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l. LISTAS DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AMP = adenosina-monofosfato

APRT = adenina-fosforribosil-transferase

CC = coluna cromatografica

CCDC = cromatografia em camada delgada comparativa
CCDP = cromatografia em camada delgada preparativa
CCDA = cromatografia em camada delgada analitica
CDCl3 = cloroférmio deuterado

CG-EM = cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
CLAE = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
COSY= “correlation spectroscopy”

d = dubleto

dd = duplo dubleto

ddd = duplo duplo dubleto

DEPT= “distortion less enhancement by polarization transfer”
d = deslocamento quimico

¢ = diametro

g = grama

G3P = gliceraldeido-3-fosfato

GAPDH = gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
gNOESY = “gradient nuclear Overhauser effect spectroscopy”
mg = miligrama

h = altura

Hz = hertz

HMBC= “heteronuclear multiplete bond correlation”
HSQC-= “heteronuclear single quantum correlation”

ICs0 = “60% inhibitory concentration”

IE = impacto eletrbnico

J = constante de acoplamento

m = multipleto

MHz = megahertz

m/z = relagdo massa/carga

uL = microlitro



uM = micromolar

OMe = metoxila

RMN 'H = ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
RMN '3C = ressonancia magnética nuclear de Carbono 13
s = singleto

t = tripleto

t. = tempo de retengao

A Abs = variagao de absorg¢ao

A t= variagao de tempo
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VI. RESUMO

FITOQUIMICA, QUIMIOSSISTEMATICA E BUSCA DE NOVOS FARMACOS
ANTICHAGASICOS E ANTILEISHMANIOSES: ESTUDO DE Raputia
praetermissa (RUTACEAE) - Raputia praetermissa (Engler) Emmerich é uma
arvoreta encontrada somente na Reserva Florestal Adolpho Ducke, Amazonas,
Brasil. O género Raputia foi originalmente descrito por Engler, onde varias espécies
foram incluidas, mas em 1978, Emmerich propds dividi-lo em trés novos géneros,
Neoraputia, Raputiarana e Sigmathantus com o objetivo de acomodar seis espécies,
quatro destas pertencentes a Raputia (incluida na tribo Cuspariae) e duas que ainda
nao haviam sido descritas. Atualmente este género possui 11 espécies. Nao ha
relatos de estudos fitoquimicos em Raputia. Este trabalho descreve o estudo
fitoquimico e quimiossistematico e a busca de compostos tripanocida e
leishmanicida na raiz de R. praetermissa. O estudo fitoquimico envolveu desde a
preparagdao dos extratos brutos, seguidos pelo fracionamento e isolamento dos
compostos através de diferentes métodos cromatograficos. As analises
espectroscopicas permitiram a identificacdo de substancias conhecidas e inéditas.
Neste sdo descritos o isolamento e identificacdo de dois limondides inéditos,
11B,19a-dihidroxi-7-deoxo-7-acetoxi-ichangina e  11pB,19a-6xido-7-deacetoxi-7-
hidroxi-ichangina, dois alcaldides inddlicos prenilados inéditos, 5-[(3’-dimetilalil-4’-
metilideno)-2’-tetraidrofurano-2’-ilJ-indol e 5-[(4’-carbometoxi)-furano-2’-il]-indol, e um
alcaléide bisindol também inédito, 5’,6’-[5-metil-5(7-indol-5"-il-eteno-6,7-diil)-3(1-
metilprop-2-en-2-il)]-ciclopentano-5’,6’-diil-indol, e as substancias conhecidas, T-
cadinol, [-sitosterol, estigmasterol, campesterol, 3-[2’,6’-dimetoxi-6”,6-
dimetilpirano(2”,3”:3',4’) fenil] propianato de metila, 3-oxo-T-cadinol, &acido 3-
oxotirucala-7,24-dien-21-6ico, dictamina, y-fagarina, 1-metil-4-metoxi-2-quinolona,
acetato de tricocina S13, 6-formilindol. Nossos resultados mostram que as classes
quimicas isoladas sdo comuns na familia Rutaceae, exceto os inddlicos prenilados
que pertencem a uma nova classe de inddlicos. Contudo, todas as substancias
isoladas confirmam o posicionamento de Raputia na tribo Cuspariae. Os compostos
isolados foram avaliados quanto: a) Atividade bioldgica in vitro contra as formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e amastigotas de Leishmania braziliensis; b)
Atividade enzimatica inibitéria em gGAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase)

do T. cruzi e em APRT (adenina-fosforribosil-transferase) de Leishmania tarentolae.
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Nenhuma das substancias isoladas foi promissora no teste in vitro contra T. cruzi.
No modelo experimental enzimatico (QGAPDH e APRT) nenhum composto mostrou
atividade inibitoria promissora. Por outro lado, o T-cadinol foi ativo contra L.

braziliensis resultando em uma DLso de 44 uM.
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VII. ABSTRACT

PHYTOCHEMISTRY, CHEMOSYSTEMATIC AND SEARCHING OF NEW
ANTICHAGASIC AND ANTILEISHMANIASIS DRUGS: STUDY OF Raputia
praetermissa (RUTACEAE). Raputia praetermissa (Engler) Emmerich is a tree
found only in the Forest Reserve Adolpho Ducke, Amazonas, Brazil. The genus
Raputia was originally described by Engler and many species were included in this
genus, but in 1978, Emmerich proposed three new genera Neoraputia, Raputiarana
e Sigmathantus in order to accommodate six species, four belonging to the genus
Raputia, which is assigned into the tribe Cuspariae, and two that had not been
described yet. From our knowledge no previous phytochemical work has been
reported on Raputia. Therefore, this study describes phytochemical and
chemosystematic investigation and the search of compounds with trypanocidal and
leishmanicidal activity from roots of R. praetermissa. The phytochemical work
involved crude extract preparation, followed by fractionation and isolation of
compounds thorough different chromatography methods. Spectroscopic analyses
permitted the identification of them and the results showed the presence of new
substances in addition to those isolated previously. Here we reported the isolation
and identification of the new compounds: two new limonoids, 1183,19a-dihydroxi-7-
deoxo-7-acetoxy-ichangin e 11p3,19a-oxide-7-deacetoxy-7-hidroxy-ichangin, two new
prenylated indoles alkaloids, 5-[(3’-dimethylalil-4’-methylidene)-2’-tetrahidrofuran-2’-
il]-indol e 5-[(4’-carbomethoxy)-furan-2'-il]-indol and a new bisindol alkaloid, 5’,6’-[5-
methyl-5(7-indol-57-il-etene-6,7-diil)-3(1-methylprop-2-en-2-il)]-ciclopentane-5’,6’-diil-
indol. The following known substances were also obtained: T-cadinol, p-sitosterol,
stigmasterol, campesterol, 3-[2’,6’-dimethoxy-6",6”-dimethylpyrano(2”,3”:3’,4’)
phenyl]-methylpropionate,  3-oxo-cadinol, lanosta-7,24-dien-21-oic  acid-3-oxo,
dictamine, y-fagarine, 1-methyl-4-methoxy-2-quinolone, tricoccin S13 acetate, 6-
formylindol. Our results showed that the chemical classes isolated from R.
praetermissa roots are common to the Rutaceae family, but the prenylated indol
alkaloids are not. These compounds are new classes of prenylated indol alkaloids.
However, all isolated compounds confirm the assigned it into the tribe Cuspariae. In
addition, the compounds were evaluated for: a) “in vitro” biological activity against
trypanosomastigotes forms of Trypanosoma cruzi and amastigotes forms of

Leishmania braziliensis; b) enzymatic inhibitory activity on glyceraldehydes-
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phospato-dehidrogenase (gGAPDH) of T. cruzi and enzymatic inhibitory activity on
adenine-phosphoribosyl-transferase (APRT) of Leishmania tarentolae. None of
isolated substances were promising against T. cruzi in vitro test as well as in
enzymatic experimental models (QGAPDH e APRT) from which they not showed
enzymatic inhibitory activity. Conversely, the T-cadinol was active against L.

braziliensis and results in DLsy 44 uM.
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1. INTRODUGAO

Animais, organismos marinhos, microrganismos e vegetais, tém sido
utilizados pelo homem, ao longo dos séculos, para o tratamento de diversas
enfermidades. Dentre eles, as espécies vegetais tém se destacado pelo grande
potencial farmacoldgico, visto que, produzem metabdlitos secundarios que exercem
funcbes especificas, tais como: antialimentares para insetos, atraentes
polinizadores, defensores contra a agao de herbivoros € microrganismos, dessa
forma, tornam-se fontes alternativas de compostos ativos contra seres patogénicos
ao homem, aos animais e plantas (LIMA, 1996; MORALES, 1999).

O Brasil, com uma das maiores biodiversidades do mundo, possuindo
cerca de 22% de todas as angiospermas (MAFEZOLI, 2001), precisa explorar de
forma racional o potencial dessas plantas na busca de novos farmacos.
Considerando-se a diversidade taxondmica da flora brasileira, cogita-se a presenca
de uma grande diversificagdo de classes e estruturas de metabdlitos secundarios.

O estudo quimiossistematico tem mostrado que muitas familias de
plantas estdo associadas a classes especificas de substancias, facilitando assim o
rastreamento de substancias bioativas.

O grupo de Produtos Naturais da UFSCar (Universidade Federal de
Sao Carlos) tem se dedicado ao estudo dos constituintes quimicos das espécies
vegetais pertencentes a ordem Sapindales, em especial as familias Rutaceae,
Meliaceae e Simaroubaceae, visando a quimiotaxonomia e também ao isolamento
de substancias bioativas. Dentro dessa linha de pesquisa, realizou-se o estudo

fitoquimico da raiz da Raputia praetermissa e a busca de substancias bioativas.

1.1. ORDEM SAPINDALES

A Ordem Sapindales (antiga Rutales) sensu Stevens é constituida
pelas familias Anacardiaceae, Bierbersteiniaceae, Burseraceae, Kirkiaceae,
Meliaceae, Nitrariaceae, Rutaceae, Sapindaceae e Simaroubaceae (STEVENS,
2003).

O grupo de Produtos Naturais da UFSCar tem revisado a

quimiossistematica dessas familias, tendo como base de estudos os alcaldides do
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acido antranilico, cumarinas e limonoides (SILVA et al., 1984; SILVA et al., 1987,
SILVA et al., 1988). Os resultados obtidos tém mostrado uma escassez de estudos
em varios géneros dessas familias, alguns com dados quimicos insuficientes para
discussdes quimiossistematicas, e outros, onde ha divergéncias de opinides com
relagcdo aos seus posicionamentos nas respectivas familias, subfamilias ou tribos
(TOMAZELA, 2001, CHASE et al., 1999). Por estes motivos, escolheu-se a espécie

vegetal pertencente a familia Rutaceae para este estudo.

1.2. FAMILIA RUTACEAE

A familia Rutaceae possui cerca de 150 géneros e 1600 espécies
distribuidas nos Trépicos e Subtrdpicos. Na regidao neotropical ocorrem 52 géneros,
dos quais, 33 no Brasil, com centro de diversidade na Amazbénia e na mata
Atlantica (RIBEIRO et al., 1999).

Varios representantes dessa familia tém valor medicinal e econdmico,
merecendo destaque os jaborandis (Pilocarpus spp.), que fornecem a pilocarpina,
utilizada no tratamento de glaucoma e calvicie; as espécies do género Citrus que
abastecem o mercado mundial com seus frutos (lim&o, laranja, tangerina e outros)
e 6leos esséncias usados em perfumaria; muitos géneros ainda produzem também
madeira de excelente qualidade, como exemplo, no Amazonas utiliza-se a madeira
das tamanqueiras (Zanthoxylum spp.) na industria de calgcados e de celulose
(RIBEIRO et al., 1999).

Essa familia se caracteriza pela diversidade de metabdlitos
secundarios (Figuras 1.1, 1.2 e 1.3) ndo comuns nas demais familias da Ordem.
Dentre esses metabdlitos, os mais representativos sdo os alcaldides derivados do
acido antranilico (1-12, Figura 1.1), as cumarinas (16-18, Figura 1.2), os flavonoides
(19-22, Figura 1.2) e os limondides (23-28, Figura 1.3).

Alcaldides menos representativos também sdo encontrados em
Rutaceae, tais como, alcaldides derivados da fenilalanina, tirosina, triptofano (13-
15, Figura 1.2), histidina e alcaléides com origem biogenética ainda desconhecida
(WATERMAN, 1999).

No quadro 1.1, sdo apresentadas algumas das classes de substancias

isoladas da familia Rutaceae e suas atividades bioldgicas.
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FIGURA 1.1. Alcaldides derivados do acido antranilico isolados de Rutaceae.
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Flindersia fournieri
(MESTER, 1983)
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(IKUTA et al.,1998)
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(MESTER, 1983)
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(RASHID et al., 1991)
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Pleiospermium alatum
(GUNATILAKA et al., 1994)
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(AMBROZIN et al., 2004)

FIGURA 1.2. Substancias isoladas de Rutaceae.
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23
Citrus sinensis
(MESTER, 1983)

25
Raulinoa echinata
(BIAVATTI, 2001)

27
Citrus sinensis
(HASEGAWA et al., 1997)

OH

24
Spathelia excelsa
(LIMA, 2000)

26
Severinia buxifolia
(WU et al., 1997)

28
Hibrido Citrus-Poncirus
(BENNETT & HASEGAWA, 1997)

FIGURA 1.3. Limondides isolados de Rutaceae.
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QUADRO 1.1. Algumas classes de substancias isoladas da familia Rutaceae e
suas respectivas atividades biolégicas.

Classe Atividade Biolégica Referéncias
(CHAKRABORTY et al., 1980);
(LEWIS, 1983); (KONG et al.,
Antifungica, anticancerigena, inibidora | 1985); (KONG et al., 1986);
da acetilcolinesterase, antibacteriana, | (PAULINI et al., 1989);
antitumoral, antitiroidal, hipotensiva, | (BRINGMANN et al., 1998);
antinflamatéria, atividade inibitéria da|(ZHAO et al., 1998); (BONTE et
Alcaléides | fosfolipase A, (envolvida em processos | al., 1999); (RAMSEWAK et al.,
alérgicos e antiinflamatorios), relaxante | 1999); (ADDAE-KYEREME et
muscular, anestésica, antioxidante,|al., 2001); (FUNAYAMA et al.,
inseticida, antimalarica, anticonceptiva, | 2001b); (MAFEZOLI, 2001);
antimutagénica. (TACHIBANA et al., 2001);
(MIYAZAWA et al, 2002);
(NAKAHARA et al., 2002).
_ . _ _ _ (TOWERS et al, 1981);
Antibacteriana, anti-HIV, antifungica,
_ o _ _ (LEWIS, 1983); (AFEK et al.,
. analgésica, diurética, antihelmintica,
Cumarinas _ _ 1986); (GUNATILAKA et al,
anticoagulante, anticancerigena,
_ _ 1994); (MAFEZOLI, 2001);
tripanocida.
(VIEIRA et al., 2001).
. . . . . (MAFEZOLI, 2001); (BASTOS
Lignanas Inibidores de germinacéo, tripanocida.
et al., 1999).
o _ . . (LEWIS, 1983); (BAGGE,
Antialimentar, antifingica, Inibidora de
1998); (ZHAO et al, 1998);
crescimento, antibacteriana, antiviral,
(WADA et al., 1990);
Limonodides |inibidora da acetilcolinesterase,
(JAYAPRAKASHA et al., 1997);
hipotensiva, Inseticida, antitumoral,
o ) ) (MAFEZOLI, 2001).
anticélera, anticancerigena.
(TOMAZELA et al, 2000);
_ Inibidora da enzima gGAPDH de
Flavondides _ (MORAES et al, 2003);
Trypanosoma cruzi.
(AMBROZIN et al., 2004).
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As espécies da familia Rutaceae estdao distribuidas em varias
subfamilias, ENGLER (1931) reconheceu sete subfamilias como pertencentes a
Rutaceae: Aurantioideae ou Citroideae, Dictyolomatoideae, Flindersioideae,
Rutoideae, Rhabdodendroideae, Spathelioideae e Toddalioideae. Dentre estas, as
que se destacam por possuirem maior numero de espécies sao Aurantioideae,
Rutoideae e Toddalioideae (DAGNE et al., 1988). O estudo quimiossistematico tem
mostrado que a diversificagdo dos alcaldides e cumarinas € maior em Rutoideae e
Toddalioideae. A similaridade quimica entre estas duas subfamilias € acentuada,
levando SILVA et al. (1988) a uni-las em uma unica subfamilia, Rutoideae. A
subfamilia Aurantioideae mostra proliferacdo de cumarinas, flavondides e
limondides, mas uma escassez em numero e diversidade dos alcaloides.

A subfamilia Flindersioideae, produz alcaldides derivados do acido
antranilico, cumarinas, flavondides e limondides com anéis A, B e D modificados,
estes limondides sao caracteristicos de Meliaceae, por este motivo foi incluida no
passado na familia Meliaceae. Os alcaldides do acido antranilico ndo tém sido
encontrados em Meliaceae, sugerindo que a Flindersioideae esta melhor
classificada entre as Rutaceae (CHASE et al., 1999).

Na quimica da subfamilia Rhabdodendroideae sdo encontrados
alcaléides e limondides tipicos de Rutaceae (Ordem Sapindales), contudo a
presencga de elagitaninos implicou em sua inclusdo na Ordem Rosales e exclusao
da Ordem Sapindales (CHASE et al., 1999). As subfamilias Spathelioideae e
Dictyolomatoideae ja foram situadas entre as Simaroubaceae, contudo, a presenga
de limondides e alcaldides tipicos de Rutaceae reforcam sua retengao nesta ultima
(CHASE et al., 1999; TOMAZELA, 2001).

Entre as tribos da subfamilia Rutoideae, apenas a tribo Cusparieae é
constituida por géneros Sul Americanos. Com o objetivo de contribuir com o estudo
quimiossistematico da familia, propbés-se o estudo fitoquimico de Raputia

praetermissa pertencente a esta tribo.
1.3. O GENERO Raputia

Aublet, em 1775, estabeleceu o género Raputia baseado nos

caracteres morfolégicos de Raputia aromatica Aubl. (KALLUNKI, 1990).
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De Candole, em 1822, descreveu uma segunda espécie que chamou
de R. heterophylla. Anos depois, Bentham e Hooker reconheceram esta espécie
como sendo do género Pholidandra Neck ao invés de Raputia. Em 1871, Engler
descreveu quatro espécies pertencentes a Raputia na flora brasileira (ARRUDA et
al., 1991).

Em 1978, Emmerich revisando as espécies descritas como Raputia,
observou grandes diferencas morfoldgicas entre as mesmas (KALLUNKI, 1990).
Com o objetivo de organizar e estabelecer uma conceituagdo taxonomicamente
homogénea e valida para o género mencionado, ela utilizou a espécie R. aromatica
Aubl. como elemento de comparacdo em seus estudos e, foi a flor,
especificamente, o carater morfolégico mais importante para a organizagdo do
género. O resultado foi a divisdo em mais trés novos géneros: Neoraputia,
Raputiarana e Sigmatanthus (KALLUNKI, 1994).

No decorrer de seus estudos, Emmerich observou que um grupo de
seis espécies apresentava grande homogeneidade entre seus caracteres
morfologicos. Estas espécies foram transferidas para o género Neoraputia. Destas
seis espécies, quatro foram segregadas do género Raputia: N. alba (Ness e Mart)
Emmerich M., N. trifoliata (Engler) Emmerich, N. paraensis (Duck) Emmerich e N.
magnifica (Engler) Emmerich e, duas foram descritas como novas: N. saldanhae
Emmerich e N. cowanii Emmerich (KALLUNKI, 1994; TOMAZELA, 2001).

O género Neoraputia tem sido estudado pelo Grupo de Produtos
Naturais da UFSCar, visando utilizar os dados quimicos para auxiliar no correto
posicionamento das espécies no género em questdo. Foram isolados, até o
momento, basicamente flavondides polimetoxilados (29-42, Figura 1.4 e 1.5) e mais
recentemente alcaldides derivados do acido antranilico, ambos comuns na familia.
Apesar dos flavondides ndo serem considerados marcadores quimiotaxonémicos, o
isolamento destes e também dos alcaldides, confirmam a posicao de Neoraputia na
tribo Cusparieae.

O género Raputia possui atualmente 11 espécies, predominantemente

amazonicas, sendo apenas trés de areas fora da Bacia Amazénica (PIRANI, 2005).
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FIGURA 1.4. Substancias isoladas de Neoraputia magnifica.
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FIGURA 1.5. Substancias isoladas do género Neoraputia.
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1.4. A ESPECIE: Raputia praetermissa

R. praetermissa € uma espécie nativa da Amazdnia recentemente
classificada. E um arbusto ou arvoreta delgada com folhas opostas-cruzadas;
peciolos escurescidos e densamente hirsutos, lamina eliptica coriacea, conforme

figura 1.6.

FIGURA 1.6. Espécie Raputia praetermissa. Fotos do livro: Flora da Reserva Ducke
(cedido pelos autores; RIBEIRO et al., 1999).

R. praetermissa € uma espécie rara, conhecida apenas na colegao-
tipo da Reserva Ducke (PIRANI, 2005; RIBEIRO et al, 1999). Até o momento, nao
havia nenhum estudo quimico ou avaliacdo do seu potencial bioativo, por esta
razao, foi necessario um estudo fitoquimico minucioso. No quadro 1.2 € mostrada a

posicao hierarquica da espécie R. praetermissa.

Quadro 1.2. Posigao hierarquica da espécie R. praetermissa.

Taxonomia

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Sapindales

Familia Rutaceae
Subfamilia Rutoideae

Tribo Cusparieae

Género Raputia

Espécie Raputia praetermissa
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1.5. A DOENCA DE CHAGAS

A doenga de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
afeta 16-18 milhdes de pessoas, principalmente, nas Américas do Sul, Central e
também se manifesta em areas metropolitanas dos Estados Unidos (GELB & HOL,
2002). Segundo MOREL & LAZDINS (2003), cerca de 4,8-5,4 milhdes de pessoas
apresentam sintomas clinicos, com uma incidéncia anual de 700.000-800.000
novos casos e 45.000 mortes, devido a problemas cardiacos em decorréncia desta
doenga. No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, cerca de cinco milhdes
de pessoas estéo infectadas, a maioria vivendo nas grandes cidades (FERREIRA
et al., 1997).

O vetor de transmissdao € um inseto vulgarmente conhecido como
“‘barbeiro”, que ataca o homem a noite para |lhe sugar o sangue, infectando-o
através das fezes. Uma vez infectado, o individuo passa por trés estagios da
doenga, cada uma com sintomas diferentes (CDC, 2004, HEMONLINE, 2004):

1) Fase aguda ocorre em 1% dos casos, 0s sintomas mais comuns
séo olhos inchados, fadiga, febre, perda de apetite, diarréia, vOmitos e outros. Em
geral os sintomas desaparecem espontaneamente em poucas semanas, porém ha
casos, principalmente, em criangas, que podem levar a morte, isto sé ocorre se
estas estiverem com suas imunidades baixas e, se houver, um ataque intensivo do
parasita em orgaos e tecidos importantes como coragéo, figado e outros;

2) Fase indeterminada ocorre de 8 a 10 semanas depois da infecgéo,
durante este estagio, as pessoas nédo apresentam sintomas (assintomaticas);

3) Fase crbnica se manifesta em 10 a 20 anos depois da infecgao.
Nesta fase, as pessoas podem desenvolver sintomas mais seérios, tais como,
problemas cardiacos, incluindo aumento do coracéo, além de inchago nas pernas e
corpo, fraqueza, falta de ar. Outro 6rgao muito afetado é o trato digestivo que pode
ter determinadas partes aumentadas resultando em dificuldades para deglutinar. O
comprometimento pode vir a acarretar em prisdao de ventre que pode durar dias,
semanas e até meses, com muito sofrimento para o doente.

Este ultimo estagio de deficiéncia cardiaca e inflamagdes
gastrointestinais resultam em 10% de casos fatais (VERONESI, 1991, ALVES et al.,
2005). Por sua grande difusao e gravidade das manifestacdes, a doencga representa

um sério problema sanitario.
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Programas de Saude Publica vém sendo realizados para erradicagéo
do vetor. Atualmente, este tipo de transmissdo esta sendo controlada no Brasil
(CANESIN & BARRETO, 1999; NETO, 1999; WHO, 1999; DIAS et al.,, 2002).
Apesar da incidéncia da contaminacgao ter diminuido, a prevaléncia da doenca de
Chagas em nosso meio ainda € alta, por ser uma doenga de carater crénico e
evolucao lenta (CANESIN & BARRETO, 1999).

Atualmente, devido as migragdes populacionais, a transfusao
sanguinea passou a representar a via mais importante no surgimento de novos
casos em algumas regides do pais (WHO, 1997, 1999; NETO, 1999). Outros meios
de transmissdo em seres humanos s&o transplantes, transmiss&o congénita e oral
(PESSOA & MARTINS, 1988; NEVES, 1995; FERREIRA et al., 1997).

Desde a descoberta da doenga pelo médico Carlos Chagas em 1909,
até os dias atuais, o tratamento da doenga continua parcialmente eficaz, os
farmacos anti-T. cruzi disponiveis apresentam baixa eficacia e alta toxicidade,
especialmente, na fase crbénica da doenca.

Desde 1960, basicamente dois medicamentos tém sido utilizados para
o tratamento da doenca de Chagas: o nifurtimox (43, Figura 1.7) e o benzonidazol
(44, Figura 1.7) (COURA & CASTRO, 2002; RIBEIRO & PILO-VELOSO, 1997;
RODRIGUEZ et al., 1998). Estes dois medicamentos ainda estdo sob avaliagado do
xenodiagnéstico (critério parasitolégico) e das provas sorodiagnésticas (critério
sorolégico). Na fase aguda da doenga, os critérios de avaliagdo sao concordantes,
isto &, dao positivo, indicando cura, ou negativo, indicando fracasso terapéutico. Na
fase cronica ndo ha concordancia e normalmente um grande numero de
xenodiagnésticos apresenta-se positivo enquanto os sorodiagnosticos sao
negativos (DIAS et al., 2004). Ambos os farmacos apresentam efeitos colaterais
sérios aos pacientes, o que justifica a busca de novos medicamentos, mais eficazes
e menos toxicos.

Recentemente o alopurinol (45, Figura 1.7), um analogo da
hipoxantina, que atua como um substrato alternativo da hipoxantina-guanina
fosforribosil transferase (HGPRT), é incorporado ao RNA. A incorporagéo levou a
formagao de um nucleotideo nao-fisioldgico, que bloqueia a tradugéo de proteinas.
Este farmaco tem mostrado resultado eficaz, na fase de testes clinicos (COURA &
CASTRO, 2002).

13
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FIGURA 1.7. Farmacos utilizados no tratamento da doenga de Chagas.

O desenvolvimento de novos farmacos antiparasitarios pode ser
realizado através de “screening” de compostos sintéticos ou naturais, ou ainda, a
busca de substancias que interrompam o ciclo biolégico do protozoario no ser
humano, o que requer o conhecimento do ciclo de vida e dos mecanismos

metabdlicos do parasita.

1.5.1. Trypanosoma cruzi

O T. cruzi, cujo ciclo de vida envolve passagens através de
hospedeiros vertebrados (mamiferos, incluindo homem) e invertebrados
(triatomineo hematofagos, barbeiro), em uma série de estadios (COURA &
CASTRO, 2002), apresenta-se sob trés formas distintas: tripomastigotos,
epimastigotos e amastigotos.

Tripomastigotos sdo formas flageladas responsaveis pela infec¢do e
presente no meio circulante. As formas amastigotos sao aflageladas, destituidas de
movimento, encontrando-se agrupadas formando os chamados ninhos parasitarios
no interior dos tecidos. Epimastigotos sdo formas flageladas encontradas na
interconversao das formas tripomastigotos e amastigotos (VERONESI, 1991).

Segundo OPPERDOES & BORST (1977), o parasita na forma
tripomastigoto apresenta a organela denominada glicossomo, onde séao
encontradas enzimas envolvidas na degradagao da glicose. Foram identificadas
nove enzimas no interior do glicossomo, estando sete envolvidas na degradagéo da
glicose e as outras duas na via do glicerol (OPPERDOES & BORST, 1977,
CANNATA et al., 1982). O metabolismo da glicose e do glicerol no glicossomo é

mostrado na figura 1.8.
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Nas formas tripomastigotas, predominantes na corrente sanguinea do
hospedeiro mamifero, ndo existem citocromos e a mitocondria € muito reduzida,
portanto possui a cadeia respiratéria suprimida. Assim, o protozoario fica totalmente
dependente da via glicolitica como fonte de energia (CLARKSON & BROHN, 1976).

Dentre as enzimas identificadas no glicossomo, a enzima glicolitica

gGAPDH de T. cruzi € um dos alvos deste estudo.

D-glicose
< > ATP D
ADP
D-glicose-6-fosfato

G

D-frutose-6-fosfato

D,

ADP
D-frutose-1-6-difosfato

v
v }

-1 Dihidréxidoacetona fosfato D-gliceraldeido-3-fosfato
NADH @L' NAD *
< ;o

<«——— L-glicerol-3-fosfato
NADH

@ ADP D D-1,3-difosfoglicerato
ATP
glicerol ADPD

) ATP
Glicossomo D-3-fosfoglicerato

—b

+ Citosol

FIGURA 1.8. Metabolismo do glicerol e da glicose no glicossomo*.

*Abreviacdes dos nomes das enzimas: HK, Hexoquinase; PGI, Fosfoglucose
isomerase; PFK, 6-Fosfofrutoquinase; GDH, Glicerol 3-fosfato desidrogenase; GK, Glicerol quinase;
TIM, Triose fosfato isomerase; GAPDH, Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; PGK, 3-

fosfoglicerato quinase. Os compostos permeaveis a membrana sdo mostrados com setas.

A enzima gGAPDH catalisa a fosforilagdo oxidativa de D-gliceraldeido-
3-fosfato em D-1,3-difosforoglicerato na presenca de NAD" e fosfato inorgénico
(LADAME et al., 2001; PAVAO et al., 2002).
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1.5.2. A Enzima de T. cruzii: Glicossomal Gliceraldeido-3-Fosfato
Desidrogenase (gGAPDH)

O estudo detalhado das estruturas das enzimas gGAPDH humana e
de T. brucei levou a identificagdo dos sitios de ligagdo do NAD™ (Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo, cofator da GAPDH) e verificagdo de diferengas importantes
nas duas enzimas. As diferengas ocorrem, principalmente, na substituicdo de
residuos que interagem diretamente com o anel adenosina do NAD*, o que levou
VERLINDE et al. (1994a) a sugerir que compostos contendo anéis de adenosina
modificados poderiam ligar-se mais facilmente a gGAPDH de T. brucei do que a
humana e que poderiam ser utilizados como inibidores da reacdo. Isto foi
confirmado em testes com compostos substituidos nas posi¢oes 2-, 8- e 2° do NAD*
onde foi observada a afinidade da gGAPDH de T. brucei por um desses compostos
em até 167 vezes mais do que para a adenosina, enquanto para a enzima humana
a afinidade é bem menor (VERLINDE et al., 1994b)

A enzima gGAPDH de T. cruzi € homologa a enzima de T. brucei, isto
sugere que ela pode ser utilizada como um alvo na busca de farmacos contra a
doenga de Chagas (VERLINDE et al., 1994a).

O uso da enzima gGAPDH no desenvolvimento racional de novos
farmacos, baseia-se no fato de que a forma infectante do T. cruzi depende
exclusivamente da via glicolitica como fonte de energia (SOUZA et al., 1998), logo,
compostos que bloqueiem a glicolise podem ser utilizados como farmacos para
combater esta doenca.

O Laboratério de Cristalografia de Proteinas do IFSC/USP, sob
coordenagao do prof. Dr. Glaucius Oliva, tem se dedicado junto ao Grupo de
Produtos Naturais da UFSCar na busca de inibidores especificos que possam ser
utilizados como potenciais farmacos antichagasicos. Os resultados obtidos mostram
que alguns metabdlitos de Rutaceae apresentaram atividade promissora (acima de
50%) no modelo experimental de inibicdo enzimatica na gGAPDH de T. cruzi. No
quadro 1.3 e figuras 1.9 e 1.9a, sdo mostrados os resultados obtidos pelo nosso

grupo com substancias testadas frente a enzima gGAPDH de T. cruzi.
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QUADRO 1.3. Resultados de substancias isoladas da Ordem Sapindales e
testadas frente a enzima gGAPDH de T. cruzi.

Subs | Concentragao Atividade IC5q Referéncia
LM inibitoria (%) | (uM)
46 79,5 68 -
(MORAES et al., 2003)
47 226,2 65 -
(MORAES et al, 2003)
48 128,9 e 257,7 80 e 99 -
(TOMAZELA et al., 2000)
49 257,7 100 - (MORAES et al., 2003)
50 128,9 e 257,7 94 e 100 -
51 119,6 e 239,2 86 e 100 -
(MORAES et al., 2003)
52 239,2 88 -
53 159,2 e 318,5 91 e 100 -
54 248.,8 88 174 (ALMEIDA, 2003)
55 397 78,3 - (AMBROZIN, 2004)
56 335,6 95 168 (ALMEIDA, 2003)
57 200,0 72,2 - (AMBROZIN, 2004)
(MAFEZOLLI, 2001); (VIEIRA, et
58 95,5, 159,2e 318,5 |75,1,97,4e 99,1 |64
al., 2001)
59 - - 145
(VIEIRA, et al., 2001)
60 - - 164
61 159,2 e 318,5 75,1 e 98,8 - (MAFEZOLI, 2001)
62 - - 93
63 - - 123 (VIEIRA, et al., 2001)
64 - - 130
65 361,0 8,2 -
(ANDRADE, 2003)
66 502,5 9,3 -
67 369,0 99 (ALMEIDA, 2003)
68 552,5 10,3 (ANDRADE, 2003)
69 - - 184
(ROCHA, 2004)
70 - - 175
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FIGURA 1.9. Estruturas apresentadas no quadro 1.3.
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FIGURA 1.9a. Estruturas apresentadas no quadro 1.3.

1.6. LEISHMANIOSES
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A Leishmaniose € uma doenga complexa causada por espécies de
protozoarios do género Leishmania Ross (familia Trypanosomatidae), possui duas
formas principais: uma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo do
inseto vetor (chamados flebotomineos) e em alguns meios de cultura artificiais, e
outra aflagelada ou amastigota, como €& vista nos tecidos dos hospedeiros
vertebrados (homem e outros animais superiores) (ARAUJO et al., 1998; FUNASA,
2000).

Segundo dados da OMS (WHO, 2002) foram registrados casos em
aproximadamente 88 paises, com estimativas de 12 milhdes de pessoas infectadas
em todo o mundo, representando um sério problema de saude publica em
crescente expansao. Anualmente, cerca de 400 mil pessoas sao contaminadas no
mundo (NEVES, 1995).

As leishmanioses apresentam uma diversidade de sintomas clinicos:
cutaneo, cutaneo-mucosa e visceral (SILVA et al.,, 2002). Quando nao tratadas
levam a morte, apenas 14% dos individuos evoluem para cura espontanea. Os
medicamentos utilizados para a terapéutica sdo os sais minerais e organicos de
antimbénio tri e pentavalentes, o antibiético anfotericina B, a estilbamidina,
pentamidina, miltefosina, pentostan e associagbes de algumas outras drogas.
Entretanto, esses medicamentos sdo bastante toxicos (SUNDAR, 2001;
KAMINSKY, 2002; COSTA et al., 2001; ESCOBAR et al., 2001; FOURNET et al.,
1994). Ultimamente, tem sido observada uma resisténcia adquirida de algumas
especies de Leishmania a alguns dos farmacos utilizados no tratamento (SUNDAR,
2001; CROFT, 2001; GENESTRA et al., 2003).

Atualmente, vém-se buscando drogas menos toxicas ao homem e
mais efetivas contra esses parasitas. De acordo com AKENDENGUE et al. (1999),
um grande numero de produtos naturais, tais como, cumarinas, chalconas,
saponinas, alcaldides 2-aril ou 2-alquil quinolinicos e outros, possuem atividade
sobre Leishmania, fazendo assim das plantas, uma fonte de busca desses

provaveis farmacos.

20



ROSAS (2005)

1.6.1. Leishmaniose Visceral

Calazar ou leishmaniose visceral € uma doenga causada pelo
protozoario da espécie Leishmania donovani Laveran, € uma enfermidade
infecciosa generalizada e cronica.

A doenca é transmitida ao homem pelo inseto vetor pertencente a
espécie Lutzomyia longipalpis (familia: Psychodidae, subfamilia: Phlebotaminae),
conhecido popularmente como mosquito palha, birigui ou cangalhinha. A fémea do
inseto vetor, infectada no momento em que suga o sangue de um animal
contaminado, com o intuito de ingerir sangue para o desenvolvimento de seus
ovos, transmite o parasita através de sua saliva quando pica outro animal ou o
homem (NEVES, 1995).

Caracteriza-se clinicamente, na maioria dos casos, por febre irregular
de longa duragao, emagrecimento, queda de pélos, anemia, pigmentagao na pele
(conhecida como pele negra), aumento do volume de certos 6rgaos, principalmente
baco e figado. Pode ocasionar também, sintomas hemorragicos, aparecimento de
tosse seca e sinais caracteristicos de bronquite, ou ainda, edemas nas faces e nos
membros. Podemos observar, portanto, que se trata de uma doenga grave que
quando nao tratada, de forma adequada, pode levar a morte.

Os farmacos usados para o tratamento sdo diamidinas aromaticas e

compostos antimoniais pentavalentes (COSTA et al., 2001).

1.6.2. Leishmaniose cutaneo-mucosa

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ou cutdneo-mucosa €
uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada pelos protozoarios do género
Leishmania, que acomete pele e mucosas; €, primariamente, uma infeccao
zoondtica, afetando outros animais que ndo o homem, o qual pode ser envolvido
secundariamente. O periodo de incubacdo da doenca no homem €&, em média, de
dois meses, podendo apresentar periodos mais curtos (duas semanas) € mais
longos (dois anos) (FUNASA, 2000).

A LTA, também conhecida como leishmaniose mucocuténea, ulcera
de Bauru, ferida brava e outros, distribui-se amplamente no continente americano,

estendendo-se desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina. No Brasil
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tem sido assinalada em todos os estados, constituindo, portanto, uma das
infeccbes dermatolégicas que merece maior atengdo, devido a magnitude da
doenca, assim como pelo risco de ocorréncia de deformidades que pode produzir
no homem, como também pelo envolvimento psicolégico do doente, com reflexos
no campo social e econbmico. Nos ultimos 15 anos (1985 a 1999) foram
registrados no pais 388.155 casos autéctones de leishmaniose tegumentar
americana (FUNASA, 2000). Os valores registrados, evidentemente, sédo inferiores
aos reais, considerando as deficiéncias no sistema de notificacdo compulséria de
doencas transmissiveis e, a assisténcia médica precaria na maior parte das zonas
rurais.

Séo referidas varias formas clinico-epidemiolégicas relacionadas a

diferentes subgéneros e espécies de Leishmania (FUNASA, 2000):

Leishmania (Leishmania) amazonensis

Distribuida pelas florestas primarias e secundarias da Amazbnia,
particularmente em areas de igapo e de floresta tipo “varzea”. Sua presenca se
amplia para o Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais e Sdo Paulo) e Centro-
Oeste (Goias). Seus principais vetores sdo os Lutzomyia flaviscutellata, L. reducta e
L. olmeca nociva (Amazonas e Rondénia). A doenga humana é relativamente rara,
podendo ocorrer lesdo ulcerada, geralmente unica. Alguns individuos podem
desenvolver o quadro classico da leishmaniose cutanea difusa (LCD), caracterizado
por: infiltracdes, papulas e tubérculos, envolvendo extensas areas cutaneas. Esta

forma da doenca, até o momento, € apenas controlavel, sem ocorrer a cura.

Leishmania (Viannia) guyanensis

Aparentemente limitada ao norte da Bacia Amazbnica (Amapa,
Roraima, Amazonas e Para), estendendo-se pelas Guianas, € encontrada
principalmente em florestas de terra firme. Os vetores sdo Lutzomya anduzei, L.
whitmani e L. umbratilis, que é o principal vetor, costuma pousar durante o dia em
troncos de arvores e quando perturbado, ataca o homem em grande quantidade. A
doenca humana, chamada “Pian-bois”, € caracterizada por lesbes unicas ou

multiplas. As lesdes multiplas sdo consequéncias de picadas simultdneas de varios
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flebotomos infestados ou secundarios a metastases linfaticas. E muito raro o
comprometimento mucoso pela Leishmania guyanensis. A doenga atinge
principalmente individuos do sexo masculino, jovens e adultos, em fase produtiva, o
que caracteriza a ocorréncia ocupacional nas frentes de trabalho, penetracdo em

areas de florestas virgens e exercicios militares.

Leishmania (Viannia) braziliensis

Tem ampla distribuicdo, do sul do Para ao Nordeste, atingindo
também o centro sul do pais e algumas areas da Amazénia Oriental. O Unico vetor
que pode ser individualizado é o Psychodopigus wellcomei, encontrado na Serra
dos Carajas, tem como habito picar o homem mesmo durante o dia e apresenta
grande atividade na estagdo das chuvas. Em outras regides do pais, em areas de
colonizagao antiga, onde o ambiente se encontra profundamente modificado, ainda
€ a L. (V.) braziliensis o agente mais freqientemente encontrado que, de acordo
com a distribuicdo das diversas espécies de flebotomineos envolvidos na
transmissdo, assumiu caracteristicas epidemioldgicas distintas no decorrer do
tempo. Criangas e mulheres sido atingidas com frequéncia. As lesdes podem
ocorrer em palpebras ou em areas normalmente cobertas pelo vestuario, sugerindo
que a transmissdo com grande frequéncia, ocorre no interior das habita¢des. As
populagdes atingidas sao, em geral, de baixo padrdo socio-econémico.

A doenga humana é caracterizada por ulcera cutadnea, unica ou
multipla, cuja principal complicagdo € a metastase por via hematogénica, para as
mucosas da nasofaringe, com destruicao desses tecidos. Outras espécies de
Leishmania tém sido isoladas de casos humanos, caninos, roedores e marsupiais,
de diferentes regides do Brasil (Bahia, Amazonas, Para, Ronddnia, Mato Grosso,
Minas Gerais e Sao Paulo) e apresentam caracteristicas biolégicas e bioquimicas
distintas.

Com os avangos recentes nos estudos da bioquimica da Leishmania,
tém-se conseguido a identificagdo de novos “alvos” para o desenvolvimento da
quimioterapia das leishmanioses. Estas pesquisas envolvem o metabolismo de
esterdides ou enzimas, dentre as varias enzimas conhecidas, vem-se trabalhando

com a APRT de Leishmania tarentolae.
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1.6.3. A Enzima Alvo Adenina-Fosforribosil-Transferase (APRT)

Os purino nucleotideos sao bases nitrogenadas essenciais para
formacdo de DNA (acido desoxirribonucléico) e RNA (acido ribonucléico). A
biossintese dos purinos € catalisada pelas enzimas da familia das fosforribosil-
transferases (PRTases). A maioria dos organismos, incluindo mamiferos, sintetiza
adenina nucleotideos pela via de novo e via de recuperagdo (Figura 1.10). Ao
contrario, todos os protozoarios parasitas examinados, at¢é o momento, sao
estritamente auxotréficos na aquisigcao de purino nucleotideo, devido a auséncia do
caminho biossintético de novo. Da mesma forma, protozoarios do género
Leishmania s&o inteiramente dependente das fosforribosil-transferases (PRTases)
no caminho reciclante de purino nucleotideos pela via de recuperagéo (Figura
1.11), sendo elas: a adenina PRTase (APRT), hipoxantina-guanina PRTase
(HGPRT) e xantina PRTase (XPRT) (BERENS et al., 1995; MCGREEVY &
MARSDEN, 1986; SOUZA, 1998).

Ribose-6-fosfato —__, PRPP

PRS-l
Sintese de Novo
v
ADSS IMP IMDH
Adenilsuccinato >  XMP

CINGF

- -«—
ATP = ADP 7 AMP GMP —> GDP—> GTP

PPi
PPi T\
PRPP
APRT PRPP Bi
. HGPRT
Adenina
AAH Guanina
Hipoxantina

FIGURA 1.10. Via de recuperacgao de purinas em células de mamiferos®.

*Abreviagdes dos nomes: PRPP, 5-Fosforribosil-1-pirofosfato; IMP, Inosina
Monofosfato; AMP, Adenosina Monofosfato; ADSS, Adenilsuccinato sintetase; ADSL,
adenilsuccinato liase; Ppi, Pirosfofato inorganico; APRT, adenina fosforribosil transferase; IMDh,
IMP desidrogenase; XMP, Xantina monofosfato; GMS, Glutamina amidotransferase; GMP,
Guanosina Monofosfato; GDP, Guanosina difosfato; GTP, Guanosina trifosfato; HGPRT,
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Hipoxantina guanina fosforribosil transferase. A via de sintese de novo é apresentada em azul. Os
substratos e os produtos das reagdes sdo apresentados em preto. As reacgdes catalisadas pelas
PRTases: APRT (adenina-fosforribosil-transferase) e HGPRT (hipoxantina-guanina- fosforribosil-
transferase) sdo apresentadas em vermelho. Demais enzimas que participam das reagbes séo
apresentadas em violeta. As setas verdes mostram a liberagdo de pirofosfato (PPi) nas reagdes
catalisadas pelas PRTases.

Ribose-6-fosfato _, PRPP

PRS- |
£ |
£ Sintese de Novo !
:g (hospedeiro vertebrado) v

 ADSS IMP  IMDh PPi  <-PRPP

\ Adenilosuccinato N >XMP S Xantina
Hipoxantina
GMS Guanina
" AMD GMR
9
] <« «—
= | ATP ADP AMP
4 GMP > GDP> GTP
S > PPi
2 PPi T\
E APRT PRPP
x _ HGPRT | T
Adenina
) AAH Guanina
Hipoxantina

FIGURA 1.11. Via de recuperagao de purinas em Leishmania *.

*Abreviacdes dos nomes: PRPP, 5-Fosforribosil-1-pirofosfato; IMP, Inosina
Monofosfato; AMP, Adenosina Monofosfato; ADSS, Adenilsuccinato sintetase; ADSL,
adenilsuccinato liase; Ppi, Pirosfofato inorganico; APRT, adenina fosforribosil transferase; IMDh,
IMP desidrogenase; XMP, Xantina monofosfato; GMS, Glutamina amidotransferase; GMP,
Guanosina Monofosfato; GDP, Guanosina difosfato; GTP, Guanosina trifosfato; HGPRT,
Hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase;  XPRT,  Xantina-guanina-hipoxantina-fosforribosil
transferase. A via de sintese de novo é apresentada em azul tracejado. Os substratos e os produtos
das reagdes sdo apresentados em preto. As reagbes catalisadas pelas PRTases: APRT (adenina-
fosforribosil-transferase), XPRT (xantina-guanina-hipoxantina-fosforribosil transferase), HGPRT
(hipoxantina-guanina- fosforribosil-transferase) sdo apresentadas em vermelho. Demais enzimas
que participam das reagdes sdo apresentadas em violeta. As setas verdes mostram a liberagdo de
pirofosfato (PPi) nas reac¢des catalisadas pelas PRTases.

As reacgdes de recuperacido de purino nucleotideos catalisadas pelas
PRTases sao independentes. A exploracédo dessa via metabdlica como alvo para o
desenho racional de drogas € dependente de estudos fisico-quimicos
aprofundados das trés PRTases envolvidas. As informacbes obtidas desses
estudos podem ser usadas na busca de inibidores especificos para cada uma das

enzimas APRT, HGPRT e XPRT. A via de recuperagao em parasitas dos géneros
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Leishmania é o caminho de suscetibilidade desses organismos a analogos de
purino nucleotideos, um exemplo € o alopurinol, inibidor da Xantina Oxidase,
responsavel pela conversdo dos purino nucleotideos em acido urico. Esse
medicamento vem sendo usado clinicamente (fase de teste) no tratamento da
leishmaniose cutédnea e doenca de Chagas (SILVA, 2001).

A APRT, uma das enzimas alvo deste trabalho, catalisa a remocéao do
grupo pirofosfato (Ppi, 74, Figura 1.12) do PRPP (72, Figura 1.12) e a
condensagao da ribose a base purinica (adenina, 71, Figura 1.12), em uma reagao
aparentemente de ataque nucleofilico de 2% ordem, com a formagao de Ppi (74) e
de AMP (adenosina-monofosfato, 73, Figura 1.12). O mecanismo de reagao
permanece praticamente desconhecido (SILVA, 2001; PHILLIPS et al., 1999).

o) NH,
(o)
DY
- =
o ﬁ </ IN
NH - \N)
2 - ¢ 3
NF N\ o APRT o- , ~O—P—0—P—0"
| > + H o +° > - -
X N P Mg O O
[ _o/ \O o OH OH
H H \P/,
71 72 - \o_ 73 74
Adenina PRPP AMP Pirofosfato

FIGURA 1.12. Reacéao catalisada pela APRT em Kinetoplastidas.

Assim, a maior promessa para o desenvolvimento racional de novas
drogas antiparasitarias baseia-se na exploragao dessas diferencas bioquimicas ou
metabdlicas fundamentais entre o parasita e o hospedeiro, na busca por
substancias inibidoras das enzimas APRT, HGPRT e XPRTases.

Sao mostrados no quadro 1.4 e na figura 1.13, os resultados obtidos

pelo nosso grupo com substancias testadas frente a enzima APRT de L. tarentolae.

QUADRO 1.4. Resultados de substancias isoladas da Ordem Sapindales e
testadas frente a enzima APRT de L. tarentolae.
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Substiancias |Concentragao |Atividade ICs0 Referéncias
(kM) inibitoria (%) | (uM)
75 105,0 62,6 -
76 100,0 55,9 - (AMBROZIN, 2004)
77 41,2 44.6 -
78 205,8 20,6 -
79 117,4 19,1 - (ANDRADE, 2003)
80 276,3 31,8
81 - - 121
82 - - 121 (ROCHA, 2004)
83 - - 96
o o
| A\
o I °
\—o CH,

80
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83

FIGURA 1.13. Estruturas apresentadas no quadro 1.4.

2. OBJETIVOS
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» Fazer o estudo fitoquimico das raizes de Raputia praetermissa

(Engler) Emmerich;

» Procurar metabdlitos secundarios que possam ser usados para um
posicionamento quimiossistematico definitivo do género Raputia, e assim,

compreender a razdo da separagao do género Neoraputia de Raputia;

» Avaliar as substancias isoladas quanto a atividade leishmanicida e

tripanocida in vitro com o proposito de obter novos farmacos;
» Avaliar as substancias isoladas quanto a atividade inibidora frente

as enzimas APRT de Leishmania tarentolae e gGAPDH de Trypanosoma cruzi com

o fim de se obter potenciais inibidores enzimaticos.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisa de
Produtos Naturais do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar) em conjunto com os Laboratorios de Cristalografia de Proteinas e
Biologia Molecular do IFSC/USP, Departamento de Ciéncias da Saude da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/lUSP e Laboratério de
Farmacologia do Departamento de Farmacia e Farmacologia da Universidade
Estadual de Maringa (UEM).

3.1. METODOLOGIA QUIMICA

Os procedimentos quimicos foram realizados no laboratério de
Pesquisa de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar).

3.1.1. Coleta do Material Botanico

O material foi adquirido na Reserva Florestal Ducke—INPA, situada no
km 26 da estrada Manaus—Itacoatiara. A coleta foi realizada em Latitude de 2° 53’
S, Longitude 59° 58’ E, Altitude - 9.999 m, préximo ao Igarapé do Tinga. Foram
coletadas raizes, caules e folhas de Raputia praetermissa em Janeiro de 2001. A
exsicata estéril foi identificada por comparacao com a exsicata INPA: 189865, pela
botanica Maria de Fatima Figueiredo Melo do Instituto Nacional de Pesquisa do
Amazonas (INPA).

3.1.2. Preparacgao dos Extratos

As amostras coletadas foram limpas, separadas em raizes, caules e
folhas; desidratadas a temperatura ambiente (28 °C) durante duas semanas e em
seguida foram moidas.

Na preparacdo dos extratos da raiz, caule e folha de Raputia
praetermissa foram utilizados 1,74 kg, 4,40 kg e 0,59 kg do material seco,

respectivamente. Foram extraidos a frio com solventes hexano, diclorometano,
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metanol e hidroalcodlico (metanol/agua (1:1)), em ordem crescente de polaridade,
durante trés dias, trés vezes consecutivas para cada solvente. Somente o extrato

hidroalcodlico da raiz foi liofilizado.

TABELA 3.1. Rendimento dos extratos de Raputia praetermissa

Material Peso seco Extratos obtidos

coletado (kg) Hexano  Diclorometano Metanol Hidroalcodlico
Raiz 1,74 7.40 g 38.00 g 25319 14,37 g

Caule 440 13529  8419g 81,49 g i

Folha 0,59 445 ¢ 2370 g 20,40 g i

3.1.3. Fracionamento do Extrato Hexano da Raiz

O trabalho foi iniciado com o fracionamento do extrato em hexano da
raiz de Raputia praetermissa que foi submetido a cromatografia a vacuo conforme
esquema 3.1. Foram obtidas 10 fragées que foram analisadas via cromatografia em
camada delgada. Apos revelacdo em U.V. e em vanilina acida, foi percebida a

presenca de manchas intensas vermelhas em quase todas as fracdes.

)
|(a)

| |
RH1 RH3 RH5 RH6 RH7 RH9
(0,42 g) (1,50 g) (0,49 g) (0,18 g) (0,26 g) (0,14 g)
RH2 RH4 RH8 RH10
(0,829) [ (b) (1,06 g) B (2,28 g) (0,04 g)
c)
RH(6,7)
RH(2,3,4)
(3,38 ) (0.449)

ESQUEMA 3.1. Fracionamento do extrato hexano da raiz de R. praetermissa.

Extrato Hexano (RH)
(7409

(@) CC, ¢ x h = 50 x 23,0 cm, silica gel 60 (70-230 mesh), eluente: hexano;
hexano:diclorometano (9:1), (7:3), (1:1), (4:6), (1:9); diclorometano; diclorometano:
metanol (1:1) e metanol.

(b) A fragao 2,3 e 4 foram reunidas.

(c) Afragao 6 e 7 foram reunidas.
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A fragdo RH(2,3,4) foi analisada através de RMN 'H (200 MHz) onde
foi verificada a presenca de sinais entre 6 8,00 e 6 7,00 que indicaram a presenca
de hidrogénios aromaticos. Foi analisada também por CCDC, quando revelada em
vanilina acida, apresentou mancha de cor vermelha intensa e como havia

quantidade para ser trabalhada, comecgou-se entéo o fracionamento (Esquema 3.2).

RH(2,3,4)
(3,38 9)

|
RH4 5_10
101 9) 0149 (13 (0039)

(b.c)
(d) i
RH-1 : j
(55,5 mg) - [t m. )
(1, -

) b

RH-2

ESQUEMA 3.2. Fracionamento da fracdo RH(2,3,4).

(@) CC, ¢ x h =45 x 54,0 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:acetato de
etila (9:1), (8:2), (1:1); acetato de etila; acetato de etila:metanol (9:1), (8:2), (1:1);
metanol. Foram obtidas 10 fragdes, das quais as fracbes 1, 2, 3 e 4 foram
refracionadas.

(b) CC, d x h =3,0 x 22,5 cm, 15,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 7,5 cm de florisil
(60-100 mesh),), eluente: hexano; hexano:acetato de etila (9:1), (8:2), (7:3), (1:1);
acetato de etila; acetato de etila:metanol (1:1); metanol. Foram obtidas 10 fracbes das
quais a fragao 3 foi refracionada.

(c) CC, & x h = 3,0 x 20,5 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:acetato de
etila (95:5), (9:1), (7:3); acetato de etila; metanol. Obteve-se 4 fragdes. Da quais as
fragbes 2 e 3 foram trabalhadas, (d) e (e) respectivamente.

(d) CCDP, 0,5 mm, 20 x 20, eluente: hexano:acetato de etila (9:1), resultou na substancia
RH-1 (55,5 mg), sem pigmento.

(e) CCDP, 0,5 mm, 20 x 20, eluente: hexano:acetato de etila (9:1), resultou em 6 fragbes. A
fragao 3 foi novamente trabalhada.
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(f) CCDP, 0,5 mm, 20 x 20, eluente: hexano:acetato de etila:acetonitrila (9:0,9:0,1),
resultou na substancia RH-4.

(g) CC, ¢ x h =2,5 x 30 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:diclorometano
(9,5:0,5), (9:1), (8:2), (1:1); diclorometano; diclorometano:acetato de etila (9:1), (7:3);
acetato de etila; metanol. Foram obtidas 10 fracdes, das quais a fracdo 5 é uma mistura
de esterdides, foi reunida com os esterdides de (i).

(h) CC, ¢ x h = 40 x 22,5 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano;
hexano:acetato de etila (95:5), (9:1), (8:2), (7:3), (6:4), (1:1); acetato de etila e metanol.
Foram obtidas 9 fracbes, as fragcbes 4 e 6 foram novamente fracionadas (i) e (k),
respectivamente.

(i) CC,dxh=1,0x24,0cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:diclorometano:
acetona (9:0,5:0,5), (9:1,5:0,5), (7:2,5:0,5), (7:2:1), (6:2:2); diclorometano; metanol.
Foram obtidas 7 fragdes, a fracédo 2,3, mistura de esterdides, foi reunida com esterdide
de (g) e novamente trabalhada ().

(j) CCDP, 0,5 mm, 20 x 20, eluente: hexano:acetato de etila (9:1), resultou na mistura
esteroidal RH-2.

(k) CC, ¢ x h=2,0x 18,5 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:diclorometano:
acetona (9:0,5:0,5), (8:1:1), (7:2:1); diclorometano; diclorometano:acetona (9:1), (8:2),
(7:3), (1:1);acetona; metanol. Foram obtidas 6 fragoes.

() CC, ¢ xh=3,0x30,0cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:diclorometano:
acetona  (9:0,8:0,2), (9:0,5:0,5), (9:1:1), (8:1:1), (7:2:1);  diclorometano;
diclorometano:acetona (9:1), (8:2), (7:3), (1:1);acetona; metanol. Foram obtidas 7
fracOes.

(m)CC, ¢ x h = 3,0 x 21,0 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:acetato de
etila: (9:1), (8:2), (7:3); acetato de etila; acetato de etila:acetona (9:1), (8:2), (7:3),
(1:1);acetona; metanol. Foram obtidas 5 fragdes.

(n) CCDP, 0,5 mm, 20 x 20, eluente: hexano:acetato de etila (7:3), resultou na substancia
RH-3.

(0) CC, ¢ x h = 15 x 36,0 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano;
hexano:acetato de etila (95:5), (9:1), (8:2), (1:1); acetato de etila e metanol. Foram
obtidas 12 fracdes, a fracao 4 é o alcaldide RH-3. A substancia RH-3, cada vez que se
fazia um experimento na tentativa de elucidacdo estrutural, sua solubilidade também
diminuia até que nao se conseguiu mais solubilizar, havendo entdo a necessidade de
busca-la em outras fragdes. O que foi feito no decorrer do projeto.

A fracdo RH(6,7), esquema 3.1, foi analisada via RMN "H (200 MHz) e
foi observada a presenca de sinais de hidrogénios aromaticos entre 6 8,00 e & 7,00.

Esta fracao foi estudada, conforme esquema 3.3.
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RH(6,7)
(440,0 mg)
(a)
, ] ; (59]
(51,5 mg) (100,5 mg)

(c,d, e)

RH-4
(24,6 mg)
\ 4
OMe o
OMe
o7 OMe
Z RH-4

ESQUEMA 3.3. Fracionamento da fracdo RH(6,7).

(a) Cromatotron, placa de silica 1,0 mm de espessura, ¢ =14,4 cm, eluente: hexano:acetato
de etila (9,8:0,2), (9,5:0,5); (9,2:0,8); (9:1), (8:2), (7:3), (1:1); acetato de etila,
metanol. Foram obtidas 9 fragcées que foram novamente trabalhadas.

(c) Cromatotron, placa de silica e florisil 1,0 mm de espessura, ¢ =14,4 cm, eluente:
hexano:acetato de etila (9,9:0,1), (9,7:0,3), (9,5:0,5), (9:1), (8:2), (8,5:1,5), (7:3), (1:1);
acetato de etila, metanol. Foram obtidas 8 fragdes, a fracdo 2 deu origem a RH-5.

(d) CC, ¢ xh=1,5x 16,0 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:diclorometano
(9:1), (8:2), (7:3); diclorometano; diclorometano:acetona (9:1), (8:2), (7:3), (1:1);
acetona; metanol. Foram obtidas 6 fracdes, a fracdo 4 foi novamente trabalhada.

(e) CC, d x h=1,0x20,0 cm, 15,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 5,0 cm de florisil
(60-100 mesh), eluente: hexano:diclorometano:acetonitrila (8,0:1,8:0,2), (7,0:2,8:0,2),
(6,0:3,8:0,2); diclorometano; diclorometano:acetonitrila (9:1), (8:2), (7:3), (1:1);
acetonitrila; metanol. Foram obtidas 7 fragbes, das quais a fragdo 5 foi novamente
trabalhada.

(f) Cromatotron, placa de silica e florisil 1,0 mm de espessura, ¢ =14,4 cm, eluente:
hexano:acetato de etila (9,9:0,1); (9,7:0,3); (9,5:0,5); (9:1), (8:2), (8,5:1,5), (7:3), (1:1),
acetato de etila; metanol. Foram obtidas 8 fragbes, uma delas deu origem ao RH-4,
com maior grau de pureza e em maior quantidade que o encontrado no esquema 3.2.

A fragdo RH8 (Esquema 3.1) foi analisada através de RMN "H (200
MHz), onde foi verificada a presenga de sinais de alcaloides inddlicos e
furoquinolinicos. Foram realizados varios fracionamentos e, destas fracdes, foi
conseguido o isolamento em pequenas quantidades de dois inddlicos que, apds
serem realizados os espectros de hidrogénio, ndo solubilizaram mais em nenhum
dos solventes deuterados disponiveis. Infelizmente o RMN de hidrogénio nao foi

suficiente para determinagdo das estruturas. Foram também isolados e
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identificados alcaldides furoquinolinicos, 2-quinolona e um triterpeno tirucalano,

conforme esquema 3.4.

s ) mg)

(322,2 mg)

(&) CaCo

ESQUEMA 3.4. Fracionamento da fracdo RH8.

(@)CC, ¢ x h = 50 x 19,0 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente:
hexano:diclorometano:acetona (8:1,5:0,5), (7:2:1), (1:1:1); diclorometano,
diclorometano:acetona (1:1); acetona; metanol. Foram obtidas 13 fracdes, das quais as
fracbes 3, 4, (7,8) foram submetidas a outros fracionamentos (b), (c-g), (h-)),
respectivamente.

(b)CC, ¢ x h = 3,0 x 14,0 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente:
hexano:diclorometano:acetona  (9:0,5:0,5), (8:1,5:0,5), (7:2,5:0,5); (7:2:1);
diclorometano, diclorometano:acetona (1:1); metanol. Foram obtidas 5 fracdes, das
quais a fracao 3 foi chamada de RH-6.

(c) CC, ¢ x h =2,5x 28,0 cm, 22,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 6,0 cm de florisil
(60-100 mesh), eluente: hexano:diclorometano (9:1); hexano:diclorometano:acetona
(9:0,5:0,5), (8:1:1), (7:2:1), (6:3:1); diclorometano, diclorometano:acetona (1:1);
metanol. Foram obtidas 10 fracoes.

(d)CC, ¢ x h =1,0x 20,0 cm, 11,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 9,0 cm de florisil
(60-100 mesh), eluente: hexano; hexano:diclorometano (9:1);
hexano:diclorometano:acetona (9:0,5:0,5), (8:1:1); diclorometano:metanol (1:1);
metanol. Foram obtidas 5 fracoes.

(e)CC, ¢ x h = 1,0 x 20,5 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:
diclorometano:acetato de etila (7:2,5:0,5); metanol. Obteve-se 3 fracdes.

(f) CC, ¢ x h = 1,0 x 14,5 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:acetato de
etila (7:3), (6:4), (1:1);acetato de etila, metanol. Obteve-se 5 fragdes.
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(g) CCDP, 0,5 mm, 20 x 20, eluente: hexano:diclorometano:acetona (7:2,5:0,5), que
resultou na substancia RD-42 (4,0 mg), esta ja havia sido isolada do extrato
diclorometano.

(h) CC, ¢ x h =2,0 x 23 cm, 15,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 8,0 cm de florisil
(60-100 mesh), eluente: hexano:diclorometano (9:1); hexano:diclorometano:acetona
(9:0,5:0,5); (8:1,5:0,5), (7:2:1); diclorometano:acetona (1:1); metanol. Foram obtidas 7
fracdes.

(i) CC, ¢ x h = 10 x 205 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente:
hexano:diclorometano:acetona (9:0,9:0,1); hexano:diclorometano:acetona (9:0,8:0,2);
hexano:diclorometano:acetona (9:0,5:0,5); hexano:diclorometano:acetona (8:1:1);
diclorometano: metanol (1:1); metanol. Foram obtidas 6 fragdes.

() CC, ¢ x h = 20 x 15 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente:
hexano:diclorometano:acetona (8:1,5:0,5), (7:2,5:0,5), (6:3,5:0,5), (5:4:1);
diclorometano; metanol (1:1). Foram obtidas 5 fragbes, das quais uma resultou em RD-
79.

Todas as fragbes do extrato hexano em quantidade acima de 100 mg
foram estudadas, isto representa 90% do total das fragdes (Esquema 3.1). Foram
isoladas somente deste extrato nove substincias puras e uma mistura de trés
esterdides, das puras somente sete foram identificadas, devido ao problema

mencionado com a solubilidade e trés foram identificadas em mistura.

3.1.4. Fracionamento do Extrato Diclorometano da Raiz

O extrato diclorometano da raiz (38,0 g) de Raputia praetermissa foi
submetido a cromatografia a vacuo, conforme esquema 3.5. Foram obtidas 7
fragdes que foram analisadas via cromatografia em camada delgada. Foi verificado
que seus constituintes eluiam satisfatoriamente a baixa e média polaridade. Apds
revelacdo em U.V. e em vanilina acida, percebeu-se a presengca de uma mancha
intensa vermelha em algumas fragdes como ja havia sido visto no extrato hexano.

A fracdo RD(2,3) foi escolhida para ser fracionada devido a
quantidade apresentada e também, quando analisada via CCDC, apresentava
manchas vermelhas intensas (provavelmente alcaldides inddlicos). Foi também
feito o espectro de RMN 'H que mostrou sinais de hidrogénios aromaticos entre &
8,00-7,00 e sinais largos de pequena intensidade caracteristicos de hidrogénios
ligados a nitrogénio (de anel inddlico) em & 10,00 e 8,00. O fracionamento de

RD(2,3) foi realizado conforme esquema 3.5.
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Extrato Diclorometano (RD)
(38,09)

i (a)

RD5
RD4 RD6 RD7
(0,25 g) (4.559) (0,71g) (0,10 g)

RD1 RD3
(0,06 g)

RD(2,3)
(32,20 g)

1
’ 3 ‘ 4-6

(22,9 g)

ESQUEMA 3.5. Fracionamento do extrato hexano da raiz de R. praetermissa.

(a) O extrato diclorometano foi submetido a cromatografia em coluna, ¢ x h = 8 x 18 cm,
silica gel 60 (70-230 mesh), eluente: hexano, hexano:diclorometano (1:1), dicloro,
diclorometano:metanol (1:1), metanol e metanol/agua (1:1). Foram obtidas sete fragcbes
(RD1-7).

(b) As fracbes 2 e 3 , foram analisadas via CCDC e verificou-se que poderiam ser
reunidas.

(c) CC,dxh=7,0x17,0 cm, silica gel 60 (70-230 mesh), eluente: hexano:diclorometano
(8:2), (1:1); diclorometano; acetato de etila; acetona e metanol, obteve-se 6 fragdes.

Nesta etapa do desenvolvimento do trabalho, comegou-se a ter
dificuldade para se trabalhar com as fragbes do extrato diclorometano devido
principalmente:

a) O extrato possuia varios pigmentos que ao passarem pela silica obstruiam a
coluna impedindo a passagem das outras substancias. Isto foi resolvido
colocando-se o florisil em contato direto com a amostra e ndo mais com a
silica gel 60 (230-400 mesh). O florisil retinha os pigmentos permitindo a
passagem das outras substancias.

b) O florisil resolveu o problema da obstrugdo da coluna, porém havia outros
pigmentos que sempre estavam junto as amostras isoladas, mas nao

atrapalhavam na determinag&o estrutural, contudo, para os testes biologicos
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necessitava-se da amostra pura. Conseguiu-se separar estes pigmentos
usando sephadex, CLAE (polimérica) e cromatotron (placa de silica e florisil).
c) Outro problema encontrado foi que inicialmente algumas amostras
solubilizavam em CDCI3;, porém no decorrer do processo de purificacéo e
identificacdo, elas deixavam de ser soluveis neste solvente ou em qualquer
outro solvente usado, tornando-se insoluveis. A explicacdo suposta para este
problema, foi que os pigmentos poderiam estar formando complexos com as
substancias tornando-as insoluveis. Foi observado que este problema
acontecia somente com os alcaldides inddlicos, as outras classes de
substancias nao sofriam interferéncia em sua solubilidade na presenca dos
pigmentos. A solucao foi buscar os inddlicos em outras fragdes, entretanto, o
unico inddlico puro (sem pigmentos) isolado foi o RH-3 (isolado de varios

extratos e fragdes no decorrer do projeto).

A fragdo RD(2,3)1 foi escolhida para ser trabalhada em razdo da
quantidade razoavel (4,75 g) e, também, apds a analise em CCDC, verificou-se a
possivel presenca de alcaldides inddlicos, o que foi confirmado no RMN "H e, como
havia necessidade de isolamento de uma maior quantidade do bisindol (RH-3) para
se fazer os experimentos bidimensionais, iniciou-se por ela (Esquema 3.6). Foram
isoladas da fracao RD(2,3)1 quatro substancias: o sesquiterpeno cadinano RH-1 e
o alcaldide indolico RH-3, ambos ja haviam sido isolados no esquema 3.2
(fracionamento de RH(2,3,4) do extrato hexano), os alcaldides indolicos RD-91 e

RD-122 que ainda nao haviam sidos isolados.
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[ RD(2,3)1 }
(4,75 g)
5
(1,02 g)

(a)
1_3

6 RD7
(733,79) (0,10 9)

RH-1 - (©.2)
(10,0 mg) (hi.j kD (m. n) RD-122
’ 2,9
RD-91 RH-3 (2,9 mg)
(1,8 mg) (10,0 mg)
v v
MeO
74
(o] =
~ [o]
A\
J \ v
N )
b
RD-122
RD-91

RH-3
ESQUEMA 3.6. Fracionamento da fracao RD(2,3)1.

(a) CC, ¢ x h=3,0 x 20,0 cm, 15,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 5,0 cm de florisil
(60-100 mesh), eluente: hexano:acetato de etila (9:1), (8:2), (7:3), (1:1), acetato de etila;
acetato de etila:metanol (1:1), obteve-se 7 fragdes.

(b) CC, b xh =2,5x 15,0 cm, 10,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 5,0 cm de florisil
(60-100 mesh), eluente: hexano:acetato de etila (9:1), (8:2), (7:3), hexano:acetato de
etila (1:1), acetato de etila e metanol, obteve-se 6 fragdes.

(c) CC, dxh=2,0x18,5cm, 12,5 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 6,0 cm de florisil
(60-100 mesh), eluente: hexano:diclorometano:acetona (9:0,5:0,5), (8,5:1:0,5);
diclorometano; diclorometano:acetona (7:2,5:0,5), (1:1); metanol, obteve-se 4 fracdes.

(d) CC, d x h=2,0 x 28,5 cm, 24,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 4,5 cm de florisil
(60-100 mesh), eluente: hexano:acetato de etila (9:1), (7:3), (6:4), acetato de etila,
acetato de etila:metanol (1:1), metanol, obteve-se 3 fragdes.

(e) CCDP, 0,5 mm, 20 x 20, eluente: hexano:acetato de etila (9:1), desta isolou-se o RH-1.

(f) CC, ¢ xh=4,0x28,5cm, 24,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 4,5 cm de florisil
(60-100 mesh), eluente: hexano:acetato de etila (8:2), (7:3), (1:1), (6:4); acetato de etila;
acetato de etila:metanol (1:1); metanol, obteve-se 7 fragdes.

(g) CC, b xh =4,5x 19,0 cm, 15,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 4,0 cm de florisil
(60-100 mesh), eluente: hexano:diclorometano:acetona (7:2,5:0,5), (7:2:1),
diclorometano, diclorometano:acetona (7:3), (1:1); metanol, obteve-se 6 fragbes, das
quais 1 e 2 foram fracionadas, (h-1) e (m-n), respectivamente.

(h) CC, d x h=3,0 x 15,0 cm, 10,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 5,0 cm de florisil
(60-100 mesh), eluente: hexano:diclorometano:acetonitrila (8:1,5:0,5), (7:2,5:0,5),
(6:3,5:0,5), diclorometano, diclorometano:acetonitrila (7:3), (1:1); metanol, obteve-se 6
fracbes.

(i) CC, ¢ xh=2,0x 15,0 cm, 10,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 5,0 cm de florisil
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(60-100 mesh), eluente: hexano:diclorometano (8:2), (7:3), (6:4), diclorometano,
diclorometano:metanol (7:3), (1:1); metanol, obteve-se 8 fragdes.

(i) CCDP, 0,5 mm, 20 x 20, eluente: hexano:acetato de etila (1:1), obteve-se 5 fragdes,
destas a fracao 3, foi novamente submetida a CCDP.

(k) CCDP, 0,5 mm, 20 x 20, eluente: hexano:acetato de etila:acetonitrila (6:3:1), obteve-se
4 fracgobes, a fragao b foi submetida a CLAE.

() CLAE, polimérica preparativa, eluente: diclorometano, fluxo: 3 mL/min. O fracionamento
resultou em RD-91.

(m) CC, ¢ x h = 3,0 x 28,5 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:acetato de
etila (8:2), (7:3), (1:1), (6:4); acetato de etila; acetato de etila:metanol (1:1); metanol,
obteve-se 11 fragbes.

(n) CLAE, polimérica preparativa, eluente: diclorometano:metanol (1:1), fluxo: 3 mL/min. O
fracionamento resultou no isolamento de RH-3.

(o) CC, d x h =3,0x 19,5 cm, 15,5 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 4,0 cm de florisil
(60-100 mesh), eluente: hexano:diclorometano:acetona (7:2,5:0,5), (7:2:1);
diclorometano:acetona (7:3), (1:1); metanol, obteve-se 4 fracoes.

(p) CCDP, 0,5 mm, 20 x 20, eluente: hexano:acetato de etila (7:3). Resultou em RD-122.

A fragdo RD(2,3)2 foi analisada via RMN 'H onde foi verificada a
presenca de sinais na regido de aromaticos e sinais de terpendides. Ela foi
trabalhada conforme esquema 3.7. Foram isolados desta, alcaldides inddlicos,

furoquinolinicos e limondides.

[ RD(2,3)2 1
(22,9 9)
J
| (a)
RD(2,3)2(2,3)
(12,4 g)

(c. d)

RD-22ab

ESQUEMA 3.7. Fracionamento da fracdo RD(2,3)2.

(a) CC, ¢ xh =8,0x 17,0 cm, silica gel 60 (70-230 mesh), eluente: hexano:acetato de etila
(9:1), hexano:acetato de etila (8:2), hexano:acetato de etila (7:3), hexano:acetato de
etila (1:1), acetato de etila, acetato de etila:zmetanol (1:1), obteve-se 10 fracoes.

(b)CC, ¢ x h = 55 x 18,0 cm, silica gel 60 (70-230 mesh), eluente:
hexano:diclorometano:acetona (7:2,5:0,5); diclorometano; diclorometano:acetona (7:3),

39



ROSAS (2005)

(1:1); metanol, obteve-se 5 fracdes.

(c) CC, $ x h=50x 12,0 cm, 8,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 4,0 cm de florisil,
eluente: hexano:diclorometano (7:3), (6:4); diclorometano:metanol (1:1); metanol,
obteve-se 6 fragoes.

(d) CCDP, 0,5 mm, 20 x 20, eluente: hexano:acetato de etila (7:3), desta isolou-se o RD-
22ab.

(e) CC, ¢ x h=3,0 x 23,0 cm, 20,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 3,0 cm de florisil,
eluente:  hexano:diclorometano:acetona (8:1,5:0,5), (7:2:1), (6:3:1), (4:5:1),
diclorometano, diclorometano:acetona (9:1), (7:3), (1:1); metanol, obteve-se 6 fragdes.

(f) CC, $ x h=2,0x20,0cm, 15,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 5,0 cm de florisil,
eluente: hexano:diclorometano (9:1), (7:3), (1:1); diclorometano; metanol, obteve-se 6
fracoes.

(g) CC, ¢ x h =3,0 x 18,0 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: diclorometano:acetato
de etila (9:1), (8:2), (7:3), (1:1), acetato de etila, acetato de etila:metanol (1:1), metanol,
obteve-se 5 fragoes.

(h) CC, ¢ x h=1,0 x25,0 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: diclorometano:acetato
de etila (8:2), (7:3), (1:1), acetato de etila, acetato de etila:metanol (1:1), obteve-se 5
fracdes, que resultou em RD-42.

(i) CC,dpxh=3,0x18,0cm, 14,0 cm de silica gel 60 (230-400 mesh) e 4,0 cm de florisil,
eluente: diclorometano:acetato de etila (9:1), (8:2), (7:3), (1:1), acetato de etila; acetato
de etila:metanol (1:1); metanol, obteve-se 9 fracoes.

() CC, ¢ xh=1,0x35,0cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: diclorometano:acetato
de etila (8:2), (7:3), (1:1), acetato de etila; acetato de etila:metanol (1:1), metanol,
obteve-se 5 fragoes.

(k) Sephadex LH-20, eluente: diclorometano:metanol (1:1), 3 fragcdes. Resultou em RD-92.
(I) CC, ¢ xh=5,0x20,0cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:diclorometano
(9:1), (8:2); (7:3), (1:1), metanol, obteve-se 6 fracbes, uma delas precipitou o RD-11.
(m) CC, ¢ xh=1,5x31,5cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: diclorometano:acetato
de etila (9:1), (8:2), (7:3), (1:1), acetato de etila; acetato de etila:metanol (1:1); metanol.

Obteve-se 5 fracoes.

(n) CLAE, polimérica preparativa, eluente: diclorometano, fluxo: 3 mL/min.

(o) CLAE, polimérica preparativa, eluente: diclorometano:metanol (1:1), fluxo: 3 mL/min.
Resultou em RD-70.

(p) CLAE, polimérica preparativa, eluente: diclorometano:metanol (1:1), fluxo: 3 mL/min.

(q) Chromatotron, silica e florisil, 1MM, hexano:acetato de etila:acetonitrila (9:0,:0,5),
hexano:acetato de etila:acetonitrila (8:1,5:0,5), hexano:acetato de etila:acetonitrila
(7:2,5:0,5), hexano:acetato de etila:acetonitrila (6:3,5:0,5), acetato de etila, metanol.

(r) Chromatotron, silica e florisil, 1MM, hexano:acetato de etila:acetonitrila (9:0,6:0,4),
hexano:acetato de etila:acetonitrila (8:1,6:0,4), hexano:acetato de etila:acetonitrila
(7:2,6:0,4), hexano:acetato de etila:acetonitrila (6:3,6:0,4), hexano:acetato de
etila:acetonitrila (5:4,6:0,4), acetato de etila:acetonitrila. Resultou em RD-350.

A fragdo RD(2,3)3 mostrou no RMN 'H sinal na regido de aromaticos,

trabalhou-se conforme esquema 3.8. Foi isolado o alcal6ide 2-quinolona RD-79.
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RD(2,3)3
(322,2 mg)

(a, b) OMe

RD-79

(11,3 mg) N

Me

RD-79

ESQUEMA 3.8. Fracionamento da fracado RD(2,3)3.

(a) CC, ¢ xh =1,5x31,5 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: diclorometano:acetato
de etila (9:1), (8:2), (7:3), (1:1), acetato de etila, obteve-se 5 fracdes.

(b) CLAE, polimérica preparativa, eluente: diclorometano:metanol (1:1), fluxo: 3 mL/min.
Resultou em RD-79.

Do extrato diclorometano foram estudadas cerca de 95% de todas as
fragdes (Esquema 3.5), de todos os extratos este foi o mais estudado por mostrar
no RMN 'H sinais que poderiam ser de alcaldides inddlicos, esta classe em
especial nos interessava bastante pela sua contribuigdo na quimiossistematica do
género, ja que os alcaldides inddlicos ndo sdo comuns na familia.

Em varias fracbes desse extrato, detectou-se a presenca de
alcaldides inddlicos, em quantidade tdo pequena, que nao foi possivel o isolamento.
Além disso, tinha uma alta concentracdo de pigmentos, o que dificultava o
isolamento, pois ndo se conseguia trabalha-lo devido a auséncia de solubilidade.
No total, foram isoladas nove substancias, sendo trés limondides, dois alcalbides

furoquinolinicos, trés alcaldides inddlicos e um alcalbide 2-quinolona.

3.1.5. Fracionamento do Extrato Metanol da Raiz

O extrato metanol da raiz (25,31 g) de R. praetermissa foi submetido a
coluna cromatografica a vacuo, conforme esquema 3.9. Foram obtidas 5 fragbes
que foram analisadas via CCDC, onde se verificou que seus constituintes eluiam
com solventes de média e alta polaridade. Constatou-se a presenca de alcaldides
através da revelagao em Dragendorff.

A fragdo RM1 foi escolhida para ser fracionada devido a quantidade

de material e também por apresentar sinais no espectro de RMN 'H na regido de
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aromaticos, além de sinais largos de pequena intensidade, ja visto em outros
extratos, que indicavam a possivel presenca de alcaldides, isto foi confirmado com
a revelagdo das placas em Dragendorff. Foram escolhidas para se trabalhar as
fragbes RM1.1, RM1.2 e RM1.4, o critério de escolha das fragbes foi baseado nas

placas cromatograficas e também em seus respectivos RMN de H.

Extrato metanol (RM)
(25.31 g)
(a)
RM1 [ RM2 ] [ RM3 ] [ RM4 ] [ RM5 ]
(11,00 g) (0,54 g) (0,02 g) (5.40 g) (2,50 g)
(b) (c)
RM1.1 rRM12 |[ RM1.3 [ RM1.4 |[ RM15 RM4.1 RM4.2 RM4.3
0099) | | (1779) | (0.369) || (7.179) || (0.859) (0,05 g) (170 g) (3.60 9)

ESQUEMA 3.9. Fracionamento do Extrato Metanol (RM).

(@) CC, ¢ x h = 7,0 x 17,0 cm, Celulose (~20 micron, Aldrich), eluente: diclorometano;
diclorometano:acetato de etila (1:1); acetato de etila; acetato de etila:metanol (1:1);
metanol. Foram obtidas 5 fragbes, das quais as fracbes 1 e 4 foram inicialmente
fracionadas.

(b) CC, ¢ x h = 7,0 x 15,0 cm, Celulose (~20 micron, Aldrich), eluente: diclorometano;
diclorometano:acetato de etila (1:1); acetato de etila; acetato de etila:metanol (1:1);
metanol. Foram obtidas 5 fragdes, das quais as fragdes 1, 2 e 4 foram refracionadas.

(c) CC, & x h = 45 x 54,0 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: acetato de
etila:metanol (95:5); acetato de etila:metanol (9:1); acetato de etila:metanol (7:3);
acetato de etilazmetanol (1:1); acetato de etila:metanol (3:7); metanol. A coluna foi
previamente desativada com metanol. Foram obtidas 3 fragbes, das quais a fragédo 2 foi
novamente fracionada sem sucesso quanto ao isolamento de substancia pura.

A fracdo RM1.1 (95,0 mg) passou por alguns fracionamentos
conforme esquema 3.10, que resultou no isolamento do alcaldide inddlico RH-3, o

qual ja havia sido isolado nos extratos hexano e diclorometano.
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RM1.1
(95,0 mg)

(a,b, c, d)

RH-3
(5,0 mg)

ESQUEMA 3.10. Fracionamento da fragado RM1.1.

(@) CC, ¢ x h =25 x 23,5 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:acetato de
etila (8:2); hexano:acetato de etila (6:4); acetato de etila; metanol (1:1); metanol. Foram
obtidas 5 fragdes, das quais as fragdes 1 e 2 foram trabalhadas.

(b) CC, ¢ x h =25 x 17,5 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:acetato de
etila (95:5), sistema isocratico. Foram obtidas 3 fragdes.

(c) CCDP, 0,5 mm, 20 x 20, eluente: hexano:acetato de etila (8:2), resultou em 4 fragbes. A
fracdo RM1.1.2.a foi novamente fracionada.

(d) CLAE, polimérica preparativa, eluente: diclorometano:metanol (1:1), fluxo: 5 mL/min.
Esta resultou em 4 fragdes das quais uma originou a substancia RH-3 (5,0 mg), que ja
havia sido isolado nos extratos anteriores.

A fragdo RM1.2 (1,77 g) foi escolhida para ser fracionada devido a
quantidade razoavel e também quando foi analisada via RMN de 'H, apresentou
sinais na regidao dos aromaticos, o que levou a crer que nesta poderia se encontrar
mais alcalodides. Além disso, foi verificada também a presenca de sinais tipicos de
limondides em & 7,44, &6 7,43 e 6 6,31 (sinais do anel furano), além de sinais

metilénicos entre 3 2,00-1,00. O resultado do fracionamento foi o isolamento de

trés substancias, conforme esquema 3.11.
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RM 1.2
(1,77 g)
@)
N
RM 1.2.1 RM 1.2.2
(350,0 mg) (132,0 mg)
J
(b, c, d) @1 g)

RD-11
[ RH-1 } [ RD-42 ] (7,0 mg)
(54,4 mg) (9,1 mg)

! o
OMe oH : S

RH-1 RD-11

ESQUEMA 3.11. Fracionamento da fragdo RM1.2.

(@) CC, & x h =4,0 x 22,0 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:acetato de
etila (1:1); hexano:acetato de etila (4:6); hexano:acetato de etila (2:8); hexano:acetato
de etila (1:9); acetato de etila; acetato de etila:metanol (1:1); metanol. Foram obtidas 5
fracbes, das quais as fragbes 1, 2, 3, 4 foram trabalhadas.

(b) CC, ¢ x h =3,0 x 17,0 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:acetato de
etila (9:1); hexano:acetato de etila (8,8:0,2); hexano:acetato de etila (8:2);
hexano:acetato de etila (6:4); hexano:acetato de etila (1:9); acetato de etila; acetato de
etilazmetanol (9:1); acetato de etila:zmetanol (7:3); metanol. Foram obtidas 7 fracdes,
que foram analisadas por ressonancia de hidrogénio, destas a fracdo 1, apresentou
sinais de sesquiterpeno cadinano; a fragdo 2, mostrou sinais de esteréides; e a fragao
4, apresentou sinais de alcaldides, provavelmente furanoquinolinico. Foi obtida a
substancia RD-42.

(c) Sephadex LH-20, eluente: diclorometano:metanol (1:1), 4 fragdes. Das quais se
trabalhou a fragdo 3 (15,4 mg).

(d) CC, ¢ x h =1,0 x 16,5 cm, silica gel 60 (230-400 mesh), eluente: hexano:acetato de
etila (98:2); hexano:acetato de etila (91:9); hexano:acetato de etila (9:1). Foram obtidas
4 fragbes, das quais a fracdo 2, deu origem ao RH-1, que ja havia sido isolado e
determinado sua estrutura.

(e) Sephadex LH-20, eluente: diclorometano:metanol (1:1), foram obtidas 6 fragdes.
Trabalhou-se a fragao 2.

(f) Sephadex LH-20, eluente: diclorometano:metanol (1:1), foram obtidas 2 fragbes.
Trabalhou-se a fragao 1.

(g) CCDP, 0,5 mm, 20 x 20, eluente: hexano:isopropanol (7:3), resultou em 3 fra¢des, deu
origem limondide RD-11.
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A fragdo RM4 (5,40 g), segundo seu espectro de hidrogénio, era
composta basicamente de agucares ou substancias glicosiladas. Resultados
promissores de inibicdo enzimatica com certo tipo de agucares vinham sendo
observados pelo nosso grupo, por esta raz&o, resolveu-se trabalha-la. Esta fragao
foi submetida a varios fracionamentos em celulose e sephadex, o resultado destes
fracionamentos foram enviados para os ensaios de inibicdo, ndo se obteve
resultados significativos nos ensaios de inibicdo enzimatica. Por este motivo,
deixou-se para uma proxima oportunidade o estudo desta fragao.

Do extrato em metanol foram trabalhadas apenas as fragcdes
mostradas, ndo se isolou nenhuma substancia diferente em relagdo aos outros
extratos, talvez por ser este o Uultimo extrato estudado, ndo tenha sido
suficientemente trabalhado.

Os extratos do caule e folha estdo sendo trabalhados pelo aluno de
doutorado Thiago A. M. Veiga, do grupo de Produtos Naturais da UFSCar, dando

assim continuidade a este estudo.

3.2. METODOLOGIA BIOLOGICA

Aqui sao apresentadas as metodologias dos ensaios bioquimicos

(inibicdo enzimatica) e ensaios bioldgicos (tripanocida e leishmanicida).

3.2.1. Ensaios Bioquimicos

Os ensaios bioquimicos realizados frente as enzimas gGAPDH de T.
cruzi e APRT de L. tarentolae foram realizados no Laboratério de Cristalografia de
Proteinas e Biologia Molecular do IFSC/USP, sob coordenacgao do prof. Dr. Glaucius
Oliva.

3.2.1.1. Teste de Inibigdo da Atividade da Enzima gGAPDH

A enzima glicolitica Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
catalisa a conversdo de dliceraldeido-3-fosfato em 1,3-difosfoglicerato, na
presenga de fosfato inorgdnico e NAD" como cofator; esta é uma enzima

recombinante obtida em um sistema de expressao de Escherichia coli. O
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isolamento e a purificacdo da enzima sao realizados de acordo com os
procedimentos estabelecidos por SOUZA et al. (1998) no Laboratério de
Cristalografia de Proteinas e Biologia Molecular do Instituto de Fisica de Sao
Carlos na Universidade de S&o Paulo.

Os ensaios de atividade foram realizados de acordo com
modificagdes (VIEIRA et al., 2001) de um procedimento previamente descrito por
BARBOSA & NAKANO (1987). A inibicdo da atividade da enzima é feita pela
medida espectrofotométrica de NADH formado em 30 segundos a 340 nm. As
misturas reacionais contém (volume final de 1,0 mL): 50 mM de tampao Tris-HCI
pH 8,6 com 1 mM de EDTA e 1mM de beta-mercaptoetanol, 30 mM de arseniato
de sodio, 2,5 mM de NAD, 0,3 mM de G3P e 4-9 pg de proteina. Para testar a
inibicdo da enzima sao preparadas solug¢des de substancias puras em DMSO (1,0
mg/mL), que sdo adicionadas ao meio reacional, fornecendo concentragdes finais
variadas entre 200 e 100 a 5 yg/mL do material a ser testado. Ensaios controle sao
feitos na auséncia das substancias, mas com adi¢ao de igual volume de DMSO. O
DMSO ¢ o solvente utilizado para solubilizar as amostras, devido sua interferéncia
na atividade da enzima ser minima. Todas as medidas sao feitas em triplicatas e
considera-se o valor da média. O resultado da reagao enzimatica foi acompanhado
espectrofotometricamente a 340 nm, foi obtido pela diferenga de absorbancia entre
os tempos t = 30s e t = Os (ndo necessariamente 30s, os valores aceitos sao
somente os que estdo na faixa onde se obtém a reta). Com o valor desta diferencga
de absorbancia, pode-se calcular a atividade especifica da enzima, conforme

mostrado na sequéncia:

A Abs
At x vol. da cubeta

*NADH x vol. de enzima x [enzimal]

Atividade especifica (U/mg) =

Onde: At = 0,5 min.; vol. da cubeta = 0,5 mL; °NADH = 6,22 mM™" cm™; vol.

de enzima = 0,0025 mL; [enzima] = 0,3 mg/mL.
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Atividade inibitoria = [

U/mg substancia - U/mg controle X 100
U/mg controle

3.2.1.2. Teste de Inibicao da Atividade da Enzima APRT

A enzima APRT foi obtida de L. tarentolae devido sua incapacidade
de infectar seres humanos (CROAN et al., 1997; NOYES et al., 1997). Essa
mudanca foi possivel em consequéncia de estudos envolvendo sequenciamento do
gene de APRT de L. tarentolae que revelaram grande similaridade com o gene da
proteina homdloga de L. donovani (PHILLIPIS et al., 1999). A similaridade de 85%
nas sequéncias de aminoacidos dessas duas APRTs permite inferir que as
informagdes obtidas com a APRT de L. tarentolae possam ser utilizadas nas busca
de novos farmacos contra a Leishmaniose Visceral.

A enzima adenina fosforribosiltransferase (APRT) catalisa a reagéo
nucleofilica entre a adenina e o 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP), com a formacao
de adenosina-monofosfato (AMP). A enzima € expressa em Escherichia coli e
purificada no Laboratério de Cristalografia de Proteinas e Biologia Molecular do
IFSC-USP. Os ensaios de inibicdo enzimatica sao feitos de acordo com
procedimento descrito por TUTTLE e KRENITSKY (1980), com algumas
modificagdes. A mistura reacional contém: 0,01 mM de Adenina, 0,5 mM de PRPP,
5 mg de MgCl, e tampao Tris 100 mM, pH 7,4. Para o teste de inibicdo da enzima
sdo utilizadas 475 pL da mistura reacional e 25 uL das solugdes candidatas a
possiveis inibidores, fazendo com que a concentragao final da substéncia pura seja
de 100 yg/mL. A atividade da enzima pura € 0.001168 mM de AMP formado por

mg/min. As medidas sao feitas em triplicata e o calculo é feito através da férmula:

A Abs
At x vol. da cubeta

AMP x vol. de enzima x [enzima]

Atividade especifica (U/mg) =

Onde: At= 1 min.; vol. da cubeta= 0,5 mL; AMP= 1,24 mM" cm™; vol. de
enzima= 0,0025 mL; [enzima]= 0,9 mg/mL.
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. . . epagr tancia - trol
Atividade inibitoria = U/mg substancia - U/mg controle X 100
U/mg controle

3.2.2. Ensaio Bioldgico

O ensaio tripanocida foi realizado pelo Prof. Dr. Sérgio de
Albugquerque no Departamento de Analises Clinicas, Bromatolégicas e
Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP.

O ensaio leishmanicida foi realizado no Laboratério de Farmacologia
do Departamento de Farmacia e Farmacologia da Universidade Estadual de

Maringa (UEM), sob a supervisao da Prof. Dr. Diégenes A. Garcia Cortez.

3.2.2.1. Ensaio Tripanocida

O ensaio frente as formas tripomastigotas de T. cruzi foi realizado de
acordo com o procedimento descrito por VIEIRA et al., (2001). As substancias
puras foram submetidas ao teste tripanocida in vitro (sob as formas tripomastigotas
do T. cruzi), usando sangue infectado com a cepa Y do parasita. A cepa em
questao foi obtida de um caso humano da doenga de Chagas e vem sendo mantida
por passagens sucessivas em camundongos. Os testes foram realizados usando
sangue de ratos albinos Suigos infectados com a cepa Y do parasita, obtido no pico
da parasitemia (7° dia da infecgéo), por meio de puncgdo cardiaca. O sangue foi
diluido com sangue normal para dar uma concentragdo em torno de 2 x 10" formas
tripomastigotas/mL.

As amostras das substéncias foram dissolvidas em DMSO, obtendo-
se uma concentragdo de 25 mg/mL. Aliquotas das substéncias foram adicionadas
ao sangue infectado, obtendo-se concentragdes: 100, 250 e 500 mg/mL. As placas
foram incubadas a 4 °C por 24 h e o nimero de parasitas foi determinado de
acordo com BRENER (1962). Foi utilizado como controle sangue infectado, sem
nenhuma adicdo de extratos ou fracbes, contendo a quantidade de DMSO
equivalente as amostras e sangue infectado contendo violeta de genciana na

concentracao de 250 mg/mL. O bioensaio foi realizado em triplicata.

48



ROSAS (2005)

3.2.2.2. Ensaios Leishmanicida

As substancias puras (em quantidades) foram submetidas ao teste
Leishmanicida in vitro sob as formas promastigotas da Leishmania braziliensis
(MHOM/BR1987/M11272). Estas formas foram obtidas através do isolamento dos
protozoarios de lesdes desenvolvidas nas patas de Hamster infectados
previamente. Posterior ao isolamento, os protozoarios foram inoculados em meio
de cultura Schneider's Drosophila Medium suplementado com soro bovino 10%,
mantidos a 26°C em estufa de BOD.

Apo6s 72 horas (fase logaritmica de crescimento) transfere-se a
cultura de modo asséptico para um tubo de centrifuga de 10 mL. Centrifuga-se por
10 minutos a 2.500 rpm e separa-se o sobrenadante. Conta-se o pellet com 1 mL
do sobrenadante (se necessario diluir para contagem) em dois campos, com 16
quadrados na camara de Neubauer, em seguida, calcula-se o volume de cultura
necessario para perfazer 9 mL (96 pocos) na concentracdo parasitaria de 4.10°
promastigotas/mL.

Segundo o protocolo utilizado na Fundagdo Oswaldo Cruz
(FERREIRA et al., 2004) é colocado 100 uL de sobrenadante em todos os pogos
(placa de Elisa, 96 pogos), no primeiro coloca-se 200 uL (sendo a partir deste as
diluicdbes seriadas). Retira-se 6,4 uL de sobrenadante no primeiro pogo,
homogeneiza-se bem. Retira-se em seguida 100 uL do primeiro pog¢o para o
segundo e assim sucessivamente até atingir o ultimo. Despreza-se do ultimo pogo
100 pL. Adiciona-se em seguida 100 puL do meio com o Leishmania na
concentracdo parasitaria de 4.10° promastigotas /mL. Incuba-se a 25 °C em uma
BOD.As substancias foram testadas em 12 concentragdes, 160 ug/mL, 80 ug/mL,
40 pg/mL, 20 pg/mL, 10 ug/mL, 5 ug/mL, 2,5 ng/mL, 1,25 ug/mL, 0,625 pug/mL, 0,31
ug/mL, e 0,15 ug/mL. O teste é feito em triplicata. O célculo da DL5y é feito através
dos valores estabelecidos em grafico, onde se mede o valor em cm a partir da
ordenada até a maxima concentragao efetuada, que foi de 320 ug/mL, dividido pelo
valor em cm do ponto onde a curva de crescimento cruza a concentragéo de 50%

de inibigao.
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3.3. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

3.3.1. Suportes para Cromatografia

+ Silica gel 60 GFss—MERCK-cromatografia em camada delgada
comparativa,;

* Silica gel 60 (70-230 mesh)-MERCK-cromatografia em coluna;

« Silica gel 60 (230-400 mesh)-MERCK-cromatografia em coluna;

+ Silica gel 60 PFy;4s—MERCK-cromatografia em camada delgada
preparativa;

* Florisil (60-100 mesh)- Mallinckrodt;

» Sephadex LH-20 da Amersham Pharmacia Biotech AB;

* Celulose Cristalina da Merck;

» Placas comerciais (20 x 5 cm ou 20 x 20 cm) da Macherey-Nagel GmBH &
Co, com 0,25 mm de silica gel 60 com indicador UVs4;

» Cromatofolhas (silica gel 60 F2s4, ¢ = 0,2 mm) da Merck.

3.3.2. Solventes

* Solventes destilados no DQ- UFSCar:
- Acetato de etila
- Acetona
- Cloroférmio
- Diclorometano
- Hexano

- Metanol

* Solventes deuterados da Aldrich e Merck:
- Acetona
- Benzeno
- Cloroférmio
- Diclorometano
- DMSO
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- Metanol

- Piridina

* Solventes grau cromatografico da Aldrich, Merck e outros:
- Acetonitrila
- Acetato de etila
- Diclorometano
- Hexano
- Metanol

- Tolueno
3.3.3. Reveladores

* Reagente de Dragendorff;
* Solugdo de Vanilina acida (WAGNER et al., 1984);
» Camara de Luz UV (A = 254 e 365 nm);

* Camara de lodo.
3.3.4. Outros

* Pipeta automatica-Pipetman P- Gilson, modelo VS, vol. 200-1000 uL
* Filtro para CLAE, Phenomenex AFO-0415.2NY
* Meios usados para realizagdo dos ensaios bioldgicos:

- Meio Scheneider

- Meio Insect
3.3.5. EQUIPAMENTOS

» Espectrémetros de RMN
- Brucker DRX 9,8T (400 MHz para RMN'H, 100 MHz para RMN'>C)
DQ/UFSCar
- Brucker DRX 4,9T (200 MHz para RMN'H, 50 MHz para RMN'C)
DQ/UFSCar

51



ROSAS (2005)

 Espectrofotébmetro de UV

* CLAE

* CG/EM

Hewlett Packard/8452A — DQ/UFSCar

LC-6AD- Shimadzu (Liquid chromatograph); detector, SPD 10 AV
vp — Shimadzu (UV-vis); controladora, SCL-10A— Shimadzu
(System controller); coluna polimérica preparativa Shodex

Asahipak

- Shimadzu QP5000- DQUFSCar, coluna, DB-5 poli (5% difenil, 95%

dimetilsiloxano), (15 m; 0,25 mm D.l.; 0,25 pm de filme). lonizagdo por

impacto eletrénico a 70 e.V.

» Evaporadores

Buchi modelo ELB — 131, banho Buchi modelo B-480 e circulador
de agua refrigerado NESLAB, modelo CFT-25.

Buchi modelo R-114- banho Buchi modelo B-480 e circulador de
agua refrigerado NESLAB, modelo CFT-25.

» Espectrémetro de massas

Espectrémetro de ESI-EM/EM: Micromass Platform |l, DQ-UFSCar

52



ROSAS (2005)

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados abaixo estao divididos em duas partes, a

primeira trata-se dos resultados quimicos e a segunda dos resultados bioldgicos.

4.1. Resultados Quimicos

4.1.1. Substancias isoladas

As estruturas das substancias isoladas da raiz de R. praetermissa sao

mostradas nas figuras 4.1 e 4.1a.

X
HO HO HO
Sitosterol Estigmasterol Campesterol
(RH-2)
OMe o
OMe
X OMe
H
T-Cadinol F
(RH-1)
\ 3-[2’,6’-dimetoxi-6",6”-dimetilpirano
N (27,3”7:3’,4’) fenil] propionato de metila
| (RH-4)
H

5’,6’-[5-metil-5(7-indol-5”-il-eteno-6,7-diil)-3(1-metilprop-
2-en-2-il)]-ciclopentano-5’,6’-diil-indol
(RH-3)

FIGURA 4.1. Substancias isoladas de R. praetermissa.
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3-Oxo-cadinol fo)
(RH-5) *
Acido 3-:>xotirucala-7,24-dien-21 -6ico 11B,19a-Dihidroxi-7-deoxo-7-acetoxi-ichangina
(RH-6) (RD-11)
| OMe OMe
o N Z N\ Zz N\
’ | | |
X o X o) 0
6-Formilindol Dictamina OMe
(RD-22ab) (RD-42) . o]
y-Fagarina - R
OMe (RD-70) - 3
dl g
O
T o
CH; 4,
1-Metll-4-m(¢;t8)-(7|-92)-qwnolona o \ Acetato de tricocina S13 —
MeO (RD-92) o)
N = ~ N
|!| Q
(o} e o H
o) 5-[(3’-dimetilalil-4’-metilideno)-2’- q
S tetraidrofurano-2’-il]-indol
(RD-91) o
HO
N
I
H OH
S-[(4’-carbometoxi)-furano-2'il]-indol 11p,190-6xido-7-deacetoxi-7-hidroxi-ichangina
(RD-122) (RD-350)

FIGURA 4.1a. Substancias isoladas de R. praetermissa (continuacao).

4.1.2. Identificagcdo da substancia RH-1

A substancia RH-1, foi isolada dos extratos hexano e diclorometano
da raiz de R. praetermissa como um 6leo amarelo. Quando revelada em vanilina
apresenta coloracao violeta e fluorescéncia sob radiagcéo U.V.

O espectro de hidrogénio (Figura 4.13, Tabela 4.1) mostrou sinais em
d 5,54 de hidrogénio olefinico e de hidrogénios de metilas entre 5 0,79-1,65. O

espectro de RMN 'C (Figura 4.14, Tabela 4.1), o qual apresentou sinais de
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carbonos olefinicos em 6 134,0 e 8 122,6, e sinal de carbono carbindlico em & 70,5.
O espectro de DEPT (Figura 4.15) mostrou quatro sinais de CH,, cinco sinais de
CH e quatro sinais de CHs. O padrao caracteristico do espectro de hidrogénio e os
sinais dos carbonos em & 134,0 e & 122,6 sugeriram esqueleto sesquiterpénico do
tipo cadinano.

O sinal do hidrogénio (Figura 4.13, Tabela 4.1) em & 5,54 sl, no
experimento de HSQC (Figura 4.16), apareceu ligado ao carbono em 5 122,6 (CH),
no experimento de HMBC (Figura 4.2, Figura 4.17) apresentou correlagées com &
37,6 (CH), 6 47,9 (CH) e 6 23,6 (Me), e no experimento de COSY (Figura 4.18)
mostrou acoplamento com & 1,65 (Me). O deslocamento em & 5,54 foi atribuido ao
H-5. O carbono em 6 23,6 (Me), no experimento de HSQC, apareceu ligado ao
hidrogénio em 6 1,65 s, este hidrogénio mostrou correlagdes via HMBC (Figura 4.2,
Figura 4.17) com & 134,0 (sp?), 8 122,6 (C-5) e & 30,8 (CH.), estas correlacdes
sugeriram ser a Me-15. O sinal de carbono em & 134,0 foi atribuido ao C-4,

conforme figura 4.2.

H H
HMBC HMBC
51,65s, 5 23,6, Me- 85,54sl,6§122,6,C-5 308
15 134,0
> 5 23,6 (Me-15)
> 530,8 (C-3) > 537,6 (C-6) 236
> 5 122,6 (C-5) > 3547,9 (C-1) 1,65 H

> 5134,0 (C-4)

FIGURA 4.2. Correlagbes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais de
hidrogénios em 6 5,54 (H-5) e 6 1,65 (Me-15).

O sinal do carbono em & 30,8 (CH3) apareceu ligado ao hidrogénio em
d 1,97 m, este hidrogénio mostrou correlagdes no HMBC (Figura 4.3, Figura 4.17)
com 6 122,6 (C-5), 6 134,0 (C-4) e 6 47,9 (CH) sendo atribuido ao C-3. O sinal do
carbono em 6 47,9 (CH) mostrou correlagées com os hidrogénios em & 5,54 (H-5) e
6 1,97 (H-3) sugerindo ser este o C-1. O sinal de H-1 (5 1,07 m) apresentou uma
unica correlagédo com ¢ 22,5 (CHy). O sinal de carbono em & 22,5 (CHy), via HSQC
(Figura 4.16), apareceu ligado aos hidrogénios em 6 1,90 m e 1,38 m. Estes
hidrogénios foram atribuidos ao H-2 e pelo experimento de HMBC (Figura 4.3,
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Figura 4.17), verificou-se correlagdes com 6 30,8 (C-3), 6 47,9 (C-1) e 56 134,0 (C-4)

(Figura 4.3), esta ultima correlagao confirmou a atribuicdo ao H-2.

HMBC

HMBC
41,97m, § 30,8, C-3

51,07 m, § 47,9, C-1
> 5122,6 (C-5)

> §134,0 (C-4) >5226(C2)
> §47,9 (C-1)
> §22.6 (C-2) 554

HMBC

51,90 me 1,38 m, § 22,5, C-2

> 5 30,8 (C-3)

> §47,9 (C-1)

> §134,0 (C-4)

FIGURA 4.3. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 1,97 (H-3), 6 1,07 (H-1) e 6 1,38 (H-2).

O sinal em & 1,97 m (Figura 4.4) que apresentou correlagdes com &
122,6 (C-5), 6 47,9 (C-1) e 6 134,0 foi atribuido ao H-6, este via HSQC, apareceu
ligado ao carbono em 6 37,6 (C-6), este carbono no HMBC mostrou correlagdo com
H-5 (8 5,54).

Até o momento, conseguiu-se o fechamento de apenas um anel de
RH-1 (Figura 4.4).

1,90 1,38
HMBC 197
61,97m, § 37,6, C-6
47,9 i
134,0 > 5 122,6 (C-5)
15 256 > 8 134,0 (C-4)
H » 547,9 (C-1)
A i

FIGURA 4.4. Correlagbdes apresentadas no experimento de HMBC para o sinal de

hidrogénio em 6 1,97 (H-6) e deslocamentos de hidrogénios e carbonos do
primeiro anel de RH-1.
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Esse primeiro anel foi fechado através das correlagdes discutidas
anteriormente, porém nenhum hidrogénio deste mostrou correlagdo com um
segundo anel, logo, foi necessario recomegar a identificagdo por outro sinal da
molécula. No espectro de RMN 'H (Figura 4.13) foi observado a presenca de uma
metila em 6 1,21 s, este via HSQC (Figura 4.16) apareceu ligado ao carbono em &
28,4 e, no HMBC (Figura 4.5, Figura 4.17), verificou-se correla¢gdes com & 40,3
(CHy), 6 47,9 (C-1) e & 70,5 (quaternario). A correlagdo com o carbono em 5 47,9
(C-1), sugeriu que, o deslocamento em & 1,21, seja a Me-14. O carbono carbindlico
em & 70,5 foi atribuido ao C-10. Logo, o carbono em 6 40,3 (6 1,72 m e 6 1,39 m) foi
atribuido ao C-9. No experimento de HMBC (Figura 4.5, Figura 4.17) foi observado
as correlagdes dos hidrogénios de H-9 com 6 19,7 (CHy), 6 70,5 (C-10) e 6 47,9 (C-

1), a correlagao com C-1 confirmou a atribuicdo ao H-9.

HMBC |6-":’I$§:me139m
81,21s, § 28,4, Me-14 72 5403,C-9

» 547,9 (C-1) > § 70,5 (C-10)
> §70,5(C-10) > §47,9 (C-1)
> 40,3 (C-9) > 519.7 (C-8)

FIGURA 4.5. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais de
hidrogénios em & 1,72 (H-9) e 5 1,21 (Me-14).

O carbono em & 19,7 (CH;) foi atribuido ao C-8, este via HSQC
(Figura 4.16) apareceu ligado aos hidrogénios em 6 1,45 me 6 1,36 m e, via HMBC
(Figura 4.6, Figura 4.17) mostrou correlagbes com & 40,3 (C-9) e 5 46,6 (CH). Este
ultimo sinal de carbono via HSQC (Figura 4.16) apareceu ligado ao hidrogénio em 6

1,00 m que foi atribuido ao C-7. Com os dados acima discutidos foi fechado o

segundo anel de RH-1 (Figura 4.6).
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HMBC

51,45me 1,36 m,

519,7, C-8 H1.72

> 540,3 (C-9)) o Yaphitse
> 546,6 (C-7) H 1,45

FIGURA 4.6. Correlacdes apresentadas no experimento de HMBC para o sinal de
hidrogénio em 5 1,36 (H-8) e deslocamentos do segundo anel de RH-1.

O segundo anel foi fechado, o H-7 ndo apresentou nenhuma
correlacdo, para dar continuidade a determinagdo estrutural, entdo, partiu-se
novamente de um outro sinal de hidrogénio em 6 0,91 d (J = 6,9 Hz, & 21,3) que foi
atribuido a Me-12. No experimento de HMBC (Figura 4.7, Figura 4.17), observou-se
as correlagdes de 6 0,91 com 6 15,1 (Me), 6 26,1 (CH) e 6 46,6 (C-7). O carbono em
5 15,1 (6 0,79) foi atribuido a Me-13. O sinal em 26,1 (5 2,17) foi atribuido ao H-11.
No experimento de COSY (Figura 4.18) foi verificado os acoplamentos de 6 2,17
(H-11) com & 0,79 (Me-13) e 6 0,91 (Me-12) e, no HMBC (Figura 4.7, Figura 4.17)

foi observado correlagdes com & 15,1, 6 21,3 e 6 46,6.

HMBC

80,91d, 5 21,3, Me-
12

HMBC
82,17 8 26,1, H-11

> §15,1 (Me-13)
> 21,3 (C-12)
> § 46,6 (C-7)

> §15,1 (Me-13)
> 526,1(C-11)
> §46,6 (C-7)

FIGURA 4.7. Correlacdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em $ 0,91 (Me-12) e 6 2,17 (H-11).

Através da anadlise de todos os experimentos, concluiu-se que a
substancia RH-1 (Figura 4.8) era um sesquiterpeno cadinol. Quando se comparou
os dados de ressonancia obtidos com os de APPENDINO et al. (1997), verificou-se
que os valores eram coincidentes com os da substancia T-cadinol, conforme pode

ser visto na tabela 4.1.
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2 3
RH-1 21,3 15,1

FIGURA 4.8. Esqueleto proposto para a substancia RH-1 e respectivos
deslocamentos de hidrogénios e carbonos.

Apesar dos valores semelhantes, decidiu-se fazer, ainda, o
experimento de gNOESY (Figura 4.19, 4.19a) para confirmar sua estereoquimica.
Os resultados obtidos para o gNOESY sao mostrados nas figuras 4.9, 4.10 e 4.11.

O hidrogénio em & 1,21 (Me-14, Figura 4.9) ao ser irradiado causou
nOe em & 1,90 (H-2), 56 1,72 (H-9), 6 1,39 (H-9) e & 1,07 (H-1), este ultimo nOe
sugeriu que a Me-14 e H-1 se encontram no mesmo plano da molécula, conforme

visto na figura 4.9.

gNOESY
Me-12, § 0,91

FIGURA 4.9. Irradiagcbes apresentadas no experimento de gNOESY para os sinais
de hidrogénios das metilas em 6 0,91 (Me-12) e 6 1,21 (Me-14).

Foi irradiado o sinal do hidrogénio em & 5,54 (Figura 4.10), 0 mesmo
causou nOe em 6 & 1,65 (Me-15), 6 1,97 (H-6) e 6 2,17 (H-11).
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gNOESY
H-5, § 5,54

82,17 (H-11)
81,97 (H-6)
81,65 (Me-15)
o 50,79 (Me-13)

FIGURA 4.10. Irradiagdo apresentada no experimento de gNOESY para o sinal de
hidrogénio em & 5,54 (H-5).

Outros sinais foram irradiados (Figura 4.11): a Me-15 causou nOe em
5 5,54 (H-5) e 6 1,97 (H-6); a Me-13 causou nOe em 5 5,54 (H-5), 6 2,17 (H-11), &
1,97 (H-6), 6 1,36 (H-8) e 6 0,91 (Me-12).

gNOESY gNOESY
Me-13, § 0,79 Me-15, & 1,65
— 55,54 (H-5) — 55,54 (H-5)
— 82,17 (H-11) — 51,97 (H-6)
51,97 (H-6)

— 51,36 (H-8)

80,91 (Me-12)

FIGURA 4.11. Irradiagdes apresentadas no experimento de gNOESY para os
sinais de hidrogénios de metilas em 6 0,79 (Me-13) e 6 1,65 (Me-15).

Os resultados obtidos através dos experimentos de gNOESY (Figura
4.19, 4.19a) foram concordantes com a estereoquimica proposta na literatura
(Figura 4.12). A substancia RH-1 é o sesquiterpeno conhecido como T-cadinol

(Figura 4.12). No Chemical Abstract o T-cadinol possui o numero de registro 5937-
11-1.

T-cadinol (RH-1)

FIGURA 4.12. Estrutura proposta para a substancia RH-1.
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TABELA 4.1. Dados dos espectros de RMN 'H e "*C da substancia RH-1 (CDCls, 8,
400 e 200 MHz)

H/C RH-1 *Literatura
1H 13C 13C
1 1,07 m 47,9 47,9
2 1,90me 1,38 m 22,5 22,6
3 1,97 m 30,8 30,9
4 134,0 134,3
S 5,54 sl 122,6 122,6
6 1,97 m 37,6 37,7
7 1,00 m 46,6 46,6
8 1,36 m 19,7 19,8
9 1,72me 1,39 m 40,3 40,3
10 70,5 70,7
11 2,17 m 26,0 26,1
12 0,91d (J=6,9 Hz) 21,3 21,4
13 0,79 d (J=6,9 Hz) 15,1 15,2
14 1,21s 28,4 28,4
15 1,65s 23,6 23,7

* APPENDINO (1997), Solvente: CDCI3 (75 MHz).
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FIGURA 4.14. Espectro de RMN "*C e ampliagdo da substancia RH-1 (200 MHz,
CDCl3).
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FIGURA 4.15. Espectro de DEPT 135° e ampliagdo da substancia RH-1 (200 MHz,
CDCl3).
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FIGURA 4.16. Experimento de HSQC e ampliagao da substancia RH-1 (400 MHz,
CDCl3).
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FIGURA 4.17. Experimento de HMBC e ampliacdo da substadncia RH-1 (400
MHz, CDCls).
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FIGURA 4.18. Experimento de COSY e ampliagao da substancia RH-1 (400
MHz, CDCls3).
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FIGURA 4.19. Experimento de gNOESY da substancia RH-1 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.19a. Experimento de gNOESY da substancia RH-1 (400 MHz, CDCls).

4.1.3. Identificagdo da substancia RH-2
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A fracdo RH-2 foi separada do extrato hexano da raiz em mistura. Ela
foi identificada através do espectro de RMN 'H (Figura 4.21), que apresentou
dubleto largo em 6 5,33 (J= 5,0 Hz) e um multipleto em & 3,52 caracteristicos dos
hidrogénios H-6 e H-3 dos esqueletos esteroidais (sitosterol, estigmasterol e
campesterol); foi observado também sinais de hidrogénios vinilicos em & 5,07 dd
(J=8,0 e 154 Hz) e 6 5,12 dd (J= 8,1 e 15,1 Hz) que sugeriram a presenga do
estigmasterol, e ainda, um grande numero de sinais congestionados na regido de &
0,68 a 6 2,31 referentes a varios grupos de hidrogénios metilicos e metilénicos que
caracterizam o esqueleto esteroidal. O sitosterol e o campesterol possuem cadeias
laterais praticamente idénticas, portanto, ndo ha como diferencia-los com um
simples espectro de hidrogénio.

O espectro de *C mostrou (Figura 4.22) sinais em & 140,7 e § 121,7
(C-5 e C-6) referentes ao sitosterol, estigmasterol e campesterol, e sinal em 5 129,3
e 6 138,3 (C-23 e C-22) do estigmasterol.

Na analise por CG/EM, foram observados trés picos no cromatograma
(Figura 4.23 (a)) que indicaram a presenca de trés substancias. Os padrbes de
fragmentagcdes mostraram-se compativeis com os dados da literatura para as
substancias: sitosterol (Figura 4.20), pico do ion molecular m/z 414 Da [M*] (Figura
4.23 (b)), estigmasterol (Figura 4.20), pico do ion molecular m/z 412 Da [M’]
(Figura 4.23 (c)) e campesterol (Figura 4.20), pico do ion molecular m/z 400 Da
[M’] (Figura 4.23 (d)).

HO HO HO

Sitosterol Estigmasterol Campesterol

FIGURA 4.20. Estruturas propostas para a mistura RH-2.
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4.1.4. Identificagdo da substancia RH-3

A substancia RH-3 foi isolada dos extratos hexano, diclorometano e
metanol. Inicialmente foi caracterizada como um sélido vermelho, onde,
posteriormente, foi verificado que se tratava da substancia RH-3 e de um pigmento
vermelho que sempre a acompanhava. Aparentemente, a substancia RH-3 e o
pigmento vermelho formavam um complexo insoluvel. Foi conseguida a purificagao
da mesma, trabalhando-se com varias fragdes, e somente, apds varias tentativas, a
substancia RH-3 foi isolada como um liquido viscoso amarelo, a qual revelada em
vanilina acida mostrou uma mancha de cor vermelha intensa.

Essa substancia apresentou em seu espectro de RMN de 'H sinais
congestionados na regido dos aromaticos, isto dificultava bastante as atribuigdes.
Na tentativa de se obter melhor resolucao do espectro, foram realizados varios
experimentos, utilizando outros solventes deuterados, tais como, piridina, benzeno
e DMSO, sendo o ultimo, o que apresentou o melhor resultado na separacéo dos
sinais dos hidrogénios ligados aos nitrogénios. Foram realizados outros
experimentos que infelizmente ndo apresentaram bons resultados (ex.: HMBC N-
H), porém, aqui s6 sdo mostrados os espectros e experimentos de RMN que
realmente contribuiram na determinacgao estrutural.

O espectro de RMN "H (Figura 4.46, 4.46a, 4.46b, Tabela 4.2) desta
substancia mostrou sinais de hidrogénios ligados a nitrogénio em 3 8,04 e 8,00. Foi
observado sinais de trés metilas em 6 1,82, 6 1,79, e & 1,59; sinais de hidrogénios
aromaticos entre 6 7,50-6,50; sinais de hidrogénios olefinicos entre 6 6,13-5,22. No
espectro de RMN de '°C (Figura 4.47, Tabela 4.2) foi observado sinais de carbonos
metilicos em & 18,3, 6 25,9 e 6 27,1; sinais de carbonos em & 102,3 e 102,7, estes
ultimos sinais sugeriram deslocamentos de C-3 caracteristicos do anel indol, em
consequéncia destes ultimos deslocamentos de carbono e do perfil caracteristico
do espectro de RMN 'H, sugeriu-se a presenga de dois esqueletos inddlicos na
molécula, provavelmente um dimero ou um bisindol.

O espectro de RMN 'H (Figura 4.46b, Tabela 4.2) da substancia RH-3
mostrou sinal de hidrogénio em 6 5,22 dt (J = 1,3 e 9,0 Hz), este, via HSQC (Figura
4.48), apareceu ligado ao carbono em 6 128,5 e pelo DEPT (Figura 4.49) é um CH.
Este sinal, na realidade, deveria ser um duplo multipleto, pois via COSY (Figura

4.50) acoplou com duas metilas vinilicas em 6 1,82 e 1,79 que pelo HSQC (Figura
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4.48) corresponderam aos carbonos em & 25,9 e 6 18,3, respectivamente. Pelo
experimento de HMBC (Figura 4.51 e 4.51a, Figura 4.24), confirmaram-se as
correlagdes de 6 5,22 com 6 25,9 (Me) e 6 18,3 (Me), sugerindo uma parte da

estrutura conforme figura 4.24:

HMBC
§522dt(J=9,0) 522 182 COSY: /\

: 25,9 5,22 182
61285 128,5 55,22 < 51,82
> 5 18,3 (Me) 18,3 70

FIGURA 4.24. Correlagdes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para o sinal de hidrogénio em 6 5,22.

O sinal em 5 5,22 acoplou também via COSY (Figura 4.25, Figura
4.50) com & 4,08 m e pelo HSQC (Figura 4.48) apareceu ligado ao carbono em &
40,7 (CH). O sinal em & 4,08 acoplou, via COSY, com 5 1,82 (coalecendo com a
metila, deveria ser dd) e 6 2,43 dd (J = 12,1 e 6,8 Hz), ambos ligados ao carbono
em 6 50,0; observou-se também no COSY, o acoplamento entre eles mesmos (&

1,82 e & 2,43). Chegou-se entdo em outra parte da substancia, conforme figura
4.25.

1,82

COSY:
1,79
18,3
55,22 54,08 5,22
54,08 51,82 182 4,08
54,08 <> 52,43 A
52,43<51,82 (

2,43

FIGURA 4.25. Acoplamentos apresentados no experimento de COSY para os
sinais de hidrogénios em & 5,22, 6 4,08, 6 1,82 e 6 2,43.

O sinal em 6 4,08 (CH) correlacionou, via HMBC (Figura 4.26, Figura

4.51), com um sinal de carbono em & 139,4 (sp?). O sinal em § 2,43 (CH,) também
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correlacionou, via HMBC (Figura 4.26, Figura 4.51 e 4.51a), com o mesmo carbono
em & 139,4 e com outro em § 144,3 (sp?). Observou-se ainda, a correlagdo do sinal

em & 1,82 (CHz) com 6 48,5 (quaternario), conforme mostrado na figura 4.26.

HMBC HMBC
54,08 m, 540,7: 2,43 dd (J=6,8 e 12,1 Hz)
e 1,82 s, 650,0:
> 61394
> 61394
> 6144,3
» 548,5

FIGURA 4.26. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em ¢ 4,08, 6 2,43 e 6 1,82.

Foi verificada a presenga de uma terceira metila em 6 1,59 (6 27,1,
Figura 4.27) que apresentou correlagdes com & 144,3 (sp?), 5 136,0 (CH), & 48,5 (q)
e 6 50,0 (CHy). O sinal em 6 136,0 (CH), via HSQC (Figura 4.48), apareceu ligado
em o 6,40 d (J = 15,9 Hz), este ultimo sinal de hidrogénio acoplou, via COSY
(Figura 4.50), com outro sinal em 6 6,13 d (J = 15,9 Hz), esta constante sugeriu
uma ligagao dupla E. O sinal em & 6,40 apresentou correlagdes, via HMBC (Figuras
4.51 e 4.51a), com & 48,5 (q), 129,8 (sp?), & 144,3 (sp?) e 6 27,1 (Me). O sinal em §
6,13 mostrou correlagbes com 6 48,5 (q) e & 118,7 (CH), conforme observado na

figura 4.27:

HMBC HMBC: HMBC
81,59s,527,1: 6,13, 5 126,8: 86,40, 5 136,0:
> 5144,3 > 548,5 > 648,5

> 5 136,0 > 5 118,7 Z » 6271

> 5 48,5 > 5129,8

> 550,0 6,13

1443 » §5144,3
N

FIGURA 4.27. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 1,59, 6 6,13 € 6 6,40
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A unidade alifatica da molécula, figura 4.28, foi determinada através
dos espectros de RMN 1D e experimentos de 2D, porém, muitos sinais de

hidrogénios e carbonos ainda precisavam ser atribuidos.

Unidade alifatica

FIGURA 4.28. Proposta para a unidade alifatica.

Foi suposto pelo numero de carbonos e pela massa (Figura 4.52) m/z
366 Da (IE*) que esta substancia fosse um bisindol, foram comparados ent&o os
dados obtidos com os da literatura (MAKANGARA et al., 2004) para um anel
inddlico substituido (Figura 4.29), com base nesta comparacao foi sugerida a
presenca de dois sistemas inddlicos, o primeiro foi chamado de sistema a e o outro

de sistema b.

7,45
6.45H H
R 1027 }21'7 R
74 124,2 274 [0
7,14 1Q9 1250 R=
I H7.02 | 69,6
H H H A\
801 7923
' Caulindole B N
(MAKANGARA et al., 2004) |[|

FIGURA 4.29. Valores de deslocamentos de hidrogénios e carbonos de um anel
inddlico substituido (MAKANGARA et al., 2004).
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Para o sistema a, o experimento de COSY (Figura 4.30, Figura 4.50)
mostrou acoplamento de dny 8,04 sl com 6 7,11 (dd, J=2,5 e 3,0 Hz) e 6 6,44 (ddd,
J=3,0, 2,5 e 1,0 Hz); ainda no COSY, observou-se também & 7,11 acoplando com
d 6,44. O sinal de & 7,11, atribuido ao H-2”, via HSQC (Figura 4.48), apareceu
ligado ao carbono em & 124,4. O sinal em & 6,44 foi atribuido ao H-3", via HSQC,
apareceu ligado ao carbono em & 102,7. Um outro sinal em 6 7,50 (d, J = 0,7 Hz, o
118,7) apresentou no HMBC (Figura 4.30, Figuras 4.51 e 4.51a) correlacdo com &

102,7, sugerindo ser este o H-4".

COSY: HMBC

87,50 d (J= 0,7 Hz),
58,04« 57,11 5118,7:
58,04 < 56,44

8711+ 856.44 » 51027

FIGURA 4.30. Acoplamentos apresentados no experimento de COSY para os
sinais de hidrogénios em & 8,04 e 6 7,11 e correlagdo observada no experimento
de HMBC para o sinal de hidrogénio em 6 7,50.

O espectro de RMN 'H (Figura 4.53) e experimentos 2D em DMSO
foram feitos visando obter os sinais de N-H e suas correlagcbes no HMBC (Figura
4.54). Foi observado com este experimento dois sinais distintos em & 10,95 e &
10,87, sendo o primeiro atribuido ao N-H do sistema a que correspondeu ao
deslocamento em & 8,04 no CDCIs. O sinal em & 10,95 apresentou correlagdo, via
HMBC (Figura 4.31, Figura 4.54), com os carbonos em & 135,1 (sp?), 128,0 (sp?) e

5102,7 (CH) (valores dos deslocamentos de carbonos em CDClI3).

128,0 1027 HMBC
3 810,95 s:
> 5102,7 (C-37)
5 128,0 (C-3a")
> 5135,1 (C-7a")
10,95

FIGURA 4.31. Correlagbes apresentadas no experimento de HMBC para o sinal
de hidrogénio em & 10,95 (DMSO).
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Através dos espectros e experimentos feitos em CDCIl; e DMSO,
pdde-se atribuir os valores dos hidrogénios e carbonos para H-2” e H-3", assim
como os valores de carbono ao C-3a" e C-7a", figura 4.32. As atribuigcdes aqui

feitas sdo proximas aos valores da literatura para o anel inddlico.

7,'5'3 8,01
(Sistema a) Caulindole B
(MAKANGARA et al., 2004)

FIGURA 4.32. Comparagao dos valores de deslocamentos de hidrogénios e
carbonos de um anel inddlico (MAKANGARA et al., 2004) com os encontrados
para o anel inddlico do sistema a.

O sinal em & 7,50, d (J = 0,7 Hz) foi atribuido ao H-4”, este € um
dubleto com constante pequena, logo, foi necessario um substituinte em C-5". O
sinal em & 7,50 apresentou também no HMBC (Figura 4.33, Figura 4.51)
correlagdes com & 120,4 (CH), 126,8 (CH), 129,8 (sp?) e & 135,1 (sp®). No
experimento de COSY (Figura 4.50), o sinal de H-4” mostrou acoplamento com dois
sinais em & 7,22 (d, J = 8,4 Hz) e 6 7,23 (d, J = 8,4 Hz). Estes ultimos sinais no
experimento de HMBC (Figura 4.33, Figuras 4.51 e 4.51a) mostraram as seguintes
correlagoées: 6 7,23 (8 120,4) com & 118,7 e 6 135,1; o sinal em & 7,22 (5 110,9) com
5 128,0 e 56 129,8. O sinal em & 118,7 correspondeu ao C-4”, cuja atribui¢cao ja foi
discutida. As correlagbes observadas (Figura 4.33) para o sinal em 6 7,23 (6 120,4)
permitiram a atribuicdo deste ao H-6". O sinal em & 128,0 foi atribuido ao C-3a",
portanto, a correlacdo do sinal em & 7,22 com & 128,0, permitiu atribui-lo ao H-7".

Assim, até o momento foram feitas as atribuigdes mostradas na figura 4.33:
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HMBC
57,50,8118,7, C-4"

» 8120,4 (C-67)

> & 126,8 (unid. alifatica)
» 8129,8 (C-57)

» 8135,1 (C-7a")

7,50

HMBC

§7,23,8120,4, C-6"57 25 5110,9, C-

> §118,7 (C-47)
> §135,1 (C-7a")

7,22

HMBC

> §128,0 (C-3a")
> §129,8 (C-5)

FIGURA 4.33. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 7,50, 6 7,23 € 6 7,22.

As correlagdes do sinal de H-4” com aqueles de *C em § 120,4 e &

135,1 e, de H-6 com & 135,1, confirmaram as atribuicdes ao C-6” e C-7a" (Figura

4.33). O sinal de H-4” e o sinal de H-7" correlacionaram, via HMBC (Figura 4.33,

Figuras 4.51 e 4.51a), com um sinal em & 129,8 (sp?), este ultimo sinal foi atribuido

ao C-5”. Portanto, a primeira unidade inddlica € mostrada na figura 4.34.

(Sistema a)

Caulindole B

(MAKANGARA et al., 2004)

FIGURA 4.34. Comparagdo dos valores de deslocamentos de hidrogénios e
carbonos de um anel inddlico (MAKANGARA et al., 2004) com os encontrados para

o0 anel inddlico do sistema a.

Considerando-se a primeira unidade inddlica, conseguiu-se entender
no espectro de RMN de 'H (Figura 4.46a) os sinais em & 7,23 € § 7,22 (d, J = 8,4

Hz), estes sinais, na realidade, referiram-se a dois dubletos, com constante J = 8,4

Hz, um com sinais entre ¢ 7,23-7,21, correspondendo a um sinal médio em § 7,22.
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O outro dubleto compreende o sinal entre 6 7,24-7,22, correspondendo a um sinal
meédio em ¢ 7,23. Os valores de deslocamentos atribuidos, até aquele momento,
foram proximos ao sistema indolico encontrados na literatura (figura 4.34).

Para o sistema b, o espectro de hidrogénio (Figura 4.46) mostrou
sinais em 6 8,00 sl (junto ao 6 8,04), 6 7,14 (dd, J = 2,5 e 3,2 Hz, CH) e 6 6,50 (ddd,
J =32 25 e 1,0 Hz, CH), estes foram atribuidos a H-1', H-2" e H-3,
respectivamente. No experimento de HSQC (Figura 4.48), o sinal em & 7,14
apareceu ligado ao 6 123,8 e o sinal em 6 6,50 ao 6 102,3. Nenhum destes sinais
apresentou correlagdo no HMBC. Um sinal em & 7,30 (t, J = 0,7 Hz, 6 115,4)
apresentou correlagao via HMBC (Figura 4.35, Figura 4.51) com & 102,3, sugerindo

ser este o H-4;

7,5I3 8,01

(Sistema b) (Sistema b)
Caulindole B

(MAKANGARA et al., 2004)

FIGURA 4.35. Correlagdo apresentada no experimento de HMBC para o sinal de
hidrogénio em & 7,30 e comparagao dos valores de deslocamentos do sistema b
com a literatura.

O espectro de hidrogénio e o experimento de HMBC feitos em DMSO
(Figura 4.53 e Figura 4.54) permitiram observar a separagao dos dois sinais de N-H
de forma distinta e, através do experimento de HMBC (Figura 4.36, Figura 4.54), foi
verificado que o sinal em 6 10,87 (6 8,00 em CDCls3) correlacionava-se com 6 135,5
(sp?), 127,3 (sp?) e & 102,3 (CH) (valores de deslocamento dos carbonos em

CDCl).

81



ROSAS (2005)

510,87 s, NH-1":

> 5102,3
>5127,3
> 5135,5)

FIGURA 4.36. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para o sinal de
hidrogénio em 5 10,87 (DMSO).

O sinal em 6 7,18 (Figura 4.37) mostrou correlacédo (Figuras 4.51 e
4.51a) com 5 127,3 (C-3a), sugerindo ser o H-7’. No experimento de HSQC (Figura
4.48), o sinal do H-7’ apareceu ligado ao 6 105,8. O sinal em & 7,30 (H-4’, Figura
4.46a) era um tripleto com constante pequena (J = 0,7 Hz) e o H-7" (6 7,18) um
singleto largo, estas multiplicidades implicaram em substituicdo em C-5" e C-6’. O
sinal em ¢ 7,30 mostrou também correlagbes (Figura 4.37, Figuras 4.51 e 4.51a)
com 6 135,5 (C-7’a), 144,3 e 6 40,7 (unidade alifatica). O sinal de H-7’ (Figura 4.37)
ainda mostrou correlagdes (Figura 4.51 e 4.51a) com & 139,4 e 6 48,5 (unidade

alifatica).

HMBC
§7,30t(J=0,7 Hz),
115,4, C-4:

HMBC

» 6 40,7 (unid. alifatica)
» 8 144,3 (C-6')
» 8135,5 (7’a)

> 48,5 (unid.
H alifatica)

FIGURA 4.37. Correlacbes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em 6 7,30 e 6 7,18.

Até esta parte da discussao estrutural, tinham-se duas unidades
inddlicas e uma alifatica, como mostrado na figura 4.38. O sinal de H-4" (5 7,50,
sistema a, Figura 4.38) correlacionou com o carbono em $ 126,8 (unidade alifatica),
esta correlacdo permitiu a unido de C-5" (6 129,8, sistema a) com & 126,8 (C-7,
unidade alifatica), conforme visto na figura 4.38. A correlagdo de H-7" (5 7,18,
sistema b) com o sinal em & 48,5 (C-5, unidade alifatica) permitiu a atribuigdo do
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carbono em & 144,3 ao C-6’ (Figura 4.38). Isto explicaria a correlagdo de H-4’ com &
144,3 (Figura 4.37). O sinal de H-4’ (6 7,30, sistema b, Figura 4.38) correlacionou
também com & 40,7 (C-3, unidade alifatica), esta correlagdo implicou na atribuicéo
do carbono em 6 139,4 ao C-5’. Esta atribuicdo também explicaria a correlacédo de
H-7" com 6 139,4 (Figura 4.37).

Sistema b Unidade alifatica Sistema a

HMBC
HMBC HMBC 57,50, H-4"
57,30, H-4" 87,18,H-7"

‘ > 5102,7 (C-3")
> §40,7 (C-3) ’ §127,3 (C-3a') > §120,4 (C-6)
> §102,3 (C-2) > 51394 (C-5) > 5126,8 (C-7)
>5 144,3 (C-6') >548,5 (C-5) > 5129,8 (C-5")
> 5 135,5 (C-7a') > 5135,1 (C-72")

FIGURA 4.38. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 7,30, 6 7,18 € 6 7,50.

A substancia RH-3 foi determinada pela analise dos espectros de 1D
e 2D e também por comparagao com o bisindol caulindole B (MAKANGARA et al.,
2004). Assim, para o composto RH-3, foi proposta a estrutura mostrada na figura
4.39.

Na tentativa de propor a estereoquimica de RH-3, foi realizado o
experimento de gNOESY (Figuras 4.55, 4.55a e 4.55b). Nas figuras 4.40, 441 e
4.42 siao mostrados os resultados das irradiagdes.
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, 121,7
102,3 . 127,3 4 440, 102,7

L, 213 Zaon"

500 124, 134,9] 125,0
AL

I 109,6

H Caulindole B
RH-3 (MAKANGARA et al., 2004)

FIGURA 4.39. Estrutura proposta para RH-3 e comparacdo dos seus
deslocamentos de carbono com o bisindol Caulindole B.

O sinal em & 4,08 (H-3, Figura 4.40) causou nOe em & 6,40 (H-6) e 6
6,13 (H-7), estas correlagdes implicaram que todos estes sinais encontravam-se no
mesmo lado do plano, por consequéncia a Me-10 (6 1,59) estaria no plano oposto,

anti em relagao a 6 4,08 (H-3).

FIGURA 4.40 Irradiagao apresentada no experimento de gNOESY para o sinal de
hidrogénio em & 4,08 (H-3).

A Me-10 (6 1,59) foi irradiada causando nOe em apenas um dos
hidrogénios de H-4 que foi chamado de H-4a (6 1,82) enquanto o H-3 (5 4,08)

causou nOe em H-4b (5 2,43), isto também sugeriu que ambos (Me-10 e H-3) estdo

em posigao anti, figura 4.41.
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gNOESY

561,59, H-10:

» 87,18 (H-7") gNOESY

> 86,40 (H-6) 51,82, H-8:

» 66,13 (H-7)

» 61,82 (H-4a > 85,22 (H-2)

gNOESY
§1,79, H-9:

> 54,08 (H-3)

FIGURA 4.41 Irradiagdes apresentadas no experimento de gNOESY para os sinais
de hidrogénios em & 1,59 (H-10), 6 1,82 (H-8) e 6 1,79 (H-9).

O sinal irradiado em 6 5,22 (H-2, Figura 4.42.) causou nOe em & 7,30

(H-4’) e 5 1,82 (Me-8). Esta ultima correlagao indicou que 6 5,22 estava em posicao

Z em relagao a 6 1,82. O sinal irradiado em 6 1,82 (Me-8) causou nOe em & 5,22

(H-2), confirmando a posicdo de ambos no mesmo lado do plano (Figura 4.43).

6.50 gNOESY gNOESY gNOESY
H 86,50, H-3": 85,22, H-2: 87,50, H-4":
/ > 87,30 (H-4) »387,30(H-4) > 56,44 (H-3")
> 387,14 (H-2) » 81,82 (H-4a) > 56,40 (H-6)
7,14 »> 66,13 (H-7)

FIGURA 4.42. Irradiagdes apresentadas no experimento de gNOESY para os
sinais de hidrogénios em ¢ 6,50 (H-3’), 6 5,22 (H-2’) e 6 7,50 (H-4").

Com a analise dos experimentos de gNOESY, sugeriu-se a
estereoquimica mostrada na figura 4.43:
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RH-3

A\
N
|
H

FIGURA 4.43. Estereoquimica proposta para a substancia RH-3.

Segundo levantamento realizado no Chemical Abstract, a substancia
RH-3 é inédita, logo, denominou-se de 5’,6’-[5-metil-5(7-indol-5"-il-eteno-6,7-diil)-
3(1-metilprop-2-en-2-il)]-ciclopentano-5’,6’-diil-indol. A analise do espectro de
massas de alta resolugéo (Figura 4.52) mostrou o pico do ion molecular m/z 366
(37,5 %), confirmando a formula molecular CysH2sN2 para o bisindol. As propostas

de fragmentagdes para a substancia RH-3 sdo mostradas nas figuras 4.44 e 4.45.

a
|
H

m/z 223 (100%)

m/z 366 (10%) m/z 224 (10%)

C1eH1gN (10%)

FIGURA 4.44. Proposta de fragmentagdes para a substancia RH-3.

Rearranjo na molécula também pode ter acontecido, o que explicaria
m/z 130, figura 4.45.
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m/z 130 (70%)
CoHgN

FIGURA 4.45. Proposta de rearranjo para explicar m/z 130.
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TABELA 4.2. Dados dos espectros de RMN 'H e "*C da substancia RH-3 (CDCls, 8,
400 MHz)

H/ RH-3 Literatura*

CI 1H 13C 1H 13c

N

1 - 132,4 - 133,2
2 522dt(J=9,0Hz) 128,5 5,52 sl 125,0
3 4,08m 40,7 3,36 m 53,4
4 182se243dd(J=6,8e12,1Hz) 50,0 - 38,2
5 - 48,5 1,55me 1,85 m 33,6
6 6,40d(J=15,9 Hz) 136,0 210me2,25m 27,9
7 6,13d(J=159Hz) 126,8 6,12 d (16,3) 135,2
8 1,82s 25,9 6,23 d (16,3) 127,0
9 1,79s 18,3 1,81s 23,5
10 1,89s 271 1,20 s 25,5
1" 8,00sl - 8,01 sl -

2 714dd(J=2,5e 3,2 Hz) 123,8 7,14 sl 124,2
3 6,50ddd (J=1,0,2,5e3,2Hz) 102,3 6,45 ml 102,7
3a - 127,3 - 127,4
4 7,30t(J=0,7Hz) 115,4 745s 121,7
5 - 139,4 - 134,6
6 - 144.3 7,02dd (J=8,4e1,5Hz) 125,0
7 T718s 105,8 7,23 d (J=8,4 Hz) 109,6
7’a - 135,5 - 134,9
17 8,04 sl - 8,01 sl -

2" 7,11dd (J=2,5e 3,0Hz) 124,4 7,14 sl 123,8
3" 6,44ddd (J=1,0,2,5,e 3,0Hz) 102,7 6,49 mi 102,5
3"a - 128,0 - 128,0
4" 7,50d(J=0,7 Hz) 118,7 741s 118,3
5 - 129,8 - 130,9
6” 7,23d(J=8,4Hz) 120,4 7,07dd (/=8,5e1,5Hz) 120,6
77 7,22d(J=8,4Hz) 110,9 7,22d (J=8,5Hz) 110,7
7’a - 1351 - 134,4

*MAKANGARA et al., (2004), Solvente: NAO CITADO

88



ROSAS (2005)

ppm

7.5002
7.4984
7.3082
.3065
.3049
.2437
.2318
.2149
. 1806
.1500
.1438
.1420
.1360
.4891
.4442
.4154
.3757
. 1460
. 1062
.2863
.2374
.2340
.2148
.2114
.0807
.0864
.0651
.0644

wdd

I!IIIIIjll.|!IIJIl1l1111IIlllllkl_l

H A LALADUUIOUOOOOD OO0 SN SN SSNSNSNSN

9

g

Ao T
2.3749

s
s

14

TN

.4552
.4382
. 4250
.4079
.0483
.8451
.8186
.B154
.7816
.7868
.6070
.5861
.5750
.2576
.2514
.0083
.0027
.0021
.0000
.0083

£

2.3667 __—

0.1254
0.7232
7.9684

7.75987 ~
7.6333 ~

1.5364 ==

3

0

NSy A NS e

D0 O O O e s ek e e R R R e = DO SRS
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FIGURA 4.50. Experimento de COSY e ampliagdes da substancia RH-3 (400 MHz,
CDCl3).
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FIGURA 4.51. Experimento de HMBC e ampliagdo da substancia RH-3 (400
MHz, CDCl3).
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4.1.5. Identificagcdo da substancia RH-4

A substancia RH-4 foi isolada como cristal branco dos extratos
hexano e diclorometano da raiz de R. praetermissa. Seu espectro de RMN 'H
(Figura 4.61) mostrou sinais referentes a hidrogénios caracteristicos de anel
cromenoem 6 6,48d (J=9,8 Hz) e 6 5,47 d (J = 9,8 Hz), e outro sinal singleto em &
6,18. Apresentou também trés metoxilas em 6 3,75, 6 3,71 e 3 3,68. Foi verificada a
presenca de sinais de hidrogénios metilénicos em 6 2,88-2,47 e metilicos em 6 1,41
s. O espectro de RMN "*C (Figura 4.62) mostrou sinais de 16 carbonos, sendo em §
76,0, 6 62,3, 6 55,5 e & 51,4 sinais de carbonos oxigenados e outro sinal em 6 174,0
provavelmente de carboxila de éster.

O sinal do hidrogénio (Figura 4.61, Tabela 4.3) em 5 6,48 d (J = 9,8
Hz) que via HSQC (Figura 4.63) apareceu ligado ao carbono em & 117,3,
apresentou no experimento de COSY (Figura 4.64) acoplamento com 6 5,47 d (J =
9,8 Hz; 6 127,1). No experimento de HMBC (Figura 4.65) foi observado o sinal em 3
6,48 correlacionando com & 76,0, 6 155,1 e & 153,0, e o sinal em & 547,
correlacionando com & 76,0, 5 107,7 e 6 27,7. O sinal do carbono em & 27,1 (dois
carbonos coalecendo) apareceu ligado ao hidrogénio em & 1,41 (integrado para
seis hidrogénios) que sugeriu a presenga de duas metilas. No experimento de
HMBC, as metilas em & 1,41 apresentaram correlagcdes com & 27,7, 6 76,0 e &

127,1. As correlagdes sdo mostradas na figura 4.56.

N X
S
H S
6,48 H
H
HMBC §6,48d (J=9,8 Hz), HMBC
6547d(J=98Hz), 51173 51,41s,327,1
cosy §5127,1
> 676,0 > §153,0 > 5676,0
> 8107,7 > & 155, 1 > 81271
» 827,7

FIGURA 4.56. Correlagdes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para os sinais de hidrogénios em & 5,47, 56 6,48 e 6 1,41.
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O sinal em 6 6,18 s (6 95,9) mostrou correlagdo com 6 107,7, 56 113,4,
5 153,0 e 6 158,8. O carbono em 5 158,8 no experimento de HMBC (Figura 4.57,
Figura 4.65) mostrou ainda correlagédo com os hidrogénios em 6 3,75 s (OMe) e 6
2,86t (J=8,5Hz, CH,). O sinal em & 3,75 (6 55,5) foi atribuido MeO-6’" e o carbono

em 6 158,8 foi atribuido ao C-6’, conforme visto na figura 4.57.

HMBC
HMBC

3,75 s (OMe), &
6,18's, 5 95,9 55.5
> 8107.7 OMe>61588
»5113,9 ’
» 5 153,0
> 5 158,8

FIGURA 4.57. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em ¢ 6,18 (H-5’) e 6 3,75 (MeO-6’).

O sinalem & 2,86 t (J = 8,5 Hz) que via HSQC (Figura 4.63) apareceu
ligado ao carbono em & 19,0, mostrou no experimento de COSY (Figura 4.64)
acoplamento com 6 2,50 t (J = 8,5 Hz, 5 34,0). No HMBC (Figura 4.58, Figura 4.65),
verificou-se a correlagao de 6 2,86 com 6 34,0, 6 113,9, 6 155,1, 6 158,8 e 6 174,0;
e de 6 2,50 com 5 19,0, 6 113,9 e 6 174,0, conforme figura 4.58.

HMBC
HMBC
52861(J=728Hz),3 174,0 52,50t (J= 8,4 Hz), 5
19,0 ’ 4 1z),
OMe 34,0
> 534,0
o
> 51551 > 51740
> 51588 ’
> 5174,0
H

FIGURA 4.58. Correlacbes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em 6 2,86 (H-3) e 6 2,50 (H-2).

O sinal em & 3,68 s (6 51,4), atribuido a um grupo carbometoxi,

apresentou via HMBC (Figura 4.59 e Figura 4.65) correlagdo com 6 174,0 (C-1).
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Outra metoxila em & 3,71 s apareceu ligada ao carbono em 6 62,3 via experimento
de HSQC. Esta foi atribuida a MeO-2’ devido a correlagédo com 6 155,1 (C-2’). Este
ultimo sinal de carbono também apresentou correlagdes com os hidrogénios em &

6,48 e & 2,86, estas duas ultimas correlagbes confirmaram sua atribuicdo ao C-2’
(Figura 4.59).

HMBC
5 3,68 s (OMe), 6 51,4

m > 5174,0

HMBC OMe.H, g6y ©
§3,71's (OMe), ‘

5562,3 OMe:s
51,4 HMBC
» 8 155,1 46,48 d (J =9,8 Hz),
8117,3
» 5 155,1

FIGURA 4.59. Correlacbes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 3,68, 5 3,71 (MeO-2’) e 6 6,48 (H-4").

Com os resultados obtidos pelos experimentos de RMN 1D e 2D e
comparagao com a literatura (VIEIRA et al., 1980), foi verificado que a substancia
RH-4 (Figura 4.60) € o conhecido 3-[2’,6’-dimetoxi-6”,6"-dimetilpirano(2”,3”:3’,4’)
fenil] propionato de metila, registrado no Chemical Abstract com o numero 57601-
63-5. Esta substancia foi isolada recentemente dos géneros Adiscanthus (ROCHA,
2004) e Hortia (SUAREZ et al.,.2002).

A7 RH-4 (VIEIRA et al., 1980)

FIGURA 4.60. Comparagao dos deslocamentos da substdncia RH-4 com a
literatura.
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TABELA 4.3. Dados dos espectros de RMN "H e "*C da substancia RH-4 (CDCls, 8,
400 e 200 MHz (*C)).

H/C RH-4 Literatura*
1H 13C 1H 13C

MeO-1 3,68s 51,4 51,2
1 174,0 173,5
2 2,50t (J=8,5Hz) 34,0 34,0
3 2,86t (J=28,5Hz) 19,0 19,0
1 113,9 113,7
2 155,1 154,9
MeO-2' 3,71s 62,3 62,0
3 107,7 107,4
4 153,0 152,9
5 6,18 s 95,9 6,18 95,7
6 158,8 158,5
MeO-6’ 3,75s 55,5 55,3
4” 6,48d (J=9,8 Hz) 17,3 6,48 117,2
5 5,47d (J=9,8 Hz) 127,1 5,45 126,7
6” 76,0 75,5
2Me-6" 1,41s 27,1 1,38 27,7

*VIEIRA et al, (1980), Solvente: n&o informado
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4.1.6. Identificagcdo da substancia RH-5

A substancia RH-5 foi isolada dos extratos hexano e diclorometano,
em pequenas quantidades como um 6leo amarelo. O espectro de hidrogénio
(Figura 4.76, Tabela 4.4) mostrou sinal em & 6,88 sl de hidrogénio olefinico, sinais
de quatro metilas em 6 0,85d (/=6,9Hz),50,98d (/=6,9Hz),51,19se 51,78 dl
(J=1,5Hz).

No espectro de RMN de *C (Figura 4.77, Tabela 4.4) foi observado
sinais de carbonos olefinicos em & 146,9 e 6 135,0, sinal de carbonila em & 200,5 e
outro de carbono carbindlico em 6 70,0. O total de carbonos apresentados pelo
RMN de "*C foi de 15 carbonos.

O sinal de um hidrogénio olefinico em & 6,88 sl (Figura 4.76, Tabela
4.4), via HSQC (Figura 4.78), apareceu ligado ao carbono em 6 146,9; o mesmo
hidrogénio apresentou, no experimento de COSY (Figura 4.79), acoplamento com
outro sinal em & 1,78 dl (J = 1,5 Hz); no experimento de HMBC (Figura 4.80)
mostrou correlagdes com & 15,7, 6 49,9 e & 200,5, conforme figura 4.66. O
hidrogénio em & 6,88 foi atribuido ao H-5. O espectro de RMN 'H de RH-5
apresentou semelhanca com a substancia RH-1 identificada como T-cadinol, porém
o sinal correspondente ao H-5 da substancia RH-5 mostrou sinal desblindado em &
6,88 s, indicando que em sua vizinhanca estaria a carbonila observada no espectro
de carbono (Figura 4.77), isto foi confirmado pela correlagdo de ¢ 6,88 com 6 200,5
(Figura 4.66), este carbono foi entdo atribuido ao C-3. Outro sinal que apresentou

correlagdo com H-5 foi o carbono em & 49,9 que foi atribuido ao C-1 (5 1,70 m).

HMBC
36,88s,5146,9, C-5

> §15,7 (Me-15)
> §49,9 (C-1)
> §200,5 (C-3)

COosy
56,88+ 51,78

FIGURA 4.66. Correlagdes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para o sinal de hidrogénio em 5 6,88.
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O sinal em 6 1,78 dI (5 15,7, Me) apresentou acoplamento, via COSY
(Figura 4.79, Figura 4.67), com 6 6,88 sl (H-5), sendo atribuido a Me-15; este sinal
apresentou ainda correlagdes com & 135,0 (C-4), & 146,9 (C-5) e 6 200,5 (C-3),

estas duas ultimas correlagdes confirmam a atribuicdo a Me-15 (Figura 4.67).

HMBC
§1,78dI(J=15
Hz), 5 15,7, Me-15

> §135,0 (C-4)
> §146,9 (C-5)
> §200,5 (C-3)

FIGURA 4.67. Correlagbes e acoplamento apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para o sinal de hidrogénio em 5 1,78.

O sinal do carbono em & 200,5 mostrou correlacdo com o sinal de
hidrogénio em & 2,39 m que, via HSQC (Figura 4.78), apareceu ligado ao sinal de
carbono em & 38,8, este hidrogénio, no experimento de COSY (Figura 4.79),
mostrou acoplamento com os hidrogénios em & 2,60 dd (J = 3,5 e 16,4 Hz, H-2) e §
1,70 m (H-1); no experimento de HMBC (Figura 4.80) foi observado a correlagao de
5 2,39 com & 49,9 (C-1) e & 200,5 (C-3), conforme figura 4.68. O sinal em 6 2,39
apresentou no HSQC (Figura 4.78) uma ligacdo com outro carbono em 6 38,4, que

foi atribuido ao H-6. At¢é o momento, fechou-se apenas um anel conforme figura
4.68.

HMBC
82,39me2,60dd(J=3,5
e 16,4 Hz), 5 38,8, C-2

> §49,9 (C-1)
> §200,5 (C-3)

cosY
52,39 < 52,60
52.3981.70 ’ RH-1

FIGURA 4.68. Correlacbes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para o sinal de hidrogénio em 5 2,39.
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A auséncia das correlagdes de H-1, H-2, H-5 e H-6 com o outro anel,
interrompeu a determinacdo neste ponto da molécula, no entanto, um dos
hidrogénios em & 2,39 m apresentou, no experimento de COSY (Figura 4.79),
correlagdo com um sinal em 6 1,16 m. Logo, deduz-se que o deslocamento em &
2,39 ndo poderia ser de H-2, devido a longa distancia dele com o H-7 (& 1,16),

entdo, como observado na figura 4.69, este acoplamento deve ser de H-6 com H-7.

COsYy
82,39 61,16

FIGURA 4.69. Acoplamento apresentado no experimento de COSY para o sinal
de hidrogénio em 6 1,16.

O sinal da metila em 6 0,85 d (J = 6,9 Hz) mostrou, no HMBC (Figura
4.80), correlagdes com os carbonos em 6 21,2, § 26,3 e & 44,9 (C-7), devido esta
ultima correlagdo e comparagdao com RH-1, atribuiu-se & 0,85 (6 15,3) a Me-13
(Figura 4.70). O outro sinal de metila em 6 0,98 (6 21,2) mostrou correlagdo com &
15,3 (Me-13), 8 26,3 e 5 44,9 (C-7), o sinal em 6 0,98 foi atribuido a Me-12 (Figura
4.70, Figura 4.80); ambas as Me-12 e 13 mostraram correlagdo com um sinal em 3
26,3 (6 2,26 m) que so pode ser o C-11.

Com as discussoes realizadas acima, péde-se propor mais uma parte
da molécula (Figura 4.70):

HMBC HMBC
§0,98s, §21,2, Me-12 50,855, 5 15,3,
Me-13
> 5 15,3 (Me-13) %6.6
> §26,3 (C-11) > §21,2 (Me-12) 26.1
> §44,9 (C-7) > §26,3 (C-11)
> §44,9 (C-7) 21,3 15,1

0,91 0,79

RH-5 | \\JJ RH-1

FIGURA 4.70. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios de metilas em 6 0,98 e ¢ 0,85.
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O sinal da metila em 6 1,19 s (6 27,9) apresentou, no experimento de
HMBC (Figura 4.80), correlagbes com & 39,8, 6 49,9 (C-1) e 6 70,0 (C-10). As
correlagdes de 6 1,19 com C-1 e C-10 sugeriram que esta era a Me-14, pér
consequéncia, o carbono em & 39,8 s poderia ser o C-9 que, via HSQC (Figura
4.78), apareceu ligado a dois hidrogénios em 6 1,46 m e & 1,74 m. No COSY
(Figura 4.79), confirmou-se o acoplamento entre eles mesmos. No experimento de
HMBC (Figura 4.80) somente o sinal em & 1,74 apresentou correlagdo com 6 44,9

(C-7), conforme figura 4.71.

HMBC
§1,19's, 8 27,9, HMBC
Me-14 §1,74m,s

39,8, H-9
> §39,8 (C-9)
> §49,9 (C-1) > §44,9 (C-7)
> §70,0 (C-10)
cosy
§1,46 <> 51,74

RH-1

FIGURA 4.71. Correlagdes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para os sinais de hidrogénioem 6 1,19 e 6 1,74.

No HSQC (Figura 4.78), verificou-se que o hidrogénio em & 1,46 m
estava ligado ao carbono em 6 19,5 (6 1,52 m e 6 1,46 m), a atribuigdo deste ao C-8

foi feita por comparagdo com RH-1. Até o momento, a proposta sugerida é

mostrada na figura 4.72.

RH-1

FIGURA 4.72. Esqueleto basico proposto para a substancia RH-5.
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Foi realizado o experimento de gNOESY (Figura 4.81 e 4.81a) e o

resultado obtido é mostrado nas figuras 4.73 e 4.74. O sinal irradiado em & 1,70
(Figura 4.73) causou nOe nos hidrogénios em 6 2,60 (H-2), 6 2,39 (H-2) e 6 1,16 (H-

7), esta ultima irradiagdo sugeriu que H-1 e H-7 estdo no mesmo plano da

molécula.

gNOESY
H-1, 81,70

> §2,39 (H-2
> 82,60 (H-2)
81,16 (H-7

)
)15

gNOESY
Me-13, § 0,85

gNOESY
Me-15, 5 1,78

- 56,88 (H-5)

FIGURA 4.73 Irradiagdo apresentada no experimento de gNOESY para o sinal de
hidrogénio em & 1,70 (H-1), 56 0,85 (Me-13) € 6 1,78 (Me-15).

O sinal em 6 2,60 (Figura 4.74), ao ser irradiado, causou nOe em &
2,39 (H-2), 56 1,70 (H-1) 6 1,19 (Me-14) e 5 6,88 (H-5); O hidrogénio irradiado em &
0,98 (Me-12) causou nOe em 6 2,26 (H-11) e 6 1,46 (H-8); e o sinal irradiado em &
1,19 (Me-14, Figura 4.74) causou nOe em 6 1,74 (H-9) e 6 2,60 (H-2).

gNOESY
H-2, 5 2,60

— 82,39
— 31,70
- 381,19
— 56,88
gNOESY
Me-12, 6 0,98s

H-2)
H-1)
Me-14)
H-5)

— o~ p— p—

52,26 (H-11)
— 51,46 (H-8)

H

.

gNOESY
Me-14, § 1,19

— 81,74 (H-9)
4 — 82,60 (H-2)

FIGURA 4.74

Irradiagdes apresentadas nos experimentos de gNOESY para os
sinais de hidrogénios em 5 2,60 (H-2), 6 1,19 (Me-14) e 5 0,98 (Me-12).
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A analise dos dados espectrais uni e bidimensionais, levou a
identificacdo da substancia RH-5 como 3-oxo-T-cadinol (Figura 4.75). Esta
substancia é bem conhecida e, segundo levantamento no Chemical Abstract, é
encontrada na literatura como produto natural e de sintese (ZYGMUNT et al.,1993;
TABER et al., 1996; HE et al., 1997). RH-5 é registrada no Chemical Abstract com o
numero de 53402-16-7.

3-oxo-T-cadinol
RH-5

FIGURA 4.75. Estrutura proposta para a substancia RH-5.
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TABELA 4.4. Dados dos espectros de RMN "H e "*C da substancia RH-5 (CDCls, 8,
400 e 200 MHz (C))

HIC RHS RH-1*

H T H 7c

1,70 m 49,9 1,07 m 47,9

2 260dd(J=35e164Hz) 388 1,90me 1,38 m 22,5

e2,39m

3 2005 1,97 m 30,8
4 135,0 134,0
5 6,88 sl 146,9 5,54 sl 122,6
6 2,39 m 38,4 1,97 m 37,6
7 1,16 m 44,9 1,00 m 46,6
8 1,46 me 1,52 m 19,5 1,36 m 19,7
9 1,46 me 1,74 m 39,8 1,72me 1,39 m 40,3
10 70,0 70,5
11 2,26 m 26,3 2,17 m 26,0
12 0,98 d (J = 6,9 Hz) 21,2 0,91 d (J= 6,9 Hz) 21,3
13 0,85d (J = 6,9 Hz) 15,3 0,79 d (J= 6,9 Hz) 15,1
14 1,19s 27,9 1,21s 28,4
15 1,78 dl (J=1,5 Hz) 15,7 1,65s 23,6

e ROSAS (2005), RH-1, RMN "H, CDCl; (400 MHz); RMN ™°C, CDCl; (200 MHz).
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FIGURA 4.78. Experimento de HSQC da substancia RH-5 e ampliagao
(400 MHz, CDClj3).
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FIGURA 4.79. Experimento de COSY da substancia RH-5 e ampliacédo (400 MHz,
CDCl3).

123



ROSAS (2005)

- - 50
-
=100
j *
* — 150
- T - — il op

- T -.g
—
——
——
:—-—-:b-a "
o — ‘
i b
1 i
|
| !
J '
— |
- ' 150
| I
— = 1 [eed
' T — T
ppn 2.5 2.0 1.5 1.0

FIGURA 4.80. Experimento de HMBC da substancia RH-5 e ampliagdo (400 MHz,
CDCls).
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dB= 650ms
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FIGURA 4.81. Experimento de gNOESY da substancia RH-5 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.81a. Experimento de gNOESY da substancia RH-5 (400 MHz, CDCls).
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4.1.7. Identificagdo da substancia RH-6

A substancia RH-6 foi isolada do extrato hexano como cristal agulha.
No seu espectro de RMN 'H (Figura 4.92, Tabela 4.5), observou-se sinais de
hidrogénios olefinicos em & 5,30 d (J = 2,9 Hz) e 6 5,08 m, sinais de sete metilas
entre & 1,58-0,89. No espectro de "*C (Figura 4.93 e 4.93a, Tabela 4.5), verificou-se
a presenca de sinais de carbonos olefinicos entre & 145,4-118,2, carbonos de
carbonilas em 6 216,9 e & 181,8, apresentou no total 30 carbonos, provavelmente
triterpeno.

O sinal em 6 5,30 d (J = 2,9 Hz) mostrou, no HSQC (Figura 4.94),
ligacdo com o carbono em & 118,2, no experimento de COSY (Figura 4.95), foi
verificado acoplamento com o hidrogénio em 6 2,09 m e via HMBC (Figura 4.96,
4.96a) foi observado correlagcbes com & 481 e &6 52,3 (Figura 4.82). O
deslocamento em 6 118,2 (3 5,30) foi atribuido ao C-7, que é valor de deslocamento

caracteristico de uma classe de triterpeno denominado tirucalano.

48,1

S cosy
8| § 5,30 (H-7) <> 5 2,09
18,2/ (H-6)

6

. H5,30
[\
- H H‘_/J

HMBC
55,30,8118,2, C-
7

> 5481 (C-9) RO
> 552,3 (C-5)

FIGURA 4.82. Correlagbes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para o sinal de hidrogénio em & 5,30 (H-7).

O sinal em & 2,09 m (6 24,3) acoplou com H-7, como visto no COSY
(Figura 4.95), este foi entdo atribuido ao H-6; no experimento de HMBC (Figura
4.96, 4.96a) foram observadas correlagdes com & 118,2 (C-7) e 145,4 (C-8). No
experimento de COSY (Figura 4.95) foi observado H-6 acoplando com um sinal em
861,72d (J = 8,3 Hz; 6 52,3), este ultimo sinal de hidrogénio foi atribuido ao H-5. Foi
confirmada a atribuicao de H-5 através das correlacdes observadas no HMBC de §
1,72 com § 12,7 (Me-19), & 21,5 (Me-29), 5 24,5 (Me-28), & 34,8 (C-10) e 5 47,9 (C-
4) (Figura 4.83).
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HMBC
HMBC
§2,09, 5 24,3, C-6 5172 5523, C.5
> 51182 (C7) > §12,7 (Me-19)
> 51454 (C8) > §21,5 (Me-29)
> §24,5 (Me-28)
> §34,8 (C-10)
cosy > §47,9 (C-4)

82,09 <5172

FIGURA 4.83. Correlagdes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para os sinais de hidrogénios em 6 2,09 (H-6) e 6 1,72 (H-5).

A Me-28, 6 24,5 (5 1,05 s), apresentou correlagdo com 6 21,5 (Me-29),
5 47,9 (C-4), 8 52,3 (C-5) e 6 216,9 (Figura 4.84). A Me-29, 5 21,5 (8 1,11 s),
mostrou correlagdo no HMBC (Figura 4.96, 4.96a) com 6 24,5 (Me-28), 6 47,9 (C-4),
d 52,3 (C-5) e 6 216,9 (Figura 4.84). Ambas as metilas apresentaram correlagao

com uma carbonila em 6 216,9 que foi atribuida ao C-3.

HMBC

51,05, 5 24,5, Me-28 HMBC

51,11, 8 21,5, Me-29
> §21,5 (Me-29)

> §47,9 (C-4)
> §52,3 (C-5)
> §216,9 (C-3)

> §24,5 (Me-28)
> §47,9 (C-4)
> §52,3 (C-5)

> §216,9 (C-3)

FIGURA 4.84. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 1,05 (Me-28) e 6 1,11 (Me-29).

A Me-19 (6 0,98) apresentou correlagdes com 6 34,8 (C-10), 5 38,6, &
48,1 e 6 52,3 (C-5) (Figura 4.85). O sinal do carbono em 6 38,6 (6 1,94 me 6 1,43
m) por ter apresentado correlagdo com a Me-19 e ser um CH,, foi atribuido ao C-1.
No COSY (Figura 4.95) foi observado o acoplamento de H-1 (6 1,43) com & 2,74
ddd (J = 5,4, 14,5 e 20,0 Hz), que foi atribuido ao H-2. O sinal em & 2,74, via HSQC,
apareceu ligado ao carbono em 6 35,0, este ultimo também apareceu ligado ao

hidrogénio em & 2,24 m. No COSY foi confirmado o acoplamento entre 5 2,74 m e §
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2,24 m (Figura 4.85); no HMBC (Figura 4.96, 4.96a) foi observado correlagbes de
H-2 com 6 38,6 (C-1) e 6 216,9 (C-3).

HMBC
HMBC 52745224,
50,98,8 12,7, 8 35,0, C-2
Me-19 o
> & 38,6 (C-1
> 5 34,8 (C-10) > 5216 9( (C-)3)
> §38,6 (C-1) '
> 548,1(C-9) coOSY
> §52,3 (C -5) 51,43 <5274
52,74 ¢>52,24

FIGURA 4.85. Correlagdes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para os sinais de hidrogénios em § 0,98 (Me-19) e 6 2,74 (H-5).

O carbono em 6 48,1 apresentou correlagdo com a Me-19 (5 0,98) e
com H-7 (3 5,30), em consequéncia destas correlacdes, este s6 poderia ser o C-9
que, no HSQC (Figura 4.94), apareceu ligado ao hidrogénio em 6 2,32 m. O
experimento de COSY (Figura 4.95) mostrou acoplamento com o hidrogénio em &
1,50 m (6 17,8) que foi atribuido ao H-11, este ultimo hidrogénio apresentou

correlagdo com 5 145,4 (C-8), conforme figura 4.86.

cosy HMBC
§2,32 (H-9) <> 5 §1,50, §17,8, H-
1.50 11

FIGURA 4.86. Correlagdao e acoplamento apresentado nos experimentos de
HMBC e COSY para o sinal de hidrogénio em 5 1,50 (H-11).

O sinal da metila em & 1,00 (& 27,4) mostrou correlagcdo com & 145,4
(C-8), 6 33,5 (C-15), 6 43,3 (C-13) e 6 51,0 (C-14) (Figura 4.87, Figura 4.96, 4.96a),
foi atribuido a Me-30. Uma outra metila em & 0,89 (5 21,7) mostrou correlagdo com
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6 30,0 (C-12), 6 43,3 (C-13), 6 51,0 (C-14), foi atribuida a Me-18 (Figura 4.87). O
carbono em & 30,0 foi atribuido ao C-12 devido a correlagdo com os hidrogénios da
Me-18. No experimento de HSQC (Figura 4.94) foi verificado que C-12 estava
ligado aos hidrogénios em 6 1,49 m e 6 1,78 m e no experimento de COSY foi
observado apenas acoplamento entre eles mesmos. O carbono em & 33,5 foi
atribuido ao C-15 em virtude da correlagdo com os hidrogénios da Me-30 (Figura
4.87). No HSQC (Figura 4.94) foi observado a ligagédo de C-15 com os hidrogénios

em & 1,52 m. As correlagbes até o momento discutidas podem ser observadas na

figura 4.87.
1,491,78
49519 0 89
@1,7 HMBC
HMBC = 81,00, 3 27,4, Me-

50,89, 6 21,7, Me- 30

18

> §33,5 (C-15)
> §30,05 (C-12) ‘ /335 > 5433 (C-13)
> §43,3 (C-13) H > 551,0(C-14)
> §51,0 (C -14) 152 > 51454 (C-8)

FIGURA 4.87. Correlagbes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 0,89 (Me-18) e 6 1,00 (Me-30).

No experimento de HMBC, nao foi possivel observar correlagdes do
anel D com a cadeia lateral, mas o COSY (Figura 4.88, Figura 4.95) mostrou
acoplamento de & 2,07 m com ¢ 2,32. O primeiro sinal de hidrogénio foi atribuido ao
H-17 (5 49,8) e o segundo ao H-20 (6 47,2). Para o H-16 foi atribuido o valor de
deslocamento em & 1,32 m e 2,04 m (27,1); para o H-21 foi atribuido o carbono em
d 181,8; para o H-22 foram atribuidos os hidrogénios em & 1,53 (6 32,3), todas

estas atribuicbes foram feitas em comparagado com a literatura (MA et al., 2000).
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COSsYy
62,32 (H-17) <> 6 2,07 (H-
20)

FIGURA 4.88. Acoplamento apresentado no experimento de COSY para o sinal de
hidrogénio em & 2,32 (H-17).

A metila em & 1,58 (6 17,6) mostrou correlagdes, via HMBC (Figura
4.96, 4.96a), com 8 132,3 (C-25), & 123,5 (C-24) e 5 25,7 (Me-27), ela foi atribuida a
Me-26 (Figura 4.89). A Me-27, 5 25,7 (5 1,68) mostrou correlagdes com & 132,3 (C-
25), 123,5 (C-24) e 17,6 (Me-26) (Figura 4.89). O hidrogénio olefinico em 3 5,08 m
foi atribuido ao C-24, o experimento de HMBC mostrou para 6 5,08 correlagcbes
com & 17,6 (Me-26) e & 25,7 (Me-27), estas duas correlagbes confirmam a
atribuicdo de 5 5,08 ao H-24. No experimento de COSY (Figura 4.95), observou-se
o acoplamento de H-24 com o sinal em & 1,97 (6 26,0) que foi atribuido ao H-23, o
experimento de HMBC (Figura 4.96, 4.96a) mostrou correlagdo com 4 123,5 e &

132,3. No momento, pbéde-se determinar apenas uma parte da cadeia lateral do

triterpeno, conforme figura 89:

HMBC HMBC
HMBC

51,68, 825,7, 85,08, 5 123,5, H-24
51,58, 8 17,6,

Me-27
Me-26

» 517,6 (Me-26)
» 8 17,6 (Me-26) » 8 25,7 (Me-27)
» 8 132,3 (Me-25)
> 5123,5 (Me-24) COSY
85,08 (H-24) <> 5 1,97 (H-23)

> §25,7 (Me-27)
> §132,3 (Me-25)
> §123,5 (Me-24)

FIGURA 4.89 Correlagbes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para os hidrogénios em 5 1,58 (Me-26), 6 1,68 (Me-27) e 6 5,08
(H-24).
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Com base nos dados de RMN uni e bidimensionais e em comparacgao
com os dados de carbono (Figura 4.90) da literatura (MA et al., 2000) foi proposta
para a substancia RH-6, a estrutura ja conhecida, o acido 3-oxotirucala-7,24-dien-

21-06ico (Figura 4.91), com numero de registro no Chemical Abstract de 82464-35-5.

28
21,9 245

Acido 3-oxotirucala-7,24-dien-21-6ico Acido 3-oxotirucala-7,24-dien-21-6ico
(RH-6) (Ma et al., 2000)

FIGURA 4.90. Comparacao dos deslocamentos de carbono da substancia RH-6
com os de MA et al. (2000).

(RH-6)

FIGURA 4.91. Estrutura proposta para a substancia RH-6 e seus deslocamentos
de hidrogénio.
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TABELA 4.5. Dados dos espectros de RMN 'H e "*C da substancia RH-6 (CDCls, 8,
400 MHz).

H/C RH-6 Literatura

1H 13C 13C*

1 1,43me 1,94 m 38,6 38,7

2 224me2,74ddd(J=5,4, 14,5 e 20,0) 35,0 35,2

3 216,9 217,5

4 47,9 48,1

5 1,72d (J=8,3 Hz) 52,3 52,5

6 2,09 m 24,3 24,6

7 5,30d (J=2,9 Hz) 118,2 118,1
8 145,4 145,6

9 2,31 m 48,1 48,4
10 34,8 35,1
11 1,50 m 17,8 17,8
12 1,49me 1,78 m 30,0 30,3
13 43,3 43,4
14 51,0 51,1
15 1,52 m 33,5 33,7
16 1,32me 2,04 m 27,1 27,4
17 2,07 49,8 49,9
Me-18 0,89s 21,7 21,9
Me-19 0,98 s 12,7 12,9
20 2,32 47,2 47,6
21 181,8 179,5
22 1,53 m 32,3 32,6
23 1,97 m 26,0 26,2
24 5,08 m 123,5 123,7
25 132,3 132,1
Me-26 1,58 sl 17,6 17,9
Me-27 1,68 sl 25,7 25,9
Me-28 1,05s 24,5 24,7
Me-29 1,11s 21,9 21,8
Me-30 1,00 s 27,4 27,5

*MA et al. (2000), Solvente: CDClz — CDsOD (8:1) (75 MHz).
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FIGURA 4.93. Espectro de RMN *C da substancia RH-6 e ampliagdo (400
MHz, CDCls).
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FIGURA 4.94. Experimento de HSQC e ampliagdo da substancia RH-6 (400 MHz,
CDCl3).
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FIGURA 4.96. Experimento de HMBC e ampliagéo da substancia RH-6 (400 MHz,
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FIGURA 4.96a. Ampliagdes do experimento de HMBC da substancia RH-6 (400
MHz, CDClj3).
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4.1.8. Identificagcdo da substancia RD-11

A substancia RD 11 foi obtida do extrato diclorometano e metanol da
raiz de R. praetermissa, como cristal agulha branco. Ao ser revelado em vanilina
apresentou cor verde escuro. O espectro de RMN 'H (Figura 4.109, Tabela 4.6),
revelou a presenca de quatro metilas entre & 1,10 e 5 1,48, sinais para o anel
furanoem 6 7,44, 6 7,43 e 6 6,31, e sinal de grupo metila de acetato em 5 2,16.

No espectro de carbono de RMN *C (Figura 4.110, Tabela 4.6), foi
observado sinais para carbonos de lactonas e grupo acetato em $ 166,8, 56 167,8 e
169,6 e carbonos oxigenados em 6 58,9, 6 69,5, 6 70,8, 6 73,9, 6 77,5, 56 78,8 € &
79,5.

Foram analisados os sinais apresentados nos espectros de RMN 'H
(Figura 4.109), *C (Figura 4.110) e Massas (Figura 4.111), e neste Ultimo foi
observado o pico [M-H] com m/z 564 Daltons, que implica em uma formula
molecular de CygH36012. Com base na formula molecular e no perfil do espectro de
hidrogénio foi sugerida a possibilidade de um limonoide. O experimento de HMBC
(Figura 4.112) revelou as correlagdes de H-21 (6 7,44, 6 141,3) com C-22 (5 109,5)
e C-20 (3 119,8); de H-23 (5 7,43, 5 143,4) com C-22, C-20 e C-21, conforme

mostra a figura 4.97.

HMBC HMBC

§7,44,5141,3, C- §7,43,5143 4, C-

21 23

> §109,5 (C-22) > §109,5 (C-22)
> §119,8 (C-20)

FIGURA 4.97. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 7,44 (C-21) e 6 7,43 (C-23).

O sinal em & 5,76 foi atribuido a H-17, no HSQC (Figura 4.113)
apareceu ligado ao carbono em & 77,5. No experimento de HMBC (Figura 4.98,
Figura 4.112), o H-17 apresentou correlagdes com a Me-18 (5 18,8), C-13 (6 39,8),
C-14 (5 69,5), C-22, C-20 e C-21. O sinal da Me-18 (5 1,17, & 18,8) correlacionou
no HMBC com C-12 (5 31,6), C-13 (6 39,8), C-14 (5 69,5) e C-17 (5 77,5), conforme
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figura 4.98. Foi analisado também o espectro de carbono (Figura 4.113, Tabela 4.6)
e foi observado um sinal em & 58,9 que via HSQC, apareceu ligado ao hidrogénio
em & 3,64 s, estes valores de deslocamentos ('H e "*C) levaram-nos a supor a
presenca de epoxido. Segundo o HMBC (Figura 4.112), o sinal em 6 3,64 (Figura
4.98) correlacionou com $ 166,8. O valor deste ultimo deslocamento de carbono e o
do H-17 (& 5,76) sugeriu-nos a presenca de lactona no anel D. O valor de
deslocamento em 6 166,8 foi atribuido ao C-16 e o em & 58,9 foi atribuido ao C-15,

como visto na figura 4.98.

HMBC
85,76,5 77,5 C-17

HMBC
’ ::zo{? o 61,17,818,8, Me-
18

W=
> 5 18,8 (Me-18), Y75 > §31,6 (C-12)
> §39,8 (C-13)
> 5 39,8 (C-13)
> §69,5 (C-14) , > §69,5
166,8 5 (C-14)
> 5119,8 (C-20) , A > 8 77,5 (C-17)
> §141,3 (C-21) 90 '
> §109.5 (C-22)
A3

HMBC
53,64, 5 58,9, C-15

> §166,8 (C-16)

FIGURA 4.98. Correlagbdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em § 5,76 (H-17), 6 3,64 (H-15) e 6 1,17 (Me-18).

A Me-30 (6 1,48, & 22,4, Figura 4.99) mostrou via HMBC (Figura
4.112) correlagées com C-8 (5 41,3), C-9 (6 47,8), C-7 (6 70,8), C-14 (5 69,5), estas
duas ultimas correlagdes garantiram que o sinal em 6 1,48 s correspondia a Me-30.
Com base no conhecimento da biosintese dos limondides, sabe-se que eles sao
oxigenados em C-7, atribuiu-se por consequéncia o valor do deslocamento em &
70,8 ao C-7. O deslocamento em 5 4,67 m (H-7) sugeriu fungéo éster. O sinal de H-
7 (Figura 4.99) nao apresentou correlagdo no HMBC, porém no COSY (Figura
4.114) foi verificado que acoplou com outro sinal em 6 1,92 m, o qual pelo HSQC
(Figura 4.113) e DEPT (Figura 4.115) era um CH, (5 23,7), logo, este sinal foi
atribuido ao H-6. Foi observado pelo COSY (Figura 4.114) que H-6 (Figura 4.99)
acoplou com o sinal em & 2,54 dd (J = 59 e 12,5 Hz), o qual via HSQC
correspondeu ao deslocamento em 6 49,5 (CH no DEPT), este foi atribuido a C-5.

O HMBC mostrou C-5 correlacionando com o hidrogénio de duas metilas. A Me-29
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(6 1,26, 5 28,3) correlacionou via HMBC com C-4 (5 79,5), Me-28 (6 22,3) e C-5 (5
49,5); a Me-28 mostrou correlagao com a Me-29, C-5 e C4, conforme mostrada na
figura 4.99.

HMBC HMBC
51,48, 5 22,4, Me-30 81,10, 8 22,3, Me-28
> §41,3 (C-8) > §49,5 (C-5)
> § 47,8 (C-9) > § 28,3 (Me-29)
> 70,8 (C-7) > 879,5(C-4)
> 69,5 (C-14)
HMBC
51,26, & 28,3, Me-29

cosy
> §49,5 (C-5) 5 4,67 (H-7) <> & 1,92 (H-6)
> 6 22,3 (Me-28) 81,92 (H-6) <> 6 2,54 (H-5)
> 579,5 (C-4)

FIGURA 4.99. Correlagdes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para os sinais de hidrogénios em 6 1,48 (Me-30), 5 1,26 (Me-29), 6
1,10 (Me-28), 6 4,67 (H-7) e 56 1,92 (H-6).

O sinal em & 79,5 sugeriu a existéncia de um oxigénio em C-4 que
indicou anel A-seco. O sinal do carbono em & 51,3, o qual correlacionou com H-5 (8
2,54), foi atribuido ao C-10. Outro sinal em 6 2,94 d (J = 4,5 Hz, Figura 4.100)
correlacionou com & 51,3 (C-10), C-14 (5 69,5), C-8 (5 41,3), C-1 (6 78,8) e C-19 (o

102,8), sugerindo ser este o H-9.

HMBC
52,94,547,8,C-9

HMBC
52,54, 5 49,5, C-5

> §51,3 (C-10)
> §69,5 (C-14)
> 541,3 (C-8)
> 5788 (C-1)
> 5102,8 (C-19)

> 51,3 (C-10)

FIGURA 4.100. Correlagbes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 2,94 (H-9) e 6 2,54 (H-5).
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Com a analise do experimento de COSY (Figura 4.101, Figura 4.114),
foi verificado que H-9 (6 2,94) acoplou com um sinal em & 4,64 m (6 73,9), que foi
atribuido ao H-11. Este ultimo acoplou com um CH; em & 2,00 d (J = 8,0 Hz) que no
HSQC apareceu ligado ao carbono em 6 31,6, este ja havia sido atribuido ao C-12
devido a correlagdo com a Me-18. Como C-11 tem deslocamento em & 73,9,

sugeriu-se adicionar uma hidroxila nesta posicéo.

cosy
52,94 (H-9) <> 5 4,64 (H-11)
§ 4,64(H-11) <> § 2,00 (H-12)

FIGURA 4.101. Acoplamentos apresentados no experimento de COSY para os
sinais de hidrogénios em & 2,94 (H-9), 6 4,64 (H-11) e 6 2,00 (H-12).

O carbono em 6 78,8 (C-1), via experimento de HSQC (Figura 4.113),
correspondeu ao sinal em 6 4,12 e, via COSY (Figura 4.102, Figura 4.114), mostrou
acoplamento com H-2. Os sinais em 6 2,71 e & 3,00 acoplaram-se entre eles. No
experimento de HMBC (Figura 4.102, Figura 4.112), o sinal em 6 3,00 ndo mostrou
correlacdo, porém o sinal em & 2,71 mostrou correlagdo com um sinal de lactona
em o 167,8. Estas correlagbes sugeriram uma hidroxila localizada em C-1 (6 78,8),
uma lactona em C-3 (167,8), e os sinais em 6 3,00 e 5 2,71 foram atribuidos ao H-2

(6 35,8), conforme mostrado na figura 4.102.
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HMBC
82,71e 63,00, 6 35,8, C-2

> §167,8 (C-3)
cosy

84,12 (H-1) <> § 3,00 (H-2)
§ 3,00 (H-2) <> 5 2,71 (H-2)

FIGURA 4.102. Correlagdes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para os sinais de hidrogénios em 6 4,12 (H-1), 6 3,00 (H-2) e &
2,71 (H-2).

O sinal em &6 102,8 era um CH (Figura 4.115) e como n&o foi
observado sinal de carbono olefinico correspondente, ele deve ser um hemiacetal.
O hidrogénio correspondente a este sinal via HSQC foi encontrado em 6 6,13, logo
os sinais de 'H e "*C s6 podem pertencer a C-19, isto explicaria as correlacdes de
H-19 (Figura 4.103) com a lactona em & 167,8 (C-3) e com o carbono carbindlico
em o 78,8 (C-1).

HMBC
86,13, 102,8, C-19

> §167,8 (C-3)
> §78,8 (C-1)

FIGURA 4.103. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para o sinal
de hidrogénio em & 6,13 (H-19).

A substancia RD-11 apresentou esqueleto basico de uma substancia
isolada de Citrus conhecida como ichangina (BENNET & HASEGAWA, 1980),
conforme visto na figura 4.104.
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26,1

Ichangina
DMSO-Dg

FIGURA 4.104. Comparacao dos deslocamentos de carbono de RD-11 com da
substancia Ichangina.

A estereoquimica da substancia foi sugerida com base nos
experimentos de gNOESY (Figura 4.116), a estereoquimica dos centros nao
discutidos foi baseada na biosintese dos limonoides. A Me-30 (6 1,48) que pela
biosintese encontra-se em B, causou nOe em H-19 (5 6,19), sugerindo que ambos
estdo do mesmo lado do plano, consequentemente, o anel espiro precisa estar em
B (entre H-10 e H-19). Logo, entre H-10 e H-1 o anel espiro estaria em a. A Me-28

causou nOe em H-19, isto sugeriu C-4 também em f3, conforme figura 4.105.

gNOESY
51,10, Me-28:
38, Me-0 + 51,26 (Me-29)
o ' > 56,13 (H-19)

> 51,92 (H-6)
> 54,67 (H-7) gNOESY
> 52,00 (H-12) 56,13, H-19:
> 56,13 (H-19)

> 51,48 (Me-30)
> 51,10 (Me-28)

FIGURA 4.105. Irradiacbes apresentadas nos experimentos de gNOESY para os
sinais de hidrogénios em & 1,48 (Me-30), 6 1,10 (Me-28) e ¢ 6,13 (H-19).

A Me-18 (6 1,17) causou nOe em & 2,94 (H-9), 6 4,64 (H-11) e 6 3,64
(H-15) sugerindo que estes estao todos no mesmo plano, como pela biosintese a
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Me-18 esta em a, isto implica que H-9, H-11 e H-15 também estdo em o, conforme
visto na figura 4.106. Ao se irradiar o H-11 (& 4,64), irradiou-se também o H-7 (&
4,67). O H-11 causou nOe na Me-18, confirmando sua estereoquimica em a. O H-7

causou nOe na Me-30, confirmando sua posi¢cédo em f.

gNOESY
grﬁss,\\/(le_w_ 54,64, H-11 e
e : 54,67, H-7:
> 62,00 (H-12) > 52,94 (H-9)
> 52,17 (Me-Ac) > 52,00 (H-12)
> 52,94 (H-9) > 5271 (H-2)
> 5 3.64 (H-15) > 51.17 (Me-18)
> 5464 (H-11)
> 55.76 (H-17) > 53,64 (H-15)
> 56,31 (H-22) > 51,92 (H-6)
> 57.44 (H-21) > 5 1.48 (H-30)

FIGURA 4.106. Irradiagdes apresentadas nos experimentos de gNOESY para os
sinais de hidrogénios em & 1,17 (Me-18), 6 4,64 (H-11) e 6 4,67 (H-7).

O sinal em & 2,94 (H-9) causou nOe em H-1 (5 4,12), H-11 (5 4,64) e

Me-18 (6 1,17), confirmando que todos estdo em posi¢ao a, conforme figura 4.107.

g-NOESY gNOESY
52,94, H-9 § 1,26, Me-29:
> 52,54 (H-5) i 2 f,gg E:g;
> 54,12 (H-1) 92 (H-

> 54,64 (H-11) > 51,10 (H-28)
> 51,17 (H-18)

FIGURA 4.107. Irradiagbes apresentadas nos experimentos de gNOESY para os
sinais de hidrogénios em 4 2,94 (H-9) e 6 1,26 (Me-29).

Com base nos dados espectrais de RMN 'H, *C, DEPT, Massas,
experimentos de HMBC, COSY, HSQC e gNOESY, propds-se a estrutura mostrada
na figura 4.108.
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Segundo levantamento realizado no Chemical Abstract, a substancia
RD-11 é inédita, logo, denominou-se de 118,19a-diidroxi-7-deoxo- 7-acetoxi-

ichangina.

143,4
=,
109,5[%, 23

18,8 20 (o)
18 119,8‘ ~.2

31,6 577!5..‘\ 141,3

FIGURA 4.108. Estrutura proposta para a substancia RD-11.
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TABELA 4.6. Dados dos espectros de RMN 'H e "*C da substancia RD-11 (CDCls,
5, 400 MHz)

H/C RD-11
1H 13C
1 4,12 sl 78,8
2 2,71 dd (J=1,6; 17,0 Hz)e 3,00 dd (3,5 e 17,0) 35,8
3 167,8
4 79,5
5 2,54 dd (J=5,9; 12,5 Hz) 49,5
6 1,92 m 23,7
7 4,67 sl 70,8
8 41,3
9 2,94 d (J=4,5Hz) 47,8
10 51,3
11 4,64 m 73,9
12 2,00d (J= 8,0 Hz) 31,6
13 39,8
14 69,5
15 3,64s 58,9
16 166,8
17 5,76 s 77,5
18 1,17 s 18,8
19 6,13 s 102,8
20 119,8
21 7,44 sl 141,3
22 6,31 sl 109,5
23 7,43 d (J=1,8 Hz) 143,4
28 1,10s 22,3
29 1,26 s 28,3
30 1,48 s 22,4

7-OAc 2,17 169,6 e 21,2
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FIGURA 4.109. Espectro de RMN de 'H da substancia RD-11 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.110. Espectro de RMN de "*C da substancia RD-11 (400 MHz, CDCl5).
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FIGURA 4.111. Espectro de massas da substancia RD-11 (ES").

152



ROSAS (2005)

~100

~150

26

—-20C

153

FIGURA 4.112. Experimento de HMBC da substancia RD-11 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.113. Experimento de HSQC da substancia RD-11 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.114. Experimento de COSY da substancia RD-11 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.115. Espectro de DEPT da substancia RD-11 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.116. Espectro de gNOESY da substancia RD 11 (400 MHz, CDCl5).
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FIGURA 4.116a. Espectro de gNOESY da substancia RD 11 (400 MHz, CDCl5).
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4.1.9. Identificagdo da substancia RD-22ab

A substancia em questao foi encontrada inicialmente como um sdlido
vermelho devido a presenga de pigmento ja encontrado em outras amostras. Ela foi
isolada em pequena quantidade no extrato diclorometano. Quando revelada em
vanilina apresentou cor vermelha intensa. Seu espectro de hidrogénio (Figura 4.122
e 4.122a, Tabela 4.7) mostrou sinal em 6 10,04 sl; sinais de hidrogénios aromaticos
em o 8,19-6,72 m, e um sinal largo em 6 8,43 que pode ser de um hidrogénio ligado
a um nitrogénio. O espectro de RMN "*C (Figura 4.123) apresentou sinais em §
192,5, 6 129,9, 6 126,3, 6 125,9, § 122,4, 5 111,6 e 5 104,6.

No espectro de RMN 'H (Figura 4.122) foi observado sinal em & 10,04
sl que via HSQC (Figura 4.124) apareceu ligado ao carbono em & 1925,
provavelmente um aldeido. Um outro sinal em & 7,78 (dd, J = 8,5 e 1,5 Hz) via
HSQC (Figura 4.124a) apareceu ligado ao sinal em & 122,4, no experimento de
COSY (Figura 4.117, Figura 4.125), este sinal mostrou acoplamento com outro em
d 8,19, que por sua vez é um sinal complexo parecendo um tripleto com J = 0,75
Hz, porém ao ser observado com atencéo é nitida a existéncia de mais duas linhas,
0 que poderia ser um dd; via HSQC (Figura 4.124a) este sinal (5 8,19) apareceu
ligado ao 6 126,3. O valor da constante pequena indicou que os sinais em & 7,78 e
d 8,19 estavam em posi¢cao meta um em relagao ao outro. O valor do deslocamento
em o 8,19 sugeriu estar este em posigao “orto” ao grupo carbonila. O experimento
de HMBC (Figura 4.126, 4.126a) mostrou correlagdes do sinal do aldeido em &
10,04 com 6 122,4 e 6 129,9, conforme figura 4.117.

cosy HMBC
87,78 58,19 510,04, 6
192,5
> 5122,4
> 5129,9

FIGURA 4.117. Correlacbes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para os sinais de hidrogénios em 6 7,78 e 5 10,04.
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O sinal em 67,78 (Figura 4.118, H-5) mostrou acoplamento via COSY
(Figura 4.125) com 6 7,49 (dd, J = 8,4 e 0,7 Hz), via HSQC (Figura 4.124a) este
ultimo hidrogénio apareceu ligado ao carbono 6 111,6 que foi atribuido ao C-4. O
sinal em 6 7,49 (Figura 4.118) mostrou acoplamento no experimento de COSY com
o sinal complexo em 86,72 (6 104,6), este ultimo sinal de hidrogénio pode ser visto
no espectro de hidrogénio figura 4.122a. O sinal em & 6,72 apresentou todas as
suas constantes muito pequenas indicando acoplamento a longa distancia. Na
analise do experimento de COSY foi observado o sinal em & 6,72 (Figura 4.118)
acoplando com outro em 6 7,32 (dd, J = 2,4 e 3,2 Hz). No experimento de HSQC,
verificou-se que este ultimo sinal de hidrogénio apareceu ligado ao carbono em &
125,9. O sinal em & 6,72 foi atribuido ao C-3 e o0 em 6 7,32 foi ao C-2, conforme
figura 4.118.

Ccosy

§6,72 (H-3) <> 8 7,32 (H-2)
6,72

; ‘ ? 104,6
cosy 259
H

57,78 (H-5) <> 5 7,49 (H-4) O

cosY
§7,49 (H-4) <> & 6,72 (H-3)

FIGURA 4.118. Acoplamentos apresentados no experimento de COSY para os
sinais de hidrogénios em 6 7,78 (H-5), 6 7,49 (H-4), 6 7,32 (H-2) e 5 6,72 (H-3).

Os sinais em 5 6,72 e ¢ 7,32 sugeriram a presencga de um segundo
anel junto ao benzaldeido, provavelmente um anel contendo um nitrogénio ja que
apareceu um sinal singleto pequeno e largo em & 8,43. Isto poderia explicar o
acoplamento a longa distancia. Concluiu-se que esta substancia tratava-se de um
outro indol, porém bem mais simples que o bisindol (RH-3).

No HMBC (Figura 4.126a) foi verificada a presenca da correlagao de &
7,49 (H-4, Figura 4.119) com um sinal em 6 128,0 e 6 129,9. Foi observada também
a correlagao de 6 7,78 (H-5) com 6 126,3 e 6 139,0.
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HMBC
57,49, 5 111,6,
C-4

HMBC
87,78,5122,4,C-5

> §139,0 (C-4a)

> 8 129,9 (C-6) > 6 126,3 (C-7)

> §128,0 (C-7a)

FIGURA 4.119. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 7,49 (C-4) e 6 7,78 (C-5).

Outras correlagdes observadas no HMBC (Figura 4.126) foram em &
8,19 (H-7) com 6 122,4, 5 192,5, & 139,0; e de 5 10,04 com & 122,4 e 5 129,9,

conforme visto na figura 4.120.

HMBC
§8,19, 5 126,3, C-7 HMBC
§10,04, 5 192,5, COH
§139,0 (C-4a)
§192,5 (COH) §129,9 (C-4a)
§122,4 (COH)

FIGURA 4.120. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 8,19 (C-7) e 6 10,04.

A auséncia de correlagdo no HMBC para os sinais em 66,72 e 6 7,32
complicou a justificativa de um anel indol, porém com base no espectro e suas
multiplicidades, e a experiéncia anterior com o bisindol, continuou-se a propor a
existéncia de um anel indol. O espectro de carbono também nao apresentou os
carbonos quaternarios, estes foram observados no experimento de HMBC.

Com base nos dados de RMN uni e bidimensionais acima discutidos,
propds-se a substancia 6-formilindol (Figura 4.121), com registro no Chemical
Abstract de 1196-70-9, é também conhecida como 1H-indol-6-carbaldeido. Pelo
levantamento feito no Chemical Abstract foi constatado que RD-22ab é uma
substancia conhecida, encontrada tanto como produto natural como sintético,

inclusive pode ser encontrada em catalogos (Aldrich, PolyOrganix Product List, Asta

161



ROSAS (2005)

Tech Product List, e etc.) para venda, sendo muito utilizada para sinteses de outros

produtos.

H
10,04 8|,-|1 9 8,H43
RD-22ab
6-formilindol

FIGURA 4.121. Estrutura proposta para a substancia RD-22ab.

TABELA 4.7. Dados dos espectros de RMN 'H e '*C da substancia RD-22ab
(CDCls, 8, 400 MHz)

H/C RD-22ab
H TG
1 8,43 s -
2 7,32dd (J=2,4 € 3,2Hz) 125,9
3 6,72ddd (/=2,4,3,2¢e 1,0 Hz) 104,6
4 7,49dd (J=8,4¢e 1,0Hz) 116,6
4a - 139,0
5 7,78dd (J=8,4¢e 1,5 Hz) 122,4
6 - 129,9
7 8,19ddd (/=1,5,0,75 e 0,75 Hz) 126,3
1 10,04 sl 192,5
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FIGURA 4.122. Espectro de RMN "H da substancia RD-22ab (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.122a. Espectro de RMN 'H ampliado da substancia RD-22ab (400 MHz,
CDCls).
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FIGURA 4.123. Espectro de RMN *C da substancia RD-22ab (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.124. Experimento de HSQC da substancia RD-22ab (400 MHz, CDCls).

166



ROSAS (2005)

V LiOO

. - —@ 109

m— 1 b1

115

=120

o Lo |

—130

T T T L T T T
ppm 8.0 ] 7.0 6.5

FIGURA 4.124a. Experimento de HSQC ampliado da substancia RD-22ab (400
MHz, CDClI3).
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FIGURA 4.125. Experimento de COSY ampliado da substéncia RD-22ab (400 MHz,
CDCl3).
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FIGURA 4.126. Experimento de HMBC da substancia RD-22ab (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.126a. Experimento de HMBC ampliado da substancia RD-22ab (400
MHz, CDCls).
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4.1.10. Identificagao da substancia de RD-42

A substancia RD-42 foi isolada como cristal branco, quando se revelou
em Dragendorff, apresentou cor laranja. Foram observados, no seu espectro de
RMN "H (Figura 4.132, Tabela 4.8), sinais tipicos de anel furano em & 7,07 d (J =
2,7 Hz) e 6 7,62 d (J = 2,7 Hz). Outro sinal observado foi em & 4,45 s (grupo
metoxila), caracteristico de alcaldides furanoquinolinicos comuns na familia
Rutaceae. Apresentou também sinais de hidrogénios aromaticos em 6 8,27 d (J =
8,4 Hz), 6 8,01d (J=8,5Hz), 5 7,68 ddd (J=1,4,6,8, e 85Hz)e 57,45 ddd (J =
1,0, 6,9, e 8,0 Hz). O espectro de RMN de "*C (Figura 4.133, Tabela 4.8)
apresentou sinal de carbono de metoxila em & 58,7 e sinais de carbonos aromaticos
totalizando 12 carbonos.

O sinal do hidrogénio em & 7,62 d (J = 2,7 Hz), via HSQC (Figura
4.134), apareceu ligado ao carbono em & 143,6, apresentou no experimento de
COSY (Figura 4.127, Figura 4.135) acoplamento com o hidrogénio em 6 7,07 d (J =
2,7 Hz). No experimento de HMBC (Figura 4.136), o sinal em & 7,62 (Figura 4.127)
apresentou correlagdes com os carbonos em & 103,5 (sp?), 5 104,7 (CH) e § 163,9
(sp?), esse hidrogénio foi atribuido ao H-2". O sinal em § 7,07 (5 104,7) mostrou
também correlacdes com os carbonos em & 103,5 (sp?), & 163,9 (sp®) e & 143,6
(CH), esse hidrogénio foi atribuido ao H-3’. Com base nestas correlagbes foram

atribuidos alguns deslocamentos conforme mostrado na figura 4.127:

HMBC
87,07 (d, J=2,7Hz, 5 104,7), H-3’

> 5103,5 (C-3)
> 5 143,6 (C-2))
> 5163,9 (C-2)

CcoSsY
7,62 (H-2') <> § 7,07 (H-3)

HMBC
87,62 (d, J= 2,7 Hz, § 143,6), H-2

> 5103,5 (C-3)
> 5104,7 (C-3)
> 5 163,9 (C-2)

FIGURA 4.127. Correlagdes e acoplamento apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para os sinais de hidrogénios em ¢ 7,07 (H-3’) e 6 7,62 (H-2).
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O sinal em & 4,45 s (6 59,0, Figura 4.128), caracteristico de metoxila
de alcaldide do tipo furanoquinolinico, mostrou correlagdo com o carbono em 6
156,9, o qual foi atribuido ao C-4. O carbono em & 156,9 apresentou, via HMBC
(Figura 4.128, Figura 4.136), correlagdo com outro hidrogénio em 6 8,27 d (J = 8,4
Hz, 6 122,4). Foram verificadas ainda no HMBC, as correlagdes de 6 8,27 com os
carbonos em & 129,6 e & 145,7. No experimento de COSY (Figura 4.135), foi
observado o sinal em 6 8,27 (Figura 4.128) acoplando com & 7,45 ddd (J = 1,0, 6,9,
e 8,0 Hz), sendo o primeiro deslocamento atribuido ao H-5 e o segundo ao H-6
respectivamente. O H-6 (Figura 4.128) mostrou no HMBC correlagbes com 6 118,7
(C-4a), 56 127,8 (C-8) e 6 129,6 (C-7), estas correlagdes confirmam sua atribuigéo,

como pode ser visto na figura 4.128.

HMBC

HMBC =
B 550, OMe 58,27 (d, J= 8,4 Hz, § 122,4), H-5
> §129,6 (C-7)
> 5 156,9 (C-4) > 8 145,7 (C-8a)
> §156,9 (C-4)
HMBC
cosy _
5 8,27 (H-5) <> 5 7,45 (H-6) 2 3'24357(;’ d:_’eJ_ 10.69e80Hz

> §118,7 (C-4a)
> §127,8 (C-8)
> §129,6 (C-7)

FIGURA 4.128. Correlagbes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para os sinais de hidrogénios em & 4,45 (MeO-4), 6 7,45 (H-6) e &
8,27 (H-5).

O sinal do RMN 'H (Figura 4.132) em & 7,68 ddd (J = 1,4, 6,8, 8,3 Hz,
d 129,6) mostrou correlagbes com & 122,4 (C-5) e 6 145,7 (C-8a), esse sinal de
hidrogénio foi atribuido ao H-7. No experimento de COSY (Figura 4.135), foi
observado acoplamento de H-6 (6 7,45) com H-7 (6 7,68), este acoplamento

confirmou a atribuicéo de 6 7,68 ao H-7, conforme visto na figura 4.129.
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HMBC
§7,68 (ddd, J= 1,4, 6,8 e 8,3 Hz, &
129,6), H-7

cosy
§7,68 (H-7) <> & 7,45 (H-6)

> §122,4 (C-5)
> §145,7 (C8a)

FIGURA 4.129. Correlacbes e acoplamento apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para o sinal de hidrogénio em ¢ 7,68 (H-7).

O sinal do hidrogénio em 6 8,01 (5 127,8) foi atribuido ao H-8 devido
ao acoplamento com H-7. No experimento de HMBC (Figura 4.136), foram
verificadas as correlagbes de-d6 8,01 (Figura 4.130) com 6 118,7 (C-4a) e 6 123,7

(C-6), estas correlagdes confirmaram a atribuicdo ao H-8, conforme figura 4.130.

HMBC
88,01 (d, J=8,5Hz, 5 127,8), H-8

cosY
§ 8,01 (H-8) <> 7,68 (H-7)

> §118,7 (C-4a)
> §123,7 (C-6)

8,01

FIGURA 4.130. Correlacbes e acoplamento apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para o sinal de hidrogénio em & 8,01 (H-8).

A substancia RD-42 foi submetida ao CG-EM (Figura 4.137) que
mostrou o pico do ion molecular 199 Daltons. Através da analise dos espectros de
1D e 2D, CG-EM e comparagdo com os dados da literatura (MAFEZOLI, 2001),
chegou-se ao alcaldide Furo[2,3-b]lquinolina-4-metoxi conhecido também como
Dictamina (Figura 4.131), registrada no Chemical Abstract com o numero 484-29-7.

De acordo com levantamento realizado no Chemical Abstract, a
substancia RD-42 é encontrada para venda em varios catalogos (ChemDiv, Inc.
Product Library, MicroSource Products List, e etc), € um produto natural utilizado

para varios fins, tendo registros inclusive de patentes.
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123,7

129,6

127,8

RD-42
8,01 Dictamina

FIGURA 4.131. Estrutura proposta para a substancia RD-42 (Dictamina) e seus
respectivos deslocamentos quimicos.

TABELA 4.8. Dados dos espectros de RMN "H e *C da substancia RD-42 (CDCls,
8, 400 MHz).

H/C RD-42 LITERATURA*
1H 13C 1H 13c**
2' 7,62d (J=2,7 Hz) 143,6 7,64d (J=2,8Hz) -
3 7,07 d (J=2,7 Hz) 104,7 7,10d (J=2,7 Hz) -
- 163,9 - -
- 103,5 - -
4 - 156,9 - -
4a - 118,7 - -
5 8,27 d (J=8,4 Hz) 122,4 8,29ddd (/=0,6, 1,2, 8,5 Hz) -
6 7,45ddd (/=1,0,6,9,8,0Hz) 123,7 7,46ddd (J=1,5, 6,8, 8,4 Hz) -
7 7,68 ddd (/=1,3,6,8,83Hz) 129,6 7,69ddd (J=1,5,6,8,8,4 Hz) -
8 8,01d (J=8,5Hz) 127,8 8,01ddd (/=0,6, 1,2, 8,5 Hz) -
8a - 145,7 - -
OMe 4,45s 59,0 447 s -

* MAFEZOLI, (2001), Solvente: CDCIs, 400 MHz; ** Nao relatado na literatura mencionada.
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FIGURA 4.132. Espectro de RMN de 'H da substancia RD-42 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.134. Experimento de HSQC da substancia RD-42 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.135. Experimento de COSY da substéncia RD-42 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.136. Experimento de HMBC da substancia RD-42 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.137. Espectro de massas da substéncia RD 42 (tr 14,8’), obtido via
CG/EM (IE).
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4.1.11. Identificagdao da substancia RD-70

A substancia RD-70 mostrou fluorescéncia sob a luz UV e coloragao
alaranjada quando revelada em reagente de Dragendorff, indicando um alcaldide.

O espectro de RMN 'H (Figura 4.141, Tabela 4.9) de RD-70
apresentou sinaisem 6 7,65 d (J=2,8 Hz) e 6 7,08 d (J = 2,8 Hz) caracteristicos de
hidrogénios de anel furano dissubstituido, também, foi observado sinal de uma
metoxila em & 4,45, caracteristico de alcaldides furanoquinolinicos. O espectro de
RMN *C (Figura 4.142, Tabela 4.9) mostrou sinais de duas metoxilas em & 59,0 e &
55,9, além de carbonos aromaticos.

O sinal do hidrogénio em & 7,65 d (J = 2,8 Hz) apareceu ligado, via
HSQC (Figura 4.143), ao carbono em & 143,9. Foi Verificado, no HMBC (Figura
4.138, Figura 4.144), as correlagdes deste hidrogénio com os carbonos em 6 104,5
(C-3), 104,4 (C-3) e 163,2 (C-2), o hidrogénio em & 7,65 foi atribuido ao H-2’. Outro
sinal em 6 7,08 d (J = 2,8 Hz, 6 104,5) mostrou correlagdes com & 104,4 (C-3), &
143,9 (C-2’) e 6 163,2 (C-2), este foi atribuido a H-3’. No momento, fecharam-se as

atribuicoes para o anel furano, conforme figura 4.138.

HMBC HMBC
87,65, 5 143,9, C-2 57,08,5104,5 C-3
~\104,5 ,
>51045(C3) A A\ ;6570 1439 (C-2)
> 5104,4 (C-3) 1632 2 2/143, » 8 163,2 (C-2)
> 5163,2 (C-2) V\O_/ > 5114,0 (C-3)
RD-70 RD-70

FIGURA 4.138. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 7,65 (C-2’) e 6 7,08 (C-3’).

O sinal da metoxila em & 4,45 s (4-OMe, &6 59,0) apresentou
correlagdo com & 156,9, este ultimo carbono foi atribuido ao C-4. O sinal de
hidrogénio aromatico em & 7,85 dd (J = 8,5 e 1,0 Hz), com constantes tipicas de
substituicdes “orto” e “meta“, no HSQC (Figura 4.143), apareceu ligado em 5 114,0,
ainda apresentou correlagées no HMBC (Figura 4.139, Figura 4.144) com 6 156,9
(C-4), 6 137,5 (C-8a) e 6 107,7 (C-7). O sinal em & 7,85 por apresentar correlagao

com C-4, s6 poderia ser o H-5. Outro hidrogénio aromatico em 6 7,36 t (J = 7,8 Hz,
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d 123,4) mostrou correlagdes, no HMBC (Figura 4.144), com 6 107,7 (C-7), 6 119,7
(C-4a) e 6 154,6 (C-8), o sinal em & 7,36 foi atribuido ao H-6, conforme figura 4.139.

HMBC
4 ig,o
. @’ HMBC
7.36 114,00:4}156,9 84,45, 5 59,0, 4-OMe’
AN Y2 .
HMBC SNOTFNMAT TN 551569 (C-4)
7_137,5/%2163,2
§7,36,5123,4, C-6 N o
7,06 To
> §107,7 (C-7) OMe
> 5 119,7 (C-4a)
> & 154,6 (C-8)
HMBC HMBC
87,06,5107,7, C-7 § 4,08, § 55,9, 8-OMe’
> §114,0 (C-5) ]
> & 137,5 (C-8a) >8154,6 (C-8)
> & 154,6 (C-8)

FIGURA 4.139. Correlagbes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em 5 7,85 (C-5), 6 7,36 (C-6), 6 7,06 (C-7), 6 4,45 (MeO-4) e 5 4,08
(MeO-8).

O sinalem 7,06t (J=7,8Hz, 6 107,7) apresentou correlagées com o
114,0 (C-5), 6 137,5 (C-8a) e 5 154,6 (C-8), esse hidrogénio foi atribuido ao H-7
(Figura 4.139). A metoxila em & 4,08 (5 55,9) apresentou correlagédo com 6 154,6,
este carbono foi atribuido ao C-8, conforme visto na figura 4.139.

Pela analise dos espectros de RMN uni e bidimensionais e
comparagao com a literatura (CUCA et al., 1998), chegou-se a identificacdo da
substancia conhecida como y-Fagarina (Figura 4.140), registrada no Chemical

Abstract com o numero 50816-61-0.
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y-Fagarina

v-Fagarina (CUCA et al., 1998)

(RD-70)

FIGURA 4.140. Estrutura proposta para a substancia RD-70 e comparagao dos
valores de deslocamentos de RMN 'H e *C com os encontrados na literatura para
a y-Fagarina.

TABELA 4.9. Dados dos espectros de RMN 'H e "*C da substancia RD-70 (CDCls,
5, 400 MHz)

H/C RD-70 LITERATURA*
1H 13C 1H 130**
2 7,65d (J= 2,8 Hz) 143,9 7,65d (J = 2,8 Hz) 143,9
3 7,08 d (J= 2,8 Hz) 104,5 7,09d (J = 2,8 Hz) 104,5
163,2 - 163,0
104,4 - 103,9
4 156,9 - 156,7
4a 119,7 - 119,7
5 7,85dd (J=8,5e 1,0Hz)  114,0 7,85 dl (J = 8,5 Hz) 114,0
6 7,36 t (J= 7,8 Hz) 123,4 7,34ddd (J=0,9,7,8,8,5Hz) 123,9
7 7,06 t (J= 7,8 Hz) 107,7 7,07 dl (J=7,8 Hz) 107,8
8 154,6 - 154,6
8a 137,5 - 137,8
4-OMe 4,45s 59,0 4,44 s 59,3
8-OMe 4,08s 55,9 4,07 55,9

* CUCA et al., (1998), Solvente: CDCl3 300 MHz e 75 MHz ('°C)
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FIGURA 4.141. Espectro de RMN de 'H da substancia RD-70 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.142. Espectro de RMN de "*C da substancia RD-70 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.143. Experimento de HSQC da substancia RD-70 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.144. Experimento de HMBC da substancia RD-70 (400 MHz, CDCls).
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4.1.12. Identificagao da substancia RD-79

A substéncia RD-79 foi isolada do extrato diclorometano da raiz, € um
alcaldide 2-quinolona de ocorréncia frequente entre as Rutaceae, e foi,
recentemente, isolado das espécies Pilocarpus riedelianus (GUERREIRO, 2000) e
P. spicatus (MAFEZOLI, 2001).

O espectro de RMN 'H (Figura 4.148, Tabela 4.10) mostrou sinais em
37,94 dd (J=1,5¢e 8,0, H-5), 6 7,21 dd, (J= 1,6, 7,2 e 8,0, H-6), 7,56 ddd (J= 1,6,
7,1 e 86, H-7) e 56 7,30 d (J= 8,3, H-8), todos estes sinais acoplaram entre si,
conforme constantes de acoplamento, e indicaram a presengca de um anel
aromatico orto-dissubstituido. Foi verificada também a presenca de sinais singletos
em & 3,62 e § 3,91. O espectro de RMN '*C (Figura 4.149, Tabela 4.10) apresentou
sinais de carbonos olefinicos em 5 162,4 e 5 96,1.

O sinal em 6 6,01 s apareceu no experimento de HSQC (Figura 4.150)
ligado ao carbono em & 96,1; no experimento de HMBC (Figura 4.145, Figura
4.151) mostrou correlagées com & 162,4 e 5 116,2 (C-4a), em consequéncia destas
correlagdes, o sinal em & 6,01 foi atribuido ao H-3 de um alcaléide 2-quinolona. O
carbono em & 162,4 mostrou correlagdo no HMBC com um sinal em & 3,91 (4-

OMe), este carbono foi atribuido ao C-4, conforme figura 4.145.

HMBC HMBC

56,01, 5 96,1, C-3 53,91, § 55,6, 4-OMe
> 5 162,4 (C-4) > 5 162,4 (C-4)

> §116,2 (C-4a)

FIGURA 4.145. Correlagbes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em ¢ 6,01 (C-3) e 6 3,91 (MeO-4).

O carbono em & 116,2 (Figura 4.146, Figura 4.151) apresentou no
HMBC correlagcdo com outro hidrogénio em & 7,21 (6 121,4); este ultimo
apresentou, no COSY (Figura 4.146, Figura 4.152), acoplamentos com & 7,94 (5
123,1) e com 6 7,56 (6 131,0), foram atribuidos ent&o: & 7,21 ao H-6, & 7,94 ao H-5
e d 7,56 ao H-7.
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Foi observado também no COSY (Figura 4.152) o acoplamento de H-7 com 6 7,30,

este foi atribuido ao H-8, como visto na figura 4.146.

HMBC
567,221,5121,4,C-6

> §116,2 (C-4a)

CcosY

7,94 (H-5) <> 5 7,21 (H-6) ! R
§ 7,21 (H-6) <> 5 7,56 (H-7) 7,30 733 5
§7,56 (H-7) <> 5 7,30 (H-8)

7,57

RD-79 1-metil-4-metoxi-2-quinolona
(MAFEZOLI, 2001)

FIGURA 4.146. Correlagcbes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para os sinais de hidrogénios em 5 7,94 (H-5), 6 7,56 (H-7) e 6 7,30
(H-8) e 6 7,21 (H-6).

O espectro de RMN °C (Figura 4.149, Tabela 4.10) apresentou sinal
em & 163,6 que foi atribuido ao C-2. No experimento de HMBC (Figura 4.147,
Figura 4.151), foi observado um sinal em & 3,62 (6 28,8, N-CH3) correlacionando
com & 163,6 (C-2) e 139,4, este ultimo carbono foi atribuido ao C-8a. Através da
analise dos espectros e comparagao com a literatura (MAFEZOLI, 2001), chegou-
se a identificagdo da substédncia RD-79 como sendo 1-metil-4-metoxi-2-quinolona
(Figura 4.147).

3,68

AN
i) \
, 139,4 2 |163,
8 o) 7,57
7,56 ,
o3, 7,33

1-metil-4-metoxi-2-quinolona
(MAFEZOLI, 2001)

FIGURA 4.147. Estrutura proposta para a substancia RD-79 e valores de RMN "H
encontrados na literatura para o 1-metil-4-metoxi-2-quinolona.
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TABELA 4.10. Dados dos espectros de RMN 'H e "*C da substancia RD-79 (CDCls,

8, 200 e 400 MHz).

H/C RD 79 *Literatura
1H 13c 1H
2 - 163,6 -
6,01s 96,1 6,05s
4 - 162,4 -
4a - 116,2 -
5 7,94 dd (J=8,0; 1,5 Hz) 123,1 7,97 dd (J=8,0; 1,5 Hz)
6 7,21 ddd (J=8,0; 7,1; 1,0 Hz) 121,4 7,22 ddd (J=8,0,7,1e 1,0 Hz)
7 7,56 ddd (J=8,6; 7,1; 1,5 Hz) 131,0 7,57 ddd (J= 8,6, 7,1 e 1,5 Hz)
8 7,30 d (J= 8,6 Hz) 139,4 7,33 dl (J= 8,6 Hz)
8a - 113,8 -
OCH3 391s 55,6 3,95s
NCH; 3,62s 28,8 3,68 s

*MAFEZOLI (2001), Solvente: CDClz (400 MHz);
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FIGURA 4.149. Espectro de RMN de *C da substancia RD-79 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.150. Experimento de HSQC da substancia RD-79 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.151. Experimento de HMBC da substancia RD-79 (400 MHz, CDCl3).
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FIGURA 4.152. Experimento de COSY da substancia RD-79 (400 MHz,
CDCls).
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4.1.13. Identificagao da substancia RD-91

A substéncia RD-91 foi isolada do extrato diclorometano como um
sélido vermelho, a cor é devido a presenca do pigmento. O espectro de RMN H
(Figura 4.162, Tabela 4.11) mostrou sinal na regido de aromaticos entre 6 7,19-5
7,60; foi observado ainda sinal tipico de hidrogénio ligado a nitrogénio em & 8,15 sl,
que sugeriu a presencga de anel indol, o que foi confirmado pelo espectro de RMN
3C (Figura 4.163, Tabela 4.11), que mostrou sinal do carbono C-3 (8 102,8) de um
anel indol. Foi observada também a presenca de carbonos carbindlicos em 6 71,5 e
5 86,6.

O sinal em & 6,53 m que, via HSQC (Figura 4.164), apareceu ligado
ao carbono em & 102,8, mostrou acoplamento no experimento de COSY (Figura
4.165) com o sinal em & 7,19 (provavelmente um dubleto com J = 3,3 Hz), a
multiplicidade deste sinal n&o ficou muito clara por coalecer com 6 7,20 dd (J = 8,5
e 2,0 Hz). No experimento de HSQC, o sinal em 6 7,19 apareceu ligado ao carbono
em o 124,4. No experimento de HMBC (Figura 4.166) ndo foi visto nenhuma
correlacdo. A comparacao dos dados da literatura para um anel inddlico com os

encontrados para RD-91 levou as atribuicbes mostradas na figura 4.153.

6,45
H

%, 102,7 7,14
\ H
134,9 124,2
\ 'il R:

H

8,01 \
N
|
H

(MAKANGARA et al., 2004)
* N&o citou equipamento nem solvente

FIGURA 4.153. Valores de deslocamentos da literatura para o anel inddlico e
comparagao com RD-91.

O sinal em 6 7,20 dd (J = 8,5 e 2,0 Hz, & 121,0) apresentou duas
constantes de acoplamento que sugeriram substituicdo “orto” e “para”. No HMBC

(Figura 4.154, Figura 4.166), foi observado para o sinal em & 7,20 (Figura 4.154)
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correlagdes com o 86,8, 6 119,1 (C-4) e & 135,5 (C-7a). O sinal em & 7,60, um
dubleto com constante J = 0,8 Hz, quando observado com atengdo no
equipamento, foi verificado que sua multiplicidade poderia ser um dd, porém, foi
detectada somente uma constante. No experimento de HMBC (Figura 4.166), foi
observado as correlagdes do sinal em 6 7,60 (3 119,1) com 6 86,8, 6 102,8 (C-3),
121,0 (C-6) e 6 135,5 (C-7a), a correlagdo com C-3 garante sua posicao em H-4.
Outro sinal em & 7,37 d (J = 8,5 Hz), no experimento de HMBC, mostrou
correlagdes com 6 127,7 (C-3-a) e 6 132,7 (C-5). Com base nas correlagdes

discutidas foram atribuidos os valores de H-6, H-4 e H-7, conforme figura 4.154.

HMBC
87,60,58119,1,C-4

HMBC >§ 135,5 (C-7a)

57,20, 8 121,0, C-6 > §121,0 (C-6)
> §102,8 (C-3)

> 5119,1 (C-4) > 5 86,8

> 5 135,5 (C-7a)

> 5 86,8 HMBC

87,37,5110,9, C-7

>35 132,7 (C-5)
> §127,7 (C-3a)

FIGURA 4.154. Correlacbes apresentadas nos experimentos de HMBC para os
sinais de hidrogénios em 4 7,60 (H-4), 6 7,37 (H-7) e 56 7,20 (H-6).

O hidrogénio em & 4,64 coaleceu com outro em 6 4,67 (Figura 4.162),
no experimento de HSQC (Figura 4.164), foi observado o primeiro sinal ligado ao
carbono em & 86,8 e o segundo apareceu ligado ao carbono em 6 71,5 (estas
atribuicées foram possiveis somente apds observagao no equipamento). No COSY
(Figura 4.165), o sinal em & 4,64 m acoplou com & 2,73 m (6 51,6) e no HMBC
(Figura 4.166) correlacionou com & 121,0 (C-6), 6 119,1 (C-4) e 6 29,0, conforme
figura 4.155.
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cosy
84,64 82,73
HMBC
87,20,8121,0,C-6
> 586,8
HMBC

87,60,8119,1,C4

> 5 86,8

HMBC
54,64, 5 86,8

> §29,0
> 5119,1 (C-4)
> §121,0 (C-6)

FIGURA 4.155. Correlagdes e acoplamento apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para os sinais de hidrogénios em & 7,60 (H-4), 6 7,20 (H-6) e &

4,64.

O sinal em com & 2,73 (6 51,6) mostrou acoplamento no COSY

(Figura 4.165) com 5 2,28 m (5 29,0) e no HMBC, nao apresentou correlagdo. Foi

observado no COSY, o acoplamento do sinal em & 2,28 m com & 5,12 m (5 121,7).

No experimento de HMBC (Figura 4.166), o sinal em & 2,28 (Figura 4.156) mostrou

correlagdes com 6 51,6, 6 121,7, 56 86,8 e 6 132,7. O hidrogénio em & 5,12 mostrou

correlacdes com & 18,1, 6 25,7 e 6 29,0. No COSY, foi observado acoplamento de 6

5,12 com 5 1,64. Este ultimo sinal, via HSQC (Figura 4.164), apareceu ligado ao

carbono da metila em & 25,7, o outro carbono de metila em & 18,1 s apareceu

ligado ao hidrogénio em 6 1,60 s.

HMBC
82,28,529,0

> 5516
» 51217
» 51327
» 586,8

cosy

52,73¢>852,28
52,28 » 85,12
55,12 51,64

HMBC
865,12,8121,7

» 518,1
> 5257
» 529,0

FIGURA 4.156. Correlacbes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para o sinal de hidrogénio em ¢ 5,12 e 5 2,28.
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A Me em & 1,64 (5 25,7) mostrou correlagbes (Figura 4.166) com &
18,0, 6 121,7 € 6 132,7. A Me em 5 1,60 (6 18,1) mostrou correlagbes com 25,7, &

121,7 e 132,7. As atribui¢cdes dos valores de deslocamentos das metilas podem ser
vistas na figura 4.157.

HMBC
51,64,5 25,7, Me

HMBC
51,60, 6 18,1, Me

»> 381327 > 8132,7
» 51217 » 51217
> 5 18,1 » 5257

FIGURA 4.157. Correlagcbes apresentadas nos experimentos de HMBC para os
sinais de hidrogénios em 5 1,64 (Me) e 5 1,60 (Me).

O sinal de um hidrogénio olefinico em & 4,99 (103,6) mostrou
correlagbes no HMBC (Figura 4.166) com & 51,6 e & 71,5. O sinal em & 51,6 ja
havia sido atribuido ao C-3’ e o sinal em 6 71,5 (6 4,67 e 5 4,44) foi atribuido ao C-

5’, conforme mostrado na figura 4.158.

HMBC
54,99, 5 103,6, C-6'

> 551,6
»571,5

FIGURA 4.158. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para o sinal de
hidrogénio em 5 4,99 (H-6’).

As correlagdes discutidas mostraram a presenca de duas prenilas

ligadas entre si, sendo uma oxigenada (sinais de carbonos em 6 71,5 e 6 86,8). O
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sinal em o 71,5 foi atribuido ao C-5" e o sinal em 6 86,8 foi atribuido ao C-2’, esta
ultima atribuicao foi confirmada pelas correlagdes de C-2’com H-4 (6 7,60), H-6 (5
7,20) e H-7° (8 2,28). Na tentativa da determinagdo da estereoquimica da molécula
e da confirmacao da posi¢cdo do substituinte foi feito o experimento de gNOESY
(Figura 4.167 e 4.167a).

O sinal em 6 7,60 (Figura 4.159) ao ser irradiado causou nOe em H-3
(6 6,53) e H-2' (5 4,64), o primeiro confirmou a atribuicdo de 6 7,60 para H-4 e o
segundo apenas confirmou o posicionamento do substituinte no anel inddlico.
Através da irradiagao do hidrogénio em 5 6,53 (H-3), p6de-se observar nOe com &
7,19 (H-2) e 6 7,60 (H-4), que concretizou a atribui¢do de 6 7,60 ao H-4. Outro sinal
irradiado foi 6 7,37 (H-7) que causou nOe em & 7,20, confirmando a atribuicdo deste

sinal a H-6, conforme figura 4.159.

g-NOESY
57,60, H-4:

> 56,53 (H-3)
> 54,64 (H-2)

g-NOESY
5 6,53, H-3:

> 867,19 (H-2) 467
> 87,60 (H-4)

g-NOESY

FIGURA 4.159. Irradiagdes apresentadas no experimento de gNOESY para os
sinais de hidrogénios em 6 7,60 (H-4), 6 7,37 (H-7), 6 6,53 (H-3), 6 2,73 (H-3’).

O sinal em 6 2,73 (H-3’) foi irradiado e causou nOe em 6 5,12 (H-8’), 6
2,28 (H-7°), 6 4,99 (H-6’), 6 7,20 (H-6) e o6 7,60 (H-4), os dois ultimos nOe so
poderiam ser visualizados se a estrutura proposta tivesse o H-3' anti em relacéo ao
H-2’ (Figura 4.160).
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g-NOESY
52,73, H-3

> 52,28 (H-7))
> 54,67 (H-5)
> 54,99 (H-6")
> 55,12 (H-8)
> 57,20 (H-6)
> 87,60 (H-4)

FIGURA 4.160. Irradiacdo apresentada no experimento de gNOESY para o sinal
de hidrogénio em ¢ 2,73 (H-3’).

O H-3’ (Figura 4.160) causou nOe também em & 4,64 (H-2’) ou & 4,67
(H-5’), como estes dois coaleceram, tornou-se dificil distinguir no gNOESY quem
apresentou nOe, mas analisando as possiveis estereoquimicas e baseada no nOe
detectado de H-3' com o H-4 e H-6 , sugeriu-se que o nOe foi de H-5’ (6 4,67). Esta
conclusao restringiu a estereoquimica a apenas duas propostas, conforme mostra a
figura 4.161. Com estes dados n&o foi possivel definir quais das duas propostas
condizem com a estereoquimica verdadeira.

7,37
Proposta a Proposta b

5-[(3’-dimetilalil-4’-metilideno)-2’-tetrahidrofurano-2’-il]-indol (RD-91)

FIGURA 4.161. Propostas para a estereoquimica da substancia RD-91.
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A substancia RD-91 foi identificada com base nos dados espectrais de

1D e 2D e também utilizando modelo na literatura para o anel indol (MAKANGARA

et al., 2004). De acordo com levantamento realizado no Chemical Abstract, a

substancia RD-91 é inédita (independente da estereoquimica). Foi proposta a

denominacéao de 5-[(3’-dimetilalil-4’-metilideno)-2’-tetrahidrofurano-2’-il]-indol.

TABELA 4.11. Dados dos espectros de RMN 'H e C da substancia RD-91
(CDCls, 5, 400 MHZz)

HICIN - RD-91 =
1 8,15 sl -
2 7,19d (J = 3,3 Hz) 124.4
6,53 m 102,8
3a i 127,7
4 7,60d (J = 0,8 Hz) 119,1
5 i 132,7
6 7,20 dd (J = 8,5 e 2,0 Hz). 121,0
7 7,37 d (J = 8,5 Hz) 110,9
7a i 135,5
2 4,64 m 86.6
3 2,73m 516
4 - 152,1
5 467me4,44m 715
6’ 499 m 103,6
7 2,28 m 29.0
8 512'm 1217
¥ - 132,7
10’ 1,60 s 18,1
" 1,64 s 25.7

202



ROSAS (2005)

g4 Intweral ppm
) e
] W 7.6034
i 7.6014
: 3 ,—a./ 7.3802
1 1,475 . #- 2 N 7.3591.
®— T ‘ ] 7.2613
1 — ] 7.2136
] 1.106 e o / 7.2084
i 3.0843
| LAR :: ; A 7.1899
2.201 — - 7.1932
~ : 2 7.1881
i 6.5368
1l Tooo—— o 6.5340
_1.000 = R 6.5315
T =] 6.5288
L 6.5261
- ] 6.5238
i : 4 / 4.9973
7005 % 4.9942
1 Taee—~— E \ S 4.9853
o 3.081 — | = -é 4.9794
1 Sam— 4.9740
] Tﬁﬁc 4.6712
e _ ~3 4.6538
T /) 4.6381
A, = 1.8613 4.6341
i o] \ 4_4687
) [ - 4.4609
- 4.4338
: 4.4281
) =
-~ _.--—
TE— - 2 200
1 é 2.2848
|4 3313 _— 2.2692
- 1.6577
1.6544
A.738 > é 1.6468
1 13.821 — \ 1.6430
. 1.5969
- \_ 1.5746
| 1.2529
] 0.0020
o < 9.0001
i -0.0036

FIGURA 4.162. Espectro de RMN "H da substancia RD-91 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.163. Espectro de RMN '*C da substancia RD-91 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.164. Experimento de HSQC da substancia RD-91 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.165. Experimento de COSY da substancia RD-91 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.166. Experimento de HMBC da substancia RD-91 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.167. Experimento de gNOESY da substancia RD-91 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.167a. Experimento de gNOESY da substancia RD-91 (400 MHz, CDCl3).

209



ROSAS (2005)

4.1.14. Identificagdao da substancia RD-92

A substéncia RD-92 foi isolada do extrato diclorometano da raiz de R.
praetermissa, como um cristal agulha. Ao ser revelado com vanilina &acida
apresentou uma mancha de cor azul escura.

O espectro de RMN 'H (Figura 4.173, Tabela 4.12) apresentou sinais
de ressonancia para seis metilas entre & 1,01-6 1,98, sinais de hidrogénios
olefinicos em & 6,45 d (J= 12,3 Hz), § 5,89 d (J= 12,3 Hz) e 6 5,30 t (J= 1,4 Hz). O
sinal desblindado para uma metila em & 1,98 sugeriu a presenga de um grupo
acetato. O espectro de RMN *C (Tabela 4.12, Figura 4.174) apresentou sinais de
duas lactonas em 6 176,5 e 6 167,5.

Apos andlises dos espectros de RMN 'H e '*C foi verificada a
possibilidade de este ser um limondide (devido o perfil dos sinais apresentados e
também por ter apresentado somente 28 carbonos). Foram procurados entdo os
sinais caracteristicos dos hidrogénios do anel furano, porém foi verificada a
auséncia dos mesmos, o que sugeriu modificagado no anel furano.

No experimento de HSQC (Figura 4.175) foram observados os sinais
de hidrogénios carbindlicos em 6 3,92t (J=7,7 Hz) e 6 4,45t (J = 7,7 Hz) ligados
ao carbono em & 72,4, estes foram atribuidos ao H-21 de um anel furano
modificado. No experimento de COSY (Figura 4.176) foi observado acoplamento
entre eles mesmo. No experimento de HMBC (Figura 4.177) foi observado a
correlagdo do sinal em & 3,92 com & 58,2 (atribuido ao C-17). Os sinais em & 2,23
m e 3 2,51 m apareceram ligados ao carbono em 6 34,1 (C-22). O COSY também
mostrou correlagéo entre os mesmos sinais, ja no HMBC foi verificada a correlagao
com & 176,5 (C-23) para ambos os sinais e para 6 2,51 uma outra correlagdo com §
72,4 (C-21), o valor do deslocamento para o C-23 foi caracteristico de lactona. O
sinal do carbono em & 37,4 foi atribuido a C-20 que segundo o HSQC correspondeu
ao sinal de hidrogénio em & 2,71. Todas as correlagdées e acoplamentos discutidos

podem ser vistas na figura 4.168.
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HMBC HMBC
52,23e52,51,534,1, 53,92e54,45 5724,
C-22 c-21

> 5176,5 (C-23) > 5176,5 (C-23)

> 5724 (C-21) > 558,22 (C-17)

cosy , s j
82,23 (H-22) > 5 2,51 (H-22)
83,92 (H-21) ¢> 5 4,45 (H-21)

FIGURA 4.168. Correlacbes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para os sinais de hidrogénios em $ 2,23 e 6 2,51 (H-22), 6 3,92 e 6
4,45 (H-21).

O valor do deslocamento de H-17 m (6 1,72) sugeriu auséncia de sinal
de lactona para o anel D, este seria anel de cinco com fungao epdéxido ou ligagao
dupla, como é comum em limondides desta familia. Na auséncia de sinal para
epoxido, péde-se entao colocar uma ligagao dupla no anel entre C-14 (5 158,2) e C-
15 (6 119,4), em consequéncia, o sinal do hidrogénio olefinico em & 5,30 foi
atribuido ao H-15, este apresentou correlagédo no HMBC (Figura 4.177) com & 46,4
(C-13). O sinal em C-13 apresentou correlagdes, no HMBC (Figura 4.169, Figura
4.177), com os hidrogénios da Me-18 (5 1,01) e H-15 (5 5,30). No experimento de
COSY (Figura 4.176), o H-17 apresentou acoplamento com H-16 (5 2,05 e 2,21),

conforme visto na figura 4.169.

HMBC
85,30,5 1194, C-15

HMBC
51,01, 5 20,3, Me-18

> § 46,4 (C-13) > § 46,4 (C-13)

cosy
51,72 (H-17) & § 2,05 e 2,21 (H-16)

FIGURA 4.169. Correlacbes e acoplamentos apresentados nos experimentos de
HMBC e COSY para os sinais de hidrogénios em 5 5,30 (H-15), 6 1,72 (H-17) e &
1,01 (Me-18).
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O sinal de hidrogénio em 6 1,17 s (Figura 4.170) correspondeu a Me-
30 (8 27,1), esta apresentou correlagées no HMBC (Figura 4.177) com o carbono
olefinico em & 158,2 (C-14), com os sinais em 6 74,2 (C-7), 6 42,2 (C-8) e 6 40,8 (C-
9). O sinal em & 74,2 sugeriu carbono oxigenado em C-7. O sinal de RMN 'H
(Figura 4.173) para H-7 em & 5,18 tl (J = 2,8 Hz) indicou substituicdo em C-7 por um
grupo retirador de elétrons. Como foi visto uma metila desblindada em & 1,98 s (Me,
d 21,2), foi proposto a presenga de um grupo acila esterificando o oxigénio (8
170,0). Na regiao de 6 1,87 m o HSQC (Figura 4.175) indicou dois sinais de
carbonos para este sinal, um em & 18,0 atribuido ao C-11 e outro em & 27,3,
atribuido ao C-6, estas atribuicbes foram feitas por comparagcdo com dados da
literatura (KISHI et al., 1992). O sinal do hidrogénio em & 2,49 m (6 49,2) foi
atribuido ao C-5, este carbono apresentou correlagcbes no HMBC (Figura 4.177)
com H-7 (5 5,18), com outras trés metilas em 5 1,27 (Me-19), 6 1,36 (Me-29) e 5
1,45 (Me-28), e ainda com H-1 (& 6,45). Todas estas correlagdes podem ser

observadas na figura 4.170.

HMBC HMBC
56,45, 5 155,0, C-1 51,27, 6 16,0, Me-19 HMBC

51,17, 8 27,1 Me-30
> §49,2 (C-5) > 5 49,2 (C-5)

o > §158,2 (C-14)

HMBC > §74,2 (C-7)
51,45, 5 26,2, Me-28 > 542,22 (C-8)

> 5 40,8 (C-9)
> §49,2 (C-5)
HMBC HMBC

51,36, 5 32,0, Me-29 85,18,574,2, C-7

> 549.2 (C-5) > §49,2 (C-5)

FIGURA 4.170. Correlagcbes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 6,45 (H-1), 6 5,18 (H-7), 6 1,45 (Me-28), 6 1,36 (Me-29), 5 1,27
(Me-19) e 6 1,17 (Me-30).

O sinal de ressonancia em & 1,27 s (Me-19, & 16,0) apresentou
correlagdes, via HMBC (Figura 4.177), com & 49,2 (C-5), 56 40,8 (C-9) e 6 44,1 (C-
10), conforme mostrado na figura 4.171. A metila em 6 1,36 s (Me-29, & 32,0)
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mostrou correlagdes no experimento de HMBC com 6 84,8 (C-4), 6 49,2 (C-5) e &
26,2 (Me-28). O sinal em 6 1,45 s (Me-28) mostrou correlagdes, via HMBC (Figura
4.177), com & 84,8 (C-4), 6 49,2 (C-5) e & 32,0 (Me-29). O deslocamento de
carbono em & 84,8 indicou a presenga de oxigénio e como havia a existéncia de um
outro sinal em & 167,5 (C-3), foi proposta a presenga de uma lactona no anel A, o
primeiro carbono foi atribuido ao C-4 e o segundo ao C-3. Os sinais olefinicos em &
6,45 d (J = 12,3 Hz) foram atribuidos ao H-1 (C-1, 8 119,9) e 6 5,90 d (J = 12,3 Hz)
ao H-2 (C-2, & 155,1), os valores destes deslocamentos sao justificados pela
conjugagdo com o éster. Os valores de deslocamentos discutidos e suas

atribuicbes sdo mostrados na figura 4.171.

HMBC o
81,27,8 16,0, Me-19

> §49,2 (C-5)
> §40,8 (C-9)
> §44,1(C-10) HMBC
51,45, 5 26,2, Me-28
HMBC o > 5 84,8 (C-4)
81,36, 8 32,0, Me-29 > 8 49,2 (C-5)
> & 32,0 (Me-29)
> 5 84,8 (C-4)
> §49,2 (C-5)
> 5 26,2 (Me-28)

FIGURA 4.171. Correlagbes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 1,45 (Me-28), 5 1,36 (Me-29) e 6 1,27 (Me-19).

A andlise dos dados de RMN uni e bidimensionais da substancia RD-
92 e comparagdao com a literatura (KISHI et al., 1992), levou a identificagdo do
limondide: acetato de tricocina S13. Pelo levantamento realizado no Chemical
Abstract esta é uma substancia conhecida, mas ndo é comercializada, foi registrada
com o numero 70142-93-7.

A comparacao dos deslocamentos de carbonos encontrados para a

substancia RD-92 e para a literatura (KISHI et al, 1992) é mostrada na figura 4.172.
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(KISHI et. al., 1992)
Acetato de tricocina S13

RD-92

FIGURA 4.172. Comparagdo dos valores de deslocamento de RD-92 com a
literatura para o acetato de tricocina S13.
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TABELA 4.12. Dados dos espectros de RMN 'H e "*C da substancia RD-92 (CDCls,
8, 400 MHz).

H/C RD-92 Literatura®
1H 13C 13C
1 6,45d (J= 12,3 Hz) 155,0 155,1
2 5,89d (J= 12,3 Hz) 119,9 119,9
3 167,5 167,5
4 84,8 84,7
5 249m 49,2 49,2
6 1,87 m 27,3 27,3
7 5,18 tl (J= 2,18 Hz) 74,2 74,2
8 42,2 42,2
9 2,23 m 40,8 40,8
10 441 441
11 1,87 18,0 18,2
12 1,57me 1,74 m 34,0 34,0
13 46,4 46,4
14 158,2 158,1
15 5,30t (J=1,4 Hz) 119,4 119,4
16 2,05me221m 34,8 34,8
17 1,72 m 58,2 58,1
18 1,01s 20,3 20,3
19 1,27 s 16,0 16,0
20 2,71 m 37,4 37,4
21 3,92t(J=7,7Hz)e 4,45t (J=7,7 Hz) 72,4 72,4
22 251me2,23m 34,1 34,1
23 176,5 176,5
28 1,45s 26,2 26,2
29 1,36 s 32,0 32,0
30 1,17 s 271 27,0
7-OAc 1,98 s 21,2e 170,0 21,1e 1701

+ KISHI et al. (1992), Solvente: CDCls (100 MHz).
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FIGURA 4.173. Espectro de RMN de 'H da substancia RD-92 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.174. Espectro de RMN "*C da substancia RD-92 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.175. Experimento de HSQC da substancia RD-92 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.176. Experimento de COSY da substancia RD-92 (400 MHz, CDCls).
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4.1.15. Identificagao da substancia RD-122

A substancia RD-122 foi isolada do extrato diclorometano, em seu
espectro de RMN de 'H (Figura 4.184e 4.184a, Tabela 4.13) apresentou sinais na
regido de aromaticos entre 6 8,04 - & 6,55 e um sinal singleto largo em 6 9,85. O
espectro de carbono *C (Figura 4.185) mostrou sinais de carbono em & 146,3, §
125,6, 5 118,6, 5 116,6, 5 111,7, 8 102,3, 5 102,4 e 5 51,7 (OMe).

O sinal em 6 9,85 sl era de um hidrogénio ligado a um nitrogénio (sinal
largo), outro sinal em 6 7,25 (dd, J = 1,2 e 2,0 Hz), via HSQC (Figura 4.186,
4.186a), apareceu ligado ao carbono em & 125,5 e um sinal em 5 6,55 (i, J = 2,0
Hz), via HSQC, apareceu ligado ao carbono em & 102,4. No experimento de COSY
(Figura 4.187, 4.187a), foi observado o acoplamento do sinal em 6 9,85 com & 7,25.
Este ultimo mostrou acoplamento via COSY com & 6,55. O sinal em & 6,55 (HSQC,
5 102,4, H-3) ndo apresentou correlagdo no HMBC. O sinal em § 7,25 foi atribuido
ao H-2, apresentando correlagbes via HMBC (Figura 4.188, 4.188a) com os
carbonos em 6 102,4, 56 128,0 e 6 136,0. Estas correlagdes, por comparagédo com
os dados da literatura para um anel indol, foram atribuidas aos carbonos de RD-122

conforme mostrado na figura 4.178.

5 4

N

128,0 3|
136,0 ,125,
1
N

RD-122

(MAKANGARA et al., 2004)
* N&o citou equipamento nem solvente

A\
N
|
H

FIGURA 4.178. Valores de deslocamentos da literatura (MAKANGARA et al., 2004)
para o anel inddlico e comparagao com RD-122.

O sinal em 6 7,43 (6 111,7) dubleto (J = 8,5 Hz) apresentou constante
de acoplamento tipica de hidrogénio aromatico “orto” substituido. Este mostrou
correlagao (Figura 4.188 e 4.188a) com o sinal em 6 128,0 (C-4a), sendo atribuido
ao hidrogénio H-7. O sinal em & 7,43 (Figura 4.179) acoplou, via COSY (Figura
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4.187a), com 6 7,50 (dd, J = 8,5 e 1,6 Hz, 56 118,6), este acoplamento permitiu a
atribuicdo de 6 7,50 ao H-6. Foram observadas ainda as seguintes correlagbes
(Figura 4.179, Figura 4.188a) para os sinais em: & 7,43 (H-7) com & 123,0; 5 7,50
(H-6) com & 116,6, 6 156,0 e & 136,0 (H-7a), a correlagdo, com este ultimo sinal,
confirmou a atribuigcdo ao H-6. As multiplicidades dos sinais de H-6 e H-7 indicaram
que C-5 possuia um substituinte. No HSQC (Figura 4.186a), o sinal em 6 7,97 sl
correspondeu ao sinal de carbono em & 116,6, ele foi atribuido ao H-4, conforme
figura 4.179.

H

HMBC

H
57,43,5111,7,C-7 sHI;n?c?s“se C-6
> 5123,0 (C-5) 0 241255 > §116,6 (C-4)
> & 128,0 (C-4a) H »>5 136 0 (C-7a)

7,25 ’

>8156,0

cosy
87,43 (H-7) <> 8 7,50 (H-6)

FIGURA 4.179. Acoplamento e correlacbes apresentadas nos experimentos de
COSY e HMBC para os sinais de hidrogénios em & 7,50 (H-6) e 6 7,43 (H-7).

O H-7 mostrou correlagao (Figura 4.180, Figura 4.188a) com o sinal
em o 123,0, este carbono foi atribuido ao C-5. O sinal em H-4 (8 7,97) mostrou
correlagdes com 3 118,6 (C-6), 6 136,0 (C-7a) e & 156,0, este ultimo ainda nao foi
atribuido. As correlagbes de H-6 e H-4 com & 156,0 sugeriram a presenga de um

substituinte em C-5, conforme visto na figura 4.180.

HMBC
87,97,5116,6, C-4

> §118,6 (C-6)
>35 136,0 (C-7a)
>5 156,0

FIGURA 4.180. Correlagcbes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em ¢ 7,97 (H-4), 56 7,50 (H-6) e 6 7,43 (H-7).
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O espectro de RMN de 'H (Figura 4.184 e 4.184a) mostrou trés sinais
em o 8,04 (s, 6 146,3), 6 6,88 (s, 6 102,3) e 6 3,87 (6 51,8). O sinal em & 3,87
correlacionou com & 165,0, esta correlagdo sugeriu a presenga de um grupo
carbometoxi, figura 4.181. O deslocamento em & 8,04 (s) sugeriu uma ligagcéo dupla

trisubstituida conjugada com o grupo carbometoxi.

HMBC
63,87, 851,8, OMe

» 56 165,0

FIGURA 4.181. Correlagao apresentada no experimento de HMBC para o sinal de
hidrogénio em & 3,87.

O sinal singleto em & 6,88 sugeriu a presenca de mais uma ligagao
dupla trisubstituida. Levando-se em consideragao os cinco carbonos quaternarios
que foram observados no experimento de HMBC (ndo observados no espectro de
carbono) e ainda a experiéncia obtida com o bisindol, suspeitou-se da presenga de
uma unidade prenila ligada ao C-5 do sistema indol, a qual constituia um anel
furano, o que explicaria a desprotecdo para os carbonos em 3 156,0 (C-2’) e &
146,3 (C-5’). Assim sendo, o hidrogénio em & 8,04 (Figura 4.182) foi atribuido ao H-
5 (5 146,3), o mesmo correlacionou, via HMBC (Figura 4.182, Figura 4.188 e
4.188a), com 3 102,3, 121,0 (H-4’) e 5 156,0 (C-2’). O sinal em & 6,88 (s, 6 102,3)
foi atribuido ao H-3’, este correlacionou com & 146,3 (C-5’) e & 156,0 (C-2').

Lembrando-se que tanto H-6 quanto H-4 correlacionaram com & 156,0.

HMBC 804 1463
58,04, 5 146,3, C-5’ 3|_v|87 CHLO
[ >
» 6 102,3 (C-3)) 51,8CH,0_ 17" 4 165,0| 12
> §121,0 (C-4") \ HMBC
HMBC
> -2 _Q’
5156,0 (H-2) 53.87 5518, 0 56,88, 5102,3, C-3
OMe N~ > §146,3 (C-5) ,!,
> §165,0 (C-6") |!| > 5 156,0 (H-2)

FIGURA 4.182. Correlagcbes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em ¢ 8,04 (H-5’), 6 6,88 (H-3’) e 6 3,87 (OMe).
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Com os dados obtidos no RMN uni e bidimensional e a comparagao
com os valores de deslocamentos encontrados na literatura para o anel indol
(MAKANGARA et al., 2004), foi proposta para substancia RD-122 a estrutura
mostrada na figura 4.183, a qual foi chamada de 5-[(4’-carbometoxi)-furano-2’-il]-
indol. De acordo com o levantamento realizado no Chemical Abstract esta
substancia € inédita.

RD-122
5-[(4’-carbometoxi)-furano-2’-il]-indol

FIGURA 4.183. Estrutura proposta para a substancia RD-122.
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TABELA 4.13. Dados dos espectros de RMN 'H e "C da substancia RD-122
(CDCls, 8, 400 MHz)

H/C = RD-122 e
1 9,85 sl -
2 7,25dd (J=1,2¢e 2,0 Hz) 125,5
3 6,55 (tl, J=2,0 Hz) 102,4
4 7,97 (sl) 116,6
4a - 128,0
- 123,0
7,50 (dd, J=8,5e 1,6 Hz) 118,6
7,43 (d, J= 8,5 Hz) 111,7
7a - 136,0
1 - -
2 - 156,0
3 6,88 s 102,3
4 - 121,0
5 8,04 s 146,3
6’ - 165,0

7 3,87s 51,8
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FIGURA 4.184. Espectro de RMN "H da substancia RD-122 (400 MHz, CDCly).
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FIGURA 4.184a Espectro de RMN "H ampliado da substancia RD-122 (400 MHz,
CDCl3).
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FIGURA 4.185. Espectro de RMN "°C da substancia RD-122 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.186. Experimento de HSQC da substancia RD-122 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.186a. Experimento de HSQC ampliado da substancia RD-122 (400 MHz,
CDCl3).
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FIGURA 4.187. Experimento de COSY da substancia RD-122 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.187a. Experimento de COSY ampliado da substancia RD-122 (400 MHz,
CDCls).
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FIGURA 4.188. Experimento de HMBC da substancia RD-122 (400 MHz, CDClj3).
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FIGURA 4.188a. Experimento de HMBC ampliado da substancia RD-122 (400 MHz,
CDCls).
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4.1.16. Identificagdao da substancia RD-350

O Espectro de RMN de 'H (Figura 4.204, Tabela 4.14) revelou sinais
em § 7,39 sl e 5 7,38 sl referentes aos sinais de H-21 e H-23 de um anel furano,
respectivamente. O experimento de HSQC (Figura 4.205) mostrou que o sinal em &
7,39 apareceu ligado ao carbono em 6 142,1 e 6 7,38 em 6 144,1. Pelo experimento
de HMBC (Figura 4.206) foram observadas as correlagdes de 6 7,39 com 6 110,3, &
121,0 e 6 144,1 (C-23); e de 6 7,38 com 6 110,3, 6 121,0 e 6 142,1 (C-21); ainda,
via HMBC, foi observado que ambos os sinais (6 7,39 e 6 7,38) correlacionam com
um carbono (Figura 4.207) em & 110,3, este via HSQC apareceu ligado ao
hidrogénio em 6 6,29 t (J= 1,3 Hz), logo, este sinal em 5 6,29 s6 poderia ser o H-22.
Os sinais de H-21 e H-23 também correlacionaram com outro sinal em & 121,0
(carbono quaternario), que foi atribuido ao C-20. Todas as atribui¢des discutidas

até o momento s&o mostradas na figura 4.189.

HMBC

57,38 (sl, 5 144,1), H-23 HMBC

§7,39 (sl, 5 142,1), H-21

> §110,3 (C-22)
> §121,0 (C-20)
> §142,1 (C-21)

> §110,3 (C-22)
> §121,0 (C-20)
> §144,1 (C-23)

HMBC

56,29 (t, J= 1,3 Hz 5 144,1), H-22 6,29 /\
144,1

> 8 144,1 (C-23)
> 5 121,0 (C-20) 1210 O
> §142,1 (C-21)

FIGURA 4.189. Correlagbes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 7,39 (H-21), 6 7,38 (H-23) e 6 6,29 (H-22).

No experimento de COSY (Figura 4.208), foi verificado que o sinal em
d 7,39 (H-21) acoplou com os sinais em 3 6,29 (H-22) e 5 5,68 s. Este ultimo, via
HSQC (Figura 4.205), apareceu ligado ao carbono em & 78,7 e via HMBC (Figura
4.206 e 4.206a) foi observado as correlagbes de 5 5,68 com 6 110,3 (C-22), 56 121,0
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(C-20), 6 142,1 (C-21), 6 70,7, 6 40,2 € 6 19,1. O sinal em 5 5,68 foi atribuido ao H-

17, conforme mostrado na figura 4.190.

HMBC
§5,68 (s, 5 78,7), H-17

> §110,3 (C-22)
> §121,0 (C-20)
> §142,1 (C-21)
> §70,7 (C-14)
> §40,2 (C-13)
> §19,1 (Me-18)

FIGURA 4.190. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para o sinal de
hidrogénio em 5 5,68 (H-17).

O sinal em 6 19,1 (5 1,06 s) foi atribuido a Me-18 devido a correlagéo
com H-17. Pelo experimento de HMBC (Figura 4.206 e 4.206a), observaram-se as
seguintes correlagdes: o sinal em 6 1,06 com 6 70,7, 6 78,7 (C-17), 6 40,2 (C-13) e
5 32,4 (C-12).

HMBC
61,06 (s, 5 19,1), Me-18

> §70,7 (C-14)
> §78,7 (C-17)
> §40,2 (C-13)
> 5 32,4 (C-12)

FIGURA 4.191. Correlagbes apresentadas no experimento de HMBC para o sinal de
hidrogénio em 61,06 (Me-18).

Ambos os sinais em & 5,68 (H-17) e & 1,06 (Me-18) apresentaram
correlagdo com um carbono em 6 70,7 (q) que s6 poderia ser o C-14, como este era
um carbindlico, foi proposto um epdxido em C-14 e C-15. Isto foi confirmado por um
sinal em 6 4,10 (s, 6 60,6), que foi atribuido ao H-15, e de acordo com o HMBC
(Figura 4.206 e 4.206a) apresentou correlacdo com & 70,7 e & 169,4, este ultimo
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sugeriu a presenga de uma lactona no anel D, que foi atribuida ao C-16, conforme
mostrado na figura 4.192.

HMBC Z 1103 41
54,10 (s, 5 60,6), H-15 0, 0 N
) 3 ’ ’ , ““\ =21 22 O

19,1 12100 &1

> §70,7 (C-14)

142,1
> 5 169,4 (C-16)

FIGURA 4.192. Correlagbes apresentadas no experimento de HMBC para o sinal de
hidrogénio em 5 4,10 (H-15).

O carbono em 6 32,4 foi atribuido ao C-12 e via HSQC (Figura 4.205 e
4.205a) apresentou acoplamento com os hidrogénios em 5 1,91 m e & 1,81 m. No
experimento de HMBC (Figura 4.206 e 4.206a), foi verificada a correlagado de H-12
(Figura 4.193) com & 19,1 (Me-18), 8 40,2 (C-13), 8 47,2, 8 70,7 (C-14) e 5 75,2.

HMBC
51,91 med1,81
m (s, § 32,4), H-12

> §19,1 (Me-18)
> §40,2 (C-13)
> §47,2 (C-9)

> §70,7 (C-14)
> §75,2 (C-11)

FIGURA 4.193. Correlacbes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 1,91 e 6 1,81 (H-12).

O carbono carbindlico em & 75,2, via HSQC (Figura 4.205 e 4.205a),
apareceu ligado ao hidrogénio em 6 4,54 m. Verificou-se no HMBC (Figura 4.206 e
4.206a) a correlacao deste com 42,9 (C-8). No experimento de COSY (Figura 4.208
e 4.208a), observou-se o acoplamento de 6 4,54 (Figura 4.194) com H-12 (6 1,91 e
d 1,81), logo, o sinal em & 4,54 foi atribuido ao C-11. No COSY, observou-se H-11
(6 4,54) acoplando com 6 2,92 (d, J= 4,6 Hz), este sinal via HSQC apareceu ligado
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ao carbono em ¢ 47,2, este foi atribuido ao C-9. No HMBC, o sinal em 6 2,92 (H-9)
apresentou correlagao com 6 104,9, 6 79,4, 6 70,7 (C-14), 6 52,4 (C-10), 6 42,9 (C-
8) e 6 22,9, conforme figura 4.194.

HMBC 181 =\ HMBC =
54,54 sl, 5 75,2, H-11 WL O §292d (J=4,6 Hz), . o
4.54 - o~ ° o~
§ 47,2, H-9 RG
> 542,9 (C-8) i ;

> §104,2 (C-19) *%

o > 38794(C-)

cosy o
> §70,7 (C-14)

§ 4,54 (H-11) <> § 2,92 (H-9) > 8 52,4 (C-10)

cosy > §42,9 (C-8)

§4,54 (H-11) < 5 1,81 e 1,91 (H-12) > §22,9 (Me-30)

FIGURA 4.194. Acoplamentos e correlagbes apresentadas nos experimentos de
COSY e HMBC para os sinais de hidrogénios em 6 4,54 (H-11) e 6 2,92 (H-9).

O sinal em 6 22,9, via HSQC (Figura 4.205 e 4.205a), apareceu ligado
ao hidrogénio em & 1,28, este foi atribuido a Me-30 que, via HMBC (Figura 4.206 e
4.206a), apresentou correlagdo com ¢ 70,7 (C-14), 6 68,4, 6 47,2 (C-9), 6 42,9. As
correlagdes de 6 1,28 com os sinais em 6 47,2 (C-9) e 6 70,7 (C-14) ratificaram que

esta era a Me-30. Estas correlagdes podem ser vistas na figura 4.195.

HMBC =)
51,28 (s, 522,9), 2~
Me-30 IS

> §42,9 (C-8)
> §47,2 (C-9)
> § 68,4 (C-7)

> 5 70,7 (C-14)

FIGURA 4.195. Correlagbes apresentadas no experimento de HMBC para o sinal de
hidrogénio em & 1,28 (Me-30).

O carbono em & 68,4 correlacionou, via HMBC (Figura 4.206 e
4.206a), com & 1,28 (Me-30), e como é de conhecimento, pela rota biossintética,
todo limondide é oxigenado em C-7, logo, o carbono em 6 68,4 foi atribuido ao C-7.
No experimento de HSQC (Figura 4.205 e 4.205a), o C-7 apareceu ligado ao
hidrogénio em 6 3,52 m, este deslocamento sugeriu hidroxila nesta posigcao (Figura
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4.196). No HMBC, nao foi observado correlagao para H-7, porém, via COSY (Figura
4.208 e 4.208a), foram observados acoplamentos com 6 1,81 (m) e 1,54 dt (J = 4,0
e 8,0 Hz) e via HSQC (Figura 4.205 e 4.205a), estes ultimos sinais de hidrogénios
apareceram ligados ao carbono em 6 27,3, que foi atribuido ao C-6. Os hidrogénios
de H-6, via COSY (Figura 4.208 e 4.208a), acoplaram com um sinal em & 2,85 dd (J
= 3,7 e 14,5 Hz, 6 48,6), este ultimo (5 2,85 ) foi atribuido ao H-5. O sinal de H-6 (5
1,81 e 6 1,54), via HMBC (Figura 4.206 e 4.206a), correlacionou com 6 42,9 (C-8), 6
48,6 (C-5), 6 52,4 (C-10) e 6 68,4 (C-7) e o sinal de H-5 correlacionou com & 104,2,
5 79,4, e 52,4 (C-10). Sendo assim, até o0 momento, conseguiu-se fechar o anel B.

As correlagdes e atribuicdes podem ser vista na figura 4.196.

RO,

HMBC =
31,81 med1,54 \o /o
(dt,J=4,0e8,0Hz, : &/ HMBC

827,3), H-6 RO, 52,85 (dd, J=3,7 e

© 542.9(C) 14,5 Hz, 5 48,6), H-5

> 548,6 (C-5) > 5 104,2 (C-19)

> 5 52,4 (C-10) ' > 579,4 (C-1)

> §68,7 (C-7) + 1_5}(}3’52 > §52,4 (C-10)
cosy

51,81 e 1,54 (H-6) <> & 3,52 (H-7)

FIGURA 4.196. Acoplamentos e correlagbes apresentadas nos experimentos de
COSY e HMBC para os sinais de hidrogénios em & 1,81 e 1,54 (H-6) e 6 2,85 (H-5).

Os hidrogénios H-5 e H-9, via HMBC (Figura 4.206 e 4.206a),
apresentaram correlacdo com um carbono em § 79,4, este correspondeu ao sinal
em o 4,02 sl via HSQC (Figura 4.205 e 4.205a), e pelo valor do deslocamento,
sugeriu-se a presenca de uma hidroxila, o sinal do carbono em & 79,4 foi atribuido
ao C-1. O sinal em 6 4,02 sl, via COSY (Figura 4.208 e 4.208a), acoplou com dois
sinais em ¢ 2,81 dd (J= 3,5 Hz e 17,1 Hz) e 6 2,66 dd (J= 1,6 e 15,5 Hz), estes
foram atribuidos ao H-2 que via HSQC apareceu ligado ao carbono em § 36,6. No
experimento de HMBC, os hidrogénios H-1 e H-2 apresentaram correlagcdo com
uma lactona em & 170,6 que foi atribuida ao C-3, conforme mostrado na figura
4.197.
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HMBC HMBC
§ 4,02 (sl, 5 79,4, H-1) =\ 5281(dd, J=3,5e 17,1 Hz) e 5 2,66
Co (dd, J= 1,6 e 15,5 Hz, & 36,6) H-2
> §170,6 (C-3) OR = S _
> §170,6 (C-3) o
Y > §52,4 (C-10) 6,03 . Q
> §79,4 (C-1) H o

52,81 e 2,66 (H-2) <> § 4,02 (H-1)

FIGURA 4.197. Acoplamentos e correlagbes apresentadas nos experimentos de
COSY e HMBC para os sinais de hidrogénios em & 4,02 (H-1), 6 2,81 e 6 2,66 (H-2).

O H-5 e o H-9 também apresentaram correlacdo em comum com o
carbono em & 104,2, este sinal apareceu ligado ao hidrogénio em & 6,03 que foi
atribuido ao H-19, esta atribuigdo explicaria a correlagao de H-19 com a lactona em
8 170,6 (C-3) e com o carbono carbindlico em 79,4 (C-1). O H-19 apresentou ainda
correlagdes com 6 47,2 (C-9), 6 52,4 (C-10) e 6 75,3 (C-11). O unico modo de H-19
ter mostrado correlagdo com C-11, seria no caso do fechamento do anel entre C-19
e C-11. Com base em toda a discussao das correlagbes, chegou-se a estrutura

parcial de RD-350, conforme mostrada na figura 4.198.

> §170,6 (C-3)
> §52,4 (C-10)
> §47,2 (C-9)
> §79,4 (C-1)
> §75,3 (C-11)

FIGURA 4.198. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para o sinal de
hidrogénio em & 6,03 (H-19).

O sinal de hidrogénio em & 1,20 s apareceu ligado ao carbono em &
28,4 e o sinal em & 0,99 s ao carbono em & 22,9, ambos correlacionaram via HMBC
(Figura 4.206 e 4.206a) com & 48,6 (C-5), portanto, eles s6 poderiam ser atribuidos
as Me-29 e Me-28. O sinal em & 0,99 (6 22,9, Me-28) correlacionou com os sinais

em & 28,4 (Me-29) e 6 80,6. O sinal em 6 1,20 s correlacionou com & 22,9 (Me-28) e
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com um sinal em & 80,6, este ultimo foi atribuido ao C-4. Todas as correlagdes

discutidas sao apresentadas na figura 4.199.

- -
oHMBC oHMBC
o : S/ 5099(5229), o : S/ 51,20 (5284),
§ A Me-29 : A Me-28
O,
> 5 28,4 (Me- > 522,9 (Me-
28) 29)
> 548,6 (C-5) > 548,6 (C-5)
HO
> 5 80,6 (C-4) , " > 5 80,6 (C-4)
22,9

FIGURA 4.199. Correlagdes apresentadas no experimento de HMBC para os sinais
de hidrogénios em & 1,20 (Me-28) e 5 0,99 (Me-29).

Com os dados obtidos no RMN uni e bidimensional para RD-350 e a
comparagao desses resultados com os encontrados para RD-11, foi proposta a

substancia mostrada na figura 4.200.

RD-350

28,3
11B, 19a-diidroxi-7-deoxo 7-acetoxi-ichangina
(RD-11)

FIGURA 4.200. Estrutura proposta para a substancia RD-350 e comparagao dos
seus valores de deslocamento de carbono com os de RD-11.

Para confirmacdo da estereoquimica da substancia RD-350 foi
realizado os experimentos de gNOESY (Figura 4.209), mostrados nas figuras 4.201
e 4.202. O hidrogénio em 6 4,54 (H-11), ao ser irradiado, causou nOe em & 2,92 (H-
9), 6 2,66 (H-2), 6 1,81 (H-12) e & 1,06 (Me-18); a estereoquimica da Me-18 pela

biosintese é o, por consequéncia, H-11 e H-9 também estdo em «, conforme
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mostrado na figura 4.201. O H-9, ao ser irradiado, causou nOe em & 1,06 (Me-18),

confirmando estereoquimica em a.

g-NOESY

54,54, H-11: g-NOESY
52,92, H-9:

> §2,92 (H-9)

> § 2,66 (H-2) > 51,06 (Me-18)

> 51,81 (H-12)
> 51,06 (Me-18)

FIGURA 4.201. Irradiacbes apresentadas nos experimentos de gNOESY para os
sinais de hidrogénios em 6 4,54 (H-11) e 6 2,92 (H-9).

Conforme observado no experimento de gNOESY (FIGURA 4.209), o
sinal em & 6,03 (H-19) causou nOe em & 1,28 (Me-30) e 6 1,99 (Me-28). Sabe-se
que pela biosintese dos limondides, a Me-30 estara sempre em posicao [, portanto,
o nOe observado de H-19 com a Me-30 sugeriu que tanto 6 1,28 quanto & 6,03
estavam no mesmo plano, por consequéncia, o anel espiro precisava estar em [3
entre H-10 e H-19. A Me-28 causou nOe em H-19, isto sugeriu que C-4 também

encontrava-se em 3, conforme visto na figura 4.202.

N\ g-NOESY

7 Ny 50,99, Me-28:
21

S~

g-NOESY > 51,20 (Me-29)
56,03, H-19: > 56,03 (H-19)
> 51,28 (Me-30) O gNOESY

> 51,99 (Me-28) 51,20, Me-29:

> §0,99 (Me-28)
> 62,85 (H-5)

FIGURA 4.202. Irradiacbes apresentadas nos experimentos de gNOESY para os
sinais de hidrogénios em & 6,03 (H-19), 5 1,20 (Me-29) e 5 0,99 (Me-28).

Com base nas discussdes de todos os experimentos de gNOESY foi

proposta para a substancia RD-350, a estereoquimica mostrada na figura 4.203, e
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a estereoquimica dos seus centros ndo discutidos foi baseada na biosintese dos
limondides.

Segundo o levantamento realizado no Chemical Abstract, ndo ha
registro da RD-350, logo, esta substancia é inédita, sendo denominada de

11B,19a-6xido-7-deacetoxi-7-hidroxi-ichangina.

11B,19a-6xido-7-deacetoxi-7-hidroxi-
ichangina (RD-350)

FIGURA 4.203. Estereoquimica proposta para a substancia RD-350.
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TABELA 4.14. Dados dos espectros de RMN 'H e ®C da substancia RD-350
(CD,Cly, 8, 400 MHz)

H/C RD-350

H TC
1 4,02 sl 79,4
2 2,81dd (J=3,5e17,1Hz)e 2,66 dd (J= 1,6 € 15,5) 36,6
3 170,6
4 80,6
5 2,85dd (J=3,7 e 14,5 Hz) 48,6
6 1,81 me 1,54 dt (J=4,0 e 8,0 Hz) 27,3
7 3,52 m 68,7
8 42,9
9 2,92d(J=4,6 Hz) 47,2
10 52,4
11 4,54 m 75,3
12 1,9Tme1,81m 32,4
13 40,2
14 70,7
15 4,10 s 60,6
16 169,4
17 5,68 s 78,7
18 1,06 s 19,1
19 6,03 sl 104,2
20 121,0
21 7,39 sl 1421
22 6,29t (J= 110,3
23 7,38 sl 1441
28 0,99 s 22,9
29 1,20 s 28,4
30 1,28 s 22,9
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FIGURA 4.204. Espectro de hidrogénio da substancia RD-350 (400 MHz, CD,Cly).
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FIGURA 4.204a. Espectro de hidrogénio ampliado da substancia RD-350 (400
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FIGURA 4.205. Experimento de HSQC da substancia RD-350 (400 MHz, CD2Cly).
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FIGURA 4.205a. Experimento de HSQC ampliado da substancia RD-350 (400 MHz,
CD.Cly).
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FIGURA 4.206. Experimento de HMBC da substancia RD-350 (400 MHz, CD,Cl,).
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FIGURA 4.206a. Experimento de HMBC ampliado da substancia RD-350 (400 MHz,
CD.Cly).

250



ROSAS (2005)

__—170.616
T—169.391

144128
142145

131844
/ 129.455
121.034
_j//r_110.294
104.208
/ 80.564
_/ 79.430

78.677
75.276
68.411
60.636
54.576
54.305
54.034
53.763
53.492
49.786
48.574
361
148
48.935
48.722
48.510
47 .220
36.632
32.438
30.330
28.371
27.301
22.941

FIGURA 4.207. Espectro de RMN de "*C da substancia RD-350 (400 MHz, CD,Cl).
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FIGURA 4.207a. Espectro de RMN de "*C ampliado da substancia RD-350 (400
MHZ, CD2C|2).
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FIGURA 4.208. Experimento de COSY da substancia RD-350 (400 MHz, CD,Cly).
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FIGURA 4.208a. Experimento de COSY ampliagdo da substancia RD-350 (400
MHz, CD.Cly).
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FIGURA 4.209. Experimento de gNOESY da substancia RD-350 (400 MHz,
CDCly).
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4.2. Resultados Biologicos

As substancias puras e obtidas em quantidade foram submetidas a
dois tipos de ensaios biologicos: os bioquimicos, realizados frente as enzimas
gGAPDH de T. cruzi e APRT de L. tarentolae, e os ensaios in vitro feitos sobre as
formas tripomastigostas de T. cruzi e amastigotas de L. braziliensis. Abaixo sao

discutidos os resultados de cada ensaio.

4.2.1. Resultados Bioquimicos

No decorrer da realizagdo dos ensaios enzimaticos, alguns problemas
foram detectados que dificultavam ou impediam as substancias de serem
ensaiadas:

a) As substancias testadas absorviam na regido de leitura dos ensaios;

b) Nao foram testadas pela falta de solubilidade no tampé&o (precipitavam);

c) Auséncia de uma metodologia alternativa disponivel para ensaiar estas
substancias.

Os resultados obtidos com as substancias testadas frente a enzima
gGAPDH de T. cruzi nao foram relevantes (Tabela 4.15). A substancia RD-79,
figura 4.120, foi a que apresentou melhor resultado, 40,6 % de inibicdo em uma
concentracéo alta de 529,1 yM. Quando esta foi ensaiada frente a enzima APRT,
apresentou problema de absorg¢ao na regiao de leitura, ndo sendo confiaveis seus

resultados.

OMe

X

Me

1-Metil-4-metoxi-2-quinolona
(RD-79)

FIGURA 4.210. Substéncia RD-79 (1-Metil-4-metoxi-2-quinolona).
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Os resultados obtidos com a enzima APRT de L. tarentolae também
nao foram expressivos. A substancia RH-3, figura 4.211, foi a que apresentou o
melhor resultado 60,8% (136,6 uM). Quando esta foi ensaiada frente a gGAPDH

nao apresentou inibicdo enzimatica.

A\
N
|
H

RH-3

FIGURA 4.211. Substancia RH-3 (5',6’-[5-metil-5(7-indol-5"-il-eteno-6,7-diil)-3(1-metil
prop-2-en-2-il)]-ciclopentano-5’,6’-diil-indol).

Um fato importante observado é a relevancia do grau de pureza para
0s ensaios biolégicos. A pureza da amostra € importante tanto para se obter
resultados confiaveis quanto para a reprodutibilidade dos resultados. Um exemplo
foi a amostra RH-3, a primeira vez que ela foi submetida ao ensaio na APRT ela
apresentou 41,8 % de inibicao na concentracdo de 136,6 uM, este resultado foi da
amostra mais o pigmento. Quando o pigmento foi retirado a amostra passou a
apresentar um aumento de 11% na sua atividade, aparentemente pode nao ser tao
importante, mas dependendo da impureza contida na amostra, esta pode mascarar
um resultado tanto positivo quanto negativo, observou-se isso com outras amostras

que foram submetidas ao ensaio com quantidades pequenas de impurezas.
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TABELA 4.15. Resultados dos ensaios realizados

frente as enzimas gGAPDH e

APRT.
Percentagem de inibigcao APRT gGAPDH
Substancia
APRT GAPDH ICs0 ICs0
1,0 %
RH-1 0,0 % - -
225,2 uM
10,5 % 13,1 %
RH-2 - -
100,0 pg/mL 100,0 pug/mL
60,8 %
RH-3 0% - -
136,6 uM
RH-4 i ; 208,0 uM * 144,0 uM
RH-5 - - - -
RH-6 - - - -
11,0 %
RD-11 0,0%
88,6 uM
RD-22ab - - - -
RD-42 - - 262,0 yM* 198,0 yM*
RD-70 - - 151,0 yM** 205,0 uMm*
- 40,6 % - -
RD-79
529,1 uM
RD-91 - - - -
RD-92 - - - -
RD-122 - - - -
RD-350 - - - -

*(ROCHA, 2004), **(ALMEIDA, 2003).

4.2.2. Resultados Leishmanicida e Tripanocida

Os ensaios leishmanicida e tripanocida também apresentaram

problemas para sua realizacao:

a) A demora na realizagdo do ensaio tripanocida tornou-se um problema

devido a grande fila de espera.
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b) O ensaio leishmanicida passou por mudangas no protocolo prejudicando
assim o andamento do ensaio, além de problemas com contaminag¢ao devido a falta
de energia (apagéao todos os dias por algumas horas durante varios meses).

Os resultados do ensaio tripanocida ndo foram expressivos como
pode ser observado na tabela 4.16. Das substancias testadas somente RD-70,
figura 4.212, apresentou lise parasitaria de 60,9 % em concentragao de 500 pug/mL
(ROCHA, 2004).

OMe

G

OMe

y-fagarina
(RD-70)

FIGURA 4.212. Substancia RD-70 (y-fagarina).

No ensaio leishmanicida (Tabela 4.16) somente a substancia RH-1,
figura 4.213, apresentou resultado significante, 100% de lise em uma concentragao
de 160 pg/mL (DLsy 44 pM). A susténcia RH-5, figura 4.213, também foi testada,

porém nao apresentou resultado expressivo (11% em concentragao de 320 pg/mL).

(@]
I

H

3-Oxo-cadinol T-Cadinol
(RH-5) (RH-1)

FIGURA 4.213. Substancias RH-1 (T-cadinol) e RH-5 (3-oxo-cadinol).
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TABELA 4.16. Resultados dos ensaios in vitro frente as formas tripomastigotas de
T. cruzi e amastigotas de L. braziliensis.

Percentagem de lise parasitaria L
Subst. braziliensis. DL
T. cruzi L. braziliensis %0
6,2 % (100 ug/mL )
RH-1 21,7 % (250 pg/mL) 100 % (160 pg/mL) 44,0 yM
31,8 % (500 pg/mL)
RH-2 - - -
RH-3 - 9,6 % (320 ug/mL) -

17,8% (100 pg/mL )*

RH-4 21,5 % (250 pg/mL)* - -
29,4 % (500 pg/mL)*

RH-5 - 11,0 % (320 pg/mL) -

RH-6 - - -
10,8% (100 pg/mL )

RD-11 34,8 % (250 pg/mL) 10,0 % (320 pg/mL) -
44,1 % (500 pg/mL)

RD-

22ab
11,6 % (100 pg/mL )

RD-42 22,5 % (250 ug/mL) - -
59,7 % (500 pg/mL)
21,4 % (100 pg/mL )*

RD-70 33,1 % (250 pg/mL) * - -
60,9 % (500 pg/mL) *
17,0 % (100 pug/mL )

RD-79 31,8 % (250 pg/mL)
38,0 % (500 pg/mL)

RD-91 - - -

15,0% (160 pg/mL)
42,5 %(320 pg/mL) ]

RD-92 - - -
RD-122 - - -
RD-350 - - -

*(ROCHA, 2004).
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5. BIOGENESE E DISCUSSAO QUIMIOSSISTEMATICA

Neste capitulo sdo propostas as biogéneses das substancias novas e
uma pequena discussao sobre a quimiotaxonomia do género Raputia baseada nas

substancias encontradas em R. praetermissa.

5.1. ALCALOIDES INDOLICOS

A ordem Sapindales, consoante a nova classificacdo de STEVENS
(2003), ¢é constituida pelas familias Anacardiaceae, Bierbersteiniaceae,
Burseraceae, Kirkiaceae, Meliaceae, Nitrariaceae Rutaceae, Simaroubaceae,
Sapindaceae. Os alcaldides ndo tém sido relatados nesta ordem exceto nas
familias Rutaceae, Meliaceae e Simaroubaceae.

Na familia Rutaceae séo encontradas uma diversidade de alcalbides
classificados em cinco diferentes tipos:

a) Alcaldides derivados do acido antranilico (Figura 1.1, Capitulo 1);

b) Alcalbides derivados do triptofano (Figura 1.2, Capitulo 1);

c) Alcaldides derivados da fenilalanina e/ou tirosina;

d) Alcaldides derivados de outros aminoacidos;

e) Miscelania de aminas e amidas.

Os alcaldides derivados do acido antranilico s&o considerados
marcadores quimiotaxindmicos das Rutaceae, principalmente os furanoquinolinicos
que sdo de ocorréncia comum em varios géneros.

O género Raputia foi recentemente reorganizado e hoje sao
conhecidas 11 espécies (PIRANI, 2005), destas somente a Raputia praetermissa
(raiz) foi estudada do ponto de vista fitoquimico. Foram encontrados basicamente
sesquiterpenos, limondides com esqueletos A e D modificados e alcaldides,
conforme visto na figura 4.1 e 4.1a do capitulo 4. Os alcaldides encontrados em
Raputia foram os derivados do acido antranilico (alcaléides furanoquinolinicos e 2-
quinolonas) e os alcalbides inddlicos (Figura 4.1 e 4.1a do capitulo 4).

Os alcaldides inddlicos, de acordo com a biosintese encontrada na
literatura (DEWICK, 2001; WATERMAN, 1983), sdo derivados do triptofano.
Entretanto, este trabalho propde que os alcaldides inddlicos isolados da Raputia

praetermissa pertengam a uma nova classe de inddlicos, cuja biogénese proposta
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(Esquema 5.1) sugere que a produgao destes por esta espécie siga até a formagéao
do sistema indol, ndo havendo a incorporagao da L-serina formando o L-triptofano,
como ocorre na biosintese de DEWICK (2001) e WATERMAN (1983). Seguindo
esse caminho biogenético proposto a planta economizaria energia, pois nao
formaria o triptofano para depois entdo degrada-lo até chegar as substancias
referidas.

O anel inddlico é formado em uma sequéncia de reacbes complexas,
das quais o mecanismo ainda ndao se conhece em detalhes, mas €& do
conhecimento geral que ele se forma pela incorporacdo de dois carbonos de
fosforribosil pirofosfato. A perda dos carbonos ribosil acontece através da reagao
alddlica inversa, formando-se o sistema indol (Esquema 5.1). A biogénese dos

alcaldides inddlicos inéditos sdo mostradas nos esquemas 5.2, 5.3 e 5.4.

Acido
Antranilico

cooH COOH CO,H :
HO,,
> OoP
SN, — "
o _—
NH, NH N — OH
CH,OP
CHOP HO OH M |
HO OH - (o] H Tautomerismo
o Acido H imina-enamina

PPO Antranilico
Fosforibosil

Tautomerismo oP
ceto-endlico
D — OH

OH N

Reagéo alddlica
inversa

ESQUEMA 5.1. Biogénese modificada do anel inddlico (DEWICK, 2001).
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A proposta de biogénese para a substédncia RH-3 (esquema 5.2)
sugeriu prenilagdo de dois anéis inddlicos, seguido de adigdo nucleofilica de um

dos anéis inddlicos, formando o bisindol.

Eliminacao
1,4 H,O (dieno)

ESQUEMA 5.2. Proposta de biogénese para o alcaléide inddlico RH-3.

A biogénese do alcaloide inddlico RD-91 € mostrada no esquema 5.3.
A proposta sugeriu prenilagdo de um anel inddlico, seguida de oxidagdo e
eliminagao, ocorrendo uma nova prenilagédo, seguida de oxidagcéo e fechamento de

um anel dihidrofurano, formando o RD-91.
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ESQUEMA 5.3. Proposta de biogénese para o alcaldide inddlico RD-91.

A proposta de biogénese para o alcaléide inddlico RD-122 é mostrada
no esquema 5.4. A proposta para a formacdo de RD-122 comegou com a
prenilacdo do anel seguida de oxidagdo, fechamento do anel dihidrofurano e
formagao do anel furano, seguida de oxidagdes e O-metilagéo.

Segundo levantamento realizado no Chemical Abstract apenas dois
géneros em Rutaceae ocorrem este tipo de alcal6ide inddlico prenilado, Merrilia e
Esenbeckia. O género Esenbeckia pertence a subfamilia Rutoideae, tribo
Cuspariae, o género Raputia também pertence a esta tribo (sensu ENGLER, 1931).
O Esenbeckia tem como principal constituintes alcaléides furanoquinolinicos, 2-
quinolonas, limondides, furano cumarinas e alcaldides inddlicos prenilados
(JANUARIO, 1995; DELLE MONACHE, 1990). O género Merrilia sensu ENGLER
(1931) pertence a subfamilia Aurantioideae ou Citroiedeae sensu CHASE (1999).

Os alcaldides inddlicos prenilados isolados tanto do género Merrilia
quanto de Esenbeckia séo alcaldides do ponto de vista biogenéticos bem menos
elaborados que os de Raputia, conforme figuras 5.1 e 5.2. Os alcalbides isolados

de Raputia confirmam o correto posicionamento deste género na tribo Cuspariae.
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ESQUEMA 5.4. Proposta de biogénese para o alcaloide inddlico RD-122.

|
|
A\

FIGURA 5.1. Alcal6ide indolico prenilado isolado do género Merrilia (KONG,
1987).
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FIGURA 5.2. Alcaldides indolicos prenilados isolados do género Esenbeckia
(JANUARIO, 1995; DELLE MONACHE, 1990).
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5.2. LIMONOIDES

Os esqueletos dos limondides encontrados em Raputia possuem anel
A e D modificados, o que € comum nas Rutaceae, porém, o esqueleto basico
desses limondides so foi encontrado no género Citrus, sendo a ichangina o unico
representante (Figura 4.104, Capitulo 4). Neste estudo foram encontrados mais
duas estruturas com este tipo de esqueleto, a RD-11 e a RD-350 (Figuras 4.104 e
4.203, Capitulo 4). A biogénese proposta para estas estruturas é encontrada nos
esquemas 5.5a e 5.5b.

No género Raputia também foram encontrados alcaldides inddlicos
prenilados. Este tipo de esqueleto inddlico também foi encontrado em Merrilia
(Figura 5.1). Os alcaldides inddlicos prenilados e os limondides modificados
encontrados em Raputia possuem 0s mesmos esqueletos basicos dos encontrados
em Merrilia e Citrus. A comparagcao dos metabdlitos de Raputia com o alcaldide
inddlico de Merrilia e o limondide de Citrus, conferem a afinidade de Raputia
(subfamilia Rutoideae) a subfamilia Aurantioideae (Merrilia e Citrus).

A diversidade de metabdlitos encontrados em Raputia, tais como
sesquiterpenos do tipo cadinano, alcaldides derivados do acido antranilico e
limondides com esqueletos A e D modificados, reforca o posicionamento de

Raputia na tribo Cuspariae.
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ESQUEMA 5.5a. Proposta de biogénese para os limondides RD-11 e RD 350 (parte
).
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ESQUEMA 5.5b. Proposta de biogénese para os limondides RD-11 e RD 350 (parte
).
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6. CONCLUSOES

v" O estudo fitoquimico da raiz da Raputia praetemissa (Rutaceae)
resultou no isolamento e identificacdo dos sesquiterpenos do tipo cadinano (T-
cadinol e 3-oxo-cadinol), esterdides (estigmasterol, sitosterol e campesterol),
derivado do acido cinamico (3-[2’,6’-dimetoxi-6”,6"-dimetilpirano (27,3":3’,4°) fenil]
propionato de metila), triterpeno do tipo tirucalano (acido 3-oxotirucala-7,24-dien-
21-6ico), alcaldides furanoquinolinicos (dictamina e y-fagarina), alcaldide 2-
quinolona (1-metil-4-metoxi-2-quinolona), alcaldides indodlicos (5’,6’-[5-metil-5(7-
indol-5"-il-eteno-6,7-diil)-3(1-metilprop-2-en-2-il)]-ciclopentano-5’,6’-diil-indol, 6-
formilindol, 5-[(4’-carbometoxi)-furano-2’-il]-indol e 5-[(3’-dimetilalil-4’-metilideno)-2’-
tetraidrofurano-2'-ill-indol) e limondides (11p,19a-0xido-7-deacetoxi-7-hidroxi-
ichangina, 11pB,19a-dihidroxi-7-deoxo-7-acetoxi-ichangina e acetato de tricocina
S13) com esqueletos A e D modificados (Figuras 4.1 e 4.1a, Capitulo 4).

v' Das substancias acima citadas cinco sdo inéditas, sendo trés
alcaléides inddlicos prenilados (5’,6’-[5-metil-5(7-indol-5"-il-eteno-6,7-diil)-3(1-
metilprop-2-en-2-il)]-ciclopentano-5’,6’-diil-indol, 5-[(4’-carbometoxi)-furano-2’-
il]-indol e 5-[(3’-dimetilalil-4’-metilideno)-2’-tetraidrofurano-2’-il]-indol) e dois
limondides (11B,19a-6xido-7-deacetoxi-7-hidroxi-ichangina e 118,19a-dihidroxi-
7-deoxo-7-acetoxi-ichangina) (Figuras 4.1 e 4.1a., Capitulo 4).

v' As classes das substancias encontradas, atingiram a expectativa do
esperado para Rutaceae. Embora, os alcalbides inddlicos prenilados tenham sido
isolados dos géneros Merrilia e Esenbeckia, eles ndo sdo comuns na familia
Rutaceae. Os géneros Esenbeckia e Raputia pertencem a tribo Cuspariae
(subfamilia Rutoideae); o isolamento dos alcaldides inddlicos prenilados em ambos
0s géneros, assim como, alcaléides furanoquinolinicos e limondides de Rapultia,
reforgam o correto posicionamento do género Raputia na tribo Cuspariae.

v" Para o estudo quimiossistematico, os alcaldides inddlicos
prenilados encontrados em Raputia tém grande relevancia, pois podem ser usados
como marcadores quimiotaxondmicos, além disso, sob o0 ponto de vista
biogenético, estes alcaldides s&do mais elaborados que os encontrados em Merrilia

e Esenbeckia. Foi proposta, inclusive, uma modificagdo na biogénese dos
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alcaldides inddlicos prenilados de Raputia, nesta ndo ha a formagao do triptofano
(Esquema 5.1, Capitulo 5).

v" Os resultados fitoquimicos, também, confirmam a correta
separagao entre os géneros Raputia e Neoraputia, uma vez que nao foram
encontrados flavondides polimetoxilados em R. praetermissa comuns no género
Neoraputia.

v" As substancias avaliadas quanto a atividade leishmanicida nao
resultaram em atividade promissora (< 70%), exceto o sesquiterpeno T-cadinol
(Figura 4.213, Capitulo 4), que apresentou uma DLsy de 44,0 uM.

v Das substancias avaliadas quanto a atividade tripanocida in vitro, a
que apresentou melhor resultado, foi o alcalbéide y-fagarina (Figura 4.212, Capitulo
4), lise parasitaria de 60,9 % em 500 pg/mL, as demais substancias testadas
mostraram resultados irrelevantes (< 70%).

v" Dos resultados obtidos com o modelo experimental de inibigdo
enzimatica para a APRT de L. tarentolae, a substancia 5,6’-[5-metil-5(7-indol-57-il-
eteno-6,7-diil)-3(1-metilprop-2-en-2-il)]-ciclopentano-5’,6’-diil-indol  (Figura 4.211,
Capitulo 4) foi a que apresentou melhor resultado, 60,8 % em uma concentracao de
136,6 uM. As outras substancias ndao mostraram resultados expressivos (< 70%).

v Das substancias ensaiadas quanto a atividade inibidora da enzima
gGAPDH de T. cruzi, a que apresentou melhor resultado, foi a substancia 1-metil-4-
metoxi-2-quinolona (Figura 4.210, Capitulo 4), mostrando atividade inibitéria de
40,6 % em uma concentracao de 529,1 uM, as demais substancias testadas néo
apresentaram resultados significantes (< 70%).

v" O estudo fitoquimico de R. praetermissa nado forneceu novos
farmacos antichagasicos e antileishmanioses, mas permitiu a descoberta de um
novo esqueleto de alcaldide inddlico prenilado, o qual, indubitavelmente, contribuira
bastante ao estudo quimiosistematico do género Raputia. Ademais, os resultados
obtidos nos ensaios bioquimicos e biolégicos (in vitro), mesmo n&o sendo
expressivos, representam importantes dados, pois as substancias, que
apresentaram alguma atividade, podem ser modificadas estruturalmente com
escopo de aumentar a atividade, e assim, obter-se o farmaco desejado. Os
resultados dos ensaios, também, mostraram que as Rutaceae podem ser fontes de

potenciais farmacos.
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