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SIMBOLOS E ABREVIATURAS

A - Comprimento de onda

@ — Diametro e h — Altura

AChE — Acetilcolinesterase

RMN C — Ressonancia magnética nuclear de carbono 13
RMN H — Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
J — Constante de acoplamento

0 — Deslocamento quimico

t — Tripleto

sl — Singleto largo
s — Singleto

dd — Duplo dubleto
d - Dubleto

m — Multipleto

gNOESY — Nuclear Overhauser effect spectroscopy

HMBC — Heteronuclear multiple quantum correlation

HSQC — Heteronuclear single quantum coherence

COSY - Correlated spectroscopy

Acetona-d6 — Acetona deuterada

CDCl; — Triclorometano deuterado

MeOD-d4 — Metanol deuterado

DMSO-d6 — Dimetilsulféxido deuterado

C18 - octadecil silano

CCD - Cromatografia em camada delgada

CG-EM - Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CHN — Andlise elementar de C,H,N

TR — Tempo de retengéo

ESI — Electrospray ionization

EtOH — Etanol

DCM — Diclorometano

ACN — Acetonitrila

EDA - Etilenodiamina

TEA — Trietilamina

MeOH — Metanol

Fen — 1,10"-Fenantrolina em alguns casos pode ser representado por X
Bipy — 2’,2’-bipiridina em alguns casos pode ser representado por X
FLAV — Flavonéide

HESP — Hesperidina (3',5,7-Trihidroxi-4-metoxiflavanona 7-ramnoglucosideo)
HPT — Hesperitina 3',5,7-Trihidroxi-4-metoxiflavanona

NAR — Naringina (4',5,7-Trihidroxiflavanona 7-ramnoglucosideo)
NNINA — Naringenina (4',5,7-Trihidroxiflavanona)

AcCu — Acetato de Cobre

L — Ligantes obtidos a partir de lausona via reacdo de Mannich

Sso— Sobrevivéncia mediana das operarias de Atta sexdens rubropilosa
DC - Dicroismo circular

AP.I — Apéndice |

AP. Il — Apéndice Il



Lista de Figuras

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1.1. Esquema do mecanismo de hidrolise da enzima AChE. 7

FIGURA 3.1. Cromatograma de CLAE da fracdo FAA2.2. 26
FIGURA 3.2. Cromatograma de CLAE da fracdo FAA2.4. 26
FIGURA 3.3. Cromatograma Gasoso da fracdo FAA4.3.3. 28
FIGURA 3.4. Cromatograma de CLAE da fracdo FAA8.3. 30
FIGURA 3.5. Cromatograma de CLAE da fracdo FAAS8.5. 31
FIGURA 3.6. Cromatograma de CLAE da fracdo FAA9.5. 33
FIGURA 3.7. Cromatograma de CLAE da fracdo FAM3.3.2. 36
FIGURA 3.8. Cromatograma de CLAE da fragdo FAM3.5.2. 36
FIGURA 3.9. Cromatograma de CLAE da fracdo FAM4.4.2. 38
FIGURA 3.10. Cromatograma gasoso da fracdo GAD4.2.3. 41
FIGURA 3.11. Cromatograma gasoso da fracdo GAD4.4.2. 42
FIGURA 3.12. Cromatograma gasoso de GAD4.5.3. 43
FIGURA 3.13. Cromatograma gasoso de GAD442A. 44
FIGURA 3.14. Cromatograma gasoso de GAD442B. 44
FIGURA 3.15. Cromatograma gasoso de GAD4.6 metilado( A) e sua ampliacéo (B). 45
FIGURA 3.16. Cromatograma de CLAE da fragdo GAA3.3.2. 49
FIGURA 3.17. Cromatograma de CLAE sobrepostos da fracdo GAA4.2.3. 50
FIGURA 3.18. Cromatogramas utilizando véarias misturas de solventes da fracdo GAA4.2.3. 51
FIGURA 3.19. Cromatograma HPLC preparativo da substancia GAA3.4.3. 51
FIGURA 3.20. Cromatograma de CLAE da fragdo GAA5.3.2A. 53
FIGURA 3.21. Cromatograma de CLAE da fracdo GAA5.4.3. 54
FIGURA 3.22. Rota sintética para reacdo de Mannich. 56
FIGURA 3.23. Substancias sintetizadas a partir de benzaldeidos e aminas primarias. 58
FIGURA 3.24. Catélise da acetiltiocolina e reacéo de Eliman. 61

FIGURA 3.25. O percentual de inibicdo foi obtido comparando-se a atividade da enzima na 63
presenca do inibidor (V;) com a atividade inicial da enzima (V,), de acordo com a equacgéao: (%
de inibicdo = 1 — [V; — V(] x 100).

FIGURA 4.1. Espectro de RMN de ‘H da substancia FA1 (MeOD-d4, 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.2. Espectro de RMN de ‘H da substancia FA2 (MeOD-d4, 200 MHz). AP.I
FIGURA 4.3. Espectro de RMN de ‘H da substancia FA3 (MeOD-d4, 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.4. Mapa de correlagBes H-H COSY da substancia FA3 (MeOD-d4, 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.5. Mapa de contorno HSQC da substancia FA3 (MeOD-d4, 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.6. Mapa de contorno HMBC da substancia FA3 (MeOD-d4, 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.7. Espectro de RMN de 'H da substancia FA4 (MeOD-d4, 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.8. Espectro de RMN de *°C da substancia FA4 (MeOD-d4, 400 MHz). AP.|
FIGURA 4.9. Espectro de RMN de ‘H das substancias FA5 e FA6 (Acetona d-6, 200 MHz). 82
FIGURA 4.10. Ampliacdo do espectro de RMN de *H das substancias FA5 e FA6 (Acetona d- 82
6, 200 MHz).

FIGURA 4.11. Espectro de massas de FA5, banda cromatografica 1. 83
FIGURA 4.12. Espectro de massas de FAB6, banda cromatografica 2. 84
FIGURA 4.13. Proposta de formacgé&o do ion de m/z 179. 84
FIGURA 4.14. Proposta de formacéo para os ions m/z 267 e 281. 85
FIGURA 4.15. Espectro de RMN de ‘H da substancia FA7 (MeOD-d4, 400MHz). AP.I
FIGURA 4.16. Espectro de RMN de *°C da substancia FA7 (MeOD-d4, 100 MHz). AP.|
FIGURA 4.17. Espectro de RMN de ‘H da substancia FA8 (DMSO-d6, 200 MHz). AP.I
FIGURA 4.18. Espectro de RMN de ‘H da substancia FA9 (MeOD-d4, 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.19. Mapa de contorno H-H COSY da substancia FA9 (MeOD-d4, 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.20. Mapa de contorno HSQC da substancia FA9 (MeOD-d4, 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.21. Ampliagéo do espectro de RMN *H da substancia FA10 (MeOD-d4, 400 MHz). 90
FIGURA 4.22. Mapa de contorno H-H COSY da substancia FA10 (MeOD-d4, 400 MHz). 91
FIGURA 4.23. Mapa de contorno HSQC da substancia FA10 (MeOD-d4, 400 MHz). 92
FIGURA 4.24. Mapa de contorno HMBC da substancia FA10 (MeOD-d4, 400 MHz). 92
FIGURA 4.25. Espectro de massas de alta resolu¢éo da substancia FA10 (modo negativo). 95
FIGURA 4.26. Espectro de RMN de *H (com ampliacdo) da substancia FA11 (MeOD-d4; 400 97
MHz).

FIGURA 4.27. Mapa de contorno H-H COSY da substéncia FA11l (MeOD-d4; 400 MHz). 98
FIGURA 4.28. Mapa de contorno HSQC (divididos em duas partes) da substancia FA11l 99

(MeOD-d4; 400 MHz).



Lista de Figuras

FIGURA 4.29.

Mapa de contorno HMBC (divididos em duas partes) da substancia FA11

(MeOD-d4; 400 MHz).

FIGURA 4.30.
FIGURA 4.31.
FIGURA 4.32.
FIGURA 4.33.
FIGURA 4.34.
FIGURA 4.35.
FIGURA 4.36.
FIGURA 4.37.

400 MHz).

FIGURA 4.38.
FIGURA 4.39.
FIGURA 4.40.
FIGURA 4.41.
FIGURA 4.42.
FIGURA 4.43. Mapa de contorno HMBC (ampliacdo) da substancia FA14 (MeOD-d4; 400

MHZz).

FIGURA 4.44.
FIGURA 4.45.
FIGURA 4.46.
FIGURA 4.47.
FIGURA 4.48.
FIGURA 4.49.
FIGURA 4.50.

Espectro de massas de alta resolugéo para a substancia FA11l (modo positivo).

Espectro de RMN de *H da substancia FA12 (MeOD-d4; 400 MHz).
Mapa de contorno H-H COSY da substancia FA12 (MeOD-d4; 400 MHz).
Mapa de contorno HSQC da substancia FA12 (MeOD-d4; 400 MHz).
Mapa de contorno HMBC da substancia FA12 (MeOD-d4; 400 MHz).
Espectro de RMN de ‘H da substancia FA13 (DMSO-d6, 400 MHz).
Espectro de RMN de *°C da substancia FA13 (DMSO-d6, 100 MHz).

Mapa de contorno H-H COSY (com ampliacédo) da substancia FA13 (DMSO-d6,

Mapa de contorno HSQC da substéancia FA13 (DMSO-d6, 400 MHz).
Mapa de contorno HMBC da substancia FA13 (DMSO-d6, 400 MHz).
Espectro de RMN de 'H da substancia FA14 (MeOD-d4; 400 MHz).
Mapa de contorno H-H COSY da substancia FA14 (MeOD-d4; 400 MHz).
Mapa de contorno HSQC da substancia FA14 (MeOD-d4; 400 MHz).

Espectro de RMN de 1!—| da substéncia FA15 (MeOD-d4; 400 MHz).
Espectro de RMN de *°C da substancia FA15 (MeOD-d4; 100 MHz).
Mapa de contorno H-H COSY da substancia FA15 (MeOD-d4; 400 MHz).
Mapa de contorno HSQC da substancia FA15 (MeOD-d4; 400 MHz).
Mapa de contorno HMBC da substancia FA15 (MeOD-d4; 400 MHz).
Espectro de RMN de 'H da substancia FA16 (MeOD-d4, 400 MHz).

Mapa de contorno H-H COSY (ampliado em duas partes) da substancia FA16

(MeOD-d4; 400 MHz).

FIGURA 4.51.

Mapa de contorno HSQC da substancia FA16 (MeOD-d4; 400 MHz).

FIGURA 4.5. Mapa de contorno HMBC da substancia FA16 (MeOD-d4; 400 MHz).

FIGURA 4.53.
FIGURA 4.54.
FIGURA 4.55.
FIGURA 4.56.
FIGURA 4.57.
FIGURA 4.58.
FIGURA 4.59.

Espectro de RMN de 'H da substancia FA17 (MeOD-d4, 400 MHz).
Mapa de contorno H-H COSY da substancia FA17 (MeOD-d4, 400 MHz).
Espectro de RMN de ‘H da substancia GA1 (CDCls; 200 MHz).

Espectro de Massas da substancia GAL.

Espectro de RMN de ‘H das substancias GA2 e GA3 (CDCl3 200 MHz).
Espectro de RMN de *°C das substancias GA2 e GA3 (CDClz, 100 MHz).

Espectro de Massas da banda cromatografica com tempo de retencdo 41,001

(massa 438 D) da substancia GA2.

FIGURA 4.60. Espectro de Massas da banda cromatogréafica com tempo de retencdo 43,270

(massa 424 D) da substancia GA3.

FIGURA 4.61.
FIGURA 4.62.
FIGURA 4.63.
FIGURA 4.64.
FIGURA 4.65.
FIGURA 4.66.
FIGURA 4.67.
FIGURA 4.68.
FIGURA 4.69.

MHz).

FIGURA 4.70.
FIGURA 4.71.

MHz).

FIGURA 4.72.

Proposta do pico m/z 300.

Espectro de RMN de ‘H das substancias GA4 e GA5 (CDCl,;. 200 MHZz).
Espectro de Massas da substancia GA4.

Espectro de Massas da substancia GAS.

Espectro de RMN de *H das substancias GA6 e GA7 (CDCls, 200 MHz).
Espectro de Massas da substancia GAG.

Espectro de Massas da substancia da substancia GA7.

Proposta de fragmentacdo da substancia GA7.

Espectro de RMN de *H das substancias presentes em GA8 (Acetona-dg, 200

Espectro de Massas das substancias presentes em GA8
Ampliagéo do espectro de RMN de *H da substancia GA9 (Acetona-d6; 400

Ampliacéo do espectro de RMN de "H na regido compreendida entre 6,48 —

6,43 ppm. (Acetona-d6; 400 MHz).

FIGURA 4.73.
FIGURA 4.74.
FIGURA 4.75.
FIGURA 4.76.
FIGURA 4.77.
FIGURA 4.78.

MHz).

FIGURA 4.79.
FIGURA 4.80.

Mapa de contorno H-H COSY da substancia GA9 (Acetona-d6; 400 MHz).
Mapa de contorno HSQC da substancia GA9 (Acetona-d6; 400 MHz).
Mapa de contorno HMBC da substancia GA9 (Acetona-d6; 400 MHz).
Experimento (1) de gNOESY da substancia GA9 (Acetona-d6, 400 MHz).
Experimento (2) de gNOESY da substancia GA9 (Acetona-d6, 400 MHz).
Espectro de RMN de *H (ampliacdo) da substancia GA10 (MeOD-d4; 400

Mapa de contorno H-H COSY da substancia GA10 (MeOD-d4, 400 MHz).
Mapa de contorno HSQC da substéncia GA10 (MeOD-d4; 400 MHz).

100

103
105
106
106
107
AP.I
AP.I
AP.I

AP.I
AP.I
AP.I
AP.I
AP.I
AP.I

AP.I
AP.I
AP.1
AP.1
AP.1
AP.1
AP.1

AP.I
AP.I
AP.I
AP.I
AP.I
AP.I
AP.I
AP.I
AP.I

AP.1

118
AP.I
AP.I
AP.I
AP.I
AP.I
AP.I
122
AP.I

AP.I
125

125

126
128
128
133
133
136

137
138

Xi



Lista de Figuras

FIGURA 4.81. Mapa de contorno HMBC da substancia GA10 (MeOD-d3; 400 MHz). 139
FIGURA 4.82. Espectro massas de alta resolucdo da substancia GA10 (modo positivo). 140
FIGURA 4.83. Espectro de RMN de ‘H da substancia GA11 (Acetona-d6; 400 MHZz). AP.I
FIGURA 4.84. Mapa de contorno H-H COSY da substancia GA11 (Acetona-d6; 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.85. Mapa de contorno HSQC da substancia GA11 (Acetona-d6; 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.86. Mapa de contorno HMBC da substancia GA11 (Acetona-d6; 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.87. Espectro de Alta Resolucéo da substancia GA11 (modo negativo). AP.I
FIGURA 4.88. Espectro RMN ‘H da substancia GA12 (MeOD-d4; 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.89. Mapa de contorno H-H COSY da substancia GA12 (MeOD-d4; 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.90. Mapa de contorno HSQC da substancia GA12 (MeOD-d4; 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.91. Mapa de contorno HMBC da substancia GA12 (MeOD-d4; 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.92. Espectro de Massas Alta Resolucdo da substancia GA12 (modo positivo). AP.I
FIGURA 4.93. Experimento (1) de gNOESY da substancia GA12 (Acetona-d6, 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.94. Experimento (2) de gNOESY da substancia GA12 (Acetona-d6, 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.95. Proposta de formacao do ion 527,1331 da substancia GA12. 146
FIGURA 4.96. Espectro de RMN de ‘H da substancia GA13 (MeOD-d4; 400 MHz). 148
FIGURA 4.97. Mapa de contorno H-H COSY da substancia GA13 (MeOD-d4; 400 MHz). 149
FIGURA 4.98. Mapa de contorno HSQC da substancia GA13 (MeOD-d4; 400 MHz). 151
FIGURA 4.99. Mapa de contorno HMBC da substancia GA13 (MeOD-d4; 400 MHz). 151
FIGURA 4.100. Espectro de alta resolugcdo da substancia GA13 (modo negativo). 154
FIGURA 4.101. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H da substancia GA14 (MeOD-d4; 400 156
MH2z).

FIGURA 4.102. Mapa de contorno H-H COSY da substancia GA14 (MeOD-d4; 400 MHz). 157
FIGURA 4.103. Mapa de contorno HSQC da substancia GA14 (MeOD-d4; 400 MHz). 158
FIGURA 4.104. Mapa de contorno HMBC da substancia GA14 (MeOD-d4; 400 MHz). 158
FIGURA 4.105. Espectro de massas de alta resolu¢édo da substancia GA14 (modo positivo). 160
FIGURA 4.106. Proposta de fragmentacdo da substancia GA14 e seu intermediario mais 161
estavel.

FIGURA 4.107. Experimento (1) de gNOESY da substancia GA14 (Acetona-d6, 400 MHz). 162
FIGURA 4.108. Experimento (2) de gNOESY da substancia GA14 (Acetona-d6, 400 MHz). 163
FIGURA 4.109. Espectro RMN ‘H da substancia GA15 (Acetona-d6; 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.110. Mapa de contorno H-H COSY (dividido em duas partes) da substancia GA15 AP.I
(Acetona-d6; 400 MHz).

FIGURA 4.111. Mapa de contorno HSQC (dividido em duas partes) da substancia GA15 AP.I
(Acetona-d6; 400 MHz).

FIGURA 4.112. Mapa de contorno HMBC (dividido em duas partes) da substancia GA15 AP.I
(Acetona-d6; 400 MHz).

FIGURA 4.113. Espectro de Massas de Alta Resolucdo da substancia GA15 (modo positivo). AP.I
FIGURA 4.114. Experimento (1) de gNOESY da substancia GA15 (Acetona-d6, 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.115. Experimento (2) de gNOESY da substancia GA15 (Acetona-d6, 400 MHz). AP.I
FIGURA 4.116. Proposta de formacédo do ion 527,1391 da substancia GA15. 167
FIGURA 4.117. Espectro de RMN de *H (ampliag&o) da substancia GA16 (MeOD-d4; 600 169
MH2z).

FIGURA 4.118. Mapa de contorno H-H COSY da substancia GA16 (MeOD-d4; 600 MHz). 170
FIGURA 4.119. Mapa de contorno HSQC da substancia GA16 (MeOD-d4; 600 MHz). 171
FIGURA 4.120. Mapa de contorno HMBC da substancia GA16 (MeOD-d4; 600 MHz). 171
FIGURA 4.121. Espectro de massas de alta resolucéo da substancia GA16 (modo negativo). 174
FIGURA 4.122. Espectro de absorcéo na regido UV-Vis da substancia G10 (\*°" 500). 175
FIGURA 4.123. Espectro de absorcdo na regido UV-Vis da substancia G12 (A\*°" 400). AP.|
FIGURA 4.124. Espectro de absorcdo na regido UV-Vis da substancia G13 (A"*°" 500). AP.|
FIGURA 4.125. Espectro de absorcdo na regido UV-Vis da substancia G14 (A*°" 400). AP.|
FIGURA 4.126. Espectro de absorcdo na regido UV-Vis da substancia G15 (A**°" 400). AP.|
FIGURA 4.127. Molécula modelo para os célculos de configuracdo absoluta (-)-(5S,6S)-5,6- 176
dihidro-3,8,10-trihidroxi-5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-6-hidroximetil-2,4-dimetoxi-7H-
benzo[c]xanthen-7-one.

FIGURA 4.128. Espectro de DC da substancia GA9. 177
FIGURA 4.129. Configuracao absoluta (7°'S, 8S) da substancia GA9. 177
FIGURA 4.130. Espectro de DC da substancia GA12. AP.I
FIGURA 4.131. Configuragdo absoluta (7S,8S,7""S,8'R) da substancia GA12. 178
FIGURA 4.132. Espectro de DC da substancia GA13. AP.I
FIGURA 4.133. Enantiémeros (77°S,8”S) e (7"'R,8'R) da substancia GA13. 178
FIGURA 4.134. Espectro de DC da substéncia GA14. AP.I

Xii



Lista de Figuras

FIGURA 4.135.
FIGURA 4.136.
FIGURA 4.137.
FIGURA 4.138.
d6, 400 MHz).

FIGURA 4.139.
ds, 400 MHz).

FIGURA 4.140.
FIGURA 4.141.
FIGURA 4.142.
FIGURA 4.143.
FIGURA 4.144.
FIGURA 4.145.
FIGURA 4.146.
FIGURA 4.147.
FIGURA 4.148.
FIGURA 4.149.
FIGURA 4.150.
FIGURA 4.151.
FIGURA 4.152.
FIGURA 4.153.
FIGURA 4.154.
FIGURA 4.155.
FIGURA 4.156.
FIGURA 4.157.
FIGURA 4.158.
FIGURA 4.159.
FIGURA 4.160.
FIGURA 4.161.
FIGURA 4.162.
FIGURA 4.163.
FIGURA 4.164.
FIGURA 4.165.
FIGURA 4.166.
FIGURA 4.167.
FIGURA 4.168.
FIGURA 4.1609.
FIGURA 4.170.
FIGURA 4.171.
FIGURA 4.172.
FIGURA 4.173.

(7”’'S, 8'R,7R,8R) da substancia GA14.
Espectro de DC da substancia GA15.

Configuragédo absoluta como (7°'S,8°S,7R,8S) da substancia GA15.
Espectro de RMN de ‘H da substancia 1,2-Di(4 -iminoNAR)etano (DMSO-

Espectro de RMN de *H da substancia 1,2-Di(4 -iminoNNINA)etano (DMSO-

Substancias sintetizadas a partir da lausona.
Espectro de RMN de 'H da substancia L1 (DMSO-d6, 400 MHz).

Espectro de RMN de *°C da substancia L1 (DMSO-d6, 100 MHz).

Espectro de RMN de 'H da substancia L2 (DMSO-d6, 400 MHz).

Espectro de RMN de **C da substancia L2 (DMSO-d6, 100 MHz).

Espectro de RMN de 'H da substancia L3 (DMSO-d6, 400 MHz).

Espectro de RMN de **C da substancia L3 (DMSO-d6, 100 MHz).
Espectro de RMN de 1H da substéncia L4 (DMSO-d6, 400 MHz).
Espectro de RMN de *°C da substancia L4 (DMSO-d6, 100 MHz).

Espectro de RMN de ‘H da substancia L5 (DMSO-d6, 400 MHz).

Espectro de RMN de *°C da substancia L5 (DMSO-d6, 100 MHz).

Espectro de RMN de ‘H da substancia L6 (DMSO-d6, 400 MHz).

Espectro de RMN de *°C da substancia L6 (DMSO-d6, 100 MHz).

Espectro de RMN de 'H da substancia L7 (DMSO-d6, 400 MHz).

Espectro de RMN de **C da substancia L7 (DMSO-d6, 100 MHz).

Espectro de RMN de 'H da substancia L8 (DMSO-d6, 400 MHz).

Espectro de RMN de **C da substancia L8 (DMSO-d6, 100 MHz).

Parte da substancia com sinais similares para todas elas.
Espectro de Massas da substancia L1 (modo positivo).
Espectro de Massas da substancia L2 (modo positivo).
Espectro de Massas da substancia L3 (modo positivo).
Espectro de Massas da substancia L4 (modo positivo).
Espectro de Massas da substancia L5 (modo positivo).
Espectro de Massas da substancia L6 (modo positivo).
Espectro de Massas da substancia L7 (modo positivo).
Espectro de Massas da substancia L8 (modo positivo).
Proposta de fragmentagdo para as substancias L’s.
Complexos do tipo Cu(FLAV), sintetizados

Espectro de massas do complexo Cu(NAR)..

Proposta de fragmentac&o do complexo do complexo Cu(NAR),,
Espectro de massas do complexo Cu(NNINA),.

Proposta de fragmentacgdo para o complexo Cu(NNINA),.

Espectro de massas com sua ampliagdo do complexo Cu(HESP),.
Proposta de formacéo do ion m/z 1219,2 do complexo Cu(HESP), a partir de

rearranjo da ramnose terminal.

FIGURA 4.174.
FIGURA 4.175.
FIGURA 4.176.
FIGURA 4.177.
FIGURA 4.178.
FIGURA 4.179.
Cu(FEN)(NAR)
FIGURA 4.180.
FIGURA 4.181.
FIGURA 4.182.
positivo).

FIGURA 4.183.
FIGURA 4.184.
FIGURA 4.185.
positivo).

FIGURA 4.186.

Espectro de massas do complexo Cu(HPT), (modo positivo).

Eletroferogramas do flavonéide NAR e de Cu(NAR), respectivamente.

Complexos do tipo Cu(X)(FLAV) sintetizados.

Espectro de massas de alta resolucdo do complexo Cu(BIPY)(NAR).

Proposta de fragmentacdo do complexo Cu(BIPY)(NAR).
Espectro de massas de alta resolucao (ampliacdo) do complexo
(modo positivo).

Espectro de massas do complexo Cu(BIPY)(NNINA).

Proposta de fragmentacédo do complexo Cu(BIPY)(NNINA).

Espectro de massas de alta resolu¢cao do complexo Cu(FEN)(NNNINA) (modo

Espectro de massas do complexo Cu(FEN)(HESP) (modo positivo).
Espectro de massas do complexo Cu(BIPY)(HPT) (modo positivo).
Espectro de massas de alta resolu¢cdo do complexo Cu(FEN)(HPT) (modo

Eletroferogramas do flavonéide NNNINA e de seu complexo

Cu(BIPY)(NNINA).

FIGURA 4.187.

FIGURA 4.188. Espectro de massas de alta resolu¢do do complexo Cu(1,2-Di-(4"-

Complexos do tipo Cu(iminoFLAV) sintetizados.

iminoNAR)-etano) (modo positivo).

179
AP.I
179
AP.II

AP.II

191

AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
192

AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
192

193

194

194

195

195

196

196

197
198
200
201
201
202

202
203
203
205
206
207
208

209
209

xiii



Lista de Figuras

FIGURA 4.189.
positivo).

FIGURA 4.190.
FIGURA 4.191.
FIGURA 4.192.
FIGURA 4.193.
FIGURA 4.194.
(pastilhas KBr).
FIGURA 4.195.

Espectro de massas de alta resolugcao do complexo Cu(iminoNNINA) (modo

Espectro de IV do flavonéide NAR (pastilhas de KBr).

Espectro de 1V do flavonéide NNINA (pastilhas de KBr).

Espectro de IV do flavonéide HESP (pastilhas de KBr).

Espectro de IV do flavonéide HPT (pastilhas de KBr).

Espectros de IV (ampliagao) do flavon6ide NAR e do complexo [Cu(NAR),]

Espectros de IV (ampliacdo) do flavonéide NNINA e do complexo

[Cu(NNINA),] (pastilhas KBr).

FIGURA 4.196. Espectros de IV (ampliacédo) do flavon6ide HESP e do complexo [Cu(HESP),]

(pastilhas KBr).
FIGURA 4.197.
(pastilhas KBr).
FIGURA 4.198.
FIGURA 4.199.
FIGURA 4.200.
FIGURA 4.201.
FIGURA 4.202.

Espectros de IV (ampliacao) do flavonéide HPT e do complexo [Cu(HPT),]

Espectro de IV para o complexo [Cu(BIPY)(NAR)] (pastilhas KBr).
Espectro de IV para o complexo [Cu(BIPY)(NNINA] (pastilhas KBr).
Espectro de IV para o complexo [Cu(FEN)(HESP)] (pastilhas KBr).
Espectro de IV para o complexo [Cu(BIPY)(HPT)] (pastilhas KBr).
Espectros de IV do derivado Iminico (1,2-Di(4-iminoNARetano) e de seu

complexo (pastilhas KBr).

FIGURA 4.203.
complexo.
FIGURA 4.204.
FIGURA 4.205.
FIGURA 4.206.
[CUu(NNINA),].
FIGURA 4.207.
[CU(HESP),].
FIGURA 4.208.
FIGURA 4.209.

Espectros de IV do derivado Iminico (1,2-Di(4-iminoNNINAetano) e de seu
Estrutura basica de flavondides.

Croméforo cinamoil do flavonéide (A™".c 246 nm).

Espectro de UV (\V*°" 40) para o flavonéide NNINA e seu complexo

Espectro de UV (A*°" ¢0) para o flavonéide HESP e seu complexo

Espectro de UV (A*°" ¢0) para o flavonéide HPT e seu complexo [Cu(HPT),].

Espectro de UV (A*°" ¢0) para o flavonéide NAR e seu complexo

[Cu(BIPY)(NAR)].

FIGURA 4.210.

Espectro de UV (A*°" ¢0) para o flavonéide NAR e seu complexo

[Cu(FEN)(NAR)].

FIGURA 4.211.

Espectro de UV (A'*°" ¢0) para o flavonéide NNINA e seu complexo do tipo

[Cu(BIPY)(NNINA)].

FIGURA 4.212.

Espectro de UV (A*°" ¢0) para o flavonéide NNINA e seu complexo

[Cu(FEN)(NNINA)].

FIGURA 4.213.

Espectro de UV (A*°" ¢0) para o flavonéide HESP e seu complexo

[Cu(FEN)(HESP)].

FIGURA 4.214.

Espectro de UV (A*°" ¢0) para o flavonéide HPT e seu complexo

[Cu(BIPY)(HPT)].

FIGURA 4.215.

Espectro de UV (A*°" ¢0) para o flavonéide HPT e seu complexo

[Cu(FEN)(HPT)].

FIGURA 4.216.

Espectro de UV (A*°" ¢0) para o ligante (1,2-Di(4"-iminoNAR)etano) e de

seu complexo [Cu(1,2-Di(4"-iminoNAR)etano)].

FIGURA 4.217.

Espectro de UV (A*°" ¢0) para o ligante (1,2-Di(4"-iminoNNINA)etano) e de

seu complexo [Cu(1,2-Di(4"-iminoNAR)etano)].

FIGURA 4.218.
FIGURA 4.219.
Cu(FLAV),.

FIGURA 4.220.
FIGURA 4.221.
FIGURA 4.222.
FIGURA 4.223.
FIGURA 4.224.
FIGURA 4.225.
FIGURA 4.226.
FIGURA 4.227.
FIGURA 4.228.
FIGURA 4.229.
FIGURA 4.230.
FIGURA 4.231.

Espectro de UV (A*°"450) para o flavonéide NAR e seu complexo Cu(NAR)s,.
Voltamogramas ciclicos para os flavonéides NAR, HESP e complexos do tipo

Voltamogramas ciclicos para os complexos do tipo Cu(BIPY)(FLAV).
Estruturas dos complexos do tipo Cu(Ln)s,.

Espectro de massas do complexo Cu(L1), (modo positivo).
Proposta de formacéo dos ions para o composto Cu(L1),.
Espectro de Massas do complexo Cu(L2),.

Espectro de Massas do complexo Cu(L3)s.

Espectro de Massas do complexo Cu(L4),.

Espectro de Massas do complexo Cu(L5)s,.

Espectro de Massas do complexo Cu(L6)s.

Espectro de Massas do complexo Cu(L7)s.

Espectro de Massas do complexo Cu(L8)s.

Espectro de IV de L1 (pastilhas KBr).

210

AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II

AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
214

215

AP.II
AP.II

AP.II
AP.II

AP.11

AP.11

AP.11

AP.II

AP.II

AP.II

AP.11

AP.11

216
218

218
219
220
220
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II

Xiv



Lista de Figuras

FIGURA 4.232. Espectro de IV de Cu(L1), (pastilhas KBr).

FIGURA 4.233. Espectro de IV de L2 (pastilhas KBr).

FIGURA 4.234. Espectro de IV de Cu(L2), (pastilhas KBr).

FIGURA 4.235. Espectro de IV de L3 (pastilhas KBr).

FIGURA 4.236. Espectro de IV de Cu(L3), (pastilhas KBr).

FIGURA 4.237. Espectro de IV de L4 (pastilhas KBr).

FIGURA 4.238. Espectro de IV de Cu(L4), (pastilhas KBr).

FIGURA 4.239. Espectro de IV de L5 (pastilhas KBr).

FIGURA 4.240. Espectro de IV de Cu(L5), (pastilhas KBr).

FIGURA 4.241. Espectro de IV de L6 (pastilhas KBr).

FIGURA 4.242. Espectro de IV de Cu(L6), (pastilhas KBr).

FIGURA 4.243. Espectro de IV de L7 (pastilhas KBr).

FIGURA 4.244. Espectro de IV de Cu(L7), (pastilhas KBr).

FIGURA 4.245. Espectro de IV de L8 (pastilhas KBr).

FIGURA 4.246. Espectro de IV de Cu(L8), (pastilhas KBr).

FIGURA 4.247. Principais transi¢cdes de UV-Vis observadas para as naftoquinonas

FIGURA 4.248. Espectro de UV (A\"*“") para o ligante L1 e seu complexo Cu(L1),.

FIGURA 4.249. Espectro de UV (\V*“" 510) para o ligante L2 e seu complexo do tipo Cu(L2),.
FIGURA 4.250. Espectro de UV (\V*“" 550) para o ligante L3 e seu complexo do tipo Cu(L3),.
FIGURA 4.251. Espectro de UV (\"*“" 410) para o ligante L4 e seu complexo do tipo Cu(L4),.
FIGURA 4.252. Espectro de UV (A" ¢10) para o ligante L5 e seu complexo do tipo Cu(L5),.
FIGURA 4.253. Espectro de UV (A" ¢10) para o ligante L6 e seu complexo do tipo Cu(L6),.
FIGURA 4.254. Espectro de UV (A" ¢0) para o ligante L7 e seu complexo do tipo Cu(L7),.
FIGURA 4.255. Espectro de UV (AM*°" ¢o0) para o ligante L8 e seu complexo do tipo Cu(L8),.
FIGURA 4.256. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestdo com
extratos das folhas de M. urundeuva na concentragéo de 2%.

FIGURA 4.257. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestao com
fracOes de FAA a de M. urundeuva na concentragdo de 2%.

FIGURA 4.258. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestao com
a fracdo FAM3 a de M. urundeuva uma concentragdo de 2%.

FIGURA 4.259. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestdo com
a fracdo FAM4a de M. urundeuva na concentracéo de 2%.

FIGURA 4.260. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestao com
a substancia FA2 na concentracédo de 2%.

FIGURA 4.261. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestdo com
a substancia FA4 na concentracdo de 2%.

FIGURA 4.262. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestao com
a mistura de substancias FA5 e FA6 na concentragéo de 2%.

FIGURA 4.263. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestdo com
a substancia FA8 na concentragéo de 2%.

FIGURA 4.264. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestdo com
a substancia FA17 na concentragdo de 2%.

FIGURA 4.265. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestao com
extratos dos galhos de M. urundeuva na concentracdo de 2%.

FIGURA 4.266. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestao com
fracbes de GA de M. urundeuva na concentracdo de 2%.

FIGURA 4.267. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestao com
a substancia L1 e Cu(L1), em 3 concentracdes (0,1; 1,0 e 2,0%).

FIGURA 4.268. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestdo com
a substancia L2 e Cu(L2), em 3 concentracdes (0,1; 1,0 e 2,0%).

FIGURA 4.269. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestdo com
a substancia L3 e Cu(L3), em 3 concentragdes (0,1; 1,0 e 2,0%).

FIGURA 4.270. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestdo com
a substancia L4 e Cu(L4), em 3 concentra¢des (0,1; 1,0 e 2,0%).

FIGURA 4.271. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestao com
a substancia L5 e Cu(L5), em 3 concentrac¢des (0,1; 1,0 e 2,0%).

FIGURA 4.272. Curvas de sobrevivéncias de operéarias submetidas a ensaios de ingestao com
a substancia L6 e Cu(L6), em 3 concentragdes (0,1; 1,0 e 2,0%).

FIGURA 4.273. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestao com
a substancia L7 e Cu(L7), em 3 concentracdes (0,1; 1,0 e 2,0%).

FIGURA 4.274. Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de ingestdo com
a substéncia L8 e Cu(L8), em 3 concentracdes (0,1; 1,0 e 2,0%).

AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
225

226

AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
AP.II
228

228

229

230

230

231

232

232

233

234

235

237

238

238

238

239

239

239

240

Xv



Lista de Figuras

FIGURA 4.275. Grafico com as porcentagens de inibicdo para AChEee tratada com 200 uM
Ll1al4 e Cu(L1l-4),.

FIGURA 4.276. Grafico com as porcentagens de inibicdo para AChEeea tratada com 200 uM
de L5 a L8 e Cu(L5-8),.

FIGURA 4.277. Grafico com as porcentagens de inibicdo para AChEee tratada com 200 uM
para NAR, NNINA e seus complexos.

FIGURA 4.278. Grafico com as porcentagens de inibicdo para AChEee tratada com 200 uM
para HESP, HPT e seus complexos.

FIGURA 4.279. Grafico de crescimento micelial com particbes dos galhos GA.

FIGURA 4.280. Graficos de crescimento micelial com as substancias L1 — L4 e seus
complexos.

FIGURA 4.281. Graficos de crescimento micelial com as substancias L5 - L6 e seus
complexos.

FIGURA 4.282. Graficos de crescimento micelial com as substancias NAR e seus complexos
FIGURA 4.283. Gréficos de crescimento micelial com as substancias 1,2-Di-(4"-iminoNAR)-
etano e seu complexo.

FIGURA 4.284. Graficos de crescimento micelial com as substancias NNINA e HPT e seus
complexos.

FIGURA 4.285. Grafico de crescimento micelial com Acetato de Cobre.

249

249

251

251

252
253

254

256
256

256

259

XVi



Lista de Tabelas

LISTA DE TABELAS

TABELA 1.1. Iscas toxicas granuladas existentes no mercado, grupo quimico a que pertencem
e estrutura do principio ativo, marca comercial e modo de agdo sobre formigas cortadeiras
TABELA 3.1. Extratos brutos obtidos de folhas e galhos de M. urundeuva

TABELA 3.2. Fracionamento do extrato das folhas

TABELA 3.3. Fracionamento do extrato dos galhos

TABELA4.1. Dados de RMN de 'H da substancia FA1 juntamente com os dados encontrados
na literatura

TABELA 4.2. Dados de RMN de 'H da substancia FA2 e encontrados na literatura

TABELA 4.3. Dados de RMN de ‘H e *°C da substancia FA3

TABELA 4.4. Dados de RMN de 'H e *C da substancia FA4 e encontrados na literatura
TABELA 4.5. Dados de RMN de *H da mistura de substancias substancia FA5 e FA6

TABELA 4.6. Dados de RMN de 'H e *C de FA7 e os encontrados na literatura

TABELA 4.7. Dados de RMN de 'H da substancia FA8 e os encontrados na literatura

TABELA 4.8. Dados de RMN de *H da substancia FA9 e encontrados na literatura

TABELA 4.9. Dados de RMN de 'H e de **C da substancia FA10 e os encontrados na literatura
TABELA 4.10. Dados de RMN de 'H e de **C da substancia FA11 juntamente com os dados
encontrados na literatura para a catequina e para o galato de metila

TABELA 4.11. Dados de RMN de *H e de *°C da substancia FA12

TABELA 4.12. Dados de RMN de 'H e de **C da aglicona da substancia FA13 e os encontrados
na literatura

TABELA 4.13. Dados de RMN de 'H e de C do rutinosideo da substancia FA13 e os
encontrados na literatura

TABELA 4.14. Dados de RMN de 'H e de **C da substancia FA14 e os encontrados na literatura
TABELA 4.15. Dados de RMN de 'H e de **C da substancia FA15 e os encontrados na literatura
TABELA 4.16. Dados de RMN de 'H e de **C da substancia FA16 e os encontrados na literatura
TABELA 4.17. Dados de RMN de 'H de FA17 e os encontrados na literatura

TABELA 4.18. Dados de RMN de ‘H das substancias GA2 e GA3 e os encontrados na literatura
TABELA 4.19. Dados de RMN de *°C da substancia GA2 e os encontrados na literatura
TABELA 4.20. Dados de RMN de ‘H das substancias GA4 e GA5

TABELA 4.21. Dados de RMN de 'H da substancia GA6 e os encontrados na literatura

TABELA 4.22. Dados de RMN de 'H da substancia GA7

TABELA 4.23. Dados de massas, tempo de retencéo e substéncias presentes em GA8

TABELA 4.24. Dados de RMN de 'H e **C da substancia GA9 e os encontrados na literatura
TABELA 4.25. Dados obtidos do experimento gNOESY da substancia GA9

TABELA 4.26. Dados de RMN de 'H e *°C da substancia GA10

TABELA 4.27. Dados de RMN de 'H e **C da substancia GA11 e os da literatura

TABELA 4.28. Dados de RMN de 'H e **C da substancia GA12 e da literatura

TABELA 4.29. Dados obtidos do experimento gNOESY da substancia GA12

TABELA 4.30. Dados de RMN de 'H e **C da substancia GA13 e da literatura

TABELA 4.31. Dados de RMN de *H e *°C da substancia GA14

TABELA 4.32. Dados obtidos do experimento gNOESY da substancia GA14

TABELA 4.33. Dados de RMN de 'H e **C da substancia GA15 comparadas com a substancia
GA12

TABELA 4.34. Dados obtidos do experimento gNOESY da substanciaGA15

TABELA 4.35. Dados de RMN de 'H e de **C da substancia GA16 e da literatura

TABELA 4.36. Dados de alfaD ([a]D*) e Dicroismo circular (nm) das substancias GA9, GA12,
GA13, GAl4 e GA15

TABELA 4.37. Dados de RMN de ‘H de 1,2-Di-(4-iminoNAR)-etano e os da literatura

TABELA 4.38. Dados de RMN de *H de 1,2-Di-(4-iminoNNINA)-etano e os da literatura
TABELA 4.39. Dados de CHN dos complexos do tipo [Cu(FLAV),]

TABELA 4.40. Caracteristicas fisico-quimicas dos flavondides e de seus complexos do tipo
Cu(FLAV),

TABELA 4.41. Dados de analise elementar dos complexos do tipo Cu(X)(FLAV)

TABELA 4.42. Caracteristicas fisico-quimicas dos complexos do tipo Cu(X)(FLAV)

TABELA 4.43. Dados de andlise elementar dos complexos do tipo Cu(iminoFLAV)

TABELA 4.44. Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados e seus complexos do tipo
Cu(iminoNNINA)

TABELA 4.45. Principais valores de IV encontrados (cm™) para os compostos do tipo
Cu(FLAV),

22
23
23
78

79
79
80
83
86
87
88
93
102

107
109

110

111
113
114
116
117
118
120
121
122
123
130
131
139
141
143
145
153
159
162
164

166
172
180

189
190
198
199

206
207
210
210

212

XVii



Lista de Tabelas

TABELA 4.46. Principais valores de IV encontrados (cm™) para os compostos do tipo
Cu(X)(FLAV)

TABELA 4.47. Principais valores de IV encontrados (cm™) para os compostos do tipo
Cu(iminoFLAV)

TABELA 4.48. Faixa de absorcédo no UV-Vis para flavonéides

TABELA 4.49. Dados para calculo da banda principal (transicdo m - 1*) de derivados de
benzeno Ar—COG (em EtOH)

TABELA 4.50. Valores de UV-Vis encontrados para os ligantes e seus complexos de
flavondides.

TABELA 4.51. Principais ions observados nos EM de Cu(L2), a Cu(L8),

TABELA 4.52. Dados de andlise elementar dos compostos do tipo [Cu(L);]

TABELA 4.53. Principais valores de IV encontrados (cm™) para os compostos do tipo Cu(L),
TABELA 4.54. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com os
extratos das folhas de M. urundeuva na concentracdo de 2,0 mg/mL

TABELA 4.55. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com as fragbes
de FAA de M. urundeuva na concentragdo de 2%

TABELA 4.56. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com a fragédo
FAM3 de M. urundeuva na concentragéo de 2%

TABELA 4.57. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operdrias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com a fragéo
FAM4 de M. urundeuva na concentragéo de 2%

TABELA 4.58. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com a
substancia FA2 na concentragdo de 2%

TABELA 4.59. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com a
substancia FA4 na concentracdo de 2%

TABELA 4.60. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial com as
substancias FA5 e FA6 na concentragdo 2%

TABELA 4.61. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com a
substancia FA8 na concentragdo de 2%

TABELA 4.62. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com a
substancia FA17 na concentracdo de 2%

TABELA 4.63. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com as fragcfes
dos galhos de M. urundeuva na concentracéo de 2%

TABELA 4.64. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com as fragfes
de GAA de M. urundeuva na concentracao de 2,0%

TABELA 4.65. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com as
substancias L's e seus complexos, nas concentrac¢des de 0,1; 1,0 e 2,0 mg/mL

TABELA 4.66. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagcdo em dieta artificial com os
flavonoides e seus complexos de cobre, nas concentragdes de 0,1 e 1,0 %

TABELA 4.67. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial com os
derivados iminicos dos flavondides e seus complexos de cobre, nas concentragées de 0,1 e 1,0
%

TABELA 4.68. Resultados dos ensaios de inibicdo com as enzimas AChE e BChE realizados
com os glicosideos em CCD e no biorreator para as substancias L1 a L8 e seus complexos
TABELA 4.69. Resultados dos ensaios de inibicdo com as enzimas AChE e BChE realizados
com os glicosideos em CCD e no biorreator para os flavondides e seus complexos

TABELA 4.70. Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de inibicdo do
crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apés 30 dias do experimento com as
particdes dos galhos (GA) de M. urundeuva

213

213

214
215

216

221
221
224
228

229

229

230

231

231

232

233

233

234

235

240

244

247

248

250

252

XViii



Lista de Tabelas

TABELA 4.71. Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de inibicdo do
crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apés 30 dias do experimento com as
substancias L1-L4 e seus complexos

TABELA 4.72. Médias das éareas do crescimento micelial e porcentagem de inibicdo do
crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apés 30 dias do experimento com as
substancias L5-L8 e seus complexos

TABELA 4.73. Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de inibicdo do
crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apds 30 dias do experimento com o
flavonoide NAR e seus complexos

TABELA 4.74. Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de inibicdo do
crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus ap6s 30 dias do experimento com o
flavondide NNINA e seus complexos

TABELA 4.75. Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de inibicdo do
crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus ap6s 30 dias do experimento com o
flavondide HPT e seus complexos

TABELA 4.76. Médias das é&reas do crescimento micelial e porcentagem de inibicdo do
crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus ap6s 30 dias do experimento com o
derivado Iminico 1,2-Di-(4"-iminoNAR)-etano e seu complexo

TABELA 4.77. Médias das é&reas do crescimento micelial e porcentagem de inibicdo do

crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apés 30 dias do experimento com AcCu

254

255

256

257

258

258

259

XiX



Lista de Fluxograma

LISTA DE FLUXOGRAMA

FLUXOGRAMA 3.1. Fracionamento da particdo FAA 24
FLUXOGRAMA 3.2. Refracionamento da fracéo FAA2 25
FLUXOGRAMA 3.3. Refracionamento da fracéo FAA3 27
FLUXOGRAMA 3.4. Refracionamentos da fracdo FAA4 e FAA4.3 30
FLUXOGRAMA 3.5. Fracionamento da fracdo FAAS8 32
FLUXOGRAMA 3.6. Fracionamento da fracdo FAA9 32
FLUXOGRAMA 3.7. Refracionamento da fragdo FAA11l 33
FLUXOGRAMA 3.8. Fracionamento da particdo FAM 34
FLUXOGRAMA 3.9. Refracionamento da fracdo FAM3 35
FLUXOGRAMA 3.10. Fracionamento da fracdo FAM 37
FLUXOGRAMA 3.11. Fracionamento da fracdo GAD 39
FLUXOGRAMA 3.12. Fracionamento da fragdo GAD4 40
FLUXOGRAMA 3.13. Fracionamento da particdo GAA 47
FLUXOGRAMA 3.14. Fracionamento da fracdo GAA3.3 48
FLUXOGRAMA 3.15. Fracionamento da fracdo GAA4.2 49
FLUXOGRAMA 3.16. Fracionamento da fragcdo GAAS5.3 52
FLUXOGRAMA 3.17. Fracionamento da fracdo GAA5.4 53

FLUXOGRAMA 3.18. Fracionamento da fracdo GAA7.3 54

XX



Resumo

RESUMO

OBTEN(;AO DE INSETICIDA E FUNGICIDA CONTRA FORMIGAS
CORTADEIRAS E SEU FUNGO SIMBIONTE EM Mpyracrodruon urundeuva E DE
COMPLEXOS DE COORDENACAO COM METAIS DE COMPOSTOS ATIVOS
PARA CONTROLE DESTA PRAGA. Os insetos sao os grandes competidores por
alimento em relagdo ao ser humano. As formigas cortadeiras (salvas e quenquéns)
constituem as principais pragas de diversas culturas e nas areas de reflorestamento
brasileiro representam mais de 75% dos custos do tempo e dispéndio financeiro no
controle das mesmas e, obviamente, limitam o pleno desenvolvimento agricola e
florestal. A tecnologia envolvida na busca de agrotoxicos visando o controle de
pragas representa uma das fronteiras da ciéncia, a qual envolve diferentes aspectos
multidisciplinares e pode contribuir muito para o avanco da agricultura. Um desses
aspectos diz respeito aos produtos naturais, onde novas moléculas isoladas de
plantas podem servir de modelos para novos protoétipos inseticidas. Este trabalho
teve como objetivo o estudo fitoquimico de Myracrodruon urundeuva em busca de
substancias com atividade inseticida e a sintese de complexos metalicos de cobre
com moléculas com conhecida atividade. O estudo fitoquimico propiciou o
isolamento e a identificacdo/caracterizacao estrutural de 34 metabdlitos secundarios,
sendo sete inéditas e dentre os compostos isolados destacam-se as chalconas
diméricas, isoladas apenas em duas espécies de Anacardiaceas. Foram sintetizadas
31 substancias: oito delas tendo os ligantes obtidos via reagdo de Mannich com a 2-
hidroxi-1,4-naftoquinona; oito complexos a partir desses ligantes; dois derivados
iminicos a partir do flavonéide naringina e naringenina; dois complexos a partir
desses ligantes; quatro complexos do tipo Cu(FLAV), a partir de flavondides e sete
complexos do tipo Cu(X)(FLAV) onde X é 2,2"- Bipiridina ou 1,10"- Fenantrolina.
Extratos da espécie vegetal, substancias isoladas e os complexos metalicos foram
testados em ninhos de Atta sexdens rubropilosa (teste de toxicidade por ingestéo);
em inibicdo enzimatica da AChE e teste fungicida no fungo mutualista de A. sexdens

rubropilosa (Leucoagaricus gongylophorus) com resultados significativos.
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Abstract

ABSTRACT

OBTAINMENT OF INSECTICIDE AND FUNGICIDE AGAINST LEAF
CUTTING ANTS AND THEIR SYMBIOTIC FUNGI FROM Myracrodruon urundeuva
AND OF COORDINATION COMPLEX OF METALS WITH BIOACTIVE
COMPOUNDS FOR THE CONTROL OF THIS PLAGUE. Insects are the major
competitors for food in relation to humans. Ants ("sauvas" and "quenquéns") are the
major pests of several culture and in reforestation areas in Brazil represent more
than 75% of the time and financial expenditure in the control of forest pests and
obviously limit the full development of agriculture and forestry. The technology
involved in the search for pesticides for the control of pests is in the frontiers of
science, which involves different aspects of multidisciplinary and can contribute
greatly to the agriculture advancement. One of these aspects is related to natural
products, where new molecules isolated from plants can serve as prototypes for new
insecticides. The aim of this study was the phytochemical study of Myracrodruon
urundeuva in order to search for compounds with insecticidal activity and the
synthesis of metal complexes of copper with molecules that present biological
activity. The phytochemical study led to the isolation and structural
identification/caracterization of 34 secondary metabolites, being seven unique and
among them, are the dimeric chalcones, only identified in two species of
Anacardiaceae. 31 compounds were synthesized: eight of them have the ligands
obtained by Mannich reaction with 2-hydroxy-1,4-naphthoquinone; eight complexes
from these ligands; two iminic derived from the flavonoid naringine and naringenine;
two complex from these ligands; four complexes of the type Cu(FLAV), and seven
complexes of the type Cu(X)(FLAV) where X is 2,2"-Bipyridine our 1,10-
Phenanthroline. The extracts of M. urundeuva, isolated compounds and metal
complexes were tested in nests of Atta sexdens rubropilosa (test of toxicity by
ingestion), enzyme inhibition in AChE and fungicide test in ants symbiotic fungus
(Leucoagaricus gongylophorus) withsignificative results.
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1. INTRODUCAO

1.1. FORMIGAS CORTADEIRAS

1.1.1. ASPECTOS GERAIS DE FORMIGAS CORTADEIRAS

As formigas estdo presentes em todos o0s ecossistemas terrestres
(VILELA e DELLA LUCIA, 2003), sendo capazes de ocupar nichos diferenciados
onde dominam em relagdo a biomassa animal (HOLLDOBLER e WILSON, 1990).

Sado consideradas formigas cortadeiras as espécies do género Atta,
popularmente conhecidas como salvas e do género Acromyrmex, conhecidas como
quenquéns. Elas pertencem a classe Insecta da ordem Hymenoptera. Todas as
formigas cortadeiras estao reunidas numa Unica familia denominada Formicidae. A
tribo Attini é classificada dentro da subfamilia Myrmicinae e reune as formigas

cultivadoras de fungo e entre essas 0s géneros Atta e Acromyrmex.

O poder de destruicdo de um grande nimero de espécies vegetais e 0
prejuizo econémico causado a agricultura e silvicultura, principalmente nas espécies
de Eucalyptus e Pinus, fazem destas formigas alvos de muitos estudos (BERTI
FILHO et al., 1992; BOARETTO e FORTI, 1997; MARICONI, 1972). Muitas culturas
sdo atacadas e danificadas pelas formigas que cortam as folhas e ramos tenros,
podendo destruir completamente as plantas. Elas chegam a consumir até 17 % da
producao florestal em sistemas tropicais (CHERRETT, 1986). Estes insetos estao
distribuidos desde o sul dos Estados Unidos até a regido central da Argentina, nao
ocorrendo nas regides transandinas da América do Sul e em algumas ilhas das
Antilhas (FARJI-BRENNER e RUGGIERO, 1994). O Brasil € o pais que possui 0o
maior nimero de espécies de salvas na América do Sul, seguido da Argentina e do

Paraguai.

1.1.2. RELACAO MUTUALISTICA COM O FUNGO Leucoagaricus
gongylophorus

Varios estudos relatam a relacdo de simbiose existente entre as
formigas cortadeiras e seu fungo Leucoagaricus gongylophorus (SINGER, 1986;
FISHER et al., 1994; MULLER et al., 2005). Os fragmentos vegetais cortados e

levados para os ninhos ndo sdo consumido diretamente pelas formigas, mas servem
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como substrato para o desenvolvimento do fungo (RODIONOVA e BEZBORODOV,
1997). O fungo, por sua vez, produz enzimas digestivas e nutrientes que s&o
facilmente assimilados pelas formigas (ERTHAL et al., 2007). O fungo é o Unico
alimento das larvas e complementa a dieta das operarias e rainhas (HOLLDOBLER
e WILSON, 1990). Esta relagdo perdura por cerca de 50 milh6es de anos, e ha
indicios que esta coevolugdo gerou uma interdependéncia entre formigas Attini e o
fungo simbionte, de modo que ambos ndo sobrevivem isoladamente (CURRIE,
2001; MUELLER et al., 2005; SCHULTZ E BRADY, 2008).

O fungo simbionte produz despolimerases que degradam a matéria
vegetal (SIQUEIRA et al., 1998), gerando carboidratos simples que sdo assimilados
pelas formigas. Entre estas despolimerases, amilases e pectinases parecem ser as
mais importantes para a nutricdo das formigas (SILVA et al., 2003). Para o
desenvolvimento deste fungo no formigueiro, o substrato vegetal coletado é
preparado cuidadosamente pelas operarias que depositam os seus fluidos fecais,
contendo enzimas, e que auxiliam na pré-degradacdo dos polissacarideos foliares e
facilitam o crescimento do fungo apds este ser inoculado (WEBER, 1972). As
pectinas presentes nos substratos vegetais que sdo fornecidos pela formiga ao
fungo desempenham funcdes de agente hidratante e de material cimentador para a
rede de fibras de celulose (SAKAI et al., 1993; THAKUR et al., 1997). As pectinas
representam um terco do peso seco do tecido vegetal de dicotiledbneas e de
algumas monocotiledéneas. Enzimas que degradam os polissacarideos vegetais em
acucares redutores (mono e dissacarideos) foram detectadas no fungo simbionte
(SIQUEIRA et al., 1998; SILVA, 1999; SILVA et al., 2003). Elas também foram
encontradas no liquido fecal de A. colombica tonsipes (MARTIN et al., 1975) e de A.
sexdens rubropilosa (SIQUEIRA, 1997; SILVA, 1999). Portanto, as formigas utilizam
o fungo simbionte para promover esse processo de degradacdo, uma vez que nao
sdo capazes de degradar a pectina diretamente, tornando-se, as pectinases, um
alvo factivel para o controle dos formigueiros. O uso de bioensaio de inibicdo de
pectinases tem perspectivas de ser um bom alvo para o controle de formigueiros,
reduzindo a metabolizacdo de polissacarideos e, portanto, a principal fonte de

energia do formigueiro.
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1.1.3. CONTROLE

A busca de novos agrotdxicos visando o controle de pragas agricolas
representa uma grande fronteira cientifica, pois a eficiéncia deve vir acompanhada
de diversos fatores. O custo financeiro, muitos produtos lancados devem apresentar
baixo custo, pois se deve pensar também em pequenos agricultores. Hoje se tornou
consenso que novas formulagbes devam ser de baixo impacto ambiental, de baixa

toxicidade a animais (terrestres ou marinhos) ao ambiente e ao préprio consumidor.

Empresas de reflorestamento tém empregado o controle quimico de

formigas cortadeiras de forma sistematica através de iscas tdxicas granuladas.

Estima-se que no Brasil sdo usadas aproximadamente 12.000
toneladas/ano de iscas toxicas no combate de formigas cortadeiras (BOARETTO e
FORTI, 1997). Na Tabela 1.1 sdo mostrados 0s principios ativos das principais iscas

disponiveis no mercado e seus modos de acao.

TABELA 1.1 - Iscas téxicas granuladas existentes no mercado, grupo quimico a que
pertencem e estrutura do principio ativo, marca comercial e modo de acdo sobre
formigas cortadeiras

Grupo L : Modo de
o Nome Quimico Marca comercial ~
quimico acao
I
F—C—F
Fenilpyrazol Sistema
(Fipronil) cl cl Blitz GABA(&cido
HoN N ‘gama-
>N aminobutirico)
i /
F—C—S C
| N AN
F
F
o]
Benzoil-uréia o] 3 Provavelmente
iflub N% Formilin 400 na biossintese
(Diflubenzuron) . ||_| ’T‘ i : . de Quitina
H
Cl S O—CH,CHj3 Pyrinex;Pik-isca
N %p/\ Pikapau;
Fosforado Cl 7N\ O/ O—CH,CH3 Attafés; Kl-Isca - Transmissao
(Clorpirifés) _ Nitrosin sinaptica
Landrin; Urutu-Ag; Tatu
cl Formifds;lskatoks
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Mirex-S;Attamex-

FFFFFFFFO .Di .
SUIforlaS | | | | | | | | Il 9H2_CH3 S’Plkapau_s’ Fosfor“agéo
Fluoralifaticas |F—C—C—C—C—C—C—C—C—S—N Tamandua Bandeira- A
) [ L L L L L L L 1\ . ) oxidativa
(Sulfluramida) FFFFFFFFO H S;Dinagro-S;

Agripec. Fluramin.

(BOARETTO e FORTI, 1997)

Um inseticida para formigas cortadeiras deve apresentar algumas
caracteristicas diferenciadas de outros insetos:

N&o deve apresentar toxicidade letal nos primeiros dias para que dessa
maneira o ingrediente ativo contamine toda col6nia e a isso deve estar associado

também o carater atrativo, isto €, o ingrediente ativo deve estar em iscas com

substancias que sejam atrativas aos insetos.

O alvo principal € que a substancia cause mortalidade por ingestéo,
pois estes insetos apresentam carapaca de quitina que forma uma barreira natural

contra ataques externos.

Tendo em vista esse cenario, obter substancias com atividade
inseticida e fungitoxica visando a busca de um controle altamente especifico de
formigas cortadeiras e de baixa toxicidade a outros organismos vivos, e

metodologias de aplicagdo dos mesmos deve ser buscado.

1.1.4. METODOS DE CONTROLE POR INIBICAO ENZIMATICA

De acordo com LOPEZ e BOLANOS, 2011 existem muitas maneiras de
se levar um inseto a morte por intoxicacao, esses modos de acdo sdo baseada no
fato de que as células dos seres vivos serem semelhantes do ponto de vista
funcional. Muitas substancias atuam em diferentes estagios do ciclo de vida do
inseto ECOBICHON, 2001; GREGUS e KLAASSEN, 2001 organizaram em sete
mecanismos e um deles diz respeito a acdo em enzimas especificas onde a
substancia pode reagir com a enzima ou uma proteina de transporte e inibir sua
funcéo normal (STENERSEN, 2007) e dentre as enzimas citadas uma em especial &

a acetilcolinesterase (AChE).

Esta enzima esta amplamente distribuida em todas as membranas
excitaveis de todo o reino animal (VENTER et al., 1988 e FERNANDEZ et al., 1996).
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Elas funcionam nas sinapses neurais para rapidamente hidrolisar o
neurotransmissor acetilcolina para acetato e colina. Quando a AChE ¢é inibida, a
acetilcolina é acumulada, o nervo permanece polarizado e ha uma super-
estimulacdo nas jungbes neuromusculares (WALKER e ASHER, 2005; MOSS e

HENDERSON, 1999).

A enzima AChE esta localizada principalmente no sistema nervoso
central dos insetos, enquanto que nos mamiferos € encontrada em ambos os
sistemas nervosos, central e periférico. Portanto, existem diferencas nos sintomas

de envenenamento por anticolinesterasicos entre os dois grupos.

A reacgéo entre acetilcolina e enzima AChE acontece em trés etapas,
como mostrado na Figura 1.1, onde (1) é a formacédo do complexode Michaelis entre
0 substrato acetilcolina e AChE; (2) é a acetilacdo da enzima e formacéao de colina;
(3) a hidrdlise da enzima acetilada para dar enzima livre e &cido acético. Essas
reacbes ocorrem rapidamente, por isso, ndo had acumulacdo de acetilcolina na
sinapse (DUBEY e PATYAL, 2007).

N
+ 1 + 2
)ko/\>N< + ACHE—ts o/\>N/<AChE P Az Ho TN

1(3)
o)
)J\ + AChE
OH

FIGURA 1.1- Esquema do mecanismo de hidrolise da enzima AChE.

A busca por inibidores dessa enzima passa a ser de extrema
importancia para se buscar novos meios de controle de insetos e, em especial, da

Atta sexdens rubropilosa.

1.2. ESPECIE VEGETAL ESTUDADA

1.2.1. ORDEM SAPINDALES

A ordem Sapindales é composta pelas familias Staphyceaceae,
Melianthaceae, Bretschneideraceae, Akaniceae, Sapindaceae, Hippocastanaceae,

Aceraceae, Burseraceae, Anacardiaceae, Julianiceae, Simaroubaceae, Cneoraceae,
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Meliaceae, Rutaceae e Zygophyllaceae (CRONQUIST, 1981, 1988). Tal
classificacdo é baseada em dados morfolégicos e filogenéticos incluindo em
sequéncias de DNA nuclear e platideo (MUELLNER et al., 2003). As principais
familias estudadas pelo grupo de produtos naturais da UFSCar, Simaroubaceae,

Meliaceae e Rutaceae pertencem a esta ordem.

1.2.2. A FAMILIA ANACARDIACEAE

A familia Anacardiaceae € constituida por cerca de 76 géneros e 600
espécies, cujos géneros sdo subdivididos em cinco tribos: Anacardieae, Dobineae,
Rhoeae, Semecarpeae e Spondiadeae (PIO CORREA, 1984). Mangifera, Rhus
(Toxicodendron), Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus, Schinus, Pistacia,
Lithraea, Tapirira e Melanorrhoea séo os géneros mais estudados nesta familia do
ponto de vista quimico e Mangifera, Rhus e Anacardium s&o as mais investigadas
com relacdo a suas composi¢des quimicas e atividades bioldgicas de seus extratos
e metabolitos, destacando-se neste sentido M. indica e A. occidentalle. Nesta familia
foi verificada a ocorréncia de flavondides, terpenos, esterdides, xantonas e,
principalmente, dos lipidios fendlicos e derivados e na classe dos flavonoides os

biflavonoides s&o os mais freqiientes (CORREA et al., 2006).

Menos de 7 % das espécies conhecidas da familia foram estudas do
ponto de vista fitoquimico e de atividade ja realizados. Nesta familia sdo conhecidos
géneros (em torno de 25 %) com efeitos toxicos e causadores de dermatite de
contato severa e praticamente as espécies venenosas desta familia estdo restritas
as tribos Anacardieae, Rhoeae e Semecarpeae (VOGL et al.,, 1995; VOGL e
MITCHELL 1996). A importancia econdmica, a diversidade de metabdlitos e
atividades bioldgicas tém justificado o enorme interesse no estudo de espécies desta

familia.

1.23. PERFIL FITOQUIMICO DO GENERO MYRACRODRUON
URUNDEUVA

Myracrodruon urundeuva tem como sinonimia Astronium juglandifolium
Griseb, e Astronium urundeuva (Fr. All.) (Engl.). Ela é conhecida popularmente como
aroeira-do-campo e aroeira-da-serra. M. urundeuva € nativa da caatinga do cerrado

desde o Ceara até o Parana. Encontrada também na Argentina, Paraguai e Bolivia.
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M. urundeuva é super explorada devido a sua madeira resistente, e agrupamentos
dessa arvore, que antigamente era dominante na caatinga, estdo desaparecendo e
ela esta na lista de espécies ameacadas de extingdo. Sua madeira € usada em
dormentes de linhas férreas, postes e na construcéo civil. Sua madeira é resistente

ao ataque de cupins.

Existe um numero muito reduzido de estudos em relacdo a espécies de
Myracrodruon relacionados a constituicdo de produtos naturais; os trabalhos
encontrados se referem as outras areas de conhecimento (atividade bioldgica,
classificagdo, manutencdo de sementes, dentre outros). Apenas um trabalho foi
realizado com o intuito de investigar a espécie M. urundeuva quanto a fitoquimica
(BANDEIRA et al., 2002), porém ndo ha muitos estudos da atividade dessa espécie
e atividade(s) bioldgica(s) principalmente inseticida e fungicida. Estudo envolvendo
estas espécies de atividades sobre formigueiros tém perspectivas de sucesso
baseado tanto no uso popular da mesma em construcao civil para evitar o ataque de

cupins.

A espécie M. urundeuva € conhecida por possuir quantidades
apreciaveis de taninos (QUEIROZ, 2002) e alguns estudos ligam essas substancias

a atividades inseticidas em algumas espécies como Aedes aegypti (SILVA, 2004).

1.3. COMPLEXOS METALICOS

Os produtos naturais tém se mostrado bons modelos para
modificacdes estruturais que ampliam suas acbes biolégicas, tais como
medicamentos, inseticidas, fungicidas, etc. Assim, a coordenacdo de produtos
naturais com acao sobre o formigueiro (inseticida, fungicida, etc) a ions metalicos,
examinando seus modos de ligacdo e possiveis efeitos sinérgicos (potencializacao
ou inibicdo) constitui outra estratégia possivel para controle das formigas

cortadeiras.

Nestes estudos verificam-se a variacdo de parametros tais como: a
capacidade n-receptora/doadora dos ligantes ancilares (2,2-bipiridina e 2,2’-
bipiridinas substituidas (Cl-, CHs-, NO,, CgHs-), forca motora (diferentes metais:
Mn(lI;111), Co(ll;IN), Cu(ll), Fe(ll:l), Ca*, Mg®* e Zn** ) e condicdes do meio

interventor (diferentes solventes, pH, temperatura 10 — 40 °C).
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A quimica dos metais da primeira série de transicdo € caracterizada por
estados de oxidacdo de valéncia baixa, sendo considerados metais “duros” segundo
a classificacdo por BASOLO e PEARSON, 1968. Como regra geral, metais duros
(Ca**, Mg**, Mn*", Co®*, Cu?®*, Fe?*, Zn*") formam complexos estaveis com ligantes
duros (H,O, ROH, RCO;, NHs, RNH,). Por outro lado, estes metais ndo sé&o
agressivos ao meio ambiente. Estes elementos destacam-se por serem 0s
elementos em maior abundancia na natureza. Isso fornece uma forte forca motora
no mundo da selecdo natural (JORDAO et al., 2000; MALAVOLTA, 1980; TATE,
1992). Por exemplo, os metais célcio, magnésio, ferro, zinco, cobre, manganés e
cobalto sdo geralmente requeridos por plantas e animais, pois atendem as
necessidades nutricionais, uma vez que na sua auséncia as plantas ndo completam

0 seu ciclo vital.

Alguns produtos naturais como: ricinina (ACACIO-BIGI et al., 2004),
catequina (CINTRA et al., 2005a,b), arborinina (SANTOS et al., 1998; AMBROZIN et
al., 2005), flavona, 7-metoxiflavona (AMBROZIN et al., 2004), 3-(1’,1’-dimetilalil)-7-
hidroxi-8-metoxicumarina e xantiletina (GODOY et al., 2005) mostraram atividades
em ensaios sobre formigueiros em laboratorios, grupos fendlicos, anéis aromaticos,
metoxilas, dentre outros, devem ser responsaveis pelas atividades destas
substancias e eles tém possibilidade de complexacdo com metais, levando,
provavelmente, a novos compostos com maior acdo sobre o ensaio (inseticida,

fungicida, etc).

A escolha do produto natural com a atividade desejada e dos sistemas
complexantes é fundamental para estabelecer um compromisso entre producao
agricola e um ambiente limpo e saudavel. Com base no exposto, é conveniente
realizar a coordenacgdo dos compostos flavonodides e naftoquinonas a ions metalicos

e a complexos polipiridinicos de Cobre (I1).

Ligantes polipiridinicos sdo de interesse em compostos de
coordenacdo uma vez que podem dar maior estabilidade ao complexo formado

(COTTON et al, 1998) e, portanto, podem fortalecer a interacdo metal-inseticida.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos desta tese foram:

A- O estudo fitoquimico da espécie Myracrodruon urundeuva visando a obtencédo de
substancias que possam ter atividade téxica (inseticida) contra Atta sexdens
rubropilosa (formiga-cortadeira), atividade fungitoxica e inibidoras da enzima
acetilcolinesterase (AChE) e também contribuir com a quimiossistematica do

género estudado, por este ser pouco conhecido sobre o ponto de vista quimico;

B- Obter complexos metalicos de cobre do tipo [Cu(X)(FLAV)] e [Cu(FLAV),] onde X
séo ligantes ancilares do tipo: 2,2"- Bipiridina e 1,10"- Fenatrolina e FLAV que
sdo flavonoides conhecidos como Naringina, Naringenina, Hesperidina e
Hesperitina,

C- Obter complexos metélicos de cobre a partir de derivados de lausona (2-hidroxi-
1,4-naftoquinona) via reacdo de Mannich usando Benzaldeidos substituidos e

aminas primarias;

D- Avaliar a atividade toxica contra A. sexdens rubropilosa dos complexos

sintetizados (toxicidade por ingestéo, inibidores de enzima AChE e fungicida).
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. EQUIPAMENTOS

3.1.1. ESPECTROMETROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e *C, COSY,
HMBC, HSQC, NOESY foram realizadas nos seguintes aparelhos:

BRUKER modelo DRX 400 (9,4 Tesla); BRUKER modelo ARX 200 (4,7 Tesla);
AVANCE IIl 400 NANO (9,4 Tesla); BRUKER 600 (14,1 Tesla) com Crio Sonda
Inversa (CTCI).

3.1.2. ESPECTROFOTOMETRO DE ULTRAVIOLETA (UV)
8453 UV/Visible Spectrophotometer, G1103A, Agilent Technologies.

3.1.3. CROMATOGRAFO DE CLAE
SHIMADZU SCL-10AV (condicbes analiticas e preparativas com valvula de
reciclo) E “loop” de 200 pL com detector UV-Vis Shimadzu SPD-10AV;

3.1.4. ESPECTROMETRO DE MASSAS

GC-EM Shimadzu QP 5000-ionizacdo por impacto eletrénico- DQ/UFSCar.
Sistema LC/MS/MS, modelo API 2000, AppliedByosystems (AB Sciex), munido
de um triplo quadrupolo (QQqQ). Fontes de ionizacdo: ESI Turbo lon Spray,
APCI e software Analyst.

MICROMASS Quattro LC (triplo quadrupolo) equipado com uma fonte
ESI/APCI “Z-spray” e gas de arraste argbnio, utilizado em LC acoplado ao
cromatografo liquido WATERS Alliance 2695-LaBioMMi- DQ/UFSCar.

3.1.5. ESPECTROMETRO DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO
Bruker Daltonics, Billerica, EUA; modelo UltrOTOFQ - ESI-TOF, modo de
deteccao positivo e negativo. FCFRP-USP-Ribeirdo Preto.

3.1.6. ESPECTROFOTOMETRO DE INFRAVERMELHO (1V)
BOMEM (BM-Séries Aridzone), utilizando placas de KBr.

3.1.7. ESPECTROFOTOMETRO DE DICROISMO CIRCULAR (DC)
JASCO, J-815 CD spectrometer. IF-USP - S&o Carlos

3.1.8. POLARIMETRO
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PERKIN ELMER modelo 241 — UFSCar.

3.1.9. POTENCIOSTATO
p-Autolab Type I

3.1.10. DETERMINADOR DE PONTO DE FUSAO
BUCHI 535 melting point

3.1.11. ANALISADOR ELEMENTAR
Fisons Instruments - EA1108 (CHNS-O)

3.1.12. ESTUFA DE SECAGEM E ESTERILIZACAO
FANEM -315 SE

3.1.13. ELETROFORESE CAPILAR
P/ACE MDQ Beckman Coulter

3.1.14. ROTAEVAPORADORES

BUCHI, rotavapor R-114, equipado com banho BUCHI B-480 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5 °C; BUCHI, rotavapor R-200,
equipado com banho BUCHI 490 e recirculador refrigerado NESLAB, modelo
CFT-25 mantido a 5 °C.

3.2. MATERIAIS PARA CROMATOGRAFIAS

3.2.1. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA COMPARATIVA (CCDC)
Fases estacionarias para cromatografia em camada delgada:

Silica gel 60 GF,s4 MERCK em placas de vidro preparadas no laboratério, de
dimensdes 3 x 10 cm (0,25 mm espessura).

Silica gel 60 GF,5, MERCK em placas de aluminio.

3.2.2. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA PREPARATIVA (CCDP)
Silica gel 60 PF,54 (70 — 230 Mesh ASTM) em placas de vidro preparadas no

laboratorio, de dimensdes 20 x 20 cm e 1 mm espessura.

3.2.3. COLUNAS PARA CLAE
Coluna Gemini C-18 (fase de silica modificada com ocatecilsilano), analitica (10

pm; 25,0 x 0,46 cm) e preparativa (10 ym; 31,0 x 1,0cm).
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3.3.

Coluna Phenomenex — Luna fenil-hexil, analitica (10 ym; 25,0 x 0,46 cm) e

preparativa (10 ym; 30,0 x 0,8 cm).

3.2.4. FASES ESTACIONARIAS

Silica 60 (230 — 400 Mesh ASTM) — “flash”.

Silica 60 (70 — 230 Mesh ASTM) — “comum”.

Sephadex® LH — 20 (dextrana hidroxipropilada — Amersham Pharmacia
Biotech).

Florisil (230 — 400 Mesh ASTM).

3.2.5. COLUNAS CROMATOGRAFICAS DE BANCADAS DE VIDRO
As colunas utilizadas nas andlises por CC foram confeccionadas na vidraria do
DQ — UFSCar.

3.2.6. SOLVENTES PARA CROMATOGRAFIA

BRENNTAG e outros destilados na sala de destilacdo do Departamento de
Quimica da UFSCar para obtencao de extratos e fracionamento dos mesmos;
Solventes grau HPLC, TEDIA e J.T. BACKER.

3.2.7. SOLVENTES PARA OBTENCAO DOS ESPECTROS DE RMN
Solventes deuterados (ACROS organics; CIL Cambridge Isotope Laboratories,
Inc. e ALDRICH Chemical Company, Inc.).

3.2.8. REVELADORES PARA CCD
Camara de luz (A = 254 nm e 365 nm);
Solucéo de Vanilina acidificada

Cloreto férrico (solugéo etanolica a 3%)
Vapor de amonia.

REAGENTES

Os reagentes utilizados foram adquiridos pela SigmaAldrich

Hesperidina H5254 Sigma 80%; Hesperitina H4125-10G 90%; Naringenina
N5893-5G >95%; Naringina N1376-25G >95%; Lausona H46805-25G; Cloreto
de Cobre e Acetato de cobre; Benzaldeido; 4-Fldorbenzaldeido; 4-
Clorobenzaldeido; Piperonal; 2,2° - bipiridina; 1,10°- fenantrolina; Butilamina;

Octilamina
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3.4. COLETA DO MATERIAL BOTANICO

Galhos e folhas de M. urundeuva foram coletados na regido
pertencente a bacia hidrografica Turvo/Grande, no municipio de Cajobi/SP no dia 21
de abril de 2008. O material vegetal foi identificado pela botanica Prof® Dr* Maria Inés

Salgueiro Lima do Departamento de Botanica da UFSCar.

3.5. METODOLOGIA DE EXTRACAO

Os galhos foram cortados em pedacos menores e as folhas separadas
dos ramos e em seguida foram postos para secar em estufa de circulagéo de ar a 40
°C por trés dias, em seguida o material vegetal (folhas e galhos) foram pulverizadas

em moinho elétrico.

Os pulverizados, separadamente, foram extraidos a exaustdo com
etanol durante 8 dias a temperatura ambiente e o solvente trocado a cada dois dias
onde o solvente era filtrado do material vegetal e concentrados em rotaevaporadores
onde este mesmo solvente era reaproveitado e retornava para nova extracdo. Apos
a extracdo, o extrato foi guardado em vidros de “boca larga” e postos para secar a
temperatura ambiente em capela. Os extratos foram pesados e nomeados de GA
(galhos aroeira) e FA (folhas aroeira) os dados obtidos estdo apresentados na
(Tabela 3.1).

TABELA 3.1 - Extratos brutos obtidos de folhas e galhos de M. urundeuva

Material vegetal seco (KQ) Extratos Cdédigo
Massa (9)
Folhas (2,0) 25 FA
Galhos (3,5) 53 GA

3.6. FRACIONAMENTOS DOS EXTRATOS BRUTOS

O extrato bruto das folhas (FA) foi submetido a cromatografia liquida
sob pressao reduzida em funil de placa sinterizada (15h x 8@ cm), utilizando silica
comum como fase estacionaria e como fase movel solventes: hexano, DCM, acetato
de etila e metanol e a quantidade de cada um utilizado dependia de quanto material
eluia (Tabela 3.2). Apdés cada eluicio o material foi concentrado em
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rotaevaporadores e posto para secar a temperatura ambiente, cada particdo era
novamente codificada de acordo com o solvente utilizado: FAH, FAD, FAA e FAM.

TABELA 3.2 — Fracionamento do extrato das folhas

Extrato Solvente Massa (Q) Caodigo
Hexano 6,0 FAH
DCM 0,5 FAD
FA
AcOEt 53 FAA
MeOH 6.6 FAM

O extrato bruto dos galhos (GA) inicialmente foi submetido a uma
particdo liquido-liquido onde GA foi solubilizado em uma mistura de Metanol/H,0O 3:1
e 0s solventes utilizados foram: hexano, DCM e acetato de etila. 14 g de extrato
bruto foi solubilizado em 100 mL de solugcdo de metanol/H,O 3:1 e foram

particionados com 300 mL de solventes (3X100 mL).

Obteve-se 4 fracdes que foram concentradas em rotaevaporadores e
postos para secar a temperatura ambiente (em capela) e apos foram codificadas de
acordo com o solvente utilizado, GAH, GAD, GAA, GAM (hidro-alcodlica) (Tabela
3.3), novamente estas particbes foram enviadas para testes de toxicidade por

ingestao.

TABELA 3.3 — Fracionamento do extrato dos galhos

Extrato Solvente Massa (Q) Cdédigo
Hex 2,2 GAH
DCM 3,8 GAD
GA
AcOEt 6,0 GAA
H,O/MeOH 2,0 GAM

3.7. ESTUDO FITOQUIMICO DAS FOLHAS DE M. urundeuva

Para este trabalho foram estudadas as folhas da fragéo acetato de etila
(FAA) da fracdo metanol (FAM).
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3.7.1. ESTUDO FITOQUIMICO DAS FOLHAS - FRACAO ACETATO DE

ETILA (FAA)

O material foi fracionado em cromatografia de camada delgada em

coluna recheada com silica flash (40,0h x 5,08 cm) tendo no topo silica florisil (3,0h

x 5,00 cm), 1,5 g de FAA foram inicialmente macerados com um pouco de silica até

completa homogeneizacdo e apoés foi acrescentada no topo da coluna e o sistema

foi cromatografado utilizando sistema gradiente de eluicdo (DCM—-> metanol) de onde

foram coletados 23 subfracdes que apds analise por CCD foram agrupadas em 11

outras e numeradas de FAAl a FAAl1l (Fluxograma 3.1).

FLUXOGRAMA 3.1 — Fracionamento da particdo FAA

Silica flash (40,0h x 5,08 cm)

(dicloro>metanol) E

FAA (1500mg)

FAA1 FAA3 FAA5 FAA7 FAA9

30mg 43mg 50mg 123mg 153mg
FAA2 FAA4 FAAG FAA8 FAA10
132mg 185mg 103mg 190mg 34mg

3.7.1.1. ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS FA1, FA2 E FA3

FAAll
132mg

A fracdo FAA2 foi novamente refracionada utilizando para isso

cromatografia em coluna recheada com silica flash (30,0h x 4,08 cm) tendo como

fase movel uma mistura de hexano/acetona (2:1) (sistema isocratico de eluicdo) de

onde se obteve 14 novas fracbes e que apds analise por CCD (utilizando como

revelador, vapor de amoénia e vanilina acida) foram agrupadas em 6 novas fracdes

(Fluxograma 3.2), que foram renomeadas de FAA2.1 a FAA2.6.
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FLUXOGRAMA 3.2 — Refracionamento da fragdo FAA2

FAA2
132mg

Silica Flash(30h x 4,00 cm)
hexano/acetona 2:1 e

FAA.2.1 FAA2.2 FAA2.3 FAA2.4 FAA2.5 FAA2.6
11mg 49mg 10mg 37mg 5mg 7mg

FAA.2.2 FAA.2.2 FAA.2.2 FAA.2.4 FAA.2.4 FAA.2.4 FAA.2.4
A 10mg B 12mg C 25mg A7mg B 3mg C 1limg D 12mg

Apo6s experimento de RMN *H verificou-se que as fracdes FAA2.2 e

FAA2.4 apresentavam como uma mistura de duas ou mais substancias e optou-se
por separa-las utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As
condi¢cOes de separagéo para FAA2.2 e FAA2.4 foram: coluna semi-preparativa (30h
x 0,784 cm) fenil-hexil; modo reverso de eluicdo: ACN 33% e MeOH 17%; Detector:
UV-Vis 254 e 273 nm; Fluxo: 4 mL/min; sistema reciclante; seringa 200 pL num

looping de 200 pL.

Para a fracdo FAA2.2 foram realizadas 8 injecbes, o cromatograma
(Figura 3.1) mostra o aparecimento de 4 bandas cromatograficas que foram
coletadas inicialmente a primeira banda (chamada de A), as segundas e terceiras
bandas (chamada de B) e a quarta banda (chamada de C) foi reciclada e apés o
primeiro reciclo foi coletada. Apds, todas as bandas foram agrupadas e renomeadas
de FAA2.2A, FAA2.2B e FAA2.2C apo0s estarem secas foi realizado experimento de

'H RMN onde se constatou que FAA2.2C era uma substancia pura (FAL).
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FIGURA 3.1 — Cromatograma de CLAE da fracdo FAA2.2.

Para a fracdo FAA2.4 foram realizadas 12 injecdes. O cromatograma

(Figura 3.2) mostra o aparecimento de 4 bandas cromatograficas que foram

coletadas: inicialmente a primeira banda (chamada de A), a segunda banda

(chamada de B) e a terceira banda (chamada de C) e a quarta banda (chamada de

D) foram recicladas e ap6s o primeiro reciclo foram coletadas. Apés, todas as
bandas foram agrupadas e renomeadas de FAA2.4A, FAA2.4B, FAA2.4C e
FAA2.4D. Apbs estarem secas foi realizado experimento de RMN de 'H onde se
constatou que FAA2.4C e FAA2.4D eram substancias puras (FA2 e FA3

respectivamente).

Abs

40000

20000

tempo

FIGURA 3.2 — Cromatograma de CLAE da fracdo FAA2.4.
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3.7.1.2. ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA FA4

A fragcdo FAAS3 foi cromatografada em coluna de sephadex LH-20 (40h
X 4@ cm) tendo como eluente metanol 100%. 43 mg do material foi solubilizado em
uma quantidade minima de metanol (necessario para solubilizar) e aplicada no topo
da coluna. Foram coletadas 25 fracGes que, apos andlise por CCD, foram agrupadas
em outras 5 e nomeadas de FAA3.1 a FAA3.5 (Fluxograma 3.3). A fragdo FAA3.3
apresentou-se como um sélido de coloracdo branca e apés experimento de RMN *H

verificou-se tratar de uma substancia pura (FA4).

FLUXOGRAMA 3.3 — Refracionamento da fracdo FAA3

FAA3
43mg

Sephadex(40h x 4,00 cm)

metanol e

FAA3.1 FAA3.2 FAA3.3 FAA3.4 FAA3.5
7mg 5mg 12mg 8mg 6mg

3.7.1.3. ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS FAS E FA6

A fracdo FAA4 apresentou-se como uma pasta oleosa de coloracao
verde e apos experimento de RMN 'H o material foi recromatografado por
cromatografia de camada delgada em coluna recheada com silica flash (25,0h x
5,08 cm) tendo no topo silica florisil (2,0h x 5,08 cm). 185 g de FAA4 foram
inicialmente macerados com um pouco de silica e silica florisil até completa
homogeneizacdo e apods foi acrescentada no topo da coluna e o sistema foi
cromatografado utilizando sistema isocratico de eluicdo tendo como fase movel uma
mistura de hexano/acetona (3:1), de onde foram coletados 25 subfracbes que apos
analise por CCD (vapor de amodnia e vanilina acida) foram agrupadas em 8 outras e
numeradas de FAA4.1 a FAA4.8.

A fracdo FAA4.3 apresentou caracteristicas de urushidis e novamente
foi cromatografada por cromatografia em coluna recheada com silica flash (12,0h x
200 cm). 88 g de FAA4.3 foi macerado em silica flash até completa
homogeneizacao e apoés foi acrescentada no topo da coluna tendo como fase moével

mistura de Acetato de etila/hexano (2:1), foram coletadas 7 novas fracdes que apos

Pagina | 27



Procedimento Experimental

andlise por CCD (vapor de amobnia) foram agrupadas em 4 outras e numeradas de
FAA4.3.1 a FAA4.3.4 (Fluxograma 3.4).

FLUXOGRAMA 3.4 — Refracionamentos da fracdo FAA4 e FAA4.3

FAA4 185mg
Silica flash (30h x 4,000 cm
hexano/acetona 2:1 E
FAA4.1 FAA4.2 FAA4.3 FAA4.4 FAA4.5 FAA4.6 FAA4.7 FAA4.8
8mg 23mg 88mg 9mg 12mg 9mg 5mg 6mg

Silica flash (30h x 4,00 cm) <

hexano/acetona 2:1

FAA4.3.1
18mg

FAA4.3.2
17mg

FAA4.3.3
30mg

FAA4.3.4
13mg

A fracdo FAA4.3.3 apresentou-se como um O6leo de coloracdo

esverdeado e ap6s RMN 'H mostrou-se como uma mistura de duas substancias

cuja classe pertence a lipidios catecdlicos que foram analisadas por cromatografia

gasosa acoplada a espectroscopia de massas (CG-EM),

porém antes as

substancias precisaram ser derivatizadas em suas hidroxilas fendlicas para éteres

sililicos (Box 1). As condi¢cfes de injecdo no GC-EM foram: temperatura do injetor

250 °C, temperatura do detector 280 °C, e a rampa de aquecimento 50 °C/1min, 5 °C

até 260 °C por 30 minutos e 15 °C até 290 °C por 20 minutos (Figura 3.3), o tempo

de retencéo das substancias foram de 27,24 min para o composto 1 e 27,28min para

0 composto 2 que correspondem as substancias FA5 e FAG.

TiC

1616106

27

28

FIGURA 3.3 - Cromatograma gasoso da fracdo FAA4.3.3.
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BOX 1 - Procedimento para preparacdo dos derivados sililicos.

Preparo dos éteres sililicos
Em um eppendorf, foi acrescentado um equivalente da mistura de lipidios
catecolicos dissolvidos em DCM, em seguida foi acrescentado 3 equivalentes
de piridina. O sistema reacional foi fechado e a mistura foi aquecida a uma
temperatura de 60 °C por 5 minutos, apos foi acrescentado 3 equivalentes de
agente sililante, N,N-Dimethyltrimethylsilylamine e aquecido por mais 10
minutos. Apoés foi realizado a extracdo do sistema com ciclohexano e esta

solucéo foi injetada no CG-EM.

3.7.1.4 - ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS FA7, FA8 E FA9

A fracdo FAA8 apresentou-se como um sélido de coloracdo laranja
amarronzado e ap6s experimento de RMN 'H de onde se contatou sinais de
flavondides, o material foi refracionado por cromatografia de exclusdo com sephadex
LH 20 (90h x 8,08 cm) tendo como fase moével metanol. 190 mg de FAAS8 foi
inicialmente solubilizado em uma quantidade minima de metanol e filtrado em
membrana 0,4 um para recolher os sélidos que poderiam comprometer a separacao,
em seguida o filtrado foi acrescentado no topo da coluna e eluido com metanol.
Foram coletados 50 fracdes (frascos de 30 mL) que apés andlise por CCD (revelado
com vapor de aménia, cloreto férrico e vanilina acida) foram agrupadas em 11 novas

fracOes (Fluxograma 3.5) e nomeados de FAA8.1 a FAA8.11.

ApoOs estarem secas, as fracfes foram submetidas a experimentos de
RMN *H onde se verificou que a fracdo FAA8.3 e FAA8.5 apresentava sinais
caracteristicos de flavondides e optou-se pela separacado por CLAE. As condicoes
de separacédo para FAA8.3 foram: coluna semi-preparativa (30h x 0,784 cm) C18
phenomenex; modo reverso de eluicdo: ACN 75%,; detector: UV-Vis 217 e 270 nm;

Fluxo: 4 mL/min; sistema reciclante; seringa 200 uL num looping de 200 pL.

Para a fracdo FAA8.3 foram realizadas 7 inje¢cbes. O cromatograma
(Figura 3.4) mostra o aparecimento de 2 bandas cromatograficas que foram
recicladas e coletadas no segundo reciclo a primeira banda (chamada de A) e a
segunda (chamada de B). Apds, todas as bandas foram agrupadas e renomeadas
de FAA8.3A e FAA8.3B e apds estarem secas foi realizado experimento de RMN *H

onde se constatou que eram substancias puras (FA7 e FA8).
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FLUXOGRAMA 3.5 — Fracionamento de FAA8

FAA8 190mg
Sephadex(40h x 4@ cm) metanol
<€
FAA8.1 FAA8.3 FAA8.5 FAA8.7 FAA8.9 FAA8.11
12mg 40mg 41mg 15mg img 5mg
FAA8.2 FAA8.4 FAA8.6 FAA8.8 FAA8.10
5mg 22mg 7mg 22mg 17mg
CLAE (b)
CLAE (a)
FAA8.5A
20mg

FAA8.3A FAA8.3B
12mg 18mg

1500
1400 4
1300 A
1200 4
1100 4
1000 4
900
800 A
700
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FIGURA 3.4 — Cromatograma de CLAE da fracdo FAA8.3.

As condicboes de separacao para FAA8.5 foram: coluna semi-
preparativa (30h x 0,780 cm) C18 phenomenex; modo reverso de eluigcdo: ACN 25%
MeOH 25%; detector: UV-Vis 254 nm; fluxo: 4 mL/min; sistema reciclante; seringa
200 pL num looping de 200 pL.

Para a fracdo FAA8.5 foram realizadas 3 injecbes. O cromatograma
(Figura 3.5) mostra o aparecimento de muitas bandas iniciais que foram coletadas e

descartadas e a banda A foi reciclada e coletada no segundo reciclo (chamada de A)
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e renomeadas de FAA8.5A e ap6s estar seca foi realizado experimento de RMN *H
onde se constatou que era uma substancia pura (FA9).

300 +

200 +

Abs

100

T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
tempo

FIGURA 3.5 — Cromatograma de CLAE da fracdo FAA8.5.

3.7.1.5. ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS FA10 E FA11

A fracdo FAA9 apresentou-se como um sdlido de coloracéo laranja e
ap6s experimento de RMN *H de onde se contatou sinais de flavonéides. O material
foi refracionado por cromatografia de exclusédo com sephadex LH-20 (20h x 1,5@
cm) tendo como fase movel metanol. 153 mg de FAA9 foi inicialmente solubilizado
em guantidade minima de metanol e acrescentado no topo da coluna e eluido com
metanol. Foram coletados 15 fracfes (frascos de 30 mL) que apds analise por CCD
(revelado com vapor de amo0nia, cloreto férrico e vanilina &cida) foram agrupadas em
5 novas, e nomeadas de FAA9.1 a FAA9.5 (Fluxograma 3.6).

Ap6s experimento de RMN 'H a fracdo FAA9.2 foi novamente
cromatografado em coluna de sephadex (20h x 1,5@ cm) tendo como fase movel
metanol. Foram obtidos 4 novas fracdes, que foram nomeadas de FAA9.2.1 a
FAA9.2.5 e ap6s estarem secas foi realizado experimento de RMN *H e verificou-se
que a fragdo FAA9.2.3 era uma substancia pura (FA10).
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FLUXOGRAMA 3.6 — Fracionamento de FAA9.

Sephadex (20h x 1,5@ cm)

metanol

FAA9 153mg

€<—

FAA9.1 FAA9.2 FAA9.3 FAA9.4 FAAQ.5

12mg 80mg 13mg 16mg 10mg

CLAE (a)
Sephadex (20h x 1,5@ cm)

metanol FAAQ 5A

5mg

FAA9.2.1 FAA9.2.2 FAA9.2.3 FAA9.2.4
22mg 7mg 6mg 30mg

A fracdo FAA9.5 apresentou-se como um solido de coloragdo amarelo

ouro e apds experimento de RMN *H mostrou sinais de flavonéides e optou-se por

purificar utilizando CLAE. As condi¢cGes de separacdo para FAA8.3 foram: coluna

semi-preparativa (30h x 0,784 cm) fenil-hexil; modo reverso de eluicdo: ACN 75%;

detector: UV-Vis 254 e 270 nm; fluxo: 6 mL/min; seringa 200 pL num looping de 200

ML.

Para a fracdo FAA9.5 foram realizadas 4 injecbes. O cromatograma

(Figura 3.6) mostra o aparecimento de muitas bandas iniciais que foram coletadas e

descartadas e a banda A foi coletada (chamada de A) e renomeadas de FAA9.5A e

apos estar seca foi realizado experimento de RMN *H onde se constatou que era

uma substancia pura (FA11).
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FIGURA 3.6 — Cromatograma de CLAE da fracdo FAA9.5.

3.7.1.6. ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA FA12

A fracdo FAA11 apresentou-se como um soélido de aspecto gelatinoso e
de coloracéo verde claro e ap6s experimento de RMN *H, o material foi refracionado
por cromatografia de exclusdo com sephadex LH-20 (15h x 1,5& cm) tendo como
fase moével metanol, 132 mg de FAA11 foi inicialmente solubilizado em quantidade
minima de metanol e acrescentado no topo da coluna e eluido com metanol. Foram
coletados 5 fracdes (frascos de 30 mL) que foram nomeadas de FAA1l1.1 a FAAl1l.5
(Fluxograma 3.7), destas fracbes somente a FAA11.2 revelou em cloreto férrico.

Ap6s experimento de RMN *H verificou-se que era uma substancia pura (FA12).

FLUXOGRAMA 3.7 — Refracionamento da fragdo FAA11l

FAAl1l
132mg

€—

Sephadex (15h x 1,5@ cm)
metanol

FAA1l.1 FAA11.2 FAA11.3 FAAl1l1.4 FAA11.5
12mg 13mg 57mg 12mg 15mg

3.7.2. ESTUDO FITOQUIMICO DAS FOLHAS - FRACAO METANOL (FAM)

Devido ao carater polar desta fracdo optou-se por utilizar somente

cromatografia por exclusdo utilizando sephadex LH-20. 1,5 g do extrato foi
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solubilizado em acetona/metanol (2:1) de onde se formou um precipitado de
coloracdo amarela, este precipitado foi separado por centrifugacdo e lavado varias

vezes com a mesma mistura de solventes e foi nomeado de FAMP (75 mg).

O material solubilizado foi refracionado apds evaporacdo do solvente
através de cromatografia em coluna com sephadex LH-20 (90h x 5@ cm) tendo
metanol como eluente, 1,5 g do filtrado foi adicionado ao topo da coluna e foram
coletadas 8 novas fracdes (Fluxograma 3.8) que foram nomeadas de FAM1 a
FAMS8. ApoOs estarem secas foi realizado andlise por CCD (utilizando vapor de

amonia e vanilina acida como reveladores).

FLUXOGRAMA 3.8 — Fracionamento da particdo FAM

FAM 1500mg

Sephadex (90h x 5@ cm) metanol b

| I | | | | | I
FAM1 FAM2 FAM3 FAM4 FAMS FAMG6 FAM7 FAMS8
100mg 23mg 310mg 289mg 177mg 45mg 130mg 78mg

3.7.2.1. ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA FA13

O precipitado FAMP, ap6s estar bem seco, foi analisado por CCD
(vapor de amoénia e vanilina acida) de onde se verificou um alto grau de pureza, e

apos experimentos de RMN se confirmou tratar de uma substancia pura (FA13).

3.7.2.2. ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS FA14, FA15 E FA16

A fracdo FAM3 apresentou-se como um sélido de coloracdo laranja
amarronzado e foi refracionado utilizando cromatografia por exclusdo utilizando
sephadex LH-20 (30h x 4@ cm) eluido com metanol. 310 mg do material foi
solubilizado em quantidade minima de metanol e adicionado no topo da coluna, de
onde foram obtidos 15 novas fracfes, que apds analise por CCD (vapor de amoénia e
vanilina acida), foram agrupadas em 5 novas fracbes e renomeadas por FAM3.1 a
FAM3.5 (Fluxograma 3.9). Apds estarem secas, elas foram submetidas a
experimento de RMN 'H e a fragdo FAM3.3 apresentou sinais de flavondides e esta

fracdo foi recromatografada utilizando sephadex LH-20 (15h x 2,5@ cm) tendo como
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eluente metanol. Seguindo o mesmo procedimento j& descrito, a fracdo foi
solubilizada em metanol e adicionada no topo da coluna e apds foram recolhidas 3
novas fracdes (eram recolhidas com acompanhamento de luz UV-Vis) de onde
foram renomeadas de FAM3.3.1 a FAM3.3.3. A fracdo FAM3.3.2 apresentou-se com

um grau mediano de pureza e optou-se por purifica-la por CLAE.

FLUXOGRAMA 3.9 — Refracionamento de FAM3

FAM3 310mg
Sephadex (30h x 4@ cm)
metanol e
FAM3.1 FAM3.2 FAM3.3 FAM3.4 FAM3.5
21mg 35mg 100mg 60mg 89mg

Sephadex (15h x 2,5@ cm)

metanol

Sephadex (15h x 2,5@ cm)

metanol

FAM3.3.1 FAM3.3.2 FAM3.3.3 FAM3.5.1 FAM3.5.2 FAM3.5.3
23mg 45mg 28mg 15mg 52mg 17mg
CLAE (a) CLAE (b)

FAM3.3.2
A 18mg
FAM3.5.2 FAM3.5.2
A 10mg B 19mg

A fracdo FAM3.5 também foi recromatografada utilizando sephadex
LH-20 (15h x 2,5& cm) tendo como eluente metanol e foram recolhidas também 3
novas fragdes (eram recolhidas com acompanhamento de luz UV-Vis) nomeadas de
FAM3.5.1 a FAM3.5.3. A fracdo FAM3.5.3 apds experimento de RMN *H mostrou-se

tratar de uma mistura de duas substancias e optou-se por purifica-la por CLAE.

As condicdes de separacdo para FAM3.3.2 foram: coluna semi-
preparativa (30h x 0,783 cm) fenil-hexil;, modo reverso de eluicdo: ACN 75%;

detector: UV-Vis 254 e 270 nm; fluxo: 4 mL/min; seringa 200 pL num looping de 200
pL.

Para a fragdo FAM3.3.2 foram realizadas 12 inje¢cbes. O cromatograma

(Figura 3.7) mostra o aparecimento de muitas bandas iniciais que foram

descartadas e a banda principal foi coletada, sem haver reciclo, sendo renomeada

Pagina | 35



Procedimento Experimental

de FAM3.3.2A e ap6s estar seca foi realizado experimento de RMN 'H onde se
constatou que era uma substancia pura (FA14).
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FIGURA 3.7 — Cromatograma de CLAE da fracdo FAM3.3.2.

As condicbes de separacdo para FAM3.5.2 foram: coluna semi-
preparativa (30h x 0,783 cm) fenil-hexil;, modo reverso de eluicdo: ACN 75%;
detector: UV-Vis 254 e 270 nm; fluxo: 4 mL/min; Seringa 200 pL num looping de 200
puL. Para a fracdo FAM3.5.2 foram realizadas 14 injecdes. O cromatograma (Figura
3.8) mostra o aparecimento de duas bandas que foram recicladas e coletadas no
segundo reciclo A primeira banda, chamada de A e a segunda, chamada de B. Apds
as 4 injecOes, todas as fragOes de bandas iguais foram agrupadas e renomeadas de
FAM3.5.2A e FAM3.5.2B e ap0s estarem secas foi realizado experimento de RMN

'H onde se constatou que eram substancias puras (FA15 e FA16).
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FIGURA 3.8 — Cromatograma de CLAE da fracdo FAM3.5.2.
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3.7.2.3. ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA FA17

A fracdo FAM4 apresentou-se como um solido de coloragéo laranja
amarronzado e foi refracionado utilizando cromatografia por exclusdo utilizando
sephadex LH-20 (30h x 4@ cm) eluida com metanol. 280 mg do material foi
solubilizado em quantidade minima de metanol e adicionado no topo da coluna, de
onde foram obtidos 6 novas fragcdes que foram numeradas de FAM4.1 a FAM4.6.
Apébs estarem bem secas, estas fracBes foram submetidas a analise por CCD e a
fracdo FAM4.4 foi novamente cromatografada utilizando sephadex LH-20 (15h x 2,5
@ cm) eluido com metanol. 289 mg do material foi solubilizado em quantidade
minima de metanol e adicionado no topo da coluna, de onde foram obtidas 3 novas
fragcOes, que foram numeradas de FAM4.4.1 a FAM4.4.3 (Fluxograma 3.10).

FLUXOGRAMA 3.10 — Fracionamento de FAM

FAM4 280mg

Sephadex (30h x 4@ cm)

metanol b

FAM4.1 FAMA4.2 FAMA4.3 FAM4.4 FAMA4.5 FAMA4.6
13mg 25mg 13mg 63mg 37mg 43mg

Sephadex (15h x 2,5@ cm)

metanol b

FAM4.4.1 FAM4.4.2 FAM4.4.3
25mg 23mg 10mg

CLAE (a)

FAM4.4.2A
5mg

Para a fracdo FAM4.4.2, apds experimento de RMN H, optou-se por

purificar por CLAE e as condi¢bes de purificagdo foram: coluna semi-preparativa
(30h x 0,780 cm) fenil-hexil; modo reverso de eluicdo: ACN 75%; detector: UV-Vis
254 e 270 nm; Fluxo: 4 mL/min; seringa 200 pL num looping de 200 pL.

Para a fracdo FAM4.4.2 foram realizadas 6 inje¢cdes. O cromatograma
(Figura 3.9) mostra o aparecimento de cinco bandas de onde foram descartadas as
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minoritarias e coletada a banda majoritaria que foi renomeada de FAM4.4.2A e apo6s
estar seca, foi realizado experimento de RMN 'H onde se constatou que era uma
substancia pura (FA17).
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FIGURA 3.9 — Cromatograma de CLAE da fracdo FAM4.4.2.

3.8. ESTUDO FITOQUIMICO DOS GALHOS DE M. urundeuva

Para este trabalho foram estudadas as fracdes DCM (GAD) e acetato
de etila (GAA) dos galhos.

3.8.1. ESTUDO FITOQUIMICO DOS GALHOS DA FRACAO DCM (GAD)

O material foi fracionado em cromatografia em coluna recheada com
silica flash (21,0h x 3,08 cm), sendo que 2,8 g de GAD foram inicialmente
macerados com um pouco de silica até completa homogeneizacdo e apoés foi
acrescentada no topo da coluna e o sistema foi cromatografado utilizando sistema
gradiente de eluicdo (hexano-> metanol) de onde foram coletados 12 subfragbes e
numeradas de GAD1 a GAD12 (Fluxograma 3.11).
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FLUXOGRAMA 3.11 — Fracionamento da fragdo GAD

GAD 2800mg

Silica flash (21,0h x 3,08 cm)

(hexano>metanol) ¢

GAD1 GAD3 GAD5 GAD7 GAD9 GAD11
34mg 256mg 100mg 87mg 312mg 112mg

GAD2 GAD4 GAD6 GAD8 GAD10 GAD12
98mg 611mg 45mg 125mg 145mg 223mg

A fracdo GAD4 ap6s experimento de RMN *H foi novamente
cromatografada em cromatografia em coluna recheada com silica flash (21,0h x 1,5@
cm), sendo que 611mg de GAD4 foram inicialmente macerados com um pouco de
silica até completa homogeneizacédo e apos foi acrescentada no topo da coluna. O
sistema foi cromatografado utilizando sistema isocratico de eluicdo (hexano/acetona
9:1) de onde foram coletados 23 subfracbes e apds andlise por CCD foram

agrupadas em 7 outras e numeradas de GAD4.1 a GAD4.7 (Fluxograma 3.12).

3.8.1.1 - ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA GA1

A fracdo GAD4.2 apresentou-se como um sélido branco e foi
recromatografada em em coluna recheada com silica flash (21,0h x 1,5& cm), sendo
que 95 mg de GADA4.2 foram solubilizados em minima quantidade de acetona e apos
foi acrescentada no topo da coluna e foi cromatografado utilizando sistema isocrético
de eluicdo (hexano/acetona 9:1) de onde foram coletados 12 subfracfes. Apos
analise por CCD foram agrupadas em 4 outras e numeradas de GAD4.2.1 a
GAD4.2.4. A fragdo GADA4.2.2 apresentou-se como um solido de coloragdo branca,
prontamente soltvel em DCM e apés experimento de RMN *H e CG/EM tratou-se de
uma substancia pura (GA1l) as condicbes de analise foram: temperatura do injetor
250 °C, 150 °C/min, 6 °C até 280 °C, por 40 minutos.
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FLUXOGRAMA 3.12 — Fracionamento de GAD4
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3.8.1.2 - ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS GA2 E GAD3

A fracdo GAD4.3 ap6s experimento de RMN 'H foi novamente
cromatografada em coluna recheada com silica flash (21,0h x 1,5@ cm), sendo que
100 mg de GADA4.3 foram solubilizados em minima quantidade de acetona e apos foi
acrescentada no topo da coluna e cromatografado utilizando sistema isocratico de
eluicdo (hexano/acetona 9:1) de onde foram coletados 6 subfracdes e apos analise
por CCD foram agrupadas em 3 outras e numeradas de GAD4.3.1 a GAD4.3.3. A
fracdo GAD4.2.3 apresentou-se como um solido de coloragcdo branca, prontamente
soltvel em DCM e ap6s experimento de RMN *H e CG/EM tratou-se de uma mistura
de duas substancias. As condicbes de injecdo no CG/EM foram as seguintes:
temperatura do injetor 150 °C; temperatura detector 150 °C; rampa: 150 graus por
um minuto, aumentando de 5 °C até atingir 280 °C e foi mantido nesta temperatura

por 10 minutos.

No cromatograma gasoso (Figura 3.10) se observa a presenca de
duas bandas que foram nomeadas de GAD4.3.3A (GAD2) e GAD4.3.3B (GAD3).

Tic 51786979

S— - S, W — - S ~
T T T T T T T

10 ‘ 20 ‘ 30 40 50 60

FIGURA 3.10 — Cromatograma gasoso da fracdo GAD4.3.3.

3.8.1.3 - ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS GA4 E GAD5

A fracdo GAD4.4 apb6s experimento de RMN 'H foi novamente
cromatografada em coluna recheada com silica flash (21,0h x 1,58 cm), e as
condi¢cbes foram parecidas com o anterior, 134 mg de GAD4.4 foram solubilizados
em minima quantidade de acetona e apods foi acrescentada no topo da coluna e
cromatografado utilizando sistema isocratico de eluicdo (hexano/acetona 8:1) de
onde foram coletados 5 subfracdes e apds andlise por CCD foram agrupadas em 3
outras e numeradas de GAD4.4.1 a GAD4.4.3. A fracdo GAD4.4.2 apresentou-se
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como um solido de coloracao branca, prontamente solivel em DCM e apos anélises

por RMN 'H e de CG/EM tratou-se de uma mistura de duas substancias.

As condi¢des de injecdo no CG/EM foram as seguintes: temperatura do
injetor 150°C; temperatura detector 150°C; Rampa: 150 °C por um minuto,
aumentando de 5 °C até atingir 280 °C e foi mantido nesta temperatura por 10

minutos.

No cromatograma gasoso (Figura 3.11) se observa a presenca de
duas bandas que foram nomeadas de GAD4.4.2A (GAD4) e GAD4.4.2B (GAD5).
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FIGURA 3.11 - Cromatograma gasoso da fracdo GAD4.4.2.

3.8.1.4. ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS GA6 E GA7

A fracdo GADA4.5 ap6s experimento de RMN *'H foi novamente
cromatografada em coluna recheada com silica flash (15,0h x 1,0 @ cm), sendo que
90 mg de GAD4.5 foram solubilizados em minima quantidade de acetona e
acrescentada no topo da coluna e cromatografado utilizando sistema isocratico de
eluicdo (hexano/acetona 8:1) de onde foram coletados 3 subfracdes e apos analise

por CCD foram agrupadas em 3 outras e numeradas de GAD4.5.1 a GAD4.5.3.

A fracdo GAD4.5.2 apresentou-se como um solido de coloracao
amarelo, prontamente sol(vel em DCM e ap6s andlise por RMN *H e CG/EM tratou-
se de uma mistura de duas substancias.

As condi¢des de injecdo no CG/EM foram as seguintes: temperatura do

injetor 150°C; temperatura detector 150°C; rampa: 100 °C por um minuto,
aumentando de 5 °C até atingir 250 °C e foi mantido nesta temperatura por 10

minutos.
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No cromatograma (Figura 3.12) obtido se observa a presenca de duas
bandas.

Tic 1294509

FIGURA 3.12 — Cromatograma gasoso de GAD4.5.2.

Pela analise em CCD foi possivel observar duas “manchas” com uma
diferenca de RF de 0,5 cm, eluida com hexano/acetona 8:1 uma condi¢édo favoravel
a separacdo por CCD preparativa. Foi utilizada uma placa de vidro com silica fixada
(25x25 cm) e 4 mg do material foi cuidadosamente aplicado em toda a base da placa
(a partir de 2 cm altura) com ajuda de um capilar e apés, 100 mL de uma mistura
hexano/acetona 8:1 foi adicionada em uma cuba de vidro e a placa cuidadosamente
colocada no fundo da cuba. O sistema foi tampado e apds um periodo até o solvente
eluir por toda a placa, ela foi retirada e observada em luz UV (245 e 365 nm) de
onde se observou uma boa separacdo com aproximadamente 1 cm de RF. Entdo
estas duas manchas foram retiradas da placa (raspando a silica) e acrescentadas
em erlenmeyer de 50 mL contendo DCM. Os erlenmeyer foram sonicados por 10
minutos e apods foi filtrado e postos para secar. Apdés estarem bem secos foram
novamente injetados em CG/EM de onde se observou a separacdo. Os
cromatogramas mostram que houve separacao (Figura 3.13 e 3.14), elas foram
nomeadas de GAD4.5.2A (GA6) e GAD4.5.2B (GA7).

Pagina | 43



Procedimento Experimental

TiC

52574154

7

% 28 30

FIGURA 3.13 — Cromatograma gasoso de GAD442A.
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FIGURA 3.14 — Cromatograma gasoso de GAD442B.

3.8.1.5. Identificacdo das substancias presentes em GAS8

A fracdo GADA4.6 apresentou-se como um soélido de aspecto oleoso e

sua identificacdo foi obtida através de metilacdo (Box 2).

apos experimento de RMN *H mostrou-se como uma mistura de acidos graxos e a

As condicoes de CG/EM foram: temperatura do injetor 250 oc;

aumento de 5°C até 270 °C e mantido por 60 minutos.

temperatura do detector 280 °C; rampa de aquecimento: 100 °C por 4 minutos,

O cromatograma (Figura 3.15) mostrou que ha uma substancia em

predominancia, apresentando banda em tempo de retencdo em 21,731, além de

outras quatro minoritarias (representando elas juntas cerca de 6 % da area total)

Pagina | 44



Procedimento Experimental

C 74643103

' T )| 24526 BT _ ,__
10 2 30 40 50 60
A
TIC 737
|
9.614 |
| 28377
| 24 526 I\
| '. [
| . | [
16.05 | | II ‘ |I'. |
R S | TV N W N L ) N
16 18 20 2 24 %6 78 30
B

FIGURA 3.15 - Cromatograma gasoso de GAD4.6 metilado( A) e sua ampliagao (B).

BOX 2 - Procedimento de metilagdo por diazometano

Preparo diazometano
“A solucdo de diazometano foi preparada dissolvendo-se 2,14 g de p-
toluilsulfonilmetilnitrosamida em 30 mL de éter etilico. Esta solucdo foi resfriada em banho de
gelo e transferida para um baldo de destilacdo, juntando-se uma solugdo de 0,4g de hidréxido
de potdssio em 10 mL de etanol 96 %. Deixou-se o sistema em repouso por 5 min em banho
de gelo e em seguida iniciou-se a destilacido em manta de aquecimento (60 °C). Terminando a

destilacdo realizou-se a reacdo e o excesso de diazometano foi reagido com 4cido acético

glacial.” (TEREZAN, 2002)
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3.8.2. ESTUDO FITOQUIMICO DOS GALHOS DA FRAQAO ACETATO DE
ETILA (GAA)
A fracdo acetato de etila (GAA) apresentou-se como um sélido de

coloracdo avermelhado e apds andlise por RMN 'H verificou-se a presenca de
muitos sinais na regido de aromaticos e apos analise de CCD (hexano/acetona 1:1)
verificou-se que eluia uma grande mancha vermelha e no topo uma mancha amarelo
ouro. A mancha avermelhada era taninos condensados e utilizou-se de um artificio
para remover esses taninos do extrato. Utilizando cromatografia rapida sob pressao
reduzida em uma coluna de vidro com placa sinterizada (40h x 5@ cm) recheada
com silica comum e tendo no topo a fracdo GAA homogenizada em silica. Foi
adicionado 4 g de GAA e usando um sistema sob pressao reduzida e a fase movel
foi uma mistura de hexano/acetona (3:1). Ao iniciar o cromatograma, eluia na coluna
um liguido amarelo ouro e a parte amarronzada ficou retida no topo, obteve-se 2
litros, que foram concentrados em rotaevaporador. Apos estar bem seco, o residuo
foi analisado por RMN *H e verificou-se tratar de uma mistura rica em chalconas
diméricas e se manteve a nhomenclatura de GAA, sendo obtido 1,5 g de material

amarelo.

Devido ao carater polar dessa classe de substancias, o seu
refracionamento foi realizado em sephadex LH-20, tendo como eluente metanol. Foi
utilizado 550 mg de GAA em metanol e adicionado (100 mg por vez, de onde se
procedeu cinco vezes) no topo de uma coluna (90 cm x 5@ cm) e as amostras eram
coletadas de acordo com a coloracdo que iam eluindo e se obteve 9 fracbes que
foram concentradas em rotaevaporadores e renomeadas de GAAL a GAA9. A fragéo
GAA3, GAA4, GAA5 e GAA6 foram novamente cromatografadas em coluna de
sephadex LH 20, tendo como eluente metanol, sendo que o material foi solubilizado
em minima quantidade de metanol e ao final foram obtidas novas subfracdes, os

codigos e condi¢cbes de cromatografia estdo apresentados no (Fluxograma 3.13).
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FLUXOGRAMA 3.13 — Fracionamento de GAA
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3.8.2.1. ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS GA9 E GA10

A fracdo GAA3.3 foi novamente cromatografada em sephadex (20h x
2,00 cm) tendo metanol como eluente, sendo que 20 mg de GAA3.3 foram
solubilizados em minima quantidade de metanol e adicionado no topo da coluna, ao
final foram obtidos 4 novas fracBes que foram numeradas de GAA3.3.1 a GAA3.3.4

(Fluxograma 3.14).

FLUXOGRAMA 3.14 — Fracionamento de GAA3.3

GAA3.3 20mg

Sephadex (20h x 2,08 cm)

metanol ﬁ

GAA3.3.1 GAA3.3.2 GAA3.3.3 GAA3.3.4
2mg 10mg 3mg 2mg
CLAE €=

GAA3.3.2A GAA3.3.2B
6mg 2mg

ApOs estarem secas, as fracbes obtidas foram analisadas por RMN *H
e a fracdo GAA3.3.2 apresentou-se como uma mistura de duas chalconas e optou-
se pela sua separacao utilizando CLAE e as condi¢Oes de injecdo foram: coluna
semi-preparativa (30h x 0,784 cm) fenil-hexil; modo reverso de eluigdo: ACN 20% e
MeOH 40%; detector: UV-Vis 254 nm; fluxo 4 mL/min; seringa 200 yuL num looping
de 200 pL.

Para a fracdo GAA3.3.2 foram realizadas 5 inje¢cdes. O cromatograma
(Figura 3.16) mostra o aparecimento de 2 bandas cromatograficas que foram
coletadas, a primeira banda (chamada de A) e a segunda (chamada de B). Apds,
todas as bandas foram agrupadas e renomeadas de GAA3.3.2A e GAA3.3.2B e
apos estarem secas, elas foram RMN *H onde se constatou que eram substancias
puras (GA9 e GA10).
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FIGURA 3.16 - Cromatograma de CLAE da fracdo GAA3.3.2.

3.8.2.2. ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS GA11, GA12 E GA13

A fragdo GAA4.2 foi novamente cromatografada em sephadex LH-20
(20h x 2,00 cm) tendo metanol como eluente, sendo que 32 mg de GAA4.2 foram
solubilizados em minima quantidade de metanol e adicionado no topo da coluna e
ao final foram obtidos 5 novas fracbes que foram numeradas de GAA3.4.1 a
GAA3.4.5 (Fluxograma 3.15).

FLUXOGRAMA 3.15 — Fracionamento de GAA4.2

GAA4.2 32mg

Sephadex (20h x 2,00 cm)
metanol

GAA4.2.1 GAA4.2.2 GAA4.2.3 GAA4.2.4 GAA4.25
7mg 5mg 12mg 4mg 4mg

CLAE €=

GAA4.23A GAA4.23B
7mg 4mg

Ap6s estarem secas, as fracdes obtidas analisadas por RMN 'H e a

fracdo GAA4.2.3 apresentou-se como uma mistura de duas chalconas e optou-se
pela sua separacao utilizando CLAE e inicialmente se utilizou as condi¢cdes de

injecdo: coluna semi-preparativa (30h x 0,780 cm) fenil-hexil; modo reverso de
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eluicdo: ACN 20 % e MeOH 40 %; Detector: UV-Vis 254 nm; fluxo: 4 mL/min; seringa
200 pL num looping de 200 pL. Nao se obteve separacéo nestas condigdes, pois era
detectado apenas uma banda cromatogréfica e experimento de RMN *H de seu
constituinte mostrava uma mistura de duas substancias. Decidiu-se entdo realizar
condi¢cdes com varias concentracbes de acetonitrila para obter a melhor separacao
desses compostos.

Iniciou-se com o0 modo analitico de eluicdo e posterior o modo
preparativo. A (Figura 3.17) mostra dois cromatogramas (sobrepostos) da fracéo
GAA3.2.3 numa corrida analitica no modo reverso de eluicdo onde sao mostrados a
utilizagdo de dois fluxos distintos, um de 1 mL/min e outro de 0,5 mL/min e as
condi¢cBes foram: coluna analitica (250h x 0,75 mm) fenil-hexil; modo reverso de
eluicdo: ACN 50%; detector: UV-Vis 254 nm, seringa 200 puL num looping de 200 pL.
Nestas condi¢cBes observa-se que a um fluxo de 0,5 mL/min ha uma melhor
separacao entre duas bandas.

300
—— 1mL/min

—— 0,5 mL/min

200

100

Detector A - 2 (356nm)

T T T T 1
5 10 15

tempo

FIGURA 3.17 — Cromatograma de CLAE sobrepostos da fragdo GAA4.2.3.

Portanto, optou-se por o fluxo de 0,5 mL/min e manter 50 % de
acetonitrila e ir variando a quantidade de agua em razédo de 10% em volume. A
(Figura 3.18) mostra os cromatograma de cada corrida cromatografica e optou-se

por utilizar onde a proporcéo de H,O/Acetonitrila € de 1,31:0,68.
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FIGURA 3.18 - Cromatogramas utilizando varias misturas de solventes da fracao
GAA4.2.3.
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O préximo passo foi fazer a interpolacdo do modo analitico para o
modo preparativo, e as condi¢cdes de separacao foram: coluna semi-preparativa (30h
x 0,780 cm) fenil-hexil;, modo reverso de eluicdo: ACN/H,O (0,68:1,31); detector:
UV-Vis 254 e 365 nm; fluxo: 4 mL/min; sistema reciclante; seringa 200 pyL num
looping de 200 pL. Para a fracdo GAA4.2.3 foram realizadas 8 injecbes. O
cromatograma (Figura 3.19) mostra o aparecimento de 2 bandas cromatograficas
que recicladas e no terceiro reciclo foram coletadas, a primeira banda (chamada de
A) e a segunda (chamada de B). Apos, todas as bandas foram agrupadas e
renomeadas de GAA4.2.3A e GAA4.2.3B e apds estarem secas foi realizado
experimento de RMN *H onde se constatou que eram substancias puras (GA1l e
GA12).

— Detector A - 1 (254nm)
Detector A - 2 (356nm)

160 |

80

tempo

FIGURA 3.19 - Cromatograma HPLC preparativo da substancia GAA3.4.3.
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A fracdo GAA4.2.5 apresentou-se como um sélido de coloracdo
amarelo palido e ap6s estar seca foi analisada por RMN 'H e verificou-se tratar de

uma substancia pura (GA13).

3.8.2.3. ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS GA14 E GA15

A fracdo GAAS.3 foi novamente cromatografada em sephadex (20h x
2,00 cm) tendo metanol como eluente e 20mg de GAA5.3 foram solubilizados em
minima quantidade de metanol e adicionado no topo da coluna. Ao final foram
obtidos 4 novas fracbes que foram numeradas de GAA5.3.1 a GAA5.3.4
(Fluxograma 3.16).

FLUXOGRAMA 3.16 — Fracionamento de GAA5.3

GAA5.3 20mg
Sephadex(20h x 2,00 cm)
metanol E
GAA5.3.1 GAAL.3.2 GAA5.3.3 GAA5.3.4
4mg 8mg 2mg 5mg
CLAE =

GAA5.3.2A
6mg

Ap6s estarem secas, as fracbes obtidas foram analisadas por RMN *H
e a fracdo GAA5.3.2 apresentou-se como uma chalcona e optou-se pela sua
purificacdo utilizando CLAE e as condicdes de injecdo foram: coluna semi-
preparativa (30h x 0,784 cm) fenil-hexil;, modo reverso de eluicdo: ACN/H,O
(0,68:1,31); detector: UV-Vis 254 e 365 nm; fluxo: 4mL/min; sistema reciclante;
seringa 200 pL num looping de 200 pL.

Para a fracdo GAA5.3.2 foram realizadas 4 injecbes. O cromatograma
(Figura 3.20) mostra o aparecimento de uma banda cromatografica que foi
reciclada, a banda (chamada de A) que foi coletada e renomeada de GAA5.3.2A e
apos estar seca foi analisada por RMN H, onde se constatou que era uma

substéancia pura (GA14).
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FIGURA 3.20 — Cromatograma de CLAE da fracdo GAA5.3.2A.

A fragdo GAA5.4 foi novamente cromatografada em sephadex LH-20

(20h x 2,08 cm) tendo metanol como eluente e 15 mg de GAA5.4 foram

solubilizados em minima quantidade de metanol e adicionado no topo da coluna e

ao final foram obtidos 6 novas fracbes que foram numeradas de GAA5.4.1 a
GAA5.4.6 (Fluxograma 3.17).

FLUXOGRAMA 3.17 — Fracionamento de GAA5.4

GAA5.4 15mg
Sephadex (20h x 2,08 cm)
metanol €
GAA54.1 GAA5.4.2 GAA5.4.3 GAA5.4.4 GAA5.4.5
1mg 3mg 6mg 3mg 2mg
CLAE €

GAA5.4.3A
5mg

Ap6s estarem secas, as fracbes obtidas foram analisadas por RMN *H

e a fracdo GAA5.4.3 apresentou-se como uma chalcona e optou-se pela sua

purificacdo utilizando CLAE e as condi¢cdes de injecao foram as mesmas que a

anterior. Para a fracdo GAA5.4.3 foram realizadas 5 injecdes. O cromatograma

(Figura 3.21) mostra o aparecimento de uma banda cromatografica majoritaria que

foi coletada ap6s o segundo reciclo e a banda (chamada de A) foi coletada e
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renomeadas de GAAS5.4.3A e apds estar seca foi analisada por RMN 'H, onde se
constatou que era uma substancia pura (GA15).
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FIGURA 3.21 — Cromatograma de CLAE da fracdo GAA5.4.3.

3.8.2.4 - ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA GA16

A fracdo GAA7.3 foi novamente cromatografada em sephadex LH-20
(20h x 1,08 cm) tendo metanol como eluente, sendo que 35 mg de GAA7.3 foram
solubilizados em minima quantidade de metanol e adicionado no topo da coluna, ao
final foram obtidos 3 novas fracbes que foram numeradas de GAA7.3.1 a GAA7.3.3
(Fluxograma 3.18). A fracdo GAA7.3.3 apresentou-se como um sélido amarelo e
apos estar seca foi analisada por RMN *H e verificou-se que a substancia era uma

substancia pura (GA16).

FLUXOGRAMA 3.18 — Fracionamento de GAA7.3

GAA7.3 35mg

Sephadex (20h x 1,08 cm)
metanol

GAA7.3.1 GAA7.3.2 GAA7.3.3
12mg 17mg 4mg

€
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3.9. COMPLEXOS METALICOS

3.9.1. SINTESES

Para a realizagcdo desta parte do trabalho foram utilizados quatro
flavonoides comerciais adquiridos da Fluka e Sigma, grau HPLC >98%, hesperidina
(HESP) [7-O-rutinosideo (Ramnosil-(al->6)-glicosehesperitina], sua aglicona a
hesperitina  (HPT), naringina (NAR) [7-O-rutinosideo (Ramnosil-(al1->2)-
glicosenaringenina)] e a sua aglicona naringenina (NNINA). Foram realizados 4 tipos
de complexos metélicos com os flavonodides, do tipo [Cu(Flav),]; [Cu(X)(Flav)] onde
X é BIPY ou FEN e dois derivados iminicos com NAR e com NNINA do tipo

tetradentado a partir de formacao de bases de Schiff.

Foram sintetizados também derivados de 2 hidroxi-1,4— naftoquinona,
conhecida como lausona. Estes derivados foram obtidos a partir de reacao
multicomponente conhecida como reacdo de Mannich, onde foram colocados para
reagir uma amina, um aldeido e a lausona (Figura 3.22). ApoOs estes derivados

foram complexados com metal Cobre.
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FIGURA 3.22 - Rota sintética para reacdo de Mannich.

3.9.1.1. COMPLEXOS DO TIPO [Cu(FLAV),]

A sintese foi baseada em SOUZA et al., 2004 com modificagbes: em
um erlenmeyer de 50 mL adicionou-se 0,175 mmol de flavondide solubilizados em
10 mL de etanol grau HPLC e em seguida foi adicionado gotas de trietilamina (TEA),
o sistema foi agitado com agitador magnético até completa solubilizacdo, apoés foi
adicionado gota a gota uma solucdo de aproximadamente 0,0875 mmol de acetato
de cobre (Il) solubilizado em 1,5 mL de agua destilada. O sistema foi mantido em
agitacao por 3 horas com auséncia de luz. Apos este periodo houve a formacao de
um precipitado verde que foi filtrado sob presséo reduzida e lavado com acetona
gelada e deixado para secar sob pressao reduzida.
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3.9.1.2. COMPLEXOS DO TIPO [Cu(X)(FLAV)]

Na formacdo do complexo do tipo [Cu(X)(FLAV)] (onde X representa
2,2 -bipiridina ou 1,10 -fenantrolina), em um erlenmeyer de 50 mL foi adicionado
0,175 mmol de flavonodide e 0,175 mmol de X solubilizados em 10 mL de etanol grau
HPLC e em seguida foi adicionado gotas de TEA, o sistema foi agitado com agitador
magnético até completa solubilizacdo, apds foi adicionado gota a gota uma solugéo
de 0,175 mmol de acetato de cobre solubilizado em 1,5 mL de agua destilada. O
sistema foi mantido em agitacdo por 6 horas sob escuriddo. Apds este periodo
houve a formacédo de um precipitado verde intenso que foi filtrado sob pressao
reduzida e lavado com acetona gelada e deixado para secar..

3.9.1.3. LIGANTES DERIVADOS IMINICOS (BASE DE SCHIFF)

Em um baldo de fundo redondo de duas bocas de 100 mL foi
adicionado 22 mmol de flavonoide e 50 mL de etanol grau HPLC. Montou-se um
sistema de refluxo que foi deixado em agitacdo magnética e em fluxo de nitrogénio
por 30 minutos, em seguida foi adicionado gota a gota 10 mmol de etilenodiamina
(EDA) sem parar a agitacdo e apos 10 minutos foi adicionada quantidade catalitica
de acido acético. O sistema foi aguecido com manta e mantido em refluxo por 5
horas. Apds o sistema foi resfriado e adicionado 20 mL de acetona gelada onde se
observou a formacao de um precipitado amarelo, que foi separado por filtragdo sob

pressao reduzida.

3.9.1.4. COMPLEXOS DO TIPO [Cu(1,2-DI(4-IMINOFLAV)ETANO)]

Em um erlenmeyer de 30 mL foi adicionado 0,084 mmol do ligante e 17
mL de etanol grau HPLC, o sistema foi mantido sob agitacdo magnética até
completa solubilizacdo. Apos, sem cessar a agitacao, foi adicionado gotas de TEA e
em seguida 0,084 mmol de cloreto de cobre (CuCl,). O sistema foi mantido sob
agitacdo a temperatura ambiente por 8 horas, apés o precipitado marrom formado foi

separado por filtracdo sob pressao e lavado varias vezes com acetona gelada.
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3.9.1.5. LIGANTES A PARTIR DE REACAO DE MANNICH'S COM LAUSONA

As sinteses foram baseadas em Dalglies, 1949 e Neves, et al. 2009.
Em um baldo de fundo redondo de 20 mL foi acrescentado 1mmol de 2-hidroxi-
naftoquinona (lausona) e 10 mL de etanol. O sistema foi agitado a temperatura
ambiente sob atmosfera de nitrogénio até completa solubilizacdo. Em seguida foi
adicionado 1,1 mmol da amina sem cessar a agitacdo. Nesta reacdo forma-se
imediatamente uma solucdo vermelha intenso, apds 20 minutos foi adicionado 1,1
mmol de benzaldeido, o sistema foi protegido da luz e agitado por 12 horas até a
formacao de um precipitado laranja escuro. Apds, o precipitado foi filtrado e lavado
com etanol gelado e éter etilico. A Figura 3.23 apresenta as substancias

sintetizadas juntamente com as aminas e benzaldeidos utilizados.

Onde:

(L1) Ry = H; R, = F; Rz = Butilamina

(L2) R; = H; R, = F; Rz = Octilamina

(L3) R1 = Rz = H; R3 = Butilamina

(L4) R1 = R = H; R3 = Octilamina

(L5) R1/R2 = metilenodiodxi; Rz = Butilamina
(L6) R1/R, = metilenodidxi; Rz = Octilamina
(L7) Ry = H, R, = Cl, Rz = Butilamina

(L8) R; = H, Rz = Cl, R3 = Butilamina

FIGURA 3.23 — Substancias sintetizadas a partir de benzaldeidos e aminas

primarias.
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3.9.1.6. COMPLEXOS METALICOS DE COBRE A PARTIR DOS DERIVADOS DA
LAUSONA

A sintese dos complexos metalicos foi igual para todas as substancias

(L1-L8). Em um baldo de fundo redondo foi adicionado 2 mmol de L e 10 mL de

etanol, o sistema foi agitado a temperatura ambiente e sob atmosfera de nitrogénio.

Em seguida, sem cessar a agitacao, foi adicionado 10 gotas de trietilamina, apds 10

minutos foi adicionado 1 mmol de cloreto de cobre (CuCl,) solubilizado em 5 mL de

etanol e o sistema foi agitado por 8 horas. Apés, o precipitado formado foi filtrado e

lavado com etanol gelado.

3.10. METODOLOGIA DOS ENSAIOS

3.10.1. TESTE DE TOXICIDADE POR INGESTAO COM Atta sexdens
rubropilosa

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram coletadas operarias de
A. sexdens rubropilosa com massa corpérea variando de 15 a 25 mg e largura da
capsula cefélica entre 2,0 e 2,8 mm. As formigas foram obtidas de um ninho adulto,
mantido em sala climatizada com temperatura de 24*1 °C e U.R. acima de 70 % no
Laboratério do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) do Instituto de
Biociéncias da UNESP de Rio Claro.

Os formigueiros mantidos em laboratério sdo tratados, basicamente,
com folhas de eucalipto e aveia em flocos e, ocasionalmente, bagaco de laranja,

flores de Hibiscus e quirera de milho.

Para manutencdo das formigas isoladas do formigueiro,
consequentemente na auséncia do fungo simbionte, foram preparadas dietas
sélidas, cada uma contendo 5 % de glicose, 1 % de peptona bacterioldgica, 0,1 % de
extrato de levedura e 1,5 % de agar bacterioldgico, dissolvidos em 100 mL de agua
destilada (BUENO et al., 1997). ApGs a mistura das substancias, as dietas foram
levadas ao forno microondas para melhor solubilizacdo e homogeneizacao. Depois,
foram autoclavadas a 120 °C e 1 atm por 15 minutos. Em uma sala esterilizada por
raios UV, as dietas, ainda liquidas, foram vertidas em placas de Petri de 10 cm de
diametro previamente esterilizadas na autoclave e, apds o resfriamento das dietas,
as placas foram envolvidas com filme PVC e mantidas na geladeira para melhor

conservacao durante o periodo dos bioensaios.
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Com o auxilio de uma pingca entomolégica realizou-se a coleta das
formigas do ninho, sendo estas depositadas em uma bandeja de plastico com as
bordas revestidas com Teflon-30 para evitar fugas. No interior da bandeja foi
colocado um chumaco de algoddo embebido em agua para manter a umidade ideal

as formigas.

Para cada uma das trés concentracbes utilizadas (0,2; 1,0 e 2,0
mg/mL) de cada um do material (extratos, fracdes, substancias puras ou compostos
sintetizados) foram separadas 5 placas de Petri com 10 cm de diametro,
previamente esterilizadas e forradas com papel filtro, contendo 10 formigas em cada
uma delas. Essas placas foram mantidas em estufa para B.O.D. com temperatura
média de 24*1 °C e umidade relativa acima de 70 %. A cada 24 horas as dietas
foram renovadas e, sempre que necessario, os papéis filtro foram trocados a fim de
se evitar o desenvolvimento de microorganismos contaminantes, bem como manter
0 ambiente limpo para as formigas. Diariamente foram efetuadas as retiradas e
anotacdes das formigas mortas. As dietas foram colocadas em pedacos de papel

aluminio na quantidade aproximada de 0,4 a 0,5 g/placa.

Foi estipulado um periodo méaximo de 25 dias para a realizagdo dos
experimentos de toxicidade levando em consideragdo o periodo normal de
sobrevivéncia das formigas mantidas com uma dieta artificial fora do formigueiro
(BUENO et al., 1997).

Os extratos e substancias foram incorporados na dieta utilizando o
método dry-mix, que consiste em acrescentar o principio ativo a glicose e os demais
ingredientes secos da dieta e, posteriormente, a agua destilada, ndo utilizando
solvente. O extrato foi incorporado nas concentra¢des 0,1 mg/mL (0,1 %), 1,0 mg/mL

(1 %) e 2,0 mg/mL (2 %).

No bioensaio foi utilizado um controle que constituiu no oferecimento
de apenas dieta artificial com o intuito de verificar a interferéncia do manuseio na
sobrevivéncia das formigas. Os dados foram avaliados graficamente e também
submetidos a analise comparativa das curvas de sobrevivéncia dos Vvarios
tratamentos. Os dados do bioensaio por ingestdo foram avaliados através da
elaboracdo das curvas de sobrevivéncia, a partir da porcentagem de formigas vivas
por dia, no conjunto das 5 placas. A comparacao entre as curvas de sobrevivéncia
das operarias do grupo controle com aquelas dos tratamentos foi realizada com o

Pagina | 60



Procedimento Experimental

emprego do Long-ranktest (HARVEY MOTULSKY, 1995), utilizando-se o software
Graph-PadPrism (verséo 3.0).

3.10.2. ENSAIOS ENZIMATICOS

As amostras foram submetidas a ensaios para determinacdo de
atividade inibitoria para as enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase
(BChE). Os ensaios realizados foram: 1° Ensaio em Cromatografia de Camada
Delgada (CCD); Ensaio de falso positivo Ellman (ELLMAN, G. L. et al., 1961) e 2°
Ensaio com os biorreatores (CARDOSO, C. L. et al., 2003; CARDOSO, C. L. et al.,
2008; . SILVA, J.l. et al., 2012).

Os ensaios de atividade foram feitos de acordo com o método
modificado de Ellmann (ELLMAN, G. L. et al.,, 1961). Tal método baseia-se na
medida da velocidade de producédo da tiocolina formada através da hidrélise do
anélogo do substrato da AChE, a acetiltiocolina. A tiocolina formada reage com o
chamado Reagente de Ellman (acido 5,5-ditiobis[2-nitrobenzdico]) formando uma
mistura de dissulfetos e um anion amarelo com intensa absor¢do em 412 nm,
(Figura 3.24).

o SN
AChE )L
)ko/s\) o+ HS/\/ \

acetiltiocolina tiocolina

NO
2 COOH COOH
HooC S — = |O=N O3N
:I:::I/ s COOH
O,N S s
2 reagente de Ellman

COOH
O,N

|
R TN

FIGURA 3.24 - Catalise da acetiltiocolina e reacéo de Ellman (CARDOSO, C. L. et
al., 2003).

Relatos na literatura indicam que compostos como aldeidos e aminas
podem provocar resultados falso-positivo no ensaio de Ellman. Estes compostos
impedem a reacao entre a tiocolina (produto da reagdo enziméatica) e o reagente de
Ellman, o que impediria a formagao do anion amarelo e resultaria na formacao do

halo branco. No entanto, nesse caso ndo ha inibicdo da atividade enzimatica, e sim
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da reacdo quimica entre o produto da reacdo e o corante. Assim, a fim de distinguir
entre 0s compostos que atuem realmente na inibicdo da atividade enzimatica e
agueles que atuam na reagcao quimica entre a tiocolina e o reagente de Ellman, as

amostras foram submetidas ao teste de falso positivo.

Os biorreatores denominados ICERs de 30cm x 0,01lmm em capilar de
silica fundida foram preparados pela imobilizagdo de 3 colinesterase diferentes

resultando em:

e |ICER-AChE-ee — com a enzima Acetilcolinesterase (Electrophorus
electricus) imobilizada;

e |[CER-AChE-ee com a enzima Acetilcolinesterase de eritrocitos
humanos;

e [CER-BChE-hu com a enzima butirilcolinesterase de eritrocitos

humanos.
Os ICERs foram utilizados como colunas acopladas ao HPLC.

O Monitoramento do produto da reacédo enzimatica pela observacao da
banda cromatografica correspondente & formacao do produto da reacdo enzimatica

foram realizados nas seguintes condigdes:

. Fase movel: Tampéao Tris-HCI 0,1M pH 8,0 e DTNB (acido 5,5-
ditiobis[2-nitrobenzdico] 0,1mM;

o Amostra injetada: 10uL da solugdo contendo: 1mM de
Acetiltiocolina (substrato analogo da tiocolina em concentragéo de
saturacao) para as AChE e 50mM de butiriltilcolina quando ICER-
BChE foi utilizado e 200 uM do inibidor a ser testado;

. Vazao: 0,05 mL/min;

o Detector DAD-UV: 412nm;
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Cromatograma representando (Figura 3.25) mostra a diminuicdo da
banda cromatogréfica referente ao produto na presenca do inibidor padréo Tacrina.

W
1750000

1500000
1250000-]

—— Auséncia de inibidor

1000000
= Presenca de inibidor
750000+

5000001

2500001

o
— 7 T T T [T T[T T T T T T e e
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 min

FIGURA 3.25 - O percentual de inibicdo foi obtido comparando-se a atividade da
enzima na presenca do inibidor (V;) com a atividade inicial da enzima (Vo), de acordo
com a equacao: (% de inibicdo = 1 — [V; — V¢] x 100).

As amostras foram preparadas na concentracdo de 1 mM e
solubilizadas em 50% &gua 50% metanol. Para este ensaio foi preparada 1 placa
cromatografica de silica gel 60 com a realizacdo de eluicdo em uma fase
CHCI3:MeOH:H,O 65:30:5 (v/v). Volumes de 2,5 puL de cada amostra foram

aplicados nas placas.
As seguintes solucdes foram preparadas e utilizadas no ensaio:

A) 80 mL &gua deionizada + 0,1825g tris — Tampao A (T.A.), pH= 8,0 (ajustar com
HCI 10% v/v);

B) 0,0099¢ reagente de Ellman + 25 mL de A (TA)

C) 0,00723g ACThI (iodeto de acetiltiocolina) + 25 mL A ( TA);
D) 0,704 mg de AChE + 300 uL agua MiliQ;

E) 0,025 g albumina sérica bovina (BSA) + 25 mL de TA;

F) 15 pL da solucdo D e misturar com 5 mL de solucéo E.
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Apbs a eluicdo e secagem das placas, as solugbes (C) e (F) foram
borrifadas sobre as placas de silica e incubados por 15 minutos a 37°C. Apos,
borrifou-se a solucao de (B). O padréo utilizado foi a Galantamina e aplicado no final

da cada placa.

Trés biorreatores ja preparados (CARDOSO, C. L. et al., 2003;
CARDOSO, C. L. et al., 2008; . SILVA, J.I. et al., 2012), ICER-AChE-e.e., ICER-
AChE-hu e ICER-BChE-hu foram utilizados para este ensaio.

A partir da diluicdo das solucdes estoque das amostras (1 mM) foram
preparadas solucdes de 200 uM para cada composto: 60 pL da solugcéo de tampéo
trabalho, 20 pL da solucdo do inibidor e 20 pL da solucdo de ACThI para o ensaio
com o ICER-AChE e BTChIl (200 mM) para o ensaio com ICER-BChE. O volume
final em ambos os ensaios foi de 100 pL. As solucdes foram preparadas em
duplicatas e aliquotas de 10 yL foram injetadas em cada ICER independentemente.
Os percentuais de inibicdo em ambos os casos acima foram obtidos comparando-se
a atividade da enzima na presenca do inibidor (A;j) com a atividade inicial da enzima

(Ao), de acordo com a equacédo abaixo:

A.
% de inibigdo = [1 — A—l] x 100
0

3.10.3. ENSAIOS BIOLOGICOS COM O FUNGO SIMBIONTE Leucoagaricus
gongylophorus

Os ensaios com o fungo simbionte L. gongylophorus foram realizados
no Laboratério de bioensaios do grupo de Produtos Naturais da Universidade
Federal de S&o Carlos (UFSCar).

O fungo foi isolado de um ninho de formigas cortadeiras A. sexdens
rubropilosa e mantido em condi¢Bes de laboratorio por transferéncias mensais no
meio de cultura constituido por extrato de malte (20 g/L), peptona (5 g/L) extrato de
levedura (2 g/L) e agar (20 g/L). Os extratos e substancias submetidos ao ensaio
com o fungo simbionte foram incorporados ao meio de cultura e dissolvidos em agua
destilada, obtendo concentracéo final igual a 1000 g/mL. Em seguida, em cada tubo
de ensaio foram adicionados 10 mL de meio de cultura/extrato. Os tubos de ensaio
com o0 meio de cultura/extrato e placas de Petri (80 X 15 mm) foram autoclavados

nas condi¢cdes 120°C, 1,0 atm por 20 minutos. ApoOs a esterilizacdo do material, os
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meios de cultura foram vertidos nas placas de Petri dentro da capela com fluxo
laminar, previamente esterilizadas durante 30 minutos por luz ultravioleta. Apds a
solidificacdo do meio de cultura, cada placa de Petri foi inoculada na posicao central
com um disco de agar de 8 mm de diametro previamente colonizado pelo fungo

simbionte L. gongylophorus.

Cada substancia testada foi preparado em quintuplicata ou
quadruplicata, havendo um numero idéntico de réplicas para o controle geral (meio
de cultura e fungo simbionte). Apos o tempo de incubacéo de 30 dias, a 25 °C foram
realizadas as medidas do diametro médio final (cm?) para cada placa, em cada

extrato.

A anadlise estatistica foi realizada através da analise de variancia
(ANOVA) e teste comparativo de Tukey, ao nivel 5% de probabilidade, para verificar
se ha diferenca significativa entre as médias. O software utilizado foi o Graph-Pad
InStat 3.10.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. ESTUDO FITOQUIMICO

4.1.1. SUBSTANCIAS ISOLADAS

O estudo fitoquimico da planta M. urundeuva possibilitou o isolamento
e identificacdo dos metabdlitos secundarios (descritos a seguir) com a indicacéo de
suas estruturas, nomes, codigo de isolamento, procedéncia, massa obtida, pagina
de isolamento e pagina da discussdo de sua identificagdo ou determinacdo

estrutural.

o 3,4,5-trihidroxibenzoato de etila

HO PN

HO

OH

HO CHj

HO
OH

OH
HO OH

HO OH

(Galato de etila)

FAl

Procedéncia: Folhas (Fracéo
acetato de etila)

Massa: 25 mg

Isolamento: p.24
Identificacdo: p. 78

3,4,5-trihidroxibenzoato de metila
(Galato de metila)

FA2

Procedéncia: Folhas (Fracéo
acetato de etila)

Massa: 11 mg

Isolamento: p.24

Identificacdo: p.78

2°,3,4,4°,5 pentahidroxi-
benzofenona

FA3

Procedéncia: Folhas (Fracao
acetato de etila)

Massa: 12 mg

Isolamento: p.24
Identificagao: p.79
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HO
R = C47H31
R

OH

HO
R = C47H29
R

Acido 3,4,5-trihidroxibenzoico
(Acido galico)

FA4

Procedéncia: Folhas (Fracéo
acetato de etila)

Massa: 12 mg

isolamento: p.27
Identificagcéo: p.80

heptadeca-9,11-dienilcardol
(Cardol 1)

FAS5

Procedéncia: Folhas (Fracéo
acetato de etila)

Massa: 30 mg (junto FAG)
isolamento: p.27
Identificacéo: p.81

heptadeca-6,9,11-trienilcardol
(Cardol 2)

FAG

Procedéncia: Folhas (Fracéo
acetato de etila)

Massa: 30 mg (junto FAD)
isolamento: p.27
Identificacdo: p.81

(3S) 3",4°,5,7-pentahidroxiflavan-
3-ol

(Epicatequina)

FA7

Procedéncia: Folhas (Fracéo
acetato de etila)

Massa: 12 mg

isolamento: p.29

Identificacao: p.85

3,3",4",5,7-pentahidroxiflavona
(Quercetina)

FA8

Procedéncia: Folhas (Fracao
acetato de etila)

Massa: 18 mg

isolamento: p.29

Identificacdo: p.86
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OH
o O
OH

OH

OH OH

OH

OH
OH

HO

HO
OH

3",4°,5,7-tetrahidroxiflavona
(Luteolina)

FA9

Procedéncia: Folhas (Fracéo
acetato de etila)

Massa: 20 mg

isolamento: p.29
Identificacao: p.87

Agatisflavona

FA10

Procedéncia: Folhas (Fracéo
acetato de etila)

Massa: 13 mg

isolamento: p.31
Identificacéo: p.88

4"-2"-epicatequinilgalato de metila
FA1l

Procedéncia: Folhas (Fracéo
acetato de etila)

Massa: 5 mg

isolamento: p.31

Identificacéo: p.95

Galato de 1-(3,4,5-
trihidroxiciclohex-1-enila)
FA12

Procedéncia: Folhas (Fracéo
acetato de etila)

Massa: 13 mg

isolamento: p.33
Identificagdo: p.103
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Rutina

FA13

Procedéncia: Folhas (Fracéo
metanol)

Massa: 75 mg

isolamento: p.34
Identificacéo: p.108

OH Chalcona naringenina 3-O-
ramnosideo
OH FA14

HO
‘ Procedéncia: Folhas (Fracéo
metanol)
o

Massa: 18 mg
OH O isolamento: p.34
Identificagdo: p.110

3",4",5°,5,7-pentahidroxiflavona—3-
O-ramnosil

(Miricetrina).

FA15

Procedéncia: Folhas (Fracao
metanol)

Massa: 10 mg

isolamento: p.34

Identificagdo: p.112
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4" 5,7-trihidroxiflavona—3-0O-
ramnosil

Apigenina 3-O-ramnosideo
FAl16

Procedéncia: Folhas (Fracéo
metanol)

Massa: 19 mg

isolamento: p.34

W en, © Identificac&o: p.114

OH OH

3",4",5,7-tetrahidroxiflavona—3-O-
ramnosil

(Quercitrina)

FAL17

Procedéncia: Folhas (Fracéo
metanol)

Massa:5 mg

isolamento: p.37

B, © Identificagdo: p.115

OH OH

sitosterol
GAl
Procedéncia: Galhos (Fracao
diclorometano)
Massa: 7 mg
isolamento: p.39
Identificagdo: p.116

HO
Norciclopterospermona
GA2
Procedéncia: Galhos (Fracao
diclorometano)
Massa: 23 mg (junto GA3)
isolamento: p.41
Identificagdo: p.117

@)
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%

HO

HO

5%

CHy O
OH
HO OCH,
CHj
CH; O

Cl
OH

OCH;

y

CHj

31-Norciclopterospermona
GA3

Procedéncia: Galhos (Fracao
diclorometano)

Massa: 23 mg (junto GA2)
isolamento: p.41
Identificacdo: p.117

Cicloartenol

GA4

Procedéncia: Galhos (Fracao
diclorometano)

Massa: 14 mg (junto GAS)
isolamento: p.41
Identificagdo: p.119

Cicloeucalenol

GA5

Procedéncia: Galhos (Fracao
diclorometano)

Massa: 14 mg (junto GA4)
isolamento: p.41
Identificacéo: p.119

Acido 4-hidroxi- 3,6-dimetil-2-
metdxibenzodico

GAb6

Procedéncia: Galhos (Fracao
diclorometano)

Massa: 1,2 mg

isolamento: p.42
Identificacdo: p.121

Acido 5-cloro-4-hidroxi- 3,6-dimetil-
2-metoxibenzoico

GA7

Procedéncia: Galhos (Fracao
diclorometano)

Massa: 1,7 mg

isolamento: p.42

Identificacao: p.121
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O

)J\ R= C14/C15/C16/C17/C18

HO R

HO OH

OH

Acidos graxos

GAS8

Procedéncia: Galhos (Fracao
diclorometano)

Massa: 25 mg

isolamento: p.44
Identificacdo: p.123

[(7*R,8"R)-(2",4,4" 5
tetrahidroxichalcona-(2->7"",
8>87)- 277,47, 4" -trihidroxi-
77,8 "dihidroxichalcona]

[(77*S,87S)-(2",4,4",5-
tetrahidroxichalcona-(2->7"",
82>87)- 277,47, 4" -trihidroxi-
77,8 dihidroxichalcona]

Urundeuvina A

GA9

Procedéncia: Galhos (Fracao
acetato etila)

Massa: 6 mg

isolamento: p.48
Identificagéo: p.124

2°,4,4" 5-tetrahidroxichalcona-
(2>77,8>87)-

4" hidroxietilbenzeno
Cajobina-A

GA10

Procedéncia: Galhos (Fracao
acetato etila)

Massa: 2 mg

isolamento: p.48
Identificagéo: p.134

2°,4,4" 5-tetrahidroxichalcona-
(2>77,8>87)-277,47,47-
trihidroxichalcona
Urundeuvina B

GAll

Procedéncia: Galhos (Fracao
acetato etila)

Massa: 7 mg

isolamento: p.49
Identificacéo: p.140
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(7*S,8*R,7°S,8"R)-2",4,4° 5,7
pentahidroxichalcona-(2->7"",
8>87)- 277,477 ,4" -trihidroxi-
7,8 "dihidroxichalcona
Matosina

GA12

Procedéncia: Galhos (Fracao
acetato etila)

Massa: 7 mg

isolamento: p.49
Identificacéo: p.142

(77°*S,8°*S)-(4,4’,5 trihidroxi-7,2’-
oxo-chalcona-(2->7”,8>8")-2",4",
2"’ 4 -tetrahidroxi

7,8 "dihidroxichalcona

(7"*R,8"*R)-(4,4’,5 trihidroxi-7,2’-
oxo-chalcona-(2->7”,8>8")-2",4",
27’ 4 -tetrahidroxi

HO 7°7,8""dihidroxichalcona

GA13

Procedéncia: Galhos (Fracao
acetato etila)

Massa: 4 mg

isolamento: p.49
Identificagdo: p.147
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(7*R,8*R,7°S,8"'R)-2",4,4",5,7,8-
hexahidroxichalcona-(2>7"",
8->87)- 277,47 ,4""" -trihidroxi-
77,8 "dihidroxichalcona

(7*S,8*S,7'R,8°S)-2",4,4",5,7,8-
hexahidroxichalcona-(2>7"",
8>87)- 277,47, 4" -trihidroxi-
77,8 "dihidroxichalcona

GAl4

Procedéncia: Galhos (Fracao
acetato etila)

Massa: 6 mg

isolamento: p.52
Identificagcéo: p.154

(7*R,77°S,8°R)-2",4,4",5,7-
pentahidroxichalcona-(2->7"",
8>87)-2"7",37", 4 -trihidroxi-
77,8 "dihidroxichalcona
GA15

Procedéncia: Galhos (Fracao
acetato etila)

Massa: 5 mg

isolamento: p.52
Identificacéo: p.163

2°,4°, 4, 5, tetrahidroxi-chalcona-
(2287, 8->7")- (27,2") desoxi
4°,4”" bihidroxichalcona.

GA16

Procedéncia: Galhos (Fracao
acetato etila)

Massa: 4 mg

isolamento: p.54

Identificagdo: p.167
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4.1.2. DETERMINACOES E IDENTIFICACOES ESTRUTURAIS

4.1.2.1. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE FA1

A substancia FALl foi isolada da fragcdo acetato de etila das folhas
(Fluxograma 3.2, p.25). Sua identificacdo estrutural foi realizada utilizando
experimento de RMN de *H (Figura 4.1, Apéndice I) e da comparacado dos valores
obtidos com os dados de literatura (MEHLA et al., 2011, Tabela 4.1) e se trata do

composto polifendlico conhecido como Galato de Etila.

TABELA 4.1 - Dados de RMN de *H da substancia FA1 juntamente com os dados
encontrados na literatura

S1 (ppm), J (Hz2)

: FA1? MEHLA et al. (2011)°
2/6 7,04 (s, 2H) 7,06 (s, 2H)
8 4,28 (q, J = 8,0; 2H) 4,28 (q, J = 7,3; 2H)
9 1,36 (t, J = 8,0; 3H) 1,36 (t, J = 7,0; 3H)

2P IMeOD-d4, 400 MHz].

4.1.2.2. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE FA2

A substancia FA2 foi isolada da fracdo acetato de etila das folhas
(Fluxograma 3.2, p.25). Sua identificacdo estrutural foi realizada utilizando
experimento de RMN de *H (Figura 4.2, Apéndice 1) e da comparacado dos valores
obtidos com os dados de literatura (CERUKS et al., 2007, Tabela 4.2) e se trata do

composto polifendlico conhecido como Galato de Metila.
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TABELA 4.2 - Dados de RMN de *H da substancia FA2 e encontrados na literatura
On (ppm), J (Hz)

H
FA2? CERUKS et al. (2007)°
2/6 7,03 (s) 6,92 (s)
8 3,90 (s) 3,73 (s)

[MeOD-d4, 200 MHz], [MeOD-d4, 400 MHz].

4.1.2.3. DETERMINACAO ESTRUTURAL DE FA3

A substancia FA3 foi isolada da fragcdo acetato de etila das folhas
(Fluxograma 3.2, p.25) e sua determinacao estrutural foi realizada através de dados
de espectros de RMN de *H, COSY, HSQC e HMBC (Figuras 4.3 a 4.6, Apéndice |)
e os dados de RMN estdo apresentados na Tabela 4.3 e se conclui que a
substancia se trata de 3°,3,4,4",5-pentahidroxibenzofenona (isolada pela primeira

vez de uma espécie vegetal).

TABELA 4.3 - Dados de RMN de 'H e de *3C da substancia FA3

On (ppm), J (Hz) oc
H/C (ppm)
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Q00K QONRFR g O~ WP

»

7,00 (s) 2H
7,42 (d, J = 8,0)

6,75 (d, J=2,0 e 8,0)
7,39 (dd, J=2,0 e 8,0)

123,0
108,9
1449
137,0
1449
171,0
124,0
116,0
149,0
1447
114,0
122,0

4.1.2.4. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE FA4

(Fluxograma 3.3, p.27).
experimento de RMN de *H e de **C (Figura 4.7 e 4.8, Apéndice |) e da comparacao
dos dados obtidos com os da literatura (CERUKS et al., 2007, Tabela 4.4) e se trata

do composto polifendlico conhecido como Acido Galico.

Sua identificacdo estrutural foi

A substancia FA4 foi isolada da fragcdo acetato de etila das folhas

realizada utilizando

TABELA 4.4 - Dados de RMN de *H e de *3C da substancia FA4 e encontrados na

literatura
o1 (80PM), J (Hz) Sc (ppm)
H/C FA42 CERUKS et al. FA42 CERUKS et
(2007)° al. (2007)°
2eb 7,05 (s; 2H) 7,06 (s, 2H) 111,0 111,0
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1 - - 1231 123,0
4 - - 146,4 145,0
3/5 - - 139,5 138,0
7 - - 170,5 169,4

25 MeOD-d4, 400 MHz (*H) e 100 (**C) MHz].

4.1.2.5. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE FA5 E FA6

As substancias FA5 e FA6 foram isoladas da fracdo acetato de etila
das folhas (Fluxograma 3.4, p.30), apresentaram-se como um 6leo de coloracao
amarelo esverdeado e sua identificacao estrutural foi realizada através de dados de
espectros de RMN de 'H (Figuras 4.9 e 4.10, Tabela 4.5), CG-EM (Figura 4.11 e
4.12) e dados baseados na literatura (ELSOHLY, et al., 1982; RIVERO-CRUZ, et al.,
1996; DRAPER, et al., 2009) e se tratou de dois lipidios fendlicos conhecidos como
cardol 1 (FA5) e cardol 2 (FAG).

HO

OH
HO

X N

OH
O espectro de RMN de *H (Figura 4.9) mostrou dois tripletos em &y

0,88 e 0,95 (t) correspondendo a metila de cada composto (cadeia alquilica longa),
singleto largo em &y 1,28 (sl) correspondendo aos metilenos da cadeia alquilica.
Além de um tripleto em &y 1,54 (t, J = 8,0) relativo aos metilenos alfa ao anel
benzénico do composto, multipleto entre 6y 2,8 — 3,00 (m) correspondendo a
hidrogénios metilénicos vizinhos as duplas ligacdes. Observou-se também a
presenca de multipleto em &4 5,36 (m) correspondendo a hidrogénios ligados as
duplas ligacdes. A presenca do anel fendlico foi caracterizada pelos sinais em oy
6,63 (d, J = 8,0 Hz), &4 6,59 (d, J = 2,0 Hz), o4 6,47 (dd, J = 8,0 e 2,0 Hz)
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caracterizando substituicdo 1,2,4 (hidrogénios orto e meta relacionados) e que as

duas hidroxilas sejam meta entre si.

Através dos calculos de deslocamentos quimicos para os modos de
substituicdes no anel aromaticos com relagdo orto e meta leva aos seguintes valores
calculados para a relacdo 1,2,4 de d4 6,84, 6,31, 6,21 e para 1,3,4 de d4 6,58, 6,57 e
6,48 que sdo proximas aos valores observados impedindo definir o modo de

substituicdo usando estes dados.

Assim a propostos de localizacdo das hidroxilas em 2 e 4 em relacao
ao grupo alquil é proposta pelos dados de espectrometria de massas como indicado
adiante. A localizacao das posi¢des das duplas ligagées nao foi possivel com dados
obtidos e estdo indicadas na estrutura com base no maior numero de localizacbes
de produtos naturais nestas posi¢cdes e as mesmas deverdo ser confirmadas usando

derivados de tioéteres em espectrometria de massas.

1.35

—1.69
~161

T T T T T T T T T e T T T
75 70 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0

Chemical Shift (‘ppm)

Figura 4.9 - Espectro de RMN de *H das substancias FA5 e FA6 (Acetona d-6, 200
MHZz).

Chemical Shift (ppm)
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Figura 4.10 - Ampliacéo do espectro de RMN de 'H das substancias FA5 e FA6

(Acetona d-6, 200 MHz).

TABELA 4.5 - Dados de RMN de *H da mistura de substancias substancia FA5 e

FAG
HiC 61 (ppm), J (Hz)
CHs 0,88 (t) e 0,95 (t)
-(CH2)n- 1,28 (m)
-(CHy)-(a) 1,54 (t, J=8,0)
CH; (dupla) 2,8 —3,00 (m)
=CH 5,36 (m)
Aromaético 6,63 (d, J = 8,0);
6,59 (d, J = 2,0);
6,47 (dd, J=2,0 e 8,0)

O espectro de massas do composto sillado (Figura 4.11 e 4.12)

correspondente a banda 1 no cromatograma gasoso (Figura 3.3, p. 28) apresentou
0s seguintes picos de fragmentacdo: m/z 73 (100%); 267 (10%); 281 (<1%) e 488

(M+). Para a banda 2 (Figura 3.3, p.28) apresentou 0s seguintes picos de
fragmentacao: m/z 73 (100%); 267 (10%); 281 (<1%) e 486 (M+), duas unidades a

menos que O primeiro, 0 que sugere uma insaturacdo a mais. A baixissima

intensidade pico com m/z 179 indica que a relagdo entre as hidroxilas ndo podem

ser orto, como mostra a proposta de sua formacdo (Figura 4.13) baseada na

proposta de ELSOHLY et al., 1982.

73

55
267

193 207 51

81
H %
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50

FIGURA 4.11 - Espectro de massas de FA5, banda cromatogréfica 1.
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FIGURA 4.12 - Espectro de massas de FA6, banda cromatogréfica 2.

A proposta de fragmentacao esta baseada em (DRAPER, et al., 2009 e
RIVERO-CRU?Z, et al., 1996). O ion m/z 73, corresponde ao ion trimetilsilil Si(CH3)3]".
A perda do grupo alquil lateral forma o ion de m/z 267 e também o ion m/z 281,

conforme proposta de fragmentagéo (Figura 4.14).

C
3
(H3C)3Si HzC-_\
o ¥ ~g—o0
(@) (@)
(HC)sSi” '
—_—
m/z 267 m/z 179

FIGURA 4.13- Proposta de formacao do ion de m/z 179.

SI(CH3 SI(CH
3C)SS| 3C 3SI

m/z 267
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Si(CHs)3 Si(CH3)3
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R4 R,
(0] H 0O
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(H3C)3Si (H3C)38i/ .
R4
Sli(CHs)s
o)
o}
(HC)sSI™ 1z 281

FIGURA 4.14 - Proposta de formacao para os ions m/z 267 e 281.

4.1.2.6. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE FA7

A substancia FA7 foi isolada da fracdo acetato de etila das folhas
(Fluxograma 3.5, p.32), sua identificacdo estrutural foi realizada através de dados
de espectro de RMN de 'H e de *C (Figuras 4.15 e 4.16, Apéndice |) e a sua
configuracéo relativa foi obtida através de experimento de [a]D e dados baseados na
literatura (DUENAS et al., 2012; Tabela 4.6). Assim pode-se concluir que a

substancia se trata do flavan-3-ol conhecido como Epicatequina.
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A catequina ocorre em duas formas estereoisomeéricas que podem ser
diferenciadas pelo desvio da luz plano-polarizada, denominado [da]p. O [alp
determinado para a substancia foi de -13.0, portanto, trata-se do isbmero S da
catequina ou a substancia conhecida como epicatequina. A Tabela 4.6 mostra os

dados de RMN de 'H e de »*C juntamente com os encontrado da literatura.

TABELA 4.6 - Dados de RMN de *H e de *C de FA7 e os encontrados na literatura

6. (ppm), J (Hz) Sc (ppm)
H/C FA72 DUENAS et al. (2012)° FA7® DUENAS et
al. (2012)°
2 4,83 (s) 4,88 (s) 79,9 79,8
3 4,19 (m) 4,16 (m) 67,5 67,4
4eq | 2,76 (dd, J = 3,0; 16,0) | 2,72 (dd, J=2,8; 16,8) | 29,3 29,2
4 ax | 2,88 (dd, J=4,0;14,0) | 2,85(dd, J=4,5; 16,7) | - -
5 - - 157,7 | 157,6
6 5,94 (d, J = 2,0) 5,90 (d, J = 2,3) 95,9 95,8
7 - - 158,0 |158,0
8 5,97 (d, J = 2,0) 5,93 (d, J = 2,3) 96,4 |96,3
9 - - 157,4 | 157,3
10 |- - 100,1 |100,8
1 |- - 132,3 |132,3
2° 16,99(d,J=2,0) 6,96 (d, J = 1,9) 1154 |115,3
3 |- - 146,0 | 146,0
4 |- - 145,8 | 145,7
5 16,78 (d,J =8,0) 6,74 (d, J = 8,1) 116,0 |115,8
6 [6,84(dd,J=2,0;80) |6,79(dd,J=1,9;81) |1195 |119,3

2 [MeOD-d4, 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C)]; "[Acetona-d6, 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C)].

4.1.2.7. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE FAS8

A substancia FA8 foi isolada da fracdo acetato de etila das folhas
(Fluxograma 3.5, p.32), e sua identificacao estrutural foi realizada através de dados
de espectros de RMN de *H (Figura 4.17, Apéndice 1) e da literatura (SOUZA et al.,
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2005; Tabela 4.7). Pode-se concluir que a substancia se trata do Flavonoide

3,4",5,5 -tetrahidroxiflavona conhecida como Quercetina.

TABELA 4.7 - Dados de RMN de *H da substancia FA8 e os encontrados na
literatura

&n (ppm), J (Hz)

i FA8® CERUKS et al. (2007)°
6,40 (d; J = 2,0) 6,38 (d; J=1,9)
8 6,18 (d; J = 2,0) 6,19 (d; J=1,9)
2’ 6,87 (d; J = 8,0) 6,89 (d; J = 8,5)
5 7,33 (d; J=2,0) 7,20 (sl)
6’ 7,67 (dd;J=2,0e8,4) |7,68(dd;J=1,8¢e 8,0)
OH 12,4 (s) 12,5 (s)

3DMSO0-d6, 200 MHz (*H)]; "[DMS0-d6, 400 MHz (*H)].

4.1.2.8. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE FA9

A substancia FA9 foi isolada da fracdo acetato de etila das folhas
(Fluxograma 3.5, p.32), sua identificagdo estrutural foi realizada através de dados
de espectros de RMN de H e mapa de contornos COSY e HSQC (Figuras 4.18 a
4.20, Apéndice ) e da literatura (JULLIAN et al., 2010; Tabela 4.8) e ao final pode-
se concluir que a substancia se trata do flavondide 4°,5,5 -trihidroxiflavona

conhecida como Luteolina.
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TABELA 4.8 - Dados de RMN de *H da substancia FA9 e encontrados na literatura

6n (ppm), J (Hz)

H/C FA2 JULLIAN et al.
(2010)°
6,52 (s) 6,40 (s)

6,42 (d,J=2,4) |6,30(d,J=2,0)
6,18 (d, J=2,4) |6,15(d, J=2,0)
7,37 (s) 7,28 (s)

7,39 (d, J=8,8) |7,26(d,J=8,0)
6,89 (d, J=8,8) |6,77(d, J=8,0)

QN ® O W

4 [MeOD-d4, 400 MHz (*H)]; ° [10% v/v MeOD em D,0O, 300 MHz (*H)].

4.1.2.9. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE FA10

A substancia FA10 foi isolada da fracdo acetato de etila das folhas
(Fluxograma 3.6, p.32), apresentou-se como solido amorfo de coloragdo amarelo
claro e sua identificagdo estrutural foi realizada através de dados de espectro de
RMN de 'H (Figura 4.21), COSY (Figura 4.22), HSQC (Figura 4.23), HMBC (Figura
4.24), EM de alta resolucdo (Figura 4.25) e comparados com os da literatura
(BANDEIRA, 2002; Tabela 4.9). Pode-se concluir que a substancia se trata do
biflavonéide conhecido como Agathisflavona.
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O espectro de RMN de 'H (Figura 4.21) mostrou um dubleto em &y
7,93 (d, J = 9,0 Hz) integrando para dois hidrogénios, acoplando em orto com o
dubleto em &4 6,98 (d, J = 9,0 Hz) também integrando para dois hidrogénios, estes
correspondem aos hidrogénios H-2'/6" e H-3'/5 e isto ocorre devido a livre rotacéo
do anel este sistema de sinais diz respeito ao anel B da flavona I. O espectro de
HSQC (Figura 4.23) mostrou a correlacdo dos sinais dos hidrogénios em &y 7,93
com o do carbono em &¢ 127,6 (C-2'/6") e &4 6,98 com o do carbono em &¢ 115,2
(C-37/5"). A andlise do espectro de HMBC (Figura 4.24) mostra a correlacédo do sinal
do dubleto em &y 7,93 com o do carbono em &¢ 161,2 (C-4") e o dubleto em &¢ 6,98

com o do carbono em &¢ 122,1 (C-1").

O espectro de RMN de H (Figura 4.21) mostrou também um dubleto
em dy 7,61 (d, J = 8,0 Hz) integrando para dois hidrogénios, acoplando em orto com
o dubleto em &4 6,73 (d, J = 8,0 Hz) também integrando para dois hidrogénios, estes
correspondem aos hidrogénios H-2"7/6"" e H-377'/5""" e este sistema de sinais diz
respeito ao anel B da flavona Il. O espectro de HSQC (Figura 4.23) mostrou a
correlacéo dos sinais dos hidrogénios em &y 7,61 com o do carbono em &¢ 127,6 (C-
27°16"") e dy 6,73 com o0 do carbono em &¢c 115,2 (C-3'/57). Estes valores sédo os
mesmos encontrados para a flavona | (acima) e isso é justificado, pois sdo duas
flavonas idénticas, assim, afim de n&o haver confusdo nos valores, os carbonos
serdo reduzidos em 0,1 ppm e assim o carbono (C-27/6""") tera valor de 127,5 ppm

e o0 carbono (C-3777/57") ter4 valor 115,1 ppm. A analise do espectro de HMBC
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(Figura 4.24) mostra a correlagéo do sinal do dubleto em &4 7,61 com o do carbono
em O¢ 161,1 (C-4""") e o dubleto em &4 6,73 com o do carbono em &4 122,0 (C-177),

novamente os valores foram idénticos e afim de se evitar confusdo foram reduzidos

em 0,1 ppm.
7,93 (d, J=9,0 Hz; 2H) 7,61 (d, J= 8,0 Hz; 2H)
H H
6,98 (d, J= 9,0 Hz; 2H) 6,73 (d, J= 8,0 Hz; 2H)
HO 127,6

161,2

H

Lu3Ad3s_FAA145 10 1 C:\Bruker\TopSpin3.O\data\Titi
WATER MeOD C:\NMRData nmrsu

—7.9465
—17.9246
—7.6169
—7.5949
—6.9938
~6.9719
—6.7722
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—6.6371
—6.6108
—6.3560
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FIGURA 4.21 — Ampliacdo do espectro de RMN de *H da substancia FA10 (MeOD-
d4, 400 MHz).

. . . . . - . . . . - . . . :
75 70 65 [ppm]

O espectro de RMN de 'H (Figura 4.21) mostrou ainda quatro
singletos, em &4 6,66 (S) referentes ao hidrogénio (H-3) e a analise do espectro de
HSQC (Figura 4.23) mostra a correlacao deste sinal com o do carbono em 6¢ 101,7
(C-3); um singleto em &4 6,36 (s) referente ao hidrogénio (H-8) se correlacionando
com o do carbono em &¢c 94,7 (C-8); um singleto em dy 6,61 (S) referente ao
hidrogénio (H-3"") se correlacionando com o carbono em &c 101,5 (C-37) e
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finalmente um singleto em &y 6,35 (s) referente ao hidrogénio (H-6"") se

correlacionando com o carbono em &¢ 99,7 (C-37).

Lu3A438_FAA145 100 1 C:\Bruker\TopSpin3.0\data\Titi

| oo

cosyl6_swl2ppm MeOD C:\NMRData nmrsu = 'E
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o @
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75 70 65 F2 [ppm]

FIGURA 4.22 — Mapa de correlagdes H-H COSY da substancia FA10 (MeOD-d4,
400 MHz).

A analise do espectro de HMBC (Figura 4.24) mostra a correlacédo dos
sinais de hidrogénio em &y 6,66 com os de carbonos em &¢ 122,1 (C-1") e 166,8 (C-
2); 0 singleto em &y 6,63 se correlaciona com os dos carbonos em &¢ 157,0 (C-9);

103,7 (C-10) e 103,6 (C-6). Estes sistemas correspondem ao anel A e C da flavona
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FIGURA 4.23 - Mapa de contorno HSQC da substéancia FA10 (MeOD-d4, 400 MHz).
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FIGURA 4.24 - Mapa de contorno HMBC da substancia FA10 (MeOD-d4, 400 MHz).

Por fim os dois ultimos singletos correspondem ao anel A e C da

flavona Il, onde esté ligada pela posi¢cdo 8" com a posicéo 6 da outra flavona.
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A andlise do espectro de HMBC (Figura 4.24) mostra a correlagdo do
sinal de hidrogénio em &4 6,61 (s) com os dos carbonos em &¢ 122,0 (C-1""") e 167,0
(C-27") e por fim o singleto em &4 6,35 se correlaciona com o carbono em &¢ 101,0
(C-107).

6,66 (s)

6,35 (s)

TABELA 4.9 - Dados de RMN de *H e de 3C da substancia FA10 e os encontrados
na literatura

51 (ppm), J (H2) Sc (ppm)

H/C FA10? BANDEIRA, FA10? BANDEIRA,
(2002)° (2002)°
2 - - 166,8 164,9
3 6,66 () 6,67 (s) 101,7 104,0
4 - - no 183,2
5 - - no 162,8
6 - - 103,6 104,7
7 - - no 165,2
8 6,36 () 6,75 (s) 94,7 95,2
9 - - 157,0 158,6
10 - - 103,7 104,9
1 - - 122,1 123,3
2 e 7,93(d,J=9,00 | 7,96(d,J=8,7) 127,6 129,3
3es 6,98 (d,J=9,0) | 7,04(d,J=87) 115,2 117,0
4 - . 161,2 161,8
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2”7 - - 167,0 165,0
37 6,61 (s) 6,62 (s) 101,5 103,7
4 - - no 183,5
57 - - no 162,1
6~ 6,35 6,39 (s) 99,7 100,3
7 - - no 164,7
8" - - no 100,4
9 - - no 156,6
10~ - - 101,0 105,4
1 - - 122,0 123,6
27 67 7,61 (d, J =8,0) 7,66 (d, J=8,7) 127,5 129,1
37 57 6,73 (d, J =8,0) 6,84 (d, J=8,7) 115,1 116,8
4 - - 161,1 161,8

a[MeOD-d4, 400 MHz (*H) e 100 MHz (*3C)]; "[acetona-d6, 500 MHz (*H) e 125 MHz (**C)];

[no (n&o observado)].

O espectro de massas de alta resolucéo (Figura 4.25) foi realizado no
modo negativo, pois a estrutura apresenta muitas hidroxilas que sdo mais facilmente
ionizados nesse modo analisando o espectro se pode observar pico m/z 537,0833

gue coincide com a massa da estrutura proposta (C3oH18010 —H)
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Figura 4.25 — Espectro de massas de alta resolugéo da substancia FA10 (modo
negativo).

4.1.2.10. DETERMINACAO ESTRUTURAL DE FA11

A substancia FA11l foi isolada da fracdo acetato de etila das folhas
(Fluxograma 3.6, p.32), apresentou-se como soélido amorfo de coloragéo
avermelhada e sua determinacdo estrutural foi realizada através de dados de
espectro de RMN de 'H (Figura 4.26), COSY (Figura 4.27), HSQC (Figura 4.28),
HMBC (Figura 4.29), espectroscopia de massas (Figura 4.30) e dados baseados da
literatura considerando duas estruturas distintas: a catequina (DUENAS et al., 2012)
e 0 acido galico (CERUKS et al.,, 2007; Tabela 4.10). Pode-se concluir que a
substancia se trata do flavan-3-ol catequina unido por uma ligagdo éter com um

galato de metila na posicéo 5,4 denominado 4"-5"-epicatequinilgalato de metila.
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O espectro de RMN de 'H (Figura 4.26) do composto mostrou um
dubleto em &4 6,85 (d, J = 2,0 Hz) correspondendo ao hidrogénio (H-2") acoplando
com um duplo dubleto em &y 6,74 (dd, J = 2,0 e 8,0 Hz) correspondendo ao
hidrogénio (H-6") e um dubleto em &y 6,78 (d, J = 8,0 Hz) correspondendo ao
hidrogénio (H-5") com acoplamento em orto ao H-2" e meta ao H-6". Este sistema de
acoplamento diz respeito ao anel B do flavan-3-ol e seus acoplamentos foram
confirmados pelo mapa de acoplamentos COSY (Figura 4.27). O espectro de HSQC
(Figura 4.28) mostrou que o sinal do hidrogénio em &4 6,85 se correlaciona com o
do carbono em &¢ 113,7 (C-2°), o dos hidrogénios em OH 6,74 e 6,78 se
correlacionam com os dos carbonos em &c 1186 (C-6) e & 114,6 (C-5)
respectivamente. O espectro de HMBC (Figura 4.29) mostra que o sinal do
hidrogénio em &4 6,85 se correlaciona com os dos carbonos em &6¢ 81,5 (C-2); 118,6
(C-6") e 144,6 (C-4’ou C-5'), sendo este ultimo um carbono fendlico. O sinal do
hidrogénio em &y 6,74 se correlaciona com os dos carbonos em &¢ 81,5 (C-2); 113,7
(C-27), 130,7 (C-1") e 144,6 (C-4" ou C-5), pois apresentam o mesmo deslocamento
quimico e por fim o sinal do hidrogénio em &y 6,78 se correlaciona com os dos
carbonos em &¢ 81,54 (C-2), 113,7 (C-27), 130,7 (C-1") e d¢c 144,6 (C-4’ou C-5").
Com estas atribuicdes é possivel propor o anel B do Flavan-3-ol.
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FIGURA 4.26 — Espectro de RMN de *H (com ampliac&o) da substancia FA11
(MeOD-d4; 400 MHz).
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FIGURA 4.27 — Mapa de acoplamentos H-H COSY da substancia FA11 (MeOD-d4;

400 MHz).

O anel A foi determinado pelos dois dubletos com acoplamento em
meta em &y 5,94 (d, J = 2,0 Hz) correspondendo ao hidrogénio (H-8) e &4 5,86 (d, J

= 2,0) correspondendo ao hidrogénio (H-6) e este acoplamento foi confirmado pelo

mapa de acoplamentos COSY (Figura 4.27). O mapa de contornos HSQC (Figura

4.28) mostrou que estes dois hidrogénios estdo se correlacionando com os dos
carbonos em &¢ 94,9 (C-8) e d¢ 93,9 (C-6) respectivamente. O espectro de HMBC
(Figura 4.29) mostrou que o sinal do hidrogénio em &y 5,94 se correlaciona com 0s
dos carbonos em 8¢ 93,9 (C-6); 99,4 (C-10) e 156,4 (C-7), este ultimo um carbono

fendlico. Observou-se também que o sinal do hidrogénio em &y 5,86 se correlaciona

com os dos carbonos em &¢ 94,9 (C-8); 99,4 (C-10) e 155,6 (C-5).
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FIGURA 4.28 — Mapa de contorno HSQC (divididos em duas partes) da substancia
FA1l (MeOD-d4; 400 MHz).
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FIGURA 4.29 — Mapa de contorno HMBC (divididos em duas partes) da substancia
FA1l (MeOD-d4; 400 MHz).

O anel C foi determinado pelo dubleto em oy 4,58 (d, J = 8 Hz)
correspondendo ao hidrogénio (H-2), o multipleto em &4 4,00 (m) correspondendo ao
hidrogénio carbindlico (H-3) e pelos dois duplos dubletos em 642,86 (dd, J =4,0 e
16 Hz) correspondendo ao hidrogénio (H-4) axial e o4 2,52 (dd, J = 8,0 e 16 Hz)
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correspondendo ao hidrogénio (H-4) equatorial. O mapa de contornos HSQC
(Figura 4.28) mostrou as correlagdes dos sinais dos hidrogénios em oy 4,58 com o
do carbono em &¢ 81,5 (C-2), d4 4,00 com o do carbono em &¢c 67,2 (C-3) e Oy
2,86/2,52 com o do carbono em &¢ 26,9 (C-5). O mapa de contornos HMBC (Figura
4.29) mostrou que o sinal do hidrogénio em dy 4,58 se correlaciona com os dos
carbonos em &¢ 26,9 (C-5), 67,2 (C-3), 113,7 (C-27), 118,6 (C-6"), 130,7 (C-1") e
155,0 (C-9). Para o sinal do hidrogénio em &y 3,98 ndo se observou correlacdo a
longa distancia pelo HMBC e finalmente os dois sinais de hidrogénios em &4 2,86 e
2,54 se correlacionam com os dos carbonos em &¢ 67,2 (C-3); 81,5 (C-2); 99,4 (C-
10) e 155,6 (C-5). Com estas atribui¢cdes foi possivel propdr a estrutura como um
flavan-3-ol, catequina, mas se observa também a presenca de dois singletos um em
Oy 7,06 (s) integrando para 2 hidrogénios, que pelo HSQC (Figura 4.28) se
correlaciona com o do carbono em d¢ 108,4 e o singleto em &4 3,83 (s) integrando
para 3 hidrogénios e que pelo HSQC (Figura 4.28) se correlaciona com o do
carbono em &c¢ 50,6. Estes sinais sdo bem caracteristicos de galato de metila o que

poderia supor que se tinha uma mistura de flavan-3-ol (catequina) e galato de metila.

Sugere-se que a ligacdo éter (Que une a catequina com o galato de
metila) esta sendo feita pela posicdo 3" da catequina, pois se observa um ligeiro
deslocamento de carbono/hidrogénio de seu vizinho (posicédo 2) (Tabela 4.10) na
catequina este deslocamento é 115,3 ppm e neste composto € 113,7 ppm 0 que
pode ser sugerido que a posi¢do 3" se encontra numa ligacao éter com a hidroxila
central do galato de metila, que também se sugere que seja a hidroxila central
(posicédo 4°°) pois ndo houve uma separagéo de sinais para o singleto em &4 7,06

(s) que continuou sendo simétrico.
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TABELA 4.10 - Dados de RMN de *H e de *3C da substancia FA11 juntamente com
os dados encontrados na literatura para a catequina e para o galato de metila

5. (ppm), J (H2) &c (ppm)
FA11? DUENAS et al. (2012)"; FA11® DUENAS et
H/C CERUKS et al. (2007)° al. (2012)";
CERUKS et
al. (2007)°
2 4,58 (d, J = 8,0) 4,88 (s) 81,5 79,8 |-
3 4,00 (m) 4,16 (m) 67,2 67,4 |-
4eq |2,86(dd,J=4,0e16,0) |2,72(dd,J=2,8;16,8) | 26,9 29,2 |-
4ax |2,52(dd,J=8,0e16,0) |2,85(dd,J=45;16,7) |- - -
5 - - 155,6 | 157,6 |-
6 5,86 (d, J = 2,0) 5,90 (d, J = 2,3) 93,9 95,8 |-
7 - - 156,4 | 158,0 |-
8 5,94 (d, J = 2,0) 5,93 (d, J=2,3) 94,9 96,3 |-
9 - - 155,0 |157,3 |-
10 - - 99,4 100,8 | -
1 - - 130,7 | 132,33 |-
2 6,85 (d, J = 2,0) 6,96 (d, J =1,9) 113,7 | 1153 |-
3 - - 144,6* | 145,9 |-
4 - - 1446 | 1457 |-
5 6,78 (d, J = 8,0) 6,74 (d, J = 8,1) 1146 |115,8 |-
6 6,74 (dd,J=2,0e8,0) |[6,79(dd,J=19e8,1) |1186 |119,3 |-
1 - - 1192 |- 119,4
216" | 7,06 (s; 2H) 6,92 (s; 2H) 110,0 |- 108,6
4 - - 1380 |- 138,4
3757 |- - 1453 |- 145,6
77 - - 167,7 |- 166,4
8" 3,83 (s; 3H) 3,73 (s; 3H) 50,7 - 51,7

2[MeOD-d3, 400 MHz (*H) e 100 MHz (*3C)], ® [Acetona-d6,400 MHz (*H) e 100 MHz (**C)], ¢ [MeOD-
d3, 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C)]; [no (n&o observado)]; * atribui-se 0 mesmo deslocamento ou
deslocamentos muito préximos.

Para confirmar o peso molecular e como consequéncia a formula

molecular da substancia FA1ll, foi realizado o experimento de massas de alta
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resolucdo no modo positivo e negativo. O modo positivo (Figura 4.30) apresentou a
melhor resolucéo, j& que o composto apresenta metoxila, sendo que se comportam
melhor o ganho de proton e subsequente perda de metanol. Assim, através do
resultado foi confirmando a massa de 425.2151 Da, onde se verificou o0 pico
correspondente de [M - 32]" e assim se confirma a proposta estrutural para o

composto com férmula molecular C3H20010.

Intens +MS, 4.5min #271
425.2151

274.2740
M13.0683 455.0951
827.4409

361.2342
207.0261

o 1 IR W L Lhﬂk.kikt u. NV TR RN S WY 701;[?“‘;\ k. »

100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz

FIGURA 4.30 — Espectro de massas de alta resolucdo para a substancia FA11l
(modo positivo).

4.1.2.11. DETERMINACAO ESTRUTURAL DE FA12

A substancia FA12 foi isolada da fragdo acetato de etila das folhas
(Fluxograma 3.7, p.33), apresentou-se como soélido de aspecto oleoso translicido
de coloracao verde claro, solivel em metanol e 4gua e sua determinacao estrutural
foi realizada através de dados de espectros de RMN de *H (Figura 4.31), COSY
(Figura 4.32), HSQC (Figura 4.33), HMBC (Figura 4.34) e os dados de RMN estéo
representados na Tabela 4.11 e se trata de um derivado acido galico esterificado

com 1-(3,4,5-trihidroxiciclohex-1-en), o galato de 1-(3,4,5-trihidroxiciclohex-1-enila).
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No espectro de RMN de *H (Figura 4.31) observou-se um sistema de
dois dublo dubletos, um em &4 2,19 (dd, J = 6,8 e 18,0 Hz) que se acopla com o
duplo dubleto em &4 2,81 (dd, J = 5,2 e 18,0 Hz) este sistema é referente ao
hidrogénio (H-6’) um equatorial e outro axial, que acoplam também com o multipleto

em 0y 3,95 (m) referente ao hidrogénio (H-5’).

Observou-se também um duplo dubleto em &4 3,58 (dd, J = 4,4 e 8,4
Hz) referente ao hidrogénio (H-4") que se acopla com o multipleto em &4 4,33 (m)
referente ao hidrogénio (H-3"). Também se observa um singleto largo em &y 6,6 (sl)
referente ao hidrogénio (H-2") que acopla com o sinal do hidrogénio em &y 4,33 (m)
(Tabela 4.11), sendo estes acoplamentos confirmados pela analise do mapa de
acoplamentos COSY (Figura 4.32). As constantes de acoplamento sdo equivalentes
aquelas do acido chiquimico e esta sendo proposta como relativa 3R (OH a), 4S (OH
a) e 5R (OH B). Estes acoplamentos mostram a atribuicdo do anel ciclohexeno
tetrasubstituido. O mapa de contornos HSQC (Figura 4.33) revelou as correlaces
dos sinais dos hidrogénios em &4 2,19 e 2,81 com o do carbono em &¢ 33,8 (C-6’), a
correlacéo do sinal do hidrogénio em &y 3,95 com o do carbono em &¢ 68,5 (C-5’), do
Oy 3,59 com &¢ 73,9 (C-47), do &y 4,33 com &¢ 67,8 (C-3') e finalmente o0 &y 6,6 com
0 O¢c 133,7 (C-2’). A andlise do mapa de contornos HMBC (Figura 4.34) mostra a
correlagao do sinal do duplo dubleto em &4 2,19 e 2,81 com os dos carbonos em d¢
68,5 (C-57), 73,9 (C-4"), 133,7 (C-2") e 135,9 (C-1"); o duplo dubleto em &4 3,59 se
correlaciona com os dos carbonos em &¢ 33,8 (C-67), 68,5 (C-5") e 133,7 (C-2); o
multipleto em &y 3,95 se correlaciona com os dos carbonos em &¢ 67,8 (C-37), 73,9
(C-4"), 133,7 (C-2) e 135,9 (C-17); o tripleto em &y 4,33 se correlaciona com 0s dos
carbonos em &¢ 68,5 (C-57), 73,9 (C-47), 133,7 (C-27) e 135,9 (C-1") e finalmente o
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singleto largo em &y 6,6 se correlaciona com os dos carbonos em &¢ 33,8 (C-67) e
73,9 (C-4"). Com estas atribuicbes é possivel propor o anel 3,4,5-ciclohexen-1-ila.

3,95 (m)

H OH

2,19 (dd, J = 6,8 ¢ 18 Hz) H 3.58 (dd, J =44 e 8,4 Hz)

L OH
2,81(dd,J=52e18 Hz) H
33,8
- H 4,33 (m)
)
z
O Z
‘ 7 0H
[VaUaVal H
6,6 (sl)
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FIGURA 4.31 — Espectro de RMN de *H da substancia FA12 (MeOD-d4; 400 MHz).
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Figura 4.32 — Mapa de correla¢cdes H-H COSY da substancia FA12 (MeOD-d4; 400
MHz).
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FIGURA 4.33 — Mapa de contorno HSQC da substancia FA12 (MeOD-d4; 400 MHz).

O espectro de RMN de *H (Figura 4.31) mostrou também um singleto

em Oy 7,06 (s) referente ao hidrogénio (H-2 e 6) e o mapa de contornos HSQC
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(Figura 4.33) revelou que ele se correlaciona com os dos carbonos em &¢ 110,3 (C-
2,6); pelo mapa de contorno HMBC (Figura 4.34) este hidrogénio se correlaciona
com os dos carbonos em 8¢ 125,7 (C-1); 138,4 (C-4); 146,2 (C-3,5) estes dois
ultimos séo sinais de carbonos fendlicos e finalmente com o do carbono em 172,9

(C-7) (um carbono de carbonila).
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FIGURA 4.34 — Mapa de contorno HMBC da substancia FA12 (MeOD-d4; 400 MHz).

TABELA 4.11 - Dados de RMN de *H e de *C da substancia FA12

H/C
o1 (ppm), J (Hz) &¢ (ppm)
1 - 125,7
2/6 7,06 (s; 2H) 110,3
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3 - 146,2
4 - 138,4
5 - 146,2
7 - 172,9
1 - 135,9
2 6,6 (sl) 133,7
3 4,33 (m) 67,8
& 3,58 (dd, J = 4,4 € 8,4) 73,9
5 3,95 (m) 68,5
6 2,19 (dd, J = 6,8 e 18,0) 33,8
- 2,81 (dd, J=5,2 e 18,0) -

4.1.2.12. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE FA13

A substancia FA13 foi isolada da fracdo metandlica das folhas (p.34),
sua identificac@o estrutural foi realizada através de dados de espectros de RMN de
'H, RMN de **C, COSY, HSQC e HMBC (Figuras 4.35 a 4.39, Apéndice I) e
comparacao com agqueles da literatura (MINGFU WANG et al., 1999; MARKHAM e
TERNAI, 1976; Tabela 4.12 e 4.13). Pode-se concluir que a substancia se trata da

do flavondide glicosilado quercetina 3-O rutinosideo, conhecido como rutina.
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TABELA 4.12 - Dados de RMN de *H e **C da aglicona da substancia FA13 e os
encontrados na literatura

S (ppm), J (Hz) 5c (ppm)
H/C FA13? MINGFU et al. FA13? MINGFU et al.
(1999)° (1999)°
2 - - 156,6 156,4
3 - - 133,3 133,6
4 ; - 177,4 177,4
5 - - 161,2 161,2
6 6,19 (d, J = 2,0) 6,22 (s) 98,7 98,8
7 - - 164,0 164,0
8 6,38 (d, J = 2,0) 6,41(sl) 93,6 93,6
9 - - 156,7 156,6
10 - - 104,0 105,2
1 - - 121,4 121,6
2 7,55 (d, J = 2,0) 7,56 (m) 116,4 115,3
3 ; - 144.8 148,3
& - - 144,3 144.6
5 6,84 (d, J = 8,3) 6,86 (d, J = 9,0) 115,1 116,5
6" | 7,53(dd,J=2,0¢€8,3) 7,56 (m)° 121,7 121,6

2[DMSO-d6, 400 MHz (*H) e 100 MHz (*3C)]; ® [DMSO-d6, 200 MHz (*H) e 50 MHz (**C)].

O rutinosideo foi determinado pelos deslocamentos dos carbonos
encontrados e os dados foram comparados com os da literatura, pois no espectro de
RMN de 'H a regigo correspondente aos aclcares estdo bem “congestionados” ndo
sendo possivel atribuir multiplicidades, mas ja se pode atribuir alguns sinais como
indiscutiveis quanto a sua posi¢do: o dubleto em &y 5,35 (d, J = 4,0 Hz) que
corresponde ao hidrogénio anomérico da glicose (H-1g) e pelo HSQC (Figura 4.38,
Apéndice I) este hidrogénio se correlaciona com o do carbono em &¢ 101,2 (C-1g) e
pelo HMBC (Figura 4.39, Apéndice I) este hidrogénio se correlaciona com os dos
carbonos em &¢ 74,13 (C-2g) e 133,3 (C-3) da flavona. O dubleto em &4 4,38 (d, J =
12,0 Hz) que corresponde ao outro hidrogénio anomérico (H-1r) pertencente a
ramnose, pelo HSQC este sinal de hidrogénio se correlaciona com o do carbono em
Oc 100,7 (C-1r). O dubleto em &4 3,70 (d, J = 0,7 Hz) integra para dois hidrogénios e
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corresponde aos hidrogénios metilénicos da posi¢éao (H-6g), pelo HSQC estes sinais

de hidrogénios se correlacionam ao do carbono em &¢ 66,9 (C-6g). O dubleto em dy

0,99 (d, J = 6,2 Hz) corresponde a metila terminal da ramnose e pelo HSQC este

sinal de hidrogénios se correlaciona com o do carbono em &¢ 17,1. Os outros sinais

correspondem a multipletos entre dy 3,28 — 3,22 (m) e oy 3,10 — 3,05 (m), que

correspondem aos hidrogénios carbindlicos das duas unidades do agucar. Os dados

de RMN de **C do rutinosideo estdo apresentados na Tabela 4.13 e seus valores

foram comparados com os da literatura.

TABELA 4.13 - Dados de RMN de *H e de *C do rutinosideo da substancia FA13 e

0s encontrados na literatura

S (ppm), J (Hz) Sc (ppm)
H/C FA13? FA13? MARKHAN e
TERNAI (1976)°
1g 5,35 (d, J = 4,0) 101,2 103,4
1r 4,38 (d, J = 12,0) 100,7 102,0
69 3,70 (d, J = 10,2) 66,9 68,7
6r (ramnose) 0,99(d,J=6,2) 17,1 18,6
29 - 74,0 75,3
3g - 78,4 77,4
49 - 70,0 71,1
59 - 75,9 76,6
2r - 70,3 71,5
3r - 70,5 71,7
Ar - 71,8 73,2
5r - 68,2 69,7

2 [IDMSO-d6, 40-0 MHz (*H) e 100 MHz (**C)]; ° [DMSO0-d6, 25,15 MHz (*3C)].

4.1.2.13. DETERMINACAO ESTRUTURAL DE FA14

A substancia FAl14 foi isolada da fracdo metandlica das folhas

(Fluxograma 3.9, p.35), sua determinacdo estrutural foi realizada através de dados
de espectros de RMN de *H, COSY, HSQC e HMBC (Figura 4.40 a 4.43, Apéndice

I, Tabela 4.14) os dados de literatura utilizados foram para a aglicona: a substancia
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denominada Naringina Chalcona (SEIDEL et al., 2000), pois € a mesma aglicona
excetuando-se pela auséncia de oxigénio na posicdo 8 e para a ramnose
(ABRAHAM, et al.,, 2007). Conclui-se que a substancia se trata da chalcona

apigenina 3-O- ramnosideo ainda ndo descrita na literatura.

E importante ressaltar que estruturas desse tipo podem sofrem
facilmente adicdo de Michael da hidroxila da posicdo 6° com a dupla ligacdo da

posicdo 7, formando a flavona apigenina 3-O- ramnosideo.

OH O

3r Zr

OH OH

TABELA 4.14 - Dados de RMN de 'H e de °C da substancia FA14 e os encontrados
na literatura

Su (ppm), J (Hz) Sc (ppm)
FA142 SEIDEL et al. FA142 SEIDEL et
H/C (2000)° e al. (2000)" e
ABRAHAM, et al. ABRAHAM, et
(2007)° al. (2007)°
1 - - 123,0 128,5
216 7,76 (d, J=8,8; 2H) | 7,57(d, J = 8,8; 2H) 131,9 130,4
3/5 6,93 (d, J=8,8; 2H) | 6,94 (d, J = 8,8; 2H) 116,6 114.,6
- - 161,8 161,6
7,03% (s) 7,81 (s) 110,2* 125,3
- 5,56 () 138,4 142,9
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9 - - 173,3 192,9
1 - - 109,6 106,8

2 - - 159,7 168,1
3 6,20 (d, J = 1,6) 6,04 (d, J = 2,4) 99,7 97,0

e ] ; 144,0 -

5 6,37 (d, J = 1,6) 5,96 (d, J = 2,4) 94,8 91,2

6 - - 146,4 163,4
1r 537(d,J=16) |550(d,J=23) 103,6 104,0
2-5r 4,21-3,37 (M) 410-4,67(m) |735-710| 71,7-681
6r 0,92 (d, J = 5,2; 3H) 0,79 (d, J=5,3) 17,2 17,8

2 [MeOD-d3, 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C)]; ®[CDCls,400 MHz (*H) e 100 MHz (**C)J;
° [MeOD-d3, 500 MHz (*H) e 125,65 MHz (**C)]; * valor diferente da referéncia pois neste caso é
devido a ser vizinho do enol.

4.1.2.14. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE FA15

A substancia FA15 foi isolada da fracdo metandlica das folhas
(Fluxograma 3.9, p.35), sua identificacdo estrutural foi realizada através de dados
de espectros de RMN de *H, RMN de *3C, COSY, HSQC e HMBC (Figuras 4.44 a
4.48, Apéndice I) e dados da literatura (CERUKS et al., 2007; Tabela 4.15). Pode-
se concluir gque a substancia era o flavondide glicosilado 3,4°,5°,5,7-

pentahidroxiflavona — 3-O- ramnosil conhecido como Miricetrina.
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OH O
CH3 1r
4r 6r
3r 2r
OH OH

TABELA 4.15 - Dados de RMN de *H e de '°C da substancia FA15 e os encontrados
na literatura

&y (ppm), J (Hz) Sc (ppm)
H/C FA15° CERUKS et al. FA15? CERUKS et
(2007)° al. (2007)°
2 - - 158,5 158,3
3 - - 136,3 134,5
4 - - 179,6 177,9
5 - - 163,2 162,9
6 6,19(d,J=24) | 6,18(d; 1,8) 99,8 99,9
7 - - 166,0 165,4
8 6,35(d,J=2,4) | 6,36(d; 1,8) 94,7 94,3
9 - - 159,5 157,5
10 - - 105,8 105,0
1 6,9 (s, 2H) 7,04(s) 121,9 122,5
2 e6 - - 109,5 109,5
- - 146,8 146,4
4 - - 137,9 137,1
’ - - 146,8 146,4
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1r 533(d,J=12) |543(d,J=1,3) | 1036 102,0
2-5r 3,3 - 4,2 (m) 31-40(m) |71,8-733| 69,6-71,3
6r 0,98 (d, J=6,4) | 0,79 (d; 5,3) 17,6 17,3

2 [MeOD-d3, 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C)]; ® [DMSO-d6, 300 MHz (*H) e 75 MHz (**C)].

4.1.2.15. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE FA16

A substancia FA16 foi isolada da fracdo metandlica das folhas
(Fluxograma 3.9, p.35), sua identificacdo estrutural foi realizada através de dados
de espectros de RMN de 'H, COSY, HSQC e HMBC (Figuras 4.49 a 4.52,
Apéndice |) e dados baseados na literatura (ABRAHAM, et al., 2007; Tabela 4.16) e

se trata do flavondide glicosilado Apigenin-3-O- ramnosideo.

OH OH

TABELA 4.16 - Dados de RMN de 'H e de '°C da substancia FA16 e os encontrados
na literatura

&4 (ppm), J (Hz) Sc (ppm)
H/C FA16° ABRAHAM, et FA16° ABRAHAM, et
al. (2007)° al. (2007)°
2 - - 158,0 156,4
3 - - no 133,1
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2 : - no 177,3
5 - - 163,0 161,1
6 6,18 (d, J=2,0) | 6,18 (d, J = 1,3) 100,0 98,6
7 - - 167,0 164,0
8 6,36 (d, J=2,0) | 6,41 (d, J=1,3) 95,0 93,6
9 - - 159,0 156,7
10 - - 105,0 103,9
1 - - 122,9 120,8
2e6 |6,86(d J=89)| 6,86(d J=8,9) 131,9 130,8
3 e5 |8,05(d J=89) |805(d J=8,9) 116,6 115,0
& - - 161,9 159,8
1r | 5,34(d,J=2,0) | 5,50 (d, J =2,3) 103,6 104,0
2-5r | 421-329(m) | 410-4,67(m) | 72,4-50,0 71,7 - 68,1
6r | 0,92(d,J=52) | 0,79 (d; J=5,3) 17,3 17,8

2 [MeOD-d3, 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C)]; ® [MeOD-d3, 500 MHz (*H) e 125,65 MHz (*3C)]; [no (
ndo observado)].

4.1.2.16. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE FA17

A substancia FAL1l7 foi isolada da fracdo metandlica das folhas
(Fluxograma 3.10, p.37), sua identificacdo foi realizada através de dados de
espectros de RMN de 'H e COSY (Figura 4.53 e 4.54, Apéndice |) e da literatura
(CERUKS et al., 2007 e MARKHAM et al., 1978; Tabela 4.17). Pode-se concluir que
a substancia se trata do flavondide glicosilado quercetina 3-O ramnosideo,

conhecido como Quercitrina.
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Sr

OH O
CH3 Ir
4r 6r
3r 2r
OH OH

TABELA 4.17 - Dados de RMN de 'H de FA17 e os encontrados na literatura

&1 (ppm), J (Hz)

: FA172 CERUKS et al. (2007)°
6 6,35 (d; J = 2,0) 6,38 (d; J=1,9)
8 6,18 (d; J = 2,0) 6,19 (d; J = 1,9)
2’ 7,33 (d; J = 8,4) 7,20 (d; J = 8,2)
5 6,91 (dd; J=1,7e8,4) | 6,86(dd;J=1,7€8,2)
6’ 7,30 (d; J=1,7) 7,21 (d; J=1,7)
1r 5,35 (d; J = 1,6) 5,23 (d; J = 1,0)
2-5r 3,3-3,9 (M) 3,1-3,9 (M)
6r 0,94 (d; J = 6,8) 0,79 (d; J =5,2)

2 [MeOD-d4, 400 MHz (*H)]; ° [DMSO-d6, 400 MHz (*H)].

4.1.2.17. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE GA1

A substancia GA1l foi isolada da fracdo diclorometano dos galhos
(Fluxograma 3.12; p.40), apresentou-se como um pO de coloracdo branca,
prontamente sollvel em diclorometano e acetona e sua identificagdo estrutural foi
realizada através de dados de espectros de RMN de *H e EM (Figuras 4.55 e 4.56,
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Apéndice |) e dos da literatura (ALBARICE, 2006). Ela foi identificada como o
fitoesterdide conhecido como B-sitosterol.

4.1.2.18. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE GA2 E GA3

As substancias GA2 e GA3 foram isoladas da fragéo diclorometano do
extrato dos galhos (Fluxograma 3.12, p.40), sua identificacdo estrutural foi realizada
através de dados de espectro de RMN de *H, RMN de **C e EM (Figuras 4.57 a
4.60, Apéndice I) e os da literatura (ANJANEYULU et al., 1987 e APLIN et al., 1966;
Tabela 4.18 e 4.19). Pode-se concluir que as substancias sao dois triterpenos do
tipo cicloartano conhecidos como 30-Norciclopterospermona (GA2) e de um
derivado C31 (GA3).

TABELA 4.18 - Dados de RMN de 'H das substancias GA2 e GA3 e os encontrados
na literatura

6. (ppm), J (Hz)
H GA2 e GA3? ANJANEYULU et al.
(1987)°
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19 ciclopropil

Metilas
(CHs)

0,61 (1H) (d, J = 2,0)
0,41 (1H) (d, J = 2,0)

0,9 (s; 3H)
0,92 (s; 6H)
0,98 (s; 3H)
1,02 (s; 3H)
1,06 (s; 3H)
1,68 (s; 3H)

0,61 (1H) (d, J = 2,0)
0,34 (1H) (d, J = 2,0)

0,88 (s; 3H)
0,96 (s; 3H)
1,03 (s; 15H)

2P 1cDCl,, 200 MHz].

A fragmentacdo foi baseada na proposta de APLIN et al., 1966 para

compostos cicloartanos onde se propde uma ionizagdo nas posi¢cdes 9 e 10, com

migracdo de radical na ligacdo do carbono 6, restaurando a dupla ligacdo na posicao

5, seguida da migracao de hidrogénio da posicao 11 e quebra da ligacédo da posicao

19, com liberagdo de molécula neutra com massa de 124 D (com uma metila na

posicdo 4) e massa 138 D (com duas metilas na posicdo 4). A proposta de

fragmentacao sugere que a metila se encontra na posicéo 4 do anel (Figura 4.61).

124 para R1=H

138 para R1=CHz ]

—>

m/z 300

FIGURA 4.61 - Proposta de formacao do pico m/z 300.

TABELA 4.19 - Dados de RMN de *3C da substancia GA2 e os encontrados na

literatura
Sc (ppm)
C GA2° ANJANEYULU et GA3?
al. (1987)°
1 31,3 30,8 31,3
2 35,0 34,0 35,0
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3 213,0 76,6 213,0
4 45,4 44,6 45,4
5 41,0 43,4 41,0
6 25,0 24,7 25,0
7 28,1 28,1 28,1
8 47,1 46,9 47,1
9 25,9 23,6 25,9
10 29,3 29,6 29,3
11 25,2 25,2 25,2
12 - 55,1 -

13 46,1 45,4 46,1
14 50,0 48,9 50,0
15 32,9 32,9 32,9
16 26,9 27,0 26,9
17 52,3 52,3 52,3
18 17,9 17,8 17,9
19 27,2 27,3 27,2
20 36,1 36,2 36,1
21 18,47 18,4 10.7
22 156,9 156,9 25,9
23 33,8 33,8 156,9
24 35,4 35,5 18,37
25 31,3 31,4 10,7
26 21,9 21,9 106
27 106,0 106,0 33,8
28 22,0 22,1 35,4
29 19,2 19,2 31,3
30 10,7 14,4 21,9
31 - - 19,2

32 [CDCl,, 100 MHz (*H)].

4.1.2.19. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE GA4 E GA5
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As substancias GA4 e GA5 foram isoladas da fragéo diclorometano do

extrato dos galhos (Fluxograma 3.12, p.40), sua identificacdo estrutural foi realizada
através de dados de espectro de RMN de 'H e EM (Figuras 4.62 e 4.64, Apéndice

I) e os dados comparados com os da literatura (GAN et al., 2009 e APLIN et al.,

1966; Tabela 4.20). Pode-se concluir que as substancias sao dois triterpenos do tipo

cicloartano conhecidos como cicloartenol (GA4) e cicloeucalenol (GA5).

TABELA 4.20 - Dados de RMN de 'H das substancias GA4 e GA5

H/C

&1 (ppm), J (Hz)

6a

6B

7a

B

8

11,12

15, 16, 17

25, 26, 27, 28
19 ciclobutano
18, 20, 21 CH3
29 CH3

30 CH3

1,2-1,6%
3,5(m)

1,29

0,71

1,60

1,90

1,90

1,51
1,2-2,0%
15-1,7*
0,9-1,87*
0,35 e 0,37 (d)
0,88 - 0,91~
1,2

1,6

* Estes sinais correspondem a um intervalo onde aparecem.
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4.1.2.20. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE GA6

A substancia GAG6 foi isolada da fracdo diclorometano do extrato dos
galhos (Fluxograma 3.12, p.40) e sua identificacdo estrutural foi feita utilizando
experimento de RMN de 'H e EM (Figura 4.65 e 4.66, Apéndice I) e os dados foram
comparados com os da literatura (ELIX et al.,, 1990; Tabela 4.21) e se trata da

substancia acido 2-metoxi-4-hidroxi-3,6-dimetilbenzdico.

%CH; O

8CH3

TABELA 4.21 - Dados de RMN de 'H da substancia GA6 e os encontrados na
literatura

S1 (ppm), J (Hz2)

H a b
GAG6 ELIX et al. (1990)
10 3,93 (s) 3,94 (s)
2,47 (s) 2,47 (s)
2,11 (s) 2,12 (s)
6,22 (S) 6,22 (s)
OH 12,04 (s) -

3 [CDCls, 200 MHz (*H)]; °[CDCl,, 400 MHz (*H)]

4.1.2.21. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE GA7

A substancia GA7 foi isolada da fracdo diclorometano do extrato dos
galhos (Fluxograma 3.12, p.40), sua identificagdo estrutural foi feita utilizando
experimento de RMN de 'H e EM (Figuras 4.65 e 4.67, Apéndice |) e os dados da
literatura (ELIX et al., 1990; Tabela 4.22) e se trata da substancia acido 2-metdxi-4-

hidroxi-3,6 dimetil-5-clorobenzdico.
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TABELA 4.22 - Sinais de RMN de *H da substancia GA7

H 61 (ppm), J (Hz)
10 3,95 (s)

9 2,60 (s)

8 2,17 (s)

OH (&cido) 11,70 (s)

A proposta estrutural se baseia na substituicdo do hidrogénio ligado ao
anel aroméatico na posicdo 5 por um atomo de cloro a proposta de fragmentacao é
observado perda de uma molécula neutra de metanol, seguida de perda de molécula
de mondéxido de carbono (Figura 4.68)

No espectro de massas por impacto eletrénico (Figura 4.67, Apéndice
) é possivel notar a presenca do pico M+, M+2 com intensidade de
aproximadamente 30% em relacdo ao pico M+, este dado confirma a presenca de
atomo de cloro na estrutura do composto. A proposta de fragmentacdo para a

substancia anterior € a mesma que a representada na Figura 4.68.

O “ -+ —‘ o+ —‘ -+
cl H cl O cl

r_O/ \%‘
B - CH3OH | (. 5 -co ©
HO o — " HO < — " HO
m/z 230 m/z 198 m/z 170

FIGURA 4.68 - Proposta de fragmentacédo para a substancia GA7.

Sobre as estruturas GA6 e GA7, é importante discutir suas presencas
como sendo metabdlitos secundarios da planta estudada, M. urundeuva, ou se elas

Pagina | 122



Resultados e Discussao

séo substancias encontradas num possivel musgo existente nos galhos, pois estas
substancias sdo derivadas do &cido rhizindnico que foram encontradas até o
momento somente em pteridofitas e liguens (SARGENT, et al., 1976) elas foram
isoladas em pequenissimas quantidades dos galhos da aroeira, apesar dos cuidados
em se retirar a maior quantidade de contaminantes nos galhos (raspagem com faca
e lavagem com agua) e baseando-se na hipétese de ainda ter existido liguen na

camada superior dos galhos.

OH

H3C

Acido rhizinénico.

4.1.2.22. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE GAS8

As substancias de GAS8 foram isoladas da fracdo diclorometano do
extrato dos galhos (Fluxograma 3.12, p.40), a identificacdo estrutural delas foi
realizada através de experimento de RMN de 'H e EM (Figuras 4.69 e 4.70,
Apéndice I) e sem tratam de uma mistura de acidos graxos insaturados de cadeia
longa (Tabela 4.23).

TABELA 4.23 -Dados de massas, tempo de retencéo e substancias presentes em

GA8
Tempos % bandas Massas dos Acidos representados
retencéo ésteres (em Da)
17,78 0,9% 242 Acido tetradecandico (C14)
19,61 1,2 % 258 Acido pentadecanoico (C15)
21,73 94 % 270 Acido hexadecandico (C16)
24,63 2 % 284 Acido heptadecanéico (C17)
28,37 2,5% 298 Acido octadecanéico (C18)
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4.1.2.23. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE GA9

A substancia GA9 foi isolada da fracdo acetato de etila do extrato dos
galhos (Fluxograma 3.14, p.48), apresentou-se como solido amorfo de coloracao
amarelo ouro solivel em metanol, acetona e insoluvel em diclorometano e sua
identificacdo estrutural foi realizada através de dados de espectros de RMN de *H
(Figura 4.71 e 4.72), COSY (Figura 4.73), HSQC (Figura 4.74), HMBC (Figura
4.75) e os da literatura (BANDEIRA et al., 2003; Tabela 4.24) e se conclui se tratar

de dois enantidbmeros da chalcona dimérica conhecida como urundeuvina A.

A configuracdo absoluta foi determinada pela analise de experimentos
de g-NOESY (Figuras 4.76 e 4.77; Tabela 4.25) e célculos de constantes de
acoplamento por diagrama de Karplus.

O espectro de RMN de *H (Figura 4.71) mostrou um sinal, considerado
a principio como um multipleto integrando para trés hidrogénios em &y 6,47 e
ocasionou certa dificuldade em ser atribuido, porém, comparando os dados da
literatura, os sinais referentes a este deslocamento representam dois duplos
dubletos e um singleto, referentes aos hidrogénios da posi¢do 5", 3 e 5. A Figura
4.72 mostra que um sinal do duplo dubleto se fundiu com o do outro duplo dubleto,
dando a impresséao de o sinal ser um tripleto. Assim, verifica-se um duplo dubleto em
Oy 6,48 (dd, J = 2,2 e 9,6 Hz) correspondendo ao hidrogénio 5" e um singleto em oy
6,47 (s) correspondendo ao hidrogénio da posi¢cao 3 e um outro duplo dubleto em dy
6,44 (dd, J = 2,4 e 8,8 Hz) correspondendo ao hidrogénio 5°.
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FIGURA 4.71 — Ampliacdo do espectro de RMN de *H da substancia GA9 (Acetona-

d6; 400 MHz).
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FIGURA 4.72 — Ampliacdo do espectro de RMN de *H na regido compreendida entre

6,48 — 6,43 ppm. (Acetona-d6; 400 MHz).

O espectro de RMN de 'H (Figura 4.71) revelou entdo um duplo

dubleto em &y 6,44 (dd, J = 2,4 e 8,8 Hz) referente ao hidrogénio H-5" acoplando em
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meta com um dubleto em &y 6,26 (d, J = 2,4 Hz) do hidrogénio H-3’ e em orto com
um dubleto em &4 7,82 (d, J = 8,8 Hz) referente ao hidrogénio H-6’. Estes sinais
remetem ao anel A da unidade | da chalcona substituido nas posi¢des 2’ e 4’, sendo
estes acoplamentos confirmados pela andlise do mapa de acoplamentos COSY
(Figura 4.73).

"GAHA22B(2) 2D" 100 1 C:\Bruker\TopSpin3.0\data\Titi

JMW UJLWM

22B2 (B)

&

@ I
_ ~ ” i
<7/. |
(O -
© @0 I

@/

Ll
o
a

; . . . . . . : . . . . . ; . ; ;
75 7.0 65 F2 [ppm]

FIGURA 4.73 — Mapa de acoplamentos H-H COSY da substancia GA9 (Acetona-d6;
400 MHz).

O mapa de correlagbes HSQC (Figura 4.74) apresentou a correlacao
dos sinais dos hidrogénios em &y 6,44 com o do carbono em &¢ 108,9 (C-5’), em &y
6,26 e dy 7,82 com os dos carbonos em &c 103,8 (C-3’) e &¢c 135,6 (C-6'),
respectivamente. A analise do mapa de correlagbes de HMBC (Figura 4.75) mostra
a correlacéo dos sinais dos hidrogénios: em &y 6,44 com o do carbono em &¢ 113,3
(C-1’); o dubleto em &4 6,26 com &¢ 108,9 (C-5’), 113,4 (C-1’), 166,8 (C-2’), este
altimo um carbono fendlico e finalmente o dubleto em &y 7,82 com &¢ 164,9 (C-4’) e

197,2 (C-9) este um carbono de carbonila.
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6,44 (dd, J = 2,4 e 8,8 Hz)

HO

103,8
6,26 (d,J=2,4 Hz)b

O espectro de RMN de *H (Figura 4.71) revelou também um dubleto &y
7,15 (d, J = 8,5 Hz), integrando para dois hidrogénios e acoplando com o dubleto em
Oy 6,73 (d, J = 8,5 Hz) também integrando para dois hidrogénios, estes sao
caracteristicos dos hidrogénios H-2"/6” e H-3"/5”, pois estes sdo quimicamente
equivalentes devido a livre rotacdo do anel. Este sistema corresponde ao do anel B
da Unidade Il, sendo estes acoplamentos confirmados pela analise do mapa de
correlagbes COSY (Figura 4.73). O mapa de contorno HSQC (Figura 4.74)
apresentou a correlacéo dos sinais dos hidrogénios em &y 7,15 e oy 6,73 com 0s
dos carbonos em &¢ 130,3 (C-2"/6”) e &¢c 116,0 (C-3”/5”), respectivamente. A
analise do mapa de contornos HMBC (Figura 4.75) revelou a correlacdo do sinal do
dubleto em &y 7,15 com os dos carbonos em &¢ 48,6 (C-7"") e 6¢c 156,1 (C-4”), este
um carbono fendlico e finalmente o dubleto em &4 6,73 com os dos carbonos em O¢
130,3 (C-27/16"") e 156,1 (C-4""), este um carbono fendlico.

6,73 (d, J= 8,5 Hz)

HO

156,1

H 7.15 @, J=8,5 Hz)

48,6
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FIGURA 4.74 — Mapa de contorno HSQC da substancia GA9 (Acetona-d6; 400
MHz).
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FIGURA 4.75 — Mapa de contorno HMBC da substancia GA9 (Acetona-d6; 400
MHz).

O espectro de RMN de *H (Figura 4.71) apresentou também um duplo
dubleto em &y 6,48 (dd, J = 2,2 e 9,6 Hz) correspondente ao hidrogénio (H-5),
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acoplando em meta com o dubleto em &y 6,35 (d, J = 2,2 Hz) referente ao hidrogénio
(H-3"") e acoplando em orto com um dubleto em &4 7,93 (d, J = 9,6 Hz) do
hidrogénio (H-6""). Estes sinais remetem ao anel A da unidade Il da chalcona
substituido nas posicbes 2”7 e 4”7, sendo estes acoplamentos confirmados pela
andlise do mapa de acoplamentos COSY (Figura 4.73). A andlise do mapa de
contornos HSQC (Figura 4.74) mostrou a correlagéo do sinal em &y 6,48 com o do
carbono em &¢ 108,8 (C-5"") e os dubletos em &y 6,35 e 7,93 se correlacionam com
os dos carbonos em &¢ 103,5 (C-37") e 133,5 (C-6""") respectivamente. A analise do
mapa de contornos HMBC (Figura 4.75) revelou a correlacdo do duplo dubleto em
Oy 6,48 com o do carbono em &¢ 115,3 (C-1""), do dubleto em &y 7,93 com &¢ 165,6

(C-2’) e 203,8 (C-9”), este ultimo um carbono de carbonila.

6,48 (dd, J = 2,2 e 9,6 Hz)

7,93 (d, J = 9,6 Hz)

6,35 (d, J = 2,2 Hz)

OH @)
O espectro de RMN de *H (Figura 4.71) apresentou ainda dois singletos,

em Oy 6,47 (s) e by 6,98 (s) atribuidos aos hidrogénios H-3 e H-6, respectivamente.
O mapa de contornos HSQC (Figura 4.74) revelou a correlacdo dos sinais dos
hidrogénios em &y 6,47 e dy 6,98 com os dos carbonos em &¢ 116,6 (C-3) e d¢ 116,9
(C-6), respectivamente. O mapa de contornos HMBC (Figura 4.75) apresentou as
correlagdes dos sinais: do singleto em &y 6,47 com os dos carbonos &¢ 48,6 (C-77),
123,7 (C-1), 143,8 (C-4) e 147,4 (C-5), estes ultimos sédo carbonos fendlicos; do
singleto em dy 6,98 com &¢ 51,1 (C- 87), 116,6 (C-3), 124,0 (C-8), 130,6 (C-2) e
197,7 (C-9), este um carbono de carbonila. Estes sinais correspondem ao anel B da

unidade | da chalcona substituido nas posicdes 4 e 5.

No espectro de RMN de 'H (Figura 4.71) pode se verificar ainda um
singleto em &y 7,32 (s) atribuido ao hidrogénio H-7 e os dubletos em 64 4,38 (d, J =
6,4 Hz) atribuido ao hidrogénio H-7"" e 5,00 (d, J = 6,4 Hz) atribuido ao hidrogénio H-
8"". Através do mapa de acoplamentos COSY (Figura 4.73) pode-se observar que o
sinal de hidrogénio em &4 4,38 acopla com o sinal em &y 5,00. O mapa de contornos
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HSQC (Figura 4.74) apresentou correlacdes dos sinais dos hidrogénios em &y 7,32,
Oy 4,38 e Oy 5,00 com os dos carbonos em &¢ 141,3 (C-7), 6¢c 48,6 (C-7") e &¢c 51,1
(C-8”), respectivamente. A analise do mapa de contornos HMBC (Figura 4.75)
mostra as correlacdes: do singleto em &y 7,32 com sinais dos carbonos em 6¢ 51,1
(C-8"), 116,9 (C-6), 124,0 (C-8), 130,6 (C-2) e 197,7 (C-9), este um carbono de
carbonila; do dubleto em &y 4,38 com &¢ 51,1 (C-8”); 116,6 (C-3); 123,7 (C-1), 130,6
(C-2) e 203,8 (C-97), este um carbono de carbonila e finalmente o dubleto em &y
5,00 com &¢ 48,6 (C-7”), 130,3 (C-27/6""), 197,7 (C-9) e 203,8 (C-9”), os dois

ultimos séo carbonos de carbonila.

4,38 (d, J=6,4 Hz)

5,00 (d, J= 6,4 Hz)

TABELA 4.24 - Dados de RMN de *H e **C da substancia GA9 e os encontrados na

literatura
S (ppm), J (Hz) Sc (ppm)
e GA9? BANDEIRA et al. GA9® BANDEIRA
(2003)° et al.
(2003)°
1 - - 123,7 | 1248
2 - - 130,6 |131,4
3 6,47 (S) 6,49 (s) 116,6 |116,8
4 - - 143,4 | 148,7
5 - - 1474 | 1452
6 6,98 (s) 7,05 (s) 116,9 |117,3
7 7,32 (s) 7,34 (s) 141,3 |141,6
8 - - 1240 |124,8
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9 - - 197,2 | 199,2
1 - - 113,3 | 1134
2 - - 166,8 | 165,8
3 6,26 (d, J =2,4) 6,36 (d, J =2,3) 103,8 |103,9
4 - - 164,9 | 166,9
5 6,44 (dd,J=2,4e8,8) |6,48(dd,J=2,3e8,7) | 108,9 |108,6
6 7,82 (d, J=8,8) 7,83 (d, J=8,7) 135,6 | 135,7
1 - - ne 134,7
2716 | 7,15 (d, J = 8,5) 7,16 (d, J=8,4) 130,3 | 130,2
37157 |6,73(d, J =8,5) 6,75 (d, J = 8,4) 116,0 |116,3
4 - - ne 157,3
7 4,38 (d, J=6,4) 4,40 (d, J=6,1) 48,6 48,4

8" 5,00 (d, J=6,4) 501 (d,J=6,1) 51,1 51,1

9 - - 203,8 | 204,7
1 - - 115,3 | 1131
2" - - 165,6 | 165,7
3 6,35 (d, J=2,2) 6,28 (d, J=2,2) 103,5 |103,8
4 - - ne 166,4
57 6,48 (dd,J=2,2e9,6) |6,46(dd,J=2,2e9,1) | 108,8 |108,9
6" 7,93 (d, J=9,6) 7,94 (d, J=9,1) 133,5 |133,9

2 [Acetona-d6, 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C)]; ® [MeOD-d3, 500 MHz (*H) e 125 MHz (**C)]; ne [n&o

encontrado].

Para a identificacdo da configuracéo relativa de GA9, foram realizados

os experimentos gNOESY (Figura 4.76, 4.77 e Tabela 4.25). Nestes experimentos
foram observados efeitos NOE quando foram irradiados os sinais de hidrogénios em
oH 7,82 (H-67); 7,32 (H-7); 7,15 (H-2""); 6,98 (H-6); 6,47 (H-3); 5,00 (H-8"); 4,38 (H-
7).

TABELA 4.25 - Dados obtidos do experimento gNOESY da substancia GA9

H (3H) Irradiado g-NOESY (5H)
6°(7,82) 7(7,32)
57(6,44)
7 (7,32) 6°(7,82)
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6 (6,98)
37 (6,73)
6" (7,93)f
7 (4,38)
8 (5,00)
57 (6,48)f

2716 (7,15)

6 (6,98) 8 (5,00)f
7 (7,32)

6 (7,93)
6" (7,82)f
6" (7,82)f
77 (4,38)
=
6
2

3 (6,47)

8" (5,00) " (4,38)
“(7,93)
(7,15)
77 (4,38) 8" (5,00)
3 (6,47)
2 (7,15)

6" (7,93)

Algumas irradiagdes nao permitiram obter conclusbes sobre a
configuracdo, mas sim para confirmar a posicdo dos hidrogénios atribuidos
anteriormente. Irradiando-se os hidrogénios da posi¢do 2°/6”" pertencentes ao anel
B da unidade Il da chalcona foi possivel observar um incremento de intensidade no
hidrogénio 5 (o4 6,48) pertencente ao anel A da unidade Il, o que mostrou que
estes hidrogénios estao “préximos” (2A) o que sé é observado quando os dois anéis
estiverem em cis. A configuracdo cis dos anéis também foi confirmada com as
irradiacbes dos hidrogénios das posicbes 7 (dy 4,40) onde se observou um

incremento do hidrogénio 8 (64 5,00) e vice-versa (Figuras 4.77 e 4.78).
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FIGURA 4.76 — Experimento (1) de gNOESY da substancia GA9 (Acetona-d6, 400
MHz).
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FIGURA 4.77 — Experimento (2) de gNOESY da substancia GA9 (Acetona-d6, 400
MHz).
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A partir da constante de acoplamento foi possivel propor os angulos
diedros entre os hidrogénios 7” e 8" utilizando o Diagrama de Karplus
(SILVERSTEIN et al., 1994) da substancia GA9. Os hidrogénios 7" e 8 com
relacdo diaxial entre si e constante de acoplamento de 6,4 Hz, apresentam um
angulo de aproximadamente 30° entre os hidrogénios 8” e 7" e que eles também
dever ser diaxiais Esta andlise permite explicar as diferencas de deslocamentos

qguimicos e constantes de acoplamentos da substancia.

Ao se realizar experimento de [a]D* observou-se que a substancia nao
mostrou modificagdo do plano da luz polarizada obtendo um angulo de 0° que
permite inferir que a substancia apresenta-se como uma mistura racémica (dois

enantibmeros) (77"'R,8 'R e 7S, 8’'S) com os anéis em cis.

4.1.2.24. DETERMINACAO ESTRUTURAL DE GA10

A substancia GA10 foi isolada da fracdo acetato de etila do extrato dos
galhos (Fluxograma 3.14, p.48), sua determinacdo estrutural foi realizada através
de dados de espectros de RMN de 'H (Figura 4.78), COSY (Figura 4.79), HSQC
(Figura 4.80), HMBC (Figura 4.81) e EM de alta resolucédo (Figura 4.82), os dados
de RMN estdo apresentados na Tabela 4.26 e pode-se concluir que a substancia se
trata de uma chalcona dimérica com auséncia do anel A da unidade II, inédita na
literatura cujo nome é. 2", 4, 4", 5 — tetrahidroxichalcona - (2>77,8>8") - 47

hidroxietilbenzeno e sera conhecida como Cajobina —A.

No espectro de RMN de 'H (Figura 4.78) foi observado um duplo
dubleto em &4 6,38 (dd, J = 8,0 e 2,0 Hz) referente ao hidrogénio (H-5") acoplando
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em meta com um dubleto em &y 6,37 (d, J = 2,0 Hz) referente ao hidrogénio (H-3’) e
em orto com um dubleto &y 7,61 (d, J = 8,0 Hz) referente ao hidrogénio (H-6’),
formando um sistema de trés hidrogénios orto-meta no anel aromatico A da unidade
| da chalcona, substituido nas posicdes 2° e 4’, sendo estes acoplamentos
confirmados pela analise do mapa de acoplamentos COSY (Figura 4.79). O mapa
de contornos HSQC (Figura 4.80) revelou a correlagdo dos sinais do hidrogénio em
Oy 6,38 com o do carbono em &¢ 109,2 (C-5’), a correlacdo dos hidrogénios em oy
6,37 e dy 7,61 com os carbonos em &c 104,1 (C-3') e dC 137,3 (C-6),
respectivamente. A analise do mapa de contornos HMBC (Figura 4.81) mostra as
correlagdes: do sinal do duplo dubleto em &4 6,38 com o do carbono em &¢ 164,8 (C-
2’), este pertencente a carbono fendlico; o do dubleto em &y 7,42 com &¢ 104,1 (C-
3’) e 114,0 (C-1"); o dubleto em &4 6,37 com &¢ 109,2 (C-57) e finalmente o dubleto
em 0y 7,61 com &¢ 167,4 (C-47), um carbono fendlico, 104,1 (C-3") e 201,7 (C-9), um
carbono de carbonila.

Para este composto nado foi encontrado outro agrupamento semelhante

a este (o que indica a auséncia do anel A da unidade II).

6,38 (dd, J= 2,0 e 8,0 Hz)

6,37 (d, J= 2,0 Hz)

OH @)
O espectro de RMN de *H (Figura 4.78) mostrou também um dubleto

em 0y 6,93 (d, J = 8,0 Hz) integrando para dois hidrogénios, acoplando com o
dubleto em &y 7,32 (d, J = 8,0 Hz) também integrando para dois hidrogénios e estes
sao hidrogénios H-2"/H-6"e H-3”/H-5". Este sistema corresponde ao do anel B da
Unidade Il. O mapa de contornos HSQC (Figura 4.80) mostrou a correlacdo dos
sinais dos hidrogénios em &y 7,32 com o do carbono em &¢ 132,0 (C-3”/5”) e 0y
6,56 com o carbono em &¢ 116,4 (C-2”/6”). A analise do mapa de contornos de
HMBC (Figura 4.81) mostra a correlacéo do sinal do dubleto em &4 6,93 com os dos

carbonos em &¢ 133,3 (C-17) e 158,2 (C-4"") um carbono fendlico; e o dubleto em &y
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7,32 com os carbonos em &¢ 158,2 (C-4”) e 140,2 (C-7") este um dos carbonos que

faz a juncdo da Unidade I.

TAD10103(3) 1 1 C:\Bruker\TopSpin3.0\data\Titi
TAD 10.10.3

mmmmm
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- 7.8349
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—7.6072
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~17.266

56
—6.9347
—6.9132
—6.3699

J

75 7.0 65 [ppm]

FIGURA 4.78 — Espectro de RMN de *H (ampliac&o) da substancia GA10 (MeOD-
d4; 400 MHz).

6,93 (d, J= 8,0 Hz; 2H)

32 (d, J=8,0 Hz; 2H)

O espectro de RMN de *H (Figura 4.78) mostrou também um dubleto
em oy 7,83 (d, J = 1,6 Hz, H-7), acoplando com o dubleto em &4 7,34 (d, J = 1,6 Hz),
este é o hidrogénio (H-8"), sendo estes acoplamentos confirmados pela analise do
mapa de acoplamentos COSY (Figura 4.79). O mapa de contornos HSQC (Figura
4.80) mostrou a correlagao dos sinais dos hidrogénios em &4 7,83 com o do carbono
em O¢c 128,5 (C-7) e dy 7,34 com o do carbono em &¢c 124,7 (C-8”). A analise do

mapa de correlacbes HMBC (Figura 4.81) mostra a correlacdo do sinal do dubleto
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em Oy 7,83 com os dos carbonos em &¢ 112,2 (C-5), 131,0 (C-2), 140,2 (C-77),
124,7 (C-8") e 201,7 (C-9), este ultimo um carbono de carbonila, e o dubleto em &
7,34 se correlaciona com os dos carbonos em &¢ 128,5 (C-7), 201,7 (C-9), 131,0 (C-
2) e 133,3 (C-17).

TAD10103(2) 100 1 C:\Bruker\TopSpin3.0\data\Titi
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FIGURA 4.79 — Mapa de acoplamentos H-H COSY da substancia GA10 (MeOD-d4,
400 MHz).

Finalmente o anel B da unidade | foi determinado pelos dois singletos
em Oy 7,27 (S) pertencente ao hidrogénio H-6 e 7,26 (s) pertencente ao hidrogénio
H-3. O mapa de contornos HSQC (Figura 4.80) mostrou a correlacao destes sinais
com os dos carbonos em 6¢c 112,2 (C-6) e 109,2 (C-3), respectivamente. A analise
do mapa de correlagcbes HMBC (Figura 4.81) mostra que o singleto em &y 7,27 se
correlaciona com os dos carbonos em &¢ 130,2 (C-1), 131,0 (C-2), 150,1 (C-5), este
um carbono fendlico e o singleto em &y 7,26 com os dos carbonos em 6¢ 130,2 (C-
1), 131,0 (C-2), 140,2 (C-7"") e 148,7 (C-4) e 150,1 (C-5), ambos carbonos fendlicos.
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FIGURA 4.80 - Mapa de correlacdes HSQC da substancia GA10 (MeOD-d4; 400

MHZz).
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FIGURA 4.81 - Mapa de correlagbes HMBC da substancia GA10 (MeOD-d3; 400

MHz).

TABELA 4.26 - Dados de RMN de 'H e de '°C da substancia GA10

H/C
S (ppm), J (Hz) &¢ (ppm)

1 - 130,2
2 - 127,9
3 7,26 () 109,2
4 ; 148,7
5 - 150,1
6 7,27 (s) 112,2
7 7,83 (d, J = 1,6) 128,5
8 - 131,0
9 - 201,7
1 - 114,0
2 - 166,9
3 6,37 (d, J = 2,0) 104,1
& - 167,5
5 6,38 (dd, J=2,0 e 8,0) 109,2
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6 7,61 (d, J = 8,0) 137,3
1” - 133,3
216" 7,32 (d, J = 8,0; 2H) 132,0
375" 6,93 (d, J = 8,0; 2H) 116,4
4 - 158,2
77 - 140,2
8" 7,34 (d, J = 1,6) 124,7

Para confirmar o peso molecular e como consequéncia a formula
molecular da substancia GA10, foi realizado o experimento de massas de alta
resolucdo no modo positivo e negativo. O modo positivo (Figura 4.82) apresentou a
melhor resolucéo. Assim, através do resultado foi confirmando a massa de ([M+H]"

389,1019 Da) que corresponde a formula molecular Co3H1606+H.

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

4444444

ol s bl ol I s
500 600

miz

FIGURA 4.82 - Espectro massas de alta resolucdo da substancia GA10 (modo
positivo).

4.1.2.25. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE GA11

A substancia GA11 foi isolada da fracdo acetato de etila do extrato dos
galhos (Fluxograma 3.15, p.49), sua identificacéo estrutural foi realizada através de
dados de espectros de RMN de *H, COSY, HSQC, HMBC e EM de alta resolucéo
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(Figuras 4.83 a 4.87, Apéndice I) e os dados foram comparados com os da
literatura (BANDEIRA et al.,, 2003; VILLARI, 2011; Tabela 4.27) e foi concluido

tratar-se de uma chalcona dimérica conhecida como Urundeuvina B.

TABELA 4.27 - Dados de RMN de *H e de °C da substancia GA11 e os da literatura

5y (ppm), J (H2) 5c (ppm)
GA11° BANDEIRA et al. GA11* BANDEIRA et
H/C (2003)"; VILLARI, al. (2003)";
(2011)° VILLARI,
(2011)°
1 - - 1295 |129,4
2 - - 127,9 |130,1
3 7,05 (s) 7,05 (s) 109,0 |109,8
4 - - 149,0 | 150,0
5 - - 1485 | 1493
6 7,46 (s) 7,45 (s) 110,6 |111,8
7 7,88 (s) 7,88 (s) 127,6 | 128,7
8 - - 132,4 |130,3
9 - - 200,0 | 200,7
1 - - 1135 | 114,2
2 - - 167,0 | 166,7
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3 6,36 (d, J = 2,0) 6,36 (sl) 103,8 | 103,7
& - - 167,5 |167,1
5 6,45(dd, J=24e88) |644(dl, J=8,7) 108,0 | 108,9
6 7,67 (d, J =8,8) 7,67(d, J=8,7) 136,0 | 137,4
17 - - - 132,4
216" | 6,77 (M) 6,80 (M) 114,9 | 115,7
37/5 | 7,08 (dl, J = 8,0) 7,08 (dI, J = 7,4) 131,9 |132,8
4 - - 156,7 | 157,7
77 - - 136,7 | 137,8
8" - - - 133,4
9" - - 201,0 | 2026
1 |- - 1153 | 116,3
27 |- - 156,5 | 165,2
3 16,12 (d, J =2,0) 6,11 (d, J = 2,0) 102,8 | 102,9
4 - - 164,0 | 165,7
57 |615(,J=2,0e84) |615(dd,J=20e87) |1075 |108,3
6 |721(d J=84) 7,21(d,J=8,7) 135,9 | 137,0

¢ [Acetona-d6, 400 MHz (*H) e 100 MHz (*3C)]; "[CDCls, 500 MHz (*H) e 125 MHz (**C)].

Para confirmar o peso molecular e como conseqiéncia a férmula
molecular da substancia GA11, foi realizado o experimento de massas de alta
resolucdo no modo positivo e negativo. O modo negativo apresentou a melhor
resolucdo, ja que o composto apresenta grupos hidroxilas, sendo que estas
comportam melhor a perda do préton, tornando-as com carga negativa devido a
grande eletronegatividade do atomo de oxigénio. Assim, através do resultado foi
confirmada a massa de ([M-H] 523,1037 Da) que corresponde a férmula molecular

para o composto de CzoH200.

4.1.2.26. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE GA12

A substancia GA12 foi isolada da fracdo acetato de etila do extrato dos
galhos (Fluxograma 3.15, p.49), apresentou-se como solido amorfo de coloracdo
amarela solivel em metanol e sua identificagdo estrutural foi realizado através de
dados de espectros de RMN de 'H, COSY, HSQC, HMBC e EM de alta resolucéo

(Figuras 4.88 a 4.92, Apéndice I). Os dados foram comparados com os da literatura
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(BANDEIRA et al., 2003; VILLARI, 2011, Tabela 4.28,) e conclui se tratar da

chalcona dimérica conhecida como Matosina.

A configuracéo relativa foi obtida por analises de experimentos de g-
NOESY (Figura 4.93 e 4.94, Apéndice |, Tabela 4.29) e calculos de constantes de

acoplamento por diagrama de Karplus.

TABELA 4.28 - Dados de RMN de 'H e de °C da substancia GA12 e da literatura

& (ppm), J (Hz) Sc (ppm)
GA12? BANDEIRA etal.  GA12® BANDEIRA
H/C (2003)°; VILLARI, et al.

(2011)° (2003)° ;

VILLARI,

(2011)°
1 - - 1245 [121,8
2 - - 131,2 | 130,5
3 6,29 (s) 6,28 (s) 116,7 | 113,9
4 ] - 148,0 |145,2
5 - - 1453 | 142,5
6 6,88 (s) 6,88 (s) 117,3 | 114,6
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5,38 (d, J = 2,4) 5,38 (sl) 78,4 | 757

3,07 (dd, J=2,4 e 11,0) | 3,08 (dI; J = 11.0) 51,4 | 48,6

- - 193,1 | 190,5
- - 113,0 | 1111
- - 164,8 | 161,9
6,41 (d, J = 2,4) 6,46 (sl) 103,6 | 100,8
- - 169,4 | 163,8
6,42 (dd, J=2,4€8,3) |6,45(dl;J=8,3) 113,1 |109,5
7,42 (d, J = 8,3) 7,43 (d, J = 8,3) 130,1 | 127,7
- - 135,9 | 133,0

16" | 6,95 (d, J = 8,4; 2H) 6,95 (d, J=8,2;2H) |131,2 |128,4
15 | 6,63 (d, J = 8,4; 2H) 6,62 (d,J=8,2;2H) |116,3 |113,6

RO R QN Q® N RN R QOORQNKF O©O®N

- - 157,2 | 154,4
4,46 (d, J = 11,0) 4,43 (d, J = 11,0) 48,5 | 46,7

4,38 (d, J = 11,0) 4,43 (d, J = 11,0) 458 | 43,2

- - 204,8 |202,4
- - 1152 | 112,7
- - 167,2 | 163,8
6,06 (d, J = 2,0) 6,09 (s) 103,7 | 100,7
) ; 165,0 | 164,4
5,79 (dd, J=2,0;9,0) |5,80(dl, J=9,0) 108,9 | 105,7
6,75 (d, J = 9,0) 6,75 (d, J = 9,0) 132,9 |130,1

¢ [Acetona-d6, 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C)]; ® [MeOD-d3, 500 MHz (*H) e 125 MHz (**C)].

Para a identificacdo da configuracdo relativa de GA12, foram
realizados os experimentos gNOESY (Figura 4.93 e 4.94, Apéndice | e Tabela
4.29). Nestes experimentos foram observados efeitos NOE quando foram irradiados
os sinais de hidrogénios dy 7,82 (H-6"); 7,30 (H-7); 7,15 (H-27"); 6,99 (H-6); 6,47 (H-
3); 5,00 (H-87); 4,40 (H-7""). Algumas irradiagcbes ndo permitiram obter conclusbes
sobre a configuracdo, mas sim para confirmar a posi¢cado dos hidrogénios atribuidos
anteriormente. Irradiando-se os hidrogénios do anel B da unidade II: 2°/6" (dy 6,95)
nao se observou incrementos para os hidrogénios do anel A da unidade Il e a
auséncia de incrementos pode ser um indicio de que os anéis estejam em trans o

gue ocasionaria uma maior distancia e ndo sendo observado efeito NOE. Outro
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indicio de que os anéis A e B da unidade Il estdo em trans € que ao se irradiar 0s
hidrogénios da posicdo 2°°/6”" (dy 6,95) se observou um incremento no hidrogénio
8" (dx 4,38) mostrando que este hidrogénio se encontra mais préximo do anel B que
o hidrogénio 7. Ao se irradiar os hidrogénios do anel A da Unidade A 6" (4 6,75)
foi observado um incremento no hidrogénio da posi¢do 7°" (dy 4,46) e assim como
no anel B este hidrogénio esta mais proximo ao anel A. Irradiando-se o hidrogénio 7
(4 5,38) se observou um incremento no hidrogénio da posicdo 8 (&n 3,07)
mostrando que estes hidrogénios encontram-se vizinhos (acoplando). Ao se irradiar
o hidrogénio 8 (dy 3,07) foi observado um incremento no hidrogénio da posi¢ao 7 (dy
5,38) e também um incremento do hidrogénio da posicdo 7" (dy 4,46) indicando
uma relacao de proximidade entre eles, indicando que eles estdo do mesmo lado no

anel.

A partir da constante de acoplamento foi possivel propor os angulos
diedros entre os hidrogénios 7" e 8", 7 e 8 utilizando o Diagrama de Karplus
(SILVERSTEIN et al., 1994) de GA12 e pelas andlises de g-NOESY observou-se
que os anéis A e B da unidade Il estdo em trans, os hidrogénios 77" e 8~ com
relacdo diaxial entre si e constante de acoplamento de 11,0 e 11,0 Hz, apresentam
um angulo de aproximadamente 120° entre si e que eles também dever ser diaxiais.
A constante de acoplamento dos hidrogénios 7 e 8 mostram que o anel A da
unidade | e a hidroxila da posicdo 7 estdo em cis, uma vez que os hidrogénios 7 e 8
apresentam constante de acoplamento de 2,4 Hz e um angulo de aproximadamente
60°.

TABELA 4.29 - Dados obtidos do experimento gNOESY da substancia GA12

H (5H) Irradiado g-NOESY (5H)
6°(7,42) 57(6,42)
2716”7 (6,95) 37/5" (6,63)
3 (6,29)f
8" (4,38)
6 (6,88) 7 (5,38)
6°7°(6,75) 577(5,79)f
77 (4,46)f
3 (6,29) 77 (4,46)f
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216" (6,95)f
7 (5,38) 6 (6,88)

8 (3,07)

77 (4,46) 3 (6,29)

8 (3,07)
216" (6,95)
8" (4,38) 216" (6,95)
6 (6,88)

8 (3,07) 7 (5,38)

7" (4,46)

Para confirmar o peso molecular e como consequéncia a formula
molecular da substancia GA12, foi realizado o experimento de massas de alta
resolucdo no modo positivo e negativo (por eletrospray). O modo positivo (Figura
4.92, Apéndice I) apresentou a melhor resolucédo, jA que o composto apresenta
grupos hidroxilas que séo facilmente desidratadas se comportando melhor com
ganho de elétron. Assim, através do resultado foi confirmando a massa de 527,1331
Da onde se verificou a desidratagdo e o pico correspondente é de ([M-H.O+H]" que
corresponde a formula molecular C3oH2309. A0 se desidratar o intermediario adquire

conjugacao estabilizando o ion, conforme proposta apresentada na Figura 4.95.

OH

HO

m/z 527.1331

OH

FIGURA 4.95 — Proposta de formacéo do ion 527,1331 da substancia GA12.
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4.1.2.27. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE GA13

A substancia GA13 foi isolada da fracdo acetato de etila do extrato dos
galhos (Fluxograma 3.15, p.49), apresentou-se como solido amorfo de coloracao
amarela ouro, solivel em metanol, sua identificacdo estrutural foi realizada atraves
de dados de espectros de RMN de 'H (Figura 4.96), COSY (Figura 4.97), HSQC
(Figura 4.98), HMBC (Figura 4.99), EM de alta resolugéao (Figura 4.100) e os dados
de RMN foram comparados com os da literatura (VILLARI, 2011; Tabela 4.30). A
sua configuracdo relativa e absoluta foi realizada utilizando constantes de
acoplamento e [a]D* e ao final pode-se concluir que a substancia se trata da
chalcona dimérica com uma condensacao de uma flavona Unidade | com uma
chalcona unidade Il a 4, 5, 4 dihidroxi-7,2’-oxo-chalcona- (2->77,8>8")-2",4", 4”,

2"’ 4~ trihidroxichalcona.

No espectro de RMN de 'H (Figura 4.96) observou-se um duplo
dubleto em &4 6,86 (dd, J = 8,8 e 2,8 Hz) referente ao hidrogénio H-5" acoplando em
meta com um dubleto em &y 6,95 (d, J = 2,8 Hz) referente ao hidrogénio H-3’ e em
orto com um dubleto &4 7,86 (d, J = 8,8 Hz) referente ao hidrogénio H-6’, formando
um sistema de trés hidrogénios orto-meta no anel aromatico A da unidade | da
flavona substituido na posi¢cdo 4’, sendo estes acoplamentos confirmados pela
analise do espectro de acoplamento COSY (Figura 4.97). O mapa de contornos
HSQC (Figura 4.98) revelou a correlagdo do sinal do hidrogénio em &4 6,86 com o
do carbono em &¢ 116,4 (C-57); a correlacado dos hidrogénios em &y 6,95 e oy 7,86
com os dos carbonos em dc 104,0 (C-3') e 6C 127,6 (C-6’) respectivamente. A
analise do mapa de contornos HMBC (Figura 4.99) mostra a correlagdo do sinal do

duplo dubleto em &4 6,86 com o do carbono em &¢ 115,0 (C-1’); o dubleto em &y
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6,95 com os carbonos em 8¢ 127,6 (C-6’), 157,7 (C-27), 115,0 (C-1") e 164,4 (C-2"),
este um carbono fendlico e por fim o dubleto em &y 7,86 se correlaciona com os dos

carbonos em 6¢ 157,7 (C-4"), 164,4 (C-2") e 177,0 (C-9), este um carbono de
carbonila.

6,95 (d, J= 2,8 Hz)

7,86 (dd, J= 8,8 Hz)

Lu3A440_GAAS33D3A 10 1 C:\Bruker\TopSpin3.O\data\Titi

vvvvvvvvvvvvv
mmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmm

8.0120
~-7.9895
- 7.8507
~7.8288
—17.5279

COCOEE C6 B8 6O

9!
9.
8
8
8!
3.
61
6.
4
A
4
2!
2
52174
5.2110
42877
" 4.2820

FIGURA 4.96 — Espectro de RMN de *H da substancia GA13 (MeOD-d4; 400 MHz).
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FIGURA 4.97 — Mapa de acoplamentos H-H COSY da substancia GA13 (MeOD-d4;
400 MHz).

O espectro de RMN de *H (Figura 4.96) mostrou também um dubleto
em 0y 6,98 (d, J = 8,4 Hz) integrando para dois hidrogénios, acoplando com o
dubleto em &4 6,64 (d, J = 8,4 Hz) também integrando para dois hidrogénios
atribuidos aos hidrogénios H-2”/H-6" e H-3”/H-5" e este sistema monosubstituido na
posicdo 4~ diz respeito ao anel B da Unidade Il, sendo estes acoplamentos
confirmados pela analise do mapa de acoplamentos COSY (Figura 4.97). O mapa
de contornos HSQC (Figura 4.98) mostrou a correlacdo dos sinais dos hidrogénios
em &y 6,98 com o do carbono em &¢ 129,3 (C-2"/6”) e &4 6,64 com o do carbono em
Oc 116,0 (C-3”/5”). A analise do mapa de contornos HMBC (Figura 4.99) mostra as
correlagdes dos sinais: do dubleto em &y 6,98 com os dos carbonos em &¢ 46,5 (C-
7°"7), um dos carbonos que faz a condensacéo das duas unidades, 157,0 (C-4"") um
carbono fendlico e o dubleto em &4 6,64 com os carbonos em &¢c 157,0 (C-4”) e
134,2 (C-17).
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6,64 (d, J= 8,4 Hz; 2H)

O espectro de RMN de *H (Figura 4.96) mostrou ainda, um dubleto em
On 6,45 (dd, J = 9,2 e 3,0 Hz) referente ao hidrogénio H-5""" acoplando em orto com
0 dubleto em &y 7,99 (d, J = 9,2 Hz) referente ao hidrogénio H-6"" e com o
hidrogénio da posicdo 37", meta, em &y 6,25 (d, J = 3,0). A andlise do mapa de
contornos HSQC (Figura 4.98) mostra a correlacdo do sinal em &y 7,99 com o do
carbono em &¢ 133,8 (C-6""") e dos sinais em &y 6,45 e 6,25 com os dos carbonos
em &¢ 109,9 (C-57) e 104,1 (C-37"). A andlise do mapa de contornos HMBC
(Figura 4.99) mostra a correlagéo do sinal em &y 7,99 com os carbonos em &¢ 166,6
(C-47"); 165,8 (C-2°”") ambos carbonos fendlicos e 202,3 (C-9”") um carbono de

carbonila e o dubleto em &4 6,45 com o carbono em &¢ 110,4 (C-1"7).

H 6,45, J=3,0 ¢ 9,2 Hz)

H 7,99 (d, J=9,2 Hz)
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FIGURA 4.98 — Mapa de contorno HSQC da substancia GA13 (MeOD-d4; 400 MHz).
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FIGURA 4.99 — Mapa de contorno HMBC da substancia GA13 (MeOD-d4; 400
MHZz).
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A andlise da regigio de sinais de hidrogénios ligados a carbonos sp®
que corresponde as regides de condensacgdo das duas chalconas, no espectro de
RMN de *H (Figura 4.96) mostrou um dubleto em 34 5,21 (d, J = 3,2 Hz) referente
ao hidrogénio (H-8") acoplando com o dubleto em &4 4,28 (d, J = 3,2 H2z)
correspondendo ao hidrogénio (H-7""). Estes acoplamentos sdo confirmados pelo
mapa de acoplamentos COSY (Figura 4.97). O mapa de contorno HSQC (Figura
4.98) mostrou a correlacdo dos sinais dos hidrogénios em &y 5,21 ao carbono em &¢
48,5 (C-87) e dy 4,28 ao carbono em &¢ 46,5 (C-77"). A andlise do mapa de contorno
HMBC (Figura 4.99) mostrou a correlagdo dos sinais: d4 5,21 com os dos carbonos
O0c 177,0 (C-9); 202,3 (C-9”) ambos carbonos de carbonila (referentes as duas
unidades); 161,0 (C-7); 46,5 (C-7"") e 134,2 (C-17) e finalmente o dubleto em &y
4,28 se correlaciona com o carbono em &¢ 202,3 (C-97); 134,2 (C-17); 129,0 (C-1);
132,1 (C-2), 129,3 (C-2",6").

A analise do anel B da unidade | foi mostrada pelos dois singletos em
Oy 6,48 (s) correspondendo ao hidrogénio da posicao (H-3) que pelo mapa de
contornos HSQC (Figura 4.98) esta correlacionando com o do carbono em &¢ 117,7
e o singleto em &y 7,54 (s) correspondendo ao hidrogénio da posicao (H-6) que esta
se correlacionando com o do carbono em &¢ 111,9. O mapa de correlagbes HMBC

(Figura 4.99) mostra que o sinal em &y 6,48 se correlaciona com os dos carbonos
em &c 46,5 (C-77), 161,0 (C-7), 145,0 (C-4) e 149,7 (C-5). O sinal em &y 7,54 se
correlaciona com os dos carbonos em d¢ 161,0 (C-7); 145,0 (C-5) e 149,7 (C-4).

OH

H
2023 521(d,J=32Hy)
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TABELA 4.30 - Dados de RMN de 'H e de '°C da substancia GA13 e da literatura

& (ppm), J (Hz) Sc (ppm)
H/C GA13? VILLARI, (2011)°  GA13* VILLARI,
(2011)°
1 - - 129,0 | 129,3
2 - - 132,1 | 133,5
3 6,48 (s) 6,48 (s) 117,7 | 117,4
4 - - 149,7 | 150,6
5 - - 145,0 | 146,2
6 7,54 (s) 7,50 (s) 111,9 | 111,8
7 - - 161,0 | 162,1
8 - - 110,4 | 112,0
9 - - 177,0 | 178,0
1 - - 116,4 | 117,0
2 - - 164,4 | 165,0
3 6,95 (d, J = 2,8) 6,92 (d, J = 2,4) 104,0 | 104,1
4 ; - 157,7 | 159,1
5 | 6,86(dd,J=2,8e9,6) |6,87(dd, J=24;8,4) | 113,0 | 111,8
6 7,86 (d, J = 8,8) 7,84 (d, J = 8,4) 127,6 | 127,5
1" - - 134,2 | 135,3
2716 6,98 (d, J = 8,4) 6,98 (d, J = 9,2) 129,3 | 129,3
37/5" 6,64 (d, J = 8,4) 6,66 (d, J=9,2) 116,0 | 116,3
4 - - 157,0 | 157,5
7 4,28 (d, J = 3,2) 4,30 (d, J = 4,8) 46,5 |47,5
8" 5,21 (d, J = 3,2) 5,20 (d, J = 4,8) 485 |49,5
9~ - - 202,3 | 203,3
17 - - 110,4 | 111,9
27 - - 165,8 | 162,1
3 6,25 (d, J = 3,0) 6,25 (d, J = 3,6) 104,1 |104,1
4 - - 166,6 | 167,3
57 | 6,45(dd, J=9,2e3,0) | 6,46 (dd,J=3,6;9,2) | 109,9 | 109,6
6" 7,99 (d, J=9,2) 8,01 (d, J=9,2) 133,8 | 133,4

3[MeOD-d4, 400 MHz (*H) e 125 MHz (*C)]; ® [MeOD-d4

, 400 e 600 MHZz].
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A partir da constante de acoplamento foi possivel propor os angulos
diedros entre os hidrogénios 7" e 8 utlizando o Diagrama de Karplus
(SILVERSTEIN et al., 1994) do composto. Os hidrogénios 77" e 8 com relagéo
diaequatorial entre si e constante de acoplamento de 3,4 Hz, apresentam angulo de
45°. Com esta constante € possivel inferir que os anéis A e B da unidade Il se

encontram em posi¢ao cis entre si.

Para confirmar o peso molecular e como consequéncia a formula
molecular da substancia GA13, foi realizado o experimento de massas de alta
resolucdo no modo positivo e negativo. O modo negativo (Figura 4.100) apresentou
a melhor resolucéo, j& que o composto apresenta grupos hidroxilas, sendo que estas
comportam melhor a perda do préton, tornando-as com carga negativa devido a
grande eletronegatividade do atomo de oxigénio. Assim, através do resultado foi
confirmando a massa de 523,1020 Da, onde se verificou o pico correspondente de

[M - H] que corresponde a férmula molecular C3oH2000.

ntens. “MS, 9.0min #168

523.1020

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 miz

FIGURA 4.100 — Espectro de alta resolucdo da substancia GA13 (modo negativo).

4.1.2.28. DETERMINACAO ESTRUTURAL DE GA14

A substancia GA14 foi isolada da fracdo acetato de etila do extrato dos

galhos (Fluxograma 3.16, p.52), apresentou-se como solido amorfo de coloracdo
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amarelo ouro, solivel em metanol e sua determinacdo estrutural foi realizada
através de dados de espectros de RMN de *H (Figura 4.101), COSY (Figura 4.102),
HSQC (Figura 4.103), HMBC (Figura 4.104) e EM alta resolucéo (Figura 4.105) e
conclui se tratar da chalcona dimérica inédita, seguindo a nomenclatura proposta
por Bandeira et al.,1994 esta chalcona passara a ter o nome comum de urundeuvina
D.

A estereoquimica da substancia GA14 foi obtida por analises de
experimentos de g-NOESY (Figuras 4.107 e 4.108; Tabela 4.31) e célculos de
constantes de acoplamento por diagrama de Karplus.

A andlise dos dados de RMN de *H (Figura 4.101) levou a identificacéo
de sinais correspondentes a 4 aneis aromaticos semelhantes aqueles das estruturas

discutidas anteriormente e sugerindo que GA14 seja uma chalcona dimérica.

Os dados constam da TABELA 4.31 e se basearam na comparac¢ao

com as estruturas ja discutidas e nos mapas de contorno.
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FIGURA 4.101 — Ampliac&o do espectro de RMN de *H da substancia GA14 (MeOD-
d4; 400 MHz).

A andlise da regigio de sinais de hidrogénios ligados a carbonos sp?
gue corresponde a regido de condensacdo das duas chalconas, no espectro de
RMN de 'H (Figura 4.101) mostrou um singleto em 8y 5,25 (s) referente ao
hidrogénio (H-7) n&o acoplando com nenhum outro hidrogénio, o que leva a
conclusdo de que o carbono da posicdo 8 € um carbono quaternario. Mostrou
também um dubleto em &y 3,12 (d, J = 8,8 Hz) correspondendo ao hidrogénio (H-8"")
acoplando com o dubleto em &4 4,00 (d, J = 8,8 Hz) correspondendo ao hidrogénio

da posicao (H-77").
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FIGURA 4.102 — Mapa de acoplamentos H-H COSY da substancia GA14 (MeOD-d4;
400 MHz).

Este acoplamento foi confirmado no mapa de acoplamentos COSY
(Figura 4.102). O mapa de contornos HSQC (Figura 4.103) mostrou as correlagbes
dos sinais dos hidrogénios em: dy 5,25 ao do carbono em &¢ 79,2 (C-7), um carbono
carbindlico; d4 3,12 ao do carbono em &¢ 51,7 (C-8"") e em &4 4,00 ao do carbono
em &¢c 47,3 (C-7"). A andlise do mapa de contorno HMBC (Figura 4.104) mostrou a
correlagdo dos sinais: &y 5,25 com os dos carbonos &¢ 51,7 (C-87); 123,4 (C-2);
190,1 (C-9) um carbono de carbonila e &¢ 82,2 (C-8), este outro carbono carbindlico,
agora quaternario. O dubleto em &4 3,12 se correlaciona com o do carbono em &¢
192,5 (C-9") um carbono de carbonila, 47,3 (C-7"); e 136,7 (C-17), e finalmente o
dubleto em &4 4,00 se correlaciona com o carbono em &¢ 51,7 (C-87); 116,3 (C-
37/57); 123,4 (C-2); 131,1 (C-27/6""); 132,4 (C-1); 136,7 (C-17") e 192,5 (C-97"), um

carbono de carbonila.
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FIGURA 4.103 — Mapa de contorno HSQC da substancia GA14 (MeOD-d4; 400
MHz).
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FIGURA 4.104 — Mapa de contorno HMBC da substancia GA14 (MeOD-d4; 400
MHZz).
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A analise do anel B da unidade | foi confirmada pelos dois singletos em
Oy 6,26 (S) que corresponde ao hidrogénio da posicdo (H-3) que pelo mapa de
contornos HSQC (Figura 4.103) esta correlacionando com o do carbono em &¢
117,0 e o singleto em &4 6,88 (s) que corresponde ao hidrogénio da posicédo (H-6)
que estd se correlacionando com o do carbono em &¢c 117,5 (C-6). O mapa de
contorno HMBC (Figura 4.104) mostra que o sinal em &y 6,26 se correlaciona com
os carbonos em 8¢ 47,3 (C-77"); 123,4 (C-2); 145,7 (C-4) e 148,0 (C-5), estes ultimos
carbonos fendlicos. O sinal em &y 6,88 se correlaciona com os dos carbonos em &¢
79,22 (C-7); 132,4 (C-1); 145,7 (C-4) e 148,0 (C-5).

TABELA 4.31 - Dados de RMN de *H e de *C da substancia GA14

H/C

&y (ppm), J (Hz) &¢ (ppm)
- 132,4
- 123,4
6,26 () 117,0
- 145,7
- 148,0
6,88 () 117,5
5,25 (s) 79,2
82,2
- 190,1
- 109,8
] 174.,6
6,20 (d, J = 2,0) 104,4
- 164,1
6,40 (dd, J=2,0 € 8,8) 115,8
7,50 (d, J = 8,8) 130,5
- 136,7
2716 6,84 (d, J = 8,4; 2H) 131,1
375" 6,65 (d, J = 8,4; 2H) 116,3
& - 157,0
4,0 (d, J=8,8) 47,3

R oo N R oo~ b wN e
1
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N
N

\
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3,12 (d, J = 8,8)

6,22 (d, J = 2,2)
6,43 (dd, J=2,2 € 8,8)
7,56 (d, J = 8,8)

51,7
192,5
113,2
165,0
103,5
168,8
112,0
129,6

Para confirmar o peso molecular e como consequéncia a formula

molecular de GA14, foi realizado o experimento de massas de alta resolugédo no

modo positivo e negativo. O modo positivo (Figura 4.105) apresentou a melhor

resolucdo, pois se verificou duas desidratacfes que foram favorecidas pelo modo

positivo de ionizacdo. Assim, através do resultado foi verificada a massa de

525,1193 Da onde se verificou que esta massa ndo é do composto em questdo e

sim de um rearranjo para um derivado mais estavel (FIGURA 4.106).

Tntens.

oottt
o4
300 ac0

L J i L
miz

FIGURA 4.105 — Espectro de massas de alta resolucao da substancia GA14 (modo

positivo).
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-H,0

HO OH /25251193

FIGURA 4.106 — Proposta de fragmentacéo da substancia GA14 e seu intermediario
mais estavel.

Para a determinacdo da configuracdo relativa de GA14, foram
realizados os experimentos gNOESY (Figura 4.107, 4.108 e Tabela 4.32). Nestes
experimentos foram observados efeitos NOE quando foram irradiados os sinais de
hidrogénios em &y 6,88 (H-6); 6,84 (H-2"°/6""); 4,00 (H-7"") e 3,12 (8). Algumas
irradiacbes ndo permitiram obter conclusdes sobre a configuracdo, mas sim para
confirmar a posi¢cdo dos hidrogénios atribuidos anteriormente. Irradiando-se o0s
hidrogénios do anel B da unidade Il: 2”°/6"" (&4 6,84) ndo se observou incrementos
para os hidrogénios da anel A da unidade Il e a auséncia de incrementos € indicio
de que os anéis estejam em trans 0 que ocasionaria uma maior distancia e nao
sendo observado efeito NOE. Outra informacéo que suporta que os anéis A e B da
unidade Il estdo em trans € que ao se irradiar os hidrogénios da posicéo 7" (4 4,00)
ndo se observou incrementos para o hidrogénio 8~ (64 3,12) e vice-versa. Estas
observacdes juntamente com a constante de acoplamento (8,8 Hz) entre os
hidrogénios 7” e 8” que indica que os mesmos devem ser di-axiais e 0s substituintes
destes carbonos di-equatoriais. A estereoquimica de H-7 como beta (hidroxila alfa) &
sugerido pela auséncia de efeito NOE quando é irradiado o sinal de H-8", que
deveria ocorrer caso estivessem do mesmo lado sendo 1,3-diaxiais. Para
estabelecer a estereoquimica em C-8 comparou-se os deslocamentos quimicos de

H-7 (&4 5,25 para GA14 e 5,38 para GA12) que deve ter a mesma estereoquimica
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do composto GA14 e estar relacionado ao anel aromatico vizinho trans, pois caso
contrario o efeito do anel e da carbonila sobre este H-7 apareceria e se esperaria um
deslocamento muito diferente entre eles. Esta estereoquimica em C-8 também é
corroborada pela abertura de epoxidos que deve ocorrer com o0 ataque do nuceofilo
no lado oposto, levando a relacdo das hidroxilas em C-7 e C-8 trans. Os espectros
obtidos de g-NOESY constam nas Figura 4.107 e 4.108 e os valores observados

estdo apresentados na Tabela 4.32.

TABELA 4.32 - Dados obtidos do experimento gNOESY da substancia GA14

H (8H) Irradiado g-NOESY (dH)
216" (6,84) 57/3" (6,65)
87 (3,12)
7" (4,00)
6 (6,88) 7 (5,25)
7 (5,25) 6 (6,88)
77" (4,00) 216" (6,84)
3 (6,26)
87 (3,12) 2716 (6,84)

NOE_GARS31C3 1 1 C:\Bruker\TopSpin3.0\data\Titi
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FIGURA 4.107 — Experimento (1) de gNOESY da substancia GA14 (Acetona-d6,
400 MHz).
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FIGURA 4.108 — Experimento (2) de gNOESY da substancia GA14 (Acetona-d6,
400 MHz).

Ao se realizar experimento de [a]D* observou-se que a substancia
causa desvio da luz plano polarizada, obtendo um valor de -0,098 mostrando que a
substancia esta enantiomericamente pura ou um enantibmero em maior

concentracao.

4.1.2.29. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE GA15

A substancia GA15 foi isolada da fracdo acetato de etila do extrato dos
galhos (Fluxograma 3.17, p.53), sua determinacgdo estrutural foi realizada através
de dados de espectros de RMN de *H, COSY, HSQC, HMBC e EM de alta resolucéo
(Figuras 4.109 a 4.113, Apéndice |) e os dados foram comparados com os da
substancia GA12 e estdo representados na Tabela 4.33 e conclui tratar de uma
chalcona dimérica que diferem entre si na unido dos dimeros. A configuracao
relativa foi proposta com base na analise de experimentos de g-NOESY (Figuras
4.114 e 4.115, Apéndice |) e célculos de constantes de acoplamento por diagrama

de Karplus.
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TABELA 4.33 - Dados de RMN de *H e de *C da substancia GA15 comparadas
com a substancia GA12

e &1 (ppm), J (Hz) Sc (ppm)
GA15% GA12° GA15*  GA12°

1 - 124,6 |124,5
2 - - 133,0 | 131,2
3 6,26 (S) 6,29 (s) 116,3 | 116,7
4 - - 147,2 |148,0
5 - - 1447 |145,3
6 6,97 (s) 6,88 (s) 116,9 |117,3
7 5,48 (d, J = 2,9) 5,38 (d, J = 2,4) 777 | 78,4
8 3,13 (dd,J=2,0e9,6) | 3,07 (dd; J=2,4; 11,0) |50,9 |51,4
9 - - 190,4 |193,1
1 - - 114,1 |113,0
2’ - - 165,8 |164,8
3 6,52 (d, J = 2,4) 6,41 (d, J = 2,4) 103,5 |103,6
4 - . 163,7 | 169,4
5 6,50 (dd, J=2,9e6,0) | 6,42 (dd; J=2,4e8,3) |111,7 |113,1
6’ 7,43 (d, J = 9,6) 7,42 (d, J =8,3) 130,1 |130,1
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1 - - 1353 | 135,9
2716 | 7,02 (d, J=8,4;2H) |6,95(d, J = 8,4, 2H) 130,9 |131,2
37/5 | 6,68 (d,J=84;2H) |6,63(d,J=84,2H) 116,1 | 116,3
4 - - 157,0 | 157,2
77| 4,47 (s)) 4,46 (d, J = 11,0) 47,7 |485

8 4,46 (dl, J = 2,0) 4,38 (t, J = 11,0) 452 | 458

9" |- - 205,0 | 204,8
17 - - 1151 | 115,2
27 |- - 166,2 | 167,2
37 |6,15(d, J=24) 6,06 (d, J = 2,0) 104,0 | 103,7
4 - - 164,0 | 165,0
5 |593(dd,J=24e090)|579(dd, J=2,0e9,0) |108,2 |108,9
6 |6,94(d J=90) 6,75 (d, J = 9,0) 132,8 |132,9

2[MeOD-d3, 400 MHz (*H) e 125 MHz (**C)]; ® [Acetona-d6, 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C)].

A substancia GA15 apresenta grande semelhanca de seus dados de
RMN com a substancia GA12 (Tabela 4.28, p. 143) sendo a diferenca praticamente
nos sinais de deslocamentos quimicos relativos aqueles da juncdo dos dimeros e

neste caso entre os dos hidrogénios H-7"" e H-8" e dos carbonos C-7"" e C-8"".

Para a determinacdo da configuracdo relativa de GA1l5, foram
realizados os experimentos gNOESY (Figura 4.114 e 4.115, Apéndice | e Tabela
4.34) e as constantes de acoplamentos. Nos experimentos gNOESY foram
observados efeitos NOE quando foram irradiados os sinais de hidrogénios 6y 7,43
(H-6"); 5,48 (H-7); 7,02 (H-27); 6,97 (H-6); 6,26 (H-3); 4,46 (H-87); 4,47 (H-77).
Algumas irradiagdes nado permitiram obter conclusfes sobre a configuragcdo, mas sim
para confirmar a posicdo dos hidrogénios atribuidos anteriormente. Através das
constantes de acoplamento entre os hidrogénios H-7, H-8, H-8" e H-7" verifica-se em
relacdo ao composto GA12 que alterou-se a constante entre H-8 e H-8" e H-8" e H-
7" indicando que o H-8" deve estar em GA15 cis a H-8 e a H-7". Como n&o houve
alteracdo da constante de acoplamento entre H-7 e H-8 e o deslocamento quimico
destes sinais permaneceram inalterados em relacdo a GA12, € proposto que eles
tenham as mesmas estereoquimica, OH-7 alfa, grupo benzil alfa. A relacdo entre os
hidrogénios H-8 e H-7" estando do mesmo lado (1,3-diaxiais) € confirmado pelo

efeito NOE obtido ao se irradiar o sinal de 8 (04 3,13) que causa um incremento no
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hidrogénio da posicdo 7°" (0 4,47). Ao se irradiar os hidrogénios da posicao 2°°/6”"
(6n 7,02) se observou um incremento no hidrogénio 7" (dy 4,47) mostrando que este
hidrogénio se encontra mais préximo do anel B. Ao se irradiar os hidrogénios do anel
A da Unidade 1l 6" (dy 6,94) foi observado um incremento no hidrogénio da posicéo
8" (&n 4,46). Irradiando-se o hidrogénio 8 (64 3,13) se observou um incremento no
hidrogénio da posi¢édo 8 (dn 4,46). Pelas irradiacdes do experimento de g-NOESY
nao foi possivel obter a configuracdo da hidroxila da posicdo 7. A partir da constante
de acoplamento foi possivel propor os angulos diedros entre os hidrogénios 7” e 8”
utilizando o Diagrama de Karplus (SILVERSTEIN et al., 1994) do composto. Os
hidrogénios 7" e 8~ com relacdo axial-equatorial entre si e constante de
acoplamento de 2,0 Hz para o hidrogénio H-8" e ndo observado para H-7"", todos
eles apresentam um angulo de aproximadamente 70-90° entre si. Com base nestes
dados propde-se a configuragao relativa de GA15 como 7R,8S,7"S,8"S, onde a OH-
7 alfa, benzoil-8 alfa, benzoil-8" alfa e fenil-7" alfa.

TABELA 4.34 - Dados obtidos do experimento gNOESY da substancia GA15

H (8H) Irradiado g-NOESY (6H)

27167 (7,02) 57/3" (6,68)

87 (4,46) e 77" (4,47)
57 (6,94) 6"7"(5,93)

77 (4,47) e 87 (4,46)
6" (7,43) 5" (6,50) e 3' (6,52)
37/57 (6,68) 27167 (7,02)
57 (5,93) 2”77 (6,15)

6" (6,94)
8 (3,13) 77 (4,47)

Ao se realizar experimento de [a]D em metanol observou-se que a
substancia desvia o plano da luz plano polarizada obtendo um valor de -0,098
mostrando que a substancia esta enantiomericamente pura ou um enantibmero em

maior concentragao.

Para confirmar o peso molecular e como consequéncia a formula

molecular de GA15, foi realizado o experimento de massas de alta resolucédo no
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modo positivo e negativo. O modo positivo apresentou a melhor resolugéo, ja que o
composto apresenta grupos hidroxilas que sdo facilmente desidratadas. Assim,
através do resultado foi confirmando a massa de 527,1391 Da onde se verificou a
desidratacdo e o pico correspondente ¢ de ([M-H,O+H]" que corresponde a formula
molecular CzH2309 ao se desidratar o intermediario adquire conjugacao

estabilizando o ion, conforme proposta apresentada (Figura 4.116).

FIGURA 4.116 — Proposta de formacéo do ion 527,1391 da substancia GA15.

4.1.2.30. DETERMINACAO ESTRUTURAL DE GA16

A substancia GA16 foi isolada da fracao acetato de etila do extrato dos
galhos (Fluxograma 3.18, p. 54), apresentou-se como sélido amorfo de coloracao
amarelo ouro e a sua determinagcdo estrutural foi realizada através de dados de
espectros de RMN de 'H (Figura 4.117), COSY (Figura 4.118), HSQC (Figura
4.119), HMBC (Figura 4.120), EM de alta resolucdo (Figura 4.121) os dados de
RMN estdo representados na Tabela 4.35. Pode-se concluir que a substancia se

trata de uma chalcona dimérica inédita.
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No espectro de RMN de *H (Figura 4.117) observou-se um dubleto em
Oy 6,79 (d, J = 8,8 Hz) referente ao hidrogénio H-5" acoplando em orto com um
dubleto dy 8,08 (d, J = 8,8 Hz) referente ao hidrogénio H-6" e um sinal de hidrogénio
em Oy 6,44 (s) formando um sistema de trés hidrogénios orto-meta no anel
aromatico A da unidade Il da flavona substituida na posigdo 4”. O mapa de
correlagdes HSQC (Figura 4.119) revelou a correlacdo dos sinais dos hidrogénios:
em &y 6,79 com o do carbono em &¢ 131,6 (C-5"), em &4 6,44 e &4 8,08 com os dos
carbonos em &¢ 117,8 (C-3”) e d¢ 144,2 (C-6”) respectivamente. A analise do mapa
de correlagées HMBC (Figura 4.120) mostra as correlagdes dos sinais: do dubleto
em Oy 6,79 com o do carbono em &¢ 111,7 (C-17); do dubleto em &y 6,44 com os dos
carbonos em &¢ 111,7 (C-17), 153,2 (C-4”) e 161,0 (C-2”) e por fim o dubleto em &y
8,08 com os carbonos em &¢ 153,2 (C-14") e 161,0 (C-2").

8,08(d,/=88Hz H

6,79 (d,J =88 Ho) H

HO H

6,44 (s)
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FIGURA 4.117 - Espectro de RMN de *H (ampliacdo) da substancia GA16 (MeOD-
d4; 600 MHz).

O espectro de RMN de 'H (Figura 4.117) mostrou ainda um conjunto
de sinais para dois sistemas de trés hidrogénios acoplando orto-meta: duplo dubleto
em 0y 6,04 (dd, J = 2,0 e 8,8 Hz) referente aos hidrogénios (H-5" e H-5""") acoplando
em orto com o dubleto em &4 6,97 (d, J = 8,8 Hz) referente aos hidrogénios (H-6' e
H-6"") e em meta com o dubleto em &y 6,10 (d, J = 2,0 Hz) referente aos
hidrogénios (H-3" e H-3""). A anélise do mapa de correlagdes HSQC (Figura 4.119)
mostra as correla¢des dos sinais dos hidrogénios: em &4 6,04 com o do carbono em
Oc 125,6 (C-5’ e C-57"), em &y 6,10 com o do carbono em &¢ 118,9 (C-3' e C-37") e
em Oy 6,97 com o do carbono em &¢c 127,0 (C6’ e C-6"""). A andlise do mapa de
correlagbes HMBC (Figura 4.120) mostra a correlagdo dos sinais: em &y 6,04 com
os carbonos em &¢ 110,7 (C-1" e C-1""); em &y 6,10 com os dos carbonos em ¢
110,7 (C-1" e C-17"); 6C 162,0 (C-2’ e C-27"") e O¢c 163,5 (C-4’ e C-4"), ambos
carbonos fendlicos e em dy 6,97 com os dos carbonos em d¢ 194,8 (C-9 e C-97),
carbonos de carbonilas e 8¢ 162,0 (C-2’e C-27") e 8¢ 163,5 (C-4’ e C-4"7).
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FIGURA 4.118 — Mapa de acoplamentos H-H COSY da substancia GA16 (MeOD-d3;

600 MH2).
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FIGURA 4.119 — Mapa de contorno HSQC da substancia GA16 (MeOD-d3; 600
MHz).
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FIGURA 4.120 — Mapa de contorno HMBC da substancia GA16 (MeOD-d3; 600
MHz).
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Por fim, o espectro de RMN de *'H (Figura 4.117) mostrou trés
singletos: em dy 6,45 referente ao hidrogénio (H-6), em &y 6,96 (s) referente ao
hidrogénio (H-7) que pelo HSQC (Figura 4.119) se correlacionam respectivamente
com os dos carbonos em &¢ 117,8 e 152,0 (C-7) e este ultimo tem deslocamento
bastante desblindado em razao do efeito das carbonilas e por ultimo em &y 9,53 (S)
que se correlaciona com o carbono em oy 127,1 (C-3). A justificativa desse
hidrogénio estar muito desblindado é que ele esta sob efeito da carbonila vizinha ao
anel A da unidade Il no o cone de desblindagem da mesma. A analise do mapa de
correlacdes HMBC (Figura 4.120) mostrou as correlagdes dos sinais: em 0y 6,45
com os dos carbonos em &y 1235 (C-1) e 162,3 (C-8); em &y 6,96 com os dos
carbonos em &¢ 123,5 (C-1), 142,4 (C-5), 146,4 (C-4) e finalmente, em &4 9,53 se
correlaciona com o carbono em &¢c 108,7 (C-87); 121,8 (C-2); 142,4 (C-5) e 146,4
(C-4).

6,97 (d, J = 8,8 Hz)

6,04 (dd, J =2,0; 8,8 HZ)H

6,10 (d, J = 2,0 Hz)
H 6,97 (d, J = 8,8 Hz)

H

6,04 (dd, J =2,0; 8,8 Hz)

H

6,10 (d, J =2,0 Hz)H OH

TABELA 4.35 - Dados de RMN de *H e de *C da substancia GA16

H/C O+ (ppm), J (Hz) &¢ (ppm)
correlacbes HMBC
1 - 123,5
2 - 121,8
3 9,53 (s) 127,1 108,7/121,8/142,4/146/4
4 - 146,4
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- 1424

6,45 (s) 117,8 123,5/162,3
6,96 () 152,0 | 123,5/142,4/162,3/194,8
- 162,3
- 194,8
- 110,7
- 162,0
6,10 (d, J = 2,0) 118,9 110,7/162,0/163,5
- 163,5

6,04 (dd, J=2,0 e 8,8) | 125,6 110,7
6,97 (d, J = 8,8) 127,0 194,8/162,0/163,5
- 111,7
- 161,0
6,44 () 117,8 111,7/153,2/161,0
- 153,2

6,79 (d, J = 8,8) 131,6 111,7
8,08 (d, J = 8,8) 144,2 153,2/161,0/174,0
- 174,0
- 108,7
- 194,8
- 110,7
- 162,0
6,10 (d, J = 2,0) 118,9 110,7/162,0/163,5
- 163,5

6,04 (dd, J=2,0 8,8) | 125,6 110,7
6,97 (d, J = 8,8) 127,0 194,8/162,0/163,5

RO AR RXN R © g~ 0~ ®NROAOBEE®ONER © 0o < 0 O

Para confirmar o peso molecular e como consequéncia a formula
molecular da substancia GA16, foi realizado o experimento de massas de alta
resolucdo no modo positivo e negativo. O espectro no modo negativo (Figura 4.121)
apresentou a melhor resolucédo, assim, através do resultado foi confirmando a massa
de 521,0889 Da, pico correspondente corresponde a férmula molecular CgzoH1709

confirmando a massa da estrutura proposta.
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Figura 4.121 - Espectro de massas alta resolu¢do da substéncia GA16 (modo
negativo).

4.1.3. DETERMINACAO DA CONFIGURACAO ABSOLUTA

4.1.3.1. DISCUSSAO DE UV-VIS

Para esta classe de substéncias sé&o encontradas 4 bandas de
absorcao (excetuando-se a substancia GA10) e para a atribuicdo de cada uma das
bandas citadas foram utilizadas informacdes daquelas caracteristicas de sistemas
aromaticos e calculos teoricos para aqueles que tém carbonilas ligadas diretamente
aos aneis (regras empiricas, SILVERSTEIN et al., 1994; PAVIA et al.,, 2010). A
banda na regido de 230 nm corresponde ao grupamento 2,3-dihidroxi-5,6,7,8-
tetrahidronaftaleno (Anel B da unidade 1) transicdo n—>n* de anel aromatico, de
acordo com os dados de literatura (IVERSON et al., 1995). A banda de absor¢éo na
regido de 214 nm corresponde a fenol para monosubstituido (anel B da unidade II).
A bandas de absor¢céo nas duas regides compreendidas entre aproximadamente
289 nm e aproximadamente 315 nm referem-se ao fragmento da molécula
correspondente ao derivado do benzeno substituido com carbonila no anel A das
unidades | e Il, tomando como base o valor de 246 nm (ArCOR), juntamente com 0s
incrementos de duas hidroxilas nas posi¢cbes para (+ 25) resultando assim no valor
tedrico de 281 nm confirmando o valor o observado correspondente ao anel A da

Unidade II. A banda por volta de 315 nm corresponde ao anel A da unidade | e a
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presenca de substituintes na posicdo 7 (hidroxilas ou insaturacbes) podem ter
acarretado deslocamentos batocromicos. A Figura 4.122 corresponde ao espectro
de absorcdo na regido de UV-Vis para a chalcona GA10, os espectros de UV das

outras substancias estédo nas Figuras 4.123 a 4.126 do Apéndice I.

1,4 4
1,2 4
240
1,0 4

0.8 282

Abs

0.6 1 338

04
0,2

0,0

-0,2

T T T T T T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500
nm

FIGURA 4.122 — Espectro de absorc¢éo na regido UV-Vis da substancia G10 (A"
500).

4.1.3.2. DISCUSSAO DE DC

As configuracdes absolutas de GA9, GA12, GA1l3, GAl4 e GA15
foram determinadas baseado na regra dos quadrantes de compostos com carbonos
benzilicos assimétricos (DE ANGELIS & WILDMAN, 1969), utilizando a estrutura
modelo (Figura 4.127) para determinar a configuragdo absoluta dos compostos e

dos dados de DC e [a]D* estédo representados na Tabela 4.36.
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OH

OCHj

FIGURA 4.127 — Molécula modelo para os célculos de configuracdo absoluta (-)-
(5S,6S)-5,6-dihidro-3,8,10-trihidroxi-5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-6-hidroximetil-2,4-
dimetoxi-7H-benzo[c]xanthen-7-one.

A aplicacdo da regra dos quadrantes para o composto modelo (Figura
4.127) em que o sinal na curva de dicroismo circular (DC) em 268 é negativo e 280-
290 é positivo, implicando na estereoquimica absoluta no carbono 7”S. Como os
compostos apresentam sinal positivo para esta regido (283 nm) a estereoquimica
deles devem ser também 7°°S.

Para o composto GA9 o espectro de g-NOESY mostrou que o0s
hidrogénios 77" e 8 estdo em cis. Os dados de DC (Figura 4.128) mostram que o
hidrogénio 7" é S entdo o hidrogénio 8 serd S também (7S, 8”S), substituintes aril
alfa e benzoil beta) (Figura 4.129).
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FIGURA 4.128 — Espectro de DC da substancia GA9 (juntamente com seu espectro

de UV).
OH

HO

OH

HO OH
FIGURA 4.129 — Configuragdo absoluta (7°°S, 8S) da substancia GA9.

Para o composto GA12 o espectro de g-NOESY mostrou que 0s
hidrogénios 7" e 8 estdo em trans. Os dados de DC (Figura 4.130, Apéndice )
mostram que o hidrogénio 77" € S entdo o hidrogénio 8 sera R (7”'S, 8"'R),
substituintes aril alfa e benzoil beta) e em C-8 o grupo benzoil deve estar em alfa, e

a hidroxila beta levando a configuragao relativa (7S,8S) (Figura 4.131).
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OH

HO

OH
OH

HO OH
FIGURA 4.131 — Configuracao absoluta (7S,8S,7°S,8'R) da substancia GA12.

Para o composto GA13 nao foi possivel a realizacdo de experimento
de g-NOESY e o composto ndo demostrou atividade no espectro de DC (Figura
4.132, Apéndice 1), nem no [a]D (substancia ndo dicréica), e as constantes de
acoplamento, sugerem que os hidrogénios 7°" e 8 estéo cis entre si. Os resultados
indicam que h& mistura racémica dos dois enantibmeros (7"'R,8'R) e (77°S,87S)
(Figura 4.133).

O/"““"mm“ R

HO
OH
FIGURA 4.133 — Enantibmeros (77'S,8”°S) e (77'R,8"R) da substancia GA13.

Para o composto GA1l4 o espectro de g-NOESY mostrou que os
hidrogénios 7" e 8 estdo em trans. Os dados de DC (Figura 4.134, Apéndice |)
mostram que o hidrogénio 77" € S entdo o hidrogénio 8 sera R (7’S, 8'R,

substituintes aril alfa e benzoil beta) (Figura 4.135). O experimento de [a]D* n&o
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mostrou desvio da luz plano polarizada o que indica que na raia D do sédio ndo ha

desvio do plano da luz plano polarizada.

OH

FIGURA 4.135 - (7S, 8'R,7R,8R) da substancia GA14.

Para determinar a estereoquimica do composto GA15 foram usadas as
constante de acoplamentos entre os hidrogénios, experimento de gNOESY (Figuras
4.114 e 4.115, Apéndice |) que mostrou que para o composto os hidrogénios 7" e
8" estdo em cis e que os hidrogénios 8 e 7°” estdo em cis. Os dados de DC (Figura
4.136, Apéndice I) mostra que o hidrogénio 7°” é S entéo o hidrogénio 8" serd S e o
hidrogénio 8 é beta este carbono sera S e sendo OH-7 alfa este carbono sera R e

assim se obtém para o composto a configuracdo absoluta 7°S,8”S,7R,8S (Figura

4.137).

OH
OH
HO HO/////,
OH O :
2 OH
\O
HO OH
FIGURA 4.137 — Configuracao absoluta como (7°°S,8"'S,7R,8S) da substancia
GA15.
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TABELA 4.36 - Dados de [a]D e Dicroismo circular (nm) das substancias GA9,
GA12, GA13, GAl4 e GA15

Subs. UV-Vis (nm) [alo CD A nm [0]

214 233 289 315
GA9 214:; 230;: 281 e 315 | -90

- + + -

214 231 281 320
GAl2 214; 231; 281 e 320 | +52

+ + + -
GA13 214; 231:283e 368 | 0 no no no no

214 233 289 315
GAl4 214; 233:289e 315 |0

- + + -

214 230 283 319
GA15 214; 230;: 283 e 319 | -98

+ - + -

4.2. ESTUDO DOS COMPLEXOS METALICOS

4.2.1. SUBSTANCIAS SINTETIZADAS

As sinteses dos ligantes e complexos sdo descritos a seguir com a
indicacao de suas estruturas, nomes, pagina de sintese e pagina da discussdo de

sua caracterizacao.

L1
RMN H Figura 4.141, Apéndice II

OH
O‘ H RMN *3C Figura 4.142, Apéndice II
~

EM Figura 4.158, Apéndice Il

(@]
O UV Figura 4.248, p.226

IV Figura 4.231, Apéndice 1l e
Tabela 4.53, p. 224

F
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L2

RMN *H Figura 4.143, Apéndice I
RMN 3C Figura 4.144, Apéndice II
EM Figura 4.159, Apéndice Il

UV Figura 4.249, Apéndice Il

IV Figura 4.233, Apéndice Il e
Tabela 4.53, p. 224

L3

RMN *H Figura 4.145, Apéndice ||
RMN 3C Figura 4.146, Apéndice II
EM Figura 4.160, Apéndice Il

UV Figura 4.250, Apéndice Il

IV Figura 4250, Apéndice Il e
Tabela 4.53, p. 224

L4

RMN *H Figura 4.147, Apéndice II
RMN 3C Figura 4.148, Apéndice II
EM Figura 4.161, Apéndice Il

UV Figura 4.251, Apéndice Il

IV Figura 4.237, Apéndice 1l e
Tabela 4.53, p. 224

L5

RMN *H Figura 4.149, Apéndice II
RMN *3C Figura 4.150, Apéndice II
EM Figura 4.162, Apéndice Il

UV Figura 4.252, Apéndice Il

IV Figura 4.239, Apéndice Il e
Tabela 4.53, p. 224
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L6

RMN *H Figura 4.151, Apéndice I
RMN 3C Figura 4.152, Apéndice II
EM Figura 4.163, Apéndice Il

UV Figura 4.253, Apéndice Il

IV Figura 4.241, Apéndice Il e
Tabela 4.53, p. 224

L7

RMN *H Figura 4.153, Apéndice I
RMN *3C Figura 4.154, Apéndice II
EM Figura 4.164, Apéndice lI

UV Figura 4.254, Apéndice Il

IV Figura 4.243, Apéndice ll e

Cl Tabela 4.53, p. 224

L8

RMN *H Figura 4.155, Apéndice Il
RMN 3C Figura 4.156, Apéndice II
EM Figura 4.165, Apéndice Il

UV Figura 4.255, Apéndice I

IV Figura 4.245, Apéndice Il e
Tabela 4.53, p. 224

[Cu(L1)]

CHN Tabela 4.52, p. 221
EM Figura 4.222, p. 220

UV Figura 4.249, Apéndice Il

O‘ f IV Figura 4.234, Apéndice Il e
S Tabela 4.53, p. 224
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[Cu(L2),]

CHN Tabela 4.52, p. 221

EM Figura 4.224, Apéndice lI

UV Figura 4.249, Apéndice Il

IV Figura 4.234, Apéndice Il e
Tabela 4.53, p. 224

[Cu(L3)2]

CHN Tabela 4.52, p. 221

EM Figura 4.225, Apéndice Il

UV Figura 4.250, Apéndice Il

IV Figura 4.236, Apéndice Il e
Tabela 4.53, p. 224

[Cu(L4)2]

CHN Tabela 4.52, p. 221

EM Figura 4.226, Apéndice Il

UV Figura 4.251, Apéndice Il

IV Figura 4.238, Apéndice Il e
Tabela 4.53, p. 224
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[Cu(L5).]

CHN Tabela 4.52, p. 221

EM Figura 4.227, Apéndice lI
UV Figura 4.252, Apéndice Il
IV Figura 4.240, Apéndice
Tabela 4.53, p. 224

e

[Cu(L6)2]

CHN Tabela 4.52, p. 221

EM Figura 4.228, Apéndice Il
UV Figura 4.253, Apéndice Il
IV Figura 4.242, Apéndice
Tabela 4.53, p. 224

e

[Cu(L7)2]

CHN Tabela 4.52, p. 221

EM Figura 4.229, Apéndice Il
UV Figura 4.254, Apéndice Il
IV Figura 4.244, Apéndice
Tabela 4.53, p. 224

e

Pagina | 184




Resultados e Discussao

[Cu(L8),]

CHN Tabela 4.52, p. 221

EM Figura 4.230, Apéndice lI

UV Figura 4.255, Apéndice Il

IV Figura 4.246, Apéndice Il e
Tabela 4.53, p. 224

1,2-Di-(4"-iminoNAR)-etano

RMN *H Figura 4.138, Apéndice Il e
Tabela 4.37, p.189

UV Figura 4.216, Apéndice Il

IV Figura 4.202, Apéndice Il e
Tabela 4.47, p. 213

1,2-Di-(4"-iminoNNINA)-etano
RMN *H Figura 4.139, Apéndice Il e
Tabela 4.38, p.190

UV Figura 4.217, Apéndice I

IV Figura 4.203, Apéndice Il e
Tabela 4.47, p. 213
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Cu(1,2-Di(4"-iminoNAR)-etano)
EM Figura 4.188, p 209

CHN Tabela 4.43, p. 210

UV Figura 4.216, Apéndice Il

IV Figura 4.202, Apéndice II, Tabela
4.47, p.213

Cu(1,2-Di-(4"-iminoNNINA)-etano)
EM Figura 4.189, p 210

CHN Tabela 4.43, p. 210

UV Figura 4.217, Apéndice I

IV Figura 4.203, Apéndice Il, Tabela
4.47,p.213

Cu(NAR),

EM Figura 4.168, p. 194

CHN Tabela 4.39, p. 198

UV Figura 4.218, p. 216

IV Figura 4.194, Apéndice 1l e
Tabela 4.45, p.212
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Cu(NNINA),

EM Figura 4.170, p. 195

CHN Tabela 4.39, p. 198

UV Figura 4.206, Apéndice II

IV Figura 4.195, Apéndice Il e
Tabela 4.45, p. 212

Cu(HESP),

EM Figura 4.172, p. 196

CHN Tabela 4.39, p. 198

UV Figura 4.207, Apéndice Il

IV Figura 4.196, Apéndice Il e
Tabela 4.45, p. 212

Cu(HPT),

EM Figura 4.174, p. 197

CHN Tabela 4.39, p. 198

UV Figura 4.208, Apéndice I

IV Figura 4.197, Apéndice Il e
Tabela 4.45, p. 212

Cu(BIPY)(NAR)

EM Figura 4.177, p. 201

CHN Tabela 4.41, p. 206

UV Figura 4.209, Apéndice Il

IV Figura 4.198, Apéndice 1l e
Tabela 4.46, p. 213
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Cu(BIPY)(NNINA)

EM Figura 4.180, p. 202

CHN Tabela 4.41, p. 206

UV Figura 4.211, Apéndice II

IV Figura 4.199, Apéndice Il e
Tabela 4.46, p. 213

Cu(FEN)(HESP)

EM Figura 4.183, p. 204

CHN Tabela 4.41, p. 206

UV Figura 4.213, Apéndice Il

IV Figura 4.200, Apéndice Il e
Tabela 4.46, p. 213

Cu(FEN)(NAR)

EM Figura 4.179, p. 202
CHN Tabela 4.41, p. 206

UV Figura 4.210, Apéndice I

Cu(FEN)(NNINA)

EM Figura 4.182, p. 204
CHN Tabela 4.41, p. 206

UV Figura 4.212, Apéndice Il
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4.2.2. DETERMINACAO ESTRUTURAL

Cu(BIPY)(HPT)

EM Figura 4.184, p. 205

CHN Tabela 4.41, p. 206

UV Figura 4.214, Apéndice Il

IV Figura 4.201, Apéndice Il e
Tabela 4.46, p. 213

Cu(FEN)(HPT)

EM Figura 4.185, p. 206
CHN Tabela 4.41, p. 206

UV Figura 4.215, Apéndice Il

4.2.2.1. IDENTIFICACAO E DADOS DE RMN DE 'H DE 1,2-DI-(4"-IMINONAR)-

ETANO

A identificacdo desta substancia foi realizada pela analise do espectro

de RMN de *H que se encontra na Figura 4.138 do Apéndice Il e comparacédo com

modelo da literatura (Tabela 4.37).

TABELA 4.37 - Dados de RMN de *H de 1,2-Di-(4-iminoNAR)-etano e os da

literatura

&1 (ppm), J (Hz)

H
a Li et al. (2008)°
1/2 3,43 (m) 3,70 (m)
’ 5,11 (dl, J = 4) 5.11 (dd, J=3e 12.3)
3 3,20 (m) 3,14 (dd, J=3e 17)
5,82 (sl) 5,60 (s)
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216" 7,27 (dl, J = 8,0) 7,22 (d,J = 8,0)
37/5" 6,79 (dl, J =8,0) 6,70 (d,J = 8,0)

5'(OH) 15,7 (s) 15,60 (s)
CH3 1,15 (d, J = 2,3) -

a2 [DMSO-d6, 400 MHz (*H)].

4.2.2.2. IDENTIFICACAO E DADOS DE RMN DE *'H DE 1,2-DI-(4"-IMINONNINA)-
ETANO
A identificacdo desta substancia foi realizada pela analise do espectro
de RMN de *H que se encontra na Figura 4.139 do Apéndice Il e comparagéo com
dados da literatura (Tabela 4.38).

TABELA 4.38 - Dados de RMN de *H de 1,2-Di-(4-iminoNNINA)-etano e os da
literatura

&n (ppm), J (Hz)

H
a Li et al. (2008)°
1/2 3,40 (m) 3,70 (m)
2 5,06 (ddl, J=12e4,0) | 5.11(dd, J=3e 12,3)
3 2,70 (m) 3,14 (dd, J=3e 17,0)
6 5,52 (sl) 5,60 (s)
216" | 7,25(dd, J =8 e 28,0) 7,22 (d, J = 8,0)
375" 6,78 (t) 6,70 (d, J = 8,0)

25 IDMS0-d6, 400 MHz (*H)].

4.2.2.3. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS DERIVADOS DA LAUSONA

Foram sintetizados 8 derivados a partir da lausona (Figura 4.140). Os
espectros de RMN de *H e de *C (Figuras 4.141 a 4.156, Apéndice Il) mostraram
sinais muito similares em algumas posi¢ées comuns a todos os compostos (Figura
4.157).
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20 22 24 26

NN

19 21 23 25

R4=H; R,=F; R3=Bu; L1
R4=H; R,=F; R3=Oc; L2
R4=R,=H; R3=Bu; L3
R4=R,=H; R3=0c; L4
R4=R,=0CH,0; R3=Bu; L5
R41=R,=0CH,0; R3=Oc; L6
R4=H; R,=Cl; R3=Bu; L7
R4=H; R,=CI; R3=Oc; L8

FIGURA 4.140 - Substancias sintetizadas a partir da lausona.

Um duplo dubleto em &4 7,90 (dd, J = 1,5 e 8,0 Hz) correspondendo ao
hidrogénio da posicéo 5, acoplando em orto com o hidrogénio da posicdo 6 e em
meta com o hidrogénio da posi¢éo 7; um duplo tripleto em &4 7,64 (dt, J =1,5e 8,0
Hz) correspondendo ao hidrogénio da posicdo 6 com acoplamento em orto com 0s
hidrogénios da posicdo 5 e 7 e acoplamento em meta com o hidrogénio na posi¢ao
8; um duplo tripleto em &y 7,70 (dt, J = 1,5 e 8,0 Hz) correspondendo ao hidrogénio
da posicdo 7 com acoplamento em orto com os hidrogénios da posicdo 8 e 6 e
acoplamento em meta com o hidrogénio da posicédo 5; um duplo dubleto em &y 7,82
(dd, J = 1,5 e 8,0 Hz) correspondendo ao hidrogénio da posicdo 8, acoplando em
orto com o hidrogénio da posi¢cdo 7 e em meta com o hidrogénio da posi¢cdo 6. O
hidrogénio da posicdo 11 (ligado a um carbono quiral) apresentou-se como um
singleto em &y 5,5 (s). Os sinais dos hidrogénios da cadeia alquilica apresentaram-
se como um tripleto em &4 0,83 (t) correspondendo ao grupo metil terminal, (posicéo
22 para butil e posicdo 26 para octil); dois multipletos em &y 1,27 e &y 1,58 (M)
correspondentes aos hidrogénios metilénicos (posicao 20 e 21 para butil), um tripleto
em &y 2,85 (t) correspondendo aos hidrogénios metilénicos da posi¢do 19, vizinhos
ao nitrogénio. Os sinais de carbono encontrados: carbonos cadeia alquilica (com
octilamina) &¢ 13,8 (C-26); ¢ 22,0 (C-25); ¢ 31,00 (C-24); &¢ 28,33 (C-23); &¢ 25,44
(C-22); 6¢ 25,84 (C-21); d¢c 28,33 (C-20) e &¢ 45,60 (C-19) para carbonos da cadeia
alquilica (com butilamina) os valores encontrados foram: d¢ 13,50 (C-12); &¢ 19,30
(C-21); &¢c 27,70 (C-20) e &¢c 45,45 (C-19), os demais sinais encontrados foram: d¢
58,10 (C-11) carbono quiral; as duas carbonilas das posicdbes 1 e 4 sao

respectivamente d¢ 184,3 (C-1) e d¢ 178,3 (C-4), carbono endlico da posicdo 2 em
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5c 150,2 (C-2); 8¢ 125,3 (C5); 8¢ 130,8 (C-6); 8¢ 131,5 (C-7), 8¢ 125,0 (C-8); B¢
133,7 (C-9) e 8¢ 134,6 (C-10).

@)
11 N 24 26
6 \RS R3=. """
5 19 23 25
O

FIGURA 4.157 - Parte da substancia com sinais similares para todas elas.

Os espectros de massas das substancias (Figuras 4.158 a 4.165,
Apéndice IlI) apresentaram o0s mesmos padrdes de fragmentagdo, onde
corresponde a perda da amina, gerando picos de massas (M-73) para compostos
sintetizados a partir de butilamina e (M-129) para butilamina e gerando compostos

bastante estaveis devido as conjugacfes formadas (Figura 4.166).

(o) O O }-l

OH (bH 0

e

PO E_N @

N

R ' N
H

0 R= Butilamina O O

R= Octilamina

FIGURA 4.166 — Proposta de fragmentacédo para as substancias L’s.

4.2.2.4. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS COMPLEXOS DO TIPO
[Cu(FLAV),]
A caracterizagao foi realizada a partir de experimentos de IV; UV-Vis;
Andlise Elementar (CHN) (Tabela 4.39); Voltametria Ciclica, dados fisico-quimicos
(Tabela 4.40) e EM. O grau de pureza de algumas substancias foi verificado através
de cromatografia de eletroforese capilar e com esses resultados foi possivel propor
as estrutura indicadas (Figura 4.167).
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Ry

RO
R1= R2= H, R3=7-ramnoglicosideo Cu(NAR),
R1= R2 = R3= H Cu(NNINA);
R1=CH3, R2=0H, R3=7-rutinosideo Cu(HESP),
R1=CH3, R2=0OH, R3=H Cu(NNINA),
FIGURA 4.167 - Complexos do tipo Cu(FLAV); sintetizados

4.2.2.4.1. Cu(NAR),

O flavondide NAR possui férmula molecular C,7H3,0:4 € massa
molecular de 580,5 g/mol. Ao se analisar o espectro de massas (Figura 4.168) e em
especifico a fragmentacdo (Figura 4.169) pbéde-se observar a formacdo do ion
molecular (M+1) que corresponde a m/z 1222,4; significando que o composto é
formada por duas moléculas de NAR tendo como atomo central o cobre conforme

proposto.

O padrao de fragmentacdo se baseia quase que exclusivamente na
perda do agucar, quer seja a ramnose ou a unidade glicosidica inteira. O mecanismo
envolvido é a hidrolise acida, onde o oxigénio da posicdo 7 que sofre protonacao e
posterior perda do acucar. Os principais fragmentos encontrados foram m/z 496,1;
606,2; 642,3; 768,3; 914,2 e 1222,4. O fragmento m/z 606,2 corresponde as perdas
das duas unidades glicosidicas do dimero, o fragmento m/z 642,2 corresponde na
perda de um flavondide, formando um mondmero entre metal e o ligante; m/z 768,3

corresponde a perda de uma unidade glicosidica de um flavondide e a ramnose
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terminal do outro flavonéide e m/z 914,2 corresponde a perda de uma unidade

glicosidica de um flavondide do dimero.

B hiS2 (1222.00) CE (35% 65 MCA seans from Sample 4 (MSMS 2 NCu) of Titiwiff (Turbo Sprayy
6082
26
2 Befi
2.4e6
2.3e6
z2e8
zAeh
2066
1868
18e8
1.7eb
1 Gefi
1 Gefi
1.4eb

1.3e6

Intensity, cps

1208
1126 5433
1.068
205
20:5
7 0es
60e5

5.0e5
4051

5251

40es
30e5
2065 .
a17.3k3a 3, IH9 2

466 1., L ’613 658
v Ml i

1068
3340 3762
[ 208.1243.3., 2734 bl

043
.. 6344 782
T AL S J’quf%‘” I

Max. 2.5 cps.

7883

9142

738.4

30.3 9503 1076.4

12224
i

00 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
miz, amu

700 750 800 850 900 950 1000 1050 100 4150 1200 1250

FIGURA 4.168 — Espectro de massas do complexo Cu(NAR),.

OH 6H
m/z914,2

m/z 642,2

m/z 12224

O l OH

m/z 768,3

HO I

FIGURA 4.169 — Proposta de fragmentacéo do complexo do complexo Cu(NAR)..
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4.2.2.4.2. Cu(NNINA),

O flavondide NNINA possui formula molecular CisH120s e massa
molecular de 272,0 g/mol. Ao se analisar o espectro de massas (Figura 4.170)
pbde-se observar a formacdo do ion m/z 550,7 que ndo corresponde a massa do
composto proposto (605,5 Da) mais um fragmento deste, com perda de
CH,=CHC=0 (55 Da) que corresponde a uma perda do anel A de um dos
flavonoides. O pico m/z 522,6 corresponde a perda total do anel A; o pico m/z 494,6
corresponde a perda total do anel A e mais uma perda de COH do anel B e
finalmente o pico m/z 441,3 corresponde a um rearranjo onde o segundo flavonodide
sofre perda do anel A e B conforme proposta apresentada por ZHANG e
BRODBELT, 2003. A proposta de fragmentacéo é apresentada na Figura 4.171.

Intens. +MS, 0.1-2.6min #(9-152)

x105]
522.6 5507

0.8 -
0.6 -

0.4
441.3

301.1
02 288.4{ 494.6

536.6 579.3 633.3 659.4

316.3 360.4 3814 615.4 693.2]

0.0 lL‘ Lot L“ LJ‘L‘ML_‘A_41A3-;‘%‘A

y y y y f ¥ y T
100 200 300 400 500 600 m/z

FIGURA 4.170 — Espectro de massas fullscan do complexo Cu(NNINA),.

H

244.2 L

on |
o
Al
A \
o |
OH—| (i:CU/O mzss507
) ™ on |
HO. /,"\EAZ 0.
Al ;/i H A2 O
N e
n l
o’ O
OI o] ? m/z 522,6
Cu

? m/z 494,6
oH %Cuy

o
‘ m/iz 4413
Cu

W
FIGURA 4.171 - Proposta de fragmentacao para o complexo Cu(NNINA)..
Pagina | 195



Resultados e Discussao

4.2.2.4.3. Cu(HESP),

O flavondide HESP possui formula molecular CpgH34015 € massa
molecular de 610,0 g/mol. Ao se analisar o espectro de massas (Figura 4.172) no
modo negativo, se observou a formacao do ion m/z 1219,2 o que nao corresponde a
massa do composto proposto (1280,5 Da), mas um fragmento deste, com perda de
61,3 Da e esta perda pode estar relacionada com rearranjo da ramnose terminal
C,Hs0, + H baseado em BALD, et al., 2009 e o pico m/z 609,0 mostra o flavonéide
livre. A Figura 4.173 mostra a proposta de formacgdo do ion m/z 1219,2 formado a
partir de ramnose terminal. E importante ressaltar que a ampliacdo do pico m/z
1219,2 mostra outros isétopos de cobre que representa uma propor¢cdo de 30 %

mostrando a presenca do metal neste fragmento.
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FIGURA 4.172 — Espectro de massas fullscan com sua ampliagcdo do complexo
CU(HESP)z.

m/z 1219,2

FIGURA 4.173 — Proposta de formacao do ion m/z 1219,2 do complexo Cu(HESP),
a partir de rearranjo da ramnose terminal.
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4.2.2.4.4. Cu(HPT),

O flavondide HPT possui férmula molecular Ci;6H1406 € massa
molecular de 302,0 g/mol. Ao se analisar o espectro de massas (Figura 4.174) no
modo positivo se observou a formacdo do ion m/z 647,5 que ndo corresponde a
massa do composto proposto (665,5 uma), mas um fragmento deste, com perda de
183 u.m.a, esta perda significa perda de uma molécula de agua; o pico m/z 619,4
mostra a perda de uma molécula de CO neutra (M-H,O-CO); o pico m/z 591,4
mostra a perda de uma segunda molécula de CO (M-H,0-2CO) e estas perdas de
CO’s sao muito comuns em flavondides e muitos correspondem a picos de grande
intensidade. O pico m/z 487,0 corresponde a perda de duas moléculas de CO além
do anel B de um dos flavondides (M-2CO-Anel B) e finalmente o pico m/z
corresponde a perda de um flavonoide sendo detectado o outro flavondide ligado ao

atomo de cobre.

591.4

1.225 - sa7.6

FIGURA 4.174 — Espectro de massas fullscan do complexo Cu(HPT), (modo
positivo).

Os eletroferogramas (Figura 4.175) do flavondide NAR e de seu
complexo metalico Cu(NAR); indica um grau elevado de pureza das substancias. As
amostras foram injetadas a uma concentracdo de 1.10° M, tendo como tamp&o
formiato de amoénio e o pH foi fixado em 8,4. As injecdes foram feitas em capilar de

50 cm, a uma voltagem variando de 200 mV a 300 mV.
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FIGURA 4.175 - EIetroferogramasto flavondide NAR e de Cu(NAR);

respectivamente.

Na Tabela 4.39 s@o apresentados dados de andlise elementar (CHN)

dos flavondides e seus complexos com cobre.

TABELA 4.39 — Dados de CHN dos complexos do tipo [Cu(FLAV),]

Complexo

Cs4Hs2CUO28 % C calculado | 53,05 | % C obtido 47,68
[Cu(NAR)] % H calculado | 5,11 | % H obtido | 5,04

% O calculado | 36,64 | % O obtido | -
Cs54Hg2CuOog % C calculado | 57,00 | % C obtido 56,04
[Cu(NNINA),] % H calculado | 4,09 | % H obtido 3,80

% O calculado | 28,02 | % O obtido -
Cs6HesCUO30 % C calculado | 51,00 | % C obtido 51,35
[CU(HESP),] % H calculado | 5,35 | % H obtido 5,67

% O calculado | 38,83 | % O obtido | -
Cs32H25CuO12 % C calculado | 54,74 | % C obtido 55,04
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[Cu(HPT),]

% H calculado

4,31 % H obtido

4,03

% O calculado

31,90 | % O obtido

Nc

Na Tabela 4.40 sédo apresentados caracteristicas fisico-quimicas (cor,

solubilidade, pf) dos flavondides e seus complexos com cobre.

TABELA 4.40 - Caracteristicas fisico-quimicas dos flavondéides e de seus complexos
do tipo Cu(FLAV),

Composto Cor Solubilidade PF (°C)
NAR solido branco MeOH 172 +8
[CU(NAR)] sélido verde escuro Baixa MeOH e H,O | 242 +8
NNINA sélido bege MeOH e Acetona 170+ 2,0
[CU(NNNINA);] | solido verde escuro Baixa MeOH e H,O | 245+2,0
HESP sélido verde musgo Baixa Metanol 253
[CU(HESP),] sélido verde escuro Baixa MeOH e H,O | 312

HPT solido verde MeOH e acetona 22020
[Cu(HPT] sélido verde escuro Baixa MeOH e H,O |310+2,0

4.2.2.5. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS COMPLEXOS DO TIPO

Cu(X)(FLAV)

A caracterizacdo destes complexos foi

realizada a partir de

experimentos de IV, UV-Vis, Analise Elementar (CHN) (Tabela 4.41), Voltametria

Ciclica, dados fisico-quimicos (Tabela 4.42) e EM. O grau de pureza de algumas

substancias foi determinada através de cromatografia de eletroforese capilar e com

esses resultados foi possivel propor as estrutura indicadas (Figura 4.176). Onde X é

2,2 -Bipiridina ou 1,10"-Fenantrolina.
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R1= R2= H, R3=7-ramnoglicosideo, R4=H Cu(BIPY)(NAR)
R1= R2 = R3= H, R4 = H Cu(BIPY)(NNINA)
R1=CH3, R2=0H, R3=H Cu(BIPY)(NNINA)
R1= R2= H, R3=7-ramnoglicosideo, R4= -CH-CH- Cu(FEN)(NAR)
R1= R2 = R3= H, R4 = -CH-CH- Cu(FEN)(NNINA)
R1=CH3, R2=0H, R3=7-rutinosideo, R4 = -CH-CH- Cu(FEN)(HESP)
R1=CH3, R2=0H, R3=H, R4 = -CH-CH- Cu(FEN)(NNINA)

FIGURA 4.176 - Complexos do tipo Cu(X)(FLAV) sintetizados.

4.2.2.5.1. Cu(BIPY)(NAR)

Para se determinar a massa do complexo, cada um deles foi submetido
a analise por espectrometria de massas. O complexo proposto possui formula
molecular C3;H39CuN,0O14 € massa 798,50 Da Ao se analisar o espectro de massas
(Figura 4.177) no modo positivo pode-se observar a formagéo do ion m/z 798,15,
correspondente ao pico do ion molecular (M*). Observou-se também pico m/z
544,89 mostrando perda de acucar terminal (ramnose) seguido de rearranjo (cross
ring sugar) do agucar central. O pico m/z 474,95 corresponde a hidrolise do agucar
ficando a carga no anel A e o pico m/z 308,01 corresponde a hidrdlise ficando a
carga na ramnose seguido de rearranjo. A proposta de fragmentagdo esta

representada na Figura 4.178.
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FIGURA 4.177 — Espectro de massas de alta resolu¢cdo do complexo
Cu(BIPY)(NAR).
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FIGURA 4.178 — Proposta de fragmentacao do complexo Cu(BIPY)(NAR).

4.2.2.5.2. Cu(FEN)(NAR)

No espectro de massas (Figuras 4.179) no modo positivo pdde-se

observar a formac&o do ion m/z 822,1487 o pico molecular (M") correspondendo a
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proposta do composto, sendo formado por uma molécula de NAR, FEN e o metal

cobre central.

0.0

aaaaaaa L
820.0 8225

V=N

.4-7 1min #(260-422)

A
[

815.0

830.0

FIGURA 4.179 — Espectro de massas alta resolucao (ampliagdo) do complexo
Cu(FEN)(NAR) (modo positivo).

4.2.2.5.3. Cu(BIPY)(NNINA)

Ao se analisar o espectro de massas no modo negativo de ionizacao

(Figura 4.180) foi observado a formacdo do ion molecular (M-1) que corresponde a

m/z 488,2, 0 que mostra a massa molecular proposta para este complexo; o pico m/z

381,4 corresponde a perda do anel B e de rearranjo do anel C com perda do éter

ciclico e formacao de ciclopentanona; o pico m/z 353,3 corresponde a perda de CO

e formacé&o de ciclobutano; finalmente o pico m/z 288,3 mostra um pseudo dies alder

com perda do anel C, B e abertura anel A baseada em proposta apresentada

ZHANG e BRODBELT, 2003. As propostas de fragmentac&o estédo representadas na
Figura 4.181.
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FIGURA 4.180 - Espectro de massas do complexo Cu(BIPY)(NNINA).
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FIGURA 4.181 — Proposta de fragmentacédo do complexo Cu(BIPY)(NNINA).

4.2.2.5.4. Cu(FEN)(NNINA)

Ao se analisar o espectro de massas (Figura 4.182) no modo positivo
pode-se observar a formacido do ion m/z 514,05, o pico do ion molecular (M")
correspondendo ao proposto para o composto, sendo formado por uma molécula de
NNINA, FEN e o metal cobre central. Este cromatograma de fullscan apresentou
muitas impurezas, inviabilizando propostas de fragmentacdo e alguns picos
encontrados ndo se pode afirmar se fazem parte de fragmentacdo do composto ou
contaminantes, o pico m/z 181,07 corresponde a molécula de fenantrolina que pode
ter sido havido descomplexacdo do composto ou simplesmente composto em
excesso da reacdo, assim também como o pico m/z 271,00 que mostra uma
molécula de CO complexada a fenantrolina e o cobre, o que pode ser uma
fragmentacao quase que total do flavondide, restando apenas a carbonila da posicéo
4 ou simplesmente CO atmosférico que tenha complexado com o reagente

fenantrolina; o pico m/z 277,96 corresponde a uma molécula de fenantrolina
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complexada com cobre e um atomo de cloro proveniente provavelmente do cloreto

de cobre empregado na sintese.

z7oloeze

=50 350 50 550 600, 23

FIGURA 4.182 — Espectro de massas de alta resolucdo do complexo
Cu(FEN)(NNNINA) (modo positivo).

4.2.2.5.5. Cu(FEN)(HESP)

Ao se analisar o espectro de massas (Figura 4.183) no modo positivo
de ionizacéo foi observado a formacdo do ion molecular (M+1) que corresponde a
m/z 853,9, 0 que mostra a proposta para este complexo, sendo formado pelo
flavondide hesperidina e uma molécula de fenantrolina e o metal. O espectro
apresenta ainda um fragmento em 546 m/z que corresponde a hidrolise do
glicosideo do flavonéide formando a aglicona. Estes dados foram comparados com
os da literatura (SATTERFIELD, et al., 2001) confirmando a estrutura proposta.

B . cri(554.00) CE (35): 0.104 min fram Sample 7 (EF| Hep Cu 5593 of HtLwiff (Turbo Spraw) Max. 2126 op=.
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FIGURA 4.183 - Espectro de massas do complexo Cu(FEN)(HESP) (modo positivo).
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4.2.2.5.6. Cu(BIPY)(HPT)

Ao se analisar o espectro de massas (Figura 4.184) no modo positivo
de ionizacao foi observado a formagédo do ion molecular (M+1) que corresponde a
m/z 520,5; o que confirma a proposta para este complexo, sendo formado pelo
flavondide hesperitina e uma molécula de bipiridina e o metal. O espectro apresenta
ainda o pico m/z 218,9 que mostra a descomplexacdo onde o fragmento mostra uma

molécula de bipiridina e o metal cobre.

3.706 253.9

3. 506 |
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2. 506 218.9
2096é 520.1
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1.0e6 ]
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FIGURA 4.184 - Espectro de massas do complexo metalico de Cu(BIPY)(HPT)
(modo positivo).

4.2.2.5.7. Cu(FEN)(HPT)

Ao se analisar o espectro de massas (Figura 4.185) no modo positivo
pode-se observar a formacido do ion m/z 544,06; o pico do ion molecular (M")
correspondendo a proposta do composto, sendo formado por uma molécula de HPT,
FEN e o metal cobre central. Este espectro de fullscan apresentou muitas
impurezas, inviabilizando propostas de fragmentagéo e alguns picos encontrados
nao se pode afirmar se fazem parte de fragmentacdo do composto ou
contaminantes, o pico m/z 181,07 corresponde a molécula de fenantrolina que pode
ter sido havido descomplexacdo do composto ou simplesmente composto em
excesso da reacdo, assim também como o pico m/z 271,00 que mostra uma
molécula de CO complexada a fenantrolina e o cobre, o que pode ser uma
fragmentacao quase que total do flavondide, restando apenas a carbonila da posicéo

4 ou simplesmente CO atmosférico que tenha complexado com o reagente.
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FIGURA 4.185 — Espectro de massas de alta resolucdo do complexo Cu(FEN)(HPT)
(modo positivo).

TABELA 4.41 - Dados de analise elementar dos complexos do tipo Cu(X)(FLAV)

Complexo
C37H39CUN>0O14 % C calculado 51,07 | % C obtido | 46,58
[Cu(BIPY)(NAR)] % H calculado 4,52 | % H obtido | 3,20
% N calculado 3,22 | % N obtido | 2,99
% O calculado 25,74 | % O obtido | -
CosH21N>O6Cu % C calculado 56,98 | % C obtido | 41,52
[Cu(BIPY)(NNINA)] | % H calculado 4,40 | % H obtido | 3,04
% N calculado 5,32 | % N obtido | 9,49
% O calculado 21,25 | % O obtido | -
C26H21N206Cu % C calculado 52,76 | % C obtido | 42,75
[Cu(BIPY)(HPT)] % H calculado 3,58 | % Hobtido | 3,15
% N calculado 4,73 | % N obtido | 8,89
% O calculado 16,22 | % O obtido | -
C3gH39CUN>0O14 % C calculado 54,55 | % C obtido | 41,38
[CUu(FEN)(NAR)] % H calculado 4,58 | % H obtido | 2,99
% N calculado 3,26 | % N obtido | 9,58
% O calculado 26,08 | % O obtido | -
C27H19CUN20Os % C calculado 58,91 | % C obtido | 59,12
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[Cu(FEN)(NNINA)] | % H calculado 3,48 | % H obtido | 3,67
% N calculado 5,09 | % N obtido | 5,30
% O calculado 26,08 | % O obtido | -

C40H41N2015Cu % C calculado 56,30 | % C obtido | 55,80

[Cu(FEN)(HESP)] % H calculado 4,84 | % H obtido | 4,93
% N calculado 3,28 | % N obtido | 3,50
% O calculado 28,12 | % O obtido | -

C28H21CuN>O¢ % C calculado 57,94 | % C obtido | 58,13

[CU(FEN)(HPT)] % H calculado 3,65 | % H obtido | 4,03
% N calculado 4,83 | % N obtido | 5,01
% O calculado 16,54 | % O obtido | -

Alguns compostos apresentam certo grau de hidratacdo o que acarreta

porcentagens diferentes quando comparados com os calculados.

Na Tabela 4.42 sdo apresentados caracteristicas fisico-quimicas (cor,

solubilidade, pf) dos complexos com cobre do tipo Cu(X)(FLAV), a Tabela XX os

dados de analise elementar dos mesmos e a Figura 4.186 os eletroferogramas da
NNNINA e de seu complexo Cu(BIPY)(NNINA).

TABELA 4.42 - Caracteristicas fisico-quimicas dos complexos do tipo Cu(X)(FLAV)

Composto Cor Solubilidade PF (°C)

[Cu(BIPY)(NAR)] | sélido verde piscina Baixa MeOH e H,O |325+2,0
[Cu(FEN)(NAR)] sélido verde piscina Baixa MeOH e H,O | 34020
[CU(FEN)(NNINA)] | solido verde piscina Baixa MeOH e H,O |330+2,0
[Cu(FEN)(HPT)] solido verde piscina | Baixa MeOH e H,O |335+2,0
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FIGURA 4.186 - Eletroferogramas do flavondide NNNINA e de seu complexo
Cu(BIPY)(NNINA).

4.2.2.6. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS COMPLEXOS DO TIPO
Cu(IMINOFLAV)

A caracterizacdo foi realizada a partir de experimentos de IV, UV-Vis,
Andlise Elementar (CHN) (Tabela 4.43), Voltametria Ciclica, dados fisico-quimicos
(Tabela 4.44) e EM. Com resultados obtidos foi possivel propor as estrutura

indicadas na Figura 4.187 dos complexos sintetizados.
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R1= 7-ramnoglicosideo Cu(iminoNAR) e R1=H Cu(iminoNNINA)
FIGURA 4.187 - Complexos do tipo Cu(iminoFLAV) sintetizados.

4.2.2.6.1. Cu(iminoNAR)

A proposta estrutural do composto tem férmula molecular
Cs6HesCUN2026 € sua massa de 1245,5 Da Avaliando o espectro de massas (Figura
4.188) modo positivo ndo se observou o pico do ion molecular e sim o pico m/z
992,25 o0 que corresponde a perda de 253,0 Da e que assim como 0 composto
Cu(Fen)(NAR) foi observado esta mesma perda que corresponde a uma perda da
ramnose (acucar terminal) e um rearranjo (cross ring sugar) conforme se observa

para aquela estrutura.
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FIGURA 4.188 — Espectro de massas de alta resolucdo do complexo Cu(1,2-Di-(4"-
iminoNAR)-etano) (modo positivo).

4.2.2.6.2. Cu(iminoNNINA)

A proposta estrutural do composto ter formula molecular C3;H26CuN,Og
e sua massa de 629,55 Da foi avaliada através o espectro de massas (Figura 4.189)

modo positivo foi possivel encontrar o ion (M+H).
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FIGURA 4.189 — Espectro de massas de alta resolu¢cdo do complexo
Cu(iminoNNINA) (modo positivo).

Na Tabela 4.44 sao apresentados caracteristicas fisico-quimicas (cor,

solubilidade e pf) dos complexos com cobre do tipo Cu(X)(FLAV), a Tabela 4.44 os

dados de andlise elementar dos mesmos.

TABELA 4.43 - Dados de andlise elementar dos complexos do tipo Cu(iminoFLAV)

Complexo

Cs6HesCUN20O26 % C calculado 51,05 | % C obtido | 46,15
Cu(1,2-Di(4"-iminoNAR)- | % H calculado 5,05 | % H obtido | 5,02
etano. % N calculado 2,13 | % N obtido | 2,69

% O calculado 31,57 | % O obtido | -
C32H26CuUN2Og % C calculado 54,83 | % C obtido | 54,70
Cu[l,2-Di-(4"- % H calculado 3,74 | % H obtido | 4,15
iminoNINA)-etano] % N calculado 4,00 % N obtido | 5,38

% O calculado 18,26 | % O obtido | -

TABELA 4.44 - Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados e seus complexos do
tipo Cu(iminoNNINA)

Composto Cor Solubilidade | PF (°C)
1,2-Di-(4"-iminoNNINA)-etano sélido marrom Alta MeOH 312+2,0
Cu[1,2-Di-(4"-iminoNINA)-etano] sélido marrom Baixa MeOH | -

Pagina | 210



Resultados e Discussao

1,2-Di-(4"-iminoNAR)-etano sélido amarelo Alta MeOH 315+2,0
Cu(1,2-Di-(4"-iminoNAR)-etano] s6lido marrom Baixa MeOH | -

4.2.2.7. D!SCUSSAO DE INFRA-VERMELHO DOS COMPLEXOS DE
FLAVONOIDES
Os espectros de IV foram realizados em pastilhas de KBr com intervalo
de varredura indo do 300 a 4000 cm™ e os espectros sdo muito semelhantes entre
0s tipos de complexos formados [Cu(FLAV),, Cu(FEN)(FLAV) e Cu(BIPY)(FLAV)] e
estes dois Ultimos sdo ainda mais semelhantes e para evitar repeticbes em todas as
discussoes, os espectros serdo discutidos em blocos e néo individualmente.

Os espectros mostraram bandas de estiramentos caracteristicas de

flavonoides, principalmente por volta de 1645 cm™

caracteristico de deformacao
axial no plano de carbonila (C=0) da posi¢cdo 4 do anel C do flavondide. Ao se
complexar, este estiramento no complexo sofre um deslocamento em
aproximadamente 30 cm™ e o valor observado foi por volta de 1612 cm™, este valor
estd de acordo com a literatura e mostra que o ion metalico se complexou com a
carbonila na posicdo 4 onde se percebe que o metal ocasiona aumento do
comprimento da ligacdo na carbonila e consequentemente reduzindo o niamero de
onda. Este talvez seja 0 mais importante deslocamento encontrado para justificar a
formacao do composto. Outro estiramento muito importante seria o de (C-O) de fenol
(que também é complexado pelo metal na posicédo 5) que compreende a regido de
1260 a 1000 cm™ e que se observou ligeiro deslocamento e uma reducédo em sua
intensidade de seu complexo quando comparado a seu flavonodide livre; este ligeiro
deslocamento ndo deve ser usado como diagnostico de uma ligacdo metélica
naquela posi¢éo, pois devido existir outras hidroxilas fenélicas no composto pode
ocasionar erros. Outros estiramentos principais para flavonoides foram observados,
mas eles n&do dizem muito a respeito sobre a formagdo do complexo, talvez o
estiramento de CH; (posicédo 3 no anel C dos flavondéides) onde ha um dobramento
por volta de 1392 cm™, foi observado uma reducéo (pequena) no nimero de onda
para aproximadamente 1367 cm™, o que poderia indicar alguma interacdo na
vizinhanga, neste caso a presenca do metal. Os outros estiramentos como o de
(C=C) aromaético na regido de aproximadamente 1475 cm™ n&o se observa mudanca
guando comparado o flavondide livre e seu complexo. Para os flavonoides NAR e

NNINA onde o anel B é para-substituido e existem duas bandas que mostram o
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padrdo de substituicdo de anéis aromaticos: uma banda muito pouco intensa em
aproximadamente 1800 cm™ e uma banda de média intensidade de dobramento fora
do plano em aproximadamente 800 cm™ o que foi observada o mesmo valor para os
complexos, talvez esta banda poderia ser Util para flavanonas e néao flavonas, pois
por conjugacdo esta banda de deformacado “sentiria” a modificacdo causada pelo
metal na carbonila. Uma mesma situacao poderia ser observada para HESP e HPT
gue apresentam metoxila no anel B e estes éteres fenilalquilicos geram duas bandas

fortes em 1263 e 1093 cm™ causadas por estiramentos (C-O).

Para os complexos do tipo Cu(X)(FLAV), além das bandas discutidas
anteriormente também novas bandas que foram ocasionadas pelos anéis dos
ligantes ancilares (Bipiridina e Fenantrolina) existem. A banda por volta de 777 cm™
corresponde ao estiramento de (C=N) e foram observadas bandas de estiramento
metal-oxigénio e metal-nitrogénio, bandas fracas em 432 cm-1 (Cu-O) e 310 cm-1
(Cu-N). Para os complexos do tipo Cu(iminoFLAV) apresentaram bandas
vibracionais, principalmente de OH que sdo bandas largas de dificil conclusao e
(C=N) (posicdo 4"); para o ligante livre a deformacdo axial no plano de (C=N)
aparece em 1550 cm™ enquanto que para o complexo este valor aparece em 1548
cm™ onde se observa pouco deslocamento; a presenca do metal que por
eletronegatividade atrai os elétrons do nitrogénio, causando um pequeno aumento
no comprimento da ligacdo (C=N) diminuindo, portanto, este deslocamento. O
estiramento de C-O fendlico apareceu para o ligante livre em aproximadamente
1164 cm™ e para o complexo este valor foi para 1168 cm™ também um valor baixo
de deslocamento. Os espectros também permitem indicar a ligacdo coordenada do
metal Cu com o &atomo de nitrogénio. Este sinal aparece fraco em 484 cm™ e
significa deformac&o axial de (Cu-N) e o sinal em 594 cm™ mostra a ligacdo do metal

com oxigénio (Cu-0O).

As Figuras 4.190 a 4.193 do Apéndice Il mostram os espectros dos
flavondides livres e as Figuras 4.194 a 4.203 do Apéndice Il mostram as
ampliagbes para os complexos e a Tabela 4.45 a 4.47 mostra 0s principais valores

encontrados dos flavonoéides e seus complexos metalicos.

TABELA 4.45 - Principais valores de IV encontrados (cm™) para os compostos do
tipo Cu(FLAV),

v (C=0) V (C-O)fenol v (C-H)
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NAR 1645 1178 1392
[Cu(NAR),] 1612 1174 1367
NNINA 1629 1249 1396
[Cu(NNINA),] 1614 1228 1376
HESP 1647 1205 1361
[CU(HESP),] 1612 1176 1278
HPT 1637 1172 1307
[Cu(HPT),] 1614 1164 1278

TABELA 4.46 - Principais valores de IV encontrados (cm™) para os compostos do
tipo Cu(X)(FLAV)

v (C=0) |v(C=N) | (Cu-O) | (Cu-N)
[Cu(BIPY)(NAR)] 1640 838 no no
[Cu(BIPY)(NNINA)] | 1602 777 418 304
[CU(FEN)(HESP)] | 1610 721 432 310
[Cu(BIPY)(HPT)] 1602 777 418 304

TABELA 4.47 - Principais valores de IV encontrados (cm™) para os compostos do
tipo Cu(iminoFLAV)

(C=N) | (C-O)en | (Cu-O) | (Cu-N)
1,2-Di(4-iminoNAR)etano 1550 1174 - -
[Cu(1,2-Di(4-iminoNAR)etano)] 1548 1160 no no
1,2—-Di(4-iminoNNINA)etano 1596 1164 - -

[Cu(1,2-Di(4-iminoNNINA)etano)] | 1589 1168 598 486

4.2.2.8. DISCUSSAO DE UV-VIS DOS COMPLEXOS DE FLAVONOIDES

A maioria dos flavondides tem em comum um esqueleto fenil-

benzopirano (Figura 4.204) e diferem entre si por grupos substituintes como

metoxilas e hidroxilas e a presenca ou néo de dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3.

As suas estruturas justificam as suas notaveis atividades antioxidantes devido ao

sequestro de radicais livres e metais. Elas podem neste ultimo caso funcionar como
agentes quelantes (MELLO, et al., 2007).
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10 || 4
O
FIGURA 4.204 - Estrutura basica de flavonodides.

A absorcdo espectrofotométrica no UV € usada como auxiliar na
identificacdo do tipo de flavondide, indicando o padrédo de oxigenacéo, a quelacéo e
a complexacdo com metais. Em adicdo, o modo de substituicdo no nucleo
flavonoidico por grupos hidroxifendlico ndo funcionalizados pode ser obtido por
adicao de reagentes que provoquem deslocamentos das bandas de absor¢cdo no UV
(deslocamentos batocrémico ou hipsocrdomico). O espectro basicamente consiste em
duas absor¢des nas faixas entre 240-285 nm (banda Il) e 300-500 nm (banda I) que

correspondem as absor¢des do anel B e do anel A, respectivamente (Tabela 4.48).

TABELA 4.48 - Faixa de absor¢cao no UV-Vis para flavondides

Banda Il (nm) Banda | Tipo de flavondide
(hm)
250-280 310-350 Flavona
250-280 330-360 Flavonol (3-OH substituido)
250-280 350-385 Flavonol (3-OH livre)
245-275 310-330 Isoflavonas
320 Isoflavonas (5-deoxi-6,7-dihidro adicionado)
275-295 300-330 Flavanonas e Dihidroflavonéis
230-270 (baixa 340-390 Chalconas
intensidade)
230-270 (baixa 380-430 Auronas
intensidade)
270-280 465-560 Antocianidinas e antocianinas

De acordo com SILVERSTEIN et al., 1986; as regras de aditividades
podem ser Uteis para a analise de espectros de UV de flavondides. As regras sao
aplicadas tendo como cromoforo principal a cimanoila (Figura 4.205) cujo valor
bésico € de 246, e seguindo os valores da Tabela 4.49, se adiciona os valores para

0S substituintes.
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O

FIGURA 4.205 -Croméforo principal cinamoil de flavondide A¥°",., 246 nm.

TABELA 4.49 - Dados para calculo da banda principal (transicdo m - 1*) de
derivados de benzeno Ar—COG (em EtOH)

Cromoéforo principal: Ar =CgHs
G=alquila ou residuo de anel (por 246
exemplo, ArCOR)
Incremento por substituinte em Ar:
. . o, m+3
Alqguila ou residuo de anel 0 +10
o, m+7
OH, OCHjs, Oalq 0 +25
o+11
O" (oxianion) m +20
p+78
o, m+0
Cl p +10
o, m+2
Br p +15
o, m+13
NH-» 0 +58
o, m+20
NHCOCHS; 0 +45
NHCH; p+73
0, m+20
N(CHj3)2 0 +85

A andlise dos espectros de absor¢do no ultravioleta dos compostos e
seus respectivos complexos (Figuras 4.206 a 4.217 do Apéndice Il) e a Tabela
4.50 mostra os valores encontrados para os complexos, com varredura na faixa de A
200-400 nm. Os dados obtidos forneceram consideragdes importantes sobre a
ligacdo do cobre no anel flavonico particularmente pela analise da banda I. A analise
do espectro no UV em metanol permitiu observar dois maximos de absor¢édo em A
max acima 225 e acima 270 nm que caracterizam a banda Il (absorcdo do anel A,

sistema benzoil) e a banda | (anel B, sistema cinamoil), respectivamente, sendo
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compativel com um flavanona. Ao se comparar o flavondide livre com o complexo
flavondide-metal € possivel observar um deslocamento batocrdmico na banda Il
(absorcédo do anel A, sistema benzoil) acima de 300 nm o que indica a ligacdo do ion
metalico nesta regido, este deslocamento ndo ocorreu no anel B, indicando nao ter
ocorrido ligacdo metdlica neste anel. A Figura 4.218 apresenta o espectro para o
flavonoide NAR e seu complexo Cu(NAR)..

TABELA 4.50 — Valores de UV-Vis encontrados para os flavondides e seus

complexos.

Composto A (nm)

NAR 230; 270
NNINA 226; 289
HESP 216; 288
HPT 213; 291
Cu(NAR); 230; 298
Cu(NNINA), 224; 304
Cu(HESP), 214; 294
Cu(HPT), 214; 300
Cu(BIPY)(NAR) 203; 300
Cu(FEN)(NAR) 224; 271
Cu(BIPY)(NNINA) 205; 300
Cu(FEN)(NNINA) 224; 271
Cu(FEN)(HESP) 204; 272
Cu(BIPY)(HPT) 204; 300
Cu(FEN)(HPT) 206; 270
[Cu(1,2-Di(4"-iminoNAR)etano)]. 301; 356
[Cu(1,2-Di(4"-iminoNNINA)etano)]. 226; 314

——NAR
- - ~(CuNARY)

T 1
200 300 400
nm

FIGURA 4.218 - Espectro de UV (A*%",4,) para o flavonéide NAR e seu complexo
Cu(NAR)s.
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4.2.2.9. I?ISCUSSAO DE VOLTAMETRIA CICLICA DOS COMPLEXOS DE
FLAVONOIDES

Todas as andlises dos compostos foram realizadas em solugédo de

DMF a uma concentracdo de 10 M, com a velocidade de varredura de 100 mV/s e o

eletrdlito usado foi o BusNCIO, (0.05 M). A Figura 4.219 apresenta o0s

voltamogramas ciclicos obtidos para o flavonoide HESP e NAR e para os complexos

do tipo Cu(FLAV),, e a Figura 4.220 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos

para os complexos com ligantes ancilares do tipo Cu(BIPY)(FLAV).

Para todos os compostos observa-se a primeira varredura oxidativa
com dois picos de oxidacdo, um devido a hidroxila da posi¢do 3" do anel B e o outro
correspondente a oxidacdo da hidroxila da posicdo 5 do anel A. De acordo com
ZHOU, et al., 2001 para complexos de cobre com flavondides sdo observados estes
dois dois picos de oxidacdo mas somente um de reducdo, 0 que mostra uma

oxidacéo irreversivel, provavelmente pela decomposi¢cdo do complexo.

T T T T T T T
-1,5 -1,0 -0,5 0,0 -1,4 -0,7 0,0

E (V vs Ag/AgCl)

NAR

E (V vs Ag/AgCl)

HESP

T T T T
15 -1,0 05 0,0
E (V vs Ag/AgCl)

[Cu(NAR),]

14 07 00
E (V vs Ag/AgCl)

[Cu(HESP),]
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T T T T
1.5 2,0

T T T T
15 10 05 00 E(V)

E (V vs Ag/AgCl)
[CU(NNINA);] [Cu(HPT)]

FIGURA 4.219 - Espectros de voltamogramas ciclicos para os flavondides NAR,
HESP e complexos do tipo Cu(FLAV),.

r

-1‘,4 -(;,7 010 15 ‘6 14 12 10 08 06 04 02 00 02
E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCI)

[Cu(BIPY)(NAR)] [Cu(BIPY)(NNNINA)]

T T T T
-1.5 -1.0 0 0 15

E (V vs Ag/AgCl)

T T T
-1.4 -0.7 0,0
E (V vs Ag/AgCl)

[Cu(BIPY)(HPT)]
[Cu(FEN)(HESP)]

FIGURA 4.220 - Espectros de voltamogramas ciclicos para os complexos do tipo
Cu(BIPY)(FLAV).

4.2.2.10. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS COMPLEXOS DO TIPO CU(L),

A caracterizagao foi realizada a partir de experimentos de IV, UV-Vis,
EM (Tabela 4.51), Andlise Elementar (CHN) (Tabela 4.52) e com os dados dos

mesmos foi possivel propor as estrutura indicadas na Figura 4.221.
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R1=H; R,=F; R3=Bu; Cu(L1),
R1=H; R,=F; R3=0c; Cu(L2);

R1=R»>=H; R3=Bu; Cu(L3),

R1=R»>=H; R3=0c; Cu(L4),
R;=R,=0OCH20; R3=Bu; Cu(L5),
R;=R,=0OCH20; R3=0c; Cu(L6);

R1=H; R>=CI; R3=Bu; Cu(L7)
R1=H; R,=CI; R3=0c; Cu(L8),
Figura 4.221 — Estruturas dos complexos do tipo Cu(Ln),.

O composto Cu(L1), apresenta formula molecular Cj,H3gCuF;N,Og¢
cuja massa € 767 DA, e o espectro de massas (Figura 4.222) no modo positivo
mostrou 0s seguintes picos: m/z 768,2 (M+H) correspondendo ao pico do ion
molecular, além dos picos m/z 707,2 (M-61), m/z 461,0 e m/z 561,9. Proposta de
fragmentacao destes dois picos estdo na Figura 4.223 e ambos estdo envolvidos na
perda de CO neutro seguido de rearranjos e perda de todo ou parte do anel

naftoquindnico.
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FIGURA 4.222 - Espectro de massas do complexo Cu(L1), (modo positivo).

m/z 561,2

m/z 768.0

m/z 461.0

Figura 4.223 - Proposta de formacao dos ions para o composto Cu(L1).

Os demais compostos Cu(L2), a Cu(L8);, tiveram seus espectros de
massas registrados (Figuras 4.224 a 4.230, Apéndice Il) e a Tabela 4.51 apresenta

0s principais ions detectados para estes complexos.
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TABELA 4.51 - Principais ions observados nos EM de Cu(L2), a Cu(L8);

Complexo
M+H fons fragmentarios (m/z)
CaaHasCUF,N,06 768,2 707,2 (M-61); 461,0; 561,9
[Cu(L1),]
CsoHs4CuF,N206 880,2 819,4 (M-61); 690,0
[Cu(L2)]
C42H40CUN206 732,2 671,22 (M-Gl)
[Cu(L3)2]
C50H56CUN206 844,5 783,1 (M-Gl)
[Cu(L4)2]
C42H40CUN206 - 759,2 (M-61)
[Cu(L5)2]
CsoHssCUN2Og 932,5 (M") 871,31 (M-61)
[Cu(L6)2]
C42H3sCl>,CuN2Og 799,9 (M. 739,0; 729,0; 668,0
[Cu(L7)2]
Cs0H54CI,CuN206 912,1 851,1 (M-61)
[Cu(L8)2]

A Tabela 4.52 apresenta os dados de andlise elementar dos

compostos do tipo Cu(L),.

TABELA 4.52 - Dados de andlise elementar dos compostos do tipo [Cu(L),]

Complexo
% C calculado 62,76 | % C obtido | 62,97
C42H33CuF>N>O6 % H calculado 3,49 % H obtido | 3,37
[Cu(L1),] % N calculado 4,77 % N obtido | 5,24
% O calculado 11,94 | % O obtido | -
% C calculado 65,56 | % C obtido | 65,98
CsoHs54CUuF>N205 % H calculado 5,94 % H obtido | 5,03
[Cu(L2),]. % N calculado 3,06 % N obtido | 3,45
% O calculado 10,48 | % O obtido | -
% C calculado 68,88 | % C obtido | 68,11
C42H40CUN206 -
% H calculado 5,51 % H obtido | 5,33
[Cu(L3)2] :
% N calculado 3,83 % N obtido | 3,73
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% O calculado - % O obtido | -
% C calculado 71,11 | % C obtido | 71,32
Cs0Hs6CUN2O6 % H calculado 6,68 | % H obtido |6,80
[Cu(L4),]. % N calculado 3,32 | % Nobtido |3,42

% O calculado 11,37 | % O obtido | -

% C calculado 64,42 | % C obtido | 64,46
Ca2H40CuN206 % H calculado 491 | % Hobtido |4,91
[Cu(L5),] % N calculado 3,41 | % N obtido | 3,38

% O calculado 19,50 | % O obtido | -

% C calculado 58,07 | % C obtido | 59,06
Cs50Hs56CUN2Og % H calculado 6,00 % H obtido | 5,91
[Cu(L6),] % N calculado 2,60 | % N obtido |2,65

% O calculado 20,83 | % O obtido | -

% C calculado 57,80 | % C obtido | 51,06
C42H35CI,CuN,O6 % H calculado 4,85 | % Hobtido |4,12
[Cu(L7)] % N calculado 3,21 % N obtido | 3.20

% O calculado 14,67 | % O obtido | -

% C calculado 60.00 | % C obtido | 59,82
CsoH54CI,CuN>O % H calculado 5,94 % H obtido | 5,68
[Cu(L8):]6 % N calculado 2,84 | % N obtido | 3,29

% O calculado 13,00 | % O obtido | -

Alguns compostos apresentam certo grau de hidratacdo o que acarreta

porcentagens diferentes quando comparados com os calculados.

4.2.2.11. DISCUSSAO DE INFRA-VERMELHO DOS COMPLEXOS DO TIPO
CU(L)Z
Assim como ocorreu com os complexos derivados de flavondides, para
estes compostos muitos sinais apresentam 0os mesmos comportamentos, entdo se

optou para fazer uma discussao Unica abrangendo todos os derivados.

O espectro de IV foi obtido em pastilhas de KBr, o intervalo de
varredura foi de 300-4000 cm™ e apresentou estiramento em aproximadamente 3460

cm™ correspondente a hidroxila (v O-H) e este sinal ndo existe para os complexos,
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isso é um indicativo que o oxigénio esta desprotonado quando se ligou ao metal
cobre. As bandas de estiramento da cadeia, tanto da octilamina, quanto da
butilamina apareceram entre 2950 a 2850 cm™ correspondendo a estiramentos de
(C-H sp®) e estas bandas nao sofreram qualquer deslocamento quando comparado
ao complexo metalico. As carbonilas da posicdo 1 e 4 dos ligantes apareceram em
uma Unica banda em 1670 cm™ (C=0) e houve um pequeno deslocamento para
1679 cm™ para os complexos metalicos; duas bandas de estiramento da dupla
ligacdo da posicdo 2 e 3 apareceram em 1622 cm™ e 1591 cm™ (C=C) duas bandas,
pois estas duplas ligacdes estdo se conjugando com as carbonilas, estas bandas
sofreram um deslocamento quando comparados aos seus complexos metalicos indo
para 1610 cm™ e 1589 cm™, provavelmente devido a efeito do metal. A amina
secundaria da posicdo 12 apresenta um dobramento em 1552 cm™ (N-H) e quando
comparado ao seu complexo este valor sofre um deslocamento indo para 1537 cm™,
aqui se observa que o nitrogénio que participa da complexagéo esta com seu proton;
a banda de absorcdo em 1373 cm™ corresponde a estiramento de (C-N). A banda
em 1276 cm™ corresponde a ligacdo da hidroxila (C-O) e ao se complexar este valor
é deslocado para 1265 cm™.Para os outros grupos as bandas de absorcdo em 1099
cm™ e 1065 cm™ corresponde a estiramento de flGor ligado a anel aromético (=C-F)
(bandas observadas para os compostos L1, L2 e seus complexos). A banda de
absorcdo em 1095 cm™ corresponde a estiramento de cloro ligado a anel aromatico
(=C-Cl), banda observada para os compostos L7, L8 e seus complexos e por fim a
banda observada em 1037 cm™ que corresponde a estiramento (C-O) de éter e
representa o anel metilenodioxi nos compostos L5, L6 e seus complexos, estas
bandas “especificas” ndao sofreram deslocamentos quando complexadas. Duas
bandas muito importantes foram observadas em 416 cm™ que corresponde a
estiramento de (Cu-N) e outra em 378 cm™ que corresponde a estiramento de (Cu-
O) indicam a presenca do metal para os compostos complexados.

A Tabela 4.53 mostra as principais bandas de absor¢éo em IV para os
ligantes e seus respectivos complexos e as Figuras 4.231 a 4.246 do Apéndice Il

mostram os espectros de IV.

Pagina | 223



Resultados e Discussao

TABELA 4.53 - Principais valores de IV encontrados (cm™) para os compostos do tipo Cu(L),

(O-H) | (C-H) (C=0) [ (C=C) (N-H) | (C-O) | (C-N) (=C-F) (=C-Cl) | (=C-O-C-) [ (Cu-N) [ (Cu-O)
L1 3438 | 2958/2867 | 1672 | 1622/1591 | 1544 | 1276 | 1374 1049/1016 | - - - -
Cu(L1), - 2958/2871 | 1681 | 1589 1519 | 1269 | 1373 No - - 574 379
L2 3458 | 2954/2852 | 1672 | 1614/1591 | 1541 | 1274 | 1367 1099/1066 | - - - -
Cu(L2), - 2954/2852 | 1674 | 1591 1525 | 1263 | 1365 1099/1066 | - - 437 378
L3 3460 | 2956/2871 | 1674 | 1622/1589 | 1541 | 1276 | 1377 - - - - -
Cu(L3), | - 2960/2884 | 1679 | 1589 1506 | 1272 | 1371 - - - 570 430
L4 3461 | 2952/2852 | 1670 | 1622/1591 | 1552 | 1276 | 1373 - - - - -
Cu(L4), | - 2956/2854 | 1679 | 1589 1537 | 1373 | 1375 - - - 567 432
L5 3525 | 2964/2875 | 1676 | 1618/1591 | 1542 | 1377 | 1387 - - 1037 - -
Cu(L5), | - 2960/2873 | 1678 | 1591 1537 | 1373 | 1289 - - 1035 428 378
L6 3446 | 2952/2854 | 1674 | 1622/1591 | 1548 | 1382 | 1276 - - 1037 - -
Cu(L6), | - 2954/2854 | 1681 | 1589 1500 | 1377 | 1278 - - 1041 424 376
L7 3446 | 2958/2932 | 1670 | 1522 1548 | 1391 | 1274 - 1093 |- - -
Cu(L7), | - 2960/2933 | 1679 | 1581 1519 | 1376 | 1274 - 1095 |- 416 378
L8 3458 | 2952/2854 | 1676 | 1622/1591 | 1548 | 1373 | 1276 - 1012 |- - -
Cu(L8), | - 2956/2852 | 1672 | 1614 1525 | 1365 | 1274 - 1014 |- 435 378
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4.2.2.12. DISCUSSAO DE UV-VIS DOS COMPLEXOS DO TIPO Cu(L),

Para os compostos foram observadas 4 bandas de absor¢do no UV-Vis,
uma ao redor de 203-211 e de acordo com LEYVA, et al., 2011 esta banda corresponde
a transicbes eletrbnicas associadas do benzeno condensado a anel quindnico e
corresponde a n-n* e outra banda ao redor de 265-273 correspondem as transi¢coes m-
n* da porgdo quindnica e outra de menor energia ao redor de 310-330 nm
correspondendo a transicdes n-n*. Um banda na regido do visivel entre 438-480
corresponde a presenga de grupamento amina em anel naftoquindnico e de acordo com
NEVES, et al., 2010 esta transicéo esta envolvida na transferéncia de energia referente
as transicoes n-n* da carbonila, neste caso a carbonila da posicdo 4. Ao se complexar
observa-se um ligeiro deslocamento hipsocromico desta banda provavelmente pela
doacéo de elétrons para o ion metélico (NEVES, et al., 2009). As principais bandas

observadas estéo representadas na Figura 4.247.

A Figura 4.248 mostra o0 espectro de absorcdo no UV para o ligantes (L1)

e seu complexo [Cu(L1)].

O

O R3
(1) Transicao a n-n* benzeno condensado a uma quinona;
(2) Duas transi¢oes n-n* e n-n* (ombro) anel quinénico;
(3) Uma transicao n-n* referente a grupamento aminico 3 carbonila de

quinona.

Figura 4.247 — Principais transi¢oes de UV-Vis observadas para as naftoquinonas
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FIGURA 4.248 - Espectro de UV (A\"*°") para o ligante L1 e seu complexo Cu(L1),.

Os espectros das demais substancias estdo nas Figuras 4.249 a 4.255 do

Apéndice Il.

4.2.3. ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.2.3.1. ENSAIO DE TOXICIDADE POR INGESTAO COM Atta sexdens rubropilosa

4.2.3.1.1. EXTRATOS, FRACOES E SUBSTANCIAS ISOLADAS DE M.
urundeuva

As Figuras 4.256 a 4.264 e as Tabelas 4.54 a 4.62 mostram 0s

resultados dos ensaios realizados com os extratos e fracdes das folhas e também de

algumas substancias isoladas, nos graficos (o eixo X representa os dias e 0 eixo y

representa a % de sobrevivéncia). Na andlise dos resultados dos ensaios de

toxicidades para operarias devem ser considerados basicamente trés variantes, a

primeira delas € a mortalidade a partir do terceiro dia, pois € o periodo em que a isca

(contendo a substancia) possa ser carregada e espalhada para o formigueiro todo; a

segunda variante é o dia em que foram mortas 50% das operarias, 0 chamado Ss,

guanto menor esse dia (maior que 3) melhor é o inseticida, pois deve-se analisar que
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passados 3 dias, a isca se espalhou para o formigueiro todo e apds esse dia conseguiu
matar 50% da populagdo de formigas; e a ultima variavel é a quantidade de formigas

mortas no final do experimento.

Pelas andlise da Figura 4.256 e Tabela 4.54 observa-se que as particoes
do extrato etandlico das folhas apresentaram atividade inseticida, todas tiveram um Ssg
ja no terceiro dia, isso €, que foram mortas metade das operérias submetidas ao
tratamento. Ao final do experimento se observou que a particdo FAH ocasionou
mortalidade de 82% e as demais (FAD, FAA e FAM) apresentaram mortalidade de

maior de 95% ao final do experimento.

A particdo FAA foi fracionada e foram testadas as seguintes fracoes FAA2,
FAA4, FAA8, FAA9 e FAAll. A Figura 4.257 e a Tabela 4.55 contém os resultados
obtidos, onde todas apresentaram Sso menor que 5 dias, e para a fracdo FAA4 este
valor foi atingido no segundo dia. Ao final do experimento a % de mortalidade foi de
78% para FAA2, 100% para FAA4 e FAAS8, 96% para FAA9 e 88% para FAA1l.

A fracdo FAM3 apresentou Sso no sexto dia e apresentou mortalidade de
96% no final do experimento (Figura 4.258; Tabela 4.56). Também foi testada a fracéo
FAM4 (Figura 4.259; Tabela 4.57) que mostrou Ssp no sétimo dia e mortalidade de 82%
no final do experimento. Estes resultados demostram que as folhas de M. urundeuva,
apresentaram toxicidade para operarias de A. sexdens rubropilosa e os resultados
foram bem promissores. Algumas substancias isoladas foram submetidas ao ensaio de

toxicidade, (muitas n&do foram, pois ndo se obteve massa suficiente).

A substéncia FA2 (isolada da fragcdo FAA2) (Figura 4.260; Tabela 4.58)
apresentou Ssp no 11° dia e uma mortalidade de 100% ao final do experimento. A
substancia FA4 (isolada da fragdo FAA3) (Figura 4.261; Tabela 4.59) apresentou um
S50 N0 24° dia e mortalidade de 56 % ao final do experimento, observa-se que para esta
substéancia os dias que se atingiu 50% de mortalidade se aproximou muito do final do
experimento. A mistura das duas substancias FA5 e FA6 (isoladas da fracdo FAA4)
(Figura 4.262; Tabela 4.60) apresentou Sso no 5° dia e mortalidade de 82% ao final do
experimento. A substancia FA8 (isolada da fracdo FAAS8) (Figura 4.263; Tabela 4.61)
apresentou Ssp no 13° dia e mortalidade de 92% no final do experimento, e por fim, a

Pagina | 227



Resultados e Discussao

substancia FA17 (isolada da fracdo FAM4) (Figura 4.264; Tabela 4.62) apresentou S50

no 3° dia.

Curva de sobrevivéncia - FA

Controle

— —-FAA  --meee- FAM

FIGURA 4.256 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestdo com extratos das folhas de M. urundeuva na concentragao de 2%.

TABELA 4.54 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagéo em dieta artificial
com os extratos das folhas de M. urundeuva na concentracéo de 2,0 %

Mortalidade acumulada (%) por dia

Dias 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*
Controle O 2 8 18 26 36 48 54 54 56 | 15a
FAH 2 24 52 70 74 74 82 82 82 82 | 3b
FAD 2 24 54 86 94 96 98 98 98 98 | 3b
FAA 2 36 64 86 88 90 92 98 98 98 | 3b
FAM 0 36 56 86 90 92 94 94 96 96 | 3b

Curva de sobrevivéncia - Frages de FA

Controle - FAA2 ---- FAA4
FAA8 —-—-FAA9  ------- FAA11

FIGURA 4.257 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestao com fracdes de FAA de M. urundeuva na concentragcéao de 2%.
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TABELA 4.55 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial
com as fracbes de FAA de M. urundeuva na concentracao de 2%

Mortalidade acumulada (%) por dia

Dias 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*

Controle 2 6 8 16 18 22 24 32 34 34 | >25ba
FAA2 12 30 50 62 66 68 74 78 78 78 | 3,0b
FAA4 16 52 64 84 88 88 92 96 100 100 | 2,0b
FAAS8 8 50 70 86 88 88 92 100 100 100 | 2,5b
FAA9 6 30 52 66 70 76 86 92 96 96 | 3,5b
FAAl1l 6 30 44 66 72 74 82 88 88 88 | 4,0b

Curva de sobrevivéncia - FAM3

100
80
60
40
20

Controle ---- FAM3

FIGURA 4.258 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestdo com a fracdo FAM3 de M. urundeuva uma concentracéo de 2%.

TABELA 4.56 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagéo em dieta artificial
com a fracdo FAM3 de M. urundeuva na concentragéo de 2%

Mortalidade acumulada (%) por dia

Dias 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*

Controle 0 4 6 10 20 20 32 54 66 74 | 17a
FAM3 0 8 22 54 58 68 82 92 94 96 6b
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Curva de sobrevivéncia - FAM4
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Controle ---- FAM4

FIGURA 4.259 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestdo com a fragdo FAM4 de M. urundeuva na concentracao de 2%.

TABELA 4.57 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacédo em dieta artificial
com a fracdo FAM4 de M. urundeuva na concentracao de 2%

Mortalidade acumulada (%) por dia

Dias 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*

Controle O 2 12 32 38 42 44 56 58 68 | 1l6a
FAM4 18 30 40 46 54 58 62 68 74 82 7b

Curva de sobrevivéncia - FA2
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40
20 hB

Controle ----- FA2

FIGURA 4.260 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestdo com a substancia FA2 na concentragdo de 2%.
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TABELA 4.58 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial
com a substancia FA2 na concentragao de 2%

Mortalidade acumulada (%) por dia

Dias 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*

Controle 0 2 12 30 34 40 42 46 56 56 |19.5a
FA2 0 6 12 34 36 50 80 98 100 100 | 11b

Curva de sobrevivéncia - FA4
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1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Controle ---- FA4

FIGURA 4.261 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestdo com a substancia FA4 na concentragao de 2%.

TABELA 4.59 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagéo em dieta artificial
com a substancia FA4 na concentracdo de 2%

Mortalidade acumulada (%) por dia

Dias 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*

Controle 0 2 2 4 4 6 10 16 22 32 | >2ba
FA4 8 10 14 18 20 22 24 26 44 56 24b
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Curva de sobrevivéncia - FA5 e FA6
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Controle ---- FA5eFA6

FIGURA 4.262 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestdo com a mistura de substancias FA5 e FA6 na concentracdo de 2%.

TABELA 4.60 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacédo em dieta artificial
com as substancias FA5 e FA6 na concentragao 2%

Mortalidade acumulada (%) por dia

Dias 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*

Controle 2 3] 8 16 18 22 24 32 34 34 | >25a
FA5/ 6 0 12 30 54 58 66 80 82 82 82 | 5,0b

Curva de sobrevivéncia - FA8
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Controle ---- FA8

FIGURA 4.263 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestdo com a substancia FA8 na concentragdo de 2%.
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TABELA 4.61 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial
com a substancia FA8 na concentragao de 2%

Mortalidade acumulada (%) por dia

Dias 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*

Controle 2 4 6 22 32 44 50 64 74 78 | l4a
FA8 0 0 10 24 36 42 54 60 80 92 | 13a

Curva de sobrevivéncia - FA17
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Controle ---- FAl17

FIGURA 4.264 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestdo com a substancia FA17 na concentragdo de 2%.

TABELA 4.62 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagéo em dieta artificial
com a substancia FA17 na concentracdo de 2%

Mortalidade acumulada (%) por dia

Dias 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*

Controle 0 4 6 10 20 20 32 54 66 74 17a
FA17 6 42 66 90 92 92 92 94 94 98 3b

As particdes (Figura 4.265, Tabela 4.63) mostraram que GAH apresentou
S50 ja no 2° dia e as demais (GAD, GAA e GAM) mostraram Sso no 3° dia, todas
mostraram atividade de 100% no final do experimento e algumas delas jA no sexto dia
se observou mortalidade de maior de 95%.

As fragOes de GAA (Figura 4.266, Tabela 4.64) também mostraram boas

atividades, onde se observa que GAA7 apresentou Ssy no 2° dia, enquanto as demais
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(GAA4 e GAAS) mostraram Ssp no 3° dia e apresentaram mortalidade de 100% no final
do experimento e GAA3 apresentou mortalidade de 80% ao final do experimento e

algumas delas ja no 8° dia ja demostrava atividade maior de 95 %.

Curva de sobrevivéncia - GA

Controle ---- - GAH —.-—GAD

— —-GAA  --mee- GAM

FIGURA 4.265 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestao com extratos dos galhos de M. urundeuva na concentracao de 2%.

TABELA 4.63 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagédo em dieta artificial
com as fragbes dos galhos de M. urundeuva na concentracéo de 2%

Mortalidade acumulada (%) por dia

Dias 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*

Controle 4 10 22 28 38 46 58 66 66 66 |1lla
GAH 8 44 62 86 94 100 100 100 100 100 | 3b
GAD 12 56 84 100 100 100 100 100 100 100 | 2b
GAA 10 46 80 96 100 100 100 100 100 100 | 3b
GAM 4 36 52 66 80 96 100 100 100 100 | 3b
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Curva de sobrevivéncia - Fragées de GA

Controle - --- GAA3  ------- GAA4

—-—-GAA5 —--—GAA7

FIGURA 4.266 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestdo com fragbes GA de M. urundeuva na concentragéo de 2%.

TABELA 4.64 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacédo em dieta artificial
com as fracBes de GAA de M. urundeuva na concentracao de 2,0%

Mortalidade acumulada (%) por dia
Dias 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*

Controle 2 6 8 16 18 22 24 32 34 34 | >25a
GAA3 10 40 60 78 80 80 84 84 84 86 | 3,0b
GAA4 4 30 58 82 88 92 96 96 98 100 | 3,0b
GAA5 14 46 78 92 98 98 98 100 100 100 | 3,0b
GAA7 18 56 80 96 98 100 100 100 100 100 | 2,0b

4.2.3.1.2. DERIVADOS DA LAUSONA (L1-L8) E SEUS COMPLEXQOS [Cu(L).]

A Tabela 4.65 e as Figuras 4.267 a 4.274 apresentam os resultados de

toxicidade por ingestédo das substancias testadas.

A uma concentracdo de 1%, as substancias L1, L3, L5 e L7apresentaram
Sso (causando mortalidade de 50%) no 8° dia para L1 e L5, no 11° dia para L3 e no 12°
dia para L7. Ao se comparar estes resultados com L2, L4, L6 e L8 observa-se que o
Sso sofre um aumento passando a ser no 24° dia para L2, no 15° para L4, no 12° para
L6 e no 14° para L8; isso demostra que ao se aumentar a cadeia alquilica ha um
aumento nos dias para se atingir Ssg € se conclui que as sinteses com cadeia lateral de

4C apresentaram melhor resultado do que as de 8C.
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Ao se fazer esta mesma comparacdo, porém com 0s complexos destes
derivados, se observa que os complexos a partir de derivados contendo 4C sao mais
ativos, onde se observou que 0 Ssp ho 3° dia para Cu(L1), e para Cu(L3); e Cu(L5), no
10° dia. Enquanto seus derivados com 8C o Ssp foi atingido no 9° dia para Cu(L2),,
20,5° dia para Cu(L4),, 8° dia para Cu(L6), e 16° dia para Cu(L8),. Excetuando-se
Cu(L6), pode-se concluir que os complexos metalicos a partir de derivados de 4C séo

mais ativos que os de 8C.

Ao se fazer um comparativo entre ligantes livres e complexados observa-
se que Cu(L1), apresenta melhor Sso que seu ligante livre L1, onde se observa uma
reducdo de 5 dias. Para o composto Cu(L2), observa-se uma reducédo ainda maior
passando do 24° dia para L2 indo para o 9° dia com o seu complexo Cu(L2),, uma
reducdo de 15 dias. Para as demais, houve pouca reducdo de dias, 01 dia para L3 e
guando comparado com seu complexo e 4 dias para L6 e L7 quando comparado com

seus complexos.

Ao se analisar a % de mortalidade ao final do experimento, observa-se
gue alguns compostos tiveram suas atividades aumentadas ao se complexar, como é o
caso do composto L2 que ao final do experimento atinge 52% de mortalidade enquanto
seu complexo Cu(L2), a mortalidade atinge 96%. Para L3, L6 e L7 observou também

um acréscimo da atividade ao final do experimento.

A uma concentracdo de 2% as substancias L1, L3, L5 e L7 apresentaram
Sso (causando mortalidade de 50%) no 10° dia para L1 e L3, 3° dia para L5 e 9,5° dia
para L7. Ao se comparar estes resultados com L2, L4, L6 e L8 observa-se que 0 Sso
sofre um aumento passando a ser 11° dia para L2, 6° para L4, 9° para L6 e 12° para
L8, isso demostra que ao se aumentar a cadeia alquilica ha um aumento nos dias para
se atingir Ssp e se conclui que as sinteses com cadeia lateral de 4C apresentaram

melhor resultado do que as de 8C (excetuando-se o composto L5).

Ao se fazer esta mesma comparacdo, porém com os complexos destes
derivados, se observa que os complexos a partir de derivados contendo 4C sdo mais
ativos, onde se observou que 0 Ssg no 4° dia para Cu(L1), e para Cu(L3), e no 8° dia
para Cu(L5), no 8,5° dia e para Cu(L7), no 7° dia. Enquanto seus derivados com 8C o
Ssp foi atingido no 11° dia para Cu(L2),, 12° dia para Cu(L4),, 8° dia para Cu(L6), e 13°
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dia para Cu(L8),. Excetuando-se Cu(L5), pode-se concluir que os complexos metalicos

a partir de derivados de 4C sao mais ativos que os de 8C.

Ao se fazer um comparativo entre ligantes livres e complexados observa-
se que Cu(L1), apresenta melhor Sso que seu ligante livre L1, onde se observa uma
reducéo de 6 dias. Para o composto Cu(L2), ndo se observou mudanga quando
comparado com seu ligante livre. Para Cu(L3), se observou uma reducéo de 2 dias
gquando comparado com seu ligante livre e reducdo de 2,5 dias para o composto

Cu(L7)2 quando comparado com seu ligante L7.

Ao se analisar a % de mortalidade ao final do experimento, observa-se
que alguns compostos tiveram suas atividades aumentadas ao se complexar, como é o
caso do composto L2 que ao final do experimento atinge 68% de mortalidade enquanto
seu complexo Cu(L2), a mortalidade atinge a 86%. Para L6 a mortalidade é de 88%
enquanto seu complexo passa a ser 100% e L7 a mortalidade é de 96% e seu

complexo a mortalidade passa a ser 100%

Curva de sobrevivéncia -L1 Curva de sobrevivéncia -[Cu(L1),]

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

controle = = = = 0,10% «s+eeeeee 1% = -=-- = 2%

controle = = = = 0,10% «s+eeeeee 1% === 2%

FIGURA 4.267 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestdo com a substancia L1 e Cu(L1), em 3 concentracdes (0,1; 1,0 e 2,0%).
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Curva de sobrevivéncia - L2

1 2 3 6 8

controle = = == 0,10% «s+eeee+ 1% = -=- - 2%

Curva de sobrevivéncia - [Cu(L2),]

100
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1 2 3 6 8

controle = = == 0,10% «s+eeeeer 1% === 2%

FIGURA 4.268 — Curvas de sobrevivéncias de operérias submetidas a ensaios de
ingestdo com a substancia L2 e Cu(L2), em 3 concentracdes (0,1; 1,0 e 2,0%).

Curva de sobrevivéncia - L3

1 2 3 6 38

controle = = = = 0,10% «s+eeeeee 1% === 2%

Curva de sobrevivéncia - [Cu(L3),]

1 2 3 6 8

controle = = = = 0,10% «s+eeeeee 1% === 2%

FIGURA 4.269 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestado com a substancia L3 e Cu(L3), em 3 concentrac¢des (0,1; 1,0 e 2,0%).

Curva de sobrevivéncia - L4
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controle - - - - 0,10%

Curva de sobrevivéncia - [Cu(L4),]

100

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

controle - - - - 0,10%

FIGURA 4.270 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestdo com a substancia L4 e Cu(L4), em 3 concentracdes (0,1; 1,0 e 2,0%).
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Curva de sobrevivéncia - L5
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Curva de sobrevivéncia - [Cu(L5),]
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FIGURA 4.271 — Curvas de sobrevivéncias de operérias submetidas a ensaios de
ingestdo com a substancia L5 e Cu(L5), em 3 concentracdes (0,1; 1,0 e 2,0%).

Curva de sobrevivéncia - L6
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Curva de sobrevivéncia - [Cu(L6),]
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FIGURA 4.272 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestado com a substancia L6 e Cu(L6), em 3 concentrac¢des (0,1; 1,0 e 2,0%).

Curva de sobrevivéncia - L7
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Curva de sobrevivéncia - [Cu(L7),]
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FIGURA 4.273 — Curvas de sobrevivéncias de operarias submetidas a ensaios de
ingestdo com a substancia L7 e Cu(L7), em 3 concentracdes (0,1; 1,0 e 2,0%).
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Curva de sobrevivéncia - L8
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FIGURA 4.274 — Curvas de sobrevivéncias de operérias submetidas a ensaios de
ingestdo com a substancia L8 e Cu(L8), em 3 concentracdes (0,1; 1,0 e 2,0%).

TABELA 4.65 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagéo em dieta artificial
com as substancias L’s e seus complexos, nas concentra¢des de 0,1; 1,0 e2,0 mg/mL

Mortalidade acumulada (%) por dia

Dias 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Mmd*
Dieta Pura 0 0 0 2 6 10 24 36 44 54 |24a
L1 (0,1%) O O O O 4 8 22 34 38 40 |>25a
L1 (1,0%) 4 8 18 36 48 50 58 80 86 88 |8b
L1 (2,0%) O 4 16 38 44 56 66 82 86 92 |10b
Dieta Pura O 0 0 2 6 10 24 36 44 54 |24a

[Cu(L1);] (0,1%) 8 12 12 14 14 16 18 20 24 38 |>25a
[Cu(L1);] (1,0%) 20 38 52 62 70 74 78 78 8 88 |3b
[Cu(L1))] (2,0%) 14 34 44 64 70 70 76 82 90 92 |4b
Dieta Pura O 0 0 2 6 10 24 36 44 54 |24a
L2 (0,1%) 10 10 14 16 20 22 26 40 52 58 |2la
L2 (1,0%) 2 4 4 16 18 22 30 30 44 52 |24a
L2 (2,0%) 2 6 12 36 46 48 54 56 64 68 |11b
Dieta Pura O 2 2 8 12 22 38 46 58 78 |18a
[Cu(l2),]01%) O O 0 6 22 34 60 72 8 90 |13b
[Cu(L2),] (1,0%) O 2 8 36 46 56 78 86 94 96 |9b
[Cu(L2),](20%) O 0 O 22 40 46 60 72 84 86 |11b
Dieta Pura O 0 0 2 6 10 24 36 44 54 |24a
L3 (0,1%) 2 2 4 12 16 16 28 28 36 38 |>25a
L3 (1,0%) 2 4 8 24 26 36 62 66 80 90 |11b
L3 (2,0%) 2 4 8 26 46 58 82 92 96 98 |10b
Dieta Pura O 0 0 2 6 10 24 36 44 54 |24a
[Cu(L3);] (0,1%) 4 4 12 22 28 36 46 56 60 76 |16b
[Cu(L3);] (1,0%) 2 2 2 30 40 48 56 80 86 94 |11b
[Cu(L3),] (20%) O 4 14 38 56 70 82 86 92 94 |8b
Dieta Pura O 2 4 8 10 16 36 46 58 86 |19a
L4 (0,1%) O 2 2 2 4 4 6 8 14 38 |>25b
L4 (1,0%) O 0 2 30 30 32 46 52 70 84 |15a
L4 (2,0%) O 4 16 50 54 54 62 66 72 84 |6a
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8 10 16 36 46 58 86 |19a
12 22 22 22 32 46 54 |24b
16 18 18 32 38 52 62 |20,5b
38 38 44 50 54 70 78 |12a

Dieta Pura
[Cu(L4):] (0,1%)
[Cu(L4):] (1,0%)
[Cu(L4):] (2,0%)

Dieta Pura 2 6 10 24 36 44 54 |24a
L5 (0,1%) 16 24 24 26 26 34 44 |>25a
L5 (1,0%) 38 56 58 76 80 88 88 |8b
L5 (2,0%) 72 84 94 96 98 100 100 |3b
Dieta Pura 2 6 10 24 36 44 54 |24a

[Cu(L5)] (0,1%)
[Cu(L5)] (1,0%)
[Cu(L5).] (2,0%)

10 12 14 18 26 36 46 |>25a
38 40 54 62 70 72 86 |10b
30 50 62 76 86 98 98 |8,5b

Dieta Pura 8 12 22 38 46 58 78 |18a
L6 (0,1%) 6 14 20 34 48 62 70 |19
L6 (1,0%) 16 36 44 64 72 82 92 |12b
L6 (2,0%) 40 68 76 82 86 88 |9b

Dieta Pura 8 12 22 38 46 58 78 |18a

[Cu(L6)] (0,1%)
[Cu(L6)] (1,0%)
[Cu(L6)] (2,0%)

0 0 8 16 24 36 48 | >25a
32 56 76 92 92 94 96 |8b
26 56 82 92 98 98 100 |8b

Dieta Pura 8 12 22 38 46 58 78 |18a
L7 (0,1%) 12 22 34 54 74 82 86 |13a
L7 (1,0%) 24 38 48 68 78 86 94 |12b
L7 (2,0%) 20 46 60 72 78 94 96 |9,5b
Dieta Pura 8 12 22 38 46 58 78 |18a

[Cu(L7)] (0,1%)
[Cu(L7)] (1,0%)
[Cu(L7)] (2,0%)

2 8 22 50 66 78 84 |15a
36 54 66 88 96 96 96 |8b
50 66 76 84 98 100 100 |7b

Dieta Pura 8 12 22 38 46 58 78 |18a
L8 (0,1%) 8 30 48 66 76 80 88 |11,5b
L8 (1,0%) 14 24 36 56 64 90 92 |14b
L8 (2,0%) 8 18 32 58 68 90 94 |12b
Dieta Pura 12 22 38 46 58 78 |18a

[Cu(L8)] (0,1%)
[Cu(L8)] (1,0%)
[Cu(L8).] (2,0%)

8

8 20 30 50 62 74 80 |1l4a
8 18 26 48 54 78 88 |16a
14 26 36 56 66 74 88 |13a
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4.2.3.1.3. FLAVONOIDES E SEUS COMPLEXOS DE COBRE

As porcentagens de mortalidade de A. sexdens rubropilosa para o0s

flavondides e seus complexos estdo apresentadas na Tabela 4.66.

Para o flavondide NAR observa-se que ele sem estar complexado atinge
um Sso NO 6° dia e atinge uma mortalidade ao final do experimento de 70%. Ao se
complexar o composto, Cu(BIPY)(NAR), mostra uma ligeira reducao para se atingir Sso
indo para 5,5° dia e um aumento de 100% de mortalidade final. Para o composto

Cu(FEN)(NAR) houve um aumento no dia para se atingir o Ssp, indo para 11,5° dia,
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quer dizer, houve um retardo nos dias, mas observou-se que houve um aumento na

atividade ao final do experimento, atingindo 82% de operérias mortas.

Um fato interessante € que ao se reduzir em 10x a concentracdo observa-
se que o complexo Cu(FEN)(NAR) atingiu um Sso no 6° dia e a mortalidade foi de 62%

muito proxima ao flavonadide livre NAR em uma concentracdo 10X maior.

Para o flavon6ide NNINA observa-se que ele sem estar complexado
atinge um Ssp no 21° dia a uma concentracdo de 1% e 23° dia a uma concentracéo de
0,1%, apresentando valores bem proximos; observa-se que ao complexar o composto,
Cu(NNINA),, ela mostra uma reducéo de 11 dias para atingir o Sso € ha um aumento na
mortalidade final onde sem complexar foi de 62% e ao se complexar foi para 82%.
Observou-se também que ao se reduzir a concentracdo em 10X foi obtido 0 mesmo
resultado que o flavondide livre a uma concentracdo 10X maior, iSSO € 0 composto
Cu(HPT), a uma concentracdo 0,1% mostrou Ssp no 23° dia e uma mortalidade final de
62%. Para o complexo Cu(BIPY)(NNINA) a uma concentragao de 1% o Ssq foi atingido
no 4° dia e a mortalidade final foi de 100%, mas aos e reduzir em 10X a concentracao,
observou-se que houve um retardo nos dias para se atingir 0 Ssp, indo para o 20,5° dia,
mas a atividade final foi muito proxima de 94%. Para o complexo Cu(FEN)(NNINA)
também se observou uma reducdo de dias ao se atingir 0 Sso indo para o 6° dia e
atingindo uma mortalidade final também de 100%, mas este efeito ndo se observou ao
se reduzir a concentracdo em 10X sendo 0 Ssp atingido no 25° dia e a porcentagem de
mortalidade foi de 50%.

Para o flavon6ide HESP observa-se que ele apresenta um Sso no 25° dia
a uma concentracdo de 0,1% e n&o atinge 0 Ssp a uma concentracao de 1%, e a
mortalidade final do experimento foi de 42% na concentracdo e 1% e 50% na
concentracéo de 0,1%. Para o complexo Cu(FEN)(HESP) o Sso € atingido no 6° dia e a
mortalidade final & de 96% a uma concentragéo de 1%. Observou-se que ao reduzir a
concentracdo em 10X atingiu-se 0 Sso no 8,5° dia e a mortalidade final foi de 88%.

Para o flavondide HPT observa-se que ele apresenta um Ssp no 15° dia
para uma concentracdo de 1% e a porcentagem de mortalidade final é de 74%; ao se
reduzir a concentracdo em 10% observa-se que atinge 0 Ssp N0 24° dia e a mortalidade

final foi de 52%. Para o complexo Cu(FEN)(HPT) houve uma reducéo de 12 dias ao se
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atingir o Ssp, isso € foi no 3° dia e a porcentagem de mortalidade foi de 100% ao final do
experimento. Para o complexo Cu(BIPY)(HPT) o Sso foi atingido no 6° dia e também
apresentou 100% de mortalidade ao final do experimento. Ao se reduzir a concentracao
em 10X observa-se que o complexo apresenta as mesmas atividades que o flavonéide
livre a uma concentracdo 10X maior, isso €, o complexo Cu(FEN)(NNINA) a uma
concentracdo 0,1% apresentou Sso no 15° dia, igual a HPT a 1% e também ocasionou
ligeiro aumento na mortalidade final, onde HPT a 1% mostrou uma mortalidade de 74%

e o complexo a 0,1% mostrou mortalidade de 76%.

Excetuando-se HPT, € observado que todos os flavondides apresentam
maior porcentagem de mortalidade final quando se reduz a concentragdo, talvez isso
esteja relacionado com a solubilidade deles, onde estdo mais solUveis a uma menor
concentracdo, ou também pela percepcdo por parte do inseto que ao “perceber’ a

presenca da substancia (em maior concentragdo) ndo se alimenta.

Foi realizado ensaio de toxicidade para os sais de cobre e também para a
bipiridina, onde para os sais de cobre e para a bipiridina ndo se observou mortalidade e

inclusive ndo se atingiu 0 Sso.
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TABELA 4.66 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias de Atta sexdens
rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com os flavonoides e seus complexos de cobre, nas
concentracbes de 0,1 e 1,0 %

Mortalidade acumulada (%) por dia

Dias 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 Md*

Dieta pura 0 2 2 8 10 10 12 12 18 24 | 25a
NAR(0,1%) 4 16 28 32 36 40 68 82 96 100 | 14b
NAR(1,0%) 2 24 40 50 52 54 56 58 66 70 | 6b
Dieta pura 0 0 0 0 2 6 12 20 36 52 | 25a
[Cu(NAR);] (0,1%) 0 0 0 4 8 10 18 28 46 56 | 24a
[Cu(NAR);] (1,0%) 0 0 0 2 6 18 28 38 52 68 | 21a
Dieta pura 0 0 0 2 8 8 10 14 18 30 | >25a
[Cu(BIPY)(NAR)](0,1%) 4 8 8 14 16 16 16 18 24 26 | >25a
[Cu(BIPY)(NAR)](1,0%) 0 6 26 56 70 88 94 98 100 100 | 5,5b
Dieta pura 2 4 4 6 6 12 16 22 26 34 | >25a
[Cu(FEN)(NAR)] (0,1%) 12 28 42 50 50 50 50 54 58 62 | 6b

[Cu(FEN)(NAR)] (1,0%)
Dieta pura

NNINA (0,1%)
NNNA(1,0%)

Dieta pura

[Cu(NNINA),] (0,1%)
[Cu(NNINA),] (1,0%)
Dieta pura
[Cu(BIPY)(NNINA)](0,1%)
[Cu(BIPY)(NNINA)](1,0%)
Dieta pura
[Cu(FEN)(NNINA)] (0,1%)
[Cu(FEN)(NNINA)] (1,0%)

8 30 36 44 66 74 80 82 | 11,5b
2 14 14 16 20 28 48 68 | 22a
6 8 8 10 22 34 42 68 | 23a
2 18 20 24 26 38 52 62 | 21a
2 14 14 16 20 28 48 68 | 22a
2 6 8 10 12 22 32 62 | 23a
40 42 56 60 64 72 82 | 10b
2 2 14 14 16 20 28 48 68 | 22a
2 10 12 12 14 16 32 58 94 | 20,5b
18 44 80 82 88 96 98 100 100 | 4b
0 0 0 2 8 12 18 24 34 | >25a
0 0 4 10 24 28 28 38 50 | 25a
0 8 60 70 76 88 92 100 100 | 6b
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Dieta pura

HESP (0,1%)

HESP (1,0%)

Dieta pura

[Cu(HESP),] (0,1%)
[CU(HESP),] (1,0%))
Dieta pura
[Cu(FEN)(HESP)](0,1%)
[Cu(FEN)(HESP)](1,0%)
Dieta Pura

HPT (0,1%)

HPT(1,0%

Dieta Pura
[Cu(HPT),](0,1%)
[Cu(HPT),](1,0%)

Dieta Pura
[Cu(BIPY)(HPT)] (0,1%)
[Cu(BIPY)(HPT)] (1,0%)
Dieta pura
[Cu(FEN)(HPT)] (0,1%)
[Cu(FEN)(HPT)] (1,0%)
Dieta Pura

BIPY (0,1%)

Dieta Pura

Acetato de Cobre 1%
Cloreto de Cobre 1%

=
OI\)

QO ONOA~ANOPMODONMNOOONOPMMPMOOODO

34
16
26

o

34
50
56
22
12

22
12

22

68

22
100
18
16
2
18
10

38
20
26

N

38
52
64
26
16
30
26
16

26

84

34
100
18
16
2
18
14

42
24
32
12

42
60
86
46
28
48
46
28

46
20
96

46
100
18
22
2
18
18

46
32
32
14

10
46
60
a0
54
40
62
54
32
16
54
34
98
14
62
100
18
22
4
22
22

50
40
32
28
10
16
50
72
92
76
48
68
76
44
22
76
44
100
18
72
100
20
24
20
28
32

56
50
42
46
20
26
56
88
96
80
52
74
80
52
26
80
56
100
30
76
100
22
26
24
32
42
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21,5a
25a
>25a
>25a
>25b
>25b
21,5a
8,5b
6b
16a
24b
15a
16a
24b
>25b
16a
24b
6b
>25a
15b
3b
>25a
>25a
>25a
>25a
>25b

Pagina | 245



Resultados e Discussao

Para os derivados iminicos e seus complexos (Tabela 4.67) o composto
1,2-Di-(4"-iminoNAR)-etano (IMIN-NAR) ndo se obteve 0 Sso ao final do experimento
nas duas concentracdes utilizadas e a mortalidade final foi de 48% para a concentracao
de 0,1% e 36% numa concentracdo de 1%. E notavel que a menor concentracio
apresentou uma maior mortalidade, para os seus complexos 0 Sso SO foi observado a
uma concentracado de 1% sendo no 24° dia e sua mortalidade final foi maior que o
derivado livre, atingindo a mortalidade de 56% a uma concentracdo de 1% e 36% a
uma concentracdo de 0,1%. Para o outro derivado 1,2-Di-(4"-iminoNNINA)-etano
(IMIN-NNINA) ambos apresentaram Sso N0 24° dia para a concentragéo de 0,1% e 24,5°
dia para a concentracdo de 1% e a mortalidade final observada foi de 52% para a
concentracdo de 0,1% e 56% para a concentracao de 0,1%. E para o seu complexo foi
atingido Sso no 25° dia para as duas concentracfes e 0 mesmo foi observado para a

mortalidade final que foi de 50%.
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TABELA 4.67 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial com os derivados iminicos dos flavondides e seus complexos de cobre, nas
concentracbes de 0,1 e 1,0 %

Mortalidade acumulada (%) por dia

Dias 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 Md*
4 4 6 6 12 16 22 26 34 >25a

24 24 24 24 28 48 >25a
24 26 34 36 36 36 >25a
8 8 16 30 54 76 19,5a
10 20 26 26 36 >25b
4 8 10 26 44 56 24a
16 30 54 76 19,5a
12 16 22 28 52 24b
12 18 24 38 56 24,5b
8 16 30 54 76 19,5a
18 22 28 50 25b
10 26 32 36 50 25b

Dieta Pura

IMIN-NAR (0,1%)
IMIN-NAR (1,0 %)

Dieta Pura
[CU(IMIN-NAR)] (0,1%)
[CU(IMIN-NAR)] (1,0%)
Dieta Pura

IMIN-NNINA (0,1%)
IMIN-NNINA (1,0%)
Dieta Pura
[Cu(IMIN-NNINA)] (0,1%)
[Cu(IMIN-NNINA)] (1,0%)
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4.2.3.2 ENSAIO ENZIMATICOS

4.2.3.2.1. DERIVADOS DA LAUSONA (L1-L8) E SEUS COMPLEXOS [Cu(L),)]

Os derivados de lausona, seus complexos, os flavondides e seus

complexos foram utilizados em ensaios de inibicdo de Acetilcolinesterase humana e

de enguia, assim como Butilcolinesterase.

Ao se observar a Tabela 4.68 e as Figuras 4.275 e 4.276 verifica-se

gue todos os derivados da lausona apresentaram baixa inibicdo da enzima AChEee

e ACHEhu ficando a porcentagem entre 1,2 e 22,2 % e 0s seus derivados

complexados com cobre passam a inibir a enzima em até 90,1% e para todas sao

observados um aumento na inibicdo quando estdo com o atomo cobre presente no

composto. Nao ha inibicdo da Butilcolinesterase.

TABELA 4.68 - Resultados dos ensaios de inibicdo com as enzimas AChE e BChE
realizados com os glicosideos em CCD e no biorreator para as substancias L1 a L8

€ seus complexos

(%) inibicéo

(%) inibicéo

(%) inibicéo

Substancia Falso- BChEhua AChEeea AChEhua
positive 200 UM 200 UM 200 UM
Eserina® - 77,0 - -
Galantamina® - - 93,3 90,0
L1 - 0 4,9 4,3
[Cu(L1),] - 0 82,0 39,8
L2 - 0 1,2 0
[Cu(L2),] - 0 82,9 88,5
L3 - 0 3,8 0
[Cu(L3),] - 0 84,9 65,95
L4 - 0 50,3 0
[Cu(L4),] - 0 70,2 86,9
L5 - 0 1,98 0
[Cu(L5),] - 0 78,0 71,1
L6 - 0 7,0 0
[Cu(L6),] - 0 87,0 86,9
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L7 22,2 0
[Cu(L7),] 90,1 88,8
L8 0 12,9 11,97
[Cu(L8)] 2,7 87,7 95,2
2[BChE inibidor]; ® [AChE inibidor].

90 82 82,9 84,9

80 70,2
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60 50,3
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M (%) inibicdo AChEee at 200 uM

FIGURA 4.275 — Gréafico com as porcentagens de inibicdo para AChEee tratada com
200 uM L1 a L4 e Cu(L1-4),.
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FIGURA 4.276 — Gréfico com as porcentagens de inibicao para AChEeea tratada

com 200 uM de L5 a L8 e Cu(L5-8),.
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4.2.3.2.2. FLAVONOIDES E SEUS COMPLEXOS DE COBRE.

Ao se observar a Tabela 4.69 e as Figuras 4.277 e 4.278 verifica-se
gue os flavondides livres apresentaram uma porcentagem de inibicdo das AChEee
de 6,4% para NAR, 31,80% para NNINA, 80,9 para HESP e 75,1 para HPT, e ao se
complexarem se observa que Cu(NAR), a porcentagem de inibicdo vai para 73,2% e
acima de 98% para os derivados com ligantes ancilares, e os demais se observa o
mesmo, um aumento na porcentagem de inibicdo ao se complexarem. Um resultado
interessante € que o complexo Cu(FEN)(HESP) ndo ocasionou inibicdo da enzima
AChEee e hu e inibiu BChEhu.

TABELA 4.69 - Resultados dos ensaios de inibicdo com as enzimas AChE e BChE
realizados com os glicosideos em CCD e no biorreator para os flavondides e seus

complexos
N P e
positivo 200 UM 200 UM 200 M

Eserina® - 77,0 - -
Galantamina® - - 93.3 90,0
NAR - 0 6,4 0
[Cu(NAR)] - 15,57 73,2 89,56
[CuBIPY)(NAR)] . 83,20 98,3 0
[Cu(FEN)(NAR)] 74,64 98,9 0
NNINA - 0 31,80 0
[Cu(NNINA),] - -83,24 86,98 88,1
[Cu(BIPY)(NNINA)] . 70,83 97,3 83,6
HESP ] 1,46 80,9 0
[Cu(HESP),] - 51,80 88,4 0
[CU(FEN)(HESP)] . 95,20 0 0

HPT - 0 75,1 0
[Cu(HPT),] - 14,06 81,9 88,5
[CuBIPY)(HPT)] . 97,25 89,99 0
[Cu(FEN)(HPT)] - 58,84 97,5 0

3BChE inibidor: "AChE inibidor.
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FIGURA 4.277 -

Grafico com as porcentagens de inibicdo para AChEee tratada com
200 uM para NAR, NNINA e seus complexos.
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FIGURA 4.278 - Grafico com as porcentagens de inibicdo para AChEee tratada com

200 uM para HESP, HPT e seus complexos.

4.2.3.3. ENSAIOS FUNGICIDAS COM Leucoagaricus gongylophorus

4.2.3.3.1. FRACOES DOS GALHOS DE M. urundeuva

A Figura 4.279 e a Tabela 4.70 mostram o resultados de inibicdo com

as fracGes dos galhos e é possivel observar que apenas a fracdo acetato de etila

(GAA) apresentou elevada inibicdo (89%) ja a fracdo hexano (GAH) ndo apresentou

atividade inibitoria e a fracdo diclorometano (GAD) apresentou inibicdo moderada

(25%).
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Crescimento micelial

8_
0%
6 [
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®
o
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0 T T
GAH GAD GAA Controle
30 days

[C] GAH (A=5,58cm? SD=0.89; n=5)

[C] GAD (A= 4.17cm? SD=0.24;n=5)

Bl GAA(A= 064cm? SD=0;n=5)

Bl controle (A= 559 cm?,SD=0,72;n= 5)

FIGURA 4.279 — Gréfico de crescimento micelial com particdes dos galhos GA.
TABELA 4.70 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de inibicdo

do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apés 30 dias do experimento
com as particoes dos galhos (GA) de M. urundeuva

Réplicas GAH (cm?) GAD (cm?) GAA (cm?) | Controle (cm?)
1 5,31 3,87 0,64 5,06
2 7,16 4,45 0,64 4,75
3 5,23 4,01 0,64 5,72
4 531 4,15 0,64 6,6
5 4,91 4,37 0,64 5,81
Média (areas) 5,58 4,17 0,64 5,59
SD 0,89 0,24 0 0,72
RSD 16,1 5,8 0 12,87
Inibicao 0% 25% 89% -

Concentracdo das amostras: 100 pg/mL

4.2.3.3.2. DERIVADOS DA LAUSONA (L1-L8) E SEUS COMPLEXOS Cu(Ln),

As Figuras 4.280 e 4.281 e as Tabelas 4.71 e 4.72 mostram 0s
resultados de inibicdo com os ligantes (L’s) derivados da lausona e seus complexos
observa-se que ao se complexar algumas substancias tiveram suas atividades

aumentadas significativamente, causando uma inibicdo no crescimento do fungo de
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71% para Cu(L2), enquanto que para seu ligante L2 foi de 49%; 76% para Cu(L3);
enquanto que para seu ligante livre L3 foi de 54% e para Cu(L7), a porcentagem de
inibicdo foi de 72% enquanto que para seu ligante livre L7 foi de 44%; para Cu(L6).
houve um pequeno acréscimo 40% enquanto que para L6 foi de 39%. Para os
demais compostos ndo se observou um aumento na taxa de inibicdo quando
complexado, o que demostra que ndo é somente a presenc¢a do cobre responsavel

pelo acréscimo.

Crescimento micelial Crescimento micelial
104 10-
8 8-
& &
g 6- g 6-
F 53% i © 49%
O 4 g 4
< —— <
24 24
0 T 0 1
L1 [Cu(L1)2] Controle L2 [Cu(L2)2] Controle
[ L1 (A=3.23cm? SD =040;n=4) [J L2(A=352cm? SD=0.32;n=4)
B [Cu(L1)2] (A= 3.75cm% SD = 0.57; n = 4) B [Cu(L2)2] (A= 1.96cm? SD =0.16; n = 4)
Il Controle (A= 6.84cm? SD=1.17;n=4) Il Controle (A= 6.84cm? SD=1.17;n=4)
Crescimenite micellal Crescimento micelial
i 15-
8-
&= &E\ 10+
£ 61
) = 58%
g 54% 3
o 4 ; 2 sl —
< =
76%
2+
0 T 0 T
L3 [Cu(L3)2] Controle L4 [Cu(L4)2] Controle
[J L3(A=3.18cm% SD=0.31;n=4) [J L4(A=544cm? SD =047;n=4)
B [Cu(L3)2] (A= 1.66 cm? SD = 0.18; n = 3) Bl [Cu(L4)2] (A= 6.40 cm?; SD = 0.89; n = 4)
Il Controle (A= 6.84cm% SD=1.17;n=4) Il Controle (A= 12.88 cm? SD = 0.69; n = 4)

FIGURA 4.280 — Gréaficos de crescimento micelial com as substancias L1 - L4 e
seus complexos.

Pagina | 253



Resultados e Discussdo
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Il Controle (A= 6.84cm% SD=1.17;n=4)

Area (cm2)

104

Crescimento micelial

T

60%

L8

T
Controle

35%

[Cu(L8)2]

Controle

] L8(A=4.04cm? SD=0.17;n=4)
= controle (A= cm%SD=;n=4)

Bl [Cu(L8)2] (A= 4,1cm?%SD=0.21;n=4)
@l Controle (A= 6.26 cm? SD =0,77; n = 4)

FIGURA 4.281 — Gréaficos de crescimento micelial com as substancias L5 - L6 e
seus complexos.

TABELA 4.71 — Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de inibigéo
do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apés 30 dias do experimento
com as substancias L1-L4 e seus complexos

Réplicas | L1(cm®) |[Cu(L1);] | L2 (cm?) | [Cu(L2),] | L3 (cm?) | [Cu(L3),] | L4 (cm?) | [Cu(L4),]
(cm?) (cm?) (cm?) (cm?)

1 3,40 4,52 3,33 1,81 2,83 1,54 5,89 6,24
2 2,66 3,80 2,54 1,86 3,59 1,86 5,72 5,23
3 3,66 2,66 3,94 2,01 3,14 1,58 5,31 7,25
4 2,72 3,20 3,20 2,16 3,14 - 4,83 6,88
5 3,14 3,46 3,59 2,01 2,83 - - -

Média 3,11 3,53 3,32 1,97 3,11 1,66 5,44 6,40
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(areas)
SD 0,43 0,69 0,52
RSD 13,88 17,68 15,61

Inibicdo 54 % 48 % 51 %

0,14
7,02
71 %

0,31
10,04
55 %

0,18
10,55
76 %

0,47
8,74
58 %

0,89
13,87
50 %

Concentracéo das amostras: 100 pg/mL

TABELA 4.72 — Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de inibicdo
do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apds 30 dias do experimento
com as substancias L5-L8 e seus complexos

Réplicas | L5 (cm?) | [Cu(L5);] | L6 (cm?) | [Cu(L6);] | L7 (cm?) | [Cu(L7);] | L8 (cm?) | [Cu(L8),]
(cm?) (cm?) (cm?) (cm?)
1 3,33 3,87 4,45 4,01 6,88 2,49 3,94 4,15
2 3,40 3,33 4,67 3,80 6,24 3,14 3,87 3,8
3 3,14 3,94 4,01 4,23 4,91 3,01 4,22 4,3
4 3,94 - 3,66 4,37 4,75 2,71 4,15 4,1
Média
. 3,45 3,71 4,20 410 5,69 2,84 4,04 4,1
(areas)
SD 0,34 0,33 0,45 0,25 1,03 0,29 0,17 0,21
RSD 9,92 8,95 10,74 6,11 18,17 10,38 4,19 5,13
Inibicdo 50 % 46 % 39 % 40 % 44% 72% 60% 35%

Concentracdo das amostras: 100 pg/mL

4.2.3.3.3. FLAVONOIDES E SEUS COMPLEXOS DE COBRE

Crescimento micelial

41%

Area (cm?)

T
NAR

] NAR (A=6.94cm? SD =0.94;n=5)
B [Cu(NAR)2] (A= 3.75cm? SD =0.44;n=5)

Bl [Cu(BIPY)(NAR)] (A= 3.07cm? SD = 0.47;n=5)
Bl [Cu(FEN)(NAR)] (A= 2,09cm? SD =0.21;n=5)
] Controle (A= 6.35cm? SD = 0.47; n=5)

[Cu(NAR)2] [Cu(BIPY)(NAR)] [Cu(FEN)(NAR)]

T
Controle

FIGURA 4.282 — Grafico de crescimento micelial com as substancias NAR e seus

complexos
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Crescimento micelial

8-
+
6- —T—
&
IS
O
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24
100%
0

T T
1,2-Di(4"-iminoNAR)etano (Cu[1,2-Di(4 -iminoNAR)etano]) Controle

] 1,2-Di(4"-iminoNAR)etano (A = 5,20 cm? SD = 0.79; n = 4)
B (Cu[1,2-Di(4 -iminoNAR)etano]) (A = 0cm? SD = 0; n = 4)
Bl Controle (A= 5.06cm? SD=0.22,n=4)

FIGURA 4.283 — Gréfico de crescimento micelial com as substancias 1,2-Di-(4"-
iminoNAR)-etano e seu complexo.

Crescimento micelial Crescimento micelial

10-
g 18%
~ 8 33% 26%
< . €
§ o) I i
S @©
o 4 Z
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24
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0 T 0 T
HPT [Cu(HPT)2] [Cu(BIPY)(HPT)] Controle NNINA [Cu(NNINA)2] [Cu(BIPY)(NNINA)] Controle
] HPT (A=4.61cm?% SD=066;n=4) ] NNINA(A=4.19cm? SD = 0.58; n = 4)
[ [Cu(HPT)2] (A= 554 cm? SD=043;n=4) I [Cu(NNINA)2] (A= 4.64cm? SD =0.38;n = 4)
Bl [Cu(BIPY)(HPT)] (A= 5.87cm? SD=022;n=4) El [Cu(BIPY)(NNINA)] (A= 5.15cm? SD =0.93; n = 4)
Il Controle (A= 8.25cm? SD =0.68; n = 4) Il Controle (A= 6.26 cm? SD = 0.77; n = 4)

FIGURA 4.284 — Gréaficos de crescimento micelial com as substancias NNINA e HPT
e seus complexos.

TABELA 4.73 — Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de inibigéo
do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apés 30 dias do experimento
com o flavonoide NAR e seus complexos

Réplicas | NAR (cm®) | [Cu(NAR),] (cm?) | [Cu(BIPY)(NAR)] (cm?) | [Cu(FEN)(NAR)]

(cm?)
1 7,45 3,59 3,87 2,27
2 5,31 4,21 2,89 2,27
3 6,97 3,14 2,77 1,77
4 7,45 4,15 2,71 2,01
5 7,54 3,66 3,08 2,16
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Média
Vetia g 94 375 3.07 2.09
(areas)
SD 094 0.44 047 0.21
RSD 13,56 11,85 15,31 10,13
Ao
n'o'ga 9% 41% 52% 67%

Concentracéo das amostras: 100 pg/mL

As Figuras 4.282 e 4.283 e as Tabelas 4.73 e 4.76 mostram o0s
resultados de inibicdo com o Flavondide NAR e seus complexos; observa-se que o
Flavondide ndo causou inibicdo no crescimento micelial mas um ligeiro aumento no
crescimento ao se complexar observa-se que ha um aumento na porcentagem de
inibicdo sendo de 41% para Cu(NAR),; 52% para Cu(BIPY)(NAR) e 67% para
Cu(FEN)(NAR) um resultado bem interessante foi seu derivado Iminico, onde o
ligante livre ndo apresentou inibicdo mas ao se complexar ndo houve crescimento

micelial na concentragéo de 100 pg/mL.

A Figura 4.284 e as Tabelas 4.74 e 4.75 mostram os resultados para
os flavonoides NAR e HPT e seus complexos, ndo se observou atividade fungitoxica
ao se complexar estas substancias, ficando seus flavonéides mais ativos do que

seus complexos.

TABELA 4.74 — Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de inibicédo
do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apés 30 dias do experimento
com o flavondide NNINA e seus complexos

Réplicas NNINA (cm?) [Cu(NNINA),] [Cu(BIPY)(NNINA)]
(cm?) (cm?)
1 4,67 5,06 4,37
2 3,53 4,45 6,33
3 3,87 4,83 5,47
4 4,67 4,23 4,45
Média (areas) 4,19 4,64 5,15
SD 0,58 0,38 0,93
RSD 13,85 8,11 18,05
Inibicao 33% 26% 18%

Concentracdo das amostras: 100 pg/mL
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TABELA 4.75 — Médias das &reas do crescimento micelial e porcentagem de inibigdo
do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apés 30 dias do experimento
com o flavonéide HPT e seus complexos

Réplicas | HPT (cm?) | [Cu(HPT)] (cm?) | [Cu(BIPY)(HPT)] (cm°®)
1 4,6 5,72 6,07
2 4,52 5,14 5,98
3 5,47 5,23 5,55
4 3,87 6,07 5,89
Média (areas) 4,61 5,54 5,87
SD 0,66 0,43 0,22
RSD 14,26 7,84 6,07
Inibicao 44% 33% 5,98

Concentracao das amostras: 100 pg/mL

TABELA 4.76 — Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de inibi¢édo
do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apds 30 dias do experimento
com o derivado Iminico 1,2-Di-(4"-iminoNAR)-etano e seu complexo

L 1,2-Di-(4"-iminoNAR)-etano | Cu[1,2-Di-(4"-iminoNAR)-etano]

Réplicas 2 2
(cm’) (cm’)

1 5,06 0,0

2 4,23 0,0

3 6,15 0,0

4 5,39 0,0

Media 5,20 0,00

(areas)

SD 0,79 0,00

RSD 15,33 0,00

Inibigc&o -3 100%

Concentracdo das amostras: 100 pg/mL

A Figura 4.85 e a Tabela 4.77 mostram os resultados utilizando
acetato de cobre, onde se observa que obteve baixa atividade inibitéria,

ocasionando apenas 30% de inibigdo no crescimento micelial.
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Crescimento micelial
15-

104 30%

T
AcCu Controle

] AcCu (A=724cm? SD=0.62;n=5)
Il Controle (A=10,35 cmz; SD =1,05; n=5)

FIGURA 4.285 — Gréfico de crescimento micelial com Acetato de Cobre.

TABELA 4.77 — Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de inibicéo
do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apés 30 dias do experimento

com AcCu

Réplicas | AcCu(cm”) | Controle (cm?)
1 6,42 9,83
2 7,94 9,28
3 7,25 11,81
4 6,88 9,72
5 7,74 11,09
Média (areas) 7,24 10,35
SD 0,62 1,05
RSD 8,56 10,23

Inibicao 30%

Concentracao das amostras: 100 pg/mL
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FIGURA 4.1 - Espectro de RMN 'H da substancia FA1 (MeOD-d4, 400MHz).
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FIGURA 4.2 - Espectro de RMN 'H da substancia FA2 (MeOD-d4, 200 MHz).
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FIGURA 4.3 - Espectro de RMN de 'H da substancia FA3 (MeOD-d4, 400 MHz).
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FIGURA 4.4 — Mapa de correlacbes H-H COSY da substancia FA3 (MeOD-d4, 400
MHz).
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FIGURA 4.5 - Mapa de contorno HSQC da substancia FA3 (MeOD-d4, 400 MHz).
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FIGURA 4.6 - Mapa de contorno HMBC da substancia FA3 (MeOD-d4, 400 MHz).
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FIGURA 4.7 - Espectro de RMN *H da substancia FA4 (MeOD-d4, 400 MHz).
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FIGURA 4.8 - Espectro de RMN **C da substancia FA4 (MeOD-d4, 400 MHz).
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FIGURA 4.15 — Espectro de RMN *H da substancia FA7 (MeOD-d4, 400MHz).
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FIGURA 4.16 — Espectro de RMN *3C da substancia FA7 (MeOD-d4, 100MHz).
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FIGURA 4.17 - Espectro de RMN H da substancia FA8 (DMSO-d6, 200 MHz).
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FIGURA 4.18 - Espectro de RMN *H da substancia FA9 (MeOD-d4, 400 MHz).
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FIGURA 4.19 — Mapa de acoplamentos H-H COSY da substancia FA9 (MeOD-d4,
400 MHz).
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FIGURA 4.20 — Mapa de contorno HSQC da substancia FA9 (MeOD-d4, 400 MHz).
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FIGURA 4.36 - Espectro de RMN *3C da substancia FA13 (DMSO-d6, 100 MHz).
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FIGURA 4.37 — Mapa de acoplamentos H-H COSY (com ampliacdo) da substancia
FA13 (DMSO-d6, 400 MHz).
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FIGURA 4.38 - Mapa de contorno HSQC da substancia FA13 (DMSO-d6, 400 MHz).
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FIGURA 4.39 - Mapa de contorno HMBC da substanciaFA13 (DMSO-d6, 400 MHz).
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FIGURA 4.40 —Espectro RMN *H da substanciaFA14 (MeOD-d4; 400 MHz).
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FIGURA 4.41 — Espectro de acoplamentos H-H COSY da substancia FA14 (MeOD-
d4; 400 MHz).
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FIGURA 4.42 — Mapa de contorno HSQC da substancia FA14 (MeOD-d4; 400 MHz).
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FIGURA 4.43 — Mapa de contorno HMBC (ampliacdo) da substancia FA14 (MeOD-
d4; 400 MHz).
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FIGURA 4.44 — Espectro de RMN *H da substanciaFA15 (MeOD-d4; 400 MHz).

&
EEN
8 2| R
5 : 5
|
«©
gg 8 8
. eSS 8 ]
g T8gT g
f< A ?
& I & 5 |
| . S N
I . Lol | i R
O W A
184 176 168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16

Chemical Shift (ppm)

FIGURA 4.45 — Espectro de RMN *3C da substanciaFA15 (MeOD-d4; 100 MHz).
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FIGURA 4.46 — Mapa de acoplamentos H-H COSY da substancia FA15(MeOD-d4;
400 MHz).
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FIGURA 4.47 — Mapa de contorno HSQC da substancia FA15(MeOD-d4; 400 MHz).



Lu3hd42_FAR24414-A 300 1 C:\Bruker\TopSpin3.0\data\Titi

I L

E hmbc32_17ppm MeOD C:\NMRData nmrsu 'E
] &
=
[
. e
w
© " - 8
(=3
S
“ e
-
5
o
=3
—
e
e
——————r————
7 6 5 4 3 2 1 F2[ppm]

FIGURA 4.48 — Mapa de contorno HMBC da substancia FA15(MeOD-d4; 400 MHz).
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FIGURA 4.49 - Espectro de RMN *H da substancia FA16 (MeOD-d4, 400 MHz).
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FIGURA 4.51 — Mapa de contorno HSQC da substancia FA16(MeOD-d4; 400 MHz).
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FIGURA 4.52 — Mapa de contorno HMBC da substancia FA16(MeOD-d4; 400 MHz).
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FIGURA 4.53 - Espectro de RMN *H da substanciaFA17 (MeOD-d4, 400MHz).
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FIGURA 4.62 - Espectro de *H RMN das substanciasGA4 e GA5 (CDCls;. 200 MHz).

i}

1 100 130 00 50 300 30 40 430 500

FIGURA 4.63 — Espectro de Massas da substanciaGA4.



h
"
2
45
g 7 303 40
bl o FET Y, T e 3 :‘-f.l. T
0 100 150 00 50 300 350 400 430 S0
FIGURA 4.64 —Espectro de Massas da substanciaGA5.
3 . ? | 3
1 e K it ‘
‘ 3
LJ\ . 2 N % \ e
1.00 352 1.06 447 453
L H| El HoEl Ll

Chemical Shift (ppm)

FIGURA 4.65- Espectro de RMN *H das substanciasGA6 e GA7 (CDClz, 200 MHz).
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de, 200 MHZ2).
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FIGURA 4.88 — Espectro RMN *H da substancia GA12 (MeOD-d4; 400 MHz).
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400 MHz).
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FIGURA 4.90 — Mapa de contorno HSQC da substanciaGA12(MeOD-d4; 400 MHz).

Lu3hd44_GARS43BC-1 300 1 C:\Bruker\TopSpin3.0\data\Titi

hmbc32_17ppm MeOD C:\NMRData nmrsu L
- -~
- . ° : L

F1 [ppm]

50

| JMJ N

~ -
® - .
S : “ ]
- 8.
8 2 -2
8
- ™
= s
- -
e
-3
&
-
T T T T T T T T T T T T . T T T T T T T T T
7 6 5 4 F2 [ppm]

FIGURA 4.91 — Mapa de contorno HMBC da substanciaGA12(MeOD-d4; 400 MHz).
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FIGURA 4.93 — Experimento (1) de gNOESY da substancia GA12 (Acetona-d6, 400
MHz).
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FIGURA 4.94 — Experimento (2) de gNOESY da substancia GA12 (Acetona-d6, 400
MHz).
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FIGURA 4.109 — Espectro RMN *H da substancia GA15 (Acetona-d6; 400 MHz).
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+MS, 19.9-25.3min #(387-492)

nnnnnn

527.%391
5271391

417.2857

T IHLXL‘\‘lL‘L'm

FIGURA 4.113 — Espectro de MassasAlta Resolucéo da substancia GA15 (modo
positivo).

LulAd4l_G2B 1 1 C:\Bruker\TopSpin3.0\data\Titi

sy e cegenp ey T

SRR o G S

MULJM

FIGURA 4.114 — Experimento (1) de gNOESY da substancia GA15 (Acetona-d6,
400 MHz).

T T
[ppm]

7



------------------------------

FIGURA 4.115 — Experimento (2) de gNOESY da substancia GA15 (Acetona-d6,
400 MHz).
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FIGURA 4.134 — Espectro de DC da substancia GA14.
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FIGURA 4.141- Espectro de RMN *H da substancia L1 (DMSO-d6, 400 MHz).
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FIGURA 4.206 - Espectro de UV (A"*%" 4o0) para o flavonéide NNINA e seu
complexo [Cu(NNINA),].
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FIGURA 4.207- Espectro de UV (A\Y*°" ¢0) para o flavonéide HESP e seu complexo
[CU(HESP),].
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FIGURA 4.208 - Espectro de UV (A"*%" ¢0) para o flavonéide HPT e seu complexo
[Cu(HPT),].
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FIGURA 4.209 - Espectro de UV (A\"*%" ¢0) para o flavonéide NAR e seu complexo
[Cu(BIPY)(NAR)].
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FIGURA 4.210- Espectro de UV (AM*°" ¢,0) para o flavonéide NAR e seu complexo
[CU(FEN)(NAR)].
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FIGURA 4.211- Espectro de UV ()\MeOH s00) para o flavondide NNINA e seu complexo
do tipo [Cu(BIPY)(NNINA)].
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FIGURA 4.213 - Espectro de UV (A\"*%" ¢0) para o flavonéide HESP e seu complexo
[CU(FEN)(HESP)].
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FIGURA 4.214 - Espectro de UV (\®°" ¢, para o flavonéide HPT e seu
complexo[Cu(BIPY)(HPT)].
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FIGURA 4.215 - Espectro de UV (A\"*%" ¢0) para o flavonéide HPT e seu complexo
[Cu(FEN)(HPT)].
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FIGURA 4.216 - Espectro de UV (\V¢°" ¢0) para o ligante (1,2-Di(4 -
iminoNAR)etano) e de seu complexo [Cu(1,2-Di(4"-iminoNAR)etano)].
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FIGURA 4.217 - Espectro de UV (\"®°" ¢40) para o ligante (1,2-Di(4"-
iminoNNINA)etano) e de seu complexo [Cu(1,2-Di(4"-iminoNAR)etano)].
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FIGURA 4.224 - Espectro de Massas do complexo Cu(L2)s.

FIGURA 4.225 — Espectro de Massas do complexo Cu(L3),.
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FIGURA 4.226 — Espectro de Massas do complexo Cu(L4)..
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FIGURA 4.227 — Espectro de Massas do complexo Cu(L5),.
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FIGURA 4.228 — Espectro de Massas do complexo Cu(L6)s.
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FIGURA 4.229 — Espectro de Massas do complexo Cu(L7)..
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FIGURA 4.232 - Espectro de IV de Cu(L1).(pastilhas KBr).
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FIGURA 4.233 - Espectro de IV de L2 (pastilhas KBr).
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FIGURA 4.234 - Espectro de IV de Cu(L2),(pastilhas KBr).
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FIGURA 4.236 - Espectro de IV de Cu(L3)2(pastilhas KBr).
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FIGURA 4.239 - Espectro de IV de L5 (pastilhas KBr).
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FIGURA 4.240 - Espectro de IV de Cu(L5),(pastilhas KBr).
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FIGURA 4.241 - Espectro de IV de L6 (pastilhas KBr).
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FIGURA 4.244 - Espectro de IV de Cu(L7)2(pastilhas KBr).
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FIGURA 4.246 - Espectro de IV de Cu(L8),(pastilhas KBr).
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FIGURA 4.249 - Espectro de UV (A\"*%" ¢0) para o ligante L2 e seu complexo do tipo
CU(L2)2.
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FIGURA 4.250- Espectro de UV (AM*°F ¢,0) para o ligante L3 e seu complexo do tipo
Cu(L3)s.
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FIGURA 4.251 - Espectro de UV (A\"*%" 440) para o ligante L4 e seu complexo do tipo

Cu(L4),.
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FIGURA 4.252 - Espectro de UV (A\"*%" 4o0) para o ligante L5 e seu complexo do tipo
CU(L5)2.
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FIGURA 4.253 - Espectro de UV (A\"*%" ¢0) para o ligante L6 e seu complexo do tipo

Cu(L6),.
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FIGURA 4.254 - Espectro de UV (A\"*%" 4o0) para o ligante L7 e seu complexo do tipo

Cu(L7)s.

Abs

0,6

0,4 -

0,2

0,0

—18
- - - (CulL8])

200

T
250

T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600

nm

FIGURA 4.255 - Espectro de UV (A\"*%" ¢o0) para o ligante L8 e seu complexo do tipo

CU(L8)2.




