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RESUMO

INACIO, Marcia Verdnica de Souza; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense; janeiro de 2007; Modificagbes Estruturais e Avaliagdo da Citotoxicidade
de Rotendides Isolados e Modificados da Espécie Derris Urucu; Orientadora: Leda
Mathias; Co-Orientador Carlos Roberto Ribeiro Matos

O presente trabalho relata o estudo fitoquimico realizado em raizes da espécie Derris
urucu (Fabaceae). A importancia das plantas desse género deve-se ao fato das
mesmas produzirem uma classe de substancias isoflavondidicas relacionadas a
rotenona que possui atividade piscicida e inseticida. A partir desses estudos foram
propostas algumas modificagdes estruturais nos rotendides obtidos: rotenona e
mistura binaria 6a,12a- desidrorotenona e 6a,12a-desidrodeguelina, visando relacionar
a citotoxicidade com a estruturas de rotendides naturais e dos modificados
quimicamente frente as larvas de Artemia salina. Foram realizadas duas reacdes de
reducao, hidrogenacao catalitica e epoxidagdo com a rotenona. Com a mistura
binaria de 6a,12a-desidrorotenona e 6a,12a-desidrodeguelina foi realizada reacéo de
oxidagao.

A determinacao das substancias foi realizada através da obtencao e interpretacdo de
espectros na regidao do infravermelho (IV), espectros de ressonancia magnética
nuclear de '"H e C (RMN) a uma (1D) e duas (2D) dimensbes e através de

informagdes fornecidas pelo espectro de massas (EM) e dados da literatura.
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ABSTRACT

INACIO, Marcia Verdnica de Souza; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense; janeiro de 2007; Avaliacdo da Atividade Citotdxica de Rotendides
Isolados e Modificados da Espécie Derris Urucu; Orientadora: Leda Mathias; Co-
Orientador Carlos Roberto Ribeiro Matos

The present work tells the phytochemistry study carried through in roots of the Derris
urucu species (Fabaceae). The importance of the plants of this sort must it the fact of
the same ones are produced a isoflavonoids substance related to rotenone that it
holds piscicide and insecticidal activity. From these studies some structural
modifications in rotenoids had been proposals gotten: rotenone and binary mixture of
6a,12a- dehydrorotenone and 6a,12a-dehydrodeguelin, aiming at chemically to relate
the cytotoxicity with the natural structures of rotenoids and modified the front to the
larvae of Artemia salina. Two reactions of reduction, catalytic hydrogenation and
epoxidation with rotenone had been carried through. With the binary mixture of 6a,
12a- dehydrorotenone and 6a,12a-dehydrodeguelin was carried through oxidation
reaction. The determination of substances was carried through the attainment and
interpretation of specters in the region of the infrared ray (IV), of nuclear magnetic
resonance spectra of 'H and *C (RMN) to one (1D) and two (2 D) dimensions and

through information supplied for the masss spectra (MS) and data of literature.



CAPITULO 1.0

INTRODUGAO

Desde as civilizagdes mais antigas, as plantas medicinais sdo usadas pelas
mais distintas culturas, em todas as regides do planeta. Com o decorrer dos anos
esse uso foi cada vez mais se intensificando, e devido a esse fato durante séculos
as plantas medicinais constituiram a base da terapéutica (SCHENKEL,1985).

Com a evolucao da quimica, a partir do século XIX, modificou-se a forma de
utilizagdo das plantas, e do uso direto destas e seus preparados, passou-se a utilizar
as substancias nelas contidas, chegando-se a sintese das substancias ativas
isoladas; e como consequéncia, relegou-se ao segundo plano a utilizagdo da planta
in natura (NEVES, 1998).

Até a década de 40, ocorreu uma predominancia no uso de produtos de
origem vegetal. Houve entdo, a utilizacdo intensa de inseticidas derivados de
produtos naturais. Com o surgimento dos inseticidas sintéticos, obtidos como
subprodutos de pesquisa de agentes quimicos biocidas durante a segunda grande
guerra mundial, por serem mais potentes que os naturais, acabaram por
praticamente substitui-los por completo. Atualmente, com o aumento no padrao de
exigéncia das populagdes no que diz respeito a conscientizagao ecoldgica, ressurge
o interesse na utilizagao de defensivos naturais e ndo poluentes.

Assim sendo, a utilizagdo de plantas medicinais vem atingindo um publico
cada vez maior, e o principal fator a contribuir para o crescimento dessa pratica
terapéutica consiste no desenvolvimento de estudos quimicos, biolégicos e/ou
farmacolégicos que comprovam a eficacia dessas plantas. No Brasil, com 30% das
florestas tropicais do planeta, existem entre 40 a 200 mil espécies vegetais, das
quais em torno de 10 mil sdo medicinais (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998). Fato
esse, que reflete a disponibilidade de matéria-prima para o desenvolvimento da
pesquisa no pais, bem como representa também esperanga concreta para a cura de
muitos males. Em outro contexto, o estudo dos produtos naturais justifica-se ndo so
pela importdncia que assume na descoberta de novas substancias naturais

bioativas, produzidas pelo metabolismo secundario, como também pela significativa



contribuigcdo para organizagdo dos vegetais em classes segundo sua composi¢cao
quimica (FERRACIN,1992).

Nos ultimos anos, as substancias naturais bioativas, produzidas pelo
metabolismo secundario ganharam uma importancia expressiva e atualmente cerca
de 50.000 metabdlitos secundarios isolados de angiospermas tiveram sua estrutura
elucidada quimicamente, gracas ao avango e modernizagdo das técnicas de
isolamento e determinacgao estrutural.

Outro aspecto importante dentro da quimica de produtos naturais € a
enorme diversidade molecular de padrdes estruturais que se encontram nas distintas

classes de produtos naturais, como flavondides, rotendides, isoflavondides,

ligninas, neoligninas, terpenos, cumarinas, furocumarinas, quinonas, alcaldides,
entre outras, que representam fontes inesgotaveis de modelos originais que
possibilitam sua utilizagdo como matérias-primas na sintese de substancias
bioativas. As modificacbes efetuadas na estrutura destas substancias naturais
constituem uma das estratégias para a manipulagdo do potencial biolégico de uma
determinada molécula.

Para auxiliar na avaliagcdo do potencial biolégico, o uso de bioensaios de
citotoxicidade, pode representar uma ferramenta importante no que diz respeito a
bioatividade das substancias. Nesse contexto, o bioensaio de citotoxicidade frente
as larvas de Artemia salina representa uma boa opgéao por tratar-se de um bioensaio
de baixo custo, rapido e simples para determinagao da DLs, (ug/mL) de substancias
puras e extratos brutos (McLAUGHLIN et al.,1982). O ensaio de letalidade de
organismos simples, como o microcrustaceo marinho Artemia salina Leach, permite
a avaliagao da toxicidade geral e é considerado um bioensaio preliminar no estudo
de extratos e metabdlitos especiais com potencial atividade biolégica (MEYER, et al.
1982).

Existem relatos na literatura que correlacionam a citotoxicidade frente as
larvas de A. salina com atividades antifungicas, viruscida, antimicrobiana (MACRAE
et al.,1998) parasiticida (SAHPAZ et al.,1994), tripanossomicida (ZANI et al., 1995) e
antitumoral (CITO et al.,2003). McLaughlin e colaboradores com o intuito de obter
substancias anticancerigenas tém utilizado este bioensaio na avaliacdo de extratos
de plantas com potencial antitumoral, onde fracdes ativas testadas em diferentes

culturas de células tumorais tém demonstrado uma boa correlagao.



CAPITULO 2.0

REVISAO DE LITERATURA

2.1 - UTILIZAGAO DE INSETICIDAS NO COMBATE A PRAGAS

Em geral a utilizac&o de inseticidas no combate a pragas pode ser dividida em

quatro periodos distintos:

a) A PRIMEIRA FASE DO SECULO XX

Na primeira metade do século XX, imperava a utilizagdo dos inseticidas
naturais tanto de origem organica como inorganica.

Dentre os inorganicos os mais usados foram o arseniato de calcio e de
chumbo, derivado de cobre, enxofre em pé ou na forma de varios sulfatos, cal,
fluorsilicato de bario, aménioselenosulfito de potassio “cryolite” e 6leos minerais
derivados de petroleo. Entre estes, os inseticidas a base de arsénio foram os que
apresentaram maior impacto ambiental e prejuizos a saude humana.

Quanto aos organicos, estes podem ser divididos em:

1. Organicos sintéticos, onde os mais utilizados foram os tiocianatos,
acido hidrocianico, brometo de metila, dicloroetileno, 6xido de etileno,

tartaratos, dinitrocresodis e dinitro-cicloexilfendis.

II. Organicos naturais, onde os mais utilizados foram os alcalbides
(nicotina, nornicotina e anabasina (Figura 1, p. 4), piretroides (piretrina
e aletrina) (Figura 2, p. 6) e rotendides (rotenona, toxicarol,
desidrorrotenona, rotoxenona e desidrodeguelina (Figura 1, p. 4),
seguidos em menor escala dos quassindides (quassina), rianodina e

sabadilla, veratridina e cevadina (Figura 3, p. 7).
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Figura 1- Alguns exemplos de inseticidas naturais utilizados na primeira metade do

século XX

A nicotina foi utilizada pela primeira vez como inseticida na Francga no final do
século XVIlI sob a forma de lavagem de fumo. O isolamento da substéncia pura
(alcaldide) e seu emprego como inseticida em larga escala data de 1928, e sua
sintese de 1904. A nicotina ocorre em aproximadamente 15 espécies de plantas do
género Nicotiana (Solanaceae), sendo que as espécies mais utilizadas como
inseticidas sdo a N. tabacum e N. rustica. Além da nicotina essas espécies
apresentam outros alcaléides como a nicotimina, nornicotina, anabasina onde a

nicotina representa cerca de 97% da fragao alcaloidica total. A atividade inseticida,



fica restrita a nicotina, nornicotina e anabasina (Figura1, p. 4) (MARICONI,1981;
SHMELTZ,1971).

O Piretro também conhecido como p6 da Pérsia, teve sua primeira utilizagao
no século XVIl nas regides do Caucaso e norte do Ira. Originalmente o piretro foi
extraido da trituragdo de flores de algumas espécies do género Chrysanthemum
(Asteraceae). A grande vantagem, que impulsionou sua utilizagdo e pesquisa, € a
baixa toxicidade dos piretréides para mamiferos, ao contrario do que se observa
com relagdo aos insetos (BOYCE,1974). As principais espécies, produtoras de
piretro sdo C. cinerariaefolium e C. coccineum. As flores podem conter de 0,7 a 3%
de principio ativo piretrinas (MARICONI,1977).

O Piretro é vendido sob a forma de p6 e de extrato bruto que é constituido de
quatro substancias inseticidas: piretrina |, piretrina Il, cinerina | e cinerina Il. As
cinerinas sao mais estaveis que as piretrinas enquanto que a piretrina | e cinerina |
sao mais tdxicas que a piretrina Il e cinerina Il (Figura 2 p. 6); (MARICONI, 1977).

De um modo geral, as piretrinas sao mais toxicas para os insetos que a
nicotina. Entretanto, as piretrinas tém contra si diversos fatores: sdo caras;
decompdem-se muito rapidamente, apds a sua aplicagdo nas plantas, ou quando
exposta ao ar. A baixa toxicidade das piretrinas para mamiferos e a sua alta
toxicidade para insetos impulsionaram a utilizagdo dessas substancias até os dias
atuais. O inseticida pode ser encontrado em formulagbes que vao desde liquidos,
aerossois e cartuchos empregados em dispositivos elétricos (MARICONI, 1977).

Dentre as sintéticas tem-se a aletrina, resmetrina e os derivados né&o
ciclopropanicos, onde se destaca principalmente a deltametrina, o fenvalerato e o

esfenvalerato (Figura 2, p. 6).
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Figura 2 - Piretroides naturais e sintéticos

Quassina é um alcaldide isolado da espécie Quassia amara (Meliaceae) muito
utilizado como inseticida natural, tanto para produtos armazenados quanto para
pragas que infectam animais e plantas. A utilizagdo da quassina como inseticida
teve inicio no final do século XVIlI. Embora sua principal fonte de ocorréncia seja a
Q. amara, espécies dos géneros Aeschion, Picrasma e Ailantes, existentes na
América Central, do Norte e india também foram utilizadas por suas propriedades
inseticidas (CROSBY,1971).

A rianodina (Figura 3, p. 7) € um alcaldide encontrado em galhos e raizes de
plantas do género Ryania. A substancia ativa é obtida principalmente da espécie
Ryania speciosa (Flacourtiaceae), cujos galhos e raizes contém de 0,16 a 0,2% de

rianodina que apresenta toxicidade para Musca domestica (mosca domeéstica)



(MARICONI, 1977). Este alcaloide também pode ser encontrado nas espécies R.
acuminata, R. sagotiana e R. subtiflora. A utilizagdo desse principio ativo € limitado
devido ao alto custo e toxicidade.

A sabadilha é um inseticida natural encontrado em sementes da espécie
Schoenocaulon officinale (Liliaceae). Planta conhecida como fonte de alcaldides
veratrinicos e utilizada desde 1500 pelos indios americanos como p6 inseticida (p6
das sementes). Os principais alcaléides sao a veratridina e cevadina (Figura 3, p. 7)
na proporgao de 10 e 13 % respectivamente, sendo que a cevadina € o mais toxico
(MARICONI, 1963).

A sabadilha é menos toxica para animais de sangue quente, que a rotenona.

Seu efeito residual € mais longo que o do piretro e da rotenona (MARICONI,1963).

OMe

Quassina

HO,
2

Veratridina, R= 3,4-(CH;0),PhCO
| Hom, Cevadina, R=CH3;CH=C(CH,)CO

OH

Rianodina

Figura 3 - Inseticidas naturais: quassina, rianodina, sabadilha e veratridina

A rotenona foi utilizada pela primeira vez como inseticida em 1948 na
Malasia. Juntamente com os piretréides, os rotendides ja foram objeto de largo

comércio, os Estados Unidos, por exemplo, importavam do Peru e do Brasil grandes



quantidades de raizes de Derris. No estado do Para existiam cerca de 40 industrias
de moagem de raizes de Derris. As raizes eram moidas e submetidas a extragao
com CCl,. A fracdo bruta obtida era entdo emulsificada com tensoativos ou diluida
com querosene para posterior aplicacédo (JONES,1931).

A rotenona foi isolada pela primeira vez na forma cristalina por Geoffroy
(1896) em 1892 quando comegou a pesquisar a espécie Lonchocarpus nicou (planta
originaria da Guiana Francesa). A substancia foi denominada de “nicoulina”. Lenz
(1911) isolou a mesma substancia de Derris elliptica e denominou de “derrina” ou
“tubatoxina”. Em 1912 K. Nagai a isolou das raizes de D. chinensis e deu-lhe o0 nome
atual, “rotenona”, derivado de “roh-ten” denominacao local da planta.

A rotenona se decompde por exposi¢cao a luz e ao calor, originando como
produto de oxidagdo a 6a,12a-desidrorrotenona (Figura 1, p.4), que n&o apresenta
acao inseticida marcante. Consequentemente seu efeito sobre a superficie das
plantas permanece por poucos dias. Ela ndo é téxica para insetos ortopteros, porém
é eficiente para hemipteros, lepidopteros e coledpteros parasitas de plantas e

animais como a sarna de ovinos (WILLE, et al, 1939).

b) A SEGUNDA FASE DO SECULO XX

Logo apds o término da Segunda Guerra, ocorreu um aumento na sintese e
consumo de inseticidas sintéticos, e neste periodo os inseticidas naturais foram
guase que esquecidos.

Nesta fase as industrias quimicas realizaram grandes nego6cios com o
surgimento dos inseticidas clorados. O diclorodifeniltricloroetano (DDT) (Figura 4 p.
9) surge como precursor desses inseticidas devido a sua alta toxicidade contra
insetos, alta persisténcia e baixa seletividade, propriedades estas consideradas
vantajosas na época. Durante muito tempo este inseticida foi considerado o mais
eficaz no combate as pragas agricolas. Posteriormente vieram o hexaclorobenzeno
(BHC), Heptaclor (inseticida de contato) (Figura 4, p. 9) e logo a seguir foi
introduzido o conceito de inseticidas sistémicos, isto é, aqueles que circulam na
seiva da planta, combatendo insetos sugadores, como percevejos e cigarrinhas.
Desta classe de inseticidas os produtos sintéticos que mais se destacaram na época

foram: Aldrin, Dieldrin e Clordano (Figura 4, p. 9).



Para aumentar as opg¢des de uso e devido a algumas restricbes de uso aos

inseticidas clorados, foram langados os organofosforados bem mais potentes e

toxicos, onde podemos citar o Paration e o Malation (Figura 4, p.9).
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Figura 4- Alguns exemplos de inseticidas sintéticos utilizados na segunda metade

do século XX

c) TERCEIRA FASE: DECADAS DE 50 A 70
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Neste terceiro periodo de importancia, logo apdés o término da Segunda
Guerra, ocorreu uma verdadeira explosdo tanto na sintese como na utilizacdo de
inseticidas sintéticos e nesta fase os inseticidas de origem natural foram colocados
de lado.

O declinio desta fase surgiu por dois motivos principais. O primeiro foi a
capacidade de adaptacao da natureza em relacdo a mesma sistematica de controle
de insetos imposta pelo homem, ou seja, o uso alternado e as vezes concomitante
dos inseticidas clorados e fosforados de forma indiscriminada, gerando um processo
de selecao natural, onde sobreviviam os insetos mais resistentes e sua reproduciao
obrigava a criacdo de novos inseticidas mais eficientes, e por vezes, mais nocivos
ao ambiente.

O segundo motivo foi que alertados por trabalhos como o de Rachel Carson
no seu livro Silent Spring (1962), o homem comecou a refletir sobre a relagdo inseto-
planta, e desta forma passou-se a respeitar um pouco mais os mecanismos naturais
de adaptacdo. E bom salientar que essa reflexdo nao foi puramente ecoldgica, mas
o homem observou que era necessario ser mais objetivo no que diz respeito ao
controle de pragas, pois a simples inser¢ao de novos agentes cada vez mais toxicos
nao garantiria o controle a médio e curto prazo e ainda tornava crescente a poluigao
ambiental.

Apds as décadas de 50-60, ocorreu uma mudanca na mentalidade humana,
pois passou a existir uma crescente preocupagdao com o ambiente, e este fato
deixou de ser apenas uma questao filoséfica. Dando espago ao que chamamos hoje
em dia de ecologia.

Os inseticidas sintéticos passaram a ser desenvolvidos com o objetivo de
serem mais seletivos, atuando em pragas especificas e nao destruindo os
predadores naturais dos insetos alvos. Um inseticida biodegradavel passou a ser
uma caracteristica almejada para que o ambiente ndo sofresse com o acumulo de
substancias toxicas, ja que a persisténcia agora ja ndo representava uma vantagem.

Portanto, melhor seria diminuir a populagao de insetos alvos no periodo de maior

incidéncia, a erradica-los e promover uma maior contaminagéo ambiental.

d) QUARTA FASE: DECADA DE 70 ATE OS DIAS ATUAIS
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Principais fatos ocorridos nesse periodo: mudancga radical da mentalidade,
preocupacao com preservacdo do meio ambiente, surgimento de novos conceitos
visando a busca de seletividade, biodegradabilidade e a utilizacdo de métodos
alternativos de combate a insetos, tais como: uso de feromdnios, combate integrado
com inimigos naturais, produtos naturais insetifugos e fagorrepelentes, mutacoes
induzidas (esterilidade), horménios e estratégias (armadilhas quimicas) que
busquem o equilibrio do ecossistema.

Uma das estratégias investigada € o emprego de hormodnios, utilizados no
controle por comportamento, onde sao usados os hormdnios enddcrinos tais como;
horménio juvenil (JH) e o ecdisénico (Figura 5, p.11) os quais regulam o
desenvolvimento e metamorfose dos insetos. O hormdnio juvenil retarda o
desenvolvimento e o horménio ecdisGnico acelera. Assim, sua sintese para
aplicacdo como método de controle tem sido bastante difundida, apresentando como
grande vantagem a dificuldade para o desenvolvimento de populagdes resistentes,
pois os insetos dificilmente adquirem resisténcia a seu proprio horménio (GALLO, et
al, 2002).

Um dos componentes do horménio juvenil de Cecropia (Saturniidae) foi
isolado, sintetizado e testado contra insetos. A substancia agia por contato e
indiscriminadamente, isto é, matando insetos que atuavam como pragas e também
seus inimigos naturais (GALLO,1978).

Me a- ecdisona R=H

= = CoMe B-ecdisona R = OH
o
R R’ R
JHO R=R=R"=E HO,
JH 1 R=R=EtR"=Me
JH I R=R=Me, R" =Et
JH Il R=R’=R" =Me

HO

Figura 5- Estruturas dos horménios juvenilizantes e ecdisonas

A descoberta dos efeitos analogos do hormdnio juvenil contra insetos ocorreu

casualmente quando se verificou o efeito de terpenos (metropreno, hidropreno e
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quinopreno) (Figura 6, p.12) presentes no balsamo de abeto sobre o percevejo
Pyrrhocoris apterus. Essas substancias, conhecidas como juvendides, simulam o
mesmo efeito dos hormdnios juvenis biossintetizados pelos insetos (GALLO, et al,
2002). O metropreno faz parte de uma geragéo de inseticidas modernos, conhecida
como juvenoides e age contra larvas de pernilongos e insetos voadores de diversas
ordens (Diptera, Lepdoptera, Coleoptera, Siphonaptera e Hymenoptera)
(GALLO,1978). Quinopreno ¢é utilizado no controle de afideos e moscas brancas. O
hidropreno interfere diretamente sobre a ecdise dos insetos sendo eficiente no
controle de insetos de espécies das ordens Lepdoptera, Coledptera, homédptera e
Blattodea (GALLO, 1978).

wo)\ Mo/\

Metropreno Quinopreno

)\/\/k/\/wj\o/\

Hidropreno

Figura 6- Estruturas dos horménios juvendides

O horménio p-ecdisona foi isolado de pupas de bicho da seda localizadas nas
folhas de Taxus bacata. Esse hormbnio age estimulando a metamorfose de larvas,
um efeito oposto a atividade do hormdnio juvenil. Para estimular a metamorfose de
um inseto sdo necessarias concentragdes extremamente baixas de ecdisona
(BUTENANDT, et al, 1965).

Outra estratégia de controle de insetos é a utilizacdo de outros grupos
modernos de substéncias que s&o os anti-horménios do hormoénio juvenil. As
substancias precoceno | e Il (Figura 7, p.13) sdo responsaveis pela inibicdo da
metamorfose em larvas de insetos (PRATT & BOWERS, 1977).

Precocenol R=H
Precoceno Il R =0Me

R
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Figura 7- Antagonistas de horménios juvenilizantes

Outra alternativa usada no controle de insetos € a utilizacdo de horménios de
ovoposi¢ao. Esses hormonios agem impedindo a ovoposigao e consequentemente o
crescimento da populacédo de pragas (VENDRAMIM & CASTIGLIONI, 2001).
Estudos relatam que fatores quimicos influenciam na ovoposicdo de fémeas de
varias espécies de mosquitos. Por exemplo, fémeas gravidas de Aedes aegypti
mostraram-se sensiveis a varios semioquimicos, tais como: 6-hexanolactona, metil
dodecanoato, acido dodecandico, 7,11-dimetiloctadecano entre outros (KUMARAN
et al., 2006).

2.2 - ALGUMAS CONSIDERAGOES SOBRE ROTENOIDES

Dentro do contexto onde se busca a redugcédo do impacto ambiental, ressurge
o interesse no estudo e na utilizagado de defensivos nao poluentes. Assim sendo, os
rotendides, principalmente a rotenona, apresentam-se como um bom candidato,
visto que possui atividade inseticida e apresenta baixa persisténcia no ambiente,
devido a sua degradacéao fisico-quimica (HOWARD,1988).

A rotenona apresenta baixa toxicidade contra mamiferos (inclusive o homem).
A substéancia apresenta ainda, eficiéncia no uso agricola, veterinario e farmacéutico,
podendo ser utilizada como uma opgao aos agrotoxicos e inseticidas sintéticos e
inorganicos.

O estudo da natureza quimica da rotenona ganhou énfase, pois a mesma
surgiu como um promissor agente praguicida, interessante sob o ponto de vista
ecotoxicolégico (ROSSI, et al.1988). A rotenona possui atividade tdxica para peixes,
e algumas classes de insetos, e tem amplo efeito contra parasitoses de animais,
como a sarna dos ovinos (WILLE et al.1939).

As principais fontes de rotendides sao raizes de leguminosas do género
Derris e afins. Outras familias de Angiospermas também se caracterizam pela
producao de rotendides, dentre elas destacamos a Iridaceae e a Nyctaginaceae.
Estudos indicam que essas plantas sdo as mais eficazes dentre um vasto conjunto
de vegetais conhecidos como ictiotdxicos (PIRES,1973; ARAGAO).
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O uso de plantas ictiotoxicas no Brasil tem sido referido desde a descoberta
das Américas, sabe-se que os indigenas de diversas regides do Brasil,
particularmente da bacia amazdnica, faziam sua pesca aplicando o suco leitoso de
certos vegetais.

A tabela 1 mostra a ocorréncia de alguns rotendides isolados do género

Derris.

Tabela 1. OCORRENCIA DE ROTENOIDES ISOLADOS NO GENERO DERRIS

Espécie Substancia isolada Parte da Referéncia
Planta
D. oblonga A, B Raiz YUN-LIAN & YUEH-HSIUNG
KUO. (1992).
D. elliptica C,D Raiz F. DELLE MONACHE et al.(1978)
D. malacensis A,C,D,E,F,G,H, I, J, K Raiz JUNKO TAKASHIMA et al.(2001).
D. trifoliata B,C,D,F, KL Raiz CHIHIRO ITO et al.(2004).
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Figura 8 - Rotendides isolados do Género Derris
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2.3 - BIOSSINTESE DE ROTENOIDES

Os rotenoides fazem parte de um grupo de substancias naturais que possuem
em comum um esqueleto de quatro anéis, 6a,12a-diidro-12-rotoxenona
Biogeneticamente trata-se de isoflavonas modificadas com um atomo de carbono
extra no sistema heterociclico, conforme o apresentado no Esquema 1, p. 17.

A subfamilia papilionoideae caracteriza-se por apresentar em suas espécies
vegetais unidades de isopreno nos esqueletos de isoflavondides e flavonoides. Esta
unidade de cinco anéis de carbonos, conhecida como grupo prenila, pode se
apresentar sob varias formas modificadas, diferindo no estado de oxidacdo e
também envolvida na formacdo do anel (furano, dimetilcromeno,

isoprenildiidrofurano), por enlace com uma hidroxila vizinha (CROMBIE,1982).
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Esquema 1- Biossintese de rotendides e formacado de substituintes prenilados

comumente encontrados em isoflavondides de Papilionoideae
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2.3.1. ATIVIDADE BIOLOGICA DOS ROTENOIDES

2.3.3.1. EFEITO SOBRE MAMIFEROS

FEINSTEIN et al. (1963) revisaram a toxicidade da rotenona sobre mamiferos,
e HAAG (1931;1937) a comparou com outros venenos administrados por via oral.

A rotenona é mais toxica para insetos, peixes e outros animais de sangue frio
do que para mamiferos (Tabela 2). Estudos realizados por SANTI, et al. (1966)
sobre as propriedades farmacoldgicas da rotenona em cobaias mostraram que a

substancia exerce um forte efeito miolitico semelhante ao da papaverina.

TABELA 2- Toxidez da rotenona sobre varios organismos (NEGHERBON 1959)

Animal Via de administragao DLs, (mg/kg)
Rato Oral 132
cobaia Oral 200
Intraperitoneal 15
Abelha Oral 3
Percevejo Topico 25
Barata Topico 2000
Oral 1000
Injetavel 5
Besouro Topico 25
Injetavel 40
Tambaqui Topico 2,6
Tilapia Topico 4.8
Cascudo Topico 14,20

2.3.3.2. EFEITO SOBRE OS INSETOS
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Vaérias pesquisas tém sido realizadas com a intencéo de se estabelecer a
acao da rotenona em diferentes classes de insetos (ROARK,1937; McINDOO,1947;
McINDOO et al. 1919). Em contra partida, existem poucos dados a respeito de
outros rotendides que foram isolados posteriormente. A Tabela 3 compara a

toxicidade da rotenona com outros inseticidas.

Substancia DLso (mg/kg)
Rotenona 3000
Arseniato 100
Nicotina 30
Cloreto mercurico 25
Estricnina 4,24

TABELA 3- Comparacgao da toxidez da rotenona com outros inseticidas (FUKAMI,
1967)

2.3.3.3. EFEITO SOBRE BACTERIAS

Existe relato na literatura de trabalhos realizados para verificagao de atividade
antibacterial contra Heliobacter pilori, a maior causadora de gastrite cronica e ulcera
péptica. TAKASHIMA,et al.(2002) avaliaram 10 rotendides isolados de Derris
malaccensis contra H. pilori. A Tabela 4 mostra que a rotenona apresentou uma
concentracdo minima inibitéria (MIC) de 1,3 ug/mL, outros rotendides tais como,
toxicarol, tefrosina e deguelina apresentaram-se mais ativos.

Outros microorganismos foram testados para avaliagdo da atividade antimicrobiana
desses rotendides: Bactérias gram positivas (Bacilus subtilis ATCC 6633,
Micrococus luteus ATCC 9341 e Bacterdides fragilis ATCC 25285), bactérias gram
negativas (Escherichia coli ATCC 10536 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027), e
fungos (Candida albicans ATCC 10231). Esses rotendides foram inativos contra
todos os microorganismos testados mesmo numa concentragao de 625 ug/mL.
TABELA 4-Atividade anti- Heliobacter pilori de alguns rotendides (TAKASHIMA,
2002).
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Substancia MIC (mg/mL)
derrisina 85.0
rotenona 1.3
rotenolona 1.3
desidrorotenona 9.8
deguelina 0.6
tefrosina 0.3
toxicarol 0.3
desidrodeguelina 4.0
eliptona 3.0

2.3.3.4. EFEITO ANTICARCINOGENICO

Rotendides sdo conhecidos como agente anticarcinogénico. Estudos
demonstram o efeito da rotenona, eliptona, 6,12a-diidroxieliptona, deguelina e a
toxicarol sobre o crescimento de células cancerigenas em culturas de células e
tumores experimentais. A substancia 12a-hidroxiamorfigenina isolada de Amorpha
fruticosa foi a primeira a exibir um efeito citotoxico extremamente alto em seis
linhagens de células neoplasicas (LI, et al,1993).

Testes para estabelecer o potencial citotéxico da rotenona em cultura de
células P-388 Kb, bem com em varios tipos de tumores solidos humanos
(fibrossarcoma, pulméo, figado, coélon, cancer de mama e melanoma), sé&o

mostrados na Tabela 5, p. 21.

TABELA 5 - Citotoxidade da rotenona sobre células cancerigenas(LI, et al,1993).

Linhagem de células DLso (ug/mL)
BC-1 cancer de mama 0,039
COL-2 cancer de colon 0,15
HT- 1080 fibrossarcoma humano 0,047
LU-1 céncer de pulmao 0,044

MEL-1 melanoma 0,092
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KB carcinoma de nasofaringe 0,067
P-388 leucemia linfocitica 0,005

2.4 - SINTESE DA ROTENONA

A estrutura da rotenona foi elucidada a partir dos trabalhos realizados por
BUTENANDT, LaFORGE (1933) e TAKElI em 1932. A sua estereoquimica foi
determinada por BUCHI & CROMBIE (1961), e foi confirmada através da
cristalografia de raios-X do derivado 8-bromo do (6aS,12aS,5’R)-rotenona,
determinando assim, sua configuragao absoluta.

A primeira sintese total e formal da rotenona foi realizada em 10 etapas,
utilizando como material de partida o 2-acetil-4-hidroxibenzofurano, entretanto o
rendimento do precursor imediato da rotenona, o acido dl-derrisico, foi de apenas

0,01%; inviabilizando a sintese (Esquema 2).

O 10 ETAPAS
oH _"F
B
—
OCHj

Esquema 2- Sintese do acido derrisico

MIYANO (1965), sintetizou a desidrorotenona utilizando como etapa chave a
reacdo de condensacdo do cloreto de &acido tubadlico com uma enamina
convenientemente funcionalizada (Esquema 3). O rendimento da sintese foi de 14,6
%.
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Cloreto do acido I-tubalico 6a.12a-desidrorotenona

Esquema 3. Sintese da 6a,12a-desidrorotenona a partir do acido tubalico

No mesmo ano, MIYANO converteu acido derrisico em desidrorotenona
utilizando dicicloexilcarbodiimida (DCC) em meio basico. O rendimento da reacéo foi
de 40% (Esquema 4).

OCHs

Acido derrisico

Esquema 4- Sintese da 6a,12a-desidrorotenona a partir do acido derrisico

Nesse mesmo trabalho o acido deguelinico foi convertido em deguelina
utilizando a mesma metodologia acima citada, porém o rendimento obtido foi muito

baixo (Esquema 5,pag.23).
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) OCHj
Acido deguelinico

6a,12a-desidrodeguelina
OCHjg

Esquema 5- Sintese da 6a,12a-desidrodeguelina partir do acido derrisico

CROMBIE, et al. (1973), sintetizaram varios rotendides como o 9-
dimetilmunduserona, munduserona, acido rotendico, dalpanol, rotenona e

isorotenona a partir de uma isoflavona isoderritol (Esquema 6).

80%
, oc
(¥)-isorotenona

Esquema 6- Sintese da isorotenona
2.5. MODO DE ACAO DOS ROTENOIDES
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Durante muito tempo as informacdes sobre o0 modo de acédo da rotenona e
seus analogos se resumiam na descricdo de sintomas como: diminuigdo do ritmo
dos batimentos cardiacos; depressdo dos movimentos respiratorios, decréscimo do
consumo do consumo de oxigénio e eventual paralisia. Nos anos 30 notou-se,
entretanto, que diferentemente da maioria dos inseticidas orgéanicos, a rotenona nao
tinha acao especifica sobre o sistema nervoso central ou periférico. Este fato levou
Tischler a propor que o bloqueio na utilizacdo de oxigénio era a causa do
envenenamento. Nos anos seguintes, Fukami, et al., examinando as sugestdes de
Tischler a nivel bioquimico e utilizando para tal, ensaios com tecido de barata,
induziram alguns autores a rever a utilizagao de oxigénio nos organismos Vivos.

A producdo de energia nos organismos vivos gira em torno da producao de
ATP (adenosina trifosfato) a partir do ADP (adenosina difosfato). Pares de elétrons
derivados do acido tricarboxilico fluem através da cadeia respiratéria até o oxigénio
molecular, que é o ultimo aceptor de elétrons na respiracéo. Este transporte de
elétrons, constitui a origem das atividades celulares, uma vez que libera energia que
em grande parte esta armazenada na forma de ligagao fosfato no ATP sintetizado
através do processo de fosforilagdo oxidativa. Este processo ocorre via oxidagao de
substratos como: glutamato, piruvato succinato e da concomitante redugcdo de
oxigénio a agua por meio de enzimas de oxirredugao, que participam do transporte
de elétrons e se localizam na membrana interna da mitocéndria. A quebra da cadeia
em algum ponto provoca bloqueio no passo final, que é a utilizagdo do oxigénio,
resultando na morte do organismo. Pode-se dizer entdo, que a fosforilagado oxidativa
é fundamental em todos os aspectos da vida celular dos organismos aerobicos, uma
vez que € a sua principal fonte de energia.

Segundo Tischler a agao primaria da rotenona esta associada com a inibigao
da capacidade do inseto de utilizar oxigénio em virtude do bloqueio do sistema
enzimatico respiratorio causando, desse modo, disturbio da sua fungao fisioldgica.
Fukami observou que o tecido muscular da barata ficava deficiente em sua
capacidade de oxidar succinato completamente e consequentemente incapaz de
utilizar oxigénio (inibicdo da capacidade da succinico oxidase), embora a succinico
desidrogenase, nao estivesse completamente inibida. Este fato sugere que o
bloqueio esta localizado abaixo da succinico desidrogenase. Ensaios “in vitro”

mostram inibicao enddgena (oxidagao de glutamato, piruvato e succinato), sugerindo
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um bloqueio a nivel do citocromo, que é comum para todos os substratos da

fosforilagao oxidativa.

2.6. CONSIDERAGOES SOBRE A FAMILIA FABACEAE

A familia Fabaceae é uma das maiores dentre as dicotiledéneas, esta inserida
na ordem Rosales (Tabela 6, p.26) e (Tabela 7, p.27), sendo considerada uma das
mais importantes do ponto de vista econdmico, constituindo-se em uma valiosa fonte
de alimentos basicos, através de suas sementes (feijao, lentilha e soja, entre outros)
(BUCKINGHAMN, 1994; HEYWOOD, 1971; RAWITSCHER, 1979).

Varias espécies dessa familia sdo utilizadas como plantas forrageiras, outras
sado utilizadas como fonte de taninos, resinas e madeira fina para fabricagcdo de
moveis (HEYWOOD, 1971). A familia é caracterizada por seu tipo de fruto,
denominados de legumes. Legume € um fruto seco, simples, usualmente deiscente

que se desenvolve a partir de um unico carpelo (http://pt.wikipedia.org/wiki/legume).

Alguns autores subdividem a familia em trés subfamilias, sendo
Caesalpinoideae (152 géneros com cerca de 2.800 espécies), Mimosoideae (56
géneros com cerca de 2.800 espécies) e Papilonoideae (440 géneros com cerca de
12.000 espécies) (HEYWOOD,1971). Essas subfamilias sdo reconhecidas como
independentes: Caesalpinoideae, com cerca de 150 géneros e aproximadamente
2.200 espécies, Mimosaceae com cerca de 50 a 60 géneros e aproximadamente
3.000 espécies e Fabaceae (Papilionaceae), com cerca de 650 géneros e
aproximadamente 13.000 espécies (JOLY,1983). Os géneros compostos de
representantes herbaceos, considerados mais avangados, sdo mais difundidos nas
regides temperadas, ao passo que os compostos de representantes lenhosos séo
mais representados nas regides tropicais (BARROSO et al., 1991).

A subfamilia Papilionoideae representa o grupo mais evoluido dentro da
familia e é de distribuicdo mundial, apresentando aproximadamente 500 géneros e
mais de 10.000 espécies divididas em 31 tribos. A maior parte de seus
representantes arboreos sao encontrados nos tropicos e hemisfério sul, e os
arbustivos e herbaceos em regidbes temperadas do globo (HEYWOOD, 1971;
HUTCHINSON, 1967; RIBEIRO, et al. 1999).

Tabela 6 - Ordem Rosales (BARROSO et al.,1991)


http://pt.wikipedia.org/wiki/legume
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Familia Géneros Espécies Géneros indigenas/ Espécies

s subespontaneos indigenas
/subespontaneas
Cunoniace 27 265 2
ae 17
Pittosporace 9 240 -
ae -
Crassulace 30 1.400 1
ae 1
Saxifragace 80 1.500 1
ae 9
Rosaceae 124 3.500 3
10
Chysobalanac 7 420 7
eae 180
Legumino 152 2.800 64 790
sae
Caesalpinioidae
Mimosac 56 2.800 26
eae 580
Fabacea 482 2.000 88
e 180

Tabela 7- Distribuicdo geografica das familias da ordem Rosales (BARROSO et al.,
1991)

Familias Distribuicdo no mundo Distribuicdo no Brasil

Cunoniaceae Regides temperadas e tropicais, MG, BA, RJ, GO, SC, SP
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Pittosporaceae

Crassulaceae

Saxifragaceae

Rosaceae

Chysobalanaceae

Leguminosae

Caesalpinioidae

Mimosaceae

Fabaceae

predominantemente no
hemisfério sul

Regibes tropicais temperadas
Cosmopolita

Cosmopolita

Cosmopolita, mais frequente na

América do Norte, Europa e Asia

Pantropical

Tropicos e subtropicos,
predominantemente nas
Américas

Tropicos e subtropicos

Largamente distribuida; 0s
géneros arboreos mais primitivos

predominam no Hemisfério Sul

e PA

Cultivada como

ornamental
Em todo Brasil

De Minas Gerais ao Rio

Grande do Sul
Predominantemente no

Sul e Sudeste do Brasil,

em regides montanhosas
Em todo Brasil,

predominantemente na

Amazobnia
Em todo brasil

Em todo Brasil

Em todo Brasil

A familia Fabaceae caracteriza-se por conter aproximadamente 90% dos

isoflavonoides de origem vegetal identificados até hoje (INGHAM,1983). Apesar da

distribuicdo restrita dos isoflavondides dentro do reino vegetal, existe uma grande

variabilidade estrutural nessa classe de substancias, e isso se deve tanto ao nUmero

e complexidade dos substituintes no sistema 3-fenilbenzenopirano, como também

aos diferentes niveis de oxidagao neste esqueleto basico e a presenga de anéis
heterociclicos extras (DEWICK,1988).
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3-fenilbenzopirano 2-fenilbenzopirano

Figura 9. Sistema 3-fenilbenzopirano e 2-fenilbenzopirano

Quanto a sua biogénese, os isoflavondides sao constituidos de uma unidade
C-6 e uma C-9. A unidade C-6, que da origem ao anel A, é formada pela
condensacao de trés unidades de malonilCoA (com eliminagao de trés moléculas de
COy), enquanto que a unidade C-9, que compde o anel B e os carbonos 2, 3 e 4, é
derivada do acido cinamico ou um seu derivado oxigenado. A condensagao do acido
cindmico com trés moléculas de malonilCoA forma como primeiro intermediario a
chalcona, que por ciclizagcdo, da origem a flavanona correspondente, que é
modificada em um numero limitado de etapas levando aos diferentes tipos de
isoflavondides (GEISSMAN,1969 ;WONG,1970;HALBROCK,1975) (Esquema 7,
p.29).

Os isoflavondides isolados de plantas séo classificados em tipos ou classes,
dependendo da sua formacdo (INGHAM,1983). Podem ocorrer como componentes
de tecidos sadios, sendo conhecidos como constitutivos. E também podem ocorrer
em tecidos que foram atacados por organismos bidticos, sendo chamados de
induzidos. Esta ultima classe comumente encontrada em Papilionoideae € produzida
como substancia de defesa da planta e tem acédo antimicrobiana que € conhecida

como fitoalexina ou metabdlito secundario de plantas com stress.
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3 x Malonil CoA +
SCoA
- :/\'g/‘
2-OH- Isoﬂavona Isoflavona Flavanona
2-OMe lIsoflavona :n/j‘de\Ar\‘

Esquema 7- Afinidades biossintéticas entre os isoflavondides

2.7. CONSIDERAGOES SOBRE O GENERO DERRIS

As espécies que apresentam maiores teores de rotenona sdo as do género
Derris (Lonchocarpus) da familia Fabaceae.

O género Derris, tribo Millettieae é pantropical, com representantes na Asia,
Australia, América e Africa, sendo que a maior concentracdo de espécies ocorre no
continente americano, mais precisamente na América do Sul e Central. O género
apresenta numerosas espécies, escandentes, arbustivas e arbdreas, de flores
vermelhas ou brancas (RIBEIRO, et al.1999).

Quanto a divisdo taxondbmica, Lonchocarpus € um taxon que apresenta
controvérsias quanto a sua delimitagdo genérica, posigao sistematica e composigao
especifica dentro da familia. No que diz respeito a delimitagdo genérica, a maioria
dos botanicos concorda que existe grande dificuldade em se designar uma
determinada espécie ao género Lonchocarpus ou a outros proximos, como Derris
Lour. , Muellera Linn. F., Millettia, WIGTH. & ARN, Pongamia Vent. e Piscidia L.

Estes géneros formam um complexo que apresenta grande afinidade vegetativa e
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floral. Consequentemente, o posicionamento dos autores que se dedicaram ao
estudo do complexo acima citado é controverso. Macbride (1943) sugeriu a fusao
dos géneros Derris e Lonchocarpus prevalecendo o nome Derris . Ducke (1949)
adotou esta proposta para as espécies brasileiras. LOUREIRO (1970) estabeleceu o
género Derris com base em duas espécies: D. pinnata e D. trifoliata, a ultima
designada posteriormente como lectotipo do género (STAFLEU, 1972).
Anteriormente, AUBLET (1775) ja havia descrito o género Deguelia, com base na
espécie Deguelia scandens Aublet. Mais tarde BENTHAM (1860) sinonimizou
Deguelia com Derris. KUNTH (1823) estabeleceu o género Lonchocarpus
descrevendo duas espécies: L. punctatus e L. macrophyllus. Apés a descrigao

inicial, KUNTH (1823) também propds a mudanca de varias espécies para 0 novo

género.

2.8. A ESPECIE DERRIS URUCU

A espécie Derris urucu apresenta como caracteristicas, arbusto ereto de até 3
metros de altura quando jovem; quando adulta, subescandente, com ramos longos,
ascendentes ou reptantes, trepadeira lenhosa nas partes apicais, grossa subindo em
arvores de até 15 metros de altura (TOZZI, 1998).

Essa espécie possui uma vasta distribuicdo geografica, ocorrendo tanto na
Asia como na América do Sul. No Brasil, ocorre na zona da mata latifoliada da Bacia
do Alto Uruguai, sendo comumente encontrada nos ecossistemas amazonicos.

No Brasil os representantes do género Derris sao vulgarmente conhecidos
por diversos nomes, que variam de acordo com a espécie e a regido de ocorréncia.
O nome mais tradicional é “timbd”, palavra de origem tupi que significa “suco de
cobra” ou “suco que mata”. Outras designagdes sao “timbo-urucu”, “timbo-carajuru” e
sucupira - preta”.

Dentre as espécies de timbds, as de uso mais generalizado na Amazénia sao
o timbdé-vermelho, Derris urucu, e o timbd-branco, Derris nicou. O primeiro apresenta
produgao de até quatro vezes mais raizes e melhor protegao ao solo com relagao ao
segundo (LIMA, 1987). Porém, as raizes de D. nicou apresentam maior teor em
rotenona. A duas espécies apresentam um percentual de mais ou menos 10% de

rotenona, sendo que esta porcentagem se apresenta com mais freqiiéncia para o
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“timb6 - branco” (COSTA, 1996; LIMA, 1987). A espécie Derris urucu possui a

classificacdo botanica apresentada na tabela 8.

Tabela 8 - Classificagao Botanica

CLASSIFICAQ,&O BOTANICA DE Derris urucu

CLASSE Angiospermae
SUBCLASSE Dicotiledoneae
SUPERORDEM Rosideae
ORDEM Fabales
FAMILIA Fabaceae
SUBFAMILIA Papilionoideae
TRIBO Millettieae
GENERO Derris
ESPECIE Derris urucu

CAPITULO 3.0

OBJETIVOS:
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3.1. OBJETIVOS GERAIS

Isolar e caracterizar estruturalmente rotendides da espécie Derris urucu;
Aprender técnicas basicas de isolamento e identificacdo de substancias
organicas produzidas pelo metabolismo secundario;

Modificar as estruturas das substancias de interesse, visando a correlagao
entre estrutura e atividade bioldgica;

Avaliar a citotoxicidade do extrato etandlico, e de rotendides isolados de

raizes da espécie Derris urucu, bem como dos modificados quimicamente;

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Adaptar metodologia descrita na literatura para situagées concretas
encontradas em laboratorio;

Isolar substancias organicas através de técnicas basicas; purificacdo de
substancias organicas através de cromatografia.

Aprender a utilizar laboratérios de ensaios biologicos simples para
avaliagdo preliminar da citotoxicidade de extratos brutos, substancias

naturais e modificadas quimicamente;

CAPITULO. 4.0
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PARTE EXPERIMENTAL

4.1. MATERIAL BOTANICO: COLETA E IDENTIFICAGAO

O material vegetal foi gentilmente cedido pelo centro de pesquisa agroflorestal
(CPATU/EMBRAPA), Belém — PA.

4.2. METODOS CROMATOGRAFICOS

As cromatografias em camada delgada (CCDA) foram feitas em cromatofolhas
de silica gel 60 GF.ss. As substancias foram detectadas por irradiacdo com lampada
ultravioleta a 254 e 365nm e/ou borrifagcdo com reveladores cromogénicos (vanilina
sulfurica e sulfato cérico).

Os critérios de pureza adotados foram a observagdo de uma unica mancha em
cromatografia em camada delgada (CCDA), variando-se a fase mével.

Nas separagdes cromatograficas em coluna, foram utilizados dois tipos de silica:
silica gel 60G (0,063-0,200 mm; 70-230 mesh ASTM) e silica gel 60G (0,04-0,063
mm; 230-400 mesh ASTM).

No desenvolvimento das colunas cromatograficas e nas placas preparativas
foram utilizados os seguintes eluentes (hexano, cloroférmio, acetato de etila e

metanol), puros e em misturas binarias em ordem crescente de polaridade.
4.3. REACOES DE DERIVATIZACOES
Nas reacoes de derivatizacao foram utilizados solventes secos e analiticamente

puros.

Agente dessecante: Na SO, anidro.

4.4. METODOS FiSICOS
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4.4.1. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Os dados espectrais na regidao do infravermelho (V) foram obtidos em um
espectrometro Shimadzu, modelo FT-IR 8300, do Laboratério de Ciéncias Quimicas
da UENF. Utilizou-se pastilha de brometo de potassio (KBr) na analise das amostras

soélidas e filme nas amostras liquidas.

4.4.2. ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
HIDROGENIO ('H) E DE CARBONO-13 (**C).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (*H e "*C) unidimensional e
bidimensional foram obtidos em espectrometros Jeol Eclipse, do Laboratério de
Ciéncias Quimicas da UENF operando a uma freqiiéncia de 400 MHz para 'H e 100
MHz para C, e Brucker, do laboratério de ressonancia magnética nuclear do
DQ/UFSCAR, operando a uma freqliéncia de 400 MHz para 'H e 100 Mhz *C.

Os solventes utilizados para dissolucdo das amostras na obtencado dos
espectros foram: Cloroférmio deuterado (CDCls) puro, utilizando como referéncia
interna o tetrametilsilano (TMS).

Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por milhdo (ppm)
e referenciados, no caso dos espectros de RMN 'H, pelos sinais pertencentes as
moléculas ndo deuteradas do solvente deuterado utilizado: cloroformio (& 7,24). Nos
espectros de carbono-13, os deslocamentos quimicos (8) foram referenciados pelos
sinais dos carbonos-13 do solvente: cloroférmio (6 77,0).

As multiplicidades das bandas de absorgao dos hidrogénios nos espectros de
RMN 'H foram indicadas segundo a convencgao: s (sinal simples), d (sinal duplo), dd
(sinal quadruplo), t (sinal triplo), € m (sinal multiplo).

Por meio da técnica APT, CH e CH3; com amplitudes em oposi¢cado a C e CH,,
determinou-se o padrdo de hidrogenagao dos carbonos em RMN "C, de acordo com
a convencgado: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono metinico), CH; (carbono
metilénico) e CH; (carbono metilico).

As constantes de acoplamento (J) foram expressas em Hz.

4.4.3. ESPECTROMETRIA DE MASSA (EM)
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Os espectros de massas (EM) foram obtidos no aparelho GC/EM, modelo QP-
5050 a 70 eV do Laboratério de Ciéncias Quimicas da UENF, utilizando a técnica de

insergao direta.

4.4.4. PONTO DE FUSAO

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho MQAPF — 301 da
Microquimica do Laboratério de Ciéncias Quimicas da UENF. As determinagbes

foram realizadas a velocidade de aquecimento de 10 °C/min e ndo foram corrigidos.

4.5. AVALIAGAO FITOQUIMICA

4.5.1. ISOLAMENTO DA ROTENONA E DA MISTURA BINARIA DE
DESIDROROTENONA/ DESIDRODEGUELINA

O fracionamento cromatografico do extrato etandlico das raizes de Derris
urucu foi realizado através de técnicas como cromatografia em colunas
empacotadas com gel de silica, cromatografia tipo “Flash” e cromatografia em
camada delgada preparativa, resultando no isolamento da rotenona e da mistura

binaria 6a-12a-desidrorotenona / 6a-12a-desidrodeguelina.

4.5.2. SECAGEM, MOAGEM E PESAGEM DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal apds seco a temperatura ambiente foi moido em moinho

tipo Willey e pesado.

4.5.3. - PREPARAGCAO DO EXTRATO BRUTO

As raizes de Derris urucu (322,86 g), foram secas a temperatura ambiente,
moidas e submetidas a extragcdo em aparelho de Soxhlet em etanol, durante 16h.

A solugcao obtida foi deixada em repouso produzindo um material cristalino
que foi separado por filtracdo. O filtrado foi concentrado a pressao reduzida em
evaporador rotativo produzindo 58,11g de extrato bruto, sob a forma de uma massa

oleosa escura.
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4.5.3.1 - OBTENGAO DA ROTENONA

O material cristalino obtido da solucédo etandlica de D.urucu (253,3 mg) foi
submetido a CCDP eluida com CH,CI.,/AcOEt/acetona (196:3:1) até produzir 227,4

mg de cristais brancos identificados como rotenona.

4.5.3.2 - OBTENGAO DA MISTURA BINARIA

2,59 g de extrato etandlico bruto foi submetido a cromatografia em coluna
utilizando como eluente, CH,Cl,/AcOEt/acetona (196:3:1) — (184:120:20) resultando
em 28 fragdes que foram reunidas de acordo com a semelhanga de Rf em CCDA.
As fragdes de n° 5 a 10 (340,1 mg) foram submetidas a CCDP utilizando o mesmo
sistema de solvente empregado para rotenona. Este procedimento produziu 302,45

mg da mistura binaria de 6a-12a-desidrorotenona e 6a-12a-desidrodeguelina.

4.6 - MODIFICAGOES ESTRUTURAIS

4.6.1. OBTENGAO DA 12-HIDROXIROTENONA

Em um baldo de 20 mL, provido de barra magnética, foram adicionados
200mg de rotenona (0,508 mmol), 2 mL de THF e 2 mL de metanol.

A solugao obtida foi resfriada a 0 °C, com banho de gelo e foram adicionados
lentamente 60 mg de NaBH, (1,587mmol). Apds 2 horas sob agitagdo magnética a 0
°C, verificou-se por CCDA o desaparecimento da rotenona e surgimento de um
produto mais polar. A mistura reacional foi entdo tratada com 8mL de solugdo de
NH.Cl a 5% e o produto foi extraido com cloroférmio (2 porgdes de 10 mL). A fase
organica foi seca com NaSO, anidro e concentrado em evaporador rotativo, obtendo
185,8 mg de um déleo amarelo claro com 92,2% de rendimento. Esse material foi
submetido a cromatografia tipo flash, utilizando como eluente, éter de petrdleo
/acetato (60:40).

4.6.2. OBTENGAO DA 6’,7’-DIIDROROTENONA
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Em baldo de 20 mL foram adicionados 500 mg de rotenona, (2690 mmol), 10
mL de acetato de etila e 20 mg de Pd/carvao a 10%. A mistura reacional foi mantida
sob agitacdo magnética em atmosfera de hidrogénio por 48 horas. Apds esse
periodo a solugdo foi filtrada em papel de filtro e em celite e evaporada em
evaporador rotativo. O produto obtido foi um sdlido branco de massa 215 mg com
rendimento de 43,0%. O material foi submetido a cromatografia tipo flash, utilizando
como eluente, CH,Cl,/ AcOEt/acetona (196:3:1).

4.6.3. OBTENGAO DO 6’,7’-DIIDRO-12-DESIDROROTENONA

Em baldo de 20 mL, foram adicionados 100 mg de 6’,7’-diidrorotenona (0,252
mmol), 1mL de THF e 1mL de metanol. O sistema reacional foi resfriado a 0 °C com
auxilio de um banho de gelo e adicionou-se lentamente 30 mg de NaBH.. Apos 2
horas de agitagdo magnética a 0 °C, foi verificado por CCDA o desaparecimento da
6’,7’-diidrorotenona. Na mistura reacional foi entdo adicionados 4 mL de solucéo de
NH.Cl a 5% e a fase organica foi extraida com cloroférmio (2 porgées de 10 mL). As
fases organicas reunidas foram secas com Na,SO, anidro, filtrada e concentradas
num evaporador rotativo fornecendo assim 98,6 mg de um 6leo amarelo claro com
98,8% de rendimento. O material foi submetido a cromatografia tipo flash, utilizando
como eluente, CH,Cl,/ AcOEt/acetona (196:3:1).

4.6.4. OBTENGAO DO 6-OX0-6a,12a-DESIDROROTENONA

Em um baldo de duas bocas de 50 mL, provido de barra magnética e
adaptado a um condensador de refluxo, foram adicionados 100 mg da mistura
binaria de 6a-12a-desidrorotenona e 6a-12a-desidrodeguelina e 9,5 mg de |,
(0,0374 mmol), 0,002 mL de H,SO4 e 0,8 mL de DMSO. A mistura reacional foi
agitada e aquecida a 140 °C por 24 horas, quando foi verificado por CCDA
(cloroférmio 100%) o equilibrio da reagéo. Apds esse tempo foi adicionado 10 mL de
agua gelada formando um precipitado que foi filtrado e seco em dessecador

fornecendo 99 mg de um sélido amarelo escuro.
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A purificagdo do sélido obtido utilizando cromatografia em coluna com gel
de silica e utilizando cloroférmio como eluente, forneceu 40 mg de 6-oxo-6a-12a-

desidrorotenona com rendimento de 96,3%.

4.6.5. REAGAO DA ROTENONA COM ACIDO m-CLOROPERBENZOICO

Uma solugao de 63,0 mg de AMCPB em 5 mL de cloroférmio foi seca com
Na,SO, anidro e transferida para um baldo de 20 mL contendo 50 mg de rotenona. A
mistura formada foi agitada magneticamente por um periodo de 24 horas. Apds esse
periodo foi realizado uma CCDA que demonstrava a presenca do material de partida
(rotenona). Foram adicionados mais 33 mg de AMCPB e a reacao foi aquecida a
temperatura de refluxo por mais 4 horas. O consumo total dos reagentes foi
confirmado por CCDA. A mistura foi tratada com 10 mL de NaHCOg; a 5% e a fase
organica foi separada em um funil de separagao seca com Na,SO, anidro, filtrada e
concentrada em evaporador rotativo. Apds cromatografia em coluna utilizando gel de
silica e utilizando éter de petréleo/acetato (60:40) como eluente foram obtidos 42,0

mg de um sélido branco com 74,2% de rendimento.
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CAPITULO 5.0

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DE ROTENOIDES DAS RAIZES DE D.

urucu

O extrato em EtOH de raizes de D. urucu, apos fracionamento em coluna
cromatografica e processos usuais de purificacdo, permitiu o isolamentos dos
rotenoides: rotenona e da mistura binaria desidrorrotenona e desidrodeguelina.

A andlise das informagdes obtidas dos espectros de IV, RMN 'H e de "*C e
comparagao com dados da literatura forneceu informagdes muito importantes para
definir a estrutura das substancias isoladas, possibilitando, principalmente, a
identificacdo dos carbonos que compdem os anéis A, B e o heterociciclo C dos

rotendides.

5.1.2 - DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA ROTENONA

Figura 10 - Estrutura da Rotenona

A substancia rotenona apresentou-se sob a forma de um sélido branco
cristalino, com faixa de fusdo 164,6 - 168,04. A férmula molecular C23H2,O¢ foi
deduzida a partir da analise dos espectros de massas e RMN de 'H *C-HBBD, RMN
BC-APT, e os experimentos bidimensionais, COSY, HMQC e HMBC.
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O espectro de massas da rotenona, apresentou os seguintes fragmentos
idnicos; m/z 394 (ion molecular), m/z 192 e m/z 177 caracteristicos da fragmentagao
do tipo retro Diels Alder (Figura 12, p 43).

O espectro de RMN 'H (Figura 13, p. 44) da rotenona apresentou nove sinais
simples, onde sao destacados os sinais relativos as duas metoxilas 64 (3,76 e 3,81)
e dois na regido de hidrogénio aromatico on (6,77 e 6,45), quatro sinais duplos,
sendo dois na regido de hidrogénios aromaticos d6n (6,50 e 7,84), um sinal triplo e um
sinal multiplo.

Os sinais a o4 [(6,77; s) e (6,45, s)] na regidao de hidrogénios aromaticos
caracterizam os hidrogénios H-1 e H-4 do anel A em posi¢éo para, enquanto que os
sinais duplos a o4 [(6,50; d; J=8,0) e 7,84; d; J=8,0)] caracterizam os hidrogénios H-
10 e H-11 do anel aromatico D em posigcao orto, sendo que o primeiro aparece em
freqUéncia mais baixa por estar em posigao orfo a uma fungédo oxigenada. A regiao
alifatica do espectro mostra um sinal simples a 64 [1,77 (Me-8)] caracteristico de
grupo metila ligado ao carbono insaturado; dois sinais simples a &4 [(5,07) e (4,93)],
caracterizando a presenga de um sistema metilénico terminal; um sinal triplo a on
( 5,24; t; J=8,4) e dois sinais multiplos centrados a &y [(3,31) e 2,97)]. Este conjunto
de dados caracteriza o sistema isopropenildiidrofuranico muito comum em
rotendides prenilados (JACKMAN,1965) Os hidrogénios metilénicos H-6 aparecem
como dois sinais duplos a oy (4,18; d; J=11,7) e (4,61; d; J=12)] (Figura 16, p.48).

Através do numero de linhas espectrais revelado pelo espectro de RMN *C
totalmente desacoplado (Figura 22, p. 54), e do espectro de RMN "*C-APT (Figura
29, p.60), foi possivel observar a presenga de 22 sinais simples, sendo dez carbonos
quaternarios sp?, seis ligados a oxigénio, sete metinicos, trés metilénicos e trés
metilicos.

O sinal a &¢ (188,91) atribuido a carbonila foi confirmado através do espectro
de infravermelho (Figura 11, p.42), onde se observa o sinal a 1674,1 cm-'
correspondente ao estiramento de carbonila de cetona (SILVERSTEIN et al., 2000).

A atribuicdo dos demais sinais do espectro foi feita através da analise dos
mapas de correlacado heteronuclear HMQC (Figura 33 p. 64) e HMBC (Figura 40,
p.71) e comparagdao com dados da literatura (FANG & CASIDA, 1997) (Tabela 9,
p.41).
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TABELA 9 — Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN "*C (75 MHz) da rotenona em

CDCIl;. Os deslocamentos quimicos (6) estdo em ppm e as constantes de

acoplamento (J) em Hz

HMQC HMBC FANG & CASIDA, 1997
Sc SH 2JeH 3JcH d¢ On
C
1a 104,79 - 104,8
2 143,85 - 143,8
3 149,46 - 1494
5 147,34 - 147,3
7 157,90 - 157.,8
8 112,93 - 2H-4' 112,8
9 167,33 - 167,2
11a 113,30 - H-10 113,2
12 188,91 - 188,7
6’ 143,00 - 142.9
CH
1 110,34 6,77 (s) 110,5 6,77
4 100,88 6,45 (s) 100,9 6,45
6a 72,19 4,93 (s) 72,2 494
10 104,86 6,50 (d; J=8,0) 104,7 6,51
11 129,95 7,84 (d; J=8,0) 129,8 7,84
12a 44 57 3,84 (s) 44.5 3,84
5 87,80 5,24 (t, J=8,4) H-4’ 2H-7’; 3H-8’ 87,7 5,24
CH:
6 66,24 4,18 (d; J=11,7) 66,1 418
4,61 (d; J=12,0) 4,62
4 31,24 2,97 (m) H-5’ 31,2 2,95
3,31 (m) 3,32
7 112,53 5,07 (s) H-5’ 112,3 5,07
4,93 (s) 4,94
CH;
8’ 17,09 1,77 (S) H-7’; H-5’ 17,0 1,77
CH;O 55,82 3,76 (s) 55,7 3,77

56,28 3,81 (s) 56,2 3,81
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Figura 25 - Espectro de RMN de ®*C (100 MHz, CDCIl;) (Expanséo da regido entre
20,0 — 60,0 ppm) da Rotenona



S7

2.0 21

01 02 03 04 05 0.6 07 08 09 1.0 1.1 1.2 13 14 15 1.6 1.7 1.8 1.9

(Billions)

0

£9.0 88.0 87.0 £6.0 85.0 84.0 83.0 8§20 81.0 800 79.0 78.0 77.0 760 750 740 73.0 72.0 7LO T0.

87.8092
77.3101
76.9965
76.6754
72.1943

X : parts per Million : 13C

Figura 26 - Espectro de RMN de ™*C (100 MHz, CDCIl;) (Expanséo da regido entre
70,0 — 89,0 ppm) da Rotenona



1.6 1.7 1.8 19

1.2 13 14 1.5

1.1

0.3 04 05 06 07 08 09 1.0

0.1 02

(Billions)

105.0 104.0 103.0 102.0 101.0

o0 S =
=ed i
b o
B o5
b i o

==t g
— - -

X : parts per Million : 13C

Figura 27 - Espectro de RMN de "®*C (100 MHz, CDCIl;) (Expanséo da regido entre
100,0 — 105,0 ppm) da Rotenona

58



59

114.0 113.0 112.0 111.0 110.0
a 2 & 3
= ] (3] 3
| @ ! i
] ol el =
- o) — —
- - - -

=

X : parts per Million : 13C

Figura 28 - Espectro de RMN de ®*C (100 MHz, CDCIl;) (Expanséo da regido entre
110,0 — 114,0 ppm) da Rotenona



60

30

o

-T0

(BHIOBE)

IO
L

0 0.0 0.08 0.0 0.08 0.02 0.00 0.07 0.08 0.0¢ 0.00I 0.0f 0.0SE 0.061 0.06I 0.021 0.091 0.0TI 0.08L 0.0€ 0.008

Y o !

s ] mee edi <} oYy e ) e " ® "
2 T 8 =23 ,%%E%% g Eggggﬁ g g,,,§§ a 8 8
S b 8 ®b Hoyse & RASEIR ®  SxFF B 8 =
- & PS8 25333 d SEESER 5 P27 A 2 E
b o oy - [l - r

FALY - IR cenrs b o

Figura 29 - Espectro de RMN de *C RMN-APT (100 MHz, CDCI;) da Rotenona



61

LD

=T"fw.‘-ﬁ,vm“*‘»’f-v.w' I‘fd"ff#'ﬂ’lr"f"‘r"“l'l'-"‘.”ﬂn."""#'«‘e‘r‘.“"“m“f.'-"é."i'f'-ﬁ"#'-"",f"-ﬂ'k"‘rrﬁ“‘}‘-‘r#%%‘ﬁﬁ“-r'ﬂﬂﬁH"uh!J'ﬂ’.*1'1'%%.'3*‘“1"'#«*'!";'(!’*"""&‘;I;,h'm"'*#‘

]

| |
|
= I |
"i El I
=
g
=1
o
| - 3 M YRV Y i - =y | |
L0 Gip ik 314y 40.0 AT . [N 1]
] - i
2 [ 2l z e
-'-'i el HE i E i.'}
i~ £ i + “ e

X :parta per Million : £330

Figura 30 - Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCI;) (Expanséo da regido
entre 20,0 — 70,0 ppm) da Rotenona



62

1.0

0

Wi, i e e o e, B TR A e o A S S A

-1.0

(Billions)

-2.0

130.0 120.0 110.0 100.0 90.0

129.9502
113.3029
112.9359
112.5306
110.3436

§7.8082

104.8608
104.7843
100.8844

X : parts per Million : 13C

Figura 31 - Espectro de RMN de "*C-APT (100 MHz, CDCI;) (Expans&o da regi&o
entre 90,0 — 130,0 ppm) da Rotenona



63

(SUOIIIIAD

project X

L

———

0

00 00T 00T 000E 0°0F 0°0S 009 (0L 0708 0°06 000 O°OLT OTOTTOOET0'0FT 0°0ST 0°09T 0°OLT 0°08T 06T 0°00T

DET : uonAl a2d sjaed @ g

200.0

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0-1.0
(Billions (Millions

9.0

X : parts per Million : 1H

Figura 32 - Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x *C (HMQC) da rotenona



64

II|
2 K
(=]
g i
g
(-]
2
<
(1]
g
#
2
[
A
3
r
=
=
(=]
U
o
-
B
£
2 e
58
T —
-]
{1}
a
="
™
25 24 23 22 21 20 19 L8 17 16 15 14 13 12 11 10 09-10 200.0

X : parts per Million : 1H (Billions (Millions

Figura 33 - Mapa de correlagéo heteronuclear 'H x *C (HMQC) da Rotenona



65

F A
2
B [}
2
&
(3
2
w4
<
S
=
]
3
2
=
+
r
AN
W= —
b
Wy
o
S
in /
] | :
= |
=
=3
2 e i
P
b
o
=
b
W
a
R o
. =
=
-
4.1 4.0 3.9 38 3.9 3.6 35 34 33 3.2 3.1 3.0 2.9 28 -LO 200.0
X : parts per Million : 1H (Billions (Millions

Figura 34 - Mapa de correlagao heteronuclear 'H x *C (HMQC) da Rotenona



66

(Millions)

10.0 a0
x 1afoxd

20.0

30.0
ko
=

0e

40.0

50.0

60.0
= -

L5

4]

T70.0

0

80.0

06

Y : parts per Million : 13C
150.0 140.0 1300 1200 110.0 100.0 90.0

5.0 4.0 3.0 -1.0 200.0
X : parts per Million : 1E (Billions (Millions

Figura 35 - Mapa de correlagao heteronuclear 'H x *C (HMQC) da Rotenona



(Millions)
1.0 2.0 3.0

90.0 80.0 70.0 60.0 0
-

100.0

/

110.0

120.0

: 13C

130.0
==
—

Y : parts per Million
150.0 140.0

9.0 8.0 7.0 6.0
X : parts per Million : 1H

67

x 1oafoad

|

|
-1.0 200.0
(Billions (Millions

Figura 36 - Mapa de correlagao heteronuclear 'H x *C (HMQC) da Rotenona

R A s e



68

(Millions)
1.0 2.0 3.0

0

¥ 1afosd

90.0

100.0

110.0
%
T

120.0

130.0

Y : parts per Million : 13C

7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 -1.0 200.0
X : parts per Million : 1H (Billions (Millions

Figura 37 - Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x *C (HMQC) da Rotenona



1.0 2.0 3.0

{Millions)

80.0 0

90.0

100.0

A
(0
\ V4
@
- 2
v g
|
2
"
= 3 3
& 2 (’5
E - i
g oo
% A
-9
=
=
—

80 79 78 77 746 75 74 73 72 71 7.0 69 6B 67 66 65 64 63
X : parts per Miilion : 1I1

69

¥ 1oafoad

-1.0 200.0

(Billions (Millions

Figura 38 - Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x *C (HMQC) da Rotenona



70

(Millions)

X waloxd

100 00

20.0

00 o

60.0 40.0

80.0
|

140.0 120.0 100.0

160.0
=

200.0

Y : parts per Million : 13C
180.0

220.0

2.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 30 2.0 1.0 0 -1.0
X : parts per Million : 1H (Billions (Millions

Figura 39 - Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x *C (HMBC) da Rotenona



(Millions)
20.0 00

40.0

Figura 40 - Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x *C (HMBC) da Rotenona

71

X 1oafoad



iy
i3
2
=
(-]
<
=
=
s o X
~
<
i
=
=
@
=
=
L=
=
e
L
=
w
(-] c*&
=3 L
k=
=t
=
=
=
s
= oy
=
=
=
=
=
]
=
(O =
m Xl
= =
P
g =
Siest
£ 2
;2 =
)
B
g =
=
a 8
L=
g 2
a =
3]
- 2
* §
=
=
o~

5.0

X : parts per Million : 1H

72

¥ 1afoad

(Billions (Millions

Figura 41 - Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x *C (HMBC) da Rotenona



Figura 42 - Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x *C (HMBC) da Rotenona
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5.1.3 - DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA MISTURA DE ROTENOIDES

Figura 43 - Estrutura da 6a-12a-desidrorotenona/6a-12a-desidrodeguelina (52:48%)

A mistura das substancias 6a-12a-desidrorotenona e 6a-12a desidrodeguelina
apresentou-se na forma de um soélido amarelo palido de faixa de fusdo 153,6 — 160,0
°C.

A formula molecular Cy3HxOs foi estabelecida com base na andlise do
espectro de massas m/z 392 (ion molecular) e dos espectros de RMN de 'H, "*C-
HBBD, "*C-ATP e os experimentos bidimensionais COSY, HMQC e HMBC.

O espectro de massas além do pico do ion molecular apresentou os seguintes
sinais m/z (M-15) e m/z 345 (Figura 45, p.80).
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Esquema 8 - Principais fragmentos de massa proposto para o espectro de  massa da

mistura binaria de 6a-12a-desidrorotenona e 6a-12a-desidrodeguelina

Analisando a regido aromatica do espectro de RMN 'H (Figura 46, p.81), nota-
se sinais simples a o4 8,45 e 6,54 caracterizando o anel A dos rotendides 6a-12a-
desidrorotenona e 6a-12a-desidrodeguelina.

Comparando com a absor¢gao dos mesmos hidrogénios da rotenona, nota-se
a desproteg¢ao de H-1 evidenciando a coplanaridade de H-1 em relagdo a carbonila
em C-12 (BUCHI, et al.1961)

O anel aromatico D, esta caracterizado pelos sinais duplos em [6,91
(d,J=8,80) e 8,12 (d,J=8,44)] e 61 [6,86 (d; J=8,44) e 8,03 (d; J=8,76)] relativos aos
hidrogénios H-10 e H-11 da 6a-12a-desidrorotenona e 6a-12adesidrodeguelina

respectivamente, orto acoplados.
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A principal diferenca que caracteriza a mistura dos rotendides
desidrorotenona e 6a-12a-desidrodeguelina é verificada analisando o deslocamento
quimico referente ao anel alifatico E. No caso da 6a-12adesidrorotenona, verifica-se
a presencga dos deslocamentos caracteristicos do sistema isopropenildiidrofuranico,
semelhante ao observado para a rotenona.

Para a 6a-12a-desidrodeguelina, sdo observados os hidrogénios H-4’ e H-5
cis a oy [6,76 (d; J=10,24) e 5,75 (d; J=10,64)] e o sinal simples dos hidrogénios
ambos a &4 1,50 (Figura 48, p.83).

Os espectros de RMN de "C-APT (Figura 56 p.91) forneceram os
deslocamentos quimicos e o numero de hidrogénio ligado a cada atomo de carbono,
oc174,33.

A presenca da carbonila em C-12 (6¢174,33), foi confirmada pelo espectro de
infravermelho (Figura 44 p.79) através da absorgdo a 1635 cm™ correspondente ao
estiramento de carbonila de cetona, um pouco mais deslocado em relagdo a
rotenona (1674 cm™) devido ao efeito da conjugagdo entre a carbonila e a dupla
ligacdo em C-6a e C-12a.

A presenca do anel E da 6a-12a-desidrodeguelina esta caracterizada pelo
deslocamento quimico a &c 78,5, referente ao carbono quaternario C-6" além dos
sinais da olefina cis a 6c [114,66 (C-4’) e 130,54 (C-5’)] e o sinal a ¢ 28,10 relativo
as metilas C-7’ e C-8'.

As demais atribuicbes dos sinais dos espectros foram feitas através da
analise do mapa de correlagdo heteronuclear HMQC (Figura 62 p.97) e HMBC
(Figura 65, p.100) e comparagao com dados da literatura (TALLENT, et al. 1973; &
FANG & CASIDA,1997).

A proporgdo de cada componente da mistura foi feita comparando-se as
integragdes relativas no espectro de RMN 'H dos sinais referente aos atomos de
hidrogénio equivalentes H-11. Através dessa analise foi possivel avaliar a proporgao
de cada componente na mistura, como sendo: 6a-12a-desidrorotenona/6a-12a-
desidrodeguelina (52:48%).

A atribuigédo total para a 6a-12a-desidrorotenona e 6a-12a-desidrodeguelina

encontram-se nas Tabela 10 p.77 e Tabela 11, p.78 .
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TABELA10 — Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN "C (75 MHz) da 6a-12a-

desidrorotenona em CDCI;. Os deslocamentos quimicos (8) estdo em ppm e as

constantes de acoplamento (J) em Hz.

HMQC HMBC TALLENT,1973; FANG &
CASIDA, 1997
d¢c OH 2Jen *Jen dc OH
C H-4
1a 110,56 H-4 118,8
2 144,04 143,9
3 148,92 H-4 148,3
5 146,24 146,1
6a 156,18 2H-6 152,1
7 157,21 H-11 155,9
8 111,69 110,5
9 164,82 164,7
11a 118,92 H-10 111,5
12 174,33 1741
12a 118,44 112,9
6’ 142,80 1427
CH
1 110,00 108,5 8,45 (s)
8,45 (s)
4 100,37 6,54 (s) 100,3 6,55 (s)
10 115,38 6,91 (d; J=8,80) 110,0 6,93 (d)
11 127,87 8,12 (d; J=8,44) 127,7 8,13 (d)
5 87,85 5,40 (t; J=8,6) 87,8 5,41 (dd)
CH:
6 64,82 4,99 64,7 5,00
4 31,41 3,20 3,53 (dd)
3,51 3,19
7 112,95 5,01 5,41 (s)
5,21 4,98 (s)
CH:
8 17,02 1,80 17,0 1,81
CH:O 55,26 3,95 55,8 3,96
56,89 3,87 56,2 3,87

TABELA 11 — Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN ™C (75 MHz) da 6a-12a-

desidrodeguelina em CDCI;. Os deslocamentos quimicos (3) estdo em ppm e as

constantes de acoplamento (J) em Hz.

HMQC HMBC TALLENT,1973; FANG &
CASIDA, 1997
S¢ On e 3JcH d¢c OH

C

1a 110,05 H-4 118,8
2 144,04 H-4 143,9
3 148,92 H-4 148,3
5 146,24 146,1
6a 156,18 2H-6 152,1
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7 157,21 H-11 155,9
8 111,69 110,5
9 164,82 164,7
11a 118,92 H-10 11,5
12 174,33 174,1
12a 118,44 112,9
6 7825 142,7
CH
1 109,96 108,5 8,45 (d)
8,45 (s)
4 100,37 6,54 (s) 100,3 6,54 (s)
10 11538 6,86 (d; J=8,44) 110,0 6,85 (d)
11 126,40 8,03 (d; J=8,76) 127,7 8,03 (d)
4 114,66 6,76 (d; J=10,24) 6,75 (d)
5 130,54 5,75 (d: J=10,64) 87,8 5,71 (d)
CH;
6 64,82 5,01 64,7 5,00 (s)
CH,
7 28,10 1,50 1,48
8 28,10 1,50 17,0 1,48
CH:O 55,26 3,95 (5) 55,8 3,94
56,89 3,97 (s) 56,2 3,85
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Figura 44- 1.V. (KBr) da 6a,12a-desidrorotenona e 6a,12a-desidrodeguelina
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5.2 - DETERMINAGAO ESTRUTURAL DOS DERIVADOS REACIONAIS
PREPARADOS A PARTIR DA ROTENONA E DA MISTURA BINARIA DE
DESIDROROTENONA E DESIDRODEGUELINA .

A modificacdo estrutural também chamada de manipulacdo molecular,
constitui-se certamente um dos métodos mais usados atualmente em estudo de
produtos naturais, quando se pretende avaliar a atividade biolégica de uma
determinada molécula. A metodologia consiste em se utilizar a estrutura de uma
substancia tentando simplificar, e/ou aumentar sua estrutura pela incorporacédo de
novos grupamentos, que podem alterar a poténcia, a duragéo e ainda a natureza de
um determinado efeito (WATERBEEM,1996).

Tais modificagdes produzidas pela introducdo de um substituinte podem
afetar varias propriedades fisico-quimicas da molécula. Essas modificacbes
permitem obter rapidamente uma idéia da relagao estrutura-atividade, com respeito
aos efeitos sobre a hidrofobicidade, densidade eletrénica, pontes de hidrogénio, etc.
(CECCHINEL FILHO & YUNES,1998).

A atividade citotoxica apresentada pela rotenona e pela mistura binaria de
6a,12a-desidrorotenona e 6a,12a desidrodeguelina isoladas da raiz de Derris urucu
estimularam a realizagdo de algumas transformag¢des quimicas.

Devido a diversidade de grupos funcionais, as estruturas dos rotendides
permitem modificagdes em diversos sitios. Com o objetivo de verificar a relagéao
entre a estrutura e a atividade citotoxica desses rotendides, foram propostas
algumas modificagdes na estrutura basica da rotenona e na mistura binaria 6a-12a-
desidrorrotenona e 6a-12a-desidrodeguelina, como pode ser visto no Esquema 9,
p.106.



105

NaBH,
—_—

THF/MeOH

OMe

Rotenona ©°

NaBH,
THF/MeOH

1/H,S0,
—_—
THF/MeOH

Mistura bindria: 6a-12: idror 6a-12a-desidrod

Butilamina

NaBH, o
: LiAlH, ><

ou NH,OH

R=OH
ou R = Butil OMe

Esquema 9 . Propostas de modificagdes estruturais para obtengao de derivados
da rotenona e da mistura binaria 6a,12a-desidrorotenona e 6a,12a-

desidrodeguelina

5.2.1. REACAO DE REDUGAO DA ROTENONA COM NABH,

Com a finalidade de verificar a influéncia da carbonila na citotoxicidade dos

rotendides, a partir da rotenona foi realizada uma reacdo de redu¢cao com NaBH,.

Usou-se como solvente tetraidrofurano/metanol a 0 °C. Dessa reacgao foi obtido

como produto um 6leo amarelado correspondendo a 12-hidroxirotenona com 92,2 %

de rendimento.
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5.2.2 - DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA 12-HIDROXIROTENONA

O produto apresentou ponto de fusdo 146,0 — 147,0°C e solubilidade em
cloroférmio.

O espectro de massas apresentou ion molecular a m/z 396 [M]* compativel a
férmula molecular Cz3H2406. Apresentou também fragmento a m/z 378 indicando perda
de 18 u.m.a (M-18), confirmando a reducao da carbonila em C-12. O fragmento a m/z
192 é caracteristico da decomposicdo do tipo retro Diels-Alder do anel C, este
fragmento da origem aos picos m/z 191 e 177 que correspondem as perdas de

hidrogénio e de metila respectivamente (Figura 72, p.112).

OCH;,
m/z =396 (M )
B l m/z =378 (M-H,0) m/z =363
R.D.A
:
o+ [ :1
| OCHj
. OCHjs
OCH; .
0J -CH, B
CHs -
m/z =192
OCH;,
o)
miz =177

Esquema 10 - Principais fragmentos de massas proposto para o 12-hidroxirotenona

O espectro de absorgédo na regido do infravermelho (Figura 71, p.111)
apresentou, entre outros sinais, uma forte absorgdo em 3485 cm™ caracteristico de
deformacéao axial de O-H de alcoois, sugerindo a formacédo do derivado desejado.

Nao foi observada a absor¢do em 1674 cm-1 que corresponde a absorcdo da
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carbonila C-12 da rotenona. Estes dados confirmam a formagdo do 12-
hidroxirotenona.

O espectro de RMN 'H do 12-Hidroxirotenona (Figura 73, p.113) apresentou
sete sinais simples, sendo dois relativos as duas metoxilas (o4 3,85 e 3,87) e dois na
regidao de hidrogénios aromaticos H-1 e H-4 em posigdo para no anel A 64 (6,71 e
6,48), dois na regido alifatica da molécula a o (5,09 e 4,92) caracteristicos do
metileno terminal H-7’ e um sinal simples a 4 (1,79) atribuido ao grupo metil H-8’,
ambos ligado ao anel E.

O anel D foi caracterizado pela presenga dos sinais duplos a 6w [ 6,46 (d;
J=8,4) e 7,05 (d; J=8,0)] atribuidos aos hidrogénios H-10 e H-11 acoplados em orto.
A presenca da hidroxila OH-12 e sua estereoquimica foram confirmadas pela
presenca do sinal duplo a &4 [4,93 (d; J=4,76)] atribuido a H-12 e pelo sinal a 64
[ 3,40 (¢, J=4,9)] atribuido a H-12a . Os valores de constante de acoplamento
encontrados confirmam a estereoquimica cis dos hidrogénios H-12 e H-12a.

A atribuicdo completa de todos os hidrogénios da molécula foi feita através da
analise do mapa de correlaggo homonuclear (COSY) (Figura 82, p.122) e
comparagao com dados da literatura (TAKASHIMA & CHIBA,1998) ( Tabela 12;
p.110).

A analise comparativa entre os espectros de RMN APT, permitiu identificar de
forma clara a presenca do carbono carbindlico C-12 & (66,31), reforgando a idéia de
um novo composto.

A confirmacédo dos carbonos quaternarios da molécula foi feita através da
analise dos mapas de correlagao heteronuclear HMQC (Figura 90; p.130) e HMBC
(Figura 92; p132.).

Todas as atribuicdes dos sinais registrados nos espectros de RMN 'H e *C

sdo mostradas na Tabela 12; p.110.
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U 8 = 3,40 (d; J=4,9) !
1 1

Figura 70 - Estrutura da 12-hidroxirotenona
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Tabela 12 — Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN ™C (75 MHz) do 12-

Hidroxirotenona em CDCIl;. Os deslocamentos quimicos (8) estdo em ppm e as

constantes de acoplamento (J) MHz. * Takashima & Chiba, 1998.

HMQC HMBC Literatura*
dc OH 2JeH 3Jc OH
C
1a 108,00 - H-1 H-12a
2 143,88 - H-1 H-4
3 149,21 - H-4 H-1
5 149,35 - H-4 H-1
7 149,69 - H-11; H-12 H-4'
8 112,80 - 2H-4 H-5; H-10
9 161,86 - H-10 2H-4’; H-11
11a 113,8 - H-12 H-10
6’ 143,81 - 3H-8’; H-5' 2H-4’
CH
1 111,38 6,71 (s) 6,71
4 100,75 6,48 (s) 6,48
6a 69,17 4,83 (m) 4,84
10 102,77 6,46 (d; J=8,4) 6,46
11 130,40 7,05 (d;J=8,04) 7,06
12 66,31 4,93 (d; J=4,76) 4,92
12a 88,10 3,40 (t; J=4,9) H-1 3,40
5 86,60 5,25 (t; J=8,8) 5,25
CH:
6 65,01 4,24 (ddd; J=1,46; 5,16; 9,92) 4,23
4,62 (dd; J=9,92; 11,36) 4,61
4 31,95 2,97 (dd; J=15,76;8,44) 2,97
3,29 (dd;J=15,72;9,52 3,29
7 111,93 5,09 (s) 5,09
4,9 (s)
CHs
8 17,20 1,79 1,78
CH;O 55,85 3,85 (s) 3,85

56,36 3,87 (s) 3,87
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Figura 75 - Espectro de RMN 'H ( 400 MHz, CDCl;) (Expanséo da regido entre 2,8-
3,6 ppm) da 12-Hidroxirotenona
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5.2.3 - REAGAO DE HIDROGENAGAO CATALITICA DA ROTENONA

Com a finalidade de verificar a influéncia da dupla ligagao exociclica do anel E
da rotenona na citotoxicidade dos rotendides foi realizada uma reacdo de
hidrogenagao catalitica, utilizando procedimento descrito por Richard et al. (1979),
onde foi utilizado Pd/C como catalisador. O produto obtido dessa reagao foi um
sélido branco correspondendo a 6’,7’-diidrorotenona, com faixa de fusdo 161,4-
163,0 °C, com 43% de rendimento (Esquemai1).

Ho Pd/C
—5 >

AcOEt
44%

Esquema 11. Reacao de hidrogenacéao catalitica da rotenona

A hidrogenacéo de alquenos é realizada com varios solventes. No caso da
catélise heterogénea, os catalisadores mais utilizados sdo Pd/C, Pt e Ni. O
mecanismo dessa reducdo € complexo, € 0 mecanismo encontra-se proposto no

esquema 12, p.137.
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R'-..,.__'..,”R
H H H H HR” 1 R
2 |
111771777777 /1177777 — /L
Catalisador Hidrogénio adsorvido na Complexo entre o alceno
superficie do catalisador e o catalisador (interagéo
do orbital d vazio do metal
com orbital p do alceno
rR Ra H
' * 77777777, — 777777777777,
H H Catalisador
. recuperado Insercdode hidrogénios
Alcan:yidlgao na ligagdo dupla

Esquema 12. Representacdo esquematica simplificada do mecanismo

proposto.

5.2.4 - DETERMINAGCAO ESTRUTURAL DO 6’,7’-DIIDROROTENONA

O espectro de massa da 6’,7’-diidrorotenona apresentou ion molecular a m/z
396 [M]* compativel com a férmula molecular, C,3H24O06 (Figura 97; p.141).

O fragmento a m/z 192 corresponde ao pico base, € devido a decomposig¢ao
do tipo retro Diels-Alder do anel C, e da origem aos fragmentos m/z 191 e m/z 177
correspondentes as perdas de hidrogénio e de metila respectivamente (Esquema13;
p.138).

A confirmacgao da hidrogenacéo foi através da observacao dos deslocamentos
quimicos de RMN "C dos carbonos alifaticos C-5’, C- 6’, C-7’ e C-8 a ¢ 90,75;
31,14; 17,90; 17,53 respectivamente. Os hidrogénios ligados a esses carbonos no
espectro de RMN 'H (Figura 98; p142) absorvem a 54 [4,60 (m); 1,96 (m); 0,96 (d;
J=6,96) e 1,02 (d; J=6,60)].

A atribuicdo completa dos sinais da molécula sdo mostrados na tabela 13,
p.139
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OCHs
m/z =396 (M- )

-CH;3

OCH;
OCH;
m/z =191

+

L

OCH3

O
m/z =177

Esquema13 - Principais Fragmentos de massa, proposto para 6’,7’-diidrorotenona
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Tabela 13 — Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN ™C (75 MHz) do 6',7-

diidrorotenona em CDCI;. Os deslocamentos quimicos (8) estdo em ppm e as
constantes de acoplamento (J) MHz.

3¢ Sn
C
1a  104,9
2 143,88
3 149,45
5 147,36
7 157,89
8 113,00
9 167,68
11a 113,33
12 188,93
CH
1 110,40 6,77 (s)
4 100,89 6,44 (s)
6a 72,13 4,92 (sl)
10 104,79 6,46 (d,J=8,44)
11 129,79 7,81 (d, J=8,40)
12a 44,58 3,83 (d, J= 4,40)
5 90,75 4,60 (m)
6 31,14 1,96 (m)
CH;
6 66,27 4,18 J=12,08
4,60 J= 11,0

4 29,36 3,16 (dd, J=9,52; 15,76)
2,84 (dd, J=8,40; 15,76)

CHs
7 17,90 0,96 (d, J=6,69)
8’ 17,53 1,02 (d, J=6,60)
CH:O 56,30 3,76

55,82 3,80
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Figura 103 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI;) (Expansdo da regido entre
4,09- 4,92 ppm) da 6’,7’- Diidrorotenona
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5.2.5 - REAGAO DE REDUGAO DA 6’,7’- DIDROROTENONA COM NABH,

Com o mesmo intuito de se verificar a relacdo entre a estrutura de
rotendides e a citotoxicidade, a 6’,7’- diidrorotenona foi submetida a uma reacao de
reducao com NaBH,, utilizando como solvente tetraidrofurano/metanol, fornecendo a
6’,7’-diidrorotenol, que posteriormente sofreu desidratagdo originando o 6',7’-

diidro12,12a-desidrorotenona com 98,0% de rendimento.

5.2.6-DETERMINACAO ESTRUTURAL 6’,7’-diidro-12, 12a-DESIDROROTENONA

A estrutura do produto de reducdo foi caracterizada pelo seu espectro de
massas (Figura 124, p.170), o qual apresentou pico do ion molecular a m/z 398
compativel com a férmula molecular Cy3Hs0s. O espectro apresentou também o
fragmento a m/z 192, proveniente da decomposigao do tipo retro Diels-Alder, que
originou os fragmentos a m/z 191 e m/z 177 relativo a perda de um hidrogénio e de
uma metila respectivamente. O fragmento a m/z 380 é devido a perda de uma

molécula de agua do ion molecular (Figura 124, p.170).

Esquema 14 - Produto de desidratagao

Posterior analise através de técnicas de RMN, mostrou que o produto de
reducao sofreu desidratagdo, possivelmente devido ao contato prolongado com

tracos de acido contido no CDCl;,
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O produto de desidratacdo foi confirmado através da observacdo dos
deslocamentos quimicos dos espectros de RMN 'H e RMN C, bem como as
correlagbes hetero e homonucleares existentes entre os carbonos adjacentes ao
anel heterociclico C.

A dupla ligagdo em C-12 e C-12a esta caracterizada pelo sinal duplo do H-12
a on 6,61 (d; J=2,0) relativo ao acoplamento alilico com H-6a 64 5,28. Esta atribuigao
pode ser confirmada através do mapa de correlagdo homonuclear (COSY) (Figura
133, p.179).

O espectro de RMN "*C (Figura 135, p.181) mostra as absorgdes relativas ao
anel C a & [C-6a (70,94); C-7 (150,23); C-11a (113,28); C-12 (112,80) e C-12a
(123,0).

O mapa de correlagdo heteronuclear permitiu a atribuicdo dos deslocamentos
quimicos dos atomos de carbono, principalmente os nao hidrogenados, revelando de
forma clara o acoplamento entre os atomos de carbono (C-7) e os hidrogénios (H-11
e H-12); o carbono (C-6a) e o hidrogénio (H-12); o carbono (C-12a) e os hidrogénios
(H-1 e 2H-6); o carbono (C-11a) e os hidrogénios (H-10 e H-11).

A atribuicdo completa para a molécula foi feita através de comparagao com
dados da literatura (Tallent,1973) e dados de espectro de RMN (Tabela 14, p.169).

B
-H
> OCHs

OCHs
m/z =177
OCH; 5 OCH; cne p+
m/z =398 (M ) ~CH, L=
l- H,O m/z =192 OCHs
o}
m/z =177

OCHs

Figura 123-Proposta de fragmentos de massa para o 6’,7’-diidro-12, 12a-

desidrorotenona
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Tabela 14 — Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN "C (75 MHz) do 6’,7’-diidro-12,

12a-desidrorotenona em CDClI;. Os deslocamentos quimicos (8) estdo em ppm e as
constantes de acoplamento (J) MHz. Tallent, 1973.

HMQC HMBC
dc On 2Jon *Jon
C
1a 116,39
2 144,66
3 149,09
5 149,33
7 150,23 H-11; H-12
8 110,86
9 161,46
11a 113,28 H-11 H-10
12a 123,00 H-6a H-1; H-2; H-6
CH
1 105,14 7,00 (s)
4 100,54 6,42 (s)
6a 70,94 5,28 (ddd, J=2,4; 5,2 e 10,8) H-12
10 102,65 6,36 (s)
11 126,88 6,84 (d, J=8,4) H-12
12 112,12 6,61 (d, J=2,0) H-11
5 89,43 4,51 (m)
6’ 33,18 1,98 (m)
CH:
6 67,33 4,24 (dd, J=9,78 e 10,86); 4,55 (m)
4 29,72 2,87 ( J=8,4; 15,60)
3,12 ( J=8,4; 15,60)
CH;
7 18,18 0,98 (d, J=6,80)
8 17,68 1,04 (d, J=6,40)
CH;O 56,37 3,90 (s)

55,95 3,86 (s)
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Figura 124 - Espectro de massa da 6’,7’-diidro-12, 12a-desidrorotenona
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Figura 125 - Espectro de RMN 'H (400 MHzCDCIl;) 6',7'-diidro-12, 12a-

desidrotenona
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174

8 2 o253 885 R 2

& o moBa~ =28 B 3

(] -] M oMm om Mmom 0o o «) m o«
100
50
a

@ o N o - =] N =

o w £ ~ = w0 w gy

3.950 3.900 3.850 3.800 3,750 3.700 3.850

ppm (1)

Figura 129 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls;) (Expanséo da regido entre 3,6-
3,9 ppm) da 6’,7’-diidro-12, 12a-desidrorotenona



175

Figura 130 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) (Expanséo da regido entre 3,7-
3,9 ppm) da 6’,7’-diidro-12, 12a-desidrorotenona
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Figura 136 - Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCIl;) (Expansado da regido entre
17,6-70,9 ppm) da 6’,7’-diidro-12, 12a-desidrorotenona
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Figura 137 - Espectro de RMN C (100 MHz, CDCIl;) (Expansdo da regido entre
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527 - REAGAO DE OXIDAGAO DA MISTURA BINARIA 6a-12a-
DESIDROROTENONA/ 6a-12a-DESIDRODEGUELINA

Nesta reacao foi realizada uma modificacdo do método de oxidagdo de
Kornblum descrito por Sakakibara e colaboradores (1986). Desse modo a mistura de
rotendides foi tratada com os seguintes reagentes 1,/H,SO,/DMSO. O produto obtido
apos a purificagdo apresentou-se como sélido amarelo escuro de faixa de fusao
167,0-169,0 °C.

|— — 21T

Esquema 15 - Mecanismo proposto da reacido de oxidacao

5.2.8 - DETERMINACAO ESTRUTURAL DA 6-OX0-6a,12a-DESIDROROTENONA

Observando os espectros de RMN notou-se que somente o produto de
oxidagao da desidrorotenona foi isolado.

A confirmacéao inicial do produto formado foi feita através do espectro de
infravermelho (Figura. 173, p.222), o qual mostrou absorgdo a 1626 cm™ relativa ao
estilamento de C=0, caracteristico de rotendide seguido de uma outra absorgéo a

1743 cm™ caracteristico de estiramento C=0 da fungéo lactonica.
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O espectro de massas (Figura 139, p.188) apresentou pico do ion molecular
m/z 406 compativel com a férmula molecular C23H1307 € pico base a m/z 391 relativo
a perda de metila.

O espectro de RMN 'H da oxo-6a,12a-desidrorotenona apresentou dois sinais
simples o4 8,95 e &4 6,86 relativo ao hidrogénio H-1 e H-4 do anel A, dois sinais
duplos 6+ [8,14 (d,J=8,8)] relativo ao anel B.

Comparando essas absorcbes com aquelas obtidas para a 6a-12a-
desidrorotenona, nota-se um efeito de desprotecdo causado pela presenca da
carbonila em C-6 conjugada com dois anéis aromaticos. Este efeito também pode
ser observado no deslocamento quimico das metoxilas 644,01 e 3,96.

O espectro de RMN "C-APT (Figura 149, p.198) permitiu reconhecer a
multiplicidade de cada atomo de carbono, evidenciando a presenga de dois sinais
em o, 176,30 e 155,0 que foram atribuidos as carbonilas, C-12 e C-6,
respectivamente.

A introdugédo da carbonila em C-6 afetou os deslocamentos quimicos dos
carbonos adjacentes. O carbono C-7 (6c 152,56) encontra-se protegido, e o C-6a (3.
141,86) encontra-se desprotegido em relacdo aos mesmos carbonos da
desidrorotenona. Enquanto que os carbonos C-12a (6.121,36) e C-1a (6. 116,19)
apresentam efeitos de desprotecao.

O mapa de correlagado heteronuclear (HMBC) (Figura 166, p.215) permitiu
atribuicdo dos deslocamnetos quimicos dos carbonos quaternarios apresentando os
acoplamentos dos atomos de carbonos: C-2 com os hidrogénios da metoxila; C-3
com os hidrogénios da metoxila; C-5 com o hidrogénio H-1; C-8 com o hidrogénio H-
10; C-9 com o hidrogénio H-11; C-11a com hidrogénio H-10; C-12 com o hidrogénio
H-11 e C12a com o hidrogénio H-1. As demais atribuicbes da molécula encontram-
se na Tabela 15, p.187.
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Tabela 15 — Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN "C (75 MHz) oxo-6a-12a-
desidrorotenona em CDCI;. Os deslocamentos quimicos (6) estdo em ppm e as

constantes de acoplamento (J) MHz. Tallent, 1973.

HMQC HMBC Tallent,1973
dc On ZJeH *Jen O
Cc
1a 116,19
2 146,75 %J -OCHjs
3 151,06 %J-OCH,
5 145,16 J-H-1
6a 141,86
7 152,26 *J-H-11
8 113,67 3J-H-10
9 166,45 *J-H-10
11a 118,29 %J-H-10
12 176,30 *J-H-11
12a 121,36 3J-H-1
6 155,98 *J-H-11
6 142,51
CH
1 107,90 8,95 (s) 8,95
4 99,46 6,86 (s) 6,85
10 109,66 6,98 (d,J=8,4) 6,96
11 128,22 8,14 (d, J=8,8) 8,14
5 88,45 5,47 (t=8,78) 5,47
CH.
4 31,32 3,86/ 3,68
8 113,04 5,00/ 5,14 5,00/5,15
CH;
7 17,11 1,82 2J H-6’ 1,82
CH:O 56,2 4,01 4,01/3,94

56,1 3,96
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Figura 142 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI;) (Expansao da regido entre
3,30- 4,50 ppm) da 6-oxo0-6a-12a-desidrorotenona
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Figura 149 - Espectro de RMN "*C-APT (100 MHz, CDCI;) da 6-oxo-6a-12a-
desidrorotenona
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Figura 155 - Espectro de RMN "*C (100 MHz, CDCI;) (Expansao da regido entre
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126,0- 143,0 ppm) da 6-oxo-6a,12a-desidrorotenona
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Figura 159 - Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCI;) (Expansao da regido entre

140,0- 180,0 ppm) da 6-oxo0-6a,12a-desidrorotenona
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5.2.9. REACAO DA ROTENONA COM O ACIDO m-CLOROPERBENZOICO
(MCPBA) - REACAO DE BAEYER-VILLIGER

Os peracidos reagem com ligagdes C=C e C=0 fornecendo respectivamente
epoxidos e esteres. A reacdo com alcenos é denominada de epoxidagao e a reagao
com cetona ou aldeido € chamada de reagcado de Baeyer-Villiger ou rearranjo de
Baeyer-Villiger.

Na reacao de epoxidagao ocorre a interagao do orbital HOMO do alceno com
o orbital LUMO do peracido, ou seja, o orbital ligante do alceno participa da reagao
como nucledfilo doando elétrons para o oxigénio, quebrando a fraca ligagdo O-

Oconforme o mecanismo descrito no esquema 16.

R H o)
______ oo Ar
R A
HOMO LUMO
7 ligante o* antiligante

Estado de transigdo Epoxido

Esquema 16. Mecanismo de epdxidacao

Na reacdo de Baeyer-Villiger a primeira etapa da reagdo é o ataque do
oxigénio nucleofilico do peracido a carbonila, no intermediario formado ocorre
migragdo de grupo alquilas. A preferéncia de migracdo dos grupos depende da
capacidade em estabilizar as cargas positivas no estado de transigao (esquema 16).

Quando a ligagdo C=C e a carbonila estdo presente na mesma molécula, a
presenca de um catalisador acido conduz preferencialmente ao ataque na carbonila.
A epoxidagdo seletiva ocorre em meio isento de acidez ou com acido m-

cloroperbenzdico a baixa temperatura (SMITH, 1994).
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Estado de transigio

Esquema 17. Mecanismo da reagao de Baeyer-Villiger

A rotenona foi submetida a uma reacdo de oxidacdo, com 2 equivalentes de
acido m-cloroperbenzdico em cloroféormio utilizando-se um procedimento descrito por
Laurent (2004), entretanto apds 24 horas de reagdo nao foi observado por
cromatografia em camada fina o consumo do material de partida. Aqueceu-se o
sistema a temperatura de refluxo do solvente. O produto obtido foi submetido a

analise por espectrometria de massas e V.

OCH,

O OCH3

Esquema 18-Reacéo de oxidagédo da rotenona com acido m-cloroperbenzoico
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5.2.9.1 - DETERMINAGAO ESTRUTURAL DO PRODUTO DA OXIDAGAO DA
ROTENONA COM AMCPB

A andlise do espectro de infravermelho mostra uma absorgdo em1732 cm™’
relativo ao estiramento da carbonila do anel lactdnico de sete membros. O espectro
de massas da substancia mostra ion molecular m/z 426 indicando a formacéo da
lactona e epoxidacado da dupla exociclica do anel E. A proposta de fragmentacao da
molécula é ilustrada no Esquema19.

O pico m/z 410 poderia ser atribuido a formagcédo somente da lactona, visto

que as condi¢gdes reacionais empregadas favorecem o ataque nucleofilico a

carbonila.
o
o _\ -+ _‘ -+
(o]
. o Q HO'
[o) OH -~ O ——
OMe OMe
C. o OMe
\o 4 OMe m/z 208

m/z 219
m/z 426 l -H

HO

+
" oM
T 9 / e

OMe

HO -CH, HO \ m/z 207

B ——
[¢] o
o OMe

m/z 177

m/z 192

Esquema 19 - Proposta de fragmentacéo da rotenona com AMCPB
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Figura 174. Espectro de massas do produto de oxidagdo com acido m-
cloroperbenzoico

5.2.9.2-TENTATIVAS DE REAGOES COM A MISTURA BINARIA DE 6a, 12a-
DESIDROROTENONA E 6a,12a-DESIDRODEGUELINA

A mistura binaria de 6a, 12a-desidrorotenona e 6a,12a-desidrodeguelina foi
submetida a reagdes de adicdo a carbonila. Tentou-se reduzir a carbonila com
NaBH, e com LiAIHs em diversas condicbes experimentais, entretanto ocorreu
recuperacdo do produto de partida. A mistura binaria também foi submetida a
reacdes com butilamina e cloridrato de hidroxilamina em meio basico e novamente o
sistema mostrou-se pouco reativo. Provavelmente a baixa reatividade da carbonila é

devido a sua conjugacao com o sistema piranico Esquema 20, p.227.



226

Esquema 20 - Estruturas de ressonancia do anel piranico C
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Capitulo 6.0

ATIVIDADE BIOLOGICA

6.1 - AVALIAGAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA FRENTE AS LARVAS DE

Artemia salina Leach

Este experimento foi realizado no Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais — LCQUI — CCT - UENF

A elucidacao dos componentes ativos presentes nas plantas, bem como seus
mecanismos de acdo, vem sendo um dos maiores desafios para a quimica
farmacéutica, bioquimica e a farmacologia. As plantas possuem inumeros
constituintes e seus extratos, quando testados, podem apresentar efeitos sinérgicos
entre os diferentes principios ativos devido a presenca de compostos de classes ou
estruturas diferentes contribuindo para a mesma atividade. No estudo da atividade
biologica de extratos vegetais, € importante a selecéo de bioensaios para a detecgao
do efeito especifico. Os sistemas de ensaio devem ser simples, sensiveis e
reprodutiveis.

Os bioensaios podem envolver organismos inferiores (microorganismos e
microcrustaceos, entre outros), ensaios bioquimicos visando alvos moleculares

(enzimas e receptores) e ainda cultura de células animais ou humanas.

6.1.2 — MATERIAIS E METODOS

6.1.2.1 - OBTENGAO DO EXTRATO BRUTO DE RAIZES DE DERRIS URUCU E
SUBSTANCIAS PURAS.

O extrato bruto, rotenona, desidrorrotenona e derivados foram obtidos
segundo metodologias descritas nos itens: 4.5.2.1; 4.5.2.2; 4.6.1; 4.6.2;4.6.3;4.6.4
O teste de letalidade com Artemia salina foi realizado segundo metodologia

proposta por McLaughlin (1995).
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6.1.2.2. BIOENSAIO COM ARTEMIA SALINA

a) Materiais

Na preparagao de 2L de agua do mar artificial foram utilizados os seguintes
reagentes: NaCl (48,0 g), CaCl,.2H.0 (3,0 g), KBr (0,2 g), KCI (1,4 g), Na,SO, (8,0
g), NaHCO; (0,4 g), MgCI.6H,0 (22,0 g) e agua destilada.

Como controle positivo utilizou-se K;Cr,O;, DMSO e Tween 80. E no controle
negativo, foram utilizados agua do mar artificial H,O:DMSO (3:2) em quaduplicata.

No laboratério foi utilizado um aquario de plastico (7,5 x 14,0 cm) provido de
uma peneira, para eclosao dos ovos de A. salina; foram utilizados ainda, espatulas,

estantes com tubos de ensaio, béqueres, pipeta automatica e pipeta Pasteur.

b) Procedimento experimental

Para amostra de extrato bruto foram utilizados 50,00mg de amostra e para as
substancias puras quimicamente modificadas foram usados 2,00 mg diluidos em
1000mL. As amostras foram solubilizadas na mistura de solvente composto por H,O
e DMSO [3:2 (5mL)] e foram diluidas em diferentes concentracdes. As analises
foram realizadas em quaduplicatas.

Os ovos de A.salina foram colocados em agua do mar artificial, para eclodir
em 48 horas ao abrigo de luz. Apés a eclosao dos ovos, 15 larvas foram adicionadas
em cada tubo de ensaio contendo agua do mar artificial. Apds 24 horas em presenca

de luz, foi realizada a contagem dos individuos vivos € mortos.

c) Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados pelo programa Finney, desenvolvido por
McLaughlin para analise estatistica e determinagdo dos valores de DLs,. Valores de
DLso < 1000 pg/mL sdo considerados ativos para extratos e < 30, muito ativos para

substancias puras.
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d) Resultados e discussoes

A rotenona e a mistura binaria 6a,12a-desidrorotenona e 6a-12a-
desidrodeguelina quando submetidas ao teste de letalidade, frente a Artemia salina
forneceram respectivamente uma DLs, de 0,057 ppm e 284 ppm.

A partir da rotenona foi realizada uma reacado de reducdo com a finalidade
de verificar a influéncia da carbonila na citotoxicidade desse rotendide. O 12-
hidroxirotenona, produto dessa reagcdo quando submetido ao teste de letalidade
resultou em uma DLs, de 0,099 ppm. Para verificar a influéncia da dupla ligagcéo
exociclica do anel E da rotenona, foi realizada reagao de hidrogenacgao catalitica, da
qual resultou a 6’,7’-diidrorotenona que submetido ao teste de letalidade apresentou
uma DLs, de 0,619 ppm. Esse derivado foi submetido a uma reagdo de reducado
fornecendo o 6’,7’-diidro-12-hidroxirotenona que apds o teste apresentou uma DLsg
de 0,553 ppm.

Com a molécula da desidrorotenona foi realizada uma reacédo de oxidagao
que forneceu a 6-oxo-6a-12a-desidrorotenona que submetida ao teste de letalidade

apresentou uma DLs, de 594 ppm.
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TABELA 16. Resultados obtidos no teste de letalidade frente as larvas de Artemia

salina
Substancias DLso(ppm)
Rotenona 0,057
6a-12a-desidrorotenona/6a-12a-desidrodeguelina 284
(52:48%)
12-hidroxirotenona 0,099
6’,7’- diidro-rotenona 0,619
6’,7’-diidro-12,12a-desidrorotenona 0,553
6-0x0-6a,12a-desidrorotenona 594

Os resultados obtidos apds a avaliacao citotoxica frente as larvas de A. salina
mostram que alteragao no anel heterociclico C ocasionada pela reducéo da
carbonila ndo produzem mudanga significativa na atividade bioldgica, enquanto que

alteracdes na cadeia lateral E resultam na reducéo da atividade da rotenona.

CAPITULO 7.0
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CONCLUSOES

A avaliagéo fitoquimica do extrato etandlico das raizes de Derris urucu
resultou no isolamento dos rotendides rotenona e desidrorotenona.

Apo6s modificagdes realizadas na molécula desses rotendides a avaliacdo da
atividade citotdxica frente as larvas de Artemia salina mostrou que alteragcéo ocorrida
na dupla ligacéo olefinica mediante a reagao de hidrogenagéo catalitica que originou
o 6',7’-diidro-rotenona promoveu uma redugdo da atividade biolégica em 10 vezes.
Enquanto que a redugao da carbonila no anel heterociclico C, de onde foi obtido a
12-hidroxirotenona reduziu a atividade biolégica a metade. Os resultados mostraram
ainda que a reducao simultdnea da dupla olefinica e da carbonila proposta na
reacao que produziu o 6’,7’-diidro-12,12a-desidrorotenona também reduziu em 10
vezes a atividade biolégica da substancia modificada quando comparada a rotenona.
O 6-oxo0-6a-12a-desidrorotenona substancia obtida a partir da reagcao de oxidacao
da mistura binaria 6a-12a-desidrorotenona/ 6a-12a-desidrodeguelina, mostrou
resultado nao significativo sobre a atividade biolégica quando comparado a

rotenona.

CAPITULO 8.0
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SUBSTANCIAS PURAS E DAS MODIFICADAS.

CONSTANTES FiSICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS
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— CONSTANTES FiSICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS DAS

v" Rotenona

F.M= C23H2206
P.M = 394
P.f = 164,6-168,04 °C

Aspecto: solido branco cristalino

Solubilidade: Cloroférmio

Mistura Binaria 6a-12a-desidrorotenona e 6a-12a-desidrodeguelina

(52:48%)

F.M = C23H206

P.M = 392

P.f = 156,3-153,6-160,0 °C
Aspecto: Sélido amarelo

Solubilidade: Cloroférmio

12-Hidroxirotenona
F.M = C23H2.06

P.M = 396

P.f = 146,0- 147,0 °C
Aspecto: 6leo marrom

Solubilidade: Cloroférmio
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v 6’,7’- diidrorotenona
F.M = C»3H2.06
P.M = 396
p.f=161,4-163,0 °C
Aspecto: sélido branco

Solubilidade: Cloroférmio

v 6’,7’- diidro-12, 12a-desidrorotenona
F.M = C;H206
P.M = 398
P.f = 143,9-145,0 °C
Aspecto: solido branco

Solubilidade: Cloroférmio

v'  6-0x0-6a-12a-desidrorotenona
F.M = C23H1506
P.M =406
P.f=167,0-169,0 °C
Aspecto: solido amarelo

Solubilidade: Cloroférmio

CAPITULO 9.0
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