UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA E INORGANICA

Contribuicao ao Conhecimento Quimico de
Esponjas do Litoral Cearense:

Monanchora arbuscula

Julieta Rangel de Oliveira

FORTALEZA - CE
2008



JULIETA RANGEL DE OLIVEIRA

CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO
QUIMICO DE ESPONJAS DO LITORAL
CEARENSE:MONANCHORA ARBUSCULA

Dissertacao submetida a Coordenacdo do curso de
P6s-Graduagdo em Quimica Organica e Inorganica
da Universidade Federal do Ceara, como requisito
parcial para a obtencdo do grau de Mestre em

Quimica Organica.
Orientador: Prof. Dr. Edilberto Rocha Silveira

Co-orientadora: Pr&f Dra. Otilia Deusdénia Loila

Pessoa

FORTALEZA
2008



O47c

Oliveira, Julieta Rangel de
Contribuicdo ao conhecimento quimico de esgmdp litoral cearense:
Monanchora arbusculaJuilieta Rangel de Oliveira, 2008.
158f. ;il. color. enc.

Orientador: Prof. PhD. Edilto Rocha Silveira
Co-Orientadora: Prof. Draili@tDeusdénia Loiola Pessoa
Area de concentracéo: Proslidaturais
Dissertacao (mestrado) - Universidade Fedkr&leara, Centro de
CiénciasDepto. de Quimica Orgéanica e Inorgani€artaleza, 2008.

1. Produtos naturais marinhos 2. Alcaléidesnidinicos | . Silveira,
Edilberto Rocha (orient.) Il. Pessoa, Otilia Deusdé& oiola (co-orient.) Ill.
Universidade Federal do Ceard — Curso de Pos-Ggaduanm Quimica
Organica IV. Titulo

CDD 547




Esta Dissertagéo foi aprovada como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do
Grau de Mestre em Quimica Organica, outorgado pela Universidade Federal do Ceard, em cuja

Biblioteca de Ciéncias e Tecnologia/UFC encontra-se & disposicdo dos interessados.

’]_ . Z ‘ )
FW/J% {‘37[(}1 RCL e A ¢ {ﬂ (fj(fh,»?, Ah
(’\ Julieta Rangel de Oliveira

DISSERTACAO APROVADA EM: 03/10/2008

EXAMINADORES:

Sulis R s

Prof_Dr. Edilberto Rocha Silveira
Universidade Federal do Ceard — UFC

Prof. Dr. Frafcisco Jogé Queiroz Monte
Universidade Federal do Ceard — UEC

Profali. Dra. Rbsangela de Almeida Epifanio
Universidade Federal Fluminense — UFF



Trabalho realizado sob orientacdo do Prddr. Edilberto Rocha Silveira e co-orientac&o
da Prof. Dra. Otilia Deusdénia Loiola Pessaado Departamento de Quimica Organica e
Inorgénica, da Universidade Federal do Ceara.



A Deus por fazer transformagdes em
minha vida.

Aos meus pais, M\* Marizete e Luiz e ao
meu irmdo, Luzardo pelo amor
transmitido.



"Hd duas fontes perenes de alegria
pura: o bem realizado e o dever
cumprido.”

E. Girdo



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida, por direcionar o caminjue nela devo percorrer e pelas

imensas oportunidades surgidas na minha jornada.

Aos meus pais, pela educagéo que me deram e jpoerastempre comigo, apoiando-me e

transmitindo muito amor.

Ao meu irmao Luzardo, por sempre estar aconselhargjapoiando-me e transmitindo-

me muita confianga.

Ao professor Edilberto Rocha Silveira, pela orieéta pelo esforco em querer passar

algum de seu conhecimento cientifico e profissional

A professora Otilia Deusdénia Loiola Pessoa, poadeeditado na minha capacidade, pela
dedicacdo em co-orientar este trabalho, pela paeiétompreensdo e por sempre mostrar-

se amiga.

Ao Dr. Eduardo Hajdu (Museu Nacional de PorifekdSRJ) pela participacédo na coleta

e identificacdo da espécie utilizada neste trabalho

A professora Leticia Veras Costa Lotufo pelos erssérmacoldgicos e por permitir-me

acompanhar alguns destes ensaios.
Ao professor Francisco Arnaldo Viana, pela dedicagd ensinar-me a trabalhar com o
HPLC, e pela colaboragéo neste trabalho, como tanabgarticipacdo do professor, Jaécio

Carlos Diniz, sempre na auséncia do Prof. Arnaldo.

A professora Mary Anne Sousa Lima pelo conhecimémosmitido nos seminarios de

grupo, como também pela amizade e incentivo.

A professora Laila Salmen Espindola pelas atividdgishmanicida e antifingica.



Ao Elthon Ferreira, aluno de mestrado da ProfaiclaetVeras, pela realizagcdo das
atividades farmacoldgicas, pela atencéo e dispmggétirar-me algumas duvidas sempre

que precisava.

Aos alunos de iniciagdo cientifica do LaboratéroG@romatografia de Alta Eficiéncia da
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte (UEp#R ajuda quando desenvolvia

parte deste trabalho no presente laboratério.

Aos operadores dos aparelhos de Infravermelho rRicaSammy, Luciana Bertini),
Ressonancia Magnética Nuclear (Daniel, Renata, il Edangelo, Glauber, Gisele,

Luciana Lucas) pela obtencdo dos espectros e ao petos espectros de massa.

Aos companheiros de laboratério, pela amizade, pefopartiihamento de experiéncias,

pelos varios momentos de descontracdes.

As amigas que conquistei durante o periodo de adEstique passaram a fazer parte da
minha vida sempre transmitindo energia positiveredfendo sempre um ombro amigo;

Ceica, Milena, Simone e Isabel.
A minha conterr@nea amiga Janete que sempre edteneeu lado apoiando-me desde a
monitoria de Quimica Organica, por sempre me aywando chegava em casa triste, aflita

e “estressada”.

As minhas amizades sélidas conquistadas no perdedgraduacdo; Angela, Joseane,

Cesiane e Romel por estarem sempre do meu lado.

Aos funcionérios do curso de Pos-Graduacdo em Qai@irgéanica e Inorganica; Célia,

Orlando, Lana e Mundinha.

Aos 6rgaos financiadores CNPQ, CAPES, PRONEX E FAR@elo suporte financeiro.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS . ...ttt e et e e e et e e eennna e e eeraeeeees v
LISTA DE TABELAS . ...t e et e e e e nae e e e aa s Viii
LISTA DE FLUXOGRAMAS . ..ottt ettt e e e e e et e e e et e e aeennaaaees X
LISTA DE QUADROS................. S PP PP PP X
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS ...t Xi
1 11 Xil
AB S T R A C T ..ot e ettt e e e e e et e e e et e e et e e e e nn— e eetaararaaaes Xiii
INTRODUGAOD ..ot emee ettt ettt se e eaese e se et neeens 1
PRODUTOS NATURAIS MARINHOS . ... iiituieeitieeeeteeeeeteeesetneessnnnaaaesetneesstneesstnneessnnaeeesnnns 1
(@] =381 1V 2 4
N o 4
A ] = = [Tl 1S TP 4
1. CONSIDERAGCOES GERAIS ..ottt ettt st seenanaeas 5
L] 2 N NP 5
1.1.CONSIDERACOES TAXONOMICAS. .. .uitniitiitiitieteetieteeteetiesnssrsenaeetiesneesnsessesneesnsesans 7
1.1.1.CONSIDERACOES SOBRE FAMILIACRAMBEIDAE .......cceieiuvieeeeeiteeeeeeeiaseeeeeeesseseeesnseesansseneens 7
1.1.2.CONSIDERACOES SOBRE GENERMIONANCHORA ........uvvieeeeeiteieeeeetieeeeeeeteeeeeeenneeeaessneeeeans 7
1.1.3.CONSIDERACOES SOBRE MONANCHORA ARBUSCULA ......uveeeiiiutieeeeeeiieeeeeeesreeeeeeeineeeenns 7
1.2.CONSIDERACOESFARMACOLOGICAS ... cctueitieeiteeieee e e te e et e e et e e s e eesa e esaeeerneeenneannns 9

2. REVI$AO BIBLIOGRAFICA SOBRE A OCORRENCIA DE ALCA LOIDES
GUANIDINICOS EM ORGANISMOS MARINHOS ... 14

2.1.CONSTITUICAO QUIMICA E IMPORTANCIA BIOLOGICA. .....ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeens 14

3. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUIMIC OS DE

MONANCHORA ARBUSCULA ...ttt e e e e e e e e e e eaa e ees 35
3.1.DETERMINAGCAO ESTRUTURAL DEMAD-1.......ciiiiiiiei et o e e 35
3.2.DETERMINACAO ESTRUTURAL DEMAA-Z... ..o et eeeeme e 48

3.3.DETERMINACAO ESTRUTURAL DEMAA-3... .o eeeeme e 63



3.4.DETERMINAGCAO ESTRUTURAL DEMADA-4 (MISTURA DE EPIMEROS........cceieieeeeeiiiinnns 75
3.5.DETERMINACAO ESTRUTURAL DEMAM-5 ... e e 89
4, PARTE EXPERIMENTAL ...ou et 100
4. 1. MATERIAL BIOLOGICO ...cttuuiiittieeittaeeett s e eeai e e tesi e e s semaae s e s esa s e e esa e e aesnaeaesnaeennnnaanens 100
4.2. METODOSCROMATOGRAFICOS. .....ciittttuuaaaeieitiiaaaeeeettaaaaaaessemmnaaaeseesnnnaaeeeensnnnns 101
4.2.1.CROMATOGRAFIA DE ADSORGAQ.. ... ciitiiieeiiiiie e ettt e e e et e e e et e eeesemtaa e eeesteeeestaaeeesraaeeens 101
4.2.2.CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAQL.......uuuitiiiiiiieeeeiiiiiiiieei et e e e e e e e e 101
4.2.3.CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) ....ccoi oo 101
4.3.METODOSESPECTROMETRICOS. .. .uuttttutetreeeeeeeeaaaaaaaaaeassssssasssnnnnneeesssasseseessssnnnnnnnns 102
4.3.1.ESPECTROSCOPIA DIRESSONANCIAMAGNETICA NUCLEAR (RMN) ....oovvvieiiiiiiiiiiieeeeen 102
4.3.2.ESPECTROMETRIA DEMASSA (EM) ..coooiiiiiiie et e 103
4.3.3.ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DE ABSORGAO DIBIFRAVERMELHO (V) ....ovviiiiiiciiiiiiiee 103
4.4 ROTACAO OPTICA. ..t eee et et e et et e et e e e e st e et e st e e e s e e et e reeeeeeerens 103
4.5.ATIVIDADES LEISHMANICIDA E ANTIFUNGICA: ENSAIOSIN VITRO...ccvuueiiriaeeenieeeennns 103
4.6.ESTUDOS DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DIONANCHORA ARBUSCULA...........cccnnes 104
4.6.1.INVESTIGAGAO BIOGUIADA PRELIMINAR DO EXTRATO DE M. ARBUSCULA .....c.eevvrrreenenne 104
4.6.1.1.Preparacao do eXtratO DrUtO..............uuimmmmmeeeeeeeeceeeeeeeeirs e e e e e e e aeens 104
4.6.1.2 Atividade citotdxican vitro em linhagens de células tumorais.......... ... 104
4.6.1.3.Particdo liquido-liquido do extrato bruto.....cccce...everiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeeeeeieeenes 105
4.6.2.I1SOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DIl. ARBUSCULA .......uvivvniiiiiieiriieeiiieeninenn, 108
4.6.2.1 Fracionamento cromatografico da fracao diclorom@{®AD).............cccceeenn. 108
4.6.2.1.1Fracionamento cromatografico da fracao dicloronmeta(MAD-II) ............. 110
4.6.2.1.1.1Tratamento cromatografico da fragdo MAD-II (5-14)..c......cvvvevvevveenrnnnnn. 110
4.6.2.1.1.2Tratamento cromatografico da fracdo MAD(II) (5-14)5) e isolamento

de MAD-1 (Mirabilina B) (Fluxograma 4.3, pag. 114).......ccccevurrirvriiiiiiiieeeeeeeeeeenn, 111
4.6.2.1.2 Fracionamento cromatografico da fracao diclorom@tgiMAD-I)................ 112
4.6.2.2 Fracionamento cromatogréfico da fracdo acetatdilde(MAA).............cc...... 115
4.6.2.2.1Tratamento cromatografico da fracdo MAA (11-14diasnento de MAA-3

B MA - e ———————— ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e n 116
4.6.2.2.2Neutralizacdo das fracoes MAA-2 e MAA-3, provenentio HPLC ............. 117

4.6.2.3.Tratamento cromatogréfico das fragfes dicloromef(itaD-I, MAD-II)
€ aCetato de etila (IMAA) ..o st e e e e e e e e e e e e e e e e eee et tbbb s ennansesennnn s 120



4.6.2.3.1Tratamento cromatografico da fracdo MADA e isolatoete MADA-4........ 120
4.6.2.4 Fracionamento cromatogréfico da fracdo metanohNbaM]).............eevevvvveeenen. 123
4.6.2.4.1Tratamento cromatografico da fracdo MAM (8-11)@amento

B MAM-5 L. ettt e ettt it e e e e e s 123
5. CONCLUSAO ..ottt ireeee ettt se e e eeeee 126
6. CONSTANTES FISICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS ....ccccovivrvrieene. 128

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....oooeeeeeeeee et eeea e e e eeeaaeaneaens 313



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Distribuicdo de amostras com significativa citotickdde em unscreeninig
pré-clinico realizado pelo US-NCI. O nimero absoldeé amostras esta apresentado ao
lado de cada barra com seu respectiVode porcentagem quanto a substancias
(o] (0] (0 ) [ox= 1= TP OTPTPPPPPP 2
Figura 1.1 — Espiculas de esponjas, demonstrando variacdes emma fe tamanho
(Megaescleras € MICIOESCIEIAS).........uuuucmmmmmmmr e eeeeeeeeeieiiiiir e e e e e e e e e e neaeeeeeaaeeeeeeeenees 5
Figura 1.2 —Desenho esquematico do sistema aquifero leucondide................c..cc..... 6
Figura 1.3 — Foto ilustrativa d®l. arbusculaem seu habitat, cedida por E. Hajdu............. 8
Figura 1.4 — A, subtilostilo coanossomal; B, subtilostiloasgomal; C, isoquela ancorada,;
D, quela sigméide reduzida: E, sigma; F, extrenedadde um

g To C0] =1 o o J P PPPRRPRPRP 8

Figura 1.5 - Estruturas de arabinonucleosideos (a,b) e seustotipos

(o o 1N = PRSP 9
Figura 1.6 — Estrutura quimica da monoalida............cccccevvvviiiiiiiiiiiccccii, 11
Figura 1.7 — Estrutura quimica da discodermolida............cooeeivviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeennn 11
Figura 1.8 — Estrutura quimica da jaspamida...........ccceeeeeererrmmniiiineeeeeeeeeeeeeeeeeennnnne 12
Figura 1.9 —Estrutura quimica da leucetamida A...........oeuueeiiiiieiiiiiiiieeeee 12
Figura 1.10— Estrutura quimica da isoptilocaulina......cccee.vevvvveeiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeiiiiies 13

Figura 3.1 —Espectro de absorcdo na regido do infravermelh€i(Nari’)

(0 LAY N I PP 42
Figura 3.2 - Espectro de RMRH (500 MHz, CDCA) de MAD-1........cccooeeeeeeeeerereann. 42
Figura 3.3 - Espectro de RMYC-CPD (125 MHz, CDG) de MAD-1..........cccccoceur...... 43
Figura 3.4 - Espectro RMN®C-DEPT 138 (125 MHz, CDC}) de MAD-1..................... 43
Figura 3.5 - Espectro de RMN HSQC (500 e 125 MHz, CR)@e MAD-1..................... 44
Figura 3.6 - Espectro de massa (IE, 70 eV) de MAD-L.......ccccoiiiiiiiieeeiieeeeeeiin 44
Figura 3.7 - Espectro de RMRH, *H — COSY (500 MHz, CDG) de MAD-1................ 45
Figura 3.8 - Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz, CQQle MAD-1.................... 46
Figura 3.9 - Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz, CRIGI expanséao

(OH 0,5-3,08c15-50) A MAD-L.....ooiiieeiiiiiiiiee ettt e e e e e e enas 46
Figura 3.10- Espectro de RMN — NOESY (500 MHz, CRYadle MAD-1..........ccccceennn.. 47

Figura 3.11 -Espectro de absorcéo na regi&o do infravermela@€{Nem?)



Figura 3.12— Espectro de RMNH (500 MHz, CDCY) de MAA-2.........cocevovveeeeereen. 55
Figura 3.13— Espectro de RMNH (500 MHz, CDC}) — expanséo

(0,85-3,84 PPM) 08 MAA-2.... .o eereee ettt e e e et e e e e s e eeaenssreeeeaeeans 56
Figura 3.14— Espectro de RMN’C-CPD (125 MHz, CDG) de MAA-2.........c.c..cc........ 56
Figura 3.15— Espectro de RMNC-CPD (125 MHz, CDG) — expansao

(10-45 PPM) A MAA-2... e e et ernrr e e e aaaaas 57
Figura 3.16 -Espectro de RMN HSQC (500 e 125 MHz, Cp)@e MAA-2................... 57
Figura 3.17 -Espectro HSQC editado (CH + @H500 e 125 MHz, CDG)

(0 LY PSP 58
Figura 3.18 -Espectro de RMN HSQC editado (gH500 e 125 MHz, CDG)

- expansaodl,0-2,55c20-35) & MAA-2.......o ettt 58
Figura 3.19 -Espectro de massa (IE, 70 eV) de MAA-2.......ccoviiiiiiiiiiie 59
Figura 3.20 -Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz, CQAle MAA-2.................. 59
Figura 3.21 -Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz, CR)GF expanséo
(BH0,7-2,56C 10-45) dE MAA-2.....oeeeeieee ettt e e e e e ans 60
Figura 3.22 -Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz, CRQC}H expansao

(B 3,3-3,8BC 65-85) 08 MAA-2......oveeiie ettt eeree et e e 60
Figura 3.23 -Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz, CRQC}H expansao
(0103,6-4,35c120-130) dE MAA-2.... .ottt e 61.
Figura 3.24 -Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz, CR)GF expanséo
(BH0,7-2,58c 50-80) A MAA-2.......eiiiiiiie et eeeee et 61
Figura 3.25 -Espectro de RMN NOESY (500 e 500 MHz, CB)CGl expansao

(O 3,4-4,4DC 1,2-2,4) A€ MAA-2....oeeeeeeeeeeet ettt 62
Figura 3.26— Espectro na regi&o de absorcédo do infravernm{@la€l, cm)

0 Y Y A PRSPPI 69
Figura 3.27— Espectro de RMNH (500 MHz, CDCY) de MAA-3......ccocoeeeeveieeereen. 69
Figura 2.28— Espectro de RMNH (500 MHz, CDC}) — expanséo

(0,84-2,53 PPM) 08 MAA-3... . et erree et e e e e e e e e s et e e e e eeeaeaan 70
Figura 3.29— Espectro de RMNC (500 MHz, CDC) de MAA-3.......c.cccovvvveeeeeeeene, 70
Figura 3.30— Espectro de RMN HSQC (500 e 125 MHz, CP@k MAA-3........cc........ 71

Figura 3.31— Espectro de RMN HSQC editado (CH + 4500 e 125 MHz, CDG)



Vi

Figura 3.32— Espectro de RMN HSQC editado (§Kb00 e 125 MHz, CDG)

(0 LAY A PSP 72
Figura 3.33- Espectro de massa (IE, 70 eV) de MAA-3.....co i, 72
Figura 3.34 —Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz, CRalle MAA-3................. 73
Figura 3.35 —Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz, CRGH expansao

(B 10-206c 120-130) de MAA-3....co ettt e e e e e a e e e e e e e e e aaa 73
Figura 3.36 —Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz, CRIG+ expanséo

(BH 3,6-3,8/0c 120-125) de MAA-3... ...ttt 4.7
Figura 3.37— Espectro de absorc¢&o na regiéo do infraverm&lagl, cni')

B IMADA-A. ...ttt e e e e e et aaaaaee e e et aaaar 82
Figura 3.38— Espectro de RMNH (500 MHz, GDsN) de MADA-4.........c.cocveveveeeean.. 83
Figura 3.39 -Espectro de RMNH (500 MHz, GDsN) — expans&o

(0,75-2,87 PPM) A MADA-A.....iee et ee e e e e aaeaa 83
Figura 3.40— Espectro de RMN’C-CPD (125 MHz, €@DsN) de MADA-4...................... 84
Figura 3.41— Espectro de RMNC-CPD (125 MHz, €DsN) — expanséo

(10-45 PPM) A€ MADA-A.......eeeeeee ettt e e e e e e s e e e e e et e e e e e e e annees 84
Figura 3.42— Espectro de RMN’C-DEPT 135° (125 MHz, §DsN) de MADA-4.......... 85
Figura 3.43— Espectro de massa (IE, 70 eV) de MADA-4.....cccooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieae e 85
Figura 3.44 —Espectro de RMN HSQC (500 e 125 MHzDGN) de MADAA............... 86
Figura 3.45 —Espectro de RMN HSQC (500 e 125 MHzPGgN) — expanséo

(On 1,3-3,0/8¢c 35-45) A€ MADA-A.....ccoeeee ettt e e e 86
Figura 3.46 —Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz;[gN) de MADA-A.............. 87
Figura 3.47 —Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz;[@gN) — expansao

(O 0,7-3,0/8¢ 15-45) d& MADA-A......cco ettt et a et e e e e e 87
Figura 3.48— Espectro de RMN NOESY (500 x 500 MHzDGN)

B IMADA-A. ... e et e e e e e e et ———aaeaete e e aar 88
Figura 3.49 -Espectro de RMNH (500 MHz, COD) de MAM-5.........c.ccocvvvrernnnnn. 95
Figura 3.50 -Espectro de RMN°C-CPD (125 MHz, CBOD) de MAM-5...................... 95
Figura 3.51 -Espectro de RMN HSQC (500 e 125 MHz, £ID) de MAM-5................ 96
Figura 3.52 -Espectro de massa (IE, 70 eV) de MAM-5...... ..o 96
Figura 3.53 -Espectro de RMNH, 'H — COSY (500 MHz, CBOD) de MAM-5........... 97
Figura 3.54 -Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz, ¢gDD) de MAM-5............... 97

Figura 3.55 -Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz, D) — expansao



vii

(1 de 0,8 — 1,4 B 11-50) de MAM-5.......cuiiieeeiieceeeiee et 98
Figura 3.56 -Espectro de RMN NOESY (500 x 500 MHz, ¢ID)

(0 L1V 1Y Y PPSRTRSRUPPRPR 99
Figura 4.1 — Localizacao da area de COleta...........ceeeemeereeniiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeiiiiiinnnes 1Q0
Figura 4.2 —Cromatograma de obtencao de MAA-2 em fase revei@a C................. 118
Figura 4.3 —Cromatograma de obtencdo de MAA-3 em fase rev@®a..................... 118

Figura 4.4 —Cromatograma de obtencdo de MAM-5 em fase rev@®a.................... 118



viii

LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1 -Ocorréncia de alcaldides guanidinicos organismosarinhos................... 16
Tabela 3.1- Comparacéo de dados de RMS e'H de MAD-1 com dados da

10T = LU ] = VP PUUPPP 40
Tabela 3.2- Deslocamentos quimicos de RMTC e'H de MAD-1, em CDGL............... 41
Tabela 3.3— Comparacéo de dados de RV e'H de MAA-2 com dados

(0 F= T 11 (=] = 1 (0 = VPP PR PT 53
Tabela 3.4- Deslocamentos quimicos de RMIC e'H de MAA-2, em CD{............... 54
Tabela 3.5—- Comparacéo de dados de RMS e'H de MAA-3 com dados

(o P 10 =1 (U = PP PP PPPPPRP 67
Tabela 3.6- Deslocamentos quimicos de RMIC e'H de MAA-3, em CDG............... 68
Tabela 3.7— Comparacéo de dados de RMiNe *°C de MADA-4(1) com dados

(o P 10 =1 (U = LT PPPPPPRPP 80
Tabela 3.8— Comparacéo de dados de RMiNe 1°C de MADA-4 @) com dados

(0 F= T 11 (=] = 1 (0 = U PP PSPT 81
Tabela 3.9—- Comparacéo de dados de RMiNe **C de MAM-5 com dados

(o P 10 =1 (U] = DT PPPPPPRPP 94
Tabela 4.1- Linhagens de células utilizadas no ensaio déogitmidadein vitro........... 104
Tabela 4.2— FracOes provenientes da particdo do extratd.debuscula................... 105

Tabela 4.3— Atividade citotdxica Ig (Lg/mL) do extrato bruto dd. arbuscula
e as fragOes provenientes da PArtIGAO. .. .. s serrrrareeeaeeeeaeeeeeeeeeenenennn e 108

Tabela 4.4— Descricao das fracdes do tratamento cromatagrdh fracao

dICIOrOMELAN0 MAD. ... .. ittt e e e e e e e e e e e e e nns 109
Tabela 4.5 -Atividade citotdxica IG (Lg/mL) das fracdes diclorometano

(MAD-1, MAD-IT € MAD-AID et 109
Tabela 4.6— Descricao das fracdes do tratamento cromatogrdé MAD-II................ 110
Tabela 4.7— Descri¢cao do gradiente de eluicdo do tratamenatmatografico

A8 MAD-I (514 ...ttt ettt n et saa s s e e 110
Tabela 4.8— Descricdo do rendimento do tratamento cromatiocgrde MAD-II.......... 111

Tabela 4.9— Descri¢cao do gradiente de eluicdo do tratamenatmatografico
o LY N | (ST ) B ) SRR 111

Tabela 4.10- Descri¢do do rendimento do tratamento cromaticgra



A8 MAD- (5-14) (4-5)....eeeeee ettt ettt ettt n e s 112
Tabela 4.11- Descri¢do do gradiente de eluicdo do tratamenostmatogréafico

da fracdo diclorometano (MAD-I)........ooovviiiiieer e e e e e e eenneeenenees 113

Tabela 4.12 — Descricdo do rendimento do tratamento cromaficgrada fracao
diClOromMeEtan0 (MAD-1)... .. ittt 113
Tabela 4.13— Descri¢do do gradiente de eluicdo do tratamenotmatografico

da fracdo acetato de etila MAA . ..........o e 115
Tabela 4.14- Descri¢cdo do rendimento do tratamento cromatmgrda fracao

acetato de elila MAA ... ettt e e e e e e e e e e e e r 115
Tabela 4.15- Descri¢do do gradiente de eluicdo do tratamenotmatogréafico

(o F= = Tor= Lo TN 1Y N 5 I RSP 116
Tabela 4.16— Descricdo do rendimento do tratamento cromaticgra

da frACAO0 MAA (LL-14).. ettt eeea e e e e e e e e e e e e eees 116
Tabela 4.17- Descricdo do gradiente de elui¢cdo do tratamemmatografico

(o F= T = Tor= Lo I 1Y Y I 120
Tabela 4.18- Descricdo do rendimento do tratamento cromaticgra

A FTAGAAVIADA . ...ttt e ettt et e e e e e e e e e e e as 120

Tabela 4.19-Descri¢do das fracdes e rendimento do tratameatoatogréfico
da fracao MetanOliCa MAM........ ..o e e 123
Tabela 4.20 Descricédo das fracfes e rendimento do tratameatoatografico
o LY N I 2 SRR 124



LISTA DE FLUXOGRAMAS

Fluxograma 4.1 -Método de preparacéo do extrato brutdverbuscula................... 106
Fluxograma 4.2 -Método de preparacédo das fracbeddarbuscula..................cc..... 107
Fluxograma 4.3 -Rota esquematica do isolamento do constituinte igoiMAD-1 obtido
a partir da fracdo diclorometano (MAD) N arbusCula............cccceeeeeiiieeeiiieiieieeeiiiiiinnns 41
Fluxograma 4.4 -Rota esquematica do isolamento dos constituiniésigos MAA-2 e
MAA-3, obtido a partir da fracao acetato de etVA) de M. arbuscula..................... 119
Fluxograma 4.5— Rota esquematica do isolamento do constituinimigo MADA-4, a
partir das frac6es diclorometano (MAD) e acetatetila (MAA) deM. arbuscula......122
Fluxograma 4.6 —Rota esquematica do isolamento do constituinteigoi

MAM-5 a partir da fracdo metandlica (MAM) dé& arbuscula..........ccccceeeeeeeeinininnn, 125

LISTA DE QUADROS

Quadro 3.1 —Proposta mecanistica para a fragmentacéo quigastiguns

Quadro 3.2 —Proposta mecanistica para a fragmentacao quégastiguns
picos registrados no espectro de massa de MAA-2. ........coovvrvveeeiiiiiiiiinee e eeeeeen 52
Quadro 3.3 —Proposta mecanistica para a fragmentacéo quigastiguns
picos registrados no espectro de massa de MAA-3 ... 66
Quadro 3.4 —Proposta mecanistica para a fragmentacao quégastiguns
picos registrados no espectro de Mmassa de MADA..........oovvvviviiiiiiiiiee e eeeeen 78

Quadro 3.5 —Proposta mecanistica para a fragmentacéo quigastiguns

Quadro 5.1 —Estruturas dos constituintes quimicos isolados

(o [<X1Y/ (o] aF=1aled a0 ] £=W=14 o [ E-Tox U] F= W 125



CLAE
HPLC
EM

CcC
CCD
CPD
COSY

DEPT
HMBC

HSQC

NOESY
RMN **C
RMN *H
ppm

Hz

Clso
US-NCI

MNRJ

Rf

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Constante de acoplamento

Deslocamento quimico

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

High Performance Liquid Chromatography

Espectrometria de Massa

Infravermelho

Cromatografia em Coluna

Cromatografia em Camada Delgada

Desacoplamento com Pulso Composto

'H, 'H Correlation Spectroscopy — Espectro de RMN bidisienal de
correlacdo homonuclear de deslocamento quimice enbtios
Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

Heteronuclear Multiple Bond Correlation — EspecteoRMN
bidimensional de correlacéo heteronuclear entieocar-13 e prétio, com
detecc¢do no canal do protio

Heteronuclear Single Quantum Coherence — EspeetRiMIN
bidimensional de correlacédo heteronuclear entréglidado diretamente
ao carbono-13, com deteccdo no canal do protio

Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy

Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

Partes por milhdo

Hertz

Concentracgdo Inibitéria média

United States National Cancer Institute (Instithtcional do Cancer dos
Estados Unidos

Museu Nacional do Rio de Janeiro

Impacto eletrbnico

Fator de Retencgao

Xi



Xii

RESUMO

Monanchora arbuscul§DUCHASSAING & MICHELOTTI, 1864) (Crambeidae)
€ uma esponja incrustante, macica ou ramificadaatém5 cm de altura. Cor, variando de
salmdo a vermelho vivo ou rosa claro, provida deaisaesbranquicados conspicuos.
Estudos anteriores déd. arbusculalevaram a obtencéo de alguns alcaldides guanddinic
policiclicos; ptilocaulina, 8b-hidroxiptilocaulinagehidrobatzelladina C, crambescidina
800 e isoptilocaulina. Neste trabalho, o extramrdalcodlico da esponj®l. arbuscula
coletada no Parque Estadual Marinho “Pedra da Rligddeio”, na costa Fortalezense, foi
particionado com CKCI/H,O (3:1) fornecendo assim o extrato bruto, o qual fo
submetido a uma particdo liquido-liquido utilizands solventes éter de petroleo,
diclorometano, acetato de etila e metanol. Sucassivomatografias em gel de silica,
SEPHADEX LH-20 e/ou HPLC das fragOes diclorometaacgtato de etila e metanol
levaram ao isolamento dos alcaldides guanidinicwabilina B, 8b-hidroxiptilocaulina,
ptilocaulina, 1,8a;8b,3a-desidr@-&hidroxiptilocaulina, 1,8a;8b,3a-desidra-8
hidroxiptilocaulina, 3,3a;8b,8a-desidro-8-hidrodiptaulina. Mirabilina B, 1,8a;8b,3a-
esidro-$-hidroxiptilocaulina e 1,8a;8b,3a-desidre-Bidroxiptilocaulina estdo sendo
citados pela primeira vez para a espécie e 3,Bm&lesidro-8-hidroxiptilocaulina, no
melhor do nosso conhecimento, é inédito na litesatuEnsaios para a avaliacdo da
atividade citotoxica frente as linhagens de célulanorais célon (HCT-8), melanona
(MADMB-435), leucemia (HL-60) e glioblatoma (SF-295ndicaram atividade para o
extrato bruto, fracdes e os compostos isoladoscptillina e 8b-hidroxiptilocaulina. O
alcaléide 8b-hidroxiptilocaulina mostrou-se ativesafungos Microsporum canise
Trichophyton rubrumenquanto ptilocaulina adicrosporum canisMirabilina B mostrou
atividade leishmanicida frente laeishmania chagase amazonesisAs estruturas das
substancias isoladas foram elucidadas através tielaséespectroscopicos, principalmente
RMN, incluindo sequéncias de pulsos uni e bidimamss e comparagdo com dados da

literatura.
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ABSTRACT

Monanchora arbusculdf DUCHASSAING & MICHELOTTI, 1864) (Crambeidae) ina
incrustant sponge, massive or branched with 15 igh. lits color ranges from salmon to
bright red or light pink with white conspicuous anals. Previous studies bf. arbuscula
led to the isolation of some polycyclic guanidindkatoids; ptilocaulin, 8b-
hydroxyptilocaulin, dehydrobatzelladine C, cramlidisc800 and isoptilocaulin. In this
work, the hydroethanol extract from. arbusculacollected at “ Pedra da Risca do Meio”
Marine State Park, in Fortaleza coast zone wastipaed with CHCI,/H,O (3:1)
affording the crude extract which was submittetigoid-liquid partition using petroleum-
ether, dichloromethane, ethyl acetate and methaml the solvents. Successive
chromatograghy over silica gel, SEPHADEX LH-20 amdAPLC of all solvent fractions
led to the isolation of the guanidine alkaloids:rabilin B, 8IB-hydroxyptilocaulin,
ptilocaulin, 1,8a;8b,3a-didehydrg-8hydroxyptilocaulin, 1,8a;8b,3a-didehydra-8
hydroxyptilocaulin, 3,3a;8b,8a-didehydro-8-hydrotilgraulin. Mirabilin B, 1,8a;8b,3a-
didehydro-$—hydroxyptilocaulin, 1,8a;8b,3a-didehydra-Bydroxyptilocaulin are
reported for the first time for the species whi|8a838b,8a-didehydro-8-hydroxyptilocaulin
has not being reported in the literature yet. Pla@otogical assays revealed weak citotoxic
activity against 4 cancer cell lines: HCT-8 (humemlon carcinoma), MADMB-435
(melanoma), HL-60 (human leukemia) and SF-295 lgistoma). The assays indicated
activity for the crude extract, several fractiomsl dhe isolated compounds ptilocaulin and
8bB-hydroxyptilocaulin. The alkaloid 8b-hydroxyptiladéan indicated antifungal activity
against Microsporum canis and Trichophyton rubrum while ptilocaulin against
Microsporum canis Mirabilin B antiprotozoal activity againdteishmania chagasand
amazonesis Structure elucidation of the isolated substanees performed through
spectroscopic methods, mainly NMR, including und ddimensional pulses sequences,

and comparison with data from literature.
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INTRODUCAO
Produtos Naturais Marinhos

A natureza é reconhecida desde a antiguidade cam imestimavel fonte de
compostos bioativos. A enorme diversidade quindistribuida em milh6es de espécies
de plantas, animais, fungos e demais microrganisques seja de origem terrestre como
marinha, reflete o impacto da evolucéo na seleqgiteservacao da vida (Faulkner, 2000).

Os oceanos, 0s quais cobrem cerca de 70% da sipedirestre, sdo habitados
por aproximadamente 200.000 espécies de plantavestébrados marinhos, além de
milhdes de espécies de microrganismos (Pattal, 2002). O processo de evolucao e
sobrevivéncia destas espécies, tem resultado eamisngos produtores de substancias de
estruturas Unicas, com diversas func¢des biologiCagstudo das substancias quimicas
produzidas pelos organismos marinhos constitui égambuma ferramenta fundamental
para a compreensao da evolucdo e manutencdo dasidaates marinhas, nos diferentes
oceanos (Hay & Fenical, 1997).

O Brasil é reconhecido como um pais privilegiadia patureza, por sua grandeza
litordnea e sua flora, detentor da maior floresfaatorial e tropical imida, com a maior
biodiversidade do planeta (Pirgbal, 2002).

Segundo Pinto e colaboradores (2002), a quimigaratbutos naturais marinhos é
bastante antiga, entretanto, foi somente a patird$0, quando houve um grande interesse
e investimento por parte das industrias farmacésitia busca por substancias bioativas,
gue o0s organismos marinhos passaram a ser inter@nN@ investigados. Como
consequUéncia dos incessantes estudos, muitos smgasimarinhos, especialmente as
esponjas, corais, moluscos e algas, tém sido eabds como as fontes mais promissoras
de compostos bioativos, por possuirem a peculdeidde elaborarem metabdlitos
especiais de estruturas quimicas incomuns.

Nos ultimos 50 anos, cerca de 10.000 produtos aiatunarinhos foram isolados,
muitos dos quais com atividades biologidasluindo acetogeninas, policetideos, terpenos,
alcalbides, peptideos e metabdlitos de origem inigtca mista (Pintet al, 2002).

Além das atividades citotdxica e anti-cancer, amlptos naturais marinhos vém
ganhando espaco em outras areas da farmacologiaticulgamente como
antiinflamatérios, analgésicos, imunossupressoresitialérgicos, antiprotozoarios,

antibiéticos e antivirais (Newman e Cragg, 2004).

Oliveira, J. R.
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Algumas das atividades mais comumente atribuidepaomlutos naturais marinhos
sdo as de mediacdo na reproducdo, de defesa qmitéaciais predadores, patdgenos,
bioincrustacdo ou competidores de substrato. Poaépartir da década de 90, que estas
funcdes ecolégicas comecaram a ser comprovadasiraepéalmente, revelando papéis
importantes na estruturacdo dos ecossistemas @ daiggm a novas hipoteses (Pingo,
al., 2002).

Entre o grupo de invertebrados marinhos, formadwostymicados, briozoarios e
esponjas, reconhecidos como produtores de metab&kundarios bioativos, destacam-se
as esponjas, como uma das mais promissoras fomtesomhpostos de importancia
terapéutica. O fato de serem animais sésseis em® enole, e mesmo assim serem
abundantes, sugere a presenca de um efetivo mexades defesa quimica para garantir a
sobrevivéncia (Pawlik, 1993; Munro et al., 1999)cifotoxicidade destaca-se como uma
das atividades mais frequientes em compostos denongarinha (Jimenez, 2004).

Dados estatisticos fornecidos pelo Instituto Naaliailo Cancer dos Estados Unidos
(US-NCI) revelam que os invertebrados marinhosasmesponsaveis pelo maior nimero
de substancias citotdxicas, entre cinco os gragdgsos avaliados, conforme pode ser

verificado na Figura 1, (Jimenez, 2004).

Figura 1 - Distribuicdo de amostras com significativa citatokade em unscreeningpré-
clinico realizado pelo US-NCI. O nimero absolutcad®stras esta apresentado acima de

cada barra com seu respectiVale porcentagem quanto a substancias citotoxicas.

Oliveira, J. R.
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Embora o litoral brasileiro, com cerca de 8000 keja 0 segundo mais extenso
depois da Australia, a quimica de produtos naturasinhos no Brasil ainda é pouco
explorada, apesar dos esforcos despendidos panipadqgres brasileiros na ultima década.
Um apanhado dos estudos na area tem demonstradosgasganismos marinhos séo
produtores em potenciais de substancias estrutenddminéditas, taxonomicamente
relevantes e/ou biologicamente ativas (Berliatkl, 2004).

Apesar do litoral nordestino, com cerca de 3000darextensdo, ocupar a maior
parte do litoral tropical brasileiro, este permanecaticamente inexplorado pelos grupos
brasileiros de pesquisas que estudam produtosamatév costa cearense, com 573 km de
extensdo e portadora de uma rica biodiversidademe@®z, 2004), completamente
inexplorada do ponto de vista quimico, €, portanima fonte bastante atraente para
estudos. Como consequéncia de uma estreita cold@oorentre o grupo de produtos
naturais desse programa de Pds-Graduacédo e prefegsesquisadores do Departamento
de Fisiologia e Farmarcologia, na area de oncolagiaparticular, a préfLeticia Veras
Costa Lotufo iniciou-se o estudo interdisciplin@nta esponjaMonanchora arbuscula
coletada no litoral cearense.

No presente trabalho, foi investigada a composigéonica do extrato bruto
bioativo deMonanchora arbusculacom vista ao isolamento e caracterizagéo esalutier
seus metabolitos secundarios, bem como avaliacfpoteéacial anticancer das substancias
obtidas.

Este trabalho é constituido por seis capitulosodigis da seguinte forma: Capitulo
01 - Consideracbes Gerais; Capitulo 02 — RevisadioBrafica; Capitulo 03 -
Determinacdo Estrutural; Capitulo 04 — Parte Expenital; Capitulo 05 — Conclusdes;
Capitulo 06 — Constantes Fisicas e Dados Espedhioo No final deste trabalho foram

citadas as referéncias bibliograficas utilizadas.

Oliveira, J. R.
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OBJETIVOS
1 - Geral

Este trabalho, o primeiro em Quimica de Produtostuddess Marinhos,
desenvolvido no Curso de Pés-Graduacdo em Quimigdan@a da UFC, tem como
finalidade investigar a constituicdo quimica M®nanchora arbusculgCrambeidae),
originaria do litoral cearense, bem como avaligiotencial antiproliferativo desta espécie

frente a células tumorais humanas.

2 — Especificos

» lIsolar os metabdlitos especiais @& arbuscula utilizando diversas técnicas

cromatograficas;

» Elucidar as estruturas moleculares dos constisigiémicos isolados, empregando

meétodos espectroscopicos;

» Avaliar as propriedades citotoxicas dos constiasmfuimicos obtidos;

» Contribuir com a quimiotaxonomia do génemdlonanchora através do

conhecimento gerado;

» Contribuir com a implementacédo da linha de pesgeisaQuimica de Produtos

Naturais Marinhos, no Curso de Pos-Graduacao emiQaiOrganica.

Oliveira, J. R.
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Consideracdes Gerais — Capitulo 1

1. CONSIDERACOES GERAIS
Esponjas

As esponjas, as quais constituem o filo Poriferoeitto Animalia, sdo organismos
bastante primitivos. O registro fossil data as eg® desde a era Pré-Cambriana ou
Neoproterozoéico. Existem mais de 15.000 espéciesspenjas catalogadas que podem
apresentar-se em diferentes formas, dimensdes edrabitos, e serem encontradas desde
a superficie da agua até mais de 8.000 metrosafenalidade \vww.acd.ufrj.br/labpor.

Segundo Ruppert e Barnes (1996), as esponjasesgt&os animais mais simples,

com tecidos parcialmente diferenciados (parazgasém sem musculos, sem sistema
nervoso, nem o6rgdos internos. Apesar de existineershs variacdes, a sustentacado das
esponjas é feita por um esqueleto mineral compost@spiculas (Fig. 1.1), estruturas de
silica ou carbonato de calcio cujo tamanho pod&awvae poucos micrometros a alguns
centimetros e sdo classificadas de acordo com @leritade do seu sistema aquifero
(conjunto de canais e camaras), cujo padrao deniaaggio encontra-se do mais simples

para o mais complexo, em asconodides, sicondidascemdides.

Figura 1.1 — Espiculas de esponjas, demonstrando variacbes emma fe tamanho

(megaescleras e microescleras). Fonte — (RupBatres,1996).

A superficie destes animais é completamente peldupar pequenos orificios, os
ostios, por isso, o nome Porifero (significa pastade poros). Estes animais utilizam
células flageladas chamadas coandcitos para proracsieculacdo da agua através de um

sistema de canais exclusivo do filo, o sistemafariji ao redor do qual seu corpo €

Oliveira, J. R.
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construido. Esta corrente de agua traz particulg@nas que sao filtradas e digeridas e
circula pelo animal entrando pelos Ostios, os gs&isabrem formando o atrio (ou
espongiocele) e finalmente saindo através de umrdua maior, o 0sculo. Este sistema de
canais € uma solucdo adaptativa desenvolvida ptas esnimais bentbnicos para
alimentacgé&o do tipo filtragao (Wilke, 2005).

A sistematica divide, atualmente, o filo Porifena guatro classes: Calcareae,
Hexactinellida, Demospongiae e Sclerospongiae. pé@s em estudoMonanchora
arbuscula pertence a classe Demospongiae a qual inclui 908tedpecies (Ruppert &
Barnes, 1996) e é classificada como uma esponjpateucondide (Fig. 1.2).

Esponjas, do tipo leucondides, possuem um sistamiifeso de alto grau de
dobras, sendo o tipo mais complexo, apresentantisclagelados que se transformam
em camaras flageladas (camaras vibrateis), as ggaismunicam com o atrio através de
finos canais; a cavidade atrial reduz-se a cangisfexos, que se abrem no &sculo

(www.acd.ufri.br/labpor.

Figura 1.2 - Desenho esquematico do sistema aquifero leucandktmte:
http://fossil.uc.pt/imags/esponja_esquema.gugssado em 11/09/2007

As esponjas podem se reproduzir de forma sexuadasmxuadamente. A maioria
das esponjas sdo hermafroditas e o esperma sandessponja para outra através das
correntes do sistema aquifero. A reproducédo asdexamda por regeneracao, brotamento

ou gemulacédo (Ruppert & Barnes, 1996).

Oliveira, J. R.
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1.1. Consideragdes Taxondmicas

1.1.1. Consideracdes sobre familia Crambeidae

A familia Crambeidae Lévi, reconhecida em 1963 énmmsta por quatro (4)
géneros representados por esponjas marinhas qdenpr&am em aguas rasas, as quais
apresentam subtiléstilos como megacleras (espiodases que formam os elementos de
sustentacdo principais no esqueleto) ectossomaic®cleras (sdo espiculas menores)
(Van Soest, 2002).

1.1.2. Consideracdes sobre génekbdonanchora

O géneroMonanchoraé representado por nove (9) espécies, das quaigasp
Monanchora arbusculaesta amplamente distribuida em todo o Atlanticid€tdal, da
Florida até Santa Catarina. Entretanto, em colefesntes, realizadas no litoral norte de
Sé&o Paulo e na regido dos canais da costa chiteaay encontradas trés possiveis novas
espécies ddonanchora material depositado e disponivel para estudoofe&o MNRJ(

www.acd.ufrj.br/labpal)

E importante ressaltar, que em todo o Atlanticod@wial, da Flérida até Santa
Catarina apenas duas espéciedMad@anchoraCarter, 1883 sdo atualmente reconhecidas:
M. arbuscula(Duchassaing & Michelotti, 1864) (sindbnimdschinostylinos unguiferuSe
Laubenfels, 1953 M. barbadensidiechtel, 1969) &/. aff. clathrata como também uma

série de espécies ndo determinadas (Estetvas, 2007).

1.1.3. Consideracdes sobreMonanchora arbuscula

Segundo Esteves e colaboradores (200®nanchora arbusculgertencente a
familia Crambeidae — Ordem/Poecilosclerida, € urspomja incrustante, macica ou
ramificada com até 15 cm de altura. Cor varia de&a a vermelho vivo ou rosa claro,
provida de canais esbranquicados conspicuos (Bigpdg.8). Esqueleto plumoreticulado
em espécimes macicos a ramificados e plumoso adesmadide em espécimes
incrustantes a incrustante-espessos. Com espécamégcados, macicos ou incrustante-
espessos, normalmente apresentando um conjuntukesgormado unicamente por finos
subtiléstilos ectossomais. Sigmas ou quelas sigesdidduzidas sdo raras e microrabdos
espinados encontram-se ausentes. Espécimes imtesstgpresentam duas categorias de

Oliveira, J. R.
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subtiléstilos, isoquelas ancoradas, sigmas ou gual@moides reduzidas abundantes e,
raramente, microrabdos. As microscleras normalmepntmrrem em diferentes
combinagdes, como: subtilostilos coanossomais (FHA), subtildstilos ectossomais (Fig.

1.4B), isoquelas ancoradas (Fig. 1.4C), quelas Gags reduzidas (Fig. 1.4D), sigmas

(Fig. 1.4E), microrabdos espinados (Fig. 1.4F).

Figura 1.4 - A, subtilostilo coanossomal; B, subtiléstilo estoal; C, isoquela ancorada;
D, quela sigmoide reduzida; E, sigma; F, extremaedae um microrabdo. Fonte - (Esteves
et al., 2007).

Oliveira, J. R.
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1.2. Consideracdes Farmacoldgicas

O interesse no potencial biomédico dos produtagraiatmarinhos comegou com o
trabalho de Bergmann e Feeney, no inicio da déced®0, com o isolamento dos
arabinonucleosideos espongotimidina (ARA-T) (Fighal e espongouridina (ARA-U)
(Fig. 1.5b) obtidos a partir da esponja caribeGhgtotethya cryptdTethyidae), (Pintet
al., 2002). Tais nucleosideos serviram de prototigga @ desenvolvimento de uma nova
classe de analogos - Ara-A (Fig.1.5c¢) (VidarabMidarabin Thilo®) e Ara-C (Fig. 1.5d)
(Citarabina, Alexan®, Udicil®). Atualmente, este®sos Unicos derivados de produtos
naturais marinhos utilizados em tratamentos clgde viroses e tumores (Wilke, 2005).
Estes compostos, também, serviram de protétipo giatatizar a azidotimidina (AZT)
(Fig. 1.5e)utilizado em tratamento de pacientes portadoresettovirus HIV (Wilke,
2005).

NH,

e &\> o Xy

I 5G4

H, ARA-T c:ARA-A d: ARA-C e:AZT
Me, AR/-U

a:R
b: R
Figura 1.5— Estruturas de arabinonucleosideos (a e b) epset@ipos (c, d, e).

Em relacdo a compostos de interesse farmacolaggcesponjas ocupam destacada
posicdo. Estes organismos bentbnicos ocupam unmeatelbnde a competicdo por espaco
€ extremamente agressiva. Isto faz com que as jaspmoduzam substancias toxicas, ou
alelopaticas, que fornecem a vantagem competitheagsaria contra espécies concorrentes
ou predadoras (Becerret al, 1997; Thackert al, 1998). Estes organismos possuem,
reconhecidamente, um metabolismo secundario extnemiz diversificado e também uma

imensa variedade de microrganismos associados, aomuais desenvolvem relacbes
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competitivas, favorecendo a formacdo de novos nmbtab especiais
(www.acd.ufrj.br/labpor).

A toxicidade de extratos de esponjas ja foi benatadl a partir de varios
programas de triagem de atividades bioldgicas cteniaando suas atividades citotoxicas,
ictiotoxicas, antibacterianas, antifingicas, newximhs, e toxicas de uma forma geral
(Almeida et al, 1997). Em vista disso, as esponjas constituemdos grupos mais
promissores no que diz respeito a producao de mmapostos de interesse medicinal. As
esponjas tem sido um dos organismos mais estuddolgsonto de vista quimico e
biolégico (Dumdeiet al, 1997). Como consequéncia, nos ultimos 30 ancdgwas de
compostos foram isoladas a partir de esponjas hesjrmuito destas substancias foram
identificadas e apresentam altos niveis de ati@gldiblogicas e farmacologicas (Adaila &
Berlinck, 1997).

Diversos grupos de pesquisas, inclusive de irgergglustrial, como a Hoffmann-
La Roche (através de sua divisdo na Australia, ohBdesearch Institute of Marine
Pharmacology) e, mais recentemente, o Harbor Br&dobdanographic Institute, e as
companhias SeaPharm e PharmaMar, tém dedicad@etesesforcos ao estudo quimico
de esponjas. Um exemplo claro desses esforcosgewdeotado nas avaliacdes realizadas
pelo NCI (National Cancer Institute, EUA), relava obtencéo de extratos organicos de
origem natural marinha. Dentre os diversos grugogrgdanismos pesquisados, as esponjas
S840 0s que apresentam o maior nimero de extratosaltas porcentagens de atividade

anti-tumoral (Munrcet al, 1994).

Além da atividade anticancer, os produtos naturasinhos vém sendo também
investigados como potenciais imunossupressores.ekRemplo, a monoalida (Fig.1.6,

pag.11) isolada da esporjaffariella variabilis (Wilke, 2005).

Oliveira, J. R.
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CHj;

H;C CHj

HO

Figura 1.6 — Estrutura quimica da monoalida.

Muitos compostos derivados de esponjas tém secadelstacomo promissores no
desenvolvimento de novas drogas, um bom exemplali§cadermolida (Fig. 1.7), uma
lactona poli-hidroxilada isolada da esponja cafi@eiscodermia dissolutaque exibiu
uma potente atividade imunossupressora, sendo @eal1T000 vezes mais potente em
ensaiosn vivo que a ciclosporina, e igual ou superior ao FK®B@fs importantes agentes
imunossupressores em uso clinico (Wilke, 2005)udest posteriores mostraram também
que a discodermolida possui forte citotoxicidadé eapaz de ligar-se aos microtubulos

mais fortemente que o taxol (Wilke, 2005).

Figura 1.7 - Estrutura quimica da discodermolida.

Também, vém tendo destaque estudos sobre o pdtediainfeccioso das
esponjas marinhas a partir da jaspamida (Fig.ph§.,12) isolada da esponrjaspissp., a

qual é um potente antifingico toxico confrandida albicangWilke, 2005).

Oliveira, J. R.
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Figura 1.8 —Estrutura quimica da jaspamida.

Como agente antiinflamatério, antagonista dos tecep de leucotrieno B4,
destaca-se a leucetamina A (Fig. 1.9), isoladaspargaleucetta microraphis(Wilke,
2005).

Figura 1.9 — Estrutura quimica da leucetamina A.

Em 2002, no Brasil foi apresentado o primesaeeningde 300 extratos brutos
obtidos a partir de esponjas, ascidias, briozo&iaxtocorais marinhos contra células
cancerigenas, como também, outros testes farmaomognde os extratos das esponjas

apresentaram resultados bastante satisfatoriobn@eet al, 2004).
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Segundo a literatura, compostos quimicos isoladpartér de espécies do género
Monanchora apresentam fortes atividades, tanto citotoxicas,moco também,
antimicrobiana, anti-HIV, antituberculose, antificay antiprotozoarica e antimalarica.
Recentemente, foi relatado que o extrato metandl&c@sponjavonanchora arbuscula
apresentou potente atividade antibacteriana cdiy@bacterium tuberculosiEi37Rv e
citotéxica (Kossuga et al., 2007). Vale destaca@ go mesmo extrato foi isolado o
alcaldide guanidinico, isoptilocaulina, (Fig. 1.XfY)e mostrou ser um potente antibiético
contra linhagens resistentes d&taphylococus aureuscausadoras das infeccdes

hospitalares (Kossuga et al., 2007).

<
=
~
<
<

Figura 1.10 —Estrutura quimica da isoptilocaulina
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA SOBRE A OCORRENCIA DE ALCA LOIDES
GUANIDINICOS EM ORGANISMOS MARINHOS

A prospeccdo quimica do extrato etanolico da espblgnanchora arbuscula
coletada no Parque Estadual Marinho da “Pedra daaRio Meio”, uma unidade de
conservacdo marinha a 10 milhas nauticas do Portbluturipe, Fortaleza, resultou no
isolamento e caracterizacdo de 6 alcaldides guaocadi. De fato, Berlinck e Kossuga
(2007) mostraram que estudos quimicos anterioesizados com esponjas do género
Monanchora sdo uma rica fonte de alcaléides guanidinicosEsncontrados, aliado aos
nossos resultados, motivaram a realizacdo de umnt@wento bibliografico sobre a
ocorréncia de alcaldides guanidinicos a partirodéels marinhas.

Devido ao grande leque de atividades biolégicaatadhs na literatura para esta
classe de compostos, bem como, as atividades afadas pelos constituintes quimicos
isolados no presente trabalho, foram discutidod&m alguns aspectos farmacoldgicos
desta classe de metabdlitos secundarios. Os damteseatados nesta revisdo foram
coletados de artigos publicados até junho de 2@98ntados de pesquisas realizadas nos
portais de pesquisas cientificasifindere http:// www.sciencedirect.com

2.1. Constituicdo quimica e importancia bioldgica

Com base na pesquisa bibliografica realizada centmte oito (126) alcalbides
guanidinicos foram isolados de organismos marighestao apresentados na Tabela 2.1,
pag. 16. Conforme pode ser verificado, estes daimgs quimicosforam isolados
particularmente a partir deoriferos (esponjas), haja vista que das 45 espétiginhas
sumariadas na Tabela 2.1, quarenta e duas (4Bsgénjas, uma (1) é ascidia e duas (2)
séo estrelas do mar.

Verificou-se que a classe de produtos naturais w@mé nos poriferos é a dos
alcaléides, tanto guanidinicos (Van Soest, al, 1996), como também, alcalbides
pirroloquinolinicos (Van Soesgt al, 1996) e alquilpiridinicos (Almeidagt al, 1997).
Dos guanidinicos, destacam-se os policiclicos,sggeindo Hua et al., (2004), constituem
a classe de metabdlitos secundarios elaborados psfaonjas, que apresentam maior
namero de atividades bioldgicas.

Entre os muitos alcalbides bioativos, destacanmssgtilcaulinas 32, 36, 37, 3
crambescidinas3b, 39, 62-6Y, ptilomicalina A 34), e batzelladinas4@, 79, 86-88 as
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quais foram isoladas a partir de esponjas marias génerosBatzella Monanchora,
Crambee Ptilocaulis e ainda estrelas do miaromia monilise Celerina heffernaniEsses
metabolitos secundarios apresentaram diversasiadi®s bioldgicas incluindo citotéxica,
antifingica e anti-viral, e ainda se mostraram irtgdes inibidores do virus HIV,
causador da AIDS (Hua et al.,, 2007). Esta ultimaid#tde com destaque para as
batzelladinas A40) e B @1) (Gallimore, Kellly e Scheuer, 2005).

A mirabilina B £8) isolada a partir dslonanchora unguiferaxibiu atividade anti-
fungica e anti-protozoaria. Ja a mistura de epimyesolada da mesma espécie, 1,8a;8b,3a-
desidro-8-hidroxiptilocaulina 80) e 1,8a;8b,3a-desidraxidroxiptilocaulina 81)
mostrou atividade anti-protozoaria (Hua et al.,£0@s neofolitispates 196), 2 ©6) e 3
(97) mostraram atividade antifangica (Venkateswarlalgt1999), as aplisillamidas 2%)

e B (M) antimicrobiana (Honma et al., 1995), as netami@a®l) e D 62) citotdxica
(Sorek et al., 2006), as phloeodictind9@-10§ citotéxica e antibacteriana (Kourany
Lefoll et al., 1994), enquanto os orthidind2{16 e tubastrinall) revelaram atividade

antiinflamatoéria (Pearce et al., 2008).
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Tabela 2.1 -Ocorréncia de alcaloides guanidinicos em orgarssmarinhos.

Espécie Estrutura Ref.
Anchinoe Casapullo et
tenacior al., 1993
Anchinopeptolida A1)
Br Br
HG 4 "=
8 ¥
HN— :[ HzN{\ :[ Gautschi et al.,
Agelassp 2004
(-)-7-N-Metildibromophakellina (-)-7-N-Etilmonobromophakellina
(2 ?)
NH,
HN™ NN
Agelas 1\ NH_ Morales e
clathrodes N Rodriguezy
H o} 1991
Clathrodina 4)
Br H NH Br H NH
N N
Agelas TN 3 TN 3
clathrodes, B\ /\/S( HT N /\/S(
conifera, dispa H O o H O o Berlinck, 1999
e longissima
Discapamida A%) Discapamida Bf)
Br
OxN
I N N D—nm,
N N
Agelas H O i Berlinck, 1999
mauritiana | \>_NH2
/7 \_ NH N

Mauritiamina )

Oliveira, J. R.



Revisao Bibliografica — Capitulo 2

2
Aol Br— | N“ “NH
elas NH —
g. N \
oroides H o

Oroidina @)

Gautschi et al.,
2004

Br Br

N NH N N NH N

/ X X
Agelas e o H Ho O H

Assmann, Zea

sventres e Kock, 2001
Himenidina (0)
Sventrina 9)
Oroidina @)
+ OH
HZNJ\NH X OH
Tubastrina11)
OH
+ (0)
Jesea
HZNJ\NH X 0~ "NH
HZNJ\NHZ
Orthidina A (L2)
Pearce et al.,
2008

Aplidium OH
orthium ©:

+ O o

I /\/@ j >

HZNJ\NH\ 0~ NH

N

HoN' ™ NH,

Orthidina B (L3)

+

HZNﬁ/NHZ

Orthidina C (4)
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OH
OH
Aplidium ;’gggce etal,
orthium
Oy Oy
NH N NH NS Br
| 7
NH NH
© N/\NHZ © N/\NH2
Debromohimenialdisinal(y) Himenialdisina {8)
NH,
N:<
o NH B
Axinella N\—Br Supriyono et
carteri \ N al., 1995
N H
H o
3-Bromohimenialdisinal(9)
Br Br NH,
- Br N=
o (M NH
/N
Axinella HZN{\N Bl N Gautschi et al.,
vaceleti N" ~0 2004
0

DibromoisophakellinaZ0) DibromophakellinaZ1)

Himenidina (0)
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NH 0 NH o]
HZNJJ\NH/\/\gJ\N HZNJJ\NH’\/\%J\N
H H
HN A HN SS
H

o] o)
Verpacamida 142) Verpacamida Il 24)
Axinella H,N H,N Vergne et al.,
vaceleti )‘NH HFNH 2006
HN HN
0 N o N
MeO
/ N (o) H3C N (0]
Verpacamida 111 23) Verpacamida 1V 25)
NH,
NZ IN
\\\\\ NN,
o ‘CHjq
Mirabilina A (g?)z% estereisbmero Mirabilina D (29)

“'CH,

Arenochalina H

mirabilis Mirabilina E 30 Barrow et al.,
Mirabilina B (28) rabiina £ G0 1996

NH,
HHN XN
Z CH,
CH
H 3

Mirabilina F 32)
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HN” NH
CH,

CH
H 3

Ptilocaulina 82)

Batzellasp

N

|
(CHy)15
/
\(CHz)a\for

HaC

Ptilomicalina A g4)

Batzellasp

Crambescidina 8166)

. Patil et al.,
8a, 8b-Desidro-8- 1997

hidroxiptilocaulina 86)

P
I

I

Z

P4
e}
T

2

T
@

1, 8a; 8b, 3a-Desidro-8-
hidroxiptilocaulina 87)

NH,

A

z

Patil et al.,
1997
NH,

|
(H2C)15 New

~NH,
(CHy)3

o]
Crambescidina 80(Bg@)

Mirabilina B (28)
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H4C. HsC.
T (CH)s : (CH)e
NH NH
H.., H )\
N” RN NN
Z Patil et al,
" ou " ZHS 0. NH _NH 1997
Os__O. NH __NH .
0”0 (CHo)a Y 070 (CHo) P
Batzellasp (H2C)o_ NH, (H2C)g NH,
e N
NH, NH
Batzelladina A 40) Batzelladina B41)

W(CHp)g Me

HsC, Ny N<_.(CH2)g Me

Patil et al,
1997
Batzellasp

(CH,)g Me

Batzelladina F45)
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Patil et al,
Batzellasp 1997
Batzelladina | 48)
NH NH
HNJ\NH HNJ\NH
H . .
"""" N CH, ’I,CH3
Netamina A 49) Netamina C%1)
Biemna Sorek et al.,
laboutei 2006
NH NH
HN” NH CH, HNJ\NH
\\\\ W CH3 “‘\\WCH3
.., _CH
3 "/\CH

Netamina B %0)

Netamina D §2)
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NH NH
HNJ\NH HNJ\lN
o o
'''' < CH, II'CHs
Biemna Sorek et al.,
laboutei Netamina E %3) Netamina F %4) 2006
NH
HNJ\lN
SO
""" ~NcH,
Netamina G §5)
Berlinck et al.,
1993
NH, NH,
| |
(H2C)y5 N _NH (H2C)q7 N _NH
T(CHps ° T(CHY5
o] o]
Isocrambescidina 80G) Crambescidina 84(%0)
Crambe Crambescidina 81636) Crambescidina 80(8g)
Crambe NH HN
~ .0 >_NH2 .
H,N~ “NH (CH,), gCHZ);\lH Berlinck et al.,
Me (CH,)10 o] 1990
0
e ‘]
NH, -
Crambina A §7) Crambina B 60)
H H
HZNYN (CHy)gMe HN__N.__(CHz)10Me Berlinck et al
I I B
N~ O. .NH _NH N~ O. .NH _NH 1992
(CH (CHa
Ho (CH2)s0 NH ho (CH2)s0 NH
Crambina C1%8) Crambina C261)
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NH, :
|
(H,C) (H2C)y5
Crambe 2 N\(CHZ);NHz COOH
Crambe I
Crambescidina 6734)
Crambescidina 8340) Shi, Furong e
Kennth, 1998
|
(H2C)s5
COOH
13,14,15-Isocrambescidina 657 Crambescidina 6576)
(63
Ha,C
MeO
o o)
: O-(CHy)15
"mOHO
Crambescidina 687%6) Jares-Erijman,

Sakai e

Rinehart, 1991
Crambe
Crambe

| H3
(H2C)15 o (?H53

?]/ \(CH;';IW\/NHz

O HO

Crambescidina 83®7)
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Jares-Erijman,

Crambe OVU\N/\_/\/NHz Sakai e
Crambe ) HO Rinehart, 1991
Crambidina ¢8)
NH
HN)l_{\NH
" X CH i
Clathria sp. 3 Capon, Miller
e Rooney,
H s 2001
Mirabilina G 69)
Celerina
heffernani Palagiano et
al., 1995
Celeromicalina 1)
Ptilomiice A (34)
Craasbidina 80039)
Crambescidina 80(B0)
Fromia Fromiamicalinéoy Palagiano et
monilis al., 1995

Celeromicalina ()
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Hymeniacidon

Kobayashi,
sp Susuki e
Br Tsuda, 1997
Br
Kondu’ acidina A 72)
Himenidina @0)
Hemimycalesp Ptilomicalina A @4) Kashman et
al., 1989
N-3'-Metil-3',4',5',6'-tetrahidro
Kirkpatrckia variolina (75) Fresneda et al.,
variolosa 2006
OH  CO,CH;
Q!
\N N \
=N
H,N
Variolina D (76)
Variolina B (74)
NH, Tavares et al.,
N)\NH Ptilocaulina 82) 1995
He| OH
M. arbuscula CHs
) CH, Crambescidina 80(B0) Tavares etal.,

8b-Hidroxiptolocaulina{7)

1994
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NH
HNJ\NH
He| H LH
CHg Kossuga et al.,
2 cH, 2007
H
Isoptilocaulina 78)
M. arbuscula Me(CHz)s N /: (CH,)gMe
H,N _NH .0 N
" (CH:
NH o Braekman et
al., 2000
Desidrobatzelladina C79)
NH H,C
HNJ\N m
|| OH O
_.\\\/\CH3

: CH

H * CHs,
1,8a;8b,3a-Desidrof3 HA
hidroxiptilocaulina 80) - 9

(H2C)15
COOH
NH
HNJ\N Acido crambescidinico8@)
|| oH
%\/\A% Mirabilina B (28)
H s Ptilocaulina 82) Hua etal.,
M.unguifera 1,8a;8b,3a-Desidroe

hidroxiptilocaulina 81)

(82

o I~
Me(CH,)gN™ N
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M.unguifera

Batzelladina M 87)

N
H)\H
(CH2)7 N”"CHj
H
HaC *(CHy)

Batzelladina N §8)

Gallimore,
Kelle e
Scheher, 2005

Braekman
toj\\\\cm etal., 2000
M. unguiculata Crambescidina 35380) Crambescidina 43190)
~N\H Meragelman,
H3C‘(C\H\2)ﬂ\17 McKee e
McMahon,
OA 2004
Monanchorina41)
Suna et al.,
Crambescidina 80(B9) 2007
NH
N)J\lN
M.s A Chang et al.,
P (CHy)oEt  NH, 20039
0 oMy
Deidrocrambina A42)
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o]
0 .0
HZN\( (H2C)17
(CHa)s_
M. sp N~ ~0 Chang et al.,
HZN,(CHZ)3 2003
Crambescidina 828%)
Fromiamicalina 70)
Crambescidina 8039)
Et Me
H
Chey
g N e O— —CH,
M.dianchora : : ll/ (CHa)is Bensemhoun
et al., 2007
Ptilomicalina D 04)
Acido crambescidinico8Q)
Venkateswarlu
Neofolitispa etal., 1999
dianchora N
Neofolitispate 1 n=1695)
Neofolitispate 2 n=1596)
Neofolitispate 3 n=1497)
O  CH, O  CHy
NHJ\/L«;HZ)G (HZ?)S/\NHﬂ\/‘\(?Hz)G
CHg HNy__NH CHs, Honma
Psammaplysilla I etal, 1995
2

purea

Aplisillamida A (98)

Aplisillamida B ©9)
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HNﬁ/NHz

NH
(H2C)s
| ¥
N

S
(CH2)10

OH\=cyy

. Phloeodictina A1100
Phloeodctines

sp HNﬁ/NHZ

OH \=cy,

Phloeodictina A2101)

HNﬁ/NHZ

-NH
(H:C)5
+
N

‘o
(C\H\z) 8

OH \=cy,

Phloeodictina A3102

HNﬁ/NHZ

OH \=cy,
Phloeodictina A4103

Phloeodctines
Sp

HNﬁ/NHz

N

BN
(CH)7

OH\=cyy

Phloeodictina A5104)

HNﬁ/NHz

NH
(H2C)s
| ¥
N

QU
(CH2)10
\—

OH\=cyy

Phloeodictina A6105)

HNﬁ/NHZ

-NH
(H2C)s
+
N

‘o
(C\H\z) 10

OH \=cy,

Phloeodictina A7106)

HNﬁ/NHZ

NH
(H2C)s
| ¥
N

OH\>~qy,

Phloeodictina C11(07)

(C\Hi)lo NH

HNﬁ/NHZ

NH
(H2C)4
|+

N
(CH2)10 NH

OH ¢y,

Phloeodictina C21(08)

Kourany-
Lefoll
etal., 1994

Kourany-
Lefoll
et al., 1994
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Ptilocaulis
spiculifer

NH,

N7 N

Hs 7

C.
(CH)4

9
(HZC)il
NH

HNZ" NH,

Sch 575948109

Ptilomicalina A 34)

Yang et al.,
2003

Kashman et
al., 1989

Oroidina @) N E
2
R D
Debromohimenialdisi- N
na (L7) Br —
Pseudaxinyssa . N / \ De Nanteuil et
NH
cantharella Himenialdisina {8) BN al., 1985
H o
DibromoisophakellinaZ0)
DibromophakellinaZ1) Odilina (110
Patil et al.,
1997
Ptilocaulina 82)
Ptilocaulis aff. Harbour et al.,
P. spiculifer 1981
Isoptilocaulina 8)
Ohtani et al.,
1989
0
\N\—0 NH o NH
NH - NH; NH "NH;  pearce etal.,
Pseudodistoma N OH N OH 2003
aureum » |
N Hooc” N
Distomadina A {11) Distomadina B112
Phacellia
Fusca DibromophakellinaZ1) Xu etal.,
2003
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NH,
N_:<
Phakellia L NH Xu et al., 2003
flabellata s—/ N g
— N
o}
Bromophakellina113 I\Sﬂharc;n"fi‘fe
agdoff-
DibromophakellinaZ1) Egggh”d
Phakellia Debromohimenialdisinal{)
mauritiana Berlinck,1999
DibromophakellinaZ1)
NH, NH,
y—
/Ny hooc—¢
Br Br
Stylissa y y Linington et
carteri Br Br al., 2003
N N
H o H o
Latonduina A {14 Latonduina B {15
Br Br
H - —
Stylissa N N=CHs Assmann, Van
caribica HN—G Soest e Kock,
N
N" =0 2001
(-)-N-Metildibroisophakellina 116)
CHg HsC_
(@] N_—\
H,C -
CH
Stellettasp : 3 \EH Tsukamoto et

Stellettazole A117)

al., 1999

Oliveira, J. R.

32



Revisao Bibliografica — Capitulo 2

Kato et al.,
1995
3-Bromostiloguanidina
(121
Stellettasp
Kinnel et al.,
1998
4,5-Dibromopalauaminal 3
. Williams e
4-Bromopalauaminal@0) Debromohimenialdisinal(?) Faulkner, 1996

o H
ST
. — NH
Synoicum N N .
macroglossum \ 7 H Ravinder et al.,
2005
N
H

Tiruchanduraminal24)

Oliveira, J. R.

33



Revisao Bibliografica — Capitulo 2

2T
o

St

Xestospongia

sp Sceptrina 125

?
?UY 5

Ageliferina (L26)

Vassaas et al.,

1996

Oliveira, J. R.

34



Capitulo 3

DETERMINACAO
ESTRUTURAL




35

Determinacao Estrutural — Capitulo 3

3. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUIMIC OS DE
MONANCHORA ARBUSCULA

3.1 Determinacgao estrutural de MAD-1

A fracao diclorometano, proveniente da particaoitig-liquido do extrato bruto de
M. arbuscula(ltem 4.6.1.3, pag. 105), apos sucessivas cromadtag, de adsorcdo e
exclusao, resultou no isolamento de um compostiyab se apresentou como uma unica
mancha em CCD, apés aspersdo com Dragendorff,isdgetratar-se de um alcaloide.
MAD-1 (26 mg) foi obtido na forma de uma resina &slta clara, com rotagdo Optica
especificda]? = +60 ¢ = 0,085; MeOH).

O espectro de absorc¢éo na regido do infraverm®&lbe&l( cm®) (Fig. 3.1, pag.42)
mostrou bandas em 3.313 e 3.185'coompativeis com estiramento =N-H (Philip e
Marcel, 1998), bandas na faixa de 2955 a 2867 denestiramento simétrico e assimétrico
da ligacdo CspH, além de uma banda em 1.588 cneferente & estiramento de ligagdo
C=C.

O espectro de RMNH (500 MHz, CDC}) (Fig. 3.2, pagi2) apresentou sinais
referentes a dois grupos metilas &iriL,08 (d,J = 6,6 Hz, H') e 0,86 (tJ = 7,25 Hz, H),
além de uma série de multipletos na faixa de 2@®@ppm (Tabela 3.1, pag. 40).

No espectro de RMN*C-CPD (125 MHz, CDG) (Fig. 2.3, pag43), foram
observados 15 linhas espectrais, entre as quaisrogqeferentes a carbonos §p 174,9;
166,1; 163,2 e 126,2), sendo o sinal &mh63,2, segundo a literatura, compativel com a
presenca de uma dupla ligagdo carbono-nitrogérdN}@le grupo guanidinico quando
constituido de um sistema conjungado (Rtdl, 1997 e Barrovet al, 1996) (Tabela 3.1,
pag. 40).

O padrdo de hidrogenacdo correspondente a cadao atten carbono foi
determinado através do espectro DEPT 135° (Figpad. 43), o qual mostrou sinais para
seis carbonos metilénicos (sinais com amplitudetne), trés carbonos metinicos e dois
metilicos (sinais com amplitude positiva). A subfi@a dos sinais presentes nos espectros
de RMN®C—CPD e DEPT 135° revelou a presenca de 4 carlmémhidrogenados.

Através do espectro bidimensional de correlacderbeuclear’H, *C a uma
ligacdo HSQC (Fig. 3.5, pag. 44) foi possivel asgode forma inequivoca cada sinal de
hidrogénio ao seu respectivo carbono, conforme sadwmna Tabela 3.2 (pagl). Com

base neste experimento, também foi possivel varif&c presenca de cinco pares de
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hidrogénio metilénicos diastereotdpicos &m[2,90 / 2,58 (H-4/Hy-4); 2,34 / 1,51 (&
5/Hy-5); 2,00 / 0,91 (@#6/H,-6); 2,02 / 1,75 (B1'/Hy-1") e 1,30 / 1,10 (H2'/Hp-2")], 0s
quais mostraram correlagdo com os carbonosde3B,8; 33,2; 39,9; 30,5 e 27,9;
respectivamente.

O espectro de massa (Fig.3.6, pag.44) mostrou @ @icrespondente ao ion-
molecular com razdo massa/cargdZ igual a 245 Daltons, sugerindo a presenca de um
namero impar de atomos de nitrogénios. Com baseonjunto de informacdes acima
mencionadas, foi possivel determinar a formula owée GsHo3N3, a qual apresenta
indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual .aD&terminado um grupo guanidinico,
os trés sinais restantes, referentes a carbdidosam atribuidos a duas ligacbes duplas,
uma delas carbono-nitrogénio (C=N). Uma vez jusida apenas trés das seis
insaturacdes, as demais insaturacoes foram inferdddrés ciclos. Estas informacdes
levaram a concluir que MAD-1 tratava-se de um aidal triciclico de esqueleto
guanidinico, comum no génektonanchora inclusive na espécie (Braekmaial, 2000).
Esta deducéo levou a construcdo da sub-estratucaja ligacdo dupla (C=C) posicionada
entre C-3a e C-8b, atende a significativa despéotegerificada para o carbono C-3a (
174,9), justificada por fazer parte de um sistemgugado e ainda por ser um carbono
nitrogenado. Estes dados estdo de acordo da Uiter@Patil et al., 1997 e Sorek et al.,
2006).

Através do espectro de RMMH, 'H - COSY (Fig. 3.7, pag.45) foi possivel
verificar uma sequéncia de acoplamentos vicinarslgando os sinaidy [2,90 / 2,58 (B
4/Hy-4); 2,34 | 1,51 (H#5/Hy-5); 2,88 (H-5a); 2,00 / 0,91 @6/Hy-6); 1,85 (H-7) e 2,20
(H-8) (B), justificando a sub-estrutura
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B

Conforme pode ser verificado, a estrutura parBiad composta por 10 dos 15
atomos de carbonos apresentados pela formula nhledwgo, os cinco atomos de
carbonos restantes, representados por duas m#itas[21,1/ 1,08 (d, J = 6,6 Hz); 14,2/
0,86 (t, J = 7,2 Hz)] e trés carbonos metilénidgdy [30,5/ 2,02 e 1,75; 27,9/ 1,30 e
1,10; 23,4/ 1,27; 14,2 / 0,86] foram atribuidodo#s grupos substituintes, constituidos de
um grupo metila e um butila. A posicdo destes suinses foi determinada através do
espectro de correlacdo heteronuclear a mais ddigatdo (HMBC) (Figs. 3.8 e 3.9, pag.
46) (Tabela 3.2, padgll). As correlagBes observadas envolvendo os sileatidrogénio
emd 1,75 (H-1') e 2,02 (H-1") com os carbonos et 166,1 (C-8a) e 34,3 (C-7); assim
como, o sinal end 1,08 (H-5") com os carbonos ed7,1 (C-8) e 39,9 (C-6) permitiram

localizar os grupos butila e metila nos carbones37 respectivamente (sub-estrutGja
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Ainda no espectro HMBC foram observadas as codelagos hidrogénios et
2,90 / 2,58 (B4/Hp-4) com os carbonos em174,9 (C-3a), 126,2 (C-8b) e 33,2 (C-5),
bem como, do hidrogénio ed2,88 (H-5a) com os carbonos &i66,1 (C-8a) e 126,2 (C-

8b) @), reforcando a estrutura proposta.

Através do espectro bidimensiondH, 'H — NOESY (Fig. 3.10, pag. 47)
determinou-se a estereoquimica relativa de MAD-a peeracdo do hidrogénio ety
2,88 (H-5a) com 1,85 (H-7) e 1,08 (3H-5’) com2,20 (H-8) E).
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NH NH NH

HN)kN HN*N HN)kN
L P

)

O +

’\"H T+ o« +

HN)\N m/z 202 (18,3%) m/z 160 (18,3%)
H HN NH HN)kNH

m/z 245 *Me

+

m/z 189 (100%) m/z 174 (93,3%)
Quadro 3.1 — Proposta mecanistica para a fragmentacdo qudigastlguns picos

registrados no espectro de massa de MAD-1

Com base nos dados discutidos, incluindo comparagéo dados descritos na
literatura (Patilet al, 1997) chegou-se a conclusdo que MAD-1 tratavdesalcaloide
guanidinico, denominado mirabilina B, cuja propaiaragmentacdo de massa encontra-

se sumarizada no quadro acima.

4 Mirabilina B
CH,4

Com base em levantamento bibliografico verificou¢pge este metabdlito
secundario ja havia sido isolado das espoMamanchora unguifera, Batzella spg.
Arenochalina mirabilis porém esta sendo registrado pela primeira vez gp&spécie em
estudo. Este composto, apesar de ter sido isoladanth fracdo ativa, ndo mostrou
toxicidade frente as células tumorais testadas gf@a#d.1, pag. 104), porém mostrou
atividade antiprotozoaria conttaeishmania chagasi e amazoness&gundo registro da
literatura, ja foi comprovada atividade antifiungicantra Cryptococus neoformans

antiprotozoaria contraeishmania donavarfHuaet al,, 2004).
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Tabela 3.1- Comparacéo de dados de RMS e'H de MAD-1 com dados da literatura
(Patil, et al., 1997).

#C RMN *'H RMN °C
MAD-1 2 Lit. ° MAD-1  Lit."
2 - - 163,2  164,6
3a - - 1749  176,2
4 2,90 (1H, m), 2,58 (1H, dd, 2,90 (1H, m), 2,54 (1H, m) 33,8 34,3
J=8,4 e 16,7 Hz)
5 2,34 (1H, m), 1,51 (1H, m) 2,36(1H, m), 1,51 (1H, m 33,2 34,1
5a 2,88 (1H, m) 2,91 (1H, m) 37,9 39,0
6 2,00 (1H, m), 0,91 (1H, m) 2,03 (1H, m), 0,90 (Th), 39,9 40,8
1,85 (1H, m) 1,88 (1H, m) 34,3 35,2
8 2,20 (1H, m) 2,19 (1H, ddd,=1,7;9,4; 45Hz) 47,1 48,2
8a - - 166,1  167,3
8b - - 126,2  126,8
1 2,02 (1H, m), 1,75 (1H, m) 2,08 (1H, m), 1,78 (1h), 30,5 31,1
2’ 1,30 (1H, m), 1,10 (1H, m), 1,32 (1H, m), 1,05 (1H, m) 27,9 28,6
3’ 1,27 (2H, m) 1,28 (1H, m) 23,4 24,4
4 0,86 (3H, tJ = 7,2 Hz) 0,87 (3H, t) = 7,2 Hz) 14,2 14,4
5’ 1,08 (3H, dJ = 6,6 Hz) 1,09 (3H, d] = 6,7 Hz) 21,1 21,3

Deslocamentos quimico8)(em ppm.

3CDCl; 500 MHz {H) e 125 MHz £°C)
®CD;0D; 400 MHz
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Tabela 3.2- Deslocamentos quimicos de RMTC e*H de MAD-1, em CDGJ.

HSQC HMBC
#C T o 3 “Jon “Jen
2 1632 - - i
3a 1749 - 2H-4 2H-5
4 338 2,90 (1H, m); 2,58 (1H, dd, 2H-5 .
J=8,4¢ 16,7 Hz)
5 332  2,34(1H, m); 1,51 (1H, m) 1H-5a, 2H-4 -
5a 37,9 2,88 (1H, m) 2H-6, 2H-5 1H-7, 4#
6 399 2,00 (1H, m); 0,91 (1H, m) 1H;8H-7 3H-5', 1H-5
34,3 1,85 (1H, m) 2H-5', 1H-8, 2H-6 2H-1'
8 47,1 2,20 (1H, m) 1H-7 2H-6
sa  166,1 . 1H-8 2H-1', 1H-5a
8b  126,2 - 1H-5a 2H-4, 1H-8, 2H-6
1' 305 2,02 (1H, m); 1,75 (1H, m) 1H-8, 2H-2' 2H-3
2 27,9 1,30 (1H, m); 1,10 (1H, m) 2H-1", 2H-3’ 18)-2H-4'
3 234 1,27 (2H, m) 2H-4", 2H-2’ 2H-1’
4 142 0,86 (3H, tJ = 7,2) 2H-3’ 2H-2’
5 21,1 1,08 (3H, dJ = 6,6) - 3H-6, 3H-8

Deslocamentos quimico8)(em ppm. Constante de acoplamedoefn Hertz
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3.2 - Determinacéo estrutural de MAA-2

A fragdo acetato de etila, oriunda da particdo xtoa bruto deM. arbuscula
apos sucessivas cromatografias, incluindo HPLGNn(Ke6.2.2.1, pag. 116), forneceu uma
resina amarelada que se apresentou como uma uUammehenem CCD, pela pulverizacao
com Dragendorff, indicando tratar-se de um alca&pakenominado MAA-2 (34 mg), com
rotagdo Optica especifida]? = +69,3 ¢ = 0,865; MeOH), porém pela analise espectrais
observou-se a presenca de impureza, possivelmente dutro alcaldide guanidinico.

O espectro de absorc&o na regido do infravermala€l( cm?) (Fig. 3.11, pag. 55)
mostrou absorcdes em 3.289 e 3.222' caracteristicas de estiramento de ligacdes O-H e
=N-H. As bandas em 1.676 e 1.603 tiioram referentes ao estiramento de ligacdo C=N e
C=C, respectivamente, e uma banda em 1.1I5refierente ao estiramento da ligacdo C-
O de alcodis ou de éteres, como também, para C-Mnieas; além, dos sinais de
estiramento simétrico e assimétrico da ligacac-Espm 2.957 e 2867 ch

O espectro de RMNH (500 MHz, CDCJ) (Fig. 3.12, pag. 55) apresentou quatro
singletos, trés dos quais referentes a hidrogdigados a atomos de nitrogénis (9,46;
9,02 e 7,36) (Tavarest al, 1995). O sinal endy 8,52, que segundo a teoria do
deslocamento quimico (Pretsadt, al, 2000), é compativel com hidrogénio acido, logo
atribuido ao hidrogénio do acido formico utilizaam processo de isolamento de MAA-2.

No espectro de RMRH (500 MHz, CDCY) (Fig.3.13, pag. 56), semelhantemente a
MAD-1, foram observados sinais referentes a daipgs metilas endy 1,18 (d,J = 7,35
Hz, Hs) e 0,88 (tJ = 7,05 Hz, H), além de uma série de multipletos na faixa dé 3,6
0,96 ppm (Tabela 3.3, pag. 52), indicativo de hiéroos ligados a carbonos’sp

O espectro de RMN’C-CPD (125 MHz, CDG), (Figs. 3.14 e 3.15, pags6 e
57), revelou 16 linhas espectrais majoritariasdeelb referentes ao esqueleto estrutural
guanidinico, como descrito para MAD-1. Entre ossithis, trés referentes a carbonds sp
(6 151,9; 129,0 e 122,9). O sinal €ml51,9 (G) foi atribuido ao carbono guanidinico
(Tavareset al, 1995), enquanto, o sinal én$9,8 (Gyp) evidenciou a presenca de carbono
sp’ hidroxilado. O sinal adicionab(169,6) foi relacionado ao carbono do &cido férmico
utilizado no processo de isolamento de MAA-2. Qoméindo o hidrogénio do &cido
férmico observado no RMRH.

Através dos espectros de HSQC (Fig. 3.16, pag.HB3RC editado (CH + CH)i
(Fig. 3.17, pag. 58) e HSQC editado (kFig. 3.18, pag. 58) foi possivel determinar o
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padrdo de hidrogenacdo correspondente a cada &tenvarbono e associar de forma
inequivoca cada hidrogénio ao seu respectivo carpbabela 3.4, pag. 54). Foi observado
no espectro de HSQC editado (CH + L presenca de trés carbonos metinicos e dois
carbonos metilicos e pelo espectro de HSQC ed(taHg), seis carbonos metilénicos.

Ap6s comparacdo entre os espectros de RMIN-CPD, HSQC editado (CH +
CHs) e HSQC editado (CH determinou-se a presenca de quatros carbonos néo-
hidrogenados. Assim, foi proposto para MAA-2 a falanmolecular GH»sN3O, a qual
esta de acordo com o pico correspondente ao ioeemlal com razdo massa/carga4
igual a 263 Daltons observado no espectro de m&s3a3.19, pag. 59) com indice de
deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 5. Com bass dados discutidos, foi proposto a
sub-estruturd\, a qual trata-se de um alcaldide guanidinicodiem e justifica 4 das cinco

insaturacdes presentes para a féormula molecular.
NH

N

HN NH
CHj;

CHg
A

Considerando a férmula molecular, bde insaturacées e a teoria do deslocamento
quimico de carbonos, resta apenas inserir na solitesa A, uma dupla ligagdo e um
grupo hidroxila.

O espectro HMBC (Figs. 3.20 e 3.21, pags. 59 g babela 3.4, pag. 54) revelou
as correlagdes dos hidrogénios @1,18) com os carbonos 80,8 (G) e 29,1 (G) e 0
hidrogénio H (6 2,43) com o carbono et 21,8 (G) confirmando a posi¢cao do grupo
metila no carbono £ A posicdo da hidroxila foi confirmada através atarelacdo do
hidrogénio en® 3,66 (H,) com o carbono e 69,8 (Gp, 2J) pela expansédo do espectro de
HMBC (Fig. 3.22, pag. 59), reforcando esta posigéla correlacdo do hidrogénio; b
2,43) com o carbonosgobservado na figura 3.21. A andlise pela expansdesgectro
HMBC (Fig. 3.23, pag. 61) foi decisivo na atribogéequivoca do deslocamento quimico
para G, e G, 0s quais se encontram trocados na literaturaaf€aet al, 1995), devido a
correlacdo do hidrogénio esr8,66 (H) com o carbono e®122,9 (G >J) (B).
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Ainda pelo espectro HMBC (Fig. 3.24, pag. 61), obse-se a correlacdo dos
hidrogénios H (5 1,94) e H (5 2,16 / 1,50) com o carbona3J (C).

A configuracéo inferida para os estereocentros €-Geba, foi determinada através
do espectro bidimension&H, *H — NOESY (Fig. 3.25, pag. 62) o qual revelou iatées
espaciais entre o hidrogénio ém3,66 (H-3a) com o hidrogénio ein 2,28 (H-5a) D)

Lo
cH

Oliveira, J. R.
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O conjunto dos dados discutidos, além de comparagévo dados da literatura
(Tabela 3.3, pag.53), e o padréo de fragmentagda) [248, 220, 206, 204, 192, 190, 178]
(Quadro 3.2, pag. 52) permitiu identificar MAA-2ao o alcaldide guanidinico 8b-
hidroxiptilocaulina, previamente isolado Bl arbuscula(Tavareset al, 1995).

Este metabdlito mostrou-se bastante ativo frentgainel de células tumorais
(Tabela 4.1, pag.104), principalmente, frente dsila® leucémicas (HL-60; Kz 1,8
pg/mL) e melanoma (MADMB-435; Kg 3,5 pg/mL). Apresentou atividade antifingica
contraMicrosporum canis Trichophyton rubruncom MIC 1,95 mcg/mL e 7,81 mcg/mL,

respectivamente.

8b-Hidroxiptilocaulina

Oliveira, J. R.
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NH
)k NH
HN NH k
OH HN NH
OH
/\
/
NH N >
)k Tf ® Me ;
0,
HN NH Mz 248 (35,3%) miz 206 (64,6%)
OH l
PN
'\"H NH
m/z 263 HN*N _ HN)kN
OH| OH|
/ —_—
./\ .
.
m/z 204 (100%) m/z 178 (63,0%)
NH NH
x I . "
N X I
OH
. Ho o HN NH " HN NH
0 R + "
74 X a AN
— —
miz 220 (50,7%)
m/z 192 (16,9%) miz 190 (41.5%)

Quadro 3.2 —Proposta mecanistica para a fragmentacéo quegastiguns picos

registrados no espectro de massa de MAA-2
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Tabela 3.3 -Comparacéo de dados de RMIC e'H de MAA-2 com dados da literatura
(Tavares, et al., 1995)

#C RMN *H RMN *°c
MAA-2 @ Lit. MAA-22 Lit.”
2 - - 1519 151,5
3a 3,66 (1H, m) 3,77 (1H, m) 50.0 57,5
1,90 (2H, m) 2,08 (1H, m); 1,22 (1H, m) 298 29,6
1,83 (1H, m); 1,54 (1H, m) 1,70 (1H, m); 1,35 (1H, m) 235 20,2
5a 2,28 (1H, m) 2,27 (1H, m) 40.3 39,6
6 2,16 (1H, m); 1,50 (1H, m) 1,68 (2H, m) 29.1 29,4
2,43 (1H, m) 2,36 (1H, m) 30.8 27,2
8 - - 129.0 122,2
8a - - 1229 1298
8b - 2,48 (1H, dd,) = 6,6 Hz) 69.8 70,1
1’ 2,07 (2H, m) 2,43 (1H, m), 2,03(1H, m) 28.7 26,9
2’ 1,29 (2H, m) 1,41(1H, m), 1,27(1H,m) 30.3 294
3 1,35 (2H, m) 1,27 (2H, m) 231 223
4 0,88 (3H, tJ = 7,05 Hz) 0,89 (38H, tJ=7,0 Hz) 141 14,0
5’ 1,18 (3H, dJ = 7,35 Hz) 1,10 (3H, dJ = 7,0 Hz) 218 193
HN-1 9,46 s 9,25s - -
HN-3 9,02's 8,20 s - -
HoN* 7,36s 7,20 s - -
HO - 5,30s - -
HCOO 8,52s - 169,7

Deslocamentos quimico8)(em ppm.

3CDCl;; 500 MHz tH) e 125 MHz £°C)
®CD;0D; 600 MHz ¢H) e 150 MHz £3C). * Dados de RMN de Hidrocloreto de 8b —
hidroxiptilocaulina (HCI)
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Tabela 3.4 -Deslocamentos quimicos de RMIC e'H de MAA-2 em CDCJ.

HSQC HMBC
#C dc On “JeH “JeH
2 1519 - - 1H-3a
3a 59,0 3,66 (1H, m) 2H-4 1H-2, H6, 1H-5
4 298 1,94 (2H, m) i 1H-5a
235 1,83 (1H, m): 1,54 (1H, m) - 146
5a 40,3 228 (1H, m) 2H-6 1H-7, 2H-4
6 291 216 (1H, m): 1,50 (I1H, m)  1H-5a, 1H—7 3H-5'
30,8 2,43 (1H, m) 3H-5, 1H6 -
8 129,0 - - -
8a 122,9 - - 1H-3a
8b 69,8 - - 2H-6, 1H-4
1 287 2,07 (2H, m) i i
> 303 1,29 (2H, m) oH—3 3H-4"
3 231 1,35 (2H, m) 2H—2' 3H— 4 2H-1’
4 14,1 0,88 (3H, tJ = 7.05) 2H-3 2H-2'
S 21,8 1,18 (3H, dJ =7.35) IH-7 1H6

Deslocamentos quimico8)(em ppm. Constante de acoplamedoefn Hertz
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3.3 - Determinacéo estrutural de MAA-3

A fracdo acetato de etila, proveniente da partl@@ddo-liquido do extrato bruto
de M. arbuscula apds sucessivas cromatografias, incluindo HPt€N(i4.6.2.2.1, pag.
116), resultou no isolamento de um composto quepsesentou como uma mancha
amarela com Rf diferente de MAA-2 em CCD, e queapdpersdo com reagente de
Dragendorff parecia tratar-se também de um alcaldtiAA-3 (24,5 mg) foi obtido na
forma de uma resina amarelada, com rotagdo opjgectica[a]? = +177 € = 0,055;
MeOH).

A anélise do espectro de absorcéo na regido daverimelho (NaCl, cit) (Fig.
3.26, pag. 69) revelou a presenca de uma banda .28 m' correspondente ao
estiramento de ligacdo =N-H, bandas em 2.955 e72c86" de estiramento simétrico e
assimétrico da ligacdo C-H de grupamentos metiteeleno, além de bandas em 1.686 e
1.672 cnit, compativeis com os estiramentos de ligagdes C€N@, e uma banda em
1.111 cmt condizente ao estiramento de ligacdo C-N.

O espectro de RMNH (500 MHz, CDCJ) (Fig. 3.27, pag. 69) apresentou quatro
singletos, trés dos quais referentes a hidrogédigiados a atomos de nitrogénids (9,53;
8,94 e 7,53) (Tavarest al, 1995). O sinal erd, 8,62 foi atribuido ao hidrogénio do acido
formico (Pretschet al, 2000) utilizado no processo de isolamento de MBAACOMO
observado para o composto MAA-2.

A exemplo dos outros compostos isoladoddearbusculao espectro de RMRH
(500 MHz, CDC}) (Fig. 3.28, pag. 70) também revelou sinais refie® a dois grupos
metilas emdy 1,13 (d,J = 7,15 Hz, H) e 0,88 (tJ = 6,0 Hz, H), além de uma série de
multipletos na faixa de 3,70 a 1,31 ppm (Tabela3a§. 67).

No espectro de RMN*C-CPD (125 MHz, CDG) (Fig. 3.29, pag70), foram
observados 16 linhas espectrais, 15 delas referantesqueleto estrutural guanidinico. O
sinal adicional enad 169,6 foi atribuido ao carbono do acido férmicanocobservado para
o composto MAA-2. O sinal e 152,5 foi relacionado a dupla ligacdo (C=N) depgru
guanidinico (Tavarest al, 1995), enquanto os sinais ém26,7 e 121,3 foram atribuidos
a carbonos olefinicos (Tabela 3.5, pag.67).

Através do espectro HSQC (Fig. 3.30, pag. 71) (leaB&, pag. 68) cada sinal de

carbono foi correlacionado aos seus respectivasssite hidrogénios.

Oliveira, J. R.



64

Determinacao Estrutural — Capitulo 3

Pelos espectros HSQC editado (CH +3CHFig. 3.31, pag. 71) e HSQC editado
(CHy) (Fig. 3.32, pég. 72) foi possivel determinar odrfa de hidrogenacao
correspondente a cada atomo de carbono, isto gpguarbonos metinicos, dois carbonos
metilicos e seis carbonos metilénicos.

Através da comparacao entre os espectros de R®HICPD, HSQC editado (CH +
CHs) e HSQC editado (CHi foi possivel determinar a presenca de trés caboido-
hidrogenados, permitindo, assim, propor para MAA-f&rmula molecular gHsN3, em
acordo com o pico do ion-molecular com razdo measgd (n/2 igual 247 Daltons
observado no espectro de massa (Fig. 3.33, pagO7afice de deficiéncia de hidrogénio
(IDH) igual a 5, calculado para a formula molecuéssim como os fragmentos (232, 204,
190, 176) (Quadro3.3, pag. 66), confirma para MAA#Ba estrutura semelhante aos
demais compostos isolados, ou seja, um alcalbidaidunico triciclico, o qual apresenta

uma ligag&o dupla carbono-carboAo,
NH

X

HN NH
CHs3

CH,
A
O espectro de RMN HMBC (Fig. 3.34, pag. 73) (Tak®&k, pag. 68) mostrou
correlacbes do sinal edi,13 (3H') com os carbonos et 126,7 (G), 34,5 (G) e 30,4
(C;) e dos hidrogénios einl,34 (H) com o carbono £(6 126,7), permitindo confirmar a

presenca dos grupos metila e butila nos carbomd8, Tespectivamente.

Oliveira, J. R.



65

Determinacao Estrutural — Capitulo 3

Os espectros HMBC (Figs. 3.35 e 3.36, pags. 73 ke fgdam de extrema
importancia na atribuicdo inequivoca dos deslocémsenuimicos correspondente aos
carbonos @e G, 0S quais se encontram trocados na literaturadoevcorrelacddd do
hidrogénio Ha (8 3,70) com o carbono ef121,3 (G, e a correlacédl dos hidrogénios
He (61,92 / 1,31) 51,13 (3H:) com o carbono § podendo assim, também justificar a
posicdo da dupla ligagéo.

A reunido de todos os dados apresentados levodugdile da estrutura de MAA-3
como sendo o alcal6ide guanidinico ptilocaulin@v@mente isolado na espécie (Tavares,
et al, 1995), como também, a partir da espéeigocaulis spiculifere Monanchora
unguifera Gallimora (Kelly e Scheuer, 2005). Este alcalGmestrou-se ativo frente ao
painel de células tumorais (Tabela 4.1, pag. 1@fcipalmente para as células
leucémicas (HL-60; 16 1,1 pg/mL) e melanona (MADMB-435; i¢ 1,8 pg/mL).
Segundo dados da literatura, relata-se para ptilioeaa atividade citotoxica contra células
leucémicas, assim como atividade antimicrobianatraoBtreptococus pyogenes, S.
pneumoniae, S. faecalis, Staphylococus aureus, eisbia (Harbour et al, 1981).
Quanto atividade anti-fungica, ptilocaulina mostsauativa contra o fungdlicrosporum

caniscom MIC7,81 mcg/mL.
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NH NH

)L HN)LNH
Q é@/

HN NH
Ji TT ®* Me
m/z 232 (33,3%) m/z 190 (50,0%)

A -

m/z 247

m/z 204 (100%)

m/z 176 (37,0%)

Quadro 3.3 — Proposta mecanistica para a fragmentacdo qudigastilguns picos

registrados no espectro de massa de MAA-3

Ptilocaulina

Oliveira, J. R.
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Tabela 3.5 -Comparacéo de dados de RMIC e'H de MAA-3 com dados da literatura
(Tavares, et al., 1995).

#C RMN H RMN °C
MAA-3 2 Lit. © MAA-3% Lit.”
2 - - 1525 151,7
3a 3,70 (1H, m) 3,77 (1H, m) 53,7 53,2

1,95 (1H, m), 1,47 (1H, m) 2,05 (1H, m), 1,40 (1H, m) 32,1 32,3
1,69 (1H, m), 1,57 (1H, m) 1,67(1H, m), 1,43 (1H, m) 27.5 24,6

5a 2,44 (1H, m) 2,40 (1H, m) 343 339
6 1,92 (1H, m), 1,31 (1H, m) 1,70 (1H, m), 1,47 (1H, m) 345 33,0
2,29 (1H, m) 2,37 (1H, m) 304 277
8 - - 126,7 121,0
8a - - 121,3 127,0
8b 2,52 (1H, m) 2,48 (1H, dd,) = 6,6 Hz) 35,8 36,5
1" 2,27 (1H, m), 2,11 (1H, m) 2,33 (1H, m), 2,02 (LH, m) 27.8 26,7
2 1,34 (2H, m) 1,40 (1H, m), 1,29 (1H, m) 30,9 29,6
3 1,37 (2H, m) 1,25 (1H, m) 22,9 22,4
& 0,88 (3H, tJ = 6,05 Hz) 0,85 (3H, tJ = 7 Hz) 143 13,9
5 1,13 (3H, dJ=7,15 Hz) 1,05 (3H, dJ=7 Hz) 20,8 19,5
HN-1 9,53s 8,90 s - -
HN-3 8,94 s 8,36 s - -
HoN* 753s 7,45s - -
HCOO 8,62 s - 169,6 -

Deslocamentos quimico8)(em ppm.

4CDCls; (500 e 125 MHz)
®CDCl;; (600 e 150 MHz). * Dados de RMN de Nitrato dddetulina (HNQ)
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Tabela 3.6 -Deslocamentos quimicos de RMIC e'H de MAA-3 em CDCJ.

HSQC HMBC
#C dc OH “JeH “JeH
2 152,5 - - -
3a 53,7 3,70 (1H, m) 1H-8b, {1 1H-5
4 321 1,95 (1H, m); 1,47 (LH, m) ; 1H-8b
275 1,69 (1H, m); 1,57 (1H, m) 1H 1H-8b, 1H-6
5a 343 2.44 (1H, m) i 1H. 4"
6 345  1,92(1H, m); 1,31 (1H, m) i 1H-5'
30,4 2,29 (1H, m) 146, 1H-5",1H-6
8 126,7 - 1H-5’, 1H-6 1H-2’
8a 121,3 - 1H-8b 1H-3a
8b 358 252 (1H, m) 1H-8
T 27,8 2,11 (1H, m) 1H-2’
2 309 1,34 (2H, m) i 1H-4"
3 229 1,37 (2H, m) 14’
4 14,3 0,88 (3H, tJ = 6.05)
5 20,8 1,13(3H, dJ =7.15) - 2H-6

Deslocamentos quimico8)(em ppm. Constante de acoplamedoefn Hertz

Oliveira, J. R.
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3.4 - Determinacéo estrutural de MADA-4 (mistura deepimeros)

As fracdes diclorometano e acetato de etila, odarah particao liquido-liquido do

extrato bruto dé. arbusculaapds sucessivas cromatografias, forneceram asgago,
c, d (Fluxograma 4.3, pag. 114)egFluxograma 3.4 pag. 119), que apos analise i C
foram reunidas originando a fracdo MADA (Fluxogram®, pag. 122), a qual foi
recromatografada chegando ao composto MADA-4 quepsesentou como um sélido
amorfo amarelado, com rotag&o Optica especjfidd = +25 ¢ = 0,125; MeOH).

No espectro de absorcéo de infravermelho (NaCt)difig. 3.37, pag. 82) foram
observadas bandas em 3330 e 3198 compativeis com estiramento =N-H, O-H; bandas
na faixa de 2953 a 2859 ¢nde estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo GeH
metila e metileno; banda em 1606 tme estiramento C=C de carbond, dganda em
1692 cni condizente ao estiramento de ligacdo C=N, alérbatelas na faixa de 1330 a
1143 cni* de estiramento C-O para alcodis e C-N para aminas.

No espectro de RMNH (500 MHz, GDsN) (Figs. 3.38 e 3.39, pag. 83) foi
observado dois tripletos edg 0,77 (3H,J = 7,25 Hz) e 0,83 (3H] = 7,0) e um dubleto
bastante intenso ey 1,32 (3H,J = 7,05 Hz), provavelmente correspondente a dois
grupos metilas. Como também, uma série de mulbiplea faixa de 2,86 a 1,33 ppm
(Tabelas 3.7 e 3.8, pags. 80 e 81).

No espectro de RMN’C-CPD (125 MHz, €DsN) (Figs. 3.40 e 3.41 pag. 84) foi
possivel observar 30 linhas espectrais, distriltuaa 15 pares de linhas espectrais com
deslocamentos quimicos muito préximos, compativeesn uma mistura de duas
substéancias de estruturas semelhantes e em un@¢ioge aproximadamente 1:1. Entre
os sinais observados, quatro correspondem a catsghma faixa de 175,8 a 125,0. Os
sinais emd 165,8 e 165,7 foram inferidos aos carbonos deadligicéo (C=N) do grupo
guanidinico (Hueet al, 2004). O par de sinais en75,7 e 74,0 foi caracteristico de
carbonos hidroxilados.

Através do espectro de RMRC-DEPT 135° (Fig. 3.42, pag. 85) foram observados
dois pares de carbonos metilicos, seis de carbometiénicos e dois de carbonos
metinicos. A comparacdo deste espectro com o espdet RMN *C-CPD levou a
deducgéo de cinco pares de carbonos né&o-hidrogen@despectro de massa (Fig. 3.43,
pag. 85) mostrou o pico do ion-molecular com ram@assa/cargant/2 igual a 261

Daltons. Esta informacéo aliada a duplicidade daisiapresentado pelo espectro de RMN

Oliveira, J. R.



76

Determinacao Estrutural — Capitulo 3

13C-DEPT 135° levou a deducéio da férmula moleculgH&N3O, a qual apresenta indice
de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 6.

A partir da reunido destes dados, inclusive congdaraom dados da literatura
(Hua, et al, 2004) e espectrometria de massa (fragmento20d5,190, 174) (Quadro 3.4,
pag. 78) chegou-se a conclusdo que MADA-4 tratavdesuma mistura de epimeros de
esqueleto estrutural analogo as das demais estsutanteriormente descritas. Os
deslocamentos quimicos referentes aos carbono8b3®a, carbonos $§176,4; 165,9;
125,0 MADA-4(Q) e 175,8; 165,9; 125,2 MADA-2], respectivamente) mostraram-se
bastante préximos aos carbonos 3a, 8b e 8a de MARYHY,9; 166,1; 126,2,
respectivamente), podendo, assim, deduzir quesasuracoes de MADA-4 ocupavam as
mesmas posicoes das insaturacbes de MAD-1. Destafeendo plausivel posicionar
uma hidroxila no carbono oito {C

O espectro HSQC (Figs. 3.44 e 3.45, pag. 86) permgsociar seguramente 0s
sinais de cada hidrogénio ao seu respectivo carlfdabela 3.7 pag. 80) para cada
epimero.

Através do espectro HMBC (Fig. 3.46, pag. 87) fosgivel observar a correlacao
(®J) dos hidrogénios em 1,32 (H:), com os carbonos e 75,7 ed 75,4; ambos
correspondentes ao carbong, @os dois isémeros, bem como a correlacid do
hidrogénio end 2,04 (H-6) com estes mesmos carbonos, confirmando asgosigdo da

hidroxila em G.

Também, pelo espectro HMBC (Fig. 3.47, pag. 87enlmi-se a correlacadl)
dos hidrogénios erd 1,32 (H;), tanto para o carbono e33,7, como para o carbono em
& 37,9; deslocamentos quimicos diferentes, porémespondente ao carbong @& cada
estrutura.
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A configuracdo dos estereocentros €€ G foi determinada através do espectro
bidimensional'H, *H — NOESY (Fig. 3.48, pag. 88) o qual revelou iatées espaciais
entre o hidrogénio ey 2,85 (H3) com o hidrogénio erdy 1,83 (H-1') (1) e este com o
hidrogénio emdy 2,43 (H), indicando uma relacéos entre o grupo hidroxila situada no
carbono @ e o grupo metila, no carbono;.CEstes dados permitiram determinar

estereoquimica de um dos epimetf)s (

Ainda pelo espectro NOESY observou-se a interag@acagal entre o hidrogénio
em oy 2,12 (H:1) com os hidrogénios endy 1,32 (H) permitindo concluir a
estereoquimica para o segundo epimero, onde o dngpoxila, mantém uma relacao

transcom o grupo metila, correspondendo a estritura

Também pelo espectro NOESY € possivel observarralagédo entre o hidrogénio
em oy 2,85 (Hy) com o hidrogénio endy 2,43 (H) podendo, assim confirmar a

epimerizagao no £
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Todos os dados discutidos, além de comparacdo cdieratura, permitiram

propor para MADA-4 as estruturas dos alcaldidesnmlimicos, obtidos na forma de
mistura de epimeros, 1, 8a; 8b, 3a-desidrdn8roxiptilocaulina {) e 1, 8a; 8b, 3a-
desidro-8&-hidroxiptilocaulina 2), em uma propor¢cdo de aproximadamente
(55,7%:44,3%), descritos previamente a partir dae@advl. unguifera(Hua et al., 2004)
e Batzellasp (Patil et al., 1997) (esta ultima o compdafoi isolado na sua forma pura).
A mistura de epimeros ndo se mostrou ativa fremteébulas tumorais (Tabela 4.1, pag.
104).

Na literatura, relata-se, para a mistura de episneatividade malaria contra o

parasitoPlasmodium falciparunfHua,et al, 2004).

NH NH NH

NH Tgééf”é@ = 3%

HN N

m/z 205 (100%) m/z 190 (50%)

m/z 261 HN/\N

m/z 204 (68,3%)
Quadro 3.4 — Proposta mecanistica para a fragmentacdo qudigastlguns picos

registrados no espectro de massa da mistura deesifADA-4
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1, 8a; 8b, 3a-Desidropghidroxiptilocaulina

(2)

1, 8a; 8b, 3a-Desidroeghidroxiptilocaulina
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Tabela 3.7 -Comparacédo de dados de RMN e *C de MADA-4(1) com dados da

literatura (Hua, et al., 2004).

#C RMN *H RMN =°C

MADA-4 2 Lit. ° MADA-42 | Lit.”

2 - - 165,7  163,5

3a - - 176,4  176,4

4 2,98 (1H, m) 34,4 34,1
2,83 (1H, m); 2,51 (1H,M) 2 64 (1H, dd,J = 16,8 e 8,2 Hz)

5 2,12 (1H, m); 1,40 (1H, m) 2,34(1H, m); 1,55 (1H, m) 33,8 33,4

5a 2,83 (1H, m) 2,91 (1H, m) 39,0 38,3

6 1,73 (1H, m); 1,51 (1H, m) 1,91 (1H, m); 1,20 (1H, m) 35,8 35,2

2,04 (1H, tdJ) = 12,9 e 3,7 Hz) 2,01 (1H, m) 37,9 36,8

8 - - 74,0 75,4

8a - - 1659  164,6

8b - - 1250 1254

1 2,12 (1H, m); 1,83 (1H, m) 2,12 (1H,tdJ=12,4 e 4,4 Hz), 36,9 37,0
1,85 (1H, tdJ = 12,4 e 3,6 Hz)

2’ 1,20 (1H, m); 1,51 (1H, m) 1,20 (1H, m); 0,91 (1H, m) 28,0 27,1

3 1,32 (2H, m) 1,25 (2H, m) 24,1 23,5

4 0,83 (3H, tJ=7,0 Hz) 0,83 (3H, tJ = 7,2 Hz) 14,6 14,0

5’ 1,32 (3H, dJ = 7.0 Hz) 1,07 (3H, dJ = 6,8 Hz) 16,0 15,1

Deslocamentos quimico8)(em ppm.

3CsDsN; 500 MHz (H) e 125 MHz £¥C)
® CDCls; 400 e 500 MHz
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Tabela 3.8 -Comparacdo de dados de RMN e *C de MADA-4 @) com dados da
literatura (Hua, et al., 2004).

#C RMN H RMN °C
MADA-4 @ Lit. P MADA-42  Lit.?
2 - - 165,7 163,2
3a - - 175,8 175,7
4 2,98 (1H, m) 34,7 33,9

2,82 (1H, m); 2,62(1H, m) 2 60 (1H, dd,) = 16,8 € 8,2 Hz)

5 2,12 (1H, m); 1,40 (1H, m)  2,34(1H, m); 1,55 (1H, m) 34,1 33,2
5a 2,85 (1H, m) 2,88 (1H, m) 39,2 38,0

6 2,36 (1H, m): 2,04 (1H, m) 176 (1H, tdJ = 12,4 € 4,58 Hz) 38,0 37,4
1,38 (1H, tdJ = 12,4 e 11,2 Hz)

7 2,45 (1H, m) 2,19 (1H, m) 43,7 42,0
8 - - 75,7 74,2
8a - - 165,9  163,7
8b - - 1252 1254
1 1,92 (1H, m); 37,8 36,9

1,83 (1H, m); 1,40 (1H, m) 1 85 (1H, td, 12,4 e 3,6 Hz)

2 1,20 (1H, m); 1,51 (1H, m) 1,11 (1H, m); 0,72 (1H, m) 27,9 27,1

3 1,20 (2H, m) 1,14 (2H, m) 24,4 23,5
& 0,77 (3H, tJ=7,2 Hz) 0,78 (3H, tJ = 7,2 Hz) 14,4 13,8
5 1,32 (3H, dJ= 7.0 Hz) 1,16 (3H, dJ = 7,2 Hz) 16,6 15,7

Deslocamentos quimico8)(em ppm.

2CsDsN; 500 MHz {H) e 125 MHz £°C)
®CDCls: 400 e 500 MHz
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Figura 3.37 -Espectro de absor¢&o na regido do infravermella€(Neni') da mistura de
epimeros MADA-4
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Figura 3.40 - Espectro de RMN®C-CPD (125 MHz, €DsN) da mistura de epimeros
MADA-4.
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Figura 3.41 - Espectro de RMN’C-CPD (125 MHz, @sN) — expanséo (10-45 ppm) da
mistura de epimeros MADA-4.
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Figura 3.42 - Espectro de RMN“C-DEPT 135° (125 MHz, £DsN) da mistura de
epimeros MADA-4
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3.5 — Determinacao estrutural de MAM-5

A fracdo metanodlica apOs diversos procedimentosnatograficos, incluindo
HPLC (Item 4.6.2.4.1, pag. 123), forneceu uma eeamarelada, que em CCD apresentou-
se como uma mancha uniforme, pela pulverizacdo Boagendorff, indiciando, também
tratar-se de um alcaléide, sendo denominada MAN;B6( mg), com rotacdo Optica
especificda]? = +23 ¢ = 0,130; MeOH).

O espectro de RMNH (500 MHz, CDCJ) (Fig. 3.49. pag. 92), semelhantemente
aos das outras substancias, exibiu sinais referentiois grupos metilas, um em 1,06
(d,J=7,00 Hz, H) e outro em 0,90 ({1 = 7,40 Hz, H), além de uma série de multipletos
na faixa de 1,20-3,13 ppm.

Através dos espectros de RMIC-CPD (125 MHz, CDG), (Fig. 3.50, pag. 95) e
HMBC (fig. 3.54 pag. 97) foi possivel observar s espectrais, entre as quais, duas
referentes a carbono’ss 127,9; 185,7), e outra correspondente a carbohoxgenado
(6 74,1), evidenciando o carater oxigenado de MAM-5.

Através do espectro HSQC (Fig. 3.51, pag. 96)pé&ssivel identificar a presenca
de 10 carbonos hidrogenados e correlaciona-losews respectivos sinais de hidrogénio,
conforme sumarizado na Tabela 3.9, pag. 94.

O espectro de massa (Fig. 3.52, pag. 96) do compostdiscussdo mostrou o pico
correspondente ao ion-molecular com razdo masga/daw’? igual a 261 Daltons, e
padrdo de fragmentacaanfy 205, 204, 190, 176] semelhante ao do espectnmatsa
referente a mistura de epimeros (MADA-4), previatmasolado (Figura 3.43, pag. 85).
Com base nas informagGes acima mencionadas, fpogt@ para MAM-5, a formula
molecular GsH23N30, a qual apresenta seis insaturacdes. Considecandados de RMN
e comparacdo com dados da literatura (Hua et @04;2Patil et al., 1997), e ainda de
espectrometria de massa (fragmentos 205, 204, 196)g(Quadro 3.5, pag. 90) chegou-se
a conclusédo que MAM-5 tratava-se de um alcaldideniglinico semelhante aos anteriores

e a exemplo dos epimeros (pag. 92), provavelmemieiedo uma hidroxila em C-8.
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NH T+ NH NH

N)kNH '\ANH N)kNH
‘ OH ‘

|
/ H e = OH >~ _
— +
OH
T + / +

l\‘lH
N*NH m/z 205 (100%) m/z 190 (40,3%)
=

X 7 N
o N
OH OH
NH m/z 219 (9,6%) m/z 176 (30,6%)

OH

m/z 204 (74,2%)
Quadro 3.5 — Proposta mecanistica para a fragmentacdo qudigastlguns picos

registrados no espectro de massa de MAM-5

Através do espectrtH, 'H — COSY (Fig. 3.53, pag. 97), foi possivel vesdfia
sequéncia de acoplamentos vicinais envolvendornzsssi 3,12 / 2,78 (Ha-4/Hb-4) com
2,51/ 1,67 (Ha-5/Hb-5), dos ultimos com 3,00 (H;Skeste com o hidrogénio metilénico
emd 1,22 (Hb-6), assim como, do sinal &%,09 (H-7) com hidrogénios metilénicos (2H-
6) e metilico (3H-5"). Adicionalmente, observouaseacoplamentos vicinais enty¢2,01
(H-1; 1,22 /0,97 (H-2’); 1,34 (H-3); 0,90 (H-A, justificando a cadeia lateral de quatro
carbonos ligada ao C-8, da sub-estruti(@ag. 91).
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O espectro HMBC (Figs. 3.54 e 3.55 pags. 97 e B®)strou as correlacbes
envolvendo os sinais de hidrogénio &r@,01 (H-1") e 1,06 (H-5’) com os carbonos ém
74,1 (C-8) e 38,4 (C-7), permitindo confirmar aipas dos grupos butila e metila nos

carbonos 8 e 7, respectivamerig. (

Através do espectro HMBC (Fig. 3.54, pag. 97) tamkféram observadas as
correlagbes dos hidrogénios ér3,00 (H-5a), 2,78 (K4) e 1,90 (KH-6) com o carbono em
6 127,9 (Gp), assim como as correlagdes dos hidrogénios 812/ 2,78 (H-4a/H-4b) e
2,51 (H-5) com o carbono erd 185,7. Para os alcaldides mirabilina B (MAD-1, &lab
3.1, pag. 40), e epimeros 1,8a;8b,3a-desi@rbi8roxiptilocaulina e 1,8a;8b,3a-desidro-
8a-hidroxiptilocaulina (MADA-4, Tabelas 3.7 e 3.8ags. 80 e 81) e ainda dados da
literatura (Patil et al., 1997) para o compost8a8b,3a-desidro-8-hidroxiptilocaulina, C-
3a pode aparecer entre 174 e 178 ppm (Tabela&y99g). Para atender ao valor de 185,7
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ppm, as posicoes das duplas ligacdes envolvendarbsnos C-8a, C-8b e C-3a, foram
invertidas em relacdo aos compostos acima menasn&bnforme pode ser observado,
além de C-8a ser um carbono ligado a nitrogéniazerfparte de um sistema conjugado,
este sofre a desprotecédo adicional de um grupodtiidrem posica@, justificando, assim,

o valor 185,7 ppm atribuido a este carbadp (

1,8a;8b,3a-Desidro-§- 1,8a;8b,3a-Desidro-8-
hidroxiptilocaulina hidroxiptilocaulina

Mirabilina B

Oliveira, J. R.
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A configuracdo dos estereocentrogs € G foi determinada através do espectro
NOESY (Fig. 3.56, pag. 99), o qual revelou intecagdpacial entre o hidrogénio &m
2,01 (H-1") com o hidrogénio e1,06 (H-5’), indicando uma relac@ansentre o grupo
hidroxila situado no €e o grupo metila, no carbong (®). Verificou-se, também uma
interacdo espacial entre o hidrogéni®,00 (H-5a) com o hidrogénio en2,09 (H-7),

confirmando, assim, a configuracao do estereoc&itro

A reunido de todos os dados levou a deducéo dzwestide MAM-5 como sendo o
alcaléide guanidinico 3,3a;8b;8a-desidro-8-hidrtkipaulina, diferindo da estrutura
1,8a;8b,3a-desidro-8-hidroxiptilocaulina, apenaamo a posicdo das duplas liga¢cdes dos
carbonos C-8a, C-8b e C-3a. Este metabdlito ndmasstrou ativo frente as células

tumorais (Tabela 4.1, pag. 104)

3,3a;8b;8a-Desidro-8-hidroxiptilocaulina

Oliveira, J. R.
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Tabela 3.9 —Comparacéo de dados de RMM e **C de MAM-5 com dados da literatura
(Patil et al., 1997).

#C RMN H RMN °C
MAM-5 @ Lit. P MAM-52  *Lijt. °
2 - - - 165,2
3a - - - 177,4
4 3,12 (1H, m) 2,92 (1H, m); 2,56 (1H, m) 356 34,4

2,78 (1H, dd,J = 17,9; 8,0 Hz)
5 2,51 (1H, m); 1,67 (1H, m) 2,36(1H, m); 1,55 (1H, m) 33,7 34,2
5a 3,00 (1H, m) 2,89 (1H, m) 38,6 39,5
6 1,78 (1H, ddd) = 2,6, 5,2,12,4 35,2 35,8
1,90 (1H, m); 1,22 (1H, m)  Hz); 1,24 (1H, ddd) = 11,3, 12,0
12,4 Hz)

2,09 (1H, m) 2,03 (1H, m) 38,4 38,2
8 - - 74.0 75,3
8a - - 185,7  165,8
8b - - 1279 1265
1 2,01(2H, m) 2,21 (1H,m); 1,87 (1H, m) 37.1 36,6
2 1,16 (1H, m); 0,89 (1H, m) 1,16 (1H, m); 0,89 (1H, m) 28.0 28,3
3 1,34 (2H, m) 1,28 (2H, m) 24,2 24,3
4 0,90 (3H, tJ=7,4 Hz) 0,86 (3H, tJ = 7,2 Hz) 14,3 14,3
5 1,06 (3H, dJ = 7.0 Hz) 1,05 (3H, dJ = 7,0 Hz) 15,0 15,4

Deslocamentos quimico8)(em ppm.

3CD;0D; (500 e 125 MHz)? CD;0D; (400 MHz)

*Dados de RMN de 1,8a;8b,3a-desidro-8-hidroxipalaina, diferenciando de MAM-5,

apenas na posicao das insaturacfes dos carborensd=88 e C-3a.

1,8a;8b,3a-Desidro-8-hidroxiptilocaulina
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Figura 3.50 —Espectro de RMN®C (125 MHz, CROD) de MAM-5
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Figura 3.52 —Espectro de massa (IE, 70 eV) de MAM-5
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Figura 3.54 —Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHzDs0D) de MAM-5
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Figura 3.55 —Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MH2Ps;0D) — expansaa(; de 0,8-
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Figura 3.56 —Espectro de RMN NOESY (500 MHZDs;0OD) de MAM-5

Oliveira, J. R.

99



Capitulo 4

PARTE EXPERIMENTIAL




100

Parte Experimental — Capitulo 4

4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Material biologico

Os espécimes d&lonanchora arbusculdoram coletados no Parque Estadual
Marinho “Pedra da Risca do Meio”, na costa Forese, Ceara, distante a 10 milhas
nauticas (aproximadamente 18,5 Km) do Porto do Mpeu a uma profundidade de
aproximadamente 18 m, na direcdo 60° NE em 15/04/20 Parque Estadual Marinho
“Pedra da Risca do Meio”, criado através da Leaéisal N 12.717 de 05 de setembro de
1997, é a unica Unidade de Conservagdo Marinhasterd& do Ceard, com uma area de
33,20 knf. O mesmo esta delimitado pelas seguintes coordengtagaficas: A 3° 33’
800"e 38° 26'000"W, B: 3° 36’000"S e 38° 26’000"W¥; 3° 36’000"S e 38° 21 600"W e
D: 3°33'800”S e 38° 21'600” W (Fig. 4.1) (Bezea&oelho, 2006).

A coleta, realizada por mergulho autbnomo, e atifieacdo do organismo
marinho foi realizada pelo Dr. Eduardo Hajdu do Muslacional da Universidade Federal
do Rio de Janeiro. Uma amostra de dois espécinmssentando a coleta encontra-se
depositada no Museu Nacional, UFRJ, sob os nun3&3 e 8674.

Fargua Estadual Marinho

Risca do el o W Avido
Botija oW ¥ pacra oo Mar
| el Pedra Mowva

Pedrinhs BN o ca ece g0 Armstace

P, "
B et
= Y & - s o LY
F 7% B i 1
f ™,

]

Figura 4.1 - Localizacdo da area de coleta, ao largo da cidadertaleza.
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4.2. Métodos Cromatograficos

4.2.1. Cromatografia de adsorcéo

As cromatografias de adsor¢céo foram realizadassmiluna de gel de silica 60 da
VETEC (@ pm 63-200 mm). O comprimento e o didmetro dasnaswariaram de acordo
com a quantidade e complexidade das amostras an serematografadas. Para
cromatografia em camada delgada (CCD) foram utibgzacromatofolhas de aluminio de
gel de silica 60 54 da MERCK com espessura de 0,20 mm contendo inalicdd
fluorescéncia e/ou em placa de vidro cobertas cehug silica 60 G VETEC cd6d. 1094
preparadas no Laboratério de Poés-Graduacdo em Cair@rganica (Laboratorio
Fitoquimico de Plantas Medicinais). Os eluentedizatios foram: éter de petréleo,
diclorometano, acetato de etila e metanol, purososobinados para produzir solugdes de
polaridade crescentes.

As revelacbes das substancias nas cromatoplacas fogalizadas através da
exposicao desta a luz ultravioleta em dois compriogede onda (254 e 365 nm), emitidos
por lampadas modelo 25CN-15LM da Vilber Lourmatuseg por aspersdo com solucao
de vanilina (@HgOz3) (5,0 g) e acido perclérico (HCKP(0,75M) em etanol (£1s0) (100
mL / 100 mL), de aquecimento em chapa aquecedddd Clpor aproximadamente 5
minutos e/ou reagente Dragendorff (solucdo de @dbt potassio e subnitrato de

bismuto).
4.2.2. Cromatografia de exclusao

Os fracionamentos por cromatografia de exclusdanioefetuados em gel de
dextrana Sephad&% LH-20 da GE Healthcare Bio-Sciences AB, utilizass® metanol
puro como fase movel.
4.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As separacfes por Cromatografia Liquida de Alteciéficia (CLAE) foram

realizadas no laboratorio de Cromatografia LiquidaAlta Eficiéncia da Universidade
Estadual do Rio Grande do Norte-Mossor6 (UERN), sobrdenacdo do PfofDr.
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Franscisco Arnaldo Viana, em aparelho da marca $YKU, constituido de duas
bombas de alta presséo, modelo LC — 10 Adgbpector com arranjo de diiodo e um forno
termostatico para acomodacdo da coluna. Para disesnaemi-preparativas utilizou-se
coluna Symmetry Prep" Cs (7,8 x 150 mm, 7 um) da Waters. Como fase mévietau-

se agua deionizada milli-Q, acido férmico, acidéiuroacético e metanol graus HPLC,
que foram filtrados em membranas de nylon PTFE qoonos de 0,45 pum e
desgaseificados a vacuo em aparelho sonicadomaAsteas foram dissolvidas em metanol
com grau HPLC e filtradas num sistema manual de bmemas de teflon Whatman com

0,45 pum de didametro.
4.3. Métodos Espectrométricos
4.3.1. Espectroscopia de Ressonéancia Magnética Naaadl (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nucleadtie (RMN 'H) e de carbono-
13 (RMN *3C), uni e bidimensionais, foram obtidos no Centardé¢stino de Aplicacdo e
Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMM),Unhiversidade Federal do
Ceard, sob coordenacdo do Prdidilberto Rocha Silveira, em espectrometros do ti
Bruker modelos Avance DPX300 ou DRX500, operanddreqiiéncia de hidrogénio a
300 e 500 MHz e na frequéncia do carbono a 75 eME25 respectivamente.

Os solventes deuterados utilizados na dissolucéigwastancias foram cloroformio
(CDCl3), metanol (MeOD) e piridina @DsN). Os deslocamentos quimico$) foram
expressos em parte por minhdo (ppm) e referencipdos RMN'H pelos picos dos
hidrogénios pertencentes as moléculas residuaisiedteradas dos solventes deuterados
utilizados: cloroférmio (7,23); metanol (4,8®) e piridina (7,21; 7,58 e 8,73). Para RMN
3C, o padrdo foi o sinal do carbono-13 dos solventEsoférmio (77,235), metanol
(49,159) e piridina (124,2; 136,2 e 150,6). As multipliades dos sinais de hidrogénio nos
espectros de RMRH foram indicadas segundo a convencéo: d (duble(@jpleto), e m
(multipleto).

O padrao de hidrogenacgdo dos carbonos foi detedmiaravés da utilizacdo da
técnica DEPT 135° e segundo 0 padrdo de substiteigdde hidrogenagdo dos carbonos

foi designado: C (carbono néo-hidrogenado), CHb@ao metinico), Ck (carbono
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metilénico) e CH (carbono metilico). Os carbonos néo-hidrogenadiesti caracterizados
pela subtracéo do espectro DEPT 135° do espec®iviie’*C-CPD.

4.3.2. Espectrometria de Massa (EM)

Os espectros de massa foram obtidos em espectodrdetrmassa da marca
SHIMADZU, modelo QP5050 com impacto eletrénico a é@ no Departamento de

Quimica Organica e Inorganica, da Universidade fe¢de Ceara.

4.3.3. Espectroscopia na regido de absorcéo do lafrermelho (1V)

Os espectros de absorcdo na regido do infraverm@foforam obtidos em
espectrometro Perkin-Elmer, modelo FT-IR SPECTRUDBDQL no Departamento de
Quimica Organica e Inorganica, da Universidade édi Ceard. As amostras foram
solubilizadas em CHGE aplicadas sobre superficie do dideccloreto de sédio (NaCl) na

forma de filme.
4.4. Rotacdo Optica

As rotacdes Opticas das substancias solidas fotatidas no Departamento de
Quimica Orgéanica e Inorganica, da Universidade fa¢di® Ceara, em polarimetro digital
da PERKIN-ELMER, modelo 341.
4.5. Atividades Leishmanicida e Antifungica: ensamin vitro

Atividades realizadas no Laboratério de Farmacadgnda Faculdade de Ciéncias

da Salde na Universidade de Brasilia, sob a coagdenda Préf Dra. Laila Salmen

Espindola.

Oliveira, J. R.
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4.6. Estudos dos constituintes quimicos déonanchora arbuscula

4.6.1. Investigacao bioguiada preliminar do extratale M. arbuscula

4.6.1.1. Preparacéo do extrato bruto

O material marinho (1,5 Kg), apods coletado, fooeatlo em etanol 100%. O etanol
foi filtrado e evaporado sob presséo reduzida emp@wador rotativo, originando o extrato
hidroalcodlico que foi particionado com gEl,/H,O 3:1, obtendo a fase organica que
apos secagem com sulfato de sédio anidrg§Ng e destilacdo do solvente, sobre pressao
reduzida, forneceu 9,14 g de material organico.

O residuo do material marinho foi triturado, extcacom CHCI,/EtOH (1:1) (3 X
1,5 L ) e o solvente foi concentrado sob presséozida. A fase organica do extrato
hidroalcodlico e o respectivo extrato organico dsiduo marinho, depois de analise por
CCD foram reunidos, obtendo o extrato bruto (1gBdluxograma 4.1, pag.106).

4.6.1.2. Atividade citotéxican vitro em linhagens de células tumorais

O extrato bruto deM. arbusculafoi avaliado quanto a sua atividade citotéxica
utilizando um painel de quatro células tumoraisbgla 4.1), no Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade FedevaCdara, sob a coordenacio da Prof

Dra. Leticia Veras Costa-Lotufo.

Tabela 4.1 -Linhagens de células utilizadas no ensaio de ciiwittadein vitro.

Linhagem Tipo de neoplasia Origem
HCTS8 Carcinoma de colon Humana
MDA-MB-435 Melanoma Humana
HL60 Leucemia Humana
SF295 Glioblastoma Humana
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O extrato bruto apresentou potencial citotoxicob@la 4.3, pag. 108) frente as
linhagens de células tumorais apresentadas na arabé&l pag.106. Partindo deste

resultado positivo, deu-se continuidade ao estudimigo da espéci®l. arbuscula

4.6.1.3. Particdo liquido-liquido do extrato bruto

O extrato bruto (17,89 g) foi dissolvido em metaf®00 mL) e extraido com éter
de petréleo (5 x 100 mL). A fase metandlica adiciose 100 mL DCM e pequenas
por¢cdes de 4gua até quebrarem-se as fases. Separfaaigéo hidrometanolica foi uma vez
mais extraida com 100 mL DCM. A fragdo hidrometaaoladicionou-se 100 mL de
AcOEt, e mais uma vez adicionou-se pequenas pod@agua até a separacao das fases.
Uma segunda extracdo com AcOEt foi realizado. Befeireunidas e secas com sulfato
de sodio anidro (N&Q,) as misturas de todas as aliquotas do mesmo $eleem fracao
hidrometandlica residual, a qual foi concentraddiodilizada, foram concentradas

fornecendo as massas mostradas na Tabela 4.3jin gelgixograma 4.2, pag. 107).

Tabela 4.2 -Fracbes provenientes da particdo do extratd.derbuscula

Solvente Fracéo Peso (9)
Eter de petroleo  MAEP 4,15
DCM MAD 7,34
AcOEt MAA 2,89
MeOH/H,O* MAM 1,45

Total 15,83

*Fracgao liofilizada
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Fluxograma 4.1 -Método de preparacao do extrato brutd/derrbuscula

Monanchora arbuscula

(1,5 Kg)

1. Estocado em EtOH
2. Filtrado
3. Destilacao do solver

Residuo
(1,2 Kg)

Extrato
hidroalcoodlico

Extracdo com CKCl, / H2O (3:1) 1.Triturado
2. Extragdo com C¥CIl,/EtOH

(1:1) (3x 1,5L)
3. Destilacao do slovente

1. Secagem com MNaO, anidro
2. Destilagao do solvente

ol
organico
(9,14 g) (8975 0
*desprezada
1. CCD
2. Reunia

Extrato bruto
(17,89 g)
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Fluxograma 4.2 -Método de preparacao das fracdedidarbuscula

Extrato bruto de

M. arbuscula
(17,89 g)

1. Dissolvido em metanol (200 mL)
2. (5 x 100 mL) éter de petroleo

MAEP Fracéo
(4,15 9) MeOH

1. 50 mL de HO
2. (2 x 200 mL) de CiCl;

MAD
(7,34 9)
1. (2 x 100 mL) de AcOEt
2.30 mL de HO
3. Secagem com M&Q, anidro 5. Destilagdo do solvente
4. Destilagcdo do solvente 6. Liozilizacao

As fracBes, provenientes da particdo liquido-liquidpresentaram resultados
positivos quanto a sua citotoxicidade, sendo qu&agées mais polares diclorometano,
acetato de etila e metanolica (MAD, MAA e MAM), pestivamente, mostraram-se serem
as mais ativas (Tabela 4.3, pag. 108).

Desta forma, iniciou-se o estudo da prospeccao iqaioe M. arbusculacom a

fracdo diclorometano (MAD).
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Tabela 4.3 - Atividade citotéxica 1Gy (ug/mL) do extrato bruto dMl. arbusculae as

fracOes provenientes da particéo.

Extrato MAEP MAD MAA MAM
Linhagens bruto IC 50 IC 50 IC 50 IC 50 (Mg/mL)
celulares IC 50 (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
(Hg/mL)
HL-60 2,178 7,715 1,445 1,314 2,498
1,848-2,567 6,094-9,768 1,210-1,725 1,193-1,447 2,065-3,021
HCT-8 5,417 >25 2,310 1,869 2,865
3,716-7,897 2,039-2,616 1,678-2,083 1,972-4,162
MAD-MB-435 1,740 15,64 1,166 1,128 4,216
1,513-2,000 14,43-16,95 0,959-1,418 0,956-1,331 3,509-5,066
SF295 7,550 >25 3,051 2,085 7,044
6,415-8,886 2,274-4,094 1,937-2,244 5,353-9,269

A tabela esta apresentando os valores dg é(o intervalo de confianca de 95 % de pelos meluis
experimentos independentes realizados em dupligadas as células (HL-60), (HCT-8), (MDA-MB-435) e

(SF295) obtidas pela regressao ndo-linear atrav@sajrama GraphPad Prism.

4.6.2. Isolamento dos constituintes quimicos d. arbuscula

4.6.2.1. Fracionamento cromatogréfico da fracdo dicrometano (MAD)

Uma aliquota de 5,73 g de MAD foi dividida em tp&stes (1 g, 2,51 ge 2,22 g) e

108

cromatografadas separadamente em codnag,5 cm) em Sephadex LH-20 (45 g) para a

primeira cromatografia, (60 g) para as demaisizatido-se metanol como solvente. As

fracbes coletadas (4 mL) foram submetidas a analiemparativa por CCD e

posteriormente reunidas de acordo com suas semalhgara a obtencdo de 3 grupos

(Tabela 4.4, pag. 109) (Fluxograma 4.3, pag. 114).
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Tabela 4.4 -Descricao das fracdes do tratamento cromatogrdficivacdo diclorometano
(MAD)

Eluente Fracéo Determinacdo Peso (mg)
Metanol Fis MAD-I 898,2
Metanol Fo1s MAD-II 1.940,0
Metanol F 1625 MAD-III 164,7

Através de andlise por CCD e espectrométrica de RMN observou-se a
similaridade entre MAD-1 e MAD-II quanto sua comm@® quimica majoritaria. Com
relacdo aos testes farmacologicos, apenas MAD-1ADM apresentaram resultados
promissores (Tabela 4.5). Em virtude da maior ddade, resolveu-se iniciar o

fracionamento de MAD-II.

Tabela 4.5 — Atividade citotoxica 16, (ug/mL) das fracdes diclorometano (MAD-,

MAD-II e MAD-III)

Linhagens MAD-I MAD-II MAD-II|
celulares IC 50 IC 50 IC 50
(Mg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
HL-60 6,74 3,35 >25
5,441 - 8,350 2,503 — 4,489
HCT-8 20,40 15,10 >25
18,07 — 23,03 12,71 — 17,94
MAD-MB-435 8,08 5,24 23,59
7,242 - 9,028 4,607 — 5,949 11,20 — 49,67
SF-295 > 25 20,56 > 25
18,88 — 22,38
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4.6.2.1.1. Fracionamento cromatografico da fracaoicdlorometano Il (MAD-II)

A fracdo MAD-II (1,94 g) foi cromatografada em cotu @ = 3,5 cm) em
Sephadex LH-20 (60 g) utilizando-se metanol purm@solvente. As 17 fracfes coletadas
(4 mL) foram submetidas a andlise comparativa pBb@& posteriormente reunidas de
acordo com suas semelhancas para a obtencao dpas @iabela 4.6).

Tabela 4.6 -Descricéo das fracdes do tratamento cromatogrdédd AD-II

Eluente Fracéo Determinacéo Peso (mg)
Metanol Fia MAD-II (1-4) 3,8
Metanol Fsa4 MAD-II (5-14) 1450,0
Metanol F 15-16 MAD-II (15-16) 25,5
Metanol F 17 MAD-II (17) 8,5
Total 1487,8 mg

Rendimento 76,7 %
4.6.2.1.1.1. Tratamento cromatogréfico da fracdo MB-II (5-14)

A fracdo MAD-Il (5-14) (1,45 g) foi adsorvida em 2,8 g delgde silica,
pulverizada em gral de porcelana e acondionada $brg de gel de silica em colug (
= 2 cm). A eluicdo foi realizada com os solventes DOMOEt e MeOH puros ou
misturados. As fragbes foram coletadas em volum25deiL, e concentradas sob pressdo
reduzida (Tabela 4.7). ApOs analise comparativaQobD das fracbes obtidas e reunido

das semelhantes obtiveram-se 8 grupos (Tabelp&g8,111).

Tabela 4.7 -Descricdo do gradiente de eluicdo do tratamemmatografico de MAD-II
(5-14)

Eluente Fracao Eluente Fracao
DCM/AcOEt 10% Fi-2 AcOEt/ MeOH 10% Fa-15
DCM/AcOEt 20% F AcOEt/ MeOH 15% ke
DCM/AcOEt 50% Fas AcOEt/ MeOH 50% Fr7

AcOEt Fo10 MeOH Fis

AcOEt/ MeOH 0,5% F1-13
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Tabela 4.8 -Descricao do rendimento do tratamento cromatografecMAD-II (5-14)

Fracéo Aspecto Peso (mg)
Fi Solido amarelo 78,4
Fa Graxa amarela 27,9
Fs Graxa amarela 54

Fas Graxa amarela 51,8

Fe6.10 Graxa marron 48,8

F11168* Graxa marron avermelhada 861,9

F a7 Graxa marron 83,5
F1s Graxa marron 18,7
* QOriginou fracéd Total 1,225 mg
** QOriginou fracaa ed Rendimento 84,48 %

(Fluxograma 4.3, pag. 114)

4.6.2.1.1.2. Tratamento cromatografico da fracdo MR(II) (5-14) (4-5) e isolamento
de MAD-1 (Mirabilina B) (Fluxograma 4.3, pag. 114)

A fracdoMAD(II) (5-14) (4-5) (51,8 mg) foi adsorvida em @&0g de gel de silica,
pulverizada em gral de porcelana e acondionada s)B6 g de gel de silica em coluga (
= 1,8 cm). O gradiente de eluicao utilizado é mostrad tabela 4.9. As fracdes foram
coletadas em volume de 4 mL. Apds andlise comparaibr CCD das fracdes obtidas e

reunido das semelhantes, obtiveram-se 7 grupoel@ahlo, pag.112).

Tabela 4.9 -Descricdo do gradiente de eluicdo do tratamentmatagrafico de MAD-II
(5-14) (4-5)

Eluente Fracéo

DCM/AcOEt 0,5 % -7
DCM/AcCOEt 10 % Fs-14
DCM/AcCOEt 20 % Rs-190
DCM/ACOEt 50%  F 022
MeOH Fo325
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Tabela 4.10 -Descricdo do rendimento do tratamento cromatografe MAD-II (5-14)
(4-5)

Fracdo Peso (mg) Fracdo Peso (mg)

Fi7 1,2 P23 7,1
Fs.15 1,2 P4 6,3
F 1617 1,9 s 5,6
F18-22 26,0

Total 49,3 mg

Rendimento 95,2 %

A fracdo (18-22) (26,0 mg) (0,017 %) apresentoc@®mo uma resina amarela
denominada de MAD-1, identificado como um alcaldigenidinico, mirabilina B, apods
comparacdo com dados espectrométricos de RNVN3C registrados na literatura (Patil,
et al., 1997).

Obs.: Os rendimentos correspondentes aos compostos asofachm calculados a partir

da massa do extrato brutoMearbuscula(17,89 g) (Fluxograma 4.1, pag. 106)

4.6.2.1.2. Fracionamento cromatografico da fracaoiddorometano (MAD-I)

A fracdo MAD-I (898,2 mg) foi adsorvida em 2,44 g gel de silica, pulverizada
em gral de porcelana e acondionada sobre 6,23 geldde silica submetida a coluna
cromatografica@ = 3,0 cm). A eluicdo foi realizada com o solventelatmmetano,
acetato de etila e metanol, puros ou em misturagribs em escala crescente de
polaridade. As fragbes foram coletadas em volum@%lenL e concentradas a pressao
reduzida. As fracdes estédo reunidas conforme mtwplicado (Tabela 4.11, pag. 113).
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Tabela 4.11 —-Descricdo do gradiente de eluicdo do tratamentmatografico da fracao
diclorometano (MAD-I)

Eluente Fracéo
DCM/AcOEt 10% Fro
DCM/AcOEt 20% Fs-a
DCM/AcOEt 50% F-6
AcOEt Fs

AcOEt/ MeOH 2% F-10
AcOEt/ MeOH 5% Ri-12
AcOEt/ MeOH 10% F3-14
AcOEt MeOH 20% F 1516
AcOEt MeOH 50% F 7

MeOH Fis-20

Apo6s analise comparativa por CCD das fracdes abideeunido das semelhantes

obtiveram-se 11 grupos (Tabela 4.12).

Tabela 4.12 — Descricdo do rendimento do tratamento cromatografi@ fracéo
diclorometano (MAD-I)

Fracdo Peso (mg) Fracéo Peso (mg)

Fa 45,8 Fo-12 55,3

F2 17,4 Fi3-14° 300,6

Fa 10,6 Fis.16 223,0

Fa 16,4 Fi7 17,2

F5 53,4 Fis 18,8

Fes 20,4 Fio 22,6

* Originou a fracé@ Total 801,5 mg

(Fluxograma 4.3, pag. 114) Rendimento 90,57 %
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Fluxograma 4.3 -Rota esquematica do isolamento do constituintenigoi MAD-1 obtido
a partir da fragcéo diclorometano (MAD) N arbuscula

MAD
(5,73 g)

1. Dividida em trés aliquotas

2. Sephadex-LH20/MeOH
MAD-III
(164,7 mq)

3. CCLC
1. Sephadex-LH20/MeOH

Fr.13-14

(300,6 mq)

CC

Fr. 610
(48,8 mg)

Fr.11-16
(861,9 mq)

CC

Fr. 7-12
(394,8 mg)

Fr. 1316
(225 mQ)

Oliveira, J. R.
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4.6.2.2. Fracionamento cromatografico da fracao atao de etila (MAA)

A fracdo MAA (2,56 g) foi adsorvida em 5,26 g dé de silica, pulverizada em
gral de porcelana e acondionada sobre 14,5 g déegegilica em colund = 3,5 cm). A

eluicéo foi realizada com os solventes DCM, AcOBtaOH. As fracdes foram coletadas

115

em volume de 30 mL, concentradas a presséao redeadtio expostas conforme o eluente

aplicado na tabela 4.13. Apés andlise comparatveC&CD das fragBes obtidas e reunido

das semelhantes obtiveram-se 15 grupos (Tabela 4.14

Tabela 4.13 -Descricdo do gradiente de eluicdo do tratamerdmatografico da fracao

acetato de etila (MAA).

Eluente Fracéo
DCM/ACOEt 50% F-3

AcOEt Faz
AcOEt/MeOH 0,5% Fs- 10
AcOEt/MeOH 10%  Fi1.3
AcCOEt/MeOH 15%  F14.16
AcOEt/MeOH 20%  F17.19
AcOEt/MeOH 50%  F .21

MeOH F 22

Tabela 4.14 -Descricdo do rendimento do tratamento cromatografecfracdo acetato de

etila (MAA)
Fracdo Peso(mg) Fracdo Peso (mg)
Fi 2,5 Fi114 1450,0
F 64,6 Fi5-16 187,1
Fs 30,4 F17 60,0
Fa 27 Fis 34,4
Fs 38,8 Fio 21,4
Fe-7 10,2 F2o 177,5
Fso 47,5 Fo1 156,4
F 10 57,5 Fo2 81,8
Total 2447,1 mg

Rendimento 95,59 %

Oliveira, J. R.
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4.6.2.2.1. Tratamento cromatografico da fracdo MAA(11-14): isolamento de MAA-3
e MAA-4

A fracdo MAA (11-14) (1449,9 mg) foi adsorvida em 5,0 g del ge silica,
pulverizada em gral de porcelana e acondionada sbbh0 g de gel de silica, em coluna
(@ =3,5 cm). A eluicao foi realizada com os solvenfeDEt e MeOH. As fra¢gOes foram
coletadas em volume de 30 mL, concentradas a jpresdézida e apresentam-se expostas
conforme o eluente aplicado na Tabela 4.15. A&sgemelhantes foram reunidas apos
analise por CCD (Tabela 4.16).

Tabela 4.15 -Descricdo do gradiente de eluicdo do tratamentmatagrafico da fracédo
MAA (11-14)

Eluente Fracéo

AcOEt Fis
AcOEt/MeOH 0,5% Fae
AcOEt/MeOH 10% F79
AcOEt/MeOH 15%  Fip.12
AcOEt/MeOH 20%  Fi3.s
AcOEt/MeOH 50%  F 1617

MeOH F s

Tabela 4.16 -Descricao do rendimento do tratamento cromatografacfracdo MAA (11-
14)

Fracao Peso (mg) Fracao Peso (mg)
Fi 14,4 Fi2 62
F24(€) 24,3 Fis 13,6
Fs 8,6 Fi4 19,7
Fe 7,6 Fis 12,2
F7 293,4 Fie 21,2
Fs 338,7 Fi7 13
Fo-10 332,9* Fis 14,2
F 11 125,8
*Fracao trabalhada no HPLC  Total 1301,6 mg

mémento 89,77 %

Oliveira, J. R.
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A fracdo MAA (11-14) (9-10) (332,9 mg) foi submetid Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). A fracdo MAA (11-14)(99]) (332,9 mg) foi inicialmente
solubilizada em 9 mL de metanol grau HPLC e filc@mum sistema manual com filtros de
0,45 um. O melhor método foi verificado através utiizacdo de uma coluna semi-
preparativa Symmetry Préffl Cs (7,8 x 150 mm, 7 pm) e como eluente uma mistura de
H,O/MeOH (62:38 v/v) a 0,1% de acido férmico (&) num fluxo de 2 mL/min, usando
um “loop” de 100 um. Apos injecdo de todo matenadplvente foi evaporado sob presséo
reduzida, fornecendo 52,9 e 72,8 mg, nomeados ddAd-2 e MAA-3 (Figs. 4.2 e 4.3,
pag. 118) (Fluxograma 4.4, pag. 119).

Nas fracdes MAA-2 e MAA-3 depois de anélise por RMNe **C observou-se a
presenca de acido férmico, o qual fez parte dogasr de isolamento, porém nao
influenciou no processo de elucidacao das estsjtgree apos analise dos espectros uni e
bidimensionais e dados da literatura foi possieeictuir que se tratavam dos alcal6ides
guanidinicos, o 8b-hidroxiptilocaulina e a ptilokiaa, respectivamente.

Obs.: As fracbes MAA-2 e MAA-3 foram submetidas ao tragsto do &cido
férmico, para serem avaliadas quanto ao potenittbrico.

4.6.2.2.2. Neutralizagdo das fragbes MAA-2 e MAA-Brovenientes do HPLC

As fracdes MAA-2 e MAA-3, separadamente, foi adigido 1 mL da solucéo de
hidroxido de aménio (NFDH) com agua (1:5 v/v). Foram extraidas trés vemnes acetato
de etila. A fase orgéanica foi retirada com o aoxile uma pipeta Pasteur e apds secagem
com sulfato de sodio anidro (p&0,) forneceu 34 e 24,5 mg, respectivamente.

As fracbes MAA-2 (34 mg) (0,022 %) e MAA-3 (24,5gn (0,016 %)

apresentaram-se como uma resina amarelada.
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Fluxograma 4.4 -Rota esquematica do isolamento dos constituiniésigos MAA-2 e
MAA-3, obtido a partir da fracdo acetato de etedA) de M. arbuscula

MAA
(2,56 @)

Coluna Cromatografica em silica

Fr.11-14

(1,45 9)

Coluna Cromatografica em silica

.

HPLC

MAA-2 MAA-3
(52,9 mg) (72,8 mq)
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4.6.2.3. Tratamento cromatografico das fragdes distometano (MAD-I, MAD-II) e
acetato de etila (MAA)

Depois de sucessivas cromatografias tanto de MACMAD-II, como de MAA,
apos analise comparativa por CCD as fracoes sene#)d(2-4) de MAD-I; (18-19); (2-
4); (7-9) de MAD-II e (2-4) de MAA], foram reuniddsrnecendo a fracdo MADA (51,2
mg) (Fluxograma 4.5, pag.122).

4.6.2.3.1. Tratamento cromatografico da fracdo MAD/Ae isolamento de MADA-4

Os 51,2 mg da fracdo MADA ndo foram totalmente weikl na mistura de
solventes (AcOEt/ChCIl, 30%), que seria utilizada para iniciar eluicdo dduma. O
material sobrenadante foi filtrado e o materialigel, depois de evaporado, (44,5 mg) foi
adsorvido em 370 mg de gel de silica, pulverizagiogeal de porcelana e acondionado
sobre 960 mg de gel de silica em colu@a=1,3 cm). A eluicdo foi realizada com os
solventes DCM, AcOEt e MeOH seguido um gradientadmdo com a tabela 4.17 em
volume de 4 mL. A similaridade das fracdes obtidgg)s analise em CCD permitiu a

reunido das mesmas em 8 grupos (Tabela 4.18).

Tabela 4.17 -Descricdo do gradiente de eluicdo do tratamentmatagrafico da fracdo
MADA

Eluente Fracéo
AcOEt/DCM 30% Fi11

AcOEt Fio21

MeOH Foo

Tabela 4.18 Descricdo do rendimento do tratamento cromatograficfracdo MADA

Fracdo Peso(mg) Fracdo Peso (mg)

Fi 4.4 Fs11 6,0

F2 3,9 Fiz21 3,9

Fsa 4,0 Foo 10,4

Fs 1,8 Fs11 6,0
Total 34,0 mg

Rendimentd/6,40 %

Oliveira, J. R.
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A fracdo (8-12) (6 mg) (0,004 %) apresentou-se comosolido amorfo amarelo,
codificado por MADA-4 e identificado como uma mistude epimero de alcalbides
guanidinicos, apés comparacéo com dados espectitoséde RMN'H e »*C registrados
na literatura (Huagt al,, 2004).

Ao material insoltvel foi adicionado metanol graBLLC e o liquido sobrenadante
foi filtrado. O material insoluvel (7 mg) depois d@alise por CCD, foi submetido a
anélise espectrométrice RMN *H e »*C chegando-se a conclusdo de tratar-se da mesma

mistura de epimero MADA-4 .
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Fluxograma 4.5 -Rota esquematica do isolamento do constituintenigoi MADA-4, a
partir da fracdo diclorometano MAD (Fluxograma 4dg. 114) e acetato de etila MAA
(Fluxograma 4.4, pag. 119) t& arbuscula.

MAD
(5,73 9)

1. CCD
2. Reuniao

MADA-5
(6 mg)

*A obtencdo das fracOes b, ¢, d podem ser observadas no Fluxograma 4.3, pag. 114,

enquanto a fracé®foi obtida como expdem o fluxograma 4.4, pag. 119.
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4.6.2.4. Fracionamento cromatografico da fracdo maholica (MAM)

A fracdo MAM (1,10 g) foi cromatografada em colu@a= 3,5 cm) em Sephadex
LH-20 (60 g) utilizando-se metanol puro como soteerAs fragOes coletadas (5 mL)
foram submetidas a analise comparativa por CCD stepormente reunidas de acordo

com suas semelhancas para a obtencéo de 11 gmgheda 4.19).

Tabela 4.19 -Descri¢cédo das fragcdes e rendimento do tratamentoatogréafico da fracdo
metanolica (MAM)

Eluente Fracdo Peso(mg) Eluente Fracdo Peso (mg)

Metanol R 33,1 Metanol k7 36,1
Metanol R 8,7 Metanol B11 432,0
Metanol R 6,6 Metanol 13 179,0
Metanol R 6,7 Metanol fs-15 129,0
Metanol 5 7,3 Metanol s 125,8
Metanol fr7 22,2
Total 986,5 mg
Rendimento D%

4.6.2.4.1. Tratamento cromatografico da fracdo MAMB8-11) e isolamento de MAM-5

A fracdo MAM (8-11) (432,0 mg) foi cromatografada @m cartucho ¢ em um
sistema ternéario de solvente, agua a 0,1% de TEAJ@ATrifluroaético) e metanol. O seu
gradiente de eluicdo esta de acordo com a tah2la gag. 124. As fracdes coletadas (50

mL) foram concentradas sob pressao reduzida esadab por CCD.
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Tabela 4.20 -Descricao das fracdes e rendimento do tratamentoatografico de MAM
(8-11)

Eluente Fracdo Peso (mg)
Agua/0,1T FA/10%MeOH  F10% 64,7
Agua/0,1T FA/20%MeOH  F20% 21,1
Agua/0,1T FA/20%MeOH  F30% 16,6
Agua/0,1T FA/40%MeOH  F40% 90,5
Agua/0,1T FA/50%MeOH  F50%* 152,0
Agua/0,1T FA/60%MeOH  F60% 19,9

Agua/0,1T FA/100%MeOH F100% 62,3

*Fracéo trabalhada no HPLC ~ Total 427,1 mg
mEmento 98,87 %

A fracdo MAM (8-11) (50 %) (152,0 mg) foi submetidaCromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). A fracdo MAM (8-11)(50%(152,0 mg) foi inicialmente
solubilizada em 5 mL de metanol grau HPLC e filrc@mum sistema manual com filtros de
0,45 pum. O melhor método foi verificado através utiizacdo de uma coluna semi-
preparativa Symmetry Préffl Cs (7,8 x 150 mm, 7 pm) e como eluente uma mistura de
H,O/MeOH (55:45 v/v) a 0,1% de acido Trifluroacét{@dA) num fluxo de 3,5 mL/min,
usando um “loop” de 50 um. ApoOs injecédo de todoenmt o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida, fornecendo 5,46 mg e codificamta MAM-5 (Fig. 4.4, pag.118)
(Fluxograma 4.6, pag. 125).

A fracdo MAM-5 (5,46 mg) (0,003 %) apresentou-sengouma resina amarela,
identificado como um alcaldide guanidinico, apdésaliae dos espectros uni e

bidimensionais.
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Fluxograma 4.6 —Rota esquematica do isolamento do constituintenigoi MAM-5 a

partir da fracdo metandlica (MAM) dé. arbuscula

MAM
(1,10 g)

Sephadex LH 20

Coluna G

Fr. (8-11)50 %
(332,9 mg)

MAM-5
(5,46 mq)
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho foi apresentado o resultado da epcgde quimica do extrato
hidroalcodlico de espécimes da espolRjananchora arbusculacoletados no Parque
Estadual Marinho Pedra da Risca do Meio, situado litmal cearense. Como
consequéncias deste estudo, foram isolados salsidkes guanidinicos triciclicos (Quadro
5.1, pag. 127): mirabilina B, 8b-hidroxiptilocawdinptilocaulina, 1,8a;8b,3a-desidrf-8
hidroxiptilocaulina, 1,8a;8b,3a-desidro-&idroxiptilocaulina, estes isolados na forma de
mistura, em uma proporcao de aproximadamente (5644/3%), e 3,3a;8b,8a-desidro-8-
hidroxiptilocaulina. Entre os alcaldides isoladopemas 8b-hidroxiptilocaulina e
ptilocaulina haviam sido previamente isolados Me arbusculae 3a;8b,8a-desidro-8-
hidroxiptilocaulina esta sendo registrado pela pitenvez na literatura.

Concomitante ao estudo quimico foi avaliado o pm&ranticancer do extrato
bruto, fracbes e metabdlitos especiais isoladesitdra um painel constituido de quatro
linhagens de células tumorais humanas: colon (HQT ng&lanoma (MDA-M-435),
leucemia (HL 60) e glioblastoma (SF 295). A 8b-tidptilocaulina e ptilocaulina foram
especialmente ativos contra as células tumoraignomma (1Go 3,5 pg/ml; 1,8 pg/ml) e
leucemia (I1Go 1,8 pug/ml; 1,1 pg/ml), respectivamente. Quanttivadade leishmanicida,
apenas mirabilindoi ativo, e antifingica, 8b-hidroxiptilocaulina e ptilocaulina.

Os resultados alcancados neste trabalho, o pamesim Quimica de Produtos
Naturais Marinhos no curso de PdOs-Graduacdo em iQaifrganica da UFC, foram
bastante satisfatérios e estimulantes, e desafieontsnuidade de pesquisas nesta area.
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)NE )I\E
HN N HN™ oy NH

W
a \/\CH3 CHS

H CHg CHj
H H
Mirabilina B
8b-Hidroxiptilocaulina
X
HN™ (y “NH
H
CHg
CHg
H
_ ) 3-OH 1,8a,8b,3a—Desidro-8-hidroxiptilocauli:l:a
Ptilocaulina a-OH 1,8a,8b,3a-Desidro-8-hidroxiptilocaulifia

3,3a;8b,8a-Desidro-8-hidroxiptilocaulina

Quadro 5.1 -Estruturas dos constituintes quimicos isoladosldeanchora arbuscula
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6. CONSTANTES FISICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS

Formula Molecular: CisH23N3

Peso Molecular:245 daltons

Aspecto:resina amarela clara

Rotacdo Optica Especificaja]?’ = +60 ¢ = 0,085; MeOH)

Espectrometria de Infravermelho (IV) (NaCl, cni®): 3.313; 3.185; 2.955; 2.914; 2.867;
1.588; 1.455; 1.386; 762

Espectrometria de Massa (IE, 70 eV)245; 230; 216; 202; 189; 174; 160; 146; 132; 117,
107; 91; 77; 65; 43; 41

Espectrometria de RMN 'H (500 MHz, CDCL): & (integracdo, multiplicidade,
constante de acoplamento) :6 2,90 (1H, m);6 2,88 (1H, m);s 2,58 (1H, ddJ=8,4 e
16,7 Hz);5 2,34 (1H, m)% 2,20 (1H, m)% 2,02 (1H, m)3 2,00 (1H, m)5 1,85 (1H, m)p
1,75 (1H, m) 1,51 (1H, m)3 1,30 (1H, m)3 1,27 (2H, m)3 1,10 (1H, m)3 1,08 (3H,
d,J=6,6 Hz);6 0,91 (1H, m) & 0,86 (3H, tJ= 7,2 Hz)

Espectrometria de RMN **C (125 MHz, CDCL): & (padrdo de hidrogenacéo):174,9
(C); 166,1 (C); 163,2 (C); 126,2 (C); 47,1 (CH);B9CH,); 37,9 (CH); 34,3 (CH); 33,8
(CHy); 33,2 (CH); 30,5 (CH); 27,9 (CH); 23,4 (CH); 21,1 (CH); 14,2 (CH)
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Formula Molecular: Ci5H25Ns0O NH

)k MAA -2

HN™ 5y NH
Peso Molecular:263 daltons

CH4

Aspecto:resina amarelada CH,

H

Rotacéo Optica Especificaja]? = +69,3 ¢ = 0,865; MeOH)

Espectrometria de Infravermelho (IV) (NaCl, cnmi®): 3.289; 3.222; 2.957; 2.867; 1.676;
1.603; 1.458; 1.400; 1.372; 1.341; 1.115; 755

Espectrometria de Massa (IE, 70 eV)263; 248; 232; 220; 204; 190; 178; 163; 148; 136;
121; 110; 93; 79; 67; 44; 36; 35

Espectrometria de RMN 'H (500 MHz, CDCL): & (integracdo, multiplicidade,
constante de acoplamento) 3 3,66 (1H, m)% 2,43 (1H, m)% 2,28 (1H, m) 2,16 (1H,
m); 8 2,07 (2H, m) 1,90 (2H, m);6 1,83 (1H, m)% 1,54 (1H,m )% 1,50 (1H, m)s 1,35
(2H, m);6 1,29 (2H, m)p 1,18 (3H, dJ = 7,35 Hz);6 0,88 (3H, tJ = 7,05 Hz)

Espectrometria de RMN **C (125 MHz, CDCkL): & (padrdo de hidrogenacdo):151,9
(C); 129,0 (C); 122,9 (C): 69,8 (C); 59,0 (CH): ZGCH): 30,8 (CH): 30,3 (CH: 29,8
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Férmula Molecular: CisH2sN3

Peso Molecular:247 daltons

Aspecto:resina amarelada

N

HN™ y 'NH

H

NH

MAA -3

CHj;

CHj3

Rotacéo Optica Especificaja]? = +177 ¢ = 0,055; MeOH)

Espectrometria de Infravermelho (IV) (NaCl, cni®): 3.203; 2.955; 2.867; 1.686; 1.672;

1.598; 1.400; 1.111,; 617

130

Espectrometria de Massa (IE, 70 eV)263; 247; 232; 218; 204; 190; 176; 162; 148; 136;

136; 122; 106; 91, 79; 67, 43; 36

Espectrometria de RMN 'H (500 MHz, CDCL): & (integracdo, multiplicidade,
constante de acoplamento) é 3,70 (1H, m)s 2,52 (1H, m)s 2,44 (1H, m)s 2,29 (1H,
m); 8 2,27 (1H, m)% 1,95 (1H, m)s 1,92 (1H, m)% 1,69 (1H, m) 1,57 (1H, m)3 1,47
(1H, m); s 1,37 (2H, m);6 1,34 (2H, m);6 1,31 (1H, m);¢ 1,13 (3H, dJ = 7,15 Hz);3

0,88 (3H, t,J = 6,05 Hz)

Espectrometria de RMN **C (125 MHz, CDCkL): & (padrdo de hidrogenacéo):152,5
(C); 126,7 (C); 121,3 (C); 53,7 (CH); 35,8 (CH),34CHy); 34,3 (CH); 32,1 (Ch); 30,9

(CHy); 30,4 (CH); 27,8 (CH); 27,5 (CH); 22,9 (CH); 20,8 (CH); 14,3 (ChH)
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Formula Molecular: Ci5H23Ns0

Peso Molecular:261 daltons

Aspecto:solido amorfo amarelado

Rotacdo Optica Especifica [a]3 = +25 € = 0,125; MeOH)

Espectrometria de Infravermelho (IV) (NaCl, cni®): 3.330; 3.196; 2.953; 2.928; 2.859;

1.692; 1.606; 1.587; 1.460; 1.380; 1.330; 1.17843; 1.104; 1.045; 753; 527

131

Espectrometria de Massa (IE, 70 eV)261; 244; 228; 219; 205; 190; 176; 163; 149; 134,

119; 107; 92; 80; 62; 41

Espectrometria de RMN *H (500 MHz, CsDsN): & (integracdo, multiplicidade,
constante de acoplamento)(1)d 2,83 (1H, m); 2,51 (1H, my 2,12 (1H, m) 2,04 (1H,
td,J =129 e 3,7 Hz)$ 1,83 (1H, m);3 1,73 (1H, m)$s 1,51 (1H, m);6 1,40 (1H, m)
1,32 (2H, m)% 1,32 (3H, dJ= 7,0 Hz);6 1,20 (1H, m)p 0,83 (3H, tJ= 7,0 Hz)

Espectrometria de RMN **C (125 MHz, GDsN): & (padrdo de hidrogenac&o)(1):

176,4 (C); 165,9 (C); 165,7 (C); 125,0 (C): 74,0;(89,0 (CH); 37,9 (CH); 36,9 (GM
35,8 (CH); 34,4 (CH); 33,8 (CH); 28,0 (CH); 24,1 (CH); 16,0 (CH); 14,6 (CH)

Espectrometria de RMN *H (500 MHz, CsDsN): & (integracdo, multiplicidade,
constante de acoplamento)(2) 6 2,85 (1H, m);6 2,82 (1H,m);s 2,62 (1H, m);d 2,45
(1H, m);6 2,36 (1H, m)p 2,12 (1H, m)$ 2,04 (1H, m)p 1,83 (1H, m);d 1,51 (1H, m)p
1,40 (1H, m)% 1,32 (3H, dJ= 7.0 Hz);6 1,20 (1H, m) 0,77 (3H, tJ= 7,2 Hz)

Espectrometria de RMN **C (125 MHz, GDsN): & (padrdo de hidrogenac&o)(2):

175,8 (C); 165,9 (C); 165,7 (C); 125,2 (C); 75,3:(€3,7 (CH); 39,2 (CH); 38,0 (G
37,8 (CH); 34,7 (CH); 34,1 (CH); 27,9 (CH); 24,4 (CH); 16,6 (CH); 14,4 (CH)
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Constantes Fisicas e Dados Espectrométricos — lagst

Formula Molecular: Ci5H23Ns0 NH

Peso Molecular:261 daltons

Aspecto:resina amarelada

Rotacdo Optica Especifica:[a]% = +23 ¢ = 0,130; MeOH).

Espectrometria de Massa (IE, 70 eV)261; 244; 228; 219; 205; 190; 176; 163; 149; 135;
118; 107; 69; 47; 35

Espectrometria de RMN 'H (500 MHz, CD;OD): § (integracdo, multiplicidade,
constante de acoplamento):s 3,00 (1H, m);s 3,12 (1H, m) 2,51 (1H, m)$ 2,78 (1H,
m); 8 2,51 (1H, m)% 2,09 (1H, m)s 2,01 (2H, m)% 1,90 (1H, m)% 1,67 (1H, m)s 1,34
(2H, m);s 1,22 (1H, m) 1,16 (1H, m); 1,06 (3H, dJ = 7,0 Hz);5 0,90 (3H,tJ=7,4
Hz); 5 0,89 (1H, m)

Espectrometria de RMN *C (125 MHz, CD;OD): $ (padréo de hidrogenac&o:185,7
(C); 127,9 (C); 74,0 (C); 38,6 (CH); 38,4 (CH); B{CH,); 35,6 (CH); 35,2 (CH); 33,7
(CHy); 28,0 (CH); 24,2 (CH); 15,0 (CH); 14,3 (CH)
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