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RESUMO

BUSCA POR METABOLITOS SECUNDARIOS COMO POSSIVEIS
INIBIDORES DA FOTOSSINTESE A PARTIR DAS ESPECIES
Rhabdodendron amazonicum (Rhabdodendraceae) e Conchocarpus inopinatus
(Rutaceae) — A Rhabdodendron amazonicum €é uma espécie da familia
monogenérica Rhabdodendraceae, cujas espécies estdo concentradas na
Amazoénia, Guianas e no norte da Bahia-Brasil. O estudo fitoquimico do extrato
etanolico das folhas da Rhabdodendron amazonicum levou ao isolamento de um
esterdide esterificado com o &cido cinamico, o cinamato de sitosterila, dois
compostos da classe dos sesquiterpenos iononas, blumenol C, e a
rhabdodendronlactona (inedita). Um outro composto nor-ionona foi identificado
via a analise CG-EM, selecionando no cromatograma o pico correspondente ao
ion m/z 208, o qual foi identificado como 1,5,5-trimetil-64-hidroxi-6-but-2-enil-
ciclohex-1-eno-3-ona. A identificacdo deste composto reforca a proposta de
biogénese para a rhabdodendronlactona a partir do blumenol C. O estudo
fitoquimico do extrato metandélico do caule da Conchocarpus inopinatus levou
ao isolamento de 3 alcaldides, sendo 1 acridénico (metilarborinina), 1
quinolénico (1-metil-2-fenil-4-quinolona) e 1 furoquinolinico (dictamina); e
duas cumarinas: a marmesina e a escopoletina. Todas as substancias, com
excecdo da escopoletina, foram submetidas aos ensaios de inibi¢do do transporte
de elétrons basal, desacoplado e fosforilante. Mas somente a marmesina
apresentou atividade de inibicdo no transporte de elétrons basal e desacoplado.
Através de medidas de fluorescéncia da clorofila a, analisando os parametros
relacionados aos transientes OJIP, pode-se sugerir a acdo da marmesina no pool
das quinonas, impedindo o transporte de elétrons a partir desta regido. Porém
para confirmar tal mecanismo de acdo, seria necessario a realizacdo de outras
reacOes parciais envolvendo doadores e aceptores de elétrons, o que nao foi

possivel devido a pouca quantidade do composto isolado.
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ABSTRACT

SEARCH FOR SECONDARY METABOLITES AS POSSIBLE INHIBITORS
OF PHOTOSYNTHESIS FROM SPECIES Rhabdodendron amazonicum
(Rhabdodendraceae) and Conchocarpus inopinatus (Rutaceae) - The
Rhabdodendron amazonicum 1S a species of the monogeneric family
Rhabdodendraceae, whose species are concentrated in the Amazon, Guianas and
northern Bahia-Brazil. Phytochemical study of ethanolic extract of
Rhabdodendron amazonicum leaves led to the isolation of a esterified steroid
with cinnamic acid, the sitosteril cinnamate, two compounds of the class of
ionone sesquiterpenes, Blumenol C and rhabdodendronlactona (unpublished).
Another compound nor-ionone was identified via GC-MS analysis,
selecting the chromatogram peak corresponding to ion m/z 208, which
was identified as 1,5,5-trimethyl-64-hydroxy-6-but-2-enyl-cyclohexa-1-ene-3-
one. The identification of this compound reinforce the proposed biogenesis for
rhabdodendronlactona from Blumenol C. Phytochemical study of methanolic
extract of stem Conchocarpus inopinatus led to the isolation of three alkaloids:
one acridones (methylarborinine), one quinolones (1-methyl-2-phenyl-4-
quinolone) and one furoquinoline (dictamnine) and two coumarins, the
marmesin and scopoletin. All substances, except for scopoletin were submitted
to the inhibition tests of electron transport basal, phosphorylating and
uncoupled. But only the marmesin showed inhibitory activity in the basal and
uncoupled electron transport. Through measures of chlorophyll fluorescence,
analyzing the parameters related to transient OJIP, could suggest the marmesin
action in the pool of quinones, inhibiting the transport of electrons from this
region. However, to confirm this mechanism of action would require the
implementation of other partial reactions involving donors and acceptors of
electrons, which were not possible due to the low quantity of isolated

compound.
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ESTUDO FITOQUIMICO DE Rhabdodendron amazonicum,
Conchocarpus inopinatus e avaliacio dos compostos isolados na
inibicao da fotossintese



Introdugao

1-INTRODUCAO
1.1 — A familia Rhabdodendraceae

A familia Rhabdodendraceae ¢ uma familia monogenérica, sendo
constituida apenas pelo género Rhabdodendron. Hoje esta classificada na ordem
Caryophyllales e tem uma fascinante histéria taxonomica (Tabela 1.1).

O género Rhabdodendron ja foi classificado em diferentes familias,
(Tabela 1.1) e suas espécies, coletadas por Gardner e Spruce, na América do Sul,
foram consideradas por Bentham em 1853, congenéricas com o género
Lecostemon (Candolle) e pertencentes a familia Chrysobalanaceae da ordem
Rosales (WOLTER-FILHO, et al., 1989). Tal classificagdo somente foi feita
com base no seu estilete ginobasico (PRANCE, 2005). Embora outros autores
tenham chamado a atencdo para algumas diferengas morfoldgicas do género em
relagdo a outras espécies da familia Chrysobalanaceae, separando o género
Lecostemon como uma tribo, subtribo ou subfamilia, ou até mesmo referindo
pertencer a Phytolaccaceae, ordem Caryophyllales, a classificacdo do género
permaneceu a mesma por 50 anos, quando Gilg e Pilger renomearam
Lecostemon sensu Bentham como Rhabdodendron e colocou o género perto da
tribo Cuspareae de Rutaceae, ordem Rutales. O floema secundario da madeira
de duas espécies (R. macrophyllum ¢ R. amazonicum) é uma caracteristica
importante para associagdo com Rutaceae (PRANCE, 2005).

Dados moleculares mostraram que ha uma proximidade taxonomica
maior com a familia Phytolacaceae do que com Rutaceae e Chrysobalanaceae.
Apesar do posicionamento duvidoso, hoje o género Rhabdodendron foi elevado
a nivel de familia, Rhabdodendraceac (PRANCE, 2005), classificagdo aceita
pelo sistema “APG II” (do inglés Angiosperm Phylogeny Group) de 2003.



Introdugao

TABELA 1.1 - Histéria taxonomica do género Rhabdodendron.

Ordem Familia Informacao Espécies Referéncias
adicional
Rosales Chrysobalanaceae 1-4 Bentham, 1853
Chrysobalaneae Mueller, 1858
Chrysobalanoideae* Baillon, 1868

Tribo separada
Tribo separada

Chrysobalaninae*

Rhabdodendraceae
Rhabdodendraceae Posicao incerta
Rutales Rutaceae Cusparieae 7
Rhabdodendreae 6,8, 10
Rhabdodendreae
Rhabdodendreae 2
Rhabdodendroieae

6 (=5),9,
10

Rhabdodendroideae
Rhabdodendraceae

Caryophyllales  Phytolaccaceae
Rhabdodendraceae 6,8-10

Fritsch, 1888
Hallier, 1903
Focke, 1888
Gleason, 1927
Cronquist, 1981
Dahlgren, 1983
Gilg. Pilger, 1905
Huber, 1909
Krause, 1914
Ducke, 1922
Engler, 1931
Sandwith, 1943

Maguire, 1948
Takhtajan, 1969
Dahlgren, 1980
Puff, Weber, 1976
Thorne, 1983
Takhtajan, 1980
Record, 1934
Prance, 1968

*Afinidade com Phytolaccaceae sugerida; espécies de Lecostemon: 1 amazonicum, 2
crassipes, 3 gardneranum, 4 macrophyllum, 5 sylvestre; espécies de Rhabdodendron: 6
amazonicum, 7 columnare, 8 crassipes, 9 gardneranum, 10 macrophyllum, 11 sylvestre.
(WOLTER-FILHO, et. al. 1989).
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1.2 - Caracteristicas morfologicas e quimicas do género
Rhabdodendron.

O género Rhabdodendron (Rhabdodendraceae) possui apenas 3
espécies, a R. macrophyllum (Spr. ex Benth.) Huber e R. amazonicum (Spr. Ex
Benth.) Huber (Fig. 1.1), ambas localizadas na Amazonia central e oriental e nas
Guianas. A terceira espécie, R. gardneranum ¢ encontrada no Norte da Bahia
(Brasil) (WOLTER-FILHO et al., 1985).

FIGURA 1.1 - a) Rhabdodendron amazonicum; b e c¢) Rhabdodendron

macrophyllum.
Fonte: www.rbgkew.org Neotropical Rhabdodendraceae, Prof. Ghillean Prance.

O género Rhabdodendron inclui arbustos ou arvores de pequeno
porte. Possui espécies cujas folhas sdo inteiras, glandula-pontilhada, coriaceas
com pequenos pélos peltados sob a superficie, a inflorescéncia € supra-axilar
racemosa panicula ou racémica. As flores sdo hermafroditas com receptaculo
amplo, levemente concavo. O fruto ¢ uma pequena drupa, globosa, que encerra
um estipe curto em forma de taga; exocarpo fino, endocarpo levemente
amadeirado (PRANCE, 2005).

O tipo polinico das espécies do género Rhabdodendron ¢
caracterizado por graos 3-colporados, esferoidais, granulado-punctados.
Baseado nesta caracteristica, alguns botanicos apoiaram a exclusdo do género
Rhabdodendron da familia Rutaceae, entretanto as diferencas das caracteristicas
polinicas em varios géneros da Rutaceae sdo tdo acentuadas, que ndo torna

justificavel o posicionamento do género fora ou dentro da familia apenas com
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base nesta caracteristica (BARTH, 1982).

Hé somente um relato de estudo fitoquimico para duas espécies do
género, a R. amazonicum e R. macrophyllum, onde foram isolados derivados do
acido elagico das raizes das duas espécies, triterpenos como o acido arjundlico,

acido oleanoico e 24-metilenocicloartenol (Fig. 1.2).

24-metilenocicloartenol Acido arjunélico Acido 3-O-acetilaleuritélico
R. macrophyllum e R. amazonicum e R. amazonicum e
R. amazonicum R. macrophyllum R. macrophyllum

24 23

OMe
Acido oleanéico Hederagenina Acido 3,3’,4,4’-tetrametoxielagico
R. amazonicum e R. amazonicum e R. macrophyllum R. amazonicum
R. macrophyllum R. macrophyllum

5
, 4 . ’- . . -- ,- . r .
Acido 3,4,3’-tri-O-metilflavelagico éc;%)a‘;fmétlgldmn 5’-metoxieligico
R. amazonicum e R. macrophyllum :

OMe
Acido 5’-metoxi-3,4,5,3’-tetra-O-metilflavelagico Acido 5°-metoxi-3,4,3’-tri-O-metilflavelagico
R. macrophvllum e R. amazonicum R. amazonicum e R. macrophyllum

FIGURA 1.2 - Compostos isolados do género Rhabdodendron relatados na
literatura, (WOLTER-FILHO, et al., 1989).
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1.3 - Rhabdodendron amazonicum

1.3.1 - Caracteristicas morfologicas

A espécie Rhabdodendron amazonicum (Fig. 1.3) vulgarmente
denominada Batiputa, pertencente a familia Rhabdodendraceae, ¢ representada
por uma arvore de pequeno a médio porte. Possui tronco cinza pélido, com rasas
fissuras longitudinais com 1-2 mm de profundidade, a casca exterior e
entrecasca com 1 mm de espessura, a madeira € clara de cor marrom-amarelada,
os ramos jovens possuem pélos peltados e espalhados, com uma fina casca dura.
A madeira possui floema secundario andmalo, semelhante ao floema de algumas
espécies da familia Rutaceae. As folhas sdo coriaceas, 20-39 x 30-10 cm, apice
agudo, acuminado, a maioria frequentemente com perspicacia 2-9 mm de
comprimento, peciolos de 1,5-3,5 centimetros de comprimento, com pélos
peltados dispersos, estipulas ausentes. Inflorescéncia axilar e as vezes paniculas
terminais. Fruto subgloboso, 6-10 mm de didmetro; exocarpo glabro, liso, mas
enrugado quando seco; mesocarpo muito fino, carnudo, endocarpo fino. A

floragdo e frutificagdo ocorrem de Maio a dezembro (PRANCE, 2005).

B e vl 'lh . .;j:;— "'».."'"'*. ¥ DR *_ §, ey

o Fr . LT ] e

FIGURA 1.3 - Folhas e iﬂoescéncia Ja Rhabodendron amazonicum.

Fonte: Relatorio de visita técnica ao INPA.
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1.3.2 — Classificacdo Taxonomica e Caracteristicas quimicas

1. Reino: Plantae

2. Divisdo: Magnoliophyta

3. Classe: Magnoliopsida

4. Ordem: Caryophyllales

5. Familia: Rhabdodendraceae

6. Género: Rhabdodendron

7. Espécie: Rhabdodendron amazonicum

Esta espécie ¢ comum em terra firme, em florestas da regido leste
de Manaus e fronteira Para-Maranhdo e norte das Guianas. Nao ocorre na
Amazodnia Ocidental.

Existem poucos estudos publicados desta espécie. Segundo
levantamento bibliografico (WOLTER-FILHO, 1989) ha relato de estudo
quimico das folhas, ramos e raizes desta planta, citando o isolamento de
triterpenos e de compostos derivados do acido elagico (Fig. 1.4).

Além de duas substincias (acido oleandico e 24-
metilenocicloartenol), ndo foram encontrados na literatura outros compostos
isolados das folhas da Rhabdodendron amazonicum. Por isso, foram escolhidas
as folhas como parte desta planta a ser trabalhada, a fim também de contribuir
com a sua quimiossistematica, ja que a sua posi¢ao sistemadtica ainda ¢ muito

incerta.
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24 77

n
Acido oleanodico 24-metilenocicloartenol

A

23

Acido 3-O-acetilaleuritélico Hederagenina

(B)

OM e
Acido 5’-metoxi-3,4,3’-tri-O-metilflavelagico Acido 3,3’,4,4’-tetra-O-metilelagico

070N on

Acido 3,4,3’-tri- 5’-metoxi-3,4,5,3’- Acido 4,4’-dihidroxi-

O-metilflavelagico tetra-O-metilflavelagico 5’-metoxielagico
©)

FIGURA 1.4 - Compostos isolados da R. amazonicum: (A) Triterpenos
isolados das folhas, (B) Triterpenos isolados dos galhos e raizes e (C)
Derivados do acido elagico isolados das raizes. (WOLTER-FILHO, 1989).
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1.4 - A familia Rutaceae

A familia Rutaceae esta incluida na ordem Sapindales (sensu
Stevens), a qual inclui mais 5 familias de grande importdncia na flora
neotropical:  Anacardiaceae, Burceraceae, Meliaceae, Sapindaceac e
Simaroubaceae. Rutaceaec ¢ composta por 5 subfamilias, 23 tribos,
aproximadamente 150 géneros e 1600 espécies, distribuidas pelas regides
temperadas e tropicais do mundo todo, sendo mais abundante na América
tropical, Sul da Africa e Australia (SILVA & PAOLI, 2006). Na regido
neotropical ocorrem cerca de 52 géneros e no Brasil, 32 géneros nativos e 150
espécies, sendo centros de diversidade a floresta Atlantica e a Amazonia
(SOUZA & LORENZI, 2005), citado por FARIA et. al. (2007).

A familia ¢ facilmente distinta pelas folhas com glandulas que
aparecem como pontos translucidos e que secretam o6leos essenciais fortemente
aromaticos, e pelas folhas essencialmente alternas, opostas em alguns géneros. A
grande maioria das espécies ¢ entomofila, isto €, a polinizacdo ¢ feita
principalmente por insetos (PIRANI, 2005). A familia possui considerdvel
importancia na fruticultura, destacando-se o género Citrus. Diversas espécies
sdo produtoras de boa madeira como o guaratd, Esenbeckia leiocarpa (SOUZA
& LORENZI, 2005). Na medicina alopdtica, algumas espécies do género
Pilocarpus, conhecidas popularmente como Jaborandi, sdo utilizadas no
tratamento de doencas oftdlmicas, através de um alcaldide chamado pilocarpina
(FARIA, et al., 2007).

A diversidade de classes de metabolitos secundarios relatados para
Rutaceae, também mostra a importancia do estudo de espécies desta familia.
Foram relatados na literatura a identificacao e i1solamento de varias classes de
substancias, dentre as quais estdo alcaldides dos tipos: acridonicos,

2-arilquinazolinicos, 2-quinolonas, 4-quinolonas, 1-benzilisoquinolinicos,
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B-indoloquinazolinicos; cumarinas; flavonoides, lignanas e limondides. Além
disso, foram relatadas na literatura para extratos e compostos destas classes,
atividades antibacteriana (NOVAIS et. al., 2003), contra larvas do 4° estagio do
Aedes aegypti (OLIVEIRA et. al, 2005 & JANUARIO et. al., 2009),
tripanocida (AMBROZIN et al., 2008). Alcaloides isolados de Hortia superba
(Rutaceae) (Fig. 1.5), apresentaram atividade inibindo o transporte de elétrons

em tilacoides isolados de espinafre (VEIGA, et al., 2008).

Flindersina N-metil-flindersina

FIGURA 1.5 — Alcaloides inibidores da fotossintese, isolados da Hortia superba
(Rutaceae) (VEIGA, et al., 2008).

1.5 - Caracteristicas quimicas e morfologicas do género

Conchocarpus

O género Conchocarpus (Rutaceae) é formado por 45 espécies, que
estdo predominantemente distribuidas nas regides neotropicais, varia de
Nicardgua a Bolivia e Brasil. No Brasil foram catalogadas 21 espécies de
Conchocarpus, com predominancia nas regides nordeste e sudeste do pais.
Espécies deste género geralmente sdo arbustos ou pequenas arvores de 7 m de
altura,  constituidas por monocaule ou por caule com poucos ramos
relativamente grossos, com folhas nas extremidades (KALLUNGI & PIRANI,
1998).

A sistematica deste género foi revista por Kalungi e Pirani, onde
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algumas espécies de Angostura foram inseridas no género Conchocarpus
(KALLUNGI & PIRANI, 1998). Apesar de ndo ser um género muito explorado
quimicamente, relatos na literatura mostram o isolamento de alcaldides
acridonicos, quinolonicos, piranoflavonas (AMBROZIN, et al., 2008) (Fig. 1.6),
flavonas, cumarinas e triterpenos (VIEIRA, et al., 1992).

-~ A

Benzoato de p-sitosterila

Piranoflavonas C. heterophyllus

Conchocarpus heterophyllus

R=(CH,)sCHj3
R=(CH;),0CH3

O  OCH;
| OCH;
R=(CH,),sCH;
R=(CH,),4(CH=CH)CHj
R=(CH2)16CH; CH;0 N OCH;
|

OCH; H
O| OH Cusculina
OCH Conchocarpus
O O 3 paniculatus CH;0
CH;0 ll\l OCH; o
OCH; H
g:sgg:;:a us 3,6-dimetoxiangelicina
paniculatursp Conchocarpus longifolius
0]
/
CH;0
Esfodina Hidroxi-indoloquinazolina
Conchocarpus longifolius Conchocarpus macrocarpus

FIGURA 1.6 - Substancias isoladas do género Conchocarpus (Rutaceae).



12
Introdugao

1.6 - Conchocarpus inopinatus

A espécie Conchocarpus inopinatus, denominada anteriormente como
Angostura samson, ¢ representada por arvoretas de 0,3 a 1,5 m de altura. As
principais caracteristicas morfoldgicas distintivas desta espécie, em relagdo a
outras do género, estdo relacionadas a sua inflorescéncia, onde as pequenas
flores, na qual uma pétala ¢ mais separada do que as outras quatro. A espécie
encontra-se localizada principalmente no sul da Bahia, no municipio de Jussari
(KALLUNGI & PIRANI, 1998).

O unico relato encontrado, que mostra substancias isoladas da espécie
Conchocarpus inopinatus, foi uma tese de doutorado, onde foi feito o estudo
fitoquimico apenas das folhas da espécie pelo grupo de produtos naturais da
UFSCar. Este estudo levou ao isolamento de alcaldides acriddnicos, um seco-

acridonico e uma cumarina (Fig. 1.7) (MAFEZOLLI, 2002).

0| OCH;4 0 OH o OH
“ () l oo o
N OCH. N OCH ‘ ‘
| 3 | 3 1I\I OCH;
CH; H CH,
Metilarborinina Xanthoxolina Arborinina
o OH 0I O3
‘ ' OCH; N OdH;

N )
SR
O

1-hidroxi-2,3-dimetoxi-N-metilacetoxiacridona 1,2,3,5-tetrametoxi-N-metilacridona

(0] OH

1-hidroxi-3-metoxi-N-metilacridona Inopinatina

Escoparona

FIGURA 1.7 - Substancias isoladas das folhas de Conchocarpus inopinatus
(MAFEZOLI, 2002).
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1.7 - As plantas daninhas e a agricultura

Um dos principais problemas na produgdo agricola ¢ o surgimento
de plantas daninhas, as quais interferem no desenvolvimento das plantas de
cultivo através da competicdo por agua, luz e nutrientes, através da alelopatia,
do parasitismo e como hospedeiros de pragas e doencas. Este problema se
agrava ainda mais nos casos em que se reduz o uso dos agrotoxicos, que se
usados de modo descontrolado, prejudicam a satde humana e o meio ambiente
(RAFAELLI et al., 2010).

A agricultura intensiva praticada no Brasil ¢ favorecida pelas
condi¢des climaticas do pais. Entretanto, o clima tropical ¢ também muito
favoravel a ocorréncia de grandes quantidades de plantas daninhas, que
interferem no desenvolvimento e na produtividade de diversas culturas. As
perdas na safra de milho, por exemplo, no periodo entre 2008 e 2009 no Brasil,
foram proximas a seis milhdes de toneladas, em algumas areas ha estimativas de
reducdo de até 85% na producdo desta cultura (ARAUJO, 2009). Assim, a
agricultura brasileira representa um dos grandes mercados mundiais para
pesticidas quimicos, aplicando cerca de 700 milhdes de toneladas de agrotoxicos
po ano. O emprego destes agentes quimicos resultou no aumento da
produtividade, mas por outro lado, trouxe conseqiiéncias adversas ao homem,
visto serem estes agentes nocivos ao homem ¢ ao ambiente (NORONHA, et al.,
2010).

A deteccdo da contamina¢do ambiental por agroquimicos exige o
estabelecimento de politicas ambientais severas, que controlem o uso abusivo e
indiscriminado destes produtos e que incentivem a pesquisa por métodos e

produtos alternativos para o controle de pragas.
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1.8 — Produtos Naturais como Herbicidas

Os produtos naturais s3o uma das fontes mais ricas e promissoras
de novos compostos com atividade fitotdxica e reguladora de crescimento de
plantas. Estudos revelam que diversas classes de substincias naturais como:
taninos, glicosideos cianogénicos, alcaldides, sesquiterpenos, flavonoides,
cumarina ¢ acidos fendlicos possuem atividade alelopatica (KING & AMBIKA,
2002; ELJARRAT & BARCELO, 2001). Estes produtos naturais fitotoxicos sdo
em geral estruturalmente mais complexos que herbicidas sintéticos e ndo sao
obtidos por metodologias sintéticas tradicionais. Por este motivo a diversidade
encontrada em produtos naturais para gerar novas classes de compostos em
programas sintéticos tradicionais ¢ explorada lentamente (DUKE, et al., 2000).

Os herbicidas representam mais da metade do volume de todos os
agrotoxicos aplicados no mundo desenvolvido, por isso hd uma potencial
preocupacao com os danos para a saude e o impacto ambiental que tais
compostos podem gerar (NORONHA, et al., 2010). A eclevada dose de
agroquimicos afeta o balanco de microorganismos no solo, gerando também
uma deficiéncia de nutrientes ¢ mudanga nas propriedades fisico-quimicas do
solo, resultando na reducdo da produtividade da colheita (ALVES, et al., 2003).

Produtores de culturas organicas citam o controle de plantas
daninhas como sua maior dificuldade na produgdo agricola, porque ndo ¢
permitido o uso de herbicidas sintéticos neste tipo de cultura (GIANESSI &
REIGNER, 2007). A necessidade de novos produtos, com diferentes
mecanismos de acdo, possuindo espectro mais amplo para controle de plantas
daninhas, com menor impacto ambiental torna-se cada vez mais evidente. Isto
porque a cada dia, novas espécies de plantas daninhas tolerantes ou resistentes
aos herbicidas atuais surgem em nossos campos (ALVES, et al., 2003). Com o

objetivo de evitar os possiveis danos e impactos ambientais causados pelos
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herbicidas sintéticos, alguns trabalhos vém sendo desenvolvidos com o objetivo
de obter compostos isolados de plantas para uso potencial na agricultura no
controle de plantas daninhas (DAYAN, et al., 2009). Alguns compostos isolados
de planta tém mostrado serem possiveis prototipos para herbicidas, como por
exemplo alguns furanoditerpenos, cumarina (Fig. 1.8) e alcaloides, os quais se
mostraram ativos inibindo a fotossintese através do bloqueio do transporte de

elétrons (KING-DIAZ, et al., 2010; VEIGA, et al., 2008; VEIGA, et al., 2007).

MeO (0] (6]

FIGURA 1.8 — Compostos que apresentaram atividade na inibicdo da
fotossintese.

1.9 — Herbicidas e a Fotossintese.

Os herbicidas inibidores da fotossintese sdo uma classe de
pesticidas amplamente empregada na agricultura brasileira nas culturas de
milho, cana-de-agucar, soja, frutiferas, hortalicas, entre outras. Uma das
consequéncias da atuacdo desses herbicidas ao atuarem na espécie alvo, € o
declinio da fixacdo de CO, pela planta daninha através do bloqueio do fluxo de
elétrons na cadeia fotossintética. Uma das vantagens destes tipos de compostos
que inibem a fotossintese ¢ que nao apresentam problemas de deriva por

volatiza¢do, pois possuem pressdao de vapor baixa, isto evita perdas dos
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compostos ¢ também diminui a possibilidade de intoxica¢dao por inalagdo do

produto, podendo ser aplicado na superficie do solo (GREAVES, 1996).

1.9.1 — O transporte de elétrons na fotossintese.

Na fotossintese, a fonte primdria de elétrons ¢ a oxidag¢do da agua e
o aceptor final de elétrons é o NADP". Quase todos os processos que perfazem
as reagdes luminosas da fotossintese sdo realizados por quatro principais
complexos protéicos: fotossistema II, o complexo citocromo bgf, fotossistema I ¢
a ATP sintase (Fig. 1.9). A funcdo da luz ¢ excitar uma molécula de clorofila
especializada no centro de reagdo, por absor¢do direta ou, mais frequentemente,
via transferéncia de energia de um pigmento antena. A primeira reacdo que
converte a energia do elétron em energia quimica, isto €, o primeiro evento
fotoquimico, ¢ a transferéncia de um elétron do estado excitado de uma clorofila
no centro de reagdo para uma molécula aceptora (Feofitina) (TAIZ & ZEIGER,
2004).

ESTROMA (baixo H') @)

Gradiente de

S HOGE R Q,*) @ Plastocianina ; potencial
2 o'
= — [‘.lﬂfl(l“lllmlfn
Oxidacao

da dgua

LUME (alto H*)

FIGURA 1.9 - Gradiente de prdtons e transporte de elétrons através dos 4
complexos fotossintéticos principais: Fotossistema II (PSII), Fotossistema I
(PSI), Citocromo bgf ¢ ATP sintase.
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O FSII ¢ constituido por um complexo transmembrana formado por
cerca de 22 proteinas. O nucleo do FSII ¢ formado pelas subunidades protéicas
D, e D, que atravessam as membranas dos tilacoides. Os polipeptidios D, e D,
contém o P680 (dimero de clorofila a), a molécula receptora primaria de elétrons
(Feofitina) e sitios de ligagdo para a ancoragem de moléculas carregadoras de
elétrons moveis denominadas plastoquinonas (Qa e Qg). O FSII interage
diretamente com o complexo protéico que catalisa a fotoxidacdo da agua, o
complexo de evolugdo de O, (KERBAUY, 2004).

O FSII promove a transferéncia de elétrons, induzida pela luz, da
agua para a plastoquinona. Havendo excitacdo eletronica, os elétrons do CR do
FSII sdo ejetados a partir de dimeros de clorofila-a (P680) e recebidos pela
feofitina (molécula receptora primaria), que, imediatamente, os transfere para a
plastoquinona. A plastoquinona varia intercaladamente de uma forma oxidada
(PQ) a uma forma reduzida (PQH,, plastoquinol). PQ liga-se aos sitios Qx € Qp
do FSII e, ao receber elétrons, forma PQH,. A forma reduzida da plastoquinona
¢ entdo liberada dendro do pool da membrana (conjunto numeroso de moléculas
de plastoquinona). Na seqiiéncia, PQH, transfere elétrons ao complexo
citocromo bgf, enquanto os protons (H") sdo lancados para o interior do lamen
dos tilacéides, contribuindo para a geracdo do gradiente transmembrana entre o
limen e o estroma dos cloroplastos. PQ volta a ocupar os sitios Q4 € Qp, dando
continuidade ao fluxo local de elétrons entre a feofitina reduzida e o complexo
citocromo oxidado pelo CR do FSI (P700") (KERBAUY, 2004).

Muitos herbicidas inibidores do fotossistema II se ligam a proteina
D-1 no sitio onde se prende a plastoquinona “Qg”. Esses herbicidas competem
com a plastoquinona “Qg” parcialmente reduzida (QgH) pelo sitio na proteina
D-1, ocasionando a saida da plastoquinona e interrompendo o fluxo de elétrons
entre os fotossistemas. Além da competicdo em si pelo sitio na proteina, os

herbicidas apresentam maior tempo de residéncia do que a plastoquinona “Qg”,
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0 que aumenta o seu efeito inibitério (SPADOTTO, 2002). A amicarbazona ¢ um
exemplo deste tipo de herbicida, ¢ um potente inibidor do transporte de elétrons,
induzindo a fluorescéncia da clorofila-a e interrompendo a evolucdo de
oxigénio. Estudos relatam que, apds ser aplicada na raiz da planta, a
amicarbazona inibe o transporte de elétrons nas folhas, o que significa a rapida
translocacdo do herbicida das raizes para as folhas. As respostas fenotipicas das
plantas sensiveis expostas a amicarbazona incluem clorose, crescimento
atrofiado, necrose do tecido foliar e morte de plantas daninhas (DAYAN et al.,
2009).

Herbicidas sintéticos como o DCMU, conhecido como diuron,
inibem o transporte de elétrons pelo lado aceptor do fotossistema II, bloqueando
a reducao de Qg por Q4. O Metilviologénio, conhecido como paraquat, aceita
elétrons no lado aceptor do fotossistema I (Fig. 1.10), evitando a redugdo do

NADP" a NADPH.

) Paraquat
|

FIGURA 1.10 - Mecanismo de a¢do de dois importantes herbicidas (DCMU e
PARAQUAT) que bloqueiam o fluxo de elétrons fotossintéticos.
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1.10 - Fluorescéncia

A fluorescéncia ¢ uma das formas de dissipagdo de energia nos
cloroplastos apos ocorrer a excitagdo dos elétrons das moléculas aceptoras.
Ocorre primeiramente a absor¢do de energia eletromagnética, com um
comprimento de onda menor do que o emitido na forma de fluorescéncia. A
conversao da energia luminosa em energia quimica ndo ¢ um processo perfeito,
pois nem todos os elétrons que estdo no seu estado excitado sdo transferidos
para os aceptores primdrios do fotossistema. Estes retornam aos seus estados
fundamentais e essa dissipagdo de energia ocorre na forma calor ou
fluorescéncia (emissdo de radiacdo da regido do visivel (vermelho e vermelho
distante) (KERBAUY, 2004).

O uso da fluorescéncia da clorofila-a para monitorar o desempenho
fotossintético em algas e plantas ja ¢ bem difundido. Butler desenvolveu um
simples modelo para o fotossistema II (PSII) no qual a fotoquimica compete
com o processo de fluorescéncia e a perda de calor por excitagdo no pigmento
antena do PSII (Fig. 1.11) (BAKER, 2008). Um crescimento na razao de perda
de calor resulta num quenching nao fotoquimico. O modelo de Butler prevé que
a emissao da fluorescéncia no PSII pode ser usado para monitorar mudancas na
fotoquimica, desde que as constantes de velocidade para fluorescéncia e perda

de calor nao alterem.
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Fotossistéma 1
Fotoquimica
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P680 —” Qa
Fluorescéncia da Calor
clorofila

FIGURA 1.11 - Modelo dos possiveis destinos da energia luminosa absorvida
pelo FSII.

Entre as técnicas disponiveis para avaliar condi¢des de Stress em
termos de fotossintese ¢ a medida direta da fluorescéncia da clorofila-a,
combinando algumas vantagens: ¢ um método facil e rdpido, de facil
reprodutibilidade, praticidade para processar os dados e reportar os resultados,
os instrumentos disponiveis no mercado sdo relativamente de baixo custo e os
procedimentos de medicdo de fluorescéncia nao sdo muito dispendiosos
(BUSSOTTI et al., 2007).

A progressdao ascendente dos transientes, obtida por meio de
medidas em cloroplastos adaptados ao escuro, ¢ induzida pela saturagdo com luz
vermelha. Em uma escala logaritmica de tempo, o aumento dos transientes de F,
(Fluorescéncia a 50us, quando todos os centros de reagdo do fotossistema II
estdo abertos, isto €, quando o aceptor primario quinona (Q,) estd totalmente
oxidado) para Fp (onde Fp = Fyy sob saturagdo de luz, quando a intensidade de
excitagdo ¢ alta o bastante para garantir o fechamento de todos os centros de
rea¢do do fotossistema II), isto €, a total reducao de todos os centros de reacao
tem um comportamento polifasico (BUSSOTTI et al., 2007).

Medidas de fluorescéncia também podem indicar a acao de algumas
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substancias inibidoras da fotossintese. O DCMU, herbicida, inibe a transferéncia
de elétrons da Q4 ao aceptor secundario do fotossistema II (PSII), que resulta
em uma reducao rapida do Q, € um aumento na fluorescéncia.

O modelo incluindo os transientes OJIP simula a cinética de
fluorescéncia, a emissdo de fluorescéncia passa de um nivel inicial O para um
nivel méaximo P através de transientes intermediarios J e I. Calculos
computacionais com variavel de integragao numérica, de MATLAB, e equagdes
diferenciais, forneceram dados para montar experimentos e teste de hipdteses
quanto ao mecanismo subjacente controlando a cinética OJIP e emissdo de
fluorescéncia nesses pontos. Simulagdes com base neste modelo mostraram que
J corresponde as concentragdes maximas de QA Qg (Qa € Qp sdo a primeira ¢
segunda quinona aceptoras de elétrons do FSII, respectivamente) (ZHU et al.,
2005). O pico de P coincide com o méaximo de concentracdo de Qo Qg ¢ PQH.,.
Além disso, simulagdes usando este modelo sugerem que diferentes proporcoes
da antena periférica com a antena do nucleo podem provocar diferencas na
emissao de fluorescéncia em O, sem afetar a emissao de fluorescénciaem J, I e
P. Um aumento na concentracdo de Qg ndo reduzida no FSII, leva a uma maior
emissdo de fluorescéncia em O, e conseqiientemente diminui a propor¢ao de
fluorescéncia variavel/fluorescéncia maxima (Fv/Fm) (ZHU et al., 2005).

A fluorescéncia da clorofila-a para examinar a performance
fotossintética e stress em algas e plantas ¢ agora difundido em estudos
fisiologicos e ecofisiologicos. Fluorescéncia pode entdo ser um poderoso

instrumento para estudo de performance fotossintética (BAKER, 2008).
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1.11 - JUSTIFICATIVA

O fato de que uma crise ambiental estd diminuindo os recursos de
producao de alimentos faz o mundo ficar alarmado. A producdo de alimentos em
larga escala, principalmente quando se refere a produtos para exportacao, exige
cada vez mais o uso de controladores de pragas na agricultura para tornar os
produtos mais comercializdveis. Entretanto, o wuso desses pesticidas,
principalmente herbicidas sintéticos, os quais podem gerar produtos de
degradagdo no solo muitas vezes mais toxicos do que o proprio produto ativo no
controle de plantas daninhas, tem agravado o problema de contaminagdo em
aguas ¢ solos, tornando-os muitas vezes improprios para a pratica do cultivo
(MAMY et. al., 2010).

Em relacdo a agdo dos produtos quimicos e mais propriamente dos
herbicidas sobre o meio ambiente, varios fatores sdo conhecidos por influenciar
o comportamento desses produtos sobre o meio em que atuam; o destino dos
herbicidas ¢ decidido através dos efeitos de varios processos fisico-quimicos e
biologicos, que causam a degradacdo e o movimento do produto. Muitos
herbicidas sintéticos, como o Dalapon, Bromacil, Ametrina, Diuron, por
exemplo, apresentam solubilidade relativamente alta em agua, o que pode
conduzir a danos de contaminagdo do meio ambiente por lixiviacao,
contaminando aqiiiferos e outras fontes de dgua potavel (GUIMARAES, 1987).
Portanto, a busca por produtos naturais para controle de pragas torna-se cada vez
mais necessaria, uma vez que, pesquisas véem mostrando para metabolitos
secundarios os mais variados mecanismos de a¢dao na inibicao da fotossintese
(VEIGA, et al., 2007); (MORALES, et al., 2007) e também atuando em enzimas
no ciclo C4 de plantas (HAINES, et al., 2005).

Existem poucos estudos fitoquimicos publicados sobre a

Rhabdodendron amazonicum, espécie cuja sistematica ainda € polémica, e
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também ndo ha relatos sobre ensaios bioldgicos de extratos ou compostos
isolados desta espécie. Além disso, experimentos realizados pelo grupo de
Produtos Naturais da UFSCar demonstraram que as fragdes do extrato etanolico
apresentaram atividade na inibicdo da fotossintese, com resultados obtidos
através de medidas de fluorescéncia da clorofila-a (Chl a), o que despertou o
interesse para o estudo fitoquimico desta espécie, a fim de testar a acdo dos
metabolitos secundarios isolados, no sistema fotossintético, além disso,
contribuir para a quimiossistematica da Rhabdodendraceae.

Estudos ja realizados pelo grupo de Produtos Naturais da UFSCar
mostraram que os alcaldides acridonicos constituem uma classe promissora
como inibidores da fotossintese (Fig. 1.12). Com esta informacao, foi escolhida
também para estudo fitoquimico o extrato do caule de Conchocarpus inopinatus,
o qual ainda ndo foi estudado e cujos espectros de RMN 'H de seus extratos
apresentaram sinais caracteristicos de aromaticos. Além disso, apesar de ndo
haver relatos de estudo fitoquimico desta espécie, além do estudo fitoquimico
das folhas realizado pelo grupo de Produtos Naturais da UFSCar, a literatura

relata o isolamento de alcaldides acridonicos de outras espécies do género

Conchocarpus.

O OH o| OH

LX)y Crx
N o) N o)

OH CH; OCH; OH CH; &
O OH Cf OH
|

Oy T L
N OH lf OH
I

OH CH; OCH; OH  CH;

FIGURA 1.12 - Estruturas de alguns alcaldides acridonicos ensaiados na
inibicao da fotossintese pelo grupo de PN da UFSCar.
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2-0OBJETIVOS

2.1 - Avaliar o perfil quimico da R. amazonicum visando contribuir para uma

melhor classificacdo do género.

2.2 — lIsolar e testar os compostos das espécies Conchocarpus inopinatus e
Rhabdodendron amazonicum na inibicdo do transporte de elétrons (Basal,
desacoplado e fosforilante), e caso sejam ativos, elucidar o mecanismo de agéo

destes compostos frente ao sistema fotossintético.
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3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 — Estudo fitoquimico da Rhabdodendron amazonicum.

3.1.1 - Coleta do material botanico

As folhas da Rhabdodendron amazonicum foram coletadas na
Reserva Florestal Ducke-INPA, localizada no km 26 da estrada Manaus-
Itacoatiara. A coleta e identificagdo foram feitas pelo Prof. Dr. Jos¢ Rubens
Pirani do Departamento de Botéanica, Instituto de Biociéncias da Universidade

de Sao Paulo, em 2007.

3.1.2 - Preparacao dos extratos

As folhas da espécie Rhabdodendron amazonicum foram secas em
estufa de circulacdo a 40 °C durante aproximadamente 8 dias e posteriormente
trituradas em moinho. Em seguida, 1,070 Kg do material seco ¢ moido foi
submetido a extracdo a temperatura ambiente com etanol por 9 dias, sendo a
troca do solvente feita a cada 3 dias, com 3 agitacdes por dia. Apds a evaporagao
do solvente, obteve-se 85 gramas do extrato etandlico, esse extrato foi
fracionado em coluna via umida, sob vacuo, com eluicao gradiente utilizando

Hexano, Diclorometano, Acetato de Etila e Metanol (Fig. 3.1).
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Folhas secas moidas
1,070 kg

l

Extrato etandlico
85,09

l

Extrato etandlico submetido ao fracionamento

40,0 g
Fracao Hexano Fragao Fracdo acetato de Fracdo Metanol
12,69 g diclorometano etila 14,08 g
9639 345

FIGURA 3.1 - Fracionamento do Extrato Etandlico das folhas da
Rhabdodenron amazonicum.
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3.1.3 - Isolamento das substancias da Rhabdodendron amazonicum

Extrato Etandlico
submetido ao
fracionamento: 40,0 g

¢ ¢ v

Fracio Hexano _ Fracéo Fracéo Ag:etato de Fracédo 4
12,69 g Diclorometano Etila Metanol
' 9,639 3,45¢g 14,07 g
l c1 L AB
FRDCM 1-95 FRAc1 - 117
l c2 |
FRDCM 23 l i
20,0 mg 47Ac 54Ac
l 79,6 mg 155,0 mg
C3
- b A v oo
Sut;s(t)a;ma 3 A7ACRL 5AAC1l
o mg 23,50 mg 4,0 mg
l A2 l B2
Substéancia 1 Substéncia 2
6,0 mg 2,7 mg
FIGURA 3.2 - Fracionamento para a obtencdo das substidncias de

Rhabdodendron amazonicum.

e Isolamento da substancia 1.

AB - Coluna de silica gel 60 (230 — 400 mesh), 6 x h (5,0 cm x 28 cm), Hexano :
Diclorometano (9:1 v/v),  Hexano : Diclorometano (7:3 v/v), Hexano :
Diclorometano (1:1 v/v), Hexano : Diclorometano (3:7 v/v), Hexano :
Diclorometano (1:9 v/v), Diclorometano puro, Diclorometano : Acetato de Etila
(8:2 v/v), Diclorometano : Acetato de Etila (6:4), Diclorometano : Acetato de
Etila (4:6 v/v), Diclorometano : Acetato de Etila (2:8 v/v), Acetato de Etila puro,
Acetato de Etila : Metanol (9:1 v/v), Acetato de Etila : Metanol (7:3 v/v),

Acetato de Etila : Metanol (1:1 v/v). Apos este fracionamento, o qual gerou 117
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fragdes, foram feitas as reunides de algumas fracdes semelhantes com base em

analises com a utilizagdo de cromatografia em camada delgada. Em, analisando
1 . ~

os espectros de RMN 'H, foram selecionadas as fracdes 47 Ac e 54 Ac para

serem trabalhadas.

Al- Sephadex LH-20, Eluente: Metanol : Diclorometano (8:2 v/v).

A2- Coluna de silica gel 60 (230 — 400 mesh), 6 x h (1,5 cm x 11 cm). Modo de

eluigdo: isocratico. Eluente: Hexano/Acetato de Etila 3:7.

e Isolamento da substancia 2.

AB — Mesmo fracionamento utilizado para a substancia 1 (ver acima).

B1- Sephadex LH-20, Eluente: Metanol : Diclorometano (75:25 % v/v).

B2- HPLC SHIMADZU SCL-10A. Detector UV em comprimento de onda de
254 nm. Coluna 6 x h 31,0 X 1,0 cm, utilizando como faze estacionaria C18,
octadecilsiloxano. Modo Reverso de eluicdo isocratica, usando como fase
movel: MeOH/H,0O 6:4. Volume de inje¢ao: 200 pL. Fluxo: 6 mL/min (Fig.
2.3).
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my

Substancia 2

TR: 8,5 min.
504

o._&__

5 10 15 2

FIGURA 3.3 - Cromatograma para separagdo da substancia 2, por CLAE.

e Isolamento da substancia 3.

C1- Coluna de silica gel 60 (230 — 400 mesh), 6 x h (5,0 cm x 28 cm). Modo
gradiente de eluicdo. Fase movel: Hexano/Acetato de Etila 9:1; 8:2; 7:3; 6:4;
1:1. Massa fracionada: 3,3537 g.

C2- Ap6s reunides por CCD e analise de RMN 'H das fragdes DCM-1 a DCM-

95, a fragdo DCM-23 foi selecionada como prioridade.

C3- Separacao por precipitagdo, gotejando com EtOH a fragio FRDCM23
previamente solubilizada em diclorometano. O precipitado branco foi a

substancia 3.
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3.2 — Estudo fitoquimico de Conchocarpus inopinatus (Rutaceae).

3.2.1 - Coleta do material botanico

A espécie Conchocarpus inopinatus Kallunki, foi coletada no estado da
Bahia, municipio de Jussari, estrada para Palmira, por J. A. Kallunki e
colaboradores. As espécimes-testemunhas foram depositadas nos herbarios SPF

(Herbario do Departamento de Botanica da USP), exsicata de n°® 433.

3.2.2 - Obtencdo dos extratos

O extrato metanodlico do caule da Conchocarpus inopinatus ja se
encontrava preparado no laboratorio de Produtos Naturais da UFSCar, e foi
preparado da seguinte maneira, segundo MAFEZOLI (2002):

O material vegetal foi seco em estufa com ar circulante a uma temperatura
em torno de 60 °C durante uma semana, triturado mecanicamente ¢ extraido com
metanol, com 3 extragdes com um intervalo minimo de 2 dias entre cada uma
delas. O extrato foi concentrado, por destilagdo do solvente sob pressdo

reduzida, em evaporadores rotativos da Buchi modelos R-114 e EL-131.
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3.2.3 - Isolamento das substancias de Conchocarpus inopinatus

Extrato metandlico do caule da Conchocarpus inopinatus

9,00 g
| E
' }
| Cl4(1,109) | CI5(1,50 g)
l F1 Gl
A\ 4
Cl41-32 | C151-43 |
¢ ¢ \4
Cl46 Cl413 | CI510(0,0300) |
l F2 l F3 I ]
Substancia 5 C141313 Substancia 4 Substéncia 6
(2,0 mg) (0,015 g) (5,0 mg) (15,0 mg)

F4

' }

Substancia 7 || Substancia 8
(2,6 mg) (1,3 mg)

FIGURA 3.4 - Fracionamento para isolamento das substancias de Conchocarpus

inopinatus.

E- Sephadex LH-20, Eluente: Metanol. Na busca por alcaldides, foram
selecionadas dentre as 11 fragdes, as fracoes CI-4 e CI-5 a partir de andlises de
CCD, utilizando como reveladores a luz UV A 254nm ¢ 365 nm ¢ o reagente

Dragendorff, e também a partir da anélise dos espectros de RMN 'H.
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e Isolamento das substancia 4 e 6.

G1- Coluna de silica gel 60 (230 — 400 mesh), 6 x h (3,5 cm x 13,0 cm). Modo
isocratico de eluicdo. Fase movel: Hexano/Acetato de Etila (1:2).
G2- Separagao em CLAE preparativo, utilizando como fase estacionaria silica

modificada com octadecilsilano (C18); coluna 6 x h (1,0 cm x 31,0 cm); fase

movel: ACN/H,O0 2:8.

e Isolamento da substancia 5.

F1- Coluna de silica gel 60 (230 — 400 mesh), 6 x h (3,5 cm x 20,0 cm). Modo
1socratico de eluicdo. Fase movel: Acetato de Etila/Diclorometa no 3:1. Dentre
as fracoes CI 4 -1 a CI 4-32, apds a reunido das fragdes semelhantes, foram
selecionadas as fracdes CI4-6 e Cl4-13 para serem trabalhadas, uma vez que
mostraram caracteristicas de substincias aromaticas no espectro de RMN 'H e
também revelaram em Dragendorff, dando indicios que poderia ser alcaldide.

F2- Coluna de silica gel 60 (230 — 400 mesh), 6 x h (1,5 cm x 10,0 cm). Modo

1socratico de eluicao. Fase movel: Hexano/Acetato de Etila 3:1.

e Isolamento das substancias 7 e 8.

F3- Coluna de silica gel 60 (230 — 400 mesh), 6 x h (3,5 cm x 10,0 cm). Modo
1socratico de eluicdo. Fase movel: Hexano/Acetato de Etila 1:1.

F4- Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Fase estaciondria:
Propildiol. Coluna: 10 p, 6 x h (30,0 x 0,78cm). Eluicao isocratica, modo
normal. Fase: Hexano/EtOH % v/v (9:1) grau HPLC .
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e CLAE analitico para otimizacdo das condicdes de separacdo das

substéancias 6 e 9.
Os seguintes parametros foram iguais para todas as analises:

I- Fase estacionaria: silica modificada com propildiol
I1- Coluna analitica: 10 p, 6 x h (25,0 x 0,46¢cm).
I11-Concentracgdo da fracdo C141313: 1mg/m
IVV-Volume de injecdo: 10 uL.

V- Vazéo da fase mdvel: 1 mL/min.

12 Eluigéo:
Fase movel: Hexano/Etanol 3:1.

200

150 8

100 —

mAbs

50 4

10

t (min)

FIGURA 3.5 - Cromatograma no modo analitico para separacdo dos compostos
7 e 8. Fase movel: Hexano/Etanol 3:1, Detector UV, A=365 nm.
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22 Eluicdo. Fase mdvel: Hexano/Etanol 4:1.

200

150 H

100 H

mAbs

50 +

t (min)

FIGURA 3.6 - Cromatograma modo analitico para separacao dos compostos 7 €
8. Fase movel: Hexano/Etanol 4:1, Detector UV, A=365 nm.

32 Eluicdo: Fase movel: Hexano/ Etanol 9:1.

120
100 ~
80 8

60

mAbs

40

20

T T T T T T T T
0 5 10 15 20

t (min)

FIGURA 3.7 - Cromatograma modo analitico para separacdo de 7 e 8. Fase
movel: Hexano/Etanol 9:1, Detector UV, A=365 nm.
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3.3 - Materiais e Métodos

Métodos cromatograficos

No fracionamento do extrato e fracdes foram utilizadas as técnicas
cromatograficas por adsor¢do em coluna aberta e cromatografia por exclusao

com a utilizagdo das seguintes fases estaciondrias:

e Cromatografia em coluna (CC):

I. Silica Gel 60 (70-230 mesh e 230-400 mesh) de procedéncia Merck
II. Sephadex LH-20 de procedéncia Amersham Pharmacia Biotech AB

e Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA):

A CCDA foi utilizada como método de monitoracdo de fracionamentos, as
placas com silica gel 60 Fys4, ¢ = 0,2 mm, de procedéncia Merck. Como
reveladores empregou-se: absor¢ao UV A= 254 e 365 nm e reagentes de

Dragendorff e Vanilina 4cida.

Solventes necessarios no fracionamento, analise CG-EM e RMN das

fracoes:

Solventes comerciais destilados no DQ — UFSCar;
Solventes grau HPLC;

Solventes deuterados.
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Equipamentos

Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear, Massas e

Fluorescéncia

Bruker ARX 4,9 T (200 MHz para RMN 'H)

Bruker DRX 9,8T (400 MHz para RMN 'H e 100 MHz para "°C).

CG-EM: Shimadzu QP 5000- Ionizag¢do por Impacto Eletronico-
DQ/UFSCar

FEMTO (D2), espectrofotometro 700 plus- DQ/UFSCar

HANSATECH HANDY PEA (Plant Efficient Analyzer)- DQ/UFSCar

Evaporadores rotativos

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

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

3.4 - Procedimentos experimentais para os ensaios de inibicado da

fotossintese.

3.4.1 - Isolamento dos cloroplastos

Para avaliagdo da inibicdo do transporte de elétrons, foram
utilizados cloroplastos isolados das folhas de espinafre (Spinacea oleracea L.).
O isolamento dos cloroplastos de espinafre foi realizado com a

trituragdo das folhas em liquidificador submersas no seguinte meio de



37
Materiais ¢ Métodos

isolamento: sacarose (400 mmol/L), MgCl, (5 mmol/L), KCl 10 mmol/L e K" -
tricina (30 mmol/L) em pH 8,0 (KOH 1,0 mol/L). O meio, ap6s a trituracao, foi
filtrado com 4 camadas de gaze. O filtrado foi entdo centrifugado a 4000 rpm, 4
°C durante 5 minutos, ¢ em seguida, apos descartar o sobrenadante, o solido
contendo os cloroplastos foi dissolvido em 1,5 mL do mesmo meio de
isolamento utilizado para a extracao dos cloroplastos.

Para determinar a concentragdo da clorofila, foram preparadas duas
solucdes contendo cada uma 20 pL da solu¢do de cloroplastos dissolvidos em
5,0 mL de Acetona 80%. Ap6s 5 minutos em repouso, as solu¢des foram
centrifugadas e mediu-se a absorbancia do sobrenadante em espectrofotometro
nos comprimentos de onda de 645 nm e 663 nm. A concentragdo da clorofila foi

medida de acordo com Strain et al. (1971), utilizando a equagao abaixo:

Massa de Clorofila (ug) = (20,29 X Agss + 8,02 X Agsz) X 5
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3.4.2 — ReacOes de Transporte de elétrons (Basal, Desacoplado e

Fosforilante).

O transporte de elétrons ndo-ciclico foi determinado pela captura de
oxigénio utilizando-se um microeletrodo de Clark (Orion modelo 8103)
conectado a um oximetro Corning modelo 12, com escala expandida, e
registrador Gilson. Todos os transportes de elétrons foram feitos no seguinte
meio reacional: clorofila (20 pg/mL), sacarose (100 mmol/L), MgCIl.6H,O (5
mmol/L), KCI (10 mmol/L) e KCN 0,5mM (K" - tricina) 15 mmol/L, pHS8,0
ajustado com KOH, como aceptor de elétrons foi utilizado 50 uM de MV
(dicloreto de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridinio (dicloreto de paraquat), ja adicionado
no meio reacional.

e Transporte de elétrons Basal: adicionou-se ao meio reacional citado acima

60ug de clorofila para o controle, e em seguida os compostos isolados.

e Transporte de elétrons fosforilante: foi adicionada, além do meio

reacional usado no transporte Basal, uma solugio contendo 1 mmol L™ de
ADP e 3 mmol L™ de K,HPO,.KCN (0,1 mmol L'l) para inibir a atividade
catalitica.

e Transporte de elétrons desacoplado: foram adicionados, além do meio

reacional contendo os cloroplastos, 60 uL. de uma solucdo 0,25 mM de

NH,Cl.

Todas as reacoes ocorreram sob iluminacao durante 3 minutos com

luz saturante de 350 Watts.
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3.4.3 - Ensaios de medidas de fluorescéncia da Clorofila a (Chl a)

Para monitorar os transientes da fluorescéncia da Chl a, aliquotas de
tilacoides adaptado ao escuro contendo 20 pg de Chl foram transferidos a um
papel de filtro. Para gerar homogeneidade e reprodutibilidade dos tilacoides no
papel de filtro. Em seguida o material foi adicionado, imediatamente, em
3,00 mL do mesmo meio utilizado para o transporte de elétrons Basal (item
3.4.2). As amostras ja no meio reacional contendo os cloroplastos foram
mantidas no escuro durante 5 minutos, e posteriormente foram realizadas as
leituras dos parametros cinéticos. Utilizando-se trés diodos que emitem luz a
650 nm, foi possivel obter um rendimento de fluorescéncia méxima. A duracdo
do pulso foi de 1s. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. As
curvas de inducao da Chl a foram medidas a temperatura ambiente, utilizando o

fluorimetro Hansatech Handy PEA.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

e Substancias isoladas

Terpenos

—
O
Blumenol C Rhabdodendronlactona
Rhabdodendron amazonicum Rhabdodendron amazonicum

Cinamato de p-sitosterila
Rhabdodendron amazonicum

Alcaldides

? OCH,

N OCH;

|

CH;

Metilarborinina 2-fenil-4-quinolona Dictamina
Conchocarpus inopinatus ~ Conchocarpus inopinatus Conchocarpus inopinatus
Cumarinas
H;CO XN N
HO—) '+
X
HO o0~ N0 O o~ o

Escopoletina

. ] Marmesina
Conchocarpus inopinatus

Conchocarpus inopinatus
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4.1 - Determinaciao Estrutural das substancias isoladas da
Rhabdodendron amazonicum

4.1.1 — Determinacio estrutural da substancia 1

A substancia 1 foi isolada a partir da fracdo acetato de etila,
apresentou-se como um solido amorfo de cor branca. Seu espectro de RMN 'H
(Fig. 4.1 e Fig. 4.2), apresentou um total de 9 sinais ¢ 11 sinais no RMN "C
(Fig. 4.3). Na regido mais desblindada do espectro, nota-se um sinal em d 5,67
(H-3), deslocamento caracteristico de hidrogénio olefinico alfa carboxilico. O
experimento HSQC (Fig. 4.4) mostra que o hidrogénio referente a este sinal esta
ligado a um carbono que absorve a uma frequéncia de 114,9 ppm (C-3).
Analisando este sinal em 6 5,67 no espectro de COSY (Fig. 4.5), observa-se uma
correlagdo com um sinal em & 1,76 (H-10), o qual integra para 3 hidrogénios,
indicando ser um sinal de grupo metila que se apresenta como dubleto com
constante de acoplamento pequena (J = 1,2 Hz), caracteristico de um
acoplamento alilico. No experimento HMBC (Fig. 4.6), o sinal em d 5,67 faz
correlagdes com o 37,8 (C-9); 88,6 (C-5); 173,8 (C-4) e 184,4 (C-2).
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FIGURA 4.4 - Mapa de contorno de HSQC (CDCl;, 400 MHz) para o sinal de
1
H d 5,67.
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FIGURA 4.5 - Espectro de COSY, RMN 'H, (CDCls, 400 MHz) de 1.
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HMBC: 6 5,67 (H-3) «<—> & 37,8 (C-9); 6 88,6 (C-5); 6 173,8 (C-4) ¢ 5 184.,4 (C-2)

FIGURA 4.6 - Mapa de contorno HMBC (CDCls, 400 MHz) para o 'H § 5,67.

No espectro de RMN 'H também observaram-se 3 sinais
caracteristicos de metilas, em 6 1,76 (H-10), 6 1,44 (H-12) e 6 1,25 (H-11). O
sinal em & 1,76 apresenta correlagdo no experimento HSQC (Fig. 4.7) com um
sinal de carbono em 6 29,0 (C-10), e no HMBC (Fig. 4.8) com os sinais 6 88,6
(C-5) e 0 184,3 (C-2), os quais também fazem correlacdes com o sinal em

0 5,67, o que indica a proximidade desta metila em 6 1,76 com esse hidrogénio

olefinico (0 5,67).
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As correlagdes no experimento de HSQC (Fig. 4.9) mostram que os
hidrogénios metilicos que apresentam sinais em 6 1,44 (H-12) e 1,25 (H-11),
estdo ligados aos carbonos que apresentam sinais em o 28,4 (C-12) e 32,6 (C-
11), respectivamente. No experimento HMBC (Fig. 4.10) o sinal em 6 1,44 faz
correlagdes com os sinais de carbono em 6 32,6 (C-11); 37,8 (C-9); 49,4 (C-8) e
184,4 (C-2). Ha semelhanga para essas correlagdes em relagdo ao sinal em o
1,25 (H-11), o qual faz correlagdes com os sinais em 6 28,4 (C-12); 37,8 (C-9);
49,4 (C-8) e 184,4 (C-2). Estas correlagdes sugerem as estruturas parciais
apresentadas na figura 4.8. Nao ha correlacdes no experimento COSY para essas

metilas.
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FIGURA 4.9 - Mapa de contorno HSQC (CDCl;, 400 MHz) para o 'H & 1,44 ¢
o 1,25.
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FIGURA 4.10 - Mapa de contorno HMBC (CDCls, 400 MHz) para o 'H § 1,44

ed 1,25.

O espectro de RMN 'H também mostra um sinal de hidrogénio

oximetinico em & 4,30 (H-7), o qual mostra acoplamentos no experimento
COSY (Fig. 4.11) com os sinais em 6 1,77 H-6 (dd 1H, J=14,0; 3,6), 1,95 H-8
(dt 1H, J=14,4; 2,8 ¢ 2,4); 2,43 H-6 (dt 1H, J=14,0; 2,8 ¢ 2,4); ¢ 1,50 (dd 1H,
J=14,4; 3,6), e no HSQC, com um sinal de carbono em 6 68,8 (C-7).
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COSY:
54,30 «—» 51,77
54,30 - 51,95
84,30 *+—> §2,43
54,30 <— 51,50

FIGURA 4.11 - Espectro de COSY (CDCl;, 400 MHz) da substancia 1, sinal
0 4,30.

O sinal em & 2,43 (H-6), no experimento COSY (Fig. 4.12)
apresenta acoplamentos com os sinais em ¢ 4,30 (H-7); 1,95 (H-8) e 1,77 (H-6).
O experimento HSQC (Fig. 4.13) indica que o hidrogénio responsavel por este
sinal em 6 2,43 esta ligado a um carbono que ressona na frequéncia de & 47,6

(C-6); o fato de outro hidrogénio (6 1,77) também apresentar correlagdo com
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esse mesmo sinal de carbono, indica que o mesmo ¢ um carbono metilénico
(CH;). O mesmo ocorre para o sinal de carbono em 6 49,4 (C-8), o qual estad
ligado a dois hidrogénios que apresentam sinais em 6 1,95 e 1,50 (Fig. 4.13). O
que faz esses hidrogénios metilénicos apresentarem diferentes multiplicidades ¢
o fato de serem diastereotopicos, isto €, estdo proximos a um centro
estereogénico, o carbono oximetinico em o 68,8. O hidrogénio com sinal em
0 1,95 faz correlagdes no experimento COSY (Fig. 4.14) com os hidrogénios
cujos sinais estdo em 6 4,30; 2,43 ¢ 1,50. O hidrogénio com sinal em 6 1,77
acopla com os hidrogénios que ressonam em 6 4,30 e 2,43 (Fig. 4.15). O sinal de
hidrogénio em 6 1,50 mostra no experimento COSY (Fig. 4.16) acoplamentos

com os hidrogénios de sinais em 6 4,30 ¢ 6 1,95.

6 4,30
1: ‘
e (B
e sepe _:_—\{!
_
= b )
i
: I # 1,95 ppm| HO 430 ppm
! - | 3
/ H | :
& / H 1,77 ppm |

FIGURA 4.12 - Espectro de COSY (CDCl;, 400 MHz) da substancia 1, sinal
0 2,43.



52
Resultados e discussao

———————— ppm

P S M it e

N

iy

A AR i A A

FIGURA 4.14 - Espectro de COSY (CDCl;, 400 MHz) da substancia 1, 6 1,95.
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FIGURA 4.15 - Espectro de COSY (CDCl;, 400 MHz) da substancia 1, sinal
o 1,77.
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FIGURA 4.16 - Espectro de COSY (CDCl;, 400 MHz) da substancia 1 (6 1,50).
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A andlise da maioria dos dados de RMN poderia sugerir para o
composto 1, a estrutura de uma substancia ja descrita na literatura, a calendina
(JONES, et al., 2000). Porém o experimento de COSY do composto 1 (Fig. 4.5)
mostra um acoplamento entre os hidrogénios da metila que estd ligada ao
carbono vinilico (H-10) e o hidrogénio olefinico (H-3), J=1,2 Hz. Este
acoplamento nao foi observado para a estrutura da calendina, conforme dados da

literatura (MARINO, et al., 2006; SCHLEGL, 2009; JONES, 2000).

HO'""

Calendina
Finalmente, os dados permitem propor para a estrutura 1, a
espiro[4,4]-5-(2,2-dimetil-43-hidroxi)-ciclopentanoil-4-metil-y-lacto-3-eno (Fig.

4.17), denominada rhabdodendronlactona. Esta estrutura ¢ inédita na literatura.

32,6 29,0 284

FIGURA 4.17 - Estrutura da rhabdodendronlactona.

4.1.1.1 — Experimento gNOESY (gradient nuclear Overhauser
effect spectroscopy)

Para verificar a estereoquimica dos atomos de hidrogénio na

substancia 1, foi realizado o experimento gNOESY (Fig. 4.18 — 4.20), onde ¢
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possivel ver a proximidade 'H 'H na molécula usando o efeito nuclear
Overhauser através do espago. Um hidrogénio que estiver a uma pequena
distancia daquele irradiado, serd afetado pelo NOE, esteja ele acoplado ou nao
ao hidrogénio irradiado. Quando o hidrogénio olefinico em & 5,67 ¢ irradiado, o
sinal de metila em 6 1,25 sofre 0 NOE e aumenta o seu sinal, o que indica que
esses hidrogénios encontram-se na mesma face da molécula. Irradiando o
hidrogénio em 0 1,25, percebe-se um incremento dos sinais em o 5,67 ¢ 1,44
(hidrogénio metilico) que, por estar ligado ao mesmo carbono que a metila em
0 1,25, também sofre NOE (Fig. 4.18). Agora, irradiando o hidrogénio metilico
em 0 1,44, o sinal de hidrogénio metilénico em & 1,95 sofre aumento, o que
indica que eles estdo na mesma face da molécula, além desse hidrogénio
metilénico, os sinais em 6 1,25 ¢ & 1,76 também sofrem NOE. Quando a
irradiacdo € feita no hidrogénio em 6 1,77 (metilénico), os sinais em & 2,43
(geminal), e em 6 4,30 (oximetinico) sofre aumento por NOE (Fig. 4.19),
indicando que os hidrogénios em & 1,77 ¢ em 6 4,30 estdo na mesma face na
molécula; e finalmente, quando o hidrogénio oximetinico em o 4,30 ¢ irradiado,
os sinais em 0 1,77 e & 1,50 sofrem aumento, indicando compartilharem a
mesma face da molécula (Fig. 4.20).

Estes experimentos permitem definir o composto 1 como
espiro[4,4]-5-(2,2-dimetil-43-hidroxi)-ciclopentanoil-4-meti-y-lacto-3-eno.

O que ocorre no gNOESY ¢ a polarizacao (alteracdo na populagao
dos niveis de energia) provocada pela irradiagdo em um atomo de hidrogénio
através do espaco, o que provoca um aumento na populagdo do nivel de energia
mais alto no hidrogénio vizinho ndo-irradiado. Esse excesso de populagdo sofre
relaxacdo T; a um nivel de energia mais baixo, aumentando assim a intensidade

do sinal dos hidrogénios vizinhos (SILVERSTEIN et al., 2006).
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FIGURA 4.18 — Experimento gNOESY (400 MHz, CDCl;) para a substancia 1.
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FIGURA 4.20 — Experimento gNOESY (400 MHz, CDCl;) para a substanma 1.

TABELA 4.1 — Dados de RMN 'H e "C para a substancia 1.

Posicao
1

AN N A~ W DN

|

9
10
11
12

0 em ppm RMN 'H

5,67 (1H, s)

2,43 (1H, dt, J=14,0; 2,8 ¢ 2,4 Hz) e
1,77 (1H, dd, J= 14,0 ¢ 3,6 Hz)

4,30 (1H, m)

1,95 (1H, dt, J=14,4;2,.8 ¢ 2,0 Hz) e
1,50 (1H, dd, J=14.4; ¢ 3,6 Hz)

1,76 (3H, d, J=1,2 Hz)
1,25 (1H, s)
1,44 (1H, s)

RMN 'H e °C feitos em CDCl;, 9,8T.

0 em ppm RMN B¢
184,4
114,9
173,8
88,6
47,6

68,8
49,4

37,8
29,0
32,6
284
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FIGURA 4.21 — Espectro de Infravermelho do composto 1.

Analisando o espectro de infravermelho do composto 1 (Fig. 4.21)
observa-se em 1718 ¢ 1733 cm™' uma banda com ponta dupla, caracteristica de
vibracdes de deformagdo axial C=0. Esse dublete pode ser explicado pela
ressonancia de Fermi por combinagdes com absor¢ao de grupos a a carboxila.
As vy-lactonas saturadas (anéis de 5 atomos) absorvem em frequéncias maiores
do que os ésteres ou do que as d-lactonas, entre 1795-1760 cm™. A insaturago a
a carboxila diminui a frequéncia de absor¢do, no caso 1733 e 1718 cm’
(Silverstein, 2006). A banda em 3434 cm™', confirma a presenca da hidroxila no
composto 1, pois € caracteristica de vibracdes de deformacdo axial de grupo
O-H. Entre 2950 ¢ 2972 observa-se bandas intensas referentes a vibrag¢des de

deformagdao axial de ligagdbes C-H de grupos metila e metilenos

(SILVERSTEIN, 2006).
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4.1.1.2 - Proposta de Fragmentacao da Rhabdodendron lactona.

Analisando o espectro de massas do composto 1 (Fig. 4.23), obtido
via CG-EM (70 eV), pode-se propor as fragmentacdes abaixo. Todas elas

refor¢am a estrutura proposta para o composto 1.
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O c—
) HO. —
\
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N 2N L oy
H -CHO
— - _¢Ho -
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<) \ = CH,
O—H 0 +
m/z 196 m/z 140 m/z 111
1
O\ L
O\ 4 +
~ —Tr —_— \|/
=
OH ) m/z 57
m/z 196 o

FIGURA 4.22 — Proposta de fragmenta¢do para o composto 1, m/z 196.
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FIGURA 4.23 — Espectro de massas do composto 1.

4.1.1.3 — Proposta de Biogénese para a rhabdodendronlactona

Foi isolado do mesmo extrato, um norsesquiterpeno do tipo ionona
1,5,5-trimetil-6-(3-hidroxi-n-butil-ciclohex-1-ene-3-ona, denominada blumenol
C (ver item 4.2). Este norsesquiterpeno pode ser o precursor da

rhabdodendronlactona via o caminho biogenético proposto abaixo.

Intermediario detectado
por CG-EM
(a)

Blumenol C OH

C11H1603

FIGURA 4.24 — Proposta de biogénese para o composto 1.
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Com o objetivo de reforcar a proposta de biogénese para a
rhabdodendronlactona, foi realizada uma busca por andlise CG-EM do ion
molecular m/z 208, correspondente a massa molecular de um dos intermediarios
propostos. Para isso, uma aliquota da mesma fracdo da qual foi isolado o
composto 1, foi analisada por espectrometria de massas por impacto eletronico
de 70 eV, onde foi possivel detectar no cromatograma, um pico cujo ion
molecular foi m/z 208. Este ion pode ser atribuido ao intermediario
1,5,5-trimetil-6B-hidroxi-6-but-2-enil-ciclohex-1-ene-3-ona (a) da figura 4.24. A
proposta de fragmentacao (Fig. 4.26) para o intermediario foi coerente com os

sinais de fragmentos do espectro de massas (Fig. 4.25).

5 100 . . )

FIGURA 4.25 — Espectro de massas do intermediario 1,5,5-trimetil-63-hidroxi-
6-but-2-enil-ciclohex-1-ene-3-ona (a)l. GC-EM, IE 70 eV.
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4.1.5 — Proposta de fragmentacio EM-IE 70 eV do intermediario
da biogénese da Rhabdodendronlactona.

A proposta de fragmentacdo abaixo para o possivel intermediério
1,5,5-trimetil-6B-hidroxi-6-but-2-enil-ciclohex-1-ene-3-ona (a) confirma a sua
participacao na rota biogenética proposta para o composto 1. A literatura cita a
biossintese de derivados do blumenol C (MALER et. al., 1998),

e os resultados sdo concordantes com a proposta feita para o composto 1.

Jogas

m/z 208

o
IR

m/z 178 m/z 179

m/z 163

m/z 153

m/z 111

FIGURA 4.26 — Proposta de fragmentacao para o intermediario m/z 208 da
rhabdodenronlactona.
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4.1.2 - Determinacio estrutural da substancia 2.

A substancia 2 foi determinada utilizando RMN 'H e “C e
espectrometria de massas. O  espectro de RMN 'H apresentou sinais
caracteristicos de metila, hidrogénio olefinico, oximetinico, metilénicos e
metinico (Fig. 4.27 - 4.28) (Tab. 4.2). O sinal em § 5,83 ¢ caracteristico de
hidrogénio olefinico alfa-carbonila, o sinal em & 3,77 ¢ referente a um
hidrogénio oximetinico. Em & 2,40 e 2,06 existem dois dubletos, integrando
para 1 hidrogénio cada, com uma constante de acoplamento de 17,0 Hz,
indicando uma constante geminal de um grupo CH, isolado. O sinal em 6 1,99
(3H, J = 1,2 Hz) com constante de acoplamento caracteristico de acoplamento
alilico, ¢ de uma metila que provavelmente acopla com o hidrogénio que
apresenta sinal em o 5,83. Estes dados indicam a presenga de uma
ciclohexanona o,B-insaturada com uma metila no carbono . E possivel ainda
notar um sinal em 6 1,21 (3H, d J = 5,2), sinais de CH, entre 6 1,50 ¢ 1,76 ¢ dois
sinais de metila em & 1,07 (3H) e 6 1,02 (3H). O dubleto da metila em )
1,21 sugere uma hidroxila no penultimo carbono de uma cadeia lateral, podendo
ser este o oximetinico, cujo sinal de hidrogénio aparece em 6 3,77. Com estes
dados e mais aqueles do espectro de RMN "C (Fig. 4.29), pode-se propor para a
substancia 2 a estrutura 1,5,5-trimetil-6-(3-hidroxi)-butenil-ciclohex-1-eno-3-
ona. Comparando com os dados da literatura, verificou-se tratar do
norsesquiterpeno blumenol C (ITO & ETHO, 1996) e (LIMA, 2005).

O espectro de massas para este composto (Fig. 4.30) mostra os
mesmos picos encontrados para o blumenol C [(m/z IE 70 eV: 55 (28), 69 (49),
79 (32), 84 (28), 93 (69), 108 (92), 123 (36), 135 (82), 150 (24), 177 (20), 192
(3), 195 (2), 210 (17, M")] (WINTERHALTER, 1990).
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11 12

Blumenol C

OH
5

TABELA 4.2 — Dados de RMN 'H ¢ °C de 2, comparados com a literatura.

Carbono

AW N~

O o0 3 O W

o H (ppm)

5,83 (1H )

2,06 (1H, d, J=17) e
2,40 (1H, d, J=17)

1,86 a 1,90 (1H, m)
1,52 a 1,77 (2H, m)
1,52 a 1,77 (2H, m)
3,77 (1H, m)
1,21 (3H, d, J=52)
1,07 (3H, s)
1,02 (3H, s)
1,99 (3H, d, J=1,2)

o0 H (ppm) literatura
(ITO & ETHO, 1996)

5,84 (1H, s)

2,03 (1H, d, J=17) € 2,39
(1H, d, J=17)

1,30 - 2,10 (5 H, m)

3,77 (1H, m)
1,22 (3H, d, J=6)
1,07 (3H, 5)
1,02 (3H, )
2,00 (3H, d, J=1,2)

& °C (ppm)

165,3
125,2
199.,8
47,2

36,3
51,2
26,3
38,7
68,4
23,7
27,2
28,8
24,7

3 °C (ppm)
literatura
(LIMA, 2005)

165,9
125,3
199,8
47,1

36,3
51,1
26,2
38,6
68,1
23,8
27,2
28,8
24,7
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FIGURA 4.30 - Espectro de massas para o composto 2 (blumenol C).
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4.1.3 - Determinacio estrutural da substancia 3.

A substancia 3 foi obtida da fracao diclorometano do extrato
etandlico das folhas da Rhabdodendron amazonicum, e foi caracterizada por
RMN 'H e °C (Fig. 4.31 — 4.34) e por comparacido com os dados da literatura
(TABELA 4.3 ¢ TABELA 4.4). Apresentou-se como um so6lido branco amorfo, e
no UV absorveu no comprimento de onda de 254nm.

No espectro de RMN 'H de 3, foram observados os sinais em & 5,41
(dl, J = 4,4 Hz) e na regido entre 6 0,69 ¢ 2,01, sinais semelhantes ao do f-
sitosterol. Entretanto, a desblindagem do H-3 de 6 3,53 para 4,75, a presenca de
um conjunto de sinais na regido de aromaticos, tipicos de anel aromatico
monossubstituido e sinais em & 6,43 (J = 16,0 Hz) e 7,67 (J = 16,0 Hz)

sugeriram a esterificacdo da posi¢do 3 por um grupo cinamato.

TABELA 4.3 — Dados RMN "C do substituinte cinamato para a substincia 3.

Posicio 6 °C (ppm) de 3 @ 6 °C (ppm) literatura
I' 134,58 134,50
2 128,05 128,05
3 128,88 129,05
4' 130,16 130,50
5 128,88 129,05
6' 128,05 128,05
7' 144,42 144,51
8 118,75 118,77
9' 166,42 166,00

(a) CDCls, 9,8 T. (b) CDCl3 (BARRETO et. al., 1998).



71
Resultados e discussao

O espectro de RMN "°C apresentou 36 sinais de carbonos, sendo os
sinais em o 128,9 e 128,1 relativos a 2 carbonos em ambientes quimicamente
iguais para cada sinal, totalizando 38 carbonos para esta substiancia. Na regido
mais blindada do espectro, observou-se sinais que por compara¢ao com valores
de deslocamentos dados na literatura foi possivel atribui-los como sendo do
esqueleto esteroidal do [-sitosterol. Os sinais em 6 166,4 (C-9'), 144,4 (C-7"),
134,6 (C-1"), 130,2 (C-4"), 128,9 (C-3'"; C-5") e 128,1 (C-2"; C-6") e 118,8 (C-8")
(TABELA 4.3), por comparagdo com dados da literatura (BARRETO et al.,

1998), foram atribuidos aos carbonos do esqueleto do substituinte cinamato .

Substancia 3 — Cinamato de B-sitosterila.
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TABELA 4.4 — Dados de RMN "°C para a substincia 3.

Posicio 6 °C (ppm) de 3@ & °C (ppm) literatura ©
1 37,06 37,05
2 33,98 34,75
3 74,13 73,70
4 38,26 38,20
5 139,72 139,77
6 122,73 122,57
7 31,91 31,93
8 31,95 31,93
9 50,09 50,10
10 36,67 36,64
11 21,07 21,07
12 39,76 39,78
13 4235 42,36
14 56,73 56,74
15 24,32 24,31
16 28,27 28,25
17 56,07 56,11
18 11,89 11,87
19 19,38 19,33

20 36,18 36,18
21 18,81 18,81
22 33,98 34,01
23 26,12 26,20
24 45,88 45,92
25 29,19 29,26
26 19,84 19,81
27 19,06 19,08
28 23,10 23,13
29 12,01 12,00

(b) Devido nao ter encontrado relatos na literatura do cinamato de B-sitosterol, os dados de
carbono foram comparados com os dados do benzoato de B-sitosterol (AMBROZIN, 2004).
(a)e (c)-CDCl;, 9,8 T.
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FIGURA 4.31 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) para a substincia 3.
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4.2 - DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS De Conchocarpus inopinatus.

4.2.1 - Alcaloides

Plantas que contém alcaldides t€ém servido a humanidade desde
épocas antigas. Ha milhares de anos, os grupos indigenas em todo mundo
descobriram através da auto-experimentacao, que macerados de algumas plantas
poderiam ser usados para varias aplicagdes, desde captura de presas, cura de
doéngas, dentre outras. Conheceu-se também que o uso de algumas plantas
deveriam ser evitado por serem altamente toxicas. Hoje ja € conhecida a
toxicidade e altas atividades biologicas de varios alcaldides (BUCKINGHAM et
al., 2010).

Diversas atividades bioldgicas ja foram relatadas na literatura para
alcal6ides derivados do acido antranilico, desde antimicrobiana até atividade
tripanocida. Neste trabalho foram isolados 1 alcaldéide derivado do dacido
antranilico, conhecido como alcaldide acridonico, 1 alcaldéide furoquinolinico e

1 alcalodide do tipo quinolonico.

4.2.2 - Determinacio estrutural da substiancia 4

No espectro de RMN 'H (Fig. 4.35) os sinais em & 8,52 (1H, dd, J =
8,2 ¢ 1,4 Hz; H-5), 7,45 (1H, tl, J =1,0 Hz; H-6), 7, 74 (1H, ddd, J =72 ¢ 1,6
Hz; H-7), 7,57 (1H, dl, J = 8,5; H-8), sdo de hidrogénios aromaticos referentes
ao anel A do esqueleto quinoldnico. O sinal em 6 6,34 (1H, s; H-3) ¢ do anel B.
Em 6 7,42 e & 7,52, observa-se multipletos referentes aos hidrogénios do grupo
fenila que estd ligado ao carbono 2 do esqueleto quinolonico, e o sinal em 6 3,63
(3H, s) corresponde ao grupo metila ligado ao nitrogénio do alcaldide, posi¢ao

1. Comparando os deslocamentos dos sinais no espectro de RMN 'H ¢ os
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valores das constantes de acoplamento, com dados da literatura (Biavatti et. al.,

2002) (Tabela 4.5), a substancia foi entao identificada como sendo o alcaldide 1-

metil-2-fenil-4-quinolona.

Tabela 4.5 - Dados quimicos de RMN 'H para o composto 4 e comparagio com

dados da literatura.
Posicao

6!
N-Me

dHJ (Hz) @

6,34's
8,52 dd (8,2; 1,4)
7,451l (1,0)
7,74 ddd (7,2; 1,6)
7,57 dl (8,5)

7,42 m
7,52 m
7,52 m
7,52 m
7,42 m
3,635

& H J (Hz) lit. @

6,31s

8,51 dd J (8,0;1,4)
7,451 (1,0)

7,73 ddd (7,8; 1,6)
7,57 d (8,5)

7,42 m
7,52 m
7,52 m
7,52 m
7,42 m
3,628

(2) CDCls, 400 MHz; (b) CDCl; (400 MHz) (BIAVATTI et al., 2002).
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FIGURA 4.35 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) para o composto 4.
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4.2.3 - Determinacio estrutural da substancia 5

O espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;) (Fig. 4.36 ¢ 4.37) da
substancia 5 apresenta dois dubletos em 6 7,64 e 7,10 (J=2,8 Hz) que indicam a
presenga de um anel furano. Um singleto em 6 4,47 (3H), € caracteristico de
metoxila na posi¢do 4 de alcaldides furoquinolinicos. O espectro mostra ainda
sinais em ¢ 8,29 (1H, dd, J=8,4 ¢ 1,4 Hz), 7,72 (1H, ddd, J=8.4; 8,4 ¢ 1,4), 7,45
(1H, ddd, J=8.4; 8,4 ¢ 1,4) ¢ um dubleto largo em 6 8,01 (J=8.,4), sugerindo um
anel aromatico orto dissubstituido.

A andlise dos dados e a comparagdo com dados da literatura
(PUSSET et al., 1991) indicam que a substancia 5 ¢ o alcaldide furoquinolinico
conhecido como dictamina que ¢ amplamente distribuido em plantas da familia
Rutaceae. Os dados de RMN 'H da substancia 5 e os dados da literatura estdo

apresentados na tabela 4.6.
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FIGURA 4.36 — Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;) do composto 5.
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FIGURA 4.37 — Ampliacio do espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;) da
substancia 5.

TABELA 4.6 — Dados de RMN 'H da substancia 5, comparag¢io com os dados
da literatura.

Posicao o H (ppm) de 5 ® & H (ppm) literatura
5 8,29 (1H, dd, J=8,4 ¢ 1,4 Hz) 8,27 (1H, dd, J=8,4 ¢ 1,7 Hz)
6 7,45 (1H, ddd, J=8,4; 8,4e 7,45 (1H, ddd, J=8.4; 8,4 ¢ 1,7 Hz)
1,4 Hz)
7 7,69 (1H, ddd, J=8,4; 8,4e 7,68 (1H, ddd, J=8.4; 8,4 ¢ 1,4 Hz)
1,4 Hz)
8 8,01 (1H, dl, J=8,4 Hz) 8,01 (1H, dl, 8,4 ¢ 1,4 Hz)
2 7,64 (1H, d, J=2,8 Hz) 7,69 (1H, d, J=2,8 Hz)
3 7,10 (1H, d, J=2,8 Hz) 7,08 (1H, d, J=2,8 Hz)
4-OCHj; 4,47 (3H, 9) 4,45 (3H, s)

(a) CDCls, 200 MHz; (b) CDCls, 200 MHz (PUSSET et al., 1991).
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4.2.4 - Determinacio estrutural da substancia 6.

A substancia 6, um s6lido amarelo, amorfo, em CCDA apresentou
fluorescéncia sob a luz UV no comprimento de onda 365 nm, coloragdo amarela
quando revelada em vanilina e alaranjada quando reage com dragendorff, dados
caracteristicos de alcaloides.

Analisando o espectro de RMN 'H (Fig. 4.38), observou-se sinais
em 6 8,51 (1H, ddd, J=8,0; 1,6 ¢ 0,4 Hz), 7,66 (1H, ddd, J=8,8; 7,0 e 1,6 Hz),
7,45 (1H, dl, J=8,8 Hz) e 7,28 (1H, ddd, J=8,0; 7,0 ¢ 0,8 Hz), os quais foram
atribuidos como sendo de um anel aromatico orto dissubstituido. O espectro de
RMN 'H também apresenta os sinais em & 6,63 (1H, s) de um hidrogénio de anel
aromatico pentassubstituido, e sinais em 6 4,05 (3H, s), 4,04 (3H, s), 3,93 (3H,
S), 3,86 (3H, s) associados a hidrogénios de metilas ligadas a oxigé€nio, € um
sinal em 6 3,66 (3H, s) de hidrogénios de metila ligada a nitrogénio. Esses dados
sugerem a presenga de um alcaloide acridonico. A auséncia de sinal na regido
entre 0 12,00 e 14,00, que seria de uma hidroxila quelada com o oxigénio da
carbonila, indicou a presenca de um grupo metoxila na posi¢ao peri a carbonila
do esqueleto acridonico. Com a comparagdo destes dados com a literatura,

verificou-se que a substancia 6 refere-se ao alcaldide metilarborinina.

1,2,3-trimetoxi-N-metilacridona
(metilarborinina)
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TABELA 4.7 — Dados de RMN 'H do composto 6 ¢ comparagio com os dados
da literatura.

Posicio RMN 'H 6 (ppm) @ RMN 'H & (ppm) ¥
1 -OMe 4,05 (3H, s) 4,03 (3H, s)
2 -OMe 3,93 (3H, s) 3,90 (3H, s)
3 -OMe 4,04 (3H, s) 3,98 (3H, s)
4 6,63 (1H, s) 6,50 (1H, s)
5 7,45 (1H, dl, J=8,8) 7,31 (1H, dl, J=8,6)
6 7,66 (1H, ddd, J=8.8; 7,0 ¢ 1,6 Hz) 7,56 (1H, ddd, J=8,7; 7,0 ¢ 1,7
Hz)
7 7,28 (1H, ddd, J=8,0; 7,0 ¢ 0.8 Hz) 7,19 (1H, ddd, J=8,0; 7,0 ¢ 0,9
Hz)
8 8,51 (1H, ddd, J=8,0; 1,6 ¢ 0,4 Hz) 8,44 (1H, ddd, J=8,0; 1,7 ¢ 0,4)
N-Me 3,66 (3H, s) 3,70 (3H, s)

(a) CDCls, 400 MHz; (b) CDCls, 400 MHz (MAFEZOLI, 2002).
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FIGURA 4.38 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) do composto 6.
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4.2.5 - Determinacio estrutural da substancia 7.

O espectro de RMN 'H de 7 (Fig. 4.39) apresentou sinais
caracteristicos de esqueleto cumarinico. Observou-se sinais em & 7,60 (1H, d, J
9,5 Hz; H-4) 6,22 (1H, d, J 9,5 Hz; H-3) referentes a hidrogénios nas posigoes 4
e 3, respectivamente, em 6 7,22 (1H, t, J 1,2 Hz; H-5) e & 6,75 (1H, S)
associados a hidrogénios aromaticos em posicao para, um em relacdo ao outro,
indicando a linearidade de 7, o hidrogénio em & 7,22 acopla com os hidrogénios
em o 3,22 (H-3"). Os sinais em o 3,22 (2H, m) associados aos hidrogénios -
diidrofuranicos ou benzilicos, e o sinal em & 4,74 (1H, dd, J=9,4 ¢ 8,9 Hz) de
um hidrogénio ligado ao carbono 2' oximetinico, indicando a presenca de um
anel diidrofurano linear no esqueleto cumarinico. Observa-se ainda 2 sinais em o
1,38 (3H, s) e 1,24 (3H, s), de duas metilas geminais ligadas ao carbono 4' do

substituinte do anel furanico ligado ao esqueleto cumarinico.

TABELA 4.8 — Dados de RMN 'H da substéincia 7 e comparacdo com dados da
literatura.

Posicao RMN 'H (ppm) . RMN 'H § (ppm) literatura ®)

3 6,22 (1H, d, J=9,5 Hz) 6,14 (1H, d, J=9,5 Hz)
4 7,60 (1H, d, J=9,5 Hz) 7,56 (1H, d, J=9,5 Hz)
5 7,22 (1H, t, J=1,2 Hz) 7,16 (1H, s)
8 6,75 (1H, s) 6,76 (1H, s)
2' 4,74 (1H, dd, J=9.4 ¢ 8,4 Hz) 4,71 (1H, t, J=9,0 Hz)
3 3,22 (2H, m) 3,20 (2H, d, J=9,0 Hz)
5 1,38 (3H, s) 1,35 (3H, s)
6' 1,24 (3H, s) 1,22 (3H, s)

-OH 1,80 (1H, sl) 2,20 (1H, 9)

(a) CDCls, 400 MHz; (b) CDCl; (JIMENEZ, et al., 2000).
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O espectro de massas de 7 apresentou o pico do ion molecular com
razao m/z em 246 daltons e formula molecular C,4H40,.

A partir dos dados obtidos e da comparagdo com os valores de
deslocamento e constantes de acoplamento com dados da literatura (JIMENEZ
et. al., 2000) (TABELA 4.8), foi confirmada a estrutura da marmesina para a

substancia 7.

5 4
' 3
6 N 3
H o 2(') «
5 07 o

Marmesina
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4.2.6 - Determinacio estrutural da substancia 8

O espectro de RMN 'H da substancia 8 (Fig. 4.40), apresenta na
regido de hidrogénios aromaticos dubletos em ¢ 7,60 (1H, J=9,5 Hz) ¢ 6,27 (1H,
J=9,5 Hz), caracteristicos de hidrogénios 3 e 4 de esqueleto cumarinico. O
espectro mostra ainda dois singletos em 6 6,93 e 6,85, ambos integrando pra 1
hidrogénio, sugerindo um anel aromatico 1,2,4,5 substituido, tais singletos
foram atribuidos aos hidrogénios H-5 e H-8, respectivamente. A presenga de
apenas um sinal singleto em 6 3,96 indica a presenga de uma metoxila, o que
sugere que o outro substituinte no anel seja uma hidroxila. Desta forma, duas
estruturas podem ser propostas, a 7-hidroxi-6-metoxicumarina, comumente
conhecida como escopoletina ou o seu isdmero 6-hidroxi-7-metoxicumarina
(isoescopoletina). Os dados de RMN 'H foram coerentes com os da literatura
(PAULA et al., 1995) (TABELA 4.9)

A distingdo dos isomeros pode ser feita com base na andlise do
espectro de massas, onde a escopoletina apresenta um sinal m/z 177, cuja
abundancia relativa ¢ em torno de 60-70% (AMBROZIN, 2004), ao passo que
seu isdmero pode apresentar 0 mesmo pico, no entanto com uma intensidade nao
tao alta, em torno de 16%. Isso ocorre pelo fato de que o ion formado pela
escopoletina pode ser mais estabilizado do que o formado pela isoescopoletina
(SALLES, 1995).

O espectro de massas da substancia 8 apresentou o pico 192 m/z
como sendo do ion molecular (Fig. 4.41), coerente com a massa molecular da
estrutura proposta. Porém o reconhecimento da substancia como sendo a
escopoletina e ndo o seu isdmero, isoescopoletina foi possivel através do pico
177 m/z, o qual apresentou intensidade relativa de 62 %, caracteristico do tipo
de fragmentacdo da escopoletina, onde ¢ possivel a maior estabilizacdo desse

fragmento i6nico pelo tipo de conjugagdo dos pares eletronicos do oxigénio e
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das ligacoes m (Fig. 4.42). A partir destes dados e também da comparacdo com
os dados da literatura, foi possivel atribuir a estrutura da escopoletina para a

substancia 8.

escopoletina

TABELA 4.9 — Dados de RMN 'H para o composto 8 e dados da literatura.

Posi¢ao & H (ppm) de 8 @ & H (ppm) literatura
3 6,27 (1H, d, J=9,5 Hz) 6,26 (1H, d, J=9,3 Hz)
4 7,60 (1H, d, J=9,5 Hz) 7,58 (1H, d, J=9,3 Hz)
5 6,93 (1H, 9) 6,91 (1H, s)
8 6,85 (1H, 9) 6,84 (1H, s)
OCH; 3,96 (3H, 9) 3,94 (1H, s)

() CDCls, 200 MHz; (b) CDCls, 400 MHz (PAULA €t al., 1995).
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FIGURA 4.41 — Espectro de massas IE 70 eV, para a substancia 8.
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FIGURA 4.42 — Proposta de fragmentagdo da escopoletina e isoescopoletina
para gerar o ion fragmento m/z 177.
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4.3 — Resultados dos ensaios de inibicao da fotossintese.

As substancias isoladas das duas espécies, Rhabdodendron
amazonicum e Conchocarpus inopinatus, foram ensaiadas sobre o transporte de
elétrons, medidos da dgua ao metilviologénio, o qual foi utilizado como aceptor
de elétrons. Foram ensaiadas as subtancias de 1 a 7, a substancia 8 foi isolada
em quantidade insuficiente para a realizacdo dos ensaios. No entanto, dentre as
substancias ensaiadas, apenas o composto 7 apresentou atividade na inibi¢ao do
transporte de elétrons basal e desacoplado, sendo provavelmente um inibidor da
transducdo de energia (YOUNIS & MOHANTY, 1980) e afetou parametros de

fluorescéncia da clorofila a no fotossistema II.

e Substancias submetidas aos ensaios de inibicio do transporte de

elétrons:
CH,
A
A\
~ s
o N~ O
Dictamina

Rhabdodendronlactona
Rhabdodendron amazonicum

Blumenol C

) Conchocarpus inopinatus
Rhabdodendron amazonicum

OCH;
OCH;

Cinamato de p-sitosterila Metilarborinina
Rhabdodendron amazonicum Conchocarpus inopinatus

2-fenil-4-quinolona Marmes_ina .
Conchocarpus inopinatus Conchocarpus inopinatus
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4.3.1 — Efeito do composto 7 sobre o transporte de elétrons (Basal,
desacoplado e fosforilante).

A fotofosforilacdo ¢ acoplada com o transporte de elétrons que
ocorre na membrana dos tilacoides. Desta forma, a formacao de ATP pode ser
inibida por qualquer bloqueio no transporte de elétrons, por inibicao direta do
complexo H'-ATPase, ou por desacoplamento do processo de sintese de ATP a
partir do transporte de elétrons. O efeito do composto 7 (marmesina) sobre o
transporte nao-ciclico de elétrons, foi testado em trés diferentes condigoes,
basal, desacoplado e fosforilante.

Sob determinadas circunstancias, ¢ conhecido que pode ocorrer um
fluxo ciclico de elétrons do lado redutor do fotossistema I, isso ocorre através do
uso de um elétron da cadeia transportadora para reduzir a plastoquinona que
entdo captura protons do estroma para o lumen dos tilacoides, e depois tais
protons retornam ao estroma através do complexo ATP-sintase. Esse gradiente
de protons acoplado ao fluxo de elétrons, gera um potencial eletroquimico para
fornecer energia para a sintese de ATP. A presenca de um reagente desacoplador
como o NH,Cl, aumenta a permeabilidade de protons H na membrana dos
tilacoides, e nessas condi¢des, o fluxo linear de elétrons ocorre a altas vazoes. O
transporte de elétrons desacoplado foi inibido pelo composto 7 com um Is, de
126 uM (Fig. 4.43), e o transporte de elétrons Basal foi totalmente inibido a 150
uM com Isy de 43 uM (Fig. 4.44).

O transporte de elétrons medido da H,O a MV (metilviologénio) foi
inibido com ou sem a presenga do desacoplante cloreto de amonio NH4CI
(0,25M), porém nao inibiu na presenca do ADP e fosfato inorgéanico (P;). Esses
resultados sugerem que durante o transporte de elétrons basal e desacoplado, o
sitio de interacdo na membrana com o composto 7 esteja em uma conformagao

que permita uma maior interacdo, 0 que nao ocorreria no transporte de elétrons
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fosforilante (na presenca de ADP e P;j), onde a mudanca da conformacao do sitio
de interagdo pode estar impossibilitando uma maior interagdo com o composto 7

(MORALES, 2007).

Transporte de elétrons desacoplado

100 B Marmesina

80

60

20

% Transporte de elétrons

T T T T T T T T
0 50 100 150 200

Concentracdo (uM)

FIGURA 4.43 - Efeito do composto 7 no transporte de elétrons desacoplado da
agua ao metilviologénio em cloroplastos de espinafre. A razdo de transporte de
elétrons para o controle foi 500 pequivie h'mg Chl™.
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Transporte de elétrons basal

100 4
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FIGURA 4.44 - Efeito do composto 7 sobre o transporte de elétrons basal da
agua ao metilviologénio (MV); a razdo de transporte de elétrons para o controle
foi de 223 pequiviehmg Chl™.
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FIGURA 4.45 — Efeito do composto 7 no fluxo de elétrons fosforilante (H,O-
MYV). A razao para o transporte de elétrons para o controle foi 600 pequive hmg
Chl™.
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4.3.2 - Fluorescéncia da clorofila a

Entre as técnicas disponiveis para avaliar condi¢des de stress em
termos de fotossintese, a medida direta da fluorescéncia da clorofila-a ¢ a
analise do teste JIP sdo as melhores técnicas, combinando algumas vantagens: ¢
um método facil e rapido, de facil reprodutibilidade, praticidade para processar
os dados e reportar os resultados, os instrumentos disponiveis no mercado sdo
relativamente de baixo custo e os procedimentos de medi¢do de fluorescéncia
nao sdo muito dispendiosos (BUSSOTTI et al., 2007)

A progressao ascendente dos transientes [JIP], obtida por meio de
medidas em folhas adaptadas ao escuro, ¢ induzida pela saturacdo com luz
vermelha. Em uma escala logaritmica de tempo, o aumento dos transientes de F,
(Fluorescéncia a 50us, quando todos os centros de reagdo do fotossistema II
estdo abertos, isto €, quando o aceptor primario quinona (Q,) estd totalmente
oxidado) para Fp (onde Fp = Fy; sob saturacdo de luz, quando a intensidade de
excitagdo ¢ alta o bastante para garantir o fechamento de todos os centros de
reacao do fotossistema II, isto ¢, a total redu¢do de todos os centros de reagao)
teve um comportamento polifasico (BUSSOTTI et al., 2007) (YUSUF et al.,
2010).

Através de medidas de fluorescéncia foi analisada a acdo do
composto 7 no fotossistema II dos cloroplastos do espinafre.

Para colaborar com os dados polarograficos medidos para o
transporte de elétrons nos estados basal, desacoplado e fosforilante, diferentes
parametros da curva de transientes OJIP foram avaliados (Fig.4.46 ¢ 4.47)(Tab.
4.10):

e Sm=area/(Fm-Fo)

e N=Sm/Ss
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[ SSZVj/ Mo
[ PIABS = (RC/ABS) (\I/Po/l' Ypo )("Po/l-\Po)

Para analise comparativa dos parametros, foram utilizados dois
controles positivos: DCMU 50 uM, Tris 0,8 M, um controle negativo
(cloroplastos intactos em meio reacional), ¢ sob a a¢do do composto 7
(marmesina) sobre o fotossistema II (PSII). Com a concentragdo de 100 uM, a
arca sobre a curva de fluorescéncia normalizada entre Fy e¢ F,, que ¢
proporcional a quantidade de aceptores Qp no pool de quinonas do PSII
decresceu para 74 % e para 83 % a 400 uM em relacdo ao controle (branco).
Além disso, os parametros Sm e N (Fig. 4.47) (Tab. 4.10), que representam o
numero de vezes que a Q4 € reduzida, diminuiram.

O controle dos tilacoides mostra uma curva de fluorescéncia
polifasica com uma sequéncia OJIP (JOLY & CARPENTIER, 2007). A adigao
de 50 uM do herbicida DCMU, usado como controle positivo, inibe a
transferéncia de elétrons da Q, ao aceptor secundario do fotossistema II (Qg),
que resulta em uma reducgdo rapida do Qa, o acumulo de Q, (forma reduzida)
induz um rapido aumento do rendimento da fluorescéncia durante os primeiros
2 ms (milisegundos) de iluminagdo; isto transforma a sequéncia regular OJIP

numa curva OJ (ACHNINE et al., 1999).



98
Resultados e discussao

Quando os cloroplastos sdo tratados com Tris, o conhecido lado
doador inibidor do FSII, a forma da curva de inducdo de fluorescéncia ¢
reduzida, e isto resulta numa reducao no rendimento maximo da fluorescéncia,
nessas condi¢des, todos os niveis, J e I estdo ausentes no transiente

(STRASSER, 1997) citado por VEIGA et al., (2007).

1200

Controle

Tris 0,8 M
10004 — DCMU 50 uM
100 uM

400 uM

800

600 —

400 +

Rendimento da Fluorescéncia (relativo)

200 L-—+-—r————r————————————
0,1 1 10 100 1000

Tempo (ms)

FIGURA 4.46 - Aumento cinético da fluorescéncia sob acdo do composto 7,
DCMU 50uM, Tris 0,8 M em cloroplastos frescos e intactos isolados de
espinafre.

O modelo incluindo os transientes OJIP simula a cinética de
fluorescéncia, a emissdo de fluorescéncia passa de um nivel inicial O para um
nivel maximo P através de transientes intermediarios J e I. Segundo ZHU et al.,
(2005), célculos computacionais com variavel de integracdo numérica, de
MATLAB, e equagoes diferenciais, forneceram dados para montar experimentos
para testar hipoteses quanto ao mecanismo subjacente controlando a cinética
OJIP e emissao de fluorescéncia nesses pontos. Simulagdes com base neste
modelo mostraram que J corresponde as concentragdes maximas de Q5 Qg (Qa €
Qg sdo a primeira e segunda quinona aceptoras de elétrons do FSII,

. . , . ~ - 2.
respectivamente). A fase J-1 coincide com o maximo de concentracao de Q5 Qg
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e PQH,. Alteragdes na fotoquimica relacionada a oxidagao-reducdo do pool de
quinonas, leva a uma maior emissao de fluorescéncia em O, e conseqlientemente
diminui a propor¢ao de fluorescéncia variavel/fluorescéncia méaxima (Fv/Fm)
(ZHU, 2005). O decréscimo da fluorescéncia nas fases I ¢ P (Fig. 4.46) sob a
acao do composto 7, e a diminuigdo do parametro Fv/Fm (Tab. 4.10) sugere
que este pode afetar as reagdes fotoquimicas que ocorrem para a redugdo da PQ

a PQH,.

Frn

— Controle
DCMU

Composto 7 (100 pnM)
Composto 7 (400 nM)

Flfabs)

/ Dio/RC

ETa/RC

Kp

FIGURA 4.47 — Gréafico radar-plot mostra parametros de fluorescéncia da
clorofila a sendo afetados pela agao do composto 7 e DCMU.

O nivel F,, corresponde ao estado totalmente fechado do FSII. De
acordo com evidéncias experimentais e simulagdes tedricas, o aumento
polifasico da fluorescéncia entre Fy e F,, ¢ paralelo a progressiva reducao de
especificos intermedidrios transportadores de elétrons no FSII. A maioria dos
estudos concordam que a fase O-J corresponde a reducdo fotoquimica da

quinona (aceitador primario de elétrons) do FSII, a Qa. Vérios autores
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propuseram que as fases J-I ou I-P deve refletir a emissdo dos quenching nao-
fotoquimicos (NPQ), exercida pelas moléculas de plastoquinona oxidada (JOLY
& CARPENTIER, 2007). Baseado nessas informagdes € com a analise dos
parametros DI/RC e dv/dt, relacionados a dissipacdo de energia nao-
fotoquimica pelos centros de reagdo do PSII, onde percebe-se, conforme a figura
4.47, um aumento nesses pardmetros indicando uma maior emissdo de energia
nao-fotoquimica, pode-se dizer sobre a possibilidade da a¢do do composto 7 no
no pool de quinonas, porém antes do citocromo bgf, ja& que ndo apresentou o
rapido aumento da fluorescéncia a 300 ms, como o Tris (Fig. 4.48) que seria
observado se o composto atuasse no lado doador (OEC) do fotossistema II. A
emissdo de energia ndo-fotoquimica pode ocorrer quando hd um acumulo de
transportadores de elétrons na forma reduzida, o que ocorre devido a algum
bloqueio no transporte de elétrons, a energia que seria utilizada para o transporte
de elétrons ¢ entdo dissipada na forma de calor ou fluorescéncia como forma de
protecdo para evitar o colapso energético na membrana dos cloroplastos, o que
pode ocorrer pela formagao de radicais livres e peroxidos.

Observa-se ainda na figura 4.47, um acentuado decréscimo no valor
de Plaps) sob a a¢do do composto 7, o que significa uma supressdo no
desempenho fotossintético, que estd relacionado com a quantidade de absorcao
por centro de reacdo ativo no PSII. O valor de K, expressa a constante de
emissdo de energia nao fotoquimica, relacionada a dissipacdo de energia sob a
forma de calor (uma forma de defesa da planta para evitar o colapso dos
cloroplastos), ocorre também um leve aumento nessa constante a0 mesmo tempo
em que a taxa para reacoes fotoquimicas (K,) diminui (Fig. 4.45). A variacao
desses valores kn e kp revela a agdo do composto 7, agindo no FSII diminuindo
a ocorréncia de reacoes fotoquimicas de oxido-reducdo que movem o processo
fotossintético. O parametro Fy; ¢ a fluorescéncia maxima, quando praticamente

todos os centros de reagdao do fotossistema II estdo totalmente fechados, € o pool
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de quinonas totalmente reduzidos (KING-DIAZ et al., 2010). Observa-se
conforme a tabela 4.10 e figura 4.46, que o composto 7 faz com que a
fluorescéncia maxima seja atingida mais rapidamente. O alto valor de V;
(fluorescéncia relativa a 2ms na fase J) para o DCMU indica a acdo desse
composto no sitio de transporte de elétrons entre Qa € Qp, 0 que provoca a
reducdo de Q4 a Qa". Esse valor ¢ mais um indicativo de que o composto 7 atua
no pool de quinonas, uma vez que semelhantemente ao DCMU provoca um leve
aumento da fluorescéncia variavel na fase J (Vj) (Fig. 4.48), isto ndo sifnifica
que ele atua também entre Qs e Qg mas sim que pode estar impedindo a
reoxida¢ao da PQ, causando um acumulo de Q,, Qg e PQH,. O pardmetro
ETy/RC indica a taxa transporte de elétrons apds a feofitina por RC ativo, o qual
diminui frente ao DCMU e sob a agdo do composto 7 a 100 uM, mas nao tanto
para 400 uM, o que indica que hd uma concentracao ideal para a inibicao da

fotossintese para o composto 7.
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FIGURA 4.48 — Curva de transientes OJIP normalizada entre Fo ¢ Fm mostra
leve aumento da fluorescéncia Vj do composto 7 em relacao ao controle a 2ms.

TABELA 4.10 — Parametros de fluorescéncia OJIP sob a acdo do composto 7,

DCMU e Tris.
Composto | Fsous | F3o0us| Foms | Fm | Fv/Fy area | N Sm
Controle 302 400 573 11082 0,739 |27494| 51,0 35
Tris 310 417 | 431 | 447 | 0,369 29 0,7
DCMU 308 446 797 11023 | 0,724 | 2892 5
7 (100pnM) 304 401 583 |1003| 0,719 |20456| 40 29
7 301 394 559 | 975 | 0,711 |22976| 49 34
400nM)

Observando a tabela 4.10, pode-se notar uma diminui¢do nos

parametros area e Sy, que refletem o grau de reducdo de Q, através da érea

normalizada sobre a curva de transientes OJIP (VEIGA, 2008). Além disso, o N
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(indicador do numero de vezes que a Qa € reduzida) também diminui com a
acao do composto 7. Estes dados reforcam a proposta de acdo do composto 7 no
pool das quinonas, porém para confirmar o mecanismo de acdo desse composto
na inibicdo da fotossintese, seria necessario realizar outras reacdes parciais
utilizando doadores e aceptores artificiais que agem em diferentes regides dos
quatro complexos fotossintéticos principais (PSII, PSI, Citocromo b¢f e ATP-
sintase). Como o composto 7 foi isolado em pouca quantidade, ndo foi possivel

a realizagdo dos demais ensaios de reacoes parciais.
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5 - CONCLUSOES

O estudo fitoquimico do extrato etanolico da Rhabdodendron
amazonicum levou ao isolamento de um esterdide esterificado com o acido
cindmico, o cinamato de sitosterila (substancia 3), dois compostos da classe dos
sesquiterpenos iononas, blumenol C, e a rhabdodendronlactona (inédita). Um
outro composto nor-ionona foi identificado via a anélise CG-EM, selecionando
no cromatograma o pico correspondente ao ion m/z 208, o qual foi
identificado como 1,5,5-trimetil-6B-hidroxi-6-but-2-enil-ciclohex-1-eno-3-ona.
A 1identificacdo deste composto reforca a proposta de biogénese para a
rhabdodendronlactona a partir do blumenol C. Ainda nao ha relatos na literatura
sobre o isolamento, ou até mesmo identificacdo desses 4 compostos na familia
Rhabdodendraceae, e a rhabdodenronlactona foi isolada e identificada pela
primeira vez neste trabalho, uma vez que nao ha relatos na literatura para esta
estrutura, nem sobre isolamento da mesma como produto natural nem como
produto de sintese.

Infelizmente os compostos isolados nao permitem inferir sobre a
classificagdo do género Rhabdodendron. Um derivado de sesquiterpeno, nor-
ionona, o acido (7E,3R*,55* 6R*)-3,6-diidroxi-10-normegastigm-7-en-9-oic, ja
foi isolado de Glycosmis arborea (RUTACEAE) (CHAKRAVARTY). Contudo,
a informa¢ao de uma Unica co-ocorréncia de tipos estruturais, € pouco relevante
para inferéncias quimiossistematicas.

O estudo fitoquimico do extrato metandlico do caule da
Conchocarpus inopinatus levou ao isolamento de 3 alcaldides, sendo 1
acridonico (metilarborinina), 1 quinolonico (2-fenil-4-quinolona) e 1
furoquinolinico (dictamina); e duas cumarinas: a marmesina € a escopoletina.

Todas as substancias foram submetidas aos ensaios de inibicdo do

transporte de elétrons basal, desacoplado e fosforilante. Mas somente o
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composto 7 (marmesina) apresentou atividade de inibicdo no transporte de
elétrons basal e desacoplado, podendo agir como inibidor da transducdo de
energia. O fato de ndo ter inibido o transporte de elétrons fosforilante, sugere
possiveis mudancas na conformagdo do sitio de interacdo do composto 7 no
sistema fotossintético, na presenca de ADP e fosfato inorganico (P1). Através de
medidas de fluorescéncia da clorofila a, analisando os parametros relacionados
aos transientes OJIP, foi possivel notar a mudanga daqueles relacionados as
reacdes de oxido-redugao da Q, (N, Sy, area) sofreram decréscimo em relacao
ao controle (branco), indicando que o composto 7 evitou a reoxidacdo da
aceptora primaria do fotossistema II (Q,) para receber mais elétrons. Além
disso, os parametros relacionados a emissao de energia nao-fotoquimica (Di,/RC
e Kn) pelo PSII foram aumentados com a ag¢do de 7. A emissdao de energia nao-
fotoquimica ¢ uma das maneiras que a planta tem para evitar o excesso de
energia que ¢ prejudicial as organelas dos cloroplastos. Observou-se ainda
decréscimos dos valores de fluorescéncia nas fases J-I e I-P, os quais, segundo
JOLY (2005), podem estar relacionados as interferéncias nas reacoes de
oxidacdo-reducdao da PQ. Analisando todos estes parametros, pode-se sugerir a
acdo do composto 7 no pool de quinonas, impedindo o transporte de elétrons a
partir desta regido, entre a proteina DI e o complexo bgf. Entretanto, para
comprovar o mecanismo de acao sugerido através dos testes de fluorescéncia da
clorofila a, ¢ necessaria a realizagdo de outras reacdes parciais utilizando
doadores e aceptores de elétrons em cada parte do fotossistema, o que ndo foi
possivel devido a massa do composto isolado ser insuficiente para a realizagao
dos demais ensaios.

Pretende-se porém, apds o término deste trabalho, isolar mais desse
composto ativo (marmesina) a fim de conhecer o seu mecanismo de inibi¢do do

transporte de elétrons basal e desacoplado.
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