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Resumo

A presente dissertacao descreve o isolamento e a identificagdo estrutural dos
alcaloides monocrotalina das sementes de Crotalaria retusa, senecionina das
sementes de C. incana e do flavonoide 7-0O-a-D-galactopiranosil-(1->2)-B-D-
glucopiranosideo apigenina das sementes de C. pallida. Estas substancias tiveram
suas estruturas determinadas por técnicas de RMN 'H e '*C em uma e duas
dimensdes e por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas. Convém frisar que o flavonoide devido a sua natureza estrutural ndo foi
analisado por CG-EM, e que a estrutura da senecionina foi proposta somente com
base em fragmentacdes no espectro de massas e por comparacao com os dados
disponiveis no banco de espectros Wiley.

A monocrotalina foi hidrolisada para retronecina, a qual através das seguintes
tranformagcdes quimicas: diidroxilagdo com tetréxido de Osmio, hidrogendlise
utilizando H. e Pd/ C 10 % e epoxidagdo com &cido meta-cloro perbenzoico
produziram o (1R, 2R, 7R, 8S)-1-hidroximetil-1,2,7-tri-hidréxi-2,3,5,6,7,8-
hexaidropirrolizidina, o retronecanol e o N-éxido-a-1,2-epdxido da retronecina,
respectivamente. Todos estes derivados de retronecina foram obtidos com bons
rendimentos e tiveram suas estruturas determinadas por RMN 'H e *C em uma e
duas dimensdes e por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas, com excecao do tetrol, que ndo pode ser analisado por CG dado a sua

baixa volatilidade.



ABSTRACT

This work describes the isolation, identification and the structural
determination of the monocrotaline alkaloid obtained from the seed of Crotalaria
retusa, senecionine alkaloid from the seeds of C. incana and of the flavonoid
apigenin-7-0O-a-D-galactopyranosyl-(1->2)-B-D-glucopyranoside from the seeds of C.
pallida. The structures of these compounds were established by one and two-
dimensional NMR spectroscopy and gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS). Due to low volatility the flavonoid apigenin-7-O-(a)-D-galactopyranosyl-(1-2)-(B)-
D-glucopyranoside was not analyzed by GC-MS.

The structure of the senecionine alkaloid was proposed based only on GC-MS
and by comparison with Wiley bank data.

Monocrotaline was hydrolyzed to retronecine, which suffered dihydroxy-
addition with osmium tetroxide, hydrogenolysis in the presence of Pd/C (10%) and
epoxidation with m-chloroperbenzoic acid (m-CPBA). These reactions yielded (1R,
2R, 7R, 8S)-1-hydroxymethyl-2,3,5,6,7,8-hexahydropyrrolizidine-1,2,7-Triol,
retronecanol and (1R, 2R, 7R, 85)-1a, 2a- epoxide retronecine N-oxide, respectively.
All retronecine derivatives were obtained in good yields and had their structures
established by GC-MS and by one and two-dimensional NMR experiments, except

for tetrol that was not analyses by GC-MS due to low volatility.
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1.1 - Plantas do Género Crotalaria:

Existem cerca de 700 espécies do género Crotalaria L. Este € um dos
maiores g@género da familia Fabaceae/Leguminosae. Estas espécies estédo
distribuidas nos trépicos e subtropicos do planeta. O centro de maior diversidade é
na Africa tropical, onde estdo concentrados cerca de 400 espécies (DOS SANTOS,
2007). Plantas pertencentes a este género sao encontradas principalmente nos
trépicos e subtrépicos da Africa, América, Asia e Austrdlia. Na Etiépia sdo
encontradas 85 espécies de Crotalaria. Cerca de 15 destas espécies sdo endémicas
no pais, as restantes ocorrem em outros paises tropicais, principalmente da Africa
(ASRES; SPORER; WINK, 2004).

No continente americano ocorrem 71 espécies, estendendo-se desde o sul dos
Estados Unidos até a Argentina e o Uruguai, sendo o México e o Brasil os paises
com maior concentracdo de espécies do género. No Brasil foram descritas 31
espécies de Crotalaria (FILLIETTAZ, 2002; FLORES; MIOTTO, 2005; JACOBI;
RAMALHO; SILVA, 2005).

Estas plantas possuem consideravel plasticidade, adaptando-se a diferentes
condigcdes ambientais e sobrevivendo em solos com poucos nutrientes. Podem
ocorrer em variados tipos de habitat, como areas préximas a rios, morros litoraneos,
restingas, orla de matas, campos e cerrados. Sdo ditas plantas rusticas, pois
crescem em solos secos, arenosos, cascalhentos e até mesmo em &reas arenosas
de regiao costeira. As espécies sdo oportunistas, ocorrendo comumente no Brasil,
em locais alternados como margem de estradas e como invasoras de culturas
(FLORES; MIOTTO, 2005; http://cnpab.embrapa.br/publicacoes/leguminosas/crotalar
ias.html, 2008). Por serem plantas invasoras, as Crotalarias sédo facilmente
encontradas em plantacdes de graos e em pastagens (BARRETO et al, 2006).

O nome Crotalaria é relacionado com o género Crotalus, porque 0 som emitido
pela cauda das cascavéis, cobras deste género, € semelhante ao som produzido
pelas vagens secas das plantas quando sacudidas. (FILLIETTAZ, 2002;
http://cnpab.embrapa.br/publicacoes/leguminosas/crotalaria.html, 2008). Em inglés
recebe o nome de ‘“rattlepod” ou ‘“rattlebox”, cujo significado é semelhante ao
mencionado acima (“rattle” = chocalho, matraca; “pod” = vagem; “box” = caixa). Em
consequéncia disto, as Crotalarias sdo conhecidas popularmente por apelidos como
chocalho, guizo de cascavel e matraca (CORREA, 1926-1952; FILLIETTAZ, 2002;).



As espécies de Crotalaria sdo plantas herbaceas com cerca de 50 centimetros
de altura, ou arbustos com até 3 metros de altura, com folhas digitado-foliadas (que
tem forma de dedo), unifoliadas ou simples. As flores geralmente sao amarelas, as
vezes estriadas com vermelho, dispostas em racemos (cachos) vistosos (FLORES;
MIOTTO, 2005; http:/cnpab.embrapa.br/publicacoes/leguminosas/crotalaria.html,
2008).

1.2 - Alcaloides Pirrolizidinicos:

Os Alcaloides pirrolizidinicos constituem uma classe de produtos naturais com
aproximadamente 200 exemplos conhecidos. Estima-se que 3% das plantas do
mundo contenham alcaloides pirrolizidinicos. Estes metabdlitos ocorrem
principalmente em plantas do género Senecio (Compositae), Crotalaria
(Leguminosae) e Heliotropium (Boraginaceae) (ROBINS, 1989).

A maioria dos alcaloides pirrolizidinicos € formada pela unido de aminoalcoois
com um ou dois acidos carboxilicos alifaticos. Os aminoalcoois, também chamados

necinas, sao derivados da pirrolizidina, [3,3,0] azabiciclo octano (Figura 1).

7 ] 1
6 2
N
5 3

Figura 1: Estrutura do [ 3,3,0] azabiciclo octano.

A configuracdo em 8 pode ser tanto a quanto B, e a posicao 7 pode ou nao
ser hidroxilada. Quando ha uma hidroxila em C-7 trata-se de 1-hidroximetil
pirrolizidinas ou de 1-hidroximetil 1- deidro, 2-pirrolizidinas (BRUNETON, 1991).

As bases necinas (Figura 2) diferem quanto ao grau de hidroxilagéo,
estereoquimica dos substituintes e grau de insaturacao do anel (ROBINS, 1989).
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Isoretronecanol Platinecina Retronecina

Figura 2: Exemplos de bases necinas.

Existem diferentes possibilidades de unido do acido nécico (Figura 3) com o
aminoalcool. Podem-se formar monoésteres ou diésteres de acidos carboxilicos
(Figura 4).

O M0 11111

O vnttll]

H — _C‘OH

HO,C H CO.H

Figura 3: Estrutura quimica do acido monocrotalico. Acido nécico que esterifica a
monocrotalina.

g | \

(A)

Figura 4: Estrutura geral para alcaloides pirrolizidinicos monoesterificados (A),
diesterificados aciclicos (B) e diesterificados ciclicos (C).
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Diésteres macrociclicos sao formados quando um &cido dicarboxilico
esterifica a base necina nas posicoes C-7 e C-9 formando um anel macrociclico de
11 membros ou mais. Por exemplo, a monocrotalina (Figura 5) tem 11 membros.
Nestes casos, 0 acido nécico que esterifica a base necina contém de 5 a 10 4&tomos
de carbonos que diferem quanto ao grau de ramificagdo da cadeia, 0 numero de

hidroxilas e o grau de insaturacdo (ROBINS, 1989; BRUNETON, 1991; SIMOES et
al, 2004).

Heliotrina

Monocrotalina

Figura 5: (A) lasiocarpina, alcaloide diesterificado aciclico; (B) heliotridina, alcaloide
monoesterificado; (C) monocrotalina, alcaloide diesterificado macrociclico.
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1.3 — Biossintese, distribuicao e “turnover” de alcaloides pirrolizidinicos:

Os primeiros estudos sobre a biossintese de alcaloides pirrolizidinicos foram
realizados com o uso de marcadores radioativos (*H e 'C). Os alcaloides
“‘marcados” foram isolados das plantas e seu local de marcacao foi parcialmente
estabelecido pelo nimero limitado de possiveis degradagdes quimicas.

A proposta original de Sir Robert Robinson em que o sistema 1-
hidroximetilpirrolizidina € derivado de duas moléculas de ornitina ou putrescina e que
0s acidos nécicos de dez carbonos tém sua origem em terpenos foi refutada com
base em estudos isotépicos. Os progressos que tornaram possivel a utilizacao de
precursores marcados com isétopos estaveis (°H, *C e "N) e avancos na
espectroscopia de Ressonéncia Magnética Nuclear permitiram a determinacédo de
padroes de marcacao confiaveis, mostrando, que na verdade, os acidos nécicos sao
formados a partir de a-aminoacidos (ROBINS, 1989).

Birecka e coautores mostraram, em 1987, que o envolvimento da ornitina e
putrescina na biossintese das bases necinas via putrescina era controversa
(BIRECKA; BIRECKI; IROHLICH, 1987). Estes autores demonstraram que na
biossintese de bases necinas em plantas do género Heliotropium, a putrescina é na
maioria das vezes formada a partir da arginina, enquanto que em plantas do género
Senecio e Crotalaria a principal rota para obtencao das bases necinas é a partir da
ornitina. Os resultados deste trabalho contradiziam os de Hartmann e colaboradores,
que em 1988 publicaram um trabalho onde a obtencao da putrescina na biossintese
das bases necinas em espécies de S. vulgaris se dava exclusivamente via arginina
(HARTMANN et al, 1988).

Atualmente se admite que duas moléculas de ornitina (1) sdo utilizadas na
formacao do anel biciclico do esqueleto pirrolizidinico, fornecendo 4 atomos de
carbono e um de nitrogénio para a formacédo da base necina. A rota se da com a
formacao da putrescina (2) como intermediario ap6s uma enzima descarboxilase
agir sobre a ornitina. A formagao da putrescina pode também se dar por uma rota

alternativa a partir da L-arginina (3) (Figura 6).
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Figura 6: Ornitina (1), putrescina (2) e arginina (3).
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Esquema 1: Rota alternativa para formacao de putrescina. PLP = coenzima piridoxal

fosfato.

Apés a formacao da putrescina, esta reage com a espermidina, sob acao da

enzima homoespermidina sintase (HES), para gerar a homoespermidina (REIMANN

et al, 2004). A desaminagdo oxidativa da homospermidina gera o intermediario 4.

Este, apds formagao de base de Shiff forma 5 que é oxidado a 6. O intermediario 6

por meio de uma reacdao de Mannich intramolecular leva a formagdo do sistema

biciclo dos alcaloides pirrolizidinicos (Esquema 2).
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Esquema 2: Rota biossintética dos alcaloides pirrolizidinicos. Adaptado de DEWICK,
2002 e REIMANN, 2004.

Em 1995, um estudo com alcaloides pirrolizidinicos em espécimes de
Cynoglossum oficcinale mostrou que a conversao das bases necinas saturadas para
1,2-insaturadas, ocorre com retencao de configuragdo (VAN DAM et al, 1995).

Robins e colaboradores, em 1974, realizaram um trabalho sobre a biossintese
dos acidos nécicos de alcaloides pirrolizidinicos em espécies do género Crotalaria
(ROBINS; BALE; CROUT, 1974). Este trabalho mostrou que a isoleucina e a
treonina, em espécimes de Crotalaria retusa, sdo incorporadas na formacédo do
acido monocrotalico, o acido nécico que diesterifica a retronecina para formar a
monocrotalina.

Os  alcaloides pirrolizidinicos  sao encontrados nas plantas
predominantemente como N-O0xidos, pois desta forma sdo armazenados, facilmente
transportados e mantidos em sua forma nao téxica. Os N-éxidos sdo reduzidos a
aminas livres no intestino de herbivoros (VAN DAM et al, 1995; DEWICK, 2002).

Em espécies de plantas monocarpicas, como por exemplo, Cynoglossum
officinale, em que a floragdo ocorre uma vez ao ano, as flores tém grande
importancia para a planta. A perda das flores pode nado ser totalmente compensada

pela planta, entdo elas diminuem este risco aumentando em suas flores a
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concentracdo de alcaloides pirrolizidinicos. Nestas espécies existem diferengcas nos
niveis de alcaloides pirrolizidinicos entre folhas jovens e folhas velhas. As folhas
jovens possuem maiores niveis de alcaloide pirrolizidinicos, o que reflete o esforgo
da planta em preservar o local onde se dara sua produgdo de energia pela
fotossintese.

O estudo realizado por van Dam e colaboradores sobre o transporte dos
alcaloides pirrolizidinicos com espécimes intactas de Cynoglossum officinale
alimentadas com '*-C putrescina é mostrado conforme a figura abaixo (VAN DAM et
al, 1995).

O total da incorporago de AP
2.1% 11% 1.0% 1.3% 1.5%

% de A.P. marcados
(4]
Q

NN NN N N N NN

A

NN

5 8

folhas jovens

] _ _ L cofilédones
4 1 18 25 32

tempo apds incubagéo (dias)

Figura 7: Abundancia relativa de alcaloides pirrolizidinicos em brotos de plantas de C.
officinale marcadas com “C-putrescina. A.P.= Alcaloides Pirrolizidinicos.

Van Dam e colaboradores observaram que o percentual de incorporacao de
alcaloides pirrolizidinicos varia com o tempo de incubacdo e a parte da planta
analisada. Quatro dias depois da incubacdo, os extratos ainda apresentavam
poliaminas e putrescina marcadas, mas a partir de 11 dias foram encontrados
alcaloides pirrolizidinicos marcados nos extratos. O percentual de alcaloides

pirrolizidinicos ndo diminuiu com o tempo, 0 que pode significar que a partir de 11
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dias os alcaloides pirrolizidinicos podem estar sendo redistribuidos dentro da planta.
O percentual de alcaloides pirrolizidinicos na planta varia de 30 % a 50 %. Apenas
de 5 a 10 % de alcaloides pirrolizidinicos marcados foram encontrados nos
cotilédones. Tanto nos cotilédones quanto nas raizes ndo ocorreram grandes
variagOes do percentual de alcaloides pirrolizidinicos. Por outro lado, a medida que o
tempo passava o percentual de alcaloides pirrolizidinicos marcados diminuia nas
folhas velhas e aumentava nas folhas jovens.

A translocacdo dos alcaloides pirrolizidinicos das folhas velhas ocorre,
provavelmente, em simultaneidade com a redistribuicdo do nitrogénio e outros

nutrientes para as folhas jovens (VAN DAM et al, 1995).

1.4 - Ecologia Quimica:

Os sinais quimicos, de um modo geral, sdo os grandes responsaveis pela
comunicacao entre os insetos e seu meio ambiente. As substancias quimicas que
mediam a comunicacdo interespecifica, como inseto-planta, sdo denominadas
aleloquimicos e as substancias que mediam a comunicagao intraespecifica sao
denominadas feromémios (CORREA; VIEIRA, 2007).

Alguns insetos, como a mariposa Utetheisa ornatrix (Lep., Arctiidae),
adquirem de plantas substancias quimicas que estdo vinculadas a sua
sobrevivéncia. Esta defesa quimica foi constatada ao se observar que ao cair na teia
da aranha Nephila claviceps (Tetragnathidae) as mariposas, machos e fémeas, eram
liberadas depois de examinadas pela aranha. A liberagcdo acontecia porque as
mariposas continham alcaloides pirrolizidinicos de gosto amargo indesejaveis para o
predador, adquiridas pelas lagartas ao se alimentarem de plantas do género
Crotalaria (Fabaceae) (HARTMANN et al, 2005).

Mas se uma mariposa adulta que foi criada em ambiente livre de alcaloide
pirrolizidinicos, como uma plantacdo de feijao para alimentacdo humana, for
colocada na teia, a mariposa é morta pela aranha, o que demonstra que alcaloides
pirrolizidinicos estao envolvidos na defesa da mariposa (ROUHI, 2000). Os ovos das
mariposas que possuem alcaloides pirrolizidinicos tornam-se protegidos contra os
predadores.

As substancias que sado adquiridas pelas fémeas oriundas dos machos séo

denominadas pelo quimico-ec6logo Thomas Eisner de alcaloides do dom nupcial.
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Isto, porque a fémea recebe do macho, imediatamente apds o acasalamento, estes
alcaloides que persistem até sua velhice, protegendo a si e a seus ovos. Portanto, a
fémea escolhe o0 macho que possa aumentar sua chance de sobrevivéncia. O
macho tem apenas cerca de cinco segundos de namoro para convencer a fémea
que é o pai ideal para sua prole (ROUHI, 2000). Mas como o macho convence a
fémea? Durante o namoro, o macho exibe um par de escovas de seu abdémen.
Estas escovas secretam uma substancia denominada hidroxidanaidal (Figura 8), que
pode ser obtida a partir da base necina da monocrotalina, o principal alcaloide
pirrolizidinico encontrado nas plantas que servem de alimento para as mariposas. A
fémea é capaz de detectar a substancia com suas antenas. A intensidade do sinal
de hidroxidanaidal é proporcional a quantidade de alcaloide pirrolizidinico do macho.

O hidroxidanaidal atua como um importante feroménio de atracao sexual em
varias espécies de mariposas (HARTMANN; THEURING; BERNAYS, 2003).

HO CHO
/
N /
Hidroxidanaidal

Figura 8: Estrutura do feroménio Hidroxidanaidal.

O hidroxidanaidal em espécimes da mariposa Creatononos transiens, se
forma a partir do alcaloide pirrolizidinico heliotrina. Ocorre primeiro a epimerizacao
do C-7 para atingir a configuragdo R, depois a aromatizacdo do anel diidropirrélico,
seguida da hidrélise do éster e oxidagao do alcool primario para aldeido (Esquema
3) (HARTMANN; THEURING; BERNAYS, 2003).
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Esquema 3: Formacao de feromoénios em de alcaloides

pirrolizidinicos.

insetos a partir

Os insetos, como as larvas ou espécies adultas de Estigmene acrea, sdo
capazes de sintetizar seus proprios alcaloides, chamados alcaloides de insetos,
podendo representar de 40 a 70 % do teor total de alcaloides. Isto acontece pela
capacidade dos insetos em aproveitar a base necina dos alcaloides pirrolizidinicos
sequestrados de plantas, e esterifica-las com seus préprios acidos.

A alimentacao de espécies de larvas E. acrea com alcaloides pirrolizidinicos
de Crotalaria pumila (supinidina, subulacina, pumilina A, pumilina B, pumilina C,
além de um outro alcaloide do tipo monocrotalina) demonstrou que os insetos sao
capazes de produzir seus proprios alcaloides através da esterificacdo das bases
supinidina e retronecina de origem vegetal com os acidos 2-hidroxi-3-metilbutirico e
2-hidréxi-3-pentanoico que produzem.

Os ésteres de supinidina sao estigmina A e estigmina B, enquanto os ésteres
de retronecina sao creatonina A e creatonina B (HARTMANN; THEURING;
BERNAYS, 2003).
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Pumilina A Pumilina B Pumilina C
OH ; E_.:C’"'
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R-H Estigmina A 2 =H Creatonina A (7 R)-Hidroxidanaidal
R =CHs Fetigmina B = CHs Creatonina B

Figura 9: Producéao dos alcaloides de insetos.

A supinidina é uma base necina que ocorre na forma livre em espécies de C.
pumila, enquanto a retronecina encontra-se apenas como base necina comum aos
alcaloides pumilina A, pumilina B e pumilina C. Portanto, todas as retronecinas
utilizadas pelos insetos derivam da hidrélise das pumilinas.

Para a formacado do feromdnio sexual hidroxidanaidal é necessaria o
aproveitamento da base retronecina proveniente da hidrélise das pumilinas. A
diferenca da capacidade entre os machos e as fémeas adultos em sintetizarem
creatoninas e o feroménio hidroxidanaidal é um mecanismo que permanece

desconhecido.
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1.5 - A busca de alcaloides com atividade Anti-HIV:

O virus da imunodeficiéncia humana ou “Human Immunodeficiency Virus”
(HIV) faz parte da familia dos retrovirus (composto de RNA). Este virus é capaz de
parasitar o sistema imunol6gico do homem levando a doenca infecciosa denominada
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) ou “Acquired Immuno Deficiency
Syndrome” (AIDS). O principal alvo de ataque no organismo do virus HIV € o
sistema imunolégico. O HIV ao infectar os linfécitos T conduz a falta de coordenagéo
do sistema imunoldgico e a sua progressiva inoperancia, estabelecendo, assim, uma
imunodeficiéncia (SOUZA; ALMEIDA, 2003).

A transcriptase reversa € a enzima necessaria para a replicacao viral, ela
transfere as informagdes genéticas do virus a partir do RNA para o DNA. Inibidores
especificos desta enzima sdo antivirais Uteis que se tornaram moléculas alvo na
procura de agentes com atividade contra o virus HIV. Tan e colaboradores, 1991,
mostraram que moléculas provenientes de produtos naturais como iridoides,
alcaloides benzofenantridinicos e polifendis (por exemplo, acido tanico) (Figura 10),
s&o capazes de inibir esta enzima (TAN et al, 1991).

OH
H;CO ‘O
tCl

P N

HsCO CH,
(B)

o) OH
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COOCH;
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Figura 10: Metabdlitos secundarios ativos contra a enzima transcriptase reversa. (A)
Iridoide fulvoplumierina, (B) alcaloide fenantridinico cloridrato de fagaronina, (C)
polifenol do acido tanico.
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A inibicdo de enzimas conhecidas como glicosidases é outro alvo das
moléculas que apresentam atividade anti-HIV. A castanospermina e a swansonina
(Figura 11), alcaloides indolizidinicos poliidroxilados, sdo potentes inibidores desta
classe de enzimas. Atualmente a castanospermina esta sendo utilizada em ensaios
clinicos como potencial droga contra o virus HIV (CORREIA, 2001).

OH

OH

T

HO

«llOH

W\
aw
HO

CASTANOSPERMINA SWANSONINA

Figura 11: Alcaloides indolizidinicos com atividade anti-HIV.
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Este trabalho teve como objetivos o estudo dos constituintes quimicos de trés
espécies do género Crotalaria: C. retusa, C. incana e C. pallida, e o aproveitamento
do esqueleto pirrolizidinico [3,3,0]-azabiciclo octano da retronecina (7), base necina
do alcaloide monocrotalina (8), como matéria-prima para transformagfes quimicas
(Figura 12).

OH
HQ,

N

(N

(8)

Figura 12 : Estrutura da retronecina (7) e da monocrotalina (8).

As transformacbes quimicas planejadas foram as reagdes de diidroxilagéo,
reducao e epoxidacao, com vistas a obtencao de analogos estruturais dos alcaloides
indolizidinicos castanospermina (9) e swansonina (10), moléculas com atividade
anti-HIV (Figura 13). Uma vez que ha analogia estrutural entre estes alcaloides e
aqueles derivados da retronecina, adotou-se esta estratégia como busca de novos

agentes com atividade antiviral.

OH

o
T

HO

””””I

«ullOH

"
HO

(9 (10)

Figura 13: Estrutura dos alcaloides indolizidinicos castanospermina (9) e swansonina
(10).
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Com o objetivo de realizar transformagdes quimicas nos alcaloides
pirrolizidinicos isolados das sementes de espécies do género Crotalaria, foram
estudados os extratos de C. retusa, C. pallida e C. incana. Embora as plantas e as
sementes coletadas fossem aparentemente semelhantes (Figura 14), o estudo
fitoquimico mostrou grandes diferencas na constituicdo quimica das 3 espécies de
Crotalaria estudadas.

Figura 14: Imagens de C. retusa (A), C. pallida (B) e C. incana (C).
(http://plantes-rizieres-guyane.cirad.fr/var/riz_guyane/storage
/images/media/images/crotalaria_retusa/9105-1-fre-FR/crotalaria_retusa.jpg;
http://plantes-rizieres-guyane.cirad.fr/var/riz_guyane/storage
/images/media/images/crotalaria_pallida/9108-1-fre-FR/crotalaria_pallida.jpg;
http://florabase.dec.wa.gov.au/science/timage/18147ic1.jpg).

3.1 — Coleta das plantas, extracao e particao acido-base.

Asres e colaboradores estudaram diferentes espécies do género Crotalaria e
concluiram que, de um modo geral, o maior teor de alcaloides pirrolizidinicos destas
espécies é encontrado nas sementes (ASRES; SPORER; WINK, 2004). Diante dos
resultados de Asres e colaboradores este trabalho foi dirigido para o estudo da
composicao quimica das sementes das 3 Crotalarias estudadas.

As sementes dos exemplares das 3 espécies foram coletadas no Parque
Tecnolégico da Cidade Universitaria da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As
plantas apresentavam-se com flores e sementes secas.

O material coletado foi tratado de maneira similar - as sementes foram

moidas, submetidas a extragdo com etanol em soxhlet e a particao acido-base.
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Utilizou-se o mesmo procedimento de extracdo com o objetivo de comparar a

composicao quimica das 3 espécies de Crotalaria coletadas no campus da Cidade

Universitaria da Ilha do Fundao.

Sementes moidas

extracdo em soxhlet com Etanol;
concentracao do solvente em evaporador
rotatorio.

Extrato bruto

solucao de HCI 5% até atingir pH=0;
extracdo com CHxCl>

Fracdo aquosa acida

extracdo com CH.Cl;

Fracado orgéanica

solucao de NH4,OH 25% até atingir pH=9;

Fracdo aquosa alcalina

extracdo com CHxCly

Fracao orgéanica

solugéo de NH4OH 25% até atingir pH=11;

Fracado aquosa alcalina

Fracao orgéanica

Esquema 4: Marcha utilizada para a obtencao de alcaloides pirrolizidinicos.
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3.2 - Isolamento das substancias:
3.2.1 - Monocrotalina: Alcaloide pirrolizidinico de C. retusa

O fracionamento acido-base do extrato etanédlico obtido a partir de sementes
secas de C. retusa forneceu o alcaloide monocrotalina em 5 % de rendimento
(Esquema 4).

A estrutura da monocrotalina (8) foi confirmada através das técnicas
espectroscopicas de RMN 'H e RMN '3C associadas aos espectros bidimensionais
de correlagdes homonucleares 'H x 'H (COSY) e heteronucleares 'H x *C (HMBC e
HMQC). Os dados espectroscépicos obtidos estdo de acordo com os dados da
literatura (DOS SANTOS, 2007).

aunl T

Monocrotalina

Figura 15: Estrutura quimica da monocrotalina com a respectiva nhumeracao.
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Figura 16: Estrutura quimica tridimensional da monocrotalina.
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Tabela 1: Comparacao dos dados de RMN da monocrotalina (8) com os dados de RMN

de 'H e "*C deste alcaloide descritos na literatura (DOS SANTOS, 2007).

C §C  §™C (ppm) & 'H (ppm) 8 'H (ppm) COSY
(ppm) Lit*. Lit*
1 132,8 132,8
2 134,2 134,3 6,0 (1H, d, 6,0 3,4;3,9
J=1,9) 4547
3 60,4 60,4 a 3,4 (1H, ddd, 3,9;4,5
J=1,4;5,2; 6,0
16,2)
B 3,9 (1H,m) 3,4;4,5
4,7:6,0
5 53,7 53,7 a 2,6 (1H,m) 2,1;3,3
B 3,3(1H, m) 2.1:2,6
6 33,6 33,5 2,1(2H, m) 2,1 2,6;3,3
5,1
74,9 75,0 5,1 (1H, m) 5,1 2,1;4,5
76,8 76,7 4,4 (1H, m) 3,4;3,9; 5,1
61,3 61,3 a 4,7 (1H, dd, 4,7 3,9; 4,8
J=11,8;0,9) 6,0
B 4,8 (1H,d, 4,9 4,7
J=11,8)
11 173,6 173,5
12 78,9 78,7
13 77,0 76,8
14 44,3 442 2,8 (1H, q, 1,2
J=7,1)
15 1741 1741
17 22,1 22,0 1,4 (3H, s) 1,4
18 17,8 17,7 1,3 (3H, s) 1,4
19 13,8 13,6 1,2 (3H, d, 1,2 2,8
J=71)

* Lit: Dos Santos, 2007. Solvente CDCls.
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Figura 17: Correlacdes 'H X 'H — COSY observadas na monocrotalina.
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Scan 2576 (24.944 min): MONOC2.D 0
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Figura 18: Espectro de massas da monocrotalina.

O espectro de massas da monocrotalina (Figura 18) apresenta o ion
molecular de m/z 325, compativel com a formula molecular da monocrotalina.

O fragmento de m/z 236, o pico base do espectro, é formado pela quebra da
ligacdo Cy-O, seguida do rearranjo de McLafferty envolvendo a carbonila de C1 e a
hidroxila de C43 (Esquema 5) (NEUNER-JEHLE; NEVABDA; SPITELLER, 1965).

0

pd

m/z 236 (100 %)

Esquema 5: Formacao do fragmento de m/z 236 derivado da monocrotalina.

O fragmento de m/z 120 é formado pelo rearranjo de McLafferty envolvendo o

Hs e a carbonila de Cis, seguido da quebra da ligagdo Co-O (Esquema 6).



Resultados e discusséao - 26

-+ -1+
OH OH OH OH .
(0]
CIS‘} O‘) (0] OH (0] +
(6] @ H (6]
N N N

m/z 120 (50%)

Esquema 6: Formacao do fragmento de m/z 120 derivado da monocrotalina.

Os fragmentos de m/z 93 e 136 sao formados inicialmente pela mesma via
(Esquema 7). Ocorre uma transferéncia de hidrogénio de Cgz para a carbonila de Cy1
com ruptura da ligacao Cy-O, e a formagao do cation-radical pela quebra da ligacao
C7-Cs.

A formacao de m/z 93 resulta da quebra da ligacao Cs-Cg, € a do fragmento

de m/z 136 acontece devido a quebra da ligacdo C+5-O.

- Cé
OH OH OH | _oH on NS

m/z 136 (36%)

Esquema 7: Formacao dos fragmentos de m/z 93 e m/z 136 derivados da
monocrotalina.
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3.2. 2 - Senecionina: Alcaloide pirrolizidinico de C. incana:

O fracionamento acido-base do extrato etandlico de C. incana seguiu o
procedimento conforme descrito no esquema 4. A diferenca na coloracao do extrato
ja indicou grande diferenca entre os constituintes quimicos das sementes de C.
incana com os de C. retusa. Enquanto o extrato etandlico das sementes de C. retusa
apresentava coloracdo marrom com muito precipitado, o extrato de C. incana
apresentava a mesma coloracdo, mas isento de precipitado.

Apébs o fracionamento acido-base foram analisadas por cromatografia em
camada delgada o material obtido nas fracbes de pH 0, pH 9 e pH 11. A mancha
referente a fracdo de pH 9 apresentou coloragéo laranja apds ser revelado com o
reagente de Dragendorff, um forte indicativo da presenca de alcaloides. Diante deste
resultado partiu-se para a purificacdo do material de aspecto resinoso da fragcao de
pH 9 em coluna cromatografica de gel de silica, que forneceu 3,4 mg do alcaloide
pirrolizidinico senecionina (Figura 19).

Figura 19: Alcaloide pirrolizidinico senecionina, isolado de C. incana.
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Figura 20: Espectro de massas do alcaloide senecionina.

O espectro de massas da senecionina possui o ion molecular de m/z 335,
conforme pode ser visto na Figura 20.
O ion de m/z 220 é formado pela migracao de um dos hidrogénios de C+g para

Cyo (rearranjo 1, 6), seguido da quebra da ligacao Cg-O (Esquema 8).

m/z 220

Esquema 8: Formacao do fragmento de m/z 220 derivado da senecionina.

A formagédo dos fragmentos de m/z 93 e de m/z 136 ocorre pelo mesmo
mecanismo que acontece com a monocrotalina. Inicialmente ha a transferéncia de
um dos hidrogénios de C3 para a carbonila de C+4, seguida da ruptura da ligacdo Co-
O, e a formacéo do cétion-radical devida a quebra da ligacdo C7-Cs. A quebra da
ligacdo O-C; gera o céation de m/z 136 (98%), e a da ligacdo Cs-Cg 0 cation-radical
de m/z93 (81%) (Esquema 9).
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m/z 136 (98%)

m/z 93 (81%)

Esquema 9: Formacao dos fragmentos de m/z 136 e m/z 93 derivados da senecionina.

O fragmento de m/z 120 é formado devido ao rearranjo de McLafferty
envolvendo o Hg e a carbonila de Cq, seguido da quebra da ligacdo Cy-O (Esquema
10).

— + b |
OH OH *
O O
=07 0 OH \O) +
@) Y H 0]
IS IS
N N N

m/z 120 (100%)

Esquema 10: Formacao do fragmento de m/z 120 derivado da senecionina.

A estrutura da senecionina foi proposta somente com base em fragmentacdes
no espectro de massas e por comparagdao com os dados disponiveis no banco de
espectros Wiley.
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3.2.3 - Flavonoide de C. pallida:

As fracbes obtidas a partir do fracionamento acido-base em pH 0, pH 9 e pH
11, foram analisadas por cromatografia em camada fina, e as fracdes de pH 9 e pH
11 apresentaram manchas com fraca coloracdo laranja, ap6s revelacdo com
reagente de Dragendorff, mesmo quando o material aplicado apresentava-se
bastante concentrado.

Diante deste resultado e como se dispunha de pouca quantidade de amostra,
optou-se pela analise do extrato bruto em coluna aberta de gel de silica. Devido a
possivel pequena concentracao de alcaloides nas fragdes obtidas, nenhuma destas
revelou positivo com o reagente de Dragendorff.

A fracdo eluida da coluna com MeOH : CHxCI, (70 : 30) por ter apresentado
massa apreciavel foi analisada por RMN 'H e *C e os sinais observados indicaram
a presenca de um flavonoide.

O flavonoide glicosilado, composto majoritario na fracao trabalhada de C.
pallida, foi identificado de acordo com os dados de RMN de 'H, '*C e DEPT. No
espectro de RMN de 'H foram observados dois dubletos em & 7,99 (J = 8,4 Hz) e
6,93 (J = 8,4 Hz) indicando a dissubstituicdo 1,4 do anel B. Este espectro mostrou
ainda os sinais em 0 6,72 (s) e 6,34 (s) atribuidos aos Hg e Hg, respectivamente. Foi
observado ainda um sinal em & 5,22 (sl) atribuido ao Hs que indicou a presenca de
uma ligacdo dupla entre os C; e Cs. A anélise dos dados de RMN de 'H indicou que
a aglicona tratava-se de uma flavona.

No espectro de RMN de '*C foram atribuidos 15 sinais para a flavona, estes
quando comparados com os dados apresentados na literatura foram compativeis
para a apigenina (AGRAWAL, 1989). A presenca de unidades de acucar na flavona
foi evidenciada pelo conjunto de sinais observados no espectro de RMN de 'H entre
3,00 e 5,00. Este espectro exibiu um dubleto em & 4,53 (J = 7,2) caracteristico para
hidrogénio anomérico de um agucar com a configuracdo $ (OH) e outro sinal em &
5,16 (J = 3,6) indicando um hidrogénio anomérico de um agucar com a configuracao
a (OH).

No espectro de RMN de '3C foram observados 12 sinais de maior intensidade
atribuidos a duas unidades de agucares, o sinal em & 82,5 indicou que a flavona era
monodesmosideo e que as unidades de agucar estariam ligadas pelos C,, C3 ou Ca.



Os dados de RMN de '3C foram comparados com os disponiveis na literatura sendo
estes compativeis para uma B-D-glucose com uma a-D-galactose ligada ao C,
(AGRAWAL, 1989; BREITMAIER; VOELTER, 1989; FICO et al, 2007).

Normalmente os flavonoides O-glicosilados possuem os agucares ligados nas
hidroxilas dos Csz, C; ou C4. Provavelmente, de acordo com os valores dos
deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN de '*C, o agucar do
flavonoide encontra-se no C;. Assim a flavona foi identificada como a 7-O-a-D-

galactopiranosil(1—2)-B-D-glucopiranosideo apigenina.

Figura 21: Estrutura do Flavonoide apigenina 7-O-a-D-galactopiranosil-(1->2)-B-D-
glucopiranosideo.



Tabela 2: Dados de RMN '*C e 'H do flavonoide.

Posicédo 8 '°C (ppm) 8 'H (ppm)

2 162,6

3 104,6 5.2 (1H, s)

4 182,1

5 161,4

6 98,5 6,7 (1H, s)

7 164,2

8 918 6.3 (1H, 5)

9 155,9

10 1041

1’ 121,5
276 129.0 7.9 (2H, d, J=8,4)
375 116,1 6,9 (2H, d, J=8,4)
4 160,6

E 100,3 45(1H d, J=72)
o 82,5 ~4.82 (m)
3" 74,4 — 4,82 (m)
4 69,9 ~4.82 (m)
5" 77.3 ~ 4,82 (m)
6" 62,2 ~ 4,82 (m)
17 102,4 5,1 (1H d, J=3,6)
o 72,8 31— 4,82 (m)
3" 72,9 — 4,82 (m)
4 70,6 31— 4,82 (m)
5" 71,7 ~ 4,82 (m)
6" 62,2 ~ 4,82 (m)

Solvente: DMSO.
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3.3 - Transformacg6es Quimicas.

3.3.1 - Hidrdlise alcalina da monocrotalina: Obtencao da retronecina.

Ba(OH),. 8H,0 (aq)
>

refluxo, 2 horas

Monocrotalina retronecina

Esquema 11: Hidrélise da monocrotalina.

Realizou-se a reacdo de hidrélise da monocrotalina sob refluxo por duas
horas com hidréxido de bario. O produto obtido foi isolado em coluna cromatografica
contendo alumina basica como fase fixa e a mistura de solventes CHCI3 : MeOH :
NH,OH (8,5 : 1,5 : 0,2) como fase mdvel. A retronecina foi obtida com 84 % de
rendimento.

A retronecina foi identificada por RMN "H, RMN '*C e cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas. Os dados obtidos estdo de acordo
com os da literatura (MOLYNEUX et al, 1982; HOVERMALE et al, 1984).
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Tabela 3: Comparacao dos dados de RMN obtidos do produto da reacao de hidrolise
da monocrotalina com os dados da literatura de RMN de 'H e '*C da retronecina.

C 8 1°C 8 '3C (ppm) 8 'H (ppm) 8 "H (ppm) Lit**
(Ppm) Lit*
1 137,5 137,8
> 1274 1272 57 (1H, s) 56
3 61,8 61,9 a 3,4 (1H, dd, 3,3
J=15,4: 5,0)
B 3,8 (1H, dd, 3,7
J=15,4;1,4)
5 54,1 54,2 a 2,7 (1H m) 26
B 3.2(1H,t, J=7.3) 3.1
6 353 353 a B 1.9 (2H, m) 1.8
7 71.0 71.0 4,3 (1H, m) = 43
8 79,4 79,4 4,3 (1H, m) *** 4.1
9 58,8 58,6 a, B 4.3 (2H, m) 41

* Lit: Molyneux et al, 1982. Solvente: CDCls.
** Lit: Hovermale et al, 1984. Solvente: D,O.
*** Os hidrogénios H7, Hs, Hea € Hgeg aparecem sob a forma de multipleto em 4,3

ppem.
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Figura 22: Espectro de RMN 'H da retronecina (300 MHz, solvente CDCl5).
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Figura 23: Espectro de RMN "*C da retronecina (75 MHz, solvente CDCl5).



Os sinais dos carbonos olefinicos (C1 e C,) aparecem em 137,5 e 127,4 ppm
e os carbonos metilénicos (Cs, Cs, Cs € Co) na regidao entre 35,3 e 61,8 ppm. O
carbono 6 (Cg) aparece na regido de menor frequéncia do espectro em 35,3 ppm por
ser o Unico carbono metilénico do anel com hibridagdo sp® que nado esta ligado ao
atomo de nitrogénio.

Os sinais de carbonos metinicos (C7 e Cg) absorvem em 71,0 e 79,4 ppm. O
carbono 8 (Cg), diretamente ligado ao nitrogénio, absorve em maior frequéncia.

O espectro de RMN de hidrogénio da retronecina tem duas regides com
sobreposicoes de multipletos ocasionados por seis hidrogénios geminais nao
equivalentes ligados a Cs, Cs € Co.

O multipleto na regiao de menor frequencia é referente aos hidrogénios
ligados ao carbono 6, o Unico carbono metilénico do anel com hibridacdo sp® que
nao esta ligado a heteroatomo. O singleto em maior frequéncia (5,7 ppm) pertence
ao hidrogénio olefinico do carbono 2.

O grupo de sinais entre 4,0 e 4,5 ppm sao referentes aos hidrogénios H;q €
Hsq € aos dois hidrogénios ligados ao carbono 9. Os dois multipletos na regidao de 3,4
a 3,9 ppm pertencem aos hidrogénios do carbono 3.

Os hidrogénios referentes ao carbono 5 (Hsq € Hsg) aparecem sob a forma de
dois multipletos na regido entre 2,6 e 3,3 ppm.



Resultados e discussao - 36
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Figura 24: Espectro de massas obtido da retronecina.

No Espectro de massas acima (Figura 24) o pico de m/z 155 é referente ao
ion molecular da retronecina.

O Fragmento de m/z 111 é formado pela quebra da ligagcdo C7-Cg seguida
pela perda de CH,=CH-OH (Esquema 12).

X
| _CH3
)
” m/z 94 (20%)

(+) =
ﬁ m/z 80 (100%)

Esquema 12: Formacao dos ions de m/z 80, 94 e 111 derivados da fragmentacao da
retronecina.
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O cation-radical de m/z 111 pode se rearranjar para gerar os fragmentos de

OH
OH
— 0
X+
|
H

- CH,0

m/z 80 e de m/z 94 como pode ser visto nos esquemas 13 e 14.

OH OH

N
= . X
PR
\T+ \N+ \N+
H J, J.

m/z 80 (100%)

Esquema 13: Formacao do fragmento m/z 80 derivado da retronecina.
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OH
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N | \TT
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m/z 111

/
‘ A
\ + \ +
N N
| |
H H
m/z 94 (20%)

Esquema 14: Formacao do fragmento de m/z 94 da retronecina.
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3.3.2- Reacao de diidroxilacao da Retronecina

acetona/dgua 1.5:1 o
NMO, OsOy, t.a.; 24 h

Esquema 15: Reacao de diidroxilacao da retronecina.

A diidroxilagdo de Upjohn, reagdo que utiliza tetroxido de 6smio como
catalisador e N-metilmorfolina (NMO) como agente co-oxidante, foi a metodologia
escolhida para a diidroxilacdo da retronecina. A presenca de NMO permite que o
tetroxido de ésmio seja utilizado em quantidades cataliticas, uma vez que o NMO
reoxida o 6smio (VI) a désmio (VIIl), como pode ser visto no esquema 16. A
diidroxilagdo de olefinas com tetréxido de ésmio € uma adicao syn (PILLI, 2001),
cujo intermediario ciclico ao ser hidrolisado resulta na incorporacdo das duas

hidroxilas na mesma face da molécula.
R

2 H,0
o
i}
0 H’l\rOH
R i
R
0, -9 (D
O,,O\Q ) D:&'Sf—w
0
0
0
Me :NO
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Esquema 16: Mecanismo de oxidacao com tetroxido de ésmio (retirado de
http://www.organic-chemistry.org/namedreactions/upjohn-dihydroxylation.shtm,
acessada em 2008).
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Esquema 17: Esquema geral para obtencao do tetrol.

A reacdo de hidroxilagcdo, utilizando tetroxido de &ésmio, do alcaloide
pirrolizidinico retronecina, obtido a partir da hidrélise da retrorsina e da retronecina
derivada da rosmarinina, tiveram como produto o alcaloide hidroxilado pela face a do
anel (NIETO-ALVAREZ; ALDERON; MANCILLA, 2003; CONEGERO, 2006).

Os dados de deslocamento quimico de RMN de '*C (Tabela 4) do tetrol estio
de acordo com os da literatura (CONEGERO, 2006).

Tabela 4: Tabela de deslocamentos quimicos do produto de hidroxilacao.

C 8 °C (ppm) & '°C (ppm)* Lit.
1 80,2 80,0
2 71,1 70,9
3 58,0 57,9
5 53,4 53,4
6 35,1 35,2
7 69,6 69,3
8 76,2 76,3
9 62,9 62,7

* Lit: Conegero, 2006. Solvente: D,0.

Conegero (CONEGERO, 2006) nao atribuiu a estereoquimica do alcaloide,
aqui chamado de tetrol, em funcdo da sobreposicdo dos sinais dos hidrogénios

carbindlicos dos centros estereogénicos.
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Esquema 18: Reacodes realizadas por Nieto-Alvarez e colaboradores. Reagentes e
condicoes: a) TsCl, piridina, 5 °C, 72 h, 95 %; b) piridina, refluxo, 45 %; ¢c) KOH/MeOH,
refluxo; d) Ac,0, refluxo, 30 min, 85 %; e) NMO/OsOj.y, t.a., acetona/agua 3:1, 45 min.;
f) K.COs/MeOH, t.a., 65 %.

Nieto-Alvarez e colaboradores atribuiram a estereoquimica do alcaloide
hidroxilado (tetrol) (Figura 25) com base nos experimentos de NOESY, devido as
correlagdes por eles observadas entre os hidrogénios de Cg (Hoq € Hog) cOm 0s
hidrogénios H», H3 e Hs, que estdo, por sua vez, ausentes com os hidrogénios H7 e
Hs. Estas observacdes indicaram que as hidroxilas nos carbonos Cq e C, estdo do
mesmo lado de Hg (NIETO-ALVAREZ; ALDERON; MANCILLA, 2003). Porém, as
correlagbes de Hy com H; e Hs, observadas por Nieto-Alvarez e colaboradores,

geram ddvida em funcdo da distancia entre estes hidrogénios'.

' O tetrol é pouco soltvel em CDCls, solvente usado por Nieto-Alvarez.
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Figura 25: Estrutura quimica do alcaloide pirrolizidinico (1R, 2R, 7R, 8S)-1-
hidroximetil-1,2,7-tri-hidréxi-2,3,5,6,7,8-hexaidropirrolizidina-1,2,7  (NIETO-ALVAREZ;
ALDERON; MANCILLA, 2003).

A tabela 5 mostra os deslocamentos quimicos de RMN '*C e 'H e as
correlacées homucleares e binucleares do alcaloide tetraidroxilado, obtido com 76 %

de rendimento.
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Tabela 5: Dados espectroscopicos de RMN *C e 'H do tetrol.

C §1°C 8 'H (ppm)** COSY** HMBC (PJck;
(Ppm)* *Jen)**
1 81,1 3,9 (Hgp)
2 71,8 4,4 (1Ht, J=8,5) 3,0; 3,2 3,0 (Hao); 3,8
(Hsa), 3,9 (Hep)
3 60,8 « 3,0 (1H, m) 3,2; 4,4 4,4 (Hp)
s 3,2(1H, m) 3,0; 4,4
5 54,8 « 29 (1H, m) 3,3;1,9 3,0 (Hso); 4,3
s 3,3(1H,m) 2,9;1,9 (H7)
6 36,8 1,9 (2H, m) 2,9;3,3; 4,3
7 70,4 4,3 (1H, sl) 3,4;1,9
8 79,0 3,4 (1H, sl) 4,3 3,8 (Hgq), 3,9
(Hop)
9 64,3 « 3,8 (1H,d, J=11,4) 3,9 4.4 (Hy)
s 3,9 (TH,d, J=11,4) 3,8

* Solvente: D,O
** Solvente: CD3;OD.
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Figura 26: Correlagdes encontradas no COSY para o tetrol.

Figura 27: Espectro de RMN 'H do tetrol (300 MHz, solvente CD;0D).
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Figura 28: Espectro de RMN *C do tetrol (75 MHz, solvente D,0).

Diante dos resultados de Conegero (CONEGERO, 2006) e Nieto-Alvarez e
colaboradores (NIETO-ALVAREZ; ALDERON; MANCILLA, 2003), resolveu-se
investigar a estereoquimica relativa do tetrol.

O espectro de RMN *C confirma a diidroxilacdo da ligagdo C+-C. por causa
do desaparecimento dos carbonos olefinicos em 137,5 ppm e 127,4 ppm, presentes
na retronecina.

O sinal referente ao hidrogénio 2 aparece na regidao de maior frequéncia do
espectro (4,4 ppm). O singleto largo referente ao H; aparece em 4,3 ppm. Os pares
de hidrogénios diastereotopicos de Cs, Cs e Cg estdo, respectivamente, em 3,0; 3,2
(Hsa € Hs3g); 2,9; 3,3 (Hsq € Hsg) e 3,8; 3,9 ppm (Hoq € Hop), sendo os sinais referentes
aos hidrogénios Hqq € Hgg dois dubletos que acoplam com Jde 11,4 Hz.

Os hidrogénios de Cg aparecem na forma de multipleto em 1,9 ppm, enquanto
que o singleto largo referente a Hg absorve em 3,4 ppm. Todos os acoplamentos e
atribuicdes de deslocamentos quimicos foram confirmados por experimento COSY.

Os espectros de NOESY mostraram as correlagées dos hidrogénios Hgy com

H. e Hog com H, e Hz. Ndo foram observadas correla¢des dos hidrogénios Hgq € Hog
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com Hg. Estes dados confirmam os resultados encontrados por Nieto-Alvarez e
colaboradores (NIETO-ALVAREZ; ALDERON; MANCILLA, 2003) que mostraram
que a hidroxilacao da retronecina com tetréxido de 6smio ocorre pela sua face a.

¥

HO

T

nlll|||OH

tll'l“lOH

Figura 29: Estrutura espacial do tetrol apresentada por diferentes angulos.

Os alcaloides monocrotalina, retrorsina e retronecina possuem fusédo de anel
cis, estruturas confirmadas por difracdo de Raio-X (Figura 30), em que o par de
elétrons do atomo de nitrogénio estda do mesmo lado do hidrogénio ligado a Cg
(STOECKLI-EVANS, 1979; COLEMAN; COUCOURAKIS; PRETORIUS, 1980;

FREER; KELLY; ROBINS, 1986).
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Figura 30: Estrutura quimica determinada por difracao de Raio-X da retrorsina (A),
rosmarinina (B) e monocrotalina (C).

Ha duas conformagdes principais possiveis para a retronecina: exo e endo.
Célculos semi-empiricos (MP3 e ab initio) mostraram que a conformacao exo,
devido, em parte, a ligacdo de hidrogénio intramolecular entre H (11’) e O (10) é
mais estavel cerca de 2,6 Kcal mol' do que a conformacdo endo (CULVENOR,;
HEFFERMAN; WOODS, 1965; GLINSKI; VAN DERVEER; ZALKOW, 1985;
GIORDAN; CUSTODIO; TRIGO, 1996; GIORDAN, 1998).
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Figura 31: Conformacdes da retronecina. (A) Conformag¢dao exo determinada por
difracao de Raio-X; (B) Conformacao exo rigida em funcao da ligacao H (11’) e O (10);
(C) conformacao endo.

Esta interacdo de hidrogénio forma um pseudoanel de sete membros,

deixando a face convexa da molécula mais acessivel.

Estes dados corroboram o porqué da diidroxilacao da retronecina ocorrer pela

face a da molécula, ja que esta € bem menos impedida, logo mais acessivel.
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3.3.3 - Reacao de Hidrogenolise da retronecina: Obtencao do retronecanol

OH

HO

anlx
il

\ H, (latm) Pd/C 10%
MeOH

> 6

Esquema 19: Hidrogenacao da retronecina.

A retronecina foi hidrogenada a pressdo de uma atmosfera, na presenca de
Pd/C 10% como catalisador, durante 24 horas. Por CCF observou-se que toda a
retronecina foi consumida, devido a presenca de uma Unica mancha na placa.

Entretanto, quando se analisou o produto da reacdo por cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas constatou-se a presenca de 2
picos com tempos de retengao (tr) muito distintos. O 1° pico com tr de 10,83 minutos
€ amplamente majoritario em relacao ao composto com tr de 23,83 minutos. Os ions

moleculares destes dois compostos foram de m/z 141 e 157, respectivamente.

TIC: RTCANOLZ2.D
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5000
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Figura 32: Cromatograma de ions totais do produto de reducao da retronecina.
Condicoes de analise: Coluna DB1-HT (15 m x 0,2 mm), fluxo de He 1 mL/min, modo
de injecao: split, temperatura inicial: 40 °C, gradiente 3 °C/min (T = 200 °C) e gradiente
de 15 °C/min ( T = 250 °C). Temperatura do injetor: 250 °C e temperatura auxiliar: 300
°C.
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Os espectros de RMN *C, 'H e de massas revelaram que o produto

majoritario da hidrogenacao de retronecina € o retronecanol, produto proveniente da

hidrogendlise da retronecina. Entretanto, a metila ligada a C; tanto pode ter

orientacdo a como 3 (Figura 33).

HO

N

(A)

(B)

Figura 33: (A) retronecanol com a metila na orientacao B, (B) retronecanol com a
metila na orientacao a.

Tabela 6: Dados espectroscopicos de RMN de *C e RMN de 'H para o retronecanol.
Solvente: CDCl,.

C  5'C (ppm) 8 'H (ppm) COSY HMBC (PJok; 2Jom)
1 34,9 2,5 (1H,m) 1,3;3,9 1,9 (Hzq); 3,1 (Hap)
2 32,0 « 1,9(1H,m) 3,6 1,3 (Ho)
s 22(1H,m)* 4,0; 3,6; 3,1
3 55,2 « 3,1 (1H, m) 3,6;2,2
s 3,6 (1H, m) 3,9;2,2;1,9
5 54,5 «  3,2(1H, m) 4,0 2,1 (Hea); 3,1 (Hap)
s 4,0 (1H, m) 2,2;3,2; 2,1
6 36,8 « 2,1 (1H, m) 4,0; 4,6
s 22(1H,m)* 4,0
7 71,3 4.6 (1H, s) 4,0; 2,1
8 74,2 3,9 (1H, m) 4,6;2,5 1,9 (Haq); 1,3 (Ho)
9 12,7 1,3 (3H, d, J=6,7) 2,5 2,5 (H1); 2,2 (Hap)

* Os hidrogénios Hog € Hgg aparecem no multipleto em 2,2 ppm.
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O espectro COSY confirma os acoplamentos observados no espectro de

RMN 'H, além de mostrar alguns acoplamentos a longa distancia.
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Figura 34: Correlacdes encontradas no COSY para o retronecanol.
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Figura 35: Espectro de RMN 'H do retronecanol (300 MHz, solvente CDCls).
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Figura 36: Espectro de RMN de "*C do retronecanol (50 MHz, solvente CDCl5).

O espectro de RMN de '*C dessa mistura, obtida em 72 % de rendimento,
mostrou apenas a presenca de oito sinais, referentes ao composto majoritario.

No espectro de RMN 'H, aparece em maior frequéncia o singleto largo
referente a H7 (4,6 ppm); hidrogénio que esta ligado ao carbono hidroxilado.

Todos os hidrogénios metilénicos da molécula s&o diastereotépicos. Entre 3,8
e 4,0 esta o multipleto referente aos hidrogénios Hsg € Hg, € 0 multipleto em 2,2 ppm
é devido aos hidrogénios Hag € Heg.

Os dubleto em 1,3 ppm é referente aos hidrogénios da metila de Cq.
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Pandey e colaboradores sintetizaram, através da reacao fotoquimica por
transferéncia de elétrons, o que eles acreditaram ser o retronecanol (Esquema 20)
(PANDEY; CHAKRABARTI, 1996).

HO

SiMes /
1- DCN

N 2- PrOH, 4h.

a ab =94:6 b

a = (-)-Retronecanol

Esquema 20: Sintese do retronecanol (Pandey, Chakrabarti, 1996).

Porém, os deslocamentos quimicos de RMN '3C, principalmente os referentes
a C; e Cg, do alcaloide chamado por Pandey & Chakrabarti de retronecanol
(apresentados como nota bibliografica do artigo), nao coincidem com os do nosso
produto de reacao.

Tabela 7: Dados de RMN de '*C do produto de hidrogendlise e do produto sintetizado
por Pandey & Chakrabarti.

C 8 °C (ppm) 8 °C (ppm) Lit*
1 34,9 33,5
2 32,0 30,7
3 55,2 60,7
5 54,5 55,0
6 36,8 35,6
7 71,3 69,0
8 74,2 69,8
9 12,7 14,2

* Lit.: Pandey; Chakrabarti, 1996. Solvente ndo especificado.
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A grande discrepancia encontrada entre os valores de RMN de *C para o
retronecanol obtido por sintese e o retronecanol obtido pela reducao da retronecina
pode ser explicada pela diferenca na orientacao da metila ligada ao C;.

Segundo Pandey & Chakrabarti, o produto obtido em sua reacao encontra-se
com a metila na orientacdo B, mas estes autores ndo apresentam dados
espectroscopicos de correlacdes espaciais.

Na analise de NOESY para o produto de hidrogendlise da retronecina, as
fortes correlagdes entre o hidrogénio de Cg com os hidrogénios de Cy € com o
hidrogénio de C; confirmam que a metila tem orientacdo B, € que a anadlise de
Pandey & Chakrabarti esta, certamente, equivocada. O produto obtido por sintese
deve corresponder ao epimero do (-)-retronecanol, obtido por nds nesta dissertacao.

Figura 37: Estrutura espacial do Retronecanol vista por diferentes angulos.
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O espectro de massas abaixo (Figura 38) é referente ao produto majoritario
da reacéo.

Scan 910 (10.801 min): RTCANOL2.D
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Figura 38: Espectro de massas do retronecanol.

A formacao do fragmento de m/z 97 resulta da quebra da ligacdo C7-Cs,
seguido da perda de CH,=CH-OH (Esquema 21).

O fragmento de m/z 82 pode ser formado via duas rotas de fragmentacgao:
- A partir de m/z 97 por perda de - CHs.
- A partir da quebra da ligagdo Cs-C+, seguido da perda de CH3;-CH=CH. e do radical
- OH.
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Esquema 21: Formacao dos ions de m/z 97 e m/z 82 derivados da fragmentacao do
retronecanol.

O espectro de massas do produto minoritario da reacao (Figura 40), com ion
molecular de m/z 157, é referente a hidrogenacao da ligacao dupla da retronecina, a

platinecina (Figura 39).

Figura 39: Estrutura quimica da platinecina.
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Figura 40: Espectro de massas da platinecina.

A formacao de m/z 113 resulta da quebra da ligacao C7-Cg, seguido da perda
do fragmento CH,=CH-OH (Esquema 22).

O fragmento de m/z 82 pode ser proposto via duas rotas de fragmentacao:
- A partir de m/z 113 por perda do radical - CH,OH.
- A partir da quebra da ligagdo Cs-C+, seguido da perda de CH,=CH-CH,OH e do
radical - OH.
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Esquema 22: Formacao dos ions de m/z 82, 99 e 113 derivados da fragmentacao da
platinecina (NEUNER-JEHLE; NEVASBDA; SPITELLER, 1965).
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3.3.4 - Reacao de Epoxidacao da Retronecina

OH

m-CPBA, CH.Cl,,
0°C-t.a,64 h

Esquema 23: Reacao de epoxidacao da retronecina.

A epoxidacdo da retronecina com acido meta-cloro perbenzdico levou a
formacao do produto em 70 % de rendimento, apds sua purificacdo em coluna de gel
de silica.

O mecanismo da reacao de epoxidacdo passa por um estado de transicéo
ciclico em que o oxigénio eletrofilico se adiciona a ligacao pi ao mesmo tempo que
ocorre a transferéncia do préton do acido peroxicarboxilico para um grupo carbonila,
liberando uma molécula de &cido carboxilico como grupo de saida. As 2 novas
ligagcdes C-O do perédxido produzido provém dos pares de elétrons da ligacao pi da
ligacdo dupla e da quebra da ligagao O-H (VOLLHARDT; SCHORE, 2004).

No caso da epoxidacdo da retronecina, antes que o epoxido seja formado, o
nitrogénio da amina terciaria reage com o agente oxidante formando o respectivo N-

6xido.

Cl
—_—

Cl

Esquema 24: Formacao do N-oxido da retronecina.
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Cl
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Esquema 25: Formacao do epoxido (CONEGERO, 2006).

Oxidacoes com peroxiacidos sao estereoespecificas, trata-se de uma adicao

sin, em que € mantida a estereoquimica do alqueno original.
Espera-se que o a-epoxido seja obtido, uma vez que a formacéo do B-ep6xido

¢é dificultada devido a conformacao endo da retronecina e ao impedimento estérico

causado pela ponte de hidrogénio entre H(11’) e O (10) (conferir discussdo na

pagina 47).
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Figura 41: (A) N-6xido-a-1,2-epoxido da retronecina; (B) N-Oxido-B-1,2-epoxido da

retronecina.



Os dados de RMN de °C e !

esperado.
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H abaixo estdo de acordo com o produto

Tabela 8: Dados de RMN de *C do produto de epoxidacdo da retronecina com m-

CPBA (solvente CD;0D) e da literatura.

C 8 °C (ppm) 8 '°C (ppm)
Lit*

1 661 67.3

2 70.4 70.7

3 74.0 748

5 73.9 745

6 34.8 359

7 59.6 59.0

8 90,0 90,9

9 59,7 60,6

*Lit: Conegero, 2006. Solvente CD3OD.

Tabela 9: Dados de RMN de 'H do produto de epoxidacédo da retronecina com m-CPBA

(solvente CD;0D) e da literatura.

8 'H (ppm) 8 'H (ppm) Lit*
4.7 (1H, m) 476 (1H, m)
43 (1H,d, J=13,0) 431 (1H, d, J=3,5)
42 (2H. m) 428 (1H, d, J= 12.5)
4,26 - 4,23 (1H, m)
4,1 (2H, m) 417 (1H, d, J=14)
4,14 (1H, d, J=13,5)
40 (1H, s) 4,06 (1H,s)

3,9 (1H,dd, J= 11,5 8,5)

3,99 (1H, dd, J=11,5; 8,5)

3,8 (1H, d, J= 13,0)

3,78 (1H, d, J= 13)

2,6 (1H, m)

2,63 — 2,55 (1H, m)

2,1 (1H, m)

* Lit.: Conegero, 2006. Solvente CD3sOD

2,18 (1H, dd, J=13,5; 6,5)
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Espera-se que a epoxidagdo da retronecina tenha ocorrido pela face a do
anel, porque esta é a face menos impedida da molécula. A reducdo do N-éxido-a-
1,2-epdxido da retronecina leva ao correspondente alcaloide pirrolizidinico, conforme
a figura 42 (GLINSKI; VAN DERVEER; ZALKOW, 1985).

Figura 42: Estrutura obtida por difracao de Raio-X para a a-1,2-epdxi-retronecina.



4 - CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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O estudo fitoquimico de sementes das espécies de Crotalaria mostrou que
apesar da semelhanca morfolégica entre estas 3 plantas, as suas constituicdes
quimicas sao bem distintas. Enquanto que C. retusa forneceu o alcaloide
pirrolizidinico monocrotalina em 5% de rendimento, C. incana forneceu o alcaloide
pirrolizidinico senecionina (0,01 %) e C. pallida o flavonoide 7-O-a-D-

galactopiranosil-(1->2)-B-D-glucopiranosideo apigenina (0,04 %).

s

monocrotalina senecionina
OH OH
(0]
HO 0] 0
HO
(e}
HO
0"/ _oH
HO OH (e}
OH

7-0-a-D-galactopiranosil-(1->2)-B-D-glucopiranosideo apigenina

Apenas o alcaloide pirrolizidinico monocrotalina foi isolado em quantidade
suficiente para a realizagao de transformacdes quimicas.
A partir da reacao de hidrélise alcalina da monocrotalina com hidroxido de

béario obteve-se a retronecina em alto rendimento (84 %).

monocrotalina retronecina
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A reacao de diidroxilacao da retronecina com tetroxido de 6smio forneceu 76
% do tetrol, e o seu tratamento com &cido meta-cloro perbenzdico (m-CPBA) o 1,2-
epoxido na forma de N-6xido.

retronecina tetrol

==
I

retronecina @]

N-6xido-a-époxido da retronecina

A reacao de hidrogenacdo de retronecina na presenca Pd/C 10% como
catalizador levou a formacéo do produto de hidrogendlise (-)-retronecanol, em 72 %
de rendimento.
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retronecina retronecanol

A obtencdo do (-)-retronecanol revelou que a estrutura deste alcaloide foi
erroneamente atribuida por Pandey & Chakrabarti, 1996, que, na verdade, obtiveram
0 seu epimero, que corresponde ao (+)-retronecanol. Esta nossa conclusao foi

respaldada por interpretacdo dos espectros de NOESY do retronecanol.

Todas as reacdes com a retronecina apresentaram uma regioespecificidade
pela face a do anel, que pode estar ligada com a cisao cis entre o par de elétrons do
nitrogénio e o hidrogénio do carbono 8 do esqueleto azabiciclo, e com o pseudo anel
formado entre H (11°) e O (10).

Como perspectivas ficam os ensaios bioldgicos sobre a possivel atividade dos
derivados hidroxilados de retronecina como antivirais. Estes ensaios deverao ser
realizados pelo grupo do Professor Amilcar Tanuri do Instituto de Biologia do Centro

de Ciéncias de Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro.



5 - PARTE EXPERIMENTAL
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5.1 — Instrumentacao:

As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear de '*C e 'H foram realizadas
nos espectrofotémetros Bruker AC-300p (300 MHz, 7.0 Tesla), Varian Gemini 300
(300 MHz, 7.0 Tesla) e Varian Inova 500 (500 MHz, 11.7 Tesla), localizados no
Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas e em aparelho da
marca Varian Mercury de 300 MHz localizado no Instituto de Macromoléculas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Também foram obtidos espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear no Departamento de Quimica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro no aparelho da marca Bruker, modelo Avance, de 4,7T
(200 MHz para '"H e 50 MHz para *C) e 7,0T (300 MHz para 'H e 75 MHz para '*C).

Todas as medidas foram feitas em tubos de 5 mm de didmetro utilizando
tetrametil-silano (TMS) como referencial interno. Os valores dos deslocamentos
quimicos foram expressos em unidades adimensionais (), representando partes por
milhdo (ppm) da frequéncia aplicada. As areas relativas dos sinais foram obtidas por
integracao utlizando o programa ACD — SpecManager 4.0.

As analises por Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas foram realizadas em cromatégrafo Hewlett Packard modelo 6890
acoplado a um detetor de massas Hewlett Packard modelo 5972 com ionizagdo por
impacto de elétrons a 70eV. A coluna capilar utilizada foi DB-1 HT (composicao-
apolar) de 15m de comprimento, 0,2 mm de diametro interno e 0,10 um de
espessura de fase interna. O gas de arraste utilizado foi hélio com uma razéo de 1
mL/min. A temperatura da coluna foi inicialmente 40°C (durante 8 min apds a
injecdo), seguida por uma rampa de temperatura a 3°C/min até 200°C e 15°C/min
até 250°C. O injetor foi operado a 250°C.

As sementes foram moidas em moinho tipo Willye da marca Tecnal, modelo
TE 650.

Os produtos de reagao foram purificados em coluna cromatografica utilizando
silica gel da Aldrich (70-230 mesh), alumina basica da Merck (70-230 mesh) e resina
de troca ibnica Dowex 50 Wx8 — 400 (Aldrich).

O acompanhamento das reacbes e das separagdes em colunas
cromatograficas foi realizado por cromatografia em camada fina utilizando

cromatofolhas de aluminio da marca Merck, recobertas por silica gel 60 Fas.
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5.2 - Coleta do Material:
Vagens contendo sementes secas de Crotalaria retusa, Crotalaria pallida e
Crotalaria incana foram coletadas no Parque Tecnoldgico do campus da Cidade

Universitaria da Universidade Federal do Rio de Janeiro em julho de 2008.

5.3 - Obtencao do extrato de C. retusa:

Em um baldo de fundo redondo (500 mL) contendo 300 mL de etanol foi
acoplado um extrator do tipo soxhlet contendo 50 g de sementes moidas de
Crotalaria retusa. O tempo de extracao foi de 24 horas. O extrato obtido apos
concentracdo sob pressao reduzida forneceu 7,4 g de uma resina de coloracéao

marrom.

5.3.1- Fracionamento acido-base do extrato de C. retusa:

O extrato obtido (7,5 g) foi solubilizado em 75 mL de solucdo HCI 3% (pH 0) e
7 mL de metanol com auxilio de leve aquecimento. A fracdo aquosa acida foi
extraida com diclorometano (5 x 25 mL) em funil de separacdo até que a fase
organica se torna-se incolor. As fases organicas foram reunidas e evaporadas. A
solucdo aquosa adicionou-se NH,OH até atingir pH 9. Em seguida, esta fracao
basica foi extraida exaustivamente com diclorometano. As fases organicas, a
medida que foram sendo obtidas, foram evaporadas separadamente em evaporador
rotatério. Cada fracdo organica evaporada resultou em um pd branco. Somente
quando cessou a obtencdo deste sélido branco se encerrou a extracdo em pH
alcalino. Obteve-se 2,5 g de sdélido branco (5,0 %). Este sdélido foi identificado como
sendo a monocrotalina.

Cromatografia em camada fina (CCF) em cromatofolhas de silica gel 60 do
solido obtido resultante do fracionamento acido-base, utilizando-se como eluente
diclorometano : metanol (1 : 1), apds revelacdo com o reagente de Dragendorff,

apresentou uma mancha de cor laranja com rf de 0,4.
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T

RMN de '*C (125 MHz, CDCls), 6: 174,1 ; 173,6 ; 134,2 ; 132,8 ; 78,9 ; 77,0 ; 76,8 ;
74,9 ;61,3;60,4 ;53,7 ;44,3;33,6;22,1;17,8;13,8.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls), 5 (integracdo, multiplicidade, J em Hz): 6,0 (1H, d,
J=1,9) ;5,1 (1H, m); 4,8 (1H, d, J=11,8); 4,7 (1H, dd, J= 11,8; 0,9); 4,4 (1H,m) ; 3,9
(1H,m) ; 38,4 (1H, ddd, J=1,4;5,2; 16,2) ; 3,3 (1H, m) ; 2,8 (1H, q, J=7,1); 2,6 (1H,m) ;
2,1(2H, m); 1,4 (8H, s); 1,3 (8H,s);1,2(8H,d, J=7,1).

5.4 - Obtencao do Extrato de C. incana:

Em um baldo de fundo redondo (500 mL) contendo 300 mL de etanol foi
acoplado um extrator do tipo soxhlet contendo 50 g de sementes moidas de
Crotalaria incana. O tempo de extracao foi de 24 horas. O extrato obtido apos
concentracdo sob pressao reduzida forneceu 3,48 g (6,9 % de rendimento) de uma

resina de coloragcdo marrom.

5.4.1 - Fracionamento acido-base do extrato de C. incana:

Na tentativa de isolar alcaloides pirrolizidinicos, 1,57 g do extrato foram
submetidos ao fracionamento &cido-base. O Extrato foi solubilizado e acidificado
com solucéao de HCI 5% (pH 0) e extraido com diclorometano. Em seguida a solucéo
aquosa foi alcalinizada com NH4,OH 25% até atingir pH 9 e pH11. As fragdes com pH
alcalinos foram extraidas com diclorometano (5 x 20 mL). A evaporacéo do solvente

organico resultou em 0,25 g de material da fracdo de pH 9 e 0,01 g da fracao de pH
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11. Ambos os solidos apresentaram aspecto resinoso de coloracdo marrom. Estes
quando aplicados em placa cromatografica e eluidos com MeOH : EtOH (1 : 1)
apresentaram coloracao laranja apos revelados com reagente de Dragendorff. Na
tentativa de purificar este material de aspecto resinoso, a fracdo de pH 9 foi
cromatografada em coluna aberta de gel de silica.

5.4.2 - Coluna Cromatografica do material obtido na fracao de pH 9 do
fracionamento acido-base do extrato obtido de C. incana:

Uma aliquota do material obtido do fracionamento acido-base do pH 9 (0,25
g) foi fracionado em coluna de gel de silica. A eluigdo da coluna foi feita com
misturas de solventes em diferentes proporcées (CH2Cl, : CH.Clo/MeOH : MeOH).

Tabela 10: Eluentes e fracoes da coluna cromatografica do material da fracao de pH 9
do fracionamento acido-base do extrato de C. incana.

Eluente % fracoes
CH.Cl, 100 1-3

CH2C|2/MGOH 95 4-19

90 20-30

85 31-35

80 36-39

75 40-43

70 44-47

65 48-51

60 52-57

55 58-61

50 62-65
45 66

40 67-69

35 70-74

30 75-77

25 78-79

20 80-83

15 84-87

10 88-89

5 90-91

MeOH 100 92-97
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Apés a andlise por CCF, as frac6es que se mostraram semelhantes foram reunidas:

5-9 20-21 33-35 41-45 63-65 74-79
10-14 22-24 36-37 48-49 66-67 80-85
15-18 25-29 38-39 53-54 68-73 86-90

5.5 - Obtencao do extrato de C. pallida:

Em um baldo de fundo redondo (500 mL) contendo 300 mL de etanol foi
acoplado um extrator do tipo soxhlet contendo 50 g de sementes moidas de
Crotalaria pallida. O tempo de extracdo foi de 24 horas. O extrato obtido apos
concentracdo sob pressao reduzida forneceu 4,2 g de uma resina de coloracao
marrom.

O extrato etandlico das sementes de C. pallida apresentou-se 0 mais distinto
dentre as 3 espécies estudadas. O cartucho feito com papel de filtro, contendo
sementes moidas da espécie, ficou tingido de amarelo durante as primeiras 22 horas

de extracdo. O extrato também de coloracdo amarela nao apresentou precipitado.

5.5.1 - Fracionamento acido-base do extrato de C. pallida:

Com o objetivo de isolar alcaloides pirrolizidinicos 1,0 g do extrato de C.
pallida foram dissolvidos em solucao de HCI 3% com auxilio de 5 gotas de metanol,
o extrato aquoso acido (pH 0) resultante foi submetido a extragdo com diclorometano
( 5x 20 mL). As fracdes organicas foram reunidas e evaporadas.

Em seguida, adicionou-se NH4,OH 25% até atingir pH 9. A fragdo de pH 9 foi extraida
com diclorometano (5 x 20 mL), adicionou-se mais NH,OH 25% até que a fracao
atingisse pH 11, e esta também foi extraida com diclorometano (5x 20 mL). As fases
organicas foram evaporadas fornecendo 0,4 g de material da fragdo de pH 9 e 0,2 g
de material da fracdo de pH 11. Ambos os produtos apresentaram aspecto resinoso

de coloracdo marrom.

5.5.2 - Coluna cromatografica do extrato de C. pallida:

Com o objetivo de purificar o extrato 1.50 mg do mesmo foi adsorvido em
silica desativada, numa relagdo aproximada extrato:silica de 1,5:1 e aplicado em
coluna cromatografica em silica gel. A eluicao foi realizada com misturas de
solventes de polaridade crescente (hexano, diclorometano/acetato, acetato de
etila/metanol). Foram recolhidas 45 fragdes de 130 mL.
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Tabela 11: Eluentes e fracoes da coluna cromatografica do extrato obtido de C.

pallida.
Eluente % Fracao
Hexano 100 1-2
Diclorometano 100 3-5
Diclorometano/Acetato de etila 90 6-10
75 11-13
50 14-15
25 16-25
Acetato de etila 100 27-29
Acetato de etila/Metanol 90 30-32
75 33-35
50 36-37
25 38-39
Metanol 100 40-43

Apos evaporagao do solvente foi realizada CCF de todas as fragées, sendo as

placas reveladas com solucao de sulfato cérico.

As fragdes de 33 a 35 apresentaram sinais caracteristicos de flavonoides em RMN

de 'H.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO), 5 (integracdo, multiplicidade, J em Hz): 7,9 (2H, d,
J=8,4); 6,9 (2H, d, J=8,4); 6,7 (1H, s); 6,3 (1H, s); 5,2 (1H, sl); 5,1 (1H, d, J=3,6); 4,5

(1H, d, J=7,2): 3,1 (10H, m).

RMN "3C (75 MHz, DMSO), 6: 182,1; 164,2; 162,6; 161,4; 160,6; 155,9; 129,0;
121,5; 116,1; 104,6; 104,1; 102,4; 100,3 ; 98,5; 91,8; 82,5; 77,3; 74,4; 72,9; 72,8;

70,6; 69,9; 71,7; 62,2.

5.6 - Hidrolise alcalina da monocrotalina:



Em um baldo de 2 bocas colocou-se 5,3 g de monocratalina, 80 mL de agua
e 3,3 g de hidréxido de bario octa-hidratado. Esta suspensao foi refluxada durante
120 minutos sob atmosfera inerte de argdnio e agitacdo. Em seguida o hidréxido de
béario foi precipitado com CO. (gelo seco), e a solugdo resultante foi filirada e
evaporada. O produto da hidrélise foi isolado em coluna cromatografica de alumina
basica com a mistura de eluente CHCIl; : MeOH : NH,OH (42,5 : 7 : 1). Foram
coletadas 30 fragdes que depois de evaporadas resultaram em 2,63g de um sélido
amarelo claro. O rendimento da reacéo foi de 84%.

OH

RMN '3C (75 MHz, CDCls), 6 : 137,5;127,4 ;79,4 ;71,0 ;61,8 ; 58,8 ; 54,1 ; 35,3.

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs), 5 (integracdo, multiplicidade, J em Hz): 5,7 (1H, s);
4,3 (4H, m); 3,8 (1H, dd, J=15,4;1,4); 3,4 (1H, dd, J=15,4; 5,0); 3,2 (1H, d, J=7,3);
2,7 (1H, m); 1,9 (2H, m).

5.7 - Reacao de Diidroxilacao da Retronecina:

Em um baldo de fundo redondo (25 mL) 50 mg de retronecina foi dissolvida
em 1,9 mL de acetona e 1,3 mL de agua destilada. A essa solugéo foi adicionado 75
mg de N-6xido de N-metilmorfolina (NMNO) e 0,16 mL de solucdo de tetréxido de
6smio (0,2 M). A reacao foi mantida a temperatura ambiente sob agitacdo por 24
horas. Como a reacdo nao ocorreu neste tempo, adicionou-se mais 75 mg de
(NMNO) e 0,16 mL de tetréxido de 6smio, mantendo-se a reagdo por mais 12h. A

mistura reacional foi purificada em coluna de resina de troca iénica.
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RMN '3C (125 MHz, CD;0D), 5 : 81,1 ;79,0 ; 71,8; 70,4 ; 64,3 ; 60,8 ; 54,8 ; 36,8.

RMN 'H (300 MHz, CDs;OD), & (integracdo, multiplicidade, J em Hz): 4,4 (1H, t,
J=8,5); 4,3 (1H, sl); 3,9 (1H, d, J=11,4); 3,8 (1H, d, J=11,4); 3,4 (1H, sl); 3,3 (1H, m);
3,2 (1H, m); 3,0 (1H, m); 2,9 (1H, m); 1,9 (2H, m).

5.8 - Reacao de Hidrogendlise da Retronecina:

Em um balao de 10 mL foi adicionado 114 mg de Retronecina, 12 mg de Pd/C
10% e 2 mL de acetona. A solugdo foi mantida, sob agitacdo, sob atmosfera de
hidrogénio (1atm) por 24 horas. A mistura reacional foi filtrada em algoddo e em
coluna de silica gel com CHClI3 : MeOH : NH4,OH (14 : 6 : 1).

HO

T

RMN '3C (50 MHz, CDCls), 6 : 74,2 ; 71,3 ; 55,2; 54,5 ; 36,8 ; 34,9 ; 32,0 ; 12,7.

RMN 'H (300 MHz, CDCls), 5 (integracdo, multiplicidade, J em Hz): 4,6 (1H, sl);
4,0 (1H, m); 3,9 (1H, m); 3,6 (1H, m); 3,2 (1H, m); 3,1 (1H, m); 2,5 (1H, m); 2,2 (2H,
m); 2,1 (1H, m); 1,9 (1H, m); 1,3 (3H, d, J=6,7).



5.9 - Reacao de Epoxidacao da Retronecina:

Em um baldo de 50 mL contendo 300 mg de retronecina foi adicionado 12 mL
de diclorometano, sob agitacdo, a temperatura ambiente. Apds a solubilizacdo da
retronecina, o balao foi mantido em banho de gelo até que 1,33 mg de acido meta-
cloro perbenzéico fossem adicionados. Apds 64 horas de reacdo, sob atmosfera
inerte de argbnio, a temperatura ambiente e agitacdo constante, o solvente foi
evaporado e o material cromatografado em coluna de silica gel com o eluente CHCI3
: MeOH : NH4OH (14 : 6 : 1). O rendimento da reagao foi de 70%.

RMN '3C (125 MHz, CD50D), 5: 90,0 ; 74,0 ; 73,9 ; 70,4 ; 66,1 ; 59,7 ; 59,6 ; 34,8.
RMN 'H (500 MHz, CD;0D),  (integracdo, multiplicidade, J em Hz): 4,7 (1H, m);

4,3 (1H,d, J=13,0); 4,2 (2H, m); 4,1 (2H, m); 4,0 (1H, s); 3,9 (1H,dd, J=11,5; 8,5);
3,8 (1H, d, J=13,0); 2,6 (1H, m); 2,1 (1H, m).



6 - ESPECTROS
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Figura 43: Espectros de RMN de 'H da monocrotalina (A) e expansées(B) e (C) (CDCls,
300 MHz).




Espectros - 79

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50

dWmewwmmemmmmwwwwww T ——

e

40

Figura 44: Espectro de RMN de *C da monocrotalina (CDCl;, 75 MHz).
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Figura 45: Espectro HMQC da monocrotalina (CDCI;, 300 MHz).
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Figura 46: Espectro HMBC da monocrotalina (CDCI;, 300 MHz).
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Figura 47: Espectro COSY da monocrotalina (CDCI;, 300 MHz).
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Figura 48: Espectro NOESY da monocrotalina (CDCI;, 300 MHz).
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Figura 49: Espectro de massas da monocrotalina.
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Figura 50: Espectro de RMN de 'H da retronecina (A) e expansées (B) e (C) (300 MHz,
CDCI,).
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Figura 51: Espectro de RMN de '*C da Retronecina (75 MHz, CDClI;).
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Figura 52: Espectro de massas da retronecina.
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Figura 53: Espectro de RMN de 'H do tetrol (A) e ampliacdes (B) e (C) (300 MHz,
CD;0D).
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Figura 54: Espectro de RMN de "*C do tetrol (75 MHz, D,0).
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Figura 55: Espectro HMQC do tetrol (300 MHz, D,0).
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Figura 56: Espectro HMBC do tetrol (300 MHz, D,0).
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Figura 57: Espectro COSY do tetrol (300 MHz, D,0).
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Figura 58: Espectro NOESY do tetrol (300 MHz, D,0O).
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Figura 59: Espectro de RMN de "*C do retronecanol (50 MHz, CDCI5).
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Figura 60: Espectro de RMN de 'H do retronecanol (A) e ampliacdes(B) e (C) (300 MHz,
CDCI,).
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Figura 61: Espectro HMQC do retronecanol (300 MHz, CDCl5).
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Figura 62: Espectro HMBC do retronecanol (300 MHz, CDCI,).
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Figura 63: Espectro COSY do retronecanol (300 MHz, CDCI,).
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Figura 64: Espectro NOESY do retronecanol (300 MHz, CDCI,).
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Figura 65: Espectro de massas do retronecanol.
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Figura 66: Espectro de massas da platinecina.

Figura 67: Espectro de RMN de *C do N-6xido-a-1,2-epoxido da retronecina (125 MHz,
CD;0D).
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Figura 68: Espectro de RMN de 'H do N-6xido-a-1,2-epéxido da retronecina (A) e
ampliacao (B) (500 MHz, CD;0D).
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Figura 69: Espectro de RMN "*C do flavonoide (300 MHz, DMSO).
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