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RESUMO

Neste trabalho foi apresentado o estudo fitoquimico das espécies Rauia nodosa e
Spiranthera atlantica pertencentes a familia Rutaceae, ambas sem estudo prévio
descrito na literatura, com o intuito de contribuir com o conhecimento
quimiossistematico destes dois géneros. Este estudo resultou no isolamento de
dezenove substancias, sendo as substancias rauianodoxi, 1’,2’-epdxido-8-
metoxiflindersina e atlanticol inéditas na literatura. Dos extratos em hexano e
metanol dos galhos de espécie R. nodosa foram isoladas dez substancias, sendo
elas: os esteroides [3-sitosterol, estigmasterol, sitostenona, estigmastenona, peroxido
de ergosterol e rauianodoxi; a cumarina O-geranilostenol; e a mistura dos alcaloides
N-metilflindersina, zantobungeanina e vepressina. Com relagcdo a espécie S.
atlantica, o estudo do extrato metandlico dos seus galhos resultou no isolamento de
nove substancias, sendo elas: os alcaloides y-fagarina, esquimianina, 8-
metoxiflindersina, 1’,2’-epdxido-8-metoxiflindersina, 1’,2’-dihidro-8-metoxiflindersina,
2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona,  2-fenil-1-metil-8-metoxi-quinolin-4-ona e
atlanticol; e o triterpeno lupeol. As estruturas destas substancias foram elucidadas
com base na analise dos dados obtidos por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN
'He 13C) incluindo analises bidimensionais, espectrometria de massas acoplada a
cromatdgrafo gasoso (CG-MS), espectrometria de massas de alta resolugdo com
ionizagao por electrospray (ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS) e espectroscopia na regiao
do infravermelho. Além disso, foram investigadas as atividades anticancerigenas dos
extratos brutos metandlicos das duas espécies e de oito alcaloides isolados frente as
linhagens de células leucémicas humanas (THP-1 e U937), através da técnica de
ensaio  metabdlico com MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo  de
difeniltetrazolium). Os extratos e alcaloides testados apresentaram apenas

moderadas e/ou baixas atividades inibitorias frente as linhagens de células testadas.

Palavras-chave: alcaloides, esteroides, RMN, ESI(+)-MS, atividade anticancerigena.
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ABSTRACT

Here are presents the phytochemical study of the species Rauia nodosa and
Spiranthera atlantica both belonging to Rutaceae family, in order to contribute to the
chemosystematic knowledge of these two gennera, both without previous
investigations described in the literature. This study resulted on the isolation of
nineteen substances and the rauianodoxy, 1’,2’-epoxy-8-methoxyflindersine and
atlanticol substances unpublished in the literature. From hexane and methanol
extracts of R. nodosa branches ten substances were isolated, namely: the steroids -
sitosterol, stigmasterol, sitostenone, stigmastenone, ergosterol peroxide and
rauianodoxy; the cumarine O-geranilosthenol; and the mixture of the alkaloids N-
methylflindersine, zantobungeanine and vepressine. Regarding S. atlantica species
the study of methanol extracts of the branches resulted on the isolation of nine
substances, namely: the alkaloids y-fagarine, esquimianine, 8-methoxyflindersine,
1’,2’-epoxy-8-methoxyflindersine,  1’,2’-dihidro-8-methoxyflindersine,  2-phenyl-1-
methyl-7-methoxy-quinolin-4-ona, 2-phenyl-1-methyl-8-methoxy-quinolin-4-ona and
atlanticol; and the triterpene lupeol. The structures of these compounds were
elucidated based on data analysis data obtained by Nucelar Magnetic Resonance
(*H and "*C NMR) including bidimensional analysis, mass spectrometry coupled with
gas chromatography (GC-MS), high resolution mass spectrometry with electrospray
ionization (ESI (+) — MS and ESI (+) — MS/MS) and spectrography in the infrared
region. Furthermore, the anticancer activity of methanolic crude extracts of the two
species were investigated, besides of eight isolated alkaloids, against human
leukemic cell lines (THP-1 and U937) by metabolic assay technique with MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-bromide diphenyltetrazolium). The tested extracts and
alkaloids revealed only moderate and/or low inhibitory activities against the tested

cell lines.

Keywords: alkaloids, steroids, NMR, ESI(+)-MS, anticancer activity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Importancia dos produtos naturais e do estudo fitoquimico de novas
espécies

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, compreendendo mais de
56.000 espécies de plantas superiores, o que significa um total de 19% do total
existente no planeta. Em fungao disso e, sobretudo pela grande tradicdo do uso das
plantas medicinais pela medicina popular no Brasil, o interesse pelos estudos das
propriedades terapéuticas das plantas, vem sendo explorado extensivamente pelos
pesquisadores brasileiros e pela industria farmacéutica, interessada em desenvolver
novos medicamentos (CALIXTO e SIQUEIRA, 2008).

O estudo fitoquimico de espécies mostra-se cada vez mais necessario, pois
auxilia no posicionamento sistematico (ordem, familia, género, etc.) dessas
espécies. O estudo fitoquimico também tem sido muito focado pelo fato de produtos
encontrados na natureza revelarem uma gama quase que inacreditavel de
diversidade em termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas
(CASTRO, 2001).

A importancia dos produtos naturais € evidenciada nas areas de cancer e
doengas infecciosas, onde 60 a 75% das drogas, respectivamente, sdo de origem
natural (NEWMAN et al., 2003).

Assim visando os interesses econdmicos, biolégicos e quimicos, este trabalho
tem como principal objetivo a investigacdo fitoquimica de duas espécies
pertencentes a familia Rutaceae, Rauia nodosa e Spiranthera atlantica. Esta familia
€ conhecida por apresentar uma grande diversidade de metabdlitos secundarios,
destacando-se os alcaloides, cumarinas, lignanas, flavonoides, terpenos e

limonoides com largo espectro de atividades bioldgicas (WATERMAN, 1999).

1.2. Justificativa para os estudos de novas substédncias naturais no
tratamento do céncer

Dentre as varias enfermidades que sao infligidas ao homem, o cancer tem
mostrado ser uma das doencas de maior incidéncia e que possui um dos mais
dificeis tratamentos, visto que ainda n&o estdo disponiveis no mercado farmacos ou
métodos de controle mais efetivos (MURAD e KATZ, 2000).



Em funcdo disso, a identificagdo de novos agentes antitumorais mais
potentes, seletivos e menos toxicos, permanece como uma das mais urgentes metas
para o combate ao cancer. Devido a esta necessidade muitos estudos vém sendo
realizados com o intuito de se isolar substancias oriundas de diferentes espécies de
plantas e testar suas atividades antitumorais frente a diferentes linhagens de células

cancerigenas.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como principal objetivo o isolamento e identificagcdo dos
constituintes quimicos das espécies Rauia nodosa e Spiranthera atlantica
(Rutaceae), bem como a avaliagdo das atividades anticancerigenas dos seus
extratos e de substancias isoladas frente a duas linhagens de células humanas,

causadoras de leucemia, U937 e THP-1.
2.2. Objetivos especificos

- Estudo fitoquimico das espécies Rauia nodosa e Spiranthera atlantica, com a
finalidade de se obter conhecimento sobre as suas composi¢des quimicas, pois até

o presente momento nao ha estudo fitoquimico de ambas as espécies;

- Isolamento e identificagdo das substancias organicas pelas técnicas de
ressonancia magnética nuclear de 'H e C incluindo andlises bidimensionais,
espectroscopia na regidao do infravermelho, espectrometria de massas acoplada a
cromatografo gasoso (CG-MS) e espectrometria de massas de alta resolugdo com
ionizagao por electrospray (ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS).

- Avaliar a porcentagem de morte celular induzida pelos extratos brutos e pelas
substancias isoladas frente as linhagens humanas de células leucémicas (U937 e
THP-1) através do ensaio metabdlico com MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo

de difeniltetrazolium).



3- REVISAO DA LITERATURA

3.1. Familia Rutaceae

A familia Rutaceae inclui 160 géneros com cerca de 1900 espécies
largamente distribuidas pelas regides tropicais e temperadas de todo o Mundo e
com diversas caracteristicas morfologicas (GROPPO et al., 2008). No Brasil sao
encontrados 33 géneros e aproximadamente 192 espécies (PIRANI et al., 2010).

A classificacdo botanica para a familia Rutaceae apresentada por Engler
(1931) considera a existéncia de sete subfamilias: Rutoideae, Toddalioideae,
Aurantioideae (Citroideae), Spathelioideae, Dictyolonatoideae, Flindersioideae e
Rhabdodendroideae. Esta divisdo foi baseada principalmente em caracteristicas
morfologicas, como o numero de conagdo dos carpelos, histologia glandular e
caracteristicas dos frutos. Porém a quimiossistematica desta familia tem sido
constantemente revisada e alterada, devido ao crescente numero de estudos
moleculares que apresentam diversas subfamilias da familia Rutaceae como néo
monofiléticas (GROPPO et al., 2008).

Uma das alteragdes na divisdo da familia Rutaceae foi a exclusdo da
subfamilia Rhabdodendroideae (FAY et al., 1997). Apesar de muitas propostas, a
divisdo em seis subfamilias ainda é largamente aceita, ressalvando algumas
alteracdes (BAYER et al., 2009).

A familia Rutaceae tem se destacado pelo fornecimento de varios metabdlitos
secundarios, tais como: alcaloides (especialmente os derivados do &acido
antranilico), cumarinas (principalmente furo e pirano cumarinas), lignanas,
limonoides, flavonoides, terpenoides (mono e triterpenos) e éleos volateis, o que tem
atraido a atengao de varios grupos de pesquisadores devido a importancia quimica,

biolégica e quimiossistematica de muitos desses metabolitos (WATERMAN, 1975).

3.2. Subtribo Galipenae e seus géneros

A subtribo Galipenae (Tribo Galipeae, Subfamilia Rutoideae, Familia
Rutaceae) constitue um grupo exclusivamente neotropical com 25 géneros e
aproximadamente 130 espécies, sendo o grupo de Rutaceae mais diverso dos
neotrépicos. Dos 25 géneros (Tabela 1), 10 sdo monoespecificos e 8 possuem cinco

Ou menos espécies. Em compensacgao apenas o género Conchocarpus possui 45-47



espécies, a grende maioria encontrada em territério brasileiro (GROPPO et al.,
2008).

Tabela 1. Géneros que constituem a subtribo Galipenae e o levantamento dos dados encontrados
para cada género.

Géneros Estudo Atividade Levantamento
Fitoquimico Biolégica Etnofarmacolégico

Almeidea X X -

Angostura

Conchocarpus

Desmotes X X -

Erythrochiton X X

Galipea X X X

Lubaria - - -

Neoraputia

Raputiarana - - -

Ravenia X X -




Sigmatanthus X X -
Spiranthera X X X
Ticorea X - -
Toxosiphon - - -

3.2.1. Adiscanthus

3.2.1.1. Estudos Fitoquimicos

O estudo fitoquimico do extrato do caule (incluindo cascas) de Adiscanthus
fusciflorus, uma espécie arbdérea da regido amazlnica, relatou o isolamento dos
alcaloides: 4-metoxi-2-quinolona (1), 1-metil-4-metoxi-2-quinolona (2), dictamina (3),
y-fagarina (4), esquimianina (5) e N-metilflindersina (6) e do acido dihidrocinamico 3-
[2’,6’-dimetoxi-6”,6”-dimetilpirano(2”,3”:4’,3’)fenil]-propidnico (7) e o seu éster metil
(8) (Figura 1) (VIEIRA et al., 1980).

Também foram realizados estudos fitoquimicos com o extrato das raizes e
galhos de A. fusciflorus, que permitiram novamente o isolamento do acido 3-[2',6’-
dimetoxi-6”,6"-dimetilpirano(2”,3":4’,3’)fenil]-propiénico (7) (SILVA et al, 2003) e do
alcaldide esquimianina (5) (NAPOLITANO et al., 2003a) e ainda revelou a presenca
da cumarina 5,8-dimetoxi-psoraleno (9) (Figura 1) (NAPOLITANO et al., 2003b).

OCH, OCH,
@ \ \ R
X =
[¢]
'\" ° R N o OCH,
R R
— OCH;,
1) R= H
22; R= CH (3) R=R,=H 9
3 (4) R= H Ry= OCH, (7) R= CO,H (9
(5) R= Ry= OCHj, (8) R= CO,CH,

Figura 1. Substancias isoladas da espécie Adiscanthus fusciflorus.



3.2.1.2. Atividades Bioldgicas

O alcaloide esquimianina (5), o acido 3-[2’,6'-dimetoxi-6”,6"-
dimetilpirano(2”,3”:4’,3’)fenil]-propibénico (7) e a cumarina 5,8-dimetoxi-psoraleno (9)
(Figura 1), isoladas do extrato das raizes e galhos da espécie Adiscanthus
fusciflorus tiveram suas atividades bioldgicas investigadas frente a enzima adenina
fosforibosiltransferase (APRT), retirada do parasita Leishmania tarentolae causador
da doenca Leishmaniose (SILVA et al, 2003; NAPOLITANO et al.,, 2003A;
NAPOLITANO et al., 2003B).

O acido 3-[2',6'-dimetoxi-6”,6"-dimetilpirano(2”,3":4’,3’)fenil]-propidnico (7)
apresentou Clsp (concencentragdo minima inibitéria de 50% da populagéo) de 147
MM frente a enzima APRT de L. tarentolae (SILVA et al, 2003). J4 as substancias
esquimianina (5) e 5,8-dimetoxi-psoraleno (9) apresentaram as respectivas
atividades inibitérias de 50% (NAPOLITANO et al., 2003°) e 68% (NAPOLITANO et
al., 2003%) frente a enzima APRT de L. tarentolae, ambas testadas na concentragdo
de 50ug/mL.

3.2.2. Almeidea
3.2.2.1. Estudos Fitoquimicos

Foi relatado na literatura um estudo fitoquimico dos extratos em hexano e em
dicorometano das folhas de Almeidea coerulae permitiu o isolamento de um novo
triterpeno e cinco alcaloides, sendo dois destes descritos pela primeira vez na
literatura. Do extrato em hexano foi isolado um novo tritepeno 3-B-O-tiglyl-24-
metilcicloartanol (10) e dois novos acaléides: 7-O-acetilhaplofilidina (11) e 7-metoxi-
8-(3’,3’-dimetilalil)-dictamina (12), além do alcaldide dutadrupina (13). Ja do extrato
em metanol foram isolados os alcaloides dutadrupina (13), isodutadrupina (14) e
arborinina (15) (Figura 2) (SANTOS et al., 1998).

Outro estudo fitoquimico realizado com o extrato em diclorometano das folhas
de A. coerulae resultou no isolamento das substancias: 7-metoxi-8-(3’,3’-dimetilalila)-
dictamina (12), 7-hidroxi-8-(3’,3’-dimetilalila)-dictamina (16), dutaduprina (13),

coerulina (17), evolitrina (18), kokusagina(19), edulinina (20), 6xido de cariofileno



(21), mistura da a e B-amirina (22 e 23) e mistura do B-sitosterol e estigmasterol (24
e 25) (Figura 2) (MAFEZOLI, 2001).

Também foi realizado um estudo fitoquimico com o extrato em diclorometano
do caule da espécie A. coerulae resultando no isolamento do alcaldide 20-hidroxi-
dihidrolupeol (26), dictamina (3) e esquimianina(5) além da mistura dos esteroides B-
sitosterol e estigmaterol (24 e 25) (Figura 2) (CORTEZ et al., 2006).

Do extrato em diclorometano do caule de A. coerulae também foi possivel o
isolamento do alcaldide 11-hidroxirutaecarpina (27). Além destas substancias foram
isolados novamente os alcaldides dictamina (3) e esquimianina (5) (Figura 1), a
mistura dos esteroides B-sitosterol e estigmaterol (24 e 25) e o triterpeno 20-hidroxi-
dihidrolupeol (26) (Figura 2) (CORTEZ et al., 2011).



(12) R= OCHj,
(16) R= OH

(24) 22,23-dihidro
(25) p22

(22) R= CH3R'=H
(23) R=H R'= CH,

Figura 2. Substancias isoladas da espécie Almeidea coerulae.

Foi verificado na literatura um estudo fitoquimico a partir dos extratos
metanodlicos do caule e da raiz da espécie A. guyanensis. Este estudo relatou o
isolamento das substancias: N-metilflindersina (6) (Figura 1), N-metilatanina (28), N-
metilhaplofolina (29) e da substéncia 4-dimetil-N-metilatanina (30) (Figura 3). Além

disso, foi isolada a substancia 4-isopropenil-N-metil-3,4-dihidro-furo-2-quinolona (31)
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denominada almeina, relatada pela primeira vez na literatura nesta ocasiao (Figura
3) (MOULIS et al., 1983).

N (¢}

(28) R= CH, (29)
(30) R=H

Figura 3. Substancias isoladas da espécie A. guyanensis.

A espécie Almeidea rubra também apresentou um estudo fitoquimico dos
extratos das suas folhas obtidos em diclorometano e em metanol. Destes extratos
foram isolados os acaloides: esquimianina (5) (Figura 1), arborinina (15), evolitrina
(18), kokusagina (19) (Figura 2), metilarborinina (32) e folinina (33) (Figura 4)
(SANTOS et al., 1998).

Também foi observado na literatura um estudo fitoquimico da fragdo em
acetato de etila do extrato metandlico das folhas de A. rubra, permitindo o
isolamento pela primeira vez dos alcaloides: 4-metoxi-6-[2-(metilamino)fenil]- 2H-
piran-2-ona (34) e acetato de rel-(7R,8R)-8-[(E)-3-hidroxi-3-metil-1-butenil]-4,8-
dimetoxi-5,6,7,8-tetraidrofuro[2,3-b]quinolin-7-ila  (35) (Figura 4) e dos alcaloides
esquimianina (5) (Figura 1), isodutaduprina (14), arborinina (15), kokusagina (19)
(Figura 2), N-metil-1-hidroxi-3-metoxiacridona (36), isoesquimianina (37) e
isokokusagina (38) (Figura 4) (AMBROZIN et al., 2005).
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(32) R=R; = OCHj4 (33)
(36) R=OH R, = H

HO

(37) R= R; = OCHj,
(38) R= R1 = OCHzo

Figura 4. Substancias isoladas da espécie A. rubra.

Foi verificado na literatura apenas um estudo fitoquimico da espécie Almeidea
lilacina, que resultou no isolamento do alcaldide y-fagarina (4) (Figura 1) usando a

técnica de cromatografia de contracorrente (VIEIRA et al., 1996).

3.2.2.2. Atividades Biolégicas

Os extratos das folhas e galhos de A. coerulae apresentaram atividade
inibitéria in vitro sobre as formas tripomastigotas do protozoario Trypanosoma cruzi,
causador da doenca de Chagas. Foram avaliadas as atividades inibitorias dos
extratos das folhas em hexano e diclorometano na concentracdo de 4 mg/mL,
obtendo respectivamente valores de Clsy de 1,49 e 2,10 mg/mL (MAFEZOLI et al.,
2000).

Os extratos dos galhos de A. coerulae obtidos em hexano, diclorometano e
metanol foram testados também na concentracdo de 4 mg/mL e apresentaram
valores de Clsy respectivamente de 3,32, 9,17 e 6,65 mg/mL frente a forma
tripomastigota de T. cruzi. Devido ao resultado promissor obtido com o extrato bruto
em hexano das folhas de A. coerulae, foram realizadas particbes deste extrato em
acetato de etila e butanol. As fragdes obtidas também tiveram suas atividades
inibitorias testadas frente a forma tripomastigota de T. cruzi, porém empregando a

concentragcado de 2 mg/mL. Os resultados de Clsy obtidos foram respectivamente de
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2,35 e 0,94 mg/mL para as fragdes em acetato de etila e butanol (MAFEZOLI et al.,
2000).

Outro estudo investigou novamente a atividade inibitoria in vitro dos extratos
das folhas e dos galhos de A. coerulae sobre as formas tripomastigotas do
protozoario T. cruzi e também frente a enzima glicolitica glicossomal gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (QGAPDH) presente no protozoario. Os extratos das folhas
obtidos em hexano e diclorometano na concentragdo de 4 mg/mL apresentaram
respectivamente 80,5% e 70% de atividade inibitéria frente ao protozoario. Ja o
extrato em hexano dos galhos apresentou apenas 55,6% de atividade inibitdria
frente ao T. cruzi, nesta mesma concentragéo (VIEIRA et al., 2001).

As atividade inibitérias dos extratos das folhas e dos galhos de A. coerulae
frente a enzima gGAPDH do T. cruzi foram investigadas nas concentragbes de 100
e 200 pg/mL. Na concentragdo de 100 pg/mL, os extratos das folhas obtidos em
hexano e diclorometano apresentaram respectivamente 0,00% e 7,9% e o extrato
hexanico dos galhos apresentou 13,2% de atividade inibitoria frente a enzima
gGAPDH. Quando empregado a concentracdo de 200 pg/mL foram obtidos os
resultados de 30,1%, 38,6% e 9,5% respectivamente para os extratos das folhas em
hexano e diclorometano e para o extrado hexanico dos galhos de A. coerulae frente
a enzima gGAPDH de T. cruzi (VIEIRA et al., 2001).

Também foi relatdo na literatura um estudo sobre a atividade tripanocida das
substancias puras 7-metoxi-8-(3’,3-dimetilalila)-dictamina (12), 7-hidroxi-8-(3’,3’-
dimetilalila)-dictamina (16), dutaduprina (13), coerulina (17), evolitrina (18),
kokusagina (19), edulinina (20) e das misturas da a e B-amirina (22 e 23) e do (-
sitosterol e estigmasterol (24 e 25), todas isoladas do extrato das folhas de A.
coerulae (Figura 2). Este estudo resultou nos valores de ICsy de 0,13, 2,38, 0,08,
74,14, 0,14, 3,39, 0,27 e 1,00 mg/mL para as respectivas substancias citadas acima
frente ao protozoario T. cruzi (MAFEZOLI, 2001).

O extrato do caule de A. coerulae também teve a sua atividade inibitéria
investigada in vitro frente o protozoario T. cruzi. Os resultados das atividades
inibitorias foram de 29,91 % e 55,11 %, usando a concentragdo de 4 mg/mL para os
respectivos extratos em hexano e metanol do caule de A. coerulae. Posteriormente o
extrato metandlico sofreu particbes em diclorometano, acetato de etila e metanol,
que apresentaram as respectivas atividades inibitérias de 100%, 68,6% e 12,9 %,

empregando a concentragao de 2 mg/mL (AMBROZIN et al., 2004).
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Este mesmo estudo também investigou as atividades inibitérias em hexano e
metanol das folhas e do caule da espécie Almeidea rubra frente ao T. cruzi. Os
extratos em hexano e metanol das folhas apresentaram atividade inibitéria
respectivamente de 35,43 % e 54,33 %, enquanto que os extratos em hexano e
metanol do caule causaram 40,94 % e 55,90 % de inibicdo (AMBROZIN et al.,
2004).

Também foi realizado um estudo das atividades inibitérias das substancias
4-metoxi-6-[2-(metilamino)fenil]- 2H-piran-2-ona (34), acetato de rel-(7R,8 R)-8-[(E)-
3-hidroxi-3-metil-1-butenil]-4,8-dimetoxi-5,6,7,8 tetraidrofuro[2,3-b]quinolin-7-ila (35),
arborinina (15), N-metil-1-hidroxi-3-metoxiacridona (36), esquimianina (5) e
kokusagina (19) (Figura 4) isoladas do extrato metandlico das folhas de A. rubra,
sobre as formas tripomastigotas de T. cruzi. O estudo resultou nos valores de Clsg
de 1,27, 0,98, 1,23, 2,6, 1,45 e 0,56 mmol/L para as respectivas substancias citadas
acima, assim sugerindo uma atividade tripanocida moderada (AMBROZIN et al.,
2005).

Ja as atividades dos extratos em hexano e metanol das folhas e do caule
das espécies A. coerulae e A. rubra frente a enzima glicossomal gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (QGAPDH) de T. cruzi, quando testados na concentragao de

100 pg/mL, ndo apresentaram atividade inibitéria (LEITE et al., 2009).

3.2.3. Andreadoxa

3.2.3.1. Estudos fitoquimicos

O estudo fitoquimico do extrato em hexano dos galhos de Andreadoxa flava
resultou no isolamento dos alcaloides N-metiflindersina (6) e 8-metoxi-N-
metilflindersina (39). Ja o estudo fitoquimico do extrato metandlico dos galhos
permitiu o isolamento dos alcaloides 4-metoxi-N-metilquinolona (2) e dictamina (3). O
extrato hexanico das folhas e o extrato metandlico das flores apresentaram apenas
os alcaloides 8-metoxiflindersina (40) e zantofiina (41) (Figura 5)
(HOHLEMWERGER et al., 2004).

Outro estudo fitoquimico também com o extrato das folhas de A. flava

contribuiu com o isolamento dos alcaloides 8-metoxi-N-metilflindersina (39), 8-
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metoxiflindersina (40), zantofilina (41) e 5-metoxialmene (42) (Figura 5) usando o
método com fluido de CO, supercritico (SANTANA et al., 2006).

OCH; R

(39) R= CH,
(40) R=H

Figura 5. Substancias isoladas da espécie A. flava.

3.2.4. Angostura
3.2.4.1. Estudos Fitoquimicos

Foi verificado na literatura um estudo fitoquimico com o extrato em
diclorometano das folhas de Angostura paniculata, que relatou pela primeira vez o
isolamento dos alcaloides 1-Hidroxi-2,3,5,6-tetametoxi-9-acridona (cuspanina) (43) e
1,2,3,5,6-pentametoxi-9-acridona (cusculina) (44) (Figura 6) (VIEIRA e KUBO, 1992).

o) R
‘ OCHj,
OCHj, ] l\‘l ] OCHj,
OCH; H

(43) R= OH
(44) R= OCHj,

Figura 6. Substancias isoladas da espécie A. paniculata
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3.2.4.2. Atividades Biolégicas

Foi realizado um estudo das atividades moluscicidas dos alcaloides cuspanina
(43) e cusculina (44) (Figura 6) isolados das folhas de A. paniculata sobre
Biomphalaria glabrata, uma espécie aquatica de caracol. Este estudo resultou nos
valores de CLsp (concentragdo minima para matar 50% da populagdo) de 5 ppm
(partes por milhdo) e 20 ppm para os respectivos alcaloides. Também foi investigada
as atividades inibitorias destes dois alcaloides frente as células Hela, de carcinoma
epitelial, obtendo os valores de Clsp de 2,5 e 8,5 ug/mL respectivamente para os
alcaloides cuspanina (43) e cusculina (44). Este estudo também relatou que ambos
os alcaloides inibiram o crescimento da linhagem celular BT-20, causadora de
cancer de mama (VIEIRA e KUBO, 1992).

Um estudo avaliou a atividade inibitéria dos extratos das folhas de A.
trifoliata sobre a forma tripomastigota do protozoario T. cruzi e também frente a
enzima glicolitica glicossomal gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gGAPDH)
deste protozoario. Os extratos das folhas obtidos em diclorometano, éter de petroleo
e metanol na concentracdo de 4 mg/mL n&o apresentaram atividade inibitéria frente
as formas tripomastigotas do protozoario (VIEIRA et al., 2001).

As atividades inibitorias dos extratos das folhas A. trifoliata frente a enzima
gGAPDH do T. cruzi foram investigadas nas concentragdes de 100 e 200 ug/mL. Na
concentragcado de 100 pg/mL, os extratos das folhas obtidos em diclorometano, éter
de petréleo e metanol apresentaram respectivamente 9,8%, 16,6% e 0,0% de
atividade inibitéria. Empregando a concentragdo de 200 ug/mL foram obtidos os
resultados de 39,9%, 26,8% e 63,3% de inibicdo frente a enzima gGAPDH do T.

cruzi, para os respectivos extratos das folhas descritos acima (VIEIRA et al., 2001).

3.2.5. Conchocarpus

3.2.5.1. Estudos Fitoquimicos

O estudo fitoquimico do extrato hexanico das folhas de Conchocarpus

heterophyllus permitiu o isolamento das substancias: flavona (45) e 7-metoxiflavona
(46) (Figura 7) (AMBROZIN et al., 2004).
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Do extrato hexanico do caule de C. heterophyllus foram isolados os
esteroides -sitosterol (24) e estigmasterol (25) (Figura 2) e da fragdo em acetato de
etila do extrato metandlico do caule foram isoladas as substancias: flavona (45), 7-
metoxiflavona (46), haplotusina (47) e o alcaldide 2-fenil-1-metil-4-quinolona (48)
(Figura 7). Ja a fracéo diclorometanica proveniente do extrato hexanico das folhas
permitiu o isolamento do benzoato de  B-sitosterila (49) e a mistura das
piranoflavonas 6-decil-6H,7H-[1]benzopirano[4,3-b][1]benzopiran-7-ona (50), 6-
dodecil-6 H,7 H-[1]benzopirano[4,3-b][1]benzopiran-7-ona (51), 6-heptadecil-6H,7 H-[1]
benzopirano[4,3-b][1]benzopiran-7-ona (52), 6-(16-octadecen-1-il)-6 H,7H-[1]
benzopirano[4,3-b][1]benzopiran-7-ona (53) e 6-octadecil-6H,7 H-[1]benzopirano[4,3-
bl[1]benzopiran-7-ona (54) (Figura 7), até entdo inéditas na literatura. O estudo da
fracdo em acetato de etila deste mesmo extrato permitiu o isolamento das
substancias flavona (45), 7-metoxiflavona (46) e 5-hidroxiflavona (55) (Figura 7)
(AMBROZIN et al., 2008).

OCH3 T
dl O |
T ° |

R o OCH3 CHs

(45) R=R,= H (47) (48)
(46) R= OCH; Ry= H
(55) R=H e R,= OH

(50) R=(CH;,)gCH;

)
(51) R=(CH3)1oCH3
(52) R= (CH2h5CH3
(53) R=(CHj)14 (CH=CH)CHj,4
(54) R= (CH3)46CH3

Figura 7. Substancias isoladas da espécie C. heterophyilus.

O estudo fitoquimico do extrato em diclometano das folhas de Conchocarpus
marginatus resultou no isolamento dos alcaloides arborinina (15) (Figura 2),
metilarborinina (32) (Figura 4) e 1-hidroxi-3-metoxi-N-metil acridona (56) (Figura 8).

Ja do extrato em diclorometano dos galhos foi possivel o isolamento dos alcaloides
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arilquinolin-4-onas: 2-fenil-1-metil-quinolin-4-ona (48) e 2-fenil-1-metil-7-metoxi-
quinolin-4-ona (57) (Figura 8) (BELLET et al., 2012).

(56) (57)

Figura 8. Substancias isoladas da espécie C. marginatus.

O estudo fitoquimico do extrato metandlico das folhas de Conchocarpus
inopinatus resultou no isolamento dos alcaloides arborinina (15), metilarborinina (32),
1-hidroxi-3-metoxi-N-metilacridona (56), xanthoxolina (58), 1,2,3,5-tetrametoxi-N-
metilacridona (59), toddaliopsina C (60) e o alcaléide denominado inopinatina (61)
(Figura 9), descrito pela primeira vez na literatura. Além disso, também foi possivel o
isolamento da cumarina escopoletina (62). Do extrato metandlico do caule foi
possivel isolar as substancias metilarborinina (32), 2-fenil-1-metil-quinolin-4-ona (48),
dictamina (3), escopoletina (62) e marmesina (63) (Figura 9) (BELLET et al., 2012).

o) OR;

Rs  (58) R= Ry= Ry= H Ry= CH3 Ry= OCH,
(59) R= Ry= Ry= CH; R3=R,= OCH,
(60) R= CH,0Ac Ry= R4= H Ry= CH; R3= OCH,
N OR,

\
R

R4

CH40
X X
HO— 1
HO " o o N
)

(62) (63

Figura 9. Substancias isoladas da espécie C. inopinatus.

Do extrato em diclorometano do caule de Conchocarpus macrophyllus foram
isolados os alcaloides acridonicos arborinina (15) (VELOZO, 1995) e metilarborinina
(32) e a mistura dos esteroides [-sitosterol (24) e estigmasterol (25) (ALBARICI,
2006).
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O estudo fitoquimico de Conchocarpus macrocarpus e Conchocarpus.
cuneifolius levou ao isolamento das substancias: 3-[2-(3-hidroxi-7,7-dimetil-3,7-
dihidro-pirano[3,2-elindol-1-il)-etil]-1H-quinazolina-2,4-diona  (64), 3-(2-(7,7-dimetil-
3,7-di-hidropirano[3,2-e]indol-il)etil)-1-metil-1H-quinazolina-2,4- diona (65), 1-(7-
hidroxi-5-metoxi-2,2-dimetil-3,8a-dihidro-2H-cromen-8-il)-etanona (66), 1-(5,7-
dimetoxi-2,2-dimetil-3,8a-dihidro-2H-cromen-8-il)-etanona (67), 1-(5-hidroxi-7-metoxi-
2,2-dimetil-3,8a-dihidro-2H-cromen-6-il)-etanona (68), 1-(5,7-dimetoxi-2,2-dimetil-
3,8a-dihidro-2H-cromen-6-il)-etanona (69), 6,8-diglicosil-7,4’-hidroxiflavona (70), 6-
diglicosil-7-metoxi-4’-hidroxiflavona (71) e 6-diglicosil-7-metoxi-4’-acetilflavona (72)
(Figura 10) (VELOZO, 1995).

OCHgy OR
o~ N CHs
o} OR o OCHj
H4C \o
(64) R=OH R4=H (66) R= OH (68) R= OH
(65) R=H R4= CHj (67) R= CHj4 (69) R= CHj

Figura 10. Substancias isoladas das espécies C. macrocarpus e C. cuneifolius.

De Conchocarpus longifolius, foram isoladas as cumarinas: 3-
metoxiangelicina (73), 3,6-dimetoxiangelicina (74), esfodina (75), pimpinelina (76),
isobergapteno (77), umbeliferona (78), escopanona (79), escopoletina (62), 5,6-

diamino-4,9-dimetoxi-furo[3,2-glcromen-7-ona (80), quiahucumarina D (81) e
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aurapteno (82) (Figura 11). Também foi possivel o isolamento dos alaloides:
candicina (83), N-metil-4,6-dimetoxi-2-quinolona (84), 4,6-dimetoxi-2-quinolona (85),
6-metoxihaplotusina (86), N-metilhaplamina (87), N-metoxihaplamina (88) (Figura 11)
e esquiminina (5) (Figura 1) (MAFEZOLI, 2001; FACCHINI, 2005).

Ri OCHs; NH,
R> R R NH
O‘ 1m / \ |
X
o) 0o RO o N 0o o o
OCH,
(73) R= OCH, Ry= Rp= H (78) R= Ry= H
(74) R= Ry= OCHj3 Ry= H (79) R= CH3 Ry= OCHj, (80)
(75) R= R4= H Ry= OCH, OAc
(76) R= H R,= Ry= OCH,
77) R=R,=H R;= OCH
(77) 2 1 3 (‘le OCH,
*N—CH CH30
M\A /@ ‘ 3 | \
CHs
\ \ o o N NEN
(83) ‘
(82) R
(84) R= H
(85) R= CH,
(86) R= OCH3
CH,0
(87) R= CH,4
(88) R= OCHs

Figura 11. Substancias isoladas da espécie C. longifolius.

Do extrato metandlico dos galhos de Conchocarpus gaudichaudianus foram
isolados os alcaloides 3-(2-(7,7-dimetil-3,7-di-hidropirano[3,2-e]indol-il)etil)-1-metil-
quinazolina-2,4(1H,  3H)-diona (65) (Figura 10), 3-(2-(7,7-dimetil-3,7-di-
hidropirano[3,2-elindol-il)etil)-quinazolina-2,4(1H, 3H)-diona (89), 3-(2-(7,7-dimetil-
3,7-di-hidropirano[3,2-e]indol-il)etil)-1-hidroxi-quinazolina-2,4(1H, 3H)-diona (90) e 4-
metoxi-1-metil-3-(3’,7’-dimetil-6’, 7’-dihidroxi-2’-octenil-2-quinolona (91) e as duas
amidas, N-trans-cumaroiltiramina (92) e N-trans-feruloiltiramina (93) (Figura 12)
(CORTEZ et al., 2009).
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Figura 12. Substancias isoladas da espécie C gaudichaudianus.

Dos galhos de Conchocarpus fontanesianus foi possivel isolar os alcaloides
dictamina (3), y-fagarina (4), esquimianina (5) (Figura 1) e 2-fenil-1-metil-4-quinolona
(48) (Figura 7) e a cumarina marmesina (63) (Figura 9) (CABRAL et al., 2012).

3.2.5.2. Atividades Biolégicas

Foram avaliadas as atividades anticolinesterasicas do extrato etandlico dos
galhos de C. fontanesianus, das fragbes e das substancias puras obtidas do seu
fracionamento. A inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase € o método
mais eficaz para otimizar o sistema colinérgico em pacientes que sofrem da doenca
de Alzheimer, assim diminuindo os efeitos da doenga. Foram investigadas as
atividades anticolinesterasicas do extrato bruto em etanol, da fracdo em hexano, da
fracdo de alcaloides e das substancias dictamina (3), y-fagarina (4), esquimianina
(5), 2-fenil-1-metil-4-quinolona (48) e marmesina (63). A técnica de CCD
(Cromatografia em Camada Delgada) foi empregada para uma avaliagao qualitativa
e para quantificar a taxa de reacédo foi usada a placa de Elisa (enzyme-linked
inmunosorbent assay) (CABRAL et al., 2012).

O extrato bruto, a fracdo hexanica e de alcaloides apresentaram inibicao da
atividade acetilcolinesterasica, porém a fracdo com alcaloides provocou o maior
potencial inibidor, obtendo um Clsg de 31,73 pg/mL. Todas as substancias puras
também apresentaram potencial inibitorio, mas o alcaldide esquimianina se destacou
apresentando um Clsy de 74,09 ug/mL, porém este valor ainda é alto quando
comparado ao controle positivo, fisostigmina com Clso de 0,61 ug/mL (CABRAL et
al., 2012).
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Os extratos do caule e das folhas de Conchocarpus heterophyllus tiveram as
suas atividades inibitérias investigadas in vitro frente o protozoario T. cruzi. Os
extratos em hexano e metanol das folhas apresentaram atividade inibitéria
respectivamente de 99,22% e 59,44%, enquanto que os extratos em hexano e
metanol do caule causaram 71,65% e 68,89% de inibicdo, todos na concentracio de
4 mg/mL. Posteriormente o extrato hexanico das folhas sofreu partices em hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, que apresentaram as respectivas
atividades inibitérias de 25,7%, 45,0%, 100% e 7,1%, empregando a concentragao
de 2 mg/mL. O mesmo foi realizado com o extrato metandlico das folhas resultando
respectivamente em 97,1%, 25,6%, 56,4% e 98,6% de inibicao (AMBROZIN et al.,
2004).

Ja o extrato metandlico dos galhos foi fracionado em apenas acetato de etila
e metanol obtendo 100% e 37% de atividade tripanocida. Também foram avaliados
os potenciais inibitérios das substancias: flavona (45) e 7-metoxiflavona (46) (Figura
7), isoladas das folhas de C. heterophyllus, nas concentragées de 100, 250 e 500
Mg/ml resultando nos valores de Clsg de 2116,0 e 787,1 pg/mL, respectivamente
(AMBROZIN et al., 2004).

Os extratos em hexano e metanol das folhas e do caule da espécie C.
heterophyllus tiveram suas atividades inibitérias avaliadas frente a enzima
glicossomal gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gGAPDH) de T. cruzi, quando
testados na concentragdo de 100 pg/mL, ndo apresentaram atividade inibitoria
significativa (LEITE et al., 2009).

As substancias p-sitosterol (24) e estigmasterol (25), flavona (45), 7-
metoxiflavona (46), haplotusina (47), 2-fenil-1-metil-4-quinolona (48), benzoato de (-
sitosterila (49) e a mistura das piranoflavonas: 6-decil-6H,7 H-[1]benzopirano[4,3-b][1]
benzopiran-7-ona (50), 6-dodecil-6H,7H-[1]benzopirano[4,3-b][1]benzopiran-7-ona
(61), 6-heptadecil-6H,7H-[1]benzopirano[4,3-b][1]benzopiran-7-ona (52), 6-(16-
octadecen-1-il)-6H,7 H-[1]benzopirano[4,3-b][1]benzopiran-7-ona (53) e 6-octadecil-
6H,7H-[1]benzopirano[4,3-b][1]benzopiran-7-ona (54) (Figura 7), isoladas dos
extratos do caule e das folhas de C. heterophyllus, foram testadas sob a forma
tripomastigota do T. cruzi nas concentragbes de 500, 250 e 100 mg/mL. Os
resultados obtidos para as substancias testadas indicaram que as mais ativas foram
os alcaloides haplotusina (47) e 2-fenil-1-metil-4-quinolona (48), apresentando

valores de Clsp de 136,9 e 144,9 uM, respectivamente. Entretanto, as substancias
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testadas ndo se mostraram potentes agentes tripanocidas quando comparadas ao
controle positivo utilizado, a violeta de genciana com Clsy de 83 yM (AMBROZIN et
al., 2008).

A atividade tripanocida das espécies C. gaudichaudianus, C. heterophyllus, C.
obovatus, C. longifolius e C. inopinatus foram avaliadas na concentragcdo de 4
mg/mL sob a forma tripomastigota do protozoario T. cruzi Para a espécie C.
gaudichaudianus foram obttido valores de Clsp de 1,36 e 4,00 mg/mL para os
extratos em hexano e metanol dos galhos, de 1,52 e >10 mg/mL para os extratos
em hexano e metanol das folhas e de 7,24 e 5,52 mg/mL para os extratos em
hexano e metanol do caule, respectivamente. Os extratos metandlicos dos galhos e
folhas de C. heterophyllus apresentaram os respectivos valores de Clsy de 3,82 e
2,46 mg/mL. Enquanto que os extratos em hexano, dicloromentano e metanol dos
galhos de C. obovatus obtiveram respectivamente os valores de Clsode 1,58, 2,86 e
4,54 mg/mL e os extratos em hexano e metanol das folhas apresentaram Clsy de
2,83 e 2,23 mg/mL. Com relagao a espécie C. longifolius foram obtidos valores de
ICs0 de 2,85, 3,34, >10 e 9,89 mg/mL respectivamente para os extratos em hexano e
metanol dos seus galhos e para os extratos em hexano e metanol das suas folhas.
Ja a espécie C. inopinatus apresentou Clsy de 9,25 e 4,63 mg/mL para os
respectivos extratos em hexano e metanol dos galhos e Clsp de >10 e 1,39 mg/mL
para os respectivos extratos em hexano e metanol das folhas (MAFEZOLI et. al.,
2000).

Um segundo teste foi realizado com fragdes dos extratos das espécies C.
gaudichaudianus, C. obovatus e C. inopinatus sob as formas tripomastigotas de T.
cruzi, desta vez empregando a concentragdo de 2 mg/mL. O extrato em hexano das
folnas de C. gaudichaudianus resultou em fragdes em hexano, diclorometano,
acetato de etila e butanol que apresentaram os respectivos valores de Clso de >10,
3,23, 4,99 e >10 mg/mL. Ja o extrato em hexano das folhas dessa mesma espécie
também foram fracionados em hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol,
obtendo os respectivos valores de Clsg de >10, 4,07, 3,69 e 8,97 mg/mL. De C.
obovatus foram obtidos as fracbes em hexano, acetato de etila e butanol do extrato
em hexano dos seus galhos, os quais resultaram em valores Clsg de 2,55, 1,46 e
2,29 mg/mL, respectivamente. Da espécie C. inopinatus foram obtidos do extrato
das suas folhas fragcbes em hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol, que

apresentaram os respectivos valores de Clso de >10, 1,29, 1,44 e >10 mg/mL. Os
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resultados obtidos revelaram um grande potencial tripanocida para as espécies
testadas (MAFEZOLI et al., 2000).

3.2.6. Desmotes
3.2.6.1. Estudos Fitoquimicos

Foi encontrado apenas um estudo fitoquimico com o fungo endofitico
Mycoleptodiscus sp. F0194 obtido das folhas de Desmotes incomparabilis, que

resultou no isolamento dos alcaloides micoleptodiscina A (94) e micoleptodiscina B
(95) (Figura 13), relatados pela primeira vez na literatura (ORTEGA et al., 2013).

Figura 13. Substancias isoladas do fungo endofitico das folhas de D. incomparabilis.

3.2.6.2. Atividades Bioldgicas

O extrato do fungo endofitico 85 (CSIRO (M) E7391) isolado das folhas da
espécie Desmotes incomparabilis teve sua atividade inibitoria investigada frente aos
parasitas Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi e Leishmania donovani. Os
resultados obtidos indicaram que o extrato do fungo ndo possui atividade inibitéria
frente aos parasitas P. falciparum, causador da malaria, e frente ao T. cruzi,
causador da doenga de Chagas. Porém provocou inibigao de 93,4% do crescimento
do protozoario L. donovani, responsavel pela Leishmaniose. Este estudo também
avaliou a atividade inibitéria do fungo 85 frente a linhagem de células cancerigenas
MCF-7, mas este ndo provocou a inibigdo do crescimento das células (MARTINEZ-
LUIS et al., 2011).
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Foi verificado na literatura um estudo que avaliou a atividade inibitéria do
alcaloide micoleptodiscina B (95) (Figura 13), isolado do fungo endofitico
Mycoleptodiscus sp. FO0194 obtido das folhas de D. incomparabilis. Este estudo
obteve os valores de Clsp de 0,660, 0,780 0,630 e 0,600 uM para o acaléide
micoleptodiscina B (95) frente as linhagens de células humanas cancerigenas H460,
A2058, H522-T1 e PC-3, respectivamente. O mesmo estudo também avaliou a
citoxicidade do alcaloide frente a IMR-90 (fibroblastos humanos), obtendo um Clsy de
0,41 uM. Devido a sua alta toxicidade, o alcaléide micoleptodiscina B (95) nao foi

considerado um potencial agente anticancerigeno (ORTEGA et al., 2013).

3.2.7. Ertela

3.2.7.1. Estudos Fitoquimicos

Foi relatado na literatura um estudo que descreve o isolamento apenas do
alcaloide acridénico arborina (15) (Figura 2) dos galhos e folhas da espécie Ertela
baihensis (ROSEGHINI et al., 2006).

Da espécie Ertela trifélia foi encontrado na literatura um estudo fitoquimico
dos extratos dos seus galhos, folhas e flores que resultou no isolamento das
substancias conhecidas: y-fagarina (4), esquimianina (5) (Figura 1), chaplofitina-B
(96), 7-(2’-hidroxi-3’-metoxi-preniloxi)-4,8-dimetoxifuroquinolina (97), 7-isopenteniloxi-
c-fagarina (98), tecleanatalesina B (99), metilnkolbisina (100), 1-hidroxi-2,3-dimetoxi-
10-metilacridin-9(10H)-ona (101), sesamina (102) e fargesina (103) e relatou o
isolamento pela primeira vez dos alcaloides 7-(2’-Hidroxi-3’-cloropreniloxi)-4,8-
dimetoxifuroquinolina (104) e 6-(2’-hidroxi-3’-cloropreniloxi)-4,7-dimetoxifuroquinolina
(105) (Figura 14) (CAOQO et al., 2008).
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Figura 14. Substancias isoladas da espécie Ertela trifdlia.

3.2.7.2. Atividades Biolégicas

Na literatura foi verificado um estudo que avaliou os efeitos de trés
concentragdes (10 nM,1 uM e 10 uM) do alcaloide acridbnico arborina (15), isolado
dos galhos e folhas de Ertela baihensis, sobre células do bago e do timo obtidas de
ratos Male Wistar. As células foram estimuladas ou nao por trés estimulantes
mutagénicos distintos. A viabilidade celular foi avaliada por indu¢do de necrose e/ou
apoptose e a funcéao celular foi mensurada pela proliferacdo e producao de citocinas.
Para compreender a agao do alcaléide arborina (15) nas populagdes de células T
(linfécitos encontrados no timo) e células B (linfocitos encontrados no bago) foram
usados os agentes mutagénicos: concanavalina A (ConA) (10 pg/mL), um agente
mutagénico especifico das células T; pokeweed (PWM) (5 ug/mL), um agente
mutagénico de células T e B e o agente lipopolissacarideo (LPS) (5 pg/mL)
especifico para células B (ROSEGHINI et al., 2006).

O alcaloide arborinina (15) suprimiu a proliferacéo de células estimuladas com
ConA e estas células apresentaram também uma diminuicdo pequena mas
significativa na producdo de IFN-y (Interferon-gama), uma citocina produzida por
células T ativadas, e uma diminuicdo acentuada na produgao de niveis de IL-10
(Interleucina-10), outra citocina conhecida por regular a resposta imune. Porém, nao
foi observada qualquer alteragdo seja de apoptose ou necrose sob esse tipo de
células (ROSEGHINI et al., 2006).
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Um pequeno efeito inibidor causado pela arborina (15) foi observado sobre a
proliferacdo de células do baco estimuladas com PWM apds um periodo 48 horas de
incubacgao, sendo observado a apoptose destas células apos 24 h e uma diminui¢cao
na producdo dos niveis IL-10 em 48 h. O alcaloide arborinina (15) também
demonstrou efeitos sob as células de bago estimuladas por LPS, um ativador de
células B. O aumento da proliferagao e diminuigdo da apoptose de células de bago
estimuladas por LPS em 48 h em contraste com a diminui¢do da produgao de IFN-y
por estas células também em 48 h e 72 h sugere que arborinina (15) pode ter
diversos efeitos diferentes sob as popula¢cdes de células distintas. Estes resultados
indicam que o alcaloide arborinina (15) interfere preferencialmente por um modo
inibidor da proliferagao celular e morte de células sobre a produgdo de citocinas,
especialmente na produgdo de IL-10, por células do sistema imunoldgico sob
estimulagdo mitogénica e néo induzindo a necrose das células (ROSEGHINI et al.,
2006).

Um segundo estudo com o alcaloide arborina (15), também isolado dos
galhos e folhas de E. baihensis, investigou o seu efeito sobre hibridomas de células
B obtidas de ratos. Os hibridomas sao linhagens desenvolvidas através de células
de mieloma e células B com o objetivo de produzir grandes quantidades do anticorpo
escolhido e crescem indefinidamente, por isso sao usados como modelos de
tumores. Infelizmente o alcaléide ndao provocou uma diminuigdo significativa do
anticorpo monoclonal e também nao reduziu a proliferacao de hibridomas de células
B, em nenhuma das concentragdes testadas (ROSEGHINI et al., 2009).

Foi relatado na literatura também um estudo das atividades inibitorias das
substancias 7-(2’-Hidroxi-3’-cloropreniloxi)-4,8-dimetoxifuroquinolina  (97), 6-(2’-
hidroxi-3’-cloropreniloxi)-4,7-dimetoxifuroquinolina (105), 7-isopenteniloxi-y-fagarina
(98), esquimianina (5), tecleanatalesina B (99), metilnkolbisina (100) e 1-hidroxi-2,3-
dimetoxi-10-metilacridin-9(10H)-ona (101), isoladas do extrato dos galhos, folhas e
flores da espécie Ertela trifdlia, frente a linhagem celular A2780, responsavel pelo
cancer de ovario. Os valores de Clsp obtidos foram de 13, 9, 13, 13, 16, 14 e 12
Mg/mL para as respectivas substancias citadas acima, sugerindo uma atividade

anticancerigena moderada (CAO et al., 2008).
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3.2.7.3. Levantamento Etnofarmacolégico

A espécie Ertela baihensis é usada popularmente como agente diurético,
antitérmico, antidiabético e expectorante (ROSEGHINI et al., 2006).

3.2.8. Erythrochiton
3.2.8.1. Estudos Fitoquimicos

Um estudo fitoquimico relatou o isolamento do alcaléide y-fagarina (4) (Figura
1) das cascas das raizes da espécie Erythrochiton brasiliensis cultivadas em estufas
(JOHNE; HARTLING, 1977).

Outro estudo fitoquimico foi realizado com os extratos dos galhos, cascas,
folhas, flores e frutos da espécie E. brasiliensis. Com excegao do extrato dos frutos,
as substancias estachidrina (106) e homoestachidrina (107) foram isolados em todos
os demais extratos (Figura 15). Do extrato das folhas foi isolado o isofitol (108) e o
acido N-metilpipecdlico (109) (Figura 15), sendo este ultimo isolado pela primeira vez
em uma planta . O esterdide S-sitosterol (24) (Figura 2) foi isolados dos extratos dos
galhos, cascas e folhas. Além disso, foi relatado a presenga de aminoacidos livres
nas folhas e hidrocarbonetos, acidos graxos e alcoois primarios na cera dos frutos
de E. brasiliensis (SARGENTI et al., 1993).
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Figura 15. Substancias isoladas da espécie Erythrochiton brasiliensis.

3.2.8.2. Levantamento Etnofarmacoldgico

O cha da casca da raiz da espécie Erythrochiton brasiliensis é usada na

medicina popular como vermifugo (CORREA, 1984).
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3.2.9. Euxylophora
3.2.9.1. Estudos Fitoquimicos

Um estudo fitoquimico com o extrato das cascas da espécie Euxylophora
paraensis permitiu o isolamento dos alcaloides euxiloforina A (110), euxiloforicina A
(111) e euxiloforicina B (112) (Figura 16), relatados pela primeira vez na literatura
(CANONICA et al.,, 1968). Posteriormente um segundo estudo com o extrato
metandlico das cascas de E. paraensis relatou o isolamento dos alcaloides
indolopiridiquinazolinos euxiloforicina C (113) e euxiloforina B (114) (Figura 16),
também descritos pela primeira vez na literatura (DANIELI et al., 1972). Ainda com o
extrato das cascas de E. paraensis, foi possivel o isolamento pela primeira vez dos
alcaloides euxiloforina C (115), euxiloforina D (116), euxiloforicina D (117) e
euxiloforicina E (118) (DANIELLI, et al., 1973), 1-hidroxirutaecarpina (119) (DANIELI
et al., 1974) e euxiloforicina F (120) (Figura 16) (DANIELI et al., 1976).
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Figura 16. Substancias isoladas da espécie Euxylophora paraensis.

Outros estudos com o cerne da espécie E. paraensis também relataram o
isolamento dos alcaloides esquimianina (5), N-metilflindersina (6), 4-(2,3-diidroxi-3-
metilbutoxi)-1-metilquinolin-2(1H)-ona (121), 4-hidroxi-2,2,6-trimetil-3,4,5,6-tetraidro-
2H-piranol[3,2-c]quinolin-5-ona (122), paraensina (123), 2,3,3-trimetil-2,3,4,5-
tetraidrofurano[3,2-c]quinolin-4-ona (124), 2,3,3,5-tetrametil-2,3,4,5-

tetraidrofurano[3,2-c]quinolin-4-ona (125) e também outros da série de alcaloides
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bis-quinolin-2-ona hexaciclicos: paraensidimerina A-G (126-132) (JURD;WONG,
1981; JURD et al., 1982; JURD; BENSON, 1983).
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Figura 17. Substancias isoladas da espécie Euxylophora paraensis.

O Unico estudo fitoquimico com as folhas de E. paraensis permitiu o
isolamento das cumarinas: marmesina (63) (Figura 9) xantotoxina (133),
isopimpenilina (134), iso-oxipeucedanina (135), oxipeucedanina hidratada (136), 8-
metoxi-marmesina (137); dos flavonoides: quercetina-3-0O-a-L-ramnopiranosideo
(138), miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo (139) e hesperidina (140); dos
alcaloides: esquimianina (5) e N-metilfindersina (6) e do limonoide limonina (141)

(Figura 18) (ISIDORO et al., 2012).
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Figura 18. Substancias isoladas da espécie Euxylophora paraensis.

3.2.10. Galipea

3.2.10.1. Estudos Fitoquimicos

Foi realizado um estudo fitoquimico com o extrato em diclorometano dos
galhos da espécie Galipea bracteata permitindo os isolamentos dos alcaloides 2-n-
propilquinolina (142), 2-n-pentilquinolina (143) e 2-(1’-pentenil)-quinolina (144).
Além de relatar pela primeira vez o isolamento do alcaloide 2-(3.,4’
metilenodioxifeniletil)-quinolina (145) (Figura 19) (VIEIRA et al., 1990).
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Figura 19. Substancias isoladas da espécie Galipea bracteata.

Dos galhos da espécie Galipea longiflora foram isolados os acaloides
esquimianina (5) (Figura 1), evolitrina (18) (Figura 2), 2-(3',4'-metilenodioxifeniletil)-
quinolina (145) (Figura 19), 2-fenilquinolina (146) 2-fenil-4-metoxiquinolina (147), 2-
(3',4'-dimetoxifeniletil)-quinolina (148), 2-(3',4'-metilenodioxistiril)-4-metoxiquinolina
(149), 2-n-amil-4-metoxiquinolina (150), 2-(1’,2’-pentenil)-4-metoxiquinolina (151) e
2-(3'4'-metilenodioxifeniletil)-4-metoxiquinolina  (cusparina) (152) (Figura 20)
(VAGNEUR et al., 1989).

Um segundo estudo fitoquimico com os galhos, raizes e folhas de G.
longiflora permitiu o isolamento de treze alcaloides: esquimianina (5), 2-n-
propilquinolina (142), 2-n-pentilquinolina (143), 2-(3'4'-metilenodioxifeniletil)-quinolina
(145), 2-fenilquinolina (146), 2-fenil-4-metoxiquinolina (147), 2-(3',4'-dimetoxifeniletil)-
quinolina (148), 4-metoxi-2-n-pentilquinolina (150), 2-(3',4'-metilenodioxifeniletil)-4-
metoxiquinolina (152), 4-metoxi-2-n-propilquinolina (chimanina A) (153), 2-(E)-prop-
1’-enilquinolina (chimanina B) (154), 4-metoxi-2-(E)-prop-1’-enilquinolina (chimanina
C) (155) e 2-(1’,2-trans-epoxipropil)-quinolina (chimanina D) (156), os quatro
ultimos estavam sendo descritos pela primeira vez na literatura (Figura 20)
(FOURNET et al., 1993).
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Figura 20. Substancias isoladas da espécie Galipea longiflora.

Ja o estudo fitoquimico das cascas das raizes e galhos da espécie Galipea
trifoliata resultou no isolamento das cumarinas ramosina (157), febalosina (158) e
galipeina (159) (Figura 21), esta ultima relatada pela primeira vez na literatura
(WIRASUTISNA et al., 1987).

Figura 21. Substancias isoladas da espécie Galipea trifoliata.

Do extrato das cascas da espécie Galipea officinalis foram isoladas as
substancias 2-n-pentil-quinolina (143) (Figura 19), quinolina (160), 2-metil-quinolina
(161) e N-metil-2-quinolona (162) (SPATH & PIKL, 1930). Também foi possivel o
isolamento  das  substancias  3,5-dihidroxi-5-etoxi-2-siringoil-1-metil-4- O-B- D-
glucopiranosil-ciclopentano (163) e 3,5-dihidroxi-5-etoxi-2-vaniloil-1-metil-4-O-B-D-
glucopiranosil-ciclopentano (164) das cascas desta mesma espécie (Figura 22)
(BRIESKORN & BECK, 1971).

Outro estudo fitoquimico com a espécie G. officinalis relatou o isolamento
dos alcaloides 4-metoxi-2-pentilquinolina (150), cusparina (152) (Figura 20), N-metil-

2-quinolona (162), cuspareina (165), galipina (166) e allocuspareina (galipinina)

(150) R= CH,CH,CH,CH,CH,4
(151) R= CH=CHCH,CH,CH,
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(167) (Figura 22), extraidos das suas cascas, sendo que o Uultimo alcaloide foi
descrito pela primeira vez na literatura nesta ocasido (HOUGHTON et al., 1998). O
estudo do extrato das cascas desta espécie também permitiu o isolamento dos
alcaloides galipeina (159) (Figura 21) e angustureina (168) (JACQUEMOND-
COLLET et al., 1999), N-metil-4-hidroxi-3-(2’,3’-epoxiisobutil)-2-quinolona (169) e
candicina (170) (Figura 22) (JACQUEMOND-COLLET et al., 2000).

Um estudo empregando a técnica de cromatografia em fase gasosa
acoplada ao espectrometro de massas identificou quinze substancias presentes no
extrato das casas do tronco de G. officinalis. Foram identificados os alcaloides: 2-
(3',4’-metilenodioxifeniletil)-quinolina (145) (Figura 19), 2-(3’,4’-dimetoxifeniletil)-
quinolina (148), 4-metoxi-2-n-pentilquinolina (150) (Figura 20), galipeina (159)
(Figura 21), 1-metil-2-quinolona (162), cuspareina (165), galipina (166), galipinina
(167), angustureina (168), 2-n-propil-2,3,4-tetrahidro-1-metilquinolina (171), 2-n-
pentil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina (172), maculosidina (173), 2-(3’,4’-dimetoxifeniletil)-
1,2,3,4-tetrahidroquinolina (174), 2-(3’,4’-metilenodioxifeniletil)-1,2,3,4-
tetrahidroquinolina (175) e 2-(3’-hidroxi-4’-metoxifeniletil)-4-metoxiquinolina (176)
(Figura 22) (JACQUEMOND-COLLET, et. al.,, 2001). Por ultimo, outro estudo
fitoquimico com as cascas de G. officinalis relatou o isolamento novamente dos
alcaloides galipeina (159) (Figura 21), cuspareina (165), galipinina (167) e
angustureina (168) (Figura 22) (JACQUEMOND-COLLET et al., 2002).
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Figura 22. Substancias isoladas da espécie Galipea officinalis.

Com a espécie Galipea panamensis foi realizado um estudo fitoquimico com
o extrato em acetato de etila das suas folhas, resultando no isolamento das
cumarinas: febalosina (158) (Figura 21), murralongina (177), acetato de
murrangatina (178), 7-{[(2R*)-3,3-dimetiloxiran-2-iljmetoxi}-8-[(2R*,3R*)-3-
isopropeniloxiran-2-il]-2H-chromen-2-ona (179) e 7-metoxi-8-(4-metil-3-furil)-2H-
chromen-2-ona (180) (Figura 23), sendo que as duas ultimas foram relatadas pela

primeira vez na literatura nesta ocasiao (ARANGO et al., 2010).
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(179) (180)

Figura 23. Substancias isoladas da espécie Galipea panamensis.

3.2.10.2. Atividades biolégicas

Um estudo investigou a atividade muloscicida dos alcaloides 2-n-
propilquinolina (142), 2-n-pentilquinolina (143), 2-(1’-pentenil)-quinolina (144) e 2-
(3,4 metilenodioxifeniletil)-quinolina (145) (Figura 19), isolados dos galhos de
Galipea bracteata, contra a espécie de caracol aquatico Biomphalaria glabrata,
envolvido na transmissao da esquitossomose. As substancias 2-n-pentilquinolina
(143), 2-(1’-pentenil)-quinolina (144) e 2-(3’,4’ metilenodioxifeniletil)-quinolina (145)
apresentaram atividade moluscicida nas respectivas concentragdes de 20 ppm, 10
ppm e 5 ppm (partes por milhdo). Ja a substancia 2-n-propilquinolina (142) nao
apresentou atividade moluscicida mesmo empregando a concentragao de 100 ppm
(VIEIRA et al., 1990).

Os extratos do caule e das folhas de duas amostras de Galipea carinata,
coletadas em janeiro de 1993 (amostra A) e maio de 2000 (amostra B), tiveram as
suas atividades inibitérias investigadas in vitro frente ao protozoario T. cruzi. Com
relacdo a amostra A, os extratos em hexano e metanol das folhas apresentaram
atividade inibitéria respectivamente de 61,42% e 64,56%, enquanto que os extratos
em hexano e metanol do caule causaram 51,97% e 44,09% de inibicao, todos
testados na concentragao de 4 mg/mL. Ja para a amostra B, os extratos em hexano
e metanol das folhas apresentaram atividade inibitéria respectivamente de 54,33% e
20,47 % e os extratos em hexano e metanol do caule causaram 50% e 62,99% de
inibicdo do protozoario (AMBROZIN et al., 2004).

Posteriormente o extrato metanodlico das folhas da amostra A sofreu
particdes em diclorometano, acetato de etila e metanol, apresentando as respectivas

atividades inibitorias de 82,6%, 96,4% e 50% na concentragcdo de 2 mg/mL. O
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extrato hexanico obtido das folhas da amostra B sofreu particbes em hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, resultando respectivamente em 100 %,
9,3%, 11,3% e 65,6% de inibicdo e o seu extrato metandlico dos galhos foi
fracionado em apenas diclorometano, acetato de etila e metanol obtendo 100 %,
44,4 % e 31,1 % de atividade tripanocida, todos na concentracdo de 2 mg/mL.
(AMBROZIN et al., 2004).

Ja os extratos em hexano e metanol das folhas e do caule da espécie
Galipea carinata, na concentragdao de 100 pg/mL, ndo apresentaram atividade
inibitéria  significativa frente a enzima glicossomal gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (gGAPDH) obtida do protozoario T. cruzi (LEITE et al., 2009).

Um estudo avaliou as atividades biolégicas in vitro de doze alcaloides
obtidos dos extratos dos galhos, raizes e folhas de Galipea longiflora frente os
protozoarios L. braziliensis e T. cruzi. Foram obtidos valores de Clgy (concentragao
inibitéria de 90% da populagao) de 100 ug/mL para os alcaloides: esquimianina (5),
2-n-pentilquinolina  (143),  2-(3'4'-metilenodioxifeniletil)-quinolina  (145),  2-
fenilquinolina  (146), 2-(3',4'-dimetoxifeniletil)-quinolina  (148), 4-metoxi-2-n-
pentilquinolina (150), 2-(3',4'-metilenodioxifeniletil)-4-metoxiquinolina (152) e 4-
metoxi-2-n-propilquinolina (chimanina A) (153) (Figura 20). Para os alcaldides 2-n-
propilquinolina (142) e 2-fenil-4-metoxiquinolina (147) foram obtidos um Clgy de 50
pug/mL, enquanto que os demais alcaloides 2-(E)-prop-1’-enilquinolina (chimanina B)
(154) e 2-(1’,2’-trans-epoxipropil)-quinolina (chimanina D) (156) resultaram em um
ICgp de 25 pg/mL (FOURNET et al., 1993).

Um segundo estudo avaliou as atividades leishmanicidas in vivo de fragcoes
dos extratos brutos e alcaloides obtidos dos extratos dos galhos, raizes e folhas de
G. longiflora frente as espécies Leishmania amazonensis ou Leishmania
venezuelensis. Os alcaloides testados foram o 2-n-propilquinolina (142), 2-n-
pentilquinolina (143), 2-fenilquinolina (146) e chimanina B (154). Foram utilizados
para os testes, ratos BALB/c previamente infectados com L. amazonensis ou L.
venezuelensis por um periodo de 4 a 6 semanas, para garantir que a infecgcéo
estivesse estabelecida e as lesdes visiveis. Os tratamentos testados foram
realizados por via oral, administrados duas vezes ao dia durante um intervalo de 15
dias, ou por cinco injegdes intralesionais em intervalos de 4 dias, ambos
empregando a concentragdo de 50 mg/kg de tratamento por massa corporal do

individuo. O farmaco de referéncia utilizado nos experimentos foi o N-metilglucamina
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antimonato (Glucantime), administrado por meio de inje¢des subcutaneas ou
intralesionais diarias (FOURNET et al., 1996).

O alcaloide chimanina B (154) administrado por via oral permitiu a redugéo
da lesdo em 70% e uma redugdo de 95 % nas taxas parasitarias enquanto que
quando administrado por via das injegdes intralesionais provocou 74% da redugao
da lesdo e 90% da taxa parasitaria, em ratos infectados com L. amazonensis.
Infelizmente o restante dos alcaloides e as fragdes dos extratos testados
apresentaram apenas baixas e intermediarias atividades leishmanicidas (FOURNET
et. al., 1996).

As atividades inibitorias in vitro dos alcaloides 2-n-propilquinolina (142), 2-n-
pentilquinolina (143), 2-(3',4'-metilenodioxifeniletil)-quinolina (145), 2-fenilquinolina
(146) e 2-(3',4'-metilenodioxifeniletil)-4-metoxiquinolina (152), todos isolados de G.
longiflora, também foram avaliadas frente a células humanas HUT-102 infectadas
com o virus HTLV-1, causador de doengas degenerativas e leucemia. As
substancias foram testadas nas concentracbes de 50 uM e 10 yM, mas apenas o
alcaloide 2-(3',4'-metilenodioxifeniletil)-quinolina (145) apresentou uma atividade
inibitéria moderada, com cerca de 50% de inibicdo das células, sendo o restante das
substancias testadas inativas (FOURNET et al., 2003).

O extrato de alcaloides extraido da casca de G. longiflora conforme e o
alcaloide 2-fenilquinolina (146), o maior constituinte deste extrato, tiveram suas
atividades biologicas investigadas frente a forma promastigota do protozoario
Leishmania braziliensis. Os experimentos in vitro foram realizados utilizando a
concentragdo de 20 ug/mL dos tratamentos e um periodo de 48 h de incubagéo,
resultando em 69% de inibigdo provocada pelo extrato de acaldides e 33% de
inibicdo provocada pelo alcaléide 2-fenilquinolina (146) sobre o protozoario (CALLA-
MAGARINQOS et al., 2009).

As fragOes do extrato das cascas da espécie G. officinalis e os alcaloides 4-
metoxi-2-pentilquinoleina  (150), cusparina (152), N-metil-2-quinolona (162),
cuspareina (165), galipina (166) e allocuspareina (167) (Figura 21), isolados deste
extrato, tiveram suas atividades inibitorias investigadas frente a dez cepas de
Mycobacterium tuberculosis. As fragdes dos extratos e os acaloides testados foram
incubados em diferentes concentragbes durante um periodo de 14 dias com as
diferentes cepas de M. tuberculosis, resultando na determinacdo da CMI

(concentragdo minima inibitéria) de cada um dos tratamentos. A melhor atividade
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bactericida foi obtida para a fragao nao basica do extrato bruto das cascas, obtendo
o maior valor de CMI de 25 pg/mL e o menor valor de CMI de 6,25 ug/mL. Os
demais tratamentos testados apresentaram moderadas atividades inibitérias
(HOUGHTON et al., 1998).

Um estudo investigou as atividades bioldgicas dos extratos em hexano e
cloroférmio das cascas do tronco de G. trifoliata e dos alaloides galipeina (159),
cuspareina (165), galipinina (167) e angustureina (168), isolados deste extrato,
frente ao protozoario Plasmodium falciparum, causador da malaria. A atividade
antiplasmodial dos tratamentos testados foram avaliadas frente as cepas Nigerian
(sensivel a cloroquina ), FcM29 (resistente a cloroquina) e FcB1 (resistente a
cloroquina) de P. falciparum. Os valores de Clso foram obtidos apds 24 h e 72 h de
incubacao entre os tratamentos e as cepas do protozoario (JACQUEMOND-COLLET
et al., 2002).

O alcaloide galipinina (167) apresentou os valores mais promissores de Cls
de 1,8, 0,09 e 0,7 yg/mL para as respectivas cepas Nigerian (sensivel a cloroquina),
FcM29 (resistente a cloroquina) e FcB1 (resistente a cloroquina) apos o intervalo de
72 h de incubacdo. Apds 72 h de incubagdo, o alcaloide galipeina (159) também
apresentou valores signifinificativos de Clsy de 3,0, 0,1 e 1,0 pg/mL para as
respectivas cepas Nigerian (sensivel a cloroquina), FcM29 (resistente a cloroquina) e
FcB1 (resistente a cloroquina). Ja os extratos brutos e os demais alacaloides
apresentaram valores altos de Clsy frente as trés cepas do protozoario testadas
(JACQUEMOND-COLLET et al., 2002).

Foi realizado um estudo que investigou a atividade biolégica das cumarinas
7-{[(2R*)-3,3-dimetiloxiran-2-iljmetoxi}-8-[(2R*,3 R*)-3-isopropeniloxiran-2-il]-2 H-
cromen-2-ona (179), 7-metoxi-8-(4-metil-3-furil)-2H-cromen-2-ona (180), febalosina
(158) e murralongina (177) (Figura 23), isoladas das folhas de Galipea panamensis,
frente a forma amastigota do protozoario Leishmania panamensis. Os experimentos
foram realizados utilizando a técnica de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de
difeniltetrazolium) e as atividades inibitérias foram avaliadas apdés 72 h de
incubacédo, utilizando as concentragbes de 3,1-100 pg/mL. As trés primeiras
cumarinas obtiveram valores de ECsy (quantidade do tratamento necessaria para
induzir a morte em 50% da populagdo das células) de 9,9, 10,5 e 14,1 ug/mL,
respectivamente, enquanto a cumarina murralongina (177) nao apresentou atividade

inibitoria significativa frente ao protozoario. Este mesmo estudo investigou também
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as atividades inibitérias das cumarinas 7-{[(2R")-3,3-dimetiloxiran-2-iljmetoxi}-8-
[(2R*,3R*)-3-isopropeniloxiran-2-il]-2H-chromen-2-ona (179), 7-metoxi-8-(4-metil-3-
furil)-2H-chromen-2-ona (180) e febalosina (158) frente a linhagem de células
cancerigenas U937, resultando nos respectivos valores de Clsy de 9,7, 33,0 e 20,7
pMg/mL (ARANGO et al., 2010).

3.2.10.3. Levantamento Etnofarmacolégico

As cascas da espécie Galipea multiflora, conhecida também como quina
falsa, jasmim do mato, Ticoré e guamixinga, sdo largamente utilizadas na medicina
popular para tratar malaria, infecgdes, indigestao, febre e atonia gastrica. O estudo
de revisdo do Dr. Monteiro da Silva relatou a utilizagdo das cascas desta espécie
como um substituinte eficiente para a quina no tratamento na malaria, porém mais
fraco que Peruvian chinchona (BOTSARIS, 2007).

3.2.11. Leptothyrsa

3.2.11.1. Estudos Fitoquimicos

Foi observado na literatura apenas um estudo fitoquimico com as folhas de
Leptothyrsa sprucei, resultando no isolamento das substancias: 5-metoxipsoraleno
(181), 8-metoxipsoraleno (182), imperatorina (183), isoimperatorina (184),
kaempferol 3-O-a-L-ramnopiranosideo (185), clematina (186), cnidiosida B (187) e
do alcaloide 3-hidroxirutaecarpina (188) (Figura 24), este ultimo relatado pela

primeira vez na literatura nesta ocasiao (LI et al., 2001).
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Figura 24. Substancias isoladas da espécie Leptothyrsa sprucei.

3.2.12. Neoraputia
3.2.12.1. Estudos Fitoquimicos

Os estudos fitoquimicos com o extrato das folhas da espécie Neoraputia alba
permitiram o isolamento pela primeira vez das flavonas 7,8,3’,4’-tetrametoxi-6,5-
(2”,2”-dimetilpirano) flavona (189) e 7,8,3',4’,5’-pentametoxi-6,5-(2”,2”-dimetilpirano)
flavona (190) (Figura 25), juntamente com o esteroide B-sitosterol (24) (Figura 2)
(ARRUDA et al, 1991) e das substéncias 3',4’-metilenodioxi-5,5",6,7-
tetrametoxiflavona (191), 3,4’,5,5', 7-pentametoxiflavona (192), 4’.5,7,8-
tetrametoxiflavona (193), 3’,4,5,7,8-pentametoxiflavona (194), 3',4’,5,5,7,8-
hexametoéxiflavona (195) e 3',4°,5,5’,7-pentametoxiflavonona (196), além das trés
flavonas 3’,4’-metilenodioxi-6,5-(2”,2”-dimetilpirano)-7-metoxiflavona (197), 3’,4’,8-
trimetoxi-5-hidroxi-6,7-(2”,2”-dimetil-pirano) flavona (198) e 3’,4’-metilenodioxi-5,7,8-
trimetoxiflavona (199) (Figura 25), descritas pela primeira vez na literatura nesta
ocasiao (ARRUDA et al., 1993).



41

(189) R= H (191) R4=R,= OCH,0 R3=R,=0CH; Rg=H
(190) R= OCHj, (192) R4=R,=R=5 OCH, R,=Rs=H
(193) R4=R3=R=, H R,=R5=0CHj,
(194) R4=R,=R=5 OCH; R3=R,=H
(195) R4=R,=R3=Rg= OCH, R,=H
(196) R4=R,=R=53 OCH, R,=R5=H 2,3 dihidro
(199) R;=R,= OCH,0 R3= R,=H R4=0CHj,

Figura 25. Substancias isoladas da espécie Neoraputia alba.

O extrato hexénico dos galhos da espécie Neoraputia magnifica permitiu o
isolamento do flavonoide 2’-hidroxi-3,4,4’,5-tetrametoxi-5’,6’-(2”,2”-dimetil-pirano)
chalcona (200), relatado pela primeira vez na literatura nesta ocasido, e das
substancias 5,6,7,3’,4’,5’-hexametoxiflavonona (201) 2’-hidroxi-3,4,4’,5,6’-
pentametoxichalcona (202) (Figura 26), 5,7,3',4’,5'-pentametoxiflavonona (192)
(Figura 25), B-sitosterol (24) e estigmasterol (25) (Figura 2) (PASSADOR et. al.,
1997).

Um segundo estudo fitoquimico com o extrato dos frutos de N. magnifica
resultou no isolamento dos flavonoides 2’-hidroxi-4,4’-dimetoxi-5’,6’-(2”,2”-dimetil-
pirano)chalcona (203), 2’-hidroxi-3,4,4’-trimetoxi-5’,6’-(2”,2"-dimetil-pirano)chalcona
(204) e 3’,4’-metilenedioxi-5,7-dimetoxiflavona (205) (Figura 26), até entao inéditos
na literatura, e dos flavonoides: 3’,4’-metilenodioxi-5,5’,6,7-tetrametoxiflavona (191),
3',4’,5,5,7-pentametoxiflavona (192) (Figura 25), 2’-hidroxi-3,4,4’,5-tetrametoxi-5’,6’-
(2”,27-dimetil-pirano)chalcona (200), 2’-hidroxi-3,4,4’,5,6’- pentametoxichalcona
(202) e 3',4’-metilenodioxi-5,6,7-trimetoxiflavona (206) (Figura 26) (TOMAZELA et
al., 2000).
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Figura 26. Substancias isoladas da espécie Neoraputia magnifica.

As folhas de Neoraputia paraensis revelaram pela primeira vez as flavonas
5,7,5'-Trimetoxi-6-(3”-hidroxi,3”-metil-trans-but-1"-enil)-3',4'-metilenodioxi-flavona
(207) e 5,4'-dihidroxi-3',5'-dimetoxi-6,7-(2”,2”-dimetil-pirano) flavona (208) (Figura
27) e dos galhos foi possivel isolar a flavona 5,4'-dihidroxi-8,3',5'-trimetoxi-6,7-(2”,2"-
dimetil-pirano)flavona (209), também sendo descrita pela primeira vez na literatura
(Figura 27) (SOUZA et al., 1999).

Outro estudo com o caule de N. paraensis permitiu o isolamento dos
alcaloides dictamina (3), esquimianina (5) (Figura 1), 8-metoxiflindersina (40) (Figura
5) e flindersina (210) (Figura 27). Enquanto que o estudo do extrato das suas folhas
resultou no isolamento das substancias: 3'4',7,8-tetrametoxi-5,6-(2",2"-
dimetilpirano)-flavona (189), 3'4'5',5,7-pentametoxiflavona (192), 3',4'5,7,8-
pentametoxiflavona (194) (Figura 25), 2'-hidroxi-3,4,4'5-tetrametoxi-5',6'-(2",2"-
dimetilpirano)chalcona (200), 3'4'-metilenodioxi-5,7-dimetoxi-flavona (205), 3'.4'-
metilenodioxi-5,6,7-trimetoxiflavona  (206)  (Figura  26),  5-hidroxi-3',4',6,7-
tetrametoxiflavona (211) e 5-hidroxi-3',4'-metilenodioxi-6,7-dimetoxiflavona (212)
(Figura 27) (MORAES et al., 2003).
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Figura 27. Substancias isoladas da espécie Neoraputia paraensis.

3.2.12.2. Atividades Biolégicas

Foi realizado um estudo que investiga as atividades inibitérias in vitro dos
flavonoides isolados dos frutos de Neoraputia magnifica frente a enzima glicossomal
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gGAPDH) do protozoario Trypanosoma cruzi.
As atividades inibitérias apresentadas na concentragéo de 100 ug/mL foram de 99%
para a substancia pura 3’,4’,5’,5,7-pentametoxiflavona (192) e de 100% para a
mistura das substancias 3’,4’-metilenodioxi-5,5’,6,7-tetrametoxiflavona (191) e 3',4’-
metilenodiéxi-5,6,7-trimetoxiflavona (206). Na concentracédo de 105 yg/mL para a
mistura das substancias 2’-hidroxi-3,4,4’,5-tetrametoxi-5’,6’-(2”,2”-dimetil-
pirano)chalcona (200) e 2’-hidroxi-3,4,4’-trimetoxi-5’,6’-(2”,2"-dimetil-pirano)chalcona
(204) (Figura 26) foi obtido apenas 45% de atividade inibitéria (TOMAZELA et al.,
2000).

Posteriormente também foram avaliadas as atividades inibitérias dos
flavonoides 3'.4',7,8-tetrametoxi-5,6-(2",2"-dimetilpirano)-flavona (189), 3'.4'5,7,8-
pentametoxiflavona (194) e 3',4'-metilenodioxi-5,6,7-trimetoxiflavona (206) isolados
de Neoraputia paraensis, nas respectivas concentragcées de 35, 50 e 100 pg/mL,

resultando em 68%, 45% e 36% de inibigdo frente a enzima gGAPDH de T. cruzi. No
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mesmo estudo, também foram investigadas as atividades dos flavonoides 3'4'-
metilenodioxi-5,7-dimetoxi-flavona (205), 2'-hidroxi-3,4,4',5-tetrametoxi-5',6'-(2",2"-
dimetilpirano)chalcona (200) e 3',4',5',5,7-pentametoxiflavona (192) isolados de N.
paraensis, na concentracdo de 100 ug/mL, obtendo respectivamente 26%, 65% e
99% de inibicdo (MORAES et al., 2003).

Os flavonoides, 3'4',7,8-tetrametoxi-5,6-(2",2"-dimetilpirano)-flavona (189),
3’,4’-metilenodioxi-5,7,8-trimetoxiflavona (199) isolado de N. alba (ARRUDA et al.,
1993), 5,6,7,3',4’,5’-hexametoxiflavona (201) isolado de N. magnifica (PASSADOR
et al., 1997) e 3,4’-metllenodioxi-5,7-dimetoxiflavona (205) e isolados de N.
paraensis (MORAES et al., 2003), tiveram suas atividades inibitorias investigadas
frente a coledptilos de trigo. O unico flavonoide que apresentou atividade inibitéria
significativa foi o 3’,4’-metilenodioxi-5,7-dimetoxiflavona (205), obtendo -76% frente
os coleoptilos de trigo. Assim, sua atividade inibitoria também foi investigada frente
as espécies de testes padrdo: Lepidium sativum (agrido), Lactuca sativa
(alface), Lycopersicon esculentum (tomate) e Allium cepa
(cebola). Em todos os experimentos foi utilizado como padréo interno o inseticida
comercial Logran. O flavonoide apresentou atividade inibitoria proximo a -85%
frente L. sativum, porém néo foi ativo frente as demais espécies testadas (NEBO et
al., 2014).

3.2.13. Raputia

3.2.13.1. Estudos Fitoquimicos

Um estudo fitoquimico das cascas do caule e das raizes de Raputia simulans
resultou no isolamento pela primeira vez da série de alcaloides raputindoles A-D
(213-216) (Figura 28) (VOUGOGIANNOPOQULOU et al., 2010). Posteriormente, foi
relatado o isolamento dos indoloalcaloides: indolo-5-carbaldeido (217), 7-prenilindolo
(218), 5-prenilindolo (219), verticilatina B (220) (Figura 28) e dos alcaloides descritos
pela primeira vez: 5-(but-3'-en-2-ona)indolo (221), 5-(2-metilbut-3'-en-1'-ol)indolo
(222), 5-[metil-4'-(2'-metil-4-oxobutanoato)]indolo (223), 5-[4-(metil)furan-2-ilindolo
(224), 5-[4-(metoximetil)furan-2-illindolo (225), 5-[5'-(3-metilfuran-2'(5'H)-ona)]indolo
(226) e 5-(4'-metil-2',5'-dihidrofuran-2'-il)indolo (227) (Figura 28), isolados também
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das cascas do caule da espécie R. simulans (VOUGOGIANNOPOULOU et al.,
2011).

Recentemente, o extrato em diclorometano do caule de R. simulans revelou
os alcalbdides caulindoles E (228), F (229) e G (230) (Figura 28), descritos pela
primeira vez na literatura (VOUGOGIANNOPOULOU et al., 2014).
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Figura 28. Substancias isoladas da espécie Raputia simulans.
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O extrato em diclorometano do caule de Raputia praetermissa permitiu
isolamento pela primeira vez dos alcaloides: 4-desoxi-raputindol C (231),
raputimonoindol A (232), raputimonoindol B (233), hexadecanil 2-hidréxi-4-metoxi-
cinnamato (234) juntamente com os alcaldides robustina (235) (Figura 29),
dictamina (3) (Figura 1), evolitrina (18) (Figura 2), maculosidina (173) (Figura 22), 5-
(4-metoxi-metilfuran-2-il)-1H-indol (raputimonoindol C) (225) (Figura 28). O estudo do
extrato em hexano resultou no isolamento das substancias N-metil-4-metoxi-
quinolin-2(1H)-ona (2), esquimianina (5) (Figura 1), B-sitosterol (24), estigmasterol
(25) (Figura 2), cicloartenona (236) e sitostenona (237) (Figura 29) (ROSAS et al.,
2011).

Figura 29. Substancias isoladas da espécie Raputia pratermissa.

3.2.14. Rauia

3.2.14.1. Estudos Fitoquimicos

O extrato das folhas de Rauia resinosa permitiu o isolamento das cumarinas
umbeliferona (78) (Figura 11) e rauianina (238) (Figura 30). J4 o estudo do extrato
do caule resultou no isolamento das substancias: N-metil-4-metoxi-2-quinolona (2),

dictamina (3), y-fagarina (4), esquimianina (5) (Figura 1), murralongina (177), acetato
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de murrangatina (178) (Figura 23), murrangatina (239), munomicrolina (240),
mirtopsina  (241), Z-rhoifolinato de dimetila (242), zantodiolina (243),
zantobungeanina (244), veprissina (245) e 8-hidroxi-N-metilfindersina (246) (Figura
30), sendo este ultimo descrito pela primeira vez como produto natural em mistura
com os esteroides -sitosterol (24) e estigmasterol (25) (Figura 2). Além disso, foi
possivel o isolamento do alcaldide 7-hidroxi-8-metoxi-N-metilfindersina (247) e da
cumarina 3-etilrauianina (248) (Figura 30), relatados pela primeira vez na literatura
nesta ocasiao(ALBARICI et al., 2010).
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Figura 30. Substancias isoladas da espécie Rauia resinosa.

Um estudo fitoquimico realizado pelo grupo de pesquisa de Quimica de
Produtos Naturais da UENF com o extrato do caule da espécie Rauia nodosa
resultou no isolamento das substancias: N-metilflindersina (6) (Figura 1), sitosterol
(24), estigmasterol (25) (Figura 2), sistostenona (237) (Figura 29), zantobungeanina
(244), veprissina (245), estigmastenona (249) (Figura 30), peroxido de ergosterol
(250), O-geranilostenol (251) e do esteroide rauianodoxi (252), este ultimo descrito

pela vez na literatura nesta publicagao (Figura 31) (ROCHA et al., 2014).



(251)

Figura 31. Substancias isoladas da espécie Rauia nodosa.

3.2.14.2. Atividades Biolégicas

Um estudo investigou a atividade inibitoria in vitro dos extratos das folhas e
dos galhos de Rauia resinosa sob as formas tripomastigotas do protozoario T. cruzi
e também frente a enzima glicossomal gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(gGAPDH) obtida do protozoario. O extrato dos galhos obtido em metanol na
concentragéo de 4 mg/mL apresentou 72,4% de atividade inibitéria. Ja o extrato em
metanol das folhas, na mesma concentracdo, apresentou 49,8% de atividade
inibitoria frente ao protozoario (VIEIRA et al., 2001).

Outro estudo utilizando diretamente o extrato bruto hidroetandlico de Rauia
reinosa, investigou a possivel formagao de ligagdes e interagdes moleculares entre
produtos naturais presentes nesse extrato e a proteina BSA (Albumina de Soro
Bovino). Esse estudo empregou diferentes técnicas de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), entre elas as técnicas de STD, NOESY, tr-NOESY e 2D STD-
TOCSY, seguido da técnica de separacdo CLAE (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia) para acompanhar a formagao de ligagbes entre substancias ativas e a
proteina testada. Foi utilizado 1 mg do extrato bruto em 1 mL da solugdo alvo, com
concentragédo de 50 yM, com o objetivo de simular ligagdes nas regides Thr190,
Arg198, Arg217, Trp213, Arg256, Ala290 e Tyr451 da proteina. Os resultados
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indicaram que a técnica de RMN é excelente para a determinagado inicial de
compostos ativos (TANOLI et al., 2013).

A cumarina rauianina (238) (Figura 30) isolada da espécie Rauia resinosa
(VELOZO et al., 1997; ALBARACI et al.,, 2010), teve sua atividade inibitéria
investigada frente a coledptilos de trigo na concentragcéo de 1000 yM, obtendo cerca
de -76% de inibicdo (NEBO et al., 2014).

3.2.15. Ravenia

3.2.15.1. Estudos Fitoquimicos

Foi realizado um estudo fitoquimico com as folhas de Lemonia spectabilis
(sinbnimo de Ravenia spectabilis) resultando no isolomento dos alcaloides y-fagarina
(4) (Figura 1), atanina (253), ravenina (254) e espectabilina (255) (Figura 32), sendo
o ultimo descrito pela primeira vez na literatura (TALAPATRA et al., 1969). Um
segundo estudo com as folhas desta mesma espécie permitiu o isolamento pela
primeira vez do alcaloide 3,4,5,6-tetrahidro-7-hidroxi-2,2,6-trimetil-5-oxo-2H-
pirano[3,2-c]quinolino  (256) (Figura 32), denominado de ravesilona
(BHATTACHARYYA & CHOWDHURY, 1984).

Dos galhos de R. spectabilis também foram isoladas as substancias y-
fagarina (4) (Figura 1), arborinina (15), estigmasterol (25) (Figura 2) e estigmasta-
4,22-dien-3-ona (257) (Figura 32) (SOHRAB et al., 2004).
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Figura 32. Substancias isoladas da espécie Ravenia spectabilis.

3.2.15.2. Atividades Biolégicas

Foi realizado um estudo que investigou a atividade inibitéria in vitro dos
extratos metandlicos dos galhos, flores e folhas de Ravenia infelix sobre as formas
tripomastigotas do protozoario T. cruzi e também frente a enzima glicossomal
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gGAPDH) obtida do protozoario. Os extratos
foram testados na concentragdo de 4 mg/mL e resultaram em 88%, 87% e 88,8% de
inibicdo, respectivamente para os extratos dos galhos, flores e folhas. O extrato dos
galhos apresentou 10,4% de atividade inibitéria frente a enzima gGAPDH na
concentragéo de 100 pg/mL, porém os demais extratos ndo provocaram inibigao.
Empregando a concentragdo de 200 pg/mL foram obtidos os resultados de 10,4%,
25,6% e 55,4% respectivamente para os extratos dos galhos, flores e folhas (VIEIRA
et al., 2001).

O extrato dos galhos de R. spectabilis, o alcaloide arborinina (15) e uma
fragdo contendo y-fagarina (4) e arborinina (15), isolados deste extrato, tiveram suas

atividades inibitérias investigadas frente a diversos microorganismos, bem como a
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sua citoxicidade avaliada através do estudo com Artemia salina. Os
microorganismos testados foram Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella sp., Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella paratyphi A, Salmonella paratyphi B, Salmonella typhi,
Sarcina latea, Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Shigella flexneriae, Shigella
sonnei, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Vibrio mimicus e Vibrio
parahemolyticus, através do método por difusdo de disco (SOHRAB et al., 2004).

O didmetro do halo de inibicdo provocado pelo extrato de R. spectabilis foi
em torno de 8-28 mm, na concentragdo de 500 ug/disco, frente aos
microorganismos testados. As atividades mais significativas foram contra Bacillus
cereus, B. megaterium e Vibrio mimicus, obtendo halos com 28, 25 e 25 mm,
respectivamente. A fragdo contendo y-fagarina (4) e arborinina (15) apresentou um
halo de inibicdo significativo contra Bacillus cereus (17 mm), B. subtilis (18 mm),
Aeromonas hydrophila (17 mm), Escherichia coli (23 mm), Salmonella paratyphi A
(24 mm), S. paratyphi B (19 mm), Shigella dysenteriae (22 mm) e Vibrio mimicus (21
mm). O alcaloide puro arborinina (15) apresentou zonas de inibicdo de apenas 7 mm
e 9 mm, respectivamente para Escherichia coli e Shigella dysenteriae. O extrato cru
e a fracdo de alcaloides apresentaram os respectivos valores de CLsg de 76,26 e
14,98 pg/mL frente Artemia salina (SOHRAB et al., 2004).

3.2.16. Sigmanthus

3.2.16.1. Estudos Fitoquimicos

Um estudo fitoquimico relata o isolamento da piranocumarina seselina (258)

(Figura 33) das raizes da espécie Sigmanthus trifoliatus (LIMA, et. al., 2006).

(258)

Figura 33. Substancias isoladas da espécie Sigmanthus trifoliatus.
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3.2.16.2. Atividades Biolégicas

A atividade antiinflamatdria da cumarina seselina (258) (Figura 33), isolada
das raizes da espécie Sigmanthus trifoliatus, foi investigada através dos testes de
contorcdo, de formalina e da placa quente em ratos Male Swiss. O teste de
contorgdo seguiu a metodologia proposta por Collier e o teste da placa quente
seguiu o método de Eddy e Leimbach. Nos testes de contorcdo e com formalina
foram usados também morfina e indometacina para efeitos de comparagao (LIMA et
al., 2006).

Os efeitos da cumarina seselina (258) foram avaliados nas concentragdes de
0,5, 4,5 ou 40,5 mg/kg para o teste de contor¢gdo induzida por acido acético,
provocando uma inibigao significativa do numero de contragbes de 19,5%, 26,2% e
41,4%, nas respectivas concentragées. Empregando as mesmas concentragbes, a
seselina (258) causou uma expressiva inibicao da resposta a formalina na segunda
fase (inflamatdria) de respectivamente 90,3%, 97,8% e 95,3% e na fase inicial
(neurogenica) causou 34, 4% e 66,9% respectivamente para as maiores doses
testadas. Por ultimo, no teste de placa quente nao foi observado nenhum efeito apos
o tratamento com seselina (258) (LIMA et al., 2006).

3.2.17. Spiranthera

3.2.17.1. Estudos Fitoquimicos

Foi realizado um estudo fitoquimico com a espécie Spiranthera odoratissima
utilizando a técnica de CG-MS para identificar os componentes presentes no 6leo
essencial obtido das suas folhas. Foram identificadas as substancias: pineno (259),
canfeno (260), limoneno (261), mirceno (262), copaeno (263), espatulenol (264),
germacreno B (265) e D (266), B-cariofileno (267) e 6xido de cariofileno (268) (Figura
34). O estudo do extrato em diclorometano do rizoma resultou no isolamento das
cumarinas aurapteno (82) (Figura 11), ostol (269) e brailina (270) (Figura 34) e dos
alcaloides furoquinolinos y-fagarina (4) e esquimianina (5) (Figura 1) (FREITAS et al.,
2003).

Das raizes de S. odoratissima foram isoladas as substancias: dictamina (3),

y-fagarina (4), esquimianina (5) (Figura 1), B-sitosterol (24) (Figura 2), aurapteno (82)
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(Figura 11), 1-hidroxirutaecarpina (119) (Figura 16), limonina (141) (Figura 18),
rutaecarpina (271) e evodiamina (272) (Figura 34). Também foi possivel o
isolamento dos limonoides (273) e (274) (Figura 34), descritos pela primeira vez na
literatura nesta publicagao (RIBEIRO et al., 2005).

O estudo fitoquimico dos extratos em hexano, diclorometano e metanol dos
galhos da S. odoratissima permitiu o isolamento dos alcaloides: dictamina (3), y-
fagarina (4), esquimianina (5) (Figura 1) e do 2-fenil-1-metilquinolin-4-ona (48)
(Figura 7) e dos limonoides: limonina (141) (Figura 18) e acido limonéxico (275)
(Figura 34) (TEREZAN et al., 2010).

Do extrato hexanico dos frutos de S. odoratissima foi relatado o isolamento
das substancias esquimianina (5) (Figura 1), aurapteno (82) (Figura 11) e limonina
(141) (Figura 18) (SANTOS et al., 2011). Ja o estudo com o extrato das folhas de S.
odoratissima resultou no isolamento das substéncias B-sitosterol (24) (Figura 2)
sesamina (102) (Figura 14), e 6a-acetoxi,1p-hidroxieudesm-4(15)-eno (276), além
das duas substancias denominadas espiranthenonas A (277) e B (278), ambas
sendo relatadas pela primeira vez na literatura (Figura 34) (ALBERNAZ et al., 2012).

O dleo essencial obtido das folhas de S. odoratissima foi analisado por
CG/EM apresentando o [B-cariofileno (267) (Figura 34) como maior constituinte
(GALDINO et al., 2012).
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Figura 34. Substancias isoladas da espécie Spiranthera odoratissima.

3.2.17.2. Atividades Biolégicas

Os extratos das folhas, caule e rizoma obtidos em hexano e metanol e
também o extrato em cloroformio das folhas de S. odoratissima tiveram suas
atividades antimicrobianas investigadas. Foram utilizados o0s seguintes
microrganismos cepas-padrao ATCC (“American Type Culture Collection”):
Staphylococcus aureus (ATCC 6835), Micrococcus luteus (ATCC 9341), Escherichia
coli (ATCC 10536), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Salmonella cholerea



55

suis (ATCC 10708) e Candida albicans (ATCC 10231). O método utilizado foi o de
difusdo em disco de papel de filtro, sendo os discos devidamente impregnados com
10, 20 e 30 uL da solugao dos extratos na concentragao de 100 ug/mL. Infelizmente
os extratos de S. odoratissima nao apresentaram atividade antimicrobiana frente aos
microorganimos testados (SILVA et al., 2010).

A atividade repelente do extrato etandlico das folhas de S. odoratissima foi
avaliada frente ao carrapato Amblyomma cajennense. As fémeas do carrapato foram
coletadas de infestacbes em equinos e incubadas durante o periodo da postura dos
ovos. Em seguida as larvas foram colocadas para se alimentar de coelhos
(Oryctolagus cuniculus), sendo posteriormente coletadas e incubadas para os testes
de repeléncia. Os resultados obtidos revelaram que o extrato de S. odoratissima nao
possui agao repelente significativa sobre as ninfas da espécie de carrapato testada
(SOARES et al., 2010).

Também foram investigadas as atividades inseticidas e/ou fungicidas dos
extratos brutos dos galhos de S. odoratissima e das substancias dictamina (3), y-
fagarina (4), esquimianina (5), 2-fenil-1-metilquinolin-4-ona (48), acido limonéxico
(275) e limonina (141), isoladas destes extratos, sob a espécie de formiga Atta
sexdens rubropilosa e o seu fungo simbidtico Leucoagaricus gongylophorus. Os
extratos brutos em hexano, diclorometano e metanol, na concentracao de 1000
Mg/mL, apresentaram 100 % de atividade inbitéria frente ao fungo. Porém apenas os
extratos em diclorometano e metanol, na concentragdo de 2000 pg/mL,
apresentaram atividade inseticida significativa sobre a populacdo de formigas
(TEREZAN et al., 2010).

Os alcaloides dictamina (3), y-fagarina (4) e esquimianina (5) apresentaram
atividades fungicidas relevantes na concentragdo de 50 ug/mL, sendo que os dois
primeiros inibiram respectivamente 100 % e 80% do crescimento do fungo, em
contraste ndo apresentaram atividade inseticida significativa na concentragao de 100
Mg/mL. As substancias 2-fenil-1-metilquinolin-4-ona (48), acido limonéxico (275) e
limonina (141) tiveram investigadas apenas as suas atividades inseticidas sobre a
formiga A. sexdens rubropilosa, obtendo os respectivos valores promissores de Ssg
(média de sobrevivéncia abaixo de 50 %) de 7,0, 3,0 e 4,0 dias com a concentragao
de 500 pg/mL, enquanto o controle utilizado apresentou Ssy igual a 12 dias
(TEREZAN et al., 2010).
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Foi realizado um estudo que investigou a atividade inibitoria in vitro do
extrato hexanico dos frutos (Fhf), dos extratos metandlicos das folhas (Lmf) e da raiz
(Rmf) de S. odoratissima e das substancias isoladas: aurapteno (82), esgimianina
(5) e limonina (141), contra as formas promastigotas de diferentes espécies de
Leishmania. Foram utilizadas as formas promastigotas das espécies L. brasiliensis,
L. chagasi, L. lansoni e L. pifanoi. Os compostos foram avaliados nas concentracdes
de 0,5 a 250 pg/mL apds periodos de 24, 48 e 72 h de incubacéao. Foi utilizada a
técnica de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazolium) para
avaliagdo da atividade leishmanicida. Também foram avaliados os indices de
citoxicidade e de seletividade destes extratos e substancias através de testes com a
cepa J774 A.1 de macrofagos, obtidos de ratos (SANTOS et al., 2011).

A fracdo Fhf e a esquimianina (5) apresentaram os melhores resultados,
entre todos os extratos e substancias testados. Foram obtidos respectivamente os
valores de Clsy de 0,972 e 0,783 ug/mL para espécie L. braziliensis, contra a qual
ambos se mostraram mais eficientes. Os valores da concentracao da citoxicidade
para 50% (CCsp) obtidos foram de 58,94 ug/mL e 54,73 pug/mL respectivamente,
sugerindo que a fracdo Fhf e o alcaldide esquimianina (5) sejam usados abaixo de
50 pg/mL. Os indices de seletividades (IS) obtidos também foram satisfatérios,
indicando uma boa atividade leishmanicida de Fhf e da esquimianina (5) frente a
forma promastigota de L. braziliensis (SANTOS et al., 2011).

Neste mesmo estudo, posteriormente o extrato hexanico dos frutos de S.
odoratissima (Fhf) e o alcaloide esquimianina (5) tiveram suas atividades
leishmanicidas investigadas contra a forma amastigota de L. braziliensis. Os testes
foram realizados utilizando a cepa J774 A.1 de macréfagos obtidos de ratos
infectados com a forma promastigota do parasita. As concentragdes avaliadas foram
de 1,6, 8,0 e 40 pg/mL, nos periodos de 24, 48 e 72 h de incubagdo e foram
utilizados como padrao a LPS (lipopolisacarideo) (50 ng/mL) e IFN-y (100U/mL). Os
resultados apresentaram um crescente aumento na produgdo de NO (éxido nitrico)
pelo os macréfagos na presenga de Fhf e da esquimianina (5), em todos os periodos
de incubacéo. Isto € um indicativo de atividade leishmanicida, pois a producédo de
NO e de outras substancias nitrogenadas sdo um dos principais mecanismos de
defesa da célula contra a presencga de parasitas. Para confrimar, um segundo teste
realizado adicionou aminoguanidina, um inibidor seletivo da enzima NOS2 (6xido

nitrico sintase 2) responsavel pela produ¢ao de NO nos macrofagos, juntamente
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com a fragdo Fhf e a esquimianina (5). Este teste resultou em um aumento de
parasitas no interior das células. Também foi avaliada a presenga da citocina anti-
inflamtodria IL10 produzida pelos macréfagos quando infectados. Os resultados
obtidos apresentam uma reducgédo na producgado de IL10 pelos macrofagos quando
estdo na presenca da fragao Fhf e da esquimianina (5). Este conjunto de resultados
indica uma alta atividade leishmanicida do extrato heanico dos frutos (Fhf) de S.
odoratissima e do seu alcaloide esquimianina (5) frente a forma amastigota da
espécie L. braziliensi, devido a um mecanismo de agao na enzima NOS2 (SANTOS
et al., 2011).

Outro estudo também investigou a atividade antiprotozoaria do extrato das
folhas de S. odoratissima e das substancias isoladas: 6a-acetoxi,1B-hidroxieudesm-
4(15)-eno (276), espiranthenonas A (277) e B (278) (Figura 34), sesamina (102) e 3-
sitosterol (24) frente aos protozoarios Trypanosoma cruzi, Leishmania chagasi e
Plasmodium falciparum (ALBERNAZ et al., 2012).

Foram utilizados como controle: cloroquina, benznidazol e miltefosina. O
extrato bruto, sesamina (102) e B-sitosterol (24) apresentaram valores de ICsg
préximos a 9,0 pyg/mL frente a P. falciparum. Ja as substancias espiranthenonas A
(277) e B (277) e 6a-acetoxi,1B-hidroxieudesm-4(15)-eno (276) apresentaram uma
menor atividade, obtendo os respectivos valores de Clsy de 23,4, 25,5 e 13,9 pg/mL
frente ao protozoario P. falciparum. Porém a substancia 6a-acetoxi,13-
hidroxieudesm-4(15)-eno (276) foi a que apresentou os melhores resultados frente
os protozoarios T. cruzi e L. chagasi, obtendo respectivamente os valores de Cls de
96,8 e 58,3 pg/mL. O extrato bruto e as demais substancias apresentaram
atividades antiprotozoarias moderadas ou fracas frente a ambos os protozoarios.
Todas as substancias e o extrato bruto testados nédo exibiram citotoxicidade frente a
linhagem celular NIH-3T3 (ALBERNAZ et al., 2012).

A atividade anti-inflamatéria do extrato etandlico das folhas de S.
odoratissima foi investigada através de diversas técnicas visando propor um
mecanismo de agao sobre as fosfolipases A, (PLAys), que catalisam a hidrdlise dos
fosfolipideos presentes na membrana celular, considerada a principal causa de
processo inflamatério. O extrato etandlico bruto inicialmente foi fracionado obtendo-
se uma fracdo hidrometandlico (FHM), que em seguida foi fracionada gerando a
fracdo denominada Sub-Frqo.25. O teste de contor¢des induzidas por acido acético

em camundongos Swiss resultou na diminuicdo das contor¢bes de 84,3% (grupo
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controle) para 69,8% e 43,4% respectivamente nas concentragbes de 150 e 500
mg/kg da fracdo FHM e usou como padrdo o medicamento indometacina
(BARBOSA et al., 2012).

A fracdo FHM né&o alterou a laténcia da reacdo a dor observada nos
camundongos no teste da placa quente, foi utilizado morfina como padréo. No teste
de pleurisia induzida por carregenina, a fragdo FHM e Sub-Frqo.2s provocaram uma
diminuicdo da migracdo de leucdcitos na cavidade pleural de 6,03 x 10°
leucocitos/mL (padrao) para 2,97 x 10° leucécitos/mL e 2,79 x 10° leucocitos/mL
respectivamente para as concentragdes de 500 mg/kg da fragdo FHM e 40 mg/kg da
fragdo Sub-Fryg.28, utilizou-se dexametasona como padrao (BARBOSA et al., 2012).

Ja no teste de dor nos camundongo induzido por formalina, a fragcdo Sub-
Frio2s (20 mg/kg) ndo diminui o tempo de resposta na fase neurogénica (tempo de
lambida na pata apds injegcado de formalia) porém diminuiu o tempo de resposta na
fase inflamatéria de 163,2 s (grupo controle) para 116,7s; a morfina usada como
padrao diminuiu os tempos de respostas em ambas as fases. Para o teste de
reducdo de edema nas orelhas dos camundongos induzido por éleo de croéton, a
fragdo Sub-Fripzs (20 mg/kg) provocou 21,25% de redugdo e no teste de
permeabilidade vascular reduziu em 49,51% da concentragao da solugao do corante
azul Evans, empregou-se a dexametasona como padrao em ambos os testes. As
fragbes FHM (1500 pg/mL) e Sub-Frqg.28 (600 pug/mL) provocaram respectivamente
26,1% e 66,9 % de redugdo nos halos formados no teste de placa em gel da
fosfolipase A,. Estes resultados indicam que a inibicao das atividades das PLA,s €
um mecanismo que envolve a atividade anti-inflamatoéria apresentada pelas fragdes
do extrato etandlico das folhas de S. odoratissima (BARBOSA et al., 2012).

A atividade farmacoldgica e um possivel efeito ansiolitico do éleo essencial
obtido das folhas de S. odoratissima e do seu maior constituinte, B-cariofileno (267)
(Figura 34), foram avaliados sobre o sistema nervoso central dos ratos. No teste de
campo aberto foi observado nos individuos um aumento na frequéncia dos
cruzamentos e no tempo passado no centro provocado pelo 6leo essencial (500
mg/kg) e pelo B-cariofileno (267) (50,100 e 200 mg/kg). Ja no teste de rota-rod, o
oleo essencial e o B-cariofileno (267) ndo alteraram o numero de quedas da barra
giratéria. No teste de sono induzido por pentobartial, o B-cariofileno (267) nas
concentragdes de 200 e 400 mg/kg provocou um aumento no tempo para o inicio do

sono e uma diminuigdo na duragdo do sono. Porém o 6leo essencial conseguiu
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aumentar o tempo de laténcia do sono somente na concentragao de 500mg/kg, nas
concentragbes mais baixas (125 e 250 mg/kg) provocou apenas a redugdo do
tempo de sono dos ratos. Nos testes de ansiedade, o dleo essencial (500 mg/kg) e o
B-cariofileno (267) (100 e 200 mg/kg) aumentaram o numero de imersdes na hole-
board, as entradas, o tempo gasto no labirinto em cruz elevado, o niumero de
transicbes e o tempo gasto na parte iluminada de uma caixa dividida em regido
escura e iluminada, todos estes testes utilizaram o diazepam como padrao
(GALDINO et al., 2012).

Para investigar um possivel mecanismo, a atividade ansiolitica do dleo
essencial e do B-cariofileno (267) foram investigadas em ratos previamente tratados
com fumazil (antagonista dos receptores GABAA/benzodiazepina) ou com NAN-190
(antagonista dos receptores 5-HT1a). A atividade ansiolitica do éleo essencial foi
significativamente reduzida com NAN-190 e n&o sofreu alteragdo com fumazil. Ja a
atividade ansiolitica exibida pelo B-cariofileno (267) nao foi alterada pelo uso de
NAN-190 e fumazil. Estes resultados indicam que a atividade ansiolitica provocada
pelo 6leo essencial das folhas de S. odoratissima atua por um mecanismo via 5-HT
e a do B-cariofileno (267) por mecanismos diferentes dos receptores 5-HTp €
benzodiazepina (GALDINO et al., 2012).

3.2.17.3. Levantamento Etnofarmacolégico

Na medicina popular a espécie S. odoratissima, popularmente conhecida
como manaca, € utilizada para tratar a sifilis, reumatismo, infec¢des renais, retencao
urinaria, dores abdominais, acne e febre (RIBEIRO et al., 2005).

As folhas de S. odoratissima sao comumente usada como purgante € no
tratamento de doencas renais e hepaticas. Ja as raizes sao utilizadas para estimular
o apetite e tratar de dores de estébmago, cabeca e musculares além de disfuncéo
hepatica e reumatismo (GALDINO et al., 2012).
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3.2.18. Ticorea

3.2.18.1. Estudos Fitoquimicos

Foi realizado um estudo fitoquimico com as folhas da espécie Ticorea
predicellata que resultou no isolamento das substéncias 4,5-dimetoxiparacotoin
(279), 4,5,2’-trimetoxiparacotoin (280) e 4,2’-dimetoxiparacotoin (281) (Figura 35),
descritos pela primeira vez na literatura (BEVALOT et al., 1983).

(279) R= OCH; Ry= H
(280) R= R,;= OCHj,
(281) R= H R= OCHj

Figura 35. Substancias isoladas da espécie Ticorea predicellata.

Outro estudo com os galhos de Ticorea longiflora permitiu o isolamento das
substancias 4-metoxi-N-metil-2-quinolona (2), dictamina (3), y-fagarina (4),
esquimianina (5) (Figura 1), evolitrina (18) (Figura 2), ostol (269), brailina (270)
(Figura 34), (-)-6-metoxi-trans-khelactona (282), O-metilcedrelopsina (283) e
trimetoxifloroglucinol (284) (Figura 36). Do extrato das folhas foram isoladas as
substancias esquimianina (5), y-fagarine (4) (Figura 1), evolitrina (18), B-sitosterol
(24), estigmasterol (25) (Figura 2) e brailina (270) (Figura 34) (TORO et al., 1997).
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Figura 36. Substancias isoladas da espécie Ticorea longiflora.

3.3. O cancer e os principais produtos naturais empregados no seu
tratamento

O cancer, derivado da palavra latina “cancrum” que significa caranguejo,
possui como sua principal caracteristica o crescimento desordenado e difuso de
células anormais, causados por diversos fatores, sejam eles externos (produtos
quimicos, tabaco, radiagdes e infecgdes) ou internos como, por exemplo, mutagdes
herdadas ou que podem ocorrer durante o metabolismo, pela acido de hormbnios e
condigdes imunoldgicas. Fatores como esses podem atuar juntos ou em sequéncia,
promovendo assim o inicio da carcinogénese (COTRAN et al., 2000).

Os diversos tipos de cancer sao considerados uma doenga genética.
Independente das suas diferentes causas, todas exercem um efeito comum em uma
classe especial de genes contida na sequéncia de nucleotideos da molécula de
DNA. Esta classe é denominada de gene do cancer ou proto-oncogenes
(GRIFFITHS, 2000).

O cancer é considerado um dos principais problemas mundiais de saude e
uma das mais importantes causas de enfermidades e mortes em criangas e adultos.
Existem trés tipos principais de tratamento para o cancer: cirurgia, radioterapia e
quimioterapia (MURAD; KATZ, 2000). Outros métodos também podem ser usados,
como a fotorradiacdo com derivados hematoporfirinicos (HTP) (MACHADO, 2000) e
a imunoterapia (SALMONM, 1998).

O objetivo de cada um destes tratamentos €& erradicar o cancer,
normalmente por meio da terapia combinada, onde se associam mais do que um

tipo de tratamento. Um ter¢co dos pacientes alcancga a cura total através de medidas
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locais (cirurgia ou radioterapia), que sao eficazes quando o tumor ainda n&o sofreu
metastase, ou seja, atingiu outros tecidos e regides do organismo por ocasido do
tratamento. Todavia, na maioria dos casos, a neoplasia caracteriza-se pelo
desenvolvimento precoce de micrometastases, indicando a necessidade de uma
abordagem sistémica, que pode ser efetuada, em cerca de 60-70% dos casos com a
quimioterapia (CHABNER; LONGO, 1996; SPENCE; JONHSTON, 2001).

A técnica cirurgica pode levar a remocao de tumores com eficacia, se nao
houver metastase; no caso da leucemia, por exemplo, costuma ser necessario o0 uso
de outros tipos conjuntos de terapia incluindo transplante de medula. A radioterapia
€ usada comumente em conjunto com a cirurgia, com incremento da eficiéncia do
tratamento. Mesmo isoladamente, a radioterapia pode diminuir tumores grandes,
diminuir a recorréncia e a chance de metastase, sendo uma metodologia
antineoplasica muito usada. Entretanto, o tratamento por radiagdo € sujeito a
severas limitagdes (MURAD; KATZ, 2000).

A quimioterapia contra o cancer ou antineoplasica refere-se a administracao
de drogas citotoxicas, capazes de promover morte celular ou pelo menos inibir o
crescimento celular. O tratamento quimioterapico tem como objetivo erradicar o
tumor ou reduzir seu crescimento, diminuindo dessa forma os sintomas relacionados
ao cancer, promovendo a cura ou prolongando a vida do paciente (NYGREN, 2001).

O objetivo primario da quimioterapia € destruir as células neoplasicas,
preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de
forma nao-especifica, lesando tanto células malignas quanto normais,
particularmente as células de rapido crescimento, como as gastrointestinais,
capilares e as do sistema imunoldgico. Isto explica a maior parte dos efeitos
colaterais da quimioterapia: nauseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior as
infecgdes. Porém, o corpo recupera-se destes inconvenientes apos o tratamento, e o
uso clinico desses farmacos exige que os beneficios sejam confrontados com a
toxicidade, na procura de um indice terapéutico favoravel (ALMEIDA et al., 2005).

A maior falha da quimioterapia antineoplasica ocorre devida a resisténcia as
drogas. Esta resisténcia ocorre ou porque as populagdes celulares desenvolvem
nova codificagao genética (mutacao), ou porque sao estimuladas a desenvolver tipos
celulares resistentes quando expostas as drogas, o que lhes permite enveredar por
vias metabdlicas alternativas, através da sintese de novas enzimas. E também

observada resisténcia nos casos em que o tratamento € descontinuado, quando a
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populagao tumoral € ainda sensivel as drogas, em que a quimioterapia € aplicada a
intervalos irregulares e em que doses inadequadas s&o administradas. Um
importante alvo quimioterapico sdo os microtubulos das células cancerigenas, pois
possuem uma importancia fundamental na replicagdo celular. Dentre alguns
produtos naturais citotdxicos usados clinicamente no tratamento de neoplasias, tém-
se os alcaloides vegetais como: a vimblastina (285) e a vincristina (286) (isolados de
Catharanthus roseus) e o taxol (287) (isolado de Taxus brevifolia) (SOUZA, 2004;
ALMEIDA, 2005).

No Brasil, a espécie Catharanthus roseus € também utilizada como planta
ornamental, sendo conhecida comumente por outros nomes populares, como beijo e
vinca. Os alcaloides vimblastina e vincristina (Figura 37) atuam pela inibicdo do fuso
mitético, ligando-se as proteinas microtubulares e, consequentemente,
interrompendo a divisdo celular na metafase. Estas substancias sdo comercializadas
com os nomes de Vincapan® da Rhéne- Poulenc para vimblastina e de Oncovin® ou
Velban® da Eli Lilly e Vincristina® da Asofarma para a vincristina (OLIVEIRA,;
ALVES, 2002).

(285) R=CHO

(286) R=CH

Figura 37. Estruturas da vimblastina (285) e vincristina (286).

O taxol (287) (Figura 38), um diterpeno alcaloidico isolado de Taxus
brevifolia atua através da inibicdo do fuso mitético, da dimerizagdo da tubulina e

estabilizagdo dos tubulos, protegendo-os da despolimerizagéo, assim resultando no
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bloqueio da multiplicagao celular. Este produto natural mostrou-se eficaz contra uma
série de tumores em concentragdes nanomolares, como por exemplo, em tumores
de mama e ovario obtendo-se valores de Clsg (concentragdo inibitoria de 50% da
populagao celular) de 5,7 nM para a linhagem celular MAD-MB-435 e 11,5 nM para a
linhagem SK-OV-3 respectivamente (SOUZA, 2004).

AcO

(287)

Figura 38. Estrutura do taxol (287).

Um grande problema na extracdo do taxol residiu no fato de que a espécie
Taxus brevifolia demora cerca de 100 a 200 anos para atingir a maturidade e
encontra-se em extingdo. Para a obtencdo de 1 kg do taxol sdo necessarios
aproximadamente 10.000 kg da casca da Taxus brevifolia, sendo necessario abater
cerca de 3.000 arvores. Essa quantidade poderia ser utilizada no tratamento de
apenas 500 pacientes durante o periodo de um ano, sendo um numero muito
reduzido de pessoas a serem beneficiadas (SOUZA, 2004).

Uma solucao para este problema foi encontrada nas folhas da arvore Taxus
baccata, da qual se pode extrair a substancia 10-desacetilbacatina-lll que apresenta
o esqueleto estrutural basico e as funcionalidades do taxol. Pode-se obter, via semi-
sintese e em poucas etapas, o taxol pela acetilagdo da posicdo 10 da 10-
desacetilbacatina-lll e pela introducado da cadeia lateral em posigédo C-13 (SOUZA,
2004).

Uma vantagem deste método para a obtengdo do taxol é que nao é

necessario se abater as arvores, sendo uma fonte renovavel, pois para se obter 1 kg
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de 10-desacetilbacatina-Ill sdo necessarios cerca de 3.000 kg das folhas de Taxus
baccata (KINGSTON, 2000). Esta semi-sintese foi desenvolvida por diferentes
grupos de pesquisa, um exemplo é o esquema de sintese desenvolvido por Holton
(Figura 39) (SOUZA, 2004).

AcO

1) Si,Cl

> TAXOL

2) Ac,0 (287)

3) KHMDS, entéo

W —°

PR OSiEt3

4) HF em piridina

Figura 39. Esquema de sintese do taxol realizado por Holton e colaboradores

Devido a sua eficacia, este produto natual foi comercializado pela companhia
americana Bristol-Meyer Squibb com o nome de Taxol, na década de 90, e
atualmente esta disponivel como medicamento em mais de 60 paises. Usado com
sucesso em diferentes tipos de tumores sodlidos, foi o primeiro medicamento no
mercado capaz de impedir a despolimerizagao da tubulina (SOUZA, 2004).

Assim fica evidente o importante papel desempenhado pelos produtos
naturais obtidos a partir de extratos vegetais no tratamento contra o cancer. O
sucesso do taxol funciona como grande motivagdo para o estudo fitoquimico de
novas espécies e a avaliagdo antitumoral dos seus extratos e constituintes na busca

de novos farmacos que auxiliem no combate ao cancer.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais
4.1.1. Reagentes, Solventes e Vidrarias

e Acetato de etila P.A.

e Cloroférmio deuterado

e Cromatofolhas de aluminio com silica gel 60 Fs4

e Diclorometano P.A.

e Hexano P.A.

e Metanol P.A.

e Silica gel (0,063-0,200 mm)

e Solucdo de nitrato basico de bismuto Il em acido acético diluido com iodeto de
potassio (Reagente de Dragendorff)

e Solugao de Vanilina a 2% em acido sulfurico concentrado

e Colunas cromatograficas de vidro de tamanhos variados

¢ Frascos de vidro

4.1.2. Equipamentos

e Espectrometro de infravermelho Shimadzu IRA ffinity-1. As amostras foram
analisadas em filme sob pastilha de KBr.

o Espectrometro de massas acoplado ao Cromatdografo em fase gasosa do
modelo CG/EM-QP-5050, marca SHIMADZU, utilizando impacto de elétrons a
70 eV.

e Espectrbmetro de massas acoplado ao Cromatdografo em fase gasosa do
modelo CG-17A, marca SHIMADZU, utilizando impacto de elétrons a 70 eV.

e Espectrometro de massas de alta resolugéo por ionizagao por eletrospray (ESI-MS)
Q-TOF (Synapt HDMS, Waters), utilizando o sistema Synapt HDMS (High Definition
Mass Spectrometry) — Waters e modo positivo de analise.

o Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear da marca Briker, modelo
DRX-500 (500 MHz para 'H e 125 MHz para "*C)

o Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear da marca Bruker, modelo
Avance IlIHD (500 MHz para 'H e 125 MHz para "*C).

e Evaporador rotativo Buchi modelo R-114
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e Lampada ultravioleta (Aldrich) a 254 nm e 365 nm

¢ Moinho de martelos, da marca Tecnal

4.2. Métodos

As espécies Rauia nodosa e Spiranthera atlantica foram escolhidas por serem
espécies da familia Rutaceae. Esta familia € considerada rica em cumarinas e
alcaloides com diversas atividades bioldgicas. Além disso, ambas as espécies nao

possuiam estudos fitoquimicos relatados na literatura.

4.2.1. Coleta do material vegetal e identificacao botéanica

As espécies Rauia nodosa e Spiranthera atlantica, foram coletadas em maio
de 2011 na Reserva Florestal da Companhia Vale em Linhares — ES.

A exsicata das espécies Rauia nodosa e Spiranthera atlantica encontram-se
depositadas no herbario da Companhia Vale em Linhares com os respectivos cddigos,
CRVD-3301 e CVRD 9927, respectivamente.

4.2.2. Secagem e moagem

A secagem do material vegetal foi feita ao ar livre logo apds a coleta, para evitar a

presenca de fungos. Apds secagem, o material foi triturado usando moinho de martelos.

4.2.3. Isolamento e purificacdo das substancias organicas por técnicas
cromatograficas

Foram utilizadas técnicas de Cromatografia em Coluna a pressdao normal,
utilizando colunas de vidro com diversos tamanhos. Nas analises de Cromatografia em
Coluna, foram utilizadas silica gel 60 (0,063—-0,200 mm) (SOUZA, 2006).

As analises de Cromatografia em Camada Delgada analitica foram realizadas
em cromatofolhas de Aluminio com silica gel 60 Fys5. As substancias foram
visualizadas por irradiagdo com lampada ultravioleta (Aldrich) a 254 nm e 365 nm e/ou
através da aplicagdo dos seguintes reagentes cromogénicos (SOUZA, 2006):

e Dragendorff (solugéo de nitrato basico de bismuto Ill em acido acético diluido com
iodeto de potassio).

e HySO4 conc./Vanilina, seguido de aquecimento.
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4.2.4. Analises espectrométricas de Infravermelho

A analise de infravermelho foi realizada utilizando-se um Espectrémetro de
Infravermelho Shimadzu IRAffinity-1, situado no Laboratério de Ciéncias Quimica da
Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro. A amostra foi analisada em

filme sob pastilha de KBr.

4.2.5. Analises espectrométricas de Ressonancia Magnética Nuclear

As andlises espectrométricas de Ressonancia Magnética Nuclear foram
realizadas no Espectrometro de Ressonéncia Magnética Nuclear da marca Bruker,
modelo DRX-500 (500 MHz para 'H e 125 MHz para '*C), situado no Departamento de
Quimica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e no Espectrdmetro de
Ressonancia Magnética Nuclear da marca Briker, modelo Avance IIIHD (500 MHz
para 1H e 125 MHz para 'C), situado no Laboratério de Ciéncias Quimica da
Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

Os solventes utilizados foram cloroféormio deuterado (CDCI3), usando como
padrao interno o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (8) foram obtidos

em parte por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

4.2.6. Analises de espectrometria de massas

Os espectros de massas foram obtidos, usando dois modelos diferentes de
Espectrdmetro de Massas acoplado ao Cromatografo em Fase Gasosa da marca
SHIMADZU, ambos utilizando impacto de elétrons a 70 eV. As analises
espectrométricas foram realizadas no aparelho modelo CG-17A, situado no
Laboratério de Ciéncias Quimica da Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy
Ribeiro e no aparelho modelo CG/EM—-QP-5050, situado no Departamento de Quimica
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Os espectros de massas de alta resolugéo por ionizagao por eletrospray foram
obtidos usando o espectrometro de massas Q-TOF (Synapt HDMS, Waters), utilizando
o sistema Synapt HDMS (High Definition Mass Spectrometry) — Waters e modo
positivo de analise. Estas analises foram realizadas no Laboratério de Cromatografia

Liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos.
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4.2.7. Preparacao dos Extratos Brutos

Os extratos brutos foram preparados a frio (maceragdo) por extragdes
sucessivas com diferentes solventes organicos. Os extratos de R. nodosa foram
obtidos apds sucessivas extragdes, utilizando como solvente hexano e metanol em
ordem crescente de polaridade. O extrato de S. atlantica foi obtido apds sucessivas
extracdes, utilizando apenas metanol como solvente. As solugdes obtidas foram
destiladas a pressao reduzida em evaporador rotativo, fornecendo os respectivos
extratos brutos.

A quantidade de material vegetal coletado e as massas dos extratos brutos

obtidos para ambas as espécies estudadas estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Quantidade de material vegetal coletado e de extratos brutos obtidos da madeira das espécies
Rauia nodosa e Spiranthera atlantica.

Espécie Parte material Solventes extratos
Boténica Boténica (Kg) (9)
Rauia nodosa Galhos 4, 80 Kg a 4,70 g

b 118, 96 g
Spiranthera Galhos 5,10 Kg b 100,48 g
atlantica
a- Hexano b- Metanol

4.2.8. Descricao experimental do isolamento dos constituintes quimicos da
espécie Rauia nodosa.

4.2.8.1. Resumo dos constituintes quimicos isolados do extrato em hexano dos
galhos de Rauia nodosa (4,70 g).



Galhos

Rauia nodosa

Extrato em Hexano (RNH)

Alcaloides

Cumarina

Vepressina
(RN-01)

O-geranilostenol (RN-04)

N-metilflindersina

70

Esteroides

I

(RN-02) e

Zantobungeanina
(RN-03)

Sitosterol (RN-05)
e Estigmasterol
(RN-06)

|

Rauianodoxi (RN-10)

Sitostenona (RN-07) e
Estigmastenona (RN-08)

Fluxograma 1. Substancias isoladas do extrato em hexano dos galhos de R. nodosa (RNH).

Rauia nodosa
Galhos (4,80 kg)

Extragdo com
Hexano (3X)

4,70 g

Extrato em Hexano (RNH)

CC silica gel
Hexano: Act. de Etila

RNH-9

RNH-10
835,6 mg

309,4 mg

RNH10-4
231,4 mg

RNH104-6
70,8 mg

RNH1046-5
41,8 mg

RNH-19
474,0 mg

CC silica gel
Hexano: Act. de Etila

CC silica gel
Hexano: Act. de Etila

CC silica gel
Hexano: Act. de Etila

CC silica gel
Hexano: Act. de Etila

4,7 mg

Esteroide inédito — rauianodoxi (RN-10)

Fluxograma 2. Estudo cromatografico do extrato em hexano dos galhos de R. nodosa (RNH) e da
fracdo RNH-10.
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RNH-9
835,6 mg
CC silica gel
Hexano: Act. de Etila
RNH9-2 RNH9-5
62,8 mg 260,9 mg CC silica gel
Hexano: Act. de Etila
CC silica gel
Hexano: Act. de Etila
Sitostenona (RN-07) e
Estigmastenona (RN-08)
8,1 mg RNH95-8 RNH95-11
55,6 mg 1 7,7 mg
CC silica gel
Hexano: Act. de Etila
Sitosterol (RN-05) e
REH;) 58-3 Estigmasterol (RN-06)
¥ Mgy 11,2 mg
CC silica gel
Hexano: Act. de Etila
O-geranilostenol (RN-04)

29,8 mg

Fluxograma 3. Estudo cromatografico da fragdo RNH-9 obtida do extrato em hexano dos galhos de

R. nodosa.
RNH19
474,0 mg
CC silica gel
Hexano: Act. de Etila
RNH19-5
217,2 mg
CC silica gel
Hexano: Act. de Etila
RNH195-2
29,3 mg
CC silica gel

Hexano: Act. de Etila

Veprissina (RN-01)

4,1 mg

N-metilflindersina (RN-02) e Zantobungeanina (RN-03)

5,2 mg

Fluxograma 4. Estudo cromatografico da fragdo RNH-19 obtida do extrato em hexano dos galhos de
R. nodosa.

CC silica gel
Hexano: Act. de Etila
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4.2.8.2. Analise detalhada das fracoes obtidas do extrato em hexano (4,70 g) dos
galhos de Rauia nodosa.

Inicialmente o extrato em hexano (4,70 g) foi submetido a uma cromatografia em
coluna empacotada com gel de silica, usando como eluente hexano puro, com
gradiente de eluicdo até acetato de etila puro, sendo coletadas 30 fragcbes, que
posteriormente foram reunidas em 20 novas fracbes, através de comparagao por
Cromatografia em Camada Delgada Analitica. O estudo cromatografico das fragdes

esta descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Estudo cromatografico das fragdes obtidas a partir da coluna cromatografica do extrato bruto em
hexano dos galhos de R. nodosa (RNH).

Fracbes Reunidas Cddigos Quantidade (mg)

1-5 RNH-1 2,5 *
6-7 RNH-2 20,1 *

8 RNH-3 9,1 *

9 RNH-4 12,1 *
10 RNH-5 496,9 v
11 RNH-6 107,6 v
12 RNH-7 174,7 v
13 RNH-8 505,2 v
14 RNH-9 835,6 v
15 RNH-10 309,4 v
16-17 RNH-11 227,2 v
18-19 RNH-12 64,3 v
20 RNH-13 59,2 v
21 RNH-14 15,8 v
22-23 RNH-15 123,2 v

24 RNH-16 82,41 v
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25 RNH-17 195,1 v
26 RNH-18 61,1 v
27-28 RNH-19 474,0 v
29-30 RNH-20 72,3 v

* Fragbes nao estudadas por apresentarem pouca massa.

v Fragbes estudadas.

Analise da fracao RNH-9 (835,6 mg)

A fracdo RNH-9 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada com
gel de silica, utilizando como solvente hexano puro, com gradiente de eluigdo até
acetato de etila puro, sendo coletadas 80 fragdes, que posteriormente foram reunidas
em 6 novas fragdes, através de comparagcédo por Cromatografia em Camada Delgada

Analitica. A Tabela 4 apresenta o estudo cromatografico das fragdes obtidas.

Tabela 4. Estudo cromatografico das fragdes obtidas a partir da fragdo RNH-9.

Fracdes Reunidas Cddigos Quantidade (mg)

1-9 RNH9-1 3,3 *
10-28 RNH9-2 62,8 v
29 RNH9-3 4,2 *
30-47 RNH9-4 59,2 v
48-57 RNH9-5 260,9 v
58-80 RNH9-6 133,5 v

* Fragbes nao estudadas por apresentarem pouca massa.

v Fragobes estudadas.
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Andlise da fracao RNH9-2 (62,8 mg)

A fracdo RNH9-2 foi purificada através de uma Cromatografia em Coluna
empacotada com gel de silica, utilizando como solvente hexano puro, com gradiente de
eluicao até acetato de etila puro, sendo coletadas 40 fragdes, que posteriormente foram
reunidas em 10 novas fragdes, através de comparagédo por Cromatografia em Camada
Delgada Analitica. A fragao RNH92-10 (8,1 mg) foi identificada como sendo a mistura

dos esteroides sitostenona (RN-07) e estigmastenona (RN-08).

Andlise da fracao RNH9-5 (260,9 mg)

A fracdo RNH9-5 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada
com gel de silica, utilizando como solvente hexano puro, com gradiente de eluigdo até
acetato de etila puro, sendo coletadas 77 fragbes, que posteriormente foram reunidas
em 10 novas fragbes, através de comparacéao por Cromatografia em Camada Delgada

Analitica. A Tabela 5 apresenta o estudo cromatografico das fragdes obtidas.

Tabela 5. Estudo cromatografico das fragdes obtidas a partir da fragdo RNH9-5.

Fracdes Reunidas Cadigos Quantidade (mg)

1-3 RNH95-1 3,1 *
4-5 RNH95-2 2,8 *
6-19 RNH95-3 8,1 *
20-24 RNH95-4 7,0 *
25-39 RNH95-5 13,1 *
40-47 RNH95-6 6,2 *
48-50 RNH95-7 3,5 *
51-72 RNH95-8 55,6 v
73-76 RNH95-9 2,0 *
77 RNH95-10 17,7 v

* Fragdes nio estudadas por apresentarem pouca massa.

v Fragbes estudadas.
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Analise da fracao RNH95-8 (55,6 mg)

A fracado RNH95-8 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada
com gel de silica, utilizando como solvente hexano puro, com gradiente de eluigao até
acetato de etila puro, sendo coletadas 56 fragdes, que posteriormente foram reunidas
em 5 novas fragdes, através de comparagdo por Cromatografia em Camada Delgada

Analitica. A Tabela 6 apresenta o estudo cromatografico das fragdes obtidas.

Tabela 6. Estudo cromatografico das fragdes obtidas a partir da fragdo RNH95-8.

Fracbes Reunidas Cédigos Quantidade (mg)

1-3 RNH958-1 3,2 *
4 RNH958-2 53 *
5-33 RNH958-3 41,9 v
34-41 RNH958-4 2,0 *
42-56 RNH958-5 3,1 *

* Fragdes nao estudadas por apresentarem pouca massa.

v' Fracao estudada.

Analise da fracao RNH958-3 (41,9 mg)

A fragcdo RNH958-3 foi purificada através de uma coluna empacotada com gel de
silica, utilizando como solvente hexano puro, com gradiente de eluicdo até acetato de
etila puro, sendo coletadas 82 fragdes, que posteriormente foram reunidas em 3 novas
fragdes, através de comparagao por Cromatografia em Camada Delgada Analitica. A
fracdo RNH9583-2 (29,8 mg) foi identificada como sendo a cumarina O-geranilostenol
(RN-04).

Analise da fracao RNH95-11 (17,7 mg)

A fragao RNH95-11 foi purificada através de uma coluna empacotada com gel de
silica, utilizando como solvente hexano puro, com gradiente de eluicdo até acetato de
etila puro, sendo coletadas 22 fragcdes, que posteriormente foram reunidas em 2 novas

fracdes, através de comparagao por Cromatografia em Camada Delgada Analitica. A
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fragdo RNH9511-1 (11,2 mg) foi identificada como sendo a mistura dos esteroides -
sitosterol (RN-05) e estigmasterol (RN-06).

Analise da fracao RNH-10 (309,4 mg)

A fragcdo RNH-10 foi submetida a uma cromatografia em coluna empacotada com
gel de silica, utilizando como solvente hexano puro, com gradiente de eluicdo até
acetato de etila puro, sendo coletadas 65 fragdes, que posteriormente foram reunidas
em 5 novas fragdes, através de comparagcdo por cromatografia Cromatografia em
Camada Delgada Analitica. A Tabela 7 apresenta o estudo cromatografico das fragcoes

obtidas.

Tabela 7. Estudo cromatografico das fragdes obtidas a partir da fragdo RNH-10.

Fragdes Reunidas Cddigos Quantidade (mg)

1-19 RNH10-1 7,7 *
20-29 RNH10-2 3,9 *
30-38 RNH10-3 7.4 *
39-50 RNH10-4 231,4 v
51-65 RNH10-5 94,6 v

* Fragdes nao estudadas por apresentarem pouca massa.

v' Fragoes estudadas.

Andlise da fracao RNH10-4 (231,4 mg)

A fracdo RNH10-4 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada
com gel de silica, utilizando como solvente hexano puro, com gradiente de eluigcdo até
acetato de etila puro, sendo coletadas 116 fragdes, que posteriormente foram reunidas
em 6 novas fragdes, através de comparagédo por Cromatografia em Camada Delgada

Analitica. A Tabela 8 apresenta o estudo cromatografico das fragdes obtidas.



Tabela 8. Estudo cromatografico das fragbes obtidas a partir da fragdo RNH10-4.

Fragcbes Reunidas Caddigos Quantidade (mg)

1-8 RNH104-1 7,9 *

9-20 RNH104-2 7,2 *
21-52 RNH104-3 63,2 v

53-82 RNH104-4 48,3 v

83-94 RNH104-5 13,8 v

95-116 RNH104-6 70,8 v

* Fragdes nao estudadas por apresentarem pouca massa.

v Fragbes estudadas.

Andlise da fracao RNH104-6 (70,8 mg)

A fragdo RNH104-6 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada
com gel de silica, utilizando como solvente hexano puro, com gradiente de eluigao até
hexano:acetato de etila (83:17, v/v), sendo coletadas 98 fragbes, que posteriormente
foram reunidas em 5 novas fragbes, através de comparagdo por Cromatografia em

Camada Delgada Analitica. A Tabela 9 apresenta o estudo cromatografico das fragcoes

obtidas.

Tabela 9. Estudo cromatografico das fragdes obtidas a partir da fragdo RNH104-6.

Fracbes Reunidas Cédigos Quantidade (mg)
1-21 RNH1046-1 2,7

22-46 RNH1046-2 7,8

47-61 RNH1046-3 13,2

62-73 RNH1046-4 3,1

74-98 RNH1046-5 41,8

* Fragdes nao estudadas por apresentarem pouca massa.

v Fragéo estudada.
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Andlise da fracao RNH1046-5 (41,8 mg)

A fragdo RNH1046-5 foi purificada através de uma Cromatografia em Coluna
empacotada com gel de silica, utilizando como solvente hexano puro, com gradiente de
eluicao até acetato de etila puro, sendo coletadas 35 fragdes, que posteriormente foram
reunidas em 4 novas fragdes, através de comparagdo por Cromatografia em Camada
Delgada Analitica. A fragdo RNH10465-3 (4,7 mg) foi identificada como o sendo o

esteroide denominado rauianodoxi (RN-10), inédito na literatura.

Andlise da fracao RNH-19 (474,0 mg)

A fracdo RNH-19 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada
com gel de silica, utilizando como solvente hexano puro, com gradiente de eluigdo até
acetato de etila puro, sendo coletadas 44 fragbes, que posteriormente foram reunidas
em 6 novas fragdes, através de comparagédo por Cromatografia em Camada Delgada

Analitica. A Tabela 10 apresenta o estudo cromatografico das fragdes obtidas.

Tabela 10. Estudo cromatografico das fragdes obtidas a partir da fragdo RNH-19.

Fracdes Reunidas Cédigos Quantidade (mg)

1-5 RNH19-1 16,6 v
6-10 RNH19-2 21,4 v
11-13 RNH19-3 10,7 *
13-15 RNH19-4 8,3 *
16-31 RNH19-5 217,2 v
32-44 RNH19-6 80,4 v

* Fragdes ndo estudadas por apresentarem pouca massa.

v Fragoes estudadas.

Analise da fracao RNH19-5 (217,2 mg)

A fracdo RNH-19 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada

com gel de silica, utilizando como solvente hexano puro, com gradiente de eluigdo até
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acetato de etila puro, sendo coletadas 97 fragdes, que posteriormente foram reunidas
em 5 novas fragdes, através de comparagédo por Cromatografia em Camada Delgada

Analitica. A Tabela 11 apresenta o estudo cromatografico das fragdes obtidas.

Tabela 11. Estudo cromatografico das fragdes obtidas a partir da fragdo RNH19-5.

Fracdes Reunidas Cddigos Quantidade (mg)

1 RNH195-1 4,2 *
2-10 RNH195-2 29,3 v
11-25 RNH195-3 44 .4 o
27-53 RNH195-4 82,6 .
54-82 RNH195-5 60,1 .

* Fragdo ndo estudada por apresentar pouca massa.
¢ Fracbes ndo estudadas por serem semelhantes a fragdo RNH195-2, que se encontrava mais pura.
v Fragéo estudada.

Andlise da fracao RNH195-2 (29,3 mg)

A fragdo RNH195-2 foi purificada através de uma Cromatografia em Coluna
empacotada com gel de silica, utilizando como solvente hexano puro, com gradiente de
eluicao até acetato de etila puro, sendo coletadas 72 fragdes, que posteriormente foram
reunidas em 4 novas fragdes, através de comparagdo por Cromatografia em Camada
Delgada Analitica. As fragdes RNH1952-2 (5,2 mg) e RNH1952-3 (4,1 mg) foram
identificadas como sendo respectivamente a mistura de alcaloides N-metilflindersina

(RN-02) e zantobungeanina (RN-03) e o alcaloide veprissina (RN-01).



4.2.8.3. Resumo dos constituintes quimicos

galhos de Rauia nodosa (118,9 g).

Rauia nodosa
Galhos

Extrato em
Metanol (RNM)

Alcaldides

Vepressina
(RN-01)

Cumarinas

O-geranilostenol
(RN-04)

80

isolados do extrato em metanol dos

Esteroides

Peroxido de

Ergosterol (RN-09)

Fluxograma 5. Substancias isoladas do extrato em metanol dos galhos de R. nodosa (RNM).

Rauia nodosa
Galhos (4,80 kq)

Extragdo com
MeOH (3X)
Extrato em
Metanol (RNM)
55,53 g

CC silica gel

CHCl;: MeOH
RNM-3 RNM-4
120 mg CC silica gel 3449

CH,Cl;: MeOH

CC silica gel
CHCl,: MeOH

O-geranilostenol (RN-04)
10,0 mg

Peroxido de Ergosterol (RN-09)
5,1 mg

Vepressina (RN-01)
7,0 mg

Fluxograma 6. Estudo cromatografico do extrato em metanol dos galhos de R. nodosa (RNM).
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4.2.8.4. Andlise detalhada das fracoes obtidas do extrato em metanol (55,53 g)
dos galhos de Rauia nodosa.

Inicialmente, apenas uma parte do extrato bruto em metanol dos galhos de R.
nodosa (55,53 g) foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada com gel
de silica, utilizando como solvente diclorometano puro, com gradiente de eluicdo até
metanol puro, sendo coletadas 12 fragdes, que posteriormente foram reunidas em 6
novas fragdes, através de comparagao por Cromatografia em Camada Delgada

Analitica. A Tabela 12 apresenta o estudo cromatografico das fragdes obtidas.

Tabela 12. Estudo cromatografico das fragdes obtidas a partir da coluna cromatografica do extrato bruto
em metanol dos galhos de R. nodosa (RNM).

Fracbes Reunidas Cadigos Quantidade (g)

1-2 RNM-1 0,4 v
3 RNM-2 0,5 v
4-5 RNM-3 0,12 v
5-6 RNM-4 3,4 v
7-9 RNM-5 5,2 v
10-12 RNM-6 3,7 v

v' Fragoes estudadas.

Andlise da fracao RNM-3 (120 mg)

A fragdo RNM-3 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada com
gel de silica, utilizando como solvente diclorometano puro, com gradiente de eluicdo até
metanol puro, sendo coletadas 51 fragcdes, que posteriormente foram reunidas em 5
novas fragdes, através de comparagdo por Cromatografia em Camada Delgada
Analitica. A fragado RNM3-2 (10,0 mg) foi identificada como sendo a cumarina O-
geranilostenol (RN-04) e a fragdo RNM3-4 (5,1 mg) foi identificada como sendo o

esteroide peréxido de ergosterol (RN-09).
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Analise da fracao RNM-4 (3,4 g)

A fracdo RNM-4 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada com
gel de silica, utilizando como solvente diclorometano puro, com gradiente de eluicdo até
metanol puro, sendo coletadas 35 fragdes, que posteriormente foram reunidas em 7
novas fragdes, através de comparagdo por Cromatografia em Camada Delgada
Analitica. A fragdo RNM4-5 (7,0 mg) foi identificada como sendo o alcaloide vepressina
(RN-01).

Andlise das demais fragcoes obtidas do extrato bruto em metanol dos galhos de
R. nodosa.

Todas as fragbes obtidas da coluna cromatografica inicial de parte do extrato
bruto em metanol dos galhos de R. nodosa (55,53 g) foram estudadas, com excegao da
ultima fracdo RNM-6. Porém, foi possivel o isolamento de apenas uma substancia,
peroxido de ergosterol (RN-09).

Também foi realizada uma segunda tentativa para isolar um numero maior de
substancias do extrato bruto em metanol de R. nodosa. Para isso foi realizada a
cromatografia em coluna da segunda metade do extrato em metanol dos galhos de R.
nodosa (61,3 g). O estudo das fracbes obtidas permitiu apenas o isolamento da
cumarina O-geranilostenol (RN-04) e do alcaloide vepressina (RN-01), ambos isolados

anteriormente do extrato em hexano.
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4.2.9. Descricao experimental do isolamento dos constituintes quimicos da
espécie Spiranthera atlantica.

4.2.9.1. Resumo dos constituintes quimicos isolados do extrato em metanol dos
galhos de Spiranthera atlantica (100,48 g).

Spiranthera atlantica
Galhos

Extrato em Metanol (EMSA)

|

Alcaloides Triterpeno
| |
l Lupeol (SA-09)
Y-Fagarina
(Ba-01) Atlanticol (SA-08) 2-fenil-1-metil-8-metoxi-quinolin-4-ona (SA-07)
Esquimianina (SA-02) 2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona (SA-06)

1’,2’-epoxido-8-metoxiflindersina (SA-03)
8-metoxiflindersina (SA-04)
1’,2’-dihidro-8-metoxiflindersina (SA-05)

Fluxograma 7. Substancias isoladas do extrato em metanol dos galhos de S. atlantica (EMSA).
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Spiranthera

atlantica
Galhos (5,10 kg) Extrag&o com
MeOH (3X)
Extrato em Metanol (EMSA)
43,48 g
CC silica gel
CH,Cl,: MeOH
EMSA-3 EMSA-4
335,1 mg 3,33 ¢
CC silica gel
CH,Cl;: MeOH CC silica gel
CH,Cl,: MeOH
Lupeol (SA-09)
4,5 mg
EMSA4-6 EMSA4-8 EMSA4-10
299,1 mg 776,9 mg 986,5 mg
CC silica gel
CH,Cl,: MeOH
EMSA46-3 y-Fagarina (SA-01)
16,3 mg 3,8 mg
CC silica gel
CH,Cl: MeOH

Esquimianina (SA-02)
3,1 mg

Fluxograma 8. Estudo cromatografico do extrato em metanol dos galhos de S. atlantica (EMSA) e
das fragdes EMSA-3 e EMSA-4.

EMSA4-8
776,9 mg
CC silica gel
CH.Cl,: MeOH
EMSA48-2 EMSA48-5
155,5 mg 140,4 mg
G oo e,
1’,2’-epoxido-8-metoxiflindersina (SA-03) Atlanticol (SA-08)
8-metoxiflindersina (SA-04) 3,2mg
1’,2’-dihidro-8-metoxiflindersina (SA-05)
4,8 mg

Fluxograma 9. Estudo cromatografico da fragdo EMSA4-8 obtida do extrato em metanol dos galhos
de S. atlantica.
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EMSA4-10
986,5 mg
CC silica gel
CHCl;: MeOH
EMSA410-4 EMSA410-5
189,9 mg 397,6 mg
CC silica gel
CC silica gel CH,Cl,: MeOH
CHCl,: MeOH
2-fenil-1-metil-8-metoxi-quinolin-4-ona (SA-07) 2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona (SA-06)
56,6 mg 23,4 mg

Fluxograma 10. Estudo cromatografico da fragdo EMSA4-10 obtida do extrato em metanol dos
galhos de S. atlantica.

4.2.9.2. Andlise detalhada das fracoes obtidas do extrato em metanol (43,48 g)
dos galhos de Spiranthera atlantica.

Apenas uma parte do extrato bruto em metanol dos galhos de S. atlantica (43,48
g) foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada com gel de silica,
utilizando como solvente diclorometano puro, com gradiente de eluigdo até metanol
puro, sendo coletadas 16 fragdes, que posteriormente foram reunidas em 7 novas
fragdes, através de comparagao por Cromatografia em Camada Delgada Analitica. A

Tabela 13 apresenta o estudo cromatografico das fragdes obtidas.

Tabela 13. Estudo cromatografico das fragdes obtidas a partir da coluna cromatogréfica do extrato bruto
em metanol dos galhos de S. atlantica (EMSA).

Fracdes Reunidas Caodigos Quantidade (g)

1 EMSA-1 0,25 v
2 EMSA-2 0,35 v
3-6 EMSA-3 0,33 v
7 EMSA-4 3,33 v
8 EMSA-5 2,58 v
9-10 EMSA-6 5,47 v
11-16 EMSA-7 3,53 v

v Fragbes estudadas.
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Analise da fracao EMSA-3 (335,1 mg)

A fracdo RNM-3 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada com
gel de silica, utilizando como solvente diclorometano puro, com gradiente de elui¢cao até
metanol puro, sendo coletadas 65 fragdes, que posteriormente foram reunidas em 5
novas fragdes, através de comparagdo por Cromatografia em Camada Delgada
Analitica. A fracdo EMSA3-2 (4,5 mg) foi identificada como sendo o triterpeno lupeol
(SA-09). Todas as demais fragbes foram devidamente estudadas, porém nao

resultaram no isolamento de outras substancias.

Analise da fracao EMSA-4 (3,33 g)

A fragdo RNM-4 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada com
gel de silica, utilizando como solvente diclorometano puro, com gradiente de eluigao até
metanol puro, sendo coletadas 40 fragdes, que posteriormente foram reunidas em 12
novas fragdes, através de comparagdo por Cromatografia em Camada Delgada

Analitica. A Tabela 14 apresenta o estudo cromatografico das fragdes obtidas.

Tabela 14. Estudo cromatografico das fragdes obtidas a partir da fragdo EMSA-4.

Fracbes Reunidas Cddigos Quantidade (mg)

1-11 EMSA4-1 1711 v
12-15 EMSA4-2 87,4 v
16 EMSA4-3 13,5 *
17-23 EMSA4-4 175,2 v
24-25 EMSA4-5 146,7 v
26-27 EMSA4-6 299,1 v
28 EMSA4-7 14,5 *
29-33 EMSA4-8 776,9 v
34 EMSA4-9 84,2 v

35-36 EMSA4-10 986,5 v
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37

39-40

EMSA4-11

EMSA4-12

68,2 v

261,4 v

* Fragbes nao estudadas por apresentarem pouca massa.

v Fragoes estudadas.

Analise da fracao EMSA4-6 (299,1 mg)

A fracdo EMSA4-6 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada

com gel de silica, utilizando como solvente diclorometano puro, com gradiente de

eluicdo até metanol puro, sendo coletadas 92 fragdes, que posteriormente foram

reunidas em 7 novas fragcdes, através de comparagao por Cromatografia em Camada

Delgada Analitica. A Tabela 15 apresenta o estudo cromatografico das fragdes obtidas.

A fracdo EMSA46-2 (3,8 mg) foi identificada como sendo o alcaloide y-fagarina (SA-01).

Tabela 15. Estudo cromatografico das fragdes obtidas a partir da fragdo EMSA4-6.

Fragcbes Reunidas Cédigos Quantidade (m

1-5 EMSA46-1 3,1 *

6-8 EMSA46-2 3,8 y-fagarina (SA-01)
9 EMSA46-3 16,3 v

11-23 EMSA46-4 111,8 v

24-37 EMSA46-5 39,8 .

39-59 EMSA46-6 42,8 .

60-83 EMSA46-7 54,2 v

*

Fragao nao estudada por apresentar pouca massa.

e Fragdes ndo estudadas por serem semelhantes as fracdes EMSA46-4 e EMSA46-7.

v Fragbes estudadas.

Analise da fracao EMSA46-3 (16,3 mg)

A fraggo EMSA46-3 foi

purificada através de Cromatografia em Coluna

empacotada com silica, utilizando como solvente diclorometano puro, com gradiente de

eluicdo até metanol puro, sendo coletadas 52 fragdes, que posteriormente foram
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reunidas em 6 novas fragdes, através de comparagado por Cromatografia em Camada
Delgada Analitica. A fragdo EMSA463-5 (3,1 mg) foi identificada como sendo o alcaloide
esquimianina (SA-02).

Analise da fracao EMSA4-8 (776,9 mg)

A fracdo EMSA4-8 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada
com gel de silica, utilizando como solvente diclorometano puro, com gradiente de
eluicdo até metanol puro, sendo coletadas 21 fragdes, que posteriormente foram
reunidas em 8 novas fracdes, através de comparagao por Cromatografia em Camada

Delgada Analitica. A Tabela 16 apresenta o estudo cromatografico das fragdes obtidas.

Tabela 16. Estudo cromatografico das fragdes obtidas a partir da fragdo EMSA4-8.

Fragdes Reunidas Caédigos Quantidade (mg)

1-2 EMSA48-1 22,1 v
3 EMSA48-2 155,5 v
4-7 EMSA48-3 146,7 v
8-9 EMSA48-4 58,3 .
10-12 EMSA48-5 140,4 v
13-15 EMSA48-6 65,4 .

16-20 EMSA48-7 62,3 .

21 EMSA48-8 31,6 .

e Fragbes ndo estudadas por serem semelhantes as demais fracoes obtidas.

v Fragoes estudadas.

Andlise da fracao EMSA48-2 (155,5 mg)

A fracdo EMSAA48-2 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna
empacotada com gel de silica, utilizando como solvente diclorometano puro, com
gradiente de eluicdo até metanol puro, sendo coletadas 67 fragbes, que
posteriormente foram reunidas em 7 novas fragbes, através de comparagao por
Cromatografia em Camada Delgada Analitica. A fragdo EMSA482-6 (4,8 mg) foi
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identificada como sendo a mistura dos alcaloides 1’,2’-epoxido-8-metoxiflindersina
(SA-03), 8-metoxiflindersina (SA-04) e 1’,2’-dihidro-8-metoxiflindersina (SA-05). As
demais fragdes obtidas foram devidamente estudadas, porém n&o resultaram no

isolamento de outras substancias.

Analise da fracao EMSA48-5 (140,4 mg)

A fragdo EMSA48-5 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna
empacotada com silica gel, utilizando como solvente diclorometano puro, com
gradiente de eluicdo até metanol puro, sendo coletadas 89 fragcbes, que
posteriormente foram reunidas em 8 novas fragcbes, através de comparagao por
Cromatografia em Camada Delgada Analitica. A fragdo EMSA485-8 (3, 2 mg) foi
identificada como sendo o alcaloide atlanticol (SA-08), inédito na literatura. As
demais fragdes obtidas foram devidamente estudadas, porém nao resultaram no

isolamento de outras substancias.

Analise da fracao EMSA4-10 (986,5 mg)

A fragdo EMSA4-10 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna empacotada
com gel de silica, utilizando como solvente diclorometano puro, com gradiente de
eluicdo até metanol puro, sendo coletadas 36 fragdes, que posteriormente foram
reunidas em 7 novas fragdes, através de comparagao por Cromatografia em Camada

Delgada Analitica. A Tabela 17 apresenta o estudo cromatografico das fragdes obtidas.

Tabela 17. Estudo cromatografico das fragdes obtidas a partir da fragdo EMSA4-10.

Fragdes Reunidas Cddigos Quantidade (mg)

1-10 EMSA410-1 15,3 *
11-12 EMSA410-2 9,2 *
13-17 EMSA410-3 23,3 v
18-22 EMSA410-4 189,9 v
23-32 EMSA410-5 397,6 v
33 EMSA410-6 47,7 v
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34-36 EMSA410-7 97,6 v

* Fragdes nao estudadas por apresentarem pouca massa.

v Fragdes estudadas.

Analise da fracao EMSA410-4 (189,9 mg)

A fracdo EMSA410-4 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna
empacotada com gel de silica, utilizando como solvente diclorometano puro, com
gradiente de eluigdo até metanol puro, sendo coletadas 101 fragdes, que
posteriormente foram reunidas em 4 novas fragdes, através de comparagao por
Cromatografia em Camada Delgada Analitica. A fragdo EMSA4104-2 (56,6 mg) foi
identificada como sendo o alcaloide 2-fenil-1-metil-8-metoxi-quinolin-4-ona (SA-07).
As demais fragdes obtidas foram semelhantes a fracgdo EMSA4104-2, com um nivel

de pureza menor, por isso nao foram estudadas.

Analise da fracao EMSA410-5 (397,6 mg)

A fracdo EMSA410-5 foi submetida a uma Cromatografia em Coluna
empacotada com gel de silica, utilizando como solvente diclorometano puro, com
gradiente de eluicdo até metanol puro, sendo coletadas 60 fragbes, que
posteriormente foram reunidas em 4 novas fragbes, através de comparagao por
Cromatografia em Camada Delgada Analitica. A fragdo EMSA4105-2 (23,4 mg) foi
identificada como sendo o alcaloide 2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona (SA-06).
As demais fragdes obtidas foram semelhantes a fracdo EMSA4105-2, com um nivel

de pureza menor, por isso nao foram estudadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Substancias isoladas e identificadas da espécie Rauia nodosa.

O estudo fitoquimico do extrato em hexano e em metanol dos galhos da
espécie Rauia nodosa permitiu o isolamento e a identificacdo de 10 substancias: 6
esteroides, 3 alcaloides e 1 cumarina. Foram isoladas as substancias: vepressina
(RN-01), N-metilflindersina (RN-02), zantobungeanina (RN-03), O-geranilostenol (RN-
04), B-sitosterol (RN-05), estigmasterol (RN-06), sitostenona (RN-07), estigmastenona
(RN-08), perdxido de ergosterol (RN-09) e rauianodoxi (RN-10). Sendo as substancias
O-geranilostenol (RN-04), N-metilflindersina (RN-03) e perdxido de ergosterol (RN-09)

inéditas no género Rauia e o esteroide rauianodoxi (RN-10) inédito na literatura.

5.1.1. Alcaloides isolados de R. nodosa.

RN-01 RN-02 RN-03

5.1.2. Cumarina isolada de R. nodosa.
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5.1.3. Esteroides isolados de R. nodosa.

RN-07 RN-08

RN-10

Esteroide rauianodoxi
(RN-10) inédito na literatura.
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5.2. Substancias isoladas e identificadas da espécie Spiranthera atlantica.

O estudo fitoquimico do extrato em metanol dos galhos da espécie Spiranthera
atlantica permitiu o isolamento e a identificacdo de 9 substancias: 1 triterpeno e 8
alcaloides. Foram isoladas as substancias: y-fagarina (SA-01), esquimianina (SA-02),
1’,2’-epoxido-8-metoxiflindersina (SA-03), 8-metoxiflindersina (SA-04), 1’,2’-dihidro-8-
metoxiflindersina (SA-05), 2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona (SA-06), 2-fenil-1-
metil-8-metoxi-quinolin-4-ona (SA-07) e atlanticol (SA-08) e o lupeol (SA-09). Sendo os
alcaloides 8-metoxiflindersina (SA-04) e 2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona (SA-06)
inéditos no género Spiranthera.

Além disso, foi possivel isolar o alcaloide 1’,2’-dihidro-8-metoxiflindersina (SA-
05) obtido pela primeira vez como produto natural e os alcaloides, 1’,2’-ep6xido-8-

metoxiflindersina (SA-03) e atlanticol (SA-08), inéditos na literatura.



5.2.1. Alcaloides isolados de S. atlantica.

94

Alcaloide 1’,2’-epoOxido-8-
metoxiflindersina (SA-03)
inédito na literatura.

Alcaloide altlanticol (SA-08)
inédito na literatura.
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5.2.2. Triterpeno isolado de S. atlantica.

SA-09

5.3. Determinacao estrutural das substancias isoladas.

5.3.1. Alcaloides

A familia Rutaceae é notoriamente conhecida por apresentar um grande numero
de alcaloides com diversas estruturas. Os alcaloides desta familia podem ser
derivados do acido antranilico, triptofano, fenilalanina e/ou tirosina, histidina, acido
nicotinico, ornitina e lisina (WATERMAN e GRUDON, 1983).

Porém os alcaloides derivados do &cido antranilico s&o considerados
marcadores quimiotaxdmicos da familia Rutaceae, pois ndo sao encontrados em
outras familias pertencentes a ordem Rutales (WATERMAN, 1999). Este grupo de
alcaloides é dividido em trés tipos: quinazolinicos, quinolinicos e acridénicos (DEWICK,
2002). As rotas biosintéticas dos alcaloides furoquinolinicos, piranoquinolinicos e 2-
alquilquinolinos estao descritas nas Figuras 40 e 41.

Este estudo resultou no isolamento de onze alcaloides derivados do acido
antranilico, sendo dois alcaloides furoquinolinicos: y-fagarina (SA-01) e esquimianina
(SA-02); seis alcaloides piranoquinolinicos angulares: veprissina (RN-01), N-
metilflindersina (RN-02), zantobugeanina (RN-03), 1’,2’-epdxido-8-metoxiflindersina
(SA-03), 8-metoxiflindersina (SA-04) e 1’,2’-dihidro-8-metoxiflindersina (SA-05); dois
alcaloides 2-fenilquinolinos: 2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona (SA-06) e 2-fenil-
1-metil-8-metoxi-quinolin-4-ona (SA-07); e um alcaloide quinazolinico: atlanticol (SA-

08), inédito na literatura.
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antranilico (BLASCHKE-COBET e LUCKNER, 1973).
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5.3.1.1. Alcaloides isolados da espécie Rauia nodosa.

5.3.1.1.1. Determinacao estrutural da substancia RN-01.

OMe hLe

RN-01

A substancia RN-01 foi isolada do extrato em hexano da espécie Rauia
nodosa, na forma de um o6leo incolor, e apresentou resultado positivo para o teste
com o reagente Dragendorff.

A andlise dos espectros de RMN °C (DEPT-Q) para a substancia RN-01
(Figura 42) permitiu reconhecer a presenca de 17 atomos de carbono, sendo cinco
carbonos metilicos (trés deles ligados a heteroatomo), quatro carbonos metinicos
(spz) e oito carbonos quaternarios (um sp® e sete sp?, dos quais um carbonilico)
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA et al., 2010).

Os valores de deslocamento dos atomos de carbono confirmam claramente a
presenca do carbono carbonilico C-2 em & 162,6 ppm, e dois carbonos aromaticos
C-7 e C-8 ligados a grupos metoxila, respectivamente em &c 155,6 ppm e 136,0
ppm.

Também foi possivel observar o deslocamento caracteristico do atomo de
carbono C-4 em & 155,1 ppm (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA et. al.,
2010).

Os sinais referentes aos carbonos metilicos MeO-7, MeO-8 e Me-N também
foram observados em & 56,3, 61,7 e 33,6 ppm, respectivamente. Ja os atomos de
carbono metilicos CH3-4’ e CH3-5" apresentaram deslocamento proximos a & 28
ppm (Tabela 18).

O espectro de RMN 'H para a substancia RN-01 (Figuras 43 e 44) apresentou
na regiao aromatica dois dupletos em &4 7,73 ppm e 6,90 ppm (1H, J= 8,9 Hz), que

acoplam entre si, confirmado através da analise do mapa de correlagédo
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homonuclear 'H-'H-COSY ) (Figura 56). Estes sinais foram atribuidos aos atomos de
hidrogénio H-5 e H-6, devido as correlagdes observadas entre os respectivos
dupletos e os sinais de atomos de carbonos metinicos em 119,0 ppm (CH-5) e 107,2
ppm (CH-6), no mapa de correlagao heteronuclear a uma ligagao (Jcn), HSQC
(Figura 45).

Foram observadas no mapa de correlagédo heteronuclear HMBC (Figura 46),
as correlacdes a trés ligacdes (*Ukc) entre os atomos, C-7 (8. 155,6)/H-5(54 6,73), C-
9 (8; 134,63)/H-5 (31 6,73), C-8 (8. 136,0)/H-6 (51 6,90) e C-10 (8c 112,13)/ H-6 (8n
6,90), sendo todos atomos de carbono quaternarios. Assim sugerindo a presenga de
um anel aromatico tetrasubstituido.

Também foi possivel observar no espectro de RMN 'H a presenca de dois
dupletos em &4 6,75 ppm (1H, J= 9,9 Hz) e 5,51 ppm (1H, J= 9,9 Hz) e um singleto
em oy 1,52 ppm (6H). No mapa de correlacdo heteronuclear HSQC foram
observadas as correlacdes entre estes dupletos e os atomos de carbono olefinicos,
CH-1" (& 118,0)/H-1'(&4 6,75) e CH-2' (6. 125,6)/H-2'(44 5,51), e entre o singleto e os
atomos de carbono metilicos CH3-4’/CH3-5'(o¢ 28,0)/3H-4°/3H-5'(64 1,52).

No mapa de correlagdo heteronuclear HMBC apresentou as correlagdes a
trés ligacdes (PJc) entre os atomos C-4(& 155,1)/ H-1'(84 6,75), C-3'(& 78,7)/1H-
1'(846,75) e C-3(5c 104,0) H-2'(8 5,51) e a duas ligagdes (°Jcn) entre os atomos C-
3'(6c 78,7)/3H-4’/3H-5'(64 1,52). As correlagdes observadas sdo compativeis com a
presenca de um anel 2,2-dimetilcromeno.

No espectro de RMN "H observou-se a presenca de dois singletos referentes
a dois grupos metoxila em &4 3,99 ppm (3H, MeO-7) e 3,80 ppm (3H, MeO-8) e
tiveram suas posi¢des confirmadas com as correlagdes a uma ligagao (Juc), MeO-7
(¢ 56,3)/3H-MeO-7(o4 3,99) e MeO-8 (&c 61,7)/3H-MeO-8(84 3,80) e a trés ligagdes
(Cduc), C-7 (& 155,6)/3H-MeO-7(5; 3,99) e C-8 (&c 136,0)/3H-MeO-8(54 3,80).

O singleto em &4 3,96 ppm (3H) foi atribuido a metila Me-N devido a
correlacdo com atomo de carbono carbonilico C-2 em & 162,6 ppm . Esses dados
sugerem uma estrutura de um alcaloide piranoquinolinico angular com duas
metoxilas.

Os dados descritos acima em conjunto com os dados obtidos do espectro de

massas (CG/EM) (Figura 49 e Esquema 1), o qual apresentou o pico do ion
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molecular ([M*]) com m/z= 301 Dalton, permitiram propor a férmula molecular
C47H419NOy4 para a substancia RN-01.

Apds comparagdao com os dados encontrados na literatura conclui-se que a
substancia RN-01 corresponde ao alcaloide vepressina, isolado também na espécie
Rauia resinosa (ALBARACI et al., 2010).

Tabela 18. Dados de RMN 'H (500 MHz) e RMN "*C (125 MHz) da substancia RN-01 (vepressina), em
CDCl3, em comparagao com os dados da literatura da substancia N-metilflindersina (Mo-1) (ISIDORO et.
al., 2012). Os deslocamentos quimicos () estdo em ppm, e as constantes de acoplamento (J, entre
parénteses) estao em Hz.

HSQC HMBC Mo-1
& T 2JcH 3JcH &
C
2 162,6 - H-1’; MeN 161,0
3 104,0 - H-2’ 106,2
4 155,1 - H-1’; H-5 155,0
7 155,6 - H-6 H-5; MeO-7 -
8 136,0 - H-6; MeO-8 -
9 134,6 - H-5 139,5
10 1121 - H-6 116,2
3 78,7 - H-2; 3H-4’/3H-5’ H-1’ 78,8
CH
5 1191  7,73(d, 8,9) 123,0
6 107,2 6,90 (d, 8,9) 122,0
7 - - 131,0
8 - - 114,0
1 1180  6.75(d.9,9) 117,9
2 125,6 5,51 (d, 9,9) 3H-4'/3H-5’ 125,5
CH;
MeO-7 56,3 3,99 (s) ]
MeO-8 61,7 3,80 (s) ;
Me-N 33,6 3,96 (s) 28,0

415 28,0 1,52 (s) H-2 29,2
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Figura 45. Espectro de HSQC (CDCI;) obtido para a substancia RN-01 (vepressina).
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Figura 49. Espectro de massas (CG-EM) obtido para a substancia RN-01 (vepressina).
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Esquema 1. Proposta do mecanismo de fragmentagao para os principais picos obtidos no espectro
de massas (CG-EM) para a substancia RN-01 (vepressina).

5.3.1.1.2. Determinacao estrutural da mistura contendo as substancias RN-
02 e RN-03

OMe Me

RN-03

As substancias RN-02 e RN-03 foram obtidas na forma de mistura, do
extrato em hexano da espécie Rauia nodosa, com o aspecto de um 6leo amarelo

e apresentou resultado positivo para o teste com o reagente Dragendorff.
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A mistura de alcaloides foi elucidada principalmente pela analise por CG-
EM, que apresenta grande sensibilidade. O espectro de massas registrou os ions
moleculares ([M*]) em m/z 241 (75%) e 271 (10%) (Figuras 56 e 57). Os valores
de m/z observados sao muito préximos do valor de m/z 301 encontrado para a
substdncia RN-01 descrita anteriormente, identificada como o alcaloide
vepressina.

Assim esses dados sugeriram a presenga dos alcaloides N-metilflindersina
(RN-02) (m/z 241) (Esquema 2) com formula molecular C4sHisNO, e
zantobungeanina (RN-03) (m/z 271) (Esquema 3) com férmula molecular
C16H17NO3 na mistura isolada.

Estes alcaloides diferem da substancia RN-01 (vepressina) apenas com
relagdo a presenga e numero de metoxilas em suas estruturas.

A analise de espectro de RMN "*C (DEPT-Q) obtido para a mistura dessas
substancias (Figura 52) nao foi muito util para determinacédo estrutural, pois o
espectro apresentou poucos sinais.

Os sinais dos carbonos quaternarios ndo foram observados, provavelmente
pela pequena massa da amostra, visto que o tempo de relaxagdo desses
carbonos exigem maiores tempos de acumulagdo para que se tenha uma boa
visualizacéo (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA et. al., 2010).

As atribuicées dos sinais referentes aos atomos de carbono apresentados
nas Tabelas 19 e 20 para ambas as substancias presentes na mistura, foram
realizadas através das correlagbes observadas nos mapas de correlagao
heteronucleares a uma ligagao (Jhc) (HSQC) e a duas (2kc) e trés ligacdes ((ukc)
(HMBC).

O espectro de RMN 'H obtido para a mistura destas substancias (Figura
50) apresentou oito dupletos, trés tripletos e cinco simpletos.

A andlise do espectro de RMN 'H para a substancia RN-02 (N-
metilflindersina) apresentou na regido aromatica um dupleto em 64 8,00 ppm (1H,
J=7,8) atribuido ao atomo de hidrogénio H-5a e um tripleto em 64 7,26 ppm (1H,
J= 7,8) atribuido ao atomo de hidrogénio H-6a, indicando um acoplamento na
posicao orto. Também foi possivel observar um tripleto em &4 7,58 ppm (1H) e um
dupleto em &4 7,35 ppm (1H, J= 8,4) referentes aos atomos de hidrogénio H-7a e

H-8a, indicando a presenga de um anel benzénico 1,2-disubstituido (Tabela 19).
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Estas atribuicbes foram realizadas através das correlagbes a uma ligagcao
(Jnc) observadas no mapa de correlagao heteronuclear HSQC (Figura 53), entre
os atomos CH-5a(éc 122,9)/H-5a(sy 8,00), CH-6a(oc 121,7)/H-6a(sy 7,26), CH-
7a(éc 130,8)/H-7a(on 7,58) e CH-8a(dc 113,7)/H-8a(o 7,35).

Os sinais referentes aos atomos de hidrogénio H-1'a e H-2'a presentes no
anel piranico foram observados no espectro de RMN 'H, em & 6,79 ppm (d,1H,
J=9,9) e 45,57 ppm (d, 1H, J= 9,9), sendo confirmados pelas correlagdes a uma
ligacdo (Jyc) entre os atomos CH-1’a(oc 117,5)/H-1a’(é4 6,79) e CH-2’a (&c
126,3)/H-2’a(o4 5,57). Ainda foram observados dois simpletos em &4 3,73 ppm
(3H) e em &4 1,57 ppm (6H), devido a integragao e ao deslocamento, o primeiro
foi atribuido aos hidrogénios metilicos Me-Na e o segundo singleto as metilas
CH3-4’a e CH3-5'a. Estes sinais sdo compativeis com a presenca de um anel 2,2-

dimetilcromeno na estrutura da substancia RN-02.

Tabela 19. Dados de RMN 'H (500 MHz) e RMN *C (125 MHz) da substancia RN-02, em CDCls,
em comparagédo com os dados da literatura para a substancia N-metilflindersina (Mo-1) (ISIDORO
et. al., 2012). Os deslocamentos quimicos (8) estdo em ppm, e as constantes de acoplamento (J,
entre parénteses) estdo em Hz.

HSQC HMBC Mo-1
Sc Sy 2JeH e 8¢
C

2 - - - - 161,0
3 - - - - 106,2
4 - - - - 155,0
9 - - - - 139,5
10 - - - - 116,2
3 - - - - 78,8

CH - -
5 122,9 8,00 (d, 7,8) - - 123,0
6 121,7 7,26 (t,7,8) - - 122,0
7 130.8 7,58 (1) - - 131,0
8 113,7 7,35 (d, 8,4) - - 114,0
1’ 117,5 6,79 (d, 9,9) - - 117,9
2 126,3 5,57 (d, 9,9) - - 125,5

CH; - -
Me-N 29,2 3,73 (s) - - 28,0

4’15 28,0 1,57 (s) . - 29,2
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A analise do espectro de RMN H (Figura 50 e 51) para a substancia RN-03
(zantobungeanina) apresentou também um dupleto em &4 7,63 ppm (1H, J= 7,8) e
um tripleto em &4 7,17 ppm (1H, J= 7,8) atribuidos aos atomos de hidrogénio H-5b
e H-6b. Porém o atomo de hidrogénio H-7b desta substancia, foi observado na
forma de um dupleto em & 7,08 ppm (1H, J= 7,8) e nado foi observado o dupleto
referente ao atomo de hidrogénio H-8b, sugerindo a presenga de anel benzénico
trisubstituido.

Estas atribuicbes foram confirmadas pelas correlacbes observadas no
mapa de correlagdo heteronuclear HSQC (Figura 53), entre os atomos CH-5b(dc
115,6)/H-5b(o4 7,63), CH-6b(sc 122,3)/H-6b(sy 7,17), CH-7b(sc 114,1)/H-7b(S
7,58) (Tabela 20).

No espectro de RMN "H (Figura 50 e 51) também foi possivel observar dois
dupletos em 646,78 ppm (1H, J=9,9) e &4 5,56 ppm (1H, J= 9,9) acoplando entre
si, observados no mapa de correlagdo homonuclear 'H-"H-COSY (Figura 55).
Estes sinais foram atribuidos respectivamente aos atomos de hidrogénio
olefinicos H-1'b e H-2’b em fungdo das correlagdes entre os atomos CH-1’b(dc
117,8)/H-1’b(&4 6,78) e CH-2'b (& 126,4)/H-2’b(d4 5,56), observadas no mapa de
correlagado heteronuclear HSQC.

O dupleto atribuido a H-1'b apresentou no mapa HMBC (Figura 54), a
correlagao a trés ligagbes (3JHC) com o atomo de carbono C-2b em &c 160,9 ppm,
confirmando a presenca da carbonila na estrutura da substancia RN-03.

Na regido alifatica do espectro de RMN 'H (Figura 50 e 51) para a
substancia RN-03 (zantobungeanina) foram observados trés simpletos. O
simpleto em &4 3,93 ppm (3H) apresentou uma correlagdo no mapa de correlagado
heteronuclear HSQC com o atomo de carbono em & 56,3 ppm, sugerindo a
presenca de uma metoxila.

Os simpletos em 3,96 ppm (3H) e 1,53 ppm (6H) foram atribuidos
respectivamente aos atomos de hidrogénio metilicos Me-Nb e CH3-4’'b/CH3-5'b,
devido a integragédo e as correlagbes a uma ligagao (Juc) entre os atomos Me-
Nb(éc 35,0)/3H-Me-Nb( 84 3,96) e CH3-4/5b’(&c 28,0)/3H-4'b/3H-5b(54 1,53).

A analise do mapa correlacdo heteronuclear HMBC obtido para a
substancia RN-03 apresentou ainda as correlagbes entre os atomos C-3b(dc
106,4)/ H-2’b(4 5,56) e C-3’b(dc 78,50)/3H-5'(o4 1,53), desta forma confirmando a
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presenca do anel 2,2-dimetilcromeno também na estrutura da substancia RN-03
(Tabela 20).

Apos a analise dos dados descritos acima e comparagdo com a literatura
foi possivel concluir que as substancias RN-02 e RN-03 correspondem
respectivamente aos alcaloides N-metilflindersina (RIBEIRO, 2006; ISIDORO, et.
al., 2012) e zantobungeanina (CAMPBELL et. al., 1990; ALBARICI et. al., 2010).
Vale ressaltar que o alcaloide N-metilflindersina foi isolado pela primeira vez no

género Rauia.

Tabela 20. Dados de RMN "H (500 MHz) e RMN *C (125 MHz) da substancia RN-03, em CDCls,
em comparagao com os dados da literatura da substancia zantobungeanina (Mo-1) (CAMPBELL
et. al., 1990). Os deslocamentos quimicos () estdo em ppm, e as constantes de acoplamento (J,
entre parénteses) estdo em Hz.

HSQC HMBC Mo-1
d¢ du 2JeH 3JcH dc
C
2 1609 ; ; H-1’ 162,0
3 1064 ] ; H-2' 105,9
4 ; ] ; ; 154,7
8 ; - ; ; 148.4
9 ; ; ; ; 130,9
10 ] ] ] ] 118,2
3 78,5 - H-2’; 3H-4’/3H- H-1’ 78,6
5
CH - -
5 115,6 7,63 (d, 7,8) - - 115,5
6 122,3 717 (t,7,8) - - 122,2
7 1141 7,08 (d, 7,8) - - 114 .1
1178 6,78(d, 9,9) ; ; 117,9
2 126,4 5,56 (d, 9,9) - 3H-4’/3H-5’ 126,5
CH; - -
MeO-8 56,3 3,93 (s) 56,6
Me-N 350 3,96 (s) ; - 35,1

4’15 28,0 1,53 (s) - - 28,2
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Figura 57. Espectro de massas (CG-EM) obtido para a substancia RN-03 (zantobungeanina).
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Esquema 3. Proposta do mecanismo de fragmentacgao para os principais picos obtidos no espectro
de massas (CG-EM) para a substancia RN-03 (zantobungeanina).
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5.3.1.2. Alcaloides isolados da espécie Spiranthera atlantica.

5.3.1.2.1. Determinacao estrutural da substancia SA-01.

SA-01

A substancia SA-01 foi isolada do extrato em metanol da espécie
Spiranthera atlantica, na forma de um 6leo amarelo claro, e apresentou resultado
positivo para o teste com o reagente Dragendorff.

A andlise do espectro de RMN "*C (DEPT-Q) para a substancia SA-01
(Figura 58) permitiu reconhecer a presencga de 13 atomos de carbono, sendo dois
carbonos metilicos (referente a dois grupos metoxila), cinco carbonos metinicos
(sp®) e seis carbonos quaternarios (sp?) (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA
et. al., 2010).

Vale ressaltar, que o espectro de RMN 3c (DEPT-Q) nao apresentou
claramente todos os sinais correspondentes aos atomos de carbono,
principalmente os carbonos quaternarios. Porém todas as atribuicdes referentes
aos atomos de carbono foram realizadas utilizando também as correlacbes
observadas nos mapas de correlagado heteronuclear a uma ligagao (Jyc) HSQC
(Figura 61) e a duas (*kc) e trés ligacdes (*Juc) HMBC (Figura 62).

Os sinais referentes aos atomos de carbono C-4 e C-8 sdo observados
respectivamente em & 157,5 ppm e 1551 ppm. Os atomos de carbono
metoxilicos MeO-4 e MeO-8 foram observados em & 59,0 ppm e 56,0 ppm. Os
atomos de carbono do anel furano CH-2’ e CH-3’ apresentam os sinais em &
143,9 ppm e 104,5 ppm (Tabela 21).

A analise do espectro de RMN "H obtido para a substancia SA-01 (Figuras
59 e 60) apresentou quatro dupletos e um duplodupletos na regido aromatica.

Os dois dupletos sédo referentes aos hidrogénios H-5 e H-7 do anel

aromatico, respectivamente em 64 7,88 ppm (1H, J= 8,5) e 7,09 ppm (1H, J=7,7).
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O H-5 apresentou o maior deslocamento devido a presengca da metoxila na
posicao 4.

O atomo de hidrogénio H-6 foi observado na forma de um duplodubleto em
oy 7,39 ppm (1H, J= 8,5 e J=7,7 ) indicando um acoplamento na posigédo orto com
H-5 e H-7 (Tabela 21).

Estas atribuigdes foram confirmadas pelas correlagdes a uma ligagao (Jnc)
entre os atomos CH-5(dc 114,1)/H-5(8n 7,88), CH-6(5¢c 123,5)/H-6(8y 7,39) e CH-
7(6c 107,7)/H-7(64 7,09), observadas no mapa de correlagcdo heteronuclear HSQC
(Figura 61).

No mapa de correlacdo heteronuclear a duas (2Jic) e trés ligacdes (Pduc),
HMBC (Figura 62), foram observadas as correlagdes entre os atomos C-8(&c
155,1)/ H-7(8u4 7,09), C-9(&c 138,0)/H-7(64 7,09) e C-10(Sc 115,0)/H-6(54 7,39), de
carbono quaternarios, sugerindo a presenga de um anel benzénico trisubstituido.

Os dois dupletos restantes sdo observados em &4 7,68 ppm e 7,12 ppm
(1H, J= 2,7) e apresentaram correlagdes a uma ligagao (Jyc) com os respectivos
atomos de carbono olefinicos em & 143,9 ppm (CH-2’) e 104,5 ppm (CH-3’). O
mapa de HMBC apresentou a correlacdo a duas ligagdes (°Jcn) entre os atomos
C-3 (6c104,0)/H-3’ (o4 7,12) indicando um anel furano disubstituido.

O simpleto em 64 4,49 ppm (3H) foi atribuido aos atomos de hidrogénio do
grupo metoxila MeO-4, o qual apresentou correlagdo a uma ligagéo (Juc) com o
atomo de carbono metilico em &c 59,0 ppm (MeO-4) e correlagéo a trés ligagdes
(Juc) com o atomo de carbono em & 157,5 (C-4), confirmando a presenca da
metoxila na posi¢cao C-4.

O segundo simpleto em &4 4,11 ppm (3H) foi atribuido ao grupo metoxila
MeO-8, confirmada pela correlagdo a uma ligagdo (Juc) com atomo de carbono
em & 56,0 ppm (MeO-8) e a trés ligagdes (2Juc) com o atomo de carbono
quaternario em &c 155,0 ppm (C-8), confirmando a proposta estrutural com uma
metoxila na posicéo C-8 resultando em anel benzénico trisubstituido (Tabela 21).

O mapa de correlagdo homonuclear, 'H-'H-COSY (Figura 64) também
confirmou a estrutura proposta para substancia SA-01.

O espectro de CG/EM obtido para a substédncia SA-01 (Figura 65 e
Esquema 4) apresentou o pico do ion molecular ([M']) com m/z= 229,

confirmando a proposta estrutural com férmula molecular igual a C13H{{NO>.
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A anadlise dos dados descritos acima permitiu definir um esqueleto

furoquinolinico com a presenca de duas metoxilas para esta substancia. Apés

comparacgao com a literatura concluiu-se que a substancia SA-01 corresponde ao

alcaloide y-fagarina, amplamente conhecido na familia Rutaceae (CUCA et al.,
1998; RIBEIRO, 2006).

Tabela 21. Dados de RMN 'H (500 MHz) e RMN "°C (125 MHz) da substancia SA-01, em CDCl,,
em comparagao com os dados da literatura da substancia y-fagarina (Mo-1) (RIBEIRO, 2006). Os
deslocamentos quimicos (6) estdo em ppm, e as constantes de acoplamento (J, entre parénteses)

estdao em Hz.

HSQC HMBC Mo-1
& O 2ue Sduc &
C
2 - - 163,2
3 104,0 - H-3’ H-2’ 103,8
4 157,5 - MeO-4 156,8
8 155,1 - H-7 H-6, MeO-8 154,5
9 138,2 - H-7 137,5
10 115,0 - H-6 119,5
CH
5 1141  7,88(d, 8,5) H-7 114,0
6 123,4 7,39 (dd, 8,5,7,7) 123,4
7 1077  7,09(d,7,7) H-5 107,7
2 143,9 7,68(d,2,7) H-3’ 143,8
3 104,5 7,12 (d, 2,7) H-2’ 103,8
CH;
MeO-4 59,0 4,49 (s) 59,0
MeO-8 56,0 4,11 (s) 55,9
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124



michelle 170 1 C:\Bruker\TOPSPIN bra:z

| A

_ F f F

| AN
R T Y Y S A

(R ——

MeO-8/3H-Me0-3

MeO-4/3H-MeO -4

CH-3/H-¥

r
A=

CH-5/H-5

-

CH-6/H-6

w 6 4 2 F2 [ppm]

| AMOSTRA: EMSA 46-2 (HSQCEDETGP) =S500MHE -
| soLVENTE: cDC13 L
OPERADOR DO KMR = MAURICIO r

Che D

" L

.

20 F1 [plpm]

-  CHTHT L

120 100 80 60 40

140

Figura 61. Espectro de HSQC (500 MHz, CDCl;) obtido para a substancia SA-01 (y-fagarina).

125



126

michelle 171 1 C:\Bryker\TOPSPIN braz
L D &bﬁt]‘r\
- T p—
AMOSTRA: EMSA 46-2 (HMBCGP) -500MHZ r E
: SOLVENTE: CDC13 - &
OPERADOR DO NMR - MAURICIO i =5
_ I
S , ' Vo |
o
B
S— o~
= ) H L
e \ ' &. D L
ol
; | )
| <
| -
! L
— ' r
— | [ L ©
] | ©
k2 | i
| -
| I
| _ ! I _ I o
| | @
i o
-
oo P L v
e |
- [ L
' - &
r— ' -
' ' L8 \ i “
- ‘ t - =
|
| [ i — B
T T — T T T _ T T T — T T T M T T T ~ T T T ~ T
10 8 6 4 2 F2 [ppm]

Figura 62. Espectro de HMBC (500 MHz, CDCl3) obtido para a substancia SA-01 (y-fagarina).



michelle 171 1 n,..,..m.u_.._f_:._.um.mv“z braz
—
I RMOSTRR: EMSA 46-2 :Eﬂumw__ =500MHZ
SOLVENTE: CDC13 1
OPERADOR DO HMR - MAURICIO
C-3H-2Z
ﬁ_._nA_H.m_
- al .
CH-T/IH-5 i CH5HT
, i
L C-10/H-6
P i CY9H-T
I "' CH2H¥
' 11 C8/HT
C-8/Hb6
_
|
[ '
L [ SR
10 8 -]

B
_ H A .\_.k._;.x..rIL.

DM e

SA-01

C-8/3H-MeO-8

! **.\. :

y

CA4/3H-MeO4 |

120

140

160

180

Figura 63. Ampliagao do espectro de HMBC (500 MHz, CDCI;) obtido para a substancia SA-01 (y-fagarina) (regido de 80 a 200 ppm).

127



128

michelle 169| 1 C:\Bruker\TOPSPIN braz
|
P S IV Y ‘_\:\“Ll\‘T\s
T -
AMOSTRA: EMSA 46-2 (COSYGPSW) -500MHZ i i ﬁ m.
SOLVENTE: CDC13 0 g . s
OPERADOR DO NMR - MAURICIO =
i L ow
‘ — I
‘ -~
) ;
|
- v - <
1 | $
| ¥ -
f o i
| ‘ ot
| & ted
| H [ { =
| ¢
— @©
1
'
- ) — r
] , \
; |
— 0
T _ T = T T _ T T T _ T ( T _ ._ T T
8 6 4 2 F2 [ppm]

Figura 64. Espectro de H'-H-COSY (500 MHz, CDCl5) obtido para a substancia SA-01 (y-fagarina).



129

200

156
63 101 128 | 134 214
77 g 115 68 | l l
40 5[9.1 " il Wil .Ill., dl 1'[! NI l. || ] 11 : Y
e[t ki bk Ak MR MY LA A MARLLAA Wik ki IARLIAN b Tttt e ey 1
40 100

142
 hakitiidy T
50 60 70 80 90 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230

T
30

o2

Figura 65. Espectro de massas (CG-EM) obtido para a substancia SA-01 (y-fagarina).

Cy 3y,
miz 229 (47,26 %)

mi 228 md 248

Esquema 4. Proposta do mecanismo de fragmentagao para os principais picos obtidos no espectro
de massas (CG-EM) para a substancia SA-01 (y-fagarina).

5.3.1.2.2. Determinacao estrutural da substancia SA-02.

SA-02

A substancia SA-02 foi isolada do extrato em metanol da espécie
Spiranthera atlantica, na forma de um 6leo amarelo claro, e apresentou resultado
positivo para o teste com o reagente Dragendorff.

A analise do espectro de RMN *C (DEPT-Q) (Figuras 66 e 67) obtido para
a substancia SA-02 apresentou grande semelhanga com o espectro obtido para a
substancia SA-01 (y-fagarina), descrita anteriormente. Esta analise permitiu

reconhecer a presenca de 14 atomos de carbono, sendo trés carbonos metilicos
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(referentes a grupos metoxila), quatro carbonos metinicos (sp?) e sete carbonos
quaternarios (sp?) (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA et. al., 2010).

Vale ressaltar, que o espectro de RMN *C (DEPT-Q) n&o apresentou
claramente todos os sinais correspondentes aos atomos de carbono,
principalmente os carbonos quaternarios. Porém todas as atribuicbes referentes
aos atomos de carbono foram realizadas utilizando também as correlagdes
observadas nos mapas de correlagao heteronuclear a uma ligagao (Jyc) HSQC
(Figura 69) e a duas (2Jic) e trés ligagdes (*Jic) HMBC (Figura 70).

Foram observados trés sinais caracteristicos de grupos metoxila em o&¢
59,0 ppm, 56,8 ppm e 61,7 ppm atribuidos a MeO-4, MeO-7 e MeO-8 sugerindo a
presenca de uma metoxila a mais na posigao 7, em comparagao com a estrutura
da substéancia SA-01 (y-fagarina).

A analise do espectro de RMN "H obtido para a substancia SA-02 (Figura
68) apresentou quatro dubletos na regido aromatica e trés singletos na regiao
alifatica.

Os sinais referentes aos atomos de carbono aromaticos C-7 e C-8 sdo
observados respectivamente em &c 151,1 ppm e 145,4 ppm, indicando a presenca
de uma terceira metoxila em C-7. Os atomos de carbono do anel furano CH-2’ e
CH-3’ foram observados em & 143,1 ppm e 104,9 ppm (Tabela 22).

Os hidrogénios H-5 e H-6 sdo observados na forma de dois dupletos em &4
8,01 ppme 7,76 ppm (1H, J= 9,4) acoplando entre si e observados no espectro de
correlagdo homonuclear 'H-"H-COSY (Figura 71) sugerindo um acoplamento em
posicao orto. Estas atribuicbes foram confirmadas pelas correlagbes a uma
ligagdo (Juc) entre os atomos CH-5 (&c 118,3)/H-5(84 8,01) e CH-6 (6c 112,2)/H-
6(on 7,76), observadas no mapa HSQC (Figura 69).

O espectro de correlacéo heteronuclear HMBC (Figura 70) contribuiu com
as correlagdes a trés ligagdes (*hc) entre os atomos C-7(s&c 151,1)/ H-5(84 8,01),
C-9(éc 139,7)/ H-5(54 8,01), C-8(dc 145,4)/ H-6(54 7,76) e C-10(dc 109,0)/ H-6(5y
7,76), indicando um anel aromatico tetrasubstituido.

Os dois dupletos observados em &4 7,64 ppm e 7,08 ppm (1H, J= 2,8)
atribuidos aos hidrogénios, H-2' e H-3’, apresentaram correlagdes a uma ligagao
entre com os atomos de carbono em & 143,1 ppm (CH-2’) e 104,9 ppm (CH-3’)
(Tabela 22).
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O espectro de correlagao heteronuclear HMBC apresenta as correlagdes a
duas (2kc) e trés ligagdes (*Ukc) respectivamente entre os atomos C-3(5c 103,0)/
H-3' (o4 7,08) e C-2(6c 164,3)) H-3' (&4 7,08), indicando um anel furano
disubstituido.

Os simpletos observados em &4 4,06 ppm (3H) e 4,14 ppm (3H) foram
atribuidos as metoxilas MeO-7 e MeO-8, corroboradas pelas correlagcées entre os
atomos MeO-7(é&c 56,8)/3H-MeO-7(54 4,06), C-7(&c 151,1)/3H-MeO-7(8y 4,06),
MeO-8(&c 61,7)/3H-MeO-8 e C-8(&¢c 145,4)/3H-MeO-8(544,14).

O simpleto observado em &4 4,47 ppm (3H) foi atribuido a metoxila MeO-4,
pois possui deslocamento caracteristico de metoxilas e ainda apresentou a
correlagao entre C-4(oc157,1)/ 3H-MeO-4(64 4,47) (Tabela 22).

O espectro de massas (CG-EM) obtido para a substancia SA-02 (Figura 72
e Esquema 5) apresentou o pico do ion molecular ([M']) com m/z= 259,
confirmando a proposta com férmula molecular igual a C44H3NO3,

A andlise dos dados descritos acima permitiu definir um esqueleto
furoquinolinico com a presencga de trés metoxilas para a substancia SA-02. Apds
comparagao com a literatura concluiu-se que esta substancia corresponde ao
alcaloide esquimianina, também amplamente conhecido na familia Rutaceae
(CUCA et. al., 1998; RIBEIRO, 2006; ISIDORO et. al., 2012).
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Tabela 22. Dados de RMN "H (500 MHz) e RMN "*C (125 MHz) da substancia SA-02, em CDCl3, em
comparagao com os dados da literatura da substancia esquimianina (Mo-1) (CUCA et. al., 1998). Os
deslocamentos quimicos (6) estdo em ppm, e as constantes de acoplamento (J, entre parénteses)
estdo em Hz.

HSQC HMBC Mo-1
8¢ Sy 2JeH 3JcH ¢
C
2 164,3 - H-3’ 164,4
3 103,0 - H-3’ 115,0
4 157 .1 - MeO-4 157,2
7 1511 H-5; MeO-7 141,6
8 145,4 - H-6; MeO-8 141,3
9 139,7 - H-5 152,2
10 109,0 H-6 101,8
CH
5 118,3 8,01 (d, 9,4) 118,2
6 112,2 7,76 (d, 9,4) 111,6
2 1431 7,64 (d, 2,8) H-3’ 143,0
3 104,9 7,08 (d, 2,8) 104,6
CH;
MeO-4 59,0 4,47 (s) 58,9
MeO-7 56,8 4,06 (s) 56,8

MeO-8 61,7 4,14 (s) 61,7
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Esquema 5. Proposta do mecanismo de fragmentacao para os principais picos obtidos no espectro

de massas (CG-EM) para a substancia SA-02 (esquimianina).

5.3.1.2.3. Determinacao estrutural da mistura contendo as substédncias SA-03,
SA-04 e SA-05.

SA-03 SA-04 SA-05

A mistura das substancias SA-03, SA-04 e SA-05 foi obtida do extrato em
metanol da espécie S. atlantica, na forma de um 6leo amarelo e apresentou

resultado positivo para o teste com o reagente Dragendorff.
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A mistura de alcaloides foi elucidada principalmente pela analise de ESI-
(+)-MS, que apresenta maior sensibilidade, sendo detectadas na analise de RMN
("H e ™C-DEPTQ) apenas as substancias SA-03 e SA-04, que sao os
componentes predominantes da mistura.

A andlise de espectro de RMN "*C (DEPT-Q) obtido para a mistura dessas
substancias (Figura 83) ndo foi muito util para a determinagéo estrutural, pois ndo
apresentou todos os sinais correspondentes aos atomos de carbono. Infelizmente
nao foi possivel observar os sinais da maioria dos carbonos quaternarios. Porém
foi possivel observar a presenca do atomo de carbono carbonilico C-2 em &
160,8 ppm.

As atribuigdes dos sinais referentes aos atomos de carbono apresentados
nas Tabelas 23 e 24 foram realizadas principalmente através das correlacbes
observadas nos mapas de correlagado heteronuclear a uma ligagao (Jyc) (HSQC)
e a duas (2uc) e trés ligagdes (Pduc) (HMBC).

O espectro de RMN 'H (Figuras 73 e 74) obtido para a mistura destas
substancias apresentou no total, seis dupletos, um tripleto e quatro simpletos.

A analise do espectro de RMN 'H para a substancia SA-03 (1’,2’-epoxido-
8-metoxiflindersina) apresentou quatro dupletos, um tripleto e trés simpletos. Na
regido aromatica do espectro, foi observado o dupleto em &4 7,49 ppm (1H, J= 7,8
Hz) referente ao atomo de hidrogénio H-5b, o tripleto em & 7,18 ppm (1H, J= 7,8
Hz) referente ao atomo de hidrogénio H-6b e o dupleto em & 6,97 ppm (1H, J=
7,8 Hz) referente ao atomo de hidrogénio H-7b (Tabela 23).

Estas atribuicdes foram realizadas com base na andlise do mapa de
correlagdo HSQC (Figuras 76 e 77), no qual foram observadas as correlagbes a
uma ligacado (Jcn) entre os atomos de carbono do anel benzénico, C-5b(dc
115,0)/H-5b (&4 7,49), C-6b(oc 122,7)/H-6b (o4 7,18) e C-7b(éc 111,5)/H-7b (o
6,97). O mapa de correlagao heteronuclear HMBC (Figuras 78 e 79) apresentou
as correlagdes a trés ligagdes (*Jhc) entre os atomos C-7b(sc 111,5)/H-5b (&4
7,49), C-8b(oc 146,0)/H-6b (&4 7,18) e C-9b(oc 128,1)/H-7b (&4 6,97), confirmando
a presenca do anel benzénico trisubstituido na estrutura da substancia SA-03.

Também foi verificado no mapa de correlagdo homonuclear 'H-"H-COSY
(Figura 80) a correlagao entre os atomos de hidrogénio H-1'b e H-2’b, observados
respectivamente em &, 5,40 ppm (1H, J= 2,9 Hz) e 644,50 ppm (1H, J= 2,9 Hz).
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A analise do mapa de correlagdo heteronuclear a uma ligagdo HSQC
apresentou as correlagdes entre estes dupletos e os respectivos atomos de
carbono em & 52,7 (CH-1b) e 63,7 ppm (CH-2’b), deslocamentos estes,
caracteristicos de carbonos ligados a heteroatomos de oxigénio. Desta forma, fica
evidente a auséncia de uma possivel ligagdo dupla entre os carbonos CH-1'b e
CH-2'b e indica a presenga de um atomo de oxigénio. Ja no mapa de correlagéao
heteronuclear HMBC (Figuras 78 e 79) foi possivel observar a correlagao a trés
ligacdes (PJuc) entre os atomos C-3b(sc 105,0)/H-2'b(dy 4,50) confirmando a
presencga de um anel epoxido.

Os simpletos observados em o4 1,77 ppm (3H) e 1,70 ppm (3H) foram
atribuidos aos atomos de hidrogénio metilicos 3H-4b e 3H-5b devido as
correlagbes a uma ligagdo (Juc) observadas entre os atomos CHs-4'b (&
26,6)/3H-4'b(641,77) e CH3-5'b(é¢ 26,4)/3H-5'b(54 1,70).

No mapa de correlacido heteronuclear HMBC foi possivel observar as
correlacdes a duas ligacdes (Juc) entre os atomos C-3'b(Sc 78,0)/3H-4'b(S4 1,77)
e C-3'b(oc 78,0)/3H-5b(oy 1,70), confirmando a posigdo das metilas em C-3’b
(Tabela 23).

Ja o simpleto em &y 3,99 (3H) refere-se aos atomos de hidrogénio da
metoxila MeO-8, confirmada pela a correlagcdo a uma ligagdo (Juc) observada
entre os atomos MeO-8b (¢ 56,2)/3H-MeO-8b(oy 3,99), e pela correlagéo a trés
ligagdes (*Unc) entre C-8b(s: 146,0)/ 3H-MeO-8b (& 3,99).

O espectro bidimensional homonuclear de 'H-'H COSY (Figura 80)
apresentou as correlagdes entre os atomos de hidrogénio do anel epdxido, H-1'b

e H-2’b, presentes na estrutura da substancia SA-03.
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Tabela 23. Dados de RMN 'H (500 MHz) e RMN "®C (125 MHz) da substancia SA-03 (1’,2"-epdxido-
8-metoxiflindersina), em CDCI;, em comparagdo com os dados da literatura da substancia 8-
metoxiflindersina (Mo-1) (CAMPBELL et. al., 1990). Os deslocamentos quimicos () estdo em ppm, e
as constantes de acoplamento (J, entre parénteses) estdo em Hz.

HSQC HMBC Mo-1
& O 2due SJhc &

C _
2 160,8 - 160,4
3 105,0 - H-2’ 106,2
4 - 156,8
10 - 115,5
8 146,0 - H-6; MeO-8 145,3
9 128,1 - H-5; H-7 127,8
3 78,0 - 3H-4’; 3H-5’ 78,9

CH
5 115,0 7,49 (d, 7,8) H-6 H-7 114,2
6 122,7 7,08 (t, 7,8) 121,4
7 1115  6,97(d,7,8) 110,0
1 527  540(d,29) 117,1
2 63,7 4,50 (d, 2,9) 3H-4’; 3H-5’ 126,0
CH;

4 266 1,77 (s) 3H-5' 28,2
5 26,4 1,70 (s) 3H-4’ 28,2
MeO-8 56,2 3,99 (s) 55,9

Ja a analise do espectro de RMN 'H para a substancia SA-04 (8-
metoxiflindersina) apresentou dois dupletos acoplando entre si, em &4 6,71 ppm
(1H, J= 9,9 Hz) e &4 5,56 ppm (1H, J= 9,9), atribuidos aos atomos de hidrogénio
H-1’a e H-2’a, indicando um acoplamento na posigcao viscinal, confirmado pelo
mapa de correlagdo homonuclear 'H-"H-COSY (Figura 80). Estas atribuigdes sdo
confirmadas pelas correlagcdes a uma ligacao (Jyc) entre estes dupletos e os
sinais dos atomos de carbono em & 115,0 (CH-1’a) ppm e 126,3 ppm (CH-2'a)
(Tabela 24), com deslocamentos caracteristicos de atomos de carbono com
hibridizagao sz_ Desta forma confirmando a presenca da ligagcdo dupla entre
estes atomos de carbono e a auséncia do heteroatomo de oxigénio na substancia
SA-04.
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Também foi possivel observar um simpleto em &4 1,57 ppm (6H) referente
aos atomos de hidrogénios metilicos 3H-4’a e 3H-5a, confirmado pelas
correlagdes entre os atomos CH3-4'a/CH3-5'a (o¢ 28,3)/3H-4’a/-3H-5'a(d4 1,57) e
C-3'a(éc 80,0)/3H-4'/13H-5'a(sy 1,57) (Tabela 24).

O segundo simpleto observado em &4 3,99 ppm (3H) corresponde aos
atomos de hidrogénio do grupo metoxila em C-8, confirmado pelas correlagbes
entre os atomos MeO-8a(sc 56,5)/3H-MeO-8a(sy 3,99) e C-8a(doc 147,0)/ 3H-MeO-
8a(oy 3,99) (Tabela 24). Porém a integragdo deste simpleto resulta em seis
atomos de hidrogénio, assim indicando também a presenca do alcaloide SA-05 na
mistura, o qual possui trés atomos de hidrogénio no mesmo ambiente quimico.

No espectro bidimensional homonuclear de 'H-'H-COSY (Figura 80)
também foi possivel observar as correlagées entre os atomos de hidrogénio H-1’a

e H-2’a para a substancia SA-04.

Tabela 24. Dados de RMN 'H (500 MHz) e RMN °C (125 MHz) da substancia SA-04 (8-
metoxiflindersina), em CDCI;, em comparagdo com os dados da literatura da substancia 8-
metoxiflindersina (Mo-1) (CAMPBELL et. al., 1990). Os deslocamentos quimicos () estdo em ppm, e

as constantes de acoplamento (J, entre parénteses) estao em Hz.
HSQC HMBC Mo-1
& S 2dwe 3Jhe &
C

2 - 160,4
3 - 106,2
4 - 156,8
10 - 115,5
8 147,0 - H-6; MeO-8 145,3
9 - 127,8
3 80,0 - H-2’; 3H-4’/3H-5 78,9

CH
5 '114,0 114,2
6 1227 121,4
7 11,7 110,0
1 115,0 6,72 (d, 9,9) 117,1
2 126,3 5,56 (d, 9,9) 3H-4'/3H-5 126,0

CH;
4 28,3 1,57 (s) 3H-5’ 28,2
5 28,3 1,57 (s) 3H-4' 28,2
MeO-8 56,5 3,99 (s) 55,9
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A analise de ESI-(+)-MS e ESI-(+)-MS/MS (Figuras 81 e 82) realizada em
acetonitrila, foi fundamental para elucidacao estrutural de todos os componentes
desta mistura, sendo possivel observar a presenca das trés substancias SA-03,
SA-04 e SA-05.

O espectro de ESI-(+)-MS apresentou os picos dos trés ions moleculares
(IM™]), com m/z=258,1111, m/z= 260,0714 e m/z= 274,1051. O pico mais intenso
possui m/z= 260.0714 e corresponde ao ion molecular da estrutura da substancia
SA-05 (1’,2-dihidro-8-metoxiflindersina), com férmula molecular igual a
C45H47NO3. Assim confirmando a presenca desta terceira substancia na mistura
de alcaloides.

O pico com m/z= 258,1111 corresponde ao ion molecular da estrutura da
substancia SA-04 (8-metoxiflindersina), confirmando a proposta com férmula
molecular igual a C1sH1sNO3. Ja pico com m/z= 274,1051, apresenta a menor
intensidade e corresponde ao ion molecular da estrutura da substancia SA-03
(1,2’ -epoxido-8-metoxiflindersina), confirmando a férmula molecular igual a
C1sH1sNO4. A proposta de fragmentacdo para as trés substéncias pode ser

observada no Esquema 6.

EMSA_482_6 22 (0.391) Cm (6:28) TOF MS ES+
260.0714 6.92e4
100
S 2 o61.1018
274.1051 312.0813
290.1050
314.1001
] | 262.1105 280.1018 9g5 0822 296.0965 3oefozs
[ R I I HH‘HH"M‘M‘M‘m‘m%m“wwﬂ‘h_‘AM}HH‘*HL‘Mm/z
250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315

Figura 81. Espetro de ESI(+)-MS obtido em acetonitrila para a mistura das substancias SA-03, SA-
04 e SA-05.
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EMSA_482_6_MSMS274 255 (4.352) TOF MSMS 274.00ES+
N 244.0740 165
100
2741112
S
] 259.0962
275.1143
218.0542
] 230.0900 275 1325
@i— H‘m%‘lhkumuwmwu m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Figura 82. Espetro de ESI(+)-MS/MS do pico em m/z 274 obtido em acetonitrila para a mistura das
substancias SA-03, SA-04 e SA-05.
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Esquema 6. Proposta do mecanismo de fragmentacgao para os principais picos obtidos no espectro
de ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS para a mistura das substancias SA-03, SA-04 e SA-05.

Apés todas as analises descritas acima, foi realizada uma pesquisa na
literatura que concluiu que a substancia SA-04 corresponde ao alcaloide 8-
metoxiflindersina (CAMPBELL et. al., 1990), isolado pela primeira vez no género

Spiranthera. Também foi possivel concluir que a substéncia SA-05 corresponde
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ao alcaloide 1’,2’-dihidro-8-metoxiflindersina (BHAITACHARYYA &
CHOWDHURY, 1985) isolado pela primeira vez como produto natural.
Por ultimo, conclui-se que substancia SA-03 corresponde a um alcaloide

inédito na literatura, denominado 1’,2’-epdxido-8-metoxiflindersina.

5.3.1.2.4. Determinacao estrutural da substancia SA-06.

SA-06 (Mo-1)

A substancia SA-06 foi isolada do extrato em metanol da espécie
Spiranthera atlantica, na forma de um Oleo amarelo e apresentou resultado
positivo para o teste com o reagente Dragendorff.

A analise do espectro de RMN 'C para esta substancia (Figura 83),
permitiu reconhecer a presenca de 17 atomos de carbono, sendo dois carbonos
metilicos (referentes a metoxila MeO-7 e Me-N), nove carbonos metinicos (sp?) e
seis carbonos quaternarios (sp?) (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA et. al.,
2010).

Os valores de deslocamento dos atomos de carbono indicam a presenca
do carbono carbonilico C-4 em & 177,3 ppm, e de um carbono quaternario C-7
em & 163,2 ppm. O carbono da metoxila MeO-7 foi observado em & 55,8 ppm e
o sinal referente ao segundo carbono metilico foi observado em & 37,5 ppm,
atribuido ao atomo de carbono ligado ao heteroatomo de nitrogénio (Me-N).

Também foi possivel observar o deslocamento dos atomos de carbono
metinicos aromaticos simétricos, CH-2’/CH-6’ e CH-3’/CH-5’, préximos a Jc 128,0
ppm e do atomo de carbono aromatico CH-4’ em & 129,7 ppm (Tabela 25).

O espectro de RMN 'H obtido para a substancia SA-06 (Figuras 84 e 85)
apresenta dois dupletos, um duplo dupleto, trés multipletos e um simpleto na

regidao aromatica (Tabela 25).
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O dupleto observado em &4 8,41 ppm (1H, J= 8,9 Hz) foi atribuido ao atomo
de hidrogénio H-5, indicando um acoplamento na posi¢céo orto. Ja o atomo de
hidrogénio H-6 foi observado na forma de um duplodupleto em &4 7,03 ppm (1H,
J= 8,9, J= 2,1 Hz), confirmando o acoplamento em orto com H-5, e indicando um
segundo acoplamento na posi¢ao meta. O segundo dupleto observado em &4 6,88
ppm (1H, J= 2,1 Hz) corresponde a H-8, o valor da constante de acoplamento (J)
confrma o acoplamento com H-6, confirmado pelo mapa de correlagcédo
homonuclear 'H-'H-COSY (Figura 89).

Estas atribuigdes sédo confirmadas pelas correlagées a uma ligagao (Jnc)
entre os atomos CH-5(&c 128,8)/H-5(5n 8,41), CH-6(5¢c 112,2)/H-6(8y 7,03) e CH-
8(dc 99,3)/H-8(44 6,88), observadas no mapa de correlagdo heteronuclear HSQC
(Figura 86).

Ja o mapa de correlagao heteronuclear HMBC (Figuras 87 e 88) observa-
se as correlagdes a duas ligagdes (“Jic) e trés ligagdes (*Juc) entre os atomos C-
4(6c 177,3) H-5(c4 8,41), C-9(6¢c 143,8)/ H-8(n 6,88), C-7(5¢c 163,2)/H-6(84 7,03),
C-7(éc 163,2)/H-8(o 6,88), C-7(oc 163,2)/H-5(c4 8,41) e CH-6(5c 112,2)/H-8(5u
6,88) (Tabela 25). Desta forma sugerindo a presenca de um anel benzénico
trisubstituido, com um dos substituintes em C-7, na estrutura da substancia SA-
06.

Foi observado um simpleto em &4 6,24 ppm (1H), o qual apresentou
correlagdo a uma ligagdo (Juc) com o atomo de carbono metinico em & 112,6
ppm (CH-3), ambos com deslocamentos caracteristicos de C-H olefinicos. Este
dado aliado as correlagdes a duas (2kc) e trés ligagdes (*Jic), observadas no
mapa de correlagado heteronuclear HMBC, entre os atomos C-2(6c 152,8)/H-3(
6,24), C-4(6c 177,3)/H-3(54 6,24) e C-10(5c 121,2)/ H-3(84 6,24) permitiram atribuir
este simpleto ao atomo de hidrogénio H-3.

Os trés multipletos observados na regido aromatica foram atribuidos aos
hirdrogénios aromaticos 64 H-2' e H-6’ (2H, 7,41 ppm), H-3' e H-5’ (2H, 7,50 ppm)
e H-4’ (1H, 7,50 ppm), confirmados pelas correlagbes a uma ligagéo (Jyc) entre os
atomos CH-2'/6’(éc 128,7)/H-2'/6'(64 7,41), CH-3'/5'(éc 129,0)/H-3'/5' (84 7,50), CH-
4'(6c 129,7)/H-4’(64 7,50) (Tabela 25), evidenciando claramente a presenca de um

anel aromatico monosubstituido.
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O mapa de correlagdo heteronuclear de HMBC (Figuras 87 e 88)
apresentou uma correlagdo a trés ligagdes (3JHC) entre os atomos C-2(d&c
154,8)/H-2’/6' (4 7,41) confirmando a presenga do anel benzénico na posigao C-2.

Na regiao alifatica do espectro RMN 'H foram observados apenas dois
simpletos em &4 3,95 ppm (3H) e &4 3,56 ppm (3H). O simpleto em & 3,95 ppm
(3H) foi atribuido aos atomos de hidrogénio da metoxila MeO-7, devido a
correlagdo a uma ligagéo (Juc) entre os atomos MeO-7(&c 55,8)/3H-MeO-7(y
4,95) e a trés ligacdes (*Juc) entre C-7(&c 163,2)/ 3H-MeO-7(8 3,85), confirmando
a presenca de uma metoxila na posicdo C-7 do anel benzénico trisubstituido
(Tabela 25).

O segundo simpleto em &4 3,56 ppm (3H) foi atribuido aos atomos de
hidrogénio da metila Me-N, confirmado pela correlagdo a uma ligagao (Jyc) entre
os atomos Me-N(d& 37,5)/3H-Me-N(54 3,56) e a trés ligacdes (*Jnc) observadas
entre C-2(&c 154,8)/ Me-N(84 3,56) e C-9(&¢c 143,8)/ Me-N(64 3,56) (Tabela 25).

O espectro de massas (CG-EM) obtido para a substancia SA-06 (Figura 90
e Esquema 7) apresentou o pico do ion molecular ([M']) com m/z= 265,
confirmando a proposta com férmula molecular igual a C47HsNO,,

Ap6s comparagao com a literatura conclui-se que a substancia SA-06
corresponde ao alcaloide 2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona (GOODWIN et.

al., 1959), isolado pela primeira vez no género Spiranthera.
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Tabela 25. Dados de RMN "H (500 MHz) e RMN **C (125 MHz) da substancia SA-06 (2-fenil-1-metil-
7-metoxi-quinolin-4-ona), em CDCIl;, em comparagdo com os dados da literatura da substancia 2-
fenil-1-metil-quinolin-4-ona (Mo-1) (TEREZAN, 2007). Os deslocamentos quimicos (o) estao em ppm,
e as constantes de acoplamento (J, entre parénteses) estdo em Hz.

HSQC HMBC Mo-1
& O 2due Sduc &
C
2 154,8 - H-3 H-2'/H-6’; Me-N 154,7
4 177,3 - H-3 H-5 177,6
7 163,2 H-6; H-8 H-5; MeO-7 -
9 143,8 - H-8 H-5; Me-N 142,0
10 121,2 - H-3; H-6; H-8 126,9
1 136,1 H-2/H-6’ H-3; H-3'/H-5’ 136,0
CH
3 1126 6,24 (s) 112,8
5 128,8 8,41 (d, 8,9) 126,9
6 112,2 7,03 (dd, 8,9, H-8 123,9
2,1)
7 - - 132,4
8 99,3 6,88 (d, 2,1) H-6 115,9
2'[6’ 128,7 7,41 (m) H-3'/H-5 H-4’ 128,6
35 129,0 7,50 (m) H2'/H-6’; H-4’ 128,8
4 129,7 7,50 (m) H-2/H-6’ 129,6
CH;
Me-N 37,5 3,56 (s) 37,2

MeO-7 55,8 3,95 (s) -
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Figura 84. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDClI5) obtido para a substancia SA-06 (2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona).
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Figura 85. Ampliacéo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) obtido para a substancia SA-06 (2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona) (regiao de 6,0 a 8,7
ppm).
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Figura 86. Espectro de HSQC (500 MHz, CDCl;) obtido para a substancia SA-06 (2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona).
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Figura 87. Espectro de HMBC (500 MHz, CDCl3;) obtido para a substancia SA-06 (2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona).
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Figura 88. Ampliagao do espectro de HMBC (500 MHz, CDCI;) obtido para a substancia SA-06 (2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona) (regido de 100 a 180
ppm).



165

Current Data Parameters
NAME EMSA4105-2
ppm EXPNO 100
e PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
F Date_ 20140516
Lo Time 18.38
“““ INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
r PULPROG cosygpppaf
™D 2048
] SOLVENT cDC13
< NS 4
@ F1 DS 16
= SWH 4901.961 Hz
N FIDRES 2.393536 Hz
3 AQ 0.2088960 sec
{ RG 59
DH 102.000 usec
_ -2 DE 6.50 usec
{ TE 298.2 K
DO 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
| D11 0.03000000 sec
| D12 0.00002000 sec
| F3 D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
A INO 0.00020400 sec
= \sw ........ CHANNEL f1 ========
o SFOL 500.1321356 MHz
. 4 NUCL 1H
El PO 12.50 usec
| P1 12.50 usec
i P17 2500.00 usec
PLW1 12.50000000 W
PLW10 2.88919997 W
=5 ====== GRADIENT CHANNEL =====
r GPNAM[1] SMSQ10.100
GPZ1 10.00 %
_ P16 1000.00 usec
i E F1 - Acquisition parameters
-6 ™ 128
m ! F SFO1 500.1321 MHz
vk [ FIDRES 38.296570 Hz
. ¢ r SW 9.801 ppm
' FnMODE oF
v u =7 F2 - Processing parameters
. ] SI 1024
[ \ SF 500.1300040 MHz
! WDW QSINE
w sSB 0
i LB 0 Hz
¢ 8 GB 0
m PC 1.40
Y r F1 - Processing parameters
! ST 1024
I [ Mc2 oF
) r SF 500.1300040 MHz
i WDW QSINE
T T B | Gl T ssB [
LB 0 Hz
5 3 2 1 0 ppm GB 0

Figura 89. Espectro de H'-H'CcOoSY (500 MHz, CDClI;) obtido para as substancias SA-06 (2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona).
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Figura 90. Espectro de massas (CG-EM) obtido para a substancia SA-06 (2-fenil-1-metil-7-metoxi-

quinolin-4-ona).

mdz 265 (100 %)

Esquema 7. Proposta do mecanismo de fragmentagao para os principais picos obtidos no espectro

de massas (CG-EM) para a substancia SA-06 (2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-ona).
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5.3.1.2.5. Determinacao estrutural da substancia SA-07.

SA-07 (Mo-1)

A substancia SA-07 foi isolada do extrato em metanol da espécie
Spiranthera atlantica, na forma de um O6leo amarelo e apresentou resultado
positivo para o teste com o reagente Dragendorff.

O espectro de RMN '3C para esta substancia (Figuras 91 e 92) apresentou
grande semelhanga com o espectro obtido para a substéncia SA-06 (2-fenil-1-
metil-7-metoxi-quinolin-4-ona), descrita anteriormente, pois diferem na sua
estrutura apenas pela posigao do grupo metoxila.

A analise do espectro de RMN "*C (DEPTQ) obtido para a substancia SA-
07 permitiu reconhecer a presenca de 17 atomos de carbono, sendo dois
carbonos metilicos (referentes a MeO-8 e Me-N), nove carbonos metinicos (sp?) e
seis carbonos quaternarios (sp?) (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA et. al.,
2010).

Os valores de deslocamento dos atomos de carbono confirmam a presenca
do carbono carbonilico C-4 em & 178,0 ppm, e dos carbonos quaternarios C-2 e
C-8 respectivamente em &c 157,9 ppm e & 150,8 ppm (TEREZAN, 2007).

O carbono metilico MeO-8 foi observado em & 56,2 ppm, com
deslocamento caracteristico de metoxila. O sinal referente ao segundo carbono
metilico foi encontrado em & 44,3 ppm, atribuido ao atomo de carbono Me-N.
Também foi possivel observar o deslocamento dos atomos de carbono metinicos
aromaticos simétricos, CH-2'/CH-6’ em &c 128,8 ppm e CH-3'/CH-5" em &¢ 129,9
ppm e do atomo de carbono aromatico CH-4" em &c 128,9 ppm (Tabela 26)
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA et. al., 2010).
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O espectro de RMN 'H obtido para a substancia SA-07 (Figura 93 e 94)
apresenta dois dupletos, um tripleto, trés multipletos e um simpleto na regido
aromatica do espectro (Tabela 26).

O dupleto observado em &4 8,07 ppm (1H, J= 8,0 Hz) refere-se a H-5 e o
segundo dupleto observado em & 7,19 ppm (1H, J= 8,0 Hz) corresponde a H-7.
O atomo de hidrogénio H-6 foi observado na forma de um tripleto em &4 7,36 ppm
(1H, J= 8,0 Hz) sugerindo um acoplamento em orto com H-5 e H-7, ambos
confirmados no mapa de correlagdo homonuclear 'H-'H-COSY (Figura 97),
indicando a auséncia de substituinte em C-7.

Estas atribuicdes foram confirmadas pelas correlagdes a uma ligagao (' Jc)
entre os atomos CH-5(&c 118,3)/H-5(&4 8,07), CH-6(oc 124,3)/H-6(54 7,36) e CH-
7(oc 113,9)/H-7(04 7,19), observadas no mapa de correlagcédo heteronuclear HSQC
(Figura 95).

No mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (Figura 96) observou-se as
correlacdes a duas ligacdes (Juc) entre os atomos CH-7(sc 113,9)/H-6(54 7,36) e
C-8(&c 150,8)/H-7(8 7,19) e a trés ligagdes (‘Juc) entre os atomos CH-5(c&c
118,3)/H-7(s 7,19), C-9(é&c 135,5)/H-7(s4 7,19) e C-10(6c 124,3)/H-6(5n 7,36)
(Tabela 26). Desta forma sugerindo a presenga de um anel benzénico
trisubstituido, com um dos substituintes em C-8, na estrutura da substancia SA-
07.

Em &4 6,38 ppm (1H) foi observado um simpleto, o qual apresentou
correlacdo a uma ligagédo (Juc) com o atomo de carbono metinico em & 112,7
ppm (CH-3), ambos com deslocamentos caracteristicos de C-H olefinicos. Este
dado aliado as correlagdes a duas (PJuc) e trés ligacdes (PJuc), observadas no
mapa de correlagdo HMBC (Figura 96), entre os atomos C-2(&c 157,9)/H-3(u
6,38), C-4(& 178,0)/H-3(c4 6,38) e C-10(& 129,5)/H-3(8y 6,38), permitiu atribuir
este simpleto ao atomo de hidrogénio H-3.

Os trés multipletos observados na regido aromatica foram atribuidos aos
hirdrogénios aromaticos H-2’ e H-6’ (2H, 7,56 ppm), H-3’ e H-5’ (2H, 7,53-7,51
ppm) e H-4’ (1H, 7,53-7,51 ppm), observados nas correlagées a uma ligagao (Juc)
entre os atomos CH-2'/6’(&c 128,8)/H-2'/6’(é4 7,56), CH-3'/5'(é&c 129,9)/H-3'/5 (4
7,53) e CH-4(6c 128,9)/H-4'(é4 7,53), evidenciando claramente a presenga de um

anel aromatico monosubstituido.
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O mapa de correlagdo heteronuclear de HMBC também apresentou a
correlacéo a trés ligacdes (*Ukc) entre os atomos C-2(& 157,9) H-2/6'(54 7,56)
confirmando a presencga do anel benzénico na posi¢cao C-2 (Tabela 26).

Na regido alifatica do espectro RMN 'H (Figura 93) foram observados dois
simpletos em &4 3,99 ppm (3H) e &4 3,65 ppm (3H). O simpleto em & 3,99 ppm
(3H) foi atribuido aos atomos de hidrogénio do grupo metoxila MeO-8, devido a
correlagdo a uma ligagcédo (Juc) entre os atomos MeO-8(oc 56,2)/3H-MeO-8(n
3,99) e a trés ligagdes (PJuc) entre C-8(5: 150,8)/ 3H-MeO-8(s4 3,99), confirmando
a presencga de uma metoxila na posigao C-8 do anel benzénico trisubstituido.

O segundo simpleto em &4 3,65 ppm (3H) foi atribuido aos atomos de
hidrogénio da metila Me-N, confirmado pela correlagdo a uma ligagao (Jyc) entre
os atomos Me-N(& 44,3)/3H-Me-N(84 3,65) e a trés ligacdes (PJic) entre C-2(&c
157,9)/ Me-N(64 3,65) (Tabela 26).

O espectro de massas (CG-EM) obtido para a substancia SA-07 (Figura 98
e Esquema 8) apresentou o pico do ion molecular ([M']) com m/z= 265,
confirmando a proposta estrutural com férmula molecular igual a C17H15sNO>.

Apds comparacdo com a literatura concluiu-se que a substancia SA-07
corresponde ao alcaloide 2-fenil-1-metil-8-metoxi-quinolin-4-ona, o qual também

foi isolado na espécie Spiranthera odoratisima (TEREZAN, 2007).
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Tabela 26. Dados de RMN 'H (500 MHz) e RMN ¢ (125 MHz) da substancia SA-07 (2-fenil-1-metil-
8-metoxi-quinolin-4-ona), em CDCI3;, em comparagdo com os dados da literatura da substéncia 2-
fenil-1-metil-quinolin-4-ona (Mo-1) (TEREZAN, 2007). Os deslocamentos quimicos (o) estdo em ppm,
e as constantes de acoplamento (J, entre parénteses) estdo em Hz.

HSQC HMBC Mo-1
& S 2duc Sduc &

C
2 157,9 - H-3 H-2’/H-6’Me-N 154,7
4 178,0 - H-3 H-5 177,6

8 150,8 - H-7 H-6; MeO-8 -

9 135,5 - H-5; H-7 142,0
10 129,5 - H-3; H-6 126,9
1 136,2 - H-3; H-3'/H-5’ 136,0

CH
3 1129 6,38 (s) 112,8
5 118,3 8,07 (d, 8,0) H-7 126,9
6 124,3 7,36 (t, 8,0) 123,9
7 113,9 7,19 (d, 8,0) H-6 H-5 132,4
8 - - 115,9
2'l6 128,8 7,56 (m) H-4’ 128,6
3'/5 129,9 7,53-7,51 (m) 128,8
4 128,9 7,53-7,51 (m) H-2/H-6’ 129,6

CH;
Me-N 44,3 3,65 (s) 37,2

MeO-8 56,2 3,99 (s) :
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Figura 91. Espectro de RMN c (125 MHz, CDCI;) obtido para a substancia SA-07 (2-fenil-1-metil-8-metoxi-quinolin-4-ona).
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Figura 94. Ampliagcéo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) obtido para a substancia SA-07 (2-fenil-1-metil-8-metoxi-quinolin-4-ona) (regido de 6,3 a 8,1
ppm).
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Figura 95. Espectro de HSQC (500 MHz, CDCl;) obtido para a substancia SA-07 (2-fenil-1-metil-8-metoxi-quinolin-4-ona)
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Figura 98. Espectro de massas (CG-EM) obtido para a substancia SA-07 (2-fenil-1-metil-8-metoxi-

quinolin-4-ona).
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Esquema 8. Proposta do mecanismo de fragmentacédo para os principais picos obtidos no espectro

de massas (CG-EM) para a substancia SA-07 (2-fenil-1-metil-8-metoxi-quinolin-4-ona).
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5.3.1.2.6. Determinacao estrutural da substancia SA-08.

A substancia SA-08 foi isolada do extrato em metanol da espécie
Spiranthera atlantica, na forma de um 6éleo incolor e apresentou resultado positivo
para o teste com o reagente Dragendorff.

O espectro de infravermelho (Figura 99) apresentou uma banda larga
caracteristica de hidroxilas livres em ¥ OH 3445 cm™ e uma banda intensa em
v C=0 1641 cm™ indicando a presenca do grupo carbonila na estrutura da
substancia SA-08 (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA et. al., 2010).

A andlise do espectro de RMN C (DEPT-Q) (Figura 100) obtido para a
substancia SA-08 revelou a presenca de 19 atomos de carbono, sendo um
carbono metilico, dois carbonos metilénicos (sp°®), sete carbonos metinicos (sp?) e
nove carbonos quaternarios (sp?) (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA et.
al., 2010).

Os valores de deslocamento dos atomos de carbono indicaram a presenca
do atomo do carbono carbonilico C-7’ em &c 167,7 ppm e da metoxila em &c 55,5
ppm. O atomo de carbono C-9’ foi observado em & 64,5 ppm, com deslocamento
caracteristico de atomo de carbono carbindlico (Tabela 27).

O espectro de RMN 'H obtido para a substancia SA-08 (Figuras 101 e 102)
apresentou na regido aromatica quatro dupletos, um duplo dupleto e dois tripletos
que foram atribuidos aos atomos de hidrogénio pertencentes aos anéis
benzénicos, presentes na estrutura da substancia SA-08.

O atomos de hidrogénio H-5, H-6, H-7 e H-8 sao observados
respectivamente em &, 7,63 ppm (d,J= 8,0 Hz), &4 7,03 ppm (¢, J= 8,0 Hz), & 7,17
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ppm (&, J= 8,0 Hz) e & 7,43 ppm (d, J= 8,0 Hz), com multiplicidades
caracteristicas de anel benzénico 1,2-disubstituido. Estas atribuicbes foram
confirmadas pelas correlagbes a uma ligagdo (Jcn) entre os atomos CH-5 (&c
120,5)/H-5(64 7,63), CH-6(5c 120,5)/H-6( 7,03), CH-7(oc 124,8)/H-7(8y 7,17) e
CH-8 (¢ 112,8)/H-8(0y 7,43), observadas no mapa de correlagdo heteronuclear
HSQC (Figuras 103 e 104).

O mapa de correlagéo heteronuclear HMBC (Figuras 105 e 106) contribuiu
com as correlacdes a duas ligagdes (*Jen) entre C-10(Sc 131,0)/ H-5(5; 7,63) e a
trés ligacdes (*Jecn) entre C-9(&c 138,0)/H-7(84 7,17), confirmando a presenca de
um anel benzénico 1,2- disubstituido na estrutura da substancia SA-08.

Ainda na regido aromatica do espectro RMN 'H, foram observados os
sinais em oy 7,37 ppm (d, J= 2,5 Hz), &4 7,39 ppm (dd, J= 8,8, 2,5 Hz) e 6y 7,79
ppm (d, J= 8,8), que correspondem aos hidrogénio H-3', H-5 e H-6,
respectivamente.

As correlagbes observadas a uma ligagéo (Jch) entre os atomos CH-3"(oc
106,3)/H-3' (4 7,37), CH-5'(&c 126,7)/H-5'(64 7,39) e CH-6'(&c 129,9)/H-6"(64 7,79)
e a duas ligagdes (2Jcn) entre C-1'(5c 117,1)/H-6'(8 7,79), C-2'(5c 147,32/H-3'(84
7,37), C-4'(&c 167,7)/H-3'(4 7,37) e C-4'(éc 167,7)/H-5(dy 7,39), confirmam as
atribuicbes realizadas e a presenga do segundo anel benzénico 1,2,4-
trisubstituido na estrutura da substéncia SA-08 (Tabela 27).

Ja na regido alifitica do espectro de RMN 'H (Figura 101) foram
observados dois tripletos e um simpleto. O simpleto em &4 4,28 ppm (3H) foi
atribuido aos trés atomos de hidrogénio da metoxila MeO-4, devido a correlagao a
uma ligagao (Jcy) entre os atomos MeO-4’(&c 55,0)/3H-MeO-4’ e a trés ligagdes
(Cdcn) entre C-4(& 167,7)/3H-MeO-4'(5y 4,28), confirmando a presenca da
metoxila na posicdo C-4’ do anel benzénico 1,2,4-trisubstituido.

Os dois tripletos observados em &4 3,67 ppm (2H, J= 7,2 Hz) e &4 3,97 ppm
(2H, J= 7,2 Hz) foram atribuidos aos atomos de hidrogénio 2H-8" e 2H-9’ do grupo
hidroxietil. O mapa HSQC confirmou estas atribuicbes com as correlacbes
heteronucleares a uma ligagdo (Jcn) entre os atomos CH»-8'(dc 29,6/2H-8 (5
3,67) e CHx-9(oc 64,5)/2H-9 (o4 3,97). J& o mapa HMBC apresentou as
correlacdes a trés ligagdes (*Jen) entre os atomos C-3(Sc 133,5)/2H-8'(84 3,67) e
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C-4(oc 116,4)/2H-9' (o4 3,97), confirmando a presenca do grupo hidroxietil na
posicao C-4 da estrutura da substancia SA-08.

O mapa de correlagdo homonuclear 'H-'H-COSY (Figura 107) também
confirmou a estrutura proposta para substancia SA-08.

A analise de ESI-(+)-MS e ESI-(+)-MS/MS (Figuras 108 e 109) revelaram o
pico do ion molecular ([M']) com m/z= 336,1152 que corresponde a formula
molecular C19H1gN204, confirmando a estrutura proposta para a substancia SA-
08.

Mas para confirmar a presenga dos dois grupos hidroxilicos, também foi
realizada a reacao de acetilagdo da substancia SA-08 usando piridina e anidrido
acético (1:2). O espectro de ESI-(+)-MS (Figura 110) obtido para o derivado
acetilado SA-08a apresentou o pico com m/z= 420,1338 que corresponde a
férmula molecular igual a Cy3H2N2Og, confirmando definitivamente a estrutura
proposta para a substancia SA-08. As propostas de fragmentagdo podem ser
observadas nos Esquemas 9 e 10.

Apés todas as analises descritas acima, foi realizada uma pesquisa na
literatura. Esta pesquisa revelou que a substadncia SA-08 corresponde a um
alcaloide inédito na literatura, denominado atlanticol (3-hidroxi-4-(2-hidroxiethyl)-

4’-methoxi-7’ H-quinolino[2,1-b]quinazolin-7’-ona).
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Tabela 27. Dados de RMN "H (500 MHz) e RMN *C (125 MHz) da substancia SA-08 (atlanticol), em
CDCI;, Os deslocamentos quimicos () estao em ppm, e as constantes de acoplamento (J, entre
parénteses) estao em Hz.

HSQC HMBC
oc OH 2JCH 3Jc;H
C
2 155,0 - 2H-8’
3 133,5 - H-5; 2H-9’
4 116,4 - 2H-8 H-6; H-8; 2H-8’
9 138,0 - 2H-8’
10 131,0 - H-5 H-5; H-7
1 1171 - H-6’
2 147,3 - H-3’ H-6’
4 167,7 - H-3’; H-5 H-6’; MeO-4’
7 167,7 - H-6’
CH
5 120,5 7,63 (d, 8,0) H-7
6 120,5 7,03 (t, 8,0) H-8
7 124,8 7,17 (t, 8,0) H-5
8 112,8 7,43 (d, 8,0) H-6
3 106,3 7,37 (d, 2,5) H-5
5 126,7 7,39 (dd, 8,8, 2,5) H-3’
6’ 129,9 7,79 (d, 8,8)
CH,
8 29,6 3,67 (t,7,2) 2H-9’
9 64,5 3,97 (t, 7,2) 2H-8
CH;

MeO-4' 555 4,28 (s)
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Figura 108. Espetro de ESI(+)-MS obtido em solu¢do de agua:metanol (1:1) para a substancia
SA-08 (atlanticol).
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Figura 109. Espetro de ESI(+)-MS/MS obtido para o pico em m/z 336 em solucéo de
agua:metanol (1:1) para a substancia SA-08 (atlanticol).
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Esquema 9. Proposta do mecanismo de fragmentagao para os principais picos obtidos no espectro
de ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS para a substancia SA-08 (atlanticol).
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Figura 110. Espetro de ESI(+)-MS obtido em solu¢do de agua:metanol (1:1) para o derivado acetilado

SA-08a.
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Figura 111. Espetro de ESI(+)-MS/MS obtido para o pico em m/z420 em solucéo de

agua:metanol (1:1) para o derivado acetilado SA-08a.
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Figura 112. Espetro de ESI(+)-MS/MS obtido para o pico em m/z420 em solugéo de

agua:metanol (1:1) para o derivado acetilado SA-08a.
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Esquema 10. Proposta do mecanismo de fragmentagao para os principais picos obtidos no espectro
de ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS para o derivado acetilado SA-08a.

5.3.2. Cumarinas

As cumarinas s&o amplamente distribuidas nas plantas e sdo comumente
encontradas na familia Rutaceae. Esta classe de substancias possui sua origem
sintética no acido cindamico. Ha dois tipos de rotas biossintéticas fundamentais, que
resultam na obtenc¢do da cumarina e da umbeliferona (Figura 113). As estruturas de
ambas as cumarinas diferem pelo fato da ocorréncia da oxigenagao na posigao 7,
no caso da umbeliferona (DEWICK, 2002).
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Figura 113. Proposta de biossintese para as cumarinas: cumarina e umbeliferona (DEWICK, 2002).

A umbeliferona possui 0 esqueleto cumarinico mais simples encontrado na
familia Rutaceae. Porém a grande diversidade estrutural das cumarinas
encontradas nas familias Rutaceae e Umbelliferae é resultado da ocorréncia de
prenilacdes. As prenilagdes nas posi¢coes 6 e 8 sao comuns devido ao fato da

hidroxila presente na posicao 7 ser um grupo orientador orto (DEWICK, 2002).
5.3.2.1. Cumarina isolada da espécie Rauia nodosa.

5.3.2.1.1. Determinacéo estrutural da substancia RN-04.

3'a

(Mo-1)

A substancia RN-04 foi isolada do extrato em hexano da espécie Rauia
nodosa, na forma de um éleo incolor.

A analise do espectro de RMN *C (DEPT-Q) (Figuras 114 e 115) obtido
para a substancia RN-04 permitiu reconhecer a presenca de 24 atomos de

carbono, sendo cinco carbonos metilicos, quatro carbonos metilénicos (sp?), sete
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carbonos metinicos (sp?) e oito carbonos quaternarios (sp?) (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000; PAVIA et. al., 2010). No espectro de RMN *C é possivel
observar a presenga do atomo de carbono carbonilico em 161,5 ppm, dos demais
atomos de carbono do anel cumarinico com deslocamentos caracteristicos de
cumarinas com substituicdo na posi¢cédo C-8 e de trés unidades prenilas (Tabela
28).

O espectro de RMN 'H (Figuras 116, 117 e 118) obtido para a substancia
RN-04 apresenta quatro dupletos na regido aromatica. Os dupletos observados
em &4 7,62 ppm (1H, J= 9,4 Hz) e 6,24 ppm (1H, J= 9,4Hz) séo referentes aos
atomos de hidrogénio H-4 e H-3, e os dupletos em &4 7,29 ppm (1H, J= 8,4 Hz) e
&4 6,84 ppm (1H, J= 8,4 Hz) sao referentes aos atomos de hidrogénio H-5 e H-6.
A constante de acoplamento de ambos os pares de dupletos indicam que os
hidrogénios aromaticos se encontram orto relacionados.

Estas atribuicbes foram realizadas devido as correlagbes a uma ligagcéao
(Jcn) entre os atomos CH-3(oc 112,9)/H-3(on 6,24), CH-4(oc 143,8)/H-4(on 7,62),
CH-5(oc 125,0)/H-5(4 7,29) e CH-6 (oc 108,6)/H-6(o4 6,84), observadas no mapa
de correlagao heteronuclear HSQC (Figura 120).

A analise do mapa de correlagcédo heteronuclear HMBC (Figura 121) revelou
as correlacdes a duas (“dyc) entre os atomos C-2(& 161,5)/H-3(8y 6,24), C-7(&
159,6)/H-6(5 6,84) e C-10(5c 113,3)/H-4(54 7,62) e a trés ligagdes (*Ukc) entre os
atomos C-4(&c 143,8)/H-5(c 7,29), C-8(éc 118,3)/H-6(54 6,84) e C-9(&c 152,9)/H-
5(64 7,29) e (Tabela 28), confirmando a presenca do esqueleto cumarinico
substituido nas posi¢cdes 7 e 8 na estrutura da substancia RN-04.

O espectro de RMN 'H (Figura 118) obtido para a substancia RN-04
também apresentou sinais caracteristicos de unidades prenilas, substituintes
comumente encontrados nas estruturas das cumarinas (DEWICK, 2002).

A regido alifatica do espectro de RMN H apresentou um dupleto em oy
4,66 ppm (2H, J= 6,4 Hz), um tripleto em &4 5,51 ppm (1H), dois multipletos em &y
2,11 ppm (1H) e &4 2,14 ppm (1H), um duplo tripleto em &4 5,10 ppm (1H) e trés
simpletos em &4 1,59 ppm (3H), o4 1,69 ppm (3H) e &4 1,73 ppm (3H), atribuidos
respectivamente aos atomos de hidrogénio 2H-1’, 1H-2’, 1H-4’, 2H-5’, 1H-6’, 3H-
8, 3H-9" e 3H-3a’.
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Além das multiplicidades e dos valores de deslocamento serem
compativeis com unidades prenilas, também foram observadas as correlagdes a
uma ligagdo (Juc) entre os atomos CHy-1'(5c 65,7)/2H-1'(s 4,66), CH-2'(&c
119,9)/H-2'(64 5,51), CH3-3a'(&c 16,7)/3H-3a’(on 1,73), CH2-4'(&c 39,5)/12H-4'(S
2,11), CH2-5 (& 26,3)/2H-5' (84 2,14), CH-6'(&c 123,7)/H-6'(4 5,10), CH3-8' (&
17,7)/3H-8' (84 1,59) e CH3-9'(&¢c 25,8)/3H-9’(cn 1,69) (Tabela 28), confirmando as
atribuicdes. A analise do mapa HMBC contribuiu através da correlacao a trés
ligacdes (PJuc) entre os atomos C-7(&c 159,63)/ 2H-1'(& 4,66), revelando a
presenca de duas unidades prenila na posi¢gao C-7 do anel cumarinico.

Também foram observados na regigo alifatica do espectro RMN "H (Figura
118), sinais que sugerem a presenga de uma terceira unidade prenila na
estrutura. Estes sinais correspondem a um dupleto em &4 3,57 ppm (2H, J= 9,3
Hz), um dupilo tripleto em & 5,27 ppm (1H, J= 9,3 Hz) e dois simpletos em &y 1,67
ppm (3H) e &4 1,90 ppm (3H), os quais foram atribuidos aos atomos de hidrogénio
2H-1", 1H-2”, 3H-4” e 3H-5" (Tabela 28). Estas atribuicbes foram confirmadas
pelas correlagdes a uma ligagao (Juc) entre os atomos CHy-17(dc 22,1)/2H-1" (84
3,57), CH-2"(6¢ 121,3)/H-2"(64 5,27), CH3-4"(5¢ 18,0)/3H-47(84 1,90) e CH3-57(5¢
25,7)/3H-5"(64 1,67) (Tabela 28), observadas no mapa de correlagao
heteronuclear HSQC (Figura 120).

Ja o mapa de correlagao heteronuclear HMBC apresentou a correlagao a
duas ligagdes (*Jhc) entre os atomos C-8(& 118,3) 2H-1"(S4 3,57) e a trés
ligacdes (*kic) entre C-7(& 159,6)/ 2H-1"( 3,57), confirmando a presenca de
uma unidade prenila na posi¢ao C-8 do anel cumarinico (Tabela 28).

O mapa de correlagdo homonuclear, 'H-"H-COSY (Figura 119), apresentou
as correlagdes entre os atomos de hidrogénio 2H-1"(d, o4 3,57 ppm , J= 9,3)/1H-
2°(t, & 5,27 ppm), 1H-2"(t, &4 5,27 ppm)/3H-4"(s, &4 1,90 ppm) e 1H-2"(t, &4 5,27
ppm)/3H-5"(s, o4 1,67 ppm) presentes na unidade prenila encontrada na posigao
C-8 da substancia RN-04.

O espectro de massas (CG-EM) obtido para a substancia RN-04 (Figura
122 e Esquema 11) apresentou o pico do ion molecular ([M*]) com m/z= 366,
confirmando a proposta com formula molecular igual a Cy4H3003 Apods
comparagao com a literatura concluiu-se que a substancia RN-04 corresponde a
cumarina O-geranilostenol (MEYER, et. al., 1985).
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Tabela 28. Dados de RMN 'H (500 MHz) e RMN C (125 MHz) da substancia RN-04 (O-
geranilostenol), em CDCI3, em comparagéo com os dados da literatura da substancia aurapteno (Mo-
1) (MISSAU, 2008). Os deslocamentos quimicos () estao em ppm, e as constantes de acoplamento
(J, entre parénteses) estdo em Hz.

HSQC HMBC Mo-1
dc SH “Jer *Jen Sc
C
2 161,5 - H-3 H-4 162,1
7 159,6 - H-6 H-5;2H-1";2H-1" 161,3
8 118,3 - 2H-1” H-6 -
9 152,9 - H-5;H-4;2H-1” 155,8
10 113,3 - H-4 H-3;H-6 112,4
3 141,5 - 3H-3’a 2H-1 142,3
7 132,4 - 3H-8’;3H-9’ 131,9
37 131,9 - 3H-4";3H-5" 2H-1” -
CH
3 1128  6.24(d, 9.4) 112,9
4 143,8 7,62 (d, 9,4) H-5 143,4
5 125,0 7,29 (d, 8,4) H-4 128,6
6 1086 6,84 (d, 8,6) 113.2
8 - - - - 101,6
2 119,2 5,51 (1) 2H-1 118,4
6 123,7 5,10 (dt) 3H-8";3H-9’ 123,6
2”7 121,3 5,27 (dt) 2H-1” -
CH,
1 657 4,66 (d(64)) 65,5
& 395 2,11 (m) 2H-5 H-2':3H-3'a 39,5
5 263 214 (m) H-4 26,2
1" 221 357(d(9.3)) i
CH;
a 167 173 (s) H-2' 16.8
g 17,7 1,59 (s) H-6";3H-9’ 17,7
g 258 1,69 (s) 25,6
4 180 1,90 (s) H-2" i
5” 25,7 1,67 (s) H-2";3H-4" -
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Figura 115. Ampliacao do espectro de RMN *c (125 MHz, CDCl;) obtido para a substancia RN-04 (O-geranilostenol) (regido de 90 a 170 ppm).
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Figura 117. Ampliacdo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) obtido para a substancia RN-04 (O-geranilostenol) (regido de 6,0 a 8,0 ppm).
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Figura 119. Espectro de 'H-"H-COSY (500 MHz, CDCl3) obtido para a substancia RN-04 (O-geranilostenol).
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Figura 120. Espectro de HSQC (500 MHz, CDClI;) obtido para a substancia RN-04 (O-geranilostenol).
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Figura 122. Espetro de massas (CG-EM) obtido para a substancia RN-04 (O-geranilostenol).
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Esquema 11. Proposta do mecanismo de fragmentag¢ao para os principais picos obtidos no espectro de

massas (CG-EM) para a substancia RN-04 (O-geranilostenol).

5.3.3. Esteroides

Os esteroides sao triterpenos modificados, que possuem o esqueleto
tetraciclico do lanosterol. Porém diferem do mesmo, devido a auséncia das metilas
nas posigdes C-4 e C-14 (DEWICK, 2002).

Este estudo resultou no isolamento de seis fitoesterdides do extrato em
hexano da espécie Rauia nodosa. Foram identificados cinco esteroides amplamente
conhecidos, [-sitosterol (RN-05), estigmasterol (RN-06), sitostenona (RN-07),
estigmastenona (RN-08) e peroxido de ergosterol (RN-09) e um esteroide inédito na

literatura, denominado rauianodoxi (RN-10).
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5.3.3.1. Esteroides isolados da espécie R. nodosa.

5.3.3.1.1. Determinacao estrutural da mistura contendo as substéancias RN-05 e
RN-06.

RN-05

RN-06

A mistura das substancias RN-05 e RN-06, foi obtida do extrato em hexano da
espécie Rauia nodosa, na forma de cristais incolores.

O espectro de RMN 'H (500MHz, CDCl;) (Figura 123) obtido para esta
mistura de substancias, apresentou sinais caracteristicos da mistura dos esteroides
B-sitosterol (RN-05) e estigmasterol (RN-06), comumente isolados em diversas
plantas (DEWICK, 2002). Neste espectro foi observado um dupleto em &4 5,38 ppm,
atribuido ao hidrogénio H-6, um multipleto em &4 3,55 ppm referente ao hidrogénio
carbinolico H-3 e ainda um grande acumulo de sinais intensos na regiao de &4 2,21 a
0,70 ppm do espectro, devido aos varios grupos de hidrogénios metilicos,
metilénicos e metinicos do esqueleto esteroidal de ambas as substéncias (Tabela
29).

A anadlise do espectro de RMN 1H da mistura também possibilitou a
confrmagao da presenca do estigmasterol (RN-06), através dos dois duplos
dupletos observados em &4 5,06 e 5,15 ppm, referentes aos atomos de hidrogénio
olefinicos H-22 e H-23 (Tabela 29).

A analise do espectro de RMN "*C (DEPT-Q) obtido para a mistura dessas
substancias (Figura 124) apresentou sinais referentes ao B-sitosterol (RN-05) e ao
estigmasterol (RN-06). O atomos de carbono CH-6 e C-5 foram observados em &

121,7 e 140,8 ppm e o atomo de carbono carbindlico CH-3 em &¢c 71,8 ppm.
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A distingao entre o B-sitosterol (RN-05) e o estigmasterol (RN-06), pode ainda
ser confirmada pelos sinais observados em & 138,3 e 129,3 ppm atribuidos aos
atomos de carbono com hibridizagao spz, CH-22 e CH-23, presentes apenas na
estrutura do estigmasterol (RN-06). J& os atomos de carbono CH2-22 e CH2-23
presentes no p-sitosterol (RN-05) foram observados em &¢c 34,0 e 26,1 ppm (Tabela
29).

A analise do espectro de RMN 1BC, permitiu uma completa atribuicdo dos
sinais referentes aos atomos de carbono de ambos os esteroides (Tabela 29).

ApoOs comparagdo com os dados relatados na literatura concluiu-se que a
mistura isolada corresponde as substancias B-sitosterol (RN-05) e estigmasterol
(RN-06), comumente isoladas na forma de mistura em diversas espécies vegetais
(KOJIMA et. al., 1990).
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Tabela 29. Dados de RMN '°C (125 MHz, em CDCl3) das substancias RN-05 e RN-06, em comparagéo
com os dados da literatura para o B-sitosterol (Mo-1) e para o estigmasterol (Mo-2) (KOJIMA et. al.,
1990). Os deslocamentos quimicos (6) estdo em ppm.

RN-05 Mo-1 RN-06 Mo-2
d¢ dc dc dc

C
5 140,8 140,7 140,8 140,7
10 36,5 36,5 36,5 36,5
13 42,3 42,3 42,3 42,2
CH
3 71,8 71,8 71,8 71,8
6 121,7 121,7 121,7 121,5
8 31,9 31,9 31,9 31,9
9 50,1 50,1 50,1 50,1
14 56,8 56,3 56,8 56,8
17 56,1 56,0 56,0 55,9
20 36,2 36,1 40,5 40,5
22 - - 138,3 138,3
23 - - 129,3 129,2
24 45,8 45,8 51,2 51,2
25 29,2 29,1 31,9 31,9
CH,
1 37,2 37,2 37,2 37,2
2 31,7 31,6 31,7 31,6
4 42,3 42,30 42,3 42,3
7 31,9 31,9 31,9 31,9
11 21,1 21,1 21,1 21,1
12 39,8 39,8 39,7 39,7
15 24,3 24,3 24,4 244
16 28,3 28,2 28,9 28,9
22 34,0 33,9 - -
23 26,1 26,0 - -
28 23,1 23,0 254 254
CH;
18 11,9 11,9 12,0 12,0
19 19,4 19,4 19,4 19,4
21 18,8 18,8 21,2 21,2
26 19,8 19,8 21,2 21,1
27 19,1 19,0 19,1 19,0
29 12,0 12,0 12,3 12,3
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5.3.3.1.2. Determinacéo estrutural da mistura contendo as substancias RN-07 e
RN-08.

RN-07 b RN-08

A mistura das substancias RN-07 e RN-08 foi isolada do extrato em hexano
da espécie Rauia nodosa, na forma de um 6leo amarelo.

O espectro de RMN 'H (500MHz, CDCl3) (Figura 125) obtido para esta
mistura de substancias, apresentou sinais caracteristicos da mistura dos
esteroides sitostenona (RN-07) e estigmastenona (RN-08) (VIEIRA, 1995),
comumente isolados em diversas plantas (DEWICK, 2002). Neste espectro
observou-se um simpleto em &4 5,75 ppm atribuido ao hidrogénio H-4 e um
grande acumulo de sinais intensos na regiao de ¢4 2,50 a 0,73 ppm, devido aos
varios grupos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos pertencentes ao
esqueleto esteroidal de ambas as substancias.

A analise do espectro de RMN 1H da mistura também confirmou claramente
a presenga da estigmastenona (RN-08), através dos dois duplos dupletos
observados em &4 5,15 e 5,08 ppm, referentes aos atomos de hidrogénio
olefinicos H-22 e H-23 (Tabela 30).

A analise de espectro de RMN "*C (DEPT-Q) obtido para a mistura dessas
substancias (Figura 126) apresentou sinais referentes a sitostenona (RN-07) e a
estigmastenona (RN-08). O atomos de carbono CH-4 e C-5 foram observados em
oc 123,7 € 171,6 ppm e o atomo de carbono carbonilico C-3 em ¢ 199,6 ppm.

A distingao entre a sitostenona (RN-07) e o estigmastenona (RN-08), pode
ainda ser confirmada pelos sinais observados em & 138,1 e 129,5 ppm atribuidos
aos atomos de carbono com hibridizagao spz, CH-22 e CH-23, presentes apenas

na estrutura da estigmastenona (RN-08). Ja os atomos de carbono CH2-22 e CH.-
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23 presentes na sitostenona (RN-07) sdo observados em & 34,0 e 26,1 ppm
(Tabela 30).

A analise do espectro de RMN 13C permitiu uma completa atribuicdo dos
sinais referentes aos atomos de carbono de ambos os esteroides.

Apdés comparacdo com os dados relatados na literatura, foi possivel
concluir que a mistura de esteroides corresponde as substancias sitostenona (RN-
07) e estigmastenona (RN-08), também comumente isoladas na forma de mistura

em diversas espécie vegetais (GRECA et al., 1990).
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Tabela 30. Dados de RMN °C (125 MHz, em CDCl;) das substancias RN-07 e RN-08, em
comparagao com os dados da literatura para a sitostenona (Mo-1) e para a estigmastenona (Mo-2)
(VIEIRA, 1995). Os deslocamentos quimicos (o) estdo em ppm.

RN-07 Mo-1 RN-08 Mo-2
d¢ dc dc dc

C
3 199,6 200,1 199,6 200,1
5 171,6 172,5 171,6 172,5
10 35,7 36,1 35,7 36,1
13 42,7 42,7
CH
4 123,8 123,8 123,7 123,8
8 35,6 35,8 35,6 35,8
9 53,8 54,0 53,8 54,0
14 55,9 55,9 55,9 55,9
17 56,1 56,1 56,0 56,1
20 40,5 36,3 40,5 40,7
22 - - 138,1 138,4
23 - - 129,5 129,6
24 45,8 45,9 45,8 51,4
25 29,2 29,3 31,9 29,9
CH,
1 38,6 38,8 38,6 38,8
2 33,9 341 34,00 34,1
6 32,9 32,1 33.0 32,1
7 32,4 32,0 32,4 32,0
11 21,0 21,2 21,0 21,2
12 39,6 39,8 39,6 39,8
15 24,2 24,3 24,2 24,3
16 28,2 29,3 28,2 29,3
22 34,00 34,0 - -
23 26,1 26,2 - -
28 23,1 25,2
CH;
18 12,0 12,2 11,99 12,2
19 17,4 17,5 17,4 17,5
21 18,7 18,9 21,1 21,3
26 19,8 19,2 19,8 20,4
27 19,0 18,6 19,1 18,6

29 11,9 12,2 11,9 12,2
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5.3.3.1.3. Determinacao estrutural da substancia RN-09.

A substancia RN-09 foi isolada do extrato em metanol da espécie Rauia
nodosa, na forma de um 6leo amarelo.

A andlise do espectro de RMN *C (DEPT-Q) (Figura 127) obtido para a
substancia RN-09 permitiu reconhecer a presenca de 28 atomos de carbono,
sendo seis carbonos metilicos, sete carbonos metilénicos (sp®), onze carbonos
metinicos (sete sp> e quatro sp2) e quatro carbonos quaternarios, sendo dois
ligados a heteroatomos, sugerindo um esqueleto esteroidal (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000; PAVIA et. al., 2010).

Os sinais referentes aos atomos de carbono quaternarios foram
observados em o&¢c 81,0 ppm, & 79,8 ppm, & 44,6 ppm e & 36,6 ppm. Os dois
primeiros sinais sao atribuidos aos carbonos quaternarios C-5 e C-8 devido as
correlagdes a duas (2Uyc) ligagdes entre os atomos C-5(& 81,0)/H-6(5 6,27) e C-
8 (&c 79,8)/H-14(54 1,58) e a trés (Pnc) ligagdes entre os atomos C-5(&c 81,0)/H-
7(4 6,53) e C-5(6c 81,0)/3H-19(84 0,91) (Tabela 31), observadas no mapa de
correlacao heteronuclear HMBC (Figura 132 e 133), e apresentam deslocamentos
caracteristicos de atomos de carbono ligados a atomos de oxigénio.

Os outros dois sinais na regido mais protegida séo referentes aos atomos
de carbono quaternarios C-10 e C-13, que se encontram substituidos
respectivamente pelas metilas CH3-18 e CH3-19. O mapa de correlagao
heteronuclear HMBC confirmou as atribui¢des pelas correlagbes a duas ligagdes
(PJuc) entre os atomos C-10(Sc 36,6)/3H-19(84 0,91) e C-13 (& 44,6)/3H-18(4
0,84) (Tabela 31).
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Também foi possivel observar no espectro de RMN 3C obtido para a
substancia RN-09, um sinal de atomo de carbono em & 66,44 ppm (CH-3), com
deslocamento caracteristico de carbono carbindlico. Os sinais referentes aos
carbonos metinicos com hibridizacdo sp? foram observados em & 135,4 ppm
(CH-6), &c 130,8 ppm (CH-7), & 135,2 ppm (CH-22) e & 132,3 ppm (CH-23),
estes deslocamentos indicam a presenca de insaturagéo entre estes atomos.

Ja os seis sinais referentes aos carbonos metilicos s&o observados na
regido de & 13-21 ppm (Tabela 31) do espectro de RMN "*C (Figura 127).

O espectro de RMN "H obtido para a substancia RN-09 (Figuras 128 e 129)
apresentou dois dupletos em & 6,27 ppm (1H, J= 8,4 Hz) e &4 6,53 ppm (1H, J=
8,4 Hz) referentes aos atomos de hidrogénio H-6 e H-7, indicando um
acoplamento na posicdo orto. Estas atribuicbes sao confirmadas pelas
correlagdes a uma ligacao (Juc), observadas no mapa HSQC, entre os atomos
CH-6(6c 135,4)/H-6(64 6,27) e CH-7(6c 130,8)/H-7(oy 6,53), confirmando a
presenca de insaturagédo entre os atomos devido aos valores caracteristicos dos
deslocamentos.

Os hidrogénios olefinicos H-22 e H-23 também foram observados
respectivamente em &4 5,16 ppm (1H, dd, J= 15,3 e 8,2 Hz) e &4 5,24 ppm (1H,
dd, J= 15,3 e 7,6 Hz) e apresentaram as correlagcdes uma ligagéo (Jyc) com os
atomos de carbono em & 135,2 ppm e & 132,3 ppm, assim confirmando a
insaturacao nesta posicéao.

Também foi possivel observar um multipleto em &4 4,01 ppm atribuido ao
atomo de hidrogénio H-3, confirmado pela a correlagdo a uma ligagao (Juc) entre
os atomos CH-3(oc 64,4)/H-3(64 4,01), observada no mapa de correlagdo
heteronuclear HSQC (Figura 130 e 131). Desta forma indicando a presenga de
uma hidroxila na posicdo CH-3 da estrutura da substancia RN-09 (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000; PAVIA et. al., 2010).

Na regido alifatica do espectro de RMN 'H observam-se varios simpletos e
dupletos, os quais através das correlagdes observadas no mapa de correlagao
heteronuclear a uma ligacéo (Juc), HSQC, podem ser atribuidos aos respectivos
atomos de hidrogénios metilénicos e metilicos, conforme apresentado na Tabela
31.
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O mapa de correlagdo homonuclear, 'H-"H-COSY (Figura 134) também
confirmou a estrutura proposta para substancia RN-09.

Apos comparagdo com os dados relatados na literatura, foi possivel
concluir que a substancia RN-09 corresponde ao esteroide denominado peroxido
de ergosterol (50,8a-epidioxiergosta-6,22-dien-3p-ol) (ROSECKE & KONIG,
2000).
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Tabela 31. Dados de RMN 'H (500 MHz) e RMN "*C (125 MHz) da substancia RN-09, em CDCl3, e
comparagdo com os dados da literatura da substancia peroxido de ergosterol (Mo-1) (ROSECKE;
KONIG, 2000). Os deslocamentos quimicos (J) estdo em ppm, e as constantes de acoplamento (J,
entre parénteses) estdo em Hz.

HSQC HMBC Mo-1
dc SH “Jen *Jen dc
C
5 81,0 - H-6 3H-19; H-7 82,2
8 79,8 - H-14 79,4
10 36,6 - 3H-19 36,9
13 44,6 - 3H-18 44,6
CH
3 664 4,01 (m) 66,5
6 1354  627(d 84) 1354
7 1308  653(d, 84) 130,7
9 51,1 1,52 (dd, 6,95, 3H-19 51,1
5,99)
14 51,7 1,58 (d, 6,55) 3H-18 51,7
17 56,2 1,23 3H-18; 3H-21 56,2
20 39,8 2,05 3H-21 39,7
22 135,2 5,16 (dd, 15,3, 8,2) 3H-21 135,2
23 132,3 5,24 (dd, 15,3, 7,6) 3H-28 132,3
24 42,8 1,90 3H-28 3H-26; 3H-27 42,8
25 33,1 1,49 3H-26; 3H-27 3H-28 33,1
CH,
1 34,7 1,97, 1,71 3H-19 34,7
2 30,1 1,86,1,50 30,1
4 36,9 2,15,1,90 36,9
11 20,6 1,63,1,42 23,4
12 39,8 1,98, 1,23 3H-18 39,7
15 20,6 1,3 20,6
16 29,3 1,76 2H-15 28,6
CH;
18 12,9 0,84 (s) 12,9
19 17,6 0,91 (s) 18,2
21 20,9 1,02 (d, 6,5) 20,9
26 19,9 0,85 (d, 6,9) 3H-27 19,6
27 19,6 0,83 (d, 6,8) 3H-26 19,9

28 18,2 0,93 (d, 6,9) 17,6
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Figura 128. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) obtido para a substancia RN-09 (peréxido de ergosterol).
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Figura 129. Ampliacao do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) obtido para a substancia RN-09 (perdxido de ergosterol) (regido de 3,6 a 8,0 ppm ).
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5.3.3.1.4. Determinacao estrutural da substancia RN-10.

RN-10 (Mo-1)

A substancia RN-10 foi isolada do extrato em metanol da espécie Rauia
nodosa, na forma de um dleo incolor.

A analise do espectro de RMN "*C (DEPT-Q) (Figuras 136 e 137) obtido
para a substancia RN-10 permitiu reconhecer a presenca de 28 atomos de
carbono, sendo seis carbonos metilicos, sete carbonos metilénicos (sp3), doze
carbonos metinicos (oito sp® e quatro sz) e trés carbonos quaternarios, sendo um
ligado a heteroatomo, sugerindo assim um esqueleto esteroidal (SILVERSTEIN,
1998; PAVIA et., al., 2010).

O espectro de RMN "H obtido para a substancia RN-10 (Figuras 138 e 139)
apresentou dois dupletos em & 6,27 ppm (1H, J= 8,4 Hz) e &4 6,53 ppm (1H, J=
8,4 Hz) atribuidos aos atomos de hidrogénio H-11 e H-12, indicando um
acoplamento na posi¢cao orto. Os hidrogénios olefinicos H-22 e H-23 também
foram observados respectivamente em &4 5,17 ppm (1H, dd, J= 15,2 e 8,5 Hz) e
o4 5,23 ppm (1H, dd, J= 15,2 e 8,2 Hz). Estes deslocamentos sédo caracteristicos
de atomos de hidrogénio olefinicos e indicam a presenca de duas insaturagdes na
estrutura da substancia RN-10 (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA et. al.,
2010).

Na regiao alifatica do espectro de RMN 'H observam-se varios singletos e
dupletos, os quais através das correlagdes observadas no mapa de correlagao
heteronuclear a uma ligagdo (Juc), HSQC (Figuras 140 e 141), podem ser
atribuidos aos respectivos atomos de hidrogénios metilénicos e metilicos,
conforme apresentado na Tabela 32.

Os sinais referentes aos atomos de carbono quaternarios foram
observados no espectro de RMN *C (DEPT-Q) em &¢ 82,2 ppm, &c 38,2 ppm e &¢
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44 4 ppm. O primeiro sinal possui deslocamento caracteristico de atomos de
carbono ligado a heteroatomos de oxigénio e apresentou correlacdo a duas
ligacdes (Juc) com H-11(& 6,27 ppm) e a trés ligacdes (Pduc) com 3H-19 (84 0,91
ppm) e H-12 (o4 6,23 ppm), observadas no mapa de correlagdo heteronuclear
HMBC (Figuras 142 e 143). Desta forma este sinal foi atribuido ao atomo de
carbono quaternario C-9.

Os outros dois sinais na regiao mais protegida sao referentes aos atomos
de carbono quaternarios C-10 e C-13, que estao ligados as metilas CH3-18 e CH3-
19. Estas atribuicdes sdo devido as correlacdes a duas ligacdes (*Jen) entre os
atomos C-10 (& 38,2)/3H-19 (&4 0,91) e C-13 (& 44,4)/3H-18 (&4 0,84),
observados no mapa de correlacdo heteronuclear HMBC.

Foi observado também um segundo carbono com deslocamento
caracteristico de atomos de carbono ligado a heteroatomos de oxigénio. Este
sinal foi observado como um carbono metinico em & 66,5 ppm (CH-3). A analise
do mapa de correlacdo heteronuclear, HSQC, apresentou a correlagcdo a uma
ligacdo (Jyc) entre este atomo de carbono e um multipleto em 64 4,02 ppm. Ja o
mapa de correlacdo heteronuclear HMBC apresentou a correlagdo a duas
ligacbes (ZJHC) com os atomos de hidrogénio 2H-4, observados em o4 1,25 ppm e
on 1,97 ppm. Desta forma este sinal foi atribuido ao carbono metinico CH-3 e
indicou a presenga de um segundo heteroatomo de oxigénio nesta posicéo
(Tabela 32).

Os sinais referentes aos carbonos metinicos com hibridizagao sp2 foram
observados em & 135,5 ppm (CH-11), & 130,8 (CH-12), & 135,2 (CH-22) e &¢
132,2 (CH-23), estes deslocamentos indicam a presenca de insaturagao entre
estes atomos. Estas atribuicdbes foram confirmadas pelas correlagbes a uma
ligagdo (Juc) entre os atomos C-11 (&¢ 135,5)/H-11 (6,27), CH-12 (& 130,8)/H-12
(64 6,53), CH-22 (&c 135,2)/H-22 (64 5,17) e CH-23 (& 132,2)/H-23 (&4 5,23).

O mapa de correlagdo homonuclear, 'H-"H-COSY (Figura 144) também
corroborou com a estrutura proposta para substancia RN-10.

Os seis sinais referentes aos carbonos metilicos sdo observados na regiao
de & 12-21 ppm do espectro de RMN "®C (DEPT-Q) (Figura 137) . Assim

sugerindo um esqueleto esteroidal para a substancia RN-10.
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Tabela 32. Dados de RMN 'H (500 MHz) e RMN "®C (125 MHz) da substancia RN-10 (rauianodoxi),
em CDCI;, e comparagao com os dados da literatura da substancia estigmasterol (Mo-1) (KOJIMA et.
al., 1990). Os deslocamentos quimicos (5) estdao em ppm, e as constantes de acoplamento (J, entre

parénteses) estao em Hz.

HSQC HMBC Mo-1
dc SH “Jen *Jen dc
C
5 - - - - 140,7
9 82,2 - H-11 H-12; 3H-19 -
10 38,2 - 3H-19 H-11 36,5
13 44 4 - 3H-18 42,2
CH
3 665 4,02 (m) 2H-4 71,8
5 51,1 1,50 3H-19 -
6 - - - - 121,5
8 38,3 2,05 31,9
9 - - - - 50,1
11 135,5 6,27 (d, 8,5) H-18 -
12 1308 6,53 (d, 8,5) H-14 i
14 51,7 1,58 3H-18 56,8
17 56,1 1,24 3H-18; 3H-21 55,9
20 39,7 2,07 3H-21 H-23 40,5
22 1352 5,17 (dd, 15.2, 8,5) 3H-21 1383
23 132,2 5,23 (dd, 15,2, 8,2) H-24 3H-28 129,2
24 42,8 1,87 3H-28 H-22; 3H-26; 3H- 51,2
27
25 33,1 1,48 3H-26; 3H-27 3H-28 31,9
CH;
1 36,9 2,15, 1,90 3H-19 37,2
2 34,7 1,93, 1,68 31,6
4 38,3 1,97, 1,25 42,3
6 20,7 1,65, 1,43 -
7 30,1 1,85, 1,60 31,9
11 - - - - 211
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12 ; - - - 39,7
15 234 1,55, 1,25 24,4
16 287 1,75, 1,30 28,9
28 - - - - 25,4

CH,

18 12,9 0,84 (s) 12,0
19 18,2 0,91 (s) 19,4
21 20,8 1,02 (d, 6,5) 21,2

26 19,9 0,85 (d, 7,0) 3H-27 21,1
27 19,6 0,84 (d, 6,9) 3H-26 19,0
28 17,6 0,92 (d, 7,4) _
29 - - - - 12,3

A estereoquimica da substancia RN-10 foi determinada através, das analises
das interagbes dipolares dos atomos de hidrogénio, apresentados pelo mapa de
interacdo homonuclear 'H-'"H-NOESY (Figuras 145 e 146 ). A analise do espectro
de 'H-'H-NOESY permitiu observar a interacdo espacial entre o atomo de
hidrogénio H-8 e os atomos de hidrogénio metilicos 3H-18 e 3H-19, indicando que
estes atomos de hidrogénios estdo em posi¢coes que resultam na orientagao axial-

axial (Figura 135).

Figura 135. Interagbes espaciais observadas no espectro de 'H-"H-NOESY referente a

estereoquimica da substancia RN-10.

Além disso, foi possivel determinar a configuracdo S para o atomo de
carbono CH-20 com base na interagdo espacial observada entre os atomos de
hidrogénio H-20 e 3H-18 ilustrada na Figura 135.
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