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RESUMO

TITULO: “Estudo fitoquimico de trés espécies pertencentes a familia

Rhamnaceae: Discaria americana, Colletia paradoxa e Gouania ulmifolia”

AUTOR: Sandro Rogério Giacomelli

ORIENTADOR: Prof. Dr. Ademir Farias Morel

O presente trabalho descreve o estudo fitoquimico e antimicrobiano das
partes aéreas e casca da raiz de trés espécies pertencentes a familia
Rhamnaceae: Discaria americana Gilles & Hook, Colletia paradoxa Sprengel e
Gouania ulmifolia Hook & Arnott. Quatro novos ciclopeptideos naturais, discareno
C (154), discareno D (155), discarina M (156), discarina N (157) e nove alcalbides
ciclopeptidicos, adoutina Y (92), adoutina Y’ (47), franganina (66), frangulanina
(67), discarina A (59), discarina B (58), discarina C (100), discarina D (101) e
miriantina A (105), um triterpeno pentaciclico, acido betulinico (192) e trés
esteroides, psitosterol (195), p-sitosterol glicosilado (196) e f-sitosterol 6'-O-acll
glicosilado (197), foram isolados da casca da raiz de D. americana, juntamente
com trés compostos ja descritos 192, 195, 196, dois triterpenos pentaciclicos,
acido ursolico (194) e acido ceandtico (193) e um éster derivado acido feralico
(198) das partes aéreas.

Das partes aéreas de C. paradoxa isolou-se um novo metabdlito,
denominado seco-3,4-germanicona (205), juntamente com 0S coOmpostos
conhecidos, acido ursélico (194), lupeol (199), acido betulinico (192), &cido
ceandtico (193), taraxerol (200), taraxerona (201), seco-3,4-taraxerona (202),
germanicol (203), germanicona (204), /-sitosterol (195) e Asitosterol glicosilado
(196). Da casca da raiz foi isolado acido ziziberenalico (206), juntamente com 0s
compostos 192, 193, 194, 195 e 196.

Dos extratos das partes aéreas de Gouania ulmifolia foram isolados dois

novos triterpenos pentaciclicos, acido 2-hidroxi-2-nor-20(29)-lupen-27,28-didico
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(208) e acido 24-hidroxi-A(1)-nor-2,20(29)-lupadien-27,28-didico (209), juntamente
com os compostos conhecidos lupeol (199), acido betulinico (192), acido alfitélico
(207), p-sitosterol (195) e p-sitosterol glicosilado (196). Todos compostos estao
sendo descritos pela primeira vez na espécie.

Adicionalmente, foram analisadas as atividades antimicrobianas dos
extratos, fracOes e metabdlitos isolados de Discaria americana, Colletia paradoxa
e Gouania ulmifolia, através da técnica de bioautografia, medindo-se as atividades
inibitérias do crescimento sobre diferentes microorganismos, trés bactérias Gram
positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis) e
quatro bactérias Gram negativas (Klebsiella pneumonia, Salmonella setubal,
Escherichia coli e Pseudomona aeruginosa) e os fungos (Saccharomyces

cerevisiae e Candida albicans).

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

Tese de doutorado em Quimica
Santa Maria, 26 agosto de 2005



ABSTRACT

TITLE: " Phytochemistry study of three species from Rhamnaceae family: Discaria

americana, Colletia paradoxa and Gouania ulmifolia”

AUTHOR: Sandro Rogério Giacomelli

ACADEMIC ADVISOR: Prof. Dr. Ademir Farias Morel

The present work describes the phytochemistry study and antimicrobial
activity of the aerial parts and bark root of three species from Rhamnaceae family:
Discaria americana Gilles & Hook, Colletia paradoxa Sprengel and Gouania
ulmifolia Hook & Arnott. Four new cyclopeptide natural, discarene C (154),
discarene D (155), discarine M (156), discarine N (157) and nine cyclopeptide
alkaloids, adoutine Y (92), adoutine Y' (47), franganine (66), frangulanine (67),
discarine A (59), discarine B (58), discarine C (100), discarine D (101) and
myrianthine A (105), a pentacyclic triterpenoid, acid betulinic (192) and three
sterols, fSitosterol (195), fsitosterol-3-O-6-3-D-glucopyranoside (196) and f-
sitosterol-3-O-6-stearoyl-#D-glucopyranoside (197), were isolated of the bark root
of D. americana, along with three compounds already described 192, 195, 196,
two pentacyclic triterpenoids, ursolic acid (194) and ceanotic acid (193) and an
ester derived from ferulic acid (198) of the aerial parts.

From the aerial parts of C. paradoxa it was isolated a new compound,
called seco-3,4-germanicone (205), along with the known compounds ursolic acid
(194), lupeol (199), betulinic acid (192), ceanothic acid (193), taraxerol (200),
taraxerone (201), seco-3,4-taraxerone (202), germanicol (203), germanicone
(204), p-sitosterol (195) and f-sitosterol-3-O-6-4-D-glucopyranoside (196). From
the bark root it was isolated zizyberenalic acid (206), along with compounds 192,
193, 194, 195 and 196.

The extracts of the aerial parts of Gouania ulmifolia, two new pentacyclic

triterpenoids were isolated, 2-hydroxy-2-nor-20(29)-lupen-27,28-dioic acid (208)



and 24-hydroxy-A(1)-nor-2,20(29)-lupadien-27,28-dioic acid (209), along with the
known compounds lupeol (199), betulinic acid (192), alphitolic acid (207), f
sitosterol (195) and #sitosterol-3-O-6-4-D-glucopyranoside (196). All compounds
are being described for the first time in the species.

Additionally, antimicrobial activity of extracts, fractions and isolated
compounds of Discaria americana, Colletia paradoxa and Gouania ulmifolia was
analyzed, through the bioautography technique, measuring the inhibitory activity of
the growth on different microorganisms, three Gram positive bacteria
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis) and four
Gram negative bacteria (Klebsiella pneumonia, Salmonella setubal, Escherichia
coli and Pseudomona aeruginosa) and the fungus (Saccharomyces cerevisiae and

Candida albicans).

FEDERAL UNIVERSITY OF SANTA MARIA
GRADUATED COURSE IN CHEMISTRY

Doctor Thesis in Chemistry
Santa Maria, August 26, 2005
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Introducao

1. INTRODUCAO

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo
guanto a espécie humana. Ainda hoje plantas sdo usadas como o0 Unico recurso
terapéutico de uma parcela da populacdo brasileira e de mais de 2/3 da
populacdo do planeta. Dessa forma, usuarios de plantas de todo mundo mantém
em voga a pratica do consumo de fitoterapicos, tornando validas as informacdes
terapéuticas que foram acumuladas durante séculos.

Esse tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores em
estudos envolvendo areas multidisciplinares, como por exemplo a etnobotanica,
farmacologia e fitoquimica. A etnobotanica tem contribuido na descoberta de
agentes biologicamente ativos, tradicionalmente empregados ou observados por
determinado agrupamento humano. Por outro lado, a farmacologia busca
resultados que possam validar ou ndo o uso da planta como medicinal. A
investigacdo fitoquimica permite o conhecimento dos constituintes quimicos
bioativos (ou ndo), presentes em cada espécie vegetal.

Dentro deste contesto, o grupo do Nucleo de Pesquisas de Produtos
Naturais (NPPN), cujo diretor é o Prof. Dr. Ademir F. Morel, vem contribuindo nao
somente para a fitoquimica classica (isolamento e determinacéo estrutural), mas
também realizando trabalhos que envolvem atividade biolégica de plantas que
apresentem algum tipo de uso na medicina popular. Como integrante deste
Grupo, buscando envolver etnobotanica, fitoquimica e atividade bioldgica, tive a
oportunidade de realizar o projeto de doutorado em quimica de produtos naturais
com plantas pertencentes a familia das Rhamnaceaes.

Dentre as varias plantas empregadas na medicina popular brasileira, as
pertencentes a familia das Rhamnaceaes séo largamente empregadas na cura de
varias moléstias como doencas de pele, desinteria, agente antitérmico,

hipertensao arterial e varios tipos de infeccdes.™®
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Introducéo

As plantas desta familia, alvo deste estudo pertencem aos géneros
Discaria, Colletia e Gouania, sendo encontradas em formagdes vegetais nativas
do Rio Grande do Sul. As principais classes de constituintes quimicos
caracteristicos  destes  géneros sdo  alcaldides  ciclopeptidicos,**
ciclopeptideos,??? flavondides, antocianinas, taninos, esteréides, triterpendides e
saponinas.t 4242

Discaria americana Gill. & Hook (Figura 1) € conhecida vulgarmente como
brusca, quina-do-brasil, quina-do-rio-grande (Brasil); brusquilla (Argentina);
coronillo-del-campo e quina-del-campo (Uruguai). As cascas de suas raizes sao
utilizadas na medicina popular como agente antitérmico, no tratamento das
doencas de pele, contra afec¢cdes do estbmago e diabetes e como um tbénico, sob

forma de chas e infusdes.>**"°

[T L LAY LT L T
Figura 1. Discaria americana Gill. & Hook
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Introducao

Uma revisdo taxon6mica do género Discaria realizada por Tortosa e
colaboradores permitiu que nove espécies de Discaria (Discaria febrifuga Martius,
1843, Discaria longispina (Hook. Et Arn.) Meires, 1860, Discaria lycioides Meires,
Discaria lycioides var. exilis Meires, Discaria spiculata Meires, Discaria spiculata
var. gracilenta Meires, Discaria longispina (Hook. Et Arn.) Meires var. foliosa
Grisebach, 1879, Discaria exilis (Meires) Herter, 1957 e Discaria gracilenta
(Meires) Herter, assim como duas Colletias (Colletia longispina Hooker et Arnott,
em Hooker, 1833 e Colletia longispina var. foliosa Hooker et Arnott, 1877), fossem
reagrupadas como sinonimias de Discaria americana Gilles & Hooker, 1830. A
chave analitica para identificacdo dessa espécie vegetal foi elaborada a partir da
analise qualitativa e quantitativa dos caracteres vegetativos e reprodutivos
observados em seu habitat natural e avaliacdo do material botanico depositado

nos herbarios do Brasil, Argentina e Uruguai.?’

27.Tortosa, R.D., 1983. Boletin de la sociedad Argentina de Botanica 22, 301
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A espécie Colletia paradoxa Sprengel (Figura 2), conhecida popularmente
como espinho de cruz, quina-de-porto-alegre (Brasil), barba-de-tigre, espina de la
cruz, quina (Uruguai), curro, curru, cura-manuel (Argentina), tem sido usada na

medicina popular em substituicdo a Discaria americana,?

como purgante e
antiespasmaédica.®?® Uma revisdo taxonémica do género Colletia permitiu propor
gue as espécies descritas como Colletia cruciata Gilles & Hook, Colletia
bictonensis Lindl e Colletia exserta Klotzsch fossem consideradas sinonimias de
Colletia paradoxa Sprengel.?° Poucos estudos fitoquimicos e farmacolégicos tém

sido relatados na literatura sobre a espécie em questéo.

% T " ¥ >

Figura 2. Colletia paradoxa Sprengel
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Gouania ulmifolia Hook & Arnott (Figura 3), apresenta-se como trepadeira
lenhosa, ocorre no sul do Brasil, Paraguai, Uruguai e mesopotamia Argentina,
sendo conhecida popularmente como jacarei (Brasil).** Embora seja indicada
apenas a espécie G. ulmifolia para o Rio Grande do Sul, este género, além de
grande, é de dificil identificacdo das espécies, devido ao fato de ndo haver
nenhuma revisdo ou estudo mais aprofundado sobre as caracteristicas
morfolégicas que diferenciam uma espécie da outra. Aliado a este fato, além da
auséncia de estudos quimicos e farmacoldgicos sobre esta espécie nos motivou a
estuda-la, visando contribuir para sua fitoquimica, quimiotaxonomia e

farmacologia.

Figura 3. Gouania ulmifolia Hook & Arnott

30. Bastos, N.R., 1990. Pesquisas Botéanicas 41, 99
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal o estudo de plantas
pertencentes a familia Rhamnaceae do género Discaria, Colletia e Gouania, e
como objetivos especificos:

a) Extracdo, separacao e purificacdo dos constituintes quimicos com alto grau de

pureza, da raiz e partes aéreas das plantas selecionadas;

b) Identificacdo estrutural dos metabdlitos isolados utilizando-se de técnicas de
analise tais como: espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear de
'H e C unidimensional e bidimensionais (NOESY, COSY 'H-'H, HMQC e

HMBC), além de comparac¢do com dados da literatura;

c) Determinacdo da estereoquimica dos centros quirais dos aminoacidos
presentes na estrutura dos ciclopeptideos, através de RMN de *H homonuclear
bidimensionais NOESY e por hidrélise e analise CG enantioseletiva;

d) Realizacdo de ensaios para determinar a atividade antimicrobiana, através da
técnica de bioautografia, dos extratos, fragbes e das substancias isoladas em

suas formas puras.
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3. REVISAO DA LITERATURA

A familia Rhamnaceae compreende 58 géneros com aproximadamente
900 espécies em todo mundo. Na América do Sul, sdo encontradas cerca de 93
espécies. Dentre as mais importantes cita-se, as pertencentes aos géneros
Discaria, Colletia, Gouania, Condalia, Colubriana, Ziziphus, Crumenaria,
Kentrothamnus, Retanilla, Rhamnus, Sageretia e Scutia.

Morfologicamente, apresentam-se como plantas que podem ser arvores,
arbustos, subarbustos lianas, inerme ou armados. Essas espécies habitam

principalmente ambientes de formacdes vegetais campestres ou florestais.?**°

3.1 Discaria americana Gill. & Hook

A grande diversidade de espécies de Discaria (D. americana Gill & HooK,
D. articulata Meirs, D. chacaye Tort.,, D. nana Weberb. e D. trinervis Reiche)
encontradas na América do Sul, principalmente nos sistemas montanhosos do
sudoeste, indicam esta regido como centro de origem do género. D. americana é
a Unica encontrada no Brasil, nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina,
além de ocorrer no Uruguai e na Argentina.’

Discaria americana encontra-se entre as plantas brasileiras que
necessitam de um estudo fitoquimico mais aprofundado devido a seu uso na
medicina popular em determinadas regides do Rio Grande do Sul. Esta espécie
destaca-se por ser rica em substancias pertencentes a classe dos alcaldides

1421 & ciclopeptideos.?® ?° Estes fatos, associados a necessidade

ciclopeptidicos
de um estudo mais aprofundado acerca dessas estruturas peptidicas,
impulsionaram para o desenvolvimento de uma nova pesquisa a respeito desta

planta.
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3.2 Colletia paradoxa Sprengel

A descricdo do género Colletia foi publicada por Jussieu em 1789 na sua
obra Genera Plantarum. Durante varios anos, plantas pertencentes a esse género
foram classificadas equivocadamente como pertencentes ao género Discaria. Em
uma revisdo do género Colletia, realizada por Tortosa em 1982, foram
classificadas apenas cinco espécies deste género como de ocorréncia na América
do Sul: C. paradoxa, C. spinosissima, C. hystrix, C. ulicina e C. spatioides.

Colletia paradoxa caracteriza-se como um arbusto de porte arboreo,
lenhoso, cor verde oliva, as vezes acinzentado, com ramos ascendentes ou laxos.
Possui espinhos que variam de 0,7-4,0 cm de comprimento, normalmente
achatados na base, apice agudo de cor escura. Floresce de outubro a janeiro e
frutifica em junho. Este arbusto ocorre na regido sul do Brasil, nos estados do Rio
Grande Sul e Santa Catarina, na costa do Uruguai e no sudoeste da Provincia de
Buenos Aires (Argentina). Habita preferencialmente solos pedregosos e arenosos,
ladeiras rochosas, morros baixos e margens de rios e arroios.’

Poucos estudos quimicos sobre C. paradoxa tém sido descritos, podendo-
se citar a presenca de triterpendides e esteréides, nas partes aéreas e raizes.*
Devido seu uso na medicinal popular, torna-se interessante ndo somente uma
investigacdo fitoquimica, mas a realizacdo de ensaios farmacolégicos dos
extratos e das substancias isoladas de C. paradoxa visando justificar suas agdes

farmacoldgicas descritas na medicina popular.

3.3 Gouania ulmifolia Hook & Arnott.

O género Gouania foi descrito por Jacquin em 1763, sendo o nome
adotado em homenagem ao botanico francés Antoine Gouan. Esse género possui
de 30 a 50 espécies, sendo a maior parte delas no Novo Mundo, além de ocorrer
também na Asia, Madagascar, llhas do Oceano indico, Africa e Nova Caledénia.

Na América do Sul estdo registradas em torno de 30 espécies, de
ocorréncia, desde a Venezuela, passando pela Colédmbia e pelas Guianas, até o
Norte da Argentina. No Brasil ocorrem cerca de 17 espécies distribuidas em todo
territorio.

No Rio Grande do Sul ocorre apenas a espécie G. ulmifolia, tendo sido

encontrada ao norte, leste e centro do estado, geralmente trepando sobre arvores
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de matas primarias, na beira de arroios ou em pequenas matas campestres, em
solos normalmente (imidos.”®

Estudos fitoquimicos realizados com plantas pertencentes ao género
Gouania indicam que as mesmas sao constituidas principalmente de

triterpendides e saponinas.’* %

3.4 Alcaléides ciclopeptidicos

Alcaléides ciclopeptidicos sdo comuns em plantas da familia
Rhamnaceae, sendo também encontrados em algumas espécies de outras
familias como, por exemplo, Sterculiaceae, Urticaceae, Pandaceae, Rubiaceae,
Hymenocardiaceae, Celastraceae (Tabelal2).*! Eles sdo encontrados nas folhas,
flores, casca da raiz, tronco de arvore e sementes, mas sdo muitas vezes dificeis
de serem isolados, por estarem presentes em pequenas quantidades. O
rendimento desses metabdlitos, em relacdo ao material seco da planta, varia de
0,01 a 0,09% e depende de fatores, tais como, método de isolamento, regido de
crescimento e a maturidade da planta.

O termo alcaldide peptidico foi primeiramente proposto por Goutarel et.
al.,* em 1964. Mais tarde, Tschesche® sugeriu a denominacdo "alcaldide
ciclopeptidico”, como sendo uma designacdo mais adequada, considerando que
essas bases, com uma Unica excecdo, lasiodina A (1),* apresentam um anel
macrociclo em sua estrutura (sistema ansa). Posteriormente, em 1985 Joullie e
Nutt®® dividiram estes compostos em trés grupos: alcaléides ciclopeptidicos
genuinos (stricto sensu), alcaldides lineares e ciclopeptideos neutros. Os
alcaldides ciclopeptidicos stricto sensu e o0s ciclopeptideos neutros também
podem ser classificados de acordo com o numero de atomos que fazem parte do
macrociclo em: treze (Tabela 1 e 2), catorze (Tabela 3-9) ou quinze membros
(Tabela 10). Algumas vezes entre as unidades A e B ocorre um aminoacido
adicional (intermediério) e € designado como E.

A classe de substancias descrita inicialmente como ciclopeptideos
neutros, em analogia aos alcaldides ciclopeptidicos, ndo apresenta a unidade

N,N-dimetil em sua estrutura. Isto tem causado divergéncias quanto a sua

31. Gournelis, D. C.; Laskaris, G, G and Verpoorte, R., 1997. Natural Product Reports 82, 75

32. Tschesche, R. and Kaussman, E. U., 1975. The Alkaloids, Vol. 15, Manske (Ed.) Academic Press, New York, N. Y., 165
33. Pais, M.; X. Monseur, X. Lusinchi and R. Goutarel, 1964. Bull. Soc. Chim. France 817

34. Marchand, J.; Pais, M.; Monseur, X.; and Jarreau, F.X., 1969. Tetrahedron 25, 937

35. Joullie, M.M., Nutt, R.F., 1984. Alkaloids: Chemical an Biological Perspectives, ed. Pelletier, S.W., Wiley, New York, 3, 113
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classificacdo (Tabela 11). ?*** Nos poucos trabalhos acerca do assunto, as
estruturas desses metabdlitos foram publicadas como sendo ciclopeptideos
neutros, o que os diferencia dos alcaldides ciclopeptidicos, por ndo apresentarem
0 grupo basico que caracteriza um alcal6ide. Recentemente, alguns peridédicos
reconhecem estas estruturas como sendo alcaléides, * talvez por serem obtidos,

na biossintese, de aminoacidos.

HO ll\l—Me N(Me),
Me 1

A = aminoacido terminal basico
B = b-hidréxi aminoacido

C = aminoécido ligado ao anel
D = unidade hidroxi estirilamina
E = aminoacido adicional

Estrutura basica dos alcaldides ciclopeptidicos
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Tabela 1: Alcaldides ciclopeptidicos de treze membros do tipo numularina C

5

\
O o
NH
e
R4\ 0 R
N
r3’ Rl
Alcaléide R* R® R° R R’ Ref
2 Alcaloide 2 CH,CH(CHs3), CH(CH3)CH,CHs CHs CHs CHs 36
3 Daechuina S6 CH,CeHs CH(CH3)CH2,CH;s  CHg3 CHs CHs 37
4 Daechuina S7 CH2CH(CHs)2 CH2CH(CH3)2 CH; CHs CHs 37
5 Daechuina S10 CH,CgHgN CH(CH3)CH,CHs  CH3 CHs CHs 37
6 Daechuina S26 CH,CeHs CH(CH3)CH2,CH;s  CHg3 CHs H 37
7 Lotusina F CH,CgHs CH(CH3)CH2CH3 H CHs H 38
8 Nummularina C CH2CgsHs CH2CH(CHj3)2 CHs CHs CHs 39
9 Nummularina R CH,CgHgN CH(CH3)CH2,CH;s  CHg3 CHs CHs; 40
10 Nummularina S CH2CH(CHj3), CH>CsHs H H CHs; 41
11 Nummularina S10 CH,CgHgN CH(CH3)CH,CH; CHs; CHs CHs 37
12 Paliurina E CH,CeHs CH(CH3)CH,CHs  CH3 CHs CHs; 42
13 Rugosanina B CH,CgHgN CH>CsHs CHs CHs CHs; 43
14 Sativnina G CH(CH3)CH,CHs  CH(CH3)CH2CHs CHs CHs CHs; 44
15 Sativanina K CH(CH3)CH2CH3 CH(CH3)CH2CHs H CHO CHs; 45
16 Tscheschamina CH(CHs3)CH2CHs CH2CgHs H H CHs; 46

36. Barboni, L., Gariboldi, P., Torregiani, E., Verotta, L., 1994. Phytochemistry 35, 1579

37. Han, H.B., Park, M.H., and Park, J.H., 1989. Pure & Appl. Chem. 61, 443
38. Ghedira K. Chemli, R., Caron, C., Nuzillard, J.-M., Zeches, M., and Le Men-Oliveir, L., 1995. Phytochemistry 38, 767
39. Tschesche, R., Elgamal, M., Miana, G.A., and Eckhardt, G., 1974. Chem. Ber. 107, 3180.

40. Devi, S., Pandey, V.B., Singh, J.P., and Shah, A.H., 1987. Phytochemistry 26, 3374

41. Shah, A.H., Khan, R.M.A., Maurya, S.K., and Singh, V.P., 1989. Phytochemistry 28, 305
42. Lin, H., Chen, C-H., You, B-J., Liu, K.C.S., and Lee, S-S., 2000. Journal of Natural Products 63, 1338

43. Tripathi, Y.C., Maurya, S.K., Singh, V.P., and Pandey, V.B., 1989. Phytochemistry 28, 1563

43. Shah, A.H.; Pandey, V.B., Eckhardt, G., Tschesche, R., 1985. Phytochemistry 23, 931
45. Shah, A.H., Al-Yahya, M.A,, Devi, S., and Pandey, V.B., 1987. Phytochemistry 26, 1230
46. Shah, A.H., Pandey, V.B., Eckhardt, G., and Miana, G.A.,1988. Heterocycles 27, 2777
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Tabela 2: Alcalbides ciclopeptidicos de treze membros do tipo zizifina A

N
R5
o)
NH
<.
RS — N
e
Alcaldide R* R R° R’ R’ R® Ref
17 Amfibina H CHs CH,CeHs CHs; CHs CH(CHj3), CHs 47
18 Alcaldide 3 CH,CeHs CH(CH3)CH;CHs CHs  CHs CH2CH(CHs)2 H 36
19 Daechuina S3 CH(CH3)CH2CHs CH(CH3)CH2CHs CHs CHs CH(CHs)CH,CHs CHs 37
20 Daechuina S8  CH,CH(CHs)2 CH,CH(CHs), CHs CHs  CHyCH(CHs), CHs 37
21 Jubanina A CH,CeHs CH(CH3)CH,CHs CHs  CHs CH,CeHs CHs 48
22 Jubanina B CH2CgHs CH2CgsHs CHs; CHs CH2CsHs CHs 48
23 Lotusina E CH2CH(CHj3), CH(CH3)CH2,CHs CHz CHs CH2CeHs H 38
24 Mucronina D CH2CeHs CH(CH3)CH,CHs CHs CHs  CH,CH(CHs), CHs 49
25 Nummularina A CH2CeHs CH(CH3)CH2CHs CHz  CHs CH2CH(CHs3), CHs 39
26 Nummularina B CHs CH,CgHs H CHs CH(CHj3), CHs 39
27 Nummularina H CH,CsHs CH(CH3)CH2CH3 H CHs CH,CgHs CHs 50
28 Nummularina N H CH2CsHs CHs CHs CH(CHj3), CHs; 51
29 Nummularina O CH,CsHs CH,CeHs H CHs CH2CeHs CHs 52
30 Nummularina P CHs CH,CH(CHs), H CHs CH(CHa)2 CHs 53
31 Nummularina T CHs CH2CsHs CHO CHs CH(CHj3), CHs; 54
32 Paliurina A CH(CH3)CH2CH;  CH(CH3)CH,CH; CHs;  CHs CH2CgHs CHs; 42
33 Paliurina B CH(CH3)CH2CH; CH(CH3)CH2CH3 H CH3 CH,CgHs CHs 42
34 Paliurina C CH,CegHs CH(CH3)CH,CHs CHs CHs CH(CH3)CH,CHs CHs 42
35 Paliurina D CH2CeHs CH(CH3)CH2CH3 H CHs CH(CH3)CH,CHs CHs 42
36 Paliurina F CH,CH(CHs)2  CH(CHs)CH,CHs CHs CHs CH(CHs)CH,CHs CHs 42
37 Paliurina G CH,CeHs CH(CH3)CH,CHs CHs  CHs CH(CHz3)2 CHs 55
38 Paliurina H CH;CH(CH3);  CH(CH3)CH,CH; H  CHsz CH(CH3)CH,CHs; CHs; 55
39 Paliurina | CH(CH3)CH2CH3 CH>CeHs H CH3 CH2CH(CHj3), CHs 55

47. Tschesche

49. Tschesche
50. Tschesche

, R., Spilles, C., Eckhardt, G., 1974. Chem. Ber. 107, 686

48. Tschesche, R., Khokhar, J., Wilheln, H., and Eckhardt, G., 1976. Phytochemistry 15, 541
Ry
R,

David, S.T., Uhlendorf, J., und Fehlhaber, H.W., 1972. Chem. Ber. 105, 3106
Elgamal, M., and Eckhardt, G., 1977. Chem. Ber.110, 2649

51. Pandey, V.B., Singh, J.P., Seth, K.K., Shah, A.H., and Eckhardt, G., 1984. Phytochemistry 23, 2118

52. Pandey, V.B., Dwivedi, S.P.D., Shah, A.H., and Eckhardt, G., 1986. Phytochemistry 25, 2690

53. Dwivedi, S.P.D., Pandey, V.B., Shah, A.H., and Eckhardt, G., 1987. Journal of Natural Products 50, 235
54. Singh, B., Pandey, V.B., 1995. Phytochemistry 38, 271

55. Lee, S-S., Su, W-C., Liu, K.C.S.C., 2001. Phytochemistry 58, 1271
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Continuacado da Tabela 2

40 Rugosanina A CHs CH,CH(CH3);, CHO CHs CH(CHsa),
41 Sativanina C CHs CH(CH3)CH2CHs H CHs CH(CHs3)2
42 Sativanina F CH(CHs), CH2C¢Hs H H CH(CHs)2
43 Sativanina H CHs CH,CH(CH3), CHs CHgs CH(CHs),
44 Zizifina A CH(CH3)CH2CH3 CH,CH>CH: CHs; CHz CH(CH3)CH2CH3s
45 Zizifina B CH2CgHs CH2CH>CH; H CHs CH(CH3)CH2CHs
46 Zizifina C CH,CeHs CH,CH2CH; CHs CHs CH(CH3)CH,CH3

CHs
CHs
CH3
CH3
CHs
CH3
CH3

56
57

58
59
59
60

Tabela 3: Alcaldides ciclopeptidicos de catorze membros do tipo frangulanina

O
O (e} \
NH
HN HN
(0] R2
N— Me
ks

Alcaléide R' R R’ Ref
47 Adoutina X CH2CH(CHs), CH(CH3)CH,CHjs CH;s 61
48 Adoutina Y’ CH>CsHs CH(CH3)CH2CHs CHs 62
49 Americina CH,CgHeN CH(CHs3)2 H 63
50 Amfibina A CH2CgHgN CH(CH3)CH2CH3 CHs 56
51 AM1 CH>CsHs CH(CH3)CH2CH3 CHs 64
52 Anorldianina CH2CH(CHj3)2 Prolina CHs 57
53 Ceanotina A CH2CeHs CH2CH(CHz3)2 CHs 65
54 Ceanotina B CH,CH,CH,-R® CH2CsHs - 65
55 Ceanotina C CH,CH,CH,-R? CH2CH(CHz3)2 - 66
56 Daechuina S5 CH(CHa)2 CH2CH(CHa)2 CHs 37
57 Discarina A CH2CsHgN CH(CH3)CH2CHs CHs 10
58 Discarina B CH(CH3)CH,CH3 CH2CgHgsN CHs 10
59 Discarina E CH(CH3)CH2CHs ~ CH(CHs)CH2CHs CHs 17
Continuacao da Tabela 3

60 Discarina F CH2CH(CHa)2 CH(CH3)CH,CHs CHs 16

56. Pandey, V.B., Tripathi, Y.C., Devi, S., Singh, J.P., and Shah, A.H., 1988. Phytochemistry 27, 1915
57. Shah, A.H., Pandey, V.B., Eckhardt, G., and Tschesche, R., 1984. Phytochemistry 23, 931
58. Shah, A.H., Miana, G.A., Devi, S., Pandey, V.B., 1986. Planta Medica 500

59. Tschesche, R., Kaussmann, E.U., and Eckhardt, G.,1973. Tetrahedron Lett 2577

60. Cassels, B.K., Eckhardt, G., Kaussmann, E.U., and Tschesche, R., 1974. Tetrahedron 30, 2461
61. Pais, M.; Mainil, Y and Goutarel, R., 1963. Ann. Pharm. Fr. 21, 139
62. Marchand, J.; Monseur, X. & Pais, M., 1968. Ann. Pharm. Fr. 26, 771
63. Klein, F.K and Rapoprt, M., 1968. J. Am. Chem. Soc. 20, 2398

64. Arbain, D., Taylor, W., 1993. Phytochemistry 33, 1263

65. Wahrnhoff, E.W., Ma, J.C.N., and Wahrnhoff, P.R., 1965. J. Am. Chem. Soc. 87, 4198
66. Warnhoff, E. W.; Pradhan, S. K.; Ma, J. C. N., 1965. Can. J. Chem, 43, 2594
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61 Discarina G
62 Discarina H
63 Discarina |
64 Discarina K
65 Discarina X
66 Franganina
67 Frangulanina
68 Frangufolina
69 Hovenina A
70 Melofolina

71 Melonovina A
72 Melonovina B
73 Miriantina C

74 Nummularina K

75 Pubescina A
76 Sanjoinina B
77 Scutianina B
78 Scutianina C
79 Scutianina D
80 Scutianina E
81 Scutianina G
82 Scutianina H
83 Scutianina J
84 Texensina
85 Walterina A
86 Walterina B
87 Walterina C
89 Alcaldide 4

CH,CgHs
CH2CH(CHz3)2
CH(CH3)CH2CH3
CH(CH3)CH2CH3
CH,CgHgN
CH2CH(CHs)-
CH(CH3)CH2CH3
CH,CsHs
CH2CH(CHs)-
CH(OH)CH(CHgs)2
CH(CHs3)2
CH(CHzs)2
CH2CH(CHs),
CH,CgHgN
CH(CHzs)2
CH2CeHs
CH,CsHs
CH(CH3)CH2CHs
CH2CeHs
CH,CsHs
CH,CsHs
CH(CH3)CH.CH3
CH(OH)CgHs
CH2CH(CHz3)2
CH2CH(CHs)-
CH2CgHgN
CH,CgHgN
CH(CH3)CH2CH3

CH(CH3)CH,CHjs
CH,CH(CHa)2
CH2CsHgN
CH,CgHgN
CH2CH(CHz3)2
CH>CH(CHs)-
CH2CH(CHs),
CH2CH(CHz3)2
CH(CH3)CH2CH3
CH,CHjs
CH,CH(CHa)»
CH(OH)CeHs
CH(CHs)2
CH2CH(CHz3)2
CH2CH(CHz3)2
CH2CH(CHs)-
CH,CsHs
CH,CsHs
CH(OH)CgHs
CH(OH)CsHs
CH(OH)CeHs
CH(OH)CgHs
CH(OH)CgHs
CH>CgHeN
CH2CeHs
CH(CH3)CH,CHjs
CHs
CH2CeHs

CHs
CHs

CHs
CHs
CHs
CH3
CHs

CH3
CHs
CHs
CHs
CHs
CHs

CHs
CHs
CHs
CHs
CHs
CHs
CH3
CHs
CHs
CH3
CHs
CHs

Revisdo da Literatura

14
15
18
19
21
67
66
68
69
70
71
71
72
50
12
36
73
74
74
74
75
76
77
78
79
79
80
44

67. Tschesche, R., Last, H., 1968. Tetrahedron Lett. 25, 2993

68. Tschesche, R.; Wilheln, H., und Fehlhaber, H.W., 1972. Tetrahedron Lett. 26, 2609

69. Takai, M., Ogihara, Y., and Shibata, S., 1973. Phytochemistry 12, 2985
70. Bhakuni, R.S., Shukala, Y.N., Thakur, R., 1987. Phytochemistry 26, 324

71. Kapadia, G.J.,Shukla, Y.N., Morton, J.F., and Lloyd, H.A., 1977. Phytochemistry 16, 1431

72. Marchand, J.; Monseur, X. & Pais, M., 1968. Ann. Pharm. Fr. 26, 771

73. Tschesche, R., Ammermann, E., und Fehlhaber, H-W., 1971. Tetrahedron Lett. 46, 4405

74. Tschesche, R., und Ammermann, E. 1974. Chem. Ber. 107, 2274
75. Tschesche, R., and Hillebrand, D., 1977. Phytochemistry, 16, 1817
76. Morel, A.F., Bravo, R.V.F., Reis, F.D.A.M., and Ruveda, E.A., 1979. Phytochemistry 18, 473
77. Meneses, A.S., Zanatta, N., Morel, A.F, 1995. Phytochemistry 38, 783
78. Wani, M.C.,Taylor, H.L., and Wall, M.E., 1973. Tetrahedron Lett 47, 4675
79. Morel, A.F., Gehrke, I.T.S., Mostardeiro, M.A., Ethur, E.M., Zanatta, N., Machado, E.CM., 1999. Phytochemistry 51, 473
80. Morel, A.F., Flack, A., Zanatta, N., Ethur, E.M., Mostardeiro, M.A., Gehrke, I.T.S., 1999. Tetrahedron Lett. 40, 9205
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Tabela 4: Alcaldides ciclopeptidicos de catorze membros do tipo frangulanina,

com aminoacido intermediario na posicao E

)
) 6]
NH
HN HN
(@] R2
o)
N
N— R3
RY  CH,
Alcaldide R* R* R’ Ref
90 Lasiodina B CH,CsHs CH2CH(CHa) H 34
91 Scutianina A CH,CgHs CH,CgHs CHs 81

81. Tschesche, R., Welters, R., und Fehlhaber, H-W., 1967. Chem. Ber. 100, 323



Tabela 5: Alcaldides ciclopeptidicos de catorze membros do tipo integerrina

Revisdo da Literatura

0 R?
N—CHs;
ks
Alcaloide R R R’ Ref
92 Adoutina Y CH,CsHs CH(CH3)CH2CH3 CHs 61
93 Aralionina A COCegHs CH3 CH(CH3)CH,CH; 82
94 Aralionina B CH(CH3)CH,CH3 H CH2CgsHs 83
95 Aralionina C CH(OH)CgHs CHs CH(CH3)CH:CH; 84
96 Cantiumina CH2CgHs Prolina CHs 85
97 Ceanotina E CH2CeHs CH2CH(CHs)2 CHs 86
98 Condalina A CH,CsHs CH2CH(CHz3)2 H 58
99 Crenatina A CH2CH(CHz3)2 CH2CeHs CHs 87
100 Discarina C CH2CH(CHj3)2 CH2CH(CHj3)2 CHs 13
101 Discarina D CH2CH(CHs3)2 CH,CsHs CHs 13
102 Integerrina CH(CHz3)2 CH2CsHgN CHs 88
103 Integerrenina CH(CH3)CH,CH3 CH2CH(CHj3)2 CHs 89
104 Integerressina CH(CHs3)2 CH2C6Hs CHs 89
105 Miriantina A CH2CH(CHa)2 CH(CH3)CH,CHs CHs 72
106 Nummularina E CH(OH)CHg3 CH2CH(CHj3)2 CHs 90
107 NummularinaM  CH(CH3)CH2CHs  CH(CH3)CH2CHs CHs 51
108 Sativanina A CH(CH3)CH2CHs CH(CHa)» CHs 91
109 Alcaléide 6 CH(CHzs)2 CH>CgHsN H 82

82. Tschesche, R.; Behrendt, L., und Fehlhaber, H.W., 1969. Chem. Ber. 102, 50
83. Tschesche, R., Frohberg, E., und Fehlhaber, H.W.,1970. Chem. Ber. 103, 2501

84. Tschesche, R., Hillebrand, D., Wilheln, H., Ammermann, E., Eckhardt, G., 1977. Phytochemistry, 16, 1025

85. Boulvin, R., Ottinger, R., Pais, M., Chiurdoglu, G., 1969. Bull. Soc. Chim. Belg. 78, 583
86. Servis, R.E. Kosak, A.l., Tschesche, R., Frohberg, E., und Fehlhaber, H.W., 1969. J. Amer. Chem. Soc. 91, 5619
87. Silva, M., Bhakuni, D.S., Sammes. P.G., Pais, M., and Jarreau, F.X., 1974. Phytochemistry, 13, 861
88. Tschesche, R.; Wetters, R.; Fehlhaber, H. W., 1967. Chem. Ber, 100, 3924

89. Tschesche, R.; Wilheln, H., und Fehlhaber, H.W., 1968. Tetrahedron Lett. 1311
90. Tschesche, R., Elgamal, M., Miana, G.A., and Eckhardt, G., 1975. Tetraedron 31, 2944
91. Tschesche, R., Shah, A.H., and Eckhardt, G., 1979. Phytochemistry 18, 702
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Tabela 6: Alcalbides ciclopeptidicos de catorze membros do tipo integerrina, com

aminoacido intermediério na posicéo E

O
O
NH
HN H
@)
N
Rl
CHy— N
L
Alcaléide R R® R’ Ref
110 Adoutina Z CH,CsHs CH,CgHs CHs 61
111 Jubanina C CH(CH3)CH2CH3 CH>CgHs CHs 92

Tabela 7: Alcalodides ciclopeptidicos de catorze membros do tipo amfibina F

o)
0 o)
NH
N H
O R2
N— R*
L
Alcaloide R R* R® R*  Ref
112 Amfibina F CH(CH3)CH2CHs CH»CeHs H CHs 47
113 Amfibina G CH2CgHgN CH2CH(CHj3), CH3 CH3 47
114 Lotusina A CH2CgHs CH(CH3)CH2CH3 CHs CHs 93
115 Lotusina D CH»CeHs CH(CH3)CH,CH3 CHs H 93
116 Lotusina G CH(CHs), CH(CH3)CH2CH3 H H 94
117 Mauritina C CH(CHj3), CH2CgHs H CHs 95

92. Tripathi, M., Pandey, M.B., Jha, R.N., Pandey, V.B.,

Tripathi, P.N., Singh, J.P., 2001. Fitoterapia 72, 507

93. Ghedira, K., Chemli, R., Richard, B., Nuzillard, J-M., Zeches, M., and Men-Olivier, L., 1993. Phytochemistry 32, 1591
94. Crouéour, G.L., Thépenier, P., Richard, B., Petermann, C., Ghédira, K., Zéches-Hanrot, M., 2002. Fitoterapia, 73, 63
95. Tschesche, R., Wilhelm, H., Kaussmann, E.U., and Eckhardt, G., 1974. Liebigs Ann. Chem. 1694
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Continuacado da Tabela 7

118 Mucronina J CH2CH(CH3)2 CH(CH3)CH,CHs CHs CHs 96
119 Nummularina F H CH(CH3)CH,CH3 CHs CHs 90
120 Spinanina A CH>CH(CH3), Prolina H H 97
121 Zizifina G CH2CH(CHj3), Prolina H H 98

18

Tabela 8: Alcaldides ciclopeptidicos de catorze membros do tipo Amfibina B, com

aminodcido intermediario na posicéo E

O
(6] 0 \
NH
N HN—(L
O R2
R4
NH
R!
CHz;—N
R3
Alcaléide R R R’ R* Ref
122 Amfibina B CH3CgHs CH2CgHs CHsz CH(CH3)CHCHs 99
123 Amfibina C CH2CH(CHa)2 CH2CeHs CHs CH(CH3)CH,CHs 99
124 Amfibina D CH2CeHs CH(CH3)CH,CHjs CHs CH(CH3)CHCHs 99
125 Amfibina E CH2CH(CHa)2 CH(CH3)CH,CHs  CHa CHCgHsN 99
126 Hisodricanina A CH(CH3)CH,CHj5 Prolina CHs CH,CgHs 84
127 Lotusina B CH2CH(CHs)- CH(CH3)CH,CH3s CHs CH2CeHs 100
128 Mauritina A CHs CH,CsHs CHs CH(CHs3)2 101
129 Mauritina B CH(CH3)CH,CHs CH2CeHs CHs CH(CHa)2 101
130 Mauritina D CH(CH3)CH,CHs ~ CH(CH3)CH2CHs CHs CH2CH(CHs)- 95
131 Mauritina E CHs CH2CeHs CHs CH(CHs)2 95
132 Mauritina F CHs CH2CsHs H CH(CHs3)2 95
133 Mauritina H CH3 CH,CsHs CHs CH2CH(CHz3)2 84
134 Mauritina | CH2CH(CHs)2 CH2CH(CHs3), H CH2CgHgN
135 Mauritina J CH2CH(CHj3)2 CH(CH3)CH,CH3 H CH2CgHgN 102

96. Auvin, C. 1996. Journal of Natural Products 59, 676

97. Abbel-Galil, F.M., and El-Jissry, M.A., 1991. Phytochemistry 30, 1348

98. Tschesche, R., Khokhar, I., Spilles, C., Eckhardt, G., and Cassels, B.K., 1974. Tetrahedron Lett, 2941
99. Tschesche, R., Kaubmann, E.U., und Fehlhaber, H.W., 1972. Chem. Ber. 105, 3094

100. Abu-Zarga, M., Sabri, S., Al-Aboudi, A., Ajaz, M.S., Sultana, N., and Atta-ur-Rahman, 1995. Journal of Natural Products 58, 504

101. Tschesche, R.; Wilhelm, H, and Fehlhaber, H.W., 1972. Tetrahedron Lett., 2609
102. Jossang, A., Zahir, A., and Diakite, D., 1996. Phytochemistry 42, 565
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Tabela 9: Alcaldides ciclopeptidicos de catorze membros do tipo Pandamina

OH
O
O 0]
NH
HN H
O R2
R
N—Me
ko
Alcaldide R R R’ Ref
136 Discarina G CH2CeHs CH(CH3)CH2CH3s CHs 14
137 Discarina H CH2CH(CHs)2 CH2CH(CHa)2 CHs 15
138 Discarina K CH(CH3)CH2CH3 CH>CgHeN CHs 19
139 Discarina L CH(CH3)CH2CH3s CH2CH(CHj3)2 CHs 20
140 Pandamina CH(CH3)CH2CHs CH>CsHs CHs 33
141 Pandaminina CH(CHs3), CH,CgHs CHs 103
142 Sanjoinina G CH,CeHs CH,CH(CHs), CHs 36

Tabela 10: Alcaldides ciclopeptidicos de quinze membros do tipo mucronina A

5

H3C R
R4
\N N\
R O O nH
HN 9 )
>/u\ \ R
R

Alcaloide R R’ R® R' R Ref
143 Abissenina A CH(CH3)CH.CH3 CH2CH(CHz)2 CHs H H 60
144 Abissenina B CH(CH3)CHCHs  CH(CH3)CH.CH;  CHs  H H 60
145 Abissenina C CH(CH3)CH.CHz  CH(CH3)CH.CHz H H H 60
146 Mucronina A CH(CHs)CH2CHs CH2CeHs CHs  CHs H 104
147 Mucronina B CH(CH3)CHzCHs CH2CeHs CH: H H 104
148 Mucronina C CH(CH3)CH2CHjz CH,CH(CHs). CH; CHs H 104
149 Mucronina E CH(CH3)CH.CH3 CH2CH(CHz)2 CHs H OCH; 60
150 Mucronina F CH(CH3)CH2CHs CH;CH(CHs)2 H H  OCH; 60
151 Mucronina G CH(CH3)CH.CHz  CH(CH3)CH.CHs H H  OCH; 60
152 Mucronina H CH(CHs)CH2CHj CHCgHs H H H 60
153 Zizifina D CH(CH3)CH2CHz  C[CH3(OH)]CH.CHs CHs  CHs H 60

103. Pais, M., Jarreau, F.X., Lusinchi, X., and Goutarel, R., 1966. Ann. Chim. 13, 83
104. Fehlhaber, H.W., Uhlendorf, J., David, S.T., und Tschesche, R., 1972. Liebigs Ann. Chem. 795, 195
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Tabela 11: Ciclopeptideos de catorze membros
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O
O (0] \
NH
HN H
(@] R2
\
R!
Alcaléide R' R* R® AA intermediario Ref
154 Discareno C CH(CHj3), CH2CH(CHj3)2 CeHs - 22
155 Discareno D CH(CHj3), CH2CeHs CeHs - 22
156 Discarina M CH(CHsa), CH2CH(CHs)2  CH(CHsa), - 23
157 Discarina N CeHs CH(OH)CéHs ~ CH(CHa)2 - 23
158 Lotusanine B CeHs CH,CeHs CH(CHs3). prolina 100
159 Sanjoinenine CsHs CH>CH(CH3)2 CH(CHs3)2 - 42
160 Scutianeno C CeHs CH(OH)CéHs ~ CH(CHa)2 - 38

Outros alcaldides

Hymenocardina (161), Nummularina G (162), Sanjoinina G2 (163)

(¢}
(¢] o '>
NH
HN H
>_k0
NH

N

H

; < 161
(CH3)oN

162

163
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Tabela 12: Ocorréncia de alcaldides ciclopeptidicos

Revisdo da Literatura

Alcaloide Espécie Familia
1 Lasiodina A Lasiodiscus marmoratus Rhamnaceae
2 Alcaldide 1 Zizyphus mucronata Rhamnaceae
3 Daechuina S6 Zizyphus jujuba var. inermis Rhamnaceae
4 Daechuina S7 Zizyphus jujuba var. inermis Rhamnaceae
5 Daechuina S10 Zizyphus jujuba var. inermis Rhamnaceae
6 Daechuina S26 Zizyphus jujuba var. inermis Rhamnaceae
7 Lotusina F Zizyphus lotus Rhamnaceae
8 Nummularina C Zizyphus nummularia Rhamnaceae
9 Nummularina R Zizyphus nummularia Rhamnaceae
10 Nummularina S Zizyphus nummularia Rhamnaceae
11 Nummularina S10 Zizyphus nummularia Rhamnaceae
12 Paliurina E Paliurus ramosissimus Rhamnaceae
13 Rugosanina B Zizyphus rugosa Rhamnaceae
14 Sativnina G Paliurus ramosissimus Rhamnaceae
15 Sativanina K Zizyphus sativa, Zizyphus rugosa Rhamnaceae
16 Tscheschamina

17 Amfibina H Zizyphus xylopyra Rhamnaceae
18 Alcaldide 2 Zizyphus mucronata Rhamnaceae
19 Daechuina S3 Zizyphus jujuba var. inermis, Rhamnaceae

Paliurus ramosissimus

20 Daechuina S8 Zizyphus jujuba var. inermis Rhamnaceae
21 Jubanina A Zizyphus jujuba Rhamnaceae
22 Jubanina B Zizyphus jujuba Rhamnaceae
23 Lotusina E Zizyphus lotus Rhamnaceae
24 Mucronina D Zizyphus mucronata Rhamnaceae
25 Nummularina A Zizyphus nummularia Rhamnaceae
26 Nummularina B Zizyphus nummularia Rhamnaceae
27 Nummularina H Zizyphus nummularia, Paliurus ramosissimus Rhamnaceae
28 Nummularina N Zizyphus nummularia Rhamnaceae
29 Nummularina O Zizyphus nummularia Rhamnaceae
30 Nummularina P Zizyphus nummularia Rhamnaceae
31 Nummularina T Zizyphus nummularia Rhamnaceae
32 Paliurina A Paliurus ramosissimus Rhamnaceae
33 Paliurina B Paliurus ramosissimus Rhamnaceae
34 Paliurina C Paliurus ramosissimus Rhamnaceae
35 Paliurina D Paliurus ramosissimus Rhamnaceae
36 Paliurina F Paliurus ramosissimus Rhamnaceae
37 Paliurina G Paliurus ramosissimus Rhamnaceae
38 Paliurina H Paliurus ramosissimus Rhamnaceae
39 Paliurina | Paliurus ramosissimus Rhamnaceae
40 Rugosanina A Zizyphus rugosa Rhamnaceae
41 Sativanina C Zizyphus sativa, Zizyphus nummularia Rhamnaceae
42 Sativanina F Zizyphus sativa Rhamnaceae
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43 Sativanina H

44 Zizifina A
45 Zizifina B
46 Zizifina C
47 Adoutina X

48 Adoutina Y’

49 Americina
50 Amfibina A

51 AM1

52 Anorldianina

53 Ceanotina A
54 Ceanotina B
55 Ceanotina C

56 Daechuina S5

57 Discarina A

58 Discarina B

59 Discarina E
60 Discarina F
61 Discarina G
62 Discarina H
63 Discarina |

64 Discarina K
65 Discarina X
66 Franganina

67 Frangulanina

68 Frangufolina

69 Hovenina A
70 Melofolina

Zizyphus sativa
Zizyphus jujuba
Zizyphus oenoplia
Zizyphus oenoplia
Ceanothus americanus, Zizyphus jujuba
Alphitonia macrocarpa
Waltheria americana
Discaria longispina, Ceanothus sanguineus,
Zizyphus lotus
Waltheria americana
Myrianthus arboreus
Ceanothus americanus
Zizyphus amphibia, Zizyphus spinachristi,
Zizyphus nummularia
Antidesma montana
Canthium anorldianum
Ceanothus americanus
Ceanothus americanus, Ceanothus sanguineus
Ceanothus americanus
Zizyphus jujuba
Discaria longispina
Discaria longispina, Ceanothus sanguineus,
Ceanothus integerrimus
Discaria febrifuga
Discaria febrifuga
Discaria febrifuga
Discaria febrifuga
Discaria febrifuga
Discaria febrifuga
Discaria longispina
Rhammus frangula, Zizyphus jujuba var. inermis,
Discaria americana, Zizyphus spinachristi
Euonymus europaeus
Melochia corchorifolia
Rhammus frangula, Discaria longispina, Zizyphus
sativa, Zizyphus jujuba var. inermis, Ceanothus
americanus, Hovenia dulcis, Hovenia tomentella
Euonymus europaeus
Rhammus frangula, Discaria longispina, Zizyphus
mauritiana, Zizyphus nummularia
Melochia pyramidata, Melochia corchorifolia
Euonymus europaeus
Hovenia dulcis

Melochia corchorifolia

Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae

Rhamnaceae

Sterculiaceae

Rhamnaceae

Sterculiaceae
Urticaceae
Rhamnaceae

Rhamnaceae

Euphorbiaceae
Rubiaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae

Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae

Rhamnaceae

Celastraceae
Sterculiaceae

Rhamnaceae

Celastraceae

Rhamnaceae

Sterculiaceae
Celastraceae
Rhamnaceae
Sterculiaceae
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71 Melonovina A
72 Melonovina B
73 Miriantina C

74 Nummularina K
75 Pubescina A
76 Sanjoinina B
77 Scutianina B
78 Scutianina C
79 Scutianina D
80 Scutianina E
81 Scutianina G
82 Scutianina H
83 Scutianina J
84 Texensina
85 Walterina A
86 Walterina B
87 Walterina C
89 Alcaléide 3
90 Lasiodina B
91 Scutianina A
92 Adoutina Y

93 Aralionina A
94 Aralionina B
95 Aralionina C
96 Cantiumina
97 Ceanotina E
98 Condalina A
99 Crenatina A
100 Discarina C
101 Discarina D
102 Integerrina
103 Integerrenina

104 Integerressina
105 Miriantina A
106 Nummularina E
107 Nummularina M
108 Sativanina A
109 Alcaldide 4

110 Adoutina Z

111 Jubanina C

Melochia tomentosa
Melochia tomentosa
Myrianthus arboreus
Plectronia odorata
Zizyphus nummularia
Discaria pubescens
Zizyphus vulgaris var. spinosus
Scutia buxifolia
Scutia buxifolia, Zizyphus jujuba
Scutia buxifolia
Scutia buxifolia
Scutia buxifolia
Scutia buxifolia
Scutia buxifolia
Colubrina texensis
Waltheria americana
Waltheria americana
Waltheria americana
Ceanothus americanus
Lasiodiscus marmoratus
Scutia buxifolia
Waltheria americana
Ceanothus americanus
Araliorhammus vaginatus
Araliorhammus vaginatus
Araliorhammus vaginatus
Canthium euryoides
Ceanothus americanus
Condalia buxifolia
Discaria crenata
Discaria febrifuga
Discaria febrifuga
Ceanothus integerrimus
Ceanothus integerrimus, Zizyphus nummularia
Melochia pyramidata
Ceanothus integerrimus, Retanilla ephedra
Myrianthus arboreus
Zizyphus nummularia, Zizyphus hysodrica
Zizyphus nummularia
Zizyphus sativa, Zizyphus spinachristi
Araliorhammus vaginatus
Waltheria americana, Melochia pyramidata
Feretia apodanthera

Zizyphus jujuba

Apocynaceae
Apocynaceae
Urticaceae
Oliniaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Sterculiaceae
Sterculiaceae
Sterculiaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Sterculiaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rubiaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Sterculiaceae
Rhamnaceae
Urticaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Sterculiaceae
Rubiaceae
Rhamnaceae
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112 Amfibina F

113 Amfibina G
114 Lotusina A
115 Lotusina D
116 Lotusina G
117 Mauritina C
118 Mucronina J
119 Nummularina F
120 Spinanina A
121 Zizifina G
122 Amfibina B
123 Amfibina C
124 Amfibina D

125 Amfibina E

126 Hisodricanina A
127 Lotusina B
128 Mauritina A

129 Mauritina B
130 Mauritina D
131 Mauritina E
132 Mauritina F
133 Mauritina H
134 Mauritina |
135 Mauritina J
136 Discarina G
137 Discarina H
138 Discarina K
139 Discarina L
140 Pandamina
141 Pandaminina
142 Sanjoinina G1
143 Abissenina A
144 Abissenina B
145 Abissenina C
146 Mucronina A
147 Mucronina B
148 Mucronina C
149 Mucronina E
150 Mucronina F
151 Mucronina G

Zizyphus amphibia, Zizyphus mauritiana,
Zizyphus spinachristi
Zizyphus amphibia
Zizyphus lotus
Zizyphus lotus
Zizyphus lotus
Zizyphus mauritiana, Zizyphus spinachristi
Zizyphus mucronata
Zizyphus nummularia
Zizyphus spinachristi
Zizyphus oenoplia
Zizyphus amphibia, Zizyphus mauritiana
Zizyphus amphibia
Zizyphus amphibia, Zizyphus mauritiana,
Zizyphus juazeiro
Zizyphus amphibia, Zizyphus mauritiana,
Zizyphus spinachristi
Zizyphus hysodrica, Zizyphus hutchinsonii
Zizyphus lotus
Zizyphus amphibia, Zizyphus mauritiana,
Zizyphus spinachristi, Zizyphus jujuba
Zizyphus mauritiana
Zizyphus mauritiana, Zizyphus nummularia
Zizyphus mauritiana, Zizyphus nummularia
Zizyphus mauritiana
Zizyphus mauritiana
Zizyphus mauritiana
Zizyphus mauritiana
Discaria febrifuga
Discaria febrifuga
Discaria febrifuga
Discaria febrifuga
Panda oleosa
Panda oleosa
Zizyphus vulgaris var. spinosus
Zizyphus abyssinica, Araliorhammus vaginatus
Zizyphus abyssinica, Araliorhammus vaginatus
Zizyphus abyssinica
Zizyphus mucronata, Zizyphus abyssinica
Zizyphus mucronata, Zizyphus abyssinica
Zizyphus mucronata
Zizyphus mucronata
Zizyphus mucronata

Zizyphus mucronata

Rhamnaceae

Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae

Rhamnaceae

Rhamnaceae

Rhamnaceae
Rhamnaceae

Rhamnaceae

Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Pandaceae
Pandaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae
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152 Mucronina H Zizyphus mucronata Rhamnaceae
153 Zizifina D Zizyphus oenoplia Rhamnaceae
154 Discareno C Discaria americana Rhamnaceae
155 Discareno D Discaria americana Rhamnaceae
156 Discarina M Discaria americana Rhamnaceae
157 Discarina N Discaria americana Rhamnaceae
158 Lotusanine B Zizyphus lotus Rhamnaceae
159 Sanjoinenine Zizyphus vulgaris var. spinosus Rhamnaceae
160 Scutianeno C Scutia buxifolia Rhamnaceae
161 Hymenocardina Hymenocardia acida Hymenocardiaceae
162 Nummularina G Zizyphus nummularia Rhamnaceae
163 Sanjoinina G, Zizyphus vulgaris var. spinosus Rhamnaceae

3.4.1 Estereoquimica

O desenvolvimento de técnicas de RMN de *H e *C (COSY, TOCSY,
NOESY, HMQC HMBC) e cromatograficas (CG-MS) tem se tornado, nos ultimos
tempos, ferramentas indispensaveis na determinacdo estrutural de alcaldides
ciclopeptidicos, principalmente na resolugdo da estereoquimica dos aminoacidos
presentes em suas estruturas.

Os espectros de RMN desses alcaldides fornecem informac¢des quanto a
sua férmula constitucional, sendo também possivel de obter informacdes valiosas
quanto aos aspectos estereoquimicos e conformacionais. Alcaléides do tipo
mauritina A (128) que apresentam o aminoacido hidroxiprolina em suas estruturas
sendo analisados por RMN, devido ao valor da constante de Ho e HpB desta
unidade resulta uma constante de acoplamento Jy..+p= 5,0 Hz, caracterizando a
configuracao cis para este aminoécido.'®

Em alcaloides do tipo frangulanina (67), em que a B-hidroxileucina participa
do sistema macrociclico, os hidrogénios metinicos a e  dessa unidade acoplam
entre si com um J= 8,0 Hz. Esta constante de acoplamento reflete um angulo
diedro H-a/H-B entre 0-20° ou 150-180°. Devido a rigidez do sistema macrociclico,
somente a geometria anti é permitida, indicando uma configuracao eritro.*°®1%

O aprimoramento de técnicas cromatograficas como a cromatografia

gasosa utilizando-se colunas quirais, torna esta metodologia analitica de grande

105. Wolf, J.S., Ogle, J.D., and Logan, M.A., 1996J. Biol. Chem. 241, 1300

106. Hasslinger E., 1979. Tetrahedron 34, 685

107. Wanhoff, E.W., 1970. Fortschr. Chem. Org. Naturst. 28, 163.

108. Sierra, G.M., Mascaretti, O.A., Diaz, F.J., and Rlveda, E.A. 1974. J. Chem. Soc. Comm. 653
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significado no auxilio a solucdo dos problemas envolvendo a estereoquimica dos
aminoacidos presentes nas estruturas desses metabdlitos. Este método tem sido
utiizado com sucesso por Morel e colaboradores, na determinacdo da
estereoquimica absoluta das unidades dos aminoacidos participantes do anel,
com excecao de phidroxiaminoacido. Esta determinacao € realizada com base na
comparacdo dos cromatogramas dos D,L-aminoacidos padroes com 0s
cromatogramas dos hidrolisados dos alcalb6ides ciclopeptidicos e através da
coinjecdo de ambos. Utilizando-se esta metodologia foram determinadas as
configuracdes absolutas dos aminoacidos presentes nos alcaldides Scutianinas B,
C, D e E, franganina, adoutina Y’,®® condalina A,*° discarinas M e N* e dos
ciclopeptideos neutros discarenos C e D.?? As configuracdes relativas dos pB-
hidroxiaminoacidos, ndo determinadas por cromatografia gasosa enantioseletiva,
tém sido elucidadas através das andlises dos espectros de RMN de *H uni- e

bidimensionais, principalmente o experimento do tipo NOESY.

3.4.2 Atividade bioldgica

A baixa concentracdo de alcaldides ciclopeptidicos® é a principal razédo
pela qual poucos estudos tenham sido realizados sobre suas propriedades
biologicas. Entretanto, o interesse nesta classe de compostos tem aumentado,
principalmente devido & atividade antimicrobiana de muitos representantes.'%%**

Alguns alcalbéides ciclopeptidicos na forma livre ou como sais
hidrocloretos, como por exemplo as scutianinas A (91), B (77), C (78), E (80) e
discarina A (57), exibiram atividade contra a bactéria Gram-positiva Bacillus
subtillis, sendo que discarina A e scutianina C mostraram atividade nas
concentracdes de 200 e 25 ug/mL, respectivamente.”®’* Também os alcaldides
mauritina A (128), B (129) e D (130) na forma de sais hidrocloreto apresentaram
fraca atividade bacteriana contra o mesmo microorganismo.*

Condalina A (98), discarina B (58), frangufolina (68), nummularina K (74)
e scutianina B (77) exibiram uma significativa atividade antibacteriana contra as
bactérias Gram-negativas Klebsiela pneumoniae, Escherichia coli e contra a

23,105,113

bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus, enquanto que o0s

109. Tschesche, R., Kaussmann, E.U., 1975. The Alkaloids, ed. Manske, R.H.F., Academic Press, New York 15, 165

110. Schmidt, U., Lieberknecht, A., and Haslinger, E., 1985. The Alkaloids, ed. Brossi, A., Academic Press, New York 26, 299
111. Bhat, K.L., and Joullie, M.M., 1987. J. Chem. Educ. 64, 21

112. Joullie, M.M., Nutt, R.F., 1984. Alkaloids: Chemical and Biological Perspectives, ed. Pelletier, Wiley, New York 3, 113
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alcaléides mucronina F (150), G (151), H (152) e pubescina A (75), na forma de
seus sais hidrocloretos apresentaram bioatividade frente as bactérias B. subtillis e
E. coli. **
InvestigacOes da atividade antifungica desses metabolitos revelaram que
os alcaldides scutianina A (91), B (77), C (78), E (80) [sais hidrocloretos],
mauritina A (128), B (129), C (117), D (130), E (131) [sais hidrocloretos],
mucronina F, G, e H (sais hidrocloretos) indicaram inibicdo ao desenvolvimento de
Phytium debaryanum.’**>''* por outro lado, pubescina A e abissinina C (145)
exibiram atividade antifingica contra P. debaryanum e Trichoderma viride,******
enguanto que os alcaldides frangufolina (68), amfibina H (17), G (113), rugosanina
A (40), B (13) e as nummularinas B (25), K (74), R (09), S (10) apresentaram
significativa atividade contra Aspergillus niger.**®

Aléem das atividades farmacolégicas ja citadas, os alcaldides
ciclopeptidicos podem apresentar efeitos sedativos, como por exemplo, a
frangufolina (68) que apresentou significativa atividade sedativa, em doses de 3
mg Kg™ (efeito esse monitorado em ratos, medindo-se o prolongamento do sono
induzido com hexobarbital).” A Adoutina Z (110) aduziu discreta atividade
sedativa, possivelmente de origem simpatolitica.'*® Nummularina H (27), em
combinagdo com mextohexital (agente que induz ao sono), diminuiu
significativamente o tempo de sono em ratos, em vez de aumentar o efeito
sedativo, como mostrado pelas paulirinas A (32) e F (36).>

Embora exista pouco conhecimento a respeito de suas fun¢des bioldgicas
nas plantas, ha evidencias de que alcaléides ciclopeptidicos atuem como
ion6foros e possam estar envolvidos na absor¢cdo de nutrientes do solo,
principalmente fons de metais alcalinos.’

A inibicdo de mecanismos de transferéncia de energia em
fotofosforilagcdes, por alguns alcaldides ciclopeptidicos em testes realizados em
cloroplastos de Rhodosnirillum rubrum, pode estar relacionada com suas

propriedades biolégicas nas plantas. *8

113. Pandey, V.B., and Devi, S., 1990. Planta Med. 56, 649

114. Tschesche, R., David, S.T., Zerbes, R., Radloff, M.V., Kaussmann, E.U., and Eckhardt, G., 1974. Liebigs Ann. Chem. 1915
115. Tschesche, R., Hillebrand, D., and Bick, I.R.C., 1980. Phytochemistry 19, 1000

116. Blanpin, O., Pais, M., and Quevauviller, M.A., 1963. Ann. Pharm. Fr. 21, 147

117. Kawai, K., Nozawa, Y., Ogihara, Y., 1977. Experientia 33, 27
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3.4.3 Biossintese

Embora tenham sido realizadas poucas investigacbes no sentido de
esclarecer a biossintese desses compostos em plantas, baseando-se em estudos
com provaveis intermediarios, € possivel propor algumas rotas biossintéticas
principais.

As primeiras evidéncias da biossintese desta classe de compostos
surgiram com o isolamento de alcaldides lineares como a lasiodina A (1) que
apresenta em sua estrutura um grupo fendlico livre, além da unidade
diidroaminoacido.?* Outros alcaléides lineares desse tipo foram isolados de Cliona
celeta, uma espécie de esponja marinha.**°

Um provavel precursor pode ser uma quinona, composta de uma
dihidrofenilalanil-fenilalanina, ligada a uma tirosina oxidada (164). Esse composto
pode sofrer uma descarboxilagcdo seguida de uma adicdo de Michael para formar
o macrociclo. Ainda ha a possibilidade da biossintese ocorrer via ataque de um
grupo B-hidroxil a carbonila da quinona, seguida por descarboxilacdo e perda do
hidroxilfenolato (165). Também € possivel ocorrer o ataque da hidroxila fendlica

ao carbono B da amida a,B-insaturada (166)."*+%°

N/

166

118. Ravizzini, R.A., Andreo, C.S., and Vallejos, R.H., 1977. Plant & Cell Physiol. 18, 701
119. Stonard, R.J., and Andersen, R.J., 1980. J. Org. Chem. 45, 3687
120. Warnhoff, E. W.; 1971. The alkaloids 1, 445
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Alcaloides ciclopeptidicos contendo um macrociclo de quinze membros
ndo possuem a unidade pB-fenoxiaminoacido, sendo a ligacdo entre o anel
benzénico feita através dos atomos de carbono. Uma outra alternativa para
biogénese de tais compostos pode envolver a unidade p-fenilenodialanina (167)

como precursor, ou o correspondente dihidro (168).**°

NH,

\ N NH

N
/ COOH  H,N 0 )*COOH

COOH
167 168
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3.5 Triterpendides

Os triterpendides constituem o maior grupo de metabdlitos secundarios de
origem vegetal, com grande diversidade estrutural, sendo derivados do esqualeno
(169), 2,3-ep6xi-esqualeno (170) ou 2,3,24,25-diepoxi-esqualeno (171).1%

159

157 158
A maioria dos triterpendides sdo 6-6-6-5 tetraccliclos, 6-6-6-6-5
pentacicliclos, ou 6-6-6-6-6 pentacicliclos. No entanto, triterpendides aciclicos,
monociclicos, biciclicos, triciclicos e hexaciclicos tém sido isolados de origem
natural.**2
A era classica da quimica dos triterpendides foi iniciada quando em 1949
Bischof e colaboradores elucidaram a estrutura do &cido oleanéico.'*® Devido ao
desenvolvimento de técnicas, como ressonancia magnética nuclear, Raios X,
infravermelho, espectrometria de massas, dicroismo circular e outros, a
elucidacado estrutural desses compostos foi enormemente facilitada. Como
consequéncia desses avancos, atualmente um vasto numero de triterpendides,
incluindo alguns com estruturas muito complexas, tém sido elucidados.?*
Em plantas pertencentes a familia Rhamnaceae é comum a ocorréncia de

triterpendides.® ¢ Estes metabolitos encontram-se distribuidos, principalmente,

121. Cannolly, J. D., Hill, R. A., 2002. Nat. Prod. Rep. 19, 494

122. Xu, R., Fazio, G. C., Matsuda, S. P. T., 2004. Phytochemistry 65, 261

123. Bischof, B., Jeger, O., and Ruzicka, L., 1949. Helv. Chim. Acta 32, 1911.

124. Das, M. C., and Mahato, S. B, 1983. Phytochemistry 22, 1071

125. Merkuza, V.M., Mascaretti, O.A., Croplare, R., and Ruveda, E.A., 1971. Phytochemistry 10, 908

126. Pacheco, P., Albonico, S.M., and Silva, M., 1973. Phytochemistry 12, 954

127. Pacheco, P., Silva, M., Sammes, P.G., and Tyler, T.W., 1973. Phytochemistry 12, 893

128. Yagi, A., Okamura, N., Haraghuchi, J., Noda, K., and Nishioka, I., 1978. Chem. Pharm. Bull. 26, 1798

129. Routman, J.N., and Jurd, L., 1978. Phytochemistry 17, 491

130. Baddejey, G.V., Simes, I.I.H, and Aj, T.H., 1980. Aust. J. chem., 33 2071

131. Betancor, C. Freire, R., Hernandez, R., Suarez, E., Cortes, M., Prange, T., and Pascard, C., 1983. J. Chem. Soc. PerKin Trans. 1, 1119
132. Higuchi, R., Kubota, S., Comori, T., Kawasaki, T., Pandy, V.B., Singh, J.P, and Shah, A.H., 1984. Phytochemistry 23, 2597
133. Villar, A., Terencio, M.C., Paya, M., 1986. J. of Ethnopharmacology 16, 269

134. Kennelly, E.J., Lewis, W.H., Winter, R.E., Johnson, S., Elvin-Lewis, M., Gossling, J., 1993. Journal of Natural Products 56, 402
135. Brandédo, M.G.L., Lacaille-Dubois, M-A., Teixeira, M.A., and Wagner, H., 1993. Phytochemistry 34, 1123

136. Nair, S.P., and Rao, J.M., 1993. Phytochemistry 33, 711

137. Oulad-Ali, A., Guillaume, D., Weniger, B., Jiang, J., and Anton, R., 1994. Phytochemistry 36, 445
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nos géneros Ampelozizyphus, Ceanothus, Colubrina, Emmenospermum,
Gouania, Hovenia, Paliurus, Rhamnus, Trevoa, Zizyphus (Tabela 13). A classe
dos triterpenos pentaciclicos com esqueleto carbénico de tipo A2°®?-Jupeno sdo o

maior grupo de triterpenos encontrados na familia Rhamnaceae, juntamente com

0S que possuem esqueleto tipo oleonano, taraxerano e ursano.

Tabela 13 .Triterpendides isolados na familia Rhamnaceae

Triterpendide Espécie Ref
Acido alfitélico Zizyphus jujuba, Zizyphus joazeiro 125, 143, 144,
145
Acido betulinico Discaria longispina, Colletia paradoxa, 125, 143, 144,
Zizyphus jujuba, Zizyphus joazeiro 145, 139
Acido betulénico Zizyphus jujuba 145
Acido ceanético Discaria longispina, Colletia paradoxa, 125, 139, 140
Ceanothus americanus
Acido 27-hidroxi ceandtico Ceanothus americanus 140
Acido ceanotandlico Paliurus hemsleyanus 141
Acido ceanotetrico Ceanothus americanus, Hovenia trichocarea 140, 142
Acido colubrinico Zizyphus jujuba, Paliurus hemsleyanus, 125, 129, 141,
Colubrina granulosa 144, 145
Acido euscafico Paliurus hemsleyanus 141
Acido gouanico Gouania microcarpa 136
Acido granulosico Colubrina granulosa 129
Acido hovénico Hovenia trichocarea 142
Acido oleandlico Zizyphus jujuba 125, 144
Acido oleanénico Zizyphus jujuba 144, 145
Acido ursélico Zizyphus joazeiro 143, 139
Acido a-hidroxi ursélico Zizyphus jujuba 139
Acido ziziberenalico Zizyphus jujuba, Paliurus hemsleyanus 125, 141, 144,
145
Betulina Zizyphus jujuba 139
Lupeol Colletia paradoxa 26
Lupenona Colletia spinosissima 127

138. Lee, S.S,, Lin, C.J. and Liu, K. C., 1992. Journal of Natural Products 55, 602

139. Lee, S-S, Lin, B-F., and Liu, K.C.S., 1996. Phytochemistry 43, 847

140. Li, X-C., Cai, L.. and Wu, C.D., 1997. Phytochemistry 46, 97

141. Lee, S-S., Shy S-N., and Liu, K.C.S., 1997. Phytochemistry 46, 549

142. Yoshikawa, K., Kimura, Y.K.E., Arihara, S., 1998. Phytochemistry 49, 2057

143. Schuhly, W., Heilmann, J., Calis, I., and Sticher, O., 1999. Planta Medica 65, 740

144. Lee, S., M., Min, B.S, Lee, C-G., Kim, K-S., and Kho, Y.H., 2003. Planta medica 69, 1051
145. Lee, S-M,, Park, J-G., Lee, Y-H., Lee, C-G., Min, B-S., Kim, J-H., and Lee, H-K., 2004. Biol. Pharm. Bull. 27, 1883
146. Merkuza, V.M., Mascaretti, O.A., Croplare, R., and Ruveda, E.A., 1971. Phytochemistry 10, 908
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Continuacao da Tabela XX

Germanicol Colletia paradoxa 26
Taraxerol Colletia paradoxa 26
Taraxerona Colletia paradoxa 26
Trevoagenina A Trevoa trinervis 131
Triterpeno Emmenospermum pancherianum 130
Triterpeno | Zizyphus fructus 128
Triterpeno Il Paliurus ramosissimus 138

3.5.1 Atividades bioldgicas

O elevado numero de triterpendides distribuidos no reino vegetal leva a
suposicdo de que essas substancias sejam essenciais a propria vida do vegetal,
seja atuando como defesa quimica contra insetos ou ao ataque de
microrganismos. Portanto, € bastante logico que também essas substancias
possam ser aproveitadas pelo homem na cura de moléstias causadas por
determinados patdgenos.

Em geral, os triterpendides sdo pouco sollveis em agua, sendo
ligeiramente sollveis em solventes organicos apolares, o que dificulta a
realizacdo de ensaios biologicos. Porém, o recente desenvolvimento de novas
técnicas para melhorar a solubilidade de drogas tem propiciado a realizacdo de
ensaios farmacolégicos com estes metabdlitos, indicando uma variedade de

propriedades biolégicas dessas substancias.™*’

3.5.1.1 Atividades anticancer e antitumoral

Alguns exemplos da relacdo entre estrutura quimica e atividade
anticancerigena de alguns triterpendides tetraciclicos e pentaciclicos foi estudada
por Ling et al, 1982. Os ensaios bioldgicos foram desenvolvidos em células de
carcinoma humano das linhagens ME-180, u-87MG, SK-HEP-1, CALU-1, CAMA-
1, SK-OV-3 e HEC-1-A. Entre os triterpendides, o epimanidiol (3p,16a-dihidréxi-
olean-12-eno) apresenta atividade citotdéxica em doses de 100 ug/mL contra HEC-
1-A, CAMA-1, ME-180, u-87MG, CALU-1 e SK-OV-3. A concentragdo minima
requerida para produzir 50% de inibigdo contra HEC-1-A foi aproximadamente de
10 pg/mL. Maniladiol, o 16B-epimero do epimanidiol, exibiu citotoxicidade contra
ME-180 e CAMA-1 em doses de 100 pg/mL, enquanto sophoradiol (383,22p-

Dihidroxiolean-12-eno) exibiu citotoxicidade somente contra ME-180 em doses de

147. Mahato, S. B, and Sen S., 1997. Phytochemistry 44, 1185
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100 ug/mL. Esses resultados sugerem que a presenca de um grupo 16a-hidroxi €
importante para manifestacdo da atividade citotéxica dos 12-oleanenos.**®

Vérios triterpendides tipo oleaneno, quimicamente derivados do &acido
oleandico e da hederagenina, foram testados in vivo e in vitro contra tumores
induzidos por 12-O-tetracaniol-phorbol-13-acetato (TPA). Os testes in vitro foram
monitorados, em fosfolipideos, com a incorporacdo de **P induzido por TPA. Os
testes in vivo foram realizados em tumores epiteliais de ratos induzidos com 7,12-
dimetil-benz[a]antraceno (DMBA) e com TPA, sendo que os triterpendides 18-
olean-12-eno-3(,23,28-triol, 18a-olean-12-eno-33-28-diol e 18a-olean-12-eno-
3p,23,28-triol, mostraram significativos efeitos supressivos. Em particular, o0s
derivados do 18-a-oleananos que possuem um grupo —CH,OH no C-17 foram 100
vezes mais efetivos que o acido glicirrético, um usual supressor de tumores tanto

in vitro ou in vivo.}*®

3.5.1.2 Atividade antiviral

Apesar do elevado numero de representantes dos triterpendides, poucos

~

estudos relativos a atividade antiviral desta classe de compostos tem sido
realizados. *° Poehland e colaboradores investigaram a atividade antiviral de
nove triterpenos isolados da resina de dammar, contra o virus Herpes simplex tipo
| e 1. *** Estudos envolvendo atividade anti-HIV de triterpendides revelaram que o

acido betulinico e seus derivados, °**°

7

o é&cido plantanico, o &cido

e o suberosol*®®

salaspermico®™ reduziram a replicagdo do virus em células
infectadas. Alguns triterpenos tém sido usados em combinacdo com outros
medicamentos (coquetel de drogas), diminuindo o ritmo de reproducdo do virus

em relacéo & monoterapia até entdo empregada. **°

148. Ling, H. C., King, M. L., Chen, C. F., Hsu, K. P., Su, M. H., and Lin, M. H., 1982. Chem. Abs. 97, 1201

149. Nishino, H., Nishino, A., Takayasu, J., Hasegawa, T., Iwashima, A., Hirabayahi, K., Iwata, S., and Shibata, S., 1988. Cancer Res. 48,
5210

150. Mahato, S., Nandy, A. K., Roy, G. Phytochemistry 1992, 31, 2199

151. Poehland, B. L., Carte, B. K., Francis, T. A, Hyland, I. J., Allaudeen, H. S. and Troupe, N. J. Nat. Prod. 1987, 50, 706

152. Hashimoto, F., Kashiwada, Y., Cosentino, L. M. Chen, C-H., Garrett, P. E., Lee, K-H. Bioorg. & Med. Chem. 1997, 12, 2133

153. Jain, S. C., Singh, B., Jain, R. Fitoterapia 2001, 72, 666

154. Benoit-Vical, F., Imbert, C., Bonfis, J-P., Sauvaire, Y.,. Phytochemistry 2003, 62, 747

155. Inoue, H., Mori, T., Shibata. S., and Koshihara, Y. J. Pharm. Pharmacol. 1988, 40. 272

156. Otsuka, H., Fujioka, S., Komiya, T., Goto, M., Hiramatsu, Y., and Fujimura, H., 1981. Chem. Pharm. Bull. 29, 3099

157. Chen K., Shi, Q., Kashiwada, Y. Journal of Natural Products 1992, 55, 340

158. Li, H. Y., Sun, N. J., Kashiwada, Y. Journal of Natural Products 1993, 56, 1130

159. Shanbrom, E., US patent, US 5,128, 149 (Chemical Abstracts, 117, 178292U) 1992
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3.5.1.3 Atividade antimicrobiana

Triterpenos pentaciclicos derivados do acido Imbérico, isolados de
Terminalia stuhlmannii, apresentaram potente atividade antibacteriana,
principalmente contra Mycobacterium fortuitum e Staphylococcus aureus. Por
outro lado, esses compostos ndo apresentaram atividade contra Escherichia coli,
sugerindo que esses metabdlitos ndo sdo ativos contra bactérias Gram
negativas. **°

A atividade antimicrobiana de nove triterpendides isolados de Heliotropium
ellipticum foi testada contra bactérias e fungos usando o método de difusdo em
agar. Dentre os compostos destacam-se a cicloartenona e a friedelina, por
apresentarem atividade antibacteriana e antifingica superior, quando comparadas
com os antibiéticos de referéncia.*®*

A atividade antifungica de 49 triterpendides foi testada in vitro, usando
como microorganismo de teste Saccharomyces carlsbergenesis. Estes testes
revelaram que os triterpenos pentaciclicos glicosilados com um grupo carboxilico

C28 ou C27 livre, possuem as atividades antifiingicas mais altas.*

3.5.1.4 Atividade antiinflamatoria

A atividade antiinflamatéria dos triterpendides tem sido motivo de muitas
pesquisas, sendo perfeitamente justificavel, devido a vasta diversificacdo
estrutural que esta classe de compostos é capaz de apresentar.'?® Os
triterpendides 18p-olean-12-eno-33,30-diol, 18pB-olean-9,12-dieno-3p,30-diol e
olean-11,13-dieno-3p,30-diol, derivados da série do oleonano, em testes de
edema de pata de rato induzido por carragenina, mostraram significativa inibicao
do edema por administracdo via oral (IDsp= 90; 130 e 88 mg.Kg™,
respectivamente) e tépica (IDso= 1,9; 2,8 e 1,7 mg).**®

O &cido piracrénico, isolado das cascas de Pyracantha crenulata, teve sua
atividade antiinflamatéria testada pelo método do algodao, mostrando-se ser um

potente inibidor da formac&o de tecido granuloso.®*

160. Benoit-Vical, F., Imbertb, C., Bonfils, J-P., Sauvairec, Y. Phytochemistry 2003, 62, 747

161. Jain, S.C., Singh, B.,. Jain, R.. Fitoterapia 72, 2001, 666

162. Ansimov, M. M., Shcheglov, V. V., Strigna, L. L., Chetyrma, W. S., Uvarova. N. I., Oshltok, G. I., Alad'ma, W. G,. .Vecherko, L. P., Zoina,
A. D. Izr. Akad. Nauk, SSSR Ser. Biol. 1979, 570

163. loune, H., Mori, T., Shibata, S. and Koshihara, Y. J. Pharmacol. 1988, 40, 204.

164. Otsuka, H., Fujioka, S., Komiya, T., Goto, M., Hiramatsu, Y., and Fujimura, H. Chem. Pharm. Bull. 1981, 29, 3099
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O suco da fruta de Ecballium elaterium, usado na Turquia para o
tratamento da sinusite, foi testado quanto a sua atividade antiinflamatéria em
ratos. Investigacfes adicionais revelaram que a cucurbitacina B é o principal
composto presente no suco responsavel pela sua atividade antiinflamatéria.*®®

A literatura também registra atividade antiinflamatéria para o moretenol,'®®
taraxasterol*®” e seus respectivos acetatos e o lupanol,*®® acido 11-oxo-

oleandlico,'®® acido glicirretinico’® e as papiriogeninas A e C.}"°

3.5.2 Biossintese

Vérias décadas de pesquisa tém aperfeicoado a compreensao do ciclo
biossintético dos metabdlitos secundarios derivados do isopreno. Nao constitui,
portanto, surpresa que um precursor comum, o mevalonato, seja usado pelas
plantas na biossintese dos terpendides e esterdides, através de sua conversao
em isopentenil-pirofosfato, ou isopreno ativo.

A polimerizagdo do mevalonato vai originar moléculas de cadeias
carbbnicas crescentes, multiplos de cinco atomos de carbono (isopreno), onde
resultara a formacdo de monoterpenos (C10), sesquiterpenos (15) e diterpenos
(C20). A ligacdo entre duas moléculas de farnesil-pirofosfato (C15) dara origem
ao esqualeno. O esqualeno (169) é o triterpeno mais simples e também o
precursor imediato de todos os triterpendides, enquanto que os esterdides (C27)
podem ser considerados metaboélitos da via dos triterpenos (Esquema 1).}"*

As enzimas que catalisam a biossintese dos terpenos sdo conhecidas com
triterpeno sintases e podem ser classificadas como esqualeno ciclases ou oxido
esqualeno ciclases, as quais convertem o esqualeno (169), 2,3-epoéxi-esqualeno
(170) e 2,3,22,23-diepoxi-esqualeno (171), respectivamente, a terpenos e

172,173 E

triterpendides ciclicos. interessante salientar que a conformacdo dos

precursores € mantida pelo sistema enzimatico durante o processo de ciclizacao.

165. Yesibada, E., Tanaka, S., Sezik, E. and Tabata, M. Journal of Natural Products 1988, 51, 504

166. Chawla, A. S., Kaith, B. S., Handa, S. S., Kulshreshtha, D. K. and Srimal, R. S. Fitoterapia 1991, 60, 441

167. Singh, B., Ram S. M., Pandey, V. B., Joshi, V. K. and Gambhir, S. S. Phtoether Research, 1991, 5, 103

168. Han, B. H., Lee, H. J. and Han, D. S. Yakha Hoe Chi 1982, 26, 1 (Chem. Abs. 1982, 97 156257)

169. Capasso, F., Mascolo, N., Autore, G. Duraccio, M. R. J. Pharm. Pharmacol. 1983, 35, 332

170. Sugishita, E., Amagaya, S. and Ogihara, Y. J. Pharmacobio-Dyn. 1983, 6, 287

171. Simdes, C. M. O., Schenkel, E. P., Gosmann, G., Mello, J. C. P., Mentz, L. A., Petrovick, P. R. Farmacognosia da planta ao
medicamento 1999, Ed. Universidades / UFRGS / UFSC, Porto Alegre / Florianépolis. P. 350

172. Bohlmann, J, Meyer-Gauen, G., Croteau, R. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 1998, 95, 4126

173. Trapp, S. C., Croteau, R. B., 2001. Genetics 158, 811
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Deste modo, 0s centros assimétricos dos metabdlitos oriundos da mesma rota

biogénica adquirem a mesma configuracao.

Esquema 1. Biossintese de terpenos

Acetil CoA —»E\L 5\
Acetoacetl Coa

Diterpenos OPP
\
Sesquiterpenos

Monoterpenos

Ester6ides —-———

—> Triterpenos

l 169

Triterpenos
modificados

3.5.2.1 Ciclizacao do esqualeno

O “Dicionario de Produtos Naturais™’

contém cerca de 57 compostos
CsoHsp ou C3oHs5,0 derivados do esqualeno (169), biossintetizados pela acdo das
enzimas esqualeno ciclases, proveniente da rota biogenética do isopreno. Os
CsoHs0 sdo compostos resultantes da desprotonagao e/ou transferéncia de grupos
para o intermediario carbocation, formado a partir da ciclizagdo do esqualeno. Por
outro lado, os C3oHs,0 originam-se pela adicdo de um equivalente hidréxido ao
carbocation, formado durante a biogénese desses compostos.

Na biossintese dos triterpenos ciclicos, sabe-se inicialmente, que o
esqualeno permanece numa conformacao rigida sobre o sistema enzimatico e
pode sofrer ciclizacdo por diferentes modos. Desta maneira, originam-se 0s

triterpenos  monociclico  [9,13,17,21-achillatetraen-6-ol  (172)],'">  biciclico

174. Buckingham, J., (Ed.) 2002. Dictionary of Natural Products, (Web version 2002 ed.). Chapman & Hall/CRC Press.
175. Arai, Y., Hirohara, M., Ageta, H., Hsu, H. Y., 1992. Tetrahedron Lett. 33, 1325
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[7,13,17,21-polipodatetreno (173)],*"® triciclo 6-6-5 [130-14,17,21-malabaricatrieno
(174)],*" tetraciclico 6-6-6-5 [dammara-20,24-dieno (175)],*"® tetraciclico 6-6-6-6
[12,21- baccharadieno (176)],'’® pentaciclico 6-6-6-6-5 [20-lupeno (177)],*"°
pentaciclico 6-6-6-6-6 [18-oleaneno (178)],**° mostrados no esquema 2 a seguir.

Esquema 2. Ciclizacdo do esqualeno

Troca 1,2
\T

176. Shiojima, K., Arai, Y., Masuda, K., Kamada, T., Ageta, H., 1983. Tetrahedron Lett. 24, 5733
177. Masuda, K., Shiojima, K., Ageta, H., 1989. Chem. Pharm. Bull. 37, 1140

178. Masuda, K., Shigjima, K., Ageta, H., 1983. Chem. Pharm. Bull. 31, 2530

179. Wenkert, E., Baddeley, G. V., Burfitt, I. R., Moreno, L. N., 1978. Org. Magn. Reson. 11, 337
180. Ageta, H., Arai, Y. Phytochemistry 1983, 22, 1801
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3.5.2.2 Ciclizagéo do 2,3-epoOxi-esqualeno

A epoxidacdo enzimatica do esqualeno dara origem ao 2,3-epoxido-
esqualeno (170), provavelmente o precursor da maioria dos 3p-OH-triterpendides.
Este intermedidrio poderd sofrer diferentes estdgios de anelacdo, durante a
biogénese. Fato esse, constatado através do isolamento de diferentes espécies
vegetais e fungos, dos alcoois triterpénicos monociclico [achilleol A (179)],*%*
biciclico [polipoda-13,17,21-trien-3,8-diol (180)],%? triciclico 6-6-5 [malabarica-
14,17,21-trien-3-ol  (181)],*®® tetraciclico 6-6-6-5 [dammara-17,24-dien-3-ol
(182)],*®* tetraciclico 6-6-6-6 [Bacchara-12,21-dien-3-ol (183)],*®° pentaciclico 6-6-
6-6-5 [lupeol (184)]'® e pentaciclico 6-6-6-6-6 [germanicol (185)]*®" (Esquema 3).

Esquema 3. Ciclizagédo do 2,3-epoxi-esqualeno

170

Troca 1,2 \
HY

)\/\

181. Barrero, A.F., Alvarez-Manzaneda, E.J., Alvarez-Manzaneda, R., 1989. Tetrahedron Lett. 30, 3351
182. Boar, R.B., Couchman, L.A., Jaques, A.J., Perkins, M.J., 1984. J. Am. Chem. Soc. 106, 2476

183. Jakupovic, J., Eid, F., Bohimann, F., EI-Dahmy, S., 1987. Phytochemistry 26, 1536

184. Mills, J.S., 1956. J. Chem. Soc. 2196

185. Akihisa, T., Kimura, Y., Tamura, T., 1994. Phytochemistry 37, 1413

186. Ames, T.R., Halsall, T.G., Jones, E.R.H., 1951. J. Chem. Soc. 450

187. David, S., 1949. Soc. Chim. Fr. 155
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3.5.2.3 Ciclizagéo do 2,3,22,23-diepdxi-esqualeno

O 2,3,22,23-diepodxi-esqualeno (171), substrato usado na biogénese de
varios triterpendides, origina-se da oxidacdo do esqualeno, realizada pelas
enzimas esqualeno epoxidases.'?®> A ciclizacdo do 2,3,22,23-diepdxi-esqualeno,
através de ciclizacdo em cascata, rearranjos intramolecular e desprotonacao,

atague nucleofilico do 22,23-ep6xido ou equivalente hidroxido, origina 0s

triterpendides biciclico [preonocerin (186)],® bis-biciclico [onocerin (187)],*%°

190 191

tetraciclico [24,25-epoxi-Reissantenol (188)],”" tetrahidropirano [richenol (189)]

192

e pentaciclico [13-serratene-3f,21a-diol (190)],””“ mostrados no esquema 4.

Esquema 4. Ciclizacdo do 2,3, 22,23-diepdxi-esqualeno

188. Rowan, M.G., Dean, P.D.G., 1972. Phytochemistry 11, 3111

189. Barton, D.H.R., Overton, K.H., 1955. J. Chem. Soc. 2639

190. Gamlath, C.B., Gunatilaka, A.A.L., Subramaniam, S., 1989. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 2259
191. Aalbersberg, W., Singh, Y., 1991. Phytochemistry 30, 921

192. Inubushi, Y., Sano, T., Tsuda, Y., 1964. Tetrahedron Lett. 1303
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O exemplo mais bem estudado de ciclizacdo do diepdxido-esqualeno é a
conversao do 2,3-(S)-22,23-(S)-diepéxi-esqualeno (171) a 24,25-epoxilanostan-3-
ol (191).*® Inicialmente o esqualeno (169) é oxidado pela enzima esqualeno
epoxidase a oxidoesqualeno (170) e, em condi¢cdes que a lanosterol sintase &
limitante, a outra extremidade do epoéxi-esqualeno podera sofrer epoxidacdo. O
2,3-22,23-diepoOxi-esqualeno (171) resultante, por sua vez, € o substrato para

194,195

biossintese do epoxilanosterol (191) (Esquema 5).

Esquema 5. Converséao do esqualeno em epoxi-lanosterol

Esqualeno

Esqualeno °
epoxidase

epoxidase

193. Field, R.B., Holmlund, C.E., 1977. Arch. Biochem. Biophys. 180, 465
194. Spencer, T.A., 1994. Accounts Chem. Res. 27, 83
195. Gardner, R.G., Shan, H., Matsuda, S.P.T., Hampton, R.Y., 2001. J. Biol. Chem. 276, 8681
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Procedimentos experimentais gerais

4.1.1 Espectroscopia ressonancia magnética nuclear de *H e **C

Os espectros de RMN de 'H e *'3C foram registrados em um
espectrémetro Bruker DPX 400, do Departamento de Quimica, da Universidade
Federal de Santa Maria, operado a 400,13 MHz para *H e 100,62 MHz para **C
As solucbes foram preparadas a partir de 10-15,0 mg de amostra em 0,4 mL de
solvente deuterado em tubos de 5 mm. Os solventes utilizados para analise das
amostras foram cloroférmio deuterado (CDCls), piridina deuterada (Pyr-ds),
acetona deuterada e dimetilsulfoxido (DMSO-ds). Os deslocamentos quimicos
foram registrados em “ppm” (partes por milh&o) e as constantes de acoplamento
(J) em Hertz (Hz). Utilizou-se como referéncia interna o TMS (6 0,00) para os
espectros de hidrogénio e CDCI; (77,0), Pyr-ds (135,0), acetona-ds (205,0) e
DMSO-ds (39,5) para os espectros de *C. Os espectros 1D e 2D foram obtidos e
processados com o software XwinNmr 1.3. Os parametros de aquisicdo dos

experimentos de RMN de *H e **C uni- e bidimensionais encontram-se em anexo.

4.1.2 Espectroscopia de infravermelho
Os espectros de IV foram registrados em pastiihas de KBr num
espectrometro Perkin-Elmer modelo LR649122C existente na Universidade

Regional Integrada do alto Uruguai (URI) - Campus Frederico Westphalen.

4.1.3 Polarimetro

A rotacdo Optica foi determinada em um polarimetro Perkin Elemer 341,
automatico com lampada de mercurio com precisao de 0,05 graus, em cubeta de
10 dm de comprimento, utilizando cloroférmio e metanol como solvente. Os
experimentos foram realizados na Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS).
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4.1.4 Espectrometria de massas
Para obtencdo dos espectros de massas foi utilizado o aparelho Bruker
BioApex 70 eV Spectromether, do Institut of Plant Biochemistry, Halle-Saale,

Alemanha.

4.1.5 Aparelho de ponto de fuséo
Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram determinados em um
aparelho MQAPF-301 Digital da Micro Quimica, com termémetro ndo aferido.

4.1.6 Cromatégrafo gasoso

Os cromatogramas foram obtidos em cromatografo a gas VariaM 3800
equipado com detector de ionizacdo de chama (DIC), 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 50Kpa de presséao (1 ml/min).
Foram empregadas colunas capilares de silica fundida (CCSF) com 25 m de
comprimento e 0,32 mm de didmetro, com fases estacionarias quirais 2,6-Me-3-
PeB-CD (50%) e Lipodex-E (50%).

4.1.7 Materiais e métodos cromatogréaficos

Cromatografias em colunas (CC) foram realizadas, utilizando-se silica gel
tipo 60 (Merck), 70-230 e 230-400 mesh, como adsorvente.

Cromatografias em placas preparativas foram realizadas usando-se silica
gel 60 GF 254 (Merck).

Cromatografias em camada delgada (CCD) foram efetuadas sob placas
de cromatofolhas de aluminio como suporte e silica gel 60 F,s5, como adorvente.

Os cromatogramas foram revelados através de lampadas ultravioleta (A =
254 e 366 nm, Spectroline), reativo de Dragendorff, modificado segundo Munier e

Machebouf (alcaléides),

reativo de Liebermann-Blchard (triterpendides),
solucdo de acido sulfarico e alcool etilico (10:90, V/V) seguido de aquecimento e
por reagente de Erlich especifico para grupos indélicos.*®’

Os solventes e reagentes utilizados foram produtos analiticamente puros

Merck, Vetec e Reagen. Em certos casos, aplicaram-se técnicas especificas de

196. Munier, R., Macheboeuf, A. Bull. Soc. Chim. Biol. 1951, 33, 846
197. E. Merck A, Darmasdt, alemania. Reactivos de coloracion para cromatografia em capa fina y papel
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purificacdo de solventes, obtendo-se, dessa maneira, produtos com maior grau de
pureza. **® A relacdo, a seguir, apresenta os principais sistemas de solventes
utilizados nas técnicas cromatograficas.

1. Cloroférmio, Metanol (gradiente) 2. Cloroférmio, Eter Diisopropilico (95:5); 3.
Cloroférmio, Eter Diisopropilico (90:10); 4. Cloroférmio, Metanol, Eter Etilico,
Acetato (1:0,5:20:10); 5. Cloroférmio, Eter Etilico, Acetona, Benzeno (4:4:1:1); 6.

Benzeno, Acetato de Etila (gradiente) 7. Hexano, Acetona (gradiente)

4.1.8 Atividade antimicrobiana in vitro

4.1.8.1 Microrganismos empregados nos ensaios
Utilizaram-se cepas padrao da American Type Culture Colection (ATCC),
constituidas de microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos e fungos,

conforme Tabela 14.

Tabela 14: Microrganismos indicadores

Microrganismos

Gram-negativos Gram-positivos Fungos

Pseudomona aeruginosa Staphylococcus aureus Candida albicans 10231

9341 6538p
Escherichia coli 11103 Staphylococcus Saccharomyces
epidermidis 12228 cerevisiae 2601
Klebsiella pneumoniae Bacillus subtilius 6633
10031

Salmonella setubal 19196

198. Perrin, D. D.; Armarego, W.L.F and Perrin, D.R. Purification of Laboratory Chimicals, 2% ed.; Pergamon Press, 1980.
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4.1.8.2 Padrdes utilizados nos ensaios microbioldgicos
As substancias utilizadas como padrbes foram as seguintes: Amoxicilina
para bactérias, poténcia (978,9 ug / mg); Nistatina para fungos, poténcia (2464,38

Ul / mg), padrdes primarios da USP, que foram preparados conforme FDA. %

4.1.8.3 Meios de cultura

As cepas dos microrganismos foram repicadas a cada 15 dias, em tubos
de ensaios contendo de 5,0-8,0 mL de Agar simples para bactérias e Agar
Sabouraud para fungos, sendo os mesmos incubados a 37 °C por 24 a 48 horas
(Tabela 15).

Tabela 15: Meios de cultura

Meios de Cultura

Agar simples Agar sabouraud
Caldo Nutriente 8,0¢ Peptona 10,0g
Agar — agar 15,09 Dextrose 40,0 g
Agua destilada 1,0L Agar — agar 15,0 g
Agua destilada 1,0L

Os respectivos meios foram pesados, dissolvidos em agua destilada,
fervidos e esterilizados em autoclave a 121 °C por 20 minutos. Apls a

esterilizacéo, os tubos foram mantidos inclinados até a sua solidificacao.
4.1.8.4 Avaliacéo da atividade antimicrobiana
Para as andlises de atividade nas amostras em estudo foi utilizado o

seguinte meio de cultura:

Agar Mieller-Hinton

- Infuso de carne 300,09
- Caseina hidrolisada 1759
- Amido 159

- Agar-agar 17,09

199. Food and Drugs Administration: Code of Federal Regulations 1991, Cap. 21, 300
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- Agua destilada 1.000,0 mL
De acordo com instru¢gBes do fabricante, reidrataram-se 38,0 g em agua
destilada, esterilizando em seguida em autoclave a 120 °C por quinze minutos.

4.1.8.5 Preparo das suspensdes dos microorganismos (in6culo)

Os microorganismos utilizados foram mantidos em tubos de ensaios
contendo 5-8,0 mL de meio agar nutriente inclinado. Para o desenvolvimento dos
ensaios foram efetivadas novas culturas em tubos com os mesmos meios por 24
horas a temperatura de 32-35 °C. As culturas crescidas sobre 0s meios
inclinados foram submetidas a lavagem com 6,0 mL de uma solucéo fisiologica
estéril. Para a padronizacdo do indculo, diluiu-se a suspensdo de germes com
solucéo fisiolégica estéril, medindo-se a turbidez de acordo com a escala de 0,5

de Mac Farland.

4.1.8.6 Determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de
bioautografia

O ensaio de determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de
bioautografia foi realizado de acordo com Rahalison e colaboradores. ?*° Para a
realizacdo deste, foram utilizadas placas de Petri de 10 mm altura x 100 mm de
diametro, onde foram depositadas as cromatoplacas com as amostras a serem
analisadas. Em seguida, foram adicionados 10,0 mL do meio de cultura inoculado
com o microrganismo indicador sobre as cromatoplacas. Apés a solidificacdo do
meio, as placas foram incubadas por uma noite a 37 °C. Decorrido o periodo de
incubacédo, os cromatogramas foram revelados com uma solugcédo aquosa de sal
de tetrazdleo (20,0 mg/mL) e incubados por um periodo entre 2 a 4 horas a 37 °C.

A atividade antimicrobiana do extrato bruto, das fracfes e das substancias
isoladas, contra  bactérias  Gram-positivas:  Staphylococcus  aureus,
Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus e Bacillus subtilius; bactérias
Gram-negativas: Klebsiella pneumoniae, Salmonella setubal, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa e fungos: Candidas albicans e Sacaromices cerevisae
foram determinadas por este método.’®® Os microrganismos usados para os

ensaios antimicrobianos foram conservados no Laboratério de Microbiologia do

200. Rahalison, L., Hamburger, M., Hostettmann, K., Monod, M., Frenk, E. Phytochemical Analysis 1991, 2, 199
201. Saxena, G., Farmer. S., Towers, G.H.N., Hancock, R.E.W. Phytochemical Analysis 1995, 6, 125
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Nucleo de Pesquisa de Produtos Naturais (NPPN) do Departamento de Quimica
da UFSM. Para os ensaios das substancias isoladas foram testadas as seguintes
concentracgoes: 100,0; 50,0; 25,0; 12,5; 6,25, 3,12 e 1,5 ug, enquanto que para 0s
extratos brutos e as fragcdes as concentragbes foram de: 500,0; 200,0; 100,0;
50,0; 25,0 ug e 200,0; 100,0; 50,0; 25,0 e 12,5 ng, respectivamente, aplicados em
cromatoplacas. Depois das aplicagbes, as cromatoplacas foram colocadas em
placas de Petri estéries, e a elas foi adicionado o meio de cultura inoculado com o

microrganismo indicador.

4.2 Discaria americana Gill & Hook

As partes aéreas e casca da raiz de D. americana foram coletadas
durante o més de dezembro de 2000 nos municipios de Santana do Livramento
(30° 53 33" S, 55° 31’ 36" N), Sdo Sepé (29° 45’ 30" S, 54° 20’ 33" N), e Jaguari
(29° 49 70" S, 54° 69 00" N) no RS. A identificagcdo do material botéanico foi
realizada através de comparacdo com amostra ja existente no Herbario do
Departamento de Botanica — UFSM, sob nUmero SMDB 2829.

4.2.1 Cascadaraiz

4.2.1.1 Extracao, fracionamento e cromatografia

A casca da raiz de D. americana, depois de seca em estufa a uma
temperatura de 50°C e moida em moinho Wiley, foi submetida a extracdo, em
Soxhlet, com metanol, durante 12 horas. O solvente foi evaporado a pressao
reduzida, resultando um residuo escuro, denominado extrato bruto. O extrato
bruto foi suspenso em uma mistura de agua e éter etilico (1:1, V/V) em ampola de
decantacédo, acidificados com HCI 2N a pH préximo de 1,5 e depois extraido
exaustivamente com éter etilico, resultando um sélido escuro, denominado fracdo
acida etérea. A solucdo aguosa remanescente foi alcalinizada com NH,OH a pH
9,0 e extraida sucessivamente com éter etilico, acetato de etila e n-butanol,
conforme o esquema 6. Os extratos organicos obtidos foram submetidos a
secagem com sulfato de soédio anidro, filtrados e evaporados sob presséo
reduzida, resultando em 3 diferentes fracdes basicas: etérea, acetato de etila e
butandlica (Tabela 16).
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Esquema 6: Fracionamento ao qual os extratos brutos da casca da raiz de D.

americana (Santana do Livramento, Sao Sepé e Jaguari) foram submetidos

EXTRATO BRUTO

Agua, Eter Etilico

HCI (2N) pH 1,5 » Eter Etilico
NH,OHpH 9,0 F.AE
Y
Eter Etilico AC?Etgltg de Butanol Fase Aquosa
Y ¢ Y

F.B.E IEE' Acongi'gi'cl)anada Desprezada

Tabela 16: Quantidades de raiz, extrato bruto e fracées de D. americana.

Coleta Raiz E.B F.A.E F.B.E F.B.A.E F.B.B
S&do Sepé 3,0 Kg 950,0 g 32,19 6,09 5649 149,3 g
Jaguari 5,4 Kg 1508,1 g 49,2 ¢g 959 9,79 216,39

S. Livramento 1,8 Kg 420,4 g 8,39 49¢ 3,29 67,19

As fracdes (F.A.E, F.B.E, F.B.A.E e F.B.B) das diferentes coletas, obtidas
dos seus respectivos extratos brutos, foram comparadas entre si, através da
andlise em CCD, utilizando-se varios sistemas de solventes, lampadas UV2s4nm €
UVsesnm, reagente de Dragendorff e acido sulfurico/etanol (10:90 V/V). Deste
modo, observou-se que as fracbes basicas etéreas (teste com reagente de
Dragendorff) continham manchas com Rfs semelhantes, mas também havia
manchas que ndo eram comuns, indicando assim a presenca de diferentes
metabolitos para D. americana coletada em Santana do Livramento, Sdo Sepé e
Jaguari. Ja as fracOes basicas acetato de etila eram semelhantes as fracfes
bésicas etéreas, dos respectivos locais de coleta. As fracdes butandlicas foram
submetidas a analise em CCD, porém nos sistemas de solventes usuais (hexano,
CH,Cl,, CHCI3 e MeOH) n&o houve eluicdo dos metabdlitos presentes. Por outro
lado, as fracBes acidas etéreas, quando comparadas em CCD, reveladas em

acido sulfurico, seguido de aquecimento, ndo apresentaram diferencas entre si.
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As fracBes basicas etéreas (1,5 g, 4,0 g e 6,5 g dos materiais de S. do
Livramento, S&o Sepé e Jaguari, respectivamente) foram submetidas a
cromatografia em coluna, utilizando-se silica gel 60H (70-230 msh) como
adsorvente e CHCI3-MeOH como sistema eluente, em varias concentracdes, com
aumento gradativo da polaridade. Fracbes de 150,0 mL foram coletadas e
analisadas individualmente em CCD, resultando em novas fragcdes que estao
relatadas nas Tabelas 17-19. As fragcOes puras, semelhantes em CCD, foram
reunidas, enquanto as impuras foram submetidas a novos processos de
purificacdo, através de recristalizacdo, cromatografia em coluna, utilizando-se

silica gel 60H (230-400 mesh), ou em placas preparativas.

Tabela 17: Cromatografia da fragédo béasica etérea (FBE-SL)

Discaria americana - Santana do Livramento

Fracao Sistema de solvente Substancia Peso (mg)
| CHCI; Material Graxo 35,1
Il CHCI;:MeOH (97:03) A01 32,4
1 CHCI;:MeOH (94:06) A01, A02 1147
v CHCI3:MeOH (92:08) A02, A04 298,5
\Y; CHCl;:MeOH (90:10) A04, A05 79,4
VI CHCI3;:MeOH (85:15) A04, AO5, AO6 26,2

VIl CHCI3;:MeOH (80:20) A09, D01, D02, 147,9
VI CHCI3:MeOH (75:25) D01, D02, D03 86,8
IX CHCIl;:MeOH (70:30) Al16, D15 58,2
X MeOH Residuo 175,0

Tabela 18: Cromatografia da fracdo basica etérea (FBE-SS)

Discaria americana — Sédo Sepé

Fracéo Sistema de solvente Substancia Peso (mg)
| HCCl; Material Graxo 135,1
Il CHCI;:MeOH (99:01) A01, A02 285,9
1] CHCI;:MeOH (92:02) A02 428,7
\Y, CHCI3:MeOH (95:05) A02, S03, S04 526,1
Vv CHCI3:MeOH (93:07) S04 412,5
VI CHCI3:MeOH (90:10) S04, A04 455,9

Vi CHClI;:MeOH (88:12) AO03, A05 301,8
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Continuagéo da Tabela 18

VIl CHCI3;:MeOH (80:20) A09 691,7
IX CHCI3:MeOH (75:25) D03, D15 125,1
X MeOH Residuo 335,5

Tabela 19: Cromatografia da fragédo basica etérea (FBE-JA)

Discaria americana — Jaguari

Fracao Sistema de solvente Substancia Peso (mg)
| HCCl3 Material Graxo 116,3
Il CHCI;:MeOH (98:02) A01 145,9
1 CHCI;:MeOH (96:04) A01, A02, S03 834,7
v CHCI;:MeOH (95:05) A02, S03 729,1
Y, CHCI;:MeOH (93:07) S03, S04 942,0
VI CHCI3:MeOH (90:10) S04 857,2
VIl CHCI3;:MeOH (88:12) A04, A05 864,5
VI CHCI3:MeOH (85:15) A09 795,8
IX MeOH Residuo 528,2

As fracBes &cidas etéreas [2,0 g de cada local de coleta (S. do
Livramento, S&o Sepé e Jaguari)] foram cromatografadas em colunas
(separadas), utilizando-se como adsorvente silica gel 60 H (70-230 mesh) e
Hexano-AcOEt-MeOH como sistema eluente. As fracbes obtidas foram reunidas,
de acordo com andlise em CCD e reveladas com acido sulfurico/etanol, seguido
de aquecimento. Os resultados obtidos encontram-se listados nas Tabelas 20-22.

Tabela 20: Cromatografia da fracdo acida etérea (FAE-SL)

Discaria americana — Santana do Livramento

Fracéo Sistema de solvente Substancia Peso (mg)
I Hexano Material Graxo 26,1
Il Hexano-AcOEt (95:05) Material Graxo 45,8
11 Hexano-AcOEt (90:10) LO1 65,3
v Hexano-AcOEt (85:15) LO1, LO2 179,1
\% Hexano-AcOEt (80:20) LO2 524,0
VI Hexano-AcOEt (75:25) LO2, LO3 257,8
Vi Hexano-AcOEt (70:30) LO2, LO4 184,5
VI AcOEt LO4 195,8

IX MeOH Residuo 228,2




Tabela 21: Cromatografia da fracdo acida etérea (FAE-SS)
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Discaria americana — Sdo Sepé

Fracéo Sistema de solvente Substancia Peso (mg)

I Hexano Material Graxo 19,0

Il Hexano-AcOEt (95:05) M. Graxo LO1 22,5
i Hexano-AcOEt (90:10) LO1 49,0
\Y Hexano-AcOEt (85:15) LO1, LO2 188,9
\% Hexano-AcOEt (80:20) LO2 451,1
\ Hexano-AcOEt (75:25) L02, LO3 149,5
Wil Hexano-AcOEt (70:30) LO3, LO4 214,6
VI AcOEt LO4 209,3
IX AcOEt-MeOH (50:50) L04, Residuo 83,5
X MeOH Residuo 162,3

Tabela 22: Cromatografia da fracdo acida etérea (FAE-JA)
Discaria americana — Jaguari
Fragéo Sistema de solvente Substancia Peso (mg)

I Hexano Material Graxo 21,5

Il Hexano-AcOEt (95:05) Material Graxo 34,1

11 Hexano-AcOEt (90:10) LO1 56,3
v Hexano-AcOEt (85:15) LO1, RO2 210,7
\% Hexano-AcOEt (80:20) LO2 502,0
VI Hexano-AcOEt (75:25) L02, LO3 111,2
Vil Hexano-AcOEt (70:30) LO3, LO4 321,9
VI AcOEt LO4 181,6
IX AcOEt-MeOH (50:50) L04, Residuo 113,8

X MeOH Residuo 139,1

50
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4.2.1.2 Fracionamento neutro dos extratos brutos das cascas das raizes de
D. americana coletadas em Santana do Livramento e Sdo Sepé.

A finalidade de se realizar um fracionamento neutro dos extratos brutos
obtidos foi compara-lo com o método anterior, o qual, pela utilizacdo de um
fracionamento &cido-base, poderia originar artefatos.

Para isso, cada extrato bruto foi suspenso em &agua e submetido a
extracbes sucessivas com hexano, éter etilico, acetato de etila e n-butanol,
conforme mostra o Esquema 9.

As fracOes organicas, dos extratos brutos das casca das raizes de D.
americana coletadas em Santana do Livramento e Sao Sepé, foram secas com
sulfato de sodio anidro, filtradas, evaporadas sob pressédo reduzida a 30 °C,
individualmente, originando quatro subfracdes neutras: hexanico (1,58 g), éter
etilico (5,0 g), acetato de etila (3,5 g) e butandlica (23,0 g), conforme Esquema 7.

Apds a comparacao por CCD dos dois procedimentos de extracdo (MeOH
a quente e MeOH a frio), verificou-se que os metabdlitos isolados, eram os
mesmos, confirmando assim que as substancias isoladas ndo séo artefatos, mas

sim, metabdlitos originais.

Esquema 7: Fracionamento ao qual os extratos metanodlicos da casca da raiz de

D. americana (Santana do Livramento e Sdo Sepé) foram submetidos

EXTRATO METANOLICO

Agua

Y Y
Hexano Eter Etilico| |Acetato de Etila| | n-Butanol Fase Aquosa

¢ ¢ ¢ ¢ Y
[FNH ] [ FNE] IENAE] F.N.B Desprezada
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4.2.2 Partes aéreas

4.2.2.1 Extracao, fracionamento e cromatografia

As partes aéreas de D. americana coletadas em Santana do Livramento,
S&o0 Sepé e Jaguari, foram secas em estufa a 50 °C com ar circulante, moidas em
moinho Wiley e extraidas com metanol, conforme o método descrito
anteriormente para a casca da raiz, originando 0s respectivos extratos
metandlicos.

Através da anélise em CCD dos extratos, utilizando-se diversos sistemas
de solventes, e seguido de revelacdo com reagente de Dragendorff, ndo detectou-
se a presenca de material alcaloidico. Porém, quando revelados com &cido
sulfurico-etanol (10:90, V/V), observou-se o aparecimento de manchas escuras,
sendo que estas ndo apresentaram absor¢do no UV. Desta forma, optou-se por
um fracionamento neutro do extrato com hexano, éter etilico, acetato de etila e n-
butanol, conforme esquema 8. Obtendo-se, apds evaporacdo dos solventes, as
fracbes hexanicas (FNH), etéreas (FNE), acetato de etila (FNAE) e butandlicas
(FNB), respectivamente (Tabela 23).

Esquema 8: Fracionamento ao qual os extratos metandlicos das partes aéreas de

D. americana (Santana do Livramento, Sdo Sepé e Jaguari) foram submetidos

EXTRATO METANOLICO

o]

Y Y
| Hexano| |Eter Etilico| |Acetato de Etila| | n-Butanol | Fase Aquosa

Y

¢ A Y
[FNH | | FNE | ﬁm Acoan’i\tlz'i%nada Desprezada

Tabela 23: Extratos metandlicos (EM) e frag6es hexanicas (FNH), etéreas (FNE),

acetato de etila (FNAE) e butandlicas (FNB) das partes aéreas de D. americana.

Coleta P. Aéreas E.M F.N.H F.N.E F.N.AE F.N.B
Sao Sepé 5,1 Kg 586,5 ¢ 155,19 74949 57,1g 101,3g
Jaguari 6,0 Kg 412,049 12359 10,0 g 89,2g 1649¢g

S. Livramento 2,3 Kg 112,7 g 15,2 ¢ 1759 11,99 41,8 9
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As fracBes neutras hexanicas, etéreas, acetato de etila e butandlicas
foram analisadas individualmente e também comparadas umas com as outras,
através de CCD, utilizando-se para revelagdo acido sulftrico-etanol (10:90, V/V),
seguido de aquecimento.

Na comparacdo, entre as fracbes dos diferentes locais de coleta, ficou
evidente que as fragBes neutras hexanicas, etéreas e acetato de etila de Santana
do Livramento e S&o Sepé, eram constituidas dos mesmos metabdlitos. Por outro
lado, verificou-se que as fracdes neutras etérea e acetato de etila das partes
aéreas coletadas em Jaguari, possuiam pelo menos, dois metabdlitos que nao
eram encontradas nas fracées obtidas do material de Santana do Livramento e
Sado Sepé. Devido a alta polaridade e baixa solubilidade em cloroférmio, acetato
de etila e metanol, do material presente nas fragcdes butandlicas, ndo foi realizada
uma analise comparativa entre as mesmas.

Partes das fracbes hexanicas (2,0 g, 25 g e 2,5 g, Santana do
Livramento, S&o Sepé e Jaguari, respectivamente), foram submetidas a
cromatografia em coluna, separadamente, utilizando-se silica gel 60 H (70-230
mesh) como adsorvente e hexano-acetato de etila (100:00:100, V/V) como
sistemas eluentes. Foram recolhidas fracbes de 100 mL cada, analisadas
individualmente em CCD, onde se verificou que algumas fracGes eram
constituidas de metabdlitos puros. As fragdes impuras foram reunidas de acordo

com suas semelhancas de Rfs, como mostrado na Tabela 24.

Tabela 24: Cromatografia das fragdes hexanicas (FNH)

Discaria americana — Partes Aéreas

Hexanica Hexanica Hexanica
Livramento S&o Sepé Jaguari
Fracdo Sistemade Substancia Peso Substancia Peso Substancia Peso
solvente (mg) (mg) (mg)
[ Hexano Oleo 38,1 Oleo 79,0 Oleo 82,7
Il Hex-AcOEt Oleo, L0O1 74,6 Oleo,L01 98,3 Oleo,L01 78,3
(95:05)
1] Hex-AcOEt LO1 65,3 LO1 88,7 LO1 85,2
(90:10)
v Hex-AcOEt  LO1, LO2 85,1 LO1,L02 1753 LO1,L02 135,6
(85:15)
Y, Hex-AcOEt LO2 402,7 LO2 796,1 LO2 981,1
(80:20)
VI Hex-AcOEt LO2, LO2, LO2,

(75:25) Residuo  165,2 Residuo  236,4 Residuo  365,3
Vi Hex-AcOEt
(70:30) Residuo 220,8 Residuo  331,0 Residuo 287,0
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As fracdes neutras etéreas (2,0 g, 2,5 g e 4,0 g, Santana do Livramento,
Sdo Sepé e Jaguari, respectivamente), foram cromatografadas em colunas,
utilizando-se silica gel 60 H como fase estacionaria e hexano-acetato de etila, em
ordem crescente de polaridade, como sistemas eluentes. Fracdes de 100,0 mL
foram coletadas, reunidas, de acordo com analise em CCD comparativa. Deste
processo, foi possivel obter metabdlitos puros, que através da comparagdo com
amostras auténticas, ponto de fusdo e RMN de 'H e *°C, tiveram suas estruturas
elucidadas. A seguir, nas Tabelas 25 e 26 encontram-se descritos 0s resultados
obtidos.

Tabela 25: Cromatografia das fracdes etéreas (FNE-SL e FNE-SS)

Discaria americana — Partes Aéreas

Etérea - Livramento Etérea - Sao Sepé
Fracdo Sistema de Substancia Peso (mg) Substancia Peso
solvente (mq)
I Hexano Oleo 81,5 Oleo 55,1
Il Hex-AcOEt LO2 470,2 LO2 395,7
(80:20)
1 Hex-AcOEt LO2, LO4 520,7 LO2, LO4 648,2
(75:25)
v Hex-AcOEt LO4 115,8 LO4 271,5
(70:30)
V Hex-AcOEt LO4, Residuo LO4, Residuo
(50:50) 162,1 305,8
v AcOEt Residuo 2825 Residuo 274.,6

Tabela 26: Cromatografia da fracdo etérea (FNE-JA)

Discaria americana — Partes Aéreas

Etérea - Jaguari

Fracéo Sistema de solvente Substancia Peso (mg)
I Hexano Oleo 74,1
Il Hex-AcOEt (80:20) LO2 381,6
1] Hex-AcOEt (77:23) LO2, J61 491,5
v Hex-AcOEt (75:25) J61 511,4
\% Hex-AcOEt (72:28) J61, JO5 2417
VI Hex-AcOEt (70:30) JO5 95,1
Vil Hex-AcOEt (70:30) JO5, J20 258,9
VIlI Hex-AcOEt (68:32) J20 102,3
IX Hex-AcOEt (65:35) J20, L04 372,4
X Hex-AcOEt (65:35) LO4 347,1
Xl Hex-AcOEt (50:50) L04, Residuo 329,6

Xl AcOEt Residuo 1229
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Sabendo-se da semelhanca das fracGes acetato de etila com as fracbes
etéreas dos respectivos locais de coleta, decidiu-se, neste caso, nao realizar
cromatografia em coluna. A caracterizacdo dos metabdlitos presentes nas fracdes
acetato de etila (Santana do Livramento, Sdo Sepé e Jaguari), foi realizada por
cromatografia em CCD, utilizando-se como padrdo de referéncia, amostras
auténticas e compostos isolados das respectivas fracoes etéreas. Na Tabela 27,
estdo listados os metabdlitos presentes nas fragdes acetato de etila (AcOE).

Tabela 27: Metabolitos presentes nas fracdes AcOEt.

Discaria americana — Partes Aéreas
ACoEt Livramento ACOEt Séo Sepé ACoEt Jaguari

LO2, LO4 LO2, LO4 LO2, J61, JO5, J20, LO4

4.3 Colletia paradoxa Sprengel

A espécie vegetal Colletia paradoxa Sprengel foi coletada no municipio de
Piratini — RS (29° 57’ 12" S, 51° 37’ 21" W), no més de novembro de 2001, e foi
identificada pelo Prof°. Adelino A. Filho. A exsicata encontra-se depositada no
Herbéario do Departamento de Botanica — UFSM, registrada sob o c6digo SMDB-
2576.

4.3.1 Extracdo das partes aéreas e da casca daraiz

As partes aéreas (8,5 Kg) de C. paradoxa e a casca da raiz (6,5 Kg), foram
secas em estufa a uma temperatura de 50 °C, pulverizadas e extraidas com
solventes de polaridade crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol) sob refluxo durante 10 horas por 5 dias, sendo que, a cada dia, o
solvente era retirado e concentrado em evaporador rotativo sob vacuo. (Esquema
9). Deste modo, obtiveram-se o0s extratos hexanicos (Hex), diclorometano (DCM),
acetato de etila (AcOEt) e metandlicos (MeOH) [Tabela 28].

Esquema 9: Extracdo das partes aéreas e casca da raiz de C. paradoxa

| PARTES AEREAS | | CASCA DA RAIZ |

Y Y Y Y Y Y Y Y

Hexano| [ Dicloro Metano| |Acetato de Etila| | Metanol Hexano| | Dicloro Metano| | Acetato de Etila| | Metanol
x5,10h | x5,10h x5, 10 h x5,10h| [x510h | x5,10h x5,10h x5,10h

Y Y ¢ ¢ \ A4 ¢ ¢

[ Hex | [ bom | [acoet |  [meoH] [Hex]  [bcwm | [AcoEt | [MeoH]
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Tabela 28: Quantidade de extrato obtido das partes aéreas e casca da raiz

Colletia paradoxa

Hexanicos Diclorometano  Acetato de etila Metandlicos
Partes aéreas 58,09 30,19 23,79 8,849
Cascadaraiz 550 33,09 38,59 10,2 ¢

Os extratos Hex, DCM e AcCOET (partes aéreas e casca da raiz) foram
analisados individualmente em CCD, em sistemas de solventes com diferentes
polaridades. Essas CCDs, apresentaram varias manchas de coloracdo réseo-
avermelhada, quando reveladas pelo reativo de Liebermann-Burchard e/ou
coloracdo escura quando reveladas com &cido sulfurico-etanol (10:90, V/V)

seguido de aquecimento e, reacdo negativa frente ao reagente de Dragendorff.

4.3.2 Isolamento dos constituintes das partes aéreas

Uma porcéao (6,0 g) do extrato hexanico das partes aéreas foi submetida a
cromatografia em coluna de silica gel 60 H (70-230 mesh), utilizando-se como
eluente hexano-CH,Cl, em gradiente de polaridade, fornecendo 120 fracdes (150
mL cada), que foram analisadas individualmente em CCD e reunidas em grupos
de acordo com a semelhanca de Rfs (Tabela 29). A maioria das fracdes mostrou
ser composta por mistura de metabdlitos. Essas fragbes foram submetidas a
novos processos de purificacdo, através de recristalizagbes, cromatografias em

colunas ou placas preparativas.

Tabela 29: Cromatografia do extrato hexanico (E-Hex)

Colletia paradoxa — Partes Aéreas

Fracdo Sistema de solvente Substancia Peso (mQ)
[ Hexano Material graxo 87,2
Il Hex-CH,Cl, (98:02) C11,C12 461,7
1] Hex-CH,Cl, (95:05) C11, C12, C06 318,2
v Hex-CH,Cl, (95:05) Co06 589,5
Vv Hex-CH,Cl, (93:07) C06, C23, C24 577,4

VI Hex-CH,Cl, (90:10) C23, C24 4929
Vil Hex-CH,Cl, (85:15) C23, C24, L02 145,1
VIII Hex-CH,Cl, (80:20) LO2, J61 3515
IX Hex-CH,ClI, (75:25) LO2, J61, C43 409,1
X Hex-CH,Cl, (70:30) C43 113,1
Xl Hex-CH,Cl, (60:40) J20 427,6
Xl Hex-CH,Cl, (50:50) J20, C63 139,4
Xl Hex-CH,Cl, (40:60) C63, C64 711,8
XV Hex-CH,Cl, (20:80) C63, C64,Residuo 166,2

XV CH,Cl, Residuo 261,4
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O extrato CH,CI, (5,5 g) foi fracionado em coluna cromatografica de silica
gel 60 H (70-230 mesh) eluida com misturas de CH,Cl,/MeOH em gradiente de
polaridade. Foram recolhidas fragcdes de 150 mL cada, agrupadas posteriormente
em 11 fracdes, através do monitoramento por CCD. A seguir, na Tabela 30,

apresentam-se o0s resultados desse procedimento.

Tabela 30: Cromatografia do extrato diclorometano (E-CH,Cly)

Colletia paradoxa — Partes Aéreas

Fracdo Sistema de solvente Substancia Peso (mQ)
| CH.Cl, Material graxo 25,1
Il CH,CIl,-MeOH (98:02) C0e6, LO1 252,3
1 CH,Cl,-MeOH (95:05) LO1 674,6
v CH,Cl,-MeOH (93:07) LO2, C59, C63, C64 546,8
\Y, CH,Cl,-MeOH (90:10) C64, C09 239,4
Vi CH,CIl,-MeOH (88:12) C09 874,1

Vil CH,Cl,-MeOH (85:15) C09, C18 461,3
VI CH,Cl,-MeOH (80:20) J20 35,0
IX CH,CIl,-MeOH (75:25) LO4 507,2
X CH,Cl,-MeOH (50:50) LO4, Residuo 381,5
XI MeOH Residuo 3115

Parte do extrato AcOEt (2,2 g), foi fracionado por meio de cromatografia em
coluna, utilizando-se silica gel 60 H (70-230 mesh) e eluentes em polaridades
crescentes (CH,Cl,/MeOH). Com estes solventes foram eluidas 100 fracGes de
150 mL cada. Essas fra¢Oes foram analisadas individualmente em CCD, reunidas
de acordo com suas semelhancas de Rfs, resultando em 10 fracBes (Tabela 31).
Andlise comparativa dessas fracdes, em CCD, com os compostos isolados do

extrato DCM, revelou que a maioria dos metabdlitos presentes eram semelhantes.

Tabela 31: Cromatografia do extrato acetato de etila (E-AcOEt)

Colletia paradoxa — Partes Aéreas

Fracéo Sistema de solvente Substancia Peso (mg)

| CH,Cl, Material graxo 40,2

Il CH,Cl,-MeOH (95:05) LO1 LO2 153,5
1] CH,Cl,-MeOH (93:07) LO2 491,0
\Y CH,Cl,-MeOH (90:10) L02, C09 88,5

\Y CH,Cl,-MeOH (85:15) Co09 265,1
\ CH,Cl,-MeOH (80:20) CO09, J20 95,2
VII CH,Cl,-MeOH (75:25) J20 72,8
Vi CH,Cl,-MeOH (70:30) J20, LO4 59,0

IX CH,Cl,-MeOH (50:50) LO4, Residuo 63,5

X MeOH Residuo 191,6
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4.3.3 Isolamento dos metabdlitos da casca da raiz

2,5 g do extrato hexanico foram fracionados em coluna de silica gel 60 H
(70-230 mesh), usando cloroformio como eluente inicial e alterando-se a
polaridade com metanol. Recolheram-se desta coluna 62 fracdes (150 mL cada)
que foram analisadas através de CCD e reunidas em 10 grupos de fracGes
(Tabela 32). Os grupos que apresentavam misturas, foram novamente
submetidos a processos de purificagdo, atravées de cromatografia em placa
preparativa e/ou coluna utilizando-se silica gel 60 H (230-400 mesh) e

recristalizacoes.

Tabela 32: Cromatografia do extrato hexanico (E-Hex)
Colletia paradoxa — Casca da raiz

Fracdo Sistema de solvente Substancia Peso (mg)
I CHCl, Material graxo 14,1
Il CHCI3-MeOH (99:01) Material graxo LO1 51,6
1 CHCI3;-MeOH (97:03) LO1 72,5
v CHCI3-MeOH (95:05) LO1, LO2 261,0
\Y, CHCI3-MeOH (93:07) LO2 162,7
VI CHCI3-MeOH (90:10) L02, J20, 3175

Vil CHCI3;-MeOH (88:12) J20 411,8
VI CHCI3-MeOH (80:20) J20, C63 351,4
IX CHCI3-MeOH (70:30) J20, C63, Residuo 303,5
X CHCI3;-MeOH (50:50) Residuo 94,2

O extrato CH,ClI, (3,1 g) foi cromatografado em coluna de silica gel 60 H
(70-230 mesh) eluida com misturas de CHCI3/MeOH em gradiente crescente de
polaridade. Foram recolhidas fragcbes 150 mL, agrupadas posteriormente em 10
fracOes, através de monitoramento por CCD (Tabela 33). As fragcbes impuras
foram purificadas, através de cromatografia em coluna, placa preparativa ou
recristalizag6es com solventes adequados.

Tabela 33: Cromatografia do extrato diclorometano (E-CH,Cl,)

Colletia paradoxa — Casca da raiz

Fracdo Sistema de solvente Substancia Peso (mg)

| CHClI; Material graxo 6,6

Il CHCI3-MeOH (95:05) Material graxo LO1 327,1
1] CHCI3-MeOH (93:07) LO1, LO2 2947
v CHCI3-MeOH (90:10) LO2 319,5
\Y CHCI;-MeOH (85:15) L02, J20 370,6
\ CHCI3-MeOH (80:20) J20 403,0
\l CHCI;-MeOH (75:25) J20, C15 145,1
Vil CHCI3-MeOH (65:35) J20, C15, L04 189,4
IX CHCl;-MeOH (50:50) LO4, Residuo 162,5

X MeOH Residuo 104,8
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O extrato acetato de etila (AcOEt) obtido (2,6 g) foi submetido a
cromatografia em coluna, conforme método j4 descrito para o extrato DCM,
resultando em 7 fracbes. Os resultados obtidos desse procedimento

cromatografico encontram-se descritos na Tabela 34.

Tabela 34: Cromatografia do extrato acetato de etila (E-AcOEt)

Colletia paradoxa — Casca da raiz

Fracdo Sistema de solvente Substancia Peso (mg)

[ CHCI3-MeOH (90:10) Material graxo, LO2 45,1

Il CHCI3-MeOH (85:15) LO2, J20 165,0
1] CHCI3-MeOH (80:20) J20, C15 81,6
\Y, CHCI3-MeOH (70:30) J20, C15, L04 138,2
Vv CHCI3;-MeOH (60:40) LO4 619,0
VI CHCI3-MeOH (50:50) LO4, Residuo 574,7
Vil MeOH Residuo 230,8

4.4 Gouania ulmifolia Hook & Arnott

O material botanico foi coletado no municipio de Jaguari — RS (29° 49’ 70”
S, 54° 69’ 00” N), Brasil, no més de janeiro de 2003, e foi identificado pelo Prof°.
Adelino A. Filho. Um espécime testemunha (SMDB-3022) encontra-se depositado

no Herbéario do Departamento de Botanica — UFSM.

4.4.1 Extracao e cromatografia

Cerca de 10,0 kg de material botanico (partes aéreas) de G. ulmifolia, seco
e moido, foram submetidos a extracdo (Esquema 10), como descrito
anteriormente para Colletia paradoxa Sprengel. Apds a concentracdo dos
solventes (hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol), sob vacuo, cada

extrato originou 10,8 g, 21,6 g, 35,1 g e 5,3 g, respectivamente.
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Esquema 10: Extracdo das partes aéreas de G. ulmifolia

PARTES AEREAS
Y Y Y Y
Hexano Diclorometano Acetato de Etila Metanol
x5,10 h x5, 10 h x5, 10 h x5, 10 h
¢ Acondicionada

Y Y
Hex CH,ClI, AcOEt

O residuo hexanico (2,2 g) foi fracionado em uma coluna de silica gel 60 H
(70-230 mesh) empregando gradiente de hexano-CH,Cl, como sistema eluente.
Foram recolhidas fracdes de 250 mL, analisadas em CCD, reunidas em grupos de
acordo com suas semelhancas de Rfs. Desta coluna resultaram 8 fracdes (Tabela
35).

Tabela 35: Cromatografia do extrato hexanico (E-Hex)

Gouania ulmifolia — Partes aéreas

Fracdo Sistema de solvente Substancia Peso (mg)

[ hexano Material graxo 25,8

Il n-Hex-CH,Cl, (98:02)  Material graxo, C06 94,1

1] n-Hex-CH,CI, (95:05) C06 70,1

v n-Hex-CH,CI, (90:10) C06 102,6
\Y, n-Hex-CH,CI, (85:15) C06 746,3
VI n-Hex-CH,CI, (80:20) Co06, L01 141,0
Vil n-Hex-CH,CI, (60:40) LO1, LO2 38,4
VIII CH.Cl, LO2, Residuo 261,7

O extrato CH,ClI; (5,2 g) foi submetido a uma coluna cromatogréafica usando
silica gel 60 H (70-230 mesh) e gradiente de CH,Cl,-MeOH como eluente em
ordem crescente de polaridade. Fracdes de 200 mL foram coletadas e agrupadas
com base na andlise com CCD em 11 fracdes (Tabela 36). A maioria das fracdes
mostrou ser composta por uma mistura de material terpenoidico (reacdo positiva

frente ao reagente de Liebermann-Buchard).
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Tabela 36: Cromatografia do extrato diclorometano (E-CH,Cl,)

Gouania ulmifolia — Partes aéreas

Fracéo Sistema de solvente Substancia Peso (mg)
| CH,ClI, Material graxo, C06 63,1
Il CH,Cl,-MeOH (98:02) CO06, LO1, LO2 324,1
1 CH,Cl,-MeOH (95:05) LO1, LO2 135,2
v CH,Cl,-MeOH (93:07) LO2 72,0
\Y CH,Cl,-MeOH (90:10) L02, G39, G40 491,7
VI CH,Cl,-MeOH (88:12) G39, G40 760,5

\l CH,Cl,-MeOH (85:15) G41, G44 418,4
Vil CH,Cl,-MeOH (80:20) G44, G45 605,2
IX CH,Cl,-MeOH (70:30) G44, G45, L04 471,3
X CH,CI,-MeOH (60:40) LO4 238,4
XI CH,Cl,-MeOH (50:50) LO4, Residuo 691,4

O extrato acetato de etila [AcOEt (2,1 g)] foi aplicado em coluna de silica
gel 60 H (70-230 mesh) utilizando como fase movel, diclorometano,
diclorometano/metanol e metanol, em variados gradientes de eluicdo. Foram
recolhidas 50 fracGes, de 250 mL cada. Pela semelhanca, revelada em CCD,
essas fragOes foram reunidas, resultando em 8 grupos, conforme mostrado na
Tabela 37.

Tabela 37: Cromatografia do extrato acetato de etila (E-AcOEt)

Gouania ulmifolia — Partes aéreas

Fracéo Sistema de solvente Substancia Peso (mg)

| CH,Cl, Material graxo 17,2

Il CH,Cl,-MeOH (95:05) LO1, LO2 86,0

1 CH,CI,-MeOH (90:10) L02,G39, G40 171,5
\Y; CH,Cl,-MeOH (85:15) G41, G44, G45 326,7
\Y CH,Cl,-MeOH (70:30) G44, G45, L04 285,1
VI CH,Cl,-MeOH (60:40) LO4 149,9
\l CH,CI,-MeOH (50:50) LO4, Residuo 261,0

VIiI MeOH Residuo 301,5
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4.5 Dados sobre os metabdlitos isolados de Discaria americana Gill & Hook
(Santana do Livramento, Sdo Sepé e Jaguari), Colletia paradoxa Sprengel e

Gouania ulmifolia Hook & Arnott

4.5.1 Alcalébides ciclopeptidicos

4.5.1.1 Adoutina Y, A16 (92): sdélido branco; Pf.: 293 °C ( Lit. 293 °C); Rf.: 0,14,
.o em CHCls-MeOH (98:2); [a]o?° = -230 (c 0,1 em CHCl;-MeOH

19 18 (2) 1 12

zowoo Vid 90:10);% isolada da fragdo basica etérea de D. americana,
18 4 BNHQ .
W a SHNi\ coletada em Santana do Livramento (Tabela 17); RMN de 'H

7
)0 6 T\aL 32
2

o/ N ™ ] a 400,13 MHz, CDClg: § 6,21 (1H, d J= 8,4 Hz, H-3), 4,51
DA (1H, dd, J= 8,4, 10,2 Hz, H-4), 6,38 (1H, d, J= 10,4 Hz, NH-6),
3,62 (1H, dd, J= 6,2, 10,4 Hz, H-7), 6,82 (1H, d, J= 9,1 Hz, NH-9), 6,65 (1H, dd, J=
8,5, 9,1 Hz, H-10), 6,73 (1H, d, J= 8,5 Hz, H-11), 7,09-7,35 (4H, H-13, -14, -15, -
16), 7,09-7,35 (4H, H-18, -18', -19, -19', -20), 9,11 (1H, d, J= 10,2 Hz, NH-21),
3,59 (1H, H-23), 2,92/3,26 (1H, dd, J= 6,14, 8,11 Hz, H-24, -24"), 7,09-7,35 (5H, H-
26, -26', -27, 27", -28), 2,41 [6H, N,N-(CHa),-29, -30], 2,17 (1H, m, H-31),
1,27/1,37 (1H, m, H-32, -32"), 0,85 (3H, t, CH3-33), 0,97 (3H, d, J= 6,8 Hz, CHs-
34); RMN de 3C a 100,62 MHz, CDCls: § 155,2 (C-1), 79,3 (C-3), 57,0 (C-4),
168,5 (C-5), 57,4 (C-7), 166,0 (C-8), 127,1 (C-10), 114,5 (C-11), 129,6 (C-12),
125,4-129,4 (C-13, -14, -15, -16), 133,2 (C-17), 128,8 (C-18), 129,0 (C-19), 128,9
(C-20), 172,4 (C-22), 70,6 (C-23), 29,9 (C-24), 139,1 (C-25), 115,9-129,4 (C-26, -
26", -27, -2, -28), 41,3 (C-29, -30), 35,9 (C-31), 22,9 (C-32), 12,0 (C-33).

4.5.1.2 Adoutina Y’, A0l (47): solido branco; Pf.: 288-289 °C (Lit. 289-290 °C);
5 1 Rf.: 0,66, em CHCl5-MeOH (98:02): [a]p?° = -230 (c 0,1 em

14 13

8 6% Nz | CHCl);® isolada das fracdes basicas etéreas de D.
3

o°* ™3 | e Jaguari (Tabelas 17-19); RMN de *H a 400,13 MHz,
SR CDCls: 8 5,01 (1H, dd, J= 2,1 8,0 Hz, H-3), 4,47 (1H, dd,

i J= 2,1, 10,0 Hz, H-4), 5,78 (1H, d, J= 8,4 Hz, NH-6), 3,91
(1H, dd, J= 3,6, 8,4 Hz, H-7), 6,52 (1H, d, J= 9,6 Hz, NH-9), 6,65 (1H, dd, J= 7,6,
9,6 Hz, H-10), 6,35 (1H, d, J= 7,6 Hz, H-11), 7,03-7,26 (4H, H-13, -14, -15, -16),
1,95 (1H, m, H-17), 1,28 (3H, d, J= 8,0 Hz, CH3-18), 1,02 (3H, d, J= 6,8 Hz, CHa;-

19), 7,77 (1H, d, J= 10,0 Hz, NH-20), 3,11 (1H, dd, J= 4,8, 7,2 Hz, H-22),

w4 ﬁ:g americana, coletada em Santana do Livramento, S&o Sepé
33

26
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2,84/3,19 (1H, dd, J= 4,8, 7,2 Hz, H-23, -23"), 7,03-7,27 (5H, H-25, -25’, -26, -26", -
27), 2,28 [6H, N-(CHs),-28, -29], 2,05 (3H, m, CH3-30), 0,68/1,01 (2H, m, CH,»-31),
0,69 (3H, t, CH3-32), 0,39 (3H, d, J= 6,8 Hz, CH3-33); RMN de *3C a 100,62 MHz,
CDCls: 8= 155,8 (C-1), 81,3 (C-3), 55,2 (C-4), 172,0 (C-5), 59,5 (C-7), 166,8 (C-8),
125,5 (C-10), 115,9 (C-11), 131,8 (C-12), 122,8-131,8 (C-13, -14, -15, -16), 29,3
(C-17), 20,3 (C-18), 15,4 (C-19), 172,7 (C-21), 70,8 (C-22), 29,9 (C-23), 140,2 (C-
24), 126,0-129,0 (C-25, 25', -26, -26', -27), 41,8 (C-28, -29), 34,5 (C-30), 23,6 (C-
31), 11,9 (C-32), 15,6 (C-33).

4.5.1.3 Franganina, A02 (66): solido branco; Pf.: 248-249 °C (Lit. 248 °C); Rf.:
110 0,60, em CHCls-MeOH (98:2); [a]o®® = -302 (c 0,1 em

20 12 g
X, o0 D10 - . .
19 { ~NH g basicas etéreas de D. americana, coletada em Santana

CHCl5);%" isolada em maior proporcdo, das fracdes

=0 ¢ "\»» = do Livramento, S&o Sepé e Jaguari (Tabelas 17-19);
23 2 30

oo NCH), ) RMN de 'H a 400,13 MHz, CDCls: & 4,99 (1H, dd, J= 4,0

e P 7,6 Hz, H-3), 4,47 (1H, dd, J= 4,0, 10,1Hz, H-4), 5,78 (1H,
d, J= 7,6 Hz, NH-6), 4,07 (1H, m, H-7), 6,49 (1H, d, J= 9,9 Hz, NH-9), 6,67 (1H,
dd, J= 7,8, 9,9 Hz, H-10), 6,37 (1H, d, J= 7,8 Hz, H-11), 7,03-7,26 (4H, H-13, -14, -
15, -16), 1,92 (1H, m, H-17), 1,28 (3H, d, J= 8,0 Hz, CHs-18), 0,97 (3H, d, J= 6,8
Hz, CHs-19), 7,84 (1H, d, J= 10,1 Hz, NH-20), 2,81 (1H, dd, J= 4,9, 4,9 Hz, H-22),
1,35/1,61 (2H, m, CH»-23, -23’), 1,27 (1H, m, H-24), 0,71 (3H, d, J= 6,4 Hz, CHa-
25), 0,82 (3H, d, J= 6,4 Hz, CH3-26), 2,22 [6H, N-(CHs),-27, -28], 1,33/1,75 (2H,
m, CH,-29, -29'), 1,79 (1H, m, H-30), 0,95 (3H, d, J= 6,5 Hz, CH5-31), 0,90 (3H, d,
J= 6,5 Hz, CH3-32); RMN de **C a 100,62 MHz, CDCls: § 156,2 (C-1), 81,9 (C-3),
55,2 (C-4), 172,0 (C-5), 52,8 (C-7), 167,5 (C-8), 125,9 (C-10), 116,0 (C-11), 132,1
(C-12), 131,9-123,0 (C-13, -14, -15, -16), 29,5 (C-17), 20,8 (C-18), 15,1 (C-19),
174,0 (C-21), 66,3 (C-22), 34,6 (C-23), 26,5 (C-24), 23,1 (C-25), 22,2 (C-26), 41,9
(2C-27, 28), 39,5 (C-29), 24,6 (C-30), 23,4 (C-31), 20,5 (C-32).

4.5.1.4 Frangulanina, S03 (67): solido branco; Pf.: 277-278 °C (Lit. 276-279 °C);

o oty | Rf:0,60, em CHCl:-MeOH (98:2); [a]o® = -288 (c 0,1 em
s . 51/40 7 VYHl CHCI):® isolada das fracdes basicas etéreas de D.
Ho( H—Nﬁg':mH americana, coletada em Sao Sepé e Jaguari (Tabelas 18 e
A=/~ =" | 19); RMN de H a 400,13 MHz, CHCls: 5 4,93 (1H, dd, J=

24\ 23
22 2

N(CHs),

27,28
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7.6, 7,7 Hz, H-3), 4,48 (1H, dd, J= 7,7, 8,6 Hz, H-4), 6,07 (1H, d, J= 7,4 Hz, NH-6),
4,02 (1H, m, H-7), 6,48 (1H, NH-9), 6,56 (1H, d, J= 7,9 Hz, H-10), 6,44 (1H, d, J=
7,9 Hz, H-11), 7,03-7,16 (4H, H-13, -14, -15, -16), 2,01 (1H, m, H-17), 1,26 (3H, d,
J= 8,0 Hz, CH5-18), 1,01 (3H, d, J= 6,8 Hz, CHs-19), 7,25 (1H, d, J= 8,6 Hz, NH-
20), 2,65 (1H, d, J= 4,9 Hz, H-22), 1,77 (2H, m, H-23), 1,29/1,52 (1H, m, H-24, -
24%), 0,95 (3H, t, CH3-25), 0,91 (3H, d, J= 6,6 Hz, CH3-26), 2,18 [6H, N-(CH3),-27,
-28], 1,25/1,64 (2H, m, H-29 e -29"), 1,79 (1H, m, H-30), 0,75 (3H, d, J= 6,6 Hz,
CHs-31), 0,81 (3H, d, J= 6,5 Hz, CH3-32); RMN de **C a 100,62 MHz, CDCls: &
156,3 (C-1), 81,7 (C-3), 55,4 (C-4), 172,3 (C-5), 52,7 (C-7), 168,1 (C-8), 125,9 (C-
10), 118,2 (C-11), 131,7 (C-12), 121,7-131,3 (C-13, -14, -15, -16), 29,1 (C-17),
21,6 (C-18), 15,3 (C-19), 171,4 (C-21), 73,1 (C-22), 33,9 (C-23), 28,2 (C-24), 12,1
(C-25), 15,0 (C-26), 42,9 (2C-27, 28), 40,3 (C-29), 42,9 (C-30), 24,5 (C-31), 22,8
(C-32).

4.5.1.5 Discarina A, S04 (57): sélido branco; Pf.: 227-228 °C (Lit. 229-231 °C);
15 16 Rf.: 0,23, em CHCIl3-MeOH (98:2); [a]o®® = -282 (c 0,1

14 13

u [ em CHCIs);*% isolada das fracdes basicas etéreas de D.
NHe | americana, coletada em S&o Sepé e Jaguari (Tabelas
18 e 19); RMN de 'H a 400,13 MHz, DMSO-ds: & 4,86
* (1H, dd, J= 1,8, 7,7 Hz, H-3), 4,45 (1H, dd, J= 7,7, 10,0
Hz, H-4), 6,46 (1H, NH-6), 3,84 (1H, dd, J= 6,0, 8,1 Hz,
H-7), 7,18 (1H, d, J= 6,0 Hz, NH-9), 6,34 (1H, dd, J= 6,9, 7,2 Hz H-10), 6,48 (1H,
H-11), 6,91-7,07 (4H, H-13, -14, -15, -16), 2,01 (1H, m, H-17), 1,15 (3H, d, J= 6,7
Hz, CH5-18), 0,91 (3H, d, J= 6,6 Hz, CH3-19), 7,82 (1H, d, J= 10,0 Hz, NH-20),
3,38 (1H, H-22), 3,08/3,13 (1H, m, H-23, -23'), 7,01 (1H, H-25), 10,17 (1H, NH-
26), 7,28 (1H, d, J= 8,08 Hz, H-28), 6,94 (1H, H-29), 6,91 (1H, H-30), 7,49 (1H, d,
J= 7,84 Hz, H-31), 2,31 [6H, N-(CH3),-33, -34], 1,68 (1H, m, H-35), 0,93/1,19 (1H,
m, H-36, -36"), 0,68 (3H, t, CH3-37), 0,63 (3H, d, J= 6,8 Hz, CH3-38); RMN de *C
a 100,62 MHz, DMSO-ds: 8 154,3 (C-1), 79,7 (C-3), 53,7 (C-4), 170,0 (C-5), 56,6
(C-7), 167,4 (C-8), 110,0-134,9 (C-10, -11, -12, -13, -14, -15, -16), 27,0 (C-17),
19,0 (C-18), 13,9 (C-19), 170,0 (C-21), 66,7 (C-22), 21,8 (C-23), 110,0-134,9 (C-
25, -26, -27, -28, -29, -30, -31, -32), 40,3 (C-33, -34), 34,5 (C-35), 22,6 (C-36), 9,6
(C-37), 13,9 (C-38).
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4.5.1.6 Discarina B, A09 (58): sdlido branco; Pf.: 234-235 °C (Lit. 235- 236 °C);

o1 Rf.: 0,48, em CHCl3-MeOH (98:2); [o]o® = -172 (c

14 13

0,1 em CHCL);'° isolada das fracdes basicas
etéreas de D. americana, coletada em Santana do
Livramento, S8o Sepé e Jaguari (Tabelas 17-19);
RMN de 'H a 400,13 MHz, CDCls: & 4,91 (1H, dd,

J= 2,0, 5,6 Hz, H-3), 4,44 (1H, dd, J= 5,6, 8,0 Hz,
H-4), 5,96 (1H, d, J= 6,8, NH-6), 4,26 (1H, m, H-7), 6,13 (1H, d, J= 9,2 Hz, NH-9),
6,48 (1H, H-10), 6,29 (1H, d, J= 7,6 Hz, H-11), 6,78-7,18 (4H, H-13, -14, -15, -16),
1,99 (1H, m, H-17), 1,23 (3H, d, J= 6,8 Hz, CHs-18), 0,98 (3H, d, J= 6,8 Hz, CHa-
19), 7,07 (1H, NH-20), 2,44 (1H, d, J= 4,4 Hz, H-22), 1,78 (1H, m, H-23), 1,26/1,50
(1H, m, H-24, H-24"), 0,94 (3H, t, CH3-25) 0,88 (3H, d, J= 6,8 Hz, CH3-26), 2,05
[6H, N-(CH3),-27, -28], 2,87/3,31 (1H, dd, J= 4,8, 7,8 Hz, H-29, -29"), 8,14 (1H, s,
NH-30), 7,16 (1H, H-31), 7,31 (1H, d, J= 8,0 Hz, H-34), 7,12 (1H, H-35), 7,09 (1H,
H-36), 7,59 (1H, d, J= 8,1 Hz, H-37); RMN de *C a 100,62 MHz, CDCls: & 156,3
(C-1), 81,6 (C-3), 55,7 (C-4), 171,3 (C-5), 54,3 (C-7), 167,5 (C-8), 125,6 (C-10),
114,0 (C-11), 131,5 (C-12), 119,7-131,5 (C-13, -14, -15, -16), 29,1 (C-17), 20,1 (C-
18), 14,9 (C-19), 172,2 (C-21), 74,0 (C-22), 34,7 (C-23), 27,5 (C-24), 12,1 (C-25),
14,6 (C-26), 42,8 (C-27, -28), 27,3 (C-29), 109,5-136,5 (C-31, 32, -33, -34, -35, -
36, -37, -38).

4.5.1.7 Discarina C, A04 (100): sélido branco; Pf.: 240-242 °C (Lit. 241-242 °C);
> 18 Rf.: 0,57, em CHCIl3-MeOH (98:2); [a]o®° = -239 (c 0,1

14 13

kG 12 | em CHCl,);*® isolada das fracBes basicas etéreas de
17 10
* Q0 NG o | D- americana, coletada em Santana do Livramento,
19'° 18 5
HZZZlOH(’;‘ N ,a S&0 Sepé e Jaguari (Tabelas 17-19); RMN de 'H a
24 23 %1 1 400,13 MHz, CDClz: & 6,16 (1H, d, J= 6,4 Hz, H-3),

26— (CH3), 3 _ _
5 2829 4,74 (1H, dd, J= 6,4, 8,8 Hz, H-4), 6,26 (1H, d, J=8,0

Hz, NH-6), 4,14 (1H, m, H-7), 6,61 (1H, d, J= 10,4 Hz, NH-9), 6,73 (1H, dd, J= 7,6,
10,4 Hz, H-10), 6,37 (1H, d, J= 7,6 Hz, H-11), 7,12-7,55 (4H, H-13, -14, -15, -16),
7,12-7,55 (5H, H-18, -18', -19, -19’, 20), 7,32 (1H, NH-21), 2,61 (1H, dd, J= 4.8,
5,2 Hz, H-23), 1,00/1,31 (1H, m, H-24, -24’), 1,23 (1H, m, H-25), 0,71 (3H, d, J=
6,8 Hz, CHs-26), 0,79 (3H, d, J= 6,8 Hz, CH3-27), 1,66 [6H, N-(CHs),-28, -29],
1,27/1,77 (1H, m, H-30, -30"), 1,61 (1H, m, H-31), 0,79 (3H, d, J= 6,8 Hz, CH3-32),
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0,87 (3H, d, J= 6,4 Hz, CH3-33); RMN de *3C a 100,62 MHz, CDCls: & 155,3 (C-1),
81,9 (C-3), 55,9 (C-4), 171,1 (C-5), 54,0 (C-7), 167,5 (C-8), 125,6 (C-10), 115,0
(C-11), 132,7 (C-12), 123,6-132,1 (C-13, -14, -15, -16), 137,2 (C-17), 127,8-129,0
(C-18, -18' -19, -19', -20), 173,8 (C-22), 65,4 (C-23), 33,7 (C-24), 24,4 (C-25), 20,5
(C-26), 21,8 (C-27), 40,9 (C-29, 30), 26,1 (C-31), 23,2 (C-32), 22,8 (C-33).

4.5.1.8 Discarina D, A05 (101): solido branco; Pf.: 211-213 °C (Lit. 212 °C); Rf.:
1> 18 0,54, em CHCl5-MeOH (98:2); [a]o®® = - 148 (c 0,1

14 13
1 18 2 1 12
S 0

11
20 17 3 o o \ 10 .
4 NG o de D. americana, coletada em Santana do

5 8
HN2; HN - 32
=0 © 30

#— 3 3 RMN de *H a 400,13 MHz, CDCls: § 6,11 (1H, d, J=

26— N(CHs), 2
s 2828 6,4 Hz, H-3), 4,66 (1H, dd, J= 6,4, 64,4 Hz, H-4),

6,49 (1H, d, J= 8,0 Hz, NH-6), 4,57 (1H, m, H-7), 6,52 (1H, d, J= 12,4 Hz, NH-9),
6,74 (1H, dd, J= 7,6, 12,4 Hz, H-10), 6,39 (1H, d, J= 7,6 Hz, H-11), 7,12-7,55 (4H,
H-13, -14, -15, -16), 7,05-7,50 (5H, H-18, -18', -19, -19', 20), 7,21 (1H, NH-21),
2,26 (1H, dd, J= 6,0, 6,0 Hz, H-23), 0,96/1,09 (1H, m, H-24, -24"), 1,48 (H, m, H-
25), 0,79 (3H, d, J= 6,4 Hz, CH3-26), 0,85 (3H, d, J= 6,8 Hz, CH3-27), 1,57 [6H, N-
(CHs),-28, -29], 2,86/3,19 (1H, dd, J= 9,2, 4,0 Hz, H-30, -30"), (5H, H-32, -32’ -33,
-33’, 34); RMN de **C a 100,62 MHz, CDCls. § 155,3 (C-1), 81,9 (C-3), 55,9 (C-4),
171,1 (C-5), 54,0 (C-7), 166,7 (C-8), 125,5 (C-10), 115,7 (C-11), 132,5 (C-12),
123,4-132,0 (C-13, -14, -15, -16), 137,3 (C-17), 127,8-128,8 (C-18, -18' -19, -19, -
20), 173,7 (C-22), 64,8 (C-23), 34,6 (C-24), 26,0 (C-25), 22,2 (C-26), 22,9 (C-27),
40,8 (C-28, -29), 36,3 (C-30), 136,3 (C-31), 126,7-129,0 (C-32, -32", -33, -33', -34).

em CHCls):*® isolada das fracBes bésicas etéreas

19'° 18
33 | Livramento, S8o Sepé e Jaguari (Tabelas 17-19);

4.5.1.9 Miriantina A, A06 (105): sdlido branco; Pf.: 206-207 °C (Lit. 206 °C); Rf.:

s 0,51, em CHCI:-MeOH (98:2); [a]o™® = - 263 (c, 0,1

) L 2‘: L )2 o CHCls);”? isolada da fragdo basica etérea de D.

o ;21 SZN&:Q americana, coletada em Santana do Livramento (Tabela

2-0 ¢ "\® a1 | 17); RMN de 'H a 400,13 MHz, CDCl: & 6,21 (1H, d, J=

i 2:4 Nery, © | 6.4 Hz, H-3), 471 (1H, dd, J= 6,4, 8,4 Hz, H-4), 6,40 (1H,
21 2829

d, J= 8,4 Hz, NH-6), 4,09 (1H, dd, J= 3,2, 3,2 Hz, H-7),
6,61 (1H, d, J= 10,4 Hz, NH-9), 6,73 (1H, dd, J= 7,6, 10,4 Hz, H-10), 6,38 (1H, d,
J= 7,6 Hz, H-11), 7,12-7,54 (4H, H-13, -14, -15, -16), 7,12-7,54 (5H, H-18, -18’, -
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19, -19', 20), 7,26 (1H, NH-21), 2,63 (1H, dd, J= 8,4, 8,4 Hz, H-23), 1,02/1,21 (1H,
m, H-24, -24°), 1,62 (H, m, H-25), 0,78 (3H, d, J= 6,8 Hz, CH3-26), 0,86 (3H, d, J=
6,8 Hz, CH3-27), 1,68 [6H, N-(CHs3)»-27, -28], 2,19 (1H, m, H-30), 0,97/1,08 (2, m,
H-31, -31"), 0,81 (3H, t, CHs-32), 0,66 (3H, d, J= 7,2 Hz, CH3-33); RMN de °C a
100,62 MHz, CDCl: § 155,4 (C-1), 81,8 (C-3), 56,4 (C-4), 171,6 (C-5), 59,3 (C-7),
166,9 (C-8), 125,7 (C-10), 115,3 (C-11), 132,7 (C-12), 123,6-132,3 (C-13, -14, -15,
-16), 137,4 (C-17), 127,7-129,1 (C-18, -18' -19, -19’, -20), 173,8 (C-22), 65,8 (C-
23), 33,8 (C-24), 26,1 (C-25), 21,7 (C-26), 23,0 (C-27), 41,2 (C-28, -29), 33,8 (C-
30).

4.5.2 Ciclopeptideos neutros

4.5.2.1 Discareno C, D02 (154): Pf.: Amorfo, com decomposi¢do a 273-275

b 21— M| °C;Rf: 0,28, em CHCI>-MeOH (98:2); [o]o® = -
w2 o =\ Wl 51,7 (c 0,2 em CHCIl3-MeOH 50:50);%? isolado da
i “"H_: . :iON 70\8H “Q_MH fracdo basica etérea de D. americana, coletada
2\—0 2 em Santana do Livramento (Tabela 17); RMN de

" \ y ’ * | 'H a 400,13 MHz, CDCls: § 6,14 (1H, d, J= 6,2 Hz,

w (" H-3), 4.86 (1H, dd, J= 6,2, 8,8 Hz, H-4), 6.38 (1H,

7 NH-6), 4.13 (1H, m, H-7), 6.64 (1H, d, J= 10.2 Hz,

NH-9), 6.74 (1H, dd, J= 7.6, 10.2 Hz, H-10), 6.37 (1H, d, J= 7.6 Hz, H-11), 7.17
(1H, H-13), 7.33 (1H, H-14), 7.41 (1H, H-15), 7.15 (1H, H-16), 7.52 (2H, H-18,
H-18'"), 7.47 (2H, H-19, H-19", 7.43 (1H, H-20), 5.12 (1H, d, J= 8.8 Hz, NH-21),
5.23 (1H, d, J= 14.0 Hz, H-23), 6.36 (1H, dd, J= 6.8, 14.0 Hz, H-24), 2.27 (1H,
m, H-25), 0.92 (3H, d, J= 6.7 Hz, CH3-26), 0.91 (3H, d, J= 6.7 Hz, CH3-27),
1.79/1.29 (1H, m, H-28, H-28", 1.18 (1H, m, H-29), 0.75 (3H, d, J= 6.5 Hz,
CH3-30), 0.64 (3H, d, J= 6.5 Hz, CH3-31); RMN de **C a 100,62 MHz, CDCls: &
155.2 (C-1), 81.9 (C-3), 56.1 (C-4), 171.1 (C-5), 52.5 (C-7), 167.4 (C-8), 125.4
(C-10), 114.8 (C-11), 132.6 (C-12), 130.3 (C-13), 123.6 (C-14), 129.1 (C-15),
132.1 (C-16), 136.5 (C-17), 127.8 (C-18, C-18", 128.9 (C-19, C-19"), 123.4 (C-
20), 165.8 (C-22), 119.1 (C-23), 153.0 (C-24), 30.7 (C-25), 21.2 (C-26), 21.1
(C-27), 39.1 (C-28), 23.1 (C-29), 22.5 (C-30), 20.4 (C-31); IR (KBr) vmax 3280,
1625, 1234 cm™; FABMS m/z 490 [M+H]"; anal. C 71.30%, H 7.19%, N 8.44%,
calculado para CygH3sN304 C 71.54%, H 7.21%, N 8.58%.
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4.5.2.2 Discareno D, D03 (155): sélido branco; Pf.: 268-270 °C; Rf.: 0,23, em

15 16

ww 2,z S | CHCls-MeOH (98:2); [a]o® = - 164,0 (c 0,2 em CHCls-
’ — sfo o \/ﬁ“ MeOH 50:50); 22 isolado da fracdo basica etérea de D.

19 18 jog 789H

H-Naw N H americana, coletada em Santana do Livramento
H\ | (Tabela 17); RMN de 'H a 400,13 MHz, CDCls: § 5,80
2 | (1H, d, J= 7,6 Hz, H-3), 4,88 (1H, dd, J= 7,6, 10,0 Hz,
H-4), 8,03 (1H, d, J= 8,2 Hz, NH-6), 4.06 (1H, m, H-7),
6,96-7,04 (1H, NH-9), 6,51 (2H, H-10, -11), 6,97-7,28 (4H, H-13, -14, -15, -16),
7,42 (2H, H-18, -18"), 6,97-7,28 (3H, H-19, -19', -20), 7,59 (1H, d, J= 10.0 Hz,
NH-21), 5,32 (1H, d, J= 14,0 Hz, H-23), 6,29 (1H, dd, J= 6,6, 14,0 Hz, H-24),
2,25 (1H, m, H-25), 0,90 (3H, d, J= 6,0 Hz, CH3-26), 0,92 (3H, d, J= 6,0 Hz,
CH3-27), 3,01/2,60 (1H, dd, J= 6,4, 14,0 Hz, H-28, -28"), 6,67-7,28 (5H, H-30, -
30", -31, -31', -32); RMN de *3C a 100,62 MHz, CHCls: § 155,1 (C-1), 82,2 (C-
3), 55,7 (C-4), 170,5 (C-5), 55,2 (C-7), 167,5 (C-8), 125,8 (C-10), 119,2 (C-11),
131,4 (C-12), 130,7 (C-13), 120,9 (C-14), 122,4 (C-15), 129,9 (C-16), 137,6 (C-
17), 128,1 (C-18, -18", 127,2 (C-19, -19"), 127,4 (C-20), 163,5 (C-22), 120,9
(C-23), 148,2 (C-24), 29,8 (C-25), 21,1 (C-26), 21,3 (C-27), 36,1 (C-28), 137,1
(C-29), 128,5 (C-30), 127,9 (C-31), 125,6 (C-32) IR (KBr): vmax 3260, 1648,
1277, 1261 cm™; FABMS m/z 490 [M+H]"; anal. C 71.30%, H 7.19%, N 8.44%,
calculado para CygH3sN304 C 71.54%, H 7.21%, N 8.58%.

4.5.2.3 Discarina M, D01 (156): Pf.: Amorfo, com decomposi¢éo a 295-297 °C;
© * ., n | Rf:0,36, em CHCl;-MeOH (98:2): [a]p®® = - 176,7 (c

18 26 1 12 1
N H 140:13 N2hl 0,2 em CHCl-MeOH 50:50);® isolada das fracdes
4 (6]

19 A ; ' {NZ; basicas etéreas de D. americana, coletada em

2 jo 2 Santana do Livramento e S8o Sepé (Tabelas 17 e 18);
N “ | RMN de H a 400,13 MHz, DMSO-ds: & 4,89 (1H, dd,

Ny J=17,6, 7,7 Hz, H-3), 4,55 (1H, dd, J= 7,6, 10,0 Hz, H-
4), 6,72 (1H, d, J= 8,0 Hz, NH-6), 3,78 (1H, m, H-7), 7,62 (1H, d, J= 9,7 Hz,
NH-9), 6,51 (1H, dd, J= 9,7, 7,5 Hz, H-10), 6,38 (1H, d, J= 7,5 Hz, H-11), 6,93
(1H, d, J= 8,3 Hz, H-13), 7,11 (1H, d, J= 8,3 Hz, H-14), 7,08 (1H, d, J= 8,7 Hz,
H-15), 7,00 (1H, d, J= 8,7 Hz, H-16), 2,08 (1H, m, H-17), 0,82 (3H, d, J= 6,7
Hz, CHs-18), 1,13 (3H, d, J= 6,7 Hz, CH3-19), 8,42 (1H, d, J= 10,0 Hz, NH-20),
5,84 (1H, d, J= 14,0 Hz, H-22), 6,61 (1H, dd, J= 6,8, 14.0 Hz, H-23), 2,35 (1H,

25

68
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m, H-24), 0,94 (3H, d, J= 6,7 Hz, CHs-25), 0,96 (3H, d, J= 6,7 Hz, CH3-26),
1,43/1,31 (1H, m, H-27, -27'), 1,25 (1H, m, H-28), 0,69 (3H, d, J= 6,5 Hz, CHa-
29), 0,49 (3H, d, J= 6,5 Hz, CH3-30); RMN de **C a 100,62 MHz, DMSO-dg: &
155,8 (C-1), 82,2 (C-3), 54,9 (C-4), 171,4 (C-5), 52,1 (C-7), 168,0 (C-8), 125,7
(C-10), 116,8 (C-11), 131,1 (C-12), 130,9 (C-13), 121,4 (C-14), 122,8 (C-15),
130,3 (C-16), 28,2 (C-17), 14,4 (C-18), 20,4 (C-19), 164,1 (C-21), 121,0 (C-22),
149,7 (C-23), 30,0 (C-24), 21,4 (C-25), 21,5 (C-26), 38,6 (C-27), 23,4 (C-28),
23,1 (C-29), 21,3 (C-30); IR (KBr) vmax 3280, 1625, 1234 cm™; ); FABMS m/z
456 [M+H]"; anal. C 68.27%, H 8.09%, N 9.47%, calculado para CysHz7N30,, C
68.54%, H 8.19%, N 9.22%.

4.5.2.4 Discarina N, D15 (157): sélido branco; Pf.: 233-235 °C; Rf.: 0,5, em

» GRae S CHCl5-MeOH (95:5); [a]po®® = + 98,0 (c 0,092 em

" H % N4 | CHCl-MeOH 50:50):2 isolada das fracbes basicas
etéreas de D. americana, coletada em Santana do
Livramento e Sdo Sepé (Tabelas 17 e 18); RMN de
'H a 400,13 MHz, DMSO-d¢: & 4,13 (AH, d, J=7,2
Hz, H-3), 4,21 (1H, dd, J= 7,2, 8,8 Hz, H-4), 7,19
(1H, d, J= 11,5 Hz, NH-6), 4,01 (1H, m, H-7), 6,09 (1H, d, J= 8,8 Hz, NH-9),
6,85 (1H, dd, J= 7,4, 8,8 Hz, H-10), 6,44 (1H, d, J= 7,4 Hz, H-11), 7,00 (1H, d,
J= 8,5 Hz, H-13), 6,87 (1H, d, J= 8,5, H-14), 6,54 (1H, d, J= 8,1 Hz, H-15), 7,11
(1H, d, J= 8,1 Hz, H-16), 1,83 (1H, dd, J= 6,7, 6,8 Hz, H-17), 1,14 (3H, d, J=
6,7 Hz, CHs-18), 0,86 (3H, d, J= 6,8 Hz, CH3-19); 8,05 (1H, d, J= 8,8 Hz, NH-
20), 5,96 (1H, d, J= 15,8 Hz, H-22), 6,85 (1H, d, J= 15,8 Hz, H-23), 6,98-6,92
(5H, H-25, -25', -26, -26', -27), 4,23 (1H, dd, J= 6,4, 4,4 Hz, H-28), 5,49 (1H, d,
J= 4,4, Hz, OH-28), 7,45-7,41 (5H, H-30, -30', -31, -31', -32). RMN de °C a
100,62 MHz, DMSO-d¢: & 158,6 (C-1), 86,5 (C-3), 56,0 (C-4), 166,9 (C-5), 57,4
(C-7), 163,3 (C-8), 126,9 (C-10), 117,6 (C-11), 132,0 (C-12), 131,2 (C-13),
121.2 (C-14), 127.9 (C-15), 129.4 (C-16), 28,0 (C-17), 14,9 (C-18), 20,4 (C-19),
168,9 (C-21), 121,7 (C-22), 139,4 (C-23), 134,7 (C-24), 127,7 (C-25), 129,1 (C-
26), 129,7 (C-27), 73,3 (C-28), 142,2 (C-29), 127,0 (C-30), 126,8 (C-31), 127,3
(C-32); IR (KBr): vmax 3260, 1648, 1277, 1261 cm™; FABMS m/z 540 [M+H]*;
anal. C 71.02%, H 6.04%, N 7.95%, calculado para Cs3;H33N30s5, C 71.22%, H
6.16%, N 7.79%.
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4.5.3 Degradacdo quimica dos ciclopeptideos neutros (Esquema 11)

4.5.3.1 Hidrélise dos ciclopeptideos neutros

Em uma ampola de vidro, adicionou-
se o ciclopeptideo neutro (10,0 mg) e HCI 6N
(3,0 mL), o tubo foi selado e deixado a 120
°C durante 24 h. Apbés evaporacdo do
solvente, o produto foi colocado em
dessecador a vacuo, sob NaOH, durante 12
h.

4.5.3.2 Esterificagdo dos aminoacidos

A reacéo de esterificagao, catalizada
por &cido, das unidades de aminoé&cidos
resultantes da hidrolise, foi realizada
colocando-se em um vidro de 2 mL, bem
vedado, 1,0 mL de MeOH-HCI 1,5N.
Decorrido 30 minutos a temperatura
ambiente, o solvente foi removido com

corrente de nitrogénio.

4.5.3.3 N, ou N, O-trifluoracetilacao
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202,203

HN
@)
R HCI 6N
120 °C
24h
OH COOH

*
R -
ASLCOOH R <
NH,

1-MeOH/HCI 1,5N; 30 min
2-TFAA; CH,Cly; 1 h

R

COOMe

*

NTFA

¢

Esquema 11: Degradacédo quimica

O produto da esterificacao foi dissolvido, em um recipiente de vidro bem

vedado, com 200,0 uL de diclorometano e 50,0 uL de anidrido trifluoracético.

Apods ter mantido 30 minutos a temperatura ambiente, o solvente foi

removido por corrente de nitrogénio. O produto da reacao foi dissolvido em 500,0

uL de diclorometano e analisado por CG.

202. Silva, U.F., Cardoso, C.D., Zanatta, N., Morel, A.F., Icheln, D., Gehrcke, B. Phytochemical Analysis 1996, 7, 20

203. Bayer, A. L, Konig, W. A. J. Chromatogr. Sci. 1969, 7, 95
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4.5.4 Triterpendides

4.5.4.1 Acido ursélico, J61 (194): sélido branco; Pf: 294-295 °C (Lit. 294-296
¥ °C);?%* Rf: 0,22 em Hex-AcOET (75:25); isolado das

partes aéreas de D. americana coletada em Jaguari

e partes aéreas de C. paradoxa (Tabelas 26 e 29);
RMN de 'H a 400,13 MHz, CDCls: 3,14 (1H, dd,
J=6,0, 10,6, H-3), 5,17 (1H, t, H-12), 2,16 (1H, d, J=
11,5 H-18), 1,81 (1H, dd, J= 6,0, 6,41 H-19), 0,67,
0,78, 0,85, 0,88, 0,91, 0,95, 1,0, (3H, s, CH3-23, -24, -25, -26, -27, -29, -30), 1,06-
1,85 (m, outros hidrogénios); RMN de *C a 100,62 MHz, CDCls: & 38,6 (C-1),
27,2 (C-2), 78,9 (C-3), 38,7 (C-4), 55,2 (C-5), 18,2 (C-6), 32,9 (C-7), 39,4 (C-8),
47,1 (C-9), 36,9 (C-10), 23,2 (C-11), 125,5 (C-12), 138,1 (C-13), 41,9 (C-14), 28,0
(C-15), 24,2 (C-16), 48,0 (C-17), 52,8 (C-18), 38,8 (C-19), 39,0 (C-20), 30,6 (C-
21), 36,6 (C-22), 28,1 (C-23), 15,5 (C-24), 15,4 (C-25), 16,8 (C-26), 23,5 (C-27),
183,7 (C-28), 16,9 (C-29), 21,1 (C-30).

4.5.4.2 Lupeol, C06 (199): sélido branco; Pf: 216-217 °C (Lit. 216-218 °C);?* Rf:
/// B 0,28 em Hex-DCM (95:05); isolado das partes aéreas

307 20,19 2

de C. paradoxa e G. ulmifolia (Tabelas 29 e 35). RMN
de 'H a 400,13 MHz, CDCls: § 3,16 (1H, dd, J= 4,9,
5,0, H-3), 1,89 (1H, m, H-13), 2,35 (1H, m, H-19),
0,73, 0,76, 0,80, 0,91, 0,94, 0,95, 1,01, 1,65 (3H, s,
CH3-23, -24, -25, -26, -27, -28, -30), 4,53/4,65 (1H, s,
H-29, -29'), 0,64-1,62 (m, outros hidrogénios); RMN de *3C a 100,62 MHz, CDCls:
8 38,1 (C-1), 27,4 (C-2), 78,9 (C-3), 38,8 (C-4), 55,2 (C-5), 18,1 (C-6), 34,3 (C-7),
40,8 (C-8), 50,4 (C-9), 37,2 (C-10), 20,9 (C-11), 25,2 (C-12), 37,9 (C-13), 42,8 (C-
14), 27,4 (C-15), 35,5 (C-16), 42,9 (C-17), 48,3 (C-18), 47,9 (C-19), 150,8 (C-20),
29,6 (C-21), 40,0 (C-22), 27,9 (C-23), 15,2 (C-24), 16,0 (C-25), 15,4 (C-26), 15,3
(C-27), 18,3 (C-28), 109,3 (C-29), 19,2 (C-30).

204. Porter, R., Reese, P.B., Williams, L., Williams, D., 1995. Phytochemistry 40, 735
205. Reynolds, W. F., Mclean, S., Poplawski, J., Enriquez, R. G., Escobar, L. I. Tetrahedron 1996, 42, 3419
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4.5.4.3 Acido betulinico, L02 (192): sélido branco; Pf: 289-290 °C (Lit. 290-291
//30 °C);%*® Rf: 0,60, em CHCIl3-MeOH (95:5); isolado
das partes aéreas e casca da raiz de D. americana

e Colletia paradoxa e, partes aéreas de Gouania
ulmifolia (Tabelas 20-22, 24-27, 29-37); RMN de
'H a 400,13 MHz, Pyr-ds: & 3,45 (1H, m, H-3), 2,65
(1H, m, H-19), 0,81, 1,01, 1,05, 1,07, 1,22, 1,78
(3H, s, CH3-23, -24, -25, -26, -27, -30), 4,76/4,93 (2H, s, H-29, -29"), 0,91-2,72 (m,
outros hidrogénios); RMN de **C a 100,62 MHz, Pyr-ds: & 38,6 (C-1), 28,3 (C-2),
78,1 (C-3), 39,5 (C-4), 55,9 (C-5), 18,8 (C-6), 34,8 (C-7), 41,1 (C-8), 51,1 (C-9),
37,5 (C-10), 21,2 (C-11), 26,1 (C-12), 39,3 (C-13), 42,8 (C-14), 30,3 (C-15), 32,9
(C-16), 56,2 (C-17), 49,8 (C-18), 47,8 (C-19), 151,3 (C-20), 31,2 (C-21), 37,5 (C-
22), 28,7 (C-23), 16,3 (C-24), 16,4 (C-25), 16,4 (C-26), 14,9 (C-27), 178,8 (C-28),
109,9 (C-29), 19,4 (C-30).

4.5.4.4 Acido ceanético, J20 (193): amorfo decomposicédo 333-335 °C; (Lit. 335-
338 °C);? Rf: 0,22 em Hex-AcOET (75:25);

isolado das partes aéreas de D. americana

coletada em Jaguari, partes aéreas e casca da raiz
de C. paradoxa (Tabelas 26 e 27, 29-34); RMN de
'H a 400,13 MHz, CDCls: § 2,52 (1H, s, H-1), 4,08
(1H, s, H-3), 2,13 (1H, dd, J= 12,2, 2,5 H-13), 2,88
(1H, m, H-19), 0,84, 0,85, 0,86, 0,99, 1,04, 1,57 (3H, s, CH3-23, -24, -25, -26, -27,
-30), 4,52/4,64 (2H, s, H-29, -29"), 1,26-1,81 (m, outros hidrogénios); RMN de **C
a 100,62 MHz, CDCl3: § 65,4 (C-1), 178,0 (C-2), 84,7 (C-3), 43,2 (C-4), 56,5 (C-5),
18,4 (C-6), 33,9 (C-7), 41,6 (C-8), 46,8 (C-9), 49,4 (C-10), 23,5 (C-11), 25,3 (C-
12), 38,5 (C-13), 42,7 (C-14), 29,8 (C-15), 32,1 (C-16), 56,5 (C-17), 49,4 (C-18),
44,5 (C-19), 150,3 (C-20), 30,6 (C-21), 36,9 (C-22), 30,7 (C-23), 19,4 (C-24), 18,4
(C-25), 16,4 (C-26), 14,7 (C-27), 179,3 (C-28), 109,5 (C-29), 19,1 (C-30).

206. Ogura, M., Cordell G. A., Farnsworth, N. R. Lloydia, 1977, 40, 157
207. Lee, S.-S., Lin, C.-J. and Liu, K., Journal of Natural Products, 1992, 55(5), 602
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4.5.4.5 Acido ziziberendlico, C15 (206): sélido branco; Pf; 213-215 °C (Lit. 214-
216 °C);*®® Rf: 0,42 em CHCl3-MeOH (80:20);
obtido da raiz de C. paradoxa (Tabelas 33 e 34);
RMN de *H a 400,13 MHz, CDCls: § 9,70 (1H, s, H-
2), 6,53 (1H, s, H-3), 3,01 (1H, m, H-9), 4,66 (1H,
d, J= 2,2, 2,5 H-30), 0,96, 0,97, 0,98, 1,12, 1,13,
1,67 (3H, s, CH3-23, -24, -25, -26, -27, -29), 0,85-
2,31 (m, outros hidrogénios); RMN de *3C a 100,62
MHz, CDCls: 8 157,3 (C-1), 191,4 (C-2), 163,2 (C-3), 43,7 (C-4), 63,0 (C-5), 16,8
(C-6), 35,1 (C-7), 42,9 (C-8), 46,9 (C-9), 52,2 (C-10), 24,1 (C-11), 25,1 (C-12),
38,2 (C-13), 42,5 (C-14), 29,8 (C-15), 32,3 (C-16), 56,2 (C-17), 49,4 (C-18), 47,5
(C-19), 150,0 (C-20), 30,6 (C-21), 37,1 (C-22), 28,1 (C-23), 20,4 (C-24), 19,0 (C-
25), 17,6 (C-26), 14,7 (C-27), 182,6 (C-28), 19,3 (C-29), 109,9 (C-30).

4.5.4.6 Taraxerol, C09 (200): sélido branco; Pf: 279-281 °C (Lit.278-279 °C);**° Rf:
0,57 em DCM-MeOH (90:10); obtido das partes
aéreas de C. paradoxa (Tabelas 30 e 31); RMN de
'H a 400,13 MHz, CDCls: § 3,19 (1H, d, J= 9,3, H-3),
0,77 (1H, H-5), 2,04 (1H, m, H-7), 1,03 (1H, d, J= 4,3,
H-9), 5,53 (1H, dd, J= 3,0, 5,1, H-15), 1,64/1,89 (1H,
dd, J= 2,4, 12,2, H-16), 0,80, 0,82, 0,90, 0,91, 0,92,
0,95, 0,97, 1,09 (3H, s, CH3-23, -24, -25, -26, -27, -28, -29, -30), 1,22-1,66 (m,
outros hidrogénios); RMN de **C a 100,62 MHz, CDCls: § 37,7 (C-1), 27,1 (C-2),
79,0 (C-3), 38,9 (C-4), 55,5 (C-5), 18,8 (C-6), 41,3 (C-7), 38,7 (C-8), 48,9 (C-9),
35,7 (C-10), 17,5 (C-11), 35,1 (C-12), 37,5 (C-13), 158,1 (C-14), 116,8 (C-15),
36,9 (C-16), 38,0 (C-17), 49,3 (C-18), 37,7 (C-19), 28,8 (C-20), 33,7 (C-21), 33,1
(C-22), 28,0 (C-23), 15,4 (C-24), 15,4 (C-25), 29,8 (C-26), 25,9 (C-27), 29,9 (C-
28), 33,3 (C-29), 21,5 (C-30).

208. Kundu, A. B., Bark, B. R., Mondal, D. N., Dey, A. K. and Banerji, A., Phytochemistry, 1989, 28, 3155
209. Sakuri, N., Yaguchi, Y. and Inoue, T. Phytochemistry, 1987, 26, 217
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4.5.4.7 Taraxerona, C11 (201): sélido branco; Pf: 280-283 °C (Lit. 278-280 °C);**°

Rf: 0,14 em Hex-Acetona (95:05); isolado da fracdo
hexanica das partes aéreas de C. paradoxa (Tabela
29); RMN de 'H a 400,13 MHz, CDCls: & 1,87/1,66
(2H, m, H-1), 2,55/2,34 (2H, m, H-2), 5,56 (1H, dd, J=
3,2, 8,0, H-15), 1,68/1,94 (1H, dd, J= 2,4, 12,2, H-16),
2,06 (1H, t, H-18), 0,83, 0,91, 0,91, 0,95, 1,06, 1,08,

1,09, 1,14 (3H, s, CHs-23, -24, -25, -26, -27, -28, -29, -30), 0,99-1,68 (m, outros
hidrogénios); RMN de **C a 100,62 MHz, CDCls: & 38,3 (C-1), 34,1 (C-2), 217,5
(C-3), 47,5 (C-4), 55,7 (C-5), 19,9 (C-6), 35,1 (C-7), 38,8 (C-8), 48,7 (C-9), 37,5
(C-10), 17,4 (C-11), 36,6 (C-12), 37,6 (C-13), 157,6 (C-14), 117,1 (C-15), 37,7 (C-
16), 35,7 (C-17), 48,8 (C-18), 40,6 (C-19), 28,7 (C-20), 33,5 (C-21), 33,0 (C-22),
26,1 (C-23), 21,4 (C-24), 14,7 (C-25), 29,9 (C-26), 25,5 (C-27), 29,8 (C-28), 33,3
(C-29), 21,3 (C-30).

4.5.4.8 Seco-3,4 taraxerona, C64 (202): amorfo decomposigao 252-255 (Lit. >
250 °C);*'! Rf: 0,48 em Hex-Acetona (90:10); obtida do
extrato hexanico das partes aéreas de C. paradoxa
(Tabelas 29 e 30); RMN de 'H a 400,13 MHz, CDCls: &
1,72 (2H, t, H-2), 2,21 (2H, m, H-2), 1,86 (1H, m, H-4),
2,16 (1H, H-13), 5,28 (1H, d, J= 6,7, H-15), 1,79 (2H, H-
16), 4,85 (1H, s, H-19), 0,90 (3H, d, J= 6,9, H-23), 0,79 (3H, d, J= 6,7, H-24), 0,84,
0,92, 1,01, 1,02, 1,05, 1,23 (3H, s, CH3-25, -26, -27, -28, -29, -30), 0,88-1,46 (m,
outros hidrogénios):RMN de **C a 100,62 MHz, CDCls: § 28,4 (C-1), 32,7 (C-2),
180,7 (C-3), 31,2 (C-4), 47,5 (C-5), 17,6 (C-6), 34,5 (C-7), 39,6 (C-8), 40,8 (C-9),
36,5 (C-10), 17,6 (C-11), 33,9 (C-12), 40,8 (C-13), 158,0 (C-14), 116,9 (C-15),
37,6 (C-16), 40,8 (C-17), 46,2 (C-18), 39,1 (C-19), 30,9 (C-20), 32,7 (C-21), 30,0
(C-22), 25,0 (C-23), 18,7 (C-24), 19,8 (C-25), 24,7 (C-26), 24,4 (C-27), 23,7 (C-
28), 33,5 (C-29), 23,5 (C-30).

210. Souza, A. D. L., Rocha, A. F. I, Pinheiro, M. L. B., Andrade, C. H. S., Galotta, A. L. A. Q., Santos M. P. S. S. Quimica Nova, 2001, 24
439
211. Setzer, W. N., Shen, X., Bates, R. B., Burns, J. R., McClure, K. J., Zhang, P., Moriarity, D. M., Lawton, R. O. Fitoterapia, 2000, 71, 195
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4.5.4.9 Germanicol, C24 (203): sélido branco; Pf: 218-220 °C (Lit. 221-222
°C);*? Rf: 0,62 em Hex-DCM (90:10); isolado do
extrato hexanico das partes aéreas de C. paradoxa
(Tabela 29); RMN de *H a 400,13 MHz, CDCls: § 3,19
(1H, d, J= 9,3, H-3), 0,77 (1H, H-5), 2,04 (1H, m, H-7),
1,03 (1H, d, J= 4,3, H-9), 1,64/1,89 (1H, dd, J= 2,4,
12,2, H-16), 4,84 (1H, dd, J= 3,0, 5,1, H-19), 0,80,
0,82, 0,90, 0,91, 0,92, 0,95, 0,97, 1,09 (3H, s, CH3-23, -24, -25, -26, -27, -28, -29, -
30), 1,22-1,66 (m, outros hidrogénios); RMN de **C a 100,62 MHz, CDCls: § 37,7
(C-1), 27,1 (C-2), 79,0 (C-3), 38,9 (C-4), 55,5 (C-5), 18,8 (C-6), 41,3 (C-7), 38,7
(C-8), 48,9 (C-9), 35,7 (C-10), 17,5 (C-11), 35,1 (C-12), 37,5 (C-13), 158,1 (C-14),
116,8 (C-15), 36,9 (C-16), 38,0 (C-17), 142,6 (C-18), 129,7 (C-19), 28,8 (C-20),
33,7 (C-21), 33,1 (C-22), 28,0 (C-23), 15,4 (C-24), 15,4 (C-25), 29,8 (C-26), 25,9
(C-27), 29,9 (C-28), 33,3 (C-29), 21,5 (C-30).

4.5.4.10 Germanicona, C12 (204): sélido branco; Pf: 189-191 °C (Lit. 190-192
°C);?"* Rf: 0,11 em Hex-Acetona (95:05); isolado do
extrato hexanico das partes aéreas de C. paradoxa
(Tabela 29); RMN de *H a 400,13 MHz, CDCls: § 4,85
(1H, s, H-19), 0,94, 095, 0,99, 1,03, 1,04 1,05 1,08,
1,11 (3H, s, CH3-23, -24, -25, -26, -27, -28, -29 e -30),
0,74-2,47 (m, s, outros hidrogénios); RMN de *°C a
100,62 MHz, CDCl3: § 38,3 (C-1), 34,0 (C-2), 218,0 (C-3), 47,1 (C-4), 54,8 (C-5),
19,6 (C-6), 35,4 (C-7), 39,5 (C-8), 50,4 (C-9), 36,8 (C-10), 21,4 (C-11), 26,8 (C-
12), 38,4 (C-13), 43,2 (C-14), 27,4 (C-15), 37,3 (C-16), 33,9 (C-17), 129,8 (C-18),
142,4 (C-19), 32,2 (C-20), 33,5 (C-21), 37,5 (C-22), 29,1 (C-23), 15,8 (C-24), 15,9
(C-25), 17,9 (C-26), 14,4 (C-27), 25,2 (C-28), 31,2 (C-29), 29,7 (C-30).

212 Gonzalez, A. G., Fraga, B. M., Gonzalez, P., Hernandez, M. G., Ravelo, A. G. Phytochemistry, 1981, 20, 1919
213. Breen, G. J. W. Aust. J. Chem, 1996, 19, 455
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4.5.4.11 Seco-3,4-germanicona, C63 (205): sélido branco; Pf: 210-212 °C, [o]p®°
= + 11,4 (C 1,01, CHCI3); Rf: 0,48 em Hex-Acetona

(90:10); obtida dos extratos hexanicos das partes aéreas

e casca da raiz de C. paradoxa (Tabelas 29 e 30); RMN
de 'H a 400,13 MHz, CDCls: 8 1,72 (2H, t, H-1), 2,21
(2H, m, H-2), 1,86 (1H, m, H-4), 0,89 (1H, m, H-5), 1,23
(1H, m, H-6), 1,15 (2H, m, H-7), 1,46 (1H, d, J= 10,1, H-9), 1,01 (2H, m, H-11),
1,38 (2H, m, H-12), 2,16 (1H, dd, J= 8,6, 3,9, H-13), 1,79 (2H, m, H-15), 1,25 (2H,
m, H-16), 4,85 (1H, s, H-19), 1,12 (2H, m, H-21), 0,88 (2H, m, H-22), 0,90 (3H, d,
J= 6,9, H-23), 0,79 (3H, d, J= 6,7, H-24), 0,84, 0,92, 1,02, 1,05, 1,07, 1,23 (3H, s,
CH3-25, -26, -27, -28, -29, -30); RMN de *C a 100,62 MHz, CDCls: § 28,5 (C-1),
33,1 (C-2), 180,7 (C-3), 25,2 (C-4), 48,7 (C-5), 18,2 (C-6), 35,7 (C-7), 40,0 (C-8),
51,5 (C-9), 40,6 (C-10), 21,3 (C-11), 26,2 (C-12), 38,5 (C-13), 43,6 (C-14), 28,2
(C-15), 37,6 (C-16), 33,6 (C-17), 142,7 (C-18), 129,7 (C-19), 32,3 (C-20), 33,3 (C-
21), 36,6 (C-22), 24,7 (C-23), 18,4 (C-24), 17,4 (C-25), 18,7 (C-26), 14,4 (C-27),
25,1 (C-28), 31,3 (C-29), 29,2 (C-30); FABMS m/z 442,37317; IR (KBr): vimax 2951,
1710, 1464 cm™,

4.5.4.12 Acido alfitélico, G41 (207): sélido branco; Pf: 275-278 °C (Lit. °C);** Rf:
0,48 em DCM-MeOH (88:12); obtido das partes
aéreas de G. ulmifolia (Tabelas 36 e 37); RMN de *H
a 400,13 MHz, CDCls: § 0,86/2,03 (2H, dd, J= 4,0, 8,0,
H-1), 3,64 (1H, H-2), 3,01 (1H, H-3), 2,97 (1H, H-18),
0,79, 0,88, 0,90, 0,91, 0,96, 0,95, 1,01, 1,68 (3H, s,
CH3-23, -24, -25, -26, -27, 30), 0,84-2,35 (m, outros hidrogénios); RMN de *°C a
100,62 MHz, CDCls: & 46,7 (C-1), 69,2 (C-2), 83,8 (C-3), 38,5 (C-4), 55,4 (C-5),
18,2 (C-6), 34,2 (C-7), 40,7 (C-8), 50,4 (C-9), 39,1 (C-10), 20,9 (C-11), 25,3 (C-
12), 38,2 (C-13), 42,4 (C-14), 29,6 (C-15), 32,1 (C-16), 56,5 (C-17), 46,9 (C-18),
49,4 (C-19), 150,4 (C-20), 30,6 (C-21), 36,9 (C-22), 28,4 (C-23), 17,3 (C-24), 16,5
(C-25), 15,9 (C-26), 14,6 (C-27), 181,4 (C-28), 109,6 (C-29), 19,3 (C-30).

214 Yagi, A. Okamura, N., Haraguchi, Y., Noda, K. Nishioka, I. Chem. Pharm Bull. 1978, 26, 1798
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4.5.4.13 Acido 2-hidroxi-2-nor-20(29)-lupen-27,28-didico, G44 (208): sélido

I branco; Pf: 246-248 °C; [a]p®® = + 27,1 (C. 1,1, CHCly);

29 20’":,__ 19 21

Rf: 0,45 em DCM-MeOH (85:15); obtido das partes
aéreas de G. ulmifolia (Tabelas 36 e 37); RMN de 'H a
400,13 MHz, CDCls: 6 1,82 (1H, m, H-1), 3,21/3,66 (1H,
dd, J= 4,1, 8,5, H-2,- 2"), 1,78 (2H, dd, J= 4,3, 8,1, H-3),
1,19 (1H, m, H-5), 1,37 (1H, m, H-6), 2,07/2,43 (1H, m, H-7, -7"), 1,79 (1H, dd, J=
6,2; 6,6, H-9) 1,35/1,54 (1H, m, H-11, -11’), 1,62/2,14 (1H, m, H-12, -12’), 2,38
(1H, m, H-13), 1,48/1,53 (1H, m, H-15, -15'), 1,72/1,94 (1H, m, H-16, -16’), 1,73
(1H, dd, J= 6,1; 6,8, H-18), 3,11 (1H, m, H-19), 1,91/1,98 (1H, m, H-21, -21"),
1,51/1,66 (1H, m, H-22, -22’), 4,61/4,73 (1H, s, H-29, -29'), 0,90, 0,91, 0,99, 1,04,
1,71 (3H, s, CH3-23, -24, -25, -26, -30); RMN de **C a 100,62 MHz, CDCls: 44,1
(C-1), 62,5 (C-2), 42,0 (C-3), 38,1 (C-4), 58,0 (C-5), 19,0 (C-6), 34,9 (C-7), 41,2
(C-8), 52,1 (C-9), 48,3 (C-10), 23,6 (C-11), 26,3 (C-12), 40,5 (C-13), 60,1 (C-14),
28,5 (C-15), 37,5 (C-16), 56,3 (C-17), 52,2 (C-18), 47,7 (C-19), 150,9 (C-20), 30,9
(C-21), 37,9 (C-22), 33,8 (C-23), 26,7 (C-24), 19,0 (C-25), 17,9 (C-26), 178,5 (C-
27), 178,1 (C-28), 110,2 (C-29), 20,0 (C-30); IR (KBr): vmax 3417, 2949, 1690,
1459, 886 cm™.

4.5.4.14 Acido 24-hidroxi-A(1)-nor-2,20(29)-lupadien-27,28-didico, G45 (209):
/ sélido branco; Pf: 238-240 °C; [a]p®® = + 8,3 (C. 1,2,
CHCI3); Rf: 0,22 em DCM-MeOH (85:15); obtido das
partes aéreas de G. ulmifolia (Tabelas 36 e 37); RMN de
'H a 400,13 MHz, CDCls: § 5,49 (1H, d, J= 5,8, H-2), 6,07
““‘"";HZOH (1H, d, J= 5,8, H-3), 1,29 (1H, d, J= 12,3, H-5), 1,56/1,63
(1H, m, H-6), 2,05/2,21 (1H, m, H-7, -7°), 1,75 (1H, H-9), 1,52/1,64 (1H, m, H-11, -
11'), 1,66/2,16 (1H, m, H-12,-12"), 2,47 (1H, m, H-13), 1,49/1,97 (1H, m, H-15, -
15"), 1,41/1,94 (1H, m, H-16, -16), 1,77 (1H, H-18), 3,12 (1H, m, H-19), 1,89/1,92
(1H, m, H-21, -21), 1,63/1,67 (1H, m, H-22, -22") 3,45/3,59 (1H, dd, J= 6,4, 10,4,
H-23, -23’), 4,58/4,73 (1H, s, H-29, -29’), 1,02, 1,06, 1,09, 1,71 (3H, s, CH3-23, -
25, -26, -30); RMN de *3C a 100,62 MHz, CDCls: § 136,6 (C-2), 142,7 (C-3), 51,4
(C-4), 62,9 (C-5), 18,3 (C-6), 34,8 (C-7), 41,7 (C-8), 51,9 (C-9), 50,9 (C-10), 23,5
(C-11), 26,2 (C-12), 40,0 (C-13), 60,0 (C-14), 28,3 (C-15), 37,5 (C-16), 56,3 (C-
17), 48,6 (C-18), 47,7 (C-19), 151,0 (C-20), 30,9 (C-21), 38,6 (C-22), 24,2 (C-23),
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66,4 (C-24), 18,9 (C-25), 18,2 (C-26), 178,2 (C-27), 177,7 (C-28), 110,0 (C-29),
20,7 (C-30); IR (KBr): vmax 3408, 2952, 1689, 1450, 894 cm™.

455 Esterdides

4.5.5.1 B-Sitosterol, LO1 (195): sélido branco; Pf: 138-140 °C (Lit. 136-138 °C);?*°
Rf: 0,65, em CHCI3-MeOH (95:5); isolado das

partes aéreas e casca da raiz de D. americana

29

e Colletia paradoxa e, partes aéreas de
Gouania ulmifolia (Tabelas 20-22 e 24 e 31-33
e 35-37); RMN de 'H a 400,13 MHz, CDCls: §
3,51 (1H, m, H-3), 0,68, 0,80, 0,84, 0,86, 0,96, 1,0 (3H, CHs-18, -19, -21, -26, -27,
-29), 5,34 (1H, d, H-6), 0,91-2,31 (m, outros hidrogénios); RMN de **C a 100,62
MHz, CDCls: & 37,2 (C-1), 31,6 (C-2), 71,7 (C-3), 42,3 (C-4), 140,7 (C-5), 121,6
(C-6), 31,9 (C-7), 31,9 (C-8), 51,1 (C-9), 36,5 (C-10), 21,2 (C-11), 39,8 (C-12),
42,6 (C-13), 56,7 (C-14), 24,2 (C-15), 28,2 (C-16), 56,0 (C-17), 11,8 (C-18), 18,7
(C-19), 36,1 (C-20), 19,0 (C-21), 33,9 (C-22), 26,1 (C-23), 45,8 (C-24), 29,1 (C-
25), 19,7 (C-26), 19,3 (C-27), 23,0 (C-28), 12,0 (C-29).

4.5.5.2 B-Sitosterol glicosilado, L04 (196): sélido branco; Pf: 293-295 °C (Lit.
295-298 °C);?'® Rf: 0,15, em CHCls-MeOH

(90:10); isolado das partes aéreas e casca

26|

da raiz de D. americana e C. paradoxa e,
partes aéreas de G. ulmifolia (Tabelas 20-

“HO  * 22,25-27,30 e 31, 33 e 34, 36 e 37); RMN
de *H a 400,13 MHz, Pyr-ds: RMN de **C a 100,62 MHz, Pyr-ds: & 37,5 (C-1), 26,4
(C-2), 75,3 (C-3), 40,0 (C-4), 140,9 (C-5), 121,9 (C-6), 32,1 (C-7), 32,2 (C-8), 50,4
(C-9), 36,9 (C-10), 21,3 (C-11), 39,3 (C-12), 42,5 (C-13), 56,8 (C-14), 24,5 (C-15),
28,6 (C-16), 56,3 (C-17), 12,0 (C-18), 19,0 (C-19), 36,4 (C-20), 19,2 (C-21), 34,2
(C-22), 30,3 (C-23), 46,1 (C-24), 29,5 (C-25), 20,0 (C-26), 19,4 (C-27), 23,4 (C-
28), 12,2 (C-29), (Glicose) 102,6 (C-1'), 78,1 (C-2), 78,5 (C-3'), 71,7 (C-4"), 78,6
(C-57), 62,8 (C-6").

215. Akihisa, T., Thakur, S., Rosenstein, F. U., Matsumoto, T. Lipids, 1986, 21 39
216. Itoh, T., Yohida, K., Tamura, T., Matsumoto, T. Phytochemistry 1982, 21, 727
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4.5.5.3 B-Sitosterol 6'-O-acil glicosilado, LO3 (197): sdlido incolor; Pf: 108-109
°C (Lit. 107-108 °C);*!" Rf: 0,25, em CHCls-
MeOH (95:5); isolado somente da casca da raiz
de D. americana (Tabelas 20-22); RMN de **C a
100,62 MHz, CDCls: 6 37,2 (C-1), 29,3 (C-2),
73,8 (C-3), 38,9 (C-4), 140,3 (C-5), 122,0 (C-6),
31,9 (C-7), 31,8 (C-8), 50,8 (C-9), 36,7 (C-10),
21,0 (C-11), 39,8 (C-12), 42,3 (C-13), 56,7 (C-
14), 24,9 (C-15), 28,2 (C-16), 56,1 (C-17), 11,8 (C-18), 18,7 (C-19), 36,1 (C-20),
19,0 (C-21), 33,9 (C-22), 27,2 (C-23), 50,1 (C-24), 29,2 (C-25), 19,7 (C-26), 19,3
(C-27), 22,6 (C-28), 11,9 (C-29), (Glicose) 101,2 (C-1), 73,4 (C-2'), 79,7 (C-3),
70,3 (C-4), 76,2 (C-5), 63,5 (C-6"), 174,6 (-CH,COO-), 34,2 (-CH,COO-), 29,7-
29,9 [(-CH2)nCH,COO-], 23,0 (CH3CH-), 14,0 (CH3CH.-).

4.5.6 Ester ferulico, JO5 (198): 6leo; Rf: 0,50 em DCM; isolado da frac&o etérea

, , das partes aéreas de D. americana coletada em
CHzO@{\S/Lko/\ Jaguari (Tabelas 26 e 27). RMN de 'H a 400,13
HO 4" MHz, CDCl3: & 1,21 (3H, t, -CH,CHs), 3,08 (3H, s, -
OCHs), 4,09 (2H, q, -CH,CH3), 7,05 (1H, s, H-2), 7,09 (1H, d, J= 8,1, H-5), 6,76
(1H, d, J= 8,1, H-6), 5,73 (1H, d, J= 15,9, H-8), 7,53 (1H, d, J= 15,9, H-9); RMN de
13C a 100,62 MHz, CDCl3: & 122,8 (C-1), 109,4 (C-2), 146,8 (C-3), 147,9 (C-4),
114,7 (C-5), 126,8 (C-6), 144,6 (C-7), 115,3 (C-8), 167,3 (C-9), 55,7 (-OCHs), 60,2

(-CH2CHa), 14,17 (-CH,CHs).

217. Hashimoto, T., Tori, M., Asakawa, Y. Phytochemistry, 1991, 30, 2927
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, 3 espécies de plantas pertencentes a familia Rhamnaceae
serdo discutidas quanto a composi¢cdo quimica de cada uma e a atividade
biol6gica dos metabdlitos isolados e extratos obtidos. Os resultados, seguidos de
discusséo, serao apresentados na seguinte ordem:

a) analise fitoquimica da casca da raiz e partes aéreas de Discaria

americana;

b) composi¢cdo quimica das partes aéreas e raiz de Colletia paradoxa;

c) composicao quimica das partes aéreas de Gouania ulmifolia;

d) andlise da atividade antimicrobiana, pelo método da bioautografia, dos

extratos brutos, fracfes e metabdlitos isolados.

A determinacdo estrutural dos metabolitos isolados das partes aéreas e
raizes das espécies vegetais investigadas foi estabelecida com base na
interpretacdo de dados espectrais, principalmente de RMN de *H e *3C uni- e
bidimensionais, infravermelho e espectrometria de massas; em combinacdo com

dados da literatura.
5.1. Andlise fitoguimica
5.1.1 Discaria americana Gill & Hook

5.1.1.1 Partes aéreas

O fracionamento das partes aéreas de D. americana coletada em 3
diferentes regides, conforme descrito na parte experimental, e separagcdo dos
correspondentes metabdlitos secundérios utilizando-se de cromatografia em
coluna e/ou CCD preparativa e purificacdo por recristalizacdo, conduziram ao
isolamento e identificacdo dos seguintes metabdlitos: acido betulinico (192), acido
ceanotico (193), &cido ursdlico (194), pB-sitosterol livre (195), p-sitosterol
glicosilado (196), B-sitosterol acetilglicosilado (197) e o ferulato de etila (198).
Esses metabdlitos, apesar de serem de ocorréncia comum em plantas, sdo aqui
descritos pela primeira vez nas partes aéreas de D. americana.

As estruturas destas substancias foram elucidadas a partir dos dados

obtidos por andlises espectroscépicas de RMN de *H e '3C, experimentos DEPT
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90° e 135° e comparacao dos registros na literatura para essas substancias, que
foram fundamentais para a confirmagdo de suas estruturas. Como tratam-se de

estruturas conhecidas, serdo brevemente discutidas neste trabalho.

5.1.1.1.1 Identificac&o do triterpendide L02

Esse metabdlito foi isolado em maior proporcdo (cerca de 30 %) com
relacdo a mistura de metabdlitos presentes na casca da raiz de D. americana.
Também foi encontrado nas partes aéreas desta espécie, nas partes aéreas e
casca da raiz de Colletia paradoxa e nas partes aéreas de Gouania ulmifolia
(Tabelas 20-22, 24-27, 29-37; pags 44-50).

O espectro de RMN de *H deste metabdlito (Figura 4) mostrou seis sinais
de grupos metilicos terciarios em 6 0,81, 1,01, 1,05, 1,07, 1,22, 1,78 ppm (3H, s,
Me-23, -24, -25, -26, -27 e -30), um hidrogénio carbinolico em & 3,45 (1H, m, H-3),
dois hidrogénios olefinicos em & 4,76 ppm e 4,93 ppm (2H, s, H-29, -29’), um
hidrogénio metinico em 6 2,65 ppm (1H, m, H-19), além de sinais entre 5 1,39-
2,27 ppm pertencentes aos hidrogénios metilénicos e metinicos presentes na
estrutura.

O espectro de RMN de **C (Figura 5), indicou a presenca de 30 carbonos
na molécula, sugerindo um triterpeno. Os sinais em & 109,5 ppm (C-29) e 150,3
ppm (C-20), sdo tipicos de triterpenos com esqueleto tipo A% -lupeno. O
experimento do tipo DEPT 135° (Figura 6), mostrou 12 sinais com amplitude
positiva e 11 com amplitude negativa, indicando a presengca de 7 carbonos
desprotonados na substéancia.

Ap6s estas andlises e juntamente com dados registrados na literatura, >°°
foi possivel propor a estrutura 192 para de L0O2, que corresponde ao triterpeno
pentaciclico denominado de acido betulinico, de ocorréncia comum em plantas.
Os deslocamentos quimicos de RMN de *H e **C deste composto s&o fornecidos

na parte experimental (Pagina 72).
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Figura 4 - Espectro de RMN de *H de L02, em CDCls, a 400 MHz.
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Figura 5 - Espectro de RMN de *3C de L02, em CDCls, a 400 MHz.
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Figura 6 - Espectro DEPT 135° de L02, em CDCl3, a 400 MHz.
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5.1.1.1.2 Identificac&o do triterpendide J20

J20 foi obtido das partes aéreas de D. americana, do material coletado em
Jaguari, e nas partes aéreas e casca da raiz de C. paradoxa (Tabelas 26 e 27, 29-
34, pags 54-59). A caracterizacdo deste metabdlito teve como base a analise dos

espectros de RMN de *H e *C, unidimensional e técnica tipo DEPT 135°.

Inicialmente, o composto foi analisado através do espectro de RMN de *H
(Figura 7), que revelou a presenca de seis sinais em $ 0,84, 0,85, 0,86, 0,99, 1,04,
1,57 ppm (3H, s, Me-23, -24, -25, -26, -27 e -30), correspondentes a grupos
metilas terciarias. Os sinais em 6 2,13 ppm (1H, dd, J = 12,2; 2,5 Hz) e 2,88 ppm
(AH, m) foram atribuidos aos hidrogénios metinicos H-13 e H-19,
respectivamente. Como na estrutura do acido betulinico (192), a presenca de dois
singletos em & 4,52 e 4,64 ppm (2H, s, H-29, 29"), sugere que o metabdlito
apresenta um sistema triterpénico tipo A%**“?-lupeno. A principal diferenca entre os
espectros de RMN de *H de L02 e J20 esta nos hidrogénios metinicos H-1 e H-3,
que aparecem em campo mais baixo, em & 2,52 e 4,08 ppm, na forma de
singletos.

O espectro de RMN de *C, totalmente desacoplado (Figura 8), mostrou
um total de 30 carbonos. Com o auxilio do experimento DEPT 135° (Figura 9) foi
possivel caracterizar a presenca de seis carbonos metilicos (fase positiva), nove
carbonos metilénicos (fase negativa), sete carbonos metinicos (fase positiva) e
oito carbonos quaternarios, ndo observados neste experimento. De posse destes
dados, registros da literatura e analise comparativa com os espectros do acido
betulinico (192), foi possivel identificar J20, como sendo o acido ceandtico (193),
anteriormente isolado da espécie vegetal Ceanothus americanus Linn. %’ Os
sinais atribuidos nos espectros de RMN de *H e *3C, 400 MHz, em CDCls;, para

J20, estédo descritos na parte experimental (Pagina 72).
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Figura 7 - Espectro de RMN de *H de J20, em CDCls, a 400 MHz.

29
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Figura 8 - Espectro de RMN de *3C de J20, em CDCls, a 400 MHz.
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Figura 9 - Espectro DEPT 135° de J20, em CDCl3, a 400 MHz.
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5.1.1.1.3 Identificac&o do triterpendide J61

Encontrado nas partes aéreas de D. americana, do material coletado em
Jaguari, e nas partes aéreas de C. paradoxa (Tabelas 26 e 29), J61 foi purificado
através de coluna cromatografica em silica gel eluida com hexano-dicloro metano.
Apresentou-se na forma de um solido branco, tendo sua estrutura elucidada
através dos dados de RMN de *H e *C e comparacdo com dados j& publicados

na literatura.

No espectro de RMN de *H de J61 (Figura 10) detectou-se a presenca de
cinco grupos metilicos terciarios em 6 0,67, 0,78, 0,88, 0,91, 1,01 ppm (3H, s, Me-
23, -24, -25, -26 e -27) e duas metilas secundarias em 6 0,85 e 0,95 ppm (3H, Me-
29 e -30). O hidrogénio carbindlico H-3 foi atribuido ao duplo dublete em & 3,14
ppm (1H, dd, J = 6,0; 10,6 Hz, H-3). O tripleto em & 5,17 ppm (1H, t, H-12) é
conferido ao hidrogénio vinilico H-12. Os sinais em 6 2,16 ppm (1H, d, J = 11,5 H-
18), 1,81 ppm (1H, dd, J = 6,0, 6,41 H-19) sado atribuidos aos hidrogénios
metinicos H-18 e H-19, respectivamente. Os dados acima descritos juntamente
com o deslocamento quimico dos carbonos olefinicos em & 125,5 ppm (C-12) e
138,1 ppm (C-13), permitiram sugerir um esqueleto tipo ursano a este composto.

Os espectros de RMN de '°C (Figura 11) e DEPT 135° (Figura 12),
permitiram confirmar a estrutura 194 proposta, através da atribuicdo dos sinais
aos respectivos carbonos. O espectro RMN de C, totalmente desacoplado,
apresentou 30 sinais. O espectro DEPT 135° mostrou 14 sinais com amplitude
positiva (carbonos metilicos e metinicos) e 9 sinais com amplitude negativa
(carbonos metilénicos), ficando evidente que 7 carbonos desidrogenados também
fazem parte da estrutura. A identificacdo desses e outros sinais, em RMN de 'H e
13C, e comparacdo em CCD com uma amostra auténtica, permitiram atribuir a
estrutura 194, para J61, que corresponde ao acido 3p-hidroxi urs-12-eno-28-6ico

204

(acido ursélico),”” amplamente encontrado em espécies vegetais.
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Figura 10 - Espectro de RMN de *H de J61, em CDCls, a 400 MHz.
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Figura 11 - Espectro de RMN de **C de J61, em CDCls, a 400 MHz.
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Figura 12 - Espectro DEPT 135° de J61, em CDCl3, a 400 MHz.
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5.1.1.1.2 Identificac&o dos esterdides L01, LO3 e L04

As substancias LO1 e LO4 encontram-se distribuidas nas partes aéreas e
casca da raiz das espécies em estudo (Discaria americana, Colletia paradoxa e
Gouania ulmifolia), enquanto L03, foi encontrado somente na casca da raiz de
Discaria americana. Estes metabolitos foram identificadas baseando-se nos dados
espectrais de RMN de 'H e *C, comparacao destes dados com os j& descritos na
literatura e através de CCD, com amostras auténticas. Deste modo, foi possivel

identificar LO1 como sendo o B-sitosterol livre (195),>*® L04 como p-sitosterol
217

glicosilado (196)%*° e LO3 como p-sitosterol acetilglicosilado (197).

29

o ()n
4 6
"5 L ¢ v
(A95)R=H (199)R= /-0 (197) R= m\%
~_OH HO, 3~L_OH
HO 2 £ HO® 2

Estas substancias L0O1, LO3 e L04, largamente encontrados em espécies
vegetais, apresentaram dados de RMN perfeitamente coerentes aos descritos na
literatura, permitindo a confirmacdo das estruturas. Os dados obtidos da analise
dos espectros de RMN de 'H e *C (Figuras 13-15) dessas substancias, com
excecdo aqueles referentes a cadeia alquilica de L0O3, devido a sobreposicao de
sinais na regido entre 6 29,7-29,9 ppm [(-CH),CH,COO-], estéao relacionados na

parte experimental (Paginas 78 e 79).
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Figura 13 - Espectro de RMN de **C de L0O1, em CDCls, a 400 MHz.
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Figura 14 - Espectro de RMN de *3C de L04, em Pyr-ds, a 400 MHz.
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Figura 15 - Espectro de RMN de **C de L03, em CDCl;, a 400 MHz.
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5.1.1.1.2 Identificac&o do ferulato JO5

Esteres n-alquilicos derivados dos &cidos cis e trans-hidroxi-cinAmicos
tém sido isolados de plantas,?® porém ainda ndo descritos para espécies da
familia Rhamnaceae. A substancia JO5 foi isolada da fracdo etérea neutra, obtida
a partir do fracionamento do extrato metandlico das partes aéreas de Discaria

americana coletada em Jaguari.

CH30

5 198

A formula molecular C1,H1404 assim como a extensao da cadeia lateral
de JO5, foram confirmadas através de anélises por CG-EM, RMN de *H e **C uni-
e bidimensionais. Analises detalhadas dos dados de RMN 'H (Figura 16) deste
composto indicaram a presenca de um anel aromatico 1,3,4-tri-substituido devido
aos sinais caracteristicos em & 7,05 (s), 7,09 (d) e 6,76 ppm (d), que
correspondem, respectivamente, a H-2, H-5 e H-6, bem como pelos sinais dos
carbonos metinicos a 6 109,4, 114,7 e 126, 8 ppm, no espectro de RMN DEPT
135° (Figura 18). Além disso, a presenca dos grupos hidroxila e metoxila (6 3,08
ppm), ligados ao anel aromatico, foram caracterizados através dos sinais de
carbonos em & 55,7 (-OCHs), 146,8 (C-3) e 147,9 ppm (C-4). Por outro lado, a
presenca de um grupo éster a,p-insaturado pode ser assinalada pelos sinais de
carbonos metinicos sp? e carbonilicos, observados em & 115,3 (C-8), 144,6 (C-7)
e 167,3 ppm (C-9) no espectro de RMN de *3C (Figura 17). A constante de
acoplamento (J = 15,9 Hz) entre H-7 (6 7,53 ppm) e H-8 (6 6,21 ppm) observada
no espectro de RMN de *H, permitiu estabelecer a configuracéo E para a ligacdo
dupla.

218. David, J.P., Meira, M., David, J.M., Guedes, M.L.S. 2004. Quimica Nova 27, 62
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CH3-

Figura 16 - Espectro de RMN de *H de JO5, em CDCls, a 400 MHz.

Finalmente, o tamanho da cadeia alquilica do éster foi determinado pela
analise do espectro de massas e RMN. Neste caso, 0 espectro de massas mostra
um fragmento de m/z 29, sugerindo a presenca do grupo -CH,CHs, enquanto o
espectro de RMN de 'H mostra sinais com deslocamentos a & 1,21 (3H, t, -
CH,CHs), 4,09 (2H, q, -CH>CH).

Para atribuicdo correta dos sinais de RMN de *H e **C foram realizados,
adicionalmente, experimentos bidimensionais homo- e heteronucleares tipo
COSY, HMQC e HMBC.

7 1 8s cH2:| [meo- CH3-

Figura 17 - Espectro de RMN de *3C de J05, em CDCl; a 100 MHz.
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Figura 18 - Espectro DEPT 135° de JO5, em CDCl3, a 100 MHz.

O espectro [bidimensional homonuclear, COSY], (Figura 19), permitiu

95

analisar as correlagdes entre os hidrogénios através das ligacdes (Ju.n). A figura

19, referente ao espectro COSY de JO5, apresenta trés sistemas de spins na

molécula. O primeiro sistema de spins refere-se aos hidrogénios do grupo -

CH,CH3; da cadeia lateral; no segundo se observam as correlacfes entre 0s

hidrogénios vinilicos H-7 e H-8, enquanto que o terceiro sistema de spins mostra

as correlacdes entre os hidrogénios presentes no anel aromatico.
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Figura 19 - Espectro COSY de JO5, em CDClI3, a 400 MHz.
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Os espectros HMQC (Figura 20) e HMBC (Figura 21), foram ferramentas
Uteis para confirmar a estrutura 198, como sendo de um derivado do acido
ferulico, e também assinalar os deslocamentos de todos os carbonos presentes

na estrutura.
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Figura 20 - Espectro HMQC de J05, em CDCl3, a 400 MHz.
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No espectro HMBC (Figura 21), pode-se observar as seguintes
correlagées: -CH,CHj3 (8 1,21 ppm) com -CH>CHs; -CH,CH3z (8 4,09 ppm) com C-
9; H-7 (8 7,53 ppm) com C-6, C-2 e C-9; H-8 (6 6,21 ppm) com C-1 e C-9. Além
disso, pode-se confirmar a localizacdo dos grupos hidroxila e metoxila no anel
aromatico atraves das correla¢des entre OCHjs (5 3,81 ppm) com C-3, H-6 (5 6,68
ppm) com C-2 e C-4 e H-5 (6 6,84 ppm) com C-1 e C-3; H-2 (6 7,01 ppm) com C-6
e C-4.
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Figura 21 - Espectro HMBC de JO5, em CDClI3, a 400 MHz.
Desta maneira, o metabolito JO5 foi identificado como sendo ferulato de

etila (198), isolado pela primeira vez de D. americana. Os dados espectrométricos

deste metabolito encontram-se descritos na parte experimental (Pagina 79).
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5.1.1.2 Casca daraiz

A investigacdo fitoquimica dos extratos metandlicos das cascas das
raizes de D. americana coletadas em diferentes locais, possibilitou o isolamento
de 17 metabolitos, sendo nove alcaldides ciclopeptidicos, conhecidos como
adoutina Y (92), adoutina Y' (47), franganina (66), frangulanina (67) discarina A
(57), discarina B (58), discarina C (100), discarina D (101), miriantina A (105),
quatro ciclopeptideos neutros, denominados de discareno C (154), discareno D
(155), discarina M (156) e discarina N (157), acido betulinico (192), o esteroide -
sitosterol na sua forma livre (195), glicosilado (196) e B-sitosterol acetil glicosilado
(197).

O triterpeno pentaciclico acido betulinico, juntamente com os esteréides -
sitosterol livre, p-sitosterol glicosilado e p-sitosterol acetil glicosilado,
anteriormente isolados das partes aéreas, foram identificados por comparacdo em
CCD, com uma amostra auténtica, e através das analises de RMN de 'H e *C
(Paginas 81-92).

5.1.1.2.1 Alcaléides ciclopeptidicos

As estruturas destes alcaldides foram definidas a partir dos dados obtidos
por anélises espectroscépicas de RMN de *H e °C, experimento tipo COSY,
analise em CCD frente a amostras auténticas e comparacdo com dados da
literatura. Estas estruturas, por ndo serem inéditas, e devido a maioria ja ter sido

1421 astas ndo serdo

isolada e bem caracterizada pelo nosso grupo de pesquisa,
discutidas detalhadamente neste trabalho. Neste caso, apenas serdo discutidas
as informacGes mais relevantes, que permitiram identifica-las estruturalmente,
como os dados dos espectros de RMN de 'H, as principais correlacdes
observadas no espectro COSY e informacdes importantes dos espectros de RMN

13C.
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5.1.1.2.1.1 Alcal6ide A02

AO02 foi o alcal6ide encontrado em maior proporcdo na mistura de
alcaldides obtidos de D. americana das trés regides (Tabelas 17-19). Apresentou-
se em forma de cristais incolores, ap0s sucessivas recristalizacbes em
cloroférmio-éter etilico (50:50, V/V). Homogéneo em CCD, em varios sistemas de
solventes, reagiu positivamente com reagente de Dragendorff (coloracéo

alaranjada), indicando a presenca de nitrogénio basico na estrutura molecular.

15 16
14 13
2 12
18 (@] \11
17 0 10
19 : . NH 9o
20HN HN .
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21)=0 29 31
23 22 30

25 24 N(CH3)2 32

27,28
26 66

A anélise preliminar do espectro de RMN de *H (Figura 22), revelou que a
estrutura deste metabdlito € constituida das seguintes unidades de aminoacidos:

leucina, hidroxileucina e N,N-dimetil leucina.

27,28

18 31

19 32

26

7 Tof

— o =2 D =) Bl =
o — =|=lo|m|o|=
1 m o|o|d|—=|@dm
3 @ A E=J E=0 L=J f=3] =]
= =] S|—|—|u|o|os

LI e e |

ppm s

Figura 22 - Espectro de RMN de *H de A02, em CDCls, a 400 MHz.
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Os seis dubletos observados entre 6 0,72-1,28 ppm, com uma constante de
acoplamento de J 6,5 Hz, correspondem aos seis grupos metilicos, que
caracterizam as unidades N,N-dimetil leucina (Me-25 e -26), leucina (Me-31 e -32)
e B-hidroxileucina (Me-18 e -19).

Os multipletos que apresentam deslocamentos entre & 1,25-1,94 ppm,
correspondem aos hidrogénios metilénicos B-carbonilicos H-23 e H-29 e aos
hidrogénios metinicos y-carbonilicos H-17, H-24 e H-30.

Observa-se ainda, nessa regido espectral, um singleto a & 2,22 ppm,
pertencente aos hidrogénios metilicos da unidade N,N-dimetil do aminoacido
béasico terminal.

A regido espectral entre 5 2,59-5,24 ppm, contém o0s sinais que
correspondem aos hidrogénios metinicos a-carbonilicos H-22 (5 2,81 ppm), H-7 (&
4,06 ppm) e H-4 (6 4,48 ppm). Também inclui-se nessa regido espectral, o sinal
referente ao hidrogénio metinico g-carbonilico, H-3 (5 5,01 ppm), pertencente a
unidade B-hidroxileucina participante do sistema macrociclico.

Os dubletos em & 5,89 ppm e 7,84 ppm, correspondem aos hidrogénios
amidicos NH-6 e NH-20, que acoplam com os hidrogénios a-carbonilicos H-7 e H-
4, respectivamente. O hidrogénio amidico NH-9, da unidade enamina, apresenta-
se também em forma de dubleto com deslocamento quimico em & 6,37 ppm,
devido ao acoplamento com H-10.

Os hidrogénios olefinicos H-10 e H-11 foram identificados através dos
sinais em & 6,37 ppm e 6,67 ppm, na forma de duplo dubleto e dubleto,
respectivamente.

Os deslocamentos quimicos entre & 7,03-7,26 ppm, correspondentes aos
quatro hidrogénios aromaticos da unidade p-hidréxiestirilamina, apresentam-se
em forma de duplos dubletos com constantes de acoplamento entorno de J 8,0
Hz, relacdo orto, J 2,0 Hz, relacdo meta, em relacdo a funcdo éter. Essas
constantes de acoplamento sdo caracteristicas para sistemas benzénicos 1,4-

dissubstituidos.?*®

219. Rhaman, A., 1996. Nuclear Magnetic Ressonance. Sping Verlag, New York.
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Considerando-se a inexisténcia de acoplamentos entre os hidrogénios
amidicos de uma unidade aminoacido com os hidrogénios a-carbonilicos da
unidade subsequente (NH-6 e H-4; NH-9 e H-7; NH-20 e H-22), é possivel,
através do espectro bidimensional homonuclear COSY 'H-'H, identificar os
seguintes sistemas de spins: () sistema de spins envolvendo os hidrogénios do B-
hidroxiaminoacido; (II) sistema de spins relativo ao a-aminoacido participante do
sistema macrociclico; (Ill) o sistema de spins formado pelo aminoécido do residuo
terminal basico (IV), e o sistema de spins do grupo enamina da unidade
estirilamina. Deste modo, foi possivel assinalar inequivocamente, as posicdes de

ressonancia de todos os hidrogénios presentes na molécula.
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Figura 23 - Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regido 4 4,10-7,67 ppm de
A02, em CDCl3; a 400 MHz.

Para atribuicdo do (I) sistema de spins no espectro COSY (Figura 23),
constituido pela unidade B-hidroxileucina, foi utilizado como ponto de partida o

hidrogénio amidico NH-20 (& 7,84 ppm) que apresenta correlagdo com o
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hidrogénio metinico H-4 (6 4, 47 ppm) que, por sua vez, mostra correlacdo com o
hidrogénio metinico H-3 (5 4,99 ppm). Observa-se também a correlacdo entre H-3
com o hidrogénio metinico H-17 (6 1,92 ppm), que correlaciona-se com 0s
hidrogénios das duas metilas (Me-18 e -19), completando assim o sistema de
spins da unidade B-hidroxileucina.

O sistema de spins (Il), formado pelo a-aminoéacido, foi atribuido partindo-
se do hidrogénio a-carbonilico H-7 (6 4,07 ppm) que mostra correlagdo com o
hidrogénio amidico NH-6 (8 5,78 ppm) e com o0s hidrogénios metilénicos
diastereotdpicos H-29 (& 1,33 ppm) e H-29' (6 1,75 ppm) e, estes por sua vez,
correlacionam entre si e com o hidrogénio metinico H-30 (6 1,79 ppm). H-30
mostra correlacdo com as metilas Me-31 e Me-32, confirmando a presenca da
unidade leucina como a-aminoacido.

A atribuicéo do (lll) sistema de spins foi iniciada pelo sinal correspondente
ao hidrogénio metinico H-22 (6 2,81 ppm), o qual correlaciona-se com o0s
hidrogénios metilénicos diastereotdpicos H-23 (6 1,35 ppm) e H-23’ (6 1,61 ppm).
H-23 também, apresenta correlacdo com H-23’ e com hidrogénio metinico H -24
(6 1,27 ppm). H-24, por sua vez, correlaciona-se com as duas metilas Me-25 (3
0,71 ppm) e Me-26 (5 0,82 ppm) completando o sistema de spins da unidade
leucina do residuo terminal basico. O grupo N,N-dimetil dessa unidade bésica
terminal ndo apresenta nenhuma correlacdo. Entretanto, as metilas Me-27 e Me-
28, desse grupo, sdo seguramente atribuidas ao tipico singleto em & 2,22 ppm,
com integracao para seis hidrogénios.

Os hidrogénios olefinicos, do grupo enamina, que formam o IV sistema de
spins, foram identificados através da correlacdo entre o hidrogénio amidico NH-9
(6 6,49 ppm) que apresenta correlagdo com hidrogénio H-10 (5 6,67 ppm). Este,
por sua vez, correlaciona-se com o sinal do hidrogénio H-11 (5 6,37 ppm),
definindo assim a enamina da unidade estirilamina.

O espectro de RMN de **C totalmente desacoplado (Figura 24), que reduz
singletos todos os multipletos resultantes do acoplamento **C-'H, apresentou

vinte e oito sinais, distribuidos numa regido espectral entre 5 15,0-175,0 ppm.
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Figura 24 - Espectro de RMN de **C de A02, em CDCl;, a 100 MHz.
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Estes dados, juntamente com registros na literatura, e andlise em CCD

com amostra auténtica, permitiram identificar A0O2 como sendo o alcaldide

ciclopeptidico franganina,®” também encontrado em plantas pertencentes as

familias Celastraceae e Sterculiaceae.

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos presentes em

franganina (66) encontram-se descritos na parte experimental (Pagina 63).
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5.1.1.2.1.2 Alcal6ide S03

Este alcal6ide foi isolado das fracdes etéreas basicas, obtidas do extrato
bruto metandlico das cascas das raizes de D. americana, coletada em Sao Sepé
e Jaguari (Tabelas 18 e 19). Este alcaldide ndo foi encontrado no material
coletado em Santana do Livramento. Apresentou-se na forma de um sdélido
branco, apds purificacdo em placa preparativa e reagiu positivamente com

reagente de Dragendorff (coloracéo alaranjada).

2 (CHs), 67

27,28

A andlise do espectro de RMN de *H de S03 (Figura 25), permitiu identificar
a presenca das unidades N,N-dimetil isoleucina, ausente na estrutura de A02,

leucina e B-hidroxileucina.

27,28

Oy
.

Lg—-___‘

3030

A AanAan —
0. —

2.1779

~- 2.1943 —

Integral
] 0.8276 _—

|||||||||||||||||||||||||||||||||||

- o
- J
=

o~
on—
.

Figura 25 - Espectro de RMN de *H de S03, em CDCls;, a 400 MHz.
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Na regido espectral entre 6 6-7,30 ppm, sdo encontrados, na forma de
dubletos, os hidrogénios amidicos NH-6 (6 6,07 ppm), NH-9 (6 6,48 ppm) e NH-20
(6 7,25 ppm). Nesta regido, observam-se também os sinais que correspondem
aos hidrogénios olefinicos H-10 (6 6,56 ppm), H-11 (6 6,44 ppm) e os hidrogénios
aromaticos da unidade estirilamina.

A regido espectral, que compreende deslocamentos entre 6 0,50-5,0 ppm
apresenta os hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos, pertencentes aos
residuos B-hidroxileucina, N,N-dimetil isoleucina e o aminoacido leucina.

Os dois dubletos em & 1,01 ppm e 1,26 ppm correspondem aos
hidrogénios das duas metilas heterotdpicas Me-19 e Me-18 do grupo isopropil, da
unidade B-hidroxileucina. Esses dubletos resultam do acoplamento com o
hidrogénio metinico H-17 que ressona em & 2,01 ppm, na forma de um multipleto.
Os hidrogénios metinicos H-3 e H-4 da mesma unidade ressonam como duplos
dubletes em & 4,93 e 4,48 ppm, respectivamente.

O aminoacido leucina, como unidade participante do sistema macrociclo de
14 membros, foi caracterizado pelos sinais dos hidrogénios metilicos Me-31 e Me-
32 em & 0,75 ppm e 0,81 ppm, respectivamente, na forma de dubletos pelo
acoplamento com o hidrogénio metinico H-30 e este, por sua vez, ressona na
forma de multipleto em 6 1,79 ppm, devido ao acoplamento com os hidrogénios
metilénicos diastereotopicos H-29 (6 1,25 ppm) e H-29’ (6 1,64 ppm). O hidrogénio
metinico H-7 ressona como um multipleto em & 4,02 ppm.

O mesmo espectro permitiu confirmar a presenca do aminoacido
isoleucina, como residuo terminal basico de S03. Essa unidade foi identificada
através dos sinais em 6 0,91 ppm (tripleto) correspondente a metila CH3-25, &
0,95 ppm (dubleto) relativo a metila CH3-26, 6 1,25 ppm e 1,52 ppm (multipletos)
correspondentes aos hidrogénios metilénicos diastereotopicos H-24 e H-24',
respectivamente, 6 1,77 ppm (multipleto) relativo ao hidrogénio metinico H-23 e o
sinal em & 2,65 ppm (dubleto) atribuido ao hidrogénio metinico H-22. Os
hidrogénios metilicos Me-27 e Me-28, do grupo N,N-dimetil dessa unidade,

apresentam-se na forma de um singleto em & 2,18 ppm.
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Através da andlise do espectro de RMN de 2D, COSY correlacdo *H-'H
deste alcalbide, foi possivel identificar os hidrogénios que constituem as unidades

isoleucina N,N-dimetilada, além dos demais sistemas de spins.
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Figura 26 - Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regido 4 0,50-6,50 ppm de
S03, em CDClI3 a 400 MHz

Para atribuigcdo dos sinais da unidade isoleucina no espectro COSY (Figura
26), foi utilizado como ponto de partida o hidrogénio metinico a-carbonilico H-22
(6 2,65 ppm), o qual correlaciona-se com H-23 (6 1,77 ppm), este por sua vez,
correlaciona-se com a metila Me-26 (6 0,91 ppm) e com os hidrogénios
metilénicos diastereotopicos H-24 (6 1,29 ppm) e H-24" (6 1,52 ppm). H-24
também apresenta correlagdo com H-24’ e com a metila Me-25 (6 0,95 ppm)

completando o sistema de spins para essa unidade.
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A atribuicdo dos sinais pertencentes a unidade p-hidroxileucina foi iniciada
pelo sinal que ressona em & 7,39 ppm referente ao hidrogénio amidico NH-20,
que apresenta uma correlacdo bem definida com o hidrogénio metinico H-4 (5 4,
48 ppm) e este, por sua vez, mostra correlagdo do hidrogénio metinico H-3 (6 4,93
ppm). Observa-se neste espectro uma correlagdo entre H-3 com o hidrogénio
metinico H-17, que ressona em ¢ 2,01 ppm. H-17 e, por sua vez, correlaciona-se
com os hidrogénios das metilas Me-18 (5 1,26 ppm) e Me-19 (5 1,01 ppm),
finalizando assim o sistema de spins formado pelos hidrogénios dessa unidade.

A localizacdo da unidade leucina como a-aminoacido participante do
sistema macrociclo de 14 membros, foi definido através da correlacdo observada
entre o hidrogénio a-carbonilico H-7 (& 4,02 ppm) com o hidrogénio amidico NH-6
(6 6,07 ppm) e com os hidrogénios metilénicos diastereotdpicos H-29 (5 1,25 ppm)
e H-29' (6 1,64 ppm) e, estes por sua vez, correlacionam entre si e com o
hidrogénio metinico H-30 (& 1,79 ppm). H-30 mostra correlacdo com as metilas
Me-31 (6 0,75 ppm) e Me-32 (& 0,81 ppm), confirmando assim a presenca da
leucina como a-aminoacido.

O grupo enamina, da unidade estirilamina foi definido através do sistema
de spins formado pelos hidrogénios olefinicos H-10 e H-11 e o hidrogénio amido
NH-9, como descrito em A02.

O espectro de RMN de *3C de S03 (Figura 27) revela a presenca de vinte e
oito sinais de carbonos distribuidos entre 6 10,0-175,0 ppm, e indicando a

presenca de carbonos metilicos, metilénicos, metinicos e desidrogenados.
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Figura 27 - Espectro de RMN de **C de S03, em CDCl;, a 100 MHz.

Através dos dados encontrados na literatura e dos acima descritos, foi
possivel propor a estrutura 67 para S03, como sendo um alcaloide ciclopeptidico.
Este alcaléide ja foi descrito como a frangulanina,®® sendo isolado anteriormente
de vérias espécies pertencentes a familia Rhamnaceae.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos e hidrogénios presentes em 67
(S03), bem como seus dados fisicos, encontram-se descritos na parte

experimental (Pagina 63).
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5.1.1.2.1.3 Alcal6ide A01

A01 foi obtido das fracBes basicas etéreas de D. americana, coletada em
Santana do Livramento, Sdo Sepé e Jaguari, conforme descrito na parte
experimental (Tabelas 17-19). Apresentou-se como um solido branco, cuja pureza
foi confirmada por CCD, utilizando-se vérios sistemas de solventes, reagindo
positivamente frente ao reagente de Dragendorff.

15 16
14 13

O espectro de RMN de 'H de A01 (Figura 28) foi analisado por comparacéo
com os espectros de A02 e S03, o que indicou a presenca dos aminoacidos B-
hidroxileucina e isoleucina como participantes do sistema macrociclo de 14
membros, através dos sinais observados em & 1,28 (3H, d, J = 8,0 Hz, Me-18),
1,02 (3H, d, J = 6,8 Hz, Me-19), 0,69 (3H, t, Me-32) e 0,39 ppm (3H, d, J = 6,8 Hz,
Me-33).
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Figura 28 - Espectro de RMN de *H de A01, em CDCls;, a 400 MHz.
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O hidrogénio metinico H-3 (B-carbonilico) da unidade p-hidroxileucina
ressona em & 5,01 ppm, na forma de um duplo dubleto, devido ao acoplamento
com os hidrogénios metinicos H-17 (6 1,95 ppm) e H-4 (5 4,47 ppm). O hidrogénio
amidico NH-20 dessa mesma unidade ressona como um dubleto em & 7,77 ppm,
devido ao acoplamento com H-4.

O hidrogénio metinico H-7 (a-carbonilico) da unidade isoleucina,
corresponde ao duplo dubleto em 6 3,91 (J = 3,6, 8,4 Hz), o qual resulta do
acoplamento com o hidrogénio metinico H-30 (6 2,05 ppm) e com o hidrogénio
amidico NH-6 (& 5,78 ppm). Ja os hidrogénios metilénicos diastereotopicos H-31’
e H-31 correspondem aos multipletos em 6 0,68 e 1,01 ppm resultantes do
acoplamento com o H-30 metinico e com a metila Me-32.

O singleto em 6 2,28 ppm, com integracao para seis hidrogénios, refere-se
aos hidrogénios das metilas Me-28 e Me-29, do residuo basico terminal N,N-
dimetilado.

No mesmo espectro, observam-se o0s sinais referentes ao hidrogénio
metinico H-22 (a-carbonilico) em & 3,11 ppm, na forma de um duplo dubleto, e os
hidrogénios metilénicos diastereotopicos H-23’ (5 2,84, dd, J = 4,8, 7,2 Hz) e H-23
(63,19, dd, J=4,8, 7,2 Hz), do residuo terminal basico.

Os hidrogénios arométicos pertencentes a unidade estirilamina e ao
residuo terminal basico, apresentam deslocamentos entre & 7,03-7,26 ppm, com
sobreposicdo de sinais. A atribuicdo precisa dos deslocamentos quimicos para
esses hidrogénios foi possivel pela analise do espectro COSY.

Os sinais correspondentes aos hidrogénios olefinicos H-10 e H-11 e ao
hidrogénio amidico NH-9, apresentam deslocamentos em & 6,65, 6,35 e 6,52
ppm, respectivamente. A identificacdo desses sinais baseou-se na regido de
ressonancia destes hidrogénios, em franganina (Figura 22). Outro fator importante
na atribuicdo desses sinais foi a multiplicidade apresentada. Assim, o hidrogénio
amidico NH-9 é representado por um dubleto resultante do acoplamento com H-
10. H-10 corresponde a um duplo dublete, pois acopla com H-11 e o hidrogénio
amidico NH-9, enquanto H-11 € representado por um dublete, resultante do
acoplamento com H-10.

O espectro COSY (Figura 29) permite confirmar o aminoacido isoleucina

como a-aminoacido participante do sistema macrociclico, além da presenca do
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aminodacido fenilalanina N,N-dimetilado, como unidade participante do residuo

terminal basico.
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Figura 29 - Espectro de RMN de 2D, COSY de A01, em CDCI3; a 400 MHz.

Tomou-se como ponto de partida, para caracterizagdo da isoleucina como
o-aminoacido, o sinal em & 3,91 ppm, correspondente ao hidrogénio metinico H-7,
0 qual apresenta correlacdo com outro hidrogénio metinico H-30 (6 2,05 ppm) e
com o hidrogénio amidico NH-6 (& 5,78 ppm). H-30, por sua vez, mostra
correlacdo com a metila Me-33 (6 2,05 ppm) e também com os hidrogénios
metilénicos diastereotdpicos H-31' (6 0,68 ppm) e H-31 (5 1,01 ppm). Este ultimo
correlaciona-se com H-31' e com a metila Me-32 (6 0,69 ppm), definindo assim o

sistema de spins formado pelos hidrogénios da unidade isoleucina.
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O espectro COSY também revela a correlacdo do hidrogénio metinico H-22
(6 2,87 ppm) com os hidrogénios metilénicos diastereotépicos H-23 (6 2,84 ppm) e
H-23" (6 3,19 ppm), formando um sistema de spins isolado. Assim, foi possivel
atribuir inequivocamente, a posicdo da unidade fenilalanina, como sendo a
unidade N,N-dimetilada.

A sequéncia de correlagcbes mostra que o hidrogénio amidico NH-20 (5
7,77 ppm) apresenta correlagdo com o hidrogénio metinico H-4 (6 4,47 ppm), e
este por sua vez, mostra correlacdo com H-3 (6 5,01 ppm), enquanto o hidrogénio
metinico H-17 (6 1,95 ppm) apresenta correlacdo com H-3 e com as metilas Me-
18 (6 1,28 ppm) e Me-19 (6 1,02 ppm), caracterizando assim a unidade f-
hidroxileucina.

O hidrogénio amidico NH-9 (6 6,52 ppm), pertencente a unidade
estirilamina, foi identificado por sua correlagdo com H-10 (6 6,65 ppm), o qual
correlaciona-se com H-11 (5 6,35 ppm), formando um sistema isolado de spins.

O espectro de carbono totalmente desacoplado (Figura 30) permitiu
identificar 28 sinais de carbonos, sendo que 3 sinais continham dois ndcleos de
carbono, o que resultara num total de 31 carbonos, definindo a estrutura do

alcaléide ciclopeptidico.



113
Resultados e Discussao

28, 29

18
19

33 33

— 7T — — — — — —T
ppm 160 140 120 100 B0 60 40 20

Figura 30 - Espectro de RMN de **C de A01, em CDCl;, a 100 MHz.

Através da comparagcdo em CCD com uma amostra auténtica, ponto de
fusdo, dados obtidos dos espectros RMN de 'H, **C e COSY acima discutidos,
juntamente com os dados da literatura, foi possivel propor a estrutura 47 para
A01, que corresponde ao alcaldide ciclopeptidico adoutina Y’ (47), anteriormente
isolado de Discaria febrifuga. **

Os dados fisicos e espectrais de RMN de *H e **C de 47 (A01) encontram-

se descritos na parte experimental (Pagina 62).
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5.1.1.2.1.4 Alcaléide S04

Eluido das fragBes basicas etéreas de D. americana, do material coletado
em Sao Sepé e Jaguari (Tabelas 18 e 19), este alcaldide apresentou-se na forma
de um sdlido. Reagiu positivamente com o reagente de Dragendorff e Erlich,
indicando a presenca de nitrogénio basico e a unidade triptofano na estrutura

molecular. oo

2
28 2% S7

A anélise preliminar do espectro unidimencional de RMN de 'H de S04
(Figura 31), mostra que na regido alifatica (5 0,62 e 1,23 ppm) os deslocamentos
quimicos e as multiplicidades dos sinais sdo semelhantes aos observados em

S03, sugerindo a presenca das unidades B-hidroxileucina e isoleucina.
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Figura 31 - Espectro de RMN de *H de S04, em DMSO, a 400 MHz.
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A presenca do hidrogénio metinico H-7 (a-carbonilico) na forma de um
duplo dubleto em & 3,84 (J = 6,0, 8,1 Hz), o qual resulta do acoplamento com o
hidrogénio metinico H-35 (6 1,68 ppm) e com o hidrogénio amidico NH-6 (& 6,46
ppm), caracteriza a presenca da unidade isoleucina como aminoacido participante
do sistema macrociclo de 14 membros. Ja os hidrogénios metilénicos
diastereotopicos H-36’ e H-36 dessa unidade correspondem aos sinais em 4 0,93
e 1,19 ppm, na forma de multipletos, resultante do acoplamento com as metilas
Me-37 (5 0,68, t) e Me-38 (5 0,63, d).

No mesmo espectro, os deslocamentos quimicos em & 7,82 (1H, d, J =
10,0 Hz), 4,86 (1H, dd, J = 1,8, 7,7 Hz), 4,45 (1H, dd, J = 7,7, 10,0 Hz), 2,01 (1H,
m), 1,15 (3H, d, J = 6,7 Hz) e 0,91 ppm (3H, d, J = 6,6 Hz) s&o referentes ao
hidrogénio amidico NH-20, aos hidrogénios metinicos H-3, H-4 e H-17 e aos
hidrogénios das metilas Me-18 e Me-19, respectivamente, caracterizando a

presenca da unidade p-hidroxileucina.
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Figura 32 - Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regiao 6 0,50-4,0 ppm de
S04, em DMSO a 400 MHz.

0

-2

ppm




116
Resultados e Discussao

Na regido entre 6 2,31-3,39 ppm inclui-se o sinal referente ao hidrogénio
metinico a-carbonilico, H-22 (5 3,38 ppm), os hidrogénios diastereotopicos, -
carbonilicos H-23" (6 3,08 ppm) e H-23 (6 3,13 ppm), e ainda as metilas do grupo
N,N-dimetil Me-33 e -34 (5 2,31 pp), todos pertencentes a unidade triptofano.

Os hidrogénios olefinicos H-10 e H-11 e amidico NH-9 do grupo enamina
sdo atribuidos aos sinais em & 6,34, 6,48 e 7,18 ppm, respectivamente. Ja 0s
hidrogénios arométicos da unidade p-hidréxiestirilamina e do residuo triptofanico
apresentam deslocamentos entre 5 6,91-7,51 ppm. Dificeis de serem atribuidos
devido a sobreposicdo de sinais, a resolucdo desses sinais foi possivel pela
analise do espectro COSY.

As atribuicbes de sinais no espectro de RMN de 'H de S04, foi auxiliada
pelo espectro homonuclear bidimensional tipo COSY, que permitiu atribuir
inequivocamente os hidrogénios presentes na estrutura molecular.

Os hidrogénios pertencentes ao residuo triptofano, foram atribuidos apartir
do espectro COSY, na regido entre 5 6,91-7,51 ppm. Tomou-se como ponto de
partida o sinal que ressona em & 10,17 ppm, correspondente ao hidrogénio
indolico NH-26, o qual apresenta correlacdo bem definida com o hidrogénio H-25
em o 7,01 ppm. Nesta regido, o hidrogénio H-28 em & 7,28 ppm apresenta uma
correlagdo com o hidrogénio H-29 em & 6,94 ppm. Este por sua vez, correlaciona-
se com H-30 em & 6,91 ppm, o qual mostra uma correlagdo com H-31 em § 7,49
ppm, definindo dessa forma, os deslocamentos quimicos para unidade triptofano.
As demais unidades presentes neste alcaldide foram identificadas a maneira

descrita nos exemplos anteriores.
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O espectro de carbono totalmente desacoplado de S04 (Figura 33) permitiu
identificar 33 sinais de carbonos pertencentes a estrutura do alcalbide

ciclopeptidico; distribuidos na regido espectral entre & 10,0-175,0 ppm.

T —— — 7T e —1 ——y v
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Figura 33 - Espectro de RMN de **C de S04, em DMSO, a 100 MHz.

Os deslocamentos quimicos dos sinais observados nos espectros de RMN
de ®C de S04 sdo idénticos aos descritos na literatura para o alcaléide
ciclopeptidico discarina A. Mediante os resultados acima descritos e ponto de
fusdo de 227-228 °C (Lit. 229-231 °C), foi possivel propor que S04 trata-se do
alcaldéide ciclopeptidico discarina A (57), isolado anteriormente de Discaria
longispina.®

Os dados fisicos e espectrais de RMN de 'H e *C de S04 encontram-se

descritos na parte experimental (Pagina 64).
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5.1.1.2.1.5 Alcal6ide A09

Este alcaldide foi encontrado no extrato de todas as coletas de D.
americana (Tabelas 17-19). Apés sucessivas recristalizacdes, foi obtido na forma
de sélido branco, com aspecto granuloso. Apresentou reacdo positiva no teste
com reagente de Dragendorff. Enquanto a forte coloracao violeta desenvolvida em
contato com o reagente de Erlich, demonstrou que esse alcaldide também

contém, em sua estrutura, a unidade triptofano.

15 16
14 13

N(CHa),
27,28

25 24

Comparando-se os espectros de RMN de *H (Figura 34) deste metabdlito
com o0s espectros de S04 (discarina A), verifica-se que ambos guardam

similaridade.
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Figura 34 - Espectro de RMN de *H de A09, em CDCl; a 400 MHz.
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Contudo, duas diferengas significativas foram observadas nessa
comparacao: o hidrogénio metinico H-7 (5 4,26 ppm) em S04 apresenta-se na
forma de um duplo dubleto, enquanto em AQ9, ocorre na forma de um multipleto;
e o0 hidrogénio metinico H-22 (5 2,44 ppm) em S04 apresenta-se na forma de um
duplo dubleto, ao passo que em AQ9, este aparece na forma de um dubleto.

A regido espectral compreendida entre & 0,75-2,0 ppm apresenta 0s
hidrogénios metilicos Me-18 (6 1,23 ppm), Me-19 (6 0,98 ppm), Me-25 (6 0,94
ppm) e Me-26 (5 0,88 ppm), os hidrogénios metilénicos diastereotdpicos H-24 (5
1,26 ppm) e H-24’ (6 1,5 ppm) e os hidrogénios metinicos H-23 (5 1,78 ppm) e H-
17 (6 1,99 ppm).

Os hidrogénios metinicos a-carbonilicos (H-4, H-7 e H-22), correspondem
aos sinais localizados entre 6 2,4-5,0 ppm. Nessa regiéo inclui-se também, o sinal
referente ao hidrogénio B-carbonilicos, H-3 da unidade B-hidroxileucina, e ainda
os hidrogénios diastereotopicos p-carbonilicos H-29 e H-29', da unidade
triptofano, que correspondem aos sinais em 4 2,87 ppm e 3,31 ppm.

Os deslocamentos quimicos, compreendidos entre & 5,95-8,14 ppm,
apresentam sinais correspondentes aos hidrogénios amidicos NH-6, NH-9 e NH-
20, das funcdes peptidicas e ao hidrogénio indodlico NH-30, da unidade triptofano.
Nessa regido, aparecem também o0s sinais que correspondem aos hidrogénios
olefinicos do grupo enamina e aos hidrogénios da unidade p-hidréxiestirilamina e

do residuo triptofano.
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Com o auxilio do espectro COSY, foi possivel identificar as posi¢cbes de
ressonancia dos hidrogénios que constituem o alcaléide A09.
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Figura 35 - Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regido 4 2,50-7,50 ppm de
A09, em CDCl3 a 400 MHz.

A atribuicdo de sinais do residuo inddlico iniciou-se a partir do sinal de NH-
30 em 6 8,14 ppm, o qual apresenta correlacdo com o hidrogénio H-31 em & 7,01
ppm. Nesta regido, H-34 em & 7,31 ppm apresenta uma correlagdo com o
hidrogénio H-35 em & 7,12 ppm. Este por sua vez, correlaciona-se com H-36 em &

7,09 ppm, o qual mostra uma correlagdo com H-37 em & 7,59 ppm. Apls a
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identificacdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios aromaticos, observa-
se que H-7 (& 4,26 ppm) (Figura 35), apresenta sinais de correlacdo com o
hidrogénio amidico NH-6 (5 5,96 ppm) e ainda com os hidrogénios metilénicos
diastereotdpicos H-29 (6 2,87 ppm) e H-29’ (6 3,31 ppm), € estes por sua vez nao
mostram correlagdo com outros hidrogénios, definindo assim a posicdo da
unidade triptofanica.

Para a atribuicdo de sinais da unidade N,N-dimetil isoleucina, o sinal do
hidrogénio a-carbonilico H-22 (5 2,44 ppm), foi utilizado como ponto de partida.
Este hidrogénio (H-22) apresenta correlagdo com o hidrogénio metinico H-23 (6
1,78 ppm), enquanto este mostra correlagdo com a metila Me-26 (5 0,88 ppm) e
ainda com hidrogénios metilénicos diastereotépicos H-24 (5 1,26 ppm) e H-24’ (5
1,50 ppm). Esses correlacionaram entre si por serem hidrogénios geminais nao
equivalentes, e com a metila Me-25 (6 0,94 ppm). O singleto isolado (ndo mostra
correlacdo) foi atribuido as metilas N,N-Me-27 e -28 (6 2,02 ppm), identificando
assim os deslocamentos quimicos dos hidrogénios dessa unidade.

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios da unidade B-hidroxileucina,
foram identificados a partir do sinal, em & 4,44 ppm, correspondente ao hidrogénio
metinico H-4. Este sinal apresenta duas correlacdes distintas, a primeira com o
hidrogénio amidico NH-20 (& 7,07 ppm), a segunda com o hidrogénio metinico H-3
(6 4,91 ppm). H-3, por sua vez, apresenta correlacdo com o sinal em & 1,99 ppm,
atribuido ao hidrogénio y-carbonilico H-17. O sinal desse hidrogénio, apresenta

correlagcdo com as metilas Me-18 (6 1,23 ppm) e Me-19 (5 0,98 ppm).
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O espectro de RMN de *3C de A09, totalmente desacoplado, Figura 36,
permitiu a identificagdo de trinta sinais distribuidos numa regido entre 6 12,0-175
ppm, indicando a presenca de carbonos metilicos, metilénicos, metinicos e
desprotonados. Desses sinais, trés indicam sobreposicdo de dois nucleos de
carbonos, perfazendo um total de trinta e trés &tomos de carbono, que

correspondem ao numero observado na estrutura 58.
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Figura 36 - Espectro de RMN de **C de A09, em CDCl3 a 100 MHz.

Baseando-se nas observagcBes acima descritas e na literatura, foi possivel
propor a estrutura 58, para A09, que corresponde ao alcalbide ciclopeptidico
discarina B, isolado pela primeira vez de Discaria longispina.

Os dados fisicos e espectrais de RMN de 'H e 3C de 58 (A09) estéo

listados na parte experimental (Pagina 65).
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5.1.1.2.1.6 Alcal6ide A04
Este alcaléide foi obtido de D. americana coletada nas trés regides.
Desenvolveu forte coloracdo alaranjada em contato com o0 reagente de

Dragendorff, indicando a presenca de nitrogénio basico em sua estrutura.
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Uma primeira anélise do espectro de RMN de 'H de A04 (Figura 37)
revela a presenca de quatro sinais de hidrogénios metilicos com deslocamentos
quimicos em 6 0,71, 0,78, 0,79, 0,87 ppm, na forma de dubletos, muito similares
agueles observados para o alcaloide A02. Esses sinais caracterizam a presenca
das unidades leucina e N,N-dimetil leucina, como participantes da estrutura
molecular de AO04. Estes deslocamentos quimicos, entre & 0,71-0,87 ppm,

eliminam a possibilidade da presenca da unidade B-hidroxileucina.
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Figura 37 - Espectro de RMN de 'H de A04, em CDCl; a 400 MHz.
Duas diferencas significativas sdo observadas, quando comparados 0s

espectros de RMN de 'H de A04 e A02. A primeira diferenca esta relacionada
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com a auséncia dos sinais relativos as metilas Me-18 e Me-19 em A04. A
segunda diferenca refere-se ao deslocamento quimico e a multiplicidade do
hidrogénio metinico B-carbonilico H-3. Em A02 (franganina), este apresenta-se na
forma de um duplo dubleto, devido ao acoplamento com os hidrogénios metinicos
H-4 e H-17, em & 5,01 ppm. Por outro lado, em A04, H-3 encontra-se deslocado
para campo mais baixo, na forma de um dubleto, em & 6,16 ppm, porque acopla
somente com o hidrogénio metinico H-4. Por sua vez, H-4 apresenta-se na forma
de um duplo dubleto, em & 4,74 ppm, resultante do acoplamento com o H-3 e com
0 hidrogénio amidico NH-21, que constitui-se em um dubleto, em & 7,32 ppm. A
partir destes dados, conclui-se que A04 ndo apresenta a unidade B-hidroxileucina
em sua estrutura, como os demais alcaldides discutidos até o momento. Com
base nestas observacfes, foi possivel propor que A04 apresenta, como
hidroxiaminoacido participante do sistema macrociclico, a unidade p-fenilserina.

A unidade leucina, em A04, é confirmada pela presenca de dois dubletos,
em o6 0,79 e 0,87 ppm, que identificam as metilas Me-32 e Me-33, do grupo iso-
butil dessa unidade. Esses dubletos resultam do acoplamento com o hidrogénio
metinico H-31 (6 1,61 ppm), na forma de um multipleto. O hidrogénio metinico H-
7, a-carbonilico, constitui-se em um multipleto, pois acopla-se com os hidrogénios
metilénicos diastereotopicos H-30 (6 1,27 ppm) e H-30' (6 1,77 ppm) e com 0
hidrogénio amidico NH-6 (5 6,26 ppm).

Os sinais referentes aos hidrogénios da unidade bésica terminal,
correspondem aos sinais em 6 2,61 (1H, dd, J = 4,8, 5,2 Hz 23), 1,00/1,31 (1H, m,
H-24, -24"), 1,23 (1H, m, H-25), 0,71 (3H, d, J = 6,8 Hz, CH3-26), 0,79 (3H, d, J =
6,8 Hz, CH3-27) e 1,66 ppm [6H, N-(CH3),-28, -29], atribuidos de acordo com as
multiplicidades apresentadas, através dos valores Juy e, pela tipica posicdo de
ressonancia, conforme observa-se no espectro de RMN de 'H, de franganina
(Figura 23).

Os hidrogénios do grupo enamina correspondem aos sinais em 6 6,37 (H-
11), 6,61 (NH-9) e 6,73 (H-10) ppm. O sinal de NH-9 constitui-se num dubleto,
que se origina do acoplamento com H-10; este por sua vez, apresenta-se na
forma de um duplo dubleto, porque também acopla com H-11, enquanto H-11,
corresponde a um dubleto, que acopla somente com o hidrogénio vizinho H-10.
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Os sinais correspondentes aos hidrogénios aromaticos da unidade p-
hidréxiestirilamina e da B-fenilserina, estdo contidos na regido de 6 7,15-7,55 ppm.
Dificeis de serem atribuidos neste espectro, devido a complexidade e
sobreposicdo de sinais, a resolucdo desses sinais foi possivel pelo espectro
COSY.

O espectro COSY também confirma os amino&cidos leucina e p-fenilserina,
como participantes do sistema macrociclico, além da presenca da N,N-dimetil

leucina, como unidade do residuo terminal basico.
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Figura 38 - Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regiao 6 4,0-7,80 ppm de
A04, em CDCl3; a 400 MHz.
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No espectro COSY (Figura 38), o sinal do hidrogénio metinico H-4 (5 4,74
ppm) apresenta correlacdo com o hidrogénio amidico NH-21 (6 7,32 ppm) e com 0
hidrogénio metinico H-3 (5 6,16 ppm). N&o foi observada a correlagcdo entre os
hidrogénios metinicos H-3 e H-17, sugerindo que o carbono C-17 seja
desprotonados. Essa observacdo foi importante, pois permite assinalar de
maneira inequivoca a unidade B-fenilserina, como hidroxiaminoécido participante
do sistema macrociclico.

Para atribuicdo da unidade leucina, foi utilizada como ponto de partida o
hidrogénio metinico a-carbonilico H-7 (6 4,14 ppm) que mostra correlagdo com o
hidrogénio amidico NH-6 (5 6,26 ppm) e com os hidrogénios metilénicos
diastereotopicos H-30 (6 1,27 ppm) e H-30’ (6 1,77 ppm). Estes, por sua vez,
correlacionam entre si e com o hidrogénio metinico H-31 (6 1,61 ppm). H-30
mostra correlagdo com as metilas heterotopicas Me-32 (6 0,79 ppm) e Me-33 (5
0,87 ppm), confirmando assim a presenca da leucina como a-aminoacido.

Os hidrogénios da unidade N,N-dimetil leucina foram atribuidos a partir do
sinal correspondente ao hidrogénio metinico H-23 (& 2,61 ppm), o qual
correlaciona-se com os hidrogénios metilénicos H-24 (6 1,00 ppm) e H-24" (6 1,31
ppm). H-24 também, apresenta correlagdo com H-24’ e com hidrogénio metinico
H-25 (6 1,23 ppm). H-25, por sua vez correlaciona-se com as duas metilas
diastereotopicas Me-26 (6 0,71 ppm) e Me-27 (6 0,79 ppm), completando o
sistema de spins da unidade leucina do residuo terminal basico. As metilas Me-28
e Me-29, desse grupo sdo seguramente atribuidas ao tipico singleto em & 2,22

ppm, com integracdo para seis hidrogénios.
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O espectro totalmente desacoplado RMN de *3C, BB (Figura 39), mostra
vinte oito sinais de carbonos, sendo que destes, trés indicam sobreposicao de
dois nucleos de carbonos, indicando que a estrutura deste alcaldide € composta

por trinta e um atomos de carbono.
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Figura 39 - Espectro de RMN de *3C de A04, em CDCl; a 100 MHz.

Apoés estas analises e consulta a literatura, o alcaldide A04 foi identificado
como sendo o alcaldide ciclopeptidico discarina C (100). Este alcaldide foi
anteriormente isolado de Discaria febrifuga.'* Os dados fisicos e espectrais de
RMN de 'H e *C de 100 (A04) encontram-se descritos na parte experimental
(Pagina 65).
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5.1.1.2.1.8 Alcal6ide A06

Este alcaldide foi encontrado somente no material coletado em Santana do
Livramento (Tabela 17). Apds sucessivas recristalizacbes, apresentou-se como
um sdlido branco, soluvel em CHCI3, cuja pureza foi confirmada através de CCD

utilizando-se varios sistemas de solventes.

26 (CHa),
25\27 2829 105

No espectro de RMN de 'H (Figura 40) do composto A06, verifica-se
inicialmente a presenca de quatro sinais relativos a metilas entre & 0,65-0,89 ppm,
sendo trés deles na forma de dubleto e um na forma de tripleto, em uma regiéo
espectral caracteristica de grupos iso-butil e sec-butil. Esses sinais caracterizam
as unidades N,N-dimetil leucina [Me-26 (5 0,78 ppm, d, J = 6,8 Hz) e Me-27 (3
0,86 ppm, d, J = 6,8 Hz)] e leucina [Me-32 (5 0,81 ppm, t) e Me-33 (5 0,66 ppm, d,
J = 7,2 Hz)] como aminoacidos constituintes de A06.
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Figura 40 - Espectro de RMN de *H de A06, em CDCl; a 400 MHz.
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Este espectro revela ainda, na regido entre 5 0,96-2,20 ppm, observou a
presenca dos hidrogénios metilénicos diastereotopicos H-24 (6 1,02 ppm), H-24’
(6 1,21 ppm) e H-31 (6 0,97 ppm), H-31’ (5 1,08 ppm) e dos hidrogénios metinicos
H-25 (6 1,62 ppm) e H-30 (6 2,19 ppm). Observou-se ainda, nessa regido, um
singleto em & 1,68 ppm, caracteristico do grupo N,N-dimetil do residuo terminal
basico.

A regido entre 5 2,60-4,80 ppm contém 0s sinais que correspondem aos
hidrogénios metinicos a-carbonilicos, H-23 (6 2,63 ppm), H-7 (5 4,09 ppm) e H-4
(6 4,71 ppm).

O deslocamento quimico em 6 6,21 ppm, na forma de dubleto, foi atribuido
ao hidrogénio metinico B-carbonilico H-3, caracterizando, como observado em
A04, a presenca da unidade B-fenilserina em AO06.

Os hidrogénios amidicos NH-6, NH-9 e NH-21 foram atribuidos aos
dubletos em & 6,40, 6,61 e 7,26 ppm, respectivamente; enquanto os hidrogénios
olefinicos H-10 e H-11 da unidade estirilamina apresentam deslocamentos
quimicos em & 6,73 e 6,38 ppm, respectivamente.

Os sinais correspondentes aos hidrogénios aroméaticos da unidade p-
hidroxiestirilamina e da g-fenilserina, estdo contidos na regido de 6 7,15-7,55 ppm.
Dificeis de serem atribuidos neste espectro, devido a complexidade e
sobreposicdo de sinais, a resolucdo desses sinais foi possivel pelo espectro
COSY.

As correlacbes observadas no espectro COSY (Figura 41), entre os
hidrogénios presentes em A06, foram importantes para localizacdo das unidades
N,N-dimetil leucina, isoleucina e p-fenilserina, na estrutura 105.

A localizacdo da unidade leucina, como sendo o aminoacido N,N-
dimetilado, foi possivel através da correlacdo entre o sinal em & 2,63 ppm,
atribuido ao hidrogénio metinico a-carbonilico H-23 com os hidrogénios
metilénicos diastereotdpicos H-24 (5 1,02 ppm) e H-24" (5 1,21 ppm). Estes por
sua vez, correlacionam-se com hidrogénio metinico H-25 (5 1,62 ppm). H-25
mostra correlacdo com as metilas CH3-26 (6 0,78 ppm) e CH3-27 (6 0,86 ppm),

completando assim o sistema de spins dessa unidade.
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Figura 41 - Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regiao 6 4,0-7,90 ppm de
A06, em CDCl3; a 400 MHz.

Tomou-se como ponto de partida, para caracterizacdo da unidade
isoleucina, o sinal em & 4,09 ppm, correspondente ao hidrogénio metinico ao-
carbonilico H-7, o qual apresenta correlagdo com o hidrogénio metinico H-30 (3
2,19 ppm) e com o hidrogénio amidico NH-6 (6 6,40 ppm). H-30, por sua vez,
mostra correlacdo com a metila Me-33 (5 0,66 ppm) e também os hidrogénios
metilénicos diastereotépicos H-31 (6 0,97 ppm) e H-31' (6 1,08 ppm). H-31’
correlaciona-se com H-31 e com a metila Me-32 (5 0,81 ppm), definindo assim o

sistema de spins formado pelos hidrogénios dessa unidade.
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O espectro de RMN de *3C de A06 (Figura 42) apresenta vinte e oito sinais
de carbonos. Trés deles indicam sobreposicdo de dois ndcleos de carbonos,
perfazendo um total de trinta e um atomos de carbono presentes em AQ06, o

mesmo numero observado para a discarina C (100).
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Figura 42 - Espectro de RMN de **C de A06, em CDCl; a 100 MHz.

Com base nas informacgdes espectroscopicas acima descritas e pesquisa
na literatura, foi possivel identificar AO6 como sendo o alcaldide ciclopeptidico
miriantina A (105). Este metabdlito ja foi isolado anteriormente de Myrianthus
arboreus (Urticaceae),”” porém é aqui descrito pela primeira vez em Discaria
americana. Os dados fisicos e espectrais de RMN de *H e '3C, de A06, estdo

descritos na parte experimental (Pagina 66).
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5.1.1.2.1.7 Alcal6ide A05

AO05, encontrado nas trés regides de coleta de D. americana, (Tabelas 17-
19), apresentou-se como um sélido branco, soluvel em CHCI3, e teve sua pureza
comprovada em CCD. Desenvolveu reacéo positiva com reagente de Dragendorff,
pelo aparecimento de mancha alaranjada, indicando a presenca de nitrogénio

basico em sua estrutura.
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A andlise do espectro de RMN de *H de A05 (Figura 43), permitiu identificar
a presenca do aminodcido fenilalanina, ausente na estrutura de A06, N,N-dimetil

leucina e p-fenilserina.
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Figura 43 - Espectro de RMN de *H de A05, em CDCl; a 400 MHz.
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Os dubletos em 6 0,79 e 0,85 ppm correspondem aos hidrogénios das
metilas heterotopicas Me-26 e Me-27 do grupo isopropil, da unidade N,N-dimetil
leucina. Esses dubletes resultam do acoplamento com o hidrogénio metinico H-25
que ressona em & 1,48 ppm, na forma de um multipleto. Os hidrogénios
metilénicos diastereotopicos H-24 e H-24’ dessa unidade apresentam-se na forma
de multipletos em & 0,96 e 1,09 ppm, respectivamente; enquanto o hidrogénio
metinico a-carbonilico H-23 é atribuido ao sinal em & 2,26 ppm, como um duplo
dubleto. Os hidrogénios metilicos Me-28 e Me-29, do grupo N,N-dimetil, dessa
unidade apresenta-se na forma de um singleto em & 1,57 ppm.

A presenca da unidade fenilalanina em AO5 é sugerida atraveés dos sinais
em o 2,86 e 3,19 ppm, na forma de duplos dubletos, relativos aos hidrogénios
metilénicos diastereotépicos H-30 e H-30', respectivamente, devido ao
acoplamento com hidrogénio metinico a-carbonilico H-7 que ressona em & 4,57
ppm, na forma de um multipleto.

O deslocamento quimico do hidrogénio metinico B-carbonilico H-3 em &
6,21 ppm, na forma de um dubleto, como observado em A04 e A06, caracteriza a
presenca da unidade B-fenilserina em A05. O hidrogénio metinico a-carbonilico H-
4, dessa unidade, apresenta-se na forma de um duplo dubleto, em & 4,7 ppm,
devido acoplamento com H-3 e NH-21.

Os hidrogénios amidicos, NH-6, NH-9 e NH-21, das unidades p-fenilserina,
fenilalanina e do grupo enamina, foram atribuidos aos sinais que ressonam como
dubletos em 6 6,49, 6,52 e 7,21 ppm, respectivamente.

Os hidrogénios aromaticos pertencentes as unidades p-hidréxiestirilamina,
B-fenilserina e fenilalanina foram de dificil atribuicdo, mesmo com o auxilio do

espectro COSY, devido a complexidade e sobreposicdo de sinais apresentadas.



134
Resultados e Discussao

O espectro de RMN 2D, bidimensional COSY permitiu visualizar os
principais sistemas de spins presentes em A05.
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Figura 44 - Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regiao 6 4,0-7,90 ppm de
A05, em CDCl3; a 400 MHz.

Para a atribuicdo do sistema de spins formado pelos hidrogénios metinicos
a- (H-4) e B-carbonilicos (H-3) e o hidrogénio amidico (NH-21) da unidade B-
fenilserina (Figura 21), tomou-se como ponto de partida o sinal correspondente
hidrogénio H-3, que mostra correlacdo somente com H-4 em & 6,11 ppm. Este,
por sua vez, apresenta correlagcdo com hidrogénio amidico NH-21 em & 7,21 ppm.

As correlagbes observadas entre o hidrogénio a-carbonilico H-23 (6 2,26
ppm) com os hidrogénios metilénicos diastereotopicos H-24 (6 1,09 ppm) e H-24"

(6 0,96 ppm), estes por sua vez, mostrando correlagdo com o hidrogénio metinico
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H-25 (6 1,48 ppm), enquanto H-25, também mostra correlagdo com as metilas
CHs-26 (6 0,79 ppm) e CHs-27 (6 0,85 ppm), foram fundamentais para
identificag&do da unidade leucina, como residuo terminal basico.

A hipotese de que a unidade fenilalanina faz parte da estrutura de A05, foi
confirmada através do espectro COSY, onde se observa a correlacdo do
hidrogénio amidico NH-6 (6 5,96 ppm) com hidrogénio metinico H-7 (5 4,26 ppm).
H-7 também mostra correlacdo com os hidrogénios metilénicos diastereotépicos
em H-30 (6 2,87 ppm) e H-30’ (6 3,31 ppm); estes, por sua vez, mostram somente
correlagéao entre si. Assim, pode-se afirmar que existe um carbono desidrogenado
vicinal a estes hidrogénios, o que implica que a unidade fenilalanina faz parte do
sistema macrociclico de AO5 como a-aminoécido.

O sistema de spins formado pelos hidrogénios do grupo enamina foi
caracterizado através da correlacdo entre o hidrogénio amidico NH-9 (6 6,52
ppm), que apresenta correlagcdo com hidrogénio olefinico H-10 (6 6,74 ppm). Este,
por sua vez, correlaciona-se com o sinal do hidrogénio H-11 (6 6,39 ppm),

definindo assim a enamina da unidade estirilamina.
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O espectro de RMN de **C, totalmente desacoplado de AO5 (Figura 45)
apresenta sinais distribuidos numa regido espectral, entre 8 22,0-175,0 ppm,
indicando a presenca de carbonos metilicos, metilénicos, metinicos e
desidrogenados. Os sinais, principalmente os pertencentes aos carbonos
aromaticos das unidades B-fenilserina, fenilalanina e p-hidroxiestirilamina, foram

atribuidos com base nos dados disponiveis na literatura.
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Figura 45 - Espectro de RMN de *3C de A05, em CDCl; a 100 MHz.

A analise destes resultados e o auxilio dos dados da literatura permitiram a
proposicao da estrutura 101 para A05, como o alcaldide ciclopeptidico discarina
D. Este alcaléide foi isolado pela primeira de Discaria febrifuga.®

Os dados fisicos e espectrais de RMN de *H e *C, de 101 (A05) estéo

listados na parte experimental (Pagina 66).
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5.1.1.2.1.9 Alcal6ide A16

Este alcaldide foi encontrado somente no material coletado em Santana do
Livramento (Tabela 17). Apresentou-se como um sélido branco, soltuvel CHCl;,
apos sucessivas recristalizacdes em acetona, o qual teve sua pureza comprovada
em CCD em varios sistemas de solventes. Desenvolveu reacdo positiva com
reagente de Dragendorff, pelo aparecimento de mancha alaranjada, indicando a
presenca de nitrogénio basico em sua estrutura.

28 27

Uma andlise preliminar do espectro unidimencional de RMN de *H (Figura
46) do metabolito Al6 revela sinais pertencentes as unidades B-fenilserina,

isoleucina e N,N-dimetil fenilalanina.
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Figura 46 - Espectro de RMN de *H de A16, em CDCl; a 400 MHz.
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O sinal do hidrogénio metinico H-7 (a-carbonilico), na forma de um duplo
dubleto, em & 3,62 ppm (J= 6,2, 10,4 Hz), resultante do acoplamento com o
hidrogénio metinico H-31 (6 2,17 ppm) e com o hidrogénio amidico NH-6 (5 6,38
ppm), sugere a presenc¢a da unidade isoleucina como a-aminoacido participante
do sistema macrociclo de 14 membros. JA4 o0s hidrogénios metilénicos
diastereotdpicos H-32 e H-32’, dessa unidade, correspondem aos sinais em & 1,27
e 1,37 ppm, respectivamente; enquanto os hidrogénios pertencentes as metilas
Me-33 e Me-34 foram atribuidas aos sinais em & 0,85 (tripleto) e 6 0,97 (dubleto).

No mesmo espectro é possivel se identificar os sinais referentes aos
hidrogénio metinico H-23 (a-carbonilico) em & 3,11 ppm, na forma de um duplo
dubleto; e os hidrogénios metilénicos diastereotopicos H-24 (6 2,92 ppm) e H24’ (&
3,26 ppm), do residuo terminal basico. O singleto em & 2,41 ppm refere-se aos
seis hidrogénios pertencentes as duas metilas, Me-28 e Me-29, do residuo basico
terminal N,N-dimetilado.

A maneira similar de A04, AO5 e A6, a unidade B-fenilserina em A16 foi
caracterizada a partir do deslocamento quimico tipico do hidrogénio metinico p-
carbonilico H-3 em 6 6,21 ppm, como um dubleto devido ao acoplamento com o
hidrogénio metinico a-carbonilico H-4 em & 4,51 ppm (duplo dubleto), enquanto o
hidrogénio amidico NH-21 ressona em 6 9,11 ppm, forma de um dubleto em
consequéncia do acoplamento com H-4.

Os hidrogénios pertencentes ao grupo enamina da unidade p-
hidroxiestirilamina foram atribuidos a partir das observacdes nos espectros dos
alcaloides j& descritos. Assim, o hidrogénio amidico NH-9 é representado por um
dubleto em & 6,82 ppm, resultante do acoplamento com H-10. H-10 corresponde
ao um duplo dublete em & 6,65 ppm, pois acopla com H-11 e o hidrogénio amidico
NH-9, enquanto H-11 é representado por um dublete & 6,73 ppm, resultante do
acoplamento com H-10.

Os hidrogénios arométicos pertencentes as unidades p-fenilserina,
estirilamina e do residuo terminal basico, apresentam deslocamentos entre &
7,09-7,35 ppm, gerando sinais sobrepostos de dificil atribuicao.

O espectro COSY apresenta as correlacdes via *Jy. entre os hidrogénios
presentes em de A16, confirmando a presenca das unidades p-fenilserina,

isoleucina e N,N-dimetil fenilalanina, através dos sistemas de spins formados.
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Figura 47 - Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regiao 6 0,0-3,90 ppm de
A16, em CDCl; a 400 MHz.

A unidade N,N-dimetil fenilalanina no espectro COSY (Figura 47) foi
caracterizada a partir da correlacéo observada entre hidrogénio metinico H-23 em
d 2,87 ppm com o hidrogénios metilénicos diastereotopicos H24' (6 3,26 ppm).
Este por sua vez, mostra correlacdo com o0s outros hidrogénios metilénicos
diastereotopicos H-24 (5 2,92 ppm), formando assim um sistema isolado de spins.

A presenca da unidade isoleucina, como a-aminoacido participante do
sistema macrociclico, foi identificada neste espectro, através das correlacbes
observadas entre o hidrogénio metinico H-7 em & 3,62 ppm com o hidrogénio
amidico NH-6 e com o hidrogénio metinico, H-31, em & 2,17 ppm. H-31 também
apresenta correlagcdo com a metila Me-34 em 6 0,97 ppm e com os hidrogénios
diastereotdpicos H-32 e H-32' em 6 1,27 e 1,37 ppm, respectivamente, e estes por

sua vez correlacionam-se com o sinal em & 0,85 ppm, relativo a metila CH3-33.
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A correlacdo entre o sinal em & 6,21 ppm, correspondente ao hidrogénio
metinico H-3, com sinal em & 5,51 ppm, atribuido ao hidrogénio metinico o-
carbonilico H-4 e este por sua mostrando correlacdo com o sinal em & 9,11 ppm,
correspondente ao hidrogénio amidico NH-21, permitiram identificar a unidade p-
fenilserina como o hidroxiaminoacido em A16.

O espectro de RMN de *3C de A16 (Figura 48) apresenta vinte seis sinais
de carbonos. Destes sinais, sete indicam sobreposicdo de dois nucleos de
carbonos, perfazendo um total de trinta e quatro &tomos de carbono presentes em
Al6. 16
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Figura 48 - Espectro de RMN de **C de A16, em DCCl; a 100 MHz.

Através de comparacdo com registros na literatura, dos dados acima
descritos foi proposta a estrutura 92 para A16, a qual corresponde ao alcalbide
ciclopeptidico adoutina Y, ja descrito anteriormente na literatura,®* porém isolado

pela primeira vez de Discaria americana.
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5.1.1.2.2 Ciclopeptideos Neutros

Dentre os metabdlitos isolados da casca da raiz de D. americana, foram
isolados varias substancias neutras com estruturas analogas aos alcaldides
ciclopeptidicos discutidos anteriormente. Este tipo de estrutura tem causado
confusdo quanto sua classificacdo. A maioria foi publicada como sendo
compostos ciclopeptideos neutros, cuja denominacao utiliza a terminacdo eno.
Isto para diferenciar dos alcaldides ciclopeptidicos de estruturas analogas, cuja
denominacédo utiliza a terminac&o ina. Um Unico trabalho da literatura considera
estas estruturas neutras como alcaldides, cujas denominagfes utiliza a
terminacdo ina. Esta publicacdo corresponde aos resultados de uma parte do
trabalho aqui descrito, cuja classificacdo e denominacao utilizadas (discarinas M e
N), se deve a uma exigéncia do “referee” que analisou o trabalho, e do préprio
editor do periédico. * Devido a estas estruturas ndo darem teste positivo com o
reagente de Dragendorff, e por ndo apresentarem a unidade N,N-dimetil,
responsavel pela basicidade, serdo consideradas, neste trabalho, como peptideos
ciclicos e ndo como alcaldides. As estruturas isoladas deste tipo foram
denominadas de discareno C (154), discareno D (155), discarina M (156) e
discarina N (157).

5.1.1.2.2.1 Identificacdo do ciclopeptideo D02

Este metabdlito foi isolado somente da fracdo basica etérea, da casca da
raiz de D. americana, coletada em Santana do Livramento (Tabela 17).
Apresentou-se em forma de um soélido amorfo e resultou esbranquicado sob
aplicacao do reagente de Dragendorff em CCD.

As analises dos espectros de RMN de *H (Figura 49) e *3C (Figura 60)

deste metabdlito mostraram algumas semelhancas com os espectros de RMN *H
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(Figura 37) e *3C (Figura 39) do alcaléide discarina C (100). Diferencas marcantes
entre os espectros foram: auséncia do grupamento N,N-dimetil basico terminal;
inexisténcia dos hidrogénios diastereotopicos H-24 e H-24'; aparecimento de dois
sinais correspondentes a hidrogénios olefinicos, um dubleto em § 5,23 ppm e um
duplo dubleto em & 6,36 ppm. Esta diferenga entra as duas estruturas pode ser
atribuida a uma possivel eliminacdo do tipo Hoffmann do grupo N,N-dimetil,
formando a dupla ligacdo. Essas observacdes, associadas as analises dos
espectros de RMN de *H e *C bidimensionais do tipo COSY, NOESY, HMQC e
HMBC, permitiram propor a estrutura 154 para o peptideo ciclico, denominado
neste trabalho de discareno C, devido a semelhanca estrutural com o alcaléide
discarina C (100).
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Figura 49 - Espectro de RMN de *H de D02 em CDCls, a 400 MHz.
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Na expansao do espectro da Figura 50, as duas metilas Me-30 e Me-31,
do grupo iso-butil da unidade leucina, aparecem em ¢ 0,75 e 0,64 ppm, na forma

de dubletos, resultantes do acoplamento com H-29, que ressona a 6 1,80 ppm.
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Figura 50- Espectro expandido de RMN de H, regigo entre § 0,63-2,35 ppm de
D02, em CDCl3, a 400 MHz.
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O Hidrogénio metinico H-7 (Figura 51), apresenta-se como um multipleto a
& 4,13 ppm, devido ao acoplamento com os hidrogénios metilénicos
diastereotopicos H-28, H-28' (6 1,79 e 1,29 ppm) e com o hidrogénio amidico NH-
6 (6 6,38 ppm).
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Figura 51 - Espectro expandido de RMN de 'H, na regido & 3,51-5,94 ppm de
D02, em CDClI3, a 400 MHz.

O espectro expandido (Figura 51) permitiu confirmar a presenca do
grupamento nado participante do sistema macrociclico de 14 membros em
discareno C. Esse grupamento foi identificado através dos sinais localizados em &

6,36 e 5,23 ppm. O sinal que aparece a ¢ 5,23 ppm, na forma de dubleto, J 15,4
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Hz, corresponde ao hidrogénio olefinico H-23, devido ao acoplamento com o H-
24, que ressona na forma de um duplo dublete a 6 6,36 ppm. O hidrogénio
metinico H-25, apresenta-se na forma de um multipleto a 8 2,27 ppm, devido ao
seu acoplamento com o hidrogénio olefinico H-24 e com as metilas heterotépicas
Me-26 (6 0,92 ppm) e Me-27 (6 0,91 ppm).

Os hidrogénios metinicos H-3 e H-4, da unidade B-fenilserina, apresenta-
se como dublete a 6 6,14 ppm (Jz4 6,2 Hz) e duplo dublete a & 4,68 ppm (Js.1 8,8
Hz), respectivamente.

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios que encontram-se na regiao
espectral entre 6 6,34-7,54 ppm, fazem parte da unidade p-hidréxiestirilamina e p-
fenilserina, em forma de sinais complexos, dificeis de serem resolvidos. Esses
sinais foram totalmente definidos pela analise dos espectros bidimensionais
homo- e heteronucleares do tipo COSY, NOESY, HMQC e HMBC.
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Figura 52 - Espectro expandido de RMN de 'H, na regido & 6,13-7,54 ppm de
discareno C, em CDClI3, a 400 MHz.
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Com o proposito de assinalar inequivocamente os hidrogénios da estrutura

154, foi realizado o experimento do tipo COSY, correlacdo *H-'H.
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Figura 53 - Espectro de RMN de 2D, COSY de D02, em CDCl; a 400 MHz.
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Através da analise deste espectro, expandido na regido de 6 4,10-6,77
ppm (Figura 54) pbéde-se confirmar os hidrogénios metinicos H-3, H-4 e o
hidrogénio amidico NH-21. O hidrogénio metinico H-3, localizado em & 6,14 ppm,
apresenta correlacdo com um sinal que ressona a & 4,68 ppm, referente ao
hidrogénio metinico H-4, um duplo dublete, que por sua vez, correlaciona-se com
o hidrogénio amidico NH-21 a 6 5,12 ppm.
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Figura 54 - Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regiéo 4 4,10-6,77 ppm de
D02, em CDCl3 a 400 MHz.

A atribuicdo no mesmo espectro, para a unidade enamina do sistema
macrociclico, iniciou-se pelo sinal localizado em & 6,74 ppm correspondente ao
hidrogénio metinico H-10, que correlaciona-se com o hidrogénio metinico H-11 a &

6,37 ppm, e com o hidrogénio amidico NH-9 a & 6,64 ppm.
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Este espectro também revela a correlacdo entre o hidrogénio H-23, a &
5,23 ppm, com H-24, a 6 6,36 ppm. H-24, por sua vez, apresenta correlagdo com

H-25, localizado a & 2,27 ppm.
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Figura 55 - Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regiéo 4 0,63-2,35 ppm de
D02, em CDCl3 a 400 MHz.

No espectro da Figura 55, observa-se a correlacdo existente entre o
hidrogénio metinico H-25 com as metilas heterotépicas Me-26 a 5 0,92 ppm e Me-
27 a o 0,91 ppm. Nesse mesmo espectro, verifica-se a correlagdo entre o
hidrogénio metinico H-7 com os hidrogénios diastereotépicos H-28 e 28'. Estes
apresentaram correlacfes entre si e com o hidrogénio metinico H-29, que por sua
vez, correlaciona-se com as metilas Me-30 e Me-31.

Os hidrogénios aromaticos, da unidade p-hidroxiestirilamina e f-
fenilserina, somente foram definidos com o auxilio dos experimentos do tipo
NOESY, HMQC e HMBC.
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Deste modo, foi possivel definir que os sinais da regido espectral entre 5
7,52 a 7,43 ppm (Figura 56) correspondem aos hidrogénios aromaticos da
unidade B-fenilserina, onde H-18 (& 7,52 ppm) correlaciona-se com H-19, a § 7,47

ppm, que por sua vez, apresenta correlagdo com H-20, a § 7,43 ppm.
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Figura 56 - Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regido 6 7,14-7,54 ppm de
D02, em CDCl3 a 400 MHz.

A atribuicdo dos hidrogénios da unidade p-hidroxiestirilamina foi possivel
a partir da definicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios da funcao éter,
H-14 (5 7,41 ppm) e H-15 (6 7,33 ppm). Assim, as correlagbes apresentadas por
estes no espectro COSY, permitem atribuir aos sinais a 6 7,15 ppm, para H-13 e §

7,17 ppm, para H-16.
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O experimento de RMN *H homonuclear bidimensional NOESY (Figura 57)
deste ciclopeptideo neutro permitiu obter informacdes importantes quanto a

configuracdo dos centros assimeétricos.
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Figura 57 - Espectro de RMN de 2D, NOESY de D02, em CDCl3, a 400 MHz.
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Por exemplo, no espectro expandido NOESY (Figura 58) observa-se a
correlagdo do hidrogénio metinico H-3 com H-4 e com os hidrogénios aroméaticos
H-15 e H-18. O hidrogénio metinico H-4, por sua vez, apresenta correlacdo com

os hidrogénios amidicos NH-21, NH-6 e com H-3, sugerindo uma geometria syn

entre eles.
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Figura 58 - Espectro expandido de RMN de 2D, NOESY, regido 6 4,84-7,54 ppm
de D02, em CDCl3, a 400 MHz.
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Um outro dado observado, € a ndo correlagdo entre os hidrogénios NH-6
e H-7, indicando uma geometria anti entre os mesmos. Por outro lado, H-7
apresenta correlacdo com os hidrogénios diastereotopicos H-28, 28', que por sua
vez, correlacionam-se com as metilas Me-30 e Me-31.

Neste mesmo espectro, também pbde-se observar as correlagcbes entre o
hidrogénio amidico NH-21 com o hidrogénio olefinico H-23, que por sua vez, nao
mostra correlacdo com o hidrogénio H-24, indicando uma relagéo trans entre os
mesmos.

A determinacado da posi¢cao de ressonancia dos hidrogénios das unidades
estirilamina e fenilserina foi possivel através da interacdo observada entre H-3
com os hidrogénios H-15 e H-18. As principais correlacdes espaciais observadas

no espectro NOESY s&o mostradas na figura abaixo.

Figura 59 - Principais correlagbes observadas no espectro NOESY de D02.
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O espectro de carbono (Figura 60) totalmente desacoplado (BB), de D02,
apresentou 27 sinais, distribuidos na regido entre 6 14,02-171,10 ppm. Desses
sinais, dois indicam a presenca de dois nucleos de carbonos, através de suas
intensidades, perfazendo, em conseqiiéncia, um total de 29 atomos de carbono,
que correspondem ao numero observado na estrutura 154. O espectro DEPT

135° (Figura 61) confirmou a presenca de seis carbonos néo protonados em DO2.
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Figura 60 - Espectro de RMN de *C de D02, em CDCl; a 100 MHz.
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Figura 61 - Espectro de **C DEPT 135° de D02, em CDCls, a 100 MHz
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O experimento HMQC (Figuras 62 e 63) foi importante para a identificacéo
dos sinais de carbonos com dois o0os nucleos, a posicdo dos hidrogénios

diastereotopicos e os carbonos aromaticos, com seus respectivos hidrogénios.
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Figura 62 - Espectro 2D, heteronuclear *Jy.c, HMQC de D02, em CDCls, a 400
MHz.
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Também foi possivel, através desse experimento, identificar os dois
hidrogénios geminais diastereotopicos H-28 e 28', localizados em campos

diferentes, porém correlacionam com o mesmo carbono a 6 39,10 ppm.
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Figura 63 - Espectro expandido 2D, heteronuclear *Ji.c, HMQC de D02, em
CDCl3, a 400 MHz.
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No espectro HMBC (Figura 64) foram observadas as correlagdes a longa
distancia via 2Ju.c e 3J n.c, que permitiram atribuir corretamente todas as
carbonilas e, principalmente, os carbonos pertencentes aos sistemas aromaticos

e confirmar os demais presentes no metabdlito.
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Figura 64 - Espectro 2D, heteronuclear 23Jy.c, HMBC de D02, em CDCls, a 400
MHz
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No espectro expandido HMBC de D02 (Figura 66) observam-se, entre
outras, as seguintes correlacfes: H-3 a 6 6,14 ppm com dois carbonos aromaticos
C-17 a 6 136,55 ppm e C-18 a 6 127,86 ppm; H-14 e H-15 com o carbono
quaternario C-12 a 6 132,67 ppm; H-16 e H-13 com C-11 a 6 114.89 ppm; H-11
com C-10 a 6 125.52 ppm; H-14 com C-15 a § 123,66 ppm; H-15 com C-14 a o
123,43 ppm; H-20 com C-18 a 6 127,86 ppm. As demais correlagdes observadas
no espectro HMBC que permitiram a elucidacédo da estrutura desse ciclopeptideo

neutro estao listadas na Tabela 38 e podem ser vistas na figura 65.

Figura 65 - Principais correlagdes observadas no espectro HMBC de D02.
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Figura 66 - Espectro expandido 2D, heteronuclear “°Jy.c, HMBC de D02, em
CDCl3, a 400 MHz.
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Tabela 38. Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN de *H e *3C para discareno C,

em CDClI3, a 400 MHz.

Posicdo  §'H* J (Hz) st3c? NOESY HMBC
1 155,25
3 6,14 d J34=6,2 81,98 H18, H15,H4 C5,C17,C18
4 486dd  J,5=6,2 J;,=8,8 56,18 H6, H21, H3 C5, C22
5 171,10
6 6,38 H4
7 4,13 m 52,55 H28, H28'
8 167,41
9 6,64 d Jo10=10,2
10 6,74 dd J106=10,2 125,52 H11 Cc12

J10,11=7,6

11 6,37 d J1110=7,6 114,89 H10 C10
12 132,67
13 7,17 130,37 C1, C11,C16
14 7,33 123,66 c12
15 7,41 129,13 C12, C14
16 7,15 132,12 C1, C11
17 136,55
18 7,52 127,86 C19, C20
18' 7,52 127,86 C19, C20
19 7,47 128,99 C17, C20
19' 7,47 128,99 C17, C20
20 7,43 123,43 c18
21 5,12 d J»14=8,8 H4, H23 c22
22 165,81
23 5,23 d J2324=15,4 119,12 H21 c22
24 6,36 dd Jo425=15,4 153,04 H25 c22
25 2,27m 30,70 H26, H28 C24, C26,C27
26 0,92 d J26,25=6,8 21,24 C24, C25, C27
27 0,91d J2725=6,7 21,14 C24, C25, C26
28 1,29 m 39,10
28' 1,79 m
29 1,18 m 23,14
30 0,75d J3026=6,6 22,59 C28, C29, C31
31 0,64 d J3126=6,5 20,49 C28, C29, C30

*Deslocamentos quimicos confirmados por *H-'H COSY e NOESY.

* Deslocamentos quimicos confirmados por HMQC, HMBC e DEPT.
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5.1.1.2.2.1 Identificac&o do ciclopeptideo D03

Este metabdlito, assim como o anterior, foi isolado somente da casca da
raiz de D. americana, coletada em Santana do Livramento (Tabela 17). Foi obtido
na forma de um solido branco, e deu teste negativo frente ao reagente de

Dragendorff.

2 155

27

A interpretacdo dos espectros de RMN de *H e **C, permitiu atribuir a
estrutura do metabdlito como sendo um outro peptideo ciclico, neste caso, uma
estrutura analoga ao alcaléide conhecido como discarina D (101). Devido a essa
semelhanca estrutural D03, foi denominado de discareno D (157). Estes
espectros indicam a presenca de sinais relativos ao substituinte -
COCH=CHCH(CH3),, e a auséncia do grupo N-mono ou N,N-dimetilado. Além
disso, estes espectros permitiram identificar as unidades fenilalanina e pB-
fenilserina como aminodacidos participantes da estrutura do macrociclo.

As atribuicdes inequivocas dos sinais nos espectros de *H e *C para 155,
foram possiveis pelos experimentos de RMN de *H e **C bidimensionais homo- e
heteronucleares do tipo COSY, HMQC e HMBC, além da compara¢cdo com 0s

espectros de RMN do discareno C (154) e do alcal6ide discarina D (101).
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Figura 67 - Espectro de RMN de *H de D03, em DMSO, a 400 MHz.

Os espectros de RMN de H, Figura 67 e 68 mostram sinais referentes

aos hidrogénios metilicos a 6 0,90 ppm e 0,92 ppm, de um hidrogénio metinico,

na forma de um multipleto a 6 2,25 ppm, e de dois duplos dubletes a 5 2,60 ppm e

3,01 ppm, referentes a hidrogénios metilénicos diastereotopicos (HMQC). Estes

sinais foram atribuidos aos grupos metilicos em C-26 e 27, ao hidrogénio metinico

em C-25 e aos dois hidrogénios metilénicos diastereotopicos em C-28.
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Figura 68 - Espectro expandido de RMN de *H, regido entre § 0,50-3,42 ppm de
D03, em DMSO, a 400 MHz.

No espectro da Figura 69, que mostra a expanséao entre ¢ 3,85-6,51 ppm,
identifica-se hidrogénios importantes para a atribuicdo estrutural, como o
hidrogénio metinico que ressona a & 4,06 ppm, atribuido para H-7. Este
hidrogénio aparece na forma de multipleto, devido ao acoplamento com um
hidrogénio amidico, NH-6, e com os dois hidrogénios metilénicos diastereotdpicos
H-28 e H-28'. O espectro COSY mostra que estes hidrogénios fazem parte do
mesmo sistema de spins, e que os hidrogénios metilénicos ndo apresentam
outras correlacgdes, confirmando a fenilalanina como unidade de aminoacido do
macrociclo. Um outro hidrogénio metinico foi identificado como um duplo dubleto
a o 4,88 ppm. No espectro COSY, este sinal mostra um cruzamento com outro
hidrogénio metinico que ressona, na forma de um dubleto, a 6 5,80 ppm. Estes
hidrogénios foram atribuidos como H-4 e H-3, respectivamente. H-4 mostra
também um cruzamento com o hidrogénio amidico NH-21, que ressona a 6 7,59

ppm. Como na estrutura anterior, o desdobramento de H-3 na forma de um
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dubleto identifica a unidade fenilserina como sendo o B-hidroxiaminoacido da
estrutura.

No mesmo espectro, os hidrogénios olefinicos H-23 e H-24 foram
identificados a 6 5,32 ppm e a 6 6,29 ppm, na forma de um dubleto e de um duplo
dubleto, respectivamente. O espectro COSY, Figura 72, mostra que H-23 e H-24
formam um sistema de spins com o hidrogénio metinico H-25 e com as metilas
em C-26 e C-27. Os hidrogénios H-10 e H-11 foram identificados como sinais

sobrepostos a 6 6,51 ppm.
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Figura 69 - Espectro expandido de RMN de “H, regido ¢ 3,85-6,51 ppm de D03,

em DMSO, a 400 MHz.

Os hidrogénios amidicos NH-6 e NH-20 correspondem aos dubletes em &
8,01 e 7,59 ppm, respectivamente. NH-9, pela sobreposi¢do de sinais, ndo pode
ser atribuido seguramente.

Na regidao compreendida entre 6 6,97-7,42 ppm (Figura 70), encontram-se
os hidrogénios aromaticos, pertencentes as unidades p-hidroxiestirilamina,
fenilserina e fenilalanina, de dificil atribuicdo, devido a complexidade e a
sobreposicdo de sinais. Os deslocamentos quimicos desses hidrogénios foram
definidos com o auxilio dos espectros HMQC, HMBC, NOESY e COSY.
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Figura 70 - Espectro expandido de RMN de 1H, reglao ) 6,80-8,29 ppm de DO3,
em DMSO, a 400 MHz.
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A analise do espectro COSY (Figura 71), permitiu visualizar os sistemas
de spins presentes em DO03.
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Figura 71 - Espectro de RMN de 2D, COSY de discareno D, em DMSO a 400 MHz.
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Para a atribuicdo dos hidrogénios pertencentes ao grupamento que nao
faz parte do sistema macrociclico de 14 membros, utilizou-se o espectro COSY,
na regido compreendida entre 5 0,85 a 6,51 ppm (Figura 72).

Tomou-se como ponto de partida o sinal localizado em & 5,32 ppm,
correspondente ao hidrogénio olefinico H-23, o qual apresenta correlacdo com H-
24, que apresenta-se a 6 6,29 ppm. H-24, por sua vez, apresenta correlacdo com
H-25 a 6 2,25 ppm. Este ultimo correlaciona-se com as duas metilas heterotépicas
Me-26 e Me-27, localizadas em & 0,90 e 0,92 ppm, respectivamente, definindo
assim os deslocamentos quimicos dos hidrogénios pertencentes a este

grupamento.
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Figura 72 - Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regiéo 5 0,85-6,51 ppm de
D03, em DMSO a 400 MHz.
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No espectro COSY da Figura 73, péde-se observar a correlagao entre o
hidrogénio metinico H-3 a 6 5,80 ppm com H-4 a 6 4,88 ppm e, este por sua vez,
mostra uma correlagdo com NH-21, a 8 7,59 ppm.

Nesse mesmo espectro, foi possivel identificar o sistema de spins
referente ao aminoacido fenilalanina, participante do sistema macrociclico. Para
atribuicdo desta unidade, partiu-se do sinal localizado a & 8,03 ppm, relativo ao
hidrogénio amidico NH-6, que apresenta correlacdo com o hidrogénio metinico H-
7, a & 4,06 ppm e, este por sua vez, mostra correlagdo com o hidrogénios
diastereotopicos H-28 e -28', localizados a 6 2,60 e 3,01 ppm, confirmando assim
esse sistema de spins.

As correlacdes dos hidrogénios arométicos das unidades p-estirilamina,
fenilserina e fenilalanina foram dificeis de serem observadas, devido a

sobreposicao de sinais.
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Figura 73 - Espectro expandldo de RMN de 2D, COSY reglao 5 2,51- 8 19 ppm de
D03, em DMSO a 400 MHz.
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O espectro NOESY (Figuras 74 e 75) de D03 fornece informagdes quanto
a geometria da molécula, através de algumas correlacdes espaciais importantes.

O ponto de partida para a analise deste espectro foi o hidrogénio metinico
H-7, localizado a & 4,06 ppm, o qual mostra correlacéo espacial com o hidrogénio
aromatico H-30 e com hidrogénio amidico NH-6, indicando uma relacédo espacial

cis entre 0S mesmos.
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Figura 74 - Espectro de RMN de 2D, NOESY de D03, em DMSO a 400 MHz.
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Outro dado importante observado nesse espectro, foi a interacéo espacial
entre o hidrogénio metinico H-4 (5 4,88 ppm) com os hidrogénios amidicos NH-6 e
NH-21 a 8 8,03 e 7,59 ppm, respectivamente e, com o hidrogénio metinico H-3 (&
5,80 ppm), indicando uma relagéao espacial cis entre eles.
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Figura 75 - Espectro expandido de RMN de 2D, NOESY, regido 4 4,06-8,19 ppm
de D03, em DMSO a 400 MHz.
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Uma outra correlagéo observada nesse espectro foi a interacao espacial
entre os hidrogénio olefinico H-23, em 6 5,32 ppm, com o hidrogénio amidico NH-
21, em o 7,59 ppm.

As demais interacOes espaciais observadas neste experimento sao

apresentadas na Figura 76 e estao listadas na Tabela 39.

Figura 76 - Principais correlagdes observadas no espectro NOESY de DO03.
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O espectro de carbono totalmente desacoplado (Figuras 77 e 78) permitiu
identificar 26 sinais, entre 0s quais, seis indicam a presenca de dois nucleos de
carbono, através de suas intensidades, perfazendo, em consequéncia, um total de
32 atomos de carbono, que correspondem ao numero de carbonos observado na
estrutura. Esses sinais foram posteriormente confirmados pelos espectros HMQC
e HMBC.
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Figura 77 - Espectro de RMN de **C de D03, em DMSO a 100 MHz.
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Figura 78 - Espectro expandido de RMN de *C de D03, regido & 119-140 ppm,
em DMSO a 100 MHz.
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O espectro DEPT 135° (Figura 79), revela que dos 26 sinais encontrados
no espectro de carbono BB, 6 desapareceram, constatando-se, deste modo, a
presenca de sete carbonos (C-17 e C-29 apresentam o mesmo deslocamento
quimico) ndo protonados, sendo 3 deles pertencentes as carbonilas C-5, C-8 e C-
22, localizados na regido espectral entre 5 170,57 e 163,55 ppm e, quatro sinais

referentes aos carbonos aromaticos C-1, C-12, C-17 e C-29. Com amplitude

negativa, foi observado somente um sinal relativo ao carbono metilénico C-28, a &
36,15 ppm.

— L S e B N e S e e B L A s B S S S S B S
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Figura 79 - Espectro de **C DEPT 135° de discareno D, em CDCls, a 100 MHz.

A Tabela 39, pg. 175, mostra os deslocamentos quimicos dos carbonos

pertencentes ao ciclopeptideo neutro D03.
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O espectro HMQC, além de confirmar todos os carbonos através do
cruzamento com o0s respectivos hidrogénios (Figuras 80 e 81), mostra também
que o sinal de carbono a 6 120,99 ppm corresponde aos carbonos sobrepostos C-
14 e C-23.
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Figura 80 - Espectro 2D, heteronuclear *Jy.c, HMQC de D03, em DMSO, a 400
MHz.
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Além disso, foi possivel definir, que o sinal a 6 6,51 ppm no espectro de
hidrogénio corresponde aos hidrogénios olefinicos H-10 e H-11, j& que
correlaciona com dois diferentes nucleos de carbono C-10 e C-11, localizados a &
125,87 e 119,23 ppm, respectivamente. Um outro dado importante, obtido deste
espectro, € a posicdo, no espectro de hidrogénio, dos hidrogénios metilénicos
diastereotopicos H-28 e H-28'.
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Figura 81 - Espectro expandido 2D, heteronuclear *Jy.c, HMQC de D03, em
DMSO, a 400 MHz.
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A andlise do espectro HMBC (Figura 83) revela correlacdes a longa
distancia via 2J e 3J que permitiram atribuir todas as carbonilas presentes em D03,
além dos carbonos aromaticos desprotonados das unidades estirilamina,
hidroxifenilserina e fenilalanina. Neste espectro o hidrogénio metinico H-3 mostra
correlacdo com sinais em ¢ 137,67 e 170,57 ppm atribuidos aos carbonos C-5 e
C-17, respectivamente. Os hidrogénios H-4 e H-23, por sua vez, apresentam
correlacdo com um carbono em & 163,55 ppm, atribuido a carbonila C-22,
enquanto o hidrogénio metinico H-7 mostra correlagdo com os carbonos em &
128,56 e 167,55 ppm, assinalando o carbono desidrogenado C-29 e a carbonila
C-8, respectivamente. As principais correlacdes observadas neste espectro sao

demonstradas nas figuras 82 e 83 e, encontram-se descritas na Tabela 39.

Figura 82 - Principais correlagoes observadas no espectro HMBC de D03
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Figura 83 - Espectro 2D, heteronuclear >3J.c, HMBC de D03, em DMSO, a 400
MHz.
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Tabela 39 - Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN de *H e *3C para discareno
D, em DMSO, a 400 MHz.

Posicéo StH* J (Hz) sc*  NOESY HMBC
1 155,14
3 5,80d J34=7,6 82,21 H4,H14,H18 C17,C18, C4,C5
4 4,88 dd Ju3=7,6; J421=10,0 55,75 H3, H6, H21 C22,C5,C3
5 170,57
6 8,03 d \]6’7=7,6 H7, H4 C8
7 4,06 m 55,20 C5, C8, C29
8 167,56
9
10 6,51 125,87 Cl1
11 6,51 119,23 C10
12 131,40
13 130,75 C16
14 120,99 C15, C12,C13
15 122,43 C14,C12 C3
16 7,21 129,92 C13
17 137,67
18-18' 7,42 J18’19=8,2 128,10 C20
19-19' J19,18=8,2 127,27 C19', C19
20 127,49 C18
21 7,59d J»14=10,0 C4, C22
22 163,55
23 5,32d Jo3.24= 14,3; 120,99 H21 C25, C22
J2325=1,0
24 6,29 dd J24.23=14,3 Jo4. 148,25 H25 C22, C25, C26
25=6,6
25 2,25 m Jo5.24= 6,6 29,80 H26, H27 C26, C27
26 0,90 d J25’25=6,0 21,17 H25 C25, c27
27 0,92d J 27.26= 6,0 21,30 H25 C25, C26
28 3,01 dd J28’27=2,8 36,15
28' 2,60 dd \]28,28':14,0
29 J28’7=6,4 137,17
30-30' 128,56 C28, C32
31-31 127,96 C29, C31
32 125,60 C30, C30'

*Deslocamentos quimicos confirmados por *H-'H COSY e NOESY.

* Deslocamentos quimicos confirmados por HMQC, HMBC e DEPT.
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5.1.1.2.2.3 Identificacao do ciclopeptideo D01

Este metabdlito foi isolado da casca de raizes de D. americana, material
coletado em Santana do Livramento e Sado Sepé (Tabelas 17 e 18), e teve sua
estrutura (156) elucidada e identificada como sendo um outro ciclopeptideo
neutro. A estrutura foi definida pelas andlises de RMN de *H e *C uni- e
bidimensionais, correlacbes homo- e heteronucleares do tipo COSY, HMQC e
HMBC.

Os espectros de RMN de 'H e *C deste metabdlito sugeriram uma
semelhanca estrutural com o alcaldide ciclopeptidico franganina (67), o que
facilitou a determinagédo estrutural do mesmo. Devido a semelhanca estrutural,
esse composto foi denominado, inicialmente, de franganeno, sendo a terminacao
eno derivada da presenca de uma dupla ligacédo, inexistente no alcal6ide analogo.
A denominacédo desta substancia de discarina M (156) foi uma sugestéo do editor

do periédico onde o trabalho foi publicado.
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Figura 84 - Espectro de RMN de *H, D01, em DMSO, a 400 MHz.
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O espectro de hidrogénios deste metabolito, expandido entre 5 0,54 e 1,3
ppm, (Figura 85) mostra claramente seis sinais na forma de dubletos; todos com
integragao para 3 hidrogénios, caracterizando seis grupos metilas na estrutura,
com Jynu= 6,6 Hz. Os sinais correspondem aos seis grupos de metilas
heterotdpicas, de grupos isopropil. Estas metilas indicam que a estrutura é
formada pelas unidades B-hidroxileucina (Me-18 e -19) e leucina (Me-29 e -30),
além do fragmento olefinico ndo participante do macrociclo (Me-25 e -26).

Os sinais entre & 1,24-2,42 ppm foram atribuidos aos hidrogénios
metilénicos B-carbonilico H-27 e aos hidrogénios metinicos y-carbonilicos H-17, H-
24 e H-28.
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Figura 85 - Espectro expandido de RMN de 'H, regido & 0,54-2,42 ppm de DO1,
em DMSO, a 400 MHz.

A regido espectral compreendida entre 6 3,83 e 4,83 ppm (Figura 86),
mostra os sinais que correspondem aos hidrogénios a-carbonilicos, H-7 e H-4.
Também inclui-se nessa mesma regido o sinal relativo ao hidrogénio metinico f-

carbonilico, H-3, da unidade B-hidroxileucina.
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Figura 86 - Espectro expandldo de RMN de 'H, regido & 3,83-4,83 ppm de DO1,
em DMSO, a 400 MHz.

Os sinais em 6 6,72, 7,43 e 8,40 ppm (Figura 87), na forma de dubletos,
com constante de acoplamento em torno de 10 Hz, correspondem aos
hidrogénios amidicos NH-9, NH-6 e NH-20, respectivamente. Os hidrogénios
olefinicos H-10 e H-11 do grupo enamina da unidade estirilamina, apresentam
posicdes de ressonancia em & 6,53 ppm (H-10) e & 6,38 ppm (H-11). Os
hidrogénios vinilicos H-22 e H-23, do grupamento que néo esta ligado diretamente
ao sistema macrociclico, apresentam deslocamentos em & 5,84 ppm (H-22) e 6,67
ppm (H-23). A magnitude da constante de acoplamento (14,0 Hz) indica uma
geometria trans entre H-22 e H-23. Os sinais relativos aos quatro hidrogénios
arométicos da unidade p-hidroxi-estirilamina mostram deslocamentos entre 5 6,9 e
7,12 ppm, com constantes de acoplamento, em torno de 8 Hz, tipicos de sistemas

benzénicos 1,4- dlssubstltwdos
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Figura 87 - Espectro expandido de RMN de 'H, regio & 5,84-8,45 ppm de DO1,
em DMSO, a 400 MHz.
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O experimento COSY (Figura 88) deste metabdlito foi util para definir os
seguintes sistemas de spins: (I) o sistema de spins envolvendo os hidrogénios da
unidade B-hidroxileucina, (ll) sistema de spins do grupamento que nao esta ligado
diretamente no sistema macrociclico, (lll) sistema de spins do aminoéacido leucina,
participante do macrociclico, (IV) sistema de spins do grupo enamina da unidade

estirilamina e (V) os hidrogénios aromaticos da unidade p-estirilamina.
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Figura 88 - Espectro de RMN de 2D, COSY de D01, em DMSO a 400 MHz.

A atribuicdo do primeiro sistema de spins (I), constituido pela unidade j-
hidroxileucina, foi possivel, partindo-se do hidrogénio amidico NH-20. NH-20 pode
ser diferenciado dos demais hidrogénios amidicos pela troca por deutério, quando

uma gota de D,O é adicionada & amostra.?*

220. Hashinger, E.M., 1978. Chem. Ber, 109, 523
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NH-20 apresenta correlagdo com o sinal do hidrogénio H-4 que, por sua
vez, correlaciona-se com o hidrogénio metinico H-3 (Figura 89).
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Figura 89 - Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regiado 6 3,75-8,45 ppm de
D01, em DMSO a 400 MHz.
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O hidrogénio metinico H-17 apresenta correlagdo com os hidrogénios
heterotopicos das metilas (Me-18 e Me-19), concluindo assim o sistema de spins
da unidade hidroxileucina. N&o foi observada a correlacao entre H-3 e H-17.

Para a determinacdo do segundo sistema de spins referente ao
grupamento que ndo faz parte do sistema macrociclico, partiu-se do sinal
correspondente ao hidrogénio metinico H-22, o qual correlaciona-se com o
hidrogénio H-23 em 6 6,61 ppm, em forma de dublete.

O hidrogénio H-23, além de apresentar correlagdo com H-22 em § 5,84
ppm, possui correlagdo com um multipleto em 6 2,35 ppm, correspondente ao
hidrogénio metinico H-24. Por sua vez, H-24 apresenta correlacdo com dois
dubletes em 6 0,95 e 0,96 ppm, que correspondem as duas metilas heterotopicas
Me-25 e 26, completando assim o sistema de spins.

O aminoédcido participante do sistema macrociclico, em D01, €
caracterizado por uma unidade leucina, que forma o terceiro sistema de spins da
molécula.

Para a definicdo desse sistema, partiu-se do hidrogénio metinico H-7,
localizado em & 3,78 ppm, que apresenta correlacdo com o hidrogénio amidico
NH-6 em 5 6,72 ppm e com os hidrogénios metilénicos diastereotdpicos H-27 em
61,43 e H-27' em 6 1,31 ppm (Figura 90).

Apés atribuicdo dos hidrogénios metilénicos diastereotopicos H-27 e 27,
observa-se que H-27' correlaciona-se com um multipleto em & 1,25 ppm, referente
ao hidrogénio metinico H-28, o qual mostra correlacdo com dois dubletes em &
0,69 e 0,49 ppm, permitindo assim identificar as duas metilas heterotépicas Me-29
e Me-30.
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Figura 90 - Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regido 4 0,5-3,75 ppm de
D01, em DMSO a 400 MHz.

O sistema de spins (IV), relativo ao grupo enamina, foi definido a partir do
hidrogénio metinico H-11, um dubleto em 6 6,38 ppm, que mostra correlagdo com
o hidrogénio metinico H-10 em 6 6,51 ppm. Este, por sua vez, correlaciona-se
com o dublete do hidrogénio amidico NH-9 em & 7,62 ppm.

Os quatro hidrogénios aromaticos da unidade p-hidroxiestirilamina
(sistema de spins V), apresentam sinais com deslocamentos quimicos entre &
6,93 e 7,11 ppm. A definicdo desse sistema de spins ficou clara, somente através

das correlagbes homo- e heteronucleares do tipo NOESY, HMQC e HMBC.
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A anélise do espectro de RMN de *H homonuclear bidimensional NOESY
(Figura 91) deste ciclopeptideo neutro permitiu obter informagfes importantes
quanto a configuracdo de alguns centros assimétricos de D01, principalmente da
unidade B-hidroxiaminoacido do sistema macrociclico.
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Figura 91 - Espectro de RMN de 2D, NOESY de D01, em DMSO, a 400 MHz.

Para analise deste espectro (Figura 92), foi utilizado, como ponto de
partida, o sinal localizado em & 4,89 ppm, relativo ao hidrogénio metinico H-3 da
unidade B-hidroxileucina, por apresentar interagdo espacial com o hidrogénio
aromatico H-14 do sistema estirilamina. Além disso, H-3 apresenta uma
correlacdo com o hidrogénio metinico H-17 e com um sinal em & 1,13 ppm,

referente a metila Me-18.
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Figura 92 - Espectro expandido de RMN de 2D, NOESY, regido 4 0,41-4,95 ppm
de D01, em DMSO, a 400 MHz.

H-3, ao contrario do que foi observado no espectro COSY, ndo apresenta
interac&o espacial com H-4, localizado em & 4,55 ppm, indicando uma relagdo anti
entre eles. Por outro lado, H-4 apresenta interacdo espacial com NH-6, que
ressona em 4 6,72 ppm.

Uma interacdo espacial entre os hidrogénios NH-6 e H-7 nao foi

observada, mostrando uma relacéo anti entre 0s mesmos.
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Figura 93 - Espectro expandido de RMN de 2D, NOESY, regido 6 4,47-8,45 ppm
de D01, em DMSO, a 400 MHz.

O hidrogénio amidico NH-20 (6 8,42 ppm) apresenta interagdo espacial
com o hidrogénio olefinico H-22. Este por sua vez, ndo se correlaciona com o
hidrogénio olefinico H-23, que apresenta-se na forma de um duplo dublete em &
6,61 ppm.

O mesmo espectro (Figura 93) ndo apresenta a interacdo entre o
hidrogénio NH-20 com o hidrogénio metinico H-4, indicando uma relacdo anti
entre eles. As duas metilas heterotopicas (Me-25 e Me-26) desse fragmento
apresentam correlagbes espaciais com o hidrogénio metinico H-24 (5 2,35 ppm).
No entanto, a correlagcdo entre H-24 e H-23 ndo aparece nesse espectro, ao

contrario do que ocorre no COSY.
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25

26

Figura 94 - Principais correlacdes observadas no espectro NOESY de DO1.
Pela analise do espectro de carbono totalmente desacoplado, BB (Figura

95), é possivel observar a presenca dos 26 sinais correspondentes aos carbonos

presentes na estrutura deste metabalito.
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Figura 95 - Espectro de RMN de *3C de D01, em DMSO, a 100 MHz.
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No espectro DEPT 135° (Figura 96) ha o desaparecimento dos cinco
sinais, referentes aos carbonos néo protonados, um sinal com amplitude negativa
referente ao carbono metilénico C-27 e 20 sinais com amplitude positiva,

correspondentes aos carbonos metilicos (CH3) e metinicos (CH).

27
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Figura 96 - Espectro de **C DEPT 135° de D01, em DMSO, a 100 MHz

Com a aplicacao de técnicas do tipo HMQC, que expressa correlagcao via
J4c, e HMBC, que exibe correlacdo via ?3Juc, foi possivel confirmar
inequivocamente os deslocamentos quimicos de todos os 'H e **C presentes em
DO1.
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O espectro HMQC (Figura 97) permitiu a confirmacao dos deslocamentos
quimicos dos carbonos hidrogenados, bem como a correlacdo de cada um dos

hidrogénios com seu respectivo carbono.
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Figura 97 - Espectro 2D, heteronuclear *Jy.c, HMQC de D01, em DMSO, a 400
MHz.
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As correlacées a longa distancia via 3Jy.c, foram observadas no espectro
HMBC (Figura 98), permitindo assim, assinalar claramente todas as correlagbes
dos carbonos da estrutura (156), principalmente os aromaticos, quaternarios e

carbonilicos.
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Figura 98 - Espectro 2D, heteronuclear 3J.c, HMBC de D01, em DMSO, a 400
MHz.
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Figura 99 - Espectro expandido 2D, heteronuclear *3J,.c, HMBC de D02, em
DMSO, a 400 MHz.

O espectro expandido HMBC (Figura 99) mostra as correlagdes a longa
distancia via >3Jy.c entre os seguintes sinais: H-11 em & 6,38 ppm com C-13 em &
130,90 ppm, C-16 em ¢ 130,37 ppm e com C-10 em $ 125,70 ppm; H-10 em &
6,51 ppm com C-11 em & 116,87 ppm e C-12 em § 131,10 ppm; H-23 em § 6,61
ppm com C-22 em § 121,00 ppm; H-13 em 6 6,93 ppm com C-11 em 5 116,87
ppm e C-16 em 6 130,37 ppm; H-16 em 6 7,00 ppm com C-11 em 6 116,87 ppm e
C-13 em 6 130,90 ppm; H-15 com C-12 em & 131,10 ppm e C-14 em $ 121,48
ppm; H-14 em & 7,11 ppm com C-12 em 6 131,10 ppm e C-15 em 6 122,85 ppm.
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As demais correlagbes observadas no espectro HMBC de discarina M,
estéo listadas na Tabela 40 e mostradas na figura 100.

Figura 100 - Principais correlagbes observadas no espectro HMBC de DO1.
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Tabela 40 - Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN de *H e *C para discarina
M, em DMSO, a 400 MHz.

Posicdo StH* J (H2) st3c? NOESY HMBC

1 155,85

3 4,89 dd J34=7,6; J317=7,7 82,26 H14, H17, H19 (5, C18, C19

4 4,55 dd J43=7,6; J420=10,0 54,94 H6 C3,C5,C21

5 171,41

6 6,72 d J67=8,0 H4 C5

7 3,78 m 52,11

8 168,06

9 7,62 d J9'10:9,7

10 6,51 dd J10'9=9,7; \]10'11:7,5 125,70 H11 C12, Cl1

11 6,38 d J11,10=7,5 116,87 H10 C13, C16, C10

12 131,10

13 6,93 dd J13,14=6,8; 130,90 Ci6, C1
Ji316=2,4

14 7,11 dd J14,13=6,8; 121,48 H3 C12,C15
J1a15=2,4

15 7,08 dd J1516=8,7 122,85 C12,C14

16 7,00 dd J15'16:8,7 130,37 C13, C1

17 2,08 m 28,28 H3, H18, H19

18 0,82 d J18'17:6,7 14,42 Cl?, C19

19 1,13d J1917=6,8 20,40 C17,C18

20 8,42 d J20’4=10 H22 C21

21 164,15

22 5,84 dd J22’23=14; \]22’ 121,00 H20 C21, C24

24=1,3

23 6,61 dd Jo320=14; 149,71 C24, C25, C26
J2324=6,8

24 2,35m 30,01 H25, H26 C22, C23, C26

25 0,94 d J25.24=6,7 21,40 C23,C24

26 0,96 d J26'24:6,7 21,54 C23, C24

27 14,3 m 38,68 C29, C30

27 1,31 m

28 1,25 m 23,47 H29, H30

29 0,96d J29.28=6,5 23,19 C27,C28, C30

30 0,49d J3028=6,5 21,40 C27, C28, C29

*Deslocamentos quimicos confirmados por *H-'H COSY e NOESY.

* Deslocamentos quimicos confirmados por HMQC, HMBC e DEPT.
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5.1.1.2.2.3 Identificac&o do ciclopeptideo D15

Este composto foi isolado das fracGes basicas etéreas de D. americana,
coletada em Santana do Livramento e Sdo Sepé (Tabelas 17 e 18). A estrutura
157 foi proposta para esse metabdlito a partir da analise dos dados espectrais de
RMN de 'H e *C e, principalmente pela utilizacdo das técnicas bidimensionais

homo- e heteronucleares e confrontacdo com dados da literatura.
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O espectro de RMN de *H (Figuras 101 e 102) foi analisado, utilizando-se
como referéncia os dados da literatura do alcal6ide ciclopeptideo scutianina D
(79). Essa comparacao permitiu sugerir a presenca da unidade hidroxileucina
como B-hidroxiaminoacido e a p-fenilserina como participantes do sistema
macrociclico de 14 membros em D15. Inicialmente, devido & semelhanca
estrutural com o alcaldide scutianina D, D15 foi denominado de scutianeno D.
Porém, por sugestdo dos “referees” e do editor da revista, onde foi publicado o

trabalho, D15 foi denominado discarina N. %2
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Figura 101 - Espectro de RMN de *H, D15, em DMSO, a 400 MHz.
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Neste espectro, a unidade B-hidroxileucina foi identificada pela presenca
de dois dubletes, localizados em & 0,86 e 1,14 ppm, que compreende as metilas
Me-19 e Me-18, respectivamente. Esses dubletes resultam do acoplamento com o
hidrogénio metinico H-17, que ressona em & 1,83 ppm. Os hidrogénios metinicos
H-3 e H-4 correspondem aos sinais em ¢ 4,13 e 4,20 ppm, respectivamente,
enguanto que o hidrogénio amidico NH-20 é atribuido ao sinal em & 8,05 ppm, na
forma de um dublete, pelo acoplamento com o hidrogénio metinico H-4 (J,; 4= 8,8
Hz).

Os hidrogénios pertencentes a unidade B-fenilserina, exceto o0s
aromaticos, sdo caracterizados pelos seguintes sinais: & 4,01 ppm (m, H-7); &
4,23 ppm (H-28); 6 5,49 ppm (OH-28) e 6 7,20 ppm (NH-6).

Os hidrogénios olefinicos, do grupamento que ndo faz parte do sistema
macrociclico, podem ser localizados em 6 6,58 (H-22) e H-23 a 7,42 ppm; ambos
na forma de dubletos. A medida de constante de acoplamento de 15,8 Hz entre os
hidrogénios olefinicos H-22 e H-23 indica uma geometria trans.

A regido entre 6 6,63-7,67 ppm mostra sinais referentes aos hidrogénios
aromaticos das unidades p-hidroxiestirilamina, fenilalanina e do grupamento que
nao faz parte do sistema macrociclico, de dificil atribuicdo, devido a sobreposicao
de sinais e multiplicidades apresentadas. A localizagdo desses hidrogénios so foi
possivel através dos experimentos COSY e NOESY.
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Figura 102 - Espectro expandido de RMN de *H, regi&o & 5,54-8,42 ppm de D15,
em DMSO, a 400 MHz.
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A andlise do espectro COSY (Figuras 103 e 104) possibilitou a
identificacdo correta dos sinais de hidrogénio que constituem as unidades (-

hidroxileucina e os hidrogénios ndo aromaticos da fenilserina, além dos demais
sistemas de spins presentes em D15.
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Figura 103 - Espectro de RMN de 2D, COSY de D15, em DMSO a 400 MHz.
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Para a atribuicdo dos hidrogénios da unidade B-hidroxileucina iniciou-se
pelo sinal localizado a & 8,05 ppm, relativo ao hidrogénio amidico NH-20,
identificado pelo seu deslocamento quimico caracteristico. Este apresenta
correlacdo com o hidrogénio metinico H-4, que por sua vez mostra correlacdo
com H-3. N&o foi observada correlacdo do hidrogénio H-3 e H-17, porém, este
altimo mostra correlacdo com os hidrogénios heterotopicos das duas metilas, 18 e

19, completando assim o sistema de spins dessa unidade.
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Figura 104 - Espectro expandido de RMN de 2D, COSY, regiédo 6 3,99-8,06 ppm
de D15, em DMSO a 400 MHz.
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Para atribuicdo dos sinais da unidade fenilserina, foi utilizado como ponto
de partida o hidrogénio amidico NH-6, que corresponde ao sinal a 6 7,20 ppm.
Este se correlaciona com o hidrogénio metinico H-7, que por sua vez,
correlaciona-se com o hidrogénio H-28. Este ultimo apresenta correlagdo com o
hidrogénio da hidroxila HO-C28. Este sistema de spins foi para atribuir o
aminoacido fenilserina como sendo o oa-aminoécido participante do sistema
macrociclico.

Nos outros dois sistemas de spins isolados, H-22 correlaciona-se com H-
23, no grupamento que nado faz parte do sistema macrociclico, enquanto que o
hidrogénio metinico H-11 do residuo ndo aminoacido do anel, a estirilamina, se
correlaciona com H-10 e este por sua vez, também mostra correlagdo com o
hidrogénio amidico NH-9.

O espectro NOESY de D15 revela correlagbes espaciais importantes que
forneceram informacdes quanto a geometria da molécula. Nesta analise (Figura
105), foi utilizado como ponto de partida o sinal localizado em & 4,01 ppm, relativo
ao hidrogénio metinico H-7. Este apresenta uma interacdo espacial com H-28,
gue por sua vez, se correlacionam com o hidrogénio aromatico H-30, em & 7,12
ppm. Por outro lado, H-7 ndo apresenta interagcdo espacial com o hidrogénio

amidico NH-6, indicando deste modo uma geometria anti entre 0S mesmaos.
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Figura 105 - Espectro de RMN de 2D, NOESY de D15, em DMSO, a 400 MHz.

O hidrogénio metinico H-3 da unidade p-hidroxileucina apresenta
interacdo espacial com o hidrogénio aromatico H-14 (5 6,86 ppm) da unidade p-
estirilamina. Por outro lado, H-3, ao contrario do que foi observado no espectro
COSY, nao apresenta interacao espacial com H-4, indicando uma geometria anti
entre eles; e que H-4 se encontra em uma posicdo o (abaixo do plano) da
molécula. Ja H-4, por sua vez, apresenta interacdo espacial com o hidrogénio
amidico NH-6 sugerindo assim uma geometria syn entre os mesmos. Estes dados
sugerem que os hidrogénios H-3 e H-7 se encontram em posi¢cdo B (acima do

plano), enquanto H-4 e NH-6 em posicao a (abaixo do plano) da molécula.
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Figura 106 - Espectro expandido de RMN de 2D, NOESY, regiéo entre 6 0,86-4,50
ppm de D15, em DMSO a 400 MHz.

Outras interacdes espaciais observadas no espectro NOESY de D15

estdo listadas na Tabela 40 e podem ser observadas nas Figuras 106 e 107.

Figura 107 - Principais correlagbes observadas no espectro NOESY de D15.
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O espectro de carbono totalmente desacoplado, BB, (Figura 108)
apresentou sinais distribuidos numa regido espectral compreendida entre & 14,93

e 168,83 ppm.
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Figura 108 - Espectro de RMN de *C de discarina N, em DMSO a 100 MHz.

Analisando-se o espectro DEPT 135° (Figura 109), verificou-se a auséncia
de sete sinais de carbono, em relacdo ao espectro BB, sugerindo assim sete
carbonos desidrogenados presentes na discarina N. Neste espectro nao foi
observado nenhum carbono metilénico, em concordancia com a estrutura

proposta.
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Figura 109 - Espectro DEPT 135°, de D15, em DMSO, a 100 MHz.
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O espectro HMQC (Figuras 110 e 111) permitiu confirmar o0s
deslocamentos quimicos dos carbonos hidrogenados. Além disso, o espectro
facilita a descriminacao entre os carbonos hidrogenados dos néo hidrogenados e

a correlacdo de cada sinal de hidrogénio com seu respectivo carbono.
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Figura 110 - Espectro 2D, heteronuclear *Jy.c, HMQC de D15, em DMSO, a 400
MHz.
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Figura 111 - Espectro expandido 2D, heteronuclear *Jy.c, HMQC de D15, em
DMSO, a 400 MHz.

O espectro HMBC (Figuras 113 e 114) permitiu atribuir os carbonos
quaternarios de D15 e, principalmente, 0s pertencentes aos sistemas aromaticos,
de dificil atribuicdo devido a sobreposicdo de sinais.

As principais correlacdes observadas podem ser vistas na Figura 112 e
estéo listadas na Tabela 41.
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Figura 112 - Principais correlacbes observadas no espectro HMBC de D15
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Figura 113 - Espectro 2D, heteronuclear 23JH ¢, HMBC de D15 em DMSO, a 400
MHz.
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Figura 114 - Espectro expandido 2D, heteronuclear **Jy.c, HMBC de D15, em
DMSO, a 400 MHz.
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Tabela 41 - Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN de *H e **C para D15, em
DMSO, a 400 MHz.

Posicdo StH* J (Hz) st3c? NOESY HMBC
1 158,69
3 4,13 86,57 H14
4 4,20 dd \]4'20: 8,8 56,08
5 166,97
6 7,19d Je7= 11,5 H7 C5
7 401 m 57,46 H6, H28, H30 C5, C8, C9
8 163,39
9 6,09d Jo,10= 8,8
10 6,85 d \]10'11: 7,4 H11 C8
11 6,44 d Ji1110=7,4 121,77 C12
12 134,71
13 7,00d J1314= 8,5 129,40 Ci1
14 6,87 d J13_14= 8,5
15 6,54d Ji516= 8,1
16 7,11 d J15_16= 8,1
17 1,83 Ji1718 = 6,7 28,00 H18, H19
J19,17=6,8

18 1.14 Jig17= 6,7 14,93 C3, C17,C19
19 0,86 J1917= 6,8 20,44 C3, C17,C18
20 8,05 J20.4= 8,8
21 168,93
22 5,96 J22.23= 15,8 127,33 C21, C23,C24
23 6,85 \]23,22= 15,8 132,09 c22
24 131,25

25, 25 6,92-6,98

26,26' 6,92-6,98
27 6,92-6,98
28 4,23 dd Jogon 7= 6,4 73,38 H7, OH28 C29

Jogom 28— 4,4

280H 5,49d Jogon 26— 4,4 H28
29 142,26

30, 30' 7,45-7,41

31, 31 7,45-7,41
32 7,45-7,41
33

*Deslocamentos quimicos confirmados por COSY e NOESY.

* Deslocamentos quimicos confirmados por HMQC, HMBC e DEPT.
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5.1.1.2.3 Analise da estereoquimica dos ciclopeptideos D01, D02, D03 e D15
Nesta parte do trabalho, serd discutida a metodologia utilizada para
determinacdo das configuracdes absolutas dos centros quirais das estruturas
ciclopeptidicas aqui obtidas, que implicou especificamente na determinacdo das
configuragcbes absolutas dos aminoacidos que compdem estas estruturas. Para
iISso, a principal ferramenta utilizada foi a cromatografia gasosa enantioseletiva,
utilizando-se de colunas capilares com ciclodextrinas modificadas como fases
estacionarias quirais. Como os B-hidroxiaminoacidos que formam o macrociclo
destes peptideos ndo foram detectados no processo de hidrolise acida utilizada
para a obtencdo dos aminoacidos, os mesmos tiveram suas configuracdes

assinaladas através da técnica NOESY.

5.1.1.2.3.1 Estereoquimica do ciclopeptideo discareno C (D02)

Como determinada anteriormente, a estrutura deste peptideo é formado
por duas unidades de aminoé&cidos, o hidroxiaminoacido que neste caso é a
fenilserina e a leucina. A determinacdo da estereoquimica da leucina, estrutura
mais simples e estavel as condicbes de hidrélise acida foi o objetivo inicial.
Portanto, o peptideo foi submetido a uma hidrélise acida conforme descrito na
parte experimental, e o(s) amino&cido(s) obtidos desta hidrélise, derivatizados
para adquirirem volatilidade necessaria as analises por cromatografia gasosa.

A Figura 115 mostra os cromatogramas de D,L-Leu (A), L-Leu (B),
hidrolisado de discareno C (C), reforco do hidrolisado de discareno C com D,L-
Leu (D), realizados em uma coluna com fase estacionaria 2,6-Pe-3-Bc-y-CD
(Lipodex-E). Pela andlise dos cromatogramas, podemos definir, sem equivoco,

que o aminoécido ligado ao sistema macrociclico € a leucina de configuracéo L

(S).
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Figura 115 - Determinacdo da configuracdo absoluta do aminoé&cido leucina no
hidrolisado de discareno C. CCSF, 25 m, Lipodex-E, 100 °C, 10 Psi H,. A) D,L-
Leu B) L-Leu C) Hidrolisado de discareno-C D) D,L-Leu e hidrolisado de

discareno-C

Como o hidroxiaminoacido fenilserina nao foi detectado no produto de
hidrolise, possivelmente devido a uma decomposicdo durante este processo
foram utilizados os dados obtidos do espectro NOESY. Assim, a estereoquimica
desta unidade foi determinada da seguinte forma: o espectro NOESY desta
substancia (Figura 58), mostra uma correlacdo espacial entre os hidrogénios NH-
6, H-4 e H-3. Este dado mostra que os 3 hidrogénios se encontram do mesmo
lado da estrutura (relagdo syn). Como NH-6 ndo mostra correlagdo com H-7,
ambos devem estar localizados em uma posicao anti na estrutura. Sabendo-se
que a configuracdo do aminoacido leucina € S, absoluta, o hidrogénio metinico (H-
7) desta unidade se encontra em uma posicdo £ (acima do plano). Com a
informac&o do espectro NOESY, conclui-se que H-3, H-4 e NH-6 se encontram
em posi¢do o (abaixo do plano). Desta maneira, a estereoquimica absoluta da

unidade hidréxifenilserina foi determinada como L-Treo (3R/4S).

COOH
COOH S
HoN—H
FN—r5H H—{"OH
H——H «
CH(Me), | =
L-Leu L-treo-B-PheSer
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5.1.1.2.3.2 Estereoquimica do ciclopeptideo discareno D (D03)

Comparando-se a estrutura deste peptideo com o anterior, observa-se
que a diferenca estrutural entre ambos estd no a-aminoacido do sistema
macrociclico. No discareno D, trata-se do aminoacido fenilalanina no lugar da
leucina. Portanto, neste caso o objetivo inicial foi a determinac&o da configuracao
do aminoacido fenilalanina. Para isso, discareno D foi submetido ao mesmo
tratamento utilizado para o peptideo anterior.

A Figura 116 mostra os cromatogramas da mistura racémica D,L-Phe (A),
reforco do aminoéacido puro na forma natural L (D,L Phe + L-Phe) (B), produto do
hidrolisado de discareno D (C), reforco do hidrolisado de discareno D com D,L-
Phe (D). Neste caso, utilizou-se uma coluna com a fase estacionaria 2,6-Me-3-Pe-
B-CD. A comparacdo entre os cromatogramas permitiu propor que o aminoacido
fenilalanina, participante do sistema macrociclico, apresenta-se na configuracao L

(S).
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Figura 116 - Determinacdo da configuracdo absoluta do aminoéacido
fenilalanina no hidrolisado de discareno D. CCSF, 25 m, 2,6-Me-3-Pe-$3-CD,
120 °C, 6 Psi H,. A) D,L-Phe B) L-Phe + D,L-Phe C) Hidrolisado de discareno
D D) D,L-Phe e hidrolisado de discareno D.
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O espectro NOESY (Figura 74) deste peptideo mostra claramente, que H-
7, posiciona-se espacialmente acima do plano (f) se correlaciona com NH-6, o
qual se correlaciona com H-4 e este por sua mostra correlagdo com H-3. Portanto,
todos estes hidrogénios metinicos se encontram acima do plano, em posicao f.
Assim, a configuracdo absoluta da unidade B-fenilserina (s-PheSer) foi atribuida
como sendo D-Treo (3S, 4R).

COOH COOH
HN—"H H— " NH,
H——H HO—>H
B N
_ | P
27 L-Phe D-treo-PheSer

5.1.1.2.3.3 Estereoquimica do ciclopeptideo discarina M (D01)

Estruturalmente, este peptideo difere do primeiro por apresentar a
hidroxileucina em lugar da fenilserina, como hidroxiaminoacido do anel. Neste
caso, nosso objetivo inicial foi a configuracdo do aminoacido leucina.

A Figura 117 mostra os cromatogramas de D,L-Leu (A), L-Leu (B),
hidrolisado de discarina M (C) e refor¢co do hidrolisado de discarina M com D,L-
Leu (D), realizados em uma coluna com fase estacionaria 2,6-Pe-3-Bc-y-CD
(Lipodex-E). Deste modo, foi possivel definir que o aminoacido leucina ligado ao

sistema macrociclico apresenta estereoquimica L (S).
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Figura 117 - Determinacédo da configuracdo absoluta do aminoacido leucina no
hidrolisado de discarina M. CCSF, 25 m, Lipodex-E, 100 °C, 10 Psi H,. A) D,L-
Leu B) L-Leu C) Hidrolisado de discarina M D) D,L-Leu e hidrolisado de discarina
M

Analisando-se o espectro NOESY (Figura 91) de discarina M, observou-se
gue NH-6 se correlaciona com H-4 (relagdo syn), mas nao se observa correlacao
entre H-4 e H-3 e nem entre H-7 e NH-6. Portanto conclui-se que H-7 e H-3 estdo
no mesmo plano g, enquanto NH-6 e H-4 se encontram em posi¢cdo «. Portanto, a
estereoquimica absoluta desta unidade foi identificada como L-eritro (3S, 4S)

hidroxileucina.

COOH COOH
HoN ——H H,N—— H
H——H HO—>—H
% o CH(Me), CH(Me),
”
2

L-Leu L-eritro-HO-Leu
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5.1.1.2.3.4 Estereoquimica do ciclopeptideo discarina N (D15)

Como foi determinado anteriormente, o sistema ansa deste metabdlito é
formado por dois hidroxiaminoacidos, a B-hidroxileucina e fenilserina. Nesta
estrutura, a fenilserina corresponde ao a-aminoacido. Nesta posicao, este
aminoacido é estavel as condi¢cdes de hidrolise, por nédo estar formando a ligacao
fenol-éter do macrociclo. Como este hidroxiaminoacido pode existir na forma de 4
estereoisdOmeros (eritro D,L e treo-D,L), inicialmente selecionou-se entre as duas
formas (CCD papel). A estereoquimica absoluta desta unidade, identificada como
sendo treo, foi analisada posteriormente através de CG quiral.

A Figura 118 mostra os cromatogramas de D,L-treo-Pheser (A), treo-L-
Pheser (B), hidrolisado de discarina N (C), reforco do hidrolisado de discarina N
com D,L-treo-Pheser (D), realizados em uma coluna com fase estacionaria 2,6-
Me-3-Pe-3-CD. A comparacdo entre os cromatogramas permitiu propor que o
aminoacido fenilserina, participante do sistema macrociclico em discarina N

apresenta-se na formaL-treo (7S, 28R).

LD
N
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Figura 118 - Determinacdo da configuracdo absoluta do aminoéacido treo-
fenilserina no hidrolisado de discarina N. CCSF, 25 m, 2,6-Me-3-Pe-3-CD, 100-
180 °C 1°C/min, 10 Psi H,. A) treo-D L-PheSer B) treo-L-PheSer C) Hidrolisado
de discarina N D) treo-D L-PheSer e hidrolisado de discarina N.
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Através da analise do espectro NOESY (Figura 105), conclui-se que a
unidade B-hidroxileucina em discarina N tem a configuragcéo absoluta L-eritro (3S,
4S). Apesar do espectro NOESY ndo ser um método de determinacdo de
configuracdo absoluta, neste caso, considerou-se a configuracdo de todos os
hidroxiaminoacidos como absolutos, pela relacdo espacial dos mesmos e pela
estrutura ciclica com a configuracdo dos a-aminoéacidos, que foram determinados

de uma forma absoluta.

COOH
H2N—iH COOH
S
H—{Z—OH HoN——H
S
| N HO H
_— CH(Me),
L-treo-PheSer L-eritro-HO-Leu
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5.1.2 Colletia paradoxa Sprengel

5.1.2.1 Partes aéreas

Dos extratos hexanico, diclorometano e acetato de etila, das partes
aéreas de C. paradoxa, foram isolados através de técnicas cromatograficas as
seguintes substancias: &cido betulinico (192), acido ursolico (194), B-sitosterol
livre (195), p-sitosterol glicosilado (196), lupeol (199), taraxerol (200), taraxerona
(201), seco-3,4-taraxerona (202), germanicol (203), germanicona (204) e seco-
3,4-germanicona (205). Essas substancias naturais foram identificadas utilizando-
se dados espectrais, comparacdo com os dados de RMN registrados na literatura
e em alguns casos por analise comparativa em CCD, com uma amostra auténtica.

Os esteroides f-sitosterol livre, S-sitosterol glicosilado e os triterpenos
pentaciclicos &cido betulinico e &cido ursdlico, j4 isolados anteriormente de
Discaria americana, foram caracterizados por comparagao em CCD, com uma

amostra auténtica, e através das andlises de RMN de 'H e *C.

5.1.2.1.1 Identificagdo do triterpendide C06

CO06 foi encontrado nas partes aéreas de C. paradoxa e Gouania ulmifolia
(Tabelas 29 e 35), apresentou-se na forma de sélido, solavel em CHCI;, que
fundiu entre 216-217 °C.

ng
30— 20, 19 21

O espectro de RMN de *H (Figura 119) de C06 mostrou a presenca de sete
metilas (singletos), destacando-se dentre estes o sinal da metila ligada a carbono
sp® em & 1,65 ppm que, juntamente com os sinais em & 4,53 ppm e 4,65 ppm,
atribuidos aos dois hidrogénios olefinicos, caracterizam um grupo isopropenil.
Neste mesmo espectro, também foi observada presenca de um duplo dublete em

d 3,16 ppm referente ao hidrogénio carbinélico H-3.
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No espectro RMN **C (Figura 120), verificou-se a presenca de 30 sinais de
carbono, destacando-se os sinais caracteristicos dos carbonos olefinicos dos
triterpenos do grupo A?°®)jupeno em & 109,3 ppm (C-29) e 150,8 (C-20) ppm,
bem como o sinal do carbono oximetinico (C-3) em & 78,9 ppm. O experimento
DEPT 135° (Figura 121) mostrou a presenca de 11 carbonos com amplitude
negativa (metilénicos), 13 carbonos com amplitude positiva (metilicos e
metinicos). A auséncia nesse experimento de 6 sinais de carbono quando
comparado com o espectro de **C totalmente desacoplado, sugeriu a presenca de
6 carbonos desprotonados em C06. Essas analises espectroscopicas, juntamente
com o auxilio de registros na literatura, forneceram respaldo suficiente para
confirmar a estrutura 199, para C06, que corresponde ao triterpeno pentaciclico
lupeol, encontrado em varias espécies vegetais. 2> Os deslocamentos quimicos
dos hidrogénios (principais) e dos carbonos presentes em CO06, encontram-se

descritos na parte experimental (Pagina 71).
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Figura 119 - Espectro de RMN de *H C06, em CDCls, a 400 MHz.
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Figura 120 - Espectro de RMN de **C de C06, em CDCls a 100 MHz.

LA S S S B S B S S S I S S |

Figura 121 - Espectro DEPT 135° de C06, em CDCI3; a 100 MHz.
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5.1.2.1.2 Identificac&o do triterpendide C09

A fracao VI, obtida por meio de cromatografia em coluna do extrato dicloro
metano das partes aéreas de C. paradoxa (Tabelas 30 e 31), foi tratada com n-
hexano, diversas vezes, até a recristalizacdo de um composto incolor, que fundiu
em 279-281 °C. Esse metabdlito, soltvel em CHCIs, foi codificado como C09 e
submetido & analise de RMN de *H e *3C.

O espectro de RMN de 'H (Figura 122) de C09 apresentou sinais em &
0,80, 0,82, 0,90, 0,91, 0,92, 0,95, 0,97, 1,09 ppm (singletos), atribuidos aos
grupos metilicos Me-23, -24, -25, -26, -27, 28, -29 e -30. O duplo dublete em &
5,53 ppm (1H, d,d J= 3,0, 5,1, H-15) sugeriu a presenca de uma ligacdo dupla
endociclica na estrutura. O dublete em 6 3,19 ppm (1H, d, J= 9,3 Hz, H-3) relativo
ao hidrogénio carbindlico H-3, possui configuracdo 3o axial, estabelecida através
da medida da constante de acoplamento (J= 9,3 Hz). No mesmo espectro,
observa-se varios sinais entre 6 1,66-1,22 ppm, que foram atribuidos aos grupos
metilénicos e metinicos presentes em CO09.

No espectro de RMN *C de C09 (Figura 123) observou-se um total de
trinta sinais de carbonos, sendo que a maioria destes apresenta deslocamentos
entre 6 15,0-60,0 ppm, caracterizando um esqueleto triterpénico para este
metabdlito. Os sinais em 6 158,1 (C-14), 116,8 ppm (C-15), caracteristicos de
carbonos olefinicos, caracterizam um esqueleto triterpénico tipo A**®)-taraxerano
para C09. O sinal em & 79,0 ppm foi atribuido como sendo o carbono carbindlico
C-3. Este fato esta” de acordo com os deslocamentos quimicos para carbonos C-
3, que possuem a hidroxila na posi¢cao 33 equatorial.

O espectro DEPT 135° (Figura 124) mostrou vinte e trés sinais de
carbonos, sendo treze primarios ou tercidrios (amplitude positiva) e dez
secundéarios (amplitude negativa), sugerindo a presenca de 7 carbonos
desprotonados em C09. Com base nestes dados e registros na literatura foi

possivel sugerir a estrutura 200, para C09, que corresponde ao triterpeno
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pentaciclico taraxerol,>* ja isolado de C. paradoxa.?® O deslocamento quimico dos
hidrogénios (principais) e de todos os carbonos presentes na estrutura 200,

encontram-se descritos na parte experimental (Pagina 73).
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Figura 122 - Espectro de RMN de *H de C09, em CDCls, a 400 MHz.
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Figura 123 - Espectro de RMN de **C €09, em CDCl; a, 100 MHz.
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Figura 124 - Espectro DEPT 135° de C09, em CDCls, a 400 MHz.
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5.1.2.1.3 Identificacéo do triterpendide C11

O composto codificado como C11 foi obtido apds fracionamento
cromatografico do extrato hexanico das partes aéreas de C. paradoxa (Tabela
29). Apo6s purificacdo em cromatografia de camada delgada (preparativa),
apresentou-se como um sélido branco, soluvel em CHCI3, que fundiu entre 280-
283 °C.

O espectro de RMN de *H de C11 (Figura 125), apresentou sinais muito
similares aos observados para C09. Neste espectro, observou-se sinais, na forma
de singletos em ¢$ 0,83, 0,91, 0,91, 0,95, 1,06, 1,08, 1,09, 1,14 ppm (3H, s, Me-23,
-24, -25, -26, -27, -28, -29, -30), referente as metilas terciarias. O sinal em & 5,56
ppm (1H, d,d J= 3,2, 8,0 Hz), tipico de um hidrogénio vinilico, foi atribuido ao
hidrogénio olefinico H-15. A regido entre 6 0,99-1,68 ppm apresenta varios sinais
gue podem ser atribuidos aos hidrogénios metilénicos e metinicos presentes em
C11. A principal diferenca observada entre os espectros de RMN de 'H de C09
(200) e C11 (201) esta na auséncia do hidrogénio carbinélico em H-3, e numa
pequena desblindagem nos hidrogénios metilénicos H-1 e H-2. Estas observagdes
sdo um indicativo da presenca de um grupo cetbnico no carbono C-3 de C11. A
presenca de uma funcdo cetona nesta posicdo foi posteriormente confirmada
através do espectro de RMN de *°C.

O espectro de RMN de *C de C11 (Figura 126), mostrou sinais similares
aos encontrados em C09, distinguindo-se pela presencga de um carbono em 5 217,
51 ppm, e a auséncia do carbono carbindlico. Os sinais em 6 117,1 (C-15) e 157,6
(C-14), similares aos encontrados em 200, indicam a natureza triterpénica tipo
AM®)taraxerano em C11. O experimento DEPT 135° (Figura 127), vem confirmar
a presenca destes sinais, bem como, a multiplicidade dos demais sinais de
carbonos presentes na estrutura desta substancia. Este conjunto de dados,

registros na literatura e comparacdo com o taraxerol (200), permitiram propor a
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estrutura 201, para C11, que corresponde ao triterpeno pentaciclico conhecido
como taraxerona,?? isolada de varias espécies, inclusive de C. paradoxa.?®

Na parte experimental (Pagina 74), encontram-se descritos 0s
deslocamentos quimicos dos hidrogénios (principais) e dos carbonos que fazem

parte da estrutura do triterpeno pentaciclico taraxerona (201).
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Figura 125 - Espectro de RMN de *H de C11, em CDCl; a 100 MHz.
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Figura 126 - Espectro de RMN de **C de C11, em CDCls a 100 MHz.
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Figura 127 - Espectro DEPT 135° de C11, em CDCI3; a 100 MHz.
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5.1.2.1.4 Identificac&o do triterpendide C64
Este metabdlito, foi isolado do extrato hexanico das partes aéreas de C.
paradoxa (Tabelas 29 e 30). Apresentou-se na forma de um sdlido branco, ponto

de fusdo entre 280-283 °C e soltivel em CHCls.

A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 128) deste metabdlito
possibilitou o reconhecimento de oito sinais correspondente aos grupos metilicos
da estrutura. Seis destes sinais aprecem na forma de singletos, caracteristicos de
metilas terciarias, em 6 0,78, 0,85, 0,88, 1,06, 1,09 e 1,14 ppm. Estes sinais foram
identificados como sendo das metilas Me-25, -26, -27, -28, -29 e -30. Os outros
dois sinais na forma de dubletos em & 0,79 ppm (3H, d, J=6,9) e 0,91 ppm (3H, d,
J 6,7), foram atribuidos as metilas Me-23 e Me-24, respectivamente. Estas duas
metilas sugerem a presenca de um substituinte isopropila na estrutura. Como nas
estruturas anteriores (200 e 201), observou-se um sinal em & 5,28 ppm, na forma
de um duplo dublete, correspondente a um hidrogénio olefinico. Devido
sobreposicdo e multiplicidade mostradas, os sinais entre 5 0,88-1,46 ppm né&o
foram atribuidos. A presenca de duas metilas, na forma de dubletos, em & 0,79 e
0,91 ppm e, auséncia do hidrogénio carbinélico H-3, sdo as principais diferencas
observadas, quando feita analise comparativa entre os espectros de RMN de *H
de C64 e CO09.

Através do espectro de RMN *3C (Figura 129) identificou-se, inicialmente,
os sinais dos carbonos olefinicos em & 116,92 e 158,01 ppm, atribuidos aos
carbonos C-15 e C-14, respectivamente. Esta atribuicdo foi confirmada pelo
espectro DEPT 135° (Figura 130), o qual mostra que sinal o em & 116,92 ppm
corresponde ao carbono hidrogenado C-15, enquanto que o sinal em 158,01 ppm
corresponde ao carbono desidrogenado C-14. Portanto, este dado sugere tratar-
se de um outro triterpeno do tipo AM™)-taraxerano. A auséncia do carbono
carbindlico C-3, o aparecimento de um sinal em & 180,0 ppm (C-3), tipico de uma

carbonila de &cido carboxilico, juntamente com as informacdes obtidas do



223
Resultados e Discussao

espectro de RMN de 'H, nos permitiu concluir que o anel A, presente nas
estruturas 200 e 201, esteja aberto neste composto. Além disso, a diferenca
observada nos deslocamentos quimicos dos carbonos C-5 (6 47,5 ppm) e C-10 (6
40,8 ppm) desta estrutura, em relacdo aos observados em C09 [C-5 (& 55,5 ppm)
e C-10 (6 35,7 ppm)], corroboram para essa afirmacéo. Estes dados, juntamente
com o0s registros na literatura, permitiram identificar C64, como sendo o triterpeno
seco-3,4-taraxerona de estrutura 202, isolado anteriormente da espécie vegetal
Alchornea latifolia,”** porém est4 sendo descrito pela primeira vez na espécie
Colletia paradoxa.

Os principais deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos que
fazem parte da estrutura 202 encontram-se descritos na parte experimental
(Pagina 74).

Integral

Figura 128 - Espectro de RMN de *H de C64, em CDCls, a 400 MHz.
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Figura 129 - Espectro de RMN de **C de C64, em CDCl; a 100 MHz.
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Figura 130 - Espectro DEPT 135° de C63, em CDCl; a 100 MHz.
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5.1.2.1.5 Identificac&o do triterpendide C24
Este metabdlito foi obtido das partes aéreas de C. paradoxa (extrato
hexanico, Tabela 29). Apresentou-se na forma de um sdlido branco, Pf.: 218-220

°C e solivel em CHCls.

Uma anélise preliminar do espectro de RMN de 'H de C24 (Figura 131)
mostrou certa similaridade com o espectro de C09 (Figura 122), deixando claro
gue existe uma semelhanca estrutural.

Por exemplo, ambos espectros de RMN de 'H apresentam oito sinais
correspondentes aos grupos metilas ligadas a carbonos desprotonados, além do
sinal relativo ao hidrogénio carbindlico. Nesta substancia, as metilas ressonam em
6 0,83, 0,84, 0,91, 0,94, 0,98, 1,02, 1,04, 1,07 ppm, todas na forma de singletos,
que foram atribuidas como sendo as metilas Me-23, -24, -25, -26, -27, -28, -29 e —
30, enquanto que o sinal em & 4,47 ppm, foi atribuido ao hidrogénio carbinélico H-
3. Porém, o que diferencia os espectros das duas substancias, sdo os sinais
correspondentes aos hidrogénios olefinicos. Em C09, o hidrogénio olefinico que
ressona em 6 5,53 ppm aparece na forma de um duplo dubleto (J= 3,0; 5,1 Hz),
enguanto que no metabdlito atual, aparece no espectro em 4,84 ppm, na forma de
um simples singleto. Esta observacgao foi importante para propor que na estrutura
de C24, o hidrogénio vinilico se posiciona proximo a dois carbonos nao
hidrogenados. Essa observacéao foi posteriormente confirmada através da analise
do espectro de RMN de **C (Figura 132), no qual os sinais em & 142,65 e 129,78
ppm sédo atribuidos aos carbonos vinilicos C-18 e C-19, respectivamente [158,1
(C-14), 116,8 (C-15) em C09]. E importante relembrar, neste momento, que 0s
valores de deslocamento quimico de carbonos olefinicos, em triterpendides, sao
um diagndstico importante para diferenciacdo do tipo de esqueleto triterpénico
que faz parte de suas estruturas. Assim, foi possivel definir o esqueleto

triterpénico de C24, como sendo do tipo A**®)-oleaneno.
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O espectro de RMN *3C (Figura 132), mostra que a estrutura é formada por
30 sinais de carbonos, caracterizando um triterpeno. Com o auxilio do
experimento DEPT 135° (Figura 133), os sinais observados no espectro de =
puderam ser discriminados em 10 carbonos metilénicos, 8 metilicos, 4 metinicos e
7 carbonos desprotonados. De posse destas informacgdes, juntamente com dados
da literatura e ponto de fusao, foi possivel propor a estrutura 203 para C24 trata-
se do triterpeno germanicol, isolado anteriormente de véarias espécies vegetais,*®
inclusive de C. paradoxa.?®

Na parte experimental (Pagina 75) estdo descritos os deslocamentos

guimicos dos hidrogénios e carbonos que fazem parte da estrutura 203.
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Figura 131 - Espectro de RMN de *H de C24, em CDCls, a 400 MHz.
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Figura 132 - Espectro de RMN de **C de C24, em CDCl; a 100 MHz.
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Figura 133 - Espectro DEPT 135° de C24, em CDCI3; a 100 MHz.
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5.1.2.1.6 Identificac&o do triterpendide C12

Este metabdlito, codificado como C12, foi também obtido do extrato
hexanico das partes aéreas de C. paradoxa (Tabela 29). Trata-se de um solido,
de Pf.: 189-191 °C e solavel em CHCls.

Uma andlise preliminar do espectro de RMN de 'H (Figura 134) mostrou
uma similaridade estrutural com o metabdlito C24, facilitando a determinacdo de
sua estrutura. A principal diferenca entre ambos esta na auséncia do carbono
carbinélico C-3, que foi substituido, conforme anélise do espectro de RMN de *3C,
por um carbono carbonilico. No espectro de RMN de 'H (Figura 134). foram
identificados oito sinais, na forma de singletos, em & 0,94, 095, 0,99, 1,03, 1,04
1,05 1,08, 1,11 ppm, todos com integracao para 3 hidrogénios, que foram
atribuidos a grupos metilicos terciarios, e identificados nas posi¢cdes Me-23, -24, -
25, -26, -27, -28, -29 e -30. O deslocamento quimico do unico hidrogénio olefinico
em & 4,85 ppm, na forma de um singleto, juntamente com os sinais em 6 129,8 e
142,4 ppm, observados no espectro de RMN de *C (Figura 135), confirma o
esqueleto da estrutura como sendo do tipo A™®®9-oleaneno. Neste mesmo
espectro (Figura 134), os sinais em 6 0,93, 1,09, 1,31/1,84, 1,35, 1,38, 1,81, 1,19
e 2,45 ppm, foram atribuidos aos hidrogénios H-11, H-22, H-1/1’, H-9, H-12, H-21,
H-13 e H-2, respectivamente. Alguns hidrogénios da estrutura, que ressonam na
regido entre 5 1,25-1,52 ppm, ndo foram atribuidos devido a sobreposi¢cdo de
sinais.

Através da andlise do espectro de RMN *3C (Figura 135), pode-se observar
a existéncia de trinta sinais de carbonos. Com auxilio do experimento DEPT 135°
(Figura 136), esses sinais foram descriminados em oito carbonos metilicos, dez
carbonos metilénicos, quatro carbonos metinicos e oito carbonos desprotonados.
A presenca de um sinal em & 217,9 ppm, semelhante ao observado no espectro
de RMN *3C de C11 (Figura 126), confirmou a presenca de uma funcéo carbonila

de cetona em C12.
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Levando-se em conta os dados espectroscOpicos obtidos, a analise
comparativa com substancias ja identificadas e registros na literatura, foi possivel
propor a estrutura 204, para C12, correspondente ao metabdlito germanicona,
previamente isolada de C. paradoxa.?®

Na parte experimental (Pagina 75) estdo descritos 0s deslocamentos

guimicos de hidrogénios e carbonos presentes na estrutura 204.

Figura 134 - Espectro expandido de RMN de 'H, na regido & 0,50- 2,90 ppm, de
C12, em CDCls3, a 400 MHz.
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Figura 135 - Espectro de RMN de **C de C12, em CDCl; a 100 MHz.
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Figura 136 - Espectro DEPT 135° de C12, em CDCl; a 100 MHz.
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5.1.2.1.7 Identificac&o do triterpendide C63

Este metabdlito foi encontrado nos extratos hexanicos das partes aéreas e
casca da raiz de C. paradoxa (Tabelas 29 e 30). Apresentou-se na forma de um
sélido branco, soluvel em CHCI3, que funde em 210-212 °C e com uma rotacao
optica [a]p?® = + 11,4 (c 1,01, CHCls).

Este metabalito foi submetido a uma analise por espectrometria de massas
de alta resolugcdo, cujo espectro mostra um pico ion molecular com m/z=
442 37317. Este dado, aliado aos dados obtidos através de RMN *C (Figura
141), permitiu sugerir a formula molecular C3oHs00, para C63.

O espectro de RMN de *H (Figuras 138 e 139), mostrou a presenca de oito
grupos metilicos. Destes sinais, seis apresentam-se na forma de singletos, de
grupos metilicos terciarios, em 6 0,84, 0,92, 1,02, 1,05, 1,07, 1,23 ppm (3H, s, Me-
25, -26, -27, -28, -29 e -30) e, dois na forma de dubleto em & 0,90 (3H, d, J= 6,9,
Me-23) e 0,79 ppm (3H, d, J= 6,7, Me-24). Estes dados sugerem alguma
semelhanca com a estrutura do metabdlito anteriormente discutido.

O espectro HMBC (Figura 145) desta substancia, mostra que os sinais
correspondentes aos grupos metilas Me-23 e Me-24, que ressonam em 4 0,90 e
0,79 ppm, respectivamente mostram correlacdo via J° com o mesmo carbono
metinico, que ressona em & 25,5 ppm. Este dado confirma a presenca de um
grupo isopropil. Nesta estrutura se observa, como em C64 a auséncia do carbono
carbindlico C-3 e a presenca de uma funcdo &cido carboxilico, devido o
aparecimento de um sinal em & 180,0 ppm no espectro de RMN **C (Figura 141).
O espectro HMBC (Figura 145) também foi importante para se identificar a
posicdo desse grupo acido na estrutura. Isto foi possivel devido H-1 (6 2,21 ppm)
e H-2 (81,72 ppm) se correlacionarem via 3J com o mesmo carbono carbonilico
(C-3) em 6 180,0 ppm.

Esses dados nos permitem concluir que a estrutura de C63 apresenta o

anel A aberto como em C64. A diferenca entre as duas estruturas esta na posi¢cao
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da dupla ligacdo olefinica, que na estrutura atual, o hidrogénio olefinico ressona
em & 4,69 ppm, e o que € importante, na forma de um singleto. Além disso, no
espectro HMBC (Figura 145), este hidrogénio mostra um cruzamento com o
carbono quaternario C-20. Portanto, como na estrutura de C24 (203), a dupla
ligacdo se encontra entre C-18 e C-19, e o esqueleto deste metabdlito é de um
triterpeno do tipo seco-3,4-A'®®%)-oleaneno. Os sinais, no espectro de RMN de **C
(Figura 141), em 6 129,7 (C-19) e 142,7 (C-18) ppm, tipicos de carbonos
olefinicos, também corroboram para essa atribuicdo. Com o auxilio dos
experimentos tipo COSY, HMQC e HMBC, foi possivel assinalar os demais
nacleos de hidrogénios e carbonos presentes em C63.

Entre os varios sistemas de spins observados no espectro COSY (Figura
140), trés foram importantes para atribuicdo da estrutura de C63. O primeiro
sistema de spins mostra correlacdo entre os hidrogénios metilénicos atribuidos
como H-1 (6 2,21 ppm) e H-2 (& 1,72 ppm) na estrutura. Neste caso, a falta de
correlacdo de H-2 com outro(s) hidrogénio(s) foi o dado mais importante. O
segundo sistema foi identificado através das correlacbes existentes entre 0s
hidrogénios que foram atribuidos como H-13 (5 2,16 ppm), H-12 (5 1,38 ppm), H-
11 (6 1,01 ppm) e H-9 (6 1,46 ppm), todos ligados ao anel C da estrutura
proposta. O terceiro foi atribuido ao sistema de spins formados por duas metilas
heterotopicas, atribuidas como Me-23 (6 0,90 ppm) e Me-24 (6 0,79 ppm), se
correlacionando com um hidrogénio metinico em (6 1,86 ppm), atribuido a H-4.
Este, por sua vez, se correlaciona com outro hidrogénio metinico, atribuido como
H-5, que ressona a & 0,89 ppm, o qual se correlaciona com dois hidrogénios
metilénicos H,-6 a & 1,23 ppm, e estes com outros dois hidrogénios metilénicos
H.-7 a 6 1,15 ppm. Este sistema de spins foi importante para atribuir o substituinte
isopropila na posicédo 5 do esqueleto tetraciclico, e que trata-se de uma estrutura
seco comparada ao metabdlito C63.

O espectro de RMN **C de C63 (Figura 141) apresenta trinta sinais de
carbonos com ressonancia entre ¢ 10,0-185,0 ppm. Comparando-se com 0s
experimentos DEPT 135° (Figura 142), que apresenta dez carbonos com
amplitude negativa (metilénicos) e treze sinais com amplitude positiva (metilicos e
metinicos), com o DEPT 90° (Figura 143) que mostra apenas a presenca de cinco
sinais de carbonos metinicos e com o espectro HMQC (Figura 144) que mostra
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correlacdo via 'J entre H—C, conclui-se que a estrutura deste metabolito é
formada por sete carbonos desprotonados. Através das correlagbes observadas
no espectro bidimencional, HMBC (Figura 145), foi possivel assinalar o
deslocamento de todos os carbonos desprotonados da estrutura, confirmando a
estrutura proposta. As principais correlacdes observadas no espectro HMBC sao

mostradas na figura 137.

Figura 137 — Principais correlagdes observadas no espectro HMBC de C63

Essas observacdes, juntamente com dados de substancias analogas ja
descritas na literatura®** e neste trabalho, permitiram propor a estrutura 205, para
C63. Essa substancia, ainda ndo descrita na literatura, foi denominada de seco-
3,4-germanicona (seco-3,4-oleo-18(19)-eno), em analogia a germanicona (204).

A Tabela 42 apresenta todos os deslocamentos quimicos de hidrogénios e
carbonos presentes na estrutura (205), proposta para C63, bem como as
principais correlacbes observadas no espectro bidimencional heteronuclear
HMBC.
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Figura 138 - Espectro de RMN de *H de C63, em CDCls, a 400 MHz
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Figura 139 - Espectro de RMN de 'H de C63, expandido 0,5-2,5 ppm, em CDCls,
a 400 MHz
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Figura 141 - Espectro de RMN de **C de C63, em CDClz, a 100 MHz.
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Figura 142 - Espectro DEPT 135° de C63, em CDCl; a 100 MHz.
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Figura 143 - Espectro DEPT 90° de C63, em CDCl3 a 100 MHz.
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Figura 144 - Espectro de RMN 2D HMQC de C63, em CDClI3 a 100 MHz.
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Figura 145 - Espectro de RMN 2D HMBC de C63, em CDCl; a 100 MHz.
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Tabela 42 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e *C e as principais

correlagbes observadas no espectro HMBC de C63, em CDCls.*

Posicao SH s13C HMBC
1 172 ) 285 C3. C10
2 221 (m) 33.1 C3, C10
3 180,7
4 1,86 (m) 252 5
5 0.89 (m) 487 C10
6 1,23 (m) 18.2
7 1,15 (m) 35.7
8 40,0
9 1,46 (?) 515
10 40,6
11 1,01 (m) 213
12 1.38 (m) 26.2
13 2,16 (dd, J=8,6, 3,9) 38,5
14 43,6
15 1,79 (m) 28.2
16 1,25 (m) 37.6
17 33,6
18 142,7
19 4,85 (s) 129,7 C18, C20
20 32,3
21 1,12 (m) 333
22 0.88 (m) 36.6
23 0,90 (d, J=6,9) 24,7 C5, C24
24 0.79 (d, J= 6,7) 18.4 C5, C23
25 0,84-1,23 (s) 17,4 C1,C5
26 0.84-1.23 (s) 18,7
27 0.84-1,23 (s) 14.4
28 0.84-1.23 (s) 25.1
29 0.84-1,23 (s) 313
30 0.84-1.23 (s) 29.2

* Deslocamentos quimicos (8) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz
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5.1.2.2 Casca daraiz

A investigacao fitoquimica da raiz de Colletia paradoxa, conforme descrito
na parte experimental, levou ao isolamento dos seguintes metabdlitos: acido
ziziberendlico (206), f-sitosterol (195), p-sitosterol glicosilado (196), acido
betulinico (192), seco-3,4-taraxerona (202), seco-3,4-germanicona (205). Todos,
com excec¢do do primeiro, foram previamente identificados nas partes aéreas, e 0
acido ceandtico (193), isolado anteriormente das partes aéreas de Discaria
americana, do material coletado em Jaguari, RS. As substancias acima descritas,
exceto o acido ziziberenalico, foram identificadas por comparacdo em CCD, com

amostras auténticas e seus respectivos pontos de fuséo.

5.1.2.2.1 Identificacéo do triterpendide C15

Este metabdlito, encontrado somente na casca da raiz de C. paradoxa
(Tabelas 33 e 34), teve sua estrutura identificada através da comparacdo com
dados de RMN de 'H e de °C, ponto de fusdo (Pf.. 213-215 °C), descritos

literatura.

O espectro de RMN de 'H (Figura 146) apresentou cinco sinais com
integracéo para 3 hidrogénios, na forma de singletos, em 6 0,96, 0,97, 0,98, 1,12,
1,13, 1,67 ppm, caracterizando grupos metilicos ligadas a carbonos nao
hidrogenados. Os mesmos foram atribuidos como sendo as metilas Me-23, -24, -
25, -26 e-27 presentes na estrutura. Os sinais em ¢ 1,67, 4,61 e 4,73 ppm, em
analogia aos dados obtidos para o metabdlito C06, foram atribuidos a um
substituinte isopropenil, ligado em C15 no sistema pentaciclico da estrutura. No
espectro de RMN de *3C (Figura 147) deste metabdlito, os sinais em & 109,9 (C-
29) e 150,04 (C-20) ppm, confirmam este substituinte, além de sugerir uma
estrutura com esqueleto terpénico do tipo A2°-Jupeno para C15. No espectro de

hidrogénio, um singleto com integracdo para um hidrogénio em & 9,71 ppm sugere
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uma funcgédo aldeido na estrutura. Esta sugestéo foi confirmada através da analise
do espectro de carbonos (Figura 147), que mostrou um sinal em & 191,4 ppm,
atribuido como sendo carbono C-2. Um hidrogénio, que ressona em & 6,53 ppm,
na forma de um singleto, e cujo carbono aparece no espectro em § 163,2 ppm
(correlacdo no HMQC, Figura 149), foi atribuido ao hidrogénio olefinico H-3. No
espectro HMBC (Figura 150), este hidrogénio mostra correlacdo com o carbono
desidrogenado que ressona em & 157,3 ppm, atribuido ao C-1, e com o carbono
carbonilico, confirmando a presenca de um grupo aldeido a,B-insaturado. Além
disso, o espectro HMBC (Figura 150) foi importante para localizar este grupo no
anel A da estrutura, através das seguintes correlagdes: H-3 (6 6,53 ppm) — C-1,
C-2,C-23 e C-24; H-2 (6 9,71 ppm) — C-1, C-3 e C-10; CH3-25 (6 0,98 ppm) — C-
1, C-5 e C-9. Essas observacbes, nos permitiram propor que C15 seja um
derivado do &cido ceandtico (193), com um grupo aldeido no carbono C-2 e a
dupla ligacao na posicéo 1,3.

Através da interpretacdo simultanea dos espectros de RMN de *3C (Figura
147) e DEPT 135° (Figura 148), foi possivel verificar a presenca de trinta sinais de
carbonos, que foram discriminados em 6 carbonos metilicos (CHs), nove carbonos
metilénicos (CH,), oito carbonos metinicos (CH) e sete carbonos desprotonados
(C). Com excecdo dos sinais pertencentes aos carbonos do anel A (ciclo
penteno), o restante dos sinais de carbono s&o muito similares aos registrados na

literatura para o acido ceanético (193),%%’

0 que facilitou a confirmacéo estrutural
de C15, que foi atribuido ao acido 2-oxo-2-nor-1(3),20(29)-lupadieno-28-6ico
(206). Este composto, ja descrito na literatura, foi isolado pela primeira vez da
espécie Paliurus hemsleyanus (Rhamnaceae), com denominacdo de acido
ziziberenalico.?® Os dados de RMN de *H e *C encontram-se descritos na parte

experimental, pagina 73.
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Figura 146 - Espectro de RMN de *H de C15, em CDCls, a 400 MHz.
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Figura 148 - Espectro DEPT 135° de C15, em CDCl3, a 400 MHz.



244
Resultados e Discussao

30 /24/ 27

| I
1 0ot nt
- £ ¢ “G - 25
6 [¢] @g‘( ’
a¥
0 6 i} - 50
' !
(]
- 75
I-‘ll]ﬂ
!
29 00 1
e —_— o | . H i, 125
* |
20 - S - !—150_
1 — i
3 . (]
’ ——- e — b 175
28
2 :
|"l ) } . oo
ppm 8 3] 4 ¢
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Figura 150 - Espectro de RMN 2D HMBC de C15, em CDCl; a 100 MHz.
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5.1.3 Gouania ulmifolia Hook & Arnott

5.1.3.1 Partes aéreas

O estudo quimico das partes aéreas de Gouania ulmifolia resultou no
isolamento do B-sitosterol livre (195), B-sitosterol glicosilado (196), lupeol (199)
acido betulinico (192), e os metabolitos codificados como G41 (207), G44 (208)" e
G45 (209)".

A identificacdo do p-sitosterol livre, B-sitosterol glicosilado, lupeol e o
acido betulinico, também isolados de Discaria americana e Colletia paradoxa, foi
realizada por comparagdo em CCD, com amostras auténticas, e através de seus
respectivos pontos de fusédo. As estruturas das demais substancias acima
mencionadas foram determinadas baseando-se em seus dados de RMN de 'H e
13C, experimentos DEPT 135°, COSY, HMQC e HMBC e comparando-se com
dados disponiveis na literatura.

5.1.3.1.1 Identificacdo do metabdlito codificado como G41

Este metabdlito foi isolado das partes aéreas de G. ulmifolia apds
purificacdo da fracdo VII (Tabelas 36 e 37) em placa preparativa. Apdés
recristalizacdo em n-hexano, apresentou-se na forma de um solido de Pf.: 275-
278 °C. Chegou-se a estrutura 207 para este metabdlito através das analises dos
espectros de RMN *H e C.

O espectro de RMN de *H (Figura 151) de G41 mostrou seis singletos em &
0,79, 0,88, 0,91, 0,96, 1,01, 1,72 ppm (3H, s, Me-23, -24, -25, -26, -27 e -30),
sinais referentes a grupos metilicos terciarios. Os sinais em 6 4,61 e 4,73 ppm

(1H, s), tipicos de hidrogénios vinilicos de sistemas triterpénicos do tipo A2°9-

* Os metabdlitos G44 e G45 foram enviados para o “Institute of Plant Biochemistry” da

Universidade de Halle (Alemanha), onde seus espectros de massas estdo em fase de obtencéao.
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lupeno, foram atribuidos aos hidrogénios H-29 e -29' do grupo isopropenil. Os
sinais em 6 3,01 ppm (1H, d, J 10,4 Hz) e 3,64 ppm (1H, d, J= 4,4, 10,4 Hz)
indicaram a presenca de dois hidrogénios carbindlicos, atribuidos a H-2 e H-3. A
constante de acoplamento de J = 10,4 Hz entre os dois hidrogénios ligados a
carbonos oxigenados sugere uma relacdo anti entre os mesmos.?** Além disso,
informa que os dois substituintes oxigenados se encontram em uma relagéo o/p.
No espectro de RMN de **C (Figura 152) o deslocamento quimico em & 83,85
ppm é caracteristico para um carbono em C-3, com uma hidroxila na posi¢ao .
Portanto, podemos sugerir um diol 2,34 na estrutura.

O espectro de RMN de *C (Figura 152), em anélise conjunta com o
espectro DEPT 135° (Figura 153), confirma a presenca de 6 carbonos metilicos,
dez carbonos metilénicos, 7 metinicos e 7 carbonos desidrogenados, perfazendo
um total de trinta carbonos.

A andlise comparativa dos dados de RMN de 'H e *3C deste metabdlito
com os previamente descritos para o lupeol (199) e acido betulinico (192), ponto
de fusdo e registros na literatura, possibilitou sugerir a estrutura 207 para G41,
substancia ja descrita na literatura, como sendo o acido alfitélico, encontrado em
vérias espécies vegetais.**

Os demais dados de RMN de 'H e *3C relativos a estrutura 207 encontram-

se descritos na parte experimental (Pagina 76).

221. Kojima, K. & Ogura, H. 1986. Phytochemistry 25, 729
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Figura 152 - Espectro de RMN de **C de G41, em CDCl;, a 400MHz.
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Figura 153 - Espectro RMN DEPT 135 de G41, em CDCl;, a 400MHz.
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5.1.3.1.2 Identificac&o do triterpendide codificado como G44

Esta substéncia, codificada como G44, foi obtida do extrato diclorometano
das partes aéreas de G. ulmifolia (Tabelas 36 e 37), apdés cromatografia em
coluna. Foi obtida na forma de um sdlido branco, homogéneo em CCD, com ponto
de fusdo entre 246-248 °C e uma rotacdo [a]p®® = + 27,1 (c 1,1; CHCls). A
estrutura 208 para esta substancia foi proposta através dos dados descritos a

seqguir.

Os espectros de RMN de *H e *3C de G44 mostram que existe similaridade
estrutural desse composto com G41 (207) e o &cido betulinico (192). A presenca
dos sinais em & 4,61 e 4,73 ppm, no espectro de RMN de 'H (Figura 155) e &
109,21 e 150,91 ppm, no espectro de **C (Figura 159), caracterizam a presenca
do grupo isopropenil em G44. Assim, podemos sugerir um esqueleto carbonico de
tipo A2°®).Jupeno. Porém, significativas diferencas sdo observadas no espectro
RMN de 'H de G44 (Figura 156), onde se verifica a presenca de somente cinco
grupos metilicos terciarios em 6 0,90, 0,91, 0,99, 1,04, 1,71 ppm (3H, s, CH3-23, -
24, -25, -26, -30), enquanto no espectro de RMN de 3C, verifica a presenca
adicional de uma carbonila de acido carboxilico em & 178,5 ppm. Esta observacéo
nos permitiu sugerir que o composto G44 tem um grupo acido carboxilico, a mais
qgue na estrutura do acido betulinico (192). Esta carboxila estaria substituindo um
grupo metila. A posicdo no esqueleto carbbénico de G44, dos grupos carboxilicos,
foi realizada através das correlagbes observadas no espectro HMBC (Figura 162)
entre H-13 e H-15 —» C-14 e C-27 e, H-18 e H-22 — C-17 e C-28 (Figura 154).

A presenca de um sinal em & 62,5 ppm, no espectro de RMN de *C
(Figura 159), dentro da faixa de deslocamento quimico de alcoois, em adicdo a
dois duplos dubletes em & 3,21 e 3,66 ppm, no espectro RMN de *H, caracterizam
a presenca de um alcool primario em G44. No espectro DEPT 135° (Figura 160),
o sinal em 6 62,5 ppm, apresenta-se com amplitude negativa (carbono metilénico)

e mostra correlacédo, no espectro HMQC (Figura 161), com os hidrogénios em &
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3,21 e 3,66 ppm, ratificando a presenca deste grupo hidroxila. Com o auxilio do
experimento a longa distancia, HMBC (Figura 162), determinou-se a localizacao
inequivoca deste grupo em G44, através das correlacbes observadas entre os
hidrogénios metilénicos em C-2 (6 3,21 e 3,66 ppm) com C-1 (44,1 ppm), C-10
(48,3 ppm) e com C-3 em & 42,0 ppm.

A andlise do espectro COSY de G44 (Figura 157), proporcionou a
identificacdo dos varios sistemas de spins presentes na molécula. Dentre o0s
quais, destacaremos o0 sistema de spins formado pela correlacdo entre os
hidrogénios metilénicos em & 3,21 e 3,66 ppm com um hidrogénio metinico em &
1,82 ppm, o qual por sua vez mostrou correlagdo com os hidrogénios metilénicos
em 4 1,78 ppm. Outro sistema de spins importante é o formado entre H-11, H-12,
H-13, H-18, H-19, H-21 e H-22, mostrando a juncao dos anéis C, D e E.

Atraves da interpretacdo dos dados do espectro NOESY (Figura 158) desta
substancia observa-se que os hidrogénios metilénicos (6 3,21 e 3,66 ppm) do
grupo —CH,OH estao localizados espacialmente préximos de um grupo metila
(Me-25). Neste mesmo espectro observa-se uma interacdo espacial entre os
hidrogénios metinicos H-1 (6 1,82 ppm) e H-5 (6 1,19 ppm). Estas observacoes,
juntamente com o fato dos hidrogénios metilénicos ndo apresentarem interacao
espacial com o hidrogénio metinico H-5 (6 1,19 ppm) permitiu sugerir que 0 grupo
—CH,0OH se encontra na posi¢do g no C-1 do anel A.

Levando-se em conta os dados espectroscopicos ja obtidos, fica claro que
a estrutura deste composto apresenta como anel A, um ciclo de cinco membros.
Essa afirmacéo também pode ser confirmada pelos deslocamentos quimicos dos
carbonos C-5 (& 58,09 ppm) e C-10 (& 48,32 ppm), no espectro de RMN de *3C.
Esses sinais, em compostos que possuem como anel A, um ciclo de seis
membros, encontram-se a campo mais alto, em 6 55,00 (C-5) e 37,00 ppm (C-10).
Apdés a andlise do conjunto de dados espectroscopicos relativos a esta
substancia, foi possivel propor a estrutura 208, ainda ndo descrita na literatura,
cuja nomenclatura IUPAC é acido 2-hidroxi-2-nor-20(29)-lupen-27,28-didico.

Os valores de deslocamento quimico dos demais hidrogénios e carbonos
presentes em G44, bem como as principais correlagdes observadas no espectro
HMBC, encontram-se descritos na parte experimental (Pagina 77) e na Tabela 43

e, também foram estabelecidos com o auxilio dos experimentos DEPT 135°,
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COSY, HMQC e HMBC, além de comparacdo com dados registrados na

literatura.

Figura 154 — Principais correlacdes observadas no espectro HMBC de G44
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Figura 155 - Espectro de RMN de *H G44, em acetona-ds, a 400MHz.

Integral
o1 9268

Figura 156 - Espectro de RMN de *H G44, expandido 0,8-2,5 ppm, em acetona-ds,
a 400MHz.
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Figura 157 - Espectro RMN 2D COSY de G44, em acetona-dg, a 400MHz.
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Figura 158 - Espectro de RMN 2D NOESY de G44, em acetona-ds a 400 MHz
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Figura 159 - Espectro de RMN de **C de G44, em acetona-dg, a 100 MHz.

29

Figura 160 - Espectro RMN DEPT 135° de G44, em acetona-dg, a 100 MHz.
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Figura 161 - Espectro RMN 2D HMQC de G44, em acetona-ds, a 400MHz.
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Tabela 43 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e 'C e as principais

correlagdes observadas no espectro HMBC de G44, em acetona-ds.*

Posicao S'H 33C HMBC

1 1,82 (m) 44.1 C2,C4.Cb

2 3,21/3,66 62,5 C1,C3
(dd, J= 4,1: 8,5)

3 1,78 42,0
(dd, J= 4,3; 8,1)

4 38,1

5 1,19 (m) 58.0 C10

6 1,37 (m) 19.0

7 2,07/2,43 (m) 34.9

8 41,2

9 1,79 52,1
(dd, J=6,2; 6,6)

10 48,3

11 1,35/1,54 (M) 236

12 1,62/2,14 (m) 26.3

13 2,38 (m) 40,5 C14, C18, C27

14 60,1

15 1,48/1,53 (M) 285

16 1,72/1.94 (m) 375

17 56,3

18 1,73 52,2 C13, C17,C28
(dd, J=6,1; 6,8)

19 3,11 (m) 47,7

20 150,9

21 1,91/1,98 (m) 30,9

22 1,51/1.66 (M) 37.9

23 0,90-1,04 (s) 338

24 0.90-1.04 (s) 26.7

25 0.90-1,04 (s) 19.0

26 0.90-1.04 (s) 17.9

27 178,5

28 178,1

29 4,61/4,73 (s) 110,2 C19, C20, C30

30 1,71 (s) 20,0 C19, C20, C29

* Deslocamentos quimicos (8) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz
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5.1.3.1.3 Identificac&o do triterpendide codificado como G45

Este metabdlito foi isolado do extrato diclorometano das partes aéreas de
G. ulmifolia (Tabelas 36 e 37). Apresentou-se na forma de um solido branco com
ponto de fusdo entre 238-240 °C e [0]p® = + 8,3 (c 1,2; CHCIls). A estrutura para
esta substancia foi proposta através dos dados de RMN de 'H e °C, e
comparacdo com dados da literatura, além dos dados dos metabdlitos descritos

anteriormente.

Comparando-se o0s espectros deste metabdlito com o0s espectros do
metabdlito anterior (G44), observam-se algumas semelhancas entre os mesmo,
como a presenca em comum de dois grupos carboxilicos, um grupo —CH,OH e de
um grupo isopropenila como substituintes no esqueleto principal. Ambos
metabolitos apresentam um anel A de cinco membros.

A principal diferenca entre ambos foi observada através do espectro de
carbono-13, que mostra que a estrutura do metabdlito atual apresenta um
carbono a menos [A(1)nor] em relacdo ao anterior. Além disso, os sinais em &
5,49 ppm (1H, d, J=5,8) e 6,07 ppm (1H, d, J= 5,8), caracteristicos de sistemas
vinilicos, no espectro de RMN de 'H de G45 (Figura 164), mostra a presenca
adicional de uma dupla ligac&o. A presenca de um grupo -CH=CH-, adicional em
G45, é evidenciada no espectro de RMN de **C (Figura 168) pelos sinais em &
136,61 e 142,76 ppm de carbonos metinicos [amplitude positiva no espectro
DEPT 135° (Figura 169)].

A presenca de somente quatro sinais em ¢ 1,02, 1,06, 1,09, 1,71 ppm (3H,
s), no espectro de RMN de *H (Figura 165), relativo a grupos metilicos terciarios,
€ outra diferenca significativa entre G44 e G45. Essa observacdo nos permite
propor que um grupo —Me esta substituido por um grupo —CH,OH. Esse grupo é
identificado através dos sinais em & 3,45 e 3,59 ppm, no espectro de RMN de 'H,

e o sinal em & 66,43 ppm, no espectro de RMN de **C. Os hidrogénios deste
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grupo (6 3,45 e 3,59 ppm), no espectro HMQC (Figura 170), mostram correlagcéo
com o mesmo carbono em & 66,43 ppm, portanto, tratam-se de hidrogénios
diasteriotopicos. Além disso, ao contrario do observado no espectro COSY de
G44 (Figura 166), o grupo —CH,OH, em G45 nao mostra correlagao, indicando
que este encontra-se ligado a um carbono quaternario.

As correlacdes observadas no espectro HMBC (Figura 171) entre os
hidrogénios do grupo —CH,OH (5 3,45 e 3,59 ppm) com os sinais de carbonos em
3 24,22 (C-23 ou -24), 51,41 (C-4), 62,91 (C-5) e 136,62 (C-3) ppm, além da
correlacdo entre o hidrogénio olefinico H-3 (6 6,07 ppm) com os carbonos em &
24,22 (C-23 ou -24), 51,41 (C-4), 62,91 (C-5), nos permite sugerir que 0 grupo —
CH,0OH encontra-se ligado no carbono C-4, além de confirmar, que o anel A é
constituido de um ciclo-penteno, em vez de, um ciclo-pentano como assinalado
em G44. Outras correlacbes observadas no espectro HMBC estdo descritas na
tabela 44 e podem ser vistas na figura 162. O deslocamento, no espectro de RMN
de *C, para campo mais baixo dos sinais dos carbonos C-4 (5 51,42 ppm), C-5 (&
62,91 ppm) e C-10 (6 50,95 ppm), quando comparados aos valores obtidos em
G44, também corroboram essa afirmacao.

Por outro lado, os dados acima descritos, somente indicam que 0 grupo —
CH,OH esta ligado no carbono C-4, mas ndo revelam se este substituinte
encontra-se ligado em posicao a (C-23) ou B (C-24). Para tanto, uma ferramenta
fundamental para esclarecer esta divida é a observagdo das correlagbes no
espectro NOESY (Figura 167). Neste caso, nao foi verificado NOE entre o
hidrogénio H-5 (6 1,31 ppm) e os hidrogénios em 6 3,45 e 3,59 ppm do grupo —
CH,0OH, indicando que este grupo encontra-se na posicao 3 (C-24), anti.

A atribuicdo dos sinais de hidrogénios e carbonos presentes nos anéis B,
C, D e E de G465 foi feita em comparacdo com os espectros de RMN de 'H e **C
de G44. Nessa comparacgdo, verifica-se que nao existe diferenca significativa
entre 0s mesmos, nos anéis B, C, D e E, sugerindo que os grupos carbonilas
encontram-se também presentes nos carbonos C-27 e C-28. A identificacdo
desses sinais e outros sinais, nos espectros de RMN de 'H e **C permitiram
atribuir a estrutura 209, para G45, cujo nome IUPAC é acido 24-hidroxi-A(1)-nor-
2(3),20(29)-lupadien-27,28-didico. Este composto ainda néo foi descrito na

literatura.
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Os deslocamentos quimicos de RMN de *H e '°C presentes na estrutura
proposta (209), além das principais correlacdes observadas no espectro HMBC,

encontram-se descritos na Tabela 44.

29

Figura 163 - Principais correlagdes observadas no espectro HMBC de G45
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Figura 164 - Espectro de RMN de 'H de G45, em acetona-ds, a 400MHz.
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Figura 165 - Espectro de RMN de *H G45, expandido & 0,80-2,60 ppm, em

acetona-dg, a 400MHz.
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Figura 166 - Espectro de RMN 2D COSY de G45, em acetona-ds a 400 MHz.
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Figura 167 - Espectro de RMN 2D NOESY de G45, em acetona-ds a 400 MHz.
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Figura 168 - Espectro de RMN de *C de G45, em acetona-ds, a 100 MHz.
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Figura 169 - Espectro RMN DEPT 135° de G45, em acetona-ds a 100 MHz.
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Figura 170 — Espectro RMN 2D HMQC de G45, em acetona-ds a 100 MHz.
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Figura 171 - Espectro RMN 2D HMBC de G45, em acetona-ds a 100 MHz.
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Tabela 44 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e C e as principais

correlagdes observadas no espectro HMBC de G45, em acetona-ds.*

Posicéo S'*H s3c HMBC
2 5,49 (d, J= 5,8) 136,6 C5, C10
3 6,07 (d, J=5,8) 142,7 C4, C5, C23
4 51,4
5 1,29 (d, J= 12,3) 62,9 C3, C23
6 1,56/1,63 (m) 18,3
7 2,05/2,21 (m) 34,8
8 41,7
9 1,75 (?) 51,9
10 50,9
11 1,52/1,64 (m) 23,5
12 1,66/2,16 (m) 26,2
13 2,47 (m) 40,0 C14, C18, C27
14 60,0
15 1,49/1,97 (m) 28,3
16 1,41/1,94 (m) 37,5
17 56,3
18 1,77 (?) 48,6 C13, C17,C19, C28
19 3,12 (m) 47,7
20 151,0
21 1,89/1,92 (m) 30,9
22 1,63/1,67 (m) 38,6
23 1,09 (s) 24,2
24 3,45/3,59 66,4
(dd J= 6,4, 10,4)
25 1,02 (s) 18,9
26 1,06 (s) 18,2
27 178,2
28 177,7
29 4,58/4,73 () 110,0 C19, C20, C30
30 1,71 (s) 20,7 C19, C20, C29

* Deslocamentos quimicos (8) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz
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5.2. Atividade antimicrobiana

A importancia dos produtos naturais na terapéutica é reconhecida desde
tempos imemoriais. E notorio que no Brasil e outros paises em desenvolvimento,
as plantas sdo muito utilizadas no tratamento de doencas.?”? No entanto, a
maioria destas plantas ndo foram estudadas de acordo com protocolos cientificos
guanto a sua atividade farmacol6gica. Como o uso popular e mesmo o tradicional,
ndo sdo suficientes para avaliar a real eficacia no tratamento das enfermidades,?*
delineamos como um dos objetivos deste trabalho a avaliacdo das atividades
biolégicas dos extratos, fracbes e substancias isoladas de D. americana, C.
paradoxa e G. ulmifolia. Assim, foi realizada uma série de testes das possiveis
atividades antimicrobianas dos extratos, fracoes e substancias isoladas,
utilizando-se o0 método de bioautografia, com microorganismos bactérias Gram
positivas, Gram negativas e fungos. Para os ensaios, devido a auséncia de
conhecimento do potencial antimicrobiano dos extratos, fracbes e substancias
isoladas, foram testadas inicialmente em quantidades de 500, 200 e 100 g,
respectivamente.

Nessa triagem de microorganismos estdo representadas as principais
bactérias que fazem parte do grupo das infec¢cdes oportunistas, aparecendo
frequentemente em pacientes imunocomprometidos.

Entre a cepas testadas estdo os Staphylococcus que produzem diversas
patogenias no homem, destacando-se as enfermidades do aparelho urinario ou
orgdos genitais, doencas pulmonares e infec¢des alimentares, etc, sendo que o
homem, bovinos e 0 cdo séo os reservatorios naturais desse microorganismo.

Bactérias do género Salmonella sdo os agentes mais frequentes de
intoxicacdo alimentar, no homem, através da ingestdo de alimentos
contaminados. As aves, principalmente galinha, pato e peru, suas carcacas e
0OVvOos sao as principais fontes desse microorganismo.

Escherichia coli, pode causar no homem uma série de patogenias desde
diarréias, como também infec¢cdes no aparelho urinario e 6rgao de reproducédo. A
principal via de entrada no homem é oral, através da ingestdo da agua

contaminada por esse microorganismo.

222. Brasil, Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia Sanitaria, Portaria n® 6/95 de 31.01.1995. Diario Oficial da Unido, v. 200, Secé&o .,
1523.
223. Di Stasi, L.C., 1996. Plantas Medicinais: arte e ciéncia. Sdo Paulo:Unesp, 230
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As bactérias do género Klebsiella causam infec¢des, principalmente
gastrointestinais, depois da ingestdo de alimentos contaminados. E possivel
também ocorrer infeccao por esse microorganismo em ferimentos.

As Candida, que sédo parte do grupo das infeccbes oportunistas,
encontram-se no tubo digestivo do homem, causando patogenia em pacientes
com baixa imunidade (por exemplo, pacientes HIV positivos). Também podem

causar pequenas infeccdes nas mucosas ou nos 6rgéos.?*

5.2.1. Determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de
bioautografia

As atividades antimicrobianas dos extratos, fracées e substancias isoladas
de Discaria americana, Colletia paradoxa e Gouania ulmifolia foram determinadas
pelo método de bioautografia segundo Rahalison e colaboradores.’® Para isso
foram utilizadas bactérias Gram positivas [Staphylococcus aureus (Sa), ATCC
6538p, Bacillus subtilis (Bs), ATCC 6633, Staphylococcus epidermidis (Se), ATCC
12228] e Gram negativas [Klebsiella pneumoniae (Kp), ATCC 10031, Salmonella
setubal (Ss), ATCC 19196, Escherichia coli (Ec), ATCC 11103] e Pseudomona
aeruginosa (Pa) ATCC 9341 e os fungos Saccharomyces cerevisiae (Sc) ATCC
2601 e Candida albicans (Ca) ATCC 10231.

Os extratos, fracOes e substancias isoladas de Discaria americana, Colletia
paradoxa e Gouania ulmifolia que apresentaram atividade frente aos
microorganismos testados, foram submetidos a analise para se determinar a
guantidade inibitéria minima (QIM). Para isso, aplicaram-se, em cada placa
cromatografica, as quantidades de: 500, 250, 125, 62,5, 31,2, 15,7 e 7,8 ug para
0s extratos brutos; 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,1 e 1,5 ug para as fracdes; 100,
50, 25, 12,5, 6,2, 3,1, 1,5 e 0,75 ug referente as substancias puras. Como
substancias padrdes foram utilizados os seguintes antibiéticos: Amoxicilina (978,9
Ul/mg) para bactérias e Nistatina (2464,38 Ul/mg) para fungos (Tabela 45),

padrdes primarios da USP, que foram preparados conforme protocolos da FDA.**°

224. Guerreiro, G.M, Oliveira, J.S., Saraiva, D., Wiest, J.M., Lieberknech, F., Poester, P.F., Dias, J.C.A., Fernandes, J.C.T., Langeloh, A.,
Baptista, P.J.H.P., 1984. Porto Alegre, Ed. Sulina, capitulo 11, 135



272
Resultados e Discussédo

Tabela 45. Concentracdo (ug) de cada substancia padrao

Microorganismos Sa Se Bs Kp Ss Ec Pa Sc Ca
Amoxicilina 0,16 0,32 0,16 0,32 0,32 0,32 0,16
Nistidina 0,8 0,16

Por esta técnica, quando aplicado o sal de tetrazdleo, 0s microorganismos
metabolicamente ativos convertem este em um complexo colorido (vermelho),
chamado de formazan. Deste modo, os resultados da atividade antimicrobiana
sao detectados através da visualizacdo de halos (branco) de inibicdo entorno do
ponto de aplicacdo da amostra devido a auséncia de atividade enzimatica. Assim,
a quantidade inibitéria minima (QIM) foi definida como a quantidade de substéancia
na qual ndo houve crescimento dos microorganismos, apo6s 18 horas de

incubacdo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

5.2.2. Determinagdo da atividade antimicrobiana das partes aéreas de
Discaria americana.

Avaliou-se, primeiramente, a atividade antimicrobiana dos extratos brutos
metanolicos (EBM) das partes aéreas de Discaria americana contra nove
diferentes microorganismos (sete bactérias e dois fungos). Os resultados
mostrados na Tabela 46 permitiram inferir a baixa atividade antimicrobiana dos
EBM do material botanico coletado em Santana do Livramento e Sdo Sepé (QIM
> 250 pg), enquanto que o extrato do material coletado em Jaguari mostrou-se
ativo contra a maioria dos microorganismos testados, com valores de QIM
variando de 500 a 15,7 ug (Figuras 172 e 173). Os microorganismos que nao
foram inibidos pelos extratos metanélicos foram Pseudomona aeruginosa (Pa) e

Saccharomyces cerevisiae (Sc).
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Tabela 46. Atividade antimicrobiana e QIM dos extratos brutos metandlicos (EBM)

das partes aéreas de Discaria americana

Material Microorganismos

Discaria americana Sa Se Bs Kp Ss Ec Pa Sc Ca
Santana do Livramento 250 250 500 NA 500 250 NA NA 500
Sé&o Sepé 250 250 500 NA 500 250 NA NA 500
Jaguari 125 31,2 125 62,5 15,7 31,2 NA NA 500

Figura 172: Quantidade minima (ug) Figura 173: Quantidade minima (ug) do
do EBM das partes aéreas de D. EBM das partes aéreas de D.
americana (Jaguari) requerida para americana (Jaguari) requerida para
inibicdo de Salmonella setubal inibicdo de Staphylococcus epidermidis

Ensaios realizados com as fracdes hexanica, etérea e acetato de etila,
obtidas da particdo do extrato metandlico do material coletado em Jaguari, indicou
gue a fracdo etérea apresenta a maior atividade antimicrobiana (Figuras 174 e
175), enquanto que as fracbes hexanica e acetato de etila se mostraram pouco
ativas ou sem atividade. Por outro lado, as fracdes hexanica, etérea e acetato de
etila, do material coletado em Santana do Livramento e S80 Sepé se mostraram

inativas (Tabela 47).
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Tabela 47. Atividade antimicrobiana e QIM das fragcées hexanica, etérea e acetato
de etila das partes aéreas de Discaria americana

Material Microorganismos

Jaguari Sa Se Bs Kp Ss Ec Pa Sc Ca
F. neutra hexanica 200 NA 200 NA 200 NA NA NA NA
F. neutra etérea 100 25 50 25 125 25 100 NA NA
F. neutra acetato de etila 200 100 NA NA 100 NA NA NA NA
Sao Sepé

F. neutra hexanica NA NA NA NA NA NA NA NA NA
F. neutra etérea NA NA NA NA NA NA NA NA NA
F. neutra acetato de etila NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Santana do Livramento

F. neutra hexanica NA NA NA NA NA NA NA NA NA
F. neutra etérea NA NA NA NA NA NA NA NA NA
F. neutra acetato de etila NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Figura 174: Quantidade minima (ug) da Figura 175: Quantidade minima (ug) da
fracdo neutra etérea das partes aéreas fracdo neutra etérea das partes aéreas
de D. americana (Jaguari) requerida de D. americana (Jaguari) requerida
para inibicdo de Escherichia coli para inibicdo de Salmonella setubal
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Dos metabdlitos presentes nas partes aéreas de D. americana (Tabela 26)
apenas o0 acido ceandtico (193) apresentou atividade antimicrobiana, conforme a
Tabela 48. A QIM deste metabdlito foi de 6,2 ug para as bactérias Staphylococcus
epidermidis (Se) (Figura 176) e Salmonella setubal (Ss), 12,5 ug para Klebsiella
pneumoniae (Kp) (Figura 177) e Escherichia coli (Ec), 50 pg para Pseudomona
aeruginosa e 100 pg para Staphylococcus aureus (Sa), enquanto que
Saccharomyces cerevisiae (Sc) e Candida albicans (Ca) ndo foram sensiveis a

nenhuma concentragao testada.

Tabela 48. Atividade antimicrobiana e QIM dos metabdlitos isolados das partes

aéreas de Discaria americana

Material Microorganismos

Metabolitos isolados Sa Se Bs Kp Ss Ec Pa Sc Ca
Acido ursélico NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Acido betulinico NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Acido ceandtico 100 6,2 50 125 6,2 125 50 NA NA
B-Sitosterol livre NA NA NA NA NA NA NA NA NA
B-Sitosterol glicosilado NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Figura 176: Quantidade minima (ug) Figura 177: Quantidade minima (ug)
do &cido ceandtico (193) requerida do acido ceandtico (193) requerida
para inibicdo de Staphylococcus para inibicdo de Klebsiella

epidermidis pneumoniae
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5.2.3. Determinagéo da atividade antimicrobiana da casca da raiz de Discaria
americana.

Os ensaios realizados para avaliagdo da atividade antimicrobiana dos
extratos brutos metanolicos (EBM) da casca da raiz de Discaria americana
mostraram atividade moderada frente aos microorganismos testados (Tabela 49).

Comparada a atividade desses extratos, o extrato obtido do material
coletado em Jaguari foi mais efetivo, apresentando atividade antimicrobiana sobre
todos os microorganismos testados, com valores de QIM variando de 125,0 a 7,8
ug (Tabela 49). Os microorganismos mais sensiveis (QIM 7,8 ug) a esse extrato
foram Staphylococcus aureus (Sa), Staphylococcus epidermidis (Se), Klebsiella
pneumoniae (Kp), Salmonella setubal (Ss) e Escherichia coli (Ec) (Figura 178). Os
gue apresentaram sensibilidade intermediaria foram Bacillus subtilis (Bs), e
Céandida albicans (Ca). Os menos sensiveis (QIM 125 ng) foram Pseudomona
aeruginosa (Pa) e Saccharomyces cerevisiae (Sc).

O extrato do material coletado em Santana do Livramento foi mais efetivo
(QIM 7,8 ung) contra Bacillus subtilis (Bs), Klebsiella pneumoniae (Kp) e
Salmonella setubal (Ss), apresentando atividade moderada, com valores de QIM
entre 15,7 e 62,5 ug para Staphylococcus epidermidis (Se), Escherichia coli (Ec) e
Candida albicans (Ca) (Figura 179), e uma baixa atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus (Sa) (QIM 125 ug) e Pseudomona aeruginosa (Pa) (QIM
250 pg); enquanto que Saccharomyces cerevisiae (Sc) nao foi sensivel a
nenhuma concentracao testada deste extrato (Tabela 49).

O extrato do material botanico coletado em Sao Sepé apresentou, de
maneira geral, baixa atividade antimicrobiana, com valores de QIM entre 31,2 a
250 pg. Os microrganismos mais sensiveis frente ao extrato foram
Staphylococcus epidermidis (Se), Klebsiella pneumoniae (Kp), Escherichia coli
(Ec) (QIM 31,2 ug), Bacillus subtilis (Bs) e Salmonella setubal (Ss) (QIM 62,5 nug).
Os menos sensiveis foram Staphylococcus aureus (Sa), Candida albicans (Ca)
(QIM 125 pg) e Pseudomona aeruginosa (Pa) (QIM 250 ng). Saccharomyces
cerevisiae (Sc) nao foi sensivel a nenhuma concentracao testada deste extrato
(Tabela 49).
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Tabela 49. Atividade antimicrobiana e QIM dos extratos brutos metandlicos (EBM)

da casca da raiz de Discaria americana

Material Microorganismos

Discaria americana Sa Se Bs Kp Ss Ec Pa Sc Ca
Santana do Livramento 125 625 15,7 78 7,8 157 250 NA 31,2
Sé&o Sepé 125 31,2 62,5 31,2 625 31,2 250 NA 125
Jaguari 78 78 625 78 78 7.8 125 125 31,2

Figura 178: Quantidade minima (ug) Figura 179: Quantidade minima (ug) do
do EBM da casca da raiz de D. EBM da casca da raiz de D. americana
americana (Jaguari) requerida para (Santana do Livramento) requerida para

inibicdo de Escherichia coli inibicdo de Candida albicans
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As fracOes acidas etéreas (FAE), basicas etéreas (FBE) e basicas acetato
de etila (FBAE), provenientes do fracionamento acido/base dos extratos
metanodlicos (Esquema 7), também foram testadas quanto a atividade
antimicrobiana (Tabela 50). Os resultados demonstram que as melhores
atividades sdo encontradas nas fracfes basicas, evidenciando a fracdo basica
etérea do material coletado em Jaguari. Os microrganismos mais sensiveis para
esta fracdo foram Bacillus subtilis (Bs) (Figura 180), Klebsiella pneumoniae (Kp)
(Figura 181) e Salmonella setubal (Ss) (QIM 12,5 ug). Os menos sensiveis (QIM
50-100 ng) foram Staphylococcus aureus (Sa), Staphylococcus epidermidis (Se) e
Escherichia coli (Ec). As fracBes bésicas acetato de etila ndo apresentaram
diferencas significativas entre si quanto a atividade antimicrobiana. As fragcdes
acidas etéreas exibiram uma baixa atividade antimicrobiana, com valor de QIM de
200 pg. Os microrganismos que nao foram inibidos pelas trés diferentes fracdes,
na maior concentracdo testada (200 ng), foram Pseudomona aeruginosa (Pa),

Saccharomyces cerevisiae (Sc) e Candida albicans (Ca).

Tabela 50. Atividade antimicrobiana e QIM das fra¢cGes da casca da raiz de D.

americana.

Material Microorganismos

Santana do Livramento Sa Se Bs Kp Ss Ec Pa Sc Ca
F. 4cida etérea 2000 NA NA NA 200 NA NA NA NA
F. basica etérea 100 100 50 25 125 50 NA NA NA
F. basica acetato de etila 100 100 50 125 25 50 NA NA NA
S&o Sepé

F. 4cida etérea 2000 NA NA NA 200 NA NA NA NA
F. basica etérea 100 50 S50 125 25 50 NA NA NA
F. basica acetato de etila 100 100 50 125 25 50 NA NA NA
Jaguari

F. 4cida etérea 2000 NA 200 NA 200 NA NA NA NA
F. basica etérea 100 50 125 1255 125 50 NA NA NA

F. basica acetato de etila 100 50 50 125 25 50 NA NA NA
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Figura 180: Quantidade minima (ug) Figura 181: Quantidade minima
da FBE de D. americana (Jaguari) (ng) da FBE de D. americana
requerida para inibicdo de Bacillus (Jaguari) requerida para inibicao
subtilis de Klebsiella pneumoniae

Uma vez demonstrada a atividade dos extratos e fracdes, foi avaliada a
atividade antimicrobiana dos metabdlitos isolados da casca da raiz de D.
americana (Tabela 51). Dos metabdlitos isolados, apenas as discarinas A (57) e B
(58) apresentaram atividade antimicrobiana nas concentracdes testadas.
Discarina A mostrou baixa atividade antimicrobiana, sendo que Bacillus subtilis
(Bs) (Figura 182) foi o microrganismo mais sensivel (QIM 25 pg). Aqueles menos
sensiveis (QIM 100 pg) a discarina A foram Staphylococcus epidermidis (Se),
Klebsiella pneumoniae (Kp) e Salmonella setubal (Ss). Os microrganismos que
nao foram inibidos, nas concentracdes testadas, por discarina A foram
Staphylococcus aureus (Sa), Escherichia coli (Ec), Pseudomona aeruginosa (Pa),
Saccharomyces cerevisiae (Sc) e Candida albicans (Ca). Por outro lado, discarina
B foi mais efetiva, com valores de QIM entre 6,7 a 25 ug. O microrganismo que
apresentou maior sensibilidade foi Klebsiella pneumoniae (Kp), (QIM 6,7 ng),
(Figura 183), enquanto que Staphylococcus aureus (Sa), Bacillus subtilis (Bs),
Salmonella setubal (Ss) e Staphylococcus epidermidis (Se) foram sensiveis com
valores de QIM de 12,5, 12,5, 12,5 e 25 ug, respectivamente. Como observado
em discarina A, Staphylococcus aureus (Sa), Escherichia coli (Ec), Pseudomona
aeruginosa (Pa), Saccharomyces cerevisiae (Sc) e Candida albicans (Ca) néo
foram sensiveis a nenhuma concentracdo de discarina B testada.

Quando comparada a atividade dos extratos metandlicos, das fracdes e
dos metabdlitos isolados, é evidente a melhor atividade biologica apresentada
pelos extratos. Isto pode ser atribuido a diferenca de constituintes presentes em
cada planta e também as diferentes concentracdes destes metabolitos. Como os
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extratos sdo uma mistura de substancias, ha ainda a possibilidade da ocorréncia
de sinergismo.

Tabela 51. Atividade antimicrobiana e QIM dos metabdlitos isolados da casca da
raiz de Discaria americana

Material Microorganismos

Metabolitos isolados Sa Se Bs Kp Ss Ec Pa Sc Ca
Adoutina Y NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Adoutina Y’ NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Franganina NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Frangulanina NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Discarina A NA 100 25 100 100 NA NA NA NA
Discarina B 125 25 125 6,2 125 NA NA NA NA
Discarina C NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Discarina D NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Miriantina A NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Discareno C NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Discareno D NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Discarina M NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Discarina N NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Acido ursélico NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Acido betulinico NA NA NA NA NA NA NA NA NA
B-Sitosterol livre NA NA NA NA NA NA NA NA NA
-Sitosterol glicosilado NA NA NA NA NA NA NA NA NA
pB-Sitosterol O-aceti NA NA NA NA NA NA NA NA NA
glicosilado

Figura 182: Quantidade minima (ug) Figura 183: Quantidade minima (ug)
de discarina A (57) requerida para de discarina B (58) requerida para
inibicao de Bacillus subtilis inibicdo de Klebsiella pneumoniae
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5.2.4. Determinacdo da atividade antimicrobiana das partes aéreas de
Colletia paradoxa.

Os extratos hexanico, diclorometano e acetato de etila, das partes aéreas
de C. paradoxa, apresentaram significativa atividade antimicrobiana para
Staphylococcus aureus (Sa) (Figura 184), Bacillus subtilis (Bs), Staphylococcus
epidermidis (Se), Klebsiella pneumoniae (Kp), Salmonella setubal (Ss) e
Escherichia coli (Ec) (Figura 185), com valores de QIM variando de 6,2 a 50 pg.
Enquanto que, para Pseudomona aeruginosa (Pa), Saccharomyces cerevisiae
(Sc) e Candida albicans (Ca) esses extratos ndo foram sensiveis a nenhuma
concentracdo testada. O extrato metandlico ndo apresentou atividade
antimicrobiana contra nenhum dos microrganismos testados para valores de QIM

<500 pug (Tabela 52).

Tabela 52. Atividade antimicrobiana e QIM dos extratos obtidos das partes aéreas
de Colletia paradoxa.

Material Microorganismos

C. paradoxa - P. aéreas Sa Se Bs Kp Ss Ec Pa Sc Ca
Extrato hexanico 125 6,2 6,2 6,2 125 6,2 NA NA NA
Extrato diclorometano 6,2 6,2 125 6,2 50 6,2 NA NA NA
Extrato acetato de etila 50 125 25 25 50 125 NA NA NA
Extrato metandlico NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Figura 184: Quantidade minima (ug) Figura 185: Quantidade minima (ug)
do extrato CH,Cl, das partes aéreas do extrato AcCOEt das partes aéreas
de C. paradoxa requerida para de C. paradoxa requerida para

inibicdo de Staphylococcus aureus inibicdo de Escherichia coli
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Uma vez demonstrada a atividade dos extratos hexanico, diclorometano e
acetato de etila, foi avaliada atividade antimicrobiana dos metabdlitos isolados a
partir desses extratos (Tabela 53). Os resultados obtidos mostram que o acido
ceandtico (193) e a seco-3,4-germanicona (205) sdo os metabdlitos ativos
presentes nestes extratos. Os resultados obtidos para a atividade antimicrobiana
do &cido ceandtico (193) (Figura 186), foram 0os mesmos que nas analises
efetuadas anteriormente (Tabela 48). Enquanto que seco-3,4-germanicona (205)
foi fortemente ativa frente aos microrganismos Bacillus subtilis [(Bs) (QIM 3,1 nug)
(Figura 187)] e Staphylococcus aureus (Sa) (QIM 6,2 ng), ativa frente a
Staphylococcus epidermidis (Se) (QIM 25 ug), moderadamente ativa frente
Klebsiella pneumoniae (Kp) (QIM 100 ug) e Escherichia coli (Ec) (QIM 100 ug) e
sendo inativa frente aos demais microrganismos testados, Pseudomona

aeruginosa (Pa), Saccharomyces cerevisiae (Sc) e Candida albicans (Ca).
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Tabela 53. Atividade antimicrobiana e QIM dos metabdlitos isolados das partes

aéreas de Colletia paradoxa.

Material Microorganismos

Metabdlitos Sa Se Bs Kp Ss Ec Pa Sc Ca
Lupeol NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Acido betulinico NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Acido ceanotico 100 6,2 50 125 6,2 125 50 NA NA
Taraxerol NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Taraxerona NA NA NA NA NA NA NA NA NA
seco-3,4-taraxerona NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Germanicol NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Germanicona NA NA NA NA NA NA NA NA NA
seco-3,4-germanicona 6,2 25 3,1 100 NA 100 NA NA NA
Acido ursolico NA NA NA NA NA NA NA NA NA
B-Sitosterol livre NA NA NA NA NA NA NA NA NA
B-Sitosterol glicosilado NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Figura 186: Quantidade minima (ug) Figura 187: Quantidade minima (ug)
do acido ceandtico (193) requerida de  seco-3,4-germanicona  (205)
para inibicdo de Staphylococcus requerida para inibicdo de Bacillus

epidermidis subtilis
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5.2.5. Determinacao da atividade antimicrobiana da casca da raiz de Colletia
paradoxa.

Pode-se observar, através dos dados listados na tabela 54 (Figuras 188 e
189), que os extratos hexanico, diclorometano e acetato de etila mostraram-se
fortemente ativos contra todas as bactérias, com valores de QIM variando de 6,2-
50 ug e inativos contra os fungos testados (QIM < 500 ug). Por outro lado, o
extrato metandlico ndo exibiu atividade antimicrobiana contra os microrganismos

utilizados (QIM < 500 png).

Tabela 54. Atividade antimicrobiana e QIM dos extratos da casca da raiz de

Colletia paradoxa

Material Microorganismos

Sa Se Bs Kp Ss Ec Pa Sc Ca

Extrato hexanico 50 6,2 6,2 125 6,2 6,2 6,2 NA NA
Extrato diclorometano 6,2 6,2 6,2 125 6,2 6,2 6,2 NA NA
Extrato acetato de etila 125 6,2 6,2 125 6,2 6,2 6,2 NA NA
Extrato metandlico NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Figura 188: Quantidade minima (ug) Figura 189: Quantidade minima (ug)
do extrato DCM requerido para do extrato AcOEt requerido para
inibicdo de Pseudomona aeruginosa inibicdo de Staphylococcus aureus
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Anadlises dos metabalitos isolados dos extratos hexanico, diclorometano e
acetato de etila revelaram que o acido ziziberenalico (206) (Figura 190) e o
principal responsavel pela atividade antimicrobiana desenvolvida por esses
extratos, juntamente com acido ceandtico (193) e a seco-3,4-germanicona (205)
(Figura 191). A quantidade minima requerida destas substancias para inibir o
crescimento de cada microrganismo estdo descritas na Tabela 53. Nao foi
observada atividade antifungica para esses metabdlitos (QIM < 100 pg). Os
demais metabdlitos presentes na raiz de C. paradoxa nado foram ativos frente aos
microrganismos testados (Tabela 55).

Tabela 55. Atividade antimicrobiana e QIM dos metabdlitos isolados da casca da

raiz de Colletia paradoxa

Material Microorganismos

Metabolitos Sa Se Bs Kp Ss Ec Pa Sc Ca
Lupeol NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Acido betulinico NA  NA NA NA NA NA NA NA NA
Acido ceandtico 100 6,2 50 125 6,2 125 50 NA NA
Acido ziziberenalico 31 15 31 31 31 31 15 NA NA
seco-3,4-germanicona 6,2 25 3,1 100 NA 100 NA NA NA
B-Sitosterol livre NA NA NA NA NA NA NA NA NA
B-Sitosterol glicosilado NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Figura 190: Quantidade minima (ug) Figura 191: Quantidade minima (ug)
do é&cido ziziberendlico (206) de seco-3,4-germanicona  (205)
requerido para inibicao de requerida para inibicdo de

Pseudomona aeruginosa Staphylococcus aureus
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5.2.6. Determinagdo da atividade antimicrobiana das partes aéreas de
Gouania ulmifolia

Ensaios biologicos para avaliacdo da atividade antimicrobiana de G.
ulmifolia evidenciaram significativa atividade para o extrato diclorometano, com
valor de QIM 6,2 nug, frente aos microrganismos Staphylococcus epidermidis (Se)
(Figura 192), Bacillus subtilis (Bs), Klebsiella pneumoniae (Kp), Salmonella
setubal (Ss), Escherichia coli (Ec) (Figura 193), e Pseudomona aeruginosa (Pa) e
inativo contra Staphylococcus aureus (Sa), Saccharomyces cerevisiae (Sc) e
Candida albicans (Ca), até na concentracdo maxima testada (500 ug) [Tabela 56].

O extrato acetato de etila foi mais efetivo contra Klebsiella pneumoniae
(Kp) e Bacillus subtilis (Bs), com valores de QIM de 6,2 e 12,5 ug,
respectivamente. Os microrganismos menos sensiveis (QIM 50 ug) a este extrato
foram Staphylococcus epidermidis (Se), Salmonella setubal (Ss), Escherichia coli
(Ec), e Pseudomona aeruginosa (Pa). Por outro lado, Staphylococcus aureus
(Sa), Saccharomyces cerevisiae (Sc) e Candida albicans (Ca), ndo foram inibidas
pelo extrato, nas concentracdes testadas (Tabela 56).

Nestes ensaios, extrato hexanico mostrou-se ativo somente para Klebsiella
pneumoniae (Kp), Bacillus subtilis (Bs) e Staphylococcus epidermidis (Se) com
valores de QIM de 6,2, 12,5 e 50 nug, respectivamente, dos microrganismos
testados. Entretanto, o extrato metandlico ndo apresentou atividade contra

nenhum microrganismo testado, na concentracdo maxima de 500 ug (Tabela 56).

Tabela 56. Atividade antimicrobiana e QIM dos extratos das partes aéreas de

Gouania ulmifolia

Material Microorganismos

Sa Se Bs Kp Ss Ec Pa Sc Ca

Extrato hexanico NA 50 25 6,2 NA NA NA NA NA
Extrato diclorometano NA 62 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2 NA NA
Extrato acetato de etila NA 50 125 6,2 50 50 50 NA NA

Extrato metandlico NA NA NA NA NA NA NA NA NA
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Staphylococcus epidermidis Escherichia coli _
6,2 6,2

Figura 192: Quantidade minima (ug)  Figura 193: Quantidade minima (ug)
do extrato DCM requerida para do extrato DCM requerido para
inibicdo de Staphylococcus  inibigcdo de Escherichia coli
epidermidis

Conforme pode ser visto na Tabela 57, dos metabdlitos isolados das partes
aéreas de G. ulmifolia apenas o acido alfitélico (207), acido 2-hidroxi-nor-20(29)-
lupen-27,28-didico (208) e o acido 24-hidroxi-A(1)-nor-2,20(29)-lupadien-27,28-
didico (209) apresentaram atividade antimicrobiana. O acido alfitdlico mostrou os
melhores resultados de inibicdo para as bactérias, sendo necessario apenas 1,5
ug para inibir o crescimento de Staphylococcus aureus (Sa) (Figura 194), Bacillus
subtilis (Bs) e Salmonella setubal (Ss) (Figura 195), e de 3,1 pg para
Staphylococcus epidermidis (Se), Klebsiella pneumoniae (Kp), Escherichia coli
(Ec) e Pseudomona aeruginosa (Pa). JA G44 e G45 apresentaram halos de
inibicdo a partir de 1,5 ng para Staphylococcus aureus (Sa), Staphylococcus
epidermidis (Se) (Figura 196) e Klebsiella pneumoniae (Kp) (Figura 197), 3,1 ug
para Bacillus subtilis (Bs) e Pseudomona aeruginosa (Pa). Os microrganismos
menos sensiveis para G45 foram Escherichia coli (Ec) [QIM 12,5 ug] e Salmonella
setubal (Ss), [QIM 25 ng], enquanto que para G44 foi somente Salmonella setubal
(Ss) (QIM 6,2 nug). Por outro lado, lupeol (199), &cido betulinico (192), p-sitosterol
livre (195) e o B-sitosterol glicosilado (196) ndo apresentaram halos de inibi¢cao

contra nenhum microrganismo, até a concentracao testada (100 nug).
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Tabela 57. Atividade antimicrobiana e QIM dos metabdlitos isolados das partes

aéreas de Gouania ulmifolia.

Metabdlitos Microorganismos

Sa Se Bs Kp Ss Ec Pa Sc Ca

Lupeol NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Acido betulinico NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Acido alfitélico 15 31 15 31 15 3,1 31 NA NA
G44 15 15 31 15 6,2 3,1 31 NA NA
G45 15 15 31 15 25 125 31 NA NA
B-Sitosterol livre NA NA NA NA NA NA NA NA NA
B-Sitosterol glicosilado NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Figura 194: Quantidade minima (ug) Figura 195: Quantidade minima (ug)
do acido alfitélico (207) requerida do acido alfitélico (207) requerida
para inibicAo de Staphylococcus para inibicdo de Salmonella setubal
aureus

Figura 196: Quantidade minima (ug) Figura 197: Quantidade minima (ug)
de G44 (208) requerida para inibicao de G45 (209) requerida para inibicdo
de Staphylococcus epidermidis de Klebsiella pneumoniae
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6. CONCLUSOES

Apébs a avaliacdo fitoquimica e antimicrobiana realizada com trés espécies
pertencentes a familia Rhamnaceae, Discaria americana Gilles & Hook, Colletia
paradoxa Sprengel e Gouania ulmifolia Hook & Arnott, pode-se concluir que:

» As espécies em estudo apresentaram constituintes quimicos de diferentes
classes de metabdlitos: alcaldides ciclopeptidicos, ciclopeptideos,
triterpendides e esterdides. Todas as espécies analisadas apresentam
como constituintes majoritarios triterpenos pentaciclicos, destacando-se os
pertencentes a classe dos A%*?® Jupeno.

» A investigacdo quimica da espécie D. americana possibilitou a identificacéo
estrutural de nove alcalbides ciclopeptidicos, adoutina Y (92), adoutina Y’
(47), franganina (66), frangulanina (67), discarina A (59), discarina B (58),
discarina C (100), discarina D (101) e miriantina A (105), quatro
ciclopeptideos, discareno C (154), discareno D (155), discarina M (156) e
discarina N (157), trés triterpenos pentaciclicos, acido ursdlico (194), acido
betulinico (192) e &cido ceandtico (193), trés esterdides, f-sitosterol (195),
/sitosterol glicosilado (196) e fS-sitosterol 6'-O-acil glicosilado (197) e um
éster derivado &cido ferulico (198).

» O estudo comparativo entre as partes aéreas e casca da raiz de D.
americana revelou que existe diferenca significativa entre as mesmas
gquanto a constituicdo quimica. Enquanto nas partes aéreas Ssao
encontrados triterpenos pentaciclicos e esterdides, nas raizes, além destes
metabolitos séo encontrados alcalbides ciclopeptidicos e ciclopeptideos.

» Em relagdo a espécie D. americana também foram observadas diferencas
quimicas em relacdo a regido de coleta, sugerindo que os parametros
associados aos diferentes locais de crescimento influem na biossintese dos
metabolitos secundarios.

» Foram isolados da espécie C. paradoxa, onze metabdlitos secundarios,
sendo nove triterpenos pentaciclicos, acido ursdlico (194), lupeol (199),
acido betulinico (192), acido ceandtico (193), acido ziziberenalico (206),
taraxerol (200), taraxerona (201), seco-3,4 taraxerona (202), germanicol
(203), germanicona (204), seco-3,4-germanicona (205) e dois esterdides,
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B-sitosterol (195) e B-sitosterol glicosilado (196). Destes metabdlitos um
ainda nédo foi descrita na literatura, e que foi denominado de seco-3,4-
germanicona (205).

A comparacgédo entre as composi¢des quimicas das partes aéreas e casca
da raiz de Colletia paradoxa demonstrou que existem diferencas entre as
mesmas. O acido ziziberenalico (206) foi isolado somente da raiz,
engquanto o acido ursolico (194), lupeol (199), taraxerol (200), taraxerona
(201), seco-3,4 taraxerona (202), germanicol (203) e germanicona (204)
foram isolados exclusivamente das partes aéreas, sendo que os demais
metabolitos encontram-se em ambas as partes.

A investigacdo quimica partes aéreas de Gouania ulmifolia, permitiu o
isolamento e identificacdo estrutural dos triterpenos: lupeol (199), acido
betulinico (192), &cido alfitélico (207), acido 2-hidroxi-2-nor-20(29)-lupen-
27,28-didico  (208), &acido 24-hidroxi-A(1)-nor-2,20(29)-lupadien-27,28-
didico (209) e dos esteroides pAsitosterol (195) e fsitosterol glicosilado
(196). Os metabdlitos 195, 196, 199, 192 e 207 sao constituintes quimicos
comumente encontrados em plantas, porém estdo sendo descritos pela
primeira vez para espécie. Os compostos 208 e 209 sdo metabdlitos
naturais inéditos.

A aplicacéo de técnicas de RMN de *H e *3C uni- e bidimensionais, homo e
heteronucleares como: COSY, NOESY, HMQC e HMBC, espectrometria de
massas, espectroscopia de Infravermelho e cromatografia gasosa
enantioseletiva, possibilitaram elucidar as estruturas dos metabdlitos
isolados, enquanto através da cromatografia gasosa enantioseletiva, foi
possivel atribuir as configuragcdes de alguns centros assimétricos dos
compostos acima citados, neste caso, dos ciclopeptideos.

Nos estudos de atividade antimicrobiana por bioautografia dos extratos,
fracOes e metabdlitos isolados de Discaria americana, Colletia paradoxa e
Gouania ulmifolia, mostraram zonas de inibicdo bem definidas contra
bactérias Gram positivas e Gram negativas, sugerindo que esta técnica é
sensivel e bastante eficiente podendo ser usada na busca de substancias

com atividade antimicrobiana.
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Tabela 58 - Parametros de aquisicdo dos experimentos de RMN de *H uni- e
bidimensionais.

H COSsY NOESY
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Tabela 59 - Parametros de aquisicdo dos experimentos de RMN de **C BB, DEPT
90° e DEPT 135 °

B¢ DEPT 90 ° DEPT 135 °




293
Anexos

Tabela 60 - Parametros de aquisicdo dos experimentos de RMN de 'H e *3C
bidimensionais.

HMBC HMQC
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Tabela 61: Metabdlitos isolados das partes aéreas de Discaria americana

Triterpenos e esteroides

Acido ursoélico, J61 Acido betulinico, L02

Jaguari Santana do Livramento,
Sao Sepé e Jaguari

Acido ceanético, J20

30

Jaguari

B-sitosterol, LO1 p-sitosterol glicosilado,
“ LO4

Santana do Livramento,  RO7Y Y w
S&o Sepé e Jaguari MO ~L—T—~/ on
4 HO 2

Santana do Livramento,
Sao0 Sepé e Jaguari

Ester ferulico, JO5

Jaguari
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Tabela 62: Metabdlitos isolados da casca da raiz de Discaria americana

Triterpenos e esterodides

Acido betulinico, L02 B-sitosterol, LO1

Santana do Livramento,
Sao Sepé e Jaguari

Santana do Livramento,
S&o0 Sepé e Jaguari

B-sitosterol
glicosilado, LO4

Santana do Livramento,
Sao Sepé e Jaguari

B-Sitosterol 6'-O-acil
glicosilado, LO3

/_OH

Santana do Livramento,
S&ao Sepé e Jaguari
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Tabela 63: Metabdlitos isolados da casca da raiz de Discaria americana

Alcaldides

Franganina, A02

15 16
14 13
2
18 oL 12 \11
3
17, 10
¢ i
19 5 g o
20H HN 7
6
21=0 29 31
23 2 30
25 24 N(CHa), 32
27,28

26

Santana do Livramento
S&o Sepé

Frangulanina, SO3

15 16 H
18 1 12
H O 1
2 13 10
v\ ow A\ H
5 O (0]
19 4 " N_H
H /8 H 9
—N 20 N
H="§ 31
25 21~—0
24\ 23 29 -
22 »
(CHa),

26
2728

Sao Sepé
Jaguari

Adoutina Y’, AO1

15 16
14 13

12 11

Santana do Livramento
Sao Sepé e

Jaguari X
g Jaguari
Discarina A, S04 Discarina B, A09 Discarina C, A04
W1 “ 15
18 1 2, 18 5 1 19 18 20 1 12
o N 10 17 43 o) 20 17 /5 0 A N 10
NHg 19 5 4 NH ¢
i 8 20HN H 19 18 5 ]
6 7 36 % 21=0 HN21 HN
3 37 22 22=0 6 7\30 82
24 N(CHg), 38 257 “ N(CHa “ 23 .
33,34 o2 . 26 N(CH3) 33
L Santana do Livramento Ny s
28 ~ 7 -
82;?10 Sepé Sao Sepe Santana do Livramento
Jaguari Jaguari Sao Sep_é
Jaguari
Discarina D, A05 Miriantina A, AO6 Adoutina Y, A16
il W i . b
19 18 20 1 2 19 18 20 1 2 o, 19 18 20 1 2 o,
20 Yoo (o) Do ZW A 1o zo@iﬁ_“z 0 NL °
e 4 NH o / NH w4 8 o
T N (T e TR NAR O i n;Hl;lél\az
=0 & T\ 20 6 T\30 a3 % Va
2 23 31 34 24 2 4 2
26— N(CHg), 32 4 26 N(CHg),
27 2829 25\27 2829

Santana do Livramento
S&o Sepé
Jaguari

Santana do Livramento

Santana do Livramento
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Tabela 64: Metabdlitos isolados da casca da raiz de Discaria americana

Ciclopeptideos isolados de D. americana

Discareno C, D02

16
15 H

12
\ 10

N*H
H* 2 y-N
:2?)

19 18 HO

Santana do Livramento

Discareno D, D03

15 16

18 2
b H O

2 7 \/,

27

Santana do Livramento

Discarina M, D01

15 16
H

18 ) 1 12
o < > < 11
3 10
17 H 14 13 \ H
4 0 [0}

4 N

Santana do Livramento
Sao Sepé

Discarina N, D15

16
15 H
18 1 12

11
HoO \ 10

Santana do Livramento
Sao Sepé
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Tabela 65: Metabdlitos isolados de Colletia paradoxa
Metabdlitos isolados das partes aéreas e casca da raiz
Lupeol C06 Acido betulinico L02 Acido ziziberenalico

/// “ C15
. /

P. aéreas, Raiz P. aéreas, Raiz
Raiz

Acido ceanotico J20 Taraxerol C09 Taraxerona C11

///30 30 29 30 29

24 23 24

P. aéreas P. aéreas

P. aéreas, Raiz

seco-3,4-taraxerona Germanicol C24

Germanicona C12
co64 2

29 0 2

P. agreas P. aéreas
P. aéreas
seco-3,4-germanicona Acido ursolico J61 B-sitosterol LO1
29

C63

24

P. aéreas P. aéreas, Raiz

P. aéreas, Raiz

B-sitosterol glicosilado L04

26

P. aéreas, Raiz
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Tabela 66. Metabdlitos isolados das partes aéreas de Gouania ulmifolia
Metabdlitos isolados das partes aéreas
Lupeol C06 Acido betulinico L02 Acido alfitélico G41

30~ 207, 19 21 207 207,19 21

-y vy
()

Acido 2-hidroxi-2-nor-  Acido 24-hidroxi-A(1)-nor-
20(29)-lupen-27,28- 2(3),20(29)-lupadien-27,28-
didico G44 didico G45

30

B-sitosterol glicosilado
LO4
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