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Metabdlitos especiais das folhas e caule de Conchocarpus mastigophorus Kallunki
(Rutaceae)

Autor: Anderson Ramos Santos
Orientadora: Prof.2 Dr. 2 VanderlUcia Fonseca de Paula

RESUMO: Este trabalho apresenta o estudo quimico de extratos obtidos a partir do caule e das
folhas de Conchocarpus mastigophorus Kallunki (Rutaceae) endémica do Brasil. Neste estudo
foram utilizados métodos cromatograficos classicos como cromatografia liquida e
cromatografia em camada delgada, e também cromatografia liquida de alta eficiéncia para
analise, fracionamento e purificagdo dos extratos. As substancias isoladas foram submetidas a
analises por espectroscopia na regido de infravermelho, cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear de *H e 3C uni e bidimensionais
para elucidacdo de suas respectivas estruturas. Do extrato acetato de etila das folhas foram
isoladas quatro alcaldides: trés do tipo piranoquinolin-5-ona, sendo um conhecido como
huajiaosimulina e dois inéditos, (2-[2-(3,3-dimetiloxiran-2-il)etil]-2,6-dimetil-2,6-diidro-5H-
pirano[3,2-c]quinolin-5-ona e 2-[(3-acetoxi-4-hidroxi-4-meil)pent-1-il]-2,6-dimetil-2,6-diidro-
5H-pirano[3,2-c]quinolin-5-ona); além da 1-metilisatina, um alcaloide indélico relatado no
género Conchocarpus pela primeira vez. Do extrato acetato de atila do caule foi isolada uma
furanocumarina inédita, identificada como 9-hidroxi-4-metoxi-2-(3-metilbut-2-en-1-il)-7H-
furo[3,2-g]Jcromen-7-ona, a 3-hidroxi-1-metilpiperidin-2-ona, inédita como produto natural, e
do alcaloide 2-fenil-1-metilquinolin-4-ona ja isolado de outras espécies do género
Conchocarpus. O conhecimento sobre a fitoquimica de Conchocarpus mastigophorus, e
especialmente o isolamento de substancias inéditas, enriquece, assim como ressalta a
importancia do género Conchocarpus na obtencao de novas moléculas.

Palavras-chave: Conchocarpus mastigophorus, Furanocumarina, Piranoquinolin-5-ona,
Rutaceae.
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Special metabolites of the leaves and stem from Conchocarpus mastigophorus Kallunki
(Rutaceae)

Author: Anderson Ramos Santos
Advisor: Profa. Dr. @ Vanderl(icia Fonseca de Paula

ABSTRACT: This work presents the chemical study of extracts from stem and leaves of
Conchocarpus mastigophorus Kallunki (Rutaceae), endemic to Brazil. In this study, classical
chromatographic methods, such as liquid chromatography and thin layer chromatography were
used, as well as, high performance liquid chromatography for analysis, fractionation and
purification of extracts. The isolated substances were submetted to analysis by infrared
spectroscopy, gas chromatography coupled to mass spectrometry, *H and 3C nuclear magnetic
resonance, uni and bidimensional, to elucidate their respective structures. From the ethyl acetate
extract of the leaves, four substances were isolated: three alkaloids pyranoquinolin-5-one, one
known as huajiaosimulina and two new, (2-[2-(3,3-dimethyloxiran-2-yl)ethyl]-2,6-dimethyl-
2,6-dihydro-5H-pyran[3,2-c]quinolin-5-one and 2-[(3-acetoxy-4-hydroxy-4-methyl)pent-1-
yl]-2,6-dimethyl-2,6-dihydro-5H-pyran[3,2-c]quino-lin-5-one); beside 1-methylisatin, an
indole alkaloid reported in the genus Conchocarpus for the first time. From the ethyl acetate
extract of the stem, was isolated the new furanocoumarin 9-hydroxy-4-methoxy-2-(3-
methylbut-2-en-1-yl)-7H-furo[3,2-gJchromen-7-one, in  addition to  3-hydroxy-1-
methylpiperidin-2-one, isolated from plants for the first unprecedented as a natural product, and
the alkaloid 2-phenyl-1-methylquinolin-4-one, already isolated from other species of the genus
Conchocarpus. The knowledge about the phytochemistry of Conchocarpus mastigophorus, and
especially the isolation of new substances, enriches, as well as emphasizing the importance of
the genus Conchocarpus in obtaining new molecules.

Keywords: Conchocarpus mastigophorus, Furanocumarina, Pyranoquinolin-5-one, Rutaceae
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1. INTRODUCAO

As fontes naturais como plantas e microrganismos, apresentam uma infinidade de
substancias com diversidade estrutural e variadas propriedades bioldgicas e medicinais
(FOGLIO et al., 2006; PETSKO, 1996). Sua utilizacdo para fins medicinais no tratamento e
prevencédo de doengas remonta a milhares de anos; os relatos mais antigos datam de 3000 a.c.
na China e 2600 a.c. na Mesopotamia. Sao citadas tanto a utilizacédo de folhas e raizes, como
também, substancias derivadas de plantas como Papaver somniferu (suco de papoula) no
tratamento de infeccBes parasitéarias, resfriados e inflamagdes (CUNHA, 2007; Da SILVA et al.,
2020; JORGE, 2009).

A capacidade das fontes naturais, principalmente plantas, em produzir substancias com
potencial bioativo esta associada ao seu mecanismo de defesa contra situacdes de estresse, sob
as quais séo submetidas, e a agentes externos danosos. Essas substancias, classificadas como
metabdlitos secundarios ou especiais, sdo capazes de interagir com sitios especificos nos
microrganismos invasores e agentes patogenos, interferindo em seus processos bioldgicos. Do
mesmo modo, 0s metabdlitos especiais, podem desenvolver um mecanismo de acdo semelhante
em microrganismos causadores de doengas em outros organismos, como o ser humano,
apresentando propriedades farmacoldgicas de interesse (DEWICK 2009; GUIMARAES et al.,
2010).

A triagem de fontes naturais de substancias bioativas tem sido bastante evidenciada nos
ultimos anos, e tem movido varias pesquisas que buscam, dentre estes metabdlitos especiais, 0
isolamento e a obtencdo de compostos bioativos que possam auxiliar na formulagdo de novos
farmacos (HATHORE, 2017; SIMOES et al., 2007). O potencial de obtenco, a partir de
plantas, de uma gama de substancias com variabilidade estrutural — diferentes alcaloides,
cumarinas e terpenoides - e com acdo bioldgica, é praticamente ilimitado dada a vasta
biodiversidade encontrada na natureza (DEWICK, 2009).

Estima-se que o Brasil detenha cerca de 20% da biodiversidade vegetal mundial,
distribuidos pelos biomas Amaz6nia, Caatinga, Mata Atlantica, Cerrado, Pampa e Pantanal. No
entanto, apenas 15 a 17% das espécies vegetais foram submetidas a estudos quimicos e, uma
parcela ainda menor (6%), submetida a alguma avaliacdo farmacologica, de modo que existe
muitas plantas contendo substancias potencialmente aplicaveis, com propriedades bioldgicas e
farmacoldgicas, que ainda ndo foram estudadas (DE SANTOS et al., 2020; FOGLIO et al.,
2006; GOTLLIEB, 2007; LEWINSONHN e PRADO, 2005).
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O estudo quimico de plantas oriundas da vasta biodiversidade brasileira tem contribuido
muito para a producdo de novos farmacos formulados com base nos compostos bioativos
obtidos do metabolismo secundario das plantas, e que tem auxiliado, com eficacia, no
tratamento de varias doencas. A flora do Brasil ainda é bastante inexplorada e apresenta um
potencial gigantesco para a descoberta de novas substancias com valor agregado e com
atividades bioldgicas variadas (SIMOES et al., 2007).

A familia Rutaceae tem se destacado bastante em estudos fitoquimicos, sendo a primeira
mais citada nas pesquisas no Brasil. O interesse em plantas desta familia é devido a variedade
dos metabdlitos especiais encontrados, como terpenoides, alcaloides, flavonoides, cumarinas e
limonodides (FATTORUSSO e TAGLIALATELA-SCAFATI, 2008). Dentre estes, destacam-
se os alcaloides devido ao seu amplo espectro de atividades bioldgicas e por ser encontrado em
grande escala e variedade estrutural nas Rutaceaes (GROPPO, 2008), sendo o0s mais
representativos os alcaloides derivados do &cido antranilico (acridénicos e quinolénicos) (DA
SILVA et al. 2020)

O género Conchocarpus € um dos principais representantes da familia Rutaceae. Sao 47
espécies distribuidas pelo territorio brasileiro sendo 37 delas endémicas. Nos estudos relatados
para estas espécies constam o isolamento de diferentes tipos de metabdlitos especiais dentre os
quais estdo os alcaloides acridénicos e quinol6nicos, bem como, também sdo relatadas aces
bioldgicas diversas para estes constituintes quimicos, como por exemplo, acdo antimicrobiana,
aticancerigena, antiparasitaria e anticolinesterasica (AMBROZIN et al., 2008; CABRAL et al.,
2012; GROPPO etal., 2021; MACIEL et al., 2020). Mesmo sendo grande o numero de espécies
de Conchocarpus, uma pequena porcentagem foi submetida a estudos fitoquimicos e/ou a
alguma avaliacdo farmacoldgica de seus constituintes quimicos.

A espécie Conchocarpus mastigophorus, com ocorréncia apenas no estado da Bahia e
Espirito Santo, tem sido objeto de estudo do nosso Grupo de Pesquisa desde 2014. Oliveira
(2015) demonstrou a partir do estudo fitoquimico do caule desta espécie a ocorréncia de
alcaloides e cumarinas, bem como a acdo antimicrobiana do extrato em acetato de etila. O
presente trabalho trata-se de uma continuidade do estudo quimico dessa espécie, investigando
tanto os extratos do caule quanto os das folhas, em busca de novas substancias com potencial
farmacologico e, também, contribuindo na construgdo do conhecimento a respeito da
biodiversidade brasileira, evidenciando o potencial de producdo de substancias bioativas de

plantas presentes no estado da Bahia.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1.Familia Rutaceae A. Juss.

A familia Rutaceae apresenta cerca de 154 géneros nos quais estdo distribuidas,
aproximadamente, 2100 espécies. Com ocorréncia predominantemente tropical e subtropical,
sdo encontradas em diversas partes do mundo, tendo como centros principais de diversidade a
América Tropical, Africa do Sul e Australia (GROPPO, 2010; GROPPO et al., 2012). E uma
familia com grande importancia comercial devido a variabilidade de frutos comestiveis, com
destaque ao género Citrus (com variedades de laranjas, limdes, tangerinas, dentre outros) que
movimenta o mercado mundial com producéo estimada de 100 milhdes de toneladas por ano
(GROPPO et al., 2012; YARABRASIL, 2020).

No Brasil séo relatados, para a familia Rutaceae, 50 géneros, nos quais estao distribuidas
cerca de 232 espécies (106 endémicas), 19 subespécies (10 endémicas) e 10 variedades (8
endémicas). A sua distribuicdo no territorio brasileiro se da em todas as cincos macrorregides
e nos diversos biomas como Amazonia, Caatinga, Mata atlantica e Pantanal (PIRANI e
GROPPO, 2015).

Da perspectiva fitoquimica, a importancia da familia Rutaceae é atribuida tanto a
diversidade de metabolitos especiais produzidos por estas plantas quanto pelas atividades
bioldgicas que estas substancias apresentam. As folhas da jandiroba (Policarpus spp.) contém
a pilocarpina, um alcaloide bastante conhecido no mercado de drogas e importante no
tratamento de glaucoma — les@o no nervo 6tico que pode levar a cegueira. Ja na arruda (Ruta
graveolens L.) é encontrada a rutina, um flavonoide com propriedade anti-espamddica, usada
popularmente, embora apresente também alguma toxicidade (ALBUQUERQUE 1976;
WATERMAN e GRUNDON, 1983).

Dentre as principais classes de metabdlitos especiais que sdo encontrados em plantas
desta familia, destacam-se os alcaloides, cumarinas, compostos fendlicos, terpenos, dentre
outros. Os alcaloides com nucleos quinolinicos e acridonicos, derivados do acido antranilico,
sdo bastante caracteristicos da familia Rutaceae, e sdo considerados marcadores
quimiotaxonémicos desta familia (SZEWCZYK, et al 2016; WATERMAN e GRUNDON,
1975), embora, também sejam relatados outros tipos de alcaloides (BELLETE, 2009, CORTEZ
et al., 2009).



2.2. O género Conchocarpus J. C. Mikan

Conchocarpus J. C. Mikan é o género com maior nimero de espécies dentro da familia
Rutaceae. Foram 45 espécies catalogadas na sinopse do género realizada por Kallunki e Pirani
(1998). Na ultima década foram adicionadas mais cinco espécies ao género, sendo duas delas
descritas por Pirani e colaboradores (2011), e trés transferidas do género Almeidea Cham. para
0 género Conchocarpus (BRUNIERA et al., 2015). Portanto, até os estudos realizados por
Kallunki e Meier (2019), em que descreveram uma nova espécie (C. jirajaranus) descoberta na
Cordilheira costeira da Venezuela, o género Conchocarpus era composto por 52 espécies.
Porém, em novo estudo realizado por Groppo e colaboradores (2021), com base na analise
filogenética de Galipeinae, subtribo na qual esta contida o género Conchocarpus, cinco espécies
foram segregadas, dando origem ao novo género Dryade Groppo, Kallunki e Pirani (Tabela 1).
A partir de entdo, restaram 47 espécies para 0 género Conchocarpus, com ocorréncia desde a
Nicardgua até o norte da Bolivia e sul do Brasil (GROPPO et al., 2021).

Tabela 1- Espécies segregadas do género Conchocarpus.

Espécies no género Conchocarpus (antes)

Nova espécie no género Dryade

Conchocarpus concinnus

Dryades concinna

Conchocarpus cyrtanthus

Dryades cyrtantha

Conchocarpus gaudichaudianus
subesp. gaudichaudiana
subesp. bahiensis

Dryades gaudichaudiana
subesp. gaudichaudiana
subesp. bahiensis

Conchocarpus hirsutus

Dryades hirsuta

Conchocarpus insignis

Dryades insignis

No Brasil, as 47 espécies do género Conchocarpus encontram-se distribuidas em todas

as macrorregides (Figura 1), sendo 37 endémicas. Seu dominio fitogeografico corresponde a
Amazoénia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, apresentando-se na forma de arbustos ou
arvores de pequeno e médio porte, atingindo cerca de 7 metros de altura (FLORA DO BRASIL,
2020; PIRANI, 2015).



Figura 1 - distribuicdo geogréfica do género Conchocarpus no Brasil
Fonte: Flora do Brasil, 2020.

Embora o género apresente uma grande quantidade de espécies com ampla distribuicao
mundial, poucas destas passaram por estudos fitoquimicos. Porém, os estudos ja realizados
revelam um perfil fitoquimico bastante variado para este género, com uma grande variedade de
metabolitos especiais. A literatura descreve o isolamento de cumarinas, diterpenos, flavonoides
e, principalmente, alcaloides com nucleo acriddnico, quinolinico, furoquinolinico e quinol6nico
de diversas partes das plantas estudadas (caules, folhas, galhos e cascas) (ABROZIN et al.,
2008; BELLETE et al., 2012; OLIVEIRA, 2014; OLIVEIRA, 2015).

Muitos dos metabdlitos especiais isolados de plantas pertencentes ao género
Conchocarpus, apresentam atividades bioldgicas importantes. Piranoflavonas e alcaloides
quinolonicos isolados de C. heterophyllus (AMBROZIN et al., 2008) apresentaram forte
atividade tripanocida. De C. fontanesianus foram isolados alcaloides e cumarinas que
apresentaram atividade anticolinesterasica (CABRAL et al., 2012). Em geral, diversos
alcaloides acriddnicos (comuns as espécies Conchocarpus) tém sido estudados quanto as suas
atividades bioldgicas frente a células cancerigenas com resultados significativos (ALWANA et
al., 2015).

2.2.1. Classes de metabdlitos especiais presentes no género Conchocarpus

Como mencionado anteriormente, a diversidade de metabolitos no género
Conchocarpus é grande. A seguir serdo apresentadas descri¢cdes e aspectos relacionados as

principais classes e, também, aos metabolitos presentes em espécies desse género.



2.2.1.1. Alcaloides

A definicéo de alcaloides passou por varias modificacGes ao longo do tempo. A primeira
definicdo descrevia alcaloides como de substancias alcalinas isoladas de plantas,
posteriormente foi adaptado para englobar substancias de outra origem, mas que
compartilhavam propriedades semelhantes. A definicdo mais usual categoriza os alcaloides
como substancias que apresentam um ou mais atomos de nitrogénio em sua estrutura,
originados do metabolismo secundario ou especializado de plantas e, também, de alguns
animais e microrganismos em menor extensdo. Uma subcategorizacdo desta classe de
substancias leva em consideracdo a rota biossintética que resulta na sua formacdo, sendo:
alcaloides complexos aqueles com nitrogénio heterociclico originado de um aminoacido;
alcaloides simples os que, embora o nitrogénio derive de aminoacidos, este nao faz parte de um
anel heterociclico, e pseudo-alcaloides cujo a&tomo de nitrogénio é adicionado posteriormente
por processos enziméticos (DEWICK, 2009; LICHMAN, 2021; ROBERTS et al., 2018)

Os alcaloides sdo bastantes diversificados, sendo classificados de acordo com a estrutura
nitrogenada que o compde, a exemplo de alcaloides acridénicos, quinolinicos, furoguinolinicos,
piperidinicos e inddlicos, dentre outros. Ja foram identificadas mais de 27.000 estruturas
diferentes para alcaloides sendo, cerca de 80%, derivados de plantas. A variabilidade dessa
estrutura depende da rota biossintética e das espécies envolvidas na sua formacdo a partir do
metabolismo priméario das plantas. Alguns aminoacidos como a tirosina, triptofano, ornitina,
lisina, &cido nicotinico, &cido antranilico e histidina, estdo envolvidos na biossintese dos
alcaloides (DA SILVA et al., 2020; DEWICK, 2009; HENRIQUES et al., 2007).

No género Conchocarpus, por exemplo, ha a predominancia de alcaloides com
esqueleto acridénico e quinolinico (Figura 2). Estes sdo considerados marcadores
guimiotaxonémicos para a familia Rutaceae e tém como precursor da sua biossintese o acido

antranilico (Figura 3).
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Figura 2 - Esqueleto e padrdo de numeragéo dos alcaloides A) quinolinicos e B) acridénicos.
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Figura 3 — Férmula estrutural do Acido antranilico.

A Figura 4 mostra um esquema da rota biossintética para a formacdo de alcaloide
quinolinico a partir do antraniloil-CoA, originado da condensacdo do acido antranilico com
uma unidade acetil-CoA. A continuagdo da rota metabolica leva, também, a formacéo de

alcaloides quinoldnicos e furoquinolinicos.
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Figura 4 — Esquema da rota biossintética para formacdo do esqueleto quinolinico e furoquinolinico a partir do
acido antranilico [adaptado de Dewick (2009)].

Concomitantemente a formacao do esqueleto quinolinico, o esqueleto acridonico resulta
da extensédo da cadeia antraniloil-CoA (como o derivado N-metil) ao incorporar trés unidades

acetato/malonato levando a um policetidio. A sequéncia de reacBes de Claisen, adigéo,
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desidratacéo e enolizacdo, leva a formacéo do alcaloide acridénico 1,3-hidroxi-N-metilacridona
(Figura5).

COOH CO,H COSCoA
SAM HSCoA
— = .
NH, El NHMe 2 NHMe
Acido antranilico Acido N-metilantranilico N-metilantraniloil-CoA

reacgdo de Claisen; extensdo da
cadeia malonato do iniciador
E1= antranilato N-metiltransferase antraniliol
E2= antranilato-CoA ligase 3x malonil-CoA
E3= acridona sintase

(0]
(0] (0] o
reagdo de
Claisen
- (0]
(0] o NHMe
NHMe CoAS (]
Adicdo nucleofilica
desidratagdo e enolizag¢do para
0 0 formar o anel aromdtico 0 OH
-H,O
—_— >
E3
N (o) N OH
Me OH Me

1,3-diidroxi-N-metilacridona

Figura 5 — Esquema da rota biossintética para formagdo do esqueleto acridonico a partir do acido antranilico.

Nas espécies do género Conchocarpus, para as quais foram reportados estudos
fitoquimicos, foram isolados varios alcaloides com ndcleos quinolinicos e acridénicos, como
demonstrados na Tabela 2.



Tabela 2 - Alcaloides isolados de espécies do género Conchocarpus

Nucleo Substituintes Espécie
Rl, Rz, Rs= OMG; Rs= Me
o R, 1,2,3,6-tetrametoxi-N-metilacridona

Ri= OH; Rz, Rs= OME; R4s= Me

1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-N-metilacridona

R1: OH; Rz, R3: OMe; R4: H
1-hidroxi-2,3,6-trimetoxiacridona

R1= OH; R,= H; Rs= OMe; Rs= Me
1-hidroxi-3,6-dimetoxi-N-metilacridona

C. marginatus (BELLETE, 2009)

R.= OH; Rz, Rs= H, Rs= OME; R4= Me
1-hidroxi-3-metoxi-N-metilacridona

C. marginatus (BELLETE, 2009);
C. inopinatus (SA, 2010)

R1= OH; Rz, Rs= OMe; Rs= Me; Rs= H

C. marginatus (BELLETE, 2009);

o) Ry arborinina ;
C. inopinatus (SA, 2010); C.
Rz Rl, Rz, Rs= OMG; R4= Me; Rs=H
O O S tilarborining macrophyllus (ALBARICI, 2006)
N Rs R1= OH; Rz, Rs= OMe; R4, Rs=H
| xanthoxolina
Rs Ry . . <
R1, R, Rs, Rs= OMe; Rs= Me C. inopinatus (SA, 2010)
1,2,3,5- tetrametoxi-N-metilacridona
R.= OH; Rz, R3= OMG; R4= CHzOAC; Rs=H
toddaliopsina C
o) R,
R;= OMe
OMe cusculina )
O O C. paniculatus (VIEIRA et al.,
MeO N OMe Ri= O_H 1992)
H cuspanina
OMe
o] (o]
inopinatina C. inopinatus (SA, 2010)
° OMe
R.= Me: Ry= H C. marginatus (BELLETE, 2009);

2-fenil-1-metilquinolin-4-ona

C. fontanesianus (CABRAL et al.,
2012);
C. heterophyllus (AMBROZIN et
al., 2008)

Ri1= Me; R;= OMe
2-fenil-1-metil-7-metoxiquinolin-4-ona

C. marginatus (BELLETE, 2009)




Tabela 2- Continuacéo

4-metoxi-1-metil-3-(6,7-dihidroxi-3,7-

dimetiloct-2-en-1-il)quinolin-2-ona

C. gaudichaudianus (CORTEZ et
al., 2009)*

Rl, Ro= OME; Rs=H
haplotusina
(1,4-dimetoxiquinolin-2-ona)

C. heterophyllus (AMBROZIN et
al., 2008)

Rl, Rz, R3;= OMe
6-metoxihaplotusina
(1,4,6-trimetoxiquinolin-2-ona)

Rl, Rs= OMG; R,= Me
1-metil-4,6-dimetoxiquinolin-2-ona

C. longifolius (MAFEZOLI et al.
2001; FACCHINI, 2005 apud
BELLETE, 2009)

R;= Me
N-metilhaplamina

R1= OMe
N-metoxihaplamina

C. longifolius (MAFEZOLI et al.
2001; FACCHINI, 2005)

dictamina

C. inopinatus (SA, 2010); C.
fontanesianus (CABRAL et al.,
2012); C. cyrtanthus (OLIVEIRA ,
2014b)*

OMe

y-Fagarina

C. fontanesianus (CABRAL et al.,
2012)

OMe

esquimianina

C. fontanesianus (CABRAL et al.,
2012); C. longifolius (MAFEZOLI
et al. 2001; FACCHINI, 2005)

Candicina

C. longifolius (MAFEZOLI et al.
2001; FACCHINI, 2005)




Tabela 2- Continuacéo

Rl, Rzz H
3-[2-(7,7-dimetil-3,7-di-hidropirano[3,2-
elindol-1-il)etil]Jquinazolina-2,4-diona C. gaudichaudianus (CORTEZ et
Ri= OH; Ro= H al., 2009)*
3-[2-(7,7-dimetil-3,7-di-hidropiranol[3,2- N
o e]indol-1-il)etil]-1-hidroxiquinazolina-2,4-
diona
N C. gaudichaudianus (CORTEZ et
%< Ri.= Me; Ro=H
. y 3-[2-(7,7-dimetil-3,7-di-hidropirano[3,2- al., 2009)*; C. macrocarpus
\R / e]indol-1-il)etil]-1-metilquinazolina-2,4-diona (VELOZO, 1995)
2 Ry
R1: H; R2: OH
_ 3-[2-(3-hidroxi-7,7-dimetil-3,7-di- C. macrocarpus (VELOZO, 1995)
hidropirano[3,2-e]indol-1-il)etil]quinazolina-
2,4-diona

*Espécies retiradas do género Conchocarpus em 2021.

2.2.1.2.Cumarinas

As cumarinas tém ampla distribuicdo nos vegetais, ocorrendo, também, em alguns
fungos e bactérias. Do ponto de vista estrutural sdo lactonas do &cido o-hidroxicindmico, sendo
seu representante mais simples a cumarina (Figura 6). Mais de 1300 cumarinas diferentes ja
foram isoladas de produtos naturais, na sua grande maioria, de plantas. Esta classe de
substancias desempenha diversas func¢fes nas plantas, como controle de crescimento e defesa
contra infeccBes. Suas atividades bioldgicas estdo associadas aos seus diferentes padrbes de
substituicdes (FRANCO et al., 2021).

5 4
6 !
2
7 8a ™o 0
8 1

Figura 6 - Estrutura bésica e numeracéo das cumarinas.

Biossinteticamente, as cumarinas sao formadas a partir do metabolismo da fenilalanina,
sendo um dos seus primeiros precursores 0 acido cinamico. Processos enzimaticos diferentes
levam a formacdo de dois precursores principais, 0 &cido p-cumarico e o acido o-cumarico; o
primeiro, passa por isomerizagdo fotocatalisada e lactonacdo espontédnea do isdmero Z
resultando na cumarina; enquanto o segundo, sofre antes uma hidroxilagdo enzimatica na
posicdo C-2 para posterior isomerizacdo e lactonagdo favoravel produzindo a cumarina

umbeliferona (Figura 7).
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\ CO,H \ CO,H \ \
—_— —_— —_—
E2 COzH
OH isomeriza¢do OH 0 o

formagao de

Acido cindmico Acido 2-cumidrico trans-cis lactona Cumarina

0,

NADPH

\ CO,H \ CO,H \
R —_— —_—
E2 CO,H
HO HO OH HO oH HO o o)

Acido 4-cumarico Acido 2,4-diidroxicinamico Umbeliferona

E1= cinamato 4-hidroxilase
E2= cinamato/cumarato 2-hidroxilase

Figura 7 — Esquema da rota biossintética simplificada para formacdo de cumarinas [Adaptado de Dewick (2009)].

A prenilagdo nas posi¢des C-6 e C-8 das 7-hidroxicumarinas (umbeliferona) levam a
formacédo de pirano e furanocumarinas, que podem ser lineares ou angulares dependendo das
posicBes de formacdo dos anéis correspondentes (Figura 8). Demais substituicbes nas
diferentes posicdes do esqueleto principal levam as variabilidades estruturais apresentadas
pelas cumarinas isoladas de produtos naturais. Outros esqueletos de piranocumarinas e

furanocumarinas angulares podem ser formados.

Figura 8 - Exemplos de estruturas basicas de furanocumarinas lineares (1),
angulares (2) e piranocumarinas lineares (3) e angulares (4).

A familia Rutaceae é bastante citada na literatura quando se trata da producéo de
diferentes tipos de cumarinas (BOURGAUD et al., 2006; GROVER e JACHAK, 2015). No
género Conchocarpus é encontrado tanto furano como piranocumarinas com grande

diversidade estrutural, como mostra a Tabela 3.



Tabela 3 - Cumarinas isoladas de espécies do género Conchocarpus.
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CUMARINAS

R;= OMe; R,= OH
escopoletina

C. inopinatus (SA, 2010);
C. longifolius
(MAFEZOLI et al. 2001;
FACCHINI, 2005)

Ry
\
R1: H y RzZOH
Ry o o umbeliferona

C. longifolius
(MAFEZOLI et al. 2001,

Ry, R;= OMe FACCHINI, 2005)
escaparona
N C. longifolius
W aurapteno (MAFEZOLI et al. 2001;
N NN s FACCHINI, 2005)
Me
N C. inopinatus (SA, 2010);
AL marmesina C. fontanesianus
e o o o (CABRAL et al., 2012)
seselina C. cyrtanthus*
(OLIVEIRA , 2014),
R1= H; R,;= OMe

xantoxiletina

Ri= OMe; R=H
R, luvangetina

C. cyrtanthus*
(OLIVEIRA , 2014)

Ri= OMe; Rz, Rs=H
3-metoxiangelicina

R, Rl, Ry= H; R3: OMe

esfodina
R3 R4

N Ri= H; Ry, Re= OMe
pimpinelina

Ri1, Rs= H; R,= OMe
— isobergapteno

Rl, R3= OME‘; R,=H
3,6-dimetoxiangelicina

C. longifolius
(MAFEZOLI et al. 2001,
FACCHINI, 2005)

quiahucumarina D
OAc

OAc

C. longifolius
(MAFEZOLI et al.
2001; FACCHINI,

2005)

*Espécies retiradas do género Conchocarpus em 2021.
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2.2.1.3. Flavonoides

Os flavonoides constituem uma importante classe de polifendis presentes entre 0s
metabdlitos especiais dos vegetais. Representam um dos grupos fendlicos mais importante e
diversificados entre os produtos de origem natural. Embora haja relatos de sua ocorréncia em
algumas algas, pteriddfitas, briofitas e fungos, essa classe de metabolitos especiais € encontrada
em grande abundéancia e enorme diversidade estrutural nas angiospermas (DEWICK, 2009;
SILVA-NETO et al., 2020).

Os flavonoides apresentam diversas formas estruturais, compostos, na sua grande
maioria, de 15 atomos de carbono em seu esqueleto principal, sendo duas fenilas ligadas entre
si por uma cadeia de trés carbonos. Nos compostos triciclicos cada anel é nomeado de A, B, C

e os carbonos sé&o numerados como mostrado na Figura 9.

o
Figura 9 - Esqueleto base e numeragéo dos flavonoides

A rota biossintética que da origem aos flavonoides, tem como principal precursor o
acido cindmico. Durante sua biogénese, a unidade iniciadora de cinamoil-CoA sofre extensdo
de cadeia com unidades de malonil-CoA resultando apds etapas reacionais, catalisadas por
enzimas, em chalconas. Uma reacdo intramolecular do tipo Michael em cetonas a,f-
insaturadas, leva a formacdo de flavonona que, por sua vez, culmina em flavonadis e flavonas
(Figura 10) (DEWICK, 2009).

No género Conchocarpus ha ocorréncias de alguns tipos de flavonoides na sua forma
livre, como hidroxiflavonas e piranoflavonas, ou ligadas a unidades glicosidicas, sendo
classificados de flavonoides glicosilados. A Tabela 4 mostra alguns flavonoides e outras

classes de metabdlitos especiais isolados de diferentes espécies de Conchocarpus.
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Extensdo de cadeia; via do acetato
com um grupo incial cinamoil-CoA

Clatsen/enolzzawo
3x malonil-CoA
CoAS

4-hidroxicinamoil-CoA

( Chalcona
OH o

Ataque nucleofilico tipo Michael
em cetona a,B-insaturada

OH
HO I o O
OH \
OH
\,Flz.”;/‘/

Flavonona

Flavonas

Figura 10 - Esquema simplificado da biossintese de flavonoides [Adaptado de Dewick (2009)].

Tabela 4 - Flavonoides e outras classes de substancias isoladas de espécies Conchocarpus.

FLAVONOIDES
R1= H
I o Flavona
R1: OH
Ry 0 5-hidroxiflavona

C. heterophyllus
(AMBROZIN et al., 2008)

R= [CHz]aCHg
R= [CHz]loCHa
R= [CH2]150H3
R = [CH2]14CH=CHCH3
R = [CHz]lBCHg
(mistura de piranoflavonas)

R;= OH
6-glicosil-3,5,4'-trihidroxi-7-
metoxiflavona

C. heterophyllus
R,= AcO (AMBROZIN et al., 2008)

6-(4-acetil-glicosil)-3,5,4'-

trihidroxi-7-metoxiflavona




Tabela 4- Continuacéo

6,8-diglicosil-3,5,7,4'- C. heterophyllus
tetrahidroxiflavona (AMBROZIN et al., 2008)
OUTROS

OH R1: H
N-trans-cumaroiltiramina
C. gaudichaudianus*

(CORTEZ et al., 2009)

R:= OMe
N-trans-feruloiltiramina

1-(5,7-dimetoxi-2,2-dimetil-3,8a-
dihidro-2H-cromen-6-il)etan-1-ona

© O seringaresinol C. cyrtanthus*
(OLIVEIRA , 2014)
Me!

*Espécies retiradas do género Conchocarpus em 2021.

Ry
HO
H

OMe R.:=OH
1-(7-hidroxi-5-metoxi-2,2- dimetil-
3,8a-dihidro-2H-cromen-8-il)etan-
1-ona C. cuneifolius
VELOZO,1995
Ri R;= OMe ( )
1-(5,7-dimetoxi-2,2-dimetil- 3,8a-
° dihidro-2H-cromen-8-il)etan-1-ona
o R:=OH
‘ 1-(5-hidroxi-7-metoxi-2,2- dimetil-
3,8a-dihidro-2H-cromen-6-il)etan- C. cuneifolius
1-ona VELOZ0,1995
R.= OMe ( ' )
OMe
MeO OMe
o)
OH
O OMe

o
X
N
X
0
R
X
o
A
(e}

2.3. Conchocarpus mastigophorus Kallunki

A espécie C. mastigophorus (Figura 11) possui estrutura arborea que varia entre 1,5 e
4 metros de altura. E nativa e endémica do Brasil e sua ocorréncia foi registrada apenas nas

regides de Mata Atlantica no estado da Bahia e no Norte do Espirito Santo (PIRANI, 2015).
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N&o ha relatos na literatura sobre estudos fitoquimicos e de atividades bioldgicas para

C. mastigophorus. Em trabalho prévio (ndo publicado) realizado pelo Grupo de Pesquisa em
Produtos Naturais — UESB, Oliveira (2015), isolou nove substancias do extrato do caule dessa
espécie: cinco alcaloides acridénicos, um quinolinico e dois quinol6nicos, além de uma
cumarina. No entanto, o trabalho citado ndo esgotou o potencial de novos resultados para a
espécie, pois o estudo realizado objetivou-se da anélise dos extratos do caule e cascas da planta
apenas, de modo que ainda é possivel obter resultados novos a partir do estudo de outras partes

da planta, como folhas, por exemplo.

Figura 11 - Folhas, caules e frutos de espécime de Conchocarpus mastigophorus (Autor: Oliveira, 2015).

2.4. Atividades biologicas das espécies Conchocarpus e de seus metabdlitos especiais

As atividades bioldgicas apresentadas por metabolitos especiais presentes nas espécies
Conchocarpus sdo diversas: acdo antimicrobiana, citotoxica (contra células cancerigenas),
anticolinesterasica e antiespamaodica. Ensaios biologicos realizados com os extratos brutos das
folhas de C. fontanesianus mostrou atividade antifungica significativa contra Candida albicans,
um microrganismo que coloniza a pele e a mucosa e pode desencadear um amplo espectro de
doencas como infeccdo da mucosa, sapinho e candidiase fatal (CABRAL et al., 2014).
Flindersina e 8-metoxiflindersina presenta nas folhas e casca do caule de C. fontanesianus
exibiram acdo antibidtica contra cepas mutantes de C. albicans (DSY2661) (CABRAL et al.,

2016). Alcaloides acridénicos e quinolinicos das folhas de C. rubrus apresentaram atividade
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tripanocida moderada em ensaio biologico com as formas tripomastigotas do protozoario
Trypanosoma cruzi, sendo a kokusagina e o acetato de rel-(7R,8R)-8-[(E)-3-hidroxi-3-metil-1-
butenil]-4,8-dimetoxi-5,6,7,8-tetrahidrofuro[2,3-b]quinolin-7-ila responsaveis pela acdo mais
pronunciada, com concentragdo inibitoria (ICso) igual a 0,5596 e 0,977 (mmol/L),
respectivamente (AMBROZIN, 2005). Uma mistura de piranoflavonas e os alcaloides
haplotusina e 2-fenil-1-metilquinolin-4(H)-ona isoladas das folhas e caule de C. heterophyllus,
apresentaram acdo tripanocida moderada frenta a forma tripomastigota do T. cruzi com ICso
igual a 136,9 e 144,9 (uM), respectivamente (AMBROZIN et al, 2008). Estudos preliminares
com o0s extratos acetato de etila e metandlico do caule e cascas de C. mastigophorus
apresentaram acdo inibitéria do crescimento de cepas das bactérias gram positiva
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e gram negativa Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853) (OLIVEIRA, 2015).

As atividades bioldgicas apresentadas pelas espécies do género Conchocarpus esta
associada a variabilidade de metabdlitos especiais. Os alcaloides, principalmente os acridénicos
que sdo caracteristicos do género, sdo bastante evidenciados nos estudos de avaliacdo de
atividades biologicas. A citrusinina |, isolada de C. mastigophorus (OLIVEIRA, 2015),
apresenta forte acdo inibitoria da catepsina V (enzima envolvida nos processos de progressao
de tumores malignos, doenca de Alzheimer, processos inflamatérios, dentre outras patologias)
(MARQUES et al., 2016), além de ser um potente anti-herpético agindo na inibicdo do virus
HSV-1 e HSV-2 (ECso% = 0,59 ng e 0,74 pg, respectivamente). Também apresenta acéo
citotoxica frente as células adenocarcinoma de c6lon humano (COLO-205), hepatoma humano
(Hep-3B) e carcinoma hepatocelular de figado humano (Hep-G2), e acdo antimicrobiana contra
0s microrganismos Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e Micrococcus luteus
(MICHAEL, 2017).

A arborinina, isolada de C. marginatus (BELLETE, 2009), C. inopinatus (SA, 2010) e
C. macrophillus (ALBARICI, 2006), apresenta acdo citotoxica contra varias células
cancerigenas (cancer de ovario - A2780, carcinoma epidermoide - A431, adenocarcinoma
alveolar basal epitelial — A549, adenocarcinoma colorretal — DLD-1 e carcinoma de célon —
HCT-116), além de acdo antiparasita (Leishmania donovani; Plasmodium falciparum;
Trypanosoma cruzi) e antimicrobiana frente as cepas de B. cereus, B. subtilis, E. coli e M. luteus
(MICHAEL, 2017). Para a 1-hidroxi-3-metoxi-10-metilacridona, isolada de C. marginatus
(BELLETE, 2009) e C. inopinatus (SA, 2010), é relatado acdo anticancerigena para células de

adenocarcinoma alveolar basal epitelial humano, adenocarcinoma colorretal humano e
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glioblastoma humano (U87MG), além de acdo antibacteriana frente a Aspergillus niger;
Candida albicans; E. aerogenes; E. coli (MICHAEL, 2017; SEPULVEDA et al., 2013).

Sé&o reportados varios outros alcaloides com nucleos acridénicos que apresentam acoes
bioldgicas diversas, bem como, também, sdo utilizados como base para sintese de derivados
com atividades bioldgicas potencializadas como, por exemplo, a 2-(9-oxoacridin-10(9H)-il)-N-
fenilacetamida que apresentou atividade significativa contra adenocarcinoma de mama (MCF-
7), cervical (HeLa) e de pulmdo (A-549) (ICso% 6,07; 8,80 e 7,34 uM, respectivamente)
(ALWANA et al., 2015).

Além dos acridbnicos, também sdo relatados na literatura outros tipos de alcaloides que
sdo encontrados nas espécies Conchocarpus e que apresentam atividades bioldgicas, como é o
caso da y-fagarina, com resultados promissores em estudos de atividade anti-HIV, e a
dictamina, com atividade antimicrobiana frente ao microrganismo Leucoagaricus
gongylophorus, e biocida para a inseto praga Leucoagaricus gongylophorus (MICHAEL,
2008).

Cumarinas também estdo entre os metabdlitos especiais bioativos encontrados no
género Conchocarpus. Cabral e colaboradores (2012) relata a agdo da marmesina, isolada de C.
fontanesianus, na inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), enzima responsavel por distdrbios de
neurotransmissores podendo desencadear neuropatologias como o Mal de Alzheimer
(ARAUJO et al., 2016). A umbeliferona, isolada de C. longifolius (MAFEZOLI et al., 2001;
FACCHINI, 2005), apresentou atividade anti-inflamatéria (VASCONCELOS et al., 2009), e 0
aurapteno, acdo antimicrobiana (B. cereus, Pseudomonas aeruginosa, Candida lipolytica) e
citotoxica frente as células de leucemia linfoblastica humana (CCRF-CEM) (ALMAHY e
ALAGIMI, 2012; GROVER e JACHAK, 2015).

A quantidade de metabolitos especiais diferentes ja isolados de espécies Conchocarpus,
com uma gama de atividades bioldgicas comprovadas, atrelada ao grande ndmero de espécies
ainda ndo submetidas a estudos fitoquimicos e/ou farmacolégicos configura este género como

potencial fonte de novas substancias com diversas bioatividades e aplicagdes farmacologicas.
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo Geral

Realizar o estudo quimico das folhas e caule de Conchocarpus mastigophorus

3.2.0Dbjetivos especificos

Realizar o estudo fitoquimico dos extratos brutos de folhas e caule das espécies C.
mastigophorus, utilizando métodos cromatograficos classicos e CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia);

Elucidar as estruturas das substancias isoladas através de métodos espectroscopicos e

espectrométricos;

Contribuir para o conhecimento quimiotaxonémico de espécies de plantas do género

Conchocarpus presentes na flora brasileira
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4. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Nos processos de separacao por cromatografia em coluna (CC) foram utilizados como
fase estacionaria silica gel 60 (0,063-0,200 nm) da Macherey-Nagel e Sephadex LH-20 da
Sigma-Aldrich. Para as andlises por cromatografia em camada de delgada (CCD) foram
utilizadas placas de vidro contendo uma fina camada (0,50 mm) de silica gel 60 GF2s4 da
Macherey-Nagel, ativadas em estufa a 100 °C. Como fase movel e na preparacao dos extratos
foram utilizados solventes PA das marcas Quimica Moderna, Synth, Vetec e Quimex.

Como reveladores de CCD foram utilizados irradiacéo de luz UV (254 e 365 nm), iodo
sublimado e spray com reagente de Dragendorff [solugdo acida de Subnitrato de Bismuto com
iodeto de potassio (ALICE et al., 1995)].

Para eliminacdo dos solventes presentes nos extratos e nas fracdes derivadas destes, foi
utilizado evaporador rotativo, da marca Fisaton, operando sob baixa presséo. Na determinacao
da temperatura de fusdo (Tf) foi utilizado um aparelho modelo MQAPF-302 da Microquimica.
As plantas foram secas em estufa com circulacédo de ar, da Tecnal, modelo TE-394/2.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H de *3C a 600 Hz e 150
Hz foram obtidos na Universidade Federal de S&o Carlos a 600 MHz em aparelho Bruker
Avance 111 600. As analises por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM) foram realizadas na Universidade Federal de Sdo Carlos em um cromatografo da
marca Shimadzu modelo QP2010 SE. Nas analises por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) foi utilizado um aparelho da marca Shimadzu SPD-20A com detector UV
operando com dois comprimentos de onda (254 e 365 nm). Os espectros na regido do
Infravermelho foram obtidos em aparelho da Perkin EImer modelo Spectrum Two ATR-FTIR,

pelo método da reflectancia atenuada.

5. METODOLOGIA
5.1. Coleta e identificacdo do material vegetal

O material vegetal (folhas, caule e casca) da espécie C. mastigophorus foi coletado no
dia 18/02/2014 na Fazenda Alto da Caixa D’Agua (S13°71°804” W039°62°815”) localizada no
municipio de Itamari, Bahia, Brasil. A identificacdo da espécie foi feita professora Dra.

Guadalupe Edilma de Licona Macedo, com confirmacao posterior de um especialista da familia
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Rutaceae, o professor Dr. José Rubens Pirani — USP. Uma exsicata (Figura 12) foi depositada
no herbéario da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, com o registro HUESB 9559.

Figura 12 - Exsicata de Conchocarpus mastigophorus depositada no HUESB.
Fonte: Oliveira (2015)

5.2. Preparo dos extratos
5.2.1. Extrato das folhas de Conchocarpus mastigophorus

As folhas de C. mastigophorus foram submetidas a secagem em estufa com circulagéo
de ar, a temperatura de 40 °C, por 48 h. Em seguida, a biomassa seca (372,45 g) foi triturada e
submetida a extracdo por maceracdo com hexano por trés periodos de 96 h. A cada periodo foi
realizado uma filtracéo, e o solvente foi evaporado em evaporador rotativo. O residuo sélido
retido no papel filtro, na etapa de filtracdo, foi submetido a nova extracdo. O concentrado
resultante de cada processo foi agrupado e mantido em capela de exaustdo até completa
evaporacao do solvente residual.

O material residual solido, obtido na etapa de filtracdo da extracdo com hexano, foi
submetido a nova extracdo com acetato de etila e, em seguida, com metanol, conforme descrito
no procedimento com hexano. Ao final do processo foram obtidos trés extratos de polaridades
diferentes: hexanico (HFCM); acetato de etila (AFCM) e metandlico (MFCM). Seus
rendimentos estdo expressos na Tabela 5.
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Tabela 5- Rendimento dos extratos da folha de Conchocarpus mastigophorus

Extrato Cddigo Massa

Extrato hexanico da folha HFCM 7,96 ¢
Extrato AcOEt da folha AFCM 7,69 ¢
Extrato metanodlico da folha MFCM 17,00 g

5.2.2. Extrato do caule de Conchocarpus mastigophorus

Os extratos do caule de C. mastigophorus foram preparados previamente por Oliveira
(2015) onde 0 mesmo, apds secagem e trituracdo do caule da planta, procedeu a extracéo
utilizando 0 mesmo método descrito no item 5.2.1. obtendo trés extratos diferentes como esta

descrito na Tabela 6.

Tabela 6 - Rendimento dos extratos do caule de Conchocarpus mastigophorus

Extrato Cadigo Massa (a partir de 2195 g caule)
Extrato hexanico do caule HCLCM 6,199 g
Extrato AcOEt do caule ACLCM 6,700 g
Extrato metandlico do caule MCLCM 6,300 g

5.3. Isolamento dos constituintes quimicos do caule de Conchocarpus mastigophorus

O isolamento dos constituintes quimicos do caule de C. mastigophorus foram realizados
a partir de fracdes obtidas previamente por Oliveira (2015) (Figura 13), onde o extrato ACLCM
(6,7 g) foi fracionado por CC, usando como fase estacionaria silica gel e como eluente misturas
de hexano/AcOEt iniciando com a proporg¢éo de 100:0, aumentando, gradualmente no decorrer
da eluicdo, a proporcao de AcOEt até atingir 0:100. Em seguida, foram utilizadas misturas de
AcOEt/MeOH, variando na proporc¢do de 100:0 até 0:100. Este processo resultou, apds analise
por CCD e combinacdo das fracdes, de acordo com suas similaridades, em um total de 41 grupos
(ACLCM-1 a ACLCM-41). A fragdo ACLCM-16 foi, subsequentemente, dividida em quatro
subfracdes, por solubilizacéo parcial com hexano, DCM e acetona.

Neste trabalho foi dada a continuidade ao fracionamento das subfracées da ACLCM-
16. Apds andlises por CCD e comparacdo com os constituintes ja isolados por Oliveira (2015),
foi selecionada a subfracdo ACLCM-16.4 (80,0 mg) para estudo, dada a diversidade de
constituintes quimicos ainda ndo tinham sido isolados. O fracionamento da subfragdo ACLCM-

16.4 foi realizado por CC com silica gel, usando como sistema de elui¢do a mistura de
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Hex/DCM/MeOH (46:50:4), resultando em 6 fracbes (ACLCM-16.4.1 — ACLCM-16.4.6).
Destas, a subfragdo ACLCM-16.4.2 (20,0 mg) foi fracionada por CC, usando Sephadex LH-20
como fase estacionéria, e mistura de Hexano/DCM (1:3) como eluente. Este procedimento
resultou em 3 subfracdes, das quais a subfragdo ACLCM-16.4.2.1 (13,5 mg) foi submetida a
subsequente fracionamento por CC (silica gel), com eluicdo por uma mistura de
Hex:DCM:AcOEt (50:40:10), resultando na substancia CCM-1 (1,5 mg)

A fracgdoACLCM-36 (188,7 mg) também foi submetida a purificacdo por CC utilizando
silica gel como fase estacionaria e DCM/AcOEt/acetona (60:20:20) como sistema eluente,
obtendo-se 10 subfracgdes, resultando no isolamento da substancia CCM-2 (18,0 mg), da
ACLCM-36.6.

O extrato metandlico do caule de C. mastigophorus (MCLCM - 1,2 g) foi submetido a
fracionamento por CC com silica gel e eluida com CHCI3/MeOH (2:8) obtendo-se 6 fracdes
nomeadas de MCLCM-1 a 6. Apds analise por CCD, a fragdo MCLCM-6 (71,0 mg) foi
submetida a purificacdo por CC, usando Sephadex LH-20 (fase estacionaria) e metanol (fase
movel). Desse fracionamento, obteve-se 4 subfracdes (MCLCM-6.1 a 6.4), sendo a MCLCM-
6.2 constituida da substancia CCM-3 (35,0 mg). Os procedimentos empregados no isolamento

dos constituintes da fragdo ACLCM-16 e do extrato metandlico do caule de C. mastigophorus

ACLCM
6,0g

Cromatografia em Coluna (Silica gel) eluente:
Hex:EtOAc em gradiente crescente de polaridad

estdo resumidos na Figura 14.

ACLCM AcLeM | | (acton| | |acnem acve || [acven|] |acven| | |acten| | |acnom || |acnon | | | acnen ||| acnem
13 5 75 10 12 14 16 19-20 23 2529 as
157me | | [125,3me 70 0me 41ms= 157mz= 140mg 22Tme 102mg 122, 3ms 300me 17, 6mg 1,0852

ACLCM ACLCM ACLCM ACLCM ACLCM ACLCM ACLCM ACLCM ACLCM ACLCM ACLCM
4 L] L 11 13 15 17-13 11-12 24 30-34 36-35

T30, fme | | 181 %me 48 Smz TTme 202mg 371,5mg 164me 183mz 3me 160,1mz | 185, Tme

Figura 13 - Esquema de fracionamento do extrato acetato de etila do caule de Conchocarpus mastigophorus realizado por
Oliveira (2015).
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P
ACLCM Procedimentos ACLCM 36.1-5 MCLCM
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|\

| cc .
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13,0 mg 33mg 1,5 mg CCM-1 ! 5
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( ) : I
CC (Hex/DCM/ACOEt 15:12:03 ) —| 64 | 6
cem3 |--f---LtT ) )
CC Sephadex (MeOH)

Figura 14 - Esquema de fracionamento dos extratos acetato de atila e metandlico do caule de Conchocarpus
mastigophorus

5.4. Fracionamento e isolamento dos constituintes quimicos das folhas de
Conchocarpus mastigophorus

Os extratos HFCM, AFCM e MFCM foram submetidos a uma triagem em CCD usando
como revelador o reagente de Dragendorff. O extrato AFCM foi escolhido para estudo por
apresentar uma maior concentracao de alcaloides, quando comparado, qualitativamente, com
0s demais extratos. Este foi, entdo, submetido a fracionamento em coluna cromatografica tendo
como fase estacionaria silica gel, e como eluente, uma mistura de Hexano: AcOEt com gradiente
crescente de polaridade (iniciando em 90:1 até 0:100). Neste procedimento, apds analise por
CCD, foram obtidas sete fracdes (AFCM-1 a AFCM-7).

A fracdo AFCM-4 (130,1 mg) foi submetida a CC usando Sephadex LH-20 (fase
estacionéria) e Hexano/Acetona (3:2) (eluente) resultando em 4 novas fracdes (AFCM-4.1 a
AFCM-4.4). Destas, a fracdo AFCM-4.2 (68,7 mg) foi submetida a CC (silica gel) eluida com
a mistura Hex/DCM/MeOH (20/75/05) levando a 4 subfragdes (AFCM-4.2.1- AFCM-4.2.4). A
AFCM-4.2.2 foi submetida a CC (silica gel), eluida com a mistura Hex/DCM/MeOH (53/40/7),
levando ao isolamento da substancia FCM-1 (7,2 mg). Da AFCM-4.3 (109,9), submetidaa CC
(silica gel), eluida com Hex/DCM/MeOH (66/32/2), foi isolada a substancia FCM-2 (7,3 mg).
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A fragdo AFCM-6 (0,5153 g) foi fracionada por CC, usando silica gel e a mistura de
Hex/AcOEt (20:80), como eluente, resultando em 5 fragfes (AFCM-6.1 — AFCM-6.5).
Subsequentemente, a fracdo AFCM-6.4 foi submetida a CC de silica gel, eluida com
CHCI3/MeOH (95:05), obtendo-se 10 subfragdes. A purificagdo da fragdo AFCM-6.4.1 (60
mg), foi procedida por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), no modo semi-
preparativo, utilizando uma coluna em fase reversa C-18 (Shim-pack, 250 x 20 mml.D), e
sistema de eluicdo isocratico, acetonitrila:H20O (35:65), ambos acidificados com acido
trifluoroacético a 0,01%, com fluxo de 10,0 mL/min. A fracdo AFCM-6.4.1 foi dissolvida em
500 uL do sistema de eluicdo utilizado e injetada no aparelno de CLAE. O processo
cromatografico foi monitorado com detector UV, nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm,
sendo coletado os picos com tempo de retencdo de 10,29 min e 50,63 min, correspondentes as
substancias FCM-4 (1,8 mg) e FCM-3 (4,0 mg), respectivamente. A Figura 15 resume 0s
processos de isolamentos adotados para o extrato acetato de etila das folhas de C.
mastigophorus. Todas as fracdes purificadas foram submetidas a analise por RMN de *H e *C

(1D e 2D) e CG-EM para elucidacao de suas respectivas estruturas.
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Figura 15 - Esquema de fracionamento do extrato acetato de etila das folhas de Conchocarpus mastigophorus.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1.Substéncias isoladas de Conchocarpus mastigophorus

O estudo fitoquimico do extrato acetato de etila das folhas de C. mastigophorus (AFCM)
levou ao isolamento e identificacdo de quatro alcaloides (Figura 16), sendo trés do tipo
piranoguinolin-5-ona, um ja relatado na literatura (FCM-1) e dois inéditos (FCM-2 e FCM-3),
e um derivado da isatina (FCM-4), também descrito na literatura. Do extrato acetato de etila do
caule de C. mastigophorus (ACLCM) foi isolado e identificado uma nova furanocumarina
CCM-1 e o alcaloide do tipo quinolin-4-ona CCM-2 (Figura 17) ja isolado de outras plantas
do mesmo género. Do extrato metandlico do caule foi isolada a substancia CCM-3 (Figura

17), sendo este o primeiro relato de seu isolamento como produto natural.

FCM-3

Figura 16 - Alcaloides isolados das folhas de Conchocarpus mastigophorus.

CCM-1
CCM-2 CCM-3

Figura 17 - Substéncias isoladas do caule de Conchocarpus mastigophorus.
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6.2.Elucidacdo estrutural das substancias isoladas das folhas de Conchocarpus
mastigophorus

6.2.1. Substédncia FCM-1: 2,6-dimetil-2-(4-metil-3-oxopentil)-2,6-diidro-5H-

pirano[3,2-c]quinolin-5-ona (huajiaosimulina)

A substancia FCM-1 (Figura 18), resultante da purificacdo por cromatografia em
coluna da fracdo AFCM-4.2.2 (Figura 15, p. 28), apresentou aspecto oleoso castanho e
resultado positivo para alcaloides na analise em CCD revelado com reagente de Dragendorff.
Seus espectros de RMN de H e *C (Figura 19; Figura 22), obtidos em CDCls, apresentaram

deslocamentos quimicos caracteristicos de alcaloides do tipo piranoquinolin-5-ona que,
comparado com dados da literatura (WU e CHEN, 1993), permitiu identifica-la como sendo a
2,6-dimetil-2-(4-metil-3-oxopentil)-2,6-diidro-5H-pirano[3,2-c]quinolin-5-ona, também

conhecida como huajiaosimulina.

Figura 18 - Estrutura da substancia huajiaosimulina.

O esqueleto base da piranoquinolin-2-ona foi confirmado com base na analise do
espectro de RMN de *H (Figura 19; Figura 20; Figura 21), que apresentou sinais de
hidrogénios aromaticos correspondentes ao H-7 (6w 7,32; dl, J= 7,8 Hz), H-8 (6w 7,55; tl, J=
7,8 Hz), H-9 (61 7,23; t, J= 7,8 Hz) e H-10 (6w 7,91; dl, J= 7,8 Hz) caracteristicos de anel
aromatico 1,2-dissubstituido, e um sinal em forma de singleto, integrando para 3 hidrogénios,
com deslocamento quimico tipico de grupo metila ligada a heterodtomo (61 3,69; CHs-N). Os
sinais relativos ao H-3 (6+ 6,82; d, J= 10,0 Hz) e H-4 (61 5,42; d, J= 10,0 Hz), acoplando entre
si, com constante de acoplamento e deslocamento quimico caracteristicos de hidrogénios
vicinais ligados a carbono sp?, em configuracéo cis, confirma a existéncia do anel pirano na

estrutura policiclica e com substituintes na posicdo C-2, dada a quantidade e multiplicidade dos
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sinais dos hidrogénios correspondentes. Os demais sinais correspondem, portanto, aos grupos
substituintes, sendo os dupletos em 61 1,01 (J= 6,9 Hz; 3H) e 61 1,04 (J= 6,9 Hz; 3H), atribuidos
as metilas C-5’ e C-6’, respectivamente, acoplada a H-4’ (6w 2,55; sept, J= 6,9 Hz); os sinais
em ox 2,18 (dt, J= 15,0 ¢ 9,0 Hz) e 61 2,00 (dt, J=15,0 e 9,0 Hz) referentes aos hidrogénios
diastereotopicos (Ha-1’ e Hb-1") vizinhos ao centro estereogénico C-2; e o multipleto em dn
2,62 (2H) atribuido ao H-2’ que aparece mais desblindado por de estar proximo a uma carbonila.
Por fim, o singleto em 6n 1,47 (3H) relativo aos hidrogénios H-7’ da metila ligada ao carbono-
2 do anel pirano.

No espectro de RMN de **C (Figura 22) foram identificados 20 sinais referentes aos 20
carbonos na estrutura proposta: 12 sinais (entre dc 81,3 e dc 161,1) atribuidos aos carbonos do
esqueleto piranoquinolin-5-ona, com destaque para os sinais em ¢ 161,08 atribuido a carbonila
da porc¢do quinolinona (C-5) e em dc 29,46 correspondente a metila ligada ao nitrogénio; 6
sinais atribuidos ao substituinte (4-metil-3-oxo)pent-1-il (6c =18,3; 18,5; 35,3; 35,4; 41,2;
214,1) onde o valor de d¢c 214,1 corrobora com a atribui¢do da carbonila cetonica em C-3’ e,
por fim, um sinal em d¢ 27,6 atribuido ao C-7’ da metila. A comparagao dos sinais apresentados
nos espectros da FCM-1 com os descritos na literatura para este alcaloide (Tabela 7) demonstra
similaridade entre os valores de deslocamento quimicos para ambas as substancias,
confirmando a estrutura proposta.

Os espectros bidimensionais foram utilizados para confirmar as atribuigdes feitas para
a substancia FCM-1. A anélise do mapa de contornos COSY-'H,'H (Figura 23) mostra o
acoplamento, como era esperado para o padrdo de substituicdo no anel pirano, apenas entre 0s
hidrogénios H-3 e H-4, excluindo a possibilidade de hidrogénios adjacentes no mesmo anel.
Assim como confirma, também, o padrdo relativo de substituicdo no anel aromatico (1,2-
dissubstituido) pelos acoplamentos de: H-10 em posicdo orto a H-9 e meta a H-8; H-8 em orto
a H-7/H-9, e meta a H-10, e H-7 em orto a H-8 e meta a H-9.
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Figura 19 - Espectro de RMN de *H (600 MHz, em CDCls) da substancia FCM-1



32

H10
H9
N N —
oo oo Q
NN RN N
NV T
n
N
~ Y
~
NG o
o
o T T T T T T T
—— é - 7.34 733 732 731
7.93 7.92 7.91 7.90 —— f1 (ppm) %
fl1 (ppm) 7.58 7.57 7.56 7.55 7.54 EJ; ~
f1 (ppm) o
T T T T T T T T
7.25 7.24 7.23 7.22
f1 (ppm)
= — e g
S = @ S
~— i o o
T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.95 7.90 7.85 7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95
f1 (ppm)
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Figura 21 - Expanséo do espectro de RMN de *H (600 MHz, em CDClIs) da substancia FCM-1
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Tabela 7- Dados de RMN de 'H e de **C para o composto FCM-1 (CDCls; 600 e 150 MHz) em comparagdo com
0s dados da literatura para huajiaosimulina*.

. FCM-1 huajiaosimulina
Posi¢éo/Grupo
o1 mult. (J/Hz) oc o1 mult. (J/Hz)
la - 155,4
2 - 81,3
3 5,42 d (10,2) 119,3 5,43d (10,2)
4 6,82 d (10,2) 124,7 6,82 d (10,2)
4a - 115,9
5 - 161,1
7 7,32dl (7,8) 114,3 7,32d(7,8)
7a - 139,6
8 7,56 11 (7,8) 131,3 7,561 (7,8)
9 7,231(7,8) 122,0 7,231(7,8)
10 7,91 dl (7,8) 123,2 7,91d (7,8)
10a - 105,4
P a-2,00 dt (15,0; 9,0) 354 2,01 dt (14,4;7,4)
b- 2,18 dt (15,0; 9,0) ' 2,18 dt (14,4; 7,4)
2’ 2,65-2,60m 35,3 2,63t(7,4)
3 - 2141
4 2,55 sept (6,9) 41,2 2,55 sept (6,9)
5 1,01 d (6,9) 18,3 1,02 d (6,9)
6’ 1,04d (6,9) 18,5 1,05d (6,9)
7 1,48s 27,6 1,48s
CHs-N 3,695 29,5 3,695

*Dados obtidos a 300 MHz, em CDCl3



36

H-6’ H-5°
, H-7° ff
H7 | H9 H2> H4° Hb1’Hal’
H10 H8 H4 H3
I Il
1] Lo.s
— i i i
1.5
£ o
] Wt
|
2.5
i i ¥ T H
@ ~3.0
oe@’@
o Uﬂmm 3.5
@ ! w 4.0
4‘.0 3‘.8 3‘.6 3‘.4 3‘.2 3‘.0 2‘.8 2‘.6 2‘.4 2‘.2 2‘.0 1‘.8 1‘.6 1‘.4 1‘.2 1‘.0 6.8 6.6 6.4
2 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 4.6 44
f2 (ppm)
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O mapa de contornos HSQC-H, 3C (Figura 24) mostra que os hidrogénios em &y 2,18
e dn 2,00 estdo ligados no mesmo carbono, portanto, séo diasterotdpicos e vizinhos a um centro
de quiralidade que, no caso, corresponde ao C-2. As principais correlacdes no COSY-'H,'H
que confirmam a estrutura do substituinte (4-metil-3-oxo)pent-1-il sdo as do grupo isopropil
ligado a carbonila, pelo acoplamento entre as duas metilas (H3C-5’/ H3C-6") ¢ H-4’, resultando
em dupleto, para cada sinal das metilas, e desdobrando o sinal de H-4* em um septeto, como
esperado. Ha, também, a indicacdo de acoplamento entre 0 H-2’ com os hidrogénios
diasterotdpicos (H-1’a e H-1°b).
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Figura 24 - Expansdo do mapa de contornos HSQC-H, *C (600 e 150 MHz, em CDCls) da substancia FCM-1.

Na analise do mapa de contornos HMBC-'H, *C (Figura 25) foram observadas
algumas correlagdes que permitiram confirmar tanto a estrutura do esqueleto piranoquinolin-5-
ona quanto a estrutura e posic¢ao dos substituintes, tais como a correlagdo de H-4 com o carbono
da carbonila do sistema quinolinona e, também, com o carbono sp? (5 155,4) diretamente ligado

ao oxigénio no anel pirano. H-3, por sua vez, correlaciona com C-2 (2Jcw) e, a trés ligacdes,
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com C-1’ do 4-metil-3-oxopent-1-il, confirmando a posic¢ao deste substituinte. A estrutura desse
substituinte é confirmada pelas correlagdes entre os hidrogénios das metilas 5’¢ 6’ ¢ o carbono
carbonilico (C-3°), assim como as correlagdes entre C-3’¢ H-2’ (3Jcn) e H-1"a/H-1"b (3Jch). As
correlagBes de H-1"a/H-1°b com C-2 (?Jcn) e C-3 (3JcH), bem como a que se estabelece entre

H-7" e C-2 (3Jcn), reforcam a localizago dos grupos substituintes em C-2.
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A andlise do espectro de massas gerado por ionizagdo por elétrons (IE) (Figura 26)
também confirma as atribuicGes feitas paraa FCM-1. O pico do ion molecular com m/z= 325 ¢
coerente com a formula molecular C20H23NOs e o principal fragmento (m/z= 226) esta de
acordo com o padrdo de fragmentacdo da estrutura apresentada para a substancia FCM-1
(MCLAUGHLIN e HSUNG, 2001). A huajiaosimulina foi isolada pela primeira vez da espécie
Zanthoxylum simulans (Rutaceae) (WU e CHEN, 1993) e ndo ha relatos na literatura para seu
isolamento e/ou identificacdo dentro do género Conchocarpus. Ensaios bioldgicos realizados
por Chen e colaboradores (1994) mostraram que esta substancia apresenta um perfil de
citoxicidade seletivo e consideravel contra células de cancer de mama receptor-positivo de

estrogénio ZR-75-1.

m/z =226
Figura 26 — (A) Espectro de massas gerado por IE e (B) principal fragmentacéo da substancia FCM-1.

6.2.2. Substéncia FCM-2: 2-[2-(3,3-dimetiloxiran-2-il)etil]-2,6-dimetil-2,6-diidro-
5H-pirano[3,2-c]quinolin-5-ona (mastigoforona)

A substancia FCM-2 foi isolada na forma de um sélido amorfo castanho cuja anélise em
CCD, revelando em reagente de Dragendorff, indicou tratar-se de um alcaloide. Seus dados de
espectro de RMN *H e 13C apresentaram grande semelhanga com os correspondentes espectros
da substancia FCM-1. A sobreposicéo dos dois espectros de RMN de *H (Figura 27) mostraram

que houve uma relativa semelhanca de todos os sinais de na regido de 6n 8,20 a o1 5,30 de
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ambas substancias, e dos sinais em don 3,69 e o 1,48 referentes as metilas nas posicdes 6 e 2,
respectivamente, indicando que a substdncia FCM-2 também apresenta um esqueleto
piranoguinolin-5-ona, com 0 mesmo padrao de substituicdo da substancia FCM-1. Contudo, foi
observado duplicidade de alguns sinais relativos ao esqueleto piranoquinolin-5-ona em FCM-
2, indicando uma possivel mistura de diastereoisdbmeros. Analisando os demais dados do
espectro de RMN de 'H (Figura 28; Figura 29; Figura 30), significativa diferenca foi
observada nos sinais correspondentes aos hidrogénios alifaticos, 6+ 4,00 a 6H 1,20, indicando a
presenca de um substituinte isoprénico em C-2 diferente daquele presente em FCM-1. Foram
observados dois singletos em dn 1,26 (3H) e on 1,28 (3H) tipicos de metila, e sinal em 61 3,84
(dd —J=14,6; 2,0 Hz, 1H), 61 1,78-1,82 (m, 2H) e &n 2,08-2,13 (m, 2H) como componentes do

segundo substituinte.

FCM-2

FCM-1

_ s

T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura 27 - Sobreposicdo dos espectros de RMN de *H das substancias FCM-1 e FCM-2.

O espectro de RMN de *C (Figura 31) apresentou 12 sinais com deslocamentos
quimicos semelhantes aos da substancia FCM-1 referentes aos carbonos do esqueleto
piranoquinolin-5-ona, comuns as duas substancias, neste também foi observado a duplicidade
de alguns sinais, reforcando a proposicdo de uma mistura de diastereoisdmeros para a fracao
FCM-2. Os demais sinais (6c = 25,5; 26,5; 28,3; 39,6; 73,0; 74,3) foram atribuidos ao
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substituinte ligado em C-2. Comparando estes sinais com o0s do grupo isoprénico em FCM-1,
foi observado a auséncia do sinal da carbonila cetonica (6c 214) e o surgimento de dois sinais
em dc 74,3 e d¢c 73,0, caracteristicos de carbonos ligados a oxigénio. Também foi observada a
mudanca na multiplicidade dos sinais das metilas (de dupletos para singletos) e a auséncia do
sinal de H-4’ (61 2,55 sept, J= 6,9 Hz, 1H), em contrapartida, € observado um novo sinal em
on 3,84 (dd, J=14,6; 2,1 Hz). Estas observagdes levaram a proposicao da formacdo de epdxido

entre C-3’ e C-4’, caracterizando o grupo substituinte como 2-(3,3-dimetiloxiran-2-il)etil.
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Figura 28 - Espectro de RMN de *H (600 MHz em CDCls) da substancia FCM-2.
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Figura 29 - Expanséo do espectro de RMN de 'H (600 MHz em CDCls) da substancia FCM-2.



45

H3’ A H3’ B
o
—
T T T T T T T T ‘\‘I T T T T T T T
3.87 3.86 3.85 3.84 3.83 3.82 3.81 3.80
f1 (ppm)
ML\‘MK e
& ) N & R -\
- - O. ™M o ™M - ™M
(q\] (o) LN N AN ™M O O
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 1.7 16 15 14 13 1.z
f1 (ppm)

Figura 30 - Expanséo do espectro de RMN de 'H (600 MHz em CDCls) da substincia FCM-2.
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O mapa de contornos HSQC-'H,C (Figura 32) auxiliou nas atribuices dos
respectivos sinais no grupo 2-(3,3-dimetiloxiran-2-il)etil. Este mostra correlagdo do sinal oH
3,84 com &c 74,4 condizente com 0 H-C-3’; ndo foi observado correlagdes com o sinal em 8¢
73,0 de modo que este foi atribuido a C-4’; os sinais o4 1,26 e 6n 1,28 foram atribuidos as
metilas C-5" ¢ C-6’, respectivamente. Os sinais o1 1,78-1,82 (m, 2H) e 61 2,08-2,13 (m, 2H)
apresentaram correlacdo simultanea com 6¢ 28,3 (C-2’) e 6c 39,7 (C-1") indicando dois pares
hidrogénios diastereotdpicos, em conformidade com o que era esperado para os hidrogénios em
C-1’ ¢ C-2’, ambos vizinhos a centros quirais (C-2 e C-3”), respectivamente. As demais
correlagdes foram as mesmas observadas para a substancia FCM-1 referentes ao esqueleto da

piranoquinolin-5-ona.

Hal’/Ha2’ Hbl;/HbZ’

L 10
L1
[:} 14
L16

18

)
T,

k24

26

f1 (ppm)

28

30

32
;34
;36
;38

L) o [

42

44

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
25 24 23 22 21 20 19 1.8 1.7 16 1.5 1.4 13 1.2 1.1 1.0 09 08 0.7 0.6
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Figura 32- Expansio do mapa de contornos HSQC-'H, *C (600 Hz, em CDCl3) da substincia FCM-2

Ambos mapas de contornos COSY-'H,'H e HMBC-!H,'*C (Figura 33; Figura 34)

mostram correlagdes consistentes com as atribuicdes propostas para a estrutura da substancia
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FCM-2, tais como as que indicam o acoplamento de H-3 (6w 3,84 dd, J=14,6; 2,1 Hz) apenas
com os hidrogénios diastereotopicos em C-2°, e o acoplamento entre os dois pares de
hidrogénios em C-1’ e C-2’. Por sua vez, o mapa HMBC mostrou correlacdes, a duas e trés
ligacOes, de H-3’ com C-4’ C-5" e C-6’, e, também, de H-6" ¢ H-5’com C-3” e C-4’, condizentes
com a estrutura atribuida ao grupo substituinte 2-(3,3-dimetiloxiran-2-il)etil. As correlacdes de
H-1° com C-2 e, também, com a metila H3C-7" confirmam a posic¢éo do substituinte em C-2.

Hal’/Ha2’ Hb1’/Hb2’

\

H3’

.

f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
40 3.8 3.6 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 1.6 14 12 1.0
f2 (ppm)

Figura 33 - Expansdo do mapa de contornos COSY-H,'H (600 MHz, em CDCl3) da substancia FCM-2 e as
principais correlagdes na sua estrutura.
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Figura 34 - Expanséo do mapa de contornos HMBC-*H, *C (600 e 150 MHz, em CDClI3) da substincia FCM-2 e
as principais correlagfes na sua estrutura.

O espectro de massas obtido por ionizacdo por elétrons (IE) da substancia FCM-2
(Figura 35) apresentou o pico do ion molecular em m/z = 325, correspondente a formula
molecular CzoH23NOs3 estabelecida para a substdncia FCM-2. O principal fragmento
apresentado no espectro de massas (m/z= 226) condiz com o padrédo de fragmentacdo (Figura
36) apresentado por piranoquinolin-5-onas substituidas em C-2 (MCLAUGHLIN e HSUNG,
2001), assim como as substancias FCM-1 e FCM-2.

100 2%
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50

25

, 4 , " , , |
ot e e e
2250 250.0 275.0 300.0 325.0

it i e L
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0

Figura 35 - Espectro de massas obtido por IE da substancia FCM-2
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Figura 36 - Principal fragmentac¢do da substncia FCM-2 mostrando a formacéo do pico base em m/z= 226.

A anélise dos dados espectroscopicos da fracdo FCM-2, resumidos na Tabela 8,
permitiu identifica-la como uma mistura dos diastereoisémeros da substancia inédita 2-[2-(3,3-
dimetiloxiran-2-il)etil]-2,6-dimetil-2,6-diidro-5H-pirano[3,2-c]quinolin-5-ona (Figura 37),
um alcaloide do tipo piranoquinolin-5-ona, a qual denominamos de mastigoforona. Embora
estes sejam os primeiros dados descritos para esta substancia, alcaloides da mesma classe (N-
metilhaplamina e N-metoxihaplamina) ja foram isolados de Conchocarpus longifolius
(MAFEZOLI et al. 2001; FACCHINI, 2005). Esta classe de alcaloides apresenta grande
potencial bioativo. Ac¢do antimicrobiana e citotdxica tanto de piranoquinolin-5-onas isoladas de
plantas (zantroxisimulina, huajiaosimulina) como, também, de vérios derivados sintéticos ja
foram reportados (DI LIBERTO et al., 2020; CHEN et al., 1994).

Figura 37 - Férmula estrutural da substancia FCM-2 (mastigoforona).



Tabela 8 - Dados de RMN de H e 13C 1D e 2D da substancia FCM-2.
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Posigédo/ Diastereoisdomero A Diastereoisomero B 1 s
Grupo dn multi. (3/Hz) 8¢ Swmulti. /Hz)  &c COSY-H, H AMBC-H, 7C
la - 155,3 155,3
2 - 81,4 81,0
3 5,49 d (10,0) 125,2 5,47 d (10,0) 124,8 H-4 C-2; C-7’; C-17; C-4a; C-5
4 6,82 d (10,0) 119,3 6,81 d (10,0) 119,0 H-3 C-2;C-1a;C-5C-7’
4a - 105,7 105,7
5 - 161,1 161,1
7 7,32d (8,0) 114,3 7,32d (8,0) 1143 H-8 C-10a; C-9; C-7a
7a - 139,6 139,6
8 7,56 dd (8,0; 1,6) 131,2 7,55 dd (8,0; 1,6) 131,2 H-7; H-9; H -10 C-7; C-10; C-7a
9 7,231t (8,0) 122,0 7,231 (8,0) 122,0 H-8; H-10 C-7; C-10q; C-10
10 7,94 dd (8,0; 1,6) 123,2 7,93 dd (8,0; 1,6) 123,2 H-9; H-8 C-8, C-7a; C-1a
10a - 116,0 116,0
| 1,78-1,82/ 2,08-2,13 m 39,7 1,78-1,82/ 2,08-2,13 m 39,6 Ha-2’ Hb-2’; H-1" C-2’; C-T
2’ 1,78-1,82/ 2,08-2,13 m 28,3 1,78-1,82/ 2,08-2,13 m 27,5 Ha-1’; Hb-1’; H-2’; H-3’ C-2’; C-7
3 3,84 dd (14,6; 2,0) 74,4 3,82 dd (14,6; 2,2) 74,3 Ha-2’; Hb-2’ C-1’;C-4; C-6
4 - 73,0 73,0
5 1,265 26,5 1,265 25,4 C-3’; C-4
6’ 1,28s 26,3 1,28s 25,5 C-3’; C-4
7 1,49s 27,7 1,48s 27,1 C-1’; C-2; C-3
CHs-N 3,695 29,5 3,695 29,5 C-7’; C-Ta; C-5
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6.2.3. Substéncia FCM-3: 2-[(3-acetoxi-4-hidroxi-4-metil)pent-1-il]-2,6-dimetil-
2,6-diidro-5H-piranol[3,2-c]quinolin-5-ona (mastigoforina)

A substancia FCM-3, foi obtida a partir da purificagédo por CLAE da fragdo AFCM-
6.4.1 (Figura 15, p. 28). Apresentou aspecto de um sélido amorfo castanho e resultado positivo
frente ao reagente de Dragendorff, na analise por CCD, indicando também se tratar de um
alcaloide. Seus dados de espectros de RMN de *H e *C também apresentaram semelhancas
com os das substancias FCM-1 e FCM-2. A comparagdo da FCM-3 com FCM-1, pela
sobreposicdo de seus respectivos espectros de RMN de H (Figura 38), mostrou relativa
equivaléncia entre os deslocamentos quimicos atribuidos ao esqueleto piranoquinolin-5-ona, e
também dos sinais de metila em o1 3,69 e on 1,46, de modo a constatar que FCM-3 pertence a
mesma classe de alcaloides das substancias FCM-1 e FCM-2, inclusive com 0 mesmo padrdo

de substituicdo.

FCM-3

FCM-1

ﬂ J\W

T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura 38 - Comparagéo entre os espectros de RMN de 'H das substancias FCM-3 e FCM-1.

Assim como a substancia FCM-2, foi observado a duplicidade de alguns dos sinais de
hidrogénio, indicando uma possivel mistura de diastereoisémeros para fragdo FCM-3 também.
Os demais sinais observados no espectro de RMN de *H (Figura 39; Figura 40; Figura 41),
na regido de hidrogénios alifaticos, foram atribuidos ao segundo substituinte em C-2. Foram
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observados sinais em oy 1,87 — 1,83 (m, 2H) e on 1,76 — 1,69 (m, 2H), on 4,85 — 4,79 (m, 1H),
e sinais tipicos de metilas em én 2,12 (3 H), 61 2,08 (3 H), 1 1,18 (3 H), 81 1,17 (3 H), 61 1,16
(3H)e 1,15 (3 H).

A determinacdo da estrutura deste substituinte foi feita com base na associacdo dos
sinais do espectro de RMN de *C (Figura 42) com os respectivos sinais de hidrogénio a partir
das correlagdes apresentadas no mapa de contornos HSQC-'H, ¥C (Figura 43). Foram
observadas correlagdes do sinal em &¢ 38,1 com os sinais em on 1,87-1,83 (m, 2H) e 61 1,76-
1,69 (2H), e de dc 24,3 com estes mesmos sinais, indicando que sdo carbonos com hidrogénios
diastereotopicos, ¢ correlagdo apenas do sinal em on 4,85 — 4,79 (1H) com dc 79,9 indicando
um grupo oximetinico. Estes dados, juntamente com os sinais de metilas entre o 1,18 € 61 1,15
e de carbono ligado a oxigénio (& 72,6), apontaram relativa semelhanca com a estrutura do
substituinte isoprénico da FCM-2 (Figura 37- p. 51) um grupo isohexanil com substituintes
oxigenados em C-3’ ¢ C-4’.

Os sinais em 6n 1,87-1,83, dn 1,76-1,69 foram, entdo, atribuidos a (Ha/Hb)-C1’ e
(Ha/Hb)-C2’, 6n 4,85 — 4,79 atribuido a H-C3’, e os sinais entre o4 1,18 e 81 1,15 atribuidos as
metilas H3-C5” e H3-C6’, respectivamente. Os sinais destas metilas aparecem duplicados em
funcdo da mistura de estereoisdbmeros que levam a uma pequena diferenca nos seus valores de
deslocamentos quimicos. Os sinais de carbonila (6¢c 171,3) e de metila em dn 2,12, sugeriram a
presenca de grupo acetoxi (ALBERNAZ et al., 2012) na estrutura do substituinte, e a auséncia
de correlacdo de sinal de hidrogénio em C-4°, atrelado ao seu valor de deslocamento quimico,
indicaram uma possivel hidroxila nesta posicao, embora ndo apareca o sinal caracteristico no
espectro, em decorréncia da troca com solvente delterado (CDCl3). Estas observacoes
culminaram na atribui¢do do grupo (3-acetoxi-4-hidroxi-4-metil)pent-1-il para o substituinte na
posicdo C-2 da substancia FCM-3.
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Figura 42 - Espectro de RMN de *3C (150 MHz, em CDCls) da substancia FCM-3.
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Figura 43- Expansio do mapa de contornos HSQC-'H, 3C (600 e 150 MHz, em CDCls3) da substancia FCM-3.

O mapa de contornos HMBC-'H, °C (Figura 44) apresentou correlacdes condizentes
com estrutura proposta, sendo as mais importantes, as que se estabeleceram entre o0 H-3 a duas
ligagBes com C-2” e a quatro com C-3°, coerentes com a unidade acetoxi ligada em C-3’. E
observado, também, H-3’correlacionando tanto com C-2”, confirmando a posi¢do do grupo
acetoxi, quanto com C-4’, C-5’e¢ C-6’. Outra correlagdo importante observada foi entre Ha-1’
/Hb-1" e C-3 juntamente com Ha-2’/Hb-2’ correlacionando com C-2, que confirma a posi¢do

do substituinte (3-acetoxi-4-hidroxi-4-metil)pent-1-il em C-2.
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Figura 44 - Expanso do mapa de contornos HMBC-tH, 3C (600 e 150 MHz, em CDClIs) da substancia
FCM-3 e principais correla¢Bes na sua estrutura.

No espectro de massas (Figura 45) foi observado o pico do ion molecular com m/z =
385, equivalente a formula molecular C22H27NOs, e o fragmento com valor de m/z = 226,
condizentes com a estrutura atribuida para a substadncia FCM-3. Além disso, a principal
fragmentacdo, que leva ao fragmento m/z = 226, é decorrente da perda da cadeia lateral com

m/z = 159, ratificando a férmula molecular do grupo substituinte em C-2.
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(A)

N 0 OH

Figura 45 — (A) Espectro de massas obtido por IE e (B) principal fragmenta¢do da substancia FCM-3.

A comparacao dos dados da substancia FCM-3 com os dados descritos na literatura para
a substancia  2-(4-hidroxi-4-metilpentil)-2,6-dimetil-2H-pirano[3,2-c]quinolin-5(6H)-ona
(Figura 46) confirmaram, também, algumas atribuicbes feitas para a estrutura de FCM-3
(Tabela 9).

Figura 46 — Estrutura da 2-(4-hidroxi-4-metilpentil)-2,6-dimetil-2H-pirano[3,2-c]quinolin-5(6H)-ona.

Este alcaloide é estruturalmente similar a FCM-3, exceto pela auséncia do grupo acetoxi
no substituinte isoprénico. Os valores de deslocamento quimicos de *H e *C correspondentes
ao sistema piranoquinolin-5-ona apresentam relativa equivaléncia para ambas as substancias,
assim como as multiplicidades dos sinais de *H e suas respectivas constantes de acoplamento.
As diferencas mais pronunciadas observadas sdo referentes ao grupo isoprénico, dada a

presenca do substituinte acetoxi em C-3’ na substancia FCM-3, configurando um centro
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estereogénico nesta posicdo e, consequentemente, alterando os deslocamentos quimicos e

multiplicidade dos sinais referentes aos nucleos proximos, como é o caso de H-C3’, H-C2’, Hs-
C5’, H3-C6’ que diferem entre as duas substancias (DI LIBERTO et al., 2020).

Tabela 9 - Comparacio dos dados de RMN de *H e *3C da substancia FCM-3 com os descritos na literatura para
substancia 2-(4-hidroxi-4-metilpentil)-2,6-dimetil-2H-pirano[3,2-c]quinolin-5(6H)-ona.

2-(4-hidroxi-4-metilpentil)-2,6-dimetil-

Posicao/ FCM-3 2H-pirano[3,2-c]quinolin-5(6H)-ona*
Grupo 81 mult. (J/Hz) 8¢ 81 mult. (J/Hz) 8¢
la - 155,3 - 155,1
2 - 81,3 - 81,2
3 5,47 d (10,0) 124,9 5,49d (10,0) 125,2
4 6,81 d (10,0) 119,1 6,79 d (10,0) 118,3
4a - 105,7 - 105,4
5 - 161,1 - 160,8
7 7,32.d (8,6) 114,2 7,31dl = (8,6) 113,9
7a - 139,5 - 139,2
8 757-753m 131,1 757-753m 130,7
9 7,241 (8,0) 121,9 7,22 ddd (8,0; 7,2; 0,9) 121,6
10 7,94 dd (8,0; 1,6) 1233 7,95 dd (8,0: 1,3) 122,9
10a - 116,0 - 115,8
1’ 1,76-1,69/ 1,87-1,83 m 38,1 1,92-1,64 m 41,7
2’ 1,76-1,69/1,87-1,83 m 24,3 1,62-1,42 m** 18,5**
3 4,85-4,79m 79,9 1,62-1,42 m** 43,8**
4’ - 72,6 - 70,7
5’ 1,16 s 25,3 1,19 s** 29,1**
6’ 1,17s 26,9 1,19 s** 29,1**
7’ 1,46 s 27,3 1,47 (s 26,7
2 - 171,3 - -
3” 2,12 s 21,2 2,08s -
CHs-N 3,695 29,4 3,69s 29,2

*Di Liberto et al., 2020. Dados obtidos em CHCls. ** Valores diferentes em comparagdo com FCM-3

Com base na analise dos espectros de massas, RMN de *H e *C, uni e bidimensionais,

cujo os principais dados estdo descritos na Tabela 10, foi possivel identificar a fragdo FCM-3

como uma mistura de diastereoisdmeros da substancia 2-[(3-acetoxi-4-hidroxi-4-meil)pent-1-

il]-2,6-dimetil-2,6-diidro-5H-pirano[3,2-c]quinolin-5-ona,

um

piranoquinolin-5-ona, aqui denominado de mastigoforina.

novo alcaloide do

tipo



Tabela 10 - Dados de RMN de 'H e de *C (CDCls; 600 e 150 MHz, respectivamente) 1D e 2D da substancia FCM-3.
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Posicao/ Diastereoisomero A Diastereoisomero B
COSY-'H, H HMBC-'H, 3C
Grupo &1 mult. (J/Hz) dc &1 mult. (J/Hz) dc
la - 155,3 - 155,3 - -
2 - 81,3 - 81,0 - -
3 5,47 d (10,0) 124,9 5,44 d (10,0) 124,9 H-4 C7’; C1’; C2; C4a; Cla
4 6,81 d (10,0) 119,1 6,81 d (10,0) 119,1 H-3 C7’;C1’; C2; Cla; C5
4a - 105,7 - 105,7 - -
5 - 161,1 - 161,1 - -
7 7,32 d (8,6) 114,2 7,32d (8,6) 114,2 H-8 C10a; C9; C7a; Cla
7a - 139,5 - 139,5 - -
8 7,57-7,53m 131,1 7,57—-7,53m 131,1 H-9; H-7; H-10 C7; C10; C7a
9 7,241(8,0) 1219 7,231 (8,0) 121,9 H-10; H-8 C7; Cl10a; C:10
10 7,94 dd (8,0; 1,6) 1233 7,93 dd (8,0; 1,6) 1231 H-8; H-9 C8; C7a; Cla
10a - 116,0 - 116,0 - -
1 Hb 1,72eHa1,85m 38,1 Hb1,72eHal8m 381 Ha-2” Hb-2’; H-1° C2;C3
2’ Hb1,72eHa1,85m 24,3 Hb1,72eHal85m 240 H&1’;Hb-1’; H-2’; H-3’ C2;C3
3 4,85-4,79m 79,9 4,85-4,79m 79,9 Ha-2’;Hb-2’ C2’;C6’; C1; C4’; C2”
4 - 72,6 - 72,6 - -
5 1,16s 25,3 1,155 25,2 - C4’;C3
6’ 1,17s 26,9 1,17 s 26,8 - C4’; C3
Ik 1,46 s 27,3 1,45s 27,1 - C1’;C2; C3
2”7 - 171,3 - 171,3 - -
3” 2,12 21,2 2,08s 21,1 - Cc27; C3
CHs-N 3,695 29,4 3,695 29,4 - C7; C4a; C7a; C5
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6.2.4. Substéncia FCM-4: N-metilisatina (impura)

A substancia FCM-4 foi identificada como constituinte majoritario da fragdo AFCM-
6.4.1 (Figura 15, p. 28). O cromatograma (Figura 47-A) obtido na analise por CG-EM
apresentou, além de outros constituintes, um pico majoritario com tempo de retencédo (Tr) igual
a 22,30 min. A base de dados da biblioteca NIST14 apontou uma similaridade de 93% do
espectro de massas do componente majoritario (Figura 47-B) com o da substancia N-
metilisatina (Figura 48). Neste, aparece o pico do ion molecular com m/z = 161 referente a
formula molecular CoH7NO2. Os demais picos apresentam coeréncia com o mecanismo de
fragmentacdo proposto para essa substancia (Figura 49).

N

\

Figura 48 - Férmula estrutural da N-metilisatina.
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Figura 47 - Cromatograma obtido por CG-EM (a) e espectro de massas obtido por IE (B) para a substancia
majoritaria de FCM-4
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Figura 49 — Esquema simplificado representando o principal mecanismo de fragmentacdo da substancia
majoritaria de FCM-4 [adaptado de Martinez e Ferreira (2017)].

Os deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN de *H de FCM-4 (Figura
50) foram comparados com os dados descritos na literatura para a isatina (SILVA et al., 2010),
e quatro sinais foram similares aos que compunham o anel aromatico presente na estrutura dela.
Esses sinais foram atribuidos a H-7 (6w 6,84; dl, J= 7,8 Hz) acoplando em orto com H-6 (6n
7,33; td, J=7,8; 1,3 Hz) que, por sua vez, acopla em orto com H-5 (61 7,07; td, J=7,8; 1,3 Hz)
e em meta com H-4 (5 7,37; dd). Para FCM-4 além dos sinais do sistema aromatico, foi ainda
observado um singleto, integrando pra 3H (dn 3,20), o qual foi atribuido a um grupo metila
ligado ao 4&tomo de N.

O espectro de RMN de *C (Figura 51) também apresentou sinais com deslocamentos
quimicos compativeis com os carbonos do anel aromatico (6¢c 108,8 — 8¢ 143,7) e com 0 grupo
metila ligada ao nitrogénio (6c 26,4; N-CHs). No entanto, ndo foram observados os sinais
esperados para as carbonilas da lactama (C-2) e da cetona (C-3) que deveriam aparecer com
valores de deslocamentos quimicos préximos de 6c 159,5 e dc 184,5, respectivamente
(PANASENKO et al., 1994). A auséncia destes sinais pode ser atribuida a pequena massa da
amostra submetida a analise de RMN (1,8 mg) resultando em sinais de C=0 de baixa
intensidade e incapaz de serem distinguidos dos ruidos de fundo do aparelho ou, ainda, pode
ser atribuido ao maior tempo de relaxagéo do ndcleo de carbono na carbonila quando submetido
ao campo eletromagnético do aparelho de RMN, reduzindo a intensidade do seu sinal ou
impedindo a sua detec¢do (SILVERSTEIN et al., 2012).
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Figura 50 - Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCls) da substancia FCM-4.
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Embora os sinais correspondentes as carbonilas (C-2 e C-3) ndo tenham sido detectados,

os dados de CG-EM, juntamente com os espectros de RMN de *H e *C em comparagdo com
os dados da literatura (Tabela 11) foram suficientes para identificar e confirmar a N-
metilisatina como constituinte majoritario de FCM-4. A N-metilisatina € uma substancia muito
versatil utilizada como precursor na sintese de varios derivados com diversas atividades
bioldgicas e farmacoldgicas. E encontrada em plantas do género Isatis, nas espécies Calanthe
discolor Lindl. e Coroupita guianenses, e no ser humano, como derivado metabdlico da
adrenalina (SILVA et al., 2010; SARDELLA, 2014; MARTINEZ e FERREIRA, 2017). Nao
ha relatos na literatura para o isolamento ou identificacdo da N-metilisatina no género

Conchocarpus, sendo estes os primeiros dados de sua identificacdo em espécies Conchocarpus.

Tabela 11 - Dados de RMN de 'H e *3C da substancia FCM-4 comparados com dados de RMN de *H da isatina.

o N-metilisatina (FCM-4) Isatina
Posicaolgrupo. — i, (97HD) dc SH mult. dc **
2 ND 159,5
3 ND 184,5
3a 143,7 150,9
4 7,37.dd (7,8; 1,3) 138,5 7,52d 138,5
5 7,071d (7,8; 1,3) 123,3 7,05td 122,9
6 7,331d (7,8; 1,3) 125,5 7,57 td 124,7
7 6,84 dl (7,8) 110,0 6,86 d 117,4
7a 115,3 1179
HsC-N 3,20s 29,8

*Silva et al., 2010 (Dados obtidos em DMSO-Ds). ** Panasenco et al., 1994 (Dados obtidos em DMSO-Dg). ND=
néo detectado.

6.3.Elucidacdo estrutural das substancias isoladas do caule de Conchocarpus
mastigophorus

6.3.1. Substédncia CCM-1: 9-hidroxi-4-metoxi-2-(3-metilbut-2-en-1-il)-7H-
furo[3,2-g]cromen-7-ona

A substancia CCM-1 foi isolada na forma de um sélido cristalino amarelado. A proposta
para a sua estrutura foi feitam com base na analise simultanea dos espectros de RMN de H e
13C uni e bidimensionais.

No espectro de *H (Figura 52) foram identificados, na regido de hidrogénios alifaticos,
sinais tipicos de metila em on 1,68 (s, 3H) e o+ 1,85 (s, 3H), metila ligada a heteroatomo em &
3,94 (s, 3H) e um sinal em 61 3,56 (d, J= 7,4 Hz, 2H). Na regido de hidrogénios ligados a
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carbonos sp? foram identificados sinais em 8n 5,26-5,30 (m, 1H), dois singletos em &4 6,20
(1H) e dn 6,72 (1H), e os sinais em 6n 6,26 (d, J = 9,4 Hz) e 64 7,58 (d, J = 9,4 Hz),
caracteristicos de hidrogénios olefinicos cis (SARDARI et al., 1999).

No espectro de RMN de *C (Figura 53) foram identificados trés sinais na regido de
alifaticos (8¢ = 18,1; 22,3; 25,9), um sinal em &¢ = 56,5, nove sinais na regido de carbonos sp?
(6c =105,2; 111,4; 113,2; 116,4; 120, 8; 133,3; 143,9; 147,5; 148,5) e um sinal em 6c = 161,7.
A quantidade de sinais de carbonos observados na regido de aromaticos e seus valores de
deslocamentos quimicos bem como o sinal em & 161,7, tipico de carbonila lacténica, apontaram
relativa coeréncia com um esqueleto de uma furanocumarina angular ou linear (CHAVARIA
et al., 2008; SARDARI et al., 1999).

O mapa de contorno HSQC-H, 3C (Figura 54) auxiliou na atribuicdo dos sinais de
hidrogénio aos respectivos carbonos. Neste, estdo evidenciadas as correlagdes de oH 6,26 € OH
7,58 com éc 113,3 e d¢c 143,9, respectivamente, coerentes com H-5 (6n 7,58 d, J = 9,4 Hz) e H-
6 (5n 6,26 d, J=9,4 Hz) na estrutura de uma furanocumarina (CHAVARIA et al., 2008), e
correlacdo de 6w 6,72 com &¢ 105,2 sendo atribuido ao hidrogénio na posi¢do C-3. Nao foram
observadas correlacbes dos demais sinais de hidrogénio com o0s carbonos no esqueleto
furanocumarina, indicando entdo, que estes hidrogénios pertenciam a grupos substituintes
presentes na estrutura. A auséncia de correlacdo do sinal em 64 6,20 (s, 1H) com algum carbono
na estrutura indicou a possibilidade de uma hidroxila como um dos substituintes. Um segundo
substituinte foi proposto com base na correlagdo observada entre o sinal 6 3,94 (s, 3H) e 6c
56,5 sendo, entdo, atribuidos a uma metoxila. A presenca de outro grupo substituinte, de
natureza isoprénica, foi indicada pelos sinais em 6 1,68 (d, J= 1,3 Hz 3H), 6+ 1,85 (d, J= 1,3
Hz 3H), o1 3,57 (d, J=7,5; 2H), 61 5,29 (m, 1H) que mostraram correla¢des com doc 25,9, dc
18,1, 6c 22,3 e oc 120,8, respectivamente. Este conjunto de sinais, juntamente com o sinal em
dc 133,3, séo caracteristicos do grupo isopentenil (3-metilbut-2-en-1-il) (NUNES, et al., 2005)
um derivado de prenilacdo, etapa muito comum durante a rota biossintética de alguns
metabolitos especiais nas plantas (DEWICK, 2009). Para este substituinte, foram feitas as
atribuicdes dos sinais 6+ 1,68 e o1 1,85 as metilas HzC-4’ e H3C-5’ geminais em C-3” (133,3),
do sinal 845,29 ao H-2’ olefinico e, por fim, de &4 3,57 a H-1".
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Figura 54 - Mapa de contornos HSQC-H, *3C da substancia CCM-1.

As posicdes substituidas na estrutura da furanocumarina foram indicadas pelo sinal de

H-3 como um singleto, apontando a substituicdo em C-2, pois para furanocumarinas néao

substituidas nesta posicao € esperado um dupleto para o sinal de H-3 (REED e MOORE, 1988),

e, também, pela auséncia de correlagdes no mapa de contornos HSQC em C-8 e C-9 para um

esqueleto angular, ou em C-4 e C-9 para um esqueleto linear. Estas observacdes configuraram

12 estruturas possiveis para a substancia CCM-1 (Figura 55).

Ry

)R, = OH R,= OMe R;= CH,CH=(CH,),
2) R, =OMe R,= OH R;= CH,CH=(CH3),
3)R, = OMe R,= CH,CH=(CH;), R;=OH
4)R,=0OH R,= CH,CH=(CH3), R;= OMe
5)R, = CH,CH=(CH3), R,= OH R3= OMe
6) R, = CH,CH=(CH3), R,= OMe Ry= OH

7)R,=OH R,= OMe Ry= CH,CH=(CH3),
8) R; = OMe R,= OH Ry= CH,CH=(CH;),

9) R, =OMe R,= CH,CH=(CH;), R;=OH
10)R,=OH R,=CH,CH=(CH;), Ry= OMe
11) R, = CH,CH=(CH;), R,=OH R;= OMe
12) R, = CH,CH=(CH;), R,= OMe R;= OH

Figura 55 - Possiveis estruturas para a substancia CCM-1.
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No mapa de contornos HMBC-tH, 3C (Figura 56) foram observadas correlagGes que
corroboram com a proposta do esqueleto furanocumarina para a substancia CCM-1, sendo as
mais importantes as que se estabeleceram entre o H-6 (6n = 6,26) com o carbono da carbonila
lactbnica (6c = 161,8) e C-4a (d¢c = 111,4); H-5 (8w = 7,58) correlacionando com o carbono
carbonilico (6c = 161,8) e com C-8a (d¢c = 148,5), e H-3 correlacionando com C-2 (6¢ = 147,5),
C-3a (6¢c = 116,4) e C-9a (6¢c = 143,9). Foram observados, também, correlagdes de H-1’ (d¢c =
3,57) com C-2’ (6¢ = 120,8) e C-3” (6¢c = 133,3), consistente com a atribui¢do para grupo
isopentenil, e com C-2 (3¢ = 147,5), apontando ser esta a posi¢do deste grupo substituinte na

estrutura da furanocumarina. Com isso, as possibilidades estruturais para a substancia CCM-1

foram reduzidas as estruturas 1, 2, 7, e 8 (Figura 55, p. 72).
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Figura 56 - Mapas de contorno HMBC-*H, *3C e principais correlagGes apresentadas para a substancia CCM-1.

A partir dos espectros NOESY 1D (Figura 57) percebeu-se que houve uma relativa
degradacéo da substancia CCM-1, provavelmente devido & isomerizagdo da ligacdo dupla,
sendo observado um ndmero bem maior de sinais quando comparado ao espectro de RMN de
'H obtido previamente. Ainda assim, foi possivel verificar a ocorréncia de nOe em H-5 e em

H-3, pela irradiagdo da metoxila. A irradiacdo do H-3, resultou em nOe apenas nos hidrogénios



73

da metoxila. Essa observagéo culminou na atribuicdo do esqueleto linear para a furanocumarina,
e da posicdo da metoxila em C-4, sendo o Unico arranjo onde pode ser esperado o nOe
observado. Por fim, com a irradiacdo de H-5, foi observado um nOe em H-6 e também no grupo
metoxila, confirmando a posi¢édo do substituinte metoxila em C-4, proximo a H-5 (Figura 58).
Desse modo, a hidroxila estaria na posi¢do C-9, culminando na estrutura 8 (Figura 55, p. 72)
para a substancia CCM-1.
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Figura 57 - Espectros NOESY-1D (em CDCls) da substancia CCM-1 com (A) irradiacdo de H-5, (B) irradiacdo
de H-3 e (C) irradiacdo em CHs-O.
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Figura 58 - Correlagfes observadas nos espectros de NOESY-1D para o CCM-1.

A andlise dos dados espectroscopicos, resumidos na Tabela 12, resultou na
identificacdo da substancia CCM-1 como sendo a 9-hidroxi-4-metoxi-2-(3-metilbut-2-en-1-il)-
7H-furo[3,2-g]cromen-7-ona (Figura 59), uma furanocumarina ainda nao relatada na literatura.
Esta classe de cumarina ja foi isolada da espécie C. longifolius, porém, todas angulares (3-
metoxiangelicina, 3,6-dimetoxiangelicina, pimpinelina, esfodina e isobergapteno)
(MAFEZOLI et al. 2001; FACCHINI, 2005).

Tabela 12 - Dados de RMN de 'H e **C (600 e 150 MHz, CDCI3), 1D e 2D, para a substancia CCM-1.

POSICB0) i mult. Hz)  81C  HMBC-H, 13C NOESY-1D
Grupo
2 - 1475
3 6,72 (s, 1H) 105,2 C-9a; C-9 HsC-0
3a - 116,4
4 - 1439
4a - 1114
5 758(d,94-1H) 1439  C-7;C-8a C-da HsC-O; H-6
6 6.26(d, 9,4 1H) 1133 C-4a; C-7
7 - 161,8
8a - 148,5
9 - 1439
%a - 1439
1’ 357(d, 7.52H) 223 C-2; C-3; C-2
2 530-527 (m,H) 1208  C-47C-5C-I°
3 - 1333
¥ 168(d, 13,3H) 259  C-57C-25C-3
5 185(d, 1,3,3H) 181  C4’C2;C3
0-CHs 3,94 (s, 3H) 56,5 C-4 H-5; H-3

-OH 6,20 (s, 1H) -
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Figura 59 - Férmula estrutural da substancia CCM-1.

Furanocumarinas sdo bastante citadas na literatura relatando um largo espectro de
atividades bioldgicas e aplicacbes farmacéuticas como anticancerigena, antinflamatoria,
antiviral e antimicrobiana (MAHENDRA et al., 2020). Substancias similares a CCM-1, como
a isopimpinelina e fellopterina, apresentaram inibi¢cdo promissora contra cepas clinicas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (ZUO et al., 2016). Esta nova furanocumarina
tem, portanto, grande potencial para apresentar alguma bioatividade.

6.3.2. Substéncia CCM-2: 2- fenil-1-metilquinol-4-ona

A substancia CCM-2 foi obtida na forma de um soélido cristalino amarelado a partir do
fracionamento cromatografico da fracdo ACLCM-36.6 (Figura 14, p. 26) e apresentou
resultado positivo para alcaloide ao ser analisado por CCD, usando com revelador o reagente
de Dragendorff.

No espectro de RMN de H (Figura 60) da substancia CCM-2 foram identificados seis
sinais de hidrogénios ligados a anel aromatico, sendo quatro destes caracteristicos de anel
aromatico 1,2-dissubstiuido, 61 8,48 (dd, J=8,1; 1,7 Hz, 1H), 61 7,60 (d, J= 8,8 Hz, 1H), dH
7,74 (ddt, J=8,8; 8,1;1,7 Hz, 1H) e on 7,45 (t, J= 1,7 Hz, 1H), e dois sinais em &y 7,42-7,39
(m, 2H) e 61 7,51-7,47 (m, 3H) tipicos de anel aromatico monossubstituindo. Foi observado,
também, um sinal de hidrogénio olefinico em 61 6,47 (s, 1H) e um singleto em dn 3,66 (3H),
caracteristico de grupo metila ligada a heteroatomo.

Na analise do espectro de RMN de **C (Figura 61) foram identificados 13 sinais, sendo
11 deles na regi&o de carbonos sp? (8¢ 112,3 — 8¢ 155,5), uma carbonila (8¢ 176,8) e apenas um
na regido de alifaticos (8 37,7). Este conjunto de dados, juntamente com os de RMN de *H,
apontaram similaridade com os descritos por Biavatte et al. (2002) para a substancia 2-fenil-1-

metilquinolin-4-ona (Tabela 13).
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Figura 60 - Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCls) da substancia CCM-2.
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Figura 61 - Espectro de RMN de 3C (150 MHz, CDCl3) da substancia CCM-2.
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Tabela 13 - Dados de RMN de 'H e de *C da substancia CCM-2 (CDCls, 600 e 150 MHz) comparados com 0s
dados descritos na literatura para a 2- fenil-1-metilquinol-4-ona.

Posicao/ Substancia CCM-3 2- fenil-1-metilquinol-4-ona*
Grupo 81 mult. (3/Hz) dc 81 mult. (3/Hz) dc
2 155,5 154,8
3 6,46 (s) 112,3 6,315 112,7
4 176,8 177,6
4a 128,7 126,8
5 8,48 dd (8,1;1,7) 126,2 8,51 dd (8,0; 1,4) 126,8
6 7,45t (1,7) 124,2 7,45 br t (1,0) 123,8
7 7,74 ddt, (8,8; 8,1;1,7) 132,8 7,73 dt (7,8; 1,6) 132,3
8 7,60d (8,8) 116,2 7,57 d (8,5) 115,9
8a 1419 1419
1 135,6 135,9
2’ 7,42-7,39m 128,7 7,42 m 128,5
3 7,51-7,47m 128,9 7,52 m 128,8
4 7,51-7,47m 129,9 7,52 m 129,6
5 7,51-7,47m 128,9 7,52m 128,8
6’ 7,42-7,39 m 128,7 7,42m 128,5
N-Me 3,66s 37,7 3,623 37,3

*Biavatti et al. (2002). Dados obtidos em CDClsza 400 e 100 MHz

Analisando o0 mapa de contornos COSY-'H,'H (Figura 62) da substancia CCM-2,
foram observadas correlaces que indicam o acoplamento de 6+ 8,48 (H-5) com 84 7,45 (H-6,
J= 1,7 Hz, indicando um acoplamento meta) e com &én 7,74 (H-7, J= 8,1 Hz, indicando um
acoplamento orto); acoplamento de 6+ 7,45 com &n 7,74 (J= 1,7 Hz, indicando acoplamento
meta) e acoplamento de o 7,74 com o4 7,60 (H-8, J= 8,8 Hz, indicando acoplamento orto)
coerentes com o padrdo de substituicdo relativo 1,2-dissubstituido do anel aromatico no sistema
quinolinona. H4, também, indicagdo do acoplamento entre os grupos de hidrogénios H-3’/H-
4’/H-5" ¢ H-2°/H-6’, no substituinte fenil.

O mapa de contorno HSQC-H, 13C (Figura 63) apresentou correlacdes que auxiliaram
na correta atribuigcdo dos sinais na estrutura proposta para CCM-2, tais como a correlacdo do
hidrogénio olefinico on 6,37 (H-3) com dc 112,31; as dos sinais on 7,42-7,39 (H-2’/H-6") e 6H
7,51-7,47 (H-3’/H-4’/H-5") com dc 128.,8 e ¢ 129,6 respectivamente, para o grupo fenila, e a
correlacdo entre 0 6w 3,66 e d¢ 37,71 caracterizando a metila ligada ao nitrogénio.
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A andlise dos dados de RMN de 'H e *C uni e bidimensionais da substancia CCM-2,
comparados com a literatura, foram suficientes para confirmar a usa identidade como 2-fenil-
1-metilquinolin-4-ona. Este alcaloide foi também isolado por Bellete (2009) no estudo
fitoquimico de C. marginatus, pertencente ao mesmo género da espécie abordada neste
trabalho, e por Biavatti et al. (2002) da espécie Raulinoa echinata, ambas da familia Rutaceae.
Ensaios de atividade biol6gica para esta substancia revelaram agdo tripanocida moderada contra
as formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi (AMBROZIN et al., 2008).

6.3.3. Substéncia CCM-3: 3-hidroxi-1-metilpiperidin-2-ona

A substancia CCM-3 foi isolada a partir do fracionamento cromatografico da fracédo
MCLCM-6 (Figura 14, p. 26) na forma de um sdlido cristalino incolor, soltvel em metanol e
apresentou uma faixa estreita de temperatura de fusdo variando entre 138 e 139 °C, indicando
alto teor de pureza.

O espectro de massas obtido por ionizacdo por elétrons (Figura 64) apresentou o pico
do ion molecular com m/z = 129 correspondente & formula molecular CeH1:NO2. No espectro
de infravermelho (1V) (Figura 65) foi observada banda de absorcéo larga na regido de 3500-
3300 cm? que, dada a formula molecular com base no espectro de massas, pode ser
caracteristico de estiramento da ligacdo O-H; banda de absorcdo intensa na regido de 1670-
1600 cm! caracteristico de estiramento axial de carbonila lactdmica e bandas na regifo 1300-
1100 cm apontando a presenca de grupos C-N e C-O (SILVERSTEIN et al., 2012).
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Figura 64 - Espectro de massas gerado por IE da substancia CCM-3.
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O espectro de RMN de 'H (Figura 66) apresentou sete sinais distribuidos na regido de

alifaticos, sendo um sinal em 6y 2,96 (s, 3H) caracteristico de metila ligada a heterodtomo,
sequido dos sinais & 2,05-1,97 (m, 1H), 6w 2,18-2,09 (m, 2H), 61 2,54-2,47(m, 1H), 61 3,15
(ddd, J=11,3; 9,0; 7,4 Hz), 61 3,79-3,74 (m, 1H), 6w 3,83 (dd, J=9,4; 7,0 Hz). Por sua vez, o

espectro e RMN de *3C (Figura 67) apresentou cinco sinais de carbonos alifaticos (5c = 24,0;

30,1; 41,4; 57,22; 72,0) e um sinal em dc 172,2 indicando uma carbonila, em conformidade

com a banda de absorcdo observada no espectro de 1VV. Ndo foram observados sinais com

deslocamentos quimicos tipicos de carbonos arométicos ou olefinicos. Estes dados

apresentaram relativa semelhanca com os dados espectrais descritos na literatura para a
substancia 5-hidroxi-1-metilpiperidin-2-ona (Figura 68) (ALAGAR-YADAV et al., 2015).
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Figura 68 - Formula estrutural da substancia 5-hidroxi-1-metilpiperidin-2-ona.

O mapa de contornos HSQC-'H, *C (Figura 69) da substancia CCM-3 apontou
correlagdes consistentes com a estrutura de uma piperidinona: os sinais o1 2,04-1,97 (m, 1H) e
OH 2,17-2,09 (m, 2H) correlacionando com &c¢ 24,0; os sinais dH 2,53-2,47 (m, 1H) e, também,
OH 2,17-2,09 (m, 2H) correlacionando com 6c 30,1, e os sinais ox 3,79-3,74 (m, 1H) e 61 3,17-
3,11 (m, 1H) correlacionando com dc 57,2, configurando trés grupos CH2 para 0s quais 0s
hidrogénios ndo sdo quimicamente equivalentes, efeito da ocorréncia de centros de quiralidade
e/ou estrutura rigida onde os hidrogénios, no mesmo carbono, assumem orientacGes axiais e
equatoriais resultando em diferentes valores de deslocamento quimico. A integracdo do sinal
em on 2,17-2,09 indicou dois nucleos, porém, este aparece acoplando com dois carbonos
diferentes, se tratando, entdo, da sobreposicdo dos sinais de hidrogénios ligados a carbonos
distintos, mas que apresentam deslocamento quimico semelhante. Também foi observado
correlagéo do sinal én 3,83 (dd, J=9,5; 7,1 Hz - 1H) com &c 72,0 indicando um grupo CH no
qual, também, esta substituida a hidroxila, dado o valor do deslocamento quimico. O sinal da
metila (6w 2,96, s, 3H) aparece correlacionado com éc 41,4 caracterizando um grupo metila

ligada ao nitrogénio.
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Figura 69 - Mapa de contornos HSQC-H, 3C (600 e 150 MHz, em CD30D) da substancia CCM-3.

As correlagGes apresentadas no mapa de contornos COSY-*H,'H (Figura 70) apontaram
0 acoplamento de H-ax (dn 3,17-3,11) e H-eq (6w 3,70-3,74) em dc 57,2 apenas com 0 H-ax (3
2,17-2,09) e H-eq (dH 2,53-2,47) em dc 30,1; estes, por sua vez, aparecem acoplando, também,
com H-ax (6n 2,04-1,97) e H-eq (61 2,17-1,09) em dc 24,0, indicando que os trés grupos CH>
estdo ligados em sequéncia. Desse modo, a hidroxila ndo poderia estar substituida em C-5 como
na estrutura da 5-hidroxi-1-metilpiperidin-2-ona, e sim na posicdo C-3 ou C-6, resultando em
duas estruturas possiveis para a substancia CCM-3 (Figura 71). Esta observacdo também €
confirmada pela indicagdo do acoplamento de 6n 3,83 (1H) em 6c 72,0 apenas com os H-ax e
H-eq em 6¢ 30,1 indicando a ocorréncia de hidrogénios vicinais apenas em um dos carbonos
ligado a &¢ 72,0.
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Figura 71 - Estruturas possiveis para a substancia CCM-3

O mapa de contorno HMBC-!H,*C (Figura 72) apresentou correlagcdes que permitiram
determinar a posic¢ao da hidroxila na estrutura, sendo a principal delas a correlac¢do do sinal on
3,17-3,11 a trés ligacbes com o carbono da metila, assegurando a sua posi¢cdo em C-6 e,
consequentemente, da hidroxila em C-3. Em concordancia, é observado a correlacdo de H-4

com o carbono carbonilico a trés ligagdes, o que ndo seria observado se a hidroxila estivesse
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em C-6 e o sinal o4 2,53-2,47 fosse atribuido, entdo, ao H-5. As correlacBes apresentadas no

mapa de contornos NOESY-1D (Figura 73) corroboraram com a atribuic¢do da hidroxilaem C-

3 onde, a irradiacdo do sinal 61 3,15 (H-6) apresentou nOe com os hidrogénios da metila ligada

ao nitrogénio e também com H-6 geminal (61 3,77) (Figura 74), confirmando o grupo CHz (6¢c

57,2) vizinho ao nitrogénio.
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Figura 74 - Correlagdo observada no espectro de NOESY-1D para a substancia CCM-3 em sua estrutura
tridimensional.

A andlise dos dados espectrais da substancia CCM-3, resumidos na Tabela 14, levou a
sua identificagdo como 3-hidroxi-1-metilpiperidin-2-ona (Figura 75). No entanto, apenas com
estes dados ndo foi possivel determinar a configuracdo absoluta em C-3. Experimentos de
dicroismo circular vibracional deverdo ser realizados para determinacdo inequivoca da
configuracdo absoluta.

Os relatos descritos na literatura para essa substancia sao apenas da sua obtencéao através
de sintese em laboratério como precursor para sintese de estricnocarpinas, uma classe bem
conhecida de compostos ativos farmacodinamicos (HERDEIS e DIMMERLING, 1984). A 5-
hidroxi-1-metilpiperidin-2-ona, substancia bastante similar a CCM-2, exceto pela posicao da
hidroxila, foi isolada das folhas de Tragia involucrata L. e revelou ser um potente relaxante
muscular e anti-histaminico (ALAGAR-YADAV et al., 2015), de modo que é interessante
investigar se este mesmo potencial pode ser observado para a 3-hidroxi-1-metilpiperidin-2-ona.
Os dados aqui descritos sdo, entdo, o primeiro relato da obtencéo da 3-hidroxi-1-metilpiperidin-

2-ona a partir de produtos naturais (plantas).

Tabela 14 - Dados de RMN de 'H e 3C da substancia CCM-3.

Posicdo o1 mult. (J/Hz) dc HMBC-'H, 13C
2 - 173,3
3 3,83 dd (9,5; 7,1) 72,0 C2, C4
4 ax- 2,17 - 2,09 eg- 2,53-2,47 m 30,1 C2, C3, C5,C6
5 ax2,04-1,97eqg-2,17-2,09m 24,0 C3,C4,C6
6 ax-3,17-3,11e0- 3,79-3,74 m 57,2 C4, C5, -CHs
N-CHs 2,96 s 414 C6, C3
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Figura 75 - Férmula estrutural da substancia CCM-3: 3-hidroxi-1-metilpiperidin-2-ona.

7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O estudo fitoquimico dos extratos dos galhos e folhas de Conchocarpus mastigophorus
levou ao isolamento e identificacdo de sete substancias. Das folhas foram isoladas quatro
substancias, sendo trés alcaloides do tipo piranoquinolin-4-ona, dois deles estdo sendo descritas
pela primeira vez, e um alcaloide inddlico, 1-metilisatina, cuja identificacdo esta sendo descrita
pela primeira vez dentro do género Conchocarpus. Do caule foram isoladas trés substancias,
dentre elas uma furanocumaraina inédita, uma piperidinona, cujo isolamento esta sendo descrito
pela primeira vez a partir de plantas, e um alcaloide quinolinico ja relatado na literatura. As
substancias isoladas, principalmente os alcaloides quinolinicos e a cumarina, estdo de acordo
com o perfil fitoquimico descrito para o género Conchocarpus. A obtencdo das substancias
inéditas reforca o potencial desse género para producdo de moléculas com diversidade estrutural
e ressalta a importancia da continuidade de estudos das demais espécies para descobertas de
novas substancias.

Tem-se como perspectiva para este trabalho, realizar ensaios biolégicos para avaliacdo
da atividade antimicrobiana e citotoxica das substancias inéditas. O levantamento de dados da
literatura revelou que varias substancias pertencentes a mesma classe e estruturalmente
similares as isoladas neste trabalho, apresentaram atividades bioldgicas diversas, dentre elas,
antimicrobiana e citotoxica. Portanto, estas novas substancias podem apresentar resultados

promissores de bioatividades.
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