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“Melhor do que a criatura,
fez o criador a criagdo.

A criatura ¢ limitada.

O tempo, o espago,
Normas e costumes.

Erros e acertos.

A criagdo ¢ ilimitada.
Excede o tempo € o meio.
Projeta-se r;o Cosmos”

Cora Coralina, escritora goiana.
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RESUMO

ALVES, Cassia Cristina Fernandes. Metabélitos Especiais Isolados de Luxemburgia
octandra (Ochnaceae), Laseguea erecta (Apocynaceae), Do Litex de Parahancornia
amapa (Apocynaceae) e de Solanum crinitum (Solanaceae). Seropédica, UFRRJ,
2003. 197 p. (Tese, doutorado em Quimica Orgénica).

A andlise das fragdes obtidas do processamento cromatografico dos extratos das
espécies Luxemburgia octandra (Ochnaceae), latex de Parahancornia amapa
(Apocynaceae), Laseguea erecta (Apocynaceae) e Solanum crinitum (Solanaceae)
conduziu ao isolamento de constituintes de diferentes classes de metabolitos especiais.
De Luxemburgia octandra foram isolados os esterdides, sitosterol e estigmasterol, dois
triterpenos, lupeol e 4cido betulinico, uma chalcona sem substituintes, a
isoliquiritigenina (2,4,4’-triiddroxichalcona) e¢ a 2,4,3’,4’-tetraidroxichalcona, uma
mistura de C-glicosilflavonoides, 8-C-glicopiranosilluteolina (5,7,3°,4’-tetraidroxi-8-C-
glicopiranosil-flavona) e a 8-C-glicopiranosil-7-metil-luteolina, ¢ dois bisflavonoides,
2”*,3"’-diidroochnaflavona [5,7,4’-triidroxiflavona~(3’-O-4’"")-5"° 7"’
diidroxiflavanona] e 2.4,3’-triidroxichalcona—~(4’-0-3"")-2",4”’-diidroxichalcona. Do
latex de P. amapa foram isolados trés feniletandides, cornosideo [4-hidroxi-4-(2-O-B-
D-glicopiranosil-etileno) cicloexadienona], 2-p-hidroxifeniletanol e 2-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-etanol e uma mistura de ésteres acii-lupeol, acil-o-amirina e acil-p-
amirina. Do caule de Laseguea erecta foram isolados a cumarina (escopoletina), o
lignoide pinoresinol e a saponina digitoxigenina (c-L-tevetosideo). Dos frutos de S.
crinitum foi isolado o alcaldide esteroidal solasonina e dos tricomas dos frutos isolou-se
o flavondide tilirosideo [3-O-(B-D-glicopiranosil-6’-cumaroil)-canferol].

A estruturas foram identificadas através da analise de espectros IV, massas e
RMN'H e 13C, incluindo técnicas especiais 1D e 2D de interagdo homonuclear (lelH-
COSY) e heteronuclear (lel3C-COSY) das substéncias naturais e derivados metilados
e acetilados.

Além da identificacdo de uma nova bichalcona natural que foi denominada
luxenchalcona, foram preparados novos derivados desta substincia, o trimetiléter, o
permetiléter e o peracetil éster, além do tetraacetil-cornosideo e€ da solasonina-
peracetilada. '

Realizaram-se os testes bioldgicos: toxidade com Artemia salina, atividade anti-
helmintica com extratos de Luxemburgia octandra. Atividade citotéxica contra
carcinoma de Ehrlich e leucemia humana K562 foram feitos com a solasonina, os
glicoalcaléides totais e o tilirosideo de Solanum crinitum ¢ da luxenchalcona e seus
derivados. Os glicoalcaldides totais e a solasonina foram avaliados quanto a atividade
alelopatica.

Palavras chave: Flavondides, terpenos, feniletanoides.
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ABSTRACT

ALVES, Cassia Cristina Fernandes. Speciaes Metabolites isolated from Luxemburgia
octandra (Ochnaceae), Laseguea erecta (Apocynaceae), Latex of Parahancornia
amapa (Apocynaceae) and from Solanum crinitum (Solanaceae). Seropédica,
UFRRJ, 2003. 197 p. (Tese, PhD in Organic Chemistry).

The analysis of the fractions from the chromatographic fractionation of the
extracts from Luxemburgia octandra (Ochnaceae), latex from Parahancomia amapa
(Apocynaceae), Lasegue erecta (Apocynaceae) and from Solanum crinitum
(Solanaceae) led to the isolation of some chemical constituents which belong to
different classes of special metabolites. From the branches of L. octandra were isolated
sitosterol, stigmasterol, lupeol, betulinic acid, chalcone, isoliquiritigenin (2,4,4'-
trihydroxychalcone), 3,4,3',4'-tetrahydroxychalcone, a mixture of two C-
glucopiranosylflavone, 8-C-glucopiranosilluteolin and 8-C-glucopiranosyl-7-methyl-
luteolin, and two biflavonoids, 2",3"-dihydroochnaflavone [5,7,4'-trihydroxychalcone-
(4'-0-3"")-2",4"-dihydroxychalcone. From the latex of P. amapa were isolated three
phenylethanoids, cornoside [4-hydroxy-4-(2-O-B-D-glycopiranosyl-ethylene)
cyclohexadienone], 2-p-hydroxyphenylethanol and 2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-
ethanol and a mixture of acyl esters of lupeol, a-amyrin and B-amyrin. From the wood
of L. erecta were isolated scopoletin, the lignoid pinoresinol and the saponin
digitoxigenin. The steroidal alcaloid solasonin and the flavonoid tiliroside [3-O-(B-D-
glucopiranosyl-6'-coumaroil)-kanferol] were isolated, respectively, from the fruits and
from the tricomes of S. crinitum.

The structures were determined by IR, MS and 'H and *C NMR spectra
analysis. Besides the identification of the new bichalcone, named luxenchalcone, new
derivatives, luxenchalcone-trimethylether, luxenchalcone-permethylether,
luxenchalcone-peracetylester, tetraacetyl-cornoside and peracetylsolasonine were also
prepared.

The general toxicity was eralvated against Artemia salina. The anti-helmintic
activity of extracts from L. octandra was also studied. Furthermore, the cytotoxic
activity against Ehrlich carcinoma and K 562 human leukemia of solasonine, total
glycoalkaloids, tiliroside, luxenchalcone and its derivatives was carried ont. Finally, the
total glycoalkaloids and solasonine were also tested for alelopathic activity and were
found to be quite active.

Key words: Flavonoids, terpenoids, phenylethanoids
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1. Introducgao

O estudo fitoquimico estd cada vez mais relacionado com outras areas do
conhecimento de modo interdisciplinar. Neste sentido os estudos relacionados com
produtos naturais tem sido mais diversificados e, conseqiientemente, tem-se enfatizado
o relacionamento com estudos enzimaticos e, inclusive, o entendimento dos
mecanismos de a¢do dos mesmos através de modelagem molecular. Muitos bioquimicos
que estudam as enzimas (suas estruturas, fun¢des, modos de agdo, etc...) estdo
avan¢ando nesta area de conhecimento e procurando correlacionar seus estudos com a
quimica de produtos naturais. Este direcionamento dos conhecimentos cientificos tem
revelado que o desenvolvimento da ecologia quimica, quimica, quimiotaxonomia,
taxonomia e busca de substincias com atividade biolégica dependem do trabalho
interdiciplinar de profissionais de varias areas, inclusive do trabalho dos fitoquimicos.
Neste sentido qualquer novas informagdes sobre a quimica de uma espécie vegetal,
mesmo com estruturas conhecidas, deve ser considerado relevante como conhecimento
cientifico.

Uma das fungbes da ecologia quimica ¢ procura entender as fungdes dos
produtos naturais nas plantas e suas intera¢gdes com o meio ambiente. Ha vérios fatores
bioquimicos, tais como: odor e cor das flores, valor nutritivo do néctar e do polen que
sdo responsaveis pela interagdo inseto-planta. Em relagdo a cor das flores, o grupo mais
importante de pigmentos florais € os flavonoides, que contribuem com as cores cidnicas,
amarelo e branca (HABORNE, 1985).

A quimiotaxonomia utiliza a composi¢do quimica para estabelecer correlagdes
com a classificag@o morfolégica. Como exemplo pode-se citar o caso de alguns géneros
da familia Ochnaceae (Ouratea, Luxemburgia, Ochna,...) que sdo considerados muito
complexos morfologicamente, devido ao fato de que varias de suas caracteristicas se
interceptam com as de outros géneros. Existem trabalhos sobre géneros da familia
Ochnaceae que citam a freqiiéncia de flavondides e sugerem o possivel uso destes
metabolitos como marcadores sistematico da familia.

A busca da longevidade e melhoria da vida humana tem motivado a procura de
substincias naturais bioativas. Entre os mais importantes grupos de metabdlitos
secunddrios vegetal bioativos citam-se, tradicionalmente, os alcaldides, os terpendides e
os flavondides. Os flavonodides possuem varias atividades bioldgicas e fungdes nas
plantas, entre elas pode-se destacar: antioxidantes, reguladores de crescimento,
polinizadores, coloragdo, sabor citrico, etc.

Os fatos citados acima revelam a importincia do desenvolvimento de trabalhos
sobre o estudo quimico de plantas de diferentes familias. Neste trabalho damos énfase
ao estudo de espécies de Ochnaceae, Apocynaceae € Solanaceae.

A familia Ochnaceae possui cerca de 28 géneros e 400 espécies tropicais e
subtropicais. No Brasil, ocorrem aproximadamente 9 géneros com 105 espécies
(BARROSO, 1986). O estudo quimico de espécies desta familia como as dos géneros
Lophira, Ochna e Ouratea, tem revelado a presenga de flavonéides e biflavonéides com
maior frequéncia. O estudo quimico de espécies de Ochnaceae tem conduzido ao
isolamento e identifica¢do de flavondides com estruturas mais complexas, entre outras
classes de metabolitos especiais (Tabela 1, pagina 4). A obtengdo destes flavonoides
permite fazer avaliagbes com a perspectiva de identificar compostos com maior
potencial farmacoldgico. Isto esta de acordo com CODY et al. 1985 que relatam que
“avaliagGes clinicas de flavondides tem mostrado que os biflavondides, in vivo,
possuem maior agdo do que os flavonoides simples’’. Neste sentido, temos detectado
atividade antitumoral de biflavondides isolados de espécies desta familia, como as



estruturas 33 e 38 entre outras (GRYNBERG et al., 1994; GRYNBERG et al., 1998 ¢
GRYNBERG et al., 2002). Estas avaliagdes permitiram sugerir que estes flavondides
podem ser uteis na terapia do cancer (CARVALHO et al., 2002).

Outras informacgdes relevantes em relagdo aos trabalhos com espécies de
Ochnaceae € a identificagdo de novos flavonoides na literatura e na familia e a riqueza
do material didatico obtido com os espectros de RMN e massas das estruturas isoladas.

Considerando as informagdes citadas acima estamos desenvolvendo estudos para
a identificacdio de metabolitos especiais bioproduzidos por espécies do género
Luxemburgia (Ochnaceae). Isto certamente vai ampliar o conhecimento da quimica da
familia Ochnaceae revelando metabdlitos que poderdo ser usados como marcadores
sistematicos e, inclusive, identificar substincias que serio usadas para avaliar atividades
bioldgicas.

Trabalhos recentes, desenvolvidos pelo grupo de produtos naturais da UFRRJ
tem relatado o isolamento e determinagfo estrutural de flavonoides e biflavondides em
espécies de OQuratea (MOREIRA et al., 1994; BASTOS et al., 1999; VELANDIA et al.,
1998; CARVALHO ef al., 1998) e desenvolvido estudo quimico de espécies de
Luxemburgia. No estudo do género Luxemburgia foram isolados esterdides, acidos
graxos, triglicerideos, saponina e chalcona do extrato hexanico do caule. Do extrato
metanolico foram isolados: flavonodides e triterpenos. Das folhas da espécie
Luxemburgia nobilis foram isolados biflavondides e entre eles uma flavona-flavanona
nova (CARVALHO et al, 2000 e OLIVEIRA et al, 2002). Os resultados obtidos com o
estudo quimico de Luxemburgia octandra faz parte deste trabalho com os mesmos
objetivos revelados acima (CARVALHO et al., 2003).

A familia Apocynaceac se caracteriza como representante das espécies
bioprodutoras de alcaloides, terpendides e iridoides, ocorrendo com menor freqiiéncia
os flavonéides (FRANCA et al., 2000 e SIDDIQUI & BEGUM, 1999) (Tabela 2).

Entre as espécies de Apocynaceae estudadas pelo nosso grupo temos
Himatanthus articulata da qual foram isolados iridoides e triterpenos (BARRETO et al.,
1998), Dipladenia martiana que forneceu triterpenos pentaciclicos e flavondides
glicosilados (CARVALHO et al., 2001). E recentemente estio sendo estudados o latex
de Parahancornia Amapa, Laseguea erecta e Plumeria lancifolia.

Parahancornia Amapa ¢é endémica da regido Amazonica e é comum no Estado
do Amap4, onde é conhecida como amapazeiro. As cascas do caule e o latex desta
espécie tém sido utilizados na medicina popular local como t6nico e anti-sifilico. H4
apenas dois trabalhos publicados sobre o estudo quimico desta espécie (CARVALHO et
~al., 2001 ¢ SOBRINHO et al., 1991). Estes trabalhos descrevem o isolamento e
identificacdo de triterpenos e ésteres acil lupeois das raizes, cascas e madeira da planta.
A continuagdo do estudo quimico desta planta tem como objetivo identificar os
constituintes dos extratos mais polares e de partes da planta cujos estudos ainda néo
foram realizados. ‘

A quimica do género Laseguea ainda € desconhecida € por isso estamos
desenvolvendo o estudo fitoquimico de um exemplar de L. erecta coletado na mata
atlantica em Ouro Preto-MG.

Os resultados do estudo quimico destas espécies permitirdo avaliar atividades
‘biolégicas de constituintes dos mesmos e correlacionar os géneros Parahancornia,
Laseguea, Himatanthus e Plumeria com as classes dos constituintes quimicos isolados.
Provavelmente a diferenca quimica dos mesmos servird para detectar marcadores
sistematicos entre eles.

A familia Solanaceae € rica em metabélitos secundarios ativos. Em particular o
género Solanum produz uma grande variedade de saponinas esteroidais e glicoalcaldides



de importancia na resisténcia natural destas plantas contra muitas pestes (El SAUED et
al, 1998). Este género é o maior e mais complexo género da familia Solanaceae, com
cerca de 1500 espécies e 5000 epitetos. Esta distribuido, principalmente, nas regides
tropicais e subtropicais do mundo e tem o centro da diversidade e distribui¢do na
América do Sul (AGRA, 1999).

O género Solanum € conhecido por produzir efeito alelopatico devido aos
glicoalcaldides espirosolanos, tais como, solamargina e solasonina que suprimem o
crescimento de sementes de outras plantas (FUKUHARA & KUBO, 1997).

Os glicoalcaldides de Solanaceae s3o indiscutivelmente um dos grupos de
drogas mais pesquisados de produto secundario de plantas em termos de sua habilidade
para influenciar outros organismos. Isto é primariamente conseqiiéncia da presenga de
duas plantas de significancia global, batata e tomate, e das que causam envenenamento
em humanos. Por comparagio, muito pouco é conhecido sobre a atividade bioldgica dos
glicoalcaléides de plantas selvagens.

Muitas plantas do género Solanum apresentam atividade moluscicida, e esta
atividade pode estar associada a presenga de glicoalcaloides esteroidais (SILVA, 2002).

a) Ocorréncia de substincias em Ochnaceae

A familia Ochnaceae é caracterizada por bioproduzir entre outras classes e
compostos flavonoides, biflavondides, tetraflavonoides e chalconas. A tabela 1 mostra
as substancias isoladas das espécies de ochnaceae ja estudadas. Apenas duas espécies do
género Luxemburgia foram estudadas até o momento e foram isolados destas espécies
biflavonodides e bichalcona. Isto revela, até o momento, uma diferenga quimica deste
género ¢ Ouratea.



Tabela 1: Constituintes quimicos isolados das espécies de Ochnaceae.

Espécies Classe das substancias Referéncia
f;:;ﬁig;iz‘gza diidrochalcona 1 Drewes & Hudson, 1983
f;sgzzzzlzg;a biflavanona 2 Drewes ef al., 1984
Lophira alata dimero de chalcona 3 Tih et al., 1988
Lophira alata tetraflavonodide 4 Tih et al., 1992
Lophira alata lophirona § Tih et al., 1992
Lophira alata cianoglicosideos 6 Murakami et al., 1993
Lophira alata luteolina 7 Tih et al., 2003

Lophira lanceolata

biflavondide 8

Ghogomu et al., 1987

Lophira lanceolata

isombamichalcona 9,
tetraflavonédide 10

Tih Ghogomu et al., 1989

Lophira lanceolata

dimero de chalcona 11

Tih Ghogomu et al., 1990

Luxemburgia nobilis

novos triglicerideos 12, 13

Carvalho et al., 2000

Luxemburgia nobilis

biflavonoéide 14

Oliveira et al., 2002

Ochna afzelii dimeros de chalcona 15, 16 | Pegnyemb et al., 2001
Ochna beddomei biflavanona 17 Jayaprakasam et al., 2000
Ochna calodendron biflavonodides 18 Messanga et al., 1994
Ochna calodendron triflavonoides 19, 20 Messanga et al., 2002
Ochna integerrima biflavonoides 14, 21 Likhitwitayawuid et al., 2001
Ochna obtusata biflavonoides 22, 23 Rao et al.,1997

Ochna pulchra vismionas 24, 25, 26 Sibanda et al., 1993
Ochna pumila biflavona 27 Kamil ef al., 1987

Ochna squarrosa Isoflavona 28 Rao & Gunasekar, 1989
Ouratea flava dimero de chalcona 29 Mbing et al., 2003
Ouratea flava flavumona A 30 Mbing et al., 2003

Ouratea floribunda

friedelina, friedelanol e
lupeol, depsideo atranorina
31

Carvalho et al., 2000




Ouratea hexasperma

dimero de isoflavanona 32

Moreira et al., 1994

Ouratea hexasperma

dimero de flavona 33

Moreira et al., 1999

Ouratea multiflora

biflavonoide 34

Felicio et al., 2001

Quratea reticulata

aquilegiolida 35

Manga ef al., 2001

Quratea semiserrata

novos tricloroisoflavona 36,

37

Velandia et al., 1998

Ouratea semiserrata

biflavondides 38, 39, 40, 41 ¢
42

Velandia et al., 2002

Ouratea spectabilis

biflavonoide 43

Felicio et al., 1995













OH OH

O

- CH,

26=R=H

25=R




10



38: R=Me, R=H
39: R=R;=Me
40: R=R,=H

OR O 41: R=R,=H
42: R=H, R;=Me

OH

CH;0

HO

11



b) Ocorréncia de substincias em Apocynaceae

A familia Apocynaceae se caracteriza por produzir alcaldides, terpenos e
iridoides. As espécies Parahancornia amapa, Himatanthus articulata e Diplademia
martiana ja foram estudadas pelo grupo de produtos naturais da UFRRJ e ndo existe
estudo fitoquimico da espécie Laseguea erecta (Tabela 2). Os géneros Parahancornia e
Laseguea sdo considerados proximos dos géneros Plumeria e Himatanthus mas,
entretanto, tem-se detectado diferenga na quimica de metabdlitos especiais entre eles.

Tabela 2: Alguns constituintes quimicos isolados das espécies de Apocynaceae.

Espécie Classe das substancias Referéncias

%ﬁ:fi’;‘fgm fa ”ax“”h"”’“’ iridéides 44, 45 Abdel-Kader ef al., 1997
lupeol, sitostenona, acido

Diplademia martiana pomolico, &4cido ursdlico e|Carvalho et al., 2001
flavonoides 46, 47

Himatanthus articulata the'r.p enos,  esterdides ¢ Barreto et al., 1998
iridéide 48

Himatanthus phagedaenica | irid6ide 49 Vanderlei et al., 1991

Himatanthus phagedaenicus |iridoide 50 Veloso et al., 1999

Himatanthus sucuuba 15r;d<;1;ie S1, triterpenos 52, Silva et al., 1998

Nerium oleander triterpeno 55 Siddiqui et al., 1988

Nerium oleander triterpeno 56 Begum et al., 1997

Nerium oleander triterpeno 57 Siddiqui et al., 1989
triterpenos  pentaciclicos e

Parahancornia amapa ésteres 3B-O-acil lupedis 58, | Carvalho et al., 2001
S9¢60
ésteres 3PB-O-acil lupedis e

Parahancornia amapa triterpenos pentaciclicos 61, | Sobrinho et al., 1991
62, 63, 64

Plumeria acutifolia iridoide 65 Abe et al., 1988

Plumeria lancifolia alcaléide inddlico 66 Franca et al., 2000

Plumeria obtusa triterpenos 67, 68 Siddiqui et al., 1990

Plumeria obtusa iridéide 69 Siddiqui et al., 1994

Plumeria obtusifolia iridéide glicosilado 70 Adam et al., 1979

Plumeria rubra triterpeno 71 Akhtar & Malik, 1993

Plumeria rubra iridoide 72 Kardono et al., 1990

Thevetia neriifolia triterpeno 73, cardenolido 74 | Begum et al., 1993

Thevetia peruviana iridoide 75 Abe et al., 1995
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c¢) Substincias comuns em espécies de Solanum (Solanaceae)

Numerosas espécies de Solanum produzem alcaldides esteroidais e seus
glicosideos e sdo encontrados em maior concentragio nos frutos verdes. Estes alcaldides
s@0 usados como matéria-prima para a sintese de drogas esteroidais. Solanum aviculare
L. tem sido usada comercialmente como fonte de solasonina (ROWAN et al., 1983).

Devido a similaridade estrutural com anabolizantes, hormoénios esteroidais e
corticosteroides, os alcaldides esteroidais tem sido alvos de investigacGes
farmacologicas. O interesse recente tem sido devido a demanda mundial na busca de
material de partida para a sintese de esterdides, devido a escassez de diosgenina, o mais
importante material de partida para a indastria de esteréides. Muitos alcaldides
esteroidais podem ser convertidos em valiosos hormdnios esteroidais bioativos por
simples conversdes quimicas e microbiolégicas. Muitos corticosterdides usados contra
doengas de pele podem ser obtidos por conversio quimica de alcalbides esteroidais
estruturalmente parecidos (ATTA-UR-RAHMAN & CHOUDHARY, 1998). O
conhecimento de que o alcaldide esteroidal solasodina, analogo nitrogenado da
diosgenina, pode ser convertido de forma analoga no acetato de 16-desidropregnenolona
(SATO et al., 1959) despertou, ha algum tempo, o interesse em encontrar plantas com
alto teor deste alcaldide, interesse que ainda se mantém vigente.

A solasodina (aglicona da solasonina) que possui um esqueleto esteroidal
semelhante ¢ com a mesma estereoquimica que os horménios naturais, é o principal
composto deste grupo empregado como matéria prima para a sintese de horménios
esteroidais. Os anéis E e F podem degradar de forma analoga aos da diosgenina pela
reacdo de Marker, porem os rendimentos sdo um pouco menores (SATO et al., 1957 ¢
SATO et al., 1959).

Solasonina 27 (pagina 169), um glicoalcaldide muito comum no género
Solanum, foi identificada em extratos de todas as espécies de Archaesolanum,
subgénero do género Solanum (LEWIS & LIIJEGREN, 1970). Outra classe de
substincias muito comum em Solanaceae € a classe dos flavonoides.

Espécies do género Solanum sdo produtoras de flavonas, flavondis e seus O-
heterosideos (SILVA et al., 2003). Destaca-se a excepcional capacidade de espécies
deste género produzirem 3-O-glicosilflavondis e um ntimero significativo de canferol,
quercetina e miricetina metilados como agliconas, muitos dos quais apresentam
hidroxilacdo/glicosilagdo em 8.

Uma andlise dos resultados obtidos nos diversos trabalhos ja publicados,

‘evidencia uma correlagio entre grau de complexidade dos flavonéides e o tipo de
tricoma existente na planta (SILVA er al., 2003). As espécies com tricomas simples s6
apresentaram os tipos de flavonodides com estruturas mais simples, como por exemplo,
S. sarrachoides e S. angustifolium. Nas espécies de tricomas estrelados e estrelados-
glandulares (S. paludosum, S. crinitum e S. jabrense), caracteristico do subgénero
Leptostemonum considerados mais complexos, também foram encontrados flavonéides
com estruturas mais complexas (SILVA et al., 2003).
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Tabela 3: Espécies do género Solanum das quais foram isoladas solasonina.

Espécies

Referéncias

Solanum acculeatissimum

KADKADE & ROLZ, 1977

Solanum aculeastrum

DREWES & STADEN, 1995

Solanum aviculare

ROWAN et al., 1983

Solanum coccineum

LOREY et al., 1996

Solanum incanum

FUKUHARA & KUBO, 1991

Solanum indicum

YAHARA et al., 1996

Solanum khasianum

WEISSENBERG, 2001

Solanum Khasianum

MAHATO et al., 1980

Solanum laciniatum

LIDEGREN, 1971

Solanum pinnatum

URZUA & CASSELS, 1972

Solanum platanifolium

PURI & BHATNAGAR, 1975

Solanum robustum

RIPPERGER, 1995

Solanum sodomaeum

CHAM et al., 1987

Solanum suaveolens

RIPPERGER & PORZEL, 1997

Solanum sycophanta

USUBILLAGA et al., 1997

Solanum sycophanta

USUBILLAGA et al., 1997

Solanum umbelliferum

KIM et al., 1996

Solanum wrightii Benth

FAYEZ & SALEH, 1967

Entre as informagdes mais relevantes relacionadas com o estudo de Solanum
crinitum foi detectar a presenca do flavondide tilirosideo (3-O-glicopiranosil-6>’-O-
cumaroil-canferol) que esta sendo registrado pela primeira vez em Solanaceae.

Outra informagdo foi a detecgdo do efeito antiproliferativo de constituintes de
Solanum crinitum sobre células do carcinoma de Ehrlich e da leucemia humana K562,
principalmente da fragdo rica em glicoalcal6ides contendo solasonina (SOUZA et al.,

2002).

Considerando a importincia destes constituintes 27 (solasonina) e 29

(tilirosideo) (pagina 169), destacamos as espécies de Solanum das quais foram

detectadas 27 (Tabela 3) ¢ a tabela 4 revela espécies de outras familias nas quais foi
encontrado o tirirosideo 29. Este tipo de informagdio pode indicar espécies a serem
avaliadas quanto a ag3o citotéxica em células tumorais.
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Espécies Familia
Alchemilla speciosa Rosaceae
Althaea armeniaca Malvaceae
Althaea broussonetiifolia Malvaceae
Althaea cannabina Malvaceae
Althaea narbonensis Malvaceae
Althaea officinalis Malvaceae
Anaphalis contorta Asteraceae
Apeiba tibourbou Tiliaceae
Aristolochia kaempferi Aristolochiaceae
Castanea sativa Fagaceae
Colona auriculata Tiliaceae
Daphne genkwa Thymelaeaceae
Edgeworthia chrysantha Thymelaeaceae
Eremocarpus setigerus Euphorbiaceae
Eryngium campestre Apiaceae
Galphimia glauca Malpighiaceae
Guiera senegalensis Combretaceae
Helianthemum glomeratum Cistaceae
Helichrysum orientale Asteraceae
Helichrysum pamphylicum Asteraceae
Hippophae rhamnoides Elaeagnaceae
Larix leptolepis Pinaceae
Leonurus japonicus Lamiaceae
' Leonurus sibiricus Lamiaceae
Lindera megaphylla Lauraceae
Magnolia fargesii Magnoliaceae
Magnolia salicifolia Magnoliaceae
Melastoma candidum Melastomataceae
Melastoma villosum Melastomataceae
Muntingia calabura Elaeocarpaceae
Siparuna apiosyce Monimiaceae

Tabela 4: Espécies e familias das quais foi isolado o tilirosideo (NAPRALERT, 2002).
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2. Objetivos

a) Isolar e identificar os principais metabolitos especiais de Luxemburgia octandra.
Laseguea erecta, do latex de Parahancornia amapa e dos frutos Solanum
-crinitum.

b) Avaliar as atividades bioldgicas de extratos e/ou substdncias naturais isoladas
das diferentes partes das plantas ou de seus derivados.

¢) Preparar derivados dos constituintes isolados e fazer a completa atribuigio de
dados espectrométricos das substincias naturais isoladas e derivados.
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3. Parte Experimental Geral

3.1. Equipamentos e reagentes

Os pontos de fusdo foram determinados em placa de aquecimento MEL-TEMP
II, Laboratory Devices USA, utilizando capilar, sem correg¢do dos valores. Os espectros
de infravermelho foram obtidos em espectrofotometro Perkin-Elmer 1600/1605 FT-IR
em KBr e/ou filmes de NaCl. Os espectros de Ressonincia Magnética Nuclear, 'H e '*C
(incluindo ex3perimentos em 2D) foram registrados em espectrdmetros Bruker AC-200
("H: 200 e °C: 50 MHz) e JEOL INM-GX-400 ('H: 400 e '>C: 100 MHz). Como
padrdo interno foi usado tetrametilsilano ou residuo do solvente CHCl; (8y 7.24) € o
pico central do tripleto em &¢ 77.00 do CDCl;. As rotagdes dpticas foram medidas em
um polarimetro digital JASCO, modelo DIP 370. O espectro de massa de alta resolugio
foi obtido por ionizagdo elétron spray (HRESIMS) em um espectrometro VG 7070E-HF
(UNICAMP). Os espectros de massa de baixa resolugdo foram registrados em
cromatografo a gas HP-5880A acoplado a espectrdmetro de massas computadorizado
HP-5897A de analisador de ions quadrupolo e ionizagdo por impacto de elétrons, 70 eV
CG/EM Varian Saturn 2000; CG/EM HP-5989A.

As cromatografias em coluna foram realizadas tendo como suporte Sephadex
LH-20 (Sigma, USA) ou silica gel (230-400 e 70-230 mesh, Vetec). A cromatografia
em camada preparativa (CCP) foi feita em placas de silica gel 60 PF,s4, Merck e Vetec,
sobre suporte de vidro e espessura de lmm. As substincias foram detectadas por
irradiacdo na regifio do ultravioleta. Foram usadas placas em folha de aluminio de silica
gel 60 PFpsq Merck para cromatografia em camada fina (CCF) e como reveladores
foram utilizados, além da detecgo por irradiagdo ultravioleta (254 € 366 nm), reagentes
de Draggendorff, Mayer ¢ Liebermann-Burchard; solugdes de AICl;-EtOH (1%) e
sulfato cérico (1%)-H,SO4 (10%) (DOMINGUEZ, 1973 ¢ MATOS, 1988). Alguns
solventes comerciais foram destilados antes de serem utilizados.

3.2. Derivatizacoes

A preparagdo de derivados das substéncias isoladas das espécies Luxemburgia
octandra, Laseguea erecta, Parahancornia amapa e Solanum crinitum serviu para
realizagfo de testes biologicos dos mesmos e em alguns casos facilitou a analise dos
dados espectrais devido o aumento da solubilidade em cloroférmio.

3.2.1. Metilagio

| a) Diazometano ‘
A solugéio de diazometano foi preparada de acordo com experimental descrita na
literatura (VOGEL, 1989). Adicionou-se a solugfio etérea do diazometano em excesso

as substéncias dissolvidas em CHCl3 ou MeOH. O solvente foi evaporado fornecendo as
substancias metiladas.

b) Sulfato de dimetila

Para a permetilagio com sulfato de dimetila, a substincia foi dissolvida em
‘acetona e adicionado 1 eq. de K»CO; e 1 eq. de sulfato de dimetila para cada hidroxila
livie. A mistura resultante foi agitada durante 2h a temperatura ambiente com
monitoramento usando placa cromatografica em camada fina. Ap6s a reagfio, o solvente
foi removido em rotavapor sob pressdo reduzida e o residuo obtido suspenso em agua
(cerca de 50 mL), adicionado 5 mL de solugdo de hidréxido de aménio concentrado e
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extraido com 3 vezes 15 mL de CH,Cl,. As fragGes organicas reunidas foram secas com
sulfato de so6dio anidro e o solvente removido em rotavapor (CAMARA et al., 2001).

3.2.2. Acetilaciio com anidrido acético e piridina

As substancias foram dissolvidas em anidrido acético e piridina (1:1) e deixou-se
a mistura em repouso por 48 horas a temperatura ambiente e depois foi adicionada agua
gelada formando um precipitado. O precipitado foi extraido com cloroféormio (3x) e a
solugdo cloroférmica foi lavada 3 vezes com HCI (10%) e depois lavada varias vezes
com agua destilada e seca com sulfato de sodio anidro. Apds evaporagdo do solvente em
rotavapor obtiveram-se as substancias acetiladas (SHRINER, 1979).
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_ CAPITULOI1
ESTUDO QUIMICO DE Luxemburgia octandra
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I-1. Constituintes quimicos isolados de Luxemburgia octandra

HO 1: 22,23-diidro

2: A22,23

15a: R=H
15b: R=CH,
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I-2. Isolamento e purificacio dos constituintes

Os galhos e folhas de Luxemburgia octandra foram coletados no Morro de Séo
Sebastido, Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil e autenticado pelo técnico Jorge L. Silva.
Uma excicata desta espécie (N° 26197) esta depositada no herbario OUPR-UFOP,
Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas da Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro
Preto-MG, Brasil.

a) Galho

O material seco e pulverizado (1.865 Kg) foi submetido a maceragéo com
hexano (Luxemburgia octandra Galho Hexano, LOGH), acetato de etila (Luxemburgia
octandra Galho Acetato, LOGA) e metanol (Luxemburgia octandra Galho Metanol,
LOGM) e concentrado sob vacuo (Esquema I.1).

Para precipitar o material alifatico foi adicionado metanol ao extrato hexénico
(4,76 g). A parte soluvel em metanol foi chamada LOGHM (2,1 g) que foi fracionada
em sephadex LH-20 obtendo-se 43 fragdes. As fragdes coletadas de LOGHM foram
analisadas por CCDA. A fragdo 14 forneceu uma mistura dos esterdides sitosterol e
estigmasterol (1+2, 30 mg), a fracdo 20 forneceu o triterpeno lupeol (3, 20 mg, PF: 202
°C). A fragdo 18/19 € constituida do acido betulinico (4, 30 mg, PF: 295 °C) e o seu
derivado metilado (5, 31 mg) foi obtido pelo tratamento de uma solugo metanélica do
acido betulinico natural (30 mg) com uma solugéo etérea de diazometano.

O extrato obtido com acetato de etila (LOGA; 5,0 g) foi fracionado em
Sephadex LH-20, gerando 35 fragdes. A fragdo LOGA-17 foi analisada através de
RMN'H, RMN"C ¢ massas e identificou-se a substincia 6 (12 mg). E as fragdes
LOGA-19 a LOGA-24 foram reunidas, apés analise em CCDA, e analisadas com
espectros de IV, RMN'H, RMN'3C (PND e DEPT) identificando-se a mistura das
chalconas 7 + 8 (20 mg, material pastoso).

O extrato acetato de etila dos galhos de Luxemburgia octandra (Luxemburgia
octandra Galho Acetato, LOGA; 50,0g) foi submetido a uma parti¢io com solventes
obtendo-se a fragdo hexano-éter (Luxemburgia octandra Galho Acetato Hexano Eter,
LOGAHE). Esta fracdo foi submetida a uma filtragio em sephadex LH-20, usando
metanol como fase mével, recothendo-se 39 fragdes. A fragdo 22 apresentou-se como
um cristal amarelo (300 mg, PF:172 °C) e foi analisada através de infravermelho, RMN
'He C (PND ¢ DEPT) e técnica de RMN 2D e, ap6s comparagdo com 7 + 8 em
CCDA, propds-se a estrutura da bichalcona 9 (pagina 53). Os derivados 10 (pagina 59)
e 11 (pagina 72) foram obtidos através do tratamento de 9 (50 mg, 20 mg) com
diazometano e sulfato de metila, respectivamente, e 12 através do tratamento de 9 (50
mg) com anidrido acético/piridina. Os produtos foram identificados através da analise
dos espectros de IV, RMN'H, '>C (1D, 2D e NOE) ¢ EM. Estes dados foram usados
para confirmar a proposta estrutural de 9. A bichalcona 9 e seus derivados sio novos na
literatura. Os dados da luxenchalcona e de seu derivado trimetiléter foram publicados na
literatura (CARVALHO et al., 2003). O completo assinalamento de RMN'H e *C dos
derivados permetiléter ¢ do peracetil éster da luxenchalcona foi feito e submetido a
publicacdo (ALVES et al., 2003).
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Galhos (1.865 kg)

- Hexano

- Evaporagéo

Extrato Hexanico I Torta | l
(LOGH)

- Acetato de Etila

4,769
- Evaporacéo
Metanol
. Extrato Acetato de I Torta i |
| LOGHM | I precipitado I 6 (12 mg) < Etita (LOGA)
7+8 (20 mg) - Metanol
Sephadex LH-20 550g
- Evaporagéo

- Hexano-éter
1+2 (30 mg), 3 (20 mg), X | LOGM |

4 (30 mg) - Evaporagdo

[oowe |

Sepﬁadex LH-20
v

9 (300 mg)
-Diazometano (50 mg)

-Sulfato de metila (20 mg)
-Anidrido acético/piridina (50 mg)

v v

10(43 mg) 11(9mg) 12 (34 mg)

Esquema I.1- Marcha para o isolamento das substincias dos Galhos de Luxemburgia
octandra.

b) Folhas

As folhas trituradas e secas (621g) foram submetidas a extracio com hexano,
acetato de etila e metanol, fornecendo os extratos LOFH (6,1 g), LOFA (10,4 g) ¢
LOFM (43,0 g). O residuo obtido com acetato de etila foi dissolvido em H,O/CH;0H
(1:1) e extraido com hexano/éter (1:1) LOFAHE, cloroférmio (LOFAC) e acetato de

cetila (LOFAA). Os solventes foram removidos sob vécuo e a fragio hexano/éter das
folhas (LOFAHE 0.8 g) foi submetida & cromatografia em coluna usando sephadex
LH-20. As fragbes obtidas deste extrato foram analisadas por CCDA e visualizadas por
UV (254 ¢ 366 nm) e AICI;-EtOH. Das fragdes 15-17 de (LOFAHE) foi isolado o
biflavondide 4’,5,7-triidroxi-flavona-(3’—>0-»4"")-5"*,7”’-diidroxi-flavanona 13 (60
mg, PF: 220 °C). O derivado 14 foi obtido através do tratamento de 13 com
%iazometano. O produto foi identificado através da andlise dos espectros de RMN'H e
C.

A parte solivel em metanol da fragdo (LOFAC 1,21 g) foi submetida a
cromatografia em coluna usando Sephadex LH-20 e metanol como eluente, obtendo-se
19 fragdes, as duas ultimas fragdes foram reunidas e filtradas novamente em Sephadex
LH-20, obtendo-se 5 fragdes. Da fragdo LOFAC 18-5 foi isolado o biflavonéide 4°,5,7-
triidroxi-flavona-(3’»0—>4"")-5,7°"-diidroxiflavanona 13 (50 mg).

A fragdio (LOFAA 3,99 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica
gel. Iniciou-se a elui¢do com acetato de etila aumentando-se a polaridade com mistura
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de metanol até metanol (100%), obtendo-se 22 fra¢Ges de 20 mL. As fragdes 1 e 2 desta
coluna foram reunidas e submetida a cromatografia em coluna usando Sephadex LH-20
e metanol como eluente, obtendo-se 21 fragdes, da fragdo LOFAA 1-5 foi isolado o
biflavonoéide 13 (30 mg).

O extrato LOFM foi submetido & cromatografia em coluna de silica gel, iniciou-
se a eluigdio com acetato de etila aumentando-se a polaridade com mistura de metanol
até metanol (100%), obtendo-se 30 fra¢cdes de 20 mL. A fragcdo 3 desta coluna foi
submetida a cromatografia em coluna usando sephadex LH-20 e metanol como eluente,
obtendo-se 23 fragdes, as fragdes LOFM 3-6 a LOFM 3-12 foram reunidas e analisadas
através de RMN'H e °C (PND e DEPT) e foi identificada uma mistura de flavonéides
C-glicosilados 15a e 15b (8 mg).

Folhas (621 g)
- Hexano
- Evaporagio
Extrato Hexanico Torta |
(LOFH 6.1 g)
- Acetato de Etila
- Evaporagéo
Extrato Acetato de Torta il
Etila (LOFA 10,4g)
- Metanol
-Agua:metanol (1:1) - Evaporagéo
- Hexano:éter (1:1) Extrato metanélico
(LOFM 43,0g)
LOFAHE (0.8 g) Torta I CC silica ge!
Sephadex LH-20
Sephadex LH-ZOl -Cloroférmio
13 (60 mg) 15a ¢ 15b
(8 mg)
LOFAC (1,21g) Torta IV
Sephadex LH-20 -Acetato de etila
v
13 (50 mg) LOFAA (3,99 g)
CC silica gel
Sephadex LH-20

13 (30 mg)

Esquema 1.2- Marcha para o isolamento das substincias das folhas de Luxemburgia
octandra.
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c) Flores

As flores secas (270 g) foram submetidas a extragio com etanol fornecendo o
extrato LOFLE (Luxemburgia octandra Flores Etanol, LOFLE 22,7 g). O residuo
obtido com etanol foi dissolvido em H,O/CH3;0H (1:1) e extraido com hexano/éter (1:1)
LOFLEHE e acetato de etila (LOFLEA). Os solventes foram removidos sob vicuo € a
fragdo acetato de etila das flores (LOFLEA 7,0 g) foi submetida a cromatografia em
coluna usando silica gel obtendo-se 7 fragSes. Reuniu-se as fragdes 3 e 4 e filtrou a
mistura 3/4 em Sephadex LH-20 obtendo-se 20 fra¢Ses; das fragdes LOFLEA 3/4-13 a
3/4-19 foi isolada 15 mg do biflavonoéide 4°,5,7-triidroxi-flavona-(3°—>0—4"")-5"",7"-
diidroxi-flavanona 13. E a fragfio 5 desta coluna também foi submetida a filtragdo em
Sephadex LH-20 usando-se metanol como eluente e obteve-se 28 fragdes, das fragdes
LOFLEA 5/13 a LOFLEA 5/20 foi isolada 12 mg de uma mistura de dois flavonoides
C-glicosilados 15a e 15b. As fragdes obtidas deste extrato foram analisadas por CCDA
e visualizadas por UV (254 e 366 nm) e¢ AlCl;-EtOH.

FLORES

-Etanol
-Evaporagao
LOFLE 22,7 g

-Metanol + H,0 (1:1)
-Hexano + éter (1:1)

LOFLEHE Torta 1

Acetato de etila

LOFLEA7,0g
Sephadex LH-ZOl

13 (15 mg)
15a e 15b (12 mg)

Esquema 1.3- Marcha para o isolamento das substincias das flores de Luxemburgia
‘octandra.

34



I-3. Resultados e discussio

1-3.1. Determinacio estrutural dos constituintes isolados de L. octandra

1-3.1.1. Esteréides

Os esterdides 1 (sitosterol) e 2 (estigmasterol) foram obtidos em forma de
mistura, comumente encontrada na natureza vegetal. O espectro de IV (Figura L1)
revela bandas de absor¢do para grupo h1drox1la (3429 cm’, estiramento O- H)
grupamentos CH; e CH; (2938 cm™ e 2866 cm™), C=C (1643 cm’ ) e C-O (1056 cm™).
O espectro de RMN de 'H (Figura [.2) apresenta caracteristica de ester6ide com sinais
entre 6y 0,6 € 2,0 de grupos metilicos, um multipleto em 8y 3,5 para o hidrogénio
carbindlico H-3, singleto largo em 8y 5,3 correspondente ao H-6 olefinico. No caso do
estigmasterol, os hidrogénios olefinicos H-22 e H-23, sdo representados pelo multipleto
em 6y 5,1. Estes valores estdo de acordo com os dados da literatura (KOJIMA et al.,

1990).

3429.2,2938.0,2866.7,1643.8,1462.6,1377.3,1242.5,1191.1=
1856.9,962.1, 836 1, 861 9, 735 7,630.8,589. ID 501.6,465.2=
we T KBr (assia 7533 Hu. Eli LUFRE. - 14:52

£8.37 T T y
42008 3000 2608 19068 omt

Figura L1- Espectro de IV das substéncias 1 ¢ 2 (sitosterol e estigmasterol).
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Figura L2- Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls) das substéncias 1 e 2 (sitosterol
e estigmasterol).

N

Integral

I-3.1.2. Identificagiio dos terpendides 3 ¢ 4
a) Lupeol

O espectro de RMN de 'H do lupeol 3 (Figura 1.4) possui sete sinais simples
correspondentes as metilas terciarias (8y 1,23, 0,95, 0,94, 0,91, 0,80 e 0,73) sendo um
sinal em 8y 1,67 (s) correspondente a freqiiéncia de metila ligada a carbono sp®. Os dois
singletos largos em &y 4,58 e 4,72 sdo referentes a hidrogénios vinilicos € o sinal em 3y
3,15 representa o hidrogénio do carbono carbinélico metinico.

Esta proposta foi confirmada através da comparagio do Pf: 202 °C com o ponto
de fusdo do lupeol 212-215 °C (AHMAD ef al., 1994) e comparagfio em cromatografia

. em camada fina com amostra auténtica.
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Figura 1.3. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl5) da substancia 3 (Lupeol).
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Figura L4. Espectro de RMN de 'H ampliado entre & 0,8 ¢ & 4,8 ppm (200 MHz,
CDCls) da substancia 3 (Lupeol).
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b) Acido betulinico

A andlise do espectro registrado na regido do IV da substancia 4 (Figura 1.5)
revela bandas de absorgio para grupo hidroxila (3466 cm’, estiramento O-H),
grupamentos CH, e CH3 (2941 cm™ e 2869 cm’™'), C=0 (1690 cm™) e C-O (1036 cm™).

Os sinais presentes no espectro de RMN de 'H (Figura 1.6 e 1.7) podem ser
atribuidos a sinais correspondentes a metilas, sendo que uma delas em &y: 1,67
corresponde a metila ligada a carbono sp’. Também foram observados dois singletos
largos em du: 4,59 e 4,72 correspondentes a hidrogénios olefinicos € um multipleto
entre oy: 3,1-3,2 atribuido ao hidrogénio carbinélico H-3, sugerindo assim um esqueleto
do tipo lup-20(29)-eno.

Nos espectros de RMN de >C-PND e '*C-DEPT (Figura 1.8 e Figura 1.9) foram
observados a presenga de dois carbonos sp® sendo um deles quaternario emd¢: 151,35 ¢
outro metilénico emd ¢: 110,01, um carbindlicod ¢: 79,26 e um carboxilicod ¢: 179,73.
Os demais sinais s3o de carbonos sp® quaternarios, metinicos, metilénicos e metilicos.
Estes dados foram comparados com os descritos na literatura (BILIA ef al., 1996) ¢
estdo de acordo para a estrutura do 4cido betulinico (Tabela I.1).

A comparacgéo do ponto de fusdio da substincia isolada (PF: 280 °C) com o da
literatura (282-285 °C) (AHMAD et al., 1994) ajudou a confirmar a presenga do 4cido
betulinico nesta amostra.

Os sinais adicionais de baixa intensidade no espectro de RMN'"*C (* *) entre &
120 ¢ & 145 ppm e entre 8 15 ¢ 8 60 ppm permite sugerir a presenca dos acidos
triterpénicos ursélico (*) e oleanolico (*) presentes nesta amostra. Os sinais no espectro
de hidrogénio podem ser justificados pela presenga destes componentes como impureza
na fra¢fo analisada.
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Figura L.5- Espectro de IV da substéncia 4 (Acido betulinico).
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Figura L6. Espectro de RMN'H (200 MHz, CDCls) da substéncia 4 (acido betulinico).
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Tabela I.1. Dados de RMN 'H (CDCL) e >C (metanol) de 4 comparados com a
literatura (CDCls) (BILIA et al., 1996).

Substancia 4 Acido betulinico (literatura)
C OH e d¢
1 . 39,51 38,70
2 27,53 27,30
3 3,16 (sl) 79,26 78,90
4 39,75 38,90
5 56,28 55,40
6 19,00 18,30
7 35,11 34,30
8 41,42 40,70
9 50,27 50,40
10 37,78 37,20
11 21,61 20,90
12 25,59 25,60
13 39,08 38,50
14 43,12 42,50
15 31,26 30,60
16 30,32 29,30
17 47,73 48,00
18 47.82 48,00
19 2,97 (m) 49,94 48,80
20 151,35 150,40
21 30,11 30,00
22 34,63 34,00
23 0,91 (s) 27,53 28,00
24 0,73 (s) 15,10 15,20
25 0,80 (s) 15,88 _ 15,90
26 0,95 (s) 16,40 16,00
27 0,95 (s) 14,37 14,70
28 179,73 181,00
29 4,59 (sl) e 4,72 (s) 110,01 109,60
30 ‘ 1,67 (s) 19,58 19,40
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¢) Acido betulinico metilado

O derivado metilado 5 do acido betulinico foi identificado através da analise do

espectro de RMN de 'H, o deslocamento quimico da metoxila aparece em & 3,6 ppm.

7.2400

L T

mmmmm

9862

9615
—22229
2.1788
— 1.8368

/_
Vs

H-29a H-29%b

T T T v T T — — T T T T ™ T T Lan T
7.0 65 6.0 55 3.0 45 4.0 35 30 25 20 L5 10

(ppm)
Figura L.10: Espectro de RMN'H (200 MHz, CDCl) da substancia 5.

1-3.1.3. Flavonéides

a) Identificacio de 6

O espectro de IV (Figura 1.11) revela bandas de absorgdo para carbonila
conjugada (1626 cm™ (F), estiramento C=0), ligagdio dupla conjugada com carbonila
(1626 cm™, C=C), estiramento C=C de anel aromdtico 1592, 1555, 1454 cm™ e
estiramento C-O (1265 cm™).

O RMN 'H da substancia 6 mostra sinais de hidrogénios aromaticos conjugados
com carbonila H-2’ ¢ H-6> em 8y 8,24 (7,5 Hz), hidrogénios o. ¢ p em 7,8 e os demais
hidrogénios aromaticos entre 8y 7,56 e 7,86 ppm (Figura 1.12).

O espectro de RMN de °C BBD e DEPT (Figura .13 e Figura .14) mostra a

presenga de 12 carbonos metinicos e trés carbonos quaternarios. Através destas

informagdes e comparagio com dados da literatura (SOBRINHO et al. 2001) foi
possivel atribuir a estrutura da substincia 6. O espectro de massas (Figura L.15)
contribuiu para confirmar esta proposta.
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Figura 1.14: Espectro de RMN de 13C (DEPT, 6 135) da substéncia 6 em CDCls.
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Chromatogram Plot

File: c:\saturnws\data\cassia\logahe 17.sms

Sample: LOGAHE 17 Operator: Frances
Scan Range: 1 - 3481 Time Range: 0.00 - 28.99 min. Date: 10/15/02 2:47 PM
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Figura 1.15: Espectro de massés da substancia 6.

g © ;
=L
m/z 208 (M+, 60) m/z 131 (30)
e
A

CO

Ny

®

D

Ci

m/z 103 (29)

L2 .

m/z 207 (100)

J

m/z 77 (75)

Esquema I.1: Fragmentagio de massas da substéncia 6.
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Tabela 1.2: Dados de RMN 'H (200 MHz) e *C (50 MHz) da substancia 6 (CDCL)
comparados com a literatura (SOBRINHO et al., 2001).

Substincia 6 Literatura
CH dc/du dc/Ou
C-1 136,3 138,1
C-2 128,6 128.4
C-3’ 128,6 128.4
C-4 132,5 132,7
C-5’ 128,6 128.,4
C-6’ 128,6 128.,4
C-1 136,4 134,8
C-2,6 127,3 128,9
C-3,6 127,1 128,5
C-4 128,8 130,5
C-a 126,8 122,0
C-p 140,3 144, 7
C=0 189.4 190,4
H-7 7,8 7,80
H-8 7,5 7,48
H-2’, 6 8,24 (7,5 Hz) 8,02

b) Identificacio de 7+8

O espectro de IV (Figura 1.16) revela bandas de absor¢iio para grupo hidroxila

(3415 cm™, estiramento O-H), carbonila conjugada (1630 cm™ (F), estiramento C=0),
ligagdo dupla conjugada com carbonila (1630 cm™, C=C), estiramento C=C de anel
aromético 1506, 1445 cm™ e estiramento C-O de fenol (1225 cm™).
' O espectro de RMN'H (Figura 1.17) da mistura de 7 e 8 apresentou singletos
atribuidos a duas hidroxilas queladas ¢ : 13,58) cinco sinais em 8y: 6,34 (8) e 6,36 (7)
(d, J=2,3 Hz, H-3), 6,43 (8), 6,46 (7) (dd, J = 8,3 ¢ 2,3 Hz, H-5), 8,1 (7 ¢ 8) (d, J=8,7
Hz, H-6) pertencentes a dois sistemas ABC aromatico conjugado com carbonila, dois
dubletos (J= 8,7 Hz) em &y: 6,99 (H-3’, 5°) e 7,83 (H-2’, 6) que corresponde a um
sistema AA’BB’ de 7 e outro sistema ABC aromético representado por trés sinais em
7,14 (d, J= 8,3 Hz, H-5%), 7,62 (dd, J= 8,3 € 2,3 Hz, H-6") ¢ 7,73 (d, J= 2,3 Hz, H-2") de
8. Dois singletos adicionais em 8y: 7,83 e 7,85 foram atribuidos aos hidrogénios 8 ¢ 9
de 7 e 8 (Tabela L.3) (pagina 52).

A anilise dos espectros de RMN de °C BBD (Figura 1.18) e DEPT (8=135)
(Figura 1.19.) permitiu identificar sinais compativeis para CH-9 (144,66) ¢ CH-8
(118,83) e para C=0 (193,24) de chalconas. Os sinais de CH do sistema AA’, BB’
(131,53 € 117,77) ¢ outros sinais que estdo de acordo com o sistema ABC detectado no
espectro de RMN'H (Figura 1.17). Os quatro sinais adicionais na regiio de carbono
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quaternario aromatico oxigenado estdo de acordo com a proposta das chalconas 7 € 8 na
fracio analisada. Os dados de deslocamentos quimicos de 'H e '>C detectados nos
espectros foram comparados com valores da literatura (ACHENBACH et al., 1988 ¢
LINUMA et al., 1989) e permitiu identificar a mistura das chalconas isoliquiritigenina
(2, 4, 4’-triidroxichalcona) 7 e 2,4,3°,4’-tetraidroxichalcona 8 (Tabela 1.3).

3415.8,2923.2,2854.0,1630.2,1506.4,1445,0,1367.6,1225.0=
1168.2,1134.9,1029.2,843.5,803.3,6082.2,534.1,465.8,419.3=
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Figura 1.16: Espectro de IV das substincias 7 e 8 em pastilha de KBr.
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Tabela 1.3: Dados de RMN de 'H e °C de 7 ¢ 8 comparados com a literatura
(ACHENBACH et al., 1988) da isoliquiritigenina (A) e (LINUMA et al., 1989 ¢
OLIVEIRA, 2000) de B.

7 - 8 A B
C 8C 8]—[ 8C 5]—{ SC -
1 | 114,58 - 110,16 - 114,13 -
2 | 166,86 - 166,77 - 166,33 -
3 | 103,85 6,36 (d, J=2,3) 103,85 | 6,34 (d,J=2,3 Hz) | 103,70 -
4 116759 - 167,59 - 167,44 -
5 | 109,34 (6,46(dd, J=8,3e2,3) | 109,34 |6,43(dd, J=8,3 ¢2,3) | 108,80 -
6 | 133,51 8,1(d,J=83Hz) | 133,51 | 8,1(d,J=83Hz) | 131,70 -
7 | 193,24 - 193,24 - 191,56 -
8 | 118,83 7,83 (s) 119,56 7,85 (s) 117,80 | 118,50
9 | 144,66 7.83 (s) 144,66 7.85 (s) 144,75 | 14530
1> | 130,59 - 128,90 - 125,93 | 128,30
2> | 131,53 | 7.82(d,J=8,7Hz) | 123,41 | 7,73 (d,J=2,3 Hz) | 130,04 | 116,50
3 | 117,77 | 6,99(d,J=8,7Hz) | 144,18 - 116,25 | 146,40
4 161,76 - 153,79 - 160,34 | 149,20

5 | 117,77 | 6,99 (d,J=8,7Hz) | 120,16 | 7,14(d,J=8,3Hz) | 116,25 | 123,40

6> | 131,53 | 7,82(d,J=8,7Hz) | 128,68 |7,62(dd,J=8,3¢€2,3) | 130,04 | 123,40
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c¢) Identificacdo da bichalcona 9 (Luxenchalcona)

O novo biflavonoide 9 foi caracterizado através da analise de IV, RMN 'H e *C
(PND e DEPT), EM, da substancia natural e dos derivados: 4, 4°,4°”” trimetil éter 10,
permetilado 11 e do derivado acetilado 12.

O espectro de IV (Figura 1.20) de 9, que foi nomeada como luxenchalcona,
mostra bandas de absor¢io em 3417 cm™ correspondente as hidroxilas (estiramento O-
H), carbonila conjugada (1630 (F) cm™, estiramento C=0), ligagdo dupla conjugada
com carbonila (1630 cm™, C=C), estiramento C=C de anel aromatico 1510, 1432 cm™ e
estiramento C-O (1225 cm']).

O espectro de RMN de 'H (Figura 1.21) mostra singletos atribuidos a duas
hidroxilas queladas (dy: 13,58) cinco sinais em &y: 6,34 (H-3""", J= 2,3 Hz) e 6,36 (H-
3’,J=2,3 Hz), 6,41, 6,46 (dd, J =8,7 ¢ 2,7 Hz, H-5’ ¢ H-5"""), 8,1 (d, ] = 8,7 Hz, H-6’ ¢
H-6""") pertencentes a dois sistemas ABC aromatico conjugado com carbonila, dois
dubletos (J= 8,7 Hz) em dy: 7,0 (H-3"*, 5°*) ¢ 7,84 (H-2"’, 6”°) que corresponde a um
sistema AA’BB’ e outro sistema ABC aromatico representado por trés sinais em 7,13
(d, J= 8,3 Hz, H-5), 7,63 (dd, J= 8,3 e 2,3 Hz, H-6) e 7,73 (d, J= 2,3 Hz, H-2). Dois
singletos adicionais em dy: 7,83 e 7,85 foram atribuidos aos hidrogénios a, o’, B, B’
(Tabela 1.4). Estes dados s@o compativeis com a mistura das chalconas 7+8 identificada
anteriormente. Entretanto, a comparagiio em CCDA revela diferenga de Rf entre estas
fragdes.

Os espectro de RMN de *C BBD e DEPT (Figura 1.22 e 1.23) possui sinais que
permite a proposta de mistura de chalconas ou do dimero 9. Estas informagdes foram
usadas para estabelecer a estrutura da 4,2°,4°,2°>°,4>*’-pentaidroxi-3-O-4’-bichalcona
(9, Tabela 1.4) (pagina 57).

O espectro de massas de alta resolu¢iio com ionizagdo elétron spray EMAR-IES
apresentou o sinal em m/z 510.0584 [M+',15 % (calculado 510.131467) para C3oH»,Os]
do ion molecular para 9 justificando a diferenga de RF da amostra anterior (mistura das
duas chalconas). O esquema L5 (pagina 58) mostra os ions propostos para os picos
majoritarios presentes no espectro de massas de 9 (Figura 1.24).

O tratamento de 9 com diazometano serviu para confirmar a proposta do dimero,
considerando que na mistura de 7+8 teria 5 sinais de OCHj3 e no caso de 9 apareceram
apenas trés sinais de metoxila (Figura 1.26). As discussdes detalhadas dos dados
espectrométricos de RMN dos derivados desta bichalcona (I-3.1.3 d, e, /) (paginas 59,
72, 78) foram usados para confirmar a estrutura de 9.

Esta substincia estd sendo divulgada pela primeira vez na literatura
(CARVALHO et al., 2003) e foi nomeada como luxenchalcona.
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Tabela L4: Dados de RMN 'H (200 MHz) ¢ *C (50 MHz) da luxenchalcona 9
(D;CCOCD:3).

C On dc
1 - 130,18
2 7,73 (d, 2,3 Hz) 122,78
3 - 143,43
4 - 153,16
5 7,13 (d, 8,3 Hz) 118,68
6 7,63 (dd, 8,3 e 2.3 Hz) 128,69
r - 114,41
2 - 165,87
3 6,36 (d, 2,7 Hz) 103,73
4 - 167,66
5 6,46 (dd, 8,7 ¢ 2,7 Hz) 108,83
6 8,10 (d, 8,7 Hz) 131,24
1 - 129,30
27 - 7.84(d, 8,7 Hz) 131,78
3” 7,0 (d, 8,7 Hz) 117,35
4> - 161,20
5" 7,0 (d, 8,7 Hz) 117,35
6 7,84 (d, 8,7 Hz) 131,78
1 - 114,41
2 - 165,87
37 6,34 (d, 2,7 Hz) 103,73
4> - 167,66
5 6,46 (dd, 8,7 ¢ 2,7 Hz) 108,83
6 8,10 (d, 8,7 Hz) 133,63
H-a 7,85 (m) 117,35
H-0’ 7,85 (m) 117,35
H-B 7,83 (m) 144,28
H-p’ 7,83 (m) 144,28

HO-2’,HO-2"” 13,58 (sD) -

C=0 - 192,68

57



Jane22 1610 887 Cm 1614 TIEMS fiS«

509.0138 " iued
100,
%
510.0309
O-brrrrrbberne A . hiaatantno: rerrrre - - ey miz

50 100 150 | 200 | 250 300 | 350 | 400 | 450 500 | 550 600 | 650 700 = 750 ~ 800 850 = 900 950 1000

:ane22 inams 27 iRV O T TCF MEME 509 CRES-

100+ 373.0878 dafed

509.0412

l 135.0125
*! |

-
‘ 355.0829 374.0998 510.0584
v { \ 7 399.0673 g

O frreer 4 T 'vL‘Ly,y‘ Baasasanns ey ASasssiiasanasnseansanectl/|/74
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

Figura 1.24: Espectro de massas de alta resolugdo da bichalcona 9, obtido com
Ionizagdo Elétron Spray (IES) e deteccdo de ion negativo.

3 1° o
HO, o 1o U :
Oy oyt 0

|
|
OH © miz 50 b o4 - O0-

0 OH miz 135
a b
H
OH
o-

H

\
. 0

m/z 399 I O

Esquema 1.5: Proposta de fragmentago para justificar os picos (m/z) e ions negativos
de 9.

58



d) confirmacio da estrutura de 9 através da analise dos dados do éter trimetilico
da luxenchalcona (10).

O derivado metilado (10) da bichalcona foi caracterizado através da analise de
IV, RMN 'H e "*C (uni e bidimensional), NOEDIFF, NOESY e EM.

O espectro de IV (Figura 1.25) mostra bandas de absor¢io em 3410 cm’
correspondente as hidroxilas (estiramento O-H), grupamento CHj (2923 cm™ e 2851
cm™), carbonila conjugada (1638 cm™', estiramento C=0), estiramento C=C de anel
aromatico 1562,1508, 1461 cm™ e C-O (1227 em™).

Os espectros de RMN de 'H da substincia 10 (Figura 1.26, Figura .27 e Figura
1.28) mostram dois singletos atribuidos a duas hidroxilas queladas (8y: 13,45 € 13,49)
cinco sinais em 8y: 6,47 (H-3°", J= 2,2 Hz) ¢ 6,47 (H-3’, J=2,2 Hz), 6,46, 6,48 (dd, ] =
8,7 ¢ 2,2 Hz, H-5" e H-5"), 7,81 (d, J = 9,0 Hz, H-6"), 7,77 (d, J=9,0 Hz, H-6"")
pertencentes a dois sistemas ABC. Dois dubletos (J= 8,4 Hz) em 8y: 6,97 (H-3"°, 5’) e
7,62 (H-2, 6°) que corresponde a um sistema AA’BB’ e outro sistema ABC
representado por trés sinais em 7,06 (d, J= 8,4 Hz, H-5), 7,49 (dd, J= 8,4 ¢ 2,2 Hz, H-6)
€ 7,43 (d, J= 2,2 Hz, H-2). Os quatro dubletos (15,4 Hz) em 7,42, 7,49, 7,81 € 7,86 que
foram atribuidos aos hidrogénias o’, B, P’ respectivamente.és Fmgletos
correspondente a trés metoxilas emd y: 3,85 (Me0-4"""), 3,86 (MeO-4") e 3,88 (MeO-
4).

A feigdio dos sinais ¢ o ambiente quimico dos hidrogénios nas estruturas foram
correlacionados com os valores dos deslocamentos quimicos para fazer as atribuigdes
dos 6y para cada hidrogénio (Tabela I.5).

Os espectros de RMN C deste derivado mostram diferengas nos deslocamentos
quimicos de alguns carbonos que s3o consistentes com as alteragdes eletronicas
provocadas pela conversdo dos grupos hidroxilas em grupos metoxilas (CARVALHO et
al., 1993). Os grupos metoxilicos provocam uma desblindagem dos carbonos ipso C-4
(6c=153,8 10; 5c=152,8, 9). Este efeito ndo pode ser observado para os carbonos C-4’ e
C-4" (8c=166,6, 10; 6c=167,3, 9) (Figura 1.30) certamente porque os espectros foram
registrados em diferentes solventes. Os grupos metoxilas nfo atenuam a prote¢do
exercida pelo efeito mesomérico de atomo de oxigénio sobre posi¢des para e aumenta a
blindagem dos carbonos orto devido ao efeito y de protegdo da metila (RAMADAN et
al., 2000). Os carbonos C-3* ¢ C-3""", C-5> e C-5">" e 0 C-5 deste derivado 10 sofrem
prote¢do das metoxilas CH30-4’, CH30-4>>> ¢ CH30-4 quando comparados com a
substéncia natural 9 (Tabela 1.4).

A andlise do espectro de RMN bidimensional de correlagiio heteronuclear de
hidrogénio-carbono ('H-">C-COSY-'Jcy, HMQC, Figura 1.31) permitiu a atribuiciio dos
deslocamentos quimicos dos carbonos metinicos (Tabela I.5).

A analise do espectro bidimensional heteronuclear de hidrogénio-carbono de 10
(‘"H PC-COSY-"Jcy, n=2 ¢ 3, HMBC) (Figura 1.32) permitiu definir as atribui¢des dos
deslocamentos quimicos dos carbonos quaternérios (Tabela 1.5).

Os experimentos 1D (NOEDIFF, Figura 1.34) e 2D (NOESY, Figura 1.33) do
derivado metilado 10 permitiram confirmar a conexo C-3-O-C-4”’ entre os dois
mondmeros das chalconas isoliquiritigenina e 3-hidroxi-isoliquiritigenina.

Através destes experimentos confirmou-se as posigdes das metoxilas pois
quando estas foram irradiadas gerou NOE nos hidrogénios H-3’, H-3>’, H-5°, H-5""" ¢
no H-3. A conexdo C-3-O-C-4"’ foi confirmada ao irradiar a MeO-4 ¢ verificar NOE no
dubleto em 8y 7,06 (H-5, 8,4 Hz) e ndo apresentou NOE no &y 7,43 (H-2, 2,2 Hz) e,
também, ndo verificou-se NOE no dubleto em 8y 6,97 dos hidrogénios (H-3"’, H-5"’;
8,4 Hz). O sinal assinalado no espectro 2D (NOESY) confirma esta observacio.
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O espectro de massas deste produto (Figura 1.35) apresenta picos de valores de
m/z compativeis com a estrutura proposta (Esquema 1.6).

Estas andlises permitiram confirmar as propostas anteriores para 9 e 10 e definir
a estrutura da bichalcona natural 9 como 4,2’ 4’-triidroxichalcona—(3-0-4’")-2""", 4°*’-
diidroxichalcona denominada luxenchalcona e do seu derivado 10 como 2°,2°”’-
diidroxi-4,4’,4”*’-trimetoxi-3-0-4""-bichalcona. Estas substincias estdo sendo
registradas pela primeira vez na literatura no J. Braz. Chem. Soc. (2003, no prelo).
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derivado metilado 10 em CDCl;.
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Tabela L.5: Dados de RMN 1D e 2D de 'H (400 MHz) e de '*C (100 MHz) da trimetil-
luxenchalcona 10.

"H-C-COSY-'Jch "H-C-COSY-"Icy
S¢ Su (Hz) e Jen
C
] 128,4 - H-6 H-5; H-o
2 121,1 743 (d,2,2) H-p
3 144.0 - H-2 H-5
4 153,8 - H-2; H-6
5 112,9 7,06 (d, 8,4)
6 127,6 7,49 (dd, 8,4; 2,2) H-2
r 114,1 - H-3’; H-5°
2’ 1662 -
3 101,1 6,47 (d, 2,2)
4 166,6 - H-3’; H-5°
5 107,7 6,48 (dd, 9,0; 2,2)
6 131,1 7.81(d, 9,0)
17 129,3 - H-o
27 130,3 7,62 (d, 8,4) H-p’
3” 116,8 6,97 (d, 8,4)
4> 160,1 - H-2"’; H-6”
5” 116,8 6,97 (d, 8,4)
6” 130,3 7,62 (d, 8,4) H-p’
1 114,0 - H-3°"’: H-5>>
2 166,2 -
3 101,1 6,47 (d,2,2)
4 166,6 - H-3>; H-5"
5 107,7 6,46 (dd, 9.0; 2.2)
6 131,1 7,77 (d, 9,0)
o 1188 7,42 (d, 15,4)
o 119,0 7,49 (d, 15,4)
B 143,2 7,81 (d, 15,4) H-2; H-6
p’ 143.8 7,86 (d, 15,4) H-2’; H-6”
HO - 13,49; 13,45 (sl)
C=0 191,5;191,7 | ~ - H-o; H-o’ H- B; H-p’
MeO-4’34>" | 5557 x2 3,86; 3,85 (sl)
MeO-4 56.10 3,88 (s])
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e) Atribuicio dos dados de RMN'H e °C do éter-penta-O-metil-luxenchalcona
(11).

O deslocamento quimico dos hidrogénios do derivado permetilado 11 foram
atribuidos através da interpretacdo dos sinais detectados através de irradiagdo e
subtragdo de espectros (NOEDIFF). Irradiagdes na freqiiéncia dos grupos metoxilas 4,
2°, 4,2 e 4 foi possivel detectar os sinais dos hidrogénios vizinhos as mesmas
(expertmentos a, b, ¢, d, ¢ e, Figura 1.38) (Tabela 1.6). Os deslocamentos quimicos dos
demais hidrogénios foram atribuidos por comparagio com a luxenchalcona natural 9
(CARVALHO et al., 2003) e analise dos espectros 2D (COSY, Figura 1.37) que revela o
acoplamento entre os hidrogénios. A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios H-2, H-5 e H-6 de 11 foram feitos através das seguintes observagdes: a) o
sinal resultante de NOE em 6y 7,0 (d; 8,0 Hz; H-5) devido a irradiagdo em &y 3,87
MeO-4 (s, 3H). b) o sinal de acoplamento entre o hidrogénio deste sinal e do hidrogénio
com oy 7,60 (H-6 dd; 8,3; 2,0). c) sinal de interagdo de acoplamento de 8y 7,60 e dy
7,30 (d; 2,0 Hz), H-2 e H-6.

Os deslocamentos quimicos 3 6,45 e & 6,40 foram atribuidos aos hidrogénios H-
3’ e H-3"" porque ambos apareceram nos espectros resultantes da irradiagdo na
freqiiéncia de dois grupos metoxilas (experimentos a e e¢). Os experimentos b € d
revelam NOE nos sinais 8 6,51 e & 6,55 (dd) permitindo atribuir os deslocamentos
quimicos das metoxilas H3CO-4" e H3CO-4""" e os 8y dos hidrogénios H-5" ¢ H-5°". O
espectro 2D-COSY (Figura 1.37) revelou sinal de acoplamento destes hidrogénios e os
sinais em dy 6,47 e 6,44 de H-3" ¢ H-3""’. Os deslocamentos quimicos do H-6’ ¢ 6°”
foram atribuidos como 8y 7,72 e 8y 7,71 (d; 8,6 Hz) devido ao sinal de acoplamento
com o sinal em 8y 6,55 e 8y 6,51 (H-5" € 5°°”) que estdo vizinhos aos grupos metoxilas
(experimentos b e d). Os hidrogénios do sistema AA’BB’ foram atribuidos através de
comparagio com os dados da luxenchalcona e do espectro de 2D-COSY que mostra o
acoplamento entre eles. Além disso, no espectro de RMN'H do derivado 11 ndo
aparecem os deslocamentos quimicos dos hidrogénios das hidroxilas queladas HO-2’ ¢
HO-2"" em &y 13,58 (sl) que aparece na luxenchalcona 9 (CARVALHO, et al. 2003).
Isto revela que estes grupos hidroxilas foram transformados em éteres metilicos que sob
irradiagdo gerou NOE em 3y 6,47 e 8y 6,44 dos hidrogénios 3’ ¢ 3>*° (Experimentos a e
e).

O espectro de RMN"C do 11 (Figura 1.39) mostra diferengas acentuadas nos
deslocamentos quimicos de alguns carbonos que sdo consistentes com as alteragdes
eletronicas provocadas pela conversio dos grupos hidroxilas em grupos metoxila
(CARVALHO et al., 1993).

Os grupos metoxilas provocam uma desblindagem dos carbonos ipso C-4, C-2°,
C-4’, C-2>’, C-4° e ndo atenuam a prote¢do exercida pelo efeito mesomérico de
atomo de oxigénio sobre posi¢Ges para e aumenta a blindagem dos carbonos orto
devido ao efeito y de protegio da metila. Os carbonos C-3’ e C-3’** que estiio entre duas
metoxilas CH;0-2° e CH30-4’, CH;0-2>"’ ¢ CH3;0-4’>°, respectivamente, sofreram um
efeito de blindagem quando comparados ao derivado peracetilado 12 (A8 = 18,4 ppm)
(RAMADAN et al. 2000).

A tabela 1.6 (pagina 77) mostra os deslocamentos quimicos dos hidrogénios de
11 e os valores dos 8¢ detectados no espectro de RMN'*C (Figura 1.39).
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Figura 1.38: Espectro de RMN'H (200 MHz) e experimento de NOEDIFF (dupla
irradiagdo e subtragdo de espectros) da bichalcona permetilada 11 em CDCls.
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Tabela L6: Dados de RMN de 'H (200 MHz) e "°C (50 MHz) de 11 (CDCl3).

C Su (Hz) dc
1 - 128.8
2 7,29 (d; 2,0) 125.9
3 - 1444
4 - 153,0
5 7,00 (d; 8.3) 112.8
6 7,58 (dd; 8,3 € 2,0) 126.8
P - 110,3
2’ ; 160.3
3’ 6,47 (d; 2,2) 98,7
4 ; 164,1
57 6,55 (dd; 8,6 ¢ 2.2) 105,2
6 7,72 (d; 8.,6) 132.8
1 - 130,9
2 7,54 (d; 8.8) 129,9
37 6,93 (d; 8.8) 117,1
47 - 159,4
5 6,93 (d; 8.8) 117,1
6" 7,54 (d; 8.8) 129,9
1> - 1103
2 - 160,3
3 6,44 (d; 2.2) 987
4 - 164,1
57 6,51 (dd; 8,6;2,2) 105,2
6 7,71 (d; 8.6) 132,8
o 7,40 (d; 17,1) 120,4
o’ 7,40 (d; 17,1) 120,4
B 7,60 141,0
B’ 7,60 141,5
C=0« - 1904
MeO 3,82; 3,83; 3,85; 3,88 55,5; 55,7; 56,1




f) Atribuigio dos dados de RMN'H e °C do derivado acetilado da luxenchalcona

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios do derivado peracetilado 12 foram
atribuidos através da analise dos espectros de RMN'H (Figuras 1.40, 1.41 e 1.42). O
espectro de RMN'H (Figura 1.41) mostra cinco sinais de metila dos grupos acetoxilas
em oy 2,17; 2,22; 2,25; 2,31; 2,33 ppm, ndo aparecendo nenhum valor em torno de &
13,00 ppm de hidroxilas em ponte.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos do derivado 12 foram atribuidos
através da analise dos espectros de RMN'C (Figuras 1.43 e [.44) e comparagdo com
valores deduzidos a partir de calculos empiricos de §¢ para anel aromatico substituido.

Os espectros de RMN'?C do derivado 12 (Figuras 1.43, 1.44) mostram diferengas
acentuadas nos deslocamentos quimicos de alguns carbonos que séo consistentes com as
alteracles eletronicas provocadas pela conversdo dos grupos hidroxilas em grupos
acetoxila (CARVALHO et al., 1993). Com os grupos acetoxilas ocorre blindagem dos
carbonos ipso C-4, C-2°, C-4’, C-2° e C-4’>’ (devido aos efeitos y exercidos pelo
atomo de oxigénio carbonilico e pelo grupo metila da fungio acetoxila) ¢ diminuigéo da
capacidade de blindagem resultante do efeito mesomérico de dtomo de oxigénio sobre
posi¢des orto e para C-5, C-3* e C-3°*, C-5’ e C-5""" (Tabela 1.7), [meta praticamente
inalterada ou pequena blindagem]. O efeito do grupo acetoxila retirador de elétrons
(indutivo ¢ mesomérico), atenua a deslocalizacdo dos elétrons nfio compartithados do
heteroatomo, causando aumento do &¢ em orto e para (CARVALHO et al., 1993).

O espectro de RMN *C do derivado acetilado 12 mostra sinais em 8¢: 168,5 e
168,9 das carbonilas do acetato e d¢: 20,4; 20,9; 21,1 das metilas do acetato.

O deslocamento quimico dos carbonos de 12 foram atribuidos com base em
célculos empiricos € compara¢o com modelo da literatura (BARRERO et al., 1997).

Os valores basicos de 8¢ dos respectivos carbonos foram usados para os célculos
empiricos.
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Cilculos dos deslocamentos quimicos dos carbonos de 12 (SILVERSTEIN et al.

1991).

X ipso orto meta para
-OCgH; +29 -9.4 +1,6 -5,3
-OCOCH; +22.4 -7,1 -0,4 -3,2
-COC¢H; +9,1 +1,5 -0,2 +3.8

dc-1: 128,5 + 1,6 + (-3,2) = 126,9

8c-2: 128,5 + (-0,4) + (-9,4) = 118,7

Oc-3: 128,5 +29 + (-7,1) = 150,4

Sc-4: 128,5 + 22,4 + (-9,4) = 141,5

dc-5:128,5+ 1,6 + (-7,1)=123,0

8c-6: 128,5 + (-0,4) + (~5,3) = 122,8

B¢, "1 128,5+ 9,1 + (-7,1) + (-3,2) = 1273

8c-2°,2: 128,5+22,4 + (-0,4) + 1,5=152,0

SC'3’, 3
SC‘4’, 4°"
5(:-5’, 52

SC-6’, 6

: 128,5 + 2x (-0,4) + 1,5=129,2

£ 128,54 2x (-7,1) + (-0,2) = 114,1
:128,5 +22,4 + (-0,4) + 3,8 = 1543

: 128,54 (-7,1) + (-3,2) + (-0,2) = 118,0
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Comparagio de 3c com modelo da literatura (BARRERO et al., 1997).

12 Modelo da literatura (CDCIl;)
C oc dc
1’ 129,5 129,7
2 153,4 149.6
3 117,1 117,1
4 158.,8 153,4
5 119,2 125,0
6’ 130,3 130,8
3
|
-3 |
7 R 3
L ' 1 A
‘ﬂ' Tt e e e e T A ———— ... .
W fayf@%z ?@ i
gg . hhhhhhhu 5 P

Figura I. 40: Espectro de'RMN 'H (400 MHz) da substincia 12 em CDC13.
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Tabela 1.7: Dados de RMN 'H* (400 MHz) e *C (50 MHz) da bichalcona acetilada 12
comparados com a bichalcona 9.

Bichalcona Acetilada 12 Bichalcona
C on (Hz) dc d¢
1 - 129,2 130,18
2 7,07 124.1 122,78
3 - 148.0 143,43
4 - 149.,5 153,16
5 6,99-7,02 (m) 120,3 118,68
6 7,40 (dd, 8,4; 2,2) 125.8 128,69
1% - 129,5 114,41
2’ - 153,4 165,87
3’ 6,99-7,02 (m) 117,1 103,73
4 - 158,8 167,66
5 7,14 (dd, 8.4; 2.2) 119,2 108,83
6’ 7,69 (d, 8,4) 130,3 131,24
1 - 129.9 129,30
27 7,57 (d, 8,4) 130,6 131,78
3” 6,99-7,02 (m) 118,3 117,35
4> - 149,5 161,20
5 6,99-7,02 (m) 118,3 117,35
6”’ 7,57 (d, 8.4) 130,6 131,78
1’ - 129,5 114,41
2’ - 153,4 165,87
37 6,99-7,02 (m) 117,1 103,73
4> - 158,8 167,66
5 7,11 (dd, 8,4; 2,2) 119,2 108,83
(¢ 7,73 (d, 8,4) 130,3 133,63
H-a 7,23 (d, 15,8) 124,9 117,35
H-o’ 7,23 (d, 15,8) 124,6 117,35
H-B ¢ 7,49 (d, 15,8) 143,4 144,28
H-p’ 7,58 (d, 15,8) 1444 144,28
C=0 - 190,0 192,68
C= - 168,5; 168,9 -
CH; 2,17;,2,22;2,25;,2,31; 2,33 20,4; 20,9; 21,1 -

* Devido a impureza na amostra alguns sinais ndo ficaram bem definidos.
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g) Identificacio do biflavonédide 13

O biflavondide 13, isolado das folhas de Luxemburgia octandra, foi
caracterizado através da andlise de IV, RMN 'H e *C (uni e bidimensional) da
substancia natural e do derivado metilado.

O espectro de IV (Figura 1.46) mostra banda de absor¢io em 3357 cm’
correspondente ao estiramento de hidroxila quelada e em 1646 cm™ correspondente ao
estiramento de carbonila quelada e conjugada. As absor¢des em 1609, 1503 e 1440 cm™
sdo bandas atribuidas a vc=c de aromatico.

O espectro de RMN'H (Figura 1.47) mostra dois sinais de hidroxila em campo
baixo a dy: 12,13 e 12,93, indicando a presenga de duas hidroxilas queladas. A presenga
de dez sinais de hidrogénios aromaticos, incluindo dois sinais de dubletos com
acoplamento meta em &y: 6,25 (H-6) com 6,53 (H-8) ¢ 5,96 (H-6"") com 5,99 (H-8”),
descartam a possibilidade das duas unidades estarem ligadas através de um desses
carbonos. Além dos sinais citados acima ha o sinal em 6,68 (s, 1H) que pode ser
atribuido ao H-3 de uma flavona confirmando que os carbonos C-6 ¢ C-8 ndo estio
envolvidos na ligagfo entre as unidades.

A presenca de trés duplo dubletos em &y: 5,55 (12,4 € 2,9 Hz), 3,19 (17,2 ¢ 12,4
Hz) e 2,80 (17,2 € 2,9 Hz), permite sugerir que a substincia 13 possui uma unidade de
flavanona.

O anel B da unidade da flavona foi identificado pelos trés sinais de hidrogénios
em oy: 7,23 (d; 8,4 Hz; H-5"), 7,79 (d; 2,2 Hz; H-2"), 7,86 (dd; 8,4 ¢ 2,2 Hz; H-6").
Além disso, o espectro de RMN 'H também mostra dubletos em ou: 7,55 (d; 8,8 Hz;
2H-2>, 6”°) e 7,03 (d; 8,8 Hz; 2H-3""", 5°*") indicando um sistema AA’BB’ para a
unidade da flavanona.

O espectro de RMN"*C BBD e APT (Figura 1.50 e Figura 1.51) da substincia 13
mostra 28 sinais incluindo dois sinais em 8¢: 129,10 e 117,39 que correspondem a dois
carbonos cada, oito carbonos sp2 (CH), dois carbonos sp3 em dcy: 79,56 € dcua: 43,46,
catorze carbonos sp’ quaternarios (4 C e 10 C-0O) e dois grupos carbonilicos em 8¢:
183,04 € 196,93 (Tabela 1.8). Estes 8¢ sdo compativeis com os deslocamentos quimicos
de carbonila de uma flavona e uma flavanona confirmando as dedugdes anteriores.

A andlise do espectro de RMN bidimensional de correlagiio heteronuclear de
hidrogénio-carbono ('H,"*C-COSY-"Jcu, HMQC, Figura 1.52) permitiu a atribuiggo dos
deslocamentos quimicos dos carbonos metinicos de 13.

A jun¢do 3°-0-4""’ entre as unidades foi proiposta com base nas posi¢Ges livres
deduzidas pela analise dos espectros de RMN'H e *C e foi confirmada pela obtengdo
do derivado metilado 14.

A anilise dds espectros de NOESY (Figura 1.53 e Figura 1.54) mostra intera¢des
espaciais entre os hidrogénios 8y 7,55 (d, H-2’"’e H-6""") do sistema AA’BB’ com os
hidrogénios em &y 5,5 (dd, H-2""), 8y 2,8 (dd, H-3"" eq) e 8y 3,19 (dd, H-3”’ ax) da
flavanona indicando que o sistema AA’BB’ pertence a unidade da flavanona. E
interacdo dos hidrogénios 8y 7,79 (d, H-2") e &y 7,86 (dd, H-6") do sistema AB com o
hidrogénio 8y 6,68 (s, H-3) peymite incluir o anel B trisubstituido na flavona.

A tabela 1.8 (pagina 96) contém as atribui¢des dos deslocamentos quimicos de
13 comparados com a 2”’,3”’-diidroochnaflavona isolada de Luxemburgia nobilis
(OLIVEIRA et al., 2002).
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Tabela 1.8: Dados de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) do biflavonéide 13
(D;CCOCD3) comparados com a 2°’,3”’-diidroochnaflavona (DMSO-dg) (OLIVEIRA et

al., 2002).
Biflavonoide 13 2>°,3”’-diidroochnaflavona

C d¢ oy (Hz) Oc Ou

2 164,98 - 163,94 -

3 104,80 6,68 (s) 103,91 6,62 (s)

4 183,04 - 182,22 -

5 163,35 - 161,80 -

6 99,80 6,25 (s) 99,51 6,11 (d; 2,0)
7 165,31 - 164,80 -

8 94.84 6,53 (s) 94,64 6,37 (d; 2,0)
9 158,77 - 157,82 -

10 105,38 - 104,29 -

1’ 124,38 - 122,72 -

2’ 121,11 7,79 (d; 2,2) 121,22 7,62 (d; 2,0)
3’ 144,02 - 142,88 -

4 153,91 - 153,84 -

5 118,82 7,23 (d, 8.,4) 118,41 7,06 (d; 7,8)
6’ 125,37 7,86 (dd; 8.4 ¢ 2,2) 125,35 7,71 (dd; 7,8 € 2,0)
2 79,56 5,55(dd; 12,4¢ 2,9) 78,57 5,39 (dd;12,7¢ 6,0)
4> 196,93 - 196,48 -

57 164,17 - 163,45 -

6 96,96 5,96 (s) 96,58 5,81 (d; 2,0)
7 167,43 - 167,14 -

8 95,94 5,99 (s) 95,62 5,82 (d; 2,0)
9 163,35 - 163,28 -
10> 105,38 - 102,30 -

1’ 134,18 - 132,77 -
2 129,10 7,55 (d; 8,8) 128,80 7,36 (d; 7,8)
3 117,39 7,03 (d; 8,8) 116,30 6,83 (d; 7,8)
4 159,08 - 158,45 -
5 117,39 7,03 (d; 8.,8) 116,30 6,83 (d; 7,8)
6’ 129,10 7,55 (d; 8,8) 128,80 7,36 (d; 7,8)
HO-5,5 - 12,13¢ 12,93 - 11,99¢ 12,71
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h) Identificacio da 2°°,3”’-diidroochnaflavona metilada (14).

O espectro de RMN'H (Figura 1.55) do derivado metilado 14 mostra dois sinais
de hidroxila em campo baixo a 8y: 12,01 e 12,71, indicando a presenga de duas
hidroxilas queladas e trés sinais em Jy: 3,81; 3,87; 3,93 correspondentes as metoxilas
4,7e7”.

As figuras 1.56 a-e representam expansdes do espectro de RMN'H (Figura 1.55)
com as atribui¢des dos deslocamentos quimicos dos respectivos hidrogénios de 4°,7,7-
trimetil-diidroochnaflavona. A formag¢do deste produto com tratamento com
diazometano confirma a proposta do dimero. Se fosse mistura de dois flavondides o
espectro de RMN do produto metilado apresentaria cinco metoxilas. Outra informag&o
deduzida com este produto € a confirmagéo da ligagdo 3°-O-4"" entre as duas unidades.
Se houvesse OCH3 em 3’ 0 8¢ do CH-2’ seria menor do que & 119,4 ppm, devido ao
efeito y deste grupo. A semelhanca dos &y € 8¢ de 14 e os valores da literatura (Tabela
1.9, pagina 102) confirma a proPosta estrutural.

O espectro de RMN '*C PND (Figura 1.57, Figura 1.58 e Figura 1.59) da
substincia 14 mostra 28 sinais, incluindo dois sinais em &¢: 127,85 e 117,10, que
correspondem a dois carbonos cada, oito carbonos sp2 (CH), cinco carbonos sp3 em Ocy:
78,80, Scup: 43,28 e trés metoxilas em d: 55,70, 55,81 e 56,27 catorze carbonos sp2
quaternarios (4 C e 10 C-O) e dois grupos carbonilicos em 8¢: 182,29 e 195,71.

Além desses dados, podemos comprovar a formacdo do produto 14 através dos
valores dos carbonos C-5°, C-6, C-6’°, C-8, C-8”” que estdo com deslocamento quimico
menores quando comparados com o biflavonoide origianal 13, devido a prote¢do gama
das metoxilas 4°, 7, 7°’ (Tabela 1.9, pagina 102).
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Tabela 1.9: Dados de RMN 'H (400 MHz) ¢ '3C (100 MHz) do biflavonoide 14
(CDCl3) comparados com a trimetil-2”’,3’-diidroochnaflavona (CDCl;) (OLIVEIRA et

al., 2002).
Derivado 14 di’ilzil:(l:)itl:lllzziﬂilona
C 5c Sn (Hz) 5¢ on
2 163,01 - 162.54 i
3 104.88 6,53 (5) 106,75 6,51 (s)
4 182,30 i 182,64 i
5 162.16 - 158.97 ;
6 98,17 6,37 (d; 2.2) 98,36 6,50 (5)
7 165,54 i 164.71 i
8 94,28 6,46 (d: 2.2) 94.15 6,17 (5)
9 157.96 . 158.00 i
10 105,54 i 106,00 }
T 123.89 i 123.00 ;
> 119,40 7,55 (d; 2.2) 120.75 7,64 (s)
3 14478 - 123,00 i
e 154.60 i 153,69 :
5 12,9 7,13 (d; 8.8) 113,85 7,21 (d; 8,0)
6 124,33 774 (dd; 88€22) | 125.12 7.80 (d; 8,0)
2 78,80 SAL(dd; 132¢2.9) | 7517 5.42 (dI; 12,0)
_ 2,70 (d; 16.0)
3% 4328 32,’1813 (ﬁ’ 1177”22: 123”92)) 43,01 | 3,04 (dd; 12,0  16,0)
4 195.71 . 196,84 3
5> 164,16 : 163,85 3
6 95,17 6,06 (d; 2.2) 95,03 5,92 (s)
7> 168,00 : 168,39 -
8> 92,67 6,08 (d; 2.2) 92,83 5,89 (s)
9 162,74 : 166,19 3
107 101,03 i 101,00 -
1 132,81 3 131,51 3
2 127.89 7.43 (d; 8.8) 128,56 7,38 (d; 8,0)
37 117,10 7,01 (d; 8.8) 116,32 6,83 (d; 8.0)
e 157,62 : 155,69 :
5% 117,10 7,01 (d; 8.8) 116,32 6,83 (d; 8,0)
6" 127,89 743 (d; 8.8) 128,56 7,38 (d; 8,0)
MeO-7 55,70 3,93 55,38 3,78 (s)
McO-4° 56,22 381 56,11 3,70 (s)
McO-7" 55,81 3,87 55,76 3,77 (s)
HO-5, 5 3 12,01 ¢ 12,71 3 11,88 ¢ 12,66
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g) Identificacio da mistura de flavonéides C-glicosilados 15a e 15b.

Os espectros de RMN'H (F igura 1.61) da fragdo contendo 15 apresentou quatro
sinais simples de oy dos hidrogénios do anel A e do H-3 de flavondides. O espectro
(Figura 1.61) mostra os sinais em & 6,22 e 6,62 com menor intensidade do que os sinais
0 6,52 e 6,68. Isto revela a presenca de dois componentes com diferentes grupos
substituintes. O sinal em & 3,88 (s) no espectro de RMN'H representa um grupo
metoxila e o dubleto em & 4,71 (9,9 Hz) pode ser atribuido ao hidrogénio do carbono 1
de um C-glicosideo. Os sinais entre & 63,2 ¢ & 82,9 no espectro de RMN"*C permitem
sugerir a presenga de uma unidade de agucar na molécula. A intensidade destes sinais
comparada com os demais dcy da amostra permite propor um mistura de substincias
contendo o mesmo carboidrato.

A comparagdo destes valores com os deslocamentos quimicos de modelos da
literatura (Mod-1, Mod-2, Mod-3, Mod-4, Tabela 1.10, pagina 105) permitiu verificar
que 15a e 15b estdo compativeis com os modelos Mod-4 e Mod-2, respectivamente
(Tabela L.11 pagina 106). Os demais sinais sdo compativeis com os valores dos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios do sistema ABC do anel B de flavonoides
dioxigenados. A mesma comparagdo foi feita com os valores de 8¢ (BBD e DEPT,
Figuras 1.62, 1.63 ¢ 1.64) da mistura com os valores dos padrdes da literatura (CHENG
et al., 2000, PALME et al., 1994 ¢ AGRAWAL ef al., 1989). Os 8¢ e 8¢y em 106,2,
99,6 € 96,0 sdo proximos dos 3¢ € dcy dos padrdes (Mod-4 e Mod-2), respectivamente.
A unidade de C-glicose foi proposta através de comparagio dos ¢y de 15 com valores
descrito na literatura Tabela .11 (PALME et al., 1994). Desta comparagio pode-se
propor para 15a e 15b as estruturas da 5,7,3”,4’-tetraidroxi-8-C-glicopiranosil-flavona e
5,3’,4’-triidroxi-7-metoxi-8-C-glicopiranosil-flavona, respectivamente.

O espectro de RMN'H (Figura 1.65) e de >C (Figura 1.66) é de uma fragio
seguinte a que contém a mistura de 15. Os sinais em &y 6,22 (H-6), 6,61 (H-3), 8¢y 99,7
(C-6) e 3¢ 103,6 (C-3 e C-8) sdo mais intensos nos espectros de RMN'H e '°C
respectivamente, sendo portanto, 15a o componente em maior quantidade nesta fragéo.

OH O
15a: R=H
15b: R=CH,
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Figura 1.60: Modelos de substidncias usados para comparar com a mistura de
substancias da fracgdo 15.

OH O
15a: R=H
¢ 15b: R=CH,
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Tabela 1.10: Dados de RMN'H e >C dos modelos: Mod-1 (AGRAWAL eral., 1989 ¢
AGRAWAL et al., 1981), Mod-2 (DMSO-d¢) (CHENG et al., 2000), Mod-3 (DMSO-
d¢) (CHENG et al., 2000), Mod-4 (PALME et al.1994).

Mod-1 Mod-2 Mod-3 Mod-4
C On dc oy dc Oy dc dy dc
2 - 164,5 - 163,5 - 163,7 - 165,3
3 | 669 | 1033 | 646(s) | 1027 | 6.83(s) | 103.0 | 6.60(s) | 102,6
4 - 182,2 - 182,3 - 181,8 - 182,8
5 - 161,0 - 161,2 - 159,5 - 160,8
6 | 622 | 992 | 677() | 951 - 1096 | 6.23(s) | 99.0
7 - 164,7 - 164,3 - 164,9 - 162,1
8 | 647 | 930 - 1049 | 6.86(s) | 90.1 - 104.3
9 - 162,2 - 155,3 - 156,7 - 160,9
10 - 104,4 - 104,3 - 104,1 - 104,3
r - 123.5 - 121,7 - 121,0 - 121,9
2 7,43 | 1138
3 - 146,2
4 - 150,1 -
5’ 6,92 | 116,4
6’ 7,44 | 122,1
DR
27 - 71,0
3 - 78,7
4>’ - 71,5
57 - 81,9
6” - 61,2
OCH;| 56,0 3,84 (s) 56,0 56,2 - -
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Tabela I.11: Dados de RMN 'H (400 MHz) (DMSO-dg) e *C (50 MHz) (metanol-dy)
da mistura dos flavonodides 15a ¢ 15b comparados com os modelos Mod-4 ¢ Mod-2,
respectivamente.

15a Mod 4 15b Mod 2
C 5[{ Hz 5(: 5(; 8]{ SC 8C
2 - 166,5 | 1653 - 1669 | 163,5
3 662(s) | 1035 | 1026 | 652( | 1035 | 1027
4 - 1840 | 182.8 ; 1842 | 1823
5 ; 162,6 | 1608 ; 1634 | 1612
6 6,22 (s) 996 | 99,0 6,68 (s) 960 | 95.1
7 - 1655 | 162,1 ] 1652 | 1643
8 - 1062 | 1043 ; 1062 | 104.9
9 - 1572 | 160,9 - 1572 | 1553
10 ; 1060 | 1043 . 1060 | 1043
1’ - 123,7 - 123,7
2 | 748(d,2,0) | 1149 7,48(d,2,0) | 1149
3 ] 147,0 - 147,0
& - 151,0 - 151,2
5° | 6.84(d,84) | 1167 6,84 (d, 8,4) | 116,7
o | 754 (8% 20¢ | 510 7,54 (scfi’) 20¢ | 510
17 | 471,99 | 75.1 73,6 | 4,71(d,9,9) | 75,1
2 722 | 710 72,2
37 803 | 787 80,3
4 78 | 715 72.8
5 829 | 819 82,9
6 632 | 612 63,2
OCH; " - ) 3,88 (s) 569 | 56,0

15a: R=H
15b: R=CH,
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] CAPITULO II
ESTUDO QUIMICO DO LATEX DE Parahancornia amapa
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IL.1. Constituintes quimicos isolados do litex de Parahancornia amapa
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I1-2. Isolamento e purificacio dos constituintes

O latex de Parahancornia amapa foi coletado de um espécime identificado pelo
botdnico Benedito Vitor Rabello no estado do Amapa, Brasil. Uma exscicata desta
espécie (n° 07231) esta depositada no Herbario Amapaense (HAMAB) da Divisdo de
Botanica do Museu Angelo Moreira da Costa Lima, Instituto de Estudos e Pesquisas do
Amapa (IEPA), Macapa-AP, Brasil.

O latex liofilizado de Parahancornia amapa foi submetido

hexano, diclorometano, acetona e metanol.

Latex Liofilizado
PALA 102¢g

- Hexano
- Evaporagéo

Extrato Hexanico
(PALAH 37g)

v

20-22 (a-d)

[1d

[ ]

- Diclorormetano

- Evaporacéo

Extrato diclorometano
(PALAD 30g)

v

20-22 (a-d)

Torta Il

- Acetona

a extracdo com

- Evaporagéo

Extrato de Acetona
(PALAA 25g)

- Metanol

- Metanol

- Evaporagéo

Extrato Metanélico
{PALAM 20g)

Agua Mse
(PALAAM 10 g)

Precipitado
(PALAAP 13 g)

Sephadex LH-20 ¢
16,18¢e 19

Esquema II.1- Marcha para o isolamento das substancias do latex de Parahancornia

amapa.
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a) PALAA (Parahancornia amapa Latex Acetona)

A fragdo obtida com acetona, PALAA, foi solubilizada com metanol e a parte
soluvel (PALAAM) foi submetida a uma filtracdo com sephadex LH-20 usando
metanol como fase moével, obtendo-se 30 fragdes. A fragdo 22 desta coluna forneceu um
material pastoso (100 mg) cuja analise dos dados de IV, RMN 'H ¢ *C (PND e DEPT),
técnica de RMN 2D, espectro de massas e comparagiio com dados da literatura (KHAN
et al, 1992) permitiu identificar o feniletandide 16. Esta substancia foi isolada dos frutos
de Forsythia suspensa (Oleaceae) e de Martynia louisiana (Martyniaceae) e é conhecida
como cornosideo (JIMENEZ, 1994). O novo derivado (17, 30 mg) foi obtido através do
tratamento de 16 (50mg) com anidrido acético/piridina. O produto foi identificado
através da andlise dos dados espectrométricos. Outros componentes 18 ¢ 19 foram
identificados como impureza em fra¢des contendo 16.

b) PALAH (Parahancornia amapa Latex Hexano)

Esta fragdo foi analisada através de técnicas espectrométricas de RMN 'H e "°C
e foi constatada uma mistura de ésteres de lupeol, B-amirina e a-amirina 20-22 (b-d).
Estes constituintes ja foram identificados nesta espécie em estudos anteriores
(CARVALHO et al., 2001 e SOBRINHO et al., 1991).
¢) PALAD (Parahancornia amapa Latex Dicloro)

Esta fragfio foi analisada através de técnicas espectrométricas de RMN 'H e °C
e foi constatada uma mistura de ésteres de lupeol, B-amirina e a-amirina 20-22 (b-d).
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I1-3. Resultados e discussdo

I1-3.1. Determinacio estrutural dos constituintes
I1-3.1.1. Feniletanodides

a) Identificag¢io do cornosideo

O espectro de IV da substancia 16 (Figura II.1) revela bandas de absor¢io para
grupo hidroxila (3378 cm™, estiramento O-H), banda fraca de vcy de grupamentos CH,
e CH; (2923 cm’™"), carbonila conjugada (1666 cm’1), C=C conjugada (1622 cm™) e ve.o
de alcool e éter (1075 cm’™).

O espectro de RMN 'H da substancia 16 apresenta dois dubletos (J= 8,4 Hz) em
du: 6,13 (H-3, 5) e 7,03 (H-2, 6) que corresponde a um sistema AA’BB’, hidrogénios
metilénicos em dy: 2,07 (H-7); 3,7 ¢ 4,0 (H-8a ¢ 8b) e sinais em &y: 3,1-4,0 (m) que
pode ser atribuidos a hidrogénios de unidade de carboidrato.

A anilise dos espectros de RMN "*C (BB e DEPT, Figura I1.3 e I.4) permitiu
identificar 14 sinais de carbono entre os quais nove metinicos, dois quaternarios e trés
metilénicos. A presenga da dienona contendo um C-O quaternario e dois CH; sendo um
oxigenado conduziu a procura de sistemas semelhantes na literatura e verificou-se
serem compativeis com derivados estruturais de feniletandides. Os dados de RMN"*C
comparados com os valores de feniletandides descritos na literatura (KHAN et al.,
1992) foram semelhantes ao  1-hidroxi-4-ceto-2,5-dien-cicloexil-1-etilano-O-
glipiranosideo 16 isolado de Parahancornia amapa (Tabela II.1). Esta proposta foi
confirmada através da andlise do espectro de massas (Figura II.5, Esquema I1.2). Os
sinais adicionais (x) presentes nos espectros de RMN'’C (Figura IL.3 e Figura IL.4)
sugerem a presenga de outros componentes na amostra analisada. Esta substincia esta
sendo registrada pela primeira vez em Apocynaceae.
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Figura IL.1- Espectro de IV da substincia 16 (cornosideo).
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0
HO o of _ai_,
HO
m/z 316 (4) H HO =
m/z 136 (100)
H O
O 1
LI -
m/z 154 (94) m/z 123 (11)

Esquema I1.2 : Fragmentacio de massas da substincia 16.

Tabela I1.1: Dados de RMN 'H (200 MHz) e Be (50 MHz) do cornosideo 16 (metanol-
d4) comparados com a literatura (KHAN et al., 1992).

C oc On d¢ Literatura
1 69,2 - 69,2
2 1544 7,03 (d; 8,4 Hz) 154,3
3 127,7 6,13 (d; 8,4 Hz) 128,0
4 188,0 - 187,8
5. 127,7 6,13 (d; 8,4 Hz) 127,9
6 1544 7,03 (d; 8,4 Hz) 154,3
7 40,7 2,07 (m) 41,0
8 65,6 4,0 (m); 3,7 (m) 65,9
1’ 103,9 4,4 (d; 8,0 Hz) 104,9
2’ 74,7 3,2(d; 7,8) 75,5
3’ 71,7 3,4 (m) 71,9
4’ 713 3,35 (m) 71,8
5 77,5 3,4 (m) 75,0
6 62,5 3,8 (m) 64,6
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b) Identifica¢iio do derivado acetilado do cornosideo (17)

O tratamento de 16 com anidrido acético e piridina forneceu o tetra-O-acetil-
derivado 17 que esté sendo re%istrado pela primeira vez na literatura.

O espectro de RMN 'H (Figura I1.6) do derivado acetilado 17 mostra que os
hidrogénios 2°, 3’ € 4’ sofreram um deslocamento para campo baixo devido ao efeito
retirador de elétrons dos grupos acetatos e mostra sinais em 2,0 a 2,1 ppm devido aos
hidrogénios das metilas dos grupos acetoxilicos.

O espectro de RMN de “C (Figura I1.7) mostra a presenca de carbonos em torno
de 20 ppm que sdo atribuidos as metilas e carbonos em 169,3 de carbonilas do grupo
acetoxila de 17. Os demais sinais assinalados no espectro Figura I1.7 ¢ I1.8 confirma a
presencga do produto 17 (Tabela I1.2).
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Figura IL6: Espectro de RMN 'H (200 MHz) do derivado acetilado 17 em CDCl,.
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Tabela I1.2: Dados de RMN 'H (200 MHz) e >C (50 MHz) do derivado acetilado 17
(CDCl3) comparados com dados do original 16.

Derivado acetilado 17 16
C d¢ ou (Hz) d¢
1 61,9 - 69,2
2 147.8 6,8 (d, 8,0) 154,4
3 128,6 6,2 (d, 8,0) 127,7
4 188.0 - 188.,0
5 128.6 6,2 (d, 8,0) 127,7
6 147,8 6,8 (d, 8,0) 154,4
7 39,0 2,2 40,7
8 63,9 3,9 65,6
I 100,3 4,4 (d, 8,0) 103,9
2’ 71,1 4,9 (d, 8,0) 74,7
3’ 72,7 5,1 77,7
4 68,4 5,0 71,3
5’ 71,8 3,7 77,5
6’ 61,7 4,1-4,2 62,5

CH3; 20,5-20,7 2,0-2,1 -
C=0 169,3 - -

5

6

HO
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~188.0135

¢) Identificagiio da mistura das substancias 16, 18, 19.

A presenga de sinais adicionais no espectro de RMN (Figura I11.9) permitiu
deduzir a presenga de outros componentes na amostra analisada. Estes valores foram
analisados e sdo compativeis com a proposta de outros feniletandides 18 ¢ 19 na
amostra, sendo que de acordo com as intensidades dos dcy da unidade de carboidrato
um destes componentes poderd, também, estar na forma de glicosideo

A perda de OH de 16 e formagdio do fenol gera a substincia 18 que foi
identificada na amostra analisada através de CG-EM (Figura I11.2, esquema I1.3). Nesta
amostra pode estar presente também 19a, que pode gerar 19 com aromatizagio do fenol.
Esta amostra foi injetada no CG (Figura I.11) e os espectros de massas de cada pico
foram obtidos (Figura 11.12, Figura I1.13, Figura 11.14). Esta analise permitiu identificar
os componentes 18 (m/z 138, M") entre outros picos (Figura I1.2, esquema IL3),
certamente ele ocorre na forma glicosilada e durante o aquecimento ocorre a eliminagéo
deste grupo. Os valores de 8¢ e d¢cu adicionais no espectro de RMN"C justifica esta
proposta (Tabela 11.3). O componente 19 pode se formar na solugéio cloroférmica a
partir de 19a (Esquema I1.3) que foi detectado no CG-EM (Esquema 11.4). A presenca
de 16 na amostra foi confirmada com a obten¢fo do espectro (Figura I1.14).

N NoEY NN [
o~ (oS o~ =~ [ o [
SRS ¥ 238 L/ S 3 SRB B RISILHRNY 98333
NRe B d Rans  ~xon o FNT =~ B EFORRNE FTASNAD
527 53 SERE Essr  oag SRISESEIzeRsE 338523
nonn oY nnoan alaabadond 22 5 N NN N NS v A A 5
R SN ~ VS e e
1 R 3
~ 4
ﬂ HO 3 < 3
L,
2 6 4
OH
“\;\3;/() 4\ OH 1 3 |
3
u 7 i
3 2
2] 6‘

R=H ou R=glicose

— 35.9902
——31.6233

(ppm)

Figura IL.9: Espectro de RMN de 13C (50 MHz) da mistura das substancias 16, 18 € 19
em metanol-dy.
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Tabela I1.3: Dados de RMN 'H (200 MHz) e *C (50 MHz) das substéncias 18 e 19
(metanol-ds) comparados com dados da literatura (KHAN ef al., 1992 e IDA et dl.,
1994).

18 Literatura 19
oc d¢ dc
1 130,5 130,5 127,0
2 130,8 130,9 114,7
3 116,0 116,2 150,7
4 156,2 156,8 149,0
5 116,0 116,9 116,9
6 130,8 130,6 118,2
7 36,0 36,5 31,6
8 70,4 72,4 71,2
1’ - - 103,8
9’ - - 74,7
3° - - 77,6
4 - - 71,2
5° - - 77,4
6’ - - 62,4
OCH; - - 57,6
kCounlsj | RIC all PAla AM-23.SMS
700
6001 . 16
-
4oo§ 19a
! 118 x
| CX :
200 E ’;5‘:
100 | | '
O e
25 50 75 ‘ 100 R A

o minutes
Segment 2

Figura IL.11: CG da amostra PALAAM 23 (mistura das substéncias 16, 18 ¢ 19a)
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Figura I1.12: Espectro de massas da substéncia 18.
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Figura I1.13: Espectro de massas da substincia 19a.
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Figura IL.14: Espectro de massas da substancia 16.

I1-3.1.2. Esteres de Triterpenos

A comparagdo dos espectros de RMN B¢ (Figura I1.16) com dados da literatura
(SOBRINHO et al., 1991; BARRETO et al., 1998 e VELLOSO, 1998) permitiu
identificar os sinais representantes de atomos de carbono metilicos, metilénicos,
metinicos e quaternarios. Os deslocamentos quimicos dos carbonos em d¢ 1449 e
1241, 139,4 e 124,9 ¢ 150,3 (C) e 109,3 (CH;) foram atribuidos a 4tomos de ligagéo
dupla e sdo compativeis com triterpenos pentaciclicos das séries oleanano, ursano e
lupano. Os sinais intensos no espectro de RMN"C (8c: 150,3 e dcpz: 109,3) juntamente
com outros siffais do lupeol garante a presenca majoritaria da mistura de ésteres acil
lupeol (20 b-d). Os sinais assinalados no espectro de hidrogénio (Figura II.15) estdo de
acordo com as estruturas 20, 21 e 22 (b, ¢) na fracdo analisada. Estruturas semelhantes
foram isoladas anteriormente de Parahancornia amapa (SOBRINHO et al., 1991;
CARVALHO et al., 2001 e VELLOSO, 1998). A auséncia de oy em 3,5 sugere a
presenca de ésteres dos triterpenos 20, 21 e 22. A tabela 1.4 mostra os d¢ dos
triterpenos comparados com valores da literatura. Esta amostra devera ser submetida a
hidrélise para definir a unidade acila.
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Tabela I1.4: Dados de RMN *C (50 MHz) das substancias 20a, 21a e 22a comparados

com os dados da literatura do lupeol, B-amirina e o-amirina (SOBRINHO et al., 1991 ¢
BARRETO et al., 1998).

C 20a Lupeol 21a B-amirina 22a o-amirina
1 38,2 38,7 38,7 38,7 37.8 38,7
2 273 27,4 27,3 273 273 272
3 78,6 78,9 78,6 79,0 78,6 78,3
4 39,4 38,8 38,2 38,8 38,7 38,7
5 55,2 55,3 55,2 55,3 55,2 55,2
6 18,1 18,3 18,1 18,5 18,1 18,3
7 34,1 34,2 32,7 32,8 32,7 32,9
8 40,7 40,8 39,5 38,8 39.8 40,0
9 50,2 50,4 47,8 47,7 47,8 47,7
10 36,9 37,1 37,6 37,6 36,9 36,9
11 20,8 20,9 23,6 23,6 233 23,3
12 249 25,1 121,5 121,8 1242 1243
13 37,9 38,0 1449 145,1 139,4 139,3
14 42,8 42,8 41,6 41,8 41,6 42,0
15 27,3 27,4 26,2 26,2 28,7 28,7
16 35,4 35,5 26,8 27,0 26,5 26,6
17 42,8 43,0 32,1 32,5 33,5 33,7
18 48,1 48,2 47,5 47,4 58,9 58,9
19 47,8 47,9 46,6 46,9 39,5 39,6
20 150,3 150,9 31,8 31,1 39,5 39,6
21 29,8 29,8 34,6 34,8 31,1 31,2
22 398 40,0 37,6 37,2 41,6 41,5
23 27.8 28,0 28,2 28,2 28,2 28,1
24 15,8 15,4 15,8 15,5 15,8 15,6
25 16,0 16,1 15,6 15,6 15,6 15,6
26 15,8 15,9 16,4 16,9 16,4 16,8
27 14,3 14,5 26,2 26,0 23,3 23,3
28 17,8 18,0 28,6 28,4 28,2 28,1
29 109,3 109,3 . 33,2 33,3 17,4 17,4
30 19,2 19,3 23,6 23,7 21,3 21,3
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CAPITULO I
ESTUDO QUIMICO DE Laseguea erecta
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I11.1- Constituintes quimicos isolados de Laseguea erecta

CH;0 N
HO O 0]
23
HO
CH30

136



I11-2. Isolamento e purificacio dos constituintes

O material vegetal da espécie Laseguea erecta foi coletado no Morro de Séo
Sebastido, Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil e autenticado pelo técnico Jorge L. Silva.
Uma exsicata desta espécie (n° 6732) estd depositada no Herbario OUPR-UFOP,
Instituto de Ciéncias Exatas e Biologicas da Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro

Preto -MG, Brasil.

O caule de Laseguea erecta foi triturado e submetido a extragdo com hexano,
cloroférmio e metanol. O extrato metanolico foi submetido a parti¢do com solventes e
as fragdes foram processadas por técnicas cromatograficas para isolamento das

substancias naturais (Esquema

1.1).

Extrato metandlico
LECM (11,6 g)

- Metanol + agua (9:1)

Torta Hl

- Hexano
Fragao hexanica Torta |
LECMH (187 mg)
-Diclorometano
Fragdo diclorometano
LECMD (2,0 g)
Cromatografia em
coluna
23,25e 26

-Acetato de etila

Fragéo acetato de etila
LECMA (270 mg)

Residuo

Esquema III.1- Marcha para o isolamento das substéncias do caule de Laseguea erecta.
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a) LECMA (Laseguea erecta Caule Metanol Acetato)

A fracio LECMA (270 mg) foi acetilada com anidrido acético/piridina (1:1),
fornecendo 336 mg da fragio LECMAAC, esta fragdo foi submetida a cromatografia em
coluna rapida obtendo 6 fragdes. A fracdo LECMAAc-1 foi analisada através de
técnicas espectrométricas de RMN'H, IV e foi identificado o acetato de lupeol. Esta
proposta foi confirmada através de compara¢do com padrio usando CCDA.

b) LECMD (Laseguea erecta Caule Metanol Diclorometano)

O extrato LECMD (2,0 g) foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel
obtendo-se 24 fragcdes que foram analisadas com CCDA e IV e as fragdes menos
complexas foram analisadas com RMN 'H, *C (1D e 2D) e NOESY. Através destas
analises conclui-se que nas fragdes LECMD 1-3, LECMD 1-6 ¢ na fragdo LECMD 5-3
estdo presentes os constituintes 23, 25 e 26, respectivamente. Foi obtido o derivado
metilado 24 através do tratamento de 23 com diazometano.
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I11I-3. Resultados e discussio
II1-3.1. Determinacio estrutural dos constituintes
I11-3.1.1. Cumarina (escopoletina)

O espectro de IV da substancia 23 (Figura IIL.1) revela bandas de absorg:ao para
grupo hidroxila (3442 cm™, estiramento O- -H), grupamento CH3 (2923 cm™), carbonlla
conjugada (1642 cm™), C= C aromatlco (1517 em™, 1421 ecm™) e C-O (1033 cm™).

O espectro de RMN 'H (Figura III. 2) da substanma 23 apresenta dois dubletos
(J= 9,4 Hz) em &y: 6,2 (H-3) e 7,8 (H-4) e dois singletos em &y: 6,7 (H-8) e 7,1 (H-5)
que correspondem a hidrogénios aromaticos e sinal em dy: 3,9 de 3H de grupo metoxila.
O sinal em 8,5 (sl) foi atribuido ao OH fendlico.

O espectro de RMN *C (Figura II1.3) da substéncia 23 mostra deslocamento
quimico de dois carbonos de olefina em 8¢: 113,3 (C-3) e 143,8 (C-4), carbonila em §¢:
161,0 e dois carbonos oxigenados em &¢: 144,0 € 150,0.

O espectro '"H'H-COSY (Figura II1.4) mostra o acoplamento do hidrogénio H-4
com o H-3 do sistema AB da substincia 23.

O espectro de massas (Figura III.5) apresenta picos cujos valores de m/z sdo
compativeis com a estrutura proposta para 23 (Esquema I11.2).

Estes dados foram atribuidos a estrutura 23 e comparados com os dados da
literatura (SANKAR et al., 1982) atribuidos para a 7-hidroxi-6-metoxi-2H-1-
benzopiran-2-ona. Esta substéncia foi isolada de Guarea rhophalocarpa e é conhecida
como escopoletina (CAMACHO et al., 2001).
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Figura IIL.2: Espectro de RMN 'H (200 MHz) da substincia 23 em metanol
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Figura IIL.4: Espectro de RMN 'H (HOMOCOSY, 200 MHz) da substincia 23 em

metanol-dy.

Tabela IIL1: Dados de RMN 'H (200 MHz) (metanol-ds) e '*C (50 MHz) (CDCls) da
substéncia 23 comparados com a literatura (SANKAR et al., 1982).

>

Escopoletina 23 Literatura
C dc ou (Hz) d¢
2 161,0 - 160,4
3 113,3 6,2 (d; 9,4) 111,5
4 143,8 7,8 (d; 9,4) 1442
5 1074 7,1 (s) 109,4
6 1440 - 145,0
7 150,0 - 150,9
8 103,2 6,7 (s) 102,6
9 149,7 - 149,3
10 111,0 - 110,4
OCH; 56,4 3,9 (s) 55,9
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Esquema I11.2: Fragmentagio de massas da substancia 23.
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O derivado metilado da escopoletina (24) foi identificado através da andlise do
espectro de RMN 'H Aparecem dois valores em &y 3,86 e dy 3,94 de duas metoxilas,

confirmando a metilagdo da hidroxila dy 8,54 de 23.
O espectro de NOEDIFF (Figura II1.7.a-d) serviu para garantir os deslocamentos

quimicos dos grupos metoxilicos e dos dy do H-6 ¢ H-8.

5
3] CH;0_ 10 OCH,
7 2
CH;0 "™~0" S0

MUMMMMMENEE N AT OO DR DO RN N NN AN NN

(Millions)
¢
=
&
r
3
T x
3
f
=
k_
?

] W *» marte vune REBRAm - 35X

X
CHzClz ¥
Figura IIL6: Espectro de RMN 'H (400 MHz) da substancia 24 em D;CCOCDs.
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1I1-3.1.2. Lignana

O espectro de RMN 'H da substéncia 25 (Figura II.9) apresentou hidrogénios de
dois sistema aromatico ABC em éy: 6,98 (H-2° ¢ H-2"’; 2,0 Hz), 6,78 (H-5" ¢ H-5""; 8,0
Hz), ¢ 6,82 (H-6° ¢ H-6"; 2,0 ¢ 8,0 Hz), compativeis com sistemas aromaticos
trissubstituidos, hidrogénios em d y: 3,08 (H-1 e H-5), 4,66 (H-2 ¢ H-6), 4,19 ¢ 3,80 (H-
4 e H-8) e de uma metoxila em dy: 3,84 (Tabela II1.2).

O espectro de NOESY (Figura II1.10) mostra interagdes entre os hidrogénios H-
4 ¢ H-8 eq com os hidrogénios H-2 ¢ H-6 e dos hidrogénios H-2’ ¢ H-2" com a
metoxila. Estas intera¢des confirma a estereoquimica relativa e a posi¢do da metoxila
em 25. A comparacio de dados espectrométricos de 25 com valores da literatura
atribuidos para o pinoresinol (CUENCA et al., 1991) confirma a identidade entre as
mesmas. O espectro de massas apresenta picos cujos ions fragmentados propostos
(Esquema II1.3) confirmam a estrutura de 28.

7.0

OV ST

6.0

A V.

s.0

4.0

T S S U SV STt

3.0
S P

T T T r
79 6.0 s0 4.0 . 3 2.0 1.0
X : parts per Million : 1H

Figura II1.8: Espectro de RMN 'H (400 MHz) da substancia 25 em D;CCOCDs:.
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Esquema IIL3 : Fragmentagio de massas da substincia 25.

Tabela II1.2: Dados de RMN'H (400 MHz) da substincia 25 (acetona) comparados
com a literatura (CUENCA et al., 1991).

Substancia 25 Literatura
C on (Hz) NOE du (Hz)
1,5 3,08 (m) 3,1 (m)
2,6 4,66 (d, 4,4) H-4 eqe H-8 eq 4,73 (d, 4,0)
4.8 ax- 4,19 (dd, 9,0 € 7,0) 4,25 (dd, 9,0 € 6,5)
’ eq- 3,80 (dd, 9,0 e*3,7) 3,87 (dd, 9,0 € 4,0)
17,17 - -
2°,2” 6,98 (d, 2,0) 6,89 (d, 2,0)
3’,3” - -
4,4 - -
5°,5” 6,78 (d, 8,0) 6,88 (d, 8,0)
6’,6 | 6,82 (ddd, 8,0;2,0¢0,7) 6,82 (dd, 8,0 € 2,0)
OH 5,59 (s)
OCH; 3,84 (s) H-2’ ¢ H-2” 3,91 (s)
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111-3.1.3. Digitoxigenina

O espectro de IV da substancia 26 (Figura I11.12) revela bandas de absor¢ao para
grupo hidroxila (3468 cm™, estiramento O-H), grupamentos CH, e CH; (2934 cm™,
2861 cm™), carbonila de lactona conjugada (1745 cm™), C=C conjugada (1625 em™) e
C-0 (1263-1072 cm’™).

O espectro de RMN 'H desta substancia (Figura III.13) apresenta sinais de
hidrogénio olefinico emé y: 5,88 (H-22) e hidrogénios alilicos emd y: 4,80 (H-21a) e
4,98 (H-21b), uma metoxila em 0y: 3,53, e sinais que pode ser atribuidos a hidrogénios
de um carboidrato em dy: 3,22 (H-3"), 3,57 (H-5"), 3,65 (H-2"), 3,85 (H-4), 4,25 (H-
1’). Os demais sinais multiplos entre & 1,25 ¢ & 2,2 ppm pode ser atribuido a
hidrogénios de esteroide, o que € confirmado pelos dois singletos em & 0,87 € 8 0,94. O
dubleto em & 1,35 pode ser atribuido ao grupo metila de um carboidrato. Esta dedugéo
se justifica pelo acoplamento observado entre os hidrogénios deste sinal e o hidrogénio
carbinodlico representado pelo sinal em 8y 3,57 (q) (Figura III.15, Tabela III.3, pagina
161).

Além das interpreta¢des descritas acima foi identificada a lactona com base nos
sinais em Jy 5,88 (s) ligado a CH d¢ 117,7 e 8y 4,80 e 4,98 de um grupo metilénico cujo
d¢c CH; ¢ 73,4 (Figura I11.19). A contagem do nimero de CH, CH,, CH3 ¢ C conduziu a
identificagdo da aglicona com uma unidade de carboidrato.

A identificagdo dos grupos descritos acima conduziu a comparagdo dos sinais de
dy e 6c de 26 com os da digitoxigenina registrada na literatura (ABE et al., 1992). A
analise detalhada dos espectros de RMN 1D e 2D permitiu fazer a completa atribuigio
dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos desta substincia (Tabela III.3),
e contribuiu para complementar as atribui¢des de 8y da literatura (ABE et al., 1992).

A anilise dos deslocamentos quimicos dos carbonos hidrogenados permitiu
atribuir os d¢ através da interpretacio do espectro HMQC (Figura I11.20) e os
deslocamentos dos carbonos quaterndrios foram confirmados através dos sinais do
espectro HMBC (Figura I11.21).

Os picos em m/z 339 e 357 (Figura IIL.22) confirmam a proposta da
digitoxigenina pgra 26.
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Figura I11.12: Espectro de IV da substancia 26.
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Figura IIL.22: Espectro de massas da substancia 26.
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Esquema II1.4: Fragmentagdo de massas da substancia 26.
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Tabela IIL3: Dados de RMN 'H (400 MHz) da substincia 26 (CDCl13) comparados
com a literatura (ABE et al., 1992).

H-BC-cOSY-"Jcn 'H-"C-COSsY- Literatura
C 3¢ Su (Hz) Jen | Icn 8¢ 5y (Hz)
1 29,7 1,25 (sl) H-19 | 30,3
2 26,6 1,26 26,9
3 73,9 4,05 (sl) 73,7 4,17 (s)
4 30,0 1,49 (sl) 31,0
5 36.5 1,66 H-19 | 368
6 26,9 1,87 27,1
7 21,4 1,64; 1,20 21,5
8 41,8 1,54 41,9
9 35,8 1,58 H-19 | 358
10 35,2 - H-19 35,5 -
11 21,1 1,97; 1,43 21,9
12 40,0 1,39 H-18 | 398
13 49,6 - H-18 50,1 -
14 85,6 - H-18 | 846 -
15 33,1 2,08; 1,68 33,2
16 26,5 1,70; 1,54 27,1
17 50,9 |2,77 (dd; 4.,5;9.2) H-18 | 51,5 [2,80(dd; 5,0;9,0)
18 15,8 0,87 (s) 16,2 1,02 (s)
19 23,7 0,94 (s) 23,8 0,83 (s)
20 174,5 . - 175,9 -
4,80 (dd; 1,6 B v
21 734 | 18,2)4,98 (dd; H-22 | 736 .
18: 18.2) 5,30 (dd; 1,0;
18,0)
22 117,7 5,88 (s) 117,6 6,12 (sl)
23 174,5 - H-22 174,4 -
1’ 1012 | 4,25(d;7,8) 98,8 5,23 (d; 4,0)
2 70,8 3,65 (t; 9,03 H-4’ 734 4,05 (dd; 4,0; 9,0)
3’ 82,8 |3,22(dd; 3,4;9,2) MeO-3° | 854 3,99 (t; 9,0)
4 68,2 3,85 (dl; 3,0) H-6’ 76,6 3,65 (t; 9,0)
5’ 70,4 3,57 (d; 6,4) 68,9 |4,30 (dg; 9.,0; 6,0)
6 16,5 1,35 (d; 6,4) 18,5 1,60 (d; 6,0)
MeO-3° | 57,6 3,53 (s) 60,5 3,83 (s)
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,CAPiTULO IV
ESTUDO QUIMICO DE Solanum crinitum
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IV.1- Constituintes quimicos isolados de Solanum crinitum

HO—/HO
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IV.2- Isolamento e purificaciio dos constituintes

Os frutos verdes de Solanum crinitum Lam foram coletados em Seropédica (Rio
de Janeiro, Brasil) e uma exscicata desta espécie (Sarmento s. n., JPB-28000), foi
depositada no Herbarium Lauro Pires Xavier da Universidade Federal da Paraiba
(Paraiba, Brasil).

a) Isolamento dos alcaldides dos frutos verdes:

Os frutos verdes e triturados de Solanum crinitum (2,6 Kg) foram tratados com
etanol contendo 2% de 4cido acético. Na solugdo (900 mL ) foi adicionada a mesma
quantidade de uma solugdo aquosa de AcOH 10%. Filtrou-se, a vacuo, com uma
camada de celite sobre o papel de filtro. Ao filtrado foi adicionado NH4OH (pH 9-10) e
submetido a resfriamento em geladeira (pernoite), uma fragfo rica em glicoalcalbides
totais foi precipitada (96,36 g), a qual foi coletada por filtragéo.

O extrato dos glicoalcaldides totais foi cromatografado em coluna com
Sephadex LH-20 usando metanol como eluente e foram recolhidas 25 fracdes. As
fragbes de 1 a 5 foram reunidas e cristalizadas em acetona fornecendo um sélido amorfo
(PF: 301°C, 250 mg) que apresentou teste positivo para alcaléide com reagente de

Draggendorff. Este material foi analisado através de RMNIH, 13C (1D e 2D) e
comparagdo com dados da literatura (SHASHI et al, 1980). Desta analise foi
identificada a solasonina 27.

b) Isolamento do flavonéide tilirosideo dos tricomas dos frutos:

Os tricomas dos frutos verdes foram raspados e submetidos a extragio com
cloroféormio, obtendo-se o extrato cloroférmico dos tricomas dos frutos verdes de
Solanum crinitum. Este extrato foi cromatografado em Sephadex LH-20, usando
metanol como eluente obtendo-se 20 fragdes. Nas fragdes 17-20 foi identificado a
presenca de um flavondide contendo carboidrato e sinais de Aacido cumérico.
Considerando que foi isolado o tilirosideo dos tricomas do caule desta espécie, fez-se
comparagio dos dados desta substincia com valores do tilirosideo (KAOUADIJI, 1990).
Esta andlise permitiu identificar o 3-(6-coumaroil-B-D-glicopiranosil),4’,5,7-
triidroxiflavona 29.
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IV-3. Resultados e discussido

IvV-3.1. Determinacﬁq estrutural dos constituintes
IV-3.1.1. Glicoalcal6ide

a) Solasonina

O espectro de IV da substancia 27 (Figura [V.1) revela bandas de absor¢io para
grupo hidroxila (3409 cm™, estiramento O-H), grupamento CH, e CH3 (2939 cm™) e C-
0 (1069 cm™).

Os espectros de RMN'H (Figuras IV-2, IV-3 e IV-4) mostra dois dubletos para
duas metilas (6 0,81 e & 1,1 ppm) e dois sinais simples em & 0,87 ¢ & 1,06 ppm,
representando 4 metilas. O sinal em 3 5,3 ppm sugere a dupla ligagdo. A interpretacdo
do espectro 2D (1H-1H-COSY) foi usada na atribuicdo dos oy de 27.

A analise do espectro de RMN'*C (Figuras IV-6 e IV-7) permitiu confirmar a
presenca da dupla ligagéio € o carbono em & 98,2 ppm sugere a presenga de um carbono
carbinélico na substincia. Devido os aspectos dos espectros de RMN'H e °C e a
caracteristica das espécies do género Solanum de bioproduzir glicoalcaldides
esteroidais, que estdo em maior concentragio nos frutos verdes, foi comparado os dados
desta substdncia com a literatura (SHASHI et al., 1980) confirmando que 27 é o
glicoalcaléide solasonina  (2’-raminosil-3’-glicopiranosil-3-O-B-D-arabinopiranosil-
solasodina).
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Figura IV.2: Espectro de RMN 'H (400 MHz) da substéncia 27 em piridina-ds.
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Figura IV.3: Espectros de RMN 'H (400 MHz) ampliados da substincia 27 em

piridina-ds.
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Tabela IV.1: Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN"C (100 MHz) da substancia 27
(piridina-ds) comparados com a literatura (SHASHI et al., 1980).

Substancia 27 Solasonina
C dc¢ ou (Hz) dc
1 37.4 1,70; 0,94 37,4
2 30,0 2,10; 1,88 30,1
3 78,2 3,94 78,3
4 38,6 2,78 38,8
5 140,7 - 140,7
6 121,6 5,33 (dl; 3,9) 121,6
7 32,2 1,86; 1,44 32,5
8 31,6 1,58 32,5
9 50,2 0,86 50,3
10 37,0 - 37,1
11 21,0 1,46 21,1
12 39,9 1,64; 1,10 40,1
13 40,5 - 40,6
14 56,5 1,08 56,7
15 324 2,07; 1,84 31,7
16 78,7 4,38 78,7
17 63,4 1,76 63,5
18 16,4 0,87 (s) 16,5
19 19,3 1,06 (s) 19,3
20 41,5 1,96 41,5
21 15,6 1,09 (d; 6,8) 15,6
22 98,2 - 98,2
23 34,5 1,72 34,6
24 30,9 1,60 31,1
25 314 1.60 31,7
26 47,9 2,78 479
27 19,6 0,82 (dl; 4,4) 19,7
1’ 100,2 4,94 (d; 7,8) 100,3
2’ 76,3 4,69 (dd; 7.8; 9,3) 76,3
3 84,7 4,30 (dd; 2,7; 9,3) 84,8
4 70,2 4,82 (dl; 2,7) 70,2
5’ 74,9 4,03 (t;5.,8) 74,9
6’ 62,4 : 62.4
1 105,7 5,18 (d; 7,6) 105,7
27 74,8 3,93 74.8
3” 78.3 4,21 (t; 8,8) 78,7
4 71,4 4,16 (t; 8,8) 71,4
5” 77,4 3,94 78,3
6’ 62,3 61,8
1’ 102,0 6,27 (s) 102,0
i 2 724 4,90 (sl) 72,4
3 72,7 4,60 (dd; 3,2; 9,3) 72,7
4 74,0 4,27 74,0
5 69,3 4,95 69,3
6’ 18,5 1,69 (d; 6,1) 18,5
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b) Solasonina acetilada

O tratamento de 27 com Ac,0O/piridina forneceu uma mistura de produtos,
certamente além do produto peracetilado 28 houve formagio de derivados parcialmente
acetilados. A figura IV-8 revela a formagdo destes produtos. Apds a purificagdo do
produto peracetilado serd possivel fazer a completa atribui¢do dos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios e carbonos deste novo derivado da solasonina.
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Figura IV.8: Espectro de RMN'H (400 MHz) da substancia 28 em metanol-da.
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IV-3.1.2. Flavondéide tilirosideo

Os espectros de RMN'H da substincia 29 (Figuras IV-9, IV-10 e IV-11)
apresentam sinais tipicos do flavonol canferol. O anel A de 29 apresenta sinais em &
6,14 (sl), 6 6,36 (d, 1,5 Hz) e o singleto em o 12,57 sdo referentes aos hidrogénios H-6,
H-8 e OH-5, respectivamente. O anel B do flavonoide com sistema AA’BB’ apresentou
dos dubletos em & 6,85 (2H-3°, 5’; J=8,8 Hz) ¢ 6 8,00 (2H-2’, 6°; J=8,8 Hz). Este
flavon6ide mostra sinais de absorgdes no espectro de RMN'H correspondentes a uma
unidade de agucar representada pelos sinais de hidrogénio ligado em carbono
carbindlico, podendo destacar o sinal em oy 5,44 (d, J=7,4 Hz, H-1’) do carbono
anomérico. A unidade de carboidrato pode ser localizada no C-3 com base na analise
dos valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos de 29 (Figuras IV-12 e [V-13) e
comparacdo com a literatura (AGRAWAL, 1989). As desprotegdes verificadas nos
carbonos C-2 (A 9.,5), C-4 (A 1,4), 2H-2°,6" (8A 1,3), e protegdo em C-3 (8A 2,6) e
C-1’ (dA 0,9) quando comparados com o canferol (AGRAWAL, 1989), (Figura IV-13 ¢
IV-14) justifica a localizagdo deste grupo no C-3. A unidade de agucar foi proposta
como sendo a B-D-glicose pelo valor de J = 7,4 Hz apresentado pelo hidrogénio
anomérico H-1"" e comparagdo dos deslocamentos quimicos dos CH com valores da
literatura (KAOUADIJI, 1990) (Tabela IV.2, pagina 182).

Os espectros de RMN'H e de °C deste flavonoide possuem sinais adicionais que
estdo de acordo com uma unidade coumaroila. Esta unidade adicional foi identificada
pelo sistema AA’BB’ observado no RMN 'Hem 6 6,79 (2H-3"",5’; d, 8,4 Hz) ¢ &
7,37 (2H-2°, 6°°’; d, 8,4 Hz) e pelos dubletos em & 6,12 (J=16,1 Hz; H-8’*) ¢ 6 7,35
(J=16,1 Hz; H-7"**) no espectro de RMN'H (Figura IV-9).

Esta ¢ a primeira vez que este flavondide foi encontrado em Solanaceae.
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substancia 29 em DMSO-ds.
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Canferol
A(3-OH—3-Gli)
C-2 +9,5
C-3 -2,6
C-4 +1,4
C-r -0,9
2 CH-2",6’ +13

Figura IV.14: Valores de ">C mostrando o efeito do substituinte glicose nos carbonos

C-2,C-3,C-4,C-1’ € 2 CH-2’, 6’ do flavondide tilirosideo em relaciio ao canferol.
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Tabela IV.2: Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN "*C (100 MHz) da substéncia 29
(DMSO-dg) comparados com o tilirosideo (metanol-ds) (KAOUADIJI, 1990).

Substancia 29 Tilirosideo
C 8¢ on (Hz) ¢ on (Hz)
2 1563 - 159,2 -
3 133.0 - 135,2 -
4 1773 - 179,2 ;

5 161,1 ] 162,7 -

6 99,0 6,14 (sl) 99,9 6,05 (d; 2,0)

7 164,6 - 165,7 -

8 93,7 6,36 (d; 1.5) 94.9 6,19 (d; 2,0)

9 156,4 - 158,2 -

10 103,7 - 105,0 -
T 120.8 - 122,6 -
2.6 130,8 8,0 (d; 8.,8) 1322 7.91 (d; 8,6)
3,5 115,0 6,85 (d; 8.8) 116,7 6,76 (d; 8.6)
4 160,0 ] 1614 -
1 101,0 5,44 (d; 7,4) 104,1 5,19 (d; 7.,6)
2 74,2 3,75 (m) 75,7 3,45 (m)
3 76,2 3,75 (m) 78,0 3,45 (m)
4 69,9 3,75 (m) 71,7 3,45 (m)
5 74,1 3,85 (m) 75,7 3,50 (m)

., 427(dd; 11,7 1,5 429 (dd; 11,9 1,9
6 630 1 4m Edd; 117 6,2% 644 | 415 Edd; 119¢ 6,83
1> 124,9 - 127,0 -

27,6 | 130, 7,37 (d; 8,4) 131,1 7,21 (d; 8.,5)
37,57 | 115,7 6,79 (d; 8,4) 116,0 6,71 (d; 8,5)
4 159,8 ) 161,0 -
77 144,6 7,35 (d; 16,1) 146,5 7,34 (d; 15.9)
8’ 113,6 6,12 (d; 16,1) 114,7 6,02 (d; 15.,9)
97 166,2 e 168.8 -
HO-5 - 12,57 (s) ] ]
HO-7,4’ 4" ] 5,2 - )
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CAPITULO V
ATIVIDADES BIOLOGICAS
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V-1. AVALIACAO DE TOXICIDADE GERAL COM ARTEMIA SALINA
LEACH (SIQUEIRA, et al., 1998).

O bioensaio utilizando Artemia salina determina valores de DLsy de substancias
ativas em meio de salmoura. O método é rapido, confiavel ¢ barato além de utilizar
pequenas quantidades de material, sendo assim uma Otima ferramenta para avaliar a
toxidade de substancias (MCLAUGHLIN et al., 1991).

As ovas de Artemia salina sio oferecidas comercialmente a baixo custo e podem
ser usadas, se mantidas secas e refrigeradas, por varios meses. As larvas quando
colocadas em agua de mar artificial eclodem no periodo de 48 horas e sdo atraidas por
luz artificial. As substincias puras ou extratos vegetais sdo adicionados em varias
concentragdes, por replicata, em tubos de vidro tendo dgua do mar artificial e 10 a 15
larvas de Artemia salina. As larvas mortas e vivas sdo contadas apos 24 horas e os
valores de DLsy (Dose Letal-50%) sdo calculados utilizando métodos estatisticos
(MEYER et al., 1982).

Foram realizados os testes de toxicidade geral com extratos de Luxemburgia
octandra porque, fez-se este mesmo teste com extratos de outra espécie do género
Luxemburgia, estudada pelo grupo de produtos naturais da UFRRJ, Luxemburgia
nobilis (OLIVEIRA, 2000). A pesar dos extratos de L. nobilis ndo terem apresentado
atividade frente a Artemia salina, fez-se o teste com os extratos de L. octandra para
verificar se os resultados seriam os mesmos.

Foram avaliados os seguintes extratos de Luxemburgia octandra:

Galhos
LOGH = 0,15 mg/mL
LOGA = 0,39 mg/mL
LOGM = 0,067 mg/mL

Folhas
LOFH = (,52 mg/ml,
LOFA= 0,04 mg/mL

Os extratos ou as substincias com valores de DLy menores que 1000 ppm tem
sido considerados como ativos (OLIVEIRA, 2000). Sendo assim, todos os extratos de
Luxemburgia octandra testados foram muito ativos, sendo LOFA o mais ativo.
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V-2. AVALIACAO PRELIMINAR DA ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA DE
EXTRATOS DE LUXEMBURGIA OCTANDRA EM CAMUNDONGOS
NATURALMENTE INFECTADOS POR VAMPIROLEPIS NANA E
ASPICULURIS TETRAPTERA.

Os testes de atividade anti-helmintica foram realizados pela Dra. Sandra L. da
Cunha e Silva em colaboragdo com o Dr. Hélcio R. Borba. Departamento de Biologia
Animal, UFRRJ, Seropédica, RJ.

Diversos relatos sdo encontrados na literatura a respeito do uso popular de
plantas com atividade anti-helmintica (PECKOLT 1942; GAMBLE & GAMBLE 1987;
BORTHAKUR 1992; BOTSARIS 1995; ALONSO 1998; GARCIA et al., 1999).
Representantes de diversas familias como Cucurbitaceae, Liliaceae, Annnoceae,
Compositae, Leguminosae, sdo, na medicina folclorica, consideradas anti-helminticas,
mas freqiientemente recomendadas para o tratamento de outras moléstias. As drogas
antinematoides mais antigas usadas no homem e algumas vezes em animais, eram de
origem natural, a exemplo da curcubitina obtida da semente de abdbora, da oleorresina
de aspidio, o qual foi o anti-helmintico mais conhecido e mais comumente usado contra
todas as espécies de ténias humanas, até o aparecimento das drogas organicas sintéticas;
a camala, obtida das glandulas e pélos que revestem frutos de Mallotus philippinensis, a
arecolina, alcaldide obtido das sementes de Areca catechu, ainda empregada para a
produgdo de diversas substincias anticestéides (ROBERSON, 1992). No entanto, €
extremamente perigosa a idéia de que, por se tratar de uma fonte natural, e ndo se
manifestar a curto prazo nenhum sinal e/ou sintoma apds 0 seu uso, possam ser
utilizadas de forma segura, especialmente quando o uso cronico for previsto. A
utilizag@o de plantas medicinais requer algo além do conhecimento tradicional, sendo
necessario evidéncias cientificas que apoiem o seu uso (GILBERT et al., 1997).

Assim € que, e em virtude de poucas espécies de plantas terem sido submetidas a
uma avaliacio cientifica para determinar suas propriedades anti-helminticas,
padronizagéo bioldgica e um estudo quimico e farmacoldgico que possibilite ndo apenas
sua identificagdo, mas também proporcione um melhor rendimento no processo de
obten¢do dos principios ativos, faz-se necessario a realiza¢do de estudos que visem
referendar ou ndo a utilizagdo dessas espécies, levando em consideragdo nfo apenas as
informag¢des obtidas no levantamento etnofarmacoldgico, como época e horério de
coleta, modo de preparo e posologia, mas também as interferéncias dos fatores
hereditarios, ontogénicos e ambientais na produgio dos metabdlitos secundérios.

Vampirolepis nana (SIELBOLD, 1852) SPASSKII, 1954 (Eucestoda:
Hymenolepididae) -

A espécie Vampirolepis nana foi descrita pela primeira vez em ratos e
camundongos por Dujardin em 1845, sendo posteriormente descoberta por Bilharz em
uma crianga egipcia, em 1851, e nomeada Taenia nana por Sielbold (BELDINA 1965).
Esse cestoide, conhecido como "t€nia ani", previamente chamada de Hymenolepis
nana, pertence a familia Hymenolepididae (ROBERTS & JANOVY 1996;
CINERMAN & CINERMAN 1999). De importincia veterinaria secunddria, as espécies
pertencentes a essa familia, infectam aves, o0 homem e roedores. Contudo, a espécie V.
nana tem relativa importancia em ensaios bioldgicos, em virtude do seu potencial
zoonotico e de ndo necessitar de um hospedeiro intermedidrio para completar o seu

186



ciclo biolégico (CROWLEY 1961; VERDERAME & MACKIEWICZ 1986;
URQUHART et al., 1996; GRUBER et al., 2001).

Aspiculuris  tetraptera (NITZSCH, 1821) SCHULZ, 1924 (Nematoda:
Heteroxynematidae)

A espécie Aspiculuris tetraptera pertence 4 familia Heteroxynematidae
(Nematoda: Oxyurida), segundo classificagdo proposta por PETTER & QUENTIN
(PETTER & QUENTIN, 1976).

A presenca de nematdides da espécie Aspiculuris tetraptera ¢ considerada
comum em roedores de laboratério (ZENNER, 1998), sendo também, relatada a sua
presenca em camundongos sinantrépicos, encontrados em area urbana e rural (RASTI et
al., 2000), podendo ocasionalmente infectar ratos (ZENNER, 1998; HENDRIX, 1998).

Oxiuriasis em camundongos de laboratério sdo usualmente causadas pelas
espécies Aspiculuris tetraptera e Syphacia obvelata (HOAG, 1961; HENDRIX 1998).

MATERIAL E METODOS
a) Animais

e Procedéncia
Para o delineamento experimental, foram utilizados camundongos albinos
adultos SW, oriundos da col6nia mantida na Area de Biologia, do Instituto de Biologia
da UFRRIJ, apresentando infecg¢do natural por V. nana e A. tetraptera.

e Manutengio
Os camundongos, apds a desmama, com a idade de 21 dias, foram transferidos
para gaiolas coletivas de polipropileno (42,5 x 27,5 x 17,0 cm), em condi¢des de higiene
insatisfatoria, visando a um aumento da infec¢fo natural por V. nana e A. tetraptera,
com no maximo 20 animais por gaiola, onde os mesmos tinham acesso a 4gua e ragio a
vontade, até atingirem um peso corporal entre 20 a 25 g.

¢ Determinagdo da infeccdo natural por Vampirolepis nana e Aspiculuris
tetraptera
A constatagdo da infecclo natural por V. nana e A. tetraptera foi avaliada
através de exame coproparasitologico, utilizando a técnica de centrifugo sedimentagfio
(DE CARLI 1994), confirmando* a infec¢do através da identificagio morfolégica dos
ovos caracteristicos das espécies V. nana e A. tetraptera. Para a confirmagio definitiva,
foram sacrificados 10% do total de camundongos mantidos na col6nia, de ambos os
sexos, obtidos ao acaso de uma populagdo de individuos adultos. Os animais foram
sacrificados por inalagdo de vapores de éter etilico, em seguida foi feita uma incisfio
mediano-ventral nos camundongos, para retirar o intestino delgado e o cdlon, os quais
foram colocados em placa de Petri, contendo solugdo fisiolégica (NaCl 0,85%). O
exame para constatar a presenca do cestéide e do nematdide foi realizado com o
emprego de um microscopio estereoscopico Carl Zeiss, em fundo escuro. A preservagio
e a montagem dos helmintos foi realizada segundo Amato (AMATO et al, 1991).
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b) Teste de avaliacio anti-helmintica

Na avaliagdo dos testes anti-helminticos foram formados grupos de 15
camundongos, machos e fémeas, mantidos em gaiolas individuais de polipropileno (30
x 20 x 13 cm), tendo ao fundo estrado de tela rigida (malha de 7 x 7 mm) sobre folhas
de papel absorvente, com o objetivo de facilitar a coleta de fezes. O mesmo
procedimento foi adotado para o grupo controle, sem administragdo de drogas e os dois
grupos que serviram de padrdo de referéncia quimioterapica.

c¢) Aplicacio dos extratos e quimioterapicos

Os extratos e quimioterapicos foram aplicados nos camundongos por via oral
(intragastrica), com o emprego de uma sonda fina e flexivel de polietileno, adaptada a
uma agulha hipodérmica de calibre 25/7, conectada a uma seringa descartavel de 5 mL.
A administragdo dos extratos ocorreu durante trés dias consecutivos, no periodo da
manhd e duas horas antes retirava-se a ragdo de todos os animais submetidos ao
experimento, sendo aplicado um volume de 0,04 mL/g de peso vivo.

Foi fornecida 4gua aos camundongos durante os trés dias de administragio dos extratos.

d) Execuciio dos testes

As fezes frescas, coletadas 24 horas apos cada aplica¢do, por um periodo de
cinco dias consecutivos, foram previamente amolecidas por imersdo em agua destilada
por, no minimo, 30 minutos e, em seguida, transferidas para tamis de malha de 125
micrémetros e lavadas em 4gua corrente. O residuo resultante foi colocado em placa de
Petri contendo 4gua destilada e examinado em microscopio estereoscopico Carl Zeiss,
com o objetivo de proceder a identificagdo e coleta de segmentos de V. nana e contagem
dos A. tetraptera. No quinto dia apds o inicio do experimento, os camundongos foram
sacrificados por inalagdo de vapores de éter etilico e necropsiados, sendo o intestino
delgado e o célen transferidos para placa de Petri contendo solugio fisiologica (NaCl
0,85%) e seccionados longitudinalmente com o emprego de uma tesoura oftalmica. O
exame do conteddo desses orgdos foi avaliado com o auxilio de um microscopio
estereoscopico em fundo escuro, com o objetivo de coletar os proglotes de V. nana
remanescentes, bem como para a contagem dos A. fefraptera, presentes no intestino. A
eliminagdo de proglotes foi avaliada através da determinag¢io do peso umido dos
mesmos, em balanga analitica.

Dos camundongos utilizados nos lotes experimentais, somente foram considerados
aqueles que apresentavam biparasitismo, observado através do exame de fezes e da
necropsia. )

A mesma metodologia foi adotada no lote controle de camundongos objetivando
avaliar a eliminagiio espontdnea dos helmintos estudados, assim como para o
mebendazol e o nitroscanato, indicados para o controle de cestdides e nematbides
(GEORGI 1982 e REY 2002), os quais serviram de padrio de referéncia
quimioterapica.

Foram utilizadas as doses de 8 mg/kg/dia para LOFE, LOFM e 20 mg/kg/dia LOFA.
Foram utilizadas as doses de 20 e 100 mg/kg/dia, para o mebendazol e o nitroscanato,
respectivamente os quais serviram de padro de referéncia quimioterapica.
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¢) Cilculo da atividade anti-helmintica

Foi utilizado o teste critico (STEWARD 1995), onde o efeito anticestdide,
expresso em termos de percentuais médios de eliminag@o de proglotes, foi avaliado
através do peso umido de segmentos eliminados nas fezes apds o tratamento, em relagéo
a massa total de segmentos; e o efeito antinematdide expresso em termos de percentuais
médios de nematdides eliminados, considerando-se o nimero de nematdides eliminados
nas fezes em relagdo ao niimero total de nematoides.

f) Fotomicrografia de Vampirolepis nana e Aspiculuris tetraptera

Vampirolepis nana

Aspiculuris tetraptera

g) Resultados

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através do teste de
Newman-Keuls, ao nivel de 5% de probabilidade. Os extratos n3o apresentaram
atividade que diferenciasse estatisticamente dos padrdes nas concentragdes testadas,
mas apresentaram atividade suficiente para justificar novos testes em outras
concentracdes.
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Tabela V.1: Influéncia dos extratos LOFE, LOFM e LOFA e de quimioterapicos, na
eliminacdo de Vampirolepis nana e Aspiculuris tetraptera, em camundongos
naturalmente infectados.

, Porcentagem
Numero de Porcentagem N
.. Forma de Dose .. - . deeliminagio
Tratamento animais N /di de eliminagéo do A
infectados preparagdo  (mg/kg/dia) de V. nana 4
] letraptera
LOFE 10 Maceragéo 8 47,27 b -
LOFM 11 Maceragdo 8 31,07b -
LOFA 12 Maceragéo 20 40,82 b 0,23 b
Controle 10 - - 15,64 b 0,20 b
Mebendazol 10 Suspensio 20 35,64 b 100,00 a
Nitroscanato 12 Suspensdo 100 100,00 a 68,94 a

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls
ao nivel de 5% de probabilidade.

V-3. ATIVIDADE ALELOPATICA DOS GLICOALCALOIDES TOTAIS E DE
SOLASONINA DE SOLANUM CRINITUM.

Este experimento foi realizado pelo Engenheiro Agréonomo (MS) José Milton
Alves, Departamento de Fitotecnia, Instituto de Agronomia, UFRRJ, Seropédica, RJ.

O género Solanum é conhecido por produzir efeito alelopatico devido aos
glicoalcaldides espirosolanos tais como solamargina e solasonina que suprimem o
crescimento de semgntes de outras plantas (FUKUHARA et al., 2001).

A Sociedade Internacional de Alelopatia tem definido esta atividade como um
processo envolvendo metabélitos especiais (aleloquimicos) produzidos por plantas,
microorganismos, virus e fungos que influenciam o crescimento e desenvolvimento de
sistemas agricolas e biologicos (excluindo animais), incluindo efeitos positivos e
negativos (TORRES et al., 1996). Os aleloquimicos de plantas sdo liberados no
ambiente por exudagdo das raizes, tronco e folhas ou na decomposi¢io do material
vegetal. Atualmente tem-se aumentado o interesse na exploragio da alelopatia como
uma alternativa estratégica principalmente para o controle de ervas daninhas, mas
também, de insetos e doengas. Ervas daninhas podem ser controladas pelo crescimento
de plantas capazes de exudar aleloquimicos ou pela incorporagio de residuos de plantas
com alto teor de aleloquimicos no solo.

Os frutos verdes e triturados de Solanum crinitum (2,6 Kg) foram tratados com
etanol contendo 2% de 4cido acético. Foi feita a marcha para alcaldide com o extrato
obtendo-se os alcaldides totais 92g. Com o extrato dos alcaléides totais foi feito o
ensaio sobre a germinagdo de sementes com alface (Lactuca sativa).

O extrato dos glicoalcaléides totais foi cromatografado em coluna com sephadex
LH-20 usando metanol como eluente ¢ foram recolhidas 25 fragdes. As fragdes de 1 a 5
foram reunidas, e cristalizadas em acetona fornecendo um sélido amorfo (PF: 301°C,
250 mg) que apresentou teste positivo para alcaléide com reagente de Draggendorff.
Este material foi analisado através de RMN 1H, Pc (1D e 2D) e comparagdo com dados
da literatura (SHASHI et al, 1980) ¢ identificado como solasonina (27).
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Neste bioensaio a fra¢do dos glicoalcaldides totais e a solasonina ndo influenciou
estatisticamente o processo de germinago, porém inibiram o desenvolvimento normal
das plantulas de alface (L. sativa L.). A fragdo dos glicoalcaléides totais provocou uma
reducdo significativa na porcentagem de plantulas normais a partir da menor
concentragdo testada (100 ppm). E a partir de 200 ppm o efeito foi tdo pronunciado que
ndo se obteve plantula normal (Figura V.1). A solasonina apresentou um efeito mais
pronunciado, pois inibiu o desenvolvimento de praticamente 100% das plantulas
normais na menor concentragdo utilizada (100 ppm) (Figura V.2). Estes efeitos
(inibitérios) foram revelados através da visivel redugdio do comprimento da raiz
principal proporcionalmente ao aumento da concentrago testada, Tabela V.1 (pagina
192).

A fra¢do dos glicoalcaldides totais € o glicoalcaldide solasonina apresentaram
elevada atividade alelopatica.

Verificou-se um efeito alelopatico bem maior da solasonina do que da fra¢do dos
glicoalcaléides totais. Considerando-se que a solasonina é o componente majoritario da
fragdo dos glicoalcaldides totais, conclui-se que o efeito alelopatico verificado nos dois
experimentos € devido a presenca desta substancia. Estes resultados foram submetidos a
publicagdo (ALVES, et al., 2003).
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% de plantulas normais
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Concentraco dos glicoalcalodides totais (ppm)

Figura V.1. Dados médios sobre a porcentagem de plantulas (%) de alface obtidos
apos aplicacdo de diferentes concentragbes do extrato dos glicoalcaldides totais de S.
crinitum. Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
P<0,05). -
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Figura V. 2. Dados médios sobre a porcentagem de plantulas (%) de alface obtidos
ap0s aplicagdo de diferentes concentragdes de solasonina. Médias seguidas de mesma
letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Tabela V.1. Dados médios (4 repeticdes) do comprimento (cm) da raiz priméria e da
parte aérea de plantulas de alface submetidas a aplicagdo de diferentes dosagens do
extrato dos glicoalomldides totais e de solasonina.

Concentragéio Alcaléides totais Solasonina
(ppm) C. raiz (cm) Agr'er;a(r; ;) C. raiz (cm) Aglzel;a(r:n)
Testemunha 4,94 a 1,49 ab 5,90 a 2,67 a
100 361b ~ 1,71 a 2,35b 1,98 b
200 0,63 c 1,26 bc 1,32 ¢ 2,14 be
400 0,46 ¢ 0,97 cd 0,83 d 1,82 ¢
800 0,35¢ 1,07d 0,63 d 1,51d
CV (%) 22,17 17,25 16,76 11,75

Meédias seguidas de mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p< 0,05).
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V-4. Atividade Citotoxica Contra Carcinoma de Ehrlich ¢ Leucemia humana
K562.

Estes testes foram realizados pela doutoranda Andressa Esteves-Souza sob a
orienta¢do da Dra. Aurea Echevarria. Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias
Exatas, UFRRJ, Seropédica, RJ.

Os flavonodes apresentam diversas atividades bioldgicas: antiviral,
antimicrobial, antiinflamatério e anti-hepatotdxico. Estudos sugerem que os flavonoéides
também possuem uma importante fungdo na prevengdo do clncer e possuem atividade
anticancer (SOUZA et al., 2002).

Os alcaldides esteroidais e seus glicosideos ocorrem em numerosas espécies do
género Solanum e possuem uma variedade de atividades biologicas, incluindo
antifungica, moluscicida, teratogénico e embriotoxico. Preparagdes contendo solasodina
glicosilada sdo empregadas no tratamento de alguns tipos de cincer (SOUZA et al.,
2002).

Diversas espécies do género Solanum apresentam glicoalcaléides e flavonoides
com grande variedade de atividades biologicas. Por isso foi feita uma avaliagdo da
atividade de um flavonoide e glicoalcalédides isolados de Solanum crinitum sobre
Carcinoma de Ehrlich e Leucemia humana K562.

O flavondide tilirosideo 29, uma fragdo rica em glicoalcaldides (GT) e o
glicoalcaldide solasonina 27 foram obtidos de Solanum crinitum e tiveram sua atividade
citotéxica avaliada frente a células do carcinoma de Ehrlich e da leucemia humana
K562. O efeito antiproliferativo destas substincias mostrou comportamento dose-
dependente apds avaliagiio através do método do MTT, para ambos os casos. Os
resultados indicaram atividade citotoxica para 29, GT e 27, com ICso = 69,50 uM, 19,5
pgmL™! e 74,20 puM respectivamente, quando ensaiadas frente ao carcinoma de Ehrlich,
e ICso = 118,40 uM 13,65 ug mL" e 60,35 uM para 29, (GT) e o glicoalcaléide
solasonina 27 frenté a leucemia K 562 (SOUZA et al., 2002).

A familia Ochnaceae ¢ rica em flavondides e biflavondides com diversas
atividades bioldgicas. Sendo assim, foi testada uma bichalcona natural, isolada de
Luxemburgia octandra, e seus derivados contra Carcinoma de Ehrlich e Leucemia
humana K562.

A bichalcona 9 (Luxenchalcona) e os seus derivados metilado 10 e acetilado 12
tiveram sua atividade citotoxica avaliada frente a células do carcinoma de Ehrlich e da
leucemia humana K562. A bichalcona e seu derivado 10 ndo apresentaram atividade
citotéxica, mas o seu derivado acetilado 12 apresentou efeito antiproliferativo com
comportamento dose-dependente apés avaliagdo através do método do MTT, para
ambos 0s casos. Os resultados indicaram atividade citotoxica para 12, com ICso = 74,04
+ 0,46 uM, quando ensaiadas frente ao carcinoma de Ehrlich, e ICso = 63 uM frente a
leucemia K 562 (Resultados ndo publicados).
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V1. CONCLUSOES
a) Foram obtidas novas informagdes sobre a quimica das quatro espécies estudadas.

b) O estudo quimico de Luxemburgia octandra conduziu ao isolamento de flavondides
cujas estruturas sio freqiientes em espécies de Ochnaceae.

¢) A luxenchalcona isolada de L. octandra é uma nova bichalcona registrada na
literatura, assim como seus derivados.

d) As fragdes polares do latex de Parahancornia amapa ndo possuem iridoides e sim
feniletanoides glicosilados.

e) A presenca do glicoalcaldide solasonina nos frutos verdes de S. crinitum esta de
acordo com a caracteristica de espécies do género Solanum de bioproduzir
glicoalcaloides esteroidais nesta parte da planta. E a primeira vez que ¢é isolado
flavonoide de tricomas de frutos de Solanum.

f) O estudo biologico dos extratos de Luxemburgia octandra, Solanum crinitum,
substancias naturais e derivados mostraram resultados promissores merecendo novas
avaliagdes.

g) Foram obtidos dados de RMN de derivados que ndo estdo registrados na literatura.
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