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RESUMO

Nesta dissertacdo sao descritos o isolamentceentdetcdo estrutural de alguns produtos
naturais, presentes nos extratos organicos daleaian espécime deictyoloma vandellianum
A. Juss, coletado na Chapada Diamantina, BahiaeXd@to diclorometanico da casca da raiz
foram isoladas cinco cromonas. Do extrato hexadeerne da raiz foi isolado um esteroide.
Dois alcaloides foram isolados do extrato metandic cerne da raiz. As substancias isoladas e
caracterizadas foram: 6-(3-metil-2-butenil) alloptelina éter metilico; 8-(3-metil-2-butenil)
spatheliacromeno éter metilico; 6-(3-metil-2-budenallopteroxilina; 8-(3-metil-2-butenil)
spatheliacromeno; spatheliabiscromends-sitosterol;  N-metil-8-metoxiflindersina e 8-
metoxiflindersina. Elas foram determinadas por egpscopia de infravermelho, técnicas de
RMN, associacdes com propostas de biossintese eatagdo com dados da literatura. A
localizacdo do génerDictyolomatem sido duvidosa desde a primeira vez em quedscrito
como integrante da familia Rutaceae. O isolamemocrdmonas preniladas na espébie
vandellianumA. Juss, metabolitos que ndo sdo encontrados emosogéneros da familia
Rutaceae, demonstra a singularidade do géneroodéesta familia. Deste modo, o isolamento
de metabdlitos caracteristicos de Rutaceae e damooas preniladas contribui com a

guimiotaxonomia do género.

Palavras-chaveDictyoloma cromonas, alcaloides.



ABSTRACT

This work presents isolation and structural deteation of some natural products in
organic root extract oDictyoloma vandellianumA. Juss found in the Chapada Diamantina,
Bahia. Five chromones were isolated from root dichloromethane extract and a steroid from
root core hexane extract. Two alkaloids also igolarom root core methanolic extract. The
following compounds were isolated and characterize&g3-methyl-2-butenyl) allopteroxylin
methyl ether; 8-(3-methyl-2-butenyl) spatheliachesmmethyl ether; 6-(3-methyl-2-butenyl)
allopteroxylin; 8-(3-methyl-2-butenyl) spatheliaohren; spatheliabischromefi:sitosterol; N-
methyl-8-methoxyflindersine and 8-methoxyflindessinThat compounds were determined by
Infrared Spectroscopy and Nuclear Magnetic Resaatechnique. Associations with
biosynthesis approach and comparison with liteeatiata were also done in this thesis. The exact
localization of the genuBictyolomahas been doubtful since its first description asmier of
Rutaceae family. Prenyl-chromones type isolatiamfiD. vandellianumA. Juss demonstrates
the importance of the plant study. The prenyl-clooes type has not been found in other genus
of Rutaceae family. So, isolation of Rutaceae wpimetabolites and prenyl-chromones

contributes with the chemotaxonomy of the genus.

Key-words:Dictyoloma chromones, alkaloids.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

1.1 Consideracg0es iniciais

A magnitude da biodiversidade brasileira ndo €éheoitla com precisdo tal a sua
complexidade, estimando-se a existéncia de mai®idamilhdes de espécies distintas de plantas,
animais e microorganismos. O Brasil é o pais conomaiversidade genética vegetal do mundo,
promissora em compostos com potencial bioativo &12996).

As plantas sdo uma importante fonte de produtagraia biologicamente ativos, muitos
dos quais sao utilizados como modelos para sidesen grande numero de farmacos. Quimicos
organicos de produtos naturais mostram-se impresdas pelo fato desses metabdlitos
encontrados na natureza revelarem uma diversidaalgegnacreditadvel em termos de estrutura,
propriedades fisico-quimicas e biologicas (SOEJARTYD6).

Os compostos de origem natural desempenham afgap®s importantes na medicina
moderna. Fornecem alguns medicamentos extremanaise cuja producdo e comercializagdo
na forma sintética é dificil, se ndo impossiveltr&reles estdo grupos tado diversificados de
substancias como os alcaldides da papoula proddtoépio Papaver somniferumdo esporéo
do centeio Claviceps purpurep das plantas solanaceas e os glicosideos canio$) da
digitalis Digitalis purpureg. De fontes naturais também s&o retirados compagte podem ser
ligeiramente modificados para tornarem-se maigeéis ou menos toxicos. Exemplo disso séo as
numerosas variacdes da molécula da morfina. Oitengapel € sua utilidade como protétipos ou
modelos para medicamentos sintéticos que tenhawdaates fisiolégicas semelhantes as
substancias de partida. A procaina e o0s anestésimags similares sdo citados como
representantes dessa categoria (ROBBERS & TYLE®7)19

Ao considerar a perspectiva de obtencdo de n@rosatos, dois aspectos distinguem os
produtos de origem natural dos sintéticos: a didade molecular e a funcdo biologica. A
diversidade molecular dos produtos naturais é nseufzerior aquela derivada dos processos de
sintese, que, apesar dos avancos consideravais, @ilimitada. Além disso, como produtos de
organismos que possuem muitas similaridades conetabmlismo dos mamiferos, os produtos
naturais muitas vezes exibem propriedades bioledeSBET & MOORE, 1997).
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Por centenas de anos drogas e medicamentos dradgitém sido usados na medicina,

tendo produtos naturais como principios ativosudtst quimicos, clinicos e farmacoldgicos

destes medicamentos tradicionais, predominantendsgrigados de plantas, formaram a base

terapéutica inicial da medicina atual. Exemplogetemedicamentos s&o a aspirina, digitoxina,
morfina, quinina e pilocarpina (BUTLER, 2004). Oh&ea figura 1.1.1.

quinina

(e)

AAS

o)
OH
le}
HO o
o] o o O
o
OH H
OH
OH

pilocarpina morfina

digitoxina

Figura 1.1.1Exemplo de compostos que formaram a base terapénittal da medicina atual.

Drogas derivadas de produtos naturais estdo bemesmypadas no topo dos 35
medicamentos de marca mais vendidos mundialmen2086) 2001 e 2002 (BUTLER, 2004).

O uso de produtos naturais como matéria-prima @astntese de substancias bioativas,

especialmente farmacos, apresenta-se amplameatadelao longo do tempo. Um exemplo

marcante € representado pelos trabalhos de Rusddhiker sobre a sintese de horménios

esteroides, como a progesterona, a partir de ssgmigoladas de cactus do altiplano mexicano.

Esta planta é conhecida como “cabeza de neddais¢orea macrostachy8enth) e contém

diosgenina. Estes trabalhos foram de fundamentpbrit@incia para o estudo de hormdénios
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esteroides e contribuiu significativamente parascdberta subsequente da pilula contraceptiva
feminina.

A pesquisa fitoquimica tem por objetivo conhecgrconstituintes quimicos de espécies
vegetais ou avaliar a sua presenca. Quando nasiedle estudos quimicos sobre a espécie de
interesse, a andlise fitoquimica preliminar podgicer os grupos de metabdlitos secundarios
relevantes na mesma. Caso o interesse estejaarestnna classe especifica de constituinte ou as
substancias responsaveis por determinada atividadiégica, a investigacdo devera ser

direcionada para o isolamento e elucidagéo estiudestas (SIMOESt al, 2002).

1.2 Familia Rutaceae

Rutaceae € uma familia composta por arvores estadwgue apresenta alguns géneros
com importancia econbmica. Exemplo disto sdo osm@&Citrus com frutos comestiveis,
Flindersia com sua madeiraBoronia com seus 6leos aromaticos. A familia Rutaceaeija f
classificada em muitas ordens incluindo Sapind&esaniales e Rutales (SCOET al, 2000).
Observe a tabela 1.2.1.

A primeira classificacdo compreensiva em Rutadeaéeita por Engler, em 1931. Ele
dividiu a familia em sete subfamilias. Quatro dgstBlindersioideae, Dictyolomatoideae,
Spathelioideae e Rhabdodendroideae foram objetsigigficante controvérsia a respeito da
classificacdo das mesmas. As outras trés subfansifia Rutoideae, Toddalioideae e Citroideae
(QUARDEREet al, 1991).

Antes da classificagdo feita por Engler, Benthaimoeker, em 1862, acreditavam que
Spathelioideae estaria melhor localizada em Sinm@eae. Metcalfe and Chalk, em 1950,
sugeriram que Dictyolomatoideae também estaria onaliftuada em Simaroubaceae. Em 1973,
Adams et al, sustentaram a localizacdo de Spaithedie em Rutaceae com base no isolamento
do alcaldide 2-quinolénico N-metilflindersina, é3patheliaL (SCOTTet al, 2000), e com base
na presenca de limondides nesta subfamilia (VIE#RA, 1988). Morton et al, em 1996, usaram
dados genéticos para mostrar que Dictyolomatoidea8pathelioideae formam um grupo
filogenético separado do resto de Rutaceae (SG£EaT 2000).
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Tabela 1.2.1 Representacdo das ordens Sapindales, Rutalesni@esasegundo alguns autores. O asterisco

corresponde a classificagcdes baseadas em dadosuiacts.

Dahlgren
Bentham _
1989; Cronquist Thorne Chase et Gadek et
e Hooker
Engler 1968 1992 al 1993*  al 1996*
1862
1931
Aceraceae
Anacardiaceae _ _
) Sapindales Sapindales
Sapindaceae
Hippocastaneaceae
Melianthaceae
Meliaceae
Rutales Rutales
Cneoraceae
Burseraceae :
Geraniales Rutales
Rutaceae _
_ Sapindales
Simaroubaceae
Rutales

Leitneriaceae

Ptaeroxylaceae

Fonte: SCOTTet al, 2000.

Estudos de proximidade entre espécies, baseadodadns genéticos, tém mostrado

arvores genéticas com topologia muito similar. Paubfamilias, a topologia destas arvores

mostra uma clara distincdo entre Dictyolomatoidé@e&tyoloma vandellianumA. Juss) e

SpathelioideaeSpatheliasp.), do resto de Rutaceae. Isto é baseado nos datidos por Morton
et al, em 1996 (SCOTat al, 2000). Observe figura 1.2.1.
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" Acrenychia acidula

Medicasma cunninglamii

Boronia denticulatn

Lunasia amuara

Bosistoa pentdcoced

Colodendrum capense

Coleonemn pulchrinm Rutoideae

Correa reflexa

Eriostemon myaporaides

Nemutolepis phebalivides

Diploly nticrocephaln

Phellodendron amurense

Zanthexylum armatum

Flindersiu acuminata Flindersiodeae
Casisniron edulis Rutoideae
Aegle marmelos
—— Citruy fimon
Murrayn exotica Citroideae
Micromelum minutum
Glycosmis irifofliata
Ruta graveolens Rutoideage
——— Dictyolomy vandeliianum  Dictyolomatoidene
— Spatheliu sp. Spathelividene
Toouna ciliate Meliaceae

Fonte: SCOTTet al, 2000.

Figura 1.2.1 Arvore de proximidade genética entre espécieRetaceae.
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Um exame da distribuicdo sistemética de alcaloicle®arinas, limondides, flavondides e
cromonas em Rutales conduziu Waterman, em 1983p@oip uma evolugdo bioquimica da
ordem. Hé diferencas consistentes entre os limesdi® Rutaceae e aqueles de Meliaceae. De
acordo com Waterman, uma consideracao sobre aldigses de metabdlitos secundarios conduz
a conclusdo que Meliaceae, Cneoraceae e Simaragaeeluiram a partir da familia proto-
Rutaceae. A variedade de alcalbides e cumarinasn#ada em Rutaceae, ndo observada em
outras familias, sugere que uma evolucdo quimibsatancial deve ter ocorrido na familia proto-
Rutaceae, separando-a de Cneoraceae, Meliaceamm@ibaceae (SARTOR al, 2003).

A familia Rutaceae produz cinco grupos difererdesalcaléides, que apresentam a
seguinte classificacdo com base nas origens bitigasé

— Alcaléides derivados da fenilalanina e tirosina;

— Alcaldides derivados do triptofano tais cofiroarbolinas e cantin-6-onas;

— Alcaldides derivados do acido antranilico;

— Alcaldides derivados da histidina e imidazais;

— Alcaldides de origem incerta como os carbazais.

Em termos de alcaldides tipicos de familias, aguelerivados do acido antranilico
representam excelentes marcadores taxondmicosfdasiiega € certamente Unica na producdo de
um vasto grupo de alcaldides, baseados na combimgicial do 4cido antranilico com uma ou
mais unidades de acetato. Uma série destes é aesiagfigura 1.2.2. Todos eles sdo Unicos em
Rutaceae, ou no minimo, tal familia € foco princip@ ocorréncia deles. As familias
filogeneticamente associadas a Rutaceae tais comardhibaceae, Meliaceae e Cneoraceae,
parecem ser larga ou inteiramente incapazes nagiodlestes alcaldides.

A diversidade destes metabdlitos secundarios rérimentada ainda mais pela habilidade
das espécies da familia Rutaceae em empregar adenidopentila, proveniente do acido
mevalbnico. Esta unidade pode gerar anéis do timd e pirano (WATERMAN, 1999).
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Adaptado de WATERMAN, 1999.

Figura 1.2.2 Principais classes de alcal6ides derivados dinamitranilico em Rutaceae.
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1.3 O génerdDictyoloma Juss

DictyolomaJuss contém somente duas espé@esjandellianumA Juss (sinonimid.
incanescen®C) com ocorréncia no Brasil[2. peruvianumgue ocore no Peru (VIEIRALt al,
1988).D. peruvianumé comum também na Bolivia. Trata-se de uma pegaemae usada na
medicina popular para tratamento de leishmaniose &lcaldides 4-quinoldnicos, dictyolomida
A e B, foram isolados da casca do caule (LAVABIaL 1995). Ver figura 1.3.1.

RlM

OH

A

Figura 1.3.1 Alcaldides isolados dB. peruvianumdictyolomida A (1) e dictyolomida B (2)

A localizacdo dos génerdictyolomaJduss eSpathelial. tem sido duvidosa desde que
eles foram descritos pela primeira vez por Linng&d62), como integrantes da familia Rutaceae
(LIMA et al 2005). Em 1825, De Candolle classificou-o comogémero mal definido na ordem
Terebinthaceae, equivalente & moderna descricaltedsbinthaceae (VIEIRAt al 1988). De
acordo com Bentham e Hooker (186Fpathelia e Dictyoloma pertenciam a ordem
Simaroubaceae, mas depois 0s reclassificaram eatéad, localizand8patheliana subfamilia
Spathelioideae ®ictyoloma na subfamilia Dictyolomatoideae (LIMA&t al 2005). Engler,
também primeiro incluiu este género em Simarouleggcparém mais tarde, o removeu para
Rutaceae, classificanddictyolomacomo um género singular na subfamilia Dictyolonaae
(VIEIRA et al, 1988).

No diagrama filogenético de Waterman, figura 1.BRtyolomatoideae aparentemente
ocupa uma posicao entre os géneros proto-Rutacepatleelioideae, entretanto proximo da tribo
Zanthoxyleae (SARTOIRt al, 2003).
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Dictyoloma e Spathelia sdo conhecidos por apresentarem alcaléides 2{Quinos,
cromonas preniladas e limondides. Contudo, crom@mesiladas tém sido descritas para 0s
génerosSpathelia Dictyolomae Harrisonia, bem como géneros de Cneoraceae e Ptaeroxylaceae.
As cromonas nao tém sido encontradas em outrosagde Rutaceae e Simaroubaceae. Deste
modo, de acordo com Waterman (1983) a ocorrénciacmenonas nestes géneros €
filogeneticamente significante por segrega-los emgrupo distinto e proximo na associacao
com a familia Rutaceae (LIMAt al, 2005).

Fonte: SARTOR, 2003.

Figura 1.3.2 Diagrama filogenético de Waterman para ordem IBsitédbaseado na distribuicdo de metabdlitos
secundarios usado aqui para localizar a subfaitisyolomatoideae, que previamente ndo foi inclypdafalta de
dados fitoquimicos. Au = Aurantioideae, Ba = Baleaittinae, Bo = Boronieae, Ci = Citrineae, Cl = @aninae,
Cn = Cneoraceae, Cu = Cusparieae, Di = Diosmeae, Digtyolomatoideae, Fl = Flindersioideae, Ha =ri®nia
(Simaroubaceae), Me = Meliaceae, Mi = Micromelina#&®} = género proto — Rutaceae, Pt = Ptaeroxyladeiae
Rutinae, Ru = Rutoideae, Si = Simaroubaceae, Spath8lioideae, To-I = Toddalioideae (contém cunzjnTo-2
Toddalioideae (contém acridonas), Tr = Triphasiinda = Zanthoxylae (Waterman, 1983%;.Distribuicdo de

cromonas.A distribuicdo de 2-alquil-4(1H)-quinolonas.



1.4 A espécidictyoloma vandellianum A. Juss

Com ocorréncia no Brasil, esta espécie pertenaa género que remete a divergéncias
em sua classificacdo. Os resultados dos estuaagifiihicos realizados nesta espécie, ao longo
do tempo, tém contribuido para confirmagéo de ss&fo taxonémica.

Os alcaldides, limondides e cromonas que foranadss deD. vandellianumsdo muito
préximos daqueles isolados @&pathelia sorbifoliamostrando a afinidade quimica entre as
subfamilias Spathelioideae e Dictyolomatoideae. si@fmando que as cromonas sao
desconhecidas em Rutace&patheliae Dictyolomadiferem dos outros géneros desta familia
(VIEIRA et al, 1990).

Os alcalbéides 2-alquil-4(1H)-quinolonicos que t&itdo recentemente isolados de
Dictyoloma vandellianune Spathelia excelsenostraram similaridade com a tribo Zanthoxyleae,
gue apresenta alguns alcalb6ides desta classe. @mtes fortemente suportam as conclusées
taxondmicas de Chase e Scott e permitiram Satt@rincluirem Dictyolomatoideae no diagrama
filogenético de Waterman, em uma posi¢cado entre éeergs proto-Rutaceae e a subfamilia
Spathelioideae, entretanto proximo da tribo Zangteae (LIMA et al, 2005).

Uma amina simples (VIEIRAt al, 1988), o alcal6ide 8-metoxiflindersina, o triteno 3-
sitosterol (SARTORet al, 2003) e limondides também foram isoladosDdevandellianum A
ocorréncia destes metabdlitos foi importante para melhor posicionamento do género na
familia Rutaceae (VIEIRAet al, 1990). A figura 1.4.1 apresenta as substanciasojadas na

espécie.
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| 8
b
R=H : 2-(14’-hidroxi-14’,15'- R=H : 2-(12-hidroxi-12’- 2-(n-decanil)-4-quinolona
dimetilhexadecanil)-4-quinolona metiltridecanil)-4-quinolona
R=0OMe : 2-(14’-hidroxi-14',15'- R=OMe : 2-(12'-hidroxi-12’-
dimetilhexadecanil)-3-metoxi-4- metiltridecanil)-3-metoxi-
quinolona quinolona
o
OMe
MeO.
X
N
MeO’ lil [e]
OMe Me

. . N-metil-4,7,8-trimetoxi-2-quinolona
R=OMe : 6-metoxidictyolomida A R=H : 6-(3-metil-2-butenil)- a
allopteroxilina

R=OMe : 6-(3-metil-2-butenil)-
allopteroxilina éter metilico

OMe

T
H

OMe

8-metoxiflindersini casimiroin: deacetilespathelina

Figura 1.4.1. Substancias previamente isolada®dgandellianum
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1.5 Breves consideragfes sobre as classes de métmisésecundarios isolados na espécie
1.5.1 Cromonas

Quimicamente, o termo cromona refere-se a estsitcwan 0 nucleo 1,4-benzopirona.
(EDWARDS & HOWELL, 2000). Estes metabdlitos reprgaen um pequeno grupo de
substancias naturais, cujas estruturas sao isdrdasosumarinas, porém com rotas biossintéticas
distintas. As furanocromonas dos frutos Atami visnagaLam. (Apiaceae), planta encontrada
nos paises do Mediterraneo, sdo as mais conhatdasnto de vista medicinal, sendo a quelina
seu principal representante pelas suas acfes ls#iaddras e broncodilatadoras (REYNOLDS,
1993). Esta foi a primeira cromona usada pura ragpéeitica. Farmacologicamente foi estudada
por Samaan em 1932, que mostrou que sua ativiédadeante da musculatura lisa deve-se a agéo
direta nas fibras musculares. Em 1947, Anrep ptagtraram outro uso para quelina: completo e
prolongado relaxamento da asma bronquica (EDWARDS@WELL, 2000). Foi incluida nas
farmacopéias da Franca, Russia, Alemanha, Egitetridue faz parte de alguns medicamentos
comercializados em paises europeus, com indicgigiestratamento de angina pectoris e asma
bronquica (REYNOLDS, 1993). E um protétipo pararadpcdo de cromolina sddica, droga
estabilizadora dos mastécitos (ROBBERS & TYLER, )99

seloet

cromona cumarina quelina

OMe

Figura 1.5.1.1. Diferenga estrutural entre cumarina e cromorstreiteira da quelina.

A maioria das cromonas que ocorre na naturezasemi@® grupos alcoxilico ou
hidroxilico. Uma excecdo é a 2-isopropilcromona walgfoi isolada do 6leo essencial de
Lophomyrtus bullataum arbusto que cresce na nova Zelandia, comdeds,5%. Algumas
cromonas sao substituidas por hidroxilas em C5 e @étila em C2. A primeira isolada com tais
caracteristicas foi a peucenina, obtida dos rizamedeucedanun ostruthiutdoch por extracéo

com éter e tratamento com solugcéo aquosa basica.
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A 5,7-diidroxi-2-metilcromona foi isolada da rade Daucus carotaapés inoculacdo de

fungos como Chalaropsis thielavioidese Botrytis cinerea caracteristicos de estocagem.

Cromonas contendo grupo alquilico longo na posik;&@o raras na natureza, mas Cooke e Down

isolaram 5,7-diidroxi-6-metil-2-nonacosilcromonaeguenas quantidades de homdlogos de duas

plantas australianaBjanella revolutae Stypandra grandis

Eugenina foi a primeira alcoxicromona identificatano produto natural. Foi obtida de

Eugenia caryophyllatgL.) Thunbg e caracterizada como 5-hidroxi-7-me&etilcromona.
Algumas cromonas O-glicosidicas tém sido isolada$iqliens e outras plantas (ELLIS, 1977).

Na figura 1.5.1.2 a seguir estdo as estruturasrdasonas citadas acima.

HO

isopropilcromona

() (CHp)gMe

5,7-diidroxi-6-metil-2-
nonacosilcromona

allopteroxilina éter metilico

OH o
HO (¢)
5, 7dddxi-2-metilcromona peucenina
OH o
MeO’ O
eugenina greveicromenol
OH [e] OH o

MeO (€]

OH

perforamona D perforamona B

Figura 1.5.1.z. Estruturas das cromonas citadas.
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Para algumas cromonas, estudos indicam atividaaéggicas importantes. 7-metoxi-
peucenina, allopteroxilina éter metilico, perforamo B, eugenina, perforamona D,
greveicromenol, apresentam atividade antimicob@gtér vitro. Allopteroxilina éter metilico
também apresenta atividade antimalanajitro (TUNTIWACHWUTTIKUL et al, 2006).

1.5.2 Alcaléides 2-quinolénicos

Da ordem Rutales, até abril de 1982, mais de 5d&dles haviam sido isolados de cerca
de 300 espécies, pertencentes a 87 géneros. QSddsaderivados do &cido antranilico sédo os
mais comuns em Rutaceae. Eles ocorrem nos 64 dgéngtos e em 5 das sete subfamilias da
ordem (WATERMAN & GRUNDON, 1983).

Alguns alcaldides 2-quinolénicos sdo também chasate quinolonas hemiterpendide
triciclicas, por apresentarem um grupo prenilicgaosicdo 3. Isto possibilita formacéo de anéis
do tipo pirano ou furano, originando estruturasigticas (BRAVOet al, 1988).

Todos os alcaldides 2-quinolénicos conhecidos @éigenadas na posicdo 4. Muito
raramente uma metoxila ocorre na posicdo 3 queidrdgmente apresenta um grupo prenilico
como substituinte. No anel benzénico grupos metaxilmetilenodioxilico ou oxiprenilico
aparecem como substituintes das posicoes 6, WATERMAN & GRUNDON, 1983).

Apesar de incomum, algumas substancias desta @asseem substituintes oxigenados
na posicdo 3. A 3,4,8-trimetoxi-2-quinolona foilata de partes aéreas do arbusto australiano
Eriostemon gardneri

O alcaldide atanina foi isolado pela primeira ve£Egdodia rutaecarpauma planta usada
na medicina tradicional chinesa. Este alcaléidddcalizado por fracionamento biodirecionado
contra 0 nematéid®stertagia circumcinctaDepois de purificado também apresentou atividade
contra o parasita humaischistosoma mansoni

Dois exemplos de piranoquinolonas sao os alcadd@thosimulina e huajiaosimulina,
isolados dezanthoxylum simulan®s quais apresentam atividade contra linhagertldéas de
cancer de mama (MICHAEL, 1997a).

A glicocitridina € um alcaldide 2-quinolénico isdtadas folhas d&lycosmis citrifolia
O grupo formila, um substituinte ndo usual, aparec@osicdo 3. Delaplophyllum perforatum

foi isolado a haplosamina, uma 2-quinolona com t#uidse prenila pouco comum.
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Algumas piranoquinolonas foram isoladas das fottegepris bilocularis uma arvore de
florestas do sul da India. Sdo elas: haplaminaefoxiflindersina, 7-preniloxiflindersina, N-
metil-7-preniloxiflindersina. Este padrdo de oxigefio na posicao 7 tem sido observado somente
em géneros africanos cor@uicia e o propriovepris(MICHAEL, 1997b).

A classe dos alcaléides 2-quinol6nicos € utilizedimo ferramenta para discussdes sobre
classificacdo taxonémica. Como exemplo, o isolamedb alcaldide N-metilflindersina

contribuiu na classificacdo @patheliaem Rutaceae (TAYLORt al, 1973).

OMe

A
N [e] T
OMe |!| OMe H
atanina 3,4,8-trimetoxi-2-quinolona glicocitridina

N [e]

Me

haplosamina

N-metilflindersina

Me Me

zanthosimulina huajiaosimulina
Figura 1.5.2.1 Estrutura dos alcaléides 2-quinolénicos citados.
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CAPITULO 2: OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

2.1 Objetivos

* Isolar e identificar estruturas de substancias emtes na raiz deDictyoloma
vandellianumA. Juss;

» Contribuir com a quimiossistematica do génerctyoloma

2.2 Justificativa

No estudo fitoquimico de uma espécie, cujo géseja relativamente conhecido deste
ponto de vista, espera-se em principio, encontrastancias pertencentes a classes de produtos
naturais peculiares a este género. Normalmentensmos quimicos preliminares dos extratos ja
revelam um perfil compativel com a quimica do gérmr da familia. No entanto, & medida que
ocorrem 0s processos de fracionamento dos extratgmssivel a deteccdo e isolamento de
substancias, muitas vezes em quantidades sigiifisaprovenientes de rotas biossintéticas ndo
usuais para o género ou familia em questdo. Eteedciacdo constitui informagédo de grande
importancia do ponto de vista quimiotaxonémico (MERE, 2004).

Com relacdo ao génemictyoloma,surgiram duvidas acerca de sua posicado taxondémica
ao longo do tempo. Estas davidas foram criadasg entros fatores, pela presenca de cromonas,
produtos naturais que nao caracterizam a familitadRae. Desta forma, € interessante a

continuidade do estudo fitoquimico da espécie @Btapo
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CAPITULO 3: MATERIAL E METODO

3.1 Coleta do material vegetal e identificacdo botéca

O espécime vegetal foi coletado no dia 26/03/20@5presenca da botanica Prof2 Maria
Lenise Guedes, nas margens da estrada que ligaioipia de Piata e o distrito Indbia, Chapada
Diamatina — BA. O local encontra-se a 1250 metoima do nivel do mar. Ver figuras 3.1.1-2.

A planta foi identificada pela Prof2 Maria Lenisdv® Guedes, curadora do Herbario
Alexandre Leal Costa do Instituto de Biologia davdrsidade Federal da Bahia. Uma exsicata

foi deposita neste herbario.
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Figura 3.1.1Mapa do ponto de coleta — parte 1: A marca reptasedistrito de InUbia.
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Figura 3.1.2Mapa do ponto de coleta — parte 2: As marcas septam o distrito de InUbia.

3.2  Obtencao dos extratos

A raiz foi seca em estufa a 45°C por 72 horas.efiosinente, a casca foi separada do
cerne resultando, ap6és moagem, em 3849 e 157pgctasmmente.

A preparacdo dos extratos foi feita por macerag@ogdo que para a casca da raiz foram
utilizados diclorometano e metanol como solventggae 0 cerne hexano e metanol, nesta
ordem. Os macerados obtidos foram submetidos aoea@go sob pressdo reduzida, em
rotoevaporador. Resultaram desta forma, os extditbsrometanico e metandlico da casca da
raiz e hexanico e metanolico do cerne da raizuassdoram secos em dessecador. Entretanto, os
extratos diclorometanico da casca e metanodlicoednecapresentavam residuo de solvente. A
utilizacdo de diclorometano para a casca e hexan® @ cerne foi meramente em funcdo da
disponibilidade de solventes no laboratério. Abasegue a tabela 3.2.1 com a relacdo das

massas trabalhadas e a figura 3.2.1 com procedindanhaceracao.
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Tabela 3.2.1 Dados gerais de obtencdo de extratos brut@atgoloma vandellianuni. Juss

Material de partida Massa (9) Extrato bruto Massa @ extrato bruto(g)
_ diclorometanico 38,5
Casca da raiz 384 .
metandlico 13,5
_ hexanico 6,5
Cerne da raiz 1570 .
metanolico 30,0
Raiz seca
Casca Cerne
CH,Cl, 4 L (3x) —»| — Hx 7L (3x)
filtrac&o, evaporaci filtracdo, evaporaci
Extrato diclorometanico Torta Extrato Torta
da casca hexanico
doceme | cpon7L (3x—»
CH;OH 4L (3x———»
[ [
filtracdo, evaporagc filtrac&o, evaporagci
Extrato Torta Extrato Torta
metandlico metandlico
da casca do cerne

Figura 3.2.1.Procedimento para obtencdo dos extratos da raiz.
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3.3  Fracionamentos cromatograficos

Todos os extratos foram submetidos a CCD e obtenigh espectros de RMRH,
inicialmente, para observacdo de seus perfis comgréficos e espectroscopicos. Além disso, em
ensaios iniciais, todos apresentaram reacfes \assjpara reagente de Dragendorff, indicando a
possivel presenca de alcaldides.

Inicialmente, os extratos diclorometanico da cascametandlico do cerne foram
submetidos a um fracionamento rapido utilizandaural acoplada a uma bomba de véacuo,
procedimento comumente chamado de coluna filtradét.de silica 60 (63-200m) foi usado
como fase estacionaria. Posteriormente, o fracientonde todos os extratos foi realizado
utilizando cromatografia em coluna por adsorcdogeinde silica 60 (63-20Qm), com uma
relacdo de silica/extrato variando entre 20-40 sjezm massa. Foram usados diferentes sistemas
de solventes como fase movel e em cada fracionangepblaridade foi incrementada com o
decorrer da separacdo. Coletou-se um volume médiol@nL. A fase movel de cada
fracionamento foi escolhida por avaliacdo prévia@ob.

A escolha da fracdo a ser trabalhada foi baseadsea perfil cromatografico observado
por CCD, andlise da sua complexidade no espectRM ‘H e massa disponivel. As fracbes
obtidas em cada fracionamento foram monitorada@®, reveladas em camara com vapor de
iodo, lampada ultravioleta nos comprimentos de afel254 e 366 nm, RMRH e reagente de
Dragendorff para algumas fracoes.

As substancias isoladas foram caracterizadas éatralas informacdes obtidas por
experimentos de RMRH, RMN *°C, HMQC, HMBC, DEPT-135, IV e comparacdes com dados

da literatura disponiveis.
3.3.1 Extrato hexanico do cerne da raiz

Em ensaios preliminares este extrato mostrou-atvoefrente o teste de Liebermann-
Burchard, indicando possivel presenca de triterpenbou esterdides. O extrato foi submetido a

uma separacdo por cromatografia em coluna por géits@m gel de silica, cuja fase movel foi
Hx, Hx/AcOEt (98:2), (95:5), (9:1), (85:15), segoide progressivo incremento na polaridade.
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Para cada proporcao foi utilizado volume de 100 Anfracdo 5 foi escolhida para seqiiéncia do

trabalho e apos dois fracionamentos foi isolafiesdosterol (F).

Extrato hexanico do cerne dp
raiz (6,5 g)

CC Si 60 (63-200 pm)
HXx,
Hx / AcOEt (98:2), >
(95:5), (9:1), (85:15)

Fracao 5
(443 mg)
CC Si 60
Hx / AcOEt (8:2)
Fracao
CC Si 60
Hx / AcOEt (85:15)
F
(117 mg)

Figura 3.3.1... Procedimento de fracionamento do extrato hex&hicoerne da raiz.

3.3.2 Extrato metandlico do cerne da raiz

O extrato metandlico do cerne foi inicialmente metido a um fracionamento rapido
utilizando coluna acoplada a uma bomba de vacweedimento comumente chamado de coluna
filtrante. Gel de silica 60 (63-200m) foi usado como fase estacionaria. Os solverdaslas
nesta etapa foram éter de petroleo, hexano, clongdd éter etilico e metanol. Em funcédo da
disponibilidade de solventes no laboratorio foidssganto éter de petrdleo quanto hexano. Ja o
éter etilico foi utilizado por mera curiosidade.
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A fracdo cloroférmica foi fracionada por cromatdgram coluna usando como eluente o
sistema Hx/AcOEt/CHGI (9:1:1), (85:15:10), (8:2:1), (75:25:10), (7:3:Para cada proporgéo
foi utilizado volume de 100 mL. Desta forma, a Nt metoxiflindersina (G) foi isolada e
uma mistura contendo a 8-metoxiflindersina (H) deparada. Nova cromatografia em coluna,
nesta mistura, com o sistema Hx/AcOEt (8:2) e msgwo incremento na polaridade resultou na
purificacdo da 8-metoxiflindersina. Para cada propo foi utilizado volume de 100 mL.
Observar esquema do fracionamento na figura 3.3.2ehuir.

Extrato metandlico do cerne da réia g)

Si 60 (63-20(um)

EP (1L)  Hx (1l) CHQ2L) EO (2L) CEDH (2L)
Fracao EP Fracdo Hx Fracdao CHG Fracao EIO Fracdo CHOH
(12 mg) (4 mg) (2,4 9) (3.109)
CC Si 60

Hx / AcOEt / CHC}(9:1:1), (85:15:10), —»
(8:2:1), (75:25:10), (7:3:1)
| |
G (278 mg) Frac&o 10
(160 mg

CC Si 60
Hx/AcOEt (8:2) —

H (40mg)

Figura 3.3.2.%. Procedimento de fracionamento do extrato metemdlo cerne da raiz.
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3.3.3 Extrato diclorometanico da casca da raiz

O extrato diclorometanico da casca foi inicialneestibmetido a um fracionamento rapido
utilizando coluna acoplada a uma bomba de vacwocepgimento comumente chamado de coluna
filtrante. Gel de silica 60 (63-200m) foi usado como fase estacionaria. Os solverdaslas
nesta etapa foram éter de petroleo, hexano, dioletano, acetato de etila e metanol. Em funcéo
da disponibilidade de solventes no laboratoricutdizado tanto éter de petréleo quanto hexano.
A fracdo diclorometanica, entdo obtida, foi subdeeta cromatografia em coluna por adsorcao
em gel de silica 60 (63-2Q0n). A fase movel utilizada foi Hx, Hx/AcOEt (98:4R6:4), (92:8),
(9:1), seguido de progressivo incremento na padedPara cada proporcéo foi utilizado volume
de 100 mL.

O espectro de RMNH da fracdo 10 indicou presenca de mistura de dubstancias
majoritarias. Esta fracdo foi submetida a cromafigrem coluna por adsor¢cdo em gel de silica
60 (63-200 um), o que resultou no isolamento das cromonas r8d{d-2-butenil)
spatheliacromeno éter metilico (C) e spatheliabiseno (B).

A fracdo 6 depois de sucessivas separacdes emacalomatografica resultou nas
cromonas 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina (B)8-(3-metil-2-butenil) spatheliacromeno (E).
J& a fracdo 8 apos sucessivos fracionamentos aesult isolamento da cromona 6-(3-metil-2-
butenil) allopteroxilina éter metilico. Observagesma do fracionamento na figura 3.3.3.1 a

sequir.
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Extrato diclorometanico
dacascadara(385g

«——— Si60 (63-20pm)

EF (1L Hx (2L) CH,Cl,| (2L) AcOEt|(2L) CH-OH|(1L)
Fracao EP Fracao Hx FragaoCH,Cl, Fracdo AcOEt Fracao CHOH
CC Si 60
Hx
¢ Hx / AcOEt (98:2),
(96:4), (92:8), (9:1)
Fracao 6 Fracdo 8 Fracao 10
(848 mg) (2,03 g) (2,48 g)
CC Si 60 CC Si 60
Hx / ACOEt (9:1) <+ Hx/ AcOEt
- - (©:1) CC Si 60
Fracao Fracao <«— Hx/ AcOEt
6.4 8.1 (8:2)
CC Si 60 :
_ CC Si 60
Hx / AcOEt (9:1 <«— Hx/ AcOE
(9:1)
Fracao Fracdo A C B
6.4.2 6.4.% (80mg) (439 mg) (148 mg)
CC Si 60
4 Hx/AcOEt —¥]
(9:1)
E (27 mg) D (31 mg)

Figura 3.3.3.. Procedimento de fracionamento do extrato diclotémieo da casca de raiz.
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3.3.4 Consideracdes sobre as fracdes ndo descritas

Os procedimentos descritos nos itens 3.3.1-3, aefles ao isolamento das substancias
descritas neste trabalho, ndo contemplam a congmodig todas as fracdes de cada extrato. Nos
fluxogramas destes itens sdo mostrados os camupgproporcionaram as substancias mais
purificadas, tomando como referéncia os dados dé\RM e *°C. Deste modo, as massas
informadas para cada substancia isolada ndo comdsm a massa total que pode ser obtida para
cada uma destas substéncias, considerando a seagaeem outras fragdes.

Pelos dados de RMRH, é possivel constatar em outras fracdes dostestrexanico do
cerne da raiz e diclorometanico da casca da rgizsenca de cromonas preniladas com grupo
hidroxilico ou metoxilico, spatheliabiscromeno, aédides 2-quinoldnicos. Dentre estes
alcaldides podem ser observados sinais refereqtedess com nucleo flindersinico e outros que
ndo foram identificados por falta de tempo. Em@ezcdo extrato metandlico do cerne da raiz,
ndo descritas anteriormente, ndo foram observadosinais referentes as cromonas. Porém,
mantiveram-se os sinais referentes aos alcaloidgsndlonicos. Em todos os trés extratos pode-
se notar sinais de RMRH e *C que possivelmente referem-se a limonéides comedsin

proximo aquele da deacetilespatelina.
3.4  Especificacdes dos equipamentos, materiais etodbs usados
3.4.1 Equipamentos

Os espectros de ressonancia magnética nucleam fobtidos em um espectrémetro
Gemini 2000, Varian, operando a 300 MHz p#tfae 75 MHz para>C. Os espectros de
tiveram como padrao de referéncia interna o tetiitsiteno (TMS).

A eliminacdo de solventes dos macerados, realiago@ssao reduzida, foi feita em um
rotoevaporador Fisaton, modelo 801, série 40165fm @le foram utilizados um banho de
aquecimento Fisaton, modelo 550, série 117459 ebamédpa de vacuo Tecnal TE-058.

Os espectros no infravermelho foram obtidos em aspectrometro ABB BOMEM,
modelo MB100 e em um espectrometro Varian 1000 FS¢Rnitar, Series FTS 1000. Nos dois

equipamentos foram utilizadas pastilhas de KBr.
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O cromatografo usado foi da marca Perkin ElImerdetmClarus 500. Foi utilizada uma
coluna capilar Elite 5MS (30 m, 0,25 mm, 0,1 pngp@ado a detector de massas da mesma
marca e modelo. A amostra foi injetada em uma cam@rinjecéo a 250 °C. Utilizada uma razéo
de split de 25/1. O gas de arraste foi o0 hélio aro de 1mL/min. Uma voltagem de 70 eV foi

usada no espectrometro e um intervalo de dete@&8-d00 u.m.a.

3.4.2 Solventes

Os solventes utilizados nas maceragdes, croméitogean coluna, cromatografia em
camada delgada comparativa apresentavam grau RAmFasados éter de petrdleo, hexano,
cloroférmio, diclorometano, éter etilico, acetat® etila e metanol das marcas Merck, Synth,
Quimex, Ecibra, Nuclear, Chemis, Vetec.

O solvente deuterado para registro de espectrassgenancia magneética nuclear foi o

CDCl; da marca Cambridge Isotope Laboratories Inc.

3.4.3 Colunas e placas cromatogréficas

Nas separagbes por cromatografia em coluna foralimadas colunas de diferentes
volumes, respeitando a relacédo silica / amost20e40 vezes, em massa. A fase estacionaria em
todos os casos foi gel silica 60 (63-200) das marcas Vetec e Merck.

As separacdes por cromatografia em camada delgaagparativa foram realizadas
utilizando placas de vidro com 75 x 25 mm. A fasee&ionaria foi gel de silica 60 para CCD da
marca Merck. Para aplicacdo da mesma nas placasilishda uma suspensdo em cloroférmio,

na qual as placas foram imersas, retiradas e postente ativadas em estufa a 105 ° C.
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CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO — IDENTIFICACAO ESTRUTURAL
DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS.

allopteroxilina spatheliacromeno 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina
éter metilico

OMe o

8-(3-metil-2-butenil) spatheliacromeno 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina 8-(3-metil-2-butenil)
éter metilico spatheliacromeno

T
H

OMe Me OMe

spatheliabiscromeno N-metil-8-metoxiflindersina 8-metoxiflindersina

HO

B-sitosterol

Figura 4.1 Estruturas das substancias isoladas neste trabatimo excecdo da allopteroxilina e
spatheliacromeno (SAENGCHANTARA & WALLACE, 1986) adas como referéncia para nomear
as cromonas 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilinterémetilico, 8-(3-metil-2-butenil) spatheliacronoen

éter metilico, -(3-metil-2-butenil) spatheliacromenc 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxiline.
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4.1 Identificagédo estrutural das cromonas
4.1.1 Identificacdo 6-(3-metil-2-butenil) allopterailina éter metilico

No espectro de RMRH, pode-se observar um par de dubletos &n®,63 (1H) ejy
6,73 (1H), com constante J 9,9 Hz, compativel coopl@mento de hidrogénios olefinicos em
posicaocis. Um singleto envy 1,46 (6H) pode ser constatado. Estes sinais smgare
presenca de um sistema 2,2-dimetilpirano na es&rutu

Também na regido dos protons olefinicos, ocorrenuttipleto com deslocamento em
on 5,16 (1H). Este hidrogénio apresenta duas corestald acoplamento J 7,5 e J 1,2 Hz. A
primeira constante refere-se ao acoplamento conhidr®génios emdoy 3,35 (2H), um
dubleto. A segunda refere-se a um acoplamentealitbm os hidrogénios edpy 1,66 (3H).
Estes sinais juntamente com o sinal &nil,79 (3H) sugerem estrutura com um substituinte
prenilico.

Um quarto préton olefinico foi constatado, um dtdlargo com deslocamento eim
5,99 (1H) e J 0,6 Hz. Este sinal juntamente cosingleto largo endy 2,30 (3H) sugerem
sistema do tipo 2-metil-1,4-benzopirona presentestiatura.

Na regido do espectro referente a protons carbmgliocorre um singleto edp 3,84
(3H) o que sugere presenca do grupo metoxilico carbetituinte da estrutura.

No espectro de RMNH nao existem sinais referentes a hidrogénios aicnsa Ver
figuras 4.1.1.1-4.

13 12 11 10 9 8 7 6 5 a 3 2 1 P

Figura 4.1.1.1 Espectro de RMN da 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina éter rfiigo — parte 1
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Figura 4.1.12 Espectro de RMNH da 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina éter rfleto — parte 2
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Figura 4.1.1.4Espectro de RMNH da 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina éter rfieb — parte 4

O espectro de carbono RMNC apresenta sinais que sdo condizentes com as
sugestdes levantadas pelos dados de RMNO sinaldc 177,0, o mais desblindado do
espectro, € compativel com alguns tipos de cardnogte sinal junto com os hidrogénios em
S4 5,99 e 64 2,30 e banda em 1656 ¢mdo espectro no 1V, ver figura 4.1.1.15, estdo de
acordo com um sistema 2-metil-1,4-benzopirona cosaido na molécula. A conjugagédo de
uma carbonila com grupo alceno ou fenila produD@#® na regido de 1685 a 1666tm
Conjugacao adicional pode causar uma reducédo adicida frequiéncia de absorcédo da
carbonila (SILVERSTEINet al, 2000).

Doze sinais podem ser associados a carbonos atomatiou olefinicos. Tais
carbonos estdo compreendidos entfe 105-163. Pela intensidade destes sinais,
aparentemente, oito podem ser atribuidos a carbmiosidrogenados e quatro a carbonos
hidrogenados. Apesar da auséncia de sinais no tespge RMN 'H que indiquem
hidrogénios arométicos na estrutura, a presencsirdgs referentes a possiveis carbonos
aromaticos nao hidrogenados suporta a idéia deag@strutura possui anel aromatico

totalmente substituido.

48



Dois sinais apresentam deslocamentos compatigaiscarbonos carbindlicos, sendo
elesoc 77,5 edc 62,2. Este ultimo, juntamente com singl 3,84, caracteriza o grupo
metoxilico como substituinte.

Outros cinco sinais ocorrem em regido do espegteocaracteriza carbonos alifaticos
saturados. Seus deslocamentos estdo compreendid®es.el7—28. Os sinais aparentemente
representam, por suas respectivas intensidadeppgrnetilicos e/ou metilénicos. Uma
ressalva deve ser feita para o sinal com deslodamemn jc 28,0, 0 qual possivelmente
refere-se a dois carbonos.

A presenca dos sinadg 1,66,04 1,79,04 5,16,04 3,35,0c 22,1,0c 122,5,0c 131,2,6c
17,9 eoc 25,7 caracterizam a presenca do grupo prenilienocsubstituinte. Da mesma
forma, a presenca dos sinajs5,63,0y 6,73,04 1,46,0c 128,6,6c 115,3,0c 28,0 edc 77,5
caracterizam a presenca do sistema 2,2-dimetilpicandensado em parte da molécula. Ver

figuras 4.1.1.5-7.
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Figura 4.1.1.5 Espectro de RMN’C da 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina éter rilieb — parte 1
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A figura 4.1.1.8 e tabela 4.1.1.1 apresentam daofMN ‘H e *C de algumas

estruturas para comparacgao com as interpretaciies fe

dulcisxantona D

isopteleprenina

Figura 4.1.1.8

flindersina

Tabela 4.1.1.1Dados de RMNH[J (ppm),m, J (Hz)] e RMN"C[¢ (ppm)] da dulcisxantona, isopteleprenina e

flindersina.

C/H dulcisxantona D isopteleprening
HL" 3.57d (7.5) 3.41d (7.0)
H2" 5,28 tl (7,5) 5,20 tl (7,0)
H4” 1,69s 1,68 d (1,0)
H5” 1,88 s 1,81s
cr’ 22,5 23,2

cz’ 120,9 121,9
C3” 132,6 132,4
c4” 25,8 25,8

Co” 18,0 18,0

dulcisxantona D flindersina

2’-Me 1,47 s 154 s
H3' 5,57 d (10.2) 5,56 d (9,9)
Ha’ 6,73 d (10,2) 6,77 d (9,9)
c2 77,9 79,1

2’-Me 28,3 26,3
C3 127,0 126,2
C4 115,7 117,2

Fonte: DEACHATHAIet al, 2006; FUNAYAMA et al 1994; MORAESet al, 2003.
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Os dados de HMQC confirmam as atribuicOes feitaa ps carbonos hidrogenados.

Ver figuras 4.1.1.9-10.
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Entretanto, somente pelos dados de RMIN'*C e HMQC n&o é possivel determinar
a posicao de cada um dos substituintes no anelaticmnDeste modo, torna-se necessario
analisar os espectros de HMBC. Estes dados ajudamprovar a posi¢cao dos substituintes
e determinacdo inequivoca da estrutura como sendwomona 6-(3-metil-2-butenil)
allopteroxilina éter metilico. Ver estruturafigura 4.1 ou 4.1.1.11.

Pelos dados obtidos, o carbono com deslocanientd7,5 apresenta correlagdo com
os hidrogénios da metoxila e com H1". Isto defingoaicdo orto entre estes substituintes no
anel aromatico corroborando a idéia de uma estridam fusdo angular entre os anéis. As
correlagbes observadas nas figuras 4.1.1.11-14nigram atribuir os carbonos do anel
aromatico com os seguintes deslocamendgs: 111,5,0c5 157,5,0c6 121,1,0c7 155,4,6cs
105,6,0c82152,1.

30 MHz
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L] | i
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OMe J 3.3 &
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Figura 4.1.1.11Espectro de HMBC da 6-(3-metil-2-butenil) alloptatima éter metilico — parte 1
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Figura 4.1.1.14Espectro de HMBC da 6-(3-metil-2-butenil) alloptdlima éter metilico — parte 4

O isolamento da cromona 6-(3-metil-2-butenil) aléwpxilina éter metilico enb.
vandellianum ja foi descrito em CAMPOSet al 1987. Comparando os dados aqui
apresentados com aqueles anteriormente publicadaeével propor erros de atribuicdo para
H3', H4, C3, C4 e os carbonos do anel aromati€Gda, C5, C6, C7, C8, C8a.
Provavelmente os erros ocorreram pela ndo aquisieddados de experimentos de RMN
bidimensionais.

Entretanto, mesmo sem a aquisicédo do espectro d@GJM possivel propor de forma
coerente os dados referentes a H3', H4’, C3’ eR%4.C4’ estar ligado diretamente ao anel
aromatico, H4’ sofre desblindagem por efeito amidmco. Logo € razoavel propor seu
deslocamento coméy 6,73, ocorrendo em campo mais baixo que K3'5,63. Metilas em
posi¢aop a um carbono olefinico proporcionam desblindagenagroximadamente 7,2 ppm
por metila, neste carbono (SILVERSTER al 2000). Assim € razoavel propdg 115,3
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como C4’ ejc 128,6 como C3’, uma vez que este Ultimo sofreldedgem por acdo de duas

metilas em posicap. Ver tabela 4.1.1.2.

Tabela 4.1.1.2Dados de RMNH e**C da cromona 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxiliéter metilico.

RMN *H [é (ppm), m, J (HZ)]

RMN *°C [ (ppm)]

H/C
Experimental Literatura * Experimental Literatura *
2 162,8 162,7
2-Me 2,30 sl 2,30s 19,7 19,6
3 5,99 dl (0,6) 6,01 sl 111,3 111,2
4 177,0 176,9
4a 111,5 105,5
5 157,5 155,3
6 1211 111,5
7 155,4 152,0
8 105,6 121,0
8a 152,1 157,3
2 77,5 77,4
2'-Me 1,46 s 1,47 s 28,0 29,3 29,8
3 5,63d(9,9) 6,73 d (10) 128,6 115,2
4 6,73 d (9,9) 5,63 d (10) 115,3 128,5
1’ 3,35d (7,5) 3,35d (7,5) 22,1 21,9
2" 516 m(7,5;1,2) 5,16 m(7,5;1,5) 122,5 122,4
3" 131,2 131,0
4" 1,79 sl 1,80 sl 17,9 17,8
5" 1,66 d (0,9) 1,66 sl 25,7 25,8
OMe 3,84s 3,83s 62,2 ?

1: CAMPOSet al, 1987.

?: A referéncia nao informa o deslocamento do idderarbono.
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Outras observacbes sobre os dados de RMN apds atribuicdo. Com o anel
aromatico totalmente substituido o espectro deveesaptar seis sinais com essas
caracteristicas. C5, C7, C8a sédo mais desblindadiopossuirem substituintes oxigenados.
Em contrapartida, esses substituintes blindam aguehrbonos em posi¢cdes orto e para.
Desta forma os carbonos C4a, C6, C8 ocorrem emaamajs alto que C5, C7 e C8a.

Os dados no infravermelho sdo compativeis comlesj@presentados pela literatura
consultada, que cita as seguintes bandas: 1665,e16390 crif (CAMPOSet al, 1987). Ver

figura abaixo.
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Figura 4.1.1.1f Espectro no infravermelho da 6-(3-metil-2-buteailppteroxilina éter metilico: 3009-2928
cm’, deformagdo axial de CH; 1656 ¢mdeformacédo axial de C=@p-insaturada; 1625 e 1589 ¢m

deformacé&o axial de C=C de cicloalcenos e alcérsubstituido.
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4.1.2 ldentificacdo 8-(3-metil-2-butenil) spatheliaromeno éter metilico

A substéancia foi isolada como um solido amareloeréo. As bandas observadas no
IV s&@o compativeis com aquelas apresentadas pedaooa 6-(3-metil-2-butenil)
allopteroxilina éter metilico. Ver figura abaixo.
100- »
90=

0=

70-

3673.925 6.025

3436.6838 25658

%Transmittance

1724.861 10,800

3012949 18,862
2081328 9127
2930726 17.714
1487727 33.330
1420.560 16.845
TR A3t
666,876 51127

1215.145 4,485

1656.113 27 883

1582202 32736
1126.326 11978

147 Y 0o =

................................................................................
3800 3600 3400 3200 3000 2500 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 300
Wavenumber

Figura 4.1.2.1 Espectro no infravermelho da 8-(3ir2ebutenil) spatheliacromeno éter metilico: 3E2&31
cm?, deformagéo axial de CH; 1656 ¢ndeformacéo axial de C=@p-insaturada; 1592 cfy deformacéo

axial de C=C de cicloalcenos e alceno tri-substui

Os dados de RMNH s&o praticamente idénticos aqueles da estrunteziamente
descrita. Observando os dados de forma poucoiosgeseria possivel afirmar que se trata da
6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina éter metilicover comparativo na figura 4.1.2.2.
Entretanto, os dados de RMRC apresentam algumas diferencas significativas.

Analisando os deslocamentos dos hidregéaicarbonos € possivel propor para esta
molécula o0 mesmo nucleo descrito para 6-(3-melilsnil) allopteroxilina éter metilico. Os
sinaisoy 3,41,04 5,16,64 1,79,04 1,66,d¢c 21,6,0c 121,3,0c 131,3,6c 17,6,0c 25,4 indicam
presenca do grupo prenilico. Os singjdl, 43,04 5,67,0n 6,70,0¢c 76,3,6c 27,8,0c 130,0,0¢c
116,1 sugerem presenca de um anel 2,2-dimetilpicandensado na molécula. Os sinijs
3,82 edc 62,2 sugerem presenca de um grupo metoxilico carbstituinte. A banda no IV
1656 cnT junto com os sinaidy 2,28,64 5,96,dc 162,9,0c 19,6,5¢ 110,8 ejc 177,1 indicam

o sistema 2-metil-1,4-benzopirona presente natestrWVer figuras 4.1.2.1-6.
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Os sinais de carbono restantes podemassgrciados a um anel benzénico totalmente

substituido. Porém, destes seis sinais de carb@sodistoam significativamente daqueles

atribuidos ao anel benzénico da estrutura ant&ferfigura abaixo.
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Figura 4.1.2.7Comparativo entre dados de RM!C das cromonas 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxiliéter
metilico e 8-(3-metil-2-butenil) spatheliacromenerémetilico. As setas indicam os carbonos aromsitic
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Estas observacOes indicam que a estrutura emaquesissui o esqueleto e os
substituintes da 6-(3-metil-2-butenil) allopteraxél éter metilico. Entretanto, para que o0s
sinais atribuidos aos carbonos aromaticos sejagnedifes, mais especificamente os carbonos
aromaticos nao oxigenados, é necessario dispodif@ente dos substituintes na estrutura.
Desta forma, seria razoavel propor que a presetfigténcia é um isdmero de posicdo da 6-
(3-metil-2-butenil) allopteroxilina éter metilic®@s dados de HMQC, ver figuras 4.1.2.8-9,

confirmam as atribuicdes feitas para os carbordreenados.
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Figura 4.1.28 Espectro de HMQC da 8-(3-metil-2-butenil) spathatineno éter metilico — parte 1
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Figura 4.1.2.9Espectro de HMQC 8-(3-metil-2-butenil) spathelianemo éter metilico — parte 2
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Somente a andlise dos dados de RMIN'*C e HMQC né&o possibilita a determinagéo
do arranjo na estrutura. Desta forma, é necessaalisar os dados obtidos nos experimentos
de HMBC. Com estes dados, € possivel determindordea inequivoca a estrutura como a
cromona 8-(3-metil-2-butenil) spatheliacromeno ébetilico. Trata-se de um isdbmero da 6-
(3-metil-2-butenil) allopteroxilina éter metilicajom fusdo linear entre seus anéis. Pelo
espectro, os hidrogénios da metoxila apresentarelagéo comyc 152,7. Ja H1” apresenta
correlagcdo com dois carbonos aromaticos oxigenadok56,0 edc 154,7. Isto corrobora a
idéia de uma estrutura com fusao linear entre ésaAs correlacdes observadas nas figuras
4.1.2.10-12, permitiram atribuir os carbonos do |aaeoméatico com o0s seguintes
deslocamentogicsa 111,5,0c5 152,7,0c6 112,2,0c7 154,7,0c8112,8,0c84 156,0.

T
@

8 MHz

s 28 sec

|
i | |
[P e v k,LJ oy Miisintimahryioad, " mewmmww«wﬁJ vl MMLLpthﬂwﬁwhwhwﬁww

=
m o

% ~N
ulu EmeumhﬂMZAA
|
|
l
[}
|
\
|
i
!

~N

NN NN
IS
|

T — ! T T T T I - T T
170 160 150 140 130 120 110

Figura 4.1.210 Espectro de HMB da8- (3-metil-2-butenil) spatheliacromeno éter meti — parte 1
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A estrutura proposta estd de acordo com o espdetrmassas obtido. Ver figuras
4.1.2.13-15.

dc 104 503
100 60.07,325
5
%_
§0.3454 13
242 wou BT 611 R
g 1276 32 2
# 2 L w
o L L LU L N DL L L UL L LNLL L B UL B DL DL ML DL L
11.00 21.00 31.00 41.00 51.00 61.00 71.00 81.00 91.00

Figura 4.1.2.13Cromatograma. Ver tempo de retencéo.
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Figura 4.1.2.14Espectro de massas da 8-(3-metil-2-butenil) spattreimeno éter metilico.
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Figura 4.1.2.15Formacéo do pico base.
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No espectro de massas, 0 pico do iorentdar M™ apresentan/Z = 340 e pico base
em m/Z = 325. A intensidade do pico base é justificada gaamento da conjugag¢do no
intermediario formado, apos perda do grupo metilico

O isolamento da cromona 8-(3-metil-2-butenil) spa#itromeno éter metilico ainda
nao foi descrito na literatura, baseado em busgtessfno Chemical Abstracts on line. Trata-

se de uma substancia inédita.

Tabela 4.1.2.1Comparacao entre os dados experimentais das crarbe(@ametil-2-butenil) allopteroxilina éter

metilico e 8-(3-metil-2-butenil) spatheliacromernerémetilico.

RMN *H [é (ppm), m, J (Hz)] RMN *°C [ (ppm)]
H/C 6-(3-metil-2-butenil) 8-(3-metil-2-butenil)  6-(3-metil-2-butenil)  8-(3-metil-2-butenil)
allopteroxilina éter spatheliacromeno  allopteroxilina éter spatheliacromeno
metilico éter metilico metilico éter metilico
2 162,8 162,9
2-Me 2,30 d (0,6) 2,28d (0,6) 19,7 19,6
3 5,99 dl (0,6) 5,96 dl (0,6) 111,3 110,8
4 177,0 1771
4a 111,5 111,5
5 157,5 152,7
6 1211 112,2
7 155,4 154,7
8 105,6 112,8
8a 152,1 156,0
2’ 77,5 76,3
2'-Me 1,46 s 1,43 s 28,0 27,8
3 5,63d(9,9) 5,67 d (10,2) 128,6 130,0
& 6,73 d (9,9) 6,70d (9,6) 115,3 116,1
1” 3,35d (7,5) 3,41d(7,2) 22,1 21,6
27 5,16 m (7,5;1,2) 5,16 m (7,2;1,5) 122,5 121,3
3" 131,2 131,3
4" 1,79 sl 1,79 sl 17,9 17,6
5 1,66 d (0,9) 1,66 d (1,2) 25,7 25,4
OMe 3,84 s 3,82s 62,2 62,2
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4.1.3 ldentificacdo da 6-(3-metil-2-butenil) alloperoxilina

As bandas no IV sdo compativeis com aquelas olf#svpara as cromonas 6-(3-
metil-2-butenil) allopteroxilina éter metilico e (8-metil-2-butenil) spatheliacromeno éter

metilico. Observar figura abaixo.

a0-

3426.086 0.158
0=

B0=

a0=
2977 460 5.484

A0= 2927083 14.549

% Transmittance

0=

18880167 22.272

165588622 42.220

L T T T T T T T S T T T T T S T T S T T ST L N S T F S T S N S T S L T T A U O T A T N S T T N S RN H N SR RN I R
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 B00
Wyavenumber

Figura 4.1.3.] Espectro no infravermelho da 6-(3-metil-2-butend)lopteroxilina: 2977-2927 cih
deformacéo axial de CH; 1660 ¢rrdeformacéo axial de C=@p-insaturada; 1588 cm deformacao axial

de C=C de cicloalcenos e alceno tri-substituido.

Os dados de RMNH também sdo semelhantes aqueles das estrutugam@anente
descritas. Porém, ndo ha o sinal referente ao gngioxilico. Em contrapartida é observado
um singleto com deslocamento ém13,00 e integracdo para 1H. Este tipo de sinat [sed
associado a hidroxilas fendlicas, principalmentestas participam de pontes de hidrogénio
intramolecular, chamadas de hidroxilas queladas.

Analisando os deslocamentos dos hidrogénios e rashé possivel propor para esta
molécula 0 mesmo nucleo descrito para as cromanasaes. Os sinaigy 3,32,y 5,23,y
1,81,04 1,68,0c 21,2,0c 121,9, oc 131,5,6c 17,9, c 25,8 indicam presenca do grupo
prenilico. Os sinai$y 1,46,04 5,56,04 6,66,0c 77,6,0c 28,0,0c 127,0,0c 115,1 sugerem
presenca de um anel 2,2-dimetilpirano condensadmatécula. A banda no IV 1660 €m
juntamente com os sinadg 2,35,y 6,00,6c 166,0,0c 20,4,6c 108,5 edc 182,6 indicam o

sistema 2-metil-1,4-benzopirona presente na est&ruder figuras 4.1.3.1-5.
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Os sinais de carbono restantes podem ser asse@agim anel benzénico totalmente
substituido que, de forma comparativa, apresentaandp similar aquele observado para a

cromona 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina étaetilico. Ver figura abaixo.

8-(3-metil-2-butenil) spatheliacromeno éter metilic
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Figura 4.1.3.¢ Comparativo entre dados de RMRC de 8-(3-metil-2-butenil) spatheliacromeno étetilice,
6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina éter metilio® 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina. As setaslicam os

sinais dos carbonos aromatic
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Mesmo sem analisar os dados de HMBC desta suimténqossivel propor sua
estrutura com padréo angular de fusédo entre os,gya@i comparacao com os dados de RMN
3¢ da cromona 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxiliéser metilico. Possivelmente, o padrdo
angular destas estruturas implica em regibes dé¢ amenatico com maior densidade
eletronica, logo, diferenca na blindagem ou dedblyem de determinados carbonos. Desta
forma, pode-se observar uma maior diferenca engredeslocamentos dos carbonos
aromaticos nao oxigenados das cromonas 6-(3-métiltenil) allopteroxilina éter metilico e
da estrutura em questdo, quando comparados conesson carbonos da cromona 8-(3-
metil-2-butenil) spatheliacromeno éter metilico gossui estrutura linear.

Como sugerido nos dados de RMN a estrutura apresenta uma hidroxila como
substituinte do carbono aroméatico C5, no lugar dop@ metoxilico. Nesta posicéo,
periplanar a carbonila, € favorecida a interacadipgtm ponte de hidrogénio intramolecular
entre esta e a hidroxila.

Os dados de HMQC confirmam as atribuicdes dos ocabhidrogenados. Ver figuras
4.1.3.7-8.
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Figura 4.1.3.7Espectro de HMQC da 6-(3-metil-2-butenil) alloptdlioa — parte 1
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Figura 4.1.3.8Espectro de HMQC da 6-(3-metil-2-butenil) alloptelioa — parte 2

Uma vez determinada a cromona em questdo como n&{(B2-butenil)
allopteroxilina, por comparacdo com os dados de RME de 6-(3-metil-2-butenil)
allopteroxilina éter metilico, os dados de HMBCedgtinam os deslocamentos dos carbonos
aromaticos desta estrutura. Isoladamente, os ddesi® experimento ndo determinam a
estrutura de forma inequivoca haja vista a ndosa@id da correlacdo entre os sinais da
hidroxila e do carbono C5.

Segundo as correlacdes observadas nas figuras.9411.3juntamente com as
comparacdes feitas na figura 4.1.3.6, foi possitrdbuir os carbonos do anel aromatico com
0s seguintes deslocamentésia 104,5,0c5 158,8,0c6 112,5,0c7 156,9,0c8100,6,0c84, 150,6.
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Figura 4.1.3.11Espectro de HMBC da 6-(3-metil-2-butenil) allogbelina — parte 3

Segundo CAMPOSt al 1987, a diferenga enti&s e dce varia entre os isobmeros
angular e linear, dentro de uma faixa esperada @asdmero angular espera-se que esta
diferenca esteja entre 8 — 13 ppm. Ja para o isbhm&ar, entre 1 — 3 ppm. Consultando as
tabelas 4.1.2.1 e 4.1.3.1, para 6-(3-metil-2-bijtealiopteroxilina éter metilic@ce-dcs=15
ppm e para 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilirge-dcg=12 ppm. Por estes dados seria
possivel propor mesmo sem a analise dos espearéBVdBC o arranjo angular para estas
duas estruturas.

O isolamento desta cromona @&mn vandellianuma foi descrito em CAMPOSt al,
1987. Comparando os dados aqui apresentados coelesaganteriormente publicados é
razoavel propor erros de atribuicdo para H3’, KB;, C4’ e os carbonos do anel aromatico
C4a, C5, C6, C7, C8, C8a.
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Os dados de infravermelho sdo compativeis comlesjapresentados pela literatura

consultada, que cita as seguintes bandas: 1665,e16390 cr

Tabela 4.1.3.1Dados de RMNH e **C da 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina.

e RMN 'H [d (ppm), m, J (Hz)] RMN *C [¢ (ppm)]
Experimental  Literatura ® Experimental  Literatura®
2 166,0 166,0
2-Me 2,35 d (0,9) 2,32 sl 20,4 20,2
3 6,00 dI(0,9) 5,95 sl 108,5 108,4
4 182,6 182,5
4a 104,5 104,6
5 158,8 156,7
112,5 100,5
7 156,9 150,4
8 100,6 112,3
8a 150,6 158,6
2 77,6 77,5
2’-Me 1,46 s 1,45s 28,0 27,9
3 5,56 d (9,9) 6,62 d (10) 127,0 115,0
4 6,66 d (9,9) 5,53 d (10) 115,1 126,8
17 3,32d (6,9) 3,29d (7) 21,2 21,0
o 523m (7,5:1,5) 5,241t (7) 121,9 121,8
3’ 131,5 131,4
4" 1,81d (0,9) 1,79 sl 17,9 17,8
5" 1,68d(1,2) 1,68 sl 25,8 25,7
5-OH 13,00 s 13,1s

1: CAMPOS, 1987.
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4.1.4 ldentificagdo da 8-(3-metil-2-butenil) spatbliacromeno.

/s bandas observadas no IV sdo compativeis com aaquadresentadas pelas
cromonas anteriormente descritas. Ver figura 411.4.
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v T v T v T v T v T v T v T
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Figura 4.1.4.1 Espectro no infravermelho da 8-(3-metil-2-butengpatheliacromeno: 3462 ¢&m
deformacéo axial da ligagdo OH; 2981-2846'caeformacao axial de CH; 1659 ¢ndeformacéo axial de
C=0a,p-insaturada; 1620 e 1580 émdeformac&o axial de C=C de cicloalcenos e altésnbstituido.

Os dados de RMNH s&o praticamente idénticos aqueles da estrutesarith no
tépico 4.1.3. Observando os dados de forma pouteriosa seria possivel afirmar que se
trata da 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina. Eetanto, os dados de RMNC apresentam
algumas diferencas significativas. Ver comparatiadigura 4.1.4.2.

Analisando os deslocamentos dos hidrogénios e mashé possivel propor para esta
molécula o0 mesmo nucleo descrito para 6-(3-metitsznil) allopteroxilina, com 0s mesmos
substituintes e, possivelmente, um isdmero de fosiQs sinaisy 3,37,04 5,17,04 1,82,04
1,68,0c 21,4,6c 122,0,6c 131,4,6c 17,8 edc 25,7 indicam presenca do grupo prenilico. Os
sinaisoy 1,46,y 5,61,04 6,71,6c 77,6,0c 28,2,0c 127,8,6c 115,8 sugerem presenca de um
anel 2,2-dimetilpirano condensado na molécula. Adaano IV 1659 ci juntamente com os
sinaisoy 2,36,0n 6,01,0c 166,3,0c 20,4,6c 108,4 ejc 182,9 indicam a presencga do sistema

2-metil-1,4-benzopirona na estrutura. Ver figurds#41-4.
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Os sinais de carbono restantes podemassgrciados a um anel benzénico totalmente
substituido que, de forma comparativa, apresentaandp similar aquele observado para a

cromona 8-(3-metil-2-butenil) spatheliacromeno étetilico. Ver figura abaixo.
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Mesmo sem analisar os dados de HMBC obtidos parasente cromona, € possivel
propor sua estrutura com padrao linear de fus&e estanéis, por comparacdo com os dados
de RMN**C da cromona 8-(3-metil-2-butenil) spatheliacrométer metilico. Possivelmente,
o padrdo linear destas estruturas implica em aeh&ico com densidade eletrbnica mais
homogénea que as estruturas angulares, logo, cerbsob efeitos de blindagem ou
desblindagem parecidos. Desta forma, pode-se absemma menor diferenca entre os
deslocamentos dos carbonos aromaticos nao-oxigeragaocromonas 8-(3-metil-2-butenil)
spatheliacromeno éter metilico e 8-(3-metil-2-bilfespatheliacromeno, quando comparados
com 0s mesmos carbonos das cromonas 6-(3-metiteibuallopteroxilina éter metilico e 6-
(3-metil-2-butenil) allopteroxilina, as quais possuestruturas angulares.

Como sugerido nos dados de RMN, a estrutura apresenta uma hidroxila como
substituinte do carbono aroméatico C5, no lugar dop@ metoxilico. Nesta posicéo,
periplanar a carbonila, € favorecida a interacadipm ponte de hidrogénio intramolecular
entre esta carbonila e a hidroxila.

Os dados de HMQC confirmam as atribuicdes dos ocabhidrogenados. Ver figuras
4.1.4.6-7.

C3 c4’ C3

13 MHz C2n

35 MHz

L sec ‘ |
| I |

) -
A e g g Vot Mrha Mgl Im»,‘i»w‘,»wn,m.‘a\..m_ it i ound o gyl A i g St s o
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Qw

H4' —_

; i , :
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F1 (ppm)

Figura 4.1.4.6Espectro HMQC da 8-(3-metil-2-butenil) spathelianemo — parte 1
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Figura 4.1.4.7Espectro HMQC da 8-(3-metil-2-butenil) spathelianemo — parte 2

Uma vez determinada a estrutura como 8-(3-metilH2+il) spatheliacromeno, por
comparacdo com os dados de RMIC de 8-(3-metil-2-butenil) spatheliacromeno éter
metilico, os dados de HMBC determinam os desloctmeetios carbonos aromaticos desta
estrutura. Isoladamente, os dados deste experinm@ictadeterminam a estrutura de forma
inequivoca haja vista a ndo aquisicdo da correlapfre@ os sinais da hidroxila e do carbono
Cb.

Segundo as correlagbes observadas nas figurad.8411 juntamente com as
comparacodes feitas na figura 4.1.4.5, foi possitr@uir os carbonos do anel aromatico com
0s seguintes deslocamentdgis 104,8,0cs5 154,4,6c6 105,2,6c7 156,6,0c8 107,2,0c82 154,8.
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Como discutido na determinagao estrutural anteaiatiferenca entrécg e dcs varia
entre os isdmeros angular e linear, dentro de wixa fesperada. Para o isbmero angular
espera-se que esta diferenca esteja entre 8 -.3Jgpara o isdmero linear, entre 1 — 3 ppm
(CAMPOS et al, 1987). Consultando as tabelas 4.1.2.1 e 4.1pbde-se calculardce
0cg=0,6 ppm, para a 8-(3-metil-2-butenil) spatheliateno éter metilicopcsdcg=2 ppm,
para a 8-(3-metil-2-butenil) spatheliacromeno. Estes dados seria possivel propor, mesmo
sem a prévia analise dos espectros de HMBC, ojariagar para estas duas estruturas.

Esta cromona foi previamente identificada nas ®ieCneorum tricoccumespécie
comumente encontrada no Mediterraneo. Entretaniiteratura consultada ndo apresenta
dados de RMN°C.

Os dados de infravermelho sdo compativeis coraelesjapresentados pela literatura,
que cita as seguintes bandas: 3200-2500, 1660, 1680 crit (GONZALEZ et al, 1974).
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Tabela 4.1.4.1Dados de RMNH e **C da 8-(3-metil-2-butenil) spatheliacromeno.

RMN *H [é (ppm), m, J (HZ)]

RMN **C [6 (ppm)]

H/C
Experimental Literatura * Experimental
2 166,3
2-Me 2,36 d (0,6) 2,32s 20,4
3 6,01 dl (0,6) 6,02 s 108,4
4 1829
4a 104,8
154,4
105,2
156,6
8 107,2
8a 154,8
2 77,6
2’-Me 1,46s 152s 28,2
3 5,61d (10,2) 5,58 d (10) 127,8
4 6,71d (10,2) 6,75 d (10) 115,8
1” 3,37d (7,5) 3,30 WVi2(12) 21,4
2" 517 m (7,51,5) 5,18W;/>(18) 122,0
3" 131,4
4" 1,82 sl 1,80 s 17,8
5" 1,68d (0,9) 1,68s 25,7
5-OH 12,95 s 129s

1: GONZALEZ, 1974.

OBS: na referéncia os espectros foram adquirido€€in
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Tabela 4.1.4.Zomparacéo entre os dados experimentais das crarBef@ametil-2-butenil) spatheliacromeno
e 6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina.

RMN “H [4 (ppm), m, J (Hz)] RMN *°C [¢ (ppm)]
H/IC 8-(3-metil-2-butenil) 6-(3-metil-2-butenil) 8-(3-metil-2-butenil)  6-(3-metil-2-butenil)
spatheliacromeno allopteroxilina spatheliacromeno allopteroxilina
2 166,3 166,0
2-Me 2,36 d (0,6) 2,35d (0,9) 20,4 20,4
3 6,01 dl (0,6) 6,00 dI (0,9) 108,4 108,5
4 182,9 182,6
4a 104,8 104,5
5 154,4 158,8
6 105,2 112,5
7 156,6 156,9
8 107,2 100,6
8a 154,8 150,6
2’ 77,6 77,6
2’-Me 1,46 s 1,46 s 28,2 28,0
3 5,61d (10,2) 5,56 d (9,9) 127.,8 127,0
4 6,71d (10,2) 6,66 d (9,9) 115,8 115,1
1" 3,37d (7,5) 3,32d (6,9) 21,4 21,2
27 5,17 m (7,5;1,5) 5,23 m (7,5;1,5) 122,0 121,9
3’ 131,4 131,5
4" 1,82 sl 1,81d (0,9) 17,8 17,9
5" 1,68 d (0,9) 1,68d (1,2) 25,7 25,8
5-OH 1295s 13,00 s

87



4.1.5 Identificacéo estrutural de spatheliabiscromeo

As bandas observadas no IV sdo compativeis comlasquspresentadas pelas
cromonas descritas nos itens anteriores. Ver figurd. 1.

100 4
80
60

40

Transmitancia (%)

20

0 S —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NGmero de onda (cm™)

Figura 4.1.5.1. Espectro no infravermelho da spatheliabiscrom@a@7-2858 cril, deformac&o axial de CH;

1662 cnt, deformacdo axial de C=@,p-insaturada; 1625 e 1573 ¢m deformacdo axial de C=C de
cicloalcenos.

Observando os dados de RMN e *C é possivel propor para esta molécula a
estrutura de uma cromona tetraciclica. A banda/nbé2 cni juntamente com os sinaig
2,25,04 5,91,0c 162,4,6c 19,6,0c 111,4,0c177,1 indicam o sistema 2-metil-1,4-benzopirona
presente na estrutura. Os sing|$,57,0n 6,68,04 1,51,0c 77,7,6c 28,1,0c 128,2 ejc 115,4
sugerem presenca de um anel 2,2-dimetilpirano. Bsmma forma, os sinadg 5,56,y 6,60,
on 1,46, c 77,5,0c 27,7,6c 127,1 edc 115,6 indicam presenca de um segundo anel 2,2-
dimetilpirano. Ver figuras 4.1.5.2-5.

88



1lse Sequence:

3olvent: CDCI3
Temp. 25.0 C / 298.1 K
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s2pul
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acg. time 3.641 sec
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Figura 4.1.5.2Espectro de RMNH da spatheliabiscromeno.

DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536
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Figura 4.1.5.3Espectro de RMN°C da spatheliabiscromeno — parte 1.
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Figura 4.1.5.5Espectro de RMNC da spatheliabiscromeno — parte 3
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Os sinais referentes aos carbonos dimes&oram atribuidos por comparacdo com os
dados da cromona 6-(3-metil-2-butenil) alloptenm&) uma vez que esta cromona pode ser

considerada um precursor da spatheliabiscromendigiega 4.1.5.6 e tabela 4.1.5.1.

ataque nucleofilico

epoxidagao intramolecular

6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina

) spatheliabiscromeno
Figura4.1.5.6

Tabela 4.1.5.1 Comparacdo de dados experimentais de RM® das cromonas 6-(3-metil-2-butenil)

allopteroxilina e spatheliabiscromeno.

RMN *°C [4 (ppm)]
C 6-(3-metil-2-butenil) spatheliabiscromeno
allopteroxilina
4a 104,5 107,0
5 158,8 154,0
6 1125 108,2
7 156,9 153,0
8 100,6 101,8
8a 150,6 152,0

OBS: como nédo foram utilizados dados de HMBC, podsistir erros nas atribuicdes.

Os dados de HMQC, ver figuras 4.1.5.7-9, confirmas atribuicbes feitas aos
carbonos hidrogenados, deixando duvidas somentetritauicdo das metilas e carbonos

carbindlicos dos anéis 2,2-dimetilpirano. Logo esieais podem estar trocados.
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Figura 4.1.5. 9Espectro de HMQC da cromona B — parte 3

A substéancia foi previamente isolada @neorum tricoccum Os dados no
infravermelho sdo compativeis com aqueles relatadoditeratura, que cita as seguintes
bandas: 1660, 1625 e 1580 t{TAYLOR et al, 1977)

Existe sintese descrita a partir da 5,7-diidroxiilcromona (GUJRAIet al, 1976).

93



Tabela 4.1.5.2Dados de RMNH e**C da spatheliabiscromeno.

i RMN *H [é (ppm), m, J (Hz)]  RMN *C [é (ppm)]
Experimental Literatura * Experimental
2 162,4
2-Me 2,25 sl 2,26 sl 19,6
3 5,91 sl 5,96 sl 111,4
4 177,1
4a 107,6
153,68
101,8
152,¢
8 108,2
8a 154,68
2’ 77,7
2'-Me 1,5Fs 1,53s 281
3 5,57 d (9,9) 5,60 d (10) 128,2
4 6,68 d (10,2) 6,73 d (10) 115,4
2" 77,5
2"-Me 1,46's 1,48's 2757
3" 5,56 d (10,2) 5,60 d (10) 127,1
4" 6,60 d (10,2) 6,65 d (10) 115,6

1: TAYLOR et al, 1977;
OBS: a literatura n&o informa dados de RM®;

a, b, ¢, d, e: sinais que podem estar trocados.
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4.2 Identificagdo estrutural dos alcaldides 2-quirlénicos

4.2.1 ldentificacdo estrutural da 8-metoxiflindersna

Observando os dados de RMMI, existem sinais que podem ser associados a
hidrogénios aromaticos, sendo el#s7,44 dd (J 8,1 e 0,9 Hz), 7,09t (J 8,1 Hz) é4 6,92
dd (J 8,1 e 0,9 Hz). Segundo os deslocamentos gtardes de acoplamento, é razoavel
propor um sistema do tipo AMX composto por trésrdg@nios aromaticos vicinais,

conforme figura 4.2.1.1 abaixo.

Ha

Hb R’
He R
o

Figura 4.2.1.1

Em se tratando da familia Rutaceae, a presencendgngleto largo e pouco intenso,
com deslocamento ey 9,11 e integracdo para 1H pode ser atribuido aodgHum
alcaléide. Um hidrogénio ligado a um &atomo de gi#mo pode sofrer troca rapida,
intermediaria ou lenta. Se a velocidade de trodanéa o sinal de NH é largo devido a
relaxacdo moderadamente eficiente induzida peltealdo nitrogénio e aumento de meia-
vida dos estados de spin deste mesmo nucleo. @acksé um pico largo para este tipo de
hidrogénio. Isto é observado em pirrdis, inddis, idasm primarias e secundarias
(SILVERSTEINet al, 2000).

Os sinaisoy 3,94 edc 55,9 sugerem presenca do grupo metoxilico na testtu
possivelmente, como substituinte do anel aromatico.

Assim como nas cromonas, 0S sin@isl,51, 0y 5,51,0n 6,70, dc 79,0,0¢c 28,2,0¢c
126,1 edc 117,1 indicam presenca de um anel 2,2-dimetilpicralensado na molécula. Ver
figuras 4.2.1.2-5.
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Figura 4.2.1.5Espectro de RMNC da 8-metoxiflindersina — parte 2
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Os sinais emy 9,11, ¢ 106,2,dc 157,0,c 160,6 e a banda no IV 1653 ¢mver
figura 4.2.1.6, sugerem presenca de um anel lactAmsaturado na estrutura. Juntamente
com os dados que caracterizam o0s anéis aromatk@-dimetilpirano, conclui-se que a
estrutura em questdo é um alcaloide 2-quinolérit@ma que a carbonila apresente tal banda

de deformacéo axial ela deve estar ligada a umnsatnsaturado.

1653.419 14577

1216827 45730

YT ransmittance

7a7 53

FE T T O T T T T S T O T T T N S T S S S S S T A S S A T K S S N A IS SN SR I S SR AR [ | T R R A B A o
3800 #0000 34000 32000 3000 28m 00 W00 X0 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 500
Wavenumber

Figura 4.2.1.6Espectro no infravermelho da 8-metoxiflindersi@a97 cni', deformagéo axial da ligagdo NH;
3019 cnt, deformacéo axial de CH aromético e alceno; 1683, aleformacédo axial C=0O de lactamg-

insaturada.

A figura 4.2.1.7 e tabela 4.2.1.1 mostram algunessruturas de alcaloides

quinolénicos com respectivos dados de RM®| para comparacao.
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dictyolomida A pteleprenina flindersina

Figura 4.2.1.7

Tabela 4.2.1.1Dados de RMN?C [¢ (ppm)] da dictyolomida A, pteleprenina e flindersina.

C dictyolomida A® pteleprenina’ flindersina’
C2 152,1 164,3 162,5
C3 109,7 120,3 105,8
C4 176,7 160,4 157,3

Fonte: LAVAUD, 1995; FUNAYAMA, 1994% MORAES, 2003

Segundo os dados obtidos de RMN, °C, IV e dados da literatura é possivel
determinar a substancia em questdo como o alcaéigenolénico 8-metoxiflindersina. Este
alcaldide foi previamente isolado das folhadDderandellianum(SARTORet al, 2003) e do
extrato metandlico do caule dieoraputia paraensjsespécie pertencente a familia Rutaceae
(MORAESet al, 2003).

Os dados de infravermelho obtidos sdo compativeis aqueles apresentados na
literatura que cita as seguintes bandas: 3400,, 1AM, 1280 ci (HIFNAWY et al, 1977).

OMe

Figura 4.2.1.8.Estrutura da 8-metoxiflindersina
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Na tabela 4.2.1.2 abaixo, estdo esquematizadosadssdde RMN'H e *°C

experimentais e da literatura para a 8-metoxifligitla. Também sdo mostrados os dados da

literatura para 5-metoxiflindersina, um isémerqgodsicao, para comparacao.

Tabela 4.2.1.2Dados de RMNH e *3C da 8-metoxiflindersina e 5-metoxiflindersina.

RMN H RMN *C Lit?
H/C 8-metoxiflindersina 8-metoxiflindersina 5-metoxiflindersina
Exp Lit* Exp Lit? RMN *H RMN *C
2 160,6 160,5 162,4
3 106,2 106,2 115,7
4 157,0 157,1 156,0
42 115,6 115,7 106,5
5 7,44 dd 7,46 dd 114,4 114,6 155,5
(8,1;0,9) (8,0;1,0)
6 | 709t@D 70t@E0) 1216 1207 P 1035
7 6,92 dd 6,94 dd 110,2 110,3 7,10d (8,8) 120,5
(8,1;0,9) (8,0;1,0)
8 145,4 145,5 (225;:) 117,4
ga 127,9 127,9 132,9
2 79,0 79,1 79,0
2'-Me 151s 152s 28,2 28,1 151s 28,0
3 551d(10,2) 5,52d (9,9 1261 126,2 6,76 d (9,9) 126,2
q 6,70d(9,9) 6,71d(9,9) 1171 117,3 5,54d (9,9) 117,5
8-OMe 3,94s 3,95s 55,9 56,0 3,90 s 55,7
N-H 9,11s 8,87 s

1: MORAESet al, 2003;
2: ALl et al, 2001.
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4.2.2 ldentificagao estrutural da N-metil-8-metoxifindersina

Comparando os dados da estrutura discutida neste fitente aqueles analisados para
8-metoxiflindersina, € possivel notar semelhangas gpssibilitam propor o0 mesmo nucleo
estrutural.

Observando o espectro de RMN, a diferenca existente é presenca de mais um
singleto com integracédo para 3H e a auséncia @déssatima de 9 ppm. Trata-se de uma
metila cujos deslocamentos s&93,86 edc 35,0, 0 que sugere a substituicdo da ligagdo NH
da estrutura anterior por uma ligagdo NMe na ptesestrutura.

Da mesma forma, segundo os deslocamentos e casstd@tacoplamento, para os
sinaisdy 7,58,04 7,12 eoy 7,02 é razoavel propor um sistema do tipo AMX costp por
trés hidrogénios vicinais no anel aromatico.

Os sinaisoy 1,49, 0y 5,52,04 6,73,0c 78,6,dc 28,1,c 126,5 edc 117,9 sugerem
presenca de um sistema 2,2-dimetilpirano na estruiter figuras 4.2.2.1-4.

2'-Me

2'-Me

OMe

NMe

R

g e Es SERRCAR 1 NEO = T e b AEikpee U EL
e i 36.28 ‘
7 4

Figura 4.2.2.1Espectro de RMNH da N-metil-8-metoxiflindersina — parte 1
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Figura 4.2.2.3Espectro de RMN®C da 8-metoxi-N-metilflindersina — parte 1
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A estrutura ndo possui sinal de RMN compativel com hidrogénio do tipo NH,
como discutido para a 8-metoxiflindersina. Ver egla dedy € oc para NCH em alcalbides
quinolonicos na figura 4.2.2.5 e tabela 4.2.2.Jixaba

N-metil-2-fenil-4-quinolona pteleprenina
Figura 4.2.2.5

Tabela 4.2.2.1Dados de RMNH e **C das NMe de N-metil-2-fenil-4-quinolona e ptelepna.

Substancia RMNH [ (ppm), m] | RMN =C [6(ppm)]
N-metil-2-fenil-4-quinolona 3,87s 32,7
pteleprenina 3,62s 37,3

Fonte: BIAVATTI et al, 2002; FUNAYAMA et al, 1994.
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Segundo os dados obtidos de RMiN **C, IV, dados da literatura e comparacéo com
a determinacdo estrutural da 8-metoxiflindersinpogsivel determinar a substancia em
questdo como o alcaldide 2-quinolénico N-metil-&awdlindersina. Ele foi previamente
identificado nas cascas do cauleZdmthoxylum rhestAHSAN et al, 2000). Esta substancia
também foi isolada do caule derixa japonica um arbusto comum no Japdo e China
(FUNAYAMA et al, 1994).Zanthoxylum rhesta Orixa japonicasao espécies de Rutaceae.

Os dados de infravermelho obtidos sdo compatieeis aqueles apresentados na
literatura que cita as seguintes bandas: 1658, ,18626, 1481, 1462, 1224 &m
(FUNAYAMA et al, 1994). Ver figura 4.2.2.6.
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Tabela 4.2.2.2Dados de RMNH *C da N-metil-8-metoxiflindersina.

RMN H [6 (ppm), m, J (H2)]

RMN *°C [ (ppm)]

Hic Exp Lt Exp Lit
162,0 162,2
105,9 106,0
4 154,9 154,9
4a 118,2 118,3
5 7,58 dd (7,8;1,5) 7,60 dd (7,7;1,5) 115,5 115,6
6 7,121 (8,1) 7,14 dd (8,1;7,7) 122,2 222
7 7,02dd (8,1;1,5) 7,05d (8,1) 114,2 114,2
8 148,5 148,5
8a 130,9 131,0
2’ 78,6 77,2
2'-Me? 1,49 s 1,50 s 28,1 28,2
3 5,52 d (9,9) 5,53 d (9,9) 126,5 126,5
4 6,73 d (9,9) 6,75 d (9,9) 117,9 118,0
8-OMe 391s 3,93s 56,6 56,7
N-Me 3,86 s 3,89s 35,0 35,1

1: AHSAN, 2000.

OBS: a literatura consultada n&o informa a&ibui¢céo dos carbonos foi feita com base emsldéd

HMBC.
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4.3 Identificagdo estrutural do esteréidep-sitosterol

Substancia isolada do extrato hexanico sob a faen@ristais brancos e aculeos.

Apresenta reacao positiva para teste de LieberrBanchard, indicativo de triterpenos e

esteroides.
O espectro de RMNH, ver figura 4.3.1, ndo apresenta sinais que teiaem a

presenca de hidrogénios aromaticos na estrutura. nidtipleto emoy 3,52 sugere o
hidrogénio carbindlico H3 de um esqueleto estetokddstem sinais entré, 1,2 — 0,6 dentre

0S quais seis podem ser associados a grupos ometfido elesdy 0,68, 0,80, 0,82,y

0,84,y 0,92 ejy 1,00.
O dubleto largo eniy 5,34 (J 5,1 Hz) sugere o hidrogénio H6 deAfrasteroide.

sSolvent: CDC13
Ambient temperature
File: d2rhx-5.3.3_H1
GEMINI-300BB ‘“gemini2o00"
|

Relax. delay 1.353 sec
Pulse 11.0 degrees

Acg. time 3.641 sec

width 4500.5 Hz

16 repetitions

OBSERVE  H1, 300.0585328 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 1 min, 22 sec

—5.351
5.334

1t 10 8 8 7 6

Figura 4.3.1Espectro de RMNH do p-sitosterol — parte 1
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Consultando os dados de RMNC e DEPT-135 ver figuras 4.3.2-5, é possivel
constatar a presenca de 29 sinais. Dentre eledo @abonos metilicos, 11 metilénicos, 9
metinicos e 3 sdo carbonos quaternarios. Aindae nesnjunto de carbonos existem 2

olefinicos e 1 carbindlico.
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Comparando os dados obtidos de RMN RMN *°C, DEPT-135 e IV com aqueles
apresentados pela literatura, € possivel deterndmdorma inequivoca a substancia como o
B-sitosterol (MENDES, 2004).

Consultando a literatura referente a esta espécisie relato do isolamento do
esterbideB-sitosterol em folhas (SARTORt al, 2003) e frutos (VIEIRAet al, 1988). Ver
figura 4.3.6 e tabela 4.3.1.

Figura 4.3.6 p-sitosterol
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Tabela 4.3. Dados de RMN®C e DEPT-135 d@-sitosterol

H/C RMN C [ (ppm)} DEPT-135
Literatura * Experimental
1 37,3 37,2 Ch
2 31,6 31,5 Ch
3 71,8 71,7 CH
4 42,3 42,2 Ch
5 140,8 140,7 C
6 121,7 121,6 CH
7 32,1 31,9 CH
8 32,1 31,8 CH
9 50,2 50,1 CH
10 36,5 36,4 C
11 21,1 21,0 Ch
12 39,8 39,7 Ch
13 42,3 42,3 C
14 56,8 56,7 CH
15 24,3 24,3 CH
16 28,3 28,2 CH
17 56,1 56,0 CH
18 12,0 11,9 CH
19 19,1 19,8 CH
20 36,2 36,1 CH
21 18,8 18,7 CH
22 34,0 33,9 CH
23 26,2 26,0 CH
24 45,2 45,7 CH
25 29,2 29,1 CH
26 18,9 19,0 CH
27 19,1 19,4 CH
28 23,1 23,0 CH
29 11,9 11,8 CH

1: KOVGANKO, 2000
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CAPITULO 5: BIOSSINTESE
5.1 Consideracdes sobre a biossintese das cromoisatadas

A biossintese das cromonas comeca pela agdo dagpentacetideo cromona sintase
(PCS) que catalisa a condensacgédo de cinco molédealasalonil-CoA (ABEet al, 2005).
Outra proposta seria a utilizacdo de uma molécalaaktil-Coa e quatro de malonil-Coa
(DEWICK, 2002). Ver figura 5.1.1.

HO. SCoA SEnz
PCS
5 _—>
Claisen

(o] (o] o o o O (@)

malonil-coA pPicetoéster (policetideo)

\H/SCOA HO\”/\H/SCOA SEnz
—
+ )
4 Claisen

(¢] o (¢]

acetil-CoA malonil-CoA polig-cetoéster (policetideo)

Figura 5.1.1 Formagéo do poft-cetoéster.

Os polif-cetoésteres possuem grupos metilénicos entreriiabologo podem sofrer
reacdo alddlica ou Claisen intramolecular. Estegp@s metilénicos apresentam acidez que
permite formacéo de enolatos, nucledfilos nesiasies (DEWICK, 2002).

A partir do polip-cetoéster obtem-se a 5,7-diidroxi-2-metilcromoiméermediario-
chave na rota proposta para biossintese das Zroetbnas. A rota comeca por uma
condensacédo de Claisen intramolecular sofrida pelep-cetoéster. A reacdo de Claisen
caracteriza-se por um ataque nucleofilico de umlasmoem uma carbonila. A versao
intramolecular desta reacéo, ciclizacdo de Dieckméarum excelente método de preparacéo
de cetonas ciclicas, particularmente, ciclopentas@nciclohexanonas (COS®Aal, 2003).

A cetona ciclica enoliza completamente uma vez @ueoduto formado é um composto

aromatico.
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Figura 5.1.2 Biossintese das cromonas, formacéo do intermeeifaue. As reacdeg; ionizacao do grupo
metilénicoa-carbonilico;2, ciclizacdo de Dieckmang; enolizacdo com aromatizacap;tautomerismo ceto-
endlico;5, Michael;6 e 7, C-alquilagdes. Adaptado de DEWICK, 2002.
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A formacdo do sistema 2-metil-1,4-benzopirona axaapos reacdo de Michael
intramolecular em um tautdmero. A reacao é tipohdé porque o tautdbmero possui em sua
estrutura um aceptor de Michael, uma cetelansaturada, e um nucledéfilo, uma hidroxila
fenolica. Forma-se, desta forma, a 5,7-diidroxi-@iloromona. Os carbonos 6 e 8
apresentam carater nucleofilico uma vez que odgisibtes oxigenados, nos carbonos 5, 7 e
8a, aumentam a densidade eletronica destes. Igsoeta a reacdo de C-alquilagédo nos
carbonos 6 e 8 sendo o DMAPP o agente alquilante.

A dupla ligacéo do substituinte prenila sofre edagio, possivelmente catalisada por
acdo de uma monooxigenase do citocromo P-450, esemga de £ O epodxido formado
possui dois carbonos que podem sofrer um ataquediilico intramolecular. O ataque ao
carbono dimetilado e posterior desidratacao origisastema 2,2-dimetilpirano nas estruturas.

Ver figura 5.1.3.
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5,7-diidroxi-6,8-bis(3-metil-2-butenil)-2-metilcromona

/ 1lNADPH, o} \

6-(3-metil-2-butenil) allopteroxilina 8-(3-metil-2-butenil) spatheliabiscromeno
spatheliacromeno

4¢SAM 4lSAM

OMe o

OMe (o]

8-(3-metil-2-butenil)
spatheliacromeno éter
metilico

6-(3-metil-2-butenil)
allopteroxilina éter metilico

Figura 5.1.3 Biossintese das cromonas. As reaglespoxidacdo por acdo de monooxigen@setaque
nucleofilico intramolecular3, desidratacda}, O-metilacado. Adaptado de DEWICK, 2002.
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Por muitos anos tem-se proposto a formacdo de al@isipo furano e pirano
envolvendo um ataque nucleofiico em um epodxido. Femcdes constituem uma
racionalizacdo conveniente, entretanto 0s estuduos sestemas enzimaticos nao tém
demonstrado o intermediario epoxido. Logo podetiexasitro tipo de mecanismo operando
(DEWICK, 2002).

Dependendo da hidroxila fendlica e da prenila englak nas reacdes as estruturas
podem apresentar fusdo entre os anéis do tipoangullinear. Este padrao, por sua vez, €
identificado por experimentos de correlacdo H/C @anHMBC. Os arranjos angular ou
linear dos compostos, determinados pela biossintgaeem diretamente nos deslocamentos
dos carbonos aromaticos, como discutido anteriorenegs determinagdes estruturais.

O estudo espectroscopico das cromonas apresemestastrabalho é facilitado pela
compreensao da rota biossintética proposta. Sendb,7adiidroxi-2-metilcromona o
intermediario-chave na biossintese das cromondades® neste trabalho, espera-se que 0s
espectros de RMN'H delas apresentem deslocamentos compativeis coen négleo
estrutural. Entre eles, o deslocamento referembetda na posicao 2, deslocamento referente
ao hidrogéniar-carbonilico e os sinais que caracterizam a presgdogubstituinte prenilico.

Para as cromonas isoladas com hidroxila em C®rase que os dados de RN
apresentem singleto em torno de 13 ppm. Este &iobkervado devido formacao de ponte de
hidrogénio intramolecular com a carbonila, chamadeldidroxila quelada.

Os dados de RMNY¥C confirmam as sugestdes observadas nos espeatros d
hidrogénio. O anel aromatico do intermediario-chpussui trés carbonos oxigenados e trés
carbonos nédo oxigenados. Os primeiros sao despmotegor efeito indutivo de seus
substituintes, enquanto que 0s outros sao protegem aumento da densidade eletronica
proporcionada por estes substituintes. Desta foespera-se que os dados de RME
apresentem deslocamentos de trés carbonos aromatibstituidos, em regidao do espectro
préximo de 150 ppm, referentes a C5, C7, C8a. Ja fda, C6 e C8 sdo esperados
deslocamentos em torno de 100 - 120 ppm.

E interessante ressaltar que os dados esperadas dbservados nos experimentos de
RMN H e RMN *C de todas as cromonas. Isto confirma a importamaanecessidade de
interpretar espectros, sempre que possivel, com &as conhecimentos prévios das rotas

biossintéticas estudadas para a espécie ou gémajaeastao.
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5.2  Consideracdes sobre a biossintese dos alcaléidequinolénicos isolados

O acido chiquimico € importante para producdo den@cidos aromaticos, acidos
cindmico e benzodico. Somado a outras modificagdéeduz a producao de lignanas, ligninas,
fenilpropandides e cumarinas. Combinacfes das daschiquimato e acetato sédo
responsaveis pela biossintese de stirilpironasyori@ides, stilbenos, flavolignanas e
isoflavonodides (DEWICK, 2002).

Intermediarios da via do acido chiquimico servenmaoprecursores diretos de
metabdlitos secundarios de plantas. Alguns destescemumente encontrados em varias
espécies, enquanto outros sdo especificos. Femilalatirosina e triptofano, aminoacidos
produzidos nesta via, sdo precursores biossingetieo alcaldides. A maioria das reacdes
bioquimicas na sintese destes aminoacidos saacaepara plantas, fungos e bactérias.

A via do acido chiguimico pode ser dividida didathente em trés partes: a primeira,
parte do acido fosfoenolpiravico e &cido eritrosiegfato para produzir &cido corismico,
também chamada via pré-corismato; a segunda, g@adeido corismico e conduz a formacéao
de fenilalanina e tirosina; a terceira, parte did@corismico e produz o triptofano tendo o
acido antranilico como intermediario. O acido amitreo € o precursor biossintético dos
alcaloides quinolénicos (SCHMID & AMRHEIN, 1995)eYfiguras 5.2.1-3.
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Figura 5.2.1 Primeira parte da via do chiquimato, via pré-coat. Reagdes e enzimds:reacdo alddlica, 3-
desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintase; reacdo alddlica, 3-desidroquinase sintase; 3-
desidroquinase desidratage;chiquimato NADP oxidoredutasB; chiquimato quinase§, adicdo nucledfilica,
5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase,, corismato sintase8, oxidacdo e enolizacdo. Adaptado de

SCHIMID & AMRHEIN,1995; DEWICK, 2002; KNAGGS, 20!.
117



COCH

COOH NH,
)J\ -
: o coon 9 . > 11
OH OH OH
acido corismico acido prefénico acido arogénico fenilalanina
12l NADP
COOH
NH,
OH
tirosina

Figura 5.2.2 Segunda parte da via do chiquimato, formacao witafenina e tirosina. Reacdes e enzints:
rearranjo tipo Claisen, corismato mutab®;transaminacéo, prefenato aminotransferdsegescarboxilacédo
e aromatizagdo, arogenato desidratek®; descarboxilagdo e aromatizagdo, arogenato desidase.

Adaptado de SCHIMID & AMRHEIN, 1995 e DEWICK, 2002.
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Figura 5.2.3 Terceira parte da via do chiquimato, formacaorgdafano. Reacfes e enzimds, aminacao

com amdnia gerada de glutamiriat, antranilato sintaset5, Sy2, antranilato fosforibosil transferasks,

fosforibosil antranilato isomerasg?, tautomerismo imina-enamina8, indol-3-glicerol fosfato sintasé.;9,

retroaldol; 20, triptofano sintase21, isomerizacdo via2. Adaptado de SCHIMID & AMRHEIN, 1995 e

DEWICK, 2002.
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A rota proposta para formacéo de sistemas 2-quiraé ocorre pela combinacéo do
acido antranilico com acetato/malonato. O antra@oA e malonil-CoA sdo as unidade de
partida. Estes participam de uma condensacdo dee@laeguida de descarboxilacdo e
posterior formacéo de um heterociclico, a 4-hidéxguinolona. A posicédo 3 desta substancia
€ nucleofilica e susceptivel a alquilacdo com DMARRB permite formacgéo adicional de
anéis oxigenados de cinco ou seis membros. O mowEDrre possivelmente como descrito
para as cromonas. (DEWICK, 2002). As reacdes carduz formacao da flindersina, nucleo
estrutural dos alcaloides isolados neste trabalho.

As flindersinas aqui descritas apresentam em ssi@gt@was um grupo metoxilico
como substituinte da posicdo 8. Para que isto acsugere-se uma hidroxilagdo do anel
aromatico por uma reacao de substituicdo nucleafiom SAM. A reacdo de N-metilacdo
também ocorre, possivelmente, com participacacAdé. ®bservar figura 5.2.4.

Outra proposta para biossintese da flindersina ellama seria comecgar a rota
partindo do N-metil-antranoil-CoA.
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CAPITULO 6: CONCLUSAO

Esta espécie realmente apresenta caracterisigalai dentro da familia Rutaceae. Os
resultados obtidos s6 ajudam a corroborar estacsitu Além das cromonas 6-(3-metil-2-
butenil) allopteroxilina éter metilico e 6-(3-mekibutenil) allopteroxilina, previamente
isoladas em outros trabalhos, o isolamento e iieagéio das cromonas spatheliabiscromeno,
8-(3-metil-2-butenil) spatheliacromeno éter metilee 8-(3-metil-2-butenil) spatheliacromeno
demonstra a habilidade desta espécie em produbstascias via polp-cetoésteres. E
interessante ressaltar que estas trés Ultimasasuiest sdo descritas pela primeira vez nesta
espécie, e 8-(3-metil-2-butenil) spatheliacrometeo metilico € uma estrutura inédita.

Os dados espectroscopicos obtidos para as cromdédmetil-2-butenil)
allopteroxilina éter metilico e 6-(3-metil-2-buthnallopteroxilina, mais especificamente os
dados de HMBC, levantaram dlvidas sobre a atribuigds dados de RMNH e *C
mostrados no trabalho de CAMP@Sal, 1987. Esta referéncia € a Unica que informa dados
de RMN™C para estes metabdlitos. Os dados aqui obtid@semgerros na atribuicao.

As cromonas isoladas confirmam as informacOesteiatura sobre as semelhancas
filogenéticas entre os génerdityolomae Spathelia ressaltando a peculiaridade do ponto de
vista biossintético dos mesmaos.

Observando os dados espectroscopicos obtidos, espiscificamente aqueles de
RMN, é possivel constatar que a identificacao sstldos metabdlitos é mais facil quando
baseada na correlacdo com possiveis rotas bidgsast@studadas para a espécie ou género
em questao.

A familia Rutaceae caracteriza-se pela producaocideo grupos diferentes de
alcaldides, dentre eles os derivados do acido rdht@ a exemplo dos alcaldides 2-
quinolénicos. A identificacdo dos alcaldides 2-glidmicos 8-metoxiflindersina e N-metil-8-
metoxiflindersina, sendo este Ultimo também des@éla primeira vez neste género, ajuda a
confirmar a classificagdo do mesmo dentro da fanflutaceae, apesar da presenca das

cromonas atipicas. Estes dados contribuem commai@axonomia do género.
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