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RESUMO

ALCALOIDES E DIIDROCHALCONAS DE METRODOREA STIPULARIS:
QUIMICA E BIOATIVIDADE - Este trabalho baseou-se no estudo bioguiado
de cinco plantas (Galipea jasminiflora, Esenbeckia febrifuga, Esenbeckia
grandiflora, Metrodorea stipularis e Zanthoxylum fagara) pertencentes a familia
Rutaceae utilizando como alvo a enzima cruzaina de Trypanosoma cruzi. A
particao diclorometanica dos caules de M. stipularis proveniente da parti¢ao
liquido-liquido do extrato etandlico foi a mais ativa e apods estudo
cromatografico suas fragdes apresentaram inibigdes enzimaticas muito alta.
Assim foram todas estudadas cromatograficamente a fim de se isolar os
metabolitos secundarios responsaveis por esta inibi¢do. Neste estudo isolou-se
18 compostos (7 alcaloides, 6 cumarinas, 1 esteroide, e 4 diidrochalconas),
sendo cinco inéditos na literatura at¢é o momento (2 alcaloides e 3
diidrochalconas). Observou-se a presenga das diidrochalconas em todas as
fracdes ativas e na enzima alvo cruzaina, as substancias desta classe de
metabolitos foram as que apresentaram as maiores inibigdes. Estes fatos indicam
que elas podem ser as responsdveis pela inibicdo encontrada nas fragdes. Devido
a similaridade da cruzaina com as catepsinas B e L, os metabolitos isolados
foram ensaiados nestas enzimas e quatro alcaloides assim como duas
diidrochalconas apresentaram significativa inibicdo na catepsina B, e duas
diidrochalconas na catepsina L. Como plantas desta familia sdo utilizadas pela
medicina popular no tratamento de maléria, estes compostos foram também
ensaiados no Plasmodium falciparum, parasita causador da doenca e os

resultados de duas diidrochalconas foram satisfatorios.
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ABSTRACT

ALKALOIDS AND DIHYDROCHALCONES FROM METRODOREA
STIPULARIS: CHEMISTRY AND BIOACTIVITY - This work was based on
bioactivity-guided study of five plants ( Galipea jasminiflora , Esenbeckia
febrifuga, Esenbeckia grandiflora , Metrodorea stipularis and Zanthoxylum
Fagara ) from Rutaceae family using the enzyme cruzain from 7rypanosoma
cruzi as target. The dichlorometane liquid-liquid partition from stems of M.
stipularis were the most active one, and after a chromatographic study its
fractions showed high enzymatic inhibition, so all fractions were submitted a
chromatographic study aiming to isolate the secondary metabolites responsible
for this inhibition. A number of compounds were isolated, among them: seven
alkaloids , six coumarins, one steroid, and four dihydrochalcones, two alkaloids
and three dihydrochalcones have been described for the first time. It was
observed the presence of the dihydrochalcones in all active fractions indicating
that has of compounds may be responsible for the activity of the extracts against
cruzain. Due to the similarity of the cruzain with cathespsins B and L, and to
further explore the bioactivity the isolated metabolites were also assayed in
these enzymes. Four alkaloids as well two dihydrochalcones showed significant
inhibition of cathepsin B, while dihydrochalcones showed to inhibition
cathepsin L. Plants of this family are used in folk medicine for the treatment of
malaria , so these compounds were also tested against Plasmodium falciparum

parasite, and good activity was found for two dihydrochalcones.

XXiii



SUMARIO

1 = INTRODUGCAO ...ttt 2
1.1 - PRODUTOS NATURAIS NA PRODUCAO DE FARMACOS.......... 2
1.2 -FAMILIA RUTACEAE .......cooiiioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 7

1.2.1 = GALIPEA JASMINIFLORA ..o 9
1.2.2 = ESENBECKIA FEBRIFUGA ......oooooooeeeeeeeeeeeeeevseesee e, 10
1.2.3 - ESENBECKIA GRANDIFLORA .........cooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene. 10
1.2.4 - ZANTHOXYLUM FAGARA ..o, 11
1.2.5 - METRODOREA STIPULARIS.........oooovreeeereeeeeeeesreseeseseeeen. 11
1.3 - DOENCA DE CHAGAS ....ooomoeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
1.3.1 - AENZIMA CRUZAINA ....cooovioioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 17
1.4 = MALARIA ....coooieoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 18
1.5 - O CANCER E AS CATEPSINAS .....coooviimiiiieeeeeeeeeeeeeee s 21

2 mOBIETIVOS ..o 24
2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS........ocoooivoeiieeeeeseeeeeeeeeeeesvesesen e 24

3 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTALIS.......cocouiimieeeeeeeeeeeeeeeeeeeennne 26
3.1 - MATERIAIS E METODOS ......cocovivivimeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseee s 26
3.2 - COLETA DO MATERIAL VEGETAL .......cocoovviiiiieeeeeeeeeenees 27
3.3 - PREPARO DOS EXTRATOS ......cooviuiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee s 27
3.4 -ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS ......coccooovovveeeeeeeereeeeeeeeeesienes 29
3.5 - ENSAIOS ENZIMATICOS ......oooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseesesennes 35

3.5.1 = CRUZAINA ....ooooiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 36
3.52 = CATEPSINAS ..o 36
3.5.3 - ENSAIOS EM PLASMODIUM FALCIPARUM ........................... 37

4 -RESULTADOS E DISCUSSAO.......ccoiieeereeieeieseseeeeseeeeeesees s, 40
4.1 - SUBSTANCIAS ISOLADAS ..o, 40
42 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL ......coooiviimieeeeeeeeeeeeeeeeeeeereneene 45

42.1 = ALCALOIDES........cocooiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 45



4.2.1.1 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA DICTAMINA................. 45
4.2.1.2 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA N-METIL-4-METOXI-2-

QUINOLONA ... eecoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeeeeeeesseesess e eesseeeeesseeseeseseseeseeseesees 48
4.2.1.3 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA MACULINA.................. 49
4.2.1.4 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA RUTAECARPINA E DA
1-HIDROXIRUTAECARPINA ..o eeeeeeseeeeeeeseeseeseeeeeseeseeseenns 50

4.2.1.5 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS 6 E 7 61
4.2.1.6 - PROPOSTA DA BIOGENESE DAS SUBSTANCIAS 4-7...... 74

422 CUMARINAS ...ttt 76
4.2.2.1 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA HERACLENOL ............... 76
4.2.2.2 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA FELOPTORINA .............. 79
4.2.2.3 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA 5,6-METILENODIOXI-
7,8-DIMETOXICUMARINA .....c.oiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 83

4.2.2.4 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA ISOPIMPENILINA .......87
4225 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA 6,7-METILENODIOXI-8-
METOXICUMARINA ......covoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeseeeesseeeeeseesesenns 91
4.2.2.6 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA ESCOPOLETINA.......... 94
423 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DO ESTEROIDE 3-B-O-p-
GLUCOPIRANOSIL SITOSTEROL ......cooveeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseeseeseeeeene 96
TN 5)115):36 1615 1N 01610) VN J Y 100
4.2.4.1 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA 15........ 100
4.2.4.2 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA 16........ 107
4243 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA 17 .......112
4.2.4.4 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA 18.......119
4245 - PROPOSTA DA BIOGENESE DAS DIIDROCHALCONAS

1E10) 57N 0 YN 126
43 -ENSAIOS ENZIMATICOS ..o 126
431 =CRUZAINA oo, 126

XXV



5
6

4.3.2 - CATEPSINAS ...t
4.4 - ENSAIO NO PLASMODIUM FALCIPARUM...........ccccovcuvveuevauenne.

- CONCLUSAO

- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o,

XXVi



INTRODUCAO




1 -INTRODUCAO
1.1 - PRODUTOS NATURAIS NA PRODUCAO DE
FARMACOS

As plantas produzem dois grandes grupos de compostos, o0s
metabolitos primarios € os metabolitos secundarios. O primeiro desempenha
fungdes basicas vitais para elas como os lipideos, os protideos e os glicidios, que
sao produzidos através de rotas biossintéticas, € originam a custas de energia o
segundo grupo, os metabolitos secundarios (FUMAGALI et al., 2008; SIMOES
etal., 2010).

Os metabdlitos secundarios nao desempenham fungdes essenciais
mas sdo de grande importancia na adaptacdo das plantas ao meio ambiente,
aumentando a probabilidade de sobrevivéncia de uma espécie, e geralmente
apresentam estruturas complexas, de baixo peso molecular e marcantes
atividades biologicas (SIMOES et al., 2010).

Estes metabolitos secundarios sdo classificados de acordo com sua
rota biossintética, sendo de basicamente trés grupos principais, os compostos
fenolicos, os terpénicos e esteroides, e os alcaloides. A origem de todos eles
pode ser resumida a partir do metabolismo da glicose seguindo basicamente
duas vias, uma pelo intermediario acido chiquimico e outra pelo acetato. Alguns
metabolitos ndo derivam apenas de uma destas vias mas da combinacao delas
(FUMAGALI et al., 2008; SIMOES et al., 2010).

Por milhares de anos as plantas sdo utilizadas como medicamentos,
este uso se iniciou com as formas mais "cruas" como: tinturas, chas, emplastos,
p6 e outras formulagdes ervais. Hoje o uso das plantas como medicamento tem
envolvido o isolamento do metabdlito secundario como principio ativo. Este
processo se iniciou com o isolamento do alcaloide morfina da planta Papaver

somniferum L. (0pio) (FIGURA 1.1) no inicio do século XIX; e seguiu com o



1solamento de vdarios outros metabolitos de grande importincia farmacologica

(BALUNAS e KINGHORN, 2005).

de capa da revista PNAS, 21, 2004).

O o6pio possui também outros alcaloides de grande importancia e
propriedades farmacologicas interessantes, como a codeina (antitussigeno), a
tebaina (antagonista da morfina) e a papaverina (espasmolitico) (FIGURA 1.2)

(HOSTETTMANN et al., 2003).

codeina tebaina

papaverina

FIGURA 1.2 - Alcaloides com propriedades farmacologicas isolados do opio.
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Dentre outros importantes farmacos oriundos de plantas temos os
exemplificados na FIGURA 1.3: a galantamina (1) isolada de Galanthus
woronowii utilizada no tratamento da doenca de Alzheimer; os alcaloides
bisindolicos vinblastina (2) e vincristina (3) isolados de Catharantus roseus
utilizados no tratamento de leucemia, o paclitaxel (4) isolado de Taxus brevifolia
utilizado no tratamento de cancer de mama e de pulmdo e a digitoxigenina
isolado de Digitalis spp. utililizado como cardiotonico (BALUNAS e
KINGHORN, 2005; BARREIRO e¢ FRAGA, 2001; HOSTETTMANN et al.,
2003).

FIGURA 1.3 - Exemplos de farmacos isolados de plantas.

Além disto, as substancias naturais também sao utilizadas como
prototipos para modificacoes estruturais visando a otimizagdo das suas

propriedades farmacologicas e bioquimicas, surgindo novas arquiteturas
4



moleculares semissintéticas utilizadas para diversas patologias, como o0s
exemplificados na FIGURA 1.4, o derivado da vimblastina conhecido como
vinorelbina (5) utilizado no tratamento de cancer de mama, da mesma forma o
topotecano (6) derivado da camptotecina (7) isolado da planta Camptotheca
acuminata também utilizado no tratamento de cancer ¢ a cortisona (8) derivado
da diosgenina (9) isolado da Discorea floribunda (HOSTETTMANN et al.,
2003).

8 9

FIGURA 1.4 - Exemplos de fArmacos naturais e semissintéticos.



Sendo as plantas fontes de substincias estruturalmente
funcionalizadas, complexas e incomuns e portanto um alvo extremamente
atraente para estudos quimicos e biologicos, uma das formas racionais no seu
estudo na busca por potenciais novos farmacos pode ser através de uma triagem,
onde uma grande variedade de extratos ¢ utilizada para testes biologicos
especificos a fim de se obter um ou mais metabdlitos com potencial
farmacologico. (BAKER et al., 2007).

Este processo de obten¢do de produtos naturais para um possivel
prototipo ou material de partida para sintese ¢, em geral, longo, caro e necessita
de varias etapas. Algumas vezes o que se consegue sdo quantidades
extraordinariamente pequenas do composto desejado e ainda este pode ser
instavel. E muito importante a escolha das técnicas cromatogréficas adequadas a
serem utilizadas neste caminho, assim como de um alvo bioldgico especifico
para a doenga que se deseja atingir ( HOSTETTMANN et al., 2003).

Diante deste contexto, a medicina natural com toda sua tradi¢ao ¢
um conceito de mercado, a necessidade exige e a ciéncia busca a unificagdo com
0 que a natureza oferece, assim foi realizado o screening dos extratos das folhas
e caules de cinco plantas da familia Rutaceae utilizando como alvo biologico a
enzima cruzaina de Trypanosoma cruzi. Esta familia de plantas ja ¢ estudada
pelo grupo de pesquisa ha varios anos e vem apresentando bons resultados de
inibicao enzimatica frente a cisteino proteases. Também realizou-se o ensaio dos
metabolitos secundarios isolados em catepsinas B e L, apresentando esta tltima
identidade de 42,4% com a cruzaina; e em Plasmodium falciparum, ja que varias
plantas da familia Rutaceae sdo utilizadas pela medicina popular para tratamento

da malaria.



1.2 - FAMILIA RUTACEAE

A familia Rutaceae, pertencente a ordem Sapindales, ¢ composta
por aproximadamente 160 géneros e mais de 1900 espécies, distribuidas
principalmente nas regides tropicais e temperadas. (GROPPO et al., 2008).

Esta familia possui uma composi¢ao quimica bastante diversificada,
destacando-se a presenca de metabodlitos secundarios de grande diversidade
estrutural, como: alcaloides, cumarinas, lignanas, flavonoides, terpenoides e
limonoides (FIGURA 1.5). Muitos desses metabolitos possuem variadas
atividades biologicas, de grande importincia farmacologica, despertando o
interesse cada vez maior na investigagdo da fitoquimica desta familia

(WATERMAN & GRUNDON, 1983; WATERMAN, 1999).



Bosistoa floydii Magnolia kobus
(AUZl et al., 1997) (IIDA et al., 1982)

Esenbeckia grandiflora .
. Euxylophora paraensis
(JANUARIO et al., 2009) (ISIDORO et al., 2012)
H;CO

O
OCHj3
OCH3
Esenbeckia grandiflora Raiuia resinona
(JANUARIO et al., 2009) (ALBARICI et al., 2010)

FIGURA 1.5 - Exemplos de metabolitos secundarios isolados de plantas da familia Rutaceae.

Trabalhos do nosso grupo ja apresentaram resultados de atividades
antiparasitarias de extratos e substancias isoladas de plantas da familia Rutaceae,
como destacado em VIEIRA et al. (2001) e PEREIRA et al. (2008) que
demonstraram a atividade de extratos de plantas bem como de substincia
i1soladas e semissintéticas contra a enzima GAPDH de Trypanosoma cruzi.

Plantas da familia Rutaceae bem como compostos isolados da

mesma vém se apresentando como potenciais inibidores de catepsinas como por
8



exemplo, alcaloides acridonicos isolados de Swinglea glutinosa apresentaram

otimos resultados (FIGURA 1.6) (SEVERINO et al., 2011).

Ry, O OH R, = prenila, R, = OH, R; = OCH;, R, =H 1Cs5, CATV =22 + 0,2uM

R4
O O R, =H,R,=OCH;, Ry =OCHs, R, =H ICso CATV =22 * 0,5 uM
N R,

Rl = OCHS, R2 = OCH3, R3 = OCH3, R4 =H ICSO CATV = 2,2 * 051 uM

FIGURA 1.6 - Alguns alcaloides acridonicos isolados de S. glutinosa e seus respectivos

valores de ICs na catepsina V.

Como mencionado anteriormente, varias plantas desta familia sdo
utilizadas pela medicina popular no tratamento de malaria, sendo assim tornou-
se extremamente interessante o estudo de inibicdo do crescimento de
Plasmodium falciparum, parasita causador da doenca, por extratos e metabolitos

secundarios 1solados de Rutaceae.

1.2.1 - GALIPEA JASMINIFLORA

Planta neotropical, encontrada no Centro-Oeste (Goias, Distrito
Federal), Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro) e
Nordeste (Bahia). Conhecida popularmente, dependendo da regido, como
carrapateiro, trés-folhas-do-mato, mamoninha, chupa-ferro, guamixinga,
jasmim-do-mato, quina-de-trés-folhas, quina-falsa, quina-quina, ticord e trés
folhas (PIRANI, 2014a).

Utilizada na medicina popular para dispepsias, infec¢des, malaria,
febre, adstringente e antidiarréico. Plantas do género apresentaram atividade
contra leishmaniose, como por exemplo, o extrato bruto das cascas e raizes de
Galipea longiflora Krause. Desta planta foram isolados uma série de alcaloides
patenteados como chimaninas. Nome dado em homenagem aos indios

bolivianos chimanos que utilizavam o p6 da casca desta planta como cataplasma

9



em lesdes de leishmania cutinea e com isto entusiasmaram o estudo desta planta

por um grupo Frances liderado por Alain Fournet (FOURNET; 1994).

1.2.2 - ESENBECKIA FEBRIFUGA

Planta encontrada no cerrado e da mata atlantica, encontrada no
Nordeste (Ceara, Pernambuco, Bahia), Centro-Oeste (Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, Sao Paulo, Rio de
Janeiro), Sul (Parana, Santa Catarina). Conhecida popularmente, dependendo da
regido, como laranjeira-do-mato, mamoninha, trés-folhas e trés-folhas-do-mato
(PIRANI, 2014b).

E. febrifuga ¢ utilizada na medicina popular contra maldria,
Dolabela (2008) descreve o isolamento de cumarinas, alcaloides e limonoides, e
a atividade antimaléarica do extrato etanolico e de alguns compostos isolados

desta planta.

1.2.3 - ESENBECKIA GRANDIFLORA

Planta encontrada na Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica, encontrada no Norte (Acre, Rondonia), Nordeste (Piaui, Ceara, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Alagoas, Sergipe), Centro-Oeste
(Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul), Sudeste (Minas
Gerais, Espirito Santo, Sao Paulo, Rio de Janeiro), Sul (Parana, Santa Catarina,
Rio Grande do Sul). Conhecida popularmente, dependendo da regido, com
chupa-ferro, guaxipita, guaxupita e pitaguard-amarelo (Sudeste e Sul) e como
mamonarana (Norte) (PIRANI, 2014c).

Essa planta j4 foi estudada fitoquimicamente levando ao isolamento

de terpenos, cumarinas, e alcaloides (JANUARIO, 2009).

10



1.2.4 - ZANTHOXYLUM FAGARA

Z. fagara ¢ encontrada na Amazonia, cerrado, mata atlantica e
pantanal, encontrada no Norte (Roraima, Rondonia), Nordeste (Pernambuco,
Bahia), Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais, Espirito
Santo, Sao Paulo, Rio de Janeiro), Sul (Parana, Santa Catarina, Rio Grande do
Sul) (PIRANI, 20144d).

O género Zanthoxylum compreende mais de 200 espécies e
encontra-se distribuido em todo mundo. Varias espécies sdo utilizadas na
medicina popular no tratamento de doencas cardiovasculares, tuberculose,

maldria, para aliviar dor de dente e contra mordida de cobra (FACUNDO,

2005).

1.2.5 - METRODOREA STIPULARIS

M. stipularis ¢ uma planta endémica do Brasil, encontrada no
cerrado e mata atlantica, encontrada Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato
Grosso) e Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo). E conhecida
popularmente, dependendo da regido, como arco-de-pipa, laranjeira-do-mato e
limoeira-do-mato (Centro-Oeste), caputuna e catagud (Sudeste) (PIRANI,
2014e).

O género Metrodorea foi pouco estudado quimicamente, MULLER

(1995) descreve metabolitos secundarios isolados de M. nigra (FIGURA 1.7).

11



R1 = OH, R2 = OCH3
R, = 3,3-demetilalil, R, = OH

FIGURA 1.7 - Metabdlitos secundarios isolados de M. nigra.

BAETAS (1999) descreve os metabolitos secundarios isolados de
M. flavida mostrados na FIGURA 1.8.

12



Rq
/ h TN
o o o R; N O
R2 R3
Rl = H, R2 = OCH3 Rl = Rz = H, R3 = OCH3
Rl = Rz = OCH3 Rl = Rz = OCH3, R3 =H
Rl = H, R2 = OCHch =C(CH3)2 RI_RZ = OCHzO, R3 =H
H.__O H3CO AN
O o 0
=
HsCO OCHs
OH

FIGURA 1.8 - Metabolitos secundarios isolados de M. flavida.

M. stipularis ainda nao foi estudada quanto a suas possiveis
atividades bioldgicas e também, até o momento, ndo ha registros de metabdlitos

isolados desta planta.

1.3 -DOENCA DE CHAGAS

Em 1909, o pesquisador brasileiro Carlos Chagas descreveu toda
etiologia da doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase
americana, causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae) (GELB ef al., 2002).

Em 2010, o Centro de Controle de Doengas e Prevengao (CDC), de
Atlanta nos Estados Unidos, estimou que entre 8 milhdes de pessoas foram
infectadas pela doenca na América Latina, com mais de 100 milhdes em érea
risco, o que leva a 25% da populagdo, principalmente nas Américas do Sul e

Central. Estima-se que o prejuizo econdmico anual atribuido a esta doenga seja

13



da ordem de 18 bilhdes de ddlares (FIGURA 1.9) (GELB e HOL, 2002; SAID et
al.,2011)

]

Mamero de casos estimados Distribuigdo do vetor de transmissdo

|
Ly > s 1]
P : A s

3| 9 o o <1000 0 paises semtransmissdovetorial v L

"\;.'; . ® 100000-999 933 71 | Paises com transmissdovetorial acidental

. L1O00-99 999 5 =i :
B paises com transmissdovetorial constante
. 21000 000

Casos estimados ndo oficias

FIGURA 1.9 - Distribuicdo mundial de casos de infec¢do por Trypanosoma cruzi e do vetor
de transmissao entre 2006-2009 (Adaptado de
http://whqlibdoc.who.int/publications/2010/9789241564090 eng.pdf).

A transmissdo ocorre através das fezes da fémea do vetor
“barbeiro” (mosquito da ordem Hemiptera, familia Reduvidae, subfamilia
Triatominae), que ataca o homem a noite para lhe sugar o sangue. Os
tripomastigotas eliminados nas fezes do vetor, durante ou logo apos o
hematofagismo, penetram pelo local da picada ocorrendo a contaminag¢dao. Em
seguida, ocorre a transformagdo dos tripomastigotas em amastigotas, que se
multiplicam e ocorre a diferenciacdo dos amastigotas em tripomastigotas que

lisam a célula entrando na corrente sanguinea. Estes tripomastigotas seguem

14



pela corrente circulatéria atingindo outras células de tecido ou 6rgao podendo,
ser destruidos por mecanismos imunologicos do hospedeiro ou ser ingeridos por
um novo inseto restaurando o ciclo. (COURA, 2005; TYLER e ENGMAN,
2010).

Portanto, ao longo de seu ciclo vital o agente etiologico da doenca,
para adaptar-se a diferentes situagdes bioecoldgicas, assumindo diferentes
formas evolutivas: tripomastigota (forma infectante para os vertebrados),
amastigota (forma de replicagdo celular) e epimastigota (forma de reproducao)
(COURA, 2005; BRENER, 1997).

A doenca ocorre em duas fases clinicas: aguda e cronica, a primeira
tem duracdo de aproximadamente dois meses, fase de alta parasitemia no
sangue. Na maioria dos casos assintomatica ou com a presenga de sintomas nao
especificos sendo a doencga dificilmente identificada neste estagio; na segunda
fase os parasitas atingem os tecidos, principalmente o coragao, esofago e coélon.
Diferentes formas clinicas podem ser observadas: forma assintomadtica - a forma
mais frequente - ¢ normalmente encontrado imediatamente apds a fase aguda e
ao longo da vida, na maioria dos casos; a forma cardiaca ocorre em até 30% dos
pacientes, com perturbagdes do sistema do coragdo, causando arritmia,
perturbagdes do musculo do coracdo, insuficiéncia cardiaca e embolias; a forma
de lesdes como alargamento do es6fago e do colon; e uma forma mista (as duas
citadas anteriormente) que afeta até 10% dos pacientes (WHO, 2010).

A melhor forma de controle da doenga ¢ a prevencdo onde a
eliminagdo do inseto vetor pode ser feita por melhorias em condi¢des de
habitagdo, saneamento basico ou por meio de inseticidas. (MOCAYO ¢ ORTIZ,
20006).

O tratamento do ponto de vista sintomdtico, procura amenizar as
diversas manifestacdes clinicas da doenca, como a administracdo de diuréticos

no caso de insuficiéncia cardiaca congestiva. Do ponto de vista etiologico, ao
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longo dos anos, uma grande variedade de substancias foi investigada com o
objetivo de estabelecer uma quimioterapia mais efetiva, os ensaios terapéuticos
com nifurtimox foram iniciados em 1965 e com benznidazol em 1971 (FIGURA
1.10), que sdo, até hoje, os Unicos farmacos utilizados, entretanto o primeiro nao
¢ comercializado no Brasil, Argentina, Chile e Uruguai (FERREIRA, 1990;
FAIRLAMB, 1999; CASTRO, 1993).

[ 3
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nifurtimox Benznidazol

FIGURA 1.10 - Estrutura dos farmacos utilizados no tratamento da doenca de Chagas.

Ambos os farmacos mencionados causam sérios efeitos colaterais,
tais como anorexia, nausea, vomito, dor de cabega, depressio do sistema
nervoso central ou sintomas maniacos, vertigem, parestesias, polineuropatias
periféricas e dermatites; além de serem muito pouco eficazes na fase cronica da
doenga. Como ¢ necessario um alto nimero de doses e¢ o longo periodo de
administragdo destes farmacos para a obtengdo de sucesso com o tratamento,
estes efeitos colaterais sdo extremamente preocupantes. Portanto, atualmente, o
tratamento ¢ mais sintomdtico do que etiologico (FERREIRA, 1990;
FAIRLAMB, 1999; CASTRO, 1993).

Apesar dos esfor¢os na erradicagdo da ploriferacdo do 7. cruzi e na
busca de agentes tripanomicidas, esta doenca ainda atinge milhdes de pessoas na
América Latina e grande parte da populacao esta em areas consideradas de risco.
E também, ndo se tem registro de nenhum outro farmaco desde a introducao do

benznidazol e nifurtimox para o tratamento da doenca.
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Diante deste cenario, € evidente a necessidade da busca de
principios ativos que possam auxiliar na quimioterapia desta doenga. Neste
aspecto ¢ necessaria escolha de alvos apropriados, que devem ser importantes no
ciclo da doenga. Existem varios mecanismos de a¢do em estudo para
identificagdo de alvos biomacromoleculares capazes de eliminar o 7. cruzi. A
enzima cruzipaina (cruzaina) ¢ um alvo bioldgico que se encaixa neste ponto,
ela participa da via de digestao proteolitica do parasita, tendo papel essencial no

seu processo vital.

1.3.1 - A ENZIMA CRUZAINA

Essencial em varias etapas do desenvolvimento e diferenciagdo do
Trypanosoma cruzi, a enzima cruzaina ¢ expressa durante todo o ciclo de vida
do parasita. Devido a sua relevancia e validacdo bioldgica ela estd entre os alvos
mais estudados para o desenvolvimento de novas quimioterapias antichagasicas
com elevado potencial de desenvolvimento clinico.

A enzima cruzaina (forma expressa recombinantemente), também
conhecida como cuzipaina (forma nativa) ¢ uma das principais cisteino proteases
do T. cruzi, parasita causador da Doenca de Chagas. Ela est4 ligada a varios
processos vitais do parasita, sendo responsavel pela maior parte da atividade
proteolitica nos estagios do seu ciclo de vida, estd envolvida em sua penetragdo
na c¢lula hospedeira e na digestdo de hemoglobinas como mecanismo de defesa
(URBINA e DOCAMPO, 2003).

A cruzaina ¢ entdo uma cisteino protease da familia da papaina, tem
basicamente dois dominios, um deles formado predominantemente de a-hélice e
o outro consiste em interagdes de folhas-f antiparalelas, o sitio ativo encontra-se
na interface entre os dois dominios, onde estd presente a triade catalitica,

residuos dos aminoacidos Cys25, His159 e Asnl175 (SAID, 2011).
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ENGEL (1998a; 1998b) evidencia que a inibigdo desta enzima
inativa os estadgios extracelular epimastigotas e amastigotas no interior dos
macrofagos, indicando um papel enzimatico fundamental na sobrevivéncia do
parasita.

A enzima cruzaina ¢ um alvo promissor para o desenvolvimento de
farmacos tripanomicidas. Varios estudos envolveram a busca de inibidores e
alguns ja se mostraram ativos em modelos animais inibindo o ciclo de vida do
parasita, como o K777 (FIGURA 1.12), composto que demonstrou atividade
potente contra o parasita € que incentiva a continuidade de pesquisas neste
fundamento. Desta forma a escolha desta enzima como alvo molecular para

doenca de Chagas parece muito apropriada (CHOE et al., 2005, SAID, 2011).

FIGURA 1.11- Estrutura do K777 inibidor da enzima cruzaina.

1.4 - MALARIA

Organiza¢cdao Mundial da Saude (OMS) informa que 3,4 bilhdes de
pessoas estdo em risco de malaria no mundo e que 207 milhdes de casos de
maléria com 627 mil mortes ocorreram mo mundo em 2012.

A maléria ¢ causada por cinco espécies de parasitas do género
Plasmodium, P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae ¢ P. knowlesi, sendo
P. falciparum e P. vivax os mais importantes, devido ao primeiro causar malaria

grave levando a morte e o segundo de ampla distribuicdo porque sobrevive em
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altas altitudes e temperaturas mais baixas. A transmissdao ocorre pela picada de
mosquitos fémea do género Anopheles (OMS, 2013).

Para o controle da doenga estdo envolvidas a parte preventiva como
utilizacdo de inseticidas para controle do inseto vetor e quimioprevengao a
populacdes mais vulneraveis, principalmente mulheres gravidas e criangas. Na
parte de tratamento em que um rapido diagndstico ¢ de extrema importancia,
assim como a escolha do medicamento para cada paciente, sdo utilizados a
artemisina (isolada da planta Artemisia annua)e seus derivados arteméter,
arteéter e artesunato de sodio, a quinina (isolada da planta Cinchona spp) € seus
derivados a primaquina, coloroquina ¢ mefloquina (FIGURA 1.13) (OMS, 2013;
BARREIRO & FRAGA, 2001).
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artemisinina

R = CHj; (artemeter)
R = CH,CHj; (arteeter)

R = CH,CH,CO,Na (artesunato de sddio)

z

HO

H,CO N

—

N

quinina

R = ClI (cloroquina)

mefloquina

R = OCHj; (primaquina)

FIGURA 1.12 - Estrutura dos farmacos utilizados no tratamento da malaria.

A resisténcia adquirida pelo Plasmodium falciparum contra os

medicamentos antimalaricos de amplo uso, requer a descoberta de novos

farmacos eficientes, preferencialmente sem os efeitos colaterais indesejaveis. Os

dois antimalaricos naturais citados, artemisina € quinina, podem ser utilizados
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como exemplos marcantes numa demonstra¢gdo clara do enorme potencial dos
produtos naturais como fontes de farmacos e como prototipos para produgdo de
substancias semissintéticas mais ativas e com efeitos nocivos reduzidos (BRAZ

FILHO, 2010).

1.5 - O CANCERE AS CATEPSINAS

As catepsinas sdo enzimas que estdo distribuidas entre as familias
das aspartil peptidases (D e E), serino peptidases (A e G) e cisteino peptidases
B,C, F, H K, L, O, S, V, W e X), sendo estas conhecidas por degradarem
aleatoriamente proteinas dentro dos lisossomos. Elas também se acumulam em
diferentes organelas e participam de processos celulares mais especializados,
estando envolvidas em diversas situagdes patologicas, como na progressao de
tumores malignos e nas metastases, doengas infecciosas, artrite reumatoide,
artrose, osteoporose e aterosclerose (TURK ef al., 2000; BROMME &
KALETA, 2002; SLOANE et al., 1994; FUSETANI et al.,1999; KOMINAMI
etal., 1997; ZHAO et al.,2009; YASUDA et al., 2005).

Os tumores malignos sdo, em sua maioria, ndo encapsulados e
invasivos, o que dificulta a sua resseccdo cirargica. A invasdo dos canceres
permite a sua penetragdo nos vasos sanguineos, linfaticos e cavidades corporais,
proporcionando assim, a oportunidade de disseminacdo ou metdstase.
Evidéncias sugerem que as catepsinas B e L podem facilitar a progressao de
tumores. Estudos de expressdo destas enzimas em diferentes tipos de cancer
revelaram um aumento da expressao destas catepsinas em humanos. (COTRAN
et al., 2000; LANKELMA et al., 2010; VASILIEVA, et al., 2007).

Estudos e investigacdes clinicas verificaram que a catepsina B ¢ um
indicador altamente confiavel para o diagndstico € o prognostico do cancer
metastatico e invasivo. Sua alta atividade € frequentemente observada em varios

tumores, quando se localiza na membrana plasmatica das células tumorais para
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garantir a degradacdo da matriz extracelular e lamina basal nos processos de
invasdo (COUTO et al., 2007; TALIERI et al., 2004).

HAZEN et al. (2000) descreve que a inibicdo in vivo das atividades
da catepsina B, retarda o inicio de crescimento de tumores € diminui o processo
de metastase, podendo ser os inibidores desta catepsina potenciais
anticancerigenos, principalmente em relagdo a este grande problema de
metastase relacionado a esta doenga (FUSETANI ez al.,1999).

A catepsina L esta envolvida em processos patoldégicos como
reabsorcao dssea, metastase e artrite reumatoide. Sua deficiéncia esta associada
ao processo de desenvolvimento do cancer de pele e alteragdes na expressao
desta enzima foi observados em tumores 6sseos (TURK ¢ GUNCAR, 2003;
LETO et al., 2010).

Todas as cisteino proteases t€ém em comum o sitio ativo formado
pelos residuos dos aminoacidos cisteina, histidina e glutamina. As enzimas
humanas, catepsinas L e B, possuem um alto grau de identidade com a cruzaina,
sendo de interesse a avaliagdo dos compostos isolados, no estudo bioguiado

tendo como alvo a cruzaina, também em catepsinas (DARDONVILLE, 2005).
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2 -OBJETIVOS

A proposta do trabalho foi realizar o estudo bioguiado de extratos
de plantas da familia Rutaceae na busca de inibidores da enzima cruzaina de
Trypanosoma cruzi, além de avaliar a atividade dos compostos isolados nas
catepsinas B e L e na inibicdo do crescimento do parasita Plasmodium

falciparum.

2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

O trabalho teve os seguintes objetivos especificos:

- Ensaiar os extratos das diferentes espécies da familia Rutaceae na
enzima cruzaina de 7. cruzi;

- Analisar as fragdes destes extratos promissores visando o
isolamento dos metabolitos responsaveis pela inibigdo enzimatica;

- Isolar e identificar estes metabolitos;

- Ensaiar os metabolitos isolados nas catepsinas B e L.

- Ensaiar estes metabdlitos na inibicdo do crescimento do P.

falciparum.
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3 -PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.1 - MATERIAIS E METODOS

Métodos Cromatograficos:

Para o fracionamento e isolamento das substancias presentes nos
extratos e fracoes foram utilizadas varias técnicas cromatograficas:

- Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA): fase
estacionaria: silica gel com F,s4, em folhas de aluminio da MERK.

- Cromatografia em coluna (CC): fase estacionadria silica gel 60 (70-
230 mesh) denominada silica comum e silica gel 60 (230-400) denominada
silica flash.

- Cromatografia de exclusdo em coluna (CEC): Sephadex LH-20 —
Amershan Pharmacia Biotech AB.

- Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): Shimadzu LC-
10AD (Preparative Liquid Chromatograph), coluna de fase estacionaria C-18
ODS Phenomenex (150 x 4,6 mm).

Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-
EM): CG — 17A Shimadzu, GCMS — QP 5000 Shimadzu, Coluna DB-5 (30 m X
0,25 mm), lonizagdo por impacto eletronico.

Reveladores:

Como reveladores para CCDA foram utilizadas solucao de vanilina
em acido sulfurico, reagente de Dragendorff e camara de radiacdo ultravioleta
nos comprimentos de onda 254 ¢ 360 nm. Para CCDP ¢ CCDPR foi utilizada
camara de radiagdo ultravioleta, nos comprimentos de onda 254 ¢ 360 nm.

Solventes:

- Solventes comerciais destilados no DQ-UFSCar;

- Solventes de grau cromatografico Tedia utilizados para analises de

CLAE e CG-EM.
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Solventes deuterados ALDRICH utilizados nas analises
espectroscopicas.

Equipamentos:

- Equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): os
espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos no aparelho Bruker
Avance III - 9,4 Tesla (400 MHz para frequéncia do hidrogénio e 100 MHz para
o carbono).

- Os espectros de CG-EM foram obtidos em aparelho CG-EM
SHIMADZU modelo QP5000.

- Os extratos e fragcdes foram evaporados em evaporadores rotativos
Buchi modelo Rotavapor R-114, equipados com banhos BUCHI B-480 e
recirculador refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 e BUCHI, Rotavapor ELBI,
equipado com banho BUCHI 461 e recirculador refrigerado NESLAB, modelo
CFT-25.

3.2 -COLETA DO MATERIAL VEGETAL
As diversas espécies, Esenbeckia febrifuga (EF), Galipea

jasminiflora (GJ) e Metrodorea stipularis (MS) foram coletadas em 2010 no
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) em S3o Paulo e as exsicatas la
depositadas sob os nimeros 54741, 49484 ¢ 44005, respectivamente, Esenbeckia
gradiflora (EG) foi coletada em 2001 na cidade de Ant6nio Jodo no Mato
Grosso do Sul e Zanthoxylum fagara (ZF) em 2000 na cidade de Guarapari no

Espirito Santo.

3.3 - PREPARO DOS EXTRATOS

Apo6s serem coletados, caules e folhas foram lavados com agua e
submetidos a secagem em estufa a 40°C, sob ventilacdo, por um periodo de sete
dias. Apds a secagem estes foram moidos separadamente em moinho de facas e
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foram submetidos separadamente & macera¢ao com etanol por quatro vezes com
intervalo de 72 horas. A cada intervalo de 72 horas o liquido extraido foi filtrado
e posteriormente concentrado sob pressao reduzida, em rota evaporador rotatorio
(35°C) para a obtengdo dos respectivos extratos etandlicos. De Galipea.
jasminiflora também foram coletados os frutos, estes foram extraidos com
etanol a frio, depois macerados e extraidos novamente com acetona a frio
(massa de todos os extratos estdo descrita na TABELA 3.1.

Os extratos brutos foram posteriormente submetidos a partigao
liquido-liquido utilizando solventes em ordem de polaridade: hexano (H),
diclorometano (D) e acetato de etila (A), apds serem solubilizados,
separadamente, em uma mistura de dgua:metanol (3:1), dando origem a cada
particdo separadamente € uma parti¢do final hidrometanolica (ESQUEMA 3.1),

cujas massas obtidas encontram-se na TABELA 3.1.

Plantas Parte Massa Massa Extrato
Vegetal Moida (g) Bruto (g) Massa das Fracoes (g)
EF Caules 400 20 H2 D5 A3 W38
Folhas 400 15 H 3 D4 A4 WE6
EG Caules 800 35 H 5 D8 A10 W12
Folhas 900 45 H 7 D10 A 13 W 15
GJ Caules 400 18 H 2 D3 A5 W8
Folhas 350 20 H 2 D2 A7 W8
Frutos 50 Etandlico: 4 H 0,5 D 0,6 A 14 W 1,5
Acetona: 2 H 0,3 DO05S A - W12
MS Caules 600 30 H2 D9 All W13
Folhas 500 25 H2 D6 A8 W9
ZF Caules 300 20 H2 D4 A5 WI0
Folhas 450 25 H4 D6 A6 W9

TABELA 3.1 - Massas dos extratos brutos obtidos e fragoes.
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Extrato bruto etandlico dos caules de
M. stipularis (MSCE)
1. Solubilizagdo em H,O : MeOH (3 : 1)
2. Partigdo com hexano

3. Separagédo de fases em funil de separacdo

I Concentragéo no rotaevaporador I

| Fracdo hexanica (MSCEH) I | Fracdo hidroalcdolica \

1. Particdo com DCM

2. Separagédo de fases em funil de separacdo

I Concentragdo no rotaevaporador I

| Fragdo diclorometanica (MSCED) \ | Fragdo hidroalcéolica I

1. Particdo com AcOEt

2. Separagdo de fases em funil de separacdo

3. Concentragdo no rotacvaporador

Fragdo acetato de etila l Fracdo hidroalcéolica

ESQUEMA 3.1 - Fracionamento do extrato bruto etandlico de M. stipularis.

3.4 -ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS

Para realizagdo do estudo bioguiado por atividade, todos os extratos
brutos e fragdes foram submetidos a ensaio frente a enzima cruzaina, a fracao
com atividade escolhida para iniciar-se o trabalho foi a diclorometéanica do caule
de M. stipularis, que foi submetida a cromatografia em coluna (¢=5cm x
h=22cm) gradiente, utilizando como fase estaciondria silica gel e como fase
moével CH,Cl, e mistura com AcOEt. Apdés comparacdo das fracdes por
cromatografia em camada delgada (CCD), estas foram agrupadas e o ensaio foi
novamente realizado para prosseguir com o estudo daquelas fragdes de maior

poder inibitério (ESQUEMA 3.2).
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| MSCED

CH,Cl,

MSCEDL

I MSCED2(4 3 8)

[ MSCEDD(S 4 11)

CH,CL:AcOEt (3:1)

|r MSCEDL2(12 3 14)

|[ MSCED1S (15 & 18)

CH,Cly:AcOEt (1:1) .

|r MSCEDLS (19 e 20)

CH,Cly:AcOEt (1:3) l—‘
I MSCEDZL
AcOEt
MSCEDZ22
MSCED22
MeOH
MSCED24

ESQUEMA 3.2 - Cromatografia da fragado MSCED.

Praticamente todas as fragdes apresentaram atividade inibitoria
enzimatica acima de 90% (100 pg/mL) e portanto todas elas foram trabalhadas a
fim de se isolar os metabolitos secundarios responsaveis pela inibigao.

A fragdo MSCED2 foi submetida a cromatografia em coluna
(p=2cm x h=30cm), utilizando como fase estaciondria sephadex LH20 e como
eluente metanol. Da fragdo MD2 5, isolou-se quatro substancias (1, 9, 10 e 11),
que foram purificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando
como fase estacionaria C;g (p=lcm x h=25cm) e como fase mével MeOH:H,O
(1:1), fluxo de 4 mL/min. MD2 9 foi submetida a cromatografia em coluna,
utilizando como fase estacionaria Sephadex LH20 e como eluente metanol e

levou ao isolamento das substancias 4 ¢ 5§ (ESQUEMA 3.3).
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MECEDZ

Sephadex LH20, MeOH

CCD - reuniao das fragoes

MECEDZ_]
(-3

MECEDZ_4 MECEDZ_5 MECEDZ_6

CLAE, C18, MeOH:H,O (1:1)

Substincias
1.9 1011
MSCEDZ 7 MECEDLS 14

(Ted) (3-11)
Sephadex LH20, MeOH

Substancias
deb

ESQUEMA 3.3 - Cromatografia da fragao MSCED2.

A fragdo MSCEDI12 e MSCEDI5 foram submetidas a duas
cromatografias em coluna (¢=2cm x h=30cm), utilizando como fase estacionaria
sephadex LH20 e como eluente metanol, levando ao isolamento das substancias
6 ¢ 7, respectivamente. MSCED15 7 foi submetida a cromatografia em coluna
(p=2cm x h=30cm), utilizando como fase estacionaria Sephadex LH20 e como
eluente metanol e levou ao isolamento das substancia 17.

A fracdo MSCEDI19 foi submetida a cromatografia em coluna
(p=2cm x h=30cm), utilizando como fase estaciondria Sephadex LH20 e como
eluente MeOH. MSCED19 7, foi submetida & cromatografia liquida de alta
eficiéncia utilizando como fase estacionaria Cg (¢p=Icm x h=25¢cm) e como fase
movel ACN:H,O (1:4), fluxo de 3 mL/min, levando ao isolamento da substancia

8 (ESQUEMA 3.4).
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LECEDLD

Sephadex LH20, metanol

CCD - reuniao das fracoes

WMSCED1D 6
. MSCED19 7 MSCED19 2 MSCED19 9
CLAE, C18, ACN:H,O (1:4)
Substincia 8
MSCED19 10 MSCED19 14
(10 - 13 (14 - 16)

ESQUEMA 3.4 - Cromatografia da fracio MSCED19.

A fracdo MSCED20 foi submetida a duas cromatografias em coluna
(¢=2cm x h=30cm) utilizando como fase estacionaria Sephadex LH20 e como
eluente metanol, e posteriormente foi submetida a cromatografia liquida de alta
eficiéncia utilizando como fase estacionaria Cg (¢p=Icm x h=25c¢m) e como fase
movel ACN:H,O (1:4), fluxo de 3 mL/min, levando ao isolamento da substancia
8 novamente.

A fragdo MSCED21 foi submetida & cromatografia em coluna
(p=3cm x h=23cm), isocratica, utilizando como fase estacionaria silica comum e
como fase movel CH,Cl,:AcOEt (9:1), que teve as fracdes agrupadas apos
analise por CCD. MSCED21 37 foi submetida a cromatografia em coluna
(p=2cm x h=30cm), utilizando como fase estaciondria sephadex LH20 e como
eluente metanol, e levou ao isolamento da substancia 2. A fracio MSCED21 53
foi submetida a cromatografia em coluna (¢=2cm x h=30cm), utilizando como
fase estacionaria sephadex LH20 e como eluente metanol, dando origem a 20

fracoes (ESQUEMA 3.5).
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MSCED2L \

Silica flash, diclorometano:acetato de etila (90%)

CCD - reunido das fracoes semelhantes

MSCED21 1
(1-5])

MSCED2L_6&
(G- 16)

MSCED2L 17
(17 - 29)

FMSCED21_ 30
(30- 26)

MSCED21_37

MSCEDZL_46

FMSCEDZL 48

MSCEDZL 53

(37 - 45) (46 - 47) (48-52) (53-57)

Sephadex LH20, MeOH

20fragdes

Sephadex LH20, MeOH

Substancia 2

ESQUEMA 3.5 - Cromatografia da fracio MSCED21.

A fragdo MSCED21 53 12 foi submetida a cromatografia em
coluna (¢=2cm x h=30cm), isocratica, utilizando como fase estacionaria silica
gel e como fase movel CH,Cl,, esta levou ao isolamento da substancia 15 ¢ 16.

A fragdo MSCED21 53 13 foi submetida primeiramente a
cromatografia em coluna (¢=2cm x h=30cm), utilizando como fase estacionaria
sephadex LH20 e como ecluente metanol, dando origem a 20 fracdes ¢ a
MSCED21 53 13 19 foi submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia
utilizando como fase estaciondria C;g (p=Icm x h=25cm) e como fase modvel
MeOH:ACN:H,O (4:1:5), fluxo de 3,5 mL/min, levando ao isolamento das
substancias 10, 11 ¢ 18.

As fragdbes MSCED21 53 14 e MSCED21 53 15, foram
submetidas a cromatografia em coluna (¢=2cm x h=28cm), isocratica, utilizando
como fase estacionaria silica gel e como fase movel CH,Cl,:AcOEt (39:1),

levando ao isolamento da substancia 16.
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A fragdo MSCED22 (ESQUEMA 3.6) foi submetida a
cromatografia em coluna (¢=3,5cm x h=30cm), isocrética, utilizando como fase
estacionaria silica gel e como fase mével CH,Cl,: AcOEt (19:1), apds andlise por
CCD as fragdes semelhantes foram agrupadas. A fracao MSCEDD22 58 foi
submetida a cromatografia em coluna (¢p=2cm x h=30cm) utilizando como fase
estacionaria Sephadex e como fase mével MeOH, foram obtidas 17 fragdes.
MSCED22 61 foi submetida a cromatografia em coluna (¢=2cm x h=30cm),
utilizando como fase estaciondria sephadex LH20 e como eluente metanol
levando novamente ao isolamento da substancia 5. MSCED22 65 foi submetida
a cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando como fase estacionaria Cig
(p=1lcm x h=25cm) e como fase mével MeOH:H,0 (1:1), fluxo de 3 mL/min
levando ao isolamento da substancia 13 (ESQUEMA 3.6)

MSCED22

Silica comum, CH,Cl,:AcOEt (19:1)

CCD - reunido das fragdes semelhantes

MSCED 22 1 MSCED22 58 MSCED22 61 MSCED22_65
(1-571 (58-60) (6l - o6d) (g5 - 70)
Sephadex LH20, MeOH Sephadex LH20, MeOH |CLAE, C18, MeOH:H,O (1:1)

17 fragdes Substancia 'illhsitgnfia
5

MSCED22_71 MSCED22_75 MSCED22_92
(71 - 74} (75 - 91) 192- 93]

MSCED22 94

ESQUEMA 3.6 - Cromatografia da fragado MSCED22.

MSCEDD22 58 16 foi submetida a cromatografia em coluna
(p=2cm x h=30cm) isocratica utilizando como fase estacionaria silica gel e
como fase mével CH,Cl,:AcOEt (49:1) levando ao isolamento das substancia
15. MSCED22 58 17 foi submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia

utilizando como fase estacionaria C;g (¢p=lcm x h=25cm) e como fase movel
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MeOH:H,0 (3:2), fluxo de 3 mL/min, levando ao isolamento das substancias 3,
10,11 e 12.

A amostra MSCED23 foi submetida a trés cromatografias em
coluna (¢=2cm x h=30cm), utilizando como fase estaciondria sephadex LH20 e
como eluente metanol, a primeira levou novamente ao isolamento da substancia

14 e apds a terceira novamente ao isolamento da substancia 6.

3.5 -ENSAIOS ENZIMATICOS

Os ensaios enzimaticos realizados foram baseados no ESQUEMA
3.7, no qual a inibi¢do da enzima ¢ observada pelo fato de ndo haver clivagem
do substrato (de baixa fluorescéncia) e com isso ndo héa formag¢do do fragmento

cumarinico de alta fluorescéncia.

Tampao + enzima + DTT
T-amine=d-rmatd-curmarina (MCA)

A

! D . ;
b
W "‘~0*"’|“-Phe} Arg-}”—| |[

T

o, .0

-
e

J
|

z \ CHs

.,

S minutos

' Baixa Fluorescéncia
W |

Z-Phe-Arg-MCA —

Clivagem pela enzima Ponto de clivagem

Inibidor
L J
h® 3551M Vich L
< 460 ni .- |
fpm ® — O H?N P "O""-'""'D
Leitura em fluorimetro R © xﬁ E] o ‘HH]:;?
’ s CH;
z
——

Alta Fluorescéncia

ESQUEMA 3.7 - Metodologia geral do ensaio enzimatico.
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3.5.1 - CRUZAINA

O ensaio foi realizado na Universidade Federal de Sdo Paulo
(UNIFESP) com o auxilio do Dr. Mario Augusto Izidoro.

Todos os produtos quimicos e reagentes foram adquiridos da
Aldrich Chemical Co. e Sigma, e as medidas cinéticas foram realizadas em um
espectrofluorimetro Hitachi F2500. A atividade inibidora foi medindo-se a
hidrolise do substrato, o peptideo sintético fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC
(benziloxicarbonil-fenilalanil-arginina-4-metil-7-coumarilamida). A enzima foi
ativada durante 5 min com 5 pL de DTT em tampao fosfato de sédio (pH 6,3) a
37 °C, ap6s adicionou-se 2 uL do substrato. As experiéncias foram realizadas
em triplicata (em cubetas de quartzo) e o volume final da mistura de reagdo foi
de 1 mL, mantidos sob agitagdo e com fendas de excitagdo em 380 nm, e de
emissao de 460 nm. Todos os inibidores foram testados em 5 concentracdes
crescentes para determinacdo do ICsy. Os ensaios de controle foram realizadas
sem inibidores (controle negativo) e na presenca do inibidor irreversivel de
peptidase de cisteina E-64 (controle positivo). Todos os parametros cinéticos

foram determinados por regressao ndo linear, utilizando o programa GraFit 5.

3.5.2 - CATEPSINAS

Todos os produtos quimicos e reagentes foram adquiridos pela
Aldrich Chemical Co. e Sigma, e as medidas cinéticas foram realizadas num
fluorimetro Molecular Devices Spectra MAX M3. A atividade inibidora foi
medida  utilizando 0 substrato fluorimétrico Z-Phe-Arg-AMC
(benziloxicarbonil-fenilalanil-arginina-4-metil-7-coumarilamida) sintético a uma
concentragdo de 185 uM para cat B (Km 123 uM, de acordo com REN et al.
(2013) Km 157,5 uM) e 10 uM para cat L (Km de 1,2 uM, de acordo com
MASON et al. (1985) Km 2,4 uM). A enzima foi ativada durante 5 min com
DTT e tampao acetato (pH 5,5) a 37 °C, e, em seguida, a mistura de reagdo foi
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incubada durante 5 min com a amostra. As experiéncias foram realizadas em
triplicata (em placas de 96 pogos pretas) e o volume final da mistura de re¢ao foi
de 200 uL, mantidos sob agitacdao (excitagdo 355 nm, e de emissao de 460 nm).
Todos os inibidores foram testados contra cat L ¢ cat B a uma concentracao
inicial de 100 uM. Os ensaios de controle foram realizadas sem inibidores
(controle negativo) e na presenca do inibidor irreversivel a peptidase de cisteina
E-64 (controle positivo). Os valores de ICsy foram determinados por meio de
medigdes de taxas, com pelo menos sete concentracdes do inibidor. Todos os
parametros cinéticos foram determinados por regressao nao linear, utilizando o

modulo de cinética enzimatica SigmaPlot 12.0.

3.5.3 - ENSAIOS EM PLASMODIUM FALCIPARUM

O ensaio foi realizado na Universidade da Califérnia de Riverside
(UCR) sob supervisao da Prof. Dr. Karine Le Roch.

As cepas 3D7, Dd2 e W2 do parasita P. falciparum foram
cultivadas em eritrocitos humanos tipo O+ em meio completo (RPMI 1640, 10
mg / mL de gentamicina (Gibco), 1,36 g / L hipoxantina (Acros), 1 M de
HEPES (Sigma), 7,5% de bicarbonato de sédio (Gibco), 20% de glicose (MP
Biomedical), NaOH a 1 M (Sigma), 20% Albumax (Gibco), 5% de soro
humano). As culturas foram mantidas em frascos de 25 c¢m” (Corning) para um
volume de 10 mL e foram gaseados durante 30 s com um ambiente de 3% de
CO,, de 1% de O,, e 96% de N,, em seguida, incubadas a 37°C.

A atividade antimalérica foi determinada utilizando um ensaio de
proliferacdo do parasita com SYBR adaptado a partir de SMILKSTEIN et al
(2004) ¢ BENNETT et al. (2004). Os compostos foram diluidos em meio
completo e 40 uL transferidos para placas de ensaio de 96 pogos; 80 uL. de meio
completo com eritrocitos infectados foi dispensado para obter um hematocrito a

2,5% e 0,5% de parasitemia no ensaio. Eritrocitos nao infectadas foram
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utilizados como controle assim como a substancia bromophycolide A. As placas
foram incubadas durante 72 horas em um ambiente de baixo teor de oxigénio
(96% de N,, 3% de CO,, de 1% de O,) em uma camara de incubagdao modular.
As placas foram seladas e colocadas em um freezer -80°C durante a noite, em
seguida, descongeladas e 120 uL de tampao de lise (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 5
mM de EDTA, 0,08% de Triton X-100, 0,008% de saponina com 0,2 uLL / mL
Sybr Green) foi distribuido por cada pogo e incubados a 37° C no escuro durante
6 horas para diminuir a relagao sinal-ruido e entdo as placas foram lidas com um
Molecular Devices SpectraMAX Gé€meos EM excitagdo 495 nm e emissao de
525 nm. Os dados foram analisados utilizando o Microsoft Excel para Mac, e

graficos foram plotados usando SigmaPlot 10 (Systat).
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4 -RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 -SUBSTANCIAS ISOLADAS

Com o estudo bioguiado foram isoladas 18 substancias, dos caules
de Metrodorea stipularis, pertencentes a quatro classes (alcaloides, cumarinas,
esteroide e diidrochalconas), dentre estes compostos seis sdo inéditos na
literatura até o momento. Para facilitar a determinacao estrutural dos metabodlitos

isolados eles serdo descritos por classes.

ALCALOIDES

OCH 3 ?ztgamina 1)

N \ Isolamento: p. 29 ¢ 30
Identificagdo: p. 44 - 47
N O Nao apresentou atividade significativa em

nenhum dos alvos

OCH 3 N-metil-4-metdxi-quinolona (2)

3mg

Isolamento: p.31 e 32

Identificacdo: p. 47 e 48

Nao apresentou atividade significativa em

nenhum dos alvos

Maculina (3)

0,8 mg

Isolamento: p. 33

Identificacdo: p. 49 e 50

O < O Nao apresentou atividade significativa em

nenhum dos alvos
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Rutaecarpina (4)

1,1 mg

Isolamento: p. 29 e 30

Identificagao: p. 50 - 54

Cruzaina: IC5y = 99,00 £ 5,64 uM
Catepsinas: ICsy CATB= 30,89 + 2,98 uM
P. falciparum: -

1-hidroxi-rutaecarpina (5)

2,2 mg

Isolamento: p.29, 30 e 34

Identificagdo: p. 54 - 58

Cruzaina: IC5y = 22,00 £+ 0,04 uM
Catepsinas: IC5o CATB = 31,94 + 4,86 uM
P. falciparum: -

Substincia 6 (INEDITA)

1,1 mg

Isolamento: p. 30 e 34

Identificagdo: p. 59 - 64

Cruzaina: ICsy = 14,00 £ 0,97 uM
Catepsinas: ICso CAT B =30,89 £2,98 uM
P. falciparum: -

Substéncia 7 (INEDITA)

I mg

Isolamento: p. 30

Identificagdo: p. 64 - 68

Cruzaina: IC5y = 14,00 £ 0,97 uM
Catepsinas: ICso CAT B = 30,89 + 2,98 uM
P. falciparum: -
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Heraclenol (8)

0,5 mg

Isolamento: p. 30 e 31

Identificagdo: p. 69 - 72

Nao apresentou atividade significativa em

nenhum dos alvos

Feloptorina (9)

0,9 mg

Isolamento: p. 29 e 30

Identificacdo: p. 73 - 76

Nao apresentou atividade significativa em

nenhum dos alvos

5,6-metilenodioxi-7,8-di-metoxicumarina (10)
3,5 mg

Isolamento: p. 29, 30,32 ¢ 33

Identificagdo: p. 77 - 80

Nao apresentou atividade significativa em

nenhum dos alvos

Isopimpenilina (11)

4 mg

Isolamento: p. 29, 30, 32 ¢ 33

Identificacdo: p. 81 - 85

Nao apresentou atividade significativa em

nenhum dos alvos
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6,7-metileneodioxi-8-metoxicumarina (12)

0,6 mg

Isolamento: p. 33

Identificagdo: p. 85 - 87

Nao apresentou atividade significativa em

nenhum dos alvos

Escopoletina (13)

1,5 mg

Isolamento: p. 33

Identificagdo: p. 88 - 90

Nao apresentou atividade significativa em

nenhum dos alvos

3-B-O-p-glucopiranosil-sitosterol (14)

5 mg

Isolamento: p. 34

Identificagdo: p. 91 € 92

Nao apresentou atividade significativa em

nenhum dos alvos




DIIDROCHALCONAS
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Substancia 15 (INEDITA)

2,5 mg

Isolamento: p. 32

Identificagdo: p. 93 - 98

Cruzaina: ICsq = 21,60 + 2,59 uM

Catepsinas: IC5o CAT B=14,91 £ 1,22 uM

P. falciparum: 1C5¢3D7 14,4 £ 0,12 uM
1C5¢Dd2 11,7 £ 0,08 uM
IC5o W2 6,7 £ 0,05 uM

Substincia 16 (INEDITA)

8 mg

Isolamento: p. 32

Identificagdo: p. 99 - 103

Cruzaina: IC5y = 12,00 £+ 0,08 uM
Catepsinas: IC5o CAT L=3,27 £ 0,47 uM
P. falciparum: -

Substancia 17

2 mg

Isolamento: p. 30

Identificacdo: p. 104 - 108

Cruzaina: ICso = 21,60 £ 2,59 uM
Catepsinas: ICs¢ CAT L=1,01 £0,17 uM
P. falciparum: -

Substancia 18 (INEDITA)

2,5 mg

Isolamento: p. 32

Identificacdo: p. 108 - 113

Cruzaina: ICso = 21,60 + 2,59 uM

Catepsinas: ICs CAT B=14,91 £ 1,22 uM

P. falciparum: 1Csy3D7 14,4 £ 0,12 uM
1C5¢Dd2 11,7 £ 0,08 uM
IC5o W2 6,7 + 0,05 uM




4.2 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL
4.2.1 - ALCALOIDES

E um grupo extenso e diverso pode ser classificado de acordo com
sua origem biossintética. A maioria das substancias nitrogenadas que tem
origem biossintética dos aminodcidos alifaticos, aromaticos ou do triptofano
(LOBO & LOURENCO, 2007). Foram isolados 7 alcaloides do tipo quinolinico,
quinolonico, furoquinolinico, indolopiridoquinazolinico e dois de esqueleto

ainda inédito na literatura.

4.2.1.1 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA DICTAMINA

O alcaloide do tipo furoquinolinico, dictamina (FIGURA 4.1), foi
i1solado da fracio MSCED4 5 como um s6lido branco amorfo. Sua elucidagdo
estrutural baseou-se em dados espectrais de RMN 'H, HSQC, gCOSY e por
comparacao com dados da literatura (BRAGA, 2005).

FIGURA 4.1 - Estrutura da dictamina (1).

No espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.2) observou-se sinais de
hidrogénios caracteristicos de um anel furano em ¢ 7,88 (1H, d, J=2,5 Hz) do H-
2’ eem o 7,42 (1H, d, J= 2,5Hz) do H-3’. Observou-se ainda sinais de quatro
hidrogénios aromaticos em ¢ 8,25 (1H, dl, J=8,5 Hz) do H-5, em & 7,47 (1H, dt,
J=1,0 ¢ 8,5 Hz) do H-6, em 6 7,70 (1H, dt, J=1,0 ¢ 8,5 Hz) do H-7 e em & 7,90
(1H, dl, J=8,5 Hz) do H-8, além do sinal em o6 4,53 (3H, s) referente aos

hidrogénios da metoxila.
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FIGURA 4.2 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, Acetona-dg) da dictamina.

No espectro de gCOSY observou-se as correlacdes entre H-3" ¢ H-
2’ do anel furano e as correlacdes entre os hidrogénios aromaticos (FIGURA

4.3).

—7.30

0 Y e 0 2

(O TR TR

- 7.80
Om [ o u 0 — 7.90
- 8.00
L 8.10
n 8.20

00 0 oo

PPM (F1)

LN L L B o L B L B By B B By B B By B NN O B B B
PPM (F2) 8.208.16 8.128.088.04 8.007.967.92 7.887.847.80 7.767.727.68 7.647.607.56 7.527.48 7.447.40

FIGURA 4.3 - Expansdo do espectro de gCOSY (400 MHz, Acetona-ds) da dictamina.
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No espectro de HSQC (FIGURA 4.4) observou-se correlagdes entre
os sinais dos hidrogénios aromaticos em 6 8,25 (H-5) com o carbono em ¢ 122,1
(C-5), em & 7,47 (H-6) com o carbono em & 123,5 (C-6), em & 7,70 (H-7) com o
carbono em ¢ 129,0 (C-7), em & 7,90 (H-8) com o carbono em 6 127,6 (C-8), e
dos hidrogénios furanicos em 6 7,88 (H-3’) com o carbono em 6 144,1 (C-3’) e
em 0 7,42 (H-2’) com o carbono em 6 105,3 (C-2’). Observou-se ainda a

correlagdo dos hidrogénios da metoxila em o 4,53 com o carbono em o 58,8.
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T T T T r~rr—nr 1 17 ~T17 17 17 17 T 1T 7T ™7
PPM (F2) 7.6 7.2 Xﬁ 6.0 5.6 5.2 48 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0
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FIGURA 4.4 - (A) Espectro de HSQC (400 MHz, Acetona-d¢) da dictamina.(B) Expansdo da
regido aromatica
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Assim esta substancia foi identificada como o alcaloide dictamina

(FIGURA 4.1).

4.2.1.2 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA N-METIL-4-

METOXI-2-QUINOLONA
O alcaloide quinolonico N-metil-4-metoxi-2-quinolona (FIGURA

4.5) foi isolado da fragdo MSCEDI19 7 como um so6lido amarelo amorfo. Sua
elucidagdo estrutural foi baseada em dados espectrais de RMN 'H e por

comparagdo com dados da literatura (NAYAR et al., 1971).

OCHj
5 553 4\3
7 883N20

FIGURA 4.5 - Estrutura da N-metil-4-metoxi-2-quinolona (2).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.6) revela quatro sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos em o 7,92 (1H, dd, J=7,8 e 1,5 Hz), 6
7,62 (1H, dt, J=9,8 e 1,5 Hz), 8 7,47 (1H, dl, J=8,5 Hz) ¢ 6 7,23 (1H, dt, J=7,8 ¢
1,5Hz). Estes sinais em conjunto com outro em 6 5,95 (s, 1H) permitem sugerir
que esta substincia seja um alcaloide 4-R-2-quinolonico (R = substituinte).
Outros sinais em 6 3,99 (s, 3H) e 6 3,60 (s, 3H) podem ser atribuidos a O-CHj; e

N-CHjs;, respectivamente.
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FIGURA 4.6 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, Acetona-d6) da N-metil-4-metoxi-2-

quinolona.

Assim esta substancia foi identificada como o alcaloide N-metil-4-

metoxi-2-quinolona (FIGURA 4.5).

4.2.1.3 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA MACULINA
A maculina (FIGURA 4.7) foi isolada da fragago MSCED22 58 17
como um soélido branco amorfo. Sua elucidagdo estrutural ¢ bastante simples e

baseou-se principalmente em dados espectrais de RMN 'H e por comparagao

com dados da literatura (PUSSET, et al., 1990).

FIGURA 4.7 - Estrutura da maculina (3).
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O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.8) revela sinais
caracteristicos de um alcaloide furoquinolinico em & 7,46 (1H, d, J=0,5 Hz) ¢ 6
7,17 (1H, d, J=0,5 Hz) referentes aos H-5 ¢ H-8, respectivamente. Revela ainda
um singleto em & 6,15 (2H, s) caracteristico de um grupo metilenodioxi.
Observa-se também dois dupletos em o 7,79 (1H, d, J=2,5 Hz) atribuido ao H-2’
e em 0 7,33 (1H, d, J=2,5 Hz) ao H-3" além do sinal em 6 4,47 (s, 3H) referente
a metoxila, caracteristico de alcaloides 4-metoxifuroquinolinicos, substancias

muito comuns em plantas da familia Rutaceae.
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FIGURA 4.8 - Espectro de RMN 1H (400 MHz, Acetona-ds) da maculina.

Assim esta substancia foi identificada como o alcaloide maculina

(FIGURA 4.7).

4.2.1.4 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA RUTAECARPINA
E DA 1-HIDROXIRUTAECARPINA

O alcaloide do tipo indolopiridoquinazolinico rutaecarpina

(FIGURA 4.9), foi isolado da fragio MSCED4 9 como um solido branco
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amorfo. Sua elucidacao estrutural foi baseada em dados espectrais de RMN 'H,

HSQC, gCOSY e por comparacao com dados da literatura (RIBEIRO, 2006).

FIGURA 4.9 - Estrutura da rutaecarpina (4).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.10) revelou sinais
caracteristicos de um alcaloide indolopiridoquinazolinico, dentre estes foram
observados os sinais de hidrogénios desblindados referentes a oito hidrogénios
aromaticos, em 6 7,69 (1H, dt, J=1,5 ¢ 8,0 Hz) do H-9, em 6 7,13 (1H, dt, J=1,5
e 8,0 Hz) do H-10, em 6 7,31 (1H, dt, J=1,5 ¢ 8,0 Hz) do H-11, em 6 7,61 (2H,
dl, J= 8,0 Hz) do H-12 ¢ H-1, em 6 7,75 (1H, dt, J=1,5 ¢ 8,0 Hz) do H-2, em 6
7,44 (1H, dt, J=1,5 ¢ 8,0 Hz) do H-3 e em 0 8,21 (1H, dd, J=1,5 ¢ 8,0 Hz) do H-
4, além dos sinais em ¢ 4,55 (2H, t, J= 6,4 Hz) de H-7, 6 3,26 (2H, t, J=6,4 Hz)
de H-8.
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FIGURA 4.10 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, Acetona-ds) da rutaecarpina.

No espectro de gCOSY (FIGURA 4.11) observam-se as correlagdes

entre H-7 e H-8 além das correlagdes entre os hidrogénios aromaticos.
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FIGURA 4.11 - (A) Correlagdes mostradas no espectro de gCOSY (400 MHz, Acetona-d6)

da rutaecarpina.(B) Expansao da regido aromatica.

No espectro de HSQC (FIGURA 4.12) observaram-se correlacoes
entre os sinais dos hidrogénios aromaticos em 6 7,69 (H-9) com o carbono em 6
119,5 (C-9), em ¢ 7,13 (H-10) com o carbono em 6 119,8 (C-10), em o 7,31 (H-
11) com o carbono em 6 125,0 (C-11), em 6 7,61 (H-12 e H-1) com os carbonos
em o 112,2 (C-12) e em o 126,6 (C-1), em 6 7,75 (H-2) com o carbono em &
133,6 (C-2), em & 7,44 (H-3) com o carbono em & 125,8 (C-3) eem 6 8,21 (H-4)

com o carbono em & 126,6 (C-4). Ainda se observaram as correlagdes entre o
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sinal em 6 4,55 (H-7) com o carbono em & 40,6 (C-7) e em 6 3,26 (H-8) com o
carbono em 6 19,0 (C-8).
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FIGURA 4.12 - (A) Espectro de HSQC (400 MHz, Acetona-ds) da rutaecarpina. (B)

Expansdo da regido aromatica

Assim, foi efetuada a identificacdo desta substancia como sendo o

alcaloide Rutaecarpina (FIGURA 4.9).

54



A 1-hidroxirutaecarpina (figura 4.13), outro alcaloide do tipo
indolopiridoquinazolinico, tem como unica diferenga para a rutaecarpina a
posicdo 1 hidroxilada. Foi isolada da fragdo MSCED4 9 ¢ MSCED22 61 e
apresentou-se como um soOlido amarelo amorfo. Sua elucidagdo estrutural
baseou-se em espectros de RMN 'H, HSQC, HMBC, gCOSY e por comparagao
com dados da literatura (JANUARIO et al, 2009).

FIGURA 4.13 - Estrutura da 1-hidroxirutaecarpina (5).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.14) revelou sinais
caracteristicos de um alcaloide indolopiridoquinazolinico, sinais de hidrogénios
desblindados referentes a 7 hidrogénios aromaticos foram observados, em 6 7,68
(1H, dt, J=0,9 e 8,4 Hz) do H-9, em 6 7,61 (1H, dd, J=1,1 e 8,1 Hz) do H-4, em
0 7,49 (1H, dt, J=0,9 e 8,4 Hz) do H-12, em 6 7,28 (2H, m) do H-3 ¢ H-11, em &
7,17 (1H, dd, J=1,1 e 8,1) do H-2 e em 6 7,12 (1H, dt, J=0,9 e 8,4 Hz) do H-10,
além dos sinais em ¢ 4,52 (2H, t, J=6,6 Hz) de H-7 e em ¢ 3,26 (2H, t, J=6,6 Hz)
de H-8.
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FIGURA 4.14 - Espectro de RMN (400 MHz, Acetona d-¢) da 1-hidroxirutaecarpina.

No espectro de gCOSY (FIGURA 4.15) observaram-se as

correlacdes entre H-7 e H-8, e as correlagdes entre os hidrogénios aromaticos.
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hidroxirutaecarpina. (B) Expansdo da regido aromatica.

No espectro de HSQC (FIGURA 4.16) observaram-se correlagdes
entre os sinais dos hidrogénios aromaticos em 6 7,68 (H-9) com o carbono em 6
119,8 (C-9), em 6 7,61 (H-4) com o carbono em 6 116,8 (C-4), em & 7,49 (H-12)
com o carbono em 6 112,0 (C-12), em & 7,28 (H-3 ¢ H-11) com o carbono em 6
126,0 (C-3 e C-11), em 6 7,17 (H-2) com o carbono em 6 116,3 (H-2) e em &
7,12 (H-10) com o carbono em & 120,0 (C-10). Ainda pode-se observar
correlacdes entre o sinal em & 4,52 (H-7) com o carbono em 6 41,0 (C-7) e em o

3,26 (H8) com o carbono em 6 19,2 (C-8).
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FIGURA 4.16 - (A) Espectro de correlacio HSQC (400 MHz, Acetona dg) da 1-

hidoxirutaecarpina. (B) Expansdo da regido aromatica.

As correlagdes mostradas na FIGURA 4.17 foram observadas no

espectro de HMBC (FIGURA 4.18), correlagdes entre os sinais dos hidrogénios
aromaticos em 6 7,68 (H-9) com o carbono em 6 138,8 (C-12a), em o 7,61 (H-4)
com os carbonos em 6 116,3 (C-2) e 6 136,4 (C-1a), em o 7,49 (H-12) com os
carbonos em ¢ 120,0 (C-10) e 6 125,7 (C-9a), em & 7,28 (H-11) com os carbonos
em o 119,8 (C-9) e em 6 138,8 (C-12a), em 6 7,28 (H-3) com os carbonos em &
121,0 (C-4a) e em 6 152,2 (C-1), em & 7,17 (H-2) com os carbonos em 6 116,8
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(C-4) eem o6 136,4 (C-1a) e o sinal em 7,12 (H-10) com o carbono em ¢ 126,0
(C-11). Ainda pode-se observar correlagdes entre o sinal em 6 4,52 (H-7) com os
carbonos em 6 19,2 (C-8), 8 117,8 (C-8a) e 6 144,3 (C-14a), e entre o sinal em o
3,28 (H-8) com o carbono em & 41,0 (C-7),em 6 117,8 (C-8a) e em 6 125,7 (C-
9a).

HO k/‘H
FIGURA 4.17 - Correlagdes observadas no espectro de HMBC (400 MHz, acetona d¢) da 1-

hidroxirutaecapina.
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FIGURA 4.18 - (A) Espectro de correlacio HMBC (400 MHz, acetona ds) da 1-

hidroxirutaecarpina. (B) Expansdo da regido aromatica.

Assim identificou-se esta substancias como a 1-hidroxirutaecarpina
(FIGURA 4.13).

Portanto a tnica diferenga estrutural entre os alcaloides rutaecarpina
(4) e 1-hidroxirutaecarpina (5) € a posi¢ao 1 de 6 hidroxilada. Os dados de RMN
de ambas sdo mostrados na TABELA 4.1.

60



rutaecarpina (4)

1-hidroxirutaecarpina (5)

Pos. dys"(JemHz)  §¢, mult. &y° (JemHz) HMBC™
1 7,61; dl (8,0) 152,2; qC
la 136.,4; qC
2 7,75; dt (1,5; 8,0) 116,3; CH 7,17;dd (1,1; 8,1) 1,4
7,44; dt (1,5; 8,0) 126,0; CH 7,28; m
4 8,21; dd (1,5; 8,0) 116,8; CH 7,61;dd (1,1; 8,1) la, 2
4a - qC
5 -; qC
7 4,55;t(6,4) 41,0; CH, 4,52;t(6,6) 8, 8a, 9a
8 3,26,:t (6,4) 12,2; CH, 3,26;t (6,6) 7, 8a, 14
8a 117,8; qC
9 7,69; dt (1,5; 8,0) 119,8; CH  7,68; dt (0,9; 8,4) 12a
9a 125,7; qC
10 7,13; dt (1,5; 8,0) 120,0; CH  7,12; dt (0,9; 8,4) 11
11 7,31; dt (1,5; 8,0) 126,0; CH 7,28; m 9,12
12 7,61; dl (8,0) 112,0; CH  7,49;dt (0,9;8,4) 10, 12,9a
12a 138,8; qC
14 -;qC
14a 144,3; qC

* Valores de "°C obtidos através das projegdes dos experimentos de HSQC ¢ HMBC (100 MHz, Acetona dg).

®(400 MHz, Acetona dg).

TABELA 4.1 - Dados de RMN da rutaecarpina e da 1-hidroxirutaecarpina.

4.2.1.5

muito semelhantes as duas substancias 4 e 5, porém apresentando diferengas
principalmente no deslocamento quimico dos hidrogénios H-7 e H-8. A
elucidagdo estrutural de 6 e 7 basecou-se em experimentos de RMN 'H, HSQC,

HMBC, gCOSY, ¢ EM de alta resolucgdo. Elas serdo descritas separadamente por

- ELUCIDACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS
6 E7

Foram isolados dois alcaloides de dados espectrais de RMN 'H

se tratarem de estruturas inéditas com esqueleto também inédito.
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A substancia 6 (FIGURA 4.19) foi isolada da fragdo MSCEDI12 e

MSCED23, apresentou-se como um sélido amarelo amorfo.

Il\l o)

7

5\4 4
3
2

10 Nla |

11 =N \H OH

12 22N @)

H
FIGURA 4.19 - Estrutura da substancia 6 (INEDITA).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.20) revelou sinais de
hidrogénios desblindados referentes a 7 hidrogénios arométicos em 6 7,68 (1H,
d, J=8,1 Hz) do H-9, em 6 7,57 (1H, dd, J=1,5 e 8,1 Hz) do H-4, em & 7,40 (2H,
m) do H-2 e H-12, em & 7,20 (2H, m) do H-3 e H-11 e em & 7,05 (1H, t, ] = 8,1
Hz) do H-10, além dos sinais em 6 3,92 (2H, t, J=7,5 Hz) de H-7, em & 3,70 (2H,
t, J=7,5 Hz) de H-8 e em 6 4,30 (3H, s) de H-1".
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FIGURA 4.20 - Espectro de RMN (400 MHz, CD;0D) da substancia 6.
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No espectro de gCOSY (FIGURA 4.26) observaram-se as

correlacdes entre H-7 e H-8, e as correlagdes entre os hidrogénios aromaticos.
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FIGURA4.21 - (A) Espectro de gCOSY (400 MHz, CD3;0D) da substancia 6. (B) Expansao

da regido aromatica.

No espectro de HSQC (FIGURA 4.22) observaram-se correlagdes
entre os sinais dos hidrogénios aromaticos em 6 7,68 (H-9) com o carbono em 6
117,7 (C-9), em 6 7,87 (H-4) com o carbono em 6 111,5 (C-4), em 6 7,40 (H-3 ¢

H-12) com o carbono em ¢ 125,0 (C-3) e em 6 109,3 (C-12), em o 7,21 (H-2 ¢
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H-11) com o carbono em 6 113,4 (C-2) e em 6 122,1 (C-11) e em & 7,05 (H-10)
com o carbono em 6 117,2 (C-10). Ainda pode-se observar correlagdes entre o
sinal em 6 3,92 (H-7) com o carbono em 6 61,0 (C-7), em & 3,70 (H-8) com o
carbono em 6 26,8 (C-8) e em 6 4,30 (H-1') com o carbono em 6 52,0 (C-1").
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FIGURA 4.22 - (A) Espectro de HSQC (400 MHz, CD;0D) da substancia 6. (B) Expansao da

regido aromatica.

As correlagdes mostradas na FIGURA 4.23 foram observadas no
espectro de HMBC (FIGURA 4.24), entre os sinais dos hidrogénios aromaticos
em o 7,68 (H-9) com o carbono em ¢ 136,0 (C-12a), 6 115,7 (C-8a) e 6 122,1
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(C-11); em 6 7,61 (H-4) com os carbonos em ¢ 113,4 (C-2), 8 126,2 (C-4a), 6
167,0 (C-5); em o 7,49 (H-12) com os carbonos em 6 117,1 (C-10), 6 129,0 (C-
9a); em 6 7,20 (H-11) com os carbonos em & 117,7 (C-9) e 6 136,0 (C-12a); em
0 7,40 (H-3) com os carbonos em § 113,4 (C-2) e em 8 152,3 (C-1), em & 7,20
(H-2) com os carbonos em 6 152,3 (C-1) eem o 141,4 (C-1a) e o sinal em 6 7,05
(H-10) com o carbono em & 109,3 (C-12) e & 129,0 (C-9a). Ainda pode-se
observar correlagdes entre o sinal em 6 3,92 (H-7) com o carbonos em 6 115,7
(C-8a); do sinal em 6 3,70 (H-8) com o carbono em 6 61,0 (C-7), 8 115,7 (C-8a),
0 129,0 (C-9a) e 6 131,0 (C-13a); e do sinal em & 4,30 (H-1") com o carbono em
0 167,0 (C-5). Correlagdes mostradas abaixo:

H

FIGURA 4.23 - Correlagdes observadas no espectro de HMBC
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FIGURA 4.24 - (A) Espectro de HMBC (400 MHz, CD3;0OD) da substancia 6. (B) Expansao

da regido aromatica.

Portanto, através do experimento de HMBC foi possivel determinar
os valores dos carbonos quaternarios da substancia 6, com excec¢do do C-13.

O espectro de massas (FIGURA 4.25) revelou a massa molar desta
substancia como 335,3584D o que confirma a formula molecular de CoH;7N;0;

da estrutura proposta.
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FIGURA 4.25 - Espectro de massas de alta resolu¢ao da substancia 6.

Diante disto elucidou-se a substancia 6 como o alcaloide mostrado
na FIGURA 4.19.
A substancia 7 (FIGURA 4.26) foi isolada da fracado MSCEDI15,

apresentou-se como um so6lido amarelo amorfo.

|
7N 4

H

FIGURA 4.26 - Estrutura da substancia 7 (INEDITA).

67



O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.27) revelou sinais de
hidrogénios desblindados referentes a 7 hidrogénios aromaticos em 6 7,64 (2H,
dt, J=1,2 ¢ 8,2 Hz) do H-4 ¢ H-9, em ¢ 7,44 (1H, d, J=8,2 Hz) do H-12, em &
7,33 (1H, t, J=8,2 HZ) do H-3, em 6 7,27 (1H, dt, J=8,2 Hz) do H-11, em & 7,23
(1H, dd, J=1,2 ¢ 8,2 Hz) do H-2 e em 6 7,09 (1H, t, J=8,2 Hz) do H-10, além dos
sinais em 6 4,03 (2H, t, J=7,8 Hz) de H-7 e em 6 3,32 (2H, t, J=7,8 Hz) de H-8.
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FIGURA 4.27 - Espectro de RMN 1H (600 MHz, CD3;0D) da substancia 7.

No espectro de gCOSY (FIGURA 4.28) observaram-se as

correlagdes entre H-7 e H-8, e as correlagdes entre os hidrogénios aromaticos.
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FIGURA 4.28 - (A) Espectro de gCOSY (600 MHz, CD;0D) da substancia 7. (B) Expansao

da regido aromatica.

No espectro de HSQC (FIGURA 4.29) observaram-se correlagdes
entre os sinais dos hidrogénios aromaticos em 6 7,64 (H-9) com os carbonos em
o 118,1 (C-9)e s 114,9 (C-4), em 6 7,44 (H-12) com o carbono em 6 110,3 (C-
12), em o 7,33 (H-3) com o carbono em 6 125,6 (C-3), em 6 7,27 (H-11) com o
carbono em 6 123,4 (C-11), em 6 7,23 (H-2) com o carbono em 6 116,5 (C-2) ¢
em o 7,09 (H-10) com o carbono em 6 118,6 (C-10). Ainda pode-se observar
correlacdes entre o sinal em ¢ 4,03 (H-7) com o carbono em 61,2 (C-7) e em o

3,32 (H-8) com o carbono em & 25,8 (C-8).
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FIGURA 4.29 - (A) Espectro de HSQC (600 MHz, CD30D) da substancia 7. (B) Expansao

da regido aromatica.

As correlagdes mostradas na FIGURA 4.30 foram observadas no
espectro de HMBC (FIGURA 4.31), entre os sinais dos hidrogénios aromaticos
em o 7,64 (H-9) com o carbono em 6 136,7 (C-12a), 6 115,5 (C-8a) ¢ 6 1234
(C-11); em 6 7,64 (H-4) com os carbonos em 6 116,5 (C-2), 6 138,6 (C-1a), o
163,2 (C-5); em o 7,44 (H-12) com os carbonos em 6 118,6 (C-10) e 6 128,2 (C-
9a); em 6 7,27 (H-11) com os carbonos em 6 118,1 (C-9) e 6 136,7 (C-12a); em
6 7,33 (H-3) com os carbonos em 6 121,0 (C-4a) e em 6 152,6 (C-1), em o 7,23
(H-2) com os carbonos em 6 152,6 (C-1), 6 114,9 (C-4) eem 6 138,3 (C-la)e o
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sinal em 6 7,05 (H-10) com o carbono em 6 110,3 (C-12) e 6 128,2 (C-9a).
Ainda pode-se observar correlagdes entre o sinal em o6 4,03 (H-7) com os
carbonos em o 25,8 (C-8) e 6 115,5 (C-8a); e do sinal em 6 3,32 (H-8) com o
carbono em 6 61,2 (C-7), 6 115,5 (C-8a) e 6 128,2 (C-9a).

FIGURA 4.30 - Correlagdes observadas no espectro de HMBC da substancia 7.
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FIGURA 4.31 - Espectro e expansao do HMBC (600 MHz, CD30D) da substancia 7.

Portanto, através do experimento de HMBC foi possivel determinar

os valores dos carbonos quaternarios da substancia 7 com exce¢do do C-13 e do

C-13a.

O espectro de massas (FIGURA 4.32) revelou a massa molar desta

substancia como 321,3318D o que confirma a formula molecular de C3sH;5N;0;

da estrutura proposta
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FIGURA 4.32 - Espectro de massas de alta resolug@o da substincia 7.

Diante disto elucidou-se a substancia 7 como o alcaloide mostrado
na FIGURA 4.26.

Foram elucidadas as substincias 6 ¢ 7 como dois alcaloides de
estrutura inédita e comparando-os observa-se como Unica diferenca entre eles a
presenca da metila ligada ao 4&tomo de nitrogénio na estrutura da substancia 7, os

dados de RMN de ambas estao descritos na TABELA 4.2.
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Pos.

ll

la

8a
9
9a
10
11
12
12a
13
13a

d¢,” mult.
152,3; qC
52,1; CHs
141,4; qC
113,4; CH
125,0; CH
111,6; CH
126,2; qC
167,0; qC
61,0; CH,
26,8; CH,
115,7; qC
117,7; CH
129,0; qC
117,2; CH
122,1; CH
112,0; CH
136,0; qC
- qC
131,0; qC

Substancia 6

31" (J em Hz)
4,30; s
7,40; m

7,20; m
7,57, dd (1,5; 8,1)

3,92;t(7,5)

3,70;t (7,5)

7,68; d (8,1)
7,05; dt (1,3; 8,1)

7,20; m
7,40;m

HMBC™?

1,1a
1,2
2,4a, 5

8a

7,8a,9a, 13a

8a, 11, 12a

9, 12a
10, 9a

ac,a mult.

152,6; qC

138,6; qC
116,5; CH
125,6; CH
114,9; CH
121,0; qC
163,2; qC
61,2; CH,
25.8; CH,
115,5; qC
118,1; CH
128.2; qC
118,6; CH
123,4; CH
110,3; CH
136,7; qC

- qC

- qC

Substancia 7

oy’ JemHz) HMBC*"

723;dd (1,2;82) 1, 1a,4
7,33;t(8,2) 1, 4a
7,64;dt (1,2:8,2)  1a,5

4,03;t (7,8) 8, 8a
3,32;t(7.8) 7, 8a, 9a

7,64; dt (1,2;8,2) 8a, 11, 12a

7,09; t (8,2)
7,27;dt(1,2;8,2) 9, 12a
7,44; d (8,2) 10, 9a

* Valores de "°C obtidos através das projegdes dos experimentos de HSQC e HMBC (100 MHz, Acetona dg).
°(400 MHz, Acetona dg).

TABELA 4.2 - Dados de RMN das substancias 6 ¢ 7.

4.2.1.6

7

- PROPOSTA DA BIOGENESE DAS SUBSTANCIAS 4-

Com observagdes realizadas de Dewick (2009) foi realizada a

proposta biogenética das substancias 4, 5, 6 ¢ 7 (FIGURA 4.33)
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FIGURA 4.33 - Proposta da biogénese das substancias 4-7
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4.2.2 CUMARINAS

As cumarinas sao derivadas da via do 4acido chiquimico pelo
metabolismo da fenilalanina, sendo um dos seus principais precursores o acido
p-cumarico. Foram isoladas cumarinas contendo esqueleto basico, além de

furano e pirano (LOBO & LOURENCO, 2007).

4.2.2.1 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA HERACLENOL
A cumarina heraclenol (FIGURA 4.34) foi isolada da fracdo
MSCED21 37, como um s6lido amarelado amorfo. Sua elucidagdo foi baseada

em espectros de RMN 'H, HSQC, gCOSY e por comparagdo com dados da
literatura (HARKAR et al, 1984).

FIGURA 4.34 - Estrutura da heraclenol (8).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.35) revelou sinais
caracteristicos do anel lactonico de um esqueleto cumarinico, em 6 7,78 (1H, d,
J=9,5 Hz) e em 0 6,39 (1H, d, J=9,5 Hz) de H-4 e H-3, respectivamente. Sinais
caracteristicos de um anel furano em 6 7,70 (1H, d, J=2,3 Hz) e em 6 6,83 (1H,
d, J=2,3 Hz) referentes aos H-2’ ¢ H-3’, respectivamente. Revelou também um
sinal em 6 7,41 (1H, s) referente ao H-5 devido a desblindagem ndo observada

como ocorreria no caso deste sinal ser referente ao H-8. Pode-se observar ainda,
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sinais em 0 4,77 (1H, dd, J=10,2 ¢ 2,5 Hz) de H-2"’b, em 6 4,42 (1H, dd, J=10,2
¢ 7,7 Hz) de H-2"’a, em o 3,88 (1H, dd, J=7,7 e 2,5 Hz) de H-3’, ¢ sinais em 0
1,35 (3H, s) e em & 1,31 (3H, s) referentes a duas metilas, estes sinais indicam a

presenga de um grupo prenila modificado.

T T Yo v

BT e L
= T

FIGURA 4.35 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) do heraclenol.

O deslocamento de H-4 em 6 7,78 sugere que a posicdo C-5 nao
esteja substituida devido ao sinal ndo desblindado pelo efeito do grupo O-prenila
modificado, o que permite dizer que este grupo esta posicionado em C-8. Outra
observacao interessante para este tipo de estrutura ¢ a falta de acoplamentos a
longa distancia entre H-4, H-3" ¢ H-8 devido a falta deste hidrogénio em H-8, o
que € mais uma indicacao de que o grupo preniloxila esteja ligado a C-8.

No espectro de HSQC (FIGURA 4.36) observou-se correlacdes
entre os sinais em ¢ 7,70 (H-2") e em 6 6,83 (H-3") relativos ao anel furano com
os carbonos em & 146,9 (C-2’) e em & 107,0 confirmando se tratar de uma
furanocumarina. Observou-se também correlagdes entre os sinais em 6 7,78 (H-
4) e em & 6,39 (H-3) relativos ao anel lactonico com os carbonos em & 144,0 (C-

4)eem o 114,7 (C-3) e a correlagdo do sinal em 6 7,41 (H-5) com o carbono em
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o 113,7 (C-5). Ainda foi possivel observar as correlagdes entre os sinais em o
3,88 (H-3"") com o carbono em 6 76,0 (C-3""), em 6 4,77 (H-2’b) ¢ em 0 4,42
(H-2’’a) com o carbono em 6 75,5 (C-2"") e as correlagdes dos sinais referentes
as metilas em o 1,35 ¢ em o 1,31 com os carbonos em o6 26,8 ¢ 6 25,1,

respectivamente.
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FIGURA 4.36 - Espectro de correlacio HSQC (400 MHz, CDCls) do heraclenol.

No espectro de gCOSY (FIGURA 4.37) observamos as correlagdes
entre H-3 ¢ H-4 referentes ao anel lactonico, entre H-2’ ¢ H-3’ relativos ao anel

furano, e entre H-2"’a, H-2’b e H-3’, correlacdes representadas na FIGURA
4.38.
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FIGURA 4.37 - Espectro de correlacdo gCOSY (400 MHz, CDCls) do heraclenol.

FIGURA 4.38 - Correlagdes observadas no espectro de gCOSY de heraclenol.

Assim esta substancia foi identificada como a cumarina heraclenol

mostrada na FIGURA 4.34.

4.2.2.2 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA FELOPTORINA
A furano cumarina feloptorina (FIGURA 4.39), foi isolada da

fragdo MSCED4 5 como um so6lido amarelo amorfo. Sua elucidagdo estrutural

Baseou-se em dados espectrais de RMN 'H, HSQC, HMBC, gCOSY e por

comparacao com dados da literatura (KANG, 2008).
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FIGURA 4.39 - Estrutura da feloptorina (9).

No espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.40) observou-se sinais
caracteristicos de uma furano cumarina O-alquilada nas posi¢des 5 € 8, além dos
sinais em 0 6,26 (1H, d, J=9,7 Hz) do H-3, em 6 8,19 (1H, d, J= 9,7 Hz) do H-4,
em 6 7,90 (1H, d, J=2,4 Hz) do H-2’ e em 6 7,28 (1H, d, J=2,4 Hz) do H-3".
Ainda foram observados sinais de uma metoxila em 6 4,23 (3H, s), de um grupo
prenila em 6 4,81 (2H, d, J=7,1 Hz) do H-2"’, em & 5,55 (1H, m) do H-3"’ e das
duas metilas em 6 1,62 (3H, s) e em 6 1,66 (3H,s).
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FIGURA 4.40 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, Acetona-de) da feloptorina.
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No espectro de gCOSY (FIGURA 4.41) observou-se as correlagdes

entre H-3 e H-4, H-3’ ¢ H-2’ e entre os hidrogénios do grupo prenila.

. M ) 3 , w 1.6

i ' - 2.0
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,_6'4
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= ] g 7.2
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- ] ] -

PPM (F1)

PPM (F2) 7.6 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 52 48 44 40 36 3.2 28 24 20 1.6

FIGURA 4.41 - Espectro de COSY (400 MHz, Acetona-de) da feloptorina.

No espectro de HSQC (FIGURA 4.42) observou-se correlacdes
entre os sinais dos hidrogénios em & 6,26 (H-3) com o carbono em ¢ 112,3 (C-
3), em ¢ 8,19 (H-4) com o carbono em ¢ 1394 (C-4), em 6 7,90 (H-2") com o
carbono em 0 145,5 (C-2’), em 6 7,28 (H-3") com o carbono em 6 105,2 (C-3°),
em 0 4,81 (H-2’") com o carbono em 6 69,3 (C-2°’) e das metilas em & 1,69 com
o carbono em 6 24,9 e em 6 1,66 com o carbono em 6 16,9. Observou-se ainda a

correlacao dos hidrogénios da metoxila em 6 4,23 com o carbono em 6 60,4.
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FIGURA 4.42 -Espectro de HSQC (400 MHz, Acetona-ds) da feloptorina.

—15

No espectro de HMBC (FIGURA 4.43) ndo observou-se todas as
correlacdes entre H e C, talvez devido a pequena massa de substancia, mas este
foi utilizado para confirma¢do da metoxila na posi¢do 5, através da correlagao

dos hidrogénios da metoxila e do H-4 com o carbono em 6 144,6 (C-5).

S B I ¥

— 100
- 120
- ; 140
— 160

— 180

E— 6 PPM (F1)
—T T T T T T T T T T T T "~ T "~ T "~ T " T "1
PPM(F2) 7.6 7.2 68 64 60 56 52 48 44 40 36 3.2 28 24 20 16

FIGURA 4.43 - Espectro de HMBC (400 MHz, Acetona-de) da feloptorina.
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A cumarina foi entdo identificada como a feloptorina, mostrada na

FIGURA 4.39.

4.2.2.3 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA 5,6-
METILENODIOXI-7,8-DIMETOXICUMARINA

A cumarina 5,6-metilenodioxi-7,8-dimetoxicumarina foi isolada das
fragdes MSCED4 5, MSCEDS3 13 19 e MSCED22 58 17 como um solido
branco amorfo. Sua elucidagdo estrutural baseou-se em dados espectrais de
RMN 'H, HSQC, HMBC, NOE e por comparagdo com dados da literatura
(BAETAS et al., 1999).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.44) revelou sinais
caracteristicos de um esqueleto cumarinico em 6 7,98 (1H, d, J=9,7 Hz) e em &
6,20 (1H, d, J=9,7 Hz) de H-4 ¢ H-3, respectivamente. Observou-se o sinal dos
hidrogénios de um grupo metilenodioxi em & 6,14 (2H, s) e os sinais dos

hidrogénios de duas metoxilas em 6 4,06 (3H, s) e em & 3,95 (3H, s).
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FIGURA 4.44 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, Acetona-de) da 5,6-metilenodioxi-7,8-
dimetoxicumarina.
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Por estes dados ¢ possivel propor a estrutura de dois isdmeros para
esta substancia (FIGURA 4.45). WU et al. (2001) mostram as interagdoes ¢
incrementos de sinais na substancia 10b ao se fazer o experimento de NOE, ao
se irradiar os hidrogénios da metoxila observa-se incremento do sinal dos
hidrogénios metilenodioxi ¢ de H-4. Neste caso no espectro de NOE obtido para
esta substancia tem-se uma indicacdo da estrutura correta ser a 10a, pois nao se
observou incremento ao se irradiar os hidrogénios das metoxilas e também ao se

irradiar o H-4 s6 se observa o incremento no sinal de H-3.

o o
06 S 4\ 3 1'<O 6 4\ 3
oy o Yo O"7% 0" o
O SN
(10a) (10b)

FIGURA 4.45 - Estruturas dos isdbmeros possiveis para a substancia 10.

No espectro de HSQC (FIGURA 4.46) observou-se correlacoes
entre os sinais dos hidrogénios em ¢ 6,20 (H-3) com o carbono em o 138,6 (C-
3), em 6 7,98 (H-4) com o carbono em ¢ 111,9 (C-4) e dos hidrogénios do grupo
metilenodioxi em & 6,14 com o carbono em & 102,7. Observou-se ainda as
correlagcdes dos hidrogénios das metoxilas em 6 4,06 ¢ em 6 3,95 com os

carbonos em & 59,8 e em 6 60,4, respectivamente.
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FIGURA 4.46 - Espectro de HSQC (400 MHz, Acetona-de) da 5,6-metilenodioxi-7,8-

dimetoxicumarina.

No espectro de HMBC (FIGURA 4.47) pode-se confirmar a
estrutura como a 10a, pois ao observar as correlagdes heteronucleares ilustradas
na FIGURA 448, elas ilustram as correlacdes de H-4 com C-5 ¢ C-6, onde a
correlacdo € a quatro ligagdes e na outra possibilidade estrutural esta correlacao

seria a cinco ligagdes, de ocorréncia muito pouco provavel.
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FIGURA 4.47 - Espectro de HMBC (400 MHz, Acetona-de) da 5,6-metilenodioxi-7,8-

dimetoxicumarina.

FIGURA 4.48 - Correlagdes observadas no espectro de HMBC da 5,6-metilenodioxi-7,8-

dimetoxicumarina.

Diante disto, esta cumarina foi identificada como a 5,6-

metilenodioxi-7,8-dimetoxicumarina (FIGURA 4.49).

O o O

FIGURA 4.49 - Estrutura da 5,6-metilenodioxi-7,8-dimetoxicumarina (10).
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4.2.2.4 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA
ISOPIMPENILINA

A cumarina isopimpenilina foi isolada das fragdes MSCED4 5,
MSCED22 58 17 e MSCEDS53 13 19 como um cristal branco. Sua elucidagdo
estrutural baseou-se em dados espectrais de RMN 'H, HSQC, HMBC, NOE,
difusdo por raios X e por comparagdo com dados da literatura
(MIKOLAJACZAK et al., 1988).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.50) revelou sinais
caracteristicos do anel de um esqueleto cumarinico em 6 8,20 (1H, d, J=9,8 Hz)
e em o 6,27 (1H, d, J=9,8 Hz) de H-4 ¢ H-3, respectivamente. Observou-se os
sinais dos hidrogénios de um anel furano em 6 7,91 (1H, d, J=2,3 Hz) de H-2" ¢
em 0 7,28 (1H, d, J=2,3 Hz) de H-3’; e os sinais dos hidrogénios de duas
metoxilas em 6 4,23 (3H, s) e em 6 4,09 (3H, s).
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FIGURA 4.50 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, Acetona-de) da isopimpenilina.
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Através dos espectros de RMN nao foi possivel propor se esta
cumarina seria linear (11a) ou angular (11b) (FIGURA 4.51). Murray &
Zacarias (1984) descrevem que os deslocamentos quimicos dos grupos
metoxilas quando maiores do que 6 4,15 e coincidentes indicam linearidade nas
furanocumarinas e sinais com deslocamentos quimicos menores do que o 4,15 ¢
diferentes caracterizam furanocumarinas angulares. Neste caso apesar dos sinais
das metoxilas terem deslocamentos quimicos diferentes, um ¢ menor que 4,15

ppm e o outro maior, nao sendo possivel definir a estrutura exata.

0]
3 6 5 4
X3
X
O 7 3 o~ o
O\
(11a) (11b)

FIGURA 4.51 - Estruturas possiveis para a substancia 11.

Pelo espectro de NOE nao se observou incremento no sinal de H-4
ao serem irradiados os sinais das metoxilas. Quando se irradiou o H-4 s6 se
observou o incremento no sinal de H-3, o que pode ser uma indicagdo de que a
substancia possua configuracdao angular (11b) e ndo linear (11a).

No espectro de HSQC (FIGURA 4.52) observou-se correlacdes
entre os sinais dos hidrogénios em & 6,27 (H-3) com o carbono em ¢ 112,5 (C-
3), em o 8,20 (H-4) com o carbono em ¢ 139,1 (C-4), em 6 7,91 (H-2'") com o
carbono em o 145,7 (C-2’) e em 6 7,29 (H-3') com o carbono em 6 105,2 (C-3°).
Observou-se ainda correlagdes dos hidrogénios das metoxilas em 6 4,09 e em &

4,23 com os carbonos em & 60,9 e em & 60,4, respectivamente.
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FIGURA 4.52 - Espectro de HSQC (400 MHz, Acetona-de) da isopimpenilina.

As correlagdes mostradas na FIGURA 4.53 foram observadas no
espectro de HMBC (FIGURA 4.54), a correlagdo entre H-4 ¢ C-5 indica que a
estrutura correta ¢ de configuracdo linear (11a) pois caso a configuragdo fosse
angular (11b) a correlacdo seria entre H-4 e C-7, ou seja, a cinco ligagdes o que

¢ de ocorréncia muito pouco provavel.

FIGURA 4.53 - Correlagdes observadas no espectro de HMBC da isopimpenilina.
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FIGURA 4.54 - Espectro de HMBC (400 MHz, Acetona-de) da isopimpenilina.

Para confirmagdo desta estrutura foi realizado um experimento de

difracdo de raios X, a representagdo da estrutura ¢ mostrada na FIGURA 4.55.

FIGURA 4.55 - Representacao da estrutura da isopimpenilina.
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Diante disto, foi elucidada esta substancias como a isopimpenilina
(FIGURA 4.56)

FIGURA 4.56 - Estrutura da isopimpenilina (11).

4.2.2.5 -  ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA 6,7-
METILENODIOXI-8-METOXICUMARINA

A substancia 12, 6,7-metileneodioxi-8-metoxicumarina, foi isolada
das fragoes MSCED22 58 17 como um cristal branco. Sua elucidagdo estrutural
foi baseada em dados espectrais de RMN 'H, NOE, difracdo por raios X e por
comparagdo com dados da literatura (SARKER et al., 1994).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.57) revelou sinais
caracteristicos do anel de um esqueleto cumarinico em 6 7,84 (1H, d, J=9,7 Hz)
eem 0 6,25 (1H, d, J=9,7 Hz) de H-4 e H-3, respectivamente. Observou-se ainda
o sinal dos hidrogénios de um grupo metilenodioxi em 6 6,13 (2H, s), o sinal de
um hidrogénio aromatico em & 6,83 (1H, s) referente ao H-5 e de uma metoxila

em 0 4,05 (3H, s).
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FIGURA 4.57 - Espectro de RMN 1H (400 MHz, Acetona-de) da 6,7-metileneodioxi-8-

metoxicumarina.

Com estes dados tem-se a possibilidade de trés isomeros possiveis

para esta substancia que estdo ilustradas na FIGURA4.58.
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FIGURA 4.58 - Isdmeros estruturais possiveis para a substancia 12.
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Pelo experimento de NOE nao se observou incremento de sinal ao
se irradiar o H-4 e os hidrogénios da metoxila. De acordo com WU (2001) pode-
se obter o incremento dos sinais dos hidrogénios metilenodioxi ¢ de H-4 ao se
irradiar os hidrogénios da metoxila. Assim pode-se supor que a estrutura correta
seja a 12¢, devido a ndo observagao dos incrementos sugeridos, embora esta seja
um evidéncia indireta.

Por cristalizacdo foi possivel obter um nanocristal e por difracdo de
raios X pode-se propor a estrutura inequivoca para esta substincia (FIGURA

4.59).

FIGURA 4.59 - Representagdo da estrutura da 6,7-metileneodioxi-8-metoxicumarina.

Portanto a substancia pode ser -elucidada como a 6,7-

metileneodioxi-8-metoxicumarina (FIGURA 4.60)

X

O O

N

FIGURA 4.60 - Estrutura da 6,7-metilencodioxi-8-metoxicumarina (12).
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4.2.2.6 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA
ESCOPOLETINA

A cumarina escopoletina foi isolada da fracao MSCED22 65 como
um so6lido branco amorfo. Sua elucidacdo estrutural baseou-se em espectros de
RMN 'H, CG-MS e dados da literatura (RAZDAM, 1987).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.61) revelou sinais
caracteristicos do anel de um esqueleto cumarinico, em 6 7,80 (1H, d, J=9,4 Hz)
e em 0 6,16 (1H, d, J=9,4 Hz) de H-4 e H-3, respectivamente. Outros sinais
foram também observados em 6 7,18 (1H, s) de H-5 e em caracteristico o 6,78
(1H, s) de H-8 e ainda um sinal em 6 3,90 (3H, s) indicando a presenca de uma

metoxila.
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-

FIGURA 4.61 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, Acetona-dg) da escopoletina.

Dois isdmeros puderam ser propostos o  7-hidroxi-6-
metoxicumarina (escopoletina) e 0 6-hidroxi-7-metoxicumarina

(isoescopoletina) (FIGURA 4.62).
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FIGURA 4.62 - Estrutura da Escopoletina e da Isoescopoletina.

A distingdo dos isdmeros pode ser efetuada através da analise do
espectro de massas, onde a escopoletina apresenta um sinal m/z = 177, cuja
abundancia relativa ¢ em torno de 60-70%, e o seu isdmero isoescopoletina
apresenta 0 mesmo pico, mas com uma intensidade em torno de 16%. Isso
ocorre porque o ion formado pela escopoletina pode ser mais estabilizado do que

o formado pela isoescopoletina (SALLES, 1995) (FIGURA 4.63).

++ +

SO0, = SO0, — SO0
S

HO o 0 HO o 0 HO o 0

Escolopetina m/z 177
m/z 192
- CHj3
G — > +
O o 0 O o 0
Isoescolopetina m/z 177
m/z 192

FIGURA 4.63 - Proposta de fragmentacdo para diferenciacdo da escopoletina e

isoescopoletina.

No espectro de massas (FIGURA 4.64) observou-se o pico em 192
m/z que ¢ do ion molecular coerente com a massa molecular da substancia
proposta. Identificou-se a substancia escopoletina pois observou-se o pico em

177 m/z com intensidade relativa de 62%. Devido a maior estabilidade do
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fragmento 16nico por conjugacdo dos pares eletronicos do oxigénio e das

ligagdes m, aparecendo com maior intensidade.
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FIGURA 4.64 - Espectro de massas da escopoletina.

Assim foi efetuada a elucidagdo estrutural desta substancia como a

escopoletina (FIGURA 4.65).

FIGURA 4.65 - Estrutura da escopoletina (13).

4.2.3 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DO ESTEROIDE 3-B-O-
B-GLUCOPIRANOSIL SITOSTEROL
O esteroide 3-B-O-B-glucopiranosil sitosterol (FIGURA 4.66) foi

1solado das fragdes MSCED24 como um cristal branco amorfo. Sua elucidagao
estrutural foi baseada em dados espectrais de RMN 'H, *C e por comparagao

com dados da literatura (SAKAKIBARA et al., 1983).
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FIGURA 4.66 - Estrutura da 3-B-O-B-glucopiranosil sitosterol (14).

Através do espectro de RMN 'H (FIGURA 4.67) e de °C (FIGURA
4.68) observou-se os sinais em 06 4,57 (1H, dd, J=11,6 ¢ 2,4 Hz) ¢ em 6 102,4
correspondentes ao H-1’ e ao carbono anomérico. Sinais de hidrogénios
carbinolicos entre o 3,90-5,05 também foram observados. Observou-se ainda
sinas nas regides de 0,66 e 2,76 indicando a presenc¢a de hidrogénios metilicos e

metilénicos caracteristicos de um esqueleto esteroidal.

;
i
i

N

I’

5
ekt
£
;

o o N o e

Pt

e —
<
T
=

Be60
EBL T
B0F T
BRS'T
A6T'T
BET'T
L13:
LEET
TE'0E
9ZR'E

1 etz T
— ezt
Teres

L L L L DL L L N L B | L L L B L L I B |
PEM 80 76 72 68 64 6.0 56 52 48 44 40 36 32 28 24 20 16 1.2 0.8 04 0.0

FIGURA 4.67 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, Pir-ds) da 3-B-O-B-glucopiranosil sitosterol.
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FIGURA 4.68 - Espectro de RMN *C (400 MHz, Pir-ds) da 3-B-O-B-glucopiranosil sitosterol.

O espectro de RMN "*C confirma os carbonos referentes a estrutura
proposta e estd de acordo com os dados da literatura (SAKAKIBARA et al.,
1983) (TABELA 4.3)
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Substiancia 18 SAKAKIRA et al. (1983)
Pos.

8" oc”
1 37,4 37,5
2 30,1 30,2
3 78,5 78,5
4 39,8 40,0
5 140,8 140,9
6 121,8 121,8
7 32,1 32,1
8 32,0 32,1
9 50,2 50,3
10 36,8 36,9
11 21,2 21,3
12 39,2 39,3
13 42.4 42,5
14 56,7 56,9
15 24.4 24,5
16 28,4 28,6
17 56,1 56,3
18 11,8 12,0
19 19,3 19,4
20 36,3 36,4
21 18,9 19,1
22 34,1 34,3
23 26,2 26,5
24 459 46,1
25 29,3 29,5
26 19,1 19,2
27 19,8 20,0
28 23,3 23,4
29 12,0 12,2

“100 MHz, piridina ds. °50 MHz, Piridina ds
TABELA 4.3 - Dados de RMN "°C da 3-B-O-p-glucopiranosil sitosterol e dados da literatura.
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4.2.4 - DIIDROCHALCONAS

As diidrochalconas sdo substancias pouco descritas na literatura,
podem ser obtidas por biossintese mista envolvendo partes provenientes da via

do acetato e do chiquimato (LOBO & LOURENCO, 2007). Foram isoladas 4

diidrochalconas, todas inéditas até o momento.

4.2.4.1 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA

15
A substancia 15 (FIGURA 4.69) foi 1solada da fracao
MSCED22 58 16 como um so6lido amarelo amorfo, sendo esta inédita na

literatura at¢ o momento. Sua elucidagdo estrutural foi realizada com base nos

dados espectrais de RMN 'H, HSQC, HMBC, gCOSY ¢ EM de alta resolugao.

OH O
FIGURA 4.69 - Estrutura da substancia 15.

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.70) revelou sinais
caracteristico de uma diidrochalcona em 6 2,83 (2H) e 6 3,30 2H, t, J = 7,2)
referentes aos H-7 ¢ H-8, respectivamente. Revelou ainda sinais em ¢ 5,92 (1H,
s) caracteristico de um hidrogénio de um anel aromatico pentassubstituido, em o
6,91 (2H, m) referente ao H-2 e H-6 ¢ em 0 6,56 (1H, d, J = 8,8) referente ao H-
5 caracterizando um anel aromatico trissubstituido. Também observou-se sinais
caracteristicos de dois anéis dimetilpirano em 6 1,76 (2H, t, J = 6,8 Hz) de H-

37, em 82,53 2H, t, ] = 6,8 Hz) de H-4, em 5 1,73 (2H, t, J = 6,8 Hz) de H-
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3> eem o 2,69 2H, t, J = 6,8 Hz) de H-4’"’. Além do sinal em 6 13,63
caracteristico de hidroxila quelada, e os sinais das metilas em 6 1,22 (H-5" e H-

6") e em & 1,33 (H-5" e H-6").
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FIGURA 4.70 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, Acetona-d¢) da substancia 15.

O espectro de COSY (FIGURA 4.71) mostrou a correlacao entre H-
7 e H-8, H-3" ¢ H-4", H-3"' e H-4"".
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FIGURA 4.71 - (A) Espectro de COSY (400 MHz, Acetona-de) da substancia 15.

(B) Expansdo da regido de hidrogénio metilico e metilénico.

As atribuicoes dos deslocamentos quimicos dos carbonos foi
realizada através da analise dos espectros de HSQC ¢ HMBC. No espectro de
HSQC (FIGURA 4.72) observou-se a correlacdo de todos os hidrogénios com os
seus respectivos carbonos em 6126,8 de C-2, em 116,8 de C-5, em 128,1 de C-6,
em 29,7 de C-7, em 6 45,5 de C-8, em 0 94,6 de C-5', em 6 31,2 de C-3", em §
16,2 de C-4", em & 32,42 de C-3", em 6 22,1 de C-4" e das quatro metilas em o

25.5.
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FIGURA 4.72 - Espectro de HSQC (400 MHz, Acetona-de) da substancia 15.

As correlagdes mostradas na FIGURA 4.73 foram observadas no

espectro de HMBC (FIGURA 4.74).

FIGURA 4.73 - Correlagdes observadas no espectro de HMBC da substancia 15.
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FIGURA 4.74 - (A) Espectro de HMBC (400 MHz, Acetona-dg) da substancia 15. (B)

PPM (F1)

Expansdo da regido de hidrogénios metilicos e metilénicos.

Portanto, com os deslocamentos quimicos dos carbonos obtidos das
correlacdes observadas no HMBC pode-se definir os sinais dos carbonos
quaternarios em o6 132,2 de C-1, em 151,9 de C-4, em 120,0 de C-3, em 6 204,7
de C-9, em 6 104,8 de C-1', em 6 157,0 de C-2', em 6 100,0 de C-3', em ¢ 162,2
de C-4', em 6 165,5 de C-6', em 75,6 de C-2", em 31,2 de C-3",em o 16,2 de C-
4" em o6 73,2 de C-2", em 6 32,4 de C-3" e em 6 22,1 de C-4"".

O espectro de massas (FIGURA 4.75) revelou a massa molar desta
substancia como 410,5051D o que confirma a formula molecular de C,5sH3,05 da

estrutura proposta.
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FIGURA 4.75 - Espectro de massas de alta resolug@o da substancia 15.

Com os dados discutidos foi possivel propor a estrutura da
substancia 12 como a diidrochalcona mostrada na FIGURA 4.69, que est4 sendo

descrita pela primeira vez. Seus dados de RMN sdo mostrados na TABELA 4.4.
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Substancia 15

Pos. &c, mult. &y" (Jem Hz) HMBC™”

1 132,2; qC

2 126,8;CH 6,91; m

3 120,0; qC

4 151,9; qC

5 116,8;CH 6,56;d (8,8) 1,4

6 128,1; CH 6,93; m

7 29,7, CH, 2,83; m 2,6,8,9
8 45)5;CH, 3,30;t(7,2) 1,7,9
9 204,7;qC

1'  104,8;qC

2" 157,0;qC

3'  100,0; qC

4" 162,2;qC

5" 94,5;CH 5,92;s 13,46
6' 165,5; qC

2" 75,6; qC

3" 31,2;CH, 1,76;t(6,8)  3',2",4", 5"
4" 16,2; CH, 2,53;1t(6,8) 2,3, 3"

5" 25,5; CH; 1,22;'s 2"
6" 25,5; CH; 1,22;s 2"
2" 73,2; qC

3" 324;CH, 2.69;t(68) 3,2",4",5"
4" 22,1;CH,  2,69;t(6,8)  3,4,2",3"
5" 255 CH3  133;s 2"
6" 255 CH3  133;s 2"

* Valores de ">C obtidos através das projecdes dos experimentos de HSQC e HMBC (100 MHz, Acetona dg).
°(400 MHz, Acetona dg).

TABELA 4.4 - Dados de RMN da substéancia 15.
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4.2.4.2 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA

16
A substincia 16 (FIGURA 4.76) foi1 isolada da fracdo
MSCED22 53 14 e MSCED22 53 15 como um so6lido amarelo amorfo, sendo
esta inédita na literatura até o momento. Sua elucidacdo estrutural foi baseada
nos dados espectrais de RMN 'H, HSQC, HMBC, COSY e¢ EM de alta

resolucao.

FIGURA 4.76 - Estrutura da substancia 16.

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.77) revelou sinais
caracteristicos de uma diidrochalcona em 6 2,82 (2H, t, J = 8,4 Hz) ¢ 6 3,25 (2H,
m) referentes aos H-7 e H-8, respectivamente. Revelou ainda sinais em & 5,87
(1H, s) caracteristico de um hidrogénio de um anel aromadtico pentassubstituido,
em 6 6,83 (1H, dd, J = 1,7 e 8,0 Hz) referente ao H-6, em ¢ 6,87 (1H, d,J =1,7
Hz) de H-2 ¢ em & 6,64 (1H, dl, J = 8,0) de H-5 que caracterizam um anel
aromatico trissubstituido. Também observou-se sinais caracteristicos de um
anel 2,2-dimetilpirano em 6 1,76 (2H, t, J = 6,6 Hz) de H-3", em & 2,55 (2H, t, J
= 6,6 Hz) de H-2", e das duas metilas em 6 1,33 (6H, s) de H-5" e H-6". Além
dos sinais de um grupo prenila em ¢ 3,25 (2H, m) de H-1", em & 5,28 (1H, m)
de H-2"' e das metilas em 6 1,33 (6H,s) de H-5" ¢ H-6" ¢ 1,68 (3H, s) ¢ 6 1,69
(3H, s) de H-4" e H-5"".
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FIGURA 4.77 - Espectro de RMN'H (400 MHz, CDs;0D) da substancia 16.
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A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos foi
realizada através da andlises dos espectros de HSQC e HMBC. No espectro de
HSQC (FIGURA 4.78) observou-se a correlagdo de todos os hidrogénios com os
seus respectivos carbonos em 6 128,7 de C-2, em 6 114,3 de C-5, em 6 125,9 de
C-6, em 6 30,2 de C-7, em 06 45,5 de C-8, em 6 94,1 de C-5', em 6 31,3 de C-3",
em o 15,9 de C-4", em 6 27,7 de C-1", em o 122,6 de C-2"', e sinais referentes as
metilas em 6 25,0 de C-5"e C-6",eem 0 16,4 € 6 25,5 de C-4" e C-5".

108



f

)

10
— 20
— 30
— 40
— 50
— 60
— 70
— 80
— 90
— 100
— 110

— 120

PPM (F1)

PPM (F2) 6.0

FIGURA 4.78 - Espectro de HSQC (400 MHz, CDs;0D) da substancia 16.

O espectro de COSY (FIGURA 4.79) mostrou a correlagdo entre os

hidrogénios H-5 e H-6, H-7 e H-8, H-3" e H-4".
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FIGURA 4.79 - Espectro de COSY (400 MHz, CDs;0D) da substancia 16.

No espectro de HMBC (FIGURA 4.80) observou-se as correlacoes

entre os carbonos e hidrogénios como indicado na FIGURA 4.81:
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FIGURA 4.80 - Espectro de HMBC (400 MHz, CD3;0D) da substancia 16.

FIGURA 4.81 - Correlagdes observadas no espectro de HMBC da substancia 16.

Ainda com uma inspe¢do minuciosa do HMBC permitiu determinar
os deslocamentos quimicos dos carbonos e definir os sinais dos carbonos
quaternarios em o6 132,2 de C-1, em 152,0 de C-4, em 126,0 de C-3, em 6 204,0
de C-9, em 6 162,0 de C-2', em 6 100,0 de C-3', em 6 156,0 de C-4', em ¢ 164,0
de C-6',em 75,6 de C-2", e em 6 131,4 de C-3"".

O espectro de massas (FIGURA 4.82) revelou a massa molar desta
substancia como 410,5051D o que confirma a formula molecular de C,5sH3,05 da

estrutura proposta. Observa-se ainda no espectro de massas a presenga de um
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pico em 843,3949D devido a formacdo de um dimero pela interacdo do ion

aduto e uma molécula neutra.

Intens, +ME, 5.0-6.6min #301-35
®10 4331935
o
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FIGURA 4.82 - Espectro de massas de alta resolug@o da substancia 16.

A andlise conjunta dos dados obtidos para esta substincia levou a
proposta da estrutura mostrada na FIGURA 4.76. Seus dados de RMN estao
descritos na TABELA 4.5.
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Substéancia 16

Pos. 3¢ mult. 34" (J em Hz) HMBC*’
1 132,2; qC
2 128,7; CH 6,87; d (1,7) 6,4
3 126,0; qC
4 152,0; qC
5 114,3; CH 6,64; dl (8,0) 1
6 125,9; CH 6,83;dd (1,7; 8,0)
7 30,2; CH, 2,82;t(8,4) 1,2,6,8,9
8 45.5; CH, 3,25; m 7,9
9 204,0; qC
1' -;qC
2' 162,0; qC
3 100,0; qC
4' 156,0; qC
5! 94,1; CH 5,87;s 3,6
6' 164,0; qC
2" 75,6; qC
3" 31,3; CH, 1,76; t (6,6) 3,2", 4", 5", 6"
4" 15,9; CH, 2,55;1(6,6) 2,3,4,3"
S"e 6" 25,0; CH; 1,33; s 2", 4"
1" 27,7; qC 3,25; m 3,2" 3™
2" 122,6; CH, 5,28; m
3" 131,4; qC
4™ 16,4; CH; 1,68; s M 3m 5™
s 25,5; CHs 1,69; s M 3m 4"

* Valores de "*C obtidos através das projecdes dos experimentos de HSQC ¢ HMBC (100 MHz, Acetona dg).
°(400 MHz, Acetona de).

TABELA 4.5 - Dados de RMN da substancia 16.

4.2.4.3 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA

17
A substancia 17 (FIGURA 4.83) foi 1solada da fracdo

MSCED22 53 14 e MSCED22 53 15 como um s6lido amarelo amorfo. Sua
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elucidagdo estrutural baseou-se nos dados espectrais de RMN 'H, HSQC,
HMBC, COSY e EM de alta resolucao.

FIGURA 4.83 - Estrutura da substancia 17.

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.84) revelou sinais
caracteristicos de uma diidrochalcona em 6 2,84 (2H, t, ] = 8,4 Hz) ¢ 6 3,25 (2H,
t, J = 8,4 Hz) referentes aos H-7 e H-8, respectivamente. Revelou ainda sinais
em 0 5,89 (1H, s) caracteristico de um hidrogénio de um anel aromatico penta
substituido, e dois dupletos em 6 6,68 (2H, d, J = 8,6 Hz) referente ao H-2 e H-6
e em 6 7,03 (2H, d, J = 8,6 Hz) de H-3 e H-5 que caracterizam um anel
aromatico para substituido. Também observou-se sinais caracteristicos de um
grupo geranila em o 3,18 (2H, m) de H-1"", em 6 5,17 (2H, m) de H-2"", § 2,03
(2H,t,J=6,9)de H-4’,em 6 1,93 (2H, t,J = 6,9) de H-5"’, em 0 5,05 (2H, m)
de H-6"" e das metilas em & 1,73 (3H, s) de H-8", em 6 1,54 (3H,s) ¢ & 1,60
(3H,s) de H-9" e H-10".
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O espectro de COSY (FIGURA 4.85) mostrou a correlacao entre H-
3 e H-5 equivalentes com H2 e H6 também equivalentes, entre H-7 e H-8, H-1"
e H-2", H-4" e H-5" e as correlagdes a longa distancia devido a presenga das

duplas ligacdes entre H-2" e H-8" e entre H-6" e os hidrogénios das metilas (H-

9" e H-10").
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FIGURA 4.85 - Espectro de COSY (400 MHz, CDs;0D) da substancia 17.

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos foi realizada
através da analise dos espectros de HSQC e HMBC. Através do espectro de
HSQC (FIGURA 4.86) observou-se a correlagao de todos os hidrogénios com os
seus respectivos carbonos em 6 116,0 de C-2 e C-6, em 130,2 de C-3 e C-5, em
31,6 de C-7,em 6 47,4 de C-8, em 0 94,9 de C-5', em 6 21,8 de C-1", em o 124,7
de C-2", em 0 27,7 de C-4", em 6 40,7 de C-5", em 6 125,3 de C-6", em 6 16,1
deC-8"eemd 17,4 ¢ 0 25,4 de C-9"e C-10".
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FIGURA 4.86 - Espectro de HSQC (400 MHz, CDs0D) da substancia 17.

No espectro de HMBC (FIGURA 4.87) observou-se as correlacdes

entre carbonos e hidrogénios como indicado na FIGURA 4.88.
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FIGURA 4.87 - Espectro de HMBC (400 MHz, CD3;0D) da substancia 17.
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FIGURA 4.88 - Correlagdes observadas no HMBC da substancia 17.

Assim uma inspe¢ao minuciosa do HMBC permitiu determinar os
deslocamentos quimicos € pode-se definir os sinais dos carbonos quaternarios
em o 133,2 de C-1, em 156,0 de C-4, em 6 205,0 de C-9, em 6 150,0 de C-1', em
0164,0 de C-2',em 6 107,0 de C-3',em 6 161,0 de C-4', em 6 163,0 de C-6', em
134,6 de C-3",eem o 131,4 de C-7"".

O espectro de massas (FIGURA 4.89) revelou a massa molar desta
substancia como 410,5051D o que confirma a formula molecular de C,5sH3,05 da

estrutura proposta.

Intens. MS, 17.1-26.8min #1021-1600)
X105 411.2156 i mn
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FIGURA 4.89 - Espectro de massas de alta resolug@o da substancia 17.
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Com os dados discutidos foi possivel propor a estrutura de uma
diidrochalcona para a substancia 17 (FIGURA 4.83). Seus dados de RMN estao
descritos na TABELA 4.6.

Substancia 17

Pos. &c,mult. 84" (JemHz) HMBC™”

1 133,2; qC

2  116,0,CH 6,68;d(8,6) 4,6,7
3 130,2;CH 7,03;d(8,6) 1,4,5
4 156,0; qC

5 130,2;CH  7,03;d(8,6) 1,3,4
6 116,0,CH 6,68;d(8,6) 2,4,7
7 31,6;CH, 2,84;t(8,4) 1,2, 6,8
8 474;CH, 3,25;t(8,4) 1,7,9

9 205,0; qC

1' 104,0; qC

A 164,0; qC

3'  107,0; qC

4' 161,0; qC

5" 94,9; CH 5,87; s 1,34, 6
6' 163,0;qC

1" 21,8; CH, 3,18; m 2,3,2" 3"
2" 124,7; CH 5,17; m

3" 134,6;qC

4" 27,77;CH, 2,03;t(6,9) 2" 3" 5" 8"
5" 40,7;CH, 1,93;t(6,9) 4", 6", 7"
6" 125,3; CH 5,05; m

7" 131,4;qC

8" 16,1; CH; 1,73; s 2", 3" 4"
9" 17,4; CHs 1,54; s 6", 7", 10"
10"  25,4; CH; 1,60; s 6", 7", 9"

* Valores de "*C obtidos através das projegdes dos experimentos de HSQC e HMBC (100 MHz, Acetona dg).
®(400 MHz, Acetona dg).

TABELA 4.6 - Dados de RMN da substancia 17.

118



4.2.4.4 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA

18
A substancia 18 (FIGURA 90) foi isolada da fracdo
MSCEDS53 13 19 como um soélido amarelo amorfo, sendo esta inédita na

literatura até o momento, sua elucidacao estrutural foi baseada em dados

espectrais de RMN '"H, HSQC, HMBC, gCOSY, ¢ EM de alta resolugao.

FIGURA 4.90 - Estrutura da substancia 18.

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.91) revelou sinais
caracteristicos de uma diidrochalcona em 6 2,85 (2H, t, J = 8,5 Hz) e o 3,28
referentes aos H-7 e H-8, respectivamente. Revelou ainda sinais em ¢ 5,87 (1H,
s) caracteristico de um hidrogénio de um anel aromatico pentassubstituido (HS'),
sinais em 0 6,82 (2H, m) referente ao H-2 ¢ H-6 e em & 6,57 (1H, d, J = 8,3 Hz)
referente ao H-5 que caracterizam um anel aromatico trissubstituido, como ja
encontrados para outras substancias descritas anteriormente. Também observou-
se sinais caracteristicos de dois anéis piranos, em o 1,77 (2H, t, J = 6,8 Hz) de
H-3", em 6 2,56 (2H, t, ] = 6,8 Hz) de H-4", em & 1,65 (1H, m) de H-5a"", em 6
2,64 (2H, m) de H-6", em & 1,48 (2H, m) de H-2"', em 6 1,63 (2H, m) de H-3"",
em 0 1,58 (IH, m) e 6 1,90 (1H, m) referentes a H-4"". Além dos sinais dos
hidrogénios das metilas em 6 1,34 (6H, s) de H-5" e H-6", em & 1,18 (3H, s), o
0,93 (3H, s) e 6 1,01 (3H, s) de H7", H-8" e H-9", respectivamente.
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FIGURA 4.91 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CD;0D) da substancia 18.

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos foi
realizada através da andlise dos espectros de HSQC e HMBC. Através do
espectro de HSQC (FIGURA 4.92) observou-se a correlacdo de todos os
hidrogénios com os seus respectivos carbonos em 6 129,4 de C-6, em 116,0 de
C-5,em 126,6 de C-2, em 30,0 de C-7, em 6 45,4 de C-8, em 0 94,0 de C-5', em
031,2de C-3",em o 16,2 de C-4", em 06 48,0 de C-5"a, em 6 23,0 de C-6"', em o
41,2 de C-2"', em 6 19,5 de C-3"", em 0 39,5 de C-4", e sinais referentes as cinco
metilas em 0 25,0 € 6 41,0 de C-5" e C-6",em 6 18,5de C-7"eem 6 31,0 e O
33,1 de C-9" e C-8", respectivamente.
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FIGURA 4.92 - Espectro de HSQC (400 MHz, CD3;0D) da substancia 18.

As correlagcdes mostradas na FIGURA 4.93 foram observadas no

HMBC (FIGURA 4.94).
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FIGURA 4.94 - Espectro de HSQC (400 MHz, CDs;0D) da substancia 18.
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Através das correlacdes obtidas para os carbonos e hidrogénios por
HMBC pode-se definir o deslocamento quimico dos carbonos quaternarios em 6
132,2 de C-1, em 120,0 de C-3, em 151,9 de C-4, em 6 204,7 de C-9, em o 104,8
de C-1',em 6 162,2 de C-4', em 6 100,0 de C-3', em 6 164,5 de C-6', em 6 157,0
de C-2'em 75,6 de C-2", em 6 22,1 de C-5"", em o 75,0 de C-2"a.

O espectro de COSY (FIGURA 4.95) mostrou a correlagdo entre H-
7 e H-8, H-3" ¢ H-4", H-2"', H-3"" ¢ H-4".

I
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g | E_JM,tLJ;_JlmJ UL .
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o

FIGURA 4.95 - Espectro de COSY (400 MHz, CD3;0D) da substancia 18.
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O espectro de massas (FIGURA 4.96) revelou a massa molar desta
substancia como 478,6225D o que confirma a férmula molecular de C;,H;305 da
estrutura proposta. Observa-se ainda no espectro de massas a presenca de um
pico em 980,6357D devido a formacdo de um dimero pela interagdo do ion

aduto e uma molécula neutra.

e W AT B WA T

5.
10 501.26136

20

473.34424

51738957
42521413 |

505.42350
91247395
24126523 B49.44870

0.5
693.47385
301.14081

737 49888
827,

Al Sl

00
1000 mz

il L“au?‘l H h{ ll‘u L lL

200 400 500 600

FIGURA 4.96 - Espectro de massas de alta resolu¢do da substancia 18.

Com os dados discutidos foi possivel propor a estrutura da
diidrochalcona mostrada na FIGURA 4.90 para a substancia 13. E seus dados de
RMNS estdo descritos na TABELA 4.7.
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Substéancia 18

Pos. &c," mult. &y" (J em Hz) HMBC*"
1 132,2; qC
2 126,6; CH 6,89; m 4,6,06"
3 120,0; qC
4 151,9; qC
5 116,0,CH 6,57;d(8.,5) 1,3,4
6 129,4;CH 6,89; m 2,4
7 30,0, CH, 2,85;t(8,3) 1,2,6,8,9
8 454;CH, 3,28 1,7,9
9 204,7;qC
1'  104,8;qC
2" 157,0;qC
3'  100,0; qC
4" 162,2;qC
5" 94,0; CH 5,87; s 1,34, 6
6' 164,5;qC
2" 75,6; qC

3" 31,2;CH, 1,77;t(6,8) 3,2",4"5", 6"
4" 16,2;CH, 2,56;1t(6,8) 2', 3, 4',2" 3"

5" 25,0; CH; 1,34; s 2" 6", 3™

6"  41,0; CHs 1,34; s 2", 5" 3™

2™ 41,2; CH, 1,48; m

3" 19,5; CH, 1,63; m 2a"; 5™

4"  39,5;CH, 1,58e¢1,90;m 9', 2a™", 5"
s" 22,15 qC

6"  23,0; CH, 2,64; m 2,4,3' 2a", 5a"
2a"  75,0; qC

S5a"  48,0; CH 1,65; m 2a™

7" 18,5; CH; 1,18; s 2™ 2a"™, 5a"
8"  33,1; CH; 0,93; s 2" 9" Sa™
9" 31,0; CHs 1,01;s 2" 3™ 5™ 8", 5a™

* Valores de ">C obtidos através das projecdes dos experimentos de HSQC ¢ HMBC (100 MHz, Acetona dg).
®(400 MHz, Acetona dg).

TABELA 4.7 - Dados de RMN para a substancia 18.
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4.2.4.5 - PROPOSTA DA BIOGENEKESE DAS DIIDRO-
CHALCONAS ISOLADAS

De acordo com Dewick (2009) foi realizada a proposta biogenética

das diidrochalconas isoladas (FIGURA 4.97).
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FIGURA 4.97 - Proposta da biogénese das diidrochalconas isoladas.

4.3 -ENSAIOS ENZIMATICOS
4.3.1 - CRUZAINA

Os extratos etandlicos e as fragdes das plantas foram ensaiados na

cruzaina e os resultados de inibi¢do enzimatica estao descritos na TABELA 4.8.
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Extrato Particao Cédigo % de inibicao

(% de inibicio) (100 pg/mL)

Hexano MSFEH 40+ 3

MSFE Diclorometano MSFED 52+£3
76% Acetato de etila MSFEA 25+1
Hidroalcoolica MSFEW 9+2

Hexano MSCEH 47+ 1

MSCE Diclorometano MSCED 79+ 1
52% Acetato de etila MSCEA 203
Hidroalcoolica MSCEW 23+1

Hexano EGFEH 49+ 4

EGFE Diclorometano EGFED 74 £2
61% Acetato de etila EGFEA 39+1
Hidroalcoolica EGFEW 23+2

Hexano EGCEH 50+2

EGCE Diclorometano EGCED 44 + 4
60% Acetato de etila EGCEA 40+ 1

Hidroalcoolica EGCEW 306

Hexano EFFEH 35+3

EFFE Diclorometano  EFFED 25+7
35% Acetato de etila EFFEA 39+1
Hidroalcoolica EFFEW 12+1

Hexano EFCEH 41 +4

EFCE Diclorometano EFCED 38+3
20% Acetato de etila EFCEA 14+5

Hidroalcoolica EFCEW 11£2

Hexano ZFCEH 23 +3

ZFCE Diclorometano ZFCED 48 £ 3

32% Acetato de etila ZFCEA 22 +4
Hidroalcoolica ZFCEW 9+1

Hexano GJFEH 42 +£3

GJFE Diclorometano  GJFED 45+ 5
47% Acetato de etila  GJFEA 16+1

Hidroalcoolica GJFEW 16 +2

Hexano GJCEH 64 +4

GJCE Diclorometano  GIJCED 34+4

31% Acetato de etila  GJCEA 17+4
Hidroalcoolica GJCEW 9+4

Hexano GJFrEH 41 +4

GJFrE Diclorometano  GJFrED 67+2

28% Acetato de etila  GJFrEA 15+4
Hidroalcoolica GJFrEW 12+£5

TABELA 4.8 - Porcentagem inibitoria dos extratos e fragdes contra a enzima cruzaina.

Entre os 50 extratos e¢ fracdes ensaiadas, a fracdo diclorometanica
proveniente da particdo liquido-liquido do estrato etandlico dos caules de M.

stipularis fol a que apresentou maior atividade inibitéria enzimadtica, assim esta
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fragao (MSCED) foi submetida a cromatografia e as fragdes provenientes foram
novamente ensaiadas (FIGURA 4.98). Praticamente todas apresentaram inibi¢ao
enzimatica acima de 90%, assim todas estas foram estudadas
cromatograficamente visando o isolamento dos metabolitos responsdveis por

esta inibi¢do.

Metrodorea stipularis

120
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Extratos, parti¢oes e fragdes

FIGURA 4.98 - Porcentagem de inibi¢do enzimatica da cruzaina do extrato etanolico dos
caules de M. stipularis (E), da particao diclorometanica do mesmo (MD) e das fracdes apos

cromatografia desta particao (100 pg/mL).

Como discutido anteriormente, foram isoladas 18 substancias,
sendo 6 inéditas na literatura até o momento, apenas as cumarinas ndo foram
testadas, pois absorvem no mesmo comprimento de onda (380 nm) do ensaio,
fato que leva a um resultado falso negativo, as outras substancias foram
ensaiadas ¢ os valores de ICsy das que apresentaram inibicdo enzimatica

significativa estao descritos na TABELA 4.9.

128



Substincias I1Csp (uM)

4 99 + 6
5 22+1
6 28+2
7 74+ 3
15 22+3
16 12+1
17 8§+1
18 9+2

TABELA 4.9 - Valores de ICsq das substancias na enzima cruzaina.

Apesar de ndo terem sido isoladas de todas as fragdes trabalhadas, a
presenca das diidrochalconas foi observada, através de espectros de RMN 'H,
em praticamente todas as fracOes ativas, € pode-se propor que a inibicao
enzimatica observada para estas fragdes se deve a presenca desta classe de
substancias. Como pode ser notado pelo resultado de inibigdo enzimatica que
apresentou, ICs, entre 7,70 ¢ 21,80 uM. Nao ha relatos de atividade enzimatica
em cruzaina para esta classe de substancia, assim como de estudos relacionados
a doenga de Chagas.

Os alcaloides também apresentaram resultados interessantes, o
alcaloide 1-hidroxirutaecarpina (5) apresentou ICsy de 22 uM enquanto a
rutaecarpina (4) apresentou ICsy = 99 uM, indicando que a hidroxila, Unica
diferenca estrutural entre elas, pode ser a responsavel pelo aumento da inibicao
enzimatica, devido a interagdes por ligacdes de hidrogénio com o alvo,

indicando a importancia deste tipo de grupo nesta posicao (FIGURA 4.99).
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FIGURA 4.99 - Estrutura da rutaecarpina e 1-hidroxi-rutaecarpina e em vermelho a diferenca

estrutural entre elas.

Comportamento semelhante pode ser obervado com as substancias
6 ¢ 7. Estes alcaloides apresentaram ICsy de 28 uM e 74 uM, respectivamente;
sendo que a unica diferenca estrutural entre eles ¢ a presenga da metila ligada ao
atomo de nitrogénio. Assim pode-se concluir que o aumento de inibi¢ao
enzimatica esteja relacionada com este grupo funcional com carater hidrofobico

nesta posicao (FIGURA 4.100).

substancia 6 substancia 7

FIGURA 4.100 - Estrutura da substancia 6 ¢ 7 ¢ em vermelho a diferenga estrutural entre elas.

Da mesma forma ndo ha relatos de atividade enzimatica de
alcaloides na enzima cruzaina, mas existem estudos desta classe de compostos
em estudos fenotipicos relacionados a esta doenga. Como RIBEIRO et al (2004)
que descreve a atividade inibitéria das formas amastigotas e epimastigotas do

parasita T. cruzi pelo alcaloide piperina e derivados.

130



4.3.2 - CATEPSINAS

As substancias foram ensaiadas nas catepsinas B e L a uma
concentracdo de 100 uM, as cumarinas nao foram testadas devido ao mesmo
motivo citado no ensaio com a cruzaina. Para aquelas que apresentaram inibi¢ao
enzimatica, superior a 75%, foram calculados os valores de ICsy (TABELA

4.10).

Substancias  Inibicdo a 100 puM ICs5¢ (uM) Inibiciao a 100 pM ICs9 (uM)
(catepsina B) (catepsina B) (catepsina L) (catepsina L)

4 96 30,89 + 2,98 61 -
5 90 31,94 + 4,86 54 -
6 100 14,00 % 0,97 70 -
7 93 31,50 + 3,81 38 -
15 77 14,91 + 1,22 70 -
16 68 - 92 327+ 0,47
17 - - 91 1,01 + 0,17
18 81 8,50 + 0,78 49 -

TABELA 4.10 - Inibigdo enzimatica das substancias nas catepsinas B e L (- = sem inibi¢ao).

Entre os alcaloides, as substancias 4-7, apresentaram resultados
significativos de inibi¢ao na cat B, principalmente a substancia 6 cujo 1Cs, foi de
14 uM, e da mesma forma como no caso da cruzaina, pode indicar que a metila
ligada ao atomo de nitrogénio esteja relacionada a atividade. Também ¢
interessante salientar que os dados sugerem uma boa seletividade, pois estes
alcaloides ndo apresentaram inibi¢do significativa, superior a 75%, na cat L.

As substancias 15 e 18, da classe das diidrochalconas, apresentaram
resultados de inibi¢do enzimatica na cat B com ICsy de 15 uM e 8 uM, e ndo
inibiram significativamente, inibi¢do superior a 75%, a cat L; enquanto as
substancias 16 e¢ 17, pertencente a mesma classe, apresentaram um resultado
excelente de inibicdo enzimatica na cat L com ICsy de 3,27 uM e 1,01 uM,
respectivamente, ¢ , da mesma forma, ndo apresentaram o inibigao significativa

na cat B, indicando uma boa seletividade destes compostos.
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E interessante resaltar que diidrochalconas ja se apresentaram
potentes inibidoras de cat K, PATIL et al. (2002) descreveu a inibigdo
enzimatica desta enzima pelas substancias AC-5-1 e cicloaltilisina 6 (FIGURA
4.101), que apresentaram valores de ICsy de 170 nM e de 98 nM,

respectivamente.

AC-5-1 cicloaltilisina 6

FIGURA 4.101 - Estrutura das diidrochalconas inibidoras de cat K.

Levando em conta a observagao da grande seletividade e dos bons
resultados de inibi¢des enzimaticas encontradas, principalmente das substincias
16 ¢ 17 na cat L e das substancias 6, 15 ¢ 18 nas cat B, os resultados obtidos
com este ensaio foram excelentes, indicando que estas substancias podem ser
utilizadas como prototipos para inibidores mais eficazes que possam ser de

interesse na quimioterapia do cancer.

4.4 - ENSAIO NO PLASMODIUM FALCIPARUM

Todas as substancias isoladas foram ensaiadas contra as cepas 3D7
(sensivel a todos os farmacos), Dd2 (resistente a cloroquina) e W2 (modesta

resisténcia a cloroquina) de Plasmodium falciparum.
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LEVRIER et al. (2013) descreveu significativas inibigdes do
crescimento da cepa 3D7 de P. falciparum utilizando os alcaloides mostrados na
FIGURA 4.102, mas os alcaloides isolados de M. stipularis ndo apresentaram
inibicdes significativas do crescimento do parasita em nenhuma estirpe

estudada.

FIGURA 4.102 - Estrutura dos alcaloides que apresentaram significativas inibi¢des no

crescimento da estirpe 3D7 de P. falciparum.

Apenas as substancias 15 e 18, da classe das diidrochalconas, ainda
ndo descritas na literatura em relagdo a inibicdo do crescimento deste parasita,
foram as que inibiram significativamente as trés cepas. Seus valores de ECsy

estdao descritos na TABELA 4.11.

Cepas EC 5 (uM) EC 50 (uM) EC50 (uM)
Substancia 15 Substiancia 18 Controle (BrA)
3D7 14,4 17,7 0,6
Dd2 11,7 12,4 0,06
W2 6,7 8,5 0,05

TABELA 4.11 - Valor de ECs, das substancias inibidoras do crescimento de P. falciparum.

Os resultados obtidos neste experimento podem nao refletir o valor
real de inibi¢do, uma vez que se detectou que a cepa 3D7 utilizada estava mais
resistente. Em experimentos anteriores do laboratorio, os valores de ECs,
encontrados para o inibidor padrdo positivo, bromofacolida A, era 0,05 uM,

enquanto que para o experimento cujos dados encontram-se na tabela 4.11, o
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valor encontrado foi de 0,6 uM para este padrdo. Isto sugere que a cepa estava
em torno de 10 vezes mais resistente e provavelmente os valores de ECs
listados na tabela sejam 10 vezes menores.

Os resultados foram bem interessantes se tratando de substancias inéditas
e que apresentaram valores de ECs, relativamente baixos, sendo um indicio de
que esta classe de compostos pode ser estudada mais profundamente a fim de se
obter compostos que possam inibir mais fortemente o crescimento deste

parasita.
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CONCLUSAO




5 -CONCLUSAO

A realizacdo deste trabalho trouxe resultados inéditos e satisfatérios
tanto no ambito da quimica quanto da bioquimica e biologia.

O resultado de isolamento e elucidagdo estrutural de varias
substancias discutidos sdo de grande relevancia, em se tratando de uma planta
ainda nao descrita na literatura. Assim os novos dados acrescentam informacoes
a composi¢do quimica e a bioatividade de 18 substancias isoladas de
Metrodorea stipularis. Do ponto de vista quimico as substancias isoladas sdao
tipicas da familia Rutaceae, assim como o isolamento de diidrochalconas s6 ¢
relatado na literatura para esta familia na espécie Metrodorea nigra.

O caule da planta trabalhada mostrou uma composicao rica em
cumarinas, alcaloides e diidrochalconas. Foram isoladas dezoito substancias
sendo cinco delas inéditas na literatura até o momento. Trés pertencentes a
classe das diidrochalconas (substiancias 15, 16 e 18), classe muito pouco
descritas na literatura e dois alcaloides (substancias 6 e 7) de esqueleto inédito.

Outro ineditismo do trabalho ¢ o estudo biomonitorado de M.
stipularis e seus metabolitos na enzima cruzaina, cujos resultados foram
relevantes, as diidrochalconas apresentaram valores de ICs, entre 7,7 uM e 21,8
uM. A presenca desta classe ¢ observada em todas as fracdes ativas indicando a
ligacdo desta com a inibi¢do enzimatica encontrada na parti¢do diclorometanica
trabalhada.

As substancias isoladas apresentaram atividades significativas frente as
catepsinas B e L, além de boa seletividade, o que as caracteriza como bons
prototipos para estudos posteriores.

O estudo destes compostos na inibi¢do do crescimento do parasita
Plasmodium falciparum, também ainda ndo estd descrito na literatura e
apresentou resultados interessantes, sendo as substancias 15 e 18, da classe das

diidrochalconas, as que apresentaram inibicao significativa.
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Portanto, estes ensaios realizados levaram a descoberta de
substancias com potencial inibitério em diferentes alvos e que poderdo ser
utilizadas como prototipos para desenvolvimentos posteriores. Desta forma
abre-se mais uma possibilidade para a obten¢do de inibidores mais potentes que
possam ser aprimorados visando a obten¢do de novos farmacos para o

tratamento de doengas como: doenca de Chagas, cancer ¢ maldria.
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