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RESUMO
ALCALOIDES DE RUTACEAE: QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA — O presente
trabalho descreve o estudo fitoquimico de duas espécies de plantas pertencentes a
familia Rutaceae, no intuito de elucidar estruturas de micromoléculas presentes nas
folhas e galhos. O estudo de Galipea bracteata e Ravenia infelix (Rutaceae) esta
também associado a busca de metabdlitos com atividades tripanocida e
leishmanicida, através dos seguintes modelos experimentais selecionados para
verificacdo da atividade bioldgica: atividade antiparasitaria — forma tripomastigota de
Trypanosoma cruzi “in vitro”, inibigdo enzimatica “in vitro” (QGAPDH - Gliceraldeido-
3-fosfato-desidrogenase de T. cruzi) e inibicdo enzimatica “in vitro” (APRT —
Adenina-fosforribosil-transferase de Leishmania tarantolae). Dos extratos das folhas
de Galipea bracteata foram isolados treze alcaldides quinolinicos, dentre estas
substéncias sete estdo sendo descritas pela primeira vez: 2-(3',4-
metilenodioxifeniletil)quinolina, 4-metoxi-2-(propan-1’-ona)quinolina (inédita), 4-
metoxi-2-(1’,2’-trans-epoxipentil)quinolina (inédita), 4-metoxi-2-n-pentilquinolina,
4-metoxi-2-n-heptilquinolina, 2-(1’,2’-trans-epoxipentil)quinolina (inédita), 4-metoxi-2-
(3’,4’-metilenodioxifeniletil)quinolina, 4-metoxi-2-(1’,2’-trans-epoxipropil)quinolina
(inédita), 4-metoxi-2-n-propilquinolina, 2-n-pentilquinolina, 2-(propan-1’-
ona)quinolina (inédita), 4-metoxi-2-(pentan-1’-ona)quinolina (inédita), 2-(pentan-1’-
ona)quinolina (inédita), mistura dos esterdides campesterol, estigmasterol e f-
sitosterol, um alcalbéide furoquinolinico evolitrina, uma mistura de alcaldides seco
furoquinolinicos E e Z-rhoifolinato de dimetila, o triterpeno pentaciclico arborinol e o
norsesquiterpeno 3,5-diidromegastigma-6,7-dieno-9-ona. Dos galhos de R. infelix
foram isolados os alcalbides carbazois: 3-metilcarbazol e girinimbina, os esterdides:
7-oxo-estigmasterol e 7-oxo-B-sitosterol, o indol: indol-3-carboxaldeido e misturas
das amidas N-trans e N-cis-feruloiltiramina e N-trans-p e N-cis-p-cumaroiltiramina.
Estas substancias puras foram submetidas a testes para verificacao das atividades

tripanocida e leishmanicida.
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ABSTRACT
ALKALOIDS OF RUTACEAE: CHEMISTRY AND BIOLOGICAL ACTIVITY - This
work describes the phytochemical study of two plant species Galipea bracteata and
Ravenia infelix belonging to the family Rutaceae, aiming the isolation and structure
determination of componds from leaves and branches of these plants. This work is
also directed to the search of trypanocidal and leishmanicidal compounds from these
plants. The following models were used to check the biological activities of the
isolated compounds: antiparasitc activity - trypomastigote form of Trypanosoma cruzi
“in vitro”, enzymatic inhibitory activity on gGAPDH (Glyceraldeyde 3- phosphate
dehidrogenase) of T. cruzi and enzymatic inhibitory activity on APRT (Adhenine-
phosphoribosyl-transferase) of Leishmania tarentolae. The leaves extract of G.
bracteata afforded tirtheen quinoline alkaloids. Among these compounds seven have

been described for the first time: 2-(3’,4’-methylenedioxyphenylethyl)quinoline, 4-

methoxy-2-(propan-1’-ona)quinoline (inedit), 4-methoxy-2-(1',2’-trans-
epoxypentyl)quinoline  (inedit), 4-methoxy-2-n-heptylquinoline, 2-(1’,2’-trans-
epoxypentyl)quinoline (inedit), 4-methoxy-2-(3’,4’-

methylenedioxyphenylethyl)quinoline, 4-methoxy-2-(1’,2’-trans-epoxypropyl)quinoline
(inedit), 4-methoxy-2-n-propylquinoline, 2-n-pentylquinoline, 2-(propan-1’-
one)quinoline (inedit), 4-methoxy-2-(pentan-1’-one)quinoline (inedit), 2-(pentan-1’-
one)quinoline (inedit), a mixture of steroids campesterol, stigmasterol and sitosterol,
one furoquinoline alkaloid evolitrine, a mixture of seco-furoquinoline alkaloids E-
dimethylrhoifolinate and Z-dimethylrhoifolinate, a pentacyilclic triterpene arborinol and
norsesquiterpene 3,5-dihydromegastigma-6,7-diene-9-one. From the branches of R.
Infelix were isolated the carbazole alkaloids: 3-methylcarbazole and girinimbin, the
steroids: 7-oxo-stigmasterol and 7-oxo-sitosterol, the indol 3-carboxaldeheide and
mixtures of amides: N-frans and N-cis-feruloyltyramine, and N-frans and-cis-p-
cumaroyltyramine. The pure compounds had their trypanocidal and leishmanicidal

activities determined.
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1. INTRODUGAO

Biodiversidade pode ser definida como a variedade e variabilidade existentes
entre organismos vivos e as complexidades ecoldgicas nas quais eles ocorrem. Ela
pode ser entendida como uma associagdo de varios componentes hierarquicos:
ecossistemas, comunidades, espécies, populacbes e genes em uma area definida
(DOBSON, 1996). Uma das principais caracteristicas da biodiversidade € a
distribuicdo relativa desigual dos seus componentes no espago geografico,
significando que a abundancia de espécies € variavel em um determinado ambiente
e que existem gradientes geograficos da biodiversidade. A implicagdo obvia disso
relaciona-se com a necessidade de serem tomadas medidas urgentes para a
conservagao dos ecossistemas nos quais as diferentes espécies ocorrem e
interagem.

A magnitude da biodiversidade brasileira ndo é conhecida com exatiddo tal a
sua complexidade, estimando-se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies
distintas de plantas, animais e microrganismos. O Brasil € o pais com a maior
diversidade genética vegetal do mundo, contando com mais de 55.000 espécies
catalogadas (DIAS, 1996) de um total estimado entre 350.000 e 550.000.
Considerando-se que mais da metade dessas espécies se encontra nas florestas
tropicais, cuja area corresponde a apenas 7% da superficie da terra (SOEJARTO,
1996), e que cerca de 75% das espécies brasileiras estado localizadas em duas
principais formacgdes de florestas: floresta tropical Atlantica e floresta Amazodnica,
essas regides devem ser consideradas como prioritarias no estabelecimento de
programas de conservagao in situ de germoplasma vegetal (GUERRA et al., 1998).

Somente 8% de todas as espécies de plantas foram estudadas com relagéo a
compostos bioativos fitoterapéuticos e 1.100 espécies foram estudadas
extensivamente com relagcédo as suas propriedades medicinais. Destas, 590 plantas
foram registradas no Ministério da Saude brasileiro para fins comerciais. Finalmente,
a farmacopéia brasileira lista somente 26 substancias isoladas de plantas. (GUERRA
et al., 1998).

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande
numero de farmacos. Pesquisadores da area de produtos naturais mostram-se
impressionados pelo fato desses produtos encontrados na natureza revelarem uma

gama quase que inacreditavel de diversidade em termos de estrutura e de



propriedades fisico-quimicas e biolégicas (WALL & WANI, 1996). Apesar do
aumento de estudos nessa area, os dados disponiveis revelam que apenas 15 a
17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal (SOEJARTO,
1996).

Cerca de 25% das drogas prescritas no mundo vém de plantas. Das 252
drogas consideradas como basicas e essenciais pela Organizagdo Mundial da
Saude (WHO, 1992), 11% séo exclusivamente de origem de plantas e um numero
significante sdo drogas sintéticas obtidas de precursores naturais. Exemplos de
importantes drogas obtidas de plantas sao a digoxina de Digitalis spp., quinina e
quinidina de Chinchona spp., vincristina e vinblastina de Catharanthus roseus,
morfina e codeina de Papaver somniferum e atropina de Atropa belladona.
Entretanto, o uso potencial de plantas superiores como uma fonte de novas drogas é
ainda pobremente explorado. Depois da ultima década, tém-se visto o ressurgimento
do interesse em plantas como uma fonte de novos agentes terapéuticos. Entre as
aproximadamente 300.000 espécies de plantas sobre a terra, somente um pequeno
percentual tem sido fitoquimicamente investigado e a fragdo submetida a screening é
ainda menor. Além disso, um extrato de planta pode conter varios milhares de
metabdlitos secundarios diferentes e qualquer investigagao fitoquimica de uma dada
planta revelara somente um pequeno espectro dos seus constituintes. Desta
maneira, o reino vegetal representa um enorme reservatorio de moléculas
farmacologicamente valiosas a serem descobertas (RATES, 2001).

As informacgdes existentes sobre a grandeza do mercado de compostos de
origem vegetal sdo pouco precisas. Por um lado, afirma-se que o mercado mundial
de drogas de origem vegetal é estimado em US$ 12,4 bilhdes, sendo o consumo da
Europa responsavel por aproximadamente 50% deste mercado. Ha informacdes de
que os produtos naturais e as preparacgdes fitoterapicas séo responsaveis por 25%
do receituario médico nos paises desenvolvidos e cerca de 80% nos paises em
desenvolvimento (CRAGG et al., 1997). Outras estimativas revelam que o mercado
mundial de produtos farmacéuticos movimenta US$ 320 bilhdes/ano, dos quais US$
20 bilhdes sao originados de substancias ativas derivadas de plantas (ROBBERS et
al., 1996).

No Brasil, estima-se que 25% dos US$ 8 bilhdes de faturamento, em 1996, da
industria farmacéutica nacional sejam originados de medicamentos derivados de
plantas (GARCIA et al., 1996).



Uma vasta quantidade de espécies de plantas brasileiras permanece sem
qualquer estudo quimico ou biologico, e elas apresentam um potencial econémico
para identificar e explorar novas drogas. A atual velocidade de extincdo da
biodiversidade vegetal no Brasil estda causando ndao somente a perda de compostos
com valor terapéutico e econdmico, mas também a codificacdo de interessantes
gens para enzimas com um uso potencial em melhoramento de plantas e em

estudos biossintéticos de novos produtos naturais (BOLZANI et al., 1999).

1.1. A Familia Rutaceae — Botanica e Quimiossistematica

A familia Rutaceae compreende cerca de 150 géneros e mais de 1600
especies de portes variados, amplamente distribuidas pelas regides tropicais e
temperadas do globo, sendo mais abundantes na Ameérica tropical, sul da Africa e
Australia. Esta familia é subdividida em 7 subfamilias, 10 tribos e 25 subtribos. Na
subfamilia Rutoideae (Fig. 1.1) encontram-se 5 tribos e 17 subtribos (ENGLER,
1964). No Brasil, sdo descritas aproximadamente 200 espécies (ALBUQUERQUE,
1976; PIRANI, 1982).

A familia Rutaceae tem se destacado pelo fornecimento de varios metabdlitos
secundarios, tais como: alcaldides (especialmente os derivados do acido antranilico),
cumarinas (principalmente furano e pirano cumarinas), lignanas, limondides,
flavondides, cromenos, terpendides (mono e triterpenos) e 6leos volateis, o que tem
atraido a atencdo de varios grupos de pesquisadores devido a importancia quimica,
bioldgica e quimiossistematica de muitos destes metabdlitos (WATERMAN, 1975).

A familia Rutaceae é considerada atipica na diversidade de producédo de
alcaloides, classificados em cinco tipos diferentes de acordo com a sua origem
biogenética, no entanto a maior diversificacdo estrutural estd nos alcaldides
derivados do 4&acido antranilico que sao tidos como eminentes marcadores
quimiotaxondmicos, sendo os alcalbdides do tipo furano e piranoquinolinicos os de
maior ocorréncia na familia. Os alcaloides acridonicos s&o distribuidos em varios
géneros, porém os furoacridénicos sdao mais frequentes em Ruta. Os tipos
quinazolinicos  ocorrem  principalmente no género Glycosmis e 0s
indolopiridoquinazolinicos em Zanthoxylum e Euxylophora. Mesmo familias préximas
de Rutaceae (ordem Rutales) sdo praticamente incapazes de produzir estes
alcaldides (WATERMAN, 1999; MESTER, 1983).



RUTOIDEAE

XANTHOYLEAE RUTEAE DIOSMEAE
BORONIEAE CUSPARIEAE
CUSPARIINAE PILOCARPINAE
\ 4 \ 4
GALIPEA RAVENIA PILOCARPUS
DECAGONOCARPUS ALMEIDEA ESENBECKIA
LEPTOTHYRSA EUXILOPHORA METRODOREA
SPIRANTHERA ADISCANTHUS
NEORAPUTIA NAUDINIA
LUBARIA CUSPARIA (ANGOSTURA)
TICOREA ERYTHROCHITON
RAUIA MONNIERIA

FIGURA 1.1 — Posicdo taxonbmica da subtribo Cuspariinae e seus géneros,

segundo Engler.

A tabela 1.1 apresenta algumas classes de metabdlitos secundarios isoladas
de espécies pertencentes a familia Rutaceae, as quais tiveram relacionadas
atividades biologicas (VIEIRA & KUBO,1990; LEWIS, 1983).



TABELA 1.1 — Classes de metabdlitos secundarios de Rutaceae com atividade

biolégica

Metabdlito Secundario Atividade Biolégica

Hipotensiva
Bloqueadora de ganglio
Antibacteriana
ALCALOIDES Antifungica
Antiacetilcolinesterase
Antiinflamatoria
Anestésico local
Moluscicida

Analgésica
Anti-helmintica
Diurética
CUMARINAS Anticoagulante
Anti-HIV
Fotoxidase

Sinergista de inseticidas
LIGNANAS Inibidores de germinagao

1.2. O Género Galipea (Rutaceae) — Perfil Quimico e Atividade

Biolégica

O género Galipea (Rutaceae) pertencente a tribo Cusparieae, a qual
compreende 19 géneros confinados principalmente a América do Sul tropical, é
composto de aproximadamente 8 a 10 espécies, sendo estas plantas encontradas
desde o sul do Brasil até a América Central (Panama, Guatemala, Nicaragua) e
norte da América do Sul (KALLUNKI & PIRANI, 1998; ALBUQUERQUE, 1976;
ELIAS, 1970). Trés espécies, Galipea officinalis, G. longiflora e G. bracteata foram
estudadas quimicamente e s&o caracterizadas por um alto conteudo de alcalbides
quinolinicos 2-substituidos (RAKOTOSON et al., 1998; JACQUEMOND-COLLET et
al.,, 1999; FOURNET et al., 1989; FOURNET et al.,1993a; VIEIRA & KUBO, 1990).
Destas espécies, a G. officinalis, uma arvore arbustiva venezuelana descrita na
medicina folclérica por suas varias propriedades medicinais, € a Unica que contém
alcaldides tetraidroquinolinicos 2-substituidos. De extratos de G. ftrifoliata e G.

granulosa, foram isoladas cumarinas, flavonas glicosiladas, cromona e chalcona,



respectivamente (WIRASUTISNA et al., 1987; BAKHTIAR et al.,1990; BAKHTIAR et
al., 1994; LOPEZ et al., 1998; LOPEZ et al., 1997).

1.2.1. Atividade Bioldgica de Galipea (Rutaceae)

Durante investigagdo etnofarmacolégica na Bolivia, alcaléides 2-aril e 2-alquil
quinolinicos ativos contra leishmaniose foram isolados de Galipea longiflora
fracionados por bioatividade (FOURNET et al., 1993a).

Os alcaloides 2-propenilquinolina (3) e 2-frans-epoxipropilquinolina (5)
isolados das folhas, mostraram atividade antileishmaniose in vitro contra varias
cepas de espécies Leishmania nas suas formas promastigotas com valores de ICqy
em torno de 25 pg mL™ (147 uM e 135 uM, respectivamente). O 2-n-propilquinolina
(1) isolado das folhas e o 4-metoxi-2-fenilquinolina (14) isolado das cascas, raizes e
folhas, sdo menos ativos com um valor de ICg de 50 ug mL™" (292 uM e 212 uM,
respectivamente). Os outros alcaldides isolados, tais como 2-fenilquinolina (13), 2-
(3',4’-metilenodioxifeniletil)quinolina (15) e 2-n-pentilquinolina (7) mostraram
atividade antileishmaniose com uma ICg em 100 pg mL™".

No modelo de pata de rato, infectada com Leishmania amazonensis ou
Leishmania venezuelensis, animais foram tratados um dia apds a infeccdo com o
2-n-propilquinolina (1) por via oral durante duas semanas a 100 mg kg™~ dia”. A
droga referéncia, Glucantima®, foi administrada por injecdes subcutaneas a 200 mg
kg” dia™. Sob estas condicdes, o 2-n-propilquinolina (1) mostrou a mesma eficacia
que a droga referéncia na redugcdo do tamanho da lesdo e do numero de parasitas.
Pelo mesmo protocolo, o 2-frans-epoxipropilquinolina (5) mostrou ser um pouco mais
ativo do que a Glucantima®. Tratamento com o 2-propenilquinolina (3) por via oral ou
intralesional durante quatro a seis semanas pos-infeccdo, na mesma dose, reduziu o
numero de parasitas em 95%. O mais interessante, € que sobre um modelo de
leishmaniose visceral, a administragdo via oral do 2-n-propilquinolina (1) e 2-trans-
epoxipropilquinolina (5) a camundongos infectados com Leishmania donovani em
50 mg kg'1 dia™ por cinco dias levou a reducdo da quantidade de parasitas em 87%
e 70%, respectivamente. Este mesmo tratamento com o 2-n-propilquinolina (1) (0,54
mmol kg'1) por dez dias, suprimiu em 99,9% a presenca dos parasitas.

Os alcaldides 2-quinolinicos (1), (3) e (5) (Tabela 1.2.2) foram quase tao
ativos in vitro quanto as drogas referéncia Nifurtimox ou Benznidazol contra varias
cepas de T. cruzi (ICso = 25-50 ung mL™") (FOURNET et al., 1993b; FOURNET et al.,



1994a; FOURNET et al., 1994b; SEPULVEDA-BOZA, 1996; AKENDENGUE, 1999;
CHAN-BACAB, 2001).

Estudo feito por VIEIRA & KUBO (1990), mostrou a atividade moluscicida dos
alcaléides  2-quinolinicos, 2-(3’,4’-metilenodioxifeniletil)quinolina  (15), 2-(1’-
pentenil)quinolina (9) e 2-n-pentilquinolina (7) contra o Biomphalaria glabrata,
envolvida na transmissao da esquistossomiase. GANTIER et al. (1996), mostrou a
atividade antimalarial do 2-n-pentilquinolina (7) contra o plasmaodio Vinckei petteri.

1.2.2. Perfil Quimico de Galipea (Rutaceae)

TABELA 1.2 — Metabdlitos secundarios isolados do género Galipea.

ESTRUTURA ESPECIE

Alcaldides
- — |

2-n-propilquinolina (1) G. bracteata

a
X (caule)
G. longiflora
Z
N (casca do tronco e folhas)®
|

4-metoxi-2-n-propilquinolina

(Chimanina A) (2) G. longiflora
OMe (casca do tronco)®
X
Z
N

2-(E)-prop-1’-enilquinolina G. longiflora
(Chimanina B) (3) (folhas)®

SOUN
N \F




4-metoxi-2-(E)-prop-1’-enilquinolina

(Chimanina C) (4) G. longiflora
OMe (folhas)®
X
N F

2-(1°, 2’-trans-epoxipropil)-quinolina

(Chimanina D) (5) G. longiflora
N (folhas)®
S
N
o

2-n-propil-2,3,4-tetrahidro-1-metil

quinolina (6) G. officinalis
m/\ (casca do tronco)®
N
|
CH,

2-n-pentilquinolina (7) G. bracteata

A (caule)®
N P G. longiflora
(casca do tronco e da raiz)°

4-metoxi-2-n-pentilquinolina (8)

OMe G. longiflora

X (casca do tronco)® © & ©
Z
N

10



2-(1’-pentenil)quinolina (9)

@/\/\
N N\F

4-metoxi-2-(1’-pentenil)quinolina (10)
OMe

2-n-pentil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina (11)

S SN

|
H

Angustereina (12)

SO PPN

|
CH,

2-fenilquinolina (13)
9@
Z
T

4-metoxi-2-fenilquinolina (14)
OMe

11

G. bracteata

(caule)?

G. longiflora
(casca do tronco)®

G. officinalis

(casca do tronco)®

G. officinalis
(casca do tronco)>'

G. longiflora

(folhas, casca do tronco e raiz)> °

G. longiflora

(casca do tronco e da raiz)” ¢




2-(3’,4’-metilenodioxifeniletil)

ge

4-metoxi-2-(3’, 4’ metilenodioxifeniletil)

quinolina (15)

96
Z
N

quinolina (Cusparina) (16)

OMe
9@ :
N/ 0>
o
2-(3’,4’-metilenodioxiestiril)

quinolina (17)
OMe

2-(3’,4’-dimetoxifeniletil)quinolina (18)

9@
N/ ‘ OMe
OMe

12

G. bracteata
(caule)?
G. longiflora
(casca do tronco e da raiz)” ¢
G. officinalis

(casca do tronco)® ¢

G. longiflora
(casca do tronco e da raiz)> ¢
G. officinalis

(casca do tronco)?

G. longiflora
(casca do tronco)®

G. officinalis
(casca do tronco)®
G. longiflora

(casca do tronco)® ©




Galipina (19)

G. officinalis

OMe
(casca do tronco)> ® 9
9@
Z
N ‘ OMe
OMe

4-metoxi-2-(3’-hidroxi-4’-metoxifeniletil)

quinolina (20) G. officinalis

(casca do tronco)®

OMe
A
‘ N ‘ OH
OMe
|

2-(3’,4’-metilenodioxifeniletil)-1,2,3,4-
tetraidroquinolina (21) G. officinalis

‘ (casca do tronco)®
o
N
g
H o

Galipinina (22)
G. officinalis
N o) (casca do tronco)* ® 9
| )
e

2-(3’,4’-dimetoxifeniletil)-1,2,3,4-
tetraidroquinolina (23) G. officinalis

‘ (casca do tronco)®
OMe
N
¢
H
OMe

13



Cuspareina (24)

G. officinalis

(casca do tronco)® "9
OMe
|
CH,
OMe

(3’-metoxi,4’-hidroxi-feniletil)-1,2,3,4-
tetraidrometilquinolina (Galipeina) (25)

G. officinalis
(casca do tronco)>'

CH,

Maculosidina (26) G. officinalis
OMe (casca do tronco)°
MeO A |
Z
N

OMe

|
Esquimianina (27)

OMe G. longiflora
A | (casca da raiz e folhas)®
MeO N/

OMe

1-metil-2-quinolona (28)

G. officinalis

\ C, e
(casca do tronco)~
N (o)

I
CH,

14



Galiposina (29)

Ramosina (31)

S
o) (0]
|
|

Phebalosina (32)
X

MeO

Chalcona

15

G. granulosa

(cascas)”

Cromona
Granulosina (30)
= o G. granulo§a
o] o (cascas)'
o]
Cumarinas

G. trifoliata

(cascas do caule e das raizes)

G. trifoliata

(cascas do caule e das raizes)




Galipeina (33)

G. trifoliata

(cascas do caule e das raizes)

®VIEIRA & KUBO, 1990; "PFOURNET et al.,1993; 2JACQUEMOND-COLLET et al.,
2001, “FOURNET et al., 1989; *(HOUGHTON et al., 1999; 'JACQUEMOND-COLLET
et al., 1999; SRAKOTOSON et al., 1998; "LOPEZ et al., 1998; 'LOPEZ & BARILLAS,
1997; 'WIRASUTISNA et al., 1987.

1.3. O Género Ravenia (Rutaceae)

O género Ravenia (Rutaceae) também pertencente a tribo Cusparieae e
subtribo Cuspariinae, € composto de 4 espécies com distribuicdo desde o sudeste
do Brasil até a América Central (Nicaragua e Cuba) (ALBUQUERQUE, 1976).

O estudo quimico sobre o género Ravenia (subfamilia Rutoideae) resume-se
a uma unica espécie, a Ravenia spectabilis, da qual foram isolados alcalb6ides 2-
quinoldnicos, furoquinolinicos e acridénicos (Figura 1.3) (BHATTACHARYYA, 1984;
MESTER, 1983; PAUL & BOSE, 1969 e 1968).
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FIGURA 1.2 — Metabdlitos secundarios isolados do género Ravenia.

1.4. Doencga de Chagas

A doenga de Chagas, também denominada Tripanosomiase americana, foi
descrita por CHAGAS (1909) o qual, além de descobrir o agente etioldgico,
Trypanosoma cruzi, descreveu todo ciclo do parasita, parte da patogenia e
sintomatologia da doenca. Esta enfermidade de natureza endémica atinge grande
parte do continente americano, principalmente a América do Sul.

O agente etiolégico da doenga de Chagas é o protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae,
sendo um dos parasitas de maior e mais bem sucedida distribuicdo na natureza
(JANSEN et al., 2000).
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Desde o trabalho pioneiro de NUSSENSWEIG et al. (1953), a violeta de
genciana vem sendo utilizado na profilaxia do sangue infectado com T. cruzi utilizado
em transfusbes de sangue, mas devido a variagdo entre varios fabricantes na
composi¢cao da violeta de genciana, este corante foi substituido por cristal violeta
(seu principal componente) com forma quimicamente definida (Fig. 1.3), portanto
mais seguro (DE CASTRO et al., 2000). No entanto, este medicamento apresenta
alguns inconvenientes (PINTO et al., 1996), tais como:

a) coloragao violacea inferida ao sangue tratado, posteriormente detectada nos
tecidos dos transfundidos;

b) microaglutinacao e “rouleaux” de hemacias;

c) diferente sensibilidade entre varias cepas de T.cruzi,

d) longo tempo de incubagcdo (24h/4°C) impossibilitando transfusbes

emergenciais.

FIGURA 1.3 — Estrutura quimica da violeta de genciana.

O controle profilatico da doenga de Chagas causado por doagdo de sangue
infectado pode ser trabalhado em duas frentes:

a) através da melhoria na qualidade e organizagéo dos sistemas hemoterapicos
(utilizagdo de exames sorolégicos confiaveis e selegdo dos candidatos a
doagao através de triagem clinico-epidemioldgica);

b) através da quimioprofilaxia do sangue estocado pela utilizacdo de uma droga
tripanocida (DIAS e SCHOFIELD, 1998).
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Os efeitos indesejaveis da violeta de genciana indicam a necessidade de se
buscar novas substancias que sejam mais eficientes e menos toxicas.

Apos a infecgdo e um periodo de incubagéo inicia-se a fase aguda da doencga
de Chagas, que pode durar até 2 ou 3 meses. Embora esta seja na maioria das
vezes assintomatica, 10% a 30% dos casos apresentam sintomas como: mal-estar,
febre, anorexia, astenia e cefaléias. Os sinais de porta de entrada, quando
presentes, podem ser ocular (sinal de romafia) ou cutaneo (chagoma de inoculagdo).
Formas acentuadas de infeccdo, indicadas por miocardite, acompanhada de
insuficiéncia cardiaca e alteragbes eletrocardiograficas, podem levar a morte (de 2%
a 7%). Passada a fase aguda, 40-50% dos infectados apresentam-se na forma
indeterminada da doenga (forma assintomatica da fase crbnica), ou seja,
permanecem soro-positivos, mas sem apresentar os sinais relativos a enfermidade,
durante toda as suas vidas. Apds um periodo que pode variar entre 10 a 30 anos os
infectados entram no periodo sintomatico da fase cronica, caracterizada pelo
desenvolvimento progressivo de cardiomiopatia, megacélon e/ou megaesdfago
(WILLIAMS-BLANGERO et al., 1999; CENEPI/FNS, 1996; CANESIN & BARRETO,
1997).

Recentemente, STOPPANI (1999) revisou os farmacos testados no
tratamento da doenca de Chagas classificando-os em:

a) farmacos com utilidade clinica reconhecida: nifurtimox e benzonidazol;

b) farmacos efetivos em modelos experimentais “in vivo”, sem aplicagéo clinica
generalizada: cetoconazol, itraconazol, alopurinol, anfotericina B,
pirazolpirimidinas;

c) farmacos efetivos em modelos experimentais com aplicagdo clinica
previsivel: cruzipaina, cruceina, fenotiazinas;

d) farmacos efetivos em meio de cultura ou in vitro: o-naftoquinonas e outras.

No momento, somente o benznidazol e o nifurtimox (Fig.1.4) séo utilizados no
tratamento quimioterapico da doenga de Chagas. Embora sejam eficazes na fase
aguda da doencga, estes medicamentos sdo pouco eficazes na fase cronica e n&o
produzem a cura parasitolégica, além de apresentarem efeitos colaterais
indesejaveis, tais como: cefaléias, tonturas, perda de peso, polineuropatias, dentre
outros (STOPPANI, 1999).
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FIGURA 1.4 — Estruturas quimicas do benznidazol e nifurtimox.

Na busca por substancias que possam ser empregadas no tratamento da
doenga de Chagas, varios metabdlitos de plantas (SEPULVEDA-BOZA &
CASSELS, 1996; PHILLIPSON & WRIGHT, 1991), além de outros candidatos a
farmacos ja foram testados contra T. cruzi (DE CASTRO, 1993). Das possiveis
drogas que poderiam ser utilizadas no combate a doenga de Chagas nenhuma delas
tem sido considerada segura, completamente efetiva, conveniente ou de custo baixo
para utilizacdo em larga escala.

Uma das metodologias utilizadas na busca por substancias que possam ser
utilizadas na profilaxia do sangue infectado com T. cruzi é a utilizagdo do ensaio “in
vitro”, no qual se aplica a droga, em varias concentragdes, diretamente no sangue
contendo a forma infectante do parasita e verifica-se a mortalidade deste apds um
periodo de incubagao de 24 horas a 4 °C. Drogas com atividade no ensaio “in vitro”
sobre a forma tripomastigota (fase aguda) podem se tornar protétipos para utilizagéo
em estudos visando a quimioterapia da doencga (fase cronica).

Outro caminho é a utilizacdo de enzimas que atuam no processo metabdlico
do parasita. A forma infectante de T. cruzi (tripomastigota) possui uma organela
especial denominada de glicossomo, na qual residem enzimas envolvidas na
degradagdo da glicose (glicdlise). Como nesta forma o parasita ndo possui
citocromos e a mitocéndria € muito reduzida, a cadeia respiratoria € suprimida
deixando o protozoario altamente dependente da cadeia glicolitica (OPPERDOES,
1987). Uma das enzimas participantes da via glicolitica, a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), foi isolada e teve sua estrutura tridimensional totalmente
elucidada por raios-X, encontrando-se diferencgas significativas na regiao de ligagéao
da porcdo adenosina do cofator NAD® com relagdo a enzima homdloga humana
(SOUZA ET al., 1998). Estas caracteristicas tornam a enzima GAPDH de T.cruzi um
modelo bastante atrativo no desenvolvimento de drogas anti-chagasicas.
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A busca por um farmaco que possa ser utilizado na profilaxia e/ou
quimioterapia da doenca de Chagas continua sendo um desafio e se faz necessaria,
principalmente, devido ao grave problema médico-social a qual se constitui e ao

pouco interesse que desperta na industria farmacéutica.

1.5. Leishmaniose

Protozoarios parasitas estdo entre os patégenos mais comuns no mundo,
sendo reconhecidos como os agentes causadores de algumas das mais sérias
doencas tropicais, tanto em homens quanto animais domésticos. Malaria, amebiase,
toxoplasmose, tripanossomiase e leishmaniose s&o doencas causadas por
protozoarios parasitas que afetam aproximadamente 25% da populagao mundial, a
maioria em paises em desenvolvimento, causando perdas de vidas e produtividade.
Por isso, malaria juntamente com tripanossomiase africana, doenga de Chagas e
leishmaniose estdo entre as seis doencgas tropicais consideradas prioritarias pela
Organizacdo Mundial de Saude no seu Programa Especial de Pesquisa e
Treinamento em Doengas Tropicais (CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001).

A leishmaniose é uma doenca infecciosa, na maioria dos casos € transmitida
zoonoticamente, causada por no minimo 20 espécies de parasitas protozoarios
flagelados, biologicamente diversificado, taxonomicamente pertencentes ao género
Leishmania da familia Trypanosomatidae. As varias manifestacbes da doenga foram
usadas pela Organizagdo Mundial da Saude como base para classificar a
leishmaniose em quatro formas clinicas: leishmaniose cutanea, mucocutanea
cutanea difusa e visceral em homens, cachorros e varios hospedeiros vertebrados
selvagens, amplamente distribuida nos quatro continentes, sendo considerada
endémica em 88 paises, dos quais, 72 sao paises considerados em
desenvolvimento. A doenca afeta aproximadamente 12 milhdes de pessoas com
uma estimativa de 1 a 2 milhdes de novos casos por ano, atualmente considera-se
que exista uma populagcdo de 350 milhdes de pessoas sob risco de infecgdo. Os
vetores da leishmaniose sado dipteros da familia Psychodida, hemat6fagos (somente
as fémeas) pertencentes ao género Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo
Mundo), com vasta distribuicdo nos climas quentes e temperados (RATH et al.,
2003; CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001; CARVALHO & FERREIRA, 2001;
BALANA-FOUCE et al., 1998).
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Certas espécies do parasita estdo associadas com as diferentes formas
clinicas da doenga, e.g. a Leishmania donovani causa a leishmaniose visceral,
enquanto a Leishmania tropica é conhecida por induzir lesdes cutdaneas no Velho
Mundo e a Leishmania mexicana causa leishmaniose cutdnea e cutanea difusa em
varios paises da América Latina (CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001;
CARVALHO & FERREIRA, 2001).

Historicamente, a quimioterapia da leishmaniose esta baseada no uso de
metais pesados toxicos, particularmente compostos antimoniais pentavalentes,
sendo considerados os agentes leishmanicidas com o indice terapéutico mais
favoravel, como por exemplo, o Estibogluconato de soédio (Pentostam®) e
Antimoniato de meglumina (Glucantime®) (Fig. 1.5), com uma eficacia estimada em
cerca de 85%. Entretanto, os antimoniais causam sérios efeitos colaterais que
incluem dor no local da inje¢do, rigidez articular, problemas gastrointestinais,
cardiotoxicidade e, em alguns casos, insuficiéncia renal e hepatica. Quando este tipo
de tratamento ndo é efetivo, outras medicagdes usadas incluem pentamidina e
anfotericina B. Todos estes medicamentos requerem administracdo por injegcao e
supervisao clinica ou hospitalizagdo durante o tratamento devido a severidade dos
possiveis efeitos colaterais. Mais recentemente, foi verificado que a Miltefosina
(Fig. 1.5), uma droga anticancer alquilfosfolipidica, € ativa contra Leishmania spp, in
vitro e in vivo, e pode vir a ser o primeiro tratamento oral para a leishmaniose
visceral (RATH et al., 2003; CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001;
CARVALHO & FERREIRA, 2001; AKENDENGUE et al., 1999; BALANA-FOUCE et
al., 1998).
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FIGURA 1.5 - Estruturas quimicas da glucantima, pentostam e miltefosina.

O uso de drogas potencialmente toxicas, a necessidade de tratamentos
prolongados, aliados ao aparecimento de formas resistentes de leishménia tem
aumentado a necessidade da busca de alternativas que possam permitir o
desenvolvimento de inibidores antileishmanioses.

A biossintese de purino nucleotideo é catalisada pelas enzimas da familia das
fosforribosiltransferase (PRTases). A maioria dos organismos sintetiza adenina
nucleotideos pela via de novo e via de recuperagcdo. Por outro lado, todos os
protozoarios parasitas examinados até o momento sédo estritamente auxotréficos na
aquisicao de purino nucleotideo, devido a auséncia do caminho biossintético de
novo. Da mesma forma, protozoarios do género Leishmania sao inteiramente
dependente das fosforribosil-transferases (PRTases) no caminho reciclante de
purino nucleotideos pela via de recuperagcdo, sendo elas: a adenina PRTase
(APRT), hipoxantina-guanina PRTase (HGPRT) e xantina PRTase (XPRT)
(THIEMANN et al., 1998; JARDIM et al., 1999). Assim, a maior promessa para o
desenvolvimento racional de novas drogas antiparasitarias baseia-se na exploragéo
dessas diferencas bioquimicas ou metabdlicas fundamentais entre o parasita e o
hospedeiro, na busca por substancias inibidoras das enzimas APRT, HGPRT e
XPRTases.
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1.6. Objetivos

Tendo em vista a importancia econbmica, quimica, biolégica e
quimiossistematica da familia Rutaceae, selecionamos uma espécie de cada género,
Galipea e Ravenia, visando os seguintes objetivos:

— Estudar fitoquimicamente estas espécies de plantas pertencentes a tribo
Cusparieae, no intuito de elucidar estruturas de micromoléculas presentes nas folhas
e galhos, que possam ser comparadas com as classes de metabdlitos normalmente
encontrados neste grupo de plantas brasileiras ainda pouco estudadas;

— Ter um conhecimento maior sobre a composi¢ao quimica da flora nacional,
em especial da familia Rutaceae, permitindo a obtencao de informagdes que devem
contribuir para arranjos taxondmicos desta tribo, montados também a partir de
informagdes quimicas;

— Obter substéncias com um alto grau de pureza através de fracionamento e
purificacdo de extratos com solventes organicos, utilizando-se técnicas
cromatograficas convencionais, CLAE e cromatografia de exclusdo. As estruturas
das substancias isoladas serdo elucidadas através de métodos fisicos de
determinagdo estrutural, tais como RMN 'H e C uni e bidimensionais e
espectrometria de massas;

— Estudar os extratos das folhas de Galipea bracteata e dos galhos de
Ravenia infelix, contribuindo assim para quimiossistematica destes géneros,
mediante o fornecimento de novos dados quimicos.

— Testar a atividade tripanocida de extratos e substancias puras isoladas de
Galipea bracteata e Ravenia infelix, através de ensaio “in vitro” sobre as formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi;

— Testar a atividade inibitoria de extratos e substancias puras isoladas de
Galipea bracteata e Ravenia infelix, sobre a enzima gGAPDH (Gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase) de Trypanosoma cruzi,

— Testar a atividade inibitéria de extratos e substancias puras isoladas de
Galipea bracteata e Ravenia infelix, sobre a enzima APRT (Adenina-fosforribosil-

transferase) de Leishmania tarentolae.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Equipamentos

2.1.1. Evaporadores Rotativos

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

UFSCar.

e BUCHI, rotaevaporador ELB1, equipado com banho BUCHI 461 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5 °C, DQ — UFSCar.

2.1.2. Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear

¢ BRUKER modelo DRX 400, DQ — UFSCar.
¢ BRUKER modelo ARX 200, DQ — UFSCar.

2.1.3. Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia

2.1.3.1. Bomba
e SHIMADZU modelo LC-8A, DQ — UFSCar.

2.1.3.2. Detectores

e Espectrofotdmetro UV-VIS modelo SPD-8AV, SHIMADZU, DQ — UFSCar.

2.1.3.3. Comunicao Detector/Computador

e Modulo CBM-10A, SHIMADZU.
e Programa de Computacao Class-VP, SHIMADZU.

2.1.3.4. Coluna Cromatografica

e Coluna de Silica Gel (15,0 mm x 35,0 cm; 5 um) empacotada no DQ -

UFSCar.
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2.1.4. Cromatoégrafo em Fase Gasosa
e CG/EM GC-17A SHIMADZU modelo QP 5000, DQ — UFSCar.
e Coluna Capilar DB5 (J & W), (30 m x 0,25 mm, 0,25 um).

2.2. Materiais

2.2.1. Cromatografia em Camada Delgada Analitica

2.2.1.1. Fases Estacionarias
e Silica Gel 60 GF;54 MERCK em placas de vidro preparadas no laboratério (3 x
10 cm; 0,25 mm de espessura).
e Silica Gel 60 GF254 MERCK em placas de aluminio.

2.2.1.2. Agentes Reveladores

¢ Radiacao ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 360 nm.

e lodo MERCK.

e Vanilina em Acido Sulfurico: A vanilina (3,0 g) foi dissolvida em uma solucéo
contendo: 135 mL de H,O destilada, 135 mL de MeOH e 30 mL de H,SOq4
concentrado. A solugcdo foi estocada em um frasco escuro e a baixa
temperatura (aproximadamente 10 °C).

e Solugdo de Dragendorff para alcaldides (MORITA & ASSUMPCAO, 1972)

2.2.2. Cromatografia em Camada Delgada Preparativa
e Placas de vidro com silica gel 60 GFas4 (0,25 mm) — MACHEREY-NAGEL

2.2.3. Cromatografia em Coluna

2.2.3.1. Fases Estacionarias
e Silica Gel 60 (70-230 mesh ASTM) — ALDRICH.
e Silica Gel GFs4 (70-230 mesh ASTM) — MERCK.
e Silica Gel (230-400 mesh ASTM) — MERCK.
e SEPHADEX LH-20 — SIGMA
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2.2.3.2. Colunas

e As colunas utilizadas nas analises por CC foram confeccionadas na vidradria
do DQ - UFSCar.

2.2.4. Solventes

2.2.4.1. Solventes para Cromatografia
e Solventes P. A. MERCK, VETEC, SINTH, LABSYNTH e outros destilados na
sala de destilacdo do DQ — UFSCar.
e Solventes grau cromatografico/espectroscopico ALDRICH e MERCK.

2.2.4.2. Solventes para Analises Espectroscépicas

e Solventes grau cromatografico/espectroscopico ALDRICH e MERCK.
e Solventes deuterados MERCK e ALDRICH: CDClIs, CD30OD.

2.2.5. Material Botanico

2.2.5.1. Folhas de Galipea bracteata

As folhas foram coletadas de uma arvoreta de 7m de altura, em janeiro de
1985, no interior da mata pluvial tropical, na encosta de morro no municipio de
Cachoeiro do Itapemirim - BR 482 no Estado do Espirito Santo, pelos Profs. Drs.
Jodo Batista Fernandes e José Rubens Pirani. A identificagao foi feita pelo botanico
Prof. Dr. José Rubens Pirani, do Departamento de Botanica — Instituto de
Biociéncias — USP/SP.

2.2.5.2. Galhos de Ravenia infelix

Os galhos foram coletados em fevereiro de 1988 na estrada Praia do Sol,
litoral do Estado do Espirito Santo. A coleta e identificacdo foram feitas pelo
botanico, Prof. Dr. José Rubens Pirani, do Departamento de Botanica — Instituto de
Biociéncias — USP/SP.
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2.3. Metodologias
2.3.1. Preparagao de Extratos Brutos

2.3.1.1. Galipea bracteata

As folhas foram secas em estufa com circulagdo de ar a 45 °C. Em seguida,
foram pulverizadas em moinho do tipo WILLEY. Os extratos brutos foram obtidos por
processo de maceracdo com éter de petroleo, diclorometano e metanol, deixando o
material vegetal em contato com 2 L de cada solvente durante cinco dias, repetindo-
se 0 processo por trés vezes (Tabela 2.3.1.1; Esquema 2.3.1.1). Os extratos foram
concentrados por destilacdo do solvente sob pressédo reduzida, em evaporadores

rotativos.

TABELA 2.3.1.1 — Extratos obtidos por maceracao das folhas de Galipea bracteata.

Extratos Obtidos

Galipea bracteata Peso Seco

Folhas 7274 Codigo dos Extratos (%)
Eter de Petréleo 4,33 ¢ GbFE 0,6
Diclorometano 12,77 g GbFD 1,8
Metanol 28,34 g GbFM 3,9
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Folhas

Pulverizadas

e maceracgao c/ éter de petroleo

o filtracdo e concentragao do solvente

|

Extrato Eter de Petréleo Residuo

4,33 ¢

e maceracao c/ diclorometano
¢ filtracdo e concentragao do solvente

l l

Extrato Diclorometanico
12,77 g

e maceragao c/ metanol

¢ filtracdo e concentracdo do solvente

l |

Extrato Metanélico Residuo

28,34 g (descartado)

ESQUEMA 2.3.1.1 - Obtencao dos extratos brutos das folhas de Galipea bracteata.
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2.3.1.1.1. Fracionamento Cromatografico do Extrato GbFE

O extrato GbFE, originado do processo de maceragao das folhas de Galipea
bracteata em éter de petroleo, foi cromatografado em silica gel (230 — 400 mesh),
utilizando como eluente hexano-acetato de etila com polaridade crescente, onde
todas as fragbes obtidas foram reunidas apds analise em CCDA, conforme o

esquema 2.3.1.1.

Extrato Eter de Petrdleo
GbFE
433 g

— Silica gel (230-400 mesh)
e FM: Hex/AcOEt (2%) pol. cresc.
e T.C.=450X4,5cm

| | | | |
GbFE-1|| GbFE-2 GbFE-3 GbFE-4 GbFE-5 GbFE-6
39,1 m 71,4 m 6,2 m 5244 m 126,1m 163,6 m
GbFE-7 GbFE-8 || GbFE-9 ||| GbFE-10 GbFE-11 GbFE-12
332,9 mg| | 365,1 mg || 504,3 mg|| 729,9 mg 445,6 mg 155,4 mg
GbFE-13 || GbFE-14 ||| GbFE-15 GbFE-17
65,5 mg 87,3 mg 17,9 mg

ESQUEMA 2.3.1.2 - Fracionamento cromatografico do extrato em éter de petréleo

das folhas de Galipea bracteata.
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2.3.1.1.1.1. Fracionamento Cromatografico de Fragcées GbFE

As fragdes GbFE (6, 8, 9 e 10) originadas do processo de fracionamento
cromatografico do extrato em éter de petrdleo das folhas de Galipea bracteata, foram
fracionadas por CC através de silica gel (230 — 400 mesh) utilizando como eluente
hexano-diclorometano em polaridade crescente, CC através de SEPHADEX LH-20
utiizando como eluente metanol e CCDP (gel de silica 60 Fas4, & = 2,0 mm)
utiizando como eluente diclorometano-acetato de etila (5%), obtendo-se as
substancias puras, conforme o esquema 2.3.1.3. As demais fracdes do extrato GbFE
foram monitoradas através de CG-EM, as quais continham os mesmos constituintes

aqui isolados.

GbFE-6 GbFE-8 GbFE-9 GbFE-10
163,6 mg 365,1 mg 504,3 mg 729,9 mg
(b)
(c)
Gb-9-1 Gb-6-2 Gb-9-3 Gb-9-4e5 Gb-9-6-7-8
43,6 mg 39,2 mg 4,8 mg 1,4 mg 23,9 mg
()
Gb-8-9 Gb-8-10 Gb-10-11 Gb-10-11 e 12 Gb-10-13
6,7 mg 8,2 mg 17,0 mg 2,5mg 5,5 mg

(a) CC - Silica gel (230-400 mesh) — Eluentes: Hex:CH,Cl, (80%) polar. cresc.
CH,ClI,:AcOEt pol. cresc.
AcOEt:MeOH (5%)
(b) CC — SEPHADEX LH-20 — Eluente: MeOH
(c) CCDP — Silica gel — Eluente: CH,Cl,:AcOEt (5%)
ESQUEMA 2.3.1.3 - Isolamento das substancias das fragcbes GbFE-6, GbFE-7,
GbFE-8, GbFE-9 e GbFE-10 do extrato em éter de petrdleo

das folhas de Galipea bracteata.
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2.3.1.1.2. Fracionamento Cromatografico do Extrato GbFD

O extrato GbFD, originado do processo de maceragao das folhas de Galipea
bracteata em diclorometano, foi cromatografado em silica gel (230 — 400 mesh),
utilizando como eluente hexano-acetato de etila (20%) com polaridade crescente,
onde todas as fragcbes obtidas foram reunidas apds analise em CCDA, conforme o

esquema 2.3.1.4.

Extrato Diclorometanico
GbFD
11,60 g

CC - Silica gel (230-400 mesh)
FM: Hex/AcOEt (20%) polaridade crescente
T.C.:45,0 X4,5¢cm

GbFD-1 GbFD-2 GbFD-3 GbFD-4 GbFD-5 GbFD-6
1,3121 g 1,2500 mg 378,3 mg 116,5 mg 115,4 mg 66,8 mg
GbFD-7 GbFD-8 GbFD-9 GbFD-10 GbFD-11 GbFD-12
262,7 mg 113,9 mg 131,9 mg 184,7 mg 198,0 mg 319,8 mg
GbFD-13 GbFD-14| || GbFD-15 GbFD-16 GbFD-17 GbFD-18
120,4 mg 125,0 mg | 124,2 mg 139,8 mg 270,8 mg 471,2 mg
GbFD-19 GbFD-20 GbFD-21 GbFD-22

582,7 mg 292,1 mg 3,3815¢g 1,4692 g

ESQUEMA 2.3.1.4 - Fracionamento cromatografico do extrato em diclorometano das

folhas de Galipea bracteata.
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2.3.1.1.2.1. Fracionamento Cromatografico de Fragées GbFD

As fragbes GbFE (15, 18, 19 e 20) originadas do processo de fracionamento
cromatografico do extrato em diclorometano das folhas de Galipea bracteata, foram
fracionadas por CC através de silica gel (230 — 400 mesh) utilizando como eluente
hexano-diclorometano (20%) em polaridade crescente, CC através de SEPHADEX
LH-20 utilizando como eluente metanol e CCDP (gel de silica 60 F2s4, ¢ = 2,0 mm)
utiizando como eluente hexano-diclorometano-acetona (2:2:1), obtendo-se as
substancias puras, conforme o esquema 2.3.1.5. As demais fragdes do extrato GbFE
foram monitoradas através de CG-EM, as quais continham os mesmos constituintes

aqui isolados e também nas fracbes GbFE.

GbFD-15 GbFD-18
124,2 mg 471,2 mg

GbFD-19 GbFD-20
582,7 mg 292,1 mg

(a)
(b)

(c) (c)
Gb-15-14 Gb-18-15 Gb-19-16 e 17 Gb-20-18
4,5 mg 1,7 mg 1,8 mg 1,4 mg

(a) CC — Silica gel (230-400 mesh) — Eluente: Hex:CH,Cl, (20%) polaridade crescente
CH,CI,:AcOEt polaridade crescente
AcOEt:MeOH (5%)

(b) CC — SEPHADEX LH-20 — Eluente: MeOH

(c) CCDP - Silica gel (70-230 mesh) — Eluente: Hex:CH,Cl,:Acet. (2:2:1)

ESQUEMA 2.3.1.5 — Isolamento das substancias das fracbes GbFD-15, GbFD-18,
GbFE-19 e GbFE-20 do extrato em diclorometano das folhas

de Galipea bracteata.
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2.31.1.22 - Fracionamento Cromatografico da Reunidao das

Fracoes GbFE-5 e GbFD-6
ApOs verificagdo através de CG-EM de que as fragbes GbFE-5 e GbFD-6

continham os mesmos constituintes, ambas foram reunidas e submetidas a CC em
silica gel (230 — 400 mesh) utilizando como eluentes hexano-dicloro (20%) com
polaridade crescente, CC através de SEPHADEX LH-20 utilizando como eluente
metanol e CLAE-R utilizando uma coluna polimérica e metanol como eluente a um
fluxo de 4 mL/min. Desta maneira, obteve-se as substancias puras Gb-5/6-19,
Gb-5/6-20 e Gb-5/6-21, conforme esquema 2.3.1.6.

GbFE -5 + GbFD-6
52,5 mg + 66,8 mg
GbFDE

(a)
(b)
(©)

Gb-5/6-19 Gb-5/6-20 Gb-5/6-21
1,4 mg 4,3 mg 5,5 mg

(a) CC — Silica gel (230-400 mesh) — Eluente: Hex:CH,ClI, (20%) polaridade crescente
CH,CI,:AcOEt polaridade crescente
AcOEt:MeOH (5%)

(b) CC — SEPHADEX LH-20 — Eluente: MeOH

(c) CLAE-R; Coluna polimérica; Detector UV: 254 nm; Eluente: MeOH; Fluxo: 4 mL/min

ESQUEMA 2.3.1.6 — Isolamento das substancias Gb-5/6-19, Gb-5/6-20 e Gb-5/6-21
da reuniao das fracoes GbFD-6 e GbFE-5 dos extratos em
diclorometano e éter de petroleo das folhas de Galipea

bracteata.
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2.3.1.2. Ravenia infelix

Os galhos foram secos em estufa com circulagdo de ar a 45 °C. Em seguida,
foram pulverizados em moinho do tipo WILLEY. O extrato bruto foi obtido por
processo de maceragao com metanol, deixando o material vegetal em contato com o
solvente durante cinco dias, repetindo-se o0 processo por trés vezes
(Esquema 2.3.1.7). O extrato foi concentrado por destilagdo do solvente sob pressao

reduzida em evaporador rotativo.

Ravenia infelix/Galhos
948,3 g

e maceragao ¢/ MeOH (5 dias — 3x)

o filtracdo e concentragéo do solvente

i i

Extrato Metandlico Residuo
RiGM (descartado)
23,09

ESQUEMA 2.3.1.7 — Obtencao do extrato metandlico bruto dos galhos de Ravenia

infelix.
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2.3.1.2.1. Particionamento do Extrato RiGM de Ravenia infelix

O extrato metandlico bruto dos galhos foi fracionado inicialmente por partigao
liquido-liquido. Os solventes utilizados foram: metanol, agua, diclorometano, acetato
de etila. O procedimento adotado para o fracionamento do extrato metandlico dos

galhos esta representado no esquema 2.3.1.8.

RiGM
23.0g

Suspensao
MeOH:H,0 (1:3)

. Acetato
Diclorometano de , .

g Hidroalcodlico
Etila

RiGAcM RiGHAM
53¢ 8,9g

ESQUEMA 2.3.1.8 — Parti¢éo liquido-liquido do extrato metandlico bruto dos galhos

de Ravenia infelix.
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2.3.1.2.2. Fracionamento do Extrato RiGDM de Ravenia infelix

O extrato RiGDM, oriundo da particao liquido-liquido do extrato metandlico
dos galhos de Ravenia infelix, foi submetido a uma CC em silica comum (70-230
mesh) utilizando os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol
obtendo-se 4 subfragbes. As substancias puras foram originadas das subfragdes
RiGDM/D e RiGDM/Ac, através da aplicagdo de CC em silica gel (230 — 400 mesh)
utilizando como eluentes hexano-acetona com polaridade crescente, bem como
CCDP (gel de silica 60 Fzs4, ¢ = 2,0 mm) utilizando como eluente hexano-

diclorometano-acetona (2:2:1), conforme esquema 2.3.1.9.
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Ravenia infelix | Galhos
Ext. Diclorometanico — RiGDM

8449

iltracao em silica gel
comum com hexano,
diclorometano, acetato de
etila e metanol

G)

MID RiGDM/Ac R|GDM/M
1,29 2,1 g

“I\)
(o]

RiGDM/Hex Ri
1,89

CC Silica gel (230-400 mesh)
FM: Hex:Acet. Polaridade crescente
CCDP

I

Ri-26

3,6 mg

ESQUEMA 2.3.1.9 — Fracionamento do extrato RiGDM dos Galhos de Ravenia

infelix.
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2.4. Ensaio Tripanocida “in vitro” Sobre a Forma Tripomastigota de
T. cruzi

Os ensaios foram realizados no Departamento de Analises Clinicas,
Toxoldgicas e Bromatoldgicas da USP — Ribeirédo Preto. Para a realizagdo do ensaio
foi utilizado o sangue infectado com o Trypanosoma cruzi, obtido através de pungao
cardiaca de camundongos albinos Swiss infectados experimentalmente com a cepa
Y do parasita. Esta cepa € originaria de um caso humano da doenca de Chagas
isolado por NUSSENZWEIG et al. (1953) e vem sendo mantida por passagens
sucessivas em camundongos, bem como através da criagdo do proprio hospedeiro
(triatomineos dos géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius). O sangue dos
camundongos foi retirado apds sete dias do contagio, onde ocorre o pico da
parasitemia. O sangue do camundongo infectado foi misturado com sangue de
camundongo nao infectado para se atingir uma populacdo de 50 a 100 formas
tripomastigotas em 50 campos microscopicos, resultando numa concentragao de 2 x
10° formas tripomastigotas/mL. Como anticoagulante foi utilizado citrato de sédio
(CeHgO7) a 3,8% e pH 7,3 na propor¢gdo de um volume de citrato para trés de sangue
infectado. Em uma placa de microtitulagdo com 96 pogos foram colocados 0,8 mg de
extrato bruto em 195 uL de sangue infectado e 5 uL de DMSO (dimetilsulféxido),
sendo este ultimo usado para aumentar a dissolugdo da amostra no sangue,
resultando em uma concentragao de 4 mg de extrato bruto por 1mL de sangue (4 mg
/mL). Em seguida, todo material foi incubado a uma temperatura de 4°C por 24
horas. Como controle positivo e negativo foi utilizado o sangue infectado e o sangue
infectado com violeta de genciana a uma concentracdo de 250 pg/mL,
respectivamente. Apds o periodo de incubagdo, o numero de parasitas foi
determinado colocando-se uma aliquota de 5 uL de sangue sobre uma lamina
coberta com uma laminula de 22 x 22 mm e contando-se os parasitas em 50 campos
microscopicos, segundo a técnica descrita por BRENER (1962). Todos os ensaios
foram realizados em triplicata. Para substancias puras utilizou-se as concentracoes
de 100, 250 e 500 pg/mL. O resultado do ensaio foi expresso em porcentagem de

lise.
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2.5. Ensaio de Inibicido da Atividade da Enzima Gliceraldeido-3-

fosfato Desidrogenase de T. cruzi (TcGAPDH)

Os ensaios foram realizados no Instituto de Fisica da USP/S&o Carlos. A
TcGAPDH usada no ensaio de inibicdo enzimatica € uma enzima recombinante
obtida em um sistema de expressao de Escherichia coli. A preparacao e purificagcao
da enzima TcGAPDH segue procedimento descrito por SOUZA et al. (1998). A
atividade da enzima tem sido determinada de acordo com a modificacdo de um
procedimento ja descrito na literatura (BARBOSA & NAKANO, 1987), através da
medida espectrofotométrica da formacdo do NADH em 30 s a 340 nm.

A mistura reacional contém (volume final de 1,0 mL): 50 mM de tampé&o tris-
HCI pH 8,6 com 1 mM de EDTA e 1 mM de B-mercapto-etanol; 30 mM de arseniato
de sodio (Nas AsOs); 2,5 mM de NAD™; 0,3 mM de gliceraldeido-3-fosfato (G3P) e 5
uL (4-9 pg) da enzima (concentragao segundo BRADFORD, 1976). A reagao inicia-
se apo6s a adigao da enzima. O resultado da reacdo enzimatica, acompanhada no
espectrofotobmetro a 340 nm, é obtido pela diferenga de absorbancia entre os tempos

t=30s et=0s. A atividade especifica da enzima (U) é calculada pela férmula:

[ A absorbancia

U/mg = At (min) ] X volume da cubeta

*NADH x volume de enzima x [enzima]

onde: At = 0,5 min; volume da cubeta = 1,0 mL; °NADH = 6,22 mM".cm™: volume de

enzima = 0,005 mL; [enzima] = concentragdo da enzima em mg/mL.

Para os ensaios com extratos de plantas, bem como substancias puras,
solugdes sao preparadas (extratos 10 mg/mL e substancias puras 1,0 mg/mL) e
adicionadas a mistura reacional. A concentragao final de DMSO no ensaio é de 10%
e nao interfere na atividade da enzima. Os extratos s&o testados nas concentragoes
de 100 e 200 ug/mL e as substancias puras a 100 pug/mL, inicialmente. Se a inibicao

observada for superior a 50%, a substancia pura é ensaiada novamente em
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concentragbes menores até a inibicdo de 50% (ICsp). Todas as medidas sao
tomadas em triplicata e o valor médio € calculado. Como controle positivo realiza-se
um experimento em branco com 10% de DMSO adicionado ao meio reacional. A

atividade inibitéria é calculada pela férmula abaixo:

U/mg substancia pura ou extrato x 100

% atividade inibitéria = 100 - 0/ ol
mg controle

2.6. Ensaio de Inibicao da Atividade da Enzima Adenina

Fosforribosil Transferase (APRT) de Leishmania tarentolae

Os ensaios foram realizados no Instituto de Fisica da USP/S&o Carlos. A
APRT usada no ensaio de inibicdo enzimatica € uma enzima recombinante obtida
em um sistema de expressdo de Escherichia coli. A preparacado e purificacdo da
enzima APRT segue procedimento descrito por LAEMMLI (1970). A atividade da
enzima tem sido determinada de acordo com a modificagdo de um procedimento ja
descrito na literatura (TUTTLE & KRENITSKY, 1980), através da medida
espectrofotométrica da formacdo do AMP em 60 s a 259 nm.

A mistura reacional contém: 250 uL do MIX [2,5 mL (1 M) de tampé&o tris-HCI
pH 7,4; 1,4 mL (10 mM) de PRPP; 50 uL (5 M) de MgCly; 7,5 mL de agua e 1,0 mL
(2,5 mM) da enzima adenina], 250 uL de agua e 3,7 uL de APRT. A reagéo inicia-se
apdés a adigcao da enzima. O resultado da reagdo enzimatica, acompanhada no
espectrofotdmetro a 259 nm, é obtido pela diferenca de absorbancia entre os tempos

t=60s et=0s. A atividade especifica da enzima (U) é calculada pela férmula:
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[A absorbancia J
At (min) X volume da cubeta

U/mg = ‘AMP x volume de enzima x [enzima]

onde: At = 1 min; volume da cubeta = 0,5 mL; “AMP = 1,24 mM™".cm™; volume de
enzima = 3,7 ulL; [enzima] = concentragdo da enzima em mg/mL.

Para os ensaios com extratos de plantas, bem como substancias puras,
solugdes sao preparadas (extratos 10 mg/mL e substancias puras 1,0 mg/mL) e
adicionadas a mistura reacional. A concentracao final de DMSO no ensaio é de 10%
e nao interfere na atividade da enzima. Os extratos sao testados nas concentracoes
de 100 e 200 pg/mL e as substancias puras a 100 pug/mL, inicialmente. Se a inibicdo
observada for superior a 50%, a substdncia pura é ensaiada novamente em
concentragbes menores até a inibicdo de 50% (ICsp). Todas as medidas sao
tomadas em triplicata e o valor médio é calculado. Como controle positivo realiza-se
um experimento em branco com 10% de DMSO adicionado ao meio reacional. A

atividade inibitéria é calculada pela férmula abaixo:

U/mg substancia pura ou extrato x 100

% atividade inibitéria = 100 - U/ rol
mg controle
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3. Resultados e Discussao

3.1. Constituintes Quimicos Isolados de Galipea bracteata

TABELA 3.1 — Metabdlitos secundarios isolados de Galipea bracteata.

OMe OMe
X A
=
N N/
o] o]
Gb-6-2 (INEDITA) Gb-5/6-20 (INEDITA)
AN AN
=
N N7
o)
Gb-15-14 Gb-8-9 (INEDITA)

Gb-9-8

Gb-8-10
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Gb-9-6

Gb-9-7

OMe ‘ A
X Z
UL
S
N (0)

o]
Gb-9-3 (INEDITA) Gb-9-1
OMe
X
S
N/
N/ O
Gb-9-4 Gb-8-9
OMe OMe

‘ ) )

Z

N O °> N/
(o]

Gb-10-11 Gb-10-13




OMe

X
N Z
N
N/ o
0 ya
Gb-10-12 (INEDITA) Gb-5/6-19 (INEDITA)
AN OMe
Z X
N
S
© MeO N (o)

Gb-5/6-21 (INEDITA)

(0] OMe

MeO
MeO

Gb-19-16

HO

Gb-20-18
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3.1.1. Identificacao da Substancia Gb-9-1

O espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz) da substancia Gb-9-1 (Fig. 3.2)
apresentou sinais caracteristicos de alcalbéides quinolinicos 2-substituidos. Os sinais
de hidrogénios aromaticos em 6 8,08 (1H, d, J=8,5Hz); 67,77 (1H,dd, J=8,2¢e 1,2
Hz); 6 7,70 (1H, ddd, J=8,2;7,0e 1,2 Hz)e 6 7,49 (1H, ddd, J = 8,2; 7,0 e 1,2 Hz)
foram relacionados a um anel aromatico orto dissubstituido; os sinais em 6 7,21 (1H,
d, J =84 Hz) e 8,04 (1H, d, J = 8,4 Hz) foram associados aos hidrogénios nas
posicoes 3 e 4 do anel piridinico, respectivamente; os sinais em 6 6,76 (1H, d,
J=15Hz); 56,70 (1H, d, J = 0,6 Hz) e 5 6,67 (1H, dd, J = 8,0 e 1,5 Hz) e os sinais
em & 3,23 (2H, m) e 6 3,07 6 (2H, m) foram relacionados a um grupo feniletil e o sinal
em & 5,91 (2H, s) foi associado aos hidrogénios de um anel metilenodioxi.

O espectro de RMN '®C (CDCls, 50,3 MHz) da substancia Gb-9-1 (Fig. 3.3)
apresentou 18 sinais. A comparacdo dos espectros de RMN *C e DEPT 135° (Fig.
3.4) revelou a presenga de 6 carbonos nao hidrogenados (C), 9 carbonos metinicos
(CH), 3 carbonos metilénicos (CH,) (Tab. 3.2).

O espectro de massas da substancia Gb-9-1 (Fig. 3.5) apresentou o pico do
ion molecular com razdo m/z em 277 daltons, indicando a presenga de nitrogénio na
molécula e estando compativel com a férmula molecular C1gH15NO».

A analise dos dados espectroscépicos discutidos permitiu sugerir a estrutura
do alcaldide 2-(3’, 4’-metilenodioxifeniletil)quinolina para a substancia Gb-9-1 (Fig.
3.1). A comparacado com dados da literatura (VIEIRA & KUBO, 1990; FOURNET et

al., 1989), confirmou a estrutura proposta para a substancia Gb-9-1 (Tab. 3.3).
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TABELA 3.2 - Comparagado dos dados de RMN "H (8) de Gb-9-1 com a literatura.

2-(3’, 4’-metilenodioxifeniletil)quinolina (Gb-9-1)

Hidrogénio Gb-9-1@ Literatura®
3 (ppm), J (Hz) 8 (ppm), J (Hz)
3 7,21d (8,4) 7,20 d (8,5)
4 8,04 d (8,4) 8,03 d (8,5)
5 7,77 dd (8,2 e 1,2) 7,76 dd (7,8; 1,2)
6 7,49ddd (8,2; 7,0 e 1,2) 7,47td (7,8;7,8e1,2)
7 7,70 ddd (8,2; 7,0 e 1,2) 7,67td(7,8,7,8e1,2)
8 8,08 d (8,5) 8,01d (7,8)
2 6,76 d (1,5) 6,72d (1,2)
5’ 6,70 d (0,6) 6,69 d (7,8)
6’ 6,67 dd (8,0 e 1,5) 6,65dd (7,8 € 1,2)
7 3,07 m 3,081 (7,8)
8’ 3,23 m 3,23t(7,8)
0,CH, 591s 5,90 s

(a) CDCl3, 200 MHz, (b) CDCls, 500 MHz

FIGURA 3.1 — Estrutura quimica do alcaloide Gb-9-1.
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TABELA 3.3 - Comparagao dos dados de RMN "°C () de Gb-9-1 com a literatura.

2-(3’, 4’-metilenodioxifeniletil)quinolina (Gb-9-1)

Padrao
Carbono de Gb-9-1@ Literatura®™
Hidrogenagao 3 (ppm) S (ppm)

2 C 161,8 161,7
3 CH 121,7 121,3
4 CH 136,4 136,2
5 CH 126,9 126,8
6 CH 127,7 127,5
7 CH 126,0 125,8
8 CH 129,6 129,4
9 C 128,9 128,9
10 C 148,0 148,0
1’ C 135,5 135,4
2 CH 108,3 108,1
3 C 147,7 147,6
4 C 145,9 145,7
5 CH 109,1 109,0
6’ CH 121,4 121,2
7 CH; 35,7 35,6
g CH; 41,2 41,2
0,CH; CHy 100,9 100,7

(a) CDCls, 50,3 MHz, (b) CDCls, 125 MHz
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FIGURA 3.2 — Espectro de RMN "H do alcaldide Gb-9-1 (200 MHz, CDCl5).
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FIGURA 3.3 — Espectro de RMN "*C do alcaléide Gb-9-1 (50 MHz, CDCls).
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FIGURA 3.5 — Espectro de massas do alcaléide Gb-9-1 (IE — 70 eV).
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3.1.2. Identificacao da Substancia Gb-6-2

A substancia Gb-6-2 mostrou fluorescéncia em CCDA quando submetida a
luz UV, e tornou-se alaranjada quando revelada com reagente de Dragendorff,
indicando tratar-se de um alcaldide. O seu espectro de massas (Fig. 3.10) mostrou
pico do ion molecular com razdo m/z igual a 215 daltons, confirmando a presenga de
nitrogénio e estando compativel com a féormula molecular C13H13NO..

O espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) da substancia Gb-6-2 (Fig. 3.7)
apresentou sinais caracteristicos de alcaldides quinolinicos 2-substituidos. Os sinais
de hidrogénios aromaticos em 6 8,22 (1H, ddd, J = 8,5; 1,5 e 0,7 Hz), 6 8,11 (1H,
ddd, J = 8,5;1,5¢e 0,7 Hz), 8 7,75 (1H, ddd, J = 8,5; 6,9 e 1,5 Hz), 7,59 (1H, ddd, J
= 8,5; 6,9 e 1,5 Hz) foram relacionados a um anel benzénico orto dissubstituido; o
sinal em 6 7,51 (1H, s) foi associado a um hidrogénio na posigao 3; o sinal em & 4,11
(3H, s) foi relacionado a grupo metila ligado a heteroatomo; os sinais em 6 3,41 (2H,
q,J=7,3Hz)eemd 1,27 (3H, t, J = 7,3 Hz) associados a hidrogénios metilénicos e
metilicos terminais, respectivamente.

O espectro de RMN "C da substancia Gb-6-2 (Fig. 3.8) apresentou 13 sinais,
0s quais, comparados com o espectro DEPT 135° (Fig. 3.9) e o mapa de contorno
HSQC (Fig. 3.14), mostrou as correlagdes entre os hidrogénios e carbonos a uma
ligacao (Tab. 3.4), revelando a presenga de cinco carbonos nao hidrogenados (C),
cinco carbonos metinicos (CH), um carbono metilénico (CH;) e dois carbonos
metilicos (CHj3). O sinal em 6 203,5 sugeriu a presenga de uma carbonila de cetona
na posi¢cao 1’ da cadeia lateral. O sinal em & 56,0 estd associado a metoxila
aromatica na posicao 4 do anel piridinico. Os sinais em & 30,8, & 8,1 estdo
relacionados aos carbonos metilénico e metilico terminal da cadeia lateral propan-1'-
ona da substéncia Gb-6-2.

O mapa de contorno COSY 'H-"H da substancia Gb-6-2 (Fig. 3.11) mostrou
as correlagdes entre os hidrogénios 6 8,22, & 8,11, 6 7,75 e 6 7,59 confirmando a
presenca do anel aromatico orto dissubstituido.

O mapa de contorno HMBC da substancia Gb-6-2 (Fig. 3.15) mostrou as
correlagdes dos hidrogénios aromaticos em 6 8,22 com os carbonos em & 130,1, &
148,2 € 5 163,0 (J°); em 5 8,11 com 8 122,5e 5 127,4 (J°); em § 7,75 com 8 1219 e
§ 148,2 (J*); em & 7,59 com § 122,5 e & 129,9 (J%), confirmando a estrutura de um

anel aromatico orto dissubstituido; do hidrogénio em & 7,51 com os carbonos em &
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122,5 e § 203,5 (J%) e & 163,0 (J%); dos hidrogénios da metoxila em & 4,11 com o
carbono em § 163,0 (J°); dos hidrogénios alifaticos em & 3,41 com os carbonos em &
8,1 e § 203,5 (J?); em & 1,27 com os carbonos em & 30,8 (J%) e § 203,5 (J°). Estas
correlagdes permitiram deduzir o esqueleto 2- quinolinico para a substancia Gb-6-2
(Tab. 3.5).

A substancia Gb-6-2 (Fig. 3.6), alcaléide 2-quinolinico, trata-se do 4-metoxi-2-

(propan-1’-ona)quinolina, inédita na literatura.

TABELA 3.4 — Dados espectrais de RMN 'H (CDCls, 400 MHz), RMN **C (CDCls,
100 MHz) e DEPT 135° (CDCls, 50 MHz) da substancia Gb-6-2.

Substancia Gb-6-2

Hidrogénio/carbono d (ppm), J (Hz) d (ppm)
2 - 163,0 (C)
3 7,51s 96,9 (CH)
4 - 154,4 (C)
5 8,22 ddd (8,5; 1,5¢e 0,7) 121,9 (CH)
6 7,59 ddd (8,5; 6,9 e 1,5) 127,4 (CH)
7 7,75 ddd (8,5; 6,9 e 1,5) 129,9 (CH)
8 8,11 ddd (8,5; 1,5e0,7) 130,1 (CH)
9 - 122,5 (C)
10 - 148,2 (C)
1 - 203,5 (C)
2 3,41 q (7,3) 30,8 (CHy)
3 1,27 1(7,3) 8,1 (CHs)

4-OCHjs 411s 56,0 (OCHa)




TABELA 3.5 — Correlagdes de 'H e "*C para a substancia Gb-6-2.

HSQC HMBC
Carbono Sc S “Jen *Jen
2 163,0
3 96,9 7,51 163,0 e 203,5 122,5
4 154,4
5 121,9 8,22 130,1; 148,2 e 163,0
6 127,4 7,59 122,5e 129,9
7 129,9 7,75 121,9 e 148,2
8 130,1 8,11 122,5e 1274
9 122,5
10 148,2
1 203,5
2 30,8 3,41 8,1e203,5
3 8,1 1,27 30,8 203,5
4-OCH3 56,0 4,11 163,0

FIGURA 3.6 — Estrutura quimica do Alcaloide Gb-6-2.
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3.1.3. Identificagao da Substancia Gb-9-3

A substancia Gb-9-3 mostrou fluorescéncia em CCDA quando submetida a
luz UV, e tornou-se alaranjada quando revelada com reagente de Dragendorff,
indicando tratar-se de um alcaldide. O seu espectro de massas (Fig. 3.20) mostrou
pico do ion molecular com razdo m/z igual a 243 daltons, confirmando a presenga de
nitrogénio e estando compativel com a formula molecular C15H17NO..

O espectro de RMN "H (CDCls, 200 MHz) da substancia Gb-9-3 (Fig. 3.17)
apresentou sinais caracteristicos de alcaldides quinolinicos 2-substituidos. Os sinais
de hidrogénios aromaticos em 6 8,16 (1H, dd, J=8,5¢e 1,2Hz),5 7,99 (1H,d, J=8,5
Hz), 56 7,69 (1H, ddd, J = 8,5; 6,9 e 1,2 Hz) e & 7,48 (1H, ddd, J = 8,5; 6,9 e 1,2 Hz)
foram relacionados a um anel benzénico orto dissubstituido; os sinais em 6 6,64 (1H,
s) e em 6 4,04 (3H, s) foram associados a um hidrogénio na posigao 3 € a um grupo
metila ligado a heteroatomo na posi¢cdo 4 do anel piridinico, respectivamente; os
sinais em ¢ 3,97 (1H, d, J = 2,0 Hz), 6 3,09 (1H, m), & 1,79 (2H, m), 6 1,58 (2H, m) e
em 6 1,02 (3H, t, J = 7,0 Hz) associados a hidrogénios da cadeia lateral epoxipentila,
onde a estereoquimica do grupo epoxido é trans devido a constante de acoplamento
de 2 Hz entre os hidrogénios 1’ e 2’.(Tab. 3.6).

O espectro de RMN '*C da substancia Gb-9-3 (Fig. 3.18) apresentou 15
sinais, os quais, comparados com o DEPT 135° (Fig. 3.19) e HSQC (Fig. 3.22),
mostrou as correlagdes entre os hidrogénios e carbonos a uma ligagao (Tab. 3.6),
revelando a presenga de quatro carbonos nao hidrogenados (C), sete carbonos
metinicos (CH), dois carbonos metilénicos (CH;) e um carbono metilico (CHs).

O mapa de contorno COSY 'H-"H da substancia Gb-9-3 (Fig. 3.21) mostrou
as correlagdes entre os hidrogénios em 6 8,16, 6 7,99, 6 7,69 e 6 7,48 confirmando a
presenca do anel aromatico orto dissubstituido; entre os hidrogénios em ¢ 3,97, o
3,09,6 1,79, 1,59 e 6 1,02, confirmando a presenca da cadeia lateral epoxipentila.

O mapa de contorno HMBC da substancia Gb-9-3 (Fig. 3.23) mostrou as
correlagdes dos hidrogénios aromaticos em & 8,16 com os carbonos em 6 130,2 e &
148,8 (J%); em § 7,99 com § 121,2, § 125,7 (J°); em & 7,69 com & 122,0 e 5 148,8 (J°);
em & 7,48 com & 121,2 e § 128,5 (J°), confirmando a estrutura de um anel aromatico
orto dissubstituido; dos hidrogénios em 6 6,64 com o carbonos em & 121,2 (J3) e d
163,5 (J%); em & 4,04 com o carbono em & 163,5 (J%) confirmando a estrutura do anel

piridinico; dos hidrogénios em & 3,97 com o carbono em & 159,8 (J%); em & 1,79 com
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os carbonos em § 62,4 e § 19,5 (J%); em & 1,58 com os carbonos em & 14,1 (J?); em &
1,02 com os carbonos em & 19,6 (J%) e & 34,4 (J%) confirmando a estrutura da cadeia
lateral epoxipentila. Estas correlagdes (Tab. 3.7) permitiram deduzir o esqueleto 2-
quinolinico para a substancia Gb-9-3.

A substancia Gb-9-3, alcaléide 2-quinolinico, trata-se do 4-metoxi-2-(1’, 2’ -

trans-epoxipentil)quinolina, inédita na literatura (Fig. 3.16).

TABELA 3.6 — Dados espectrais de RMN 'H (CDCls, 200 MHz), RMN "*C (CDCls,
50,3 MHz) e DEPT 135° (CDCl3, 50,3 MHz) da substancia Gb-9-3.

Hidrogénio/carbono 3 (ppm), J (Hz) S (ppm)
2 159,8 (C)
3 6,64 s 95,3 (CH)
4 163,5 (C)
5 8,16 dd (8,5e 1,2) 122,0 (CH)
6 7,48 ddd (8,5; 6,9 e 1,2) 125,7 (CH)
7 7,69 ddd (8,5; 6,9 e 1,2) 130,2 (CH)
8 7,99d (8,5) 128,5 (CH)
9 121,2 (C)
10 148,8 (C)
1 3,97 d (2,0) 59,9 (CH)
2 3,09 m 62,4 (CH)
3 1,79 m 34,4 (CHy)
4 1,58 m 19,5 (CHy)
5 1,02t (7,0) 14,1 (CHa)
4-OCHgs 4,04 s 56,0 (CHs)
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TABELA 3.7 — Correlagdes de 'H e "*C para a substancia Gb-9-3.

HSQC HMBC
Carbono Sc S o e
2 159,8
3 95,3 6,64 163,5 121,2
4 163,5
5 122,0 8,16 130,2 e 148,8
6 125,7 7,48 121,2 e 128,5
7 130,2 7,69 122,0 e 148,8
8 128,5 7,99 121,2 e 125,7
9 121,2
10 148,8
1 59,9 3,97 159,8
2 62,4 3,09
3 34,4 1,79 62,4e 19,5
4 19,5 158 14,1
5 141 1,02 19,6 34,4
4-OCH3 56,0 4,04 163,5

FIGURA 3.16 - Estrutura quimica do alcaléide Gb-9-3.
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FIGURA 3.17 — Espectro de RMN "H do alcaléide Gb-9-3 (200 MHz, CDCls).
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FIGURA 3.18 — Espectro de RMN "*C do alcaléide Gb-9-3 (50 MHz, CDCls).

68



SCEB & 3 8 g3 § g g 8
g sgx 3 ™ S 2F = 2 g =
VT | | ] | |

ot

- ppm 120 100 - -] 2 20

SOII;th]ml iu Al ;Ooh 1| 1’ ‘l ““‘;JM ’ .u!l, !Jllu 'L,L J‘H Tﬂs A

FIGURA 3.20 — Espectro de massas do alcaléide Gb-9-3 (IE — 70 eV).
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3.1.4. Identificacao das Substancias Gb-9-4 e Gb-9-5

As substancias Gb-9-4 e Gb-9-5 mostraram uma unica mancha fluorescente
em CCDA quando submetida a luz UV, e tornou-se alaranjada quando revelada com
reagente de Dragendorff, indicando tratar-se de alcaldide. Porém, a analise do
CG/EM, revelou dois alcaldides numa proporcao de 4:1. Desta maneira, o alcaldide
Gb-9-5 é considerado como contaminante do alcaléide Gb-9-4 (Fig. 3.26). Os seus
espectros de massas (Figs. 3.27 e 3.28) mostraram os picos do ion molecular com
razao m/z igual a 229 e 257 daltons, confirmando a presenca de nitrogénio e
estando compativel com as férmulas moleculares C15H1gNO e C47H23NO para as
substancias Gb-9-4 e Gb-9-5, respectivamente.

O espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz) da substancia Gb-9-4 e Gb-9-5
(Fig. 3.25) apresentou sinais caracteristicos de alcaléides quinolinicos 2-
substituidos. Os sinais de hidrogénios aromaticos em & 8,14 (1H, dd, J =8,3 e 1,5
Hz), 56 7,98 (1H, d, J = 8,5 Hz), 6 7,65 (1H, ddd, J = 8,5; 6,9 e 1,5 Hz) e 6 7,43 (1H,
ddd, J = 8,3; 6,9 e 1,5 Hz) foram relacionados a um anel benzénico orto
dissubstituido; os sinais em & 6,64 (1H, s) e em 6 4,06 (3H, s) foram associados a
um hidrogénio na posicéo 3 e a um grupo metila ligado a heteroatomo na posicéao 4
do anel piridinico, respectivamente; os sinais em 6 2,92 (2H, t, J = 7,9 Hz), 5 1,80
(2H, m), 6 1,43 (2H, m), 6 1,43 (2H, m) e em 5 0,91 (3H, t, J = 7,0 Hz) associados a
hidrogénios da cadeia lateral saturada n-pentila e n-heptila.

Com os dados obtidos pode-se sugerir para as substancias Gb-9-4 e Gb-9-5
as estruturas dos alcaldides quinolinicos 2-substituido, 4-metoxi-2-n-pentilquinolina e
4-metoxi-2-n-heptilquinolina, respectivamente (Fig. 3.24). Comparagao dos dados de
RMN 'H para o alcaléide 4-metoxi-2-n-pentilquinolina Gb-9-4, isolado e da literatura
(FOURNET et al.,, 1989; FOURNET et al., 1993), confirmou tratar-se da mesma
substancia (Tab. 3.8).
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TABELA 3.8 - Comparacéo dos dados de RMN "H (§) de Gb-9-4 com a literatura.

Gb-9-4@ Literatura®™
Hidrogénio é (ppm), J (Hz) é (ppm), J (Hz)
3 6,64 s 6,63 s
4
5 8,14 dd (8,3 e 1,5) 8,14 ddd (8,3; 1,5 e 0,6)
6 7,43 ddd (8,3; 6,9 e 1,5) 7,43 ddd (8,3; 7,6 e 1,2)
7 7,65 ddd (8,5; 6,9 e 1,5) 7,65ddd (8,1; 7,6 e 1,5)
8 7,98 d (8,5) 7,97 ddd (8,1; 1,2 e 0,6)
1’ 2,921 (7,8) 2,91dd (7,8; 7,8)
2’ 1,80 m 1,81 m
3 1,43 m 1,40 m
4 1,43 m 1,40 m
5 0,911 (7,0) 0,911 (7,0)
4-OCHs; 406 s 404 s
(a) CDCI3, 200 MHz, (b) CDCl3, 200 MHz
5 OMe OMe
N3 IS
7 ' Z 3 '
N/ ' 5 N . . 7
1 3 1 5
Gb-9-4 Gb-9-5

FIGURA 3.24 — Estruturas quimicas dos alcaldides Gb-9-4 e Gb-9-5.
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FIGURA 3.26 — Cromatograma da mistura dos alcal6ides Gb-9-4 e Gb-9-5.
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FIGURA 3.28 — Espectro de massas do alcaléide Gb-9-5 (IE — 70 eV).
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3.1.5. Identificacao das Substancias Gb-9-6, Gb-9-7 e Gb-9-8

A mistura das substancias Gb-9-6, Gb-9-7 e Gb-9-8, apresentou-se como um
sélido cristalino em forma de agulhas, onde a analise de CCDA mostrou uma
mancha com coloragdo azulada apds revelagdo com vanilina sulfurica, sendo
identificada como uma mistura dos esterdides comumente encontrados em plantas,
campesterol (Gb-9-6), estigmasterol (Gb-9-7) e B-sitosterol (Gb-9-8), baseado na
analise dos dados de RMN "'H, de "°C e CG/EM.

No espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls;, TMS) (Fig. 3.31), a presenca da
mistura dos esterdides Gb-9-6, Gb-9-7 e Gb-9-8 é ressaltada pela presenca dos
sinais em 6 5,35 (d, J = 5,04 Hz) e 6 3,52 (m) relativos aos hidrogénios H-6 e H-3,
respectivamente, e um grande numero de sinais intensos na regiao de 6 0,68 — 2,35,
atribuidos a varios grupos de hidrogénios metilicos e metilénicos que caracterizam o
esqueleto esteroidal. As diferencas espectrais restringem-se essencialmente a
cadeia lateral, pela presenga da ligacdo dupla entre C-22 e C-23 no estigmasterol
Gb-9-7, e sdo notadas pelas absorgbes dos hidrogénios vinilicos adicionais em &
5,01 (dd, J = 8,1 e 15,2 Hz, H-22) e 65,16 (dd, J = 8,1 e 15,2 Hz, H-23).

O espectro de RMN '®C (50 MHz, CDCls) (Fig. 3.32, Tab. 3.9) da mistura
esteroidal apresentou os sinais em 6 140,8 e 6 121,7 caracteristicos da ligagdo dupla
entre C-5 e C-6, bem como do sinal em $ 71,8 atribuido ao carbono carbindlico C-3
comum aos trés esteroides, campesterol (Gb-9-6), estigmasterol (Gb-9-7) e f-
sitosterol (Gb-9-8); os sinais em 6 138,3 e 5 129,3 caracteristicos da ligagao dupla
entre C-22 e C-23 do estigmasterol (Gb-9-7). O campesterol (Gb-9-6) e p-sitosterol
(Gb-9-8) apresentam cadeia lateral pouco diferenciavel por RMN 'H e *C, sendo
somente percebida a presenca de Gb-9-6 através de CG/EM.

A mistura de esterdides foi submetida a CG/EM para confirmagdo dos
esterdides propostos, onde a analise por CG revelou a presenca de ftrés
componentes na mistura (Fig. 3.29). Os espectros de massas (Figs. 3.33, 3.34 e
3.35), mostraram os picos dos ions moleculares com razao m/z iguais a 400, 412 e
414 daltons, estando compativeis com as férmulas moleculares CysHisO do
campesterol Gb-9-6, C,9H430 do estigmasterol Gb-9-7 e C,9H500 do B-sitosterol Gb-
9-8, respectivamente.

As informacgdes espectrais estdo de acordo com os dados das misturas de
esterdides ja conhecidos na literatura (GOULART et al., 1993; RODRIGUES, 1992).
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FIGURA 3.29 — Cromatograma da mistura dos esterdides campesterol Gb-9-6,
estigmasterol Gb-9-7 e p-sitosterol Gb-9-8.
TABELA 3.9 — Deslocamentos quimicos nos espectros de RMN *C (50 MHz, CDCls)
dos esterdides campesterol Gb-9-6, estigmasterol Gb-9-7 e -
sitosterol Gb-9-8.

Carbono Campesterol (6) Estigmasterol (7) - Sitosterol (8)

NRNNONRNNOMNNRNNRN S = s
OCONODNRDN-CCOONODARWNAOOXNOIORWN =

37,3 (CH,)
31,7 (CHy)
71,8 (CH)
42,3 (CHy)
140,8 (C)
121,7 (CH)
31,9 (CHy)
31,9 (CH)
50,2 (CH)
36,5 (C)
21,1 (CHy)
39,8 (CH,)
42,3 (C)
56,8 (CH)
24,3 (CH,)
28,2 (CH,)
56,1 (CH)
11,9 (CHa)
19,4 (CHs)
36,2 (CH)
19,1 (CHs)
34,0 (CH,)
26,2 (CH,)
45,9 (CH)
29,2 (CH)
18,8 (CHa)
19,1 (CHs)
23,1 (CH3)

37,3 (CHy)
31,7 (CHy)
71,8 (CH)
42,3 (CHy)
140,8 (C)
121,7 (CH)
31,9 (CHy)
31,9 (CH)
50,2 (CH)
36,5 (C)
21,1 (CH,)
39,8 (CHy)
42,3 (C)
56,8 (CH)
24,3 (CH,)
28,2 (CH,)
56,1 (CH)
11,9 (CHs)
19,4 (CHs)
39,8 (CH)
21,1 (CHs)
138,3 (CH)
129,3 (CH)
51,2 (CH)
31,9 (CH)
19,0 (CH3)
19,0 (CHs)
26,2 (CH,)
12,0 (CHs)

37,3 (CH,)
31,7 (CHy)
71,8 (CH)
42,3 (CHy)
140,8 (C)
121,7 (CH)
31,9 (CHy)
31,9 (CH)
50,2 (CH)
36,5
21,1
39,8 (CH,)
42,3 (C)
56,8 (CH)
24,3 (CH,)
28,2 (CH,)
56,1 (CH)
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FIGURA 3.30 — Estruturas quimicas do campesterol Gb-9-6, estigmasterol Gb-9-7 e
pB-sitosterol Gb-9-8.
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FIGURA 3.31 — Espectro de RMN "H da mistura dos esterdides campesterol Gb-9-6,
estigmasterol Gb-9-7 e B-sitosterol Gb-9-8 (200 MHz, CDCls, TMS).
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FIGURA 3.32 — Espectro de RMN *C da mistura dos esterdides campesterol

Gb-9-6, estigmasterol Gb-9-7 e  p-sitosterol Gb-9-8
(50 MHz, CDCls3).
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FIGURA 3.33 — Espectro de massas do campesterol Gb-9-6 (IE — 70 eV).
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FIGURA 3.34 — Espectro de massas do estigmasterol Gb-9-7 (IE — 70 eV).
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FIGURA 3.35 — Espectro de massas do B-sitosterol Gb-9-8 (IE — 70 eV).
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3.1.6. Identificacao da Substancia Gb-8-9

A substancia Gb-8-9 mostrou fluorescéncia em CCDA quando submetida a
luz UV, e tornou-se alaranjada quando revelada com reagente de Dragendorff,
indicando tratar-se de um alcaldide. O seu espectro de massas (Fig. 3.38) mostrou
pico do ion molecular com razdo m/z igual a 213 daltons, confirmando a presenga de
nitrogénio e estando compativel com a formula molecular C14H1sNO.

O espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) da substancia Gb-8-9 (Fig. 3.37)
apresentou sinais caracteristicos de alcaldides quinolinicos 2-substituidos. Os sinais
de hidrogénios aromaticos em 6 8,09 (1H,d, J=8,5Hz),6 7,81 (1H,dd,J=8,2e 1,5
Hz), 56 7,72 (1H, ddd, J = 8,5; 6,9 e 1,5 Hz) e & 7,53 (1H, ddd, J = 8,2; 6,9 e 1,5 Hz)
foram relacionados a um anel benzénico orto dissubstituido; os sinais em 6 7,28 (1H,
d, J =85Hz)e s 8,15 (1H, d, J = 8,5 Hz), foram associados aos hidrogénios nas
posicoes 3 e 4 do anel piridinico, respectivamente; os sinais em 6 4,0 (1H, d, J =2,0
Hz), 6 3,15 (1H, m), 6 1,79 (2H, m), 6 1,59 (2H, m) e em & 1,02 (3H, t, J = 7,0 Hz)
associados a hidrogénios metilénicos e metilicos terminais da cadeia lateral
epoxipentila, respectivamente. A estereoquimica do grupo epoxido € trans devido a
constante de acoplamento de 2 Hz entre os hidrogénios 1’ e 2’

O espectro de RMN '*C da substancia Gb-8-9 (Fig. 3.38) apresentou 14
sinais, os quais, comparados com o DEPT 135° (Fig. 3.39) e HSQC (Fig. 3.42),
mostrou as correlagdes entre os hidrogénios e carbonos a uma ligagao (Tab. 3.10),
revelando a presenca de trés carbonos nao hidrogenados (C), oito carbonos
metinicos (CH), dois carbonos metilénicos (CH;) e um carbono metilico (CHs).

O mapa de contorno COSY 'H-"H da substancia Gb-8-9 (Fig. 3.41) mostrou
as correlagdes entre os hidrogénios em 6 8,09, 6 7,81, 6 7,72 e 6 7,53 confirmando a
presenca do anel aromatico orto dissubstituido, entre os hidrogénios em & 4,0, o
3,15,6 1,79, 1,59 e 6 1,02, confirmando a presenca da cadeia lateral epoxipentila.

O mapa de contorno HMBC da substancia Gb-8-9 (Fig. 3.44) mostrou as
correlagdes dos hidrogénios aromaticos em & 8,09 com os carbonos em 6 126,6 e
128,0 (J°); em & 7,81 com & 130,0, 5 137,2 e & 147,8 (J%); em 6 7,72 com & 127,8 € &
147,8 (J°); em & 7,53 com & 129,1 e § 128,0 (J*), confirmando a estrutura de um anel
aromatico orto dissubstituido; do hidrogénio em & 7,28 com o carbono em & 158,3
(J%) e do hidrogénio em & 8,15 com os carbonos em & 158,3, § 147,8 & 203,5 (J*) e §

163,0 (J%) confirmando a estrutura do anel piridinico; dos hidrogénios em & 4,00 com
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os carbonos em & 116,9 (J%) e & 158,3 (J°); em & 3,15 com o carbono em & 34,4 (J?);
em & 1,79 com os carbonos em & 62,5 e § 19,4 (J?), e § 59,6 (J*); em & 1,59 com os
carbonos em & 14,1 e § 34,4 (J%), e 5 62,5 (J%); em § 1,02 com os carbonos em &
19,4 e & 34,4 (J% confirmando a estrutura da cadeia lateral epoxipentila. Estas
correlagdes (Tab. 11) permitiram deduzir o esqueleto 2- quinolinico para a
substancia Gb-8-9.

A substancia Gb-8-9, alcaléide 2-quinolinico, trata-se do 2-(1’, 2’ -trans-

epoxipentil)quinolina, inédita na literatura (Fig. 3.36).

TABELA 3.10 — Dados espectrais de RMN 'H (CDCls, 200 MHz), RMN "*C (CDCls,
50,3 MHz) e DEPT 135° (CDCls, 50,3 MHz) da substancia Gb-8-9.

Hidrogénio/carbono 3 (ppm), J (Hz) S (ppm)
2 - 158,3 (C)
3 7,28 d (8,5) 116,9 (CH)
4 8,15d (8,5) 137,2 (CH)
5 7,81dd (8,2 e 1,5) 127,8 (CH)
6 7,53 ddd (8,2;6,9 e 1,2) 126,6 (CH)
7 7,72 ddd (8,5; 6,9 e 1,5) 130,0 (CH)
8 8,09d (8,5) 129,1 (CH)
9 - 128,0 (C)
10 - 147,8 (C)
1 4,00 d (2,0) 59,6 (CH)
2 3,15 m 62,5 (CH)
3’ 1,79 m 34,4 (CHy)
& 1,59 m 19,4 (CHy)
5 1,02t (7,0) 14,1 (CHa)
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TABELA 3.11 — Correlacdes de 'H e '*C para a substancia Gb-8-9.

HSQC

HMBC
Carbono 8¢ o “Jen *Jon
2 183
3 116,92 7,28 158,34
4 137,2 8,15 158,3 e 147,8
5 127,8 7,81 130,0; 137,2 e 147,8
6 126,6 7,53 129,1 e 128,0
7 130,0 7,72 127,8 e 147,8
8 129,1 8,09 126,6 e 128,0
9 128,0
10 147.,8
1 59,6 4,00 158,3 116,9
2’ 62,5 3,15 34,4
3 34,4 1,79 62,5e19,4 59,6
4’ 19,4 1,59 14,1e 34,4 62,5
5 14,1 1,02 19,4 34,4

FIGURA 3.36 — Estrutura quimica do alcaléide Gb-8-9.
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FIGURA 3.40 — Espectro de massas do alcal6ide Gb-8-9.
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FIGURA 3.41 — Mapa de contorno COSY 'H-'H do alcaléide Gb-8-9 (400 MHz,
CDCly).
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FIGURA 3.42 — Mapa de contorno HSQC do alcaldide Gb-8-9 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 3.43 — Ampliagdo do mapa de contorno HSQC do alcaléide Gb-8-9
(400 MHz, CDCl3) — regido aromatica.
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3.1.7. Identificacao da Substancia Gb-8-10

A substancia Gb-8-10 apresentou-se como um sodlido branco e quando
submetida a CCDA mostrou apenas uma mancha com coloracdo violeta quando
revelada em vanilina sulfurica.

O espectro de RMN 'H de Gb-8-10 (400 MHz, CDCls, TMS) (Fig. 3.47)
apresentou oito sinais em 6 0,66 (3H, s); 6 0,69 (3H, s); 6 0,74 (3H, s); 6 0,76 (3H, d,
J =6,5 Hz); 56 0,80 (3H, s); 6 0,82 (3H, d, J = 6,5 Hz); 0,89 (3H,s) e 6 0,99 (3H, s),
associados a grupos metilicos ligados a carbonos sp? uma regido complexa de
sinais em 6 1,98-1,13 (m) referentes a hidrogénios metinicos e metilénicos; um sinal
em ¢ 3,14 (1H, dd, J = 10,6 e 5,0 Hz) relacionado a um hidrogénio ligado a carbono
carbindlico metinico e um sinal em 6 5,22 (1H, t, J = 2,6 Hz) associado ao hidrogénio
olefinico, sugerindo um esqueleto triterpénico. A analise da constante de
acoplamento do hidrogénio carbindlico sugere a posigao 3 para o grupo hidroxila.

O espectro de RMN "*C de Gb-8-10 (Fig. 3.48) apresentou 30 sinais, os quais
comparados com os sinais do espectro DEPT 135° (Fig. 3.49) revelaram a presenca
de 6 carbonos nao hidrogenados (C), 7 carbonos metinicos (CH), 9 carbonos
metilénicos (CH,) e 8 carbonos metilicos (CH3), sendo os deslocamentos quimicos
de carbono sp? em 6 151,1 e & 116,2 atribuidos aos atomos de carbono da ligagéo
dupla e o sinal em & 79,2 ao carbono carbindlico em equatorial (Tab. 3.12).

A comparacédo dos valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos da
ligacdo dupla e carbindlico com valores caracteristicos para estes carbonos em
varias classes de triterpenos (MAHATO & KUNDU, 1994; OLEA & ROQUE, 1990;
WILKINS et al., 1987) permitiu associar Gb-8-10 a um triterpeno pentaciclico do tipo
arborano. Levantamento bibliografico dos valores de RMN 'C para este tipo de
triterpeno nos levou a sugerir para Gb-8-10 a estrutura quimica do alcool triterpeno
pentaciclico arborinol (Fig. 3.46), quando comparamos com o modelo triterpénico
arborano, arundoim, um éter metilico do arborinol (Tab. 3.11) (BLUNT & MUNRO,
1980).

O espectro de massas de Gb-8-10 (Fig. 3.50) apresentou o pico do ion
molecular com razdo m/z igual a 426 daltons, estando compativel com a férmula

molecular C3oH500.
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TABELA 3.12 - Comparagdo dos dados de RMN '3C (8) para o triterpeno arborinol
Gb-8-10 isolado e o seu éter metilico, arundoin, da literatura
(BLUNT & MUNRO, 1980).

Padrao de Arborinol Arundoin
Carbono Hidrogenagido Isolado Gb-8-10? (Modelo)®
1 CH, 39,3 39,4
2 CH; 28,1 23,0
3 CH 79,2 88,9
4 C 37,7 37,7
5 CH 44 3 44 8
6 CH; 18,0 18,0
7 CH, 19,2 19,0
8 CH 40,0 40,1
9 C 151,1 151,3
10 C 39,3 39,2
11 CH 116,2 116,1
12 CH; 36,7 36,8
13 C 36,7 36,8
14 C 37,8 37,7
15 CH, 29,3 29,3
16 CH> 36,2 36,2
17 C 42,9 43,0
18 CH 52,0 52,1
19 CH, 20,1 20,1
20 CH; 28,2 28,2
21 CH 59,7 59,7
22 CH 30,8 30,8
23 CHs; 27,5 27,6
24 CHs 15,9 15,8
25 CHs; 25,2 251
26 CHs; 15,4 15,8
27 CHs; 15,1 15,4
28 CHs; 14,0 14,0
29 CHs; 221 221
30 CHs; 23,0 23,0
3-OCHg3 57,5

(a) 50 MHz, CDCl3; (b) 22,5 MHz, CDCl;
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FIGURA 3.46 - Estrutura quimica do triterpeno arborinol Gb-8-10.
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FIGURA 3.49 - Espectro DEPT 135° do arborinol Gb-8-10 (50 MHz, CDCls).
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3.1.8. Identificacao da Substancia Gb-10-11

O espectro de RMN "H (CDCls, 200 MHz) da substancia Gb-10-11 (Fig. 3.52)
apresentou sinais caracteristicos de alcalbéides quinolinicos 2-substituidos. Os sinais
de hidrogénios aromaticos em 6 8,15 (1H, dd, J = 8,3 e 1,1 Hz); 6 8,05 (1H,d, J = 8,4
Hz); 6 7,69 (1H, ddd, J = 8,4; 7,0 e 1,1 Hz); 6 7,47 (1H, ddd, J = 8,2; 7,0 e 1,1 Hz)
foram relacionados a um anel benzénico orto dissubstituido; o sinal em 6 6,53 (1H, s)
foi associado a um hidrogénio na posigao 3; o sinal em & 3,99 (3H, s) foi relacionado
a grupo metila ligado a heteroatomo; os sinais em & 6,77 (1H, d, J = 1,4 Hz); 6 6,73
(1H,d,J=7,4 Hz) e 56 6,69 (1H, dd, J = 7,9 e 1,6 Hz) bem como os sinais em § 3,21
(2H, m) e & 3,07 (2H, m) foram relacionados a um grupo feniletil e o sinal em & 5,92
(2H, s) foi associado a hidrogénios metilénicos de um anel metilenodioxi.

O espectro de RMN "*C (CDCls, 50,3 MHz) da substancia Gb-10-11 (Fig.
3.53) apresentou 19 sinais. A comparagdo dos espectros de RMN "°C e DEPT 135°
(Fig. 3.54) revelou a presenga de 7 carbonos nao hidrogenados (C), 8 carbonos
metinicos (CH), 3 carbonos metilénicos (CH;) e 1 carbono metilico (CHs) (Tab. 3.13).

O espectro de massas da substancia Gb-10-11 (Fig. 3.55) apresentou o pico
do ion molecular com razdo m/z em 307 daltons, indicando a presenga de nitrogénio
na molécula e estando compativel com a formula molecular C1gH17NO3.

A analise dos dados espectroscopicos discutidos permitiu sugerir a estrutura
do alcaldide 4-metoxi-2-(3’, 4’-metilenodioxifeniletil)quinolina (cusparina) para a
substancia Gb-10-11 (Fig. 3.47). A comparagdo com dados da literatura (FOURNET
et al.,, 1989; RAKOTOSON et al.,, 1998) confirmou a estrutura proposta para a
substancia Gb-10-11 (Tab. 3.14).
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TABELA 3.13 - Comparagao dos dados de RMN "C (8) e DEPT 135° da substancia

Gb-10-11 com a literatura.

- Gb10-11®  Literatura®
Carbono S (ppm) d (ppm)
2 162,4 (C) 162,4
3 100,7 (CH) 100,8
4 162,8 (C) 162,9
5 121,6 (CH) 121,7
6 128,1 (CH) 128,2
7 135,4 (CH) 135,5
8 125,0 (CH) 125,0
9 120,1 (C) 120,1
10 145,7 (C) 145,7
1 129,8 (C) 129,8
2 109,0 (CH) 109,1
3 148,6 (C) 148,8
4 147,6 (C) 147,6
5 108,1 (CH) 108,2
6’ 121,3 (CH) 121,4
7 35,6 (CHy) 35,8
8’ 41,7 (CHy) 41,8
OCHjs 55,6 (CHa) 55,6
0O,CH; 100,2 (CHy) 100,3

(a) CDCls, 50 MHz; (b) CDCls, 100 MHz
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TABELA 3.14 - Comparacéo dos dados de RMN 'H (8) do alcaléide Gb-10-11 com a

literatura.
- Gb10-11®™  Literatura®
Hidrogénio d (ppm), J (Hz) é (ppm), J (Hz)
3 6,53 s 6,53 s
5 8,15dd (8,3 e 1,1) 8,14 ddd (8,3; 1,5 e 0,6)
6 7,47 ddd (8,3;7,0e 1,1) 7,45ddd (8,3;7,7e 1,2)
7 7,69ddd (8,4;7,0e1,1) 7,68 ddd (8,5; 7,7 e 1,5)
8 8,05d (8,4) 7,99 ddd (8,5; 1,2¢e 0,4)
2 6,77 d (1,4) 6,77 dd (1,6 e 0,4)
5’ 6,73 d (7,8) 6,73 dd (8,0 e 0,4)
6’ 6,69 dd (7,8 e 1,6) 6,68 dd (8,0 e 1,6)
7 3,07 m 3,07 m
8’ 3,21 m 3,18 m
4-OCHjs 3,99 s 3,98 s
O2CH2 592s 5,89s

(a) CDCls, 400 MHz, (b) CDCls, 300 MHz

FIGURA 3.51 - Estrutura quimica do alcal6ide Gb-10-11.
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3.1.9. Identificacao da Substancia Gb-10-12

A mistura das substancias Gb-10-11 e Gb-10-12 mostrou apenas uma
mancha fluorescente em CCDA quando submetida a luz UV, e tornou-se alaranjada
quando revelada com reagente de Dragendorff, indicando tratar-se de alcaldide. No
entanto, a analise da fragcdo no CG/EM, revelou tratar-se de uma mistura pura de
dois alcaldéides (Gb-10-11) e (Gb-10-12) numa proporgao de 2:1, respectivamente
(Fig. 3.57). Os espectros de massas (Figs. 3.58 e 3.59) mostraram os picos dos ions
moleculares com razdo m/z igual a 215 e 307 daltons, confirmando a presenca de
nitrogénio e estando compativeis com as férmulas moleculares C13H13NO2 (Gb-10-
12) e CygH17NO3 (Gb-10-11), respectivamente. A analise do CG/EM e RMN 'H do
alcaldide com o pico do ion molecular com razdo m/z de 307 daltons, revelou tratar-
se do mesmo alcaldide (Gb-10-11), descrito anteriormente.

O espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) da mistura pura dos alcaldides
Gb-10-12 e Gb-10-11 (Fig. 3.60 e 3.61) apresentou sinais caracteristicos de
alcaléides quinolinicos 2-substituidos. Os sinais de hidrogénios aromaticos em &
8,17 (1H, dd, J=8,3e 0,9 Hz), 6 8,0 (1H,d, J =8,3 e 0,9 Hz), 56 7,69 (1H, ddd, J =
8,3e1,5Hz)e s 7,48 (1H, ddd, J = 8,3; 6,9 e 1,5 Hz) foram relacionados a um anel
benzénico orto dissubstituido; os sinais em 6 6,64 (1H, s) e em & 4,04 (3H, s) foram
associados a um hidrogénio na posi¢cao 3 e a um grupo metila ligado a heteroatomo
na posig¢ao 4 do anel piridinico, respectivamente; os sinais em 6 3,94 (1H, d, J = 2,0
Hz), 8 3,06 (1H, m), e em & 1,53 (3H, d, J = 5,0 Hz) associados a hidrogénios da
cadeia lateral epoxipropila. Com as informacdes obtidas no CG/EM, RMN "H, RMN
3C (Figs. 3.62 e 3.63) e comparagdo com dados do alcaldide (Gb-9-3) descrito
anteriormente, bem como dados descritos na literatura sobre o alcaldide Chimanina
D (FOURNET et al., 1993) (Tabs. 3.15 e 3.16), sugeriu-se para o alcaléide (Gb-10-
12) a estrutura do 4-metoxi-2-(1’, 2’-trans-epoxipropil)quinolina, inédita na literatura
(Fig. 3.56).
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TABELA 3.15 - Comparacédo dos dados de RMN 'H (8) dos alcaldides Gb-10-12, o

Gb-9-3 e a literatura 2-(1’, 2’-trans-epoxipropil)quinolina.

-~ Gb-10-12®  Gb-9-3®  Literatura®
H 3 (ppm), J (Hz) 3 (ppm), J (Hz) 3 (ppm), J (Hz)
3 6,64 s 6,64 s 7,24 d (8,5)
4 8,10 d (8,5)
5 8,17 dd (8,3 e 0,9) 8,16 dd (8,5 e 0,9) 7,76 dd (8,5 € 0,8)
6 7,48ddd (8,3;6,9e1,5) 7,48ddd (8,5:6,9e1,5) 7,49 ddd (8,5;6,9 € 0,8)
7 7,69 dd (8,3 e 1,5) 7,69 ddd (8,5;6,9e1,5) 7,69 ddd (8,5; 6,9 e 0,8)
8 8,0 dd (8,3 € 0,9) 7,99d (8,4) 8,06 dd (8,5 e 0,8)
& 3,94 d (2,0) 3,97 d (2,0) 3,95 d (2,0)
2 3,06 m 3,09 m 3,18 qd
3 1,53 d (5,0) 1,79 m 1,51d (5,0)
4 1,58 m
5 1,02 (7,0)

4-OCH, 4,04 s 4,04 s

(a) 200 MHz, CDCls
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TABELA 3.16 - Comparagdo dos dados de RMN "C (8) dos alcaldides Gb-10-12, o

Gb-9-3 e a literatura 2-(1°, 2’-trans-epoxipropil)quinolina.

-~ Gb-10-12®  Gb-93®  Literatura®
C 3 (ppm), J (Hz) 3 (ppm), J (Hz) 3 (ppm), J (Hz)
2 159,1 (C) 159,9 (C) 157,8
3 95,2 (CH) 95,3 (CH) 116,5
4 161,2 (C) 163,5 (C) 136,8
5 121,8 (CH) 122,0 (CH) 127.,5
6 126,5 (CH) 125,7 (CH) 126,3
7 131,5 (CH) 130,2 (CH) 129,6
8 128,2 (CH) 128,5 (CH) 128,7
9 119,4 (C) 121,2 (C) 127,6
10 146,4 (C) 148,8 (C) 147 4
1 59,1 (CH) 59,9 (CH) 60,2
2 57,4 (CH) 62,5 (CH) 58,1
3 17,8 (CHs) 34,7 (CH,) 17,7
4 19,5 (CHy)
5’ 14,1 (CHs)

4-OCHs; 56,4 56,0

(a) 50 MHz, CDCl;

Gb-10-11

Gb-10-12

FIGURA 3.56 — Estruturas quimicas dos alcaldides Gb-10-11 e Gb-10-12.
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FIGURA 3.57 — Cromatograma dos alcal6ides Gb-10-11 e Gb-10-12.
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3.1.10. Identificagcao da Substancia Gb-10-13

A substancia Gb-10-13 mostrou fluorescéncia em CCDA quando submetida a
luz UV, e tornou-se alaranjada quando revelada com reagente de Dragendorff,
indicando tratar-se de um alcaldide. O seu espectro de massas (Fig. 3.68) mostrou
pico do ion molecular com razdo m/z igual a 201 daltons, confirmando a presenga de
nitrogénio e estando compativel com a formula molecular C13H1sNO.

O espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz) da substancia Gb-10-13 (Fig. 3.65)
apresentou sinais caracteristicos de alcaldides quinolinicos 2-substituidos. Os sinais
de hidrogénios aromaticos em 6 8,14 (1H, dd, J = 8,3; e 1,2 Hz), 7,99 (1H, d,
J=8,5Hz), 57,66 (1H, ddd, J =8,5;6,9e 1,2 Hz), 56 7,44 (1H, ddd, J = 8,3;6,9¢e 1,2
Hz) foram relacionados a um anel benzénico orto dissubstituido; o sinal em & 6,64
(1H, s) foi associado a um hidrogénio na posi¢céo 3; o sinal em 6 4,04 (3H, s) foi
relacionado a grupo metila ligado a heteroatomo; os sinais em 6 2,91 (2H, t, J = 7,6
Hz); 6 1,85 (2H, m) e em 6 1,03 (3H, t, J = 7,3 Hz) associados a prétons metilénicos
e metilicos terminais da cadeia lateral propilica.

O espectro de RMN 'C da substancia Gb-10-13 (Fig. 3.66) apresentou 13
sinais, os quais, comparados com o espectro DEPT 135° (Fig. 3.66), revelou a
presenca de quatro carbonos ndo hidrogenados (C), cinco carbonos metinicos (CH),
dois carbonos metilénicos (CH2) e dois carbonos metilicos (CHz) (Tab. 3.17). Os
sinais em & 55,5, & 41,8, 6 23,3, 6 14,01 estdo associados a metoxila aromatica,
carbonos metilénicos e carbono metilico terminal, respectivamente.

A analise dos dados espectroscépicos discutidos permitiu sugerir a estrutura
do alcaléide 4-metoxi-2-n-propilquinolina (Chimanina A) para a substancia Gb-10-13
(Fig. 3.64). A comparagdo com dados da literatura (FOURNET et al.,, 1993)

confirmou a estrutura proposta para a substancia Gb-10-13 (Tab. 3.18).
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TABELA 3.17 — Dados de RMN "*C () e DEPT 135° do alcaléide Gb-10-13.

Gb-10-13®

Carbono d (ppm)
2 162,4 (C)
3 99,8 (CH)
4 164,0 (CH)
5 121,6 (CH)
6 124,8 (CH)
7 128,2 (CH)
8 129,7 (CH)
9 120,0 (C)
10 148,7 (C)
1 41,8 (CHy)
2 23,3 (CHy)
3 14,0 (CHa)

4-OCHjs 55,5 (OCHs)

(a) CDCls, 50 MHz
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TABELA 3.18 - Comparacéo dos dados de RMN 'H e "*C (8) do alcaléide Gb-10-13

com a literatura.

4-metoxi-2-n-propilquinolina (Gb-10-13)

- Gb<10-13®  Literatura®
H/C & (ppm), J (Hz2) & (ppm) 8 (ppm) 3 (ppm)
2 1624 1636
3 6,64 s 99,8 6,65 s 100,0
4 164,05 163,8*
5 8,14 dd (8,3 e 1,2) 121,6 8,15 dd 121,7
6 7,44 ddd (8,3; 6,9 € 1,2) 124,8 7,45 td 125,7
7 7,66 ddd (8,5; 6,9 e 1,2) 128,2 7,67 td 126,4
8 7,99d (8,5) 129,7 7,99 dd 130,8
9 120,0 119,8
10 148,7 148,5
k 2,911 (7,6) 41,8 2,91t 40,3
2 1,87 m 23,3 1,86 sext 23,3
3 1,031 (7,3) 14,0 1,05 t 13,9

4-OCHz 4,04 s 55,5 4,04 s 56,0

(a) CDCls, 200 e 50 MHz, (b) CDCls;, 200 e 50 MHz / *Permutaveis

Gb-10-13

FIGURA 3.64 — Estrutura quimica do alcaléide Gb-10-13.
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3.1.11. Identificagcao da Substancia Gb-15-14

A substancia Gb-15-14 mostrou fluorescéncia em CCDA quando submetida a
luz UV, e tornou-se alaranjada quando revelada com reagente de Dragendorff,
indicando tratar-se de um alcaldide. O seu espectro de massas (Fig. 3.72) mostrou
pico do ion molecular com razdo m/z igual a 199 daltons, confirmando a presenga de
nitrogénio e estando compativel com a férmula molecular C44H47N.

O espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz) da substancia Gb-15-14 (Fig. 3.70)
apresentou sinais caracteristicos de alcaldides quinolinicos 2-substituidos. Os sinais
de hidrogénios aromaticos em 6 8,05 (1H,d, J=8,5Hz), 67,78 (1H,dd,J=8,0e 1,5
Hz), 6 7,68 (1H, ddd, J = 8,5; 6,9 e 1,5 Hz) e 6 7,48 (1H, ddd, J = 8,0; 6,9 e 1,5 Hz)
foram relacionados a um anel benzénico orto dissubstituido; os sinais em 6 7,30 (1H,
d,J=8,4Hz)eemsd 8,07 (1H, d, J = 8,4 Hz) foram associados aos hidrogénios nas
posicoes 3 e 4 do anel piridinico, respectivamente; os sinais em 6 2,97 (2H, t, J =7,8
Hz), 6 1,83 (2H, m), & 1,41 (2H, m), 56 1,41 (2H, m) e em 4 0,90 (3H, t, J = 7,0 Hz)
associados a hidrogénios da cadeia lateral n-pentila.

O espectro de RMN "*C da substancia Gb-15-14 (Fig. 3.71), mostrou 14
sinais. Destes, os sinais de carbonos mais blindados em 6 39,3, 5 31,8, 5 29,7, o
22,6 e 6 14,0 estdo relacionados aos carbonos metilénicos e metilico terminal da
cadeia lateral n-pentila.

Com os dados obtidos pode-se sugerir para a substancia Gb-15-14, a
estrutura do alcaldide quinolinico 2-substituido, 2-n-pentilquinolina (Fig. 3.69).
Comparacao dos dados de RMN 'H e ®C para o alcaldide 2-n-pentilquinolina isolado
e da literatura (VIEIRA & KUBO, 1990; FOURNET et al., 1989; FOURNET et al.,

1993), confirmou tratar-se da mesma substancia (Tab. 3.19).
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TABELA 3.19 - Comparacdo dos dados de RMN 'H (5) do alcaldide 2-quinolinico

2-n-pentilquinolina (Gb-15-14) isolado com a literatura.

2-n-pentilquinolina Gb-15-14

Gb-15-14 Literatura

gy
5@ m (J em Hz) 5c® 54©  m (J em Hz) 5c®
2 163,1 (C) 163,1
3 7,30 d (8,4) 121,4 (CH) 7,28 d (8,5) 121,4
4 8,07 d (8,4) 136,2 (CH) 8,04 d (8,5) 136,2
5 778 dd(8,0;1,5) 126,7(CH) 7,75 dd(7,8;1,2) 1267
6 7,48 ddd(8,0:6,9;1,5) 127,5(CH) 7,46 td(7,8;1,2) 1275
7 7,68 ddd(8,5:6,9:15) 1256 (CH) 7,66 td(7.8:1,2) 1256
8 805 d (8,5) 129,3 (CH) 8,02 d (8,5) 129,3
9 128,8 (C) 128,8
10 147,9 (C) 147,9
1 2,97 t(7,0) 39,3 (CH,) 2,95 t(7,4) 39,3
2 1,83 m 31,7 (CH,) 1,80 quint 31,7
3 1,41 m 29,7 (CHy) 1,38 m 29,7
4 1,41 m 22,6 (CHy) 1,38 m 22,6
5 0,90 t(7,0) 14,0 (CHs) 0,88 t(7,2) 13,9

(a) 200 MHz, CDCls; (b) 125 MHz, CDCls; (c) 500 MHz, CDCls.
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Gb-15-14

FIGURA 3.69 — Estrutura quimica do alcaléide Gb-15-14.

FIGURA 3.70 — Espectro de RMN "H do alcaléide Gb-15-14 (200 MHz, CDCl3).
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FIGURA 3.71 — Espectro de RMN "°C do alcaléide Gb-15-14 (125 MHz, CDCl5).
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FIGURA 3.72 — Espectro de massas do alcal6ide Gb-15-14 (IE — 70 eV).
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3.1.12. Identificacao da Substancia Gb-18-15

A substancia Gb-18-15 mostrou fluorescéncia sob a luz UV e coloracéo
alaranjada quando revelada com o reagente de Dragendorff em CCDA, indicando
tratar-se de um alcaldide. O seu espectro de massas (Fig. 3.74) apresentou o pico
do ion molecular com razdo m/z igual a 229 daltons, confirmando a presenga de
nitrogénio na molécula, e estando compativel com a férmula molecular C13H11NOs.

O espectro de RMN 'H da substancia Gb-18-15 (Fig. 3.75), apresentou os
sinais em 6 7,58 (d, J = 2,7 Hz) e 6 7,06 (d, J = 2,7 Hz) caracteristicos de
hidrogénios de um anel furano 2,3 dissubstituido; os sinais em 6 8,16 (d, J = 9,3 Hz),
67,09 (dd, J =93 e 25 Hz) e 6 7,33 (d, J = 2,5 Hz) associados a hidrogénios
aromaticos em posigao orto, orto/meta e meta, respectivamente; os sinais em & 4,44
(s) e & 3,95 (s) referentes a duas metoxilas, sendo a primeira caracteristica de
alcaldides furoquinolinicos na posicéo C-4. Apos analise dos dados obtidos, sugeriu-
se a estrutura do alcaldide furoquinolinico evolitrina para a substancia Gb-18-15
(Fig. 3.72). A comparacdo dos dados de RMN 'H da substancia Gb-18-15 com os
dados da literatura para o alcaldide furoquinolinico evolitrina (MAFEZOLI, 2002;
PUSSET et al., 1991), confirmaram a estrutura proposta (Tab. 3.20).
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TABELA 3.20 - Comparacdo dos dados de RMN 'H do alcaldide evolitrina

Gb-18-15 isolado com a literatura.

- Gb-1815®  Literatura®
Hidrogénio d (ppm), J (Hz) d (ppm), J (Hz)
2 7,58 (d,d=2)7) 7,57 (d,d=2)7)
3 7,06 (d, J =2,7) 7,06 (d,d=2,7)
5 8,16 (d, J = 9,3) 8,15 (d, J =9,4)
6 7,09 (dd, J=9,3 e 2,5) 7,09 (dd, J =9,3 e 2,6)
8 7,33 (d, J = 2,5) 7,33 (d, J = 2,6)
4-OCHjs 4,44 (s) 4,43 (s)
7-OCHj3 3,95 (s) 3,95 (s)

(a) 200 MHz, CDCls.
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FIGURA 3.73 — Estrutura quimica da substancia Gb-18-15 evolitrina.

121



Base Peak :229.15
229
186 214
115
156
7|7 101 128 143 L
! 38
!i” . ‘i‘ i dt ,[]th ,1|[l‘\[ It!ll\ |J a2l IMX 'H‘." . !”. . 1 l|| lﬁ.l . ’ .2?0 ; ; 4 2 .
&0 80 100 120 140 160 180 200 ) 220 240
FIGURA 3.74 — Espectro de massas da evolitrina Gb-18-15 (IE — 70 eV).
T NN TT TT T
L & S

il Jh A

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

FIGURA 3.75 — Espectro de RMN 'H da evolitrina Gb-18-15 (200 MHz, CDCls).
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3.1.13. Identificagcao das Substancias Gb-19-16 e Gb-19-17

A fragdo GbFD-19-5-4 mostrou fluorescéncia sob a luz UV e coloragao
alaranjada quando revelada com reagente de Dragendorff em CCDA, sugerindo
tratar-se de alcaldide. O espectro de massas (Fig. 3.77) apresentou o pico do ion
molecular com uma raz&o m/z igual a 291 daltons, confirmando a presenca de
nitrogénio na molécula.

O espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls;) das substancias Gb-19-16 e
Gb-19-17 (Fig. 3.78), apresentou os sinais em & 7,73 (d, J = 2,7 Hz), & 7,07 (d,
J=2,7Hz)e 7,03 (d, J = 2,7 Hz) caracteristicos de hidrogénios de um anel furano
2,3-dissubstituido. Os sinais em 6 6,16 (d, J = 11,8 Hz) e 6 7,26 (d, J = 11,8 Hz), e
em 66,51 (d,d=16,1Hz) e 6 7,99 (d, J = 16,1 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios
H-5 e H-6 de ésteres Z e E-a,B-insaturados. Os sinais em & 4,24 (s) e 6 4,35 (s) sao
referentes a duas metoxilas caracteristicas de alcaldides furoquinolinicos na posicéao
C-4. Os sinais em & 3,94 (s) e 5 3,57 (s), e em 5 3,99 (s) e 6 3,82 (s) referentes a
grupos metoxi ligados a carbonos carbonilicos de alcalbides furoquinolinicos seco no
anel A.

Com os dados obtidos, sugeriu-se as estruturas dos alcaldides
secofuroquinolinicos Z-Dimetilrhoifolinato (Gb-19-16) e E-Dimetilrhoifolinato (Gb-19-
17) (Fig. 3.76). A comparagao dos dados de RMN 'H de Gb-19-16 e Gb-19-17 com
dados da literatura para os alcaldides secofuroquinolinicos Z e E-Dimetilrhoifolinato

(ARRUDA et al., 1992) confirmaram as estruturas propostas (Tab. 3.21).
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TABELA 3.21 - Comparacdo dos dados de RMN 'H (8) dos alcaldides Z-
dimetilrhoifolinato  (Gb-19-16) e o  E-dimetilrhoifolinato

(Gb-19-17) isolados com a literatura.

Z-Dimetilrhoifolinato (Gb-19-16)

"~ Hidrogénio = Gb-19-16®  Literatura®
d (ppm), J (Hz) d (ppm), J (Hz)
3 7,03 (d, J=2,7) 7,03 (d, J = 2,6)
5 7,26 (d, J = 11,8) 7,26 (d, J = 11,8)
6 6,16 (d, J = 11,8) 6,16 (d, J = 11,8)
4-OCHgs 4,24 (s) 4,24 (s)
7-CO2CH3 3,57 (s) 3,57 (s)
8-CO,CH3 3,94 (s) 3,94 (s)
E-Dimetilrhoifolinato (Gb-19-17)
- Gb1917®  Literatura®
Hidrogénio d (ppm), J (Hz) d (ppm), J (Hz)
2 7,73 (d,J=2]7) 7,72 (d, J = 2,6)
3 7,07 (d, d =2,7) 7,03 (d, J = 2,6)
5 7,99 (d, J =16,1) 7,94 (d, J = 15,6)
6 6,52 (d, J = 16,1) 6,49 (d, J =15,6)
4-OCHgs 4,35 (s) 4,36 (s)
7-CO2CH3 3,82 (s) 3,83 (s)
8-CO,CH3 3,99 (s) 3,99 (s)

(a) 400 MHz, CDCl3; (b) 200 MHz, CDCly
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Gb-19-16 Gb-19-17

FIGURA 3.76 - Estruturas quimicas dos alcaléides Gb-19-16 e Gb-19-17.
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FIGURA 3.77 - Espectro de massas dos alcaldides Gb-19-16 e Gb-19-17
(IE-70eV).
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FIGURA 3.78 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) dos alcaléides Gb-19-16 e
Gb-19-17.
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3.1.14. Identificagcao da Substancia Gb-20-18

A substancia Gb-20-18 apresentou fluorescéncia sob a luz UV e coloracéo
marrom escuro quando revelada com vanilina sulfurica.

O espectro de massas da Gb-20-18 (Fig. 3.80) apresentou o pico do ion
molecular com razdo m/z em 224 daltons, estando compativel com a férmula
molecular C43H200s.

O espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI3) da substancia Gb-20-18 (Fig. 3.81),
exibiu quatro sinais de singletos metilicos em 6 1,16; 6 1,39; 6 1,44 e 6 2,18, sendo
este ultimo uma metila ligada a carbonila de cetona, um sinal de hidrogénio
carbindlico em 6 4,3 (m), um sinal de hidrogénio olefinico em 6 5,86 (s) e sinais de
dois duplo duplo dubletos em & 1,99 (ddd, J = 13,0, 4,0 e 2,0 Hz) e 6 2,30 (ddd,
J=13,0,4,0e 2,0 Hz).

O espectro de RMN ®C (100 MHz, CDCl;) da Gb-20-18 (Fig. 3.82),
apresentou 13 sinais, entre estes um sinal referente a carbonila de cetona com dupla
conjugada em & 209,6 e dois sinais referentes a carbonos carbindlicos em 6 63,9 e
372,4.

A analise dos dados espectroscopicos, permitiu sugerir a estrutura do
norsesquiterpeno 3,5-diidromegastigma-6,7-dien-9-ona para a substancia Gb-20-18
(Fig. 3.79). A comparagao com dados da literatura (MIYASE et al., 1987; SHIRAGA
et al.,, 1988; HASHIMOTO et al.,, 1991; MENEZES, 2002) confirmou a estrutura
proposta para a substancia Gb-20-18 (Tabs. 3.22 e 3.23).

127



TABELA 3.22 - Comparacdo dos dados de RMN 'H do norsesquiterpeno

3,5-diidromegastigma-6,7-dien-9-ona Gb-20-18 isolado com a

literatura.

- Gb-2018® Literatura®
Hidrogénio d (ppm), J (Hz) S (ppm), J (Hz)
1-pB-CHs 1,16 (s) 1,16 (s)
1-a-CHs 1,39 (s) 1,38 (s)

2 1,99 (ddd, J =13,0,4,0e 2,0) 2,00 (ddd, J = 13,0, 4,0 e 2,0)
3 4,35 (m) 4,34 (tt, J=4,0e 11,5)
4 2,30 (ddd, J=13,0,4,0e2,0) 2,30 (ddd,J=13,0,4,0e 2,0)
5-CH; 1,44 (s) 1,43 (s)
8 5,86 (s) 5,85 (s)
10 —CHjs 2,18 (s) 2,18 (s)

(a) 400 MHz, CDCls, TMS; (b) 200 MHz, CDCl3, TMS
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TABELA 3.23 - Comparagdo dos dados de RMN '*C do norsesquiterpeno 3,5-

diidromegastigma-6,7-dien-9-ona Gb-20-18 isolado com a literatura.

~ Carbono = Gb-20-18®  Literatura® =
3 (ppm) 3 (ppm)
1 36,1 (C) 36,2
2 49,0 (CH,) 49,0
3 63,9 (CH) 63,9
4 48,7 (CHy) 48,8
5 72,4 (C) 72,3
6 118,7 (C) 118,8
7 198,2 (C) 198,3
8 100,9 (C) 100,8
9 209,6 (C) 209,7
10 31,9 (CHs) 31,8
11 26,4 (CHs) 26,4
12 29,1 (CHs) 29,1
13 31,0 (CHs) 30,9

(a) 50 MHz, CDCls

FIGURA 3.79 — Estrutura quimica do norsesquiterpeno 3,5-diidromegastima-6,7-
dien-9-ona Gb-20-18.
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3.1.15. Identificagcao da Substancia Gb-5/6-19

A substancia Gb-5/6-19 mostrou apenas uma mancha fluorescente em CCDA
quando submetida a luz UV, e tornou-se alaranjada quando revelada com reagente
de Dragendorff, indicando tratar-se de alcaldide. O seu espectro de massas (Fig.
3.84) mostrou pico do ion molecular com razdo m/z igual a 185 daltons, confirmando
a presenca de nitrogénio e estando compativel com a férmula molecular C12H{1NO.

O espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) da substancia Gb-5/6-19 (Figs. 3.85
e 3.86) apresentou sinais caracteristicos de alcaldides quinolinicos 2-substituidos.
Os sinais de hidrogénios aromaticos em 6 8,19 (1H, d, J =8,5Hz), 68,13 (1H,d, J
=8,5Hz), 57,78 (1H, ddd, J = 8,5; 6,9 e 1,5 Hz), 6 7,64 (1H, ddd, J = 8,5; 6,9 e 1,5
Hz) foram relacionados a um anel benzénico orto dissubstituido; os sinais em & 7,87
(1H, d, J = 8,5 Hz) e 6 8,27 (1H, d, J = 8,5 Hz) foram associados a hidrogénios nas
posicoes 3 e 4 do anel piridinico, respectivamente; os sinais em & 3,43 (2H, q,
J=7,3Hz)eem 51,28 (3H, t, J = 7,3 Hz) associados aos hidrogénios metilénicos e
metilicos terminais da cadeia lateral propan-1’-ona.

A analise dos dados de RMN 'H dos alcaldides 2-quinolinicos, 2-(pentan-1'-
ona)quinolina (Gb-5/6-21) e o 4-metoxi-2-(propan-1’-ona)quinolina (Gb-6-2) aqui
também isolados, com os dados da substéncia Gb-5/6-19 obtidos (Tab. 3.24),
sugeriu-se a estrutura do 2-(propan-1’-ona)quinolina inédita na literatura, para a
substancia Gb-5/6-19.
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TABELA 3.24 - Dados de RMN 'H (8) dos alcaldides 2-quinolinicos 2-(propan-1-
ona)quinolina isolado (Gb-5/6-19), o 2-(pentan-1’-ona)quinolina
(Gb-5/6-21) isolado e o 4-metoxi-2-(propan-1’-ona)quinolina
(Gb-6-2) isolado.
Isolado (Gb-5/6-19)® Isolado (Gb-5/6-21)® Isolado (Gb-6-2)©

H 8 (ppm), J (Hz) 8 (ppm), J (Hz) 5 (ppm), J (Hz)
3 7,87 d (8,5) 7,87 d (8,5) 751s
4 8,27 d (8,5) 8,26 d (8,5)
5 8,13 d (8,5) 8,13 d (8,5) 8,22 ddd (8,5; 1,5¢e 0,7)
6 7,64 ddd (8,5;6,9e 1,5) 7,64 ddd (8,5;6,9e1,5) 7,59 ddd (8,5;6,9 e 1,5)
7 7,78 ddd (8,5;6,9e 1,5) 7,78 ddd (8,5;6,9e 1,5) 7,75ddd (8,5; 6,9 e 1,5)
8 8,19d (8,5) 8,20 d (8,5) 8,11 ddd (8,5; 1,5e 0,7)
4
2 3,43 q(7,3) 3,40t (7,4) 3,41 q(7,3)
3 1,281 (7,3) 1,78 q (7,4) 1,27t (7,3)
4 1,48 sext
5 0,991 (7,3)

4-OCHs 411

(a) 200 MHz, CDCl3; (b) 200 MHz, CDCl3; (c) 400 MHz, CDCl;

3

o~ R 3

7 A 3 7
A 5
N N 3
o (0]
Gb-5/6-19
Gb-5/6-21

FIGURA 3.83 - Estruturas quimicas dos alcaldides Gb-5/6-19, Gb-6-2 e
Gb-5/6-21.
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FIGURA 3.84 — Espectro de massas do alcal6ide Gb-5/6-19 (IE — 70 eV).
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3.1.16. Identificagcao da Substancia Gb-5/6-20

A substancia Gb-5/6-20 mostrou fluorescéncia em CCDA quando submetida a
luz UV, e tornou-se alaranjada quando revelada com reagente de Dragendorff,
indicando tratar-se de um alcaldide. O seu espectro de massas (Fig. 3.96) mostrou
pico do ion molecular com razdo m/z igual a 243 daltons, confirmando a presenga de
nitrogénio e estando compativel com a formula molecular C15H17NO..

O espectro de RMN 'H (CDCls;, 400 MHz) da substancia Gb-5/6-20 (Fig. 3.88)
apresentou sinais caracteristicos de alcaldides quinolinicos 2-substituidos. Os sinais
de hidrogénios aromaticos em 6 8,23 (1H, dd, J=8,3e 1,3 Hz),5 8,13 (1H,d, J=8,5
Hz), 56 7,75 (1H, ddd, J = 8,5; 7,0 e 1,3 Hz) e & 7,59 (1H, ddd, J = 8,3; 7,0 e 1,2 Hz)
foram relacionados a um anel benzénico orto dissubstituido; os sinais em 6 7,51 (1H,
s) e em 6 4,11 (3H, s) foram associados a um hidrogénio na posigao 3 € a um grupo
metila ligado a heteroatomo na posi¢cdo 4 do anel piridinico, respectivamente; os
sinais em 6 3,39 (2H, t, J = 7,4 Hz), 6 1,77 (2H, q), & 1,48 (2H, sext) e em & 0,99 (3H,
t, J = 7,4 Hz) associados a protons da cadeia lateral pentan-1’-ona (Tab. 3.25).

O espectro de RMN "*C da substancia Gb-5/6-20 (Fig. 3.92) apresentou 15
sinais, os quais, comparados com os espectros DEPT 135° (Fig. 3.93) e HSQC (Fig.
3.94), mostrou as correlagdes entre os hidrogénios e carbonos a uma ligacao (Tab.
3.24), revelando a presengca de cinco carbonos nao hidrogenados (C), cinco
carbonos metinicos (CH), trés carbonos metilénicos (CH;) e dois carbonos metilicos
(CH3). O sinal em 6 203,3 sugeriu a presenga de uma carbonila de cetona. O sinal
em o 56,0 estd associado a metoxila aromatica na posigdo 4 do anel piridinico. Os
sinais em & 37,3, & 26,7, & 22,7 e 5 14,2, estdo relacionados aos carbonos
metilénicos e metilico terminal da cadeia lateral pentan-1’-ona da substancia Gb-5/6-
20.

O mapa de contorno COSY 'H-"H da substancia Gb-5/6-20 (Figs. 3.89, 3.90 e
3.91) mostrou as correlacdes entre os hidrogénios em 6 8,23, 6 8,13, 6 7,75 e 6 7,59
confirmando a presencga do anel aromatico orto dissubstituido; entre os hidrogénios
em d 3,39, 61,77, 6 1,48 e 6 0,99 confirmando a presenca da cadeia lateral pentan-
1’-ona.

O mapa de contorno HMBC da substancia Gb-5/6-20 (Fig. 3.95) mostrou as
correlagdes dos hidrogénios aromaticos em ¢ 8,23 com os carbonos em 6 130,3 e &

148,5 (J°); em & 8,13 com & 122,7 § 127,6 (J°); em § 7,75 com & 122,1 e & 148,5
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(J°); em & 7,59 com § 122,7 e & 130,3 (J°), confirmando a estrutura de um anel
aromatico orto dissubstituido; dos hidrogénios em & 7,51 com os carbonos em &
122,7 (J%) e & 163,3 (J%); em & 4,11 com o carbono em & 154,8 (J°) confirmando a
estrutura do anel piridinico; dos hidrogénios em & 3,39 com o carbono em 5 203,3
(J); em & 1,77 com o carbono em & 14,2 (J%); em § 0,99 com os carbonos em & 22,8
(J%) e & 26,7 (J°) confirmando a estrutura da cadeia lateral pentan-1-ona. Estas
correlagdes permitiram deduzir o esqueleto 2- quinolinico para a substancia Gb-5/6-
20.

Sugeriu-se para a substancia Gb-5/6-20, alcaléide 2-quinolinico, a estrutura

do 4-metoxi-2-(pentan-1’-ona)quinolina (Fig. 3.87), inédita na literatura.

TABELA 3.25 — Dados espectrais de RMN 'H (CDCls, 400 MHz), RMN "*C (CDCls,
50 MHz) e DEPT 135° (CDCls, 50 MHz) da substancia Gb-5/6-20.

Hidrogénio/carbono d (ppm), J (Hz) 3 (ppm)
2 163,3 (C)
3 751s 97,1 (CH)
4 154,8 (C)
5 8,23 dd (8,3 e 1,3) 122,1 (CH)
6 7,59ddd (8,3; 7,0 e 1,2) 127,6 (CH)
7 7,75ddd (8,5; 7,0 e 1,3) 130,3 (CH)
8 8,13 d (8,5) 130,3 (CH)
9 122,7 (C)
10 148,5 (C)
1’ 203,3 (C)
2 3,39t (7,4) 37,3 (CHy)
3 1,77 q 26,7 (CHy)
4 1,48 sext 22,8 (CHy)
5 0,99t (7,4) 14,2 (CHg)
4-OCHs 411s 56,2 (CHa)
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TABELA 3.26 — Correlactes de 'H e '*C para a substancia Gb-5/6-20.

HSQC HMBC
Carbono Sc S 2Jen *Jen
2 163,3
3 97 1 7,51 163,3 122,7
4 154,8
5 122,1 8,23 130,3; 148,5
6 127,6 7,59 122,7; 130,3
7 130,3 7,75 122,1; 148,5
8 130,3 8,13 122,7; 127,6
9 122,7
10 148,5
1 203,3
2 37,3 3,39 203,3
3 26,7 1,77 14,2
4 22,8 1,48
5 14,2 0,99 22,8 26,7
4-OCHg3 56,2 4,11

Gb-5/6-20

FIGURA 3.87 — Estrutura quimica do alcaldide Gb-5/6-20.
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FIGURA 3.89 — Mapa de contorno COSY 'H-"H do alcaléide Gb-5/6-20 (400 MHz,
CDCly).
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FIGURA 3.90 — Expansao do mapa de contorno COSY "H-"H do alcaldide Gb-5/6-20
(400 MHz, CDCl3) — regiao aromatica.
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FIGURA 3.91 — Expansao do mapa de contorno COSY 'H-'H do alcaléide Gb-5/6-20
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FIGURA 3.92 — Espectro de RMN "°C do alcaléide Gb-5/6-20 (50 MHz, CDCls).
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FIGURA 3.93 — Espectro DEPT 135° do alcal6ide Gb-5/6-20 (50 MHz, CDCls).
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FIGURA 3.94 — Mapa de contorno HSQC do alcaldide Gb-5/6-20 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 3.96 — Espectro de massas do alcal6ide Gb-5/6-20 (IE — 70eV).
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3.1.17. Identificacao da Substancia Gb-5/6-21

A substancia Gb-5/6-21 mostrou fluorescéncia em CCDA quando submetida a
luz UV, e tornou-se alaranjada quando revelada com reagente de Dragendorff,
indicando tratar-se de um alcaldide. O seu espectro de massas (Fig. 3.96) mostrou
pico do ion molecular com razdo m/z igual a 213 daltons, confirmando a presenga de
nitrogénio e estando compativel com a formula molecular C14H1sNO.

O espectro de RMN 'H (CDCls;, 400 MHz) da substancia Gb-5/6-21 (Fig. 3.97)
apresentou sinais caracteristicos de alcaldides quinolinicos 2-substituidos. Os sinais
de hidrogénios aromaticos em 6 8,20 (1H, d, J = 8,5 Hz), 6 8,13 (1H, d, J =8,5 Hz),
87,78 (1H, ddd, J = 8,5; 6,9 e 1,5 Hz) e 5 7,64 (1H, ddd, J = 8,5; 6,9 e 1,5 Hz) foram
relacionados a um anel benzénico orto dissubstituido; os sinais em 6 7,87 (1H, d, J
= 8,5 Hz) e 6 8,26 (1H, d, J = 8,5 Hz), foram associados aos hidrogénios nas
posicoes 3 e 4 do anel piridinico, respectivamente; os sinais em 6 3,40 (2H, t, J =7,3
Hz), 6 1,78 (2H, q), 6 1,48 (2H, sext) e em 6 0,99 (3H, t, J = 7,3 Hz) associados a
hidrogénios metilénicos e metilicos terminais da cadeia lateral pentan-1’-ona.

O espectro de RMN °C da substancia Gb-5/6-21 (Fig. 3.100) apresentou 14
sinais, os quais, comparados com os espectros DEPT 135° (Fig. 3.101) e HSQC
(Fig. 3.102), mostrou as correlacdes entre os hidrogénios e carbonos a uma ligagéo,
revelando a presenca de quatro carbonos nao hidrogenados (C), seis carbonos
metinicos (CH), trés carbonos metilénicos (CH») e um carbono metilico (CH3). O
sinal em & 203,0 sugeriu a presenga de uma carbonila de cetona. Os sinais em &
37,4, 8 26,6, 6 22,8 e 5 14,2, estdo relacionados aos carbonos metilénicos e metilico
terminal da cadeia lateral pentan-1’-ona da substancia Gb-5/6-21 (Tab. 3.27).

O mapa de contorno COSY 'H-"H da substancia Gb-5/6-21 (Figs. 3.98 e 3.99)
mostrou as correlagdes entre os hidrogénios em & 8,20, 6 8,13, 6 7,78 e & 7,64
confirmando a presencga do anel aromatico orto dissubstituido, entre os hidrogénios
em 5 3,40, 6 1,78, 56 1,48 e 5 0,99 confirmando a presenca da cadeia lateral pentan-
1’-ona.

O mapa de contorno HMBC da substancia Gb-5/6-21 (Fig. 3.103) mostrou as
correlacdes dos hidrogénios aromaticos em & 8,20 com o carbono em & 129,8 (J°);
em & 7,64 com o carbono em & 128,6 (J°), confirmando a estrutura de um anel
aromatico orto dissubstituido; do hidrogénio em & 7,87 com o carbono em & 129,8
(J% e do hidrogénio em & 8,26 com os carbonos em & 128,6 e & 147,4 (J°),
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confirmando a estrutura do anel piridinico; dos hidrogénios em & 3,40 com os
carbonos em & 26,6 (J?) e § 22,8 (J%) e em & 0,99 com os carbonos em § 22,8 (J?) e
§ 26,6 (J°, confrmando a estrutura da cadeia lateral pentan-1-ona. Estas
correlagdes (Tab. 3.28) permitiram deduzir o esqueleto 2- quinolinico para a
substancia Gb-5/6-21.

A substancia Gb-5/6-21, alcaldide 2-quinolinico, sugeriu tratar-se do

2-(pentan-1’-ona)quinolina (Fig. 3.95), inédita na literatura.

TABELA 3.27 — Dados espectrais de RMN "H (CDCls, 400 MHz), RMN "*C (CDCls,
50 MHz) e DEPT 135° (CDCls, 50 MHz) da substancia Gb-5/6-21.

Hidrogénio/carbono é (ppm), J (Hz) 3 (ppm)
2 153,5 (C)
3 7,87 d (8,5) 11,4 (CH)
4 8,26 d (8,5) 137,0 (CH)
5 8,13 d (8,5) 128,6 (CH)
6 7,64 ddd (8,5; 6,9 e 1,5) 127,8 (CH)
7 7,72 ddd (8,5; 6,9 e 1,5) 130,1 (CH)
8 8,20 d (8,5) 130,8 (CH)
9 129,8 (C)
10 - 147,4 (C)
1 203,0 (C)
2 3,40t (7,3) 37,4 (CHy)
3 1,78 q 26,6 (CHy)
4 1,48 sext 22,8 (CHy)
5 0,991 (7,3) 14,2 (CHa)
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TABELA 3.28 — Correlacdes de 'H e '*C para a substancia Gb-5/6-21.

HSQC HMBC

Carbono Sc o *Jen *JoH

2 153,5

3 118,4 7,87 129,8

4 137,0 8,26 128,6 e 147 ,4

5 128,6 8,13

6 127,8 7,64 128,6

7 130,1 7,78

8 130,8 8,20

9 129,8

10 147.,4

1 203,0

2 37,4 3,40 26,6 22,8

3’ 26,6 1,78

4’ 22,8 1,48

) 14,2 0,99 22,8 26,6

Gb-5/6-21

FIGURA 3.97 — Estrutura quimica do alcaléide Gb-5/6-21.
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FIGURA 3.98 — Espectro de massas do alcaléide Gb-5/6-21 (IE — 70 eV)
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FIGURA 3.99 — Espectro de RMN "H do alcalside Gb-5/6-21 (400 MHz, CDCly).
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FIGURA 3.100 — Mapa de contorno COSY 'H-'H do alcaléide Gb-5/6-21 (400 MHz,
CDCl3).
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FIGURA 3.101 — Expansdo do mapa de contorno COSY 'H-'H do alcaldide Gb-5/6-
21 (400 MHz, CDCls3) — regiao de aromatico.
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FIGURA 3.103 — Espectro DEPT 135° do alcaléide Gb-5/6-21 (50 MHz, CDCls).
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FIGURA 3.104 — Mapa de contorno HSQC do alcaldéide Gb-5/6-21 (400 MHz,
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3.2. Constituintes Quimicos Isolados de Ravenia infelix

TABELA 3.29 — Metabdlitos secundarios isolados de Ravenia infelix.

CH,

H CH;
Ri-22 Ri-23 CH;
e N /O;?"Eg\)\‘/
HO () HO o]
Ri-24 Ri-25

o
g
H
]
N
|
H
Ri-26
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3.2.1. Identificacao da Substancia Ri-22

Analise da substancia Ri-22 em CCDA revelou fluorescéncia sob radiacéo
UV, coloragao violeta quando revelada com vanilina sulfurica e alaranjada quando
revelada com reagente de Dragendorff, indicando tratar-se de um alcaldide. O seu
espectro de massas (Fig. 3.108) apresentou o pico do ion molecular com razdo m/z
igual a 181 daltons, confirmando a presencga de nitrogénio na molécula e estando
compativel com a férmula molecular C41H¢1N.

O espectro de RMN 'H de Ri-22 (Figs. 3.105 e 3.106) apresentou sinais
caracteristicos de esqueleto de alcaldide carbazol. Os sinais em & 8,03 (1H, ddd, J =
7,6; 1,6 e 0,8 Hz); 8 7,40 -7,36 (2H, m) e 3 7,20 (1H, ddd, J = 8,0, 3,2 e 2,0 Hz)
foram associados a hidrogénios de um anel aromatico orto dissubstituido; o sinal em
d 7,93 (1H, sl) associado a um hidrogénio ligado a nitrogénio; os sinais em & 7,87
(1H,dd, J =1,6 € 0,8 Hz); 6 7,31 (1H,d, J=8,0Hz) e 6 7,23 (1H,dd, J=7,6 e 1,6
Hz) relacionados a trés hidrogénios de anel aromatico trissubstituido e um sinal em e
6 2,53 (3H, s) associado a um grupo metila ligado a anel aromatico.

A analise dos dados obtidos permitiu sugerir para a substancia Ri-22 a
estrutura do alcalo6ide carbazol 3-metil-carbazol (Fig. 3.104), uma vez que, também
comparando os valores de deslocamentos quimicos de RMN "H e "*C (Fig. 3.107) de
Ri-22 com os valores encontrados na literatura (CHAKRABARTY et al., 1997)

confirmou a identidade entre as mesmas (Tab. 3.30).
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TABELA 3.30 - Comparacéo dos dados de RMN "H e *C (8) para o 3-metil-carbazol

Ri-22 isolado com a literatura.

3-Metil-Carbazol Ri-22

Ri-22 Literatura

e moemtn o o moemtn o
1 7,31 d (8,0) 110,22 (CH) 7,32 d (8,0) 110,2
2 723 dd(7.6:16) 127,16 (CH) 7,25  dd(9,0;1,5) 1271
3 128,74 (C) 128,6
4 7,87 dd (1,4; 0,4) 120,22 (CH) 7,89 dl (1,5) 120,2

4a 123,55 (C) 123,4

4b 123,26 (C) 123,1

5 803 ddd(7,6;1,6;0,8) 120,22 (CH) 806  dd(80;0,8)  120,2
6 7,20 ddd(8,0;5,2;3,2) 119,21 (CH) 7,22 ddd(8,0;:3,5:4,5) 119,1
7
8

7,40 m 125,63 (CH) 7,40 m 125,6

7,40 m 110,53 (CH) 7,40 m 110,5

8a 139,83 (C) 139,7
9 793 sl 7,95 sl

9a 137,73 (C) 137,6

3-CH; 2,53 S 21,40 (CH3) 2,55 s 21,4

(a) 400 MHz, CDCls, TMS; (b) 50 MHz, CDCl3; (c) 100 MHz, CDCls.

CH;

FIGURA 3.106 - Estrutura quimica do 3-metil-carbazol Ri-22.
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3.2.2. Identificagao da Substancia Ri-23

A substancia Ri-23 mostrou fluorescéncia sob radiacao UV, coloracéo violeta
guando revelada com vanilina sulfurica e alaranjada quando revelada com reagente
de Dragendorff, indicando tratar-se de um alcaldide.

O espectro de RMN 'H de Ri-23 (Figs. 3.110 e 3.111) apresentou sinais
caracteristicos de esqueleto de alcalbéide carbazol. Os sinais em & 7,91 (d, J = 8,0
Hz); 6 7,37 (d, = 8,0 Hz), 8 7,30 (t, J = 7,5 Hz) e 6 7,17 (t, J = 7,5 Hz) foram
associados a hidrogénios de um anel aromatico orto dissubstituido; o sinal em & 7,94
(sl) associado a um hidrogénio ligado a nitrogénio; o sinal em & 7,67 (s) relacionado
a um hidrogénio de anel aromatico pentassubstituido; um sinal em & 2,33 (s)
associado a um grupo metila ligado a anel aromatico e os sinais em & 6,63 (d,
J=9,7Hz), 55,68 (d, J =9,7 Hz), 56 1,49 (s) sugerem a presenca de um anel (2,2-
dimetilcromeno) fundido ao sistema carbazol. Com os dados obtidos sugeriu-se a
estrutura do alcaldide pirano carbazol girinimbina Ri-23 (Fig. 3.109). A comparacéao
dos dados de RMN 'H de Ri-23 com dados da literatura para o alcaldide pirano
carbazol girinimbina (KONG et al., 1986) confirmaram a estrutura proposta (Tab.
3.31).
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TABELA 3.31 - Comparacéo dos dados de RMN "H (8) do alcaldide pirano carbazol

girinimbina Ri-23 isolado com a literatura.

Girinimbina Ri-23

Hidrogénio ~ Ri23®  Literatura®
4 7,67 (s) 7,66 (s)
5 7,91 (d, J = 8,0 Hz) 7,91 (dl)
6 717 (t, J=7,5Hz) 7,14-7,37 (m)
7 7,30 (t, J = 7,5 Hz) 7,14-7,37 (m)
8 7,37 (d, J = 8,0 Hz) 7,14-7,37 (m)
9 7,86 (sl) 7,83 (sl)
3-CH3 2,33 (s) 2,33(d, J=0,7 Hz)
1 6,63 (d, J = 9,7 Hz) 6,89 (d, J = 9,8 Hz)
2 5,68 (d, J = 9,7 Hz) 5,68 (d, J = 9,8 Hz)
3’-(CHs3)2 1,49 (s) 1,48 (s)

(a) 400 MHz, CDCl3; (b) 250 MHz, CDCl,.

FIGURA 3.111 — Estrutura quimica da girinimbina 23.
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3.2.3. Identificagao das Substancias Ri-24 e Ri-25

A fracdo RMA-1-6-20-p-3-a apresentou-se como um sélido branco amorfo,
onde a analise de CCDA mostrou uma fluorescéncia sob a luz UV e uma mancha
com coloragao violeta apds revelagcdo com vanilina sulfarica, sendo identificado
como uma mistura dos esterdides 7-oxo-estigmasterol Ri-24 e 7-oxo-p-sitosterol Ri-
25 (Fig. 3.112), baseado na analise dos dados de RMN 'H, de "*C, DEPT 135° e
CG/EM.

No espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls, TMS) desta mistura, a presenca
dos 7-oxo-esterdides Ri-24 e Ri-25 (Fig. 3.114), é evidenciada pela presenca de seis
sinais em & 1,20 (s), 4 0,93 (d, J = 6,5 Hz), 5 0,85 (d, J = 7,5 Hz), 6 0,83 (d, J = 6,9
Hz), 6 0,81 (d, J = 6,9 Hz) e 6 0,68 (s), atribuidos a hidrogénios de grupos metila
ligados a carbonos saturados; de grande numero de sinais intensos na regido de &
1,57 — 2,43, atribuidos a varios grupos de hidrogénios metinicos e metilénicos; dos
sinais em ¢ 5,70 (d, J = 1,3 Hz) e & 3,68 (m) relativos aos hidrogénios H-6 e H-3,
respectivamente, que caracterizam o esqueleto esteroidal. As diferengas espectrais
restringem-se essencialmente a cadeia lateral, pela presencga da ligagdo dupla entre
C-22 e C-23 no 7-oxo-estigmasterol Ri-24, e sdo notadas pelas absorgbes dos
hidrogénios vinilicos adicionais em 6 5,02 (dd, J = 15,2 e 8,1 Hz, H-22) e 6 5,17 (dd,
J=15,2 e 8,1 Hz, H-23).

O espectro de RMN "3C (Fig. 3.115, Tab. 3.30) da mistura 7-oxo-esteroidal
apresentou 32 sinais, 0os quais comparados com os sinais do espectro DEPT 135°
(Fig. 3.114) revelou a presenca de 4 carbonos n&o hidrogenados (C), 11 carbonos
metinicos (CH), 11 carbonos metilénicos (CHz) e 6 carbonos metilicos (CHs). O sinal
em o 202,4, referente a um carbono carbonilico de cetona «, B-insaturada C-7; os
sinais em & 165,2 e 6 126,1 caracteristicos da ligagdo dupla entre C-5 e C-6; o sinal
em § 70,5 atribuido ao carbono carbindlico C-3, comuns aos dois esteroides, 7-oxo-
estigmasterol Ri-24 e 7-oxo-B-sitosterol Ri-25; os sinais em & 138,8 e 6 129,5
caracteristicos da ligagao dupla entre C-22 e C-23 do 7-oxo-estigmasterol Ri-24.

A mistura de 7-oxo-esterdides foi submetida a CG/EM para confirmacao das
propostas, onde a analise por CG revelou a presenca de dois componentes na
mistura (Fig. 3.113). Os espectros de massas (Figs. 3.117 e 3.118), mostraram os

picos dos ions moleculares com razdo m/z iguais a 426 e 428 daltons, estando
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compativeis com as férmulas moleculares Cy9H460, do 7-oxo-estigmasterol Ri-24 e
C29H4s0, do 7-oxo-B-sitosterol Ri-25, respectivamente.

As informacdes espectrais estdo de acordo com os dados de 7-oxo-esterdides
ja conhecidos na literatura (UMEYAMA et al., 2000; PETTIT et al., 2000; ULUBELEN
et al., 1994; GRECA et al., 1990), conforme Tabela 3.32 comparativa dos valores de
RMN '3C para os 7-oxo-esterdides Ri-24 e Ri-25 isolados.

TABELA 3.32 - Comparacdo dos dados de RMN 'C (5) para os 7-oxo-estigmasterol

Ri-24 e 7-oxo-B-sitosterol Ri-25 isolados com a literatura.

Padrdo de  7-oxo-estigmasterol Ri-24  7-oxo-B-sitosterol Ri-25

C  Hidrogenacao ™= p.o4®  Literatura® Ri-25®  Literatura®
1 CH, 36,4 36,3 36,4 36,4
2 CH, 31,2 31,2 31,2 31,2
3 CH 70,5 70,5 70,5 70,5
4 CH, 418 418 418 418
5 C 165,2 165,1 165,2 165,2
6 CH 126.1 126.1 126.1 126.0
7 C 202,4 202,2 202,4 202,2
8 CH 458 45 4 45 8 45 4
9 CH 499 499 499 499
10 C 38,3 38,3 38,3 38,3
11 CH; 21.2 21.2 21.2 21.2
12 CH, 38,7 38,6 38,7 39,6
13 C 43 1 43.0 43 1 43 4
14 CH 49.9 50,0 49.9 499
15 CH, 26.3 26.4 26.3 26.4
16 CH, 28,5 29 2 28 5 27 8
17 CH 54.7 54.7 54.7 54,7
18 CHs 12,0 12,2 12,0 12,0
19 CHs 17.3 17.3 17,3 17.3
20 CH 40,3 40,4 36,1 36,1
21 CHs 18,9 21.4 18.9 18,9
22 CH, 1381 139,1 33,9 34,0
23 CH, 129.5 127.2 26.1 26.1
24 CH 54 8 56,1 45 4 459
25 CH 29.2 28.5 29.2 29.2
26 CHs 19,0 19,2 19,0 19,0
27 CHs 19,8 217 19,8 19,9
28 CH, 23 1 28 5 23 1 23 1
29 CHs 12,2 12,6 12,2 12,0

(a) 50 MHz, CDCl3; (b) 100 MHz, CDCl3; (c) 75 MHz, CDCl;
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FIGURA 3.114 - Estruturas quimicas do 7-oxo-estigmasterol Ri-24 e 7-oxo-f3-

sitosterol Ri-25.
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FIGURA 3.115 - Cromatograma da mistura de 7-oxo-estigmasterol Ri-24 e

7-oxo-p-sitosterol Ri-25.
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FIGURA 3.116 - Espectro de RMN '"H da mistura de 7-oxo-estigmasterol Ri-24 e 7-
oxo-B-sitosterol Ri-25 (400 MHz, CDCl3, TMS).
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FIGURA 3.117 - Espectro de RMN '*C da mistura de 7-oxo-estigmasterol Ri-24 e
7-oxo-B-sitosterol Ri-25 (50 MHz, CDCl5).
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FIGURA 3.118 - Espectro DEPT 135° da mistura de 7-oxo-estigmasterol Ri-24 e 7-
oxo-B-sitosterol Ri-25 (50 MHz, CDClIs).
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FIGURA 3.119 - Espectro de massas do 7-oxo-estigmasterol Ri-24 (IE — 70 eV).
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FIGURA 3.120 - Espectro de massas do 7-oxo-f-sitosterol Ri-25 (IE — 70 eV).
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3.2.4. Identificagao da Substancia Ri-26

A substancia Ri-26 apresentou fluorescéncia em CCDA quando submetida a
luz UV, coloracdo marrom escuro quando revelada com vanilina sulfurica, e tornou-
se alaranjada quando revelada com reagente de Dragendorff, indicando tratar-se de
alcaloide.

O espectro de massas da substancia Ri-26 (Fig. 3.120) apresentou o pico do
ion molecular com razdo m/z em 145 [M-1] daltons, indicando a presenca de
nitrogénio na molécula e estando compativel com a formula molecular CgH7NO.

O espectro de RMN 'H de Ri-26 (Fig. 3.121, Tab. 3.31) apresentou sinais
caracteristicos de alcaldides inddlicos. Os sinais de hidrogénios em 6 8,15 (1H, dd, J
=6,0e25Hz),5748 (1H,dd,J=6,0e 2,5Hz), 57,28 (1H,ddd, J=7,5;7,5e 1,5
Hz), 6 7,21 (1H, dd, J = 7,5 e 1,5 Hz) foram relacionados a um anel benzénico orto
dissubstituido do nucleo inddlico; o sinal em & 8,09 (1H, s) foi associado a um
hidrogénio metinico olefinico na posi¢cao 2 e o sinal em 6 9,88 (1H, s) referente a
hidrogénio de aldeido.

O espectro de RMN '®C de Ri-26 (Fig. 3.122) apresentou 9 sinais (Tab. 3.33),
onde a analise comparativa destes dados com a literatura (McKAY et al., 2002)
indicou a presenca de 4 carbonos quaternarios em 6 187,4, 6 138,9, 6 125,7, &
120,1, e 5 carbonos metinicos em 6 139,6, 5 123,6, & 124,9, 6 122,4, e 56 113,1. Além
disso, a comparacado dos deslocamentos em o4 9,88 e 6¢c 187,4, com dados da
literatura (EVIDENTE, 1986; KIM et al., 1997; HU et al., 2002), sugeriu a existéncia
de um grupo formil ligado a um anel aromatico, o que nos permitiu propor a estrutura

do alcal6ide indol-3-carboxaldeido para a substancia Ri-26 (Fig. 3.119).
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TABELA 3.33 — Dados de RMN 'H (200 MHz, CDsOD, TMS, ppm) e RMN *C

(50 MHz, CD30D, ppm) da substancia Ri-26.

Carbono S 3¢
2 8,00 ( s) 139,6 (CH)
3 120,1 (C)
3a 125,7 (C)
4 8,15 (dd, J = 6,0 e 2,5 Hz) 123,6 (CH)
5 7,21 (dd, J=7,5e 1,5 Hz) 124,9 (CH)
6 7,28 (ddd, J=7,5,7,5e 1,5 Hz) 122,4 (CH)
7 7,48 (dd, J = 6,0 e 2,5 Hz) 113,1 (CH)
7a 138,9 (C)
8-CHO 9,88 (s) 187,4 (C)
1
4
5 3a . E\H
. |
7 7a lil
H

FIGURA 3.121 - Estrutura quimica da substancia 26.
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FIGURA 3.123 — Espectro de RMN "H (200 MHz, CDs0D, TMS) da substancia Ri-26.
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FIGURA 3.123 — Espectro de RMN **C (50 MHz, CDs0D) da substancia Ri-26.
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3.2.5. Identificagao das Substancias Ri-27 e Ri-28

A mistura das substancias Ri-27 e Ri-28, apresentou-se como um sdlido
amorfo de coloragao branca. A sua analise em CCDA, mostrou uma fluorescéncia
escura quando submetida a luz UV.

O espectro de RMN 'H (Fig. 3.124) da mistura das substancias Ri-27 e Ri-28,
revelou um padrdo ABX em 6 7,02 (1H, d, J = 1,8 Hz), 6 6,92 (1H, dd, J = 8,2 e 2,0
Hz) e 6 6,75 (1H, d, J = 8,5 Hz) para H-2’, H-6' e H-5 na parte acida ferulica,
respectivamente para a substancia Ri-27; um outro padrdo ABX em 6 7,26 (1H, d, J
= 2,0 Hz), 86,83 (1H, dd, J = 8,2 e 2,0 Hz) € § 6,62 (1H, d, J = 8,5 Hz) para H-2’, H-
6’ e H-5 na parte acida ferulica, respectivamente para a substancia Ri-28. Dois
dubletos em & 7,33 (1H, J = 15,7 Hz) e 6 6,51 (1H, J = 12,5 Hz) associados aos
hidrogénios olefinicos do C-8' do acido ferulico mostrando acoplamentos frans e cis
com os hidrogénios olefinicos em C-7’, os quais apareceram como dois dubletos em
66,30 (1H, J =157 Hz) e 6 5,71 (1H, J = 12,5 Hz) e dois sinais em 6 3,78 (3H, s) e &
3,73 (3H, s), referentes a dois grupos metila ligados a heteroatomos (O ou N) nas
substancias Ri-27 e Ri-28, respectivamente. Um tipico sistema AA'BB’ foi observado
em 6,96 (2H, d, J =8,4 Hz), 5 6,69 (2H, d, J = 8,4 Hz) € § 6,59 (2H, d, J = 8,5 Hz)
para os hidrogénios H-3, 5 e H-2, 6 e dois tripletos acoplados de hidrogénios
metilénicos em 6 3,36 (2H,t,J=7,5Hz)e 62,65 (2H,t,J=7,5Hz), e em 5 3,29 (2H,
t, J=7,5Hz)e 6259 (2H, t, J = 7,5 Hz) para H-8 e H-7, para a parte tiramina das
substancias Ri-27 e Ri-28, respectivamente.

O espectro de RMN "*C (Fig. 3.125), revelou para a mistura das substancias
Ri-27 e Ri-28, respectivamente, 18 sinais. Destes, o sinal em & 169,3 referente ao
carbono carbonilico de amida e o sinal em 8 56,5 relacionado a metoxila aromatica.

Com os dados obtidos, sugeriu-se para as substancias Ri-27 e Ri-28, as
estruturas das amidas N-frans-feruloiltiramina e N-cis-feruloiltiramina (Fig. 3.126),
respectivamente. A confirmacao das estruturas foi realizada através da comparacéao
dos dados de RMN 'H e °C das substancias Ri-27 e Ri-28 com os dados das
amidas N-trans-feruloiltiramina e N-cis-feruloiltiramina encontrados na literatura
(SARKER et al., 2000), descritos nas Tabelas 3.34 e 3.35.
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TABELA 3.34 — Comparagdo dos dados de RMN 'H e "*C (8) da amida N-trans-

feruloiltiramina Ri-27 isolada com a literatura.

N-trans-feruloiltiramina 27

Ri-27 Literatura
O
4@  m (J em Hz) 5c® &4 m(JemHz) 5@
- 1284(C) 1287
2 7,02 d(1,8) 111,6 (CH) 7,12 d(1,7) 112,1
3 149,4 (C) 149,7
4 150,0 (C) 150,2
5’ 6,75 d (8,5) 116,6 (CH) 6,81 d(8,1) 116,9
6’ 6,92 dd(8,2;2,0)0 123,4(CH) 7,02 dd (8,1; 1,7) 123,6
7 6,30 d (15,7) 142,2 (CH) 6,42 d (15,5) 142,4
8’ 7,33 d (15,7) 118,9 (CH) 7,45 d (15,5) 119,2
o’ 169,3 (C)
1 131,4 (C) 131,7
2 6,69 d (8,2) 116,4 (CH) 6,74 d (8,4) 116,7
3 6,96 d (8,4) 130,9 (CH) 7,06 d (8,4) 131,1
4 157,1 (C) 157,3
5 6,96 d (8,2) 130,9 (CH) 7,06 d (8,4) 1311
6 6,69 d (8,2) 116,4 (CH) 6,74 d (8,4) 116,7
7 2,65 t (7,5) 36,0 (CHy) 2,77 t(7,5) 36,2
8 3,36 t (7,5) 42,7 (CHy) 3,48 t (7,5) 42,9
3-OMe 3,78 s 56,5 (CHs) 3,89 S 56,9

(a) 400 MHz, CD30OD; (b) 100 MHz, CDsOD; (c) 500 MHz, CD50D; (d) 125 MHz,
CD;OD.
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TABELA 3.35 — Comparagdo dos dados de RMN '"H e *C (8) da amida N-cis-

feruloiltiramina Ri-28 isolada e com a literatura.

N-cis-feruloiltiramina 28

Ri-28 Literatura
O
4@ m (J em Hz) 5c® 54 m (J em Hz) 5c¥
1 128,4 (C) 128,7
2 7,26 d(1,9) 111,6 (CH) 7,24 d (1,6) 112,1
3 149,4 (C) 149,7
4 150,0 (C) 150,2
5’ 6,62 d (8,5) 116,6 (CH) 6,62 d(8,1) 116,9
6’ 6,83 dd(8,2;2,0) 123,4(CH) 6,81 dd (8,0; 1,6) 123,6
7 5,70 d (12,5) 142,2 (CH) 5,70 d (12,5) 142,4
8’ 6,51 d (12,5) 118,9 (CH) 6,50 d (12,5) 119,2
o’ 169,3 (C)
1 131,4 (C) 131,7
2 6,59 d (8,5) 116,4 (CH) 6,58 d (8,4) 116,7
3 6,96 d (8,4) 130,9 (CH) 6,88 d(8,4) 131,1
4 157,1 (C) 157,3
5 6,96 d (8,4) 130,9 (CH) 6,88 d(8,4) 131,1
6 6,59 d (8,5) 116,4 (CH) 6,58 d (8,4) 116,7
7 2,59 t(7,5) 36,0 (CHy) 2,58 t (7,0) 36,2
8 3,29 t (7,5) 42,7 (CHy) 3,28 t (7,0) 42,9
3-OMe 3,73 s 56,5 (CHs) 3,72 S 56,9

(a) 400 MHz, CD30OD; (b) 100 MHz, CDsOD; (c) 500 MHz, CD50D; (d) 125 MHz,
CD;OD.
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FIGURA 3.124 — Estruturas quimicas das amidas N-trans-feruloiltiramina Ri-27 e N-

cis-feruloiltiramina Ri-28.
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FIGURA 3.126 — Espectro de RMN "*C da mistura das substancias Ri-27 e Ri-28
(100 MHz, CD3s0D).

178



3.2.6. Identificacao das Substancias Ri-29 e Ri-30

A mistura das substancias Ri-29 e Ri-30, apresentou-se como um sdlido
amorfo de coloragao branca. A sua analise em CCDA, mostrou uma fluorescéncia
escura quando submetida a luz UV.

O espectro de RMN 'H (Fig. 3.127) da mistura das substancias Ri-29 e Ri-30,
revelou dois sistemas tipicos AA'BB’ em 6 7,30 (2H, d, J = 8,5 Hz), 5 6,95 (2H, d,
J=8,5Hz), eem 57,27 (2H, d, J = 8,5 Hz), § 6,91 (2H, d, J = 8,5 Hz) para H-2’, H-
6’ e H-3’, H-5" caracteristicos do esqueleto p-cumaroil, para as substancias Ri-29 e
Ri-30, respectivamente; dois outros sistemas AA'BB’ em 4 6,62 (2H, d, J = 8,5 Hz), o
6,69 (2H, d, J = 8,5 Hz) e em § 6,62 (2H, d, J = 8,5 Hz), § 6,69 (2H, d, J = 8,5 Hz)
para H-2, H-6 e H-3, H-5, caracteristicos do esqueleto tiramina, para as substancias
Ri-29 e Ri-30, respectivamente. Dois dubletos em campo baixo em & 7,34 (1H, J =
15,7 Hz) e 6 6,51 (1H, J = 12,5 Hz) associados aos hidrogénios olefinicos do C-8’ do
esqueleto p-cumaroil, mostrando acoplamentos frans e cis com os hidrogénios
olefinicos em C-7’, os quais apareceram como dois dubletos em & 6,28 (1H, J = 15,7
Hz) e & 5,69 (1H, J = 12,5 Hz) nas substancias Ri-29 e Ri-30, respectivamente.
Quatro tripletos acoplados de hidrogénios metilénicos em 6 3,36 (2H,t, J =7,5 Hz) e
52,65 (2H,t,J=75Hz),eem 53,28 2H,t, J=75Hz)e 52,59 (2H, t, J = 7,5 Hz)
para H-8 e H-7, para o esqueleto tiramina das substancias Ri-29 e Ri-30,
respectivamente, tipico de amidas fendlicas.

O espectro de RMN "*C (Fig. 3.128), revelou para a mistura das substancias
Ri-29 e Ri-30, respectivamente, 17 sinais. A comparacado entre os espectros de
RMN *C e DEPT 135° (Fig. 3.129) possibilitou determinar o padrao de hidrogenacéo
dos carbonos, como sendo 2 carbonos metilénicos (CHz), 10 carbonos metinicos
(CH) e 5 carbonos ndo hidrogenados (C). Destes, o sinal em 5 169,3 referente ao
carbono carbonilico de amida e os sinais em & 141,9 e 5 118,3 relacionados a
ligagdo dupla dissubstituida.

Com os dados obtidos sugeriu-se para as substancias Ri-29 e Ri-30, as
estruturas das amidas N-frans-p-cumaroiltiramina e N-cis-p-cumaroiltiramina (Fig.
3.126), respectivamente. A confirmagcao das estruturas foi realizada através da
comparacdo dos dados de RMN 'H e "*C das substancias Ri-29 e Ri-30 com os

dados das amidas N-trans-cumaroiltiramina e N-cis-p-cumaroiltiramina encontrados
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na literatura (RAHMAN et al., 1992; CHEN et al., 1998), descritos nas Tabelas 3.36 e
3.37.

TABELA 3.36 — Comparacdo dos dados de RMN 'H e *C (8) da amida N-trans-p-

cumaroiltiramina Ri-29 isolada com a literatura.

N-trans-p-cumaroiltiramina Ri-29

Ri-29 Literatura
O e EETETETE}R}R}hTETE
4@ m (J em Hz) 5c® 3© m(JemHz)  §©
- 1314@© 133

2 7,30 d (8,5) 116,8 (CH) 7,38 d (8,6) 116,9
3 6,95 d (8,5) 130,7 (CH) 7,05 d (8,6) 130,7
4 156,9 (C) 156,9

6,95 d (8,5) 130,7 (CH) 7,05 d (8,6) 130,7

7,30 d (8,5) 116,8 (CH) 7,38 d (8,6) 116,9
7 6,28 d (15,7) 118,5 (CH) 6,36 d (15,7) 118,3
8’ 7,34 d (15,7) 141,8 (CH) 7,44 d (15,7) 141,8
o’ 169,3 (C)
1 127,8 (C) 127,5
2 6,62 d (8,5) 116,3 (CH) 6,71 d (8,6) 116,2
3 6,69 d (8,5) 130,5 (CH) 6,78 d (8,6) 130,5
4 156,9 (C) 156,9
5 6,69 d (8,5) 130,5 (CH) 6,78 d (8,6) 130,5
6 6,62 d (8,2) 116,3 (CH) 6,71 d (8,6) 116,2
7 2,65 t(7,5) 35,8 (CHy) 2,78 t (7,6) 35,8
8 3,36 t(7,5) 42,5 (CHy) 3,45 t (7,6) 42,5

(a) 400 MHz, CD30D; (b) 100 MHz, CDs0OD; (c) 400 MHz, CDCls; (d) 100 MHz,
CDCls.
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TABELA 3.37 — Comparacdo dos dados de RMN 'H e "*C (8) da amida N-cis-p-

cumaroiltiramina Ri-30 isolada com a literatura.

N-cis-p-cumaroiltiramina Ri-30

Ri-30 Literatura
o
4@ m (J em Hz) 5c® N m (J em Hz) 8¢
314 133

2 7,27 d (8,5) 116,8 (CH) 7,24 d (8,4) 116,9
3 6,91 d (8,5) 130,7 (CH) 7,05 d (8,6) 130,7
4 156,9 (C) 156,9
5’ 6,91 d (8,5) 130,7 (CH) 7,05 d (8,6) 130,7
6’ 7,27 d (8,5) 116,8 (CH) 7,38 d (8,6) 116,9
7 5,69 d (12,5) 118,5 (CH) 5,70 d (12,5) 118,3
8’ 6,51 d (12,5) 141,8 (CH) 6,50 d (12,5) 141,8
o’ 169,3 (C)
1 127,8 (C) 127,5
2 6,62 d (8,5) 130,5 (CH) 6,58 d(8,4) 130,5
3 6,69 d (8,5) 116,3 (CH) 6,88 d(8,4) 116,2
4 156,9 (C) 156,9
5 6,69 d (8,5) 116,3 (CH) 6,88 d(8,4) 116,2
6 6,62 d (8,5) 130,5 (CH) 6,58 d(8,4) 130,5
7 2,59 t (7,5) 35,5 (CHy) 2,58 t (7,0) 35,8
8 3,28 t (7,5) 42,2 (CHy) 3,28 t (7,0) 42,5

(a) 400 MHz, CD30OD; (b) 100 MHz, CD3;OD; (c) 400 MHz, CDCls; (d) 100 MHz,
CDCls.
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FIGURA 3.127 — Estruturas quimicas das amidas N-frans-p-cumaroiltiramina Ri-29 e

N-cis-p-cumaroiltiramina Ri-30.
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3.3. Atividade tripanocida dos extratos brutos e substancias puras

sobre a forma tripomastigota de T. cruzi

A analise dos testes dos extratos brutos das folhas de Galipea bracteata e
dos galhos de Ravenia infelix, mostra de uma forma generalizada uma baixa
atividade dos extratos no modelo testado, com excecéo do extrato GbFE (extrato em
éter de petrdleo das folhas de Galipea bracteata), que apresentou uma % de lise
parasitaria de 100% (Tab. 3.38). Todas as substéncias isoladas das fra¢cdes dos
extratos de G. bracteata e R. infelix foram testadas, onde também de uma forma
generalizada, apresentaram uma baixa atividade bioldgica (Tab. 3.39). Entretanto, a
substancia Gb-8-9 apresentou a melhor atividade tripanocida sobre as formas
tripomastigotas de T. cruzi (95% de lise do parasita a 500 ug/mL), mas também

apresentou 100% de lise das hemacias.

TABELA 3.38 — Resultados dos ensaios bioldgicos “in vitro” dos extratos brutos de

Galipea bracteata e Ravenia infelix sobre a forma tripomastigota de

T. cruzi.
Solvente de % de lise
Espécie Parte da planta extragao Sigla parasitaria
" Galipea bracteata ~ Folhas ~ Eterde petrdleo ~ GbFE  100,0
Galipea bracteata Folhas Diclorometano GbFD 35,2
Galipea bracteata Folhas Metanol GbFM 34,1
Ravenia infelix Galhos Metanol RiGM 45,4
Ravenia infelix Galhos Diclorometano RiGDM 36,7
Ravenia infelix Galhos Acetato de etila RiGAM 59
Ravenia infelix Galhos Hidroalcodlico RiGHAM 10,9
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TABELA 3.39 — Atividade tripanocida das substancias isoladas de Galipea bracteata

e Ravenia infelix sobre a forma tripomastigota de T. cruzi.

Concentragao Lise

Substancias mg/mL %
0,100 7,57

Gb-9-1 0,250 7,57
0,500 12,12

0,100 6,06

Gb-6-2 0,250 6,06
0,500 15,15
0,100 20,27
Gb-9-3 0,250 31,95
0,500 43,64
0,100 25,09
Gb-9-4 + Gb-9-5 0,250 25,77
0,500 38,83
0,100 19,10
Gb-9-6 + Gb-9-7 + Gb-9-8 0,250 20,90
0,500 40,0

0,100 7,57
Gb-8-9 0,250 26,77
0,500 95,0

0,100 6,06
Gb-8-10 0,250 21,21
0,500 22,22

0,100 5,56
Gb-10-11 0,250 22,22
0,500 46,46
0,100 13,75
Gb-10-11 + Gb-10-12 0,250 46,05
0,500 70,79

0,100 2,41
Gb-10-13 0,250 12,03
0,500 21,64

0,100 9,53
Gb-15-14 0,250 12,44
0,500 19,16
0,100 15,52
Gb-18-15 0,250 19,25
0,500 21,72
0,100 10,65
Gb-19-16 + Gb-19-17 0,250 29,21
0,500 28,51

0,100 2,06
Gb-20-18 0,250 14,43
0,500 18,90

0,100 2,01

Gb-5/6-19 0,250 3,41
0,500 10,12
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0,100 15,15
Gb-5/6-20 0,250 12,12
0,500 20,21

0,100 7,49

Gb-5/6-21 0,250 8,51
0,500 13,21
0,100 12,97
Ri-22 0,250 23,66
0,500 31,29

0,100 3,49

Ri-23 0,250 6,32
0,500 7,27

0,100 3,44

Ri-24 + Ri-25 0,250 8,93
0,500 17,52
0,100 14,09
Ri-26 0,250 14,09
0,500 17,53

0,100 6,13

Ri-27 + Ri-28 0,250 8,33
0,500 9,25

0,100 4,81

Ri-29 + Ri-30 0,250 5,15
0,500 10,30
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3.4. Atividade tripanocida das substancias puras na inibicao da
atividade da enzima TcGAPDH

De acordo com a tabela 3.40, nenhuma substancia testada apresentou
atividade tripanocida, através da inibicdo da atividade da enzima TcGAPDH.
Algumas substancias ndo foram testadas por ndo haver quantidade suficiente de

material.

TABELA 3.40 — Atividade tipanocida das substancias isoladas de G. bracteata e R.

infelix na inibicado da atividade da enzima GAPDH de T. cruzi.

Concentragao Inibicao da Enzima

Substancias (ng/mL) (%)
Gb-9-1 100 8,2
Gb-6-2 100 5,6
Gb-9-3 - NT

Gb-9-4 + Gb-9-5 - NT
Gb-9-6 + Gb-9-7 + Gb-9-8 100 13,1
Gb-8-9 100 2,8
Gb-8-10 100 5,2
Gb-10-11 100 6,7
Gb-10-11 + Gb-10-12 100 7,3
Gb-10-13 - NT
Gb-15-14 100 9,3
Gb-18-15 - NT
Gb-19-16 + Gb-19-17 - NT
Gb-20-18 - NT
Gb-5/6-19 - NT
Gb-5/6-20 100 3,8
Gb-5/6-21 - NT
Ri-22 100 10,3
Ri-23 - NT
Ri-24 + Ri-25 100 3,5
Ri-26 100 2,1
Ri-27 + Ri-28 100 53

Ri-29 + Ri-30 100 2,5
NT — Nao Testada
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3.5. Atividade leishmanicida das substancias puras na inibicao da

atividade da enzima APRT de Leishmania tarantolae

De acordo com a tabela 3.41, nenhuma substancia testada apresentou

atividade leishmanicida, através da inibicdo da atividade da enzima APRT. Algumas

substancias nao foram testadas por ndo haver quantidade suficiente de material.

TABELA 3.41 — Atividade leishmanicida das substancias isoladas de G. bracteata e

R. infelix na inibigdo da atividade da enzima APRT de L. tarantolae.

Concentragao Inibicao da Enzima

Substancias (ng/mL) (%)
Gb-9-1 50 8,9

25 3,2
Gb-6-2 50 41,9
25 34,6

Gb-9-3 - NT
Gb-9-4 + Gb-9-5 - NT
Gb-9-6 + Gb-9-7 + Gb-9-8 50 3,2
Gb-8-9 50 15,3

25 19,1

Gb-8-10 50 71
Gb-10-11 50 7,7

25 3,9

Gb-10-11 + Gb-10-12 50 5,6
Gb-10-13 - NT
Gb-15-14 50 7,3
Gb-18-15 - NT
Gb-19-16 + Gb-19-17 - NT
Gb-20-18 - NT
Gb-5/6-19 - NT
Gb-5/6-20 50 20,6
Gb-5/6-21 - NT
Ri-22 50 31,8

Ri-23 - NT

Ri-24 + Ri-25 50 7,11
Ri-26 50 5,03
Ri-27 + Ri-28 50 6,90
Ri-29 + Ri-30 50 3,30

NT — Nao Testada
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5. CONCLUSOES

v O estudo fitoquimico das folhas de Galipea bracteata levou ao isolamento de
seis alcaldides quinolinicos ja descritos: 2-(3’,4’-metilenodioxifeniletil)quinolina,
2-n-pentil-4-metoxiquinolina, 2-n-heptil-4-metoxiquinolina, 2-(3,4-
metilenodioxifeniletil)-4-metoxiquinolina,  2-n-propil-4-metoxiquinolina,  2-n-
pentilquinolina e sete alcaldides quinolinicos que estdo sendo descritos pela
primeira vez na literatura: 2-(propan-1’-ona)-4-metoxiquinolina, 2-(1’,2’-trans-
epoxipentil)-4-metoxiquinolina, 2-(1’,2’-trans-epoxipentil)quinolina, 2-(1',2’-trans-
epoxipropil)-4-metoxiquinolina, 2-(propan-1’-ona)quinolina, 2-(pentan-1’-ona)-4-
metoxiquinolina e 2-(pentan-1’-ona)quinolina; mistura dos esterdides
campesterol, estigmasterol e B-sitosterol, um alcaléide furoquinolinico evolitrina,
uma mistura de alcaldides seco furoquinolinicos E e Z-rhoifolinato de dimetila, o
triterpeno pentaciclico arborinol e o norsesquiterpeno 3,5-diidromegastigma-
6,7-dieno-9-ona;

v O estudo fitoquimico dos galhos de R. infelix resultou no isolamento dos
alcaléides carbazdis: 3-metilcarbazol e girinimbina, os esterdides: 7-oxo-
estigmasterol e 7-oxo-B-sitosterol, o indol: indol-3-carboxaldeido e misturas das
amidas N-trans e N-cis-feruloiltiramina e N-trans-p e N-cis-p-cumaroiltiramina,
todos inéditos para o género;

v Nenhuma substancia isolada apresentou atividade tripanocida nos modelos
experimentais “in vitro” sobre a forma tripomastigota de T. cruzi e inibigdo
enzimatica sobre a Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase de T. cruzi
(TcGAPDH);

v Nenhuma substancia isolada apresentou atividade leishmanicida no modelo
experimental de inibicdo enzimatica “in vitro” sobre a APRT (Adenina-

fosforribosil-transferase) de Leishmania tarantolae.
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