bacillus

subtilis, antiinflamatoéria e leishmanicida. (CORTEZ, 2002).
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FIGURA 1.1 — Substancias isoladas de Conchocarpus gaudichaudianus subsp.
Bahiensis (CORTEZ, 2002).
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O estudo fitoquimico das folhas de Conchocarpus heterophyllus levou ao
isolamento de algumas flavonas (10 ao 13), alcaldides do tipo 4-quinolona (14

ao 15) e B-sitosterol benzoilado (16) (FIGURA 1.2) (AMBROZIM, 2008).

(10) 11) 12)

13) (14) (15)

(16)

FIGURA 1.2 — Substancias isoladas de Conchocarpus heterophyllus
(AMBROZIM, 2008).
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O estudo fitoquimico das folhas de Conchocarpus inopinatus levou ao
isolamento de diversos alcaloides, principalmente os acridonicos (17 ao 22) ¢
também uma cumarina (24) (FIGURA 1.3), apresentando algumas delas

atividade tripanocida (MAFEZOLI, 2001).
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FIGURA 1.3 — Substancias isoladas de Conchocarpus inopinatus (MAFEZOLI,
2001).

O estudo fitoquimico das folhas de Conchocarpus longifolius levou ao
isolamento de algumas classes de cumarinas (FIGURA 1.4), com atividade

antimicrobiana (MAFEZOLLI, 2001).
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FIGURA 1.4 — Substancias isoladas de Conchocarpus longifolius (MAFEZOLI,
2001).

O estudo fitoquimico das folhas de Conchocarpus paniculatus levou ao
isolamento de alcaldides acridonicos (FIGURA 1.5), apresentando moderada

atividade moluscicida e também citotoxicidade contra alguns tipos de linhagens

celulares cancerigenas (VIEIRA ET al., 1992).

(o) OMe (o] OH

l l OMe I I OMe
MeO N OMe MeO N OoM

e

OMe OMe
FIGURA 1.5 — Substancias isoladas de Conchocarpus paniculatus (VIEIRA et
al., 1992).
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1.4 - Selecao do vegetal

A grande diversidade de compostos isolados até o momento no
género Conchocarpus, aliado as suas mais diferentes atividades biologicas, e
também devido ao fato deste ser ainda um género pouco conhecido e estudado,
foram os principais motivos que influenciaram na escolha de uma planta desse
género. Além disso, existem controvérsias sobre o posicionamento taxonOmico
de algumas espécies, estimulando o estudo de espécies ainda ndo estudadas.
Portanto, para a realizagdo deste projeto foi escolhida a espécie Conchocarpus
marginatus, que por sua vez ¢ uma espécie notdvel no género pelas flores
amarelas, possuindo folhas unifolioladas lustrosas e venosas (FIGURA 1.6),
nativa do estado de Espirito Santo, Brasil (PIRANI, 2009). Esta pertence ao
reino Plantae, Filo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Ordem Sapindales e

Familia Rutaceae. Nao ha relatos na literatura sobre o estudo desta espécie até o

momento.

FIGURA 1.6 — Imagem das flores (a esquerda) e das folhas (& direita) de
Conchocarpus marginatus (Imagens cedidas pelo Professor José Rubens Pirani).
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2- Objetivos

O projeto desenvolvido no laboratério de Produtos Naturais do

Departamento de Quimica da UFSCar teve como principais objetivos:

¢ Estudo fitoquimico do caule e folhas da espécie Conchocarpus marginatus;

e Analise de seu perfil quimico, com a finalidade de contribuir para um maior

conhecimento quimico do género Conchocarpus, ainda pouco estudado;

e Confirmar a atual classificagdo frente a sua composicao quimica.

15
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3- Substancias Isoladas

O estudo fitoquimico da planta Conchocarpus marginatus possibilitou o

isolamento de 12 metabdlitos secundarios.

Sitosterol
Identificacdo: 43

Estigmasterol
Identificagdo: 43

Campesterol
Identificacdo: p. 43
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(o] OMe
OMe

MeO I I OMe

Me

1,2,3,6-tetrametoxi-N-metilacridona
Identificagdo: p. 49

(0] OH
OMe

MeO I I OMe

Me

1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-N-metilacridona

Identificacdo: p. 58

| | oM

Me

e

1-hidroxi-3-metoxi-N-metil acridona
Identificagdo: p. 66
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(o] OH
I I OMe
| OMe
Me
Arborinina

(1-hidroxi-2,3-dimetoxi-N-metil acridona)
Identificacdo: p. 74

Metil-arborinina
(1,2,3-trimetoxi-N-metil acridona)
Identificacdo: p. 82

o OH
I I OMe
MeO ril OMe
H

1,2,3,6-tetrametoxi-acridona
Identificacao: p. 91
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(o) OH
MeO I ril I OMe
Me

1-hidroxi-3,6-dimetoxi-N-metilacridona
Identificacdo: p. 99

2-fenil-1-metil-quinolin-4-ona
Identificagdo: p. 109

MeQO rl\l
Me

2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona
Identificagdo: p. 109
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4 — Experimental

4.1 - Procedimento Experimental
Os procedimentos quimicos como a preparacdo dos extratos vegetais,
isolamento e identificagdo das substancias foram realizados no laboratério de

pesquisa de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da Universidade

Federal de Sdo Carlos.

4.2 - Materiais e Métodos

4.2.1 - Métodos Cromatograficos e suportes

Para o fracionamento dos extratos foram utilizadas as seguintes técnicas:

- Cromatografia por adsor¢do em coluna aberta, utilizando como suporte Silica

gel 60 (70-230 mesh e 230-400 mesh) da Merck;

- Cromatografia por exclusdo, utilizando como suporte Sephadex LH-20, da

Amersham Pharmacia Biotech AB

- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando como suportes:
coluna polimérica Shoedex GS-310 2G — Asahipak (45,0 x 2,5cm; particula de
Spm);
coluna Gemini C18 Phenomenex (10 um; 250 x 4,60mm);
coluna GEMINI C-18 (10 um; 25,0 x 2,1 cm).

- Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),

utilizando como suporte a coluna DB-5 (30m x 0,25mm x 0,25um)

25
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- Cromatografia em camada delgada analitica, usando folhas de aluminio com

silica gel 60 F;s4, com 0,2mm de didmero, da Merck.

4.2.2 - Solventes

- Para cromatografia em coluna aberta foram utilizados solventes comerciais

destilados no DQ-UFSCar;

- Para CLAE foram utilizados solventes grau HPLC da Merck e da J. T. Becker;

- Para obtencao de espectros de RMN foram utilizados solventes deuterados da

Merck e Aldrich.

4.2.3 - Reveladores

Os reveladores empregados em CCDA foram:
- Radiacdo UV (254 e 365 nm);
- Solucao de Vanilina;

- Reagente de Dragendorff

4.2.4 - Detectores
- UV-Vis Shimadzu SPD-10AV

4.3 — Equipamentos

4.3.1 - Evaporadores Rotativos

- BUCHI, rotavapor R-114 equipado com banho BUCHI B-480 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C

- BUCHI, rotavapor R-200 equipado com banho BUCHI B-490 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°

26



Capitulo I Experimental

4.3.2 - Balanca Analitica
- Sartorius modelo BP210S

4.3.3- Camara de UV

- Cabine tipo Spectroline modelo CM-10 com luz tipo Spectroline modelo ENF-
260C

4.3.4 - Equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

-Shimadzu SCL-10Avp com valvula de reciclo, valvula de inje¢do Rheodyne

77251, bomba Shimadzu LC-6AD.

4.3.5 — Equipamento de Espectrometria de Massa

- CG-EM Shimadzu QP 5000 — ionizagdo por impacto eletronico - DQ/UFSCar.

4.3.6 - Equipamentos de Ressonancia Magnética Nuclear

- Brucker DRX 9,8 T (400 MHz para RMN 'H ¢ 100 MHz para RMN "C) —
DQ/UFSCar;

- Brucker ARX 4,9 T (200 MHz para RMN 1H e 50 MHz para RMN "C) —
DQ/UFSCar.
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4.4 — Coleta e Identificacio do Material Botanico

A espécie Conchocarpus marginatus foi coletada no municipio de
Linhares no Espirito Santo, estrada para Colatina, em 19 de janeiro de 1993.
A coleta do material vegetal foi realizada na presenga do Professor Dr. José
Rubens Pirani e Jacquelyn A. Kallunki, os quais realizaram a identifica¢do do

material vegetal.

4.5 — Preparacao dos Extratos Vegetais

Os extratos brutos foram preparados a partir das partes vegetais, caule e
folhas, da espécie de Conchocarpus marginatus. A espécie foi identificada por J.
R. Pirani ¢ a exsicata foi depositada no herbario SPF (Herbario do Departamento
de Botanica da USP), com exsicata n® 2632.

As partes vegetais mencionadas acima foram secas em estufa de
circulacao a 40°C durante aproximadamente 10 dias e posteriormente trituradas
em moinho. O material seco ¢ moido foi submetido a trés extracdes consecutivas
com um intervalo de trés dias entre cada uma delas utilizando-se os solventes n-
hexano, diclorometano e metanol, assim representados no FLUXOGRAMA 4.1.
Por fim, os extratos foram concentrados em rotaevaporadores.

Os extratos obtidos e suas respectivas massas estdo representados na

TABELA 4.1.
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[ Material vegetal ]

{3 Extrago com hexano

Extrato Hexé4nico

Torta

[ Extrato Diclorometanico

metanolicos a partir do caule e folhas de Conchocarpus marginatus.

{1 Extrag¢iio com diclorometano

[ Torta

Experimental

{— Extragdo com metanol

[ Extrato Metanolico ]

| Torta I

FLUXOGRAMA 4.1 - Preparagdo dos extratos hexanicos, diclorometanicos e

TABELA 4.1 — Massas dos extratos de Conchocarpus marginatus.

Extrato Massa (gramas) Cadigo

Caule Hexanico 2.9 2632CH
Caule Diclorometanico 5,3 2632CD
Caule Metanolico 20,9 2632CM
Folhas Hexanico 3,9 2632FH
Folhas Diclorometanico 10,7 2632FD
Folhas Metanolico 21,9 2632FM
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4.6 - Fracionamento dos Extratos

4.6.1 — Fracionamento do extrato diclorometanico do caule de

Conchocarpus marginatus (2632CD)

O extrato diclorometanico do caule de C. marginatus foi fracionado
através de uma coluna a vacuo em funil de placa sinterizada, utilizando como
suporte silica gel (70-230 Mesh) (FLUXOGRAMA 1.2), no modo gradiente de

eluicdo. Essa coluna originou 4 fragdes: hexanica (2632CDH), diclorometanica

Experimental

(2632CDD), acetato de etila (2632CDAc) ¢ metanodlica (2632CDM).

2632CD
(3,69

Coluna a vacuo
(3 Silica gel 70-230 Mesh

Gradiente: Hex/Ch,Cl,/AcoEt/MeOH

\ 4

v

\ 4

v

Ext Hexano
2632CDH
0,150 g

Ext CH,CI,
2632CDD
0,346 g

Ext AcOEt
2632CDAc
2,174 g

Ext MeOH
2632CDM
0915 ¢

FLUXOGRAMA 4.2 - Fracionamento do extrato diclorometanico do caule de C.

marginatus.

O estudo dessas fragdes foi realizado utilizando-se basicamente

técnicas de cromatografia por adsorcao e exclusao, que serdo discutidas no item

4.7.
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4.6.2 — Fracionamento do extrato metanolico do caule de

Conchocarpus marginatus (2632CM)

O fracionamento de 2632CM foi realizado utilizando-se a técnica
de cromatografia por exclusdo em coluna aberta, tendo como suporte sephadex
LH-20, e fase movel com MeOH 100%. A eluicdo foi acompanhada com
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), onde ao final, apds reuniao

de fragdes semelhantes, obteve-se 6 grupos de fragdes (FLUXOGRAMA 1.3).

2632CM
1,0 g)

Cromatografia por exclusdo
¢~ Sephadex LH-20
| Isocratico: MeOH 100%

40 fracdes

Monitoramento por CCDA
Reunido das fragoes semelhantes

—

v \ 4 A\ 4 v v v

2632CDM 2632CDM 2632CDM 2632CDM 2632CDM 2632CDM
1-9 10-11 12-18 19-27 28-34 35-40
(233,7 mg) (30,3 mg) (185,5 mg) (237,4 mg) (120,7 mg) (113,8 mg)

v

Substancia 9

FLUXOGRAMA 4.3

Conchocarpus marginatus.
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4.6.3 — Fracionamento do extrato diclorometanico das folhas de

Conchocarpus marginatus (2632FD)

Para o fracionamento do extrato diclorometanico das folhas de C.
marginatus utilizou-se basicamente cromatografia de adsor¢do em coluna,
tendo-se como fase estacionaria silica gel 230-400 mesh ¢ modo gradiente de
eluicdo, utilizando para isso como fase movel, os solventes n-hexano,
diclorometano, acetato de etila € metanol. O FLUXOGRAMA 1.4 mostra como
este estudo foi realizado. Foram coletadas 90 fracdes que, apds analisadas por

cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), foram reunidas em sub-

fracoes.
2632FD
2,082
Cromatografia adsor¢ao
{3 silica gel 230-400 Mesh
Gradiente: Hex/Ch2Cl2/Acoet/MeOH
\4
90 fragdes
<:| Monitoramento por CCDA
Reunido das fragdes semelhantes
v \ 4 v \ 4 v
Fg¢1...61 F¢ 62-67 F¢ 68-69 F¢ 70-75 F¢ 77...85
(735,8 mg) (110,4 mg) (29,2 mg) (150,3 mg) (450,4)
A) gPlLC . HPLC
oluna polimérica A Coluna Gemini c-18 Ph
Shodex GS-310 2G — Asahipak &> (= o una bemin ¢ 8 Phenomenex
(10 um, 250 x 4,60 mm)
(5 pm, 45,0 x 2,5 cm) Isocratico: H,O:Acetonitrila (65:35)
Isocratico: MeOH:CH2CL2 (7:3) A 2,
. Fluxo: Iml/min
Fluxo: Sml/min
\ 4 \ 4
Substincia Substincia Substincia
6 6e10 4,5,7¢8
(52,4 mg) (15,7 mg) (118,3 mg)

FLUXOGRAMA 4.4 - Fracionamento do extrato diclorometanico das folhas de

C. marginatus.
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Conchocarpus marginatus (2632FM)

coluna aberta, utilizando como fase estaciondria Sephadex LH-20, ¢ modo
isocratico de eluicdo usando MeOH 100%. Coletou-se 45 fragdes, que apods

monitoramento por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foram

O extrato 2632FM foi submetido a cromatografia por exclusdo em

Fracionamento do extrato metanolico das

reunidas em 11 fragdes, como mostrado no FLUXOGRAMA 1.5.

2632FM
(150 mg)

(=

45 fracoes

(=

Cromatografia por exclusdo

Sephadex LH-20

Isocratico:

MeOH 100%

Monitoramento por CCDA
Reunido das fragdes semelhantes

Experimental

folhas

\ 4

\ 4

\ 4

v

\ 4

v

FLUXOGRAMA 4.5 - Fracionamento do extrato metanolico das folhas de C.

marginatus.
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2632FM 2632FM 2632FM 2632FM 2632FM 2632FM
F¢ 1 F¢ 13-15 F¢ 21-22 F¢ 25-26 F¢ 28 F¢ 30-45
(4,6 mg) (8,9 mg) (6,7 mg) (6,8 mg) (3,6 mg) (51,8 mg)
v \ 4 \ 4 v \ 4
2632FM 2632FM 2632FM 2632FM 2632FM
F¢ 2-12 F¢ 16-20 F¢ 23-24 F¢ 27 F¢ 29
(35,2 mg) (5,2 mg) (7,1 mg) (4,2 mg) (3,9 mg)
4 J y 4 y v
Substancia Substancia Substancia Substancia
4¢c8 4 5¢7 9
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4.7 - Isolamento dos Constituintes de Conchocarpus marginatus

4.7.1 - Estudo da fracao 2632CDD

Para o estudo da fracdo diclorometanica do extrato diclorometanico
do caule de C. marginatus utilizou-se basicamente cromatografia de adsorcao
em coluna, tendo-se como fase estaciondria silica gel 230-400 mesh, utilizando
um sistema de elui¢do gradiente de polaridade: hexano/diclorometano/acetato de

etila/metanol. Desta fracdo foram isoladas ¢ identificadas as substancias 1, 2 e 3.

4.7.2 - Estudo da fracao 2632CDAc

O estudo da fracdo 2632CDAc permitiu o isolamento das
substancias 4 e 5. Primeiramente a fracdo 2632CDAc foi submetida a
cromatografia em coluna de silica gel (70-230 Mesh), com gradiente de elui¢do
hexano/diclorometano/acetato de etila/metanol. 58 Fracoes foram coletadas e
monitoradas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e 13
grupos foram obtidos apos reunido das fracdes semelhantes (FLUXOGRAMA
1.6). A fracdo 2632CDAc 16-20 permitiu o isolamento da substancia 5. A
substancia foi purificada simplesmente lavando-se a fragdo com hexano. Da
mesma maneira, a fracdo 2632CDAc 46-47 proporcionou o isolamento da

substancia 4.
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2632CDAc
(2,02

Cromatografia adsor¢do
< Silica gel 70-230 Mesh
Gradiente: Hex/CH,Cl,/Acoet/MeOH

v
| 58 fragdes |

Monitoramento por CCDA
Reunido das fragdes semelhantes

\4 \ 4 v \ 4 \ 4 \ 4 \ 4
2632CDAc 2632CDAc 2632CDAc 2632CDAc 2632CDAc 2632CDAc 2632CDAc
F¢1-6 Fg 16-20 Fg 28-34 Fe4l Fg 46-47 Fg 53-54 Fg 56-58
(211,1 mg) (123,2 mg) (184,7 mg) (25,1 mg) (52,5 mg) (41,9) (210,9 mg)
v v \ 4 \ 4 \ 4 \ 4
2632CDAc 2632CDAc 2632CDAc 2632CDAc 2632CDAc 2632CDAc
F¢ 7-15 F¢ 21-27 F¢ 35-40 F¢ 42-45 F¢ 48-52 F¢ 55
(256,8 mg) (190,6 mg) (162,7 mg) (95,3 mg) (112,6) (21,9 mg)
<« Lavagem com hexano <« Lavagem com hexano
VL \ 4
Substéncia 4 Substéncia 5
(32 mg) (43 mg)

FLUXOGRAMA 4.6 — Fracionamento da fracdo de acetato de etila do extrato

diclorometanico do caule de Conchocarpus marginatus.

4.7.3 - Estudo da fracao 2632CDM

O extrato 2632CDM foi submetido a cromatografia por exclusao
em coluna sephadex LH-20 eluida com metanol 100% (FLUXOGRAMA 1.7).
Foram coletadas 30 fragdes, as quais foram monitoradas por cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA). Apds a reunido das fragdes semelhantes,
obteve-se 6 grupos. A fracdo 2632CDM 13-18 permitiu a identificagdo em
mistura das substancias 4, 11 e 12. Para a purificacdo dessa fragdo, recorreu-se a

técnica de Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando coluna
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polimérica Shodex GS-310 2G — Asahipak (45,0 x 2,5 cm, particula de Sum), no
modo isocratico de elui¢do usando MeOH:CH,Cl, (7:3), com fluxo de 5 mL/min.
O acompanhamento cromatografico foi realizado com detector de UV nos

comprimentos de onda de 254 e 365 nm.

2632CDM
(300 mg)

: Cromatografia por excluso
Sephadex LH-20
Isocratico: MeOH 100%

30 fragoes

Y Monitoramento por CCDA
Reunido das fragdes semelhantes

\ 4 \ 4 \ 4 v v \ 4

2632CDM 2632CDM 2632CDM 2632CDM 2632CDM 2632CDM
1-11 12-14 13-18 19-21 22-23 24-30
(6,3 mg) (35,8 mg) (15,3 mg) (44,6 mg) (15,7 mg) (88,8 mg)
HPLC

Coluna polimérica

— Shodex GS-310 2G — Asahipak
(5 pm, 45,0 x 2,5 cm)
Isocratico: MeOH:CH2CL2 (7:3)
Fluxo: Sml/min

v

Substincias
4,11¢12
(12,1 mg)

FLUXOGRAMA 4.7 — Fracionamento da fracdo metanodlica do extrato

diclorometanico do caule de Conchocarpus marginatus.
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4.7.4 - Estudo da fracao 2632CM 9-12

A fragdo 2632CM 9-12 permitiu o i1solamento direto da substancia

9, sem a necessidade de refracionamento.

4.7.5 — Estudo da fracao 2632FD 62-67
A partir do extrato 2632FD 62-67 foi possivel o isolamento e

identificacdo da substancia 6. Para a purificacdo dessa substancia, utilizou-se a
técnica de Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com coluna
polimérica Shodex GS-310 2G — Asahipak (45,0 x 2,5 cm, particula de Sum), no
modo isocratico de elui¢ao usando MeOH:CH,CL, (7:3) (FIGURA 4.1), com
fluxo de 5 mL/min. O acompanhamento cromatografico foi realizado com

detector de UV nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm.

Time: 103246 hinutes - Amplitude: 0555 mabs

De‘tec‘h::lr A-1 (2§4nm) Deti?.c‘tor A- 2 (365nm]|
—ir Hp-26 : i— Hp-26 : :
{| Hp-26.dat g g Hp-6.dat :

250

mfbs
mAbs

FIGURA 4.1 — Cromatograma da fracao 2632FD 62-67, usando MeOH:CH,CL,
(7:3) para purificagdo da substancia 6.
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4.7.6— Estudo da fraciao 2632FD 68-69

O estudo da fracdao 2632FD 68-69 possibilitou a identificacdo das
substancias 6 ¢ 10. A purificagdo desta fracdo foi possivel através da
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com uma coluna polimérica
Shodex GS-310 2G — Asahipak (45,0 x 2,5 cm, particula de S5um), utilizando
como eluente MeOH:CH,CL, (7:3) no modo isocratico de eluicdo. O fluxo
utilizado foi de 5 mL/min e o acompanhamento da analise foi observado com

um detector de UV selecionado para os comprimentos de onda de 254 e 365 nm.

4.7.7 — Estudo da fraciao 2632FD 70-75

O estudo dessa fracdo permitiu o isolamento das substancias 7 ¢ 8
pela primeira vez neste trabalho e novamente as substancias 4 e 5.
Para a separacdo desses alcaloides fez-se uso da Cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Para isso utilizou-se a coluna Gemini C18 Phenomenex (10 um, 250
x 4,60mm), e modo isocratico de elui¢do, onde a melhor separacdo foi obtida
com a fase movel H,O:Acetonitrila (65:35), com um fluxo de ImL/min. A
separacdo cromatografica foi acompanhada por um detector de UV com
comprimento de onda selecionado para 254 nm.
A separagdo desses alcaldides pode ser observada na FIGURA 4.2, sendo
possivel atribuir a banda 1 ao alcaloide 4, a banda 2 ao alcaloide 8, a banda 3 ao

alcaldide 7 e a banda 4 ao alcalodide 5.
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RN

10 15 ES

P
]
h
]

FIGURA 4.2 - Cromatograma da fracdo 2632FD68-75, utilizando
H,0:Acetonitrila (65:35) para separacao dos alcaloides 4, 5, 7 e 8.

4.7.8 — Estudo da fraciao 2632FM 16-20
O estudo da fragao 2632FM 16-20 possibilitou a identificagdo das

substancias 4 ¢ 8. Para isso foi utilizada a técnica de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), com coluna polimérica Shodex GS-310 2G — Asahipak
(45,0 x 2,5 cm, particula de Sum), no modo isocratico de eluicdo usando
MeOH:CH,Cl, (7:3), com fluxo de 5 mL/min e detector de UV selecionado para

os comprimentos de onda de 254 e 365 nm.

4.7.9 — Estudo da fracao 2632FM 21-22

A fragdo 2632FM 21-22 permitiu o isolamento direto da substancia

4, sem a necessidade de refracionamento.
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4.7.10 — Estudo da fracido 2632FM 25-26
O estudo da fragdo 2632FM 25-26 permitiu o isolamento direto da

substancia 5, sem a necessidade de refracionamento.

4.7.11 — Estudo da fracao 2632FM 28

O estudo da fracdo 2632FM 28 permitiu o isolamento direto da

substancia 9, sem a necessidade de refracionamento.
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5 — Resultados e Discussoes

5.1 - Esteroides

Os esterdides sdo triterpenos modificados contendo o sistema de
anéis tetraciclicos do lanosterol, mas sem a presenca das metilas nas posi¢oes C-
4 e C-14. Originados das fragdes lipidicas de vegetais e animais o sitosterol, o
estigmasterol e o campesterol sdo os esteroides mais frequentemente
encontrados no reino vegetal. Quase sempre estes esterdides encontram-se em
mistura devido as suas semelhancas estruturais, ocasionando dificuldades em
suas separagdes, entdo, na maioria das vezes, suas identificagdes sdo realizadas

em mistura através de CG/EM.

5.1.1 — Identificacdo das Substancias 1,2 e 3

Estes esterdides foram obtidos do fracionamento do extrato
diclorometanico do caule (2632CDD). Estes foram identificados através da
analise do espectro de RMN 'H, por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas € também por comparagdo com dados da literatura.
Foram identificadas em mistura, apresentando-se como um soélido branco
amorfo. Em CCDA nao apresentavam fluorescéncia quando expostos a radiagao
UV e apresentavam uma coloragao violeta quando revelados com vanilina.

O espectro de RMN 'H da mistura (FIGURA 5.2) apresentou sinais
caracteristicos de esteroides. Os hidrogénios olefinicos em oy 5,36 (d/) € em dy
5,10 (m) (1H, d, J = 9,2 Hz) foram associados respectivamente ao H-6 do
esqueleto do esteroide e aos hidrogénios vinilicos da cadeia lateral do
estigmasterol (substancia 2). O sinal em dy 3,50 (m) foi associado ao hidrogénio
carbinolico H-3. Os muitos sinais em regido mais blindada (6y 0,6-2,4) foram
associados aos hidrogénios metilicos, metilénicos ¢ metinicos da mistura dos
trés esteroides. Através da andlise por CG/EM, foi possivel confirmar a

existéncia de trés substancias. A presenca da mistura de sitosterol (1),
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estigmasterol (2) e campesterol (3) foram confirmadas através dos picos
referentes ao ion molecular em m/z 414, 412 e 400 (FIGURA 5.3), que
conferiram com as féormulas moleculares das trés substancias C,oHs0O, C,oH430

e CygHy50, respectivamente.

FIGURA 5.1 - Estrutura dos esteroides Sitosterol (1), Estigmasterol (2) e
Campesterol (3).
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FIGURA 5.2 — Espectro de RMN 'H (CDCl;, 200MHz) da mistura dos

esteroides 1, 2 e 3.
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FIGURA 5.3 — Espectro de massas do sitosterol (A); estigmasterol (B) e
campesterol (C) (IE=70¢eV).
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5.2 - Alcaloides

Os alcalodides constituem-se num vasto grupo de metabdlitos com
grande diversidade estrutural, representando cerca de 20% das substincias
naturais descritas. Estes sdo bases nitrogenadas encontradas principalmente nas
plantas, mas também podem ser encontrados em menor quantidade em
microorganismos e animais (DEWICK, 2002). Um ou mais atomos de
nitrogénio estdo presentes, tipicamente como aminas primaria, secundaria ou
tercidria, e isso geralmente confere a basicidade ao alcaldide, facilitando seu
isolamento e purificacao.

O nome alcaldide ¢ de fato derivado de “alkali”, que quer dizer
“basico”. Entretanto, o grau de basicidade pode variar muito, dependendo da
estrutura da molécula do alcaldide, e também da presencga e posicionamento dos
grupos funcionais.

O atomo de nitrogénio nos alcaldides ¢ originado de um amino-
acido, e em geral, o esqueleto carbonico do amino acido precursor ¢ mantido
intacto na estrutura alcaloidal. Portanto, a subdivisdo dos alcaldides em grupos ¢

baseado no aminoacido precurssor.

5.2.1 - Biossintese dos alcaloides

Na familia Rutaceae ocorrem cinco tipos de diferentes de alcaloides,
que sdo classificados de acordo com sua origem biogenética. Este sdo derivados
da fenilalanina/tirosina; do triptofano; do acido antranilico, da histidina e outros
de origem ndo definida, como os carbazdis (WATERMANN, 1999). Entretanto
a familia Rutaceae ¢ caracterizada pela presenca de alcaloides derivados do
acido antranilico, cuja rota biossintética ¢ mostrada de forma bastante
simplificada no ESQUEMA 5.1. Os alcaldides quinolinicos e acridonicos, que

foram isolados neste trabalho, possuem os esqueletos basicos como mostrado na
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FIGURA 5.4, e suas respectivas biossinteses diferem apenas no nimero de

unidades de malonil-CoA que sdo adicionados ao aminodcido precursor.

o] OH
N
2x —> —>
0 Malonil-CoA /-\ Z
NH, ( (o) N (o)
SCoA SCoA H

NH,
Antraniloil-CoA 3x\‘ o OH o} OH
Malonil-CoA
-
o) — —
N OH

Alcal6ide Acridonico

ESQUEMA 5.1 — Rota biossintética para os alcaloides quinolinicos e

acridonicos.

FIGURA 5.4 — Esqueleto do alcaldéide quinolinico 2-fenil-1-metil-quinolin-4-

ona (a esquerda) e do alcaldide acridonico 1,3-diidroxi-acridona (a direita), com

suas respectivas numeracoes.
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5.2.2 - Determinacao Estrutural da Substancia 4

O estudo dos extratos diclorometanico e metanolico do caule e do
extrato metandlico das folhas de Conchocarpus marginatus, levou ao isolamento
¢ determinacao da substancia 4. Esta se apresentou como um solido cristalino de
coloragdo branca, que flluoresce sob radiagdo ultravioleta em 254 e 365 nm. A
substancia revela amarela em vanilina e apresenta coloracdo alaranjada quando
revelado com reagente de Dragendorff, indicando a presenca de um alcaloide.
Este foi identificado através da analise dos experimentos RMN de 'H e *C em
1D e 2D e também por analise de CG-EM. Este alcaloide foi isolado de diversas
fragdes da planta, mas seu isolamento foi possivel pela primeira vez durante o
estudo da fragdo 2632CDAc 46-47, ao eluir a coluna com 100% de acetato de
etila. Os dados discutidos abaixo permitiram a elucidacao estrutural do alcaloide

acridonico 1,2,3,6-tetrametoxi-10-metilacridona (FIGURA 5.5).

FIGURA 5.5 — Estrutura quimica do alcaloide 1,2,3,6-tetrametoxi-10-
metilacridona (substancia 4).

O espectro de RMN 'H da substincia 4 apresentou sinais
caracteristicos de alcaloide acridonico (Figura 5.6). Os sinais em oy 8,39 (1H, d,
J =9,2 Hz); oy 6,80 (1H, dd, J = 9,2 ¢ 2,4 Hz); oy 6,64 (1H, d, ] = 2,4 Hz);
foram associados respectivamente aos hidrogénios 8, 7 ¢ 5 do anel aromaético
trissubstituido (anel A); o sinal dy 6,49 (1H, s) foi relacionado a um hidrogénio

do anel aromatico pentassubstituido (anel B); os sinais em oy 4,02 (3H, s), oy
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3,98 (3H, s), 0y 3,91 (3H, s), oy 3,89 (3H, s) e 0y 3,65 (3H, s) foram associados
a grupos metilas ligados a heteroatomos (N ou O). A auséncia do sinal em 14 &
(1H, s), referente a um hidrogénio quelado, indicou a presenga de um
substituinte na posicao peri a uma carbonila do esqueleto acridonico.

O espectro de COSY (FIGURA 5.7) mostra um acoplamento dos
nucleos de H entre H-8 (6 8,39) e H-7 (6 6,80), dado este que pode ser
confirmado com o valor calculado para a constante de acoplamento de 9,2 Hz,
sugerindo um acoplamento do tipo orto. Este mesmo espectro também mostra
um acoplamento entre os nucleos de H entre H-7 (dy 6,80) e H-5 (0y 6,64) com
uma constante de acoplamento calculada de 2,4 Hz, sugerindo para estes nucleos
um acoplamento do tipo meta. A reunido destes dados sugere para o anel A do
alcaldide acridonico um anel trissubistituido (FIGURA 5.8).

O espectro de RMN "°C apresentou 18 sinais (FIGURA 5.9).
Aquele em 175,69 & foi relacionado a uma carbonila; os carbonos em 6¢ 61,8;
61,4; 55,9 e 55,5 foram associados a grupos metoxila aromaticos, podendo ainda
ser sugerido que os dois primeiros tratam-se de metoxilas em posi¢do de
compressao estérica, com grupos substituintes em ambas as posicdes orto,
enquanto os dois Uultimos evidenciam metoxilas livres desse efeito
(FURUKAWA, et. Al.,, 1983); o sinal em ¢ 34,6 foi atribuido a um grupo
metila ligado ao nitrogénio, cujo valor de deslocamento quimico sugere a
auséncia de substituintes nas posi¢des peri ao nitrogénio (GROGER, 1988). Os
sinais em Oc 163,5; 157,4 e 154,7 estdo associados a carbonos ligados a
metoxilas nas posi¢des C-6, C-3 e C-1. Esses valores de deslocamento quimico
para esses nucleos sdo desblindados quando comparados com os demais devido
a presenga da carbonila na posicdo C-9, que provoca essa desblindagem. Ja para
a metoxila ligada ao C-2 o valor ¢ observado em 6¢ 137,9.

Analisando os espectros de HSQC (FIGURA 5.10) e HMBC

(FIGURA 5.11) foi possivel correlacionar os sinais de hidrogénio das metoxilas
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com os Carbonos (TABELA 5.1), e assim pdde-se atribuir as posicoes de cada
metoxila no esqueleto acridonico.
TABELA 5.1 — Correlagdo entre os sinais de hidrogénio das metoxilas com os

carbonos da metoxila e carbonos do anel aromatico.

H C metilico C do anel aromatico .
Posi¢ao no anel
A 0 A
4,02 61,8 154, 7 C-1
3,98 55,9 157,4 C-3
3,91 61,4 137,9 C-2
3,89 55,5 163,5 C-6

Para confirmar a posicao dos hidrogénios aromaticos na molécula
realizou-se também o experimento de gNoesy (FIGURA 5.12), cujos resultados
estdo de acordo com todos os dados sugeridos at¢é o momento. Para este
experimento observou-se que ao irradiar o sinal em dy 8,39, este apresentou
efeito NOI com o sinal dy 6,80. Ja o sinal oy 6,80, quando irradiado, apresentou
efeito NOI com os sinais oy 8,39 ¢ 6,64. Por sua vez, o sinal em oy 6,64
apresentou efeito NOI com os sinais 0y 3,84 e 3,65, quando irradiado. Ao
irradiar o sinal em oy 6,49, este apresentou efeito NOI com os sinais oy 3,98 ¢
3,65. E por fim, ao ser irradiado, o sinal em oy 3,65 apresentou efeito NOI com
0s sinais oy 6,64 ¢ 6,49.

O espectro de massas da substancia 4 (FIGURA 5.13) apresentou o
pico do ion molecular em 329 daltons, confirmando a presenca de nitrogénio na
estrutura e, confirmou a formula molecular do alcal6ide proposto, C1gH 9NOs.

O alcaloide acridonico 1,2,3,6-tetrametoxi-10-metilacridona, o qual
ainda ¢ inédito na literatura, apresenta como unica diferenca do alcaldide ja
conhecido metilarborinina (substancia 8, descrita posteriormente na se¢ao 5.2.6)
o grupo substituinte metoxila na posicao C-6 ao invés de um hidrogénio

(FIGURA 5.14). Uma vez que ndo se dispunha dos dados de RMN 'H e "°C
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descritos na literatura para essa substancia, por se tratar de um composto ainda
inédito, a confirmagdo da estrutura proposta foi baseada na comparacdo da

substancia 4 com a metilarborinina (MAFEZOLI, 2001) (TABELA 5.2 ¢ 5.3).

L REEEESFY CLETE 5 8 5
W \ Sy A 4/ | [ 1
(A)
- | 1 ul 1 .JJ[._. i
||‘. | AL
RN N e
m? ®% @2 0@ T@ T&@ G& @& W% M@ 4N 4 AN am &8 &n 1% 40 0% N0 nom
(B) * ; HHE L 13 1

FIGURA 5.6 — (A) Espectro de RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) da substancia 4;
(B) espectro expandido na regido dos H aromaticos (a esquerda) e na regido das
metoxilas (a direita);
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FIGURA 5.7 — Mapa de contorno de COSY da substancia 4, CDCl.
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FIGURA 5.8 — Acoplamentos para os hidrogénios do anel A da substancia 4.
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FIGURA 5.10 — Mapa de contorno HSQC da substancia 4, CDCls.

54



Capitulo I Resultados e Discussoes

3-OMe 2-OMe
=i OMe
= 0
or} u_'-:: =<1 1-OMe *— N-Me
_J l_ll A =]
O OMe P
8 1 OMe |
L w0
Meo™ € z \ 3 3™ ome
Me . 50
wn
(L] -
=
L 80
L 90
L] L
* [ k100
O ?.’12 k110
13 9 P13 120
- L] . " »
. r 2{ 1 140
$is Ly S AT
- L1s0
‘Jt 1 N
L 160
‘G 5'_'* - G
1 170
9 .
L | L 180
. 150
8.5 8.0 7.8 0 6% €0 5.5 50 4.5 4.0 3.5 30 2.5 2.0 $ 1.0 poa

3]

r
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FIGURA 5.13 - -Espectro de massa (IE = 70 eV) da substancia 4.

TABELA 5.2 - Dados de RMN 'H para a substancia 4 ¢ comparagdo com a

metilarborinina (8)

1,2,3,6-tetrametoxi-N-metilacridona

Hidrogénio Isolada (a) & MAFEZOLI, 2001(b) 6
4 6,49 (1H, s) 6,50 (1H, s)
5 6,64 (1H, d, 2,4 Hz) 7,31 (1H, di)
6 - 7,19 (1H, ddd)
7 6,80 (1H, dd, 9,2 ¢ 2,4 Hz) 7,56 (1H, ddd)
8 8,39 (1H, d, 9,2 Hz) 8,44 (1H, ddd)
N-Me 3,65 (3H, s) 3,70 (3H, s)
OMe (C1) 4,02 (3H, s) 4,03 (3H, s)
OMe (C2) 3,91 (3H, s) 3,90 (3H, s)
OMe (C3) 3,98 (3H, s) 3,98 (3H, s)
OMe (C6) 3,89 (3H, s) -

(a) 400 MHz, CDCls; (b) 200 Mhz, CDCl;
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TABELA 5.3 - Dados de RMN "°C para a substancia 4 e comparagio com a

metilarborinina (8)

1,2,3,6-tetrametoxi-N-metilacridona

Carbono Isolada(a) MAFEZOLI, 2001(b)
d d
1 154,6 154,4
2 137,9 137,8
3 157,4 157,7
4 93,0 92,7
5 97,9 114,3
6 163,5 132,8
7 109,3 121,1
8 129,6 127,3
9 175,7 176,4
11 141,9 141,7
12 112,0 111,9
13 118,4 123,7
14 143,6 141,7
NMe 34,6 34,6
OMe (C1) 61,8 61,8
OMe (C2) 61,4 61,4
OMe (C3) 55,9 55,9
OMe (C6) 55,5 -

(a) 100 MHz, CDCls, (b) 50 MHz, CDCl,

Substincia 4 Metilarborinina

FIGURA 5.14 — Comparacdo da substancia 4 isolada com o alcaldide
metilarborinina descrito na literatura.
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5.2.3 - Determinacao Estrutural da Substancia 5

O alcaloide 5 do tipo acridonico foi isolado de diversas partes da
planta Conchocarpus marginatus, mas foi isolado neste trabalho pela primeira
vez na fragdo 2632CDAc 16-20, no qual foi extraido enquanto eluia-se a coluna
com CH,CL,:AcOEt (8:2). Apresentou-se como um solido amorfo de coloragdo
amarela. Quando submetido a radiagdo UV em CCDA apresentou fluorescéncia
nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm. Ao ser revelado em vanilina
apresentou coloragdo amarela e em reagente de Dragendorff apresentou
coloracdo alaranjada, sugerindo tratar-se de um alcaldide. Foi identificado
através da analise dos experimentos RMN 'H e °C em 1D e 2D e por analise de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, levando a
elucidacdo da substancia § (FIGURA 5.15), um alcaléide ainda inédito na

literatura.

FIGURA 5.15 — Estrutura quimica do alcaloide 1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-N-
metilacridona (substancia 5)

O espectro de RMN 'H da substincia 5 apresentou sinais
caracteristicos de alcaloide acridonico (FIGURA 5.16). Aqueles em 6y 8,25 (1H,
d, J = 8,8 Hz); 6y 6,80 (1H, dd, J = 8,8 ¢ 2,0 Hz) e oy 6,71 (1H, d, J= 2,0 Hz)
foram associados a hidrogénios de um anel aromatico trissubstituido (anel A); o
sinal oy 6,14 (1H, s) foi relacionado a um hidrogénio de anel aromadtico
pentassubstituido (anel B); os sinais em 6y 3,98 (3H, s), oy 3,94 (3H, s), 64 3,91
(3H, s) e oy 3,68 (3H, s) foram associados a grupos metilas ligados a

heteroatomos (N ou O). O sinal em oy 14,86 (1H, s) indicou a presenga de uma
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hidroxila na posicdo peri a uma carbonila do esqueleto acridonico, referente a
um sinal de hidrogénio quelado. A partir das constantes de acoplamentos
calculadas acima foi possivel verificar que o oy 6,80 apresenta um acoplamento
do tipo orto com o dy 8,25 e apresenta também um acoplamento do tipo meta
com o dy 6,71. Com esses dados foi possivel atribuir as devidas posi¢oes de
substituicdo do anel A (FIGURA 5.17). O espectro de RMN "°C apresentou 17
sinais (FIGURA 5.18).

Analisando o espectro de HSQC (FIGURA 5.19) foi possivel
correlacionar o sinal 8y 3,98 com oc 55,7. Também observa-se o sinal oy 3,94
correlacionando com J¢ 58,9 e o sinal oy 3,91 com d¢ 60,7. A partir desses
valores foi possivel sugerir uma posicao de compressao estérica apenas para o Oc
60,7, estando esta metoxila ligada a carbono orfo-dissubstituido (FURUKAWA
et al.,1983).

Para atribuir a posicao das metoxilas no esqueleto do alcaloide foi
necessario realizar uma anélise de HMBC (FIGURA 5.20) onde este mostrou
uma correlacao do sinal 6y 3,98 com d¢ 158,7, e do sinal 6y 3,94 correlacionando
com d¢ 164,4, sugerindo que estes carbonos encontravam-se nas posigdes C-3 ¢
C-6 do alcaloide. Essa afirmagdo pode ser justificada devido a presenga de uma
carbonila na posi¢do C-9 dos alcaldides acridonicos, que causa uma
desblindagem nesses nucleos de carbonos. O mapa de correlagdes de HMBC
ainda mostrou queb para o anel A trissubstituido, o sinal oy 6,80 apresentou
acoplamento a longa distancia (J°) com 3¢ 164,4, confirmando dessa maneira a
presenga da metoxila com sinal oy 3,94 em C-6. Ja o sinal oy 6,14, referente ao
anel B, apresenta esse acoplamento a longa distdncia (J) com &c 158,7,
atribuindo a posi¢ao C-3 a metoxila em questao.

O espectro de massa da substancia 10 (FIGURA 5.21) mostrou pico
ion molecular com relagdo massa/carga de 215 daltons, sugerindo a presenca de
nitrogénio na molécula e, confirmando a féormula molecular do alcaloide

proposto, C;7H7NOs.
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Através da andlise dos resultados discutidos acima confirmou-se
para a substancia 5 a estrutura do alcaléide acridonico 1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-
N-metilacridona, ainda inédito na literatura. Esta apresentou como diferenca do
alcaloide arborinina (7) o grupo metoxila na posi¢cdo C6 ao invés do hidrogénio
(FIGURA 5.22). Por se tratar de uma substancia ainda inédita, ndo se dispunha
de dados de RMN 'H e "°C na literatura para fazer-se uma comparagio de
valores de deslocamentos quimicos, comparando-se entdo estes valores da
estrutura proposta com a estrutura arborinina (BERGENTHAL et. al, 1979)
(TABELA 5.4 ¢5.5).
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FIGURA 5.16 - Espectro de RMN 'H da substéincia 5 (400MHz, CDCL); (B)
espectro expandido na regido dos H aromaéticos (a esquerda) e regido das

metoxilas (a direita);
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FIGURA 5.17 — Acoplamentos para os hidrogénios do anel A da substancia 5.
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TABELA 5.4 - Dados de RMN 'H para a substancia 5 ¢ comparagdo com a

arborinina (7)

1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-N-metilacridona

Hidrogénio Isolada (a) MAFEZOLLI, 2001 (b)
d d
4 6,14 (1H, s) 6,18 (1H, s)
5 6,71 (1H, d, 2,0 Hz) 7,45 (1H, di)
6 - 7,24 (1H, ddd)
7 6,80 (1H, dd, 8,8 ¢ 2,0 Hz) 7,68 (1H, ddd)
8 8,25 (1H, d, 8,8 Hz) 8,34 (1H, dd)
N-Me 3,68 (3H, s) 3,77 (3H, s)
OMe (C-2) 3,91 (3H, s) 3,91 (3H, s)
OMe (C-3) 3,98 (3H, s) 3,99 (3H, s)
OMe (C-6) 3,94 (3H, s) -
OH 14,15 (1H, s) 14,75(1H, s)

(a) 400 MHz, CDCls; (b) 200 Mhz, CDCl;
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TABELA 5.5 - Dados de RMN "°C para a substincia 5 isolada e comparacio

com a arborinina (7)

1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-N-metilacridona

Carbono Isolada(a) BERGENTHAL, 1979 (b)
5 5
1 156,4 155.7
2 130,4 129.9
3 158,9 159.1
b4 86,9 86,7
S 97,9 114,5
6 1644 133.7
7 110,0 1212
8 1283 126.0
9 180,2 180.4
! 140,6 140,1
12 105,5 105,3
13 1153 120,3
14 144,0 141,6
NMe 342 33.8
OMe (C2) 60.8 60.6
OMe (C3) 55.7 558
OMe (C6) 56.1 )

@ 100 MHz, CDCly, (b) 50 Mhz, CDCl;

Substancia 4 Arborinina

FIGURA 5.22 — Comparagdo da substancia 5 isolada com o alcal6ide arborinina
descrito na literatura.
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5.2.4 — Identificacio da Substancia 6

O alcal6ide do tipo acridénico foi isolado da fragao 2632FD62-67
das folhas de Conchocarpus marginatus e apresentou-se como um solido
cristalino de colora¢do amarela intensa. Foi identificado através da realizagao
dos experimentos RMN de 'H e C em 1D e 2D, por analise de CG-EM ¢
também por comparagdo com dados da literatura, levando a determinacao do

alcaloide acridonico 1-hidroxi-3-metoxi-N-metil acridona (Figura 5.23).

(0] OH
8 1
7 9 @ 2
6 3 “OMe
5 | 4
Me

FIGURA 5.23 - Estrutura do alcaldide 1-hidroxi-3-metoxi-N-metil acridona
(Substancia 6).

Foi realizada uma analise do espectro de RMN 'H (FIGURA 5.24)
onde o sinal em oy 14,83 (1H, s) foi relacionado & um hidrogénio de uma
hidroxila na posicao peri a um grupo carbonilico. Os sinais em oy 8,44 (1H, dd,
J=8¢ 1,6 Hz); 6y 7,71 (1H, ddd, J=8.,8; 7,2 ¢ 2,0 Hz); oy 7,47 (1H, dl, J= 8,8
Hz) e éy 7,28 (1H, ddd, J=8,0; 7,2 ¢ 0,8 Hz) foram associados a hidrogénios de
um anel aromatico orto-dissubstituido (anel A). Aquele em oy 6,29 (2H, d, J=
2,4 Hz) foi associado a 2 hidrogénios de um anel aromadtico tetra-substituido
(anel B). Os sinais emdy 3,90 (3H, s) e oy 3,78 (3H, s) foram relacionados a
grupos metila ligados a heteroatomos (N ou O). Analisando o espectro de COSY
(FIGURA 5.25) juntamente com as constantes de acoplamento calculadas acima
foi possivel atribuir as posi¢des para o anel A orto-dissubstituido, onde o sinal
Oy 8,44 acopla-se com o oy 7,28 (acoplamento do tipo orto, com J = 8,0 Hz) e

com o dy 7,71 (acoplamento do tipo meta, com J = 1,6 Hz); o sinal oy 7,71
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acopla-se com o sinal oy 7,47 (acoplamento do tipo orto, com J = 8,8 Hz) € com
0 0y 7,28 (acoplamento do tipo orfo, com J = 7,2 Hz). Essas correlagcdes podem
ser observadas na FIGURA 5.26. Por sua vez, analisando o espectro de "°C foi
possivel verificar a presenga de 14 sinais (FIGURA 5.27).

A atribui¢do das posigdes do anel B ¢ possivel analisando os mapas
de correlagdes HSQC e HMBC (FIGURA 5.28 e 5.29), onde o espectro de
HSQC mostra que o sinal oy 3,90 correlaciona-se com o¢ 55,6, sugerindo com
esse valor de deslocamento quimico que a metoxila ndo estd ligada a um
carbono orto dissubstituido (FURUKAWA, et. al., 1983). Para o sinal oy 3,78,
tem-se a correlagdo com d¢ 34,0, indicando tratar-se de um grupo metila ligado
ao nitrogénio, cujo valor indica auséncia de grupos substituintes na posicao peri
ao nitrogénio (GROEGER, 1988). J& o experimento de HMBC apontou
correlagao do sinal dy 3,90 com o sinal d¢ 166,1, valor esse relacionado com
metoxilas ligadas a carbonos nas posi¢des C1 ou C-3 do anel, devido a presenca
de uma carbonila na posicao C-9 que desblinda os nucleos de carbono nessas
posi¢des. A unido dos resultados mais a informagdo da presenca de uma
hidroxila peri a carbonila permitem atribuir as posi¢cdes para o anel B, onde a
metoxila estaria ligada ao C-3.

A confirmagdo da massa molecular foi obtida através do espectro
de massas (IE, 70Ev) que apresentou o pico do ion molecular com razao
massa/carga 255 daltons (FIGURA 5.30), confirmando a férmula proposta
CysHi3NO;. A andlise dos dados experimentais obtidos, juntamente com a
comparagao destes com dados da literatura (BERGENTHAL et al., 1979)
(TABELA 5.6 e 5.7), pode-se concluir que a substancia identificada ¢ o

alcaloide acriddnico 1-hidroxi-3-metoxi-N-metil acridona.

67



Capitulo I Resultados e Discussodes

O-STANTNL IR
53582823 TIL8L3838
SRYSYSRECRIsIITMAaANNTONN

P A NN NN R Y 2 B2

1.574

—14.825
_— 3900
3779

0000

=

oooooo

J\ u\JwaJ‘w\

[ T T T T T T T T T T T
w150 48 146 T4 T4 1B 1% % 2 018 1% pom

T T T T T T T T T T T T T T
845 840 835 830 825 820 815 810 805 800 795 790 7. ‘85 7.80 7.115 7. ‘YIO ppm

FIGURA 5.24 - (A) Espectro de RMN 'H da substancia 6(CDCls, 400 MHz);
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FIGURA 5.25 - Mapa de contorno de COSY da substancia 6 (CDCl; 400 MHz).
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FIGURA 5.27 - Espectro de RMN 13C (CDCI3, 100 MHz) da substancia 6.
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FIGURA 5.28 - Espectro de HSQC da substancia 6 (CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 5.30 — Espectro de massas da substancia 6 (IE =70 eV).
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TABELA 5.6 - Dados de RMN 'H para substancia 6 e comparagdo com a

literatura.
1-hidroxi-3-metoxi-N-metil acridona
BERGENTHAL, 1979
Isolada (a)
Hidrogénio 5 (b)
)
2 6,29 (2H, d, 2,4 Hz) 6,29 (2H, dd)
4 6,29 (2H, d, 2,4 Hz) 6,29 (2H, dd)
5 7,47 (1H, dl, 8,8 Hz) 7,47 (1H, di)
7,71 (1H, ddd,8.,8; 7,2 e
6 7,71 (1H, ddd)
1,6 Hz)
7,28 (1H, ddd,8,0; 7,2 ¢
7 7,28 (1H, ddd)
0,8 Hz)
8 8,44 (1H, dd, 8 ¢ 1,6 Hz) 8,44 (1H, ddd)
N-Me 3,78 (3H, s) 3,78 (3H, s)
OMe (C3) 3,90 (3H, s) 3,90 (3H, s)
OH 14,83 (1H, s) 14,83 (1H, s)

(a) 400 MHz, CDCls; (b) 50 Mhz, CDCl;

72



Capitulo I Resultados e Discussodes

TABELA 5.7 - Ddados de RMN "°C para substincia 6 ¢ comparacio com a

literatura.
1-hidroxi-3-metoxi-N-metil acridona
Carbono Isolada (a) BERGENTHAL, 1979 (b)
6 5

1 164,2 164.6

2 94,1 94,3

3 166,1 165.7

4 90,1 89.7

S 114,4 115.7

6 134,0 1342

7 121,4 1213

8 126,8 125.4

9 180,8 179.6

11 144,8 144.4

12 105,4 104.3

13 121,2 119.9

14 142,5 141.9
N-Me 34,0 34,0
OMe (C3) 55,6 55.5

(a) 100 MHz, CDCls; (b) 20 Mhz, CDCl,
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5.2.5 - Identificacdo da Substancia 7

A substancia 7, um alcaldide do tipo acridonico, foi obtida em
mistura com a substancia 5, das folhas de Conchocarpus marginatus da fracao
2632FD 68-75. Esta por sua vez, em CCDA, apresentou fluorescéncia sob
radiacdo UV, coloragdo amarela quando revelada em vanilina e alaranjada com
reagente de Dragendorff, sugerindo dessa maneira a presenca de um alcaloide. A
substancia 7 foi identificada através da analise dos experimentos RMN de 'H e
PC em 1D e 2D, por analise de CG-EM e também por comparagio com dados
da literatura, permitindo a identificagdo do alcaldide 1-hidroxi-2,3-dimetoxi-N-

metil acridona, conhecido como Arborinina (FIGURA 5.31)

o OH
8 1 OMe
6 3 “OMe
5 | 4
Me

FIGURA 5.31 - Estrutura do alcal6ide 1-hidroxi-2,3-dimetoxi-N-metil acridona
(substancia 7).

O espectro de RMN 'H da fracdo em questio apresentou, além dos
sinais correspondentes a substancia 5 (discutidos na secao 5.2.3), sinais
referentes a substancia 7, caracteristicos de alcaloide acridonico (FIGURA 5.32).
Aqueles em oy 8,47 (1H, dd, J= 8 e 1,6 Hz); dy4 7,73 (1H, ddd, J=8.,8; 6,8 ¢ 1,6
Hz); 6y 7,52 (1H, dI, J= 8,8 Hz); oy 7,31 (1H, ddd, J= 8,0; 6,8 ¢ 0,8 HZ) foram
associados a hidrogénios de um anel aromatico orfo dissubstituido; o sinal dy
6,29 (1H, s) foi relacionado a um hidrogénio de anel aromadtico

pentassubstituido; os sinais oy 4,04 (3H, s); oy 3,94 (3H, s) e oy 3,85 (3H, s)
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foram associados a grupos metilas ligados a heteroatomos (N ou O); € o sinal em
oy 14,77 (1H, s) foi relacionado a um hidrogénio de hidroxila quelado (peri a
uma carbonila).

Analisando o espectro de COSY (FIGURA 5.33) juntamente com
as constantes de acoplamento calculadas foi possivel verificar o acoplamento do
sinal oy 8,47 com o oy 7,31 (J= 8 Hz) e verificou-se também o acoplamento do
sinal 0y 7,73 com aqueles em oy 7,52 (J= 8,8 Hz) e 6y 7,31 (J= 6,8 Hz). Dessa
maneira foi possivel atribuir as posi¢des dos hidrogénios para o anel orto-
dissubstituido (FIGURA 5.34).

Analisando os sinais dos grupos metilas ligados a heteroatomos,
com o auxilio do espectro de HSQC (FIGURA 5.35) ¢ possivel verificar uma
correlagdo do sinal 6y 4,04 com o ¢ 55,8 e do sinal 0y 3,94 com o d¢ 60,8, que
foram associados a grupos metoxilas aromadticas, onde aquele em ¢ 60,8
evidencia uma metoxila ligada a um carbono orto-dissubstituido (FURUKAWA,
et. al., 1983). O sinal oy 3,85 correlacionou-se com o d¢ 34,5, indicando ser este
um grupo metila ligada a um Nitrogénio, onde o valor de deslocamento quimico
do carbono sugere a auséncia de grupos substituintes nas posigoes C-4 ¢ C-5 do
alcaloide (GROEGER, 1988).

O estudo do mapa de correlagdes HMBC (FIGURA 5.36) mostra
que o sinal oy 4,04 correlaciona-se com o¢c 159,3 e que o sinal oy 3,94
correlaciona-se com o o¢ 130,1. Esses valores sugerem que para o primeiro caso,
como o valor de deslocamento quimico para este nticleo de carbono estd mais
desblindado, trata-se de uma metoxila ligada a um carbono em posi¢cdo C-1 ou
C-3. Este fato pode ser explicado devido a preseng¢a de uma carbonila em C-9
provocando esse efeito. Reunindo todas as informacdes foi possivel atribuir para
a metoxila com 6y 4,04 a posicao C-3, uma vez que a posicao C-1 esta ocupada
por uma carbonila juntamente com o fato de tratar-se de uma metoxila livre de

compressao estérica.
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O espectro de massas da substancia 7 (FIGURA 5.37) mostrou pico
do ion molecular com relagdo massa/carga de 285 daltons, sugerindo a presenca
de nitrogénio na molécula e confirmando a formula molecular do alcaloide,
Ci6HisNOs.

A analise dos dados obtidos, juntamente com a comparagdo com
dados da literatura, permitiu atribuir para a substancia 7 a estrutura do alcaloide
acridénico arborinina. Os valores de deslocamentos quimicos de 'H ¢ "°C da
substancia 7 com os valores da literatura (BERGENTHAL et al.,, 1979)

confirmaram a identidade entre as mesmas (TABELA 5.8 ¢ 5.9).
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FIGURA 5.32 — (A) Espectro de RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) da substancia 7
em mistura com substancia 5;
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FIGURA 5.33 - Mapa de contorno de COSY (CDCl;, 400 MHz) da substancia 7
com a substancia 5.
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FIGURA 5.34 — Acoplamentos para os hidrogénios do anel A da substancia 7.
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TABELA 5.8 - Dados de RMN 'H para a substincia 7 ¢ comparagdo com a

literatura.
1-hidroxi-2,3-dimetoxi-N-metilacridona
Hidrogénio Isolada (a) MAFEZOLI, 2001
o (b)
d
4 6,29 (1H, s) 6,18 (1H, s)
5 7,52 (1H, dl, J= 8,8 Hz) 7,45 (1H, di)
6 7,73 (1H, ddd, J=8.8; 6,8 ¢
16 Ho) 7,68 (1H, ddd)
7 7,31 (1H, ddd, J=8,0; 6,8 ¢
0.8 HZ) 7,24 (1H, ddd)
8 8,47 (1H, dd, J= 8 e 1,6 Hz) 8,34 (1H, dd)
N-Me 3,85 (3H, s) 3,77 (3H, s)
OMe (C-2) 3,94 (3H, s) 3,91 (3H, s)
OMe (C-3) 4,04 (3H, s) 3,99 (3H, s)
OH 14,77 (3H, s) 14,75 (1H, s)

(a) 400 MHz, CDCl;; (b) 200 Mhz, CDCl;
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TABELA 5.9 - Dados de RMN "°C para a substancia 7 e comparagio com a

literatura.
Arborinina
Carbono Isolada (a) BERGENTHAL, 1979 (b)
6 5

1 156,2 155.7

2 130,1 129.9

3 159,3 159.1

4 87,0 86.7
S 114,3 1145
6 134,1 1337
7 121,6 1212
8 126,9 126.0
9 180,4 180.4
! 140,7 140,1
12 105,9 105,3
a NO 1203
14 142,0 141,6
N-Me 34,5 33.8
OMe (C-2) 60.8 60.6
OMe (C-3) 55,8 55.8

(a) 100 MHz, CDCls; (b) 50 MHz, CDCl;; NO: Nao Observado
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5.2.6 - Identificacdo da Substancia 8

O alcaldide do tipo acridonico foi obtido em mistura com a
substancia 4 nas folhas de Conchocarpus marginatus no extrato diclorometanico
fracdo 2632FD 70-75. Apresentou-se como um sélido amorfo de coloragao
amarela. Quando submetido a radiagdo UV em CCDA apresentou fluorescéncia
nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm. Ao ser revelado em vanilina este
apresentou coloragdo amarela e em reagente de Dragendorff apresentou
coloracdo alaranjada, sugerindo tratar-se de um alcaldéide. A substidncia em
questdo foi identificada através da anélise dos experimentos RMN de 'H e °C
em 1D e 2D, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e
também por comparagdo com dados da literatura, permitindo dessa maneira
confirmar para a substincia 8 a estrutura do alcaldide acridonico ja4 conhecido
metilarborinina (1,2,3-tri-metoxi-N-metil acridona (FIGURA 5.38).

Por se tratar de uma mistura de duas substancias, o espectro de
RMN 'H apresentou sinais para ambas estruturas, mas através da integracio
destes foi possivel diferenciar os sinais de cada uma delas, sendo atribuido para
a substancia 8 aqueles de menor intensidade (FIGURA 5.39). O espectro de
RMN 'H apresentou sinais caracteristicos de alcaldide acridonico. Os sinais em
oy 8,47 (1H, ddd, J= 7,6; 2,0 e 0,4 Hz); 6y 7,59 (1H, ddd, J=7,6; 6,8 ¢ 0,8 Hz);
oy 7,35 (1H, dl, J= 8,8 Hz) e oy 7,21 (1H, ddd, J= 8.,8; 6,8 ¢ 2,0 Hz) foram
associados a um anel aromatico orto disubstituido. O sinal em dy 6,53 (1H, s)
foi relacionado a um hidrogénio de anel aromatico pentassubstituido, e aqueles
em Oy 4,03 (3H, s); oy 3,99 (3H, s); oy 3,91 (3H, s) e oy 3,74 (3H, s) foram
associados a grupos metilas ligados a heteroatomos (O ou N). A auséncia do
sinal em aproximadamente oy 14 (1H, s) referente a um hidrogénio quelado,
indicou a presenca de uma metoxila na posicdo peri a uma carbonila do
esqueleto acridonico. Uma vez que um dos anéis do alcaldide ¢é orto-

dissubstituido, foi possivel atribuir as posi¢des desses hidrogénios a partir das
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constantes de acoplamento calculadas. Essas atribui¢cdes podem ser observadas
através da FIGURA 5.40.

Através do mapa de correlacdes HSQC (FIGURA 5.41) observa-se
as correlagdes dos sinais de 'H em 8y 4,03 com o carbono com deslocamento
quimico em O¢ 61,7, do dy 3,99 6 com o oc 56,0, do oy 3,91 com o0 o¢c 61,2, ¢
também do sinal oy 3,74 com o carbono em d¢ 35,0 6. O valor de deslocamento
quimico do Carbono em ¢ 35,0 sugere um grupo metila ligado ao Nitrogénio
sem substituintes em C-4 e C-5 (GROEGER, 1988), atribuindo-se para os trés
sinais de 'H; restantes as metilas nas posicdes C-1, C-2 e C-3. Esses valores
também sugerem que os carbonos cujos nicleos sao os mais desblindados, em
61,7 e 61,2 9, sdo referentes as metoxilas ligadas a carbonos orto-dissubistituido,
sob efeito de compressao estérica, diferente do carbono em 56,0 d cujo valor de
deslocamento quimico sugere que este esteja livre desse efeito (FURUKAWA,
et. al., 1983). Dessa maneira pode-se atribuir a posicdo C-3 a metoxila com
carbono em 56,0 9.

Ao analisar o mapa de correlacoes HMBC (FIGURA 5.42)
observa-se para a metoxila em oy 4,03 uma correlagdo com o carbono em oc
154,5 9, para a metoxila em oy 3,99 observa-se uma correlagdo com um carbono
em Oc 157,3, e para a metoxila em dy 3,91 uma correlagdo com um carbono em
Oc 137,6. A partir desses valores pode-se atribuir para os carbonos cujos ntcleos
estejam mais desblindados as posicoes C-1 e C-3, devido a presenga da
carbonila na posicdo C-9 dos alcaldides acridonicos provocando esse efeito, e
para o carbono em 137,6 0 a posi¢ao C-2, uma vez que a posicdo C-4 deve estar
livre. Dessa maneira, juntando os dados dos mapas de correlacio de HSQC e
HMBC ¢ possivel atribuir as posicdes desses hidrogénios na molécula, onde o
hidrogénio em 4,03 o ¢ atribuido a MeO-1, o oy 3,99 ¢ atribuido a MeO-3 ¢
aquele em oy 3,91 ¢ atribuido a MeO-2.

A andlise por CG-EM dessa fragdo identificou duas bandas

cromatograficas, referentes as substancias 8 (banda 4) e 4 (banda 5) (FIGURA
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5.40). O espectro de massas da substancia 8 apresentou pico ion molecular com
relacdo massa/carga de 299 daltons, confirmando a presenca de nitrogénio na
molécula e, confirmando a formula molecular C7H;7NO.

Os dados de RMN de 'H e "°C da substancia 8 com os valores da
metilarborinina encontrados na literatura (MAFEZOLI, 2001) confirmaram a

identidade entre as mesmas (TABELA 5.10 ¢ 5.11).

(@) OMe
8 1
7 OMe
9 2
6 3 0OMe
5 | 4
Me

FIGURA 5.38 - Estrutura do alcaloide 1,2,3-tri-metoxi-N-metil acridona
(substancia 8).
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FIGURA 5.39 — (A) Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) da substancia 8
(metilarborinina) com substancia 4.
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FIGURA 5.40 — Acoplamentos para os hidrogénios do anel A da substancia 8.
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FIGURA 5.41 — Mapa de contorno de HSQC da substancia 8 (metilarborinina)
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FIGURA 5.43 — (A) Cromatograma da fracdo 2632CD 68-75; (B) espectro de
massas (IE = 70 eV) da substancia 8.

88



Capitulo I Resultados e Discussodes

TABELA 5.10 - Dados de RMN 'H para a substincia 8 ¢ comparagdo com a

literatura.
1,2,3-tri-metoxi-N-metil acridona
MAFEZOLI,
. . Isolada (a)
Hidrogénio 2001 (b)
6 (ppm)
6 (ppm)
4 6,53 (1H, s) 6,50(1H, s)
5 7,35 (1H, dl, J= 8,8 Hz) 7,31 (1H, di)
7,59 (1H, ddd, J=17,6; 6,8 ¢
6 7,56 (1H, ddd)
0,8 Hz)
7,21 (1H, ddd, J=8.,8; 6,8 ¢
7 7,19 (1H, ddd)
2,0 Hz)
8,47 (1H, ddd, J=7,6;2,0 ¢
8 8,44 (1H, ddd)
0,4 Hz)

N-Me 3,74 (3H, s) 3,70 (3H, s)
OMe (C1) 4,03 (3H, s) 4,03 (3H, s)
OMe (C2) 3,91 (3H, s) 3,90 (3H, s)
OMe (C3) 3,99 (3H, s) 3,98 (3H, s)

(a) 400 MHz, CDCls; (b) 400 Mhz, CDCl;
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TABELA 5.11 - Dados de RMN ’C (8) para a substancia 8 e comparagdo com a

literatura.

1,2,3-tri-metoxi-N-metil acridona

Carbono Isolada (a) MAFEZOLI, 2001 (b)

1 154,6 154,4

2 137,8 137.,8

3 157,4 157,7

4 92,7 92,7

5 113.9 114,3

6 132,4 132,8

7 121,1 121,1

8 127,1 127,3

9 176,3 176,4

11 142,0 141,7

12 111,9 111,9

13 123,5 123,7

14 143,0 141,7
N-Me 34,5 34,6
OMe (C1) 61,7 61,8
OMe (C2) 61,2 61,4
OMe (C3) 56,0 55,9

(a) 100 MHz, CDCls, (b) 50 Mhz, CDCl
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5.2.7 - Determinacao Estrutural da Substancia 9

A partir da fracdo 9-12 do extrato metandlico do caule de
Conchocarpus marginatus (2632CM 9-12) foi possivel isolar a substancia 9.
Esta apresentou-se como um solido amorfo de coloragdo branca, que fluorescia
ao ser submetido a radiagdo UV em CCDA. Esta apresentou coloragdo amarela
ao ser revelada em vanilina e alaranjada em reagente de Dragendorff, sugerindo
mais uma vez tratar-se de um alcaldide. Esta substancia foi identificada através
da analise dos experimentos RMN de 'H ¢ °C em 1D e 2D e por anélise de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Através da andlise
dos experimentos citados acima confirmou-se para a substancia 9 a estrutura do
alcaldide acridonico 1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-acridona, ainda inédito na

literatura (FIGURA 5.44).

FIGURA 5.44 — Estrutura quimica do alcaldide 1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-
acridona (substancia 9).

O espectro de RMN 'H da substincia 9 apresentou sinais
caracteristicos de alcaloide acridonico (FIGURA 5.45), onde aqueles em oy 8,24
(1H, d, J = 9,2 Hz); 6y 6,85 (1H, dd, J = 9,2 ¢ 2,4 Hz); 6y 6,61 (1H, d, ] =
2,4Hz); foram associados a hidrogénios de um anel aromatico trissubstituido
(anel A); o sinal dy 6,18 (1H, s) foi relacionado a um hidrogénio de anel
aromatico pentassubstituido; os sinais em oy 3,93 (3H, s), oy 3,92 (3H, s) € dy
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3,90 (3H, s) foram associados a grupos metilas ligados a heterodtomos (N ou O).
O sinal em 6y 14,15 (1H, s) indicou a presenca de uma hidroxila na posi¢ao peri
a uma carbonila do esqueleto acridonico, referente a um sinal de hidrogénio
quelado.

As multiplicidades e constantes de acoplamento calculadas dos
sinais de hidrogénio em regido aromatica do anel sugerem que o hidrogénio em
Oy 8,24 possui um acoplamento em orto com o sinal em oy 6,85, que este possui
também um segundo acoplamento com o hidrogénio oy 6,61 do tipo meta. Essas
informacdes tornam possivel atribuir estes respectivos deslocamentos quimicos
ao anel A do esqueleto acridonico como mostrado na FIGURA 5.46.

Pode-se observar pelo mapa de correlagdes de HSQC (FIGURA
5.47) que, na regido dos grupos metilas ligados a heterodtomos, estes estdo
correlacionados a Carbonos com deslocamento quimico oy 60,9; oy 56,02 € dy
56,02, valores estes de metoxilas aromaticas onde a primeira encontra-se em um
sistema orto-dissubstituido (FURUKAWA et. Al.; 1983). Esses valores também
sugerem a auséncia de um grupo N-metil, sugerindo que ao Nitrogénio esteja
ligado um hidrogénio.

Estudando o mapa de correlagdes de HMBC (FIGURA 5.48) foi
possivel atribuir a metoxila em oy 3,93 6 um valor de deslocamento quimico de
BC 8¢ em 1592, para a metoxila em 0y em 3,92 atribuiu-se um sinal de BC em
oy 130,2 e para a metoxila em oy 3,90 0 atribuiu-se um sinal de BC em 8¢ 164,2.
Estes valores sugerem que estes carbonos com deslocamento quimico em Oc
159,2 e oc 164,2 podem ser atribuidos as posi¢des C-3 e C-6 do esqueleto
acridonico (uma vez que a posigdo C-1 estd ocupada por uma hidroxila e a
posicdo C-8 por um Hidrogénio), e que o carbono em Jdc 130,2 pode ser
atribuido a posicdo C-2. Esse fato pode ser explicado devido a presenca da
carbonila em C-9 causando uma desblindagem dos nucleos de carbono nessas
posi¢des. Para atribuir exatamente as posi¢oes dos carbonos cujos nucleos sao

mais desblindados deve-se realizar uma andlise do mapa de correlagdes de
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HMBC. Os sinais de hidrogénio com deslocamento quimico em oy 8,24 € dy
6,61, pertencentes ao anel A, exibem um acoplamento a longa distancia (J3 elJ?
respectivamente) com o carbono em oy 164,2, sugerindo dessa maneira que a
metoxila com carbono em d¢ 164,2 encontra-se na posicdo C-6 do esqueleto do
alcaldide. Ja o sinal de hidrogénio em oy 6,18, pertencente ao anel B, também
apresenta um acoplamento a longa distancia (J?) com o carbono em 3¢ 159,2,
sugerindo que a metoxila cujo carbono tenha este mesmo deslocamento quimico
encontra-se na posi¢ao C-3. Atribuem-se assim as posi¢oes de todos os grupos
substituintes para essa estrutura. Todas as demais correlacdes puderam ser
comprovadas através dos mapas de contornos HSQC ¢ HMBC.

O espectro de massas da substincia 9 (FIGURA 5.49) mostrou
pico ion molecular com relacdo massa/carga de 301 daltons, sugerindo a férmula
molecular do alcaloide acridonico CiH;sNOs.

Através da analise dos dados discutidos acima confirmou-se para a
substancia 9 a estrutura do alcaldide acridonico 1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-
acridona, ainda inédito na literatura como mencionado anteriormente. Este
apresenta como unica diferenca do alcaldide 1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-N-
metilacridona (5), isolada anteriormente neste mesmo trabalho, auséncia de um
grupo metila ligado ao nitrogénio. Por se tratar de uma substancia ainda inédita
ndo se dispunha de dados de RMN 'H e C na literatura para fazer-se uma
comparagao de valores de deslocamentos quimicos. Para isso, a confirmagao da
estrutura proposta foi baseada nos dados da estrutura 1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-

N-metilacridona (substancia 5) (TABELA 5.12 ¢ 5.13).
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FIGURA 5.45 — (A) Espectro de RMN 1H (CDCI3, 200 MHz) do alcaloide 1-
hidroxi-2,3,6-trimetoxi-acridona (substancia 9); (B) Expansdo na regido das

metoxilas (a esquerda) e H aromaticos (a direita) (CDCI3, 400 MHz).
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FIGURA 5.46 — Acoplamentos para os hidrogénios do anel A da substancia 9.
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FIGURA 5.47 — Mapa de contorno de HSQC (CDCl;, 400 MHz) da substancia 9.
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FIGURA 5.49 - Espectro de massas (IE = 70 eV) da substancia 9.
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TABELA 5.12 - Dados de RMN 'H para a substincia 9 e comparagdo com 5.

1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-N-metilacridona

Hidrogénio Isolada (a) MAFEZOLI, 2001 (b)
d d
4 6,18 (1H, s) 6,14 (1H, s)
5 6,61 (1H, d, J= 2,4 Hz) 6,71 (1H, d)
6 i, i,
7 6,85 (1H, dd, J=9,2 ¢
2.4 Hy) 6,80 (1H, dd)
8 8,24 (1H, d, J=9,2 Hz) 8,25 (1H, d)
N-Me - 3,68 (3H, s)
OMe (C-2) 3,92 (3H, s) 3,91 (3H, s)
OMe (C-3) 3,93 (3H, s) 3,98 (3H, s)
OMe (C-6) 3,90 (3H, s) 3,94 (3H, s)
OH 14,15 (1H, s) 14,15 (1H, s)

(a) 400 MHz, CDCl;; (b) 200 Mhz, CDCl;

97



Capitulo I Resultados e Discussodes

TABELA 5.13 - Dados de RMN "°C para a substincia 9 e comparagio com a

substancia 5.

1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-acridona

Carbono Isolada (a) Substancia 5 (b)
0 5

1 NO 155,83

2 130,2 130,0

3 159,2 158,7

4 87,3 86,6

> 101,3 97.5

6 164,2 164,4

/ 11,8 110,2

8 128,1 128,3

0 180,6 180,4

1 138,1 140,7

12 104,83 105,5

13 113,7 1153

14 141,9 144,4
NMe - 34,0
OMe (C2) 60.9 60.7
OMe (C3) 56,2 55.7
OMe (C6) 56,2 58.9

(a) 100 MHz, CDCI3, (b) 50 Mhz, CDCI3
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5.2.8 - Determinacio Estrutural da Substancia 10

O estudo do extrato diclorometanico das folhas de Conchocarpus
marginatus foi responsavel pela determinagdo da substancia 10, em mistura com
a substancia 6, o alcaldide acridonico 1-hidroxi-3-metoxi-N-metil acridona. Esta
fracdo apresentou-se como um so6lido amorfo de coloracdo branca, que em
CCDA apresentou fluorescéncia quando exposto a radiagdao ultravioleta. Esta
também revelou amarela em vanilina, e alaranjada em reagente de Dragendorff,
sugerindo tratar-se de um alcaldide. A substincia 10 foi identificada através de
analises de experimentos de RMN de 'H e ">C em 1D e 2D e por analise de CG-
EM. permitindo dessa maneira sugerir a estrutura do alcaldide acridonico 1-

hidroxi-3,6-dimetoxi-N-metilacridona, ainda inédito na literatura (FIGURA

5.50).

FIGURA 5.50 - Estrutura quimica do alcaldéide 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-N
metilacridona (substancia 10).

O espectro de RMN 'H apresentou, além dos sinais
correspondentes a substancia 6 (discutidos na se¢do 5.2.4), sinais referentes a
substancia 10 (FIGURA 5.51), sendo estes ultimos os de maior intensidade. O
sinal em oy 14,92 (1H, s) foi relacionado a um hidrogénio de uma hidroxila
quelada na posicdo peri a uma carbonila. Aqueles em 6y 8,34 (1H, d, J = 9,2

Hz); oy 6,85 (1H, dd, ] = 9,2 ¢ 2,0 Hz); oy 6,77 (1H, d, J = 2 Hz) foram
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atribuidos a hidrogénios de um anel aromadtico trissubstituido. Os sinais em dy
6,27 (1H, d, J = 2,0 Hz) e dy 6,25 (1H, d, J = 2,0 Hz) foram associados a
hidrogénios de outro anel aromatico, cujas constantes calculadas sugerem um
acoplamento do tipo meta entre eles. Os sinais em oy 3,95 (3H, s), 6y 3,89 (3H,
s) e 0y 3,70 (3H, s) foram associados a grupos metilas ligados a heteroatomos (N
ou O).

Através do espectro de COSY (FIGURA 5.52) juntamente com as
constantes de acoplamento calculadas foi possivel atribuir as posigdes dos
hidrogénios para o anel A. O hidrogénio em oy 6,85 acopla-se com o oy 8,34
com uma constante de 9,2 Hz, sugerindo assim um acoplamento do tipo orto, €
acopla-se também com o Oy 6,77, dessa vez com uma constante de 2,0 Hz,
sugerindo um acoplamento do tipo meta, como mostra a FIGURA 5.53.

A partir do mapa de correlagdes HSQC (FIGURA 5.54) foi possivel
atribuir para o hidrogénio em oy 3,70 o carbono com deslocamento quimico em
Oc 34,5, sugerindo tratar-se de um grupo metila ligado a um nitrogénio, sem
substituintes em C-4 ¢ C-5 (GROEGER, 1988). Ja o sinal dy 3,95 , ao realizar
uma andlise do espectro de HSQC verifica-se que este esta correlacionado com
um carbono com deslocamento quimico em o¢ 55,5 € pelo mapa de correlagdes
HMBC (FIGURA 5.55) com um carbono em doc 164.4. O oy 3,89 esta
correlacionado com J¢ 55,5 pelo espectro de HSQC, e também com o d¢ 165,7
pelo espectro de HMBC. Esses valores sugerem que ambas metoxilas ndo estao
ligadas a carbonos orto-dissubstituidas, pois seus valores de carbono encontram-
se em Oc 55,5 (FURUKAWA, et. al.,, 1983), ¢ também que as metoxilas
encontram-se nas posi¢coes C-3 e C-6 do esqueleto acridonico, uma vez que 0s
nucleos de seus carbonos encontram-se bastante desblindados (164,4 ¢ 165,7 0)
devido a presenca da carbonila em C-9. Para atribuir cada uma destas Gltimas
metoxilas realizou-se uma nova analise do espectro de HMBC, onde observou-
se que os sinais do anel aromatico A oy 8,34 e Oy 6,77 apresentaram

acoplamento a longa distincia (J° e J* respectivamente) com 8¢ 1644,
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permitindo dessa maneira atribuir a metoxila em dy 3,89 ao C-6. Por sua vez, os
sinais do anel aromatico B oy 6,27 e dy 6,25 apresentaram acoplamento de longa
distancia (ambos com J*) com o0 8¢ 165,6. Esse fato permitiu atribuir & metoxila
em oy 3,95 ao C-3.

Na analise por CG/EM (IE, 70Ev) foram observados dois picos no
cromatograma de ions totais (FIGURA 5.56) que indicaram a presenga de duas
substancias. A presen¢a da mistura foi confirmada através dos picos referentes
ao ion molecular em m/z 255 e 285, com os respectivos tempos de retencao de
18 e 24 minutos. Estes resultados conferiram com as formulas moleculares das
duas substancias propostas C;sH;sNO, (substancia 10) e C;sH;3NO; (substancia
6) respectivamente.

Através da analise dos dados discutidos acima sugeriu-se para a
substancia 10 a estrutura do alcaldide acridonico 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-N-
metilacridona, ainda inédito na literatura como mencionado anteriormente. Esta
apresenta como Unica diferenca em relagdo ao alcaldide ja conhecido 1-hidroxi-
3-metoxi-N-metil acridona (6) o grupo metoxila na posicdo C6 ao invés do
hidrogénio. Por se tratar de uma substincia ainda inédita, ndo se dispunha de
dados de RMN 'H e "°C na literatura para fazer-se uma comparago. Para isso, a
confirmagdo da estrutura proposta foi baseada nos dados da estrutura 1-hidroxi-
3-metoxi-N-metil acridona (substancia 6), (BERGENTAL et. al., 1979)
(TABELA 5.14 ¢ 5.15).
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FIGURA 5.51 - Espectro de RMN 1H da substancia 10 (CDCI3, 400MHz); (B)

Expansao na regido dos H aromaticos (a esquerda) e na regido das metoxilas (a
direita).
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FIGURA 5.52 - Mapa de contorno de COSY da substancia 10 (CDCl;, 400
MHz).

FIGURA 5.53 — Acoplamentos para os hidrogénios do anel A da substancia 10.
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FIGURA 5.56 - (A) Cromatograma das substancias 6 ¢ 10 em mistura (pico 1,
substancia 6; pico 2, substancia 10; (B) Espectro de massas (IE = 70 eV) da
substancia 10; (C) e da substancia 6.
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TABELA 5.14 - Dados de RMN 'H para a substincia 10 e comparacio com 6.

1-hidroxi-3,6-dimetoxi-N-metil acridona

BERGENTHAL,
. ' Isolada (a)
Hidrogénio 5 1979 (b)
A
2 6,27 (1H, d, J= 2,0 Hz) 6,29 (2H, dd)
4 6,25 (1H, d, J=2,0 Hz) 6,29 (2H, dd)
5 6,77 (1H, d, J=2,0 Hz) 7,47 (1H, dI)
6 - 7,28 (1H, ddd)
6,85 (1H, dd, J=9,2¢ 2,0
7 7,71 (1H, ddd)
Hz)
8 8,34 (1H, d, J=9,2 Hz) 8,44 (1H, ddd)
N-Me 3,7 (3H, s) 3,78 (3H, )
OMe (C3) 3,95 (3H, s) 3,90 (3H, s)
OMe (C6) 3,89 (3H, s) -
OH 14,92 (1H, s) 14,83 (1H, s)

(2) 400 MHz, CDCl;; (b) 50 Mhz, CDCl;
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TABELA 5.15 - Dados de RMN "C para 10 e comparagio com 6.

1-hidroxi-3,6-dimetoxi-N-metil acridona

Carbono Isolada (a) BERGENTHAL, 1979 (b)
6 5

1 164,4 164.6

2 90,3 94,3

3 165,6 165.7

4 94,1 89.7

S 97,9 115,7

6 164,4 1342

7 110,1 1213

8 128,9 125.4

9 179,9 179.6

11 1449 144.4

12 104,7 104.3

13 115,9 119.9

14 144,0 141.9

N-Me 34,4 34,0

OMe (C3) 55,5 55.5
OMe (C6) 55,5 ]

(a) 100 MHz, CDCl;; (b) 20 MHz, CDCl;
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5.2.9 - Identificacdo das Substancias 11 e 12

O estudo da fracdo metanodlica do extrato diclorometanico

(2632CDM 13-18) do caule de Conchocarpus marginatus, levou a determinagao
da substancia 11 e 12.
As substancias foram identificadas através da andlise de experimentos de RMN
de 'H e C em 1D e 2D, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas e também por comparagdo com dados da literatura. Foram identificadas
em mistura, juntamente com a substancia 9, apresentando-se como um so6lido
branco amorfo. Em CCDA apresentaram fluorescéncia quando expostos a
radiacdo UV, revelavam amarelas quando expostas a vanilina e coloragdo
alaranjada quando revelados com reagente de Dragendorff, confirmando assim
tratar-se de alcaldides.

As substincias foram identificada através da analise dos
experimentos RMN de 'H em 1D e 2D, por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas e também por compara¢ao com dados da literatura. A
partir das analises dos dados foi possivel confirmar para a substancia 11 a

estrutura do alcaldide 2-fenil-1-metil-quinolin-4-ona (FIGURA 5.38).

FIGURA 5.57 — Estrutura quimica do alcalodide 2-fenil-1-metil-quinolin-4-ona
(Substancia 11).

O espectro de RMN 'H dessa fragio apresentou sinais de

hidrogénio referentes a substancia 4, descritos na secao 5.2.2, e também para a
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substancia 11 (FIGURA 5.58). Aqueles em 6y 8,52; (1H, dd, J=8.,4 ¢ 2,0 Hz); 6y
7,73 (ddd, 1H, J=8,4; 7,6 € 2,0 Hz); 6y 7,57 (1H, dl, J= 8,4 Hz) e oy 7,44 (m,
1H) foram associados a hidrogénios de um anel aromatico orto dissubstituido; o
sinal dy 6,33 (1H, s) foi relacionado a um hidrogénio olefinico; o sinal em Jdy
3,63 (3H, s) foi associados a um grupo metila ligado a um heteroatomo (N ou
0).

A partir do espectro bidimensional homonuclear COSY (FIGURA
5.59) foi possivel observar para a substancia 11 o acoplamento entre os nucleos
dos hidrogénios aromadticos com deslocamento quimico em oy 8,52 com os
sinais oy 7,73 (J = 2,0 Hz, sugerindo um acoplamento meta) ¢ oy 7,44 (J = 8,4
Hz, sugerindo um acoplamento orto). E também do sinal dy 7,73 com os oy 7,57
(J = 8,4 Hz, sugerindo um acoplamento orto) e dy 7,41 (J = 7,6 Hz, sugerindo
outro acoplamento orto) (FIGURA 5.60). Para o substituinte fenila foi possivel
verificar o acoplamento entre os sinais em dy 7,52 com oy 7,42 9.

Através da andlise do mapa de contorno de HSQC (FIGURA 5.561)
foi possivel correlacionar o sinal dy 3,63 com d¢ 37,4, atribuindo-se esse valor a
um grupo metila ligado a Nitrogénio. Também foi possivel verificar o
hidrogénio olefinico em &y 6,33 correlacionando-se com oc 112,5. Para o
substituinte fenila observou-se correlacao entre oy 7,52 (H-3", H4" e H-5") com
Oc 129,1, e 8y 7,42 (H-2" e H6") com ¢ 128,6.

Partindo-se para o estudo do mapa de contorno de HMBC
(FIGURA 5.62) foi possivel confirmar o posicionamento do substituinte fenila
na posicdo C-2, uma vez que o sinal oy 7,42 (H-2" e H-6") apresentou um
acoplamento a longa distancia (J°) com 3¢ 154,5 (C-2). Para este substituinte
também foi possivel verificar um acoplamento a longa distancia entre o sinal oy
7,52 (H-3", H-4’e H-5") com &¢ 135,6 (C-17) e 6¢ 128,6(C-2" e C-6"). O espectro
de HMBC ainda nos permitiu atribuir a posi¢do do hidrogénio olefinico H-3 (dy
6,33), uma vez que este apresentou acoplamento a longa distdncia com o¢ 154,5

(7)), 8¢ 126,9 (3*) e 8¢ 135,6(3%).

110



Capitulo I Resultados e Discussodes

Na andlise por CG/EM (IE, 70Ev) da fracdo 2632CDM 13-18,
foram observados trés picos no cromatograma (FIGURA 5.63) indicando a
presenga de trés substancias. A presenca da substancia 11, cuja banda ¢ a
indicada como 2, foi confirmada através do pico referentes ao ion molecular em
m/z 235, que confere com a formula molecular C;sH{;NO.

Dessa maneira, a analise dos dados discutidos permitiu sugerir para
a substancia 11 a estrutura do alcaldide ja isolado anteriormente na mesma
familia, 2-fenil-1-metil-quinolin-4-ona. Os dados da literatura (BIAVATTI,
2001) tornaram possivel confirmar essa estrutura (TABELA 5.16 € 5.17).

Os experimentos citados anteriormente também permitiram a
identificacdo de uma segunda substincia, o alcaldide 2-fenil-1-metil-7-metoxi-

quinolin-4-ona (FIGURA 5.64), onde este sera discutido logo abaixo.

FIGURA 5.64 — Estrutura quimica do alcaldide 2-fenil-1-metil-7-metoxi-4-
quinolona (substancia 12).

Para a substancia 12, o espectro de RMN 'H (FIGURA 5.58)
apresentou sinais em oy 8,43 (1H, d, J= 9,2 Hz); 6y 7,03 (dd, 1H, J=9,2 ¢ 2,8
Hz) e oy 6,88 (1H, d, J= 2,8 Hz) que foram associados a hidrogénios de um anel
aromatico trissubstituido; o sinal 6y 6,26 (1H, s) foi relacionado a um hidrogénio
olefinico e aqueles em oy 3,95 (3H, s) e dy 3,56 (3H, s) foram associados a

grupos metilas ligados a heterodtomos (N ou O);
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A partir do espectro bidimensional homonuclear COSY (FIGURA
5.59) foi possivel observar para a substancia 12 o acoplamento do sinal dy 8,43
com o oy 7,03, estando esse ultimo acoplando também com outro em oy 6,88.
Esses valores, juntamente com as constantes de acoplamento calculadas,
possibilitaram atribuir as posi¢des do anel A (FIGURA 5.60). Também foi
possivel observar, através do mesmo espectro, o acoplamento entre os
hidrogénios do grupo substituinte fenila, com os sinais em oy 7,52 e dy 7,42.

A andlise do espectro de HSQC (FIGURA 5.61) mostrou a
correlagdo do dy 3,56 com o¢ 37,4, tratando-se de um grupo metila ligado ao
nitrogénio. Também foi possivel verificar a correlacdo do hidrogénio olefinico
Oy 6,26 com o¢c 112,5. E para o substituinte fenila, verificou-se a correlagao
entre entre oy 7,52 (H-3", H4" e H-5") com o¢ 129,1, e 6y 7,42 (H-2" e H6') com
Oc 128,6.

O estudo do mapa de contorno de HMBC (FIGURA 5.62) permitiu
confirmar o posicionamento do substituinte fenila na posi¢ao C-2, uma vez que
o sinal 8y 7,42 (H-2' ¢ H-6") apresentou um acoplamento a longa distancia (J°)
com C-2 (3¢ 154,5). Para o hidrogénio olefinico H-3 (0y 6,26), o espectro de
HMBC permitiu atribuir a posicdo C-3 do esqueleto, uma vez que este
apresentou acoplamento a longa distincia com 3¢ 154,5 (J%), 8¢ 120,9 (%) e 8¢
135,6 ().

O espectro de massas obtido da substancia 12 (FIGURA 5.63 C)
apresentou pico do ion molecular com razdo massa/carga 265 daltons (banda
indicada como 4 no cromatograma), levando a férmula molecular C;H;5sNO.

A analise dos dados experimentais obtidos permitiram concluir que
a substancia identificada ¢ o alcaldide 2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona
(FIGURA 5.64), como j4 mencionado, ¢ j& isolado anteriormente na mesma
familia (IRTARTE, 1956). Seus respectivos valores de deslocamento quimico de

'H e "°C podem ser encontrados na TABELA 5.18.
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FIGURA 5.58 — (A) Espectro de RMN 'H (CDCls;, 400 MHz) das substancia 9,
11 e 12; (B) Expansdo na regido dos H aromaticos (CDCl;, 400 MHz); (C)
Expansao na regido das metoxilas (CDCl;, 400 MHz).
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:
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FIGURA 5.59 - Mapa de contorno de COSY das substancias 9, 11 e 12. (CDCl;,
400 MHz).

B
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J= 84Hz 7,57 6,88

FIGURA 5.60 — Acoplamentos para os hidrogénios do anel A da substancia 11.
(A) e substania 12 (B).
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FIGURA 5.62 - Mapa de contorno de HMBC das substancias 9, 11 ¢ 12 (CDCI;,

400 MHz).
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FIGURA 5.63 — (A) Cromatograma da fracdo 2632CDM 13-18; (B) Espectro de
massa (IE = 70 eV) da substancia 11; (C) Espectro de massa (IE = 70 eV) da
substancia 12 (IE = 70 eV).
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TABELA 5.16 - Dados de RMN 'H para a substincia 11 e comparago com a

literatura.
2-fenil-1-metil-quinolin-4-ona
Hidrogénio Isolada (a) BIAVATTI,
2001 (b)
d A
3 6,33 (1H, s) 6,31 (1H, s)
5 8,52 (1H, dd, J=8,4 ¢ 2,0 Hz) 8,51 (1H, dd)
6 7,44 (1H, m) 7,45 (1H, dd)
7 7,73 (1H, ddd, J=8,4; 7,6 € 2,0 7,73 (1H, ddd)
Hz)
8 7,57 (1H, dl, J= 8,4 Hz) 7,57 (1H, di)
N-Me 3,63 (3H, s) 3,62 (3H, s)
2’ 7,42 7,42
3 7,52 7,52
4’ 7,52 7,52
5 7,52 7,52
6 7,42 7,42

(a) 400 MHz, CDCls; (b) 400 Mhz, CDCl;
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TABELA 5.17 - Dados de RMN "°C para a substancia 11 e comparagio com a
literatura.

2-fenil-1-metil-quinolin-4-ona

Carbono Isolada (a) BIAVATTI, 2001 (b)
5 5
2 154,5 [54.8
3 112,5 1127
4 176,8 177.6
4a 126,5 126.8
S 126,9 126.8
6 123,9 123.8
7 132,5 1323
8 161,0 115.9
8a 141,7 141.9
I 135,6 135.9
2 128,6 1285
3 129,1 128.8
4 129,1 129.6
S 129,1 128.8
6 128.6 128.5
N-Me 37,4 373

(a) valores de Carbonos obtidos através de experimentos de HSQC ¢ HMBC
(400 MHz, CDCl;) (b) 100 Mhz, CDCl;

118



Capitulo I Resultados e Discussodes

TABELA 5.18 - Dados de RMN 'H e "°C para a substancia 12.

2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona

Carbono (a) Hidrogénio (b)
0 A
2 154,5 -
3 112,5 6,26 (1H, s)
4 176,8 -
4 120,9 -
5 128,5 8,43 (1H, d J=9,2 Hz)
6 112,5 7,03 (1H, dd, J=9,2 ¢ 2,8 Hz)
7 163,1 -
8 99,3 6,88 (1H, d, J= 2,8 Hz)
g? 143,5 -
N-Me 37,4 3,56 (3H, s)
OMe (C-7) 55,0 3,95 (3H, s)
I 135,6 -
2 128,6 7,42 (1H, m)
3 129,0 7,52 (1H, m)
4 129.4 7,52 (1H, m)
5 129,0 7,52 (1H, m)
6 128,5 7,42 (1H, m)

(a) valores de Carbonos obtidos através de experimentos de HSQC ¢ HMBC
(400 MHz, CDCls); (b) 400 MHz, CDCl,
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6 — Conclusoes

O estudo fitoquimico de Conchocarpus marginatus proporcionou o
1solamento de 12 substancias, sendo estes fitoesteroides, alcaldides quinolinicos
e alcaldides acridonicos. Dentre as substincias isoladas 4 destas sdo ainda
inéditas na literatura: 1,2,3,6-tetrametoxi-10-metilacridona (substancia 4), 1-
hidroxi-2,3,6-trimetoxi-10-metilacridona (substancia 5), 1,2,3,6-tetrametoxi-10-
acridona (substancia 9) e 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-10-metilacridona (substancia
10). Ja a substincia 2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona (substancia 12)
encontrou-se como sendo inédita no género. Dessa maneira, este estudo
contribuiu para o melhor conhecimento do perfil quimico do género,
confirmando a classificagdo desta espécie junto a familia Rutaceae.

Neste trabalho, observou-se uma grande quantidade e variedade de
alcaloides, principalmente os acridonicos, podendo assim terem mascarados
outros possiveis metabolitos que estavam presentes em menor quantidade.
Porém, o fato da grande incidéncia de alcaldides na planta em estudo pode ser
justificada uma vez que a familia Rutaceae ¢ conhecida por possuir uma grande
diversidade de metabdlitos secundarios, como alcaldides, principalmente os
derivados do acido antranilico.

Os resultados fitoquimicos obtidos confirmaram a classificagdo do
género em Rutaceae. A partir dos resultados obtidos pode-se também concluir
que a proposta de Kallunki e Pirani (KALLUNKI & PIRANI, 1998) esta correta,

ao classificar o género como Conchocarpus.
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1 — Introducio

1.1 — Plantas Daninhas

O controle de plantas daninhas ¢ essencial para garantir a qualidade
e produtividade das plantagdes. Desde o inicio das atividades agricolas, a
produtividade de plantas cultivadas tem sido reduzida por pragas, doengas e
principalmente pela competi¢ao com as plantas daninhas, que existem desde que
0 homem comecou a produzir alimentos para sua subsisténcia ha cerca de 10000
anos.

O Brasil possui extensas areas ocupadas por agricultura intensiva,
com boas condi¢des climaticas, favorecendo a proliferacdo de pragas que
causam danos consideraveis e prejudicam boa parte da colheita. Desse modo, a
agricultura brasileira representa um dos grandes mercados mundiais para
pesticidas quimicos, estes, muitas vezes antiecondmicos, pouco biodegradaveis
e toxicos, ocasionando problemas para agricultores, consumidores de produtos
agricolas e ao meio ambiente. Assim, as plantas daninhas sdo conhecidas como
um dos mais sérios limitantes a producao agricola, sendo que o controle destas
espécies ¢ geralmente realizado através de métodos mecanicos ou quimicos,
muitas vezes com conseqiiéncias prejudiciais para o meio ambiente, & saude
humana e animal (ROBBS, 1999).

Planta daninha pode ser definida como toda aquela cujas vantagens
nao tém sido ainda descobertas e cresce onde nao ¢ desejada (VYVYAN, 2002).
As espécies daninhas podem germinar, crescer, desenvolver-se e reproduzir em
condi¢des ambientais pouco favoraveis, como em estresse hidrico, umidade
excessiva, temperaturas pouco propicias, fertilidade desfavoravel, elevada
salinidade, acidez ou alcalinidade.

As plantas daninhas interferem no cultivo de plantas por competir
pela luz, 4gua, nutrientes, parasitismo, além de se mostrar como hospedeiros de
pragas e doengas (SILVA, 1999). Estas, apesar de apresentarem as mesmas
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necessidades basicas que as plantas cultivadas, possuem maior habilidade em
aproveitar os elementos vitais, disponiveis no meio ambiente, possuindo em sua
estrutura organica: 1,6 vez mais Fosforo; duas vezes mais Nitrogénio; 3,3 vezes
mais Magnésio; 3,5 vezes mais Potéssio e 7,6 vezes mais Célcio, que as plantas

cultivadas.

1.1.1 - Métodos de Controle de Plantas Daninhas

Os métodos para o controle de plantas daninhas sdo os mais

variados possiveis. Pesquisas realizadas verificam uma grande evolucao nessa
area, que abrangem desde o arranque manual das plantas até a utilizacdo de
equipamentos sofisticados de microondas para exterminar as sementes no solo.
No entanto, recomenda-se o “manejo integrado de plantas daninhas”, que
consiste num sistema ambiental de campo, usando todos os conhecimentos e
ferramentas disponiveis para produ¢do de culturas livres de danos econdmicos
da vegetacao daninha competitiva (SILVA, 2001).
A industria de herbicidas manteve seu foco na producao de herbicidas sintéticos
(VYVYAN, 2002), porém a preocupagdo publica sobre o impacto desses sobre a
saude humana e ao meio-ambiente voltou a atencdo ao desenvolvimento de
tecnologias alternativas baseadas em produtos naturais.

Quanto ao mecanismo de acdo, os herbicidas podem ser
classificados em: reguladores de crescimento, inibidores do crescimento,
inibidores da fotossintese, formadores de radicais livres, dentre outros
(SPADOTTO, 2002). Dentre todos, os herbicidas inibidores da fotossintese ¢
umas das classes mais importantes em todo o mundo. Estes sdo amplamente
empregados na agricultura brasileira nas culturas de milho, cana-de-agucar, soja,
fruteiras, hortali¢cas, entre outras. O DCMU (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetiluréia) (FIGURA 1.1) ¢ um representante dessa classe, ¢ um herbicida que

inibe a fotossintese.
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FIGURA 1.1 - Estrutura quimica do herbicida comercial (3-(3,4-
diclorofenil)-1,1-dimetiluréia).

1.1.2 — Cadeia de transporte de elétrons

Os pigmentos, as proteinas e outras substdncias quimicas
envolvidas na reacdo da fotossintese estdo localizados nos cloroplastos, e sao
neles que todo o processo fotossintético ocorre. Os cloroplastos estdo
localizados na parede celular das folhas, e no interior destes cloroplastos
encontramos os tilacoides (FIGURA 1.2), organela envolvida no processo de
transporte de elétrons. Em condi¢des normais, sem a interferéncia de inibidores
fotossintéticos, durante a fase luminosa da fotossintese, a energia luminosa
capturada pelos pigmentos (clorofila e carotendides) ¢ transferida para um
“centro de reagdo” especial (P680), gerando um elétron “excitado”. Este elétron
¢ transferido para uma molécula de plastoquinona presa a uma membrana do
cloroplasto (Qa). A molécula da plastoquinona “Qa” transfere o elétron, por sua
vez, para uma outra molécula de plastoquinona, chamada “Qb”, também presa
na proteina (FIGURA 1.3).

Quando um segundo elétron ¢ transferido para a plastoquinona
“Qb”, a quinona reduzida torna-se protonada (dois ions de hidrogénio sio
adicionados), formando uma plastoidroquinona (QbH2), com baixa afinidade
para se prender na proteina. De maneira simplificada, a funcdo da
plastoidroquinona ¢ transferir elétrons entre os fotossistemas II (P680) e I

(P700) (FIGURA 1.4), garantindo a producao e energia pela planta.
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FIGURA 1.2 — Os cloroplastos e suas organelas, destacando os tilacoides.
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FIGURA 1.3 - Imagem representando o transporte de elétrons no fotossistema II.
(TAIZ, 2004)

136



Capitulo II Introducao

ADP + (@, ATP

(B)

CF,

T I

FIGURA 1.4 —Transporte de elétrons entre os quatro grandes complexos
protéicos (FSII, FSI, o complexo citocromo b6f ¢ o complexo protéico ATP
sintase) dos tilacoides de plantas superiores (TAIZ, 2004).

Muitos herbicidas inibidores do fotossistema II se ligam a proteina
D-1 no sitio onde se prende a plastoquinona “Qb”. Esses herbicidas competem
com a plastoquinona “Qb” parcialmente reduzida (QbH) pelo sitio na proteina
D-1, ocasionando a saida da plastoquinona e interrompendo o fluxo de elétrons
entre os fotossistemas. Além da competicdo em si pelo sitio na proteina, os
herbicidas apresentam maior tempo de residéncia do que a plastoquinona “Qb”,
o que aumenta o seu efeito inibitério. E possivel citar como exemplo o
herbicida comercial DCMU, 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia), bloqueando
o fluxo de elétrons fotossintético pelo mecanismo descrito acima (VEIGA,

2008).

1.1.3 - Herbicidas Inibidores da Fotossintese em Estudo Pelo

Grupo de Produtos Naturais da UFSCar
O grupo de Produtos Naturais /DQ/ UFSCar no ano de 2006 iniciou

seus trabalhos com um projeto em parceria com o Prof°. Dr. Blas Lotina-
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Hennsen da Universidade Nacional Autonoma do México, que teve como
objetivo principal aprender as técnicas de ensaios de inibi¢do da fotossintese
para posterior implantacao no Laboratério de Produtos Naturais da UFSCar.

Foram realizados ensaios bioquimicos de avaliacdo do potencial
fitotoxico de aproximadamente 160 produtos naturais em um estagio realizado
por um aluno do grupo. (VEIGA et al, 2007a; VEIGA et al, 2007b, VEIGA,
2008; VEIGA et al, 2008).

Os resultados mostraram que os compostos ensaiados apresentaram
os mais variados mecanismos de acdo, indicando excelentes perspectivas para
continuagao deste tipo de estudo.

Dentre as diversas classes de produtos naturais que se mostraram
ativas nos ensaios bioquimicos, podem-se destacar alcaldides (acridonicos,
furoquinolinicos, quinoldnicos, inddlicos) e triterpenos. Entre estes, os

alcaldides acridonicos mostraram-se como os melhores prototipos.

1.2 — O Cancer

Cancer ¢ o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que
tém em comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os
tecidos e orgdos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regioes do corpo.
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontroldveis, determinando a forma¢dao de tumores (acimulo de células
cancerosas). Por outro lado, um tumor benigno raramente constitui um risco de

vida.

1.2.1 — Tipos de Cancer

Os diferentes tipos de cancer correspondem aos vdrios tipos de
células do corpo. Por exemplo, existem diversos tipos de cancer de pele porque

a pele ¢ formada de mais de um tipo de cé€lula. Se o cancer tem inicio em tecidos
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epiteliais como pele ou mucosas ele ¢ denominado carcinoma. Se comega em
tecidos conjuntivos como osso, musculo ou cartilagem ¢ chamado de sarcoma.
Outras caracteristicas que diferenciam os diversos tipos de cancer entre si sdo a
velocidade de multiplicacdo das células e a capacidade de invadir tecidos e

orgaos vizinhos ou distantes (metastases).

1.2.2 — Causas do Cancer

As causas de cancer sao variadas, podendo ser externas ou internas
ao organismo, estando ambas inter-relacionadas. As causas externas relacionam-
se ao meio ambiente e aos habitos ou costumes proprios de um ambiente social e
cultural. As causas internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-
determinadas, estdo ligadas a capacidade do organismo de se defender das
agressOes externas. Esses fatores causais podem interagir de varias formas,
aumentando a probabilidade de transforma¢des malignas nas células normais

(INCA — “Instituto Nacional do Cancer”, visitado em 17/02/09).

1.2.3 — Importancia dos Produtos Naturais no Tratamento do

Cancer

O papel dos produtos naturais, de todas as origens, no
descobrimento de farmacos tem sido revisto recentemente, € uma grande parte
tem sido devotada exclusivamente ao tratamento anticancer (PETTIT, et. al.,
1994). H& atualmente um grande interesse por produtos naturais para o
tratamento dessa doenca. Por exemplo, dos 87 farmacos anticancer aprovadas
62% sao de origem natural ou foram modeladas em produtos naturais de partida,
e entre as 299 substancias candidatas a farmacos anticancerigenas em
desenvolvimento clinico ou pré-clinico 61% sao de origem natural (CRAGG, et.
al., 1997).

Um grande niimero de alcaldides acridonicos tém sido isolados da

familia Rutaceae. Estes sdo conhecidos por apresentar diversas atividades
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biologicas, como antivirais, antiinflamatdrias, antimalaricas, entre outras, sendo
inclusive utilizado no tratamento e combate ao cancer. A atividade antitumoral
de diversos alcaldides acridonicos tem sido estudada frente varias linhagens
celulares (CHOU et al., 1989; ITOIGAWA ET AL.; LISKA, 1972; KAWAII et
al, 1999). Dentre estes, a acronicina (1) merece atengdo especial (FIGURA 1,5).
Seus estudos foram iniciados em 1966, e verificou-se que esta apresentou
atividade contra diversos tipos de cancer (SVOBODA, 1966; WATTERMAN &
GRUNDON, 1983).

O OMe
I ITI I O
Me S

FIGURA 1.5 — Estutura quimica da Acronicina.
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2- Objetivos

Os ensaios realizados no laboratério de Produtos Naturais do
departamento de Quimica da UFSCar, em parceria com o laboratério

CEQMED-UP na Universidade do Porto, tiveram como principal objetivo:

e Avaliar a atividade das substancias isoladas frente a ensaios herbicidas;

e Avaliar o potencial antitumoral dos compostos isolados.
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3 — Experimental

3.1 — Procedimento Experimental para ensaios da inibicdo da

fotossintese
Todos os procedimentos para a realizagdo dos ensaios bioldgicos
herbicidas foram realizados no laboratorio de pesquisa de Produtos Naturais do

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos.

3.1.2 - Estudos de fluorescéncia da Clorofila a (Chl a)

Folhas de espinafre foram obtidas em supermercados do municipio
de Sdo Carlos. Em seguida foram lavadas e secas, para posterior sele¢ao das
folhas com maior grau de uniformidade. Para extragdo dos cloroplastos de
espinafre, aproximadamente 40 g de folhas livres da nervura central e das
extremidades basal e apical foram trituradas em liquidificador e submetidas a
extracdo com 100 mL do meio I. Este, por sua vez, era composto por: sacarose
(400 mmol L), MgCl, (5mmol L"), KCl (10mmolL") e K'-tricina
(30mmol L") em pH 8,0 (1molL" KOH). Em seguida, este foi
homogeneizado e filtrado com o auxilio de camadas de gaze. O filtrado foi
centrifugado a 4000 rpm, a 4 °C por 5 minutos, o sobrenadante foi eliminado € o
solido contendo os cloroplastos foi dissolvido em 1 mL do meio I (FIGURA 3.1)
(LOTINA-HENNSEN et al., 1999).

Para determinar a concentragao da clorofila, uma aliquota de 20 uL
da suspensdo de cloroplastos foi transferida para um tubo de centrifuga a 4.000
rpm contendo 5 mL de acetona 80%, ¢ agitada a 25 °C por 5 minutos. A amostra
permaneceu no escuro por cinco minutos e depois foi submetida a centrifugacao
clinica. Realizaram-se entdo medidas de absorbancias do sobrenadante nos
comprimentos de onda de A=645 ¢ 663 nm de acordo com a equagdo abaixo

(ROMAGNI et al, 2002).
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Clorofila (ug mL™) = 20,2 (Ags) + 8,02 (Age3)

Meio I: Meio II:

o Sacarose (400 mmol / L)) e Sacarose (100 mmol / L)
e MgCl, (5 mmol / L) e MgCl,.6H,O (5 mmol / L)
o KCI (10 mmol / L) e KCI (10 mmol / L)
o Tricina (30 mmol / L) e Tricina (1 mmeol / L)
e pH 8,0 * KCN (0,5 mmol /L)
. - e pH 8,0

FIGURA 3.1 — Meios de cultura utilizados no ensaio de fluorescéncia da
Clorofila a (Chl a)

Para monitorar os transientes da fluorescéncia da Chl a, aliquotas
de tilacdides adaptadas ao escuro contendo 20ug de Chl foram transferidos a um
papel de filtro, para gerar homogeneidade e reprodutibilidade dos tilacoides no
papel de filtro. Em seguida o material foi adicionado em 3mL do meio II
(FIGURA 3.1), no qual permaneceu incubado por 5 minutos. Este meio era
constituido por: Sacarose (100 mmol/L), KCI (10 mmol/L), MgCl,.6H,O
(5mmol/L), Tricina (1 mmol/L), KCN (0,5 mmol/L) e Metilviologénio (50 uM),
em pH 8,0. As amostras foram mantidas no escuro, € posteriormente foram
realizadas as leituras dos parametros cinéticos. As curvas de indu¢do da Chl a
foram medidas a temperatura ambiente, utilizando o Hansatech Handy PEA
(Plant Effiecient Analyzer) (Strasser et al.,1995). O rendimento maximo da
fluorescéncia das amostras foi gerado usando trés fontes de diodos, que emitem
luz em A=650nm. A duracdo do pulso foi de 1s. Os resultados obtidos

representam a média de 3 repetigdes.
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3.2 — Procedimento Experimental para ensaios antitumorais
Os ensaios bioldgicos foram realizados na Universidade do Porto,
na cidade do Porto, em Portugal, no laboratorio CEQMED-UP, Servi¢o de

Microbiologia na Faculdade de Farmécia.

3.2.1 - O teste SRB
O teste da sulforodamina B (SRB) foi desenvolvido por Skehan e

colaboradores para medir a citotoxicidade de farmacos in vitro e a proliferacdo
de células (SKEHAN et al., 1990). Este ensaio trata-se de um micrométodo que
utiliza placas de 96 pocos e que avalia o efeito de compostos sobre células em
crescimento exponencial apds uma exposicdo continua de 48 horas, através da
quantificacdo do contetdo protéico celular pelo corante sulforodamina B (SRB).
Esse ¢ um processo adotado pelo National Cancer Institute (NCI).

As diferentes linhas celulares foram inoculadas em placas de 96 pogos de fundo
plano, e incubadas durante 24 horas antes da adi¢do dos compostos, a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO, com 95% de umidade, para promover a adsor¢do das
c€lulas na placa. . As linhas celulares testadas foram MCF-7 (adenocarcinoma
da mama), NCI-H460 (cancer de pulmao) e A375-C5 (cancro de melanoma)
(FIGURA 3.3).

Foram testadas 5 concentragdes para cada composto (150; 75; 37,5;
18,75 € 9,375 uM/poco), as quais foram preparadas por diluicdes seriadas (1:2)
em meio de cultura (se¢do 3.2.1.1). Em cada ensaio o composto foi testado em
duplicata (foram realizados dois ensaios para cada composto, portanto cada
concentracdo foi testada quatro vezes em cada linha celular usada) (FIGURA
3.4).

Para cada ensaio foi preparada uma placa idéntica, a qual foi
designada por placa Ty, que serviu para determinar o conteudo protéico celular
no momento de adicdo do composto e deste modo avaliar a sua toxicidade. Esta
placa foi fixada imediatamente antes da adigdo do composto as placas teste.
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Apos 48 horas de exposicdo ao composto, as c€lulas foram fixadas com uma
solucdo de acido tricloroacético 50% (se¢ao 3.2.1.2). Depois de totalmente secas
as c¢lulas foram coradas com uma solucao de SRB (secdo 3.2.1.3). O excesso de
SRB foi removido por lavagem da placa com solucdo de acido acético 1%. O
SRB foi posteriormente solubilizado com tampao tris(hidroximetil)aminometano
(Tris). A placa Ty, previamente fixada foi corada de igual modo. Procedeu-se a
leitura de densidade Optica em espectrofotometro de placas (segdo 3.2.1.4).

Para cada linha celular foi obtida uma curva dose-resposta tendo o
valor de GI50, concentragdo do composto que causou uma reducdo de 50% no
crescimento celular comparativamente as células controles nao tratadas, tendo
sido determinado por interpolagdo grafica, com base no programa de célculo
fornecido pelo NCI, EUA (MONKS et al., 1991).

Como controle positivo, foi usado o composto Doxorubicina, que ¢
uma droga usada na quimioterapia contra o cancer. Doxorubicina ¢ bastante
semelhante ao produto natural Daunorubicina (FIGURA 3.2), produzido
naturalmente por uma bactéria (Strptomyces peucetius). Esta classe ¢ a mais

efetiva no tratamento anticancer.

FIGURA 3.2 — Estrutura quimica da substancia Doxorubicina (esquerda) e
Daunorubicina (direita).
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3.2.1.1 - Preparacao do meio completo (RPMI completo)

O meio de cultura foi preparado de acordo com a TABELA 3.1,
utilizando meio RPMI 1640(a), Soro Bovino fetal (SBF)(b), Glutamina(c) e
Penicilina(d)/Estreptomicina(e). Os trés primeiros (a, b, ¢) foram obtidos do
Gibco Invitrogen Co (Scotland, UK), e os dois ultimos (d, e) foram obtidos da
Sigma Chemical Co (Saint Loius, USA).

TABELA 3.1 — Preparagdo do meio de cultura RPMI completo.

SBF a 5%
Meio (mL) | RPMI (mL) | SBF (mL) Gl‘(lzlrf‘)ma P/S (mL)
25 23.75 125 0.25 0.50
50 47.50 2.50 0.50 1.00
75 71.25 3.75 0.75 1.50
100 95.00 5.00 1.00 2.00

3.2.1.2 - Fixacao das placas

Foi realizada com acido tricloroacético (TCA) 50%. Adiciona-se 50
uL de TCA em cada pogo. Colocou-se sob refrigeracdo a 4°C durante 1 hora.
Passada essa hora, retirou-se o acido e lavou-se com H,O destilada (cerca de 5

vezes). Esperou secar (pode-se forgar a secagem pondo numa estufa a 37°C).

3.2.1.3 - Coloracao das placas

Depois das placas Ty e as de teste estarem completamente secas,
estas foram coradas pela adicdo de 50 pL de SRB (0.4% w/v em 1% acido
acético glacial), obtidas da Sigma Chemical Co (Saint Loius, USA). Esperou-se
30 minutos a temperatura ambiente. Removeu-se o SRB e lavou-se 5 vezes com
acido acético 1%. Deixou secar (pode-se “forgar” a secagem, colocando as

placas na estufa a 37°C).
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3.2.1.4 - Solubilizacao das placas e leitura

Depois das placas T, e as de teste estarem completamente secas, adicionou-se
100 pL de TRIS em cada poco (para solubilizar com o SRB) e deixou atuando
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo, efetuou-se a
leitura no aparelho BIOTEK no comprimento de onda 492 nm (EAR400 STL-

Labinstruments.)

1234567891011 12
000000000000

e T e B e

e S e S
S S

A S
L e T e e

SRRl Nal-—Nr

123456789101112

© Filas A (1-12) e H (1-12): meio RPMI 5%SBF

@ Filas B a G (1-12): células, onde as 3 linhas celulares utilizadas neste
experimento foram:

- filas B-C (1-12): MCF-7;

- filas D-E (1-12): NCI-H460;

- filas F-G (1-12): A375-C5.

FIGURA 3.3— Disposi¢ao das diferentes linhas celulares inoculadas em placas.
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® Filas 6 ¢ 7 (A-H): meio RPMI completo (CONTROLE)
O Fila 5 (A-H): concentragio de 9,375 uM do composto A
Fila 8 (A-H): concentragdo de 9,375 uM do composto B

© Fila 4 (A-H): concentragio de 18,75 uM do composto A
Fila 9 (A-H): concentragdo de 18,75 uM do composto B

@ Fila 3 (A-H): concentragédo de 37,5 uM do 3 composto A
Fila 10 (A-H): concentracao de 37,5 uM do composto B

@ Fila 2 (A-H): concentragio de 75 pM do composto A
Fila 11 (A-H): concentracdo de 75 uM do composto B

® Fila | (A-H): concentracao de 150 uM do composto A
Fila 12 (A-H): concentracao de 150 uM do composto B

FIGURA 3.4 — Disposicao das diferentes concentragdes para cada composto
testado.z

153






4 - Resultados e Discussoes







Capitulo II Resultados e Discussoes

4 — Resultados e Discussoes

4.1 - Resultados dos ensaios de florescéncia da Chl a

Para observar o comportamento herbicida dos alcaldides
acridonicos de Conchocarpus marginatus no FSII, foram realizados ensaios de
fluorescéncia da Chl a, em que cloroplastos frescos e lisos foram incubados por
5 minutos no escuro a temperatura ambiente com a concentracao de 100uM dos
alcaldides 1,2,3,6-tetrametoxi-N-metilacridona (4), 1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-N-
metilacridona(5), 1-hidroxi-3-metoxi-N-metil-acridona (6), 1,2,3,6-tetrametoxi-
N-metilacridona (8) e 1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-acridona (9), que foram
solubilizadas em dimetilsulféxido 0,5 % (DMSO). O mesmo procedimento foi
realizado para DCMU (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia) 5S0uM e
cloroplastos inflitrados com Tris 0,8 M (RICKERT et al., 1991), os quais foram
usados como controle positivo (FIGURA 4.1). Seus codigos foram alterados
para a realizagdo deste ensaio, € esta correcao encontra-se na tabela 4.1.

O répido aumento da fluorescéncia inicial foi devido a reducao de
Qa & Qi seguida pela reducdo de P680" por Z sem a participagdo direta do
complexo de evolucao de oxigénio - OEC (STRASSER, 1997). Assim, a analise
do transiente da fluorescéncia (Chl @) claramente indicou que o OEC foi inibido
pelas substancias testadas neste experimento. Quando o OEC ¢ inibido, este ndo
pode doar elétrons ao Y,, que por sua vez ndo pode reduzir P680", dentro deste
contexto, uma maxima acumulacdo de P680", Pheo’ e Q4 ocorre (LAZAR et al,
1999). Strasser et al. (2004), propds o termo “centro de reacao silencioso” como
os centros que ndao podem nem reduzir Q, € nem voltar a transferir sua energia
de excitacdo a antena; portanto, as unidades correspondentes ao FSII nao
contribuem para a fluorescéncia varidvel e seus rendimentos de fluorescéncia
sa0 menores.

Os valores de F, foram quase constantes variando de 186 a 229, ¢

de Fy; diminuiram com a presen¢a das fracdes. Os valores mais baixos da area
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da curva entre Fy e F\; (TABELA 4.2) indicam que a transferéncia de elétrons ao
sitio da quinona ¢ bloqueado. Assim, Qa do FSII ndo ¢ reduzida, e estes

resultados indicam a cria¢ao dos centros de reacao silenciosos.

1M} -
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FIGURA 4.1 - Aumento cinético da fluorescéncia em cloroplastos frescos e lisos
infiltrados com 5 diferentes alcaldéides, DCMU e tilacoides tratados com Tris.
Os controles dos cloroplastos sdo mostrados para comparacdo. Curvas de
inducdo de fluorescéncia (Chl a) foram medidas a temperatura ambiente. Os
dados sao médias de trés repetigoes.
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TABELA 4.1 — Substancias testadas no ensaio de inibicao da fotossintese

(FIGURA 3.2)

Codigo Substancia Estrutura
o OMe
OMe
Bl Substancia 4 ‘ ‘
MeQO OMe
e
0] OH
OMe
B2 Substancia 5 ‘ ‘
MeO OMe
e
o OH
B5 Substancia 6
OMe
e
o OH
OMe
B6 Substancia 9 ‘ ‘
MeO N OMe
}
o OMe
B8 Substancia 8 ‘ ‘
OMe
e
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TABELA 4.2 - Efeito dos alcaldides acridonicos sobre os parametros da
fluorescéncia em tilacoides previamente incubados no escuro por 5 minutos e

com Tris 0,8 M, em pH 8,0.

Composto Concentragdo Fo Fum Fv/Fum Area

Controle - 214 888 0,759 38425

DCMU 50uM 208 875 0,762 36039
Tris 0,8M 173 297 0,418 0

B1 100mg/L 209 753 0,722 32146

B2 100mg/L 216 770 0,719 33888

B5 100mg/L 213 768 0,723 33500

B6 100mg/L 203 718 0,717 29149

B8 100mg/L 214 734 0,708 30156

A escala de atividade foi observada, comparando-se as areas das
substancias testadas com a drea do herbicida comercial DCMU. Os baixos
valores de 4rea calculado indicam que todas as substincias ensaiadas
apresentaram atividade frente o ensaio de florescéncia da Chl a. Estes valores
sao inferiores a area do herbicida comercial DCMU, mostrando que os
alcaldides testados sdo bastante promissores no estudo para o desenvolvimento
de herbicidas.

Dentre as substancias testadas, a substancia 9 (B6) foi o que se
apresentou potencialmente mais ativo nas medidas de fluorescéncia Chl a. Esse
resultado indica que este causaria dano ao complexo OEC e um de seus sitios de
acao estd localizado sobre o FSII, prendendo-se ao ambiente de Q. Com o
objetivo de se encontrar modelos para novos herbicidas inibidores da
fotossintese, o estudo da fluorescéncia destes compostos foi realizado no intuito
de contribuir para o esclarecimento de um dos mecanismos de interacdo destes
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compostos como doadores de elétrons no sitio do FSII. Apos este estudo, pdde-
se afirmar que estes compostos possuem mecanismo de acdo semelhante.
Analisando os resultados obtidos das substancias ensaiadas até o
momento, ndo foi possivel realizar uma relacdo da “estrutura-atividade” para os
compostos testados, devido ao pequeno nimero de compostos analisados, sendo
necessaria a investigacao de um maior nimero de substancias para tal objetivo,
bem como a realizagdo dos demais ensaios que esclarecerdao os outros ambientes

de interacdo com o complexo fotossintético.

4.2 — Resultados dos ensaios antitumorais

Para cada linha celular foi obtida uma curva dose-resposta tendo o
valor de GI50 (FIGURAS 4.2 —4.5), concentragao do composto que causou uma
reducdo de 50% no crescimento celular comparativamente as células controles
ndo tratadas, tendo sido determinado por interpolagdo grafica, com base no
programa de calculo fornecido pelo NCI, EUA (MONKS et al., 1991). Os
resultados obtidos estao resumidos na TABELA 4.3.
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FIGURA 4.2 - curva dose-resposta para o alcaloide 1,2,3,6-tetrametoxi-10-
metilacridona (substancia 4).
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FIGURA 4.3 - Curva dose-resposta para o alcaldéide 1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-
10-metilacridona (substancia 5).
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FIGURA 4.4 - curva dose-resposta para o alcaldide 1-hidroxi-3-metoxi-N-metil
acridona (substancia 6).
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FIGURA 4.5 - curva dose-resposta para o alcaldide 1,2,3-trimetoxi-N-metil
acridona (metilarborinina) (substancia 8).
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TABELA 4.3 - Valor de GIsy para as linhas celulares testadas MCF-7
(adenocarcinoma da mama), NCI-460 (cancer de pulmao) e A375-C5 (cancro de

melanoma).

GI50 (uM)

Substancia Estrutura MCEF-7 | NCI-460 | A375-C5

5 °Me >150 >150 >150
MeO OMe
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A Substancia Doxorubicin foi usada como controle positivo para os
ensaios, ¢ os respectivos Glsy obtidos foram: MCF-7= 42,8 nM; NCI-H460=
94,0 nM; A375-C5=79,5 nM.

Dentre as substancias testadas, o alcaldide 1-hidroxi-3-metoxi-N-
metilacridona (substancia 6) foi o que apresentou melhor potencial antitumoral
frente aos ensaios antitumorais, apresentando uma concentracdo para Glsode 25,
20 e 22 puM para as linhas celulares MCF-7, NCI-460 e A375-C5
respectivamente. Essas concentragdes foram consideradas baixas e boas, porém
ainda estao longe das concentra¢des obtidas para o controle positivo.

Através dos experimentos realizados foi possivel afirmar também
que as substancias ensaiadas foram ativas, porém nao foram téxicas para as
células em estudo, ou seja, elas inibiram o crescimento das células mas nao as
mataram.

De acordo com os dados obtidos at¢ o0 momento nao foi possivel
realizar uma relagdo da “estrutura-atividade” para os compostos testados,
havendo a necessidade de andlise de um maior nimero de compostos para tal

objetivo.
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5 — Conclusoes

Este trabalho teve como um dos objetivos avaliar a atividade das
substancias isoladas através da realizacdo de ensaios antitumorais e herbicidas.
Estes ensaios foram escolhidos devido ao grande interesse pela classe dos
alcaloides acridonicos no combate ao cancer e as plantas daninhas.

Nesse estudo, 5 alcaldides acridonicos foram submetidos a testes
fitotoxicos em cloroplastos isolados de espinafres obtidos da espécie
Conchocarpus marginatus. Os resultados mostraram-se bastante positivos uma
vez que todas as substdncias ensaiadas foram ativas, inibindo a cadeia
transportadora de elétrons sob o FSII, através do estudo de fluorescéncia da
clorofila a. Esses dados mostraram que os alcaldides testados sdo bastante
promissores no estudo para o desenvolvimento de herbicidas.

Para os ensaios antitumorais, das 4 substancias ensaiadas, somente
a substancia arborinina ndo apresentou redug¢do no crescimento celular nas
concentragdes testadas frente as linhagens MCF-7, NCI-460e A375-C5, sendo a
substancia 1-hidroxi-3-metoxi-N-metil acridona a que apresentou valores de
GI50 mais baixos Pode-se dizer ainda que, as substancias ensaiadas foram ativas
mas ndo foram toxicas, ou seja, elas inibiram o crescimento das células mas nao
as mataram. Desta forma, os resultados obtidos neste ensaio vem a corroborar
com os dados da literatura, e mantém os alcaloides acridonicos como uma classe

de compostos promissora na busca de quimioterapicos.
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