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RESUMO

A familia Gesneriaceae compreende cerca de 135 géneros e aproximadamente
3000 espécies de plantas ornamentais. Trata-se de uma familia com ampla distribuicdo
em todo o Mundo, representada principalmente nos tropicos e com poucas espécies
nativas em regides temperadas. O principal género da familia Gesneriaceae no Brasil é
Sinningia, 0 qual possui 68 espécies, das quais 57 ocorrem em territorio brasileiro.
Sinningia aggregata (Ker-Gawl.) Wiehler muito abundante no estado do Parana, é uma
planta herbacea, de ciclo anual, com flores vermelhas (amareladas no bot&o), encontrada
nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul, além da regido oriental do Paraguai. Com o
género Sinningia foram realizadas poucas investigagdes quimicas e farmacologicas, por
ISSO 0 presente trabalho descreve o isolamento de compostos de Sinningia aggregata
com posterior avaliagdo da atividade antiproliferativa in vitro contra um conjunto de

linhagens de células tumorais humanas.

Foram realizadas duas coletas dos tubérculos de S. aggregata, uma em
Curitiba/2004, outra em Tibagi/2007. Tubérculos secos e pulverizados foram extraidos
com hexano, acetato de etila e etanol, sendo que os extratos em hexano e acetato de
etila foram fracionados neste trabalho. Véarios procedimentos cromatogréaficos foram
necessarios para o0 isolamento de onze substancias. Dentre estas sete foram
identificadas como produtos naturais conhecidos: 7-metoxi-2-metilantraquinona (SA5),
tectoquinona (SA6), 7-hidroxi-2-metilantraquinona (SA7), 1-hidroxi-2-metilantraquinona
(SA8), halleridona (SA9), B-sitosterol (SA10) e estigmasterol (SAll). As demais
substancias eram inéditas e receberam os nomes comuns de aggregatina A (SAl),
aggregatina B (SA2), aggregatina C (SA3) e aggregatina D (SA4). Estas substancias sdo
aromaticas e apresentam um esqueleto carbdnico novo, com um anel heterociclico de
sete membros. As aggregatinas A-C sdo ¢-lactonas, derivadas do nafatleno, enquanto
gue a aggregatina D € derivada de uma naftoquinona prenilada. A formacéo de anéis de
cinco ou seis membros é bastante comum, enquanto que anéis de sete membros sao
raros. Esta feicdo estrutural pode ser uma caracteristica do género ou mesmo da

espécie, situacdo que tornaria essas substancias Uteis como marcadores quimicos.

A avaliacdo da atividade antiproliferativa mostrou que tanto o extrato etandlico
total, quanto a fracdo em diclorometano e as substancias SA4 e SA9 apresentaram
resultados positivos principalmente contra as linhagens de células de melanoma, rim e
ovario. Estes resultados indicam que as espécies de Sinningia acumulam substancias

com potencial farmacologico.
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ABSTRACT

The family Gesneriaceae comprises about 135 genus and approximately 3000
species of ornamental plants. It is a family with a huge distribution around the world,
represented mainly at the tropics, with few species located at the temperate regions. The
main genus of Gesneriaceae in Brazil is Sinningia that has 68 species, of which 57 grow
in Brazil. Sinningia aggregata (Ker-Gawl.) Wiehler, a species very abundant in Parana
state, is an herbaceous plant, with annual cycle and red flowers (yellowish button), found
at the Midwest, Southeast and South regions of Brazil, beyond the Oriental region of
Paraguay. With Sinningia genus were realized few chemical and pharmacological
investigations. This work describes the isolation of compounds from Sinningia aggregata
with subsequent evaluation of the antiproliferative activity in vitro against a panel of tumor

human cell lines.

S. aggregata were collected from two populations, one in Curitiba/2004 and
another in Tibagi/2007. Dried and powdered tubers were extracted with hexane, ethyl
acetate and ethanol extracts, and the hexane and ethyl acetate extracts were fractionated
in this work. Several chromatographic procedures were necessary to isolate eleven
substances. Among them, seven were known as natural products: 7-methoxy-2-
methylanthraquinone (SA5), tectoquinone (SA6), 7-hydroxy-2-methylanthraquinone
(SA7), 1-hydroxy-2-methylanthraquinone (SA8), halleridone (SA9), B-sitosterol (SA10)
and stigmasterol (SA11l). The four new substances were named aggregatin A (SAl),
aggregatin B (SA2), aggregatin C (SA3) and aggregatin D (SA4). These are aromatic
compounds and shown a new carbonic skeleton, with a heterocyclic seven-membered
ring. Aggregatins A-C are e-lactones naphthalene derivative, while aggregatin D is a
prenyl naphtoquinone derivative. The formation of five or six membered rings is very
common, while seven-membered rings are rarer. This structural type can be characteristic

of genus or species, becoming these compounds useful as taxonomic markers.

The evaluation of the antiproliferative activity showed that the ethanolic extract, the
dichloromethane fraction and the substances SA4 and SA9 exhibit cytotoxic activity,
mainly against melanoma, kidney and ovary cells lines. These results indicate that the

Sinningia species accumulate substances with pharmacological potential.
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1. INTRODUGAO

Os produtos naturais séo utilizados pela humanidade desde tempos primordiais. A
busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas talvez tenha sido uma das
primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais. A natureza sempre despertou no
homem um fascinio encantador, ndo sé pelos recursos oferecidos para sua alimentacéo e
manutencdo, mas por ser sua principal fonte de inspiracdo e aprendizado (VIEGAS et al.,
2006). Historicamente, os produtos naturais tem sido a melhor e uma fonte praticamente
inesgotavel de medicamentos (SCHMIDT et al., 2008; TULP & BOHLIN, 2004).

Produtos naturais sao tipicamente metabdlitos secundarios, produzidos por
organismos em resposta a estimulos externos, como variagdes de nutrientes, infeccéo e
competicdo (STROHL, 2000). S&o os produtos do metabolismo ndo essencial para o
crescimento, desenvolvimento ou reproducdo de um organismo. As fontes de metabdlitos
secundarios sdo plantas, bactérias, fungos e organismos marinhos (VAISHNAV &
DEMAIN, 2010).

As plantas sdo a principal fonte de produtos naturais. A imensa diversidade
guimica dos metabdlitos secundéarios de origem vegetal € agora reconhecida como uma
parte essencial das estratégias das plantas para enfrentar as adversidades e o
ecossistema hostil. Cada populacdo possui seus metabdlitos secundarios Unicos
adaptados as demandas particulares do nicho ecoldgico. A diversidade quimica destes,
simplesmente reflete as diferencas entre os organismos com suas particularidades
morfolégicas (HARTMANN, 2007).

Os metabolitos secundarios tém sido uma rica fonte de novas substancias
biologicamente ativas, muitas das quais se tornaram extremamente importantes na
terapia (NISBET & MOORET, 1997). Além disso, algumas substancias conhecidas tém
revelado atividades adicionais, que poderéo ser Uteis para o tratamento de doencas ainda
ndo controladas (VAISHNAV & DEMAIN, 2010). Atualmente quase um terco dos
medicamentos mais vendidos no mundo sédo produtos naturais ou seus derivados
(STROHL, 2000).

Cerca de 80% da populacdo mundial, principalmente nos paises néo
desenvolvidos, tem os produtos naturais como primeira op¢ado nos cuidados a saude.
Produtos naturais como remédios tem uma histéria de aproximadamente 5000 anos
(india, China e Grécia), enquanto que compostos isolados puros ou sintéticos, pouco
mais de 100 anos, desde que a Bayer sintetizou o acido acetilsalicilico (aspirina), no final
do século XIX (NUNEZ-SELLES et al., 2007).



E estimado que haja aproximadamente 300.000 espécies de plantas superiores.
Entretanto, alguns reportam o numero como sendo 250.000, outros estimam que o
namero seja maior que 500.000. Esta disparidade no numero reflete uma investigacao
mais agressiva do meio ambiente, particularmente de ecossistemas como as florestas
tropicais, onde novas espécies de plantas sdo continuamente descobertas (McCHESNEY
et al., 2007). Apesar desse trabalho intenso, é estimado que apenas cerca de 15% das
300.000 espécies de plantas superiores tém sido sistematicamente investigadas, quimica
e/ou farmacologicamente, enquanto que o potencial dos organismos marinhos, como
uma fonte de novos medicamentos, continua praticamente inexplorado (NEWMAN et al.,
2008).

Um aspecto preocupante sobre a biodiversidade € a perda de espécies pelas
mudancgas ambientais. Muitas espécies estdo se tornando extintas, e ha muitas regides
no mundo e muitos habitats diferentes nos quais uma biodiversidade nova e incomum

ainda é desconhecida ou esta sendo descoberta (HARVEY, 2000).

Por isso, € importante buscar novas espécies para a realizacdo de estudos
guimicos e farmacoldgicos, para que as informagfes existentes, que muitas vezes serao

de imensa importancia, ndo sejam perdidas.

1.1. Familia Gesneriaceae

Gesneriaceae é uma familia que compreende 135 géneros e aproximadamente
3000 espécies de plantas ornamentais, sendo primeiramente reconhecida por Jussieu em
1806, mas somente estabelecida em 1816 por De Candolle (WEBER, 2004). Esta
relacionada com as familias Calceolariaceae, Bignoniaceae, Acanthaceae,
Scrophulariaceae, Lamiaceae, Verbenaceae, Martyniaceae, Pedaliaceae, e
Lentibulariaceae (BOGGAN & SHALIT, 2006).

Trata-se de uma familia com ampla distribuicdo em todo o Mundo, representada
principalmente nos trépicos e com poucas espécies nativas em regifes temperadas
(BURTT & WIEHLER, 1995). O centro principal de diversidade da familia localiza-se a
noroeste da América do Sul (Coldmbia ao Equador), sendo que o sudeste brasileiro
parece ser um centro secundario de diversidade (ARAUJO et al., 2005; BOGGAN &
SHALIT, 2006; CRONQUIST, 1981).

As Gesneriaceas sdo ervas, trepadeiras, arbustos ou, raramente pequenas
arvores. Estas podem ser terrestres, epifitas (crescem sobre arvores) ou rupicolas

(crescem sobre pedras). As folhas da maioria das espécies tém pelos, e as flores séo



normalmente zigomorfas (simetria bilateral) e encontradas em uma grande variedade de
cores e formatos, sendo geralmente muito vistosas (Figura 01 - pagina 04). As sementes
sdo pequenas e numerosas (BOGGAN & SHALIT, 2006; GASPARINO, 2008). Todas as
Gesneriaceas tém raizes fibrosas, mas muitos grupos (principalmente aqueles no Novo
Mundo) tém caules modificados, sobre o solo ou enterrados, que agem como 6rgaos de
reserva (BOGGAN & SHALIT, 2006).

As espécies de Gesneriaceae podem ser polinizadas por abelhas, borboletas,
moscas, mariposas, morcegos ou passaros. A diversidade de polinizadores € mantida em
fungéo da ocorréncia de flores vistosas, com néctar e corolas de cores vivas e adaptadas
a cada polinizador (PERRET et al., 2003; GASPARINO, 2008).

Espécies de Gesneriaceae tem importancia econémica, pois sdo comumente
cultivadas como ornamentais, como por exemplo, os géneros Aeschynanthus,
Codonanthe, Columnea, Episcia, Gloxinia, Kohleria, Nautilocalyx, Nematanthus,
Sinningia, Streptocarpus e Saintpaulia (violeta-africana) uma das espécies mais
comercializadas no Brasil (GASPARINO, 2008). Outras espécies sdo também utilizadas

pela medicina popular na Espanha, paises da Asia, América Central e do Sul.

A familia é comumente dividida em duas subfamilias: Cyrtrandoideae e
Gesnerioideae, as quais sdo diferenciadas de acordo com o crescimento igual
(Gesnerioideae) ou desigual (Cyrtrandoideae) dos cotilédones e, também, o
desenvolvimento (Gesnerioideae) ou ndo (Cyrtrandoideae) do endosperma na semente.
Espécies da subfamilia Gesnerioideae, que possuem pétalas com pigmentos incomuns,
localizam-se no Novo Mundo (Américas), enquanto que as espécies de Cyrtrandoideae
s&o nativas do Velho Mundo (Asia, Europa, Africa e Oceania) (ARAUJO et al., 2005;
BOGGAN & SHALIT, 2006).

Estudos moleculares recentes mostraram que as subfamilias do Velho e Novo
mundo, refletem uma divisdo evolutiva antiga da familia. Portanto, caracteristicas
adicionais sdo usadas para separar as subfamilias em tribos. Alguns poucos géneros,
como Sanango e Titanotrichum, s&o isolados, ndo se agrupando bem em nenhuma tribo
ou subfamilia. Porém estudos recentes indicaram que Titanotrichum, nativo da Asia,
pertence a subfamilia do Novo Mundo Gesnerioideae (BOGGAN & SHALIT, 2006).

Em Gesnerioideae sédo reconhecidas sete tribos (Beslerieae, Episcieae,
Gesnerieae, Gloxinieae, Napeantheae, Coronanthereae e Sinningieae) as quais sao
consideradas monofiléticas com base em dados morfolégicos, moleculares, niumero de

cromossomos e metabdlitos secundéarios (GASPARINO, 2008).
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Figura 01. Espécies de Gesneriaceae. A: Besleria melancholica, B: Aeschynanthus

micranthus, C: Seemannia purpurascens, D: Sinningia allagophylla, E: Chirita
subrombhoidea.




No Brasil a familia € estimada em 23 géneros e cerca de 200 espécies. Estas sdo
encontradas principalmente em matas Umidas da regido amazonica ou na Mata Atlantica,
sendo algumas vezes nativas de campos rupestres de planalto. A maior concentracao de
tdxons se encontra na regido Sudeste (ARAUJO et al., 2005; GASPARINO, 2008).

1.2. Género Sinningia

O principal género da familia Gesneriaceae no Brasil é Sinningia, o qual possui 68
espécies, das quais 57 ocorrem em territorio brasileiro. O centro de diversidade do
género € a regido sudeste, onde é encontrada a maioria das espécies. As espécies de
Sinningia sdo ervas ou subarbustos, a maioria de ciclo anual, com tubérculo perene.
Crescem durante a primavera, florescem e entram em declinio durante o outono/inverno,
quando perdem a suas partes aéreas. As gemas dormentes permanecem nos tubérculos,
ocorrendo o brotamento quando as condi¢cdes se tornam favoraveis (primavera/verao).
Como outras gesneriaceas, todas as espécies de Sinningia produzem belas flores, tendo
um grande potencial ornamental. As caracteristicas fenoldgicas deste género aliada a
uma coleta indiscriminada tem colocado algumas espécies em risco de extingdo
(ARAUJO et al., 2005; UNEMOTO et al., 2006; PERRET et al., 2003).

Na literatura foram encontrados poucos relatos de estudos quimicos com espécies
de Sinningia. Acido cinamico (1), verbascosideo (2), luteolinidina-5-O-glucopiranosideo
(3), apigeninidina-5-O-glucopiranosideo (4), luteolina-7-O-glicosideo (5), luteolina-7-O-
glucuronideo (6) e apigenina-7-O-glucuronideo (7) foram isolados de S. cardinalis
(WINEWFIELD et al., 2005; SWINNY et al., 2000; JENSEN, 1996). Em S. speciosa foram
identificados cleroindicina-B  (8), isorengiol (9), 7-metoxi-2-metilantraquinona (10),
rubiawallina-B (11), B-sitosterol (12) e estigmasterol (13) (VERDAN et al., 2009). As flores
de S. tubiflora produzem uma esséncia rica em linalol (14), um composto comum no
aroma de plantas polinizadas por mariposas (PERRET et al., 2003) (Figura 02 — pagina
06).

As espécies de Sinningia ndo sdo comumente usadas na medicina popular,
embora S. allagophylla tenha a reputacdo de ser Gtil como ténico, emoliente e febrifugo
(GOMES et al., 2000).

No estado do Parand sdo encontradas mais de uma dezena de espécies de
Sinningia, entre as quais se destaca, por sua abundancia, S. aggregata (dados do
Herbario da UFPR). Considerando que existem poucas investigacdes fitoquimicas com
espécies de Sinningia, optou-se por aprofundar o conhecimento da quimica deste género,

através do estudo de Sinningia aggregata.
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Figura 02 . Compostos isolados e identificados em espécies de Sinningia.



1.3. Sinningia aggregata

S. aggregata (Ker-Gawl.) Wiehler (Figura 04 - pagina 08) (sinénimo:
Rechsteineria aggregata) € uma planta herbacea, de ciclo anual, com flores vermelhas
(amareladas no botéo), encontrada nas regifes Centro-Oeste, Sudeste e Sul, além da
regido oriental do Paraguai. Para esta espécie ndo ha registros de homes comuns em
portugués, mas em guarani € chamada de “jety itakua”, que significa “batata-de-pedra”,
em aluséo ao seu habitat favorito. O seu tamanho varia entre 0,5 a 1,5 m, sendo que 0s
exemplares brasileiros sdo maiores do que aqueles oriundos do Paraguai. Trés formas
diferentes foram descritas para a espécie Rechsteineria aggregata: f. litoralis, f. rupicola e
f. tomentosa. Entretanto, um exame minucioso comprovou que as diferencas de tamanho
do caule e das folhas, assim como a densidade do indumento, n&o justificavam o
reconhecimento de tdxons distintos (CHAUTEMS, 1993; 2003).

S. aggregata distingue-se de outras espécies do género pela presenca de
tricomas que produzem uma resina aromatica e pegajosa (Figura 03 — pagina 07). Esse &
um carater raro no género, sendo encontrado em apenas quatro espécies: S. aggregata,
S. harleyi, S. nordestina e S. valsuganensis (ARAUJO et al., 2005). A composigao
guimica dessa resina foi determinada como sendo constituida de compostos alifaticos de
cadeia longa, juntamente com uma fracdo sesquiterpénica (STEFANELLO et al., 2005)
(Tabela 01 — péagina 09, Figura 05 - pagina 10). Ndo ha outros estudos quimicos

anteriores com esta espécie, bem como ndo ha relatos de seu uso na medicina popular.

) A

Figura 03. Desenho ilustrativo da corola (A) e tricomas (B) de S. aggregata (ARAUJO et
al., 2005).
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Figura 04 . Exemplares de Sinningia aggregata (Imagens cedidas por Mauro Peixoto)



Tabela 01. Composi¢do do 6Oleo essencial de S. aggregata.

Componente Quantidade (%)
(E)-Cariofileno (15) 0,8
(E)-Nerolidol (16) 6,7
Espatulenol (17) 7,8
Oxido de cariofileno (18) 3,0
Viridiflorol (19) 1,3
Guaiol (20) 0,8
a-Eudesmol (21) 1,3
Acetato de (Z)-nerolidila (22) 8,8
14-Hidroxi-a-humuleno (23) 0,8
(2)-Nuciferol (24) 1.4
Acetato de (2)-sesquilavandulila (25) 1,0
Biciclovetivenol (26) 2,8
Acetato de bisabolila (27) 4,5
Isofitol (28) 1,0
1-Octadecanol 16,9
Linoleato de metila 28,4

Docosano 45
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Figura 05 . Estruturas dos terpenos do 6leo essencial de S. aggregata.
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1.4. Atividade antiproliferativa

Desde os tempos dos farads no Egito, ha evidencias de cancer encontrado em
vestigios humanos primitivos e na literatura médica. A literatura médica antiga relata que
cirurgias eram feitas, e que os médicos receitavam o0 uso de alguns produtos naturais,
especialmente oriundos de plantas (NOBILI et al., 2009). As plantas tém uma longa
histéria no tratamento de cancer. O maior impacto recente nas drogas derivadas de

plantas foi provavelmente nesta area (PESSOA et al., 2006).

Em todo o mundo, mais de dez milhdes de novos casos de cancer (todos os tipos,
excluindo os de pele sem melanoma), com mais de seis milhdes de mortes foram
estimados no ano de 2000. Desde 1990 tem havido um aumento de 22% na incidéncia de
cancer e mortalidade com os quatro tipos de cancer mais frequentes, pulmdo, mama,
colorretal e estbmago; e os quatro tipos mais agressivos, pulméo, estdmago, figado e
colorretal (BALUNAS & KINGHORN, 2005). Apesar do esforgo realizado nas ultimas

décadas, ndo ha ainda tratamento eficaz para vérios tipos de tumores (PAN et al., 2010).

O cancer pode ser causado de trés maneiras: dieta incorreta, predisposicao
genética e ambiente. Pelo menos 35% de todos os casos de cancer em todo o mundo
sdo causados por uma dieta errada. A combinagdo de A&lcool e cigarro eleva essa
porcentagem para 60%. Predisposicdo genética a cancer representa 20% dos casos,
sendo que a maioria destes esta associada a uma série de carcindgenos ambientais
(REDDY et al., 2003).

A descoberta de medicamentos de plantas medicinais tem sido de extrema
importancia no tratamento de cancer e, de fato, a maioria das novas aplicacdes clinicas
de metabdlitos secundarios de plantas e seus derivados na metade do dltimo século
foram usados para combater o cancer (BALUNAS & KINGHORN, 2005).

Compostos naturais possuem vantagens em muitos aspectos como agentes
quimiopreventivos: eles estdo presentes em alimentos comumente consumidos, 0s quais
estdo prontamente disponiveis para a maioria das pessoas, nhormalmente tem baixa ou
nenhuma toxicidade, em contraste com a maioria dos medicamentos de quimioterapia, e
muitos destes compostos mostraram potenciais como um complemento na quimioterapia

em alguns ensaios clinicos (LI et al., 2011).

Atualmente, ha um numero impressionante de drogas anticancer derivadas de
plantas superiores em uso e também como candidatos a antineoplasicos em triagens
clinicas. Uma andlise do mercado de medicamentos antitumorais na América do Norte,
Europa e Japéo entre 1981 e 2006, revelou que 47,1% do total de 155 medicamentos

aprovados clinicamente, sdo produtos naturais ou seus derivados semi-sintéticos, ou
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ainda moléculas sintetizadas baseadas em metabdlitos secundarios. Essa situacdo
mostra a importdncia do reino vegetal como fonte de novas substancias com

propriedades antitumorais. (PAN et al., 2010).

O desenvolvimento de um novo medicamento de origem natural comeca com a
selecdo de espécies promissoras, através de testes bioldgicos basicos. No caso da busca
de novos agentes antitumorais, 0 ensaio mais usado € a avaliacdo da atividade citotoxica

ou antiproliferativa contra linhagens de células in vitro (SKEHAN et al., 1990).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral: Realizar o estudo fitoquimico de Sinningia aggregata e

avaliar o seu potencial farmacologico.

2.2. Objetivos especificos: Isolar e identificar os metabdlitos secundarios dos
extratos menos polares dos tubérculos de Sinningia aggregata e avaliar a atividade

citotdxica dos extratos, fracfes de extratos e substancias isoladas.

3. ESTUDO FITOQUIMICO
3.1. Materiais e métodos
3.1.1. Procedimentos gerais

Nas separacbes por cromatografia em coluna (CC), usou-se silica-gel 7734 da
Merck. A proporcdo de silica para empacotar a coluna foi de aproximadamente vinte

vezes a quantidade de material usado.

Para preparar as placas cromatograficas, espalhou-se uma suspensao de silica-
gel 7747 (60PF244) da Merck em agua destilada sobre placas de vidro. Para as placas
de cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foi usado 0,50 mm de espessura
e nas preparativas (CCDP), 1,00 mm de espessura. Na revelagéo destas placas usou-se

radiagéo UV (366 e 254 nm) e solucéo a 5% de H,SO, em etanol.

Os solventes utilizados foram produtos de grau analitico das marcas Synth ou

Vetec.
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As fracBes obtidas de colunas e placas foram agrupadas por semelhanca apdés
analise por CCDA. O critério de pureza adotado foi o aparecimento de uma Unica mancha

gquando a substancia era submetida a CCDA em trés diferentes sistemas de solventes.

As substancias foram identificadas através da analise de espectros (UV-Vis, IV,
RMN e EM) e comparacdo com dados da literatura. Os espectros de UV-vis foram
obtidos em MeOH, usando-se uma cubeta de quartzo de caminho optico de 1 cm, em um
espectrofotdmetro (Shimadzu) UV-2401PC.

Os espectros de IV foram obtidos em pastiha de brometo de potassio

(1mg/100mg KBr), em um espectrofotémetro Biorad FTIR.

Para obtencéo dos espectros de RMN (*H, **C{*H}, HSQC, HMBC e NOE) foram
utilizados os espectrometros de ressonancia magnética nuclear DPX-200 ou AVANCE-
400 (Bruker), operando respectivamente a 200 e 400 MHz para hidrogénio e, 50 e 100
MHz para carbono. As amostras foram dissolvidas em solventes deuterados (cloroférmio,

benzeno ou metanol), utilizando-se TMS como referéncia interna.

Para a obtencdo dos espectros de massas, cada amostra foi diluida em 1,0 mL de
metanol com 0,1% de &cido formico. A partir destas solucfes foi retirado 10,0 pL e
diluidos em 1,0 mL do mesmo solvente, originando solugcbes com concentracao
aproximada de 10 ppb. Posteriormente as solu¢cBes foram injetadas por insercao direta no
espectrdmetro de massas através de um sistema Nanomate Triversa Advion Biosystem.
O tempo total para aquisicdo de cada espectro foi fixado em 1 minuto. Os espectros ESI-
MS foram extraidos no modo positivo através do equipamento QTof (Micromass) de
configuracdo de ESI-QqTof. As condicdes de operacdo do equipamento para a
otimizacao das andlises foram: 3.0-4.0 kV de voltagem do capilar, 80T a temperatura da
fonte, temperatura de dessolvatacdo de 60T, e voltagem do cone de 20-40 V. Os
espectros foram adquiridos na faixa de m/z 100 a 1500 e processados com o software
MassLynx 4.0. Outros espectros foram obtidos em um espectrémetro HP-5000
(Shimadzu) CG-HRMS.

A rotacdo especifica dos compostos isolados foi determinada em CHCI;, usando
um polarimetro Rudolph Research modelo Autopol Il com lampada de sodio (589 nm).

Os valores de rotacéo especifica foram calculados utilizando a formula abaixo:

rotagao observada em graus X 100

20 =
[er]e comprimento da cubeta (¢m) X concentragao {g/100 mL)

Os célculos de otimizacdo da geometria molecular e de densidade funcional na

estrutura eletrénica dos compostos isolados empregaram o hibrido funcional B3LYP
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(BECKE, 1993; LEE et al., 1988; VOSKO et al., 1980; STEPHENS et al., 1994) com a
base de dados LANL2DZ (HAY & WADT, 1985), como implementado pelo Gaussian03
(rev. EO1) (FRISCH et al., 2008). Célculos de rotacéo otica foram realizados empregando
um método desenvolvido por Pedersen (PEDERSEN & HANSEN, 1995) como
desenvolvido no Gaussian03. Estas técnicas foram primeiramente empregadas com um
composto conhecido (mentol), para aferir a confiabilidade do método. Estes

procedimentos foram realizados pelo Prof. Dr. Eduardo Lemos de Sa (UFPR).

3.1.2. Material vegetal

Tubérculos de Sinningia aggregata foram coletados de plantas cultivadas em
Curitiba (outubro/2004, S. aggregata |) e de uma populacdo natural crescendo em Tibagi
(maio/2007, S. aggregata Il). Os materiais foram fornecidos pelos botanicos Armando C.
Cervi (Departamento de Botanica — UFPR) e Clarisse B. Poliquesi (Museu Botanico
Municipal de Curitiba), respectivamente. Exsicatas foram depositadas no herbario da
Universidade Federal do Parana (UPCB, Cervi 3873) e no herbario do Museu Boténico
Municipal de Curitiba (MBM 290738).

3.1.3. Preparo de extratos

O material botanico coletado foi secado em estufa a 40°C e em seguida
pulverizado. Os extratos foram obtidos pela técnica de maceracao a frio. Nesta técnica, o
p6é dos tubérculos foi deixado em contacto com o solvente extrator por 24 h, a
temperatura ambiente. ApGs esse periodo, a solucéo foi filtrada e o solvente removido em
evaporador rotativo, rendendo o respectivo extrato. Para S. aggregata Il foram utilizados
solventes em ordem crescente de polaridade (hexano, acetato de etila e etanol) e apenas
etanol para S. aggregata |, sendo realizadas trés extracdes sucessivas com cada
solvente. O volume utilizado em cada extracdo foi de aproximadamente 500 mL de

solvente para cada 100 g de material.

3.1.4. Isolamento dos metabdlitos secundarios
3.1.4.1. Sinningia aggregata |

Os tubérculos secos (18,3 g) foram extraidos por maceragdo a frio em etanol,
rendendo o extrato total (2,0 g). Este extrato foi dissolvido em etanol:agua 1:1 (180 mL) e

posteriormente extraido com hexano, acetato de etila e 1-butanol (3 X 60 mL, cada). Esse
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procedimento resultou em novos extratos: hexano (0,080 g), acetato de etila (0,24 g) e 1-
butanol (0,81 g). Os extratos em hexano e acetato de etila mostraram-se similares por
CCDA e entdao foram reunidos. Este extrato resultante foi submetido a cromatografia
classica em coluna (CC), eluida inicialmente com hexano puro (50 mL), depois com
misturas de hexano:acetato de etila (95:5, 9:1, 8:2, 7:3 e 1:1, 100 mL cada) e finalmente
acetato de etila puro (50 mL), sendo recolhidas 50 fracdes de aproximadamente 10 mL.
As fracBes obtidas da coluna foram analisadas por CCDA e agrupadas por similaridade

em 15 fracbes (Tabela 02 — pagina 15).

Tabela 02. Dados das fracbes obtidas do fracionamento do extrato de S. aggregata I.

Fracdo Massa(mg) |Fracdo Massa(mg) Fracdo Massa(m Q)
01-02 4.0 10-14 5,0 39 5,0

03 4.0 15-17 5,0 40-41 10,0

04 3,0 18-19 2,0 42-47 110,0
05-07 14,0 20-36 17,0 48-49 37,0
08-09 3,0 37-38 11,0 50 25,0

As fracBes 05-07 (14,0 mg) foram reunidas e purificadas por CCDP usando

hexano:acetato de etila 9:1 como fase moével, resultando no isolamento de SA5 (4,5 mg).

As fracdes 20-36 (17,0 mg) foram reunidas e purificadas por CCDP eluida com

hexano:diclorometano:acetato de etila 1:1:0,5, rendendo a substancia SA1 (7,0 mg).

As fracbes 42-47 (110,0 mg) foram reunidas e purificadas por CCDP em acetato

de etila puro, resultando no isolamento da substancia SA9 (34,0 mg).

As fragbes 48-49 (37,0 mg) também foram reunidas e forneceram a substancia
SA7 (3,0 mg) apos purificacdo através de CCDP em hexano: diclorometano: acetona:

metanol 3:3:2:0,1 (Esquema 01 — pagina 16).
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Esquema 01. Procedimento geral para extragdo, fracionamento dos tubérculos de S.
aggregata | e isolamento de SA1, SA5, SA7 e SA9.

Secado a 40°C e moido—»

Tubérculos de

S. aggregata |

Massa seca

18,3 g

<+—— Extracdo com etanol

Extrato
etandlico
20g

<+—— Particdo com solventes

Hexano

Acetato de etila Butanol

<+— CC em hexano:acetato de etila

CCDP hexano:

05-07
14.0 ma
CCDP hexano:
acetato de etila
SA5
4,5 mg
20-36
17,0 mg

diclorometano:acetato —»

de etila

SAl

7,0 mg

42-47
110,0mg
CCDP acetato
de etila
SA9

CCDP hexano:

48-49
37,0 mg

diclorometano:acetato —»

de etila:metanol

SA7
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3.1.4.2. Sinningia aggregata Il

Os tubérculos secos (349,2 g) de S. aggregata Il foram extraidos por maceracéo a
frio, sendo obtidos os extratos em hexano (1,59 @), acetato de etila (1,91 g) e etanol
(16,70 ).

3.1.4.2.1. Extrato em hexano de Sinningia aggregata Il

O extrato em hexano (SAH) foi submetido a CC eluida inicialmente com hexano
puro (100 mL), e aumentando a polaridade gradativamente com acetona (9:1, 8:2, 7:3,
3:2, 1:1), utilizando 300, 200, 100, 50 e 100 mL de cada sistema de solvente,
respectivamente, depois acetona pura (50 mL) e finalmente metanol (100 mL). Este

processo rendeu sete fracdes apos andlise por CCDA (Tabela 03 — pagina 17).

Tabela 03. Dados das fracbes obtidas do extrato em hexano (SAH) de S. aggregata Il.

Cadigo SAHO1 SAHO8 SAH11 SAH12 SAH19 SAH20 SAH26
Fracdes 01-07 08-10 11 12-18 19 20-25 26-32

Massa (mg) 64,0 1210 46,0 107,0 12,0 80,0 65,0

A fracdo SAHO08 (1,21 g) foi submetida & CC eluida com hexano:acetona (99:1,
98:2, 97:3, 96:4, 95:5, 200 mL cada), e acetona pura (50 mL). Foram recolhidas 97
fracGes de 10 mL cada, que foram reunidas em 19 grupos. Apenas os grupos VI, VII, VIII,
X, X1, XII, XIV, XV e XVI foram purificados, pois os grupos I, II, 1ll, IV, V e XVIII possuem
pouca massa e os grupos IX, XI, XVIl e XIX tem uma composicdo complexa, que com a
pequena quantidade de material inviabiliza o processo de isolamento e purificacdo
(Tabela 04 — pagina 18).
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Tabela 04. Reunido das fragdes da coluna de SAHOS.

Massa Massa Massa Massa
Grupo Grupo Grupo Grupo

(mg) (mg) (mg) (mg)
I 3,0 VI 400,0 Xl 78,0 XVI 135,0
1] 11,0 VII 19,0 Xl 61,0 XVl 32,0
" 2,0 VIl 26,0 Xl 26,0 XVIII 11,0
v 6,0 IX 31,0 XV 41,0 XIX 29,0
V 16,0 X 112,0 XV 157,0

O grupo VI (400,0 mg) foi cromatografado em CC utilizando-se como fase movel
primeiro hexano (250 mL) e depois hexano:acetona (99:1, 98:2, 95:5, 1:1, 100 mL cada).
Este procedimento rendeu 53 fragdes de 10 mL que foram agrupadas em 13. A fracéo VI-
8 (39,4 mg), continha as substancias SA10+SA11. A fracdo VI-9 (281,4 mg) foi submetida
a CC eluida com hexano:acetato de etila (95:5 e 9:1, 150 mL cada mistura), rendendo 29
fracbes de 10 mL que foram reunidas em 8 grupos. O grupo VI-9-1 (270,0 mg) foi
cromatografado em CC eluida com hexano (70 mL) e hexano:acetato de etila (99:1 e
98:2, 200 mL cada). Este procedimento resultou em 42 fracdes de 10 mL, reunidas em 13
fracBes. A fragdo VI-9-1-8 (21,0 mg) continha a substancia SA6 impura. A fragéo VI-9-1-
10 (24,5 mg) foi submetida a CCDP em hexano:acetato de etila 9:1, rendendo SA6 (3,1
mg). A fracdo VI-9-1-4 (132,3 mg) foi cromatografada em hexano puro (50 mL) e misturas
de hexano:acetato de etila (99:1, 98:2, 9:1, 8:2, 7:3, 1:1) em diferentes volumes (100, 50,
20, 20, 30, 20 mL), rendendo 37 fra¢cBes, agrupadas em 6. A fracdo VI-9-1-4-3 (5,3 mg)
foi submetida a CCDP em hexano:acetato de etila 9:1, resultando na purificacdo da

substancia SA8 (Esquema 02 — pagina 21).

O grupo VIII (26,0 mg) foi submetido a CCDP em éter de petréleo:acetona 5:0,2,
resultando em 8 fracBes. Destas, trés fragBes (D, F e G) (13,8 mg) foram reunidas ao
grupo VII (19,0 mg) do qual foi feito novamente uma CCDP em éter de petréleo:acetona
5:0,2, resultando no isolamento de SA2 (2,3 mg) e de SA10+SAl11l (2,0 mg) (Esquema 03
— pagina 22).

O grupo X (112,0 mg) foi fracionado por CCDP em hexano:cloroférmio:metanol
49,5:49,5:1, rendendo as fragcdes X-A (6,2 mg), X-B (70,0 mg) e X-C (6,3 mg). X-A foi

submetida a nova CCDP eluida com hexano:cloroférmio 1:1, rendendo SA2 (2,6 mg) e
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SA4 (2,2 mg). A fracdo X-B mostrou-se ser a substancia SA4 pura e a fragdo X-C foi

caracterizada por conter apenas as substancias SA10+SA11 (Esquema 04 — pagina 22).

O grupo XlIl (61,0 mg) foi purificado por CCDP em hexano:cloroférmio:metanol
49,5:49,5:1, resultando no isolamento de SA4 (50,0 mg). Por outro lado, o grupo Xl

(26,0 mg) nao foi purificado, por conter apenas a substancia SA4.

O grupo X1V (41,0 mg) foi fracionado por CCDP em hexano:acetona 9:1, obtendo-
se 3 fracBes. A fracdo XIV-A (4,5 mg) foi submetida a nova CCDP eluida com
hexano:cloroformio 1:1, da qual foram isoladas as substancias SA10+SA11 (1,5 mg). A
fracdo XIV-B (4,9 mg) continha apenas a substancia SA4. A fracdo XIV-C (4,4 mg) foi
purificada por CCDP em hexano:diclorometano 1:1, resultando no isolamento de SA3

(1,4 mg) (Esquema 05 — péagina 23).

O grupo XV (157,0 mg) n&o foi purificado por possuir essencialmente a mistura
SA10+SA11l.

Com o grupo XVI (135,0 mg) foi realizada uma CC eluida com diclorometano (150
mL), diclorometano:acetona (9:1, 8:2, 1:1, 50 mL de cada) e acetona (100 mL). Esta
separacao resultou em 31 fraces que foram reunidas em 11. A fracdo XVI-1 (24,0 mg)
foi submetida a CCDP em hexano:acetato de etila 95:5. Este procedimento resultou no
isolamento de SA4 (1,6 mg). A fragao XVI-3 (19,0 mg) foi caracterizada por conter as
substancias SA10+SAl1l (Esquema 06 — pagina 23).

A fracdo SAH11l (46,0 mg) foi submetida a CCDP em hexano:acetona 8:2,
resultando no isolamento da substancia SA4 (9,5 mg) e SA10+SA11 (1,4 mg).

3.1.4.2.2. Extrato em acetato de etila de Sinningia aggregata Il

O extrato em acetato de etila (SAA) foi submetido a cromatografia classica em
coluna eluida primeiro com hexano (20 mL), depois diclorometano (70 mL),
diclorometano:acetato de etila 1:1 (70 mL), acetato de etila (70 mL) e por ultimo, metanol
(50 mL). Este procedimento resultou em 25 fracdes que foram reunidas em 11 fracbes
(Tabela 05 — péagina 20). Apenas as fragbes SAAO05 e SAA13 foram purificadas, pois
foram as quais mostraram uma quantidade suficiente para purificar uma mistura simples

de substancias.
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Tabela 05. Dados das fragdes obtidas do extrato em acetato de etila de S. aggregata Il.

Cédigo Fracbes Massa(mg) odigo Fragcbes Massa (mg)
SAA01 01 18,7 SAA1l 11-12 337,6
SAA02 02 34 SAA13 13-16 287,5
SAA03 03 41,2 SAA17 17-20 84,4
SAA04 04 24,8 SAA21 21-22 38,8
SAAO05 05-07 185,2 SAA23 23-25 731,6
SAAO08 08-10 17,1

A fracdo SAAO05 (185,2 mg) foi submetida a CC em hexano:éter etilico 8:2 (250
mL) e éter etilico (50 mL) resultando em 27 fracdes, reunidas em 6. Destas, a fracédo
SAA05-4 (77,1 mg) foi identificada como sendo a substéncia SA4 e a fracdo SAA05-5

(67,0 mg) foi purificada por CCDP em hexano:éter etilico 7:3, resultando novamente no

isolamento de SA4 (49,7 mg) (Esquema 07 — pagina 24).

A fracdo SAAL13 (287,5 mg) foi submetida a CC em diclorometano (100 mL),
diclorometano:acetona (98:2, 95:5, 9:1, 85:15, 8:2, 1:1; 80 mL cada), acetona (50 mL) e
metanol (50 mL), resultando em 57 fracdes, que foram posteriormente reunidas em 17. A
fracdo SAA13-2 (2,3 mg) foi identificada como sendo a substancia SA4. A fragdo SAA13-

11 foi identificada como contendo a substancia SA9 impura (38,6 mg) (Esquema 08 —

pagina 24).

20



Esquema 02.

Procedimento geral para obtencdo das substancias SA6, SA8 e

SA10+SAll de S. aggregata Il.

Grupo VI
400 ma

<+— CC em Hexano:acetona

13 fracoes
SA10+SA11 VI-9
39,4 mg 281,4 mg
<+— CC em Hexano:acetato de etila
08 grupos
VI-9-1
270,0 mg
<+— CC em Hexano:acetato de etila
13 fracBes
VI-9-1-4 VI-9-1-8 VI-9-1-10
132,3 mg 21,0 mg 24,5 mg
< CC em Hexano: < CCDP em Hexano:
acetato de etila acetato de etila
6 fracdes SA6 SA6
10,5 mg 3,1 mg
VI-9-1-4-3
5,3 mg
<+— CCDP em Hexano:
SAS8
2,0 mg
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Esquema 03. Procedimento geral para obtencdo das substancias SA2 e SA10+SA11 do

extrato em hexano de S. aggregata |l.

Grupo VI

26 mg
4_

03 fracbes

Grupo VII 13,8 mg
19 mg
|
<+—— CCDP éter de petroleo:acetona
SA10+SA11 SA2

2,0 mg 2,3 mg

CCDP éter de petroleo:acetona

Esquema 04. Procedimento geral para obtencdo das substéncias SA2 e SA4 do extrato

em hexano de S. aggregata Il.

Grupo X
112 mg

<4+—— CCDP Hexano:cloroférmio:metanol

X-A
6,2 mg

<«—— CCDP Hexano:cloroférmio

SA2
2,6 mg

2,2 mg

SA4

X-B X-C
70,0 mg 6,3 mg
SA4 SA10+
SA11
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Esquema 05. Procedimento geral para obtencdo das substancias SA3, SA4 e

SA10+SAll do extrato em hexano de S. aggregata Il.

Grupo XIV
41,0 mg

<+—— CCDP Hexano:acetona

XIV-A SA4
4,5mg 4,9 mg
< " CCDP Hexano:cloroféormio
SA10+SA11
1,5mg

XIV-C
4,4 mg

| <4—— CCDP Hexano:diclorometano

SA3
1,4 mg

Esquema 06. Procedimento geral para obtencéo das substancias SA4 e SA10+SAl1l do

extrato em hexano de S. aggregata Il.

Grupo XVI
135,0 mg
|<— CC Diclorometano: acetona
11 fracdes
XVI-1 XVI-3
24,0mg 19,0mg
CCDP Hexano: __— | l
acetato de etila
SA4 SA10+
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Esquema 07 . Procedimento geral para isolamento da substancia SA4 do extrato em

acetato de etila de S. aggregata Il.

SAA05
185,2 mg
CC em hexano:
éter etilico
6 fracdes
SAA05-4 SAA05-5
77,1 mg 67,0 mg
<«— CCDP em hexano:
éter etilico
SA4
S 49,7 mg

Esquema 08 . Procedimento geral para isolamento das substancias SA4 e SA9 do extrato

em acetato de etila de S. aggregata Il.

CC em diclorometano:
acetona

SAA13
287,5mg

17 fracoes

SAA13-2
2,3mg

SAA13-11
38,6 mg

l

SA4

SA9
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3.1.5. Dados fisicos e espectrométricos das substd  ncias isoladas

SAl

Aggregatina A: solido marrom; massa molecular (Cy6H140,4) 270,0892; ponto de fuséo
95°C; [a]p?® +37,6 (c=0,01 g mL™, CHCl,); UV-vis (MeOH) Amax (nM) (log €): 291 (3,8), 239
(3,9), 208 (4,6); IV Umax (KBr) 3410, 1717, 1620 cm™ (E22 — pagina 45); EM: m/z 270,1131
(52) [M]+ 242,1176 (13), 228,0986 (13), 227,0950 (100), 212,0720 (7) (E27 - pagina 49);
RMN 'H, *C{'H}, DEPT-135, HSQC, HMBC, NOE: Tabela 07 - pagina 44; E01-10 -
paginas 27-33; E16-21 — paginas 38-43; E48-49 — paginas 65-66.

SA2

Aggregatina B: sélido verde; massa molecular (CysH140s) 254,2836; [a]p?® +53,8
(c=0.065 g mL™, CHCIl5); UV-vis (MeOH) Amax (nm) (log €): 263 (3,8), 233 (3,7), 217 (3,7)
(E25 — péagina 47); IV vma (KBr) 1729, 1597, 1275 cm™ (E23 — pagina 46); CG-EM: m/z
254 (24) [M]*, 239 (5), 226 (17), 211 (100), 196 (16), 165 (14), 77 (14) (E28 - pagina 49);
HRESIMS m/z 255.1010 [M + HJ* (calculado para CigH:s03 255,1021); RMN *H, HMBC,
NOE: Tabela 07 - pagina 44; E11-13 - paginas 35-36; E16-21 — paginas 38-43.

SA3

Aggregatina C : solido amarelo; massa molecular (Ci;H1604) 284,3094; [a]p™® +52,0
(c=0.05 g mL™*, CHCls); UV-vis (MeOH) Anax (nm) (log €) 265 (3,7), 233 (3,6), 217 (3,6)
(E26 — pagina 47); IV Vpa (KBr) 1729, 1275 cm™ (E24 — pagina 46); CG-EM: m/z 284
(28) [M]™, 269 (5), 256 (10), 241 (100), 226 (14), 106 (14), 77 (17) (E29 - pagina 49);
HRESIMS m/z 285.1127 [M + HJ* (calculado para Ci7H;-,0, 285,1127); RMN 'H, HMBC:
Tabela 07 - pagina 44; E14-15 - pagina 37; E16-21 — paginas 38-43.

SA4

Aggregatina D : 6leo amarelo; massa molecular (C,H,,04) 326,3898; [a]p*° -27.3 (c=0.05
g mL™, CHCI;); UV-vis (MeOH) Ana (nm) (log €) 219 (3,7), 229 (3,7) (E46 — pagina 62); IV
Vmax (KBr) 3416, 3070, 2932, 1715, 1649, 1600, 1309, 1070 cm™ (E45 — péagina 61);
HRESIMS: m/z 349.1416 [M + Na]" (calculado para CyH»,0sNa 349,1416) (E47 - pagina
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62); RMN *H, **C{*H}, HSQC, HMBC, NOE: Tabela 08 - pagina 60; E30-44 - paginas 51-
58; E50-53 — péaginas 68-69.

SA5

7-metoxi-2-metilantraquinona : sdlido alaranjado; massa molecular (C1¢H1,03) 252,268;
RMN *H, C{*H}, HSQC, HMBC: Tabela 10 - pagina 71; E54-60 - paginas 72-75; E68-71
- paginas 86-89.

SA6

Tectoquinona: soélido amarelo; massa molecular (CisH100,) 222,242; RMN 'H, HMBC:
Tabela 11 - pagina 77; E61-62 - pagina 78; E68-71 - paginas 86-89.

SA7

7-hidroxi-2-metilantraquinona:  solido vermelho; massa molecular (C1sH1003) 238,241;
RMN 'H, *C{*H}: Tabela 12 - pagina 80; E63-64 - pagina 81; E68-71 - paginas 86-89.

SA8

1-hidroxi-2-metilantraquinona: sélido amarelo; massa molecular (Cyi5H1003) 238,241;
RMN 'H, HSQC, HMBC: Tabela 13 - pagina 83; E65-67 - paginas 84-85; E68-71 -
paginas 86-89.

SA9

Halleridona: 6leo avermelhado; massa molecular (CgH1003) 154,164; [0(].320 0.0 (mistura
racémica); RMN 'H, “*C{'H}, HSQC, HMBC, NOE: Tabela 14 - pagina 91; E72-81 -
paginas 92-97; E82-84 — paginas 99-100.

SA10+SA11

B-Sitosterol: massa molecular (C,oHs0O) 414,7130 e Estigmasterol: massa molecular
(CagH4s0) 412,6972, solidos cristalinos transparentes; RMN *H, *C{*H}: E85-88 - paginas
102-103.
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3.2. Resultados e Discussao

No presente trabalho foram isoladas onze substancias de Sinningia aggregata, as
quais foram identificadas através de técnicas espectrométricas (UV-vis, IV, RMN e EM),

além de comparacao com dados da literatura (Tabela 06 — pagina 27).

Tabela 06. Substancias isoladas de Sinningia aggregata.

Substéncia Massa (mg)

SAl 7,0
SA2 4,9
SA3 1,4
SA4 293,3
SA5 4,5
SA6 13,6
SA7 3,0
SA8 2,0
SA9 72,6
SA10 + SA11 226,6

3.2.1. Determinacéo estrutural das substancias SAL, SA2 e SA3

A substancia SA1 foi isolada como um soélido marrom de férmula molecular
C16H1404, correspondendo a presenca de dez insaturagdes. O espectro de RMN de 'H
(EO1 — pagina 29, Tabela 07 — pagina 44) mostrou quatro sinais de hidrogénios de
sistemas aromaticos em 8,22 ppm (d 9,1 Hz), 7,54 ppm (d 2,5 Hz), 7,20 ppm (dd 9,1 e 2,5
Hz) e 6,56 ppm (s) (E02-03 — paginas 29-30), sendo que este ultimo esté isolado e os
outros em um padréo tipico de benzeno 1,3,4 trissubstituido. Mostrou ainda sinais de dois
hidrogénios olefinicos, um em 5,72 ppm (dd 9,5 e 5,0 Hz) e o outro em 6,79 ppm (dd 9,5
e 2,3 Hz) (E03-04 — pagina 30), além de uma hidroxila (5,22 ppm), uma metoxila (3,98
ppm), um hidrogénio metinico (2,79 ppm) (E05 — pagina 31) e uma metila (1,53 ppm)
(E06 — pagina 31). A constante de acoplamento de 9,5 Hz dos hidrogénios olefinicos é
caracteristica de hidrogénios com relagéo cis, enquanto a constante de 2,3 Hz mostra um

acoplamento a longa distancia.

Os espectros de “*C{*H} (E07 — pagina 32, Tabela 07 — pagina 44) e DEPT-135

(E08 — pagina 32) mostraram sinais de dezesseis carbonos, correspondendo a uma
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metila e uma metoxila (14,6 e 55,8 ppm), sete carbonos metinicos (CH), sendo seis sp? e
um sp (38,6 ppm), uma carbonila de éster (171,2 ppm) e seis carbonos de sistemas
aromaticos nao ligados a hidrogénio (C). Com estes dados alguns fragmentos da
molécula podem ser determinados, como a presenca de dois anéis aromaticos, uma
dupla ligacdo presente em um terceiro anel, um grupamento éster, e os trés substituintes,
metila, metoxila e hidroxila, porém nenhuma estrutura conhecida foi reconhecida, por isso

experimentos de RMN 2D foram realizados.

Pelos resultados obtidos de HSQC e HMBC (Tabela 07 - pagina 44, E09-10 —
pagina 33) foi possivel determinar as posi¢des dos hidrogénios em relacéo aos carbonos
a uma e a ligacdo de longa distancia, respectivamente. Para estabelecer a localizacao da
ligacdo dupla, usou-se as correlagées de HMBC do hidrogénio em 6,56 ppm (H-3) com os
carbonos C-5, C-1 e C-10, e observou-se a existéncia de uma e-lactona com as
correlagdes dos hidrogénios da metila com o carbono C-4’ e com a carbonila, de H-8 com
C-1 e de H-5" com C-3 (Figura 06 — pagina 37). A posicdo da metoxila foi determinada
pela correlacdo dos hidrogénios com C-4. A localizacdo da hidroxila foi determinada pela
correlacéo de H-8 com C-6 e C-10 e da correlacdo do hidrogénio da hidroxila com C-6.
Com estes resultados a substancia SA1 foi identificada como sendo uma e-lactona
derivada do naftaleno com nome sistematico 4-metoxi-6-hidroxi-3'-metilnafto[1,2b]Joxepin-
2'(3H)-ona (I). Este esqueleto ndo foi encontrado na literatura, portanto a substancia é

inédita e recebeu 0 nome de aggregatina A.
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MHz) em CDCl; de SA1L.
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E06. Ampliacdo da regido dos hidrogénios da metila do espectro de RMN de 'H (400
MHz) em CDCl; de SA1L.
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Figura 06 . Principais correlacdes observadas no espectro de HMBC de SA1.

A substancia SA2 foi isolada como um sélido verde de formula molecular C15H1404
com dez insaturagdes. Os seus espectros de RMN de 'H (E11 — pagina 35) e HMBC
(Tabela 07 — péagina 44, E13 — péagina 36), foram muito semelhantes aos de SA1 como
pode ser visualizado nos espectros sobrepostos destas substancias (E16-21 — paginas
38-43). As principais diferencas observadas sdo a auséncia do sinal de hidroxila e
presenca de um sinal extra de um hidrogénio de sistema aromatico (6,59, 7,56, 7,62, 8,24
e 8,30 ppm), que faz com que o padrao de substituicdo, inferido pela multiplicidade dos
hidrogénios dos anéis aromaticos, seja diferente entre estes dois compostos. Através da
analise das constantes de acoplamento dos hidrogénios dos anéis aromaticos pode-se
determinar que no composto SA2 o anel benzénico esta 1,2 dissubstituido. A posi¢do da
metoxila foi confirmada pelos resultados apresentados para SAl e também por
experimentos de NOE (E12 — pagina 35) que mostraram que a irradiacdo seletiva desta
causou aumento do sinal de H-3. Portanto esta substancia foi identificada como sendo

outra e-lactona derivada do naftaleno denominada aggregatina B (l1).
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E13. Mapa de correlaco a longa distancia *H-**C (400 MHz) em CDCI; de SA2.

O composto SA3 foi isolado como um solido amarelo de féormula molecular

C17H1604 com dez insaturacdes, e seus espectros de RMN de 'H (E14 — péaginas 37) e

HMBC (E15 - pégina 37, Tabela 07 - pagina 44) foram muito similares aos da substancia

SAl, porém com uma metoxila em 3,96 ppm (s) substituindo a hidroxila.

Consequentemente esta também foi identificada como outra e-lactona derivada do

naftaleno, denominada aggregatina C (lll).
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Como as substancias isoladas SAl1, SA2 e SA3 tém o mesmo esqueleto basico,
os espectros de RMN de 'H foram sobrepostos (E16 — pagina 38) para evidenciar as
diferencas e também as semelhancas. A maior diferenca pode ser visualizada na regiao
dos hidrogénios dos sistemas aromaticos (E17-18 — paginas 39-40), na qual os
deslocamentos quimicos ndo mudam muito, mas as multiplicidades variam,
principalmente para SA2, pois ndo possui substituinte na posi¢do 6, comparada a SAl
(OH) e SA3 (OCHpg), apresentando assim os sinais dos hidrogénios sobrepostos, além
das metoxilas que SAl e SA2 apresentam uma, enquanto que a substancia SA3
apresenta duas (E20 — pagina 42). As semelhancas sdo muito aparentes com 0s sinais
caracteristicos deste esqueleto aparecendo nas trés substancias, H-3 (6,50 ppm, s), H-3’
(2,80 ppm, qdd), H-4’ (5,70 ppm, dd) (E19 — pagina 41) e H-5’ (6,80 ppm, dd), além dos
hidrogénios das metilas em 1,55 ppm (E21 — pagina 43).
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E16. Comparacéo dos espectros de RMN de H (400 MHz, CDCl;) de SA1, SA2 e SA3.
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E17. Ampliacéo da regido dos hidrogénios aromaticos dos espectros de RMN de *H (400
MHz, CDCIl;) de SAL, SA2 e SA3.
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E18. Ampliacéo da regido dos hidrogénios aromaticos dos espectros de RMN de 'H (400
MHz, CDCl;) de SA1, SA2 e SA3.
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E19. Ampliacdo da regido do hidrogénio olefinico dos espectros de RMN de *H (400 MHz,

CDCl;) de SA1, SA2 e SAS.
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E20. Ampliacdo da regido dos hidrogénios carbinélicos dos espectros de RMN de *H (400
MHz, CDCIl;) de SAL, SA2 e SA3.
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E21. Ampliacdo da regido dos hidrogénios da metila dos espectros de RMN de *H (400
MHz, CDCIl;) de SAL, SA2 e SA3.
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Tabela 07. Dados de RMN de 'H, **C e HMBC (400 MHz) em CDCl; de SA1, SA2 e SA3.

SA1 SA2 SA3
Posicdo | *H, & multip. c HMBC 'H, & multip. c HMBC 'H, & multip. c HMBC
(J em Hz) 5 'H-13C (J em Hz) ) 'H-13C (J em Hz) ) 'H-18C
1 - 139,6 - - 139,3 - - 139,6 -
2 - 120,6 - - 122,9 - - 120,6 -
3 6,56 S 1034 14,5510 6,59 s 102,6  1,4,5,10 6,59 s 1034 1,4,5,10
4 - 150,7 - - 151,7 - - 150,9 -
5 | 754d(25 1048 4679 824ddd 519 479 753d(26) 1007 479
' ' ' O s (8,0:1,7:0,6) ' oy ' ' ' 'y
7,57 ddd
6 - 154,6 - ©06013 1267 8,10 - 158,6 -
7,20 dd 7,62 ddd 7,24 dd
7 ©125 1186 5,6,9 46017 1278 5,9 ©22g 1193 5,9
8,31 ddd
8 822d(9.1) 1247 145610 | oo 1224 1,6,10 8,21d(9,2) 1243 16,10
9 - 122,1 - - 1271 - - 122,1 -
10 - 127,6 - - 126,1 - ] 127.4 ]
2 - 171,2 - - 171,2 - - 171,2 -
, 2,79 qdd R 2,80 qdd o 2,79 qdd R
3 | ess023 B8 245 | ggagaz 6 245 | Gasonz 85 245
, 5,72 dd e | 5,78dd S 5,71 dd R
4 (9,5:5,0) 1301 1.2.2.3'5'6")  g540) 1310 2,236 (9550 1299 22,36
, 6,79 dd o 6,83 dd , 6,80 dd ,
5 9523 1291 1334 ©523 1292 1,33 ©523 1291 133
6 1,53d(6,8) 14,6 234 154d(6,8) 14,6 234 1,53d(6,8) 146 2,34
4-OCH; | 3,98s 55,8 4 4,02's 55,6 4 4,01s 55,8 4
6-OCHs - - - - - - 3,96 s 55,5 6
6-OH 5,22 sl - - - - - - -
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As substancias SA1l, SA2 e SA3 sédo inéditas, por isso, experimentos de 1V, UV-vis e

EM foram realizados para comprovacdo da estrutura e obtencdo de todos os dados
espectrométricos.

Os espectros de infravermelho das trés substancias (E22-24 — paginas 45-46)
apresentaram bandas caracteristicas correspondentes a estiramento C-H sendo que este
carbono é sp? (2930-2840 cm™), deformac&o axial C=0 de éster em torno de 1730-1715 cm™,
estiramento C=C (1600-1450 cm™) e deformac&o axial C-O sendo este o carbono da carbonila
do éster (1310-1250 cm™), caracterizando a presenca de grupamento éster e anéis aromaticos
nas moléculas. O espectro de SA1 mostrou ainda uma banda em 3410 cm™, caracteristica da
presenca de hidroxila (SILVERSTEIN et al., 2005).
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E22. Espectro de infravermelho da substancia SAL.
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E24. Espectro de infravermelho da substancia SA3.

Os espectros de ultravioleta das substancias SA1, SA2 (E25 — pagina 47) e SA3 (E26 —

pagina 47) apresentaram trés maximos de absor¢do, SAL em 291, 239 e 208 nm, SA2 em 263,
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233 e 217 nm, e SA3 em 265, 233 e 217 nm. Os resultados de absortividade molar média

foram 6127, 6026 e 4673 Lmol'cm™ para SA1, SA2 e SA3, respectivamente. Estes resultados

mostram que as moléculas possuem duplas ligacdes conjugadas, o anel de naftaleno com mais

uma dupla ligacdo no terceiro anel e dois substituintes no caso de SA1 e SA3, e um para SA2.
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E25. Espectro de ultravioleta da substancia SA2.
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E26. Espectro de ultravioleta da substancia SA3.

47



A massa molar das aggregatinas A, B e C foi confirmada através de espectros de
massas de alta resolucdo. Foram observados os picos em m/z 270,11306 (M*, SA1), 255,1010
(MH", SA2) e 285,1127 (MH", SA3).

O espectro de massas de alta resolu¢cdo de SAl (E27 — pagina 49) foi obtido por
impacto eletrdnico, e mostrou, além do pico do ion molecular, picos referentes a fragmentacao.
Os picos mais importantes foram observados em m/z 227,09500 (pico-base) e m/z 242,11765.
Por outro lado, os espectros de massas de alta resolu¢cdo de SA2 e SA3 (E28-E29 — pagina
49) foram obtidos pela técnica de ionizacdo por spray de elétrons, que ndo mostra a
fragmentagdo diretamente. Por isso foram também obtidos espectros de baixa resolu¢do por
impacto eletrénico (CG-EM). Para o composto SA2, os picos principais foram observados em
m/z 226 e 211 (pico-base), enquanto que para o composto SA3, o pico-base foi observado em
m/z 241. Estes dados sugerem que a fragmentacdo destas substancias esta ocorrendo como
mostrado na figura abaixo (Figura 07 — pagina 48). O ion molecular (B) perde CO, formando um
composto com trés anéis de seis membros (C), que perde o grupo metila por homdlise,

ocorrendo a formacao de um ion, responsavel pelo pico-base, estabilizado por ressonancia (D-

E).
+

-CO SA1l: 242

m/z SA2: 226

‘O SA3: 256

OCHjs OCHj OCHj,
A SA1l: 270
m/z SA2: 254 B .
SA3: 284 l - CHs

+0O~ | +0
90 e
R

OCHs OCHs
E SAL: 227
m/z SA2: 211
SA3: 241

Figura 07 . Proposta de fragmentacéo para as substancias SA1 (R = OH), SA2 (R = H) e SA3
(R = OMe).
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E29. Espectro de massas de baixa resolucéo da substancia SA3.

3.2.2. Determinacéo estrutural da substancia SA4

A substancia SA4 foi isolada como um 6leo amarelo de formula molecular C,oH,,0, com
dez insaturacdes. O seu espectro de RMN de 'H (E30 — pagina 51) revelou a presenca de 20

hidrogénios. Quatro deles na regido de hidrogénios de sistemas aromaticos (7,52, 7,63, 7,75 e
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8,10 ppm) (E31-33 — paginas 52-53), com constantes de acoplamento caracteristicas de um
anel 1,2 dissubstituido. Foram observados ainda dois hidrogénios como dupletos (6,72 e 6,44
ppm) com constante de acoplamento de 9,7 Hz, podendo ser uma ligacdo dupla isolada com
configuracdo cis ou os hidrogénios de um anel aromatico substituido nas posicées 1, 2, 3 e 4
(E34 — péagina 53). Em 4,00 e 3,83 ppm, ha dois dupletos com constante de acoplamento 6,4
Hz (E36 — pagina 54). O valor do deslocamento quimico indica que estes hidrogénios estédo
vizinhos a um oxigénio e pelo valor da constante de acoplamento estdo no mesmo carbono,
devendo ser um grupo metileno. Analisando as multiplicidades e constante de acoplamento de
outros sinais em 5,02 (ddqq 6,8:6,7:1,2:0,7), 3,37 (dd 14,5:6,8 Hz), 3,19 (dd 14,5:6,7 Hz), 1,77
(d 0,7 Hz) e 1,66 ppm (d 1,2 Hz) (E35, E37-38 — paginas 54-55), verificou-se a presen¢a de um
grupamento prenila. E h& ainda um sinal que pode ser atribuido a uma terceira metila isolada

em 1,70 ppm (Figura 08 — pagina 50).

No espectro de *C{*H} (E39 — pagina 56) observou-se 20 sinais, entre estes um sinal
de uma carbonila de cetona a-B-insaturada (183,9 ppm), sinais de mais 12 carbonos sp?
(121,4-143,6 ppm), de dois carbonos ligados a oxigénio (74,8 e 80,6 ppm), de um carbono
ligado a dois oxigénios (99,4 ppm), de um grupo metileno (23,7 ppm) e de trés grupos metila
(17,9, 19,5 e 25,6 ppm).

) ’ " O/R /\/k
=
T T
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Figura 08 . Fragmentos identificados por RMN de 'H na SA4.

O numero de carbonos sp® sugere a presenca de um grupo naftaleno, como nas
substancias anteriores, mas através dos espectros de HSQC e HMBC (E43-44 — pagina 58) foi
observado que havia correlagdo entre o hidrogénio do anel aromético mais desprotegido H-5
(8,10 ppm) com a carbonila (C-4). Os hidrogénios H-1" em 3,19 e 3,37 ppm mostraram
correlagcdo com a carbonila C-4 e o hidrogénio da ligacdo dupla H-5" (6,72 ppm) mostrou
correlagcdo com o carbono vizinho a carbonila C-3 (132,0 ppm). O outro hidrogénio da ligacao
dupla H-4' (6,44 ppm) mostrou correlacdo com o carbono do terceiro grupo metila C-6’ (19,5
ppm) e com o carbono oxigenado C-2’ (74,7 ppm) (Tabela 08 — pagina 60, Figura 09 — pagina
59). Analisando outras correlaces do espectro de HMBC e os dados obtidos dos espectros de

'H e BC{*H}, foi possivel definir a estrutura de SA4 como um derivado de uma naftoquinona
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prenilada, com um grupamento hemiacetal, inédito na literatura cujo home sistemético é 1,3
dihidroxi-3'- metil-3- prenil- 2',3"-dihidronafto [1,2-bJoxepin- 4(1H)-ona, denominada usualmente

de aggregatina D (IV).

HO
10
|

o)

Como o sinal das hidroxilas n&o foi observado nos experimentos de RMN em CDCl;,
devido a elevada acidez do solvente, os espectros de 'H e “*C{*H} também foram adquiridos
em benzeno deuterado (E40-42 — paginas 56-57, Tabela 08 — pagina 60). Com isto, o sinal da

hidroxila foi visualizado em 3,39 ppm.
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E30. Espectro de RMN de *H (400 MHz) em CDCl; da SA4.
49 dd 2988
00 O 0 O W W
IR NN
8.1‘30 8.]‘_25 8.]‘_20 8.]‘_15 8.3‘_10 8.3‘_05 8.]‘_00 8.695 8.690 8.(;85 | ppm

E31. Ampliacdo da regigo dos hidrogénios aromaticos do espectro de RMN de *H (400 MHz)

em CDCIl; da susbtancia SA4.
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E32. Ampliacdo da regigo dos hidrogénios aromaticos do espectro de RMN de *H (400 MHz)
em CDCIl; da susbtancia SA4.
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E33. Ampliagdo da regido dos hidrogénios aromaticos do espectro de RMN de 'H (400 MHz)
em CDCl; da susbtancia SA4.
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E34. Ampliacéo da regi&io dos hidrogénios olefinicos do espectro de RMN de *H (400 MHz) em

CDCI; da susbtancia SA4.
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E35. Ampliacéo da regido dos hidrogénios olefinicos do espectro de RMN de *H (400 MHz) em

CDCl; da susbtancia SA4.
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E36. Ampliacdo da regido dos hidrogénios carbindlicos (3,82-4,04 ppm) do espectro de RMN

de 'H (400 MHz) em CDCl; da susbtancia SA4.
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E37. Ampliacdo da regido dos hidrogénios carbindlicos (3,82-4,04 ppm) do espectro de RMN

de 'H (400 MHz) em CDCl; da susbtancia SA4.
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E38. Ampliacdo da regido dos hidrogénios das metilas (1,63-1,80 ppm) do espectro de RMN de
'H (400 MHz) em CDCl; da susbtancia SA4.
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E39. Espectro de RMN de **C{*H} (50 MHz) em CDCl; da SA4.
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E41. Ampliacdo da regido do hidrogénio da hidroxila (3,39 ppm) do espectro de RMN de *H

(400 MHz, CsDg) da substancia SA4.
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E42. Espectro de RMN *C{*H} (100 MHz, CsDs) de SA4.
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E43. Mapa de correlacdo direta *H-"*C (400 MHz, CDCl;) da SA4.
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E44. Mapa de correlacdo a longa distancia *H-**C (400 MHz, CDCl;) da substancia SA4.

Figura 09 . Principais correlacdes observadas no espectro de HMBC de SA4.

59



Tabela 08. Dados de RMN *H, *C e HMBC (400 MHz) em CDCl; e C¢Ds de SA4.

Posicio 'H, &; multip. 'H, &; multip. 3C s 3C s I1-|M183C
CDCl4 CsDe CDCl4 CsDs H-~C
1 - - 99,4 100,0 -
2 - - 143, 143,9 -
3 - - 132,0 132,4 -
4 - - 183,9 183,6 -
S (7%?,2:%?5) (7?55,2:%?5) 1264 126,7 47,9
oSS, M s me en
! (7Té?3,2:(1?4) (7?5?,23?4) 1328 1325 59
8 (11305 (81805 1259 1265 16910
9 - - 131,7 132,3 -
10 - - 137,7 138,7 -
o 3,83d (6,4) 3,44 d (6,4) 748 749 3,4,6
4,00 d (6,4) 3,57 d (6,4) 1,3, 4
3 - - 80,6 80,4 -
4 6,44 d (9,7) 581d(97)  139,6 1395 2,2.3,6
5 6,72 d (9,7) 652d(9,7) 1239 124,2 1,33
6’ 1,70 s 1,18 s 19,5 19,2 2, 3,4
2,4,2",
3,19 dd (14,5:6,7) 3,46 dd (14,4:7,2) 3"
1” 23,7 24,0
3,37 dd (14,5:6,8) 3,26 dd (14,4:6,7) 2.4,2"
3
2 (6,85:'23),27:(1(?3:%,7) (75216533?(1(14) 121.4 122,4 > 15 “
3” - - 132,6 132,4 -
4 1,66 d (1,2) 1,52 d (1,4) 25,7 25,7 2" 3", 5"
5” 1,77 d (0,7) 1,72 s 17,9 18,1 2", 3", 4"
OH 1,56 s 3,45s - - -

Da mesma forma que as substancias anteriores, esta é inédita com um esqueleto novo,

consequentemente outras analises foram realizadas (IV, UV-vis, EM).
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O espectro de infravermelho de SA4 (E45 — pagina 61) apresentou bandas
caracteristicas de vibracdo de deformacao axial O-H (3416 cm™) e C-H de aromatico em 2936
cm™. Em 1649 cm™ h4a uma banda da deformacéo axial C=C, e uma banda caracteristica de
deformac&o angular no plano de O-H aparece em 1309 cm™. H4 ainda uma banda em 1070
cm™ caracteristica da deformacdo axial assimétrica da ligacdo éster (C-O-C) e outra da

deformac&o angular fora do plano de C-H sendo este carbono sp? em 937 cm™ (SILVERSTEIN
et al., 2005).

O espectro de ultravioleta de SA4 (E46 — pagina 62) apresentou dois maximos de
absorcdo em 219 e 229 nm, resultando em uma absortividade molar média de 5129,5

Lmol*cm™. Estes resultados mostram a presenca de duplas ligages conjugadas.

A massa molar foi confirmada através do espectro de massas de alta resolugédo, obtido
pela técnica de ionizagdo de spray de elétrons, que mostrou o pico em m/z 349.1416 (MNa")

(E47 — pagina 62). Nao foi possivel obter o espectro de massas de baixa resolucdo para esta
molécula.
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E45. Espectro de infravermelho da substancia SA4.
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E46. Espectro de ultravioleta da substancia SA4.
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E47. Espectro de massas de alta resolugéo da substancia SA4.

3.2.3. Estudo conformacional e determinacdo da este

substancias SA1, SA2, SA3 e SA4.

reoquimica absoluta das

Quiralidade € um fator decisivo em muitos aspectos de funcionamento de organismos

vivos. Como consequéncia, esta tem papel importante na indudstria farmacéutica, e o

desenvolvimento de novos métodos para determinar a configuracdo absoluta de moléculas

quirais é de muito interesse (KWIT et al., 2009). A auséncia de simetria tridimensional que

caracteriza as moléculas quirais é responsavel pelo comportamento de enantidbmeros frente a

campos eletromagnéticos. O fenbmeno de rotacdo Otica e dicroismo circular tém sido

amplamente utilizados por muitos anos na determinacdo da configuracdo absoluta de varias
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classes de moléculas quirais. Quando uma nova molécula é obtida, a sua configuracdo
absoluta pode ser determinada comparando-se o0 seu espectro de dicroismo circular com o
espectro de moléculas semelhantes cuja estereoquimica é conhecida. A analise de raios-X
também fornece informacdes sobre a estereoquimica absoluta, mas exige a obtencdo de um
monocristal e a molécula deve incorporar quantidade suficiente de um &tomo pesado para
permitir medidas confiaveis. No caso de compostos nao cristalinos, uma alternativa € a sintese
total de um estereoisdémero conhecido seguido de comparacéo dos seus espectros com os da
amostra. Infelizmente, isto é frequentemente caro e demanda muito tempo. Por essas razbes
seria de valor inestimavel a possibilidade de predizer a estereoquimica através de calculos
tedricos confiaveis. Muitos métodos teoricos ab initio sdo bem estabelecidos como ferramentas
essenciais para o entendimento e previsdo dos fenbmenos quimicos, como cinética de reacéo
e espectroscopia (CRAWFORD et al., 2007).

O desenvolvimento rapido de novos métodos tedricos e um aumento no poder
computacional observado durante a Ultima década levou ao uso de calculos avangados nao
somente para modelos, ou compostos simples, mas também para moléculas reais, produtos de
sintese, ou ainda substancias naturais. A abordagem experimental/tedrica emerge agora como
um método geral e conveniente para a determinacdo da estereoquimica absoluta, onde a
selecdo de um método de calculo adequado é baseada nos dados da literatura e acima de tudo
0 COmMpPromisso entre a precisdo e o custo computacional. E conhecido que a conformac&o das
moléculas tem uma influéncia substancial nas propriedades fisicas e quimicas. Assim, além da
adequacdo do método computacional usado para calcular as propriedades 6éticas, a andlise
conformacional confiavel é de extrema importancia para se chegar a resultados préoximos

daqueles experimentais (KWIT et al., 2009).

Recentemente, a aplicacdo da metodologia ab initio da teoria da densidade funcional
para calcular estes dados tem aumentado a confiabilidade com estas técnicas computacionais
e conseqgientemente sua utilidade na determinacdo da configuracdo absoluta de moléculas
quirais (McCANN & STEPHENS, 2006).

Devido ao fato dos compostos isolados possuirem um esqueleto inédito e ndo usual, e
os espectros de RMN de 'H n#o terem fornecido informacéo suficiente para determinar a
estereoquimica relativa destas moléculas, calculos computacionais de densidade funcional e
rotacdo Otica foram realizados para encontrar a conformagdo menos energética e as

configuracao relativa e absoluta das moléculas.

O anel de sete membros das e-lactonas SAl, SA2 e SA3, pode adotar duas

conformacdes diferentes, com o grupo metila em pseudoaxial ou pseudoequatorial (Figura 10 —
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pagina 64). Estudos computacionais de modelagem molecular mostraram que a conformacao
menos energética relativa as outras (0.000 kJmol'), é a que possui a metila em
pseudoequatorial (Tabela 09 — pagina 65), o que é mais provavel de ocorrer. Esta conformacao
foi confirmada por experimentos de NOE 1D. Irradiacdo seletiva da freqiiéncia de ressonéncia
do hidrogénio H-4' (E48 — pagina 65) causou somente aumento do sinal dos hidrogénios da
metila. Além disso, irradiacdo seletiva do H-3' (E49 — pagina 66) ndo causou aumento do sinal
de H-4".

Figura 10 . Exemplos da conformacao mais energética (A), menos energética e dados de NOE
1D (B) para a substancia SA2, os quais se repetem para as substancias SA1 e SA3.

ApoOs a otimizagdo da geometria a rotacdo Otica dos isbmeros R e S foi calculada,
usando o método proposto por Pedersen e Hansen (PEDERSEN & HANSEN, 1995). Os
resultados mostraram que o isbmero S de SALl, SA2 e SA3 deve ser dextrorotatério. Como o
sinal obtido da andlise experimental destes compostos foi positivo, a configuracdo absoluta foi
assinalada como 3'S (Tabela 09 - pagina 65).
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Tabela 09. Dados de estabilidade e rotagdo Gtica de SA1, SA2 e SAS.

Posicao da metila Energia relfaltiva % () % ()
(kJmol ™) Tedrico  Experimental

SA1l (R) equatorial 0.000 - 149.950

SA1 (R) axial 11.179 - 23.150

SA1 (S) equatorial 0.000 + 149.950 + 37.60
SALl (S) axial 26.956 -5.390

SA2 (R) equatorial 0.000 -117.440

SA2 (R) axial 11.273 - 61.090

SA2 (S) equatorial 0.000 +116.850 +53.85
SA2 (S) axial 15.485 - 81.500

SA3 (R) equatorial 0.000 - 182.990

SA3 (R) axial 11.131 +28.010

SA3 (S) equatorial 0.000 +183.130 +52.00
SA3 (S) axial 16.848 - 0.970

T ‘%
| il
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm

E48. Espectro de NOE (CDClI3, 400 MHz) da SA1 irradiando o hidrogénio H-4’ (5,72 ppm).
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E49. Espectro de NOE (CDCl3, 400 MHz) da SA1 irradiando o hidrogénio H-3’ (2,79 ppm).

A substancia SA4 tem 0 mesmo esqueleto carbdnico que SALl, SA2 e SA3 e por isso
foram realizados além de experimentos de RMN, célculos computacionais de rotacdo o6tica e
densidade funcional para determinar a conformagdo menos energética e a configuracédo

absoluta.

A configuracéo relativa de SA4 poderia ter sido determinada por RMN de 'H se os
carbonos quirais da molécula ndo fossem quaternarios. Sem a presenca de hidrogénios nestes,
0s resultados iniciais apresentados por esta técnica foram inconclusivos, por isso, outros
experimentos (RMN, analise de modelos moleculares e célculos computacionais) foram

realizados para a obtencéo destes dados.

Os grupos hidroxila desta molécula podem estar em relacdo trans ou cis. Para o0s
isbmeros trans (uma hidroxila para cada lado do plano da molécula), estudos de modelos
moleculares e computacional ab initio, mostraram que, devido ao impedimento estérico entre a
hidroxila (C-1) e a metila (C-3") (Figura 11 — pagina 67), somente uma conformacéo é possivel,
com a metila em pseudoequatorial e a hidroxila em pseudoaxial. Entretanto, os aumentos de
intensidade de sinal observados nos experimentos de RMN de NOE 1D foram incompativeis

com esta possibilidade. Por outro lado, os isémeros cis (duas hidroxilas para o0 mesmo lado do

66



plano da molécula) podem adotar duas conformacdes principais, com a hidroxila em C-3' em
pseudoaxial ou pseudoequatorial. Para o primeiro ocorre uma ligacdo de hidrogénio
intramolecular com a hidroxila em C-1, mas nenhum sinal tipico (~12 ppm) foi observado nos
espectros de RMN de H adquiridos tanto em CDCI; quanto em CgDg. Adicionalmente, os
dados obtidos dos experimentos de NOE foram incompativeis com este conférmero, mas em
total acordo com o outro (hidroxila em pseudoequatorial). A irradiacdo seletiva do hidrogénio
em 3,83 ppm (E50 — pagina 68) mostrou uma forte intensificagdo do sinal da metila (1,70 ppm)
e uma fraca intensificacao do sinal de H-8. Além do mais, uma irradiacdo seletiva do hidrogénio
em 4,00 ppm (E51 — pagina 68) causou um aumento do sinal de H-4’ e somente um pequeno
aumento do sinal da metila, da mesma forma que a irradiagéo seletiva da metila (1,70 ppm)
causou um aumento significativo do sinal em 3,83 ppm (E53 — pagina 69). Estes resultados
suportam o isdbmero cis com a metila na posicdo pseudoaxial e a hidroxila em
pseudoequatorial. E também, irradiacdo seletiva de H-2" (E52 — pagina 69) causou aumento do
sinal de H-5’, sugerindo que o grupo prenila est4 na posic¢ao indicada na Figura 11— pagina 67.

Similarmente as e¢-lactonas, utilizando o método proposto por Pedersen e Hansen
(PEDERSEN & HANSEN, 1995), calculos de rotacdo 6tica predisseram que o isbmero 1R, 3'S
deve ser levorotatorio (-49.29°). O composto SA4 mostrou um desvio 6tico negativo (-27.27°),

entdo a configuracdo absoluta foi assinalada como 1R, 3'S.

Figura 11. Exemplo da conformacdo mais energética (A), menos energética e dados de NOE
1D (B) da substancia SA4.
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E50. Espectro de NOE (CDCl3, 400 MHz) de SA4 irradiando o hidrogénio em 3,83 ppm.
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E51. Espectro de NOE (CDCl3, 400 MHz) de SA4 irradiando o hidrogénio em 4,00 ppm.
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E52. Espectro de NOE (CDCl3, 400 MHz) de SA4 irradiando o hidrogénio em 5,02 ppm.
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E53. Espectro de NOE (CDCl;, 400 MHz) de SA4 irradiando o hidrogénio em 1,70 ppm.
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As substancias 1-4 foram isoladas pela primeira vez neste trabalho e os seus dados
espectrométricos foram publicados recentemente no Journal of Natural Products (VERDAN et
al., 2010).

3.2.4. Identificacao das substancias SA5, SA6, SA7 e SA8

O composto SA5 foi isolado como um sélido alaranjado. O seu espectro de RMN de 'H
(E54 — pagina 72) mostrou sinais de um grupo metila ligado a anel aromatico em 2,53 ppm (sl),
uma metoxila em 3,99 ppm (s) e de seis hidrogénios de anéis arométicos (7,27, 7,59, 7,72,
8,09, 8,20 e 8,26 ppm) (E55-57 — péagina 73-74). Aparecem ainda sinais de uma impureza
alifatica na regido de 0,80-1,25 ppm e um sinal largo em 1,58 ppm que pode ser atribuido a
agua presente no solvente. Os dados de RMN de *C{'H} (E58 — péagina 74) mostraram a
presenca de 12 sinais correspondentes a dois anéis aromaticos (109,9-164,2 ppm), dois sinais
de grupos carbonila (182,1 e 183,6 ppm), um sinal de grupo metoxila (55,9 ppm) e um sinal de
grupo metila (21,8 ppm). A presenca de dois grupos carbonila e doze carbonos de anéis
aromaticos sugeriram um esqueleto de antraquinona para essa substancia. A analise da
multiplicidade e das constantes de acoplamento dos hidrogénios dos sistemas aroméaticos
levou a conclusdo que havia dois anéis aromaticos trissubstituidos nas posi¢cbes 1, 2 e 4,
confirmando a presenca de uma antraquinona. A posi¢cdo dos grupos substituintes foi
determinada por experimentos de HSQC e HMBC (Tabela 10 — pégina 71, E59-60 — pagina
75). No mapa de correlagéo 'H-*C a longa distancia pode-se observar que os hidrogénios da
metoxila (3,99 ppm) mostraram correlagdo apenas com o carbono em 164,2 ppm, enquanto
que o hidrogénio H-6 (7,27 ppm) mostrou correlagdo com os carbonos C-7, C-8 e C-10a,
confirmando a posi¢do da metoxila como sendo no carbono C-7. Também por este experimento
pode-se determinar a posi¢cdo da metila em C-2, pois os seus hidrogénios mostraram uma
correlacdo muito forte com C-2, e uma um pouco mais fraca com C-1 e C-3. A posicao relativa
dos grupos carbonila foi determinada pelas correlagées dos hidrogénios H-1, H-4, H-5 e H-8
com estas (C-9 e C-10), os hidrogénios H-1 (8,09 ppm) e H-8 (7,72 ppm) mostraram correlacao
com a carbonila C-9 (183,6 ppm), enquanto que os hidrogénios H-4 (8,20 ppm) e H-5 (8,26
ppm) mostraram correlacdo com a carbonila C-10 (182,1 ppm) (Figura 12 — pagina 72). Desse
modo a estrutura de SA5 foi determinada como sendo 7-metoxi-2-metilantraquinona (V). Essa
estrutura foi confirmada por comparacao com dados da literatura. Esta substancia ja foi isolada

de outra espécie de Sinningia, S. speciosa (VERDAN et al., 2009).

70



Tabela 10. Dados de RMN *H, *C e HMBC (400 MHz) em CDCl; de SA5 e comparagio com
dados da literatura (* VERDAN et al., 2009).

Posicio 'H, & multip. 'H, & multip. B“c ®c HMBC
(J em Hz) (J em Hz)* 5 5 'H-13C
1 8,09 dq (1,8:0,6) 8,09 d (0,6) 127,4 1275 3,4a, 9, CH;
2 - - 144,7 1447 -
3 7,59 ddd (7,9:1,8:0,7) 7,60dd (7,9:0,6) 135,0 1350 1, 4a, CHs
4 8,20d (7,9) 8,20 d (7,9) 127,3 127,4  2,9a, 10
4a - - 131,7 1314 -
5 8,26 d (8,6) 8,26 d (8,6) 129,6 129,7 7, 8a, 10
6 7,27 dd (8,6:2,7) 7,27dd (8,6:2,7) 121,2 1211 7,8, 10a
7 - - 164,5 164,2 -
8 7,72d (2,7) 7,73d(2,7) 109,9 109,9 6,7,9, 8a,10a
8a - - 135,8 139,7 -
9 - - 183,8 183,6 -
9a - - 133,6 1334 -
10 - - 182,1 182,1 -
10a - - 127,2 127,2 -
CH 2,53 sl 2,54 sl 21,8 249 1,2,3
OH - - - - -
OCH; 3,99s 3,99s 56,1 55,9 7

71



Figura 12 . Principais correlacdes observadas no mapa de correlacdes *H-*C a longa distancia
da SA5.
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E54. Espectro de RMN de *H (CDCl;, 400 MHz) da substancia SAS5.
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E55. Ampliacao da regido dos hidrogénios aromaticos (8,08-8,28 ppm) do espectro de RMN de

'H (400 MHz, CDCI;) da substancia SA5.
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E56. Ampliacdo da regido dos hidrogénios aromaticos (7,56-7,77 ppm) do espectro de RMN de

'H (400 MHz, CDCI;) da substancia SA5.
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E57. Ampliacédo da regido dos hidrogénios aromaticos (7,24-7,30 ppm) do espectro de RMN de
'H (400 MHz, CDCl;) da substancia SAS5.
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E58. Espectro de RMN de **C{*H} (50 MHz) em CDCl; da SA5.
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E60. Mapa de correlacdo *H-"*C a longa distancia (CDCls;, 400 MHz) da substancia SA5.
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O composto SA6 também foi isolado como um sélido amarelo. O seu espectro de RMN
de 'H (E61 — pagina 78) mostrou sinais de um grupo metila ligado a anel aroméatico em 2,55
ppm (sl) e de sete hidrogénios arométicos (7,61-8,31 ppm), sendo muito similar a substancia
SA5. Aparecem ainda sinais de uma impureza alifatica na regiao de 0,80-1,25 ppm. Os dados
de RMN de **C foram obtidos pelo experimento de HMBC (E62 — péagina 78), no qual foram
observados 12 sinais correspondentes a dois anéis aromaticos (126,6-145,5 ppm), dois sinais
de grupos carbonila (183,1 e 183,6 ppm) e um sinal de grupo metila (21,8 ppm). A presenca de
dois grupos carbonila e doze carbonos aromaticos sugeriram também um esqueleto de
antraquinona para essa substancia. A analise da multiplicidade e das constantes de
acoplamento dos hidrogénios arométicos sugeriu que a metila esta na posicao 2 (Tabela 11 —
pagina 77). O hidrogénio em 8,11 ppm se desdobra em um dg com uma constante de
acoplamento meta (1,8 Hz) com H-3 e uma constante menor (0,6 Hz) que caracteriza uma
correlacdo a longa distancia com os hidrogénios da metila. Adicionalmente o hidrogénio H-4 em
8,22 ppm ndo possui uma constante de acoplamento meta o que sugere a auséncia de
hidrogénio na posi¢cdo 2 confirmando a posicdo da metila em C-2. Isto também pode ser
visualizado pelo experimento de HMBC (Figura 13 — pagina 77) no qual os hidrogénios da
metila mostraram uma forte correlacdo com C-2 (145,5 ppm), confirmando a estrutura da SA6
como sendo 2-metilantraquinona (VI). Essa estrutura foi confirmada por comparagdo com
dados da literatura. Esta antraquinona ja foi isolada anteriormente do tronco de Morinda lucida
(Rubiaceae) (ADESOGAN, 1973), do extrato metandlico das hastes de Chirita longgangensis
var. hongyao (Gesneriaceae) (WANG et al., 2006) e dos caules de Tectona grandi

(Verbenaceae), da qual recebeu o nome de tectoqguinona (MOREIRA et al., 2006).

O

VI
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Tabela 11. Dados de RMN *H, **C e HMBC (400 MHz) em CDCl; de SA6 e comparacio com
dados da literatura (* MOREIRA et al., 2006).

Posicio 'H, & multip.  *H, & multip. Bc Bc HMBC
(J em Hz) (J em Hz)* 5 3 'H-1°C
1 (81’,18%0‘1?) 8,11d(1,3) 127,5 1274 3, 4a, CHs
2 - - 1455 1452 -
3 (71'9?11,3%‘?'7) 7,60d (8,00 1351 1349 2, 4, 4a, CH;
4 8,22 d (7,9) (%”%?1‘??‘3) 1274 1275 2, 4a 9a
4a - - 131,2 131,3 -
5 8,31 m 8,31 m 126,6 127,1 7, 8a, 10
6 7,79 m 7,79 m 133,9 133,9 8, 10a
7 7,79 m 7,79 m 133,9 134,0 5, 8a
8 8,31 m 8,31 m 126,6 127,1 6,9, 10a
8a - - 133,8 133,6 -
9 - - 183,6 1834 -
%a - - 133,4 133,4 -
10 - - 183,1 183,0 -
10a - - 133,8 133,6 -
CH;s 2,55 sl 2,54's 21,8 219 1,2,3

Figura 13 . Principal correlacdo observada no espectro de HMBC de SA6.

77



|
|

8.32
8.31
8.31
8.30
8.23
8.21
8.12
8.11
7.81
7.80
7.79
7.79
7.62
7.61
7.64
7.59
— 255

il

10 9 8 7 6 5 4 3

E61. Espectro de RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz) da substancia SA6.
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E62. Mapa de correlagéo *H-"*C a longa distancia (CDCls;, 400 MHz) da substancia SAG.
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A substancia SA7 foi isolada como um sélido vermelho. Os espectros de RMN de 'H e
BC{'H} (E63-64 — pagina 81) mostraram-se muito similares aos da SA5. A principal diferenca é
a presenca de uma hidroxila (1,94 ppm) e a auséncia da metoxila. Com base nos dados de
HMBC (Tabela 12 — pagina 80) confirmou-se a estrutura desta substancia como 7-hidroxi-2-
metilantraquinona (VII). Este composto j& foi isolada do extrato em cloroférmio das raizes de
Rubia tinctorum (Rubiaceae) (KAWASAI et al., 1990) e também do extrato em metanol das

hastes de Chirita longgangensis var. hongyao (Gesneriaceae) (WANG et al., 2006).
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Tabela 12. Dados de RMN 'H, **C e HMBC (400 MHz, CDCl; + MeOH-D,) de SA7 e

comparacéo com dados da literatura em DMSO-Dg (* KAWASAKI et al., 1990).

Posico 'H, & multip. 'H, & multip. Bc Bc HMBC
(J em Hz) (JemHz) * 5 5" 'H-C

1 8,07d (1,2) 7,92 m 127,5 127,1 3,4a, 9

2 - - 145,6 145,0 -

3 7,56 dd (7,9:1,2)  7,68d (7,8) 135,8 1355 1, 4a, CH,

4 8,13d (7,9) 8,03d (7,8) 127,3 127,1 2, 9a, 10
4a - - 131,5 131,3 -

5 8,17 d (8,6) 8,06 d (8,5) 130,3 130,1 7, 8a, 10

6 7,15dd (8,6:2,5) 7,23dd (8,5:2,4)  121,7 121,8 8, 10a

7 - - 163,7 163,5 -

8 7,54 d (2,5) 7,47 d (2,4) 113,0 112,5 6,9, 10a
8a - - 134,4 135,6 -

9 - - 184,1 183,3 -

%a - - 133,9 133,3 -

10 - - 182,7 181,5 -
10a - - 131,1 125,5 -
CHjs 2,53s 2,50 s 21,9 21,3 1,2,3
OH 1,94 s 11,0 sl - ; ]
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E63. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl; + MeOH-D,) da substancia SA7.
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E64. Espectro de RMN de *C{*H} (50 MHz, CDCls+ MeOH-D,) da substancia SA7.
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A substancia SA8 foi isolada como um sélido amarelo. Seus espectros de RMN de
'H (E65 — pagina 84), HSQC (E66 — pagina 84) e HMBC (E67 — pagina 85) foram muito
parecidos com os da substancia SA6. Foram observados sinais de seis hidrogénios de
sistemas aromaticos, sendo quatro com multiplicidades tipicas de um anel aromatico 1,2-
dissubstituido e dois deles acoplados entre si, com uma constante de acoplamento de 7,7
Hz, indicando uma relacéo orto. A principal diferenca € a presenca de um sinal em 12,97
ppm, caracteristico de hidroxila fazendo ligacdo de hidrogénio. Considerando-se a
multiplicidade dos hidrogénios aromaticos no espectro de RMN de 'H, essa hidroxila deve
estar no C-1. A andlise dos dados de HMBC (Tabela 13 — pagina 83) e comparagdo com
dados da literatura permitiram confirmar esta hipotese, embora o espectro ndo tenha tido
boa qualidade devido a pequena quantidade isolada. Portanto SA8 foi identificada como
1-hidroxi-2-metilantraquinona (VIII). Esta substancia ja foi isolada anteriormente de varias
plantas, como das raizes de Rubia cordifolia var. pratensis (ITOKAWA et al., 1989) e das
raizes inoculadas com Agrobacterium rhizogenes de Plocama pendula (FRAGA et al.,
2009), ambas as espécies pertencem a familia Rubiaceae, além de uma espécie de
Gesneriaceae, Streptocarpus dunnii (SHERIDAN et al., 2011).
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Tabela 13. Dados de RMN de 'H, *C e HMBC (400 MHz) em CDCl; de SA8
comparac&o com dados da literatura (* ITOKAWA et al., 1989; > FRAGA et al., 2009).

Posicio 'H, & multip. H, & multip. Bc Bc HMBC
(J em Hz) (JemHz)* 3 5° 'H-C

1 - - 161,2 161,2 -

2 - - 115,1 115,3 -

3 7,55dq (7,7:0,8) 7,54d(7,6) 1373 137,3 1, 4a

4 7,76 dd (7,7:.0,3) 7,76d(7,6) 1193 119,3 2, 9a, 10
da ; - 131,1 131,4 -

5 8,32 m 8,33 m 127,8 126,9 7

6 7,80 m 7,81 m 134,2 134,0 n/obs

7 7,79 m 7,79 m 134,2 134,6 n/obs

8 8,29 m 8,29 m 127,2 127,4 n/obs
8a - - n/obs 133,3 -

9 - - n/obs 189,0 -
9a - - 135,0 135,0 -

10 - - 182,5 182,5 -
10a - - n/obs 133,8 -
CH; 2,39 dd (0,8:0,3) 2,39s 16,1 14,1 1, 3,9
OH 12,97 d (0,5) - - - 1,2, 9a

n/obs = ndo observado
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E65. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) da substancia SA8.
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E66. Mapa de correlacdo direta *H-"*C (CDCl;, 400 MHz) da substancia SAS.
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E67. Mapa de correlagdo *H-"*C a longa distancia (CDCl;, 400 MHz) da substancia SAS.

As quatro substancias SA5, SA6, SA7 e SA8 possuem 0 mesmo esqueleto basico
de antraquinona, por isso seus espectros de RMN de 'H (E68 — péagina 86) foram
sobrepostos para mostrar as principais diferencas e semelhancas. A diferenca mais
visivel esta nas substituicdes, SAS5 possui uma metila (2,53 ppm) e uma metoxila (3,99
ppm), SA6 possui apenas uma metila (2,55 ppm), enquanto que SA7 e SA8 possuem
uma metila e uma hidroxila. Todas as moléculas possuem uma metila na posi¢cdo C-2
(E69— pagina 87), que pode ser bem visualizada no espectro, porém a substancia SA8
tem o sinal um pouco protegido (2,39 ppm) por causa da presenca da hidroxila na
posicdo C-1 (12,97 ppm). Além do mais, todas as substancias apresentam sinais de
hidrogénios de sistemas aromaticos, variando um pouco o0s deslocamentos e

multiplicidades devido aos diferentes substituintes (E70-71 — pagina 88-89).

85



SA5

SA6

SA7

SA8

N . uix_;

E68. Espectros de RMN de 'H das substanicas SA5, SA6, SA7 e SAS.
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E69. Ampliacdo da regido das metilas (2,30-2,60 ppm) dos espectros de RMN de *H das
substancias SA5, SA6, SA7 e SA8.
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E70. Ampliacdo da regido dos hidrogénios aromaticos (7,95-8,45 ppm) dos espectros de
RMN de 'H das substancias SA5, SA6, SA7 e SAS.
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E71. Ampliacdo da regido dos hidrogénios aromaticos (7,00-8,00 ppm) dos espectros de
RMN de 'H das substancias SA5, SA6, SA7 e SAS.
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3.2.5. Identificag@o da substancia SA9

A substancia SA9 foi isolada como um 6leo avermelhado, de férmula molecular
CsH1003 (154,164 gmol™). O seu espectro de RMN de *H (E72 — pagina 92) apresentou-
se muito diferente das substancias anteriores, por ndo possuir hidrogénios de sistemas
aromaticos. Este espectro mostrou sinais de dois hidrogénios olefinicos um em 6,77 ppm
(dd 10,2:1,4 Hz) e o outro em 6,02 ppm (d 10,2 Hz) (E73 — pagina 93), sugerindo uma
ligacdo dupla com estereoquimica cis. Ha ainda sinais de trés hidrogénios carbindlicos
em 4,25 ppm (ddd 5,8:4,7:1,4 Hz) (E74- pagina 93), 4,08 ppm (ddd 8,6:8,3:6,6 Hz) e 3,96
ppm (ddd 8,6:8,1:6,4 Hz) (E75 — péagina 94) e de dois grupos metilénicos em, 2,78 (dd
16,8:4,7 Hz), 2,61 (dd 16,8:5,8 Hz) (E76 — pagina 94), 2,34 (ddd 13,1:8,3:6,4 Hz) e 2,23
(ddd 13,1:8,1:6,6 Hz) (E77 — pagina 95).

Os espectros de RMN de C{'H} e DEPT-135 (E78-79 — paginas 95-96)
mostraram a presenca de oito carbonos, sendo uma carbonila de cetona a,3 insaturada
em 197,8 ppm, dois carbonos sp? (149,0 e 127,8 ppm), trés carbonos oxigenados (um
nao ligado a hidrogénio em 74,4 ppm, um metinico em 80,8 ppm e um metilénico em 66,0

ppm), além de dois carbonos metilénicos (39,6 e 39,0 ppm).

Analisando os espectros de HSQC (E80 — péagina 96) e HMBC (E81 — pagina 97),
pode-se correlacionar os dados obtidos dos experimentos 1D e determinar a estrutura de
SA9 como sendo uma cicloexenona com um anel de tetraidrofurano. As principais
correlacdes observadas no espectro de HMBC foram entre o hidrogénio H-3 e o carbono
da carbonila (C-1), os hidrogénios H-6 e H-8 com o carbono quaternario C-4, o hidrogénio
H-5 com o carbono C-8 e os hidrogénios H-7 com o carbono sp® C-3 (Figura 14 — pagina
92, Tabela 14 — pagina 91).

Uma busca na literatura permitiu confirmar a estrutura da SA9 como sendo a
halleridona (IX). Esta substancia ja foi isolada anteriormente das folhas de Halleria lucida
da familia Scrophulariaceae (MESSANA et al., 1984) e das partes aéreas de Teucrium
decipiens da familia Lamiaceae (BELLAKHDAR et al., 1988).
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Tabela 14. Dados de RMN de *H, *C e HMBC da substancia isolada SA9 e comparacéo
com dados da literatura (* MESSANA et al., 1984).

o 'H, &; multip. 'H, &; multip. 3¢ 3¢ HMBC
Posicao 1 1 1,4 13
(J em Hz) (J em Hz) ) ) H-~C

1 - - 197,8 197,7 -
2 6,02 d (10,2) 6,02d(10)  127,8 127,6 1,2,3
3 6,77 dd (10,2:1,4) 6,86 dd 149,0 149,2 1,4,7
4 - - 74,4 74,7 -
5 4,25ddd (5,8:4,7:1,4) 4,28dt(1,5) 80,8 80,8 1,4,5,7,8
6a 2,61 dd (16,8:5,8)

2,70 m 39,6 39,7 1,3,4,6
6b 2,78 dd (16,8:4,7)
7a 2,23 ddd(13,1:8,1:6,6)

2,30l 39,0 39,2 3,4,5,8
7b 2,34 ddd(13,1:8,3:6,4)
8a 3,96 ddd(8,6:8,1:6,4)

3,96 l 66,0 65,9 3,4,7
8b 4,08 ddd(8,6:8,3:6,6)
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E72. Espectro de RMN de H (CDCl;, 400 MHz) da substancia SA9.
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E73. Ampliacdo da regido dos hidrogénios olefinicos (5,90-6,90 ppm) do espectro de
RMN de 'H (CDCls;, 400MHz) de SA9.
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E74. Ampliacdo da regido dos hidrogénios carbindlicos (4,22-4,28 ppm) do espectro de
RMN de 'H (CDCls;, 400MHz) de SA9.
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E75. Ampliacdo da regido dos hidrogénios carbindlicos (3,90-4,14 ppm) do espectro de

RMN de 'H (CDCls;, 400MHz) de SA9.
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E76. Ampliagdo da regido dos hidrogénios metilénicos (2,55-2,85 ppm) do espectro de

RMN de 'H (CDCls, 400MHz) de SA9.
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E77. Ampliacdo da regido dos hidrogénios metilénicos (2,18-2,39 ppm) do espectro de

RMN de 'H (CDCl;, 400MHz) de SA9.
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E78. Espectro de RMN de “*C{*H} (CDCls;, 50 MHz) da substancia SA9.
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E79. Espectro de RMN DEPT-135 (CDCls, 50 MHZz) da substancia SA9.
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E80. Mapa de correlagéo *H-"*C direta (CDCl;, 400 MHz) da substancia SA9.
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E81. Mapa de correlacdo 'H-'*C a longa distancia (CDCls;, 400 MHz) da substancia SA9.

3.2.5.1. Estudo conformacional de SA9

O esqueleto da substancia SA9 possui dois anéis fundidos, que podem apresentar
a configuracdo cis ou trans. Para determinar qual a configuracdo desta molécula foram
realizados experimentos de RMN de NOE, que d& as correlagcdes espaciais entre 0s

atomos, além de uma consulta na literatura.

De acordo com Messana et al. (1984), a halleridona € um artefato da planta,
sendo produzida pela ciclizacdo ndo estereoespecifica de outro composto conhecido
como cornosideo (A) durante a etapa de secagem e extracdo com solventes (Figura 15 —
pagina 98). Como a cicliza¢do nao é estereoespecifica, forma-se uma mistura racémica.
Entretanto, a juncéo entre os anéis pode ser cis ou trans. No espectro de RMN de *H foi
observada uma correlagédo entre os hidrogénios H-3 e H-5. Como estes atomos estao a
guatro ligacdes de distancia um do outro, essa correlagéo sé € possivel se eles estiverem
alinhados em um W, o que justificaria uma constante de acoplamento de 1,4 Hz. Este

dado é condizente com o estereoisdbmero cis, no qual o anel de tetraidrofurano esta para
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cima, ou para baixo do plano, deixando a hidroxila e o H-5 do mesmo lado (Figura 16 —

pagina 99).

Esta hipétese foi confirmada pelos experimentos de NOE, os quais mostram que a
irradiacdo seletiva do hidrogénio H-5 (4,24 ppm) (E84 — pagina 100), causou um aumento
do sinal dos hidrogénios no carbono 6 de intensidade equivalente, além da irradiacédo do
hidrogénio H-7a (2,22 ppm) (E82 — péagina 99) ter causado um aumento dos sinais de H-
7b, H-8a e H-8b, e ainda de H-3, mostrando que este hidrogénio (H-7a) esta mais
préximo de H-3 do que o H-7b. Esses resultados foram confirmados com a irradiacdo

seletiva de H-7b (E83 — pagina 100), que nédo afetou a intensidade do sinal de H-3.

O composto SA9 foi obtido como uma mistura racémica (0p = zero) confirmando a

hipétese de ser um artefato possivelmente derivado do cornosideo.

O

Figura 15 . Formag&o do composto SA9.
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Figura 16 . Conformag&o menos energética de SA9.
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E82. Espectro de NOE da substancia SA9 irradiando o hidrogénio H-7a (2,22 ppm).
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E83. Espectro de NOE da substancia SA9 irradiando o hidrogénio H-7b (2,33 ppm).
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E84. Espectro de NOE da substancia SA9 irradiando o hidrogénio H-5 (4,24 ppm).
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3.2.6. Identificac@o das substéncias SA10 e SAll

As substancias SA10 e SA11 foram isoladas como um cristal branco. O espectro
de RMN de *H (E85 — pagina 102) mostrou Varios sinais de grupos metila (0,68-1,03 ppm)
e grupos metileno (1,20-2,28 ppm) caracteristicos de terpenos, além de sinais de
hidrogénios carbindlicos centrados em 3,52 ppm (E87 — pagina 103) e hidrogénios
olefinicos (4,95-5,36 ppm) (E86 — pagina 102). O espectro de RMN de **C{*H} mostrou 40

sinais, indicando tratar-se de uma mistura de compostos (E88 — pagina 103).

Estes dados de RMN de 'H e C{‘H}, além de comparacdo com dados da
literatura (GOULART et al., 1993) permitiram identificar estas substancias como a mistura

dos esterodides B-sitosterol (X) e estigmasterol (XI).

Pode-se determinar a presenca dos dois compostos, pelos sinais entre 121,7 e
140,7 ppm, relativos aos carbonos sp2 C-5, C-6 de ambos esterodides e, C-22 e C-23 do
estigmasterol. Adicionalmente, pode-se visualizar a presenc¢a do sinal em 71,8 ppm tipico
de carbono carbindlico, atribuido ao C-3 dos dois compostos. No espectro de hidrogénio
também foi possivel diferenciar os dois compostos pela presenca dos hidrogénios
olefinicos referentes a H-6 de ambos os compostos (5,34-5,36 ppm) e H-22 e H-23 (4,95-
5,22 ppm) do estigmasterol.

As guantidades relativas dos dois compostos na mistura foram calculadas com
base nas integracGes dos sinais de H-6 de ambos e H-22 e H-23 do estigmasterol. Com
isto deduziu-se que na mistura hi 54,61% de estigmasterol enquanto que de B-sitosterol
h& 45,39%.

Estas substancias sdo muito comuns em plantas, sendo encontradas em todas as

familias vegetais.

101



Mm

‘ \ ‘ T LI R \ R
75 70 6.5 60 55 50 4.5 40 3.5 3.0 25 20 1.5 10 0.5 ppm

E85. Espectro de RMN de *H (200 MHz) em CDCl; de SA10 + SA11.
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E86. Ampliacdo da regido dos hidrogénios olefinicos (4,90-5,45 ppm) do espectro de
RMN de *H (200 MHz) em CDCI; das substancias SA10+SA11.
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E87. Ampliacdo da regido dos hidrogénios carbindlicos (3,35-3,70 ppm) do espectro de
RMN de 'H (200 MHz) em CDCI; das substancias SA10+SA11.
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E88. Espectro de RMN de *C{*H} (50 MHz) em CDCl; de SA10 + SA11.
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4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA
4.1. Materiais e métodos

Para a realizacdo dos ensaios de atividade antiproliferativa, tubérculos secos e
moidos de S. aggregata | (50,5 g) foram extraidos com etanol por maceracéo a frio (3 x
250 mL). Apos evaporacdo do solvente foi obtido o extrato etandlico total dos tubérculos
de S. aggregata (EETSA, 4,20 g). Parte de EETSA (2,50 g) foi dissolvido em etanol:agua
1:1 (100 mL) e submetido a particdo com éter de petréleo (3 x 30 mL), diclorometano (4 x
25 mL), acetato de etila (4 x 25 mL) e n-butanol (3 x 30 mL), rendendo as respectivas
fragbes (EP-SA = 82,6 mg; D-SA = 100,6 mg; AC-SA = 472,3 mg e, Bu-SA = 711,1 mg).
O extrato, as fracbes e as substancias puras SA4 e SA9 foram utilizados para a

realizacdo dos testes de atividade antiproliferativa.

As linhagens de células tumorais testadas foram: U251 (glioma, SNC), UACC-62
(melanoma), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario resistente a multiplos farmacos),
786-0 (rim), NCI-H460 (pulmé&o, tipo células ndo pequenas), PC-3 (préstata), OVCAR-3
(ovério), HT-29 (colon) e K562 (leucemia). Também foi testada a linhagem de célula ndo

tumoral VERO (rim, macaco verde) (Tabela 15 — pagina 106).

O ensaio foi realizado de acordo com o procedimento descrito anteriormente
(SKEHAN et al.,, 1990). As linhagens de células tipo ATCC (American Type Culture
Collection) foram distribuidas em pratos de 96 pogos (100 pL célula/poco) e tratadas com
qguatro niveis diferentes de concentracdo 0,25; 2,5; 25,0 e 250,0 pg mL? do extrato,
fracbes, SA4 e SA9 em DMSO (0,1%) a 37°C, com 5% de CO, por 48 horas. A
concentracao final de DMSO néo afeta a viabilidade da célula. Uma solugédo de acido
tricloroacético 50% foi adicionada e depois de incubac&o de 30 minutos a 4°C, as células
foram lavadas e secadas. A proliferacdo das células foi determinada pela quantificacédo
espectrofotométrica (540 nm) do teor de proteina celular usando sulforodamina B. Os
experimentos foram feitos em triplicata, e os dados analisados usando ANOVA, e o teste
F foi usado para determinar qualquer diferenca entre os grupos. Doxorrubicina foi usada
como controle positivo e o solvente DMSO, como controle negativo. Estes testes foram
realizados pelo Dr. Jodo Ernesto de Carvalho do CPQBA (UNICAMP).

4.2. Resultados e discussao

Diferentes linhagens de células apresentam diferentes susceptibilidades frente a

compostos quimicos. Por isso o uso de mais de uma linhagem de célula é considerada
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necessaria para a deteccdo de substéncias citotoxicas. Os resultados geralmente sao
expressos em termos da concentracdo necessaria para inibir 50% (Glsp — growth
inhibition) ou a totalidade do crescimento das células (TGI — total growth inhibition) em ug
mL™. Neste trabalho a poténcia da amostra foi avaliada pelo valor de TGI, considerando-
se que valores acima de 250 pg mL™ caracterizam auséncia de atividade, e os menores

que 50 pg mL™* representam boa atividade.

O extrato etanolico total (EETSA) apresentou baixa atividade, inibindo o
crescimento de apenas trés linhagens de células (melanoma, rim e ovario) com valores
de TGl entre 106,6 e 116,8 ug mL™ (Tabela 15 — pagina 106, Figura 17 — pagina 107).

Apdés o fracionamento com solventes foi observado que a atividade ficou
concentrada na fracdo em diclorometano (D-SA). Esta foi muito mais ativa que o extrato
total, inibindo o crescimento de quase todas as linhagens de células testadas, com
excecdo de K-562 (leucemia). Os valores de TGl variaram de 51,5 a 175,0 ug mL™. A
fracdo em acetato de etila (AC-SA) também apresentou atividade significativa, mas com
valores maiores de TGl de 77,9 a 175,0 pg mL™. Em comparacéo, a fracdo em éter de
petréleo (EP-SA) inibiu o crescimento de apenas duas linhagens de células (TGl 136,8 e
144,8 pg mL™Y), enquanto que a fracdo em 1-butanol (Bu-SA) foi ativa contra trés
linhagens de células com elevados valores de TGI (>89,0 ug mL™) (Tabela 15 - pagina
106, Figuras 18-21 — pagina 108-109).

O nosso estudo fitoquimico foi conduzido com extratos em hexano e acetato de
etila. A fracdo em diclorometano pode conter compostos isolados desses dois extratos,
pois esse solvente tem polaridade intermediaria entre hexano e acetato de etila. A fim de
verificar quais os compostos presentes nesta fragdo ativa, foi obtido o seu espectro de
RMN de 'H (E89 — pagina 107). A andlise do espectro mostrou a presenca predominante
da substancia SA9, juntamente com o0s esterdides sitosterol e estigmasterol (SA10 e
SA11) e compostos aromaticos. Nao foi possivel detectar nessa fracdo bruta a presenca
da substancia SA4 (majoritaria nos extratos em hexano e acetato de etila fracionados),
mas isso ndo exclui a sua presenca como um constituinte minoritario. E interessante
notar que SA4 (Figura 22 — pagina 110; Tabela 15 — pagina 106) mostrou maior atividade
contra as mesmas linhagens que tinham sido afetadas pelo extrato bruto, sugerindo que
a sua presenca neste extrato tenha causado tais resultados. A substancia apresentou
atividade contra cinco linhagens de células, com TGl variando entre 23,8 e 61,2 ug mL™.
A atividade foi particularmente significativa contra a linhagem OVCAR-3 (ovario) para a

qual o valor de TGl de SA4 foi comparavel ao da doxorrubicina, o que torna essa
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substancia potencialmente (til para o desenvolvimento de um novo farmaco. A
substancia SA9 (Figura 23 — pagina 110; Tabela 15 — péagina 106) também repetiu
algumas atividades que estavam presentes no extrato bruto como melanoma (33,8 pg
mL™), rim (70,3 pg mL™) e ovério (101,9 pg mL™), porém estes valores foram mais altos
que aqueles apresentados por SA4. Além disso, para as células de glioma e VERO, que
nao foram testadas para SA4, a substancia SA9 apresentou atividade semelhante as
fracbes em diclorometano e acetato de etila, 50,8 e 63,8 ug mL™, respectivamente,
sugerindo que esse constituinte majoritario foi o responsavel por esse resultado. Vale
ressaltar que as células VERO séo consideradas células normais, portanto tanto as
fracbes D-AS, AC-AS e a substancia SA9 sao ligeiramente toxicas para células

saudaveis.

Tabela 15. Dados da atividade antiproliferativa dos tubérculos de Sinningia aggregata.

Linhagens de TGI (ug mL ™)
celulas EETSA | EP-SA |D-SA | AC-SA | Bu-SA | SA4 | SA9 | Dox
U251 NT >250 | 60,5 | 77,9 | >250 | NT | 50,8 | 253
UACC-62 116,8 NT NT NT NT | 295 | 338 | 0,26
MCF-7 >250 | >250 | 95,9 | 101,1 | 124,1 | 61,2 | >125 | >25
NCI-ADR/RES | >250 | 136,8 |124,7 | 1750 | 234,7 | >250 | >125 | <0,025
786-0 106,6 | >250 | 71,0 | 869 | >250 | 343 | 70,3 | 0,05
NCI-H460 >250 | >250 |175,0| >250 | >250 | >250 | 125,0 | 0,054
PC-3 >250 | >250 |129,4| 216,4 | >250 | >250 | >125 | 2,20
OVCAR-3 106,6 NT NT NT NT | 23,8 | 101,9 | >25
HT-29 >250 | 1448 | 51,5 | 127,6 | 89,0 | 57,3 | >125 | 0,64
K562 >250 >250 >250 | 209,1 >250 >250 NT >25
VERO NT >250 | 58,5 | 116,6 | >250 | NT | 63,8 | 116

NT — ndo testado; EETSA — extrato etandlico total; EP-SA — fracdo em éter de petrdleo;
D-SA - fracdo em diclorometano; AC-SA — fracdo em acetato de etila; Bu-SA — fracdo em
1-butanol; SA4 e SA9 - substancias puras, Dox - doxorrubicina. Linhagens: U251
(glioma, SNC), UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario resistente a
multiplos farmacos), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulméo, tipo células ndo pequenas), PC-3
(préstata), OVCAR-3 (ovério), HT-29 (colon), K562 (leucemia), VERO (rim, célula normal,

macaco verde).
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Figura 17 . Gréfico da atividade antiproliferativa do extrato etandlico total.
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Figura 18 . Gréfico da atividade antiproliferativa da fracdo em éter de petréleo.
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Figura 19 . Gréfico da atividade antiproliferativa da fracdo em diclorometano.
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Figura 20 . Gréfico da atividade antiproliferativa da fracdo em acetato de etila.
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Figura 21 . Gréfico da atividade antiproliferativa da fragdo em n-butanol.
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Figura 22. Gréfico da atividade antiproliferativa da substancia SA4.
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5. BIOSSINTESE

Devido ao fato de terem sido isoladas quatro substancias inéditas, a biossintese
destas moléculas foi proposta com base em estudos ja realizados com precursores e

outros compostos da familia.

De uma forma geral, a biossintese de quinonas pode ocorrer por duas vias, do
acetato ou do chiquimato. Uma grande quantidade de derivados de quinonas e estruturas
relacionadas contendo um fragmento terpendide (da via do mevalonato) bem como uma
por¢cdo derivada do chiquimato, € amplamente distribuida (DEWICK, 1997). Sem um
estudo biossintético ndo se pode definir com certeza o precursor das substancias
isoladas SAL, SA2, SA3 e SA4. Entretanto, ha um estudo realizado com uma espécie de
Gesneriaceae, Streptocarpus dunnii (INOUE et al., 1984), que avaliou o precursor de
naftoquinonas e antraquinonas, concluindo que estas moléculas vém da via do
chiquimato passando pelo &cido 2-succinilbenzoico (Figuras 24 — péagina 112).
Consideramos os resultados desse trabalho para propor uma rota biossintética para as

aggregatinas.

Como pode ser visualizada na figura 24 (pagina 112), a biossintese das
aggregatinas, comecaria com a reagdo alddlica entre o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4P
para, apds algumas etapas, formar o acido chiquimico. Posteriormente, ocorre a reacao
com fosfoenolpiruvato seguida de eliminacdo de &cido fosférico e formacédo do acido
corismico. Seguidas adi¢Bes e eliminacdes levam a formacéo do acido succinilbenzoico,
que apés a reacdo com acetilcoenzima-A e alquilacdo do grupo prenila concomitante a

descarboxilacéo, forma o precursor direto das substancias SA1l, SA2, SA3 e SA4.

Na biossintese das aggregatinas A-C (Figura 25 — pagina 113), ocorre oxidacao
de uma das metilas do grupo prenila, e posteriormente uma reacdo de esterificacdo
intramolecular, formando o anel de uma e-lactona. Com isso 0 esqueleto basico dessas
moléculas esta formado, depois seguem as reacdes de hidroxilacdo, seguida ou ndo de

metilacdo, gerando os diferentes substituintes.

A biossintese do composto SA4 (Figura 26 — pagina 113) pode ocorrer através de
oxidacdo de uma metila do grupamento prenila, formando um alcool, seguido de uma
reacdo intramolecular de adicdo nucleofilica entre o &lcool e a carbonila da cetona,
gerando um hemi-cetal ciclico. Uma nova oxidacdo, agora no carbono terciario 3’

completa a formacéao da aggregatina D.
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6. CONCLUSAO

Nos estudos com os extratos menos polares dos tubérculos de S. aggregata,
foram isoladas neste trabalho 11 substancias, dentre elas 7 conhecidas como produtos
naturais (tectoquinona, 7-metoxi-2-metilantraquinona, 7-hidroxi-2-metilantraquinona, 1-
hidroxi-2-metilantraquinona, halleridona, sitosterol e estigmasterol) e 4 inéditas
(aggregatinas A, B, C e D).

As novas substancias isoladas de S. aggregata apresentam um esqueleto
carbbnico novo, com um anel heterociclico de sete membros. A formacédo de anéis de
cinco ou seis membros é bastante comum, enquanto que anéis de sete membros sao
raros. Esta feicdo estrutural pode ser uma caracteristica do género ou mesmo da
espécie, situagdo que tornaria essas substancias Uteis como marcadores quimicos. Além
do mais, antraquinonas também s&o compostos de ocorréncia restrita. Em Gesneriaceae
ha alguns registros de ocorréncia de antraquinonas, em espécies dos géneros Chirita
(CAI et al., 2005), Didymocarpus (SEGAWA et al., 1999), Rhynchotechum (LU et al.,
1998), Sinningia (VERDAN et al., 2009) e Streptocarpus (INOUE et al., 1983). E
interessante ressaltar que estes géneros estao localizados em todo o planeta, Chirita e
Rhynchotechum na China, Didymocarpus na india, Sinningia no Brasil e Streptocarpus na
Africa, sugerindo que a biossintese de antraquinonas é uma caracteristica da familia
como um todo, servindo como marcador taxonémico. O estudo com outras espécies é
necessario para confirmar estas hipéteses. A cicloexenona halleridona, foi isolada pela
primeira vez no género Sinningia. Embora seja um artefato, o seu precursor, cornosideo,
€ um composto com uma distribuicao limitada em plantas, tendo sido encontrado apenas
em alguns géneros do grupo Scrophulariales/Lamiales, principalmente na familia
Gesneriaceae (JENSEN, 1996; 2000).

A avaliacdo da atividade antiproliferativa mostrou que tanto o extrato etandlico
total, quanto a fracdo em diclorometano e as substancias SA4 e SA9 apresentaram
resultados positivos principalmente contra as células de melanoma, rim e ovério. Estes
resultados indicam que as espécies de Sinningia acumulam substéncias com potencial

farmacologico.
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