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RESUMO
FITOQUIMICA DE Raputia praetermissa (Rutaceae) E BUSCA POR
CANDIDATOS A HERBICIDAS INIBIDORES DA FOTOSSINTESE
A PARTIR DE PRODUTOS NATURAIS - A espécie R. praetermissa ¢
nativa da Amazonia. Planta recentemente classificada, ndo apresenta dados
bioldgicos e/ou quimicos na literatura. Este fato levou a realizacdo deste
estudo, o que pode levar ao correto posicionamento quimiossistematico do
género dentro da familia Rutaceae. A partir do estudo fitoquimico das
raizes de R. praetermissa concluido em 2005, foram encontrados
principalmente alcaldéides derivados do triptofano e limondides. Nesta
segunda etapa foi realizado o estudo fitoquimico de algumas fra¢des do
extrato em diclorometano das raizes e ainda os extratos do caule e folhas da
espécie. Foram isolados e identificados alcaldides (indolicos,
furoquinolinicos e quinoldnicos), triterpenos (cicloartanos e friedelano),
esterdides e um derivado do &cido cinamico. Dentre as substancias
encontradas podemos destacar quatro substancias ndo relatadas na
literatura: dois alcaldides, um diterpeno e um derivado do 4cido cindmico.
Uma colegdo de 120 produtos naturais isolados pelo grupo de PN/UFSCar
foi submetida a uma série de reagdes enzimaticas que esclareceram o
mecanismo de a¢do das substancias consideradas ativas frente a inibi¢ao da
fotossintese in vitro em cloroplastos isolados das folhas de espinafre. Foi
possivel esclarecer o mecanismo de ag¢do de 30 substancias, o que
possibilitou até o momento, a publicacdo de artigos em revistas indexadas
internacionais e congressos (nacionais € internacionais). As perspectivas
sdo Dbastante interessantes, principalmente no que diz respeito a
implantacdo desta nova linha de pesquisa ndo s6 no Departamento de
Quimica (UFSCar), mas também no Brasil, para que posteriormente sejam

encontrados modelos para novos herbicidas inibidores da fotossintese.



ABSTRACT
PHYTOCHEMISTRY OF Raputia praetermissa (Rutaceae) AND
SEARCH FOR CANDIDATES OF HERBICIDES INHIBITORS OF
PHOTOSYSNTHESIS FROM NATURAL PRODUCTS - The species
R. praetermissa is native from Amazonia. Plant recently classified, it does
not give biological and/or chemical in the literature. This fact has led to this
study, which can lead to the correct chemosystematic positioning of the
genus within the family Rutaceae. From the phytochemical study of the
roots of R. praetermissa concluded in 2005, mainly were found alkaloids
derived from tryptophan and limonoids. The second step was the
phytochemical study of some fractions of the dichloromethane extract of
the roots and the extracts of the stem and leaves of the species. Alkaloids
have been isolated and identified (indole, furoquinolines and quinolones),
triterpenes (cycloartanes and friedelanes), steroids and a derivative of
cinnamic acid. Among the substances found can highlight four substances
not reported in the literature: two alkaloids, a diterpene and the derivative
of cinnamic acid. A collection of 120 natural products isolated by the group
of Natural Products/UFSCar was subjected to a series of enzymatic
reactions that explained the mechanism of action of the substances
considered active against photosynthesis in vitro in chloroplasts isolated
from the leaves of spinach. It was possible to clarify the mechanism of
action of 30 substances, which allowed so far, the publication of articles in
indexed international journals and conferences (nationals and
internationals). The prospects are quite interesting, especially as regards the
implementation of this new line of research, not only in the Department of
Chemistry (UFSCar), but also in Brazil, so that later are found models for

new herbicides inhibitors of photosynthesis.
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Capitulo I:

Fitoquimica de Raputia praetermissa (Rutaceae)






1. Introducao

1.1. A familia Rutaceae

A ordem Sapindales (nova denominagdo de Rutales) sensu Stevens
¢ formada pelas seguintes familias de plantas: Anacardiaceae,
Bierbersteiniaceae, Burseraceae, Kirkiaceae, Meliaceae, Nitrareaceae,
Rutaceae, Sapindaceae e Simariubaceae (Stevens, 2003). O grupo de Produtos
Naturais do Depto. de Quimica/UFSCar ja vem estudando hé alguns anos dentre
outras, plantas pertencentes principalmente as familias Meliaceae,
Simaroubaceae e Rutaceae. Sendo assim, foi escolhida como objeto de trabalho
para o desenvolvimento desta tese uma espécie pertencente as rutaceas. Dentro
da ordem, Rutaceae estd agrupada com as demais familias devido a algumas
caracteristicas comuns: auséncia de dutos de resina no tronco, as ranhuras da
madeira, as nervuras das folhas e ainda devido a presenca de metabolitos
secundarios caracteristicos (Cronquist, 1988). As ruticeas podem ser
diferenciadas das demais familias através dos seguintes fatores: folhas
glandulares, producao de limondides e a usual presenca de 6leos aromaticos no
perénquima e pericarpo das cavidades secretoras (Chase ef al., 1999).

Familia essencialmente pantropical, com cerca de 150 géneros e
1600 espécies, principalmente abundante nos trépicos e subtrdpicos. Na regiao
neotropical ocorrem cerca de 52 géneros e no Brasil 32 nativos, sendo centros de
diversidade a floresta Atlantica e a Amazonia. Na reserva Ducke (Manaus —
AM), esta representada por 10 espécies em 7 géneros (Pirani, 2005).

As ruticeas apresentam inumeros representantes de interesse

medicinal (Abaul et al., 1994; Menezes e Menezes, 1987), como

ocorre no género Pilocarpus (jaborandi) que fornece, dentre m
7/
0

outros metabolitos, o alcaldide pilocarpina empregado no

tratamento da calvicie e glaucoma. Pode-se citar ainda a arruda Pilocarpina




(Ruta graveolens), que possui como principio ativo o flavondide rutina

(também conhecido como Vitamina P). Em outras
espécies deste género, as cascas das raizes sao muito
utilizadas como vermifugo. A casca do tronco de
Esenbeckia febrifuga ¢é utilizada em substituicdo a
quinina no tratamento de febres (Menezes e Menezes,
1987). As plantas desta familia ainda apresentam

muitos membros com significativa importancia

OH O
H (0]
o (0)
O
OH
OH OH OH
Rutina

economica. As espécies do género Citrus produzem diversos tipos de frutas

citricas (laranja, limao, tangerina, etc.) e os seus Oleos essenciais sao usados na

industria de cosméticos. Espécies de Boronia, Choisya, Poncirus € Skimmia sao

usadas como plantas ornamentais (Chase et al., 1999). Esta familia caracteriza-

se ainda pelo elevado grau de diversidade de metabolitos secundarios

encontrados nas espécies que constituem a mesma. Sao produzidos varios tipos

de alcaloides (derivados da fenilalanina, tirosina, triptofano, acido antranilico,

histidina, etc), cumarinas, flavonoides, terpenodides e limondides (Waterman,

1999), alguns exemplos podem ser visualisados no quadro 1.




Quadro 1. Metabolitos secundarios encontrados em espécies pertencentes as

rutaceas.
N |N O X o
OH )\ N
N —
ITI | HO
Me Me Ph OMe
Paraensina Arborina Decarina

Ravenia spectabilis Glycosmis pentaphylla Zanthoxylum rhoifolium
(Khan et al., 1990) (Dreyer et al., 1980) (de Moura et al., 1997)

| X
N (¢}
N

| I

H N

HO
Furomegistina 1-hidroxirutaecarpina Desidroatalantina
Sarcomelicope megistophylla Z. integrifolium Severinia buxifolia
(Fokialakis et al., 2001) (Sheen et al., 1996) (Wu et al., 1997)

OMe
X
(0] (0) (6]
=
OH O
S-metoxiseselina Teclenona B Hesperidina
Citrus grandis Teclea nobilis Zanthoxylum maccrophylla
(Wueetal.,, 1988) (Al-Rehaily et al., 2002) (Tringali et al., 2001)




1.2. Caracteristicas quimicas e morfologicas da espécie estudada.

Com o intuito de se estabelecer uma continuidade no estudo de
plantas pertencentes a familia Rutaceae decidiu-se realizar o estudo da espécie
Raputia praetermissa, principalmente por se tratar de uma espécie que nunca foi
estudada sob o ponto de vista quimico. O género Raputia foi estabelecido em
1775 por Aublet, que se baseou nas caracteristicas morfologicas de R. aromatica
Aubl. (Kalunki, 1990). Num trabalho de 1978, Emmerich observou diferengas
morfologicas entre as espécies que até entdo constituiam o género em questao.
Esta pesquisadora considerou como padrio de comparacdo a espécie R.
aromatica Aubl., e adotou as flores das espécies como caracteres morfologicos
fundamentais para organizagdo do ‘“‘complexo Raputia”. As constatagcdes
observadas originaram quatro géneros: Raputia, Neoraputia, Raputiarana e
Sigmatanthus (Kallunki, 1994).

O grupo de Produtos Naturais do DQ/UFSCar j4 estudou algumas
espécies do género Neoraputia, como por exemplo N. magnifica (Passador et
al., 1997; Tomazela, 2001), N. alba (Arruda et al., 1991 e 1993) e N. paraensis
(Souza et al., 1999), das quais foram isolados e identificados, principalmente:
flavonoides e alcaldides comuns na familia Rutaceae, como podem ser vistos no
quadro 2.

Algumas caracteristicas morfologicas do género Raputia sio:
arbustos ou arvoretas, possui folhas opostas, 1-3-folioladas, pecioladas, ldmina
inteira (destituida de divisdes), cartdcea (consisténcia de papel) a coridcea
(folhas rigidas). Inflorescéncias em racemos circinados, flores bissexuadas, fruto
esquizocarpo (frutos secos cujos carpelos se separam na maturagao) constituido
por 1-5 mericarpos do tipo foliculo e semente testa lisa, embrido curvo e
cotilédones conduplicados (Pirani, 2005). Este género possui onze espécies
predominantemente amazonicas, sendo apenas trés de areas fora da Bacia
Amazonica (uma na tribo dos Tepuis na Venezuela, duas da Bacia do Rio

Oiapoque, na Guiana Francesa e no Amapa). Esta classificacdao foi revisada por



Kallunki (1994), mas a espécie presente (R. praetermissa) na Reserva Ducke

(Manaus — AM) ¢ nova para a Ciéncia.

Quadro 2. Metabdlitos secundérios encontrados em algumas espécies do género

Neoraputia.

OMe O OH O

N. magnifica

N. magnifica
(Passador et al., 1997) )

(Passador et al., 1997)

OMe O OMe
P 989
MeO N N OH
OMe Me
N. magnifica N. magnifica
(Tomazela, 2001) (Tomazela, 2001)

OMe O
N. alba N. alba
(Arruda et al., 1993) (Arruda et al., 1993)

OMe O

N. paraensis
(Souza et al., 1993)

N. paraensis
(Souza et al., 1997)




A espécie Raputia praetermissa ¢ nativa da Amazodnia e foi
recentemente descoberta. E um arbusto ou arvoreta delgada com folhas opostas-
cruzadas, peciolos escurecidos, lamina eliptica coriacea (Figura 1.1). Trata-se se
uma espécie rara, conhecida somente na colecao-tipo da Reserva Ducke (Pirani,
2005; Ribeiro et al., 1999). O grupo de PN da UFSCar ja realizou o estudo
fitoquimico das raizes de R. praetermissa, tendo isolado e identificado uma
variedade de classes de metabolitos secundarios como: alcaldides, limonoides,
terpendides e esterdides (Rosas, 2005), dos quais alguns destes sdo mostrados no

quadro 3.

Figura 1.1. Espécie Raputia praetermissa. Recortes do livro: Flora da Reserva

Ducke (cedidos pelos autores, Ribeiro et al., 1999).



Quadro 3. Algumas substincias isoladas a partir das raizes de Raputia

praetermissa (Rutaceae).

OMe OMe OMe







2. Objetivos

O género Raputia ndo apresenta relatos na literatura sob o ponto de
vista quimico e/ou biologico. Com base nestas informacdes decidiu-se realizar o
estudo quimico da espécie R. praetermissa (Rutaceae), com o objetivo de se
encontrar metabdlitos secundarios que possam ser utilizados para a confirmagao
do posicionamento quimiossistematico do referido género. A partir dos
metabolitos isolados e identificados, se estabelecer uma contribuigdo para o
entendimento da segregacdo entre os géneros Raputia e Neoraputia, que foi

estabelecida por Emmerich em 1978, através da criagao do “complexo” Raputia.
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3. Experimental

3.1. Coleta do Material Botanico

O material foi obtido na Reserva Florestal Ducke-INPA, situada no
km 26 da estrada Manaus—Itacoatiara. A coleta foi realizada em Latitude 2° 53’
S, Longitude 59° 58 E, préximo ao Igarapé do Tinga. Foram coletadas raizes,
caules e folhas de Raputia praetermissa em Janeiro de 2001. A exsicata estéril
foi identificada por comparagdo com a exsicata INPA: 189865, pela botanica
Maria de Fatima Figueiredo Melo do INPA (Instituto Nacional de Pesquisa do

Amazonas).

3.2. Preparaciao dos Extratos

As amostras coletadas foram limpas, separadas em partes: raizes,
caule e¢ folhas; desidratadas a temperatura ambiente (28 °C) e, em seguida,
moidas. Na preparagdo dos extratos da raiz, caule e folhas de Raputia
praetermissa utilizou-se 1,74 kg, 4,40 kg e 0,59 kg do material seco,
respectivamente. Foram extraidos com os solventes hexano, diclorometano,
metanol e hidrometanolico [4gua/metanol (1:1 v/v)], em ordem crescente de

polaridade, durante trés dias, trés vezes consecutivas para cada solvente (Tabela

1.1).
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Tabela 1.1. Rendimento dos extratos brutos de Raputia praetermissa.

. Extratos obtidos (gramas)
Material Massa

Hidrometanolico
coletado  seca (kg)
Hexano  Diclorometano Metanol (1:1 v/v)
, 1,74 7,40 38,00 25,31 14,37
Raizes
Caule 4,40 13,52 84,19 81,49 -
Folhas 0,59 4,45 23,70 20,40 -
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3.3. Fracionamento dos Extratos do Caule de Raputia praetermissa.

3.3.1. Estudo quimico do extrato hexanico do caule de R. praetermissa

(Rutaceae).
Ext. Hexano do Caule de
R. praetermissa (CHR)
13,28 ¢
(a)
A\ 4
A 4 A 4 A 4 A 4 A\ 4
CHR-1 CHR-2 CHR-3 CHR-4 CHR-5 CHR-6
0,13 ¢g 0,54 g 558¢g 515¢g 0,75 ¢ 0,13 ¢
(b1) (Cy) (d) (E))
A 4 v A 4 \ 4
8 fragoes 14 fragoes 17 fragoes 6 fracoes
RC17- RC3- RC6- RC43-
R1/R8 R1/R14 R1/R17 R1/R6
A 4 A 4 A 4 A 4
RCI7-R2 || RC3-R10 - ” RC43-R5
0,33 g 023 ¢g 0.80 ¢ 0.10 g 0,16 g
(b2) (C2)
| — — (d2) (d3) —
11 fragdes 14 fragdes 5 fracoes
RC18- RC4- RO Roaoot RC44-
01/11 01/14 007 ¢ e RI/RS
' v (E2)
RC18-08 RC8-12 =
021 g 0,17 g RC44-R5
0,05¢g
v (b3) () 1
RC19-R1 RSO1-R3
0,10 g 0,03 g v
Mistura
(bs) Sitosterol
RP09-02 Estigmasterol v
0.01 2 @ )
l 3)
(2)
1)
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(a) CC, 8 x h =4,0 x 20,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; Hexano:
DCM (1:1 v/v); DCM; AcOEt; AcOEt:MeOH (1:1 v/v) e MeOH.

(b;) CC, 8 x h =3,0 x 20,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; Hexano:
Acetona (7:1 v/v); Hexano: Acetona (6:1 v/v); Hexano: Acetona (4:1 v/v); Hexano: Acetona
(2:1 v/v); Hexano: Acetona (1:1 v/v); Acetona e MeOH.

(b2) CC, 8 x h=4,0 x 15,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; Hexano:
Acetona (7:1 v/v); Hexano: Acetona (5:1 v/v); Hexano: Acetona (3:1 v/v); Hexano: Acetona
(2:1 v/v); Hexano: Acetona (1:1 v/v); Acetona e MeOH.

(bs) CC, 0 x h=1,5x%x 12,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; Hexano;
Hexano: Acetona (7:1 v/v); Hexano: Acetona (5:1 v/v); Hexano: Acetona (2:1 v/v); Hexano:
Acetona (1:1 v/v); e Acetona.

(bgy) CCDP; 1,0 mm, 20 x 20 cm, ecluentes: Hexano:Acetona (9:1 v/v), resultando em 2
fragoes.

(C)) CC, 0 x h=4,0x 90,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; Hexano:
AcOEt (9:1 v/v); Hexano: AcOEt (7:1 v/v); Hexano: AcOEt (4:1 v/v); Hexano: AcOEt (2:1
v/v); Hexano: AcOEt (1:1 v/v); Hexano: AcOEt (1:4 v/v); AcOEt e MeOH.

(Cy) CC, 0 x h=3,0x 70,0 cm, silica gel 60 + Florisil (1:1 m/m), eluentes: Hexano; Hexano:
AcOEt (6:1 v/v); Hexano: AcOEt (3:1 v/v); Hexano: AcOEt (3:2 v/v); Hexano: AcOEt (1:1
v/v); AcOEt e MeOH.

(C3) Sephadex LH-20, eluentes: DCM:MeOH (2:8 v/v), resultando em cinco fragdes.

(d;) CC, 6 x h=4,0 x 90,0 cm, silica gel 60 + Florisil (2:1 m/m), eluentes: Hexano; Hexano:
AcOEt (9:1 v/v); Hexano: AcOEt (6:1 v/v); Hexano: AcOEt (3:1 v/v); Hexano: AcOEt (2:1
v/v); Hexano: AcOEt (1:1 v/v); AcOEt e MeOH.

(d2) CC, 8 x h=3,0 x 15,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; Hexano:
Acetona (9:1 v/v); Hexano: Acetona (6:1 v/v); Hexano: Acetona (4:1 v/v); Hexano: Acetona
(2:1 v/v) e Acetona.

(d3) CCDP; 1,0 mm, 20 x 20 cm, eluentes: Hexano:Acetona (9:1 v/v), resultando em trés
fragdes.

(E)) CC, 8 x h=3,0x 19,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; Hexano:
DCM (9:1 v/v); Hexano: DCM (6:1 v/v); Hexano: DCM (4:1 v/v); Hexano: DCM (3:1 v/v);
Hexano: DCM (2:1 v/v); Hexano: DCM (1:1 v/v); DCM; Acetona e MeOH.

(E2) CC,0xh=2,5x%x16,0 cm, silica gel 60 + Florisil (3:1 m/m), eluentes: Hexano; Hexano:
DCM (5:1 v/v); Hexano: DCM (4:1 v/v); Hexano: DCM (3:1 v/v); Hexano: DCM (2:1 v/v);
Hexano: DCM (1:1 v/v); DCM; Acetona e MeOH.
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3.3.2. Estudo

quimico do

extrato DCM do caule

de R. praetermissa

(Rutaceae).
Ext. CH,Cl, do Caule de
R. pratermissa (CDR) CDR-5
30,00 g 835¢g
A
(a)
A\ 4
CDR-1 CDR-2 CDR-3 CDR-4
820¢g 5,00 g 380 g 2,02 ¢
(E1)
(by) (Cy) (dy) v v
¥ N ¥ N 25 fracdes 8 fracdes
16 fragdes 10 fragdes RC60- RC10-
RC16- RC50- R1/R25 R1/RS
R1/R16 RI1/R10
A\ 4 A4
4 v v v
v Y v RC60-14 RC60-16 RC10-R2
RC16-R4 RC50-R3 RC50-R4 RC50-R6 0.18 o 025 o 0,05 ¢
021 024 ¢ 0.88 ¢ 0.44 ¢
’ g (C ) (C ) (C ) v (dZ) \ 4 (d4)
v (bz) : \ 4 v ‘v 5 fragdes 5 fragdes
4 fragodes 4 fragdes 14 fragoes RS18- RS19-
4 fragoes RS14- RSI15- RC54- RI/RS RI/RS
RC27- R1/R4 R1/R4 RI/R14
R1/R4 v RC10-R4
0,12 ¢
RS18-R4 RS19-R3
v RS14-R3 RS15-R2 RC54-R3 0,01 g 0,08 g
RC27-RI 0,16 g 022¢g 0,05 g
0,13 ¢ C)
RP44-01
(b3) 0,001 g
v (12)
11 fragdes l
RC33-
RI/RII ®) ©) (10) v
11
an (13)
Y RC16-R8
RC33-R5 0,70 g v
0,02 ¢g (14)
(bs)
RP22-01
00lg [—>© (5
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(a) CF, 6 x h = 8,0 x 25,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; DCM;
AcOEt; AcOEt:MeOH (1:1 v/v) e MeOH.

(b;) CC, 8 x h=15,5x%x 24,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; Hexano:
Acetona (9:1 v/v); Hexano: Acetona (7:1 v/v); Hexano: Acetona (6:1 v/v); Hexano: Acetona
(4:1 v/v); Hexano: Acetona (2:1 v/v); Hexano:Acetona (1;1 v/v); Acetona e MeOH.

(b2) CC, 8 x h=3,0 x 10,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; Hexano:
Acetona (7:1 v/v); Hexano: Acetona (6:1 v/v); Hexano: Acetona (4:1 v/v); Hexano: Acetona
(3:1 v/v); Hexano: Acetona (2:1 v/v); Hexano: Acetona (1:1 v/v) e Acetona.

(bs) CC, 0 x h=2,0 x 15,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; Hexano:
DCM (9:1 v/v); Hexano: DCM (7:1 v/v); Hexano: DCM (4:1 v/v); Hexano: DCM (2:1 v/v);
Hexano: DCM (1:1 v/v); DCM e Acetona.

(bgy) CCDP; 1,0 mm, 20 x 20 cm, eluentes: Hexano:Acetona (6:1 v/v), resultando em 4
fragoes.

(C)) CC,0xh=6,0x 20,0 cm, silica gel 60 + Florisil 200 mesh (4:1 m/m), eluentes: Hexano;
Hexano: Acetona (9:1 v/v); Hexano: Acetona (8:1 v/v); Hexano: Acetona (7:1 v/v); Hexano:
Acetona (5:1 v/v); Hexano: Acetona (4:1 v/v); Hexano: Acetona (3:1 v/v); Hexano: Acetona
(1:1 v/v); Acetona e MeOH.

(C,) Sephadex LH-20, eluentes: MeOH, resultando em cinco fracdes.

(Cs) Sephadex LH-20, eluentes: MeOH, resultando em quatro fragdes.

(C3) CC, 6 x h =2,5x 25,0 cm, silica gel 60, eluentes: Hexano; Hexano: DCM (3:1 v/v);
Hexano: DCM (2:1 v/v); Hexano: DCM (1:1 v/v); Hexano: DCM (1:2 v/v); Hexano: DCM
(1:3 v/v); Hexano: Acetona (3:1 v/v); Hexano: Acetona (1:1 v/v); Acetona e MeOH.

(d)) CC, 8 x h =4,0 x 27,0 cm, silica gel 60, eluentes: Hexano; Hexano: DCM (2:1 v/v);
Hexano: DCM (1:1 v/v); Hexano: DCM (1:2 v/v); Hexano: DCM (1:4 v/v); Hexano: DCM
(1:9 v/v); DCM e MeOH.

(d2) Sephadex LH-20, eluentes: MeOH:DCM (2:8 v/v), resultando em cinco fragoes.

(d3) CCDP; 1,0 mm, 20 x 20 cm, eluentes: Hexano:Acetona (5:1 v/v), resultando em duas
fragdes.

(d3) Sephadex LH-20, eluentes: MeOH:DCM (2:8 v/v), resultando em cinco fragoes.

(E1) CC, 8 xh=4,0x20,0 cm, silica gel 60 + Florisil 200 mesh (4:1 m/m), eluentes: Hexano;
Hexano: Acetona (9:1 v/v); Hexano: Acetona (7:1 v/v); Hexano: Acetona (5:1 v/v); Hexano:

Acetona (3:1 v/v); Hexano: Acetona (2:1 v/v); Hexano: Acetona (1:1 v/v); Acetona e MeOH.
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3.4. Fracionamento dos Extratos das Folhas de Raputia praetermissa.

3.4.1. Estudo quimico do extrato DCM das folhas de R. praetermissa

(Rutaceae).
Ext. CH,Cl, das Folhas
de R. praetermissa (FDR)
l (a)

v v v
FDR-1 FDR-2 FDR-3
240 ¢g 4,50 g 285¢g

(b1) (&) (dv)

A\ 4 A 4 A 4

18 fragoes 10 fragoes 6 fragcdes
RC28- RC35- RC42-
R1/R18 R1/R10 R1/R6
A 4 Y A 4
RC28-R15 RC42-
035 RC35-R3 RC35-R4 R3
20 8 0,26 ¢ 0,16 ¢
035¢g
(b2) J,
v () ()
N R v (dy)
RP19-02 8 fragdes 6 fragdes .
0,03 g RC36- RC47- 4 fracoes
. RI1/R8 RI{R6 RC44-
v R1/R5
RC47-R1
RC36-R3 0,005 g l (d3)
0,05¢g
RS12-R3
0,01 g
v
as)
v
(16)

a7n=v+amn

FDR-4
7,50 g

FDR-5
480 g
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(a) CF,0x h=6,0x 20,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; DCM;
AcOEt; AcOEt:MeOH (1:1 v/v) e MeOH.

(b)) CC, 6 x h =4,0 x 25,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; Hexano:
DCM (9:1 v/v); Hexano: DCM (6:1 v/v); Hexano: DCM (5:1 v/v); Hexano: DCM (3:1 v/v);
Hexano: DCM (1:1 v/v); DCM; Hexano:Acetona (2:1 v/v); Hexano:Acetona (1:1 v/v);
Acetona e MeOH.

(by) CCDP; 1,0 mm, 20 x 20 cm, eluentes: Hexano:DCM:Acetona (8,5:1,0:0,5 v/v),
resultando em 3 fragoes.

(Cy) CC, 0 xh=6,0x 20,0 cm, silica gel 60 + Florisil 200 mesh, eluentes: Hexano; Hexano:
Acetona (9:1 v/v); Hexano: Acetona (6:1 v/v); Hexano: Acetona (4:1 v/v); Hexano: Acetona
(3:1 v/v); Hexano: Acetona (2:1 v/v); Hexano: Acetona (2:1 v/v); Hexano: Acetona (1:1 v/v);
Acetona e MeOH.

(Cy) CC, 0 xh=2,5x 16,0 cm, silica gel 60 + Florisil (1:1 m/m), eluentes: Hexano; Hexano:
Acetona (9:1 v/v); Hexano: Acetona (6:1 v/v); Hexano: Acetona (4:1 v/v); Hexano: Acetona
(2:1 v/v); Hexano:Acetona (1:1 v/v); Acetona e MeOH.

(C;3) CC, 0 x h=3,0x 16,0 cm, silica gel 60 + Florisil (1:2 m/m), eluentes: Hexano; Hexano:
DCM (9:1 v/v); Hexano: DCM (6:1 v/v); Hexano: DCM (4:1 v/v); Hexano: DCM (2:1 v/v);
Hexano:DCM (1:1 v/v); Hexano:Acetona (3:1 v/v); Hexano:Acetona (1:1 v/v); Acetona e
MeOH.

(d;) CC, 6 x h =4,0 x 25,0 cm, silica gel 60 + Florisil (4:1 m/m), eluentes: Hexano; Hexano:
DCM (9:1 v/v); Hexano: DCM (7:1 v/v); Hexano: DCM (5:1 v/v); Hexano: DCM (3:1 v/v);
Hexano:DCM (2:1 v/v); Hexano:DCM (1:1 v/v); Hexano:DCM (1:3 v/v); Hexano:Acetona
(3:1 v/v); Hexano:Acetona (1:1 v/v); Acetona e MeOH.

(d2) CC, 0 x h=2,5x 18,0 cm, silica gel + Florisil 200 mesh (3:1 m/m), eluentes: Hexano;
Hexano: DCM (5:1 v/v); Hexano: DCM (4:1 v/v); Hexano: DCM (3:1 v/v); Hexano: DCM
(2:1 v/v); Hexano:DCM (1:1 v/v); DCM; Hexano:Acetona (1:1 v/v); Acetona e MeOH.

(d3) Sephadex LH-20, eluentes: MeOH:DCM (1:1 v/v); MeOH, resultando em cinco fragdes.
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3.5. Fracionamento dos Extratos das Raizes de Raputia praetermissa.

3.5.1. Estudo quimico do extrato DCM das raizes de R. praetermissa

(Rutaceae).
Ext. CH,Cl, das Raizes de
R. praetermissa (RDR)
38,00 ¢
[
v \4 \ 4 v \4 v
RDR-1 RDR-2 RDR-3 RDR-4 RDR-5 RDR-6
0,06 g 3220 g 0,25¢g 455¢ 0,71 ¢g 0,10 g
(b1) (€)
\4 v
12 fragdes 7 fragdes
RC51- RC31-
R1/R12 R1/R7
(&)
\ 4
RC33-R3
l (b) (by) 0.04 ¢
v
()
RC56-R5 RC37-R7
0,65 0,07
8 8 RP29-03
0,001
(b3) s
\ 4 \ 4
RS17-R2 RC39-43
(18) 19
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(a) CF, 8 x h=28,0 x 18,0 cm, silica gel 60 (70 — 230 mesh), eluentes: Hexano; Hexano: DCM
(1:1 v/v); DCM; DCM:MeOH (1:1 v/v); MeOH e MeOH:H,O (1:1 v/v).

(b;) CC, 8 x h=3,0x 16,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; Hexano:
DCM (4:1 v/v); Hexano: DCM (3:1 v/v); Hexano: DCM (2:1 v/v); Hexano: DCM (1:1 v/v);
DCM; Acetona e MeOH.

(by) CC, 0 x h=2,5x%x 17,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; Hexano:
Acetona (4:1 v/v); Hexano: Acetona (3:1 v/v); Hexano: Acetona (2:1 v/v); Hexano: Acetona
(1:1 v/v); Acetona e MeOH.

(bs) Sephadex LH-20, eluente: MeOH, resultando em seis fracdes.

(bg) CC, 0 x h=2,0x 18,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano: DCM (4:1
v/v); Hexano: DCM (3:1 v/v); Hexano: DCM (1:1 v/v); Hexano: Acetona (2:1 v/v); Hexano:
Acetona (1:1 v/v); Acetona e MeOH.

(Cy) CC, 6 x h=3,0 x 20,0 cm, silica gel 60 (230 — 400 mesh), eluentes: Hexano; Hexano:
Acetona (9:1 v/v); Hexano: Acetona (6:1 v/v); Hexano: Acetona (4:1 v/v); Hexano: Acetona
(2:1 v/v); Hexano: Acetona (1:1 v/v); Acetona e MeOH.

(Cy) CC, 6 x h=2,0 x 14,0 cm, silica gel 60, eluentes: Hexano; Hexano: DCM (9:1 v/v);
Hexano: DCM (7:1 v/v); Hexano: DCM (4:1 v/v); Hexano: DCM (2:1 v/v); Hexano:DCM
(1:1 v/v); DCM; Acetona e MeOH.

(C;) CCDP; 1,0 mm, 20 x 20 cm, eluentes: Hexano:Acetona (2:1 v/v), resultando em quatro

fragdes.
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3.6. Materiais e Equipamentos

3.6.1. Suportes para Cromatografia

# Silica gel 60 GF,s4 — Merck — Cromatografia em camada delgada comparativa;
# Silica gel 60 (70 — 230 mesh) — Merck — Cromatografia em coluna;

# Silica gel 60 (230 — 400 mesh) — Merck — Cromatografia em coluna;

# Silica gel 60 PF,s, — Merck — Cromatografia em camada delgada preparativa;
# Florisil (60 — 100 mesh) — Mallinckrodt;

# Sephadex LH — 20 da Amershan Pharmacia Biotech AB;

# Placas comerciais (20 x 20 cm) da Macherey — Nagel GmBH & Co., com 0,25
mm de silica gel com indicador UV s4;

# Cromatofolhas (silica gel 60 F254, ® = 0,2 mm) da Merck.

3.6.2. Solventes (Prosint Quimica S.A.) destilados no Departamento de

Quimica da UFSCar

# Acetato de etila;
# Acetona;

# Agua destilada
# Cloroformio;

# Diclorometano;
# Etanol;

# Hexano;

# Metanol.
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3.6.3. Solventes deuterados (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.)

# Acetona;

# Benzeno;

# Cloroformio;
# DMSO;

# Metanol;

# Piridina.

3.6.4. Solventes grau cromatografico (Tedia Brasil)

# Acetonitrila;

# Diclorometano;
# Hexano;

# Isopropanol;

# Metanol.

3.6.5. Reveladores cromatograficos e outros aparatos

# Reagente de Dragendorff;

# Solucao de Vanilina acida;

# Camara de Luz UV (A =254 e 365 nm);

# Camara de lodo;

# Pipeta automatica Pipetman P — Gilson, modelo VC, vol. 200 — 1000 pL;
# Filtros para CLAE, Phenomenex AFO — 0415.2NY.
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3.6.6. Equipamentos

# Espectrometros de RMN
e Bruker DRX 9.8T (400 MHz para 'H , 100 MHz para °C) DQ — UFSCar;
e Bruker DRX 4.9T (200 MHz para 'H , 50 MHz para °C) DQ — UFSCar.

# Espectrofotdmetro de UV
o Hewlett Packard/8452A — DQ — UFSCar.

# CLAE
e LC-6AD — Shimadzu (Liquid chromatograph); detector, PD 10 AV vp —
Shimadzu (UV-vis); controladora, SCL. — 10A — Shimadzu (System

controller); coluna polimérica semipreparativa Shodex ASAhipak.

#CG - EM
e Shimadzu QP5000 - DQ/UFSCar; coluna, DB-5 poli (5% difenil, 95%
dimetilsiloxano), 15 m; 0,25 mm D.I.; 0,25 um de filme. Ionizagdao por

impacto eletronico a 70 eV.

# Evaporadores rotatorios
e Buchi modelo ELB — 131, banho Buchi modelo B — 480 e circulador de
agua refrigerado NESLAB, modelo CFT — 25;
e Buchi modelo R — 114, banho Buchi modelo B — 480 e circulador de agua
refrigerado NESLAB, modelo CFT — 25.
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4. Resultados e Discussao.

4.1. Substancias isoladas.

1) 2)

Cicloartenona N-metil-4-metoxi-2-quinolona
Origem: Extrato hexanico do caule Origem: Extrato hexanico do caule
m (mg): 13,7 m (mg): 332,0

HO HO

3

Sitosterol + Estigmasterol
Origem: Extrato hexanico do caule
m (mg): 70,0
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Sitostenona
Origem: Extrato hexanico do caule

m (mg): 67,7
OMe
~
| A\
NS
MeO N Y
OMe (5)
Esquimianina

Origem: Extrato hexanico do caule
m (mg): 54,0

D
(7) N

5’,6’-[5-metil-5(7-indol-5"’-il-eteno-6,7-
diil)-3-(metilprop-2-en-2-il)]-ciclopentano-
5’,6’-diil-indol
Origem: Extrato DCM do caule
m (mg): 700,0

0
X O/\/G\)‘Q
MeO OH (6)
Ester-3-(2’-hidroxi-4’-

metoxifenil)-hexadecanilato
Origen: Extrato DCM do caule

m (mg): 53,4
=
A
0 A\
T
8) H

5-[(3’-demetilalil-4’-metilideno)-2’-
tetrahidrofur-2’-il]-indol
Origem: Extrato DCM do caule
m (mg): 165,0
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MeO /

T=—Z

€)

5-[(4’-metoxi-metil)-2’-furil]-indol
Origem: Extrato DCM do caule
m (mg): 220,0

O
0]
MeO / _
A\
T
(11) H

5-[(4’-carbometoxi)-2’-furil]-indol
Origem: Extrato DCM do caule
m (mg): 1,2

—
MeO N O

(13)

Evolitrina
Origem: Extrato DCM do caule
m (mg): 56,0

N
A\
N7 O
OH
(10)
Robustina

Origem: Extrato DCM do caule
m (mg): 50,8

OMe
MeO X
A\
MeO N/ Y
(12)
Maculosidina

Origem: Extrato DCM do caule
m (mg): 80,0

(14)

Dictamina
Origem: Extrato DCM do caule
m (mg): 120,0
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OMe

(16)
(15)
. . . Diterpeno clerodano
3p-hidroxiglutin-S-eno Origem: Extrato DCM das folhas
Origem: Extrato DCM das m (mg): 53.8
folhas T
m (mg): 35,0
o (0]
)/ 0]
MeO = MeO / _
N \
N N
i i

17)=09)+(11)

Mistura de alcaloides indolicos
Origem: Extrato DCM das folhas
m (mg): 11,0

HO (18)

11, 19a-diidroxi-7-deoxo-7-
acetoxi-ichangina
Origem: Extrato DCM das
raizes

m (mg): 445,0
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OH

HO

OH 19

24-metileno-3p, 4P, 22-triidroxi-
colesterol

Origem: Extrato DCM das raizes

m (mg): 445,0

OMe
N Cl
N O
Me
(20)

N-metil-3-cloro-4-metoxi-2-
quinolona
Origem: Extrato DCM das raizes
m (mg): 1,0
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4.2. Determinacio estrutural
4.2.1. Alcaloides

Os alcaldides constituem um amplo grupo de metabolitos
secundarios com grande diversidade estrutural, representando aproximadamente
20% das substancias naturais descritas. Esta diversidade se d& principalmente
pelos diversos caminhos biossintéticos, que podem envolver diferentes
precursores, como aminoacidos aromaticos, € em alguns casos dois aminodcidos
precursores ao mesmo tempo (Tillequin, 2007). Pode-se citar como exemplos de
aminodcidos precursores de alcaldides: fenilalanina, tirosina, triptofano,

histidina e acido antranilico.

4.2.1.1. Determinacao estrutural dos alcaldides furoquinolinicos

Foram isolados cinco alcaléides do tipo furoquinolinicos a partir do
estudo fitoquimico de Raputia praetermissa (Rutaceae).
Estes alcaldides foram isolados como solidos amorfos e

sdao caracterizados pela presenca de um sistema furanico

em suas estruturas basicas. Nos alcaldides furoquinolinicos

que apresentam diversos grupos metoxilicos, uma das Furoquinolinicos
metoxilas aparece na regido de 6 4,00 — 5,00, desblindada, comparando com
outras que estdo proximas de & 4,00. O sinal desblindado em todos os casos ¢é
atribuido aos hidrogénios 4-OMe devido o efeito retirador de elétrons
ocasionado pelo nitrogénio em hibridagdo sp”.

Na regido aromdtica do espectro, a completa atribuicdo dos sinais
observados pode ser feita para todos os alcaléides com pelo menos um
substituinte no anel homociclico A. Nos compostos com quatro hidrogénios
aromaticos no anel A (dictamina e seus relativos) os sinais sobrepostos € 0s
padroes de multiplicidade complexa requerem uma completa andlise de seus
dados (Robertson, 1963). No entanto, atualmente estes tipos de alcaldides ja sdo

amplamente difundidos na literatura; portanto, no estudo fitoquimico de R.
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praetermissa, a identificagcdo estrutural destes metabolitos foi realizada através

de seus dados de RMN'H e, ainda, por comparagio com a literatura.

4.2.1.2. Determinacao das substancias dictamina (14), robustina (10),

evolitrina (13), esquimianina (5) e maculosidina (12).

As substancias dictamina (14), robustina (10) e evolitrina (13)
apresentam algumas peculiaridades entre si. Devido a tal similaridade quimica, a
determinacao estrutural destes metabolitos sera descrita
em conjunto. A Dictamina (14) em seu espectro de
RMN'H (Figura 1.2, Tabela 1.2) observou-se sinais em
0705d(=28Hz)ed 7,62d (J= 2,8 Hz), que

sugerem a presenca de anel furano na molécula. Um

(14) Dictamina:R,= R,=H sinal em & 4,47 no espectro de RMN'H (Figura 1.2)
(10) Robustina:R{=H, R,=OH

(13) Evolitrina:R,=OMe, R=H  jnteorando para 3H sugere a presenca de uma metoxila

que caracteriza este grupo de alcaldides bastante comum nas plantas da familia
Rutaceae, os furoquinolinicos. A Robustina (10) apresenta como diferenca
fundamental em relacdo a substancia anterior a presenca de uma hidroxila em C-
8, 0 que leva a uma modificagdo no padrao de substituicdo dos hidrogénios
aromaticos, observados através da analise de seus dados espectrais. Em seu
espectro de RMN'H (Figura 1.3) observou-se sinais na regido de hidrogénios
aromaticos em & 7,74 dd (J=1,4 ¢ 8,5 Hz), 6 7,34 dd (J="7,7 ¢ 8,5 Hz), 6 7,18
dd (J=1,4¢7,7 Hz).

A Evolitrina (13) apresentou em seu espectro de RMN'H (Figura
1.4) os sinais que caracterizam o anel furdnico OMe
H-2eH-3>em 6 7,62 (d,J=2,8 Hz) ¢ 6 7,07 (d,

J = 2,8 Hz) e ainda os sinais do sistema

aromatico, um dupleto em 6 7,92 (d, J = 8,0 Hz),

um duplo dupleto em & 7,07 (dd, J = 8,0 € 1,7 (12) Maculosidina:R,=R,=OMe, Ry=H
(5) Esquimianina:R ;= H,R,= R;=OMe
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Hz) e um dupleto em 6 7,34 (d, J = 1,7 Hz). Estes sinais sdo tipicos de anéis
aromaticos 1,2,4-substituidos. Na regido mais proxima ao TMS foram
observados dois singletos na regido dos hidrogénios metoxilicos, ambos
integrando para 3H em 8 4,46 e 6 3,95. Estes alcaldides do tipo furoquinolinicos
sdo muito comuns. Portanto, a identificacdo destes compostos foi feita por meio
de seus dados de RMN 'H e, ainda, por comparacio com os dados registrados na
literatura.

Neste segundo bloco serdo discutidos alguns aspectos quimicos
das substancias esquimianina (5) e maculosidina (12). O espectro de RMN 'H
(Figura 1.5, Tabela 1.2) da substancia 5 apresenta evidéncias de dois sistemas
AX de acoplamento de spins na regido dos hidrogénios aromaticos. O primeiro
em 0 7,21/8,02 (J = 9,4 Hz), tipico de hidrogénios orto relacionados, € o
segundo em o 7,02/7,57 (J = 2,8 Hz), o que caracteriza os hidrogénios do anel
furano. Na regido alifatica do espectro observou-se a presenca de trés singletos
em 0 4,44, 0 4,11 e 6 4,03, que foram associados aos grupos metoxilas ligados
ao anel aromatico. A Maculosidina (12) também apresentou os sinais H-2’ ¢ H-
3>em 6 7,61 (J=2,7Hz) e 6 6,73 (J = 2,7 Hz) e ainda trés sinais na regido dos
hidrogénios ligados a carbonos metoxilicos em 6 4,42; 6 4,04 ¢ 6 3,92. E na
regido mais desblindada do espectro (Figura 1.6, tabela 1.2) foram observados
dois singletos em 6 7,58 ¢ 6 7,30, que foram atribuidos aos hidrogénios H-5 ¢ H-

8, respectivamente.
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.Tabela 1.2. Dados de RMN 'H (CDCl;, 200 MHz, J em Hz) para os alcaldides 14, 10 ¢ 13, em comparagdo com os dados registrados

na literatura

Dictamina Robustina Evolitrina
H (14) Literatura* (10) Literatura** 13) Literatura***
2’ 7,62 d (J=2,8) 7,62d(J=2,8) 7,62d(J=2,8) 7,63d(J=2,7) 7,62 d (J=2,8) 7,57d (J=2,7)
3 7,08 d (J=2,8) 7,07d(J=2,8) 7,08d(J=2,8) 7,10d (J=2,7) 7,07d (J=2,8) 7,06d (J=2,7)
5 8,27dl(J=8,4) 827d (/=85 7,18dd(J=1,4¢ 7,19dd (J=15¢ 7,92 d (J=28,0) 8,15d (J=8,3)
7,7) 8,0)
6 7,46 ddd (J=1,0;6,9¢  7,45ddd (J= 734dd (J="177¢ 7,35dd (J=8,0¢ 7,07dd(J=1,7 7,09dd(J=19¢
8,4) 1,2; 7,0 € 8,5) 8,5) 8,8) e 8,0) 8,3)
7 7,65ddd (J=1,0;69¢ 7,68 ddd (J= 7,74dd (J=14¢ 7,76 dd (J=15¢ - -
8,4) 1,2;7,0 € 8,5) 8,5) 8,8)
8 8,00dl (J=28,4) 8,01d(J=28.,)5) - - 7,34d(J=1,7) 7,33d(J=1,9)
4-OMe 4,47 s 4,46 s 4,46 s 4,47 s 4,46 s 4,43 s
7-OMe - - - - 395s 3955

* Rosas, L. V. 2005

** Robertson, A.V., 1963. Equipamento ndo mencionado.

*** Januario, A. H., 1995
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Tabela 1.3. Dados de RMN 'H (CDCls, 200 MHz, J em Hz) para os alcaldides 5 e 12, em comparagio com os dados registrados na literatura.

Esquimianina Maculosidina
H 5) Literatura” 12) Literatura®
2 7,57 d (J=2,8) 7,56 d (J= 7,61d(J=2,7) 7,59 d (J=2,8)
2,8)
3 7,03d(J=2,8) 7,00d (J= 6,73 d (J=2,7) 6,81 d (J=2,8)
2,8)
5 8,02d(J=94) 8,01d(J= 7,58 s 7,52 s
8,5)
6 721d(J=94) 720d (J= - - OMe
8.5)
7 , - - -
8 ; i 733 s MeO N
(12)
4-OMe 4,44 s 4,42 s 4,42 s 4,40 s
6-OMe - - 4,04 s 4,02 s
7-OMe 4,03 s 4,01 s 3925 4,01 s
8-OMe 4,11 s 4,11 s - -

# Muller, A. H., (1994).
## Robertson, A.V., 1963.
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Figura 1.2. Espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz) da substéancia (14).
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Figura 1.3. Espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz) da substéncia (10).
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Figura 1.4. Espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz) da substéncia (13).
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Figura 1.6. Espectro de RMN 'H (CDCl3, 200 MHz) da substancia (12).
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4.2.1.3. Determinacao estrutural dos alcaldides indoélicos.

Foram isolados quatro alcaldides inddlicos a partir do estudo
fitoquimico de Raputia praetermissa (Rutaceae). Estes alcaldides sdo
caracterizados pela presenga de um sistema indolico derivado do triptofano

em suas estruturas basicas.

4.2.1.4. Determinacao estrutural das substancias 9 e 11.

A substancia 9 foi isolada do extrato em CH,Cl, do caule de

Raputia praetermissa (Rutaceae). Seu espectro de RMN'H (Figura 1.7 ¢
Tabela 1.4), mostrou sinais na regido de
hidrogénios aromaticos 6 8,00 — 6,56 ¢

» ainda um singleto largo em o 8,35 e na

regido mais blindada observou-se outros

dois singletos em 6 4,41 ¢ 3,44. Em seu
espectro de RMN"C (Figura 1.8 ¢ Tabela 1.4) notou-se a presenca de 14
sinais.

As caracteristicas quimicas e espectroscOpicas desta
substancia, aliadas ao perfil quimico da familia Rutaceae sugerem que esta
trata-se de um alcaléide do tipo indolico, devido ao singleto largo (s/) em 6
8,35 que pode ser atribuido a hidrogénio ligado a nitrogénio, uma vez que
através de levantamento realizado na literatura foi encontrado um modelo

para sistemas indolicos relatado por Makangara et al. (2004), onde tem-se:

Isolona cauliflora (Annonaceae)
Makangara ef al. (2004)
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Na anélise do espectro de RMN'H, observou-se um tripleto
em o 7,14, que via COSY (Figura 1.9) acopla com o singleto largo em &
8,35 e ainda com um multipleto em & 6,58 (J = 2,4 Hz). Analisando o
espectro de HSQC (Figura 1.10) os sinais de hidrogénios em 6 7,14 (H-2) e
0 6,58 (H-3) apresentaram correlagdes com os sinais de carbonos em &
124,9 e 6 102,8, respectivamente. O mapa de contorno de HMBC (Figura
1.11) mostrou que H-2 possui trés correlagdes com sinais de carbono em 6
102,8; 6 127,9 e & 135,3; sendo estes dois ultimos do tipo sz totalmente
substituidos. O carbono em & 135,3 foi atribuido aquele vizinho ao
nitrogénio e o carbono em & 127,9 atribuido a C-3a. O sinal de hidrogénio
referente a H-3 (0 6,58) apresentou correlagdes com os carbonos em o

124,9 (C-2) e 6 127,8.

COSY
(m, 6.58 ppm)
e 07,14 (H-2) < 8 8,35 (N-H); q
e 067,14 (H-2) < 3 6,58 (H-3). 102,8

\\_H (¢ 7.14 ppm, 2.4 Hz)

ITI 124,9 5
H

HSQC (sl, 8.35 ppm)
o 57,14 (H-2) — 5 124,9 (C-2);
o 36,58 (H-3) — & 102,8 (C-3).

HMBC

o §7,14(t,J=2.4Hz 5 124,9), H-2
-5 102,8 (C-3)
- §127,9 (C-3a)
-5 135,3 (C-7a)

e 56,58 (m,J=2.4Hz §102,8), H-3
-5 124,9 (C-2)
-5 135,3 (C-7a)
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No espectro de RMN'H, observou-se ainda na regido
aromatica um dd em & 7,53 (atribuido a H-6), que integrou para 1H, que via
COSY (Figura 1.9) acopla com um dupleto (d) em 6 7,33 (J = 8.4 Hz, H-7)
e com um s/ em 6 8,00 (J= 1.8 Hz, H-4) caracteristicos de substituigdes
aromaticas orto e meta, respectivamente. O espectro de HSQC (Figura
1.10) mostrou que H-4, H-6 e H-7 encontram-se ligados aos carbonos em 6
116,1: 6 118,7 e 6 111,2, respectivamente. Na analise do experimento de
HMBC pode-se notar que o sinal de H-7 (d, & 7.33) apresentou duas
correlagdes com os sinais em ¢ 123,0 e & 127,9 (C-3a). O sinal de H-6 (dd,
0 7.53) mostrou trés correlagdes com os carbonos em 6 135,3 (C-7a), o
116,1 (C-4) e 6 156,1. O sinal em 6 8.00 (s/, H-4) apresentou correlacdes
com os carbonos em ¢ 102,8 (3J, C-3),06 118,7 (3J, C-6), 6 135,3 (3J, C-7a)
e 0 156,1, que acredita-se fazer parte da cadeia lateral ao sistema

aromatico.

COSY H (s/, 8.00 ppm)

(dd, 7.53 ppm, 8.4 e 1.8 Hz) ' H
4\) H (4733 ppm, 8.2 H)

HMBC
e 58,00(s,,d116,1), H-4
-5 102,8 (C-3)
-5 118,7 (C-6)
-5 135,3 (C-7a)
-5 156,1.
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e 57,33(d,J=82Hz 5 111,2), H-7
-5 123,0 (C-5)
-5 127,9 (C-3a)
e 57,53 (dd, J=18 ¢ 8,2 Hz, 5 118,7),
H-6
-5 116,1 (C-4)
-5 135,3 (C-7a)
-5 156,1

Apds a analise parcial dos dados espectrais da substancia em

questao tem-se at€¢ o momento:

O sinal em o 6,65, no HSQC (Figura 1.10) apresentou
correlagdo com & 103,7 (carbono sp”), sugerindo a presenga de uma
unidade isoprénica ligada a C-5 (aromadtico), que foi confirmado por
HMBC (Figura 1.11), através das correlagcdes apresentadas entre o singleto
em o 6,65 com os sinais em 6 123,0 (3J, C-5) e ainda com o carbono em o
156,1 (carbono oxigenado sp’ totalmente substituido). Este hidrogénio
apresentou ainda duas correlacdes com os sinais em 6 66,0 € 6 139,2. Este
ultimo através do HSQC (Figura 1.10) encontra-se ligado a um singleto em
0 7,46. Analisando o seu espectro de HMBC (Figura 1.11), se observou

correlagdes com os sinais de carbono em 6 103,7; 6 123,0 ¢ d 156,1. Estes
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dados confirmam a presen¢a de um anel furano na cadeia lateral ao sistema

aromatico.

HSQC
o 56,65 (H-3) > 8 103,7 (C-3"):;
o 57,46 (H-5")— 51392 (C-5).

H
HMBC 103 2
o §6,65(s,5103,7), H-3’ oagl

H\y 123.0
-9 66,0 7,4w

-5 123,0 (C-5)
-5 139,2 (C-5")
-5 156,1 (C-2°)

o §7,46 (s, 8139,2), H-5
-5 103,7 (C-3)
-5 123,0 (C-5)
-8 156,1 (C-2°)

No espectro de RMN'H (Figura 1.7) observou-se na regido
mais blindada, dois singletos em & 4,41 e 6 3,44, que integraram para dois ¢
trés hidrogénios, respectivamente. O singleto em o 3,44, caracteristico da
regido de hidrogénios metoxilicos, no HSQC (Figura 1.10) encontra-se
ligado um sinal de carbono em & 57,6, e teve sua vizinhanca confirmada
através do experimento de HMBC (Figura 1.11), onde foi observada apenas
uma correlacdo com o carbono oxigenado em 6 66,0. Este carbono, por sua
vez correlaciona-se via HSQC (Figura 1.10) com o singleto em o 4,41. Este
sinal em 6 4,41 em seu mapa de contorno de HMBC apresentou as
seguintes correlacoes: & 103,7; 6 123,8; & 139,2 e com o carbono

metoxilico em 6 57,6.
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HMBC

o §3,44(s,857,6), -7
-8 66,0 (C-6")

o 5441 (s, 66,0), H-6’
-8 57,6 (C-7")
-5 103,7 (C-3°)
-5 123,8 (C-4")
-5 139,2 (C-5)

A substancia 9 foi analisada por CG-EM, e o seu espectro de
massas (Figura 1.14) apresentou o pico do ion molecular 227 Daltons, que
também ¢ o pico base levando a formula molecular C;4H;30,N . O espectro
ainda apresentou os seguintes ions de m/z 197, m/z 168 e m/z 98. A andlise
dos dados de RMN (ID e 2D), CG-EM e ainda por levantamento
bibliografico realizado no Chemical Abstract, permitem dizer que o
alcaldide do tipo indolico tratava-se de uma substancia nova na literatura.

A este alcaldide foi atribuido o nome 5-[(4-metoximetil)-2-furil]-indol.
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A diferenca estrutural entre as substancias 9 e 11 ¢ a presenca
de uma carbonila no carbono C-6’. Em seu espectro d¢ RMN'H (Figura
1.13, tabela 1.4) observou-se a auséncia do singleto em & 4,41 que era
observado no espectro de RMN'H de
(9) e em seu espectro de RMN"C
(Figura 1.14) observou-se a presenca de

um sinal na regido de carbonos

carboxilicos em 6 162,8. Os demais
(11 sinais observados em seu espectro de
RMN 'H apresentaram grande similaridade com o espectro do alcal6ide
que nao possui a carboxila em C-6’. Observou-se o0s sinais que
caracterizam a presenca do sistema indolico em o 8,24 (s/, N-H), 6 7,25
(dd, H-2), 6 6,59 (m, H-3) e ainda do sistema aromatico referentes aos
hidrogénios H-4 (s/), H-6 (dd) e H-7 (d) em & 7,97, &6 7,52 e o6 7,41,
respectivamente.
O espectro de RMN 'H (Figura 1.13) mostrou ainda a
presenga de trés sinais em o 8,01 (s, 145,0), 6 6,89 (s, 101,5) ¢ 6 3,86 (s,
50,5). Este ultimo sinal (tipico de hidrogénios metoxilicos) apresentou via
HMBC correlacao com o sinal do carbono carboxilico em 6 162,8, o que
sugere a presen¢a de um grupo carbometoxi na estrutura da molécula. E os
singletos em o 6,89 e § 8,01 sugerem a existéncia de duas ligagdes duplas
trisubstituidas conjugadas ao grupo carbometoxi, o que formariam um anel
furano. Assim como para a susbtincia 9 (discutida anteriomente), o sinal
mais desblindado (8 8,01) seria atribuido a H-5’, pois este estaria ligado ao
carbono oxigenado e o sinal em 6 6,89 seria atribuido a H-3’. O mapa de
contorno de HMBC mostrou as correlagcdes de H-5 com os sinais de
carbono em 6 101,5 (C-3"), 8 121,1 (C-4’) e 6 155,8 (C-2’). As correlagdes
para H-3’ foram com os sinais de carbono em 6 145,0 (C-5") e 6 155,8 (C-

2’). A completa atribuicao dos sinais foi realizada através de comparagao
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com dados da literatura (Rosas, 2005), bem como por comparagdo com o0s

dados da substancia 9.

HMBC

o 53,86 (s, 550,6), H-7’
-5 162,8 (C-6)

e 58,01 (s, & 145,0), H-5’
-5 101,5 (C-3°)
-5 121,1 (C-4)
-5 155,8 (C-2°)

e 56,89 (s, 5101,5), H-3’
- 5 145,0 (C-5°)
-5 155,8 (C-2°)

O Esquema 1.1 apresenta uma proposta de fragmentagdo de
massas para a substancia (9), em experimento realizado através da analise
por Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas e o
Esquema 1.2 apresenta a biosintese de formacao do anel ind6lico (Dewick,
1997) e o Esquema 1.3 representa a proposta biogenética para a formagao

dos alcaldides (9) e (11).
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Tabela 1.4. Dados de RMN 'H e "°C das substancias (9, CDCls, 400 MHz),
(11, CDCls, 200 MHz) ¢ (11, CDCI;, 400 MHz literatura).

L)) an an*
H/C lH 13C lH 13C lH 13C
1 8,35 sl - 8,24 sl - 9,85 sl -
2 14t(=24) 1249 725t(J=24) 1241 725dd(J= 125)5
1,2 ¢2,0)
3 6,58 m 102,8 6,59 m 1022 6554 (J= 1024
2,0)
3a - 127,9 - 115,6 7,97 sl 116,6
4 8,00 s 116,1 7,97 sl 127,0 - 128,0
5 - 123,0 - 123,0 - 123,0
6 753dd(J=18e 1187 752dd(J= 1179 750dd(J= 1186
8,4) 1,4 ¢ 8,4) 1,6 € 8,5)
7 733d(J=84) 1112 741d(0=84) 1104 743d(J= 1117
8,5)
7a - 135,3 - 134,6 - 136,0
1’ - - - - - -
2’ - 156,1 - 155,8 - 156,0
3 6,65 s 103,7 6,89 s 101,5 6,88 s 102,3
4 ; 123,8 - 121,1 - 121,0
5 7,46 s 139,2 8,01 s 145,0 8,04 s 146,3
6 441 s 66,0 - 162,8 - 165,0
7 3,44 57,6 3,86 s 50,5 3,87 s 51,8

49



8900 —
98} 7 —
arye — —  =<Eel0t
Py — —  =10607

g

[=2]
(=]
(or]
o
4

w|o
|
t=1fes] I
— |

MLL.
I
@ g f

Figura 1.7. Espectro de RMN'H (400 MHz, CDCl;) da substancia (9).

50

T
. ppm

11




89/ ——

0098 ——

LL9L ~
LOLL—
9eLL—

S8201 —_
vLE0L—
ST~
LVOLL —
9L8LL ~
PO'EZ) ~_
6O'EZ) ——
66521 —
6 LT~
PESEL ——
bZ6EL ——

LV95L ——

Bl —

o

TR BT

Figura 1.8. Espectro de RMN"C (100 MHz, CDCl5) da substéancia 9.

10

140

180

ppm

20

30

120 110 100 90 8 70 80 50

130

160 150

170

200 190

210

51



pem
%

Figura 1.9. Espectro de COSY (400 MHz, CDCl;) da substancia 9.
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57,53 (H6) 07,33 (H7)

34,41 (H6”) 33,44 (HT’)
36,65 (H3")
5 8,00 (H4)

| 87,14 (H2) | 56,58 (H3)

TR
; § 7,46 (H5")
]

57,6 (CT")

3 66,0 (C6”)

$102,8 (C3
$103,7 (C3’) ©3)

§111,2(C7)

3116,1 (C4) 56 118,7 (C6)

3 124,9 (C2)

§139,2 (C5)

Figura 1.10. Mapa de contorno de HSQC (400 MHz, CDCl;) da substancia
9.
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Figura 1.11. Mapas de contorno de HMBC (400 MHz, CDCIl;) da

substancia 9.
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Esquema 1.1. Proposta de fragmenta¢do de massas via IE (70 eV) para a

substancia 9.
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Esquema 1.2. Biosintese de formagao do anel indolico (Dewick, 1997).
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Esquema 1.3. Proposta biogenética para a formagao dos alcaloides (9) e (11).
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4.2.1.5. Determinacio estrutural da substancia 8.

A substancia 8 foi isolada a partir do extrato em diclorometano
do caule de Raputia praetermissa (Rutaceae). O
seu espectro de RMN 'H (Figura 1.15, Tabela
1.5) apresentou sinais na regido dos hidrogénios
aromaticos entre 6 7,60 e 7,16. Observou-se

também um sigleto largo (s/) em 6 8,29, sinal

tipico de hidrogénio ligado a nitrogénio,
sugerindo a presenca de um sistema indolico, o que foi confirmado através
do espectro de RMN °C (Figura 1.16), onde se observou a presencga de
sinais em o 124,6; 6 102,0; 6 127,5 e 6 135,5; que sugerem a presenga de
um anel indol na molécula.
O sinal em ¢ 6,50 que via HSQC (Figura 1.18) aparece ligado
ao sinal de carbono & 102,0 apresentou no espectro de COSY (Figura 1.17)
acoplamento com o sinal em o 7,12 (¢, J = 2,8 Hz). No mapa de contorno de
HSQC o sinal em ¢ 7,12 encontra-se ligado ao sinal de carbono em 6 124,6.
Makangara et al. (2004) isolaram a partir de Isolona cauliflora
(Annonaceae) uma substdncia com o sistema inddlico similar ao do

alcaloide em questdo. Com base nesta informacgao tem-se até o momento:

Isolona cauliflora (Annonaceae)
Makangara et al. (2004)

Raputia praetermissa (Rutaceae)
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O duplo dupleto (dd) em 6 7,14 apresentou constantes de
acoplamento calculadas de 8,4 e 1,2 Hz que sugerem uma substitui¢ao
aromatica orto € meta, respectivamente. Este sinal pode ser atribuido a H-6
e no experimento de HMBC (Figura 1.19) observou-se a correlagcdo deste
sinal com os sinais de carbono em & 86,8; 6 118,9 (C-4) e 6 135,5 (C-7a). O
sinal em & 7,32 (d, J = 8,4 Hz) foi atribuido a H-7 e encontra-se ligado ao
carbono em 6 111,0 e pelo HMBC correlacionou-se com os sinais de
carbonos em 6 127,5 (C-3a) e o 132,6 (C-5). Observou-se ainda um
singleto largo em 6 7,59 referente ao hidrogénio ligado a C-4 (3 118,9, via
HSQC). No experimento de HMBC (Figura 1.19), foi observada a
correlacdo deste sinal com os sinais em 6 86,8; & 102,0 (C-3); 6 121,5 (C-
6) e 6 135,5 (C-7a).

HMBC

e 07,14 (dd, 5 121,5), H-6:
-0 118,9 (C-4);
-0 135,5 (C-7a).

e 067,32(d,5111,0),H-7:
-0 127,5 (C-3a);
-0 132,6 (C-5).

e 07,59(d,5118,9), H-4:
-6 121,5 (C-6);
-0 135,5 (C-7a);
-6 102,0 (C-3°).
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O sinal do carbono oxigenado em & 86,8 (via HSQC
correlacionou com o sinal em 6 4,65) no mapa de contorno de HMBC
(Figura 1.19) apresentou correlagdo com os sinais dos hidrogénios H-4 (&
7,59) e H-6 (0 7,14). No espectro de COSY (Figura 1.17) 6 4,65 acoplou
com o sinal em o 2,73 (m, & 51,2). Este ultimo via HMBC correlacionou

com & 121,5 (C-6), & 118,9 (C-4) ¢ § 28.6.

HMBC

o 07,14 (dd, s 121,5), H-6:
- 0 86.,8.

e 07,59 (sl,0118,)9), H-4:
-0 86,8

o 54,65 (m, o 86,8):
- 0 28,6;
-0 118,9 (C-4);
-6 121,5 (C-6).

O multipleto em & 2,73 (6 51,2) via COSY (Figura 1.17)
apresentou acoplamento com o sinal em 6 2,28 (d 28,6), por sua vez acopla
com o sinal em 6 5,11 (0 121,5, #/, 7,2 ¢ 1,2 Hz). No mapa de contorno de
HMBC (Figura 1.19) o sinal em 6 2,28 apresentou correlacdo com o 51,2; 6
121,5; 8 86,8 € 0 132,6. O hidrogénio em 6 5,11 mostrou correlagdo com 6
17,9; 6 25,5 ¢ & 28,6. Observou-se o acoplamento do sinal em 6 5,11 com o
singleto em 6 1,63 (tipico de metila sobre ligacdo dupla) que via HSQC
encontra-se ligado ao sinal em o 25,5. A outra metila em & 1,60
correlaciona com o sinal em 6 17,9 (via HSQC). Estas informagdes
sugerem que a molécula apresenta caracteristicas tipicas da existéncia de

uma prenila em sua estrutura. A metila em & 1,63 mostrou correlacdo no
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HMBC com os sinais em 6 17,9; 6 121,5 ¢ 6 132,6 ¢ a metila em o6 1,60

correlacionou com os sinais em 6 25,5; 0 121,5e 6 132,6.

HMBC

o 52,28 (m, §28,6):
-551,2(C-3");

-8 121,5 (C-6);
-8 132,6 (C-5);
-5 86,8 (C-2°).

o 55,11 (2, 8 121,5):
-5 17,9 (C-10);
-§25,5(C-11°);

- §28,6 (C-7").
HMBC

e 51,63 (s, 5255): @éﬁ%
AN

-8 132,6 (C-5);
-8 121,5 (C-6);
-5 17,9 (C-10").

e 51,60 (s, 8 17,9):
-8 132,6 (C-5);
-5 121,5 (C6);
-§25,5(C-11").

Observou-se ainda um sinal na regido dos hidrogénios
olefinicos em 6 4,98 (m) integrando para dois hidrogénios acoplando
através do experimento de COSY (Figura 1.17), com os sinais dos
hidrogénios em & 4,67 e & 2,73. No espectro de RMN "°C (Figura 1.16)
observou-se a presenca de dois sinais na regido de carbonos oxigenados em

0 86,8 e 0 71,2, o que sugere a existéncia de outra unidade isoprénica
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oxigenada, ja que estes carbonos encontram-se ligados com os sinais dos
hidrogénios em o 4,65 e¢ & 4,67, respectivamente. No experimento de
HMBC o sinal em 6 4,98 (6 103,6) apresentou correlacio com 6 51,2 € o
71,2

HMBC

e 354,98 (m,d5103,6):
-0 71,2;
-8 51,2

A partir do estudo fitoquimico das raizes de Raputia
praetermissa, Rosas (2005) isolou e identificou esta substancia. A completa
atribuicao dos sinais deste alcaloide foi realizada por comparacao de seus
dados registrados na literatura (Rosas, 2005 & Makangara et al., 2004). A
este alcaldide foi atribuido o nome 5-[(3’-demetilalil-4’-metilideno)-2’-

tetrahidrofur-2’-il]-indol

7,32
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Tabela 1.5. Dados de RMN 'H e "°C da substancia 8 em comparagdo com
dados da literatura (Rosas, 2005).

8 Literatura
H/C 'H B¢ 'H e

1 8,29 sl - 8,15 sl -

2 7,12 ¢t (J=2,8) 124,6 7,19 d (J=3,3) 124,4
3 6,50 m 102,0 6,53 m 102,8
3a - 127,5 - 127,7
4 7,59 sl 118,9 7,60 d (J=0,8) 119,1
5 - 132,6 - 132,7
6 7,17 dd (J=1,2 e 8,4) 121,5 7,20dd (J=2,0e 121,0

8.,5)

7 7,32 d (J=8,4) 111,0 7,32 d (J=8,4) 111,0
Ta - 135,5 - 135,5
2’ 4,65 m 86,8 4,64 m 86,6
3 2,73 m 51,2 2,73 m 51,6
4 - 156,1 - 152,1
5’ 4,67 m 71,2 4,67 m 71,5
6’ 4,98 m 103,6 4,99 m 103,6
7 2,28 m 28,6 2,28 m 29,0
8 50111 (J=8,4¢ 1,2) 121,5 5,11 m 121,7
9 - 132,6 - 132,7
10° 1,59 s 17,9 1,60 s 18,1
1 1,63 s 25,5 1,59 s 25,7
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Figura 1.19. Mapa de contorno de HMBC (CDCl;, 400 MHz) da substancia 8.
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4.2.1.6. Determinacio estrutural da substancia 7.

A substancia 7 foi isolada a partir do extrato em diclorometano
do caule de R. praetermissa. A analise inicial de seu espectro de RMN'H a
200 MHz (Figura 1.20) indicou que esta
substanicia também tratava-se de um
alcaldide indolico, pois foi observado um

singleto largo em o0 8,04 (N-H). No

entanto, quando esta substancia foi
analisada no equipamento ARX 400
(RMN 400 MHz), observou-se no
espectro de RMN'H (Figura 1.21, Tabela

3
L
"

7"a "\l

H

1.6) o aparecimento de dois singletos largos em 6 7,96 e & 7,95, sugerindo
entdo a presenca de dois sistemas indolicos na molécula. Esta suspeita ¢
reforcada pela presenca de sinais no espectro de RMN 'H (Figura 1.21) que
caracterizam os demais hidrogénios do anel indol em 6 7,14 (¢), & 7,10 (¢),
0 6,52 (m) e & 6,47 (m) e ainda pelos sinais caracteristicos de anel inddlico

no espectro de RMN"C (Figura 1.22) em 6 123,8; 6 124,4; 6 102,2 ¢ &
102,6, de acordo com o modelo proposto por Makangara et al. (2004).

H H
102,2 102,6
| N H 7,08 | A\ H 7.05
123,8 4.4
Il\f N
I
H H
7,96 7,95
8,01
. Isolona cauliflora (Annonaceae)
Raputia praetermissa (Rutaceae) Makangara et al. (2004)
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Observou-se também a presenga de sinais referentes a trés
metilas em 6 1,81, 6 1,78 e & 1,58; sinais na regido de hidrogénios
aromaticos entre 6 7,48 e & 6,36, bem como a presenga de sinais de
hidrogénios olefinicos entre & 6,15 e & 4,04. No espectro de RMN 'H
(Figura 1.21) verificou-se um sinal em & 5,22 que apresentou acoplamento
através do espectro de COSY (Figura 1.23) com duas metilas
(provavelmente vinilicas) em & 1,81 e & 1,78 e acopla ainda com o
multipleto em 8 4,07 que estd ligado ao carbono em 6 40,7. Este sinal em 6
4,07 correlaciona-se via HMBC (Figura 1.22) com os sinais em 6 49,7; 6
128,6 ¢ & 139,4 (sp” totalmente substituido). O duplo dupleto em & 2,42
também apresentou correlacdo com o carbono em 6 139,4 e ainda com
outro carbono olefinico em ¢ 144,3. Outro sinal em 6 1,81 (& 49,7)
apresentou correlagdo com o sinal de carbono em 6 48,5 (quaternario) via
HMBC.

A andlise do mapa de contornos de HMBC (Figura 1.25),
revelou a correlacdo entre o sinal da metila em 6 1,58 (6 27,1) com os
sinais em 0 144,3 (Sp2 totalmente substituido); 6 48,3; & 49,7 e 6 136,1
(olefinico). Este carbono em 6 136,1 encontra-se ligado ao hidrogénio em &
6,38 (d, J = 16,0), que através do COSY (Figura 1.23) acopla com um
dupleto em 6 6,12 (J=16,0; & 126,8), esta constante de acoplamento sugere
a presenca de uma ligacdo dupla trans. O sinal em 6 6,38 no experimento
de HMBC apresentou correlagdo com os carbonos em o 48,3; & 129,8; 6
144,3 e 6 27,1 (CHj3) e o sinal do hidrogénio em 6 6,12 correlacionou com

os carbonos em 0 48,3 ¢ 6 118,6.

COSY
e §55,22(5128,6) <> & 4,07 (540,7);
e §5,22(5128,6) < 51,81 (5 25,8);
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o §5,22(5128,6) < 51,78 (5 18.3).
HMBC
o §2,42(dd,s49,7)
-5 139,4 (C-5")
-5 144,3 (C-6)
o 51,81 (s,849,7)
- 5483 (C-5)
o 54,07 (m,d40,7)
-5 139,4 (C-5)

COSY
o 5638 (5136,1) < 56,12 (5 126,8)

HMBC

e 06,38(d,d136,1)
-0 27,1 (Me-10);
- 0 48,3 (C-5);
-0 144,3 (C-6”).

e 56,12 (d, 5 126,8)
- 0 48,3 (C-5).

o 01,58 (s,027,1)
- 049,7 (C-4);
- 0 48,3 (C-5);
-0 144,3 (C-6);
-6 136,1 (C-6).

1,81
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A porgao alifatica da molécula foi esclarecida através da

analise dos espectros de RMN (1D e 2D):

O grande niamero de atomos de carbono (26 carbonos) e a
analise da substancia 7 por CG-EM, que forneceu o ion de m/z 366, e
juntamente com a duplicagdo dos sinais que caracterizam os sistemas
indoélicos em o 123,8; 6 102,2; 6 127,3; 0 115,4; 6 124,4; 6 102,6; 6 128,0 ¢
o0 135,1, permitem sugerir a presenga de dois sistemas inddlicos,
denominados aqui sistema I e sistema II. Para o sistema I, o espectro de
COSY (Figura 1.23) mostrou acoplamento entre ony 7,96 (s/) e 6 7,08 (¢, J
= 3,2 Hz) e ainda com 6 6,48 (#/, J = 2,0 Hz). Observou-se também que os
sinais 0 7,08 e & 6,48 acoplam entre si. O sinal em & 7,08 (6 123,7) foi
atribuido a H-2"’, e ndo apresentou correlacdes no mapa de contorno de
HMBC (Figura 1.25). O sinal em 6 6,48 que se encontra ligado ao carbono
em 0 102,2 foi atribuido a H-3’ e também nao mostrou correlagao no
HMBC. Pode-se mencionar ainda um sinal em 6 7,30 (s/, 6 118,6) que via
HMBC correlacionou com o sinal de carbono em & 102,6, o que permite

sugerir que este se trata de H-4’" (aromatico).
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COSY
o 56,48 (5102,6) < 57,08 (5 123,7);
o 57,08 (5123,7) < §7,96.

HMBC
o §7,30(sl,d118,6)
-5 102,6

Foram realizados experimentos em 2D em DMSO com o
intuito de obter-se os sinais de N-H e suas correlagbes no HMBC.
Observaram-se sinais distintos em 6 10,95 e 6 10,87, sendo o primeiro
atribuido a ligacdo N — H do sistema I, correspondente ao sinal em 6 7,96
do experimento realizado em CDCl;. O sinal em 6 10,95 no experimento de
HMBC apresentou correlagdo com os sinais em 6 135,0 (C-7"’a); 6 128,0
(C-3a) e 6 102,6 (C-3"). A partir destes experimentos pode-se confirmar

as atribui¢des para os hidrogénios 2°’ € 3°°, bem como para C3’a e C7’a.

HMBC
e 57,96 (510,95)
-5 102,6 (C-3")
-5 135,0 (C-7""a)
-5 128,0 (C-3""a)

7,96 (CDCl3)
10,95 (DMSO)

O sinal em 6 7,48 (atribuido a H-4’") apresentou no HMBC
correlacdo com & 1204 (CH); & 126,9 (CH); & 129,8 (sp* totalmente
substituido) e & 135,0 (sp° totalmente substituido). No espectro de COSY
(Figura 1.23) este sinal acoplou com & 7,21 (s/). No HMBC (Figura 1.25) o
sinal em 6 7,21 (6 120,4) apresentou correlacdoes com o 128,0 e 6 135,0. Ja
o sinal em 6 7,18 (6 110,8) mostrou correlagdo com & 128,0 e 6 129,8. O
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sinal em ¢ 118,6 foi atribuido a C-4’’, discutido anteriormente. Isto sugere
que o sinal em 6 7,21 corresponde a H-6"". O sinal em & 128,0 foi atribuido
a C-37a, portanto a correlagdo do sinal em & 7,18 com 6 128,0 permitiu

atribui-lo a H-7"".

HMBC

o 57,48 (5118,6) - H-4"
-5 120,4 (C-6”)
-5 129,8 (C-57)
-5 135,0 (C-7""a)

o §5721(51204)-H-6"
-5 128,0 (C-3""a)
-5 135,0 (C-7""a)

e 57,18 (5110,6) - H-7"
-5 129,8 (C-5")
-5 128,0 (C-3""a)

No espectro de RMN 'H (Figura 1.21) para o sistema II
observou-se sinais em 6 7,95 (sl), 6 7,05 (t, J=2,4Hz) e 8 6,48 (¢t/, J=2,4
Hz), que foram atribuidos a N-H, H-2’ e H-3’, respectivamente. No
experimento de HSQC (Figura 1.24) observou-se que H-2 e¢ H-3’
encontram-se ligados aos carbonos em & 123,7 e 8 102,2, respectivamente.
Nenhum destes sinais apresentou correlacio no HMBC. Observou-se ainda
um sinal em & 7,30 (s/) que correlacionou com o sinal em & 102,2 através

do HMBC, sugerindo que este se trata de H-4’.

7,30 a8
H B
H
1154
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No HMBC (Figura 1.25), um sinal em & 7,13 (s) mostrou
correlacio com & 127,3, permitindo atribui-lo a H-7’, que via HSQC
(Figura 1.24) encontra-se ligado ao 6 105,8. Os sinais de H-4’ ¢ H-7" sdo
singletos, indicando a existéncia de substituintes em C-5" ¢ C-6’. O sinal

em & 7,30 ainda correlacionou com os sinais em & 135,6 (sp” totalmente

substituido), & 144,3 (sp” totalmente substituido) e & 40,7 (CH).

HMBC
o 57305 1154) - H-4
-5 144,3 (C-6")
-5 135,6 (C-7a)
- §40,7 (C-3)
e §7,13(5105,8) - H-7’
-5 127,3 (C-3’a)

O sinal de H-7" (8 7,13) no HMBC (Figura 1.25) apresentou
também correlagio com & 139,4 (sp” totalmente substituido) e & 48,5. Com

base em todas estas informagdes, obteve-se duas unidades inddlicas e uma

alifatica.
7,30
H
e
b
H H
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HMBC

o §730(H-4)
- §40,7 (C-3)
-5 102,2 (C-3")
-5 144,3 (C-6)
-5 135,6 (C-7’a)

e §7,13(H-7)
- 548,5 (C-5)
- §127,3 (C-3°a)

o 57,48 (H-4")
-5 102,6 (C-3")
-5 120,4 (C-6”)

- §126,9 (C-7)
-5 129,8 (C-5")
-5 135,0 (C-7""a)

O sinal de H-4" (8 118,6) correlaciona-se com o carbono em d
126,9, o que permite uni-lo a C-5"" (6 129,8). Considerando que H-7 (d
7,13) correlaciona-se com o sinal em 6 48,5, pode-se unir o carbono em &
144,3 a C-5, sugerindo que o sinal em & 144,3 refere-se a C-6°, o que
explica a correlacio de H-4 com 6 144,3. O sinal de H-4’ (& 7,30)
correlaciona ainda com 6 40,7, permitindo ligar este carbono (6 40,7) a C-
5 (6 139,4), atribuindo assim o sinal em 6 139,4 a C-5’. Rosas (2005), por
meio de experimentos de NOE propds a configuracdo relativa para este
alcaldide. A proposta estrutural desta substancia estd de acordo com o

modelo encontrado na literatura (Makangara et al., 2004). Este alcaloide
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bisindolico recebeu o nome 5°,6’-[5-metil-5(7-indol-5"’-il-eteno-6,7-diil)-

3-(metilprop-2-en-2-il)]-ciclopentano-5’,6’-diil-indol.

| 109.6
H

1342
350N 110,7 |
110,8 | H

(Makangara et al., 2004)
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Tabela 1.6. Dados de RMN 'H e "°C para a substincia 7 em comparagio

com dados registrados na literatura (Rosas, 2005).

(7, CDCls, 400 MHz)

Literatura (CDCl3, 400 MHz)

H/C 'H e 'H Bc
1 - 132,3 - 132,4
2 5,22 dt (J = 8,3) 128.6 5,22 dt (J=9,0) 128,5
3 4,07 m 40,7 4,08 m 40,7
4 1.815;2,42dd (J=6,7 ¢ 49,7  1,82s;243dd(J=6,8¢12,1) 50,0

12,0)

5 - 48,3 - 48,5
6 6,38 d (J = 16,0) 136,1 6,40 d (J=15,9) 136,0
7 6,12 d (J=16,0) 126,9 6,13 d (J=159) 126,8
8 1,81 25,8 1,825 25,9
9 1,78 s 18,3 1,79 s 18,3
10 1,58 s 27,1 1,59 s 27,1
1’ 7,95 sl - 8,00 s/ -
2’ 7,08 ¢ (J=3,2) 123,7 7,14 dd (J=2,5¢3,2) 123,8
3’ 6,48 tl (J = 2,0) 1022 6,50ddd (J=1,0;2,5¢3,2) 1023

3’a - 127,3 - 127,3

4a 7,30 sl 115,4 7,30 ¢ (J=0,7) 115,4
5 - 139,4 - 139,4
6’ - 144,3 - 144,3
7 7,13 s 105.8 7,18 s 105.8

T’a - 135,6 - 135,5
17 7,96 sl - 8,04 sl -

27 7,051 (J=2.8) 1244 7,11 dd (J=2,5¢3,0) 124,4
3” 6,42 dd (J=2,0 ¢ 3,2) 102,6  6,44ddd (J=1,0;2,5¢3,0) 102,7
37a - 128.,0 - 128,0
47 7,48 s 118,6 7,50 d (J=0,7) 118,7
5” - 129,8 - 129,8
6” 7,21 sl 120,4 7,23 dd (J = 8,4) 120,4
7 7,18 sl 110,6 7,22 dd (J=8,4) 110,9
T’a - 135,0 - 135,1
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Figura 1.23. Espectros de COSY (CDCl;, 400 MHz) da substancia 7.
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4.2.1.7. Determinacio estrutural dos alcaléides quinolonicos
4.2.1.8. Identificacao das substancias (2) e (20).

A substincia 2 isolada do extrato hexanico do caule de
Raputia praetermissa, ¢ um alcaldide do tipo 2-
quinolona. Seu espectro de RMN 'H (Figura 1.26,
4a N Tabela 1.7) mostrou quatro sinais relativos a
N o hidrogénios aromaticos em & 7,94 dd (J= 1,6 ¢ 8,0, H-
Me 5), 0 7,21 ddd (J= 1,6, 7,2 e 8,0, H-6), 7,56 ddd (J=
1,6, 7,2 ¢ 8,6, H-7) e 6 7,30 d (J= 8,6, H-8). Estes sinais acoplam entre si
de acordo com os valores calculados das constantes de acoplamento, e
indicam a presenca de um anel aromatico orto-dissubstituido. A presenca
de um sinal em & 6,01 (s, 1H), o que sugere que este esqueleto trata-se de
um alcaldide 4-R-2-quinilonico, pois este sinal € tipico do H-3, nesta classe
de metabolitos secundarios. Verificou-se, ainda, a presenca de dois
singletos em & 3,62 (N-Me), & 3,91 (O-Me). O espectro de RMN "°C
(Figura 1.28 e Tabela 1.7) mostrou a presenca de onze sinais, seis
referentes a carbonos aromaticos, sendo o sinal em & 163,6 referente a
carbonila de sistema o,B-insaturada; dois carbonos olefinicos e dois
carbonos metilicos (& 55,5 e 6 28,8).

Esta substincia ¢ bastante conhecida na literatura e pelo grupo
de Produtos Naturais da UFSCar, onde j& foi isolada a partir de diversas
plantas que fazem parte das rutaceas como Almeidea macrocarpa,
Angostura cuneifolia, Esenbeckia grandiflora, Helietta puberula, Hortia
arborea, Pilorcapus riedelianus, P. spicatus, Rauia resinosa, Spathelia
excelsa e Swinglea glutinosa. Por este motivo, sua identificagdo foi feita

ainda com base nos dados de RMN ('H e "C) registrados na literatura
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(Nayar et al., 1971; Mafezoli, 2001). Este alcaloide ¢ conhecido como 1-

metil-4-metoxi-2-quinolona.

797 3,91 8,00 3,99

H OMe H OMe
7,21 7,35
H H 6,01
XN H N H 6,01
756 H IT] O 755H N O
H Me H l\l/le

7,30 3,62 735 3,69

Raputia pratermissa (CDCl3, 200 MHz) Nayar et al., 1971 (CDCl3, 200 MHz)

A substancia 20 isolada do extrato em diclorometano das

raizes de R. praetermissa, também ¢ um alcaléide do tipo 2-quinolona. Seu
espectro de RMN 'H (Figura 1.27, tabela 1.7)

c] mostrou sinais em 6 7,93 dd (J= 1,1 e 8,0, H-5), &
Z: 4\23 7,32 ddd (J= 1,0, 7,2 ¢ 8,0, H-6), 6 7,63 ddd (J= 1,0,

ITI O 7,2 ¢ 8,0, H-7), 6 7,40 d (J= 8,5, H-8). Este padrao

OMe

de sinais, de acordo com os valores calculados das
constantes de acoplamento e pela andlise do espectro de COSY (Figura
1.30), sugere a presenca de um sistema aromatico orto-dissubstituido.
Observou-se, ainda, a presenca de singletos em 6 4,14 (O-Me) e o 3,80 (N-
Me). Comumente, espera-se a presenga de um singleto de hidrogénio
olefinico na regido de 6 6,00 que caracterizaria o H-3, que faz parte do
esqueleto tipico de um alcaldide 2-quinolona. No entanto, este sinal ndo foi

observado, o que sugere a presenca de um substituinte em C-3.

COSY

-07,93 67,32
-07,32+07,63
-07,63 < 67,40
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O singleto em & 4,14 no mapa de contorno do HSQC (Figura
1.32) apresentou-se ligado ao carbono em & 60,1 e apresentou no
experimento de HMBC (Figura 1.31) correlacdo com o sinal de carbono em
8 158,7 (J) que foi atribuido a C-4, confirmando que a metoxila encontra-
se em C-4. O singleto em 6 3,79 que esta ligado ao carbono em & 31,0 (ver
figura 1.26, HSQC) apresentou atraves do experimento de HMBC (Figura
1.31), as seguintes correlagdes: 6 138,0 (C-8a) e & 173,7 que foi atribuido a
C-2 (*J). Estas correlagdes confirmam a presenca de um esqueleto N-metil-

4-metoxi-2-quinolona.

HSQC
o §4,14 (4-OMe) — & 60,1;
e §3,79 (N-Me) — 5 31,0.

HMBC

e 04,14 (s,060,1)
-0 158,7 (C-4)

e 63,79 (s,031,0)
-0 173,7 (C-2)
-0 138,0 (C-8a)

Na regido dos hidrogénios aromaticos observou-se que o sinal
em o 7,32 (H-6), no HSQC (Figura 1.32) esta ligado ao carbono em 6 121,6
(C-6), apresentou através do mapa de contornos de HMBC (Figura 1.31)
duas correlagdes com os sinais de carbono em 6 117,5 ¢ 6 113,3, que foram

atribuidos a C-4a e C-8, este ultimo no HSQC (Figura 1.32) encontra-se

87



ligado ao hidrogénio em o 7,40 que via HMBC (Figura 1.31), correlaciona-
se com os carbonos C-6 (6 121,6) e C-4a (6 117,5). O sinal em 6 7,63

atribuido a H-7 esta ligado ao carbono em 6 130,3 (HSQC, figura 1.32) esta

correlacionando via HMBC com os sinais de carbonos em 6 138,0; 6 113,3

e 0 122,6, os quais podem ser atribuidos aos C-8a, C-8 e C-5,

respectivamente. O carbono cinco apresentou via HSQC (Figura 1.32)

correlacdo com o sinal de hidrogénio em & 7,93, e pelo HMBC

correlaciona-se com os carbonos em o 158,7 (C-4), 6 138,0 (C-8a) e o

130,7 (C-7).

HSQC
e 57,93 (H-5) — 5 122,6 (C-5);
o §7,32(H-6)— 5 121,6 (C-6).
HMBC
e 57,93 (dd, s 122,6) — H-5
-5 158,7 (C-4)
-5 130,3 (C-7)
- 5 138,0 (C-8a)
e §7,32(ddd, s 121,6)— H-6
-5 117,5 (C-4a)
-5 113,3 (C-8)
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HSQC
e §7,63(H-7)— 51303 (C-7);
o §7,40 (H-8) — 5 113,3 (C-8).
HMBC
e 57,63 (ddd, s 130,3)
-8 122,6 (C-5)
-5 121,6 (C-6)
- 5 138,0 (C-8a)
o §7,40(dd,s113,3)
-5 118,0 (C-4a)
-5 123,3 (C-6)

A substancia 20 foi submetida a analise por CG-EM para que
se determinasse o substituinte em C-3. A principio suspeitou-se que este
grupo fosse uma hidroxila e, portanto, esperava-se um ion molecular de
m/z 205. No entanto, apds a obteng¢do do espectro de massas desta
substancia, observou-se a presenga do pico do ion molecular de m/z 223
[M]" e, ainda, a presenga de m/z 225 [M+2]", com aproximadamente 30%
da intensidade do ion molecular. No mesmo espectro ainda observou-se
situagdo semelhante para os ions de m/z 208; m/z 210 e m/z 180; m/z 182.
Este fato sugere a presenca dos isotopos de cloro (35 e 37); visto que a
substancia apresentou ion molecular de m/z 223, levando a férmula
molecular C;;H;(NO,CIl. Ap6s a andlise dos dados de RMN de 1D/2D e
CG-EM, realizou-se levantamento bibliografico no Chemical Abstract, mas
nao foram encontrados dados registrados, sugerindo que o alcaldide do tipo
2-quinolona ¢ uma substincia ndo relatada na literatura. A este alcaldide

atribuiu-se o nome 1-metil-3-cloro-4-metoxi-2-quinolona.
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Tabela 1.7. Dados dos espectros de RMN 'H e "°C das substancias (2) e
(20) (CDCl;, 8, 200 MHz) em comparagdo com dados de RMN'H relatados

na literatura para (2).

OMe OMe
LK CEX,
3 3
2 8a 2
N N O
b b
(2) Literatura (20)

H/C g 13c I 13e I 13e
2 - 163,6 163,8 - 173,7
3 6,01 s 96,1 6,05 s 96,5 - 160,0
4 - 162,4 162,7 - 158,7
4a - 116,2 116,5 - 117,5
5 7,94 dd (J= 123,1 7,98 dd (J= 123,4 7,93 dd (J= 122,6

8,0; 1,3) 8,0; 1,0) 8,3; 1,2)
6 7,21 ddd (J= 1214 7,23 t (J= 121,7 7,32ddd (J= 121,6
8,0; 7,2; 1,6) 8,0) 8,3;7,2; 1,2)
7 7,56 ddd (J= 131,0 7,59 dt (J= 131,2 7,63 ddd (J=  130,3
8,4;7,2;1,6) 8,0; 1,0) 8,3;7,2; 1,2)
8 7,30 d (J= 1394 7,35d (J= 139,8 7,40 d (J= 113,3
8.4) 8,0) 8,3)
8a - 113,8 - 114,1 - 138,0
OCH3 391s 55,6 3955 55,8 4,14 s 60,1
NCH; 3,625 28,8 3,685 29,1 3,80 s 31,0

*Mafezoli (2001), Solvente: CDCl; (400 MHz).
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4.2.2. Determinacao estrutural dos esterdides, terpenos e limonoide.

4.2.2.1. Misturas de esteroides (3) e substancia (4).

A fragdo 3, mistura de esterdides separada do extrato em
hexano do caule de Raputia praetermissa (Rutaceae), foi identificada
através de seu

espectro de RMN

NS

'H (Figura 1.33)
que  apresentou
o o dupleto largo em
. ) 05,34 d (J= 4,0

Sitosterol Estigmasterol
) Hz) e um
multipleto em 0 3,51, caracteristicos dos hidrogénios H-6 ¢ H-3

dos esteroides sitosterol e estigmasterol; observou-se, também, dois duplos
dupletos em 6 5,15 dd (J= 8,0 e 16,0 Hz) e & 4,99 dd (J= 8,0 ¢ 16,0 Hz)
caracteristicos de hidrogénios olefinicos, sugerindo a presenca do
estigmasterol. Observou-se, ainda, um grande niimero de sinais sobrepostos
na regido de 6 0,67 a o6 2,27 referentes a varios grupos de hidrogénios
metilicos, metilénicos e metinicos que caracterizam o esqueleto esteroidal.
Na andlise por CG/EM, observou-se dois
picos no cromatograma, confirmando a
presenga das duas substancias. Os padroes
de fragmentacdo mostraram-se compativeis
com os dados para as substancias sitosterol,
Sttostenona (4) pico do fon molecular M™ 414 (Figura

1.34), estigmasterol, pico do ion molecular M 412 (Figura 1.34). No

espectro de RMN 'H (Figura 1.35) a substincia 4 ndo apresentou o
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multipleto na regido de 6 3,50 que caracteriza H-3 do esqueleto esteroidal.
No entanto, observou-se um singleto largo em & 5,72 atribuido a H-4 da
substancia sitostenona. Observou-se, também, um acumulo de sinais
intensos na regido dos hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos entre
8 0,71 ¢ & 2,50. O espectro de RMN "°C (Figura 1.36) desta substincia
apresentou um sinal de carbono carbonilico em & 199,5 e ainda os sinais em

0 125,4 e & 171,6 caracteristicos de C-3, C-4 e C-5, respectivamente.
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4.2.2.2. Determinacio estrutural da substancia 19.

A substancia 19 foi isolada como um solido cristalino branco
a partir do extrato em diclorometano das raizes de Raputia praetermissa
(Rutaceae). O seu espectro de RMN
'H (Figura 1.37 e tabela 1.8)
apresentou  sinais  tipicos  de
esterdides do tipo colestano. Na
regido mais blindada observou-se a

presenga de cinco metilas, sendo dois

singletos que integraram para trés
hidrogénios cada, em 6 1,18 ¢ 6 0,72 e ainda trés dupletos de metila em 0
1,07 3H, J = 6,7 Hz), 6 1,04 3H, J=6,7 Hz) e 4 0,95 (3H, J = 6,7 Hz).
No mesmo espectro pode-se observar em 6 3,56 um duplo tripleto (1H, dz, J
= 3,1 ¢ 12,0 Hz), um dupleto em & 4,13 (1H, d, J = 3,1 Hz), que através do
experimento de COSY (Figura 1.38) apresentou acoplamento com o sinal
em O 3,56. Estes dois ultimos sinais sugerem a presenca de hidroxilas
ligadas aos carbonos C-3 e C-4. Observou-se, ainda, um duplo duplo
dupleto em 6 3,75 (1H, ddd, J = 2,0; 3,1 e 12,0 Hz). Na regido mais
desblindada do espectro foram observados dois singletos em 6 4,93 (1H) e

0 4,82 (1H) e ainda um duplo dupleto em 6 5,67 (1H, dd, J=2,0 ¢ 4,9 Hz).

COSY
e 53,56 (H-3) < & 4,13 (H-4);

100



No espectro de RMN'"C (Figura 1.39 ¢ tabela 1.9) foram
observados 28 sinais, sendo que o sinal em 6 109,7 pode ser atribuido ao
grupo metileno terminal em C-31. E os sinais em & 142,7 e 6 128,6
referem-se & ligagdo dupla endociclica A’. Através do experimento de
PENDANT foi possivel observar a presenca de nove carbonos metilénicos,
cinco metilicos, dez carbonos metinicos € quatro quaternarios. No espectro
de HSQC (Figura 1.40) foram observadas as correlagdes dos sinais dos
hidrogénios em & 3,56 e & 4,13 com os sinais dos carbonos em 6 72,4 ¢ 0
77,2, respectivamente. Analisando o experimento de HMBC (Figura 1.41)
foram observadas correlagdes para H-3 (8 3,56) e para H-4 (6 4,13), com os
sinais de carbono em & 25,3 (C-2), 6 35,9 (C10), 6 72,4 (C3), 6 128,6 (C6)
e 0 142,7 (C5). O sinal de H-6 em 6 5,67 apresentou trés correlagdes com
os sinais de carbono em 6 31,8 (C7), 6 35,9 (C10) e 6 77,2 (C4).

HMBC
o 54,13(d,577,2)—H-4
- 5253 (C2)
-§35,9 (C10)
- 572,44 (C3)
-5 128,6 (C6)
-5 142,7 (C5)
o §5,67(dd,s 128,6)—H-6
-5 31,8 (C8)
-$35,9 (C10)
-§77,2 (C4)
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Partindo do principio de que a substancia em questdo trata-se
de um esteroide do tipo colestano e com base nas informacdes analisadas

até o momento pode-se propor parte da estrutura do esteroide.

HO
OH

O objetivo seguinte foi a determinagdo da cadeia lateral deste
esterdide, sendo que pela analise do espectro de RMN"C (Figura 1.39)
devem fazer parte desta cadeia trés metilas (sendo que duas estdo ligadas
ao mesmo carbono), o carbono da ligacdo dupla terminal e ainda um
terceiro carbono carbindlico. Analisando o mapa de correlacdes do HSQC
(Figura 1.40), pode-se observar que o sinal em 6 3,75 encontra-se ligado ao
carbono em d 69,9 (oxigenado). Este sinal em & 3,75 no experimento de
HMBC (Figura 1.41) apresentou apenas uma correlagdo com um sinal de
carbono metilico em o 12,4, provavelmente a Me-21. Os sinais dos
hidrogénios da ligacdo dupla terminal apresentaram correlacdes com os
carbonos em 6 69,9 (C22), 6 39,6 (C23) e & 153,5 (C24). Assim, pode-se

propor a cadeia lateral do esterdide como sendo:
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HMBC

o §3,75 (H-22, ddd, § 69.9)
-5 12,4 (Me-21)

o 54,82 (H-31a,s, 109,7)
- §35,8 (C23)
- 569,9 (C22)
-5 153,5 (C24)

e 54,93 (H-31b,s,5109,7)
- §35,8 (C23)
- § 69,9 (C22)
-5 153,5 (C24)

A proposta para estereoquimica relativa do esterdide foi
determinada através do calculo dos valores das constantes de acoplamento
em anéis de seis membros.
Normalmente, os valores observados
para constantes de acoplamento

entre hidrogénios axial/axial estd

entre 80 e 10,0 Hz e para

hidrogénios axial/equatorial e equatorial/equatorial sdo de 2,0 a 3,0 Hz. No
espectro de RMN 'H foram observados os seguintes valores para as
constantes de acoplamento para H-3 (3 3,56, dt) de 3,2 e 11,6 Hz e para H-
4 (8 4,14, d) de 3,0 Hz. Sendo assim, foi possivel atribuir a configuragao 3
para o grupo hidroxila ligado ao carbono 4. Este esterdide ja foi isolado em
trabalho realizado pelo grupo de produtos naturais da UFSCar a partir do
estudo fitoquimico de Trichilia rubra (Rocha, 2005), sendo conhecido
como 24-metileno-3p, 4p,22-triidroxi-colesterol. Utilizou-ze ainda este
modelo como parametro de comparagdo para confirmagdo dos dados

espectroscopicos (Tabelas 1.8 e 1.9).
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Tabela 1.8. Dados de RMN 'H para a substincia 19 em comparagio com os

dados da literatura (Rocha, 2005).

Hidrogénio  Trichilia rubra (CDCl;, 400 19 (CDCl;, 400 MHz)
MHz)
3 3,56 (1H, dt, 12,0 Hz) 3,56 (1H, dt, 12,0 e 3,1 Hz)
4 4,01 (1H, d, 4,0 Hz) 4,13 (1H, d, 3,1 Hz)
6 5,68 (1H, dd, 2,0 e 4,0 Hz) 5,67 (1H, dd, 1,9 ¢ 4,9 Hz)
22 3,76 (1H, ddd, 2,0; 4,0 e 12,0 3,75 (1H, ddd, 2,0; 3,1 ¢ 12,0
Hz) Hz)
31a 4,82 (1H, s) 4,82 (1H, s)
31b 4,93 (1H, s) 4,93 (1H, s)
Me-18 0,72 (3H, s) 0,72 (3H, s)
Me-21 0,95 (3H, d, 6,8 Hz) 0,95 (3H, d, 6,7 Hz)
Me-26 1,04 (3H, d, 6,8 Hz) 1,04 (3H, d, 6,8 Hz)
Me-27 1,08 (3H, d, 6,8 Hz) 1,07 (3H, d, 6,8 Hz)
Me-19 1,18 (3H, s) 1,18 (3H, s)
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Tabela 1.9. Dados de RMN "°C para a substincia 19 em compara¢io com

os dados da literatura (Rocha, 2005).

Carbono Trichilia rubra [CDCl;, 100 MHz]| 19 [CDCl;, 100 MHz]
1 36,9 36,8
2 253 25,3
3 72,9 72,4
4 77,2 77,2
5 142,8 142,7
6 128,6 128,6
7 32,0 31,8
8 31,8 31,8
9 50,2 50,1
10 36,0 35,9
11 20,5 20,4
12 35,9 35,8
13 42,7 42,6
14 56,5 56,4
15 24,3 24,3
16 27,4 27,4
17 52,9 52,9
18 11,8 11,8
19 21,0 20,9
20 40,5 40,4
21 12,4 12,4
22 69,9 69,9
23 39,6 39,6
24 153,3 153,5
25 33,1 33,1
26 22,5 223
27 22,4 21,5
31 109,7 109,7
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4.2.2.3. Determinacio estrutural da substancia 15.

A substancia 15 foi isolada como um sélido amarelo a partir

do extrato em diclorometano das folhas de Raputia praetermissa
2 30 (Rutaceae). Seu espectro de RMN 'H

(Figura 1.42) apresentou caracteristicas de
um triterpeno do tipo  oleanano.

28 Observou-se a presenga de oito metilas
emd 1,16; 0 1,14; 6 1,09; 6 1,04; 8 1,00; 6
0,98; & 0,95; & 0,88 e 6 0,85. Na regido

mais desblindada do espectro pode-se
observar um singleto largo em 6 3,46 (s/), tipico de hidrogénio na posicao
trés, que possui OH ligado ao C-3. Na regido dos hidrogénios olefinicos
observou-se um dupleto largo integrando para 1H em o 5,63 (dl, J = 6,4
Hz).

No espectro de RMN"C (Figura 1.43 e Tabela 1.10) foram
observados 30 sinais. Na regido dos carbonos olefinicos foram observados
apenas dois sinais em 6 141,6 e & 122,0. Através da andlise do experimento
de PENDANT pode-se perceber que o carbono em 6 141,6 tratava-se de
um carbono do tipo sp” totalmente substituido e obviamente aquele em &
122,0 sendo um carbono metinico. No espectro de HSQC (Figura 1.44)
observou-se as correlacdes dos sinais dos hidrogénios em & 3,46 € o 5,63
com os sinais dos carbonos em o 77,0 ¢ & 122,0, respectivamente.
Observou-se ainda a correlagcdo dos sinais dos hidrogénios das metilas: 6
1,16 (3 32,0), 0 1,14 (3 25,4); & 1,09 (6 19,6); 6 1,04 (5 28,9); 8 1,00 (d
18,4); 6 0,98 (6 32,3); 6 0,95 (6 34,5) e 6 0,85 (& 16,2). Analisando o
experimento de HMBC (Figura 1.45) ndo foram observadas correlagdes
para H-3 (0 3,46) e nem para o hidrogénio olefinico em 6 5,63. No entanto

foram observadas correlagdes dos hidrogénios metilicos em 6 1,04 com os
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sinais dos carbonos em ¢ 25,4 (Me), 6 40,8 (quaternario), 6 77,0 (C3) e 6
141,6 (sp” totalmente substituido) e o sinal em & 1,14 apresentou as
mesmas correlacdes exceto a correlacdo com o sinal de carbono metilico
em O 28.9. Os sinais referentes as metilas em 6 0,98 e 6 0,95, através do
mapa de contornos de HMBC (Figura 1.45) correlacionam-se entre si e

ainda apresentam outras duas correlacdoes com os sinais dos carbonos em 6

28,2 e 0 33,1.

HMBC

o 51,04 (Me-23,s5,28,9)
- 5254 (Me)
- 540,8 (C4)
-8 77,0 (C3)
-5 141,6 (C5)

o 51,14 (Me-24, 5,8 25,4)
- 528,9 (Me)
- 540,8 (C4)
-§77,0 (C3)
-5 141,6 (C5)

e 50.98 (Me-29, s, 8 32,0)
- § 34,5 (Me-30)
-§33,1(C19)
- 5282 (C21)

e 50,95 (Me-30,s, 8 34,5)
- §32,0 (Me-29)
-$33,1(C19)
- 5282 (C21)
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Ap6s levantamento bibliografico realizado na literatura
verificou-se que esta substancia tratava-se do triterpeno pentaciclico do tipo
oleanano conhecido como 3B-hidroxiglutin-5-eno, ja tendo sido isolado a
partir de Maytenus horrida (Gonzalez et al., 1987) e Tripetalum cymosum
(Leong et al., 1999). Sendo assim sua identificacdo foi realizada através da

analise de seus dados espectroscopicos € por comparagcdo com a literatura

(Gonzalez et al., 1987).

HO
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Tabela 1.10. Dados de RMN "°C para a substancia 15 em comparagdo com

a literatura (Gonzalez et al., 1987, equipamento ndo informado).

Carbono 15 (CDCls;, 200 MHz) Literatura (CDCl5)
1 18,1 18,3
2 28,2 27,9
3 77,0 76,4
4 40,7 40,9
5 141,6 141,7
6 122,0 122,1
7 23,6 23,7
8 47,3 47,5
9 34,8 34,9
10 49,7 49,8
11 33,1 33,2
12 30,8 30,4
13 37,8 37,9
14 39,2 39,4
15 34,5 34,7
16 36,0 35,1
17 30,3 30,1
18 43,0 43,2
19 35,0 35,1
20 28,9 28,3
21 32,1 32,2
22 38,9 39,0
Me-23 30,0 29,0
Me-24 25,4 25,5
Me-25 16,1 16,2
Me-26 18,3 18,4
Me-27 19,5 19,6
Me-28 32,3 32,4
Me-29 32,0 32,1
Me-30 34,4 34,6
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4.2.2.4. Determinacio estrutural da substancia 1.

A substancia 1 foi isolada a partir do extrato em hexano do
caule de R. praetermissa (Rutaceae). Observou-se em seu espectro de
»6 RMN'H (Figura 1.46) na regido

dos hidrogénios metilicos a
presenga de sete sinais
compreendidos entre 6 1,68 e o
0,87. Sendo que os sinais em o

1,68 e o 1,60 podem ser

atribuidos a metilas sobre ligacdo dupla. Foram observados ainda a
presenga de dois dupletos em 6 0,79 e 6 0,57, ambos com constante de
acoplamento de 4,0 Hz. Na regido dos hidrogénios olefinicos observou-se a
presenca de um multipleto em 6 5,10, atribuido ao hidrogénio olefinico
ligado a C-24. Estes sinais sugerem que a substiancia trata-se de um
triterpeno do tipo cicloartano com carbonila em C-3.

O espectro de RMN'H (Figura 1.46) mostrou ainda a presenga
de um duplo tripleto (df) em o 2,71,
tipico de hidrogénio a-carbonilico e
sendo o H-2B devido ao acoplamento

geminal com H-2a e pseudo-diaxial com

la com J = 13,7 Hz e ao acoplamento
pseudo-axial-equatorial com H-1B com J = 6,4 Hz conforme a estrutura
conformacional ao lado.

O espectro de RMN"’C (Figura 1.47 e tabela 1.11) mostrou
um sinal em 6 216,5 que foi atribuido a carbonila em C-3 e os sinais em &
130,8 € 6 125,2 estdo de acordo com os valores encontrados na literatura
para a ligacao dupla entre C-24 ¢ C-25 para o triterpeno do tipo cicloartano

conhecido como cicloartenona (de Paula, 1996; Khuong-Huu et al., 1975).
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A tabela 1.8 apresenta os dados de RMN'C da substancia 1 e ainda do

modelo encontrado na literatura.
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Tabela 1.11. Dados de RMN"’C da substancia 1 em comparagio com os modelos
da literatura.

Carbono (1) (3, CDCl;, 50 MHz)  Lit. (8, CDCls, 22,63 MHz)*

1 32,8 33,3
2 37,4 37,2
3 216,5 215,1
4 50,2 50,0
5 48,4 48,3
6 21,5 21,5
7 28,1 27,9
8 47,8 47,7
9 21,1 21,0
10 25,9 26,0
11 25,8 26,0
12 35,5 35,5
13 453 45,2
14 48,7 48,5
15 333 32,8
16 26,7 26,7
17 52,2 52,2
18 18,0 18,1
19 29,5 29,5
20 36,3 36,0
21 18,2 18,1
22 34,9 36,4
23 24,9 24,1
24 125,2 39,4
25 130,8 27,9
26 17,6 22,5
27 25,6 22,7
28 19,2 19,3
29 22,1 26,0
30 20,7 20,6

*Khuong-Huu et al., 1975
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4.2.2.5. Determinacao estrutural da substancia (16).

A substancia (16) foi isolada como um o6leo amarelo a partir
do extrato em diclorometano das folhas de Raputia praetermissa
(Rutaceae). Observou-se em  seu
espectro de RMN 'H (Figura 1.48) na
regido mais proéxima ao TMS a presenga
de sinais que caracterizaram a presenca

de cinco metilas. Observou-se um

singleto em o 1,14 que integrou para 6H
sugerindo a presenca de duas metilas. Observou-se ainda a presenca de trés
dupletos de metilaem 6 1,23 (J =6,7 Hz), 6 1,03 (J=7,0Hz)e o 1,13 (J =
6,9 Hz). A presenca destas metilas foi confirmada pela analise do espectro
de RMN "C (Figura 1.49) e ainda pela anélise do mapa de contorno de
HSQC (Figura 1.51), onde pode-se verificar a correlagdo dos sinais dos
hidrogénios metilicos 6 1,23 (8 18,2); 6 1,03(6 19,8); 6 1,13 (6 17,0); 6 1,14
(0616,9)ed 1,14 (5 11,1).

No espectro de COSY (Figura 1.50) observou-se o
acoplamento entre o sinal de da metila em ¢ 1,03 com o sinal em 6 3,08 (a-
carbonilico). Este ultimo encontra-se ligado ao carbono em & 39,3 (HSQC,
figura 1.51) e por meio do HMBC (Figura 1.52), apresentou correlagao
com um sinal de carbono carbonilico em & 214,2. A metila em & 1,03
apresentou através do HMBC (Figura 1.52) correlacdo com os sinais em o

214,2 (C=0); 6 39,3 ¢ 6 31,7. Assim, pode-se sugerir até 0 momento:
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COSY
o §3,08(m) < d1,03(d,J="17,0).

HMBC

e 53,08 (539,3)—H-8
-5214,2 (C-7);
-5 19,8 (Me-19).

e 51,03(519,8)— Me-19
-5214,2 (C-7);
- 539,3 (C-8).

O sinal da carbonila em 6 214,2 ainda apresentou através do
HMBC (Figura 1.52) correlagdo com os sinais dos hidrogénios
diastereotdpicos em o 2,65 e & 2,28, que através do mapa de contornos de
HSQC (Figura 1.51) encontram-se ligados ao carbono em 6 40,8. Os sinais
destes hidrogénios ainda apresentaram correlacdo com os sinais de carbono
em o0 51,3 ¢ 6 30,3 (CH e CH,, respectivamente). O sinal em 6 51,3
correlacionou-se no HSQC com o sinal em & 1,88 (m), que por sua vez
apresentou correlacio no HMBC com os sinais dos carbonos em 6 40,8 ¢ 6
51,3. No espectro de COSY (Figura 1.50) observou-se o acoplamento entre
os hidrogénios diastereotdpicos, e ainda destes com o sinal em 6 1,88. Na
figura 1.50 (COSY) observa-se ainda o acoplamento entre os sinais dos

hidrogénios em & 1,88 (H-9) e 6 3,08 (H-8).
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HMBC

o §2,65(dd)ed2,28 (m) (540,3)— H-2
-§211,2 (C-3);
-530,8 (C-1);

e 51,80 (H-1)
-5 51,3 (C-4);
- §40,3 (C-2).

COSY
o 53,08 (H-8, m) < & 1,88 (H-9, m);
e 52,65 (H-2a, dd) e 5 2,28 (H-2b, m)
& 8 1,80 (H-1, m).

Na analise do espectro de RMN "°C (Figura 1.49), observou-se
a presenca de 21 sinais de carbono, e o padrio do espectro de RMN 'H
permitem dizer que a substincia 16 trata-se de um diterpeno. Observou-se
ainda no experimento de RMN "°C a presenca de outro sinal de carbono
carbonilico em 6 211,2 e um carboxilico em ¢ 177,0 (regido caracteristica
de carbonila de éster). O sinal em 6 211,2 apresentou correlacdo com o
sinal da metila em 6 1,23 (ligada ao carbono em & 18,2). Partindo dos
principios biossintéticos, onde em sua maioria os terpendides sdo oxidados
em C-3, podemos sugerir que a carbonila em & 211,2 encontra-se na
posicao trés. No experimento de HMBC foi observada ainda a correlacao
do sinal da carbonila com o multipleto em & 1,88 que pode ser atribuido a

H-2, que esta sobreposto a H-9.
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COSY
o §2,40 (H-4, m) < & 1,23 (Me-16, d).

HMBC
o §2,28/2,65, H-2 (5403, C-2)
-5211,2 (C-3).

Os sinais das metilas que se sobrepuseram em o 1,14 nao
apresentaram correlagdo via HMBC e no HSQC apresentaram correlagao
com os sinais de carbono em 6 16,9 € 6 11,1. Estes sinais foram atribuidos
as metilas Me-17 e Me-18, respectivamente. No espectro de COSY foi
observado o acoplamento entre os sinais de H-2 (equatorial) e H-2 (axial) e

ainda de H-2 (equatorial) com H-1 (axial), com J= 1,6 Hz.

COSY
o §2,65(H-2ax) < 52,28 (H-2eq)
o §2,28 (H-2eq) < 5 1,80 (H-1ax)

Na figura 1.48 (RMN 'H) observou-se ainda a presenca de
uma metoxila em 6 3,65, que via HSQC (Figura 1.51) encontra-se ligada ao
carbono em 6 52,0. No mapa de contorno de HMBC o sinal em & 3,65
apresentou correlagdo com o sinal de um carbono carboxilico em 6 177,0
confirmando assim a existéncia de um grupo éster na molécula. A metila
em o 1,13 (d, J = 6,9 Hz, ligada ao carbono em o 17,0) no espectro de
COSY acoplou com o multipleto em & 2,40 e no experimento de HMBC

correlacionou com a carboxila em o 177,0, permitindo sugerir que esta
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metila seja vizinha ao grupo éster. O sinal em o 2,40 apresentou ainda
correlacao via HMBC com os sinais em 6 23,9 (CH,), 6 33,6 (CH,) e 6 40,8
(CH;). Comparando-se os dados da substancia 16 com um modelo mais
proximo obtido na literatura (Zdero et al., 1991), isolado a partir de
Chrysocoma coma-aurea pode-se sugerir que o diterpeno do tipo clerodano

(16) trata-se de uma substancia nova na literatura.

HMBC

e 51,13(5617,0): Me-20
-0 177,0 (C-15).

e 03,65(3852,0)
-0 177,0 (C-15).

e 02,40 (539,2): H-14
-6 23,9 (C-13).
-0 33,6 (C-12).
-043,2 (C-11).

Realizou-se ainda experimentos de NOE (Figura 1.53). O sinal
em 0 3,08 (H-9) foi irradiado causando nOe nos sinais dos hidrogénios em
0 1,03 (Me-19) e 6 2,28 (H-6eq). A irradiagdo do sinal em 6 2,65 (H-6ax)
causou nOe no sinal em o8 2,28. O sinal em 6 2,28 quando irradiado
provocou nOe nos hidrogénios em o 2,65 ¢ ¢ 1,88. A metila em o 1,23
também teve seu sinal irradiado e foi observado nOe com o sinal em 6 2,65.
Com base nos experimentos de NOE pode-se propor a configuragdo
relativa para o diterpeno (16). Foi realizado ainda o experimento de CG-
EM o obteve-se o ion molecular de m/z 350, levando a formula molecular

C,1H3404.
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2,31 (dd)
1,86 (11g) |
H : 3,67 ()

2,16 (dd)

Raputia praetermissa (Rutaceae) Chrysocoma coma-aurea (Zdero et al., 1991)

OMe

(16)
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4.2.2.6. Determinacio estrutural da substancia 18.

A substancia 18 foi isolada a partir do extrato em
diclorometano das raizes de Raputia praetermissa (Rutaceae). O espectro
de RMN'H (Figura 1.54 e Tabela 1.12)
revelou a presenga de quatro metilas em o
1,48; & 1,26; 6 1,16 ¢ 6 1,10, e ainda um
sinal de metila de grupo acetato em 6 2,16.
Foram observados ainda sinais dos

hidrogénios H-21 (6 7,43), H-22 (& 6,30) ¢

HO H-23 (8 7,44), caracteristicos da presenca
de anel furano de limondide. No espectro de RMN "C (Figura 1.55 e
Tabela 1.12) foi possivel observar sinais de carbonos lactonicos e do grupo
acetato em o 166,7; & 167,7 ¢ 6 169,5 e também sinais de carbonos
oxigenados em o 58,9; & 69,4; & 70,8; 6 73,9; 6 77,6; 6 78,9 ¢ 6 79,5. A
presenca dos sinais dos hidrogénios furanicos e ainda o elevado niamero de
atomos de carbono no espectro de RMN "°C sugerem que esta substancia
trata-se de um limondide. O experimento de HMBC (Figura 1.58) revelou
as correlagdes de H-21 (& 7,44, 6 141,3) com C-22 (6 109,5), C-23 (o
143,4) e C-20 (5 119,8); H-23 (6 7,42, 6 143,4) com C-22, C-20 e C-21.

HMBC

o §7,42 (5 143,4), H-23:
-5 119,8 (C-20);
-5 109,5 (C-22).

o §7,44(5141,3), H-21:
-5 119,8 (C-20);
-5 109,5 (C-22);
-5 143,4 (C-23).
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O sinal em & 5,76 atribuido a H-17, no HSQC (Figura 1.57)
correlacionou com o sinal de carbono em ¢ 77,6 (C-17). No experimento de
HMBC este sinal (8 5,76) apresentou correlagdes com a Me-18 (8 18,7); C-
13 (8 39,8), C-14 (6 69,4), C-22, C-20 e C-21. O sinal em o 1,16, (Me-18)
apresentou correlacdo no HMBC com C-12 (6 31,6), C-13 (5 39,8), C-14 (6
69,4) e C-17 (6 77,6). A grande quantidade de carbonos oxigenados
observados no RMN "°C permite supor a presenca de epdxido. Isto pode ser
confirmado pelo espectro de RMN 'H (Figura 1.54) que apresenta um sinal
em O 3,64 (s) que foi atribuido a H-15 e, segundo o HMBC (Figura 1.58),
este sinal correlacionou com o 166,7. Este sinal em 6 166,7 sugere a

presenga de lactona no anel D, sendo, portanto atribuido a C-16.

HMBC

e §5,76 (577,6), H-17:

- 0 18,7 (Me-18);
-0 39,8 (C-13);
-0 69,4 (C-14);
-0 119,8 (C-20);
-0 141,3 (C-21);
-5 109,5 (C-22).

e 51,16 (018,7), Me-18:

-8 31,6 (C-12);
- § 39,8 (C-13);
-8 69,4 (C-14);
-8 77,6 (C-17).
o §3,64(558,9), H-15:

-5 166,7 (C-16).
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O sinal em 6 1,48 (6 22,33) atribuido a Me-30, através do
HMBC (Figura 1.58) apresentou correlagdes com C-8 (6 41,3), C-9 (o
47,8), C-7 (6 70,8), C-14 (6 69,4). As correlagdes com C-7 e C-14
garantem que o sinal em d 1,48 (s) foi atribuido corretamente a Me-30. Os
principios biossintéticos permitem sugerir que este limonoide ¢ oxigenado
em C-7. Desta forma atribuiu-se a C-7 o sinal em 6 70,8, que via HSQC
encontra-se ligado ao hidrogénio em 6 4,67 (m) sugerindo um oxigénio
esterificado pelo grupo acetila. No HMBC o sinal de H-7 ndo apresentou
correlacoes. Por outro lado no espectro de COSY (Figura 1.56), verificou-
se seu acoplamento com o sinal em & 1,93 (m), o qual pelo HSQC (Figura
1.57) ¢ PENDANT trata-se de um carbono metilénico (& 23,6), sendo
atribuido a H-6. Observou-se pelo COSY (Figura 1.56) que H-6 acoplou
com O 2,53 (dd, J = 2,7 e 10,5 Hz), que via HSQC correlaciona-se com d
49,5 (CH no PENDANT), a este se atribuiu C-5. O HMBC mostra C-5
correlacionando com o hidrogénio de duas metilas. A Me-29 (6 1,26, 6
28,3) correlacionou via HMBC com C-4 (o 79,5), Me-28 (6 22,30), C-5 (&
49,5); a Me-28 mostrou correlagdo com a Me-29, C-5 ¢ C4.

HMBC
r
o 51,26(528,3), Me-29: s A=
- 549,5 (C-5);
- 522,30 (Me-28);
-579,5 (C-4).

o 51,10 (5 22,30), H-15:

-8 49,5 (C-5);
_528,3 (Me-29);
-579,5 (C-4).
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o 51,48 (522,33), Me-30:

-8 41,3 (C-8);
-5 47,8 (C-9);
-5 70,8 (C-7);
-5 69,5 (C-14).

O sinal em o 79,5 sugere a existéncia de um oxigénio em C-4,
indicando anel A-seco. O sinal do carbono em & 51,3, o qual correlaciona
com H-5 (8 2,53) foi atribuido a C-10. Outro sinal em 6 2,95 d (/= 4,0 Hz)
correlaciona-se com o 51,3 (C-10), C-14 (6 69,4), C-8 (6 41,3), C-1 (o
78,8) e C-19 (6 102,8), sugerindo ser este H-9.

HMBC

e 02,54(049.,5), H-5:
-0 51,3 (C-10).

o §2,95(547,3), H-9:

-8 51,3 (C-10);
-8 69,4 (C-14);
-8 41,3 (C-8);

- 578,8 (C-1);
-5102,8 (C-19).

No espectro de COSY (Figura 1.56), verificou-se o
acoplamento de H-9 (6 2,95) com o6 4,62 (H-11, s/, 6 73,9), que foi
atribuido a H-11. Este sinal acoplou com 6 1,99 d (J = 7,9 Hz), que no

HSQC encontra-se ligado ao sinal em 6 31,6, que ja foi atribuido a C-12,
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devido a correlacdo com a Me-18. Este valor de 6 73,9 atribuido a C-11

permite que se adicione uma hidroxila nesta posicao.

COSY

252,95 (H-9) <> & 4,62 (H-11)
- 54,64 (H-11) < 82,00 (H-12)

O carbono em & 78,8 (C-1) via HSQC correlacionou-se ao
sinal em & 4,11 e via COSY mostrou acoplamento com H-2 (8 2,74, J=1,5
Hz). No entanto, ndo foi verificado acoplamento geminal entre H-2a e H-2b
(0 3,05 e & 2,74). No experimento de HMBC, o sinal em & 3,05 ndo
mostrou correlacdo, porém o sinal em 6 2,74 correlacionou com um sinal
de lactona em & 167,7. Estas correlagdes sugerem uma hidroxila localizada
em C-1 (8 78,8), uma lactona em C-3 (167,7), e os sinais em o 3,05 ¢ &
2,74 correspondem a H-2 (6 35,8).

HMBC

o 52,74 (5 35,8), H-2a:
-8 167,7 (C-3).

COSY

-54,11 (H-1) <> & 3,05 (H-2b)
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O sinal em 6 102,8 ¢ um CH (através do PENDANT) e como
ndo existe sinal de hidrogénios olefinicos correspondente, este
provavelmente trata-se de um hemeacetal. Este sinal de carbono encontra-
se correlacionado ao sinal de hidrogénio em & 6,13, via HSQC. Assim,
estes sinais de 'H e ">C s6 podem ser atribuidos a H-19 e C-19, o que
explica as correlagdes no HMBC de H-19 com a lactona em 6 167,7 (C-3) e

o carbono carbin6lico em 6 78,8 (C-1).

HMBC
o 56,13 (5102,8), H-19:

-8 167,7 (C-3);
-5 78,8 (C-1).

Através de levantamento bibliografico realizado verifcou-se
que a substancia 18 apresenta esqueleto similar ao de outro limondide
isolado a partir de Citrus reticulata (Jayaprakasha et al., 1997) conhecida
como ichangina. Rosas (2005), através de experimentos de gNOESY,
estabeleceu a configuragdo relativa para a substincia 18. Este A-seco
limonoide isolado a partir de Raputia praetermissa recebeu o nome

11B,19a-diidroxi-7-deoxo 7-acetoxi-ichangina.

Ichangina (Jayaprakasha et al., 1997) 113.19c-dudrox -7-deoxo 7-acetozi- 4changina (19)
DMSO-dg
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Tabela 1.12. Dados dos espectros de RMN 'H ¢ C da substancia 18
(CDCl;, 200 MHz) em comparagao com a literatura (CDCls, 400 MHz).

(18) Literatura (Rosas, 2005)
H/C 'H P 'H e
1 4,11 s/ 78,8 4,12 sl 78,8
2 2,74 d (J=1,5) 35,8 2,71dd (J=1,6;17,0) 35,8
3,05d(J=3.,3) 3,00dd (J=3,5¢17,0)
3 - 167,7 - 167,8
4 - 79,5 - 79,5
5 2,53 dd (J=2,7¢10,5) 49,5 2,54 dd (J=59¢12)5) 49,5
6 1,93 ¢t (J=2,7) 23,6 1,92 m 23,7
7 4,67 m 70,8 4,67 sl 70,8
8 - 41,3 - 41,3
9 2,95d (J=4,0) 47,8 2,94 d (J=4,5) 47,8
10 - 51,3 - 51,3
11 4,62 sl 73,9 4,64 m 73,9
12 1,99d (J=1,9) 31,6 2,00d (J=28,0) 31,6
13 - 39,8 - 39,8
14 - 69,4 - 69,5
15 3,645 58,9 3,64 s 58,9
16 - 166,7 - 166,8
17 5,76 s 77,6 5,76 s 77,5
18 1,16 s 18,7 1,17 s 18,8
19 6,13 s/ 102,8 6,13 s 102,8
20 - 119,8 - 119,8
21 7,44 sl 141,3 7,44 sl 141,3
22 6,30 s/ 109,5 6,31 s/ 109,5
23 742 d (J=1,5) 143.,4 7,43 d (J=1,8) 143,4
28 1,10 s 22,30 1,10 s 22,3
29 1,26 s 28,3 1,26 s 28,3
30 1,48 s 22,33 1,48 s 22,4
7-OAc 2,16 s 169,5 e 2,17 s 169,6 ¢
21,0 21,2
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4.2.3. Determinacao estrutural do derivado do acido cinamico
4.2.3.1. Determinacao estrutural da substancia 6.

A substancia 6 foi isolada a partir do estudo fitoquimico do
extrato em diclorometano do

O caule de R praetermissa

@ XN N 316" (Rutaceae). Na andlise de seu
MeO OH espectro de RMN 'H (Figura 1.59

e Tabela 1.13) observou-se sinais
na regido mais desblindada do espectro, um dupleto em 6 7,61 (d, J = 15,8),
um duplo dupleto em 6 7,07 (dd, J = 1,7 e 8,1), e trés dupletos em 6 7,03
d,J=1,7)08691(d,J=28,1)ed 6,29 (d,J=15,8). Os sinais em 6 7,61 ¢ o
6,29 sdo tipicos de hidrogénios de ligagao dupla em isomeria trans. Em seu
espectro de RMN"’C (Figura 1.60 e Tabela 1.13) foram observados sinais
na regido dos carbonos aromaticos entre 6 147,9 e 6 109,3 e também um
sinal de uma carboxila de éster em 6 167,3 ¢ na regido dos carbonos
oxigenados observou-se dois sinais em o 64,5 ¢ & 55,9. Na regido mais
blindada do espectro foram observados um conjunto de sinais
compreendidos entre 6 31,8 e 6 14,0.

O dupleto em 6 6,91 via HSQC (Figura 1.63) apresenta-se
ligado ao sinal de carbono em 6 114,6 e no experimento de COSY (Figura
1.61) acoplou com o duplo dupleto em & 7,07. Via o mapa de contorno do
HMBC (Figura 1.62) observou-se a correlacdo de 6 6,91 com os sinais em
0 127,0 (C-2°) e 6 146,7 (C-4’). O sinal em o 7,07 esta ligado ao carbono
em 6 123,0 (C-5’), apresentou no experimento de HMBC correlagdes com
os sinais de carbono em 6 109,3 (C-3’); 0 144,5 (C-3) ¢ 6 147,9 (C-1°). O
outro hidrogénio aromatico em ¢ 7,03 (6 109,3) correlaciona-se via HMBC

com os sinais em 0 123,0 (C-5"); 6 144,5 (C-3); 6 146,7 (C-4*) e 0 147,8 (c-
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I’). O experimento de PENDANT nos permite sugerir que os sinais de
carbono em o 146,7 ¢ 6 127,0 tratam-se de carbonos contendo oxigénios
como substituintes, que supostamente fazem parte do anel aromatico. No
espectro de HMBC o sinal de carbono em 6 146,7 apresentou correlagao
com o sinal dos hidrogénios da metoxila em 6 3,92. O sinal 6 127,0
correlacionou com o sinal em 6 6,91 e com os sinais dos hidrogénios da
ligacdo dupla trans em & 7,61 e 6 6,29. O sinal em 6 7,61 que via HSQC
(Figura 1.63) apresenta correlagdo com o sinal em 6 144,6, apresentou no
experimento de COSY (Figura 1.61) acoplamento com o sinal em & 6,29.
No mapa de contorno de HMBC o sinal em 6 7,61 apresentou correlagdes
com os sinais de carbonos em o6 109, 3; 6 115,7; 6 123,0; 6 127,0 e com o

sinal da carbonila em 6 167,3.

COSY
o 5691 (d,J=8,1)< 57,07 (dd,J=8,1);
e 57,07 (dd, J=17) < 67,03 (d,J=
1,7).

HMBC

e 56,91 (5114,6)
-5 127,0 (C-2);
- 5 146,7 (C-4).

e 57,07 (5123,0)
- §109,3 (C-3");
- 5 144,5 (C-3);
-5 147,8 (C-1").
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e 57,03 (5109,3)
-5 123,0 (C-5");
-5 144,5 (C-3);
- 5 146,7 (C-4%);
-5 147,8 (C-1").

o 57,61 (5144,5)
-5 123,0 (C-5");
-5 109,3 (C-3");
-8 115,7 (C-2);
-8 127,0 (C-2);
-5 167,3 (C-1).

O sinal em & 6,29 (6 115,7) apresentou duas correlagdes via
HMBC (Figura 1.63) com os sinais dos carbonos em & 127,0 e & 167,3.
Esta tltima correlagdo sugere que a carbonila de éster pode ser vizinha a
ligagdo dupla trans, o que explicaria a presenca do carbono oxigenado em &
64,5 que via HSQC (Figura 1.63) encontra-se ligado ao sinal de hidrogénio
em & 4,18, o qual no espectro de RMN'H (Figura 1.59) integrou para 2H.

COSY
e 57,61 (d,J=159)<6629(d, J=
15,9).
HMBC MeO
e 56,29 (C-2,8115,7)
-8 127,0 (C-2%);
-8 167,3 (C-1).
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No experimento de COSY (Figura 1.61) observou-se o
acoplamento entre o sinal em & 4,18 e o multipleto em & 1,69 (m, J = 6,8).
Este ultimo sinal por sua vez apresentou acoplamento com um sinal
bastante intenso em 6 1,25 sugerindo a presenca de uma cadeia alquilica
extensa que no espectro de RMN'C (Figura 1.60) pode ser observada por
um conjunto de sinais entre 6 29,6 e 6 29,2. Este sinal em ¢ 1,25 via COSY
(Figura 1.56) acoplou com um tripleto em & 0,88, com constante de
acoplamento de 6,6 Hz, o que pode ser atribuido a um grupo metil terminal
que no HSQC (Figura 1.63) observou-se sua correlacio com o sinal de
carbono em 6 14,0. A substancia 6 foi submetida a analise por CG-EM e
obteve-se a massa molecular de 418 Da, levando a seguinte foérmula

molecular C26H4204.

COSY
e 54,18 (1, J=16,8) < & 1,69 g;\ﬁ“%
(}’I’l, J= 698)3 167, I 0'88
N 0764,3 ’
e 31,69 (m) < 61,25 (m), A 14,0
e 51,25 (m) < 50,88 (t, J= MO OH 1,69
6,6).
HMBC

o 54,18 (564,5)

-0 167,3 (C-1); g\
o) 4,18
HWH ¥ ¥

-0 25,9 (C-2); 167,

-0 28.7. o HJ”’O
e 51,69 MeO OH 1,69

-0 64,5;

-0 25.9;

-0 28,7.
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Comparando-se os dados da substdncia 6 com um modelo
obtido na literatura (Tang et al., 1982) isolado a partir de Hemarthria
altissima e ainda a partir de sua proposta sintética (Chen et al., 2007) pode-
se sugerir que 6 trata-se de uma substancia classificada como nova na
literatura. A esta substdncia atribuiu-se o nome 2’-hidroxi-4’-

metoxicinamato de hexadecanila.

107,6

Tabela 1.13. Dados de RMN 'H e °C (CDCls, 400 ¢ 100 MHz) para a

substancia 6.

H/C 'H Bc
1 - 1673
2 6,29 d (J=15,8 Hz) 115,7
3 7,61 d (J= 15,8 Hz) 144,5
1’ - 147,9
2’ - 127,0
3’ 7,03 d (J= 1,7 Hz) 109,3
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3” _ 15”
167?

7,07 dd (J=1,7 ¢ 8,1 Hz)
6,91 d (J= 8,1 Hz)
3925
4,18 ¢t (J= 6,7 Hz)
1,69 qui (J = 6,8 Hz)
1,25 sl
0,88 ¢ (J= 6,6 Hz)

146,7
123,0
114,6
55,9
64,5
25,9
29,6 — 28,7
14,0
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5. Conclusoes

O estudo fitoquimico do género Raputia, através da espécie R.
praetermissa (Engler) Emerich, foi iniciado por Rosas (2005), tendo como
parametro de avaliacdo as raizes desta planta. Este estudo esta sendo
concluido, o que levou ao isolamento e identificagdo estrutural, dentre
outras, de oito substdncias ndo relatadas na literatura, sendo quatro
alcaldides indolicos (7, 8, 9 e 11), um alcaldide quinolonico (20), um
limonoide (18), um diterpeno (16) e um derivado do acido cinamico (6).

O completo estudo quimico de R. praetermissa (raizes, caule e
folhas) levou ao isolamento e identificacdo de cerca de trinta substancias,
sendo dez substancias inéditas. O quadro a seguir mostra todas as
substancias isoladas e identificadas a partir destes estudos. O caule de R.
praetermissa mostrou uma composi¢do rica em alcaldides, o que condiz
para o esperado para uma espécie pertencente a familia Rutaceae. O estudo
das folhas levou ao isolamento de triterpenos e alcaldides e um fato
bastante interessante que deve ser mencionado ¢ que ndo foram
encontrados limonoides nas folhas e no caule. No estudo das raizes
realizado em 2005 foram encontrados e isolados trés limonoides, sendo que
um destes foi reisolado neste trabalho em outra fragdo de extrato das raizes
que ndo havia sido estudada.

Os derivados do &cido cinamico encontrados em Raputia
praetermissa também podem ser encontrados em outras rutdceas estudadas
por nosso grupo de pesquisa, como nos géneros Citrus, Glycosmis € Hortia.
Os alcaloides furoquinolinicos e quinolonicos sao comuns nos géneros
Almeidea, Esenbeckia, Phellodendron e Zanthoxylum. Por outro lado, os
alcaloides inddlicos sdo pouco conhecidos nos trabalhos do grupo de
PN/DQ/UFSCar. No entanto podem ser encontrados em varios géneros

pertencentes a familia Rutaceae como, por exemplo, Evodia, Flindersia,
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Glycosmis, Limonia e Phellodendron. Os limondides podem ser
encontrados nos géneros Citrus, Severinia, Spathelea, Raulinoa, etc. A
ocorréncia de alcaloides, limonodides e derivados do acido cindmico em R.
praetermissa, j4 havia sido descrita em outros estudos com plantas da
familia Rutaceae sendo esta, uma caracteristica marcante da mesma.

Este trabalho também ¢ muito importante no ponto de vista do
conhecimento quimico do género Raputia, visto que ndo sdo encontrados
na literatura registros sobre o mesmo por se tratar de um género novo.
Desta forma, as substancias encontradas estdo dentro do perfil quimico da
familia Rutaceae. As evidéncias quimicas constatadas neste trabalho
reforcam a classificacdo de Emmerich (1978), na qual os géneros Raputia e
Neoraputia foram segregados. Estudos anteriores de nosso grupo de
pesquisa com espécies pertencentes ao género Neoraputia (N. alba, N.
magnifica € N. paraensis) levaram ao isolamento e identificacdo quase que
exclusivamente de flavonoides. Ha4 uma nitida diferenca na composi¢ao
quimica dos dois géneros, visto que foram encontrados em Raputia
praetermissa uma grande variedade de metabolitos secundarios.

Ao final do estudo fitoquimico da espécie R. praetermissa
pode-se dizer que os objetivos propostos foram alcangados, uma vez que
nao foram encontrados flavonoides em nenhum dos 6rgaos da planta. Desta
forma, sugere-se inicialmente que os dados quimicos obtidos estdo de
acordo com as caracteristicas morfoldgicas que levaram a separacao entre
os géneros. No entanto, outras espécies do género Raputia ainda serao
estudadas pelo grupo de produtos naturais, para que se tenha um conjunto
de evidéncias quimicas que sejam Uteis para o correto posicionamento

quimiossistematico do género Raputia na tribo Cuspariae.
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Substancias isoladas de Raputia praetermissa (Rutaceae)
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Capitulo 11:

Busca por Candidatos a Herbicidas Inibidores da Fotossintese a partir

de Produtos Naturais






1. Introducio

ApoOs a segunda guerra mundial, a descoberta da seletividade
de duas auxinas mudou as perspectivas do controle de plantas daninhas,
dando origem a uma nova era da ciéncia de plantas daninhas.
Posteriormente, estas duas auxinas, acidos 2-metil-4-clorofenoxiacético
(MCPA) e 24-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Figura 2.1), tornaram-se
comerciais para o controle de espécies problemas, principalmente em
culturas de cereais. O sucesso destes herbicidas se deu quando urgia
aumentar a producdao de alimentos, devido a baixa produtividade das
culturas apos a guerra (Kudsk, 2003).

Em 1951 surgiu o primeiro herbicida ndo derivado dos acidos
fenoxidos, o qual derivou do produto natural, uréia, o 3-(p-clorofenil)-1,1-
dimetiluréia (monuron). Varios outros surgiram, como o 3-(3,4-
diclorofenil)-1,1-dimetiluréia (diuron), e ainda t€ém o wuso agricola
autorizado para aplicagdo em poOs-plantio e em pré e pos-emergéncia das
plantas daninhas em diversas culturas (Cobb & Kirkwood, 2000).

Em meados dos anos 1950, uma nova familia de herbicidas foi
descoberta, os bipiridilium (Calderbank & Slade, 1976). Varios estudos
levaram a herbicidas, para o controle nao seletivo de plantas daninhas,
diquat e paraquat, sendo este ultimo o vice-lider mundial em vendas
(Figura 2.1). Contudo, o perfil toxicologico do paraquat requer maiores
cuidados e hoje, um produto como este provavelmente nao seria registrado.
Diversos outros grupos de herbicidas com diferentes mecanismos de acao
também foram desenvolvidos; o mais proeminente foi o glyphosato (Figura
1), um inibidor da EPSP sintase. Este produto ¢ um herbicida nao-seletivo e
sistémico, mas, ao contrario do paraquat, seu perfil toxicoldogico ¢ menos
impactante (Kudsk, 2003). Atualmente, o glyphosato ¢ o nimero 1 em

vendas no mundo. Posteriormente, foram desenvolvidas as sulfoniluréias,
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um novo grupo de herbicidas que pode ser usado para combater uma
variedade de espécies daninhas em varias culturas. Um exemplo desta
classe € o halosulfuron (Figura 2.1), muito utilizado no Brasil na cultura da
cana-de-actucar para o controle de Cyperus rotundus L. (Tiririca).

Assim, o mercado de novos herbicidas teve um crescimento de
quase 7% ao ano desde a segunda guerra mundial (Cobb & Kirkwood,
2000). Por volta de 1980, ele entrou em declinio, representando a face de
um mercado estatico com um crescimento anual de apenas 0,1 % (Cobb &
Kirkwood, 2000). A quimica “facil” foi explorada na preparagdo dos
exemplos acima. A politica de conservacdo da biodiversidade exige novos
modelos de herbicidas mais seletivos, ao contrario dos objetivos anteriores.
O registro de um novo produto requer um trabalho cada vez mais detalhado
em pesquisas de toxicologia e ecotoxicologia, tornando mais lento o
crescimento do mercado de novos herbicidas, mas, com menor impacto
ambiental. Por Gltimo, mas ndo menos importante, o emprego da técnica de
modificagdo genética que levou a introducdo de culturas resistentes e/ou
tolerantes a herbicidas ndo seletivos como o glyphosato, mudou
completamente o mercado em algumas partes do mundo, mais

notavelmente nos Estados Unidos (Cobb & Kirkwood, 2000).
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Figura 2.1. Alguns dos herbicidas disponiveis no mercado.

1.1. Os Herbicidas e a fotossintese.

A fotossintese ¢ essencial para o desenvolvimento autotrofico
das plantas. Tradicionalmente, ela ¢ convencionalmente dividida em dois
processos: 0 nao dependente de luz (para assimilacdo de carbonos), que
ocorre no estroma do cloroplasto, € o dependente de luz (de transdugdo de
energia), que esta associado com as membranas de tilacdide, responsavel
pelo fornecimento de ATP e redutor (NADPH) para assimilacdo de
carbono (Percival & Baker, 1991).
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O metabolismo assimilatorio fotossintético ¢ dependente da
transducdo de energia quimica luminosa (ATP) e a liberagdo de elétrons
para a reducdo quimica pelas membranas de tilacoide (quadro abaixo). Foi

provado que a inibicao dos sistemas de transporte de elétrons fotossintético

. Membrana
- externa

e de transporte de

Lamela
- estromal

prétons € o modo de agao

de mais de 50% dos

Membrana
interna

herbicidas  conhecidos.

Os tilacoides de plantas
superiores contém quatro complexos intrinsecos supramoleculares (FSII,
FSI, o complexo citocromo b¢f € o complexo protéico ATPase) e sao
associados com um numero extrinseco de proteinas, tais como a
plastocianina, ferridoxina ¢ o complexo CF; do fator de acoplamento
(Figura 2.2). A luz ¢ capturada pelos pigmentos antena dos dois
fotossistemas, e transferida aos respectivos centros de reagao de FSI e FSII
(P700 € Pggo). Em seguida, se produz uma separacdo de carga primaria, que
resulta na reducdo de aceptores de elétrons secundarios e,
consequentemente, oxidagdo de dgua e redugao do terminal de aceptores de
elétrons (ferridoxina, NADP e O,). A transferéncia do FSII ao complexo
citocromo b¢f ¢ mediada pela plastoquinona. A plastoquinona ¢ reduzida
através de um processo de transferéncia de dois elétrons resultante de dois
fotoatos sequénciais dentro do FSII.

A captura de dois protons a partir do estroma ¢ também
requerida para a formagdo do plastoquinol. A difusdo do platoquinol ocorre
através da camada lipidica da membrana do tilacéide ao complexo
citocromo bgf, onde 2 elétrons sdo transferidos ao complexo e 2 protons sao
liberados ao espago intra-tilacdide. Consequentemente, a transferéncia de
elétrons de agua ao bef ¢ associada com a geragdo de proton através da

membrana devido a uma diferenca de potencial eletroquimico, resultante da
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oxidacdo de agua pelo FSII no lado lumen da membrana de tilacéide e o
ciclo reducdo-oxidagdo da plastoquinona. A captura de protons envolvida
na reducdo de NADP no estroma também contribuiré para a criagdo de uma
diferenca de potencial de protons transmembrana, que pode ser usada para
promover a sintese de ATP através do fator acoplamento (CF, e CF,).

O processo do complexo fisico-quimico (Figura 2.2) dos
tilacoides especifico para transducdo de energia luminosa pelas plantas ¢
objeto atrativo para a acdo direta de herbicidas (Percival & Baker, 1991).
Os principais sitios perturbativos da fotoquimica de tilacoide acessiveis aos
inibidores se enquadram em trés categorias: (i) inibicdo do transporte
dentro da membrana; (ii) desvio do transporte de elétrons por aceptores
bioldgicos naturais aos aceptores de elétrons artificiais; (ii1) interrupgao da
sintese de ATP. A busca de herbicidas ecologicamente corretos, ou seja,
mais seletivos, vem explorando as funcdes fotossintéticas com ensaios de

inibi¢ao dos mesmos.

ESTROMLA {baime H™)

W K - F ) Ly
" - Irl;-L \ 43 LK "
IhE L. 7. Pl
CX
i @ e adente de
peoterscial
7 pt u ehetrigurica
Cdagha e L

LUME (afto H™)

Figura 2.2. Representacdo do esquema Z da fotossintese na membrana
tilacoidal. A transferéncias de elétrons e H™ ¢ feita por quatro grandes

complexos protéicos: PSII, citocromo b6f, PSI e ATP sintase.
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1.2.A Descoberta de um herbicida e o mercado.

Muito dinheiro ¢ necessario para se colocar novos herbicidas
no mercado (Cobb & Kirkwood, 2000). Aproximadamente 33% dos custos
de desenvolvimento sdo dedicados a toxicologia e ecotoxicologia, o que
contrasta com o principio do desenvolvimento entre os anos 40 e 50,
quando a regulacdo estrita ndo foi o limite para o registro de herbicidas
(Cobb, 1992).

Inicialmente, a investigacdo ao acaso foi a regra. Milhares de
produtos quimicos foram testados contra um conjunto de plantas daninhas e
culturas. Apesar da resisténcia de investigacdo ao acaso, isto levou a
descoberta de varias classes de herbicidas com um numero limitado de
acdo, mais seletivos. Dentre os mais importantes pode-se destacar: auxinas,
inibidores do FSII e FSI, da EPSP sintase, da acetolactato sintase, da acetil-
CoA carboxilase e da protoporfirinogénio oxidase (Cobb & Kirkwood,
2000). As técnicas de investigacdo convencional sdo ainda importantes e
continuardao a produzir novos herbicidas, assim eles foram produzidos nos
ultimos 50 anos.

Com o advento da automagdo e tecnologia em pequena escala,
a sintese high-throughput ¢ agora a investigacdo para se descobrir novos
produtos para o controle de plantas daninhas. A técnica que foi baseada nas
descobertas farmacéuticas, ¢ também foi aplicada a descoberta de
herbicidas. Um dos caminhos ¢ preparar uma larga biblioteca combinatoria
que pode conter de 10.000 a 1 milhdo de compostos que podem ser
investigados facilmente. Outra possibilidade ¢ o emprego de técnicas que
utilizam bibliotecas quimicas desenvolvidas racionalmente, que sd3o muito
pequenas, ou seja, como se fossem otimizadas e derivadas das bibliotecas
convencionais (Cole & Rodgers, 2000; Hess et al., 2001). No entanto,

existem limitacdes. Frequentemente ha uma pequena correlagdo entre a
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habilidade relativa para inibir um sitio e a a¢gdo em vivo para matar uma
planta. Os herbicidas devem ser absorvidos através da cuticula ou raizes,
translocados aos tecidos de crescimento, para entdo penetrarem nas
organelas e assim exercerem sua fun¢do. Assim, muitos dos compostos
ativos em alguns ensaios necessitam de modificagcdes estruturais que os
permitam atingirem o sitio provavel a inibirem. Com isto, varios herbicidas
no mercado sdo “prd-herbicidas” que sdo mais ou menos biologicamente
inertes quando absorvidos pela planta e ativos apenas no sitio de agdo.
Pode-se citar como exemplo, os ariloxifenoxipropionatos, que sao
formulados como ésteres (Duke, 1988) para facilitar sua absor¢do e
translocacao nas plantas alvo.

Outro ponto importante na areca de herbicidas foi a técnica
genOmica que vem fornecendo plantas resistentes ou tolerantes a herbicidas
nao seletivos. Contudo, nenhuma das técnicas mencionadas indica um
grande sucesso no futuro. A quimica combinatoria j& demonstrou falha na
farmacologia, pois os modelos de origem natural mostram-se mais
diversificados, complexos e com melhores atividades bioldgicas. A
gendmica ndo ¢ de aceitagdo ampla tanto entre leigos como cientistas, estes
ultimos preocupados com a conservacgao na biodiversidade.

Nas ultimas trés décadas a producao per capita de alimentos
cresceu aproximadamente 20%; apesar disso um numero considerdvel de
pessoas morre anualmente de fome. No entanto, essa situacdo nao se deve
exclusivamente a escassez de alimentos e sim esta relacionada a problemas
de ma distribuigdo de renda e administragcdo publica. Estes problemas
tendem a se agravarem, uma vez que estimativas sugerem que no ano de
2050 a popula¢do mundial atingird a marca de 11 bilhdes de pessoas. Dessa
forma, tona-se necessario aumentar a producao de alimentos pelo menos
em duas vezes da quantidade que se produz hoje. Outro fator importante

que deve ser mencionado € que a area destinada para a agricultura
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atualmente dard lugar a complexos habitacionais. Uma projecdo da FAO
(Food Agricultural Organization) mostra que em 40 anos a area cultivada
por habitante em 1960 passou de 0,50 para cerca de 0,22 ha/habitante em
2000 (Zambolim, 1999 citado por Barbosa, 2004). Sendo assim, em relagdo
ao mercado de herbicidas pode-se concluir momentaneamente que
alimentar o mundo sem o uso de defensivos agricolas permanece ilusorio,
especialmente quando existem 800 milhdes de pessoas desnutridas.

Dados da Associacdo Nacional de Defesa Vegetal (ANDEF,
1999) indicam que o consumo de defensivos agricolas no Brasil
permaneceu constante de 1988 a 1993, com vendas em torno de U$ 1
bilhdo, e a partir do ano seguinte estas vém crescendo, ja tendo
ultrapassado U$ 2 bilhdes. Esses dados fazem com que o Brasil detenha
aproximadamente 6% do mercado mundial. As vendas totais de
agrotoxicos variam com a categoria. Os herbicidas representam 48%, os
inseticidas 28%, os fungicidas 19% e os demais produtos 5% (Figura 2.3).
Aproximadamente 90% das vendas de defensivos agricolas sdo controladas
por apenas 25 companhias multinacionais. A Tabela 2.1 lista as sete
maiores que monopolizam 76% do mercado desses produtos. Estes dados
sugerem que somente as grandes companhias conseguem se manter no
mercado. Nos ultimos anos aconteceram varias fusdes de algumas
empresas, bem como a compra de outras de menor porte pelas maiores, em
decorréncia do grande investimento que se faz necessario para a descoberta
e produgdo em larga escala de novos produtos e ainda com os custos com

marketing.
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Figura 2.3. Porcentagem de vendas de defensivos agricolas no mercado

mundial.

Tabela 2.1: Vendas, em bilhdes de dodlares, das sete grandes companhias de

defensivos agricolas em 2001.

Multinacional US$ bilhdes
Syngenta 5,39
Sanofi-Aventis 3,84
Monsanto 3,76
Basf 3,11
Dow AgroSciences 2,61
Bayer 2,42
DuPont 1,92

Fonte: Agrow World Crop Protection News, Mar¢o/2002 (Citado por
Barbosa,2004).
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2. Justificativas

O crescimento da populagdo e a fome em varios paises
mostram que o uso de herbicidas ¢ uma necessidade, ou seja,
alimentar o mundo sem o uso de defensivos agricolas permanece ilusoério,
especialmente quando existem milhdes de pessoas abaixo da linha da
pobreza.

A necessidade de novos herbicidas, com diferentes
mecanismos de a¢do, possuindo espectro mais amplo para o controle de
plantas daninhas com menor impacto ambiental ¢ um fato real. Isto porque
a cada dia, novas espécies de plantas daninhas tolerantes ou resistentes aos
herbicidas atuais surgem nos campos (Duke et al., 2000).

Produtos naturais, em geral, tém se mostrado como uma das
fontes mais ricas e promissoras de novos compostos com atividade
fitotoxica e reguladora do crescimento de plantas (Kimura et al, 1997,
1998 e 2002; Pillmoor, 1998 e Greaves, 1996). Contudo, o uso de produtos
naturais como herbicidas ou como prototipos para conduzir programas de
descoberta de herbicidas ¢ uma alternativa, que nao tem sido tdo explorada
quanto foi para inseticidas e fungicidas. Produtos naturais fitotéxicos sao,
em geral, estruturalmente mais complexos que herbicidas sintéticos e eles
ndo sdo economicamente obtidos por metodologias sintéticas tradicionais.
Esta é4rea esta sendo explorada lentamente (Duke et al., 2000), talvez pela
pequena quantidade de pesquisadores envolvidos na area, falta de trabalhos
em biotecnologia de producao de herbicidas naturais, ou mesmo escassez

de testes que permitam conhecer o modo de acdo do composto.
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3. Objetivos

3.1. Busca de metabolitos secundarios de espécies de plantas estudadas
pelo grupo de Produtos Naturais do Depto. Quimica da UFSCar, visando
elucidar seus mecanismos de acao frente a inibicao da fotossintese;

3.2. Implantagao das técnicas dos ensaios bioquimicos no Departamento de

Quimica-UFSCar;

4. Materiais e Métodos

4.1. Avaliagcdo da sintese de ATP, transporte de elétrons durante a fase
fotoquimica da fotossintese em cloroplastos isolados das folhas de

espinafre.

Os ensaios foram realizados na Facultad de Quimica,
Conjunto E, Departamento de Bioquimica da Universidad Nacional
Autonoma de Meéxico, México-D.F. no periodo de 14.05.2006 a
06.11.2006, sob a orientagdo do Prof®. Dr. Blas Lotina-Hennsen, durante
um estagio tipo PDEE-CAPES.

As folhas de espinafre foram obtidas diariamente em
supermercados da Cidade do México. Em seguida foram lavadas e secas,
para posterior selecdo das folhas com maior grau de uniformidade. Para
extragdo dos cloroplastos de espinafre (S. oleracea L.), as folhas ja livres
da nervura central e das extremidades basal e apical (25 g) foram trituradas
em liquidificador e submetidas a extragdo com 100 mL do seguinte meio:
sacarose (400 mmol L), MgCl, (5 mmol L), KCI (10 mmol L") e K'-
tricina (30 mmolL™") em pH 8,0 (ImolL' KOH). O meio foi
homogeneizado e filtrado com o auxilio de um funil e camadas de gaze
cirargica. O filtrado foi centrifugado (4000 rpm, 4°C e 5 min), o

sobrenadante foi eliminado e o precipitado contendo os cloroplastos foi
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dissolvido em 1 mL do mesmo meio usado no isolamento (Lotina-Hennsen

et al., 1999).

Para determinar a concentracdo de clorofila total, duas
aliquotas de 20 pL da suspensdo de cloroplastos foram transferidas para
dois tubos de centrifuga contendo 5 mL de acetona cada. A amostra
permaneceu no escuro por cinco minutos e, depois, foi submetida a
centrifugacdo (4000 rpm e 5 min). Em seguida foram feitas medidas de
absorvancias em espectofotometro do sobrenadante nos comprimentos de
onda de 645 e 663 nm, e a concentracao de clorofila total foi determinada

de acordo com a equagdo abaixo (Romagni et al., 2002).

Clorofila (ng mL™) = 20,2 (Agss) + 8,02 (Aes3)

Para os ensaios foram utilizadas solugcdes dos compostos
puros. As solu¢des das amostras foram preparadas em varias
concentracdes, usando DMSO como solvente. A sintese de ATP em
fotofosforilagdo e a captura de protons foram determinadas em triplicata,
utilizando-se a combinagdo de um microeletrodo tipo Clark, conectado a
um potencidometro de escala expandida, com pH ajustado entre 8,00 e 8,05.
Foi utilizado o seguinte meio reacional: clorofila (20 pg mL™), sacarose
(100 mmol L), MgCL.6H,0 (5 mmol L"), KCI (10 mmol L) e
K3[Fe(CN)g] (K -tricina) 1 mmol L', pH 8 (1 mmol L' KOH) na presenca
de ADP (1 mmol L") e K,HPO, (3 mmol L™). A reagdo iniciou com
iluminacao saturante de 350 Watts durante 1 minuto. Como aceptor de
elétrons para a sintese de ATP, utilizou-se 100 uM de MV [dicloreto de
1,1°-dimetil-4,4’-bipiridinio (dicloreto de paraquat)]. Para avaliar a agdo

das amostras na inibigdo da sintese de ATP, estas foram adicionadas ao

180



meio reacional em concentragdes que variavam de 1 a 500 umol L' e as
medidas foram comparadas com o controle (Achinine, et al., 1999).

O fluxo de elétrons fotossintético foi determinado pela captura
de oxigénio, utilizando-se um microeletrodo de Clark (Orion modelo 8103)
conectado a um potencidmetro Corning modelo 12, com escala expandida,
e registrador Gilson. O transporte de elétrons basal foi determinado com
um oxygraph YSI modelo 5300. Cada cubeta, durante a reacdo luminosa
constituiu-se de 20 mg de Chl mL", assim como nas condi¢des para
captura de protons, exceto nas concentragdes de K'-tricina que foram de 15
mmol L™, com um tempo de reacao de 3 minutos, sob condigdes aerdbicas,
¢ luz branca saturante de 350 Watts (Gonzalez-Bernardo et al., 2003).

O transporte de elétrons fosforilante foi determinado de forma
semelhante ao do transporte de elétrons basal, adicionando-se a mistura
uma solucdo 1 mmol L™ de ADP e 3 mmol L' de K,HPO,.KCN (0,1 mmol
L") para inibir a atividade catalitica. O transporte de elétrons desacoplado
foi determinado da mesma forma que o transporte de elétrons basal,
adicionando-se a mistura uma solu¢ao 5 mmol L' de NH,CL As reacoes
parciais na cadeia de transporte de elétrons foram medidas utilizando-se
inibidores  especificos como o 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia
(DCMU; 10  pmol L™,  2,5-dibromo-3-metil-6-isopropil-1,4-p-
benzoquinona (DBMIB; 1 umol L), e os seguintes doadores e aceptores
de elétrons: silicomolibdato de soédio (SiMo; 100 pmol L™,
difenilcarbazida (DPC 200 pmol L), diaminodureno (DAD; 100 pmol L°
" e metilviologénio (MV; 100 pumol L™"). Quando um composto inibe o
fotossistema II, o sitio de inibi¢do serd comprovado utilizando-se a técnica

de fluorescéncia transiente da clorofila a do fotossistema II.
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4.2. Determinacdo do fluxo de elétrons nos fotossistemas Il e I (FSII e FSI)
desacoplados.

O transporte de elétrons nos FSII e FSI foi medido assim
como no ensaio para o transporte de elétrons desacoplado. O FSII foi
medido de H,O a DCPIP (reduzido), suportado pela evolucdo de O,. O
meio reacional foi constituido por 1 uM de DBMIB, 100 uM de DCPIP,
500 uM de K;3[Fe(CN)g] e 6 mM de NH,CI (Garza-Ortiz et al., 2004). O
transporte de elétrons parciais do FSII desacoplado de H,O a SiMo foi
determinado como adotado para o FSII, com excecao de 1 uM de DBMIB,
100 uM de DCPIP, 500 uM de K;[Fe(CN)s], que foram omitidos e, 200
uM de SiMo e 10 uM de DCMU foram adicionados (Giaquinta et al.,
1974). O transporte de elétrons do FSII (DPC a DCPIP yi4aq0) foi medido
através da reducdo da razdo de DCPIP,, com um espectrofotometro
Beckman DU 650 e determinado em tilacoides previamente tratados com
Tris 0,8 M (pH 8,0) e incubados por 30 min a 4° C (Vernon et al., 1969).

A razdo do transporte de elétrons do FSI foi determinada
através do comsumo de O, de uma maneira similar a razao do transporte de
elétrons basal nao-ciclico com 10 uM DCMU, 100 uM DCPIP reduzido
com 300 uM é&cido ascorbico, 50 uM MV e 6 mM NH,CI, que foram

utilizados como meio reacional (Allen & Holmes, 1986).

4.3. Estudos da fluorescéncia da clorofila a (Chl a).

As curvas de inducdo da Chl a foram medidas a temperatura
ambiente com um Hansatech Handy PEA (Plant Effiecient Analyzer) como
previamente descrito por Strasser ef al. (1995). O rendimento maximo da
fluorescéncia das amostras foi gerado usando trés diodos que emitiam luz
(650 nm). A duragdo do pulso foi de 1 s. O meio de reacao utilizado foi o

mesmo utlizado para as medidas do transporte de elétrons basal. Para
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monitorar os transientes da fluorescéncia da Chl a, aliquotas de tilacoides
adaptados ao escuro contendo 20 pg de Chl foram transferidas a um papel
de filtro por gravidade. Para gerar uma homogeneidade e reprodutibilidade
dos tilacéides no papel de filtro. O material foi adicionado imediatamente
em 3 mL do meio e, ainda, em diferentes concentragdes dos compostos
testados. As amostras foram mantidas no escuro por 5 min e, em seguida,
foram realizadas as leituras dos parametros cinéticos. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

4.4. Ensaios com o complexo H -ATPase dependente dos ions Mg’ e
Ca’",

Cloroplastos intactos isolados das folhas de espinafre foram
suspendidos em 0,35 M sorbitol, 2 mM EDTA, 1 mM MgCl,. 6H,0, | mM
MnCl, e 50 mM Hepes (pH 7,6). A atividade Mg ** -ATPase ligada as
membranas de tilacdide foi medida de acordo com metodologia descrita
por Mills et al. (1980). Utilizou-se NH4Cl como controle positivo. Em cada
reagdo, um experimento em branco foi realizado com os cloroplastos

1solados no meio de reacao.

4.4.1. Determinac¢do do efeito dos compostos testados sobre a atividade
Ca’" -ATPase de CF1 isolado.

Para obten¢ao de CF1 purificado, uma aliquota de cloroplastos
frescos foi diluida com 0,75 mM EDTA (pH 7,6), incubada por 10 min ao
abrigo da luz a 20 °C e centrifugada (1 min, 10000 rpm e 4 °C). Este extrato
em EDTA (que continha o complexo CF1), foi resuspendido com 600-1000
uL de meio de isolamento de cloroplastos para ATPase. Deste retirou-se
uma aliquota de 500 puL, que foi unida a 500 uLL de 20 mM tricina (pH 8,0),
0,2 mM EDTA, 10 mM DTT e 40 mM ATP. Este sistema foi aquecido a 60

°C por 4 min. Desta mistura ativada, 100 uL foi incubada por 20 min a 37
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°C com 900 pL de um meio constituido por 50 mM Tris (pH 8,4), 5 mM
CaCl, e 5 mM ATP (Sumner, 1944). A reacao foi interrompida pela adi¢ao
de TCA 2 %, e, apés 20 min de repouso, foi efetuada a medida de Pi

(fostato inorganico) liberado no espectrofotometro.

4.5. Substancias Ensaiadas

Uma colecao de compostos sintéticos e naturais pertencentes a
varias classes de produtos naturais, originadas a partir de plantas e fungos,
estudados pelo grupo de Produtos Naturais do Departamento de Quimica
(UFSCar), foi submetida aos ensaios de atividade toxica sobre a
fotossintese em cloroplastos isolados das folhas de espinafre. Nestes
ensaios in vitro utilizou-se uma série de doadores e aceptores artificiais de
elétrons com eficiéncia comprovada, como pode ser visto no Esquema 1,
que representa as diversas etapas da cadeia transportadora de elétrons
durante a fotossintese. A Figura 2.4 e a Tabela 2.2 representam as

substancias e as fragdes de extratos testados, respectivamente.
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Esquema 2.1. Representacdo da simulacdo in vitro do processo

fotossintético.
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Tabela 2.2. Extratos ¢ fracOes testadas nos ensaios de atividade fitotoxica.

Cdodigo Identificacao
36 Fracdo Hexano do extrato EtOH Ipomoea batatas
37 Fragao CH,Cl, do extrato EtOH Ipomoea batatas
38 Fragdo AcOEt do extrato EtOH Ipomoea batatas
46 Extrato MeOH de Ouratea hexasperma
47 Extrato MeOH de Pfaffia glomerata
48 Extrato EtOH de Caesalpinea peltophoroides
49 Extrato MeOH de Trichoderma oralisporum
66 Fracdo AcOEt do extrato MeOH de Trichoderma oralisporum
147 Fracdo hidroalcéolica do extrato EtOH Ipomoea batatas
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5. Resultados

5.1. Inibicdo da Sintese de ATP.

A sintese de ATP em cloroplastos estd acoplada ao fluxo de
elétrons dependente de luz devido a um gradiente eletroquimico de prétons
(Pefia-Valdivia et al., 1991). Os reagentes que fornecem a formagao deste
gradiente (inibidores do fluxo de elétrons) ou promovem sua dissipacao
(desacoplantes) inibem a fotofosforilacdo. A fotofosforilagdao pode também
ser inibida por reagentes que bloqueiam a fosforilagdo, isto €, inibidores da
transferéncia de energia, através da inibicdo de qualquer uma das etapas da
cadeia redox, pela direta inibicdo do complexo H" - ATPase ou pelo

desacoplamento da sintese de ATP do transporte de elétrons (Achnine et

al., 1999).

ADP +Pi+nH == ATP+H,O +nH"

5.2. Efeito dos extratos e das frac¢oes de extrato sobre a sintese de ATP em
cloroplastos isolados das folhas de espinafre.

Com o objetivo de conhecer o potencial fitotoxico dos
extratos e as fragdes de extrato de plantas e fungos, os mesmos foram
submetidos ao teste de inibicdo da sintese de ATP. A Tabela 2.3 mostra os

resultados obtidos.
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Tabela 2.3: Efeito de extratos e fracdes sobre a sintese de ATP.

Cddigo Identificacao Resultado
36 Fragdo em Hexano do extrato EtOH Ipomoea batatas NI
37 Fragao em CH,Cl, do extrato EtOH Ipomoea batatas NI
38 Fragdo em AcOEt do extrato EtOH Ipomoea batatas NI
46 Extrato em MeOH de Ouratea hexasperma NI
47 Extrato em MeOH de Pfaffia glomerata NI
48 Extrato em EtOH de Caesalpinea peltophoroides NI
49 Extrato em MeOH de Trichoderma oralisporum NI
66 Fracao em AcOEt do extrato MeOH de Trichoderma NI

oralisporum
147 Fracao hidroalcéolica do extrato EtOH Ipomoea NI
batatas

*NI: Nio inibiu a sintese de ATP. Valores para o controle de 2716 pMol ATP mg "' .Chl"" .h™!

5.3. Avaliagcdo dos compostos puros sobre a sintese de ATP em
cloroplastos isolados das folhas de espinafre.

Para a descricdo dos resultados obtidos com os compostos
puros, os mesmos foram divididos em dois grupos: substancias nao ativas e

substancias ativas.
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5.4. Substancias ndo ativas

As tabelas 2.4a, 2.4b ¢ 2.4c mostram os resultados obtidos

para estes compostos. Estes compostos, posteriormente serdo submetidos a

testes de inibi¢do da germinagdao de sementes de espécies de plantas

daninhas mexicanas. As diferengas entre os valores obtidos para os

controles mostrados nas tabelas sdo justificadas por diversos fatores:

quantidade e qualidade de folhas de espinafre utilizadas para a extracao

dos cloroplastos, quantidade de meio de isolamento empregada, etc., uma

vez que o isolamento dos cloroplastos de espinafre foi realizado

diariamente.

Tabela 2.4a: Efeito dos compostos puros sobre a sintese de ATP.

Composto  Resultado | Composto Resultado | Composto Resultado
01 NI 15 NI 32 NI
03 NI 16 NI 34 NI
04 NI 18 NI 35 NI
05 NI 21 NI 40 NI
06 NI 22 NI 41 NI
07 NI 24 NI 42 NI
08 NI 27 NI 43 NI
10 NI 28 NI 44 NI
11 NI 31 NI 45 NI

*NI: Nio inibiu. Valores para o controle de 2044 pMol ATP mg .Chl".h"' para os compostos 01-11,

838 uMol ATP mg "'.Chl".h™! para os compostos 15-31 e 1276 pMol ATP mg ".Chl"".h"! para 32-45.
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Tabela 2.4b: Efeito dos compostos puros sobre a sintese de ATP.

Composto  Resultado | Composto Resultado | Composto Resultado
50 NI 64 NI 81 NI
52 NI 66 NI 82 NI
53 NI 68 NI 84 NI
55 NI 69 NI 85 NI
56 NI 72 NI 86 NI
57 NI 74 NI 87 NI
58 NI 77 NI 88 NI
62 NI 79 NI 91 NI
63 NI 80 NI 93 NI

*NI: Nio inibiu. Valores para o controle de 3582 uMol ATP mg ~'.ChI.h™" para os compostos 50-63,

2040 uMol ATP mg "'.Chl".h™" para os compostos 64-80 e 950 pMol ATP mg "'.Chl™.h™" para 81-93.

Tabela 2.4c: Efeito dos compostos puros sobre a sintese de ATP.

Composto Resultado Composto Resultado
94 NI 144 NI
96 NI 145 NI
136 NI 146 NI
141 NI 159 NI
142 NI 160 NI

*NI: Nao inibiu. Valores para o controle de 3211 uMol ATP mg "'.Chl".h" para os compostos 94-142

e 2741 uMol ATP mg "'.Chl™.h™" para 144-160.
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5.5. Substdncias ativas

A sintese de ATP foi medida numa faixa de pH compreendida
entre 8,00 e 8,05. Utilizou-se como aceptor de elétrons artificial o MV
(metilviologénio). Os resultados sdao expressos em fungdao de Is
(Concentracao minima necessaria para reducao de 50% da atividade). Para
representacao dos resultados, os compostos ativos foram divididos em dois
grupos: (1) os que apresentaram Iso > 100 uM e (i1) os que apresentaram
Isp < 100 uM. Deve-se ressaltar que todos os testes bioquimicos foram

conduzidos em triplicata.
(1) Substancias que apresentaram I5, > 100 uM.

A figura 2.5 corresponde ao grafico de inibi¢do da sintese de
ATP para os compostos 14, 17, 51 e¢ 70 ¢ a figura 2.6 para os compostos
76, 78 ¢ 83. A tabela 2.5 mostra os valores dos I5, para todas estas

substancias.
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Figura 2.5. Efeito dos compostos 14 (), 17 (e), 51 (A) ¢ 70 (V) sobre a
sintese de ATP. Os valores dos controles foram 4613, 4153, 1610 ¢ 2044
pumol ATP- h'-mg Chl™, para 14, 17, 51 e 70, respectivamante.
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Figura 2.6. Efeito dos compostos 76 (H), 78 (e) ¢ 83 (A) sobre a sintese

de ATP. Os valores dos controles foram 3582, 2044 ¢ 7191 umol ATP- h°
"“mg Chl’, para 76, 78 ¢ 83, respectivamente.

Tabela 2.5: Valores de I5) para inibigdo da sintese de ATP para os
compostos 14,17, 51, 70, 76, 78 ¢ 83.

Composto I50 (UM)
14 185,1
17 138,0
51 117,6
70 125,0
76 211,0
78 150,0
83 189,2
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Estas substancias serdo analisadas com o intuito de se fazer
modificacdes em suas estruturas quimicas, na tentativa de aumentar o

potencial fitotoxico das mesmas.

(i1) Compostos que apresentaram I5o < 100 uM.

Estes compostos foram agrupados de acordo com a
similaridade quimica. Sendo assim, foram formados 11 grupos de
compostos. Os grupos sdo constituidos pelas seguintes classes de
compostos: cumarina, limondide, policetideos (isolados de fungos),
flavonoides, compostos fenolicos, alcaldides furoquinolinicos, alcaldides

quinoldnicos, alcaloides acridonicos e triterpenos.

5.5.1. Efeito do siderina (71) sobre a sintese de ATP

O composto 71, isolado da planta Toona ciliata (Oiano Neto,
2000) ¢ a cumarina Siderina, comum na familia Meliaceae. A figura 2.7
representa o efeito deste composto sobre a sintese de ATP em cloroplastos
isolados de folhas de espinafre durante a fase luminosa da fotossintese.
Observou-se que a siderina inibiu a producao de energia luminosa (ATP),
com um valor de I5y de 55,8 uM (Veiga, et al., 2007b).

OMe

MeO O O
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5.5.1.1. Elucida¢do do mecanismo de a¢do da siderina (71).

De acordo com Mitchell (1966), a formagdao de ATP pode ser
inibida em qualquer uma das etapas da cadeia transportadora. Dessa forma,
para conhecer o efeito da siderina sobre a sintese de ATP, seu mecanismo
de agdo em varias atividades de transporte de elétrons foi investigado. Os
resultados mostraram que a evolucdo de oxigénio em cloroplastos
iluminados, tendo metilviologénio (MV) como aceptor de elétrons foi
inibida na presenca de ADP e fostato inorganico (Pi). Observou-se, que
inibicdo foi completamente realizada pela presenca de NH4Cl como
desacoplante (Figura 2.7).

Os reagentes que bloqueiam o transporte de electrons
também inibem a sintese de ATP desde a formacdo de um gradiente
eletroquimico transmembrana, a for¢a de saida para a sintese de ATP ¢
dependente do fluxo de elétrons. Os compostos que aumentam a
permeabilidade de protons nas membranas de tilacdide desacoplam a
fosforilagdo do fluxo de elétrons. Os agentes desacoplantes inibem a
sintese de ATP pela diminui¢gdo do gradiente de prétons, porém o
transporte de elétrons pode ocorrer a altas razdes. Em contraste, os
inibidores diretos da fosforilagdo oxidativa, bloqueiam tal fendmeno ¢ a
porcao do transporte de elétrons que € consequéncia do fluxo de protons
ligado a fosforilagao (Izawa and Good, 1972). Assim, a inibicao descrita da
fosforilacdo produzida pela siderina pode ser explicada pelo seu efeito em
cada uma das etapas da cadeia transportadora através de reacoes de
transferéncia de energia.

Dentro deste contexto, decidiu-se analisar o mecanismo de
acdo da siderina para determinar o seu efeito nas razdes de transporte de
elétrons em diferentes condicoes (basal, fosforilante ¢ desacoplado). Na

auséncia ou presenca de ADP, P1, ou NH4Cl e usando MV como aceptor de
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elétrons, o siderina (71) inibiu a captura de oxigénio em cloroplastos
iluminados (Figura 2.7). Observou-se que todas as condi¢gdes do fluxo de
elétrons foram inibidas por 71, com valores de I5, de 153,0; 70,0 e 125,0
uM para os transportes basal, fosforilante e desacoplado, respectivamente.
Dessa forma, conclui-se que a siderina pode ser classificada como um

inibidor da reagao de Hill.
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ATP
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Fosforilante
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Figura 2.7. Efeito do composto 71 sobre a sintese de ATP (W), transporte
de elétrons basal (e), fosforilante (A ) e desacoplado (V) de H,O a MV em
cloroplastos de espinafre. A razdo para o controle da sintese de ATP foi
1012 pmol ATP- h''mg Chl'. E para o transporte de elétrons basal,
fosforilante e desacoplado foram 533, 600 ¢ 1267 pequiv-e h'mg Chl”,

respectivamente.
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5.5.1.2. Localiza¢do da siderina (71) nos ambientes de intera¢do do
fotossistema Il e reagoes parciais.

Com o objetivo de determinar o sitio de inibi¢do na cadeia de
transporte de electrons nos tilacdides, o efeito da siderina sobre o FSII
desacoplado, FSI e suas respectivas reagdes parciais foi determinado
usando doadores, aceptores e inibidores de elétrons artificiais (King-Diaz et
al., 2006). A siderina inibiu o fluxo de electrons desacoplado do FSII de
H,0 a DCPIP (Tabela 5), de H,O a SiMo e de DPC a DCPIP (Tabela 2.6).
A siderina inibiu 100 %, as razdes da atividade do transporte de electrons
do FSII e as reacoes parciais do FSII a 400 uM. Inibiu também 57 % a 200
uM de DPC a DCPIP (Tabela 2.6). A medida polarografica indica que o
transporte de electrons do FSII possui dois sitios de inibigdo para o
composto 71. O primeiro sobre a enzima que fotoliza a molécula de dgua, e
o outro se prendendo ao sitio da acdo da quinona A (Q,), impedindo a

transferéncia de elétrons entre o centro reacional do FSII (Pggp) € Qa.
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Tabela 2.6. Efeito da siderina (71) sobre o transporte de electrons do FSII
desacoplado de H,O a DCPIP, e reagdes parciais do FSII, de H,O a SiMo e

de DPC a DCPIP.
Conc. (uM) FSII
DPC a DCPIP

a b a b ¢ b
0 354 100 267 100 345 100
50 _ _ _ _ 285 83
100 277 78 200 75 200 58
200 246 70 134 50 196 57

300

400

185

0

52

34

a valores em pequiv e mg” Chl ™,

b valores em porcentagem

¢ valores em uM DCPIP;¢q mg TCchh'.

5.5.1.3. Efeito da siderina sobre a fluorescéncia da clorofila a (Chl a).

No intuito de colaborar para o esclarecimento do (s) sitio (s)

de interacdo da siderina no FSII, cloroplatos frescos e lisos foram

incubados por 5 min no escuro a temperatura ambiente com trés

concentragdes de 71 (400, 800 e 1000 uM), DCMU 10 uM e Tris 0,8 M, os

quais foram usados como controle positivo (Figura 2.8). O controle dos

tilacoides mostrou uma curva de fluorescéncia polifisica com uma

sequéncia OJIP de transientes similares aqueles previamente publicados

por Strasser et al. (1995). A adi¢ao de 10 uM do herbicida DCMU induz

um rapido aumento do rendimento da fluorescéncia durante os primeiros 2

ms (milisegundos) de iluminacdo; isto transforma a sequéncia regular OJIP
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numa curva OJ (Strasser et al., 1995). Quando os cloroplastos sao tratados
com Tris, o conhecido lado doador inibidor do FSII (Rickert et al., 1991), a
forma da curva de inducado de fluorescéncia ¢ reduzida. Isto resulta numa
reducdo no rendimento maximo da fluorescéncia, e a banda-K aparece e
consiste de um rapido aumento ao maximo (a 300 ps) seguido por uma
reducao no rendimento da fluorescéncia a um nivel proximo a F (todos os
niveis, J e I estdo ausentes do transiente, segundo, Strasser, 1997 & 2004).
As condicdes dos tilacoides tratados com Tris sdo mostradas também por
cloroplastos tratados-aquecidos onde as perdas da OEC ocorrem.

A analise da diferenca de cada curva do controle da
fluorescéncia relativa variavel, quando a fase O — J foi normalizada entre F;
— Fo, W= F,J/(F; — Fo)/(F; — F)), mostra um aumento na supressao do nivel
J (a 2 ms), e um rapido aumento a aproximadamente 300 ps aparece
quando a concentragdo de siderina aumenta, indicando claramente a criacao
de uma banda K (Figura 2.9). De acordo com Strasser (1997), o
aparecimento da banda K surge a partir de um desequilibrio no fluxo de
elétrons entre os doadores e aceptores de elétrons do sitio do FSII. Nesta
condi¢do, o fluxo de elétrons do OEC ao Z ¢ mais lento que o fluxo de
elétrons do Pggo @ Q. O rapido aumento da fluorescéncia inicial ¢ devido a
reducio de Qx a Qa seguida pela reducdo de P680" por Z sem a
participagao direta do complexo OEC (Strasser, 1997). Assim, a analise do
transiente da fluorescéncia (Chl a) claramente indica que o complexo de
evolugdo de oxigénio (OEC) foi inibida pelo composto 71. Quando o OEC
¢ inibido, este ndo pode doar elétrons ao Y,, que por sua vez ndo pode
reduzir Pgg'; dentro deste contexto, uma maxima acumulacio de Pgg’,
Pheo' e Q4™ ocorre (Lazar et al., 1999). Strasset et al. (2004) propuseram o
termo "centro de reacdo silencioso" como os centros que ndo podem nem
reduzir Q4 ¢ nem voltar a transferir sua energia de excitagdo a antena;

portanto, as unidades correspondentes ao FSII ndo contribuem para a
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fluorescéncia variavel e seus rendimentos de fluorescencia sdo menores. Os
valores de [, foram quase constantes ¢ de Fy; diminuiram com o aumento
da concentracao de 71, ¢ os valores mais baixos da area sobre a curva entre
Fy e F\ (Tabela 2.7) indicam que a transferéncia de elétrons ao sitio da
quinona ¢ bloqueado. Assim, QA do FSII ndo ¢ reduzida, e estes resultados

indicam a cria¢do dos centros de reagao silenciosos (Strasset et al., 2004).
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Figura 2.8. Aumento cinético da fluorescéncia de cloroplastos frescos e
lisos infiltrados com siderina, DCMU e tilacdides tratados com Tris. Os
controles dos cloroplastos sdao mostrados para comparagdo. Curvas de
indugdo de fluorescéncia (Chl a) foram medidas a temperatura ambiente.

Os dados sao médias de trés repeticoes.
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Figura 2.9. Aparecimento da banda K em aproximadamente 300 us.

Diferenca de cada curva do controle com a fluorescéncia varidvel relativa

normalizada na amplitude F; — F,. Siderina a 400 (e), 800 (A) ¢ 1000 pM
(V). Cloroplastos incubados com 0.8 M Tris (H).

Tabela 2.7. Efeito do aumento da concentracao da siderina sobre os

parametros da fluorescéncia em tilacdides previamente incubados por 5

min no escuro e com 0,8 M Tris, pH 8,0.

Composto Fy Fu Fy/Fy area
Controle 198 953 0,792 30400
10 uM DCMU 226 920 0,754 3000
0,8 M Tris 225 460 0,511 0
71

400 (uM) 224 844 0,735 13400
800 (uM) 224 806 0,722 13400

1000 (uM) 210 769 0,727 11600

212



Pode-se concluir que a siderina atua como inibidor da reagao
de Hill. As medidas polarograficas e medidas de fluorescéncia (Chl a)
indicam que este composto causa dano ao complexo OEC e tem seu sitio
de acdo localizado principalmente sobre o FSII, prendendo-se ao ambiente

de acdo de Qa.

5.5.2. Efeito do composto 73 sobre a sintese de ATP

O composto 73, isolado da planta Toona ciliata (Oiano Neto,
2000), ¢ o limondide Cedrelona A, comum na familia Meliaceae. Observa-
se que a Cedrelona inibiu a produ¢ao de energia luminosa (ATP), com um

Iso de 19,0 uM (Figura 2.10).
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5.5.2.1. Elucida¢cdo do mecanismo de a¢do da Cedrelona.

Ao contrario da siderina (71), a cedrelona (73) nao atua como
inibidor da reag¢do de Hill, j4 que para o transposte de elétrons basal nao
atingiu o Isp a uma concentragdo de 200 uM e para os transportes
fosforilante e desacoplado obteve para ambos um Iso de 199,0 uM, como
pode ser visto na figura 2.10. Estes resultados sugerem que este composto
atua como inibidor da transferéncia de energia, possuindo outro

mecanismo de acdo que deve ser esclarecido.

100 l\’s
75 \ x§;\
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—a— ATP
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—A— Fosforilante

\V Desacoplado
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Figura 2.10. Efeito da cedrelona sobre a sintese de ATP (H), transporte de
elétrons basal (e), fosforilante (A) e desacoplado (V) de H,O a MV em
cloroplastos de espinafre. A razdo para o controle da sintese de ATP foi
3582 umol ATP- h'-mg Chl'. E para o transporte de elétrons basal,
fosforilante e desacoplado foram 234, 267 e 335 pequive~h'mg Chl”,

respectivamente.
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5.5.2.2. Localizacdo da Cedrelona A nos ambientes de interacdo do
fotossistema Il e reagoes parciais.

Para determinar o sitio de inibicdo na cadeia de transporte de
electrons nos tilacdides, o efeito de 73 sobre o FSII desacoplado, FSI e
reagoes parciais foi determinado sob as mesmas condi¢des usadas para o
composto 71. O composto 73 ndo inibiu o fluxo de electrons desacoplado
do FSII de H,O a DCPIP e inibiu de DPC a DCPIP (Tabela 2.8). Este
composto inibiu 65 % da atividade enzimética a 400 uM de DPC a DCPIP
(Tabela 2.8).

Tabela 2.8. Efeito da siderina (73) sobre o transporte de electrons do FSII
de DPC a DCPIP.

Conc. (uM) FSII
DPC a DCPIP
a b
0 322 100
50 283 88
200 250 78
400 209 65

a valores em uM DCPIP,.4 mg Tchh,

b valores em porcentagem.

5.5.2.3. Efeito da cedrelona sobre a Fluorescéncia (Chl a).

O estudo da fluorescéncia deste limonoide foi realizado no
intuito de contribuir para o esclarecimento do mecanismo de interacao
deste composto como doador no sitio do FSII. Utilizou-se a concentragao
de 400 uM de cedrelona, DCMU 10 uM e Tris 0,8 M, que atuaram como
controles (Figura 2.11). Apds este estudo pode-se inferir que a Cedrelona A

apresenta um de seus mecanismos de acdo semelhante ao apresentado pelo
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composto 71. Observa-se que os valores de F sdo quase constantes € os de
Fyv diminuiram com a concentragdo crescente de 73, e os valores mais
baixos da area sobre a curva entre F, e Fy (Tabela 2.9) indicam que a

transferéncia de elétrons ao sitio da quinona foi parcialmente bloqueado.

DCMU 10 pM
1000

Controle

800

600

Tris 0,8 M

400

Rendimento relativo da fluorescéncia

200

0.01 0.1 1 10 100 1000
Tempo (ms)

Figura 2.11. Aumento cinético da fluorescéncia de cloroplastos frescos e
lisos infiltrados com cedrelona A (73), DCMU e tilacdides tratados com
Tris. Os controles dos cloroplastos sdo mostrados para comparagdo. Curvas
de inducao de fluorescéncia (Chl a) foram medidas a temperatura ambiente.

Os dados sao médias de trés repeticoes
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Tabela 2.9. Efeito do aumento da concentracdo da cedrelona sobre os

parametros da fluorescéncia em tilacdides previamente incubados por 5

min no escuro € com 0.8 M Tris, pH 8,0.

Composto F, Fy Fi/Fy, area
Controle 226 956 0,764 29200
10 uM 307 1006 0,695 1000
DCMU
0.8 M Tris 227 468 0,515 0
Cedrelona
400 (uM) 224 839 0,733 22200

5.5.2.4. Efeito da Cedrelona A sobre o complexo H' - ATPase.

Para verificar se a cedrelona interage com a unidade catalitica

do complexo H' -ATPase quando este atua como inibidor da

fotofosforilagdo (inibidor do transporte de elétrons fosforilante), seu efeito

sobre H™ -, Mg®" - e Ca®" - ATPases foi investigado. A tabela 2.10 mostra

que com o aumento da concentracdo de 73 as trés atividades sdo

consideravelmente inibidas, sendo Mg”" - ATPase de CF1 isolado a mais

inibida (quase 53 % a 100 uM). Este resultado esta de acordo com o que foi

verificado no teste de inibicdo da velocidade de transferéncia de elétrons

(ver item 5.5.2.1), isto €, a Cedrelona A atua como inibidor da transferéncia

de energia durante o processo fotossintético.
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Tabela 2.10. Efeito da cedrelona sobre a membrana ligada ao tilacoide de
H'-ATPase, sobre a atividade luminosa da membrana ligada de Mg*'-
ATPase e sobre a atividade de Ca’- ATPase aquecido do fator de

acoplamento (CF1) de cloroplastos.

Composto H'-ATPase Ca”’- ATPase Mg” - ATPase
(%) (%) (%)
Cedrelona A (uM)
0 100 100 100
25 81.9 75.8 94.0
50 68.3 72.7 84.5
100 56.7 65.1 52.8

Valores do controle para Mg>" - e Ca*" - ATPases foram 47,3 pmoles Pi crescente/mg Chlh. e

55,4 mmol Pi/mg de proteina, respectivamente. E para H  -ATPase de 91,7 pmoles Pi
crescente/mg.

5.5.3. Efeito do composto 136 sobre a sintese de ATP.

O composto 136, isolado do fungo Botryosphaeria rhodina
(Matsuura et al., 1998), ¢ um policetideo conhecido como Lasiodiplodina.
A figura 2.12 representa o efeito deste composto sobre a producao de ATP
durante a fase fotoquimica da fotossintese. O aumento da concentragdao
deste composto provoca uma diminuic¢ao da sintese de ATP com um Isy de
35,6 uM.

OMe O
o~ )
HO

136
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5.5.3.1. Elucida¢do do mecanismo de a¢do da lasiodiplodina.

Com base no resultado do ensaio de inibicdo da sintese de
ATP, decidiu-se identificar o modo de acdo da lasiodiplodina. Para
determinar seu efeito, foram medidas as razdes de transporte de elétrons em
diferentes condi¢des (basal, fosforilante e desacoplado). Na auséncia ou
presenga de ADP, Pi, ou NH4CI e tendo MV como aceptor de elétrons
artificial, a lasiodiplodina inibiu o transporte de elétrons em cloroplastos
iluminados (Figura 2.12). Todas as condi¢des do fluxo de elétrons foram
inibidas por 136. Sendo assim, este ¢ um composto que também pode ser
classificado como inibidor da reacdo de Hill. O transporte de electrons
desacoplado foi o mais inibido (100% a 300 uM). Entretanto, comparando-
se com a inibi¢do da sintese de ATP (100 % at 150 uM), ou seja, uma
quantidade duas vezes maior de lasiodiplodina € requerida para inibir o
fluxo de elétrons desacoplado e, por outro lado, o transporte basal foi o
menos afetado. Portanto, a lasiodiplodina possui mais de um mecanismo de

acdo, talvez o de inibicdo do complexo H'-ATPase (Veiga et al., 2007a).
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Figura 2.12. Efeito da lasiodiplodina sobre a sintese de ATP (V),
transporte de elétrons basal (M), fosforilante (@) e desacoplado (A) de
H,0 a MV em cloroplastos de espinafre. A razao para o controle da sintese
de ATP foi 1276 pmol ATP- h™'-mg Chl™. E para o transporte de elétrons
basal, fosforilante e desacoplado foram 933, 1200 e 1400 pequiv-eh™-mg

Chl™, respectivamente.

5.5.3.2. Localizag¢do da Lasiodiplodina no sitio de intera¢do do FSII e
reagoes parciais.

O sitio de inibicdo da lasiodiplodina sobre a cadeia de
transporte de electrons de tilacoides, foi determinada usando os inibidores,
doadores e aceptores artificiais apropriados (King-Diaz et al., 2006). A
Lasiodiplodina inibiu o fluxo de electrons do FSII de H,O a DCPIP (Tabela
2.11), de H,O a SiMo e de DPC a DCPIP (Tabela 10). A lasiodiplodina
inibiu em 100 % todas as atividades da razdo do transporte de elétrons do
FSII e suas reagdes parciais a 400 uM, exceto na etapa de DPC a DCPIP. A
medida polarografica indica que a cadeia de transporte de elétrons possui

dois sitios de inibigdo para 136. Um deles pode ser sobre a enzima que
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fotoliza a molécula de adgua ou ainda sobre o caminho de transferéncia

eletronica entre Pggy a Qa.

Tabela 2.11. Efeito de 136 sobre o transporte de electrons do FSII
desacoplado H,O a DCPIP, e reagdes parciais do FSII, de H,O a SiMo e de

DPC a DCPIP.
Conc. (uM) FSII
DPC a DCPIP
a b a b ¢

0 433 100 400 100 449 100

50 _ - - - _ _
100 266 62 320 80 389 87
200 200 46 280 70 336 75
300 133 31 160 40 120 27

400

0

a valores em pequiv e mg” Chl ™,

b valores em porcentagem

¢ valores em uM DCPIP,;,mg ' Chh™.

5.5.3.3. Efeito de 136 sobre as atividades dependentes das membranes

ligadas de H' -, Mg"**- e Ca’"- ATPases.

Para determinar se 136 interage com a unidade -catalitica do

complexo H'-ATPase quando este inibiu a fotofosforilacdo, seus efeitos

sobre H'-, Mg*"- e Ca®"- ATPases foram investigados. A tabela 2.12 mostra

que com o aumento da concentracao de 136, as trés atividades foram

parcialmente reduzidas, sendo que Mg **-ATPase de CF1 isolado a mais

inibida (51 % a 150 uM). Este tltimo resultado indica que a lasiodiplodina

possui outro sitio de interagdo e inibigcdo com CF1, quando atua como

inibidor da transferéncia de energia.
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Tabela 2.12. Efeito de 136 sobre a membrana ligada a tilacoide (H™ -

ATPase), sobre a membrana ligada de luz ativada (Mg>" -ATPase) e sobre

a atividade aquecida (Ca®" -ATPase) do fator de acoplamento purificado 1

(CF1) de cloroplastos.

Composto H™ -ATPase (%)

Ca®" - ATPase (%)

Mg - ATPase (%)

Lasiodiplodina (uM)

0 100
25

50 95.0
150 98.5
200 97.7

100

95.6

87.5

84.1

100

62.3

54.5

494

Controle para Mg”" - e Ca*" - ATPases foram 47,3 umoles Pi crescente/mg ChLh. e 55,4 mmol Pi/mg de

proteina, respectivamente. E para H' -ATPase foi de 48,0 umoles Pi crescente/mg Chlh.

Com base nas informagdes obtidas, pode-se afirmar que a

lasiodiplodina apresenta trés mecanismos de acao distintos: (i) inibidor da

reagdo de Hill; (i1) inibidor da transferéncia de energia, causando dano ao

complexo de evolugdo de oxigénio (fotolize a dgua); (iii) e ainda atua sobre

o FSII, prendendo-se no sitio de agdao de Q4 (Veiga et al., 2007a).
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5.5.4. Caracterizagcao do mecanismo de agdo dos flavondides 09 e 54.

Os compostos 09 e¢ 54, isolados de plantas pertencentes a
familia Rutaceae (Ambrozin, 2004 e Braga, 2005), sao flavondides,
pertecentes ao sub-grupo das flavonas. As figuras 2.13 (09) e 2.14 (54)
representam o efeito dos compostos sobre a producdo de ATP durante a
fase luminosa da fotossintese. Com o aumento da concentracdo destes
compostos foi possivel observar uma pequena diminui¢do da sintese de

ATP com um Isy de 99,5 e 82,5 uM, para 09 ¢ 54, respectivamente.

OCH;
’ (I
OH O

09 54

5.5.4.1. Elucida¢do do mecanismo de a¢do dos compostos 09 e 54.

ApoOs estas substancias terem sido submetidas ao teste
preliminar de inibi¢do da sintese de ATP para verificagcdo de seus
potenciais fitotoxicos, as mesmas foram avaliadas nos testes de inibicdo da
velocidade transportadora de elétrons. O composto 09 apresentou maior
poténcia sobre o transporte de elétrons desacoplado, ja que obteve 15y de
160 uM, por outro lado foi pouco ativo sobre os transportes de elétrons
basal e fosforilante, j& que observou-se valores de I5, de 400 e 300 uM,
respectivamente (Figura 2.13).

A Acacetina (54) foi mais ativa que o composto 09, pois
inibiu os transportes basal e desacoplado com Iso de 101,0 e 79,0 uM,
respectivamente (Figura 2.14). No entanto, ndo inibiu a etapa fosforilante

da cadeia transportadora de elétrons. Porém, devido a pequena quantidade
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isolada desta flavona, ndo foi possivel realizacdo dos experimentos que

ajudariam a esclarecer seu modo de agao.

A flavona 09 passard por reagdes para modificagdo de sua
estrutura, ja que através dos resultados parcias obtidos para 54 sugere-se
que a adigdo de grupos substituintes na estrutura basica da flavona

aumentara o potencial de acdo da mesma.

100 —m—ATP
\ —e— Basal

i —A— Fosforilante

—Ww— Desacoplado

IR
50 4 \\
. >

. , . , .
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[09] uM

(%) Atividade

Figura 2.13. Efeito do composto 09 sobre a sintese de ATP (H), transporte
de elétrons basal (e), fosforilante (A) e desacoplado (V) de H,O a MV
em cloroplastos de espinafre. A razao para o controle da sintese de ATP foi
2578 uMol ATP- h''mg Chl'. E para o transporte de elétrons basal,
fosforilante e desacoplado foram 356, 445 ¢ 845 pequiv-e h-mg Chl™,

respectivamente.
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Figura 2.14. Efeito da acacetina 54 sobre a sintese de ATP (H), transporte
de elétrons basal (e), fosforilante (V) e desacoplado (A) de H,O a MV
em cloroplastos de espinafre. A razao para o controle da sintese de ATP foi
2578 uMol ATP- h''mg Chl'. E para o transporte de elétrons basal,
fosforilante e desacoplado foram 600, 850 ¢ 1000 pequiv-eh'-mg Chl™,

respectivamente.
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5.5.5. Caracterizagdao do mecanismo de agdo dos compostos 19 e 20.

Os compostos 19 e 20, isolados da planta Anacardium
occidentale L. (Anacardiaceae), tiveram seus dados quimicos relatados
pela primeira vez por Gallerma & Schlenk (1968). Estes sao compostos
fendlicos, conhecidos como acido anacardico (20) e seu éster metilico (19).
As figuras 2.15 (19) e 2.16 (20) representam o efeito de concentragdes
crescentes destes compostos sobre a sintese de ATP de cloroplastos
isolados de folhas de espinafre. Os dois compostos foram ativos neste
ensaio ja que obtiveram como valores de I5y 78,1 e 38,1 uM, para 19 ¢ 20,

respectivamente.

OH 0 OH O
OCH;4 OH

C15H31 C15H31

19 20

5.5.5.1. Elucida¢do do mecanismo de acdo dos compostos 19 e 20.

Foi medido o efeito destes compostos sobre as razdes de
transporte de elétrons basal, fosforilante e desacoplado. Como resultado,
observou-se que o composto 20 foi o mais ativo, ja que inibiu as trés
condi¢cdes de transporte com Iso de 11,8; 6,6 e 2,8 uM, para basal,
fosforilante e desacoplado, respectivamente (Figura 2.15). Dessa forma
pode-se inferir que o acido anacardico atua como inibidor da reagdo de
Hill. Por outro lado o composto 19 ndo apresentou uma atividade similar
ao 20, pois ndo inibiu com a mesma eficiéncia a cadeia transportadora de
elétrons, ja que apresentou os seguintes valores de Isy 230,0 (basal), 200,0
(fosforilante) e 250,0 (desacoplado) uM (Figura 2.16). A partir destes
resultados preliminares pode-se afirmar que o grupo acido livre ¢€

fundamental para o aumento expressivo desta atividade.
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Figura 2.15. Efeito do composto 19 sobre a sintese de ATP (W), transporte
de elétrons basal (e), fosforilante (A) e desacoplado (V) de H,O a MV

em cloroplastos de espinafre. A razao para o controle da sintese de ATP foi
4613 pMol ATP- h'\mg Chl"'. E para o transporte de elétrons basal,
fosforilante ¢ desacoplado foram 286, 343 e 400 pequiv-e h'mg Chl’,

respectivamente.
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Figura 2.16. Efeito do composto 20 sobre a sintese de ATP (W), transporte
de elétrons basal (e), fosforilante (A) e desacoplado (V) de H,O a MV
em cloroplastos de espinafre. A razao para o controle da sintese de ATP foi
4613 puMol ATP- h''mg Chl"'. E para o transporte de elétrons basal,
fosforilante e desacoplado foram 500, 600 ¢ 800 pequiv-e“h-mg Chl™,

respectivamente.

5.5.5.2. Localizag¢do dos compostos 19 e 20 no sitio de intera¢do do FSII,
FSI e suas respectivas reagoes parciais.

O sitio de acao de 19 e 20 sobre a cadeia de transporte de electrons de
tilacdides foi investigado usando os inibidores, doadores e aceptores
artificiais apropriados (King-Diaz et al., 2006). O composto 19 ndo inibiu o
FSII de H,O a DCPIP e nem o FSI de TMQH, a MV. O composto 20 inibiu
o fluxo de electrons do FSII de H,O a DCPIP, de H,O a SiMo e de DPC a
DCPIP (Tabela 2.13). A 100 uM, 20 inibiu 100 % da atividade da razao do
transporte de elétrons do FSII (H,O a DCPIP). Na reacao parcial de H,O a
SiMo obteve-se I5, de 33,0 uM, e de DPC a DCPIP a 50 uM, 20 inibiu
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aproximadamente 90 % da atividade. Por outro lado, este composto nao
inibiu a atividade do FSI (DCPIP,¢quzido @ MV), € 2 250 uM inibiu 100 % da
atividade do FSI de TMQH, a MV com um Iso 81 uM.

Tabela 2.13. Efeito de 20 sobre o transporte de electrons do FSI (TMQH, a
MYV), FSII desacoplado H,O a DCPIP, e reagdes parciais do FSII, de H,O a
SiMo e de DPC a DCPIP.

[uM] FSII FSII FSII FSI
H,O a DCPIP H,O0 a SiMo DPC a DCPIP TMQH, a MV
a b a b c b a b
0 480 100 400 100 448 100 367 100
10 - - - - 210 48
25 - - - - 80 18
50 200 42 100 25 42 9 267 73
75 120 25 50 12,5
100 0 0 0 0 - - 134 36
200 - - - - - - 67 18
250 - - - - - - 0 0

a valores em pequiv e mg” Chl ™.
b valores em porcentagem
¢ valores em uM DCPIP 4 mg TChhl.

5.5.5.3. Efeito de 19 sobre as atividades dependentes das membranes
ligadas de H' -, Mg’*- e Ca’"- ATPases.

Para determinar se 19 interage com a unidade catalitica do
complexo H'-ATPase quando este inibiu a fotofosforilagdo, seus efeitos
sobre H'-, Mg>*- e Ca®"- ATPases foram investigados. A atividade sobre o
complexo H'-ATPase foi parcialmente reduzida a partir do aumento da
concentracdo do composto 19 (Tabela 2.14). Observa-se o aumento da
atividade de Ca®" - ¢ Mg > © -ATPase, ja que a 400 puM suas atividades
aumentam em 374 e 363 %, respectivamente. Este resultado sugere que

este composto atua como desacoplante entre os FSII e FSI, uma vez que se
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comporta como o desacoplante artificial NH,4Cl, utilizado como controle
positivo.

O fator de acoplamento de cloroplastos 1 (CF1) ¢ a por¢ao
hidrofobica da ATP sintase de cloroplastos. O CF; consiste de cinco
diferentes sub-unidades chamadas o, B, v, 0, € & com uma relagdao
estequiométrica de oz, Bs, v, 0, € € (Suess, 1982 e Moroney, 1983). Por
outro lado, outros fatores solaveis tais como aqueles isolados de
mitocondria (MF;) ou E. Coli (EF;) a ATPase ¢ latente, ja4 que necessita ser
ativada por diferentes tratamentos, que incluem a incubagdo com agentes
redutores tais como DTT (ditiotreitol) ou limitantes da proteodlise com
tripisina (Iraburu et al., 1994). A ativagdo da ATPase pode estar
relacionada a reducao da ligacao dissulfito na sub-unidade y. O tratamento
da enzima com agentes ativantes provoca a clivagem desta ligacdo
resultando no surgimento de dois grupos SH, e consequentemente o
aumento da atividade da ATPase (Arana, 1982; Nalin, 1984 ¢ Moroney,
1984).
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Tabela 2.14. Efeito de 19 sobre a membrana ligada a tilacéide (H' -
ATPase), sobre a membrana liagada de luz ativada (Mg®" -ATPase) e sobre

a atividade aquecida (Ca®" -ATPase) do fator de acoplamento purificado 1

(CF)) de cloroplastos.
Composto H™ -ATPase (%) Ca®" - ATPase (%) Mg - ATPase (%)
19 (uM)

0 100 100 100

60 79.1 - -

100 - 106 124

120 75.0 - -

200 - 253 224

240 74.0 - -

400 - 374 363

Controle para Mg”" - e Ca*" - ATPases foram 47,3 pumoles Pi crescente/mg Chl.h. e 55,4 mmol Pi/mg de

proteina, respectivamente. E para H' -ATPase foi de 72,0 umoles Pi crescente/mg Chlh.

5.5.5.4. Efeito dos compostos 19 e 20 sobre a Fluorescéncia (Chl a).

O estudo da fluorescéncia destes compostos foi realizado no
intuito de contribuir para o esclarecimento do mecanismo de interagdo
destes compostos como doadores de elétrons no sitio do FSII. Utilizaram-se
as concentragdes de 500 uM (19) e 100 uM (20), DCMU 10 uM e Tris 0,8
M, que atuaram como controles (Figura 2.17). Apos este estudo, pode-se
afirmar que estes compostos possuem mecanismo de ac¢do semelhante.
Observa-se que os valores de F, sdo quase constantes e os de Fy
diminuiram, e os valores mais baixos da area sobre a curva entre Fj ¢ Fy
(Figura 2.18 e Tabela 2.15) indicam que a transferéncia de elétrons ao sitio

da quinona foi bloqueado pela acao dos mesmos.
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Figura 2.17. Aumento cinético da fluorescéncia de cloroplastos frescos e lisos
infiltrados com os compostos 19 ¢ 20, DCMU e tilacéides tratados com Tris. Os
controles dos cloroplastos sdo mostrados para comparagdo. Curvas de indugdo de
fluorescéncia (Chl a) foram medidas a temperatura ambiente. Os dados

correspondem as medias de trés repetigoes.
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Figura 2.18. Aparecimento da banda K em aproximadamente 300 ps. Diferenca de cada
curva do controle com a fluorescéncia variavel relativa normalizada na amplitude F; —
Fo. 192500 (A) e 20 a 100 uM (). Cloroplastos quebrados incubados com 0.8 M Tris
(m).
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Tabela 2.15. Efeito do aumento da concentracdo dos compostos 19 e 20
sobre os parametros da fluorescéncia em tilacdides previamente incubados

por 5 min no escuro e com 0.8 M Tris, pH 8,0.

Composto Fo Fur Fy/Fu area
Controle 224 1043 0,785 28600
10 uM DCMU 258 934 0,724 800

0.8 M Tris 233 524 0,555 0
19

400 (uM) 224 919 0,756 31400
20

100 (uM) 223 854 0,739 20200

5.5.6. Caracterizagdo do mecanismo de a¢do dos compostos 12, 13, 59 e
65.

Os compostos 12, 13, 59 ¢ 65, isolados de plantas da familia
Rutaceae (Andrade, 2003), sdo alcaldides furoquinolinicos, conhecidos
como Evolitrina (12), Maculosidina (13), y-Fagarina (19) ¢ Esquimianina
(65). A figura 2.19 representa o efeito de concentragdes crescentes destes
compostos sobre a sintese de ATP em cloroplastos isolados de folhas de
espinafre. Estes compostos inibiram a atividade enzimatica na producao de
ATP, apresentando os seguintes valores de 15y 77,4; 43,5; 18,0 e 38,4 uM,

para 12, 13, 59 e 65, respectivamente.

OMe
OMe OMe OMe
MeO. A
A S\ SN A\
AN P
_ _ = MeO N
MeO N~ 70 MeOo N o N 0
12 13 OMe 59 OMe 65
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Figura 2.19. Efeito dos compostos 12, 13, 59 e 65 sobre a sintese de ATP em

cloroplastos de espinafre. A razdo para o controle da sintese de ATP foi 4613 puMol

ATP- h'“mg Chl™".

5.5.6.1. Elucida¢do do mecanismo de acdo dos compostos 12, 13, 59 e 65.
Observou-se que estes alcaloides inibiram as trés condigdes de
transporte de elétrons. Para o transporte de elétrons desacoplado obteve-se
os seguintes valores de 59 21,0; 15,0; 17,1 e 18,7 uM, para 12, 13, 59 ¢ 65,
respectivamente (Figura 2.20). Pode-se notar que estes compostos atuam
significativamente sobre as etapas basal e fosforilante da cadeia
transportadora de elétrons (tabela 2.16). Desta forma, sugere-se que estes

alcaloides furoquinolinicos atuam como inibidores da reagao de Hill.
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Figura 2.20. Efeito dos compostos 12, 13, 59 ¢ 65 sobre a o transporte de

elétrons desacoplado em cloroplastos de espinafre. A razao para o controle

foi de 1266 pequiv-eh'-mg Chl™.
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Tabela 2.16. Efeito dos compostos 12, 13, 59 ¢ 65 sobre a o transporte de

elétrons basal e fosforilante em cloroplastos de espinafre.

12 13 59 65
[uM] Basal (%)  Fosforil. (%)  Basal (%) Fosforil. Basal (%)  Fosforil. (%) Basal Fosforil. (%)
(%) (%)
0 100 100 100 100 100 100 100 100
10 - - 50 56
25 50 57 31 34 50 44 57 59
50 30 43 0 0 34 25 29 29
75 - - - - 17 12
100 0 0 - - 0 0 0 0

5.5.6.2. Localiza¢do dos compostos 12, 13, 59 e 65 no sitio de interagdo do
FSII, FSI e suas respectivas reagoes parciais.

O composto 12 (evolitrina) inibiu o fluxo de electrons do FSII
de H,O a DCPIP, de H,O a SiMo e de DPC a DCPIP (Tabela 2.17). A 250
uM, 12 inibiu 100 % da atividade da razdo do transporte de elétrons do
FSII (H,O a DCPIP), e na reagdo parcial de H,O a SiMo obteve Is, de
100,0 uM, e de DPC a DCPIP a 150 uM inibiu aproximadamente 75 % da
atividade. A 400 puM, inibiu 86 % da atividade do FSI de TMQH, a MV
com um Isq 162,5 uM. A Maculosidina (13) ndo apresentou atividade sobre
o FSII (H,O a DCPIP) e nem sobre suas reagdes parciais. No entanto,
reduziu a atividade do FSI (TMQH,; a MV) em 72 % (400 uM).

A vy-Fagarina (59) nao inibiu o FSII de H,O a DCPIP, nem o
FSI, assim como a sua reagao parcial (TMQH, a MV). O composto 65
(Esquimianina) inibiu parcialmente o FSII de H,O a DCPIP com Is, de
199,0 uM, e a 400 uM inibiu completamente esta atividade. Na reacao de
DPC a DCPIP reduziu em aproximadamente 52 % (200 uM) da atividade
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(Tabela 2.17). Este composto ndo apresentou efeito sobre o FSI e sua

reagao parcial.

Tabela 2.17. Efeito de 12, 13, 59 e 65 sobre o transporte de electrons do
FSI (TMQH,; a MV), FSII desacoplado H,O a DCPIP, e reagdes parciais do

FSII, de H,O a SiMo e de DPC a DCPIP.

Composto [uM] FSII FSII FSI
H,0 a DCPIP H,0 a SiMo DPC a DCPIP TMQH, a MV
a b a b c b a b
0 367 100 400 100 538 100 560 100
50 334 91 350 87 524 97 - -
100 234 64 200 50 506 94 360 64
150 200 54 50 12 402 75 - -
12 200 67 18 0 0 - 240 43
250 0 0 - - - -
300 - - - - 160 28
400 - - - - 80 14
0 560 100
100 360 64
200 240 43
13 300 NI NI 200 36
400 160 29
0 367 100
50 334 91
100 234 64
59 150 200 55 - NI
200 67 18
250 0 0
0 480 100 500 100
50 - - 414 83
100 280 58 331 66
65 200 240 50 NI 241 48 NI
300 160 34 -
400 0 0 .

a valores em pequiv e mg” Chl .
b valores em porcentagem
¢ valores em M DCPIP,y mg TChhl.
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5.5.6.3. Efeito dos alcaloides furoquinolinicos (12, 13, 59 e 65) sobre a
Fluorescéncia (Chl a).

Utilizou-se a concentragao de 400 uM dos compostos 12, 13 ¢
65, DCMU 10 uM e Tris 0,8 M, atuando como controles (Figura 2.21).
Devido a pequena quantidade isolada, a y-fagarina 59 nao foi submetida a
este ensaio. Apos este estudo pode-se inferir que estes compostos
apresentam um de seus mecanismos de acao semelhante. Observa-se que os
valores de F\ sdo quase constantes € os de Fy; diminuiram, e os valores
mais baixos da area sobre a curva entre F e Fy (Tabela 2.18) indicam que
a transferéncia de elétrons ao sitio da quinona foi bloqueado pela agao dos

mesmos.

1000 DCMU 10 pM

Controle

12) 400 uM
800 L (12) 400

(65) 400 M

(13) 400 uM
600

400
Tris 0,8 M

Rendimento relativo da fluorescéncia

200

Coavend el el il
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Tempo (ms)
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Figura 2.21. Aumento cinético da fluorescéncia de cloroplastos frescos e lisos
infiltrados com os compostos 12, 13 ¢ 65, DCMU e tilacoides tratados com Tris. Os
controles dos cloroplastos sao mostrados para comparacao. Curvas de inducdao de
fluorescéncia (Chl a) foram medidas a temperatura ambiente. Os dados sdo medias de

trés repetigdes.
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Tabela 2.18. Efeito do aumento da concentragao dos compostos 12, 13 e 65

sobre os parametros da fluorescéncia em tilacdides previamente incubados

por 5 min no escuro e com 0.8 M Tris, pH 8,0.

Composto

Fu

Fy/Fuy

area

Controle
10 uM DCMU

0.8 M Tris
12

400 (uM)
13

400 (uM)

65

400 (M)

229

297

255

221

219

225

1006

1003

501

806

697

714

0,772
0,704

0,491

0,726

0,686

0,685

38600

1600

18400

5600

5200

Pode-se inferir que todos os quatro alcaldides atuam como

inibidores da reagdo de Hill e que os ensaios da fluorescéncia da Chl a

mostraram que 12, 13 e 65 atuam inibindo pelo doador de elétrons do FSII,

causando dano ao complexo de evolugdo de oxigénio (OEC). No entanto,

os demais testes mostraram os variados modos de acdo de cada um dos

produtos naturais testados. A evolitrina (12) possui ambientes de interagao

localizados tanto sobre o FSII quanto sobre o FSI. A maculosidina (13)

atua ainda sobre o FSI, prendendo-se ao sitio de acdo de Qg, ocupando o

lugar da proteina D-1. A y-fagarina (59) tem outro ambiente de interagao

localizado no FSII, impedindo a passagem de elétrons para a quinona B

(Qp) e a esquimianina (65) localiza-se nos ambientes de interacdo do FSII,

prendendo-se ao pool das quinonas (Q,).
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5.5.7. Caracterizagdo do mecanismo de a¢do dos compostos 60 e 61.

Os compostos 60 ¢ 61, isolados de Hortia sp. (Braga, 2005),
sao alcalodides quinolonicos, conhecidos como N-Metil-flindersina e
Flindersina, respectivamente. As figuras 2.22 (60) e 2.23 (61) representam
o efeito de concentragdes crescentes destes compostos sobre a sintese de
ATP em cloroplastos isolados de folhas de espinafre. Os dois compostos
foram ativos neste ensaio, j4 que apresentaram como valores de Isy 49,7 e

26,0 uM, para 60 ¢ 61, respectivamente (Veiga et al., 2008).

5.5.7.1. Elucida¢do do mecanismo de ag¢do dos compostos 60 e 61.

Foi medido o efeito destes compostos sobre as razdes de
transporte de elétrons basal, fosforilante e desacoplado. Como resultado
observou-se que o composto 61 foi o mais ativo, j& que inibiu as trés
condi¢des de transporte com Iso de 7,5; 3,6 e 4,3 uM, para basal,
fosforilante e desacoplado, respectivamente (Figura 2.22). Desta forma,
pode-se sugerir que a flindersina atua como inibidor da reagao de Hill. O
composto 60 apresentou um comportamento similar ao 61, pois também
inibiu as trés condi¢des de transporte, porém, em concentragdes maiores, ja
que apresentou os seguintes valores de I5) 8,8 (basal), 34,8 (fosforilante) e
98,8 (desacoplado) pM (Figura 2.23). A partir destes resultados
preliminares pode-se sugerir que a presen¢a do grupo metil diminui a

atividade.
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Figura 2.22. Efeito do composto 60 sobre a sintese de ATP (), transporte
de elétrons basal (e), fosforilante (A) e desacoplado (V) de H,O a MV
em cloroplastos de espinafre. A razao para o controle da sintese de ATP foi
1011 uMol ATP- h\mg Chl'. E para o transporte de elétrons basal,
fosforilante e desacoplado foram 311, 378 ¢ 667 pequiv-e*h™-mg Chl™,

respectivamente.
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Figura 2.23. Efeito do composto 61 sobre a sintese de ATP (l), transporte
de elétrons basal (e), fosforilante (A ) e desacoplado (V) de H,O a MV
em cloroplastos de espinafre. A razao para o controle da sintese de ATP foi
1610 pMol ATP- h'-mg Chl'. E para o transporte de elétrons basal,
fosforilante ¢ desacoplado foram 225, 325 e 463 pequiv-e h'mg Chl’,

respectivamente.

5.5.7.2. Localiza¢do dos compostos 60 e 61 no sitio de intera¢do do FSII,
FSI e suas respectivas reagoes parciais.

O composto 60 inibiu parcialmente o FSII de H,O a DCPIP
com Iso 199,0 uM, e reduziu aproximadamente 56 % da atividade do FSII
(DPC a DCPIP). Pode-se perceber que a 500 uM este composto impediu
100 % da passagem dos elétrons no FSI (TMQH, a MV), impossibilitando
a conversao de ADP em ATP (Tabela 2.19). O composto 61 atuou de
maneira semelhante ao 60, mas em concentracdes menores, ja que inibiu o

fluxo de electrons do FSII de H,O a DCPIP, com I5y 42,3 uM, e a 100 uM
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inibiu 62 % da atividade do FSII de DPC a DCPIP (Tabela 2.19). Por outro
lado, este composto ndo inibiu a atividade do FSI de TMQH, a MV.

Tabela 2.19. Efeito de 60 ¢ 61 sobre o transporte de electrons do FSI
(TMQH,; a MV), FSII desacoplado de H,O a DCPIP, e reagdo parcial do

FSII de DPC a DCPIP.
Composto [uM] FSII FSII FSI
H,0 a DCPIP DPC a DCPIP TMQH, a MV
a b c b
0 480 100 500 100 367 100
50 - - - -
100 280 58 422 85 300 82
200 240 50 360 72 267 73
60 300 160 33 - - 167 45
400 0 0 280 56 134 37
500 - - - 0 0
0 480 100 313 100
50 200 41 204 65
100 120 25 195 62
61 150 80 16 - NI
200 0 0 -

a valores em pequiv e mg” Chl .
b valores em porcentagem
¢ valores em uM DCPIP 4 mg TChhl.
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5.5.7.3. Efeito dos alcaldides quinolonicos (60 e 61) sobre a Fluorescéncia
(Chl a).

Foram empregadas as concentracdes de 400 e 200 uM dos
compostos 60 e 61, respectivamente, € como controles positivos foram
utilizados, DCMU 10 uM e Tris 0,8 M (Figura 2.24). Apos este estudo
pode-se dizer que estes compostos possuem mecanismo de agdo
semelhantes. Observa-se que os valores de F|) sdo quase constantes e os de
Fy diminuiram, e os valores mais baixos da area sobre a curva entre £ e
Fuv (Tabela 2.20) indicam que a transferéncia de elétrons ao sitio da

quinona foi bloqueado pela acdo dos mesmos.

1200 -
I Controle
S 1000
2 DCMU 10 uM
<8 |
3
5 00| (60) 400 uM
© I (61) 200 uM
©
o
Z 600 [ ~
E p
o L
g / Tris 0,8 M
o 400 |
£ /
=
c F 7
)
v
200
1 1 lllllll 1 1 lllllll 1 1 lllllll 1 1 lllllll 1 1 lllllll 1
0.01 0.1 1 10 100 1000
Tempo (ms)

Figura 2.24. Aumento cinético da fluorescéncia de cloroplastos frescos, lisos e
quebrados infiltrados com os compostos 60 ¢ 61, DCMU e tilacoides tratados com Tris.
Os controles dos cloroplastos sdo mostrados para comparagdo. Curvas de inducdo de
fluorescéncia (Chl a) foram medidas a temperatura ambiente. Os dados correspondem as

médias de trés repeticdes.
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Tabela 2.20. Efeito do aumento da concentracdo dos compostos 60 ¢ 61
sobre os parametros da fluorescéncia em tilacdides previamente incubados

por 5 min no escuro e com 0.8 M Tris, pH 8,0.

Composto Fo Fur Fy/Fu area

Controle 224 1043 0,785 28600
10 uM DCMU 258 934 0,724 800

0,8 M Tris 233 524 0,555 0

60

400 (uM) 241 867 0,722 21200

61

200 (uM) 206 771 0,733 14800

5.5.8. Caracterizagdao do mecanismo de agdo do composto 67.

O composto 67, isolado de Hortia sp. (Braga, 2005), ¢ um
alcaldide inddlico conhecido como Hortiacina. A figura 2.25 representa o
efeito deste composto em concentragdes crescentes sobre a sintese de ATP
de cloroplastos isolados de folhas de espinafre. A Hortiacina foi
considerada ativa neste ensaio, pois apresentou Iso de 75,9 uM. Um fato
interessante que pode ser mencionado € que um outro alcaldide (68) muito
semelhante a Hortiacina ndo interferiu na produgcdao de ATP. A diferenga
estrutural entre estes compostos € que 67 possui uma metoxila em Cy,,.

O mecanismo de a¢do da hortiacina nao foi totalmente
esclarecido devido a pequena quantidade de composto isolada. No entanto,
foi possivel determinar seu efeito nas razdes de transporte de elétrons em
diferentes condigdes (basal, fosforilante e desacoplado). Na auséncia ou
presenca de ADP, Pi, ou NH,4Cl e usando MV como aceptor de elétrons, o
composto 67 inibiu a a velocidade do transporte de elétrons em cloroplastos
iluminados (Figura 2.25). Observou-se que todas as condi¢des do fluxo de

elétrons foram inibidas por 67, com Isy de 37,0; 51,0 e 22,0 uM para os
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transportes basal, fosforilante e desacoplado, respectivamente. Dessa

forma, conclui-se que a hortiacina pode ser classificada como um inibidor

da reacao de Hill.

MeO

(%) Atividade

75 1

50

25+

Y N
| |
H N H N
67 68

—B—ATP
—e— Basal
\ —A— Fosforilante
V\o\ —w— Desacoplado

100 200 300 400
(67] uM

Figura 2.25. Efeito do composto 67 sobre a sintese de ATP (M), transporte de elétrons
basal (e), fosforilante (A) e desacoplado (V¥) de HO a MV em cloroplastos de

espinafre. A razio para o controle da sintese de ATP foi 2578 uMol ATP- h™-mg Chl™.

E para o transporte de elétrons basal, fosforilante e desacoplado foram 467, 667 e 767

pequiv-ehmg Chl™”, respectivamente.
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5.5.9. Caracterizagcdo do mecanismo de ac¢do dos alcaloides acridonicos
25, 26, 29, 30 e 33.

Os compostos 25, 26, 29, 30 ¢ 33, isolados da planta Swinglea
glutinosa (BL) MERR. (Rutaceae) (Santos, 2005), conhecidos como 3,5-
dihidroxi-1-(2'-hidroxi-3',3'-dimetilcromeno)-4-metoxi-10-metil-9-
acridona; 1,5-dihidroxi-4-metoxi-2,3-dihidrofurano-10-metil-2'-
hidroxiisopropil-acridona; 1,3,5-triidroxi-4-prenil-9-acridona; glicocitrina
1Y e 1,3,5-triidroxi1-2,8-di-(3-metil-butenil-2)-10-metil-9-acridona,
respectivamente. A figura 2.26 representa o efeito de concentracdes
crescentes destes compostos sobre a sintese de ATP. Estes compostos
inibiram a atividade enzimatica na producdo de ATP, ja que apresentaram
os seguintes valores de Iso 6,5 (25); 3,3 (26); 43,4 (29); 33,0 (30) e 24,0
(33) uM.

0o o OH o oHn
II\I OH N (0]
|
OH CH; OCH; OH CH;y; OCH;
(26)
(@5)

0) OH
Z
N OH

OH CH3 OCHs

OH CH
30 3 (33)
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Figura 2.26. Efeito dos compostos 25, 26, 29, 30 ¢ 33 sobre a sintese de
ATP em cloroplastos de espinafre. A razdo para o controle da sintese de

ATP foi 2264 pMol ATP- h'*mg Chl™".

5.5.9.1. Elucidagdo do mecanismo de a¢do dos compostos 25, 26, 29, 30 e
33.

Observou-se que os alcaloides 25, 26, 30 e 33 sdo inibidores
da reagdo de Hill, j& que interferiram nas trés condicdes de transporte,
enquanto o composto 29 inibiu apenas o transporte de elétrons
desacoplado. Os valores de Isy calculados para a condi¢cdo desacoplada

foram 9,2 (25); 5,3 (26); 157,6 (29); 18,2 (30) e 8,2 (33) uM (Figura 2.27).
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Figura 2.27. Efeito dos compostos 25, 26, 29, 30 ¢ 33 sobre o transporte

de elétrons desacoplado em cloroplastos de espinafre. A razdo para o

controle foi de 900 pequiv-eh"'-mg Chl™.
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Tabela 2.21. Efeito dos compostos 25, 26, 29, 30 e 33 sobre a o transporte

de elétrons basal e fosforilante em cloroplastos de espinafre.

25 26 33
[uM] | Bas. Fosforil. Basal Fosforil. Basal Fosforil. Basal Fosforil. Basal Fosforil.
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
5 60 49 56 84 67 95 80 90
10 30 34 45 50 58 77 50 80
25 0 0 0 34 50 62 0 0
50 0 82 93 34 31
75 0 0
100 73 87
200 64 80
250 55 67

5.5.9.2. Localiza¢do dos compostos 25, 26, 29, 30 e 33 no sitio de

interagao do FSII, FSI e suas respectivas reagoes parciais.

Os compostos 25, 26 ¢ 29 ndo inibiram o fluxo de electrons do

FSII de H,O a DCPIP (Tabela 2.22). Os alcaldides 30 e 33 inibiram esta

mesma reagao, pois apresentaram Isy de 182,8 € 23,0 uM, respectivamente,

¢ ainda interferiram consideravelmente no FSII de DPC a DCPIP (Tabela

2.22). Os Unicos compostos que apresentaram atividade sobre o FSI de

TMQH,; a MV foram 25 e 26, como pode ser visto na tabela 2.22.
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Tabela 2.22. Efeito de 25, 26, 30 ¢ 33 sobre o transporte de electrons do
FSI (TMQH,; a MV), FSII desacoplado H,O a DCPIP, e reagdes parciais do

FSII, de H,O a SiMo ¢ de DPC a DCPIP.

Composto [uM] FSII FSIT FSII FSI
H,0 a DCPIP H,0 a SiMo DPC a DCPIP TMQH, a MV
a b a B c b a b
0 560 100
25 480 86
25 50 NI - - 320 57
100 240 43
200 200 38
0 560 100
25 400 72
26 50 NI - - 320 57
75 160 29
100 120 22
0 372 100 313 100
10 - - 192 61
25 - - 184 58
30 50 - - NI 146 46 NI
100 257 69 -
200 171 46 -
300 0 0 -
0 372 100 313 100
5 - 292 93
10 - 273 87
33 25 172 46 NI 72 23 NI
50 143 38 -
100 115 31 -
150 0 0 -

a valores em pequiv e mg” Chl ™.
b valores em porcentagem
¢ valores em uM DCPIP, .y mg ' Chh™'.
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5.5.9.3. Efeito de 29 sobre as atividades dependentes das membranas
ligadas de H' -, Mg"*- e Ca’*- ATPases.

Como o composto 29 nao apresentou efeito sobre o transporte
de elétrons basal e fosforilante € nem sobre o FSII, decidiu-se verificar se
este interage com a unidade catalitica dos complexos H'-ATPase, H'-,
Mg®*- e Ca**- ATPases. A tabela 2.23 mostra que com o aumento da
concentracdo de 29, as trés atividades foram inibidas, sendo que Mg > -
ATPase de CFI isolado a mais inibida (64 % a 100 uM). Este resultado
indicou que este alcaldide possui outro sitio de interacdo e inibigdo com

CF1, quando atua como inibidor da transferéncia de energia.

Tabela 2.23. Efeito de 29 sobre a membrana ligada a tilacéide (H' -
ATPase), sobre a membrana liagada de luz ativada (Mg®" -ATPase) e sobre

a atividade aquecida (Ca®" -ATPase) do fator de acoplamento purificado 1

(CF1) de cloroplastos.
Composto H' -ATPase (%) Ca’* - ATPase (%) Mg - ATPase (%)
29 (uM)
0 100,0 100,0 100,0
25 - 68,6 65,5
50 68,7 61,3 37,8
100 77,4 57,7 36,7
200 85,2

Valores do controle para Mg”" - and Ca®" -dependente ATPasa foram 47.3 pmoles Pi
crescente/mg Chl.h. e 55.4 mmol Pi/mg proteina, respectivamente.
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5.5.9.4. Efeito dos alcaloides acridonicos (25, 26, 29, 30 e 33) sobre a
Fluorescéncia (Chl a).

Neste experimento foram utilizadas as seguintes
concentracdes dos compostos: 100 uM (25, 26 e 30) ¢ 200 uM (33).
Devido a pequena quantidade isolada, o composto 29 ndo foi submetido ao
teste. E ainda foram empregados DCMU 10 uM e Tris 0,8 M, como
controles (Figura 2.28). O estudo revelou que este grupo de alcaldides
possui mecanismo de ag¢do semelhante. Os valores de F, sdo quase
constantes e os de Fy; diminuiram, e os valores mais baixos da area sobre a
curva entre Fyy e Fy (Tabela 2.24) indicam que a transferéncia de elétrons

ao sitio da quinona ¢ bloqueado pela agdo dos mesmos.

Controle
——DCMU 10 uM

Tris 0.8 M

25100 uM
—26 100 uM
800 |- 30 100 uM
—— 33200 uM

1000

600

400

Rendimento relativo da fluorescéncia

200

PR ATY R S S U W THY S S ST W 71 RN S S U U W1 R S W W AT
0.01 0.1 1 10 100 1000

Tempo (ms)

Figura 2.28. Aumento cinético da fluorescéncia de cloroplastos frescos e lisos
infiltrados com os compostos 25, 26, 30 e 33, DCMU e tilacoides tratados com Tris. Os
controles dos cloroplastos sdo mostrados para comparacdo. Curvas de inducdo de
fluorescéncia (Chl a) foram medidas a temperatura ambiente. Os dados sdo medias de

trés repetigdes.
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Tabela 2.24. Efeito do aumento da concentragdo dos compostos 25, 26, 30
e 33 sobre os parametros da fluorescéncia em tilacdides previamente

incubados por 5 min no escuro € com 0.8 M Tris, pH 8,0.

Composto Fo Fur Fy/Fu area
Controle 248 953 0,792 30400
10 uM DCMU 226 920 0,754 3000
0.8 M Tris 225 460 0,511 0
25
100 (uM) 231 829 0,721 19000
26
100 (uM) 230 846 0,728 27400
30
100 (uM) 212 855 0,752 31600
33
200 (uM) 206 825 0,750 23600

Estes resultados sugerem que os compostos 25, 26, 30 ¢ 33 se
comportam como inibidores da reagdo de Hill. O estudo do mecanismo de
acdo dos compostos 25 e 26 mostra que seus sitios de acdo se encontram ao
nivel do pool de plastoquinonas. Os compostos 30 e 33 inibem o FSII,
sendo que o composto 33 pelo lado doador de elétrons e o 30 pelo lado
doador de elétrons. Estes dados foram corroborados através dos estudos de
fluorescéncia da clorofila a.

O composto 29 se comporta como um inibidor da transducao
de energia, ao inibir a baixas concentragdes a sintese de ATP (150 uM) e
inibir a altas concentragdes as reacdes do transporte de elétrons. Ao se
avaliar o efeito deste composto sobre a H+-ATPase unida a membrana
(CFo) e ainda sobre Ca’-ATPase ¢ Mg’ -ATPase em CF, isolado,
observou-se que a maior inibi¢io ocorreu sobre Mg>-ATPase de CF,, o

que indica que o sitio de inibicdo deste composto se encontra em CF;.
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5.5.10. Caracterizagdo do mecanismo de a¢do dos triterpenos 23, 75, 89,
90, 95, 97, 98, 99 e 100.

Os compostos 23 (Melianodiol), 75 (Pentaol), 89 (Odoratol),
90 (Odoratona), 95 (Isodoratol), 97 (Ocotilona), 98 (Cabraleadiol), 99
(acidos shoreico e eichlerianico) e 100 (Cabraleadiol monoacetato), foram
isolados de plantas da familia Meliaceae (Paula, 1996 e Soares, 2006). As
figuras 2.29 e 2.30 representam o efeito de concentracdes crescentes destes
compostos sobre a sintese de ATP. Estes compostos inibiram a atividade
enzimatica na producao de ATP, ja que apresentaram os seguintes valores
de Iso 13,1 (23); 59,5 (75); 70,0 (89); 22,7 (90); 30,3 (95); 16,7 (97); 35,1
(98); 44,0 (99) € 6,8 (100) M.
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Figura 2.29. Efeito dos compostos 23, 75, 98, 99 ¢ 100 sobre a sintese de ATP em

cloroplastos de espinafre. A razdo para o controle da sintese de ATP foi 3080 uMol

ATP- h'“mg Chl™.
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Figura 2.30. Efeito dos compostos 89, 90, 95 ¢ 97

T
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sobre a sintese de ATP em

cloroplastos de espinafre. A razdo para o controle da sintese de ATP foi 1495 uMol

ATP- h'\mg Chl™.
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5.5.10.1. Elucidagcdo do mecanismo de agdo dos compostos 23, 75, 89, 90,

95, 97, 98, 99 ¢ 100.
Obeservou-se que os triterpenos 75, 89, 90, 97, 98, 99 ¢ 100

sdo inibidores da reacdo de Hill, j& que interferiram nas trés condigdes de
transporte. Os valores de Isy calculados destes compostos para a condicao
desacoplada foram 166,1; 64,0; 25,2; 10,1; 36,8; 24,8 ¢ 149,0 uM,
respectivamente (Figuras 2.31 e 2.32). O composto 23 inibiu apenas o
transporte de elétrons desacoplado com I5y de 160,0 uM. O Isodoratol (95),
obteve Iy 100 uM (desacoplado). Na tabela 2.25 observa-se o efeito de
todos estes compostos sobre as etapas basal e fosforilante da cadeia

transportadora de elétrons.

100
75

50

(%) Atividade

25

0 —— , : , —
0 100 200 300 400 500

[Compostos] uM
Figura 2.31. Efeito dos compostos 23, 75, 98, 99 ¢ 100 sobre a o transporte de elétrons

desacoplado em cloroplastos de espinafre. A razdo para o controle foi de 950 pequiv-e

‘h'*mg Chl™.
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Figura 2.32. Efeito dos compostos 89, 90, 95 e¢ 97 sobre a o transporte de elétrons
desacoplado em cloroplastos de espinafre. A razdo para o controle foi de 1050

pequiv-ehmg Chl™.

5.5.10.2. Localiza¢do dos compostos 23, 75, 89, 90, 95, 97, 98, 99 ¢ 100 no
sitio de interagdo do FSII, FSI e suas respectivas reagoes parciais.

Os Unicos compostos que inibiram o fluxo de electrons do FSII
de H,O a DCPIP foram 75, 89, 90, 97 € 98 com Is, de 207,0; 262,0; 325,0;
92,8 e 216,0 uM, respectivamente (Tabela 2.25). Os compostos 90, 97 ¢
98 inibiram a reagdo parcial do FSII (H,O a SiMo) com Iso 350,0; 200,0 ¢
200,0 uM, respectivamente. E na reagdo parcial FSII (DPC a DCPIP), os
compostos 89, 90 ¢ 97 interferiram sobre esta atividade (Tabela 2.25). O
unico triterpeno que apresentou atividade sobre o FSI de TMQH, a MV foi
o Cabraleadiol (98), ja que este composto inibiu 100 % da atividade a 400
uM.
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Tabela 2.25. Efeito de 75, 89, 90, 97 e 98 sobre o transporte de electrons do
FSI (TMQH,; a MV), FSII desacoplado H,O a DCPIP, e reagdes parciais do
FSII, de H,O a SiMo ¢ de DPC a DCPIP.

Composto [nM] FSII FSII FSII FSI
H,0 a DCPIP H,0 a SiMo DPC a DCPIP TMQH, a MV
a b a c b a b
0 354 100
100 246 70
75 200 185 52 NI - -
300 92 26
400 0 0
0 354 100 345 100
10 - - 322 93
89 25 - - 279 81
50 - - 210 61
100 246 70 NI - - NI
200 216 6l
300 154 43
400 0 0
0 367 100 400 100 322 100
50 - - - - 243 76
100 267 73 360 90 173 54
90 200 234 64 320 80 152 47 NI
300 200 54 240 60 - .
400 133 36 160 40
0 372 100 533 100 322 100
50 - - - - 264 82
100 172 46 400 75 237 74
97 200 114 31 267 50 214 66 NI
300 57 15 200 38 - -
400 - - 0 0 - -
98 0 372 100 533 100 367 100
100 229 62 400 75 334 91
200 200 54 267 50 NI 234 64
300 114 31 200 38 167 45
400 0 0 0 0 0 0

a valores em pequiv e mg” Chl .
b valores em porcentagem
¢ valores em M DCPIP,y mg TChhl.
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5.5.10.3. Efeito dos triterpenos 23, 75, 95, 99 e 100 sobre as atividades
dependentes das membranas ligadas de H' -, Mg’*- e Ca’*- ATPases.

Com o aumento da concentragdo dos compostos 23, 75, 99 ¢
100, ocorreu um aumento da atividade do complexo H' -ATPase, o que
permite inferir que estes atuam como desacoplantes (Tabela 2.26). O
composto 95 atua de maneira oposta, ja que inibe H" -ATPase (23 % a 100
uM), e inibe ainda Mg”"- ¢ Ca*- ATPases, sendo que Mg ** -ATPase de
CF1 isolada a mais inibida (58 % a 400 uM). Este resultado indicou que 95
possui outro sitio de interacdo e inibicdo com CF1, quando atua como

inibidor da transferéncia de energia.
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Tabela 2.26. Efeito de 23, 75, 95, 99 ¢ 100 sobre a membrana ligada a

tilacoide (H" -ATPase), sobre a membrana liagada de luz ativada (Mg*" -

ATPase)

acoplamento purificado 1 (CF1) de cloroplastos.

e sobre a atividade aquecida (Ca®* -ATPase) do fator de

Composto H' -ATPase (%) Ca® - ATPase (%) Mg®" - ATPase (%)
23 (uM)
0 100
10 87,0 B B
50 105,3
100 103,4
75 (LM)
0 100
100 93,6 N _
200 103,4
300 104,8
95 (uM)
0 100 100 100
25 90,5 - -
50 98,6 - }
100 77,3 93,8 58,2
200 86,6 45,8
400 85,7 41,8
99 (uM)
0 100
80 97,2 _ _
160 107,2
240 102,4
100 (LM)
0 100
100 64,1 _ _
200 106,5
300 79,3

Valores do controle para Mg®" - and Ca*" -dependente ATPasa foram 47.3 pmoles Pi
crescente/mg Chl.h. e 55.4 mmol Pi/mg proteina, respectivamente.
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5.5.10.4. Efeito dos triterpenos (23, 89, 90, 95, 97, 98, 99 e¢ 100) sobre a
Fluorescéncia (Chl a).

Neste experimento foram utilizadas as seguintes
concentracdes dos compostos: 100 uM (99), 200 uM (97), 400 uM (23,
89, 90, 95 ¢ 100) ¢ 1000 uM (98). Devido a pequena quantidade isolada, o
composto 75 ndo foi submetido ao teste. Assim como para as demais

substancias empregou-se DCMU 10 uM e Tris 0,8 M como controles.

1000

Controle
Tris 0,8 M
DCMU 10 uM
| —(89)400 uM
(90) 400 uM
—(97) 200 uM
(98) 1000 pM

400 /"»\\—*—_\

800

600

Rendimento relativo da fluorescéncia

200

Ll Lol Ll Ll Ll
0.01 0.1 1 10 100 1000

Tempo (ms)

Figura 2.33. Aumento cinético da fluorescéncia de cloroplastos frescos e lisos
infiltrados com os compostos 89, 90, 97 ¢ 98, DCMU e tilacoides tratados com Tris. Os
controles dos cloroplastos sdo mostrados para comparacdo. Curvas de inducdo de
fluorescéncia (Chl a) foram medidas a temperatura ambiente. Os dados sdo medias de

trés repetigdes.
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Figura 2.34. Aumento cinético da fluorescéncia de cloroplastos frescos, lisos e

quebrados infiltrados com os compostos 23, 95, 99 ¢ 100, DCMU e tilacdides tratados

com Tris. Os controles dos cloroplastos sdo mostrados para comparacao. Curvas de

inducdo de fluorescéncia (Chl a) foram medidas a temperatura ambiente. Os dados sdao

medias de trés repeticdes.
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Tabela 2.27. Efeito do aumento da concentracdo dos compostos 23, 89, 90,

95, 97, 98, 99 ¢ 100 sobre os parametros da fluorescéncia em tilacoides

previamente incubados por 5 min no escuro e com 0.8 M Tris, pH 8,0.

Composto Fo Fur Fy/Fu Area
Controle 220 926 0,762 35800
10 uM DCMU 256 890 0,712 1200
0.8 M Tris 247 471 0,476 0
89
400 (uM) 229 848 0,730 23000
90
400 (uM) 237 802 0,704 14400
97
200 (uM) 229 765 0,701 12800
98
1000 (uM) 193 841 0,771 16600
Controle 226 956 0,764 29200
10 uM DCMU 307 1006 0,695 800
0.8 M Tris 227 468 0,515 0
23
400 (uM) 222 864 0,743 22800
95
400 (uM) 228 855 0,733 25000
99
100 (uM) 236 901 0,738 28600
100
400 (uM) 225 925 0,757 26000
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Observou-se a respeito do estudo deste grupo de triterpenos
pode-se dizer que os compostos 75, 89, 90, 97, 98, 99 ¢ 100 atuam como
inibidores da reagdo de Hill. O estudo do mecanismo de acdo do composto
98 mostrou ainda que seu sitio de agdo se encontra ao nivel de
plastoquinonas. Os compostos 89, 90 ¢ 97 inibem o FSII, sendo que o
composto 97 atua pelo lado doador de elétrons e 89 e 90 pelo lado aceptor e
doador de elétrons ao nivel de QA e complexo OEC* (onde ocorre a fotdlise
da agua). Estes resultados foram confirmados através da andlise de seus
dados de fluorescéncia da clorofila a, onde foi verificado que estes
compostos sdo inibidores da fotolise da agua.

Os compostos 23, 75 e 95 atuam como inibidores da
transdugdo de energia, j4 que inibem a baixas concentracdes a sintese de
ATP e a altas concentracoes as etapas do transporte de elétrons. Sendo que
o composto 23 atua como inibidor do complexo b¢f. Analisando o efeito do
composto 95 sobre H'-ATPase unida a membrana, Ca*-ATPase ¢ Mg*'-
ATPase em CFI1 isolado, observa-se que a maior inibi¢do ocorreu sobre
Mg”"-ATPase de CF1, o que indica que o sitio de inibi¢do deste composto
se encontra em CF1. J4 o triterpeno 75, atua como um desacoplante tal
como amoOnia (desacoplante artificial), o que foi verificado por meio dos
experimentos de H™ -ATPase. Os terpenos 99 e 100 apresentam

mecanismos de acdo semelhantes ao terpeno 75.
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6. Conclusoes

Uma colecao de 120 produtos naturais foi submetida a testes
fitotoxicos em cloroplastos isolados de espinafres obtidos no Laboratério
de Produtos Naturais do DQ-UFSCar. Os resultados mostraram-se bastante
promissores uma vez que quase 35 % das substancias ensaiadas foram
ativas, inibindo a sintese de ATP, a cadeia transportadora de elétrons, o
FSII, FSI e suas reacdes parciais. Foram realizados ainda com estas
substancias estudos de fluorescéncia da clorofila a e atividade sobre o
complexo enzimatico H' - ATPase.

Estes experimentos sugerem que a possibilidade de obtengao
de modelos para herbicidas inibidores da fotossintese a partir de produtos
naturais ¢ possivel, uma vez que alguns dos compostos ensaiados foram
bastante ativos, como, por exemplo, Evolitrina (12), Esquimianina (65) e
Flindersina (61) (inibidores da reacdao de Hill e inibidores do FSII pelo lado
doador e aceptor de elétrons), Glicocitrina IV (30) e 1,3,5-triidroxi-2,8-di-
(3-metil-butenil-2)-10-metil-9-acridona (33) ( inibidores do FSII pelo lado
doador de elétrons), Ocotilona (97) (inibidores da reagdao de Hill e do FSII
pelo lado doador de elétrons), 4cido anacardico (20) (potente inibidor da
reagdo de Hill, do FSII pelo lado doador de elétrons e da fotdlise da agua e
inibidor do FSI) e ainda 3,5-dihidroxi-1-(2'-hidroxi-3',3'-dimetilcromeno)-
4-metoxi-10-metil-9-acridona  (25) e 1,5-dihidroxi-4-metoxi-2,3-
dihidrofurano-10-metil-2'-hidroxiisopropil-acridona ~ (26) que  sdo
inibidores da reacdo de Hill e do FSI. As substancias 25, 26 ¢ o
Cabraleadiol monoacetato (100) apresentaram Iso de 6,5; 3,3 ¢ 6,8 uM,
respectivamente. Estes valores sdo menores que o I5, do herbicida
comercial utilizado como controle positivo nos testes, o DCMU, que
apresenta Iso na ordem de 10 uM para a inibicao da sintese de ATP em

cloroplastos das folhas de espinafre.
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Alguns herbicidas como o DCMU bloqueiam o fluxo de
elétrons fotossintético. O DCMU atua bloqueando o fluxo de elétrons nos
aceptores quinona do FSII, competindo @ -
pelo sitio de ligacdo da plastoquinona -

(Proteina D1) que geralmente ¢ ocupado _ =

pela quinona B (Qg), provocando a saida

da plastoquinona e interrompendo o fluxo de elétrons entre os
fotossistemas. Neste momento, a clorofila, em seu estado de energia
simples, sem poder transferir elétrons para P680 (fotossistema II), torna-se
ainda mais carregada e reativa, constituindo um estado de energia triplice.
O sistema de protecao dado pelos carotendides ¢ enfraquecido, devido ao
excesso de clorofila no estado de energia triplice, causando a peroxidagao
dos lipideos (acidos graxos), e conseqlientemente, da membrana celular do
cloroplasto, provocando o aparecimento de clorose foliar e quando o
processo atinge a parede celular, surge a necrose foliar. A morte das plantas
sensiveis ocorre devido a falta de carboidratos, em decorréncia da inibicao
da reacdo luminosa da fotossintese. Muitas substancias apresentaram
mecanismos de a¢do semelhantes ao herbicida DCMU como, por exemplo,
12, 20, 30, 33, 61 ¢ 136 (Lasiodiplodina).

Estes resultados representam excelentes perspectivas, uma vez
que estas substancias possuem os mais variados mecanismos de acao,
principalmente no que diz respeito a implantacdo desta nova linha de
pesquisa em nosso pais, para que posteriormente sejam encontrados
modelos para novos herbicidas inibidores da fotossintese baseados em
produtos naturais. Posteriormente, estabelecer-se-a a relagdo estrutura
atividade entre as substincias consideradas ativas, mas, para isto, se faz
necessario correlacionar varias propriedades tedricas e experimentais, para

que se tenham indicativos de quais propriedades fisicas e/ou quimicas
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influenciam na atividade destas substancias, o que pode ser estabelecido

através de analises quimiométricas.
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