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RESUMO

TITULO: “ESTUDO FITOQUIMICO DA RAIZ DA ESPECIE Melochia chamaedrys St.
Hil.

AUTOR: Gilvan de Olivera Costa Dias

ORIENTADOR: Prof. Dr. Ademir Farias Morel

Melochia chamaedrys St. Hil. € uma planta conhecida localmente como
“douradinha”; é encontrada na América do Sul, mais precisamente, no sul do Brasil,
Argentina e Uruguai. No Estado do Rio Grande do Sul a espécie M. chamaedrys é
usada pela populacdo local no tratamento de varias doencgas, inclusive, cancer e
como anti-hipertensiva.

O presente trabalho descreve especialmente a extracdo, o isolamento e
caracterizacdo de dois novos compostos: chamaedrona (20) e chamaedrina (28)
bem como a identificacdo de mais 8 (0ito) compostos conhecidos: acido parasérbico
(25), adoutina-X (29), antidesmona (19), (-)-epicatequina (31), propacina (26),
scutianina B (9) e C (30) e waltheriona A (18) da raiz de Melochia chamaedrys. Suas
estruturas foram identificadas principalmente através de métodos espectroscopicos
incluindo a espectroscopia de RMN de 1D e 2D. Além disso, foram realizados os
ensaios microbiolégicos por bioautografia com as novas substéncias e com
antisdemona e seus derivados. Chamaedrona e os derivados de antidesmona foram
fortemente ativos frente a bactérias e fungos enquanto que antidesmona e

chamaedrina foram inativas.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Tese de Doutorado em Quimica

Santa Maria, 4 de novembro de 2005.
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ABSTRACT

TITLE: “PHYTOCHEMICAL STUDY OF THE ROOTS OF THE SPECIES Melochia
chamaedrys St. Hil.

AUTHOR: Gilvan de Oliveira Costa Dias

ACADEMIC ADVISOR: Prof. Dr. Ademir Farias Morel

Melochia chamaedrys St.Hil. is a plant that is locally known as “douradinha”, it
is found in South America, more exactly in the south of Brazil, Argentina, and
Uruguay. In the state of “Rio Grande do Sul”, the species M. chamaedrys is used by
the local people in the treatment of many diseases, including cancer and
hypertension.

The present research describes especially the extraction, isolation and
characterization of two new compounds: chamaedrona (20) and chamaedrine (28) as
well as the identification of 8 (eight) compounds that are already known: parasorbic
acid (25), adoutine-X (29), atidesmone (19), (-)-epicatechin (31), propacine (26),
scutianine B (9) and C (30) and waltherione A (18) of the roots of Melochia
chamaedrys. Its structures were identified by spectroscopy methods including 1D and
2D NMR spectroscopy. Besides that, bioautography microbiological tests were made
with these compounds and with antidesmone and its derivatives. Chamaedrone and
antidesmone derivatives showed a strong activity against bacteria and fungus, while
antidesmone and chamaedrine did not show any activity.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
POSTGRADUATE COURSE IN CHEMISTRY

Doctoral Thesis in Chemistry.

Santa Maria, November 4", 2005.
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1.INTRODUCAO E OBJETIVOS

O estudo de Melochia chamaedrys faz parte do projeto sobre o estudo
guimico de plantas medicinais do Rio Grande do Sul, desenvolvido no Nucleo de
Pesquisas em Produtos Naturais da Universidade Federal de Santa Maria — UFSM.
Esse estudo visa a obtencdo de substancias com potencial terapéutico que possam
ser futuramente usadas como protétipos para sinteses de moléculas de interesse
medicinal.

Selecionou-se a raiz de M. chamaedrys para um estudo inicial devido ser esta
a parte mais usada na medicina popular e também, devido a inexisténcia de
investigacdo fitoquimica, ndo somente da raiz, mas também de todas partes da
espécie. Um outro fato interessante que despertou 0 nosso interesse por esse
estudo e que esta dentro desse contexto € que em algumas circunstancias, esta
espécie é usada em substituicdo a espécie Waltheria douradinha, Sterculiaceae, a
gual jA vem sendo estudada pelo nosso grupo ha pelo menos uns dez anos, o que
nos leva, ao mesmo tempo, a fazer um estudo comparativo entre as duas espécies.

O presente trabalho descreve a extracdo, o isolamento, a caracterizagao de
dois novos compostos (chamaedrona e chamaedrina) e a identificacdo de mais oito
compostos conhecidos (acido parasérbico, adoutina X, antidesmona, (-)-
epicatequina, propacina, scutianina B e C, waltheriona A) da raiz de Melochia
chamaedrys. Além disso, serdo discutidos os resultados dos ensaios microbiol6gicos
realizados com algumas dessas substancias.

Este trabalho teve como objetivo principal o estudo fitoquimico da raiz da
espécie Melochia chamaedrys St. Hil. e como objetivos especificos a realizagao:

a) Da extragdo, separacédo e purificacdo de constituintes quimicos da raiz da
planta selecionada;

b) Da determinacéo estrutural dos metabdlitos isolados, utilizando-se de
técnicas de analises, tais como: espectrometria de massas,
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H e *3C
unidimensional e bidimensionais (NOESY, COSY *H-'H, HMQC e HMQC),
além de comparacao com dados da literatura;
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c) Da determinacdo da estereoquimica dos centros quirais da estrutura dos
alcaldides do tipo quinolinonas, através do estudo de difracdo de raios-X e
reacdo de Horeau;

d) Da determinacdo de toxicidade das fracdes de Melochia chamaedrys

através do teste de letalidade por Artemia salina;
e) Dos ensaios para determinar a atividade antimicrobiana, através da

técnica de bioautografia dos extratos, fracdes e de algumas substancias

isoladas em suas formas puras.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. STERCULIACEAE

A familia Sterculiaceae esta incluida na ordem Malvales, e compreende cerca
de 70 géneros de distribuicdo pantropical, especialmente. Sdo plantas herbaceas,
arbustivas ou arboreas, com folhas dispostas alternadamente, com estipulas. No
Brasil sdo exemplos frequentes as espécies do género Waltheria, planta baixa dos
campos e dos cerrados; Helicteres, o popular sacarolha dos cerrados com seus
frutos muitos caracteristicos. Theobroma, valioso cacaueiro, cacau, extensamente
cultivado no sul da Bahia; outra espécie, deste género produz na regido amazonica
o popular cupuacu, fruto utilizado em sorvetes, bem como o conhecido cupuai.
Byttneria, com suas folhas sagitadas € comum nos cerrados. Sterculia, chicha do
Nordeste, cultivado por seus frutos caracteristicos vermelhos com carpelos bem
afastados; a este mesmo género pertence o conhecido tacacazeiro da Amazonia;
desta mesma regido e do Nordeste € a arvore chamada mutamba (Guazuma).
Brachychiton, originario da Australia, € cultivado entre n6s com 0 nome de perna-de-
moc¢a. Dombeya, pequena arvore, cultivada nos parques e jardins, introduzida entre
nos, tem caracteristicas inflorescéncias brancas ou rosadas, de forma globdide,
péndulas. Cola é um género de espécies africanas com propriedades medicinais.
Das representantes brasileiras as mais significativas, do ponto de vista medicinal,
sdo as espécies Waltheria communis e W. douradinha, que s&o conhecidas
popularmente como douradinha e douradinha do campo. Estas plantas tém sido
utilizadas no tratamento de infeccées e como analgésico.*

Desse género, existem poucas espécies, sendo que o estudo quimico é
bastante restrito; podendo-se citar apenas os alcalbéides ciclopeptidicos do tipo
quinolinonas isolados de Waltheria americana® e W. douradinha.®*

Espécies pertencentes as familias Sterculiaceae e Rhamnaceae tém
despertado o interesse de pesquisadores, em varias partes do mundo, ndo sé pela
utilizacdo de suas espécies na medicina popular, mas também por apresentarem
como constituintes principais, alcal6ides ciclopeptidicos.> Esses compostos S&o
bases mono ou di-metiladas, constituidas por unidades de aminoacidos unidos entre

si, através de ligagbes amidicas. Em geral, contém uma unidade ndo aminoé&cida
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formada por um grupo estirilamina ou um derivado como esta representado no

esquema 1.
O
R1 \
o O
N
HN N
0 H R1 = Leu; Phe; Pro
2
R Rz, Rs=Leu; lle; Pro; Phe; Trp
N = R4 R4, Rs = H; Me
/
Rs

Esquema 1. Estrutural geral de representacdo de alcaldides ciclopeptidicos

Devido as diferentes acBes farmacolOgicas associadas a muitos desses
alcaléides, incluindo atividades hipotensivas, antidiarréicas e antidesintérias®,
antifingicas e antibidticas,’ tais resultados tém incentivado o crescente nimero de
investigacOes acerca desses compostos, como isolamentos, determinacdo estrutural
e sintese.>’ Alguns exemplos desta classe de compostos encontram-se presentes
no género Melochia e espécies de género similares apresentado em seguida.

Uma outra classe de alcaldides de grande importancia medicinal encontrada
na familia Sterculiaceae é a das quinolinonas. As quinolinonas, hoje
comercializadas, s&o todas de origem sintéticas.? S&o agentes antibacterianos de
grande interesse na indistria farmacéutica devido a indicac&o no trato urinario.® As
guinolinonas naturais foram obtidas, pela primeira vez, a partir de microrganismo,
mas durante as Ultimas décadas, quinolinonas contendo uma cadeia alquila na

posicdo 2 com C;-Cy5 foram isoladas de numerosas espécies de Rutaceas. °

2.1.1. MELOCHIA

Melochia é um género pantropical com 65 espécies, predominante nas
Américas, desde o sul dos Estados Unidos até o centro da Argentina.’® As plantas
deste género sdo usadas para tratar inflamacdes na bexiga,'! sdo tumorogénicas*? e

usadas para curar inchaco abdominal, disenteria® e mordidas de cobra.’

15,16

Do ponto de vista quimico, as espécies Melochia corcorifolia e Melochia

17-21

tomentosa sdo as mais estudadas, sendo estas consideradas ricas em
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alcaléides, particularmente, ciclopeptidicos, quinolinonas e isatinas.'®*® Neste
trabalho daremos mais énfase as classes de alcaléides ciclopeptidicos e

guinolinonas, por estas se apresentarem com maior freqiiéncia na espécie estudada.

2.1.1.1. Melochia chamaedrys St. Hil.

Melochia chamaedrys St. Hil. é uma planta conhecida localmente como
“douradinha”, é encontrada na América do sul, mais precisamente, no sul do Brasil,
Argentina e Uruguai. No Estado do Rio Grande do Sul esta espécie é usada pela
populagdo local no tratamento de varias doencas, inclusive, nos casos de infeccao
urinaria, cancer e hipertensao. Do ponto de vista botanico, esta espécie apresenta
subarbusto; caules de raizes numerosas, prostrados, cilindricos, ténues, pubérelos,
meio hirsutos, vilosos superiormente; com folhas pecioladas, orbiculadas ou largo
ovadas, obtusas, com base subcordada, com margens crenado-serradas, em cima
hirsutas, em baixo pilosas, ciliadas; inflorescéncia axilar, umbela, penduculada;
célice campanulado amplo, com lacinios lanceolados, hirsutos, ciliados; pétalas
obovadas, levemente abrupto unguiculado; tubo estamenalde forma longistila,
indivisa, duas vezes mais curta que as pétalas; pistilo um terco mais curto que as

pétalas.’

2.2. Estudos quimicos realizados com o género Melochia e similares

Em 1975, Kapadia e colaboradores descreveram o isolamento do alcal6ide
melochinona (1) a partir do extrato benzénico da raiz de Melochia tomentosa, planta
esta, usada pelos povos nativos de Curagao, Venezuela no tratamento de cancer de
esofago.”

Iz

Também da raiz desta mesma espécie, Shukla e colaboradores em 1978

isolaram o composto 6-metoxi-7,8-metilenodioxicumarina (2). Segundo eles, esta
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publicacdo constitui a comunicacao do primeiro relato de ocorréncia de cumarina na
familia Sterculiaceae.™

Neste mesmo ano, Kapadia, Shukla e Basak isolaram de M. tomentosa o

alcal6ide melovinona (3), um composto de cadeia aberta andlogo a melochinona
16
(2).

~

Em 1980, esse mesmo grupo de pesquisadores juntamente com o grupo de
Sokoloski e Fales detalha o isolamento e caracterizagéo das isatinas, melosatinas A,
B e C (4, 5 e 6 respectivamente). Neste mesmo artigo sdo citados os alcaldides

ciclopeptidicos melonovinas A (7) e B (8) e scutianina B (9) isolados em trabalhos
anteriores da mesma planta.*®

O
Rs R1 R2 R3
o) 4 OMe OMe H
N 5 H H H
R2 H ¢ OMe H H

R1
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O
>_S_€ O N! R1 R2
HN N—(_H 7 CH(CH,), CH,CH(CH,),
) H R2 8 CH(CH3)2 CH,CH,OH
R1—<‘

9 CH,CH, CH,CH;

Posteriormente a melosatina D (10) foi isolada por Kapadia e Shukla da raiz

de M. tomentosa.'’

0
HO
(=
N
1 H
_O
10

Bhakuni e colaboradores, em 1987, isolaram das partes aéreas de Melochia
chorcorifolia quatro alcaldides ciclopeptidicos: franganina (11), frangufolina (12),
adoutinaY’ (13) e melofolina (14). Sendo os trés primeiros isolados em trabalhos

anteriores.*?

R1 R2 HN

R2 11 CH,CH(CH,),  CH,CH(CH,),
12 CH,CH(CH,), CH,CgHs
15 CH(Me)CH,CH, CH,C¢H; /
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Em continuo estudo com a espécie M. chorcorifolia, Bhakuni e colaboradores,
em 1991, isolam o Alcaldide pseudooxinddlico, melochicorina (15). O tratamento
deste metabdlito com anidrido acético e piridina ndo resultou na formacdo do
acetato, confirmando, desta forma, a presenca natural do grupo hidroxila terciario

nesta molécula.*

OH

0 b
15

Héa dez anos, o grupo de pesquisas do Laboratério de Produtos Naturais da
UFSM conduzido por Morel e colaboradores vem estudando a espécie Waltheria
douradinha (Sterculiaceae), da qual foi possivel realizar o isolamento dos seguintes
alcaldides ciclopeptidicos: adoutina Y’ (13), scutianina B (9), waltherina A (16) e B
(17).2 Recentemente, um novo alcaléide do tipo quinolinona, waltheriona A (18) foi
isolado desta espécie.* O nosso interesse em colocar esta espécie nesta revisao
deve-se ao fato de que a espécie Melochia chamaedrys, em certas localidades do
Rio Grande do Sul, € usada em sua substituicdo; pois segundo as pessoas que a
utilizam, particularmente aquelas do setor rural, afirmam que ambas tém 0s mesmos

efeitos, do ponto de vista medicinal.

Iz

MeQ HO OMe

18
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Instrumentos Utilizados
3.1.1. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN uni -[1D: *H, **C] e os experimentos de efeito nuclear
Overhauser (NOESY), (*H x 'H-COSY), DEPT 135°, heteronuclear de carbono e
hidrogénio (HMQC) e (HMBC) foram obtidos em aparelho Bruker DPX 400, do
Departamento de Quimica, da Universidade Federal de Santa Maria, operando a
400,13 MHz para 'H e a 100 MHz para *C, usando cloroférmio deuterado (CDCls),
Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-des) e acetona-ds, como solventes e TMS como
padréo interno.

Os deslocamentos quimicos (d) foram registrados em partes por milhdo

(ppm), em relagdo ao TMS como padréo interno (d = 0,00).

3.1.2. Ponto de Fuséao

O ponto de fuséo de cada substancia isolada, foi determinado em aparelho
MQAPF-301 digital da Microquimica, com termémetro ndo aferido.

3.1.3. Cromatografia Gasosa

Os cromatogramas foram obtidos em cromatégrafos a gas Variam 3800 e CP
3800 equipados com detector de ionizagdo de chama (FID), injetor “SPLIT-
SPLITLESS’, operando com as temperaturas do injetor e do detector a 220 °C e 280
°C respectivamente. O gas de arraste utilizado foi H, a 50 Kpa de pressao
(ImL/min.). Foram empregadas colunas capilares de silica fundida (CCSF) com- 5 m
de comprimento e 0,32 mm de diametro, com fases estacionarias quirais -2,6-Me-3-
Pe---CD 50% e Lipodex-E 50%".

3.1.4. Espectrometria de Massas de Alta Resolucao

Para obtencdo dos espectros de massa de alta resolucéo, foi utilizado o
aparelho Bruker BioApex 70 eV Spectromether, do Institut of Biochemistry, Halle-
Saale, Alemanha.
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3.1.5. Espectrometria de Massas de Baixa Resolugéao

As andlises foram realizadas em um cromatdgrafo a gas marca HP, modelo
6890, do Instituto de Quimica da UNICAMP.

3.1.6. Espectroscopia de Infravermelho

O espectro de 1.V foi registrado em partiihas de KBr num espectrometro
Perkin-Elmer, modelo LR649122 do Departamento de Quimica da URI.

3.1.7. Polarimetro

A rotacdo Optica realizada com as amostras obtidas neste trabalho foi
analisada em Polarimetro Perkin EImer 341, nimero em série 9016, dos Institutos de
Quimica da UNICAMP e UFRGS.

3.2. Materiais e Métodos
3.2.1. Cromatografia, solventes e reveladores

Nas separacdes cromatograficas em colunas (CC) usou-se silica gel 60 da
Merck, com granulacdo equivalente a 70 — 230 mesh. Cromatografias em placas
preparativas foram realizadas usando-se silica gel 60 GF2s4 (Merck).

As pré-analises cromatogréficas foram efetuadas em placas de cromatofolhas
Al de silica gel 60 GFzsg.

As placas cromatograficas foram reveladas com luz UV (I nax 254 e 366 nm)
(Spectroline), reativo de Dragendorff, solucdo de &cido sulfurico e alcool etilico
(10:90) seguido de aquecimento e por reagente de Erlich especifico por grupos
inddlicos.

Os solventes e reagentes utilizados foram produtos analiticamente puros
Merck, Vetec e Reagem. Em certos casos, aplicou-se técnica especifica de
purificagcdo de solventes, obtendo-se, dessa forma, produtos com maior grau de
pureza.?

A relacdo a seguir, apresenta os principais sistemas de solventes utilizados

nas técnicas cromatogréficas.
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_ 9. CHCI3, MeOH (93 : | 17. CHCI3, MeOH (50 :
1.Cloroférmio (100%)
7,0) 50)
2. CHCI3, MeOH (99,5 : | 10. CHCI3, MeOH (92 : | 18. Tolueno, AcOEt (95
0,5) 8,0) :5,0)
3. CHCI3, MeOH (99 : | 11. CHCI3, MeOH (91 : | 19. Tolueno, AcOEt (90
1,0) 9,0) :10)
4. CHCI3, MeOH (98 : | 12. CHCI3, MeOH (90 : | 20. Tolueno, AcOEt (85
2,0) 10) :15)
5. CHCI3, MeOH (97 : | 13. CHCI3, MeOH (85: | 23. Tolueno, AcOEt (80
3,0) 15) :20)
6. CHCI3, MeOH (96 : | 14. CHCI3, MeOH (80 : | 24. Tolueno, AcOEt (70
4,0) 20) :30)
7. CHCI3, MeOH (95 : | 15. CHCI3, MeOH (70 : | 25. Tolueno, AcOEt (50
5,0) 30) :50)
8. CHCl3, MeOH (94 : | 16. CHCI3, MeOH (60 : 26. Hexano, AcOEt (
6,0) 40) 20:80)

11

Tabela 1. Principais sistemas de solventes utilizados nas técnicas cromatograficas.

3.2.2 Determinacdo de toxicidade “in vivo” através do Teste de
Letalidade por Artemia salina (TLAS)

O ensaio de toxicidade sobre Artemia salina (TLAS) foi inicialmente proposto

I** e desenvolvido por Vanhaecke® e Meyer®®. Tem como base, a

por Michae
habilidade de uma substédncia em matar larvas de Artemia salina criada em
laboratério. Este método é considerado uma ferramenta bastante eficiente, rapida,
simples e de baixo custo de avaliacdo preliminar de atividade farmacolégica®.
Também é muito usado na avaliacdo da toxicidade de substancias puras®’ e de
extratos de plantas, na deteccdo de toxinas flingicas, metais pesados e pesticidas®,
além de “screening” teratolégicos e ecotoxicol6gicos?®. Uma boa correlagéo tem sido
feita com TLAS na deteccéo de compostos antitumorais®, anti-Tripanossoma %° e
antimalarico.*

O teste é realizado pela eclosdo dos ovos da Artemia salina em solugéo

salina. ApGs a eclosdo, as larvas sdo submetidas a uma série de diluicdes da
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amostra por um periodo de 24 h. Determina-se a CLs, concentracao letal capaz de
matar 50% da populac&o total de animais, pelo método de Probitos® ou por métodos
de regressao linear. As amostras sao consideradas ativas quando o teste de
letalidade com Artemia salina, TLAS <1000 ng/mL.

Na tabela 5, encontra-se uma média dos resultados da CLsg, correspondentes
ao ensaio de TLAS realizado em triplicatas com as fracdes hexanica, cloroférmica e
acetato de etila de Melochia chamaedrys. O padréo de toxidez utilizado neste ensaio

foi o dicromato de potassio (K.Cr,O;) que é um agente citotéxico, sal de metal
pesado usado para monitorar o desempenho do teste.

3.2.3. Método de Bioautografia

A bioautografia € um método quantitativo aplicado a deteccdo de compostos
antimicrobianos em misturas de composicao variada e mesmo desconhecida. A
amostra a ser testada € aplicada em placa de silica gel, alumina, papel ou qualquer
outro suporte adequado a cromatografia em camada delgada (CCD). A separacao
dos componentes da amostra aplicada com uma fase moével de escolha pode ser
realizada se o interesse for a verificacdo dos principios ativos dentro de uma mistura
complexa. O suporte contendo a amostra é entdo depositado em uma placa de petri
e sobre esta é aplicado uma fina camada de meio de cultura, proporcionando o
cultivo de um microrganismo sobre os componentes da amostra. A presenca de um
composto antimicrobiano € visualizada pela formacdo de zonas de inibicdo no
crescimento do microrganismo cultivado. Esta visualizacdo s6 é possivel com a
presenca de reveladores quimicos. Esses reveladores sao corantes indicadores de
microrganismos vivos. Os sais de tetrazolio como TTC (cloreto de 2, 3, 5-trifenil-1H-
tetrazolio) e MTT (brometo de 4,5-dimetil-2H-tetrazélio) sdo amplamente utilizados
para este fim, pois formam espécies altamente coloridas, conhecidas como
formazanas, ao serem reduzidos por componentes da cadeia transportadora de
elétrons da mitocdndria,** tornando facil & leitura dos resultados.

Os ensaios de determinagdo de atividade antimicrobiana pelo método de

Bioautografia foram realizados de acordo com Hamburguer e Hostettmann33*,
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3.2.3.1. Determinagao da Atividade Antimicrobiana “in vitro”

Os ensaios antimicrobianos do extrato metandlico, das frac6es e substancias
isoladas de Melochia chamaedrys foram realizados, utilizando cepas padréao (tabela
3) de ATCC (American Type Culture Colletion) e uma cepa isolada de pacientes
(SM-26), cedida pelo Laboratério de Micologia do Departamento de Farmécia da
UFSM. Como referéncia, foram utilizados os antibiéticos cloranfenicol para bactérias
e nistatina para fungos nas concentragdes de 0,5 a 0,7 ng para cloranfenicol e 2,3 a

4,0 ng para nistatina, como mostra a tabela 2, pagina 13.

Tabela 2. Cepas utilizadas nos ensaios de bioautografia

MICRORGANISMOS ANTIBIOTICOS
Bactérias Gram Positivas Cloranfenicol (ng)
Staphylococcus aureus ATCC 6538p 0,7
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 0,7
Bacillus subtillis ATCC 6633 0,7
Bactérias Gram negativas Cloranfenicol (ng)
Salmonella setubal ATCC 19796 0,7
Escherichia coli ATCC 25792 0,5
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 0,5
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 0,6
Fungos (Leveduras) Nistatina (nmg)
Candida albicans ATCC 10231 2,3
Sacharomyces cerevisae ATCC 2601 3,3
Candida dubliniensis SM-26 4,0
Cryptococcus neoformans ATCC 28952 2,4

3.2.4. Método de Horeau
3.2.4.1. Principio do Método

Em 1961, Horeau® enunciou um método indireto de determinacéo de
estereoquimica de alcoois secundarios. Este método se baseia na reagdo de um

alcool secundério opticamente ativo com um excesso de anidrido ou cloreto de acido
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2-fenilbutirico racémico, em piridina. Esta reagdo se procede através de resolucao
cinética parcial formando ésteres diastereoisomeéricos em diferentes proporgdes. De
acordo com Horeau, a configuracdo do alcool pode ser determinada através da
medida da rotacdo Optica do acido 2-fenilbutirico em excesso na mistura reacional.
Para isso, faz-se necessaria a remoc¢ao completa das impurezas.

No esquema 2, pode-se observar a reacdo de um alcool secundério genérico
puro e de estereoquimica desconhecida (a), cujos substituintes sédo L (substituinte
com maior volume) e M (substituinte de volume médio) que foi submetido a uma
reacdo com um anidrido ou cloreto de acido 2-fenilbutirico racémico formando dois
ésteres diastereoisoméricos (b e c) e os dois acidos enantioméricos (d e e), dos
acidos carboxilicos residuais.

oYY - 003 O"r

M
HOmmCmmH 4 ) () <+) (R)

: C:2Hs C_H

L C X 2 \ Ve

(@) o — i‘M +

H
(e) =)-(S)
O-
ou cI"
0

Esquema 2. Esquema geral da reacdo de um alcool secundario e um
derivado do acido 2-fenilbutirico.

3.2.4.2. Regra de Horeau

Tanto os ésteres diastereoisomérico quanto os enantioméricos do &cido
residual se formam em proporc¢des distintas devido ao efeito estérico dos grupos
volumosos do alcool e do cloreto ou anidrido (+)-2-fenilbutirico, proporcionando
diferentes estados de transi¢coes para a reacdo. Por este motivo, pode-se usar esta
reacdo para se determinar a estereoquimica do &lcool, sendo que para isso,
compara-se o valor da rotacdo 6ptica de um enantidbmero puro com o da mistura de
enantiomeros (e.e).

Com estes dados, Horeau determinou a estereoquimica de alcoois

secundarios, aplicando a seguinte regra: se 0 excesso enantiomérico for de acido
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(+)-(S)-2-fenilbutirico, o alcool tera a estrutura (f), e se o excesso for de acido (-)-(R)-

2-fenilbutirico apresentara a estrutura (g), conforme mostra o esquema 3.

acido (+)-S-2-fenilbutandico acido (-)-R-2-fenilbutandico

{ {

OH OH
& :
H H\JL
(M @)

Esquema 3. Regra de Horeau

A medida do excesso enantiomérico pode ser feita através de rotacao 6ptica,
cromatografia liquida ou gasosa®. Podendo ser ainda utilizada a espectrometria de
ressonancia magnética nuclear de prétons® com os ésteres diastereoisoméricos
resultantes da reagéo do alcool ou amina secundaria com os derivados dos acidos 2-
fenilbutiricos puros. A comparacdo entre 0s espectros destes ésteres permite a

determinacao da estereoquimica.

3.2.5. Melochia chamaedrys
3.2.5.1. Coleta e identificagdo Botanica

A espécie Melochia chamaedrys foi coletada no municipio de Santana do
Livramento — RS em fevereiro e marco de 2001. Sua identificacao foi realizada pela
professora Thais S. C. Dorow , do Departamento de biologia da UFSM. Uma
exsicata correspondente a espécie encontra-se depositada no Herbario Botanico da
Universidade Federal de Santa Maria (SMDB) sob o nimero 9262.

O material vegetal foi selecionado e as raizes, foram secas em estufa de ar
circulante com temperatura controlada a 40 °C durante cinco dias. ApGs a secagem

as raizes foram trituradas a fino grdo em moinho Wiley.

3.2.5.2. Preparacgao dos Extratos e Fracionamentos

O p6 das raizes de Melochia chamaedrys (780 g) foi extraido exaustivamente
com metanol a quente em aparelho de Soxhlet. O solvente foi evaporado a presséo

reduzida em evaporador rotativo, obtendo assim, um liquido viscoso de cor
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avermelhado, denominado extrato bruto (200g), atingindo 25,6% de rendimento em
relacdo ao material seco. Este foi solubilizado em agua e extraido sucessivamente
com hexano, cloroférmio, acetato de etila e butanol. Apés a evaporacdo dos
solventes cada extrato originou respectivamente 10; 4,5; 11 e 35 g de residuo,
conforme mostra a tabela 3. O esquema 4 péagina 16, mostra o fracionamento ao

gual o extrato bruto foi submetido.

Tabela 3. Rendimento de residuo obtido de cada fragao.

FRACAO PESO (g) | % Relativo ao material seco

HEXANICA 10,0 1,28
CLOROFORMICA 4,5 0,58
ACETATO DE ETILA 11,0 1,41
BUTANOLICA 35,0 4,48

| Hmz|

b etanal
EXTRATO
METAMOLICO

Eliminiagan do kelH
zob preszdo reduzida

EXTRATO BRUTO|

Hexano
Particio: Agua / Clarofdrmic
Acetato de Ehla
Butanal
FRACED FRACED FRACED FRACED

HE*ANICA, CLOROFORMICA ACETATO DE ETILA BUTANOLICA

Esquema 4. Fracionamento do Extrato Bruto

Antes de se efetuar o estudo quimico do extrato bruto metandlico e suas
fracOes: hexanica, cloroférmica e acetato de etila, fez-se os ensaios preliminares de
toxicidade sobre Artemia salina e microbiol6gico por bioautografia com o extrato
bruto e as fracdes hexanica, cloroférmica e acetato de etila, com a finalidade de
detectar em qual das fracBes pudesse existir compostos com atividade citotoxico e
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antimicrobiana. Vale ressaltar que, a fracdo butandlica ndo foi trabalhada neste

aspecto e nem tampouco quanto ao aspecto quimico.

3.2.5.3. Bioensaio

O ensaio de TLAS foi realizado com as fragbes hexanica, cloroférmica e
acetato de etila de Melochia chamaedrys, nas concentracbes de 10, 100 e 1000
my/mL. Este foi executado de acordo com a metodologia proposta por Meyer®, cujos

valores correspondentes a CLsp encontram-se na tabela 5 pagina 20.

3.2.5.4. Analise da Fracao Hexéanica

O residuo hexanico (10 g) foi fracionado a pressao reduzida em coluna de
silica gel. Neste fracionamento foram obtidos quatro subfragcbes a partir dos
seguintes solventes adicionados em ordem crescente de polaridade: hexano; éter
etilico; AcCOEt e CH3;OH.

A subfracdo acetato de etila (1,2 g) foi previamente analisada por
cromatografia de camada delgada (CCD), lampadas de Uzssnm € Usesnm, reagente de
Dragendorff e solucdo de etanol e acido sulfurico (95:05). Detectou-se nesta pre-
analise varias manchas, dentre elas, apenas duas mostraram-se positivas perante o
reagente de Dragendorff, reagente especifico para alcaldides. Esta subfracdo foi
lavada sucessivas vezes com uma mistura de hexano vezes com uma mistura de
hexano e cloroférmio (8:2) até a obtencdo de um residuo viscoso. Este residuo foi
cromatografado em placas preparativas utilizando-se como eluente cloroférmio e
metanol (95:5). Deste modo foi possivel realizar o isolamento dos metabdlitos
codificados como GO2 (30 mg) e GO3 (12 mg). O esquema 5 pagina 18, mostra o

refracionamento desta fracdo e obtencéo dos dois metabdlitos mencionados.
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FRACAD HEXAMICA
109

cramatografada em coluna
zob prezsdo reduzida

Hexano

Eter Etilico
Acetatn de etila
ketanol

Sub-fracin Sub-fracin Sub-fragio Sub-fracdo
Hexanica Eter Etilico Acetato de etila Metandlica
kg 0.84g 124 284

haterial rermovido . . )
Fesiduo oleoso insoldvel
com hexano e CHC 3

075 em hexano e CHClS

Cromatografada
em placas preparativas

GOz GO3
30 g 12 mg

Esquema 5. Refracionamento da fracdo hexanica e isolamento dos
metabdlitos GO2 e GOS3.

3.2.5.5. Andlise da Fracao Cloroférmica

O residuo cloroférmico (4,5 g) foi fracionado em coluna cromatogréfica
(c =80 cm, d = 4 cm), utilizando-se silica gel 60 (70-230 mesh) como suporte sélido
e um gradiente de cloroformio e metanol como sistema eluente.

As fragbes, de 50 mL, foram coletadas em frascos de vidro e analisadas
individualmente em CCD, sendo reunidas conforme suas semelhangcas em Rfs,
resultando em 10 fragbes (Tabela 4).

Todas as fragOes obtidas apresentaram impurezas, sendo estas submetidas a
novos processos de purificagdo, por meio de placas preparativas e recristalizacoes.
Os sistemas de solventes mais utilizados em CCD e placas preparativas foram os

mesmos utilizados na cromatografia em coluna. Desta forma foi possivel realizar o
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isolamento de sete substancias, que foram codificadas pelas seguintes siglas: G-9,
G-28, G-63, G-65, G-70, G-77 e G-90.

Tabela 4. Proporgdes de solventes utilizados e rendimento em cada fracao.

FRACOES | SISTEMA ELUENTE | COMPOSTO ISOLADO | PESO (mg)
1 CHCI; Mistura de compostos 220
2 CHCl3: MeOH (99,5:0,5) G-9 210
3 CHCl3: MeOH (99,5:0,5) G-28 35
4 CHCl3: MeOH (99:1) G-63, G-65 60
5 CHCl3: MeOH (98:2) G-70, G-77, G-90 160
6 CHCI3: MeOH (95:5) Mistura de compostos 130
7 CHCI3: MeOH (94:6) Mistura de compostos 180
8 CHCI3: MeOH (80:20) Mistura de compostos 350
9 CHCI3: MeOH (70:30) Mistura de compostos 300
10 CHCI3: MeOH (50:50) Mistura de compostos 800

3.2.5.6. Analise da Fracado Acetato de Etila

Da fracdo acetato de etila de Melochia chamaedrys foi isolado um composto
codificado como GAl. Uma parte desta fracdo (3 g) foi cromatografada em coluna de
silica gel, com sistema eluente acetato de etila e tolueno em diferentes proporc¢des.
As fracOes obtidas de 20 mL cada, na proporcado 75:25 entre as fracOes 8 e 14
possuiam, predominantemente, a substancia GAl. Estas foram reunidas conforme
seus Rfs e em seguida concentradas. O residuo obtido contendo GALl foi lavado
sucessivas vezes com uma mistura de acetato de etila e hexano (90:10). Desta
forma esse composto foi obtido na sua forma pura, na quantidade de 78 mg.
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3.2.5.7. Dados sobre os Metabdlitos Isolados das Fragcfes Hexanica,
Cloroférmica e Acetato de Etila de Melochia chamaedrys.
3.2.5.7.1. Antidesmona (19)

Este alcaldide (30 mg) foi obtido do refracionamento em coluna
cromatografica da fracdo hexanica e apresentou-se como um 6leo viscoso amarelo.
Sua estrutura foi caracterizada por andlises de RMN 'H e *C, raios-X e
espectrometria de massas.

Rf: 0,46 (CHCl; — MeOH, 96 : 4)

[a]5 +27° (c 1,5, CHCI3); +24° (c 1,5, CHCl3, Lit.>%%)

HRESIME [M+H]*a m/z 320.22268 EIMS:m/z = 319 [M]", 207 {[ M]*- CgH1s}.

Dados de RMN de 'H e 3C (Tabela 7, p. 37)

3.2.5.7.2. Chamaedrona (20)

Este novo alcaldide (12 mg) foi obtido do refracionamento em coluna
cromatografica da fragcdo hexanica e apresentou-se como um 6leo viscoso amarelo,
foi caracterizado por andlises de RMN *H e *3C, raios-X e espectrometria de massas.

Rf: 0,28 (CHCIl; — MeOH 96 : 4); [a]5 - 3.8 (c 1,2, CHCly).

HRESIME ([M+H]" a 336. 25474 EIMS: m/z =335 [M]", 223 {[ M]*- CgHas}.

Dados de RMN de 'H e 3C (Tabela 8, p. 54)

3.2.5.7.3. Acido Parasorbico (25)

Esta substancia (210 mg) de aspecto oleoso foi isolada da fracao
cloroférmica, sua estrutura foi confirmada através de andlises de RMN de *H e *C e
de dados da literatura.*?

Rf.: 0,55 (CHCI; — MeOH 99,5 : 0,5); [a]5 +170° ¢ 5 em CHCls; +197° (c 6,3

em CHCls, Lit.*?)

RMN *H : d 6,67 (1H, ddd, J = 10, 5, 3 Hz), 5,69 (1H,dt, J =10 e 1,5 Hz), 4,29

(1H, dg, J =9 e 6 Hz), (2 superposi¢édo 1H,ddd, J=9,3,-14eJ=6,5,-14

Hz), 1,15 (3H, d, J = 6 Hz), RMN *3C : d 20,20 (6), 30,44 (4), 74,09 (5), 120

(2), 145,07 (3), 164 (1).
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3.2.5.7.4. Propacina (26)

Esta substancia (35 mg) foi isolada da fracdo cloroférmica e apresentou-se
como um sélido branco amorfo, sua estrutura foi confirmada através de analises de
RMN de *H e *C e de dados da literatura.*®*’

Rf: 0,44 (CHCIl3; — MeOH 98 : 2)

P.f.: 246 — 248°C (Lit.***" 226 — 228, 238-241°C)

EIMS: m/z =369,1 [M]", 205,9 (100%); 164 {[M]"- C10H¢Os}.

Dados de RMN de 'H e **C (Tabela 10, p. 86)

3.2.5.7.5. Scutianina B (27)

Este alcaldide (35 mg) foi obtido da fragédo cloroférmica e apresentou-se como
um solido branco cristalino. Teve sua estrutura confirmada por analise de RMN de
'H e 3C, comparacdo em CCD com amostra auténtica e de dados da literatura.>

Rf: 0,5 (CHCIl; — MeOH 98 : 1)

P.f.: 248 — 250°C (Lit.*° 247 — 249 °C; [a]p = -296° em CHCl5).

RMN *H : d 0,94 (3H, d, CH3-18); 1,23 (3H, d, CHz-19); 2,15 (6H, s, N(CHa)»);

2,73-3,31 (2H, m, H-30); (1H, m, H-7); 4,4 (1H, dd, H-4); 4,9 (1H, dd, H-3);

6,9-7,3 (14 H, aromético).

RMN *°C: d 155,9; 81,5; 54,8; 172,6; 53,9; 166,6; 125,5; 116,3; 132,2; 131,6;

123,1; 122,6;130,1; 29,1; 20,3; 15,1; 171,5; 69,1, 30,8; 140,1; 126,2; 129,0;

127,9, 126,7; 41,7; 29,6; 131,7, 128,5; 126,7, 128,3.

3.2.5.7.6. Chamaedrina (27)

Este novo alcaléide (30 mg) foi isolado da fragdo cloroférmica apds varias
separacbes em CCD preparativa. Apresentou-se como um soélido branco amorfo e
teve as seguintes caracteristicas fisicas:

P.f.. 222-223 °C; Rf: 0,45 (CHCl; — MeOH 98 : 1); [a]p = -122,5° ¢, 1,2;

CHCI; ), HRESIME ([M+H]" a: m/z = 608,3231313 (calc. para CazsHs1NsO4}

EIMS m/z 148 (100%), 130 (CoHgN), 159 (CioH11N5), 347 (CooH17N303); IR

Vimax €M™ 3437 — 3272 (NH), 1640 — 1545 (C=0). Dados de RMN de *H e *C

(Tabela 10, p. 86)
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3.2.5.7.7. Adoutina X (29)

Este composto (120 mg) apresentou-se como um solido branco amorfo de
Pf.: 283 - 284 °C ( Lit.>*®® Pf.: 277- 279, 279 — 280,5 °C; [a]o = -316° e —370° em
CHCIl3) e Rf.: 0,5 (CHCI; — MeOH, 98 : 2).
RMN de *C d 156,18 (1); 81,79 (3); 59,36 (4); 172,11 (5); 55,37 (7); 167,07 (8);
125,80 (10); 116,63 (11); 131,98 (12); 130,12 (13); 122,66 (14); 123,09 (15); 131,79
(16); 19,04 (17); 15,14 (18); 11,70 (19); 173,87 (21); 29,70 (22); 34,88 (23); 26,25
(24); 21,83 (25/33); 23,05 (26); 41,94 (28/29); 35,29 (30); 15,94 (31); 20,36 (32).

3.2.5.7.8. Scutianina C (30)

Este metabdlito (12 mg) de Pf.. 272 — 273 °C foi isolado da fracdo
cloroformica em forma de um sélido branco apds cromatografia em placa
preparativa.. Sua identificagdo foi possibilitada por meio de comparacdo em CCD

com amostras auténticas e dados da literatura® (Pf.: 267 °C).

3.2.5.7.9. Waltheriona A (18)

Esta substancia (10 mg) foi obtida da fragdo cloroférmica na forma de um
solido branco apoés vérias separacdes em CCD preparativa. Forneceu Pf.: 207 — 208
e Rf.: 0,4 (CHCI3 e MeOH, 98:2). Sua estrutura foi confirmada por comparacdo em
CCD com amostra auténtica e dados da literatura* descritos abaixo.

p.f.: 206,0 — 207,5°C

[alo = -25,5° ¢, 0,04 em CHCls; IR Viax cm™ 3400 — 3200 (NH), 1685 — 1635

(C=0); HRESIME: m/z = 393,15777 (calc. para C,3H23NO3 393,15762).

RMN *H d 11,27 (1), 7,48 d J = 8,2 (7), 7,41 d, J = 8,2 Hz (8), 4,61 dd, J = 8,0

e 1,7 Hz (10), 1,90/2,13 m (11), 1,82/1,92 m (12), 6,87 dd J = 8,0 e 15 Hz

(13),6,94dJ=8,0e1,2Hz (3, 7,20ddd J =8,0; 7,3 e 15 Hz (4", 6,70 ddd J

=76;73el15Hz(5),6,29ddJ=7,6¢e 1,5 (6), 2,41 s (2C-CHg), 3,97 s (3C-

OMe), 3,77 s (2'C-OMe).

RMN *3C d 141,6 (2); 139,3 (3); 174,4 (4); 119,8 (4a); 141,7 (5); 130,5 (6);

131,8 (7); 117,4 (8); 141,8 (8a); 77,2 (9); 80,16 (10); 21,6 (11); 33,7 (12); 75,6

(13); 134,7 (1"); 156,4 (2'); 110,8 (3"); 128,5 (4’); 120,6 (5'); 131,1 (6); 14,3

(2C-CHj3); 55,4 (3C-OMe); 59,2 (2'C-OMe).
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3.2.5.7.10. (-)- Epicatequina (31)

Solido obtido da fracdo acetato de etila de; P.f = 235 —236 °C; forma-se em
cristais branco-avermelhado em acetona, quando esta € evaporada; na presenca de
solucéo de cloreto férrico, apresenta mancha de coloracdo azul escuro. Os dados
obtidos para esta substancia neste trabalho, descritos abaixo; foram confirmados

com os dados da literatura.®*
[a]3 - 66° (c, 0,075; CHsCOCH3); Rf = 0,55 (tolueno e AcOET, 70 : 30).

RMN *H d 2,73 (1H, J =3,2 e J = 16 Hz); 2,86 (1H, J= 4,4 e J = 16 Hz); 4,20
(1H, s); 6,77 (1H, d, Js.¢ = 8,4 Hz); 6,83 (1H, d, Jg.5 = 8,4 Hz e Jg o = 1,2 Hz);
7,00 (1H, Jo¢ = 1,2 Hz).

RMN C d 79,32 (2); 60,53 (3); 20,89 (4); 99,76 (4a); 157,06 (5); 95,68 (6);
157,44 (7); 157,49 (8), 171,00 (8a); 132,17 (1'); 115,19 (2); 145,17 (3);
145,19 (4); 115,46 (5'); 119,32 (6").
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4. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste item serdo discutidos os mecanismos de caracterizagdo dos
metabdlitos isolados de Melochia chamaedrys, e serdo apresentados os resultados
referentes as suas respectivas atividades biol6gicas.

4.1. BIOENSAIO

Observa-se na tabela 5 que todas as fracdes testadas apresentam uma média
toxicidade, visto que, amostras ativas de alta toxicidade sdo aquelas que
apresentam CLso < 50 mg mL™, média toxicidade de CLsy < 500 mg mL™ e de baixa
toxicidade
CLsp < 1000 ng mL™.

Tabela 5. Concentracdo das amostras requerida para atingir 50% de letalidade
frente a Artemia salina.

AMOSTRAS Clso (mg mL™)
Fracdo Hexanica 260
Fracéo Cloroférmica 164,3
Fracao Acetato de Etila 162,3
K2Cr207 19,4

4.2. Estudo Fitoquimico da Raiz de Melochia chamaedrys

O estudo fitoquimico, realizado com o extrato metandlico da raiz de Melochia
chamaedrys, permitiu o isolamento e a determinacéo estrutural de dois alcal6ides
inéditos: um do tipo quinolona e um ciclopeptidico, os quais foram denominados de
chamaedrona (20) e chamaedrina (28). Além dessas substancias, foram isolados o
acido parasoérbico (25), adoutina X (29), antidesmona (19), (-)-epicatequina (31),
scutianina B (9) e C (30) e waltheriona A (18) ; substancias isoladas anteriormente
em outras espécies vegetais com registros na literatura *39:4037-41:44:45.46,50,52.53,57,58
Na tabela 6 a seguir, encontram-se listadas todas essas substancias na

ordem de obtencéo e apresentacao.
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A elucidagéo estrutural dessas substancias foi efetuada através de métodos
fisicos usuais como, EM, RMN de *H e '*C e experimentos uni- e bidimensionais
como COSY, NOESY, DEPT 135°, HMQC e HMBC, além de métodos quimicos
como, modificacdo estrutural. Este ultimo, com a finalidade de confirmar ou tirar
algumas duavidas em relagdo a conectividade de alguns substituintes na estrutura.
Também, com algumas dessas substancias, realizou-se ensaios de frente a
bactérias Gram positivas e Gram negativas e fungos por meio da técnica de

bioautografia.
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Tabela 6. Estruturas dos metabdlitos isolados e modificados de Melochia
chamaedrys.
. Férmula . )
Compostos Cadigo Molecular [a]o Ponto de Fuséo | Literatura
(‘%% GO2 | CigHpNOs | T21.L7° dleo 35
) u 19129 3 +24
(o]
SJees
~ N GO3 CooH33NO3 *.3,75° 6leo
Chamaezrona
@]
S
GOH C19H31NO3 *+41° 61°
N
OH ZlH
@]
o ,
S | GOH' | CioHaNOs dleo
f N
22
(@]
Ony
\ GOMe CooH33NO3 6leo
»° 23H
@]
Ong
GOMe’ CooH33NO3 6leo
N
H
®
(@]
( :o +181° ,
G-9 CeHsgOo *+170° 6leo 42
Acido Parasoérbico
25
o A& 226-228 °C 46
,OI:F(O G-28  CapHis07 238-241 °C pi
5 *246-248 °C

HO Propacina

26

*Valores encontrados neste trabalho.
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Férmula

Ponto de

Compostos Cadigo Molecular [a]o Fus&o0 Literatura
4 202-205 °C 46
o g 5 G-28Ac CxoH500g 203-204 °C 47
y ' *199-201 °C
g St 248-250 °C 4
"3 H-eo G-63 C34H4oN4O4 -296° *DA7-249 °C 13
51{_ 53
' Scutianina B
““?o 'EIQ G-65 | CasHaNsOQ4 | -122,5° | 222-223 °C
Qg N
)-S;Q's 3160 | 277-279°C 56
vy -ﬁ\ G-70 | CoHuNiOs| 530, | 279-2805°C 57
_(1{_ *283-284 °C 58
' Adoutina X
)'S-‘; : y 267 °C
_)_zo 'co G-77 | C3iHoN4O4 | -231° | *272-273 °C 60
'N::ulianinac
o
MeqHO s | 206-207 °C
&L G-90 | CyH2sNOg | -25,5 +907-208 °C 4
18
OH o -120
61
HoagNg© -54° 240 °C
o GA-L 1 CisHiOs | g6e | x235-236 °C 62

OH
() - Epicatequina
31

*Valores encontrados neste trabalho.
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4.2.1 Caracterizacdao dos compostos GO2 e GO3 obtidos na fragéo
hexanica de M. chamaedrys.
4.2.1.1. GO2

Este composto foi isolado da fracdo hexanica (Esquema 5, p. 18),
apresentando-se, depois de purificado, como um 6leo de coloracdo amarela, que
reagiu positivamente frente ao reagente de Dragendorff, sugerindo a presenca de
nitrogénio basico na sua estrutura molecular.

A andlise de rotacdo oOtica deste metabdlito apresentou um [a]p = +27,17°
(c = 1,5, CHCI3), mostrando tratar-se de uma molécula quiral.

A aplicacdo de métodos fisicos de analises como espectrometria de massas,
ressonancia magnética nuclear de *H e **C e experimentos uni-e bidimensionais,
homo e heteronucleares, assim como a comparagcao de dados espectrais de outros
alcaldides do tipo quinolonas 6,7 contribuiu nas atribuigcdes dos sinais e na sugestao
da possivel estrutura 19 para este metabdlito.

19

4.2.1.1.1. Espectro de Massas

O espectro de massas de baixa resolucado (EIMS) de GO2 apresentou um
pico a m/z 319 (M"), referente ao ion molecular, ao passo que o espectro de massas
de alta resolucdo (HRESIME) apresentou um fon “quase molecular” [M+H]" =
320,22270. A partir desses dados, juntamente com a analise dos espectros de RMN
de 'H e 3C, foi sugerida a férmula molecular C1gH2oNO3 para GO2.

No espectro de massas de baixa resolucdo, mostrado na Figura 1, é possivel
ver as principais fragmentacdes que evidenciam a estrutura proposta. O pico base,

por exemplo, a m/z 207 corresponde a uma quebra da cadeia lateral (M-CgHi5) da
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estrutura, e ainda pode ser observada na figura 2 a sucessiva fragmentacdo desta
cadeia pelos respectivos ions, a m/z 220 (M-C7His); 234 (M-CgH13); 248 (M-CsH11);
263 (M-C4H9); 276 (M-C3Hy); 291 (M-C2Hs) e 304 (M-CH.). Estas fragmentacdes séo
decorrentes do mecanismo de clivagem denominado clivagem a. Este tipo de
clivagem leva a formagdo de um carbocation e um radical livre. A abundancia
relativa desses fragmentos no espectro de massa esta associada a capacidade dos

fragmentos formados estabilizarem o radical livre ou a carga positiva formada.

= o

234
220 291

TR %3

148 I ' 248 278 3
w158 | 170 RECHN (R P I | T B 1]
! L | o ot | SRR S | Y M |

40 B0 80 100 120 140 180 180 200 220 240 260 250 300 EQIU T '34rﬂ

134
5 SO O /Y B 1 LA

Figura 1. Espectro de massas de GO?2.

e M/z 304
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—.m/z 276
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/ f\’ /2 220 (o)

m/z 15 e
m/z 28
m/z 43 «m—

m/z 56 m—

M/z 7] «m—
m/z 85
m/z 99 e

m/z 112

Figura 2. Principais fragmentacdes de GO2.

4.2.1.1.2. Espectro de RMN *H

O espectro de RMN 'H de GO2 (Figura 3) revela a presenca de 18

hidrogénios metilénicos entre d 1,25 e 2,75, sendo a maioria sobrepostos, de dificil
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atribuicdo. Entre estes sinais observa-se um singleto intenso em d 2,35 (3H),
atribuido aos hidrogénios de um grupamento metila, unido a um sistema aromatico.
Outro sinal que aparece em d 3,93 (3H, s) foi atribuido aos hidrogénios de uma
metoxila, também ligada a esse sistema aromatico. Observa-se, também, um sinal
ligeiramente deslocado para campo baixo, em d 8,75, sugerindo que o hidrogénio
esteja ligado a um heteroatomo. Além desses sinais, € de se notar em campo alto
um tripleto em d 0,89, referente a metila terminal e em d 3,25 um sinal alargado

correspondente ao Unico hidrogénio metinico da estrutura.
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Figura 3. Espectro de RMN de *H de GO2 em CDCls, 400 MHz.

4.2.1.1.3. Espectro de RMN do Tipo COSY *H-'H

O espectro de RMN de 2D, COSY *H-'H (Figuras 4 e 5) revela a presenca de
um unico sistema de spin na molécula. Nesse sistema, € possivel observar as
correlagcbes entre o hidrogénio metinico H-5 (d 3,25) com os pares de hidrogénios

dos grupos metilénicos endociclicos ndo equivalentes (Ha-6; Hp-6) e (Ha-9; Hp-9)
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entre d 1,37 e 2,07 e a correlacdo entre os pares hidrogénios (Ha-6; Hp-6) e (Ha-7;
Hp-7) entre d 2,07 e 2,58, além de estabelecer uma sequéncia de correlagbes entre

H-5 até 16-Me (d 0,89) da cadeia lateral.

L.._. = ppm

ppm 8 6 4 2 0

Figura 4. Espectro de RMN de 2D, COSY *H-'H de GO2 em CDCls, 400 MHz.
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1.5

Figura 5. Espectro expandido de RMN de 2D, COSY *H-'H, regido d 0,89 a 3,25 de
GO2 em CDCls, 400 MHz.

4.2.1.1.4. Espectro de RMN **C

A combinacdo do espectro de carbono **C (Figuras 6 e 7) e experimentos

DEPT 135° permitiram a identificacdo de 19 sinais distribuidos numa regido
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espectral entre d 14,06 e 194,91, revelando a existéncia de um carbono metinico,

nove metilénicos, trés metilicos e seis carbonos nao-hidrogenados.

O = @ «
— O O @
m O D
M~ M~ W w
M~ M~~~

ppm
———194.915
173 .385
—147 .67
__—138.102
TT——138.143
——132.002

Figura 6. Espectro de RMN de **C de GO2 em CDCls;, 100 MHz.
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Figura 7. Espectro expandido de RMN de **C de GO2 em CDCls, 100 MHz.

No espectro de RMN DEPT 135° (Figuras 8 e 9) verificou-se a presenca de
nove sinais com amplitude negativa referentes aos carbonos metilénicos (C-6,
C-7, C-9 a C-15) e quatro sinais com amplitude positiva correspondentes aos
carbonos metilicos, (C-16, C-17, C18) e metinico (C-5).

Considerando que no espectro DEPT 135° desaparecem o0s sinais
correspondentes aos carbonos nao hidrogenados, seis carbonos (C-2, C-3, C-4, C-
4’, C-8, C-8’) foram distinguidos dos demais através da compara¢do com o espectro
de carbono desacoplado. Na tabela 7 encontram-se os valores dos deslocamentos

correspondentes a cada atomo de carbono.
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Figura 8. Espectro de RMN de DEPT 135° de GO2 em CDCl3, a 100 MHz.
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Figura 9. Expansao do espectro de RMN de DEPT 135°de GO2 em CDCls, a 100
MHz.
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4.2.1.1.5. Espectro de RMN do tipo HMQC e HMBC

O espectro bidimensional heteronuclear HMQC (Figura 10) permitiu confirmar
os deslocamentos quimicos dos carbonos hidrogenados presentes em GO2, através
da correlacdo de cada um dos hidrogénios com seus respectivos carbonos.

18-0he P [V L,
18

10

|
14 :

I pom

Figura 10. Espectro 2D, heteronuclear *Jy.c, HMQC de GO2 em CDCls, a 400 MHz.
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A andlise do experimento HMBC (Figuras 11 e 12) permitiu esclarecer
algumas duvidas com relacdo a localizacdo de certos grupos e substituintes na
molécula, por exemplo, as localiza¢cdes do grupo carbonilico (d 194,91) e do
substituinte n-alquila.

A afirmativa de que o grupo carbonilico se encontrava na posi¢do C-8 foi
definida neste experimento pelo sinal de cruzamento entre os hidrogénios
metilénicos ndo equivalentes H,p-6, Hap-7 € 0 carbono C-8 (d 194,91). Outra
informacg&o importante observada que reforca essa afirmativa e que, ao mesmo
tempo, define a localizacdo do substituinte n-alquila, € a correlagdo do carbono
metinico C-5 (d 30,31) com os hidrogénios (Habn-6 € Hap-7) € com um dos
hidrogénios metilénicos diastereotopicos da cadeia lateral (Ha ou Hy-9) em d 1,38.
Desta maneira, conclui-se que o substituinte n-alquil se encontra conectado ao
carbono C-5. Pode-se observar ainda no anel aromatico que os hidrogénios da
metila (3H-17), que absorvem em d 2,35, se-correlacionam com o carbono n&o-
hidrogenado C-2 (d 138,14), enquanto que os hidrogénios da metoxila (3H-18), que
absorvem em d 3,93, se correlacionam com o carbono n&o-hidrogenado C-3 (d
147,61), sendo que os hidrogénios da metila (C-2) também se correlacionam com
este carbono, sugerindo que os dois substituintes se encontram em carbonos
vicinais. Essas atribuicdes assim como a localizacdo do grupo carbonilico (d 173,35)
na posicao C-4 foram confirmadas pela comparacdo de dados obtidos de outros
alcaléides do tipo quinolinonas.*>*®
Essas e outras importantes correlagdes observadas no espectro HMBC estéao

presentes na Tabela 7 e visualizadas na estrutura abaixo:

15
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Figura 11. Espectro 2D, heteronuclear, HMBC de GO2 em CDCl3, a 400 MHz.
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Figura 12. — Espectro expandido 2D, heteronuclear, HMBC de GO2 em CDCls, a
400 MHz.
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos de RMN de *H, ¥C e correlagdes dos
experimentos COSY e HMBC para GO2, em CDCls.

POSICAO dBc d'H COSY 'H-'H HMBC H-®C
1 - 8,75
2 138,14 3; 17-Me
3 147,61 2; 18-OMe
4 173,35
4 139,10 6
5 30,31 3,25 (1H; %) 6; 9 6;7;9
6 24,44 2,07(2H,; m) 5,7 5;8;4
7 32,25 2,59 (2H; m) 6 6; 8
8 194,91 6; 7
8’ 132,00
9 30,58 1,38 (2H; m) 5; 10 5; 10
10-15 22 -31
16 14,06 0,85 (3H; t) 15
17-Me 14,61 2,35 (3H; s) 2;3
18-OMe 59,39 3,93 (3H; s) 3

Apés a caracterizacdo da estrutura de GO2, constatamos que a mesma havia
sido isolada, em 1999, da espécie Antidesma membranaceum (Euphorbiaceae) por
Buske® e colaboladores, os quais a denominaram de antidesmona, correspondente

a um alcaldide isoquinolinico 19a.

O/

\
2N

@) OH
19a

Um ano depois (2000), esse mesmo grupo de pesquisadores publicou um
artigo retificando a estrutura desse alcaldide (antidesmona) de estereoquimica
absoluta S.*° Configuracéo esta, também obtida por nés e discutida posteriormente.
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Este alcal6ide encontra-se patenteado por esse mesmo grupo, pelo fato de o
mesmo exibir uma potente atividade anti-tripanossémica contra o Tripanossoma
cruzi, agente patogénico causador da doenca de Chagas*'. Vale ainda ressaltar que
nos ensaios por bioautografia, realizados por nés, este alcaldide até uma quantidade
inibitéria minima (QIM) de 100 ng ndo apresentou atividade para 0s microrganismos

listados na tabela 3.

4.2.1.2. GO3

O composto GO3 também foi obtido da fracdo hexanica (Esquema 3) na
forma de 6leo viscoso de cor amarela. Este composto reagiu positivamente frente ao
reagente de Dragendorff, sugerindo a presenca de nitrogénio basico na sua
estrutura molecular. Sua estrutura (20) foi cuidadosamente estabelecida pela
comparacdo dos sinais espectrais de RMN 'H e *C de GO2 e pelas andlises
espectroscopicas detalhadas de RMN 2D, incluindo a aplicacdo dos experimentos
COSY, NOESY, HMQC e HMBC. As analises de espectrometria de massas também

foram fundamentais na elucidacdo desta estrutura.

4.2.1.2.1. Espectro de Massas

Os dados obtidos dos espectros de RMN 'H e *C de GO3 (Tabela 8), além
do ion molecular registrado em m/z 335 no espectro EIMS (Figura 13) e ion “quase
molecular” [M+H]" a 336,25474 HRESIMS, conferem ao composto GO3 a féormula
molecular CyH33NOs. E importante notar que a formula molecular CigH2NO3 de
GO2, deduzida anteriormente, revelou uma diferenca de quatro atomos de
hidrogénios e mais um atomo de carbono quando comparada com a de GOS3
(C20H33NO3). O pico base em m/z 193 exibido no espectro EIMS corresponde a
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clivagem da cadeia lateral (n-alquila), juntamente com um grupo metoxila (-OMe)

fornecendo, assim, o fragmento principal (100%) (figura 14).

NGANGE] 143

€0 4

305

m o 2y Vw) =
300 320
Figura 13. Espectro de Massas de GO3
@]
@)
N -
/Ol\)‘]i -OMe_ iz 193 (100%)
\O N
H
m/z 223

Figura 14. Fragmentacédo de GO3

4.2.1.2.2. Espectro de RMN de'H

O espectro de RMN *H (Figura 15) de GO3 é aproximadamente semelhante
ao composto GO2. A excecdo esta relacionada a adicdo de um singleto em d 3,46,
referente a um grupo metoxila, um multipleto em d 4,20, J = 6 e J = 10 Hz referente a
um hidrogénio metinico na mesma posicdo do grupo metoxila e as diferencas
significativas, correspondentes aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios
metilénicos endociclicos diastereotdpicos, (Hap-6 € Hap-8) que absorvem entre d
1,61 e 2,14.
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Figura 15. Espectro de RMN de *H de GO3 em CDCls, 400 MHz.
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Figura 15a. Espectro de RMN de '*H de GO3 em CDCls, 400 MHz expandido entre d
0,85 e 4,28.

4.2.1.2.3. Espectro de RMN do Tipo COSY *H-'H

A conectividade do grupo metoxila ao carbono C-7 observada neste espectro
(Figural6) € muito sugestiva, j& que a correlagdo do hidrogénio metinico H-7
(d 4,28) ocorre apenas com o par de hidrogénios metilénicos endociclicos nao
equivalentes (Ha.-8, Hp-8). Por outro lado, percebe-se que esses hidrogénios
metilénicos se correlacionam muito pouco com o0 outro par de hidrogénios
metilénicos n&o equivalente (Hs;-6, Hp-6). E importante notar neste espectro a
correlacdo entre o hidrogénio metinico H-5 (d 2,91) com um dos hidrogénios de cada
par metilénico do anel (Hy,-6) e da cadeia lateral, (Hs ou Hp-9), permitindo, desta

forma, tornar evidente a conectividade da cadeia alifatica ao carbono C-5 da
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estrutura. Essas e outras correlagdes encontram-se na tabela 8 (p. 54) e poderéo ser

visualizadas na figura abaixo.

18-0Me
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_opm

fom &0 5 30 2k zo 45 10
Figura 16. Espectro de RMN de 2D, COSY *H-'H de GO3 em CDCls, 400 MHz.

4.2.1.2.4. Espectro de RMN do Tipo NOESY 'H-'H

No espectro NOESY (Figura 17) de GO3 observou-se algumas correlagbes

espaciais importantes que forneceram informacdes quanto & geometria da molécula.

AcroPDF - A Quality PDF Writer and PDF Converter to create PDF files. To remove the line, buy a license.


http://www.acropdf.com

46

Por exemplo, neste espectro observou-se a interacdo do hidrogénio metinico H-7,
com um hidrogénio de cada par metilénico do anel (Hy-6 e H,;-8) e com os
hidrogénios do grupo metoxila Hs-19. Estes, por sua vez, interagem com O0S
hidrogénios H,-8 e Hy-8. Observa-se, também, neste espectro, que o hidrogénio Hy-6
mostra uma forte interagdo com os hidrogénios H-5 e Hy-6 e uma fraca interagao
com o hidrogénio H-7. JA4 o hidrogénio H,-6 nédo interage com H-7 e tem
pouquissima interacdo com H-5, logo, sugere-se que, os hidrogénios H-5, Hy-6 e H-7
estejam do mesmo lado, e que o hidrogénio H-5 esteja em posi¢ao cis em relacéo ao
hidrogénio H-7.

Essas informacgdes, juntamente com os dados presentes na tabela 8,
levou-nos a sugerir a estrutura configuracional I, pelo fato de a mesma apresentar

uma conformagdo termodinamicamente mais estavel (I-a).
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Figura 17. Espectro de RMN de 2D, NOESY de GO3 em CDCl3, 400 MHz.

4.2.1.2.5. Espectro de RMN de **C de GO3

As atribuicdes de sinais dos atomos de carbono, pertencentes ao composto
GO3, foram realizadas através de RMN *C, utilizando-se os espectros de carbono
totalmente desacoplado (BB) e DEPT 135°, comparando-os com os dados de
deslocamentos de RMN *3C relatados para antidesmona.

O espectro de carbono (BB), (Figuras 18 e 18a), permitiu a identificagao de

vinte sinais distribuidos numa regido espectral, entre d 14,09 e 171,75, indicando a
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presenca de carbonos metinicos, metilénicos, metilicos e os ndo hidrogenados. A

Tabela 8 apresenta os deslocamentos de RMN **C obtidos para GO3.

ppm

R =]
P PP P

\\x\\\\\%ﬁ

140 .984

—171.754
—144.579
TT——137 957
—128.874
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17 16

19-OMe 8
16-0Me

25

Figura 18. Espectro de RMN de *C de GO3 em CDCls, 100 MHz.
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Figura 18a. Espectro de RMN de *C de GO3 em CDCl;, 100 MHz expandido entre
d 14,00 e 32,43.

No espectro DEPT 135° (Figuras 19 e 20) verificou-se a presenca de seis
sinais com amplitude positiva, quatro referentes aos carbonos metilicos C-16 (d
14,09), C-17 (d 14,40), 18-OMe (d 59,78), 19-OMe (d 56,15) e dois referentes aos
carbonos metinicos C-5 (d 30,91) e C-7 (d 75,03) e nove sinais com amplitude
negativa correspondentes aos carbonos metilénicos C-6, C-8, C-9 a C-15 (d 22,20 a
32,51).

Considerando que no espectro DEPT 135°, desaparecem o0s sinais
correspondentes aos carbonos nao hidrogenados, seis carbonos foram distinguidos
dos demais através da comparag¢do com o espectro de carbono desacoplado. Desta
forma, uma grande parte dos sinais foi atribuido aos carbonos da molécula proposta.
Na tabela 8, encontram-se listados os valores correspondentes aos deslocamentos

guimicos desses carbonos.
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Figura 19. Espectro de RMN de DEPT 135° de GO3 em CDCl3, 100 MHz.
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Figura 20. Espectro de RMN de DEPT 135° de GO3 em CDCIl; a 100 MHz
expandido entre d 14,32 e 75,40.

4.2.1.2.6. Espectro de RMN do Tipo HMQC e HMBC

O espectro bidimensional heteronuclear HMQC, (Figura 21), permitiu
confirmar os deslocamentos quimicos dos carbonos hidrogenados, presentes em
GO3, através da correlacdo de cada um dos hidrogénios com seus respectivos
carbonos ja& assinalados anteriormente através da analise do espectro
unidimensional de RMN 'H e dos experimentos bidimensionais COSY 'H-'H e
NOESY.
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Figura 21. Espectro de RMN de 2D, HMQC de GO3 em CDCl3, 400 MHz.

As correlacdes a longa distancia via 2J e 3J, observadas no espectro HMBC
(Figuras 22, 22a, 23b) foram fundamentais, principalmente, na possivel localizacao
da conectividade do grupo metoxila e cadeia lateral (n-alquila) presente na molécula
proposta para GO3. Neste espectro € possivel ver com clareza as correlagbes do
hidrogénio metinico H-7 (d 4,28) com o carbono do grupo metoxila (19-OMe) em d
56,15 e com os dois carbonos néo hidrogenados C-4’ (d 128,87) e C-8' (d 140,94)
ppm, sugerindo desta forma a conectividade do grupo metoxila ao carbono C-7. Com
relacdo a conectividade do substituinte n-alquila ao carbono C-5, apenas uma
correlacdo foi observada, a correlagdo de um dos hidrogénios metilénicos

endociclicos Hs-6 (d 1,96) com o carbono metinico C-5 (d 31,18). As demais
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correlacbes que permitiram a atribuicdo dos sinais aos carbonos da estrutura de

GO3, sao encontrados na tabela 8 e representados na figura abaixo.
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Figura 22. Espectro de RMN de 2D, HMBC de GO3 em CDCl3, 400 MHz.
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Figura 22a. Expanséo do espectro de RMN de 2D, HMBC de GO3 em CDCls, 400
MHz.
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Figura 22b. Expansao do espectro de RMN de 2D, HMBC de GO3 em CDCls, 400
MHz.
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos de RMN de *H, C e correlagdes dos
experimentos COSY e HMBC para GO3, em CDCls.

POSICAO dBc dH COSY HMBC NOESY
1 -
2 137,95 3;17
3 144,57 2:18
4 171,75
4 128,87 6
5 31,87 2,91 (1H) 6a;7;8;10 6a; 7; 9 6a; 6b; 9a
Ha=1,96 5
6 22,65 5 57,8, 4
Hb=1,62 5: 6a; 9a
7:8h: 19; 8a;
7 75,03 4,27(1H) 4 819
19
Ha=2,14
8 22,15 6;7 6b; 8a; 19
Hb=1,69
8’ 140,98
9 30,58 5; 10 5: 10 5
10-15 22,20-32,51
16 14,09 0,86 (3H; 1) 15
17 14,40 2,34 (3H; s) 2:3
18-OMe 59,78 3,93 (3H; s) 3
19-OMe 56,15 3.49 (3H; s) 7: 8a; 8b

Apesar do crescente avanco em técnicas espectroscopicas e
espectrométricas, nem sempre é possivel determinar a configuracdo absoluta de um
produto natural inédito. Neste contexto GO3 é um exemplo. A principio achou-se que
esse composto poderia ser um derivado de GO2, neste caso a localizacdo do
substituinte estaria na posi¢do C-8, isto é, a metilacdo ocorreria a partir da reducao
da carbonila nesta posi¢ao, contrariando, desta forma, a elucidagéo estrutural
proposta através das analises espectrais.

Com a finalidade de esclarecer tais duvidas persistentes, desenvolveu-se a

seguinte estratégia:
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A partir do composto GO2 realizou-se a seguinte semi-sintese: GO2 (15 mg)
foi dissolvido em MeOH (2 mL) e NaBH, (2 mg) a uma temperatura de 10°C. ApGs
completar a adicdo, a mistura foi agitada durante um periodo de 1 hora. No final da
reacdo adicionou-se H,O para destruicdao do NaBH, restante; em seguida a mistura
reacional foi extraida com CHClIs;. Finalizada a extracdo, o solvente foi removido e
obteve-se uma mistura de dois alcoois que foram codificados de GOH e GOH’
(Figura 23).

Figura 23. Estrutura dos alcoois (GOH e GOH’) de estereoquimica indefinida

Esses dois alcoois foram separados em placas de cromatografia de camada
delgada preparativa (CCDP), cujos rendimentos foram respectivamente 66,6% e
13,3% para GOH e GOH'. Apds a confirmacdo da reducdo do composto GOZ2,
através de CCD e andlises espectrais de RMN *H e *C (Figuras 24 e 25), fez-se a
metilacdo dos dois alcoois com diazometano em meio etéreo, obtendo-se, assim, 0s
compostos GOMe e GOMe'.
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Figura 25. Espectro de RMN **C de GOH
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GOMe e GOMe’ foram comparados com GO3 através de andlises em CCD
(Figura 26). Verificou-se nesta analise que os Rfs dos dois compostos modificados
apresentaram valores diferentes em relacdo ao composto natural (GO3), quando
testados em diferentes sistemas de solventes.

A=GO02, Rf =0.46
B =GO0O3, Rf=0,28
C = GOMe, Rf =0,50
D = GOMe’, Rf = 0.68

A B C D

Figura 26. Perfil cromatogréfico de GO2, GO3, GOMe e GOMe’ em CHCl3; e MeOH
(96 : 4) revelado com Dragendorff.

A diferenca entre GO3 e os compostos modificados (GOMe, GOMe’) também
foi detectada pela injecdo em cromatografo gasoso (CG), ambos apresentaram
tempos de retencao diferentes com relacdo ao GO3 (GO3 = 24,0 min., GOMe =
23,19 min. e
GOMe’ = 21,71 min.) (Figura 27). Essas andlises comparativas permitiram distinguir
GO3 dos dois compostos semi-sintéticos, podendo, desta forma, concluir que GO3
nao é um derivado de GO2. Uma analise de raios-X de GO3 seria necessario para
comprovar a conectividade.

Esta nova substancia (GO3) de nomenclatura 3,7-dimetoxi-2-metil-5-octil-
1,4,5,6,7,8-hexaidro-4-quinolinona, foi denominada de chamaedrona. Esta
denominagédo surgiu da derivagdo do radical da palavra chamaedrys (chamaedr)
com o sufixo da palavra quinolinona (ona): classe de alcaléides a qual pertence esse

composto.
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Figura 27. Cromatogramas das substancias naturais e modificadas:
(A =G0O2+GOMe’'+GOMe+GO03; B = GO2+G0O3; C = GOMe’; D =GOMe)

4.2.1.3. Definicdo da configuracéao relativa dos centros quirais (C-5, C-8)

de GOH através do estudo de raios-X.

Para determinacdo da difracdo de raios-X, foi necessario tornar o composto
GOH, de aspecto viscoso, em cristais. Para isso, GOH foi diluido em acetona e
deixado em repouso até a evaporacao do solvente, o qual originou cristais possiveis
de serem analisados por este método. A andlise do estudo de raios-X deste cristal
pode confirmar a configuracéo relativa dos carbonos 5 e 8. A Figura 28 mostra, com
clareza, a geometria cis entre os substituintes n-alquila e hidroxila conectados,
respectivamente a esses carbonos. Embora nesta figura do cristal, os substituintes
aparecam em posi¢cdo a em relagdo ao plano, fica claro que ndo é possivel definir a
configuragdo absoluta nas posi¢coes C-5 e C-8 neste experimento com relagdo ao

plano. Podendo esta também ser demonstrada na posicao b, j& que se trata de um
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meétodo relativo. Para a confirmacdo definitiva desta posicdo, seria necessario
determinar a estereoquimica absoluta de um dos dois centros quirais presentes na

molécula. Para este fim, utilizou-se a técnica de Horeau descrita a seguir:
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Figura 28. Estrutura obtida através da difracao de raios-X de GOH.

4.2.1.3.1. Determinacédo da Estereoquimica do Centro Quiral C-8 de GOH

O método de Horeau foi empregado a fim de se determinar a estereoquimica
do carbono 8, dos compostos semi-sintéticos. Para isto, GOH foi submetido a uma
reacdo com o anidrido 2-fenilbutirico racémico, obtendo-se, desta forma, dois
ésteres diastereoisoméricos, que foram descartados, e uma mistura de acidos (+) e
(-)-2-fenilbutiricos em proporcdes diferentes, conforme mostra o esquema 2 pagina
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14. A medida do excesso enantiomérico destes acidos, apos a metilacdo, foi
utilizada para determinagéo da estereoquimica.

A mistura destes acidos foi derivatizada utilizando-se diazometano e
analisada por cromatografia gasosa enantiosseletiva (Figura 29).
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Figura 29. Cromatograma dos acidos 2-fenilbutiricos metil ésteres obtidos na reacéo

do &lcool com anidrido 2-fenilbutirico racémico.

Obteve-se um excesso enantiomeérico (7,22%) do acido (-)-(R)-2-fenilbutirico.
A regra de Horeau determina que, quando 0 excesso corresponder ao enantibmero
(-)-(R), como neste caso, a estereoquimica do alcool sera aquela em que o
substituinte maior (L) ficara proximo ao observador, enquanto que o médio (M) ficara
mais distante, sendo o contrario quando o excesso for do enantibmero (+)-(S). Os
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ligantes OH e H nos dois casos ficardao no plano, conforme podem ser observados
no esquema 3 pagina 14.

Identificados os grupos L (maior volume) e M (volume médio) para GOH
(Figura 30) e aplicando-se a regra Cahn, Ingold e Prelog (CIP), foi possivel
determinar a estereoquimica absoluta para este centro quiral como (R) (Figura 31),
j& que se obteve um excesso do acido residual (R), e o grupo M é o de maior

prioridade que L.

Figura 30. Atribuicdo do volume dos grupos ligados ao carbono 8.

Figura 31. Estrutura de GOH com estereoquimica absoluta definida (8 R).

Com a determinacdo da estereoquimica absoluta do carbono 8 pelo método
de Horeau, foi possivel ratificar a estrutura do cristal (a em relacdo ao plano)
presente na Figura 28 e consequentemente definir a estereoquimica do carbono 5
(Figura 32, p. 62) como (S). Essas duas técnicas foram essenciais na determinacao
da estereoquimica de GO2 e de outros trés derivados (GOH’, GOMe, GOMe’), como
também, pode tirar a davida a respeito da conectividade da metoxila no anel ndo

aromatico do composto natural GO3 (chamaedrona).
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Figura 32. Estruturas configuracionais dos compostos semi-sintéticos e naturais
GO2 e GO3.

4.2.1.4. Determinacdo da Atividade Antimicrobiana pelo Método de
Biautografia de GO3 e Derivados de GO2.

Os resultados dos ensaios bioldgicos, para avaliacdo da atividade
antimicrobiana do composto GO3, assim como de compostos derivados de GO2,
(GOH, GOH’, GOMe, GOMe’) foram bastante expressivos, quando comparados com
seus padrdes; Cloranfenicol para bactérias (0,5 a 0,7ng) e Nistatina para fungos (2,5
a 4,0 ng). Na tabela 9, encontram-se o0s valores correspondentes a quantidade
inibitéria minima (QIM) das cinco substancias mencionadas. A substancia GO3, por
exemplo, mostrou-se fortemente ativa frente aos microrganismos E. coli, S.
cerevisiae, C. albicans
(QIM = 1,56 ng) e S. epidermidis (QIM = 3,12ng) e uma atividade significativa frente
aos demais microrganismos testados (QIM = 6,25 a 50 ng). A menor quantidade
inibitéria para os dois &alcoois obtidos (GOH e GOH’) ocorreu frente aos
microrganismos E. coli
(QIM = 1,56ng) para GOH e B.subtilis (QIM = 3,12ng) para GOH’, para os demais
microrganismos testados apresentou uma atividade moderada (QIM = 6,25 a 50ng).

A metilacdo de GOH, isto €, a transformacdo para GOMe promoveu uma
notavel ampliacdo do espectro bacteriano. Esta substancia foi fortemente ativa para
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todas as bactérias gram positiva e gram negativa testadas (QIM = 1,56ng). Por
outro lado, € de se notar que a atividade frente aos dois tipos de fungos testados (S.
cerevisae, C.albicans) ocorreu o contrario. Para o microrganismo S. cerevisae a
atividade foi reduzida 50 vezes, enquanto para C. Abicans foi totalmente perdida. A
atividade do composto metilado (GOMe’) foi ampliada apenas 50% frente aos
microrganismos

S. aureus, K. pneumoniae e B. subtilis e permanecendo constante para os demais
microrganismos testados. A figura 33 exp6e um exemplo do resultado de um desses

ensaios de bioautografia realizado com os compostos naturais GO2 e GO3.

Tabela 9. Determinacdo da quantidade inibitéria minima de GO3 e derivados de
GO2.

Microrganismos GO2 GO3 GOH GOH' GOMe GOMe’ Padrées”

(mg) (my) (o) (o) (o) (D) (o)
Staphylococcus aureus ATCC NA 250 6,25 6,25 1,56 3,12 0,7

6538p

Staphylococcus epidermidis NA 3,12 6,25 125 156 125 0,7
ATCC 12228

Bacillus subtillus ATCC 6633 NA 50,0 NA 3,12 1,56 1,56 0,7
Salmonella setubal ATCC NA 6,25 125 6,25 156 6,25 0,7
19796

Escherichia coli ATCC 25792 NA 156 156 12,5 1,56 12,5 0,5
Klebsiella pneumoniae ATCC NA 6,25 50,0 25,0 1,56 12,5 0,5

10031

Pseudomonas aeruginosa NA 25,0 250 125 156 125 0,6
ATCC 27853

Candida albicans ATCC 10231 NA 1,56 1,56 NA NA NA 2,3
Sacharomyces cerevisae ATCC NA 156 156 250 50,0 25,0 3,3
2601

Candida dubliniensis SM-26 NA NT NT NT 12,5 12,5 4,0
Cryptococcus neoformans NA NT NT NT NA NA 2,4
ATCC 28952

Cloranfenicol para bactérias e nistatina para fungos; NA: ndo Ativo; NT: ndo

testado.
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E provavel que a presenca de mais um carbono de hibridizacdo sp® no anel
ndo aromético do composto 19, seja o responsavel pela sua ndo atividade
microbioldgica. Isso é percebivel pela forte atividade dos compostos modificados (21
a 24) e chamaedrona (20), que apresentam apenas dois carbonos de hibridizacéo

sp? e quatro sp® no anel ndo aromatico.

Figura 33. Demonstracéo do resultado do ensaio de bioautografia realizado com os
compostos GO2 e GO3 frente a bactéria Escherichia coli ATCC 25792.

4.2.2. Caracterizacdo dos Compostos Obtidos na Fracdo Cloroférmica de
Melochia chamaedrys.
4.2.2.1.G-9

O composto G-9 (25) (125 mg) foi isolado da fracdo cloroférmica e
apresentou-se como Oleo de cor castanho-claro. A anélise de rotacdo Otica deste
metabdlito apresentou um [a]p = +170 (c = 5; CHCI3), mostrando tratar-se de uma
molécula quiral. Sua identificacdo foi possivel gragas as técnicas espectroscopicas
de RMN de 'H, *C, e experimento bidimensional de COSY, além de dados obtidos

na literatura.**
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O espectro de RMN *H aliado ao espectro de RMN **C sugeriu a presenca de
um grupo metila, de um metileno alilico, de um carbono metinico vizinho a um
heteroatomo e de dois hidrogénios olefinicos.

Na regi&o espectral entre d 1,52 e 6,66 do espectro de RMN *H mostrado na
figura 34, é possivel observar cinco sinais referentes a oito hidrogénios, sendo 3
hidrogénios pertencentes ao grupo metila (6-Me) em d 1,52, um hidrogénio metinico
(H-5) em d 4,30, dois hidrogénios alilicos (H,-4) em d 2,10 e de dois hidrogénios

olefinicos (H-2 e H-3) em d 5,69 e d 6,66, respectivamente.

Figura 34. Espectro de RMN de *H de G-9, em CDCls, a 400 MHz.

Na base do espectro *H — 'H COSY (Figura 35) os sinais do intervalo

6,66 — 1,52 foram atribuidos a um sistema de spin. Os sinais em d 6,66 e 5,69
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referentes aos hidrogénios olefinicos H-2 e H-3 estdo correlacionados aos
multipletos a d 2,10 e d 4,32 atribuidos aos hidrogénios alilicos H,.4 e hidrogénio

metinico H-5, por sua vez correlacionado ao dubleto da metila em d 1,52.

Figura 35. Espectro de RMN de 2D, 1H-1H COSY, de G-9, em CDCl3 a 400 MHz.
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O espectro de RMN *3C (Figura 36) é bastante informativo para uma lactona,
porque confirma a presenca da metila C-6, em d 20,20, do carbono metileno alilico
C-4 em d 30,44, do carbono metinico em d 74,04, dos respectivos carbonos
olefinicos em d 120,45 e d 145,07 e mais a presenca de um sinal em d 164,04,

referente a carbonila de lactona.
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144,726
~ 30.4a48
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Figura 36. Espectro de RMN de *C de G-9, em CDCls, a 100 MHz.

Os sinais no espectro de DEPT 135° (Figura 37) para o composto G-9 foram
ainda mais precisos, pois foi possivel notar o desaparecimento do sinal da carbonila
(C-1), a presenca de quatro sinais com amplitude positiva referentes aos carbonos
metinicos (C-2, C-3 e C-5) e metilico (C-6) e um unico sinal com amplitude negativa
referente ao carbono metilénico (C-4).
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Figura 37. Espectro de RMN de *C DEPT 135°de G-9, em CDCls, a 100 MHz.

A estrutura 25 determinada através das andlises espectroscopicas neste
trabalho e confirmada com dados bibliogréaficos, corresponde a lactona 5,6-diidro-
6(S)-metil-2H-piran-2-ona, conhecida como acido parasorbico, substancia ja descrita
na literatura, porém a sua ocorréncia no género Melochia esta sendo originalmente
descrita neste trabalho.

Esta substancia foi isolada, pela primeira vez, do fruto de Sorbus aucuparia
(Rosaceae) por Hofmann ha mais de cem anos*. Cardellina Il e Meinvald também
isolaram esta lactona de Vaccinium macrocarpan. Esses autores relatam ainda em
seu trabalho, a eficiéncia desta substancia em inibir o crescimento de fungo e a

germinacéo de sementes®.

42 43
| |

Horton et al™ e Lichtenthaler et al™ sintetizaram esta substancia. Segundo
eles, esta lactona apresenta uma grande vantagem, pois se trata de uma molécula
simples, facil de ser sintetizada e de carater pro-sintético, devido as fun¢bes alqueno

e éster presentes na sua estrutura.
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4.2.2.2. G-28

Esse composto foi isolado da fracdo cloroférmica de Melochia chamaedrys.
Apresentou-se em forma de um sélido branco amorfo, tornando-se finos cristais
incolores em presenca da mistura de acetato de etila e éter de petréleo de ponto de
fusdo 246 - 248 °C. A eluicdo desta substancia em CHCIl; e MeOH (98:2) originou
um
Rf = 0,44.

Através da aplicacdo de métodos fisicos, como espectrometria de massas,
ressonancia magnética nuclear de *H e **C e experimentos uni-e bidimensionais,
como DEPT 135°, COSY, HMQC, HMBC e NOESY, foi possivel propor a estrutura
26 a este composto.

4.2.2.2.1. Espectro de Massas

O espectro de massas (EIMS) (Figura 38) foi uma das ferramentas de grande
importancia na elucidacdo de 26. A partir dele foi possivel deduzir parcialmente os
principais fragmentos e permitir a construcao do esqueleto molecular, tipico de uma
cumarinalignoéide, que posteriormente foi confirmado pelo estudo exaustivo de

espectroscopia de RMN de *H e C.
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Figura 38. Espectro de massas de G-28
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No espectro de massas (EIMS) foi observado um ion molecular de

m/z = 369,1. Este valor associado aos dados de RMN de 'H e 3C, levou-nos a

sugerir a férmula molecular C,0H;1507 para a substancia em estudo. O pico base a

m/z 205,9 (100%) sugeriu a presencga da unidade cumarinica (a), por outro lado, a

eliminagcdo deste ion m/z M-205,9, deixa claro a existéncia do sistema
(OCHj3)(OH)CgH3-CH-CH-CH3 (b), caracteristico de lignanas.

Essas informacdes adquiridas nesta andlise reforcam a idéia de que os

fragmentos idnicos a e b (Figura 39) constituam a estrutura mencionada para este

composto.
O
O
O
OMe

a, m/z=205,9 (100%)

Figura 39. Fragmentos ionicos de G-28.

0

HO

b, m/z=164
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4.2.2.2.2. Espectro de RMN de *H DE G-28

O espectro de RMN 'H de G-28 (Figuras 40 a 42) permitiu identificar a
presenca de sinais correspondente a 17 hidrogénios, distribuidos numa regido
espectral que compreende deslocamentos entre d 1,28 a 7,61. Esses sinais
correspondem a hidrogénios metilicos, metinicos, olefinicos e aromaticos,

caracterizando assim a estrutura proposta.

548
243
4.228
4.212
4.208
192
176
3.846
3.803
3.881
3.858
3.852
2.176
639
307
282
276
254
226
210
0.008

0.000
—0.008

-

3" B-Ote

Figura 40. Espectro de RMN de *H de G-28 em CDCl; a 400 MHz.

Os hidrogénios metilicos sédo confirmados pela presenca de um dubleto a d
1,28 referente ao grupo metila 4’ sinal resultante do acoplamento com o hidrogénio
H-3’' e a dois singletos a d 3,88 e d 3,92, correspondentes aos hidrogénios dos
grupos metoxilas nas posi¢coes 6 e 3" respectivamente.

O hidrogénio metinico H-2’, apresenta-se como um dubleto a d 4,66, acopla-
se com o hidrogénio H-3’ (d 4,21) e este por sua vez, acopla-se com o grupo metila

4’ (d 1,28), apresentando-se como um multipleto.
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Figura 41. Espectro de RMN de *H expandido na regi&o entre d 1,20 e 4,66 de G-28.

Na regido espectral compreendida entre d 5,70 a 7,61 (Figura 43), encontram-
se 0s sinais que correspondem aos hidrogénios olefinicos H-3 e H-4 e os
hidrogénios arométicos H-5, H-2', H-5’ e H-6". Também inclui nessa regido o sinal
relativo a hidroxila HO-4".

Os hidrogénios olefinicos H-3 e H-4 com constante de acoplamento J = 9,5
Hz, apresentam-se como dubletos e possuem deslocamentos quimicos a d 6,31 e d
7,61 respectivamente. Os deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento
mencionados para esses hidrogénios séo tipicos de sistemas cumarinicos*, o que

torna mais evidente a estrutura sugerida.
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Figura 42. Espectro de RMN de *H expandido na regi&o entre d 5,70 e 7,61 de G-28.

Nesta regido, observou-se ainda um singleto em d 5,70 atribuido a hidroxila
HO-4” e outro em d 6,51 atribuido ao hidrogénio aromatico H-5. Observou-se
também a presenca de dois dubletos em d 6,86 e d 6,95 ppm, atribuidos,
respectivamente aos hidrogénios H-2" e H-5" J = 1,9 e J = 8,1 Hz), ambos
acoplados com o hidrogénio H-6". Para o hidrogénio H-6"pode ser observado um
duplo dubleto com deslocamento quimico d 6,90 e constantes de acoplamento J =
19eJ=8,7Hz.

4.2.2.2.3. Espectro de RMN 2D COSY de G28

Este experimento revelou a interacdo spin-spin entre 0s nucleos de
hidrogénios, tornando-se eficiente na atribuicdo definitiva dos sinais de hidrogénios
na molécula proposta. E possivel notar neste espectro (Figura 43) a presenca de
dois sistemas de spins. O sistema de spin que aparece em campo mais baixo (d 6,31
e d 7,61) neste espectro, refere-se a correlacdo entre os hidrogénios H-3 e H-4, que

aparecem na forma de dubletos (J = 9,5 Hz). Esta correlag&o torna mais evidente a
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presenca do sistema cumarinico na molécula proposta. O outro sistema de spins que
aparece em campo alto, refere-se, as correlagdes dos hidrogénios do grupo metila
Hs-4’ e H-2’ com o hidrogénio H-3'.

Principais correlacdes observadas no espectro COSY de G-28

F2

F4

| E ppm

Figura 43. Espectro de RMN de 2D, COSY de G28, em CDCl3 a 400 MHz.

4.2.2.2.4. Espectro de RMN 2D do Tipo NOESY

Para andlise deste espectro (Figura 44) foi utilizado como ponto de partida o
sinal que absorve em d 4,66; relativo ao hidrogénio metinico H-2'. Este apresentou

interacdo espacial com o hidrogénio da metila (Hs-4") em d 1,28 e com H-3’, 0 que
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nao ajudou a garantir que se tratava de uma geometria cis ou anti entre H-2’ e H-3'.
Por outro lado, sabe-se que H-2' apresenta constante de acoplamento, J = 7,9 Hz
gue conduz a uma interacdo axial — equatorial, permitido, desta forma, uma
geometria trans entre esses hidrogénios (H-2' e H-3’). Também a interacéo espacial
de H-2’ com o hidrogénio aroméatico, H-2"” (d 6,86) do substituinte ligado ao carbono
C-2’ foi bem visivel.

Outras interacdes espaciais observadas no espectro NOESY de G-28 estao

listadas na tabela 10 (p. 76) e podem ser visualizadas na estrutura abaixo.

Principais correlagdes observadas no espectro NOESY de G-28
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Figura 44. Espectro de RMN de 2D, NOESY de G-28 em CDCl3, 500 MHz.

4.2.2.2.5. Espectro de RMN de *C de G-28

A combinacéo do espectro de RMN **C e DEPT 135° facilitou a atribuicdo dos
sinais de carbonos da estrutura de 26. No espectro de RMN **C (Figura 45), foi
observado a presenca de vinte sinais de carbonos, numa regidao espectral
compreendida entre d 17,07 e 160,81. Dos oito carbonos metinicos, cinco aparecem
na regido espectral de aromaticos, entre d 99,94 a 121,23. A unidade cumarinica
a,b-insaturada foi evidenciada pelos sinais d 160,81 (C-2), 74,29 (C-3) e 81,35 (C-4),
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nestes espectros. A posicéo relacionada a cada carbono na estrutura, encontra-se

listados na tabela 10.
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Figura 45. Espectro de RMN de *C de G-28 a 100 MHz.

O espectro de DEPT 135° em concordancia com o espectro de *3C, confirma
gue a estrutura quimica de G-28, é composta por 20 carbonos, 9 nao hidrogenados,
8 metinicos e 3 metilicos.

No espectro mostrado na figura 46, é possivel notar com clareza a presenca
de 11 sinais com intensidade positiva, sendo que, oito deles correspondem aos
carbonos metinicos (C-3, C-4, C-5, C-2’, C-3’, C-2”, C-5”, C-6") e trés aos carbonos
metilicos (C-4’, 6-OMe, 3"-OMe). A auséncia dos demais sinais neste espectro
caracteriza este tipo de experimento, o qual exclui carbonos n&o hidrogenados.
Deste modo, nove carbonos ndo hidrogenados sédo confirmados na estrutura de G-
28, (C-2, C-6, C-7,C-8, C-9, C- 0, C-1", C-3", C-4").
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Figura 46. Espectro de RMN de *C DEPT 135°de G-28 a 100 MHz

4.2.2.2.6. Espectros de RMN HMQC e HMBC

O espectro de RMN do tipo HMQC via 'Jy.c (Figura 47) permitiu correlacionar
o sinal de cada carbono hidrogenado com o sinal do seu respectivo hidrogénio.

No espectro de RMN do tipo HMBC (Figura 48) apresentando correlacdes
hidrogénio-carbono via acoplamento & longa distancia **Jy.c, foi possivel observar
as seguintes correlagbes: O hidrogénio H-2' correlacionando-se com os carbonos
nao hidrogenados (aromaticos), C-1”, C-2” e C-6" que aparecem em d 127,68;
109,74 e 121,24 respectivamente e com os carbonos metinicos C-3' em d 74,29 e
metilico C-4’ em d 17,07. Por outro lado H-3' correlacionando apenas com 0s
carbonos C-2’ e C-4’, permitindo desta forma, a confirmag¢do da sua posi¢cao e a do
carbono C-2' com seu respectivo substituinte fenilico. Foi observado também as
correlagbes dos hidrogénios H-4 e H-3. O hidrogénio H-4 correlaciona-se com 0s
carbonos C-5, C-9 (d 138,79) e carbonila C-2 em d 160,81, j& o hidrogénio H-3 em
relacdo a H-4 é diferenciado pela sua correlacdo com o carbono C-10 (d 111,53) e a
ndo correlagdo com o carbono C-9. Outro dado importante observado foi a
correlacdo do hidrogénio H-5 com os carbonos C-4, C-6 (d 145,83), C-7 (d 137,68) e
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C-9. Essas informacées podem ser mais bem visualizadas nos espectros
expandidos (Figura 49) e na tabela 9.
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Figura 47. Espectro de RMN 2D, HMQC de G-28 em CDClI3 a 400,13 MHz.
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Figura 48. Espectro de RMN 2D, HMBC de G-28 em CDCI3 a 400,13 MHz.
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Figura 49. Espectros expandidos de RMN 2D, HMBC de G-28 em CDClI; a 400,13
MHz.
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Tabela 10. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H, **C e correlacdes dos
experimentos COSY e HMBC para G-28, em CDCls.

POSICAO d*C dHJ COSY *H-H HMBC'H-C
2 160,81 3;4
3 114,02 6,31 d (1H, 9,5 Hz) 4 2;5; 10
4 143,75 7,61d (1H; 9,5 Hz) 3;5 2;5;9
5 99,97 6,51 s (1H) 6-OMe; 4 3;4;6;7;,9
6 145,83 5; 6-OMe
7 137,68 5; 6-OMe
8 132,28 5; 6-OMe;3'-Me
9 138,79 4;5
10 111,53 3
2’ 81,35 4,66 d (1H; 7,9 Hz) 3 4'-Me 17 2" 6"
3 74,29 4,21dq (1H; 7,9 e 6,4 Hz) 2’ 4-Me 2’ 4-Me
4’-Me 17,01 1,28 d(3H; 6,4 Hz) 3,2 8,23
1” 127,68 2, 2" 5”
2" 109,74 6,86 d (1H; 1,9 Hz) 25,173 4
3" 146,89 5”; 2", 3"-OMe
4 146,36 5";6”, 4’-OH
5" 114,63 6,95 d (1H; 8,1 Hz) 6" 4"-OH
6” 121,24 6,90dd (1H; 8,1 e 1,9 Hz) 57 2" 2, 2";4”-OH
6-OMe 56,27 3,88 s (3H) 6
3"-OMe 56,04 3,92 s (3H) 3"
4”-OH - 5,7 (s) 37, 4", 5”

Apéds a definicdo estrutural do composto G-28, com base na interpretacéo de
dados espectrais, principalmente os fornecidos pelos os espectros de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e carbono — 13 (RMN *3C) uni — (1D) e
bidimensional (2D), verificou-se a existéncia de informacdes de RMN 'H e *C e
estereoquimica registradas na literatura para uma substancia de estrutura analoga a
de G-28. Essas informacdes permitiram identificar G-28 como sendo a substancia
conhecida como propacina. A certeza de que G-28 tratava-se da propacina também
foi evidenciada quando esta substancia foi tratada com anidrido acético e piridina
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pelo processo convencional, para fornecer o derivado monoacetilado G-28Ac (27).
Este derivado apresentou Pf = 199-201 °C, equivalente ao encontrado na literatura
46,47 'Pf.: 202-203 , 206-204 °C.

27

A propacina foi previamente isolada em Protium opacum (Burseraceae)®® e
identificada em varias espécies do género Jatropha (Euphorbiaceae)**®°,
Recentemente na raiz da espécie Mondia whitei (Asclepidiaceae) esta substancia
também foi encontrada.”® Devido a interessante atividade bioldgica desta classe de
compostos, particularmente citotoxica Tanaka et. al.,*’ Lin e Cordell* sintetizaram a
propacina e seus regioisomeros a partir da fraxetina (a) e isoeugenol (b). Vale
ressaltar que na familia Sterculiaceae o isolamento desta substancia ocorre pela

primeira vez.

N N

HO @) @) HO
OH OMe

4.2.2.3. G-63

Este composto foi isolado da fracdo cloroférmica na forma de um sdlido
branco amorfo, o qual mostrou-se homogéneo em CCD em vérios sistemas de
solventes. Com o reagente de Dragendorff apresentou reagéo positiva, produzindo
mancha de coloracdo alaranjada, sugerindo a presencga de nitrogénio basico na

estrutura molecular, caracteristico de alcaléides.
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A comparacdo das anélises dos dados de RMN de 'H e **C de G-63 com
dados da literatura, como também, a compara¢cdo em CCD com amostras auténticas
levou a concluir que o composto G-63, tratava-se de um alcaldide ciclopeptidico,
conhecido como Scutianina-B (9).

O o
=—N-H
A 32 33
34
30 3
32 33

O espectro de RMN de *H (Figura 50) deste composto, permitiu identificar na
regido alifatica a presenca de dois sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos que
absorvem a d 0,88 e 1,18, os quais apresenta-se na forma de dubletos,
correspondentes aos hidrogénios das duas metilas do grupo isopropil, da unidade b-
hidroxileucina. Esses dubletos resultam do acoplamento com um hidrogénio
metinico, neste caso, atribuido ao H-17 de uma unidade hidroxileucina participante
da estrutura de um alcaldide ciclopeptidico. Os hidrogénios atribuidos a H-3 (b-
carbonilico) e H-4 (a-carbonilico), apresentam deslocamentos quimicos a d 4,86 e
4,33, respectivamente. O hidrogénio H-4 apresenta-se como um duplo dubleto,
resultante do acoplamento com H-3 (J = 7,2 Hz) e com o hidrogénio amidico NH-20
(J = 10 Hz). Observa-se também um sinal a d 2,15 (6H), que corresponde as duas
metilas atribuidas a H3-28 e H3-29, de um residuo bésico terminal N-N-dimetilado.

Os sinais com deslocamentos quimicos entre d 2,65 e 3,07, que se
apresentam como multipletos, correspondem a hidrogénios metilénicos
diastereotopicos b-carbonilico atribuidos a H-30a e H-30b, de uma unidade
fenilalanina. Esta multiplicidade é resultante do acoplamento destes hidrogénios com
um hidrogénio metinico atribuido ao H-7, o qual foi identificado por apresentar uma

correlacdo com um hidrogénio amidico, o NH-6 (d 5,97, d). Também os hidrogénios
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diastereotopicos H-23a e H-23b da unidade fenilalanina ligada ao macrociclo,
encontra-se nesta regiao.

O sinal do hidrogénio metinico H-10 (d 6,33) da unidade estirilamina foi
identificado por apresentar uma correlagcdo com um sinal pertencente ao hidrogénio
amidico NH-9 (d 6,54, d) e com o hidrogénio metinico H —11(d 6,31). Desta forma a
enamina da unidade estirilamina foi identificada.

O espectro de 'H mostra ainda varios sinais de dificil atribuicéo,
principalmente, devido a sobreposicdo dos hidrogénios aromaticos, com
deslocamentos quimicos que aparecem numa regido entre d 6,87 e 7,21. Estes
hidrogénios sdo correspondentes as unidades fenilalaninas, que se trata do
aminoacido terminal e do aminoacido participante do macrociclo. Estas correlacdes
foram confirmadas através do espectro COSY (Figura 51) juntamente com o0s
espectros de RMN de *3C e DEPT 135° (Figuras 52 e 53).
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Figura 50. Espectro de RMN de 1H de G-63 em CDCl3 a 400 MHz
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Figura 51. Espectro de RMN de 2D, 1H-1H COSY, de G-63, em CDCl; a 400 MHz.
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Figura 53. Espectro de RMN de *C DEPT 135°de G-63 a 100,32 MHz

Esta substancia foi isolada pela primeira vez da espécie Scutia buxifolia
(Rhamnaceae)®?, porém nas espécies Melochia tomentosa'® e Waltheria douradinha
(Sterculiaceae)” este alcaléide também foi isolado.
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4.2.2.4. G-65

O composto G-65 foi também isolado da fracdo cloroféormica como um sélido
branco amorfo, com ponto de fusdo de 222-223°C. Na presenca de reagente de
Dragendorff reagiu positivamente, produzindo mancha de coloracdo alaranjada,
sugerindo a presenca de nitrogénio basico na estrutura molecular, caracteristico de
alcal6ides. Seu espectro de infravermelho (Figura 54) sugere tratar-se de uma
estrutura peptidica, pois 0 mesmo apresenta bandas em 3437 e 1640 cm™ tipicos de
grupos NH e CO.

ww
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Figura 54. Espectro de absorcéo de Infravermelho de G-65.

A estrutura 28 proposta para esse alcaldide foi parcialmente deduzida
através das fragmentacfes obtidas da analise do espectro de massas, que foi
posteriormente confirmada pelo estudo exaustivo de RMN de *H e **C.

O espectro de massas de baixa resolucao (EIMS) (Figura 55 p. 94), de G-65
apresentou um pico & m/z 608 (M), referente ao ion molecular, enquanto que o
espectro de massas de alta resolugdo (HRESIME) apresentou um ion "quase
molecular” [M+H]" = 608,3231313, correspondente a férmula molecular CssH41N504
para 0 composto.

Através da andlise do espectro de massas EIMS foi possivel identificar varios
fragmentos (Figura 56, p. 96), que auxiliaram na determinagéo deste alcal6ide, como
por exemplo, o pico base, a m/z 148 (100%) sugerindo a presenca da unidade N,N-
dimetil fenilalanina em forma de residuo basico terminal e os sinais de fragmentos de

baixa intensidade a m/z 130 (CgHgN) e 159 (C,oH11N>), tipico para peptidios
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triptofanico.”® Também a caracterizac&o do sistema de catorze membros foi revelada

pela presenca do ion m/z 347 (CyH17N303).
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Figura 55. Espectros de massas EIMS de G-65
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Figura 56. Interpretacdo dos principais fragmentos observados no espectro
de massas de G-65.

Os dados espectrais de RMN do alcaléide discarina B** (estrutura 28-A)
serviram de suporte para deducéo dos espectros de RMN *H, **C, DEPT e COSY de
G-65. No espectro de RMN *H de G-65 (Figura 57) foi possivel identificar os sinais
dos grupos metilas diastereotépicos do b-hidroxiaminoacido como dois dubletos a
d 0,87 (Me-19, J = 6,6 Hz) e d 1,15 (Me-18, J = 6,6 Hz).
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Figura 57. Espectro de RMN de *H de G-65 em CDCl3 a 400 MHz.

Na regido expandida entre d 2,60 e 2,90 (figura abaixo) é notavel a presenca
de sinais multiplos, correspondentes ao hidrogénio metinico H-22 e aos hidrogénios
diastereotopicos (H-23, H-23") e (H-30 e H30).

22 L 23 2

1.1432

_/‘
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O hidrogénio H-3 (b-carbonilico) da unidade b-hidroxileucina apresentou um

-- 1.1219

ppm 3.6 3.4 ’ a2

deslocamento quimico a d 4,84, constituindo-se um duplo dubleto, devido ao
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acoplamento com H-17 (J = 2,0 Hz) e com H-4 (J = 7,2 Hz). O hidrogénio metinico
H-4 (a-carbonilico) da mesma unidade apresenta um deslocamento quimico a d 4,33
ppm, na forma de um duplo dubleto, devido ao acoplamento com o hidrogénio
metinico H-3 (J = 7,2 Hz) e com o hidrogénio amidico NH-20 (J = 10,5 Hz). Estes
deslocamentos foram confirmados pela analise do espectro COSY, discutidos a

sequir.

Os hidrogénios aromaticos das unidades p-hidroxi-estirilamina e b-fenilserina,
encontram-se na regido entre d 6,86 e 7,46 em forma de sinais complexos, dificeis
de serem atribuidos, devido a sobreposicdo de sinais. O sinal referente ao
hidrogénio amidico NH-20 também se encontra localizado nesta regido a d 7,38 (d)
Jo04 = 10.

NH-20
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Na regido entre d 6,46 e 11,56 do espectro de hidrogénio de G-65, realizado
em piridina (figura abaixo), encontra-se o sinal em d 11,56, correspondente ao
hidrogénio inddlico NH-30, da unidade triptofano. Na expansao do espectro COSY
figura 59 € possivel observar a correlacdo deste hidrogénio com o hidrogénio
metinico do residuo triptofano.
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Através da andlise do espectro de RMN de 2D, COSY correlacdo *H-'H de G-
65 (Figura 58), foi possivel identificar acoplamentos através de correlagbes que
definiram os seguintes sistemas de spins (Figura 60): (I) o sistema de spins
envolvendo os hidrogénios da unidade b-hidroxileucina; (lI) o residuo terminal
fenilalanina; (1l1) o grupo N, N-dimetil do residuo basico terminal; (IV) o aminoéacido
triptofano participante do macrociclo; (V) o grupo enamina da unidade estirilamina.
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Figura 58. Espectro de RMN de 2D, 1H-1H COSY, de G-65, em CDCl; a 400 MHz.

Para atribuicdo dos sinais da unidade b-hidroxileucina foi utilizado como ponto
de partida o hidrogénio NH-20. O sinal deste hidrogénio apresenta correlacdo com o
sinal do hidrogénio H-4 (a-carbonilico) que por sua vez, correlaciona-se com o
hidrogénio metinico H-3. Nao foi observados a correlacdo do hidrogénio H-3 com o
hidrogénio
H-17. O H-17 apresentou correlacdo com os hidrogénios heterotdpicos das duas

metilas (Me-18 e Me-19), completando assim o sistema de spins da unidade b-
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hidroxileucina. Observa-se também uma correlacdo do hidrogénio H-4 com H-20 e
H-3.

Constata-se também neste espectro a unidade estirilamina em que o
hidrogénio amidico NH-9 apresenta uma correlagcdo com o hidrogénio metinico H-10.
Este por sua vez, correlaciona-se com o sinal do hidrogénio metinico H-11, definindo
assim a enamina da unidade estirilamina.

N&o foi possivel atribuir os sinais dos hidrogénios aromaticos das duas
unidades fenilalanina (II) e triptofano (1V), devido a sobreposi¢cdo dos sinais. Porém,
os hidrogénios ndo aroméaticos pertencentes a esses sistemas de spins (I, V) foram
atribuidos utilizando como ponto de partida o hidrogénio metinico H-22 para (ll) e o
hidrogénio amidico NH-6 (IV). Em (Il) observa-se, a correlagdo do hidrogénio
metinico H-22 com os hidrogénios metilénicos diastereotopicos H-23 e H-23', estes
por sua vez, correlacionam entre-si. No sistema (IV) fica claro a correlacdo do
hidrogénio amidico NH-6 com o hidrogénio metinico H-7, o qual apresenta
correlacdo com os hidrogénios diastereotopicos H-30 e H-30'.

O grupo N,N-dimetil constitui um sistema de spins isolado (lll) néo
apresentando nenhuma correlacdo com os outros hidrogénios, portanto, as duas
metilas, 28 e 29 desse grupo, sao atribuidos ao tipico singleto a d 2,12.

A figura 60 mostra os principais sistemas de spins para o composto G-65.
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Figura 59. Espectro de RMN de 2D, 1H-1H COSY, de G-65, em piridina a 400 MHz.
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Figura 60. Sistema de spins de G-65.

A andlise comparativa dos espectros de RMN de **C de G-65 (Figura 61) com
o alcaldide discarina B (28-A) juntamente com os espectros DEPT 90° e 135°
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(Figura 62) permitiu reconhecer a presenca de 36 sinais no espectro de RMN *3C.
Sendo observado a presenca de 27 sinais ligados a hidrogénios nos espectros de
RMN **C DEPT 135°: vinte e dois metinicos, dois metilénicos e quatro metilicos. A
diferenca entre os numeros de sinais dos espectros obtidos através das duas
técnicas (BB e DEPT) indicou a existéncia de nove sinais (36 - 27 = 9)
correspondentes a atomo de carbonos nao hidrogenados, sendo trés carbonilicos (d
167,24; 171,54; 172,38) e seis inseridos em anéis aromaticos (d 116,36 — 156,09).
Também no espectro DEPT 90° foi possivel confirmar a existéncia dos 21 sinais
correspondentes aos carbonos metinicos presente na estrutura. Os demais dados
espectrométricos deste composto encontram-se presente na tabela 11.

Apods estas analises, concluimos que o composto codificado como G-65
tratava de um alcaldide ciclopeptidico inédito e denominado neste trabalho de

chamaedrina.

14,4 O m—124,0

28-A
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Figura 61. Espectro de RMN de **C de G-65 a 100 MHz
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28,29

Figura 62. Espectros de RMN de **C DEPT 135° e 90° de G-65 a 100 MHz
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Tabela 11. Deslocamentos quimicos de RMN de *H, *C para G-65, em CDCls.

POSICAO d B¢ d*H J (Hz)
1 160,81
3 81,89 4,84 (dd) J34=7,2; J317 =2
4 54,96 4,33 (dd) Jas = 7,2; Jazo = 10,5
5 171,54
6 i 5,72 (d) Jor = 7.1
7 53,99 4,32 (m)
8 167,24
9 - 6,40 (d) Jo10=7,5
10-16 119,54-131,66
17 29,16 1,85 (m)
18 14,08 1,15 (d) Jig17 = 6,6
19 20,33 0,87 (d) J1017 = 6,6
20 - 7,38 (d) Jo04 =10
21 172,2
22 69,36 2,59 (dd) J2223 = 7,8; J22,03 = 4,2
2,70 (dd) J2z22 =7,8; J23 23 = 15
23,23 29,34 2,81 (dd) J2z 22 = 7,8; J2223 = 15
24 141,03
25
25’
26 119,27-130,09
26’
27
28-29 41,57 212 (s)
30,30 31,01 2,83 (dd) Jao = 7.8; Jaos0" = 15,6
31 -
32-39 109,64-136,04
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4.2.2.5. G-70

Este composto foi isolado da fracdo cloroférmica e apresentou-se como um
sélido branco amorfo. Na presenca de reagente de Dragendorff, reagiu
positivamente, sugerindo ter na sua estrutura nitrogénio bésico, caracteristico de
alcaldides.

Os dados espectroscopicos de RMN de *H e **C do alcaléide ciclopeptidico
franganina® contribuiram para a deducdo dos espectros de RMN de 'H e **C
(Figura 63) deste composto, sugerindo tratar-se de um outro alcaléide ciclopeptidico.
Essas informacbes obtidas nesta andlise e analise do espectro COSY de G-70,
foram condizentes com os da literatura para o alcaléide ciclopeptidico adoutina X
(29).

26 27

29

Este alcaldide foi isolado previamente da espécie Waltheria americana
(Sterculiaceae)®®*’. Estudos relatam ainda, o isolamento deste alcaléide na espécie
Ceanothus americanus (Rhamnaceae)®®. Na espécie em estudo este metabdlito se
apresenta em propor¢des superiores aos demais alcaldides.

Na analise do espectro de RMN de 'H (Figura 61) deste composto,
observou-se varios sinais na regiao espectral entre d 0,70 e 1,01 correspondentes a
seis grupos metilas, sendo dois pertencentes a unidade b-hidroxileucina (Me-18 e
19), dois de uma unidade N,N-dimetil-leucina (Me-25 e 26) e dois de uma unidade

isoleucina (Me-31 e Me-32). Os multipletos, com deslocamentos quimicos entre d
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1,15 e 1,94 sdo correspondentes aos hidrogénios metilénicos H-23 e H-30, e aos

hidrogénios metinicos H-17 e H-24.
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Figura 63. Espectro de RMN de *H de G-70 em CDCl3 a 400 MHz.

Observou-se, também, um sinal intenso a d 2,22(6H), correspondente aos

hidrogénios metilicos de uma unidade N,N dimetil do amino&cido basico terminal.
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O hidrogénio H-3 (b-carbonilico) da unidade b-hidroxileucina apresentou
deslocamento quimico a d 4,99 que aparece como um duplo dubleto, devido ao
acoplamento com H-17 (J = 2,1 Hz) e com o hidrogénio metinico H-4
(a-carbonilico), que apresenta deslocamento quimico a d 4,47 e desdobra na forma
de um duplo dubleto, devido ao acoplamento com o hidrogénio metinico H-3 (J = 7,0
Hz) e com o hidrogénio amidico NH-20, que acoplam com os hidrogénios a-
carbonilicos H-7 e H-4, respectivamente. O hidrogénio amidico NH-9, da enamina,

apresenta-se também em forma de dubleto com deslocamento quimico a d 6,41.
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A regido espectral que corresponde aos hidrogénios aromaticos deste
composto foi facilmente atribuida, com deslocamentos quimicos em d 7,02 e 7,24.
Os sinais de acoplamento de 7,8 Hz, relagéo orto, e J = 2,8 Hz, relagdo meta, em
relacdo a funcdo éter. Essas constantes de acoplamento sdo caracteristicas para

sistemas benzénicos 1,4 disubstituidos®.
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A anélise do espectro de RMN de 2D, COSY *H-'H (Figura 64) possibilitou
identificar os sinais de hidrogénio que constituem as trés unidades amino&cidas

(leucina, isoleucina e b-hidroxileucina) presentes na molécula.
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Figura 64. Espectro de RMN de 2D, 1H-1H COSY, de G-70, em CDCl3 a 400 MHz.
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Para atribuicdo dos sinais da unidade b-hidroxileucina, foi utilizado como
ponto de partida o hidrogénio amidico NH-20 que absorve em d 7,63, o qual
correlaciona-se com o hidrogénio metinico H-4 em d 4,77, este por sua vez,
correlaciona-se com o hidrogénio metinico H-3 a d 4,99. Neste espectro ndo foi
observados a correlagao do hidrogénio H-3 com H-17. O H-17 apresenta correlagéo
com os hidrogénios heterotépicos das duas metilas (Me-18 e Me-19). Completando
assim o sistema de spins da unidade b-hidroxileucina. Observa-se também uma

correlacdo do hidrogénio H-4 com H-20 e H-3.
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Figura 64a. Expansdo do espectro de RMN de 2D, 1H-1H COSY, de G-70, em
CDCl3 a 400 MHz.
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Constata-se também no espectro COSY 'H-'H (Figura 64b) da unidade
esterilamina em que o hidrogénio amidico NH-9 apresenta uma correlagdo com o
hidrogénio metinico H-11, definindo assim a enamina da unidade esterilamina.

A atribuicdo para a unidade leucina do residuo béasico terminal iniciou pelo sinal
correspondente ao hidrogénio H-22, o qual correlaciona-se com os hidrogénios
metilénicos diasteriotdépicos H-23 e H-23'. O hidrogénio H-23 também apresenta
correlacdo com H-23" e com H-24, por sua vez, correlaciona-se com as duas metilas
heterotopicas Me-25 e Me-26 completando o sistema de spins.

Para atribuicdo dos sinais da unidade isoleucina, foi utilizado como ponto de partida
o hidrogénio amiidico NH-6 que absorve em d 5,86, o qual se correlaciona com o
hidrogénio metinico H-7 em d3,98, este por sua vez, correlaciona-se com o
hidrogénio H-29 a d 2,09, que apresenta correlacdo com CHs-32 que absorve a d
0,71. O hidrogénio metilico CH3-31 que absorve a d 0,80 correlaciona-se com 0s
hidrogénios diastereotopicos H-30, H-30' a d 1,21 e 1,30 definido desta forma o

sistema de spins para unidade isoleucina.
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Figura 64b. Expansao do espectro de RMN de 2D, 1H-1H COSY, de G-70, em
CDCl3 a 400 MHz.
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Figura 65. Espectro de RMN de **C de G-70 a 100 MHz
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Figura 65a. Expans&o do espectro de RMN de **C de G-70 a 100 MHz.

4.2.2.6. G-77 e G-90

Os metabdlitos G-77 (30) e G-90 (18) foram isolados da fracao cloroférmica
(tabela 3), apresentando-se em forma de sélido branco, apos purificagdo em CCDP.

Esses metabdlitos foram identificados, respectivamente como scutianina C*° e
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waltheriona A,* ambos pertencentes as classes de alcaldides ciclopeptidicos e
alcaldides do tipo quinolonas. Essa confirmagéo foi gerada a partir da comparacao
em CCD destes alcaléides com amostras auténticas e seus respectivos ponto de
fusdo (ver tabela 6, p. 23).

HN N H ®
_)-72'0 H P -
H N’ N Me
I 18
30

4.3. Caracterizacdo do composto GA-1, obtido da fracdo acetato de etila
de M. chamaedrys
4.3.1. GA-1

O extrato de acetato de etila apds ser submetido ao fracionamento em coluna
cromatografica, forneceu um solido que foi codificado como GA-1 de
p.f. = 235 — 236 °C. Este na presenca de solugdo de cloreto férrico apresentou
mancha de coloragcdo azul-escuro, caracteristico de compostos fendlicos. Houve
também a formacéo de cristais de coloragédo branco-avermelhado em acetona para
este composto, cujo [a]*° = -66° (c = 0,075; CH3COCHS).

Os dados espectroscépicos de RMN de 'H, *C, COSY, DEPT e HMQC do
metabodlito GA-1 foram compativeis com os dados espectroscopicos de RMN
encontrado na literatura para o flavonéide (-)-epicatequina (31).°* Esta substancia

apresenta propriedade antiinflamatéria e antioxidante.®
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31

O espectro de RMN de *H (Figura 66) em acetona-ds forneceu dados que
possibilitaram atribuir os sinais correspondentes aos hidrogénios dos anéis A, Be C
de 31.

O anel C foi caracterizado pelos sinais em d 4,20 (1H, s) para H-3 e d 4,87
(1H, d, J = 3) para H-2. Os duplos dubletos a 2,86 (1H, J=4,4e J =16 Hz) e 2,73
(1H,
J = 3,2 e J = 16 Hz) referem-se aos hidrogénios diastereotopicos Ha, € Haa,
respectivamente. Estas correlacdes podem ser mais bem visualizadas no espectro
de COSY (Figura 67). O anel A, com dois substituintes OH nas posicoes 5 e 7 €
caracterizado pelos dois dubletos em d 5,92 e 6,01 (Jss = 2,4 Hz) referentes aos
hidrogénios H-6 e H-8. Entretanto, os sinais observados na regido entre d 6,70 e
7,00 apresentam uma multiplicidade indicativa de duas substituicbes OH — 3’, 4’
conforme esperado para o anel B. Os hidrogénios H-6" e H-5’, aparecem a d 6,83
(1H,d, 356 =8,0Hz (Jg¢» = 1,2 Hz) e d 6,77 (1H, d, Js ¢ = 8,4 Hz). O dubleto em d
7,00, corresponde ao hidrogénio H-2’, com Jrg = 1,2 Hz, caracteristico de
acoplamento de hidrogénio meta e o sinal alargado que aparece em d 8,00

corresponde as quatro hidroxilas ligadas aos anéis A e B.
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Figura 66. Espectro de RMN de *H, GA-1, em Acetona-dg, a 400 MHz.
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Figura 67. Espectro de RMN de 2D, COSY de GA-1 em Acetona-ds a 400 MHz.

O espectro de RMN de *3C juntamente com os espectros de DEPT 135° e
HMQC (Figuras 68, 69 e 70), de GA1 permitiram confirmar a estrutura 31 proposta,
através da identificacdo dos trés sistemas de anéis na molécula. Na regido espectral
relativa a carbono sp®, caracterizou-se o anel C, através dos sinais a d 28,89,
referente ao carbono metilénico C-4, a d 66,89 e 79,32 relativos aos carbonos

metinicos C-2 e C-3, respectivamente. O anel A, que apresenta substituicdo 5,7 —
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diidréxi, foi identificado através das ressonancias em d 157,06 para C-5 e d 157,44,
para C-7, com desblindagem tipica para carbonos sp® contendo substituintes com
efeito mesomérico (+M).

Em consequéncia, C-6 e C-8, corresponderam aos sinais em d 95,08 e 94,37,
demonstrando aumento de densidades eletronicas para os carbonos em posi¢céao
orto aos grupos fendlicos. Essa caracteristica foi também observada para o anel B,
que apresenta substituicdo 3',4’-diidréxi (Figura 65).
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Figura 68. Espectro de RMN *C de GA-1 em Acetona-ds a 100.32 MHz.

No espectro de DEPT 135° (Figura 66) nota-se a presenca de sete sinais com
intensidade positiva correspondentes aos carbonos metinicos (C-2, C-3, C-6, C-8, C-
2’, C-5, C-6) e um unico sinal com intensidade negativa referente ao carbono
metilénico C-4. Os demais sinais vistos no espectro de '3C e ausente neste
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espectro, correspondem aos carbonos desidrogenados presentes na molécula de
GA-1.

Figura 69. Espectro de RMN DEPT 135° de GA-1 em Acetona-ds a 100 MHz.
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A atribuicdo dos respectivos carbonos hidrogenados, presentes na estrutura
proposta, foi também facilitada com a ajuda do espectro HMQC, presente na figura
67.
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Figura 70. Espectro de RMN HMQC de GA-1 em Acetona-ds a 400 MHz.
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5. CONCLUSOES

Da raiz de Melochia chamaedrys foram isoladas quatro classes de compostos
naturais; alcal6ides, cumarinalignéides, flavonoides e lactonas, tendo a classe dos
alcal6ides subdividida em dois grupos de compostos denominada de alcalbides
ciclopeptidicos e alcaldides do tipo quinolinonas.

Através de métodos espetroscOpicos e espectrométricos usuais, IV, EM,
raios-X e RMN (1 e 2D) e, em alguns casos pela comparacdo direta com uma
amostra auténtica, foi possivel identificar os seguintes compostos: acido parasérbico
(25), adoutina X (29), (-)—epicatequina (31), propacina (26), walteriona A (18),
scutianina B(9) e C (30), todos conhecidos, e dois alcaldides inéditos a chamaedrona
(20) e chamaedrina (28). Outros quatro novos compostos semi-sintéticos foram
também sintetizados a partir do alcal6ide antidesmona, codificados pelas siglas GOH
(21), GOH’ (22), GOMe (23) e GOMe’ (24).

Os alcaloides inéditos, como também o alcaldide 19 e seus derivados foram
submetidos a ensaios para avaliacdo da atividade antimicrobiana. Todos se
mostraram ativos, com excecao dos alcaldides 19 e 28.

Os testes de letalidade contra Artermia salina revelaram que as fragbes
(hexanica, cloroférmica e acetato de etila) de Melochia chamaedrys, apresentaram
uma toxicidade moderada. A fracdo hexanica da qual foram isolados os compostos
19 e 20, apresentou uma CLsy maior que as demais fracdes, indicando esta possuir
uma toxicidade inferior, em relagéo a essas fracoes.

Com relagdo a comparacéo da espécie Melochia chamaedrys com a espécie
Waltheria douradinha, planta também estudada pelo nosso grupo de pesquisa,
pode-se comprovar a existéncia de trés compostos em comum, 9, 18 e 19, sendo o

ultimo recentemente isolado pelo grupo.
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