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RESUMO

BUSCA DE SUBSTANCIAS ANTITUMORAIS E TRIPANOSOMICIDAS: ESTUDO
QUIMICO DE Lentinus strigosus (BASIDIOMYCOTA) E Habenaria petalodes
(ORQUIDACEAE)

As espécies estudadas neste trabalho foram selecionadas a partir de um estudo de
triagem intitulado “Bioprospecc¢ao da Biodiversidade Mineira e Desenvolvimento de
Novas Drogas em Minas Gerais”, em que extratos de espécies vegetais e fungos
basidiomicetos, coletados em ecossistemas locais, foram submetidos a diversos
ensaios biolégicos. O extrato acetato em etila do meio liquido do fungo Lentinus
strigosus inibiu a enzima tripanotiona redutase (TR) de Trypanosoma cruzi e seu
fracionamento biomonitorado levou ao isolamento de quatro substancias;
neopanepoxidol, 6,7-epoxi-4(15)-hirsuteno-1,5-diol, hipnofilina e panepoxidona,
sendo as duas Ultimas responsaveis pelas atividades biolégicas do extrato. Esses
dois metabdlitos terpénicos apresentaram atividade citotoxica para trés linhagens
tumorais humanas (UACC-62 -melanoma; TK-10 - renal e MCF-7 - mama; Clso de
32 uM a 11,0 uM), inibiram a proliferacdo de linfocitos induzidos por
fitohemaglutinina (Clsp de 5,9 uM e 10,0 uM), a enzima TR (Clso de 48,5 uM a 1,0
uM) e o crescimento de formas amastigotas de T. cruzi (Clsp de 6,0 uM e 2,5 uM).
Panepoxidona e hipnofilina ja foram descritas anteriormente, porém, é a primeira vez
que se relata o isolamento desses metabodlitos em L. strigosus. O extrato bruto
etanolico de Habenaria petalodes (Orquidaceae) apresentou atividade citotoxica
para trés linhagens tumorais humanas a 20 ug/ mL (UACC-62 - melanoma; TK-10 -
renal e MCF-7 - mama). O extrato etandlico bruto de toda a planta foi extraido com
diclorometano (fracdo apolar) e metanol/agua (fragcdo polar) por extragdo liquido-
liquido. A fracdo diclorometéanica apresentou actividade citotoxica para as trés
linhagens de células tumorais a 20 pg/ mL e foi selecionada para posterior
fracionamento biomonitorado devido a sua baixa massa e complexidade quimica.
Devido a auséncia de relatos sobre os constituintes quimicos, as fracées polares de
Habenaria petalodes (Orquidaceae) foram priorizadas para estudo fitoquimico. A
fracdo polar foi extraida em cartucho Sep-Pak Ci;s e forneceu as subfracoes,
metanolica e aquosa que foram fracionadas por técnicas cromatogréficas, obtendo-
se trés derivados do acido succinico; loroglossina, militarina e dactilorina acetilada

no anel 2 e, trés flavondides: isoquercitrina, isoramnetina 3-O-B-glicopiranosideo e
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isoramnetina 3,7-di-O-B-glicopiranosideo, isolados pela primeira vez nesta espécie

vegetal.
ABSTRACT

SEARCH FOR ANTITUMORAL AND TRYPANOCIDAL COMPOUNDS:
PHYTOCHEMISTRY STUDY OF Lentinus strigosus (BASIDIOMYCOTA) AND
Habenaria petalodes (ORCHIDACEAE)

In a previous screening work many vegetal species and basidiomycete fungi were
collected on local ecosystems and tested in several bioassays. From this work we
selected to study the Lentinus strigosus fungus and Habenaria petalodes orchid. The
ethyl acetate extract from the culture of fungus inhibited the enzyme trypanothione
reductase (TRYR) from Trypanosoma cruzi. The chromatographic fractionation
guided by inhibition of trypanothione reductase assay of L. strigosus extract furnished
four compounds, neopanepoxidol, 6,7-epoxi-4(15)-hirsutene-1,5-diol, hypnophilin and
panepoxidone, reported from this fungus species for the first time. Panepoxidone and
hypnophilin, the bioactive compounds of the extract, showed a cytotoxic activity on
human tumour cell lines (ICsp 3.2 to 11.0 pum), inhibited the lymphocyte proliferation
(ICs0 5.9 and 10.0 um), the TRYR enzyme (ICsp 48.5 to 1.0 um) and the growth of
amastigotes of T. cruzi (ICsp de 6.0 and 2.5 um). The ethanolic crude extract of
Habenaria petalodes (Orchidaceae) showed cytotoxic activity in three human tumour
cell lines, at 20 pg.ml™ (UACC-62 - melanome; TK-10 - kidney e MCF-7 - breast).
The ethanolic crude extract of whole plant was extracted with dichlorometane (apolar
fraction) and methanol/water (polar fraction) by liquid-liquid extraction. The apolar
fraction showed cytotoxic activity in the three human tumour cell lines, at 20 pg.mi™
and was selected for further guided fractionation because low mass and complexity
of this fraction. The chemical investigations of polar fractions of H. petalodes was
performed because there is no previous studies of this plant. The polar fraction was
subjected to Sep-Pak C;3 cartridge to give two polar subfrations, the methanolic and
agueous. These subfractions were purified by chromatographic techniques furnishing
three succinic acid derivatives, loroglossine, militarine and dactilorine acylated in the
ring 2, and three flavonoids: isoquercitrine, isoramnetin 3-O-B-glycopyranoside and

isoramnetin 3,7-di-O-B-glycopyranoside, related in this species from the first time.
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1 INTRODUCAO

A busca sistematica de fontes de substancias bioativas é Util para o
desenvolvimento de novas drogas usadas no tratamento e controle de enfermidades
negligenciadas no Brasil como a doenca de Chagas, leishmaniose e maléria, além

de doencas com elevadas taxas de incidéncias como o cancer.

O Brasil € um dos paises mais ricos em biodiversidade no mundo. N&o
somente o0 numero absoluto de espécies vegetais é elevado mas, também, seu grau
de endemismo, o que coloca o Brasil em primeiro lugar no ranking mundial de
biodiversidade (Mittmeier et al, 1997). E consenso mundial que a conservacéo
continua dos recursos genéticos, terrestres e marinhos séo criticos para o
desenvolvimento econdmico sustentavel de paises em desenvolvimento, (Seidl,
1999), sendo as fontes naturais recursos para a descoberta de novos agentes

terapéuticos.

O presente trabalho teve origem nos resultados obtidos no projeto
“Bioprospeccao da Biodiversidade Mineira e Desenvolvimento de Novas Drogas em
MG”. O objetivo deste projeto foi coletar espécies vegetais e fungos basidiomicetos

de ecossistemas locais e submeté-los a diversos ensaios biolégicos incluindo:

a) enzima tripanotiona redutase (TR) de Trypanosoma cruzi;

b) amastigotas intracelulares de Trypanosoma cruzi que expressam a [3-
galactosidase

c) amastigotas de Leishmania sp.

d) trés linhagens de células tumorais humanas preditivas de atividade
anticancer,;

e) células mononucleares de sangue periférico humano.

Como resultado deste esforco, dezenas de extratos bioativos foram
identificados como promissores. Dos 2402 extratos testados no ensaio de inibicao
da tripanotiona redutase, somente 4,2% apresentaram elevada atividade. O extrato
organico obtido do meio liquido do cultivo do basidiomiceto Lentinus strigosus
(Schwein) Fr. foi selecionado para estudo biomonitorado pois demonstrou 100% de

atividade inibidora da enzima tripanotiona redutase de T. cruzi a 10 pg/mL.
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O extrato etanolico de Habenaria petalodes Lindl. apresentou atividade
citotoxica a 20 ug/mL em ensaios com as linhagens tumorais humanas: UACC-62
(141%), TK-10 (52%) e MCF-7 (68%). O estudo do extrato dessa espécie vegetal foi
priorizado de acordo com o critério de seletividade, ou seja, agdo pronunciada sobre
apenas uma ou duas das trés linhagens empregadas. Neste caso, 0 extrato
etandlico foi citocida apenas para a linhagem de células de melanoma humano, pois

além de inibir a proliferacéo celular foi capaz de matar a células.

De acordo com a literatura cientifica, ndo existem estudos quimicos sobre
Lentinus strigosus (Schwein) Fr. e Habenaria petalodes Lindl. Por isso, o
conhecimento do potencial quimico e farmacolégico dessas espécies contribui para
0 aproveitamento racional da biodiversidade brasileira, permitindo reverter a riqueza

do solo, fauna e flora brasileira em recursos econdmicos.

A identificacdo de espécies promissoras € a etapa inicial para o
desenvolvimento de farmacos no Brasil, que tem enorme diferenca de poder
aquisitivo entre suas camadas sociais, dificuldade de atuar na area de farmacos
sintéticos, mas estd entre os dez maiores consumidores de medicamentos do
mundo (Ferreira, 1998). A identificacdo de principios ativos permite, também, a
exploracdo pelas empresas farmacéuticas de forma direta, como matéria-prima para

semi-sintese ou como moléculas-modelo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Isolar e identificar os constituintes bioativos de Lentinus strigosus e de Habenaria

petalodes.

2.2 Objetivos especificos

e Cultivar e preparar extrato organico do basidiomiceto L. strigosus;

e Realizar o fracionamento monitorado do extrato organico de L. strigosus pelo

ensaio de inibicdo da enzima tripanotiona redutase;

e Coletar a espécie vegetal H. petalodes em maior quantidade e preparar

extrato etandlico de toda a planta;

e Realizar o fracionamento monitorado do extrato etandlico de H. petalodes

pelo ensaio com linhagem de melanoma humano;

e Elucidar as estruturas das substancias isoladas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Os produtos naturais como fonte de farmacos

Relatos sobre o uso de plantas como agentes medicinais pelos Egipcios,

Chineses e Gregos datam de 2900 a.c. (Newman et al, 2000). Contudo, os farmacos

de origem vegetal utilizados ainda na clinica foram descobertos no século XIX e
inicio do século XX (Tabela 1) (Mans et al, 2000).

Tabela 1 - Exemplos de drogas de origem vegetal

Substancia Indicacéo Fonte
atropina antiespasmadico, antiarritmico Atropa belladona
cafeina estimulante Camellia sinensis
codeina analgésico, antitussigeno Papaver somniferum
digoxina cardioténico Digitalis purpurea

escopolamina

anticolinérgico

Datura stramonium

papaverina antiespasmadico Papaver somniferum

quinina antimalarico Cinchona pubescens

reserpina antihipertensivo Rauwolfia serpentia
teofilina diurético, broncodilatador Theoborma cacao

Fonte: Mans et al, 2000.
A morfina (1), usada como analgésico em doencas terminais, foi isolada de

Papaver somniferum por Serturner e foi o primeiro produto natural puro lan¢cado pela
Merck S/A. Posteriormente, Buchner isolou a salicina (2) (glicosideo do alcool
salicilico) que deu origem ao acido salicilico (3) por sintese a partir do fenol.
Somente em 1898, Felix Hofman sintetizou o &cido acetil salicilico, primeiro farmaco
semi-sintético proveniente de um produto natural (Newman et al, 2000; Yunes,

Cechinel Filho, 2001).
HO

CH,OH COOH
O Oglicose OH

(1) (2 (3)

A descoberta da penicilina (4) em cultura de Penicilium revolucionou a

pesquisa para a descoberta de novas drogas, 0 que levou ao isolamento de varios
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antibioticos de fungos como a actinomicina (5), a estreptomicina (6), o cloranfenicol

(7), a neomicina, entre outros (Yunes, Cechinel Filho, 2001; Butler, 2004).

@)

Substéncias obtidas de produtos naturais sdo ainda a principal fonte para a
descoberta de novos agentes terapéuticos para doencas auto-imunes, cancer,
desordens lipidicas e enfermidades infecciosas de origem bacteriana e flngica. As
substancias de origem natural normalmente possuem diversos centros
estereogénicos, arquitetura complexa e um grande numero de atomos de carbono,
hidrogénio e oxigénio (Clardy, Walsh, 2004). A variedade de padrdes estruturais
encontrada nas diversas classes de produtos naturais como policetideos, terpenos,

alcaldides e lignanas € muito grande.

Um total de 15 produtos naturais ou farmacos derivados de produtos naturais
foram lancados nos Estados Unidos, Comunidade Européia e Japao no periodo de
2000 a 2003 (um em 2000, quatro em 2001, cinco em 2002 e cinco em 2003),
incluindo novos tipos de drogas como o arteeter (8) (Butler, 2004). Esta substancia é
um analogo da artemisinina (9), um agente antimalarico isolado de Artemisia annua,
que contém uma subunidade farmacoférica no sistema trioxanico, essencial a

atividade observada contra isolados do Plasmodium spp. Em 2001, foi langado pela

29



Merck S/A o antifungico caspofungina (10), que teve como protétipo a
pneumocandina B, isolada originalmente do fungo Glarea lozoyensis. Ja a
galantamina (11), que teve como modelo um produto natural isolado das plantas
Galanthus spp. e Narcissus spp, foi lancada pela Johnson & Johnson e € um inibidor
sintético da acetilcolinesterase, usado para o tratamento da doenca de Alzheimer.
Por outro lado, as estatinas simvastatina (12), pravastatina (13), atorvastatina (14),
rosuvastatina (15) sdo farmacos antilipidémicos que tiveram como substancias-
protétipo a mevastatina (16), agente antifingico obtido de Penicillium

brevicompactum e a lovastatina (17) (Butler, 2004).
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A busca por produtos naturais em ambientes inexplorados como oceanos,
florestas tropicais e aguas termais tem fornecido todos os tipos de organismos,
como bactérias, fungos, protozoarios, esponjas e invertebrados, e consiste em uma
estratégia altamente competitiva para as empresas farmacéuticas (Kayser et al,
2003). O Brasil, um dos paises mais ricos em diversidade do mundo, apresenta uma
biota selvagem pouco conhecida e explorada, ainda passivel de ser revertida em

patrimdnio econémico (Nodari, Guerra, 2002).

3.2 Doencgas causadas por Trypanossomas e Leishmanias na América
Latina
Kinetoplastida € uma ordem de protozoarios que engloba parasitos
tripanossomas e leishmanias que possuem uma organela oval especial, o
cinetoplasto, situada na base do flagelo, uma regido mitocondrial rica em DNA
(Shapiro, Englund, 1995).
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Os géneros Trypanosoma e Leishmania pertencem a subordem
Trypanosomatina e a familia Trypanosomatidae. A tripanosomiase americana €
causada pelo T. cruzi, enquanto que as espécies Leishmania tropica, L. brasiliensis
e L. chagasi estdo associadas, respectivamente, a leishmaniose cutanea,

mucocutanea e visceral (Schidmidt, Krauth-Siegel, 2002).

Essas doencas sdo responsaveis por consideravel mortalidade e morbidade
principalmente em decorréncia da falta de recursos econdémicos para combaté-las
eficientemente. As dificuldades de implementacdo de programas de prevencao
contra a leishmaniose e a Doenca de Chagas, os efeitos toxicos e a resisténcia as
drogas usadas na clinica sdo os principais motivos do fracasso de estratégias
consideradas de sucesso. Essas doencas infecciosas impedem o desenvolvimento
social e econébmico de paises e atingem, principalmente, a populacdo pobre e

marginalizada (Fries, Fairlamb, 2003).

A doenca de Chagas afeta 16 a 18 milhdes de pessoas no mundo, um quarto
da populacdo da América Latina e cerca de 6 milhdes de pessoas no Brasil (Coura ,
Castro, 2002; WHO, 2004). O tratamento da doenca de Chagas depende
basicamente de duas drogas, o benzonidazol (18) e o nifurtimox (19), que
apresentam efichcia somente na fase aguda da doenca e provocam efeitos
colaterais graves como neuropatias e disturbios gastrointestinais (Coura, Castro,
2002).

Acredita-se que a acdo do benzonidazol seja por reacéo covalente do grupo
nitro com macromoléculas do parasita. A droga é efetiva na fase aguda da doenca,
embora existam relatos de fracassos por variacées de sensibilidade de populacées
de parasitos na América Central e do Sul (D’Silva, Daunes, 2002). O mecanismo de
acdo do nifurtimox € ainda incerto, mas € semellhante ao do benzonidazol que
parece envolver a formacao de um ion radical por reducédo do grupo nitro que, entao,
reduz espécies moleculares de oxigénio e leva a formacéo de anions superoxidos. A
superproducdo de anions diminui a capacidade da célula em remover espécies de
oxigénio altamente reativas (H,O,, OH"), resultando em peroxidacao lipidica e dano

as membranas celulares, proteinas e DNA (Docampo, 2001).
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O género Leishmania possui mais de 20 espécies patogénicas ao homem
distribuidas por toda a regido tropical e subtropical. A leishmaniose atinge 12
milhdes de pessoas no mundo, e a cada ano surgem cerca de 2 milhdes de novos
casos (WHO, 2002). O agente de escolha para o tratamento de leishmaniose
(visceral e mucocutanea) € o antimoniato de meglumina. Porém, anfotericina B é
uma droga efetiva contra cepas de Leishmania resistentes ao antimonio. Miltefosida,
paramomicina, anfotericina B lipossomal e desoxicolato de anfotericina B também
sdo usadas no controle desta doenca, mas a maior parte destes farmacos causa
efeitos colaterais que limitam o0 seu uso e/ou sdo de custo elevado para os

tratamentos prolongados (Fries, Fairlamb, 2003).

De acordo com a andlise realizada por Pecoul et al (1999), das 1223 novas
entidades quimicas lancadas no mercado entre 1975 e 1997, somente 13 foram
aprovadas para doencas tropicais (Tabela 2). As formulagbes de pentamidina e
anfotericina B séo versdes atualizadas de produtos previamente lancados e
hidrocloreto de halofantrina e mefloquina sdo resultados de pesquisa militar. Cinco
dos treze farmacos (albendazol, benzonidazol, ivermectina, oxamniquina e
praziquantel) sdo provenientes de pesquisa veterinaria e somente quatro podem ser
considerados resultados diretos das atividades de industrias farmacéuticas. Newman
et al (2003) também relatam um total de 13 novas entidades quimicas lancadas no
periodo de 1981 a 2002. Dentre estas, duas sdo produtos naturais, cinco Sao
derivadas de produtos naturais, quatro sao sintéticas e duas sédo obtidas totalmente

por sintese, mas possuem o grupo farmacoférico proveniente de um produto natural.
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Tabela 2 - Drogas antiparasitarias lancadas no mercado de 1975 a 1997

Droga Anc') de Indicacéo
registro
Artemeter 1997 Malaria
Atavaquona/ proguanil 1992/1997
Hidrocloreto de halofantrina 1992
Mefloquina 1987
Hidrocloreto de eflornitina 1990 Tripanosomiase Africana
Nifurtimox 1984
Oxamniquina 1981 Schistosomose
Praziquantel 1980
Albendazol 1987 Helmintoses
Benznidazol 1981
Ivermectina 1989 Oncocercose
Isetionato de pentamidina 1950/1984 Tripanosomiase Africana
Complexo lipidico de 1962/1996 Leishmaniose
anfotericina B

Fonte: Pecoul et al (1999).

A escassez de farmacos disponiveis no mercado, as dificuldades
apresentadas pelos ja existentes, e a falta de interesse das empresas farmacéuticas
em desenvolver novas drogas sao fatores que levam a busca continua por

inovacdes nesta area.

3.3 Tripanotiona redutase como alvo terapéutico em Tripanossoma spp. e
Leishmania spp.

A maior diferenca bioquimica entre os parasitos da ordem Kinetoplastida e a
maioria dos eucariotos € a presenca de um metabolismo tidlico no qual a enzima
glutationa redutase (GR) € substituida pela tripanotiona redutase (TR).
Conseqientemente, o substrato dessas enzimas séo diferentes. Esses protozoarios
sintetizam a espermidina e glutationa (GSH - 20) pelo mesmo processo que 0S
mamiferos, porém utilizam a glutationa de modo diferente, conjugando-a a
espermidina, o que resulta em uma substancia Unica denominada tripanotiona
(T(SH), - 21) (Fairlamb et al, 1985; Fairlamb, Cerami, 1992).
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A glutationa (20) e a tripanotiona (21) diferem em tamanho e carga, mas
possuem a porcao y-glutamilcisteinil conservada. A glutationa € menor e tém carga
formal -2 em pH fisiolégico, enquanto que a tripanotiona possui carga formal positiva
e uma porcao hidrofébica de sete grupos metilénicos (Bond et al, 1999; Fries,
Fairlamb, 2003).
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A vantagem biolégica da substituicdo da glutationa pela tripanotiona nos
kinetoplastideos ainda néo esta clara. Apesar de a tripanotiona ser ligeiramente mais
eletronegativa (-0,242 V para glutationa e -0,230 V para tripanotiona), as reacdes de
troca dissulfeto-ditiol ocorrem nesses dois substratos de modo ndo enzimatico. Em
pH fisioldgico, a tripanotiona existe mais na forma de tiolato, pois seus grupos tiois
sdo mais acidos do que aqueles da glutationa. Portanto, espera-se que a T(SH).
(pka 7,4) seja muito mais reativa do que a GSH (pka 8,7) ja que as suas trocas
exibem um valor 6timo quando o pka € igual ao pH fisiologico e que ela seja um

agente redutor mais eficiente por ser um ditiol (Fries, Fairlamb, 2003).

Tripanotiona redutase e glutationa redutase sédo proteinas homodiméricas de
cerca de 50 kDa por subunidade, contém FAD como coenzima e agem cCOmMo
aceptores de elétron do NADPH. Essas enzimas possuem cisteina no sitio ativo
essencial para atividade catalitica, mas séo especificas em relacdo a seus
respectivos substratos. O sitio ativo da glutationa redutase € carregado
positivamente e contém uma regido hidrofilica, o que confere ligacdo ao seu
substrato carregado negativamente. Por outro lado, a tripanotiona redutase é
carregada negativamente e contém uma regido hidrofobica, permitindo a ligacao

especifica a tripanotiona (Bond et al, 1999; Fries, Fairlamb, 2003; Fairlamb, 2003).
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A tripanotiona redutase é uma flavoenzima dependente de NADPH que
catalisa a reducdo da tripanotiona dissulfeto (TS), (22) a tripanotiona (T(SH),) (23)
(Figura 1). A tripanotiona fornece hidrogénios a espécies altamente oxigenadas
como superoxidos e peroxidos de hidrogénio e é essencial para a eliminacao de
substancias citotoxicas e espécies que levam ao estress oxidativo e, portanto, a

morte do parasita (Fries, Fairlamb, 2003).

coo e
)\/\”/ +)\/\[(N O
))l\ /Y NADPH + H* HSN H/Y
(e} I}IH
- HS CH
_ i
— (I 3

NADP+* SH ! 2) 4
+ Tripanotiona redutase NH
O

inibidores/drogas
TS, (22)

T(SH), (23)
Figura 1 - Reducéo da tripanotiona pela enzima tripanotiona redutase.

Fonte: Schirmer, Muller, Krauth-Siegel, 1995.

A validacdo da TR como alvo terapéutico deriva de experimentos genéticos
gue mostram que ela é essencial para os tripanosomatideos. Assim:

e A expressdo de um mutante dominante negativo para a TR de T. cruzi em
Leishmania donovani levou a uma diminuicdo em 85% da atividade
enzimatica em células recombinantes, que demonstraram menor capacidade
de regeneracédo da tripanotiona a partir da tripanotiona dissulfeto em presenca
do agente oxidante diamida (Tovar et al, 1998),

e A criacdo de mutantes de L. donovani e de L. major possuindo somente um
alelo do gene da TR demonstraram menor capacidade de sobrevivéncia em
macrofagos em comparacdo as células selvagens carregando duas copias
para o gene da TR (Dumas et al, 1997).

¢ A infeccdo de camundongos com formas sanguineas de tripanosomatideos
transfectados com plasmidios contendo um gene da TR, controlado por um
promotor induzido por tetraciclina, mostrou que a sobrevivéncia dos parasitos
depende do nivel do indutor (tetraciclina) em relagdo a linhagem selvagem
(Krieger et al, 2000).
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A potencialidade desta enzima como alvo terapéutico levou a Glaxo Wellcome a
realizar uma triagem de 25.000 substancias empregando o ensaio colorimétrico
desenvolvido pelo Prof. Alan Fairlamb (El-Waer et al, 1991; Hamilton et al, 2003). A
triagem resultou na selecdo de 100 moléculas-modelo para possivel
desenvolvimento. O uso deste ensaio consiste em uma abordagem promissora para
a descoberta de novos protétipos de drogas contra cinetoplastideos, como T. cruzi,
T. brucei, L. donovani e L. major (Fairlamb, 2003).

3.4 Metabdlitos bioativos de basidiomicetos

Fungos pertencem ao reino Eucariota e caracterizam-se, principalmente, pela
auséncia de plastidios, presenca de mitocondria com cristas achatadas, complexo
de Golgi e parede celular formada por quitina e B-glucana. Obtém nutrientes por
absorcdo, apresentam reproducdo sexuada ou assexuada, sdo unicelulares ou

filamentosos, saprobios, mutualistas ou parasitos (Kirk et al, 2001).

Até o momento, foram descritas 72.000 espécies de fungos, mas de acordo
com Hawksworth (1991, 2004) o grupo pode chegar a 1,5 milhdes de espécies, o

que significa que 95% das espécies ainda ndo foram descobertas.

O reino Fungi possui 4 filos: Ascomycota, Basidiomycota, Crytridiomycota e
Zigomycota. O grupo deuteromycota ndo é aceito como uma categoria formal, pois
ndo é uma unidade monofilética e engloba fungos que perderam a fase sexuada ou
sdo anamorficos de outros filos, principalmente dos filos Ascomycota e
Basidiomycota (Kirk et al, 2001).

O filo Basidiomycota possui 4 classes, 33 ordens e cerca de 30.000 espécies
descritas. A principal caracteristica deste filo é a presenca de uma estrutura
reprodutiva em forma de clava, o basidio, que contém de 2-4 células haploides
(esporos) denominadas basidiosporos (Figura 2). Durante a reproducéo sexuada, as
hifas de dois fungos se fundem, gerando um micélio binuclear (dicariético), que
freqientemente possui conexdes em forma de ansas (asa). Ocorre entdo, a fuséo
nuclear e posteriormente, a meiose e a formacao dos basidiosporos. O micélio pode

ser encontrado no solo, na madeira, formar rizomas, micorrizas (associacao entre
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fungos e plantas) ou anéis de basidiomas sobre gramineas e plantas (Kirk et al,
2001).

Laminas
Anel
Ldminas com
Basidiosporos Haste

Basidiosporos

Volva
Basidic
Rizomorfa

Figura 2 - Principais estruturas de um fungo pertencente ao filo Basidiomycota.

Fonte:http://www.enq.ufsc.br/labs/probio/disc_eng_biog/trabalhos_pos2003/const_microorg/fungos.ht
m. Acesso em: 20/09/2006.

Muitos basidiomicetos sdo saprobios e, portanto, importantes para a ciclagem
dos nutrientes no meio ambiente (Capelari, 1989). Esses fungos sédo usados desde
0s tempos antigos como alimento (Agaricus bisporus), alucindbgeno (Amanita
muscaria), medicamento (Lentinula edodes, Trametes versicolor, Ganoderma
lucidum) ou como fonte de corante (Mycena leaiana). Fomes fomentarius e
Piptoporus betulinus, ambos da familia Polyporaceae, foram encontrados no corpo
do velho Otzi, homem do gelo descoberto nos Alpes com idade estimada de cerca
5.700 anos. Cientistas acreditam que esses cogumelos eram usados para tratar
infeccbes devido as suas propriedades antimicrobianas e/ou para iniciar fogo
(Stamets, 2002). Existem relatos referentes ao uso do fungo Fomitopsis officinalis,
para o tratamento da tuberculose, pelo médico grego Didscorides. Porém, o marco
mais importante em relacdo aos basidiomicetos foi a descoberta da penicilina
produzida pelo fungo Penicillilum notatum (Ascomycota), 0 que impulsionou a
exploracdo da atividade antibiotica dos basidiomicetos pela industria farmacéutica
(Stamets, 2002).
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Existem varias publicacdes descrevendo a atividade antimicrobiana de fungos
da familia Polyporaceae. Na tabela 3, encontram-se diversos compostos isolados de
basidiomicetos com atividade antibacteriana e/ou antifungica (Erkel , Anke, 1997;
Brizuela et al, 1998; Levy et al, 2003; Lubken et al, 2004; Zjawiony, 2004).

Tabela 3 - Substancias isoladas de basidiomicetos com atividade antimicrobiana

Substéncia Espécie Microrganismo alvo
OH
Ganoderma Bacillus subtilis,
HO N N X R
oo pfeifferi Staphylococcus
aureus resistente a
R = OH ganomicina A
R=H ganomicina B meticilina e
Micrococcus flavus
OH
COOH i i i
Phelia radiata | Arthrobacter citreus,
R] — Bacillus subtilis,
Rl = OH, RZ =H &cido merdlico A R 2 Corynobacte”um

R; =H, R, = OH é&cido merdlico B

R,=H,R,=H &cido mertlico C insidiosum,

Micrococcus roseus
e Sarcina lutea (CIM
0,4-10 pg/mL)

OH O

o Gleophyllum Alternaria sp.

¥ sepiarium (ascomiceto)

oospolactona

Stereum Staphylococcus
complicatum aureus
acido hirsutico acido complicatico
Coriolus Staphylococcus
consors aureus, Micrococcus

flavus, Bacillus

coriolina

subtilis, Bacillus
anthracis (CIM 12,5

pg/mL)
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incarnal

cucumina A

cucumina B

0]
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cucumina C

O
aleurodiscal HM/OH

OH

OH favolona

OH
A
OH

R = CHO, frustulosina
R = CH,OH, frustulosinol

COOH CH,OH
H,N N
=
(0] (6]
cinabarina

Gloeostereu

Aleurodiscus

mirabilis

Favalaschia

sp.

Stereum

frustulosum

Pycnoporus

sanguineus

m Staphylococcus

incarnatum aureus e Bacillus
subtilis
Macrocistia Staphylococcus
cucumis aureus, Bacillus

subtilis, B. brevis,
Nemastospora

coryli, Penicilium

notatum e Mucor

mihei

Mucor miehei

(zigomiceto)

Mucor miehei,
Paecilomyces varioti
e Penicillium

iscandicum

Staphylococcus
aureus, Bacillus
mycoides, Bacillus
subtilis e Vibrio

cholera

Bacillus cereus e
Leuconostoc

plantarum
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0 Aporpium Bacillus subtilis,
caryae Staphylococcus
0
o / 74 aureus e
— Escherichia coli
NS
R
R = OH aporpinona B
R = OCOCHS3 1"-acetilaporpinona B
Hygrophorus Cladosporium
QO OH O o o o N .
persoonii, cucumerinum
CizHas CioHos CuH;s | Hygrophorus
/ "OH OH / "OH |
OAc OAC o pustulatus e
4-O-acetil higroforona At2 4-O-acetil higroforona C12  4-higroforona D12 Hygrophorus
persoonii
Clitocybe Bacillus spp.
o)
hydrograma
o COOH
10-hidroxi-isoveleral acido hidrogramico
H Laurilia Bacillus spp.
= tsugicola e Sarcinea lutea
o)
/ ’y
COOH
tsugicolina F tsugicolina P

Fonte: Arnone et al, 1997, 1998; Brizuela et al, 1998; Erkel , Anke, 1997; Hellwig et al, 1998; Levy et
al, 2003; Lubken et al, 2004; Monthana et al, 2000; Takazawa , Kashino, 1991; Zjawiony, 2004.
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O diterpeno pleuromutilina (24), isolado de Pleurotus mutilus e P.
passeckerianos, € usado como precursor de derivados usados para o tratamento de
enfermidades produzidas por micoplasmas em bovinos (Erkel , Anke, 1997; Ripley et
al, 2004). O seu derivado valnemulina (Econor®) (25) foi desenvolvido em meados
de 1990 pela industria Novartis e é utilizado para o controle da pneumonia enzootica
causada por Mycoplasma hyopneumoniae. Também € usado para a prevencao e
tratamento de disenteria causada por Brachyspira hyodysenteriae em suinos. Em
janeiro de 2004, esta substancia foi aprovada para o controle da enteropatia
proliferativa (ileite) causada por Lawsonia intracellularis e para a prevencao de colite
(B. pilosicoli) em porcos (Bacqué et al, 2002; Ripley et al, 2004).

Me (0]
Y\R

(24) R = OH
(25) R= Me,CHCH(NH,)CONHCH,C(Me,)S"

Os géneros Agaricus (26 e 27), Favolaschia (26-30), Myena (26 e 30) e
Oudemansina (26 e 30) produzem estrobilurinas (26-29) e/ou oudemansina A (30).
Essas substancias arométicas tém atividade contra varios fungos filamentosos (CIM
0,1-1 pg/mL), mas ndo possuem atividade antibacteriana. Agem bloqueando a
respiracdo de fungos por inibicho da oxidacdo do ubiquinol, componente do
complexo mitocondrial bcl (Erkel , Anke, 1997; Zjawiony, 2004). Estrobilurinas sao
moléculas que serviram de modelo para o desenvolvimento de analogos sintéticos,
tais como trifluoroestrobina (31) e fluoxaestrobina (32), fungicidas usados

atualmente na agricultura (Heinemann et al, 2004).
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Mucidina (26), um antibidtico antifungico isolado do cultivo micelial de
Oudemansiella mucida, apresenta alta atividade citotoxica frente a uma grande
variedade de leveduras. Por isso, tem sido utilizada para o tratamento topico de
dermatomicoses pelo nome comercial de Mucidermin Spofa®. Foi o primeiro
antibiético produzido a partir de basidiomicetos e aplicado clinicamente na Republica
Checa (Brizuela et al, 1998).

Uma triagem mais recente foi realizada por Rosa e colaborados (2003) e teve
como objetivos explorar a biodiversidade brasileira e descobrir novas substancias
ativas. O grupo avaliou a atividade antifungica e antibacteriana de 103 extratos
organicos provenientes de 103 isolados de basidiomicetos em um painel de
microrganismos patogénicos. 14% dos extratos apresentaram atividade contra um
ou mais microrganismos, sendo este um trabalho pioneiro ja que a maioria dos
estudos realizados no Brasil investiga somente as atividades farmacoldgicas e
fitoquimicas de basidiomicetos comestiveis (Ishikawa et al, 2001; Paccola et al,
2001, Oliveira et al, 2002).

Muitos basidiomicetos demonstram atividade antiviral estdo descritos na
literatura. O fungo Ganoderma lucidum é vendido associado a oito espécies vegetais
como suplemento alimentar para tratamentos alternativos que visam a promocéao da
saude, da longevidade e da “salde da prostata” em paises asiaticos (Ades et al,
2001). Os corpos de frutificacdo dessa espécie sao fontes de diversos triterpenos
(33-36) com atividade inibitéria da protease do virus HIV (Min et al, 1998; El-
Mekkawy et al, 1998).
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(33) (34)

(35) (36)

Recentemente foram isolados outros trés triterpenos (37-39) de Ganoderma
pfeifferi com atividade contra os virus influenza do tipo A e HSV do tipo 1 (Mothana
et al, 2003).

(37) (38)
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Os cogumelos medicinais sdo usados contra o cancer na China, RUssia,
Japao, Coréia, EUA e Canada. Existem cerca de 200 espécies de basidiomicetos
com capacidade de inibir tumores (Wasser , Weis, 1999). Muitas espécies sao
comestiveis (Grifola frondosa, Polyporus confluens, Hericium erinaceum, Lentinus
edodes, Coriolus versicolor) e por iSSO 0 uso com proposito nutricional esta
associado ao valor medicinal (Wasser, Weis, 1999). Em 1991, o valor do mercado de
fungos medicinais e seus suplementos alimentares era estimado de 1,2 bilhdes de
doblares e, em 1999, de 6 bilhdes de doblares (Lindequist, Niedermeyer, Julich, 2005).
A maioria das substancias citotoxicas e antitumorais de espécies de basidiomicetos
€ de natureza terpenoidica e apresenta outras atividades biolégicas (Tabela 4)
(Harttig et al, 1990, Erkel et al, 1992, Simon et al, 1995, Erkel, Anke, 1997, Clericuzio
et al, 1999; Zjawiony, 2004).

Tabela 4 - Substancias isoladas de basidiomicetos com atividades biologicas

relacionadas a toxicidade

Substancia Espécie Atividade bioldgica

Citotoxicidade frente a

CHO Bondarzewia linhagem linfocitica
H montana leucémica L1210 (Clsg =
HO o 10 pg/mL) e linhagem
OH promielocitica
montadial A leucémica humana

HL60 (Clso = 5 pg/mL)

CHO CHO Citotoxicidade frente a

HO CH,0H  ohe Pyroformes demidoffi | |inhagens HeLA (Cls, =

HO HO 20 pg/mL), MDCK(CI50

OH OH =14 pg/mL) e FL (Clsg
fornecina A fornecina B =17 pg/mL)

Toxicidade frente a

Lactarius . .
Artemia salina

subumbonatus

cariofilenol
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OCOCH

e}

naematolona naematolina

H

acido marasmico

colibial

CHO

merulidial

acido clavicordnico

3

Panus spp.

Marusmius
conigenus, Lachnella
sp. e Peniophora

laeta

Collybia confluens

Merulius tremellosus

Clavicorona

pyxidata

Inibem a incorporacao
de timidina no DNA em
células asciticas de

carcinoma de Erlich

Prolonga o tempo de
vida de camundongos
com leucemia linfocitica
P388

Atividade citotéxica em
linhagem de células HL-
60

Inibe a sintese de DNA
em células asciticas de
carcinoma de Ehrlich a

1 pg/mL

Inibidor de DNA
polimerases

direcionada ao RNA
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OH

HO""

COOH
HO
leianafulveno

HOH,C o

aliacol A aliacol B

fulvoferrugina

co
H3C/W 2

pilatina

CH,O0 R,=H,R,=COCH, estriatina A
R, = OH, R, = COCH, estriatina B
R,=OH,R,=H estriatina C

Mycena leaiana

Marasmius alliaceus

Marasmius

fulvoferrugineus

Flagelloscypha pilatii

Cyathus striatus,
Cyathus poeppigii,
Cyathus limbatus e

Cyathus montagnei

Citotoxico e mutagénico

em teste de Ames

Inibem a sintese de
acidos nucléicos em
células asciticas do
tumor de Ehrlich na
concentragdo de 2-10

ug/mL

Inibe a incorporacao de
leucina, uridina e
timidina na sintese de
RNA, proteinas e DNA

Interfere com a sintese
de DNA, RNA em
células asciticas de
tumor de Ehrlich

Interferem com a
sintese de DNA, RNA
em células asciticas de
tumor de Ehrlich e
prolongam o tempo de
vida de camundongos
com leucemia linfocitica
P388
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Possui efeito citotoxico
Ganoderma lucidum frente a linhagens
celulares
Hep G2 (Clsp = 2,06 X
10-4 uM), Hep G2, 2,15
(Clso = 1,66 X 10-3 uM)
e P388 (Clsp = 1,2 x 10-
2 uM)

HO

R,=R,=H,R,=R;=0H poliporusterona A
R,=H, R, = OH, R, = R, = O poliporusterona C Citotoxicidade frente a
R,=R,=H,R;=R,=0 poliporusterona E |inhagem de células

Polyporus leucémicas L-1210 com
umbellatus valores de Cls, variando

de 10-64 ng/ mL

R;=R,=R,=H,R;=0OH poliporusterona F

R = OH poliporusterona B
R =H poliporusterona G

poliporusterona D

Fonte: Anke, 1997; Zjawiony, 2004.

7

Outro composto que merece destaque é o irofulveno (40), derivado semi-
sintético da iludina S (41), um produto natural obtido de Omphalotus olearis e
Lampteromyces japonicus. A iludina S € muito toxica para ser usada clinicamente e
seu analogo demonstrou atividade contra varios tumores sélidos, baixa toxicidade e
melhor perfil terapéutico (Wasser , Weis, 1999; Poindessous et al, 2003; El Kamar et
al, 2003). O irofulveno tem a capacidade de se ligar covalentemente a

macromoléculas, agindo como agente alquilante de DNA, RNA e proteinas. Bloqueia
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a fase S do ciclo celular e leva a morte por inducédo da apoptose (El Kamar et al,
2003, Poindessous et al, 2003). O irofulveno chegou até a fase Ill em ensaios
clinicos de pacientes portadores de cancer pancreético refratarios a gencitabina.
Entretanto, em abril de 2001, a empresa MGI Pharma anunciou a suspensdo do
estudo pois a droga controle demonstrou beneficio superior em relacdo a sobrevida
dos pacientes quando comparada ao irofulveno. Por outro lado, estudos que
envolvem a associacao do irofulveno com outros quimioterapicos para o tratamento
de tumores sélidos ainda estao sendo realizados (El Kamar et al, 2003, Van Larr et
al, 2004).

CH,OH

HO 1y

o o)
(40) (41)

Cogumelos comestiveis apresentam diferentes propriedades medicinais tais
como antiinflamatdrias, antidiabéticas, hipocolesteralémicas e antioxidantes. A
literatura confirma as caracteristicas medicinais desses fungos pela presenca de
substancias isoladas de basidiomicetos que apresentam as mais variadas atividades
biol6gicas (Stamets, 2002, Wasser, 2002). Por exemplo, panudial (42), isolado das
espécies de Panus, é um inibidor da agregacdo plaquetaria, enquanto que o0s
flaviduléis A (43), B (44) e C (45), obtidos de Lactarius flavidulus, s&o
imunossupressores. Fomanisina (46) e fomanoxina (47), provenientes de Fomes
annosus, sao fitotoxicas e o 5-pentil-2-furaldeido (48), isolado de Irpex lacteus, é
nematicida (Erkel, Anke, 1997).

OH OH
CHO O =
OMe OMe
(42) (43) (44)
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Os basidiomicetos também tém fornecido inumeros inibidores de enzimas que
sdo importantes para o controle de diversas doencas (Tabela 5). Além disso, muitas
espécies sdo usadas na industria para a producdo de aromatizantes por processos
biotecnoldgicos (Erkel, Anke, 1997, Brizuela et al, 1998; Lomascolo et al, 1999).

Tabela 5 - Inibidores de enzimas provenientes de basidiomicetos

Inibidor Basidiomiceto Alvo enzimatico
acido clavicorénico Clavicorna pyxidata transcriptase reversa
mevinolina Monascus ruber 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
tiromicina A Tyromyces lacteus leucina e cisteina aminopeptidase
caloporosideo Caloporus dichrous fosfolipase C
coriolina B Coriolus consors Na'-K*-ATPase
panepofenantrina Panus rudis enzima ativadora da ubiquitina

Fonte: Brizuela et al, 1998; Erkel, Anke, 1997; Lomascolo et al, 1999; Sekizawa et al, 2002.

O Brasil ndo possui uma micota suficientemente estudada, sendo que muitas
espécies ainda ndo foram identificadas (Rosa, 2003). A descoberta da espécie
Agaricus blazei, conhecido popularmente como “Cogumelo do Sol”, € um bom
exemplo do pouco conhecimento e exploracédo das espécies de fungos encontradas
no ecossistema brasileiro. Este cogumelo, natural da Mata Atlantica, foi coletado
inicialmente por um agricultor na cidade de Piedade, Estado de S&o Paulo. A
espécie foi, entdo, enviada para o Japao para o estudo das suas propriedades
medicinais (Shibata, Demiate, 2003). De A. blazei foram obtidas fracbes com
propriedades imunoestimuladoras, anticAncer e antitumoral. Além disso, a
Associacdo do Cancer do Japao provou a eficacia deste fungo em cancer de colon,

ovario, mama, pulmao bem como em tumores soélidos (Wasser, 2002).
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A exploracdo de fungos provenientes da biodiversidade brasileira esta apenas
no inicio. A possibilidade de aplicacdo dos basidiomicetos como suplementos
alimentares ou como fontes de substéncias biologicamente ativas demonstra o

potencial desse filo.

3.5 Ogénero Lentinus

Lentinus sédo fungos saprébios, lamelares e decompositores de madeira. Os
fungos desse género pertencem a familia Polyporaceae (filo Basidiomycota) e séo
representados por 40 espécies conhecidas (Kirk et al, 2001).

O género tem distribuicdo essencialmente tropical (Asia, Indonésia, Australia,
Papua Nova-Guiné) e algumas espécies sdo raramente encontradas em regides
polares (Pegler, 1983; Rolen, 2001).

Os géneros Lentinus e seu correlato Panus séo caracterizados por possuirem
lamela decorrente e um sistema de hifas dimitico (hifas com grampos de conecgéo e
hifas esqueléticas sem grampos), que da aos basidiomas uma textura coriacea.
Existe muita controvérsia sobre a nomenclatura e a taxonomia de Lentinus e Panus.
O himenoforo lamelar, parte inferior do corpo de frutificacdo que contém os esporos
sexuais, e, as microestruturas similares tém causado conflitos nas classificacdes. A
determinacdo das espécies é dificil devido a ocorréncia de um alto grau de
polimorfismo, da presenga de um complexo em microestrutura e do desenvolvimento
secundario de estruturas protetoras (Pegler, 1983). O uso de técnicas de
sequenciamento de DNA sugere que, apesar de Pegler (1983) definir o género como
polifilético, pode existir trés grupos monofiléticos: Lentinus, Panus e Neolentinus.
Recentemente Rélen (2001) confirmou a distin¢cdo entre Lentinus e Panus a partir do
sequenciamento da regido espacadora (“Internal Transcribed Spacer” — ITS) do

rnDNA e de dados morfoldgicos.
Lentinus strigosus (Figura 3) € uma das espécies mais distribuidas do género.

Foi descrita originalmente na Carolina do Norte, EUA, e é encontrada em regides

subtropicais e subtemperadas (Pegler, 2001).
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Fonte: Luiz Henrique Rosa

3.5.1 Constituintes quimicos do género Lentinus

Figura 3 - Corpo de frutificagédo de Lentinus strigosus.

Poucas espécies do género Lentinus foram investigadas quimicamente até o

momento. Do cultivo micelial de Lentinus lepideus Fr., contendo isoleucina como

Unica fonte de nitrogénio, foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa (CG/EM) varios sesquiterpenos de esqueleto cadinano

hidrocarbonados e alcodlicos (Figura 4) (Hanssen, 1982; 1985).

HO Me
“J H
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I H
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Figura 4 - Exemplos de alcoois sesquiterpénicos identificados no destilado obtido do

cultivo liquido de Lentinus lepideus.
Fonte: Hanssen, 1982; 1985.
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Posteriormente, Jin et al (1996) extrairam da cultura micelial de Lentinus
lepideus uma proteoglicana denominada “lepidano” que induziu a proliferacdo de

esplendcitos de camundongos por ativacdo do fator de transcricdo NF-«xB.

Anchel (1948) relatou o isolamento de uma benzoquinona com propriedades
antibacterianas e antifingicas, a partir do cultivo em meio liquido de L. degener.
Esse mesmo metabdlito (2-metoxi-5-metil-1,4-benzoquinona) (49) foi obtido do
cultivo micelial de L. adherens, espécie selecionada a partir de um estudo de triagem
para substancias antitrombdticas utilizando ensaios de agregacdo plaguetaria com
plasma bovino. O ensaio com plaquetas humanas demonstrou que esta substancia é
capaz de inibir a agregacéao plaquetéria, com uma Clso de 2,5 ug/mL e age como um

antagonista do receptor de tromboxano A2 (Lauer, Anke, Hansske, 1991).

o]
OMe

H,C
O

(49)
Quatro sesquiterpenos (50-53) foram isolados do extrato obtido do cultivo em
meio liquido de L. crinitus, um cogumelo encontrado na Africa que cresce sobre a
madeira em decomposicdo. 1-desoxi-hipnofilina (50) e hipnofilina (51) foram os
metabdlitos isolados mais ativos pois apresentaram atividade antimicrobiana contra
véarias bactérias e fungos em concentragfes que variam de 2 a 100 ug/mL (Abate,
Abraham, 1994).

(50) R=H (52) R=H

(51) R=OH (53) R=OH
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Recentemente, foram isolados oito metabalitos do extrato em acetato de etila
do cultivo de Lentinus connatus: hipnofilina (51), dihidrohipnofilina (53), conatusinas
A (49) e B (50), as cromonas (56) e (57), panepoxidona (58) e panepoxidiona (59).
As substancias (58) e (59) apresentaram atividade citotéxica contra todas as
linhagens tumorais testadas (KB, BC, NCI-H187 e Vero), enquanto que a
dihidrohipnofilina (53) foi ativa somente contra as linhagens NCI-H187 e Vero. Por
outro lado, todas trés foram ativas contra Plasmodium falciparum (Clso de 2,1 a 3,4
ug/mL) (Rukachaisirikul et al, 2005).

o} OH
eO
o o}
(54) (56) (57)

Ho™"

(59)

3.6 A familia Orquidaceae

A familia Orquidaceae possui 775 géneros e cerca de 19.500 espécies (Judd
et al, 2002). Embora a familia esteja distribuida em quase todas as regides do
planeta, a grande maioria das espécies concentra-se em florestas tropicais e
subtropicais Umidas e cresce predominantemente na condicdo de epifita (Toscano,
Moraes, 2002; Waechter, Baptista, 2004).

As orquideas habitam diversos ecossistemas e sdo encontradas em florestas,
campos, cerrados, dunas, restingas e tundras. Sdo denominadas de epifitas as
espécies que vivem sobre outras plantas e utilizam os seus galhos apenas como
suporte pois sdo capazes de absorver 0s nutrientes provenientes da agua da chuva
que se depositam em suas raizes. Uma significativa parcela das espécies vive sobre

ou entre as rochas e outras sao terrestres. Existem, também, casos raros de
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orquideas subterraneas (saprofitas) e aclorofiladas que se alimentam de matéria

organica em decomposicédo (Toscano, Moraes, 2002).

As orquideas sao geralmente cultivadas pela beleza, exotismo e fragrancia de
suas flores. A importancia econémica dessa familia esta relacionada a presenca de
espécies ornamentais, que inclui, principalmente, os géneros Cattleya, Dendrobium,
Epidendrum, Paphiopedilum, Phalaenopsis, Vanda, Brassia, Cymbidium, Laelia,
Miltonia, Oncidium, Encyclia e Coelogyne (Judd et al, 2002).

A espécie mais conhecida devido ao seu valor econdmico € a Vanilla
planifolia, nativa da América Central e Sul e, Unica espécie comestivel da familia
Orquidaceae (Bythrow, 2005). Das vagens dessa espécie se extrai a esséncia de
baunilha, produto importante para a obtencdo da vanilina (3-metoxi-4-
hidroxibenzaldeido), uma substancia usada largamente como agente aromatizante
em alimentos e como fragrancia (Lomascolo et al, 1999). A vanilina possui atividade
antimicrobiana contra leveduras associadas a deterioracdo de alimentos e contra
Escherichia coli, Lactobacillus plantarum e Lysteria innocua (Firtzgerald, Stratford,
Narbad, 2003; Firtzgerald et al, 2004). Vanilina possui propriedades
anticarcinogénicas pois reduz os danos causados ao DNA por luz ultravioleta e raio-
X (Keshava et al, 1998) e inibe a proteina quinase DNA-dependente (Duran, Karran,
2003). Uma pro-droga da vanilina, MX-1520, foi sintetizada e demonstrou ser capaz
de reduzir o numero de células falciformes em camundongos submetidos a

condicBes de hipoxia (Zhang et al, 2004).

O Brasil é um dos paises com a maior variedade de orquideas do mundo,
comparavel em diversidade apenas com a Colémbia e ao Equador (Toscano,
Moraes, 2002). Possui cerca de 12% das espécies do mundo e 1800 espécies
endémicas (Giulietti et al, 2005). Estudos registram cerca de 2.300 espécies para o
territério brasileiro, distribuidas na Mata Atlantica, Floresta Amazénica, Campos

Rupestres e Cerrado do Brasil Central (Barros et al, 2004).
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3.6.1 Aspectos quimicos e biol6gicos da familia Orquidaceae

Muitas espécies da familia Orquidaceae sdo usadas tradicionalmente em
paises orientais como a China, Jap&o, Coréia; em paises da Africa, pelos indios da
América do Norte e aborigines da Australia para o tratamento de desordens de
diferentes origens como Ulcera, maléaria, tuberculose, inflamagé&o e impoténcia (Kong
et al, 2003; Bulpitt, 2005). Varios produtos contendo Gymnadenia conopsea e/ou G.
crassinervis foram patenteados pelos chineses e sdo usados para o tratamento da
diabetes (CN 1745810), doencas da prostata (CN 1745814), sindrome do climatério
(CN 1742976) e reumatismo (CN 1762472).

Os primeiros estudos quimicos sobre espécies da familia Orquidaceae
relatam a ocorréncia de trés glicosideos esteroidais (60-62) em Dendrobium
ochreatum (Behr, Leander, 1976) e de um triterpeno glicosilado (63) em Cymbidium
giganteum (Dahmen, Leander, 1978).

gentiobiosil -O

O

O —B— D-glicopiranosil

(60) (61) R = B -D-glicopiranosil, R' = -OH (63)

(62) R = B -D-glicopiranosil, R' = a-OH

O esterdide B-sitosterol (64) foi amplamente encontrado em espécies de
orquideas (Sachdev, Kushreshtha, 1986; Majumder, Kar, 1989; Majunder, Labhiri,
1990a; Majumder, Roychowdhury, Chakraborty, 1997; Kizu, Kaneko, Tomimori,
1999; Chang, Lin, Chen, 2001; Fan et al, 2001; Sheng-Yang et al, 2004), enquanto
que o estigmasterol (65), friedelina (66) e daucosterol (67) foram encontrados,
respectivamente, em Bulbophyllum protactum e Dendrobium clavatum, B. vaginatum
e Coeloglossum viride var. bracteatum (Majumder, Roychowdhury, Chakraborty,
1997; Leong, Harrison, Powell, 1997; Chang, Lin, Chen, 2001; Sheng-Yang et al,
2004).
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(64) R = H; 22,23-diidro (66)

(65) R = H; A2
(67) R = glicose; 22,23-diidro
Uniflorina (68), isolada de Coelogyne uniflora e, arundinol (69), isolado de

Arundina bambusifolia, se destacam nesse grupo de triterpenos por possuirem
grupo cinamoil na posicdo 3 (Majumder, Pal, 1990; Majumder, Ghosal, 1994). Mais
recentemente foram isolados do extrato metandlico de Agrostophyllum brevipes dois
triterpenos; agrostofilinol (70) e agrostofilinona (71), que sao considerados
precursores de triterpenos tetraciclicos com cadeia lateral modificada (Majumder,
Majumder, Sen, 2003).

(@)
(68) Rl:)‘\/\@\ R2=H,R3=
OH

R3

R1
R2"

\\ H
(70) R1=0H,R2=H, R3 =/\)H/

(71)R1=R2=0,R3 =

As saponinas diosgenina (72) e denfigenina (73) foram isoladas de
Dendrobium fimbriatum (Talapra, Bhaumik, Talapra, 1992) ao passo que diterpenos
glicosilados como o acido efemérico (74), efemerosideo (75) e efemerantosideo (76)
foram obtidos somente de extratos das espécies do género Ephemerantha (Niwa et
al, 1987; Tezuka et al, 1991).
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(72)R1=H,R2=H (74) R=0OH (76)

(73) R1 = OH, R2 = OH (75 R =

Sesquiterpenos do grupo picrotoxano foram encontrados em Dendrobium
aduncum (aducina - 77) (Gawell, Leandeer, 1976), em D. amoenum (amotina - 78 e
amoenina - 79) (Majumder, Guha, Sen, 1999) e em Dendrobium “Snowflake” (D.
cassiope x D. nobile) (flankinina A - 80 e B - 81) (Morita et al, 2000). Relatos de
atividade imunomoduladora de extratos de D. nobile, espécie usada na medicina
chinesa por suas propriedades tonicas, levou ao isolamento de Varios
sesquiterpenos  glicosilados denominados dendrosideos A-G (82-86) e
dendronobilosideos A (87) e B (88), com propriedades estimulantes da proliferacao
de linfécitos em camundongos (Zhao et al, 2001; Ye, Qin, Zhao, 2002). O extrato
butanolico dos caules de D. moniliforme, espécie usada popularmente na China para
reduzir a febre e como sialagogo, também forneceu sete sesquiterpenos
glicosilados, dos quais dendromonilisideo A (89) e C (90) estimularam a proliferacao
de células B e inibiram a proliferacdo de células T, in vitro, na concentracdo de 107
M (Zhao et al, 2003).
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Os estudos de triagem fitoquimica para a deteccdo de alcaldides em espécies
da familia Orquidaceae comecaram a ser realizados na década de 60 e tinham o
objetivo estabelecer uma relagcdo taxonémica entre as espécies (Luning, 1967,
Lawler, Slaytor, 1969). Posteriormente, varios alcaléides pirrolizidinicos (91)
(cornucervina, laburnina, falaenopina T, grandifolina, lindelofidina) foram isolados de
Hammarbya paludosa, Liparis keitaoensis, Malaxis grandifolia, Phalaenopsis spp.,
Vanda spp. e Vandopsis spp. (Lindstrdm, Lining, Siirala-Hansén, 1971; Brandange
et al, 1971; 1972; Lindstrobm, LuUning, 1972; Brandange, Granelli, 1973).
Posteriormente, Borba et al (2001) utilizaram como um dos critérios para a
identificacdo taxondmica de espécies do género Pleurothallis, encontradas nos
campos rupestres do Brasil, a avaliagdo do teor de alcaldides pirrolizinicos. Dentre
os alcaloides pirrolizidinicos destacam-se também, shiunidina (92) e shisunina (93),
ambos com atividade inibitoria da enzima Na®*, K*-ATPase e isolados de Dendrobium
loddigesii (Kong et al, 2003). O alcaldide sesquiterpenolidico, dendrobina (94),
estruturalmente relacionado a picrotoxina, um antagonista do receptor GABA, foi
encontrado em D. nobile e demonstrou ser um antagonista da taurina e da B-alanina,

inibidores pré-sinapticos da espinha dorsal de sapos (Kubo et al, 1983).

0 AN
oD (92) R = NH (94)
(©@3)R=0

O levantamento bibliogréfico realizado revelou que lignanas e chalconas,
substancias de esqueleto fenilpropéanico, sdo raramente encontradas em orquideas.
O fracionamento do extrato diclorometanico de Bulbophyllum vaginatum levou ao
isolamento da lignana conhecida como siringaresinol (95) (Leong, Harrison, Powell,
1999). Essa mesma substancia foi isolada do extrato metandlico de Lusia volucris,
que também forneceu as chalconas conhecidas como; 3-(4’-metoxi)-1-(2’,4’-di-
hidroxi-3-metoxi)-prop-2-en-1-ona (96) e 3-(4"-metoxi)-1-(2’-hidroxi-4’-metoxi)-prop-2-
en-1-ona (97) e, a dihidrochalcona lusianina (98) (Majumder, Lahiri, Mukhoti, 1995).
Além disso, duas lignanas acetiladas, denominadas sanjidinas A (99) e B (100), que
séo isdbmeros entre si, foram isoladas dos tubérculos de Pleione bulbocodioides (Bai,
Yamaki, Takagi, 1997).
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(96) R1 = R3 = H, R2 = OMe, 2,3-deidro

OMe
(97) R1=R2 = H, R3 = Me, 2,3-deidro
(95) (98) R1 = R3 = H, R2 = OMe, 2,3-diidro
OH OH
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0) O
(99) (100)

Antocianidinas de padrdes estruturais complexos foram identificadas em
flores de orquideas. O estudo sobre a presenca de fenilpropandides em flores de
espécies européias revelou que a cianidina 3-O-B-(6"-O-oxalil)-glicosideo (101) é a
principal antocianidina encontrada em Orchis spp., Nigritella spp. e Ophrys
insectifera (Strack et al, 1986). Outro trabalho demonstrou que sete antocianidinas
(crisantemina, cianina, seranina, ofrisanina, orquicianina | e Il, serapianina) sao
amplamente encontradas em flores de 79 espécies (Strack, Bush, Klein, 1989).
Antocianidinas aciladas e glicosiladas, com substituicbes nas posi¢oes 3-,7-3’, foram
isoladas de flores de Dendrobium sp. (102), Bletilla striata (103), Laelia pumila x
Cattaleya walkeriana (104), Phalaenopsis spp e Vanda spp. (Saito et al, 1994; 1995;
Tatsuzawa et al, 1994; 1997; 2004). A maioria das antocianidinas identificadas em
orquideas possui cianidina como nucleo fundamental, glicose como aclUcar e 0s
derivados dos acidos hidroxinamicos: acido sinaptico, ferulico, caféico, p-cumaérico,
p-hidroxibenzoico e maldnico como substituintes acilas. Também foram encontradas
rutinosideos antocianogénicos (105-106) em Dracula chimaera e D. cordobae (78 e

28% do teor total de antocianidina, respectivamente) (Fossen , @vstedal, 2003).
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Apesar de os flavondides serem amplamente distribuidos no reino vegetal,
nao existem muitos relatos sobre a presenca desse grupo de compostos fendlicos
na familia Orquidaceae. A triagem fitoquimica de folhas de 142 espécies
pertencentes a 75 géneros revelou que nao existe uma distribuicdo uniforme de
flavonéides (Williams, 1979). Isoquercitrina (107) e astragalina (108) foram isoladas
do extrato butandlico de Orchis militaris (Appolonia et al, 1986) e os flavondis,
sanciol A (109) e B (110), caracterizados por um substituinte feniletil na posicao 5,

foram obtidos dos turbérculos de Pleione bulbocodioides. De Goodyera
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schlechtendaliana foi isolado um flavonol glicosilado com substituinte fenilmetil na
posicdo 8 denominado goodierina (111), além de rutina, canferol 3-O-rutinosideo e
isoramnetina 3-O-rutinosideo (Du et al, 2000). Nove flavonéis glicosilados, derivados
da quercetina e canferol e, um éster ferulico da quercetina 3-rutinosideo-7-glicosideo
(112) foram obtidos das flores de Dendrobium cv. ‘Pompadour’ (Williams et al, 2002).
Sheng-Yang et al (2004) também descreveram a presenca de quercetina-3,7-

diglicosideo (113) em Coeloglossum viride var. bracteatum.

(107) R1=R3=0H; R2=Gli; R4=H (109) R = OMe

. MeO OH
(108) R1=H; R2=Gli; R3=OH; R4 =H P (110)R = H €
(111) R1 = OH; R2 = Gli-Ram; R3= OH; R4 = —CH; OH

(112) R1 = OH; R2 = Gli-Ram-ferulil; R3 = Gli; R4 = H OMe

(113) R1=0OH; R2=Gli; R3=Cli; R4=H

A cumarina de estrutura mais simples (1,2-benzopirona) (114) foi isolada de
Orchis militaris e Dendrobium clavatum var. aurantiacum (Appolonia et al, 1986;
Chang, Lin, Chen, 2001) e a bicromona, pleionina A (115), foi obtida dos tubérculos
de Pleione bulbocodioides (Bai, Yamaki, Takagi, 1996). Outras trés cumarinas (116-
118) e duas flavanonas (119-120) foram isoladas do extrato diclorometanico do
caule de Dendrobium densiflorum. Escoparona (116), escopoletina (117) e
homoeriodictiol (118) inibiram em 64%, 21% e 50%, respectivamente, a agregagao
plaquetaria em ensaio utilizando sangue de ratos na concentracdo de 100 uM (Fan
et al, 2001).

o OH O
le O o
HO O O R
)
R2 o A e OH HO e}
(114)R1=R2=H (115) (119)R=H
(116) R1 =R2 = OMe (120) R = OMe

(117) R1 = OMe, R2 = OH

(118) R1 + R2 = OCH,0
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Vérios fenilpropandides volateis foram identificados por CG/EM como
componentes minoritarios e majoritarios do extrato floral de Bulbophyllum cheiri.
Alguns desses metabdlitos, como metileugenol, sdo biotransformados por machos
da mosca Bactrocera papayae em feromonios que atraem as fémeas (Nishida et al,
2004). Compostos fendlicos simples tais como 4-hidroxibenzaldeido e alcool 4-
hidroxibenzilico foram obtidos das espécies Gastrodia elata, G. septentrionalis, G.
faberi, Dactylorhyza hatagirea e Coelogyne viride (Tagushi et al, 1981; Inoue et al,
1984; Li, Zhou, Hong, 1993; Yi-Ming, Zhuo-Lun, Yong-Fu, 1993; Kizu, Kaneko,
Tomimori, 1999; Sheng-Yang et al, 2004). Além disso, acidos organicos foram
isolados de extratos de B. vaginatum e Dendrobium clavatum var. aurantiacum
(Leong, Harrison, Powell, 1999; Chang, Lin, Chen, 2001).

Estudos fitoquimicos de G. elata levaram ao isolamento de substancias
fendlicas tais como 2,4-bis(4-hidroxibenzil)fenol e os ésteres do acido citrico
denominados parishinas (121-123) (Taguchi et al, 1981; Noda et al, 1995; Lin et al,
1996).

1 CH;—COOR1
HO>—C——COOR?2

s CH;~COOR3

(121)R1=R2=R,R3=H
(122)R1=R3=R,R2=H

(123)R1=R2=R3=R

A fracdo em acetato de etila do extrato metandlico de Gastrodia elata
apresentou efeito relaxante em preparacdes de musculo liso. O seu fracionamento
forneceu 11 substancias fenodlicas, das quais quatro (124-127) apresentaram
atividade espasmolitica a 0,02 mg/mL, o que confirmou o uso popular de seus

rizomas para tratamento de doencas nervosas e neuralgicas (Hayashi et al, 2002).
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HO—<: :>—CH2—<: :}—OH
OH OH

(124) R :\O/\Q (126)
OH
H[O@CH2+3 OH

(127)

(125)R =

Derivados do acido malico, loroglossina (128) e militarina (129), foram
isolados da fragdo butandlica dos extratos de Orchis militaris, Galeola faberi e de
Coeloglossum viride var. bracteatum (Aasen et al, 1975; Yi-Ming, Zhuo-Lun, Yong-
Fu, 1993). A separacao cromatografica da fracdo butandlica proveniente das raizes
de Dactylorhiza hatagirea forneceu, além da loroglossina e militarina, outros cinco
derivados do acido mélico e tartarico conhecidos como dactilorinas A - E (130 - 134)
(Kizu, Kaneko, Tomimori, 1999).

o)
k—O—CHZ 0Gli

—OH

—R
ﬁo—w;@—oan
o

(128) R = OH

H

(129)R=H

(@)
—~=O-Gli l—=0-Gli Mek .
H——R —=O-Gli
H—1—H
P H—r—R
d
o o) P
(0] OH =
/\©\ O/\OH
OGili
(131) B, R = OH (134)E,R=H
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A investigacdo quimica do extrato etandlico dos rizomas de Coeloglossum
viride var. bracteatum, orquidea usada pela medicina popular Chinesa devido a suas
propriedades tonicas, forneceu as dactilorinas A e B e sete derivados tartaricos
glicosilados denominados coelovirinas A - G (135 - 141) (Sheng-Yang et al, 2002

2003; 2004).
Me
Me 0) /O OR
Mek-OR H=—T—0OH

H=——OH 0 \o/\©\
A
Ho” Yo
oGli

(135) A, R=H (136) B, R = H

(137) C, R=gli (138) D, R =gli

H——R
Ho Yo
oZ o
(139) E OGli
(140) F, R = OH
(141) G,R=H

Dos pseudobulbos de Laelia autumnalis foi isolada uma lectina que se liga a
carboidratos de maneira especifica e reversivel, aglutinando as células. A lectina
obtida é uma glicoproteina dimérica com atividade hemaglutinante direcionada
principalmente a eritrécitos humanos desialilados Al e difere das lectinas isoladas
de outras orquideas (Cymbidium hybridum, Epipactis helleborine, Listera ovata) que

se ligam especificamente a estruturas contendo a-manose (Zenteno et al, 1995).

Compostos bibenzilicos sdo encontrados em espécies de orquideas
pertencentes a varios géneros. A maior parte destas substancias possui esqueleto
basico como representado abaixo (142) e sdo considerados derivados de estilbenos.
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Estilbenos de estruturas mais complexas (143-145) foram isolados do extrato
metanolico de tubérculos de Bletilla striata, que apresentou atividade antibacteriana
in vitro contra Staphylococcus aureus. Essa espécie é usada pela medicina
tradicional da China para tratar turberculose e hemorragia pulmonar. Os trés
bibenzilicos isolados apresentaram atividade antibacteriana contra Bacillus subitilis,
B. cereus var. mycoides, Nocardia gardneri e S. aureus. Porém, foram inativos em

ensaios de atividade antifungica contra Candida albicans e Trichophyton

mentagrophytes (Takagi, Yamaki, Inoue, 1983).

R1

R1 R2
(143) OH H

(144) OMe H

OH
(145) OH  CH; OH

O fracionamento do extrato metanolico dos caules de Dendrobium loddigesii,
biomonitorado por ensaios com plaquetas de coelhos induzidas com &cido
araquidénico e colageno, levou ao isolamento de moscatilina (146) (Chen, Wu,
Teng, 1994). Este metabdlito foi também isolado dos extratos de diversas espécies
de Dendrobium (Majumder , Sen, 1987; Li et al, 1991; Majumder, Lahiri, Mukhoti,
1996; Majumder, Guha, Sen, 1999; Miyazawa et al, 1999; Fan et al, 2001) e de
Agrostophyllum khasiyanum (Majumder, Lahiri, Mukhoti, 1996). Miyazawa et al
(1997, 1999) demonstraram que moscatilina e o estilbeno gigantol (147), isolado de
D. nobile, sédo antimutagénicos pois induzem a resposta de genes responsaveis em

reparar danos no DNA em ensaio com Salmonella typhimurium.
MeO

R1
HO O R1 R2
O R2 (146) OMe OH
(147) O©OH H
OMe
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Um estudo englobando 26 espécies pertencentes a nove géneros da familia
Orguidaceae demonstrou que batatasina 11l (148) foi o constituinte mais encontrado
nas subtribos Coelogyninae, Dendrobiinae, Bulbophyllinae e Bletiinae (Veeraju et al,
1989). Esse estilbeno foi isolado das espécies Coelogyne ovalis, Cymbidium
aloifolium, Cirrhopetalum andersonii, D. rotundatum, Arundina bambusifolia,
Bulbophyllum vaginatum, B. protractum, Thunia alba e B. reptans, confirmando sua
ampla distribuicdo (Sachdev, Kuhshreshtha, 1986; Juneja, Sharma, Tandon, 1987,
Majumder, Basak, 1991; Majumder, Pal, 1992; Majumder, Ghosal, 1994; Leong et al,
1997; Majumder, Roychowdhury, Chakraborty, 1997, 1998; Majumder, Pal,
Majumder, 1999). Batatasina Ill também foi isolada de Scaphyglottis livida, uma
orquidea epifita do México e demonstrou atividade espasmolitica, junto com 3,4’-
dihidroxi-5,5-dimetoxibibenzilico, em ensaios de inibicdo de contracbes em ileo de
ratos induzidas com acetilcolina (Estrada et al, 1999). O mesmo efeito espasmolitico
foi relatado por Hernandez-Romero e et al (2004) para o aloifol 1l (149) (Clsp = 0,26 +
0,1 uM), um bibenzilico isolado do extrato CH,Cl,/MeOH de Nidema boothii.

MeO
R3
R1 O RL R2 R3 R4
O R4  (148) H OH H OH
R2 (149) OH OMe OH OMe

Entretanto, os constituintes da familia Orquidaceae mais relatados pela
literatura cientifica s@o os fenantrenos (Majumder, Sarkar, Chakraborti, 1982;
Majumder, Badyopadhyay, Joardar, 1982; Bhandari et al, 1985; Majumder, Kar,
Shoolery, 1985; Majunder, Kar, 1987; Majumder , Banerjee, 1988; Majumder, Maiti,
1988; Barua et al, 1990; Majumder , Banerjee, 1990; Majumder, Basak, 1990;
Majumder, Lahiri, 1990b; Majumder, Pal, Joardar, 1990; Majumder, Pal, 1992;
Majumder, Sen, 1991; Majumder, Ghosal, 1993; 1994; Yamaki et al, 1993;Bai et al,
1996; Majumder, Barnerjee, Sen, 1996; Anuradha, Rao, 1998; Estrada, Toscano,
Mata, 1999; Majumder, Pal, Majumder, 1999; Majumder, Sen, Banerjee, 1999;
Honda, Yamaki, 2000; Majumder, Sen, Majumder, 2001; Manako et al, 2001;
Herndndez-Romero et al, 2004; Leong , Harrison, 2004).
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O estudo quimico de 26 espécies pertencentes aos géneros Dendrobium,
Bulbophyllum, Coelogyne, Pholidota, Anthogonium, Arundina, Epidendrum, Calanthe
e Aerides levou ao isolamento de quatro derivados fenantrénicos (coelogina - 150,
coeloginina - 151, imbricatina - 152 e flacidina - 153), dentre os quais, 0s mais
freqientemente isolados foram imbricatina e flacidina. Entretanto, esses dois
compostos foram encontrados somente nas espécies das subtribos Coelogyninae,

Dendrobiinae e Bulbophyllinae (Veeraju et al, 1989).

OR1

(150) R1 = Me, R2=0H, R3=H, R4=0Me, R5=H,
(151) R1=Me, R2=0H, R3=H, R4=0Me,R5=0

(152) R1=R3=R4=H,R2=0Me, R5=H,

(153) R1=Me,R2=0H,R3=R4=H,R5=H,
OR3

Fisch et al (1973) demonstraram que o orquinol (154), isolado de Orchis
militaris e, loroglossol (155), isolado de Loroglossum hircinum, possuem atividade

antifungica contra Candida lipolytica a 100 ppm.

R1 R2
OMe
(154) R1=H; R2=0OH
O‘ (155) R1=0H; R2=H
MeO

Spiranthes sinensis var. amoena € uma orquidea usada popularmente na
Tailandia e na China para o tratamento de hemoptises. O extrato das raizes dessa
espécie apresentou atividade citotoxica em células HelLa-S3 e seu fracionamento
levou ao isolamento de oito dihidrofenantrenos, dos quais somente o espirantol A
(156) demonstrou ser ativo (Clsp 10,8 ng/mL) (Tezuka, Ueda, Kikuchi, 1989). Lee et
al (1995) isolaram dois fenantrenos, 4,7-dihidroxi-2-metoxi-9,10-dihidrofenantreno
(157) e denbinobina (158), das partes aéreas de Dendrobium nobile. Estas duas
substancias demonstraram atividade citotéxica em trés linhagens celulares
humanas: carcinoma de pulméo (A549), adenocarcinoma de ovério (SK-OV-3) e
leucemia promielocitica (HL-60). Porém, somente a primeira aumentou o tempo de
vida de camundongos portadores de sarcoma da linhagem P180 quando

administrada na dose de 20 mg/kg.
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HO
HO
o)
HO OMe
. OMe
/ MeO O HO

(156) (157) (158)

Coelonina (159) e o 3,7-dihidroxi-2,4-dimetoxifenantreno (160) foram isolados
do extrato MeOH/CHCI; das partes aéreas de Scaphyglottis livida em estudo
biomonitorado por ensaios de inibicdo da contracdo em ileo de ratos. Esses dois
derivados fenantrénicos apresentaram atividade espasmolitica, o que confirmou o
uso medicinal dessa espécie pelos indios do México para se evitar o aborto (Estrada
et al, 1999).

MeO R1

HO OQO R2  (159)R1=H, R2=OH

(160) R1 = OH, R2 = OMe

Maxillaria densa, uma orquidea epifita amplamente distribuida no México e na
Guatemala, é utilizada popularmente para o tratamento de dor de estdmago
(Hernandez-Romero et al, 2004). O fracionamento biomonitorado do extrato
CHCI3/MeOH para atividade fitotoxica contra Amaranthus hypochondriacus (caruru)
levou ao isolamento de eriantridina (161) e gimnopusina (162) que, apresentaram
também, atividade citotoxica frente a células de mamiferos em ensaios in vitro

(Valencia-Islas et al, 2002).

MeO
MeO OMe MeO OMe

(161) (162)

Ja flavidina (163), isolada de Coelogyne flavida, Pholidota articulata e
Otochilus fusca (Majumder et al, 1982), apresentou atividade antioxidante em varios
ensaios in vitro. Sua agéo antioxidante foi relacionada com sua habilidade de doar
hidrogénio, ou seja, de sua de capacidade produzir espécies mais estaveis que nao

iniciam ou propagam a oxidacao lipidica (Jayaprakasha et al, 2004).

70



(163)

Estruturas bi-biciclicas e bi-triciclicas também sdo encontradas em espécies
dessa familia. O fracionamento de Dendrobium thyrsiflorum forneceu dentirsina
(164), dentirsinol (165) e dentirsinona (166) que demonstraram atividade citotoxica
contra linhagens de células tumorais (Hela, K-562, MCF-7) em concentracdes que
variam de 0,45 uM a 18,1 uM (Zhang et al, 2005).

OH OMe

MeO

MeO

(166)

No Brasil ndo existe uma tradicao no estudo fitoquimico de orquideas. Reis et
al (2000) publicaram um estudo sobre a composi¢cao quimica de resinas e 6leos de
Oncidium pubes. Constataram que o mecanismo de polinizacdo esta baseado na
atracdo e recompensa dos visitantes florais e que os componentes dos 0Oleos das
flores séo di e triacilglicerdis, nos quais o glicerol esta esterificado com um ou dois
residuos de acido acético e um &acido graxo. Posteriormente, este mesmo grupo
publicou o isolamento de um novo diacilglicerol, denominado oncidinol (167) (Reis et
al, 2003).
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3.7 O género Habenaria

O género apresenta cerca de 600 espécies que se distribuem por quase todos
0s paises tropicais do globo (Pio Corréa, 1984). De acordo com Pabst , Dungs
(1975) o Brasil possui cerca de 165 espécies das quais a maior parte habita,
preferencialmente, terras Umidas e alagadicas e, portanto, sdo raramente

encontradas nos campos secos (Pio Corréa, 1984).

O cerrado quando comparado diretamente com a Mata Atlantica €
efetivamente pobre em orquideas (Pabst, 1971). No entanto, os campos rupestres
apresentam grande quantidade de orquideas, rivalizando com &reas de Mata
Atlantica quando confrontado com as matas ciliares. O principal centro de
diversidade de Habenaria no Brasil € o cerrado, destacando-se a Serra do Cipo,
regido do planalto central cuja vegetacdo é dominada pelos campos rupestres,
entremeados por areas de cerrado, mata ciliares e brejos (Batista, Bianchetti, 2003;
Barros et al, 2004).

Poucas espécies do género Habenaria apresentam valor ornamental pois
suas flores sdo, em geral, sem realce, pequenas e de cor verde-amarelada ou
amarelas. Além disso, seu cultivo é dificil e como conseqiiéncia, os trabalhos sobre

0 género baseiam-se em estudos botanicos (Pio Corréa, 1984).
Um levantamento bibliografico realizado no banco de dados “Natural Products
Alert” (NAPRALERT, 2005) descreve o0 uso popular de diversas espécies de

Habenaria (Tabela 6).

Tabela 6 - Uso popular de espécies do género Habenaria

Espécie Uso popular como/ contra Parte usada
Habenaria bracteata afrodisiaco toda a planta ou raizes
Habenaria buchneroides disenteria toda a planta
Habenaria commelinifolia anti-hemorragico, dor reumatica toda a planta/ raizes
Habenaria conopsea antiepilético sementes
Habenaria constricta contraceptivo toda a planta
Habenaria densa alimento tubérculos

Fonte: NAPRALERT, 2005.
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Entretanto, a literatura cientifica € escassa quando se refere as triagens para
atividades biolégicas desse género. Benoit et al (1976) demonstraram que o extrato
etandlico de Habenaria psychodes foi inativo para atividade antiinflamatéria a 100
mg/kg, em ensaio de edema de pata induzido com carragenina. Outro estudo de
triagem revelou que o extrato etandlico das partes aéreas de Habenaria dilata
também foi inativo em ensaio de atividade tumoral contra leucemia murina linfocitica
(P388) em camundongos (400 mg/kg), em ensaio para atividade citotéxica usando
linhagem de carcinoma de nasofaringe humano (KB) e em estudos de alimentacao
de insetos (Steermitz et al, 1981). Por outro lado, Desta (1994) descreveu as
atividades contraceptivas (dose de 0,12 mg/kg) e de estimulacdo da contracao
uterina (dose de 20 mg/mL) do extrato etandlico das raizes de Habenaria sp. em

ensaios com ratos.

Habenaria petalodes Lindl. (Figura 5) é uma monocotileddnea que se
encontra distribuida no Brasil e Paraguai. No Brasil, é encontrada nos estados do
norte, nordeste, centro e sudeste (Bahia, Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Minas
Gerais, Para, Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Sergipe). E uma
espécie terrestre que ocupa uma grande variedade de habitats, que vado desde
campos abertos até florestas de galerias. Pode-se adaptar em locais com elevada
pertubacdo humana e é frequentemente encontrada nas margens de rodovias. As
flores sdo completamente verdes e tém um forte cheiro a noite. O florescimento em
Minas Gerais ocorre no final da estacdo chuvosa e comeco da estacdo seca
(principalmente em marco e abril), mas espécimes florescentes sdo também

encontradas de janeiro a junho (Batista et al, 2004).

Habenaria pelatodes possui varios sindbnimos tais como Habenaria autumnalis
Poeppig & Endlicher, Habenaria odontopetala Reichenbach, Habenaria garberi
Porter, Platanthera garberi (Porter) Chapman, Platanthera herzogii Schlechter,
Habenaria tetrodon Kraenzlin, Habenaria strictissima Reichenbach, Habenaria
dentifera C. Schweinfurth e € mais conhecida como Habenaria floribunda Lindley
(Club Peruano de Orquideas, 2005). Porém, ndo foram encontrados relatos sobre o

seu nome popular e usos etnobotanicos no Brasil.
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Figura 5 - Partes aéreas de Habenaria petalodes.

Fonte: Betania Barros Cota

O levantamento bibliografico realizado demonstrou que, até o momento,
existe somente o relato sobre o isolamento de um éster fendlico, habenariol (170),
do extrato diclorometanico de H. repens, responsavel pela protecéo da planta contra

0 ataque predatoério de herbivoros (Wilson et al, 1999).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Lentinus strigosus (Schwein) Fr.

4.1.1 lIsolamento do fungo

O isolado Lentinus strigosus (Schwein) Fr. (CCB178) foi obtido da “Colecéao
de Culturas de Basidiomicetos (CCB)” do Instituto de Botanica de Sao Paulo, Brasil e
mantido no Setor de Biotecnologia e Tecnologia Quimica do Centro Tecnologico de
Minas Gerais (CETEC), Brasil.

4.1.2 Cultivo do fungo

Os pré-inoculos das culturas dos fungos foram preparados assepticamente
transferindo-se trés discos de 5 mm de diametro da cultura obtida em meio extrato
de malte em &gar para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL de meio
extrato de malte liquido (extrato de malte a 1,5%, peptona a 0,1% e glicose a 1,5%).
Os frascos foram agitados a 150 rpm, a 28°C por cinco dias. Os contetudos dos
frascos dos pré-inéculos foram transferidos para 4 frascos Erlenmeyer contendo 100
mL de meio extrato de malte liquido e incubados a 28°C por nove dias. Os frascos

foram congelados (-20°C) até a extracao.

Uma producdo em larga escala da cultura foi realizada em 4 litros de meio
extrato de malte liquido (extrato de malte a 1,5%, peptona a 0,1% e glicose a 1,5%)
em fermentador automatico (Microferm New Brunswick Scientific) a 150 rpm, 28°C,
taxa de aeracao de 3 litros/minuto, durante 9 dias, no Departamento de Fisiologia e
Biofisica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas

Gerais.

4.1.3 Extracao

As culturas obtidas foram descongeladas a temperatura ambiente e a
biomassa micelial foi separada do meio liquido por filtracdo a vacuo. O meio liquido
foi extraido com 5 x 30 ml de acetato de etila para cada 100 mL de meio liquido. A
fracdo organica foi seca sobre sulfato de sodio anidro e o extrato concentrado em
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evaporador-rotatério (Buichi modelo R-114), sob pressao reduzida, em temperaturas
inferiores a 45° C. O solvente residual foi removido em centrifuga a vacuo (Thermo
Savant SC 250), obtendo-se 0,135 g e 2,29 g de extratos brutos provenientes,
respectivamente, do cultivo em Erlenmeyer (400 mL de meio) e fermentador

automético (3800 mL de meio).

Para a realizacdo dos ensaios biologicos, solugbes estoques dos extratos
brutos de 10 mg/mL foram preparadas em dimetilsulféxido (DMSO) e estocadas a -
40°C.

4.2 Habenaria petalodes Lindl.

4.2.1 Coleta e identificacao

A espécie vegetal, coletada em 13/04/2004 na Estacdo Ecoldgica do Campus
da UFMG, foi identificada e herborizada pelos professores Julio A. Lombardi e Jodo
Renato Stehmann, do Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Biolbgicas
(ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Uma exsicata (BHCB
88339) encontra-se depositada no herbéario do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG.

4.2.2 Preparo dos extratos

A primeira coleta da planta foi realizada na Estag¢édo Ecologica do Campus da
UFMG. A planta inteira foi lavada em agua corrente, seca em temperatura ambiente
e reduzida a pequenos fragmentos com auxilio de uma tesoura. A extracdo foi
realizada por maceracdo com etanol até esgotamento do material vegetal. As
solucdes obtidas foram concentradas em evaporador rotatério, em temperatura

inferior a 40°C e o solvente residual eliminado em centrifuga a vacuo.

A segunda coleta de H. petalodes foi realizada na Reserva Particular do
Santuario do Caraca. Espécimes da planta inteira foram secas em estufa ventilada a
temperatura de aproximadamente 40°C e submetidas a moagem em moinho de

facas antes de se realizar a maceragéo com etanol.
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4.3 Métodos cromatograficos

4.3.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

4.3.1.1 Placas para cromatografia em camada delgada

Para cromatografia em camada delgada foram utilizadas placas de silica gel
60 F2s4 sobre folha de aluminio (Merck) e silica gel 60 lavada com acido sobre

poliéster (Sigma).

4.3.1.2 Reveladores para cromatografia em camada delgada

As revelacdes cromatograficas foram feitas por irradiacdo com luz ultravioleta

(254 e 366 nm) em cabine de UV, lampada Camag e/ou com as seguintes solucoes:

Vanilina-H,SO4 (Wagner, Bladt, Zgainski, 1984)

Este reagente foi preparado misturando 0,5 mL de anisaldeido com 10 mL de
acido aceético glacial, seguido da adicdo de 85 mL de metanol e 5 mL de acido
sulftrico concentrado. As placas foram entdo aquecidas a 100°C por 5-10 min e

avaliadas no visivel.

Difenilboriloxietilamina-polietileno glicol - NP/PEG (Wagner, Bladt, Zgainski,
1984)

As placas foram borrifadas, sequencialmente, com solucdo de
difenilboriloxietilamina a 1% em metanol e solugdo de polietileno glicol-4000 a 5%

em etanol. As placas foram avaliadas no ultravioleta em 365 nm.

4.3.2 Cromatografia em coluna aberta (CC)

Como fase estacionaria utilizou-se silica gel 60 (Merck). Diferentes sistemas
de eluentes contendo solventes das marcas Aldrich, Grupo Quimica, Merck e

Quimex foram utilizados como fases méveis (Tabela 7).
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Tabela 7 - Condicfes utilizadas para fracionamento e purificacdo em cromatografia

em coluna aberta

Origem/ material Malha Diametro x Comprimento | Solventes ou misturas

L. strigosus - 200-400 500 x 30 mm DCM/MeOH

Extrato bruto

L. strigosus - 70-230 5x 30 mm DCM, DCM/MeOH,
Subgrupo 2a MeOH
H. petalodes - Fr 200-400 47 x 350 mm HEX/Et,O, HEX/Et,0O e
DCM MeOH

4.3.3 Cromatografia liqguida de alta pressao (CLAE)

As analises e separacdes em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
foram realizadas utilizando solventes da Merck, Em Science e Mallinckrodt. As
andlises em escala analitica foram realizadas em cromatégrafo liquidos de alta
eficiéncia Shimadzu, constituido de injetor manual, detector com arranjo de diodos
modelo SPD-M10A e bomba modelo LC-10A. Todas as andlises foram realizadas
utiizando um fluxo de 1 mL/min. Para fase reversa foi utlizada coluna
octadecilsilano (Shimpack - Cig, 5 um, 4,6 x 250 mm, d.i. e para fase normal em
coluna de silica gel (Shimpack - Si, 5 um, 4,6 x 250 mm, d.i.). As separacdes em
escala semi-preparativa foram realizadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia
Shimadzu, constituido de injetor manual, detector UV monocroméatico modelo SPD-
102, bomba modelo LC-8A e fluxos de 8,0 a 10,0 mL/min. As purificacbes em fase
normal foram realizadas em coluna de silica gel (Shimpack - Si, 5 um, 20 x 250 mm,
d.i) com misturas de diclorometano em metanol e em fase reversa em coluna de
octadecilsilano (Shimpack Cig, 5 um, 20 x 250 mm, d.i) ou de octilsilano (Asahipack,

Csg, 5 um, 10 x 250 mm, d.i) com misturas de metanol ou acetonitrila em agua.

As andlises em escala analitica para comparacdo da substancia VII com a
substancia de referéncia foram realizadas em coluna de fase reversa (Shimpack 5
um, 4,6 x 250 mm, d.i.) em cromatégrafo Shimadzu com detector de arranjo de
diodos. A substancia VII e a substancia de referéncia (isoquercitrina) foram
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preparadas na concentracdo de 1 mg/mL em mistura de MeOH/ H,O (1:1) e diluidas
20 vezes em H,0O, obtendo-se solugbes a 50 ug/mL. Aliquotas de 50 uL da
substancia VIl e da substancia de referéncia foram injetadas, separadamente e apos
a mistura do mesmo volume das mesmas. A eluicéo foi realizada em gradiente linear

de 30% a 70% de metanol em agua durante 20 min.

4.3.4 Cromatografia em contra-corrente de alta velocidade

Para cromatografia centrifuga em contra-corrente com alta velocidade utilizou-
se o0 aparelho Pharma-Tech modelo 1000, composto de trés bobinas de
politetrafluoroetileno (PTFE com diametro interno de 1,6 mm) com capacidade para
350 mL, uma bomba Shimadzu modelo LC-8A e coletor automatico Advantec
modelo SF-2120. A coluna foi recheada com a fase aquosa superior do sistema de
solventes cloroférmio/metanol/agua (2:1:1 v/v) e a fase organica inferior foi
bombeada no sentido cabeca-cauda da coluna, com fluxo de 2 mL/min e velocidade
de revolucéo de 1000 rpm. Apds o equilibrio hidrodinAmico, a amostra (subgrupo 7 -

L. strigosus) foi injetada em um “loop” de 3 mL.
4.3.5 Filtracdo em gel de Sephadex LH-20

A fracdo aquosa proveniente do extrato etandlico de H. petalodes foi
fracionada em coluna aberta de vidro (30 x 470 mm, d.i.) preenchida com gel de
Sephadex LH-20 (Pharmacia) em mistura de MeOH/H,O (1:1). A coluna foi eluida
com MeOH/H,0 (1:1) e fracbes de 10-20 mL coletadas.
4.3.6 Extracdo em fase sélida (FS)

As extracbes em fase solida foram realizadas em cartucho Sep-Pak Cig

(Waters, modelo Classic), previamente ativados com metanol e posteriormente preé-
condicionados com H,0.
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4.4 Métodos fisicos

4.4.1 Pontos de fusao (PF)

Os pontos de fusédo foram medidos em aparelho Electrothermal e ndo foram
corrigidos.

4.4.2 Rotacdes Oticas

As rotacdes Oticas foram medidas em polarimetro Perkin-Elmer 341 (25°C,
lampada de Na , 589 nm), no Departamento de Quimica, do Instituto de Ciéncias
Exatas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.4.3 Espectros no ultravioleta (UV)

Os espectros no ultravioleta-visivel foram registrados em espectrofotdmetro
Beckman DU® Série 600 do Laboratério de Imunologia do Centro de Pesquisa René
Rachou e em detector com arranjo de diodos acoplado a cromatografo liquido de
alta eficiéncia. As amostras analisadas foram dissolvidas em metanol (grau HPLC,
Em Science), obtendo-se solugbes nas concentracbes de 1-2%. Os aditivos
utililzados (AICl3, HCI, NaOAc, H3BO3) foram preparados de acordo com Mabry,
Markham, Thomas (1970).

4.4.4 Espectros no infravermelho (V)

Os espectros no infravermelho foram registrados no espectrofotdbmetro
Shimadzu modelo FITIR-8400, em plastilhas de KBr.

4.4.5 Espectros de massa (EM)
Os espectros de massas por impacto eletronico (IE) e “electrospray” (IES)

foram obtidos, respectivamente, em espectrofotbmetro Shimadzu QP5050A e em

espectrofotometro Thermo Finnigan LCQ-Advantage.
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4.4.6 Espectros de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN foram registrados em aparelho Brucker DRX-400, do
Departamento de Quimica da UFMG. Os solventes deuterados das marcas Sigma
Aldrich e Merck foram utilizados para obtencdo dos espectros de RMN. Como
referéncia interna, utilizou-se tetrametilsilano em todos os experimentos. Os

espectros foram medidos nos seguintes solventes:

Terpenodides CDCl;
CD3OD

Flavonoides CD3s0D
Piridina-ds

Derivados do acido succinico e mélico CDs;0D

4.7 Ensaios biolégicos

4.7.1 Ensaio bioquimico in vitro de inibicdo da enzima recombinante

tripanotiona redutase de Trypanosoma cruzi

Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Quimicas de Produtos
Naturais do Centro de Pesquisas René Rachou, como parte do trabalho de
doutorado e coordenacdo do Dr. Carlos L. Zani. Foi utilizado um ensaio
colorimétrico em microplacas de 96 pocos que se baseia na inibicdo da tripanotiona
redutase (TR), uma flavoenzima que catalisa a reducédo dependente de NADPH, da
tripanotiona (TS), (Bachem®). (Fairlamb et al, 1985; Hamilton et al, 2003). A
enzima tripanotiona redutase recombinante foi purificada de Escherichia coli
(Borges et al, 1995) e gentilmente cedida pelo prof. Fairlamb, da Divisdo de
Quimica Bioldgica & Microbiologia Molecular da Universidade de Dundee, Escdcia.
Apoés a adicdo da amostra (10 pg/mL), uma mistura de 200 uL contendo tampéo
(HEPES 40 Mn, EDTA 1Mm, pH 7,5), tripanotiona (0,80 uM), NADPH (0,12 mM) e
TR (20,5 mU/mL) foi transferida para cada poco. A placa foi incubada por 30 min a
30°C em leitor de microplacas (VERSAMAX®) e depois da adicdo de 25 uL de
reagente de Ellman a 500 uM (DTNB - &cido 5,5'-bisditio-2-nitrobenzdico), a leitura
foi realizada no modo cinético em 412 nm, medindo-se a inclinacdo da curva
(60D/st). Em paralelo, foram realizados controles positivos, adicionando-se

clomipramina (6,5 uM) como inibidor da TR e controles sem a droga (negativos). Os
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resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo da enzima em relacdo aos
controles negativos (Fairlamb et al, 1985; 2003; Hamilton et al, 2003). Foram
considerados positivos 0s extratos e amostras capazes de inibir em pelo menos
50% a atividade da enzima. Cada amostra foi avaliada em triplicata, em trés
ensaios independentes e os calculos da Clsps realizados por software SoftMax
versao 4.0. O software calcula os resultados de percentagem de inibicdo da enzima

conforme a férmula abaixo:

% inibicdo: 100 x (1 - MédiaAbs da amostra/ MédiaAbs controle com enzima)

4.7.2 Ensaio in vitro com formas intracelulares amastigotas de T. cruzi

Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Parasitologia Celular e
Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou, sob a coordenac&o do Dr. Alvaro
J. Romanha. Quatro mil células de fibroblastos de camundongo da linhagem L929
foram semeadas em placas de cultura de 96 pocos e incubadas por 12 h em meio e
condicbes apropriadas. Foram adicionados 10 parasitas de T. cruzi (cepa
Tulahuen), transfectados de modo a expressar o gene da p-galactosidase de
Escherichia coli, por célula (Buckner et al, 1996). Apés um periodo de infeccdo de 2
horas, o meio de cultivo foi, entdo, substituido por 200 uL de meio sem parasitas. O
controle positivo (benzonidazol; Clsgp a 1 ng/mL) e as substancias Il e 1V, isoladas
de Lentinus strigosus , foram adicionadas, em triplicata, 48 horas ap0s a infeccao.
A quantificacdo da atividade enzimética foi realizada em um leitor de ELISA
regulado para 570 nm, 16 a 20 horas apos adicdo de 50 puL do vermelho de
clorofenol-B-D-galactopiranosideo (CPRG). Também foram usados controles com

as células e controles com células infectadas com parasitas (sem a droga).
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4.7.3 Ensaio in vitro com sangue de camundongos infectados com as formas

tripomastigotas de T. cruzi

Estes ensaios foram realizados no Laboratorio de Parasitologia Celular e
Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou, sob a coordenacéo do Dr. Alvaro
J. Romanha. Sangue de camundongo albino suico foi obtido por puncéo cardiaca
durante o pico da parasitemia, isto €, no sétimo dia ap0s a infec¢cdo com a cepa Y
de T. cruzi. O sangue infectado foi diluido com sangue de camundongos normais a
concentracéo de 2 x 10° tripomastigotas/mL. Solucdes estoques das substancias I
e |V, isoladas de Lentinus strigosus (4 mg/mL de DMSO) foram diluidas em sangue
infectado a uma concentracao final de 100 ug/mL. Duas aliquotas de 200 pL foram
transferidas, em triplicata, para microplacas de 96 pocos e as mesmas foram
incubadas a 4°C durante 24 h. Foram usados controles sem a droga e com DMSO
(2,5% v/v). Como controle positivo foi usada violeta de genciana em sua ClLs (7,5
ug/mL). O numero de parasitas foi determinado em microscépio Otico, em 50
campos com aumento de 400 vezes em laminas preenchidas com 5 uL de sangue
proveniente de cada poco. A atividade tripanosomicida foi expressa como a
porcentagem de reducdo do numero de parasitas (lise) comparado ao controle com

o DMSO (Brener et al, 1962), na qual cada amostra foi avaliada em triplicata.

4.7.4 Ensaio com linhagens de células tumorais humanas

Estes ensaios foram realizados pelos técnicos do Laboratorio de Quimicas
de Produtos Naturais do Centro de Pesquisas René Rachou, sob coordenacao do
Dr. Carlos L. Zani. Os testes para atividade citotoxica foram realizados usando o
protocolo descrito por Monks et al (1991), utilizando as linhagens tumorais
humanas UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama) e TK-10 (renal). As suspensdes
celulares foram diluidas de acordo com a linhagem de modo que 100 pL,
adicionado em cada poco de uma placa de 96 pocos possuisse 5000 células MCF-
7, 10.000 células UACC-62 e 15.000 células TK-10. Os indculos foram incubados
por 24 h, a 37°C, para estabilizacdo das células e entdo, foram adicionadas, em
triplicata, as amostras a 20 pg/mL. Apds a incubacdo das células por 72 h em
atmosfera de CO; e 100% de umidade, as células foram fixadas com adicédo de 50
uL de acido tricloroacético a 50% p/v (concentracédo final de 10%) e incubacédo das

placas por 60 min a 4° C. Os sobrenadantes foram descartados e as placas foram
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lavadas 5 vezes com agua. As placas foram secas a temperatura ambiente e em
seguida adicionado 50 pL de sulforodamina B a 0,4% p/v por poc¢o. Apés 10 min, a
sulforodamina néo-ligada foi removida pela lavagem das placas (5 vezes), com
acido aceético a 1% v/v. Depois de secas, o corante foi solubilizado com tamp&o Tris
e as densidades oOpticas lidas em espectrofotometro em 515 nm. As amostras
capazes de inibir a multiplicacdo celular em pelo menos 80% sao consideradas
citostaticas e as capazes de inibir em pelo menos 100% sao consideradas
citocidas. Como controles positivos foram empregados etoposideo (16 ug/mL) e a
colchicina (8 pug/mL). Cada amostra foi avaliada em triplicata, em trés ensaios

independentes e os célculos da Clsgs realizados por software SoftMax versédo 4.0.

4.7.5 Ensaio in vitro de proliferacao de linfocitos de sangue periférico humano

induzida por fitohemaglutinina (PHA)

Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Imunologia Celular e
Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou pela Dra. Elaine M. Fagundes-
Souza. Os ensaios de proliferacdo celular in vitro (blastogénese) basearam-se no
método descrito por Gazzinelli et al (1983). As células foram mantidas em meio de
cultivo completo (CMBLAST) contendo RPMI suplementado com 5% de soro
humano normal AB Rh+, previamente inativado, 1,6% de L-glutamina e 3% da
mistura de antibiético-antimicético (penicilina, estreptomicina e fungisona). A cultura
foi mantida em condi¢cBes estéreis, em placas de 96 pocos de fundo chato. Em cada
poco foram adicionados 100 pL da suspensdo celular contendo 1,5 x 10° células
mononucleares por mililitro de CMBIlast, 2,5 ug/mL de fitohemaglutinina (PHA) e as
amostras em diferentes concentragdes. As placas foram mantidas em estufas de
atmosfera Umida, contendo 5% de CO,, a 37°C por 72 horas. A proliferacao celular
foi avaliada apds adicdo de 20 puL de MTT (5 mg/mL) e incubacao das placas por 4
h, a 37°C. Os sobrenadantes foram removidos e 200 pL de HCIl a 0,04 N em
isopropanol foram adicionados. As absorbancias foram medidas em 590 nm em
espectrofotometro (Jiang, Xu, 2003). Os resultados foram expressos em termos de
percentual de inibicdo ou estimulacédo relativo a proliferacao celular estimulada com
PHA. A dexametasona (10 pg/mL), substancia supressora da proliferacdo de

linfécitos, foi utilizada como controle positivo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO



5 RESULTADOS

5.1 Fracionamento biomonitorado do extrato em acetato de etila obtido do

cultivo do fungo Lentinus strigosus

O extrato em acetato de etila de L. strigosus foi avaliado em diversos ensaios
biolégicos (Tabela 8) e foi selecionado por inibir em 100% a enzima tripanotiona

redutase de T. cruzi a 10 pg/mL.

Tabela 8 - Atividade do extrato em acetato de etila do fungo L. strigosus em

diferentes ensaios bioldgicos

Amostra % de inibicdo da proliferagdo de | % de inibicdo da proliferacao | % de inibigdo da

células tumorais (10 pg/mL) de CMSP® (10 ug/mL) TR® (10 pg/mL)

UACC-62a TK-10a MCF-7a

Extrato bruto 93,5 93,9 60,3 80,5 100,0

? UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mamaria) e TK-10 (renal). ® Células mononucleares humanas do
sangue periférico estimuladas com PHA. ® Tripanotiona redutase de Trypanosoma cruzi. Ensaios

realizados em ftriplicata.

5.1.1 Isolamento das substancias

5111 Escala analitica

100 ug do extrato em acetato de etila, obtido do meio liquido cultivo do fungo
L. strigosus, foram fracionados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
em escala analitica, usando gradiente de 10 a 100% de metanol em agua em 25
min, 100% a 10% de metanol em 5 min, e deteccdo no UV a 210 nm. Foram
coletadas 82 fracbes de 220 yL em microplaca de 96 pogos e o solvente foi
evaporado em estufa a 30°C. O ensaio in vitro com TR foi realizado sobre a
microplaca e permitiu identificar as fragdes do cromatograma (fracdes 5 e 11)
responsaveis pela atividade (Figura 6) e otimizar o fracionamento do extrato em

CLAE em escala semi-preparativa.
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Figura 6 - A: Perfil cromatografico do fracionamento de 100ug do extrato em acetato
de etila de Lentinus strigosus (eluigdo em gradiente de metanol em agua de 10% a
100% em 25 min, 100% a 10% em 5 min, coluna RP-18 (250 x 4,6 mm, d.i.); fluxo 1
mL/min; detecgdo no UV a 210 nm. B: Gréafico da percentagem de inibicdo da
enzima tripanotiona redutase em relagdo ao perfil cromatografico do extrato em

acetato de etila de L. strigosus

5.1.1.2 Escala semi-preparativa

A partir do fracionamento em escala analitica do extrato em acetato etila de L.
strigosus foi possivel padronizar um fracionamento visando o isolamento das
substancias para a obtencdo dos dados espectrométricos para a elucidagao

estrutural.

O perfil cromatografico do extrato bruto em gradiente de acetonitrila em agua
(15% a 100% de acetonitrila em 17 min, 100% a 15% de acetonitrila em 5 min),
utilizando condigdes semelhantes ao do fracionamento em escala analitica (Figura
7), apresentou semelhanga com o perfil em metanol/ agua e foi o método de escolha

para a separagdo dos componentes ativos.
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O fracionamento de 0,512 g do extrato bruto foi realizado em escala semi-
preparativa por fase reversa (Figura 7). Aliquotas de 100 mg do extrato bruto foram
fracionadas em cromatografo Shimadzu, usando gradiente linear de 15% a 100% de
acetonitrila em agua em 34 min e 100% a 15% de acetonitrila em 12 min. O fluxo
utilizado foi de 10 mL/min e a detecgcao foi realizada com espectrofotbmetro UV
regulado para 210 nm e 254 nm. Foram obtidas 14 subgrupos pela separagéo do

extrato orgénico de L. strigosus por CLAE em escala semi-preparativa (Figura 7).

Os subgrupos 2, 5 e 11 foram purificados por CLAE em escala semi-
preparativa utilizando coluna de fase normal (coluna Shimpack prep-Si, 5 um, 20 x
250 mm, d.i.), fluxo de 10 mL/min e deteccdo no UV a 260 nm. Os subgrupos 2 (12
mg) e 5 (202 mg) foram purificadas com mistura de diclorometano/metanol (95:5) e o
subgrupo 11 (22 mg) com mistura de diclorometano/metanol (97:3), no modo
isocratico. Os subgrupos 5 e 11 forneceram as substéancias Il e 1V, respectivamente.
Porém, o subgrupo 2a (5,1 mg) foi purificado por cromatografia em coluna de silica
gel com misturas de polaridades crescentes de diclorometano/ metanol e forneceu

um solido amarelo palido (substancia I).

Os subgrupos 7 e 8, por terem se apresentado como sélidos de coloragao
branca e mesmo Rf em cromatografia em camada delgada de silica gel (CCD),
foram reunidas e recristalizadas em uma mistura de diclorometano/ hexano,

fornecendo a substancia Ill.
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Figura 7 - Fluxograma de fracionamento do extrato em

strigosus em escala semi-preparativa.

acetato de etila de L.
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5.1.1.3 Escala preparativa

Utilizou-se um outro método para isolar as substancias ativas (Il e IV) do
extrato bruto em quantidades suficiente para a realizagdo dos ensaios bioldgicos.
Assim, foram utilizadas a cromatografia em coluna de silica gel (CCS) e

cromatografia centrifuga em contra-corrente de alta velocidade (CCCAV).

Uma aliquota de 1,5 g do extrato obtido do cultivo em fermentador foi
incorporada em 3,0 g de silica e fracionados em coluna de vidro empacotada com 57
g de silica gel, procedendo-se a eluicdo com misturas de polaridades crescentes de

diclorometano e metanol (Tabela 9, Figura 8).

Recolheram-se 238 fracbes de cerca de 10 mL, as quais foram monitoradas
por cromatografia em camada delgada de silica gel. As cromatoplacas foram eluidas
com misturas de diferentes propor¢cdes de diclorometano/ metanol e as manchas
foram visualizadas sob luz UV a 254 nm, ou apds revelacdo com vanilina/acido
sulfurico. As fragbes com perfis semelhantes foram reunidas e concentradas em

evaporador rotatério a 40°C, obtendo-se 13 subgrupos (Tabela 9).

Tabela 9 - Fracionamento do extrato em acetato de etila de L. strigosus por

cromatografia em coluna de silica gel

Subgrupos
FracOes Eluente Volume (mL)
(fracBes referentes)

1-21 DCM (100) 300 1 (1-30)

22-37 DCM/MeOH(99,5:0,5) 200 2 (31-39)

38-58 DCM/MeOH(99,0:1,0) 300 3 (40-44)

59-76 DCM/MeOH(98,5:1,5) 200 4 (45-62)

77-91 DCM/MeOH(98,0:2,0) 200 5 (63-65)
92-121 DCM/MeOH(97,5:2,5) 350 6 (66-69)
122-136 DCM/MeOH(97,0:3,0) 200 7 (70-100)
137-150 DCM/MeOH(96,5:3,5) 200 8 (101-128)
151-188 DCM/MeOH(96,0:4,0) 500 9 (129-183)
189-198 DCM/MeOH(80:20) 100 10 (184-188)
199-208 DCM/MeOH(60:40) 100 11 (189-198)
209-218 DCM/MeOH(40:60) 100 12 (199-218)
219-238 MeOH(100) 200 13 (219-238)

Nota: Volume total de eluentes: 2950 mL. Legenda: DCM, diclorometano; MeOH, metanol.
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O subgrupo 3 forneceu a substancia IV (35 mg). Ja, o subgrupo 7 (0,75 g)
(Figura 8) foi purificado por cromatografia centrifuga em contra-corrente com alta
velocidade (CCCAYV). Setenta e quatro fragdes de 10 mL foram coletadas (Figura 8)
e analisadas por CCD com diferentes proporcdes de diclorometano/metanol. As
manchas foram visualizadas pela mesma técnica descrita anteriormente. As fracdes
24 a 30 foram agrupadas devido a similaridade observada em CCD e forneceram a

substancia Il.

L. strigosus
Extrato bruto 1,5 g

CCS, 57 g de silica gel , malha 200-400, 500 x 30
mm, d.i., DCM—DCM:MeOH—-MeOH
1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
28,7 mg 4,4 mg 158 mg 31,0mg 42,6 999,0 mg 149,2 mg 122,0 mg 60,0 mg 22,2mg 22,7 mg 15,7 mg
CCCAV, 750 mg , CHCI,/ MeOH/ H,0 (2:1:1 v/v) , 1000 rpm , 2 mL/min
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1mg 16,0 mg 6,7 mg 95,0 mg 12,8 mg 11,2 mg 1,1'mg 546,0 mg 15,0 mg 9,0mg 11,3 mg

Substancia Il
546 mg

Figura 8 - Fluxograma de fracionamento do extrato bruto, obtido em fermentador, de

L. strigosus em escala preparativa.
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5.2 Elucidagéo estrutural das substancias isoladas do extrato em acetato

etila de L. strigosus

5.2.1 Substancia l: neopanepoxidol

A substancia | foi isolada como um sodlido amarelo palido, que apresentou
ponto de fusdo de 158-159 °C (lit. 163-166 °C; Kis et al, 1970) e maximo de
absorcéo no ultravioleta, obtido em detector de fotodiodo por CLAE em elui¢do com
gradiente de acetonitrila em agua (pagina 156), em 247 nm (lit. 247 nm em
CH30H/CH,CIy; Kis et al, 1970). Nao foi obtida a sua atividade 6tica.

O espectro no IV (KBr, vmax) de | (pagina 157) revelou a presenga de uma
banda em 3308 cm™, referente ao estiramento de O-H em ligagdo de hidrogénio
intermolecular. As absorcdes em 2900 cm™ e 2862 cm™ foram atribuidas a
estiramento de C—H de carbono alifatico e as bandas em 1600 cm™ e em 1038 cm™
foram atribuidas a estiramento de C=C de dieno conjugado e estiramento de C-O,
respectivamente (lit. 3550, 3450, 1460, 930, 845 cm™, Kis et al, 1970; Silverstein,
1994).

O espectro de massas (pagina 158), obtido por impacto de elétrons (IE 70 eV)
de I, forneceu o pico do ion molecular com m/z 212, consistente com a férmula
C11H1604.

O espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD3;OD) de | (pagina 159) apresentou
multipletos em 6 6,62 e em 6 6,53 que foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos

vicinais H-7 e H-8, respectivamente. A partir dos valores das constantes de
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acoplamento escalar foi possivel estabelecer a correlagao entre o dupleto em 6 4,21
(1H, J = 5,5 Hz) e o dupleto duplo em & 3,96 (1H, J = 5,5; 1,1 Hz). Os simpletos em &
1,79 e 5 1,81, com integral de 6H, foram atribuidos a hidrogénios de grupos metila
referentes aos carbonos C-10 e C-11 (Tabela 10) (Silverstein, 1994). Pela analise do
experimento COSY (*° Jyn) de | (pagina 160), foi possivel confirmar as atribuigdes
anteriores e atribuir os sinais em 6 3,38 (1H, J = 3,5; 2,5; 0,6 Hz) e & 3,28 (1H, J =
4,0; 2,0; 0,6 Hz) aos hidrogénios H-2 e H-3, respectivamente (Tabela 10).

O espectro de RMN de *C (100 MHz, CDs0D) de | (pagina 161) apresentou
sinais correspondentes a 11 atomos de carbono. A partir da analise do subespectro
DEPT-135 (pagina 162) foi possivel determinar a natureza dos carbonos, o que
confirmou a presenca de dois carbonos metilicos, sete carbonos metinicos e de dois
carbonos quaternarios. Alguns carbonos apresentaram deslocamentos quimicos
caracteristicos de ligagdes duplas (5 138,08 e 6 132,92), de carbonos hidroxilados (&
73,20, 6 71,00 e 5 70,90) e de epodxidos (6 57,81 e 5 56,66) (Tabela 10) (Silverstein,
1994).

A andlise do mapa de contornos HMQC ('J cn) permitiu a atribuigdo
inequivoca da maioria dos carbonos protonados (pagina 163). Outros sinais (C-6, C-
9, C-10 e C-11) foram atribuidos por comparagdo com o espectro simulado no
programa ACD40-CNMR (IBM, Versao 3.50) (Silverstein, 1994) porque o

experimento HMBC n&o foi realizado.
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Tabela 10 - Dados de RMN de 'H e de *C para substancia |

Subtancia I?
Posigao

Tipo C° sCe §'"H/M® /3 HZ® COSY (H—H)
1 CH | 71,00 ou 70,90 4,56 sl (w/2 5,5) 3,28; 3,38
2 CH 57,81 3,38 ddd 0,6; 2,5; 3,5 3,28; 4,56
3 CH 56,66 3,28 ddd 0,6; 2,0; 4,0 3,38; 3,96
4 CH | 71,00 ou 70,90 3,96dd 1,1;5,5 3,28; 3,38; 4,21
5 CH 73,20 421d55 3,96
6 C 132,92 - -
7 CH 128,34 6,62 m 6,53
8 CH 121,86 6,53 m 1,79 ou 1,81; 6,62
9 C 138,08 - -
10 CH; 18,04 1,81s 4,56; 6,53
11 CH; 26,74 1,79 s 4,56; 6,53

“ Dados obtidos no presente trabalho (CD3;0D, 400 MHz).
® Atribuida pelo experimento DEPT-135.

° Dados atribuidos pelo mapa de contornos da técnica HMQC.

iM = multiplicidade; d = dupleto; ddd = duplo dupleto duplo; m = multipleto, s= simpleto,

sl= simpleto largo.

¢ J = constante de acoplamento escalar.

A esteroquimica dos hidrogénios nas posi¢cdes 1, 4 e 5 do neopanepoxidol foi

relacionada as epoxiquinonas, de acordo com o proposto por Sekiguchi, Gaucher

(1979), para o isbmeros trans devido aos valores de acoplamento escalar de

pequena distancia (Tabela 11). Propde-se aqui uma configuragdo em barco para o

anel de 6 membros do neopanepoxidol com as hidroxilas das posicoes 1, 4 e 5 em

equatorial, equatorial e axial, respectivamente.

Tabela 11 - Constantes de acoplamento escalar para substancias relacionadas a

epoxiquinonas

Acoplamento escalar Isémero cis® | Isémero trans®
J34 2,5-3,0 1,0-1,4
Jas 25 5,0

%lsémero cis: OH em 4 e epodxido no mesmo plano.” OH em 4 e

epoxido em planos opostos
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5.2.2 Substancia ll: panepoxidona

A substancia Il foi isolada como um 6leo amarelo, que apresentou maximo de
absorcao no ultravioleta, obtido em detector de fotodiodo por CLAE em eluicdo em
gradiente de acetonitrila em agua, em 242 nm (pagina 164) (lit. 242 nm em CHxCl,) e
atividade otica de [a]% - 61,0 (CH2Cl,, ¢ = 0,4) (lit. [a]? - 61,0, ¢ = 0,4, CH,Cl) (Kis
et al, 1970).

O espectro no IV (KBr, vmax) de Il (pagina 165) apresentou uma banda em
3381 cm™ referente ao estiramento de O—H. As absorcdes em 2974 cm™ e 2880 cm”
! foram atribuidas a estiramento de C-H de carbono alifatico e a banda forte em
1682 cm™ foi atribuida a estiramento C=0 de grupo carbonila o,p-insaturada ciclica.
As absorcdes em 1383 cm™ e em 1043 cm™ foram atribuidas, respectivamente, a
deformagéo angular de C—H e a estiramento de C-O de alcool (lit. 3600v O-H, 3400v
O-H, 1680v C=0, Kis et al, 1970; Silverstein, 1994).

O espectro de massas de Il (pagina 166), obtido no modo negativo por
“electrospray”, forneceu o ion quasi-molecular com m/z 209 [M-H], compativel com

a féormula molecular C14H1404.

O espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de Il (pagina 167) apresentou
um duplo dupleto duplo em & 6,70 (1H, J = 3,6 Hz;, 2,5 Hz; 1,3 Hz) cujo
deslocamento quimico € caracteristico de hidrogénio olefinico e foi atribuido ao H-5.
A partir dos valores das constantes de acoplamento escalar foi possivel estabelecer
a correlacao entre o quarteto duplo em ¢ 5,02 (1H, J = 8,8 Hz; 1,3 Hz) e o dupleto
em o 5,29 (1H, J = 8,8 Hz) que foram atribuidos aos H-8 e H-7 e entre o dupleto
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duplo em & 3,46 (1H, J = 3,6 Hz; 1,0 Hz) e o duplo dupleto duplo em 5 3,80 (1H, J =
3,6 Hz; 2,5 Hz; 1,3 Hz) que foram atribuidos, respectivamente, aos H-2 e H-3. Por
fim, o simpleto em & 1,72, com integral de 6H, foi atribuido a hidrogénios de grupos

metila referentes aos carbonos C-10 e C-11 (Tabela 12) (Silverstein, 1994).

A atribuigdo inequivoca destes hidrogénios foi realizada com base na analise
dos mapas de contornos COSY (** Jyn) (pagina 168) que permitiu correlacionar os
sinais em & 5,29 (H-7) com ¢ 5,02 (H-8) e 6 6,70 (H-5) e em & 3,80 (H-3) com 6 3,46
(H-2), 6 4,68 (H-4) e 6 6,70 (H-5) (Tabela 12).

O espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDCls) de Il (pagina 169) apresentou
sinais de carbono caracteristicos de carbonila (6 194,47) e de carbonos metilicos (&
25,90 e 6 18,42). A presenga de carbonos hidroxilados foi identificada pelos sinais
em 6 65,35 e em & 63,16 e de carbonos de epodxido pelos sinais em 6 53,88 e em &
57,71. A andlise do subespectro DEPT-135 (pagina 170) confirmou a presenga de
dois grupos metila, seis grupos metinicos, dois carbonos quaternarios e de uma

carbonila (Tabela 12).

A confirmagao da atribuicdo dos sinais de RMN de 'H e de *C foi feita a partir
da analise do mapa de contornos HMQC ('Jc ) (pagina 171). O mais importante foi
correlacionar os sinais dos carbonos hidroxilados em & 63,16 com & 4,68 (C/H-4) e
em & 65,35 com 6 5,29 (C/H-7) e os sinais dos carbonos da ligagado dupla em &
137,78 com & 6,70 (C/H-5) e em 6 123,68 com 6 5,02 (C/H-8) aos seus respectivos
hidrogénios. Ja, os sinais dos carbonos quaternarios em & 138,98 (C-6/H-2 e H-7) e
em 6 138,26 (C-9/H-7) foram atribuidos pelos valores de J3-J4 adquiridos pelo mapa
de contornos HMBC (*3Jch) (pagina 172; Tabela 12). A estereoquimica da
panepoxidona foi baseada na proposta de Shotewll et al. (2000) que a sintetizaram e

obtiveram a configuracao relativa por analise de raio-X.
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Tabela 12 - Dados de RMN de 'H e de *C para substancia Il

Subtancia II°
Posigao
TipoC® | &8c® §'"HIM® 13 (Hz)® HMBC (C—H) COSY (H—H)

1 c=0 194,47 - 3,46; 5,29; 6,70 -

2 CH 53,88 3,46 dd 1,0; 3,6 3,80 3,80; 4,68

3 CH 57,71 3,80 ddd 1,3; 2,5; 3,6 6,70 3,46; 4,68; 6,70
4 CH 63,16 4,68 sl 3,80 3,46; 3,80; 6,70
5 CH 137,78 6,70 ddd 1,3; 2,5; 3,6 3,80; 5,29 3,80; 4,68; 5,29
6 C 138,98 - 3,46; 5,29 5,02; 6,70

7 CH 65,35 529d 8,8 5,02; 6,70 -

8 CH 123,68 5,02qd 1,3, 8,8 1,72; 5,29 1,72; 5,29

9 C 138,26 - 5,29 -

10/11 CH; |25,90/18,42 1,72's 1,72; 5,02 5,02

Dados obtidos no presente trabalho (CDCls, 400 MHz).

® Atribuida pelo experimento DEPT-135.

° Dados atribuidos pelo mapa de contornos da técnica HMQC.

iM = multiplicidade; d = dupleto; dd = dupleto duplo, ddd = duplo dupleto duplo, qd = quarteto
duplo; sl = simpleto largo.

¢ J = constante de acoplamento escalar.

5.2.3 Substancia lll: 6,7-ep6xi-4(15)-hirsuteno-1,5-diol

H

I 12

A substancia Il apresentou-se como um soélido branco cristalino, com
atividade otica [a]Z+135° (CHCIls, ¢ = 0,5). O espectro no UV-VIS (200-500 nm),
obtido em MeOH (2%p/v), sugeriu que a substancia ndo possui grupos cromoforos e

gue seu maximo de absorg¢ao se encontra na regido do ultravioleta de vacuo (pagina
173).

O espectro no IV (KBr, vmax) de Il (pagina 174) apresentou uma banda em
3390 cm™ que foi atribuida a estiramento de O-H. A natureza alifatica da substancia
foi evidenciada pela presenca das absorcdes em 2939 cm™ e 2858 cm™, atribuidas a
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estiramento de C—H de carbono alifatico e confirmada pelas bandas em 1458 cm™ e
em 957 cm™ e 883 cm™, que foram atribuidas a deformac&o angular no plano e fora
do plano de C-H, respectivamente. A banda em 1666 cm™ foi atribuida a
estiramento de C=C de alqueno e a absorcdo em 1392 cm™ a deformagdo angular
de C-H, enquanto que as bandas em 1222 cm™ e em 1045 cm™ foram atribuidas a
estiramento de C-O (lit. 3398, 1716, 1668, 1463 cm'1, Abate, Abraham, 1994,
Silverstein, 1994).

O espectro de massas de lll (pagina 175), obtido por impacto de elétrons (El
70 eV), mostrou o pico do ion molecular com m/z 250, consistente com a formula
C15H2203.

A andlise do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de lIl (pagina 176),
juntamente com os dados da literatura para o 6,7-epoxi-4(15)-hirsuteno-1,5-diol,
permitiu atribuir os sinais em 6 5,32 (d, 1H, J = 2,2 Hz) e em 6 5,15 (dd, 1H, J = 2,2
Hz; 0,8 Hz) aos hidrogénios olefinicos H-15; e H-15;,. (Tabela 13). Esses hidrogénios
apresentaram correlagbes com o quarteto em 6 4,62 (1H, J = 2,2 Hz), que foi
relacionado ao dupleto em & 3,47 (1H, J = 2,2 Hz), permitindo atribuir esses dois
sinais como sendo os hidrogénios dos carbonos C-5 e C-6, respectivamente. A partir
dos valores das constantes de acoplamento escalar foi possivel estabelecer a
correlagao entre o dupleto em & 3,80 (1H, J = 8,4 Hz) e o dupleto duplo em & 2,03
(1H, J = 12,0 Hz; 8,4 Hz) que foram atribuidos aos hidrogénios dos carbonos C-1 e
C-2. O valor de J = 12,0 Hz do sinal em 6 2,03 permitiu relaciona-lo com o multipleto
em 6 1,13 (1H, J = 12,0 Hz), que foi atribuido ao H-10pB. Pela analise do mapa de
contornos COSY (*° Jun) (pagina 177), observaram-se correlagbes entre o
multipleto referente ao H-10p e os multipletos em H-10a e H-9 e entre o multipleto H-
9 e o dupleto referente ao H-8, confirmando as atribuicdes realizadas através do
espectro de RMN de 'H.
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Tabela 13 - Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de 'H para substancia Il e

comparagao com dados da literatura

6,7-epoxi-4(15)-hirsuteno- N
Substancia lll
Hidrogénio 1,5-diol®
SH|M J (Hz) 5 H M°[In| J(Hz)' COSY (H—H)

H-1 3,81 d 8,5 3,80 d |1H 8,4 2,03

H-2 2,03 | dd 11,0 2,03 dd |1H| 8,4;12,0 2,60; 3,80

H-5 4,63 | m 2,0 4,62 q |1H 2,2 3,47;5,15; 5,32

H-6 348 | d 2,0 3,47 d |1H 2,2 4,62; 5,15

H-8 1,83 | d 9,0 1,82 d|2H 9,0 -

H-9 262 | m 8,0, 11,0 2,60 m | 1H - 1,13; 1,82; 1,85; 2,03
H-10a 1,84 | dd 12,0 1,85 m | 1H - 1,13; 2,60
H-10p8 1,14 | dd 12,0 1,13 m | 1H 12,0 1,85, 2,60
H-12 0,89 | s - 1,05 s |3H - -

H-13 1,05 | s - 0,89 s |3H - -
H-14 1,18 | s - 1,17 s |3H - -
H-15, 533 | d 2,0 5,32 d |1H 2,2 4,62
H-15, 516 | d 2,0 5,15 dd | 1H 2,2 3,47; 4,62

® Dados obtidos por Abate, Abraham (1994), em CDCl; (400 MHz).
® Dados obtidos no presente trabalho, em CDCl; (400 MHz).
°M = multiplicidade; d= dupleto; dd = dupleto duplo; m = multipleto, q= quarteto; s= simpleto.

4J = constante de acoplamento escalar.

O espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDCls) da substancia Ill (pagina 178)
apresentou 15 sinais de atomos de carbono. Por comparacdo com o subespectro
DEPT-135 (pagina 179, Tabela 14) confirmou-se presenca de quatro carbonos
quartenarios, cinco carbonos metinicos, trés carbonos metilénicos e trés carbonos
metilicos. Alguns sinais apresentaram deslocamentos quimicos caracteristicos de
carbonos de ligagao dupla em 6 159,64 e em 3 112,53 e de carbonos hidroxilados em
6 80,96 e em & 74,19.

A andlise do experimento HMQC ('Jc ) (pagina 180) confirmou a atribuicéo
de alguns sinais e permitiu correlacionar os sinais de carbonos hidroxilados em &
80,96 com o sinal ems 3,80 (C/H-1) e em 6 74,19 com o sinal em & 4,62 (C/H-5) e do
sinal de carbono ligado a epéxido 6 63,73 com 6 3,47 (C/H-6) aos seus respectivos

hidrogénios. As posi¢cdes dos grupos metila foram confirmadas com o auxilio do
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mapa de contornos HMBC (**Jch) (pagina 181) que demonstrou manchas de
correlagdes entre C-12/H-10p3 e H-1), entre C-13/H-10p3, H-10a. € H-1 e entre C-14/
H-2. Abate, Abraham (1994),atribuiram aos H-12 e H-13, os sinais em 6 0,89 e em
81,07 no espectro de RMN de 'H. Estes sinais foram correlacionados aos sinais de
carbono em 6 17,5 e & 19,8, respectivamente. Portanto, a atribuicdo desses grupos
por Abate, Abraham (1994) ndo estd em acordo com a analise dos experimentos

bidimensionais (HMQC, HMBC) adquiridos para a substéancia Ill.

Tabela 14 - Dados de RMN de 'H e de *C para a substancia Il

Substancia lll 6,7-epoxi-4(15)-hirsuteno-1,5-diol
Carbono

§'H §1c? Multiplicidade® 5 °ce
C-1 3,80 80,96 CH 81,0
C-2 2,03 55,25 CH 55,2
C-3 - 47,55 C 47,6
C-4 - 159,64 C 159,5
C-5 4,62 74,19 CH 74,2
C-6 3,47 63,73 CH 63,8
C-7 - 75,03 C 75,1
C-8 1,82 30,74 CH, 30,7
C-9 2,60 34,81 CH 34,8
C-10 1,85/1,13 46,36 CH, 46,4
C-11 - 44,22 C 442
C-12 0,89 26,48 CH;3 17,5
C-13 1,05 19,78 CH;3 19,8
C-14 1,17 17,51 CH; 26,5
C-15 5,32/5,15 112,53 CH, 112,5

Dados obtidos no presente trabalho (CDCl3;, 100 MHz).
® Atribuida pelo experimento DEPT-135.
¢ Dados obtidos por Abate, Abraham (1994), em CDCI; (75 MHz).
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5.2.4 Substancia IV: hipnofilina

A substancia IV foi isolada como um 6leo amarelo, que apresentou valor de
atividade otica de [a]?) - 74,0 (CHCIs, ¢ = 0,9) (lit. [a]p?® — 82,9, CHCI3, ¢ = 0,9;
Giannetti et al, 1986) e maximo de absorgdo no ultravioleta, obtido em detector de

fotodiodo por CLAE em eluicdo em gradiente de acetonitrila em agua (pagina 182)
em 238 nm (lit. 234 nm em MeOH, Giannetti et al, 1986).

O espectro no IV (KBr, vmax) de IV (pagina 183) apresentou uma banda em
3443 cm” que foi atribuida a estiramento de O-H. A natureza alifatica foi
evidenciada pela presenca de absor¢cdes em 2937 cm™ e 2870 cm™, referentes a
estiramento de C-H de carbono alifatico. A banda em 1728 cm™ foi atribuida a
estiramento C=0 de grupo carbonila a,pB-insaturada em anel de 5 membros e a
absorcdo em 1636 cm™ foi atribuida ao estiramento C=C de alquenos. As bandas
em 1375 cm™ e em 1115 cm™ foram atribuidas as deformacées angulares de C-H e

estiramento de C-0O, respectivamente (Silverstein, 1994).
O espectro de massas de IV (pagina 184), obtido por impacto de elétrons (El

70 eV), apresentou pico do ion molecular com m/z 248, consistente com a formula
C15H200:s.
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A analise do espectro de RMN de 'H de IV (pagina 185) e os dados da
literatura para a hipnofilina permitiram atribuir os sinais em 6 6,13 (s, 1H) e em 5 5,45
(s, 1H) aos hidrogénios olefinicos H-15; € H-15;,. O simpleto em & 3,43, com integral
de um hidrogénio, foi atribuido ao hidrogénio do carbono C-6 e os demais sinais

foram atribuidos por comparagao com dados da literatura (Tabela 15).

Tabela 15 - Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de 'H para

substancia IV e comparagao com dados da literatura

Hipnofilina® Substancia IV°
Hidrogénio
SH| M J (Hz) s 'H Int| M° J (Hz)°
H-1 3,87 | d 9,0 3,87 1H| d 9,0
H-2 2,14 | dd 9,0; 12,0 2,14 1H| dd 9,0; 12,0
H-6 344 | s - 3,43 1H s -
H-8 1,93 | ABX | 9,0; 10,0; 14,0 1,95 3H| m -
1,84
H-9 265| m 8,0; 10,5 2,64 1MH| m -
H-10a 1,87 | dd 0,2;0,7; 13,0 1,90 3H| m -
H-10p 1,30 | dd 10,5; 13,0 1,23 1H m -
H-12 1,07 s - 1,07 3H s -
H-13 0,89 | s - 0,89 3H s -
H-14 1,31 s 1,30 3H s -
H-15b 546 | s - 5,45 1H s -
H-15a 6,14 | s - 6,13 1H s -

? Dados obtidos por Giannetti et al (1986) em CDCl3 (400 MHz).
® Dados obtidos no presente trabalho, em CDCI; (400 MHz).
°M = multiplicidade; d = dupleto; dd = dupleto duplo, m = multipleto, s = simpleto.

4J = constante de acoplamento escalar.

O espectro de RMN de *C (pagina 186) obtido para a substancia IV (100 MHz,
CDCIs) apresentou sinais de carbonos caracteristicos de carbonila em & 197,60 e de
carbonos de grupos metila em & 17,71, em 5 19,70 e em 3 26,42. A multiplicidade
desses sinais foi atribuida por comparagdo com o experimento DEPT-135 (pagina
187), confirmando a presencga de trés carbonos metilicos, trés carbonos metilénicos,
quatro carbonos metinicos, quatro carbonos quaternarios e uma carbonila (Tabela
16).
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A analise do experimento HMQC ('J ¢ ) (pagina 188) permitiu obter a maioria
das correlagdes heteronucleares 'H-'3C e confirmou a atribuicdo de alguns sinais. O
mais importante foi correlacionar o sinal do carbono ligado a hidroxila em & 81,2 com
o sinal em & 3,87 (C/H-1) e o sinal do carbono ligado ao epdxido em 6 61,10 com &

3,43 (C/H-6) aos seus respectivos hidrogénios (Tabela 16).

As posi¢cdes dos carbonos metilénicos C-8 e C-10 e dos grupos metila foram
confirmadas pela analise do mapa de contornos HMBC (**Jc ) (pagina 189) que
demonstrou manchas de correlagdes entre 6 30,75 com 6 2,64, 6 2,14 e 5 1,23 (C-
8/H-9, H-2, H-10pB), entre & 34,52 com & 2,14, 6 1,95, 8 1,90 e & 1,23 (C-9/H-2, H-8,
H-10a, H-10pB) e entre 6 46,12 com & 1,07 e 6 0,89 (C-10/H-12, H-13). Desse modo,
atribuicdo dos grupos metila para a substancia IV foi diferente da relatada por Abate,
Abraham (1994) (Tabela 16).

Tabela 16 - Atribuigdo dos sinais do espectro de RMN de 'H
e de "*C para substancia IV e comparagdo com

dados da literatura

Substancia IV Hipnofilina®
Carbono

5'H 83c? Multiplicidade® sC
C-1 3,87 81,23 CH 81,2
C-2 2,14 56,13 CH 56,4
C-3 - 45,54 C 45,4
C-4 - 153,73 C 153,8
C-5 - 197,60 C=0 197,7*
C-6 3,43 61,14 CH 61,1
C-7 - 76,04 C 76,1*
C-8 1,95 30,75 CH, 30,8
C-9 2,64 34,52 CH 34,5
C-10 1,90/1,23 46,12 CH, 46,1
C-11 - 44,14 C 441
C-12 1,07 26,43 CH; 17,7
C-13 0,89 19,66 CH; 19,7
C-14 1,30 17,75 CH; 26,4
C-15 6,13/5,45 121,61 CH, 121,6

®Dados obtidos no presente trabalho (CDCl;, 100 MHz).

® Atribuida pelo experimento DEPT-135.

¢ Dados obtidos por Abate, Abraham (1994) (CDCls, 75,5 MHz).
* Dados obtidos por Giannetti et al, 1986 (CDCIz, 100 MHz).
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A configuragde absoluta da hipnofilina foi descrita por Giannetti e et al (1986)
e foi obtida pela similaridade de seu espectro de dicroismo circular com o do acido
complicatico, composto estruturalmente semelhante em que a configuragao absoluta

€ conhecida.

5.3 Atividades biolégicas das substancias ativas isoladas do extrato em

acetato etila de Lentinus strigosus

Foram isoladas quatro substancias do extrato em acetato de etila de L.
strigosus (Figura 9). Duas, neopanepoxidol (I) e panepoxidona (ll), s&o terpendides
de onze carbonos derivados da epoxidona, enquanto que hipnofilina (1V) e seu diol
(Ill) sdo sesquiterpendides da familia hirsutano (Kis et al, 1970; Abate, Abraham,
1994).

6,7-epoxi-4(15)-hirsuteno-1,5-diol Il Hipnofilina IV

Figura 9 - Estruturas das substancias isoladas do extrato em acetato de etila de L.

strigosus.
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Hipnofilina foi previamente isolada de Lentinus connatus (Rukachaisirikul et
al., 2005), L. critinus (Abate & Abraham, 1994) e Pleurotellus hypnophilus (Giannetti
et al., 1986) e sintetizada a partir do esquarato de diisopropila (Geng, Liu, Paquette,
2002). Por outro lado, seu derivado alcodlico (lIl) foi isolado somente do extrato
obtido do cultivo de L. connatus (Rukachaisirikul et al., 2005) e L. crinitus (Abate &
Abraham, 1994). Panepoxidona e neopanepoxidol foram isolados de Panus rudis e
P. conchatus (Kis et al., 1970), enquanto que panepoxidona também foi obtida de L.
conatus (Rukachaisirikul et al., 2005) e L. crinitus (Erkel and Anke, 1996).

As substancias isoladas foram avaliadas, preliminarmente, em trés ensaios
biolégicos a 20 pg/mL. Os resultados dos ensaios biolégicos (Tabela 17)

demonstraram que somente panepoxidona (1) e hipnofilina (IV) sao ativas.

Tabela 17 - Resultados dos ensaios biologicos das substéncias isoladas do extrato

organico de L. strigosus

L ] B ] % de inibicdo da L
% de inibicdo da proliferagéo de células . % de inibicao
o proliferacdo de .
Substancias (20 pg/mL) tumorais b da TR
CMSP
UACC-62° TK-10? MCF-7°2
Neopanepoxidol () 13,5 2,5 3,7 8,8 0,0
Panepoxidona (Il) 100,0 100,0 100,0 87,5 82,0
6,7-epoxido-4(15)-
17,3 2,9 - 1 1 15 010
hirsuteno-1,5-diol (lll)
Hipnofilina (1V) 100,0 100,0 100,0 66,5 100,0

? UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mamaria) e TK-10 (renal). ° Células mononucleares
humanas do sangue periférico estimuladas com PHA. ¢ Tripanotiona redutase de

Trypanosoma cruzi. Os dados foram obtidos em triplicata.

A partir dos resultados preliminares (Tabela 17), somente panepoxidona e
hipnofilina foram avaliadas em ensaios utilizando amastigotas e tripomastigoas
sanguineos de T. cruzi e tiveram seus valores de Clso obtidos para os ensaios de
inibicdo da tripanotiona redutase, de inibigdo do crescimento de formas amastigotas
de T. cruzi, ensaio com células tumorais humanas e células mononucleares do

sangue periférico (Tabelas 18 e 19).
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As substancias Il e IV apresentaram valores de Clsos de 48 uM e 1 uM,
respectivamente, no ensaio de inibicdo da TR (Tabela 18). Panepoxidona e
hipnofilina apresentaram Clsp na mesma faixa de poliaminoguanidinas e
poliaminobiguanidinas sintéticas (Clsos de 0,95 uM e 69,47 uM) (Bi et al., 2006).
Comparando com o controle positivo, clomipramina (Clso de 6,5 uM) (Fairlamb, Fries,
2003), panepoxidona é cerca de oito vezes menos ativa e hipnofilina é cerca de sete

vezes mais ativa.

Bond et al (1999) identificaram o alcaldide lunarina como um inibidor
competitivo e tempo-dependente da TR. A proposta para inativacdo da TR pela
lunarina envolve a formagao de uma ligagao covalente entre o seu grupo amida a.,3-
insaturado e o sitio ativo tidlico (cisteina53) da enzima (Bond et al,1999; Hamilton et
al,2003) (Figura 10). De acordo com Kupchan et al (1970), o grupo exometileno da
hipnofilina sofre facilmente uma reagdo de adi¢do do tipo “Michael” com grupos
tidlicos da cisteina. Portanto, as duas substancias ativas poderiam sofrer o mesmo

tipo de reacéo que a lunarina ja que possuem cetona a,p-insaturada.

k_\ NH
0]
' @ NH
FAD — Q) N\ Z |
—_— —e
S SH - — FAD @ PN ‘)
| | S S
LUNARINA | |
C58 C53
C58 C53
TRIPANOTIONA REDUTASE
0]
o]
N o)
HO
o H,C
HO
OH CH
. H.C *
panepoxidona 3
hipnofilina

Figura 10 - Proposta de mecanismo de inibigao reversivél e tempo-dependente da

TR pela lunarina.
Fonte: Hamilton et al, 2003.

107



Devido aos resultados obtidos nos ensaios bioquimicos de inibigdo da TR,
panepoxidona e hipnofilina foram avaliadas contra as formas amastigotas
intracelulares T. cruzi da cepa Tulahen expressando a [(-galactosidase. No ensaio
contra amastigotas, essas duas substancias apresentaram valores de Clsos de 6,0
uM e 2,5 uM, respectivamente, salientando os resultados positivos encontrados nos
ensaios de inibicdo da TR (Tabela 18). Os valores de Clsy para panepoxidona e
hipnofilina foram préoximos ao do benzonidazol, farmaco utilizado no tratamento da
doenga de Chagas. Drogas com capacidade de inibir a multiplicacdo das formas
amastigotas é clinicamente relevante pois sao as formas do parasita que mantém a
infeccdo ativa na doenga de Chagas e promoverem o rompimento das células

hospedeiras, causando danos aos tecidos e érgaos.

Quando avaliadas a 100 pg/mL, no ensaio in vitro em sangue de
camundongos contendo formas tripomastigotas de T. cruzi, as substancias Il e IV
foram consideradas inativas (Tabela 18) em relacédo a violeta genciana (Clsp a 7,5
pg/mL; 18,3 uM). A falta de atividade dessas duas substancias pode ser devido a
incapacidade de atravessarem as membranas biolégicas, serem rapidamente
metabolizadas pelo hospedeiro ou sofrerem degradagcdo pelos componentes
presentes no sangue. Resultados semelhantes foram encontrados para os analogos
da espermina que inibiram a TR, mas nao foram téxicos para as culturas de
tripanossomas (Fries, Fairlamb, 2003). Os resultados do estudo realizado por
Inchausti e et al (1997) também demonstraram que extratos do filtrado e do micélio
do cultivo de 17 fungos basidiomicetos foram, em geral, inativos a 250 pg/mL em
ensaios contra as formas tripomastigotas de T. cruzi. Além disso, dos sete
metabdlitos secundarios (aleurodiscal, estriatinas A e B, miniopetal E, oosporeina,
naematolina e acido podoscifico) isolados de basidiomicetos e avaliados no ensaio
contra as formas tripomastigotas de T. cruzi, somente naematolina foi capaz de lisar

79% das formas sanguineas de T. cruzi a 250 pg/mL.

Apesar dos resultados encontrados nos ensaios com tripomastigotas neste
trabalho, o0 modelo com a enzima possui caracteristicas adequadas para estudos
biomonitorados, ja que detecta substancias bioativas. Além disso, as atividades de
inibicdo da TR e de inibigdo das formas intracelulares de T. cruzi transgénico séo

pela primeira vez relatadas neste trabalho.
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Tabela 18 - Resultados dos ensaios biolégicos das substancias isoladas do extrato de
Lentinus strigosus nos ensaios de inibicdo da tripanotiona redutase e

ensaios com formas amastigotas e tripomastigotas de T. cruzi

Clso Clsg Lise de
Substancias
TR? Amastigota de T. cruzi ® | Tripomastigotas de T. cruzi °
Neopanepoxidol | nt nt nt
Panepoxidona I 48,5 uM 6,0 uM 9,5% a 476,0 uyM
6,7-Epoxi-4(15)-hirsuteno-
nt nt nt
1,5-diol IlI
Hipnofilina IV 1,0 uM 2,5 uM 36% a 403,0 uM
Clomipramina 6,5 uM - -
Benzonidazol - 3,5 uM ---
Violeta genciana 50% a 18,3 uM

? Tripanotiona redutase de Trypanosoma cruzi. ° Trypanosoma cruzi recombinante
expressando B-galactosidase. ° Formas tripomastigotas sanguineas de T. cruzi. Nt: ndo

testada. Os dados foram obtidos em triplicata.

Estudos prévios tém demonstrado que a panepoxidona apresenta atividade
citotoxica contra células de mastocitoma murino (linhagem P815) (Kis et al., 1970) e
inibe o fator de transcricio NF-xB que regula a expressdao de varios genes
envolvidos na resposta imune, na inflamacao e na sintese de moléculas de adesao
(Erkel, Anke, Sterner, 1996). Hipnofilina apresenta fitotoxica em ensaio usando
coleoptiles de aveia (Avena sp.) (Kupka et al., 1981) e atividade antitumoral em
células asciticas de carcinoma de Erlich a 5 pg/mL (Kupka et al, 1981).
Recentemente, hipnofilina (IV), panepoxidona (Il) e diidrohipnofilina (Il1) foram
isoladas do extrato organico de Lentinus connatus e apresentaram atividade
citotoxica contra as linhagens tumorais (KB — linhagem celular de cancer epidérmico,
BC — linhagem celular de cancer de mama, NCI-H187 — linhagem celular de cancer
de células pequenas de pulmdo e Vero — fibroblastos de rim de macaco)
(Rukachaisirikul et al, 2005). Os resultados preliminares com trés linhagens celulares
demonstram a potencialidade da panepoxidona e hipnofilina com drogas citotéxicas

promissoras no desenvolvimento de farmacos utilizados no tratamento do cancer
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pois exibiram valores de Clsp de 3,2 a 11 uM (Tabela 19), sendo a linhagem de

mama humana (MCF-7) a mais sensivel.

Muitas das drogas citotdxicas utilizadas no tratamento do cancer séao
imunossupressoras. Além  disso, poucos relatos descrevem atividade
imunomoduladora de produtos naturais proveniente de basidiomicetos.
Considerando este fato, as substéncias Il e IV foram avaliadas em ensaio com
células mononucleares do sangue periférico. Essas substancias apresentaram
valores de Clsp de 59 uM e 10,0 uM, respectivamente, inferiores ao da
dexametasona, droga imunossupressora utilizada no tratamento de diversas
enfermidades relacionadas a processos inflamatorios (Tabela 19) (Bradley,
Lichtenstein, 1996). O ensaio com células mononucleares do sangue periférico é
considerado um ensaio preliminar de toxicidade para células de defesa humanas. As
células utilizadas sdo estimuladas com fitohemaglutinina, um mitégeno que tem a
propriedade de se ligar as N-acetilgalactosamina de glicoproteinas expressas nas
superficies das células e, levar a proliferacdo de linfocitos (Tsai et al, 2002).
Panepoxidona e hipnofilina apresentaram um perfil citotéxico in vitro, suprimindo a
resposta imune. Esta resposta supressora pode ser benéfica na doenga de Chagas
na qual a liberagdo de antigenos de T.cruzi pode desencadear uma resposta
inflamatdria. A atividade imunomoduladora desses dois metabdlitos é descrita pela
primeira vez nesse trabalho, demonstrando o potencial como drogas
imunossupressoras, uteis na clinica no tratamento de doengas auto-imunes, no

transplante de 6rgéos e disturbios imunologicos especificos.

110



Tabela 19 - Valores de Clsy das substancias isoladas do extrato de Lentinus
strigosus em ensaios com células tumorais humanas e células

mononucleares do sangue periférico

Clso Clso
Substancias proliferagdo de células tumorais | proliferagdo
UACC-62°] MCF-7% | TK-10° | de CMSP®
Neopanepoxidol | - - - -
Panepoxidona I 6,2 uM 3,2 uM 5,7 uM 5,9 uM
6,7-Epoxi-4(15)-hirsuteno-1,5-diol Il - - -—- -—-
Hipnofilina IV 11,0 uM | 4,2 uM 8,6 UM 10,0 uM
Etoposideo 3,1 uM 3,4 uM 2,0 uyM
Dexametasona - - - 25,4 uM

? UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mamaria) e TK-10 (renal). ° Células mononucleares
humanas do sangue periférico estimuladas com PHA. Os dados foram obtidos em

triplicata.

5.4 Fracionamento biomonitorado do extrato etandlico da espécie vegetal

Habenaria petalodes

A extracdo de 86,0 g de material vegetal fresco das espécimes de H.
petalodes, coletadas Estacdo Ecolégica do Campus da UFMG, forneceu 2,67g de
massa de extrato, enquanto que a extragao de 99,0 g de material vegetal, coletado
na Reserva Particular Santuario do Caracga e previamente seco em estufa ventilada,
forneceu 5,36 g de extrato etandlico. Os extratos brutos de H. petalodes, apesar de
terem sido obtidos de espécimes coletadas em localidades diferentes, apresentaram
perfis semelhantes por CCD (CHCIls/MeOH/H,O 64:50:10) apds revelagdo com
vanilina-acido sulfurico e por CLAE em gradiente de 10-100% de MeOH em 30 min
em coluna de fase reversa e deteccdo no UV em 210 e 254 nm. Também
apresentaram atividade citotoxica de 141% e 99%, respectivamente, em ensaios
com linhagem de células de melanoma humano (UACC-62) e por isso, os extratos

brutos de H. petalodes foram reunidos para o isolamento das substancias.
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5.4.1 Isolamento das substancias

54.1.1 Fracionamento preliminar do extrato etandlico de H. petalodes por

particdo e extracdo em fase solida

Uma porgao de 6,2 g do extrato etandlico foi suspendida em uma mistura de
MeOH/H,O (1:1) com o auxilio de banho de ultra-som e a suspensdo obtida foi
transferida para um funil de separacdo, procedendo-se a particio com DCM. A
fracdo MeOH/H,O foi seca em centrifuga a vacuo, ressuspendida em agua destilada
e semipurificada em cartucho Sep-Pak C1s. A amostra foi aplicada no cartucho com
auxilio de uma seringa, obtendo-se duas fragdes; aquosa (3,9 g), que consiste na
amostra ndo adsorvida em silica quimicamente modificada com grupos octadecila
(RP-18) e, metandlica (756 mg), adsorvida em cartucho e eluida com MeOH (Figura
11).

5.4.1.2 Fracionamento da fracdo diclorometanica por cromatografia em

coluna de silica gel

A fragéo diclorometénica (429 mg) foi cromatografada em coluna de silica gel
sob presséo, procedendo-se a eluigdo com HEX/Et,O (100:0 — 0:100), Et,O/EtOAcC
(90:1) e metanol (Tabela 20). Foram coletadas fracées de diferentes volumes que
foram monitoradas por CCD de silica gel sob luz UV a 254 nm ou apéds revelagao
com vanilina-acido sulfurico. As fragcbes com perfis semelhantes foram reunidas e
concentradas em evaporador rotatorio a 40°C, obtendo-se 10 subgrupos. As fragdes
6-9 foram reunidas e, posteriormente, extraidas em cartucho Sep-Pak C4g, com
misturas crescentes de metanol em agua (10% de MeOH; 30% de MeOH, 50% de
MeOH, 70% de MeOH,100% de MeOH). As fragcbes eluidas com 70% e 100% de
metanol apresentaram atividade citotoxica em ensaios com UACC-62 e foram
submetidas ao fracionamento por CLAE (Cg, 75-95% de MeOH em 10 min, 95% de
MeOH em 10 min, fluxo de 2 mL/min , UV em 230 e 254 nm) (Figura 11). A baixa
recuperagcao da massa injetada ndo permitiu isolar a substancia responsavel pela

atividade.
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Tabela 20 - Fracionamento da fracdo diclorometanica obtida do extrato bruto de H.

petalodes por cromatografia em coluna de silica gel

Subgrupos
Fracbes Eluente Volume (mL)
(fracOes referentes)

1 HEX (100) 700 1(1)
2-3 HEX/Et,0 (90:10) 1600 2 (2-3)

4 HEX/Et,0 (80:20) 800 34)

5 HEX/Et,0 (70:30) 700 4 (4)

6 HEX/Et,0 (60:40) 700 5 (5)

7 HEX/Et,0 (50:50) 200 6 (6-7)

8 HEX/Et,0 (40:60) 600 7 (7-8)

9 HEX/Et,0 (30:70) 400 8 (8)

10 HEX/Et,0 (20:80) 400 9 (9-10)
11 Et,0 (100) 400 10 (11-13)
12 HEX/ActOC (90:10) 200

13 MeOH(100) 200

Nota: Volume total de eluentes: 6900 mL. Legenda: HEX, hexano; Et,0, isopropanol; ActOc, acetato

de etila; MeOH, metanol.

5.4.1.3 Fracionamento das fracdes polares do extrato etandlico de H.

petalodes

A fracdo metandlica foi fracionada em um cromatégrafo semi-preparativo,
empregando coluna de fase reversa Como fase mével utilizou-se gradiente linear de
metanol em agua (MeOH, 10-100% ou MeOH, 30-70%), fluxos de 10 mL/min e
deteccdo com espectrofotbmetro UV regulado para 210 nm e 254 nm. Da eluicéo
com 10 a 100% de metanol em agua foi obtido o derivado do acido malico
glicosilado V (22,5 mg), enquanto que o flavondide VIII (7 mg) foi isolado a partir da
eluicdo com 30 a 70% de metanol em agua. Algumas subfragbes foram purificadas
por CLAE com diferentes misturas de acetonitrila e agua e forneceram as
substancias VI (4 mg), VIl (6 mg) e IX (8 mg) (Figura 11).

A fragdo aquosa (2,7 g) foi submetida a fracionamento por cromatografia em
coluna por exclusdo de tamanho (CCSe) (Figura 11). Para empacotamento da
coluna de vidro (30 x 470 mm, d.i.) foi utilizada uma suspensao de Sephadex LH-20
em mistura de MeOH/H,O (1:1). Uma aliquota de 2 g foi dividida em duas por¢des

de 1 g cada. As porgdes foram ressuspendidas em MeOH/H,O (1:1), aplicadas na
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coluna de Sephadex LH-20 com o auxilio de uma pipeta e eluidas com a mesma
mistura de solventes. As fragdes coletadas (10-20 mL) foram reunidas por analise do
perfil por CCD de silica gel sob luz UV a 254 nm ou apds revelagdo com vanilina-
acido sulfurico e/ou revelagdo com vapor de iodo. Das 24 subfragdes obtidas,
algumas foram submetidas as técnicas de purificagcdo tais como CCS e CCSe,
porém sem sucesso em relagdo a obtengcdo de compostos puros. A fracdo 10
forneceu um sélido amarelo por precipitacdo em uma mistura de MeOH/H,O

(substancia X).
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H. petalodes
Extrato bruto 4,6 g

Partigéo

Fr DCM Fr Aq/MeOH
800 mg 3981 mg

CCS, 430 mg, 47 x 350 mm, d.i.

CLAE, 87 mg, Shim-
1 2 3 4 5 pack prep RP-18, | FrMeOH Fr Aq
87 mg 65 mg 117 mg 51mg 51 mg MeOH-H,0  10:90- | 796 mg
100:0 em 40; 10
_ ; CCSe, 27 \
mL/min, 210 nm CLAE, Shim-pack prep RP-18, e 9
Sephadex LH-20,
MeOH-H,0 30:70-70:30 em )
60" 10 mL/mi 230 29 30 x 470 mm, d.i.,
oarioos nm MeOH-H,0 (1:1),
| | | | subgrupos 24 subgrupos
10
6 7 8 9 10
25mg 51 mg 36 mg 116 mg 221 mg
Precipitado em
/ MeOH-H,0
= Substancia X
100 mg, Extragdo em FS (C18) 7 mg
10% 30% 50% 70% 100% 70:30% 100% 7 13 16 17 27
MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH/DCM DCM MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
7 mg 7 mg 5mg 5mg 35mg 22 mg 9mg 7 mg 7mg 5mg 5mg 35mg
CLAE, Shim-
CLAE, Shim-pack CLAE, Shim-pack pack prep RP-
prep RP-18, ACN- prep RP-18, ACN- 18, ACN-H,0
H,0 10:90 - 20:80 H,0 10:90 - 50:50 5050 - 60:40
em 10’; 20:80-40- em 60’; 10 mL/min, em 405 10
60 EM 50, 10 220 e 254 i
CLAE, Asahipak prep RP-8, mL/min, 210 nm e ;";”‘;‘Jn‘ 200
5 pum (10 x 250 mm, d.i), N
Fracionamento MeOH HZO, 75:25 em 20, Substéncia Substancia Substancia Substancia Substéncia
95:5 em 20’; 2 mL/min, 230
por CLAE 254 nm \Y A Vil Vil IX
nme . 22,5 mg 5mg ) 3 mg 5mg 7 mg
CCSe, 2,7 g, Sephadex
LH-20, MeOH
Fragbes com
massas Substancia
insuficientes n
3 mg

[ Atividade citotéxica (>80%) em ensaio com linhagem celular de melanoma humano (UACC-62)

Figura 11 - Fluxograma de fracionamento do extrato etandlico de H. petalodes.

il



5.5 Elucidacao estrutural das substancias isoladas do extrato etandlico de

H. petalodes

5.5.1 Substancia V: éster 2-isobutil-2-(2,3,4,6-tetracetil-O-glicopiranosil) bis

1,4-[4(B-D-glicopiranosiloxi)benzil] do acido malico (dactilorina acetilada no

anel 2)
e~ Ot
5 OH
OH
3
OH
6 4
5 OH
OH
5

A substancia V foi obtida como uma resina amarela palida e isolada da fragao
metanolica de H. petalodes. Apresentou atividade otica de [a]% - 30,0 (MeOH, ¢ =

0,16) e maximos de absor¢ao no ultravioleta, obtido em detector de fotodiodo por
CLAE (pagina 190), em 224 nm, 269 nm e 276 nm.

O espectro no IV (KBr, vmax) de V (pagina 191) revelou a presenga de uma
banda em 3433 cm™ que foi atribuida a estiramento de O—H. As naturezas alifatica e
aromatica da substancia | foram evidenciadas, respectivamente, pelas absorgbes em
2959 cm™1 e 2874 cm™, referentes a estiramento de C—H de carbono alifatico e pelas
bandas em 1612 cm™ e 1512 cm™, referentes a estiramento C=C de aromaticos. A
banda em 1755 cm™ foi atribuida a estiramento de C=0 de carbonila de éster e as
absorgdes em 1234 cm™, 1072 cm™ e 1042 cm™ foram atribuidas a estiramentos de

C-0 de éster e alcool (Silverstein, 1994).

Os espectros de massas (pagina 192), obtidos por “electrospray” (EM-ES) no
modo positivo para V, registraram picos dos ions quasi-moleculares referentes aos
adutos de sodio com m/z 1079 [M+Na]® e de potassio com m/z 1095 [M+K]",

compativeis com a férmula molecular C4sHgs026. Outros picos referentes aos
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fragmentos de V foram obtidos pelos espectros de massa e as perdas que explicam

a formacgao dos mesmos encontram-se esquematizadas na tabela abaixo.

Considerando os fragmentos (Figura 12), as perdas representadas
esquematicamente na tabela 21, dados da literatura (Yi-Ming , Zhuo-Lun , Yong-Fu,
1993) e analise parcial dos espectros de ressonancia magnética nuclear 1D e 2D,
propbés-se a estrutura da substancia V como sendo o éster 2-isobutil-2-(2,3,4,6-
tetracetil-O-glicopiranosil) bis 1,4-[4(B-D-glicopiranosiloxi)benzil] do acido malico. Os

principais fragmentos estao representados no esquema abaixo.

Tabela 21 - Principais picos registrados nos espectros,
obtidos por “electrospray” no modo positivo,

para a substancia V

Representacdo das perdas Picos (m/z)
[M+Na] 1079
[M+Na - 106] 973
[M+Na - 106 - 162] 811
[M+Na - 106 - 162 - 106] 705
[M+Na - 106 - 162 - 106 - 162] 543
[M+Na - 106 - 162 - 106 - 162 - 172] 371
[M+Na - 106 - 162 - 106 -162 - 190] 353
[M+Na - 106 - 162 - 106 - 162 - 172 - 60] 3N

A partir das perdas e picos do espectros de massas, dados da literatura e
analise dos espectros de ressonancia magnética foi possivel propor explicam a

formagao dos mesmos encontram-se esquematizadas na tabela abaixo
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OH YOH ﬁOH
/ G—OH o
OH H,C OH
h 97 OH H=G—H Y
;OH iOH
0

m/z 162 m/z 106 m/z 190 m/z 172 m/z 60

Figura 12 - Principais fragmentacdes no espectro de massas por

“electrospray” da substancia V.

O espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDs;0D) de V (pagina 193) apresentou
dois sistemas de spins do tipo A2B, em 6 7,30 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 5 7,11 (d, 2H, J =
8,6 Hz) e em & 7,29 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6 7,09 (d, 2H, J = 8,6 Hz). Os sinais em &
0,84e80,77 (d, 3H,J=6,4 Hz),em 6 1,61 (dd, 2H, J = 14,1 Hz; 7,2 Hz) e em § 1,73
(m, 2H) indicaram a presenga de um grupo isobutila. Hidrogénios benzilicos foram
identificados pela presenga de dupletos em 6 5,10 (J = 12,0 Hz) e 6 5,03 (J = 12,0
Hz)eem 6 5,06 (J = 12,0 Hz) e 56 4,91 (J = 12,0 Hz) com constantes de acoplamento
caracteristicos de hidrogénios geminais. Os sinais na regido de 6 4,0 - 5 3,0
apresentaram-se sobrepostos, porém evidenciaram a presenga de hidrogénios dos
agucares. A presencga das unidades glicosidicas foi confirmada pelos dupletos em &
521, 6 493 e em & 4,89, que foram atribuidos a hidrogénios anoméricos. As
constantes de acoplamento relativamente grandes (Jn1-H2 8,0 Hz, 7,8 Hz e 7,7 Hz,
respectivamente) dos hidrogénios anoméricos indicaram configuragcdo [ para as

ligagdes glicosidicas (Tabela 22) (Silverstein, 1994).
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Pela analise do experimento COSY (** Jyn) (paginas 194) foi possivel
correlacionar os sinais da unidade glicosidica da porgao 2-O-(p-D-glicopiranosil pelas
manchas entre os sinais em & 5,21 (H-1"") com 6 4,85 (H-2"), em 6 5,14 (H-3"") com
6 4,85 (H-2"), em 6 4,95 (H-4"") com & 3,23 (H-5") e em 6 4,00 (H-6"g) com & 3,23
(H-5") e 5 3,78 (H-6"a).

A analise do espectro de RMN de C (100 MHz, CDsOD) (pagina 195) e
subespectro DEPT-135 (pagina 196) de V revelou sinais correspondentes a
presenca de carbonos aromaticos (6 159,47 - 56 117,97), seis carbonilas (56 171,53 - &
173,25), seis carbonos de grupos metila, sendo quatro caracteristicos de grupos
acetila, sete carbonos metilénicos e quatro tipos de carbonos quaternarios. Dentre
estes, o sinal em & 81,69 foi atribuido a um carbono alifatico oxigenado. Também foi
possivel identificar trés sinas de carbonos anoméricos em 102,52, 6 102,31 e em &

98,56, 0 que confirmou a presencga de trés agucares (Tabela 22).

A analise dos mapas de contornos HMQC ('Jc 1) (paginas 197 e 198) permitiu
correlacionar os sinais dos carbonos do grupo isobutila em 3 50,23 com & 1,61 (C/H-
5), em & 24,86 com & 1,73 (C/H-6), em 6 23,64 com & 0,77 (C/H-7) e em 6 24,97 com
6 0,84 (C/H-8) aos seus respectivos hidrogénios. Também foi possivel atribuir os
sinais dos carbonos metilénicos vizinhos ao anel aromatico (56 68,11 com 6 5,10 € &

5,03 e 6 67,61 com 5 5,06 e 6 4,91) (Tabela 22).

Os sinais das carbonilas (6 172,53-6 171,55) dos grupos acetila ligados aos
oxigénios das hidroxilas do agucar em 2 foram atribuidos pelas correlagdes entre os
sinais em & 171,61 com 6 4,85 (C=0/H-2"), em & 171,79 com & 5,14 (C=0/H-3") e
em 6 171,55 com & 4,95 (C=0/H-4") adquiridos pela analise do mapa de contornos
HMBC (**Jc ) (paginas 199 e 200).
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Tabela 22 - Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de

substancia V

'H e de C para

Substancia V?

Posigao T(';O 8 ce Hidrogénio 8 H/ M° /3 (Hz)°
C-1 Cc=0 173,25 - -
C-2 C 81,69 - -
C-3 CH; 44,782 H-34 3,04d17,9
H-3g 298d17,9
C-4 C=0 172,06 - -
C-5 CH, 50,23 H-5 1,61dd 7,2/ 14,1
C-6 CH 24,86 H-6 1,73 m
C-7 CH; 23,64 H-7 0,77d6,4
C-8 CH; 24,97 H-8 0,84d6,4
por¢éo 1-O-(4-p-D- porgéo 1-O-(4-D-
glicopiranosiloxi)benzil glicopiranosiloxi) benzil
c-1 CH, 68,11 H-1'a 5,10d 12,0
H-1'g 5,03d 12,0
C-2 C 130,83 - -
c-3.,7 CH 131,66 H-3"7’ 7,30d 8,7
CcC-4'6 CH 118,07 H-4’,6’ 7,11d8,6
C-5’ C 159,51 - -
Gli-1” CH 102,31 Gli-1” 4,93d7,8
Gli-2” CH 78,26 Gli-2” 3,43 m
Gli-3” CH 75,05 Gli-3” 345m
Gli-4” CH 78,09 Gli-4” 3,46 m
Gli-5” CH 71,53 Gli-5” 3,40m
Gli-6” CH, 62,66 Gli-6"5 3,88 dd 2,6/ 12,0
Gli-6"g 3,70 dd 4,6/ 12,0
porgéo 4-O-(4-p-D- porgao 4-O-(4-D-
glicopiranosiloxi)benzil glicopiranosiloxi) benzil
c-1 CH, 67,61 H-1'a 5,06d 12,0
H-1'g 4,91d12,0
C-2’ C 131,06 - -
c37 CH 131,79 H-3',7’ 7,29d8,7
C-4,6’ CH 118,02 H-4',6’ 7,09d 8,6
C-5’ C 159,51 - -
Gli-1” CH 102,52 Gli-1” 489d7,7
Gli-2” CH 78,26 Gli-2” 3,43 m
Gli-3” CH 75,05 Gli-3” 3,45 m
Gli-4” CH 78,09 Gli-4” 3,46 m
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Gli-5”
Gli-6”

porgéo 2-O-(B-D-
glicopiranosil)
Gli-1””
Gli-2””
Gli-3”
Gli-4™”
Gli-5”
Gli-6”

Gli-2"-
Gli-3-C
Gli-4’"-C
Gli-6"’-C=

O
[©)

I
o

I
o

@)

CH 71,49 Gli-5”

CH, 62,69 Gli-6"5
Gli-6"5

porgao 2-O-(B-D-glicosil)

CH 98,56 Gli-1”

CH 72,79 Gli-2”

CH 74,20 Gli-3”

CH 69,66 Gli-4”

CH 72,40 Gli-5

CH, 62,81 Gli-6"a
Gli-6"g

C=0 | 171,61/20,93 Gli-2"’-C=0CHg;

C=0 | 171,79/20,69 Gli-3’-C=0-CHj,4

C=0 | 171,55/20,87 Gli-4"’-C=0-CHj,4

C=0 | 172,53/20,79 Gli-6""-C=0-CHjs

340m
3,89dd 2,2/ 12,0
3,69 dd 5,4/ 12,0

5,21d8,0

4,85dd 7,9/9,7
5,14 dd 1,0/ 9,8
4,95dd 1,0/ 9,8
3,23 dt 3,0/9,9
4,00dd 3,6/ 12,4
3,78dd 2,4/ 12,4

1,95s

1,97 s

2,01s

2,00s

“ Dados obtidos no presente trabalho, em CD3;0D (400 MHz).

® Atribuida pelo experimento DEPT-135.

°Dados obtidos atribuidos pelo mapa de contornos HMQC.

IM = multiplicidade: d = dupleto; dd = dupleto duplo; dt = duplo tripleto; m = multipleto; s = simpleto.

¢J = constante de acoplamento escalar

5.5.2 Substancia VI: loroglossina

—OH
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H —am
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A substancia VI foi isolada da fragcdo metandlica e apresentou-se como um
solido amarelo. O espectro no UV-VIS (200-500 nm), obtido em MeOH (2p%/v)

(pagina 201), apresentou maximos de absor¢do em 221 nm e em 268 nm. Os

valores das bandas sdo semelhantes ao da substancia VI e consistentes com os

maximos de benzenos substituidos (Silverstein, 1994).
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O espectro de massas (pagina 202), obtido por “electrospray” no modo
positivo de VI, registrou um ion quasi-molecular referente ao aduto de sédio com m/z
765 [M+Na]®, relativo a formula molecular C34H4601s € coerente com a estrutura da

loroglossina.

O espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDs0D) de VI (pagina 203) apresentou
sinais de hidrogénios aromaticos (6 7,30 - & 7,07) e sinais caracteristicos de grupo
isobutila em 6 0,80 e 6 0,94 (d, 3H, J = 6,5 Hz cada), em 6 1,68 (m) e em 6 1,91 (m).
Os dupletos em 6 5,08 e em & 4,97, com acoplamento escalar de 11,8 Hz, foram
atribuidos a hidrogénio benzilicos dos carbonos C-1 e o simpleto em & 4,36 foi
atribuido a um hidrogénio isolado de um grupo oximetinico da porgéo tartarica. Os
sinais na regiao entre 6 4,0 - & 3,0, apesar de apresentaram-se sobrepostos, foram
atribuidos a hidrogénios das unidades glicosidicas (Tabela 23). Pela analise do
espectro de correlagdo homonuclear COSY (pagina 195) pdde-se confirmar as

atribuigdes feitas a partir do espectro de RMN de '"H monodimensional (Tabela 23).

O espectro de RMN de *C (100 MHz, CDs;0D) (pagina 196) da substancia VI
revelou sinais caracteristicos de carbonos aromaticos (6 159,53 - & 117,88) e de
carbonilas de ésteres (6 174,87 e 6 172,87). Os sinais em & 81,69 e 77,53 foram
atribuidos a carbonos alifaticos oxigenados. Também foi possivel identificar sinais de
carbonos anoméricos em & 102,52, apesar dos sinais de seus hidrogénios estarem

sobrepostos ao sinal do metanol no espectro de RMN de H.

A atribuicdo de todos os sinais de RMN de *C (Tabela 23) foi baseada na
andlise dos mapas de contornos HMQC ('Jcp) (paginas 206) e HMBC (**Jch)
(paginas 207 e 208) e por comparagao com os dados da literatura foi possivel

identificar a substancia VI como sendo loroglossina (Kizu, Kaneko, Tomimori, 1999).
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Tabela 23 - Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de H para substancia VI

Substancia VI°

Posigéo
5 °ce Hidrogénio 8 H/ M /3 (Hz)®

C-1 174,87 - -

C-2 81,14 - -

C-3 77,53 H-3 4,36 s

C-4 172,87 - 1,91 m

C-5 45,34 H-5 1,68 m

C-6 25,33 H-6 -

C-7 24,72 H-7 0,80d (6,5)

C-8 24,15 H-8 0,94 d (6,5)

porgéo 1-O-(4-D- porgéo 1-O-(4-D-
glicopiranosiloxi)benzil glicopiranosiloxi) benzil
c-r 68,16 H-1'a 5,08 d (11,8)
H-1g 4,97 d (11,8)

C-2 129,54/130,74/131,74 - -
c-3.,7 129,54/130,74/131,74 H-3.,7 7,30d (8,6)
c-4.6 117,82/117,88/117,95 H-4'.6’ 7,12d (8,6)

C-5 159,38/159,53 - -
Gli-1” 102,52 Gli-1” 3,45 m
Gli-2” 75,05 Gli-2” 3,45 m
Gli-3” 78,09/78,29 Gli-3” 3,40 m
Gli-4” 71,54 Gli-4” 3,45 m
Gli-5” 78,09/78,29 Gli-5” 3,89 m
Gli-6” 62,88 Gli-6” 3,71 m

porgao 4-0-(4-D- porgao 4-0-(4-D-
glicopiranosiloxi)benzil glicopiranosiloxi) benzil
c-r 68,16 H-1'a 5,09d
H-1'g 4,98d

C-2 129,54/130,74/131,74 - -
c-3,7 129,54/130,74/131,74 H-3.,7 7,18d (8,8)
c-4.6 117,82/117,88/117,95 H-4'.6’ 7,07 d (8,8)
C-5 159,38/159,53 - -
Gli-1” 102,52 Gli-1” 3,45 m
Gli-2” 75,05 Gli-2” 3,45 m
Gli-3” 78,09/78,29 Gli-3” 3,40 m
Gli-4” 71,54 Gli-4” 3,45 m
Gli-5” 78,09/78,29 Gli-5” 3,89 m
Gli-6” 62,88 Gli-6” 3,71 m

Nota: #°%%¢ |dem tabela 19.
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5.5.3 Substancia VII: quercetina 3-O-B-glicopiranosideo (isoquercitrina)

5
g, CH
. OH
OH
<

O
0@2
HO

A substancia VII foi isolada da fracdo metandlica e apresentou-se como um
sélido amarelo amorfo. Sua analise por CCD de silica gel sugeriu ser um flavondide
em funcdo do aparecimento de uma mancha de coloragdo alaranjada apods
revelagdo com NP/PEG (Wagner, Bladt, Zgainski, 1984).

O espectro de VIl no UV-VIS (200-500 nm) (pagina 209), obtido em metanol
(1%p/v), indicou a presenga um nucleo flavénico devido as absorgbes em 204 nm,
257 nm e 356 nm, tipicas de flavonas e flavondis. A absor¢cdo em 257 nm
corresponde a banda Il (240-280 nm) que caracteriza o anel A e a absor¢gédo em 356
nm corresponde a banda | (300-380 nm) que caracteriza o anel B. A banda Il pode
ser atribuida ao cromoforo benzoila e a banda | ao cromoéforo cinamoila. O valor do
maximo de absor¢ao da banda | possibilita a distingdo entre flavonas (304-350 nm) e
flavondis (328-357 nm), sugerindo tratar-se deste ultimo (Marbry, Markham, Thomas,
1970). A adicdo de NaOH promoveu deslocamento batocrémico das bandas | e |,
indicando presencga de hidroxila fendlica. O deslocamento batocrémico da banda |
sem decréscimo da sua intensidade, indicou a presenga de grupo OH em C-4’. A
adicado de AICI; provocou deslocamento batocrémico da banda | em relacéo a curva
em MeOH, sugerindo a presenca do sistema orto-diidroxi. A presenca de hidroxila
quelatogénica em C-5 foi indicada pelo deslocamento batocromico da banda Il e
confirmada pela nédo regeneragao da curva com adi¢gao de AICIs/HCI. A adi¢cao de
NaOAc provocou deslocamento batocrémico de ambas bandas, o que indicou a
presenca de hidroxilas livres de carater acido acentuado em C-4’ e em C-7. A adi¢ao
de NaOAc/H3BO3; promoveu o deslocamento batocromico das bandas | e confirmou

a presenca do sistema orto-diidroxi (Marbry, Markham, Thomas, 1970).
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O espectro de massas de VII (pagina 210), obtido por *“electrospray”,
apresentou ion quasi-molecular com m/z 487 [M + Na]*, no modo positivo e, um ion
quasi-molecular com m/z 463 [M-H], no modo negativo, relativos a formula
molecular Cz1H20012. Foi também possivel identificar o fragmento com m/z 325

correspondente a aglicona com sédio [(M + Na) - 162 ]".

O espectro de RMN de "H (400 MHz, CDs;OD) da substancia VII (pagina 211)
apresentou sinais de impurezas na regiao de 6 2,70 - 6 0,87. A substancia foi
purificada por CCSe e obteve-se outro espectro sem grandes modificagdes nesta
regido. Entretanto, a analise dos sinais de RMN de 'H permitiu identificar um sistema
ABX de deslocamentos de hidrogénios aromaticos em 6 7,73 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-
2’), 56 7,60 (1H, dd, J = 2,0/ 8,7 Hz, H-6") e 5 6,89 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-5') devido a
uma dissubstituicdo 3’,4" do anel B e um sistema de spins AB indicando um
acoplamento meta para o anel A (6 6,41, 1H,d, J =2,0 Hz, H-8 € 6 6,24, 1H, d, J =
2,0 Hz, H-6). Um dupleto em & 5,27 foi atribuido a hidrogénio anomérico e o valor da
sua constante de acoplamento escalar (J = 7,6 Hz) indicou uma posi¢ao axial do
hidrogénio do agucar, ou seja, orientagao  da ligacéo glicosidica (Silverstein, 1994).
A presencga da unidade glicosidica foi confirmada pelos sinais na regiao de 6 4,06 a 6
3,30, que apresentaram-se sobrepostos, impossibilitando a atribuicdo dos mesmos
(Tabela 24).

O espectro de RMN de "*C (100 MHz, CD;0D, CDCl;, DMSO-ds) (pagina 212)
da substancia VII também apresentou sinais de impurezas. As atribuicdes dos
atomos de carbono desse espectro foram feitas com base nos dados publicados na

literatura para a isoquercitrina (Glvenalp, Demirezer, 2005).
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Tabela 24 - Atribuigdo dos sinais do espectro de RMN de 'H e de '*C para
substancia VIl e comparagcdo com dados da literatura

Substancia VI Isoquercitrina®
POSiQéO Ta 13~b 1 13

8'H 5 °C 8'H 5 °C
2 - 157,57 - 158,0
3 - 135,18 - 135,1
4 - 178,59 - 178,9
5 - 161,95 - 163,2
6 6,24 d 1H (2,0) 99,56 6,10d 1H (2,0) 101,4
7 - 165,09 - 167,3
8 6,41 d 1H (2,0) 94,41 6,26 d 1H (2,0) 95,4
9 - 158,53 - 158,6
10 - 104,98 - 105,2
1 - 122,28 - 123,0
2 7,73 d 1H (2,0) 115,47 7,70d 1H (2,0) 116,2
3 - 144,87 - 145,9
4 - 149,00 - 149,5
5 6,89 d 1H (8,7) 117,29 6,85d 1H (8,0) 117,4
6’ 7,60d 1H (2,0; 8,7) 122,03 7,57 d 1H (2,0; 7,5) 122,7

3-O-Gili

1”7 5,27 d (7,6) 104,76 5,10d 1H (7,7) 101,4
2’ 4,06-3,30 74,63 3,80-3,30 74,3
3 4,06-3,30 77,11 3,80-3,30 76,8
4’ 4,06-3,30 70,07 3,80-3,30 70,3
5” 4,06-3,30 77,22 3,80-3,30 77,5
6” 4,06-3,30 61,80 3,80-3,30 61,3

#Dados obtidos no presente trabalho, em CD;0D (400 MHz).
® Dados obtidos no presente trabalho, em mistura de CD;0OD e CDCl; e DMSO (100 MHz).
° Dados obtidos por Glivenalp, Demirezer (2005), em metanol (300 MHz e 75 MHz).
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A co-injegao de isoquercitrina com a substancia VIl por CLAE resultou em um
unico pico, porém com area menor devido as impurezas da amostra (Figura 13),

corroborando com a proposta realizada a partir das analises dos espectros de RMN

e de UV.
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Figura 13 - Cromatogramas, obtidos por CLAE, para a substancia VII, com adicdo da
substancia de referéncia (isoquercitrina). Condicbes cromatograficas: eluicdo em
gradiente de agua (A) e metanol (B), 0 min 70% A/30% B, 20 min, 30% A/70% B,
coluna RP-18 (250 x 4,6 mm, d.i.); fluxo 1 mL/min, detec¢cdo no UV com arranjo de

diodos.

A substancia VIl também foi comparada, por CCD, com a substancia de

referéncia e apresentou mancha com o mesmo Rf da isoquercitrina (Figura 14).

)

e

@ () (©)

Figura 14 - Perfil cromatografico, obtido por CCD, para a substancia VII. (a)

Substéancia VII, (b) substancia VIl + isoquercitrina, (c) isoquercitrina. Eluente: Acetato
de etila/ Acido férmico/ Acido acético/ Agua (100: 11: 11: 27), revelador, NP/PEG.
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5.5.4 Substancia VIII: militarina
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A substancia VIII também foi isolada da fragdo metandlica e apresentou-se

como um solido resinoso com atividade otica de [a]% - 28,0 (MeOH, ¢ = 0,23) [Lit.

[a]o? - 47,0 (MeOH, ¢ = 0,78, Aasen, Behr, Leander, 1975)]. O espectro no UV-VIS
(200-500 nm), obtido em MeOH (1 p%/v) (pagina 213), apresentou maximos de

absorcdo em 203 nm, 219 nm e 269 nm.

O espectro no IV (KBr, vmax) de VIII (pagina 214) apresentou uma banda em
3410 cm™ que foi atribuida a estiramento de O-H. As naturezas alifatica e aromatica
da substancia VIl foram evidenciadas, respectivamente, pelas absor¢oes em 2924
cm™” e 2855 cm™, referentes a estiramento de ligacdes C—H de carbono alifatico e
pelas bandas em 1612 cm™, 1512 cm™ e 1458 cm™ referentes a estiramento C=C de
aromaticos. A absorcdo em 1736 cm™ foi atribuida a estiramento de C=0 de
carbonila de éster e as absorcdes em 1076 cm™ e 1045 cm™ foram atribuidas a
estiramentos de C-O [Lit. (KBr) 3700-3000, 1735, 1615, 1515 cm™] (Silverstein,
1994; Aasen, Behr, Leander, 1975).

O espectro de massas da VIl (pagina 215), obtido por “electrospray”,

apresentou ion quasi-molecular com m/z 749 [M + Na]", relativo a formula molecular

C34H46017 (pagina 208) e coerente com a estrutura da militarina.
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O espectro de RMN de "H (400 MHz, CD30D) de VIII (pagina 216) apresentou
dois multipletos, com integral de quatro hidrogénios cada em 6 7,30 - 6 7,25 e em &
7,11 -8 7,07, que foram atribuidos a hidrogénios aromaticos. Os sinais em 6 0,82 e &
0,93 (d, 3H,J =6,5Hz),em & 1,61 (m, 2H) e em 6 1,72 (m) indicaram a presenga de
um grupo isobutila. Os dupletos em & 2,65 e em & 2,95, com J caracteristico de
acoplamento geminal (J = 15,6 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios do carbono C-3
e o simpleto em 6 5,01 foi atribuido aos hidrogénios benzilicos (H-1’) (Tabela 25). O
acoplamento entre esse dois hidrogénios geminais (H-1’) ndo foi observado,
possivelmente por estarem em ambientes quimicos n&o tdo diferentes como os
hidrogénios benzilicos da substancia VI (Tabela 25). Os multipletos presentes em 6
491 e na regiao de 6 3,92 a 6 3,36 foram atribuidos, respectivamente, aos
hidrogénios anoméricos e aos demais hidrogénios (H-2’a H-6") das unidades

glicosidicas (Tabela 25).

O espectro de RMN de *C (100 MHz, CDs;0OD) (pagina 217) e subespectro
DEPT-135 (pagina 218) revelaram deslocamentos quimicos semelhantes aos das
substancias V e VI. Os sinais também foram comparados com dados da literatura e
confirmados pelas correlagdes demonstradas pelos espectros HMQC ('Jc 1) (pagina
219) e HMBC (*3Jc ) (pagina 220, Tabela 25).
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Tabela 25 - Atribuigdo dos sinais do espectro de RMN de H para substancia VIl

Substancia VIII°

Posigao . : e . Py d e
Tipo C 8 °C Hidrogénio d H/IM" /J (Hz)
C-1 C=0 174,63 - -
C-2 C 75,25 - -
C-3 CH, 44,78 H-3 2,65d (15,6)
2,95d (15,6)
C-4 C=0 170,24 - -
C-5 CH; 47,66 H-5 1,61m
C-6 CH 23,65 H-6 1,72 m
Cc-7 CH,3 22,53 H-7 0,82d (6,5)
C-8 CH,3 23,30 H-8 0,93d (6,5)
porcéo 1-O-(4-D- porgcéao 1-O-(4-D-
glicopiranosiloxi)benzil glicopiranosil)oxi benzil
C-1 CH, 66,56 H-1’ 5,01s
C-2 C 129,42 - -
C-3,7 CH 129,42/129,64/129,79 H-3",7’ 7,30-7,25m
c-4.6 CH 116,39 H-4'.6’ 7,11-7,07 m
C-5 C 157,75/157,83 - -
Gli-1” CH 100,92 Gli-1” 491 m
Gli-2” CH 73,50 Gli-2” 3,45m
Gli-3” CH 76,55/76,73 Gli-3” 3,45m
Gli-4” CH 69,98 Gli-4” 3,39 m
Gli-5” CH 76,55/76,73 Gli-5” 3,45m
Gli-6” CH, 61,12 Gli-6" 3,70 m
Gli-6"g 3,87m
porgéo 4-0-(4-D- porg&o 4-O-(4-D-
glicopiranosiloxi)benzil glicopiranosil)oxi benzil
C-1 CH, 65,80 H-1’ 5,01s
C-2 C 129,42 - -
C-3,7 CH 129,42/129,64/129,79 H-3",7’ 7,30-7,25m
c-4.6 CH 116,39 H-4'.6’ 7,11-7,07 m
C-5 C 157,75/157,83 - -
Gli-1” CH 100,92 Gli-1” 491 m
Gli-2” CH 73,50 Gli-2” 3,45m
Gli-3” CH 76,55/76,73 Gli-3” 3,45m
Gli-4” CH 69,98 Gli-4” 3,39 m
Gli-5” CH 76,55/76,73 Gli-5” 3,45m
Gli-6” CH, 61,12 Gli-6" 3,70m
Gli-6"g 3,87m

Nota: **°%€ |dem tabela 19.
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5.5.5 Substéncia IX: isoramnetina 3-O-B-glicopiranosideo

A substancia IX também foi isolada da fragdo metandlica e apresentou-se
como um solido amorfo amarelo. Sua analise por CCD de silica gel apés revelagao
com NP/PEG, sugeriu ser um flavondide devido ao aparecimento de uma mancha de

coloragcdo amarelada (Wagner, Bladt, Zgainski, 1984).

O espectro de IX no UV-VIS (200-500 nm) (pagina 221), obtido em metanol
(1%p/v), mostrou bandas com maximos de absorgdo em 254 nm, 265 nm e 356 nm,
compativeis com a estrutura de um flavonol (328-357 nm) (Marbry, Markham,
Thomas, 1970). O deslocamento batocromico das bandas | e Il, apdés a adigao de
NaOH, indicou presenca de hidroxila fendlica. A adicdo de AICI; provocou
deslocamento batocrébmico da banda |l e sugeriu a presenga da hidroxila
quelatogénica em C-5. A adicdo de AICIs/HCI confirmou a presenga de hidroxila
quelatogénica pela inalteracédo da banda Il e levou ao aparecimento da banda la,
provavelmente pela protonagdo de um oxigénio em C-4’. O deslocamento
batocrdmico observado das bandas | e Il, apdés a adicdo de NaOAc, confirmou a
presenca de hidroxilas em C-7 e em C-4’, porém, a ndo modificacdo do espectro
ap6s adicdo de NaOAc/HsBOjs; confirmou a auséncia de sistema orto-diidroxi
(Marbry, Markham, Thomas, 1970).

O espectro de massas (pagina 222) de IX, obtido por “electrospray” no modo
positivo, apresentou ion quasi-molecular referente ao aduto de sédio com m/z 501
[M + Na]’, relativo & férmula molecular C2,H2,012. Foi também possivel identificar o
fragmento com m/z 339, correspondente a aglicona com sodio [(M + Na) - 162]" e o
pico com m/z 452, relativo a perda de um grupo metoxila e agua [(M + Na) - 31 -18]".

A presencga do grupo metoxila foi confirmada pelo pico com m/z 317 [(M + H) - 162]",
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que ao perder um grupo metila formou o fragmento com m/z 302 [(M + H) - 162 -
15]".

Pela andlise do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) de IX (pagina
223) foi possivel identificar um sistema ABX para os hidrogénios aromaticos em &
7,92 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2"), 8 7,59 (1H, dd, J = 2,0/ 8,4 Hz, H-6’) € § 6,91 (1H, d, J
= 8,4 Hz, H-5') devido a uma dissubstituicdo 3,4’ do anel B e um sistema de spins
AB indicando um acoplamento meta para o anel A (6 6,39, 1H,d, J=1,6 Hz, H-8 e §
6,19, 1H, d, J = 1,6 Hz, H-6). Um sinal de hidrogénio anomérico apareceu em & 5,39
(d, 1H) e o valor da sua constante de acoplamento escalar (J = 7,4 Hz) indicou uma
posicao axial do hidrogénio do agucar, ou seja, orientacéo 3 da ligacao glicosidica. O
singleto com integral de 3H em 6 3,95 foi atribuido a um grupo metoxila e os sinais
na regiao de 4,0-3,0 foram atribuidos aos hidrogénios da unidade glicosidica (H-2” a
H-6") (Tabela 26) (Silverstein, 1994). A confirmacgao da atribuicdo dos dados de RMN
de "H para a substancia IX foi realizada a partir dos dados da literatura (Yeskaliyeva
et al., 2006).

Pelo experimento COSY (*® Jun) (pagina 224) pdde-se estabelecer as
correlagdes entre os sinais em & 5,39 (H-1") com 3,46/ 3,45 (H-2” ou H-3") e em &
3,24 (H-5") com 6 3,31 (H-4") e 6 3,56 (H-6"a) (Tabela 23).

O espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDs;OD) de IX (pagina 225) apresentou
sinais correspondentes a 22 atomos de carbonos. A partir da analise do subespectro
DEPT-135 (pagina 226) foi possivel determinar a presenga de uma carbonila, nove
carbonos quaternarios, um carbono metilénico, um carbono metilico e dez carbonos
metinicos. O mapa de contornos HMQC ('Jc 1) (pagina 227) possibilitou a atribuicdo

alguns sinais de hidrogénios e carbonos de maneira inequivoca (Tabela 26).

O mapa de contornos HMBC (**Jch) (paginas 228 e 229) permitiu, entdo,
distinguir as posigdes dos sinais de carbonos C-2” e C-3” do agucar devido as
correlagdes entre os sinais em & 78,24 com 4 3,31 e 6 3,46 (C/H-4” e H-2") e em &
76,06 com & 3,45 (C/H-3") e em & 71,66 com & 3,45 (C/H-3"). As posi¢cdes do grupo
metoxila e da unidade glicosidica foram determinadas pela correlagao entre 6 148,57
com & 3,95 (C-3'/OMe) e entre 6 135,48 com & 5,39 (C-3/H-17).
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Tabela 26 - Dados de RMN "H e *C para a substancia IX

Posicio Subtancia IX
TipoC?| 8™c? §"H/MP 13 (Hz)° HMBC (C—H) COSY (H—H)
2 C 158,70 - 6,39; 7,59; 7,92 -
3 C 135,48 - 5,39 -
4 C=0 | 179,49 - - -
5 C 163,33 - 6,19 -
6 CH 100,25 6,19d (1,6) 6,39 6,39
7 C 166,68 - 6,19; 6,39 -
8 CH 94,95 6,39 d (1,6) 6,19 6,19
9 C 158,70 - 6,39; 7,59; 7,92 -
10 C 105,84 - 6,19; 6,39 -
1 C 123,27 - 6,91; 7,92 -
2 CH 114,54 7,92 d (2,0) 7,59 7,59
3 C 148,57 - 3,95;6,91; 7,92 -
4 C 151,02 - 6,91; 7,59; 7,92 -
5 CH 116,16 6,91 d (8,4) - 7,59
6’ CH 123,97 7,59 dd (2,0; 8,4) 7,92 6,91; 7,92
3-0CH; | CHs 56,94 3,955 - -
Gli-1” CH 103,85 5,39d (7,4) 3,45/3,46 3,45/3,46
Gli-2” CH 76,06 3,46 m 5,39 3,45
Gli-3” CH 78,24 3,45m 3,31 3,31; 3,46
Gli-4” CH 71,66 3,31 m 3,45/3,46 3,45
Gli-5” CH 78,69 3,24 ddd (2,2; 5,4) 3,31; 3,56 3,56
Gli-67 CH, 62,72 3,56 dd (11,9; 5,4) 3,24; 3,73 -
Gli-6"g 3,73dd (2,2; 2,1; 11,9) 3,56 -

2 As atribuigdes foram baseadas pelos experimentos DEPT-135 e HMQC.

M = multiplicidade: d = dupleto; dd = dupleto duplo; ddd = duplo dupleto duplo, m= multipleto; s=

simpleto.

°J = constante de acoplamento escalar.
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5.5.6 Substéncia X: isoramnetina 3,7-di-O-B-glicopiranosideo

A substancia X foi isolada da fracdo aquosa e apresentou-se como um solido
amorfo amarelo. Sua analise por CCD de silica gel apos revelagcdo com NP/PEG,
levou ao aparecimento de uma mancha de coloragdo amarela, sugerindo ser um
flavonoide (Wagner, Bladt, Zgainski, 1984).

O espectro de X no UV-VIS (200-500 nm) (pagina 230), obtido em metanol
(1%p/v), revelou um perfil caracteristico de flavonol, com bandas em 254 nm, 265
nm e 352 nm (Marbry, Markham, Thomas, 1970). Em relagdo a substancia IX, a
diferenca fundamental foi observada no espectro de X em presenca de NaOAc.
Neste espectro ndo ocorreu deslocamento batocrobmico da banda Il, indicando a
auséncia de hidroxila de carater acido acentuado em C-7. Além disso, houve o

aparecimento da banda la, indicando a presenca de hidroxila em C-4’.

O espectro de massas de X (paginas 231), obtido por “electrospray” no modo
positivo, apresentou ion quasi-molecular referente ao aduto de sd6dio com m/z 663
[M + Na]’, relativo & férmula molecular CagH32047. Foi também possivel identificar o
fragmento com m/z 501, correspondente a aglicona com sédio [(M + Na) - 162 ]" e o
pico com m/z 452, relativo a perda do agucar, do grupo metoxila e agua [(M + Na) -
162 - 31 -18]".

O espectro de RMN 'H (400 MHz, piridina-ds) da substancia X (paginas 232)
mostrou dois simpletos em & 6,79 (s) e em & 7,04 (s) que foram atribuidos aos
hidrogénios 6 e 8 do anel A e sinais de hidrogénios aromaticos em & 7,25, 6 7,78 (d)

e em 6 8,47 (s) que foram atribuidos aos H-5, H-6’e H-2' no anel B. A atribuicdo
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desses sinais foi realizada a partir da analise do mapa de contornos COSY (>3 J i)
(pagina 225), que demonstrou correlagdes entre os sinais em 6 6,79 com 6 7,04 (H-
6/H-8), entre 6 8,47 com 6 7,78 (H-2'/H-6’) e entre 6 7,25 com & 7,78 (H-5/H-6’). O
singleto com integral de 3H em & 3,95 foi atribuido aos hidrogénios de um grupo
metoxila, que pelas correlagbes demonstradas pelos mapas de contorno HMIBC
(>3Jch) (paginas 238 e 239) foi localizado sobre o carbono 3’ (5 148,03). Dois
hidrogénios anoméricos apareceram em ¢ 5,82 (d, 7,8 Hz) e 6 6,55 (d; 7,4 Hz) e
seus valores de acoplamento escalar indicaram uma orientagdo B da ligacéo

glicosidica (Tabela 27).

A analise do espectro de HMQC ('Jc) (paginas 236 e 236) possibilitou a
atribuicdo dos sinais de hidrogénios e carbonos anomeéricos de maneira inequivoca
devido a manchas de correlagdo entre 6 101,67 com 5,82 (C/H-1") e entre 5 103,11
com 6,55 (C/H-1"). As posi¢gbes dos acgucares foi realizada a partir da analise do
mapa de contornos HMBC (**Jcy) devido as correlagbes entre os sinais em &
134,87 com ¢ 6,55 (C-3/H-1") e em 5 163,96 com & 5,82 (C-7/H-1"). A atribuicdo de
todos os sinais de RMN de "*C (Tabela 27) foi baseada na analise dos mapas de
contornos HMBC (**Jc ).
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Tabela 27 - Dados de RMN 'H e "*C para a substancia X

Substancia X

Posigao
Tipo C? § 3¢c? §'H/MP /3 (Hz)°
2 C 157,69 -
3 C 134,87 -
4 C=0 178,78 -
5 C 162,25 -
6 CH 100,44 6,79 s
7 C 163,96 -
8 CH 95,03 7,04 s
9 C 156,91 -
10 C 106,90 -
1 C 121,89 -
2 CH 114,32 8,47 s
3 C 148,03 -
4 C 151,02 -
5 CH 116,27 7,25
6’ CH 123,85 7,78 d (8,8)
3-0OCH3 | CHs; 56,19 3,95s
3-0-Gli
Gli-1” CH 103,11 6,55d (7,4)
Gli-2” CH 78,44 4,42 m
Gli-3” CH 74,80/76,27 4,37 m/4,36 m
Gli-4” CH 71,17/71,40 4,34 m/4,34 m
Gli-5” CH 79,19 405me4,19m
Gli-6” CH, | 62,19/62,39 4,40 m/4,59 m
7-O-Gili
Gli-1” CH 101,67 5,82d (7,8)
Gli-2” CH 78,44 442 m
Gli-3” CH 74,80/76,27 4,37 m/4,36 m
Gli-4” CH 71,17/71,40 4,34 m/4,34 m
Gli-5” CH 79,19 405me4,19m
Gli-6” CH, | 62,19/62,39 4,40 m/4,59 m

@ As atribuigbes foram baseadas pelos experimentos DEPT-135,
COSY, HMQC e HMBC.
°M = multiplicidade: d = dupleto, m= multipleto; s= simpleto.

°J = constante de acoplamento escalar.
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5.6 Estudo fitoquimico das fracBes polares da espécie vegetal Habenaria

petalodes

Embora o Brasil seja um dos paises mais ricos em espécies de orquideas do
mundo (Giulietti et al, 2005), a maior parte ainda nao foi avaliada quanto ao seu

potencial farmacoldgico e fitoquimico como ocorre com Habenaria petalodes.

Citotoxicidade é o termo usado para o efeito toxico de uma substancia a nivel
celular e sua avaliagao € util para a descoberta de agentes antitumorais (Freshney,
2000). O extrato etandlico de H. petalodes apresentou atividade citotoxica em
ensaios com as linhagens tumorais humanas, UACC-62 (141%), TK-10 (52%) e
MCF-7 (68%) a 20 ug/mL. Esse extrato foi citocida somente em ensaios com a
linhagem UACC-62, isto €, foi capaz de inibir a proliferacdo das células além de
matar as células do in6culo inicial. Por ser a linhagem mais sensivel, UACC-62 foi

escolhida para o fracionamento biomonitorado.

O pré-fracionamento do extrato deu origem a trés fragdes; diclorometénica,
metandlica e aquosa e, resulltou na concentracdo da atividade citotoxica na mais
apolar (Fr DCM) (Tabela 28). A fragao ativa (Fr DCM) foi cromatografada em coluna
aberta de silica gel, obtendo-se 10 subgrupos. As fragbes foram testadas em
linhagem de melanoma humano (UACC-62) e os subgrupos 6-9, que apresentaram
atividade citotoxica de 99 a 113% (Tabela 28), foram reunidos. Ap6s o agrupamento,
uma aliquota de 100 mg foi fracionada em cartucho Sep-Pak Ci3, com misturas
crescentes de metanol em agua e, posteriormente, as fragdes ativas obtidas foram
submetidas ao fracionamento por CLAE em escala semipreparativa. O baixo
rendimento da fracdo apolar e a baixa recuperacdo de massa obtidas dos
fracionamentos foram fatores limitantes para a purificagdo da(s) substancia(s)

ativa(s).
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Tabela 28 - Atividade citotoxica das fragdes resultantes do fracionamento por

cromatografia em coluna de silica gel de sua fragao diclorometéanica

Amostra % de Atividade Citotoxica

UACC? Ccv*

HP 99 10

Fr DCM 127 18
Fr MeOH - -
Fr H,O - -
Fr-1 13 4
Fr-2 17 7
Fr-3 21 1
Fr-4 27 4
Fr-5 29 7
Fr-6 110 3
Fr-7 100 7
Fr-8 113 15
Fr-9 99 14
Fr-10 8 3
Colchicina 81 5
Etoposideo 95 6

®0 extrato e as fragdes foram testados a 20
pg/mL, enquanto que os controles positivos;
colchicina e etoposideo, foram testados a 0,8
pg/mL e 1,6 pg/mL, respectivamente. "UACC-

62 (melanoma). “Coeficiente de variagéo.

O isolamento de constituintes quimicos das fracbes metandlica e aquosa foi
entdo realizado devido a auséncia de estudos sobre o género e a espécie em
questao. As fracdes polares, fracdes metandlica e aquosa, do extrato etandlico de H.
petalodes foram priorizadas para estudo fitoquimico. Todas as substancias (V-X)
(Figura 15) foram isoladas por CLAE em escala semi-preparativa a partir de fragdes
obtidas por extracdo liquida-liquida ou por extracdo em fase solida do extrato

etandlico.
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Isoquercitrina VII H gli H
Isoramnetina 3-O-glicopiranosideo IX H gli CH,
Isoramnetina 3,7-di-O-glicopiranosideo X | gl dli CH,

Figura 15 - Estruturas das substancias isoladas das fragdes polares do extrato
etandlico de H. petalodes.

138



O levantamento bibliografico realizado indicou que a substancia V é inédita.
Um derivado do acido succinico, dactilorina A, foi isolada de Dactylorhiza hatagirea
(Kizu, Kaneko, Tomimori, 1999) e de Coelogyne viride (Sheng-Yang et al, 2004).
Dactilorina A é estruturalmente semelhante a substancia V, mas distingue-se da
mesma pela auséncia dos cinco grupos acetila. Portanto, € primeira vez que se
relata no género Habenaria a ocorréncia natural de um éster do acido succinico em

que um dos seus agucares se encontra totalmente acetilado.

A fragdo metandlica também forneceu dois derivados do acido succinico
estruturalmente relacionados a substancia V; loroglossina (VI) e militarina
(substancia VIII). A presenca desses dois metabdlitos em Orchis militaris (Aasen,
Behr, Leander, 1975; Appolonia, Marston, Hostettmann, 1986), Dactylorhiza
hatagirea (Kizu, Kaneko, Tomimori, 1999) e Coeloglossum viride (Sheng-Yang et al,
2004) foi descrita anteriormente. Portanto, a existéncia dessa classe de compostos
em espécies de orquideas pertencentes a géneros diferentes consiste em uma

importante informagao quimiotaxondémica.

Recentemente, Zhang e et al (2006) relataram que uma fracdo enriquecida
em derivados do ésteres do succinato (denominada CE) obtida do extrato dos
rizomas de Coeloglossum viride (L.) Hartm. var. bracteatum (Wild.), uma espécie da
familia Orquidaceae encontrada na China, Tibete, Mongdlia, Provincias de Shanxi,
Gansu e Qinghai, melhorou a memodria de camundongos apds as mesmas terem
sido debilitadas por agentes quimicos tais como escopolamina, cicloheximida e
alcool. Além disso, a fragdo CE protegeu os neurdnios desses camundongos contra
injurias provocadas pela proteina B-amildide e por peréxido de hidrogénio (H202). A
técnica de extracdo da fragdo enriquecida CE que contém dactilorina B (26,1%),
loroglossina (20,7%), dactilorina A (38,9%) e militarina (4,2%), como principais
componentes, e o uso dessa fracdo contra a deméncia estdo protegidas pelas
patentes numero 200410049696.6 (China) e PCT [WO 2004/058244],

respectivamente.

Outros trés flavondides foram isolados das fragdes metandlica e aquosa.
Isoquercitrina (V1) foi previamente isolada de Orchis sambucina (Tira, 1975), O.
morio (Pagani, 1976) e O. militaris (Appolonia, Marston, Hostettmann, 1986) e

isoramnetina 3-O-B-glicopiranosideo (IX) foi isolada de Neobenthamia gracilis
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(Williamns, 1979). Mas, de acordo com o levantamento bibliografico realizado,
isoramnetina 3,7-di-O-B-glicopiranosideo (X) ainda n&o foi encontrada em espécies
da familia Orquidaceae. Todas as substancias (V-X) isoladas das fragdes inativas de
H. petalodes (metandlica e aquosa) foram consideradas inativas pois apresentaram

atividade citotéxica inferior a 50% a 10 ug/mL (dados n&o mostrados).

Entretanto, algumas das substancias isoladas foram ativas em outros
modelos. O levantamento bibliografico realizado para as atividades biolégicas
revelou que a isoquercitrina inibe as enzimas monoaminoxidase B (Lee et al, 2001)
e hialuronidase (Kim et al, 2005) a uma concentragcdo de 11,64 uM e 20,9 uM,
respectivamente. Também inibe a elastase secretada por neutréfilos (Clsg 0,7 ug/
mL) (Melzig, Pertz, Krenn, 2001), a superdoxido dismutase de eritrocitos humanos
(Clso 8 uM) (Kuppusamy, Muniandy, 2004) e a glicosilagcéo (Clsp 3,20 x 10”7 M) (Kim
et al, 2004). Possui atividade sedativa (Kang et al, 2000), efeito protetor contra a
injuria oxidativa (Rute et al, 2004) e efeito inibitorio sobre a angiogénese em ensaio

ex vivo (Matsubara et al, 2004).

A isoramnetina 3-O-B-glicopiranosideo diminui a adeséo de plaquetas de ratos
(Sempinska et al, 1977), apresenta atividade contra espasmo brénquico em ensaio
com traquéias de cobaias (Circosta, Limardi, Occhuito, 1992), inibe a produgao de
antigenos em células infectadas com virus Epstein-Bar, e reduz a formagédo de
papilomas em pele de camundongos (lto et al, 1999). Este flavondide também
estimula a migracao de neutréfilos em ensaio quimiotaxico e aumenta a atividade de

morte por fagocitose dos neutroéfilos in vitro a 4 ug/mL (Akbay et al, 2003).
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6. EXPERIMENTAL

6.1 Dados fisicos e espectrais das substancias isoladas de Lentinus

strigosus

Substancia I: neopanepoxidol

Sélido amarelo palido; UV A4, nm: 247 nm; PF: 158-159°C; IV (KBr) vmax 3308 (OH),

2962 (alif.), 2862 (alif.), 1600 (C=C), 1038 (C=C) cm™, EM/IE (70 eV), m/z 212 [M]'
C11H1604; RMN de *H (CDCls, 400 MHz): § 6,62 (1H, m, H-7), 6,53 (1H, m, H-8), 4,56
(1H, sl, H-1), 4,21 (1H, d, J = 5,5 Hz, H-5), 3,96 (1H, dd, J = 1,1; 5,5 Hz, H-4), 3,38
(1H, ddd, J = 0,6; 2,5; 3,5 Hz, H-2), 3,28 (1H, ddd, J = 0,6; 2,0; 4,0 Hz, H-3), 1,81
(3H, s, H-10/-11), 1,79 (3H, s, H-10/-11); RMN de **C (CDCl;,100 MHz): & 138,08 (C-
9), 132,92 (C-6), 128,34 (C-7), 121,86 (C-8), 73,20 (C-5), 71,00 (C-1/-4), 70,90 (C-1/-
4), 57,81 (C-2), 56,66 (C-3), 26,74 (C-10/-11), 18,04 (C-10/-11).

Substancia ll: panepoxidona

Oleo amarelo; [a]*° - 61° (¢ 0,4, CHyCly,); UV A nm: 242 nm; IV (KBr) vimax 3381
OH), 2974 (alif.), 2880 (alif.), 1682 (C=0), 1383 (def. angular C-H), 1043 (C-O) cm™;
IES-EM modo negativo, m/z 209 [M - H]', C1:H1404 . RMN de *H (CDCls, 400 MHz): &
6,70 (1H, ddd, J = 1,3; 2,5; 3,6 Hz, H-5), 5,29 (1H, qd, J = 1,3; 8,8 Hz, H-7), 5,02 (1H,
d, J = 8,8 Hz, H-8), 4,68 (1H, sl, H-4), 3,80 (1H, dq, J = 1,3; 2,5; 3,6 Hz, H-3), 3,46
(1H, dd, J = 1,0; 3,6 Hz, H2), 1,72 (6H, s, H-10/-11); RMN de **C (CDCls, 100 MHz):
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& 194,47 (C-1), 138,98 (C-6), 138,26 (C-9), 137,78 (C-5), 123,68 (C-8), 65,35 (C-7),
63,16 (C-4), 57,71 (C-3), 53,88 (C-2), 25,90 (C-10/-11), 18,42 (C-10/-11).

Substancia lll: 6,7-ep6xi-4(15)-hirsuteno-1,5-diol

Sélido branco cristalino; [a]3 +135° (c 0.5, CHClg); IV (KBr) vmax 3391 (OH), 2939
(alif.), 2858 (alif.), 1666 (C=C), 1458 (alif.), 1392 (def. angular C-H), 1222 (C-O),
1045 (C-0), 957 (def. angular C-H), 883 (def. angular C-H) cm™; EM/IE (70 eV), m/z
250 [M]" C15H2,03; RMN de *H (CDCls, 400 MHz): § 5,32 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-15a),
5,15 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-15b), 4,62 (1H, q, J = 2,2 Hz, H-5), 3,80 (1H, d, J = 8,4 Hz,
H-1), 3,47 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-6), 2,60 (1H, m, H-9), 2,03 (1H, dd, J = 8,4; 12,0 Hz,
H-2), 1,85 (1H, m, H-10a), 1,82 (2H, d, J = 9,0 Hz, H-8), 1,17 (3H, s, H-14), 1,13 (1H,
m, J = 12,0 Hz, H-10B), 1,05 (3H, s, H-12), 0,89 (3H, s, H-13); RMN de *C
(CDCl5,100 MHz): § 159,64 (C-4), 112,53 (C-15), 80,96 (C-1), 75,03 (C-7), 74,19 (C-
5), 63,73 (C-6), 55,25 (C-2), 47,55 (C-3), 46,36 (C-10), 44,22 (C-11), 34,81 (C-9),
30,74 (C-8), 26,48 (C-12), 19,78 (C-13), 17,51 (C-14).

Substancia IV: hipnofilina

Oleo amarelo; [a]? - 74° (c 0,9, CHCl3); UV 4 nm: 238 nm; IV (KBr) vmax 3443
(OH), 2937(alif.), 2870 (alif.), 1728 (C=0), 1636 (C=C), 1464 (def. angular C-H),
1375 (def. angular C-H), 1115 (C-O) cm™; EM/IE (70 eV), m/z 248 [M]" Cis5H2003;
RMN de *H (CDCls, 400 MHz): § 6,13 (1H, s, H-15a), 5,45 (1H, s, H-15b), 3,87 (1H,
d, J = 9,0 Hz, H-1), 3,43 (1H, s, H-6), 2,64 (1H, m, H-9), 2,14 (1H, dd, J = 9,0; 12,0
Hz, H-2), 1,95 (2H, m, H-8), 1,90 (1H, m, H-10a.), 1,30 (3H, s, H-14), 1,23 (1H, m, H-
10B), 1,07 (3H, s, H-12), 0,89 (3H, s, H-13); RMN de **C (CDCls, 100 MHz): § 197,60
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(C-5), 153,73 (C-4), 121,61 (C-15), 81,23 (C-1), 76,04 (C-7), 61,14 (C-6), 56,13 (C-
2), 46,12 (C-10), 45,54 (C-3), 44,14 (C-11), 34,52 (C-9); 30,75 (C-8), 26,43 (C-12),
19,66 (C-13), 17,75 (C-14).

6.2 Dados fisicos e espectrais das substancias isoladas de Habenaria

petalodes

Ayt e LT
1" HO

\;OCOCH

\O 5™ 4" OCOCH
OCOCH,
3 H,COCO

" HO

Substancia V: éster 2-isobutil-2-(2,3,4,6-tetracetil-O-glicopiranosil) bis 1,4-[4(B-
D-glicopiranosiloxi)benzil] do acido malico — dactilorina acetilada no anel 2

Sélido resinoso; [a]? - 30,0° (c 0,16, MeOH); UV A" nm (log &): 224 (3,76), 269

(3,28), 276 (3,24); IV v cm'’: 3433 (OH), 2959 (alif.), 2874 (alif.), 1612 (arom.),
1512 (arom.), 1755 (C=0), 1234 (C-O), 1072 (C-O), 1042 (C-O); positive ion IES-EM
m/z 1079 [M + Na]*, 973 [M+Na - 106]", 811 [M+Na - 106 - 162]*, 705 [M+Na - 106 -
162 - 106]*, 543 [M+Na - 106 - 162 - 106 - 162]*, 371 [M+Na - 106 - 162 - 106 - 162 -
172]*, 353 [M+Na - 106 - 162 - 106 -162 - 190]*, 311 [M+Na - 106 - 162 - 106 - 162 -
172 - 60]*, 1095 [M + K]"; RMN de 'H (CDsOD, 400 MHz): § 7,30 e 7,29 (d, J = 8,7
Hz, H-3',7"), 7,11 e 7,09 (d, J = 8,6 Hz, H-4,6"), 5,21 (d, J = 8,0 Hz, H-1™), 5,10, 5,03
(d, Jp = Jg = 12,0 Hz, H-1'a € H-1's), 5,05 € 4,90 (d, Ja = Js = 12,0 Hz, H-1’s € H-1'g),
5,14 (dd, J = 1,0; 9,8 Hz, H-3"), 4,95 (dd, J = 1,0; 9,8 Hz, H-4"), 4,93 (d, J = 7,8 Hz,
H-17), 4,89 (d, J = 7,7 Hz, H-1"), 4,85 (dd, J = 7,9; 9,7 Hz, H-2"), 4,00 (dd, J = 3,6;
12,4 Hz H-6"4), 3,89 (dd, J = 2,2; 12,0 Hz, H-6"»), 3,87 (dd, J = 2,2; 12,0 Hz, H-6"g),
3,76 (dd, J = 2,4; 12,4 Hz, H-6"s), 3,71 (ddd, J = 1,9; 6,0; 12,4 Hz, H-6",), 3,68 (ddd,
J=1,9; 6,0; 12,4 Hz, H-675), 3,46 (m, H-3", H-4"), 3,43 (m, H-2"), 3,40 (m, H-5"), 3,21
(td, J = 3,0; 9,9 Hz, H-5"), 3,05 (d, J = 18,0 Hz, H-34), 2,98 (d, J = 18,0 Hz, H-3g),
2,01 (3H, s), 2,00 (3H, s), 1,97 (3H, s), 1,95 (3H, s), 1,73 (M, H-6), 1,61 (dd, J = 7,2;
14,1 Hz, H-5), 0,84 (3H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 0,77 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-7); RMN de
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13C (CD;0D, 100 MHz): 173,17 (C-1), 172,44 (Gli-6”-C=0), 171,98 (C-4), 171,69
(Gli-3”-C=0), 171,51 (Gli-2”-C=0), 171,46 (Gli-4”-C=0), 159,47/159,38 (C-5),
131,71/ 131,59 (C-3',7"), 130,96/ 130,72 (C-2’), 117,97/ 117,93 (C-4,6’), 102,41/
102,21 (C-1"), 98,48 (C-1"), 81,58 (C-2), 78,16 (C-27), 77,98 (C-4"), 74,95 (C-3"),
74,10 (C-3"), 72,70 (C-2™), 72,30 (C-5™), 71,49/ 71,39 (C-5"), 69,55 (C-4"), 68,02
(C-1)), 67,53 (C-1’), 62,70 (C-6"), 62,59/ 62,56 (C-6"), 50,16 (C-5), 44,75 (C-3), 24,90
(C-8), 24,76 (C-6), 23,54 (C-7), 20,82 (Gli-2”-C=0-CHjz), 20,78 (Gli-4”-C=0-CHy),
20,71 (Gli-6”-C=0-CHs), 20,60 (Gli-3"”-C=0-CHj).

OH
3 o 6 e
5
2" 5 OH
?" OH
- HO -
OH
3 6 "
H OH | 0 4
5 "
/—0—CH; oL X5/ o
o} " Ho 3
»

Substéancia VI: loroglossina

Solido amarelo; UV A" nm (log ¢): 201 (4,22), 221 (4,18), 268 (3,42); IES-EM

modo positivo, 765 [M + Na]*; RMN de *H (CDs;OD, 400 MHz): § 7,30 (d, J = 8,6 Hz,
H-3',7"), 7,18 (d, J = 8,8 Hz, H-3",7"), 7,12 (d, J = 8,6 Hz, H-4",6"), 7,07 (d, J = 8,8 Hz,
H-4',6"), 5,09 e 4,98 (d, Ja = Jg = 12,0 Hz, H-1'), 5,08 e 4,97 (d, Ja = Jg = 11,8 Hz, H-
1", 4,36 (s, H-3), 3,89 (m, H-6"), 3,71 (m, H-6"), 3,45 (m, H-2", H-3", H-5"), 3,40 (m,
H-47), 1,91 (m, H-5), 1,68 (m, H-6), 0,94 (d, J = 6,5 Hz, H-8), 0,80 (d, J = 6,5 Hz, H-
7); RMN de **C (CD;0D, 100 MHz): § 174,87 (C-1), 172,87 (C-4), 159,38/159,53 (C-
57, 129,54/130,74/131,74 (C-2’ ou C-3',7), 117,82/117,88/117,95 (C-4',6’), 102,52
(C-1"), 81,14 (C-2), 78,09/78,29 (C-3"/C-5"), 77,53 (C-3), 75,05 (C-2"), 71,54 (C-4"),
68,16 (C-1’), 62,88 (C-1"), 45,34 (C-5), 25,33 (C-6), 24,72 (C-7), 24,15 (C-8).
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Substancia VII: quercetina 3-O-B-glicopiranosideo (isoquercitrina)

Sdlido amarelo amorfo; UV A" nm (log €): 204 (4,07), 256 (3,69), 356 (3,55); +

max

5
o, ~OH
.- OH
OH
o

NaOH 274, 409; + AICl3 270, 296, 359; +AICIs/HCI 270, 292, 356; + NaOAc 272, 338
om, 399, + H3BO3 261, 326 om, 376; ESI-MS modo positivo m/z 487 [M + Na]*; ESI-
MS modo negativo m/z 463 [M + H]; RMN de *H (CDs0D, 400 MHz): & 7,73 (1H, d, J
= 2,0 Hz, H-2"), 7,60 (1H, d, J = 2,0; 8,7 Hz, H-6’), 6,89 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-5), 6,41
(1H, d, J = 2,0 Hz, H-8), 6,24 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6), 5,27 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-1"),
4,06-3,30 (m, H-2"-H-6"); RMN de **C (CDs0OD, 100 MHz): & 178,59 (C-4), 165,09 (C-
7), 161,95 (C-5), 158,53 (C-9), 157,57 (C-2), 149,00 (C-4’), 144,87 (C-3’), 135,18 (C-
3), 122,28 (C-1"), 122,03 (C-6"), 117,29 (C-5), 115,47 (C-2’), 104,98 (C-10), 104,76
(C-1"), 99,56 (C-6), 94,41 (C-8), 77,22 (C-5"), 77,11 (C-3"), 74,63 (C-2"), 70,07 (C-
4), 61,80 (C-6").

‘ OH
3 o 6" g
5
» 5 OH
o OH
" HO
7 7'
OH
6 .
I Hoo. ) 0 4
5 "
4 - 2" 5 OH
—0—CH; o" oH
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Substancia VIII: militarina

Solido resinoso; [a]% - 28,0° (c 0,23, MeOH); UV AY°" nm (log ¢): 203 (4,19), 219

(4,10), 269 (3,47); IR v*®'cm™: 3410 (OH), 2924 (alif.), 2855 (alif.), 1612 (arom.),
1512 (arom.), 1736 (C=0), 1458 (arom.), 1234 (C-0), 1076 (C-O), 1045 (C-O); IES-
EM modo positivo m/z 749 [M + Na]"; RMN de'H (CDsOD, 400 MHz): § 7,30-7,25

146



(4H, m, H-3',7"), 7,11-7,07 (4H, m, H-4',6"), 5,01 (4H, s), 4,91 (m, H-1"), 3,87 (1H, m,
H-6"g), 3,70 (1H, m, H-6"4), 3,45 (m, H-2”, H-3”, H-5"), 3,39 (m, H-4"), 2,95 (1H, d, H-
3g), 2,65 (1H, d, H-3p), 1,72 (1H, m, H-6), 1,61 (2H, m, H-5), 0,93 (3H, d, J = 6,5 Hz,
H-8), 0,82 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-7); RMN de **C (CDs0OD, 100 MHz): 8 174,63 (C-1),
170,24 (C-4), 157,83/157,75 (C-5'), 129,79/129,64 (C-3',7"), 129,42 (C-2’), 116,39 (C-
4’6", 100,92 (C-1"), 76,73/76,55 (C-3"/C-5"), 75,25 (C-2), 73,50 (C-2"), 69,98 (C-4"),
66,56 (C-1'), 65,80 (C-1'), 61,12 (C-1"), 47,66 (C-5), 44,78 (C-3), 23,65 (C-6), 23,30
(C-8), 22,53 (C-7).

OH

Substancia IX: isoramnetina 3-O-B-glicopiranosideo

Sélido amarelo amorfo; UV A" nm (log &): 204 (4,71), 254 (4,27), 265 (4,24); 356

max

(4,19) + NaOH 271, 330, 412; + AICI; 267, 298, 356; +AICI3/HCI 269, 298, 356, 400,
+ NaOAc 274, 338 om, 389, + H3BO3 254, 265, 356; IES-EM modo positivo m/z 501
[M + Na]*, m/z 339 [M + Na - 162]"; RMN de *H (CD30D, 400 MHz): § 7,92 (1H, d, J
= 2,0 Hz, H-2), 7,59 (1H, dd, J = 2,0; 8,4 Hz, H-6"), 6,91 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5"),
6,39 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-8), 6,19 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-6), 5,39 (1H, d, J = 7,4 Hz,
H-1"), 3,95 (3H, s, 3'-OCHs), 3,73 (dd, J = 2,2; 11,9 Hz, H-6g"), 3,56 (dd, J = 5,4; 11,9
Hz, H-64"), 3,46 (m, H-2"), 3,45 (m, H-3"), 3,31 (m, H-4"), 3,24 (ddd, J = 2,2; 2,2; 5,4
Hz, H-5"); RMN de *3C (CDs0D, 100 MHz): & 179,49 (C-4), 166,68 (C-7), 163,33 (C-
5), 158,70 (C-9), 158,70 (C-2), 151,02 (C-4’), 148,57 (C-3’), 135,48 (C-3), 123,97 (C-
6", 123,27 (C-1'), 116,16 (C-5"), 114,54 (C-2’), 105,84 (C-10), 103,85 (C-1"), 100,25
(C-6), 94,95 (C-8), 78,69 (C-5"), 78,24 (C-3"), 76,06 (C-2"), 71,66 (C-4"), 62,72 (C-
6”), 56,96 (3'-OCHy).
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Substancia X: isoramnetina 3,7-di-O-B-glicopiranosideo

Sélido amarelo amorfo; UV AY°" nm (log ¢€): 201 (4,67), 254 (4,31), 265 (4,24), 352

(4,18); + NaOH 247, 266, 396; + AICl; 269, 295, 358; +AICIy/HCI 272, 358, 400; +
NaOAc 255, 265, 359, 415; + HsBO3 255, 265, 358; IES-EM m/z 663 [M + Na]*, m/z
501 [M + Na - 162]"; RMN de 'H (CsDsN, 400 MHz): § 6,79 (1H, s, H-6), 7,04 (1H, s,
H-8), 8,47 (1H, s, H-2), 7,25 (1H, H-5"), 7,78 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-6"), 3,95 (3H, s, 3"-
OCHa), 6,55 (1H, d, J = 7,4 Hz, H-1"), 5,82 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1"), 4,36/ 4,37 (m,
H-2"/H-2"), 4,42 (m, H-3"/ H-3"), 4,34 (m, H-4"/ H-4"), 4,05 e 4,19 (m, H-5"/ H-5"),
4,40 e 4,59 (m, H-6"/ H-6"); RMN de *C (CsDsN, 100 MHz): § 178,78 (C-4), 163,96
(C-7), 162,25 (C-5), 157,69 (C-2), 156,91 (C-9), 151,02 (C-4’), 148,03 (C-3'), 134,87
(C-3), 123,85 (C-6"), 121,89 (C-1), 116,27 (C-5), 114,32 (C-2)), 106,90 (C-10),
103,11 (C-17), 101,67 (C-1"), 100,44 (C-6), 95,03 (C-8), 79,19 (C-5"/ C-5"), 78,44
(C-3"/ C-3"), 76,27/74,80 (C-27/C-2"), 71,40/71,17 (C-4" C-4™), 62,39/62,19 (C-6"IC-
6”), 56,19 (3'-OCHa).
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7. CONCLUSOES

7.1 Fracionamento biomonitorado do extrato em acetato de etila do fungo

Lentinus strigosus

» O fracionamento do extrato bruto de L. strigosus forneceu quatro substancias
de natureza terpendidica; sendo duas delas, panepoxidona e hipnofilina,
responsaveis pelas atividades biolégicas do extrato.

« E a primeira vez que se relata as atividades imunomoduladoras, de inibicdo
da TR e de inibicdo do crescimento de amastigotas de T. cruzi por essas duas
substancias. Também é inédito o isolamento de hipnofilina e panepoxidona do

extrato em acetato de etila de L. strigosus.

* A hipnofilina apresentou valor de Clsp cerca de seis vezes menor do que o da
clomipramina, um agente antidepressivo inibidor da TR, podendo servir como
modelo para o desenvolvimento de inibidores mais potentes para esta

enzima.

* Panepoxidona e hipnofilina reduziram a multiplicagéo da formas intracelulares
de T. cruzi com valores de Clsp de 6,0 e 2,5 uM, proximos ao apresentado

pelo benzonidazol no mesmo ensaio.

» Panepoxidona e hipnofilina apresentaram atividade citotoxica para trés
linhagens tumorais humanas (UACC-62, TK-10, MCF-7) em concordancia
com dados relatados na literatura.

» Os resultados do ensaio de proliferacdo de células mononucleares do sangue
periférico da panepoxidona e hipnofilina (Clsp de 5,9 e 10,0 uM,
respectivamente) foram proximos ao da dexametasona (Clsy de 25,4 uM), um

farmaco utilizado na clinica.
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7.2

Fracionamento biomonitorado do extrato etandlico da espécie vegetal

Habenaria petalodes

A fracdo apolar (Fr DCM) de Habenaria petalodes inibiu a proliferacdo de
células tumorais de melanoma humano em 127% a 20 ug/mL, mas a
quantidade e complexidade da mesma nao permitiram a obtencdo da(s)

substancia(s) ativa(s).

O estudo das fracbes polares de H. petalodes forneceu trés flavonoides;
isoquercitrina, isoramnetina 3-O-B-glicopiranosideo e isoramnetina 3,7-di-O-f3-
glicopiranosideo, além de trés derivados do acido succinico: loroglossina,
militarina e dactilorina acetilada no anel 2, sendo esta Uultima inédita na

literatura.

Todas as substancias isoladas das fracdes polares de H. petalodes foram
inativas em ensaios com linhagens tumorais humanas UACC-62 (melanoma),
TK-10 (renal) e MCF-7 (mama) a 10 pg/ mL. Além disso, a dactilorina
acetilada no anel 2 (substancia V) foi inativa nos ensaios de proliferacdo de

células humanas do sangue periférico e de inibicdo da enzima TR.
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8 PERSPECTIVAS

8.1 Fracionamento biomonitorado do extrato em acetato de etila do fungo

Lentinus strigosus

o Elucidar o mecanismo pelo qual a hipnofilina e panepoxidona inibem a enzima

tripanotiona redutase.

o Elucidar o mecanismo pelo qual a hipnofilina e panepoxidona exercem

atividade citotoxica.

o Obter derivados da hipnofilina e da panepoxidona mais ativos e seletivos para

atividade tripanossomicida

8.2 Estudo fitoquimico das fracdes polares do extrato etandlico da espécie

vegetal Habenaria petalodes

. As substancias isoladas de H. petalodes séo relatadas pela primeira vez para
esta espécie e para o0 género, 0 que pode ser uma importante informacao
guimiotaxondmica. Obter maiores quantidades da fragcdo apolar de H. petalodes

para viabilizar o fracionamento biomonitorado dos seus componentes citotoxicos.

. De acordo com os estudos realizados por Shang et al (2006), a fracao
enriquecida com derivados do acido succinico (dactilorina B, dactilorina A,
loroglossina e militarina) sdo Uteis para o tratamento da doenca de Alzheimer e
deméncia. Portanto, sugere-se a avaliacdo do potencial farmacolégico de H.
petalodes para o tratamento da doenca de Alzheimer e deméncia ja que é fonte de

loroglossina e militarina.
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ANEXOS

Espectros de UV, IV e RMN utilizados na identificagcdo das substancias

isoladas:

Neopanepoxidol (substancia I)

Panepoxidona (substancia Il)

6,7-Epoxi-4(15)-hirsuteno-1,5-diol (substancia 1ll)

Hipnofilina (substancia V)

Ester 2-isobutil-2-(2,3,4,6-tetracetil-O-glicopiranosil) bis 1,4-[4(B-D-

glicopiranosiloxi)benzil] (substancia V)

Loroglossina (substancia V1)

Isoquercitrina (substancia VII)

Militarina (substancia VIII)

Isoramnetina 3-O-B-glicopiranosideo (substancia 1X)

Isoramnetina 3,7-di-O-B-glicopiranosideo (substancia X)
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Espectro no UV da substancia | (200-400 nm).
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Espectro de RMN *H da substancia | (400 MHz, CDs0D, 3).
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*** Cument Data Parameters ***

NAME i3456h40
EXPNO : 4
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Expansao do mapa de contornos COSY para substancia | (400 MHz, CD30D, 9).
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F2 - Acguisition Parameters

Date_ 20030818

Time 12.33
INSTRLM spect
PROESD 5 mm Dual 13C/
BULPROG Z9pg30

) 55536
SOLVENT Me 00

NS 1951

os

SHH Hz
FIDRZS Hz
AQ sec
RG

oW 20 850 wset
JE 6.00 usec
TE 300.0 K

21 2.00000000 sec
411 0.03000000 sec
412 0.00002000 sec

CHANNEL f1 ===
13C
E.50 usec
0.00 dB
5F01 100.6228298 MHz

== CHANNEL 2 ==
waltz

E
1H
100 00 usec
0.00 o8
22.16 oB
20.00 a8
400. 1316005 MHz

“2 - Processing parsmeters

a1 32768
SF 100.6126118 MHz
WOW EM
358 0
B 1.00 Hz
kel 0
aC 1.40

10 NMR plot parsmeters

oX 24.00 cm

oy 150.00 ¢cm
199.974 ppm

20118.90 Hz

oMM

~2CM

Espectro de RMN *3C da substancia | (100 MHz, CDs0D, §).
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F2 - acguisition Parameters

L
oetan:a/CPQRR -h40
= =] oo — ~ =
= 8 == = = =
S ) (=) e i "~ = Current Data Farameters
= — —_ o ~ w0 NAME 134556n40
= o LS Ll (i) () & = ZXPRO 3
‘ i l ‘

— 731

~

Date_ 20030816
Time 12 44
. TNSTRUM spect
SROBHD S mm Dusl 13C/
SULPROB dept13s
E5536
DMSO
256
2
23980 .B14 Hz
©.365518 Hz
A0 1.3664756 sec
RG 1638¢
Ow 20.850 usec
OE B6.00 usec
TE 3000 K
CNSTZ 145, 0000000
21 2.000000D0 sec
d2 000344828 sec
a1z ¢.00002000 sec
DELT& 0.00D00B2E sec
=em=s=== CHANNEL £1
NUCY
a3 .
o2 13.00 usec
PL3 0.00 cB
EFC1 100.6226298 MHz

CHANMEL

7.80 usec
15.60 usec
100.00 usec
0.00 cB
PLI2 22.16 oB
SFD2 4001316005 MHz

F2 - Processing parameters
32768
100.6126118 MMz
Em
¢
1.00 Hz
o
1.4

10 NMR plibt parameters
ox 24.00 cm
B6.50 em

131245 pom

13204.32 Wz
17.178 ppm
1728.28 Hz
4.75282 pom/cm

47€ 19342 Hz/cn

29T

Espectro de RMN *C (DEPT-135, 100MHz, CDs0D, §) da substancia I.
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Espectro de HMQC da substancia I.
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Espectro no UV da substéancia Il (200-400 nm).
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Espectro no IV da substancia Il (KBr, cm™).
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H18modonegativo#1-50
RT:0.01-0.54 AV:50 NL:
6.02E4 T: -c ESI Fullms [
120.00-500.00]

h18negms#1-25 RT:
0.01-0.54 AV:25 NL:
441E4 T: - c ESI Full ms2
209.00@28.00 [
55.00-500.00]

h18negmsn#1-22 RT:
0.02-0.55 AV:22 NL:
6.20E2 T: - ¢ ESI Full ms3
209.00@28.00
191.00@36.00 [
50.00-500.00]

Espectro de massas, com ionizacao por “electrospray” no modo negativo, da substancia Il.
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Current Data Parameters

NAME 13356h18
EXPND 1
PROCNO 1

F2 - Acguisition Parameter:

Date_ 20030814
Time 13.10
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG [l

o 63536
SOLVENT coc13

NS 16

03 o
SWH 3765. 060 Hz
FIDRES 0.057450 Hz
AD B.7032309 sel
RG 128

D 132.800 us:
DE 5.00 us:
TE 300.0 K
D1 1.00000000 ses

Pt 6.44 usi
PL1 3.00 dB
SFO1 400.1320361 MH,
F2 - Processing parameters
51 32768
SF 4001305932 MH
WOW EM
S58 0
LB 0.20 Hz
GB 0
PC 1.00

1D NMA plot parameters.

cx 29.00 cm
cr 25.00 cm
F1P 7T.3B6 pm
F1 2955.35 Hz
FapP =0.273 ppr
F2 -109.15 Hz
PPMCM 0.30635 ppi
HICM 122.58001 Hz

Espectro de RMN *H da substancia Il (400 MHz, CDCls 8).
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Current Data Parameters
13356018
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#2 - Acquisition Paraseters

Date.
=,
i
PR B il
Al 2048
SOLVENT axi3
L3 i
z i, HO
5 e
FIORES 2 608340 M2
A 0.1917428 sec
L L
o 93.600 usec
-3 6.00 usec
A3 3000 K
B, mn
m 1 aBSA010E sec
@3 000000400 sec
o016 0 00050000 sec
1] 0.00018720 sec
MCREST 0 00000000 sec
1 4B689198 3éc
- .
PO 644 wsec
3.00 0
)

= o

s 4001305073 sear
ow S

ssa o

e 0.00 Mz
o8 0

20 WA plat parameters

cx2 1600 ¢
cx 16.00
F2n 6

Fao 2736 84
Famul 1 612 pom
Fanl 0e
Fimo 6.840 pom
Fio 273694 1
(ol 1675

w1 650,26
el 0 32675 pomf
Faain 20 7432¢ Mijcm
F1Powcn o

waen 30 41719 Mifcm

11

HO

10

Mapa de contornos COSY da substancia Il (400 MHz, CDCl3, 9).
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betania/zani - HI18B

Current Data Parameters

HAME 13356h18
EXPNO E
PROCNO 1

F2 - Acquisition Paraneters
Date _ 20030815
Tame 8.53
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 33C/
PULPROG z0pg30

0 69536
SOLVENT coci3

NS 285

0s o

SWH 23980 .6814 Hz
FIDRES 0.36591B Hz
AQ 1.3664756 sec
ARG 32768

owW 20.850 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K

D1 2.00000000 sec
an 0.03000000 sec
a12 0.00002000 sec

CHANNEL £1

NUC1 13C

] 6.50 usec
PL1 0.00 0B
SFO1 100 6228298 MHZ

CHANNEL 2

CPOPRG2 waltzis
Nucz 1H
PCPD2 100.00 usec
PL2 0.00 0B
pL12 2216 dB
PL13 20.00 a8
SFO2 400. 1316005 MHZ

F2 - Processing parameters

51 32768
SF 100.6127663 MHz
WOW EM
SSB 0
LB 1.00 HZ
GB 0
PC 1.40

10 NMA plot parameters

[ 24.00 cm

cYy 20.00 cm
FiP 197.590 ppm
F1 19860 06 Hz

F2pP -1.867 ppm
F2 -187.85 Hz
PPMCM 8.31071 ppm/cn
HZCM 83616315 Hz/Ccm

691

Espectro de RMN *C da substancia Il (100 MHz, CDCls, ).
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petamia/zanl - H1B

3

£ o O 3R s R Yo BTy} et - RNt e B Te M= B e B VI S VRS U — WM~ DT -
S D @ o w0 D) == TS T A T B =R oV s I = s B w2 OGS e T U =3
O o~ P~ O @ O MWD Ml S — @ e e U o= g mouu T =] Current Data Parameters
s . J g ) 3 N . o o M @ NAME 13386018
SEFED adan CBEEERELEOHBR FRINETE2 < FxPn0 5
B = TR~ B Sl =T e ot
WEEENNYY, \ N 2 SNRVVAY. - |
/ { | / F2 - Acquisition Parameters
\I [ hl / | | Date_ 20030815
Time B.29
INSTAUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG dept135
™ 65536
SOLVENT coc13
NS 256
os 0
SHH 23980 814 Hz
| FI1DRES 0365318 Hz
Al 1.3664756 sec
AG 16384
D 20.850 usec
DE 5.00 usec
TE 300.0 K
ChST2 1450000000
04 2.00000000 sec
dag 000344828 sec
di2 0.00002000 sec
| DELTA 0.00000B28 sec
== CHANNEL f1 ==
130
6.50 usec
13.00 usec
.00 ob
1006226298 MHz
I | W o b i | h

======== [HANNEL f2 ==
CPOFRGZ waltzib

NUC2 1H

p3 7.80 usec
od 15.60 usec
PCPD2 100.00 usec
PL2 0,00 aB
PL1Z 22.16 aB
SFO2 4001316005 MHz

F2 - Processing parameters

2 32768
SF 1006127663 MHz
HOW EM
SEB 1}
LB 1.00 Hz
68 0
PC 1.40

1D NMA plot parameters

cx 24.00 cm
cr 6.50 cm
FIF 148211 ppm
F1 14911 .88 Hz
FerR -2 B04a ppm
F2 -282.07 H2
PRMCH 6 29226 ppm/tm
y ' ' ' [ ] | ' : | ' ! i HICH 633.08136 Hz/Cn

04T

Espectro de RMN *3C (DEPT-135, 100MHz, CDCls, 8) da substancia 1.
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Mapa de contornos HMQC da substancia Il.
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Mapa de contornos HMBC da substancia Il.
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Espectro da substancia Ill no UV (2%p/v em MeOH, 200-500 nm).
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Espectro de massas, obtido por impacto de elétrons (El 70 eV), da substancia lIll.
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Current Data Parameters

— NAME 1315619
| | EXPNO 1
H_5 1 PROCNO 1
F2 - Acquiasition Parameter:
S Date_ 20030731
H-2 i H-100. 'H-8 Tame 9.36
] A I INSTRUM spect
- PROBHD S mm Dual 13C/
- PULPROG 2930
S T " 0 55536
SOLVENT £ocl3
; NS 16
0s 0
i | £ | AT _r- — SHH 3720.238 Hz
I . W FIORES 0.056766 Hz
[ G — - AQ 8.8080883 sei
o — e RG 287.4
o, - - oW 134.400 usi
I\",! = P . — DE | 6.00 usi
| = 52,03 51,85 51383 © 00 ¥
| 64,62 D1 1.00000000 se
======= = CHANNEL f1 ======
NUC1 1H
P 7.80 ust
L ALY 0.00 dB
r r SFD1 400.1314005 MH.

H-15a [H-5

F2 - Processing parameters

s 32768
H-]_OB sF 400.1300082 MH.
H - l WOH GM

558 0

A y LB -0.30 Hz
H-6 8 0.2
/ PC 1.00

1 1D NMR plot parameters

cx 25.00 cm

CY 50.00 cm

F1P 7.341 ppi

F1 2937.50 Hz

J Fap -0.217 por

F2 -87.02 Hz

e P J ~ [ H‘L PPMCH 0.30235 pps
HZCM 120.98097 Hz.

|

3 m|lo o @ ~ r~ (=] ~ D@y~
- (=21 =) o (=1 [aY) = - @ O|— 0|
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Espectro de RMN *H da substancia 1l (400 MHz, CDCls, §).
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Mapa de contornos COSY da substancia Ill (400 MHz, CDCls, 9).
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Expansao do mapa de contornos COSY da substancia Ill (400 MHz, CDCl3, 3).
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c-11 c8 c12 c-14 | PULPROG zgpg30
c13 il B5536
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D1 2.00000000 sec
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= CHANNEL f1 =
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C 15 CHANNEL f2 =
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PL2 0.00 aB
PL12 22.16 0B
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SFO2 400. 1316005 MHzZ

FE - Processing parameters

51 32768
SF 100.6127671 MHz
WOW EM
558 0
LB 1.00 Hz
GB 0
aC 1.40

1 10 NMR plot parameters

(| L cx 24.00 cm
| Cv 60.00 cm
{ F1P 201.B28 ppm
il i 20306.52 Mz
W' -5.318 ppm
—_— -535.07 Hz

0 5 11 ppm/cm

HZCM BEB. 33584 Hz/cm

Espectro de RMN *C da substancia Ill (100 MHz, CDCls, §).
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CHANNEL 11 ========

13C
6.50 usec
13.00 usec
0.00 0B
100 6228298 MHz

waltzi6
1H
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0.00 08
c2.16 o8
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-

F2 - Processing parameters

51

10 NMR plot parameters

24 00 cm
.50 cm
116.202 ppm
1169137 Hz
-5.318 ppm
-535.07 Hz
5.06332 ppmicm
509 43503 Hz/cm

Espectro de RMN **C (DEPT-135, 100MHz, CDClI, ) da substancia IIl.
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Espectro no UV da substéancia IV (200-400 nm).
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Current Data Parameters

NARE 13456h20
EXPNO 1
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F2 - Acquisition Parameter:
Date_ 20030818
Time 12.59
INSTRUM spect
PROBHD 5 ma Dual 13C/
PULPROG zg30
10 65536
SOLVENT coc13
NS 16
bs 0
SHH 3591.954 Hz
FIDRES 0.054809 Hz

9.1226616 se:

AD
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) L“‘B‘JJ l. 193 | smsuumsus CHANNEL f] =s====
1845193 | o "
l/ —_ P1 7.80 ust
-l PLY 0.00 0B
6 2 14 ,,81é’7 SFO1 400.1314281 MH,
e
! F2 - Processing parameters
s1 32768
SF 4001300077 MH,
J H-10B = 9

LB 0.20 Mz
GB S
PC 1.00

s
5
a

H-9

—

Integral

/ 1D NMR plot parameters,
4 25.00 cm
/ cy 15.00 cm
FiP 7.385 pm
Fi 2954.99 Hz
FapP =0.120 pp
L F2 -48.11 Mz

A PPMCH 0.30021 ppi
HZICH 120.12437 Hz.
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Espectro de RMN *H da substancia IV (400 MHz, CDCls, §).
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Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCND

13456020
3
1

F2 - Acquisition Parameters

Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPRIG
0
SOLVENT
NS

DS

SHH
FIDRES
AD

AG

oW

DE

TE

D1

a11

a12

PL1
SFO1

CPOPRGZ
Nuc2
PCPO2
pPL2
PL12
PL13
SF02

20030818
13.11
spect

5 mm Jual 13C/
20pg30
65536
coci3

1024
4
23980.814 Hz
0.365918 Hz
1.3664756 sec
32768
20.850 usec
6.00 usec
300.0 K
2.00000000 sec
0.03000000 sec
0.00002000 sec

13C
6.50 usec
0.00 oB
100.6228298 MHz

CHANNEL 2 ========
waltzig
iH
100.00 usec
0.00 oB
22.16 0B
20.00 oB
400 . 1316005 MHZ

F2 - Processing parameters

SI
SF
WOW
SS8
LB
=]
PC

32768
100.6127671 MHz
EM
0
1.00 Hz
0
1.40

1D NMR plot parameters

Cx
cY

24.00 cm
60.00 cm
202.319 ppm

20355.8S Hz
-5.014 ppm
-504.52 Hz
8.63888 ppm/cm
369.18176 Hz/cm

Espectro de RMN *3C da substancia IV (100 MHz, CDCls, §).
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Current Data Parameters
NAME

13456h20
EXPNO 2
PROCNG 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20030818
Time 13.09
INSTRUM spect
PROBHD S mm Dual 13C/
PULPROG dept135
T 65536
SOLVENT coc13
NS 191
Ds 1]
SNH 23980.814 Hz
FIDRES ©0.365918 Hz
AQ 1.3664756 sec
RG 16384
DH 20.850 usec
DE 6.00 usec
T1E 300.0 K
CNST2 145. 0000000
m 2.00000000 sec
o2 0.00344620 sec
o2 0.00002000 sec
DELTA 0.00000828 sec
-------- CHANNEL §1 =mmmamnn
NUC 13C
P1 6.50 usec
p2 13.00 usec
L1 0.00 dB
SF01 100.6226298 HHZ
asamssas CHANNEL f2 ====ms=n
CPDPRG2 waltz16
NUC2 L]
P3 7.80 uset
pa 15.60 usec
PCPD2 100.00 vsec '
PL2 0.00 oB
PLi2 22.16 o8
SFD2 400.1316005 MHz
F2 - Processing parameters
51 32768
SF 100.6127664 MHZ
WOW "
558 o
LB 1.00 Wz
[=:] o
PC 1.40
4D NMR plot parameters
Cx 24.00 cm
cY 6.50 cm
Fip 127.373 ppm
F1 12815.35 Hz
Fep 13.816 ppm
F2 1390.06 Hz
PPMCH 4.73154 ppm/cm
HZCH 476.05359 Hz/tm

Espectro de RMN **C (DEPT-135, 100MHz, CDClI,

d) da substancia IV.
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Current Data Parameters

NAME 12756p17
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameter:
Date_ 20040627
Time 11.40
INSTRUM spect
PROBHD S mm Dual 13C/
PULPROG 2930

0 65536
SOLVENT D20

NS 4

DS ]
SHH 11990 407 Hz
FIDRES 0.182959 Hz
AQ 2.7329011 ses
RG 228.1

DW 41.700 usi
DE B.00 usi
TE 300.0 K
D1 1.00000000 ser
m=m===== CHANNEL f} ======
NUC1 1H

P1 7.80 usi
PL1 0.00 dB
SFO1 400.1315374 HH,
F2 - Processing parometers
SI 32768

SF 400.1300073 MH.
WDW EM
ssB o

LB 0.30 Hz
] 0

PC 1.00

1D NMR plot parameters

12.54

6.58

) —

Cx 25.00 cm
cy 15.00 cm
Fip 7.793 ppt
F1 3118.36 Hz
Fap 0.274 pm
F2 108.57 Hz
PPMCM 0.30078 ppi
HICM 120.35147 Hz.

Espectro de RMN *H da substancia V (400 MHz, MeOD, §).
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Betania/CpRR - P17

Current Data Parameters
MNAME 12756p17
EXF 2
PROZND 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20040627
Tame 20.05
INSTRUM spect
PROBHO S mm Dual 13C/
PULPROG zgpg30
10 65536
SOLVENT MeQD
NS 5216
Ds 4
ShH 2B17E8.010 Hz
FIOARES 0.399445 Hz
Lt} 1.2517875 sec
G 32768
oW 19.100 usec
4 | | DE 6.00 usec
\ | TE 300.0 K
Wl WMWW "l D1 2.00000000 sec
di1 0.03000000 sec
o c37 diz 0.00002000 sec
=T - = CHANNEL 11 ===
| NUCH 13C
Pl 7.50 usec
PL1 0.00 0B
SFO1 100 _B23B364 MHZ
S5 CHANNEL f2 ==
CPDPRGZ waltzib
NUC2 1H
BCpD2 100 .00 usec
c-5 B2 0.00 o8
PLI2 22.16 dB
PL3 20.00 oB
(BI' ‘ | 5F02 400 . 1316005 MHz
i-1”
F2 - Prpcessing parameters
51 32768
SF 100 6126136 MHz
C-3 Ll EM
558 o
L8 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

1D NMR plot parameters
24.00 cm
300.00 cm
175 620 ppm
17669.B1 Hz
17 373 ppm
1747.91 Hz
E 55365 ppm/cm
BB3 40411 HzZ/CH

T T [— T i T

opm 160 140 i 100 80 B0 a0

o —
=]

S6T

Espectro de RMN **C da substancia V (100 MHz, MeOD, §).
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Current Data Parameters

NAME 12756p17
EXPND 3
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20040628
Time .47
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG dept135

10 65536
SOLVENT MeOD

NS 8192

Ds 4
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.365918 Hz
AQ 1.3664756 sec
ARG 16384

oW 20 _B50 usec
0E 6.00 usec
TE 300.0 K
cnsT2 1450000000

01 2.00000000 sec
o2 0.00344B28 sec
d12 ©.00002000 sec
DELTA ©.00000955 sec

CHANNEL 1 ===s==m==

NUC1 13C

p1 7.50 usec
p2 15.00 usec
PL1 0.00 dB
SFO1 1006228286 MHz

s==e==== CHANNEL f2

CPOPRE2 waltzib
NUC2 1H

P3 7.80 user
o4 15.60 usec
pCPD2 100.00 usec
AL2 0.00 o8
PLIZ 2216 0B
SFO2 400 . 1318005 MHz

F2 - Processing parameters

51 32768
SF 1006126136 HHZ
WOW EmM
558 0
LB 1.00 Hz
GB o
FC 1.40

10 NMA plot parameters

tx 24 00 cm
oy 5.50 cm
f1p 133.557 ppm
£ 13437 55 wz
18.608 ppm
1B72.18 Hz

478356 ppm/cm
481 .BI0SE Hzicm

96T

Espectro de RMN **C (DEPT-135, 100MHz, MeOD, §) da substancia V.
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Mapa de contornos HMQC da substancia V.
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Expanséo do mapa de contornos HMQC da substancia V.

\! lk H-3A H-38 m H6 H-5 H8 H7  Betania/CoRR - P17
_)I k J . "

_J — o N e A

[ 2 L — 20 ?_:_-
- 1 & I E
~ L 5:“
38 O ]
Ot @ ==X E— Las i
010 — B
30
l3s
| |40
° . |
o i il 1 -45
|
- P L
o L=N
opm

pos 3.0 2.5 2.0 1.5 1.2

Expanséo do mapa de contornos HMQC da substancia V.
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Mapa de contornos HMBC da substéncia V.




l
| A L
J;K_g JJW\J‘[""J I\L — Wi l\‘—_., N o
X |
1 160
| —165
&
I E 170
' 5 171.5648\4,94
= 5171,79/ 55,14 @ 171,61/ 5 4,83 6172,0608 3,02 &
] 0
. §173,25/ 8 5,06 5.173/25/.8 3,02 i L4175
pom 7 6 T ! I
Expanséo do mapa de contornos HMBC da substancia V.
AN
- o
| 0O
e ] & - 70
— 6O
B o [W®
—
— 80
— (@ @ °
581,69/ 5 5,21
— 90
B © g 100
_— o ©
r ppm
oom 7 & 5 A 3 2

Expanséo do mapa de contornos HMBC da substéancia V.

200



Zoom ZoomOut Trace Function #utoscale  Annotato Preoont
Functionsz ‘can
Smoothings Hionw

0.5000 : E H n T

(P N NS S S

Vol

T U S TR S N
[Abs] | \

|

— TSP TOPPT TSI MR ENS (N PR S
00000 i : LI C TS TReS ISR

200.0 Wavelength (nm) [HIITH

Espectro da substancia VI no UV (2%p/v em MeOH, 200-500 nm).
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Espectro de massas, com ionizacao por “electrospray” no modo positivo, da substancia VI.
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betania/CpgRR - 203

Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCNO

12356203
10

F2 - Acquisition Parameterc

Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG

016
D19

20050606

9 46

spect

5 mm Myltinucl
p3919gp
65536

Me0D

16

0

B8223.685
0.125483
3.9846387
287 .4
60.800
6.00

300.0
1.00000000
0.00050000
0.00025000

NUC1

P1
7
P
81}

5701

GPNAM1
BoX1
G2Y1
G271
P16

W
o

3.00
400. 1318806

GRADTENT CHANNEL

SINE. 100
0.00
0.00

20.00
1000.00

uSE

F2 - Processing parameters

SI
5
WOW
S38
8
63
A

32768

400. 1300000
EM

o

0.30

(1]

1.00

10 NMR plot parameters

cx

cr
FIP
Fl
E2p
F2
PPMCM
HICM

25.00
15.00
B.113
3246.11
0.482
192.92
0.30522
122.12786

MHz

cm
cm
ppn
Hz
ppn
Hz
ppr
Mz,

Espectro de RMN *H da substancia VI (400 MHz, MeOD, ).
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betania/CpgRR - 203

Current Dats Parameters
12356203

WAME

EXPMD E

PROCMD 1

F2 - dcquisition Parameters

Date_ 20050608

Time 16.48

InsTRUN spect

PROBD

F1 - Acouisilion parassters
1

™ 255
Fos 4003316 e
FIDRES 11 967678 Mz
E 7.657 ppe
FrMOOE "

F2 - Processing paraseters

s 4001300001 s
o siE
ss8 0
e 0 00
ce o
e 1.40
F1 - Processing parsmsters

s1 1024
Mz o
SF 001300001 Wiz
WO Sine
558 0
Le 0.00 Mz
] °

20 M@ plot persmeters
cxz 15.00 ¢
cx 15.00 cm
FaPLD 7
FaLo 314641 Mz
Fapu1 ©.207 pom
Faug 82 65 Mz
F1pLD 7 on
FiLo 3945 a3 Wr
F1pul ©.207 pon
FiNT 82 88 Mz
F2pPmcH 0.51045 ponicm
Favacm 204 24875 Hr/in

0.51045 poaice

F 1Mzl 204 248% Hr/im

Mapa de contornos COSY da substancia VI (400 MHz, MeOD, 9).
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Current Data Parameters
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F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20050607
Time 15.15
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG 29p030
. 0 B5536
Gli-6 SCLVENT cocia
C-1 C-4 NE 6083
Ds 4
ShH 26178.010 Hz
C-2 FIDRES 0.399445 Hz
AC 1.2517875 sec
A6 32768
oW 19.100 usec
DE 6.00 usec
c-8 C-6 C-7 T 300.0 K
01 2.00000000 sec
a11 0.03000000 sec
a12 0.00002000 sec
======== CHANNEL f1
NUCH 13C
P 7.50 usec
PL1 0.00 aB
SFO1 100.6238364 MHZ
[ - ] T o == CHANNEL 2 ===
' B CPOPRG2 waltz16
80 70 =8 HUC2 H
PCPO2 100.00 usec
pL2 0.00 aB
pL12 22.16 dB
PL13 20.00 oB
SFO2 400.1316005 MHZ
F2 - Processing parameters
sl 32768
sF 100.6130081 MHz
WK EM
S58 0
L8 1.00 Hz
1] 0
PC 1.00
| 10 NMR plot parameters
o 24.00 cm
4 | | ; ™ ihid ' PRATTE gy 1 ng 200.00 cm
1 4qal . Y | | i Lelld Fip 201.057 ppm
) ' F1 20228.97 Hz
F2p -2.334 ppm
T T 1 T T ' v T T r T T — T I T T T I r v T T T T ' T T 1 T T T — T T ;MM :i;fi Hz N
ppm 180 160 140 120 100 80 £0 40 20 o e o
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Espectro de RMN *3C da substancia VI (100 MHz, MeOD, §).
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Mapa de contornos HMQC da substancia VI.
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Mapa de contornos HMBC da substéancia VI.
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Expansdo do mapa de contornos HMBC da substancia VI.
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Expansao do mapa de contornos HMBC da substéancia VI.
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Zoom ZoomOut Trace Function Autoscale Annotate
Functions: Scan
6.5000 [ — , i ; i : ISmnotqing: Nqne
F A i g :
L. XL . AT e - T
- s A v S 4
‘ :
Vo ]
__”““_% ................................................................ ; ..................................................... .
[Abs] ‘
”:;;;;FﬁmiR; ......................
0.0080 5 : :
200.0 Wavelength ¢(nm)

Espectro da substancia VII (1mg%/mL) obtido no UV-VIS (200-500 nm). Curva

azul: MeOH. Curva roxa: NaOH (2,5% p/v).

Annotate

Scan

Functions:

1 l
200.0 Wavelength (nmJ

Espectro da substancia VIl (1mg%/mL) obtido no UV-VIS (200-500 nm). Curva

azul: MeOH. Curva roxa: AICl; (5% p/v). Curva verde: AICI3 + HCI (50% p/v).

scan

Functions:

Smoothing: None

B.5080

B.ERRE

(nmJ

Wavelenotn

200.0

Espectro da substancia VIl (1mg%/mL) obtido no UV-VIS (200-500 nm). Curva

azul: MeOH. Curva roxa: NaOAc (p6). Curva verde: NaOAc + H3BOs3 (sat.)
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AV:50 NL: 4.06E5 T: + c ESI
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130.00-1000.00]

p199bneg#2-50 RT:
0.03-1.26 AV:49 NL:
3.72E3 T: - c ESI sid=25.00
Full ms [ 70.00-2000.00]

Espectro de massas obtido, com ionizacao por “electrospray”, no modo positivo e negativo da substancia VII.
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Current Dats Parameters

NAME 11656104
EXPNOD 1
PROCHO 1

F2 - Acquisition Parametere

Date_ 20050418
Time 11.51
INSTRUM spect
PROBHD S mm Multinucl
PULPROG p3g18gp

10 65536
SOLVENT MedD

NS 16

os o]
SWH B223.p85 HZ
FIDRES 0125483 Hz
AQ 3.9846387 sec
RG 4064

oW 60.800 use
OE 6.00 use
TE 300.0 K
01 1.00000000 sec
D16 0 .00050000 set
D19 000025000 sec

= CHAMNEL 1 =

1H
Po 7.13 use
P1 7.13 use
P27y 7.13 use
AL 3.00 dB
PL18 3.00 dB
SFO1 400.1319382 MHz
= = GRADIENT CHAMNEL ===
GPNAMT SINE.100
GPX1 0.00 %
GPY1 0.00 %
GPZ1 20.00 %
P16 1000.00 use

F2 - Processing parameters

51 32768
SF 400.1300000 MHz
WOW EM
558 o
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

1D NMR plot parameters

o9 . 25.00 cm
Cy 150,00 cm
FiP 7.992 ppn
F1 3197 .99 Hz
Fop ©.207 pon
F2 B2.72 HZ
PPMCM 0.31143 ppn
HZCM 124 61079 Hz,

Espectro de RMN *H da substancia VII (400 MHz, MeOD, §).
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2 horas de maguina

Current Data Parameters

NAME 12256104
EXPNO 11
PROCNO 1

Fe Acquisition Parameters

Date_ 20050601
Time 16.17
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG z0pg30
10 65536
SOLVENT coci3
NS 22602
Ds 4
SWH 26178.010
FIDAES 0.399445
AB 1.2517875
RG 32768
DW 19.100
DE 6.00
TE 300.0
D1 2.00000000
d11 0.03000000
di2 000002000
= = CHANNEL f1 =

usec
usec

sec
sec
sec

usec
dB

usec
oB
de
daB

NUC1H 13C
P1 7.50
PL1 0.00
SFo1 100.6238364

CHANNEL f2 ====
CPDPRG2 waltz16
NUC2 1H
PCPD2 100.00
PL2 0.00
PL12 22.16
PL13 20.00
5F02 400.1316005

MHz

F2 - Processing parameters

SI 32768
SF 100 6131177
WOW EM
558 0
LB 1.00
GB Q
PC 1.40

10 NMA plot parameters

Cx 24.00
CY 600.00
FiP 212 480
F1 21378 .30
Fazp -3.109
F2 -312.84
PPMCM B.98290
HZCM 903. 79730

MHz

Hz

cm

cm

ppm
Hz

ppm
Hz
pom/cm
Hz/cm

(AN

Espectro de RMN *3C da substancia VII (100 MHz, MeOD,CDCls, DMSO, §).
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Espectro da substancia VIII no UV (1%p/v em MeOH, 200-500 nm).
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Current Oats Parameters

- NAME D98
ZXPND 1
SROCNO 1
~ _ fg - Acquisition Parameter:
I o N
Id e - . Jate 20040920
| ] H 1A'B 5 oH11me 20.49
i > INSTRUM spect
’ = ' Ay -~ ROBHD 5 nm Dusl 13C/
H-3',7° H-4',6 : o %
, 0 55536
/ [ SOLVENT M20D
/ { NS By
). { 3 6 Oj",! 05 2
- /’ . : ) ° S B278.146 Wz
| i 1” °o 2 5 OH 1pRES 0.126314 Hz
! / - - 1 OH ag 3.9584243 ser
| - HO 3 aG 645 .1
| oW 50400 st
I = DE 6.00 us:
\W ] j - y 1€ 300.0 K
/ ' - r _ 01 1.00000000 se
L1 My - » H-3b H-3a e
AR J | ]
J o 7\ I [/ | | sssssisc CHANNEL f1 =vae=
) e 1 .
e ” | | 'II wUC 1
[ 1 | [ 21 780 us
kit te ¥ |1 aLg 0.00 dB

/J\ Tl L J m SF01 400 1324710 MH
— A . X — S — NI, U NE— L S
- 3L )

. F2 - ProCcessing Darameters
Z & L A ) L ) / a a1 32768

2 | - T o S I " g f SF 400. 1300000 MH
5 = = | WOW EM
. | - ' S s = - - ! 558 0

Rom 25 700 =1 o ; v - ] / J L8 0.30 Hz
o 5,30-7,18 67,12-7,07 || 6 5,09-5,08 5295 82,65 -1 s ‘o

10 NMR pict parameters
25.00 cm
1500 cm
7.727 ppr

3021.83 Hz

| l _: 0.387 pp
A o AW Ny _m_ML TR TR PO JL ) : e

R 2PMCM 0.29362 oo
“ZeM 11748599 Hz

5 ol e ol = el 1= @ I
® | = o =1 |w o ] wi ~ §
& o D r~ s k5] | e ~ (=1 !
= - - 1o | : i
= o o el Eat] lew M| o -1 < !
) ) —— . - T 1 ' ‘ | \ ! ! ! !
ppm 5 P 3 2 .

Espectro de RMN *H da substancia VIl (400 MHz, MeOD, §).
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Current Data Farameters
' NAME paB
3 EXPND 2
O AROCHO 1
'
S 2" F2 - Acquisition Parameters
O Date 20040821
Time §.05
1 HO TNSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
7' FULPROG zgpg30
™ 63536
SOLVENT L]
NS 10240
oS 4
SWH 26178.010 Hz
FI0RES 0330445 Hr
AQ 1.2517875 sec
' 86 32768
3 3 Ow 19.100 usec
H H 1 OF £ 00 usec
4
7—0O—CH
2
O
7
CHAMNEL 2 ========
waltzis
H
10000 usec
| 0.00 dB
| 22 16 dB
| 20 00 08
| 400. 1316005 MHz
| | F2 - Processing parameters
[ a1 32768
| &F 100 B127690 MHz
| EM
o
1.00 Hz
40
i 4 I
r i
| v !
' | ! : ! | ' — — Z R — ~
ppm 160 140 B0 g0

L1¢

Espectro de RMN *3C da substancia VIII (100 MHz, MeOD, §).
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Current Dste Farameters
PS8
3

1

2 - Arouisition Farameters

Jate 200a0821
Time B.45
INSTRUM spect
ROBHD 3 mm Dual 130/
PULPROG vept135
il 65536
SOLVENT CMED
NS 2833
25 a
SiH P3BB0.BT4 HE
F1DRES 0.380818 H2
ag 1.3664756 sec
1] 16364
bl 20 BS0 user
0E £.00 user
TE 0.0 K
CNSTZ 1450000000
o 2.00000000 sec
o2 000342828 sec
a1 0 C0DOZ00G sec
DELTA 0.00000955 sec
-------- CHANNFL ff —=rw=e=n
NUC1 43
i 7.50 user
o2 15.00 uset
PLY o000 OB
SFO1 100.6278288 MHz
CHAMNEL f2 ==
CPOPRG2 waltr1g
Nuc2 1H
3 7.80 usec
od 1560 usec
RLADZ 10000 usec
ALg 0.00 dB
ERE) 2216 o8
SFO2 400. 1316009 MHz

F2 - Processing parameters

51 32768
5F 100 6127690 MHZ
WOW E™
558 o
LB 1.00 Hz
GE o
AL 140

MMA plot parameters

Espectro de RMN **C (DEPT-135, 100MHz, MeOD, §) da substancia VIII.
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Mapa de contornos HMQC da substancia VIII.
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Mapa de contornos HMBC da substancia VIII.
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Functions:

Scan

Smoothing: None
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6.0008
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Espectro da substancia IX (Img%/mL) obtido no UV-VIS (200-500 nm). Curva
azul: MeOH. Curva roxa: NaOH (2,5% p/v).
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Smoothingz None

Wavelength (nm)

500.0

Espectro da substancia IX (1mg%/mL) obtido no UV-VIS (200-500 nm). Curva
azul: MeOH. Curva roxa: AlCl3 (5% p/v). Curva verde: AICIl3 + HCI (50% p/v).
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g.op00
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Scan
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Wavelength (nm)

Espectro da substancia IX (1mg%/mL) obtido no UV-VIS (200-500 nm). Curva
azul: MeOH. Curva verde: NaOAc (p6). Curva roxa: NaOAc + H3BO3 (sat.).
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Espectro de massas, com ionizagao por “electrospray”, no modo positivo da substancia IX.




i

M == M)
Smm
g 285
= a !
"3\"\7
HO
1
s
KV |
- - |
bl —|S
5 -z
E :ilﬁ
— |
ppm 8

7.6017
7. 5968
7.5806
7.57597

1.028

£.9181
5.8970
£.8766

H-5'

avs

0,159
0.170
1.144

N

i
5

—b.387
6.383

1.043

— T

™ O T MDD DWW = — o DN OEMTTOO = TN T

(5 = TN OO WD =0 00D NN O Y OWoW e @Y oy

o > SO O IWIT U —DERLDDIODITDMMN = — — O o0 — oo

— T M OO oM~ O~~~ 0D S ST ST T T MMM Mmoo Mmoo oo O

w w PV T T T OOOMMEE MO M@ Moo oM e 0o —
) T f

A
Gli-1”

1.051
1.0286

OCH,

3.180
1.310

O
—_—

Bo—

—1 2872

betania/CpgRR - 206

Current Data Parameters

1.178
0.725

—__)\)LL,___,JJL__J%N_ -

NAME 12356206
EXPNO 10
PROCNO 1

F2 - Acguisition Parameter:
Date_ 20050807
Time 15.54
INSTRUM spect
PROEHD 5 mm Oual 13C/
PULFROG 2930

0 65536
SOLVENT Me 0D

NS 16

Ds a
SkH B278B.146 Hz
FIDRES 0126314 Hz
AQ 3.9584243 ser
RG 362

Dw 60400 us
DE E.00 us:
1E 300.0 K
D1 100000000 ser
= = CHANNEL f1 ===
NUC1 1H

P1 7_80 ust
PLL 0.00 dB
SFO 400 1324710 MH
£2 - Processing parameters
ST 32768

SF 400 . 1315833 MH
WDW EM
558 a

L8 Q.30 Hz
G8 a0

PC 1.00

1D NMR plot parameters
Cx 25.00 cm
cy 150.00 cm
FiP 8.645 ppr
3459.12 Wz
0.385 pm
154.04 Hz
0.33040 ppi
132.20323 Hz

HZCN

XA

Espectro de RMN *H da substancia IX (400 MHz, MeOD, §).
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20€

Current Dats Pacsmsters
12356226

NAsE
) 2
PROCNO 1
F2 - Acquisitior Parameters
Date_ 2005069
Time 0.5
INSTRN spect
PROBHO S = Multingcl
PuLPROG casygaqf
To 208
SOLVENT 00
WS 1
os 2
S 3378.3"8 Wz
FIDRES 1. 649599
aa 03031540 sec
RG 18
oW 148,000 usec
DE & ¥ usec
TE 3000 K
at 0. 00000200 sec
[+1} 1.37348101 sec
a13 000000400 sec
016 ©.00050000 sec
™0 0.000296¢0 sec
NCREST 0.000000(0 sec
MC MR 1. 375481(1 sec
........ [ P —
wct ™
o 7.13 usec
P 7.13 usec
PLy 3.00 o8
SFo 400 1317455
...... GRADIENT CHANNEL ==me
GPNAMYL SINE 100
GENANZ SINE 100
ey 00X
e 9.0 %
v 9. x
[l 0.0 3
GPZ1 10w
P2 10.00 T
P16 1000 00 usec
F1 = Acquisition parameters
noo '
m 55
SFO1 400 1347 Mz
FIORES 13 198791 Wz
8 483 ppa
Fr0DE ¥
F2 - Processing Joramaters
s1 1021
s 400 1300000 Mz
WO SInE
558 L]
Le 0 o Hz
8 L]
PC 1.4
F1 - Processing persmeters
s1 024
HC2 o
SF 400 1300004 Mg
wDw SN
558 L]
L8 o0 Mz
w8 .

20 MR plot parameters
cx2 15.00¢ ca
cxi 15.0¢ cm
farLo 8.121 ppm
Fa0 3249 65 Wz
e 3106 oom
Faul 1243.74 Wz
FiPLD 8.22¢ pom
FiLo 3289 24 Mp
F1Ami 3.10¢ ppm
Fiu] 1240 44 Mz
F 2PPMCN 0.33421 poasca
Fau2tm 133 72748 Mi/cm
L " 0.3413 ppa/ce
F {HZC™ 136.S8678 HI/cw

Mapa de contornos COSY da substancia I1X (400 MHz, MeQOD, J).
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Current Data Parameters

NAME 12356206
EXPNO 11
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20050607

Time 16.28
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zgpg30

L 65536
SOLVENT Pyr

NS 12288

0s 4

SWH 2617B.010 Hz
FIDRES 0.399445 Hz
AQ 1.2517875 sec
ARG 32768

W 19.100 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K

D1 2.00000000 sec
di1 0.03000000 sec
di2 0.00002000 sec
-------- CHANNEL f{ ========
NUC1 13C

P1 7.50 usec
PL1 0.00 0B
SFO1 100.6238364 MHz
-------- CHANNEL f2 =e=s=m==
CPOPRG2 waltzib
NuC2 iH
PCPD2 100.00 usec
PL2 0.00 aB
PL12 22.16 dB
PL13 20.00 dB
SF02 4001316005 MHz

F2 - Processing parameters

SI 32768

SF 100.6130091 MHz
WOW EM
Ss8 0

LB 3.00 Hz
GB 0

PC 1.40

1D NMR plot parameters

Cx 24.00 cm
cy 120.00 cm
F1P 186.009 ppm
F1 18714.95 Hz
Fap -0.635 ppm
F2 -63.87 Hz
PPMCM 7.77683 ppm/cm

HICH 782.45068 Hz/cm

Espectro de RMN *3C da substancia IX (100 MHz, MeOD, §).
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Current Data Parameters

NAME 12356206
EXPNO 12
PROCHD 1

F2 - Acguasation Parameters

Date_ 20050608
Time 10.43
INSTRUM spect
PROBHO 5 mm Dual 130/
PULPROG dept135

0 65538
SOLVENT Me0D

NS 8102

0s 4

SHH 23980.814 +z
FIDRES 0. 365918 4z
40 1.3664756 sec
RG 16384

oW 20.850 Jsec
DE 5.00 usec
TE 300.0 ¢
CNET2 1450000000

01 2.00000000 sec
42 000344828 ser
ai2 0.00002000 sec
JELTA 0.00000855 ser
== CHANNEL £1 =

NUC1 13C

Pl 7.50 usec
p2 15.00 usec
LY 0.00 oB
SFO1 100 . 6228298 MHZ

ffffffff CHANMEL 12 -=======

CPOPRGZ waltzig
NuC2 1H

R3 7.80 usec
od 15.60 usec
PCFD2 100,00 usec
AL2 0.00 dB
PL1Z 22.16 oB
SFO2 4001316005 MH2

F2 - Processing parameters

51 32768

SF 100.6130377 MHz
WO EM
558 0

LB 1.00 Hz
GB ]

PC 1.40

10 NMR plot parameters

cx 2400 cm

cy 6.50 cm

Fip 126835 ppm

Fi 12767.31 Hz

F2p 37.070 ppm
£z 372377 Hz
PPMCH 3.74270 ppm/cm
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