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Resumo

ESTUDO FITOQUIMICO DE PLANTAS DAS FAMILIAS RUTACEAE E
MELIACEAE VISANDO O ISOLAMENTO DE SUBSTANCIAS
PROTOTIPOS PARA O DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS
ANTICHAGASICOS E ANTILEISHMANIOSES - Esse trabalho envolveu o
estudo fitoquimico de Almeidea coerulea, A. rubra, Conchocarpus
heterophyllus, Galipea carinata (Rutaceae) e Trichilia ramalhoi (Meliaceae),
biomonitorado através de trés modelos biologicos: enzimas GAPDH de 7. cruzi
e APRT de L. tarentolae; e ensaios in vitro nas formas tripomastigotas de 7.
cruzi. Os testes biologicos de extratos e fracdes mostraram que as plantas
selecionadas sdo promissoras na procura de compostos antiparasitarios. O estudo
quimico das fracdes (ou extratos) ativas permitiu o isolamento de 30
substancias, sendo 6 inéditas: sesquiterpeno eudesmano, piranoflavonas,
alcaldide tetraidrofuroquinolinico, alcaléide indolopiridoquinazolinico, derivado
do acido antranilico e 1,5-difenil-1-pentanona; e 24 ja descritas na literatura: [3-
sitosterol e estigmasterol, sitostenona, benzoato de [-sitosterila, lupeol,
lupenona, flavona, 7-metoxiflavona, 5-hidroxiflavona, dictamina, kokusagina,
esquimianina, o-fagarina, isokokusagina, isoesquimianina, isodutaduprina,
haplotusina, alcaldéide 2-fenil-1-metil-4-quinolona, arborinina, escoparona,
escopoletina, marmesina, paprazina, N-trans-feruloitiramina e 4cido siringico.
Dentre essas substancias, os alcalodides furoquinolonicos isokokusagina e
1soesquimianina mostraram ser inibidores potentes da enzima APRT; a cumarina
marmesina ocasionou uma inibicao consideravel da atividade da enzima
GAPDH; e os alcaldides haplotusina e 2-fenil-1-metil-4-quinolona, e o
triterpeno lupeol apresentaram atividades tripanocidas significativas. Os
resultados biologicos indicaram a necessidade de um estudo sistematico
posterior das classes dos compostos ativos, para a determinacdo da relagdo

estrutura-atividade e, desta forma, de substancias mais ativas, que possam ser
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utilizadas como prototipos no desenvolvimento de novos quimioprofilaticos e/ou

quimioterapicos para a doenga de Chagas e leishmanioses.



Abstract

PHYTOCHEMICAL INVESTIGATION OF PLANTS FROM RUTACEAE
AND MELIACEAE FAMILIES AIMING FOR THE ISOLATION OF TARGET
SUBSTANCES TO THE DEVELOPING OF NEW ANTICHAGASIC AND
ANTILEISHMANIASIS DRUGS - This work involved the bioassay-guided
study of Almeidea coerulea, A. rubra, Conchocarpus heterophyllus, Galipea
carinata (Rutaceae), and Trichilia ramalhoi (Meliaceae). The bioassays were
carried out with 7. cruzi GAPDH and L. tarentolae APRT enzymes, and
trypomastigote forms of 7. cruzi as model assays. The results obtained with
extracts and fractions showed that selected plants are promising source for the
search of antiprotozoal compounds. Chemical investigation of active fractions (or
extracts) allowed the isolation of 30 substances. Among them, 6 are described for
the first time: an eudesmane sesquiterpene, pyranoflavones, a
tetrahydrofuroquinoline alkaloid, an indolopyridoquinazoline alkaloid, an
anthranilic acid derivative, and 1,5-diphenyl-1-pentanone; and 24 substances have
already been described in the literature: B-sitosterol and stigmasterol, sitostenone,
B-sitosteryl benzoate, lupeol, lupenone, flavone, 7-methoxyflavone, 5-
hydroxyflavone, dictamine, kokusagine, skimmianine, o-fagarine, isokokusagine,
isoskimmianine, isodutaduprine, haplotusine, 1-methyl-2-phenyl-4-quinolone,
arborinine,  scoparone,  scopoletin, marmesine, paprazine,  N-trans-
feruloyltyramine, and siringic acid. Among these substances, furoquinolone
alkaloids isokokusagine and isoskimmianine were actives on the inhibition of
APRT enzyme; marmesine was active on GAPDH enzyme; and haplotusine and
the 1-methyl-2-phenyl-4-quinolone alkaloid showed significant trypanocidal
activities. The biological results showed that a systematic investigation of active
chemical classes 1s needed for determination of structure-activity relationship and
obtaining more active substances, that could be used as targets for the

development of new antichagasic and antileishmaniasis drugs.
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Simbolos
¢ = didmetro
h = altura
0= deslocamento quimico em partes por milhdo
J = constante de acoplamento

m/z = relagdo massa/carga

Abreviacdes

APRT = enzima adenina fosforribosiltransferase

CCDA = cromatografia em camada delgada analitica

CCDP = cromatografia em camada delgada preparativa

COSY = correlated spectroscopy

CG-EM = cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
DEPT = distortionless enhancement by polarization transfer

DMSO = dimetilsulféxido

ES = electrospray

gGAPDH = enzima glicossomal gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
HMBC = heteronuclear multiple quantum correlation
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NOESY = nuclear overhauser effect spectroscopy
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Introducdo

1. Introducio

1.1. Doencas tropicais

As doengas tropicais tais como malaria, leishmaniose ¢ doenga de Chagas
afetam 3 bilhdes de pessoas em todo o mundo (TABELA 1.1.). A grande
maioria dessas pessoas reside em paises em desenvolvimento, sobrevivendo com

USS$ 2,00 ou menos por dia (GELB e HOL, 2002).

TABELA 1.1. Aspectos das principais doengas tropicais (GELB ¢ HOL, 2002).

doenca parasita inseto vetor regiao nimero numero de
causador afetada de casos  mortes
estimados estimadas
por ano
malaria Plasmodium ~ mosquito tropicos 300 > 1 milhao
falciparum e  Anopheles milhdes
P. vivax /ano
doengado Trypanosoma mosca tsé-tsé Africa 300.000  66.000
sOno brucei (Glossina
spp)
leishmaniose Leishmania flebotomineos tropicos e 1,5-2 57.000
(cutanea, spp. subtroépicos milhdes
mucocutanea
e visceral)
doenca de T. cruzi triatomineos ~ América 16-18 50.000
Chagas Latina milhdes

As estatisticas relativas a essas doencgas sdo alarmantes. A malaria mata
duas pessoas, geralmente criancas, por minuto. A doenca de Chagas afeta
milhdes de individuos na América Latina, ocasionando a morte de 20-30 % dos
infectados. J4, a leishmaniose visceral, a forma mais grave da doenga, ¢
endémica em dois estados da India (GELB e HOL, 2002).

Essas doengas constituem um grave problema de saude publica, devido as

severas manifestagdes que ocasionam, a ampla distribui¢ao geografica, e por nao
1
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possuirem tratamento eficaz seguro. Além disso, apesar dos avancos no
entendimento dos eventos imunes que ocorrem em resposta a essas doengas, nao
se espera em um curto periodo de tempo, o desenvolvimento de vacinas
(DENISE et al., 1999).

A sociedade cientifica tem se empenhado bastante para encontrar métodos
mais seguros e eficientes para o controle dessas enfermidades. Atualmente, o
sequenciamento dos genomas dos agentes etiologicos dessas doencgas traz
esperanca para o desenvolvimento de uma nova forma de controle. O genoma
funcional ¢ essencial para a identificacdo de proteinas alvo para o genoma
estrutural e para o desenvolvimento de farmacos.

A pesquisa de novos farmacos € extremamente necessaria e pode ser
realizada por diferentes abordagens. Estima-se que 20-30 novos farmacos serdo
necessarios para o controle prolongado das doencas tropicais (GELB ¢ HOL,
2002).

Desta forma, devido a necessidade eminente de novos farmacos, neste
trabalho se propds procurar em plantas compostos prototipos para o
desenvolvimento de novos farmacos antichagasicos e antileishmanioses,
utilizando-se para isso trés modelos bioldgicos: ensaios in vitro nas formas
tripomastigotas do 7. cruzi, ensaios bioquimicos sobre a enzima gGAPDH
(gliceradeido-3-fosfato desidrogenase) de 7. cruzi, e ensaios sobre a enzima

APRT (adenina fosforribosiltransferase) de L. tarentolae.

1.1.1. Doenc¢a de Chagas

A doenga de Chagas ¢ uma infec¢do generalizada, de natureza endémica,
causada por um protozodrio, o Trypanosoma cruzi, ¢ transmitida originalmente

ao homem através de triatomineos (VERONESI, 1991).
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1.1.1.1. Agente etiologico: 7. cruzi

O nparasita 7. cruzi (FIGURA 1.1) é um protozoario da classe
Mastigophora, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Durante seu
ciclo de wvida, apresenta-se sob as formas flageladas (epimastigota e
tripomastigota) e aflagelada (amastigota). No homem e nos demais vertebrados
(tatus, macacos, gambds, etc), o tripomastigoto tem por habitat o meio
circulante, ¢ o amastigoto, os tecidos. No triatomineo, além das formas
amastigotas e tripomastigotas, observa-se a forma de transi¢do epimastigota
(VERONESI, 1991). Considera-se que os epimastigotos sdo formas que se
dividem nos invertebrados, que os amastigotos se dividem nos vertebrados,
enquanto que, os tripomastigotos sdo as formas infectantes, que nao se

multiplicam.

FIGURA 1.1. Formas tripomastigotas do 7. cruzi (FIOCRUZ, 2004).

1.1.1.2. Transmissor: Triatoma infestans (VERONESI, 1991)

Os triatomineos sdo insetos da ordem Hemiptera, familia Reduviiidae,
subfamilia Triatominae, vulgarmente conhecidos como “barbeiros” ou
“chupancgas™. Ja foram descritas cerca de 110 espécies de triatomineos, sendo
que em cada regido prevalece uma espécie. Na América do Sul, as de maior
importancia epidemiologica sdo Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e

3
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Panstrongylus megistus, sendo que o primeiro ¢ o principal transmissor no
Brasil.

Eles sdo relativamente grandes, geralmente, pretos ou acinzentados, com
manchas vermelhas, amarelas ou alaranjadas ao redor de seu abdome (FIGURA
1.2), e podem ser silvestres, peridomiciliares ou domiciliares.

Os triatomineos s3o insetos de hematofagismo obrigatorio, pois
necessitam de sangue para o desenvolvimento de seu ciclo evolutivo, e de

habitos noturnos, sendo aversos a luz.

Triatoma infestons

TR & A R

FIGURA 1.2. Triatomineo Triatoma infestans (BIOMANIA, 2004).

1.1.1.3. Formas de transmissao e fases da doenca

Até a metade da década de 90, a principal forma de transmissdao da doenga
de Chagas era através da picada do triatomineo. Entretanto, através de varias
medidas profilaticas de combate ao inseto, a transfusao de sangue passou a ser a
principal causa do surgimento de novos casos dessa enfermidade (RAMIREZ et
al., 1995). Outras formas menos comuns sdo a transmissdao congénita, pelo leite
materno, por acidentes em laboratorios, por transplantes de 6rgdos e por via
digestiva (através da contaminacdo de alimentos ou utensilios domésticos com
fezes de triatomineos infectados). (VERONESI, 1991).

Uma vez infectado, o individuo pode passar por duas fases da doenga:
aguda e cronica. A fase aguda ¢ definida como o estagio da doenca no qual o

parasita 7. cruzi ¢ facilmente detectado pelo exame direto do sangue periférico
4
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(LUQUETTI, 1997). Ela caracteriza-se pelo aparecimento de manifestagdes de
intensidades variaveis, apés um periodo de incubagdo de 8 a 10 dias. Além da
infeccdo local, ocorrem sintomas gerais, como febre, mal estar e cefaléia.
Alguns 6rgdos, como coracao, figado e bago, apresentam aumento de volume.
Com a regressao das manifestacdes da fase aguda (geralmente em 2 meses), o
paciente entra em um estado de cura aparente, podendo permanecer
assintomatico durante longo periodo. Apo6s 10 ou 20 anos, podem aparecer os
sintomas caracteristicos da fase cronica, principalmente de problemas

relacionados ao coracdo e ao sistema digestivo (VERONESI, 1991).

1.1.1.4. Tratamento

O tratamento da doenca de Chagas ¢ feito de forma sintomdtica (para
atenuac¢ao dos sintomas) e através de terapéutica especifica (contra o parasita).

Desde o final da década de 60 e inicio dos anos 70, dois farmacos tém
sido usados para o tratamento especifico dessa doenga: o nifurtimox e

benzonidazol (FIGURA 1.3).

K\S()z OzNJ
S K( v@
0O,-N 0 =

nifurtimox benzonidazol

FIGURA 1.3. Estruturas quimicas do nifurtimox e do benzonidazol.

O nifurtimox (Lampit®) ¢ um derivado 5-nitrofurfurilideno, que desde os
anos 80 nao ¢ mais comercializado no Brasil. O modo de acdao desse farmaco

envolve a formacao do radical nitrodnion por nitroredutases, que, na presencga de
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oxigénio, levam a intermedidrios reativos. Como o 7. cruzi ¢ deficiente em
mecanismos de detoxificacdo de radicais livres, ele fica suscetivel a tais
intermediarios (DO CAMPO e MORENO, 1986).

O benzonidazol (Rochagan®) ¢ um derivado 2-nitroimidazoélico, cujo
modo de acdo pode envolver a ligagdo covalente (ou outras interagdes) dos
intermedidrios nitroreduzidos com os componentes do parasita (POLAK e
RICHLE, 1978) ou ao DNA, lipideos e proteinas (DE TORANZO et al., 1988).

A eficiéncia desses farmacos depende do estagio da doenga, do periodo de
tratamento, da dosagem, da idade e da regido geografica em que residem os
pacientes (COURA e DE CASTRO, 2002). Em geral, o periodo de tratamento ¢
de 30 a 60 dias, com 2 ou 3 doses diarias do medicamento, e requer internagao
do paciente.

Esses medicamentos parecem ser eficientes apenas nas fases aguda ou
cronica recente da doenga (menos que 10 anos de contaminagdo), com taxa de
cura soroldgica e parasitologica de até¢ 60 %, sendo contra-indicados na fase
cronica (LUQUETTI, 1997). Quando utilizados na fase cronica, a defini¢do de
cura ¢ bastante dificil, pois se observa geralmente parasitemia negativa e a
persisténcia de resultados positivos de sorologia.

Além disso, possuem graves efeitos colaterais. O nifurtimox afeta
principalmente o sistema digestivo, podendo causar niuseas, vOmito, coélicas
intestinais e diarréia, ¢ o benzonidazol causa manifestacOes cutdneas
(LUQUETTI, 1997).

Os fatos anteriores evidenciam a necessidade do desenvolvimento de
novos agentes quimioterapicos especificos para a doenga de Chagas. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) postula que o farmaco ideal para o
tratamento dessa doenca deva preencher os seguintes requisitos: cura
parasitologica dos casos agudos e cronicos; baixo custo; ndo apresentar efeitos

colaterais ou teratogénicos; ndo deve haver necessidade de hospitalizagao para o
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tratamento; ndo induzir resisténcia no protozoario (COURA e DE CASTRO,

2002).

1.1.1.5. Enzima gGAPDH de T. cruzi

O desenvolvimento de quimioterapicos antiparasitarios pode ser feito de
diversas formas: a partir do screening de bibliotecas de compostos naturais ou
sintéticos, que possuam similaridade estrutural com uma substancia ativa;
através de ensaios com farmacos utilizados para outras doencas; ou, pela
determinac¢do de um “alvo” especifico, que faga parte de uma etapa essencial no
metabolismo do parasita (COURA e DE CASTRO, 2002).

Avancos recentes no estudo da bioquimica do 7. cruzi permitiram a
identificacdo de novos “alvos”, que incluem: a biossintese dos esterdides; e
enzimas, tais como, tripanotiona redutase, cisteina protease, hipoxantina-
guanina fosforibosiltransferase, DNA topoisomerases, diidrofolato redutase,
farnesilpirofosfato sintase e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (DO
CAMPO, 2001; RODRIGUEZ, 2001).

A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) faz parte da
via glicolitica do protozoario (FIGURA 1.4), realizando a fosforilagdao oxidativa
do gliceraldeido-3-fosfato (G3P) a 1,3-difosfoglicerato, em presenga do cofator
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") e de fosfato inorganico.

Essa enzima ¢ considerada um “alvo” promissor na busca de novos
compostos antichagésicos, pois as formas tripomastigotas do 7. cruzi sdo
exclusivamente dependentes da via glicolitica para obten¢ao de energia, ja que
nessas formas nado existem citocromos ¢ a mitocondria ¢ muito reduzida,
suprimindo a cadeia respiratoria (CLARKSON e BROHN, 1976). Considera-se
que inibidores que diminuam significativamente o “fluxo” glicolitico irdo matar
o parasita. Em simulagdes computacionais e estudos experimentais da glicolise

nas formas tripomastigotas de 7. brucei observou-se a diminuicdo do fluxo
7
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glicolitico com a inibicao de determinada(s) enzima(s) glicolitica(s), dentre elas
a GAPDH (BAKKER et al., 2000).

Além deste fato, as estruturas tridimensionais da GAPDH humana e da
glicossomal do 7. cruzi apresentaram diferengas em residuos dos seus “sitios”
ativos (Asp”"' para T. cruzi e Leu' para GAPDH humana). Isto significa que

elas serdo distintamente seletivas aos potenciais inibidores (SOUZA et al.,
1998).

!

D-glicose
™) G
Gosor

D-glicose-6-fosfato

D-frutose-6-fostato

ATP
l G

ADP

D-frutose-1,6-difosfato

TIM
—p diidréxidoacetona fosfato p D-gliceraldeido-3-fosfato
NADH NAD+ P <
&
NAD+ NADH
< L-glicerol-3-fosfato D-1,3-difosfoglicerato
ADP ADP
| G Cosre
glicerol Glicossomo D-3-fosfoglicerato —1—»
Citosol

FIGURA 1.4. Metabolismo da glicolise e do glicerol em glicossomos.

* 0s compostos permeaveis & membrana sdo mostrados com setas.

** HK = hexoquinase; PGI = fosfoglucose isomerase; PFK = 6-fosfofrutoquinase; ALDO = frutose bifosfato
aldolase; GDH = glicerol 3-fosfato desidrogenase; GK = glicerol quinase; TIM = triose fosfato isomerase;
GAPDH, gliceraldeido 3- fosfato desidrogenase; PGK = 3-fosfoglicerato quinase.
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1.1.2. Leishmanioses

A leishmaniose ¢ uma enfermidade infecciosa generalizada, cronica,

causada por protozoarios do género Leishmania e transmitida ao homem por

insetos flebétomos (NEVES, 1991).

1.1.2.1. Agente etiologico: Leishmania

Os membros do género Leishmania pertencem a ordem Kinetoplastida,

familia Trypanosomatidae e sdo classificados em diferentes “complexos”, como

descreve a FIGURA 1.5 (CHAN-BACAB e PENA-RODRIGUEZ, 2001).

ESPECIES
COMPLEXOS —
L. donovani
GENERO SUBGENERO W L. chagasi
L. infantum
R " L. archibaldi
L : r L. tropi
ETannat ’* Leishmania —| L. tropica - L I k:;:‘f;;f
Herpeptomonas .
L. major L. major
Blastocrithidia
L. aethiopica
Familia —  Leishmania - L. mexicana
Trypanosomatidae ; L. amazonensis
Sauroleishmania L L masioans — L. garhani
L. pifanoi
Trypanosoma — L. venezuelensis
L. lainsoni —
Phytomonas
N . L. braziliensis
L Endotrypanum Viannia L braziliensis — | perwviana
| L. guyanensis —r L. guyanensis
L. panamensis

FIGURA 1.5. Classificagado taxonoOmica de Leishmanias encontradas em

mamiferos (CHAN-BACAB e PENA-RODRIGUEZ, 2001).
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Durante seu ciclo bioldgico, os parasitas do género Leishmania existem
em duas formas: promastigota e amastigota (FIGURA 1.6). A forma
promastigota ¢ flagelada e extracelular e infecta seres humanos e outros
vertebrados, vivendo também no trato digestivo do inseto vetor. A forma
amastigota ¢ destituida de movimento e localiza-se nos macrofagos dos
hospedeiros. Ambas formas possuem a propriedade de se dividir (CHAN-

BACAB e PENA-RODRIGUEZ, 2001; VERONESI, 1991).

FIGURA 1.6. Formas promastigotas de L. chagasi e amastigotas de L.
amazonensis (Pesquisa FAPESP, 2003).

1.1.2.2. Transmissor: Lutzomyia

A leishmaniose ¢ adquirida devido a agdo hematofaga de insetos fémeas
pertencentes a familia Psychodidae, conhecidos pelo nome genérico de
flebétomos. No “Novo Mundo”, eles estdo representados pelo género
Lutzomyia, e sdo vulgarmente conhecidos por “birigui” ou “mosquito-palha”; e
no “Velho Mundo” por insetos do género Phlebotomus (CHAN-BACAB e
PENA-RODRIGUEZ, 2001; NEVES, 1991).
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FIGURA 1.7. Mosquito-palha (Pesquisa FAPESP, 2003).

1.1.2.3. Transmissiao e manifestacoes clinicas da doenca

A principal forma de transmissao da leishmaniose ¢ através da picada do
inseto flebétomo, mas existem outros meios que, apesar de serem raros € sem
importancia epidemioldgica, podem ocorrer, dentre eles: transmissao congénita,
transfusdo de sangue e acidentes em laboratério (NEVES, 1991).

Uma vez infectado com o parasita Leishmania spp o individuo pode
apresentar uma das manifestagdes clinicas da doenga. Essas manifestacdes sao
usadas pela Organizagdo Mundial de Saiude (OMS) para classificar as
leishmanioses em quatro formas distintas: visceral, mucocutanea, cutanea difusa
ou disseminada e cutanea.

A leishmaniose visceral ¢ a forma mais grave da doenga, sendo fatal na
maioria dos casos. As demais leishmanioses geralmente ndo sdo fatais, mas
causam a desfiguragdo dos individuos, além de, se nao tratadas, poderem evoluir
para a forma mais grave da doenca (GARNIER e CROFT, 2002).

A cada forma clinica da doenca esta associada uma espécie do parasita:
Leishmanias do complexo donovani causam a leishmaniose visceral; do
complexo tropica induzem a lesdo cutanea no “Velho Mundo”; e do complexo
mexicana ocasionam as leishmanioses cutdnea e cutanea difusa em paises da
América Latina (FIGURA 1.5) (CHAN-BACAB ¢ PENA-RODRIGUEZ, 2001).
No Brasil, a leishmaniose cutdnea ¢ causada por L. amazonensis; a forma

mucocutanea por L. braziliensis; e a visceral por L. chagasi.
11
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1.1.2.4. Tratamento

Ha 50 anos a quimioterapia das leishmanioses baseia-se na utilizacdo de
antimoniais, principalmente do estilbogliconato de sodio (Pentosam®) e do
antimoniato de meglumina (Glucantime®).

Esses antimoniais agem através da interferéncia nos processos
bioenergéticos das formas amastigotas. Eles ligam-se e inibem diferentes
proteinas do parasita, particularmente enzimas envolvidas na glicolise e na
oxidag¢dao de acidos graxos, resultando na redugdo da geracdo de ATP ¢ GTP
(BERMAN, 1988).

As formulagdes destes farmacos contém vdrias estruturas moleculares
“ndo caracterizadas”. O Pentosam® contém muitos complexos de antimdnio
com derivados de carboidratos, formados a partir do acido glucdnico. J& o
Glucantime® ¢ constituido por derivados da N-metilglucamina (CHAN-
BACAB e PENA-RODRIGUEZ, 2001).

Diversos problemas estdo associados a utilizagao destes medicamentos na
quimioterapia antileishmanioses. Eles causam efeitos colaterais graves, que
incluem problemas gastrointestinais, cardiotoxicidade e insuficiéncia renal e
hepatica, além de serem caros e requererem administracdo parenteral em
tratamentos prolongados (CHAN-BACAB e PENA-RODRIGUEZ, 2001).
Entretanto, pelo menos um dos incovenientes associado ao uso dos antimoniais
podera ser solucionado por pesquisadores brasileiros: a administragao parenteral
poderda em curto periodo de tempo ser substituida por formulagdes orais
contendo os antimoniais associados com ciclodextrina (Pesquisa FAPESP,
2004).

Uma das alternativas na quimioterapia da leishmaniose ¢ a utilizacdo do
antibiotico antifungico anfotetericina B (FIGURA 1.8), que age ligando-se ao

ergosterol na membrana do parasita, aumentando a permeabilidade de pequenas
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moléculas. Existem varias formulagdes desta substincia, que foram
desenvolvidas com o objetivo de aumentar a sua biodisponibilidade e reduzir a
sua toxicidade (Ambisome®, Ambicel® e Anfocil®). Entretanto, alteragdes das
funcdes renais ainda sdo observadas em 80 % dos individuos tratados (CHAN-
BACAB e PENA-RODRIGUEZ, 2001).

Outro antibiotico utilizado ¢ a aminosidina (FIGURA 1.8) também
conhecida como paromomicina ou monomicina, mas também requer
administrac¢do parenteral, tem alto custo e origina varios efeitos colaterais.

Mais recentemente, o alquilfosfolipideo miltefosina (FIGURA 1.8), que
foi originalmente desenvolvido como um agente anticancer (UNGER et al.,
1989), passou pela fase III dos testes clinicos e foi registrado em margo de 2002
para o tratamento de leishmaniose visceral na india (GELB e HOL, 2002).

O modo de agdo desse farmaco ainda ¢ desconhecido, mas sugere-se que
ele interfira na remodelagem éter-lipidio do parasita (KAMINSKY, 2002).

A possibilidade de administragdo oral ¢ a grande vantagem da utilizagao
desse medicamento na terapéutica das leishmanioses, além de ter sido 95 %
eficaz no tratamento de pacientes com leishmaniose visceral na India.
Entretanto, este farmaco, quando utilizado na dose recomendada, ocasiona
alguns efeitos colaterais graves (incluindo distarbios gastrointestinais e
teratogenicidade) em 60 % dos pacientes (KAMINSKY, 2002).

Apesar de ter havido nos ultimos anos um grande avango no controle das
leishmanioses, ainda ¢ necessaria a pesquisa de novos compostos que

apresentem efeitos colaterais menos graves € sejam mais eficientes.
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anfotericina B paramomicina

miltefosina

FIGURA 1.8. Estruturas quimicas da anfotericina B, da paramomicina e da

miltefosina.

1.1.2.5. Enzima APRT de Leishmania

Uma abordagem atual no descobrimento de novos farmacos
antiparasitarios inicia-se pela identificagdo de um “alvo” molecular do patdgeno,
que seja essencial as suas funcdes vitais. Portanto, a inibigdo desse “alvo”
poderia ser prejudicial a sobrevivéncia do parasita (CRAIG III e EAKIN, 1997).

As enzimas envolvidas na via de recupera¢do de purino-nucleotideos em
Leishmanina, conhecidas genericamente como PRTases (fosforribosil-
transferases) (FIGURA 1.9), sdao “alvos” metabolicos promissores para o
desenvolvimento de novos compostos anti-Leishmania, pois através delas o
parasita utiliza bases purinicas pré-formadas pelo hospedeiro mamifero, e
sintetiza os nucleotideos, que sdo essenciais para a formagdo de RNA (acido

ribonucléico) e DNA (acido desoxirribonucléico).
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FIGURA 1.9. Via de recuperacio de purino-nucleotideos em Leishmania.

(SILVA, 2001).

* AAH = adenina dearminase; ADP = difosfato de adenosina; ADSL = adenilsuccinato liase; ADSS =
adenilsuccinato sintetase; AMD = adenosina monofosfato deaminase; AMP = monofosfato de adenosina; APRT
= adenina fosforribosiltransferase; ATP = trifosfato de adenosina; GDP = difosfato de guanosina; GMP =
monofosfato de guanosina; GMR = guanosina monofosfato redutase; GMS = guanosina monofosfato sintetase;
GTP = trifosfato de guanosina; HGPRT = hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase; IMDh = inosina
monofasto desidrogenase; IMP = monofosfato de inosina; PPi = pirofosfato; PRPP = 5-fosforribosil-1-
pirofosfato; XMP = monofostato de xantosina; XPRT = xantina fosforribosiltransferase.

Estudos metabdlicos de muitos parasitas mostram que eles ndo possuem
enzimas necessarias a sintese de novo de purino-nucleotideos e, entdo, eles sao
“for¢ados” a recuperar de seus hospedeiros as purinas necessarias para o
metabolismo celular (CRAIG III e EAKIN, 1997).

Uma das PRTases ¢ a adenina-fosforribosil-transferase (APRT), que
catalisa a reacdo nucleofilica entre a base purinica adenina e o 5-fosforribosil-1-
pirofosfato (PRPP), formando a adenosina 5’-monofosfato (AMP) (FIGURA
1.10).
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FIGURA 1.10. Reacdo catalisada pela APRT.

A enzima APRT foi escolhida neste trabalho para a selecao de compostos
protétipos no desenvolvimento de fArmacos antileishmanioses. Entretanto, sabe-
se que a inibicdo de uma dada PRTase pode nao ocasionar a morte do parasita,
pois a via de recuperacio (FIGURA 1.9) ¢ formada por ‘“caminhos
independentes”, que podem ser utilizados pelo parasita como alternativa para a
obtencao de nucleotideos. Este fato foi observado em um estudo de inativacao
genética da HGPRT (hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase), no qual
observou-se a sobrevivéncia in vitro de alguns parasitas (CRAIG III e EAKIN,

1997).

1.1.3. Controle com produtos naturais

Os fatos descritos anteriormente relativos principalmente a importancia
epidemiologica e a falta de tratamento eficaz seguro contra a doenca de Chagas
¢ as leishmanioses evidenciam a necessidade da procura de novos compostos
para tais doencas.

A utilizacdo de plantas para a pesquisa de novos compostos
antiparasitarios ¢ um campo bastante promissor. Exemplos dos compostos
antimalaricos quinina (FIGURA 1.11), isolada de Cinchona succiruba
(Rubiaceae), e artemisinina (FIGURA 1.11), obtida de Artemisia annua
(Asteraceae), ilustram a importancia das plantas para o desenvolvimento de
novos farmacos. Outra evidéncia para este fato ¢ deduzida dos numeros
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relacionados aos farmacos mais vendidos na década de 90, dos quais 50 % eram

produtos naturais ou derivados (MAHIDOL et al., 1998).

HO

H;CO
N

=

N

quinina artemisinina

FIGURA 1.11. Produtos naturais antimalaricos.

Nos ultimos anos, houve o aumento das pesquisas de farmacos para a
doenca de Chagas e leishmanioses a partir de plantas (PHILLIPSON e
WRIGHT, 1991a,b) e varios metabdlitos com agao tripanocida (COURA e DE
CASTRO, 2002; SEPULVEDA-BOZA e CASSELS, 1995) e leishmanicida
(AKENDENGUE et al., 1999; CHAN-BACAB e PENA-RODRIGUEZ, 2001;
IWU et al., 1994) foram identificados. Dentre os compostos tripanocidas mais
ativos estao as naftoquinonas, especialmente o lapachol (FIGURA 1.12) e seus
derivados; e entre os compostos leishmanicidas os alcaldides, especialmente os
2-R-quinolinicos (FIGURA 1.13) (FOURNET et al., 1989, 1993a,b, 1994a,b,c e
1996).

1.2. Selecdo das espécies vegetais

As atividades antiparasitarias de extratos e compostos isolados de plantas
das familias Rutaceae e Meliaceae foram uma das razdes para a escolha das

espécies Almeidea coerulea A. St.-Hil., A. rubra A. St.-Hil., Conchocarpus
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heterophyllus (A. St.-Hil.) Kallunki & Pirani, Galipea carinata Pirani
(Rutaceae), e Trichilia ramalhoi Rizzini (Meliaceae) para este trabalho.

MAFEZOLI et al. (2000) e VIEIRA et al. (2001) determinaram a
atividade tripanocida de varias espécies de Rutaceae e Meliaceae, destacando-se
Pilocarpus spicatus, Conchocarpus obovatus, Monnieira trifolia e Ravenia
infelix. Também se observou a inibigdo da enzima gGAPDH de 7. cruzi
principalmente por extratos de plantas da familia Meliaceae (VIEIRA et al.,
2001).

Da espécie Zanthoxylum naranjillo (Rutaceae) foi isolada a lignana (-)-
metilpluviatolideo (FIGURA 1.12), que foi bastante ativa contra as formas
tripomastigotas do 7. cruzi (BASTOS et al., 1999).

A cumarina chalepina (FIGURA 1.12), isolada de Pilocarpus spicatus
(MAFEZOLI, 2001; PAVAO et al., 2002), uma série de cumarinas (VIEIRA et
al., 2001), a flavona 3°,4°,5,5,7-pentametoxiflavona (FIGURA 1.12), isolada de
Neoraputia magnifica (TOMAZELA et al., 2000), e outros flavonoides
polimetoxilados (MORAES et al., 2003) inibiram significativamente a atividade
da enzima gGAPDH, demonstrando que sdo substdncias que podem ser
utilizadas como protdtipos no desenvolvimento de novos farmacos

antichagasicos.
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|
OCH; O

chalepina 3'4',5',5,7-pentametoxiflavona
FIGURA 1.12. Produtos naturais antichagésicos.

Um dos grandes avangos recentes na quimioterapia das leishmanioses se
deve a descoberta da potente atividade leishmanicida dos alcaldides 2-R-
quinolinicos isolados da planta boliviana Galipea longiflora (Rutaceae). Dentre
os varios alcaldides testados, as chimaninas B e D (FIGURA 1.13) foram as
mais ativas sobre as formas promastigotas de Leishmania (FOURNET et al.,
1994a). Outros alcaldides com potente atividade leishmanicida sdo as
dictiolomidas A e¢ B (FIGURA 1.13), isoladas de Dictyoloma peruviana
(Rutaceae) (LAVAUD et al., 1995), a 6-metoxidictiolomida (FIGURA 1.13)
identificada em D. vandellianum (SARTOR, 2001) e um alcaloide 2-
quinol6nico obtido de Conchocarpus gaudichaudianus (Rutaceae) (CORTEZ,
2002).

Uma outra razdo para a escolha das espécies deste trabalho ¢ a grande

variedade de estruturas quimicas produzidas por plantas das familias Rutaceae e
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Meliaceae. A ordem Rutales, as quais elas pertencem (DAHLGREEN, 1980), ¢
uma das fontes mais ricas e diversas de metabolitos secundarios em

Angiospermas (WATERMAN, 1993).

@jj\/\
NN

chimanina B

X

¥
N

chimanina D

alcaldide 2-quinolona

dictiolomida A
O| R= ’r‘fr\/\:/\ R;=H

' dictiolomida B
N R= 14"‘:!: Y\/\/ Ry=H
OH

6-metoxidictiolomida
R= ’f‘! \/\:/\ R = OCH3
FIGURA 1.13. Produtos naturais anti-Leishmania.

1.3. Familia Rutaceae

As espécies Almeidea coerulea, A. rubra, Conchocarpus heterophyllus,
Galipea carinata sdo classificadas na familia Rutaceae, subfamilia Rutoideae,

tribo Cusparieae (DA SILVA et al., 1988).
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A familia Rutaceae constitui o maior grupo da ordem Rutales
(DAHLGREEN, 1980), possuindo 150 géneros, com 1500 espécies de tamanhos
variados, amplamente distribuidas nas regides tropicais e temperadas do globo
terrestre, sendo mais abundantes na América tropical, sul da Africa, Asia e
Australia. No Brasil, sdo descritas cerca de 160 espécies (ALBUQUERQUE,
1976).

Essa familia apresenta uma diversidade muito grande de metabolitos
secundarios destacando-se: os alcaldides, especialmente os derivados do acido
antranilico (MESTER, 1983; WATERMAN, 1975), cumarinas, lignanas,

flavondides, terpendides e limonoides.

A. coerulea e A. rubra

As espécies A. coerulea e A. rubra foram anteriormente estudadas
(CORTEZ, 2002; MAFEZOLI, 2001; SANTOS et al., 1998), permitindo o
isolamento de esteroides, triterpenos, sesquiterpenos e de varios alcaldides
derivados do acido antranilico (FIGURA 1.14). De outra espécie desse género
foram obtidas flavonas C-glicosiladas e diversos alcaldides caracteristicos da
familia Rutaceae (JAY et al., 1979; MOULIS et al., 1983; WIRASUTISNA et
al., 1986).
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FIGURA 1.14. Substancias isoladas de A. coerulea e A. rubra (CORTEZ, 2002;
MAFEZOLI, 2001; SANTOS et al., 1998).
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oxido de cariofileno 3-beta-tigloil-24-metil-cicloartenol

28-hidroxi-28,29,diidrolupeol

Continuacao da FIGURA 1.14. Substancias isoladas de A. coerulea ¢ A. rubra
(CORTEZ, 2002; MAFEZOLLI, 2001; SANTOS et al., 1998).

C. heterophyllus

O género Conchocarpus € constituido por 45 espécies, muitas das quais
eram anteriormente classificadas em Angostura (KALLUNKI e PIRANI, 1998),
como ¢ o caso da espécie C. heterophyllus, escolhida para este trabalho, que era
denominada Angostura heterophyla.

Nenhum trabalho fitoquimico desta espécie esta relatado na literatura.
Entretanto, de outras espécies do género foram isolados alcaldides acridonicos,
2- e 4-quinolodnicos e indoloquinazolinicos, além de amidas, flavonas e diversas
cumarinas (CORTEZ, 2002; MAFEZOLI, 2001; VELOSO, 1995; VIEIRA et
al., 1992).
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G. carinata

O género Galipea ¢ composto de aproximadamente 20 espécies,
encontradas principalmente na América do Sul (FOURNET et al., 1989). Vérios
estudos fitoquimicos desse género estdo descritos na literatura (BAKHTIAR et
al., 1990 e¢ 1994; FOURNET et al.,, 1989; HOUGHTON et al., 1999;
JACQUEMOND-COLLET et al., 1999; LOPEZ et al., 1997 e 1998;
RAKOTOSON et al., 1998; VIEIRA e KUBO, 1990; WIRASUTISNA et al.,

1987), entretanto, a espécie G. carinata ndo foi anteriormente investigada.

1.4. Familia Meliaceae

A espécie Trichilia ramalhoi pertence a familia Meliaceae, que ¢ formada
por arvores de grande porte, fornecedoras de madeira com alto valor comercial
(PENNINGTON e STYLES, 1975), e caracterizada pela presenca dos
limonoides (DA SILVA et al., 1984).

O género Trichilia apresenta aproximadamente 70 espécies, que ocorrem
na América tropical e Africa. E um dos géneros que possui o maior nimero de
espécies na familia, que apresenta mais caracteristicas morfoldgicas de
Meliaceae, além de ter o maior nimero e tipos de limonodides dentro da
subfamilia Melioideae, onde estd classificado (PENNINGTON e STYLES,
1975; SALLES, 1995).

Nenhum estudo sobre a espécie Trichilia ramalhoi estava descrito na

literatura. Desta forma, a espécie foi estudada pela primeira vez.
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2. Objetivos

O principal objetivo deste trabalho foi estudar fitoquimicamente as
espécies Almeidea coerulea, A. rubra, Conchocarpus heterophyllus, Galipea
carinata (Rutaceae) e Trichilia ramalhoi (Meliaceae) visando obter substancias
quimicas que pudessem ser utilizadas como protdtipos no desenvolvimento de
quimioprofildticos ou quimioterdpicos para a doenca de Chagas e para as
leishmanioses.

A busca de tais substancias foi orientada por trés testes bioldgicos: ensaio
in vitro nas formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi; testes bioquimicos
frente as enzimas gGAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) de 7. cruzi e
APRT (adenina-fosforribosiltransferase) de Leishmania tarentolae.

Esse trabalho envolveria: 1) preparagdao dos extratos vegetais; 2) testes
dos extratos nos trés modelos bioldgicos; 3) obtencdo das fracdes vegetais; 4)
ensaios biologicos das fragdes; 5) isolamento das substancias através de métodos
cromatograficos; 6) identificacdo das estruturas quimicas por diversos métodos
espectroscopicos, principalmente RMN; 7) avaliagdo das atividades das
substancias; 8) modificacdes estruturais de substancia(s) muito(s) ativa(s) e

novos testes bioldgicos, para se compreender a relagdo estrutura-atividade.
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3. Resultados e discussoes

3.1. Substancias isoladas

O estudo quimico dos extratos e fracoes ativos de Almeidea coerulea, A.
rubra, Conchocarpus heterophyllus e Trichilia ramalhoi permitiu o isolamento
de diversas classes de substancias, num total de 30 metabdlitos, dos quais 6
estdo sendo citados pela primeira vez na literatura. Neste trabalho fitoquimico
foram investigados os extratos e fragdes que apresentaram atividade em um (ou
mais) dos modelos bioldgicos selecionados.

Para facilitar a descricdo estrutural dos metabolitos isolados, eles foram
organizados nesta se¢do por classe quimica. Entretanto, na secdo Procedimento
Experimental, a organizacdo dos mesmos ¢ feita segundo a espécie da qual

foram isolados.

Esteroides

B-sitosterol e estigmasterol (C,9Hs0O e Ca9Hs30)
29,5 mg

mistura obtida dos galhos de 7. ramalhoi
isolamento: p. 225-226

identificagdo: p. 35-36

atividades bioldgicas: p. 198-200
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Triterpenos

sitostenona (Cy9H430)
3,0 mg
isolada dos galhos de A. coerulea
isolamento: p. 208-209
identificagdo: p. 37-38
atividades biologicas: p. 198-200

benzoato de B-sitosterila

(C36Hs5403)

11,6 mg

isolado das folhas de C. heterophyllus
isolamento: p. 221

identificacdo: p. 38-45

atividades biologicas: p. 198-200
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lllp601 (C30H500)
95,2 mg
isolado dos galhos de 7. ramalhoi
isolamento: p. 225-226
identificacdo: p. 46-47
atividades bioldgicas: p. 198-200
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lupenona (C;oH430)

45,9 mg

isolada dos galhos de 7. ramalhoi
isolamento: p. 225-226
identificagdo: p. 48-49

atividades biologicas: ndo foi testada

sesquiterpeno eudesmano
(C17H2503), inédito

3,7 mg

isolado dos galhos de 4. coerulea
isolamento: p. 210-211
identificacao: p. 50-62

atividades biologicas: p. 198-200

Flavonoides

flavona (C15H1002)

1,2653 g

isolada das folhas de C. heterophyllus
isolamento: p. 223

identificacdo: p. 63-65

atividades bioldgicas: p. 195-200
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7-metoxiflavona (C,cH;,03)

22,7 mg

isolada das folhas de C. heterophyllus
isolamento: p. 223

identificagdo: p. 66-69

atividades biologicas: p. 195-200

5-hidroxiflavona (C15H1003)

5,2 mg

isolada das folhas de C. heterophyllus
isolamento: p. 223

identificagao: p. 69-72

atividades biologicas: p. 195-197

piranoflavonas
inéditas

2,8 mg

isolada das folhas de C. heterophyllus
isolamento: p. 222

identificacdo: p. 72-83

atividades biologicas: p. 198-200

Alcaldides

dictamina (C;;HoNO,)

8,9 mg

isolada dos galhos de 4. coerulea
isolamento: p. 212-213
identificacao: p. 86-87
atividades biologicas: p. 195-200
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kokusagina (C,3HoNOy)

2,5mg

isolada das folhas de 4. rubra
isolamento: p. 217-218
identificagdo: p. 88-91
atividades biologicas: p. 195-200

esquimianina (C4H;3NOy)

1,6 mg

isolada das folhas de 4. rubra
isolamento: p. 217-218
identificagdo: p. 91-93
atividades biologicas: p. 195-200

&fagarina (C;3H;1NO3)

5,0 mg

isolada dos galhos de A. coerulea
isolamento: p. 212-214
identificagdo: p. 93-95

atividades biologicas: p. 195-200

isokokusagina (C;3HoNOy)

32,1 mg

isolada das folhas de 4. rubra
isolamento: p. 216-217
identificagdo: p. 96-98
atividades bioldgicas: p. 195-197
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isoesquimianina (C4H;3NO4)
28,8 mg

isolada das folhas de A. rubra
isolamento: p. 216-217
identificagdo: p. 99-101
atividades biologicas: p. 195-197

isodutaduprina (C;7H,5sNO3)
25,6 mg

isolada das folhas de 4. rubra
isolamento: p. 216-217
identificagdo: p. 101-104
atividades biologicas: p. 195-197

alcaloide tetraidrofuroquinolinico
(C20H25NOg), inédito

2,6 mg

isolado das folhas de A. rubra
isolamento: p. 219-220
identificagdo: p. 104-112

atividades biologicas: p. 195-200

haplotusina (C;;H;;NOs)

5,3 mg

isolada do caule de C. heterophyllus
isolamento: p. 224-225
identificacao: p. 113-119

atividades biologicas: p. 195-200
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(22)
Cumarinas
H,C0~ N 800" 230
(23)

alcaloide 2-fenil-1-metil-4-quinolona
(CisH13NO)

22,1 mg

isolado do caule de C. heterophyllus
isolamento: p. 224-225

identificagdo: p. 119-127

atividades bioldgicas: p. 195-200

arborinina (C;cH;5NOy)

43,2 mg

isolada das folhas de A. rubra
isolamento: p. 216-217
identificacdo: p. 128-130
atividades biologicas: p. 195-200

alcaloide indolopiridoquinazolinico
(C13H31N303), inédito

0,4 mg

isolado dos galhos de 4. coerulea
isolamento: p. 211-212

identificagdo: p. 130-139

atividades bioldgicas: ndo foi testado

escoparona (C;1H;¢O4)

3,2 mg

isolada dos galhos de 4. coerulea
isolamento: p. 214-215
identificacdo: p. 140-141
atividades biologicas: p. 195-200
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escopoletina (C;oHsO,)

4,6 mg

isolada dos galhos de A. coerulea
isolamento: p. 214-216
identificagdo: p. 142-143
atividades bioldgicas: p. 195-200

marmesina (C,4H,40,)
5,2 mg

isolada dos galhos de 4. coerulea
isolamento: p. 214-216
identificacao: p. 144-149
atividades biologicas: p. 195-200

paprazina (C;7H7NO3)
17,1 mg

isolada dos galhos de A. coerulea
isolamento: p. 212-213
identificagdo: p. 150-157
atividades bioldgicas: p. 195-200

N-trans-feruloiltiramina
(CisH19NOy)

106,2 mg

isolada dos galhos de 4. coerulea
isolamento: p. 212-213
identificacao: p. 157-166
atividades bioldgicas: p. 195-200
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Outras classes de metabolitos

derivado do acido antranilico
(C13H13NO;3), inédito

14,7 mg

isolado das folhas de A. rubra
isolamento: p. 217-218
identificagdo: p. 166-175
atividades bioldgicas: p. 195-200

1,5-difenil-1-pentanona
(C17H,50), inédita

3,0 mg

isolado dos galhos de A. coerulea
isolamento: p. 208-209
identificagdo: p. 175-182

(29) atividades biologicas: p. 195-200

1

COOH
acido siringico (CoH,(Os)

3 7 20,1 mg
isolado dos galhos de 4. coerulea
H;CO < OCH; isolamento: p. 212-213

identificagdo: p. 183-184

OH atividades bioldgicas: p. 195-200

(30)
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3.2. Identificacao dos esterdides

3.2.1. Identificacdo do B-sitosterol e do estigmasterol

A mistura dos fitoesterdides [B-sitosterol e estigmasterol (1), de ampla

ocorréncia nos vegetais, foi obtida do extrato hexanico dos galhos de Trichilia

ramalhoi (TRGH) (p. 225-226) e caracterizada por RMN 'H e EM.

O espectro de RMN 'H de 1 (FIGURA 3.1) apresentou um actimulo de
sinais relativos a hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos, na regidao de
0,60 - 2,30 &, o que indicou a presenga de esterdides na mistura 1. O dubleto
largo em 5,35 6 (H-6; J = 5,0 Hz) e o multipleto centrado em 3,53 ¢ (H-3)
caracterizaram o [-sitosterol na mistura. J4 a presenca do estigmasterol foi
deduzida pelos sinais em 5,02 (dd, J= 14,8 ¢ 8,8 Hz) ¢ 5,14 6 (dd, J= 14,8 ¢ 8,8
Hz), relativos aos hidrogénios vinilicos da cadeia lateral.

A identificacdo dos constituintes da mistura 1 foi confirmada por CG-EM.
Os picos do ion molecular em m/z 414 e 412 daltons nos espectros de massas
(FIGURA 3.2) s3o compativeis com as férmulas moleculares do [B-sitosterol

(C19H500) e do estigmasterol (CyoHy50).
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FIGURA 3.1. Espectro de RMN 'H da mistura de B-sitosterol e estigmasterol (1)
(CDCls, 200 MHz).

213
255 329 4
'|?e 109 L 231 273 303 o 1gg 114
L| |||| hl'ln u|..|| TP W i 2‘.}8 ‘1|| E 3'?4 371 ), *PU
T LE T T T T Ll T T T ™
200 250 300 350 400

83

€9

173 199213757 49 250 272

300335 343 369 395 412
— f B B e e e e e e
50 100 150 200 250 300 300 400

FIGURA 3.2. Espectros de massas (IE =70 e.V.) do B-sitosterol e estigmasterol.
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3.2.2. Identificacao da sitostenona

O esterdide sitostenona (2) foi identificado, através de RMN 'H e EM, na
fracdo diclorometanica do extrato metanolico dos galhos de Almeidea coerulea

(AGMD) (p. 208-209).

(2)

O espectro de RMN 'H (FIGURA 3.3) de 2 apresentou-se bastante similar
ao da mistura de esteroides 1 (p. 36). O nucleo esteroidal foi definido por um
conjunto de sinais na regido mais protegida do espectro, em 2,4 - 0,7 &, um
singleto em 5,72 ¢ foi atribuido a H-4 no esqueleto do tipo do B-sitosterol.
Entretanto, ndo foi observado o multipleto em 3,53 o, relativo a H-3, sugerindo
que esta posi¢ao ndo seria hidrogenada e, portanto, estaria substituida por uma
carbonila, caracterizando a sitostenona (2).

O pico [M+H]" em m/z 413 daltons no espectro de massas (FIGURA 3.4),
compativel com a férmula molecular CyoH430, confirmou a identificagdo do
esterdide 2. Ja os picos [M+H] em m/z 399 e 411 daltons indicaram a co-

ocorréncia da campestenona e da estigmastenona com a sitostenona (2).
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FIGURA 3.3. Espectro de RMN 'H da sitostenona (2) (CDCls, 200 MHz).
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FIGURA 3.4. Espectro de massas (ES") da sitostenona (2).

3.2.3. Identificacio do benzoato de -sitosterila

O benzoato de B-sitosterila (3) foi obtido da fracdo diclorometanica do
extrato hexanico das folhas de Conchocarpus heterophyllus (AHFHD) (p. 221) e

foi caracterizado por RMN em uma e duas dimensoes.
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(3)
No espectro de RMN 'H de 3 (FIGURA 3.5) foram observados os sinais

em 5,42 0 (dl, J = 4,2 Hz) e na regido de 0,69 - 2,17 o, semelhantes aos do [3-

sitosterol. Entretanto, a desblindagem de H-3 (de 3,53 para 4,83 J) e a presenga
de um conjunto de sinais na regido de hidrogénios aromaticos, tipicos de anel
aromatico monosubstituido, sugeriram a esterificacdo da posi¢ao 3 por um grupo
benzoato.

O espectro de RMN °C de 3 (FIGURAS 3.6 ¢ 3.7) apresentou 36
carbonos, sendo que a regido mais blindada do espectro, relativa a carbonos
alifaticos, era bastante congestionada. Alguns deslocamentos quimicos de °C
foram atribuidos por comparagdo com os dados do B-sitosterol (MAFEZOLI,
2001) e do triterpeno lupanico dibenzoilado (A) (RODRIGUEZ-GAMBOA et
al., 2001). Os carbonos em 165,99, 132,70, 130,78, 129,51 e 128,24 ¢
confirmaram a presenca do grupo benzoato na molécula. Ja os carbonos em
74,55, 139,63 e 122,76 o caracterizaram C-3, C-5 e C-6 no nucleo esteroidal.

A esterificagdo de C-3 do B-sitosterol por um acido graxo € bastante
comum, o que desblinda H-3 em 1,3 ppm e C-3 em 3,0 ppm. Entretanto a
esterificagdo por um grupo benzoato parece ser bastante rara em esteroides,

sendo relativamente comum em triterpenos.
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FIGURA 3.5. Espectro de RMN 'H do benzoato de B-sitosterila (3) (CDCls, 200
MHz).
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FIGURA 3.6. Espectro de RMN "°C do benzoato de B-sitosterila (3) (CDCls,

100 MHz).
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FIGURA 3.7. Ampliacio do espectro de RMN "C do benzoato de B-sitosterila
(3) (CDCls, 100 MHz).

O mapa de contorno de HSQC (FIGURAS 3.8 e 3.9) permitiu que fossem
determinadas algumas correlagdes 'H-""C ('J) para a substancia 3 (TABELA
3.1). Entretanto, grande parte das correlagdes relativas ao esqueleto esteroidal

nao pode ser determinada por ocorrerem muito proximas no mapa.

TABELA 3.1. Correlagdes 'H-"C (') para o benzoato de B-sitosterila.

O oc
8,05 129,51
7,55 132,70
743 128,24
5,42 122,76
4,83 74,55
2,47 38,18
1,08 19,35
0,69 11,84
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FIGURA 3.8. Mapa de contorno de HSQC do benzoato de [-sitosterila (3)
(CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 3.9. Ampliagdo do mapa de contorno de HSQC do benzoato de -
sitosterila (3) (CDCl;, 400 MHz).
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No mapa de contorno de HMBC de 3 (FIGURAS 3.10 e 3.11) ndo se
observou correlagdo do carbono carbonilico do benzoato, em 165,99 6, com H-3
(4,83 ). A observagio de correlacdo (°J) entre os atomos de hidrogénio e
carbono ocorre se eles estiverem numa conformacdo especifica. Portanto, a
auséncia da correlagdo nao ¢ indicativa de que C-3 nao esteja esterificado,
principalmente quando se analisam as evidéncias espectroscopicas
anteriormente descritas.

A correlagio (°J) entre C-5 (139,63 &) e os hidrogénios em 1,08 4,
definiram a metila tercidria 19. Os hidrogénios desta metila também
correlacionaram com o carbono quaternario em 36,63 o, e com o carbono

metinico em 49,99 J, correspondentes a C-10 e C-9, respectivamente.

1,08
49,99

RO 139,63

A outra metila tercidria (em 0,69 ) correlacionou com dois carbonos
metinicos em 56,65 € 55,98 o, com um carbono quaternario em 42,28 6, € com
um carbono metilénico em 39,68 o, relativos a C-14, C-17, C-13 e C-12,
respectivamente. Vale ressaltar que os carbonos metinicos foram atribuidos por

comparacdo com os dados de RMN "°C do B-sitosterol (MAFEZOLI, 2001).

=)
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FIGURA 3.10. Mapa de contorno de HMBC do benzoato de B-sitosterila (3)
(CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 3.11. Ampliagao do mapa de contorno de HMBC do benzoato de [-

sitosterila (3) (CDCls, 400 MHz).
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Desta forma, a substancia 3 foi identificada como benzoato de [-
sitosterila, e seus dados de RMN 'H sdo comparados na TABELA 3.2 com os do

benzoato de a-estigmasterol semi-sintético (BARRERO et al., 1993).

TABELA 3.2. Dados espectroscopicos de RMN 'H e °C do benzoato de B-

sitosterila.
H/C S Sy * Sc sc’
3 4,83 m 5,30 m 74,55 71,8
5 139,63 140,8
6 5,42 dl (J=4,4, Hz) n.d. 122,76 121,7
9 49,99 50,2
10 36,63 36,5
12 39,68 39,7
13 42,28 42,3
14 56,65 56,9
17 55,98 56,0
18 0,69 s 0,70 s 11,84 12,2
19 1,08 s 0,87 s 19,35 19,4
I’ 130,78 131,0
2’e6’ 8,05 m 7,50 m 129,51 129,6
3es 7,43 m 8,07 m 128,24 128,4
4’ 7,55 m 7,50 m 132,70 132,8
C=0 165,99 165,8

* oy do benzoato de a-estigmasterol (CDCl;, 80 MHz) (BARRERO et al., 1993); * 8 do B-sitosterol (CDCl;, 100

MHz) (MAFEZOLI, 2001) e do grupo benzoato do triterpeno (A) (CDCls, 100 MHz) (RODRIGUEZ-GAMBOA
et al., 2001).
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3.3. Identificaciao dos triterpenos

3.3.1. Identifica¢ao do lupeol

O triterpeno lupeol (4) foi isolado do extrato hexanico dos galhos de

Trichilia ramalhoi (p. 225-226) e caracterizado através de RMN 'H e EM.
29

@)

O espectro de RMN 'H de 4 (FIGURA 3.12) apresentou um grande
numero de sinais em 0,76 - 1,91 6, sendo que nessa regido foram observados
claramente seis singletos de metilas terciarias (em 0,76, 0,79, 0,83, 0,95, 0,97 ¢
1,03 J) e um singleto relativo a metila ligada a carbono insaturado (em 1,68 ).
Estes dados espectroscopicos sugeriram a natureza de 4 como um triterpeno,
cuja classe foi definida através dos sinais referentes aos hidrogénios olefinicos
em 4,57 6 (dd,J=2,3¢ 1,3 Hz)e 4,69 6(d,J=2,3 Hz), que sdo caracteristicos
dos triterpenos com esqueleto lupanico. Ja o sinal de hidrogénio carbindlico em
3,19 6 (dd, J = 10,8 e 5,0 Hz), definiu a substituicdo de C-3 por um grupo
hidroxila, que foi disposto em [ devido a magnitude das constantes de
acoplamento do hidrogénio carbindlico H-3. Desta forma, os dados de RMN 'H
sugeriram a identidade da substancia 4 como o triterpeno lupeol, cuja

confirmacdo estrutural foi realizada pelo espectro de massas (FIGURA 3.13),
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através do pico do ion molecular em m/z 426 daltons, compativel com a féormula

molecular C;oH;O.

ppm

FIGURA 3.12. Espectro de RMN 'H do lupeol (4) (CDCl;, 200 MHz).
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FIGURA 3.13. Espectro de massas (IE =70 e.V.) do lupeol (4).
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3.3.2. Identificacao da lupenona

O triterpeno lupenona (5) foi isolado do extrato hexanico dos galhos de

Trichilia ramalhoi (p. 225-226) e caracterizado através de RMN 'H e EM.

(3)

O espectro de RMN 'H de 5 (FIGURA 3.14) apresentou sinais bastante
similares aos do lupeol (4): seis metilas terciarias em 0,80, 0,93, 0,95, 1,03, 1,07
e 1,07 J; uma metila sobre carbono sp2 em 1,68 O; e, os sinais caracteristicos de
triterpenos lupanicos em 4,57 (dd, J = 2,4 ¢ 1,0 Hz) ¢ 4,69 6 (d, J = 2,4 Hz).
Entretanto, no espectro de 5 ndo se observou o sinal relativo ao hidrogénio
carbindlico H-3 em 3,19 6, sugerindo que C-3 era um carbono carbonilico e que,
portanto, o triterpeno 5 fosse a lupenona. Isto foi confirmado pelo espectro de
massas de 5 (FIGURA 3.15) através do pico do ion molecular em m/z 424

daltons, compativel com a formula molecular C;oH430 da lupenona.
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FIGURA 3.15. Espectro de massas (IE =70 e.V.) da lupenona (5).
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3.4. Identificacao do sesquiterpeno

O sesquiterpeno eudesmano 6 foi isolado da fragdo acetato de etila do
extrato metanolico dos galhos de Almeidea coerulea (AGMA) (p. 210-211) e

identificado por EM e RMN em uma e duas dimensoes.

(6)

O espectro de RMN 'H (FIGURAS 3.16 — 3.17) da substincia 6
apresentou grande acumulo de sinais em sua regido mais blindada,
especificamente entre 2,07 e 0,38 6. Apenas um sinal, em 5,26 6, foi observado
na regido mais desblindada, o qual referia-se a um hidrogénio acetilcarbinolico.

Destacou-se neste espectro de RMN 'H um sinal bastante blindado em
0,38 o (1H), indicativo da presenca de um anel ciclopropanico na molécula.
Além disso, observaram-se claramente dois singletos (3H cada) em 1,15 e 1,07
o, de metilas terciarias sobre carbono saturado, e um singleto (6H) em 1,24 4,
relativo a metila sobre carbono oxigenado. J& o sinal em 2,07 6 (s, 3H) indicou a
presenga de um substituinte acetato na molécula.

No espectro de RMN "°C (FIGURAS 3.18 — 3.19) foram observados 17
carbonos, sendo dois deles (169,91 e 21,69 0) referentes ao grupo acetato. Desta
forma, a analise dos espectros de RMN 'H e "°C sugeriu a natureza do composto

6 como um sesquiterpeno.
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FIGURA 3.20. Espectro de DEPT 135° do sesquiterpeno 6 (CDCl;, 100 MHz).

Através dos espectros de RMN °C (FIGURAS 3.18 — 3.19) e DEPT 135°
(FIGURA 3.20) foram definidos na molécula 4 carbonos quaternarios (169,91,
72,22, 50,83 ¢ 26,99 ¢), 4 CH (71,97, 56,60, 51,90 e 26,38 0), 4 CH, (45,37,
41,43, 33,69 ¢ 20,39 o) e 5 CH; (28,83, 28,33, 21,69, 21,08 ¢ 18,61 0).

A férmula molecular do sesquiterpeno 6 foi deduzida a partir dos
espectros de RMN (BROCHINI et al., 1999). No espectro de RMN "°C foram
observados dois carbonos carbinélicos (em 72,22 ¢ 71,97 o), um ligado ao grupo
acetato e o outro, que pelo espectro de RMN 'H, s6 poderia estar ligado a uma
hidroxila. Isto sugeriu que a molécula possuia trés oxigénios € um hidrogénio
(OH) a mais do que indicavam os tipos de carbonos (CH;, CH, ¢ CH) no
espectro de RMN "°C. Desta maneira, foi determinada a férmula molecular
Cy17H,305 para o sesquiterpeno 6, que indicou um grau de deficiéncia de
hidrogénio igual a 4, evidenciando que ele era triciclico, j& que possuia uma

insaturagdo relativa ao grupo acetato.
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O espectro de EM (FIGURA 3.21) de 6 apresentou um pico em m/z 202
daltons, diferente do esperado (280 daltons). Como o espectro foi obtido por
impacto eletronico (a 70 e.V.), a molécula poderia perder facilmente H,O e
CH3;COOH, originando o pico 202. O pico base em m/z 59 daltons indicou a
presen¢a de um grupo hidroxiisopropilico na molécula, que ¢ bastante comum

em sesquiterpenos (BROCHINI et al., 1999).

100
75
50 g1 105 449 147
25 7 [ 161
W j. i '1?? i

100 ’ " o0

FIGURA 3.21. Espectro de massas (IE =70 e.V.) do sesquiterpeno 6.

Portanto, os dados espectroscopicos analisados sugeriram a natureza do
composto 6 como um sesquiterpeno triciclico (sendo um dos ciclos o
ciclopropano) com substituintes acetato e um grupo hidroxiisopropila.

Uma pesquisa sobre os tipos estruturais de sesquiterpenos com essas
caracteristicas indicou que 6 deveria ser da classe dos eudesmanos, que ¢ a unica
na qual & possivel a correlagdo (*J) de duas metilas terciarias com um mesmo
carbono metinico, como sera descrito adiante na discussdao do mapa de contorno
de HMBC (FIGURAS 3.26 — 3.27).

No mapa de contorno de HSQC (FIGURAS 3.22 — 3.23) foram
determinadas as correlagdes C-H a 'J para o sesquiterpeno 6, como mostra a

TABELA 3.3.
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TABELA 3.3. Correlacdes a 'J para o sesquiterpeno 6.

S A
5,26 71,97
2,07 21,69
1,94 ¢ 1,28 41,43
1,91 e 1,71 20,39
1,75¢ 0,73 45,37
1,40 51,90
1,25 26,38
1,24 28,83 € 28,33
1,15 18,61
1,07 21,08
0,92 56,60
0,88 € 038 33,69
___ _
'y
0
80
| [me

S L., 0L L e o L B B B BB L AL L
ppm 3 4 3 2

FIGURA 3.22. Mapa de contorno de HSQC do sesquiterpeno 6 (cpciz, 400

MHz).
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FIGURA 3.23. Ampliagdao do mapa de contorno de HSQC do sesquiterpeno 6
(CDCls, 400 MHz).

No espectro de COSY 'H-'H (FIGURAS 3.24 — 3.25) foram observados
os acoplamentos geminais entre os hidrogénios em 0,38 ¢ 0,88 &, 0,73 e 1,75 6,
1,28 ¢ 1,94 o, 1,71 € 1,91 &. Neste espectro verificou-se também o acoplamento
entre os hidrogénios em 0,92 ¢ 1,71 o'e, deste ultimo com o hidrogénio em 1,40
0. Além disso, o hidrogénio em 5,26 ¢ acoplou com os hidrogénios em 1,28 e

1,40 o. Desta forma, o sesquiterpeno 6 tem em seu esqueleto a “sequéncia”

ilustrada abaixo.

1,94 | 128 1,91
H-C—H H
™7 T
HO—( e g—
H H H H
526 1,40 1,71 0,92
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FIGURA 3.25. Ampliagdo do espectro de COSY 'H-'H do sesquiterpeno 6
(CDCls, 400 MHz).
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No mapa de contorno de HMBC (FIGURAS 3.26 — 3.27) do
sesquiterpeno 6, observou-se a correlagdo das duas metilas terciarias (em 1,15 e
1,07 6) com um mesmo carbono metinico em 56,60 o, que foi atribuido a C-5.
Essa caracteristica foi essencial para que se definisse a classe do sesquiterpeno 6
como eudesmano.

Para as atribui¢des dos deslocamentos quimicos do sesquiterpeno 6 foram
analisadas principalmente as informacdes obtidas no espectro de COSY 'H-'H
(FIGURAS 3.24 — 3.25) e no mapa de contorno de HMBC (FIGURAS 3.26 —
3.27).

A metila terciaria em 1,07 ¢ foi definida na posi¢do 14 através das
correlacdes com os carbonos em 41,43 (C-9), 45,37 (C-1), 50,83 (C-10) e 56,60
0 (C-5).

A outra metila tercidria sobre carbono saturado (em 1,15 ) foi atribuida a
posi¢ao 15 por correlacionar com os carbonos em 26,99 (C-3), 33,69 (C-2) e

56,60 5(C-5).

OAc

33,69 \
26,99 5

OH
Q1,15

As duas metilas mais desprotegidas, em 1,24 o, apresentaram correlagao

com os carbonos em 51,90 e 72,22 o, confirmando, portanto, a presenca do

grupo hidroxiisopropilico.
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OAc

72,22

ARG

H-9 (1,94 ) correlacionou com o carbono acetilcarbindlico (71,97 0),
indicando que o grupo acetato deveria substituir C-8. As atribui¢des de C-5 a C-
8 foram realizadas através das informacdes obtidas pelo COSY 'H-'H, no qual

pode-se vislumbrar a “seqiiéncia” ilustrada anteriormente.
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FIGURA 3.26. Mapa de contorno de HMBC do sesquiterpeno 6 (CDCl;, 400
MHz).
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FIGURA 3.27. Ampliagdo do mapa de contorno de HMBC do sesquiterpeno 6
(CDCl;, 400 MHz).

As configuragdes relativas de C-5 e C-10 foram definidas através do
conhecimento da biossintese dos sesquiterpenos eudesmanos, que, a partir do
trans-trans farnesilpirofosfato, ciclizam em dois anéis de seis membros, com
juncao trans (DEWICK, 1997). Desta forma, a metila 14 estaria em 3 ¢ H-5 em
o (FIGURA 3.28).

Também segundo a biossintese dos eudesmanos, o grupo
hidroxiisopropila (em C-7) deveria ser equatorial (ou P). Isto foi confirmado
pela magnitude da constante de acoplamento de H-7 com H-6, que por ser
grande (J =12,2 Hz), indicou que este hidrogénio seria axial (ou o). J4 o grupo
acetato (em C-8) foi definido em [3, pois H-8 ocorreu como um singleto largo,
mostrando que possuia uma constante de acoplamento pequena com oS
hidrogénios vicinais, indicando, portanto, que seria equatorial e, desta forma, o

em relagdo ao plano dos anéis (FIGURA 3.28).

60



Resultados e Discussoes

O espectro de NOESY (FIGURA 3.28) nao permitiu a determinacao da
configuragcdo do anel ciclopropanico no sesquiterpeno 6, pois nao se observou
nenhum acoplamento que permitisse tal determinag¢do, como, por exemplo, o

acoplamento entre a metila 14 (1,07 ) e os hidrogénios 2 (0,88 ¢ 0,38 0).

FIGURA 3.28. Espectro de NOESY do sesquiterpeno 6 (CDCl;, 400 MHz).
A simula¢do computacional no programa Hyperchem do sesquiterpeno 6

indicou a conformacao ilustrada na FIGURA 3.29 como a mais estavel.

FIGURA 3.29. Diferentes perspectivas da estrutura tridimensional mais

provavel do sesquiterpeno eudesmano 6.
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Assim, a estrutura da substancia 6 foi definida como um sesquiterpeno
eudesmano que estd sendo pela primeira vez citado na literatura e cujos dados de

RMN 'H e 1°C estdo descritos na TABELA 3.4.

TABELA 3.4. Dados espectroscopicos de RMN 'H e “C do sesquiterpeno

cudesmano.
H/C Ou oc

1 0,73 dl (J=12,1 Hz) 45,37
1,75 dl (J=12,1 Hz)

2 1,25 m 26,38

3 0,88 me 0381 33,69

4 26,99

5 0,92 dl (J=12,2 Hz) 56,60

6 1,91 dl (J=12,2 Hz) 20,39
1,71 dl (J= 12,2 Hz)

7 1,40 dt (J= 12,2 Hz) 51,90

8 5,26 sl 71,97

9 1,94 dl (J = 14,5 Hz) 41,43
1,28 dl (J= 14,5 Hz)

10 50,83

11 72,22

12e 13 1,24 s 28,33

28,83

14 1,07 s 21,08

15 1,15 18,61

-OOCCH; 2,07 s 21,69

-OOCCHj; 169,91
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3.5. Identificacido das flavonas

3.5.1. Identificacao da flavona

A flavona (7) foi obtida da fracdo acetato de etila do extrato hexanico das
folhas de Conchocarpus heterophyllus (AHFHA) (p. 223) e caracterizada por
RMN 'He "C, e EM.

(7
O espectro de RMN 'H de 7 (FIGURA 3.30) apresentou sinais somente na

regido de hidrogénios aromadticos (de 6,79 a 8,22 ). Esse conjunto de sinais,
juntamente com o singleto em 6,79 o, que € caracteristico de H-3 das flavonas,
indicaram a natureza de 7. A auséncia de sinais na regido mais blindada do
espectro sugeriu que ndo houvesse quaisquer substituintes no esqueleto base de
uma flavona. Isto foi confirmado ao se verificar o padrao de substitui¢do dos
anéis aromaticos (A e B). Para o anel A, o padrdo de acoplamento entre os
hidrogénios H-5 (8,20 o, dd, J = 8,0 e 1,7 Hz), H-6 (7,37 6, ddd, J = 8,0, 7,0 e
1,2 Hz), H-7 (7,66 o, ddd, J = 8,4, 7,0 e 1,7 Hz) e H-8 (7,52 6, dd, J=8,4 ¢ 1,2
Hz) o caracterizou como um anel orto-dissubstituido. J4 o anel B deveria ser
monossubstituido, pois se verificou dois conjuntos de sinais em 7,82 - 7,91 6
(2H) eem 7,43 - 7,53 6 (3H).

Os dados espectroscopicos de RMN 'H indicaram a identidade da

substancia 7 como a flavona. Isto foi confirmado através da anélise do espectro

de RMN "C de 7 (FIGURA 3.31), no qual foram observados 15 carbonos
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insaturados, dentre eles, os carbonos em 106,73 ¢ 177,45 6 (C-3 e C-4) que sdo

caracteristicos do nucleo de uma flavona.
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FIGURA 3.30. Espectro de RMN 'H da flavona (7) (CDCls, 200 MHz).
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FIGURA 3.31. Espectro de RMN "°C da flavona (7) (CDCls, 50 MHz).
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Os dados espectroscopicos de RMN para a flavona (7) foram atribuidos
(TABELA 3.5) através de comparagdo com valores descritos na literatura

(KINGSBURRY e LOOKER, 1975).

TABELA 3.5. Dados espectroscopicos de RMN 'H ¢ °C da flavona.

H/C Sy 5 5 *
2 162,44 163,0
3 6,79 s 106,73 1073
4 177,45 178,0
5 8,20 dd (J=8,0 ¢ 1,7 Hz) 124,57 125.4
6 737ddd (J=8,0,7,0e 12Hz) 124,91 124,9
7 7,66 ddd (J=8,4,70e1,7Hz) 133,14 133,5
8 7,52 dd (J=84¢ 1,2 Hz) 117,51 117,9
9 155,45 156,0
10 123,28 123,7
ik 130,88 131,5
2e 6 743-7,53 125,55 126,0
e 5 7,82 -7,91 128,38 128,8
4 743-7,53 130,98 131,3

* & da flavona (CDCls, 25,2 MHz) (KINGSBURRY e LOOKER, 1975).

O espectro de massas de 7 (FIGURA 3.32) apresentou o pico do ion
molecular em m/z 222 daltons, compativel com a férmula molecular C,5H;,0O, da
flavona, e os picos em m/z 194 e 120, que sdo resultantes da perda de CO e da

reacao de retro Diels-Alder (TOMAZELA, 2001).

=g R ——

‘ | 2
! 2 92 I | |
| |

1

,
|

| | | |
‘ : ‘ ‘ 165 !:
‘i Lo ‘ I | . |‘
- TR | | | ‘
. | | | | 139 | i
| fl, .i,|| I .,|. O NI _‘,EL,_J‘WL.JJL

| I
[ ‘ I
|f ||‘l|| L |
40 60 80 1040 120 140 160 180 200 220

FIGURA 3.32. Espectro de massas (IE =70 e.V.) da flavona (7).
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3.5.2. Identificacao da 7-metoxiflavona

A 7-metoxiflavona (8) foi isolada da fragao acetato de etila do extrato
hexanico das folhas de Conchocarpus heterophyllus (AHFHA) (p. 223) e
caracterizada por EM e RMN 'H e "*C.

O espectro de RMN 'H de 8 (FIGURA 3.33) apresentou similaridades
com o de 7, com sinais na regido de hidrogénios aromaticos (em 6,76 - 8,15 o) e
o singleto caracteristico de H-3 de flavonas (em 6,76 0). Entretanto, o padrao de
substitui¢do aromatica conjuntamente com um singleto em 3,93 6 (3H), relativo
a um grupo metoxila, indicou que um dos anéis (A ou B) do nucleo da flavona
estaria substituido na substancia 8.

O padrao de substitui¢do do anel B apresentou-se idéntico ao de 7, com
dois conjuntos de sinais em 7,85 - 7,95 6 (2H) e 7,46 - 7,57 6 (3H), indicando
entdo que o anel A fosse substituido.

No anel A, a posi¢ao da metoxila em C-7 foi atribuida pelo padrao de
acoplamento entre os hidrogénios H-5 (8,13 o, d, J = 7,6 Hz), H-6 (6,97 ¢, dd, J
=7,6 e 1,7 Hz) e H-8 (6,96 o, d, J = 1,7 Hz). O fato de H-5 ocorrer como um
dubleto com constante de acoplamento grande orto indicou que C-7 era uma
posi¢ao substituida. Os demais acoplamentos entre os hidrogénios do anel A

confirmaram essa indicacgao.
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FIGURA 3.33. Espectro de RMN 'H da 7-metoxiflavona (8) (CDCls, 200 MHz).
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FIGURA 3.34. Espectro de RMN °C da 7-metoxiflavona (8) (CDCls, 50 MHz).
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No espectro de RMN °C de 8 (FIGURA 3.34), além dos carbonos
indicativos do esqueleto de uma flavona (C-3 e C-4), destacam-se os carbonos
C-6 e C-8 que sao blindados, em comparagdo com os da flavona (7), em
aproximadamente 10 ppm devido ao efeito da metoxila em orto.

Desta forma, os dados de RMN sugeriram a identidade de 8 como a 7-
metoxiflavona, o que foi confirmado pela comparacido dos dados
espectroscopicos de RMN "“C (TABELA 3.6) com os descritos na literatura
(KINGSBURRY e LOOKER, 1975).

TABELA 3.6. Dados espectroscopicos de RMN 'H ¢ "°C da 7-metoxiflavona.

H/C ou oc oc *
2 164.64 162.6

3 6,76 s 107,34 107,2

4 177,98 177.4

5 8,13d (J=17,6 Hz) 127,26 126,7

6 6,97 dd (J="1,6 ¢ 1,7 Hz) 114,89 114,1

7 163,68 163,7

8 6,96 d (J=1,7 Hz) 100,61 100,2

9 158,31 157,7

10 117,63 117,6

I’ 131,79 131,6
2’e 6 7,46 - 1,57 126,45 125.8
3’e 5’ 7,85 -7,95 129,22 128.,7
4’ 7,46 - 7,57 131,79 131,1
OCH; 393 s 56,07 55,9

* 8¢ da 7-metoxiflavona (CDCls, 25,2 MHz) (KINGSBURRY ¢ LOOKER, 1975).

O pico do ion molecular em m/z 252 daltons no espectro de massas de 8
(FIGURA 3.35) confirmou a identidade da 7-metoxiflavona (C;sH;,03). Os
picos em m/z 224 e 209 sdo resultantes da perda de CO e metila e sdo bastante

comuns em flavonodides metoxilados. J& o pico em m/z 150 origina-se da reagdo

de retro Diels-Alder (TOMAZELA, 2001).
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FIGURA 3.35. Espectro de massas (IE =70 e.V.) da 7-metoxiflavona (8).

3.5.3. Identificacao da 5-hidroxiflavona

A 5-hidroxiflavona (9) foi identificada por EM e RMN 'H e "°C na fracio

acetato de etila do extrato hexanico das folhas de Conchocarpus heterophyllus

(AHFHA) (p. 223).

O espectro de RMN 'H de 9 (FIGURA 3.36) apresentou sinais que
caracterizam as flavonas: grande nimero de sinais na regido de 6,76 - 7,94 d¢e o
singleto caracteristico de H-3, em 6,76 6. A presen¢a de um sinal em 12,59 ¢
(1H) indicou a existéncia de uma hidroxila quelada, que so6 poderia estar em C-5

numa flavona. Isto foi confirmado pela auséncia do sinal relativo a H-5 no
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espectro, que sempre ¢ o hidrogénio mais desblindado por estar sob o efeito
anisotropico da carbonila C-4, e também pelo padrao dos acoplamentos entre os
hidrogénios H-6 (6,83 o, dd, J= 8,4 ¢ 0,8 Hz), H-8 (7,02 6, dd, J= 8,4 ¢ 0,8 Hz)
e H-7 (7,57 o, dd, J = 8,4 Hz).

O espectro de RMN C (FIGURA 3.37) de 9 apresentou 15 carbonos,
destacando-se a blindagem dos carbonos C-6, C-8 e C-10, devido ao efeito
orto/para da hidroxila, e a desblindagem de 6 ppm do carbono carbonilico C-4,

por ele estar quelado.
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FIGURA 3.36. Espectro de RMN 'H da 5-hidroxiflavona (9) (CDCls, 400
MHz).
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FIGURA 3.37. Espectro de RMN "°C da 5-hidroxiflavona (9) (CDCl;, 100
MHz).
Desta forma, a substancia 9 foi identificada como a 5-hidroxiflavona e

seus dados espectroscopicos (TABELA 3.7) foram compativeis com os descritos

na literatura (TERNAI e MARKHAM, 1976).

TABELA 3.7. Dados espectroscopicos de RMN 'H e "°C da 5-hidroxiflavona.

H/C S S5 5 *

2 164,62 164,1

3 6,76 s 106,08 105,6

4 183,65 182,9

5 160,79 159.,8

6 6,83 dd (J=8,4 ¢ 0,8 Hz) 107,10 107,2

7 7,57 dd (J =8,4 Hz) 135,44 135,6

8 7,02 dd (J=8,4 ¢ 0,8 Hz) 111,48 110,8

9 156,47 155.8

10 110,88 110,3

1’ 131,22 130,5

2e 6 746 -7,57 126,45 126,3

e 5 7,85-7,95 129,15 128,9

4 746 -17,57 132,08 131,9
OH 12,59 s

* & da 5-hidroxiflavona (DMSO, 25 MHz) (TERNAI ¢ MARKHAM, 1976).
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O espectro de massas de 9 (FIGURA 3.38) apresentou o pico do ion
molecular em m/z 238 daltons, confirmando a férmula molecular da 5-
hidroxiflavona (C,sH;¢O3). Os picos em m/z 210 e 136 resultam da perda de CO
e da reacdo de retro Diels-Alder (TOMAZELA, 2001).
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FIGURA 3.38. Espectro de massas (IE =70 e.V.) da 5-hidroxiflavona (9).

3.5.4. Identificacdo das piranoflavonas

Da fragdo diclorometanica do extrato hexanico das folhas de
Conchocarpus heterophyllus (AHFHD) foi obtida a mistura de piranoflavonas
10 (p. 222), cuja identificagdo foi realizada através de EM e RMN, em uma e

duas dimensoes.
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O espectro de RMN 'H (FIGURAS 3.39 — 3.40) da mistura 10 apresentou
sinais relativos a oito hidrogénios aromaticos em: 8,23 (dd, J = 7,9 e 1,6 Hz),
7,84 (dd, J= 17,8 e 1,6 Hz), 7,69 (ddd, J = 8,4, 7,2 e 1,6 Hz), 7,55 (dl, J = 8,4
Hz), 7,42 (m), 7,40 (m), 7,07 (ddd, J="7,8 ¢ 0,9 Hz) € 6,98 6 (dl, J = 8,2 Hz).

Através da analise desses sinais no espectro de COSY 'H-'H (FIGURAS
3.41 — 3.42) foi possivel estabelecer a existéncia de dois anéis aromaticos orto
dissubstituidos, pois se observou o acoplamento do hidrogénio em 8,23 &, com
os hidrogénios em 7,42 (orto) e 7,69 6 (meta). Este Gltimo por sua vez acoplava
orto com os hidrogénios em 7,55 e 7,42 &. O outro anel foi definido a partir do
acoplamento orto entre os hidrogénios em 7,84 e¢ 7,07 o, e também do
acoplamento meta do primeiro com o hidrogénio em 7,40 o, que por sua vez,

estava orto aos hidrogénios em 7,07 e 6,98 0.

8,23 7,84
7,42 7,07

7,69 7,40
7,55 6,98

O espectro de RMN 'H (FIGURAS 3.39 — 3.40) de 10 também
apresentou: dois sinais em 5,69 (1H, dd, J = 9,5 ¢ 3,4 Hz) ¢ 5,34 6 (1H, m); e,
varios sinais na regido mais blindada do espectro, destacando-se os multipletos
em 1,85 e 1,70 6, um sinal intenso em 1,25 d¢e o tripleto (/= 7,1 Hz) em 0,88 o.
Os dois ultimos sinais sdo caracteristicos de diversos grupos metilénicos e da
metila terminal numa cadeia alquilica.

No espectro de COSY 'H-'H (FIGURAS 3.41 — 3.42) notou-se o
acoplamento entre o hidrogénio carbinodlico em 5,69 J e os metilénicos em 1,85

e 1,70 o, e destes entre si.
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FIGURA 3.39. Espectro de RMN 'H das piranoflavonas 10 (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 3.40. Ampliacdo do espectro de RMN
(CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 3.41. Espectro de COSY 'H-'H das piranoflavonas 10 (CDCls;, 400

MHz).
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FIGURA 3.42. Ampliagdo do espectro de COSY 'H-'H das piranoflavonas 10
(CDCls, 400 MHz).
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A andlise do mapa de contorno de HSQC (FIGURAS 3.43 — 3.44) e o
espectro de RMN °C (FIGURAS 3.45 — 3.46) de 10 permitiram que se

determinassem os deslocamentos quimicos dos carbonos hidrogenados.

8,23 7,84
125,82 123,70
7,42 125,12 7,07 121,44
7,69 133,55 7,40 133,73
118,03 117,88
7,55 6,98
1,70
H
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FIGURA 3.43. Mapa de contorno de HSQC das piranoflavonas 10 (CDCl;, 400
MHz).
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FIGURA 3.44. Ampliacdo do mapa de contorno de HSQC das piranoflavonas
10 (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 3.45. Espectro de RMN "°C das piranoflavonas 10 (CDCls;, 100 MHz).
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FIGURA 3.46. Ampliacdo do espectro de RMN C das piranoflavonas 10
(CDCl;, 100 MHz).
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FIGURA 3.47. Espectro de DEPT 135° das piranoflavonas 10 (CDCls;, 100

MHz).
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A anilise conjunta dos experimentos de RMN “C (FIGURAS 3.45 —
3.46), DEPT 135° (FIGURA 3.47) e HSQC (FIGURAS 3.43 — 3.44) indicou que
existiam, excluindo-se os carbonos relativos as cadeias alquilicas em regiao
bastante blindada, 8 CH aromaticos (descritos anteriormente) e 7 carbonos
quaternarios (174,85, 155,95, 155,69, 154,71, 124,22, 116,20 e 114,45 ), num
total de 15 carbonos, sugerindo, portanto, a estrutura de um flavonoide para 10.

Os dados de RMN da posicao 3 dos flavondides oferecem importante
informacao sobre qual o seu tipo estrutural (flavona, flavanona, flavonol, etc)
(TOMAZELA, 2001). Na mistura de flavonoides 10 ndo existia o sinal relativo a
H-3, que na flavona (7) (p. 60), por exemplo, ocorria como um singleto em 6,79
0. Isto indicou que 10 seriam flavonas substituidas em C-3. Adicionalmente,
deveriam existir dois anéis aromaticos orto dissubstituidos, o que sO seria
possivel numa flavona se a posi¢ao C-2’ fosse substituida. Essas evidéncias em
conjunto com os sinais ‘“remanescentes” nos espectros de RMN (hidrogénio
carbinolico, dois hidrogénios metilénicos e cadeia alquilica) indicaram a
ciclizacao entre os anéis B e C da flavona, com a formagdo de um anel pirano.
Este tipo de ciclizacdo ¢ comum em flavonoides prenilados (ACHMAD et al.,
1996; LIN e SHIEH, 1991 e 1992; LIN et al., 1996; LU e LIN, 1994). Rara ¢ a
ciclizacdo ser efetuada sem a presenca de um prenila, mas com uma cadeia
alquilica, como ¢ o caso de 10.

Os carbonos quaternarios das piranoflavonas 10 foram atribuidos através
da comparagio com os dados de RMN "“C da 2’-metoxiflavona
(KINGSBURRY e LOOKER, 1975) e pela andlise do mapa de contorno de
HMBC (FIGURAS 3.48 — 3.49).
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FIGURA 3.48. Mapa de contorno de HMBC das piranoflavonas 10 (CDCl;, 400
MHz).
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FIGURA 3.49. Ampliagao do mapa de contorno de HMBC das piranoflavonas

10 (CDCls, 400 MHz).
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Os carbonos quaternarios em 155,95, 155,69 e 154,71 o, por serem
coincidentes na projecdo do mapa de contorno de HMBC, foram atribuidos por
comparagdo com a 2’-metoxiflavona, a C-2, C-2° e C-9, respectivamente.

O carbono carbonilico em 174,85 6 foi determinado como C-4 através de
sua correlagdo com H-5 (8,23 9); C-1° (116,20 0) pela correlacdio com os
hidrogénios 3’ (6,98 o) ¢ 5° (7,07 0); e, C-10 (124,22 9) através da correlagao
com H-8 (7,55 9).

A presenga do anel pirano nas flavonas 10 foi confirmada através da
correlagdo entre o hidrogénio carbindlico em 5,69 6 (H-11) e C-2 (155,95 ¢). Ja

a correlacdo deste hidrogénio com um carbono quaternario em 114,45 6 permitiu

atribuir C-3.

Faltava ainda determinar o tamanho das cadeias alquilicas (R) ligadas as
piranoflavonas. Para tal fim, foi feito espectro de massas (FIGURA 3.50) da
amostra 10. Nesse espectro foram observados varios picos que permitiram
definir a existéncia de uma mistura de piranoflavonas, que se diferenciavam pela

extensao e insaturacdo da cadeia carbdnica (R), como descrito na TABELA 3.8.
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FIGURA 3.50. Espectro de massas (ES+) das piranoflavonas 10.

TABELA 3.8. Determinagdo de R das piranoflavonas.

pico [M+H] em m/z R
391 (CH,)sCH;
419 (CH,);,CH,
489 (CH,),,CH,
501 (CH,),5(CH=CH)CH,
503 (CH,),,CH,

Portanto, algumas das piranoflavonas que constituem a mistura 10 foram
identificadas e sdo inéditas, pois representam um novo tipo de ciclizacio em
flavonas. Os dados espectroscopicos referentes ao “ntcleo” das piranoflavonas

sao descritos na TABELA 3.9.

82



Resultados e Discussoes

TABELA 3.9. Dados espectroscopicos de RMN 'H e "°C das piranoflavonas.

H/C S 5 5 *
2 155,95 160,6
3 114,45 112,5
4 174,85 178,7
5 8,23 dd (J=1,9 ¢ 1,6 Hz) 125,82 1254
6 7,42 m 125,12 124.6
7 7,69ddd (J=84,72¢1,6Hz) 133,55 133,3
8 7,55 dl (J = 8,4 Hz) 118,03 117,8
9 154,71 156,2
10 124,22 120,7
11 5,69 dd (J=9,5 ¢ 3,4 Hz) 73,78 ;
12 1,85 me 1,70 m 33,99 .
1’ 116,20 n.d.
2’ 155,69 157,8
3’ 6,98 dl (J= 8,2 Hz) 117,88 111,6
4 7,40 m 133,73 132,2
5 7,07 ddd (J=1,8 € 0,9 Hz) 121,44 120,5
6’ 7,84 dd (J=1,8 ¢ 1,6 Hz) 123,70 129,1

OCH; - 55,6

* oc da 2’-metoxiflavona (CDCl3, 25,2 MHz) (KINGSBURRY e LOOKER, 1975).
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3.6. Identificacido dos alcaldides

Na familia Rutaceae ocorrem cinco tipos diferentes de alcaldides, que sdao
classificados segundo a sua origem biogenética: derivados da
fenilalanina/tirosina; derivados do triptofano; alcaldides derivados do acido
antranilico; derivados da histidina; e, alcaloides de origem ndo definida, tais
como os carbazois (WATERMAN, 1999).

Entretanto, essa familia ¢ caracterizada pela presenga dos alcaldides
derivados do 4cido antranilico, que s3o considerados marcadores
quimiotaxondmicos de Rutaceae.

As plantas da familia Rutaceae sdo capazes de produzir uma grande
variedade de alcaldides baseados na combinagao inicial do acido antranilico com
uma ou mais unidades de acetato (FIGURA 3.51), sendo que a ocorréncia de tais
alcaloides ¢ restrita (ou predominante) a essa familia.

Neste trabalho foram isolados alcaldides derivados do acido antranilico
(furoquinolinicos, furoquinoldnicos, tetraidrofuroquinolinico, 2-quinolona, 4-
quinolona e acridonico) e um alcaldide indolopiridoquinazolinico, de origem

mista.
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FIGURA 3.51. Alcaldides de Rutaceae formados a partir da combinacao de
acido antranilico e acetato (WATERMAN, 1999).
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3.6.1. Identificacdo da dictamina

O alcaloide dictamina (11) foi isolado da fragdo acetato de etila do extrato
metanolico dos galhos de Almeidea coerulea (AGMA) (p. 212-213) e
identificado através de EM e RMN 'H.

O espectro de RMN 'H (FIGURA 3.52) do alcaldide 11 apresentou um
singleto em 4,47 o, relativo a uma metoxila, e dois dubletos (J = 2,8 Hz) em
7,64 e 7,10 o, de hidrogénios furanicos, que sdo sinais bastante caracteristicos
dos alcalodides furoquinolinicos encontrados em Rutaceae.

Os sinais de quatro hidrogénios aromaticos em 8,28 (dd, J = 8,5 ¢ 1,2 Hz),
8,03 (dl, J= 8,5 Hz), 7,70 (ddd, J = 8,5, 8,5 ¢ 1,2 Hz) e 7,47 6 (ddd, J = 8,5, 8,5
e 1,5 Hz) e a auséncia de outros sinais no espectro d¢ RMN 'H sugeriram a
natureza de 11 como um alcaldide furoquinolinico ndo substituido, a dictamina,
que foi anteriormente isolada de varias espécies de Rutaceae (MESTER, 1983),
sendo inclusive obtida de A. coerulea (CORTEZ, 2002).

A atribui¢io dos valores de RMN 'H (TABELA 3.10) foi realizada por
comparagdo com a literatura (MAFEZOLI, 2001) e através das magnitudes das
constantes de accoplamento observadas. Nos alcaldides furoquinolinicos H-5 ¢
sempre mais desblindado, devido ao efeito de compressao estérica da metoxila
em C-4. Desta forma, partindo-se do sinal relativo a esse hidrogénio (em 8,28 0)
sabe-se que o sinal em 7,70 ¢ refere-se a H-7, ja que eles acoplam com uma

constante meta pequena (J = 1,2 Hz); e, que o sinal em 7,47 o refere-se a H-6
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por acoplar com uma constante grande orto (J = 8,5 Hz) com H-5. Finalmente,
H-8 (8,03 o) foi definido através da constante de acoplamento orto (J = 8,5 Hz)
com H-7 (7,70 0).

—4.4668

UL N\

1.02 1.06 1.29 1,17 0.99 3.57

T 0 u L
e L o A e R . e
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5

FIGURA 3.52. Espectro de RMN 'H da dictamina (11) (CDCls, 200 MHz).

O espectro de massas (FIGURA 3.53) confirmou a identificagdo da
dictamina (11) através do pico do ion molecular em m/z 199 daltons, compativel

com a formula molecular C;,HyNO,.
156 184 199

ol I

" 200

FIGURA 3.53. Espectro de massas (IE =70 e.V.) da dictamina (11).
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TABELA 3.10. Dados espectroscopicos de RMN 'H da dictamina.

H

S

&-l*

5
6
7
8
X
3

4-OCHs

8,28 dd (J=8,5¢ 1,2 Hz)
7,47 ddd (J=38,5,8,5 ¢ 1,5 Hz)
7,70 ddd (J=8,5, 8,5 e 1,2 Hz)
8,03 dl (J = 8,5 Hz)
7,64 d (J = 2,8 Hz)
7,10 d (J = 2,8 Hz)
447 s

8,29 ddd (J=8,5, 1,2 ¢ 0,6 Hz)
7,46 ddd (J=8,4, 6,8 ¢ 1,5 Hz)
7,69 ddd (J= 8,4, 6,8 ¢ 1,5 Hz)
8,01 ddd (J=8,5,1,2 ¢ 0,6 Hz)
7,64 d (J=2,8 Hz)
7,10 d (J=2,8 Hz)
447 s

* oy da dictamina (CDCl;, 400 MHz) (MAFEZOLI, 2001).

3.6.2. Identificacao da kokusagina

O alcaldide kokusagina (12) foi isolado da fracdo acetato de etila do

extrato metanolico das folhas de Almeidea rubra (ALFMA) (p. 217-218) ¢
identificado através de EM e RMN 'He "°C.

O espectro de RMN 'H (FIGURA 3.54) da substincia 12 apresentou,

assim como 11, um singleto em 4,45 o, caracteristico da metoxila em C-4 dos

alcaldides furoquinolinicos, e dois dubletos (J = 2,8 Hz) em 7,58 ¢ 7,05 6, dos

hidrogénios furanicos 2’ e 3 desses alcaldides.

Observaram-se ainda dois dubletos (J = 8,9 Hz) em 7,87 ¢ 7,14 o,

sugerindo a presenca de apenas dois hidrogénios aromaticos em relagao orto na

molécula.
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Por um desses hidrogénios ser bastante desblindado (7,87 0), este pode ser
atribuido a H-5 dos alcaldides furoquinolinicos. Assim, o outro sinal refere-se a
H-6 ¢ a substitui¢do no anel aromatico, ocorre em C-7 ¢ C-8. A natureza desse
substituinte foi definida por um singleto em 6,24 6 (2H), indicativo de um grupo
metilenodioxi.

Desta forma, o alcaldide 12 foi identificado como a kokusagina, que havia
sido anteriormente isolada de Almeidea rubra (SANTOS et al., 1998) e
Almeidea coerulea (MAFEZOLI, 2001).
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FIGURA 3.54. Espectro de RMN 'H da kokusagina (12) (CDCl;, 400 MHz).

Apesar dos dados espectroscopicos de RMN 'H serem suficientes para
definir a estrutura de 12, o espectro de RMN "“C (FIGURA 3.55) dessa
substancia foi adquirido para fins de comparagdo com seu isémero 15. Nesse
espectro foram observados 13 carbonos, sendo 7 quaternarios (164,41, 157,67,

147,38, 139,97, 132,48, 115,65 e 102,36 o), 2 CH aromaticos (116,73 e 108,12
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0), os carbonos caracteristicos do anel furanico, C-2° (143,19 0) e C-3° (104,88
0), C-2 (102,36 o) do grupo metilenodioxi, € um carbono em 59,19 o6 de

metoxila.

ppm

ccccc

B4, 414
157 .667
147 .378
143.193
132.480

2.357

77.365
77.048
76.730
59,186

—139.971

'  m— T T T T I 1 ' T ' T
ppm 160 140 120 100 80 60 40

FIGURA 3.55. Espectro de RMN "°C da kokusagina (12) (CDCls;, 100 MHz).

O espectro de massas (FIGURA 3.56) de 12 confirmou a estrutura
proposta, através do pico do ion molecular em m/z 243 daltons, coerente com a

formula molecular C13;HoNO,.

1
W

228

114 172 200

62
g7 100 122 144

156 y )
i | , 253 267 281

T T T
50 100 150 200 250

FIGURA 3.56. Espectro de massas (IE =70 e.V.) da kokusagina (12).
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Na TABELA 3.11 sdo descritos os dados de RMN 'H e *C do alcaléide
kokusagina (12).

TABELA 3.11. Dados espectroscopicos de RMN 'H e "°C da kokusagina.

H/C On Oy * oc ax”
2 164,41 164,3
3 115,65 114,8
4 157,67 157,1
4a 102,36 101,8
5 787d(J=89Hz) 7.88d(J=89Hz) 116,73 118,1
6 714d(J=89Hz) 7,14d(J=89Hz) 108,12 111,8
7 139,97 141,9
8 132,48 141,1
8a 147,38 152,0
2’ 758d(J=2,8Hz) 7,58d(J=2,8Hz) 143,19 142,8
3’ 705d(J=2,8Hz) 7,05d(J=2,8Hz) 104,88 104,6
27 6,24 6,24 102,36 ;

4-OCH; 4,45 s 4,43 59,19 61,6
OCH,; - 56,7
; 58,8

* &y da kokusagina (CDCls, 200 MHz) (MAFEZOLI, 2001); * ¢ da esquimianina (SANTOS, 1988).

3.6.3. Identificacao da esquimianina

O alcaldide esquimianina (13) foi isolado da fracdo acetato de etila do
extrato metanolico das folhas de Almeidea rubra (ALFMA) (p. 217-218) e
identificado por RMN 'H e EM.

H;CO
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O espectro de RMN 'H (FIGURA 3.57) da substincia 13 apresentou,
assim como os alcaldides 11 e 12, o singleto em 4,44 6, relativo a metoxila em
C-4 dos alcaldides furoquinolinicos, € os dois dubletos (J = 2,8 Hz) em 7,59 ¢
7,05 6, dos hidrogénios furanicos 2’ e 3°.

Assim como para o alcaldide 12, no espectro de RMN 'H de 13 (FIGURA 3.57)
observaram-se apenas dois dubletos (J = 9,4 Hz) em 8,03 ¢ 7,19 o, que
indicaram a presenca de dois hidrogénios aromaticos em relacao orfo, os quais
foram atribuidos a H-5 e H-6. Estes dados indicaram que C-7 e C-8 deveriam
estar substituidos. Por existirem ainda no espectro de RMN 'H dois singletos em
4,12 e 4,04 o, relativos a grupos metoxilas, definiu-se a estrutura de 13 como

sendo o alcaldide esquimianina, que foi identificado anteriormente em Almeidea

rubra (SANTOS et al., 1998).
No espectro de massas (FIGURA 3.58) de 13 confirmou-se a estrutura
proposta através do pico do ion molecular em m/z 259 daltons, compativel com a

formula molecular da esquimianina (C;4H3NOy).

~8.054
—8.007
- —4.445
—4.117
- —4.037
3,994

FIGURA 3.57. Espectro de RMN 'H da esquimianina (13) (CDCl;, 200 MHz).
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FIGURA 3.58. Espectro de massas (IE =70 e.V.) da esquimianina (13).

Os dados de RMN 'H do alcaldide esquimianina (13) sdo ilustrados na

TABELA 3.12.

TABELA 3.12. Dados espectroscopicos de RMN 'H da esquimianina.

H Ou on *

5 8,03 d (J=9,4 Hz) 8,03 d (J=9,3 Hz)

6 7,19 d (J= 9,4 Hz) 7,24 d (J=9,3 Hz)

2’ 7,59 d (J = 2,8 Hz) 7,59 d (J = 2,8 Hz)

3’ 7,05 d (J= 2,8 Hz) 7,05 d (J= 2,8 Hz)
4-OCH; 4,44 s 4,44 s
OCH; 4,125 411 s
4,04 s 4,03 s

* oy da esquimianina (CDCl;, 300 MHz) (CUCA S. et al., 1998).

3.6.4. Identificacdo da o-fagarina

O alcaldide o-fagarina (14) foi isolado da fracao acetato de etila do extrato
metanolico dos galhos de Almeidea coerulea (AGMA) (p. 212-214) e
identificado por RMN 'H e EM.
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No espectro de RMN 'H (FIGURA 3.59) do alcaléide 14 observaram-se o
singleto em 4,46 o, da metoxila em C-4 nos alcaldides furoquinolinicos, € os
hidrogénios furanicos 2’ ¢ 3°, em 7,65 (d, J=2,8 Hz) ¢ 7,09 6 (d, J = 2,8 Hz).

O sinal mais desblindado (7,85 ¢) no espectro, referente a H-5, ocorreu
como um duplodubleto (J = 8,4 ¢ 1,2 Hz), sugerindo a presenca dos hidrogénios
H-6 e H-7. Como o sinal em 7,37 & apresentou-se como um duplodubleto com
constantes de acoplamento grandes orto (J = 8,4 e 8,4 Hz), ele foi atribuido a H-
6. Desta forma, o outro sinal de hidrogénio aromatico, em 7,07 6 (dd, J = 8,4 ¢
1,2 Hz), foi atribuido a H-7.

A substitui¢do em C-8 foi definida como uma metoxila, por no espectro
de RMN 'H (FIGURA 3.59) ser observado um singleto em 4,09 & (3H).

Assim, o alcaldide 14 foi identificado como a o-fagarina, que ndo havia
sido isolada do género A/meidea, mas que ¢ amplamente distribuida na familia
Rutaceae (MESTER, 1983).

O espectro de massas (FIGURA 3.60) confirmou a identificacdo de 14
através do pico em m/z 229 daltons, coerente com a formula molecular da &

fagarina (C3H;;NO;).
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FIGURA 3.59. Espectro de RMN 'H da &-fagarina (14) (CDCls, 200 MHz).
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FIGURA 3.60. Espectro de massas (IE =70 e.V.) da o~fagarina (14).

Os dados de RMN 'H do alcaldide 14 sio mostrados na TABELA 3.13.

TABELA 3.13. Dados espectroscopicos de RMN 'H da &-fagarina.

H Su Ou*
5 7,85 dd (J=8,4 ¢ 1,2 Hz) 7,85 dl (J = 8,5 Hz)
6 737dd(J=84¢84Hz) 7,34ddd(J=8,5,7,8¢0,9 Hz)
7 7,07 dd (J=8,4 ¢ 1,2 Hz) 7,07 dl (J = 17,8 Hz)
2’ 7,65 d (J= 2,8 Hz) 7,65d (J=2,8 Hz)
3’ 7,09 d (J = 2,8 Hz) 7,09 d (J = 2,8 Hz)
4-OCH, 4,46 s 4,44 s
OCH; 4,09 s 4,07 s

* &y da &fagarina (CDCls, 300 MHz) (CUCA S. et al., 1998).
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3.6.5. Identificacao da isokokusagina

O alcaloide isokokusagina (15) foi isolado da fracdo acetato de etila do
extrato metandlico das folhas de Almeidea rubra (ALFMA) (p. 216-217) ¢
caracterizado por EM e RMN 'H e °C.

(15)
No espectro de RMN 'H (FIGURA 3.61) da substincia 15 foram
observados dois dubletos (J = 2,3 Hz) em 7,14 ¢ 7,29 o, relativos aos

hidrogénios em um anel furanico, e um singleto em 4,14 6 (3H), referente a uma
metila ligada a um heterodtomo; além de dois sinais de hidrogénios aromaticos
em relagdo orto (J = 8,6 Hz), em 8,18 ¢ 6,96 0, e de um singleto em 6,13 6 (2H),
relativo a um grupo metilenodioxi.

Desta forma, o espectro da substancia 15 mostrou-se bastante semelhante
ao do alcaloide kokusagina (12). Entretanto, o singleto em 4,45 o, que em
conjunto com os hidrogénios furanicos, ¢ caracteristico de um nucleo
furoquinolinico, estava mais blindado para 15. Estes dados sugeriram alguma
modificacdo no esqueleto furoquinolinico.

No espectro de RMN °C (FIGURA 3.62) de 15, em contraste do que para
12, ndo foi observado o carbono metoxilico em 59,19 6, mas um carbono em
34,20 o, sugerindo a presenca de uma N-metila ao invés de O-metila.
Adicionalmente, o espectro de RMN °C apresentou um carbono carbonilico em
195,82 o, indicando a isomerizagdo do esqueleto furoquinolinico para
furoquinoldnico.

Assim, a substancia 15 foi definida como o alcaldide isokokusagina, que

nao tinha sido descrita no género Almeidea.

96



Resultados e Discussoes

O espectro de massas de 15 (FIGURA 3.63) apresentou o pico do ion

molecular em m/z 243 daltons, confirmando a féormula molecular C;3HyNO, da

1sokokusagina.
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FIGURA 3.61. Espectro de RMN 'H da isokokusagina (15) (CDCls, 200 MHz).
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FIGURA 3.62. Espectro de RMN "°C da isokokusagina (15) (CDCls;, 100 MHz).
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FIGURA 3.63. Espectro de massas (IE = 70 e.V.) da isokokusagina (15).

Os dados de RMN 'H e "°C do alcalodide isokokusagina (15), descritos na
TABELA 3.14, foram atribuidos através da andlise dos espectros e por

comparagao com valores da iso-o-fagarina (WU et al., 1999).

TABELA 3.14. Dados espectroscopicos de RMN 'H e "°C da isokokusagina.

H/C On on* oc oc*
2 n.d 157,2
3 n.d. 111,2
4 195,82  183,7
4a 134,67 1314
5 8,18d(J=8,6Hz) 8,02dd(J=79¢1,9Hz) 122,54 1239
6  6,96d(J=28,6Hz) 7,28 ¢t (J=17,9 Hz) 105,55  119,9
7 - 735dd (J=79¢e¢19Hz) n.d. 115,7
8 n.d. 131,8
8a 15045  152,0

2 729d(J=23Hz)  7,56d(J=2,2Hz) 137,78  139,7
3 7,14d(J=23Hz)  694d(J=22Hz) 107,91  108,2

2” 6,13 s - 101,56 -
N-CH; 4,14 s 4,20 s 34,20 37,7
0O-CH; - 4,01 s - 57,3

* 0y e ocda iso-o-fagarina ((CD;),CO, 400 e 100 MHz) (WU et al., 1999); n.d. = ndo determinado.
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3.6.6. Identificacao da isoesquimianina

O alcalo6ide isoesquimianina (16) foi isolado da fracao acetato de etila do
extrato metanolico das folhas de Almeidea rubra (ALFMA) (p. 216-217) e
caracterizado por RMN 'H e "°C.

(16)

O espectro de RMN 'H (FIGURA 3.64) de 16 apresentou os dubletos (J =
2,3 Hz) dos hidrogénios furanicos 2’ ¢ 3°, em 7,28 ¢ 7,05 6, e um singleto de
metila ligada a heteroatomo, em 4,19 J. Adicionalmente, no espectro de RMN
C (FIGURA 3.65) foram observados um carbono de N-CH; em 35,83 &, e um
carbono carbonilico em 202,73 o, que sugeriram a natureza da substancia 16 ser
1déntica a do alcaloide 15, ou seja, de um alcaldide furoquinoldnico.

Dois dubletos (J/ = 9,1 Hz) de hidrogénios aromaticos, em 8,34 ¢ 7,05 o, e
dois singletos relativos a duas metoxilas, em 4,01 e 3,88 ¢, indicaram a
substituicdo do nucleo furoquinolénico em C-7 ¢ C-8 por grupos metoxilas e,
portanto, demonstraram a identidade de 15 como a isoesquimianina, que ¢
1sdmero do alcaloide 13, e que ndo tinha sido isolada de A/meidea, mas ja era
relatada na natureza (BERINZAGHI et al., 1943). Os dados espectroscopicos
desta substancia estao ilustrados na TABELA 3.15.
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FIGURA 3.64. Espectro de RMN 'H da isoesquimianina (16) (CDCls, 200
MHz).
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FIGURA 3.65. Espectro de RMN "C da isoesquimianina (16) (CDCls, 50
MHz).

100



Resultados e Discussoes

TABELA 3.15. Dados espectroscopicos de RMN 'H e "°C da isoesquimianina.

H/C ot Oc
2 156,23

3 n.d.
4 202,73
4* 133,92
5 8,34 d (J=9,1 Hz) 123,65
6 7,05d (J=9,1 Hz) 108,44

7 n.d.

8 n.d.

8 n.d.
2’ 7,28 d (J=2,3 Hz) 137,71
3’ 7,05d (J=2,3 Hz) 107,85
N-CH; 4,19 s 35,83
O-CH; 4,01 s 61,79
3,88 s 56,48

n.d. = ndo determinado

3.6.7. Identificacao da isodutaduprina

O alcaloide 1sodutaduprina (17) foi isolado da fracdo acetato de etila do
extrato metandlico das folhas de Almeidea rubra (ALFMA) (p. 216-217) ¢
identificado por RMN 'H.

No espectro de RMN 'H (FIGURA 3.66) da substancia 17 foram

observados os dois dubletos (J = 2,0 Hz) dos hidrogénios furanicos 2’ e 3°, em
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7,30 e 7,04 o, e o singleto em 3,96 o, relativo a uma N-CHj3;, que indicaram a
identidade de 17 como uma alcal6ide furoquinolonico.

Esse espectro apresentou também dois sinais de hidrogénios aromaticos,
em 8,35 e 6,90 o, e os sinais relativos a um anel 2,2-dimetilcromeno em 6,75
(1H, dl, J = 10,0 Hz), 5,64 (1H, d, J = 10,0 Hz) e 1,53 6 (6H, s). O sinal mais
desblindado, referente a H-5, ocorreu como um dubleto, sugerindo que as
posicdes C-7 e C-8 estariam substituidas. Pelas evidéncias anteriormente
descritas, a substitui¢do deveria ocorrer pelo anel 2,2-dimetilcromeno, e este
poderia estar posicionado de duas formas: com o oxigénio em C-7 ou em C-8. A
substituicdo de C-7 pelo oxigénio do anel 2,2-dimetilcromeno foi atribuida
como a correta, pois se observou no espectro de NOE (FIGURA 3.67) o
incremento do singleto da N-CHj; (3,96 0) ao se irradiar o sinal de H-1" (6,75 9).
Essa posi¢do do anel 2,2-dimetilcromeno também explica o “alargamento” dos
sinais de H-6 e de H-1", que acoplam em w estendido.

Desta forma, a substancia 17 foi identificada como o alcaloide
isodutaduprina, que tinha sido isolada anteriormente de 4. coerulea (SANTOS
et al., 1998) e cujo isomero dutaduprina também havia sido relatado para essa
espécie (MAFEZOLI, 2001; SANTOS et al., 1998).

A comparacdo dos dados espectroscopicos de RMN 'H da isodutaduprina
(17) com os de literatura (SANTOS, 1988), na TABELA 3.16, confirmaram a

estrutura proposta.
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FIGURA 3.66. Espectro de RMN 'H da isodutaduprina (17) (CDCls, 200 MHz).

FIGURA 3.67. Espectro de NOE da isodutaduprina (17) (CDCl;, 400 MHz).
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TABELA 3.16. Dados espectroscopicos de RMN 'H da isodutaduprina.

H Ou Ou *
5 8,35d (J=8,0 Hz) 8,30 d (J=9 Hz)
6 6,90 dd (J = 8,0 € 2,0 Hz) 6,87 d (J=9 Hz)
2’ 7,30d (J=2,0 Hz) 723 d (J=3 Hz)
3’ 7,04 d (J=2,0 Hz) 6,96 d (J = 3,0 Hz)
1” 6,75 d (J = 10,0 Hz) 6,73 d (J= 10 Hz)
2” 5,64 d (J= 10,0 Hz) 5,60 d (J= 10 Hz)
4”7 e5” 1,53 s 1,50 s
N-CH; 3,96 s 3,855
* oy da isodutaduprina (CDCl;, 80 MHz) (SANTOS, 1988).

3.6.8. Identificacdo do alcalodide tetraidrofuroquinolinico

O alcaldide tetraidrofuroquinolinico 18 foi isolado da fracdo acetato de

etila do extrato metanolico das folhas de Almeidea rubra (ALFMA) (p. 219-220)

e caracterizado por EM ¢ RMN em uma e duas dimensoes.

(18)

O espectro de RMN 'H da substancia 18 (FIGURA 3.68) apresentou os
dubletos (J = 2,6 Hz) em 7,58 ¢ 6,97 ¢, referentes aos hidrogénios furanicos 2’ e

3’, e o singleto em 4,30 ¢ de metoxila, que caracterizam um alcaldide com

esqueleto furoquinolinico. Entretanto, a auséncia de sinais relativos a outros
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hidrogénios aromadticos e a blindagem da metoxila em C-4 (4,30 ao invés de 4,4
0) sugeriram que o nucleo furoquinolinico seria reduzido no alcal6ide 18.

A natureza de 18 como um alcaldide tetraidrofuroquinolinico foi
confirmada através dos multipletos em 2,78 (2H), 2,20 (1H) e 2,01 ¢ (1H).
Adicionalmente, foram observados no espectro de RMN 'H: dois singletos em
3,14 ¢ 2,03 4, relativos a uma metoxila e a uma metila de acetato; um sinal (dd,
J=28.,5¢ 2,9 Hz) de hidrogénio acetilcarbindlico em 5,43 &, outros dois dubletos
(J = 16,1 Hz) em 6,06 ¢ 5,69 o, de hidrogénios olefinicos em relagdo trans; e

dois sinais de metilas terciarias sobre carbono oxigenado, em 1,34 ¢ 1,31 6.
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FIGURA 3.68. Espectro de RMN 'H do alcaldide tetraidrofuroquinolinico 18
(CDCl;, 400 MHz).
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A diidroperfamina (B) (ROZSA et al., 1986) e a 7-O-acetilhaplofilidina
(C) (SANTOS et al, 1998) sao exemplos de alcaloides
tetraidrofuroquinolinicos, sendo que este ultimo apresenta dados espectrais
bastante semelhantes com o alcaléide 18, diferenciando-se apenas no
substituinte em C-8, que em C ¢ um grupo v,y-dimetilalil ¢ em 18, os dados

espectrais indicaram ser um substituinte 3-hidroxi-2-isopentenila.

(B) > ©

No espectro de COSY 'H-'H (FIGURA 3.69) de 18, observaram-se os
acoplamentos entre o hidrogénio acetilcarbindlico (em 5,43 ) e os hidrogénios
em 2,01 e 2,20 o, destes entre si, ¢ também com os hidrogénios em 2,78 &. Isto
evidenciou que os hidrogénios metilénicos em 2,01 e 2,20 6 eram vicinais ao
hidrogénio acetilcarbindlico (H-7) e aos metilénicos em 2,78 9, referentes a H-5,

como ¢ ilustrado abaixo.

220 g

2,78
2,01 H‘—S
H3CCOO—~ X
H
543 R OCH;
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5 4 3 2

FIGURA 3.69. Espectro de COSY 'H-'H do alcaldide tetraidrofuroquinolinico
18 (CDCl;, 400 MHz).

A andlise do espectro de RMN "°C (FIGURA 3.70) e do mapa de contorno
de HSQC (FIGURA 3.71) permitiu as atribui¢des de deslocamentos quimicos
dos carbonos hidrogenados ¢ a defini¢ao de oito carbonos quaternarios (170,33,

162,74, 158,24, 150,01, 117,64, 105,20, 79,71 e 70,77 ) na molécula.

29,50 e 29,65
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FIGURA 3.70. Espectro de RMN "°C do alcaléide tetraidrofuroquinolinico 18
(CDCl;, 100 MHz).
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FIGURA 3.71. Mapa de contorno de HSQC do alcaloide
tetraidrofuroquinolinico 18 (CDCl;, 400 MHz).
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Os deslocamentos quimicos dos carbonos quaternarios foram atribuidos

através das correlagdes observadas no mapa de contorno de HMBC (FIGURA
3.72).

- 60

—‘ —100
(] 3 [

| |-125
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FIGURA 3.72. Mapa de contorno de HMBC do alcaldide
tetraidrofuroquinolinico 18 (CDCl;, 400 MHz).

A correlagcao de H-2’ (7,58 6) e H-3" (6,97 6) com os carbonos em 162,74
e 105,20 o definiu C-2 e C-3, respectivamente.




Resultados e Discussoes

O carbono 4 foi definido através da correlagdo dos hidrogénios da

metoxila, em 4,30 o, com o carbono em 158,24 6.

@m 4,30
158,24

7N\
% N7 O

H-5 (2,78 ) e H-6 (2,01 ) correlacionaram com um mesmo carbono em

117,64 o, que foi atribuido a C-4a. E a correlagdo de H-5 com outro carbono em

150,01 o, definiu C-8a.

R OCHj
C-8 foi atribuido através da correlacdo da metoxila em 3,14 o, com o
carbono em 79,71 6. Ja a correlagdo de H-2” (5,69 o) e dos hidrogénios das
metilas (1,31 e 1,34 6) com um mesmo carbono (70,77 o) definiu C-3".

131e 1,345

Vale ressaltar, que as estereoquimicas relativas de C-7 e C-8 nao puderam

ser determinadas através dos experimentos de RMN realizados. Em um
experimento de NOE no qual se irradiou os hidrogénios metoxilicos (em 3,14 0)
e/ou o hidrogénio olefinico 1” (em 6,06 0) ndo se observou o incremento do
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sinal referente ao hidrogénio acetilcarbindlico (em 5,43 ¢), ndo permitindo,
portanto, a determinacgdo da estereoquimica de C-8.

No espectro de massas do alcaloide 18 (FIGURA 3.73) nao foi observado
o pico do ion molecular em m/z 375 daltons, compativel com a formula
molecular C,yH,sNOg, mas o pico em m/z 326, resultante da perda de um grupo

metoxila e de uma molécula de agua.

326
2BE

6077 oo 128 154 188 2] 282 312 34 -

100 200 300 " am BOC

FIGURA 3.73. Espectro de massas (IE = 70 e.V.) do alcaloide

tetraidrofuroquinolinico 18.

Desta forma, a estrutura do alcaloide 18 foi detalhadamente definida e
esta sendo, pela primeira vez, citada na literatura. Seus dados espectroscopicos
de RMN foram atribuidos através da analise dos espectros € por comparacao
com os dados da 7-O-acetilhaplofilidina (C) (SANTOS et al., 1998) e estdo
descritos na TABELA 3.17.
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TABELA 3.17. Dados espectroscopicos de RMN 'H e "C do alcaléide

tetraidrofuroquinolinico.

H/C Si 5 * & & *
2 162,74 161,5
3 105,20 116,4
4 158,24 157,6
4a 117,64 104,4
5 2,78 m n.d. 19,53 17,9
6 2,20 m n.d. 23,46 20,7
7 2,01 m n.d. 72,60 71,7
8 79,71 76,9
8a 150,01 149,6
2’ 7,58d(J=2,6Hz) 7,55d(J=3Hz) 142,88 141,9
3’ 697d(J=2,6Hz) 695d(J=3Hz) 104,64 104,0
1”  6,06d(J=16,1 Hz) n.d. 126,94 28.5
2’ 569d(J=16,1 Hz) 5,20 m 141,06 1183
37 70,77 132,6
47 ¢ 5” 1,34e131s 1,661,605  29,65¢29,50 252¢17,3
4-OCH; 430 s 428 s 58,50 57,7
8-OCH; 3,14 3,13 s 51,29 49,8
-OOCCH; 170,33 169,2
-O0CCH; 2,03 s 1,98 s 21,25 20,7

* 0y e oc da 7-O-acetilhaplofilidina (CDCl;, 80 e 20 MHz) (SANTOS et al., 1998); n.d. = ndo determinado.
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3.6.9. Identificacao da haplotusina

Da fracdo acetato de etila do extrato metandlico do caule de
Conchocarpus heterophyllus (AHCMA) foi obtido o alcaldide haplotusina (19)
(p. 224-225), cuja identificagdo foi realizada por EM e RMN, em uma e duas

dimensoes.

No espectro de RMN 'H (FIGURA 3.74) de 19 observaram-se quatro
sinais relativos a hidrogénios aromaticos, em 8,00 (dl, J = 8,0 Hz), 7,73 (m),
7,68 (m) e 7,34 6 (ddd, J = 8,0, 6,4 ¢ 1,6 Hz). As multiplicidades desses sinais
indicaram a presencga de um anel aromatico orto dissubstituido na substancia 19.
Adicionalmente, um singleto em 6,08 o, integrado para um hidrogénio, revelou a
identidade dessa substancia como um alcaldide 4-R-2-quinolonico, que € de
ocorréncia bastante comum em plantas da familia Rutaceae (FIGURA 3.51)
(MESTER, 1983; WATERMAN, 1999).

Um alcal6ide muito comum desta classe ¢ a 1-metil-4-metoxi-2-quinolona
(D), que apresenta, assim como 19, quatro hidrogénios aromaticos num anel orto
dissubstituido, € um hidrogénio (H-3) em 6,05 6. Entretanto, eles diferem quanto
aos deslocamentos quimicos das metilas ligadas a heteroatomos (em 19 elas
ocorrem em 4,02 ¢ 4,00 6 e em D, em 3,68 ¢ 3,95 o) (MAFEZOLI, 2001). Estes
dados confirmaram a natureza de 19 como um alcaldide do tipo 4-metoxi-2-
quinolona, no qual alguma mudanca estaria desblindando os sinais das metilas

ligadas a heteroatomos. Vale ressaltar, que essas diferencas foram observadas
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mesmo no espectro de RMN 'H obtido em CDCls, onde os singletos ocorreram

em 4,08 e 3,96 ¢.
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FIGURA 3.74. Espectro de RMN 'H da haplotusina (19) (MeOD, 200 MHz).

A partir do espectro de RMN °C de 19 (FIGURA 3.75), deduziu-se a
auséncia de N-CH; na molécula, cujo sinal deveria ocorrer ~29 . Entretanto
foram observados um sinal de metoxila aromética ndo impedida estericamente,
em 57,06 o, e um outro sinal bastante desblindado em 63,73 o. Na estrutura da

1-metil-4-metoxi-2-quinolona (D) seria plenamente aceitdvel que a metoxila

114



Resultados e Discussoes

com um deslocamento quimico de 57,06 ¢ substituisse C-4. Como nao poderia
haver na molécula nenhum substituinte no anel aromatico, a inica posi¢do, na
qual a outra metila ligada a heterodtomo (63,73 o) poderia estar, seria no
nitrogénio. J4 que esta metila era muito desblindada para ser N-CHj, foi
proposto que ela seria N-OCHs;. Isto foi confirmado pelos demais experimentos

de RMN e parece ser uma caracteristica bastante rara.

124.543
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96.887
72.116
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—133.336

—116.923
—113.145

63.733
—57.055
—49.000

L

FIGURA 3.75. Espectro de RMN "C da haplotusina (19) (MeOD, 50 MHz).

A anélise do mapa de contorno de HSQC (FIGURA 3.76), do espectro de
RMN "C (FIGURA 3.75) e dos dados espectroscopicos da substancia modelo D
(MAFEZOLI, 2001) permitiu que fossem atribuidos alguns valores de
deslocamentos quimicos. Ressaltando-se, entretanto, que eles foram definidos a

partir dos espectros em MeOD.
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FIGURA 3.76. Mapa de contorno de HSQC da haplotusina (19) (CDCl;, 400
MHz).

116



Resultados e Discussoes

Através da analise do mapa de contorno de HMBC (FIGURA 3.77) foram
definidos os carbonos quaternarios do alcaldide 19, exceto C-2, que nao foi

observado.
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FIGURA 3.77. Mapa de contorno de HMBC da haplotusina (19) (CDCl;, 400
MHz).

C-8a foi definido através da correlagcdo de H-5 (8,00 o) e H-7 (7,73 ) com

um carbono em 138,15 6.

OCH;
8,00
X
7,73 XN
U3s,15 1|\I O
OCH,
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As correlagoes de H-3 (6,08 o), H-6 (7,34 6) e H-8 (7,68 6) com um

mesmo carbono (em 116,92 ¢) determinaram C-4a.

C-4 foi atribuido através da correlagdo da metoxila em C-4 (4,01 o), H-3
(6,08 0) e H-5 (8,00 6) com o carbono em 164,63 ¢.

|
OCH,

O espectro de massas de 19 (FIGURA 3.78), obtido por electrospray no
modo positivo, mostrou os picos [M+H]" e [M+Na]" em m/z 206 e 228 daltons,
confirmando a estrutura proposta para a haplotusina (C,;H;;NO3).

alesAHCMA145 102 (1.328) Scan ES+

100+ 206.2 1.86e6

122.1

228.2

MV\‘A/J 1
0 T T

R Rl S B e B B B e B Bt A s A s s A s LA Rand MR BB MRS Ran s BARRS Ranng nanas el LLF2
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230

FIGURA 3.78. Espectro de massas (ES+) da haplotusina (19).
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Portanto, a andlise dos dados espectroscopicos indicou a estrutura de 19
como sendo o alcaldide 1,4-dimetoxi-2-quinolona, isolado anteriormente de
Haplophyllum obtusifolium (Rutaceae) (RASAKOVA et al., 1984) e
vulgarmente denominado de haplotusina. Os dados de RMN desta substincia

sao descritos na TABELA 3.18.

TABELA 3.18. Dados espectroscopicos de RMN 'H e "°C da haplotusina.

H/C N oc
2 n.d.
3 6,08 s 96,89
4 164,63
4a 116,92
5 8,00 dl (J =8,0 Hz) 124,54
6 7,34 ddd (J=8,0, 6,4 ¢ 1,6 Hz) 124,20
7 7,73 m 133,34
8 7,68 m 113,14
8a 138,15
4-OCHj; 4,01 s 57,06
N-OCH; 4,02 s 63,73

3.6.10. Identificacao do alcaldide 2-fenil-1-metil-4-quinolona

O alcaldéide 20 foi isolado da fracao acetato de etila do extrato metanolico
do caule de Conchocarpus heterophyllus (AHCMA) (p. 224-225) e identificado

por EM e RMN em uma e duas dimensdes.

119



Resultados e Discussoes

O espectro de RMN 'H (FIGURAS 3.79 — 3.80) do alcaldide 20
apresentou um conjunto de sinais na regido de hidrogénios aromaticos e um
singleto em 3,74 ¢, relativo a hidrogénio ligado a heterodtomo. Como no mapa
de contorno de HSQC (FIGURAS 3.81 — 3.82) esse hidrogénio (3,74 0)
correlacionava com um carbono em 38,36 O, determinou-se a existéncia de N-
CH; na substancia 20.

O conhecimento da ampla ocorréncia de alcaldides derivados do acido
antranilico em Rutaceae (MESTER, 1983; WATERMAN, 1999) e o singleto em
6,67 & no espectro de RMN 'H (FIGURAS 3.79 — 3.80) determinaram a
identidade de 20 como um alcaldéide 2-R-4-quinolona. A hipdtese que esse
alcaldide fosse 4-R-2-quinolona foi descartada, pois o H-3 seria mais blindado.

A andlise mais detalhada do espectro de RMN 'H permitiu que se
definissem nove hidrogénios aromaticos na molécula e, portanto, a existéncia de
dois anéis aromaticos. As multiplicidades dos sinais em 8,51 (dd, J = 8,1 ¢ 1,4
Hz), 7,81 (ddd, J = 8,5, 7,0 e 1,4 Hz), 7,67 (dl, J = 8,5 Hz) e 7,52 6 (m)
indicaram que um dos anéis seria orto dissubstituido. Assim, o outro anel s
poderia ser monossubstituido, sendo que os sinais relativos aos seus hidrogénios
ocorreram em 7,53 (m, 3H) e 7,44 6 (m, 2H).

Desta forma, definiu-se que a substituicdo em C-2 no alcaldide 20 se daria
por um grupo fenil. Isto foi confirmado pelos demais experimentos de RMN e

por comparagdo com os dados de literatura para esse alcaldide, isolado

anteriormente de Raulinoa echinata (Rutaceae) (BIAVATTI et al., 2002).

120



Resultados e Discussoes

o m
oYUM ODOS~0M@ODOY BEB&
oMo MUY OO OWn - m o om
Equuoo@mMMmUOUD T T MmO W e oo~ D
™M fJ oy
I < SN S o o - -

pp
5
5
5
5
B
5
5
5
5
4
4
4
4
4
2
B
—3.93400
—3.73762
—3.55878

N

il BEER R 5 g

53 mfin|a|m - ~ ©

& |- -|=|o|m - ] o
T i e R T T T T ESERE T
ppm 8 7 6 5 4 3 2 1

FIGURA 3.79. Espectro de RMN 'H do alcaloide 2-fenil-1-metil-4-quinolona
(20) (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 3.80. Ampliacio do espectro de RMN 'H do alcalide 2-fenil-1-metil-

4-quinolona (20) (CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 3.81. Mapa de contorno de HSQC do alcaléide 2-fenil-1-metil-4-
quinolona (20) (CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 3.82. Ampliagao do mapa de contorno de HSQC do alcaloide 2-fenil-

1-metil-4-quinolona (20) (CDCl;, 400 MHz).
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A andlise conjunta do mapa de contorno de HSQC (FIGURAS 3.81 —
3.82), do espectro de RMN "*C (FIGURAS 3.83 — 3.84) ¢ dos dados de literatura
(BIAVATTI et al., 2002) permitiu que fossem definidos alguns deslocamentos

quimicos de 'H e °C para o alcal6ide 20.

[ =1=]
L=R==
- - o
- - -

!

129.06
12863

13035
— 126 .43
— 116.60

— 13362
12534

11.14

3836

174.451
156.87
—141.51
_~134.73

170 160 150 140 130 120 1o 100 an a0 o 21} a0 40 a0

FIGURA 3.83. Espectro de RMN "C do alcaldide 2-fenil-1-metil-4-quinolona
(20) (CDCls, 50 MHz).
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FIGURA 3.84. Ampliagdo do espectro de RMN B do alcaldide 2-fenil-1-metil-
4-quinolona (20) (CDCl;, 50 MHz).

Através da andlise do mapa de contorno de HMBC (FIGURAS 3.85 —
3.86) do alcaldide 20 foram definidos os carbonos quaternarios da molécula.

Neste mapa, observou-se a correlagao entre os hidrogénios N-metilicos
(3,74 ) e os carbonos em 156,87 ¢ 141,51 6. Como os hidrogénios aromaticos
H-5 ¢ H-7, em 8,51 e 7,81 o, também correlacionavam com o ultimo, ele foi
atribuido a C-8a e o outro a C-2. H-5 (8,51 o) apresentou ainda correlagdo com

um carbono carbonilico em 174,51 9, que foi atribuido a C-4.
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As correlacoes de H-8 (7,67 0), H-6 (7,52 ¢) e H-3 (6,67 6) com 0 mesmo

carbono, em 126,43 ¢, definiu C-4a, que coincidiu com C-5.

H-3 (6,67 6) também correlacionou com os carbonos em 134,73 e 156,87
0 (C-2). Como o ultimo j4 estava atribuido a C-2, o primeiro foi definido como

C-1.

1 100

FIGURA 3.85. Mapa de contorno de HMBC do alcaldide 2-fenil-1-metil-4-
quinolona (20) (CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 3.86. Ampliacdo do mapa de contorno de HMBC do alcal6ide 2-fenil-
I-metil-4-quinolona (20) (CDCl;, 400 MHz).

O espectro de massas de 20 (FIGURA 3.87), obtido por electrospray no
modo positivo, mostrou o pico [M+H]" em m/z 236 daltons, confirmando a

estrutura proposta para este alcaloide (C,¢H;3NO).

alessandra081203
alesAHCMA182 131 (1.698) Scan ES+
100+ 236.2 1.82e5

272.2 2901

ok F RO S BT TOU

7 T T ) T 7 SARML T AARAY T T ¥ T T VAR T Aanan) Y SARRL 7 m/z
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

FIGURA 3.87. Espectro de massas (ES+) do alcaldide 2-fenil-1-metil-4-

quinolona (20).
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Portanto, a andlise dos dados espectroscopicos € a comparagdao com dados
de literatura (BIAVATTI et al., 2002) permitiram definir a estrutura de 20 como
o alcaloide 2-fenil-1-metil-4-quinolona, que estd sendo pela primeira vez
descrito no género Conchocarpus. Seus dados de RMN estdo ilustrados na

TABELA 3.19.

TABELA 3.19. Dados espectroscopicos de RMN 'H e C do alcaléide 2-fenil-

1-metil-4-quinolona.

H/C S oy * oc oc*
2 156,87 154,8
3 6,67 s 6,31 s 111,14 112,7
4 174,51 177,6
4a 126,43 126,8
5 8,51dd(J=8,1e1,4Hz) 8,51dd(J=8,0e1,4Hz) 126,43 126,8
6 7,52 m 7,45 1l 125,34 123,8
(J=1,0Hz)
7 7,81ddd (J=38,5,70e 7,73dt(J=7,8¢1,6Hz) 133,68 132,3
1,4 Hz)
8 7,67 dl (J= 38,5 Hz) 7,57 d (J=28,5Hz) 116,60 115,9
8a 141,51 141,9
I 134,73 135,9
2’e6’ 7,44 m 7,42 m 128,63 128,5
3’es 7,53 m 7,52 m 129,06 128,8
4 7,53 m 7,52 m 130,35 129,6
N-CH; 3,74 s 3,625 38,36 373

* Oy e oc da 2-fenil-1metil-4-quinolona (CDCl;, 400 e 100 MHz) (BIAVATTI et al., 2002).
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3.6.11. Identificacao da arborinina

Da fracdo acetato de etila do extrato metanolico das folhas de Almeidea
rubra (ALFMA) foi isolado o alcaldide arborinina (21) (p. 216-217), cuja

identificacio foi realizada por EM e RMN 'H.
@) OH

(21)

O espectro de RMN 'H de 21 (FIGURA 3.88) apresentou sinais em 8,43
(dd, J= 8,0 e 2,0 Hz), 7,72 (ddd, J = 9,0, 8,0 ¢ 2,0 Hz), 7,50 (dl, J = 9,0 Hz) e
7,29 6 (ddd, J = 8,0, 8,0 e 2,0 Hz) relativos a hidrogénios aromaticos, cujas
multiplicidades caracterizaram a presenca de um anel orto dissubstituido na
substancia 21. Foram observados também trés singletos relativos a metila ligada
a heteroatomo, em 4,01, 3,92 e 3,83 o, um singleto de hidrogénio aromatico, em
6,27 6 (1H), e um sinal em 14,75 6, referente a uma hidroxila quelada.

Estes dados espectroscopicos em conjunto com o conhecimento da
ocorréncia de alcaldides derivados do acido antranilico em plantas da familia
Rutaceae (MESTER, 1983; WATERMAN, 1999) sugeriram a natureza de 21
como um alcal6ide acridonico.

O singleto relativo a uma hidroxila quelada evidenciou que C-1 no
esqueleto acridonico estava substituido por uma hidroxila; e a presenga de um
sinal de metoxila impedida estericamente (em 4,01 o) indicou que as posigdes
C-2 e C-3 deveriam estar substituidas pelas metoxilas. Assim, o singleto de
hidrogénio aromatico (em 6,27 o) correspondia a H-4 e o sinal mais blindado

(em 3,83 0) correspondia a N-CHj.
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FIGURA 3.88. Espectro de RMN 'H da arborinina (21) (CDCls, 200 MHz).

Portanto, os dados espectroscopicos indicaram a natureza de 21 como um
alcaldide acridonico substituido em C-1, C-2 e C-3, vulgarmente conhecido
como arborinina. Ele ¢ de ampla ocorréncia na familia Rutaceae, e foi inclusive
isolado do género Almeidea (SANTOS et al, 1998). Seus dados
espectroscopicos de RMN 'H sdo descritos na TABELA 3.20.

A formula molecular (C;¢H;sNO,) do alcaldéide arborinina (21) foi
confirmada através dos picos [M+H]" e [M+Na]" em m/z 286 e 308 daltons, no

espectro de massas (FIGURA 3.89).

ALE1posit 169 (1.435) Cm ((149:275+352:445+69:132)) Scan ES+
1004 286.1 9.93¢5

308.2

340.3

e M oA ] e
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FIGURA 3.89. Espectro de massas (ES+) da arborinina (21).
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TABELA 3.20. Dados espectroscopicos de RMN 'H da arborinina.

H On O *
4 6,27 s 6,32 s
5 7,50 dl (J= 9,0 Hz) 7,54 d (J = 8,8 Hz)
6 7,72 ddd (J=9,0,8,0 ¢ 2,0 Hz) 7,75 ddd (J=8,7, 6,8 ¢ 1,6 Hz)
7 7,29 ddd (J = 8,0, 8,0 e 2,0 Hz) 7,33 ¢ (J= 8,0 Hz)
8 8,43 dd (J=28,0 ¢ 2,0 Hz) 8,50 dd (J=8,0 ¢ 1,6 Hz)
2-OCH,; 401 s 4,04 s
3-OCH; 3,92 s 3,95 s
NCH, 3,83 s 3,88 s
OH 14,75 s ;

* &y da arborinina (CDCls, 400 MHz) (JANUARIO, 1995).

3.6.12. Identificacdo do alcaldide indolopiridoquinazolinico

O alcaldide 22 foi isolado da fracdo acetato de etila do extrato metanolico
dos galhos de Almeidea coerulea (AGMA) (p. 211-212) e caracterizado por
RMN em uma e duas dimensdes.

H;CO

(22)

A substancia 22 apresentou em seu espectro de RMN 'H (FIGURAS 3.90
— 3.91) dois tripletos (J = 6,8 Hz) em 4,52 ¢ 3,18 6, que, em conjunto com 0s
sinais dos hidrogénios aromaticos, indicaram a natureza de 22 como um

alcaldide indolopiridoquinazolinico, que s6 ¢ descrito na familia Rutaceae

(MESTER, 1983).
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Observaram-se ainda dois dubletos (J = 10,2 Hz) em 8,04 e 5,80 6, ¢ um
singleto (6H) em 1,47 O, que sugeriram a presenca de um anel 2,2-
dimetilcromeno na substancia 22.

Na regido aromatica do espectro havia quatro hidrogénios que ocorriam
como dubletos e acoplavam dois a dois [7,47 com 7,20 6 (J = 8,7 Hz) e 7,33
com 6,99 6 (J = 8,5 Hz)] e um singleto (1H) em 7,00 6. As multiplicidades de
tais sinais indicaram a presenca de uma anel aromatico 1,2,4-trissubstituido e de
outro 1,2,3,4-tetrassubstituido. O espectro também mostrou um singleto em 3,88
o, relativo a uma metoxila aromatica.

No espectro de COSY 'H-'H (FIGURA 3.92) confirmou-se o
acoplamento entre H-7 (4,52 o) e H-8 (3,18 0), o padrao de substituicdo dos
anéis aromaticos ¢ o acoplamento dos hidrogénios olefinicos (8,04 ¢ 5,80 o) do
anel 2,2-dimetilcromeno.

Desta forma, estabeleceu-se que a substincia 22 era um alcaloide
indolopiridoquinazolinico, que possuia cinco hidrogénios aromaticos (dispostos
como citado acima), um anel 2,2-dimetilcromeno e uma metoxila. Além disso,
pelos dados espectroscopicos até entdo analisados, o anel 2,2-dimetilcromeno e
a metoxila teriam que substituir anéis diferentes, sendo que a metoxila sé
poderia estar no anel 1,2,4-trissubstituido. Para se definir em qual dos anéis os
substituintes estariam, verificou-se que ndo existia no espectro de RMN 'H
(FIGURAS 3.91 — 3.92) um sinal de hidrogénio bastante desblindado, em ~8,0
0, que ¢ caracteristico de H-4 para os alcaldides indolopiridoquinazolinicos
(AYAFOR et al., 1982; IKUTA et al., 1998). Assim, C-4 deveria ser uma
posicdo substituida, excluindo a possibilidade da metoxila estar neste anel,
definido, portanto, que ela estaria em C-8 (ou C-9) e que o anel 2,2-

dimetilcromeno deveria substituir as posi¢oes C-3 e C-4.
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FIGURA 3.90. Espectro de RMN 'H do alcaldide indolopiridoquinazolinico 22
(CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 3.92. Espectro de COSY 'H-'H do alcaldide indolopiridoquinazolinico
22 (CDCl;, 400 MHz).

O mapa de contorno de HSQC (FIGURA 3.93; TABELA 3.21) mostrou
as correlagdes C-H a 'J para o alcaldide 22 e indicou que o sinal em 9,12 § (s,

1H) referia-se ao N-H da molécula.

TABELA 3.21. Correlagdes a 'J para o alcaléide indopiridoquinazolinico 22.

S o
8,04 121
7,47 127
7,33 113
7,20 125
7,00 101
6,99 116
5,80 132
4,52 41
3,88 56
3,18 20
1,47 27
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FIGURA 393. Mapa de contorno de HSQC do alcaloide
indolopiridoquinazolinico 22 (CDCl;, 400 MHz).

A anélise conjunta do mapa de contorno de HSQC e a comparagdo com os
dados espectroscopicos de RMN da hortiacina (E) (CUCA S. et al., 1998) e da
3-hidroxirutacarpina (F) (LI et al., 2001) permitiram a atribui¢do de alguns
dados de RMN para o alcaloide 22.

127 0)

747 125
7,20

27
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g

(E): R1 =OCH3,R2 =
(F): R] =H, Ry = OH

Através do mapa de contorno de HMBC (FIGURAS 3.94 — 3.95) foram
determinados alguns dos carbonos quaternarios do alcaloide 22.

Nesse mapa, a correlagao dos hidrogénios metilénicos 7 (4,52 o) e 8 (3,18
0) com um mesmo carbono em 117 6, definiu C-8a. E a correlagao de H-8 com o

carbono em 128 ¢ determinou C-13a.

318
117

N~ 128 N\:\;‘
i

CH,0

A metoxila em 3,88 ¢ correlacionou com um carbono em 155 &, atribuido

a C-10. Este foi confirmado também através da correlacdo com H-12 (7,33 9).

N

CH30.s5

3,88
< 7,33

A correlacao de H-9 (7,00 o) e/ou H-11 (6,99 6) com um carbono em 134

o, determinou C-12a.
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O anel 2,2-dimetilcromeno poderia estar posicionado de duas formas:

O
X

=
O

O mapa de contorno de HMBC (FIGURAS 3.94 — 3.95) e a comparagao
com a 3-hidroxirutacarpina (F) (LI et al., 2001) sugeriram que a segunda forma
de ligacdo fosse a mais provavel, pois se observou a correlacdo de H-1 (7,47 0)

com um carbono em 152 6, que na molécula modelo F ocorria em 155,0 d¢e era

atribuido a C-3.

X

C-1a (143 ) foi determinado através da sua correlacdo com H-2 (7,20 9).

N

Os dados de RMN para o anel 2,2-dimetilcromeno foram atribuidos
através da correlagdo dos hidrogénios metilicos (1,47 6) com um carbono em
132 6(C-2’); e, C-3’ (76 9) foi determinado pela correlacdo com os hidrogénios
metilicos (1,47 ), com H-1" (8,04 ) e H-2’ (5,82 ¢). O deslocamento quimico
de H-1’ retificou o posicionamento do anel 2,2-dimetilcromeno ja que ele estava

bastante desblindado devido a proximidade com a carbonila C-5.
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FIGURA 394. Mapa de contorno de HMBC do alcaldide
indolopiridoquinazolinico 22 (CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 3.95. Ampliagdo do mapa de contorno de HMBC do alcaloide
indolopiridoquinazolinico 22 (CDCl;, 400 MHz).
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Na estrutura proposta para o alcaldide 22 ndo puderam ser determinados
os carbonos quaternarios 4, 4a, 5, 9a e 14a. No artigo de LI et al. (2001) cita-se a
importancia da técnica HMBC 'H-""N para a elucidacdo estrutural desta classe
de compostos, ja que o numero de nitrogénios e a conectividade C-N na
molécula podem ser deduzidos a partir de tal experimento.

Embora alguns carbonos ndo tenham sido determinados, a estrutura do
alcaldide 22 ¢ inédita e as atribuicdoes dos dados de RMN estdo descritas nas

TABELAS 3.22 ¢ 3.23.

TABELA 3.22. Dados espectroscopicos de RMN 'H do alcaldide
indolopiridoquinazolinico.
H S Syde E * Syde F*

1 7,47 d (J=8,7 Hz)
2 7,20d (J=8,7 Hz)

7,63 dl (J=1,2 Hz)
7,75 ddd (J=8,4,7,2

7,56 d (J = 8,8 Hz)
7,27dd (J=88 ¢

1,5 Hz) 2,7 Hz)
3 - 7,45 ddd (J=84,8,0¢ -
1,1 Hz)
4 - 8,30dd (J=8,0e 1,5Hz) 7,48d(J=2,7 Hz)
7 4,52t (J=6,8 Hz) 4,56 t (J=17,0 Hz) 4,41t (J=6,8 Hz)
8 3,18 ¢(J=6,8 Hz) 3,21¢t(J=17,0 Hz) 3,14 ¢(J=6,8 Hz)
9 7,00 s 7,01 d (J=2,4 Hz) 7,59 d (J="7,4 Hz)
10 - - 7,05¢t(J=17,4 Hz)
11 6,99dl (J=8,5Hz) 7,04dd(J=73¢e2,4Hz) 7,22¢t(J=7,4Hz)
12 7,33 d (J= 8,5 Hz) 7,40 d (J="7,3 Hz) 7,46 d (J=7,4 Hz)
I 8,04 d (J=10,2 Hz) - -
2 5,80d (J=10,2 Hz) - -
4e5 1,47 s - -
OCH; 3,88 s 3,89 s -
NH 9,12 sl 9,40 sl 11,7 s
OH - - 10,1 sl

* & de E (300 MHz, CDCL;) (CUCA S. et al., 1998); * & de F (500 MHz, CDCls) (LI et al., 2001).
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TABELA 3.23. Dados espectroscopicos de RMN "C do alcaléide

indolopiridoquinazolinico.

C S Scde E * OcdeF7
1 127 126,2 1282
la 143 126,7 140,5
2 125 134,5 123,9
3 152 125,8 155,0
4 n.d. 127,1 109,7
4a n.d. 120,6 121,7
5 n.d. 161,7 160,3
7 41 41,2 40,9
8 20 19,5 19,0
8a 117 118,4 116,6
9 101 116,9 119,7
Oa n.d. 125,2 125,0
10 155 154,4 119,6
11 116 100,3 1243
12 113 113,1 112,3
12a 134 133,8 138,4
13a 128 147,0 127,3
14a n.d. 1453 142,6
I 121 - -
2 132 - -
3’ 76 - -
4e5 27 - -
OCH; 56 55,7 -

* oc de E (75 MHz, CDCl3) (CUCA S. et al., 1998); * S de F (125 MHz, CDCl;) (LI et al., 2001); n.d. = ndo
determinado.
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3.7. Identificacdo das cumarinas

3.7.1. Identificacao da escoparona

A cumarina escoparona (23) foi isolada da fragdo acetato de etila do
extrato metanolico dos galhos de Almeidea coerulea (AGMA) (p. 214-215) e

caracterizada por EM e RMN 'H.
4

H;CO A
H3C0m0
(23)

O espectro de RMN 'H (FIGURA 3.96) da substincia 23 apresentou dois
dubletos (J = 9,5 Hz) em 7,63 e 6,29 0, caracteristicos dos hidrogénios 4 ¢ 3 de
um esqueleto cumarinico. A presenga de apenas um singleto em 6,86 O,
integrado para dois hidrogénios, sugeriu a existéncia de dois hidrogénios
aromaticos na molécula em relagdo para, que na estrutura de uma cumarina sé
poderiam ser atribuidos a H-5 e H-8. Desta forma, C-6 ¢ C-7 deveriam ser
posi¢des substituidas. Os singletos em 3,96 e 3,93 ¢ indicaram a substituigdo
destas posigdes por grupos metoxila.

Portanto, a substancia 23 foi identificada como a 6,7-dimetoxicumarina,
comumente conhecida como escoparona, que ndo havia sido isolada do género
Almeidea, mas que ¢ amplamente encontrada na familia Rutaceae (GRAY,
1983). Os dados de RMN 'H da escoparona (23) sdo descritos na TABELA
3.24.

O espectro de massas de 23 (FIGURA 3.97) confirmou a estrutura

proposta através do pico do ion molecular em m/z 206 daltons, coerente com a

férmula molecular C,,H,,04 da escoparona.
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FIGURA 3.96. Espectro de RMN 'H da escoparona (23) (CDCls, 200 MHz).
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FIGURA 3.97. Espectro de massas (IE =70 e.V.) da escoparona (23).

TABELA 3.24. Dados espectroscopicos de RMN 'H da escoparona.

3 6,29 d (9,5 Hz) 6,30 d (9,5 Hz)

4 7,63 d (9,5 Hz) 7,63 d (9,5 Hz)

5 6,86 s 6,86 s

8 6,86 s 6,85 s
6-OCH; 3,96 s 3,965
7-OCH; 3935 3935

* oy da escoparona (CDCl;, 400 MHz) (MAFEZOLLI, 2001).
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3.7.2. Identifica¢cao da escopoletina

A cumarina 24 também foi isolada da fracdo acetato de etila do extrato
metanolico dos galhos de Almeidea coerulea (AGMA) (p. 214-216) ¢
identificada por EM ¢ RMN 'H.

HiCO A aa AL

7 N
HO 883020

(24)

O espectro de RMN 'H (FIGURA 3.98) da substincia 24 mostrou-se
bastante similar ao da cumarina 23. Foram observados os dois dubletos (J = 9,4
Hz) caracteristicos de H-3 ¢ H-4 de uma cumarina, em 6,27 ¢ 7,60 6. Dois
singletos, em 6,92 e 6,85 o, sugeriram a presenca de H-5 e H-8 e a substituicao
das posicdes C-6 e C-7. A existéncia de somente mais um sinal no espectro,
especificamente de um singleto relativo a metoxila em 3,96 o, sugeriu que a
outra posicao estivesse substituida por um grupo hidroxila.

Desta forma, a cumarina 24 foi identificada como a 7-hidroxi-6-
metoxicumarina, vulgarmente denominada escopoletina, que ja havia sido
isolada de Almeidea rubra (JANUARIO, 1995). Seus dados de RMN 'H
(TABELA 3.25) foram atribuidos por comparagdo com a literatura
(JANUARIO, 1995).

O espectro de massas de 24 (FIGURA 3.99) confirmou a estrutura
proposta através do pico do ion molecular em m/z 192 daltons, compativel com a
formula molecular C,(HgO,4 da escopoletina. A andlise deste espectro também
permitiu a confirmacao da identidade de 24 como a escopoletina € ndo como seu
isomero isoescopoletina, ja que a intensidade do pico em m/z 177 daltons era de
aproximadamente 60 %. A abundancia relativa deste pico ¢ um diferencial entre

esses i1someros, sendo que para a isoescopoletina esse pico tem intensidade

menor (SHAPIRO e DJERASSI, 1965).
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FIGURA 3.99. Espectro de massas (IE =70 e.V.) da escopoletina (24).

TABELA 3.25. Dados espectroscopicos de RMN 'H da escopoletina.

H o S *

3 6,27 d (9,4 Hz) 6,27 d (9,2 Hz)

4 7,60 d (9,4 Hz) 7,61 d (9,6 Hz)
5 6,92 s 6,92 s
8 6,85 s 6,85 s
6-OCH; 3,96 s 3,96 s
OH - 6,15 s

* &y da escopoletina (CDCls, 400 MHz) (JANUARIO, 1995).
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3.7.3. Identificacao da marmesina
A cumarina marmesina (25) foi isolada da fragdo acetato de etila do
extrato metanolico dos galhos de Almeidea coerulea (AGMA) (p. 214-216) e

caracterizada por RMN, em uma e duas dimensoes, e EM.

(25)

O espectro de RMN 'H (FIGURA 3.100) de 25 apresentou os dois
dubletos (J = 9,5 Hz) relativos a H-4 e H-3 de uma cumarina, em 7,60 ¢ 6,22 6,
e, assim como as cumarinas 23 e 24, dois singletos, de hidrogénios aromaticos,
em 7,23 € 6,75 o, relativos a H-5 e H-8, indicando, portanto, que C-6 ¢ C-7 eram
posi¢des substituidas. Observaram-se ainda: um duplodubleto (J = 8,9 Hz) em
4,74 o, relativo a um hidrogénio carbindlico; dois sinais (ddd) de hidrogénios
benzilicos, que coalescem em 3,22 J; e dois singletos em 1,38 e 1,24 6, de

metilas terciarias ligadas a carbono oxigenado.

mmmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmmm

P T R i g

mmmmm
a

TT——6.20744

6.7
__—6.23159

FIGURA 3.100. Espectro de RMN 'H da marmesina (25) (CDCls;, 400 MHz).
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Na familia Rutaceae é bastante comum a ocorréncia de furocumarinas

lineares ou angulares (GRAY, 1983). Os singletos relativos a H-5 e H-8

indicaram a natureza de uma cumarina linear para 25. Ja o sistema de

acoplamento entre o hidrogénio carbindlico (em 4,74 ) e os dois hidrogénios

benzilicos (em 3,22 &) no espectro de COSY 'H-'H (FIGURA 3.101), sugeriu a

reducao do anel furdnico. Adicionalmente, a existéncia de duas metilas tercirias

ligadas a carbono carbinolico indicou a substituicdo de C-2° por um grupo

hidroxiisopropila. Estas

experimentos de RMN.

|

suposigoes

|

foram

confirmadas

.

.......

pelos demais

L4

F&

F ppm

FIGURA 3.101. Espectro de COSY 'H-'H da marmesina (25) (CDCl;, 400

MHz).
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A anélise do mapa de contorno de HSQC (FIGURA 3.102) da cumarina
25 e a comparacdo com dados de literatura (MAFEZOLI, 2001) permitiram
atribuir os valores de deslocamento quimico de todos os carbonos hidrogenados

da molécula.

32 7,23 7,60
123 144

1, 24
2 6,22
X 112
Ho> ........
4740
675

’

—[ T [ [11"

- B0

|

= 80

—100

120

140

[ ppm

FIGURA 3.102. Mapa de contorno de HSQC da marmesina (25) (CDCl;, 400
MHz).

Através da andlise do mapa de contorno de HMBC (FIGURAS 3.103 —
3.104) e da comparacdo com dados de literatura (MAFEZOLI, 2001) foram

atribuidos os carbonos quaternarios da cumarina 25.
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FIGURA 3.103. Mapa de contorno de HMBC da marmesina (25) (CDCl;, 400
MHz).

J
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FIGURA 3.104. Ampliacao do mapa de contorno de HMBC da marmesina (25)

(CDCls, 400 MHz).
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A correlacdo dos hidrogénios das metilas (em 1,38 e 1,24 0) e de H-3’

(3,22 ) com um carbono carbindlico em 73 J permitiu que se definisse C-4’.

A correlacao de H-3 (6,22 ) e H-4 (7,60 6) com um carbono carbonilico
em 162 o, definiu C-2. H-4 (7,60 J) também correlacionou com um carbono em
156 o, que correlacionava com H-5 (7,23 o) e H-8 (6,75 ), e que foi definido
como C-8a. Ja C-4a (113 ¢) foi atribuido através da correlacdo com H-3 (6,22 0)
e H-8 (6,75 9).

Os carbonos 6 (125 0) e 7 (164 o) foram definidos através da correlagao
dos mesmos com H-5 (7,23 0), H-8 (6,75 ) e H-3" (3,22 9).

Portanto, a cumarina 25 foi identificada como a marmesina, que ¢ pela

primeira vez relatada no género A/meidea, mas comumente encontrada na
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familia Rutaceae (GRAY, 1983). Os dados de RMN 'H e °C estdo ilustrados na
TABELA 3.26.

O espectro de massas de 25 (FIGURA 3.105) confirmou a estrutura
proposta através do pico do ion molecular em m/z 246 daltons, compativel com a

formula molecular C,4H404 da marmesina.

R0
160 213 24K

175
n || 1 D |I 2$E 24L

100 200

13

FIGURA 3.105. Espectro de massas (IE =70 e.V.) da marmesina (25).

TABELA 3.26. Dados espectroscopicos de RMN 'H e "*C da marmesina.

H/C o oy * oc  O&c*
2 162 1614
3 622d(J=9,5Hz) 6,22 d (J =9.5 Hz) 112 1124
4 7.60d(J=9.5 Hz) 7.60 d (J = 9.5 Hz) 144 143.7
4a 113 112,8
5 7.23 s 7221 (J=12 Hz) 123 1234
6 125 125,0
7 164 163,2
8 6,75 s 6,75 s 98 98,0
8a 156 155,7
2 474dd(J=89Hz)  474dd(J=95¢85Hz) 91 91,1
3’ 3,22 325ddd (J=15,8,8,5¢ 1,2Hz) 28 29,5

3.19ddd (J=15.9,9.,5 ¢ 1,2Hz)
4’ 73 71,7
5’ 1,24 s 1,38 s 24 2473
6’ 1,38 s 1,24 s 26 26,1
OH 1,81 sl 1,79 sl

* 0y e oc da marmesina (CDCl;, 400 e 100 MHz) (MAFEZOLI, 2001).
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3.8. Identificacdo das amidas

3.8.1. Identifica¢ao da paprazina

A amida paprazina (26) foi isolada da fracdo acetato de etila do extrato
metandlico dos galhos de Almeidea coerulea (AGMA) (p. 212-213) e

identificada por EM e RMN, em uma e duas dimensoes.

(26)
O espectro de RMN 'H (FIGURAS 3.106 — 3.107) da substincia 26

apresentou: um sinal em 8,05 6 (1H); dois dubletos (J = 8,3 Hz), integrados para
2H cada um, em 7,38 ¢ 6,79 ¢; outros dois dubletos (J = 8,1 Hz), também
relativos a 2H cada, em 7,01 e 6,68 &, mais dois dubletos (/= 15,7 Hz) em 7,31
¢ 6,39 ¢, e, dois tripletos (J/=7,1 Hz) em 3,31 ¢ 2,64 ¢.

No espectro de COSY 'H-'H (FIGURA 3.108) de 26, os acoplamentos
entre os hidrogénios em 7,38 (2H) e 6,79 6 (2H), ¢ entre 7,01 (2H) e 6,68 o
(2H), sugeriram a presen¢a de dois anéis aromadticos para-substituidos, em
sistemas AA XX’ tipicos. O acoplamento entre os hidrogénios 7,30 e 6,39 ¢
indicou a presenca de um sistema carbonilico o,B—insaturado, no qual os
hidrogénios da dupla estariam em relagdo trans. O acoplamento entre o sinal em
8,05 6 (N-H) e um dos metilenos (em 3,31 ), determinou que este era vicinal ao
nitrogénio.

As informagdes dos espectros de RMN 'H ¢ COSY 'H-'H indicaram,
portanto, a natureza de 26 como uma amida, com dois anéis aromaticos para-

substituidos, dois metilenos vicinais num sistema isolado, e uma dupla ligagao o
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a carbonila. Sugeriu-se que grupos hidroxila fossem os substituintes dos anéis, ja
< o 1
que nao foram observados outros sinais no espectro d¢ RMN "H. Todas essas

suposi¢oes foram confirmadas através da analise dos demais espectros de RMN.
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FIGURA 3.106. Espectro de RMN 'H da paprazina (26) (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 3.107. Ampliacio do espectro de RMN 'H da paprazina (26) (DMSO,

400 MHz).
151



Resultados e Discussoes

Fa

Y

¢, :
= M
&g o0 E

[ bpm

AL I I B e e R e R S I R R R R R R R AR A
ppm B [ 4 2

FIGURA 3.108. Espectro de COSY 'H-'H da paprazina (26) (DMSO, 400
MHz).

A anélise do espectro de RMN "C (FIGURA 3.109) e do mapa de
contorno de HSQC (FIGURAS 3.110 — 3.111) da substancia 26, em conjunto
com dados de literatura (RAHMAN et al., 1992), permitiu que fossem atribuidos
os deslocamentos quimicos de todos os carbonos hidrogenados e fossem
definidos cinco carbonos quaternarios na molécula em 165,23, 158,73, 155,57,
129,49 e 125,89 6.

OH

115,06

6,68
40,75 129,40
3,31 7,01
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FIGURA 3.109. Espectro de RMN "°C da paprazina (26) (DMSO, 50 MHz).
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FIGURA 3.110. Mapa de contorno de HSQC da paprazina (26) (DMSO, 400
MHz).
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,i
| —
FIGURA 3.111. Ampliagdo do mapa de contorno de HSQC da paprazina (26)
(DMSO, 400 MHz).

O mapa de contorno de HMBC (FIGURAS 3.112 — 3.113) permitiu que

se definissem os carbonos quaterndrios € que a unidade derivada do acido

cinamico na amida 26 fosse atribuida corretamente.

o
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ppm ] B

FIGURA 3.112. Mapa de contorno de HMBC da paprazina (26) (DMSO, 400

MHz).
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FIGURA 3.113. Ampliacao do mapa de contorno de HMBC da paprazina (26)
(DMSO, 400 MHz).

A correlagdo de H-2" ¢ H-6" (7,38 ) com um carbono em 158,73 6,
definiu C-4’. Esses hidrogénios também correlacionaram com o carbono
olefinico em 138,49 6, que pode, desta maneira, ser corretamente atribuido a C-
7.

o)
13849 ||

X
Ne
HO H

\/7,38

A correlagdo dos hidrogénios 3° ¢ 5° (6,79 o) e, 8 (6,39 6) com um
carbono em 125,89 o, definiu C-1".
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O carbono carbonilico 9’ foi definido através das correlacoes de H-7’

(7,31 ) e H-8’ (6,39 ) com o sinal em 165,23 6.

7,31

fagice

H H
6,39

As correlagdes dos hidrogénios em 6,68 (H-3 e H-5) e 7,01 6 (H-2 ¢ H-6)
com o carbono em 129,49 ¢ determinaram C-1. Ja C-4 (155,57 o) foi atribuido

através da correlagao com H-2 e H-6.

6,68

OH

155,57
‘8\ 129,49 )

1

O espectro de massas (FIGURA 3.114) confirmou a estrutura proposta
para a amida 26 através dos picos [M+H]" e [M+Na]" em m/z 284 e 306 daltons,

compativeis com a formula molecular C,;H7NO;.

ALE3posit 282 (2.378) Cm ((251:316+344:383+182:233)) Scan ES+
1004 306.3 4.38e5

322.3 338.4

FIGURA 3.114. Espectro de massas (ES+) da paprazina (26).
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Portanto, a amida 26 foi identificada como a paprazina, que ndao havia
sido isolada anteriormente do género Almeidea e cujos dados de RMN 'H e °C

sao descritos na TABELA 3.27.

TABELA 3.27. Dados espectroscopicos de RMN 'H e "°C da paprazina.

H/C S on * Oc oc*

1 129,49 127,48
2¢6 701d(J=81Hz) 671d(J=8,6Hz) 129,40 116,24
3e5 668d(JJ=8,1Hz) 6,78d(J=8,6Hz) 115,06 130,51

4 155,57 156,92
7 2,64¢(J=7,1Hz) 2,78 ¢(J=7,6 Hz) 34,41 35,84
8 331t (J=7,1Hz) 3,45¢(J=7,6Hz) 40,75 42,54
1’ 125,89 131,34

2e6 7138d(J=83Hz) 738d(U=8,6Hz) 129,10 116,89

Pe5 679d(JJ=83Hz) 7,05d(J=8,6Hz) 115,68 130,68
4 158,73 156,92
7 131d(J=157Hz) 636d(J=157Hz) 138,49 118,25
8  639d(J=157Hz) 744d(J=157Hz) 118,72 141,81
9’ 165,23 169,28
NH 8,05 11 n.d.

* ope oc da paprazina (CDCls, 400 ¢ 100 MHz) (RAHMAN et al., 1992); n.d. = ndo determinado

3.8.2. Identificacao da N-trans-feruloiltiramina

A amida 27 foi 1solada da fracdo acetato de etila do extrato metanolico
dos galhos de Almeidea coerulea (AGMA) (p. 212-213) e caracterizada por EM

e RMN, em uma e duas dimensoes.

OH
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O espectro de RMN 'H (FIGURAS 3.115 — 3.116) da substancia 27 foi
bastante similar ao da amida 26. Foram observados sinais em: 8,00 o (¢, /= 5.5
Hz), relativo a N-H; dois dubletos (J = 15,7 Hz) em 7,30 ¢ 6,42 ¢, de
hidrogénios olefinicos em relacdo frans; dois outros dubletos (J = 8,5 Hz) em
7,01 e 6,68 ¢, integrados para 2H cada um, indicando a presenca de um anel
aromatico para substituido, com um sistema de hidrogénios A4 'XX’; trés outros
sinais de hidrogénios aromaticos em 7,10 (sl, 1H), 6,98 (dd, J = 8,1 ¢ 1,8 Hz,
1H) e 6,79 o (d, J = 8,1 Hz, 1H), sugerindo a presenga de um anel aromaético
1,3,4-trissubstituido; dois tripletos (J = 7,5 Hz) em 3,32 e 2,64 0, relativos a
hidrogénios metilénicos vicinais num sistema isolado; e, um singleto em 3,79 6
(3H), relativo a uma metoxila aromatica.

O espectro de COSY 'H-'H (FIGURA 3.117) de 27 confirmou a presenca
de um anel aromadtico para-substituido através do acoplamento dos dois
hidrogénios em 7,01 6 com os hidrogénios em 6,68 6, que por comparagdo com
a amida 26 foram atribuidos a H-2 e H-6 e, H-3 e H-5, respectivamente. Ja, o
anel 1,3,4-trissubstituido foi definido através dos acoplamentos entre os
hidrogénios em 6,98 ¢ 6,79 6 em orto (J grande), e entre o primeiro € 0
hidrogénio em 7,10 6, com uma constante J pequena meta. Desta forma, foi
definido o padrao de substituicdo do anel da unidade derivada do acido fertlico.
Neste espectro, também se observou, assim como para a amida 26, o
acoplamento entre os hidrogénios metilénicos em 3,32 6 com o N-H (em 8,00 9),
determinando a relagdo vicinal dos mesmos.

Desta forma, a diferenca observada entre os espectros de RMN 'H de 26 ¢
27 foi a presenga de um grupo metoxila aromatico e de um anel 1,3,4-
trisubstituido para 27. Portanto, sugeriu-se a natureza de 27 como uma amida
derivada do acido ferulico e da tiramina. Estas suposi¢des foram confirmadas

pelos demais espectros de RMN.
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FIGURA 3.115. Espectro de RMN 'H da N-trans-feruloiltiramina (27) (DMSO,
400 MHz).
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FIGURA 3.116. Ampliagdo do espectro de RMN 'H da N-trans-feruloiltiramina
(27) (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 3.117. Espectro de COSY 'H-'H da N-trans-feruloiltiramina (27)
(DMSO, 400 MHz).

Através da comparacdo com dados de literatura (SARKER et al., 2000) e
da analise do espectro de RMN C (FIGURA 3.118) e do mapa de contorno de
HSQC (FIGURAS 3.119 — 3.120) foram determinados os deslocamentos
quimicos de todos os carbonos hidrogenados da molécula e seis carbonos

quaternarios (165,40, 155,66, 148,27, 147,85, 129,56 e 126,46 9).

OH
3,79 7,10 642 O
55,56 110,80 119,04 3,32
H;CO_ X 40.72 115,15
N 6.68

13895 7 34,46 129,50
7,30 O 2,64 7,01
121,56 8.00

115,69 6,98 ’

6,79

160



Resultados e Discussoes

= w
wo — e = e}
= w R
o4 — [ i )
— gl Lar o B ay )
[
[r=]
=
Ll
Ll
3 R
2 . 2 3
™ & 5oL by by
3 o = o g
= == gl L
|8 8 = bt
R = oA
¥ e
A 5 =
7158
| =

I

170 160 150 140 130 120 10 100 an a0 Y0 G0 50 40 30

FIGURA 3.118. Espectro de RMN °C da N-trans-feruloiltiramina (27) (DMSO,
50 MHz).
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FIGURA 3.119. Mapa de contorno de HSQC da N-trans-feruloiltiramina (27)

(DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 3.120. Ampliagdo do mapa de contorno de HSQC da N-trans-
feruloiltiramina (27) (DMSO, 400 MHz).

As atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos carbonos quaterndrios da
amida 27 e a corre¢ao dos valores atribuidos a 7’ ¢ 8 da unidade do acido
ferulico foram feitos através da analise do mapa de contorno de HMBC
(FIGURAS 3.121 - 3.122).

A correlagdo entre os hidrogénios da metoxila, em 3,79 o, e de H-5 (6,79

0) com um carbono, em 147,85 &, permitiu que se definisse C-3’.

3,79 O|
H3CO NN
147,85

HO

H
6,79

As correlagdes entre H-2" (7,10 6) e H-6" (6,98 ) e um carbono em
148,27 o, determinaram C-4’.
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7,01
H O
148,27
6,98

Através da correlagdo de C-2° (110,80 o) e C-6’ (121,56 o) com o

hidrogénio em 7,30 o, pode-se atribuir corretamente este a H-7" e o hidrogénio

em 6,42 oa H-8.
(\ 730 (T
H3CO: lil ¥ M
HO

121,56

C-1’ (126,46 0) foi determinado através da correlagdo com H-5" (6,79 0)
e H-8’ (6,42 9).
O

H;CO 126&\&
N
HO 6,42
H

6,79
O carbono carbonilico C-9° (165,40 o) foi atribuido através das
correlagdes com os hidrogénios 8 (3,32 0), 7’ (7,30 o) e 8’ (6,42 ).

71?\0 OH
H.CO -

NN
165,40 1\|T
H H
HO 6,42

C-1 (129,56 0) e C-4 (155,66 0) foram definidos através das correlagdes
com os hidrogénios em 7,01 (H-2 e H-6) e 6,68 o6 (H-3 ¢ H-5). Entretanto, vale
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ressaltar que a atribuicao de C-1 foi confirmada através das correlagdes com os

hidrogénios metilénicos 7 (2,64 o) e 8 (3,32 J).

A _.J\.JL =N

4/\_LL._A_JKA_A_A_A

FIGURA 3.121. Mapa de contorno de HMBC da N-trans-feruloiltiramina (27)

(DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 3.122. Ampliagdo do mapa de contorno de HMBC da N-trans-
feruloiltiramina (27) (DMSO, 400 MHz).

O espectro de massas (FIGURA 3.123) confirmou a estrutura proposta
para a amida 27 através dos picos [M+H]", [M+Na] e [M+K]" em m/z 314, 336

¢ 352 daltons, compativeis com a formula molecular C;sH9NO,.

ALE4 140 (1.659) Cm ((133:195+207:221+99:125)) Scan ES+
1001 3363 7.32¢5

314.4

3523
152.4 166.9 368.4
191.0 3062
0

wwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwww

150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450

FIGURA 3.123. Espectro de massas (ES+) da N-trans-feruloiltiramina (27).
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Portanto, através da andlise dos dados espectroscopicos a amida 27 foi
identificada como a N-tranms-feruloiltiramina, que ndo havia sido isolada
anteriormente do género Almeidea. Seus dados de RMN 'H e °C estdo descritos

na TABELA 3.28.

TABELA 3.28. Dados espectroscopicos de RMN 'H e "°C da N-trans-

feruloiltiramina.
H/C o o ¥ e o *
1 129,56 131,7

2e6 701d(J=8,5Hz) 674d(J=84Hz) 129,50 116,7
3e5 6,68d(J=8,5Hz) 706d(J=84Hz) 11515 131,1

4 155,66 157,3
7 2,64¢t(J=17,5Hz) 2,77t (J=1,5Hz) 34,46 36,2
8 3,321 (J=17,5Hz) 3,48 t(J=17,5 Hz) 40,72 42,9
I 126,46 128,7
2’ 7,10 sl 7,12d (J=1,7Hz) 110,80 112,1
3’ 147,85 149,7
4’ 148,27 150,2
5 6,79 d (J= 8,1 Hz) 6,81d(J=81Hz) 115,69 116,9
6’ 6,98dd (J=8,1¢e 7,02dd (J=8,1¢e 121,56 123,6
1,8 Hz) 1,7 Hz)
7 730d (J=15,7Hz) 6,42d((J=155Hz) 138,95 142,4
g’ 6,42d(J=15,7Hz) 745d(J=155Hz) 119,04 119,2
9 165,40 169,6
3’-OCH; 3,79 s 3,89 s 55,56 56,9
NH 8,00 71 (J= 5,5 Hz) n.d.

* 0n € Oc da N-trans-feruloiltiramina (MeOD, 500 e 125 MHz) (SARKER et al., 2000); n.d. = ndo determinado

3.9. Identificacdo das outras classes de metabdlitos

3.9.1. Identificacao do derivado do acido antranilico

A substancia 28 foi isolada da fracdo acetato de etila do extrato
metanolico das folhas de Almeidea rubra (ALFMA) (p. 217-218) e identificada

através de EM, difracao de raios-X ¢ RMN.
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CH;
(28)

A estrutura molecular da substincia 28 foi determinada principalmente
através de difracdo de raios-X (FIGURA 3.124). Para isso, realizou-se a
cristalizagdo de 28 em MeOH. Nos cristais obtidos formaram-se duas moléculas
em cada unidade cristalografica, sendo que estas possuiam interacdes inter e

intramoleculares.

Ny /‘. Ny,

=) S
\M

FIGURA 3.124. Estrutura cristalografica do derivado do acido antranilico 28.

Anteriormente, descreveu-se que as principais classes de alcaldides
encontradas na familia Rutaceae derivam do 4acido antranilico através da
incorporacdo de uma ou mais unidades acetato e a posterior ciclizagdo através
do ataque nucleofilico do nitrogénio a carbonila (FIGURA 3.51)
(WATERMAN, 1999). Entretanto, para a substincia 28 uma possivel rota
biogenética (FIGURA 3.125) envolveria a incorporagdo de duas unidades
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acetato e a posterior ciclizacdo através do ataque nucleofilico do oxigénio,
levando a formacao de uma a-pirona. Este tipo de ciclizagdo para substancias
derivadas do 4cido antranilico ndo foi encontrada na literatura e, portanto, o

metabolito 28 estd sendo pela primeira vez relatado.

(o 0 O
COOH COSCoA - Xectheon | |
% SCoA
> _H
NH, I\|I NHCH;
CHs
-
0 OCHs
A
0 — 0~ o
H
NHCH; 1\|1
CH

FIGURA 3.125. Proposta biogenética para a formag¢do do derivado do &cido

antranilico 28.

As atribuicdes dos deslocamentos quimicos de 'H e "°C foram feitas
através da andlise dos espectros de RMN. No espectro de RMN 'H (FIGURA
3.126) de 28 observaram-se: dois multipletos em 7,33 e 6,70 o, relativos aos

quatro hidrogénios aromaticos; dois dubletos (J = 2,2 Hz) em 6,23 ¢ 5,49 o, que
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foram atribuidos por comparacao com a estirilpirona (G) (PIZZOLATTI et al.,
2000), como H-5 e H-3, respectivamente; um sinal largo em 5,36 9, referente ao

N-H; o singleto da metoxila em 3,85 J; e, um singleto largo em 2,87 Jrelativo a

N-metila.

OCH;

(G)

—2.87304
—1. 465056
—1.26376

__—1.78035
TT—1.74784

TT——13.82077

|

_

2.2310

Integral
2.e310
4.0847

4
q%
4

4

FIGURA 3.126. Espectro de RMN 'H do derivado do 4cido antranilico 28
(CDCl;, 400 MHz).
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O espectro de COSY 'H-'H (FIGURA 3.127) mostrou o acoplamento
entre os hidrogénios aromaticos, entre os hidrogénios 3 (5,49 J) e 5 (6,23 0) da

o-pirona, e entre a N-metila (2,87 6) e o N-H (5,36 9).

S o -
., °

FIGURA 3.127. Espectro de COSY 'H-'H do derivado do 4cido antranilico 28
(CDCl;, 400 MHz).

Através da anélise do espectro de RMN "°C (FIGURA 3.128), do mapa de
contorno de HSQC (FIGURA 3.129) e da comparag¢do com dados de literatura
para a oa-pirona G (PIZZOLATTI et al., 2000) foram determinados alguns

deslocamentos quimicos dos carbonos hidrogenados e 5 carbonos quaternarios

(171,65, 164,03, 162,81, 147,55, 115,97 ) no derivado 28.

3,85

116,45 ou 111,24

132,31 ou 129,23
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FIGURA 3.128. Espectro de RMN "“C do derivado do 4cido antranilico 28
(CDCl;, 50 MHz).

I

60

+ B0

{ - I-100

FIGURA 3.129. Mapa de contorno de HSQC do derivado do éacido antranilico

28 (CDCl, 400 MHz).
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Os deslocamentos quimicos dos carbonos quaternarios do derivado 28

foram atribuidos através do mapa de contorno de HMBC (FIGURAS 3.130 —
3.131).

Neste mapa, C-2° (147,55 0) foi definido através da sua correlagdo com a

N-metila (2,87 ) e com H-4’ ¢ H-6" (7,33 9).

7,3/3_5
H
H \/ Il\]/

A correlagdo de um carbono em 115,97 6 com os hidrogénios 5 (6,23 0),

3’ e 5’ (6,70 ) permitiu a atribuicao de C-1".

OCH;

C-6 (162,81 9) foi determinado através da correlacio com H-5 (6,23 o) e
H-6" (7,33 9).

OCH;
6,23

733HH
, \l“

O carbono mais desblindado, em 171,65 o, foi atribuido a C-4 através da
sua correlacdo com H-3 (5,49 ), H-5 (6,23 6) e com os hidrogénios da metoxila
(3,85 0). Essas correlagdes permitiram a corre¢do do valor de deslocamento
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quimico descrito por PIZZOLATTI et al. (2000), que atribuiam este carbono a
C-2. Adicionalmente, a correlacao de H-3 (5,49 ) com o carbono em 164,03 &
definiu C-2.

O espectro de massas da substancia 28 (FIGURA 3.132) confirmou a
formula molecular C;3H3NO; através do pico do ion molecular em m/z 231
daltons.

Portanto, através da analise dos dados espectroscopicos, a substancia 28
foi identificada como um derivado do acido antranilico denominada de 6-(2’-NV-
metil)fenil-4-metoxipirona, que € pela primeira vez descrita na literatura e cujos

dados espectroscopicos estao listados na TABELA 3.29.

JU#J | -

<.—_ —— L] e
3 4 4 4
. L
a . &  |* sq | %
TJ 4
| — 75
< 4+ 9 .
_:‘J, v 4 .# 100
S | .
__d__ﬁji
_-_:—_;'ll . e . ] 1| R 125
y ] :
—_-=";\|: - 1 ' =150
= } 4 '
= .
———————— '_'} [ -4 | L iss
‘ L )
Lppm

FIGURA 3.130. Mapa de contorno de HMBC do derivado do 4cido antranilico
28 (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 3.131. Ampliacido do mapa de contorno de HMBC do derivado do
acido antranilico 28 (CDCl;, 400 MHz).

” 231 ]
SL“:[.}I'JI[‘ i ll[lJI,.(/f ..[,Jm ,.n”h, m .}/m | 14 oz o] 250

FIGURA 3.132. Espectro de massas (IE = 70 e.V.) do derivado do 4acido

antranilico 28.
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TABELA 3.29. Dados espectroscopicos de RMN 'H e "°C do derivado do 4cido

antranilico.
H/C &4 5[4deG* 5C 5chG*
2 164,03 171,3
3 549d(J=22Hz) 5,46d(J=2,2Hz) 87,31 88,1
4 171,65 164.,4
5 6,23d (J=2,2Hz) 5,89d(J=2,2Hz) 100,09 100,2
6 162,81 159,6
1’ 115,97 -
2’ 147,55 -
3es 6,70 m - 116,45 ou -
111,24
4’ e6’ 7,33 m - 132,31 ou -
129,23
OCH; 385 55,93 55,8
NCH; 2,87 s - 30,42 -
NH 5,36 sl -

* 8y e & de G (CDCls, 300 e 75 MHz) (PIZZOLATTI et al., 2000).

3.9.2. Identificacao da 1,5-difenil-1-pentanona

A substancia 29 foi isolada da fragdo diclorometanica do extrato
metanolico dos galhos de Almeidea coerulea (AGMD) (p. 208-209) e

identificada por EM e RMN, em uma e duas dimensdes.

(29)
O espectro de RMN 'H (FIGURAS 3.133 — 3.134) de 29 apresentou sinais

relativos a dez hidrogénios aromaticos em: 7,95 (m, 2H), 7,55 (¢t, J = 8,0 ¢ 1,3
Hz, 1H), 7,46 (m, 2H), 7,28 (m, 2H) e¢ 7,19 6 (m, 3H). Mostrou também: dois
tripletos (J = 7,6 Hz) em 2,99 e 2,68 o, de hidrogénios metilénicos o-
carbonilicos e benzilicos, respectivamente; e, dois multipletos, relativos a dois

hidrogénios cada, em 1,81 ¢ 1,73 ¢.
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FIGURA 3.133. Espectro de RMN 'H da 1,5-difenil-1-pentanona (29) (CDCl;,
400 MHz).
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FIGURA 3.134. Ampliacio do espectro de RMN 'H da 1,5-difenil-1-pentanona
(29) (CDCl3, 400 MHz).
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O espectro de COSY 'H-'H (FIGURA 3.135) de 29 definiu a presenca de
uma cadeia com quatro grupos metilénicos (CH,-CH,-CH,-CH,) através do
acoplamento entre os hidrogénios em 2,99 e 1,81 ¢, e entre os hidrogénios em
1,73 e 2,68 o. Entretanto, ndo foi observado o acoplamento entre os metilénicos
em 1,81 e 1,73 J, provavelmente por estes serem quase equivalentes e ocorrerem
muito proximos no espectro. Também se determinou, através deste espectro, a
relagdo orto entre os hidrogénios aromaticos em 7,95 ¢ 7,46 o, 7,46 ¢ 7,55 o, ¢

7,28 ¢ 7,19 o.

I}
-

Fe

Fa
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=
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S BEBAREE ST o s S SR LR I
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FIGURA 3.135. Espectro de COSY 'H-'H da 1,5-difenil-1-pentanona (29)
(CDCl;, 400 MHz).
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A anélise dos dados de RMN 'H indicou a natureza de 29 como uma
difenilcetona, ilustrada anteriormente. Essa indicagdo foi confirmada através dos
demais experimentos de RMN.

A partir do espectro de RMN "°C (FIGURA 3.136) ¢ do mapa de contorno
de HSQC (FIGURAS 3.137 — 3.138), foram definidos os trés carbonos
quaternarios da molécula (200,25, 142,24 ¢ 137,10 o) e todas as correlagdes dos

carbonos hidrogenados.

O
2,68 7,28
7,46 35,81 128,30
128,40 7,19
3841 31,10 128,55
7.95 2,99 1,73
132,89 128,03 128,30 125,74
7,55 128,40 728 12855 7,19
7,46 7,19
(“h]nmlﬁul'ln-d
{'T! | H"l-l-;-’zl S0 [y . T’;T rl.
W T
| (R i

FIGURA 3.136. Espectro de RMN °C da 1,5-difenil-1-pentanona (29) (CDCls,
50 MHz).
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FIGURA 3.137. Mapa de contorno de HSQC da 1,5-difenil-1-pentanona (29)
(CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 3.138. Ampliagdo do mapa de contorno de HSQC da 1,5-difenil-1-
pentanona (29) (CDCl;, 400 MHz).
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O mapa de contorno de HMBC (FIGURA 3.139) permitiu que fossem
atribuidos os carbonos quaternarios da substancia 29. Neste mapa, a correlagao

do carbono carbonilico, em 200,25 6, com os hidrogénios 2 (2,99 o), 2’ ¢ 6’
(7,95 ) definiu C-1.

O carbono quaternario 1’ (137,10 ) foi definido através de sua correlacao

com H-3" ¢ H-5" (7,46 0).

A correlacao dos hidrogénios 5 (2,68 0), 2 ¢ 6” (7,28 6) com um carbono
em 142,24 6 determinou C-1".
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FIGURA 3.139. Mapa de contorno de HMBC da 1,5-difenil-1-pentanona (29)

(CDCls, 400 MHz).

O espectro de massas (FIGURA 3.140) da substancia 29 apresentou o

pico do ion molecular em m/z 238 daltons, compativel com a férmula molecular

20 544 147
238
10
220
0 5 165 181 208 | | 253
100 : 200 '

FIGURA 3.140. Espectro de massas (IE = 70 e.V.) da 1,5-difenil-1-pentanona
(29).

Portanto, através da andlise dos dados espectroscopicos a estrutura da

substancia 29 foi elucidada e ¢ pela primeira vez citada na literatura.
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Essa substancia ¢ bastante similar aos 1,5-difenilpentanos que foram

isolados de Flindersia laevicarpa (Rutaceae) (FIGURA 3.141) e que sdo citados

como possiveis precursores das cromonas (GRAY, 1983).

R=H
R =OCH;

OH

I HO

1,5-difenilpentan-1,3-diol

flindersiacromona

8-metoxiflindersiacromona

diidroflindersiacromona

FIGURA 3.141. Substancias isoladas de Flindersia laevicarpa (GRAY, 1983).

TABELA 3.30. Dados espectroscopicos de RMN 'H e C da 1,5-difenil-1-

pentanona.
H/C on oc

1 200,25

2 2,99 ¢t (J=17,6 Hz) 38,41

3 1,81 m 24,02

4 1,73 m 31,10

5 2,68 ¢ (J=17,6 Hz) 35,81

I 137,10
2e6 7,95 m 128,03
3ed 7,46 m 128,40
4’ 7,55 1t (J=28,0 e 1,3 Hz) 132,89
17 142,24
27e6” 7,28 m 128,30
37e5” 7,19 m 128,55
4” 7,19 m 125,74
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3.9.3. Identificacao do acido siringico

A substancia 30 foi isolada da fracdo acetato de etila do extrato
metandlico dos galhos de Almeidea coerulea (AGMA) (p. 212-213) e
caracterizada por RMN 'H e "°C.

1
COOH

H;CO <~ SOCH;
OH

(30)

O espectro de RMN 'H (FIGURA 3.142) de 30 apresentou apenas trés
singletos em 9,21 (1H), 7,19 (2H) e 3,79 ¢ (6H), que indicaram a presenc¢a de
um anel aromatico totalmente simétrico, substituido por dois grupos metoxilas e
uma hidroxila.

No espectro de RMN "°C (FIGURA 3.143) de 30, a simetria da molécula
foi confirmada através dos sinais de dois C-H aromaticos (em 106,88 ), de dois
carbonos metoxilicos (em 55,98 0) e de dois carbonos quaternarios ligados a
OCH; (em 147,42 ¢). Ja a substituicdo do anel por um grupo hidroxila foi
confirmada pelo carbono quaternario em 140,19 8. No espectro de RMN °C
foram observados ainda dois carbonos quaternarios em 167,20 e 120,39 6, que
indicaram a presenca de uma carboxila substituindo o anel.

Portanto, a substancia 30 foi identificada como acido siringico e ¢ pela

primeira vez descrita no género Almeidea.

COOH
7,19 7,19
H;CO OCH;
3,79 3,79
OH
9,21
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FIGURA 3.142. Espectro de RMN 'H do 4cido siringico (30) (DMSO, 200
MHz).
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FIGURA 3.143. Espectro de RMN "°C do 4cido siringico (30) (DMSO, 50

MHz).
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3.10. Atividades biologicas dos extratos vegetais

Os extratos vegetais foram preparados a partir de folhas, caules e/ou
galhos das espécies Almeidea coerulea, A. rubra, Conchocarpus heterophyllus,
Galipea carinata e Trichilia ramalhoi. Foram obtidos extratos hexanicos e
metanolicos, perfazendo um total de 22 extratos brutos (p. 204-205), que entao

foram submetidos aos trés ensaios bioldgicos propostos.

3.10.1. Atividade inibitoria da enzima gGAPDH

Os ensaios de inibicao da atividade da enzima gGAPDH (gliceraldeido-3-
fosfatodesidrogenase) foram realizados no Laboratorio de Cristalografia de
Proteinas e Biologia Estrutural do IFSC-USP, segundo a metodologia descrita
na se¢ao Procedimento Experimental (p. 226-228).

Os extratos vegetais foram avaliados numa concentracdo de 100 pug/mL.
Os resultados obtidos encontram-se na TABELA 3.31 e sdo expressos em
porcentagem de atividade inibitoria (% A.L.). Os extratos com valor de A.I. igual
ou superior a 50 % foram considerados ativos. Segundo este critério, apenas a
espécie Trichilia ramalhoi apresentou um potencial inibitdrio promissor,

especialmente seus extratos TRFH, TRFM e TRGM.
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TABELA 3.31. Efeito dos extratos vegetais sobre a atividade da enzima
gGAPDH.

espécie parte vegetal extrato codigo do % A.L
extrato
A. coerulea galhos hexanico AGH 0
metanodlico AGM 0
A. rubra folhas hexanico ALFH 0
metanodlico ALFM 0
caule hexanico ALCH 0
metanodlico ALCM 0
C. heterophyllus folhas hexanico AHFH 0
metanolico AHFM 8,16
caule hexanico AHCH 0
metanolico AHCM 8,16
G. carinata * folhas hexanico GFH 0
metandlico GFM 0
caule hexanico GCH 0
metanodlico GCM 10,9
G. carinata folhas hexanico GCFH 0
metanolico GCFM 0
caule hexanico GCCH 0
metanodlico GCCM 0
T. ramalhoi folhas hexanico TRFH 73,5
metanolico TRFM 92,4
galhos hexanico TRGH 9,7
metanodlico TRGM 95,3

* espécime coletada em 18/01/1993

3.10.2. Atividade inibitoria da enzima APRT

Os ensaios de inibicdo da atividade da enzima APRT (adenina
fosforribosiltransferase) também foram realizados no Laboratério de
Cristalografia de Proteinas e Biologia Estrutural do IFSC-USP, segundo a

metodologia descrita na se¢do Procedimento Experimental (p. 228-229).
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Assim como para a enzima GAPDH, os extratos vegetais foram avaliados

numa concentracdo de 100 pg/mL e os resultados sdo expressos em

porcentagem de atividade inibitoria (% A.l.) (TABELA 3.32), sendo

considerados ativos os extratos com valor de A.l. igual ou superior a 50 %.

TABELA 3.32. Efeito dos extratos vegetais sobre a atividade da enzima APRT.

espécie parte vegetal extrato codigo do % A.L
extrato
A. coerulea galhos hexanico AGH 0
metanolico AGM 23,2
A. rubra folhas hexanico ALFH 1,1
metanodlico ALFM 26,9
caule hexanico ALCH 9,2
metanolico ALCM 15,5
C. heterophyllus folhas hexanico AHFH 37,0
metandlico AHFM 0
caule hexanico AHCH 0
metandlico AHCM 0
G. carinata * folhas hexanico GFH 0
metandlico GFM 20,8
caule hexanico GCH 33,0
metanodlico GCM 32,1
G. carinata folhas hexanico GCFH 36,8
metanodlico GCFM 25,5
caule hexanico GCCH 0
metandlico GCCM 0
T. ramalhoi folhas hexanico TRFH 0
metanodlico TRFM 0
galhos hexanico TRGH 0
metanodlico TRGM 68.3

* espécime coletada em 18/01/1993

Os resultados da TABELA 3.32 mostram que dos 22 extratos testados,

apenas o extrato metandlico dos galhos de Trichilia ramalhoi (TRGM)
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ocasionou uma diminuicao significativa na atividade da enzima APRT e que
alguns extratos apresentaram inibi¢des na faixa de 20-30%.

Apesar de poucos extratos inibirem significativamente a atividade das
enzimas GAPDH e APRT, os resultados foram considerados promissores, ja que
0s ensaios bioquimicos sobre essas enzimas sdo bastante especificos, limitando a
possivel acdo dos componentes testados, o que ndo acontece em sistemas
biologicos mais complexos, onde os extratos podem atuar das mais diversas
formas. Além disso, foi utilizada uma amostragem relativamente pequena (22
extratos).

Entretanto, era de interesse desse trabalho realizar esses ensaios como
forma de se encontrar novos compostos prototipos para a doenca de Chagas e
para as Leishmanioses, pois se acredita que estas enzimas sejam essenciais aos
protozoarios causadores dessas doencas e que a inibicdo das mesmas possa
causar algum dano a esses parasitas. Adicionalmente, esses ensaios sao uma
abordagem bastante moderna na procura de novos farmacos, além de serem uma

forma de screening biolodgico bastante rapida.

3.10.3. Atividade tripanocida

Os ensaios in vitro sobre as formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi
foram realizados no Departamento de Analises Clinicas, Bromatologicas e
Toxicoldgicas da FCFRP-USP, segundo metodologia descrita na secao
Procedimento Experimental (p. 229-230).

Os extratos vegetais foram avaliados numa concentra¢do de 4 mg/mL. Os
resultados obtidos encontram-se na TABELA 3.33 e sdo expressos em
porcentagem de lise parasitaria (% L.P.). Os extratos com valor de L.P. igual ou
superior a 50 % foram considerados ativos. Segundo este critério, 16 dos 22
extratos foram ativos, destacando-se AHFH de C. heterophyllus e TRGH e

TRGM de T. ramalhoi. Estes resultados também demonstraram a grande
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potencialidade de plantas da familia Rutaceae e Meliaceae para a busca de

compostos tripanocidas.

TABELA 3.33. Atividade tripanocida dos extratos vegetais.

espécie parte vegetal extrato codigo do % L.P.
extrato

A. coerulea galhos hexanico AGH 29,91

metanolico AGM 55,11

A. rubra folhas hexanico ALFH 35,43

metanolico ALFM 54,33

caule hexanico ALCH 40,94

metanodlico ALCM 55,90

C. heterophyllus folhas hexanico AHFH 99,22

metanodlico AHFM 59,44

caule hexanico AHCH 71,65

metanodlico AHCM 68,89

G. carinata * folhas hexanico GFH 61,42

metanodlico GFM 64,56

caule hexanico GCH 51,97

metanodlico GCM 44,09

G. carinata folhas hexanico GCFH 54,33

metanodlico GCFM 20,47

caule hexanico GCCH 50,00

metanodlico GCCM 62,99

T. ramalhoi folhas hexanico TRFH 59,44

metanodlico TRFM 47,63

galhos hexanico TRGH 84,25

metanodlico TRGM 81,89

* espécime coletada em 18/01/1993

3.11. Atividades bioldgicas das fracoes

Alguns dos extratos vegetais foram fracionados (p. 205-208), levando a

obtencao de 43 fragdes.

189



Resultados e Discussoes

Adotou-se como metodologia de trabalho testar todas as fragdes sobre os
trés modelos biologicos, mesmo que elas fossem oriundas de extratos ndo ativos

sobre um determinado ensaio.

3.11.1. Atividade inibitoria da enzima gGAPDH

As fragOes foram testadas sobre a enzima GAPDH na concentracao de
100 ug/mL. Os resultados da TABELA 3.34 mostraram que, assim como para 0s
extratos, apenas as fragoes de 7. ramalhoi inibiram significativamente a
atividade enzimatica, principalmente as mais polares. Desta forma, pode-se
concluir que essa espécie, a unica Meliaceae testada, poderia ser a mais

promissora para se isolar compostos inibidores da enzima GAPDH.

TABELA 3.34. Efeito das fragdes sobre a atividade da enzima gGAPDH.

espécie codigo do fragao codigo da % A.L
extrato fracao
A. coerulea AGM diclorometanica AGMD 0
acetato de etila AGMA 5,7
metanodlica AGMM 4,0
A. rubra ALFM diclorometanica ALFMD 0
acetato de etila ALFMA 19,2
metanodlica ALFMM 6,3
ALCM diclorometanica ALCMD 0
acetato de etila ALCMA 22,6
metanodlica ALCMM 12,6
C. heterophyllus AHFH hexanica AHFHH 16,3
diclorometanica AHFHD 0
acetato de etila AHFHA 0
metanolica AHFHM 0
AHFM hexanica AHFMH 0
diclorometanica AHFMD 0
acetato de etila AHFMA 0
metanodlica AHFMM 11,0
AHCM acetato de etila AHCMA 0
metanodlica AHCMM 6,3
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G. carinata * GFM diclorometanica GFMD 12,5
acetato de etila GFMA 12,0
metanodlica GFMM 0
G. carinata GCFH hexanica GCFHH 0
diclorometanica GCFHD 0
acetato de etila GCFHA 0
metanodlica GCFHM 0
diclorometanica GCCMD 9,7
acetato de etila GCCMA 6,2
metanolica GCCMM 10,4
T. ramalhoi TRFH hexanica TRFHH 0
diclorometanica TRFHD 0
acetato de etila TRFHA 0
metanolica TRFHM 0
TRFM hexanica TRFMH 76,8
diclorometanica TRFMD 47,4
acetato de etila TRFMA 59,8
metanodlica TRFMM 83,1
butanolica TRFMB 91,0
TRGM hexanica TRGMH 89,1
diclorometanica TRGMD 0
acetato de etila TRGMA 72,4
metanolica TRGMM 83,5
butanolica TRGMB 93,7
* espécime coletada em 18/01/1993
3.11.2. Atividade inibitoria da enzima APRT

As fra¢des foram ensaiadas frente a enzima APRT na concentragao de 100
ug/mL. Os resultados da TABELA 3.35 mostraram que das 43 fragdes testadas
11 ocasionaram a inibi¢do da atividade dessa enzima. Eles também
demonstraram a importancia de se ensaiar fragdes oriundas de extratos inativos
quando se faz um estudo biomonitorado por esta enzima.

Dentre as fragdes ativas destacaram-se a fracdo acetato de etila do extrato

metanolico das folhas de 4. rubra (ALFMA), que apresentou a maior A.I (90,7
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%). Outras fragdes bastante ativas foram AHFHA e AHFMD de C.
heterophyllus e TRFMA de T. ramalhoi.

TABELA 3.35. Efeito das fracdes sobre a atividade da enzima APRT.

espécie codigo do fragao codigo da % AL
extrato fracdo
A. coerulea AGM diclorometanica AGMD 2,7
acetato de etila AGMA 6,4
metanodlica AGMM 21,9
A. rubra ALFM diclorometanica ALFMD 0
acetato de etila ALFMA 90,7
metanolica ALFMM 20,3
ALCM diclorometanica ALCMD 52,7
acetato de etila ALCMA 51,5
metanodlica ALCMM 9,0
C. heterophyllus AHFH hexanica AHFHH 10,3
diclorometanica AHFHD 0
acetato de etila AHFHA 80,1
metanolica AHFHM 6,2
AHFM hexanica AHFMH 20,7
diclorometanica AHFMD 80,9
acetato de etila AHFMA 0
metanodlica AHFMM 0
AHCM acetato de etila AHCMA 0
metanolica AHCMM 24,5
G. carinata * GFM diclorometanica GFMD 0
acetato de etila GFMA 41,8
metanolica GFMM 7.4
G. carinata GCFH hexanica GCFHH 0
diclorometanica GCFHD 0
acetato de etila GCFHA 0
metanodlica GCFHM 17,6
diclorometanica GCCMD 0
acetato de etila GCCMA 8,4
metanodlica GCCMM 3,5
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T. ramalhoi TRFH

TRFM

TRGM

hexanica
diclorometanica
acetato de etila
metanodlica
hexanica
diclorometanica
acetato de etila
metanodlica
butanolica
hexanica
diclorometanica
acetato de etila
metanodlica
butanodlica

TRFHH

TRFHD

TRFHA

TRFHM
TRFMH
TRFMD

TRFMA
TRFMM
TRFMB

TRGMH
TRGMD
TRGMA
TRGMM
TRGMB

19,0

33,7
57,5
56,4
85,9
72,7
62,8
19,0
28,5
52,3
32,5
47,6

* espécime coletada em 18/01/1993

3.11.3. Atividade tripanocida

As fragdes foram avaliadas sobre as formas tripomastigotas do 7. cruzi
numa concentragdo de 2 mg/mL. Os resultados obtidos encontram-se na
TABELA 3.36 ¢ demonstram que foram obtidas fra¢des mais ou tdo ativas
quanto os extratos vegetais (TABELA 3.33), inclusive com cinco delas (AGMD,
AHFHA, AHCMA, GCFHH e GCCMD) ocasionando 100 % de lise parasitaria.
Estes dados também confirmaram o grande potencial das espécies escolhidas

para busca de compostos tripanocidas.

TABELA 3.36. Atividade tripanocida das fragdes.

espécie codigo do fracao codigo da % L.P.
extrato fracao
A. coerulea AGM diclorometanica AGMD 100+ 0
acetato de etila AGMA 68,6 + 4,0
metanolica AGMM 12,9 +8,2
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Continuac¢ao da TABELA 3.36.

A. rubra

C. heterophyllus

G. carinata *

G. carinata

T. ramalhoi

ALFM

ALCM

AHFH

AHFM

AHCM

GFM

GCFH

TRFH

TRFM

TRGM

diclorometanica
acetato de etila
metanodlica
diclorometanica
acetato de etila
metanodlica
hexanica
diclorometanica
acetato de etila
metanodlica
hexanica
diclorometanica
acetato de etila
metanodlica
acetato de etila
metanodlica
diclorometanica
acetato de etila
metanodlica
hexanica
diclorometanica
acetato de etila
metanolica
diclorometanica
acetato de etila
metanolica
hexanica
diclorometanica
acetato de etila
metanodlica
hexanica
diclorometanica
acetato de etila
metanodlica
butanolica
hexanica
diclorometanica
acetato de etila
metanolica
butanodlica

ALFMD
ALFMA
ALFMM
ALCMD
ALCMA
ALCMM
AHFHH
AHFHD
AHFHA
AHFHM
AHFMH
AHFMD
AHFMA
AHFMM
AHCMA
AHCMM
GFMD
GFMA
GFMM
GCFHH
GCFHD
GCFHA
GCFHM
GCCMD
GCCMA
GCCMM
TRFHH
TRFHD
TRFHA
TRFHM
TRFMH
TRFMD
TRFMA
TRFMM
TRFMB
TRGMH
TRGMD
TRGMA
TRGMM
TRGMB

41,4+6,1
62,9 + 12,1
40,0 + 12,1
65,7 + 8,1
80,0 + 4,0
17,1 +4,0
25,7+ 14,2
45,0 + 1,0
100 + 0
7,140
97,1+2,0
25,6+ 11,1
56,4 + 5,0
98,6 + 2,0
100 + 0
37,0 + 10,2
82,6 +2,0
96,4 + 5,0
50,0 + 2,0
100 + 0
9,3 +8,4
11,3+3,1
65,6 +3,7
100 + 0
44.4 + 18,7
31,1+7,5
49,7 + 18,7
8,6+ 1,9
28,5+8,7
152425
12,6 +1,2
25,8+2,5
21,9+ 1,9
31,1+ 0
29,8 + 10,6
68,2 +0
76,2 +3,5
13,9+ 9.4
232+ 11,2
12,6 +7,2

* espécime coletada em 18/01/1993
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3.12. Atividades bioldgicas das substancias isoladas

As fragoes (ou extratos) ativos foram selecionados para estudo quimico e
1solamento do(s) possivel(eis) principio(s) ativo(s) de acordo com a potente
atividade em um dos modelos bioldgicos ou segundo a atividade comum em
dois deles.

Assim, as fracoes AGMD e AGMA de A. coerulea, ALFMA ¢ ALCMD
de A. rubra, AHFHD, AHFHA, AHFMD, AHCMA ¢ os extratos AHCH de C.
heterophyllus ¢ TRGH de T. ramalhoi foram escolhidos para estudo quimico.

Vale ressaltar, que as fragdes mais polares de 7. ramalhoi, que inibiram
significativamente a atividade da enzima GAPDH (TABELA 3.34) também

foram trabalhadas, mas ndo possibilitaram o isolamento de nenhuma substancia.

3.12.1. Atividade inibitoria da enzima gGAPDH

As substancias isoladas foram testadas sobre a enzima gGAPDH em
concentragdes variadas. Os resultados de A.l. obtidos sao descritos na TABELA
3.37 e mostram que dentre as substancias testadas a que ocasionou maior
inibicao da atividade enzimatica foi a cumarina marmesina (25), que apresenta
grande semelhanga estrutural com a chalepina (MAFEZOLI, 2001; PAVAO et
al., 2002), que foi a mais ativa dentre as cumarinas ensaiadas por VIEIRA et al.
(2001). Entretanto, as atividades das substincias estdo aquém das expectativas,
pois o que se almeja ¢ um inibidor enzimatico que atue em concentragdes

nanomolares.
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TABELA 3.37. Efeito das substancias isoladas sobre a atividade da enzima

gGAPDH.

substancia isolada da fragdo C/pumol/L % A.L
(ou extrato)
flavona (7) AHFHA, AHFMD 450 9,7
e AHCMA
7-metoxiflavona (8) AHFHA e 397 78,3
AHCMA 198 17,5
5-hidroxiflavona (9) AHFHA 210 20,1
dictamina (11) AGMA 503 9,8
kokusagina (12) ALFMA 412 12,1
esquimianina (13) ALFMA E 200 0
AHCMA
o-fagarina (14) AGMA 200 35,7
isokokusagina (15) ALFMA 206 47,2
isoesquimianina (16) ALFMA 193 17,4
isodutaduprina (17) ALFMA 356 63,4
178 46,7
alcaldide tetraidrofuroquinolinico 18 ALFMA 284 0
haplotusina (19) AHCMA 200 23,8
alcaloide 2-fenil-1-metil-4-quinolona AHCMA 200 0
(20)
arborinina (21) ALFMA e 351 0
ALCMD
escoparona (23) AGMA 200 48,5
escopoletina (24) AGMA e AHFMD 200 0
marmesina (25) AGMA 200 72,2
paprazina (26) AGMA 353 8,4
N-trans-feruloiltiramina (27) AGMA 319 17,6
derivado do acido antranilico 28 ALFMA 433 4.6
1,5-difenil-1-pentanona (29) AGMD 420 0
acido siringico (30) AGMA 505 0
3.12.2. Atividade inibitoria da enzima APRT

As substancias isoladas foram ensaiadas sobre a enzima APRT em
concentracdes variadas. Os resultados de A.l. obtidos estdo descritos na
TABELA 3.38 e mostraram que os metabdlitos mais ativos foram os alcaldides

furoquinolonicos isokokusagina (15), isoesquimianina (16) e isodutaduprina
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(17), que inclusive foram muito mais ativos que seus isomeros kokusagina (12)
¢ esquimianina (13). Outro metabodlito que ocasionou a inibigdo moderada dessa
enzima foi a 5-hidroxiflavona (9). Essas substancias provavelmente sdo as
responsaveis pelas atividades observadas para as fragcoes ALFMA ¢ AHFHA,

das quais foram isoladas.

TABELA 3.38. Efeito das substancias isoladas sobre a atividade da enzima
APRT.

substancia isolada da fragdo C/pmol/L % A.L
(ou extrato)
flavona (7) AHFHA, AHFMD 45,0 4,3
e AHCMA
7-metoxiflavona (8) AHFHA e 99,0 0
AHCMA
5-hidroxiflavona (9) AHFHA 105 62,6
42,0 16,6
dictamina (11) AGMA 251 1,6
kokusagina (12) ALFMA 412 2,2
esquimianina (13) ALFMA E 100 7,0
AHCMA
o-fagarina (14) AGMA 100 0
isokokusagina (15) ALFMA 41,2 44,6
1soesquimianina (16) ALFMA 38,6 39,1
isodutaduprina (17) ALFMA 35,6 21,6
alcaloide tetraidrofuroquinolinico 18 ALFMA 142 10,4
haplotusina (19) AHCMA 100 0
alcaldide 2-fenil-1-metil-4-quinolona AHCMA 100 55,9
(20)
arborinina (21) ALFMA e 35,1 16,6
ALCMD
escoparona (23) AGMA 100 6,5
escopoletina (24) AGMA e AHFMD 100 10,6
marmesina (25) AGMA 100 0
paprazina (26) AGMA 177 19,8
N-trans-feruloiltiramina (27) AGMA 158 9,9
derivado do acido antranilico 28 ALFMA 216 28.8
1,5-difenil-1-pentanona (29) AGMD 210 0
acido siringico (30) AGMA 252 33,9
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3.12.3. Atividade tripanocida

As substancias isoladas foram testadas sobre as formas tripomastigotas do

T. cruzi nas concentragdes de 500, 250 e 100 pg/mL e os valores de I1Csy foram

calculados a partir dos valores de % de lise parasitiria obtidos nessas

concentracoes. Tais resultados estao descritos na TABELA 3.39.

TABELA 3.39. Atividade tripanocida das substancias isoladas.

substancia isolada da fracao C/ % L.P. 1Cso /
(ou extrato)  ug/mL mmol/L
B-sitosterol e estigmasterol (1) * AHCHe TRGH 100 19,10 -
250 20,90
500 40,00
sitostenona (2) AGMD 100 28,56 1,218
250 42,86
500 48,21
benzoato de 3-sitosterila (3) AHFHD 100 26,33 0,748
250 27,23
500 64,73
lupeol (5) * TRGH 100 50,83  0,1948
250 59,50
500 62,39
sesquiterpeno eudesmano 6 AGMA 100 24,55 0,716
250 70,53
500 100
flavona (7) AHFHA, 100 34,5 9,531
AHFMD e 250 38,6
AHCMA 500 48,6
7-metoxiflavona (8) AHFHA e 100 23,65 1,084
AHCMA 250 52,67
500 77,68
piranoflavonas 10 AHFHD 100 26,33 -
250 44,20
500 61,61
dictamina (11) * AGMA 100 16,66 17,65
250 17,59
500 28,70
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kokusagina (12) *
esquimianina (13)
o-fagarina (14)
alcaldide tetraidrofuroquinolinico
18
haplotusina (19)
alcaloide 2-fenil-1-metil-4-
quinolona (20)
arborinina (21) *

escoparona (23) *

escopoletina (24) *

marmesina (25) *

paprazina (26)

N-trans-feruloiltiramina (27)

derivado do acido antranilico 28

ALFMA

ALFMA E

AHCMA

AGMA

ALFMA

AHCMA

AHCMA

ALFMA e

ALCMD

AGMA

AGMA e
AHFMD

AGMA

AGMA

AGMA

ALFMA

100
250
500
100
250
500
100
250
500
100
250
500
100
250
500
100
250
500
100
250
500
100
250
500
50
400
800
4000
100
250
500
100
250
500
100
250
500
100
250
500

46,58
57,13
58,38
25,44
30,35
65,17
26,33
33,48
75,00
28,12
44,20
58,93
29,01
49,55
72,32
26,78
33,92
70,09
24,00
42,39
57,99
37,87
48,45
49,33
47,20
52,20
63,10
100
48,53
52,94
90,44
24,55
37,94
45,08
9,37
28,12
69,19
27,23
45,08
74,10

0,5596

1,455

1,412

0,977

0,1369

0,1449

1,231

2,160

0,719

0,528

2,021

1,211

1,271
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Continuac¢ao da TABELA 3.39.

1,5-difenil-1-pentanona (29) AGMD 100 28,12 1,095
250 53,57
500 91,52

acido siringico (30) AGMA 100 30,35 2,076
250 33,02
500 58,47

* substancias testadas por MAFEZOLI (2001).
Os resultados da TABELA 3.39 mostram que os alcaloides 2- ¢ 4-

quinolonicos (19 e 20) e o triterpeno lupeol (4), isolados das fragdes ativas
AHCMA e TRGH, foram os que apresentaram maior atividade tripanocida
dentre os metabdlitos ensaiados. Seus ICsy sdo significativos, principalmente
quando comparados aos valores de ECs, (0,150-0,300 mmol/L) dos alcaléides 2-
R-quinolinicos (FOURNET et al., 1993b; GANTIER et al., 1996), que sdo os
produtos naturais mais promissores na terapéutica especifica das leishmanioses.

Além destes metabolitos, o sesquiterpeno eudesmano 6, o alcaloide
kokusagina (12), e as cumarinas escopoletina (24) ¢ marmesina (25) também
foram moderadamente ativos sobre o 7. cruzi. As atividades tripanocida e
inibitoria da enzima GAPDH da cumarina 25 s3o bastante valiosas, pois podem
indicar o possivel modo de ag¢do dessa substancia.

Entretanto, as substancias testadas ndo mostraram ser potentes agentes
tripanocidas, principalmente quando comparadas ao quimioprofilatico violeta de
genciana, cujo 1Csy € de 0,083 mM, e com a lignana (-)-metilpluviatolideo, que
na concentracao de 67,5 uM ocasionou 99 % de lise parasitaria (BASTOS et al.,
1999).

Apesar deste fato, os resultados dos testes tripanocidas com as substancias
foram considerados promissores, ja& que estimulam o estudo sistematico de
algumas classes de substancias, como as dos alcaloides 2- e 4- quinoldnicos e
triterpenos lupanicos, a fim de se determinar a relacdo estrutura-atividade e
também para se constatar se os metabolitos mais ativos deste trabalho, na
verdade, ndo sdo os menos ativos de uma classe de compostos.
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4. Procedimento experimental

4.1. Materiais e métodos

Suportes para cromatografia em coluna (CC):
- Silica gel 60 (70-230 mesh e 230-400 mesh) da Merck
- Florisil da Merck
- Sephadex LH-20 da Amersham Pharmacia Biotech AB

Solventes para cromatografia:

Foram utilizados solventes comerciais destilados no DQ-UFSCar.

Cromatografia em coluna:

Foram utilizadas colunas de tamanhos variados, dependendo das
quantidades a serem cromatografadas. Os suportes e os eluentes usados foram os

mencionados anteriormente.

Cromatografia em camada delgada comparativa:

Utilizada para a monitoracdo dos fracionamentos efetuados. Para tanto,
usaram-se folhas de aluminio (com silica gel 60 Fjs4, ¢ = 0,2 mm) da Merck. Os
reveladores empregados foram: radiacdo UV (254 e 360 nm), reagente de

Dragendorff e vanilina em acido sulfurico.

Cromatografia em camada delgada preparativa:

Foram utilizadas placas comerciais (20 x 5 cm ou 20 x 20 cm) da
Macherey-Nagel GmBH & Co, com 0,25 mm de silica gel 60 com indicador
UVass.
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Solventes para obtencao de espectros de RMN:

- deuterados da Merck e Aldrich

4.2. Equipamentos

Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear:
- Briker DRX 200 MHz
- Brikker ARX 400 MHz

CG-EM:

= GC-17A Shimadzu, GCMS-QP5000 Shimadzu
- coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm)

- ionizagao por impacto eletronico a 70 e.V.

= condi¢des utilizadas para analise do alcaldide 15 e das flavonas 7, 8 ¢ 9:
- rampa de temperatura: 80 °C (1 min)/ 6 °C/min/ 250 °C (20 min)
- temperatura do injetor: 250 °C
- temperatura do detector: 280 °C

- razao de split: 20

= condic¢des utilizadas para analise da mistura de esterdides 1 e dos triterpenos
4eS:

- rampa de temperatura: 150 °C (1 min)/ 6 °C/min/ 280 °C (15 min)

- temperatura do injetor: 250 °C

- temperatura do detector: 280 °C

- razao de split: 20
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— condicoes utilizadas para andlise dos alcaldides 11, 12, 13, 14 ¢ 18, das
cumarinas 23, 24 ¢ 25, do derivado 28, da cetona 29 e do sesquiterpeno 6:

- rampa de temperatura: 80 °C (1 min)/ 6 °C/min/ 250 °C (20 min)

- temperatura do injetor: 250 °C

- temperatura do detector: 280 °C

- razdo de split: 15

ES-MS:
MICROMASS Quattro LC

4.3. Coleta e identificacao do material botanico

As espécies vegetais foram coletadas pelo Grupo de Produtos Naturais da
UFSCar, juntamente com o prof. Dr. Jos¢ Rubens Pirani, do Departamento de
Botanica da USP-Sao Paulo, que foi o responsavel pela sua identificagdo.
Exemplares de todas elas sdo mantidos em tal Departamento, com codigos de

identificacdo mostrados na TABELA 4.1.
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TABELA 4.1. Informagdes relativas as coletas das plantas.

espécie data de local de coleta  coletado por identificagao
coleta
Almeidea 06/02/93 Municipio de Pirani/ Pirani &
coerulea Itacaré, BA Kallunki  Kallunki 2747
A. St.-Hil.
Almeidea rubra  19/05/00 Morro do H, Pirani Pirani et al.
A. St.-Hil. Piuma, ES 4746
Conchocarpus  28/01/93 Serra Sdo José, Pirani/ Pirani &
heterophyllus Fazenda Boa Vista, Kallunki  Kallunki 2693
(A. St.-Hil.) Municipio Feira de
Kallunki & Santana, BA
Pirani
Galipea 18/01/93 Estrada do Sol, Kallunki/ Kallunki &
carinata Pirani Guarapari, ES Pirani Pirani 336
(sp nov.)*
Galipea 18/05/00  Fazenda Bonanza, Pirani Pirani et al.
carinata Pirani Guarapari, ES 4722
(sp nov.)
Trichilia 15/01/85 Estrada de Pirani/ Pirani &
ramalhoi Rizzini Linhares, Kallunki  Kallunki 2632

Colatina, ES

*originalmente, denominada de Galipea sp

4.4. Preparacao dos extratos vegetais

As diversas partes vegetais foram secas em estufa de circulagdo de ar, a

40 °C, e, pulverizadas em moinho tipo Willey.

A extracdo do material moido foi realizada por maceragao nos solventes

hexano e metanol, a temperatura ambiente, durante trés dias, em geral, por duas

VEZCES.

A preparagdo dos extratos € ilustrada a seguir:
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material vegetal
seco e moido

maceragao com
solvente por 3 dias

w o

concentragdo do
solvente

EXTRATO .

Desta forma, foram obtidos os extratos hexanicos € metandlicos de folhas,
galhos e caules das diversas plantas, num total de 22 extratos (TABELA 4.2).
TABELA 4.2. Massas dos extratos vegetais preparados.

espécie parte  massa massado codigodo massado codigo do
vegetal vegetal extrato  extrato extrato extrato
/kg  hexanico hexanico metandlico metandlico
/g /g
Almeidea galhos 1,1133  0,7963 AGH 266,3 AGM
coerulea
Almeidea folhas 0,3135 0,81 ALFH 32,9 ALFM
rubra caule 0,2302 0,6 ALCH 28,3 ALCM
Conchocarpus folhas 1,332 11,9 AHFH 175,0 AHFM
heterophyllus  caule  2,1129 8,2 AHCH 38,0 AHCM
Galipea folhas 0,1597 0,606 GFH 13,1 GFM
carinata*® caule 1,9201 0,76 GCH 23,5 GCM
Galipea folhas  0,4628 6,6 GCFH 7,8 GCFM
carinata caule 1,53 3,7 GCCH 15,6 GCCM
Trichilia folhas 1,020 3,5 TRFH 46,7 TRFM
ramalhoi galhos 6157 2,3 TRGH 47,7 TRGM

* espécime coletada em 18/01/1993

4.5. Obtencao das fracoes

Os extratos vegetais foram fracionados utilizando-se diferentes técnicas

cromatograficas. Dez deles (AGM, ALFM, ALCM, AHFH, AHFM, AHCM,
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GFM, GCFH, GCCM e TRFH) foram submetidos a cromatografia liquida a vacuo
(CLV), dois a parti¢ao liquido-liquido (TRFM e TRFM), e trés (AHCH, GFH e
TRGH) a cromatografia liquida em coluna.

A cromatografia liquida a vacuo foi realizada em funil de placa sinterizada,
com dimensdes variadas, ¢ tendo como suporte silica 70-230 mesh e eluentes
hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. Portanto, cada extrato originou
quatro fracdes (TABELA 4.3).

TABELA 4.3. Fragdes obtidas por CLV.

espécie codigodo  massausada/g codigo da massa/ g
extrato fracao

Almeidea AGM 13,2 AGMH 0,0048
coerulea AGMD 0,4359
AGMA 2,8045

AGMM 9,7644

Almeidea rubra ALFM 15,1 ALFMH 0,0248
ALFMD 0,7404

ALFMA 3,3208

ALFMM 9,8289

ALCM 7,9 ALCMH 0,0049

ALCMD 0,1001

ALCMA 0,2169

ALCMM 7,3417

Conchocarpus AHFH 11,0 AHFHH 0,2061
heterophyllus AHFHD 2,1682
AHFHA 7,4193

AHFHM 0,5464

AHFM 27,4 AHFMH 0,2594

AHFMD 4,6816

AHFMA 3,5697
AHFMM 18,6334

AHCM 27,4 AHCMH 0,0044

AHCMD 0,1041

AHCMA 7,43032
AHCMM 19,6754
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continuagao da TABELA 4.3

Galipea GFM 12,8 GFMH
carinata * GFMD
GFMA
GFMM

Galipea GCFH 5,1 GCFHH
carinata GCFHD
GCFHA

GCFHM

GCCM 14,1 GCCMH

GCCMD

GCCMA

GCCMM

Trichilia TRFH 3,5 TRFHH
ramalhoi TRFHD
TRFHA

TRFHM

0,0125
0,4192
3,2409
9,0257
0,1809
1,7977
2,297

0,5357
0,0296
0,3717
4,8794
9,0027
0,4076
2,2536
0,3447
0,4543

* espécime coletada em 18/01/1993

As parti¢des liquido-liquido dos extratos TRFM e TRGM de T. ramalhoi

foram realizadas como esquematizado a seguir. Destas originaram-se 10 fracdes,

descritas na TABELA 4.4.

TABELA 4.4. Fragdes obtidas por parti¢cao liquido-liquido.

espécie codigo do massa usada / codigo da massa/ g
extrato g fracao
Trichilia TRFM 41,0 TRFMH 14,9
ramalhoi TRFMD 0,4858
TRFMA 4,1701
TRFMM 13,2
TRFMB 7,8
TRGM 42,0 TRGMH 1,6647
TRGMD 0,3268
TRGMA 12,3
TRGMM 18,0
TRGMB 94
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EXTRATO

1) suspensao em 400 mL de MeOH:H,O (1:3)
2) extracao com hex: 3 x 150 mL

FRACAO FRACAO
HEXANICA HIDROALCOOLICA

extracdo com CH,Cl,: 3 x 150 mL

FRACAO FRACAO
DICLOROMETANICA HIDROALCOOLICA

extracao com AcOEt: 3 x 150 mL

FRACAO FRACAO
HIDROALCOOLICA ACETATO DE
ETILA

extracdo com n-BuOH: 3 x 150 mL

FRACAO FRACAO
METANOLICA BUTANOLICA

4.6. Isolamento dos constituintes de Almeidea coerulea

4.6.1. Estudo quimico da fracao AGMD

O estudo da fracao diclorometanica do extrato metandlico dos galhos de
A. coerulea (AGMD), que ocasionou 100 % de lise do T. cruzi (p. 193), permitiu
o isolamento do esterdide sitostenona (2) e da 1,5-difenil-1-pentanona inédita

(29).
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Essas substancias foram isoladas através de cromatografia liquida em
coluna, utilizando-se silica gel 230-400 mesh, e por cromatografia em camada
delgada preparativa.

A sitostenona (2) foi identificada por EM ¢ RMN 'H (p. 37-38) ¢ a

substancia 29 foi caracterizada por EM ¢ RMN, em uma e duas dimensoes (p.

175-182).

6xh=32x%x372cm
silica 230-400 mesh
elui¢do gradiente: hex:AcOEt (7:3) > MeOH

AGMD1 AGMD2 AGMD3 AGMDS5 AGMD6 AGMD7 AGMDS8 AGMD9 AGMD10 AGMDI11
0,0136 g 0,0543 g 0,0251 g 0,0323 g 0,0459 g 0,0846 g 0,0552 g 0,0131 g 0,0078 g 0,0676 g

placa preparativa
hex:AcOEt (9:1)

AGMDA4,1 AGMDA4,2
3,0 mg 3,0 mg

1,5-difenil-1- sitostenona
pentanona (29) (2)

4.6.2. Estudo quimico da fracao AGMA

Estudou-se também a fracdo acetato etila do extrato metandlico dos
galhos de 4. coerulea (AGMA), que ocasionou 68,6 % de lise parasitaria (p.
193). Nesse estudo, foram isolados: os alcaloides furoquinolinicos dictamina
(11) e o-fagarina (14); o alcaldéide indolopiridoquinazolinico inédito 22; as

cumarinas escoparona (23), escopoletina (24) ¢ marmesina (25); as amidas
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paprazina (26) e N-trans-feruloitiramina (27); o acido siringico (30); e, o

sesquiterpeno eudesmano inédito 6.

Isolamento do sesquiterpeno 6

O sesquiterpeno 6 foi isolado através de cromatografia liquida em coluna,
utilizando-se silica gel 230-400 mesh e sephadex LH-20 como fases
estacionarias. Ele foi identificado por EM, RMN 'H ¢ C, DEPT 135°, ¢

experimentos de correlacdo homo- e heteronuclear (p. 50-62).

3 aplicagoes
dxh=4,3x20,8 cm

sephadex LH-20

eluicio isocratica: CH,Cl:MeOH (1:1)

AGMAL
1,0010 g

d6xh=43x%x47,8 cm
sephadex LH-20
eluigdo isocratica: CH,Cl,:MeOH (1:1)

AGMA2,4 AGMA2,5
0,2360 g 0,3940 g

AGMA2,1  AGMA22
0,0645 g 0,1587 g

AGMA2,7
0,3109 g

AGMA2,3

0,0550 g

AGMA2,6

0,4511 g

continua p. 211 l

continua p. 212
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AGMA2,3

0,0550 g

¢xh=3,0x26,2cm
silica 230-400 mesh
elui¢do gradiente: hex:AcOEt (1:1) > MeOH

AGMA23,1 AGMA233 AGMA234 AGMA23,5 AGMA23,6 AGMA23,7 AGMA23,8 AGMA239
0,0008 g 0,0037 g 0,0059 g 0,0034 g 0,0051 g 0,0024 g 0,0020 g 0,0060 g
AGMA2,;3,2
0,0158 ¢
¢xh=3,0x26,2cm
silica 230-400 mesh
eluicdo gradiente: hex:AcOEt (1:1) > MeOH
AGMA2.32,1 AGMA2323 AGMA232.4
0,0032 g 0,0026 g 0,0052 g

AGMA2,3,2,2
3,7 mg

sesquiterpeno
6

Isolamento do alcaldide indolopiridoquinazolinico 22

O alcaloide

indolopiridoquinazolinico 22 foi

isolado através

AGMA2,3,10
0,0025 ¢

de

cromatografia liquida em coluna, utilizando-se silica gel 230-400 mesh e

sephadex LH-20. Ele foi identificado por RMN em experimentos de correlacao

homo- e heteronuclear (p. 130-139).
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AGMA2,6
04511 g

¢xh=3,0x262cm
silica 230-400 mesh
eluigdo gradiente: hex:AcOEt (1:1) > MeOH

AGMA2,6,1 AGMA2,6,5 AGMA2,6,7 AGMA2,69 | AGMA2,6,11 AGMA2,6,13 | AGMA2,6,15
0,0009 g 0,0116 g 0,0185 ¢ 0,0221 g 0,1062 g 0,0456 g 0,0356 g
AGMA2,6,2 AGMA2,6,4 AGMA2,6,6  AGMA2,6,8 AGMA2,6,10 AGMA2,6,12 AGMA2,6,14 AGMA2,6,16
0,0023 g 0,0220 g 0,0159 ¢ 0,0299 g 0,0171 g 0,0265 g 0,0201 g 0,0489 g

AGMA2,6,3
0,0084 g

6xh=29%x392cm
silica 230-400 mesh
elui¢do gradiente: hex:AcOEt (7:3) > MeOH

AGMA2,63,1 AGMA2,6,3,2 AGMA2,6,34 AGMA2,6,3,5
0,0001 g 0,0002 g 0,0017 g 0,0053 g

AGMA2,6,3,3
0,4 mg

alcaldide
22

Isolamento dos alcaldides 11 e 14, das amidas 26 € 27 e do acido siringico (30)

As substancias 11, 14, 26, 27 e 30 foram isoladas por cromatografia em
coluna, utilizando-se silica gel 230-400 mesh e sephadex LH-20. Os alcaloides
11 e 14 foram identificados por EM ¢ RMN 'H (p. 86-88 ¢ 93-95), os demais
(26, 27 ¢ 30) por EM, RMN 'H e "°C ¢ através de experimentos de correlagio
homo- e heteronuclear (p. 150-166 ¢ 183-184).
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3 aplicagdes

¢xh=4,3x20,8 cm

sephadex LH-20

eluicdo isocratica: CH,Cl,:MeOH (1:1)

AGMAL1
1,0010 g
dxh=43x%x47,8cm
sephadex LH-20
eluigdo isocratica: CH,Cl,:MeOH (1:1)
AGMA2,1 AGMA2,2 AGMA2,3 AGMA2,5 AGMA2,7
0,0645 g 0,1587 g 0,0550 g 0,3940 g 0,3109 g
AGMA24 AGMA2,6
0,2360¢g 04511 g
¢ ¢xh=3,0x26,2cm
silica 230-400 mesh
continua p. 214 eluigdo hex:AcOEt
’ (1:1) - MeOH
AGMA2,6,1 AGMA2,6,3 AGMA2,6,5 AGMA2,6,7 AGMA2,6,9 AGMA2,6,13 AGMAZ2,6,15
0,0009 g 0,0084 g 00116 ¢ 0,0185 g 0,0221 g 0,0456 g 0,0356 g
AGMA2,6,2 AGMAZ2,6,6 AGMA2,6,8 AGMA2,6,12 AGMA2,6,16
0,0023 g 0,0159 ¢ 0,0299 g 0,0265 g 0,0489 ¢
AGMA2.6.4 AGMAZ2,6,14
0,0220 g 20,1 mg
acido siringico
(30)
¢xh=3,0x250cm AGMA2,6,10 AGMA2,6,11
silica 230-400 mesh 17,1 mg 106,2 mg
eluigdo hex:AcOEt ’ ’

amida amida

(7:3) > MeOH 2 27

AGMA2,6,4,1 AGMA2,6,4,2 AGMA2,644  AGMA2,64,5 AGMA2,6,4,6 AGMA2,6,4,7
0,0016 g 0,0009 g AGMA2.6,4,3 0,0015 g 0,0025 g 0,0015 g 0,0032 g

8,9 mg

dictamina
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AGMA2,4

0,2360 g

¢xh=3,0x250cm
silica 230-400 mesh
eluicdo gradiente: hex:AcOEt (1:1) - MeOH

AGMA2 4,1 AGMA2,4,2 AGMA24,3 AGMA24,4 AGMA2,4,6 AGMA2,4,7
0,0316 g 0,0115g 0,0027 g 0,0120 g 0,0440 g 0,1151 g

AGMA2A4,5

0,0095 g

¢xh=25x%x40,8 cm
silica 230-400 mesh
elui¢do gradiente: hex:AcOEt (1:1) > MeOH

AGMA2,4,5,1 AGMA2,4,5.2 AGMA2,4,5.4 AGMA2,4,5,5
0,0012 g 0,0004 g 0,0013 g 0,0009 g

AGMA2,4,5,3
5,0 mg

o-fagarina
(14)

Isolamento das cumarinas 23, 24 ¢ 25

As cumarinas 23, 24 e 25 foram isoladas por cromatografia em coluna,
utilizando-se silica gel 230-400 mesh e sephadex LH-20. As primeiras foram
identificadas por EM ¢ RMN 'H (p. 140-143). J4 a cumarina 25 foi caracterizada
por EM e RMN, em experimentos de correlacio homo- e heteronuclear (p. 144-
149).
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3 aplicagoes

dxh=4,3x20,8 cm

sephadex LH-20

elui¢do isocratica: CH,Cl,:MeOH (1:1)

AGMAI AGMA2
1,0010 g 1,7746 g

dxh=43x478cm
sephadex LH-20
elui¢do isocratica: CH,Cl,:MeOH (1:1)

AGMA2,1  AGMA22 AGMA23 AGMA24 AGMA2,6 AGMA2,7
0,0645 g 0,1587 g 0,0550g 02360 g 04511 g 0,3109 g

AGMA2,5

0,3940g

¢xh=3,0x26,2cm
silica 230-400 mesh
elui¢do gradiente: hex:AcOEt (1:1) - MeOH

AGMA2,5,1 AGMA2,5,3 AGMA2,5.,9 AGMA25,11 | AGMA2,5,13
0,0019 g 0,0046 g 0,0154 g 0,0222 ¢ 0,0061 g
AGMA252  AGMA25.4 AGMA2,5,10 AGMA25,12  AGMA25,14
0,0030 g 0,0089 g 0,0110 g 0,0033 g 0,199 g
|

AGMA2,5,5 AGMAZ2,5,6 AGMA2,5,7 AGMA2,5,8
0,0143 g 0,0136 g 0,0050 g 0,0051 g

¢xh=3,0x262cm
silica 230-400 mesh

elui¢do gradiente: hex:AcOEt (3:2) - MeOH —» continua p. 216
—>

AGMA2551  AGMA2552  AGMA2,55,3 AGMA25,5,5
0,0019 ¢ 0,0013 g 0,0012 ¢ AGMA2,5,5,4 0,0039 ¢
3,2 mg

eéscoparona
(23)
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AGMA2,5,6 -AGMA2,5,8
0,0237 g

¢xh=32x264cm
silica 230-400 mesh
elui¢do gradiente: hex:AcOEt (1:1) > MeOH

AGMA2,5,6,1  AGMA2,5,6,2 AGMA2,5,6,3 AGMA2,5.,6,5
0,0013 g 0,0010 g 0,0043 g 0,0031 g

AGMA25,6,4
5,2 mg

AGMA2,5,6,6
4,6 mg

marmesina
(25)

escopoletina
(24)

4.7. Isolamento dos constituintes de Almeidea rubra

4.7.1. Estudo quimico da fracio ALFMA

O estudo da fragdo acetato de etila do extrato metanolico das folhas de 4.
rubra (ALFMA), que ocasionou 90,7 % de inibicao da enzima APRT e 62,9 %
de lise parasitaria (p. 192 e 194), permitiu o isolamento: dos alcaldides
furoquinolinicos kokusagina (12) e esquimianina (13); de trés alcaloides
furoquinoldnicos [isokokusagina (15), isoesquimianina (16) e isodutaduprina
(17)]; do alcaldide acridonico arborinina  (21); do  alcaloide

tetraidrofuroquinolinico inédito 18; ¢ do derivado do 4acido antranilico inédito

28.

Isolamento dos alcaldides 15, 16, 17 € 21

Os alcaloides 16, 17 e 21 foram purificados por cromatografia em coluna,
utilizando-se silica gel 230-400 mesh, e por recristalizagdo. Ja a substancia 15

foi isolada por cromatografia em coluna, com silica gel 230-400 mesh e
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sephadex LH-20. Eles foram identificados por EM ¢ RMN (p. 96-104 ¢ 128-
130).

¢xh=43x41,0cm
silica 230-400 mesh
elui¢do gradiente: hex - MeOH

ALFMAl  ALFMA2  ALFMA3 ALFMA4 ALFMAS ALFMAG6 ALFMA7 ALFMAS ALFMA9 ALFMAL0 ALFMAII
0,0183 g 0,6302 g 0,1488g 0,11781g  0,0678g 0,1045g 03173g 0,0903g 0,1205g  0,1982¢ 1,0686 g

oo

continua p. 219-220  continua p. 218

recristalizagdo

C ALFMA9*
recristalizagao
28,8 mg
recristalizagdo isoesquimianina

ALFMAG6*
43,2 mg

(16)

ALFMAT7*

~ 256mg dxh=32x492cm
isodutaduprina sephadex LH-20

(17) eluigdo isocratica: MeOH

arborinina (21)

ALFMAS,] ALFMAS2 ALFMAS3 ALFMAS,5 ALFMAS,6
0,0268 g 0,0246 g 0,0166 g 0,0010 g 0,0044 g

ALFMAS,4
32,1 mg

isokokusagina (15)

Isolamento dos alcaloides 12 e 13 e do derivado 28

As substancias 12, 13 e 28 foram isoladas através de cromatografia
liquida em coluna, utilizando-se silica gel 230-400 mesh ou sephadex LH-20, ¢
por cromatografia em camada delgada preparativa.

O derivado inédito 28 foi caracterizado por EM, difracdo de raios-X, e
RMN, através de experimentos de correlacio homo e heteronuclear (p. 166-

175). J& os alcaldides 12 e 13 foram identificados por EM e RMN (p. 88-93).
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ALFMA4
0,1781 g

¢xh=32x492cm
sephadex LH-20
eluicdo isocratica: MeOH

ALFMAA4,6

ALFMAA4,1 ALFMA4,2 ALFMAA4,3 ALFMAA4,4 ALFMA4,5
0,0466 g 0,0681 g 0,0299 g 0,0300 g 0,0009 g 0,0038 g
¢xh=3,2x49,2cm
! ' sephadex LH-20
elui¢do isocratica: CH,Cl,:MeOH (1:1)
ALFMA4,3,1 ALFMA4,3,2 ALFMA4,3,3 ALFMA4,3,7 ALFMA4,3,9
0,0024 g 0,0043 g 0,0098 g 0,0148 g 0,0013 g
ALFMAA4,3,6
0,0106 g ALFMA4,3.8
ALFMA4,3.4 25
0,0023 g »> Mg
esquimianina
(12)
6xh=25%x332cm
sephadex LH-20 dxh=32x492 cm
eluicdo isocratica: sephadex LH-20
CH,CL:MeOH (1:1) phadex L/
eluigdo isocratica: CH,Cl,:MeOH (1:1)
ALFMAA4,3,4,1 ALFMA4,3,4,3 ‘
0,0002 g 0,0001 g ALFMAA4,3.,5,1 ALFMA4,3,5,2 ALFMAA4,3,5,4 ALFMAA4,3,5,5
0,0012 g 0,0040 g 0,0009 g 0,0004 g

ALFMAA4,3,4,2

0,0020 g

d

placa preparativa
hex:AcOEt (3:2)

ALFMA4,3,5,3
14,7 mg

erivado
28

ALFMA4,3,4.2,1

0,0001 g

ALFMA4,3,4.2,2
0,0001 g

ALFMA4,3,4,2.3
1,6 mg

kokusagina
(13)
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Isolamento do alcaloide 18

O alcaloide 18 foi isolado através de cromatografia liquida em coluna,
utilizando-se silica gel 230-400 mesh ou sephadex LH-20, e por cromatografia

em camada delgada preparativa. Ele foi identificado por EM ¢ RMN (p. 104-
112).

ALFMA?2

0,6302 g

¢xh=3,1x358cm
silica 230-400mesh

elui¢do gradiente: hex:AcOEt (8:2) »> MeOH

ALFMA2,6 ALFMA2,7 ALFMA238 ALFMA2,S ALFMA2,10
0,0234 g 0,0850 g 0,0950 g 0,1265 g 0,0553 g

ALFMA2,1 ALFMA22  ALFMA23  ALFMA24
0,0526 g 0,0321 ¢ 0,0096 g 0,0462 g

ALFMA2,5
0,1036 g

d0xh=32x492cm
sephadex LH-20
elui¢do isocratica: CH,Cl,:MeOH (1:1)

ALFMA2,5,1 ALFMA2,5.2 ALFMA2,5,3 ALFMA2,5.4
0,0230 g 0,0680 g 0,0024 g 0,0013 g
¢0xh=32x394cm
silica 230-400 mesh
elui¢do gradiente: CH,Cl, > MeOH
ALFMA2,5.2,1 ALFMA2,5,2,2 ALFMA2,5,2.3 ALFMA2,5,2,4
0,0045 g 0,0081 g 0,0360 g 0,0185 ¢

continua p. 220
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ALFMAZ2,5,2.3

0,0360 g

dxh=32x492cm

sephadex LH-20

eluicdo isocratica: CH,Cl,: MeOH
(1:1)

ALFMA2,5.2,3,1  ALFMA25232  ALFMA2,52,3.3 ALFMA2,5,2,3 4 ALFMA2,5,2,3,1
0,0038 g 0,0092 g 0,0022 g 0,0047 g 0,0038 g

ALFMAZ2,5,2,3,5

0,0143 g

¢xh=32x394cm
silica 230-400 mesh
elui¢do gradiente: CH,Cl, - MeOH

ALFMA2,5.2,3,5,1 ALFMA2523,52 ALFMA2523,53 ALFMA2,5,.2,3,5,1 ALFMA2,5,2,3,5,6
0,0001 g 0,0013 g 0,0002 g 0,0030 g 0,0060 g

ALFMA2,5,2,3,5,5
2,6 mg

alcaldide
18

4.8. Isolamento dos constituintes de Conchocarpus heterophyllus

4.8.1. Estudo quimico da fracaio AHFHD

A fracdo diclorometanica do extrato hexanico das folhas de C.

heterophyllus (AHFHD), que ocasionou 45,0 % de lise parasitaria (p. 194), foi
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submetida a diversos fracionamentos, permitindo a obtencdo do benzoato de [3-

sitosterila (3) e das piranoflavonas inéditas 10.

Isolamento do benzoato de [B-sitosterila (3)

O esterdide 3 foi isolado através de cromatografia liquida em coluna,

utilizando-se silica gel 230-400 mesh e sephadex LH-20. Ele foi identificado por

RMN (p. 38-45).
AHFHD
20¢g

dxh=4,1x44,8 cm

silica 230-400 mesh

elui¢do gradiente: hex: CH,Cl, (7:3) > MeOH
AHFHD1 AHFHD2 AHFHD3 AHFHDS5 AHFHD6 AHFHD7
0,0051 g 0,0342g 0,6253 g 0,3756 g 0,0512¢g 0,5181 g

AHFHD4

S

—>

0,3091 g

continua p. 222

3 injecdes
¢6xh=3,0x47,0cm
sephadex LH-20

eluicdo isocratica: MeOH

AHFHD4,1
0,2053 g

AHFHD4,2
0,0132 g

AHFHD4,3 AHFHDA4 4 AHFHDA4,5
0,0064 g 0,0498 g 5,9 mg
benzoato de [3-
2 injecdes sitosterila (3)
dxh=32x49,2 cm

sephadex LH-20
eluicdo isocratica: MeOH

AHFHD4,4,1
0,0011 g

AHFHD4,4,2 AHFHD4,4,3 AHFHD4,4,4 AHFHD4,4,5 AHFHDA4,4,6
0,0035 g

0,0023 g

0,0089¢  00020g  0,0238 ¢

AHFHDA4,4,7
5,7mg
benzoato de [3-
sitosterila (3)
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Obtencao das piranoflavonas 10

A mistura de piranoflavonas 10 foi obtida através da utilizagdo de
cromatografia liquida em coluna e cromatografia em camada delgada
preparativa. Ela foi identificada por EM e através de RMN, em experimentos de

correlacdo homo- e heteronucleares (p. 72-83).

AHFHDS

0,3756 g

¢xh=2,0x62,4cm
silica 230-400 mesh
eluicdo isocratica: hex:AcOEt (9:1)

AHFHDS5,1 AHFHDS5,2 AHFHDS5,3 AHFHDS5,4 AHFHDS5,6 AHFHDS5,7 AHFHDS5,8
0,061 g 0,1447g 0,0209g 0,0472 ¢ 0,0091g 0,0279g 0,0207 g
AHFHDS5,5

0,0719 g

¢xh=22x51,5cm
silica 230-400 mesh
eluicdo gradiente: hex:AcOEt (9:1) > MeOH

AHFHDS5,5,1 AHFHDS5,5,3 AHFHDS5,5,6 AHFHDS5,5,8 AHFHDS5,5,10
0,0011 g 0,0016 g 0,00048 g 0,0017 g 0,0100 g
AHFHDS,5,2 AHFHD5,5,4 AHFHDS,5,7 AHFHDS5,5,9
0,0016 g 0,0105 g 0,0067 g 0,0047 g

AHFHDS,5,5

0,0200 g

placa preparativa
eluicao: hex:AcOEt (8:2)

AHFHD5,5,5,2 AHFHD5,5,5,3
0,0031 g 0,0024 ¢

AHFHDS,5,5,1
2,8 mg

piranoflavonas
10
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4.8.2. Estudo quimico da fracao

AHFHA

A fragdo acetato de etila do extrato hexanico das folhas de C.

heterophyllus (AHFHA), quando testada, ocasionou 80,1 % de inibigdo na
atividade da enzima APRT e 100 % de lise do T. cruzi (p. 192 e 194). Desta

forma, essa fragao foi estudada e ¢ constituida principalmente pela flavona (7),

7-metoxiflavona (8) e 5-hidroxiflavona (9).

Essas substancias foram isoladas através de cromatografia liquida em

coluna, utilizando-se florisil, silica gel 230-400 mesh e sephadex LH-20, e
foram caracterizadas por EM ¢ RMN 'H e "°C (p. 63-72).

¢0xh=8,0x59cm
florisil
elui¢do gradiente: hex > MeOH

AHFHAI1
0,1543 g

AHFHA2
0911¢g

AHFHA3
1,5975 g

d0xh=39%x252cm
silica 230-400 mesh
eluicdo gradiente: hex:AcOEt (9:1) > MeOH

AHFHA4 AHFHAS
3,1183g 03737 ¢

AHFHAG6
1,0483 g

¢6xh=39x%x252cm
silica 230-400 mesh
elui¢do gradiente: CH,Cl, —» MeOH

AHFHA3,l AHFHA32 AHFHA3,3 AHFHA34 AHFHA3,5 AHFHA3.6 AHFHA3,8
0,0010 g 0,0023 g 0,0311 g 0,0074 g 0,0732 ¢ 0,0314 g 0,0481 g
AHFHA3,7
xh=3,2x49,2 cm
¢ 2 x 49, 1,2653 g
sephadex LH-20
LT flavona (7)
eluicdo isocratica: MeOH
AHFHA4,] AHFHA42 AHFHA43 AHFHA4/4
1,0705 g 0,1084 g 0,0686 g 0,0686 g
¢xh=3,2x49,2 cm
AHFHA3,6,] AHFHA3,62 AHFHA3,63 AHFHA364 | AHFHA3,6,5 sephadex LH-20
0,0082 g 0,0073 g 0,0050 g 0,0021 g 2,1 mg elui¢do isocratica: MeOH
flavona (7) |
AHFHA3,6,6 AHFHA4,3,1 AHFHA4,33
0,0415 g AHFHA4,3,2 0,0017 g

5,2 mg
5-hidroxiflavona (9)

22,7 mg
T-metoxiflavona

@®)
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4.8.3. Estudo quimico da fracaio AHCMA

O estudo da fracao acetato de ctila do extrato metanolico do caule de C.
heterophyllus (AHCMA), 100 % ativa sobre o T. cruzi (p. 194), conduziu ao
isolamento: da flavona (7) e da 7-metoxiflavona (8), que ja tinham sido obtidas
da fracado AHFHA; do alcaléide esquimianina (13), anteriormente isolado de A.
rubra; e dois alcaldides: haplotusina (19) e 2-fenil-1-metil-4-quinolona (20).

Os alcaloides 19 e 20 foram isolados através de cromatografia liquida em
coluna, utilizando-se como suporte silica 230-400 mesh. Eles foram
identificados por EM e RMN, em experimentos de correlagio homo- e

heteronuclear (p. 113-127).

¢xh=32x53,0cm
silica 230-400mesh
elui¢do gradiente: CH,Cl,:MeOH (9,5:0,5) — MeOH

AHCMA2 AHCMA3 AHCMA4
0,3046 g 0,4816 g 0,5530 g

AHCMA1

0,8720 g

¢xh=34x%x30,0cm
silica 230-400mesh
elui¢do gradiente: hex:AcOEt (7:3) > MeOH

AHCMAL,l AHCMAL2 AHCMALS5 AHCMAL6 AHCMAL,7
0,1940 g 0,1134 g 0,0318g  0,1395g  0,0363 g

AHCMAL,3
0,2063 g

substancias
7,8¢13

AHCMAL1 4
0,0155 g

!

continua p. 225

AHCMAL8
0,1292 g

'

continua p. 225
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AHCMAL1 4

0,0155 g

¢xh=2,5x58,0cm
silica 230-400mesh
eluigdo isocratica: hex:AcOEt (1:1)

AHCMAl4,1 AHCMAL42  AHCMAL43 AHCMALA44 AHCMAL1 4,6 AHCMALA4,7 AHCMALA4S
0,0011 g 0,0013 g 0,0008 g 0,0009 g 0,010 g 0,0008 g 0,0020 g

AHCMA1,4,5
5,3 mg
haplotusina
(19)

AHCMALS
0,1292 ¢

¢xh=24x6l1cm
silica 230-400mesh
elui¢do gradiente: hex:AcOEt (1:1) > MeOH

AHCMAL1,8,1 AHCMAL,8,3 AHCMAL,84 AHCMALS,5
0,0126 g AHCMALS2 0,0106 g 0,0014 g 0,0807 g

22,1 mg
alcaloide 2-fenil-1-
metil-4-quinolona

(20)

4.9. Isolamento dos constituintes de 7richilia ramalhoi

4.9.1. Estudo quimico do extrato TRGH

Parte do extrato hexanico dos galhos de 7. ramalhoi (TRGH), ativo sobre
as formas tripomastigotas do 7. cruzi (84,25 % de lise parasitaria, p. 189), foi

cromatografado em silica 230-400 mesh e florisil, permitindo a obtencdo dos
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esterdides B-sitosterol e estigmasterol (1), e dos triterpenos lupeol (4) e lupenona

(5), que foram caracterizados por EM e RMN 'H (p. 35-36 ¢ 46-49).

¢xh=47x227cm
silica 230-400 mesh e florisil
eluig¢do gradiente: hex — MeOH

TRGH!I TRGH2 TRGH3 TRGH4 TRGH7 TRGH8  TRGHY9 TRGHIO0
0,0306 0,0047 0,0109 0,1283 0,1219 0,4578  0,2091 0,3236 ¢

TRGHS
15,7 mg

lupenona (5)

¢6xh=24x%x375cm
silica 230-400 mesh
eluicdo isocratica: CH,Cl,

TRGH6,1 TRGH6,2 TRGH6,3 TRGH6,4 TRGH6,5 TRGH6,6 TRGH6,9 |TRGH6,11 TRGHS6,12
0,0005 ¢ 0,0003g 0,0002g 0,0022¢g 0,0006g 0,0038¢ | 0,0357 ¢ |0,0009¢ 0,0374 ¢

TRGH6,7 TRGH6,8
30,2 mg 95,2 mg

TRGH6,10
29,5 mg

esteroides 1

lupenona (5) lupeol (4)

4.10. Metodologia dos ensaios bioldogicos

4.10.1. Ensaio com a enzima gGAPDH de 7. cruzi
A enzima glicolitica gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (gGAPDH) ¢

uma enzima recombinante, obtida em um sistema de expressdo de Escherichia
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coli. A preparacdo e purificagdo da mesma sdo feitas rotineiramente no
Laboratorio de Cristalografia de Proteinas e Biologia Estrutural do Instituto de
Fisica de Sao Carlos (IFSC-USP), de acordo com procedimentos estabelecidos
por SOUZA et al. (1998).

Essa enzima catalisa a conversao de gliceraldeido-3-fosfato (G3P) em 1,3-
difosfoglicerato, na presenca de fosfato inorganico e do cofator NAD" (FIGURA
1.4, p. 8). Os ensaios de inibicdo enzimdtica estdo baseados nesta reacdo, e
nestes sao feitas medidas espectrofotométricas de NADH formado, durante 30 s,
a 340 nm.

O teste baseia-se no procedimento desenvolvido por BARBOSA e
NAKANO (1987) e descrito em VIEIRA et al. (2001). A mistura reacional (1
mL) contém 50 mM de tampao tris-HCI (pH 8,6) com ImM de -
mercaptoetanol e EDTA, 30 mM de arseniato de sodio, 2,5 mM de NAD", 4-9
ug de GAPDH e 0,3 mM de G3P (que ¢ adicionado por ultimo).

Para a realizagdo dos ensaios, preparam-se solugdes (1,0 mg/mL) dos
extratos brutos, fracdes ou substancias puras em DMSO, que sdo adicionadas ao
meio reacional descrito. A concentragdo final de DMSO ¢ de 10%, o que nao
interfere na atividade da enzima. Sempre sdo realizados ensaios controle na
auséncia das substancias a serem testadas, com igual volume de DMSO, que ¢
considerado como “branco”. Todas as medidas sdo feitas em triplicata e a

atividade especifica (AE) da enzima ¢ calculada através da formula a seguir:

AE(U / mg) — b'vcubeta

6,22.v C

enzima

enzima*
Onde:

b = coeficiente angular de uma reta obtida através da plotagem dos valores de
Abs versus t. *

At = tempo de leitura; 0,5 min

V. uweta = Volume da cubeta, em mL
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Venzima = Volume de enzima na cubeta, em mL

Cenzima = concentragao da enzima, em mg/mL
1 -1

6,22 mM cm = ENADH

* para a construg@o dessa reta, os valores de absorbancia sdo a média dos trés valores lidos, ponto a ponto. Isto é
realizado para o branco (enzima em presenga de DMSO) e para o inibidor.

Apos obter os valores de AE do inibidor e do DMSO, a porcentagem de

atividade inibitéria (% Al), ¢ calculada pela formula:

%AI — [AEinibidor B AEDMSO \J 1 OO

DMSO

As medidas do potencial inibitorio dos extratos e fragdes testados foram
realizadas na concentragdo de 100 pg/mL, considerando-se como inibi¢do
satisfatoria valores iguais ou superiores a 50%; e das substiancias em

concentracoes variadas.

4.10.2. Ensaio com a enzima APRT de L. tarentolae

A enzima adenina fosforribosiltransferase (APRT) foi obtida de
Leishmania tarentolae. Essa espécie de Leishmania foi isolada de lagartos e ndo
¢ capaz de infectar seres humanos (CROAN et al., 1997; NOYES et al., 1997).
Entretanto, estudos envolvendo sequenciamento do gene de APRT de L.
tarentolae revelaram grande identidade com o gene da proteina homologa de L.
donovani (PHILLIPIS et al., 1999). A identidade de 85% nas sequéncias de
aminoacidos dessas duas APRTs permite presumir que as estruturas
tridimensionais também sejam similares, ¢ que as informagdes obtidas com a
APRT de L. tarentolae poderao ser utilizadas na busca de novos farmacos contra

a Leishmaniose humana.
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A APRT ¢ expressa em Escherichia coli e purificada no Laboratorio de
Cristalografia de Proteinas e Biologia Estrutural do IFSC-USP.

Ela catalisa a reacdo nucleofilica entre a adenina e o 5-fosforribosil-1-
pirofosfato (PRPP), com a formag¢ao de adenosina-monofosfato (AMP) (FIGURA
1.10, p. 15). Os ensaios de inibicdo enzimatica estdo baseados nesta reacdo, e
nestes sao feitas medidas espectrofotométricas de AMP formado, durante 60 s, a
259 nm.

O ensaio baseia-se no procedimento descrito por TUTLE e KRENITSKY
(1980), com algumas modificagdes.

A mistura reacional (0,5 mL) contém 0,01 mM de adenina, 0,5 mM de
PRPP, 5 mM de MgCl, e 100 mM de tampao tris-HCI (pH 7,4). Para cada teste
sdo usados 475 uL da mistura reacional e 25 pL das solugdes dos inibidores.

As medidas sdo feitas em triplicata e os valores de absorbancia obtidos
sdo avaliados como anteriormente descrito para a enzima GAPDH. Entretanto, o
valor de € (do AMP) na férmula para o célculo da AE é de 1,24 mM'cm’™.

Assim como para a enzima GAPDH, as medidas de atividade inibitoria
dos extratos e fragdes foram realizadas na concentragdo de 100 upg/mL,
considerando-se como inibic¢ao significativa valores iguais ou superiores a 50%;

¢ das substancias em concentracoes variadas.

4.10.3. Ensaio com as formas tripomastigotas de 7. cruzi

Os ensaios com as formas tripomastigotas de 7. cruzi sdo realizados no
Departamento de Analises Clinicas, Bromatologicas e Toxicoldgicas da FCFRP-
USP, segundo procedimento descrito em VIEIRA et al. (2001).

Para os ensaios sdo utilizadas cepas “Y” de T. cruzi, que sao mantidas
através de passagens seriadas em camundongos, por meio de repiques semanais,
no Laboratorio de Parasitologia do Departamento de Ciéncias da Saude da

FCFRP-USP.
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Os ensaios bioldgicos de misturas e substancias puras sdo realizados
utilizando-se sangue de camundongos albinos Swiss, infectados pela cepa “Y”
do T. cruzi, o qual € obtido por pung¢do cardiaca no pico da parasitemia (sétimo
dia). Esse sangue ¢ diluido em sangue de animal sadio, de forma a se obter uma
concentracio final de 2x10° formas tripomastigotas por mL de sangue. Os
ensaios sdo realizados em microplacas de titulagdo (96 pocos), onde o sangue
infectado e as misturas (ou substincias) a serem avaliadas, sdo solubilizados (em
triplicata), e o material € incubado por 24 h a 4 °C. Ap0s este tempo, a contagem
das formas tripomastigotas ¢ realizada segundo a técnica descrita por BRENER
(1962). Como controles, sao utilizados: 1) sangue de camundongo infectado,
sem a adi¢cdo de nenhuma substancia; 2) sangue infectado contendo a mesma
concentracdo de DMSO utilizada no preparo das solugdes; e, 3) sangue
infectado contendo violeta genciana (controle positivo), na concentracdo de
1:4.000.

Os extratos foram ensaiados a 4 mg/mL, fracdes a 2 mg/mL e substancias
nas concentragdes de 500, 250 e 100 ug/mL, para a obtengdo dos valores de
ICs.

Os resultados obtidos sdo expressos em porcentagem de lise parasitaria
(% L.P.), sendo que sdao considerados ativos os extratos ou fragdes que

apresentam L.P. > 50 %.
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5. Conclusoes

O estudo fitoquimico de Almeidea coerulea, A. rubra, Conchocarpus
heterophyllus, Galipea carinata (Rutaceae) e Trichilia ramalhoi (Meliaceae),
biomonitorado por ensaios bioquimicos nas enzimas gGAPDH de 7. cruzi e
APRT de L. tarentolae e ensaios biologicos sobre as formas tripomastigotas do
T. cruzi, permitiu o isolamento de 30 substincias, das mais variadas classes
quimicas, e a avalia¢do das atividades bioldgicas sobre os modelos escolhidos de
22 extratos vegetais, 43 fracOes e das substancias isoladas.

Em concordancia com as expectativas iniciais do trabalho, os resultados
bioldgicos de extratos e fracoes mostraram que as plantas selecionadas sdo
bastante promissoras na busca de novos compostos antichagéasicos e
antileishmanioses.

Dos 22 extratos ensaiados, 16 foram ativos sobre o 7. cruzi, 3 inibiram a
atividade da enzima gGAPDH e 1 da enzima APRT; j4 das 43 fracdes testadas,
18 apresentaram acao tripanocida, 8 inibiram a atividade da enzima gGAPDH e
11 da APRT.

O estudo quimico das fragdes ativas levou ao isolamento de 30
substancias, das quais 6 estdo sendo pela primeira vez relatadas na literatura. A
identificagcdo de tais metabolitos contribuiu ao conhecimento do perfil quimico
da familia Rutaceae.

Os testes biologicos das substancias indicaram que: os alcaldides
furoquinoldnicos isokokusagina, isoesquimianina e isodutaduprina e a 5-
hidroxiflavona foram os melhores inibidores da atividade da enzima APRT; a
cumarina marmesina foi a mais ativa sobre a enzima gGAPDH; e os alcaldides
haplotusina e 2-fenil-1metil-4-quinolona ¢ o triterpeno lupeol foram os que
apresentaram maior atividade tripanocida.

As atividades biologicas das substancias estimulam estudos sistematicos

posteriores que avaliem a relacao estrutura-atividade de uma determinada classe
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quimica, como a dos alcaloides, a fim de se conseguir uma molécula, que sendo
bastante ativa, possa servir de prototipo no desenvolvimento de novos

quimioprofildticos ou quimioterdpicos para a doenca de Chagas e para as

leishmanioses.
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