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RESUMO

O presente trabalho esta dividido em dois capitulos. No primeiro capitulo, é
relatado o estudo fitoquimico das raizes e folhas de Banisteriopsis anisandra, uma
planta utilizada na medicina popular no tratamento topico de infe¢des fungicas. Até o
presente momento, ndo foram encontrados na literatura nenhum estudo fitoquimico
e nenhuma avaliagéo da atividade biolégica desta espécie.

Foram isoladas das folhas uma mistura de hidrocarbonetos (F1), acido
palmitico (F2), lupeol (F3) e quercetina 3-O-ramnosideo (F4). Das raizes, foram
isolados uma mistura de hidrocarbonetos (R1), oleato de B-sitosterila (R2), friedelina
(R3), 2-hidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido (R4), 2-hidroxi-
6,8-dimetoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido  (RS5), [-sitosterol (R6),
mistura de -sitosterol e estigmasterol (R7), 2,8-dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-
diidrofenantreno-1-carbaldeido (R8), acido 3,4-dihidroxibenzdico (R9), mistura de
friedelina e lupenona (lupan-20(29)-en-3-ona) (R10), acido oléico (R11), e mistura de
glochidonol, acido oléico e 3-sitosterol (R12). Vale a pena destacar que R4, R5 e R8
s&o substancias inéditas.

Em seguida, sdo apresentados resultados de testes de atividade biologica
para extratos, fragdes e/ou substancias puras isoladas de B. anisandra: teste de
atividade antioxidante, de atividade alelopatica, de atividade antibacteriana, de
atividade antifungica e de atividade citotéxica.

O segundo capitulo descreve a preparagdo de quatro amidas derivadas dos
acidos indol-2-carboxilico e indol-3-carboxilico com anilina e 3,4,5-trimetoxi-anilina
(22, 24, 26 e 27), a fim de serem testadas quanto a sua atividade alelopatica sobre o
crescimento e germinagao de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola). Uma
destas amidas (24) € inédita, e para nenhuma delas ha relatos de sua atividade

alelopatica.
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ABSTRACT

This work is divided into two chapters. In the first chapter is reported the
phytochemical study of the roots and leaves of Banisteriopsis anisandra, a plant used
in folk medicine for topical treatment of fungal infections. To date, were not found in
the literature any phytochemical study or evaluation of biological activities of this
species.

From leaves of B. anisandra were isolated a mixture of hydrocarbons (F1),
palmitic acid (F2), lupeol (F3) and quercetin 3-O-rhamnoside (F4). From roots, were
isolated a mixture of hydrocarbons (R1), B-sitosteryl oleate (R2), friedelin (R3), 2-
hydroxy-6-methoxy-7-methyl-9 ,10-diidrophenanthrene-1-carbaldehyde (R4), 2-
hydroxy-6 ,8-dimethoxy-7-methyl-9 ,10-diidrophenanthrene-1-carbaldehyde (RS5), -
sitosterol (R6), a mixture of B-sitosterol and stigmasterol (R7), 2,8 -dihydroxy-6-
methoxy-7-methyl-9 ,10-diidrophenanthrene-1-carbaldehyde (R8) 3,4-
dihydroxybenzoic acid (R9), and mixture of friedelin and lupenone (lupane-20 (29)-
en-3 -one) (R10), oleic acid (R11), and mixture of glochidonol, oleic acid and (3-
sitosterol (R12). It is worth it to say that R4, R5 and R8 are described for the first
time.

Following, are presented the results of biological activity of extracts, fractions
and/or isolated compounds from B. anisandra: antioxidant activity, allelopathic
activity, antibacterial activity, antifungal activity and cytotoxic activity.

The second chapter describes the preparation of four amide derivatives of
indole-2-carboxylic acid and indole-3-carboxylic acid with aniline and 3,4,5-
trimethoxy-aniline (22, 24, 26 e 27), to be tested for their allelopathic activity on the
growth and germination of Lactuca sativa (lettuce) and Allium cepa (onion). One of

these amides is new (24) and to none of them are reports of their allelopathic activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Busca por substancias bioativas

A natureza € uma atraente fonte de substdncias com potencial uso
terapéutico devido a imensa diversidade quimica que € encontrada nos milhares de
especies de plantas, animais, microrganismos e organismos marinhos (Patel ef al.,
2010).

A maioria dos farmacos atualmente em uso clinico sdo de origem natural ou
foram desenvolvidos por sintese planejada a partir de produtos naturais. Embora
existam, nos dias atuais, diversas estratégias e metodologias disponiveis para que
se possa sintetizar e descobrir novos farmacos, a quimica de produtos naturais
ainda representa uma alternativa de sucesso (Barreiro e Bolzani, 2009).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estima que aproximadamente 65%
da populacdo mundial depende principalmente de medicamentos derivados de
plantas medicinais para os cuidados de saude primarios (Cragg et al., 2009). Tem
sido estimado que somente de 5-15% das espécies vegetais utilizadas em medicina
caseira foram investigadas, restando uma fonte natural de inumeros organismos
vivos contendo significativo numero de substéncias inéditas e forte potencial de
produtos naturais bioativos, incluindo-se fontes de matérias-primas para o
desenvolvimento de novos farmacos. Aproximadamente 74% dos principais produtos
medicinais obtidos de fontes vegetais foram descobertos através de orientagdo
baseada em resultados revelados pela medicina popular (Filho, 2010).

Cragg et al. (2009) realizaram um estudo de 1024 drogas langadas desde
janeiro de 1981 até outubro de 2008, mostrando que apenas 37% delas tem origem
verdadeiramente sintética (isto €, desprovido de inspiragdo em algum produto
natural). A analise demonstrou a contribuicdo permanente e valiosa da natureza
como fonte ndo s6 de potenciais agentes quimioterapicos, mas também de
compostos que servem de base e inspiracdo para a semi-sintese ou sintese total de
novas drogas.

Grande parte das plantas nativas brasileiras ainda nao tem estudos cientificos
para permitir o seu uso seguro e eficaz. Dessa maneira, € de grande relevancia o
estudo das plantas que ja tem seu uso difundido na medicina popular, a fim de
identificar a(s) substancia(s) ativa(s) e comprovar suas agdes biologicas.
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1.2 Revisao Bibliografica

1.2.1 A familia Malpighiaceae

Malpighiaceae é uma familia predominantemente tropical com 65 géneros e
cerca de 1.250 espécies, das quais aproximadamente 85% sao neotropicais. No
Brasil ocorrem 32 géneros com cerca de 300 espécies, distribuidas em diversas
formagdes vegetais (Costa et al. 2006). Os representantes desta familia podem ser
arvores, arbustos, lianas ou ocasionalmente ervas perenes (Araujo, 2008).

Malpighiaceae € uma das familias mais presentes no Cerrado. Sdo muito
comuns espécies arbustivas e arbdéreas dos géneros Byrsonima, Banisteriopsis e
Heteropteris em todo o Brasil (Silva, 2006).

No Brasil, o representante mais conhecido € a acerola (Malpighia glabra), de
polpa rica em vitamina C. Ribani et al. (2009) relataram em seu trabalho os teores
dos favonodides quercetina (1) e kaempferol (2) encontrados nessa fruta fresca e em

polpas congeladas.

Figura 1 — Flavonoides isolados de Malpighia glabra.

Varias espécies pertencentes ao género Byrsonima ocorrem no nordeste
brasileiro, sendo algumas delas (o murici, por exemplo) consumidas na forma de
sucos, licores, geléias e doces. Espécies deste género sdo comumente utilizadas
como antiasmaticas, antifebris e no tratamento de infec¢gdes cutaneas. Folhas e
cascas de algumas espécies de Byrsonima também sao usadas popularmente em
disfungbes gastricas, infec¢gdes cutédneas, picadas de cobra e ainda como
antidiarréicos (Figueiredo et al., 2005).

Sannomya et al. (2005) realizaram um estudo fitoquimico de Byrsonima
intermedia (murici), que é usada popularmente no tratamento de febre, ulcera, asma,
e infecgcdes de pele, além do uso como diurético. A analise fitoquimica do extrato
metandlico forneceu uma grande quantidade de flavondides e compostos fendlicos:
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quercetina (1), quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (3), quercetina-3-O-3-D-
galactopiranosideo  (4), quercetina-3-0O-(2"-0O-galoil)-a-arabinopiranosideo  (5),
quercetina-3-0-(2”-O-galoil)-B-galactopiranosideo  (6), (+)-catequina (7), (-)-
epicatequina (8), acido galico (9), galato de metila (10) e amentoflavona (11).

oH o OH  R.=H e R,=OH (7)

R=a-L-arabinopiranosideo (3) R4=OH e R,=H (8)
R=f-D-galactopiranosideo (4)

R=(2"-galoil)-x-L-arabinopiranosideo (5)
R=(2"-galoil){3-L-galactopiranosideo (6)

COOR
HO
HO OH HO
OH
R=H (9)
R=CH, (10)

Figura 2 — Substancias isoladas de Byrsonima intermedia.

Figueiredo et al. (2005) isolaram de Byrsonima cinera os flavonoides
quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo  (3) e (+)-catequina (7), além de
comprovarem a atividade antidiarréica dos extratos metandlico e hidrometandlico
das suas folhas em camundongos.

O estudo fitoquimico das cascas de Byrsonima crassifolia, que sao usadas
medicinalmente pelos indios Mixe (do Meéxico) para tratar desordens
gastrointestinais e infecgbes na pele, levou ao isolamento de proantocianidinas,
taninos e acido galico (9) (Geiss et al., 1995). Ja o estudo de suas folhas levou ao
isolamento de (glicolipideos, triterpenos, acidos triterpénicos, catequinas, e
flavonoides (Rastrelli et al., 1997).

Um estudo realizado por Mendes et al. (1999) com Byrsonima microphylla
levou a identificacdo de uma mistura de triterpenos esterificados: 3[3-eicosanato, -
estearato e -palmitato de 24-hidroxi-urs-12-enila (12, 13 e 14, respectivamente), 3[3-
eicosanato, -estearato e -palmitato de 24-hidroxi-olean-12-enila (15, 16 e 17,
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respectivamente); de dois triterpenos: acido oleandlico (18) e acido 3[3,21a-diidroxi-

urs-12-en-28-6ico (19); do derivado fendlico galato de metila (10) e do flavondide

quercetina (1).

n=14(195)
n=16(16)
OH n=18(17)

18 19

Figura 3 — Substéncias isoladas de Byrsonima microphylla.

Outro estudo fitoquimico de Byrsonima microphylla, feito por Aguiar et al.
(2005), levou ao isolamento dos triterpenos A'-lupenona (20), lupeol (21), B-amirina
(22) e betulina (23); dos antracenos: 3-hidroxi-2-metoxi-8,8,10-trimetil-8H-antracen-
1,4,5-triona (24), 3,7-dihidroxi-2-met6xi-8,8,10-trimetil-7,8-dihidro-6H-antracen-1,4,5-
triona (25); do fenantreno: (2S,10aR)-2,8-dihidréxi-6-metoxi-1,1,7-trimetil-2,3,10,10a-
tetrahidro-1H-fenantren-9-ona (26) e do flavondide: (2S,3S)-3-0-hidroxi-40,5,7-
trimetoxi-flavan-3-ol (27).

%fé
A

20 21
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22 23
o 0
OCO ooy
HO HO
o) o o) o}
24 25

H,CO
l OH

OCHj

27
Figura 4 — Outras substancias isoladas de Byrsonima microphylla.

Danelli et al. (2009) estudaram a atividade antileishmania de Lophanthera

lactescens Ducke, um membro da familia Malpighiaceae encontrado na regiéo

Amazobnica. Ja é relatado o uso da infusdo das folhas e raizes dessa planta no

tratamento da malaria por indigenas dessa regido. O estudo fitoquimico da madeira

de L. lactescens relatou a presenca dos esteroides: estigmast-4,22-dien-3-ona (28);

ergost-4-en-3-ona (29); estigmasterol (30); e ergost-5-en-3-ol (31) e dos triterpenos:

B-amirenona (32) e LLD-3 (33). Este ultimo, que apresentou resultados promissores

nos testes biologicos, demonstrou ser uma droga candidata ao tratamento da

leishmaniose.
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%,
2,
,

32 33
Figura 5 - Substéncias isoladas de Lophanthera lactescens.

Diplopterys cabrerana (também conhecida como Oco yajé), uma espécie
muito conhecida da familia Malpiguiaceae, é utilizada no preparo da bebida
Ayahuasca. Ayahuasca, um termo quéchua que significa "trepadeira das almas", é
uma bebida alucinégena utilizada por muitos indigenas e grupos religiosos (como
Santo Daime, Barquinha e Unido do Vegetal) como sacramento, para induzir
estados misticos e espirituais, e para produzir euforia e embriaguez (McKenna,
2004). Ayahuasca é uma infusdo ou decocto preparado a partir do cipd
Banisteriopsis caapi juntamente com uma mistura de varias plantas, sendo utilizadas
com maior frequéncia as espécies Psychotria viridis ou Diplopterys cabrerana. As
folhas dessas plantas, que sao necessarias para os efeitos psicoativos da
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ayahuasca, contém os alucinégenos N,N-dimetiltriptamina (DMT) (28) e 5-metoxi-
dimetiltriptamina (29) (Adam et al., 2008).

N—CHs

N\ HiC AN Hsc/
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Figura 6 - Substancias isoladas de Diplopterys cabrerana.

1.2.2 O género Banisteriopsis

O género Banisteriopsis, que €& composto de 92 espécies, € um género
neotropical de cipds e arbustos, distribuidos principalmente no Brasil, Bolivia,
Coldmbia, Equador e Peru (Wang et al., 2010).

Tradicionalmente, Banisteriopsis caapi € usada como adjuvante junto a
Psychotria virids (também conhecida como chacruna) ou Diplopterys caberana para
o preparo da bebida sagrada e psicoativa Ayahuasca (Wang et al., 2010).

Estudos fitoquimicos em espécies do género Banisteriopsis, como B. caapi, B.
inebrians e B. argentea, estédo, até hoje, mais focados em alcaldides (3-carbolinicos
(Dias, 1977). Os trés alcaldides majoritarios encontrados em B. caapi s&o a harmina
(30), harmalina (31), tetrahidroharmina (32) (McKenna, 2004). Hashimoto e
Kawanishi (1975) isolaram outros trés alcaldides B-carbolinicos de B. caapi: acido
harmalinico (33), N-Oxido-harmina (34) e éster metilico do acido harmico (35). Mais
tarde, Kawanishi et al. (1982) reportaram o isolamento de dois alcaldides de nucleos
pirrolidinicos, de B. caapi: shihunina (36) e dihidroshihunina (37).

N
J@EQ >
MeO CHs MeO N CH:

31

NH N
MO N CHs oo N COOH

H

32 33



Capitulo 1 — Introducao 8

MeO H MeO H COQMG

34 35

N

0
\
CH

(@]

36 37
Figura 7 - Substancias isoladas de Banisteriopsis caapi.

3

Aquino et al. (1990) isolaram de B. caapi os esteroides estigmasterol (38) e [3-
sitosterol (39); os triterpenos acido ursélico (40) e acido oleandlico (18); e o
sesquiterpeno nerolidol (41).

N\

HO

38 39
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40 41

Figura 8 — Outras substancias isoladas de Banisteriopsis caapi.

Ghosal e Mazumder (1971) isolaram de Banisteriopsis argetea, espécie que
também pode ser empregada no preparo da Ayahuasca, os alcalbides (+)-N-metil-
tetrahidroharmano (42), 5-metoxi-tretrahidronarmano (43), N,N-dimetiltriptamina (28),
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N-oxido-N,N-dimetiltriptamina (44), tetrahidroharmina (32), harmalina (31), colina
(45) e betaina (46).
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Figura 9 - Substancias isoladas de Banisteriopsis argetea.

1.2.3 Banisteripsis anisandra

Banisteriopsis anisandra (A. Juss) B. Gates, popularmente conhecida como
“cip6-de-prata” (Gates, 1982) ou “perinha” (Silva, 2006), € uma espécie da familia
Malpighiaceae, encontrada na regido do Cerrado dos estados de Minas Gerais,
Goias, Sao Paulo e Bahia (Gates, 1982).

O extrato aquoso de suas folhas € utilizado na medicina popular para o
tratamento tépico de infecgdes fungicas. Esse foi 0 motivo que despertou o interesse
do nosso grupo de pesquisa sobre essa espécie.

Nao existe ainda nenhuma publicacdo do estudo dos constituintes quimicos
de B. anisandra. A maioria dos estudos fitoquimicos do género Banisteriopsis esta

focada na farmacologia dos alcaloides 3-carbolinicos psicoativos.

1.2.3.1 Classificagao taxondmica

Reino: Plantae
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Malpighiales
Familia: Malpighiaceae
Género: Banisteriopsis

Espécie: Banisteriopsis anisandra
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1.2.3.2 Morfologia

B. anisandra é uma liana (cipd). Seus ramos tém coloragdo verde-marrom.
Quando jovens, os ramos sao chatos, mas depois tornam-se cilindricos. As folhas
sdo dorsiventrais, hipoestomaticas, com estématos paraciticos e com células da
epiderme adaxial alongadas no sentido anticlinal. As células da epiderme abaxial em
vista frontal tém a superficie ndo papilosa. Apresenta fruto com trés samaras, cada
uma com uma ala dorsal bem desenvolvida e espessamento na margem superior,
além de estipulas interpeciolares, pedicelos sésseis, dez estames férteis e trés
estiletes com estigmas terminais e tricomas em forma de T (Araujo, 2008).

A inflorescéncia é amarela, sendo que as flores crescem em pares, nas
laterais dos ramos. As pétalas sdo amarelas, lisas, dentadas. Produz poucos frutos,
que madurecem rapidamente e logo sao dispersos no solo. Ao contrario da maioria
das espécies de Banisteriopsis, que florescem na estagcdo chuvosa, B. anisandra

floresce durante o inverno e na seca (Gates, 1982).
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Figura 10 - Foto de Banisteriopsis anisandra (A. Juss)



Capitulo 1 — Introducao 11

2 OBJETIVOS

Foram os objetivos deste trabalho:

* O estudo fitoquimico das raizes e folhas de Banisteriopsis anisandra;

* Avaliagdo das  atividades  biolégicas  (antioxidante, alelopatica,
antimibacteriana, antifungica e citotdxica) de extratos, fracbes e/ou substancias
isoladas desta espécie;

* Comprovagao do uso popular da espécie Banisteriopsis anisandra para o
tratamento topico de infec¢des fungicas através de teste de atividade antifungica do

extrato aquoso de suas folhas.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e métodos

Equipamentos, métodos gerais e testes quimicos

Os critérios de pureza adotados foram: visualizacdo de uma mancha unica em
CCDS com eluentes de diferentes polaridades, ponto de fusdo, bandas de absorgao
bem definidas no espectro da regido do infravermelho e analise dos espectros de
RMN de 'H e de "°C.

Os solventes utilizados na cromatografia em coluna — acetato de etila,
acetona, alcool metilico, benzeno, cloroférmio, diclorometano, n-hexano - foram
todos P.A. das marcas Merck, Synth, Quimex e Vetec. O alcool etilico utilizado para
extragao tinha grau de pureza comercial 96 ou 92 °GL.

As confirmagdes das substancias isoladas realizadas por comparacao direta
envolveram o uso de no minimo duas das seguintes técnicas: faixa de fusdo, CCDS
em pelo menos duas diferentes misturas de eluentes, CGAR com padrdes, dados do
espectro na regido do IV e dados dos espectros de RMN de 'H e de **C.

A concentracdo dos extratos e fracdes foi realizada em evaporador rotatorio
Buchi Waterbath, sob pressao reduzida.

Cromatografia liquida em coluna (CC)

Para CC foram utilizadas silica gel 60 Merck (70-230 Mesh), silica gel 60
Merck (230-400 Mesh, para cromatografia flash), poliamida e Sephadex LH-20. A
proporgao da amostra e fase estacionaria foi, em geral, entre 1:20 a 1:30. Na coluna
de Sephadex LH-20, a propor¢gao de mL de suspensao do polimero e de miligrama
da amostra foi de aproximadamente 1:1.

A série eluotropica utilizada nas colunas de silica gel 60 Merck (70-230 Mesh)
variou de acordo com a polaridade da amostra, mas sempre obedecendo a ordem
crescente de polaridade: n-hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol.
Nessas colunas, o material a ser cromatografado foi sempre antes incorporado a
uma pequena quantidade de silica.

Para cromatografia em coluna rapida (cromatografia “flash”) foi utilizada silica
gel Merck (230-400 Mesh) como fase estacionaria, e a eluigao foi isocratica. A altura
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e o didmetro das colunas, assim como a fase movel, foram estabelecidos de acordo
com Still e colaboradores (Still et al., 1978).

Para cromatografia por adsorgdo em poliamida, a série eluotropica seguiu
uma ordem decrescente de polaridade, iniciando-se por agua e terminando com
acetato de etila.

Para cromatografia por exclusdo foi utilizada como fase estacionaria
Sephadex LH-20, da Sigma Aldrich, em coluna de 1,2 cm de diametro por 45 cm de
altura. Os eluentes utilizados foram misturas de cloroférmio e metanol nas

proporcdes 6:4 ou 1:1.

Cromatografia em camada delgada de silica gel (CCDS)

A cromatografia em camada delgada foi feita utilizando-se silica gel 60 G
Merck, com espessura de 0,25 mm (para analise qualitativa) ou 0,50 mm (para
escala preparativa) sobre placas de vidro, ativadas a 100 °C. Foram utilizados como
reveladores vapores de iodo (revelador universal), solugdo de vanilina/ acido
sulfarico 20% (v/v) seguido de aquecimento, solugdo acida de sulfato cérico seguido
de aquecimento (revelador universal), reagente de Dragendorff (revelador especifico
para aminas), solu¢do de NST/PEG (revelador especifico para flavondides) e luz UV.

Cromatografia gasosa de alta resolugao (CGAR)

A cromatografia gasosa de alta resolugao foi realizada em um Cromatdgrafo
Varian CP-3380, equipado com coluna: DB5 30m x 0,25mm (J&W Scientific). Temp.
coluna: 50 °C (1min), 10 °C/min, até 300 °C. Temp. injetor: 300 °C, Split: 1/100.

Temp. detector FID: 300 °C. Volume de injeg&o: 1 pL (conc. 1,0% em hexano).

Pesagem
A pesagem de materiais de até 100 g foi utilizada uma balanga analitica da
marca Mettler Toledo, modelo AB104. A pesagem de materiais acima de 100 g foi

feita em uma balanca da marca Mettler, modelo PM 600.

Ponto de fusao
Os pontos e as faixas de fusdo foram determinados em aparelho digital
MQAPF - 302 e nao foram corrigidos (Departamento de Quimica, UFMG).
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Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H e de ®C, subespectros DEPT-135 e mapas de
contornos (COSY, HMBC e HMQC) foram obtidos em espectrométros Bruker
Avance DPX-200 (200 MHz) e DRX 400 (400 MHz), do Departamento de Quimica,
ICEx, UFMG. Os solventes deuterados empregados na solubilizagdo das amostras
foram CDClI3, CD30D ou (CD3),CO. Como referéncia interna foram utilizados o pico
do tetrametilsilano (TMS) presente no cloroférmio deuterado (04 e d¢c 0,00 ppm), o
pico do metanol (& 3,31 ppm e &¢ 49,00 ppm) ou o pico da acetona (dn 2,05 ppm e
Oc 29,84 ppm) (Gottlieb et al., 1997). Os deslocamentos quimicos (8) sdo expressos

em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J), em Hertz (Hz).

Espectrometria na regiao do IV
Os espectros na regido do IV foram obtidos no aparelho Perkin-Elmer
Spectrum One SP-IR Spectrometer (Departamento de Produtos Farmacéuticos,

UFMG), por inserg&o direta da amostra.

Espectrometria de massas

Alguns espectros foram obtidos em equipamento Thermo Finnigan LCQ,
equipado com fonte de ionizagdo por spray eletrostatico, do Centro de Pesquisas
René Rachou. Outros espectros doram obtidos em equipamento Esquire 3000 Plus,
da Bruker Daltonics, da Central Analitica do Instituto de Quimica da USP. Todas as
amostras foram solubilizadas em metanol, e analisadas no modo positivo ou

negativo.

Testes quimicos

Algumas fragbes dos extratos vegetais foram submetidas ao teste de
Liebermann-Burchard (LB), que consiste em dissolver a amostra em cloroférmio,
adicionar gotas de anidrido acético, agitar e, finalmente, adicionar lentamente gotas
de H,SO4. O aparecimento de cor violeta ao azul permanente sugere a presenga de
triterpenos pentaciclicos, enquanto o aparecimento de uma cor azul que logo se

transforma em verde sugere a presenca de esteroides (Ugaz, 1988).
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3.2 Material Vegetal

3.2.1 - Coleta e identificagao

O material vegetal (raizes e folhas de Banisteriopsis anisandra) foi coletado
na regido de Curvelo, Minas Gerais, em abril de 2007 (12 coleta) e em fevereiro de
2009 (22 coleta). A identificacdo botanica foi realizada pelo professor Dr. Jo&o
Renato Stehmann, do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais. A exsicata esta depositada no Herbario do Museu de Histéria Natural
da Universidade Federal de Minas Gerais, sob o numero 48724.

Figura 11 - Raizes e folhas de Banisteriopsis anisandra — 22 Coleta

3.2.2 - Preparacao de extratos

» Extrato Etandlico das Folhas de B. anisandra (EEF1) — 12 coleta
As folhas secas e pulverizadas (453,05 g) foram extraidas com 7 L de etanol
96 °GL, a temperatura ambiente. Apds evaporagdo do solvente, obteve-se 27,16 g
do extrato etandlico bruto das folhas de B. anisandra (EEF1).

» Extrato Etandlico das Folhas de B. anisandra (EEF2) — 22 coleta
As folhas secas e pulverizadas (877,10 g) foram extraidas com 8 L de etanol
96 °GL, a temperatura ambiente. Apds evaporagdo do solvente, obteve-se 80,51 g
do extrato etandlico bruto das folhas de B. anisandra (EEF2).

* Extrato Etandlico das Raizes de B. anisandra (EER1) — 12 coleta
1,49 Kg de raizes foram moidas e secadas em estufa a 40 °C. Em seguida,
realizou-se uma extracdo exaustiva, a temperatura ambiente, com 14 L de etanol,
utilizando-se um percolador. 135,55 g do extrato etandlico seco das raizes de B.
anisandra (EER1) foram obtidos apos destilagdo do solvente sob pressao reduzida.
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* Extrato Hexanico das Raizes de B. anisandra — (EHR2) — 22 coleta
2,50 Kg de raizes foram moidas e secadas em estufa a 40 °C. Em seguida,
realizou-se uma extracdo exaustiva, a temperatura ambiente, com 15 L de hexano,
utilizando-se um percolador. 4,60 g do extrato hexénico seco das raizes de B.
anisandra (EHR2) foram obtidos apés destilagdo do solvente sob presséo reduzida.

* Extrato Etandlico das Raizes de B. anisandra (EER2) — 22 coleta
As raizes, apds sofrerem extragdo com hexano, foram extraidas
exaustivamente com 14 L de etanol 96 °GL, num percolador, a temperatura
ambiente. 113,00 g do extrato etandlico seco das raizes de B. anisandra (EER2)

foram obtidos apds destilagao do solvente sob presséo reduzida.

» Extrato em Acetato de Etila das Raizes de B. anisandra (EAR2) - 2°
coleta
O extrato em acetato de etila foi obtido apds extracao direta do EER2 seco
com este solvente (particdo fase aquosa/ fase organica). 4,40 g do extrato em
acetato de etila das raizes foram obtidos, apds destilacdo do solvente.

3.2.3 - Marcha quimica para extracao de alcaldides das raizes de B. anisandra

Duas marchas quimicas diferentes foram realizadas a fim de se isolar
alcaldides das raizes de B. anisandra. A primeira iniciou-se com a acidificagdo do
meio, visando ao isolamento de alcaldides presentes no material vegetal na forma
de base livre; a outra iniciou-se com a basificacdo do meio, visando a obtencéo de
alcaloides presentes na forma de sal organico.

No primeiro procedimento, 85,00 g do EER1 foram dissolvidos em solugao
aquosa de HCI 43% (v/v) até atingir um valor de pH 2. Apés sofrer partigdes com
éter etilico, a fase aquosa foi basificada com solugdo concentrada de NH,OH até
atingir pH 9 . Extragcdo com éter etilico levou a obtengdo de uma fragdo orgénica
supostamente rica em alcaloides (Figura 12, pag. 17). No entanto, n&o foi verificada
a presenga de alcaldides, por meio da revelagdo com o reagente Dragendorff, nem
nessa fragdo nem nas outras fragdes e nem no extrato bruto.

No segundo procedimento (Figura 13, pag. 17), as raizes secas e moidas
foram alcalinizadas com 1 L de solugdgo de NH4OH 25% (v/v). Apos filtrar a
suspensao e extrair o filtrado com 1 L de cloroférmio, adicionaram-se 800 mL de HCI

2 % a fase orgéanica. A fase aquosa foi recolhida e alcalinizada com solugéo
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concentrada de NaOH até pH 9. Extracdo com cloroférmio etilico levou a obtengao
de uma fragdo organica supostamente rica em alcaldides que, mais uma vez, n&o

demonstrou a presencga de alcaléides com reagente Dragendorff.

EER1 (85,00 g)

1. HCI'43% (v/v) até pH 2
2. Extragdo com éter etilico
[ ]

Fase organica Fase aquosa

1. NH,OH até pH 9
2. Extragédo com éter etilico

[ |
Fase organica Fase aquosa
1. Na,SO, anidro

2. Filtragao
3. Evaporacéo

Fragéo organica

Figura 12 - Fluxograma da primeira marcha quimica para extragcado de alcaldides do

extrato etandlico das raizes de B. anisandra.

Raizes secas — 22 Coleta (264,00 g)

1. Alcalinizagao com NH,OH 25% (v/v)
2. Filtragao

3. Particao com cloroférmio

I |

Fase aquosa Fase organica

| Particao com solucdo de HCI 2% (v/v)
I |
Fase aquosa Fase organica

1. Solugao concentrada de NH,OH_ até pH 9
2. Particdo com cloroférmio
[ |

Fase aquosa Fase organica

1. Na,SO, anidro
2. Filtragao
3. Evaporacéo

Fragéo organica

Figura 13 - Fluxograma da segunda marcha quimica para extragdo de alcalbides

das raizes de B. anisandra.
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3.2.4 - Marcha quimica para extragcao de alcaldides das folhas de B. anisandra

O extrato etandlico bruto das folhas de B. anisandra também foi submetido a
duas marchas quimicas diferentes, a fim de se isolar alcaldides.

No primeiro procedimento (Figura 14), 80,51 g do EEF2 foram dissolvidos em
400 mL de uma solugéo aquosa de HCI 43% (v/v) até atingir um valor de pH 2. Apos
sofrer particbes com éter etilico, a fase aquosa foi basificada com solugéo
concentrada de NH4OH até atingir um valor de pH entre 9 e 10. Extragdo posterior
com éter etilico levou a obtengcdo de uma fragdo organica supostamente rica em
alcaldides. No entanto, ndo foi verificada a presenca de alcaldides, por meio da
revelacdo com o reagente Dragendorff, nem nessa fragdo nem nas outras fragdes e
nem no extrato bruto.

A fragdo aquosa 2, de carater basico, foi neutralizada e extraida com acetato
de etila. 2,1 g de um solido amarelo foram obtidos apds remogéo do solvente. Essa

fragdo organica neutra, de coloragado amarela, foi posteriormente purificada.

EEF2 (80,51 g)

1. HClI'43% (v/v) até pH 2
2. Extragcéo com éter etilico
I |

Fase organica Fase aquosa 1

1. NH4OH até pH 9-10
2. Extragéo com éter etilico
I I

Fase organica Fase aquosa 2
1. Na,SO, anidro 1. Neutralizagao
2. Filtracéo 2. Particdo com EtOAc
3. Evaporacéo i |
Fragéo alcaloidica Fase organica Fase aquosa 3

1. Na;SO, anidro
2. Filtragao
3. Evaporacéo

Fragc&o orgénica neutra

Figura 14 - Fluxograma da terceira marcha quimica para extracdo de alcal6ides do
extrato etandlico das folhas de B. anisandra.

No segundo procedimento (esquema semelhante ao da Figura 13, pag. 17),
251,00 g de folhas secas e moidas foram alcalinizadas com 1 L de solugdo de
NH4OH 25% (v/v). Apos filtrar a suspens&o e extrair o filtrado com 500 mL de
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cloroférmio, adicionaram-se 600 mL de HCI 2 % (v/v) a fase organica. A fase aquosa
foi recolhida e alcalinizada com solugao concentrada de NH4,OH até pH 9. Extracao
com éter etilico levou a obtengcdo de uma fragdo organica supostamente rica em
alcaldides que, mais uma vez, ndo apresentou nenhuma mancha em CCDS laranja

quando revelada com o reagente Dragendorff.

3.2.5 - Fracionamento do Extrato Etandlico das Folhas de Banisteriopsis
anisandra — (EEF1)

O extrato etanolico seco das folhas de B. anisandra (EEF1) (27,16 g) foi
submetido a cromatografia em coluna de silica gel, tendo sido coletadas 132 fragdes
de aproximadamente 250 mL cada, utilizando para eluicdo a ordem eluotrépica
usual, iniciando-se pelo hexano até chegar ao metanol. As fragées foram reunidas
em 5 grupos, de acordo com comparagao do perfil cromatografico em CCDS. Deste
extrato foi possivel isolar e identificar 3 substancias puras, além de 1 mistura de

compostos.

Grupo 1: fragoes 1-44 (108 mg)

O material deste grupo apresentou-se como uma cera de cor amarela. Analise
por CCDS indicou duas manchas azuis, apos revelacdo com sulfato cérico. O
material foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel, eluida com benzeno
e mistura de benzeno/acetona 9:1, em capela. Foram coletadas 14 fragbes, de 8 mL
cada, que foram posteriormente reunidas em 3 subgrupos. O subgrupo 1 (F. 1-3) (92
mg), uma cera cor branca, foi denominado F1 e identificado como uma mistura de

hidrocarbonetos saturados de cadeia longa.

Grupo 2: fragao 45 (82 mg)

Apresentou-se como uma cera de cor amarela. Foi submetido a cromatografia
em coluna de silica gel, eluida com benzeno, mistura de benzeno/acetona 1:1 e
acetona, em capela. Foram coletadas 21 fragcbes, de 5 mL cada, que foram
posteriormente reunidas em 5 subgrupos. O subgrupo 2 (F. 2-4) foi codificado F2 (21
mg) e identificado como acido palmitico. O subgrupo 3 (F.6-8) (28 mg) foi lavado
com metanol, e o sdlido branco cristalino obtido foi denominado F3 e identificado
como lupeol. Os demais subgrupos apresentaram misturas com pouca quantidade
de material e ndo foram trabalhados.
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Grupo 3: fragoes 46-100 (1,23 g)

O material deste grupo apresentou-se como um material amorfo verde. Essa
fracdo nao foi trabalhada. Analise por CCDS indicou coloragdo caracteristica de
clorofila (verde a olho nu e vermelha sob luz UV).

Grupo 4: fragoes 101-119 (2,4 g)

O material deste grupo apresentou-se como um material amorfo de coloragao
marrom escura. A presenga de uma mancha amarela por CCDS foi sugestiva da
presenca de flavondide. Primeiramente, realizou-se uma particdo desse grupo
utilizando-se n-hexano (onde a clorofila ficou retida) e metanol (onde a substancia de
coloracdo amarela estava presente). Duas purificagdes sucessivas da fragéo
metandlica - 2 colunas de Sephadex LH-20, utilizando-se como eluente uma mistura
de cloroformio/metanol 6:4 - levaram ao isolamento de F4 (19 mg), identificado como

qguercetina-3-O-ramnosideo.

Grupo 5: fragoes 120-132 (5,8 g)

O material deste grupo apresentou-se como um material amorfo de coloragao
marrom escura. A analise por CCDS mostrou grande retengdo da mistura no ponto
de aplicagdo. Optou-se em ndo trabalhar com esse grupo muito polar, devido as

dificuldades para se trabalhar com esse tipo de material.
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Figura 15 - Fluxograma do processo de fracionamento do EEF1

3.2.6 - Fracionamento da Fragdo Orgéanica Neutra obtida da marcha quimica
para extracao de alcaldides das folhas de B. anisandra

A fracdo organica neutra (Figura 48, pag. 18) (2,10 g) foi submetida a
cromatografia em coluna de silica gel, sendo recolhidas 55 fragées de 40 mL cada. A
ordem eluotropica utilizada iniciou-se a partir de uma mistura de

diclorometano/acetato de etila 1:1 e terminou com metanol puro. As fragbes foram
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reunidas em 4 grupos, sendo o grupo 3 (que foi eluido em acetato de etila/metanol
8:2), o de interesse, pois continha a maior parte do composto com mancha amarela
e quantidade consideravel de material (861 mg). Os grupos 1 e 2 apresentaram
muitas impurezas e pouca massa, o que inviabilizou o estudo dessas fragdes. O
grupo 4 apresentou-se como uma mancha vermelha bem escura, que ficou muito
retida em CCDS, mesmo em eluentes mais polares. Posterior cromatografia do
grupo 3 em Sephadex LH-20, utilizando-se como eluente uma mistura de
cloroférmio/metanol 6:4, levou ao isolamento de F4 (803 mg), de ponto de fus&o
193-194 °C, identificado como quercetina-3-O-ramnosideo.

3.2.7 - Fracionamento do Extrato Hexanico das Raizes de Banisteriopsis
anisandra — (EHR2)

O extrato hexanico seco das raizes de B. anisandra (EHR2) (4,6 g) foi
submetido a cromatografia em coluna de silica gel, sendo coletadas 50 fragbes de
aproximadamente 250 mL cada, sendo utilizados para eluicdo hexano, misturas em
diferentes proporgcdes de hexano/diclorometano, diclorometano, misturas em
diferentes proporcbes de diclorometano/acetato de etila, e acetato de etila. As
fragbes foram reunidas em 10 grupos, de acordo com comparagdo do perfil
cromatografico em CCDS. Deste extrato foi possivel isolar e identificar 7 substancias

puras, além de 2 misturas.

Grupo 1: fragédo 1-17 (307 mg)

O material deste grupo apresentou-se como um 6leo transparente-amarelado.
Analise por CCDS indicou apenas uma mancha azul, apos revelacdo com sulfato
cérico. R1 (307 mg) foi identificado como uma mistura de hidrocarbonetos saturados
de cadeia longa.

Grupo 2: fragoes 18-19 (335 mg)

Apresentou aspecto oleoso, com alguns solidos esbranquicados. O material
foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel, eluida com benzeno e
misturas em diferentes propor¢cbes de benzeno/acetona. Foram coletadas 14
fragbes, de 8 mL cada, que foram posteriormente reunidas em 3 subgrupos. O
subgrupo 1 (F. 1-3) (289 mg) que apresentou, por CCDS, duas manchas azuis de Rf

muito proximos apos revelagdo com vanilina/acido sulfurico a 20%, foi submetido a
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cromatografia em coluna rapida de silica gel (230-400 Mesh), sendo a eluigéo
isocratica, utilizando-se uma mistura de hexano/acetato de etila 9:1, fluxo da coluna:
2 mL/min., coluna de 16 cm altura x 1 cm diametro. Uma cera branco-amarelada foi
isolada e denominada R2 (12 mg), identificada como oleato de [-sitosterila. O
subgrupo 2 (F. 4-9) apresentou muitas impurezas e pouca quantidade, o que
inviabilizou futuras purificagbes. O subgrupo 3 apresentou-se como um Odleo
amarelo, mas nao foi estudado devido a pequena quantidade de material e presenca

de mais impurezas.

Grupo 3: fragdes 20-25 (86 mg)

Apresentou aspecto oleoso, de cor amarela claro. Apresentou, por CCDS,
mancha azul fluorescente com vizualizagdo no UV-visivel. Devido a grande
quantidade de substancias e a pequena quantidade de material, esta fracdo nao foi
trabalhada.

Grupo 4: fragoes 26-30 (184 mg)

Apresentou aspecto oleoso, com cristais amarelos. A mancha observada em
CCDS mostrou absor¢do no UV, com coloragdo azul fluorescente. O material foi
submetido a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20, utilizando-se como
eluente uma mistura de cloroférmio/metanol 6:4. Foram recolhidas 32 fragcdes, de 3
mL cada, que foram reunidas em 3 subgrupos. O subgrupo 1 (F. 1-4) apresentou
muitas impurezas e pouca quantidade de material. O subgrupo 2 (F. 5-7) (19 mg) foi
recromatografado em uma coluna de silica gel, eluida com benzeno e benzeno/
acetona 9:1, e R3 (14 mg) foi obtido como cristais incolores, identificado como
friedelina. Finalmente, os subgrupos 3 (F. 8-9) e 4 (F. 11-32) apresentaram muita

impureza e pouca quantidade, o que inviabilizou futuras purificagdes.

Grupo 5: fragao 31-33 (409 mg)

Apresentou-se como cristais amarelados. O material foi submetido a
cromatografia em coluna de silica gel, eluida com misturas em diferentes propor¢des
de n-hexano/ diclorometano. Foram coletadas 33 fragdes, de 10 mL cada, que foram
posteriormente reunidas em 4 subgrupos. Analise comparativa dos subgrupos 1 (F.
1-21) e 2 (F. 22-24) em CCDS com padréo de friedelina (R3) indicou a presenca
desse composto. Analise comparativa do subgrupo 4 (F. 27-29) em CCDS com

padrao de lupeol (F3) indicou a presenga desse composto. O subgrupo 3 (F.25-26)
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(137 mg) apresentou grande quande quantidade de substéncia amarela, de Rf
intermediario aos outros dois compostos citados acima. Este material foi reunido ao
Grupo 6 e ao subgrupo 2 do Grupo 7, devido a sua semelhanga por CCDS.
Finalmente, o subgrupo 5 (F. 30-32) apresentou-se como uma mistura complexa e
de pouca quantidade, o que inviabilizou uma posterior purificagao.

Grupo 6: fragdes 34-35 (220 mg)

Apresentou-se como um cristais amarelos, que por CCDS apresentou
manchas amarelas intensas, com Rf muito préximos. Os materiais do subgrupo 3 do
grupo 5 (137 mg) e do subgrupo 2 do Grupo 7 (102 mg) apresentaram perfis
semelhantes por CCDS e foram todos reunidos. A reunido dessas fragdes (459 mg)
foi submetido a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20, utilizando-se como
eluente uma mistura de cloroférmio/metanol 6:4. Foram recolhidas 27 frages, de 3
mL cada, que foram reunidas em 4 subgrupos. Os subgrupos 1 (F. 1-8) e 4 (F. 19-
27) se apresentaram muito impuros e por isso ndo foram mais trabalhados. Analise
comparativa do subgrupo 2 (F. 9-15) (9 mg) em CCDS com padrdes de friedelina
(R3) indicou a presenca desse composto. Finalmente, o subgrupo 3 (16 mg)
apresentou duas manchas amarelas bem intensas (tanto antes quanto depois de
revelacdo com sulfato cérico). Esse subgrupo 2 foi submetido a cromatografia em
CCDS em escala preparativa. Dois cortes principais foram realizados. Apds extragao
com diclorometano, a fragdo proveniente do corte superior foi denominada R4 (5,8
mg), e a do corte inferior denominada R5 (5,6 mg). Essas fragbes foram
posteriormente identificadas como 2-hidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-
1-carbaldeido e 2-hidroxi -6,8-dimetoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido,

respectivamente. Ambas substancias séo inéditas.

Grupo 7: fragoes 36-42 (783 mg)

Apresentou-se como cristais incolores em meio a um sdélido amarelo. O
material foi cromatografia em coluna de silica gel, eluida com benzeno, mistura de
benzeno/acetona 1:1 e acetona, em capela. Foram coletadas 36 fracdes, de 6 mL
cada, que foram posteriormente reunidas em 3 subgrupos. Analise comparativa do
subgrupo 1 (F. 1-15) em CCDS com padréo de friedelina (R3) indicou a presenca
desse composto, além de outro contaminante de maior Rf. O subgrupo 2 (F. 16-27)

(102 mg) apresentou uma mancha amarela muito semelhante aquelas encontradas
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nos Grupos 5 e 6, além de outras impurezas. Esse subgrupo foi reunido ao Grupo 6
e o subgrupo 3 do Grupo 5, como descrito anteriormente. O subgrupo 3 (F. 28-36),
um sélido branco, foi denominado R6 (510 mg), identificado como [3-sitosterol.

Grupo 8: fragao 43 (51 mg)
Apresentou-se como cristais transparente-amarelados. O material foi lavado
com metanol e os cristais residuais (32 mg), denominados R7, foram identificados

como uma mistura de B-sitosterol e estigmasterol.

Grupo 9: fragoes 44-46 (56 mg)

O material amorfo de cor amarela que constituiu este grupo apresentou, por
CCDS, uma mancha azul fluorescente com vizualizagdo no UV-visivel e outra
mancha amarela, de menor Rf. Ele foi submetido a CCDS escala preparativa. A
mancha superior, de cor azul, ndo forneceu quantidades suficientes para proceder
com métodos de identificacdo da substancia. O corte inferior, relativo a uma
substancia amarela, foi denominado R8 (32,4 mg) e identificado como 2,8-dihidroxi-
6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido, um composto inédito.

Grupo 10: fragdes 47-50 (890 mg)

Apresentou-se como um sélido verde-amarelado. Tentativas de purificagao
dessa fragdo foram realizadas, como 2 colunas de silica gel e uma coluna de
Sephadex LH-20, mas néao foi possivel chegar ao isolamento de nenhum composto,
pois sempre permanecia uma mistura muito grande de compostos nas fragoes,

vizualizadas por CCDS.
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Figura 16 - Fluxograma do processo de fracionamento do EHR2
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3.2.8 - Fracionamento do Extrato em Acetato de Etila das Raizes de
Banisteriopsis anisandra (EAR2) — 22 coleta

O extrato (4,4 g) foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel, sendo
coletadas 24 fracbes de 250 mL cada, utilizando para eluicdo diclorometano,
misturas em diferentes propor¢cdes de diclorometano/acetato de etila, acetato de
etila, misturas em diferentes propor¢cdes de acetato de etila/metanol e metanol. As
fragbes foram reunidas em 4 grupos, de acordo com comparagdo do perfil
cromatografico por CCDS. Deste extrato foi possivel isolar e identificar 1 substancia.

Grupo 1: fragdes 1-2
Apresentou-se como um O6leo amarelo. Analise da sua cromatoplaca
demonstrou muitos compostos de Rf muito préximos, o que levou a decisdo de nao

se trabalhar com esse grupo.

Grupo 2: fragoes 3-12
Apresentou-se como um solido marrom escuro. Pelas mesmas razdes do

grupo anterior, optou-se por n&o trabalhar com este grupo.

Grupo 3: fragdes 13-16 (155 mg)

Apresentou-se como um solido amarelado. Apds outras duas cromatografias
em coluna de silica gel e uma em coluna de Sephadex LH-20, utilizando-se como
eluente uma mistura de cloroférmio/metanol 1:1, R9 (65 mgq) foi isolado e identificado
como acido 3,4-dihidréxi-benzoico.

Grupo 4: fragoes 17-24 (205 mg)

Apresentou-se como cristais vermelhos. A revelagdo com sulfato cérico da
CCDS mostrou uma mancha de cor vermelha com rastro. Apds ser submetido a
cromatografia em coluna de Sephadex LH-20, fez-se o espectro de RMN da frag&o
mais purificada (14 mg), que apresentou-se como uma mistura complexa, a qual ndo

foi possivel ser caracterizada.

EAR2
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Figura 17 - Fluxograma do processo de fracionamento do EAR2
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3.2.9 - Fracionamento do Extrato Etandlico das Raizes de Banisteriopsis
anisandra — (EER1)

O extrato etandlico seco das raizes de B. anisandra (EHR1) (50,55 g) foi
cromatografado em coluna de silica gel, sendo coletadas 53 fragcdes de
aproximadamente 400 mL cada, utilizando para eluicdo a ordem eluotrépica usual,
inciciando-se pelo hexano até chegar ao metanol. As fragdes foram reunidas em 12
grupos, de acordo com comparagdo do perfil cromatografico em CCDS. Deste
extrato foi possivel isolar e identificar 4 substancias puras, além de 3 misturas.

Grupo 1: fragao 1-4 (480 mg)

O material deste grupo apresentou um aspecto oleoso, de coloragdo branca-
amarelada. A analise por CCDS indicou manchas azuis de Rf muito préximos, apos
revelacdo com vanilina/ acido sulfurico a 20%. O material foi cromatografado em
coluna de silica gel, eluida com benzeno e benzeno/ acetona 9:1 e benzeno acetona
8:2. Foram coletados 12 fragbes, que foram reunidas em 3 subgrupos. O subgrupo 1
(58 mg), de aspecto leitoso, foi submetido & analise de RMN de 'H e *C, entretanto,
mostrou uma mistura complexa, que nao foi possivel elucidar. Os demais subgrupos

ainda apresentaram misturas de substancias e n&o foram trabalhados.

Grupo 2: fragdes 5-8 (1,5 g)

O material deste grupo apresentou grande quantidade de solido, de cor
amarelada. O material foi submetido a cromatografia, em 4 etapas, em coluna de
Sephadex LH-20, eluida com uma mistura de cloroférmio/metanol 6:4. Foram
coletadas 16 fragdes, de 5 mL cada, que foram posteriormente reunidas em 4
subgrupos. O subgrupo 2 (F. 5-9), caracterizado por cristais incolores, foi
denominado R10 (19 mg) e identificado como uma mistura de lupan-20(29)-en-3-ona
(lupenona) e friedelina. As demais fragbes apresentaram pequena quantidade de

amostra.

Grupo 3: fragdes 9-12 (1,1 g)

O solido amarelado que constituia esse grupo foi cromatografado em coluna
de Sephadex LH-20, eluida com uma mistura de cloroférmio/metanol 6:4. Foram
coletadas 40 fragdes, de 3 mL cada, que foram posteriormente reunidas em 4
subgrupos. Analise comparativa do subgrupo 2 (F. 21-27), denominado R11 (26 mg),

em CCDS com padrédo de acido oléico sugeriu a presenga desse composto. O
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subgrupo 3 (F. 21-27) foi recromatografado em uma coluna de silica gel, eluida com
benzeno e benzeno/ acetona 9:1, e uma quantidade adicional de R3 (20 mg -
friedelina) foi obtida. Os demais subgrupos n&o foram trabalhados devido a grande
quantidade de impurezas nas fragdes.

Grupo 4: fragoes 13-14 (61,3 mg)

O material deste grupo, um sdélido amarelo, foi cromatografado em coluna de
Sephadex LH-20, eluida com uma mistura de cloroférmio/metanol 6:4. Foram
coletadas 20 fragdes, de 5 mL cada, que foram posteriormente reunidas em 2
subgrupos. O subgrupo 1 (F. 1-12) apresentou uma mistura complexa de
substancias e ndo foi trabalhado. O subgrupo 2 (F. 12-20), caracterizado pela
presenca de grande quantidade de solido amarelo, foi recromatografado em coluna
de silica gel com eluigdo isocratica (benzeno/ acetona 8:2), em capela. As fragdes
ricas em substancia amarela foram entdo cromatografadas em CCDS escala
preparativa, para a retirada de um impureza de Rf ligeiramente superior ao da
substancia amarela. Uma quantidade adicional de R4 (4,5 mg - 2-hidroxi-6-metoxi-7-
metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido) foi obtida.

Grupo 5: fragdes 15-16 (1,6 g)

Pb&de-se observar neste grupo a presencga de cristais incolores em meio a um
material amorfo amarelado. O material foi cromatografado em coluna de Sephadex
LH-20, eluida com uma mistura de cloroformio/metanol 6:4. Foram coletadas 52
fragdes, de 3 mL cada, que foram posteriormente reunidas em 6 subgrupos. Analise
comparativa do subgrupo 4 (F. 24-26), em CCDS com padréo de lupeol (F3), indicou
o isolamento de quantidade adicional (12,1 mg) deste. Os subgrupos 3 (F. 13-18) e 5
(F. 27-33) apresentaram quantidades adicionais de lupeol, bastante contaminado.
Os demais subgrupos apresentaram pequena quantidade de amostra ou misturas

complexas de substancias e ndo foram trabalhadas.

Grupo 6: fragdes 17-20 (223,3 mg)

A feicao do material deste grupo foi semelhante aquela do grupo anterior:
cristais em meio a material amorfo amarelo claro, que foi cromatografado em coluna
de Sephadex LH-20, eluida com uma mistura de cloroférmio/metanol 6:4. Foram
coletadas 17 fragdes, de 5 mL cada, que foram posteriormente reunidas em 2
subgrupos. O subgrupo 1 (F. 1-2) foi recromatografado em coluna de Sephadex LH-
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20, também eluida com uma mistura de cloroférmio/metanol 6:4, para fornecer R6
(12,3 mg), cristais incolores, identificado como uma mistura de [-sitosterol e
estigmasterol. O subgrupo 2 apresentou quantidade adicional de R6, contaminado

com outras impurezas e nao foi trabalhado.

Grupo 7: fragao 21 (83 mg)
O material deste grupo apresentou-se como um material pastoso verde, mas

devido a complexidade da amostra, optou-se em nao trabalhar com ela.

Grupo 8: fragdes 22-30 (729 mg)

A resina esverdeada que constituia o material deste grupo foi cromatografada
em coluna de Sephadex LH-20, eluida com uma mistura de cloroférmio/metanol 6:4.
Foram coletadas 30 fra¢des, de 4 mL cada, que foram posteriormente reunidas em 4
subgrupos. O subgrupo 3 (F. 21-25) foi recromatografado nessas mesmas
condigbes, para dar um o6leo amarelado, denominado R11 (28 mg) e identificado
como acido oléico. O subgrupo 4 (F. 26-30) foi também recromatografado, nessas
mesmas condi¢des, para fornecer um solido branco, denominado R12 (23 mg), que
foi identificado como uma mistura de glochidonol, acido oléico e B-sitosterol. Os
demais subgrupos, de coloragdo verde, ndo foram trabalhados devido a pequena

quantidade de material ou grande numero de substancias.

Grupo 9: fragdes 31-43 (680 mg)
O material deste grupo, de aspecto pastoso e cor marrom escura, apresentou-
se de alta complexidade, sendo que grande parte ficou retida no ponto de aplicagéo

da CCDS. Optou-se por ndo trabalhar com essa fragao.

Grupo 10: fracdes 44-46 (196 mg)

O material deste grupo, um so6lido marrom claro, apresentou por CCDS uma
mancha amarela a olho nu e outra azul, quando visualizada com luz UV. Foi
cromatografado em coluna de silica gel, eluida com diclorometano, diclorometano/
acetato de etila 1:1 e acetato de etila. Foram coletadas 20 fragbes, de 10 mL cada,
que foram posteriormente reunidas em 4 subgrupos. O subgrupo 2 (que apresentou
uma mancha de cor amarela muito intensa em CCDS) e o subgrupo 3 (que 3
apresentou, em CCDS, uma mancha azul quando vizualizada com a luz UV), foram
cromatografados em CCDS escala preparativa, entretanto o material permaneceu
impuro e a quantidade de material obtida foi muito pequena.
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Grupo 11: fragao 47 (174,2 mq)

O sdlido verde-marrom que constituia este grupo foi cromatografado em
coluna de Sephadex LH-20, eluida com uma mistura de cloroférmio/metanol 6:4.
Foram coletadas 54 fragdes, de 3 mL cada, que foram posteriormente reunidas em 6
subgrupos. Grande parte do material ficou retido na coluna, levando a grande perda
de massa. Os subgrupos tinham pouca quantidade de material, e a tentativa de
purificar o subgrupo 2 (F. 5-22) por cromatografia em silica gel também foi falha,
uma vez que as fragdes recolhidas permaneceram impuras e outra parte ficou retida

na coluna.

Grupo 12: fragdes 48-53 (12,07 g)

O material deste grupo apresentou como um solido de cor vermelha, que foi
cromatografado em coluna de poliamida, eluida com agua, agua/ metanol 1:1,
metanol, metanol/ acetato de etila 1:1, acetato de etila. Foram coletadas 45 fragdes,
de 125 mL cada, que foram posteriormente reunidas em 6 subgrupos. Tentativas
posteriores de purificacdo - colunas de poliamida e Sephadex LH-20 ou CCDS

escala preparativa - ndo tiveram sucesso.
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Figura 18 - Fluxograma do processo de fracionamento do EER1
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4 ELUCIDAGAO ESTRUTURAL

4.1 Mistura de hidrocarbonetos (F1)
n=15e26-33
n

F1 foi isolado do Grupo 1 do EEF1, na forma de uma cera branca. Seu
espectro de absorgdo na regido do infravermelho (Figura 1A, Anexo 1) apresentou
bandas intensas em 2955, 2915, 2873 e 2848 cm, referentes as deformagdes
axiais simétricas e assimétricas das ligagdes C-H dos grupos metila e metileno;
bandas em 1472 e 1462 cm™, referentes a deformacéo angular das ligacdes C-H; e
banda em 719 cm”, referente a deformacdo angular assimétrica no plano de
metilenos, caracteristico de alcanos de cadeia linear de sete ou mais carbonos
(Silverstein et al., 2007). Esses dados evidenciaram a natureza alifatica da mistura,
caracteristica de hidrocarbonetos.

A caracterizagdo dos hidrocarbonetos presentes em F1 foi realizada
utilizando-se cromatografia gasosa de alta resolu¢do, CGAR. Foram utilizados como
padrées os hidrocarbonetos C14, C17 € Cyos - C35 (Figura 2A, Anexo 1). A analise do
cromatograma (Figura 3A, Anexo 1) permitiu identificar os principais constituintes de
F1 como sendo CagHgp (55,16%) e C3z1Hes (16,87%), conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Dados obtidos por CGAR de F1 e dos padrdes de hidrocarbonetos C4,
C17, Cas, C29, C30, C31, C32, C33, C34 € C3s

Padroes F1
Cn T. retencao (min) T. retencao (min) %
Cis 9,0 --- 0
Cq7 12,9 12,9 0,54
Cas 23,1 23,1 0,60
Co9 23,6 23,7 55,16
Cso 24,3 24,3 1,83
Cs1 25,0 25,0 16,87
Cs2 25,7 25,7 0,61
Css 26,5 26,5 2,61
Cs4 27,9 27,9 7,03
Cas 30,3 30,3 2,30
Total 87,55
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4.2 Acido Palmitico (F2)
0]
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F2 foi isolado do Grupo 2 do EEF1 e apresentou-se como um solido branco
com ponto de fusdo 59 °C, soluvel em cloroférmio.

O espectro de absorgao na regido do IV (Figura 4A, Anexo 1) apresentou
uma banda larga entre 3300 e 2400 cm™, caracteristica da deformacdo axial da
ligagdo O-H de acido carboxilico; banda em 1698 cm™, referente & deformagéo axial
da ligacdo C=0 de carboxila; bandas em 2954, 2915, 2871 e 2848 cm™, referentes
as deformacgdes axiais simétricas e assimétricas das ligagdes C-H dos grupos metila
e metilénicos — o que sugere o carater alifatico do composto; e banda em 720 cm™,
referente a deformacg&o angular assimétrica no plano de metilenos, caracteristico de
alcanos de cadeia linear de sete ou mais carbonos (Silverstein et al., 2007). Todos
esses dados sugerem a presenga de uma acido graxo alifatico de cadeia longa.

O espectro de RMN de 'H (Figura 5A, Anexo 1) apresentou um tripleto em &
0,88 (J16.15=6,8 Hz), referente a trés hidrogénios, que foi atribuido aos hidrogénios
do grupo metila terminal; um tripleto em & 2,35 (J2.3=7,5 Hz) referente a dois
hidrogénios, atribuidos aos hidrogénios metilénicos alfa a carbonila; um quinteto em
0 1,63 (J32=7,5 Hz), atribuido aos hidrogénios metilénicos em posicdo beta a
carbonila; e um simpleto largo em & 1,26, atribuido aos demais hidrogénios dos
grupos metilénicos. A integracédo desse sinal sugere a presenca de 24 hidrogénios.

O espectro de RMN de "*C de (Figura 6A, Anexo 1) apresentou sinal em &
178,95, atribuido ao carbono do acido carboxilico; um sinal em & 14,26, referente ao
carbono do metila terminal; e uma série de sinais entre & 33,97 e 22,84, referente
aos carbonos metilénicos. Essas atribuicbes foram feitas juntamente com a analise
do subespectro-DEPT 135 (Figura 6A, Anexo 1). A comparagdo destes dados com
aqueles obtidos para o acido palmitico (Couperus et al., 1978) levou a conclusao de
que F2 se tratava deste composto (Tabela 2, pag. 32)
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Tabela 2 - Comparacéo dos dados de RMN de *C do acido palmitico (Couperus et

al., 1978) com aqueles encontrados para F2

Cn | Acido palmitico F2 Cn Acido palmitico F2
1 180,66 178,95 9 29,77 29,84
2 34,22 33,98 10 29,77 29,84
3 24,76 24,85 11 29,77 29,82
4 29,17 29,22 12 29,77 29,74
5 29,52 29,51 13 29,34 29,39
6 29,77 29,59 14 32,03 32,08
7 29,77 29,82 15 22,76 22,84
8 29,77 29,82 16 14,12 14,26

4.3 Lupeol (F3)

2% 9
F3 foi isolado do Grupo 2 do EEF1, do Grupo 5 do EHR2 e do Grupo 5 do
EER1. Apresentou-se como um solido cristalino com faixa de fusdo 211-212 °C,

soluvel em cloroférmio. Apresentou teste positivo para TTPC frente ao teste de
Liebermann-Burchard.

O espectro de absorgao na regido do IV (Figura 7A, Anexo 1) apresentou
uma banda larga em 3316 cm™, referente a deformacéo axial da ligacdo O-H; banda
em 1638 cm™, referente & deformacgao axial da ligacdo C-H de alqueno; banda em
1035 cm™, referente & deformacéo axial da ligacdo C-O; e bandas em 1013 e 982
cm™, referente & deformacéo angular C-H fora do plano de alqueno.

O espectro de RMN de 'H (Figura 8A, Anexo 1) apresentou dois multipletos,

cada um com integral referente a 1 hidrogénio, em © 4,69 e em 0 4,57, atribuidos
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aos hidrogénios da dupla ligagado terminal (H-29); um dupleto duplo referente a 1
hidrogénio em & 3,19 (J3ax2ax=11,20 € J3ax26q=4,80 Hz), atribuido ao hidrogénio
carbindlico H-3; um dupleto triplo referente a 1 hidrogénio em & 2,38 (J=5,5 Hz),
atribuido ao H-19. O espectro apresenta também simpletos em & 1,03, 0,97, 0,94,
0,83, 0,79, 0,76, referentes aos hidrogénios metilicos do composto.

O espectro de RMN de C (Figura 9A, Anexo 1) de F3 apresentou 30 sinais,
0 que confirma a presencga de um triterpeno. Os sinais em & 151,14 e 109,47 sao
caracteristicos dos carbonos olefinicos do esqueleto lupanico (Mahato e Jundi,
1994). Como pode ser comprovado no subespectro DEPT-135 de F3 (Figura 10A,
Anexo 1), o sinal em & 109,47 refere-se ao carbono olefinico C-29. O espectro
apresentou também um sinal em & 79,20, atribuido ao carbono carbindlico C-3. Por
comparacgdo com os dados de RMN de ®*C de F3 com aqueles descritos para o
lupeol (Mahato e Jundi, 1994) (Tabela 3), concluiu-se que F3 se tratava dessa

substancia.

Tabela 3 - Comparacado dos dados de RMN de *C do lupeol (Mahato e Jundi, 1994)

com aqueles encontrados para F3

Cn Lupeol F3 Cn Lupeol F3

1 38,7 38,89 16 35,5 35,76
2 27,4 27,62 17 43,0 43,17
3 78,9 79,20 18 48,2 48,49
4 38,8 39,03 19 47,9 48,16
5 55,3 55,48 20 150,9 151,14
6 18,3 18,49 21 29,8 30,03
7 34,2 34,46 22 40,0 40,17
8 40,8 41,02 23 28,0 28,15
9 50,4 50,63 24 15,4 15,52
10 37,1 37,35 25 16,1 16,27
11 20,9 21,11 26 15,9 16,15
12 25,1 25,32 27 14,5 14,72
13 38,0 38,24 28 18,0 18,17
14 42,8 43,01 29 109,3 109,47
15 27,4 27,58 30 19,3 19,47
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4.4 Quercetina-3-O-ramnosideo (F4) 2 oH

F4 foi isolado da fragdo organica neutra obtida da marcha quimica para
extragdo de alcaldides das folhas de B. anisandra e do Grupo 4 do EEF2.
Apresentou-se como um solido amarelo com faixa de fusdo 193-194 °C, soluvel em
metanol. A mancha referente a F4 em CCDS apresentou coloracdo amarela sem
revelacao, que se tornou ainda mais evidente apds revelagdo com vapor de solugéo
sulfato cérico, seguido de aquecimento.

O espectro de absorgao na regido do IV (Figura 11A, Anexo 1) apresenta
uma banda larga e intensa centrada em 3235 cm™, referente & deformagéo axial das
ligagdes O-H; uma banda em 1652 cm™, referente a deformagdo axial da ligacdo
C=0 de carbonila de flavonodides (Agrawal, 1989); bandas em 1597, 1573, 1496 e
1454 cm™, referente & deformacdo axial das ligacbes C=C de anel aromatico; e
banda em 1058 cm™, referente & deformagao axial das ligagdes C-O.

O espectro de RMN de 'H (Figura 19, pag. 35) apresentou varios sinais na
regido de aromaticos, caracteristicos de esqueletos flavonoidicos. Além disso, no
espectro de RMN de *C (Figura 22, pag. 37), a presenca de 21 carbonos, sendo
quatro na regido caracteristica de agucares (& 60-80 ppm), proporcionou uma
grande evidéncia para a presenga de um flavondide ligado a uma unidade
monossacaridica: 15 sinais referentes ao esqueleto flavonoidico e 6 sinais referentes
ao agucar (Agrawal, 1989).

No espectro de RMN de 'H de F4 (Figura 19, pag. 35), os sinais dos
hidrogénios referentes ao anel A do flavondide mantiveram entre si uma relagdo
meta, atribuida aos hidrogénios H-6 (6 6,18, d, 1H, Js.s=2,0 Hz) e H-8 (d 6,35, d, 1H,
Js6=2,0 Hz). Ja os sinais do anel B mantiveram uma relagdo orto, atribuida aos
hidrogénios H-5" (6 6,90, d, 1H, J5.6=8,0 Hz) e H-6’ (5 7,29, dd, 1H, Js-5=8,4 e 2,0
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Hz); e meta, aos hidrogénios H-6’ (o 7,29, dd, 1H, Js2=2,0 Hz) e H-2’ (5 7,34, d, 1H,
J2’-6'=1,6 HZ).
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Figura 19 - Espectro de RMN de 'H de F4 (CD;0D; 400 MHz).

Nesse mesmo espectro (Figura 19), a parte os sinais referentes ao
monossacarideo se apresentaram como: um dupleto com integral referente a 3
hidrogénios, em & 0,93 (Js.5=6,0 Hz), tipico de hidrogénios metilicos (H-6") da
ramnose; um tripleto centrado em & 3,33 (Js3» € J4».5=9,2 Hz), que esta sobreposto
com o sinal do metanol residual, atribuido ao H-4"; um multipleto entre 6 3,44 e 3,38,
com integral referente a 1 hidrogénio, atribuido ao H-5"; um dupleto duplo, referente
a 1 hidrogénio, em & 3,75 (J3.4=9,2 e J372»=3,2 Hz), atribuido ao hidrogénio H-3";
um dupleto duplo referente a 1 hidrogénio em & 4,22 (J».3=3,2 e Jo.1»=1,4 Hz),
atribuido ao hidrogénio H-2”; e um dupleto referente a 1 hidrogénio em & 5,33 (J1--

2»=1,4 Hz), atribuido ao hidrogénio anomeérico H-1". P4 OH
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Figura 21 — Correlagdes encontradas no mapa de contornos COSY de F4 e

valores das constantes de acoplamento (Hz), para os hidrogénios da ramnose

Visando a atribuicdo inequivoca dos sinais de hidrogénio do monossacarideo, foi

analisado o mapa de contornos COSY (Figura 20). Tomou-se como ponto de partida

o sinal correspondente ao hidrogénio anomérico H-1". Pdde-se, entdo, estabelecer

através das manchas de correlagéo as conectividades ente os hidrogénios H-1"/H2”,

H-2"/H-3”, H-3"/H-4” e H-5"/H-6", respectivamente. Os valores das constantes de

acoplamento entre esses hidrogénios sugerem as configuragédo 1’S, 2”’R, 3"R, 4’R e

5”S para o acucar, o que indica a presenca da ramnose. Ele € considerado um

acucar da série-L devido a configuragdo do C-5” (o carbono assimétrico mais

distante do carbono anomérico), que é igual a do L-gliceraldeido (Sinnott, 2007).
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Figura 22 - Espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135 de F4 (CD30OD; 100
MHz).

O espectro de RMN de "*C (Figura 22) apresentou 21 sinais, que foram
classificados como sendo 5 carbonos aromaticos hidrogenados, 10 carbonos
aromaticos ndo hidrogenados, 4 C-H em deslocamento tipico de agucares, 1 C-H
tipico de carbono anomérico de agucar, 1 CH; e 1 C=0, com o auxilio do
subespectro DEPT-135 (Figura 22).

A analise do mapa de contornos HMQC (Figura 23, pag. 38) possibilitou
associar os sinais de todos carbonos hidrogenados com os sinais de seus
respectivos hidrogénios. A analise das expansdes do mapa de contornos HMBC
(Figuras 24 e 25, pag. 39) na regido dos hidrogénios do esqueleto ramnosidico
apresentou correlagdes importantes para a elucidacao estrutural, como por exemplo
a posicdo da ligacdo O-glicosidica, através do acoplamento heteronuclear (*Jcn)
entre o hidrogénio anomérico H-1" e o carbono C-3. Outras correlagbes importantes
referentes ao esqueleto do monossacarideo foram observadas:

- Entre o H-1" e o carbono C-2”.

- Entre o H-2” e os carbonos C-3" e C-4".

- Entre o H-3” e o carbono C-4”.
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- Entre o H-4” e os carbonos C-3”, C-5" e C-6".

- Entre o H-5" e o carbono C-4".

- Entre os H-6" e os carbonos C-4” e C-5".

A expansao do mapa de contornos HMBC na regido dos hidrogénios do
esqueleto flavonoidico (Figuras 24 e 25, pag. 39) forneceu as seguintes
correlagdes:

- Entre o H-6 e os carbonos C-5, C-7, C-8 e C-10.

- Entre o H-8 e os carbonos C-6, C-7, C-9 e C-10.

- Entre o H-2’ e os carbonos C-1’, C-3’, C-4’, C-5' e C-6'.

- Entre o H-6’ e os carbonos C-1’, C-2’, C-4’ e C-5'.

- Entre o H-5’ e os carbonos C-1’, C-3’, C-4’ e C-6'.

Por analise dos espectros de RMN obtidos e por comparagdo com os dados
de RMN de C de F4 com aqueles descritos para a quercetina-3-O-ramnosideo

(Beltrame et al., 2001) (Tabela 4, pag. 40), concluiu-se que F4 se tratava dessa

substancia.
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Figura 23 - Mapa de contornos HMQC de F4 (CDs0D; 400 MHz).
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Figura 24 - Expanséo do mapa de contornos HMBC de F4 (CDsOD; 400 MHz).
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Tabela 4 - Comparagdo dos dados de RMN de ™C da quercetina-3-O-o-L-

ramnopiranosideo (Beltrame et al., 2001) com aqueles encontrados para F4

Cn | Quercetina-3-0O-a-L- F4 Cn | Quercetina-3-O-a-L- F4
ramnopiranosideo ramnopiranosideo

2 158,8 158,48 3 146,6 146,35
3 136,4 136,20 4 150,0 149,75
4 179,9 179,60 5 116,5 116,37
5 163,5 163,11 6’ 123,1 122,96
6 99,9 99,84 1” 103,7 103,51
7 166,1 165,86 2” 72,1 71,88
8 94,8 94,74 3” 72,2 72,11
9 158,0 159,30 4” 73,3 73,25
10 106,0 105,87 5” 72,0 72,01
1 123,1 122,88 6” 17,6 17,62
2 117,0 116,96

4.5 Mistura de hidrocarbonetos (R1) /é%\
n n=12-16e 27-33

R1 foi isolado do Grupo 1 do EHR2, na forma de um Oleo transparente-
amarelado. Seu espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 12A,
Anexo 1) apresentou bandas intensas em 2955, 2921 e 2852 cm™, referentes as
deformagdes axiais simétricas e assimétricas das ligagées C-H dos grupos metila e
metileno; banda em 1463 cm™, referente & deformacdo angular das ligacdes C-H; e
banda em 720 cm, referente a deformacdo angular assimétrica no plano de
metilenos, caracteristico de alcanos de cadeia linear de sete ou mais carbonos
(Silverstein et al., 2006). Esses dados, portanto, evidenciaram a natureza alifatica da
mistura.

A caracterizagdo dos hidrocarbonetos presentes em R1 foi realizada
utilizando-se cromatografia gasosa de alta resolugédo, CGAR (Figura 14A, Anexo 1).
Foram utilizados como padrées uma mistura de hidrocarbonetos Cq4, C17, C2s, Coo,
Cao0, Ca1, Cs2, Cs3, C34 € C35 (Figura 2A, Anexo 1) e outra mistura de hidrocarbonetos
C11, C12, C14, C45, C16, C17 € Cyg (Figura 14A, Anexo 1).
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A analise do cromatograma (Figura 14A, Anexo 1) permitiu identificar os
principais constituintes de R1 como sendo CqgHss (15,04%) e CisHsa (10,93%),
conforme Tabela 5. O cromatograma também sugeriu a presenga de CzoHaz2, Co2Has,
Ca4Hsp, CosHss € CosHsg, mas a auséncia destes padrées ndo permitiu afirmar com

certeza a presenca destes na amostra analisada.

Tabela 5 - Dados obtidos por CGAR de R1 e dos padrdes de hidrocarbonetos C14,
Ci2, C14, Ci5, C16, C17, C1s, C2g, Cag, C30, C31, C32, C33, C34 € C3s

Padroes R1
Cn T. retengao (min) T. retengao (min) %
Ci 4,8 --- 0
Cz 6,3 --- 0
Cis 9,1 9,0 1,93
Cis 10,4 10,4 0,41
Cie 11,7 11,6 10,93
Cq7 12,9 12,8 0,60
Cis 14,0 13,9 15,04
Cos 23,1 --- 0
Ca9 23,6 23,6 1,05
Cso 24,3 24,3 2,05
Cs1 25,0 25,0 1,26
Cs2 25,7 25,7 1,63
Css 26,5 26,6 0,69
Cs4 27,9 28,0 2,98
Cas 30,3 30,4 2,48
Total 41,05

4.6 Oleato de B-sitosterila (R2)
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R2 foi isolado do Grupo 2 do EHR2 e apresentou-se como uma cera branca,
soluvel em cloroférmio.

O espectro de absorgdo na regido do IV de R2 (Figura 15A, Anexo 1)
apresentou bandas em 2924 e 2853 cm, referentes & deformacdo axial das
ligagdes C-H; banda em 1732 cm™, referente & deformac&o axial da ligagdo C=0 da
carbonila de éster; banda em 1174 cm™, referente & deformacéo axial da ligacéo C-
O; e bandas em 735 cm™, referente & deformacéo angular assimétrica no plano de
metilenos, caracteristico de alcanos de cadeia linear de sete ou mais carbonos.
Esses dados sugerem a presenca de um éster e de uma cadeia longa alifatica.

O espectro de RMN de 'H (Figura 16A, Anexo 1) apresentou um multipleto
com integral referente a 3 hidrogénios, em & 5,36-5,34, atribuidos aos hidrogénios
olefinicos (H-6, H-9' e H-10’); um multipleto com integral referente a 1 hidrogénio,
em 0 4,62-4,60, atribuido ao hidrogénio H-3; um multipleto com integral referente a
6 hidrogénios, em 0 2,31-2,24, sendo 4 deles atribuidos aos hidrogénios H-4 e H-2’;
e um simpleto referente a 3 hidrogénios em & 0,68, atribuido aos H-18.

Com base numa analise preliminar do espectro de RMN de "*C (Figura 17A,
Anexo 1) e no mapa de contornos HMBC (Figura 18A, Anexo 1), R2 parecia se
tratar de uma mistura de acido oléico (que foi posteriormente isolado das raizes
desta espécie) e B-sitosterol. No entanto, analise mais detalhada nos espectros na
regido do IV e de RMN de 'H, contribuiu para propor a obtencdo de um éster de
cadeia longa do [3-sitosterol. Primeiramente, ficou evidente no espectro da regido do
IV a auséncia de bandas referentes a deformagédo axial de O-H alcool (esperada
para o [3-sitosterol) ou de O-H de acido carboxilico (esperado para o acido oléico).
Outra evidéncia foi que a banda referente a deformagao C=0 de carbonila apareceu
em 1732 cm™, e ndo em 1708 cm™, como era de se esperar para o &cido oléico.
Esse deslocamento para regides de maior frequéncia pode ser explicado por se
tratar de uma carbonila de éster, que tem maior carater de dupla ligagdo do que a
carbonila de um acido carboxilico. Outra evidéncia ocorreu no espectro de RMN de
'H, que apresentou sinal em & 4,62-4,60, referente ao H-3, enquanto no espectro do
B-sitosterol ele se apresenta em 0 3,52. Essa desprotecdo pode ser explicado pelo
maior efeito indutivo retirador de elétrons do oxigénio ligado a C-3, devido a
ressonancia de seus elétrons com a carbonila do éster. A ultima evidéncia ocorreu
no espectro de RMN de '®C, onde o sinal da carbonila apareceu em & 173,31,
enquanto que no espectro do acido oléico ela se apresentou em & 180,59.
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Portanto, apesar de nao ter aparecido a correlagcéo entra o C-1" e H-3 no

mapa de contornos HMBC, existem varias outras evidéncias que reforcam a

presenca do oleato de [-sitosterila. Finalmente, a analise comparativa dos

deslocamentos quimicos de R2 com aqueles descritos na literatura (David et al.,

2008) para o oleato de B-sitosterila, comprovaram a obtencéo deste (Tabela 6).

Tabela 6 - Comparagdo dos dados de RMN de "*C do oleato de B-sitosterila (David

et al, 2008) com aqueles encontrados para R2

Cn Oleato de B- R2 Cn Oleato de B- R2
sitosterila sitosterila
1 37,58 37,01 25 29,71 29,17
2 28,24 27,82 26 20,39 19,80
3 74,25 73,70 27 19,60 19,04
4 38,74 38,16 28 23,63 23,08
5 140,29 139,73 29 12,55 11,98
6 123,15 122,57 1 173,88 173,31
7 32,48 31,91 2 35,28 34,71
8 32,48 31,91 3 25,63 25,05
9 50,59 50,04 4 29,89 29,32
10 37,17 36,60 5 29,67 29,09
11 21,59 21,03 6’ 29,73 29,25
12 40,29 39,74 7 30,35 29,69
13 42,88 42,32 8 27,79 27,21
14 57,26 56,70 9 130,56 129,98
15 24,86 24,29 10’ 130,34 129,76
16 28,82 28,24 11 27,74 27,16
17 56,60 56,05 12’ 30,35 29,69
18 12,42 11,85 13 30,25 29,58
19 19,89 19,31 14’ 30,35 29,69
20 36,72 36,15 15 30,10 29,35
21 19, 34 18,77 16’ 32,43 31,87
22 34,50 33,95 17 23,26 22,68
23 26,63 26,11 18 14,69 14,10
24 46,40 45,86
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4.7 Friedelina (R3)

23
R3 foi isolado do Grupo G3 do EER1 e dos Grupos 4, 5, 6 e 7 do EHR2.

Apresentou-se como um solido cristalino com faixa de fusdo 235-236 °C, soluvel em

cloroférmio. Apresentou teste positivo para TTPC frente ao teste de Liebermann-
Burchard.

O espectro de absorgéo na regido do IV (Figura 19A, Anexo 1) apresentou
bandas em 2926 e 2869 cm™, referentes & deformagdo axial das ligacbes C-H e
banda em 1714 cm™, referente a deformagao axial da ligacdo C=0 da carbonila da
cetona.

O espectro de RMN de 'H (Figura 20A, Anexo 1) apresentou um multipleto
em 0O 2,39, atribuido aos hidrogénios H-2, caracteristico de hidrogénios em posi¢céo
alfa a carbonila (Silverstein et al, 2007). Apresenta também um quarteto referente a
1 hidrogénio em & 2,24 (Js-23=6,5 Hz), atribuido ao hidrogénio H-4. A auséncia de
sinais acima de © 3,00 é um indicativo da auséncia de liga¢gdes duplas ou hidroxilas.
A auséncia de duplas ligacdes é sugestivo de que o triterpeno pentaciclico pertence
a classe dos friedelanos. O espectro apresenta também sinais em & 1,18, 1,05, 1,01,
1,00, 0,95, 0,88 (J23-4=6,5 Hz), 0,87, 0,73, referentes aos hidrogénios metilicos do
composto. O dupleto presente em & 0,88, referente aos H-23, permitiu classificar R3
como um triterpeno da série friedelano.

O espectro de RMN de *C (Figura 21A, Anexo 1) apresentou um sinal em &
213,19, atribuido a carbonila de cetona e mais outros 29 sinais, 0 que confirma a
presenca da presenca de triterpeno. Dentre os demais 29 carbonos, 8 sdo metilicos,
11 metilénicos, 4 metinicos e 6 ndo hidrogenados, de acordo com o subspectro
DEPT-135 (Figura 22A, Anexo 1). A presenca do sinal em d¢c 6,80 é caracteristica
de metila C-23 de friedelanos que possuem carbonila em C-3 (Mahato e Jundi,
1994). Por comparagao com os dados de RMN de 3C de R3 com aqueles do TTPC
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friedelina (Mahato e Jundi, 1994), concluiu-se que R3 tratava-se dessa substancia. A
Tabela 7 contém os dados de deslocamento quimico no espectro de RMN de '*C de

R3 em comparagédo com aqueles da friedelina (Mahato e Jundi, 1994).

Tabela 7 - Comparagao dos dados de RMN de "*C da Friedelina (Mahato e Jundi,
1994) com aqueles encontrados para R3

Cn Friedelina R3 Cn Friedelina R3
1 22,3 22,28 16 36,0 36,02
2 41,5 41,53 17 30,0 30,00
3 213,2 213,19 18 42,8 42,80
4 58,2 58,24 19 35,3 35,35
5 421 42,14 20 28,1 28,17
6 41,3 41,30 21 32,7 32,78
7 18,2 18,24 22 39,2 39,25
8 53,1 53,11 23 6,8 6,81
9 37,4 37,45 24 14,6 14,65
10 59,4 59,50 25 17,9 17,94
11 35,6 35,63 26 20,2 20,25
12 30,5 30,51 27 18,6 18,65
13 39,7 39,72 28 32,1 32,09
14 38,3 38,30 29 35,0 35,02
15 32,4 32,43 30 31,8 31,77

4.8 2-hidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido (R4)
1™,

R4 foi isolado dos Grupos 5, 6 e 7 do EHR2 e do Grupo 4 do EER1, como um

sélido amarelo, de ponto de fusdo 113-114 °C, soluvel em cloroférmio.
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O espectro de absorgéo na regido do IV (Figura 23A, Anexo 1) apresentou
uma banda fraca e larga 3393 cm™, caracteristica da deformacao axial da ligagdo O-
H quando ha ligagdo de hidrogénio intramolecular (Barbosa, 2007); bandas em
2959, 2927 e 2870 cm™, referentes a deformagao axial das ligagbées C-H; uma banda
intensa em 1638 cm™, referente a deformagao axial da ligacdo C=0 de carbonila de
aldeido aromatico com ligagao de hidrogénio intramolecular (Barbosa, 2007); bandas
em 1614, 1512, 1467 e 1446 cm™, referente & deformacdo axial das ligacbes C=C
de anel aromatico.

O espectro de RMN de 'H (Figura 26, pag. 47) apresentou simpleto com
integral referente a 1 hidrogénio em & 12,04, caracteristico de hidrogénio de hidroxila
quelada (Silverstein et al., 2007). Apresentou também um simpleto referente a 1
hidrogénio em & 10,49, caracteristico de deslocamento de hidrogénio de aldeido e
atribuido ao H-11; um dupleto referente a 1 hidrogénio em & 7,89 (Js4-3=8,8 Hz,
acoplamento orto), atribuido ao H-4; um simpleto referente a 1 hidrogénio em & 7,08,
atribuido ao H-5; um simpleto referente a 1 hidrogénio em & 7,02, atribuido ao H-8,
um dupleto referente a 1 hidrogénio em & 6,94 (J;.4= 8,8 Hz), atribuido ao H-3; um
simpleto referente a 3 hidrogénios em & 3,90, atribuido aos hidrogénios da metoxila;
um dupleto duplo referente a 2 hidrogénios em & 3,18 (J10-9=8,0 e 6,4 Hz), atribuido
aos H-10; um dupleto duplo referente a 2 hidrogénios em & 2,80 (Js-10=8,0 e 6,4 Hz),
atribuido aos H-9; e um simpleto referente a 3 hidrogénios em & 2,24, atribuido aos
H-12.

No espectro de RMN de *C (Figura 30, pag. 48), em conjunto com a analise
do subespectro DEPT-135 (Figura 30, pag. 48), observou-se a presenga de 17
carbonos, sendo 1 caracteristico de carbonila de aldeido, 12 aromaticos, 2
metilénicos, 1 metilico e 1 referente a uma metoxila. A analise das correlagdes
encontradas nos mapas de contorno COSY, HMQC e HMBC foi fundamental para
propor a estrutura do composto.

No mapa de contornos COSY (Figura 31, pag. 49), observaram-se 0s
acoplamentos entre H-3/H-4, H-8/H-12 e H-9/H-10. A analise do mapa de contornos
HMQC (Figura 32, pag. 49) possibilitou associar os sinais de todos carbonos
hidrogenados com os sinais de seus hidrogénios correspondentes. Assim, ficou
confirmada a presenca de um aldeido no composto através da mancha de
correlagdo entre o H-11 (0 10,49) e 0 C-11 (d 195,18).
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Figura 26 - Espectro de RMN de 'H de R4 (CDCls; 400 MHz).

Com os dados obtidos pelos espectros descritos anteriormente, alguns

fragmentos do composto foram propostos:

Hs
%

Figura 27 - Alguns fragmentos de R4

Apenas com o auxilio do mapa de contornos HMBC (Figuras 33, 34 e 35,

pag. 50 e 51) foi possivel reunir os fragmentos e propor a sua estrutura de R4: Na

primeira expansao deste (Figura 33, pag. 50), ja foi possivel unir dois fragmentos

aromaticos, através das manchas de correlacéo entre O-H/C-3, O-H/C-1, O-H/C-2,

H-11/C-1 e H-11/C-2 (Figura 28, pag. 48). Outras correlagbes observadas nas

expansdes do mapa de contornos HMBC (Figura 34, pag. 50) contribuiram para unir

os fragmentos do segundo anel aromatico de R4, como as manchas de correlagcédo
entre H-5/C-7, H-8/C-6, H-8/C-12, H-12/C-6, H-12/ C-7, H-12/C-8 e H-1’/C-6 (Figura

28, pag. 48).
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Figura 28 — Algumas correla¢des obtidas do mapa de contornos HMBC

Finalmente, outras correlagbes contribuiram para a unido dos dois grandes
fragmentos anteriores, levando a completa determinagdo da estrutura de R4:
manchas de correlacéo entre: H-3/C-4a, H-4/C-1a, H-4/C-8a, H-5/C-5a, H-10/C-1, H-
8/C-8a, H-8/C-9, H-9/C-1a, H-9/C-5a, H-9/C-8, H-9/C-8a, H-10/C-1a e H-10/C-4a
(Figura 29).
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Figura 30 — Espectro de RMN de C e subespectro DEPT-135 de R4 (CDCls; 100
MHZz).



49

Capitulo 1 — Elucidacao Estrutural
HT’ H12
H4 H10 H9 |
A Kk .
e - /:‘_1.0
4 r
J— e C
- « k20
HIOH9 <% r
. P a0
’# :—40
;5.0
»_—8.0
= H4MH3 .
[ f ° —7.0
] - & :
77 e o
I T T T T [ T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
80 70 60 50 40 30 20 10
Figura 31 — Mapa de contornos COSY de R4 (CDCls3; 400 MHz).
H1’ H12
H5
H11 HS
H4 H10 H9
H3
| bk L L
c12 Hi2/C12-
T H1oc10 = .
c9] e -
H9/C9 -
12 r
50
° N
ctr H1/CT r
[ 75
cs H5/C5 [ 100
C3— H3/C3e = .
c8___| - _—125
cF | H8/Cc8 -
150
174
H11/C11 C
c11— - oo
T 1 T I T 1 T T I T T 1 T l T T T T I T T T T ] T 1 T T ] T T L ] T T T T I T T T T ]
100 S0 80 70 30 50 40 30 20
pom (12)

Figura 32 — Mapa de contornos HMQC de R4 (CDClIs; 400 MHz).
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Figura 33 — Expanséo do mapa de contornos HMBC de R4 (CDClIs; 400 MHz).
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Figura 34 — Expansao do mapa de contornos HMBC de R4 (CDClIs; 400 MHz).
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Figura 35 — Expanséo do mapa de contornos HMBC de R4 (CDCls; 400 MHz).

Tabela 8 — Deslocamentos quimicos observados para R4, nos espectros de RMN de
'H e "3C (400 MHz, CDCl3)

Cn | Tipo de carbono 5'3C 5'H HMBC

1 =C 117,49 - OH, H-11, H-10, H-3
2 =C-OH 162,41 ; OH, H-11, H-4
3 =CH 116,14 6,94, d, J=8,8 Hz OH

4 =CH 133,07 7,89, d, J=8,8 Hz -

5 =CH 105,12 7,06, s -

6 =C-OR 157,20 - H-8, H-1’, H-12
7 =C 125,85 - H-5, H-12

8 =CH 130,08 7,02, s H-9, H-12

9 CH, 27,16 2,81, dd, J=8,0 e 6,4 Hz H-8, H-10
10 CH, 23,36 3,18, dd, J=8,0 e 6,4 Hz H-9

11 CHO 195,20 10,49, s -

12 CHs 15,89 2,24, s H-8

1@ =C 141,23 - H-4, H-9, H-10
42 =C 127,10 - H-3, H-10, H-9
52 =C 127,38 - H-5, H-9

82 =C 131,78 - H-4, H-8, H-9
1 OCH; 55,61 3,90, s -
OH - - 12,04, s -
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Baseado em todos os dados obtidos, foi proposta a estrutura do 2-hidroxi-6-
metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido para R4. O espectro de massas
de R4 foi obtido por ionizag&o por spray eletrostatico (ESI/MS), no modo positivo. Foi
observado pico em m/z 269,10 [M+1]" (Figura 24A, Anexo 1). Os outros picos do
espectro, referentes a fragmentagbes do composto, estdo representadas no

esquema no Esquema 1. No ha relatos na literatura para este composto.

n’z 251,06

NNV

Cco O‘
n/z 241,10

HO
/3 n/z 269,10
O H "CH3
+O/H

HO I I n/z 226,13

nvYz 209,10

Esquema 1 - Propostas de fragmentag¢des de R4.
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4.9 2-hidroxi-6,8-dimetoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido (R5)
1™

R5 foi isolado a partir dos Grupos 5, 6 e 7 do EHR2, como um material amorfo
amarelo, de ponto de fusao 151-152 °C, soluvel em cloroférmio.

O espectro de absorgéo na regido do IV (Figura 25A, Anexo 1) apresentou
bandas em 2956, 2938, 2886 e 2836 cm™, referentes & deformagdo axial das
ligagdes C-H; uma banda intensa em 1638 cm™, referente a deformagéo axial da
ligacdo C=0O de carbonila de aldeido aromatico com ligacdo de hidrogénio
intramolecular (Barbosa, 2007); bandas em 1603, 1492 e 1455 cm™, referentes &
deformacéo axial das ligagées C=C de anel aromatico.

O espectro de RMN de 'H (Figura 36, pag. 54) de R5 apresentou-se bastante
semelhante aquele de R4: simpleto com integral referente a 1 hidrogénio em &
12,04, caracteristico de hidrogénio de hidroxila quelada; simpleto referente a 1
hidrogénio em d 10,50, atribuido ao hidrogénio aldeidico H-11; um dupleto referente
a 1 hidrogénio em & 7,88 (Js3=8,8 Hz), atribuido ao hidrogénio H-4; e um dupleto
referente a 1 hidrogénio em & 6,94 (J3.4=8,8 Hz), atribuido ao hidrogénio H-3.

Os sinais relativos aos hidrogénios entre 6 6,93 e 7,10 se apresentaram mais
simplificados, indicando um maior grau de substituicdo no segundo anel aromatico:
apenas um simpleto referente a 1 hidrogénio em & 6,93, atribuido ao H-5. No
entanto, dois simpletos relativos a duas metoxilas foram observados em & 3,90 (C-
1) e 3,72 (C-2).

Assim como em R4, o espectro apresentou também um dupleto duplo
referente a 2 hidrogénios em & 3,16 (J10-0=7,9 e J=6,1 Hz), atribuido ao H-10; um
dupleto duplo referente a 2 hidrogénios em & 2,89 (Jy.10=7,9 e J=6,1 Hz), atribuido
ao H-9; e um simpleto referente a 3 hidrogénios em & 2,20, atribuido aos hidrogénios
metilicos H-12.



Capitulo 1 — Elucidacao Estrutural 54

12.043
10.497
7.892
7.870
7.258
6.945
3.900
1.544
0.000

1 ¢ezz L
1 zz L

LA L N B L N B ) B L L B B
11.0 10,0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0

w—.
o
N
o
N
==
o
= =

5 ]
;-.0 - {
o L
gLy €
0zz L
95'e «
6ze L

Figura 36 - Espectro de RMN de 'H de R5 (CDCls; 400 MHz).

No espectro de RMN de *C (Figura 39, pag. 56), em conjunto com a analise
do subespectro DEPT-135 (Figura 39, pag. 56), observou-se a presenga de 18
carbonos, sendo 1 caracteristico de carbonila de aldeido, 12 aromaticos, 2
metilénicos, 1 metilico e 2 referentes a duas metoxilas. A analise das correlagdes
encontradas nos mapas de contorno COSY, HMQC e HMBC, assim como para R4,
foi fundamental para propor a estrutura do composto.

No mapa de contornos COSY (Figura 40, pag. 56), observaram-se o0s
acoplamentos H-3/H-4, H-9/H-10, H-1'/H-5, H-12/H-5, e H-11/H-3. O mapa de
contornos HMQC (Figura 41, pag. 57) possibilitou associar os sinais de todos
carbonos hidrogenados com os sinais de seus hidrogénios correspondentes.

Com os dados obtidos pelos mapas de contornos HMBC (Figuras 42 e 43,
pag. 57 e 58), os fragmentos de R5 foram unidos. Dessa maneira, verificou-se
grande similaridade com R4 no anel aromatico ligado a carbonila aldeidica, devido a
presenca de manchas de correlagdes semelhantes: entre O-H/C-1, O-H/C-2, O-H/C-
3, H-11/C-3 e H-11/C-2.

A diferenca ocorreu no outro anel aromatico que, através das correlagbes do
mapa de contornos HMBC (Figuras 42 e 43, pag. 57 e 58), possibilitou a sua
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elucidag&o: H-5/C-5a, H-5/C-6, H-5/C-7, H-5/C-8a, H12/C-6, H-12/C-7, H-12/C-8, H-

1°/C-6 e H-2'/ C-8 (Figura 37).
A
5 CH,

Figura 37 — Correlagbes encontradas no mapa de contornos HMBC

A unidao dos dois anéis aromaticos foi feita baseada nas correlacdes
encontradas no mapa de contornos HMBC (Figuras 42 e 43, pag. 57 e 58): entre
H-4/C-1a, H-4/C-4a, H-5/C-5a, H-5/C-8a, H-9/C-1a, H-9/C-4a, H-9/C-8, H-9/C-8a, H-
10/C-1, H-10/C-1a, H-10/C-5a, e H-10/C-8a (muitas das quais sdo iguais aquelas
encontradas para R4); e nas correlagdes observadas no mapa de contornos NOESY
(Figura 44, pag. 58): entre H-11/H-10, H-1"/H-5, H-4/H-5, H-2'/H-12, H-2’'/H-9 e H-
9/H-10.

Figura 38 - Correlacbes NOESY de R5.

Baseado em todas as correlagcbes observadas, foi proposta a estrutura do 2-
hidroxi-6,8-dimetoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido para R5. O espectro
de Massas de R5 foi obtido por ionizag&o por spray eletrostatico (ESI/MS), no modo
positivo. Foi observado pico em m/z 299,21 [M+1]" (Figura 26A, Anexo 1). Os outros
picos do espectro, referentes a fragmentagdes do composto, estdo representadas no
esquema Esquema 2, pag. 41. Nao ha relatos na literatura deste composto.
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Figura 39 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT-135 de R5 (CDCls; 100
MHZz).
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Figura 40 - Mapa de contornos COSY de R5 (CDCls; 400 MHz).
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Figura 42 - Expansao do mapa de contornos HMIBC de R5 (CDClIs; 400 MHz).
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Figura 43 - Expansdo do mapa de contornos HMBC de R5 (CDCl3; 400 MHz).
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Figura 44 - Expansdo do mapa de contornos NOESY de R5 (CDCls; 400 MHz).
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Tabela 9 - Deslocamentos quimicos observados para RS, nos espectros de RMN de
'H e "3C (400 MHz, CDCl3)

Cn | Tipode 3"C 3'H HMBC
carbono
1 =C 117,54 - OH, H-11, H-10, H-3
2 =C-OH 162,66 - OH, H-11, H-4
3 =CH 116,26 6,94, d, J=8,8 Hz OH
4 =CH 133,36 7,88, d, J=8,8 Hz -
5 =CH 101,73 6,93 s -
6 =C-OR 157,79 - H-5, H-1", H-12
7 =C 119,04 - H-5, H-12
8 =C-OR 156,30 - H-2’, H-9, H-12
9 CH; 20,86 2,89, dd, J=7,9 e 6,1 Hz H-10
10 CH; 23,06 3,16,dd, J=7,9e 6,1 Hz H-9
11 CHO 195,31 10,50, s -
12 CH; 9,16 2,20, s -
1a =C 141,58 - H-4, H-9, H-10
4a =C 132,41 - H-4, H-9
5a =C 127,15 - H-5, H-10
8a =C 132,41 - H-5, H-10, H-9
1 OCH; 55,96 3,90, s -
2 OCH; 60,67 3,72, s -
OH - - 12,04,s -
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\

/ O‘
C= H,0 miz 271,21

OCH3

m/z 240,22

-OCH, H2°
iz 299.21 miz 268,19
H

Esquema 2 - Proposta de fragmentagdes de RS.

4.10 B-sitosterol (R6)

R6 foi isolado do Grupo 7 do EHR2 e apresentou-se como um cristal incolor
com faixa de fusdo 130-133 °C, soluvel em cloroférmio. Apresentou teste positivo
para esterdide frente ao teste de Liebermann-Burchard.

O espectro de absorgao na regido do IV (Figura 27A, Anexo 1) apresenta
uma banda larga entre 3425 e 3296 cm referente & deformacdo axial da ligacdo O-
H; bandas em 2959, 2933 e 2864 cm™, referentes as deformacdes axiais simétricas
e assimeétricas das ligagdes C-H dos grupos metila e metilénicos; banda em 1642
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cm’, referente a deformagao axial da ligacdo C-H de alqueno; banda em 1052 cm™,
referente a deformacéo axial da ligagéo C-O.

O espectro de RMN de 'H de R6 (Figura 28A, Anexo 1) apresentou um
multipleto referente a 1 hidrogénio em & 3,52, atribuido ao hidrogénio carbindlico H-
3, e um simpleto largo referente a 1 hidrogénio em & 5,35, atribuido ao hidrogénio
olefinico H-6. Os sinais dos demais hidrogénios — metinicos, metilénicos e metilicos
— apareceram na regiao entre d 2,28 e 0,68.

O espectro de RMN de '®C de R6 (Figura 29A, Anexo 1) apresentou
deslocamentos quimicos em & 140,77 e 121,72, tipicos do sistema olefinico entre C-
5 e C-6 do [3-sitosterol, e em & 71,82, referente ao carbono carbindlico C-3. Por
analise do subespectro DEPT-135 (Figura 30A, Anexo 1), verifica-se que o sinal em
0 121,72 refere-se ao carbono C-6, ja que ele se refere a um carbono olefinico
hidrogenado. Por comparagdo dos dados de RMN de 3C obtidos para R6 com
aqueles descritos na literatura (Galotta, 2005) (Tabela 10), foi possivel a
identificacdo de R6 como sendo o B-sitosterol.

Tabela 10 - Comparacéo dos dados de RMN de "*C do B-sitosterol (Galotta, 2005)
com aqueles encontrados para R6

Cn B-sitosterol R6 Cn B-sitosterol R6

1 37,3 37,27 16 28,3 28,25
2 31,6 31,69 17 56,0 56,08
3 71,8 71,82 18 11,9 11,87
4 42,3 42,32 19 19,4 19,40
5 140,8 140,77 20 36,1 36,15
6 121,7 121,72 21 19,0 18,79
7 31,9 31,93 22 33,9 33,97
8 31,9 31,93 23 26,0 26,13
9 50,1 50,16 24 45,8 45,86
10 36,5 36,52 25 29,0 29,19
11 21,1 21,10 26 19,8 19,82
12 39,8 39,79 27 19,0 19,05
13 42,3 42,32 28 23,1 23,10
14 56,8 56,78 29 12,0 11,99
15 24,3 24,31
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4.11 Mistura de B-sitosterol e estigmasterol (R7)

R7 foi isolado do Grupo 8 do EHR2 e do Grupo 6 do EER1. Apresentou-se
como um cristal incolor, soluvel em cloroférmio. Demonstrou teste positivo para
esteroide frente ao teste de Liebermann-Burchard.

O espectro de absorgéo na regido do IV (Figura 31A, Anexo 1) apresentou
uma banda larga entre 3427 e 3301 cm™ referente a deformac&o axial da ligacéo O-
H; bandas em 2959, 2934 e 2864 cm™, referentes as deformacdes axiais simétricas
e assimétricas das ligagdes C-H dos grupos metila e metilénicos; bandas em 1653 e
1642 cm™, referentes a deformacao axial das ligacbes C-H de alqueno; e banda em
1052 cm™, referente & deformacéo axial da ligacédo C-O.

O espectro de RMN de 'H (Figura 32A, Anexo 1) apresentou um multipleto
em 0 3,52, atribuido aos hidrogénios carbindlicos H-3 do [3-sitosterol e estigmasterol;
um dupleto duplo em & 5,16 (J2223=15,2 e J»20=8,4 Hz), atribuido ao H-22 do
estigmasterol; um dupleto duplo em & 5,02 (J23-22=15,2 e J23.24=8,4 Hz), atribuido ao
H-23 do estigmasterol; e um sinal largo em & 5,35, atribuido aos hidrogénios
olefinicos H-6 dos dois compostos. Os sinais dos demais hidrogénios — metinicos,
metilénicos e metilicos — apareceram na regido entre d 2,28 e 0,68.

O espectro de RMN de "*C de R7 (Figura 33A, Anexo 1) e o subespectro
DEPT-135 (Figura 34A, Anexo 1) apresentaram deslocamentos quimicos em
140,76 e 121,71, tipicos do sistema olefinico entre C-5 e C-6 do [-sitosterol e
estigmasterol, em & 138,30 e 129,29, caracteristco do sistema olefinico entre C-22 e
C-23 do estigmasterol; e em & 71,82, referente ao carbono carbindlico C-3 destes
dois esterdides. Por comparacdo dos dados de RMN de '*C obtidos para R7 com
aqueles descritos na literatura (Galotta, 2005) (Tabela 11, pag. 63), foi possivel a
identificacdo da mistura de B-sitosterol e estigmasterol em R7.
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Tabela 11 — Comparacéo dos dados de RMN de "*C do B-sitosterol e estigmasterol

(Galotta, 2005) com aqueles encontrados para R7

Cn B-sitosterol R7 Estigmasterol R7

1 37,3 37,26 37,3 37,26

2 31,6 31,68 31,6 31,68

3 71,8 71,81 71,8 71,81

4 42,3 42,31 42,3 42,31

5 140,8 140,76 140,8 140,76
6 1217 121,71 1217 121,71
7 31,9 31,92 31,9 31,92
8 31,9 31,92 31,9 31,92
9 50,1 50,15 50,1 50,15
10 36,5 36,51 36,5 36,51

11 21,1 21,09 21,1 21,09
12 39,8 39,79 39,7 39,69
13 42,3 42,32 42,3 42,32
14 56,8 56,78 56,8 56,78
15 24,3 24,30 24,4 24,30
16 28,3 28,24 28,3 28,24
17 56,0 56,07 55,9 55,97
18 11,9 11,86 11,9 11,86
19 19,4 19,39 19,4 19,39
20 36,1 36,15 40,5 40,47
21 19,0 19,04 21,2 21,21

22 33,9 33,96 138,3 138,30
23 26,0 26,11 129,3 129,29
24 45,8 45,86 51,2 51,24
25 29,0 28,90 31,9 31,92
26 19,8 19,81 19,0 18,98
27 19,0 19,04 19,0 18,98
28 23,1 23,08 25,4 25,40
29 12,0 11,98 12,3 12,23
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4.12 2,8-dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido (R8)

1'\0

R8 foi isolado do Grupo 9 do EHR2 e apresentou-se como um sdélido amarelo
com faixa de fusdo 152-153 °C, soluvel em diclorometano.

O espectro de absorgéo na regido do IV (Figura 35A, Anexo 1) apresentou
uma banda fraca e larga 3319 cm™, caracteristica da deformacéo axial da ligagao O-
H quando ha ligagdo de hidrogénio intramolecular (Barbosa, 2007); bandas em
2926, 2897 e 2844 cm™, referentes a deformagao axial das ligagées C-H; uma banda
intensa em 1642 cm™, referente a deformagao axial da ligacdo C=0 de carbonila de
aldeido aromatico com ligagao de hidrogénio intramolecular (Barbosa, 2007); bandas
em 1610, 1505 e 1455 cm™, referentes & deformacao axial das ligacbes C=C de anel
aromatico.

O espectro de RMN de 'H de R8 (Figura 45, pag. 65) apresentou grande
semelhanga com o espectro de RMN de 'H de R5, sendo a Unica diferenca
significativa a inexisténcia de um simpleto referente a trés hidrogénios em & préximo
a 3,70, o que sugeriu a auséncia de uma das metoxilas presentes em R5. No lugar
dessa metoxila, sugeriu-se entdo a presenga de um grupo hidroxila, ja que nao havia
outro sinal de hidrogénio aromatico como em R4. A presenca dessa hidroxila foi
confirmada pelo espectro de Massas (que apresentou um valor de m/z 16 unidades
a mais que em R4 — o que corresponde a um atomo de oxigénio adicional) e pelo
deslocamento quimico caracteristico de carbono aromatico hidroxilado no espectro
de RMN de "*C. Sendo assim, o espectro de RMN de 'H (Figura 45, pag. 65) de R8
apresentou simpleto com integral referente a 1 hidrogénio em & 12,06, atribuido ao
hidrogénio fendlico; um simpleto relativo a 1 hidrogénio em & 10,48, atribuido ao
hidrogénio aldeidico H-11; um dupleto referente a 1 hidrogénio em & 7,88 (J4.3=8,8
Hz), atribuido ao hidrogénio H-4; um dupleto referente a 1 hidrogénio em & 6,92

(J3-4= 8,8 Hz), atribuido ao hidrogénio H-3; um simpleto referente a 1 hidrogénio em
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0 6,79, atribuido ao H-5; um simpleto referente a 3 hidrogénios em & 3,89, atribuido
aos H-1’; um dupleto duplo referente a 2 hidrogénios em & 3,18 (J109=7,6 € 6,8 Hz),
atribuido ao H-10; um dupleto duplo referente a 2 hidrogénios em & 2,84 (Jy.10=7,6 €
6,8 Hz), atribuido ao H-9; e um simpleto referente a 3 hidrogénios em & 2,17,
atribuido aos H-12.
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Figura 45 - Espectro de RMN de 'H R8 (CDCls; 400 MHz).
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O espectro de RMN de "*C de R8 (Figura 47, pag. 66) também apresentou
grande semelhanga com aquele de RS5, exceto pela auséncia de um sinal referente a
uma metoxila. As correlagdes encontradas nos mapas de contornos COSY, HMQC e
HMBC foram fundamentais para propor a estrutura do composto.

No mapa de contornos COSY (Figura 48, pag. 67), observaram-se o0s
acoplamentos H-4/H-3 e H-9/H-10. A analise do mapa de contornos HMQC (Figura
49, pag. 67) possibilitou associar os sinais de todos carbonos hidrogenados com os
sinais de seus hidrogénios correspondentes.

A partir da analise dos mapas de contornos HMBC (Figuras 50 e 51, pag.
68), verificou-se grande similaridade nas correlagdes encontradas para R5 e RS8.
Basicamente, a diferenga encontrada no ultimo foi a auséncia da correlagao entre os
hidrogénios da metoxila C-2' e C-8, presente apenas em RS5. As correlagbes
encontradas para R8 est&do descritas na Tabela 12, pag. 70.
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As manchas de correlagdo observadas no mapa de contornos NOESY (entre
os hidrogénios H-11/H-10, H-10/H-9, H-3/H-4, H-4/H-5, H-5/H-1" e H-1’/H-12) (Figura
52, pag. 69) reforcou ainda mais a proposta da estrutura de R8.

Figura 46 - Correlacbes NOESY de R8.
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Figura 47 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT-135 de R8 (CDCls; 100
MHz).
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Figura 52 - Expans&do do mapa de contornos NOESY de R8 (CDCls; 400 MHz).

Baseado em todas as correlagcbes observadas, foi proposta a estrutura do 2-
hidroxi-6,8-dimetoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido para RS. @)
espectro de Massas de R8 foi obtido por ionizag&o por spray eletrostatico (ESI/MS),
no modo negativo. Foram observados picos em m/z 283,0 [M-1] e m/z 566,9 [2M-1]

(Figura 36A, Anexo 1). N&o ha relatos na literatura deste composto.



Capitulo 1 — Elucidacao Estrutural 70

Tabela 12 - Deslocamentos quimicos observados para R8, nos espectros de RMN
de "H e "*C (400 MHz, CDCls)

Cn Tipo de 5'’C 5'H HMBC

1 =C 117,48 - OH, H-11, H-10, H-3
2 =C-OH 162,63 - OH, H-11, H-3, H-4
3 =CH 116,19 6,92, d, J=8,8 Hz OH, H-11

4 =CH 133,51 7,88, d, J=8,8 Hz -

5 =CH 98,56 6,79 s -

6 =C-OR 157,22 - H-5, H-1", H-12
7 =C 110,88 - H-5, H-12

8 =C-OR 151,28 - H-9, H-12

9 CH, 20,34 2,84, dd, J=7,6 € 6,8 Hz H-10

10 CH, 20,87 3,18, dd, J=7,6 € 6,8 Hz H-9

11 CHO 195,31 10,48, s -

12 CHs 8,38 2,17, s -

1a =C 141,28 - H-4, H-9, H-10
4a =C 127,07 - H-10, H-5, H-3
5a =C 132,13 - H-9, H-4

8a =C 114,52 - H-5, H-10, H-9
1’ OCH, 55,97 3,89, s -
OH - - 12,08, s -

4.13 Acido 3,4-dihidroxibenzéico (acido protocatecuico) (R9)

1"COOH
1
6 2

5 3
4 OH

OH
R9 foi isolado do Grupo 3 do EAR2 como um cristal amarelo claro, de ponto

de fusdo 193-194 °C, soluvel em metanol.
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O espectro de absorgao na regido do IV (Figura 37A, Anexo 1) apresenta
uma banda larga 3600 a 2300 cm™, caracteristica da deformacao axial de ligagdo O-
H:; uma banda em 1662 cm™, referente a deformagdo axial da ligagdo C=0O de
carbonila de acido carboxilico aromatico; bandas em 1596, 1528 e 1466 cm™,
referente a deformacao axial das ligagdes C=C de anel aromatico.

O espectro de RMN de 'H (Figura 38A, Anexo 1) apresentou 3 sinais na
regido de hidrogénios aromaticos, sendo 1 simpleto referente a 1 hidrogénio em &
7,45, atribuido ao H-2; um dupleto referente a 1 hidrogénio em & 7,43 (Js-5= 8,8 Hz),
atribuido ao H-6 e um dupleto referente a 1 hidrogénio em & 6,80 (Js6= 8,8 Hz),
atribuido ao H-5. A presenca de 2 dupletos e um simpleto sugere a presenga de um
anel benzénico 1,3,4 tri-substituido.

A andlise do espectro de RMN de '™C (Figura 39A, Anexo 1) e do
subespectro DEPT-135 (Figura 39A, Anexo 1) evidenciou a presenga de 6 sinais na
regidao de aromaticos, sendo trés deles hidrogenados, além de um sinal
caracteristico de acido carboxilico (& 170,34). Esses dados, por comparagdo com
aqueles da literatura (Flamini et al., 2001) (Tabela 13), levaram a identificagdo do

acido 3,4-dihidroxibenzdico ou acido protocatecuico.

1"COOH
1
6 2
5 3
4 OH
OH

Tabela 13 - Comparacéo dos dados de RMN de "*C do &cido protocatecuico

(Flamini et al., 2001) com aqueles encontrados para R9.

Cn Tipo de carbono Acido protocatecuico R9

1 =C 123,0 122,99
2 =C-H 115,8 115,75
3 =C-OH 146,0 145,94
4 =C-OH 151,5 151,46
5 =C-H 17,7 117,67
6 =C-H 123,9 123,92
1 COOH 170,3 170,34




Capitulo 1 — Elucidacao Estrutural 72

4.14 Mistura de friedelina e lupenona (lupan-20(29)-en-3-ona) (R10)
30

R10 foi isolado do Grupo 2 do EER1 e apresentou-se como um soélido
cristalino, soluvel em cloroférmio. Apresentou teste positivo para TTPC frente ao
teste de Liebermann-Burchard.

O espectro de absorgao na regido do IV (Figura 40A, Anexo 1) apresenta
bandas em 2925 e 2859 cm™, referentes & deformagdo axial das ligacbes C-H e
banda em 1713 cm™, referente & deformacéo axial da ligacdo C=0 de cetona.

O espectro de RMN de "H (Figura 41A, Anexo 1) apresentou dois multipletos,
cada um com integral referente a 1 hidrogénio, em © 4,69 e em 0 4,57, atribuidos
aos hidrogénios da dupla ligagédo terminal do esqueleto lupanico (H-29); um simpleto
em & 1,68, referente aos H-30 da lupenona; um multipleto em & 2,42 a 2,37,
atribuido aos hidrogénios H-2 da friedelina e da lupenona, deslocamento
caracteristico de hidrogénios em posigdo alfa a carbonila (Silverstein, 2007).
Apresentou também um multipleto referente a 1 hidrogénio em & 2,22 a 2,23,
atribuido ao hidrogénio H-4 do esqueleto friedelanico. O espectro apresenta também
sinais em & 1,25, 1,18, 1,07, 1,05, 1,01, 1,00, 0,95, 0,87, 0,72, referentes aos
hidrogénios metilicos dos dois compostos.

O espectro de RMN de "*C (Figuras 42A e 43A, Anexo 1) e o subespectro
DEPT-135 (Figuras 44A, Anexo 1) foram visualmente divididos em dois grupos de
sinais principais: um com sinais muito intensos (referente aos sinais da friedelina) e
outro com sinais de média intensidade (referente aos sinais da lupenona), o que
sugere a presenca de uma mistura de triterpenos. E comum nessa classe de
substancias a obtencdo de misturas de mesmo Rf por CCDS devido a pequenas
diferencas estruturais.

Por comparacao com dados de deslocamento quimico obtidos no espectro de
RMN de *C para R10 e aqueles obtidos na literatura para a lupenona (Puapairoj et
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al., 2005) e friedelina (Mahato e Jundi, 1994) (Tabela 14), foi possivel a identificagdo

da mistura destes dois compostos em R10.

Tabela 14 - Comparacéo dos dados de RMN de "*C da friedelina (Mahato e Jundi,
1994) e lupenona (Puapairoj et al., 2005) com aqueles encontrados para R10

Cn Friedelina R10 Lupenona R10

1 22,3 22,27 34,15 34,15
2 41,5 41,52 39,58 39,62
3 213,2 213,17 218,32 218,16
4 58,2 58,23 47,32 47,33
5 42,1 42,14 54,87 54,94
6 41,3 41,30 19,65 19,68
7 18,2 18,24 33,52 33,58
8 53,1 53,11 40,74 40,79
9 37,4 37,45 49,75 49,80
10 59,4 59,49 36,85 36,89
11 35,6 35,63 21,43 21,48
12 30,5 30,50 25,09 25,17
13 39,7 39,67 38,12 38,18
14 38,3 38,30 42,97 42,99
15 32,4 32,42 27,39 27,44
16 36,0 36,01 35,48 35,52
17 30,0 30,00 42,87 42,90
18 42,8 42,80 48,19 48,26
19 35,3 35,34 47,93 47,96
20 28,1 28,16 150,89 150,87
21 32,7 32,78 29,81 29,84
22 39,2 39,25 39,94 39,98
23 6,8 6,80 26,61 26,65
24 14,6 14,65 21,02 21,03
25 17,9 17,93 15,96 15,96
26 20,2 20,25 15,75 15,78
27 18,6 18,65 14,45 14,48
28 32,1 32,08 17,99 18,01

29 35,0 35,01 109,38 109,38
30 31,8 31,77 19,19 19,31
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4.15 Acido oléico (R11)

10 12 14 16 18

R11 foi isolado dos Grupo 3 e 8 do EER1, como um éleo amarelo claro.

O espectro de absorgdo na regido do IV (Figura 45A, Anexo 1) de R11
apresentou uma banda larga em 3400-2400 cm™, referente a deformacéo axial da
ligagdo O-H do acido carboxilico; uma banda intensa em 1708 cm™, referente &
deformagédo axial C=0O da carbonila do grupo carboxila; banda em 3006 cm™,
referente a deformacéo axial de C-H de alqueno; bandas em 2922 e 2853 cm™,
referentes as deformacdes axiais das ligagdes C-H dos grupos metila e metilénicos;
banda em 934 cm™, referente a deformagao angular fora do plano de C-H de
alqueno. Observou-se também banda em 722 cm™, referente & deformagao angular
assimétrica no plano de metilenos, caracteristico de alcanos de cadeia linear de sete
ou mais carbonos (Silverstein et al., 2007). Todos esses dados sugerem a presenca
de um acido graxo alifatico insaturado de cadeia longa.

O espectro de RMN de 'H (Figura 46A, Anexo 1) apresentou um simpleto
largo em & 11,50, atribuido ao hidrogénio do acido carboxilico; um tripleto aparente
em O 5,33 (Jo-10=4,5 Hz) referente aos dois hidrogénios olefinicos H-9 e H-10; um
tripleto em & 2,33 (J.-3=6,8 Hz) referente a dois hidrogénios metilénicos alfa a
carbonila; um dupleto aparente largo em & 2,01 referente a quatro hidrogénios,
atribuido aos hidrogénios alilicos H-8 e H-11; um quinteto aparente em & 1,63 (Js-
2=6,8 Hz) referente a dois hidrogénios, atribuido aos hidrogénios metilénicos em
posicdo beta a carbonila; um tripleto em & 0,88 (J1s8.17=5,8 Hz) referente a trés
hidrogénios, que foi atribuido aos hidrogénios do grupo metila terminal (H-18); e um
simpleto largo em & 1,31-1,27 atribuido aos demais hidrogénios dos grupos
metilénicos. A integragédo desse sinal sugere a presenga de 20 hidrogénios.

O espectro de RMN de C (Figura 47A, Anexo 1) apresentou sinais em
180,59, atribuido ao carbono da carbonila; em & 130,00 e 129,72, referente aos
carbonos olefinicos; sinais entre 6 34,19 e 22,79, relativos aos carbonos metilénicos;
e sinal em 14,15, relativo ao metila terminal. Essas atribuicbes foram feitas
juntamente com a analise do subspectro DEPT-135 (Figura 47A, Anexo 1).

Os dados obtidos acima permitiram propor para R11 a féormula molecular
C47H33COOH, sugerindo tratar-se do acido oléico ou acido elaidico. Com relagdo a
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estereoquimica, o isbmero Z € conhecido como acido oléico, e o isbmero E como
acido elaidico. As informacdes obtidas dos espectros no IV e de RMN de 'H nao
foram suficientes para dizer qual isbmero obtido, entretanto a analise do estado
fisico do composto a temperatura ambiente - que era liquido - foi decisiva para a
identificacdo, visto que o ponto de fusdo do acido oléico é de 13 °C e o do acido
elaidico é de 44 °C (Costa et al., 20006).

Os dados dos espectros na regido de IV e de RMN de 'H, juntamente com a
comparacdo dos valores de deslocamento quimico de RMN de '*C de R11 e do
acido oléico isolado por Oliveira (2004) (Tabela 15), permitiram propor a estrutura do
acido (Z)-9-octadendico (acido oléico) para R11.

Tabela 15 - Comparacdo dos dados de RMN de 'H e "*C de R11 com aqueles
encontrados para o acido oléico (Oliveira, 2004)

Cn Acido oléico R11 Cn Acido oléico R11

1 179,50 180,59 10 129,74 129,72
2 33,97 34,20 11 27,16 27,24
3 24,70 24,75 12 29,70 29,78
4 29,25 29,38 13 29,45 29,57
5 29,08 29,17 14 29,53 29,66
6 29,15 29,27 15 29,33 29,46
7 29,78 29,88 16 31,93 32,04
8 27,23 27,30 17 22,70 22,79
9 130,03 130,01 18 14,12 14,15

4.16 Mistura de glochidonol, acido oléico e B-sitosterol (R12)
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R12 foi isolado do Grupo 8 do EER1 e apresentou-se como um sélido branco-
amarelado, soluvel em cloroférmio. Apresentou teste positivo para TTPC frente ao
teste de Liebermann-Burchard.

O espectro de RMN de 'H (Figura 48A, Anexo 1) apresentou um simpleto
largo em & 5,35 referente aos 2 hidrogénios olefinicos H-9 e H-10 do acido oléico;
um tripleto em & 2,34 (J.3=7,5 Hz) referente a 2 hidrogénios metilénicos alfa a
carbonila do acido oléico; um dupleto aparente largo em & 2,02 referente a 4
hidrogénios, atribuido aos hidrogénios alilicos H-8 e H-11 do acido oléico; um tripleto
em 0 0,88 (J15.17=6,7 Hz) referente a 3 hidrogénios, que foi atribuido aos hidrogénios
do grupo metila terminal do acido oléico. Sinais caracteristicos do [(-sitosterol
apareceram como um multipleto em & 3,53, atribuido ao hidrogénio carbindlico H-3,
e o sinal em & 5,35, atribuido ao hidrogénio olefinico H-6.

Com relagdo ao glochidonol, o espectro apresentou um dupleto em & 4,68
(J29a-200=1,5 Hz) referente a 1 hidrogénio olefinico terminal deste triterpeno, H-29a;
um dupleto em & 4,56 (J20p-20a=1,5 Hz) referente a 1 hidrogénio olefinico terminal, H-
29b e simpletos em & 1,68, 1,06, 1,06, 1,04, 0,98, 0,83 e 0,80, cada um referente a
trés hidrogénios, que foram atribuidos aos hidrogénios H-30, H-24, H-26, H-23, H-
27, H-25 e H-28, respectivamente (Puapairoj et al., 2004). A posigao equatorial da
hidroxila do glochidonol foi atribuida baseada nos valores das constantes de

Haa
acoplamento apresentada pelos hidrogénios H-1, H-2a e H-2b: OH

Hog ‘ %

0
o dupleto duplo em & 3,91, referente a 1 hidrogénio, atribuidg ao hiéirogénio
carbindlico H-1 do glochidonol, apresentou Ji.2,=8,1 (valor caracteristico de
acoplamento de hidrogénios em posigao axial) e J12,=3,4 Hz, o que sugere que H-1
e H-2a estejam em posic¢ao axial, enquanto a hidroxila e H-2b em posi¢céo equatorial.
Foi também observado no espectro um dupleto duplo em & 3,01 (J2a-20=14,3 € J=2a.
1=8,1 Hz) referente a 1 hidrogénio, atribuido ao hidrogénio H-2a e um dupleto duplo
em O 2,23 (J2v22=14,3 e J2-1=3,4 Hz) referente a 1 hidrogénio, atribuido ao
hidrogénio H-2b.

A comparacado dos dados do espectro de RMN de *C de R12 (Figuras 49A e
50A, Anexo 1) com aqueles da literatura (Ayer et al., 1982; Oliveira, 2004 e Galotta,
2005) (Tabela 16, pag. 77), levou a identificacdo das 3 substéncias: glochidonol
(sinais de maior intensidade), acido oléico (sinais de média intensidade) e [-
sitosterol (sinais de menor intensidade).
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Tabela 16 - Comparagao dos dados de RMN de "*C do glochidonol (Ayer et al.,

1982), acido oléico (Oliveira, 2004) e B-sitosterol (Galotta, 2005) com aqueles

encontrados para R12

Cn | Glochidonol R12 Acido oléico R12 B-Sitosterol R12

1 79,6 79,67 179,50 179,09 37,3 37,27
2 45,2 45,11 33,97 33,96 31,6 31,63
3 216,1 216,34 24,70 24,74 71,8 71,89
4 47 .1 47,19 29,25 29,29 42,3 42,36
5 51,4 51,35 29,08 29,11 140,8 140,76
6 19,6 19,67 29,15 29,18 121,7 121,78
7 33,0 32,94 29,78 29,80 31,9 31,94
8 41,2 41,16 27,23 27,26 31,9 31,94
9 50,8 50,72 130,03 130,06 50,1 50,16
10 43,0 42,98 129,74 129,77 36,5 36,54
11 23,0 23,03 27,16 27,21 21,1 21,12
12 25,2 25,18 29,70 29,73 39,8 39,81
13 38,0 38,00 29,45 29,48 42,3 42,35
14 43,0 42,94 29,53 29,56 56,8 56,80
15 27,5 27,52 29,33 29,36 24,3 24,34
16 35,6 35,54 31,93 31,96 28,3 28,29
17 43,0 42,98 22,70 22,73 56,0 56,09
18 48,3 48,27 14,12 14,18 11,9 12,03
19 48,0 47,97 - - 19,4 19,45
20 150,7 150,78 - - 36,1 36,19
21 29,8 29,81 - - 19,0 18,83
22 40,4 40,00 - - 33,9 33,96
23 28,0 28,03 - - 26,0 26,09
24 19,9 19,86 - - 45,8 45,86
25 11,9 11,90 - - 29,0 28,98
26 16,0 15,98 - - 19,8 19,86
27 14,5 14,49 - - 19,0 19,08
28 18,1 18,08 - - 23,1 23,10
29 109,5 109,54 - - 12,0 12,31
30 19,3 19,32 - - - -
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5 DADOS FiSICO-QUIMICOS DE MISTURAS E SUBSTANCIAS ISOLADAS

F1 - Mistura de hidrocarbonetos
/é% n=15e26-33
» Aspecto fisico: cera branca n
» Solubilidade: hexano e cloroférmio
» Férmula molecular: ChHon+o
> IV (;, cm'1): 2955, 2915, 2873 e 2848 (C-H), 1472 e 1462 (C-H), 719 (C-H).
» CGAR: Tr (min): C17H36 (0,54%), CagHss (0,600/0), Ca9He0 (55,16(70), CsoHe2

(1,83%), CsiHsa (16,87%), CsoHss (0,61%), CssHes (2,61%), CssH7o (7,03%) e
CssH72 (2,30%).

F2 - Acido Palmitico 0

» Aspecto fisico: solido branco 3 % T T 5 s 4 2 OH

» Solubilidade: diclorometano e cloroférmio

» Formula molecular: C1sH3202/ MM: 256,4 g/mol

» Ponto de fusdo: 59 °C

> IV (v, cm™): 3300 a 2400 (O-H), 2954, 2915, 2871 e 2848 (C-H), 1698 (C=0), 720
(C-H).

» RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): & 2,35 (t, 2H, J=7,5 Hz, H-2), 1,63 (quinteto, 2H,
J=7,5 Hz, H-3), 1,26 (sl, 24H, H-metilénicos) e 0,88 (t, 3H, J=6,8 Hz, H-18).

» RMN de "*C (CDCls;, 100 MHz): Tabela 2, pag. 13.

F3 — Lupeol

» Aspecto fisico: cristais transparentes

» Solubilidade: diclorometano e cloroférmio

» Formula molecular: C3oHs500 / MM: 426,7 g/mol

» Ponto de fusédo: 211-212 °C

> IV (v, cm™): 3316 (O-H), 1638 (=C-H), 1035 (C-0), 1013 e 982 (=C-H).

> RMN de "H (CDCls, 400 MHz): & 4,69 (m, 1H, H-29a), 4,57 (m, 1H, H-29b), 3,19
(dd, 1H, J=11,20 e 4,80 Hz, H-3), 2,38 (dt, 1H, J=5,5 Hz) 1,03, 0,97, 0,94, 0,83,
0,79 e 0,76 (s, 3H, H-metilicos).

» RMN de "*C (CDCls;, 100 MHz): Tabela 3, pag. 14.
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F4 - Quercetina 3-O-ramnosideo

» Aspecto fisico: s6lido amarelo

» Solubilidade: metanol

» Formula molecular: C21H20011 / MM: 448,4 g/mol

» Ponto de fusdo: 193-194 °C

> IV (v, cm™): 3235 (O-H), 1652 (C=0), 1597,
1573, 1496 e 1454 (C=C), 1058 (C-0).

» RMN de "H (CDs;OD, 400 MHz): & 0,93 (d, 3H, J=6,0 Hz, H-6”). 3,33 (t, 1H, J=9,2
Hz, H-4"), 3,44-3,38 (m, 1H, H-5"), 3,75 (dd, 1H, J=3,2 e 1,4 Hz, H-3"), 4,22 (dd,
1H, J=3,2 e 1,4 Hz, H-2"), 5,33 (d, 1H, J=1,4 Hz, H-1"), 6,18 (d, 1H, J=2,0 Hz, H-
6), 6,35 (d, 1H, J=2,0 Hz, H-8), 6,90 (d, 1H, J=8,0 Hz, H-5"), 7,29 (dd, 1H, J=8,4 e
2,0 Hz, H-6’), 7,34 (d, 1H, J=1,6 Hz, H-2)).

> RMN de "C (CDs0D, 100 MHz): Tabela 4, pag.21.

R1 — Mistura de hidrocarbonetos M\

» Aspecto fisico: Oleo transparente-amarelado n =12 16697 .33

» Solubilidade: hexano e cloroférmio

> IV (;,cm'1): 3073 (=C-H), 2955, 2921 e 2852 (C-H), 1641 (C=C), 1463, 720 (C-H).
» CGAR: Tr (min): C17H36 (0,54%), CagHss (0,600/0), Ca9He0 (55,16(70), CsoHe2

(1,83%), C31Hs4 (1,26%), C32Hss (1,63%), C3sHss (0,69%), C3sH70 (2,98%) e CasH7z
(2,48%).

R2 - Oleato de B-sitosterila

» Aspecto fisico: cera branca
» Solubilidade: diclorometano

e cloroférmio
10 12 14' 16' 18

» Formula molecular: C47Hg202/ MM: 676,5 g/mol

> IV (v, cm™): 2924 e 2853 cm™ (C-H), 1732 cm™ (C=0), 1174 cm™ (C-0), 735 cm™
(C-H).

> RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): & 5,36-5,34 (m, 3H, H-6, H-9' e H-10"), 4,62-4,60
(m, 1H, H-3), 0,88 (t, 3H, J=5,8 Hz, H-18"), 1,31-1,27 (sl, 20H, H-metilénicos),
2,31-2,24 (m, 6H, H-4 e H2"), 0,68 (s, 3H, H-18).

» RMN de "*C (CDCls;, 100 MHz): Tabela 6, pag. 24.
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R3 - Friedelina

» Aspecto fisico: sélido cristalino

» Solubilidade: diclorometano e cloroférmio

» Formula molecular: C3oHs500 / MM: 426,7 g/mol

» Ponto de fusdo: 235-236 °C

> IV (v, cm™): 2926 e 2869 (C-H), 1714 (C=0). 2

» RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): & 2,39 (m, 2H, H-2), 2,24 (quarteto, 1H, J=6,5 Hz,
H-4), 1,18, 1,05, 1,01, 1,00, 0,95, 0,87 e 0,73 (s, 3H, H-metilicos), 0,88 (d, 3H,
J=6,5 Hz, H-23).

» RMN de "*C (CDCls, 100 MHz): Tabela 7, pag. 26.

R4 - 2-hidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido

» Aspecto fisico: solido amarelo

» Solubilidade: diclorometano e cloroférmio

» Formula molecular: C17H1603/ MM: 268,3 g/mol

» Ponto de fusdo: 113-114 °C

> IV (v, cm™): 3393 (O-H), 2959, 2927 e 2870 (C-H),
1715 (C=0), 1614, 1512, 1467 e 1446 (C=C).

» RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): & 12,04 (s, 1H, H-a), 10,49 (s, 1H, H-11), 7,89 (d,
1H, J=8,8 Hz, H-4), 7,08 (s, 1H, H-5), 7,02 (s, 1H, H-8), 6,94 (d, 1H, J=8,8 Hz, H-
3), 3,90 (s, 3H, H-1"), 3,18 (dd, 2H, J=8,0 e 6,4 Hz, H-10), 2,80 (dd, 2H, J=8,0 e
6,4 Hz, H-9), 2,24 (s, 3H, H-12).

» RMN de "*C (CDCls;, 100 MHz): Tabela 8, pag. 32.

> ESI/MS (modo positivo, MeOH): m/z 269,10 [M+1]".

R5 - 2-hidroxi-6,8-dimetoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido

» Aspecto fisico: s6lido amarelo

» Solubilidade: diclorometano e cloroférmio

» Formula molecular: C1gH1804/ MM: 298,3 g/mol

» Ponto de fusdo: 151-152 °C

> IV (v, cm™): 2956, 2938, 2886 e 2836 (C-H),
1638 (C=0), 1603, 1492 e 1455 (C=C).
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» RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): & 12,04 (s, 1H, H-a), 10,50 (s, 1H, H-11), 7,88 (d,
1H, J=8,8 Hz, H-4), 6,94 (d, 1H, J=8,8 Hz, H-3), 6,93 (s, 1H, H-5), 3,90 (s, 3H, H-
1’), 3,72 (s, 3H, H-2), 3,16 (dd, 2H, J=7,9 e 6,1 Hz, H-10), 2,89 (dd, 2H, J=7,9 e
6,1 Hz, H-9), 2,20 (s, 3H, H-12).

> RMN de "*C (CDCls, 100 MHz): Tabela 9, pag. 40.

» ESI/MS (modo positivo, MeOH): m/z 299,21 [M+1]".

R6 - B-sitosterol

» Aspecto fisico: sélido cristalino

» Solubilidade: diclorometano e cloroférmio

» Foérmula molecular/ MM: C29H4s0/ 412 g/mol

» Ponto de fus&o: 130-133 °C

> IV (v, cm™): 3600 a 3200 (O-H), 2959, 2933 e 2864 (C-H), 1642 (=C-H), 1052
(C-0).

» RMN de "H (CDCls, 400 MHz): & 5,35 (sl, 1H, H-6), 3,52 (m, 1H, J=5,5 Hz, H-3).

» RMN de "C (CDCls, 100 MHz): Tabela 10, pag. 42.

R7 — Mistura de B-sitosterol e estigmasterol

» Aspecto fisico: sélido cristalino

» Solubilidade: diclorometano e cloroférmio

» Formula molecular: Ca9H4s0 (B-sitosterol) e CagH460 (estigmasterol)

» MM: 412 g/mol (B-sitosterol) e 410 g/mol (estigmasterol)

> IV (v, cm™): 3427 a 3301 (O-H), 2959, 2934 e 2864 (C-H), 1653 e 1642 (=C-H),
1052 (C-0).

» RMN de 'H (CDClIs, 400 MHz): & 5,35 (sl, 1H, H-6), 5,16 (dd, 1H, J=15,2 e 8,4 Hz,
H-22), 5,02 (dd, 1H, J=15,2 e 8,4 Hz, H-23), 3,52 (m, 1H, J=5,2 Hz, H-3).

» RMN de "*C (CDCls, 100 MHz): Tabela 11, pag. 44.
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R8 - 2,8-dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido
17
o

» Aspecto fisico: s6lido amarelo

» Solubilidade: diclorometano e cloroférmio

» Formula molecular: C17H1604/ MM: 284,3 g/mol

> Ponto de fusédo: 152-153 °C

> IV (v, cm™): 3319 (O-H), 2926, 2897 e 2844 HO
(C-H), 1642 (C=0), 1610, 1505 e 1455 (C=C).

» RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): & 12,06 (s, 1H, H-a), 10,48 (s, 1H, H-11), 7,88 (d,
1H, J=8,8 Hz, H-4), 6,92 (d, 1H, J=8,8 Hz, H-3), 6,79 (s, 1H, H-5), 3,89 (s, 3H, H-
1’), 3,18 (dd, 2H, J=7,6 e 6,8 Hz, H-10), 2,84 (dd, 2H, J=7,6 e 6,8 Hz, H-9), 2,17
(s, 3H, H-12).

> RMN de "C (CDCls, 100 MHz): Tabela 12, pag. 51.

» ESI/MS (modo negativo, MeOH): m/z 283,0 [M-1] e m/z 566,9 [2M-1].

R9 - Acido 3,4-dihidroxibenzéico 'COOH

» Aspecto fisico: cristal amarelo claro

» Solubilidade: metanol e acetato de etila

» Foérmula molecular: C7HgO4 / MM: 154,1 g/mol

» Ponto de fusdo: 193-194 °C
IV (v, cm™): 3600 a 2300 (O-H), 1662 (C=0), 1596, 1528 e 1466 (C=C).

> RMN de "H (CDsOD, 200 MHz): & 7,45 (s, 1H, H-2), 7,43 (d, 1H, J= 8,8 Hz, H-6),
6,80 (d, 1H, J= 8,8 Hz, H-5).

> RMN de "*C (CDs;OD, 50 MHz): Tabela 13, pag. 52.

R10 — Mistura de friedelina e lupenona

» Aspecto fisico: sélido cristalino

» Solubilidade: diclorometano e cloroférmio 1
» Formula molecular: C3oHs00 (friedelina) e C3oHas0 (lupenona)

» MM: 426,7 g/mol (friedelina) e 424,7 g/mol (lupenona)
> IV (v, cm™): 2925 e 2859 (C-H), 1713 (C=0).
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» RMN de "H Lupenona (CDCls, 400 MHz): & 4,69 (m, 1H, H-29a), 4,57 (m, 1H, H-
29b), 1,68 (s, 3H, H-30), 1,05 (s, 3H, H-24), 0,94 (s, 3H, H-25).
» RMN de "*C (CDCls, 100 MHz): Tabela 14, pag. 54.

R11 - Acido Oléico

» Aspecto fisico: 6leo amarelo claro

» Solubilidade: diclorometano e cloroférmio

» Formula molecular: C1gH3402 /MM: 282,5 g/mol

> IV (v, cm™): 3400 a 2400 (O-H), 3006 (=C-H), 2922 e 2853 (C-H), 1708 (C=0),
934 (=C-H), 722 (C-H).

» RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): & 0,88 (t, 3H, J=5,8 Hz, H-18), 1,31-1,27 (s, 20H,
H-metilénicos), 1,63 (quinteto aparente, 2H, J=5,8 Hz, H-3), 2,01 (d aparente, 4H,
H-8 e H-11), 2,33 (t, 2H, (J=6,8 Hz, H-2), 5,33 (t, 2H, J=4,5 Hz) e 11,50 (s, 1H,
COOH).

» RMN de "*C (CDCls, 100 MHz): Tabela 15, pag. 56.

R12 - Mistura de glochidonol, B-sitosterol e acido oléico

30

29%4?0

19 21

» Aspecto fisico: solido branco-amarelado

» Solubilidade: diclorometano e cloroférmio

» Formula molecular: C3oHs5002 (glochidonol), CooH4sO (B-sitosterol) e CigH340-
(acido oléico)

» MM: 4427 g/mol (glochidonol), 412 g/mol (B-sitosterol) e 282,5 g/mol (acido
oléico)

» RMN de 'H do glochidonol (CDCls, 400 MHz): & 4,68 (d, 1H, J=1,5 Hz, H-29a),
4,56 (d, 1H, J=1,5 Hz, H-29b), 3,91 (dd, 1H, J=8,1 e 3,4 Hz, H-1), 3,01 (dd, 1H,
J=14,3 e 8,1 Hz, H2a), 2,23 (dd, 1H, J=14,3 e 3,4 Hz, H2b), 1,68, 1,06, 1,06, 1,04,
0,98, 0,83, 0,80 (s, 3H, H-metilicos).

» RMN de "C (CDCls, 100 MHz): Tabela 16, pag. 58.
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6 ATIVIDADES BIOLOGICAS

6.1 - Avaliagao da atividade antioxidante de substancias, fragcoes e extratos de

Banisteriopsis anisandra

6.1.1 - Introducgao

Um antioxidante pode ser definido, a nivel industrial, como uma substancia
natural ou sintética que € adicionada a produtos quimicos para prevenir ou retardar
sua deterioragdo pela agdo do oxigénio do ar (autoxidagcdo). A autoxidagdo é
causada, em principio, por reacdes radicalares em cadeia entre oxigénio e os
substratos. Os antioxidantes efetivos sao captadores de radicais que interrompem
esta reagcdo em cadeia (Huang et al., 2005).

Em bioquimica e medicina, antioxidantes sdo enzimas ou outras moléculas
organicas, que sao capazes de contra-atacar os efeitos danosos da oxidagdo em
tecidos animais. (Huang et al, 2005). O metabolismo oxidativo, um processo
biolégico normal, € capaz de gerar radicais livres oxigenados altamente reativos
(027, NO e RSO). A produgao endogena de ERO (espécies reativas de oxigénio) &
controlada por mecanismos antioxidantes, compostos por enzimas e doadores de
elétrons de baixa massa molecular (como a glutationa, o acido ascérbico e os a-
tocoferdis) que limitam a agdo das ERO por elimina-las ou reparar modificagdes
oxidativas potencialmente danosas a célula (Kohen & Nyska, 2002).

Quando a defesa antioxidante ndo € 100% eficiente, os radicais livres
formados podem levar ao estresse oxidativo, causando danos as células (ao reagir
com moléculas biologicas, como o DNA, proteinas ou lipides, levando a mutacdes e
rompimento de membranas celulares).

Triagens clinicas e estudos epidemiolégicos tém estabelecido uma correlagao
inversa entre a utilizagdo, na alimentagéo, de frutas e vegetais e a ocorréncia de
doengas cardiovasculares, inflamagdes, cancer e doengas degenerativas (como, por
exemplo, a doenga de Alzheimer) (Huang et al., 2005). Espécies reativas de
oxigénio estdo envolvidas nessas desordens, por isso 0 uso de alguns antioxidantes
naturais, como flavonoides, polifendis, carotenoides e vitaminas E e C, tem sido

associado a beneficios para a saude (Bernardi et al., 2007).
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Os radicais livres também afetam a qualidade dos alimentos, reduzindo seu
conteudo nutricional e promovendo o desenvolvimento de rancidez e maus odores.
O uso de antioxidantes sintéticos, como o butilhidroxianisol (BHA) e o
butilhidroxitolueno (BHT) em alimentos acondicionados, esta decrescendo em varios
paises, devido as suas possiveis propriedades téxicas para a saude humana e
animal.

Assim, o conhecimento e a aplicacdo da acdo antioxidante na reducédo do
estresse oxidativo in vivo e a utilizagdo de substancias possuindo esta acdo em
industria alimenticia tem envolvido cada vez mais pesquisadores na busca de
antioxidantes potentes, ndo toxicos e de custo relativamente barato a partir de varias
fontes vegetais (Torres et al., 2005).

O teste de atividade antioxidante que utiliza o 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DDPH) é um método facil e exato para se medir a capacidade antioxidante de
frutas, sucos, substancias e extratos vegetais (Sanchez-Moreno, 2002). O DPPH é
um dos poucos radicais organicos estaveis e comercialmente disponiveis, tendo um
maximo de absorgdo, no UV-VIS, em torno de A=515 nm. Sob redugdo, sua
coloracdo violeta desaparece gradualmente. O progresso da reagdo €
convenientemente monitorado por um espectrofotdmetro (Foti ef al., 2004).

O,N
O,N H
\
. _N NO, .
N—N NO,+ ROH N + RO
O,N
O,N

Figura 53 - Esquema da redugéo do DPPH

O BHT (butilhidroxitolueno) € um antioxidante fendlico que suprime a
autoxidagao por converter radicais peréxi a hidroperéxidos, por exemplo:
RO, + ArOH - ROOH + ArO

ROy + ArO - produtos nao radicalares
Onde R €& um grupo alquila ou arila e ArOH é o BHT ou antioxidantes

fendlicos relacionados.
OH

Figura 54 — Butilhidroxitolueno (BHT)
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Amostras testadas

Foram testadas sete amostras: EAF (Extrato Aquoso das Folhas - preparado
a partir de 1 g de folhas em 10 mL de agua), EEF1 (Extrato Etandlico das Folhas —
12 coleta), EER1 (Extrato Etandlico das Raizes - 12 coleta), F. 101-119 do EEFA1, F.
48-53 do EER1, quercetina-3-O-ramnosideo (F4) e acido 3,4-dihidroxi-benzdico
(R9).

6.1.2 - Metodologia de ensaio

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método do DPPH, que consiste
basicamente na capacidade de captura do radical livre DPPH pelo antioxidante
presente na amostra. A metodologia esta de acordo com aquela descrita por Gallota
et. al, 2008.

As amostras (1 mg) foram solubilizadas em metanol grau espectrofotométrico
(Sigma) e transferidas para balbes volumétricos de 10 mL. O volume dos balbes foi
completado com o mesmo solvente. A partir da diluicdo das solugdes de
concentragdo 100 pg/mL, obtiveram-se também solugdes nas concentragdes de 10 e
1 pg/mL.

Uma solugdo de DPPH a 20 pyg/mL foi preparada em um baldo volumétrico,
envolto por papel aluminio (para evitar exposi¢cado a luz). Aliquotas de 750 uL de
cada uma das trés diluicbes das amostras foram colocadas em cubetas de plastico
(1 cm de caminho otico). Em seguida, adicionaram-se a elas 1,5 mL da solu¢do de
DPPH. As solugdes foram protegidas da incidéncia de luz durante a realizagdo do
ensaio.

As medidas das absorbancias das amostras foram realizadas 30 minutos
apo6s a adi¢ao da solugao de DPPH. Os experimentos foram realizados em triplicata
e as absorbancias foram medidas em um espectrofotometro, em A=517 nm.

Foi preparado um branco para cada concentracéo testada para cada amostra.
O metanol puro foi utilizado para a corregcédo da linha de base do espectrofotdmetro.
A titulo de comparagdo, avaliou-se a atividade do BHT em solugbes de
concentracdes semelhantes as das amostras.

O percentual de inibigdo do DPPH foi calculado com a seguinte formula:

% de inibicao do DPPH = (1 — Aa/Ab) x 100
onde Aa = absorbancia da amostra e Ab = absorbancia da solu¢do de DPPH.
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O calculo da CEsp (concentracéo efetiva para descolorir 50% da solugéo de
DPPH) foi feito utilizando-se o método Probitos de analise.

100 pg/mL 10 pg/mL 1 pyg/mL

Figura 55 - Solugdes teste, 30 minutos apos a adigao da solugdo de DPPH

6.1.3 - Discussao dos resultados

As leituras do teste estdo descritas na Figura 56 e na Tabela 17, pag. 88.
Todos os extratos, fragdes e substancias testados foram mais ativos do que o BHT

na maior concentragao, apresentando valores de CEso menor do que 56,7 pg/mL.
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Figura 56 - Porcentagem de inibicdo do DPPH, em trés diferentes concentragdes,
para amostras derivadas de B. anisandra (1: EAF, 2: EEF1, 3: EER1, 4: F. 101-119
do EEF1, 5: F. 48-53 do EER1, 6: quercetina-3-O-ramnosideo (F4), 7: acido 3,4-
dihidroxi-benzéico (R9), 8: BHT).

Porcentagem de inibigao do DPPH
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Tabela 17 - Porcentagem de inibicdo do DPPH e valores de CEsy de extratos,

fragBes e substancias isoladas de B. anisandra

% de inibicao do DPPH
N° Amosira 100 ug/mL | 10 pg/mL | 1 pg/mL | CEs (ug/mL)
1 EAF 100,00 53,33 17,47 12,7£7.2
2 EEF1 94,78 8,69 0,14 256125
3 EER1 100,00 73,37 36,72 2,411,558
4 F. 101-119 do EEF1 100,00 27,87 1,87 235%7,2
5 F. 48-53 do EER1 99,13 53,80 2,97 242166
6 Quercetina-3-O-ramn. 100,00 89,63 8,80 6,0+1,9
7 | Ac. 3,4-dihidroxibenzédico 95,70 80,20 20,20 33%£1,9
8 BHT® 77,63 24,00 12,47 56,7 £ 8,6

@ BHT = controle positivo

A amostra mais ativa foi o EER1 (Extrato Etandlico das Raizes - 12 coleta),
que apresentou CEsp igual a 2,4 pg/mL. As substancias puras também foram muito
ativas, sendo o CEsp do acido 3,4-dihidroxi-benzdico igual a 3,3 pg/mL e o da
quercetina-3-O-ramnosideo igual a 6,0 ug/mL.

Os flavonoides possuem diferentes atividades antioxidantes decorrentes da
habilidade para sequestrarem espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, as quais
estdo diretamente relacionadas a alguns critérios estruturais tais como o numero de
hidroxilas fendlicas, a presenga do sistema orfo-diHidroxi no anel B, uma ligagao
dupla C,-C3 conjugada com a fungdo 4-oxo no anel C ou de um grupo hidroxila no C-
3 (Ayres et al., 2009).

6.1.4 - Conclusao

Todas as amostras apresentaram potencial atividade sequestradora de
radicais livres, o que sugere que estas sejam agora submetidas a diferentes testes
(como avaliacéo da peroxidacéo lipidica, da atividade sequestradora de metais, do
potencial redutor, entre outros) para a avaliagdo de outros possiveis mecanismos

antioxidantes.
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6.2 - Avaliagao da atividade alelopatica de algumas substancias isoladas de B.
anisandra sobre a germinagao das sementes e o crescimento das raizes e do

caule de planticulas de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola)

6.2.1 — Introdugao

Alelopatia € comumente definida como qualquer efeito direto ou indireto
(estimulatorio ou inibitério) por uma planta ou microrganismo sobre uma outra,
através da producéo de substéncias quimicas liberadas no meio ambiente (Vyvyan,
2002). A Sociedade Internacional de Alelopatia (IAS) definiu, em 1996, o termo de
uma maneira mais abrangente como: “a ciéncia que estuda qualquer processo
envolvendo, essencialmente, metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas,
bactérias e fungos que influenciam o crescimento e desenvolvimento de sistemas
agricolas e biologicos, incluindo efeitos positivos e negativos” (Macias et al., 2006).

Atualmente, o principal objetivo da pesquisa de substéncias possuindo
atividade alelopatica € a busca de herbicidas alternativos, ja que o uso
indiscriminado, nas ultimas décadas, de herbicidas sintéticos provocou um aumento
na incidéncia de resisténcia das espécies daninhas a serem eliminadas, além da
poluicdo ambiental, com consequentes danos para a saude animal e humana
(Macias et al., 2000).

O teste mais comumente utilizado para a detecgao de alelopaticos usado em
nossos laboratorios (Vieira et al., 2005) € aquele que avalia a germinagdo de
sementes e o crescimento da planticulas de Lactuca sativa (alface). Nesse ensaio,
as sementes da espécie vegetal selecionada s&o colocadas sobre papel de filtro em
placa de Petri e tratadas com a solugdo do aleloquimico a ser testado em
concentragdes variadas (entre 100 e 0,01 pmol/L). A germinagao e o crescimento da
raiz e do caule da planticula sdo monitorados em relagdo a um controle (solugao
sem aleloquimico).

A consideragcao mais importante no desenvolvimento de um bioensaio para o
estudo alelopatico é a selegdo da espécie vegetal a ser testada. Espécies vegetais,
denominadas "plantas indicadoras", sdo o fator crucial para a determinagao acurada

do impacto alelopatico, nessa avaliagao preliminar da atividade. Lactuca sativa L.
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(alface), Raphanus sativus L. (rabanate), Lepidium sativum (agrido) e Allium cepa
(cebola), dentre outras espécies, tém sido as mais utilizadas nessa etapa da
avaliacdo, principalmente devido a sua grande sensibilidade e sua alta taxa de
germinagdo. As ervas daninhas, que seriam as candidatas de escolha nessa
avaliacao inicial, visando a detecg¢ao de potenciais herbicidas, s6 sao testadas apds
a atividade ser constatada sobre essas espécies citadas acima, devido ao fato de
apresentarem geralmente uma baixa taxa de germinac¢ao (Macias et al., 2000).

Os bioensaios preliminares em laboratério precisam ser rapidos, econémicos e
relevantes para o sistema em questdo, sendo uteis para se estabelecer o potencial
alelopatico de uma substancia pura ou um extrato, mas devendo ser seguidos de
estudos em estufas e em campo a fim de se constatar se as observagdes iniciais

s&o reprodutiveis no meio natural (Duke et al. 2000; Vyvyan, 2002).

6.2.2 — Metodologia de ensaio

A avaliacdo da atividade alelopatica foi feita de acordo com a metodologia
descrita por Vieira et al. (2005) para um modelo de monocotiledénea (cebola) e outro
de dicotiledbnea (alface).

Foram utilizadas sementes de Lactuca sativa L. (alface) variedade Grand
Rapids, da marca Isla (n° lote: 26147). As sementes muito pequenas ou danificadas
foram desprezadas. Foram adicionadas 25 sementes de alface sobre cada placa de
Petri de 100 mm, contendo papel Whatman n°® 1, de 90 mm, e 10 mL das solugdes
teste (100, 1 e 0,01 pymol/L das substancias a serem testadas) e da solugao controle
(branco). As solugdes teste foram preparadas por dissolugdo das substancias em
agua deionizada tamponada (10 mmol/L do acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico),
com pH ajustado entre 6,0 e 6,5 com solugdo de NaOH. A solug¢do controle (branco)
foi a agua deionizada tamponada. As concentragdes mais baixas que 100 pmol/L,
nas solucdes teste, foram obtidas por diluicdo desta. O teste foi realizado em
triplicata para cada concentracdo e para o controle. As placas de Petri foram
fechadas e incubadas, no escuro, a 25 °C, por 5 dias. Depois deste tempo, o
comprimento de cada raiz e caule das planticulas foram medidos.

Para a espécie Allium cepa (cebola), sementes da variedade Baia Periforme

foram adquiridas da marca lIsla (n° lote: 26556B). O procedimento do bioensaio foi
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idéntico ao descrito anteriormente para a alface, exceto pelo tempo de incubacéo,

que para a cebola foi de 7 dias (Macias et al., 2000).

Amostras testadas:
1: lupeol (F3)
2: quercetina 3-O-ramnosideo (F4)
3: friedelina (R3)
4: 2-hidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido (R4)
5: 2,8-dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido (R8)
6: acido 3,4-dihidroxibenzoico (R9)

6.2.3 - Tratamento Estatistico
O calculo da porcentagem de crescimento em relagdo ao branco foi feito
utilizando-se a seguinte equacgao:

% crescimento = A, — B x 100
B
onde A, = valor médio da germinacdo ou do crescimento da amostra e

B = valor médio da germinag&o ou do crescimento do branco.

Considerando-se esta equacéao fica claro que valores relacionados a efeitos
estimulatérios estdo representados acima da linha de base e que os relacionados a
efeitos inibitérios abaixo dela.

O erro foi estimado para a porcentagem de crescimento, em relagdo ao branco,
para a alface e cebola utilizando-se o0 método das derivadas. A equagao do erro €,
portanto:

A (% crescimento) = 1 AA, - AnAB x 100
B B?

onde os parametros A, e B sdo os mesmos da equacao anterior e AA,, e AB sio os
erros estatisticos calculados para a amostra e para o branco, respectivamente,

considerando-se um intervalo de confianga de 95%.
6.2.4 - Discussao dos resultados

6.2.4.1 — Efeito sobre Lactuca sativa
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Os efeitos dos compostos testados sobre a germinagdo e o crescimento da
raiz e do caule de L. sativa (alface) estdo apresentados nas Figuras 57 e 58 (pag.
92 e 93).

Todas as substancias inibiram fortemente a germinacdo da alface na
concentracdo de 100 pmol/L: pelo menos 62%. Aquela que apresentou maior
inibicdo nesta concentracdo foi o acido 3,4-dihidroxibenzdico: 82%. Apenas este
acido que demonstrou atividade inibitoria na concentragéo de 1 pmol/L: 16%. Alguns
compostos estimularam a taxa de germinag&o, nas concentragdes de 1 e 0,01
umol/L, mas nada muito significativo: menos de 12%.
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Figura 57 - Efeito de algumas substancias isoladas de B. anisandra (1: lupeol, 2:
quercetina 3-O-ramnosideo, 3: friedelina, 4: 2-hidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-
1-carbaldeido, 5: 2,8-dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido, 6: acido

3,4-dihidroxibenzdico) sobre a germinacao de L. sativa (alface).

Na Figura 58 pag. 93, pode-se ver que a friedelina (3) e o 2-hidroxi-6-metoxi-
7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido (4) foram os compostos que
apresentaram a maior atividade inibitéria sobre o crescimento da alface: ambos
inibiram 100% do crescimento da raiz e do caule, na maior concentragdo. A
quercetina 3-O-ramnosideo (2) e o acido 3,4-dihidroxi-benzoico (6) inibiram o
crescimento da raiz em 29 e 23%, respectivamente, na concentragdo de 100 pmol/L.
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O acido 3,4-dihidroxibenzoico (6) inibiu 24% do crescimento do caule, na maior
concentragdo. O lupeol (1) estimulou ligeiramente o crescimento do caule: 11%, na
maior concentracdo. O  2,8-dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-
carbaldeido (5) praticamente ndo alterou o crescimento da alface, em nenhuma
concentracdo testada. Todos compostos foram praticamente inativos nas

concentragdes de 1 e 0,01 pmol/L.
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Figura 58 - Efeito de algumas substancias isoladas de B. anisandra (1: lupeol, 2:
quercetina 3-O-ramnosideo, 3: friedelina, 4: 2-hidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-
1-carbaldeido, 5: 2,8-dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido, 6: acido
3,4-dihidroxibenzoico) sobre o crescimento da raiz e do caule de planticulas de L.
sativa (alface).

6.2.4.2 — Efeito sobre Allium cepa

Os efeitos dos compostos testados sobre a germinagdo e o crescimento da
raiz e do caule de A. cepa (cebola) estdo apresentados nas Figuras 59 e 60 (pag.
94 e 95).

O efeito sobre a germinacdo da cebola variou bastante entre as substancias e
suas concentragdes, mas nao foi tdo significativo quanto aqueles efeitos observados
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para a alface. O lupeol (1), por exemplo, estimulou a germinacdo em todas as
concentracbes testadas, com uma resposta quase dose-dependente. Ja a
quercetina 3-O-ramnosideo (2) e o 2-hidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-
1-carbaldeido inibiram a germinagdo nas trés concentragdes testadas (4). S6 que
este ultimo, curiosamente, apresentou maior inibigdo da germinagdo com a menor
concentracdo. A friedelina (3) apresentou maior estimulagdo da germinagéao: 13% na
concentragdo de 1 ymol/L e 12 % na concentragdo de 0,01 ymol/L. Esse mesmo
composto apresentou atividade inibitéria na maior concentragdo. O 2,8-dihidroxi-6-
metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido (4), ao contrario do que ocorreu
com o acido 3,4-dihidroxibenzoico (6), estimulou a germinagdo nas duas maiores

concentracdes e inibiu na menor.
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Figura 59 - Efeito de algumas substancias isoladas de B. anisandra (1: lupeol, 2:
quercetina 3-O-ramnosideo, 3: friedelina, 4: 2-hidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-
1-carbaldeido, 5: 2,8-dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido, 6: acido

3,4-dihidroxibenzoico) sobre a germinagao de Allium cepa (cebola).

Em geral, os efeitos sobre o crescimento das planticulas de cebola foram
mais expressivos para a raiz do que para o caule. Mais uma vez, esses efeitos

variaram bastante entre as substancias e suas diferentes concentragoes.
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O lupeol (1) praticamente ndo modificou o crescimento do caule, e estimulou
o crescimento da raiz de uma maneira inversamente proporcional a concentragéo. A
quercetina 3-O-ramnosideo (2) inibiu o crescimento do caule nas duas maiores
concentragdes e estimulou na menor. Ela apresentou o maior efeito estimulatério do
crescimento da raiz: 31% na concentragdo de 0,01 pymol/L. A friedelina (3) inibiu o
crescimento da raiz em todas concentracbes e o da raiz nas duas maiores
concentragbes. O perfil dos trés ultimos compostos sobre o crescimento do caule
seguiu 0 mesmo padrao: inibiram na maior concentragdo e estimularam nas duas
menores concentragdes. O  2-hidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-
carbaldeido (4) apresentou o maior efeito inibitorio sobre o caule: 11%, na
concentracdo de 100 ymol/L. O 2,8-dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-
1-carbaldeido (5) inibiu o crescimento da raiz nas trés concentragbes testadas,
enquanto o acido 3,4-dihidroxibenzdico (6) exerceu o efeito contrario.
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Figura 60 - Efeito de algumas substancias isoladas de B. anisandra (1: lupeol, 2:
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quercetina 3-O-ramnosideo, 3: friedelina, 4: 2-hidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-
diidrofenantreno-1-carbaldeido, 5: 2,8-dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-
diidrofenantreno-1-carbaldeido, 6: acido 3,4-dihidroxibenzdico) sobre o crescimento

da raiz e do caule de planticulas de Allium cepa (cebola).



Capitulo 1 — Atividades Bioldgicas 96

6.2.5 - Conclusao

Em geral, a alface foi mais sensivel as amostras do que a cebola,
apresentando resultados mais expressivos, principalmente com relacio a inibicao da
germinagao e do crescimento do caule e da raiz.

Como todos os compostos apresentaram otima atividade inibitéria sobre a
germinagao da alface, vale a pena destacar a friedelina e o 2-hidroxi-6-metoxi-7-
metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido (4), que apresentaram também excelente
atividade inibitéria sobre o crescimento da raiz e do caule de planticulas de alface.

Com relacdo a cebola, nenhuma substéncia exerceu atividade significativa

sobre a germinag&o ou crescimento da raiz e caule.

6.3 Avaliagao da atividade antimicrobiana de substancias, fracoes e extratos
de B. anisandra

6.3.1 - Introducgao

Os agentes antimicrobianos, que podem ter origem bioldgica ou sintética,
interferem com os microorganismos, eliminando-os ou inibindo seu metabolismo
e/ou sua reprodugado, o que permite ao sistema imunolégico combaté-los com maior
eficacia. A utilizagdo intensa e indiscriminada destes agentes é também
acompanhada do aumento da resisténcia de microorganismos a eles, o que leva a
continua busca por novos antibiéticos. Dai a importancia de se avaliar tanto produtos
naturais, como aqueles obtidos de sintese como potenciais agentes antimicrobianos.

As leveduras do género Candida tém grande importancia pela alta frequéncia
com que colonizam e infectam o hospedeiro humano (Colombo & Guimaraes, 2003).
A Candida albicans é o patdgeno mais comum em humanos e pode ser responsavel
por causar infecgdes sistémicas em pacientes imunossuprimidos. As drogas
derivadas dos triazéis sdo amplamente utilizadas na profilaxia e no tratamento de
infecgbes fungicas severas. O fluconazol, um inibidor da sintese de ergosterol, é o
agente antifungico mais prescrito para a profilaxia e terapia de candidiases (Costa et
al., 2010). No entanto, a emergéncia da resisténcia de algumas leveduras a drogas
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antifungicas, explica a importancia pela busca de novos agentes, sobretudo que

atuem em um mecanismo de acgéao diferente.

6.3.2 - Avaliagao da atividade antibacteriana

Os testes de atividade antibacteriana foram realizados sob coordenacido da
Profa. Jacqueline Aparecida Takahashi, do Departamento de Quimica do Instituto de
Ciéncias Exatas, UFMG.

Para a avaliagcdo da atividade antibacteriana foi utilizado o método de difusado
em disco (método de Kirby-Bauer), adaptado, de acordo com a metodologia descrita
por Lana et al. (2006).

Nesse método, uma quantidade padronizada do microorganismo a ser testado
€ incorporada ao agar e colocado em placa de Petri. Na superficie do agar séo
colocados discos de papel de filtro impregnados com quantidades conhecidas das
substancias a serem testadas. O sistema é incubado em estufa, a 37 °C, por 48
horas. Durante o periodo de incubagdo, a substancia difunde-se para o agar e as
células microbianas se multiplicam nas regides onde ndo ha agentes capazes de
inibir o seu crescimento. Assim, se uma substancia tem atividade, observa-se um
halo de inibicdo ao redor do disco, apdés o periodo de incubacgdo. A leitura é
realizada medindo-se o didmetro do halo de inibicdo e, em geral, quanto maior o
halo de inibicdo, maior a atividade da amostra. No entanto, quando a difusdo da
substancia para o meio ocorre em uma taxa muito pequena, € possivel a ocorréncia
de um resultado falso-positivo ou uma inibigdo inexpressiva.

Para o teste, utilizaram-se as seguintes bactérias:
» Staphylococcus aureus (Gram +) ATCC 29212
* Bacillus cereus (Gram +) ATCC 11778
* Listeria monocytogenes (Gram +) ATCC 15313
* Escherichia coli (Gram -) ATCC 25922
* Salmonella thyphimurium (Gram -) ATCC 14028

As amostras testadas foram: EEF1 (Extato Etandlico das Folhas — 12 coleta),
EER1 (Extrato Etandlico das Raizes — 12 coleta), F.101-119 do EEF1 (fragéo rica em
flavondide), F3 (lupeol), F4 (quercetina-3-O-ramnosideo), R3 (friedelina) e R12

(mistura de glochidonol, acido oléico e 3-sitosterol).
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6.3.2.1 - Metodologia de ensaio

A discos de papel estéreis, com diametro de 6,0 mm, foram adicionadas
solugdes de 2,0 g/mL das amostras a serem testadas, de tal maneira que 100,0 pg
de cada uma das amostras foram adicionados aos discos. Foram utilizados, como
controle positivo, discos impregnados com cloranfenicol (30,0 ug/disco), ativo para
as espécies de bactéria utilizadas. Como controle negativo, foram empregados
discos impregnados com o solvente utilizado na solubilizagdo das amostras. Cada
disco foi colocado sobre placas de Petri contendo 7,5 mL do meio solidificado,
inoculado com as bactérias (0,3 mL da suspensé&o salina do microorganismo). Esta
solugéo foi preparada da seguinte forma: inicialmente inocularam-se as culturas de
microorganismos em tubos contendo 2,0 mL do meio BHI. Estes tubos, contendo os
microorganismos no meio de manutencéo, foram entdo incubados em estufa a 37
°C, durante 18 horas. Foram retiradas aliquotas destes meios e transferidas para
uma cubeta contendo solugdo salina na quantidade necessaria para que a
transmitancia da solugdo do inéculo bacteriano ficasse entre 74-75% (a 600 nm), o
que corresponde ao grau 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,5 x 108
UFC/mL). As placas contendo as amostras e os controles foram incubadas a 37 °C,
por 48 horas. O ensaio foi realizado em duplicata. A sensibilidade dos
microorganismos frente aos produtos foi avaliada pela medida do didmetro do halo
de inibicdo (mm), quando formado, apd6s o periodo de incubacdo. Foram
consideradas ativas as amostras que causaram halos de inibicdo iguais ou
superiores a 7 mm, ja que os discos de papel apresentam diametro de 6 mm.

Todos os meios foram preparados de acordo com as instrugdées do fabricante,
sendo autoclavados a 121 °C, por 15 minutos.

Agar semi-sélido: agar antibiético n° 1 (27,0 g/L) e agua destilada qsp 7,5
mL/tubo. Meio BHI: BHI (37,0 g/L) e agua destilada gqsp 2 mL/tubo. Solugdo salina:
NaCl (9,0 g/L), MgS04.7H20 (0,5 g/L) e agua destilada gsp 4,5 mL/tubo.

6.3.2.2 - Discussao dos resultados

De todas as amostras testadas, apenas R12 (mistura de glochidonol, acido
oléico e [B-sitosterol) apresentou um pequeno halo de inibi¢do contra B. cereus (halo
de 9 mm) e L. monocytogenes (halo de 10 mm). Para esses mesmos
microorganismos, o halo de inibicdo do cloranfenicol foi de 31 mm para B. cereus e
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de 32 mm para L. monocytogenes. Assim, a atividade de R12 ndo foi muito
significativa. Com relagdo as demais amostras testadas, pode-se dizer apenas que

elas foram inativas na concentracao testada.

6.3.3 - Avaliagao da atividade antifungica

Os testes de atividade antifungica foram realizados sob coordenacédo da
Profa. Maria Aparecida Resende, no laboratério de Micologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, UFMG.

A atividade antifungica foi avaliada através da Concentragao Inibitéria Minima,
pelo método da microdiluicdo em caldo, descrito no protocolo de referéncia M27-A2
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), com modificacbes. Esse
documento esta disponibilizado no site da ANVISA (www.anvisa.org.br).

Para o teste, foram usadas as seguintes leveduras:
* Candida albicans ATCC 18804
* Candida tropicalis ATCC 750
* Candida parapsilosis ATCC 20019
* Candida krusei ATCC 20298
As amostras testadas foram: extrato aquoso das folhas obtido a partir da
extragdo de 1 g de folhas moida com 10 mL de agua (EAF), quercetina-3-O-
ramnosideo (F4), 2,8-dihidréxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido
(R8) e acido 3,4-dihidroxi-benzoico (R9) (Tabela 18, pag. 101).

6.3.3.1 - Metodologia do ensaio

Os microorganismos foram repicados e mantidos em agar Sabouraud-
dextrose 24 horas antes da realizacdo do ensaio e foram deixados em estufa a 35
°C. Em placas de 96 pocos foram colocadas 100 puL das solu¢cdes das amostras
testadas, que foram preparadas da seguinte maneira: as amostras foram dissolvidas
em meio RPMI 1640 e uma quantidade minima de DMSO (quantidade inferior a
maxima permitida) e, a partir da solugcdo mae, foram preparadas sucessivas
diluicbes de maneira que as concentracdes finais testadas para o extrato aquoso
fossem de 1000; 500; 250; 125; 62,50; 31,25; 15,62; 7,81 e 3,91 yg/mL, e para as
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demais amostras de 250; 125; 62,50; 31,25; 15,62; 7,81; 3,91; 1,95 e 0,98 pg/mL. O
inoculo foi preparado a partir de uma suspensao de cada cultura jovem em solugao
salina estéril a 0,85% p/V, com leitura de 75 a 77% de transmitancia a 530 nm (o
que corresponde aproximadamente a 1 x 10° - 5 x 10° UFC/mL). Em seguida, o
inoculo foi diluido em meio RPMI até atingir uma concentragdo de aproximadamente
0,5 x 10° a 2,5 x 10® UFC/mL. Apds a adigdo de 100 pL do indculo as solucdes das
amostras, as placas foram incubadas a 35 °C.

Foram feitos, para cada placa de 96 pocgos, o controle negativo (solugéo teste
e meio RPMI sem o in6culo), controle de crescimento (solugao teste, meio RPMI e o
inoculo), e controle do solvente (solugdo teste contendo DMSO numa concentragao
igual aquela de maior concentragdo, meio de cultura e inéculo). Além disso, foi
preparada outra placa de 96 pogcos como controle positivo, onde foram adicionadas
solugbdes em diferentes concentragdes (64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5 e 0,25 yg/mL) do
antifungico fluconazol.

A leitura foi realizada apos 48 horas. O valor da CIM foi avaliado com relag&o
a concentragado de inibicdo proeminente (concentragdo na qual houve inibicdo de
mais de 80% da populagao microbiana). Esse mesmo tipo de leitura é realizado para
o controle positivo (fluconazol). O ensaio foi realizado em duplicata.

O meio de cultura usado foi RPMI 1640 com L-glutamina em tampéo a pH 7,0
com acido morfolinopropano-sulfonico (MOPS) 0,165 mol/L, suplementado com
glicose 2%. A esterilizagdo do meio foi realizada por filtragdo, uma vez que este

meio ndo pode ser autoclavado.

6.3.3.2 - Discussao dos Resultados

Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 18, pag. 101.

O extrato aquoso foi ativo contra todas leveduras testadas, apresentando CIM
de 31,25 ug/mL frente as C. albicans e C. krusei, e de 62,50 pg/mL para C.
parapsilosis e C. tropicalis. Vale a pena ressaltar que sua atividade frente a C. krusei
foi semelhante aquela do fluconazol, e que sua atividade frente a C. tropicalis foi
ainda melhor do que a desse farmaco.

O  2,8-dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido  (R8)

apresentou CIM de 31,25 pg/mL frente as C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis, e
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de 125,00 pg/mL para C. ftropicalis. Assim, pode-se concluir que sua atividade

também foi semelhante a do fluconazol frente a C. krusei.

A quercetina 3-O-ramnosideo (F4) e o acido 3,4-dihidroxibenzdico (R9) n&o

foram ativos nas concentragcbes testadas para nenhum dos fungos testados,

possuindo ambas CIM > 250 pug/mL.

Tabela 18 - Valores da Concentragdo Inibitéria Minima (ug/mL) para as amostras

testadas para quatro leveduras diferentes

Leveduras
Amostras
C. albicans | C. krusei | C. parapsilosis | C. tropicalis
EAF 31,25 31,25 62,50 62,50
F4 - --- - ---
R8 31,25 31,25 31,25 125,00
R9 - --- - ---
Fluconazol 16,00 32,00 2 >64

6.3.4 - Conclusao

Os testes de avaliagdo da atividade antibacteriana realizados com fragdes e
substancias puras provenientes de B. anisandra utilizando cinco bactérias diferentes
nao levaram a nenhum resultado positivo.

Através do teste de atividade antifungica, comprovou-se a atividade do extrato
aquoso de B. anisandra frente a diferentes espécies de Candida ssp., 0 que explica
a utilizacdo deste na medicina popular para o tratamento tépico de infec¢des
fungicas. No entanto, o estudo fitoquimico foi inconclusivo para a determinagéo da
substancia ativa para essa atividade biologica.

Inicialmente pensou-se que a quercetina 3-O-ramnosideo fosse a responsavel
pela atividade antifungica do extrato aquoso de B. anisandra, ja que ha muitos
relatos na literatura de flavonoides com atividade antifungica (Harborne & Willians,
2000). Kuster et al. (2009), por exemplo, relataram a atividade da quercetina 3-O-
ramnosideo contra o fungo patogénico Cladosporium cucumerinum.

Panizzi et al. (2000) relataram que a quercetina 3-O-ramnosideo foi inativa
contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, enquanto a aglicona

qguercetina foi ativa.
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6.4 Avaliagao da atividade citotéxica

6.4.1 - Introducao

O céncer é um grande problema de saude publica em todo o mundo. No
Brasil, as estimativas para o ano de 2010 apontam que ocorrerdo aproximadamente
490 mil casos novos de cancer, numero valido também para 2011. Apesar dos
variados esforgos desprendidos na busca de terapias mais eficazes para o
tratamento do cancer, o sucesso nos tratamentos medicamentosos tem se mostrado
discreto, ndo somente pelo grau de agressividade da doenga ou pelos mecanismos
de escape das células neoplasicas, mas também pela toxicidade medular exercida
pelos agentes antineoplasicos classicos (Oliveira et al., 2010). Assim, € de grande
relevancia a busca por novos agentes citotoxicos, mais eficazes e seguros.

O método MTT é um método colorimétrico eficaz utilizado para medir a
viabilidade celular. O MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio])
€ um sal amarelo que é reduzido por enzimas mitocondriais presente em células
viaveis. O produto de reducdo, o formazam, tem coloracdo azul e é
convenientemente monitorado por um espectrofotometro, em comprimento de onda
entre 500 e 600 nm (Mosman, 1983).
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Figura 61 - Reducdo do MTT por enzima mitocondrial

O teste de atividade citotéxica foi realizado pelo mestrando Dalton Ditzz, sob
a coordenacédo da Professora Dra. Mirian Teresa Paz Lopes, do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da UFMG. com uma substancia inédita isolada de B. anisandra, o 2,8-
dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido (R8), contra duas
linhagens celulares:

- MeWo — células de melanoma humano

- CHO - células normais de ovario de hamster chinés
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Ambas linhagens foram obtidas do American Type Culture Collection (ATCC -

The Global Bioresource Center).

6.4.2 - Metodologia de ensaio

O potencial citotdxico foi avaliado através do ensaio do MTT (Denizot, 1986).
Neste ensaio, a cada placa de 96 cavidades foram adicionados células (MeWo ou
CHO), numa quantidade de 2 x 10° células/cavidade, suspensas em meio RPMI
1640 (Sigma Chemical Co.) suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado
(FBS). As placas foram incubadas em estufa de atmosfera umida, com 5% de CO,, a
37 °C, por 24 horas, até a adesao total das células a superficie. Em seguida, o meio
foi substituido por solugbes contendo diferentes concentragdes de R8 (5, 10, 20 e 30
ug/mL). As células foram incubadas nas mesmas condigbes anteriores, por 72
horas. Apos este periodo, 10 pL de uma solugdo a 5 mg/mL de MTT em PBS
(tampao fosfato de solugdo salina) foi adicionada a cada cavidade e as placas foram
novamente incubadas por mais 4 horas. Em seguida, os sobrenadantes sem células
foram aspirados e 100 yL de DMSO foram adicionados a cada cavidade para
dissolver os cristais azuis de formazam resultantes da reducdo do MTT, fazendo
homogeneizagao em agitador de placas. A extensao da redu¢do do MTT a formazan
no interior das células foi medida por absorbancia a 600 nm, utilizando uma leitora
de varredura prépria para microplacas (Stat Fax-2100, Awareness Tecn.). As
culturas utilizadas como controle ndo receberam meio contendo R8. Cada
concentracdo foi testada em sextuplicata.

As porcentagens de inibicdo da viabilidade celular foram calculadas com os
valores de viabilidade das células expostas a solucdo de R8 em relacdo as células
nao-expostas, usando o software Graph Pad Prisma 5.0 (Graph Pad Software, Inc.).
A concentragéo inibitéria de 50% da populagdo celular (ICsp) foi calculada por

regressao nao linear utilizando-se esse mesmo programa.

6.4.3 - Discussao dos resultados

A densidade optica do controle e das solugdes teste em linhagens de células
MeWo e células CHO, medida em espectrofotdmetro, esta apresentada na Figura
62, pag. 104.
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Os graficos da viabilidade celular versus concentracéo e a atividade citotdxica
(ICs0) de R8 frente as linhagens celulares MeWo e CHO estdo mostrados na Figura
63.
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Figura 62 - Densidade Optica do controle e das solugdes teste em linhagens de
células MeWo e CHO apds 72 horas de incubagao
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Figura 63 - Viabilidade celular de células MeWo e CHO apés 72 horas de exposigao

a diferentes concentracdes de R8

A substancia R8 foi ativa frente as duas linhagens testadas, apresentando
valores de IC50=5,1 yg/mL para células MeWo, e 1C50=6,4 pg/mL para células CHO.

6.4.4 - Conclusiao

O teste de atividade citotdéxica comprovou a atividade citotoxica da substancia
2,8-dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido (R8) frente as
linhagens celulares MeWo e CHO, sendo esta mais seletiva frente a células
tumorais. Kovacs et al. (2008), em uma revisdo sobre fenantrenos naturais,
relataram atividade citotoxica para esta classe de substancia.



Capitulo 2






Capitulo 2 — Introducao 105

1 INTRODUGAO

1.1 Amidas biologicamente ativas

As amidas sdo um dos grupos funcionais de maior ocorréncia, estando
presente em inumeros produtos naturais e sintéticos de interesse para o homem
(Chou et al., 1998).

As amidas encontram emprego importante como produtos farmacéuticos de
ampla aplicagdo em clinica meédica, como o0s analgésicos e antipiréticos
acetaminofen (ou paracetamol) (1) e salicilamida (2), e os antibiéticos tetracilclina (3)
e cefalexina (4), que contém um grupo amida em sua estrutura (Costa et al., 2003).
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Figura 1 - Exemplos de amidas utilizadas em clinica médica.
1.2 Atividades biologicas de amidas derivadas de alcaldides inddlicos

Diversas sao as atividades biologicas descritas para amidas derivadas de
alcaloides indolicos. Por exemplo, o anti-inflamatorio indometacina (5) € um exemplo

de amida derivada do esqueleto inddlico.
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Figura 2 - Exemplo de farmaco contendo o esqueleto indolico.

Amidas derivadas do acido indol-2-carboxilico (21) tém sido descritas por

apresentarem uma ampla diversidade de atividades bioldgicas, como o antagonista
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de receptor H4 de histamina (6) (Jablonowski et al., 2008) e a amida 7, que inibe a

enzima glicogénio fosforilase (Onda et al., 2003).

H
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Figura 3 - Amidas derivadas do acido indol-2-carboxilico.

Uma série de derivados indol-2-carboxamidas, como por exemplo a
carboxamida 8, foi preparada por Borza et al. (2003), e identificada como
antagonistas do receptor NMDA subtipo NR2B, que esta envolvido no efeito de
neuroprotecdo, de antihiperalgesia, e na atividade anti-Parkinsoniana em modelos

animais.
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Figura 4 - Amida derivada do acido 6-hidroxi-indol-2-carboxilico.

Magoulas e Papaioannou (2003) sintetizaram analogos aromaticos do
retindide acitretina, utilizado no tratamento de psoriase, utilizando como materiais de
partida o acido indol-3-carboxilico, a 3,4,5-trimetoxianilina e alguns &acidos
dicarboxilicos. Alguns dos analogos sintetizados foram a N-fumaril-3',4',5'-trimetoxi-
indol-3-carboxanilida (9), a N-succinil-3',4',5"-trimetoxi-indol-3-carboxanilida (10), a N-
(indol-3-carboxil)-3',4',5'-trimetoxi-indol-3-carboxanilida (11) e a N-ftalil-3',4',5"-
trimetoxi-indol-3-carboxanilida (12).
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Figura 5 - Amidas derivadas do acido indol-3-carboxilico.

Litina et al. (2010) sintetizaram derivados do acido indol-3-carboxilico com a
finalidade de se avaliar a atividade antioxidante e anti-inflamatéria destes
compostos. Os compostos antioxidantes mais ativos foram o acido (E)-4-(3-(3-
nitrofenilcarbamoil)-1H-indol-1-il)-4-oxobut-2-endico (13) e o t-butil (E)-3-(1-((E)-3-
benzo[d][1,3]dioxol-5-il)acriloil)-1H-indol-3-il)acrilato (14). Aquele que apresentou
melhor atividade anti-inflamatoria foi o t-butil (E)-4-(3-(2,4-dimetoxifenilcarbamoil)-
1H-indol-1-il)-4-oxobut-2-enoato (15).
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Figura 6 - Outras amidas derivadas do acido indol-3-carboxilico.
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2 OBJETIVOS

Tendo em vista as atividades apresentadas por diversas amidas, a
disponibilidade do acido galico em nosso laboratorio e a nossa experiéncia (Borgatti,
2010) na preparagdo de amidas inddlicas visando a avaliagdo da atividade
alelopatica, foram sintetizadas as amidas 22, 24, 26 e 27 a partir da trimetoxianilina
(20), obtida a partir do acido galico (16) (Esquema 1) e dos acidos 2-indol
carboxilico (21) e 3-indol carboxilico (25) (Esquema 2).

];j*1 I;A% ];j* 520 I;r

(16) (1 7) (1 9) (20)
1a. CH2N,, 0 °C. 1b. (CH30),S0,4, K,CO3, acetona, refluxo, 8 h. 2. NaOH 20% (p/V), 2 h. 3a.
i SOCly, 1,5 h; ii NaN;, H,O/THF, -5-0 °C, 0,5 h; iii tolueno, refluxo, 1 h; iv HCI 8 mol/L,
refluxo, 10 min. 3b. i SOClI,, 1,5 h; ii NaN3, H,O/THF, -5-0 °C, 0,5 h; iii tolueno, refluxo, 1 h; iv
NaOH 5 mol/L, refluxo, 20 min.

Esquema 1 - Esquema de sintese para obtencao da 3,4,5-trimetoxi-anilina.

@Rz - @ mou @
N ” u
3
Ry=H, R,=COOH (21)
H
N
R{=COOH, RZ:H (25) Rz~ @ Re=H (26)
e H oM
e
Rs=H. Re= O (22) Re= ~ Re=H (27)
H oM OMe
e
Rs=H, Rg= "~ (24) OMe
OMe
OMe

1. SOCl,, 0 °C, 1,5 h. 2a. Amina, THF, 0 °C - t.a., 12 h. 2b. Amina, THF, TEA, 0 °C - t.a., 12
h. 3. Anilina, DIC, DMAP, CH,Cl,, 0 °C - t.a., 13 h.

Esquema 2 - Esquema de sintese para obtencdo das amidas 22, 24, 26 e 27.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Preparacgao da 3,4,5-trimetoxi-anilina (20) a partir do acido galico (16)

A parte inicial da rota sintética consistiu na obtencao da 3,4,5-trimetoxi-anilina
a partir do acido galico (Esquema 1, pag. 108). Assim, a primeira etapa da sintese
foi a metilagdo do acido galico (16) utilizando-se diazometano ou sulfato de dimetila.

Existem diversos métodos descritos na literatura para metilacdo de hidroxilas
fendlicas. Dentre estes, destacam-se a metilacdo via diazometano, sulfato de
dimetila, iodeto de metila, entre outros. Optou-se pelos dois primeiros métodos
devido a experiéncia em nosso laboratério com o uso destes métodos, além da
disponibilidade destes reagentes.

A metilagdo com diazometano, um gas amarelo muito reativo, envolve
primeiramente a formagcdo do diazometano a partir da reacdo da N-nitoso-N-
metiluréia com uma solu¢do aquosa de KOH a 50% (p/v). Outros compostos podem
gerar esse gas, como por exemplo a N-metil-N-nitroso-p-toluenossulfonamida e a N-
metil-\ -nitro-N-nitrosoguanidina. O mecanismo proposto para a reacdo esta
representado na Figura 7.
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Figura 7 — Mecanismo de formag&o do diazometano

A medida que o diazometano é formado, ele se acumula na fase etérea,
dando uma coloragdo amarela a mesma. SO depois de a solugdo adquirir uma
coloragao muito intensa, a fase etérea é recolhida e a ela se adiciona o substrato a
ser metilado. Ha intensa liberacdo de gas (N2) nesta fase da reacdo. O mecanismo
para a metilagdo esta mostrado na Figura 8.

R—o‘) - R_Oﬁ = —— R—0 t+ N
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Figura 8 — Mecanismo de metilagdo com diazometano
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A metilagdo com sulfato de dimetila também é realizada em meio basico,
porém em solvente anidro. A grande desvantagem dessa reagdo € o sulfato de
dimetila residual, que é dificiimente removido devido a seu alto ponto de ebuligdo

(188 °C). O mecanismo da reagao € demonstrado na Figura 9.

Figura 9 — Mecanismo de metilagdo com (CH3)2SO4

Mas este problema foi resolvido ao submeter a amostra contaminada com o
(CH30)SO3 residual a hidrolise basica, pois desta maneira o contaminante também
seria consumido, levando a formacdo de acido sulfurico e metanol. O produto
desejado, por sua vez, ficaria insoluvel no meio.

A segunda etapa da sintese foi a hidrélise basica do 3,4,5-trimetoxi-benzoato
de metila (17) utilizando-se solugdo aquosa de NaOH a 20% (p/v), sob refluxo.

A terceira etapa consistiu na obtencéo da 3,4,5-trimetéxi-anilina, via reacao de
Curtius. Existem outros métodos para a obtencdo de anilinas a partir de acidos
carboxilicos, como a reagado de Hofmann (que utiliza Br, em meio alcalino ou NaOCI)
e reacao de Schmidt (que utiliza HN3). A desvantagem da primeira é que, em anéis
aromaticos com grupos ativadores por ressonancia (como ocorre com o acido 3,4,5-
trimetdxi-benzabico), ha o risco de ocorrer reagdes secundarias, como a halogenacéo
do anel. Ja a segunda reagao ocorre em condicdes mais drasticas e o rendimento
geralmente é menor do que aquele obtido pela reagédo de Curtius.

A reagao ou rearranjo de Curtius consiste basicamente na decomposi¢céo
térmica de uma acilazida em isocianato, com liberagdo de N,. A acilazida pode ser
preparada por diversos métodos: reacao de azida de sodio ou trimetilsilil azida com
cloreto de acido ou anidrido misto; reacdo de uma acilhidrazina com acido nitroso ou
tetrafluoroborato de nitrosénio; ou tratando diretamente um acido carboxilico com
difenil fosforil azida (Kirti & Czakd, 2005). O isocianato formado pode, entéo,
dependendo do nucledfilo presente no meio, levar a formagao de uma amina, uréia,

tiouretano, amida, carbamato etc (Fieser & Fieser, 1961).
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Optou-se por realizar a reagédo pela primeira metodologia citada: em quatro
etapas sequénciais: formacao de cloreto de acido; adi¢ao e eliminagcédo a carbonila,
com formagdo da acil azida; rearranjo da acil azida formada para a obtengdo do
isocianato, e hidrolise acida ou basica do isocianato para formar a amina
correspondente (Esquema 1, pag 107).

O mecanismo proposto para o rearranjo da acilazida para formar o isocianato

esta representado na Figura 10.

s
)k )b (“EEN:T R—N—C—O0.

R N=—N=—N: R N—
N N NA N,
Figura 10 — Rearranjo da acilazida levando ao isocianato

A primeira tentativa de hidrolise do isocianato obtido neste trabalho foi
realizada em meio acido (Kaiser & Weinstock, 1988). A segunda tentativa de
hidrolise foi realizada em meio alcalino, de acordo com a metodologia descrita por
Jin et al. (2006). O rendimento com a hidrolise acida foi maior. Geralmente so
experimentalmente pode-se avaliar qual das hidrélises sera mais eficiente (Smith,
1946).

Os rendimentos obtidos para a reacdo de Curtius foram muito baixos: 14,6%,
20,5% e 11,5% quando realizada por hidrélise acida, e 5,2%, quando realizada por
hidrélise basica. Percebeu-se que nessas reagdes havia a formacao de um soélido
pouco soltvel, que, por andlise dos dados obtidos no seu espectro de RMN de 'H e
3C, sugeria a formacgdo de um derivado da uréia com os nitrogénios substituidos
pelo grupo 3,4,5-trimetoxi-anilina. A formagdo de uréias simétricas é um sério
problema durante a hidrélise do isocianato (Pfister & Wymann, 1983). No entanto, a

identificacdo do composto formado foi inconclusiva.

3.2 Preparacao das amidas 22, 24, 26 e 27

Para a sintese da primeira amida, a N-fenil-1H-indol-2-carboxamida (22),
utilizaram-se duas metodologias diferentes:

1) Realizada em duas etapas sequenciais: primeiro houve a formagédo do
cloreto de acido, de acordo com a metodologia descrita por Sears et al. (2005). A
segunda etapa foi a reagdo da anilina com o cloreto de acido, seguindo a
metodologia de Borgatti (2010), modificada. Esse autor usava um excesso muito
grande de aminas porque ele desejava obter monoamidas a partir de diaminas
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simétricas. Como neste caso ndo ha risco de formagcdo de diamidas, nao foi
necessario usar excesso tdo grande da amina e nem temperatura tdo baixa
(Esquema 2, pag. 108).

2) Realizada via reagente de acoplamento, usando a metodologia de
esterificacdo de Steglish (Neises & Steglich, 1978). Nessa metodologia, o grupo
acido carboxilico reage com o reagente de acoplamento diisopropilcarbodiimida
(DIC) para formar um intermediario O-acil-isouréia, o que apresenta uma reatividade
semelhante a de um anidrido de acido carboxilico. Em seguida, a N,N-
dimetilaminopiridina (DMAP) reage rapidamente com esse intermediario (porque ela
€ um nucledfilo mais reativo que a anilina aromatica), fornecendo um outro
intermediario ainda mais reativo. Dessa maneira, o DMAP, que é utilizado em
quantidade catalitica (10% eq.), age como um transferidor de grupo acila. Em
seguida, a amina reage com o novo intermediario, formando a amida desejada
(Figura 11)

NCN>V o Ncr?\}; o
L O — & O
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O-acil-isouréia

Figura 11 - Mecanismo da rea¢ao de acoplamento utilizando-se DIC e DMAP
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A relacdo estequiométrica dos reagentes foi de 1 eq. acido para 1,2 eq.
amina, 0,1 eq. DMAP e 1,4 eq. DIC. Geralmente, n&o se utiliza DMAP para a sintese
de amidas, no entanto quando a amina ndo é muito reativa, o seu uso pode ser
necessario, pois uma reagao mais lenta pode levar a formacao de N-aciluréia como

produto indesejado, por migragcéo do grupo acila (Figura 12).

BRSNS

NY Y

Figura 12 - Rearranjo para formagao de N-aciluréia

A sintese da N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida (24) foi
primeiramente realizada pela metodologia 1 descrita para a sintese da N-fenil-1H-
indol-2-carboxamida (22). Como o rendimento desta reagdo foi muito baixo, outra
tentativa da sintese foi realizada, adicionando-se trietilamina a mistura reacional, de
acordo com a metodologia descrita por La Regina et al. (2008).

A N-fenil-1H-indol-3-carboxamida (26) e a N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-3-
carboxamida (27) também foram sintetizadas de acordo com a segunda metodologia
descrita para a obtencdo da N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida (24),
pois com ela obteve-se o produto desejado com um rendimento um pouco melhor.

A sintese das amidas 26 e 27 ja esta descrita na literatura (Litina et al., 2010 e
Magoulas & Papaioannou, 2003), e envolve trés etapas: a primeira referente a
protecdo do nitrogénio inddlico com (Boc),O, a segunda referente a sintese da
carboxamida via reagente de acoplamento (PyBrOP), e a terceira referente a
desprotecado do nitrogénio indolico com acido trifluoroacético. As amidas 26 e 27
foram obtidas com 50,3% e 29,0% de rendimento global dessas trés etapas,
respectivamente, que foram rendimentos inferiores aqueles obtidos para essas
amidas neste trabalho (84,6% e 41,5%, respectivamente).

Nao foi encontrada na literatura nenhuma referéncia sobre o produto N-(3,4,5-
trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida (24) obtido, podendo, assim, ser considerado
substancia inédita. As demais amidas ja foram descritas, mas para nenhuma delas
foi relatada a sua atividade alelopatica.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e métodos
Os materiais e métodos utilizados foram os mesmos descritos no item 3.1 do

Capitulo 1 (pag. 59).

4.2 Purificagcao e secagem de solventes e reagentes

* Tetrahidrofurano anidro: o solvente foi primeiramente tratado com sulfato de
sodio anidro, depois foi mantido sob refluxo na presenca de sddio metalico e
benzofenona até a solugdo adquirir coloracdo azul. No momento do uso
destilou-se quantidade necessaria.

* Acetona anidra: a acetona foi refluxada com sulfato de calcio. No momento do
uso, ela foi destilada.

* Cloreto de tionila: foi destilado, utilizando-se uma micro montagem para
destilagao simples.

* (Carbonato de potassio anidro: foi aquecido a 600 °C, por 3 horas, em uma

mufla.

4.3 Preparacgao da 3,4,5-trimetoxi-anilina

4.3.1 - Obtencao do 3,4,5-trimetoxi-benzoato de metila (17) via metilagao do
acido galico (16) com diazometano

0] (e} o
HO
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I
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A um funil de separacdo de 250 mL foram adicionados 100 mL de uma

solugéo de hidroxido de potassio a 50% (p/v) e 100 mL de éter. O funil foi colocado
em um recipiente cheio de gelo. Adicionaram-se lentamente, ao longo de 3 horas,
aproximadamente 2 g de N-nitroso-N-metiluréia, mantendo a temperatura a 0 °C.
Apos a fase etérea ter atingido uma coloragdo amarela forte, a fase aquosa foi
recolhida e a fase etérea (rica em diazometano) foram adicionadas pastilhas de KOH
para retirar a agua residual. Foram adicionados lentamente a fase etérea 6 g (35,27
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mmol) de acido galico, sob resfriamento e agitagdo. Observou-se desprendimento de
gas (nitrogénio), e a descoloracdo da solugdo. A reagao foi acompanhada por
CCDs.

Foi necessario preparar mais 100 mL de solugdo etérea contendo
diazometano para haver completo consumo do material de partida. Apos a secagem
da fase etérea, um 6leo amarelo foi obtido. O material foi submetido a cromatografia
em coluna de silica gel seguindo a ordem eluotrépica usual, iniciando-se por n-
hexano/diclorometano 1:1 e finalizando-se com acetato de etila. Nas fracbes 2-9,
eluidas em uma mistura de diclorometano/acetato de etila 8:2, foram obtidos 3,81 g
de cristais incolores contaminados com um Oleo amarelado. Estes foram
recristalizados em metanol, levando a obtencéo de 3,46 g de cristais transparentes,
que foram identificados como 3,4,5-trimetoxi-benzoato de metila (17), que foi obtido
com 43,4% de rendimento. Nas fracbes 12-18, eluidas em uma mistura de
diclorometano/acetato de etila 6:4, foram obtidos 401 mg de cristais transparentes
também contaminados com um o6leo amarelado. Apds recristalizagdo em metanol,
57 mg de cristais transparentes foram obtidos e identificados como 3-hidroxi-4,5-
dimetoxi-benzoato de metila (18), que foi obtido com 0,7% de rendimento.

* 3,4,5-trimetoxi-benzoato de metila (17)

FM/MM: C1:H1,0s / 226,23 g/mol. Faixa de fusdo: 78-79 °C.
IV (v, em™): 1713 (C=0), 1590, 1507, 1465 e 1411 (C=C); 1127 (C-O).

RMN de 'H (CD;0D, 200 MHz, 5): 7,30 (s, 2 H, H-2 e H-6), 3,91 (s, 12 H, H-2’, H-3’,
H-4" e H-5).

RMN de *C (CD;OD, 50 MHz, &): 166,9 (C-1’), 152,94 (C-3 e C-5), 142,17 (C-4),
125,15 (C-1), 106,80 (C-2 e C-6), 60,89 (C-3’), 56,22 (C-2’ e C-4’), 52,21 (C-5').

* 3-hidroxi-4,5-dimetoxi-benzoato de metila (18)

FM/MM: C1oH120s / 212,20 g/mol. Faixa de fusdo: 76-77 °C.
IV (v, em™): 3373 (O-H); 1697 (C=0); 1590, 1505, 1466 e 1431 (C=C); 1103 (C-O).
RMN de 'H (CD;0D, 200 MHz, &): 7,31 (d, 1H, H-2) 7,20 (d, 1H, H-6), 6,26 (sl, 1H,
OH), 3,94 (s, 3H, H-3'), 3,90 (s, 3H, H-2), 3,89 (s, 3H, H-4).

RMN de 3C (CD;OD, 50 MHz, 5): 166,85 (C-1'), 152,10 (C-5), 149,14 (C-3) 139,67
(C-4), 125,57 (C-1), 110,11 (C-2), 105,65 (C-6), 60,98 (C-3'), 56,04 (C-2'), 52,25 (C-
4.
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4.3.2 - Obtencgao do acido 3,4,5-trimetoxi-benzéico (19) via metilagao do acido

galico (16) com sulfato de dimetila e hidrélise basica

(o] ‘ o] ‘ (0]
HO o\\s/o o o
H — " No— “’NaOH 20% (p/V) OH
HO K,CO,/ Acetona g A o
o Refluxo ‘ ;i \ i
16 -~ 19

A um baldo de fundo redondo de 1 L, adaptado a um condensador de bolas,
foram adicionados 600 mL de acetona anidra, 100 g (723 mmol) de K2COj3 calcinado
e 70 mL (738 mmol) de sulfato de dimetila. Em seguida, adicionou-se ao mesmo
baldo uma mistura de 15 g (88 mmol) de acido galico em 100 mL de acetona. A
mistura foi refluxada, sob agitagdo magnética, por 8 horas. A evolugao da reagao foi
acompanhada por CCDS.

A mistura da reacao foi filtrada para a retirada do excesso de carbonato de
potassio. A fase organica foi evaporada a pressao reduzida. Em seguida,
adicionaram-se ao residuo 500 mL de acetato de etila e transferiu-se essa mistura
para um funil de separagao. A fase organica foi primeiramente lavada com 240 mL
de solugdo saturada de cloreto de sdédio e depois com mais 240 mL de agua
destilada. A fase orgéanica foi secada com sulfato de sédio anidro.

O Odleo residual obtido apés a remocdo do solvente, que ainda estava
contaminado com sulfato de dimetila, foi submetido a cromatografia em coluna de
silica gel. O grupo de fragbes 4-29 (25 g) (que foi eluido em hexano/diclorometano
7:3) apresentou o produto desejado ainda contaminado com sulfato de dimetila.
Assim optou-se por fazer a hidrolise dessa mistura, uma vez que o contaminante
também seria consumido na hidrélise basica.

Para a hidrolise, adicionaram-se a um baldo de 150 mL, 25 g da mistura de
3,4,5-trimetoxi-benzoato de metila e sulfato de dimetila e 45 mL de solugdo aquosa
de NaOH 20% (p/v). A mistura foi aquecida sob refluxo, em banho de dleo, por 2
horas. O fim da reacgao foi visualizado por CCDS. Depois, a solugao foi resfriada e
acidificada com 11 mL de HCI concentrado. Filtrou-se a vacuo, a temperatura
ambiente. O sdlido residual foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel,
seguindo a ordem eluotrépica usual iniciando-se por diclorometano e finalizando-se
com acetato de etila. Nas fragdes 6-15, eluidas em uma mistura de
diclorometano/acetato de etila 6:4, foram obtidos 12,08 g de cristais transparentes,
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que foram identificados como acido 3,4,5-trimetoxi-benzoico, que foi obtido com um

rendimento de 64,6% em relagdo ao acido galico.

* 4acido 3,4,5-trimetoxi-benzdico (19)
FM/MM: C1oH1205 /212,20 g/mol. Faixa de fusdo: 164-165 °C.
IV (v, ecm™): 3017-2519 (O-H); 1681 (C=0); 1585, 1505, 1465 e 1414 (C=C); 1121
(C-0).
RMN de 'H (CD;OD, 200 MHz, &): 11,08 (s, 1H, OH), 7,39 (s, 2H, H-2 e H-6), 3,93
(s, 9H, H-2’, H-3’ e H-4").
RMN de **C (CD;0D, 50 MHz, &): 171,98 (C-1’), 153,03 (C-3 e C-5), 143,02 (C-4),
124,24 (C-1), 107,47 (C-2 e C-6), 61,03 (C-3’), 56,31 (C-2' e C-4’).

4.3.3 - Obtencao do acido 3,4,5-trimetoxi-benzéico (19) via hidrélise basica do
3,4,5-trimetoxi-benzoato de metila (17)
(0]
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Adicionaram-se 3,46 g (15,31 mmol) de 3,4,5-trimetoxi-benzoato de metila

0]

(17) e 8 mL de solugédo aquosa de NaOH 20% a um baldo reacional de 50 mL
adaptado a um condensador de refluxo. A mistura foi aquecida sob refluxo, em
banho de dleo, por 2 horas. O fim da reacéo foi acompanhado por CCDS. Depois, a
solucgéo foi resfriada e acidificada com 3 mL de HCI concentrado. O sélido formado
foi filtrado a vacuo, a temperatura ambiente, e foi purificado da mesma forma que na
hidrolise descrita anteriormente. Obtiveram-se 2,97 g de cristais transparentes,
identificados como acido 3,4,5-trimetoxi-benzdico (19), que foram obtidos com
91,4% de rendimento.



Capitulo 2 — Parte Experimental 118

4.3.4 - Obtencgao da 3,4,5-trimetoxi-anilina (20) via reagao de Curtius

| i | 2 |
0 o o) NH,
OH Cl
SOCI, THF Reacéo de Curtius
o Refluxo | o Método A ouB (|3
e | P pd e
19 - - 20
Método A: Método B:
1. NaN;, H,O/THF, - 5-0 °C 1. NaN,, H,O/THF, - 5-0 °C
2. Tolueno, refluxo 2. Tolueno, refluxo

3. HCI 8 N, depois NaOH 2,5mol/L 3. NaOH 5 N, depois HCI 6 mol/L
Método A:

Preparacao do cloreto de acido: a um baldo reacional de 25 mL foram
adicionados 310 mg (1,46 mmol) de acido 3,4,5-trimetoxibenzoico, 2 mL de THF
anidro e 0,21 mL (2,92 mmol) de cloreto de tionila. A mistura foi aquecida a 60 °C,
com agitacdo magnética, por 1 hora e meia. O excesso de cloreto de tionila e do
solvente foi removido a vacuo.

Preparagao da acil azida: uma solugédo de 190 mg (2,92 mmol) de azida de
sédio em 0,5 mL de agua gelada foi adicionada, lentamente, a solugéo do cloreto de
acido em 1,5 mL de THF anidro, sendo a temperatura mantida entre -5 e 0 °C. A
mistura reacional, que era incolor, adquiriu coloragéo laranja. A agitagdo magnética
foi mantida por mais 30 minutos apdés completa adicdo da azida. Finalizada a
reacao, adicionaram-se 5 mL de agua gelada a mistura reacional e extraiu-se a
acilazida com 4 porgdes de 2 mL de tolueno. A fase organica foi reunida e secada
com sulfato de sodio anidro, durante 2 horas, com agitagéo.

Rearranjo da acil azida para formar isocianato: apos filtracdo, a fase
toluénica foi transferida para um baldo reacional adaptado a um condensador de
refluxo e com um agitador magnético. O aquecimento foi iniciado com cautela
(devido a liberacdo de gas N»), até atingir o refluxo, que foi mantido por 1 hora. O
tolueno foi removido no rotavapor, a pressao reduzida.

Hidrdlise acida do isocianato: ao sélido residual (isocianato), adicionaram-
se 2 mL de HCI 8 mol/L, sob resfriamento em banho de gelo. Em sequéncia, a
mistura foi gradualmente aquecida, sob agitagcdo, até atingir o refluxo, que foi
mantido por 10 minutos.

Elaboragao da reagao: o pH da mistura reacional foi ajustado para 12 com a
adicdo de aproximadamente 6 mL de NaOH 2,5 mol/L. Extraiu-se o produto
reacional com 3 por¢des de 8 mL de éter etilico.
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O residuo obtido apds a remogéo do solvente foi purificado por cromatografia
em coluna de silica flash, utilizando-se como fase modvel uma mistura de
hexano/acetato de etila 1:1 (coluna de 10 cm altura x 0,5 cm diametro, 2,8 g de fase
estacionaria, fluxo de 1,5 mL/min). Foram obtidos nas fra¢cdes 6-11, 39 mg de
cristais brancos que adquiriam coloragao acinzentada, quando expostos a luz. Esses
cristais, identificados como 3,4,5-trimetoxi-anilina (20), foram obtidos com
rendimento de 14,6%.

Essa mesma reagao foi repetida utilizando-se 3,53 e 6,46 g de acido 3,4,5-
trimetoxi-benzdico (19), levando ao produto desejado em rendimentos de 20,5% e

11,5%, respectivamente.

Método B:

A partir de 1,435 g (6,77 mmol) de acido 3,4,5-trimetoxi-benzodico, a
metodologia foi repetida até a obtenc&o do isocianato.

Hidrodlise basica do isocianato: ao solido residual (isocianato), adicionaram-
se 3 mL de NaOH 5 mol/L, sob resfriamento com banho de gelo. Em sequéncia, a
mistura foi gradualmente aquecida, sob agitagcdo, até atingir o refluxo, que foi
mantido por 20 minutos. O pH da mistura reacional foi ajustado para 2 com a adi¢ao
de aproximadamente 18 mL de HCI 6 mol/L. Manteve-se a agitacédo por mais 5
minutos.

O residuo obtido apds a remocgédo dos solventes foi purificado da mesma
forma que na reagado anterior, levando a obtencdo de 64 mg da 3,4,5-trimetoxi-

anilina (20), com rendimento de 5,2%.

* 3,4,5-trimetoxi-anilina (20)
FM/MM: CoH43NO3 / 183,20 g/mol. Faixa de fusdo: 104-105 °C.
IV (v, em™): 3422, 3317 e 3216 (N-H); 1590, 1504, 1471 e 1426 (C=C); 1123 (C-O).
RMN de 'H (CDsOD, 200 MHz, &): 5,92 (s, 2H, H-2 e H-6), 3,79 (s, 6H, H-1" e H-3"),
3,76 (s, 3H, H-2’), 3,57 (sl, 2H, NHy).
RMN de "*C (CD;OD, 50 MHz, &): 153,86 (C-3 e C-5), 143,08 (C-1), 130,64 (C-4),
92,64 (C-2 e C-6), 61,06 (C-2'), 55,90 (C-1’' e C-3").
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5.4 Obtencao das amidas 22, 24, 26 e 27

4.4.1 - Obtencéao da N-fenil-1H-indol-2-carboxamida (22)

0
®COOH Método A ou B _ @_{
N N
22

21

Método A 1. SOCI, Método B Anilina,DIC, DMAP, CH,Cl,
2. Anilina, THF, 0°C -t.a.,, 12 h 0°C-t.a,13h

Método A:

A um baldo de fundo redondo de 25 mL equipado com uma rolha de saia,
contendo 200,0 mg (1,24 mmol) de acido indol-2-carboxilico (21) foram adicionados
2,2 mL (30,29 mmol) de SOCI,. A mistura foi resfriada a 0 °C e, apds 1,5 hora, o
excesso deste reagente foi retirado sob presséo reduzida. A solugdo, que a principio
era bege claro, adquiriu coloragdo amarelo ouro. Em seguida, o baldo foi colocado
em banho de gelo a 0 °C, sendo ent&o adicionados, sob agitagdo, 140 yL de anilina
(1,54 mmol) dissolvidos em 4,0 mL de THF. A mistura reacional adquiriu coloragao
bege claro. A agitagcdo se prolongou por 2 horas, em banho de gelo. Apds analise
em CCDS, optou-se por deixar a agitacdo por mais 10 horas, a temperatura
ambiente.

O residuo obtido apos a remocgéo do solvente foi purificado por cromatografia
em coluna de silica gel, utilizando-se a ordem eluotrépica usual, iniciando-se com
uma mistura de n-hexano/diclorometano 1:1 e finalizando-se com acetato de etila.
Nas fragbes 1-7, obteve-se um solido amarelo claro (149 mg), muito pouco soluvel
em agua e na grande maioria dos solventes organicos, exceto no metanol, no qual
foi razoavelmente soluvel. Esse solido amarelo foi identificado como N-fenil-1H-
indol-2-carboxamida (22), que foi obtida com 55,6% de rendimento.

Anadlise da placa por CCDS, apds revelacdo com vapores de iodo,
demonstrou que o produto desejado apresentou Rf semelhante ao do acido indol-2-

carboxilico, porém sem o rastro caracteristico do acido.

Método B:

A um baldo de fundo redondo de 50 mL, equipado com um tubo contendo
CaCl, anidro, foram adicionados 200 mg de acido indol-2-carboxilico (1,24 mmol),
15,0 mg de DMAP (0,12 mmol), 140 pL de anilina (1,54 mmol), e 5 mL de THF. O
meio reacional foi resfriado a 0 °C, em banho de gelo, e 270 pL de DIC (1,72 mmol)
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foram adicionados. O banho de gelo foi removido e a mistura permaneceu em
agitagdo magnética maxima por 1 hora, mas devido a total insolubilidade do
material, iniciou-se o aquecimento, e o refluxo a 80 °C foi mantido por mais 12 horas.
A reacao foi acompanhada por CCDS.

O residuo obtido apdés a remocgédo do solvente foi purificado utilizando-se a
mesma metodologia descrita na reag&o anterior, fornecendo 149 mg de N-fenil-1H-
indol-2-carboxamida, com rendimento de 50,9%. Adicionalmente, a fragao 8 (97 mg),
eluida em diclorometano/acetato de etila 1:1 foi recromatografada em coluna de
silica gel, levando a obtengdo de 104 mg de um cristal amarelo claro, identificado
como N-isopropil-N(isopropilcarbamoil)-1H-indol-2-carboxamida (23), um
intermediario da reacdo, com rendimento de 29,2%. Esse produto apresentou Rf em

CCDS menor que de todos os reagentes.
4 2
5 3a 2 0
7 L :
2 AN—3
1" o
/\_ A

* N-fenil-1H-indol-2-carboxamida (22)

FM/MM: C1sH12N20 / 236,27 g/mol. Faixa de fusdo: 193-194 °C.
IV (v, em™): 3400 (CON-H); 3350 (N-H); 1652 (C=0, amida I); 1618 (N-H, amida Il);
1595, 1528, 1490 e 1441 (C=C).

RMN de 'H (CDsOD, 200 MHz, &): 7,74 (d, 2H, J=7,6 Hz, H-2’ e H-6"); 7,66 (d, 1H,
J=8,0 Hz, H-4); 7,49 (d, 1H, J=8,4 Hz, H-7); 7,37 (t, 2H, J=7,8 Hz, H-3’ e H-5); 7,32
(s, 1H, H-3); 7,25 (t, 1H, J=7,8 Hz, H-6); 7,14 (t, 1H, J=7,4 Hz, H-4); 7,10 (t, 1H,
J=7,6 Hz, H-5).

RMN de *C (CDs;OD, 50 MHz, 5): 162,11 (C-8); 139,72 (C-1); 138,46 (C-7a);
132,39 (C-2); 129,76 (C-3’ e C-5'); 128,95 (C-3a); 125,25 (C-6 e C-4’); 122,87 (C-4);
121,91 (C-2’ e C-6’); 121,21 (C-5); 113,07 (C-7); 105,05 (C-3).

* N-isopropil-N(isopropilcarbamoil)-1H-indol-2-carboxamida (23)
FM/MM: C6H21N3O, / 287,36 g/mol. Faixa de fusao: 147-148 °C.
IV (v, cm™): 3292 (N-H); 1674 (C=0); 1534, 1515 e 1464 (C=C).
RMN de 'H (CD30D, 200 MHz, 5): 7,57 (d, 1H, J=8,0 Hz, H-4; 7,43 (d, 1H, J=8,4 Hz,
H-7); 7,21 (t, 1H, J=7,1 Hz, H-6); 7,05 (t, 1H, J=7,1 Hz, H-5); 4,73 (hepteto, 1H, J=6,8
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Hz, H-1"): 3,83 (hepteto, 1H, J=6,6 Hz, H-3"); 1,38 (d, 1H, J=6,8 Hz, H-2"); 0,97 (d,
1H, J=6,6 Hz, H-4").

RMN de 3C (CD;OD, 50 MHz, &): 163,26 (C-8); 156,49 (C-1'); 131,63 (C-3a);
128,52 (C-2); 138,00 (C-7a); 125,29 (C-6); 122,76 (C-4); 121,22 (C-5); 112,89 (C-7);
106,26 (C-3); 48,44 (C-1"); 44,52 (C-3"); 21,80 (C-4”"); 20,86 (C-2").

4.4.2 - Obtencgao da N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida (24)

\ \ \ 0] OMe
N SOCl, N Método A ou B H HN OMe
24
OMe

21 ta.1,5h H
Método A 3.4,5-trimetoxi-anilina  Método B 3.4,5-trimetoxi-anilina
THF,0°C-ta, 12h THF, TEA, 0°C-ta., 12 h
Método A:

A um baldo de fundo redondo de 25 mL equipado com uma rolha de saia,
contendo 200,0 mg (1,2 mmol) de acido indol-2-carboxilico (21) foram adicionados
2,2 mL (30,2 mmol) de SOCI,. A mistura foi resfriada a 0 °C e, ap6s 1,5 hora, o
excesso deste reagente foi retirado sob pressdo reduzida. Em seguida, o bal&o foi
mergulhado em banho de gelo a 0 °C, sendo entdo adicionados, sob agitagao, 256
mg (1,4 mmol) da 3,4,5-trimetoxi-anilina dissolvidos em 4,0 mL de THF. A mistura
reacional adquiriu coloragado bege-marrom. A agitacao se prolongou por 2 horas, em
banho de gelo. Apds analise em CCDS, optou-se por deixar a agitagao por mais 10
horas, a temperatura ambiente.

O residuo obtido apds a remogéo dos solventes foi purificado por cromatografia
em coluna de silica gel, utilizando-se a ordem eluotrépica usual, iniciando-se com
uma mistura de n-hexano/diclorometano 1:1 e finalizando-se com metanol. As
fragcbes 3-6 (66,3 mg), que foram eluidas em uma mistura de diclorometano/acetato
de etila 1:1, foram recromatografadas em coluna de silica gel, levando a obtencéo
de 16 mg de um cristal amarelo claro, identificado como N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-
indol-2-carboxamida (24), com rendimento de 4%.

A amida 24 apresentou, por CCDS, Rf semelhante ao do acido indol-2-

carboxilico, no entanto ndo deixava rasto na placa como ocorria com o acido.

Método B:
A um baldo de fundo redondo de 25 mL equipado com uma rolha de saia,
contendo 74,0 mg (0,46 mmol) de acido indol-2-carboxilico foram adicionados 0,65
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mL (8,95 mmol) de SOCI,. A mistura foi resfriada a 0 °C e, apos 1,5 hora (a solugédo
adquiriu coloragdo amarelo ouro), o excesso deste reagente foi removido sob
pressao reduzida. A outro baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados 100
mg (0,55 mmol) da 3,4,5-trimetoxi-anilina, 1 mL de THF e 190 pL (1,36 mmol) de
trietilamina. Em seguida, adicionou-se a esta mistura o cloreto de acido gota a gota,
dissolvido em 1 mL de THF, em banho de gelo a 0 °C e sob agitacdo. A mistura
reacional adquiriu primeiramente coloragdo marrom claro, mas depois ficou marrom
mais escuro. A agitagdo se prolongou por 1 hora, em banho de gelo, e 10 horas, a
temperatura ambiente. A reacao foi acompanhada por CCDS.

O residuo obtido apds a remocao do solvente foi purificado da mesma forma
que na reagao anterior, levando a obtencdo de 10,8 mg da N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-
1H-indol-2-carboxamida (24), com rendimento de 7,2%.

* N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida (24)

FM/MM: C1gH1gN204 / 326,35 g/mol. Faixa de fusao: 189-190 °C.
IV (v, ecm™): 3395 (CON-H); 3343 (N-H); 2965 e 2938 (C-H); 1647 (C=0, amida I);
1600 (N-H, amida Il); 1547, 1506 e 1448 (C=C); 1129 (C-0O).

RMN de 'H (CD;OD, 200 MHz, 5): 7,66 (d, 1H, J=7,8 Hz, H-4); 7,45 (d, 1H, J=8,2
Hz, H-7); 7,29 (t, 1H, J=7,6 Hz, H-6); 7,16 (s, 1H, H-3); 7,14 (t, 1H, J=7,6 Hz, H-7);
7,02 (s, 2H, H-2' e H-6’); 3,84 (s, 9H, H-1", H-2” e H-3").

RMN de **C (CDs;OD, 50 MHz, &): 160,52 (C-8); 154,30 (C-3’ e C-5'); 138,03 (C-7a);
136,04 (C-1°); 135,57 (C-4’), 132,61 (C-2); 128,73 (C-3a); 124,98 (C-6); 122,71 (C-4);
121,10 (C-5); 113,14 (C-7); 103,94 (C-3); 98,80 (C-2’ e C-6’); 60,64 (C-2”); 56,35 (C-
17 e C-3”).

4.4.3 - Obtencgao da N-fenil-1H-indol-3-carboxamida (26)
H

(@)
COOH COcCI N
0°C, 15h THF, TEA,
N N 0°C-ta, 12h N
25 26

A um baldo de fundo redondo de 25 mL equipado com uma rolha de saia,

contendo 100,0 mg (0,62 mmol) de acido indol-3-carboxilico (25) foram adicionados
1,1 mL (15,14 mmol) de SOCI,. A mistura foi resfriada a 0 °C e, ap6s 1,5 hora, o
excesso deste reagente foi retirado sob pressao reduzida. A solugéo que a principio
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era bege claro tornou-se amarelo ouro. A outro baldo de fundo redondo de 25 mL
foram adicionados 160 pL (1,76 mmol) de anilina, 1 mL de THF e 190 pL (1,36
mmol) de trietilamina. Em seguida, adicionou-se o gota a gota o cloreto de tionila
dissolvido em 1 mL de THF, em banho de gelo a 0 °C e sob agitacdo. A mistura
reacional adquiriu coloragéo bege. A agitagao se prolongou por 1 hora, em banho de
gelo, e 10 horas, a temperatura ambiente. A reagao foi acompanhada por CCDS.

O residuo obtido apdés a remocgédo do solvente foi purificado utilizando-se a
mesma metodologia descrita para a purificagdo da N-fenil-1H-indol-2-carboxamida.
Dessa forma, foram obtidos 124 mg de um cristal amarelo claro, identificado como
N-fenil-1H-indol-3-carboxamida (26), com rendimento de 84,6%. O produto obtido
apresentou solubilidade fraca em metanol e acetona, e foi insoluvel nos demais
solventes organicos testados. Seu Rf, por CCDS, apresentou-se entre aqueles da
anilina e do acido indol-3-carboxilico.

* N-fenil-1H-indol-3-carboxamida (26)
FM/MM: C15H42N20 / 236,27 g/mol. Faixa de fusao: 174-175 °C.
IV (v, em™): 3372 (CON-H); 3255 e 3230 (N-H); 1638 (C=0, amida I); 1617 (N-H,
amida Il); 1594, 1523, 1498 e 1455 (C=C).
RMN de 'H (CD;0OD, 400 MHz, 5): 8,20 (d, 1H, J=6,8 Hz, H-4); 8,07 (s, 1H, H-2);
7,48 (d, 1H, J=6,8 Hz, H-7); 7,30 (t, 2H, J=7,6 Hz, H-3’ e H-5’); 7,26 (d, 2H, J=7,6 Hz,
H-2’ e H-6’); 7,22 (m, 2H, H-5 e H-6); 7,08 (i, 1H, J=7,6 Hz, H-4").
RMN de '*C (CD;OD, 50 MHz, &): 166,81 (C-8); 140,20 (C-1); 138,11 (C-7a);
129,71 (C-3' e C-5); 129,41 (C-2); 127,56 (C-3a); 124,82 (C-4’); 123,64 (C-6);
122,12 (C-4 e C-5); 122,03 (C-2’ e C-6’); 112,78 (C-7); 112,02 (C-3).

4.4.4 - Obtencao da N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-3-carboxamida (27)

Q H
COOH cocl N
. L. - OMe
@ SOCl, @ 3,4,5-trimetéxi-anilina \ Q/
ta.15h THF, TEA, N
i H H wmeo OMe

0°C-ta, 12h

25 27
A um baldo de fundo redondo de 25 mL equipado com uma rolha de saia,
contendo 74,0 mg (0,46 mmol) de acido indol-3-carboxilico (25) foram adicionados
0,65 mL (8,95 mmol) de SOCI,. A mistura foi resfriada a 0 °C e, apos 1,5 hora (a
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solugdo adquiriu coloragdo rosa), o excesso deste reagente foi removido sob
pressao reduzida. A outro baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados 100
mg (0,55 mmol) da 3,4,5-trimetoxi-anilina, 1 mL de THF e 190 pL (1,36 mmol) de
trietilamina. Em seguida, adicionou-se o gota a gota o cloreto de acido dissolvido em
1 mL de THF, a 0 °C e sob agitagcado. A mistura reacional adquiriu coloragao inicial
bege, mas depois ficou marrom. A agitagdo se prolongou por 1 hora, em banho de
gelo, e 10 horas, a temperatura ambiente. A reagao foi acompanhada por CCDS.

O residuo obtido apos a remogéo do solvente foi purificado por cromatografia
em coluna de silica gel, utilizando-se a ordem eluotrépica usual, iniciando-se com
uma mistura de n-hexano/diclorometano 1:1 e finalizando-se com metanol. Nas
fracdes 4-5, obteve-se um sdélido em maior quantidade, que apresentava coloragao
amarela em CCDS apéds revelagdo com sulfato cérico. Esse solido, que estava
impuro, foi cromatografado em coluna de silica flash, utilizando-se como fase movel
uma mistura de acetato de etila/lhexano 6:4 (coluna de 15 cm altura x 0,5 cm
didmetro, 3 g de fase estacionaria, fluxo de 1,5 mL/min). Foram obtidos, nas fragdes
9-17, 62,2 mg de um cristal rosa claro, quase incolor, soluvel apenas em acetona.
Este foi identificado como N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-3-carboxamida (27), que
foi obtido com rendimento de 41,5%.

Analise da placa por CCDS, apds revelagdo com vapores de iodo, demonstrou
que o produto desejado apresentou Rf intermediario entre o do acido indol-3-
carboxilico e o da 3,4,5-trimetoxianilina.

* N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-3-carboxamida (27)
FM/MM: C1gH1sN204 / 326,35 g/mol. Faixa de fusao: 200-201 °C.
IV (v, ecm™): 3369 (CON-H); 3170 (N-H); 1648 (C=0, amida I); 1600 (N-H, amida I);
1529, 1504 e 1439 (C=C); 1130 (C-0O).
RMN de 'H ((CDs),CO, 200 MHz, &): 10,86 (sl, 1H, NH); 9,13 (s, 1H, NHCO); 8,38-
8,34 (m, 1H, H-4); 8,21 (d, 1H, J=2,6 Hz, H-2); 7,52 (m, 1H, H-7); 7,26 (s, 2H, H-2' e
H-6’); 7,22-7,18 (m, 2H, H-5 e H-6); 3,79 (s, 6H, H-1" e H-3”); 3,69 (s, 3H, H-2").
RMN de "*C ((CDs),CO, 50 MHz, &): 164,18 (C-8), 154,09 (C-3’ e C-5), 137,52 (C-
7a), 136,89 (C-1’), 134,79 (C-4’), 128,39 (C-2), 127,46 (C-3a), 123,28 (C-5), 122,24
(C-4), 121,67 (C-6), 112,56 (C-3 e C-7), 98,39 (C-2' e C-6’), 60,54 (C-2"), 56,16 (C-
1” e C-37).



Capitulo 2 — Elucidacao Estrutural 126

5 ELUCIDAGAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS

5.1 - 3,4,5-trimetoxi-benzoato de metila (17)

yo
Ep

O espectro de absor¢do na regido do IV (Figura 51A, Anexo 1) de 17
apresentou uma banda em 1713 cm™, caracteristica da deformacéo axial da ligacao
C=0 de carbonila de éster aromatico; bandas em 1590, 1507 e 1465 cm™, referentes
as deformagdes axiais das ligagdes C=C do anel aromatico; e banda em 1127 cm™,
referente a deformacéo axial das ligagdes C-O.

O espectro de RMN de 'H (Figura 52A, Anexo 1) de 17 apresentou apenas
dois sinais: um simpleto em & 7,30, com integral referente a 2 hidrogénios, atribuido
aos hidrogénios aromaticos H-2 e H-6; e um simpleto em & 3,91, referente a 12
hidrogénios, atribuido aos hidrogénios metilicos H-2’, H-3’, H-4’ e H-5'.

O espectro de RMN de "*C (Figura 53A, Anexo 1) de 17 apresentou apenas 8
sinais, devido a sobreposicdo de alguns sinais: um em & 166,69, atribuido a
carbonila C-1’; quatro na regido de aromaticos: 152,94 (C-3 e C-5), 142,17 (C-4),
125,15 (C-1), 106,80 (C-2 e C-6); e trés na regido de carbonos ligados a
heteroatomos: 60,89 (C-3’), 56,22 (C-2’' e C-4’), 52,21 (C-5).

A comparagdo dos dados de RMN de '*C encontrados para 17 com aqueles
descritos por Elsinghorst et al. (2006) para o 3,4,5-trimetoxi-benzoato de metila,
levou a confirmagdo de que 17 se tratava dessa substéancia (Tabela 1, pag. 127).
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Tabela 1 — Comparacéo dos dados de RMN de *C 3,4,5-trimetoxi-benzoato de

metila (Elsinghorst et al. 2006) com aqueles encontrados para 17

Cn Tipo de 3,4,5-trimetoxi-. 17
carbono | benzoato de metila
1 =C 125,12 125,15
2 =C-H 106,78 106,80
3 =C-0O 152,91 152,94
4 =C-0O 142,16 142,17
5 =C-0O 152,91 152,94
6 =C-H 106,78 106,80
1’ C=0 166,68 166,69
2 0O-CHs; 56,21 56,22
3 | O-CHg 60,88 60,89
4 0O-CHs; 56,21 56,22
5’ O-CH3; 52,19 52,21

5.2 - 3-hidroxi-4,5-dimetoxi-benzoato de metila (18)

A substancia 18 foi obtida como sub-produto da metilagdo do acido galico. A
diferenga marcante do espectro de absorg¢ao na regido do IV (Figura 54A, Anexo 1)
de 18 com relacdo ao de 17 foi o aparecimento de uma banda em 3373 cm™,
caracteristica da deformagdo axial da ligagcdo O-H de alcool. Outras bandas
importantes apareceram em 1697 cm™, caracteristica da deformagdo axial da
ligagdo C=0 de carbonila de éster aromatico; em 1590, 1505 e 1466 cm, referentes
as deformagbes axiais das ligagbes C=C do anel aromatico; e em 1229 cm™,
referente a deformacéo axial das ligagdes C-O.

O espectro de RMN de 'H (Figura 55A, Anexo 1) de 18 apresentou seis
sinais: um dupleto em & 7,31, com integral referente a 1 hidrogénio, atribuido ao
hidrogénio aromatico H-2; um dupleto em & 7,20, com integral referente a 1

hidrogénio, atribuido ao hidrogénio aromatico H-6; um simpleto largo em & 6,26,
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referente a 1 hidrogénio, atribuido ao hidrogénio da hidroxila; e trés simpletos em &
3,94, 3,90 e 3,89, cada um referente a 3 hidrogénios, atribuidos aos hidrogénios
metilicos H-3’, H-2’e H-4’, respectivamente.

O espectro de RMN de "*C (Figura 56A, Anexo 1) de 18 apresentou dez
sinais: um em & 166,85, atribuido a carbonila C-1’; seis na regido de aromaticos:
152,10 (C-5), 149,14 (C-3) 139,67 (C-4), 125,57 (C-1), 110,11 (C-2), 105,65 (C-6); e
trés na regido de carbonos ligados a heteroatomos: 60,98 (C-3’), 56,04 (C-2’), 52,25
(C-4’). Por comparagao dos dados de RMN de 3C encontrados para 18 com aqueles
descritos na literatura (Alam et al., 2005) para o 3-hidréxi-4,5-dimetoxi-benzoato de
metila, concluiu-se que 18 se tratava dessa substancia (Tabela 2).

Tabela 2 — Comparacdo dos dados de RMN de '*C de 3-hidroxi-4,5-dimetoxi-
benzoato de metila (Alam et al., 2005) com aqueles encontrados para 18

Cn Tipo de 3-hidroxi-4,5-dimetloxi- 18
carbono benzoato de metila

1 =C 125,53 125,57
2 =C-H 109,88 110,11
3 =C-0 148,95 149,14
4 =C-0O 139,44 139,67
5 =C-0O 151,91 152,10
6 =C-H 105,57 105,65
1 C=0 166,67 166,85
2 0O-CHs; 55,96 56,04
3 0O-CHs; 60,93 60,98
4 O-CHs; 52,15 52,25

5.3 - Acido 3,4,5-trimetoxi-benzéico (19)

As principais diferengas do espectro de absorgdo na regidao do IV de 19
(Figura 57A, Anexo 1) para aquele de 17 foi o aparecimento de uma banda larga
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entre 3017 e 2519 cm™, caracteristica da deformac&o axial da ligacdo O-H de acido
carboxilico e o deslocamento da banda referente a deformacédo axial de C=0 de
carbonila de 1713 para 1681 cm™ (devido a menor forga de ligagdo C=0 de acidos
carboxilicos). Outras bandas observadas foram em 1585, 1505 e 1465 cm™,
referentes as deformagdes axiais das ligagbes C=C do anel aromatico; e em 1223
cm’, referente a deformacgao axial das ligagcdes C-O.

A principal alteracdo do espectro de RMN de 'H de 19 (Figura 58A, Anexo 1)
para aquele do 3,4,5-trimetoxi-benzoato de metila foi o aparecimento de um sinal em
0 11,08, atribuido ao hidrogénio do acido carboxilico e a redugéo do valor da integral
do sinal referente aos hidrogénios da metoxila ( 3,93), de 12 para 9. O sinal dos
hidrogénios aromaticos H-2 e H-6 apareceu em & 7,39, como simpleto.

A diferenca entre o espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT-135 de 19
(Figura 59A, Anexo 1) para aquele de 17 foi o desaparecimento do sinal referente a
metoxila do éster. Os demais sinais apresentaram valores de deslocamento quimico
muito semelhantes.

Por comparacgdo dos dados de RMN de "*C obtidos para 19 com aqueles
encontrados na literatura (Alam & Tsuboi, 2007) para o acido 3,4,5-trimetoxi-

benzdico (Tabela 3), concluiu-se que 19 se tratava dessa substéancia.

Tabela 3 — Comparacéo dos dados de RMN de "*C acido 3,4,5-trimetoxi-benzéico
(Alam & Tsuboi, 2007) com aqueles encontrados para 19

Tipo de | acido 3,4,5-trimetoxi-

Cn carbono benzéico 19

1 =C 124,04 124,24
2 =C-H 107,30 107,47
3 =C-0O 152,86 153,03
4 =C-0O 142,86 143,02
5 =C-0O 152,86 153,03
6 =C-H 107,30 107,47
1 C=0 171,98 171,98
2 O-CHj; 56,12 56,31
3 O-CHjg 60,82 61,03
4 O-CH3 56,12 56,31
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5.4 - 3,4,5-trimetoxi-anilina (20)

A diferengca marcante do espectro de absorgao na regido do IV de 20 (Figura
60A, Anexo 1) com relagdo aos anteriores, foi a auséncia da banda de estiramento
C=0 de carbonila e o aparecimento de bandas em 3422, 3317 e 3216 cm™,
caracteristicas da deformagao axial da ligacdo N-H de aminas primarias aromaticas
(Silverstein et al., 2007). Outras bandas observadas foram em 1643 cm™, referente &
deformacgéao angular de N-H; em 1590, 1504 e 1471 cm’, referentes as deformacdes
axiais das ligagdes C=C do anel aromatico; e em 1228 cm™, referente & deformagao
axial das ligagdes C-O.

Uma grande mudanca do espectro de RMN de 'H de 20 (Figura 61A, Anexo
1) para aquele de 19 foi o deslocamento do sinal dos hidrogénios aromaticos para
campo mais alto: de & 7,39 foi para & 5,92. Isso ocorre porque o efeito doador de
elétrons por ressonancia da anilina blinda mais os hidrogénios aromaticos H-2 e H-6,
enquanto a carbonila do acido exercia efeito contrario (além do efeito anisotrépico,
que desprotege os hidrogénios em posigao orto). Outra alteragéo foi o aparecimento
de um simpleto largo em & 3,57, referente a 2 hidrogénios, atribuidos aos
hidrogénios da amina. Os demais sinais observados no espectro foram: um simpleto
em 0 3,79, referente a 6 hidrogénios, atribuido aos hidrogénios metoxilicos H-1’ e H-
3’ e um simpleto em & 3,57, referente a 3 hidrogénios, atribuido aos hidrogénios
metoxilicos H-2'.

A diferenca entre o espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT-135 de 20
(Figura 62A, Anexo 1) para aquele de 19 foi a auséncia de sinal referente a
carbonila. Da mesma forma como ocorreu para os hidrogénios em posi¢cao orto ao
grupo NHy, seus respectivos carbonos também sofreram maior blindagem (os sinais
de C-2 e C-6 apareceram em 0 92,64) devido ao efeito doador de elétrons por
ressonancia do nitrogénio. O sinal referente a C-3 e C-5 apareceu em 6 153,86, e o
de C-4 em 0 130,64. O sinal em d 61,06 referiu-se ao carbono metoxilico C-2’, e o
em 0 55,90 referiu-se aos carbonos metoxilicos C-1" e C-3’ (Tabela 5, pag. 131).
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A comparagao dos dados do espectro na regidao do IV encontrados para 20
com aqueles descritos por Gong et al. (2009), levou a confirmacédo de que 20 se
tratava dessa substéncia (Tabela 4). Dados de deslocamento de RMN da 3,4,5-

trimetoxi-anilina ndo foram encontrados na literatura.

Tabela 4 — Comparacéo dos dados do espectro de IV da 3,4,5-trimetoxi-anilina (KBr)

(Gong et al., 2009) com aqueles encontrados para 20

Deformagao Maximo da banda de absorgdo (cm™)
3,4,5-trimetoxi-anilina 20

Axial de N-H 3423, 3323, 3217 3422, 3317, 3216

Axial de C=0 1593 1590

Axial de C=C 1507, 1471, 1235

1504, 1471, 1228

Tabela 5 - Dados de RMN de *C de 20

Cn Tipo de carbono 20

1 =C-NH, 143,08
2 =C-H 92,64
3 =C-0O 153,86
4 =C-0 130,64
5 =C-O 153,86
6 =C-H 92,64
1 O-CH3 55,90
2 O-CH3 61,06
3 O-CH3 55,90

5.5 - Acido indol-2-carboxilico (21)

O acido indol-2-carboxilico € um produto comercial e sua caracterizagao
estrutural foi realizada a de comparacdo com as amidas obtidas a partir deste acido.
O espectro de absorgédo na regido do IV de 21 (Figura 63A, Anexo 1) apresentou
banda em 3346 cm™, caracteristica da deformacéo axial da ligacdo N-H de amina;
banda larga entre 3427 e 2000 cm’', caracteristica da deformagao axial da ligacao
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O-H de acido carboxilico; banda em 1667 cm™, caracteristica da deformacéo axial
C=0 de acido carboxilico conjugado; bandas em 1577, 1516 e 1438 cm™, referentes
as deformagdes axiais das ligagdes C=C do anel aromatico; e banda em 1187 cm™,
caracteristica da deformacéo axial da ligagcéo C-O.

O espectro de RMN de 'H de 21 (Figura 64A, Anexo 1) apresentou 5 sinais,
cada um referente a 1 hidrogénio: dois dupletos em & 7,62 (J=8,0 Hz) e 7,44 (J=8,2
Hz), atribuidos aos hidrogénios H-4 e H-7, respectivamente; dois tripletos em & 7,24
(J=7,6 Hz) e 7,05 (J=7,5 Hz), atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-5, respectivamente;
e um simpleto & 7,16 (J=7,6 Hz), atribuido ao H-3 (Tabela 6). O sinal do hidrogénio
da amina nao apareceu devido a troca rapida com o solvente, o CD3;0D.

O espectro de RMN de C de 21 (Figura 65A, Anexo 1) apresentou sinais
compativeis com aqueles encontrados na literatura para o acido indol-2-carboxilico
(Rios et al., 1987) (Tabela 7).

Tabela 6 — Dados de RMN de 'H de 21

H 21

H-3 7,16 (s, 1H") A3 3 0
H4 | 762(d 1H, J=80HZ) N\_ 74
H-5 7,05 (t, 1H, J=7.5 Hz) 6 ! o\,
M6\ 724 (t, 1H*, J=7,6 Hz) !

H-7 1 744 (d, 1H, J=8,2 Hz)

* Sinal sobreposto

Tabela 7 - Comparacdo dos dados de RMN de "C do acido indol-2-carboxilico
(CDCI3-DMSO-ds) (Rios et al., 1987) com aqueles encontrados para 21

cn | Carbone | carboxilice | 2!
2 =C 128,4 129,16
=C-H 107,5 109,28
3a =C 1271 128,71
4 =C-H 121,8 123,08
5 =C-H 120,0 121,21
6 =C-H 124,2 125,75
7 =C-H 112,5 113,17
7a =C 137,4 138,95
8 =COOH ndo informado 165,13
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5.6 - N-fenil-1H-indol-2-carboxamida (22)

As principais diferengas encontradas no espectro de absorgao na regido do IV
de 22 (Figura 66A, Anexo 1) com relagcdo aquele de 21 foram: o desaparecimento
da banda larga de estiramento da ligagdo O-H de acido carboxilico; o aparecimento
de banda em 3400 cm™, referente & deformacdo axial da ligacdo N-H da amida
secundaria; e o aparecimento de banda em 1618 cm™, caracteristica da deformagao
angular da ligacdo N-H de amidas (banda de amida Il). Outras bandas observadas
foram: em 3350 cm™, caracteristica da deformagao axial da ligacdo N-H de amina; e
bandas em 1595, 1528, 1490 e 1441 cm™, referentes as deformacdes axiais das
ligagdes C=C de anel aromatico.

O espectro de RMN de 'H de 22 (Figura 67A, Anexo 1) apresentou os sinais
caracteristicos do nucleo inddlico de 21, com pequenas variagdes, além dos sinais
referentes aos hidrogénios da anilina: um dupleto referente a 2 hidrogénios em &
7,74 (J=7,6 Hz), atribuido aos hidrogénios H-2’ e H-6’; um tripleto referente a 2
hidrogénios em & 7,37 (J=7,8 Hz), atribuido aos hidrogénios H-3' e H-5’; e um tripleto
em O 7,14 (J=7,4 Hz), atribuido ao H-4’ (Tabela 8, pag. 134).

O espectro de RMN de "*C e o subespectro DEPT-135 (Figura 68A, Anexo 1)
de 22 também apresentaram os sinais caracteristicos do nucleo inddlico de 21, com
pequenas variagdes, além da presencga adicional dos sinais referentes aos carbonos
da anilina (Tabela 9, pag. 134).

Como os sinais ficam muito préximos, a utilizagdo dos mapas de contornos
COSY (Figura 69A, Anexo 1), HMQC (Figura 70A, Anexo 1) e HMBC (Figura 71A,
Anexo 1) foram cruciais para a atribuicdo inequivoca dos carbonos e hidrogénios.

O mapa de contornos COSY (Figura 69A, Anexo 1), através das correlagbes
entre os hidrogénios H-4/H-5, H-5/H-6 e H-6/H-7, confirmou a atribuicdo dos
hidrogénios do esqueleto inddlico. Ja as correlagdes entre H-4'/H-3" e H-5, H-3'/H-2
e H-5'/H-6’, contribuiu para confirmar as atribuigcdes dos hidrogénios da anilina.

No mapa de contornos HMQC (Figura 70A, Anexo 1) foram observadas as
correlagdes de todos carbonos hidrogenados com seus respectivos hidrogénios. No
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mapa de contornos HMBC (Figura 71A, Anexo 1) foram observadas algumas
correlagdes do esqueleto inddlico: H-3/C-2 e C-7a; H-4/C-6 e C-7a; H-5/C-3a e C-7;
H-6/C-4 e C-7a; H-7/C-3a e C-5; além das correlagdes referentes a anilina: H-2’/C-4’
e C-6’; H-3'/C-1" e C-5; H-4’/C-2’; H-5'/C-1’ e C-3’; H-6'/C-2" e C-4".

O espectro de Massas de 22 foi obtido por ionizagdo por spray eletrostatico
(ESI/MS), no modo negativo. Foi observado pico em m/z 234,9 [M-1] (Figura 72A,
Anexo 1), o que confirma a obtencédo da N-fenil-1H-indol-2-carboxamida. Nao foram
encontrados dados de RMN de "*C na literatura para este composto.

Tabela 8 — Comparagdo dos dados de RMN de 'H da N-fenil-1H-indol-2-
carboxamida (DMSO-ds; 250 MHz) (Mahboobi et al., 2002) com aqueles encontrados
para 22

H N-fenil-1 H-in'dol-2- 22
carboxamida

H-3 | 7,34-7,49 (m, 1H*)
H-4 1 7,66-7,70 (m, TH) | 7 66 (4, 1H, J=8,0 Hz)
H-5 1 7,04-7.14 (M A1) 1 7 40 t, 1H*, J=7,6 Hz)

4
3
H6 | 7,19-7.26 (M, TH) | 755 (t 1H*, J=7.8 Hz) & r A\ O >3,
H-7 | 7,34-7,49 (m, 1H*) | 7,49 (d, 1H, J=8,4 Hz)  _ A @4
7a N NH
_’ - * H

H-2' | 7.80-7.83 (M, THY) | 724 (4 1p*. J=7.6 Hz) ! o5
7,37 (t, 1H*, J=7,8 Hz)

7,14 (t, 1H, J=7,4 Hz)

7,37 (t, 1H*, J=7,8 Hz)
7,74 (d, 1H*, J=7,6) Hz)

7,32 (s, 1H)

(
(
H-3" | 7,34-7,49 (m, 1H")
H-4" | 7,04-7,14 (m, 1H%)
(
(

H-5 | 7,34-7,49 (m, 1H*)
H-6" | 7,80-7,83 (m, 1H")

* Sinal sobreposto
Tabela 9 — Dados de RMN de *C de 22

Cn Tipo de carbono 22 Cn | Tipo de carbono 22
2 =C-H 132,39 8 C=0 162,11
3 =C 105,05 1 =C 139,72
3a =C 128,95 2 =C-H 121,91
4 =C-H 122,87 3 =C-H 129,76
5 =C-H 121,21 4 =C-H 125,25
6 =C-H 125,25 5 =C-H 129,76
7 =C-H 113,07 6’ =C-H 121,91
7a =C 138,46
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5.7 - N-isopropil-N(isopropilcarbamoil)-1H-indol-2-carboxamida (23)

0
8 "
Y .y
7 L .
2 HN 3
1“
o
"

O espectro de absorgdo na regido do IV de 23 (Figura 73A, Anexo 1)

apresentou banda em 3292 cm™, caracteristica da deformac&o axial da ligacdo N-H
de amina; banda em 1698 cm™, caracteristica da deformacéo axial de carbonila de
éster conjugado; banda em 1674 cm™, caracteristica da deformac&o axial da ligacdo
C=N; bandas em 1534, 1515 e 1464 cm, referentes as deformacdes axiais das
ligagdes C=C do anel aromatico.

Como nado era esperado a formagdo deste produto, logo pensou-se na
possibilidade do isolamento de um intermediario da reagdo. Assim, o padrdo dos
sinais de RMN de 'H para 23 foi bem sugestivo da presengca de um esqueleto
derivado da carbodiimida (DIC) utilizada na reagdo. O espectro de RMN de 'H de 23
(Figura 74A, Anexo 1) apresentou, além dos sinais caracteristicos do nucleo
inddlico, dois heptetos em & 4,73 (J=6,8 Hz) e & 3,83 (J=6,6 Hz), cada um com
integral referente a 1 hidrogénio, atribuidos aos hidrogénios H1” e H-37,
respectivamente; e dois dupletos em & 1,38 (J=6,8 Hz) e & 0,97 (J=6,6 Hz), cada
um referente a 6 hidrogénios, atribuidos aos hidrogénios H-2" e H-4”,
respectivamente (Tabela 10, pag. 136). O espectro de RMN de '*C e o subespectro
DEPT-135 (Figura 75A, Anexo 1) de 23 também apresentaram os sinais
caracteristicos do nucleo inddlico de 21, com pequenas variagdes, além da presenca
adicional dos sinais referentes ao esqueleto derivado da carbodiimida, que foram
atribuidos com o auxilio do mapa de contornos HMQC (Figura 77A, Anexo 1): um
sinal em & 156,49, referente a um carbono n&o hidrogenado, atribuido ao C-1’; um
sinal em & 48,44, atribuido ao H-1"; um sinal em & 44,52, atribuido ao C-3”; um
sinal em & 20,86, atribuido aos C-2”; e um sinal em & 21,80, atribuido aos C-4”
(Tabela 11, pag. 136).
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No mapa de contornos COSY (Figura 76A, Anexo 1), além das correlagdes

esperadas para o esqueleto inddlico: entre H-4/H-5, H-5/H-6 e H-6/H-7, observaram-

se também correlacdes entre H-1"/H-2" e H-3"/H-4".

O mapa de contornos HMBC (Figura 78A, Anexo 1) apresentou as
correlacdes caracteristicas do esqueleto inddlico: H-3/C-3a e C-7a; H-4/C-3, C-6 e
C-7a; H-5/C-2 e C-7; H-6/C-4 e C-7a; H-7/C-2 e C-5; e além das correlagdes entre
H-17/C-2”, H-2"/C-1", H-3"/ C-4” e H-4”/C-3".

Baseado em todos os dados espectrométricos obtidos, foi proposta a
estrutura da N-isopropil-N(isopropilcarbamoil)-1H-indol-2-carboxamida 23. N&o foi

encontrada nenhuma referéncia na literatura para este composto.

Tabela 10 — Dados de RMN de 'H de 23

H 23
H-3 6,68 (s, 1H)
H4 _

7,57 (d, 1H, J=8,0 Hz)
H-5 7,05 (t, 1H, J=7,1 Hz)
H-6 7,21 (t, 1H, J=7,1 Hz)
H7 7,43 (d, 1H, J=8.4 Hz
H-1"1 473 (hepteto, 1H, J=6,8 Hz)
H-2 1,38 (d, 1H, J=6,8 Hz)
H-3" | 3 83 (hepteto, 1H, J=6,6 Hz)
H-4”

0,97 (d, 1H, J=6,6 Hz)

* Sinal sobreposto

Tabela 11 - Dados de RMN de "*C de 23

Cn | Tipo de carbono 23 Cn Tipo de carbono 23

2 =C 128,52 7a =C 138,00
3 =C-H 106,26 8 C=0 163,26
3a =C 131,63 1’ C=N 156,49
4 =C-H 122,76 17 C-N 48,44
5 =C-H 121,22 27 CH; 20,86
6 =C-H 125,29 3” C-N 44,52
7 =C-H 112,89 4” CH; 21,80
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5.8 - N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida (24)

O espectro de absorgdo na regido do IV de 24 (Figura 79A, Anexo 1)
apresentou bastante semelhanga aquele de 22: banda em 3395 cm™, caracteristica
da deformagédo axial da ligagdo N-H de amida secundaria; banda em 3343 cm™,
caracteristica da deformacao axial da ligagdo N-H de amina; banda em 1647 cm™,
caracteristica da deformacao axial de carbonila de amida (banda de amida [); banda
em 1600 cm™, caracteristica da deformacdo angular da ligacdo N-H de amidas
(banda de amida IlI); e bandas em 1547, 1506 e 1448 cm, referentes as
deformagdes axiais das ligagdes C=C do anel aromatico. A principal diferenga foi o
aparecimento da banda em 1130 cm™, referente ao estiramento C-O dos grupos
metoxilas.

O espectro de RMN de 'H de 24 (Figura 80A, Anexo 1) apresentou os sinais
caracteristicos do nucleo inddlico de 21, com pouquissimas variagcbes, além da
presencga adicional de um simpleto referente a 2 hidrogénios em & 7,02, atribuido
aos H-2' e H-6', um simpleto em & 3,88, referente a 6 hidrogénios, atribuido aos
hidrogénios H-1" e H-3”, e um simpleto em & 3,71, referente a 3 hidrogénios,
atribuido aos hidrogénios H-2" (Tabela 12, pag. 138). Os hidrogénios aromaticos H-
2’ e H-6’ ndo apresentaram o mesmo deslocamento quimico aquele observado para
os hidrogénios H-2 e H-6 de 20, porque agora o par de elétrons do nitrogénio
compete pela ressonancia com a carbonila, reduzindo assim a densidade eletrénica
sobre esses hidrogénios.

O espectro de RMN de "*C e o subespectro DEPT-135 (Figura 81A, Anexo 1)
de 24 também apresentaram os sinais caracteristicos do nucleo indélico de 21, com
pequenas variagdes, além da presencga adicional dos sinais referentes aos carbonos
da 3,4,5-trimetoxi-anilina (Tabela 13, pag. 138). Da mesma forma como ocorreu com
os hidrogénios, os sinais dos carbonos C-2', C-4" e C-6° apareceram mais
desblindados, devido a competicdo dos elétrons do nitrogénio amidico pela

ressonancia com a carbonila.
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Os mapa de contornos COSY (Figura 82A, Anexo 1) apresentou correlagdes
entre os hidrogénios H-4/H-5 e H-6/H-7 do anel indolico. No mapa de contornos
HMQC (Figura 83A, Anexo 1) foram observadas as correlagbes de todos carbonos
hidrogenados com seus respectivos hidrogénios. Finalmente, no HMBC (Figura
84A, Anexo 1) puderam ser observadas correlagdes do esqueleto inddlico H-3/C-2,
C3a e C-7a; H-4/C-3, C-6 e C-7a; H-5/C3a e C-7; H-6/C-4 e C-7a; H-7/C3a e C-5. Do
esqueleto da 3,4,5-trimetoxianilina, foram observadas as correlagdes entre NHCO/C-
2’ e C-6’; H-1”/C-3’; H-2’/C-1’, C-3’, C-4’ e C-6’; H-6'/C-1"; H-6'/C-2’; H-6"/C-3’; H-
2”/C-4’; H-6’/C-4’; H-3”/C-5’; e H-6"/C-5'.

Tabela 12 — Dados de RMN de 'H de 24

H 24
N-H 11,24 (s, 1H)

NHCO 9,80 (s, 1H)
H-3 7.38 (s, 1H) ‘L q
H-4 7,66 (d, 1H, J=8,0 Hz) : AN
H-5 _ 6 2

7,08 (t, 1H, J=7.6 Hz) ey

H-6 7

7,24 (t, 1H, J=8,0 Hz)

H-7 7,55 (d, 1H, J=8,4 Hz)
H-2 7.31 (s, 1H)
H-6 7.31 (s, 1H)
H-1" 3,83 (s, 3H")
H2" 3,71 (s, 3H)
H3" 3,83 (s, 3H")

* Sinal sobreposto
Tabela 13 — Dados de RMN de "°C de 24

Cn | Tipo de carbono 24 Cn | Tipo de carbono 24
2 =C 132,61 1 =C 136,04
3 =C-H 103,94 2 =C-H 98,80
3a =C 128,73 3 =C-0 154,30
4 =C-H 122,71 4 =C-0O 135,57
5 =C-H 121,10 5 =C-0 154,30
6 =C-H 124,98 6’ =C-H 98,80
7 =C-H 113,14 17 0O-CH; 56,35
7a =C 138,03 27 O-CHj4 60,64
8 C=0 160,52 3” O-CHj4 56,35
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O espectro de Massas de 24 foi obtido por ionizagdo por spray eletrostatico
(ESI/MS), no modo negativo. Foi observado pico em m/z 325,0 [M-1] (Figura 85A,
Anexo 1), o que confirma a obtengdo da N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-
carboxamida. N&o foi encontrada nenhuma referéncia na literatura para este

composto.

5.9 - Acido indol-3-carboxilico (25) 0

N
H

O acido indol-3-carboxilico € um produto comercial e sua caracterizagao

estrutural foi realizada a fim de comparagdo com as amidas obtidas a partir deste
acido. O espectro de absor¢cdo na regido do IV de 25 (Figura 86A, Anexo 1)
apresentou banda em 3297 cm™, caracteristica da deformac&o axial da ligacdo N-H
de amina; banda larga entre 3297 e 2000 cm™, caracteristica da deformagao axial da
ligagdo O-H de 4cido carboxilico; banda em 1621 cm™, caracteristica da deformagéo
axial C=0 de &cido carboxilico conjugado; e bandas em 1580, 1519 e 1440 cm™,
referentes as deformacgdes axiais das ligagdes C=C do anel aromatico.

Os espectros de RMN de 'H e de "C do &cido indol-3-carboxilico (25)
(Figuras 87 e 88, Anexo 1) apresentaram sinais analogos aqueles descritos na
literatura (Hagemeier et al., 2001). Os sinais dos hidrogénios aromaticos do anel
benzénico apareceram entre d 8,08 e 7,18 e aquele relativo ao H-2 apareceu em &
7,96 como um simpleto (Tabela 14). O sinal do carbono da carbonila apareceu em &
169,28. Os sinais referentes aos carbonos aromaticos foram observados entre ©
138,16 e 108,66 (Tabela 15, pag. 140).

Tabela 14 — Comparacéo dos dados de RMN de "H do acido indol-3-carboxilico
(Hagemeier et al., 2001) com aqueles encontrados para 25

H acido indol-3-carboxilico 25
H-2 7,94 (s) 7.96 (s, 1H)
H-4 8,06 (dd, J=7,7e 1,3) 8,10-8,06 (m, 1H)
H-5 7,16 (ddd, J=7,7;7,7 € 1,3) 7,20-7,16 (m*, 1H)
H-6 7,19 (ddd, J=7,7;7,7 € 1,3) 7,20-7,16 (m*, 1H)
H-7 7,43 (dd,J=7,7e1,3)

* Sinal sobreposto
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Tabela 15 — Comparacéo dos dados de RMN de "*C do &cido indol-3-carboxilico

(Hagemeier et al., 2001) com aqueles encontrados para 25

S | Carbone | carboiico | 29
2 =C-H 133,4 133,41
3 =C 108,7 108,66
3a =C 127,6 127,51
4 =C-H 122,0 121,99
5 =C-H 122,4 122,38
6 =C-H 123,6 123,58
7 =C-H 112,9 112,88

7a =C 138,2 138,16
8 COOH néo detectado 169,28

5.10 - N-fenil-1H-indol-3-carboxamida (26)

O espectro de absorcdo na regido do IV de 26 (Figura 89A, Anexo 1)
apresentou bastante semelhanga aquele de 22: banda em 3372 cm™, caracteristica
da deformacédo axial da ligacdo N-H de amida secundaria; bandas em 3255 e 3230
cm’', caracteristicas da deformacéo axial da ligacdo N-H de amina; banda em 1638
cm™, caracteristica da deformagéo axial de carbonila de amida (banda de amida |);
banda em 1617 cm™, caracteristica da deformagdo angular da ligagdo N-H de
amidas (banda de amida I); e bandas em 1594, 1523, 1498 e 1455 cm™', referentes
as deformacgdes axiais das ligagdes C=C do anel aromatico.

O espectro de RMN de 'H de 26 (Figura 90A, Anexo 1) apresentou os sinais
caracteristicos do nucleo inddlico de 25, com pequenas variagdes, além dos sinais
referentes aos hidrogénios da anilina: um dupleto referente a 2 hidrogénios em &
7,26 (J=7,6 Hz), atribuido aos hidrogénios H-2’ e H-6’; um tripleto referente a 2
hidrogénios em & 7,30 (J=7,6 Hz), atribuido aos hidrogénios H-3' e H-5’; e um tripleto
em O 7,08 (J=7,6 Hz), atribuido ao H-4’ (Tabela 16, pag. 141).
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O espectro de RMN de "*C e o subespectro DEPT-135 (Figura 91A, Anexo 1)
de 26 também apresentaram os sinais caracteristicos do nucleo inddlico de 25, com
pequenas variagdes, além da presencga adicional dos sinais referentes aos carbonos
da anilina (Tabela 17, pag. 142).

A utilizagdo dos mapas de contornos COSY (Figura 92A, Anexo 1), HMQC
(Figura 93A, Anexo 1) e HMBC (Figura 94A, Anexo 1) foi crucial para a atribuicao
inequivoca dos carbonos e hidrogénios.

O mapa de contornos COSY (Figura 92A, Anexo 1) apresentou correlagdes
do esqueleto inddlico entre os hidrogénios H-4/H-5; H-7/H-6. Também apareceram
correlagdes entre H-2'/H-3’; H-4'/H-3’ e H-5'; e H-6'/H-5’, do esqueleto da anilina.

No mapa de contornos HMQC (Figura 93A, Anexo 1) foram observadas as
correlagbes de todos carbonos hidrogenados com seus respectivos hidrogénios.
Finalmente, no mapa de contornos HMBC (Figura 94A, Anexo 1) puderam ser
observadas correlagdes do esqueleto inddlico: H-2/C-3, C-3a e C-7a; H-4/C-3a e C-
5; H-5/C-3a, C-7 e C-7a; H-6/C-3a, C-7 e C-7a; H-7/C-6 e C-7a; além das
correlacdes referentes a anilina: H-2°/C-1’, C-4’ e C-6’; H-3’/C-1" e C-5"; H-4’/C-2’, C-
3, C-5 e C-6’; H-5'/C-1’, C-3’; H-6'/C-1", C-2’ e C-4".

Tabela 16 — Comparagdo dos dados de RMN de 'H da N-fenil-1H-indol-3-
carboxamida (DMSO-ds; 400 MHz) (Litina et al., 2010) com aqueles encontrados

para 26
H N-fenil-1 H-insiol-3- 26
carboxamida
N-H 11,73 (s, 1H) ndo detectado
NHCO 9,71 (s, 1H) ndo detectado
H-2 8,29 (s, 1H) 8,07 (s, 1H)

H-4 | 7,47 (d, 1H, J=7,6 Hz)
H6 [ 716 (2 1H" =76 H2) | 7 95 7 15 (m. 119)
H6 [ 710124 1 =76 H2) | 7 95 7 15 (m, 119)
H-7 | 8,19 (d, 1H, J=7,6 Hz) | 7,48 (d, 1H, J=6,8 Hz)

8,20 (d, 1H, J=6,8 Hz)

H-2" | 7.77(d, 1H", J=7.6 H2) | 7 56 (4, 1H*, J=7,6 Hz)
H-3" | 7,30 (t 1H*, J=7.6 HZ) | 7 30 (t 1H*, J=7,6 Hz)
H-4 | 7,03 (t 1H, J=7,6 Hz)

7,08 (t, 1H, J=7,6 Hz)
H-5" 1 7,30 ( MH% J=7.6 H2) | 2 30 (1 1H*, J=7,6 Hz)

H-6 | 7,77 (d, 1H*, J=7,6 Hz)

* Sinal sobreposto
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Tabela 17 — Comparagdo dos dados de RMN de '*C da N-fenil-1H-indol-3-

carboxamida (Litina et al., 2010) com aqueles encontrados para 26

SN | carbono | Scarboxamida | 28
2 =C-H 129,1 129,41
3 =C 111,0 112,02
3a =C 136,7 127,56
4 =C-H 121,1 122,12
=C-H 121,6 122,12
6 =C-H 122,6 123,64
7 =C-H 112,4 112,78
7a =C 126,9 138,11
8 C=0 166,5 166,81
1 =C 140,3 140,20
2 =C-H 120,2 122,03
3’ =C-H 129,0 129,71
4 =C-H 123,1 124,82
5’ =C-H 129,0 129,71
6’ =C-H 120,2 122,03

A atribuicdo dos carbonos C-3a e C-7a esta propositalmente invertida com

aquela descrita na literatura (Litina et al., 2010), devido as correlagdes encontradas

no mapa de contornos HMBC.

O espectro de Massas de 26 foi obtido por ionizagdo por spray eletrostatico

(ESI/MS), no modo negativo. Foi observado pico em m/z 234,9 [M-1] (Figura 95A,

Anexo 1), o que confirma ainda mais a obtencao da N-fenil-1H-indol-3-carboxamida.
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5.11 - N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-3-carboxamida (27)

As principais diferengas encontradas no espectro de absorgao na regido do IV
de 27 (Figura 96A, Anexo 1) com relagcdo aquele de 25 foram: o desaparecimento
da banda larga de estiramento da ligagdo O-H de acido carboxilico; o aparecimento
de banda em 3369 cm™, referente a deformacédo axial da ligacdo N-H da amida
secundaria; o aparecimento de banda em 1600 cm™, caracteristica da deformacéo
angular da ligagdo N-H de amidas (banda de amida Il); e o aparecimento de banda
em 1130 cm™, referente ao estiramento C-O dos grupos metoxilas. Outras bandas
observadas foram em 3170 cm™, caracteristica da deformagao axial da ligagdo N-H
de amina; e bandas em 1529, 1504 e 1439 cm™, referentes as deformacdes axiais
das ligagdes C=C de anel aromatico. Esse espectro também apresentou bastante
semelhanga com aquele de 24.

O espectro de RMN de 'H de 27 (Figura 97A, Anexo 1) apresentou sinais
caracteristicos do nucleo inddlico de 25, com pequenas variagdes, além da presenca
adicional de um simpleto largo em & 10,86, com integral referente a 1 hidrogénio,
atribuido ao hidrogénio ligado ao nitrogénio do nucleo inddlico; um simpleto em &
9,13, com integral referente a 1 hidrogénios, atribuido ao hidrogénio do nitrogénio da
amida; um simpleto referente a 2 hidrogénios em & 7,26, atribuido aos hidrogénios
H-2" e H-6; um simpleto em & 3,79 referente a 6 hidrogénios, atribuido aos
hidrogénios metoxilicos H-1" e H-3”; e um simpleto em & 3,69 referente a 3
hidrogénios, atribuido aos hidrogénios metoxilicos H-2” (Tabela 18, pag. 144).

O espectro de RMN de "*C e o subespectro DEPT-135 (Figura 98A, Anexo 1)
de 27 também apresentaram os sinais caracteristicos do nucleo indélico de 25, com
pequenas variagdes, além da presencga adicional dos sinais referentes aos carbonos
da 3,4,5-trimetoxi-anilina (Tabela 19, pag. 145).

O mapa de contornos COSY (Figura 99A, Anexo 1), através das correlagbes
entre os hidrogénios N-H/H-2, H-4/H-5, H-6/H-7, H-2'/H-1” e H-6'/H-3” contribuiu
para confirmar as atribuicées propostas.
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No mapa de contornos HMQC (Figura 100A, Anexo 1) foram observadas as
correlagdes de todos carbonos hidrogenados com seus respectivos hidrogénios. No
mapa de contornos HMBC (Figura 101A, Anexo 1) puderam ser observadas
correlagdes do nucleo inddlico entre H-2/C-3; C-3a, C-4 e C-7a; H-4/C-3a e C-5; H-
5/C-3a, C-4 e C-7; H-6/C-3a, C-4 e C-7; H-7/C-4, C-6 e C-7a. Também ficou
evidenciada a ligagdo amidica com a correlagdo NHCO/C-8. A parte correspondente
a 3,4,5-trimetoxi-anilina apresentou as correlagcbes NHCO/C-2' e C-6’; H-6'/C-2’; H-
2'/C-3, C-4’, C-5 e C-6’; H-6"/C-3, C-4’ e C-5; H-1"/C-3’; H-2"/C-4’; e H-3”/C-5". A
atribuicdo dos carbonos C-2, C-3, C-4 e C-7a esta propositalmente em desacordo
com aquela descrita na literatura (Magoulas & Papaioannou, 2004), devido as
correlacdes encontradas no mapa de contornos HMQC e HMBC.

O espectro de Massas de 27 foi obtido por ionizagdo por spray eletrostatico
(ESI/MS), no modo negativo. Foi observado pico em m/z 325,0 [M-1] (Figura 102A,
Anexo 1), o que confirma a obtengdo da N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-3-
carboxamida.

Tabela 18 — Comparagdo dos dados de RMN de 'H da N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-
indol-3-carboxamida (CD3Cls; 400 MHz) (Magoulas & Papaioannou, 2004) com

aqueles encontrados para 27

H N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)- 27
1H-indol-3-carboxamida
N-H 10,96 (sl, 1H) 10,86 (sl, 1H)
NHCO 9,00 (s, 1H) 9,13 (s, 1H)
H-2 8,07 (d, 1H, J=2,9 Hz) 8,21 (d, 1H, J=2,6 Hz)
H-4 7,45 (m, 1H) 8,38-8,34 (m, 1H)
H-5 7,24 (m, 1H*) 7,22-7,18 (m, 1H*)
H-6 7,24 (m, 1H*) 7,22-7,18 (m, 1H*)
A7 8,26 (m, 1H) 7,52-7,48 (m, 1H)
Ho 717 (s, 1H*) 7,26 (s, 1H*)
A6 717 (s, 1H*) 7,26 (s, 1H*)
TR ndo informado 3,79 (s, 3H*)
H-2" ndo informado 3,69 (s, 3H)
H-3” ndo informado 3,79 (s, 3H*)

* Sinal sobreposto
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Tabela 19 — Comparacdo dos dados de RMN de *C de N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-
indol-3-carboxamida (CD3Cls; 400 MHz) (Magoulas & Papaioannou, 2004) com

aqueles encontrados para 27

Cn Tipo de | N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)- 27
carbono | 1H-indol-3-carboxamida

2 =C-H 134,01 128,39
3 =C 128,70 112,56
3a =C 126,34 127,46
4 =C-H 112,29 122,24
5 =C-H 121,46 123,28
6 =C-H 121,37 121,67
7 =C-H 111,87 112,56
7a =C 122,81 137,52
8 C=0 166,52 164,18
1 =C 135,99 136,89
2 =C-H 98,17 98,39
3’ =C-0 153,35 154,09
4 =C-0 ndo informado 134,79
5’ 153,35 154,09
6’ 98,17 98,39
1” 56,31 56,16
27 61,15 60,54
3” 56,31 56,16
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6 TESTE DE ATIVIDADE BIOLOGICA

6.1 - Avaliagao da atividade alelopatica dos materiais de partida e amidas
sintetizadas sobre a germinagao das sementes e o crescimento das raizes

e do caule de planticulas de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola)

6.1.1 — Metodologia de ensaio

A avaliagdo da atividade alelopatica foi feita utilizando-se a mesma
metodologia descrita para a avaliagdo das substancias isoladas de B.
anisandra (item 6.2.2, pag. 90). A unica diferencga foi a variedade e o fabricante
da cebola, que desta vez foi com a variedade Baia Periforme, do fabricante
TOPSEED Garden (n° lote: 007947).

Amostras testadas

: acido indol-2-carboxilico

: acido indol-3-carboxilico

: 3,4,5-trimetoxi-anilina

: N-fenil-1H-indol-2-carboxamida

: N-fenil-1H-indol-3-carboxamida
N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida
: N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-3-carboxamida

0O N O U A WN A

: N-isopropil-N(isopropilcarbamoil)-1H-indol-2-carboxamida

6.1.2 - Discussao dos resultados

6.1.2.1 - Efeito sobre Lactuca sativa

Os efeitos dos compostos testados sobre a germinagao e o crescimento
da raiz e do caule de L. sativa (alface) estdo apresentados nas Figuras 13 e 14
(pag. 147 e 148).

Com excecdo da N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida (6),
todas as substancias testadas apresentaram grande inibicdo da germinagao da
alface na concentragdo de 100 umol/L, sendo que a 3,4,5-trimetoxi-anilina (3)
inibiu 100% da germinagéao nesta concentragcdo. A N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-
indol-3-carboxamida (7) exerceu atividade inibitoria significativa mesmo na

concentracédo de 1 umol/L: 61%. Dessa maneira, fica claro que a associagao do
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acido indol-3-carboxilico (3) com a 3,4,5-trimetoxi-anilina (3) levou a formagéo
de uma amida com maior atividade alelopatica. O acido indol-3-carboxilico (2)
também apresentou atividade inibitoria sobre a germinagédo na concentragéo de
1 wmol/L: 28%. As demais substancias apresentaram efeito inibitério da
germinagao nessa concentragdo, mas pouco significativos.

O acido indol-3-carboxilico (2) foi mais ativo que o acido indol-2-
carboxilico (1), mas o mesmo nao pode ser dito para os seus derivados. Por
exemplo, o derivado da anilina com o acido indol-3-carboxilico (5) foi menos
ativo que o seu derivado com o acido indol-2-carboxilico (4), enquanto o
derivado da 3,4,5-trimetoxi-anilina com o acido indol-3-carboxilico (7) foi mais
ativo que o seu derivado com o acido indol-2-carboxilico (6).

Todos os derivados do &acido indol-2-carboxilico estimularam a
germinagcdo da alface na menor concentragdo, mas nenhum demonstrou

atividade significativa.

N
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1
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1
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70
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I 100 umol/L
904 11 umoliL
100 10,01 umol/L

Porcentagem de germinagao em relagao ao branco

Figura 13 - Efeito de 1 (acido indol-2-carboxilico), 2 (acido indol-3-carboxilico),
3 ( 3,4,5-trimetoxi-anilina), 4 (N-fenil-1H-indol-2-carboxamida), 5 (N-fenil-1H-
indol-3-carboxamida), 6 (N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida), 7
(N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-3-carboxamida), 8 (N-isopropil-
N(isopropilcarbamoil)-1H-indol-2-carboxamida) sobre a germinagéo de L. sativa

(alface).
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Com excecdo da N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida (6),
que apresentou inibicao do crescimento do caule e da raiz de 45% e 37% na
maior concentragdo, respectivamente, as demais substancias apresentaram
100% de inibicdo do crescimento da raiz e do caule das planticulas de alface
na concentracdo de 100 umol/L.

Nas demais concentracdes, praticamente nao houve alteracdo do

crescimento da raiz e do caule.

20

o]
20
40
604
80
100

20

1wl

I 100 ymol/L
11 umol/L
10,01 umol/L

Caule

Raiz

Porcentagem do crescimento em relagao ao branco

Figura 14 - Efeito de 1 (acido indol-2-carboxilico), 2 (acido indol-3-carboxilico),
3 ( 3,4,5-trimetoxi-anilina), 4 (N-fenil-1H-indol-2-carboxamida), 5 (N-fenil-1H-
indol-3-carboxamida), 6 (N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida), 7
(N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-3-carboxamida), 8 (N-isopropil-
N(isopropilcarbamoil)-1H-indol-2-carboxamida) sobre o crescimento da raiz e
do caule de L. sativa (alface).

6.1.2.2 - Efeito sobre Allium cepa

Os efeitos dos compostos testados sobre a germinagao e o crescimento
da raiz e do caule de A. cepa (cebola) estdo apresentados nas Figuras 15 e 16
(pag. 149 e 150). Todas as substancias inibiram a germinagdo da cebola,
mesmo em concentracbes mais baixas. Os compostos mais ativos foram a
3,4,5-trimetoxi-anilina  (3), a  N-isopropil-N(isopropilcarbamoil)-1H-indol-2-
carboxamida (8) e o acido indol-2-carboxilico (1), que inibiram 30%, 27% e 21%
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da germinagdo, respectivamente. Essas duas primeiras substancias
apresentaram também melhor efeito inibitério da germinacdo na menor

concentracéo (24% e 26%, respectivamente).

o 2 3 4 6
. |
10
15
20.
'25'_ - I 100 ymol/L

11 umoliL
10,01 umol/L

branco

lagdo ao

acio em re|

-30 4

Porcentagem de germin

Figura 15 - Efeito de 1 (acido indol-2-carboxilico), 2 (acido indol-3-carboxilico),
3 ( 3,4,5-trimetoxi-anilina), 4 (N-fenil-1H-indol-2-carboxamida), 5 (N-fenil-1H-
indol-3-carboxamida), 6 (N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida), 7
(N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-3-carboxamida), 8 (N-isopropil-
N(isopropilcarbamoil)-1H-indol-2-carboxamida) sobre a germinagao de A. cepa
(cebola).

Todas substéncias inibiram o crescimento da raiz e do caule das
planticulas de cebola na concentracdo de 100 pmol/L, sendo que a N-fenil-1H-
indol-3-carboxamida (5) apresentou a melhor atividade: 23% de inibicdo do
crescimento do caule e 60% de inibicdo do crescimento da raiz.

Com relacado ao caule, todas amostras estimularam seu crescimento, em
pelo menos em uma das concentragdes testadas. A substancia que promoveu
a maior taxa de crescimento do caule foi a N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-3-
carboxamida (7): 11% de estimulo.

Ja em relacdo ao crescimento da raiz, os efeitos variaram bastante entre

as substancias e suas diferentes concentragdes. O acido indol-2-carboxilico
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(1), por exemplo, foi a substéncia que mais estimulou seu crescimento: 16%,
enquanto a  N-fenil-1H-indol-2-carboxamida (4) e a  N-isopropil-
N(isopropilcarbamoil)-1H-indol-2-carboxamida (8) praticamente ndo exerceram

efeito significativo.
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Figura 16 - Efeito de 1 (acido indol-2-carboxilico), 2 (acido indol-3-carboxilico),
3 ( 3,4,5-trimetoxi-anilina), 4 (N-fenil-1H-indol-2-carboxamida), 5 (N-fenil-1H-
indol-3-carboxamida), 6 (N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida), 7
(N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-3-carboxamida), 8 (N-isopropil-
N(isopropilcarbamoil)-1H-indol-2-carboxamida) sobre o crescimento da raiz e
do caule de A. cepa (cebola).

6.1.3 - Conclusao

Em geral, a alface foi mais sensivel as amostras do que a cebola,
apresentando resultados mais expressivos.

Com excecdo da N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida (6),
todos materiais de partida e amidas exerceram o6tima atividade inibitoria da
germinacao e do crescimento da raiz e do caule de Lactuca sativa L. (alface),
merecendo destaque a N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-3-carboxamida (7),
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que exerceu atividade inibitoria significativa da germinagdo mesmo na
concentracéo de 1 pmol/L.

Com relagéo a cebola, a maior taxa de inibicdo da germinacéo (30%)
ocorreu com a 3,4,5-trimetoxi-anilina (3). De forma geral, o efeito inibitério do
crescimento da raiz foi mais expressivo do que o do caule. Nenhuma
substancia exerceu atividade significativa sobre o estimulo do crescimento do
caule.

Lactuca sativa L. (alface) tem sido frequentemente utilizada em testes de
atividade alelopatica. No entanto, esta planta € muito sensivel aos
aleloquimicos mesmo em baixas concentragdes, 0 que pode, as vezes, super-
estimar a atividade real (Xuan et al., 2005). Testes futuros em plantas de cultivo
comum, em vegetais, e nas principais ervas daninhas, podem trazer maior

impacto agronémico.
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5 CONCLUSAO

5.1 Capitulo 1

O estudo fitoquimico de Banisteriopsis anisandra levou, no total, ao
isolamento de 5 misturas e 11 substancias puras, sendo 3 destas inéditas (R4,
R5 e R8). Das folhas, foram isolados uma mistura de hidrocarbonetos (F1),
acido palmitico (F2), lupeol (F3) e quercetina 3-O-ramnosideo (F4). Das raizes,
foram isolados uma mistura de hidrocarbonetos (R1), oleato de B-sitosterila
(R2), friedelina (R3), 2-hidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-
carbaldeido (R4), 2-hidroxi-6,8-dimetoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-
carbaldeido (R5), B-sitosterol (R6), mistura de B-sitosterol e estigmasterol (R7),
2,8-dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido (R8), acido
3,4-dihidroxibenzaoico (R9), mistura de friedelina e lupenona (lupan-20(29)-en-3-
ona) (R10), acido oléico (R11), e mistura de glochidonol, acido oléico e B-
sitosterol (R12).

Ao contrario do que ocorre com as outras espécies do género
Banisteriopsis, nao foi isolado nem detectado nenhum alcaléide nas raizes e
folhas de B. anisandra.

Com relacédo ao teste de atividade antioxidante, todas as amostras
testadas apresentaram atividade melhor do que a do BHT. Aquela que
apresentou melhor atividade foi o Extrato Etandlico das Raizes (12 Coleta), que
apresentou um CEsg de 2,4 pyg/mL.

No teste de atividade alelopatica, todos os compostos testados
apresentaram oOtima atividade inibitoria sobre a germinacdo da alface. A
friedelina (R3) e o 2-hidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-
carbaldeido (R4) merecem destaque por também exercerem excelente
atividade inibitéria sobre o crescimento da raiz e do caule de planticulas de
alface. Referente a cebola, nenhuma substancia exerceu atividade significativa
sobre a germinag&o ou crescimento da raiz e caule.

O teste de atividade antibacteriana ndo levou a nenhum resultado
positivo, mas o teste de atividade antifungica apresentou resultados
interessantes: o extrato aquoso das folhas de B. anisandra e o 2,8-dihidroxi-6-
metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido (R8) foram ativos frente a
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diferentes espécies de Candida ssp., sendo o primeiro ainda mais ativo que o
fluconazol frente a C. ftropicalis. Dessa maneira, explica-se a utilizacdo do
extrato aquoso das folhas na medicina popular para o tratamento tépico de
infeccbes fungicas. No entanto, o estudo fitoquimico foi inconclusivo para a
determinagao da substancia ativa para essa atividade biologica.

O teste de atividade citotoxica demonstrou a atividade citotdxica da
substancia  2,8-dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido
(R8) frente as linhagens celulares MeWo e CHO.

5.2 Capitulo 2

Quatro amidas derivadas dos acidos indol-2-carboxilico e indol-3-
carboxilico com anilina e 3,4,5-trimetoxi-anilina foram obtidas:

- N-fenil-1H-indol-2carboxamida (22),

- N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida (24),

- N-fenil-1H-indol-3-carboxamida (26),

- N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-3-carboxamida (27),

sendo a amida (24) inédita. Um sub-produto formado, a N-isopropil-
N(isopropilcarbamoil)-1H-indol-2-carboxamida (23), também foi avaliada quanto
a sua atividade alelopatica.

As amidas 26 e 27 foram obtidas por uma metodologia mais simples e
eficiente do que aquelas encontradas na literatura (Litina et al., 2010 e
Magoulas e Papaioannou, 2003).

Com excegédo da N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-2-carboxamida (24),
todas amostras testadas exerceram 6tima atividade inibitéria da germinacgéo e
do crescimento da raiz e do caule de Lactuca sativa L. (alface), merecendo
destaque a N-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1H-indol-3-carboxamida (27), que exerceu
atividade inibitoria significativa mesmo na concentragcédo de 1 pmol/L.

Com relacdo a atividade alelopatica em Allium cepa (cebola), todas as
substancias inibiram sua germinagdo, mesmo em concentragées mais baixas.
O crescimento da raiz e do caule das planticulas de cebola também foi inibido
por todas amostras na maior concentracdo. O efeito estimulatério do

crescimento da raiz ou do caule, no entanto, ndo foi muito significativo.
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ANEXO 1

1 Espectros das substancias isoladas no estudo fitoquimico de
Banisteriopsis anisandra
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Figura 1A - Espectro de absorgéo na regido do infravermelho de F1.
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Figura 2A — Cromatograma dos padrdes de hidrocarbonetos C14, C17, Cas, Cag,
Csz0, C31, Cs2, C33, C34 € Css5. Coluna: DB5 30m x 0,25mm (J&W Scientific). Temp.
coluna: 50 °C (1min), 10 °C/min, até 300 °C. Temp. injetor: 300 °C, Split: 1/100. Temp.

detector FID: 300 °C. Volume de injegéo: 1 uL (conc. 1,0% em hexano).
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300 °C, Split: 1/100. Temp. detector FID: 300 °C. Volume de injecdo: 1 uL
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Figura 4A — Espectro de absor¢ao na regido do infravermelho de F2.
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2 Espectros das substancias descritas no Capitulo 2
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Figura 90A — Espectro de RMN de "H de 26 (CDs;OD; 400 MHz).



166.809
49.000

L

LA L L L L L L L L L L L L L L L LB

180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 6C 50 40 30 20 10

Figura 91A — Espectro de RMN de C e subespectro DEPT-135 de 26

(CD30D; 50 MHz).
H2 . H3’
- EEM H4 'HE" nﬂg Ha'

H4'H3' e H5' '_,'0
—7.5
8.0
I— 8.5
Lppm

8.00 750 7.00

Figura 92A — Expansdo do mapa de contornos COSY de 26 (CDs;OD; 400
MHZz).



H2 , H3'
:g- H5’ H5 .
M H7 n He H4
S i
4 H .
g — 105
i C
E -
; H7/C " 110
—s = C
1 i
E E -— 115
j 4 -
3 H2/C2’ H5/C5 o
—2 H6'/C6’ Helce =D
3 H4'/C4’ 125
i H2/C2 H3/C3’ :
] H5/C5’ 130
i i
— 135!
3 rppm
. — . . . . — . , . .
8.00 750 7.00
ppm (2)

Figura 93A — Expansdo do mapa de contornos HMQC de 26 (CDs;OD; 400
MHz).

H2 H2' H3'
HE’ He HS
H7 I " Ha H6 H4

H2/C3 !
H5/C7 e HB/C7 C 110

== s — :
C 115

HE'/C2’ H4'/C2’ -
H2/C6' H4/C5 H4'/C6' o

= HICE o = D amm—y T .

= <= = .
H2/C3a H2/C4'e H4/C3a H5/C3aeH6/C3a [ 125

= H6'/C4’ = C
H5/C3' H4'/C3’ 130

H3'/C5' H4'/C5’ C
H7/C7a H5/C7a e H6/C7a 135

H2/C7a  H2ICLEHETCT o [
H3'/C1'e H5'/ C1’ 140
Cppm

! ! | N ! ! ! | N ! ! ! | N ! ! ! | ! ! !
. 850 8.00 750 7.00

Figura 94A — Expansao do mapa de contornos HMBC de 26 (CD3;OD; 400
MHz).



234.9

(M-1]

05

0.0

-MS, 0.5-1.1min #(34-74)

T
100

Figura 95A — Espectro de Massas de 26 (ionizagao por
negativo).

electrospray - modo

95,9 _

90 ]
85 ]
80 ]
75 ]
70 ]

%T 65 |

60 ]

55 |

50

45 |

40 ] |
380 T T T T T T T T T T —128
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0
cm-1

Figura 96A — Espectro de absorg¢do na regido do IV de 27.




©

o - WONORO®OWOoOWODNO - @D
(=) o© O WS NO - O O «— @O (=] o
o - HMONNNDD T NN - = ~ =1
- m 00 000 WOk P © o©

N—
% ;

w oomo
[ D =D
N NN ==
~ [

8.385
8.359
8.342
§.220

7199

N

\ ! I ! —JU
AL _L A
L L [T [ L
- by - = R o -
o (=) o= [, Q0L £
o = ww o & LN o
T T ] T 7T T T ] T T T T I L T T I L T T I T T T T l T T T T ] T L T ] T T T T ] T T T T ] T LI T [ T T T T I
11.0 100 9.0 8.0 7.0 6.0 50 4.0 30 20 1.0 0.

Figura 97A - Espectro de RMN de 'H de 27 ((CD3),CO; 400
MHz).

206260
29.763

PG L L T T, e, T

164184
—— 154,093
——— 98.387
——— 60.537
— 56161

o

[TI T[T T[T T T [T [T T [ T T [T T [T T [ T T [T T [T T T[T T [ T T [T T[T T[T T [T T [ T T[T T [T TIrT]|

10 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Figura 98A — Espectro de RMN de C e subespectro DEPT-135 de 27
((CD3),CO; 50 MHz).




H2
H6’

H2 H5
NH NHCO H7 H4 l H6

3
H2'HA1 /

HE6'/H3”

NH/MH2

<

LI B L B B B I L B B L N B B L N B B L B L L B B L L B B L B B B B
1.0 100 9.0 80 70 6.0 50 40 30

an:

Figura 99A — Expansédo do mapa de contornos COSY de 27 ((CD3).CO; 400
MHz).

NHCO H7 H2
A A .
H1"/C1" .
H31C3 g [ea
H2"/C2F
[ 70
:—so
[ a0
H2'/C2’ -
HE'/C6' & o0
H4/C4 [ 110
& r
H7/C7 r
e &He/co 12
H5/C5 -
° r
H2/C2 oy
T I T T T T I T T T T I L T T T ] T T T T l T T T T I T T
90 80 70 6.0 50 40

Figura 100A — Expansao do mapa de contornos HMQC de 27 ((CD3).CO; 400
MHz).



H2 H1”

H6’ H3" | o
H5
NHco  H7H2 Hf_LHe
A M A
. H2/Ce’
NHCO/C6 2/C8
NHCO/C2' H6'/C2’ 100

H2/C3 H2/C4

\;/ H5/C4 e H6/C4
H7/C4 —= N =

H4/C5  H5/C7eH6/C7

- ©

H7/C GT\- ye

-
-y
(=]

7

-
N
(=]

H5/C3aeH6/C3a

H2"/C4’

H4TC3a
H2/C3a @— H2'/C4’e HB'/ C4' o=

/K H2'/C1'eHE'/CT1’

H7/C7a H2/C7a

-
e
(=]

LI L L L L L L LB LB B LB
-

H2/C3'e H6'/ C3' H1"/C3’ 150
o ~etm
H2'/C5'e HB'/ C5 . o
160|
NHCO/C8
Coom ¢
T T I T T T T I T T T T [ T T T T I T T T T I T T T T I T T T
80 70 60 50 40

oan (49
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