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RESUMO

ESTUDO DOS ALCALOIDES QUINOLONICOS DE Waltheria brachypetala TURCZ,
(MALVACEAE): ISOLAMENTO, DETERMINACAO ESTRUTURAL, BIOGENESE E
ATIVIDADES FUNGITOXICA A ANTICOLINESTERASE

Waltheria brachypetala Turcz (Malvaceae) é uma planta de ocorréncia endémica
do nordeste brasileiro, sendo amplamente utilizada na medicina tradicional como
agente anti-fangico, anti-inflamatério, bem como para o tratamento de bronquite,
laringite e disturbios do sistema nervoso central. Neste trabalho de doutoramento
objetivou-se a investigacdo dos alcaloides quinoldnicos produzidos por esta planta. A
partir de métodos cromatogréficos usuais de purificacdo, foram isolados das fases
hexanica e diclorometano do caule da raiz dezenove alcaloides quinolénicos, sendo
dez anteriormente relatados na literatura: antidesmona (1), N-metil-antidesmona (2),
desoxi-antidesmona (3), chamaedrona (4), hyeronimona (5), metil-hyeronimona (6),
waltherionas A (7), e B (8), N-metil-waltheriona A (9), 4-O-metil-waltheriona A (10) e
nove inéditos: waltheriantidesmona (11), brachytelonas A (12), B (13), C (14), D (15),
waltherionas C (16) e D (17), N-metil-waltheriona B (18) e 10-hidroxi-waltheriona D
(19), além de alcaloides ciclopeptidicos de ocorréncia comum na tribo Hermannieae.
Foram isoladas ainda duas cumarino-lignanas inéditas no género Waltheria cleomicina
A (20) e acetilcleomicina A (21), além de outros metabdlitos de ocorréncia comum em
plantas. As fases em hexano e diclorometano do caule foram também estudados via
HPLC-UV-MS/MS possibilitando a identificacdo de possiveis intermediarios de
biogénese das waltherionas: 9,10-ep06xi-10-hidréxi-melochinona (22), 13-hidroxi-
melochinona (23) emelochinona (23), além da vanessina (28) e waltheriahyeronimona
(29), este ultimo ndo reportado ainda na literatura. O isolamento destes alcaloides
quinolénicos a partir de W. brachypetala confirma a importancia destes como
marcadores quimiossitematicos da tribo Hermannieae e reforca a hipotese por
quimiossistematica de semelhanca evolutiva entre esta tribo e a tribo Antidesmeae
(Phyllantaceae), bem como da semelhanca da rota de biogénese dos alcaloides
derivados da antidesmona com aqueles derivados da melochinona. Os alcaloides 11,
12 e 13representam uma nova classe de alcaloides aril-alquil-quinolonicos que esta
sendo reportada pela primeira vez. O potencial biolégico de W. brachypetala foi
avaliado frente a inibicdo da enzima acetilcolinesterase e com relacdo a atividade
fungitdxica sobre o fitopatégeno de citros Guignardia citricarpa. Todos os alcaloides
quinolénicos apresentaram resultados relevantes com relacdo a inibicdo da AChE,
destacando-se os aril-alquil-quinolonas: waltheriantidesmona, brachytelona A e
brachytelona B, que inibiram a enzima em 93%, 88,04% e 91,05%, respectivamente, na
concentragdo de 100 uM e com baixos valores de ICsp. Os alcaloides antidesmona,
waltheriantidesmona, chamaedrona, brachytelona A e brachytelona B, apresentaram
excelente atividade fungitoxica sobre G. citricarpa, tanto com relagdo a inibicdo do
crescimento micelial, quanto da inibicdo da germinacdo de esporos e da formagéao de
apressorios, apresentando baixos valores de ICs. Destaca-se o0s alcaloides
brachytelona A e w-antidesmona que apresentaram-se mais potentes que o fungicida
comercial carbendazin na concentracao de 5 pg/ml, sendo assim potenciais candidatos
ao controle da Mancha Preta do Citros.

Palavras-chave: Waltheria, Hermannieae, alcaloides quinol6nicos, acetilcolinesterase,
Guignardia citricarpa.
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ABSTRACT

STUDY OF QUINOLONE ALKALOIDS FROM Waltheria brachypetala TURCZ.
(MALVACEAE): ISOLATION, STRUCTURAL ELUCIDATION, BIOGENESIS AND
FUNGITOXICAL AND ANTICHOLINESTERASE ACTIVITIES

Waltheria brachypetala Turcz (Malvaceae) is an endemic medicinal plant from
brazilian northeast. This plant is commonly used on folk medicine as antifungal,
antiinflamatory and to treatment of bronchitis and central nervous system disturbs. The
aim of this work was the investigation of quinolone alkaloids produced by this plant.
Through usual chromatographic methods of purification were isolated from hexane and
diclorometane phases of roots and bark, nineteen quinolone alkaloids, being ten already
reported on literature: antidesmone (1), N-methyl-antidesmone (2), desoxi-antidesmone
(3), chamaedrone (4), hyeronimone (5), metil-hyeronimone (6), waltheriones A (7) and
B (8), N-methyl-waltherione A (9), 4-O-methyl-waltherione A (10) and nine novel
alkaloids: waltheriantidesmone (11), brachytelones A (12), B (13), C (14), D (15),
waltheriones C (16) and D (17), N-methyl-waltherione B (18) and 10-hydroxi-
waltherione D (19), along with common ciclycpeptides to Hermannieae. Were also
isolated twocoumarinolignans cleomicine A (20) and acethylcleomicine A (21) as new to
genus Waltheria, and other secondary metabolites common in plants. The hexane and
dicloromethane phases of the bark were studied by HPLC-UV-MS/MS to make possible
the identification of the probable biogenesis intermediates of the waltheriones: 9,10-
epoxy-10-hydroxi-melochinone (22), 13-hydroxi-melochinone (23) e melochinone (24),
along with vanessine (25) e waltheriahyeronimone (26), being 26 did not yet report on
literature. The isolation of that alkaloids from W. brachypetala confirmes it as potential
chemossistematic markers to Hermannieae tribe and it strengthens the hypothesisof
chemossystematic to suggest possible evolutive similarity between Hermannieae
(Malvaceae) and Antidesmeae (Phyllantaceae), as well as similarity of antidesomne
biogenesis pathway with melochinone derivatives biogenesis pathway. The alkaloids11,
12 and 13 represent a new class of aryl-alkyl-quinolone alkaloids that are being
reported by first time in this work. The biological potential of W. brachypetalawas
evaluated on the inhibition of AChE enzime and fungitoxic assays against the citros
phytopatogen Guignardia citricarpa. All quinolone alkaloids tested presented significant
activity of inhibition of AChE in vitro detaching the aryl-alkyl-quinolone alkaloids:
waltheriantidesmone, brachytelone A e brachytelone B, that inhibits AChE in 93%,
88,04% e 91,05%, respectively, on concentration of 100 yM and with low value of ICsp.
The alkaloids antidesmone, w-antidesmone, chamaedrone, brachytelone A and
brachytelone B, apresentaram excelente fungitoxic activity against G. citricarpa, as
much with regard to mycelial growth inhibition as to germination of spores and
apressorium formation presenting low value oflCsy. It detaches that the alkaloids
brachytelone A and waltheriantidesmone presented more potente than the commercial
fungicide carbendazin at concentration of 5 pg/ml, being thus potential candidates to
chemical control of the Black Spot of Citros.

Key-words: Waltheria, Hermannieae, quinolone alkaloids, acetylcholinesterase,
Guignardia citricarpa.
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Parte 1: Revisao da Literatura

1. Revisado da Literatura

1.1. A familia Malvaceae

Waltheria brachypetala Turcz., planta objeto deste trabalho, pertence a familia
Malvaceae de acordo com a Ultima classificacdo da APG baseada em dados de
analises morfologicas e filogenéticas (KUBITZKI & BAYER et. al., 2003). De acordo
com (TAIA, 2009), a classificacdo desta familia tem sido confusa desde a década de
1980, sendo que de acordo com a nova classificagdo, a grande familia Malvaceae s.
I. corresponde a unido de quatro grandes familias: Malvaceae s.s., Sterculiaceae,
Bombacaceae e Tiliaceae, sendo que o género Waltheria pertencia a ex. familia
Sterculiaceae.

A familia Malvaceae encontra-se dividida em nove sub-familias, sendo estas:
Bombacoideae, Brownlowioideae, Byttnerioideae, Grewioideae, Helicteroideae,
Malvoideae, Sterculioideae, Tilioideae e Dombeyoideae, expandindo assim de 119
para 250 géneros na ultima classificacdo (TAIA, 2009). Plantas desta familia séo
caracterizadas por serem ervas, arbustos ou arvores de pequeno porte ocorrendo
principalmente nas zonas mais quentes do globo e -caracterizando-se pela
ocorréncia endémica de determinadas regides.

Uma vez que as classificacdes da familia Malvaceae tém se baseado apenas
em analises morfolégicas e filogenéticas, neste trabalho s&do analisadas as
evidéncias quimiotaxondmicas com base no metabolismo secundario para a
classificacdo do género Waltheria dentro desta familia. Este género pertence a tribo
Hermannieae da sub-familia Byttnerioideae. Esta ainda é subdividida em outras
duas tribos: Byttnerieae e Lasiopetalae (PERVEEN et. al., 2004).

A tribo Byttnerieae € pantropical, plantas desta tribo podem ser encontradas
principalmente na América do Norte, com excecdo de Abroma augusta que €
encontrada exclusivamente na Australia. Esta tribo comporta apenas trés géneros:
Byttneria, Ayenia e Abroma (género mondico) (PERVEEN et. al., 2004).

A tribo Lasiopetaleae € de ocorréncia quase exclusiva da Australia,
comportando poucas espécies relatadas em Madagascar, Papua Nova Guiné, ilhas
Fiji e Nova Caledodnia. Esta tribo comporta quatro géneros: Kerandrenia, Maxwellia,
Commersonia e Seringea (PERVEEN et. al., 2004).

Neste trabalho é dada maior énfase a tribo Hermannieae, que comporta além
do género Waltheria, os géneros Melochia, Hermannia e Dicarpidium. Enquanto os
géneros Waltheria e Melochia sdo quase exclusivos das Américas, sudeste da Asia
e Austrdlia; o género Hermannia é quase exclusivo do sul da Africa, com trés
espécies encontradas na América do Norte, uma na Austrélia e Arabia e poucas em
Madagascar, ja 0 género Dicarpidium é exclusivo da Australia.
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1.2. A tribo Hermannieae

Na tribo Hermannieae, plantas dos géneros Waltheria e Melochia, possuem
caracteristicas morfolégicas bastante semelhantes, sendo muitas vezes dificil a
diferenciacdo entre plantas destes dois géneros. Segundo (SABA & SANTOS, 2003)
durantes muitos anos Waltheria bracteosa foi confundida com Melochia spicata.
Entre estes dois géneros, Waltheria tém uma ocorréncia mais endémica e restrita,
enquanto que Melochia encontra-se mais distribuida pelo globo.

Apesar de o género Waltheria ser pan-tropical, uma maior diversidade de
espécies é verificada nas Américas. A espécie mais difundida no globo é Waltheria
indica (Ex. Waltheria americana) sendo esta encontrada nas Ameéricas, sudeste da
Asia e Austrélia. Plantas do género Waltheria encontram-se desde a costa sul dos
Estados Unidos até a Argentina, ocorrendo principalmente no México e no Brasil,
onde este género é mais diverso, com 22 espécies: W. indica, W. ackermanniana,
W. albicans, W. aspera, W. brachypetala, W. bracteosa, W. carpinifolia, W.
cinerescens, W. communis, W. douradinha, W. erioclada, W. excelsa, W. ferruginea,
W. glazioviana, W. macropoda, W. maritima, W. operculata, W. petiolata, W.
polyantha, W. rotundifolia, W. selloana e W. viscosissima (KUBITZKI & BAYER et.
al., 2003).

Segundo Macedo & Martins (1998), espécies do género Waltheria sdo ervas
ou arbustos, consideradas como plantas invasoras ou daninhas, devido ao seu
pequeno porte e por ocorrerem em margens de estradas, beiradas de cercas,
vogorocas e em ambientes ndo aproveitaveis diretamente, em propriedades rurais e
areas cultivaveis. Nas areas urbanas frequentemente ocorrem em terrenos baldios e
logradouros.

O género Melochia também é pan-tropical, localizando-se principalmente
pelas Américas, mas com grande distribuicdo no sudeste asiatico. Este género foi
extensivamente revisado por Goldberg (1967) possuindo 54 espécies, sendo
também caracterizadas por serem ervas ou arbustos de pequeno porte.

Consultando a base de dados do software Science finder scholar (10-03-
2012) nenhum estudo quimico de espécies dos géneros Hermannia e Dicarpidium
foi encontrado. Assim, neste trabalho, € dado maior énfase a revisdo de literatura
sobre os géneros Waltheria e Melochia, principalmente em relacdo aos metabdlitos
secundérios isolados até o momento, para que futuras consideracdes a cerca da
guimiossisteméatica da tribo Hermannieae possam ser levantadas e discutidas.
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1.3. A Quimica da Tribo Hermannieae: Metabélitos secundarios de Waltheria e

Melochia

Apesar do grande numero de espécies de Waltheria e Melochia, poucas
foram estudadas sobre o ponto de vista quimico até o momento. As principais
classes de metabdlitos secundarios relatados para estes dois géneros sao:
alcaloides ciclopeptidicos, alcaloides quinolénicos e flavonoides. A ocorréncia destes
metabodlitos em Waltheria e Melochia neste item foi descrita separadamente e de
modo cronoldgico.

1.3.1. Alcaloides Ciclopeptidicos

Os alcaloides ciclopeptidicos sdo macrociclos de 12, 13 ou 14 membros
formados a partir da ciclizacdo de unidades de aminoacido via ligacéo peptidica ou
da ciclizagdo de unidades de aminoacido com uma unidade central de estirilamina.
Estes alcaloides sdo encontrados principalmente na familia Rhamnaceae, mas
também podem ser encontrados em Asteraceae, Celastraceae, Euphorbiaceae,
Menispermaceae, Pandaceae, Rubiaceae, Malvaceae e Urticaceae (EL-SEEDI et.
al., 2007).

Na figura 1, pode-se observar a estrutura basica de um alcaloide
ciclopeptidico.

unidade de
estirilamina

B-hidroxi-
aminoacido

aminoacido
terminal basico
ou grupo neutro

aminoacido ligado
ao anel

FIGURA 1. Estrutura basica dos alcaloides ciclopeptidicos
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Os primeiros alcaloides ciclopeptidicos de espécies da tribo Hermannieae
foram identificados na década de 1960. Pais e colaboradores isolaram de W.
americana os ciclopeptideos adoutinas X (1), Y (2), Y’ (3) e Z (4) (PAIS et. al., 1963
e 1968), enquanto que Tschsche e colaboradores isolaram além da adoutina Y’ (3),
a franganina (5) e a frangufolina (6) (TSCHSCHE et. al., 1968). As estruturas destes
alcaldides encontram-se no quadro 1.

_ Z]-E
e
O~

QUADRO 1. Alcaloides ciclopeptidicos 1- 6

Entre as décadas de 1970 e 1980, nenhum isolamento de alcaloide
ciclopeptidico foi reportado para o género Waltheria, enquanto que para Melochia
destacam-se os estudos de Kapadia e colaboradores que identificaram a scutianina
B (7) e as melonovinas A (8) e B (9) de M. tomentosa, sendo essas duas Ultimas
reportadas pela primeira vez (KAPADIA et. al. 1980), enquanto que de M.
corchorifolia foram identificados a adoutina Y’ (3) e a melofolina (10), essa ultima
pela primeira vez (BHAKUNI et. al., 1986).

Na década de 1990 nenhum isolamento de alcaloide ciclopeptidico foi
reportado para o género Melochia, ja para o género Waltheria destacaram-se 0s
estudos realizados por Morel e colaboradores com a espécie W. douradinha, onde
foram reportados o isolamento da adoutina Y’ (3), scutianina B (7), além de trés
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novos ciclopeptideos, as waltherinas A (11), B (12) e C (13) (MOREL et. al., 19993,
1999b). As estruturas dos alcaloides de 7-13 encontram-se no quadro 2.

10 11 12

QUADRO 2. Alcaloides ciclopeptidicos 7-13

Na década de 2000, W. douradinha foi novamente re-estudada por Morel e
colaboradores, entretanto nenhum alcaloide ciclopeptidico novo foi identificado
nestes estudos (HOELZEL et. al., 2005) (GRESSLER et. al., 2008) . Esse mesmo
grupo de pesquisa realizou o estudo de M. chamaedrys, o que levou ao isolamento
das scutianinas B (7) e C (14), adoutina X (1), frangufolina (6) e de um novo
ciclopeptideo, a chamaedrina (15) (DIAS et. al., 2007a), enquanto que de M. odorata
foi isolada a frangulanina (16) por Emile e colaboradores (EMILE et. al., 2007). As
estruturas dos alcal6ides de 14 a 16 encontram-se no quadro 3.

Até o0 momento, para a familia Malvaceae, os alcaldides ciclopeptidicos tém
tido ocorréncia restrita a tribo Hermannieae, sendo possivel observar correlacdes
claras entre os géneros Waltheria e Melochia, com a ocorréncia comum de
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ciclopeptideos como as adoutinas X (1) e Y’ (3) e scutianina-B (7). Entretanto, ndo é
possivel afirmar com maior clareza que estes compostos sao marcadores
guimiotaxondmicos exclusivos desta tribo, uma vez que a ocorréncia destes
alcaloides ndo é restrita a Hermannieae. As estruturas dos alcaloides de 14-16
encontram-se no quadro 3.

H—y — M Y " H—
|
O H O H O H
PP R T
| D |

14 15 16

QUADRO 3. Estruturas dos alcaloides ciclopeptidicos 14-16
1.3.2. Alcaldides Quinolénicos (quinolin-4-onas)

Os alcaloides quinolénicos sao amplamente distribuidos entre
microorganismos. Entre plantas, estes alcaloides possuem maior ocorréncia em
Rutaceae, principalmente nos géneros Ruta (REISCH et. al.; 1975) (KOSTOVA et.
al.; 1979) (TOUATI et. al.; 2000) (OLIVA et. al.; 2003), Boronia (ASHAN et. al,;
1993), Vespris (KAN-FAN et. al.; 1970) e Dyctioloma (SARTOR et. al.; 2003).
Destaca-se que a maioria destes alcaloides sdo alquil-quinolin-4-onas, sendo muitos
idénticos aqueles isolados de bactérias do género pseudomonas (da SILVA et. al.,
2008).

0 0] o
CI o)
@b\p/ l m
n
! ! @ |
(o) H
n=6a 13 o/

Ruta graveolens Ruta graveolens Ruta montana

o)

o) o)

@b\/\/\/\/ @ib\/\ | HO,
=
~ | 2
| | H
H H
Vepris ampody Boronia lanceolata Dyctioloma vandellianum

QUADRO 4. Alcaldides quinoldnicos de espécies de Rutaceae
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A formacado dos alcal6ides 4-quinolénicos da-se a partir do &cido antranilico,
onde temos inicialmente uma condensacéo de Claisen entre antranil-CoA e malonil-
CoA, essa condensacdo ocorre com o ataque do grupo amino de antranil-CoA ao
grupo tio-éster da unidade de malonil-CoA. Na figura 2 é proposta a biossintese de
4-quinolonas de acordo com (DEWICK, 2007). 2.

P 0
0 OH
0) 0 pgsABCDE OH
H ACP_ M i N

y ) R - H,0 N~ R
NH, )

0 OH

| _ -

N~ R .

| tautomeria N™ R

H

Figura 2. Formacao do nucleo 4-quinolona via antranil-CoA e malonil-CoA
(adaptado de DEWICK, p. 169, 2007)

O primeiro relato de isolamento de alcaléide do tipo quinolin-4-ona na tribo
Hermannieae foi em 1975, em trabalho realizado por Kapadia e colaboradores a
partir das raizes de Melochia tomentosa (KAPADIA et. al.; 1975) de onde foi isolado
o alcaloide melochinona (17). A estrutura da melochinona foi deduzida a partir da
anélise de espectros de RMN de 'H e **C unidimensional, espectrometria de
massas, ultra-violeta e difracdo de raios-X. Para a época da elucidacao estrutural da
melochinona (17) ja se conheciam varios alcaloides quinolin-4-ona de plantas da
familia Rutaceae e de microorganismos, de modo que a estrutura desse alcaloide foi
considerada nao usual, por possuir um anel de sete membros geminado a um anel
aromatico, além disso, verificou-se na estrutura deste alcaloidea a primeira
descricao da presenca de metila na posi¢do 2 e metoxila na posicao 3. Os autores
consideraram a presenca do anel de sete membros como um problema em termos
biossintéticos, chegando a propor que a formagdo deste seria através da
condensacdo de um derivado da paracoteina com antranilato. Ja a presenca de
metoxila na posicdo 3 e metila na posicao 2 foi sugerida a partir da condensacéo da



9 \ Parte 1: Revisao da Literatura

unidade de antranilato com metil-piruvato, como pode-se verificar na figura 3
(KAPADIA et. al.; 1975).

Ol (0]
/—\ OCHj
OCHj ‘ |
SCoA I - > CH,
I
derivado da H
paracoteina 17
antranilato etilpiruvato i
Melochinona

Figura 3. Proposta de biogénese da melochinona por Kapadia e colaboradores,
adaptado de (KAPADIA et. al.; 1975).

Em 1978 o mesmo grupo de pesquisa relatou o isolamento da melovinona
(18), um analogo de cadeia aberta da melochinona (17) (KAPADIA et. al.; 1978). Um
ano depois, em 1979, Medina e colaboradores relataram o isolamento dos alcaloides
melochinina (19) e B-D-glucosil-melochinina (20) de M. pyramidata (MEDINA &
SPITELLER, 1979), enquanto que Arriaga e colaboradores isolaram a melochininona
(21) da mesma espécie (ARRIAGA et. al.; 1981).

o o 0
OCH3 OCH, OH OCHg
O ‘ | ‘ | [
| Chs CHg 2| CHs
H
OCH OCH
w o) CHj3

20 21

Quadro 5. Estrutura dos alcaléides quinoldnicos 17-21

E interessante ressaltar neste momento que todos os alcaloides quinolin-4-
onas isolados do género Melochia possuem metila na posicdo 2 e metoxila na
posicdo 3, sugerindo origem biogénica entre estes. Contudo, uma melhor analise
dos alcaloides 19 a 21 sugerem uma origem policetidica e ndo a partir de antranil-
CoA, devido a auséncia do anel aromatico.
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Em 2000, Buske e colaboradores publicaram a estrutura do alcaloide
quinolin-4-ona antidesmona (22), este com metila na posicdo 2 e metoxila na
posicdo 3, a partir de Antidesma membranaceum (Phyllantaceae) (BUSKE et. al.;
2000). A estrutura deste alcaloide foi inicialmente publicada em 1999 (BUSKE et. al.;
1999) mas corrigida na publicacdo do ano 2000. Os autores consideraram a
biogénese da antidesmona como sendo nao usual e realizaram entdo um estudo de
biossintese via marcagdo isotOpica utilizando culturas de células de A.
membraneceum (BRINGMANN et. al.; 2000). Através da incorporacdo de
precursores marcados com *3C (glucose e acetato) e °N (glicina e aspartato), e
langando m&o de modernas técnicas de RMN, Bringmann e colaboradores
concluiram que a antidesmona era biossintetizada a partir de uma cadeia
policetidica C-16 e glicina, onde foi sugerida também a rota biossintética, que neste
trabalho foi adaptado na figura 4.

reducdo de
COOH para COH

FIGURA 4. Biogénese da antidesmona (adaptado de BRINGMANN et. al.; 2000).
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OCH,4
—_—
l Nal¥ 7 ™\ NaDH,
o}
0 o \
OCH 5 o
3 redugdes, o}
| desidratacdes \ OCHs
reducgdes |
| CHs < o
o H | CHs
. H
Antidesmona °

FIGURA 4. Biogénese da antidesmona (adaptado de BRINGMANN et. al.; 2000)
(Continuacgao)

Para a antidesmona, a metila ligada ao carbono 2 do sistema 4-quinolona
vem do aminoacido glicina, enquanto que para a metoxila ligada ao carbono 3 temos
que o oxigénio vem da rota do acetato e a metila provém da SAM. Brigmann e
colaboradores consideraram a possibilidade da antidesmona (22) e melochinona
(17) terem como precursor comum, a melochininona (21).

Buske e colaboradores realizaram um estudo quimiossistematico de varias
espécies dos géneros Antidesma e Hyeronima, utilizando, a técnica de HPLC-
MS/MS, onde foi possivel identificar varios derivados da antidesmona e concluir que
este alcaloide €é um marcador quimiotaxondmico da tribo Antidesmeae
(Phyllantaceae, Ex. Euphorbiaceae) (BUSKE et. al.; 2003).

Em 2005, Hoelzel e colaboradores relataram o isolamento de outro alcaloide
quinolin-4-ona, a waltheriona A (23) (HOELZEL et. al.; 2005), a partir de Waltheria
douradinha. Este alcaloide também possui metila na posicao 2 e metoxila na posicao
3, além de um anel de sete membros, 0 que sugeriu entao tratar-se de um derivado
da melochinona (17).

A waltheriona A (23), posteriormente foi isolada de outras duas espécies de
Melochia, M. chamaedrys (DIAS et. al.; 2007a), M. odorata (EMILE et. al.; 2007) e de
W. brachypetala (LIMA et al.; 2009).

Em 2008, Gressler e colaboradores relataram o isolamento de um
diasteroisomero da waltheriona A, sendo este denominado de waltheriona-B (24),
também a partir de W. douradinha (GRESSLER et al.; 2008).
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A biogénese das waltherionas A e B nao foi discutida pelos autores Hoelzel e
colaboradores e Gressler e colaboradores. Entretanto em 2007, Da Silva e
colaboradores, no capitulo 4 do periédico The alkaloids, sugeriram uma possivel
correlacdo entre a biogénese das waltherionas A e B com melochinona, melochinina
e melochininona, além de sugerir também que a antidesmona poderia ser um
precursor comum destes alcaloides (Da Silva et. al.; 2007). Esta hip6tese de Da
Silva e colaboradores teve um maior sentido quando foi relatada a ocorréncia do
alcaloide antidesmona (22) em M. chamaedrys (DIAS et. al.; 2007b) e W. douradinha
(GRESSLER et. al.; 2008). Dias e colaboradores ainda relataram um derivado
inédito da antidesmona (22), denominado de chamaedrona (25) (DIAS et. al;
2007b).

OCH

H5CO CHj

23 24 25

QUADRO 6. Estruturas dos alcaldides 23-25

Na familia Malvaceae, até fevereiro de 2012, ndo se encontra nenhum outro
relato de ocorréncia de alcaloides do tipo quinolin-4-ona. Entretanto Ru-Feng Wang
e colaboradores relataram a ocorréncia das sterculininas | (26) e Il (27), que sao
alcal6ides quinolin-2-onas de Sterculia lychnophora. Assim, pode-se inferir que até o
momento, na familia Malvaceae, a ocorréncia de alcaloides quinolin-4-onas é
exclusiva da tribo Hermannieae.

H
T |
N (@) ©
=
=
COOH O COOH O
O
o— pd
\ o | o
H
26 27

QUADRO 7. Estruturas dos alcal6ides 26 e 27
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1.3.3. Alcalbides isatinicos

Esta nova classe de alcaloides foi relatada para a espécie M. tomentosa em
estudos realizados por Kapadia e colaboradores. Trata-se de alcaloides com
esqueleto 4-alquil-aril-dioxo-indol, relatados apenas para esta espécie, sendo estes
denominados de melosatina A (28), melosatina (B) (29), melosatina C (30)
(KAPADIA et. al.; 1980), melosatina D (31) (KAPADIA et. al.; 1980). Em 1991,
Bhakuni e colaboradores relataram um alcaloide de M. corchorifolia, a melochicorina
(32) que também possui um nucleo oxo-inddlico (BAKHUNI et. al.; 1991). A
ocorréncia dos alcaloides isatinicos pode ser caracteristica de outras espécies de
Melochia, mas n&o é possivel afirmar aqui, haja visto que apenas M. chamaedrys e
M. odorata foram estudadas posterior a década de 1990.

OH

CHj N

32

QUADRO 8. Estruturas dos alcal6ides 28-32
1.3.4. Flavonodides

Até o0 momento desta revisdo, foi reportado o isolamento de flavonoides no
género Waltheria apenas para W. americana e W. indica, enquanto no género
Melochia encontra-se relatos para M. corchorifolia, M. umbellata e M. chamaedrys.
Os flavonoides metoxilados 33 e 34 foram relatados para a espécie W. americana
em estudos realizados por Ragasa e colaboradores (RAGASA et. al.; 1997),
enquanto que para W. indica encontra-se relatos de ocorréncia dos flavonoides



14 \ Parte 1: Revisao da Literatura

epicatequina (35), quercetina (36), tilirosideo (37) (RAO et. al.; 2005) (MAHESWARA
et. al.; 2006), Kaempferol (38), 3-O-B-D-glucopiranosil-kaempferol (39), 3-O-B3-D-
galactocopiranosil-kaempferol (40) gossipetina (41), 8-O-glucuronosil-gossipetina
(42), 8-B-O-galactosil-6"""- glucosil-gossipetina (43) e do composto fendlico, acido
cafeico (44) (PETRUS et. al.; 1990). Dentre os flavonoides destaca-se que segundo
(RAO et. al.; 2005), o flavonodide tirilosideo (37) pode ser encontrado em grande
guantidade a partir das inflorescéncias de W. americana. As estruturas dos
flavonoides de 33 a 43 e do acido cafeico (44) encontram-se no quadro 9.

QUADRO 9. Estruturas dos fendlicos de 33 a 44

Também séo relatadas para a espécie W. indica a presenca das antocianinas
cianina (45), crisantemina (46), calistefina (47) e flavilum (48) (OGBEDE et. al.;
1986).

A partir de estudos quimicos da espécie M. corchorifolia foram relatados os
falvonoides melocorina (49) (NAIR et. al.; 1977), enquanto que em estudo mais
recente Tripathi e colaboradores relataram a ocorréncia das flavonas 50 e 51,
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guercetina (36) e Kaempferol (38), também para esta espécie (TRIPTATHI et. al.;
2010). Ja para M. umbellata, é relatada a ocorréncia de 3-O-f-D-galactocopiranosil-
kaempferol (40) (GUNASEGARAN et. al.; 1980), enquanto que para M. chamaedrys
€ relatado apenas a epicatequina (35) (DIAS et. al.; 2007a). As estruturas dos
flavonoides de 45 a 52 encontram-se no quadro 10. R = OH

\

‘\
\
/ ‘
=

OH 45 46 47

48 49 50

51 R=H 52 R=0H

QUADRO 10. Estruturas dos flavonoides de 45 a 52

1.3.5. Outras classes de metabdlitos secundarios

Dentre outras classes de metabdlitos secundarios reportados para espécies
dos géneros Waltheria e Melochia destacam-se os triterpenos: ac. 3,27-diidroxi-12-
olean-28-6ico (53), ac. 3,27-bis-acetoxi-12-olean-28-6ico (54), &c. 3B-hidroxi-12-
olean-28-6ico (55), ac. 3B-hidroxi-12-urs-28-6ico (56) isolados de M. pyramidata
(BORGES-DEL-CASTILHO et. al.,, 1983) e &ac. 3-Oxo-olean-18-en-28-6ico (57),
friedelina (58), 7-oxo-friedelina (59), ebelina lactona (60), 3-O-acetil-ebelina lactona
(61) e é&c. 3, 24-diidroxi-urs-12-en-28-6ico (62) isolados de W. viscosissima
(SOARES et. al., 1998).

Também é reportado na literatura a ocorréncia de uma cumarinolignana, a
propacina (63) de M. chamaedrys (DIAS et. al.; 2007a) e uma cumarina simples, a
metileno-dioxi-cumarina (64) de M. tomentosa (SHKULA et. al., 1978). As estruturas
dos metabdlitos secundérios de 53 a 64 encontram-se no quadro 11.
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QUADRO 11. Estruturas dos metabdlitos secundarios de 53 a 64

1.3.6. Resumo sobre o perfil quimico dos géneros Waltheria e Melochia

O levantamento da literatura acerca do perfil quimico dos géneros Waltheria e
Melochia permite inferir que os alcaléides quinolénicos (4-quinolonas) e
ciclopetidicos caracterizam bem esses géneros, podendo ser possiveis marcadores
guimiotaxondmicos para a tribo Hermannieae. Dentre os alcaldides ciclopeptidicos, a
adoutina Y’ (3) e a scutianina-B (7) sdo os alcaldides de maior ocorréncia entre 0s
dois géneros citados, enquanto que entre os alcaloides 4-quinolonicos a waltheriona
A (23) e a antidesmona (22) (fig. 5) séo os unicos que ocorrem nos dois géneros até
0 momento desta revisao.
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Até o momento, os alcaloides da classe dos isatinicos sdo exclusivos de M.
tomentosa, de modo que nao se pode afirmar que esta nova classe de alcalbides é
caracteristica do género Melochia.

Outras classes de metabdlitos secundarios como flavonoides e terpendides
também sao relatados para a tribo Hermannieae, entretanto para poucas espécies.
Os flavonoides relatados sdo de ocorréncia comum em plantas de vérias familias.
Entre os triterpenos € interessante a ocorréncia de triterpenos com anel lactdnico de
W. viscosissima, entretanto esta classe de metabdlitos é relatada apenas para esta
espécie dentro da tribo Hermannieae.

A partir da revisdo da literatura é possivel levantar algumas hipéteses sobre o
perfil quimico da tribo Hermannieae no que se refere a ocorréncia dos alcaldides
guinolin-4-onas.

v' Uma vez que a antidesmona € um marcador quimiotaxonénico da tribo
Antidesmeae (Phyllantaceae), sera que outros derivados da antidesmona
também poderiam ocorrer em Hermannieae assim como ocorrem em
Antidesmeae e possiveis de serem isolados?

v' Considerando o alcaloide melochinona como precursor das waltherionas,
como proposto por (DA SILVA et. al.; 2007), quais seriam 0S possiveis
intermediarios mais proximos das waltherionas? Haveriam ainda outros
derivados ainda nédo reportados na literatura, e possiveis de serem isolados?

Em busca de respostas para estas hipoteses levantadas e de se obter
maiores informacdes sobre o perfil quimiossistematico da tribo Hermmanieae,
decidiu-se, para este trabalho de doutoramento, pelo estudo quimico de uma planta
do género Waltheria. A planta escolhida foi Waltheria brachypetala Turcz,
popularmente conhecida como “guaxuma’.
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1.4. Waltheria brachypetala Turczaninov (Turcz.)

Waltheria brachypetala Turcz. E uma arbusto de pequeno porte, considerado
como planta daninha de diversas culturas. Sua ocorréncia &€ endémica do semi-arido
nordestino,desde a Bahia até a Paraiba. Esta planta ocorre frequentemente em beira
de estradas e em terrenos baldios, sendo conhecida popularmente como “guaxuma”
e muitas vezes confundida como “malva” ou “malva-branca” (SABA & SANTOS,
2003). As propriedades medicinais e o uso tradicional desta planta serdo discutidos
no capitulo 2 desta tese. No que se refere ao estudo quimico desta espécie,
encontra-se apenas o estudo das folhas, sendo relatada a identificacdo dos
alcaloides waltherina A (11), waltheriona A (23) e seu derivado N-metilado (LIMA et.

al.; 2009).

) Foto autoria: Murilo
Marinho C. Lima
(Municipio de Piripa,
Bahia)

07 de agosto de 2011

FIGURA 5. Foto de W. brachypetala Turcz.
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2. Objetivos

A partir da discusséo levantada na revisao da literatura, constituiu-se como
objetivos da parte 1 deste trabalho:

2.1. Objetivo Geral

Realizar o estudo dos alcaloides quinoldnicos da raiz e do caule de Waltheria
brachypetala Turcz.

2.2. Objetivos especificos

v Isolar os alcal6ides, da raiz e do caule de W. brachypetala Turcz. através de
técnicas cromatograficas usuais de purificacdo como: Cromatografia em
Coluna de Silica gel, Cromatografia em Coluna de Sephadex LH-20 e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;

v' Determinar as estruturas dos alcaloides isolados através de técnicas
espectrométricas e espectroscopicas de elucidacdo estrutural como: RMN de
'H e 3C (1D e 2D), EM, UV, IV dentre outras que forem necessarias;

v' Estudar via HPLC-UV-MS-MS os extratos alcaloidicos de W. brachypetala
visando a busca de possiveis intermediérios de biossintese e identificacdo de
alcaléides minoritarios;

v' A partir dos resultados obtidos, estabelecer relac6es quimiossistematicas
dentro da tribo Hermannieae e entre Hermannieae e Antidesmeae
(Phyllantaceae).
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3. Procedimentos Experimentais
3.1. Coleta e identificacao do material vegetal

Raizes, caules e folhas de Waltheria brachypetala Turcz. foram coletados no
campus da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) em novembro do
ano de 2009, sendo identificados pelo botanico MSc. Cosme Correia dos Santos,
sob supervisdo do prof. Dr Luciano Paganucci de Queiroz. A excicata da espécie
encontra-se depositada no Herbario da UEFS sob cédigo HUEFS 148549.

3.2. Preparo dos Extratos

Apds serem coletados, raizes e caules foram lavados com agua para a
retirada de material de solo residual e submetidos a secagem em estufa a 40°C, sob
ventilacdo, por um periodo de sete dias. Ap0s a secagem raizes e caules foram
moidos separadamente em moinho sendo obtidos 500 g de raizes e 1500g de
caules moidos. Estes foram submetidos separadamente a maceracdo com etanol
por quatro vezes em intervalo de 72 horas. A cada intervalo de 72 horas o liquido
extraido foi filtrado e posteriormente concentrado sob pressédo reduzida, em rota
evaporador rotatorio (40°C) para a obtencdo dos respectivos extratos etandlicos da
raiz (WRE) e caule (WCE), com massas de 80,97 g e 160,50 g respectivamente.

Os extratos brutos WRE e WCE foram posteriormente submetidos a particao
liquido-liquido ap6s serem solubilizados, separadamente, em uma mistura de
agua:metanol (3:1) com posterior particdo em funil de separa;’ao com os solventes:
hexano, diclorometano e acetato de etila, para a obtencdo das respectivas fases
hexéanica (WRH e WCH), diclorometano (WRD e WCD) e acetato de etila (WRA e
WCA), cujas massas encontram-se na tabela 1.

Observou-se que tanto para a raiz, como para o caule, as fases acetato de
etila tiveram maior rendimento, enquanto que as fases diclorometano apresentaram
menor rendimento.

TABELA 1. Massas e rendimentos dos extratos de raiz e caule de W. brachypetala

Raiz Caule
Extrato Massa Rendimento Extrato Massa Rendimento
(9) (%) (9) (%)
WRE 81,0 16,19 WCE 160,5 10,70
WRH 4,46 0,89 WCH 11,00 0,73
WRD 1,22 0,24 WCD 6,050 0,40
WRA 18,0 3,60 WCA 25,56 1,68
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raizes e caules
Secos e moidos

1. Maceracao com EtOH (3 vezes; 72h)
2. Filtracéo
3. Concentracdo em rota-evaporador

Extrato
Etandlico

1. Solubilizagcdo em H,O : MeOH (3 : 1)
2. Particdo com hexano
3. Separacéo de fases em funil

Fase 1

. Particdo com DCM

Concentracao
rotaevaporador

Fase hexanica

hidroalcodlica

WRH e WCH

2. Separacao de fases em funil
3. Concentracdo da fase DCM em
rotaevaporador

Fase DCM

Fase
hidroalcodlica

1. Particdo com AcOEt WRD e WCD

2. Separacao de fases em funil

3. Concentracao das fases em
rotaevaporador

Fase
hidroalcodlica

Fase AcOEt
WRA e WCA

FIGURA 6a. Fluxograma de obtencéo das fases organicas dos extratos etanolicos
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3.3. Estudo quimico da raiz de Waltheria brachypetala Turcz.

As fases WRH (fase hexanica da raiz), WRD (fase diclorometano da raiz) e
WRA (fase acetato de etila da raiz) obtidas do extrato etandlico das raizes de W.
brachypetala foram submetidas a andlises por CCDA no intuito de identificar,
gualitativamente, a presenca de alcaloides. Para as fases WRH e WRD o melhor
sistema eluente para a separagao dos spots observados na placa de CCD foi DCM :
MeOH 97:3, enquanto que para a fase WRA o melhor sistema eluente foi DCM :
MeOH 80:20, com adicdo de gotas de &cido acético glacial. As placas de CCDA
foram analisadas em luz UV nos comprimentos de onde de 254 nm e 365 nm,
reveladas com vanilina-acido sulfarico com aquecimento da placa e o reagente de
Dragendorft.

Na luz UV, o comprimento de onda de 254 nm foi o melhor para a
visualizacdo dos spots. Com o reagente de vanilina-acido sulfurico observou-se a
presenca de spots com coloracdo de réseo a roxo para a fase WRH sugerindo a
presenca de esteroides ou triterpenos; para as fases WRD e WRA foram observados
spots com coloracdo amarelada. Ao revelar em CCD as fases WRH e WRD com o
reagente de Dragendorff foram observados vérios spots de coloracdo laranja-tijolo
sugerindo a presenca de alcaloides ou outras substancias nitrogenadas, ja para a
fase WRA nao foram observados spots com esse tipo de coloracéo.

Dado que as fases WRH e WRD apresentaram resultado positivo em CCDA
com reagente de Dragendorrf, essas foram selecionadas para purificacdo por
métodos cromatograficos, considerando o objetivo central do estudo quimico de W.
brachypetala.

3.3.1. Isolamento dos alcaloides e outros metabdlitos da fase WRH

A fase hexanica das raizes de W. brachypetala (WRH) foi submetida a
Cromatografia em Coluna de silica (d = 3,5 cm; h = 47 cm), utilizando-se como fase
movel uma combinagdo entre os solventes hexano, acetato de etila, diclorometano e
metanol em ordem crescente de polaridade. As fragGes foram separadas de acordo
com as diferentes cores observadas a olho nu, sendo obtidas 80 fracdes.

As 80 fracOes obtidas foram monitoradas por CCD, sendo posteriormente
reunidas com base na semelhanca de Rfs entre os spots e com a revelacao para 0s
reagentes de vanilina e Dragendorff, bem como pela monitoracdo das placas por luz
UV (365 e 245 nm), sendo obtidas assim 12 sub-fra¢cdes, como pode-se observar na
tabela 2.

Através da monitoracdo por CCDA despertou-se a atengdo prioritariamente pela
sub-fracéo 55, uma vez que esta apresentou spots revelados positivamente com o
reagente de Dragendorff.
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Outras duas sub-fragcbes também despertaram interesse. A sub-fracdo 49,
proveniente da reunido das sub-fracbes de 40 a 49, revelou positivamente para
triterpenos ou esterdides, utilizando-se o0 reagente de vanilina com posterior
aguecimento. Mesmo tipo de revelagao foi obtida para a sub-fragédo 69, proveniente
da reuniédo das sub-fracdes de 66 a 69.

TABELA 2. FracgOes obtidas da CC da fase WRH

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mQ) solvente (mL) eluente
WRH-12 1-12 225,0 500,0 Hex : AcOEt
97:3
WRH-18 13-18 50,75 300,0 Hex : AcOEt
95:5
WRH-24 19-24 112,0 300,0 Hex : AcOEt
90:10
WRH-30 25-30 125,0 300,0 Hex : AcOEt
86:14
WRH-34 31-34 45,00 200,0 Hex : AcOEt
80:20
WRH-42 35-42 72,50 250,0 Hex : AcOEt
77:23
WRH-49 43-49 100,0 300,0 DCM
WRH-55 50-55 1640 400,0 DCM : MeOH
90:10
WRH-61 56-61 210,0 200,0 DCM : MeOH
80:20
WRH-65 62-65 45,00 150,0 MeOH

As sub-fragbes WRH-24 e WRH-52 ao serem monitoradas por CCDA
utilizando como revelador luz UV (245nm e 265nm) e o reagente de vanilina com
aguecimento da placa, verificou-se a presenca de apenas uma mancha homogénea
com os sistemas eluentes Hex:AcOEt (9:1 e 8:2), reveladas em tom de roxo a réseo,
sugerindo tratar-se de esteréide ou triterpeno. Posteriormente, WRH-24 foi
identificada como sendo uma mistura dos esteroides sitosterol e estigmasterol (E1 e
E2), enquanto que a sub-fracdo WRH-52 foi identificada como sendo o 3-O-
glicopiranosil-sitoterol (E3).

As sub-fracdes WRH-49 e WRH-55 foram selecionadas para purificagdo, sendo
dada prioridade a sub-fracdo WRH-55, uma vez que esta apresentou Varios spots
revelados positivamente com o reagente de Dragendorff em CCD.
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3.3.1.1. Purificagdo da fragao WRH-55

A fracdo WRH-55 apresentou-se com uma forte coloracdo verde, sugerindo a
presenca de pigmentos derivados da clorofila. Esta fragdo ao ser dissolvida em
diclorometano apresentou a formagdo de um precipitado branco, que logo se
dissolvia @ medida que aumentava-se a quantidade de diclorometano. Esta fracao foi
entdo submetida a precipitacdo por adicdo de gotas de etanol e em seguida
submetida a filtracdo. Foi entdo realizada CCD deste precipitado, utilizando-se como
revelador o reagente de Dragendorff, cujo resultado da avaliacdo foi negativo para
alcaloides. Este solido mostrou-se puro quando observado em luz UV (245 e 365
nm), sendo posteriormente identificado como o esteroide E3.

A fracdo WRH-55 sobrenadante foi submetida a CC de silica gel granulagéo
sob presséao, utilizando-se coluna de vidro (d = 2,5cm; h = 21cm), foi escolhido um
sistema eluente composto de mistura de solventes em ordem crescente de
polaridade, obtendo-se 51 sub-fracdes. As fragcdes foram reunidas e analisadas por
CCD utilizando como revelador luz UV e reagente de Dragendorft.

Todos os alcaloides ficaram localizados entre as fragcdes 5 a 11, que foram
entdo reunidas. Apesar do procedimento ndo ter tido éxito na separacdo dos
alcaloides, este serviu para separar a mancha verde, provavel derivados de clorofila,
e outras demais substancias cujos spots em CCD néao revelaram positivamente com
Dragendorff.

TABELA 3. Sub-fragbes obtidas da CC de WRH-55

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mQ) solvente (mL) eluente
WRH-5504 1-4 6,000 200,0 Hex : AcOEt
97:3
WRH-5511 5-11 355,2 300,0 Hex : AcOEt
95:5
WRH-5512 12 6,700 50,00 Hex : AcOEt
90:10
WRH-5522 13-22 36,00 400,0 Hex : AcOEt
86:14
WRH-5528 23-28 56,70 200,0 Hex : AcOEt
80:20
WRH-5534 29-34 6,000 250,0 Hex : AcOEt
77:23
WRH-5540 35-40 340,0 250,0 DCM
WRH-5547 41-47 206,0 300,0 DCM : MeOH
90:10




25 ‘ Parte 1: Procedimentos Experimentais
3.3.1.2. Purificagdo da sub-fragdo WRH-5511

Esta sub-fracdo WRH-5511 foi submetida a CC de silica (d = 2,5 cm; h =21
cm) com sistema eluente composto de solventes em ordem crescente de polaridade.
Este procedimento levou a obtencdo de 93 sub-fracdes que em seguida foram
analisadas por CCDA utilizando-se como reveladores reagente de Dragendorff e luz
UV. Os alcaloides ficaram concentrados entre as fracdes de 23 a 48, entretanto neste
procedimento nao foi obtido nenhum alcaloide puro. As fracdes que revelaram
positivo para o reagente de Dragendorff em CCDA foram selecionadas para nova

purificagao.
TABELA 4. Sub-fragfes obtidas da CC de WRH-5511
Caddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (mL) eluente
WRH-551105 1-5 - 100,0 DCM
WRH-551108 6-8 - 100,0 DCM
WRH-551116 9-16 - 100,0 DCM : MeOH
95:5
WRH-551122 17-22 - 100,0 DCM : MeOH
95:5
WRH-551128 23-28 42,50 50,00 DCM : MeOH
95:5
WRH-551130 29-30 29,40 100,0 DCM : MeOH
95:5
WRH-551131 31 9,400 50,00 DCM : MeOH
95:5
WRH-551138 32-38 6,200 150,0 DCM : MeOH
95:5
WRH-551139 39 3,200 50,00 DCM : MeOH
90:10
WRH-551142 40-42 35,00 100,0 DCM : MeOH
95:5
WRH-551145 43-45 4,500 100,0 DCM : MeOH
95:5
WRH-551148 46-48 32,90 100,0 DCM : MeOH
95:5
WRH-551161 49-61 - 100,0 MeOH
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3.3.1.3. Purificagdo da sub-fragdo WRH551128

Esta sub-fracdo foi submetida a purificagdo por CC de silica gel granulacéo
sob presséao (d = 1,5 cm; h = 17 cm), com sistema eluente composto de solventes
em ordem crescente de polaridade. A partir deste procedimento resultaram-se 13
novas sub-fracdes que em seguida foram monitoradas por CCDA. Observou-se que
os alcaloides ficaram concentrados na fracdo 5, eluida em DCM:MeOH 98:2. Esta
sub-fracio WRH55112805 foi submetida & purificacdo por CC de silica gel
granulacdo sob pressao (d = 1,5 cm; h = 17 cm), utilizando-se hexano e acetato de
etila em ordem crescente de polaridade até a proporcao de 1:1, em seguida houve
uma troca para DCM, adicionando-se a cada 50 mL 1% de metanol. Assim, na
fracdo 9, eluida em DCM : MeOH (99:1) foi isolado o alcaloide antidesmona (Al)
(20,0 mg). A fracdo 12, eluida em DCM:MeOH (97:3) apresentou também outro
alcaloide puro, a brachytelona A (A2) (1,00 mg).

3.3.1.4. Purificagdo da sub-fragdo WRH551130

A sub-fragdo WRH551130 apresentou-se quase pura em CCDA. Esta foi
submetida a CC de silica gel granulacdo (d = 1,5 cm; h = 17 cm), com sistema
eluente isocratico, composto de DCM : MeOH (97:3). As fracdes de 1 a 4 eluidas em
DCM:MeOH 98:2, quando monitoradas por CCD mostraram um unico spot revelado
positivamente com reagente de Dragendorff, estas fragdes foram reunidas (20 mg),
sendo posteriormente caracterizadas como sendo um novo alcaloide denominado
como brachytelona A (A2).

3.3.1.5. Purificagdo da sub-fragdo WRH551131

A fracdo WRH551131 foi submetida a idéntico processo de purificagéo
descrito anteriormente para WRH551130, sendo que de forma idéntica a anterior foi
isolado o alcaloide brachytelona A (A2) (4mg).

3.3.1.6. Purificagdo da sub-fracdo WRH551142

A sub-fracdo WRH-55-11-42 foi selecionada para purificacdo em
procedimento idéntico ao descrito no item 3.11.1.4. Através deste procedimento e
apos andlises de CCDA, a fracdo 8 eluida em DCM:MeOH (95:5) apresentou-se
pura, sendo posteriormente identificada como sendo o alcaloide chamadrona (A3)
(10,5 mg).

3.3.1.7. Identificagdo dos alcaloides da sub-fragdo WRH551145

Uma vez que essa sub-fragdo possuia pouca massa, a mesma foi submetida
a anélise por RMN de 'H, sendo possivel identificar uma mistura dos alcaloides
chamaedrona (A3) e hyeronimona (A4).
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3.3.1.8. Purificagdo da sub-fragdo WRH551148

Uma vez que esta fracdo apresentou spots revelados positivamente com o
reagente de Dragendorff em CCD, a mesma foi submetida a CC de silica gel
granulacdo (d = 1,5 cm; h = 17 cm), utilizando-se 0 mesmo esquema descrito no
item 3.11.1.4. Este procedimento levou a obtencdo de 20 sub-fracOes, que em
seguida foram monitoradas por CCD e RMN de *H. A sub-fragéo 9, eluida em DCM :
MeOH apresentou a mistura dos alcaloides A3 e A4, j& a sub-fracdo 12, também
eluida neste sistema, apresentou outro alcaloide diferente dos descritos
anteriormente, entretanto com varios sinais de substancias minoritarias verificados
no espectro de RMN de *H. Uma vez que os procedimentos de Cromatografia em
Coluna ndo foram eficientes para purificar este alcaloide, esta fracdo (17mg) foi
selecionada para purificacao por CLAE.

3.3.1.9. Andlise e purificacdo da sub-fracdo WRH55114812 por CLAE

A fragdo WRH55114812 foi submetida a analise por CLAE no modo analitico,
utilizando-se como fase estacionaria coluna propildiol (d = 0,46 cm; ¢ = 25 cm), no
comprimento de onda de 254 nm e nos sistemas de solvente HEX : EtOH (7:3; 8:2;
9:1) com fluxo de 0,5 mL/min. O melhor sistema de separacdo das bandas
cromatograficas foi HEX:EtOH 9:1, sendo obtidas quatro bandas bem definidas e
nos tempos de retencdo 11, 15, 17 e 26 min. Para purificagdo no modo semi-
preparativo, foi utilizada coluna propildiol (d = 0,78 cm; ¢ = 30 cm) e fluxo de 1,4
mL/min. No procedimento semi-preparativo as quatro bandas foram reproduzidas
nos tempos de retencdo 10, 13, 15 e 24 minutos. Apos analises de RMN, verificou-
se que a substancia correspondente ao Tr = 24 min tratava-se do alcalbide
chamaedrona (A3) (3,5 mg), a banda proveniente do TR = 10 min, trata-se de um
novo alcaldide denominado de brachytelona C (A5) (1,5 mg), ja a substancia
proveniente do TR = 13 min tratava-se do alcaléide majoritario, posteriormente
elucidado como sendo um novo alcaléide denominado brachytelona B (A6) (8 mg).
Por fim, a substancia referente a banda em TR = 17 min, devido a pouca massa (0,5
mg) n&o teve sua estrutura elucidada.

3.3.1.10. Purificagao da fracao WRH-49

A fracdo WRH-49, quando monitorada por CCD utilizando-se como revelador
reagente de vanilina e luz UV apresentou spots bem intensos, sendo que com o
revelador de vanilina apresentou spots de coloracdo roxo, vermelho e azulada,
indicando a possibilidade da presenca de compostos de natureza terpénica e
também de arométicos. Assim, essa fracdo foi submetida a CC de silica gel
granulacdo sob presséo (d = 2,5 cm; h= 17cm) utilizando como sistema eluente os
solvente hexano, DCM e MeOH em ordem crescente de polaridade levando a
obtencédo de 47 sub-fracdes, como pode-se observar na proxima tabela 5. A fracao 9
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apresentou-se pura em CCD revelando-se em luz UV e com reagente de vanilina
com uma coloragdo avermelhada, sendo posteriormente identificada como sendo
uma catequina metoxilada (C1) (1,7 mg). As fracdes de 12 a 18 apresentaram spots
revelados em tom de roxo a réseo com reagente de vanilina em CCD, indicando
tratar-se de uma mistura de triterpenos ou esteroides, sendo esta posteriormente
identificada como sendo uma mistura dos triterpenos lupeol (T1), a-amirina (T2) e B-
amirina (T3). As fracdes de 19 a 25 apresentaram 2 spots com Rfs muito proximos e
revelados em tons de roxo a réseo com reagente de vanilina em CCD,
posteriormente estes foram identificados como sendo uma mistura dos acidos
triterpénicos: ac. oleandlico (T4) e &c. ursdlico (T5).

TABELA 5. Sub-fragGes obtidas da CC de WRH-49

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (mL) eluente
WRH-4008 1-8 2,400 300,0 Hex : DCM
10:90
WRH-4909 9 1,700 50,00 DCM
WRH-4911 10-11 5,600 100,0 DCM : MeOH
99:01
WRH-4918 12-18 25,00 300,0 DCM : MeOH
99:01
WRH-4925 19-25 23,00 350,0 DCM : MeOH
97:03
WRH-4929 26-29 1,200 150,0 DCM : MeOH
96:04
WRH-4937 30-37 8,000 300,0 DCM : MeOH
90:10
WRH-5547 38-47 30,00 200,0 MeOH

3.3.2. Isolamento dos alcaloides e outros metabdélitos da fase WRD

A fase Diclorometano (WRD) ao ser monitorada por CCDA utilizando o
reagente revelador Dragendorff, sugeriu-se a possivel presenca de alcaloides devido
a varios spots revelados em tom de laranja-tijolo. A purificagdo de 1,2 g desta fase
deu-se entdo por CC de silica gel granulacdo sob presséo (d = 4 cm; h = 29,5 cm),
utiizando como fase movel sistemas de solventes em ordem crescente de
polaridade. As 25 fracdes obtidas foram reunidas mediante a semelhanca de seus
Rfs observados por CCDA, bem como da revelacdo dos mesmos com reagente de
Dragendorff, como pode se observar na tabela 6. A analise por RMN de 'H e a
observacédo das placas de CCDA reveladas positivamente com Dragendorff foram
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fundamentais para o prosseguimento das purificagbes. Observou-se spots revelados
com Dragendorff nas fracées de 8 a 13. As fracdes 1 e 2, ao serem monitoradas por
RMN de 'H mostraram ser constituidas basicamente por &cidos graxos e
triglicerideos. Nas fracGes de 3 a 5 foi observado a presenca de um spot que em luz
UV (254 e 365 nm) revelou como azul intenso e azul celeste, sugerindo a presenca
de uma cumarina. A fracdo 26, eluida em metanol, apresentou-se como um solido
vermelho, puro em CCDA variando-se o sistema eluente, sendo posteriormente
identificado como sendo a galocatequina (C2) (30,0 mg).

TABELA 6. Sub-fragGes obtidas da CC de WRD

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (mL) eluente
WRD-1 1 122,3 300,0 Hex:AcOEt 9:1
WRD-2 2 9,000 200,0 Hex:AcOEt 8:2
WRD-3 3 6,300 100,0 Hex:AcOEt 7:3
WRD-5 4-5 17,60 200,0 Hex:AcOEt 6:4
WRD-8 6-8 83,60 200,0 Hex:AcOEt 1:1
WRD-9 9 2,500 200,0 DCM : MeOH
95:5
WRD-10 10 3,000 100,0 DCM : MeOH
95:5
WRD-11a 1lla 2,900 100,0 DCM : MeOH
95:5
WRD-11b 11b 562,6 300,0 DCM : MeOH
95:5
WRD-12 12 148,6 200,0 DCM : MeOH
95:5
WRD-13 13 10,50 100,0 DCM : MeOH
90:10
WRD-15 14-15 176,7 100,0 DCM : MeOH
80:20
WRD-18 16-18 133,3 100,0 DCM : MeOH
70:30
WRD-22 19-22 33,00 100,0 DCM : MeOH
60:40
WRD-25 23-25 20,90 100,0 DCM : MeOH
50:50
WRD-26 26 40,00 100,0 MeOH
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3.3.2.1. Identificagdo dos alcaloides em mistura nas fragbes WRD-10 e WRD-
1la

Uma vez que estas fracOes apresentaram pouca massa, as mesmas foram
submetidas a anélises por RMN de 'H, sendo possivel identificar a mistura dos
alcaldides antidesmona (A1) e chamaedrona (A3) na fragdo WRD-10 e hyeronimona
(A4) e chamaedrona (A3) na fragdo WRD-11a.

3.3.2.2. Purificagdo da fragcao WRD-11b

A fragdo WRD-11b foi submetida a purificagdo por CC de silica gel granulacédo
sob presséo (d = 2,5 cm; h = 23,5 cm) utilizando como sistema eluente, mistura de
solventes em ordem crescente de polaridade para obter 25 sub-fracdes, que em
seguida foram analisadas por CCDA, utilizando como revelador o reagente de
Dragendorff. Foram observados spots positivos para Dragendorff entre as fracoes de
11 a 21, estas em seguida foram reunidas apds andlise de seus espectros de RMN
de 'H.

TABELA 7. Sub-fragGes obtidas da CC de WRD-11b

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (mL) eluente
WRD-11b09 1-9 22,00 300,0 Hex : AcOEt
6:1
WRD-11b10 10 13,50 100,0 Hex : AcOEt
11
WRD-11b12 11-12 1,500 50,00 DCM
WRD-11b15 13-15 6,300 150,0
WRD-11b16 16 70,00 100,0 DCM : MeOH
97:3
WRD-11b17 17 60,00 100,0 DCM : MeOH
WRD-11b18 18 40,00 100,0 95:5
WRD-11b19 19 115,0 200,0
WRD-11b20 20 34,00 100
WRD-11b21 20-21 45,00 100,0 DCM : MeOH
90:10
WRD-11b25 23-25 200,0 100,0 MeOH
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A fragcdo WRD-11b12 apresentou-se quase pura em CCDA, a mesma revelou
positivamente para o reagente de Dragendorff, sendo posteriormente identificada
como sendo N-metil-antidesmona (A-7).

A fracdo WRD-11b15, devido a pouca massa, foi analisada por RMN de 'H e
apresentou-se como uma mistura dos alcalbéides antidesmona, chamaedrona,
brachytelona A e brachytelona B. Uma vez que estes alcaldides ja haviam sido
isolados anteriormente da fase WRH esta fracdo ndo foi submetida a novas
purificagoes.

As sub-fragbes WRD-11b de 16 a 21 foram submetidas a purificagéo
separadamente devido a diferencas de sinais nos espectros de RMN de 'H. J4 a
fracdo WRD-11b-25 apresentou apenas sinais de agucares no espectro de RMN de
'H e n&o foi trabalhada.

3.3.2.3. Purificagédo da sub-fragdo WRD-11b16

Esta fracdo foi submetida a purificacdo por CC de silica gel granulagdo sob
pressao (d = 1,5 cm; ¢ = 24 cm) com sistema eluente composto de mistura de
solventes em ordem crescente de polaridade, sendo obtidas 13 sub-fragbes de
acordo com a tabela 8.

TABELA 8. Sub-fragbes obtidas da CC de WRD-11b16

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (mL) eluente
WRD11b1601 1 3,400 50,00 Hex : AcOEt
4:6
WRD11b1603 2-3 5,300 50,00 Hex : AcOEt
3.7
WRD11b1605 4-5 10,50 50,00 Hex : AcCOEt
2:8
WRD11b1610 6-10 30,00 50,00 Hex : AcOEt
18:82
WRD11b1611 11 4,750 50,00 Hex : AcCOEt
16:84
WRD11b1615 12-15 1,230 50,00 AcOEt

Na sub-fracdo WRD-11b1611, eluida em DCM:MeOH 98:2 foi obtida uma
mistura de alcalbides ja anteriormente isolados: brachytelona B (A-6), brachytelona
C (A-5) e chamaedrona (A3). A sub-fracgo WRD-11b1610 apresentou spots
revelados positivamente com o reagente de Dragendorf em CCD e foi
posteriormente submetida a andlise por CLAE-UV.
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3.3.2.4. Andlise e purificacdo da sub-fracdo WRD-11b-1610 por CLAE

A fragdo WRD-11b1610 foi submetida a analise em CLAE no modo analitico,
utilizando-se como fase estacionaria coluna propildiol (d = 0,46 cm; ¢ = 25 cm), no
comprimento de onda de 254 nm e nos sistemas de solvente DCM : isopropanol
(9:1; 95:5 e 98:2) com fluxo de 0,5 mL/min. O melhor sistema de separagcédo das
bandas cromatograficas foi DCM : isopropanol (98:2), onde foram observadas trés
bandas nos tempos de reten¢éo 6,5 min, 8 min e 11 min.

Para purificagdo no modo semi-preparativo foi utilizada coluna propildiol (d =
0,78 cm; ¢ = 30 cm) e fluxo de 1,4 mL/min, as trés bandas foram reproduzidas nos
tempos de retengcdo 8 min, 11 min e 15 min. As trés bandas foram separadas e
analisadas por RMN, sendo posteriormente identificadas como os alcaldides
ciclopeptidicos franganina (A-8), frangulanina (A-9) e adoutina Y’ (A-10),
respectivamente.

3.3.2.5. Purificagéo da fragdao WRD-11b17

Esta fracdo foi submetida a CC de silica gel granulacdo sob presséo (d = 2,5
cm, h = 20,5 cm) com sistema eluente composto de n-hexano e acetato de etila em
ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 11 novas sub-fracbes que
posteriormente foram reunidas com base na semelhanca de seus Rfs em CCD e da
andlise de espectros de RMN de H.

TABELA 9. Sub-fragGes obtidas da CC de WRD-11b17

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (mL) eluente
WRD-11bl71a la 5,000 100,0 Hex:AcOET
WRD-11b171b 1b 6,000 100,0 3.7
WRD-11b1705 2-5 1,500 100,0 Hex : AcCOEt
20:80
WRD-11b1706 6 12,00 100,0 Hex : AcCOEt
18:82
WRD-11b1708 7-8 2,000 100,0 Hex : AcOEt
WRD-11b1709 9 10,00 100,0 18:82
WRD-11b1710 10 12,00 100,0 Hex : AcCOEt
11
WRD-11b1711 11 8,000 100,0 MeOH
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As fragbes WRD-11b1706 e WRD-11b1709 apresentaram-se puras em CCD
e revelaram positivamente com o reagente de Dragendorff, sendo posteriormente
identificadas como sendo os alcaloides quinolonicos N-metil-waltheriona-A (Al1l) e
waltheriona-C (A12) respectivamente. A fragdo WRD-11b1708 apresentou a mistura
destes dois alcaloides. As fragbes WRD11b1701a e WRD11b1701b apresentaram-
se quase puras e muito parecidas em CCD revelando-se com luz UV (254 nm),
entretanto foram submetidas a purificagdo separadamente.

3.3.2.6. Purificacao das sub-fragbes WRD-11b1701a e WRD-11b1701b

Estas fracdes foram submetidas separadamente ao mesmo processo de
purificacdo por CC de silica gel granulagdo sob pressao (d =1,5 cm; h = 21cm) com
sistema eluente isocrético Hex : AcOEt (1:3), as fracdes foram coletadas em oito
frascos de 25 mL cada, utilizando, portanto 200 ml de sistema. Assim, em ambas as
colunas foi obtido na fracdo 6 0 mesmo alcaloide, entretanto o resultante da CC de
WRD11b171b apresentou-se mais puro na andlise por RMN de 'H, de modo que
nao houve a reunido entre as fracdes contendo este alcaloide, que, posteriormente
teve sua estrutura elucidada, sendo nomeado de waltheriona D (A13). Na fracéo 7
das duas CCs foi obtido um metabdlito secundario que posteriormente foi
identificado como sendo a cumarina-lignoide cleomicina A (CL1).

3.3.2.7. Purificagdo da sub-fragdo WRD-11b18

Esta fracdo foi submetida a purificagdo por CC de silica gel granulacdo sob
pressao (d = 2,0 cm; h = 23 cm) sendo obtidas 29 novas sub-fragcdes que foram
posteriormente reunidas apés andlises por CCDA.

TABELA 10. Sub-fragdes obtidas da CC de WRD-11b18

Caddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (mL) eluente
WRD-11b1809 1-9 1,500 300,0 Hex : AcOEt
3.7
WRD-11b1813 10-13 2,000 150,0 Hex : AcOEt
WRD-11b1815 14-15 3,400 100,0 25:75
WRD-11b1818 16-18 10,00 200,0 Hex : AcOEt
WRD-11b1823 19-23 0,900 50,00 18:82
WRD-11b1824 24 12,00 100,0
WRD-11b1728 25-28 6,000 200,0 Hex : AcOEt
10:90
WRD-11b1729 29 3,000 100 MeOH
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As sub-fragdo WRD-11b1818 e WRD-11b1824 apresentaram-se quase puras
em CCDA revelando-se em luz UV (254 nm), sendo entdo selecionadas para novas
purificagbes, sendo que a sub-fracdo WRD-11b1818 apresentou um spot revelado
positivamente com o reagente de Dragendorff.

3.3.2.8. Purificagdo da sub-fragdo WRD-11b1818

Esta sub-fracdo foi submetida a CC de silica gel granulacdo sob presséo (d =
0,5; h = 17 cm) utilizando sistema eluente isocratico Hex : AcOEt (20:80) para a
obtencdo de 12 novas subfracdes. As subfracées de 2 a 6 apresentaram 0 mesmo
spot revelado fortemente com luz UV (254 nm) em CCD, destas a sub-fracdo 4
apresentou-se mais pura, sendo posteriormente identificada como sendo a
cumarina-lignéide cleomicina-A.

3.3.2.9. Purificagdo da sub-fragdo WRD-11b1824

Esta sub-fracdo foi submetida a CC de silica flash sob presséo (d = 0,5; h =
17 cm) utilizando sistema eluente isocratico Hex : AcCOEt (20:80) para a obtencédo de
15 novas subfracdes. As sub-fracbes de 7 a 14 apresentaram 0 mesmo Spot
revelado positivamente com regente de Dragendorff, sendo que as sub-fragdes 13 e
14 se apresentaram mais puras e foram reunidas, posteriormente esta substancia foi
identificada como sendo o alcaléide quinolénico waltheriona D (A13).

3.3.2.10. Purificagao da sub-fragdo WRD-11b19

Esta fracdo foi submetida a purificacdo por CC de silica gel granulagdo sob
pressao (d = 2,5 cm; h = 20,5 cm) com sistema eluente composto de n-hexano e
acetato de etila em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 32 sub-fracdes
gue posteriormente foram monitoradas por CCDA. A partir do sistema Hex : AcOEt
25:75, as fragOes foram coletadas em frascos de 20 ml, levando ao isolamento de 4
alcaloides quinolonicos. Nas sub-fracdes 11 e 12 foi isolado o alcaloide 4’-O-metil-
waltheriona A (Al4), nas sub-fragcbes 13 e 14 o alcaloide waltheriona C (Al12),
enquanto que na sub-fracdo 15 foi isolado o alcaloide waltheriona A (A-6) e nas sub-
fracOes de 17 a 19, foi isolado o alcaloide N-metil-waltheriona-B (A15).

As demais fragcbes ndo revelaram positivamente com o reagente de
Dragendorff em CCD, portanto ndo despertou-se o interesse pelo estudo dessas
fracOes.
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TABELA 11. Sub-fragdes obtidas da CC de WRD-11b19

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (mL) eluente
WRD-11b1910 1-10 7,500 500,0 Hex : AcCOEt
3.7
WRD-11b1912 11-12 6,000 100,0 Hex : AcOEt
WRD-11b1814 13-14 5,000 100,0 25:75
WRD-11b1815 15 25,70 100,0
WRD-11b1816 16 1,200 50,00 Hex : AcOEt
WRD-11b1819 17-19 35,00 100,0 18:82
WRD-11b1725 20-25 10,00 100,0 Hex : AcOEt
11
WRD-11b1730 26-30 12,00 100,0 MeOH
WRD-11b1733 31-33 6,000 100,0 MeOH

3.3.2.11. Purificagao da sub-fragdo WRD-11b20

A sub-fracdo WRD-11b20 foi analisada por RMN de *H, e uma vez que esta
apresentou sinais caracteristicos das waltherionas, foi selecionada para purificacdo
por CC de silica gel granulacdo sob presséo (d = 2,5 cm; h = 20,5 cm) com sistema
eluente composto de n-hexano e acetato de etila em ordem crescente de polaridade.
Foram obtidas 40 sub-fragcdes que posteriormente foram reunidas de acordo com a
semelhanca de seus Rfs em CCDA, utilizando-se como revelador luz UV (254 nm) e
o reagente de Dragendorff, como pode ser observado na tabela 12.

TABELA 12. Sub-fragdes obtidas da CC de WRD-11b20

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (mL) eluente
WRD-11b2009 1-9 4,000 500,0 Hex : AcOEt
3.7
WRD-11b1913 10-13 3,500 100,0 Hex : AcOEt
WRD-11b1816 14-16 2,500 100,0 25:75
WRD-11b1817 17 3,000 100,0
WRD-11b1823 18-23 2,000 50,00 Hex : AcOEt
WRD-11b1824 24 8,100 100,0 18:82
WRD-11b1727 25-27 5,000 100,0 Hex : AcOEt
11
WRD-11b1735 28-35 2,000 100,0 MeOH
WRD-11b1740 36-40 2,500 100,0 MeOH
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As subfragbes WRD-11b2013 e WRD-11b2024 apresentaram-se puras em
CCD, sendo posteriormente identificadas como sendo os alcaléides waltheriona A
(A16) e waltheriona C (A12), respectivamente.

3.3.12. Purificagdo da sub-fracdo WRD-11b21

A sub-fracdo WRD-11b21 apresentou dois spots revelados positivamente com
o reagente de Dragendorff em CCD, sendo entdo submetida a purificacdo por CC de
silica gel granulagéo sob presséo (d = 1,5 cm; h = 21 cm), utilizando como sistema
eluente os solventes hexano e acetato de etila em ordem crescente de polaridade.
Foram obtidas 12 novas sub-fracbes que em seguida foram reunidas de acordo com
a semelhanca de seus Rfs em CCDA.

TABELA 13. Sub-fragdes obtidas da CC de WRD-11b21

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (mL) eluente
WRD-11b2105 1-5 5,000 50,00 Hex : AcCOEt
7.3
WRD-11b1906 6 2,300 50,00 Hex : AcOEt
6:4
WRD-11b1807 7 4,000 50,00 Hex : AcOEt
11
WRD-11b1809 8-9 3,000 50,00 Hex : AcOEt
3.7
WRD-11b2110 10 5,000 50,00 Hex : AcOEt
2:8
WRD-11b2111 11 6,000 50,00 Hex : AcCOEt
1.9
WRD-11b2112 12 15,70 50,00 MeOH

A sub-fracdo WRD-11b2110 apresentou-se pura em CCD e posteriormente foi
identificada como sendo o alcaloide waltheriona A (A16). J& a fragdo WRD-11b2111
continha além da waltheriona A, 0 mesmo alcaloide da fragdo WRD-11b2112, sendo
gue esta ultima fracéo foi submetida a novo procedimento de purificacao.
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3.3.2.13. Purificagao da sub-fracdo WRD-11b2112

Uma vez que esta fracdo estava quase pura e com base na analise de seu
espectro de RMN de 'H verificou-se que a substancia minoritaria possufa sinais
tipicos dos alcaloides ciclopeptidicos, resolveu-se purificar a mesma em CC de
Sephadex LH-20 (d = 1,5 cm; h = 30 cm), utilizando como eluente metanol. Foram
obtidas 6 fragbes de 30 ml cada, sendo que na fragdo 2 obteve-se o alcaloide
ciclopetidico (0,85 mg), este nao identificado, e na fracdo 4 foi identificado
posteriormente o alcaloide quinolonico waltheriona B (A17)

3.3.2.14. Purificagao da sub-fragcdo WRD-13

A fracdo WRD-13 foi submetida a CC de silica gel granulacdo sob presséo (d
= 1,5 cm; h = 21cm) com fase mével composta de sistema eluente isocratico Hex :
AcOEt (1:1) (150 mL), sendo obtidas 15 sub-fragbes coletadas em volume de 10 ml
cada. As sub-fracbes de 9 a 12 revelaram positivamente com o0 reagente de
Dragendorff em CCDA. Todas apresentaram um spot majoritario, que mostrou-se
mais puro nas fragbes 11 e 12, que foram reunidas e posteriormente o alcaloide
correspondente teve sua estrutura elucidada, sendo nomeado de 10-hidroxi-
waltheriona D (A18) (5,1 mg).

3.3.2.14. Purificagao da fragao WRD-5

A fragdo WRD-5 quando monitorada por CCDA em luz UV (365nm e 254 nm)
apresentou um spot de coloracdo azul celeste em 365nm e azul intenso em 254nm
sugerindo tratar-se de uma cumarina. Esta fragcéo foi entdo submetida a CC de silica
gel (d = 0,5 cm; h =21 cm), com sistema eluente isocratico Hex : AcOEt (7:3), foram
obtidas 10 sub-fracbes de 10 mL. A sub-fracdo 5 apresentou-se pura em CCDA e
posteriormente foi identificada como sendo a cumarina escopoletina (CM1).

3.3.2.15. Purificagéo da fragao WRD-8

A fracdo WRD-8 foi selecionada para purificacdo por CC de silica gel
granulacdo sob pressao, utilizando sistema eluente isocratico Hex : AcOEt (6:4) até
a sub-fracdo 12 e DCM : MeOH 98:2 da sub-fracdo 13 até a 18.

A subfracdo WRD-809 apresentou-se pura em CCDA e revelou positivamente
com o reagente de Dragendorff, sendo posteriormente identificada como sendo a
antidesmona (1,5 mg). Ja a fracdo WRD-1814 tratava-se da catequina
tetrametoxilada (C-1) impura.
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3.4. Estudo quimico do caule de Waltheria brachypetala Turcz.

As fases WCH (fase hexanica do caule), WCD (fase diclorometano do caule)
e WCA (fase acetato de etila do caule) obtidas do extrato etandlico do caule de W.
brachypetala foram submetidas aos mesmos procedimentos de andlise por CCDA
realizados com as fases WRH, WRD e WRA no intuito de identificar,
qualitativamente, a presenca de alcaloides. Na analise de CCDA com o reagente de
Dragendorff, observou-se spots revelados positivamente para as fases WCH e WCD
sendo estas selecionadas para posteriores purificagbes. Durante o procedimento de
particdo liquido-liquido da fase hidroalcodlica com acetato de etila, formou-se um
precipitado que foi filtrado, centrifugado e posteriormente analisado por RMN de 'H e
3¢, sendo identificado como sendo o flavonoide tirilosideo (F-1).

3.4.1. Isolamento dos alcaloides e outros metabdlitos da fase WCH

Uma vez que a fase WCH apresentou spots revelados positivamente com o
reagente de Dragendorff em CCDA, 5 g desta fase foi selecionada para purificacéo
por CC de silica (d = 4,5 cm; h = 27 cm) utilizando como sistema eluente os
solventes hexano, acetato de etila, diclorometano e metanol em ordem crescente de
polaridade. Foram obtidas 50 fracbes que posteriormente foram reunidas com base
na semelhanca de seus Rfs, de acordo com as andlises por CCD. Somente as
fracOes de 39 a 44 revelaram positivamente com o reagente de Dragendorff, sendo
estas selecionadas para as futuras purificagoes.

As fracOes de 1 a 4 apresentaram grande quantidade de triglicerideos, ja as
fracbes 5 e 6 apresentaram apenas a mistura dos esteroides sitosterol e
estigmasterol.

As fracbes de 7 a 13, quando analisadas por RMN de *H, mostraram possuir
uma mistura de triterpenos, sendo possivel identificar a mistura de lupeol, B-amirina
e a-amirina. Entre as fracdes reunidas de 29 a 33, observou-se no espectro de RMN
de 'H sinais da cumarina escopoletina (C-1). Entretanto, despertou-se o interesse
apenas no estudo das fragfes alcaloidicas.
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TABELA 14. FragOes obtidas da CC de WCH

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (mL) eluente
WCH-4 1-4 400,0 1000 Hex
WCH-6 5-6 350,0 500,0 Hex : AcOEt
9:1
WCH-10 7-10 350,0 300,0 Hex : AcOEt
WCH-13 11-13 450,0 400,0 8:2
WCH-16 14-16 460,0 200,0 Hex : AcOEt
7.3
WCH-25 17-25 570,0 500,0 Hex : AcOEt
6:4
WCH-28 26-28 334,00 300,0 DCM
WCH-33 29-33 77,00 400,0 DCM : MeOH
99:1
WCH-38 34-38 280,0 200,0 DCM : MeOH
98:2
WCH-42 39-42 384,0 300,0 DCM : MeOH
97:3
WCH-44 43-44 300,0 300,0 DCM : MeOH
95:5
WCH-49 45-49 350,0 200,0 DCM : MeOH
9:1
WCH-50 50 330,0 200,0 MeOH

3.4.1.1. Purificagdo da fragao WCH-42

Uma vez que a fracdo WCH-42 apresentou spots revelados positivamente
com o reagente de Dragendorff em CCD, a mesma foi submetida a CC de silica gel
granulacédo sob presséo (d = 2,5cm; h = 27 cm), utilizando como sistema eluente, os
solventes: hexano, acetato de etila, diclorometano e metanol em ordem crescente de
polaridade. Foram obtidas 29 novas sub-fragbes que posteriormente foram reunidas
com base na semelhanga de seus Rfs em CCDA. As fragbes de 11 a 15
apresentaram-se puras em CCD, foram reunidas e posteriormente identificadas
como sendo a cumarina escopoletina (C1). As sub-fracbes de 16 a 23 revelaram
positivamente com o reagente de Dragendorff em CCD, sendo que as sub-fragbes
de 16 a 18 apresentaram-se puras em CCDA, sendo reunidas, e posteriormente
identificadas como sendo o alcaloide antidesmona (A-1). A fracdo 19, apresentou
pouca massa, mas através da analise de RMN de *H e GC-MS foi possivel identificar
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a mistura de antidesmona (Al) e hyeronimona (A4). As fracdes de 20 a 23 foram
reunidas para posterior purificacao.

TABELA 15. Sub-fragdes obtidas da CC de WCH-42

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (mL) eluente
WCH-4203 1-3 45,00 200,0 Hex : AcOEt
7.3
WCH-4207 4-7 63,00 100,0 Hex : AcOEt
WCH-4210 8-10 43,00 100,0 6:4
WCH-4215 11-15 45,00 100,0
WCH-4218 16-18 35,00 200,0 DCM : MeOH
99:1
WCH-4219 19 1,500 100,0 DCM : MeOH
99:1
WCH-4223 20-23 55,00 300,0 DCM : MeOH
95:5
WCH-4226 24-26 55,00 200,0 DCM : MeOH
9:1
WCH-4229 27-29 50,00 100,0 MeOH

3.4.1.2. Purificagdo da sub-fragdo WCH-4223

A sub-fracdo WCH-4223 apresentou uma coloragao verde intensa sugerindo a
presenca de derivados da clorofila. Esta fragéo foi submetida a CC de silica flash (d
= 2,5; h = 21 cm) utilizando sistema eluente isocratico DCM : MeOH 96:4, sendo
obtidas 21 novas fracdes coletadas em frascos de 30 ml. Verificou-se que o0s
alcaldides ficaram concentrados entre as fracdes de 1 a 7 (35 mg), sendo estas
entdo reunidas, as demais fragbes néo revelaram positivamente para Dragendorff
em CCD. Este procedimento n&do foi eficaz na separagdo do pigmento verde da
fraco alcaloidica.

3.4.1.2. Purificagdo da sub-fragdo WCH-422307

A sub-fragdo WCH-422307 contendo os alcaldides da sub-fragédo “méae” WCH-
4223 foi submetida a nova CC de silica gel granulacdo (d = 2,5; h = 21 cm) com
sistema eluente isocratico Hex : AcOEt 25:75, sendo obtidas 25 novas sub-fracdes
reunidas com base na semelhanca de seus Rfs em CCD. As sub-fragdes 12 e 13
foram reunidas e devido a pouca massa (2,5 mg) foram analisadas por RMN de H e
GC-MS sendo identificada uma mistura da barchytelona A (A2) e a cumarina-
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ligndéide cleomicina-A (CL1). As sub-fracbes de 15 a 19 foram reunidas e também
analisadas por RMN de *H devido a pouca massa, sendo identificada uma mistura
dos alcaldides brachytelona A (A2) e chamaedrona (A3). J& a sub-fracdo 14
apresentou um alcaloide puro em CCD, que posteriormente teve sua estrutura
elucidada e denominada de waltheriantidesmona (A19) (8,1 mg). O pigmento de
coloragao verde ficou concentrado nas fragdes 25 e 27, entretanto, estas ainda
possuiam spots revelados positivamente com Dragendorff, sendo entdo submetidas
a nova purificacao.

3.4.1.3. Purificagdo da sub-fracdo WCH-42230725

Esta sub-fracédo (25 mg) foi submetida a purificacdo por Sephadex LH-20 (d =
2,5 cm; d = 30 cm) utilizando metanol como sistema eluente. Foram obtidas 5 novas
sub-fracdes, sendo que o pigmento verde ficou concentrado nas sub-fragbes de 1 a
3. A sub-fracdo 4 apresentou-se pura em CCD e foi identificada como sendo o
alcaloide brachytelona A (A2) (10 mg), ja a sub-fracdo 5, também se apresentou
pura e posteriormente foi elucidada como sendo um novo alcaloide, posteriormente
nomeado de brachytelona D (2,5 mg) (A20).

3.4.1.3. Purificagdo da sub-fragdo WCH-42230727

A sub-fragdo WCH-42230727 foi submetida a purificacdo em procedimento
analogo a WCH-42230725, sendo que os alcaloides ficaram concentrados nas sub-
fracbes 5 e 6. Uma vez que estas possuiam pouca massa, foram submetidos a
anélise de RMN de 'H e GC-MS sendo possivel a identificacdo dos alcaléides
brachytelona A (A2) e C (A5) na sub-fragdo 5 e a chamaedrona (A3) (1,5 mg) na
fracao 6.

3.4.1.4. Purificagdo da fragao WCH-44

A fracdo WCH-44 foi submetida a purificagdo por CC de silica gel granulacao
(d = 3cm; h = 20 cm) utilizando como sistema eluente os solventes hexano, acetato
de etila, diclorometano e metanol em ordem crescente de polaridade. Esse
procedimento originou 15 novas sub-fracdes que posteriormente foram reunidas com
base na semelhanca de seus Rfs verificado em CCDA. Analisando com o revelador
Dragendorff, observou-se que os alcaloide ficaram concentrados nas sub-fragdes 11
e 12. Estas sub-fracbes reunidas apresentaram um solido branco que
posteriormente foi filtrado e identificado como sendo o esteroide sitosterol glicosilado
(E-3) (100 mg).
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TABELA 16: Sub-fracdes obtidas da CC de WCH-44

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (mL) eluente
WCH-4401 1 5,00 200,0 Hex : AcOEt
WCH-4402 2 4,00 300,0 1:1
WCH-4405 3-5 14,00 100,0
WCH-4408 6-8 4,500 200,0 DCM
WCH-4410 9-10 2,300 100,0 DCM : MeOH
97:3
WCH-4412 11-12 200,0 200,0 DCM : MeOH
95:5
WCH-4413 13 25,00 100,0 DCM : MeOH
9:1
WCH-4414 14 20,00 100,0 DCM : MeOH
8:2
WCH-4415 15 10,00 100,0 MeOH

3.4.1.5. Purificagdo da sub-fragdo WCH-4412

Esta sub-fracdo foi submetida a purificagdo por CC de silica gel granulacédo (d
=1,7 cm; h =25 cm), utilizando sistema isocratico DCM : MeOH (97:3) como sistema
eluente, sendo obtidas 15 novas sub-fragdes, posteriormente reunidas com base na
semelhanca de seus Rfs e submetidas a anélises por RMN de H.

Na sub-fracdo 1 obteve-se a chamaedrona (A3) como alcaloide puro, ja nas
sub-fracbes reunidas 2 e 3 obteve-se uma mistura da chamaedrona (A3) e
waltheriona D (A13). Nas fragOes reunidas 4 e 5 obteve-se o alcaloide waltheriona A
(A16) puro. Enquanto-que nas sub-fragbes reunidas 6 e 7 obteve-se o sisterol
glicosilado (E-1) juntamente com a mistura de waltheriona A (A16) e waltheriona D
(A13). Na fracdo 8 obteve-se o sitosterol glicosilado puro e nas fracdes de 9 a 14
uma mistura de alcaloides que posteriormente foi submetida a purificagéo por CLAE.

3.4.1.6. Andlise e purificacdo da sub-fracdo WCH-441214 por CLAE

A sub-fracdo WCH-441214 foi submetida a analise por CLAE no modo
analitico, utilizando-se como fase estacionaria coluna propildiol (d = 0,46 cm; ¢ = 25
cm), no comprimento de onda de 254 nm e nos sistemas de solvente HEX : EtOH
(8:2; 9:1 e 95:5) com fluxo de 0,5 mL/min. O melhor sistema de separacdo das
bandas cromatogréficas foi HEX : EtOH (95:5), onde foram observadas 5 bandas
cromatograficas nos tempos de retencdo 18, 20, 22, 30 e 40 minutos. Para
purificagdo no modo semi-preparativo foi utilizada coluna propildiol (d = 0,78 cm; ¢ =
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30 cm) e fluxo de 1,4 mL/min. Neste procedimento, as cinco bandas foram
reproduzidas nos tempos de retencdo 19, 21, 23, 31 e 41 minutos. Estas foram
separadas e analisadas por RMN, sendo possivel o isolamento da brachytelona-C
(A5) em Tr = 19 min, brachytelona-B (A6) em Tr = 21 min, o alcaloide 8-O-metil-
hyeronimona (A21) em Tr = 23 min, o alcaloide desoOxi-antidesomona (A22) em Tr =
31 min e chamaedrona (A3) em Tr = 41 min.

3.5. Isolamento dos alcaloides e outros metabélitos da fase WCD

A fase WCD (4,0 g) foi submetida a purificacdo por CC de silica gel (d = 4,5
cm; h = 38 cm) utilizando os solventes hexano, acetato de etila, diclorometano e
metanol em ordem crescente de polaridade. Este procedimento levou a obtencéo de
22 sub-fracbes que posteriormente foram reunidas com base na semelhanca de
seus Rfs em CCDA.

TABELA 17. Fragdes obtidas da CC de WCD

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (mL) eluente
WCD-2 1-2 100,0 300,0 Hex : AcOEt
9:1
WCD-3 3 150,0 200,0 Hex : AcOEt
8:2
WCD-5 4-5 300,0 200,0 Hex : AcOEt
4:6
WCD-7 6-7 200,0 200,0 Hex : AcOEt
3.7
WCD-9 8-9 150,0 200,0 Hex : AcOEt
11
WCD-10 10 250,0 100,0 DCM : MeOH
98:2
WCD-12 11-12 350,0 300,0 DCM : MeOH
WCD-13 13 150,0 200,0 95:5
WCD-15 14-15 750,0 200,0
WCD-18 16-18 250,0 200,0 DCM : MeOH
9:1
WCD-19 19 600,0 200,0 DCM : MeOH
8:2
WCD-22 20-22 550,0 200,0 MeOH
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As fragcbes de 13 a 19 revelaram positivamente para Dragendorff sendo
selecionadas para posteriores purificagdes. As fracdes 9 e 22 foram monitoradas por
RMN de 'H e apresentaram sinais de compostos fendlicos, sendo também
selecionadas para purificacao.

3.5.1. Purificagéo da fragao WCD-18

A fragcdo WCD-18 foi submetida & purificacdo por CC de Sephadex LH-20,
utilizando metanol como sistema eluente. Este procedimento levou a obtencéo de 10
novas sub-fracdes. As subfracdes de 3 a 7 apresentaram um Unico spot revelado
positivamente com o reagente de Dragendorff, posteriormente este alcaloide foi
identificado como sendo a waltheriona B (A17) (78,8 mg).

3.5.2. Purificagéo da fragao WCD-13

A fracdo WCD-13 foi submetida a purificagdo por CC de silica gel granulacao
sob presséo (d = 2,5 cm; h = 25 cm) utilizando como eluente os solventes hexano e
acetato de etila em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 19 novas sub-

fracOes, posteriormente reunidas com base na semelhanca de seus Rfs.

TABELA 18. Sub-fracdes obtidas da CC de WCD-13

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (mL) eluente
WCD-1305 1-4 40,00 200,0 Hex : AcOEt
25-75
WCD-1308 5-8 34,00 200,0 Hex : AcOEt
WCD-1309 9 17,00 100,0 18:82
WCd-1313 10-13 30,00 150,0
WCD-1317 14-17 25,00 100,0 AcOEt
WCD-1319 18-19 2,000 100,0 MeOH

As sub-fracdes de 10 a 13 foram reunidas e posteriormente foi identificado a
cumarina-lignéide cleomicina A (CL1), ja as sub-fragbes de 14 a 17 também foram
reunidas e posteriormente identificadas como sendo uma mistura de cleomicina A
(CL1) e waltheriona-D (A13).
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3.5.3. Purificagéo da fragao WCD-15

Esta fracdo foi submetida a procedimento idéntico de purificacdo aquele
realizado com a fragcdo WCD-13. Foram obtidas 40 novas sub-fragbes que
posteriormente foram reunidas com base na semelhanca de seus Rfs em CCD e de
acordo com anélises de RMN de *H.

TABELA 19. Sub-fracdes obtidas da CC de WCD-15

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (ml) eluente

WCD-1506 1-6 5,000 100,0 Hex : AcOEt
WCD-1508 7-8 7,000 100,0 25:75
WCD-1513 9-13 4,000 100,0
WCD-1515 14-15 2,500 100,0
WCD-1520 16-20 7,000 100,0 Hex : AcOEt
WCD-1523 21-23 8,000 100,0 2:8
WCD-1528 24-28 200,0 100,0 Hex : AcOEt
WCD-1534 29-34 400,0 100,0 1:9
WCD-1535 35 25,00 100,0 DCM:MeOH
WCD-1536 35-36 15,00 100,0 95:5
WCD-1537 37 15,00 100,0 MeOH
WCD-1538 38 5,000 100,0
WCD-1539 39 5,000 100,0
WCD-1540 40 47,00 100,0

Em CCD revelando-se com o reagente de Dragendorff, observou-se que o0s
alcaloides ficaram concentrados entre as fracdes de 16-40. As fracbes 38 e 39
apresentaram-se puras e iguais em CCD, sendo posteriormente identificadas como
sendo o alcaloide waltheriona A (A16). J4 a fracdo 40 também apresentou-se pura
em CCD, sendo posteriormente identificado como sendo a waltheriona B (A18). Foi
dado prosseguimento na purificagdo das sub-fracbes 28 e 34. As fracdes de 35 a 37
apresentaram a waltheriona-A (A16) impura.

3.5.4. Purificagdo da sub-fragdo WCD-1528

Esta sub-fracdo foi submetida a purificacdo por CC de silica gel granulacdo
sob-presséo (d = 2,5 cm; h = 25 cm) utilizando como eluente, um sistema isocratico
DCM : MeOH 97:3. Foram obtidas 17 sub-fragbes que posteriormente foram
reunidas por CCD e monitoradas por RMN de 'H. Essas anélises mostraram que a
fracdo WCD-1528 era composta majoritariamente por cumarinas-lignéides
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concentradas entre as sub-fracbes de 1 a 8. Foram reunidas as fracbesde 1 a7 e a
fracdo 8 foi mantida separada.

3.5.5. Purificagédo das sub-frages WCD-152807 e WCD-152808

Estas duas sub-fracdes foram submetidas a idéntico processo de purificagao
por CC de silica gel (d = 2,5 cm; h = 12 cm). Da sub-fracdo WCD-152807 foram
obtidas 15 novas sub-fragbes coletadas em frascos de 20 mL. Neste procedimento
foram obtidas duas cumarinas lignoides puras, na sub-fracéo 4 foi obtida a di-acetil-
cleomicina A (CL2) e na sub-fracdo 5 foi obtida a cleomicina A (CL1). Ja para a sub-
fracdo WCD-152808 foi obtida apenas uma mistura das duas cumarinas-lignéides
CL1 e CL2 nafragéo 5.

3.5.6. Purificacao da sub-fragdo WCD-1534

Esta sub-fracao foi submetida a purificacdo por CC de silica flash sob pressao
(d =2,5 cm; h = 27 cm) utilizando se como sistema eluente os solventes hexano,
acetato de etila, diclorometano e metanol em ordem crescente de polaridade. Este
procedimento levou a obtencdo de 41 novas sub-fracées posteriormente reunidas
com base na semelhanca de seus Rfs em CCD e por andlises de RMN de *H.

TABELA 20. Sub-fragGes obtidas da CC de WCD-1534

Cddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mQ) solvente (ml) eluente
WCH-153408 1-8 5,000 400,0 Hex : AcOEt
11
WCH-153409 9 3,500 50,00 Hex : AcOEt
11
WCH-153412 10-12 5,000 100,0 Hex : AcOEt
WCH-153414 13-14 23,00 200,0 25:75
WCH-153415 15 30,00 50,00
WCH-153417 16-17 100,0 100,0
WCH-153423 18-23 100,0 300,0 Hex : AcOEt
18:82
WCH-153427 24-27 200,0
WCH-153430 28-30 6,500 200,0 DCM : MeOH
95:5
WCH-153435 31-35 3,500 200,0 DCM : MeOH
9:1
WCH-153440 36-40 2,300 200,0 MeOH
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As Sub-fracbes de 15 a 30 apresentaram alcaloides quando monitoradas por
CCDA com reagente de Dragendorff, as sub-fragfes 23 e 27 apresentaram como
componente majoritario a waltheriona-D (A13).

3.5.7. Purificagdo da sub-fragdo WCD-153417

Uma vez que esta fracdo apresentou dois spots revelados positivamente com
Dragendorff em CCD, a mesma foi submetida a purificagdo por CC de silica gel
granulacdo sob pressao (d = 1,5 cm; h = 22 cm), utilizando como eluente o sistema
isocratico Hex : AcOEt 18:82. Foram obtidas 15 sub-fracbes coletadas em
erlenmeyrs de 50 ml cada, sendo que os alcaloides ficaram concentrados na sub-
fracdo 15.

3.5.8. Purificagdo da sub-fragcdo WCD-15341715

Esta sub-fracdo foi submetida a purificacdo por CC de Sephadex LH-20,
utilizando como sistema eluente metanol. Foram obtidas 9 sub-fracbes. Nas fracdes
4 e 5 ficaram concentrados um alcaloide, que posteriormente foi identificado como
sendo o alcaloide N-metil-waltheriona A (A11).

3.5.9. Purificacao da fracdo WCD-09

Esta fracdo foi submetida a CC de silica gel (d = 2,5 cm; h = 27 cm) com
sistema eluente composto dos solventes hexano e acetato de etila em ordem
crescente de polaridade, foram obtidas 15 novas sub-fragdes que posteriormente
foram reunidas com base na semelhanca de seus Rfs.

TABELA 21. Sub-fra¢gdes obtidas da CC de WCD-09

Caddigo Fracdes Massa Volume de Sistema
reunidas (mg) solvente (ml) eluente
WCD-0905 1-5 40,00 200,0 Hex : AcOet
7.3
WCD-0907 6-7 35,00 200,0 Hex : AcOet
6:4
WCD-0910 8-10 25,00 100,0 Hex : AcOet
WCd-0912 11-12 15,00 100,0 3.7
WCD-0914 13-14 08,00 100,0 Hex : AcOEt
11
WCD-0915 15 14,00 100,0 MeOH
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A sub-fracdo 7 apresentou-se pura em CCDA, sendo posteriormente
identificada como sendo a cumarina escopoletina (C1).

3.5.10. Purificagdo da fragao WCD-22

A fracdo WCD-22 foi submetida a purificagdo por CC de Sephadex LH-20 (d =
2,5 cm; h = 50 cm), utiizando metanol como sistema eluente. Foram obtidas 30
novas sub-fracdes, reunidas com base na semelhanca de seus Rfs em CCDA ou a
partir de analise comparativa de seus espectros de RMN de 'H. Na sub-fracdo 7
obteve-se uma substancia pura, posteriormente identificada como sendo o acido
clorogénico (Q-1). Nao foi dada continuidade a purificacdo das demais sub-fracdes
de WCD-22.

3.6. Estudo quimico do caule de W. brachypetala por HPLC-UV-MS-MS

Com o objetivo de se obter mais informacées a cerca dos alcaloides
quinolonicos de Waltheria brachypetala Turcz. foi realizado um estudo das fases
WCH e WCD via HPLC-UV-MS e HPLC-UV-MS-MS. Foi realizado um levantamento
na literatura dos alcaloides derivados da antidesmona e um estudo tedrico sobre
uma possivel rota dos intermediarios das waltherionas. Entdo, para todas essas
estruturas levantadas foi feito o calculo de suas massas, somado o valor de uma
unidade, ja considerando o modo de ionizacdo positivo. Assim foi realizado uma
busca dos ions selecionados e em seguida realizado os experimentos de MS-2.

3.6.1. Condi¢cdes experimentais de analise por HPLC-DAD das fase WCH e
WCD.

Para andlise das fases WCH e WCD via CLAE-DAD foi utilizada coluna C-18
(5 micra) em sistema gradiente de eluicdo, utilizando-se os solvente metanol,
acetonitrila e agua, de acordo com a tabela 22. Foi escolhida uma faixa de
comprimento de onda de 200 a 600 nm. Posteriormente estas mesmas condi¢cdes
foram reproduzidas no aparelno de HPLC-MS, onde para cada banda
cromatogréfica foi possivel saber a massa pseudo-molecular [M + H'] da substancia
correspondente.
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TABELA 22. Sistema gradiente de eluigdo em CLAE-DAD

Tempo Fluxo agua acetonitrila metanol
(min) (mL/min) (%) (%) (%)
0,00 0,80 5,00 5,00 90,0
50,0 0,80 40,0 40,0 30,0
70,0 0,80 30,0 60,0 10,0
80,0 0,80 30,0 60,0 10,0
80,1 0,80 5,00 5,00 90,0
90,0 0,80 5,00 5,00 90,0

3.6.2. Condic¢des para as analises de MS

v' Condigbes gerais:
Modo de ionizacéo: Eletro-spray (ESI), modo positivo.
Volume de inje¢&o: 20 microlitros
Concentracao de fase (extrato particionado): 50 micromolar

v' Condic¢6es especificas de MS para a fase WCH:
CUR =30,0
IS = 5000
Temperatura: 450°C
Gas 1=40,0
Gas 2=45,0
Ihe = on
CAD = 6,00
DP = 20,0
FP =400,0
EP =12,00
CEP = 28,82
CE =60, mas variando de acordo com cada substancia.
CXP =4,00
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v' Condic¢6es especificas de MS para a fase WCD

CUR = 40,0

IS = 5500
Temperatura: 450°C
Géas 1=30,0

Géas 2=20,0

Ihe = on

CAD =*

DP =60,0

FP =350

EP =9,00

CEP = 28,82

CE = 60, mas variando de acordo com cada substancia

3.6.3. Anélises de HPLC-MS/MS da fase WCH
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FIGURA 6b. Cromatograma de ions totais selecionados da fase WCH
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A partir da andlise de HPLC-MS/MS da fase WCH utilizando o modo ion
selecionado, foram obtidos 17 picos com seus respectivos valores de m/z no modo
positivo. Estes posteriormente foram submetidos a andlise por HPLC-MS/MS. A
identificacdo dos compostos referentes a estes picos estd discutida no item
“Resultados e Discussfes”. O quadro 12 apresenta 0s respectivos tempos de
retencdo referente a cada pico e o valor de m/z do ion pseudo-molecular.

Pico Tempo de m/z Substancia
cromatografico | Retencéo M+ H'] identificada
(min)
1 32,53 394 waltheriona A
2 34,08 394 waltheriona B
3 39,29 348 13-hidroxi-melochinona
4 41,36 348 waltheriona D
5 43,00 348 diasteroisomero da
waltheriona D
6 50,54 322 hyeronimona
7 51,61 356 waltheriahyeronimona
8 52,30 370 brachytelona B
9 56,23 322 vanessina
10 56,13 320 antidesmona
11 57,72 336 brachytelona C
12 58,88 306 desoxi-antidesmona
13 59,79 336 chamaedrona
14 63,44 370 brachytelona A
15 65,48 336 metil-hyeronimona
16 65,58 354 waltheriantidesmona
17 69,10 336 brachytelona D

QUADRO 12. Alcaloides identificados por HPLC-MS/MS da fase WCH
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3.6.4 - Anélises de HPLC-MS/MS da fase WCD
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FIGURA 6c¢. Cromatograma de ions totais selecionados da fase WCD

A partir da analise de HPLC-MS da fase WCD utilizando o modo ion
selecionado, foram obtidos 8 picos com seus respectivos valores de m/z no modo
positivo. Estes posteriormente foram submetidos a andlise por HPLC-MS/MS. A
identificacdo dos compostos referentes a estes picos estd discutida no item
“Resultados e Discussfes”. O quadro 13 apresenta 0s respectivos tempos de
retencdo referente a cada pico e o valor de m/z do ion pseudo-molecular.

Pico Tempo de m/z Substancia
cromatografico | Retencéo M+ H'] identificada
(min)

1 32,53 364 13-hidroxi-9,10-ep0xi-
melochinona

2 34,08 364 10-hidroxi-waltheriona D

3 39,29 364 epi-10-OH-waltherionaD

4 41,36 394 waltheriona A

5 43,00 394 Waltheriona B

6 50,54 348 13-OH-melochinona

7 51,61 348 Waltheriona D

8 63,00 332 melochinona

QUADRO 13. Alcaloides identificados por HPLC-MS/MS da fase WCD
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3.7. Materiais e métodos
3.7.1. Obtencao dos extratos brutos

Raizes e caule secos foram moidos em moinho da marca Willey TECNAL
modelo TE-650. Para a maceracdo do material vegetal moido foi utilizado etanol
destilado do grupo de Produtos Naturais da UFSCAR e aparelho de Ultra-turrax
operando com 14,7 rpm. Para a concentracdo de fracdes liquidas foram utilizados
rota evaporadores rotatérios sob pressao reduzida: BUCHI, rotavapor R-114 equipado
com banho BUCHI B-480 e recirculador refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido
a 5°C e BUCHI, rotavapor R-200 equipado com banho BUCHI B-490 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C.

3.7.2. Separac¢fes cromatogréficas
Para a purificagéo das substancias foram utilizadas:

i. Cromatografia por adsorcdo em coluna de vidro (CC) utilizando-se como fase
estacionaria silica-gel 70-230 mesh e 230-400 mesh da ACROS ORGANICS.

ii. Cromatografia por exclusdo em coluna de vidro utilizando como fase estacionaria
Sephadex LH-20, da Amersham Pharmacia Biotech AB.

iii. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, utilizando-se o equipamento SHIMADZU
LC-6AV, condi¢des analiticas e preparativas com valvula de reciclo e “loop” de 200
pL. Como fase estacionaria foi utilizada colona propil-diol (25 x 0,46 cm) para o
modo analitico e (30 x 0,78 cm) no modo semipreparativo e didametro de particula
10um. Como fase movel foram utilizados os solventes hexano, etanol, diclorometano
e metanol garu HPLC das marcas da MERCK, TEDIA e da J. T. BECKER.

3.7.3. Andlises por Cromatografia em Camada Delgada

Para as andlises em CCD foram utilizadas folhas de aluminio com silica gel
60 F254, com 0,2 mm de espessura da Merck. Como reveladores foram utilizados
luz UV nos comprimentos de onde de 254 e 365 nm, utilizando-se Cabine tipo
Spectroline modelo CM-10 com luz tipo Spectroline modelo ENF-260C. Foram
utilizandos ainda os reagentes de Dragendorff e Liebermann-Burchard.

O reagente de Lieberman-Burchard foi preparado em capela adicionando-se
cuidadosamente 5 mL de acido sulfarico concentrado para cada 20ml de anidrido
acético e 20 mL alcool etilico misturados em banho de gelo.

O reagente de Dragendorff foi preparado a partir de duas solucdes A e B. A
solucdo A foi preparada dissolvendo em 80 ml de &gua 1,7g de nitrato basico de
bismuto, j& para a solucédo B foi dissolvido 16g de iodeto de potdssio em 40 mL de
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agua. A solucéo estoque foi preparada a partir da mistura 1:1 (V:V) da solucédo A e B
e mantida em refrigerador. O reagente Spray foi preparado adicionando-se para cada
5 ml de solugédo estoque 10 g de &cido tartarico em 50 mL de agua.

3.7.4. Métodos de determinacgédo estrutural

Foram utilizados os seguintes métodos para determinacdo estrutural das
substancias isoladas:

i. Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *C (1D e 2D)

Para as analises de RMN substancias puras ou em mistura foram
solubilizadas em solventes deuterados da ALDRICH CHEMICAL COMPANY,
ACROS ORGANICS, CIL-CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIES, com % de
deutério de 99,8% para CDCl3; e MeOD e 99,9% para DMSO-d6.

Foram utilizados espectrometros de RMN do DQ/UFSCAR: Brucker DRX 9,8
T (400 MHz para RMN de *H e 100 MHz para RMN de *3C) e AVANCE IIl 400NANO
Varian 9,4 T (400 MHz para RMN de *H e 100 MHz para RMN de *3C).

ii. Espectrometria de Massas

Para as analises de MS no modo ESI as amostras puras foram solubilizadas
em metanol grau HPLC para uma concentragdo de 5 ug/ml e para a andlise de
extratos, estes foram solubilizados também em metanol grau HPLC na concentracao
de 50 pg/ml. Foram utilizados os equipamentos MICROMASS QUATTRO LC -
Modo de ionizagdo Eletrospray (ESI) (modo positivo) do LABIOMIM/UFSCAR
(Laboratorio de Bioquimica Micromelecular de Microorganismos) e APPLIED BIO
SYSTEM MS (triplo quadrupolo) equipado com fonte ESI/APCI modelo Agilent 1200
do Laboratério de Produtos Naturais da UFSCAR, para as analises de HPLC/MS foi
utilizado este equipamento, sendo que para o cromatografo foi utilizada coluna C-18
(15 x 0,5 cm) e particula de 5 um de diametro.

Para as andlises de GC/MS as amostras foram dissolvidas em acetato de etila
grau HPLC, sendo injetados 1ul de composto na concentracdo de 1mg/ml, com split
ratio 10. Para os alcaloides foi utilizada rampa padrdao descrita na literatura por
(BUSKE et. al.; 1999), para a cumarina escopoletina e o derivado de nor-ionona
calendina foi utilizada rampa com temperatura do injetor 250°C e temperatura da
interface 280°C, a temperatura inicial de 70°C mantida por 5 min e elevando
10°C/min até 250°C, mantendo-se esta temperatura por 10 minutos. Foi utilizado o
equipamento Shimadzu QP 5000- lonizagdo por Impacto Eletrénico (70 eV) do
DQ/UFSCAR e coluna DB-5.
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As substancias inéditas foram submetidas a analises por espectrometria de
massas de alta resolucéo, utilizando-se o equipamento BRUKER DALTONICS,
BILLERICA, modelo UltrOTOFq-ESI-TOF (modo positivo e negativo) pertencente ao
laboratério de Espectrometria de Massas do grupo de pesquisa de Produtos
Naturais e Sintéticos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
USP.

iii. Rotacdo oOptica

Os compostos com carbono quiral tiveram sua rotacéo optica determinada em
equipamento PERKIN-ELMER modelo 241 do laboratério de Sinteses Organicas do
prof. Thimothy John Brockson. Utilizou-se como solventes: diclorometano e metanol
grau HPLC e as concentracdes foram determinadas a partir de modelos da literatura.

iV. Curvas de Dicroismo Circular

Curvas de DC foram obtidas em aparelho JASCO-720 do grupo de Biofisica
Molecular do Instituto de Fisica da USP (Séo Carlos). Foi utilizada como faixa de
comprimento de onda 200 a 500 nm.
3.7.5. Processamento de espectros

Os espectros de RMN de 'H e 'C foram processados utilizando-se os

softwares TOPSPIN 6.0, ACD LABS e Spin Works. Os espectros de massas e
dicroismo circular foram processados pelos respectivos softwares dos aparelhos.
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3.8. Metabdlitos secundarios isolados

3.8.1. Alcaloides quinolinicos e quinolin-4-onas

Nome: antidesmona

Cddigo: Al

Aspecto fisico: 6leo amarelo
Origem: raiz e caule

Identificagao estrutural: p. 63
Atividades biologicas: p. a partir de
323

Nome: brachytelona A

Cddigo: A2

Aspecto fisico: 6leo marrom

Origem: raiz e caule

elucidacéo estrutural: p. 95
atividades biolégicas: a partir de 323
SUBSTANCIA INEDITA

Nome: chamaedrona

Cddigo: A3

Aspecto fisico: 6leo amarelo
Origem: raiz e caule

Identificagao estrutural: p. 88
Atividades biologicas: p. a partir de
323

Nome: hyeronimona

Cébdigo: A-4

Aspecto fisico: 6leo amarelo
Origem: raiz e caule

Identificagao estrutural: p. 134
Atividades biologicas: p. a partir de
323
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Nome: brachytelona C

Cddigo: A5

Aspecto fisico: 6leo incolor
Origem: raiz e caule

elucidacéo estrutural: p. 120
atividades biolégicas: p. a partir de
323

Nome: brachytelona B

Cddigo: A6

Aspecto fisico: 6leo incolor
Origem: raiz e caule

elucidacéo estrutural: p. 107
atividades biologicas: p. a partir de
323 SUBSTANCIA INEDITA

Nome: N-metil-antidesmona
Cddigo: A7

Aspecto fisico: 6leo marrom
Origem: raiz e caule

Identificagao estrutural: p. 86
Atividades bioldgicas: p. a partir de
323

Nome: N-metil-waltheriona A
Cédigo: A1l

Aspecto fisico: sélido branco amorfo
Origem: raiz e caule

Identificagao estrutural: p. 165
Atividades biologicas: p. a partir de
323

Nome: waltheriona C

Cdbdigo: Al2

Aspecto fisico: so6lido branco amorfo
Origem: raiz e caule

Identificagao estrutural: p. 193
Atividades biologicas: p. a partir de
323

SUBSTANCIA INEDITA
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0
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Nome: waltheriona D

Cddigo: A13

Aspecto fisico: so6lido branco amorfo
Origem: raiz e caule

elucidacéo estrutural: p. 204
atividades biologicas: p. a partir de
323 SUBSTANCIA INEDITA

Nome: 4-O-metil-waltheriona A
Cédigo: Al4

Aspecto fisico: so6lido branco amorfo
Origem: raiz e caule

elucidacéo estrutural: p. 170
atividades biologicas: p. a partir de
323

Nome: N-metil-waltheriona B
Cddigo: A15

Aspecto fisico: so6lido branco amorfo
Origem: raiz e caule

elucidacéo estrutural: p. 188
atividades biologicas: p. a partir de
323 SUBSTANCIA INEDITA

Nome: waltheriona A

Cddigo: A16

Aspecto fisico: sélido branco amorfo
Origem: raiz e caule

Identificagao estrutural: p. 150
Atividades bioldgicas: p. a partir de
323
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Nome: waltheriona B

Cédigo: A-17

Aspecto fisico: so6lido branco amorfo
Origem: raiz e caule

Identificagcao estrutural: p. 174
Atividades biolégicas: p. a partir de
323

Nome: 10-hidréxi-waltheriona D
Cddigo: A-18

Aspecto fisico: 6leo amarelo
Origem: raiz e caule

elucidacéo estrutural: p. 219
atividades biologicas: p. a partir de
323 SUBSTANCIA INEDITA

Nome: waltheriantidesmona
Cdbdigo: A-19

Aspecto fisico: 6leo amarelo
Origem: caule

elucidacéo estrutural: p. 73
atividades biolégicas: p. a partir de
323 SUBSTANCIA INEDITA

Nome: brachytelona D

Cddigo: A-20

Aspecto fisico: 6leo incolor
Origem: caule

elucidacéo estrutural: p. 127
atividades biologicas: p. a partir de
323 SUBSTANCIA INEDITA

Nome: 8-O-metil-hyeronimona
Cddigo: A-21

Aspecto fisico: so6lido branco amorfo
Origem: caule

Identificagéo estrutural: p. 142
Atividades biolégicas: p. a partir de
323
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Nome: desoxi-antidesmona
Cddigo: A-22

Aspecto fisico: 6leo amarelo
Origem: caule

Identificagao estrutural: p. 138
Atividades biologicas: p. a partir de
323

Cdbdigo: A-8
\ Aspecto fisico: so6lido branco amorfo
| Origem: raiz
OH Identificacdo estrutural: p. 237
Atividades biologicas: p. a partir de
323

O O \ Nome: franganina
N

Caddigo: A-9
\ Aspecto fisico: so6lido branco amorfo
H—
N H Origem: raiz
OH Identificacao estrutural: p. 242
Atividades biologicas: p. a partir de
323

(@) @) \ Nome: frangulanina
N
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H\ N

Nome: adoutina Y’

Cddigo: A-10

Aspecto fisico: sélido branco amorfo
Origem: raiz

Identificagao estrutural: p. 245
Atividades biologicas: p. a partir de
323

3.8.3. Flavonoides e derivado do acido quinico

Nome: tilirosideo

Cddigo: F-1

Aspecto fisico: sélido amorfo
amarelo

Origem: raiz

Identificagao estrutural: p.
249

Atividades bioldgicas: p. a
partir de 323

Nome: 5,7,3',4'-tetra-metoxi-catequina
Cddigo: C-1

Aspecto fisico: sélido branco

Origem: raiz e caule

Identificagao estrutural: p. 254
Atividades biologicas: p. a partir de
323
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OH
OH

HO @)

OH

OH
OH

3.8.4. Triterpenos

ac. ursélico

lupeol

Nome: galocatequina

Cddigo: C-2

Aspecto fisico: solido vermelho

Origem: raiz

Identificagao estrutural: p. 258
Atividades biologicas: p. a partir de

323

ac. oleandlico

alfa-amirina

Nomes: ac. ursdlico e
ac. oleandlico
Cdbdigos: T-3e T-4
Aspecto fisico: solido
branco amorfo
Origem: raiz
Identificacdo: 264

beta-amirina

Identificagao: 267

Nomes: lupeol, beta-amirina e alfa-amirina
Cddigos: T-1, T-2, T-3e T-4
Aspecto fisico: so6lido branco amorfo
Origem: raiz (isolados em mistura)
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3.8.5. Cumarino-lignanas e cumarina

H,CO HsCO

AN X
ogiNe! o
|
Nome: cleomicina A Nome: di-acetil-cleomicina A
Cddigo: CL-1 Cddigo: CL-2
Aspecto fisico: sélido branco Aspecto fisico: sélido branco
Origem: raiz Origem: raiz
Identificagao estrutural: p. 269 Identificagcao estrutural: p. 276
Atividades biolégicas: p. a partir de Atividades biolégicas: p. a partir de
323 323
H,;CO N Nome: escopoletina
Cddigo: CM-1
Aspecto fisico: sélido branco
HO O O Origem: raiz e caule
Identificagéo estrutural: p. 282
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4. Determinagé&o estrutural das substancias isoladas
4.1. Alcaloides quinoldnicos
4.1.1. Identificagdo do alcaloide Al

A substancia Al foi isolada das fases hexanica da raiz e do caule de W.
brachypetala. Esta substancia apresentou-se como um Oleo amarelo e revelou
positivamente com o regente de Dragendorff em CCDA, sugerindo-se assim, a
presenca de nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de 'H de Al apresentou sinais que caracterizam a
presenca de uma cadeia alquilica lateral na molécula, como um tripleto em & 0,87 (J
= 7,0 Hz), carateristico de metila terminal; um sinal intenso em & 1,25 e multipletos
entre & 1,3 — 1,8 caracteristicos de hidrogénios metilénicos. Este espectro
apresentou ainda quatro sinais de hidrogénios em & 2,08 (dddd); 2,20 (dddd); 2,58
(ddd) e 2,75 (ddd), sugerindo a presenca de um sistema ciclico com um grupo
carbonilico ou centro estereogénico vizinho a estes hidrogénios.

Observou-se ainda no espectro de RMN de *H de A1 um multipleto em d 3,27
integrando para um hidrogénio e dois simpletos integrando para trés hidrogénios
cada, em & 3,94 e 2,36 caracteristicos de metila ligada a um heteroatomo e metila
ligada a carbono sp? de sistema aromatico, respectivamente.

| Acquisition Time (sec) 32834 | Comment WRH 55-11-28-5-09 _ |pae 13 Sep 2010 14:26:08 1
| File Nome "C\Documents and SetingsIDQ 01\DesktoplEspectros de ressan nca 400 MHADJA3B109D3833108_ 001000Rd  Frequency (MHz) 40021 8 |
| Mucleus tH | Numberof Transients 16 _ [ origina! Points Count 32768 | Points Count 32768 -

[Pulse Sequence 2030 | Solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz)  9980.04

8.7229
7.2701
9406
3.2663
2.7587
2.7458 —
2.6042
2.5981
2.3630
22161
2.1940
2.1872
2.1217
o859
5083
4824
46565
4550
4482
4284
4139
4025
B934
0.8767
0.8582

| b oak ff, | s |
J 1 i ) "“I"'\_..-"l W \l\a____.-...__
0.94 28 0.85 090352 148 151 1089 412

. 10EI o 95 8.0 &5 % 80 15 10 65 éiﬂ 5.5 50 45 40 i5 30 25 20 15 10 05 0 05
Chemical Shift (ppm)

FIGURA 7. Espectro de RMN de *H de A1 (400 MHz, CDCls)
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cquisition 2634 [  13Sep2010 142608
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FIGURA 8. Ampliac&o do espectro de RMN de *H de A1 (3 1,9 — 4,2)
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FIGURA 9. Ampliac&o do espectro de RMN de *H de A1 (3 0,3 - 2,4)

Através da andlise do mapa de correlacbes do HSQC de Al foi possivel
verificar que os sinais de hidrogénios em 6 2,08 e 2,20 correlacionam-se com o sinal
de carbono em & 22,45; justificando a alta constante de acoplamento de 14 Hz
verificada no espectro de RMN de *H; enquanto que os sinais de hidrogénios em
2,58 e 2,75 correlacionam-se com sinal de carbono em & 32,24; o que também
justifica a alta constante de 18 Hz verificada no espectro de RMN de 'H, de modo
gue se tem dois pares de hidrogénios possivelmente diasterotopicos ou aq,
carbonilicos.

Verificou-se ainda no mapa de correlagdes do HSQC, a correlacdo do sinal de
hidrogénio em & 3,27 (m) com o sinal de carbono em & 30,31; enquanto que para o
sinal de carbono em & 30,58 s&o observadas correlacdbes com dois sinais de
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hidrogénio em & 1,45 (sobreposto) e 1,75 (sobreposto), sugerindo que estes
hidrogénios sejam vizinhos a um centro estereogénico.

L4
o

FIGURA 10. Mapa de correlagbes HSQC de Al (CDCls; 400 MHz)

O mapa de correlagcdes do espectro de COSY de Al foi fundamental para
identificar as conectividades entre os hidrogénios na estrutura deste composto. A
analise deste espectro confirmou os acoplamentos entre os hidrogénios geminais
emd 2,08 e 2,20 e em © 2,58 e 2,75. Observou-se ainda que ambos os hidrogénios
em 0 2,58 e 6 2,75 correlacionam-se com os hidrogénios geminais em 6 2,08 e 2,20;
sendo assim possivel, juntamente com o céalculo das constantes de acoplamento,
caracterizar a multiplicidade desses hidrogénios com sendo ddd. Ja os hidrogénios
em & 2,08 e 2,20 além de correlacionarem com ambos os hidrogénios em 6 2,58 e
2,75; também correlacionam-se com o hidrogénio em & 3,27; sendo possivel
caracterizar a multiplicidade destes hidrogénios como dddd, confirmando a analise
da multiplicidade pelos calculos das constantes de acoplamento.
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Através do mapa de correlagbes do espectro de COSY foi possivel observar
ainda a correlacado entre o hidrogénio em & 3,27 com os hidrogénios metilénicos
diasterotopicos em & 1,45 e 1,75 sugerindo a possibilidade do hidrogénio em & 3,27
estar ligado a um carbono quiral. A Ultima correlacdo importante observada foi entre
a metila em & 0,87 com o sinal largo em © 1,25 de grupo metilénico.

|

Q{j %
il
4, » i
= |
= L.
= | '-
|
c;'l Fi: | = L= .
| 3 |
| 4 5
1|
1

FIGURA 11. Mapa de contorno do espectro de COSY de Al
(CDCls, 400MHz, 6 0,5 - 4,5)
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A partir da andlise dos espectros de RMN de *H, COSY e HSQC foi possivel
sugerir uma parte da estrutura molecular de A-1 como sendo:

Através da andlise do mapa de correlacdes do HMBC de Al, verificou-se que
0s sinais de hidrogénios geminais em 0 2,58 e 2,75 correlacionaram com um sinal
caracteristico de carbonila conjugada em & 194,8. Essa correlagcdo confirmou que 0s
hidrogénios metilénicos com deslocamentos quimicos diferentes sdo a (d 2,58 e
2,75) e B ( 2,08 e 2,20) carbonilicos. O sinal de hidrogénio em & 2,75 apresentou
ainda uma corregdo com sinal de carbono olefinico em & 139,1; sugerindo a
presenca de uma ligacao dupla préxima.

O sinal de hidrogénio em & 3,27 apresentou correlagdo com os carbonos
metilénicos em & 22,45 e 30,58 confirmando a conectividade de parte da estrutura
proposta anteriormente. Este hidrogénio apresentou ainda correlagdo com um sinal
de carbono olefinico em 131,98 confirmando assim a sugestdo anterior da presenca
de uma ligagdo dupla no anel, possivelmente conjugando com a carbonila em &
194,8.

22,45 131,9
| 139,1

I 195,8>§
|_|
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O sinal de metoxila em & 3,93 correlacionou-se com o sinal de carbono
olefinico em & 147,61 e com um sinal de carbono carbonilico conjugado em &
173,36. Ja o sinal de metila em & 2,36 apresentou correlacdo com dois sinais de
carbonos olefinicos em & 139,08 e 147,61; sugerindo-se assim a vizinhanga entre
estes dois carbonos, sendo possivel propor uma segunda parte para a estrutura
molecular de Al.

Uma vez que o sinal de hidrogénio em & 3,27 correlacionou com o sinal de
carbono carbonilico em & 173,36 foi possivel fazer a unido das duas partes
propostas para a estrutura molecular de Al.

H
W o
N 173360,
;\ CH,
H | |
0] H

O espectro de massas de A-1 obtido no modo de ionizacéo Eletro-Spray (ESI)
apresentou o ion pseudo-molecular [M + H]" em m/z = 320 Da; sendo assim possivel
atribuir o nimero de CH; da cadeia lateral como sendo sete. Concluiu-se a proposta
para a estrutura do alcaloide A-1, como sendo um alcaloide quinolin-4-ona.
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FIGURA 12. Mapa de correlagbes do HMBC de Al (CDCls; 400 MHz)

A estrutura de Al nado € inédita. O primeiro relato para esta estrutura foi em
1999 por Buske e colaboradores (BUSKE et. al.; 1999), que publicaram a estrutura
deste alcaloide primeiramente como sendo um alcaloide isoquinolinico, isolado de
uma planta endémica da Africa tropical, Antidesma membranaceum. Este alcaloide
foi nomeado entdo como antidesmona. Entretanto, este mesmo grupo de pesquisa
ao realizar estudos de biossintese por marcacéo isotépica em culturas de células de
A. membranaceum (BRINGMANN et. al.; 2000), fez a corre¢cdo da estrutura da
antidesmona como sendo um alcaloide quinolin-4-ona (BRINGMANN et. al.; 2000b).
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o] OH o] H
Estrutura proposta em 1999 Estrutura proposta em 2000
(BUSKE et. al.; 1999) (BRINGMANN et. al.; 2000b)

FIGURA 13. Estruturas propostas para o alcaloide antidesmona

Os dados de RMN de *H e **C (figura 15) de Al foram comparados com
aqueles reportados por Bringmann e colaboradores (BRINGMANN et. al.; 2000b)
(tabela 23), de modo que o alcaloide Al foi identificado, inequivocamente, como
sendo a antidesmona. Este € o primeiro relato de isolamento da antidesmona de W.
brachypetala. Entre espécies da tribo Hermannieae, este alcaloide foi anteriormente
isolado de Waltheria douradinha (GRESSLER et. al.; 2008) e Melochia chamaedrys
(DIAS et. al.; 2007b).

'III |
i IR
1L RN 90 S 11

FIGURA 14. Espectro de RMN de *3C (BB) de Al (CDCls; 100 MHz)
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A estereoquimica do carbono 5 da antidesmona foi previamente definida
como sendo S através de estudos tedricos e experimentais de dicroismo circular
(BUSKE et. al.; 1999). A fim de confirmar a estereoquimica de Al foi realizado
experimento de a.p nas mesmas condi¢cdes encontradas na literatura (BUSKE et. al.;
1999) e (DIAS et. al.; 2007b), e o valor encontrado [0]o®> = + 26° (c 1,5; CHCly),
confirma também a estereoquimica (S) para o carbono 5 de Al, idéntico a (S)-

antidesmona.

TABELA 23. Dados de RMN de *H e *C do alcaloide A1

Posicao A-1 Antidesmona (Lit*)
(CDCls) (CDCls)
H/C 'H400 MHz | ®C 100 MHz | 'H500MHz | ™C 125 MHz
6 (ppm) J (Hz) 6 (ppm) 6 (ppm) J (Hz) 6 (ppm)
2 - 139,08 - 138,90
3 - 147,61 - 147,50
4 - 173,36 - 172,18
5 3,26 (m) 30,31 3,27 (m) 30,30
6ax 2,08 (dddd, 14; 2,08 (dddd, 14;
14,7; 4,5; 4,3) 24,45 14,7; 4,7, 4,4) 24,30
6eq 2,20 (dddd, 14; 2,20 (dddd, 14;
5,3;2,4;4,3) 5,3;2,4;4,4)
7ax 2,75 (ddd, 14,7 2,75 (ddd, 14,7
;18,1; 5,3) 32,24 ;18,2; 5,3) 32,20
7eq 2,58 (ddd, 18,1 2,58 (ddd, 18,2
4,4 2,4) 4.4 2,4)
8 - 194,80 - 194,60
9 - 131,98 -
10 - 139,10 - 139,00
11a 1,757 1,757
(sobreposto) 30,58 (sobreposto) 30,50
11b 1,457 1,457
(sobreposto) (sobreposto)

12-16 1,25-1,80 29,20-29,60 |1,25-1,80 29,20 — 29,60
17 1,25 22,64 1,25 22,60
18 0,87 (t; 7,0) 14,08 0,87 (t; 7,0) 14,00

2-C-CHjs 2,36 (S) 14,62 2,36 (S) 14,50
3-O-CH3; 3,93 (S) 59,50 3,93 (S) 59,40
N-H 8,73 (SI) - 8,73 (SI) -

" (BRINGMANN et. al.; 2000b); * Estes valores podem estar trocados.
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FIGURA 15. Espectro de Massas de Al (ESI; modo positivo)
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FIGURA 16. Propostas de fragmentacdes para a antidesmona (Al)
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4.1.2. Elucidagéo estrutural do alcaloide A19

A substancia A19 foi isolada da fase hexanica do caule de W. brachypetala
Turcz. Esta substancia apresentou-se como um Oleo amarelo e revelou
positivamente com o reagente de Dragendorff em CCDA, sugerindo-se a presenca
de nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de 'H de A-19 apresentou sinais bem semelhantes ao da
antidesmona (A-1), destacando-se a presenca de dois simpletos em & 3,93 e 2,35
caracteristicos do grupo metoxilico em C-3 e da metila ligado a carbono sp?
aromatico, respectivamente. Verificou-se ainda sinais anadlogos como o multipleto
em O 3,25 referente ao hidrogénio H-5, e os sinais de hidrogénios a, carbonilicos
em 0 2,08; 2,20; 2,58 e 2,75. O sinal de hidrogénio em & 2,58, que no espectro de
RMN de 'H da antidesmona aparece como um ddd; no espectro de RMN de *H de
A-19 encontra-se sobreposto a um tripleto, de modo que estes dois sinais integram
juntos para trés hidrogénios.

Além deste sinal de tripleto em & 2,62 observam-se outras diferencas entre os
espectros de RMN de 'H da antidesmona e de A-19, como a auséncia do tripleto
referente & metila terminal em & 0,87 e a presenca de um multipleto entre & 7,15 —
7,28 bem caracteristico de grupo fenila em livre rotacgéo.

FIGURA 17. Espectro de RMN de *H de A19 (400 MHz, CDCls)
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7.287
2
7.184

FIGURA 18. Ampliac&o do espectro de RMN de 'H de A19
(regido de hidrogénios aroméaticos)
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FIGURA 19. Ampliacdo do espectro de RMN de *H de A19 (5 0,8 — 2,8)
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Analisando do mapa de correlagcdes do espectro de COSY, pbde-se confirmar
o acoplamento entre os hidrogénios metilénicos a e  carbonilicos, bem como o
acoplamento dos hidrogénios 3 carbonilicos com o hidrogénio H-5, assim como
ocorre na estrutura de Al, entretanto neste espectro ndo sdo observadas as
correlacdes entre o hidrogénio H-5 (& 3,27) com os hidrogénios em & 2,20 e 1,75
uma vez que as constantes de acoplamento sdo pequenas. Mas comparando 0s
dados espectrais até agora discutidos para A19 com aqueles da antidesmona, é
possivel afirmar que parte da molécula de A19 é idéntica a uma parte da molécula
da antidesmona.

8,73
Antidesmona
(BRINGMAN et. a.; 2000b)

No espectro de COSY observa-se ainda correlagdes entre os hidrogénios do
anel aromético, além da correlagéo entre o sinal de hidrogénio em & 2,62 (t) com um
sinal sobreposto em & 1,60 de hidrogénios metilénicos.

Dada a dificuldade de integracdo dos sinais dos hidrogénios aromaticos no
espectro de RMN de 'H de A-19 devido & sobreposicdo de sinais com o sinal do
cloroféormio deuterado, foi realizada uma analise conjunta dos espectros de HSQC e
RMN de *C. Observou-se no espectro de HSQC que o sinal de hidrogénio entre &
7,14-7,19 correlaciona-se com um sinal de carbono referente a dois carbonos
guimicamente e magneticamente equivalentes em & 128,25 e com um sinal de
carbono em & 125,47, caracterizando assim trés hidrogénios arométicos. Ja o sinal
de hidrogénio entre & 7,24-7,29 correlacionou-se com o sinal referente a dois
carbonos 6 128,06 caracterizando dois hidrogénios para este sinal.

Para a integracéo do sinal de hidrogénio referente ao tripleto sobreposto em &
2,62 foi feita uma andlise do mapa de correlagbes espectro de HSQC com projecao
do espectro obtido de DEPT135°. Observou-se que esse sinal de hidrogénio
correlacionou-se com o sinal de carbono metilénico em & 35,95 confirmando que se
tratava de hidrogénios metilénicos.
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FIGURA 20. Mapa de correlagbes do HSQC de A19 (CDCls; 400 MHz)
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FIGURA 22. Mapa de correlacées do *H x *H COSY de A19 (5 0,6 — 3,3)
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Uma vez que foi evidenciada a presenca de uma cadeia lateral na estrutura
de A19, devido aos sinais caracteristicos de hidrogénios metilénicos observados no
espectro de RMN de 'H e, dada a auséncia do sinal referente & metila terminal,
sugeriu-se que a cadeia lateral da estrutura de A19 possui um grupo fenilico
terminal, haja vista a presenca de cinco hidrogénios aromaticos na forma de
multipleto. Foi sugerido ainda que o sinal de tripleto em & 2,62 refere-se a
hidrogénios metilénicos benzilicos.

Para tanto, foi feita uma comparacdo entre os dados de RMN de 'H e *3C
referentes a esta parte da molécula de A19, com um modelo de &cido fenil-alcandico
previamente descrito na literatura (PIZZOLATTI et. al.; 2004), onde foi evidenciado
grande similaridade.

A-19 (PIZZOLATTI et. al.; 2004)

O espectro de RMN de **C de A19 apresentou um sinal de carbono sp? em &
142,78 que néo apareceu no espectro de DEPT135°, tratando-se portanto de um
carbono totalmente substituido, este atribuido ao carbono 1 do grupo fenilico, cujo
valor apresentou grande semelhanca ao descrito na literatura citada anteriormente.

Através da andlise do espectro de HMBC de A19 observou-se a correlacdo
entre o sinal de hidrogénio em & 2,62 com o carbono sp? em & 142,78 confirmando
assim gque esse sinal tratava-se de hidrogénios metilénicos benzilicos. O sinal
multipleto referente a dois hidrogénios em & 7,18 correlacionou-se também com o
carbono metilénico benzilico em & 35,95 confirmando-se que este hidrogénio refere-
se as posicdes 2 e 6 do anel aromatico.

Os sinais de hidrogénio da parte da molécula de A19 proposta como idéntica
a antidesmona (Al), apresentaram as mesmas correlacdes a mdultiplas ligacdes no
espectro de HMBC, destacando-se as correlacbes do hidrogénio em & 2,58 com o
carbono carbonilico em & 194,87 e com o carbono sp?> em & 138,97; além das
correlacdes do hidrogénio em & 3,25 com o carbono sp? em & 132,0 e com a
carbonila em & 173,40.
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Correlagfes observadas no HMBC de A-19
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FIGURA 23. Mapa de correlagbes do HMBC de A19 (CDCls; 400 MHz)
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FIGURA 24. Mapa de correlagbes do HMBC de A19 (&¢ 125 — 205)
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FIGURA 25. Mapa de correlagbes do HMBC de A19 (6¢ 10 — 40)
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A partir da unido das duas partes propostas para a estrutura de A19, e com a
confirmacdo das atribuicbes de deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono
nos espectros de RMN de *H e *C, bem como das respectivas multiplicidades dos
carbonos através do espectro de DEPT135°, foi proposta a estrutura de A19 como

sendo:
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FIGURA 26. Espectro de RMN de *3C (BB) de A19 (CDCls, 100 MHz)




83 | Parte 1 - Resultados e Discussoes: Determinagao estrutural

52

20551
\-20.15
28.221

064

- 125.407
24.323
14576

—50.288
35.842

31,367
-/ 30,392

uwy
o~
el
o

/20

128

130 125 120 115 110 105 100 95 80 85 80 75 70 65 60

FIGURA 27. Espectro de DEPT 135° de A19 (CDCls; 100 MHz)

O tamanho da cadeia lateral de A19 foi determinado a partir da analise do
espectro de massas obtido com fonte de ionizacdo ESI no modo positivo, onde
verificou-se o ion pseudo-molecular [M + H em m/z 354 Da, sugerindo assim cinco
grupos metilénicos na cadeia lateral de A19. O espectro de massas de Al9 os
mesmos picos de ions produtos verificados para a antidesmona (Al), sugerindo
mecanismos similares de fragmentacdo, como a quebra da cadeia lateral nas
posicdes 11 e 12 e perdas de C,H, e CO.

A estrutura proposta para Al19 é inédita e confirmada também por
espectrometria de massas de alta resolugdo, onde verifica-se o ion pseudo-
molecular [M + H]" em m/z 354,2064 compativel com a férmula molecular
C22H2703N. A estereoquimica do carbono 5 foi designada como sendo idéntica a (S)-
antidesmona, haja visto o valor encontrado de [a]p® = + 26° (c 1,5 M; CHCls),
guando comparado com a literatura (BUSKE et.al.; 1999). O alcaloide A19 foi
nomeado como w-antidesmona.
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0] H

Estrutura do alcaloide A19
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FIGURA 28. Espectro de massas de A19 (ESI, modo positivo)
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FIGURA 29. Espectro de massas de alta resolucdo de A19 (ESI, modo positivo)
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. Propostas de fragmentacéo para A19
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TABELA 24. Dados de RMN de *H e *C do alcaloide A19

Posicao A19 Antidesmona (Lit*)
(CDCls) (CDCls)
H/C '"H400 MHz | ®C100MHz | 'H500MHz | ™°C 125 MHz
6 (ppm) J (Hz) 6 (ppm) 6 (ppm) J (Hz) 6 (ppm)

2 - 138,12 - 138,90

3 - 147,63 - 147,50

4 - 173,40 - 172,18

5 3,25 (m) 30,31 3,27 (m) 30,30

6ax 2,08 (dddd, 14; 2,08 (dddd, 14;
14,7; 4,5; 4,3) 24,47 14,7; 4,7, 4,4) 24,30
6eq 2,20 (dddd, 14; 2,20 (dddd, 14;
5,3;2,4;4,3) 5,3;2,4;4,4)
7ax 2,75 (ddd, 14,7 2,75 (ddd, 14,7
;18,1; 5,3) 32,23 ;18,2; 5,3) 32,20
7eq 2,58 2,58 (ddd, 18,2
sobreposto 4,4, 2,4)

8 - 194,87 - 194,60

9 - 131,97 -

10 - 138,97 - 139,00

1lla 1,50 - 1,80 1,75
(sobreposto) 30,53 (sobreposto) 30,50
11b 1,45 1,45
(sobreposto) (sobreposto)
12-13 1,25-1,80 29,20-29,60 | 1,25-1,80 29,20 — 29,60
14 1,60 32,12 1,25 22,60
(sobreposto)

15 2,62 (t; 7,0) 36,00 0,87 (t; 7,0) 14,00

r - 142,78 - -

2’ 7,18 (m) 128,25 - -

3 7,28 (m) 128,06 - -

4 7,18 (m) 125,47 - -

5 7,28 (m) 128,06 - -

6’ 7,18 (m) 128,25 - -
2-C-CHs 2,35 (s) 14,68 2,36 (s) 14,50
3-0O-CHg3 3,93 (s) 59,42 3,93 (s) 59,40

N-H 8,68 (sl) - 8,73 (sl) -

T(BRINGMANN et. al.; 2000D)
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4.1.3. Identificagdo do alcaloide A7

A substancia A-7 foi isolada em pequena quantidade (1,1mg) da fase
diclorometano da raiz (WCD). Esta substancia apresentou-se como um 6leo amarelo
e revelou positivamente com o reagente de Dragendorff em CCDA, sugerindo-se a
presenca de nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de 'H de A-7 apresentou grande semelhanca com o
espectro da antidesmona, destacando-se os sinais de hidrogénios metilicos em &
3,93 e & 2,35 referente a metoxila ligada em C-3 e a metila ligada ao C-2 sp?,
respectivamente, além do sinal de metila terminal como tripleto em & 0,87; sinais de
hidrogénios metilénicos a,3 carbonilicosem & 2,58 e 2,75 (a), 6 2,08 e & 2,20 (B); o
sinal de hidrogénio na posicdo 5 em & 3,26 além dos sinais referentes aos
hidrogénios metilénicos da cadeia lateral.

O espectro de RMN de 'H de A-7 apresentou um sinal adicional integrando
para trés hidrogénios em & 3,70; que, dada a auséncia do sinal de N-H na faixa de &
8,70 foi sugestivo da presenca de um grupo N-metil na estrutura de A-7.

r~r r~~r~rr+r1r -1 r+-r1 ‘"~1 "“~“"1r+— 71 "1 *1 1t 1 rt1r T 1T rrtT T rTrrTor
PPM g4 80 76 7.2 65 64 6.0 56 5I 4% 44 40 36 32 2.8 I4 0 16 1.2 0.8 04 0.0

FIGURA 31. Espectro de RMN de *H de A7 (400 MHz, CDCl,)
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FIGURA 32. Ampliacédo de parte do espectro de RMN de 'H de A7

O espectro de massas de A7, obtido no modo de ionizagdo por impacto de
elétrons, apresentou o sinal de m/z 333 compativel com formula molecular da
antidesmona N-metilada C,oH3:03N, além de fragmentacdo caracteristica de cadeia
saturada com perda sucessiva de unidades de CH,, até o pico base em m/z 207,
com posterior perda de CO para o fragmento em m/z 187. Comparando com o
modelo da antidesmona, a fragmentacdo no modo EI difere-se do modo ESI,
enquanto que neste a quebra da cadeia lateral ocorre entre os carbonos 11 e 12, no
impacto eletrénico a cadeia vai quebra a partir da perda de cada unidade CH,.

P L AL WAL N U T AL N ALY N N
LR o b . S

FIGURA 33. Espectro de Massas (El, 70 e'V) de A7
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Através da analise dos dados espectrais obtidos para A7 e a comparacdo dos
mesmos com a literatura, essa substancia foi identificada com sendo a N-metil-
antidesmona. O valor de [a]p® = + 26° (¢ 1,5; CHCIls) obtido para A7 é compativel
com a estereoquimica da (S)-antidesmona para o carbono 5.

o) CHs

N-metil-antidesmona

4.1.4. |dentificagdo do alcaloide A3

A substancia A3 foi isolada das fases hexanica da raiz e do caule de W.
brachypetala. Esta substéncia apresentou-se como um solico branco amorfo e
revelou positivamente com o reagente de Dragendorff, sugerindo a presenca de
nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de 'H de A3 apresentou sinais caracteristicos das
quinolonas discutidas anteriormente, destacando-se os sinais em & 3,89 e 2,30
integrando para trés hidrogénios cada, caracteristicos de metoxila e metila ligada a
carbono sp? aromatico, respectivamente. Estes sinais, juntamente com o simpleto
largo em & 8,16 sugeriram a presenca do nucleo quinolénico idéntico a antidesmona.

Observou-se ainda no espectro de RMN de *H de A3 sinais caracteristicos de
hidrogénios de cadeia alquilica lateral, como o simpleto intenso em & 1,25 de
hidrogénios metilénicos e o tripleto em & 0,87 (J=7,0 Hz) referente a metila terminal.
Comparando com o espectro de RMN de *H da antidesmona é possivel sugerir que
o hidrogénio na posicao 5 da estrutura de A3 é o multipleto que absorve em & 2,90.

E possivel observar neste espectro dois sinais adicionais, sendo um simpleto
integrando para trés hidrogénios em © 3,50 e um duplo-dupleto em 6 4,23 (J =5,6 e
10,0 Hz), caracteristicos de metila ligada a heteroatomo e hidrogénio oxi-metinico
respectivamente.
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Figura 34. Espectro de RMN de *H de A3 (CDCls; 400 MHz)"

“Para este espectro, os valores de & foram reajustados para a referéncia CDCl; (7,270 ppm)
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FIGURA 35. Ampliacdo do espectro de RMN de *H de A3 (5 0 — 4,5)
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O mapa de correlacbes do espectro de HSQC de A3 apresentou
informacgdes importantes sobre a estrutura deste composto. Observou-se a presenca
de trés grupos metilénicos diasterotopicos referente aos carbonos em 6 31,96; 22,72
e 21,76 que correlacionaram com dois hidrogénios cada. Comparando com o0s
valores de RMN de **C da antidesmona, foi possivel sugerir que o sinal de carbono
em & 31,96 refere-se a posicao 11. Neste espectro observou-se que o sinal referente
a metila em & 3,50 correlacionou-se com o sinal de carbono em 6 55,84 confirmando
gue se trata de uma metoxila, o deslocamento deste sinal para um campo de maior
blindagem é tipico de metoxila ligada a um sistema ciclico saturado (BARREIROS
et. al.; 2007).

Observa-se ainda no mapa de correlagbes do espectro de HSQC de A3 a
correlagdo entre o hidrogénio em & 4,23 com o sinal de carbono em & 75,48;
sugerindo que o grupo metoxilico esteja ligado a este carbono, sendo este um
possivel centro estereogénico. O sinal de hidrogénio em & 2,90 correlacionou-se
com o sinal de carbono em & 31,00, sendo este atribuido a C-5.

No mapa de correlagbes do espectro de HMBC de A3, observou-se a
correlagé@o entre os hidrogénios metilénicos diasterotépicos em & 1,62 e 1,96 com 0s
sinais de carbono em & 31,0; ® 75,48 e 128,87 sugerindo vizinhanga aos carbonos
C-5, carbono oximetinico e carbono sp? respectivamente. Os hidrogénios
metilénicos diasterotopicos em & 2,14 e 1,69 correlacionaram com 0s sinais de
carbono em & 141,00 e 75,48 sugerindo a vizinhanca destes hidrogénios com os
carbonos sp? e oxi-metinico, respectivamente a uma ou mais ligacdes.

Observa-se ainda neste espectro a correlacao entre o sinal de metoxila em &
3,50 com o carbono oxi-metinico em & 75,48 e do hidrogénio em & 2,90 com o0s
sinais de carbono em & 22,72; 128,87 e 171,85 sendo possivel sugerir parte da
estrutura de A3 como sendo:

Correlagdes de HMBC para A3
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FIGURA 36. Mapa de correlagbes do HSQC de A3 (CDCls; 400 MHz)

| |
|
‘ ‘ | l; | l
| ||t . .'||L g "I\.__y_'_x___,,'\'w«*-" :\H_f\...-’ e ] N
P
e 5 Cﬁ =
]
|
c_r'J D L0 2
) r
_ % b
s 2 = &=
{
|
— @
|
|
|1
=| e
B
il - -

FIGURA 37. Mapa de correlagbes do HSQC de A3 (6¢ 10 — 80)
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FIGURA 38. Mapa de correlagbes do HMBC de A3 (CDCls; 400 MHz)

O espectro de massas (El) de A3 apresentou o ion molecular em m/z
335 Da, sendo possivel afirmar que a cadeia lateral de A-3 possui sete grupos
metilénicos. Com base na andlise dos dados espectrais apresentados e a
comparacao com dados da literatura (DIAS et. al.; 2007b), a substancia A3 foi
identificada, inequivocamente, como sendo o alcaloide quinolin-4-ona chamaedrona.
Este alcaloide foi isolado anteriormente de Melochia chamaedrys (DIAS et. al;
2007b), sendo este o0 segundo relato de ocorréncia deste alcaloide na literatura.

A estereoquimica da chamaedrona foi determinada por difracdo de
raios-X por Dias e colaboradores (DIAS et. al.; 2007b). Neste estudo, verificou-se
que a estereoquimica do carbono C-5 da chamaedrona é a mesma da (S)-
antidesmona. J4 para o carbono 7, verificou-se por raio-X que a estrutura mais
estavel tem a metoxila em face beta e o valor medido de [a]p® = -3,8° (c 1,2;
CHClIs). Assim, dado o valor de [a]p® = - 3,9° (c 1,2; CHCIs;) para A-3, sugere-se que
A-3 tenha a mesma estereoquimica que a chamaedrona relatada na literatura.
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FIGURA 39. Espectro de massas de A3 (El, 70 e'V)
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FIGURA 40. Principais fragmentacdes de A3
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TABELA 25. Dados de RMN de *H e *C de A3

Posicao A-3 chamaedrona (Lit*")
(CDCl3) (CDCl3)
H/C 'H400 MHz | ®C100MHz | 'H400MHz | ™C 100 MHz
6 (ppm) J (Hz) 6 (ppm) 6 (ppm) J (Hz) 6 (ppm)
2 - 138,0 - 137,95
3 - 144,68 - 144,57
4 - 171,85 - 171,75
5 2,90 (m) 31,00 2,90 (m) 30,58
6a 1,62 (m) 22,72 1,62 (m)
6b 1,96 (m) 1,96 (m) 22,65
7 4,23 (dd; 5,0; 75,48 4,27 (dd; 5,0; 75,03
10) 10)
8a 1,69 (m) 21,76 1,69 (m) 22,15
8b 2,14 (m) 2,14 (m)
9 - 128,90 - 128,87
10 - 141,00 - 140,98
1lla 1,50 - 1,80 31,96 1,75 (m)
(sobreposto) 31,87
11b 1,45 1,25
(sobreposto) (sobreposto)
12-17 1,25-1,80 22,20-32,0 |1,25-1,80 22,20 - 32,51
18 0,87 (t; 7,0) 14,40 0,86 (t; 7,0) 14,09
7-OCHgs 3,50 (s) 55,84 3,49 (s) 55,74
2-C-CHs 2,30 (s) 14,40 2,34 (s) 14,40
3-0O-CHg3 3,89 (s) 59,50 3,93 (s) 59,78
N-H 8,20 (sl) - NO™ -

T(BRINGMANN et. al.; 2000a)
"2 Esses valores s&o atribuidos por HSQC e HMBC.
" sinal ndo observado ou n&o publicado.
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4.1.5. Elucidacéao estrutural do alcaloide A2

A substancia A-2 foi isolada de fase hexanica da raiz e do caule de W.
brachypetala. Esta substancia apresentou-se como um Oleo de coloracéo
amarronzada e revelou positivamente com o reagente de Dragendorff em CCDA,
sugerindo assim a presenca de nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de 'H de A2 apresentou sinais caracteristicos dos
alcaloides quinolbnicos discutidos anteriormente, como os sinais em o 3,88 e 2,44
caracteristicos de metoxila em C-3 e metila ligado a carbono C-2 sp?
respectivamente, o sinal de multipleto em & 3,03 caracteristico no hidrogénio H-5.
Sdo observados ainda sinais de multipleto entre & 1,25 — 1,80 caracteristicos de
hidrogénios metilénicos de cadeia alquilica saturada.

A exemplo do espectro de RMN de 'H da w-antidesmona (A19), ndo se
observou o tripleto em & 0,87 referente a metila terminal da cadeia lateral, mas sim
um tripleto adicional integrando para dois hidrogénios em & 2,60 (J = 8,0Hz) e dois
multipletos tipico de sistema AB, integrando para cinco hidrogénios, sugerindo assim
uma fenila terminal para a cadeia lateral da estrutura de A2. Outro sinal de metila
ligada a heterodtomo foi observado em & 3,95, sugerindo a presenca de metoxila ou
N-metila como substituinte na estrutura de A2.

2 1 O ppm
Seale: 0.7127 ppmicm, 285 2 Hz/em

FIGURA 41. Espectro de RMN de *H de A2 (CDCI3; 400 MHz)’

"Para este espectro os valores de deslocamento quimico 8y foram calibrados para a referéncia CDCl; 8 7,270 com 0 acréscimo
de 0,032 ppm.
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FIGURA 42. Regido de hidrogénios aromaticos do espectro de RMN de *H de A2
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FIGURA 43. Ampliacdo do espectro de RMN de *H de A2 (5 0,7 — 3,2)
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O mapa de correlagbes do espectro de HSQC de A2 apresentou informacgdes
importantes sobre a estrutura deste composto. O sinal referente a metila em 6 3,95
correlacionou-se com o sinal de carbono em & 65,37 0 que caracterizou a presenca
de uma N-metoxila na estrutura de A2 dada a desblidagem do carbono metilico
acima de ® 63,5 de acordo com (RAZAKOVA et. al; 1984). Esse tipo raro de
substituicdo justifica a auséncia do sinal de N-H no espectro de RMN de 'H de A2.

Observou-se ainda neste espectro dois grupos de hidrogénios metilénicos
diasterotépicos. Os sinais de hidrogénio em 6 1,75 e 1,25 correlacionaram-se com o
sinal de carbono em & 31,55, sendo este carateristico do carbono C-11 vizinho ao
centro esterogénico em C-5, quando comparado com os valores de C-11 dos
alcaloides Al, A19 e A3 discutidos anteriormente. O multipleto em & 3,03
correlacionou-se com o sinal de carbono em & 31,30, sendo estes sinais
caracteristicos da posicao 5 do anel B das quinolonas discutidas anteriormente.

Os hidrogénios metilénicos diasterotopicos em & 1,45 e 1,85 correlacionaram
com o sinal de carbono em & 24,27; e dada a presenca de apenas dois grupos de
hidrogénios metilénicos diasterotopicos verificado no espectro de HSQC de A2,
sugeriu-se a presenca de apenas um centro estereogénico na molécula, sendo este
referente a posi¢do 5. Assim, foi possivel atribuir o sinal de carbono em & 24,27 a
posicéo 6.

Observou-se ainda outras correlagdes importantes, como a do tripleto em &
2,60 com o sinal de carbono em & 36,0 caracteristico de carbonos metilénicos
benzilicos. O sinal de hidrogénios metilénicos em & 2,67 correlacionou-se com o
sinal de carbono em & 23,61 sugerindo ser vizinho a um carbono sp? devido &
desblindagem desses hidrogénios.

O mapa de correlacdes do espectro de COSY confirmou o acoplamento entre
o hidrogénio H-5 em & 3,03 com os hidrogénios metilénicos diasterotépicos ligados
aos carbonos em & 31,55 (C-11) e 24,27 (C-16), enquanto que os hidrogénios
metilénicos em & 2,67 correlacionaram com hidrogénios em & 1,80 sobrepostos,
sugerindo acoplamento entre estes. Através deste espectro observou-se também o
acoplamento entre os hidrogénios aromaticos.

Devido a auséncia de sinais de outros substituintes (OH e OCHs;, por
exemplo) no espectro de RMN de *H foi proposta duas partes para a estrutura de A-
2 e buscou-se modelos da literatura para comparar os deslocamentos quimicos de
hidrogénio e carbono. A primeira parte da molécula seria o nucleo quinolénico
comum aos alcalbdides quinolénicos Al, A19, A7 e A3, porém com uma substituicdo
N-metdxi no anel A e nenhuma substituicdo no anel B. A segunda parte da molécula
seria composto do grupo fenilico ligado a uma cadeia lateral em livre rotacdo com a
unido entre as duas partes através do carbono C-11.
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© <0

FIGURA 47. Mapa de correlacées do *H x *H COSY COSY de A2 (3 0 — 4,0)

As correlacbes observadas no espectro de HMBC de A-2 confirmaram as
atribuicbes de oy e Oc propostas com base nos experimentos de HSQC e COSY
guando comparados com o alcaloide vanessina, previamente relatado na literatura
(GRESSLER et. al.; 2008); destacando-se a correlagéo entre o sinal de hidrogénio
em © 2,67 com o sinal referente ao carbono C-10 em 6 142,98; a correlacdo do sinal
de hidrogénio em © 1,85 com o sinal do carbono C-5 em & 31,30 e a correlagéo do
sinal de tripleto, referente aos hidrogénios benzilicos em & 2,60 com o sinal de
carbono sp? em & 142,71 referente ao carbono aromatico C-1’, pertencente ao grupo
fenil terminal da cadeia lateral.

2,67

3,95

Principais correlacbes de HMBC observadas para A-2
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O espectro de RMN de '3C apresentou todos os sinais de carbono da

estrutura de A-2, inclusive os carbonos totalmente substituidos e o sinal da carbonila
conjugada do nucleo quinolénico em 6 169,90.
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FIGURA 53. Ampliacdo do espectro de RMN de *C de A2 (5 5 — 70)
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O espectro de massas de A-2 (ESI, modo positivo) apresentou o ion pseudo-
molecular em m/z 370, confirmando a estrutura de A-2 com a cadeia lateral
contendo cinco grupos metilénicos. Assim, através da andlise de todos os dados
espectrais apresentados e a comparacdo com modelos da literatura foi possivel
elucidar a estrutura de A-2 como sendo um alcaloide aril-alquil-quinolin-4-ona, cuja
estrutura é inédita, sende este alcaloide nomeado como brachytelona A. A
configuracéo do carbono C-5 da brachytelona A foi atribuida como sendo (S), dado o
valor de [a]p® = + 27,5° (¢ 1,5; CHCls), quando comparado com a literatura,
considerando a antidesmona como modelo (Buske et.al.; 1999).

Uma vez que a estrutura da brachytelona A é inédita, foi realizada a anélise
por espectroscopia de massas de alta resolucdo (HRMS), onde se observou no
modo positivo o fon pseudo-molecular [M + H]" em m/z 370,244 compativel com a
férmula molecular da brachytelona A (C23H3103N).

|
OCH,

Estrutura da brachytelona A (A-2)

Murilo Alka 8
EDS_MUR_A8_LCDI370a 1045 (22.694) 1: Daughters of 370ES+
2.96e6

100, 206.1

= 191.1

173.1
162.1

370.4

338.4

FIGURA 54. Espectro de massas de A2 (ESI, modo positivo)
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TABELA 26. Dados de RMN de H e *C de A-2

Posicdo A-2 Literatura’
(CDCl3) (CDCl3)
H/C 'H400 MHz | ®C100MHz | 'H400MHz | ™C 100 MHz
6 (ppm) J (Hz) 6 (ppm) 6 (ppm) J (Hz) 6 (ppm)
2 - 138,65 - 141,80
3 - 143,77 - 143,50
4 - 169,90 - 172,30
5 3,03 (m) 31,30 3,27 (m) 31,86
6a 1,85 2,08 (dddd, 14;
sobreposto 24,27 14,7; 4,7, 4,4) 24,60
6b 1,45 2,20 (dddd, 14;
(sobreposto) 53;2,4;4,4)
7 1,80 16,70 2,75 (ddd, 14,7
(sobreposto) ;18,2; 5,3) 16,90
8 2,67 23,61 - 27,90
9 - 128,52 - 128,90
10 - 142,98 - 141,80
1lla 1,75 1,75
(sobreposto) 31,55 (sobreposto) 30,50
11b 1,25 1,45
(sobreposto) (sobreposto)
12-13 1,25-1,85 27,90 -29,60 | 1,25-1,80 29,20 — 29,60
14 1,60 32,53 1,60 32,12
(sobreposto) (sobreposto)
15 2,60 (t; 7,0) 36,00 2,62 (t; 7,0) 36,00
r - 142,71 - 142,78
2’ 7,18 (m) 128,39 7,18 (m) 128,25
3 7,27 (m) 128,16 7,28 (m) 128,06
4 7,18 (m) 125,46 7,18 (m) 125,47
5 7,27 (m) 128,16 7,28 (m) 128,06
6’ 7,18 (m) 128,39 7,18 (m) 128,25
2-C-CH3 2,44 (s) 10,37 2,35 (s) 14,68
3-0O-CHg3 3,88 (s) 60,10 3,93 (s) 59,42
N-OCHjs 3,95 (s) 65,37 - -

*Foram utilizados dois modelos da literatura para comparagédo. Das posi¢coes 2 a 11 foi utilizado
como modelo o alcaloide vanessina (GRESSLER et. al.; 2008), para as demais posicbes e
substituintes foi utilizado como modelo o alcaloide A-19 (waltheriantidesmona).
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4.1.6. Elucidacéao estrutural do alcaloide A6

A substancia A6 foi isolada das fases hexanica da raiz e do caule de W.
brachypetala. Esta apresentou-se como um 6leo incolor e revelou positivamente com
reagente de Dragendorff em CCDA, sugerindo a presenca de nitrogénio em sua
estrutura molecular.

O espectro de RMN de 'H de A6 apresentou grande semelhanca com o
espectro de RMN de *'H da brachytelona A (A2), destacando-se os sinais
caracteristicos da cadeia alquilica lateral com um grupo fenilico terminal, sendo os
multipletos entre & 7,14 — 7,28 caracteristicos de anel aroméatico monossubstituido
em livre rotacdo, o tripleto em & 2,60 (J = 8,0 Hz) de hidrogénios metilénicos
benzilicos e demais sinais entre & 1,25 — 1,90, caracteristicos dos hidrogénios
metilénicos da cadeia lateral.

Observou-se ainda neste espectro sinais caracteristicos do nucleo quinolénico
dos alcaloides discutidos anteriormente, como 0s sinais de metila em & 3,81 e 2,58
caracteristicos da metoxila na posicdo 3 e da metila ligada a carbono sp? na posicéo
2, bem como um multipleto em & 2,95 referente ao H-5. Assim como para a
brachytelona A, foi observado um sinal adicional de metila ligada a heteroatomo em
0 4,01 e a auséncia do sinal referente ao hidrogénio ligado a nitrogénio. Foram
observados dois sinais adicionais, com relacdo ao espectro de RMN de 'H da
brachytelona A, sendo um ddd em & 2,78 (J = 19,6; 10,8 e 7,2 Hz), e, um dd em &
3,20 (J = 19,6; 6,0 Hz). A constante de acoplamento de 19,6 Hz em ambos, foi
sugestivo de que estes hidrogénios sejam geminais.
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FIGURA 57. Espectro de RMN de *H de A6 (CDCls; 400 MHz)"

*Os valores de dy foram padronizados para a referéncia d 7,27 referente ao CDCl; com a
adigcdo de 0,03 ppm a cada sinal de d,.
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A partir da analise do mapa de correlagbes do espectro de COSY de A6,
observou-se o acoplamento entre os hidrogénios em & 2,78 e 3,20 confirmando que
estes sdo geminais. O hidrogénio em & 2,78 acopla com hidrogénios sobrepostos
entre 6 1,45 e 1,75; enquanto que o hidrogénio em & 3,20 acopla com um hidrogénio
sobreposto em & 1,70, ja o hidrogénio em 2,95 (H-5) acopla com hidrogénios
sobrepostos entre d 1,25 e 1,55. Observou-se ainda neste espectro o acoplamento
entre hidrogénios metilénicos e o acoplamento entre os hidrogénios do anel
aromatico.

No espectro de HSQC de A6 observou-se quatro grupos de hidrogénios
metilénicos diasterotopicos. Os hidrogénios em & 1,25 e 1,75 correlacionaram com o
sinal de carbono em & 31,60; sendo este caracteristico da posicdo 11. Os
hidrogénios geminais em & 2,78 e & 3,20 correlacionaram com o sinal de carbono
em 0 25,61, enquanto que os hidrogénios em & 1,90 e 1,45 correlacionaram com o
sinal de carbono em & 23,83, enquanto que os hidrogénios em & 1,40 e 1,75
correlacionaram com o sinal de carbono em & 16,17. Todos esses valores de
deslocamento s&o caracteristicos do anel B do nucleo quinolénico, quando
comparado com o modelo da brachytelona A (A2) e do alcaloide vanessina,
previamente reportado na literatura (GRESSLER et. al.; 2008).

O segundo sinal de metoxila observado no espectro de RMN de *H de A6 em
® 4,01 correlacionou-se com o sinal de carbono em 60,76; descartando assim a
possibilidade de tratar-se de uma N-O-metoxila, sugerindo-se entdo que esta
poderia estar ligada na posicdo 4. Isso pode ocorrer devido ao equilibrio entre as
formas ceto e endlica das quinolin-4-onas, como relatado anteriormente por
(WERNER, 1969).

O OH “ OCHj
OCHj -OCHs sam o -OCHSs
| == —
= =
N7 CHg N~ “CHs N~ “CHs
H

Tautomeria ceto-endlica em quinolin-4-onas descrita por (WERNER, 1969)

No espectro de RMN de *H de A6, o deslocamento quimico da metila ligada
ao carbono C-2 sp? apresentou uma desblindagem de 0,14 ppm, quando comparado
com o deslocamento quimico desta metila para o alcaloide brachytelona A. Utilizou-
se entdo um modelo ja descrito na literatura (HOELZEL et. al.; 2005), onde o anel A
€ idéntico ao dos alcaloides quinoldnicos ja discutidos. Neste modelo o alcaloide
quinolinico O-metilado na posi¢édo 4, apresentou a metila na posicdo 2 em & 2,59;
confirmando a hipotese de a metoxila em & 4,01 estar ligada na posi¢cédo 4 do anel A
guinolinico.
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FIGURA 60. Mapa de correlacdes do *H x *H COSY de A6 (CDCls; 400 MHz)

FIGURA 61. Mapa de correlacées do *H x *H COSY de A6 (5 0,8 — 3,4)
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O mapa de correlacdes do espectro de HMBC de A6 apresentou correlagbes
importantes que sugeriram para A6 uma estrutura semelhante a de A2 (brachytelona
A), com mudanca apenas na posi¢ao da metoxila em © 4,01. O sinal de tripleto em &
2,60, referente aos hidrogénios metilénicos benzilicos, apresentou correlacdo com o
sinal de carbono em & 142,69 e 128,35 referentes aos carbonos C1’ e C-2’ da fenila
terminal, bem como com o carbono em & 33,93 da cadeia hidrocarbénica lateral. O
sinal do hidrogénio H-5 em & 2,98 correlacionou com os sinais de carbono em &
31,60 e 23,83; atribuido aos carbonos C-11 e C-6, respectivamente, quando
comparado com respectivos valores de deslocamento destes carbonos para a
brachytelona A (A2). O sinal referente ao hidrogénio H-5 apresentou ainda
correlacéo com o sinal de carbono sp? em & 130,72; atribuido ao carbono C-9.

Observou-se ainda no mapa de correlacdes do espectro de HMBC de A-6 as
correlagbes dos hidrogénios geminais em 8 2,78 e 3,20 com os sinais de carbono
em & 23,83, 16,17 e 14582 atribuidos aos carbonos C-6, C-7 e C-10,
respectivamente, quando comparado com o0s respectivos valores de deslocamento
destes carbonos com aqueles referente a brachytelona A. Estas correlacdes em J-1
e J-2 foram fundamentais para sugerir que o anel B do alcaloide A-6 é idéntico ao da
brachytelona A com a atribuicdo inequivoca dos sinais de hidrogénios citados na
posicéo 8.

Os sinais de simpletos referentes as metoxilas em & 4,01 e & 3,81
correlacionaram-se com o0s sinais de carbono em © 149,51 e O 145,34
respectivamente, sendo estes valores de ¢ atribuidos aos carbonos nas posicoes 4
e 3 do anel A, respectivamente. J& o sinal de metila em & 2,58 correlacionou-se com
o sinal de carbono em & 143,25 atribuido ao carbono C-2.

A partir da anélise do espectro de RMN de **C de A6 foi possivel confirmar os
valores exatos de &c¢ atribuidos aos carbonos a partir da projecdo de &¢ no espectro
de HMBC.

A estrutura do alcaloide A6 foi proposta com base na interpretagéo dos dados
espectrais obtidos e comparacao com dados espectrais da brachytelona A.

Alcaloide A-6 brachytelona A (A-2)
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FIGURA 65. Mapa de correlacbes do HMBC de A6 (0n 6,7 — 7,6; dc 20 — 160)
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FIGURA 68. Espectro de RMN de **C de A6 (BB) (CDCls; 100 MHz)

O espectro de massas de A-6 apresentou o ion pseudo-molecular [M + H]" em
m/z 370, ndo compativel com a estrutura proposta para A6. Acrescentou-se uma
unidade a mais de CH; na cadeia lateral, entretanto, a massa ainda excedia dois
Daltons. O espectro de massas de alta resolucdo, apresentou o ion pseudo-
molecular [M + H]" em m/z 370,2425 compativel com a férmula molecular
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Ca3H3103N. A partir deste dado foi possivel confirmar a presenca de cinco grupos
CH; na cadeia lateral de A6, idéntico ao niumero de CH; da cadeia lateral de A19 e
A2. A massa excedente de 16 daltons foi entdo inequivocamente atribuida a
presenca de um oxigénio ligado ao nitrogénio, caracterizando a presenca de um N-
oxido na estrutura de A6.

A confirmagdo da presenca de N-Oxido na estrutura de A-6 explica
satisfatoriamente a desblindagem verificada nos carbonos C-2 e C-10 de A-6,
guando comparado com 0s mesmos valores de Oc para estes carbonos da
brachytelona A (A-2), esta deblindagem provavelmente deve-se a carga positiva
centrada no 4tomo de nitrogénio.

Outra diferenca observada no espectro de RMN de *H de A-6, quando
comparado com a brachytelona A, esta no deslocamento quimico e na multiplicidade
dos hidrogénios ligados ao carbono 8. Estes hidrogénios na brachytelona A
apresentam-se como multipleto em &y 2,70. Enquanto que em A-6, os hidrogénios
metilénicos na posicdo 8 apresentam deslocamento quimico e multiplicidade
diferentes. Isso provavelmente ocorre pelo efeito sofrido por estes devido a
proximidade do cone de desblidagem da nivem eletrénica do oxigénio do N-6xido. A
proximidade espacial de hidrogénios metilénicos a um grupo N-6xido pode levar a
uma desblindagem de 0,60 ppm para o hidrogénio pseudo-equatorial, enquanto que
para o hidrogénio pseudo-axial, pouca ou nenhuma diferenca € observada de acordo
com a literatura (FARJADO et. al.; 2009).

A partir da andlise dos dados de RMN de 'H e '*C (1D e 2D),
espectrometria de massas, inclusive espectrometria de massas de alta resolucgéo, a
estrutura do alcaloide A-6 foi elucidada e nomeada de brachytelona B, sendo este
alcaloide inédito. A configuracdo do carbono C-5 de A-6 foi atribuida como sendo
(S), dado o valor de [a]p® = + 29° (¢ 1,5; CHCIls), quando comparado com a
literatura, considerando a antidesmona como modelo (BUSKE et.al.; 1999).

Estrutura da brachytelona B (A-6)
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FIGURA 69. Espectro de Massas de A6 (ESI, modo positivo)
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TABELA 27. Dados de RMN de H e *C de A6

Posicéo A-6 brachytelona A
(CDCl3) (CDCl3)
H/C 'H 400 MHz 5C 100 MHz 5 'H (ppm) 5 °C (ppm)
6 (ppm) J (Hz) 6 (ppm) J (Hz)
2 - 143,25 - 138,65
3 - 145,34 - 147,77
4 - 149,51 - 169,90
5 2,98 (m) 31,41 3,03 (m) 31,30
6a 1,90 1,85
sobreposto 23,83 sobreposto 24,27
6b 1,45 1,45
(sobreposto) (sobreposto)
7 1,75 e 1,40 16,17 1,60 16,70
(sobreposto) (sobreposto)
8eq 3,20 (dd; J= 25,00 - 23,61
19,6; 6,0)
8ax 2,78 (ddd; J=
19,6; 10,8; 7,2)
9 - 130,72 - 128,52
10 - 145,82 - 142,98
1la 1,75 1,75
(sobreposto) 31,60 (sobreposto) 31,55
11b 1,25 1,25
(sobreposto) (sobreposto)
12-13 1,25-1,85 27,45 -29,68 | 1,25-1,85 29,20 — 29,60
14 1,60 33,93 1,60 32,53
(sobreposto) (sobreposto)
15 2,61 (t; 8,0) 35,94 2,60 (t; 8,0) 36,00
1T - 142,69 - 142,71
2' 7,18 (m) 128,35 7,18 (m) 128,39
3 7,26 (m) 128,22 7,27 (M) 128,16
4 7,18 (m) 125,60 7,18 (m) 125,46
5 7,26 (m) 128,22 7,27 (M) 128,16
6’ 7,18 (m) 128,35 7,18 (m) 128,39
2-C-CHs 2,58 (s) 11,54 2,44 (s) 10,37
3-0-CHs 3,88 (s) 60,60 3,88 (s) 60,10
4-0-CH3 4,01 60,76
N-OCHjs - - 3,95 (s) 65,37
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4.1.7. Elucidacéo estrutural do alcaloide A5

A substancia A5 foi isolada das fases hexanica de raiz e caule de W.
brachypetala. Esta apresentou-se como um 6leo incolor e revelou positivamente com
o reagente de Dragendorff em CCD, sugerindo a presenca de nitrogénio em sua
estrutura molecular.

O espectro de RMN de 'H de A5 apresentou grande semelhanca com o
espectro de RMN de *H do alcaloide A6. Este apresentou sinais caracteristicos dos
alcaloides quinol6nicos anteriormente discutidos, como os sinais integrando para
trés hidrogénios em & 3,80 e 2,48 referentes & metoxila na posicdo 3 e a metila
ligada a carbono sp® na posicdo 2, respectivamente, e o multipleto em & 2,98
caracteristico do hidrogénio H-5. Foi observado neste espectro os mesmos sinais
dos hidrogénios H-8a e H-8b do alcaloide A6 em & 3,13 (dd; J = 19,6 e 6,0 Hz) e
2,66 (ddd; J = 19,6; 10,8; 6,0 Hz), entretanto com uma pequena variagdo de
deslocamento quimico. A presenca destes sinais analogos aos hidrogénios na
posicdo 8 de A-6, aliado a auséncia do sinal de simpleto referente ao N-H do
sistema quinolénico, sugeriram a presenca de um N-6xido na estrutura de A5.

Observou-se ainda no espectro de RMN de *H de A5 a auséncia dos sinais de
multipleto referente a fenila terminal, bem como dos hidrogénios metilénicos
benzilicos em & 2,61 presentes no espectro de RMN de *H de A6. Dada & presenca
do tripleto integrando para trés hidrogénios em & 0,89 sugeriu-se a presenca de uma
cadeia alquilica lateral com um grupo metil terminal.
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Observou-se ainda no espectro de RMN de 'H de A5 um segundo sinal de
metoxila em & 3,96 atribuido inicialmente a metoxila ligada na posicédo 4 do nucleo
quinolinico devido a grande semelhanca com 0 mesmo espectro de A6
(brachytelona-B).

O espectro de RMN de *C de A5 apresentou sinais de carbono com
deslocamentos caracteristicos da brachytelona-B (A6), como o sinal de carbono
aromatico oxigenado em & 149,93 caracteristico do carbono 4 ligado a uma metoxila,
0 que sugere a auséncia da carbonila nesta posicdo. Observou-se ainda grande
semelhanga com relagdo aos valores de dc referentes ao anel B de A5 com a
brachytelona B.

Assim, a partir da comparacéo dos dados de RMN de *H e *C de A-5 com os
respectivos dados da brachytelona B, foi possivel elucidar a estrutura de A-5 como
sendo um analogo da brachytelona-B, entretanto com a cadeia alquilica lateral com
grupo metil terminal, assim como ocorre nos alcaloides antidesmona (A1), N-metil-
antidesmona (A7) e chamaedrona (A3) anteriormente discutidos.

O espectro de massas de A-5 (ESI, modo positivo) apresentou o ion pseudo-
molecular em m/z 336 daltons, confirmando a estrutura proposta para A5 como
sendo um analogo da brachytelona-B (A-6), cuja cadeia alquilica lateral possui sete
grupos CH,, assim como verificado para os alcaldides Al, A7 e A3. O alcaloide A5 é
portanto inédito, sendo nomeado de brachytelona C. A estrutura deste alcaloide foi
confirmada também por espectrometria de massas de alta resolucdo (ESI, modo
positivo) através do ion pseudo-molecular [M + H'] em m/z 336,2540 compativel com
a formula molecular CyoH3303N.

A configuracdo do carbono C-5 de A-6 foi atribuida como sendo (S), dado o
valor de [a]p® = + 29° (c 1,5; CHCls), quando comparado com a literatura,
considerando a antidesmona como modelo (BUSKE et.al.; 1999).

Estrutura da brachytelona C (A-5)
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TABELA 28. Dados de RMN de *H e C de A-5

Posicéo A-5 Brachytelona B
(CDCls) (CDCls)
H/C 'H400 MHz | ®C 100 MHz | 'H400MHz | ™C 100 MHz
o (ppm) J (Hz) 6 (ppm) 6 (ppm) J (Hz) 6 (ppm)
2 - 143,10 - 143,25
3 - 149,25 - 145,34
4 - 149,96 - 149,51
5 2,98 (m) 31,79 2,98 (m) 31,41
6a 1,62 (m) 23,17 1,45 (m)
6b 1,96 (m) 1,90 (m) 23,83
7 4,23 15,57 1,40 e 1,75 16,17
(sobrepostos)
8eq 3,13 (dd; J = 25,47 3,20 (dd;J = 25,01
19,6; 6,0) 19,6; 6,0)
8ax 2,66 (ddd; J= 2,78 (ddd; J=
19,6; 10,8; 7,2) 19,6; 10,8; 7,2)
9 - 132,42 - 130,72
10 - 145,20 - 145,82
1lla 1,50 - 1,80 31,89 1,75
(sobreposto) (sobresposto) 31,60
11b 1,45 1,25
(sobreposto) (sobreposto)
12-15 1,25-1,80 22,67 — 33,66 | 1,25-1,80 22,20 - 32,51
16 0,89 (t; 7,0) 14,12 0,86 (t; 7,0) 14,09"
2-C-CH3 2,49 (s) 12,72 2,58 (s) 11,54
3-0O-CHg3 3,80 (s) 61,20 3,81 (s) 60,60
4-0-CH3 3,96 (s) 61,85 4,01 (s) 60,76

*valores comparados com os respectivos valores da chamaedrona relatados na literatura (DIAS et. al.; 2007b)
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4.1.8. Elucidagéo estrutural do alcaloide A20

A substancia A-20 foi isolada da fase hexanica do caule de W. brachypetala.
Esta apresentou se como um 6leo amarronzado e revelou positivamente com o
reagente de Dragendorff em CCD sugerindo-se a presenca de nitrogénio em sua
estrutura molecular.

O espectro de RMN de 'H de A20 apresentou sinais caracteristicos dos
alcaloides quinoldnicos descritos anteriormente, como os sinais de metila em & 3,88
e 2,39 caracteristicos da metoxila na posicdo 3 e da metila ligada ao carbono C-2
sp? do anel A quinolénico. Observou-se ainda o sinal de hidrogénio em & 3,03 (m)
referente ao hidrogénio H-5 e os sinais de hidrogénios metilénicos entre & 1,20 e
1,85; que, aliado ao sinal de tripleto em © 0,87 caracterizaram a presenca da cadeia
alquilica lateral com grupo metil terminal; além de um sinal de multipleto em & 2,66
caracteristico de hidrogénios na posi¢do 8 ndo substituida, cuja desblindagem deve-
se a vizinhanga ao sistema aromatico. Observou-se ainda neste espectro um sinal
adicional de metoxila em & 3,96 verificando-se assim grande semelhanca entre a
estrutura do alcaloide A-20 com o alcaloide brachytelona A (A2).
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FIGURA 81. Espectro de RMN de *H de A20 (CDCls; 400 MHz)
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O mapa de correlagcbes do espectro de HSQC apresentou correlagdes
importantes para a elucidacdo da estrutura de A20. O sinal de metoxila em & 3,96
correlacionou-se com o sinal de carbono em & 66,09 sugerindo tratar-se de uma N-
O-metoxila, devido a auséncia do sinal de N-H e a alta desblindagem do carbono
metoxilico acima de & 63,0 como descrito na literatura (RASAKOVA et. al.; 1984).

Foi possivel observar ainda dois pares de sinais de hidrogénios metilénicos
diasterotdpicos, sendo que os hidrogénios em & 1,45 e 1,85 correlacionaram com o
sinal de carbono em & 24,13, enquanto que os sinais de hidrogénios em & 1,25 e
1,75 correlacionaram com o sinal de carbono em & 31,90. Comparando esses dados
com aqueles referentes ao alcaloide brachytelona A (A2) é possivel atribuir estes
valores de &y e d¢ as posigdes 6 e 11 respectivamente.

Outras duas correlagcdes importantes foram verificadas no mapa de
correlacdes do espectro de HSQC de A20. Sinais de hidrogénios sobrepostos em &
1,85 correlacionam-se com o sinal de carbono em & 16,75, enquanto que o sinal de
hidrogénios metilénicos em & 2,70 correlacionou-se com o sinal de carbono em &
23,75. Estes sinais sao facilmente atribuidos as posi¢cdes 7 e 8 quando comparados
com aqueles referentes carbonos das mesmas posicbes da estrutura da
brachytelona A (A2).

O espectro de RMN de *H de A-20 ndo apresentou os sinais de tripleto em d
2,60 referente aos hidrogénios metilénicos benzilicos e os multipletos entre & 7,08 —
7,27 referente a fenila terminal verificados no espectro de RMN de 'H da
brachytelona A2, sendo assim possivel sugerir que a estrutura A20 € um alcaloide
analogo da brachytelona A, cuja Unica diferenca é a presenca de um grupo metil
terminal na cadeia lateral.
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H1,75

31,5511 3,03

185H H ) 1,85H 3,88
: OCHg,

60,10

1,45 1,45
2,44
1,85 1,80 : 3
H | 395 1037
H H OCH;
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A-20 brachytelona A
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O espectro de massas de A20 (ESI, modo positivo) apresentou o ion pseudo-
molecular [M + H]" em m/z 336 daltons, confirmando a estrutura proposta para A20
com uma cadeia alquilica lateral contendo sete grupos CH,, similar aos alcal6ides
antidesmona (Al), N-metil-antidesmona (A7), chamaedrona (A3) e brachytelona C
(A5). A partir da andlise de todos os dados espectrais obtidos para A-20 e
comparacao com os dados espectrais da brachytelona A (A2) foi possivel elucidar a
estrutura do alcaloide A-20, ao qual por ser inédito foi denominado de brachytelona
D. A configuracédo do carbono C-5 de A-6 foi atribuida como sendo (S), dado o valor
de [a]o® = + 27,5° (c 1,5; CHCIs), quando comparado com a literatura, considerando

a antidesmona como modelo (BUSKE et.al.; 1999).

|
OCH,
Estrutura da brachytelona D (A-20)
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Uma vez que a estrutura do alcaloide brachytelona D é inédita, foi obtido o
espectro de massas de alta resolucédo (ESI, modo positivo). Este apresentou o ion
pseudo-molecular [M + H'] em m/z 336,2570 compativel com a férmula molecular
C20H3303N.

if

15

10+

FIGURA 87. Espectro de massas de alta resolucao de A20 (ESI, modo positivo)
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TABELA 29. Dados de RMN de *H e *C de A-20

Posicao A-20 A-21e A-37
(400/100 MHz; *H/**C; CDCls) | (400/100 MHz; *H/**C; CDCls)
H/C d'H 5°C d'H 3°C
J (Hz) J (Hz)
2 - * - 138,65
3 - * - 147,77
4 - * - 169,90
5 3,03 (m) 31,51 3,03 (m) 31,30
6a 1,85 1,85
sobreposto 24,13 sobreposto 24,27
6b 1,45 1,45
(sobreposto) (sobreposto)
7 1,85 16,70 1,80 16,70
(sobreposto) (sobreposto)
8 2,66 23,75 2,67 23,61
9 - * - 128,52
10 - * - 142,98
1lla 1,75 1,75
(sobreposto) 31,90 (sobreposto) 31,55
11b 1,25 1,25
(sobreposto) (sobreposto)
12-17 1,25-1,85 27,90 -29,60 | 1,25-1,80 22,20 - 32,51
18 0,87 (t, 7,0) 14,80 0,87 (t, 7,0) 14,40
(sobreposto) (sobreposto)
2-C-CH3 2,39 (s) 10,54 2,44 (s) 10,37
3-0O-CHs 3,88 (s) 60,26 3,88 (s) 60,10
N-OCHjs 3,95 (s) 66,09 3,95 (s) 65,37

*lComparagéo com os dados espectrais do alcaloide A-2 (brachytelona A) para as posi¢cdes de 2 a 11
e para os substituintes. *ZComparagéo com dados da literatura para a chamedrona (DIAS et. al.;
2007b) para as posi¢cdes de 12 a 18.
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4.1.9. Identificacao do alcaloide A4

A substancia A4 foi isolada da fase hexanica do caule de W. brachypetala.
Esta apresentou-se como um 6leo amarelo e revelou positivamente com o reagente
de Dragendorff em CCDA sugerindo a presenca de nitrogénio em sua estrutura
molecular.

O espectro de RMN de 'H de A4 apresentou sinais de hidrogénio
caracteristicos dos alcaloides quinoldnicos discutidos anteriormente, destacando os
sinais integrando para trés hidrogénios em 0 3,88 e 2,38 correspondentes a metoxila
na posicdo 3 e da metila ligada ao carbono C-2 sp? do nlcleo quinoldnico.
Observou-se ainda sinais de multipleto entre & 1,25 — 2,10; caracteristicos dos
hidrogénios metilénicos de uma cadeia alquilica lateral, além do sinal de tripleto em
0 0,87 (J = 7,0) referente a metila terminal da cadeia, um sinal de multipleto em &
2,96 caracteristico do hidrogénio H-5, além de um sinal de multipleto em & 4,80
sugerindo tratar se de um hidrogénio oximetinico.

Devido a pouca amostra de A4 isolada nao se poOde realizar outros
experimentos de RMN. Partiu-se entdo para a analise do espectro de massas de A-
4. Este espectro (ESI, modo positivo) apresentou o ion pseudo-molecular [M + H]
em m/z 322. Dada a presenca de um hidrogénio oximetinico na molécula de A-4 e o
fato de a mesma possuir duas unidades de massa a mais que a antidesmona (A-1),
sugeriu-se inicialmente que A4 seria um derivado reduzido de A1 com a presenca de
uma hidroxila na posicéo 8.
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Através do espectro de massas (ESI, modo positivo) € possivel observar um
fragmento em m/z 304, referente a uma perda de H,O, compativel com a presenca
de uma hidroxila na estrutura de A-4. Os demais fragmentos em m/z 192, 177 e 163
daltons referem a perda da cadeia lateral a partir de m/z 304 , perda de C,H; e de
CHy> a partir do fragmento m/z 192, respectivamente.

H
-0 ?
OCH; : OCH; OCHs N
v imte s ulidn
CH; ~HO CH, Hoe CHg
@I\_‘ H

m/z 192

0
0
OCH
® 3 CoHy- OCHg
o — |
\ N” CH,
H \
m/z 163

OCH OCH
—_—>
® CHs ®

H

OH
H'®
[M + H+] miz 322 m/z 304

|
H

m/z 192 m/z 178

FIGURA 91. Propostas de fragmentacao para A4
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Através da comparacdo dos dados de RMN de 'H de A4 com a literatura
(TINTO & BLYDEN, 1991), o alcaloide A4 foi identificado com sendo a hyeronimona,
isolada pela primeira vez de Hyeronima alchorneoides. O padréo de fragmentacao
de A4 também foi comparado com a literatura (BUSKE at. al.; 2002), confirmando a
identificag@o estrutural inequivoca deste alcaloide. Apesar de ndo ser um alcaloide
inédito, a hyeronimona esta sendo descrita pela primeira vez no género Waltheria e
na familia Malvaceae. A estereoquimica do carbono 8 foi dada como sendo (S) dado
o valor de [0]p® = + 113,5° (c 0,06; CHCIls), quando comparado com a literatura.
Acredita-se que a estereoquimica do carbono 5 seja também (S), assim como para
os demais alcaloides quinol6nicos discutidos, bem como os analogos anteriormente
reportados na literatura, provavelmente devido ao processo de biossintese destes
alcaloides e a catalise enziméatica especifica, como pode-se verificar nas paginas 10
e 11.

OH H

Hyeronimona

TABELA 30. Dados de RMN de 'H de A-4

Posicao A4 Literatura*
CDCls CDCls; *(TIN
400 MHz 400 MHz T0&
H/C 5 'H (ppm) 5'H BLYD
J (Hz) (ppm) EN,
J (Hz) 1991)
1 - - .NO
2 - - (ndo
3 - - obser
4 - - vado)
5 2,96 (s) 2,93 (s) , NP
6 1,60 — 1,95 163-1,95 (ndo
7 1,90-2,10 | 1,93-2,10  Obser
8 4,80 4,81 vado
9 - - ou
10 i} i} nao_
11 | 1,05-175 | 139-1,75  ogo"
12-17 1,25-160 | 1,25-1,60
18 0,87 (t, 7 Hz) | 0,87 (t, 7 Hz)
N-H NO NP
2-C-CHs 2,38 (s) 2,39 (s)
3-OCHs 3,87 (s) 3,75 (s)
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4.1.10. identificagdo do alcaloide A22

A substancia A22 foi isolada da fase hexanica do caule de W. brachypetala.
Esta revelou positivamente com o reagente de Dragendorff, sugerindo-se a presenca
de nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de 'H de A22 apresentou sinais carateristicos dos
alcaloides quinolénicos discutidos anteriormente, como 0s sinais integrando para
trés hidrogénios em & 3,80 e 2,48 referentes a metoxila na posicdo 3 e a metila
ligada ao carbono C-2 sp? respectivamente, o sinal de multipleto em & 2,90 referente
ao hidrogénio H-5. Este espectro apresentou ainda os sinais de multipletos entre d
1,25 — 1,90 e um tripleto de metila em & 0,87 referentes aos hidrogénios metilénicos
e a metila terminal, respectivamente, caracterizando assim a presenca da cadeia
alquilica lateral na estrutura de A22.

N&o observou-se no espectro de RMN de *H de A-22 sinais de substituintes
como hidroxilas, metoxilas etc., sendo assim, foi sugerido inicialmente a presenca do
nacleo A quinolénico idéntico a antidesmona e 0 anel B sem substitui¢des.

O modelo mais proximo de alcaloide quinolénico sem substituicdo no anel A
na literatura é o alcaloide vanessina, anteriormente isolado de Waltheria douradinha
(GRESSLER et. al.; 2008), onde, para este, verifica-se que os sinais de hidrogénios
metilénicos na posicao 8 apresentam deslocamento quimico em & 2,62. No espectro
de RMN de 'H de A-22 verificou-se um sinal de multipleto integrando para dois
hidrogénios em & 2,66 podendo estes, serem atribuidos a posic¢ao 8.

Dada a pouca quantidade deste alcaloide isolado, ndo foi possivel realizar
outros experimentos de RMN, entretanto os dados obtidos foram comparados
cuidadosamente com aqgueles referentes a vanessina, sugerindo grande similaridade
entre A22 e e vanessina, com exce¢do a metila na posicao 2, que para este ultimo
esta oxidada a &lcool.

1,75 Hl,75
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OOE
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H H H H H H

2,66 2,62
A-22 vanessina
(GRESSLER et. al.; 2008)
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O espectro de massas de A22 (ESI, modo positivo) apresentou o ion pseudo-
molecular [M + H]" em m/z 306, compativel com a estrutura da 8-desoxi-
antidesmona. Verificou-se neste espectro os fragmentos em m/z 206; 192; 178 (pico
base) e 164 daltons idénticos a fragmentacéo proposta por Buske e colaboradores
para 8-desoOxi-antidesmona (BUSKE at. al.; 2002), cujos mecanismos de
fragmentagao encontram-se na figura 95.

A andlise dos dados de RMN de 'H e do espectro de massas de A-22 e
comparac¢ao com os dados da literatura (BUSKE at. al.; 2002) foram suficientes para
propor, de forma inequivoca, que o alcaloide A-22 trata-se da 8-desoOxi-antidesmona.
Este alcaloide foi identificado de varias espécies dos géneros antidesma e
hyeronima e esta sendo descrito pela primeira vez em Malvaceae.

Estrutura da 8-deséxi-antidesmona (A-22)
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m/z[M + H] = 306

m/z[M + H] = 306

(%/H OH
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m/z = 206

m/z=178

FIGURA 95 — proposta de fragmentacéo de A22.

TABELA 31. Dados de RMN de 'H de A22

Posicéo A-4 Literatura* “GR
CDCl3 CDCl; EssL
400 MHz 400 MHz ER
H/C 5'H 5'H o
J (Hz) J (Hz) al.;
1 - - 2008)
2 - - .NO
3 - - (ndo
4 - - obser
5 2,96 (m) 3,00 (m) vado)
6 1,45-185 | 1,44-1,88 NP
7 1,70 1,71 (ndo
8 2,66 2,62 obser
9 N N vado
10 - - o
11| 125-1,75 | 125-175 i
12-17 | 1,25-1,60 | 1,25-1,60 40
18 0,87 (t, 7Hz) | 0,87 (t, 7 H2)
N-H NO’ NP’
2-C-CHj3 2,48 (s) -
3-OCHz 3,80 (s) 3,75 (s)
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4.1.11. Identificagdo do alcaloide A-21

A substancia A21 foi isolada da fase hexanica do caule de W. brachypetala.
Esta revelou positivamente com o reagente de Dragendorff em CCDA sugerindo a
presenca de nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de 'H de A21 apresentou sinais caracteristicos dos
alcaloides quinol6nicos discutidos anteriormente, como os sinais em 0 3,83 e 2,36
caracteristicos da metoxila na posicdo 3 e da metila ligada ao carbono C-2 sp?
respectivamente, além do sinal de multipleto em & 2,93 referente ao hidrogénio H-5.
Observou-se ainda o sinal de metila em & 0,87 (t; J = 7,0 Hz) e os sinais entre &
1,20-1,80 caracteristicos da cadeia alquilica lateral.

Observou-se ainda neste espectro um sinal de tripleto largo, integrando para
um hidrogénio em & 4,58; sendo este caracteristico de hidrogénio oxi-metinico e um
sinal de metila ligada a heteroatomo em & 3,60; atribuido inicialmente como possivel
substituinte do anel B.

Através do mapa de correlagBes do espectro de COSY de A21 foi possivel
observar as conectividades dos hidrogénios na estrutura molecular deste composto.
O hidrogénio H-5 apresentou correlagcdo com os sinais de hidrogénios sobrepostos
em 0 1,25 e 1,93. Dado que nos alcaloides quinoldnicos discutidos anteriormente foi
comum o deslocamento quimico de um dos hidrogénios diasterotépicos da posicao
11 em & 1,25; o sinal de hidrogénio sobreposto em & 1,93 foi inicialmente atribuido a
um dos hidrogénios metilénicos diasterotdpicos da posicdo 6. Observou-se ainda
neste espectro correlacdes entre hidrogénios metilénicos sobrepostos entre 6 1,63 —
2,10 e a correlagao do sinal de hidrogénio em & 4,58 com os sinais de hidrogénio em
61,63 e2,10.

A andlise do mapa de correlagbes do espectro de HSQC revelou a presenca
de trés grupos de hidrogénios metilénicos diaterotopicos. Os sinais de hidrogénio em
0 1,25 e 1,75 correlacionaram com o sinal de carbono em & 31,85; sendo este
atribuido a posicdo 11 quando comparado com modelos da literatura (DIAS et. al.;
2007b; BRINGMAM et. al.; 2000). Os sinais de hidrogénios sobrepostos em 6 1,93 e
2,10 correlacionaram com o sinal de carbono em aproximadamente & 24,8; enquanto
gue os sinais de hidrogénio em & 1,63 e 2,10 sobrepostos correlacionaram com o
sinal de carbono em aproximadamente & 23,00. Estes carbonos foram atribuidos as
posicdes 6 e 7, entretanto sendo possivelmente intercambiaveis.

Observou-se ainda neste espectro a correlagéo do hidrogénio em 6 4,58 com
o sinal de carbono em & 71,83 confirmando que este se tratava de um hidrogénio
oximetinico.
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Através das conectividades dos hidrogénios observadas no espectro de
COSY e dos respectivos valores de d¢c observados no espectro de HSQC foi
possivel sugerir que a metoxila em & 3,60 estaria ligada na posi¢do 8 do anel B.

3,60
Correlagbes observadas no Mapa de contorno do COSY de A21
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Devido a pouca massa de A21 isolado, o espectro de HMBC apresentou
poucas correlagbes entre sinais de hidrogénio e carbono a mudltiplas ligagdes.
Entretanto foi possivel confirmar que a metoxila em & 3,60 encontra-se na posi¢ao 8,
devido a correlagdo observada em J-2 do hidrogénio oximetinico em & 4,58 com o
sinal de carbono em & 146,70 atribuido a posi¢cao 10. O hidrogénio H-5 em & 2,96
apresentou correlacdo em J-2 com o carbono em & 129,00 atribuido a posigéo 9.

Observou-se ainda correlagbes em J-2 entre o sinal da metila em & 2,36 com
o carbono em & 140,00 sendo este atribuido a C-2 e o sinal da metoxila em & 3,83
correlacionou-se com o sinal de carbono em & 144,0 sendo este atribuido a C-3.
Uma fraca correlagdo em J-3 foi observada entre esta metoxila com o sinal de
carbono em & 171,28; caracteristico da carbonila do sistema quinoldnico.

O espectro de massas de A-21 (ESI, modo positivo) apresentou o ion pseudo-
molecular [M + H]" em m/z 336 daltons, confirmando a estrutura de A21 como sendo
um derivado metilado da hyeronimona (A-). Os ions fragmentos de m/z 336
apresentaram-se como 0os mesmos de A-4, onde a Unica diferenca observada foi na
primeira fragmentagcdo com a perda de CH3;OH ao invés de H,O. O numero de
grupos CH; da cadeia lateral foi calculado como sete, idéntico aos alcaloides de
cadeia alquilica lateral com grupo metil terminal discutidos anteriormente.

Principais correlacbes de HMBC

Através da anélise dos dados de RMN de 'H e *C de A21 e a comparacéo
destes com a literatura (TINTO & BLYDEN, 1991), o alcaloide A21 foi identificado
inequivocamente como sendo a metil-hyeronimona, isolado pela primeira vez de
Hyeronima alchorneoides. Este alcaloide esta sendo descrito pela primeira vez no
género Waltheria e na familia Malvaceae. O valor de [a]p*> = + 102° (c 0,06; CHCl3),
sugere a mesma estereoquimica da metil-hyeronimona reportada na literatura.
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TABELA 32. Dados de RMN de 'H e C de A-21

Posicdo A21 metil-hyeronimona (Lit*")
(CDCly) (500 MHz, CDCls)
H/C 'H400 MHz | ®C100MHz | 'H500MHz | ™°C 125 MHz
6 (ppm) J (Hz) 6 (ppm) 6 (ppm)J o (ppm)
(Hz)
2 - 140,00 - 138,96
3 - 144,00 - 144,95
4 - 171,28 - 171,80
2,90 (m) 31,25 2,93 (m) 31,89
6a 1,62 (m) 24,85 1,62 (m) 25,85
6b 1,96 (m) 1,94 (m)
7a 4,23 23,00 1,94 (m) 23,21
7b 1,69 (m) 2,10 (m)
8 2,14 (m) 71,83 4,58 (tl) 72,15
9 - 129,00 - 129,08
10 - 146,72 - 146,0
11a 1,75 31,85 1,75 (m) 31,92
(sobreposto)
11b 1,25 1,25
(sobreposto) (sobreposto)
12-17 1,25-1,80 22,20-32,0 |1,25-1,90 22,69 — 32,27
18 0,87 (t; 7,0) 14,00 0,86 (t; 7,0) 14,11
2-C-CH3 2,30 (s) 14,00 2,34 (s) 14,05
3-O-CH3; 3,89 (s) 60,60 3,78 (s) 59,96
8-OCHjs 3,60 (s) 57,46 3,60 (s) 57,46
N-H NO** - NP™ NP*

*/(TINTO & BLYDEN, 1991).
*’Nao publicado ou ndo observado
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4.1.12. Identificagdo do alcaloide A16

A substancia A16 foi isolada das fases diclorometano da raiz e caule e da
fase hexanica do caule de Waltheria brachypetala. Esta substancia apresentou-se
como solido branco amorfo e revelou positivamente com o reagente de Dragendorff
em CCDA, sugerindo-se a presenca de nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de 'H de A16 apresentou sinais de simpletos integrando
para trés hidrogénios em & 3,79 e 2,41 caracteristicos do da metoxila na posicéo 3 e
da metila na posicdo 2 nucleo quinolénico dos alcaloides anteriormente discutidos.
Este espectro apresentou ainda sete sinais com multiplicidades bem definidas na
regido dos hidrogénios aromaticos, quatro sinais de multipletos entre & 2,00 — 2,43,
um duplo-dupleto em & 4,69 (J = 2,0; 8,4), dois simpletos em & 5,08 e 10,6 e um
sinal de simpleto integrando para trés hidrogénios em & 3,99; sendo este
caracteristico de grupo metoxila.

Através da analise das multiplicidades e do célculo das constantes de
acoplamento dos hidrogénios na regido dos aromaticos foi possivel propor dois
sistemas de spins de hidrogénios aromaticos na estrutura de Al6. No primeiro
sistema de spins tém-se dois hidrogénios com multiplicidade duplo-duplo-dupleto
(ddd) em & 6,73 e ® 6,20 e dois hidrogénios com multiplicidade duplo-dupleto (dd),
sendo possivel propor a presenca de um anel aromatico orto-di-substituido na
estrutura de A16. No segundo sistema de spins tém-se dois dupletos em & 7,40 e
7,54 com constante de acoplamento de 8,8 Hz sugerindo a presenca de um anel
aromatico orto-tetra-substituido. Para os demais sinais de hidrogénios verificados no
espectro de RMN de *H de A-16 n&o foi possivel atribuir correlacdes de acoplamento
via calculo de J, sendo utilizado assim o mapa de correlacdes do espectro de COSY.

dd
(3=88;1,2)
6

H dd d
7,20 6,41 (J =8,0; 2,0) (J = 8,8) 7,54

ddd
(=82 88 20 Il ddd _ ¢ H
6,73 (J=8,2;8,0;1,2) (J=8,8)7,40

Sistema de spins 1 Sistema de spins 2
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FIGURA 104. Espectro de RMN de *H de A-16 (CDCls, 400 MHz)
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Através da andlise do mapa de correlacdes do espectro de COSY confirmou-
se 0 acoplamento entre os hidrogénios aromaticos referentes aos sistemas de spins
1 e 2 atribuidos a partir dos calculos de J e analise das multiplicidades dos sinais.
Verificou-se ainda neste espectro um terceiro sistema de spins com o acoplamento
dos multipletos referentes aos hidrogénios que absorvem em campo alto, sendo que
o multipleto referente ao hidrogénio em & 2,35 acopla com o dupleto referente ao
hidrogénio em & 6,84, enquanto que o multipleto referente ao hidrogénio em & 2,01
acopla com o duplo-dupleto referente ao sinal de hidrogénio em & 4,69 sugerindo-se
que os hidrogénios que absorvem em & 6,84 e 4,69 estariam espacialmente
separados pelos hidrogénios referentes aos multipletos em campo alto.

Uma maior compreensao da terceira parte da estrutura de A16 deu-se através
da analise do mapa de correlagBes do espectro de HSQC. Através deste foi possivel
atribuir todos os deslocamentos quimicos dos sinais de carbonos hidrogenados.
Verificou-se neste espectro que o sinal de hidrogénio em & 6,84 correlacionou-se
com o sinal de carbono em © 75,59 descartando-se a possibilidade deste hidrogénio
ser aromatico, sendo este oxi-metinico; assim como o hidrogénio em & 4,69 que
correlacionou-se com o sinal de carbono em & 80,07.

Observou-se ainda neste espectro dois grupos de hidrogénios metilénicos
diasterotdpicos. Os sinais de hidrogénios em & 2,11 e & 2,35 correlacionaram com o
sinal de carbono metilénico em & 34,08 enquanto que 0s sinais de hidrogénio em &
2,01 e © 2,43 correlacionaram com o sinal de carbono metilénico em 6 22,21.

N&o foram observadas correlagdes com sinais de carbono no espectro de
HSQC para os hidrogénios em & 5,08 e 10,60 sugerindo a possibilidade de tratar-se
de hidroxila e N-H, respectivamente.

Através da andlise conjunta dos espectros de COSY e HSQC foi possivel
propor uma estrutura parcial para o terceiro sistema de spins, onde os carbonos em
0 80,07 e 75,59 estariam unidos por uma ponte éter.

200H H211

Sistema de spins 1 Sistema de spins 2 Sistema de spins 3
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O mapa de correlagcbes do espectro de HMBC de Al16 apresentou
informacgbes de correlagbes a J-2, J-3 e J-4 importantes para a identificacdo da
estrutura de A16. Os sinais de hidrogénio em & 6,41, 6,94 e 7,20 apresentaram
correlacdo com um sinal de carbono oxigenado em & 156,13, e, uma vez que o sinal
de metoxila em & 3,99 também apresentou correlacdo com este carbono, verificou-
se que no anel aromatico orto-di-substituido referente ao sistema de spins 1, uma
das substituicdes € o grupo metoxila.

Neste espectro os sinais de hidrogénio em & 6,73 e 6,94 apresentaram
correlacdo com um carbono em & 134,32, este ultimo sinal de hidrogénio e um
segundo em & 6,41 apresentaram correlacdo com um sinal de carbono oxigenado
em & 78,11. Dado que o sinal de simpleto em & 5,08 também correlacionou-se em J-
2 com este sinal de carbono foi possivel deduzir que o anel aromatico orto-di-
substituido estéa ligado a um carbono totalmente substituido hidroxilado.

O sinal de dupleto em & 7,40 apresentou correlagcdo com dois sinais de
carbonos em 6 130,63 e © 142,19 e com um sinal de carbono em & 174,08, este
caracteristico de carbonila de quinolin-4-onas; ja o sinal de dupleto em & 7,54
apresentou correlagdo com os sinais de carbonos em & 141,19, 119,67 e 142,19
sendo possivel atribuir todos os sinais de carbono do anel tetra orto-substituido,
outra correlagcdo para este hidrogénio foi verificada com o carbono em & 78,11
sugerindo que os dois anéis aromaticos encontram-se ligados ao carbono
hidroxilado.

Observou-se ainda correlagbes importantes dos hidrogénios oxi-metinicos
com sinais de carbono no espectro de HMBC. O sinal de hidrogénio em & 6,84
correlacionou-se com os sinais de carbono em 6 130,62 e 141,59 do anel tetra-orto-
substituido, enquanto que o sinal de hidrogénio em & 4,69 apresentou correlacédo
com o carbono do anel orto-di-substituido em & 134,32 e com o sinal de carbono do
anel tetra-orto-substituido em & 130,63. Essas correlagbes foram importantes para
propor que o biciclo com ponte etér encontra-se geminado ao anel aromatico tetra-
orto-substituido. Outra importante correlagdo observada para este sinal de
hidrogénio em & 4,69 foi com o sinal de carbono hidroxilado em & 78,11, o que
sugeriu a unido das trés partes propostas para a estrutura de A-16 através deste
carbono.

Correlagbes importantes foram verificadas para o N-H com os sinais de
carbono em & 119,67 e 142,19 confirmando de forma inequivoca a estrutura do
sistema quinolénico geminado ao anel tetra orto-substituido.
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O espectro de RMN de *3C confirmou todos os sinais de carbono da estrutura
de A-16 com seus respectivos deslocamentos quimicos, enquanto que o espectro de
massas de A-16 (ESI, modo positivo) apresentou o ion pseudo-molecular [M + H]"
em m/z 394 compativel com a férmula molecular C23H23NOs.
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Através da anélise e interpretacdo dos dados de RMN de *H e *C (1D e 2D)
de A-16 e comparacdo com dados anteriormente reportados na literatura (HOELZEL
et. al., 2005) a substancia A-16 foi identificada inequivocamente como sendo o
alcaloide waltheriona A. Este alcaloide foi isolado pela primeira vez da espécie
Waltheria douradinha (HOELZEL et. al., 2005). Posteriormente foi relatado também
a ocorréncia deste alcaloide nas espécies Melochia chamaedrys (DIAS et. al;
2007a) e Melochia odorata (EMILLE et. al.; 2007). Lima e colaboradores ja haviam
reportado a ocorréncia deste alcaloide nas folhas de W. brachypetala (LIMA et. al.;
2009). A estereoquimica da waltheriona A sera discutida no item 4.1.20.

Estrutura da waltheriona A (A-16)
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TABELA 33. Dados de RMN de *H e *C de A-16

Posicdo A-16 waltheriona A (Lit*")
(CDCl3) (CDCl3)
H/C 'H 400 MHz e 'H 400 MHz e
6 (ppm) J (Hz) 100 MHz o (ppm) J (Hz) 100 MHz
6 (ppm) 6 (ppm)

2 - 141,59 - 141,60

3 - 139,15 - 139,30

4 - 174,08 - 174,40

da - 119,67 - 119,80

5 - 141,59 - 141,70

6 - 130,63 - 130,50

7 7,54 (d; 8,8) 131,70 7,48 (d; 8,2) 131,80

8 7,40 (d; 8,8) 117,53 7,41 (d; 8,2) 117,40

8a - 142,19 - 141,80

9 - 78,11 - 77,20

10 4,69 (dd; 8,4; 2,0) 80,07 4,61 (dd; 7,8; 1,5) 80,16

1lla 2,35 (m) 22,21 2,34 (m) 21,60
11b 2,11 (m) 2,10 (m)
12a 2,43 (m) 34,08 2,40 (m) 33,70
12b 2,01 (m) 1,99 (m)

13 6,84 (d; 6,0) 75,59 6,87 (d; 8,0) 75,60

1T - 134,32 - 134,70

2’ - 156,13 - 156,40

3 6,94 (dd; 8,2; 1,2) 110,81 6,94 (dd; 8,0; 1,3) 110,80

4 7,20 (ddd; 8,8; 8,2; 128,57 7,20 (ddd; 8,0; 7,5; 128,50

2,0) 1,5)
5 6,73 (ddd; 8,8;8,0; 120,55 6,70 (ddd; 7,6;7,3; 120,60
1,2) 1,5)

6’ 6,41 (dd; 8,0;2,0) 131,70 6,29 (dd; 7,6;1,5) 131,10
2-C-CHjs 2,40 (s) 14,31 2,41 (s) 14,30
3-O-CH; 3,79 (s) 59,78 3,75 (s) 59,20
2'-OCH3 3,99 (s) 55,42 3,97 (s) 55,40

N-H 10,60 - 12,00 ’
9-OH 5,08 (s) - 5,10 (s)

*(HOELZEL et. al.; 2005)
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4.1.13. Identificagdo do alcaloide All

A substancia A-11 foi isolada da fase diclorometano da raiz de Waltheria
brachypetala. Esta apresentou-se como um solido branco amorfo e revelou
positivamente com o reagente de Dragendorff em CCDA sugerindo-se a presenca
de hidrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de *H de A1l apresentou sinais bem semelhantes ao de
A-16, com pouca diferenca no deslocamento quimico dos sinais de hidrogénio.
Verificou-se neste espectro sinais de simpleto integrando para trés hidrogénios em &
3,83 e 2,42 caracteristicos da metoxila na posi¢do 3 e da metila ligada ao carbono
C-2 sp?, respectivamente, sendo estes sinais caracteristicos do ntcleo quinolénico
dos alcaloides discutidos anteriormente.

Na regido de hidrogénios arométicos observou-se grande semelhanca com o
espectro de RMN de *H de A-16, onde verificou-se sete sinais de hidrogénios, sendo
dois dupletos em 0 7,49 e 7,53 acoplando em orto devido a constante J de 8 Hz,
guatro sinais de hidrogénio entre d 6,40 e 7,20 caracteristicos de um anel aromatico
orto-disubstituido.

Verificou-se ainda neste espectro sinais de hidrogénios metilénicos
diasterotépicos entre & 1,95 e & 2,45 e o0s sinais de hidrogénios oxi-metinicos
semelhantes a waltheriona-A (A-16) em & 6,83 e 4,69; além do sinal de hidrogénio
de hidroxila em & 5,10.

No espectro de RMN de *H de A1l n&o verificou-se o sinal referente ao N-H,
enquanto que um sinal adicional de metila ligada a heteroatomo foi observado em &
3,70. Devido a auséncia do hidrogénio do N-H e a presenca adicional da metila em &
3,70, sugeriu que este sinal refere-se a uma N-metila.

O espectro de RMN de *C de A1l apresentou o sinal de carbonila
caracteristico de quinolin-4-ona em 6 174,28; sinais de carbonos aromaticos, os dois
sinais de carbonos metilénicos em & 34,28 e 22,41 referentes as posi¢des 11 e 12
respectivamente; além dos sinais de carbono oxi-metinico em & 80,27, 78,31 e
75,79 referentes aos carbonos oxigenados do anel biciclo [3.2.1].

Este espectro apresentou ainda um sinal adicional de carbono em & 36,12;
sendo este caracteristico do carbono do grupo N-metil.

A andlise e interpretacdo dos dados de RMN de 'H e **C (1D) e comparacao
com dados da literatura (LIMA et. al.; 2009) permitiram a identificacdo inequivoca da
substancia A-11 como sendo o alcaloide N-metil-waltheriona A. Este alcaloide j& foi
anteriormente isolado das folhas de W. brachypetala. O valor de [0]o> = - 25,0° (c
0,01; CHCI3), sugere a mesma estereoquimica da waltheriona A reportada na
literatura (HOELZEL et. al.; 2005).
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FIGURA 123. Espectro de RMN de *H de A11 (CDCls; 400 MHz)
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TABELA 34. Dados de RMN de *H e 2C de A11

Posicdo All waltheriona A (Lit*")
(CDCls) (CDCls)
H/C 'H 400 MHz e H e
6 (ppm) J (Hz) 100 MHz 400 MHz 100 MHz
6 (ppm) 6 (ppm) J (Hz) 6 (ppm)

2 - 141,79 - 141,60

3 - 139,35 - 139,30

4 - 174,28 - 174,40

da - 119,87 - 119,80

5 - 141,79 - 141,70

6 - 130,83 - 130,50

7 7,53 (d; 8,0) 131,90 7,48 (d; 8,2) 131,80

8 7,49 (d; 8,0) 117,73 7,41 (d; 8,2) 117,40

82 - 142,39 - 141,80

9 - 78,31 - 77,20

10 4,69 (dd; 7,6; 1,5) 80,27 4,61 (dd; 7,8; 1,5) 80,16

112 2,33 (m) 22,41 2,34 (m) 21,60
11b 2,09 (m) 2,10 (m)
122 2,43 (m) 34,28 2,40 (m) 33,70
12b 2,00 (m) 1,99 (m)

13 6,84 (d; 6,0) 75,79 6,87 (d; 8,0) 75,60

1T - 134,52 - 134,70

2’ - 156,33 - 156,40

3 6,94 (dd; 8,0; 1,2) 111,01 6,94 (dd; 8,0; 1,3) 110,80

4 7,20 (1) 128,77 7,20 (ddd; 8,0; 7,5; 128,50

1,5)
5 6,73 (1) 120,75 6,70 (ddd; 7,6;7,3; 120,60
1,5)

6’ 6,41 (dd; 8,0;2,0) 131,70 6,29 (dd; 7,6;1,5) 131,10
2-C-CHjs 2,42 (s) 14,51 2,41 (s) 14,30
3-O-CH; 3,83 (s) 59,98 3,75 (s) 59,20
2'-OCH3 4,05 (s) 55,62 3,97 (s) 55,40

N-H - - 12,00 ’
N-CHs 3,70 (s) 36,12
9-OH 5,10 (s) - 5,10 (s)

*(LIMA et. al.; 2009) e (HOELZEL et. al.; 2005)
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Estrutura da N-metil waltheriona A
4.1.14. Identificacao do alcaloide A14

A substancia Al4 foi isolada em pequena quantidade (0,85 mg) da raiz de W.
brachypetala. Esta substancia revelou positivamente com o reagente de Dragendorff
em CCDA sugerindo a presenca de nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de *H de Al4 apresentou sinais parecidos com os da
waltheriona A sugerindo-se semelhanca estrutural com este alcaloide, entretanto é
nitido no espectro a presenca de outras substancias minoritarias. Este espectro
apresentou os dois dupletos acoplando em orto (J = 8,8) referentes aos hidrogénios
nas posicoes 7 e 8 do esqueleto estrutural da waltheriona-A, entretanto mais
desblindados e absorvendo respectivamente em & 7,85 (H-7) e & 7,65 (H-8). E
observado ainda os quatro sinais de hidrogénios aromaticos relativos ao anel orto di-
substituido em & 6,41 (H-6"), 6,74 (H5"), 6,98 (H3") e 7,20 (H-4").

Com relagcéo aos sinais do nacleo quinolénico, observa a auséncia do sinal
relativo ao N-H e uma deblindagem no sinal da metila ligada ao carbono C-2 sp?, no
qual a mesma apresenta deslocamento quimico em & 2,67. A presenca de um sinal
adicional de metoxila em & 4,12 sugeriu a presenca de uma metoxila na posicao 4
ao invés de uma carbonila. A possibilidade de metilagdo pela enzima S-adenosil-
metionina nesta posicao € viavel devido ao fato de a waltheriona A existir em duas
formas tautoméricas (ceto e endlica), como descrito anteriormente na literatura
(HOELZEL et. al.; 2005).

Outra evidéncia da presenca da metoxila na posicdo 4 é a blindagem do
hidrogénio H-13 de & 6,87 para d 6,19. Na estrutura da waltheriona A o hidrogénio
H-13 encontra-se no campo de desblindagem da carbonila por efeito anisotropico.

Hoelzel e colaboradores obtiveram o derivado metilado da waltheriona A com
solucdo etérea de diazometano para comprovar a existéncia deste alcaloide nas
duas formas tautoméricas (HOELZEL et. al; 2005). J& Aurelie-Emile e colaboradores
reportaram o isolamento do alcaloide metilado na posi¢do 4 como produto natural a
partir das raizes da espécie Melochia odorata (EMILE et. al.; 2007).

Os dados de RMN de 'H obtidos para Al4 foram comparados com a
literatura, permitindo a identificacdo inequivoca deste alcaloide como sendo a 4-O-
metil-waltheriona A.
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FIGURA 129. Espectro de RMN de *H de A14 (CDCls, 400 MHz)
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TABELA 35. Dados de RMN de H de A-14

Parte 1 — Resultados e Discussdes: Determinagao estrutural

Posicao Al4 Literatura*
CDCl; CDCl;
400 MHz 400 MHz
H/C 5 'H (ppm) 5'H
J (Hz) (ppm)
J (Hz)
7 7,86 (d; 8,25) | 7,85 (d; 8,25)
8 7,63 (d; 8,25) | 7,60 (d; 8,25)
10 4,73 (dd; 8,0; | 4,75 (dd; 8,0;
1,6) 1,8)
112 2,05 (m) 2,00 (m)
11b 2,48 (m) 2,45 (m)
122 2,10 (m) 2,17 (m)
12b 2,35 (m) 2,35 (m)
13 6,18 (d; 6,0) | 6,18 (d; 8,0)
3 7,05 () 7,05 (dd; 8,0;
1,5)
4 7,20 (ddd; 7,20 (ddd;
8,0;7,5;1,5) | 8,0;7,2;1,5)
5 6,75 (ddd; 6,85 (ddd;
8,0;7,5;15) | 80;7,2;15)
6’ 6,40 (dd, 7,5; | 6,30 (dd, 7,5;
1,5) 1,5)
4-OCHs 4,12 (s) 4,10 (s)
3-OCHs; 3,87 (s) 3,90 (s)
2’-OCH3 4,00 (s) 4,00 (s)
2-C-CHs 2,67 (S) 2,60 (s)

*(HO
ELZE
L et.

2005)
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4.1.15. Identificagdo do alcaloide A17

A substancia Al7 foi isolada das fases diclorometano da raiz e do caule de
Waltheria brachypetala. Esta se apresentou como sélido branco amorfo e revelou
positivamente com o reagente de Dragendorff em CCD sugerindo a presenca de

nitrogénio em sua estrutura molecular.

Esta substancia apresentou baixa solubilidade em cloroférmio deuterado, de
modo que as andlises de RMN desta substancia foram realizadas com DMSO-ds e
MeOD. O espectro de RMN de *H obtido a temperatura ambiente apresenta poucas
informacgdes sobre a estrutura de A-17, principalmente com relagéo aos hidrogénios
que absorvem na regido dos aromaticos devido a sobreposicdo dos sinais.
Entretanto, observa-se sinais de multipletos entre & 1,6 — 2,2 caracteristicos dos
hidrogénios metilénicos diasterotopicos do anel de sete membros, assim como

ocorre na estrutura da waltheriona A (A16).

Observou-se ainda neste espectro sinais em & 3,73 e 2,35 referente a
metoxila na posicdo 3 e a metila ligada ao carbono C-2 sp? respectivamente,
confirmando que Al7 trata-se de um alcaloide quinolénico, com estrutura

possivelmente parecida com a da waltheriona A.
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FIGURA 132. Espectro de RMN de *H de A17 (DMSO-ds, 400 MHz, 25°C)
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Figura 133. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de A17 (5 6,5 -11,5)

Verifica-se neste espectro a possibilidade de A-17 encontrar-se nas formas,
ceto e endlica a temperatura ambiente, com predominio da forma ceto. Isto deve-se
a presenca dos sinais de simpleto largo em & 11,39 e 8,74 referente ao N-H e a
hidroxila na posicéo 4 respectivamente. Hoelzel e colaboradores (HOELZEL et. al.;
2005) relataram que a waltheriona-A (A16) também co-existe nas duas formas, ceto
e enolica.

Devido a sobreposicao de sinais dos hidrogénios arométicos de A17, o mapa
de correlagbes do espectro de COSY apresenta poucas informagdes sobre
acoplamentos dos hidrogénios aromaticos. Entretanto, € possivel observar o
acoplamento de hidrogénio sobreposto em & 6,60 com um sinal de hidrogénio em &
2,20 (m) e de um hidrogénio em & 4,50 (sl) com um sinal de hidrogénio em & 1,77.
Observa-se ainda neste espectro correlacdes entre os hidrogénios metilénicos
diasterotopicos.

Uma vez que o espectro de RMN de 'H obtido a temperatura ambiente
apresentou pouca informacdo a cerca da estrutura de A-7, decidiu-se obter
espectros com variacdo de temperatura, sendo obtidos espectros a 55°C, 70°C e
85°C. Os espectros obtidos a 70°C (A-17 isolado da raiz) e 85°C (A-17 isolado do
caule) foram os que apresentaram os sinais mais bem definidos, possibilitando uma
melhor andlise dos dados.
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FIGURA 140. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de A17 a 85°C (5 1,1 — 2,2)

No espectro de RMN de 'H de A17 obtido a 70°C verifica-se um equilibrio
entre as formas ceto e endlica devido a igualdade de intensidade dos sinais de N-H
e 4-OH. Neste espectro observa-se mais facilmente as multiplicidades dos
hidrogénios metilénicos diaterotdpicos, enquanto que os sinais dos hidrogénios
aromaticos encontram-se melhor definidos. Observa-se ainda neste espectro o sinal
de hidrogénio oxi-metinico em & 4,52 (d; J = 7,6), que foi atribuido atribuido ao
hidrogénio na posi¢céo 10 do anel de sete membros.

No espectro de RMN de 'H de A17 obtido a 85°C observa-se um sinal de
simpleto intenso em & 8,23 referente a 4-OH sugerindo que nesta temperatura ha
um predominio da forma endlica da estrutura de A1l7. Na regido dos hidrogénios
aromaticos observa-se dois sinais de dupletos referentes a dois hidrogénios
acoplando em orto em & 7,29 e 7,18 (J = 8,8 Hz), sendo estes atribuidos aos
hidrogénios H-7 e H-8, considerando-se entdo que A-17 possui mesmo esqueleto
estrutural da waltheriona A (A16). Observa-se ainda quatro sinais adicionais de
hidrogénios arométicos, possivelmente pertencentes a um sistema aromatico orto di-
substituido.

E possivel observar ainda neste espectro dois simpletos integrando para trés
hidrogénios, indicando a presenca de duas metoxilas na estrutura de A-17, enquanto
gue no espectro obtido a 70°C néo foi possivel sugerir com maior clareza o nimero
de metoxilas presentes na estrutura de A-17.
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Devido a dificuldade de realizar experimentos de longa duracdo a altas
temperaturas, realizou-se o0 experimento de HSQC a temperatura ambiente e este
espectro apresentou informagdes importantes a cerca da estrutura desta substancia.
O sinal de hidrogénio em d 6,60 correlacionou-se com o sinal de carbono em & 73,94
de modo que este hidrogénio foi definido com oxi-metinico. Ja o sinal de hidrogénio
em 0 4,50 correlacionou-se com o sinal de carbono em & 85,12, essas correlagdes
foram importantes para sugerir a existéncia da ponte éter entre os carbonos 10 e 13
do anel de sete membros, assim como ocorre na estrutura da waltheriona A.
Observa-se ainda neste espectro que o sinal de simpleto intenso em & 3,75
correlacionou-se com os sinais de carbono em & 55,97 e 58,87 confirmando assim a
presenca de duas metoxilas na estrutura de A-17.
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Figura 141. Mapa de correlacdes de *H x *H COSY de A17 (400 MHz, DMSO-ds)
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Com o objetivo de se obter maiores informagdes a cerca da estrutura de Al7
foram realizados os experimentos de espectrometria de massas (ESI, modo positivo)
e RMN de '3C. Surpreendentemente, o espectro de massas de A-17 apresentou-se
praticamente idéntico ao espectro de massas da waltheriona A (Al16). Este
apresentou o ion pseudo-molecular [M + H]" em m/z 394 e, praticamente 0s mesmos
ions fragmentos da waltheriona-A, diferindo pouco com relagdo a intensidade dos
mesmos. Entre estes, observou-se o fragmento em m/z 376 referente a perda de
H,O a partir do ion pseudo-molecular, confirmando assim que o simpleto largo
observado em & 5,14 no espectro de RMN de 'H (85°C) trata-se do grupo hidroxila
na posicao 9.

Através dos dados de espectrometria de massas obtidos para A-17 e as
evidéncias anteriormente discutidas através dos espectros de RMN de 'H e *C (1D
e 2D), sugeriu-se que a substancia A17 é um diasteroisdbmero da waltheriona A,
sendo possivel realizar uma atribuicdo prévia dos valores de deslocamento quimico
de hidrogénios e carbonos de A-17, comparando-se os dados de RMN de *H (85°C)
e ®C de A-17 com aqueles referentes a waltheriona A, como pode observar-se
abaixo.

2,11, 42,01
2,35 H H

1,85 2,|l_0| H 1,55-1,70

H

H-7 7,54 C-7 131,70

H-7 C-7 131,32 6,73
6,88 7,18 H-8 7,40 C-8 117,53

H-8 7,29 C-8 115,96
A-17 Estrutura da waltheriona A
Dados obtidos em DMSO-ds Dados obtidos em CDCls
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Ap6s a andlise e interpretacédo dos dados de RMN de 'H e **C (1D e 2D) e
espectrometria de massas foi possivel sugerir que A17 é um diasteroisbmero da
waltheriona-A. Gressler e colaboradores reportaram o0 isolamento de um
diasteroisdmero da waltheriona A (A16) do caule de Waltheria douradinha. Assim, os
dados de RMN de 'H e *C de A17 foram cuidadosamente comparados com a
literatura (GRESSLER et. al.; 2008), permitindo a identificacdo inequivoca de Al7
como sendo o alcaloide waltheriona B, sendo este o segundo relato de ocorréncia
deste alcaloide na literatura.

A U(nica diferenca estrutural entre as waltherionas A e B estd no posi¢éo
espacial da ponte éter entre os carbonos 10 e 13 do anel de sete membros.
Enquanto que na waltheriona-A esta ponte éter encontra-se em face a, na
waltheriona-B a ponte éter encontra-se em face 3.

Sendo as waltherionas A e B diasteroisOmeros, estes dois alcaloides
possuem propriedades fisico-quimicas diferentes, como a solubilidade. Enquanto
que a waltheriona A é bem solivel em solventes de média polaridade como
diclorometano e cloroférmio, waltheriona B ndo € solivel em solventes de média
polaridade, mas possui boa solubilidade em metanol e DMSO.

Destaca-se neste trabalho que a temperatura ambiente a waltheriona-B
coexiste em equilibrio entre as formas ceto e endlica, enquanto que em
temperaturas mais elevadas ha uma preferéncia pela forma endlica.

Maiores detalhes a cerca da estereoquimica da waltheriona-B encontram-se
no item 4.1.20.

Estrutura da waltheriona B (A-17)
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TABELA 36. Dados de RMN de *H e C de A17

Posicao A-17* waltheriona B (Lit*")
(400/200 MHz, DMSO-ds) (400/200 MHz, DMSO-ds)
H/C d'H 3°C d'H 3°C
J (Hz) J (Hz)
2 - 140,05 - 139,44
3 - 138,20 - 138,00
4 - 173,38 - 173,04
42 - 119,23 - 119,54
5 - 131,32 - 131,38
6 - 129,67 - 131,09
7 7,18 (d; 8,0) 131,32 7,18 (d; 8,2) 131,67
8 7,29 (d; 8,0) 115,96 7,31 (d; 8,2) 115,51
82 - 140,76 - 140,58
9 - 71,36 - 72,00
10 4,52 (d; 7,6) 85,2 4,52 (dd; 7,8; 1,5) 82,84
112 1,85 (m) 23,54 1,85 (m) 23,32
11b 2,10 (m) 2,16 (m)
122 1,5-1,63 (m) 31,81 1,5-1,63 (m) 31,34
12b 1,5-1,63 (m) 1,5-1,63 (m)
13 6,59 (d; 8,4) 73,94 6,59 (d; 7,2) 73,57
1 - 131,32 - 131,00
2’ - 152,54 - 156,98
3 6,96 (d; 8,4) 112,27 6,91 (d; 8,0) 112,09
4 7,27 sobreposto 128,71 7,27 128,32
5 6,88 (1) 119,79 6,89 (dd) 119,89
6’ 7,24 sobreposto 129,67 7,24 129,24
2-C-CHs 2,33 (s) 14,01 2,35 (s) 13,51
3-O-CHs 3,76 (s) 58,87 3,79 (s) 58,52
2'-OCHjs 3,53 (s) 55,97 3,53 (s) 55,12
N-H - - - i
9-OH 5,14 (S) - 5,14 (S)

*'Espectro de RMN de *H obtido a 85°C. ** (GRESSLER et. al.; 2008)
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4.1.16. Elucidacéao estrutural do alcaloide A-15

A substancia A-15 foi isolada da fase diclorometano da raiz de W.
brachypetala, esta revelou positivamente com o reagente de Dragendorff em CCD
sugerindo a presenca de nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de *H de A-15 obtido em DMSO a temperatura ambiente,
apresentou grande semelhanca com o espectro da waltheriona B (A17). A regido de
hidrogénios arométicos apresentou sinais com multiplicidade bastante confusa,
assim como na waltheriona B, entretanto com deslocamentos quimicos bastante
semelhantes a este ultimo.

Assim como para a waltheriona B, ndo se observou neste espectro o sinal
referente a hidroxila na posicéo 9 e o sinal referente ao hidrogénio H-10 apresentou-
se como um simpleto largo em & 4,70. Ja os sinais referentes aos hidrogénios
metilénicos diasterotopicos (posicbes 11 e 12) apresentaram-se bastante
semelhantes aqueles referentes a waltheriona B. Nao se observou no espectro de
RMN de 'H de A-15 os sinais referentes ao N-H e 4-OH que caracterizam o
equilibrio ceto-endlico da waltheriona B, enquanto que um sinal adicional de metila
ligada a heteroatomo em & 3,63 foi observado, sugerindo-se uma N-metilacdo na
estrutura de A-15.

O espectro de RMN de 'C (BB) apresentou sinais de carbono com
deslocamentos semelhantes aos observados para a waltheriona B. Um sinal intenso
em 0 36,20 foi observado, confirmando-se a presenca de uma N-metila na estrutura
de A-15.

Os dados de RMN de 'H e '*C de A-15 foram comparados com os da
waltheriona B (A-17), de acordo com a literatura (GRESSLER et. al.; 2008),
permitindo a elucidacéo estrutural inequivoca de A-15 como sendo o alcaloide N-
metil-waltheriona B.

Lima e colaboradores ja haviam relatado a ocorréncia de um derivado N-
metilado da waltheriona A isolado das folhas de W. brachypetala (LIMA et. al.; 2009),
enquanto que Gressler e colaboradores obtiveram N-metil-waltheriona-B através de
uma reacado de metilagdo com diazometano, sendo que nesta reacdo N-metil-
waltheriona-B foi o produto minoritario, enquanto que 4-O-metil-waltheriona-B foi o
produto majoritario (GRESSLER et. al.; 2008).

Uma vez que N-metil-waltheriona B est4 sendo descrito pela primeira vez
como produto natural, obteve-se o espectro de massas de alta resolucdo, que
confirmou a massa molecular de A-17 como sendo [M — H'] m/z 406,1646
compativel com a férmula molecular Cy4H2504N.



190

Parte 1 — Resultados e Discussdes: Determinagao estrutural

5]
Chemical Shift (ppm)

>
=
o3
oy

w =]

o (']

| T

8

8

|

o
o
(=]
(=]
[=]
oo
o
278 23
- ~ [ =T L -
oL = —
3N g b E 82 & ex3aad
L P it S j N b

e A - et i, WA —
11 10 g 7 4 3 2 1 o

FIGURA 150. Espectro de RMN de *H de A15 (DMSO-ds, 400 MHz)

@
™
|
|
(=
e |§
) |
|‘8
1%
hi
5| . 2
7 . 7o - 3
I e 10 | @ ~ ™
wpg [ | %N Tt
LH‘IH'I _.’II | i ||| /( \ | | f Il\/ff.\
I [y [ \
FI"_I(‘ll J WY | W',r"w Wi .IJI'H M ‘.f,( \‘\jw’w .|,_JI g ”ﬁ{\rq'v\.,"f \MM
B B LB B T L  LAL  a ELAAE ma e B
74 7.3 72 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5
Chamiral Shift (innmy

FIGURA 151. Ampliacdo do espectro de RMN de *H de A15 (5 6,5 — 7,4)




191 | Parte 1 — Resultados e Discussdes: Determinagao estrutural

. o9 o
~ wHH 5
7 g
s
2 @
o
l 2
i
b
@
~-
o
M
=T
o
w3
o
f
@
=
B
<O
= &) =
@ i 2 —
m._‘i’|| J | [ - Ba®
o o = b | T2
T2l ] c|\‘|| [ |
| - LW
U | DAL
1.25 6.11 3.33 3.91 1.23 1.09 1.86
|5 ] U =
R e A B S o e R B B o L A B e LB A e S B o
45 4.0 35 3.0 25 20 1.5
Chemical Shift (ppm)

FIGURA 152. Ampliacdo do espectro de RMN de *H de A15 (5 1,0 — 5,0)

170 160 150 140 130 120 110

100 an a0 70 60 50 40

30 20
Chemical Shift (ppm)

FIGURA 153. Espectro de RMN de *C (BB) de A15 (CDCls; 100 MHz)




192 | Parte 1 — Resultados e Discussdes: Determinagao estrutural

406 1646

K.

ors

381297

o l.hlhlul.‘m L .

oco : - b b bt otk - v - : ;
100 200 300 400 00 600 Joo 300 200 1000 -

Figura 154. Espectro de massas de alta resolugao de A15 (ESI, modo negativo)

Estrutura da N-metil-waltheriona B
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TABELA 37. Dados de RMN de H e *C de A-15

Posicao A-15* waltheriona B (Lit*")
(400/200 MHz, DMSO-ds) (400/200 MHz, DMSO-ds)
H/C d'H 3°C d'H 3°C
J (Hz) J (Hz)
2 - 140,00 - 139,44
3 - 138,17 - 138,00
4 - 173,31 - 173,04
43 - 119,75 - 119,54
5 - 131,23 - 131,38
6 - 129,56 - 131,09
7 7,24 (d; 8,0) 131,23 7,18 (d; 8,2) 131,67
8 7,31 (d; 8,0) 115,89 7,31 (d; 8,2) 115,51
82 - 140,70 - 140,58
9 - 71,30 - 72,00
10 4,70 (sl) 85,20 4,52 (dd; 7,8; 1,5) 82,84
112 1,85 (m) 23,40 1,85 (m) 23,32
11b 2,10 (m) 2,16 (m)
122 1,5-1,63 (m) 31,75 1,5-1,63 (m) 31,34
12b 1,5-1,63 (m) 1,5-1,63 (m)
13 6,60 (m) 73,84 6,59 (d; 7,2) 73,57
1 - 131,23 - 131,00
2’ - 153,00 - 156,98
3 6,96 (m) 112,19 6,91 (d; 8,0) 112,09
q 7,27 sobreposto 128,73 7,27 128,32
5 6,88 (m) 119,75 6,89 (dd) 119,89
6’ 7,24 sobreposto 129,56 7,24 129,24
2-C-CHs 2,33 (s) 13,99 2,35 (s) 13,51
3-0-CHs 3,73 (s) 58,84 3,79 (s) 58,52
2'-OCHjs 3,73 (s) 55,98 3,53 (s) 55,12
N-CH; 3,63 (s) 36,20 - ’
9-OH *NO - 5,14 (s)

' Espectro obtido a temperatura ambiente. * N&o observado.” (GRESSLER et. al.; 2008)
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4.1.17. Elucidagéo estrutural do alcaloide A12

A substancia Al2 foi isolada da fase diclorometano da raiz de W.
brachypetala. Esta revelou positivamente com o reagente de Dragendorff sugerindo
a presenca de nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de *H de A12 apresentou considerada semelhanca com o
espectro de RMN de 'H da waltheriona A, diferindo com relagdo ao sinal do
hidrogénio H-8 que se encontra mais blindado e sobreposto ao sinal do hidrogénio
H-4’, enquanto que o sinal do hidrogénio H-13 encontra-se também mais blindado e
sobreposto ao sinal do hidrogénio H-5'. Observa-se ainda neste espectro que 0s
hidrogénios metilénicos diasterotépicos (H-11 e H-12) encontram-se divididos em
dois conjuntos de sinais devido a sobreposicéo destes.

O sinal de simpleto largo em & 8,62 foi inicialmente atribuido a hidroxila
fendlica na posicéo 4, sugerindo que na estrutura de A-12, a temperatura ambiente,
h& uma preferencia pela forma endlica; entretanto ndo descartou-se a possibilidade
de tautomerismo.

FIGURA 155. Espectro de RMN de *H de A12 (CDCls, 400 MHz)
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O mapa de correlacdes do espectro de COSY de A-12 apresentou as
mesmas correlagcbes observadas no espectro de COSY da waltheriona A (A16).
Destacando-se a correlacdo entre o sinal do hidrogénio H-7 em & 7,57 com o sinal
do hidrogénio H-8 sobreposto em & 7,26 e do sinal do hidrogénio H-13 sobreposto
em © 6,75 com os sinais dos hidrogénios metilénicos diasterotépicos em & 2,05 e
2,45; H-12a e H-12b, respectivamente.

FIGURA 158. Mapa de correlaces de *H x *H COSY de A12 (CDCls, 400 MHz)
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Através do mapa de correlagdes do espectro de HSQC de A-12 observou-se
as correlagcdes dos sinais de hidrogénio com seus respectivos sinais de carbono ao
gual os mesmos estdo diretamente ligados, sendo possivel observar grande
semelhanca entre os valores de deslocamento quimico dos carbonos hidrogenados
de A-12 com aqueles referentes a waltheriona A (A16).
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FIGURA 161. Mapa de correlagdes do HSQC de A12 (CDCls; 400 MHz)
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O mapa de correlacdes do espectro de HMBC de A12 apresentou correlagdes
semelhantes de hidrogénio e carbono a multiplas ligagBes (Ji.4) com aquelas
observadas para a waltheriona A. Estas correlagcbes podem ser observadas na
tabela 38.

O espectro de RMN de **C de A12 apresentou 23 sinais de **C, indicando que
a estrutura de A-12 possui 0 mesmo numero de carbonos da waltheriona A. Os
dados de RMN de **C apresentaram-se bastante semelhantes aqueles verificados
para a waltheriona A.

A partir da anélise e comparacdo dos dados de RMN de 'H e *C de A-12 e
da waltheriona A, pdde-se afirmar inequivocamente que Al2 trata-se de outro
diasteroisdbmero da waltheriona A, que neste trabalho estd sendo nomeado de
waltheriona C. Esta hipotese também foi confirmada através do espectro de massas
de alta resolucdo através do ion pseudo-molecular [M + H]" em m/z 394,1648
compativel com a férmula molecular C3H2305N.

A waltheriona C trata-se de um alcaloide inédito. A estereoquimica deste
alcaloide sera discutida no item 4.1.20.

Estrutura da waltheriona C (A-12)
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Mapa de correlagcdes do HMBC de A12 (6 6,3 — 7,7; 8¢ 15 — 175)
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FIGURA 167. Mapa de correlagdes do HMBC de A12 (y 1,5 — 5,2; ¢ 10 — 180)



203 | Parte 1 — Resultados e Discussoes: Determinagao estrutural

SN\ N\

-

w ] w o

@ o o -
. w = =

- . . 4

~ w -

- v ™

—14.953
—-0.002

T ‘WHIH\I . M |J |‘J |

T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 1%0 180 170 1e0 150 140 130 120 110 100 90 80 10 60 50 40 30 20 10 pEm

FIGURA 168. Espectro de RMN de °C (BB) de A12 (CDCls, 100 MHz)

+AS_ 10 3min #154
x1057)

125

1.00

075

4161463

FIGURA 169. Espectro de massas de alta resolucdo de A12 (ESI, modo positivo)



204

Parte 1 — Resultados e Discussdes: Determinagao estrutural

TABELA 38. Dados de RMN de *H e 2C de A12

Posicdo A-12 waltheriona A (Lit*")
(400/100 MHz, CDCls) (400/100 MHz, CDCls)
H/C 5'H 5°C HMBC 5'H 5°C
J (Hz) 400 MHz
2 - 142,66 - 141,60
3 - 139,38 - 139,30
4 - 174,86 - 174,40
42 - 120,05 - 119,80
5 - 138,59 - 141,70
6 - 130,95 - 130,50
7 7,57 (d; 8,8) 132,49 |CocCI0C5CAa 7,48 (d) 131,80
8 7,26 sobreposto 116,39 | C6.C4C4 7,41 (d) 117,40
82 - 142,39 - 141,80
9 - 78,20 - 77,20
10 4,69 (dd; 7,6 80,12 |cC9cCECIZCT 4,61 (dd) 80,16
1,5)
112 2,38 (m) 22,31 2,34 (m) 21,60
11b 2,10 (m) 2,10 (m)
122 2,45 (m) 34,06 2,40 (M) 33,70
12b 2,05 (m) 1,99 (m)
13 6,75 sobreposto 75,68 | ¢9C-10,C-6,C-11 6,87 (d) 75,60
r - 134,59 - 134,70
2’ - 156,28 - 156,40
3’ 6,96 (dd; 8,8; 110,90 | C2icsicT 6,94 (dd) | 110,80
1,6)
4 7,22 sobreposto 128,63 | C2:C6 7,20 (ddd) 128,50
5 6,73 sobreposto 120,70 |cLic2ies 6,70 (ddd) 120,60
6’ 6,40 (dd; 8,0;2,0) 131,79 | C9%CZC4 6,29 (dd) 131,10
2-C-CHs 2,41 (s) 14,95 |C2cC3 2,41 (s) 14,30
3-O-CH; 3,87 (s) 59,85 |C3 3,75 () 59,20
2'- 4,01 (s) 55,52 |C2 3,97 (s) 55,40
OCH3
N-H - - 12,00 (s)
9-OH 5,09 (s) - c-9 5,10 (s)

* (HOELZEL, et. al.; 2005)
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4.1.18. Elucidagéo estrutural do alcaloide A13

A substancia A13 foi isolada das fases diclorometano da raiz e do caule de W.
brachypetala. Esta se apresentou como um sélido branco amorfo e revelou
positivamente com o reagente de Dragendorff em CCDA sugerindo-se a presenca
de nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de 'H de A13 apresentou sinais que permitiram deduzir
um esqueleto estrutural parecido ao das waltherionas anteriormente discutido.
Observou-se dois sinais de simpletos integrando para trés hidrogénios em &6 3,92 e
2,46 caracteristicos da metoxila na posicdo 3 e da metila ligado ao carbono C-2 sp?
do nucleo quinolénico, respectivamente.

Verificou-se ainda neste espectro sinais de hidrogénios metilénicos entre &
1,00 e 2,20, que poderiam inicialmente ser atribuidos aos grupos metilénicos
diasterotopicos do anel de sete membros. Na regido de hidrogénios aromaticos,
observou-se um conjunto de sinais caracteristicos de grupo fenila, sendo dois sinais
de multipletos em & 7,55 e 7,40 integrando para dois hidrogénios cada e um triplo
tripleto em & 7,32 integrando para um hidrogénio.

Por fim, verificou-se dois dupletos em & 7,04 e & 7,13 acoplando com
constante de orto (J = 8,8 Hz), que poderiam ser atribuidos inicialmente as posi¢cdes
7 e 8 do anel B e um sinal de dupleto em & 6,41 (J = 6,0 Hz), ao qual, apenas com a
anélise do espectro de RMN de *H néo é possivel sugerir sua posicdo na estrutura
de A13.

b=

FIGURA 170. Espectro de RMN de *H de A13 (CDCls, 400 MHz)
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FIGURA 171. Ampliacdo do espectro de RMN de *H de A13 (5 6,3 — 8,4)
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FIGURA 174. Ampliacdo do espectro de RMN de *H de A13 (5 0,8 — 2,2)
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Através da andlise do mapa de correlacdes do espectro de HSQC de A13 foi
possivel observar a presenca de dois grupos de hidrogénios metilénicos
diasterotdpicos, sendo os sinais de hidrogénio em & 1,60 e 1,04 correlacionaram
com o sinal de carbono em & 17,96 e os sinais de hidrogénio em & 2,10 e 1,92
correlacionaram com o sinal de carbono em & 25,71. Observou-se ainda a
correlagéo de hidrogénios metilénicos ndo diasterotépicos entre & 2,05-2,18 com um
sinal de carbono em & 32,34. O sinal de dupleto em & 6,41 correlacionou-se com 0
sinal de carbono em & 80,24; sendo, portanto um hidrogénio oximetinico.

O mapa de correlagbes do espectro de COSY de Al3 apresentou
informagdes importantes sobre a conectividade dos hidrogénios na estrutura deste
composto. Foram observados trés sistemas de spins: no primeiro sistema de spins é
observada a correlacdo entre os hidrogénios do anel aromatico monossubstituido
(fenila livre), no segundo sistema de spins observa-se o acoplamento dos
hidrogénios em & 7,04 e 7,13; jA no terceiro sistema de spins foi observada a
conectividade entre o hidrogénio em & 6,41 com os hidrogénios metilénicos em &
2,10 e 1,92 e conectividades entre os hidrogénios metilénicos.

Ao contrario das estruturas das waltherionas anteriormente discutidas, a
estrutura de A13 possui apenas um hidrogénio oximetinico e dada a presenca de
trés grupos de hidrogénios metilénicos, sugeriu-se que na estrutura de Al3 existe
uma ponte éter entre os carbonos 9 e 13 e ndo entre os carbonos 10 e 13 como
ocorre nas waltherionas A, B e C e seus derivados.

Com base nos dados anteriormente discutidos e tendo a estrutura da
waltheriona A como modelo, foi proposta a seguinte estrutura para A-13.

H-7 7,54 C-7 131,70

H-7 C-7 12353 6,73
7:40 7o H-8 7,40 C-8 117,53

H-8 7,13 C-8 116,14

A-13 Estrutura da waltheriona A
Dados obtidos em CDCls Dados obtidos em CDCls

COSsY
H 6,41 ppm - H1,92 ppm e H 2,10 ppm
H 1,92 > H 6,41 ppm; H 2,10 ppm e H 1,04 ppm (acoplamento em W)
H 2,10 ppm = H 6,41 ppm; H 1,92 ppm e H 2,15 ppm
H 1,04 ppm = H 2,15 ppm; H 1,60 ppm e H 1,92 ppm (acoplamento em W)
H 1,60 ppm - H 1,04 ppm e H 2,15 ppm
H 2,15 ppm > H 1,04 ppm e H 1,60 ppm
H 7,04 ppm > H 7,13 ppm
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FIGURA 175. Mapa de correlagbes do HSQC de A13 (CDCls; 400 MHz)
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FIGURA 177. Mapa de correlagbes do HSQC de A13 (64 0,8 —4,1; &¢c 12 — 62)
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FIGURA 180. Mapa de correlacdes de *H x 'H COSY de A13 (5 0,5-6,7)
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FIGURA 181. Mapa de correlacdes de *H x 'H COSY de A13 (5 0,6 — 2,5)

O mapa de correlagbes do HMBC de A13 apresentou importantes correlagbes
de sinais de hidrogénio e carbono a mdltiplas ligacées que corroboraram a proposta
apresentada anteriormente para a estrutura de A13. O sinal de dupleto em & 7,13
correlacionou-se com os sinais de carbono em 0 142,86 (C-8a) e 120,55 (C-4a),
sendo este hidrogénio entdo atribuido a posi¢cdo 8. J& o sinal de dupleto em & 7,04
(H-7) apresentou correlacdo com os sinais de carbono em & 137,98 (C-6), 143,29
(C-1") e com o sinal de carbono oxigenado em & 85,04, sendo este atribuido ao
carbono oxigenado C-9, confirmando que no biciclo [3.2.1] da estrutura de Al3, a
ponte éter encontra-se entre os carbonos C-9 e C-13. O sinal de hidrogénio
oximetinico em & 6,41 (H-13) também apresentou correlacdo com C-9. As demais
correlagdes observadas no espectro de HMBC encontram-se na tabela 39.
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FIGURA 182. Mapa de correlagdes do HMBC de A13 (CDCls; 400 MHz)
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FIGURA 184. Mapa de correlagbes do HMBC de A13 (0n 1,9 — 4,0; dc 83 — 152)
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O espectro de RMN de *C de A13 apresentou 22 sinais de carbono,
compativel com a estrutura proposta para este composto, sendo possivel,
juntamente com a analise dos dados de HSQC e HMBC, atribuir todos os valores de
deslocamento quimico dos carbonos da estrutura de A13.

O espectro de massas de A-13 (ESI, modo positivo) apresentou o ion pseudo-
molecular [M + H]" em m/z 348 compativel com a estrutura proposta para A13.

- oo
N Oy o

A
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200 190 180 170 180 150 140 130 120 110 100 S0 80 70 {+] 50 40 30 20 10 0 ppm

FIGURA 185. Espectro de RMN de *C (BB) de A13 (CDCls, 100 MHz)
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FIGURA 186. Ampliacdo do espectro de RMN de *C de A13 (5 110 — 160)
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FIGURA 187. Ampliacdo do espectro de RMN de *C de A13 (3 10 - 95)
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FIGURA 188. Espectro de massas de A13 (ESI, modo positivo)

Através da andlise e interpretacdo dos dados de RMN de *H e *3C (1D e 12D),
espectrometria de massas e a comparacédo com os dados das waltherionas A, Be C
e seus derivados anteriormente discutidos, a estrutura de A13 foi elucidada de forma
inequivoca, sendo este alcaloide inédito denominado de waltheriona D

Uma vez que a estrutura do alcaloide Al3 nao foi ainda reportada na
literatura, obteve-se o espectro de massas de alta resolugéo (ESI, modo positivo).
Este espectro apresentou o ion pseudo-molecular [M + H'] em m/z 348,1594
compativel com a férmula molecular C,H2;03N.

A estereoquimica da waltheriona-D estéa discutida no item 4.1.20.
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Estrutura da waltheriona D (A-13)
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FIGURA 189. Espectro de massas de alta resolucao de A13 (ESI, modo positivo)
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TABELA 39. Dados de RMN de *H e *C de A-13

Posicdo A13 waltheriona A (Lit*")
(400/100 MHz, CDCls) (400/100 MHz, CDCls)
H/C 5'H dC HMBC 5'H d°C
J (Hz) 400 MHz
2 - 141,37 - 141,60
3 - 140,40 - 139,30
4 - 174,30 - 174,40
42 - 120,55 - 119,80
5 - 140,87 - 141,70
6 - 137,98 - 130,50
7 7,04 (d; 8,8) 123,53 | COCECECT 7,48 (d) 131,80
8 7,13 (d; 8,8) 116,14 |c&.c# 7,41 (d) 117,40
ga - 142,86 - 141,80
9 - 85,04 - 77,20
102 1,60 (M) 17,96 |C9cS 4,61 (dd) 80,16
10b 1,04 (m)
112 2,04 — 2,18 (m) 32,34 |C5 2,34 (m) 21,60
11b 2,04 — 2,18 (m) 2,10 (m)
122 2,10 (m) 25,71 2,40 (m) 33,70
12b 1,92 (m) 1,99 (m)
13 6,41 (d; 3,0) 80,24 |C® 6,87 (d) 75,60
1’ - 143,29 - 134,70
2’ 7,55 (m) 125,82 |Cl.c-4ece - 156,40
3 7,40 (m) 128,28 | C2Zic5icy 6,94 (dd) 110,80
4 7,32 (m) 127,53 | C2zic¥ 7,20 (ddd) | 128,50
5’ 7,40 (m) 128,28 | C2Zic5iCy 6,70 (ddd) | 120,60
6’ 7,55 (m) 125,82 |Cl.c-4ece 6,29 (dd) 131,10
2-C-CHjs 2,46 (s) 15,30 |¢3 2,41 (s) 14,30
3-O-CHs 3,92 (s) 59,92 |[¢2 3,75 (s) 59,20
2'- - - 3,97 (s) 55,40
OCH3
N-H NO*? - 12,00 (s)
9-OH - - C-9 5,10 (s)

*'(HOLZEL et. al.; 2005)
*2N&o observado.
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4.1.19. Elucidagéo estrutural do alcaloide A-18

A substancia A-18 foi isolada da raiz de Waltheria brachypetala Turcz, esta
revelou positivamente com o reagente de Dragendorff em CCD sugerindo-se a
presenca de nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de *H de A18 apresentou sinais caracteristicos do ncleo
quinolénico dos alcaloides anteriormente discutidos, sendo estes, 0S sinais
integrando para trés hidrogénios em & 3,74 e 2,37 referentes & metoxila na posi¢ao
3 e a metila ligada ao carbono C-2 sp?, respectivamente, e um sinal de simpleto
largo em & 11,62 referente ao N-H. Observou-se ainda sinais entre & 0,60 — 2,00
caracteristicos dos hidrogénios metilénicos diasterotdpicos do anel de sete membros
do esqueleto estrutural das waltherionas.

Na regido dos hidrogénios aromaticos verificou-se trés sinais de multipletos
entre 8 7,29 — 7,72 caracteristicos de anel aromatico monossubstituido e dois sinais
de dupletos acoplando em orto (J = 8,8 Hz) em & 7,42 e 7,34 sobrepostos com sinais
do anel aroméatico monossubstituido. Observou-se ainda na regido de hidrogénios
aromaticos um sinal de dupleto em & 6,07 (J = 3 Hz). Por fim, verifica-se ainda no
espectro de RMN de *H um sinal de duplo-duplo-dupleto em & 4,00 e um dupleto em
0 4,97.

-
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FIGURA 190. Espectro de RMN de *H de A18 (DMSO-ds; 400 MHz)
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FIGURA 191. Ampliacdo do espectro de RMN de *H de A18 (5 7,20 — 7,85)
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FIGURA 192. Ampliacdo do espectro de RMN de *H de A18 (5 4,0 — 6,1)
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FIGURA 193. Ampliacdo do espectro de RMN de *H de A18 (5 0,5 — 4,0)

Através da andlise do mapa de correlagbes do espectro de HSQC de Al8
observou-se a correlagcédo dos sinais de hidrogénio em & 6,07 e 4,00 com o0s sinais
de carbono em & 77,90 e 68,00; respectivamente, sendo possivel concluir que estes
hidrogénios séo oxi-metinicos. O sinal de dupleto referente ao hidrogénio em & 4,97
nao apresentou correlacdo com qualquer sinal de carbono neste espectro, sugerindo
gue este se trata de uma hidroxila.

Observou-se ainda no espectro de HSQC dois grupos de hidrogénios
metilénicos diasterotopicos. Os hidrogénios que absorvem em & 0,60 e 1,72 estao
diretamente ligados ao carbono que absorve em 0 27,82, enquanto que O0S
hidrogénios que absorvem em & 2,00 e 1,72 estdo diretamente ligados ao carbono
gue absorve em & 26,26. O sinal de hidrogénio em & 1,72 correlaciona-se com o0s
dois sinais de carbono metilénico, de modo que € possivel afirmar, juntamente com
a integracdo dos sinais no espectro de RMN de H que este sinal refere-se a dois
hidrogénios.
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FIGURA 194. Mapa de correlagdes do HSQC de A18 (DMSO-ds; 400 MHz)
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Figura 196. Mapa de correlagcées do HSQC de A18 (o4 0,5 — 4,3; d¢ 10 - 70)

Através do espectro de COSY se observou trés sistemas de spins. No
sistema de spins 1 verificou-se as correlagdes entre os hidrogénios do anel
aroméatico monossubstituido; no sistema de spins 2, observou-se a correlagéo entre
dois hidrogénios aromaticos e no sistema de spins 3 verificou-se as correlacdes
entre os hidrogénios metilénicos diasterotopicos e observou-se ainda a correlacao
entre o sinal de hidrogénio em & 6,07 com o sinal de hidrogénio em & 2,00. Por fim
observou-se a correlacao do sinal de hidrogénio em & 4,00 com o sinal de hidroxila
em d 4,97 e com os sinais de hidrogénios metilénicos em & 0,60 e 1,72.

Dada a correlacdo do hidrogénio oxi-metinico em & 4,00 com o sinal de
hidroxila em & 4,97 foi possivel propor que na estrutura de A18 a ponte éter no anel
de sete membros encontra-se entre 9 e 13 e que na posicdo 10 tem-se uma
hidroxila.

Os dados observados no mapa de correlagbes do espectro de HMBC foram
fundamentais para a elucidagédo completa da estrutura de A18 quando comparados
com os dados de RMN de 'H e *C da waltheriona A e da waltheriona D. Neste
espectro, as correlacbes mais importantes observadas foram:

v O sinal de dupleto em & 7,42 apresentou correlacdo com os sinais de
carbono em & 142 (C-8a) e 120 (C-4a), sendo possivel atribuir esse
hidrogénio a posic¢éo 8;

v O sinal de dupleto em & 7,34 apresentou correlagdo com 0s sinais de
carbono em & 140,15 (C-5) e 86,72 (C-9), sendo possivel atribuir esse
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hidrogénio a posi¢cdo 7, bem como confirmar que a ponte éter encontra-se
entre os carbonos 9 e 13;

O multipleto integrando para dois hidrogénios em & 7,70 apresentou
correlacdo com o sinais de carbono em & 143, 72 (atribuido a C-1) e 86,72
(C-9), sendo este multipleto atribuido aos hidrogénios equivalentes nas
posicdes 2’ e 67;

O sinal de dupleto em & 6,07 referente ao hidrogénio oxi-metinico apresentou
correlacdo com os sinais de carbono em 6 27,82 (C-11), 86,72 (C-9), 68,0 (C-
10) e 140,15 (C-5), sendo esta ultima correlagdo importante para confirmar
este hidrogénio na posi¢éo 13;

O sinal de duplo-duplo-dupleto em & 4,00 apresentou correlacdo com os
sinais de carbono em & 86,72 (C-9), 136,82 (atribuido a C-6) e 143,72 (C-1"),
confirmando assim que este hidrogénio encontra-se na posic¢ao 10;

O sinal de hidrogénio hidroxilico em & 4,97 apresentou correlacdo com 0s
sinais de carbono em & 86,72 (C-9) e 68,0 (C-10) confirmando a hidroxila
nesta posicao.

O sinal de hidrogénio ligado ao nitrogénio em & 11,60 apresentou correlagéo
com os sinais de carbono em & 142,0 (C-8a), 120,0 (C-4a), 140,15 (C-2) e
138,72 (C-3).

Através da analise conjunta dos dados de RMN de 'H e *C de A18, foi possivel
propor que A18 é um derivado da waltheriona D, hidroxilado na posi¢éo 10.

2,04-2,18

0|f|0 1,|_7|2 Hz,oo H H H2v10

H-7 7,34 C-7 12537 H-7 7,04 C-7 123,53
H-8 7,42 C-8 118,93 H-8 7,13 C-8 116,14

A-18 waltheriona D
Dados obtidos em DMSO-ds Dados obtidos em CDCls

COSY de A18

H 7,32 ppm > H 7,37 ppm > H 7,70 ppm

H 6,07 ppm - H 2,00 ppm

H 2,00 ppm = H 0,60 ppm e H 6,07 ppm

H 0,60 ppm > H 1,72 ppm e H 2,00 ppm

H 1,72 (posigdo 12) > H 0,60 ppm e H 2,00 ppm

H 1,72 (posi¢do 11) - H 4,00 ppm, H 0,60 ppm e H 2,00 ppm

H 4,00 ppm = H 1,72 ppm (posi¢do 11), H 0,60 ppm e OH 4,97 ppm
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7,34 C-7 125,37

H-8 7,42 C-8 118,93

Principais correlagbes via HMBC
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Figura 197. Mapa de correlacdes de *H x *H COSY de A18 (DMSO-ds, 400 MHz)
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FIGURA 198. Mapa de correlacdes de *H x '*H do COSY de A18 (54 0,5 — 5,0)
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FIGURA 199. Mapa de correlagdes do HMBC de A18 (DMSO-ds; 400 MHz)
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FIGURA 200. Mapa de correlagdes do HMBC de A18 (o4 6,0 — 7,8; dc 115 — 155)
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FIGURA 201. Mapa de correlagdes do HMBC de A18 (dn 0,5 — 4,0; 6¢c 15 — 160)
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Com o objetivo de confirmar se os hidrogénios oxi-metinicos H-10 e H-13
estdo em relacdo syn ou anti, realizou-se o experimento de g-NOESY irradiando os
respectivos sinais de hidrogénio 6 4,00 e & 6,07 com pulsos de radio frequéncia para
observar incrementos de NOE para estes sinais. Uma vez que esses incrementos
nao foram observados, e apesar de a auséncia de NOE néo ser resposta, pode-se
sugerir que os hidrogénios H-10 e H-13 estdo em relagcdo anti um ao outro. Os
incrementos de NOE observados com a irradiacdo dos demais sinais de hidrogénio
de A-18 estdo compativeis com a estrutura proposta.

O espectro de RMN de **C de A18, obtido em MeOD apresentou 20 sinais de
carbono, sendo dois destes dobrados, confirmando a presenca de 22 carbonos na
estrutura de A18. Observou-se diferencas entre os deslocamentos de **C obtidos no
experimento de RMN de *C em MeOD com relacdo aos deslocamentos obtidos
através das projeces dos experimentos de HSQC e HMBC em DMSO-dg,
entretanto, foi possivel atribuir os dados obtidos em MeOD para todos os carbonos
através de comparacdes.

O espectro de massas de A-18 (ESI, modo positivo) apresentou o pico ion
pseudo-molecular [M + H]" em m/z 364 confirmando a estrutura proposta para A18
elucidada exclusivamente por dados de RMN de *H e **C (1D e 2D). Assim, com
base na analise e interpretacdo de todos os dados espectrais obtidos foi possivel
elucidar inequivocamente a estrutura de A18 como sendo um alcal6ide quinolénico
inédito, este foi nomeado de 10-hidroxi-waltheriona D.

Uma vez que A18 trata-se de uma substancia inédita foi obtido o espectro de
massas de alta resolucdo (TOF, modo positivo). Este apresentou o ion pseudo-
molecular [M + H]" em m/z 364,1554 compativel com a férmula molecular
C22H2104N. A esterequimica de A-18 esta discutida no item 4.1.20.

Estrutura da 10-hidroxi-waltheriona D
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FIGURA 202. Espectro de g-NOESY de A18 (MeOD, 600 MHz)
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FIGURA 204. Ampliacdo do espectro de RMN de *C de A18 (5 115 - 175)
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FIGURA 205. Ampliacdo do espectro de RMN de *C de A18 (5 10 - 90)
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FIGURA 207. Espectro de massas de alta resolucdo de A18 (ESI, modo positivo)
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TABELA 40. Dados de RMN de *H e *C de A18

Posi Al8 waltheriona D
céo (400/100 MHz, DMSO-ds) (400/100 MHz,
CDCly)
H/C 5'H 57ct | 8C™ HMBC 5'H dC
J (Hz) DMSO | MeOD 400 MHz
2 - 140,15 | 141,52 - 141,37
3 - 138,72 | 140,27 - 140,40
4 - 172,00 | 174,64 - 174,30
42 - 120,00 | 121,44 - 120,55
5 - 140,15 | 142,44 - 140,87
6 - 136,82 | 138,80 - 137,98
7 7,34 (d; 8,8) 125,37 | 127,92 |C9C6&CECL [ 704 (d) | 123,53
8 7,42 (d; 8,8) 118,93 | 118,17 |c8.C4 7,13 (d) | 116,14
82 - 142,00 | 143,88 - 142,86
9 - 86,72 88,97 - 85,04
10 | 4,00 (ddd;3,4, | 68,00 70,00 |C9%CE.CY 1,60 (m) 17,96
6) 1,04 (m)

11a 1,72 (m) 27,82 28,88 2,04-218 | 32,34
11b 0,60 (m) 2,04 -2,18

12a 2,00 (m) 26,26 27,75 2,10 (m) 25,71
12b 1,72 (m) 1,92 (m)

13 6,07 (d; 3,0) 77,90 80,78 ff% C5 C6 C | 6,41 (d) 80,24
1’ - 143,72 | 145,31 - 143,29
2’ 7,70 (m) 127,45 | 129,17 |C1.C4eCo 7,55 (m) | 125,82
3 7,45 (m) 127,45 | 129,04 |C2ic5icy 7,40 (m) | 128,28
4 7,32 (m) 125,37 | 127,56 | C2:ic¥ 7,32 (m) | 127,53
5’ 7,45 (m) 127,45 | 129,04 |C2icsicy 7,40 (m) | 128,28
6’ 7,70 (m) 127,45 | 129,17 |Cl.C4ecCo 7,50 (m) | 125,82

2-C- 2,37 (s) 14,26 14,58 | ¢3 2,46 (s) 15,30

CHs

3-0- 3,74 (s) 58,77 60,42 |C2 3,92 (s) 59,92

CHs

N-H 11,61 (s) - - C-g°, C-4% C-2, C- NO*® -

3,C-8

10- | 4,97 (d;J=4) C-9,C-10 5,10 (s) -

OH

"I Dados obtidos por projecdo de HSQC e HMBC em DMSO-ds. "2 Experimento obtido em MeOD
® N&o observado
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4.1.20. Proposta para configuracao absoluta das waltherionas

A estrutura da waltheriona A (A16) foi primeiramente publicada por Hoelzel e
colaboradores em 2005. Nesta publicacdo a estereoquimica da waltheriona A foi
definida como sendo (9R, 10S, 13R) com base em calculos de quéanticos Austin
Model 1 (AM1) (HOELZEL et. al.; 2005). Nesta estrutura a ponte éter entre os
carbonos 9 e 13 encontra-se em face a, enquanto que a fenila ligada ao carbono 9
encontra-se em face a e a hidroxila em face 3.

O mesmo grupo de pesquisa publicou em 2008 a estrutura da waltheriona B
como sendo um diasteroisdbmero da waltheriona A. Através de dados de difracdo de
raios X foi feita a correcdo da estereoquimica da waltheriona A para (9S, 10R, 13R)
onde o Unico erro estava na configuracédo no carbono 9 (GRESSLER et. al; 2008).

De acordo com a difragéo de raios X das waltherionas A e B, a diferenga entre
as mesmas estd na disposi¢cdo espacial da ponte éter, pois tanto na waltheriona A,
guanto na waltheriona B a hidroxila ligada ao carbono 9 encontra-se em face B. A
ponte éter na waltheriona A encontra-se em face a e na waltheriona B encontra-se
na face .

A figura abaixo apresenta as configuracdoes absolutas das waltherionas A e
waltheriona B derivatizada de acordo com Gressler e colaboradores (GRESSLER et.
al; 2008).

Estrutura da waltheriona A

Estrutura da waltheriona B

FIGURA 208. Estrutura das waltherionas A e B por difracéo de raios X
Retirado de GRESSLER et. al.; 2008
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A diferenciacdo entre as waltherionas A e B é facil devido a grande diferencga
entre os respectivos espectros de RMN de 'H, enquanto que os valores de
deslocamento de RMN de *C sdo quase semelhantes. S&o observadas também
diferencas com relagdo ao ponto de fusdo e a rotacdo especifica [a-D]. Assim as
substancias de A16 e Al177 foram facilmente distinguidas pela estereoquimica,
sendo Al16 a waltheriona A e A17 a waltheriona B.
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FIGURA 209. Espectros de dicroismo circular das waltherionas

Comparando-se as curvas de dicroismo circular das waltherionas A (A16) e B
(A17), observa-se para ambas um efeito c6ton negativo em 340 nm, possivelmente
relacionado ao C-9, onde Al6 e Al7 possuem a mesma configuracdo, R. Para a
waltheriona A observa-se ainda um forte efeito coton positivo em 280 nm ausente na
waltheriona B.

A diferenca relativa a configuracdo nos carbonos 10 e 13 pode ser observada
nos comprimentos de onda de 230 nm e 248 nm. Para a waltheriona A que possui
configuracdo nestes dois carbonos como 10S, 13R observa-se efeito coton negativo
em 230 nm e positivo em 248 nm; enquanto que para a waltheriona B que possui
configuracdo nestes carbonos 10R, 13S observa-se efeito coton positivo em 230 nm
e negativo em 248 nm. Assim, esses efeitos coton observados podem estar
relacionados a estes carbonos (C-10 e C-13). Portanto as curvas de dicroismo
circular obtidas para as waltherionas A e B estdo de acordo com a estereoquimica
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destes diasteroisémeros proposta por (GRESSLER et. al; 2008) através de difracédo
de raios X.

A estereoquimica da 10-hidroxi-waltheriona D e da waltheriona D foram
propostas com base na comparagdo das curvas de DC obtidas para estes
compostos com aqguelas obtidas para as waltherionas A e B.

Observou-se para a 10-hidréxi-waltheriona D um efeito coton negativo em 340
nm e efeito céton positivo em 280 nm, similar a waltheriona A, sendo possivel
sugerir a configuracdo de C-9 como sendo R. Observa-se ainda efeito co6ton
negativo em 230 nm e positivo em 248 nm, similar a waltheriona A, sendo possivel
sugerir a configuracdo dos carbonos C-10 e C-13 como sendo C-10S e C-13R por
comparacao. Esta configuracdo estda de acordo com a analise do espectro de g-
NOESY da 10-hidroxi-waltheriona D, onde observou-se a relacdo anti entre os
hidrogénios H-10 e H-13.

O espectro de DC da waltheriona D também apresentou efeito c6ton negativo
em 340 nm e efeito céton positivo em 280 nm, similar a waltheriona A, sendo
possivel sugerir a configuracdo de C-9 como sendo R. Ja a configuracdo de C-13 foi
sugerida como sendo C-13R, devido ao efeito céton positivo observado em 248 nm.

O espectro de dicroismo circular da waltheriona C apresentou forte efeito
céton positivo em 348 nm e um efeito coton negativo em 280 nm, ao contrario das
waltherionas anteriormente discutidas, sendo assim a configuracdo de C-9 foi
sugerida como sendo C-9R. Similarmente a waltheriona B, este espectro apresentou
efeito coton positivo em 230 nm e negativo em 248 nm, sendo as configuracdes dos
carbonos C10 e C-13 definidas como C-10R e C-13S.
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FIGURA 210. Espectro de dicroismo circular da waltheriona C



237 | Parte 1 — Resultados e Discussoes: Determinagao estrutural

1BrR O
OCHj3
Q N CH;

h
waltheriona D (A-13)

FIGURA 211. waltherionas e suas estereoquimicas
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4.2. Alcaloides ciclopeptidicos

Os alcaloides ciclopeptidicos A8, A9 e A10 sdo de ocorréncia comum no
género Waltheria, assim como na tribo Hermannieae. Esses alcaloides ja foram
anteriormente identificados das folhas de W. brachypetala (LIMA, 2007) e portanto
serdo discutidos apenas brevemente neste trabalho.

4.2.1. identificagdo do alcaloide A8

A substancia A8 foi isolada da fase diclorometano da raiz de W. brachypetala.
Esta revelou positivamente com o reagente de Dragendorff em CCDA, sugerindo a
presenca de nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de 'H (ANEXO 01) de A8 apresentou sinais
caracteristicos dos alcaloides ciclopeptidicos. Seis grupos metilicos na forma de
dupletos com constante de acoplamento de 6,6 Hz sao observadas entre 6 0,70 —
1,30; sendo possivel sugerir a presenca de trés grupos isopropilicos na estrutura de
A-08. Observa-se ainda um sinal de simpleto integrando para seis hidrogénios em &
2,20 que é caracteristico da unidade N,N-dimetil do aminoéacido basico terminal.

Para caracterizar as unidades de aminodacido da estrutura de A8 foi feita uma
comparacdo dos dados de deslocamento quimico dos sinais de metila observados
no espectro de RMN de 'H de A8 com dados de alcaloides ciclopeptidicos relatados
na literatura (MOREL et. al.; 1998). Sendo assim, os sinais de metila em & 0,71 e
0,82 juntamente com o sinal referente a duas metilas em & 2,20 caracterizaram a
presenca do aminoacido béasico terminal sendo a N,N-dimetil leucina. Na posicao 3
do anel macrociclico foi caracterizada a presenca de B-hidroxi-leucina através dos
sinais de metila em & 0,97 e 1,28, enquanto que o aminoacido ligado na posicdo 7
também foi identificado como sendo leucina através dos sinais de metila em 6 0,90 e
6 0,95.

Na regido entre & 4,0 — 5,1 observa-se sinais de caracteristicos de
hidrogénios do anel macrociclico, sendo um multipleto em & 4,06 referente ao sinal
de hidrogénio na posi¢do 7, um duplo-dupleto em & 4,45 (J = 4,0; 10,0 Hz) referente
ao hidrogénio na posicao 4 e um sinal de duplo-dupleto em & 5,03 (J = 4,0; 7,5 Hz)
referente ao hidrogénio oxi-metinico na posicao 3.

A unidade de estirilamina foi caracterizada através do sinal de dupleto em &
6,36 (J = 7,6) referente a H-11 e um duplo-dupleto em & 6,63 (J = 7,6; 10,0 Hz)
referente ao H-10.

Na regido dos hidrogénios arométicos observou-se ainda sinais integrando
para quatro hidrogénios entre & 7,02 - 7,25 que referem-se aos hidrogénios do anel
aromatico p-di-substituido da unidade de estirilamina. Os sinais de dupletos em &
5,76; © 6,46 e d 7,82 referem-se aos hidrogénios ligados a nitrogénio referentes a H-
6, H-9 e H-20, respectivamente e sendo estas atribuicbes confirmadas através da
analise do mapa de correlacdes do espectro de COSY (ANEXO 02).
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O espectro de COSY de A8 apresentou correlacdes importantes para
confirmar a conectividade entre os atomos de hidrogénio, bem como confirmar as
respectivas atribuicbes de deslocamento quimico. Neste espectro observou-se um
sinal de hidrogénio sobreposto em & 1,92 com os sinais de metilaem 6 0,97 e 6 1,28
e com o sinal de hidrogénio oxi-metinico em & 5,03 confirmando o grupo isopropila
na posicao 3.

Observou-se ainda neste espectro um sistema de spins formado pelos sinais
de metila em & 0,71 e 0,82 com o sinal de multipleto em & 1,27, este sinal
correlacionando ainda com um multipleto entre & 1,30 - 1,60 e este multipleto com
um sinal de duplo-dupleto em & 2,79 (J = 4,9; 5,1 Hz) caracterizando a unidade N,N-
dimetil-leucina.

O sinal de multipleto entre & 1,32-1,70 apresentou correlacdo com o sinal de
multipleto em & 4,06 (H-7) e com um multipleto em & 1,78. Uma vez que este
multipleto em & 1,78 apresentou correlagdo com os sinais de metila em & 0,90 e
0,95 foi possivel atribuir esta unidade de leucina ligada na posic¢ao 7.

Verificou-se ainda no espectro de COSY a conectividade entre os hidrogénios
H-11 e H-10; H-10 e NH-9; H-3 e H-4; H-7 e NH-6 e H-4 com NH-20, bem como as
correlac®es entre os hidrogénios aromaticos.

O espectro de massas de alta resolucao de A8 (ESI, modo negativo) (ANEXO
03) apresentou o pico do jon pseudo-molecular [M - H]" em m/z 572,4972 compativel
com a formula molecular CasH4304N..

A partir da anélise dos dados de RMN de 'H, COSY, espectrometria de
massas de alta resolugcéo e a comparacdo com dados da literatura (MOREL et. al.;
1998), o alcaloide ciclopeptidico A-08 foi identificado inequivocamente como sendo a
franganina. As estereoquimicas relativas ndo foram determinadas neste trabalho.

Este alcaloide ciclopeptidico € de ocorréncia comum na tribo Hermannieae,
sendo considerado um marcador quimiossistematico nos géneros Waltheria e
Melochia.

Estrutura da franganina
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TABELA 41. Dados de RMN de 'H de A-8

Posicao A8 Literatura* | Posicao A8 Literatura*
CDCl; CDCl; CDCl; CDCl;
400 MHz 400 MHz 400 MHz 400 MHz
H d'H d'H H d'H d'H
J (Hz) J (Hz)
J (Hz) J (Hz)
1 - - 17 1,92 (m) 1,92 (m)
2 - - 18 (Me) 1,28 (d; 1,28 (d;
6,6) 6,6)
3 5,03 (dd; | 4,99 (dd; 4,0; | 19 (Me) 0,97 (d; 0,97 (d;
4,0;7,5) 7,6) 6,6) 6,6)
4 4,45 (dd; | 4,47 (dd; 4,0; | 20-NH 7,82 (d; 7,84 (d;
4,0; 10) 10) 10) 10,1)
5 - - 21 - -
6-NH 5,76 (d; 7,5) | 5,78 (d; 7,6) 22 2,79 (dd; 2,81 (dd;
4,9; 4,9 4,9; 4,9
7 4,06 (m) 4,07 (m) 23 1,30 — 1,35 -
1,60 1,61
8 - - 24 1,28 (m) 1,27 (m)
9-NH 6,46 (d; 10) | 6,49 (d; 9,9) | 25 (Me) 0,71 (d; 0,71 (d;
6,6) 6,6)
10 6,63 (dd; 6,67 (dd; 7,6; | 26 (Me) 0,82 (d; 0,82 (d;
7,5; 10) 10) 6,6) 6,6)
11 6,36 (d; 7,5) | 6,37 (d;7,6) | 27 (NMe) 2,20 (s) 2,22 (s)
12 - - 28 (NMe) 2,20 (s) 2,22 (s)
13 703-715 | 7,03-7,15 29 1,35 - 1,35 -
1,75 1,75
14 716-726 | 7,16 —7,26 30 1,79 (m) 1,79 (m)
15 7,16-726 | 7,16-7,26 | 31 (Me) 0,95 (s) 0,95 (s)
16 703-715 | 7,03-7,15 | 32 (Me) 0,90 (s) 0,90 (s)

(MOREL et. al.; 1998)
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4.2.2. Identificagdo do alcaloide ciclopeptidico A9

A substancia A9 foi isolada da fase diclorometano da raiz de W. brachypetala.
Esta revelou positivamente com o reagente de Dragendorff em CCD, sugerindo a
presenca de nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de *H de A9 (ANEXO 4) apresentou sinais caracteristicos
dos alcaloides ciclopeptidicos, como os sinais em & 6,52 (d; J = 8,0 Hz) e 6,41 (dd;
J= 8,0 e 10 Hz) referentes aos hidrogénios olefinicos H-10 e H-11, respectivamente,
da unidade de estirilamina do anel macrociclico, bem como os sinais de dupletos em
0 6,05 e 6,45 referentes aos hidrogénios ligados a nitrogénio, NH-6 e NH-9,
respectivamente. Observou-se ainda neste espectro o sinal referente ao hidrogénio
oxi-metinico H-3 em & 4,94 e os sinais de duplo-dupleto em & 4,47 e multipleto em &
4,01 referente aos hidrogénios H-4 e H-7, respectivamente.

Os sinais referentes aos hidrogénios aromaticos da unidade de estirilamina
séo observados entre d 7,02 — 7,26 assim como ocorre na franganina.

As unidades de aminoacidos terminais foram identificadas através de
comparacdo com modelos da literatura (MOREL et. al.; 1998). Sendo assim, foi
possivel identificar o aminoacido leucina através das duas metilas de grupo
isopropila em 6 0,82 e 0,75 (d; J = 6,6 Hz), bem como dos sinais de multipleto em &
1,78 (H-30) e em © 1,25 e 1,64 referentes aos hidrogénios metilénicos
diasterotdpicos na posicao 29.

A unidade de B-hidroxi-leucina foi identificada através dos sinais de metila do
grupo isopropila em & 0,99 e & 1,25 e através do multipleto em & 2,01 referente ao
hidrogénio metinico H-17.

O residuo de aminoacido bésico terminal foi identificado como sendo a
isoleucina, dado a presenca de um tripleto em & 0,90 referente a metila C-25, uma
metila dupleto em & 0,95 referente a posi¢cdo 26, além de um simpleto integrando
para seis hidrogénios em ©& 2,20 referentes aos dois grupos metila ligados ao
nitrogénio.

O espectro de RMN de °C de A9 (ANEXO 5) apresentou 23 sinais de
carbono (sendo trés dobrados), destacando-se os sinais em & 125,94 e 128,23
referentes aos carbonos olefinicos da unidade de estirilamina do anel macrociclico,
os sinais de carbonos dobrados em 6 129,0 (C-13 e C-16) e 122,0 (C-14 e C-15)
referentes as posicdes equivalentes do anel aromético da estirilamina. A
estereoquimica deste composto nao foi estudada neste trabalho.

Através da comparacdo dos dados obtidos de RMN de H e **C de A9 com a
literatura (TSCHESCHE et. al.; 1968), foi possivel identificar inequivocamente A9
como sendo o alcaloide ciclopeptidico frangulanina. Este alcaloide foi isolado pela
primeira vez de Rhamnus frangula L. (Rhamnaceae). Na tribo Hermannieae
encontra-se relato da ocorréncia deste alcaloide em M. odorata (EMILE et. al., 2007)
e das folhas de W. brachypetala (LIMA, 2007).
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TABELA 42. Dados de RMN de 'H de A9

Posicao A-8 Literatura* | Posicao A-8 Literatura*
CDCls CDCls CDCl; CDCl;
400 MHz 400 MHz 400 MHz 400 MHz
H 5'H 5'H H 5'H 5'H
J (Hz) J (Hz) J (Hz)
J (Hz)
1 - - 17 2,01 (m) 2,01 (m)
2 - - 18 (Me) 1,25 (d; 1,26 (d;
6,6) 6,6)
3 4,94 (dd; | 4,93 (dd; 4,0; | 19 (Me) 0,99 (d; 1,01 (d;
4,0; 7,6) 7,6) 6,6) 6,6)
4 4,47 (dd; 4,48 (dd; 4,0; | 20-NH 7,35 (d; 7,25 (d;
4,0; 9,9) 10) 10) 8,6)
5 - - 21 - -
6-NH 6,05 (d; 7,5) | 6,07 (d; 7,4) 22 2,60 (d; 2,65 (d;
4,9) 4,9)
7 4,01 (m) 4,02 (m) 23 1,78 (2H) 1,77 (2H)
8 - - 24 1,29 — 1,29 —
1,52 (m) 1,52 (m)
9-NH 6,45 (d; 10) | 6,48 (d;10) | 25 (Me) 0,95 (1) 0,95 (1)
10 6,52 (dd; 6,56 (dd; 7,9; | 26 (Me) 0,90 (d; 0,91 (d;
7,7; 10) 10) 6,6) 6,6)
11 6,41 (d; 7,7) | 6,44 (d;7,9) | 27 (NMe) 2,20 (s) 2,18 (s)
12 - - 28 (NMe) 2,20 (s) 2,18 (s)
13 7,03-7,15 7,03-7,15 29 1,25 - 1,25 -
1,64 1,64
14 716-726 | 7,16 —7,26 30 1,79 (m) 1,79 (m)
15 7,16-726 | 7,16-7,26 | 31 (Me) 0,75 (s) 0,75 (s)
16 703-7,15 | 7,03-7,15 | 32 (Me) 0,90 (s) 0,81 (s)
*(TSCHESCHE et. al.; 1968)
14 13

25

Estrutura da frangulanina
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TABELA 43. Dados de RMN de 3C de A9

Posicao A9 Literatura* | Posicao A9 Literatura*
CDCl; CDCl; CDCl; CDCl;
100 MHz 100 MHz 100 MHz 100 MHz
C 5°C 3°C C 3°C 5°C
1 155,81 156,3 17 29,16 29,10
2 - - 18 (Me) 21,60 21,60
3 81,83 81,70 19 (Me) 15,67 15,30
4 55,53 55,40 20-NH - -
5 172,74 172,3 21 172,08 171,40
6-NH - - 22 73,40 73,10
7 52,82 52,70 23 33,91 33,90
8 168,80 168,1 24 28,22 28,20
9-NH - - 25 (Me) 24,20 24,00
10 125,94 125,9 26 (Me) 15,66 15,00
11 118,23 118,2 27 (NMe) 42,93 42,90
12 131,84 131,7 28 (NMe) 42,93 42,90
13 129,0 129,0 29 40,34 40,30
14 122,0 122,0 30 24,20 24,60
15 122,0 122,0 31 (Me) 23,60 23,50
16 129,0 129,0 32 (Me) 22,70 22,80

*(TAKAI et. al.; 1973) e (TSCHESCHE et. al.; 1969)

4.2.3. Identificagdo do alcaloide ciclopeptidico A10

A substancia A10 foi isolada da fase diclorometano da raiz de W.
brachypetala. Esta revelou positivamente com o reagente de Dragendorff em CCD
sugerindo a presenca de nitrogénio em sua estrutura molecular.

O espectro de RMN de 'H de A10 (ANEXO 7) apresentou sinais
caracteristicos dos alcalbides ciclopeptidicos, destacando-se os sinais referentes
aos hidrogénios do anel macrociclico de 14 membros. Observou-se 0s sinais
referentes aos hidrogénios olefinicos da unidade de estirilamina H-10 e H-11 em &
6,64 (dd, J=7,5; 10 Hz) e 6,32 (d, J= 7,5 Hz), respectivamente. Os sinais referentes
aos hidrogénios NH-6 e NH-9 sdo observados em 6 5,76 (d; J =8,4) € 6,50 (d, J =
10,0) respectivamente; enquanto que os sinais referentes aos hidrogénios H-3, H-4 e
H-7 sao observados em 6 5,00 (dd, J = 2,0; 8,0 Hz), 4,46 (dd, J = 2,1; 10,0) e 3,90
(m), respectivamente. J& os hidrogénios de hidrogénios aromaticos da unidade de
estirilamina sao observados entre & 7,02-7,26.

Através de comparacdo com os espectros de RMN de 'H e *3C de A8
(franganina) e A9 (frangulanina), verificou-se que A10 possui a unidade de
aminoacido leucina na posicdo 3, através dos valores de deslocamento das metilas
dupletos de grupo isopropilaem & 1,28 e 1,02 (J = 6,6 Hz) e do multipleto referente
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ao H-17 em & 1,91. A unidade de isoleucina na posic¢ao 7 foi observada a partir dos
sinais de metila dupleto em 0,40 (d, J = 6,8) e uma metila tripleto & 0,70, bem como
através dos hidrogénios metilénicos diasterotdépicos em & 0,70 e 1,00 referente a (H-
31’ e H-31").

A unidade de aminoéacido terminal foi identificada como sendo fenilalanina
devido aos sinais de multipleto na regido dos hidrogénios aromaticos entre & 7,02 —
7,27 e dos sinais de hidrogénios benzilicos entre 6 2,80 - 3,20. As metilas ligados ao
nitrogénio da unidade de fenilalanina sao verificadas como um simpleto em & 2,20.

O espectro de RMN de **C de A10 (ANEXO 8) apresenta sinais referentes
aos carbonos dos anéis aromaticos das unidades de fenilalanina e estirilamina, além
dos demais sinais de carbono referentes aos carbonos do anel macrocilico de 14
membros e das unidades de leucina e isoleucina. Os dados de RMN de **C de A-10
foram cuidadosamente comparados com os da literatura para a adoutina Y’ (PAIS et.
al.; 1968), de modo que A-10 foi identificado inequivocamente como sendo este
alcaloide. A estereoquimica deste composto néo foi estudada neste trabalho.

Estrutura da Adoutina Y'
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TABELA 44. Dados de RMN de H de A10

Posicao A8 Literatura* | Posicao A8 Literatura*
CDCls CDCls CDCls CDCls
400 MHz 400 MHz 400 MHz 400 MHz
H 5'H 5'H H 5'H 5'H
J (Hz) J (Hz) J (Hz) J (Hz)
1 - - 17 1,91 (m) 1,95 (m)
2 - - 18 (Me) 1,28 (d; 1,28 (d;
6,6) 6,6)
3 5,00 (dd; | 5,01 (dd; 2,1; | 19 (Me) 1,02 (d; 1,02 (d;
2,0, 8,0) 8,0) 6,6) 6,6)
4 4,46 (dd; 4,47 (dd; 2,1, 20-NH 7,75 (d; 7,77 (d;
2,1; 10) 10) 10) 10)
5 - - 21 - -
6-NH 5,76 (d; 8,4) | 5,78 (d; 8,4 22 3,10 (m) 3,11 (m)
7 3,90 (m) 3,91 (dd; 3,6; | 23 e 23 2,80/3,20 2,84/3,19
8,4) (m) (m)
8 - - 24 - -
9-NH 6,50 (d; 10) | 6,52 (d; 9,6) | 25e 25 7,03 — 7,03 —
7,26 7,26
10 6,32 (d; 7,5) | 6,35(d; 7,6) | 26 e 26’ 7,03 — 7,03 —
7,26 7,26
11 6,64 (dd; 6,65 (dd; 7,6; 27 7,03 — 7,03 —
7,5;10) 9,6) 7,26 7,26
12 - - 28 (NMe) 2,26 (s) 2,28 (s)
13 7,03-7,15 | 7,03-7,15 | 29 (NMe) 2,26 (s) 2,28 (s)
14 7,16-726 | 7,16 -7,26 30 2,03 (m) 2,05 (m)
15 7,16 -7,26 | 7,16 -7,26 31 0,68/2,01 0,68/2,01
16 703-7,15 | 7,03-7,15 | 32 (Me) 0,70 (s) 0,69 (s)
33 (Me) 0,40 (s) 0,39 (s)

*(PAIS et. al.; 1968)
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TABELA 45. Dados de RMN de 2C de A11

Posicao A8 Literatura* | Posicao A8 Literatura*
CDCl; CDCl; CDCl; CDCl;
100 MHz 100 MHz 100 MHz 100 MHz

C 5°C 3°C C 3°C 5°C

1 155,83 155,8 17 29,33 29,30

2 - - 18 (Me) 20,50 20,30

3 81,84 81,30 19 (Me) 15,55 15,40
4 55,25 55,20 21 172,30 172,7
5 172,75 172,0 22 70,76 70,80
6-NH - - 23 29,94 29,90
7 59,50 59,50 24 140,28 140,2

8 166,79 166,80 25e 25 126,0 126,0
9-NH - - 26 e 26’ 128,0 128,0
10 125,63 125,5 27 129,0 129,0
11 115,93 115,9 28 (NMe) 41,95 41,80
12 131,8 131,8 29 (NMe) 41,95 41,80
13 131,8 131,8 30 34,53 34,50
14 122,8 122,8 31 23,60 23,60
15 122,8 122,8 32 (Me) 12,00 11,90
16 131,8 131,8 33 (Me) 15,67 15,60

*(PAIS et. al.; 1968)

4.3. Constituintes fendlicos

Da raiz e caule de W. brachypetala Turcz foram isolados constituintes
fendlicos como flavonoides e um derivado do acido quinico, todos com distribuicdo
em espécies de vérias familias no reino vegetal, inclusive na tribo Hermannieae.
Uma vez que estes compostos sdo bem relatados na literatura, estes serdo apenas
brevemente discutidos neste trabalho.

4.3.1. Identificacéo do flavondide F-1

A substancia F-1 foi isolada da fase acetato de etila do caule de W.
brachypetala como um sdlido amarelo. Esta revelou em tom de amarelo intenso com
cloreto de aluminio em CCD sugerindo tratar-se de uma substancia fendlica.

O espectro de RMN de 'H de F-1 (ANEXO 9) apresentou sinais
caracteristicos dos flavonoides. Observou-se neste espectro dois sinais de dupletos
em & 6,13 e 6,30 com constante de acoplamento de 2,1 Hz caracteristicos dos
hidrogénios acoplando em meta caracteristico do anel A dos flavonoides.

Verificou-se ainda neste espectro quatro sinais de duplos tripletos integrando
cada um para dois hidrogénios e com a maior constante de acoplamento 9,0 Hz,
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sugerindo a presenca de dois anéis aromaticos p-di-substituidos na estrutura de F-1.
Dada a presenca de dois sinais de dupletos de hidrogénios olefinicos a,B
carbonilicos em & 6,07 e 7,40 com constante de acoplamento de 15,60 Hz, sugeriu-
se a presenc¢a de uma unidade trans-p-cumaroila na estrutura de F-1.

Este espectro apresentou ainda sinais de hidrogénios ligados a carbonos
oxigenados entre & 3,4 — 4,4, que, aliado ao sinal de dupleto em & 5,24 (d; 7,4 Hz,
hidrogénio anomérico) sugeriu-se a presenca de um O-B-glicosideo na estrutura de
F-1. O mapa de correlagbes do espectro de COSY de F-1(ANEXO 10) apresentou
cinco sistemas de spins de acordo com os célculos das constates de acoplamento a
partir da analise do espectro de RMN de H.

Através do mapa de correlacdes do espectro de HSQC de F-1 (ANEXO 11) foi
possivel atribuir todos os valores de deslocamento quimicos dos carbonos
hidrogenados facilitando a analise do espectro de HMBC.

O mapa de correlagbes do espectro de HMBC (ANEXO 12) apresentou
importantes correlacdes de sinais de hidrogénio com carbonos a mdltiplas ligacdes
(J1-3). O sinal de hidrogénio em & 8,0 (2H) apresentou importante correlagdo com o
sinal de carbono em & 158,0 (C-2), enquanto que o sinal integrando para dois
hidrogénios em & 6,81 apresentou importante correlagdo com o sinal de carbono
fendlico em & 161, sendo possivel atribuir estes sinais ao anel B p-di-substituido do
flavonéide.

Observou-se ainda no espectro de HMBC de F-1 que o sinal em & 7,30 (2H)
apresentou correlagao com o sinal de carbono olefinico B-carbonilico em 6 146,69;
enquanto que o sinal integrando para dois hidrogénios em & 6,80 apresentou
correlacdo com o sinal de carbono fendlico em 6 161,31. Dado o acoplamento spin-
spin entre entes dois sinais de hidrogénios foi possivel caracterizar a unidade de
trans-p-cumaroila atribuindo-se todos os sinais de deslocamento quimico dos
carbonos. O sinal de hidrogénio anomérico em & 5,24 apresentou correlacdo no
HMBC com o sinal de carbono em & 135,33 caracteristico do carbono C-3 dos
flavondis (HARBORNE, 1998), sendo possivel atribuir a B-D-glucopiranose ligada ao
carbono C-3 da unidade aglicona do kaempferol, quando comparado com dados
anteriormente relatados na literatura.

Ainda de acordo com a literatura (HARBORNE, 1988) o deslocamento do
carbono C-6" da unidade de glucose, apresenta deslocamento quimico na faixa de &
60,50 — 62,00, uma desblindagem deste carbono é sugestiva de uma possivel
esterificacdo nesta posicdo; sendo assim, foi possivel sugerir que a unidade de
trans-p-cumaroila encontra-se esterificada com a hidroxila da glucose na posi¢éo 6.

O espectro de RMN de *C de F-1 (ANEXO 13) foi obtido de modo a comparar
os dados obtidos com modelos da literatura. Sendo assim, através da anadlise dos
dados de RMN de H e **C de F-1 e comparacéo com a literatura (CORNELIUS et al.,
2004), o flavonéide F-1 foi identificado inequivocamente como sendo o tilirosideo.
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Estrutura do tilirosideo

TABELA 46. Dados de RMN de *H e *C de F-1

Posicéo F-1 tilirosideo (Lit*?)
(400/1200 MHz, MeOD) (300/75 MHz, DMSO-ds)
H/C d'H 3°C d'H 3°C
J (Hz) J (Hz)
2 - 158,56 - 156,50
3 - 135,33 - 133,15
4 - 179,57 - 178,00
4da - 105,72 - 104,80
5 - 161,66 - 162,65
6 6,13 (d; 2,1) 100,16 6,48 (d; 2,1) 99,93
7 - 166,93 - 165,25
8 6,30 (d; 2,1) 94,99 6,75 (d; 2,1) 94,85
8a - 159,49 - 158,00
1 - 122,87 - 122,64
2'l6’ 8,00 (d; 9,0) 132,34 8,35 (d; 9,0) 131,20
35 6,81 (d; 9,0) 116,18 7,23 (d; 9,0) 116,10
4 - 161,66 - 161,25
1" 5,24 (d: 7,4) 104,16 5,84 (d: 7,2) 102,02
2" ab” 3,40 - 4,30 75,86; 78,15; 3,30 -4,00 75,71,
71,86; 75,94 77,96;71,60;

75,71

6" 4,19/4,30 64,45 N&o especifica 63,43
1 - 127,23 - 126,00
216" 7,30 (d; 9,0) 131,32 7,47 (d; 8,7) 131,45
315" 6,80 (d; 9,0) 116,93 7,12 (d; 8,7) 116,80
4" - 161,31 - 160,02
7 7,40 (d; 15,6) 146,69 7,28 (d; 15,6) 145,52
8" 6,07 (d; 15,6) 114,88 6,48 (d; 15,6) 114,00
9 - 168,93 - 167,20

* (CORNELIUS et. al., 2004)
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4.3.2. Identificagdo do Flavan-3-ol C-1

A substancia C-1 foi isolada da fase hexanica da raiz de Waltheria
brachypetala Turcz. O espectro de RMN de 'H desta substancia apresentou sinais
caracteristicos dos flavonoides, destacando-se os sinais de dupletos em & 6,05 e
6,13 (J = 2,4 Hz), caracteristicos dos hidrogénios H-6 e H-8 do anel A dos
flavonoides, oriundo da rota biossintética do acetato. Observou-se ainda neste
espectro trés sinais adicionais em 6 6,85 (d; J = 8,0), 6,98 (dd; J =8,0e 1,2 Hz) e
6,99 (d; J = 1,2 Hz) caracteristicos do anel B dos flavonoides com substituicdo nas
posicdes 3’ e 4'.

O espectro de RMN de H de C-1 (ANEXO 14) apresentou dois sinais de
hidrogénios oximetinicos em & 4,90 (sl) e 4,22 (m), sugerindo-se entdo a auséncia
da ligagcéao dupla entre as posi¢des 2 e 3 do anel C. Dois sinais de duplos-dupletos
séo observados em & 2,85 e 2,86; estes referem-se aos hidrogénios na posicao 4
caracterizando a auséncia da carbonila nesta posicdo e sugerindo-se que este
flavondide trata-se de um flavan-3-ol. Por fim, sdo verificados quatro sinais de
simpletos integrando para trés hidrogénios, caracterizando metoxilagdo em quatro
posi¢cOes oxigenadas da catequina.

Os valores de deslocamento quimico dos carbonos hidrogenados foram
atribuidos através do espectro de HSQC (ANEXO 15). Através do deste espectro foi
possivel atribuir os demais sinais de carbonos totalmente substituidos e atribuir
inequivocamente as posi¢cdes das metoxilas.

Através da andlise dos dados espectrais de RMN de *H e *C e comparacao
com a literatura (NAHRTEDT, 1987) foi possivel identificar de forma inequivoca a
substancia C-1 como sendo 5,7, 3’, 4’-tetra-metoxi-catequina. Uma vez que o valor
de [a]o® = 0° (c 1,5; MeOH), sugeriu-se a mistura racémica dos enantidmeros 2 R/S
3 R/S.

Estrutura da 5,7, 3', 4'-tetra-metoxi-catequina
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TABELA 47. Dados de RMN de 'H e *C de C-1

Posicao C-1 Posicao Literatura**
CDCl3 (CD3),CO
400/100 MHz 400/100 MHz
H/C d'H 5°c™ H/C d'H 3°C
1 - - 1
2 4,90 (sl) 78,06 2 4,54 (d; 82,90
7,8)
3 4,22 (m) 66,48 3 3,98 (m) 68,50
4 2,85 (dd, 16; 27,92 4 2,52 (dd, 28,50
8,0) 16; 8,0)
4" 2,86 (dd, 16; 2,86 (dd, 28,50
5,4) 16; 5,4)
da - 100,29 da - 100,90
5 - 159,74 5 - 157,90
6 6,05 (d; 2,4) 92,12 6 6,02 (d; 96,40
2,4)
7 6,13 (d; 2,4) 158,98 7 5,87 (d; 157,60
2,4)
8 - 93,64 8 - 95,60
8a - 154,04 8a - 156,90
1 - 130,68 1 - 132,60
2’ 6,99 (d; 1,2) 109,60 2’ 6,77 (d; 120,1
1,2)
3 - 149,10 3 - 146,20
4 - 149,10 4 - 146,20
5 6,85 (d; 8,0) 111,50 5 6,87 (d; 116,20
8,0)
6’ 6,98 (dd, 118,53 6’ 6,72 (dd, 120,00
8,0;1,2) 8,0;1,2)
5-OCHjs 3,83 (s) 56,00 5-OCHjs -
7-OCHj; 3,85 (s) 56,00 7-OCH3 -
3’-OCHs 3,71 (s) 56,00 3’-OCHj3 -
4’-OCH3 3,73 (S) 56,00 4’-OCH3; -

*1 Dados obtidos através da andlise dos espectros de HSQC e HNMBC.
#2 (NAHRTEDT, 1987), dados referentes a ent-catequina.
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4.3.3. Identificacao do Flavan-3-ol C-2

A substancia C-2 foi isolada da fase diclorometano da raiz de W. brachypetala
Turcz. O espectro de RMN de 'H de C-2 (ANEXO 17) apresentou sinais
caracteristicos do anel C de flavan-3-ol, destacando-se os sinais de hidrogénios oxi-
metinicos em & 4,56 (d; 7,52 Hz) e 4,07 (ddd; 5,01; 8,0; 7,52 Hz) referentes aos
hidrogénios H-2 e H-3, respectivamente e o0s sinais de duplo-dupleto em 6 2,53 (J =
8,0; 16,0 Hz) e & 2,84 (J = 5,0; 16,0 Hz) referentes aos hidrogénios metilénicos
diasterotépicos H-4a e H-4b, caracterizando a auséncia da carbonila nesta posicao.

Observou-se ainda no espectro de RMN de 'H de C-2 dois dupletos com
constante de acoplamento meta (J = 2,5 Hz) em & 5,98 e 5,86 atribuidos aos
hidrogénios H-6 e H-8 do anel A, respectivamente. Por fim, observou-se um sinal de
simpleto integrando para dois hidrogénios em & 6,44 caracterizando oxigenac¢des no
anel B nas posicboes 3,4’ e 5'.

Através do mapa de correlacdes do espectro de HSQC de C-2 (ANEXO 18)
foi possivel atribuir os valores de deslocamento quimico dos carbonos hidrogenados
e através do espectro de HMBC (ANEXO 19) foi possivel atribuir os sinais dos
carbonos totalmente substituidos (com exce¢cdo de C-5 e C-7) através de
correlagfes entre sinais de hidrogénio e carbono a multiplas ligacées (J;-3).

Através da andlise dos dados espectrais de RMN de *H e *C (1D e 2D) e
comparacao com a literatura (NAHRTEDT, 1987) foi possivel identificar de forma
inequivoca a substancia C-2 como sendo a galocatequina. Dado o valor de [o]p® =
0° (c 1,5; MeOH), sugeriu-se a mistura racémica dos enantiomeros 2 R/S 3 R/S.
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Estrutura da galocatequina

TABELA 48. Dados de RMN de 'H e *C de C-2

Posicao C-2 Posicao Literatura**
MeOD MeOD
400/100 MHz 400/100 MHz
H/C 5'H dct H/C 5'H dC
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
1 - - 1 - -
2 4,56 (d; 7,5) 81,29 2 4,55 (d; 81,30
7.6)
3 4,07 (ddd; 67,24 3 4,07 (ddd; 67,20
5,0; 8,0; 7,5) 5,1; 8,0;
7.6)
4 2,84 (dd, 26,59 4 2,85 (dd; 26,60
5,0; 16,0) 5,0; 16,0)
4" 2,53 (dd, 4" 2,55 (dd; 26,60
8,0; 16,0) 8,0; 16,0)
42 - 100,65 42 - 100,70
5 - ND*? 5 - 159,00
6 5,98 (d; 2,5) 95,16 6 5,99 (d; 95,00
2,5)
7 5,96 (d; 2,5) ND* 7 - 159,00
8 - 93,83 8 5,97 (d; 94,00
2,5)
82 - 156,93 8a - 157,00
1’ - 133,77 1’ - 134,00
2’ 6,44 (s) 105,61 2’ 6,45 (S) 105,50
3 - 146,75 3 - 147,00
4 - 146,75 4 - 147,00
5 - 146,75 5’ - 147,00
6’ 6,44 (s) 105,61 6’ 6,45 (s) 105,50

*1 Dados obtidos através da andlise dos espectros de HSQC e HNMBC.
* (NAHRTEDT, 1987).

*3 Valor ndo encontrado ou n&o determinado.
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4.3.4. Identificacdo do derivado de &cido quinico Q-1

A substancia Q-1 foi isolada da fase diclorometano do caule de W.
brachypetala. O espectro de RMN de 'H de Q-1 (ANEXO 20) apresentou sinais
caracteristicos de uma unidade de cafeoila, destacando-se os sinais referentes a
dois dupletos com constante de acoplamento trans (J = 15,8 Hz) em 6 6,22 e 7,45
caracteristicos de hidrogénios olefinicos a, carboxilicos, além de trés sinais de
hidrogénios aromaticos em & 6,77 (d; J = 8,4 Hz), 6,97 (dd; J = 1,8; 8,4 Hz) e 7,08 (d;
J = 1,8) cujas multiplicidades caracterizam o anel aromatico com orto-di-substituicéo,
sendo possivel identificar a unidade de acido cafeico.

Observou-se ainda neste espectro sinais caracteristicos do acido quinico,
como o multipleto em & 5,15 do hidrogénico oxi-metinico na posicdo um ao qual
encontra-se ligado a um grupo &cido carboxilico. Verifica-se os sinais de hidrogénios
oxi-metinicos em & 3,94 (d; J = 2,8 Hz) e 3,50 (dd; J = 2,8; 11,2 Hz) referentes as
posicdes 3 e 4, além de sinais de hidrogénios metilénicos diasterotopicos entre &
1,65 — 2,02 caracteristicos dos hidrogénios nas posi¢ées 2 e 6 vizinhas a centros
estereogénicos.

Através do mapa de correlacdes do espectro de HSQC de Q-1 (ANEXO 21)
foi possivel atribuir os valores de deslocamentos quimicos dos carbonos
hidrogenados, enquanto que a analise do espectro de HMBC (ANEXO 22) foi
fundamental para atribuir os deslocamentos quimicos dos carbonos totalmente
substituidos e localizar inequivocamente a esterificagdo do acido cafeico com o
acido quinico na posicédo 5, devido a correlacdo de H-5 com o sinal de carboxila
conjugada em & 168.

A anélise dos dados de RMN de 'H e *C (1D e 2D) e a comparacéo destes
com dados previamente reportados na literatura (VALENTE, 2003) foram suficientes
para propor que Q-1 trata-se do acido 5-O-cafeoil-quinico (4cido clorogénico).

HOOC

:1

Estrutura do acido clorogénico
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TABELA 49. Dados de RMN de 'H e *C de Q-1

Posicao Q-1 Posicao Literatura**
MeOD MeOD
400/100 MHz 400/100 MHz

H/C d'H d°c™ H/C d'H 3°C
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

1 - 78,70 1 - 79,90
2 1,65/2,02 (m) 39,70 2 1,96 /2,05 40,20
3 3,94 (d; 2,8) 73,00 3 4,26 (d) 73,80
4 3,50 (dd; 2,8; 75,00 4 3,87 (d) 75,90

11,2)
5 5,15 (m) 73,00 5 5,33 (m) 74,20
6 1,83 (m) 41,40 6 2,15 (m) 41,40
9 - 168,0 9’ - 172,0
8 6,22 (d; 15,7) 116,3 8’ 6,34 (d) 117,8
7 7,45 (d; 15,7) 146,5 7 7,60 (d) 149,2
1 - 128,0 1 130,1
2’ 7,08 (d; 1,8) 116,4 2’ 7,15 (d) 118,2
3 - 147,8 3 - 147.,4
4 - 150,5 4 - 150,2
5’ 6,77 (d; 8,4) 1179 5 6,91 (d) 119,3
6’ 6,97 dd (8,4; 123,0 6’ 7,06 (dd) 125,7
1,8)

*1 Dados atribuidos via HSQC e HMBC. * (VALENTE, 2003).
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4.4. Triterpenos e Esteroides

Os triterpenos e esteroides isolados da raiz e caule de W. brachypetala sao
comumente encontrados em plantas, portanto serdo discutidos apenas brevemente
neste trabalho. As identificagbes destes compostos foram facilitadas através da
comparacéo dos dados de RMN de **C com a literatura, sendo utilizado (MAHATO &
KUNDU, 2004) para a identificagdo dos triterpenos e (RICCA & NICOTRA, 1978)
para a identificacéo dos esteroides.

4.4.1. identificacdo da mistura de triterpenos T-1, T-2 e T-3 e da mistura dos
triterpenos T-4 e T-5

A mistura das substancias T-1, T-2 e T-3 e a mistura das substancias T-4 e T-
5 foi obtida da fase hexanica da raiz de W. brachypetala. Estes se apresentaram em
CCDA como uma mancha de coloracdo roxa quando revelado com o reagente de
Liebermann-Burchard, sugerindo tratar-se de esteroides ou triterpenos.

O espectro de RMN de 'H da mistura de T-1 a T-3 (ANEXO 23) apresentou
sinais caracteristicos de metilas e hidrogénios metinicos e metilénicos de triterpenos.
Destando-se ainda sinais de hidrogénios oxi-metinicos caracteristicos da posi¢do 3
em 6 3,18 — 3,21 (2H) e 3,60 e sinais de hidrogénios olefinicos em & 4,55 e 4,66
referentes ao esqueleto lupano; & 5,10 e 5,16 referentes aos esqueletos ursano e
oleanano.

Através do espectro de RMN de *C (ANEXO 24) foi possivel verificar a
mistura de trés triterpenos. Os sinais de carbonos olefinicos em & 150,90 e 109,30
foram atribuidos ao triterpeno lupano; os sinais em & 121,88 e 145,15 foram
atribuidos ao triterpeno ursano, enquanto que os sinais em & 124,37 e 139,53 foram
atribuidos ao triterpeno oleanano. A comparacdo de todos os valores de
deslocamento de *3C foram comparados com a literatura (MAHATO & KUNDU,
1994) levando a identificagdo inequivoca da mistura de lupeol (T-1), a-amirina (T-2)
e B-amirina (T-3).

O espectro de RMN de 'H da mistura dos triterpenos T-4 e T-5 apresentou
sinais caracteristicos dos triterpenos, como o0s sinais de metilas, multipletos
referentes a hidrogénios metinicos e metilénicos, e dois sinais de hidrogénios
oximetinicos entre & 3,18 — 3,21. O espectro de RMN de *C (ANEXO 25)
apresentou sinais de carbonos olefinicos semelhantes aos da a e 3 amirina e devido
a presenca de dois sinais de carbono carboxilico em & 179,96 e 180,24 foi possivel
sugerir a mistura dos acidos ursolico e oleandlico, tal identificacdo foi inequivoca
ap6s comparacédo de todos os valores de deslocamento de **C com a literatura
(MAHATO & KUNDU, 1994).
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A

lupeol alfa-amirina beta-amirina

ac. ursélico ac. oleandlico

4.4.2. |dentificagdo da mistura de esteroides E-1 e E-2 e do esteroide E-3

A mistura das substancias E-1 e E-2 foi isolada das fases hexanica do caule e
raiz de W. béchypetala. Estas revelaram em tom ré6seo em CCDA utilizando-se
como revelador o reagente de Liebermann-Burchard, sugerindo tratar-se de
esteroides ou triterpenos. A comparacéo dos dados de RMN de 'H e **C obtidos
para esta mistura e a comparacdo com a literatura (RICCA & NICOTRA, 1978)
permitiram a identificagdo inequivoca da mistura dos esteroides sitosterol e
estigmasterol.

A substéncia E-3 foi isolada das fases hexanica do caule e raiz de W.
brachypetala. Esta revelou em tom r6seo em CCDA utilizando-se como revelador o
reagente de Liebermann-Burchard, sugerindo tratar-se de esteroide ou triterpeno. O
espectro de RMN de 'H desta substancia apresentou sinais semelhantes ao do
sitosterol, com excec¢do da presenca de sinais de hidrogénios oxi-metinicos e de um
sinal de hidrogénio anomérico em & 5,35. A comparacéo dos dados de RMN de **C
de E-3 com a literatura (RICCA & NICOTRA, 1978) permitiram a identificacdo
inequivoca desta substancia como sendo o esteroide 3-O-B-D-glicopiranosil-
sitosterol.



257 | Parte 1 - Resultados e Discussdes: Determinagao estrutural
4.5. Cumarino-lignanas
4.5.1. Identificagcdo da cumarino-lignana CL-1

A substancia CL-1 foi isolada das fases diclorometano da raiz e caule de W.
brachypetala. Esta substancia quando revelada em CCD nos comprimentos de onda
de 245 nm e 365 nm apresentou coloracdo azul intenso e azul celeste intenso,
sugerindo a presenca de um croméfero cumarinico em sua estrutura.

O espectro de RMN de *H de CL-1 (ANEXO 30) apresentou dois sinais de
dupletos em & 6,33 e 7,96 com constante de acoplamento de 9,6 Hz caracteristicos
dos hidrogénios olefinicos de lactona a,B insaturada presente na estrutura das
cumarinas. Na regido de hidrogénios aromaticos observou-se ainda um sinal de
simpleto em © 6,91 e trés sinais de hidrogénios em & 6,76 (d; J =7,6 Hz), 6,87 (dd; J
=76 e 16 Hz) e 7,03 (d; J = 1,6 Hz), cujas multiplicidades e constantes de
acoplamento sugerem uma segunda parte da molécula de CL-1 caracterizada pela
presenca de uma fenila meta-para-trisubstituida.

O espectro de RMN de 'H de CL-1 apresentou ainda quatro sinais de
hidrogénios oxi-metinicos em & 4,99 (d; J = 8,0 Hz), 6 4,34 (m), 6 3,65 (dd; J = 12,4
e 2,0 Hz) e 3,36 (suprimido no espectro). Além de dois sinais de metoxilas em & 3,78
e d 3,79.

A andlise dos espectros de RMN de 'H e '*C em duas dimensées foi
fundamental para uma maior compreensao da estrutura de CL-1, para tanto se
considerou primeiramente as duas partes da estrutura de CL-1 separadamente.

Através da analise dos espectros de HSQC (ANEXO 31) e HMBC (ANEXO
32) foi possivel sugerir a estrutura da por¢do cumarinica da estrutura de CL-1. No
espectro de HSQC observou-se a correlagéo entre os hidrogénios em & 7,96, 6,33 e
6,91 com os sinais de carbono em 6 144,58, 113,68 e 100,39 respectivamente.

No espectro de HMBC o sinal de hidrogénio em & 7,96 apresentou correlagao
com o sinal de carbono carboxilico a,B insaturado da lactona em & 161,55 e com o
sinal de carbono em & 100,39 ao qual esté ligado o hidrogénio em 6 6,91; além de
uma correlacdo com sinal de carbono em & 137,94 caracteristico do carbono C-10
das cumarinas. Ja o sinal de hidrogénio em & 6,33 também apresentou correlacao
com o sinal de carbono da carboxila a,3 insaturada além de uma correlagdo com um
sinal de carbono quaternario em & 110,43, sendo este caracteristico do carbono C-9
das cumarinas. Por fim, o sinal de hidrogénio em & 6,91 apresentou correlagdo com
trés sinais de carbonos aromaticos oxigenados em & 147,43; 6 138,79 e & 132,27
sendo possivel sugerir a estrutura da por¢cdo cumarinica da estrutura de CL-1 como:
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Através da analise dos espectros de HSQC e HMBC foi possivel sugerir que a
segunda porcao da estrutura de CL-1 trata-se de uma unidade de derivado de fenil-
propandide, sendo confirmada a unidade fenil meta-para-trisubstituida. Esta
encontra-se diretamente ligada a uma unidade dC-3 onde os trés carbonos sao
oxigenados, sugestdo essa confirmada devido a correlacdo dos sinais de hidrogénio
em © 7,03 e & 6,87 com o sinal de carbono oxigenado em & 76,00. Através do
espectro de HSQC é confirmado que os hidrogénios em & 3,36 e 3,65 sédo
metilénicos diasterotopicos e que o sinal em & 3,36 foi suprimido na obtencdo do
espectro devido a proximidade com o sinal de agua residual do solvente deuterado
DMSO-ds.

3,79 (s) 6,76 (d)
OH
A unido das propostas para as duas partes da estrutura de CL-1 é compativel
com a estrutura de uma classe de metabdlitos conhecida na literatura como
cumarino-ligananas. Esta classe de compostos ndo € de ocorréncia comum, sendo
restrita a algumas familias vegetais e possuindo maior ocorréncia em Euphorbiaceae
(CHENG et. al.; 2007)
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Na estrutura de CL-1 a relacdo entre os hidrogénios oximetinicos em & 4,99 e
4,34 é trans dada a constante de acoplamento entre estes de 8,0 Hz e comparacao
com modelos anteriormente relatados na literatura (ZHANG et. al.; 2008).

Através da andlise e interpretacdo dos dados de RMN de *H e **C de CL-1 e
comparacao com dados relatados na literatura (ZHANG et. al.; 2008), a substancia
CL-1 foi identificada como sendo a cumarino-lignana cleomicina A. Assim como
reportado por (ZHANG et. al.; 2008) a cleomicina A isolada de W. brachypetala foi
obtida como uma mistura dos enantidmeros 7' (R/S), 8 (R/S) devido ao valor de
[a]p® = 0° (c 1,5; MeOH). Este é o primeiro relato de ocorréncia desta classe de
compostos no género Waltheria. Entretanto, para a tribo Hermannieae encontra-se
um relato de ocorréncia da cumarino-lignana propacina isolada de Melochia
chamaedrys (DIAS et. al.; 2007a).

H,CO

Estrutura da Cleomicina A
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TABELA 50. Dados de RMN de *H e 2C de CL-1

Posicao CL-1 Posicao Literatura**
DMSO-ds DMSO-ds
400/100 MHz 400/100 MHz
H/C d'H d°c™ H/C d'H 3°C
1 - - 1 - -
2 - 161,55 2 - 160,10
3 6,33 (d; 9,6) 113,68 3 6,30 (d) 113,00
4 7,96 (d; 9,6) 144,58 4 7,94 (d) 144,80
5 6,91 (s) 100,39 5 6,92 (d) 100,90
6 - 147,43 6 - 145,20
7 - 138,79 7 - 138,00
8 - 132,27 8 - 131,80
9 - 110,43 9 - 111,10
1 - 137,94 1 - 136,80
1 - 126,91 1 - 125,80
2’ 7,03 (d; 1,6) 111,72 2’ 7,02 (d) 108,70
3 - 144,58 3 - 145,70
4 - 147,43 4 - 147,00
5 6,76 (d; 7,6) 115,15 5 6,75 (d) 116,00
6’ 6,87 (dd; 7,6; 121,07 6’ 6,86 (d) 121,20
1,6)
7’ 4,99 (d; 8,0) 76,00 7’ 4,90 (d) 75,90
8’ 4,34 (m) 77,00 8’ 4,26 (m) 78,30
9a 3,65 (dd; 12,4; 61,30 9'a 3,62 (dd) 59,80
2,0)
9'b 3,36 9'b 3,37 (dd) 59,80
6-OCHs | 3,78 (s) 56,44 6-OCHj; 3,79 55,90
3'-OCHz | 3,79 (s) 60,90 3’-OCHs 3,80 59,60

*! Valores obtidos através de projecéo dos experimentos de HSQC e HMBC.
*2 (ZHANG et. al.; 2008).
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4.5.2. Identificacdo da cumarino-lignana CL-2

A substancia CL-2 foi isolada da fase diclorometano do caule de W.
brachypetala. Esta substancia quando revelada em CCD nos comprimentos de onda
de 245 nm e 365 nm apresentou coloracdo azul intenso e azul celeste intenso,
sugerindo a presenca de um croméfero cumarinico em sua estrutura.

O espectro de RMN de 'H de CL-2 (ANEXO 37) apresentou grande
semelhanca com o espectro de RMN de *H de CL-1, sugerindo que CL-1 trata-se de
uma cumarino-lignana analoga de CL-1. Observou-se neste espectro dois dupletos
em & 6,35 e 7,98 com constante de acoplamento de 9,6 Hz referente aos
hidrogénios olefinicos H-3 e H-4 do nucleo cumarinico e um sinal de simpleto em &
6,96 referente ao hidrogénio H-5, sendo possivel afirmar que na estrutura de CL-1
tem-se 0 mesmo padrdo da porcdo cumarinica verificada na estrutura de CL-1 e
confirmada através das correlacdes observadas dos hidrogénios via HSQC (ANEXO
38) e HMBC (ANEXO 39).

Verificou-se ainda neste espectro os sinais referentes aos hidrogénios da
unidade de fenil-propano, sendo que os sinais de hidrogénios aromaticos em & 7,26
(d;J=16Hz); 57,06 (dd;J=16¢e 7,6 Hz) e d 7,16 (d; J = 7,6 Hz) confirmaram a
unidade fenil meta-para-trisubstituida assim como na estrutura de CL-1. Os sinais
dos hidrogénios oxi-metinicos em & 5,16 (d; J = 8,0); & 4,74 (m); & 4,21 (dd) e 6 4,03
(dd) confirmaram a oxigenacdo em todos os carbonos da unidade C-3 da porcéo
fenil-propandide.

O espectro de RMN de 'H de CL-2 apresentou, assim como para CL-1, dois
sinais de metoxilas em 0 3,79 e 3,78. Mas diferentemente de CL-1, este espectro
apresentou dois sinais adicionais de metila em & 2,26 e 2,01 caracteristicos de
metila de grupo acetato, sugerindo que as hidroxilas nas posi¢cdes 4’ e 9’ encontram-
se acetiladas. Esse sugestdo é confirmada através do experimento de HMBC
através da correlagdo de ambas com sinais de carbono carboxilico de éster em &
167,0 e 168,0 e explica a desblindagem observada para os hidrogénios H-9'a e H-
9’b quando comparado com o deslocamento destes mesmos hidrogénios para CL-1.

Através da andlise dos dados de RMN de 'H e **C de CL-2 e comparacao
com a literatura (ZHANG et. al.; 2008), a substancia CL-2 foi identificada
inequivocamente como sendo a diacetil-cleomicina A. Assim como para CL-1 a
relac@o entre os hidrogénios oximetinicos em H-7' e H-8' é trans dada a constante
de acoplamento entre estes de 8,0 Hz e comparacdo com modelos anteriormente
relatados na literatura (ZHANG et. al.; 2008).

Assim como reportado por (ZHANG et. al.; 2008) a diacetil-cleomicina A
isolada de W. brachypetala foi obtida como uma mistura dos enantiomeros 7’ (R/S),
8’ (R/S) devido ao valor de [a]p**> = 0° (¢ 1,5; MeOH).
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TABELA 51. Dados de RMN de *H e C de CL-2

Posicao CL-2 Posicao Literatura**
DMSO-ds DMSO-ds
400/100 MHz 400/100 MHz
H/C d'H d°c™ H/C d'H 3°C
1 - - 1 - -
2 - 159,00 2 - 159,00
3 6,35 (d; 9,6) 113,00 3 6,33 (d) 113,00
4 7,98 (d; 9,6) 144,31 4 7,96 (d) 144,00
5 6,96 (s) 100,68 5 6,90 (d) 100,70
6 - 147,50 6 - 145,00
7 - 139,00 7 - 139,50
8 - 132,00 8 - 132,40
9 - 111,00 9 - 111,70
1 - 138,00 1 - 138,00
1 - 126,00 1 - 126,40

2’ 7,26 (d; 1,6) 111,72 2’ 7,24 (d) 111,00

3 - 144,00 3 - 144,40

4 - 151,00 4 - 152,00

5 7,06 (d; 7,6) 122,50 5 6,73 (d) 122,00

6’ 7,16 (dd; 7,6; 119,93 6’ 6,84 (d) 119,00

1,6)

7’ 5,26 (d; 8,0) 75,33 7’ 4,90 (d) 75,50

8 4,74 (m) 73,75 8 4,22 (m) 74,50

9'a 4,21 (dd; 12,4; 61,90 9'a 3,63 (dd) 62,00

2,0)

9'b 4,03 9'b 3,35 (dd) 62,00
6-OCHs | 3,78 (s) 55,58 6-OCHj; 3,79 55,90
3'-OCHz | 3,79 (s) 55,58 3'-OCHs 3,80 56,00
OCCHs; - 168 e 169 OCCH3; - 168 e 169
OCCHs [ 2,26e2,01(s) | 19,7e19,9| OCCH; 2,26 e 2,0 19,7 - 19,9

*! Valores obtidos através de projecéo dos experimentos de HSQC e HMBC.
*2 (ZHANG et. al.; 2008).

Estrutura da diacetil-cleomicina A
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4.6. Cumarina
4.6.1. Identificacdo da cumarina C-1

A substancia C-1 foi isolada da fase diclorometano do caule de W.
brachypetala. Esta substancia quando revelada em CCD nos comprimentos de onda
de 245 nm e 365 nm apresentou coloracdo azul intenso e azul celeste intenso,
sugerindo a presenca de um croméfero cumarinico em sua estrutura.

O espectro de RMN de 'H de C-1 (ANEXO 43) apresentou dois sinais de
dupletos em & 6,27 e 7,96 com constante de acoplamento de 9,6 Hz caracteristicos
dos hidrogénios H-3 e H-4 das cumarinas. Observou-se ainda neste espectro dois
sinais de simpletos em & 6,85 e 6,92 sugerindo-se a relacdo para entre estes no anel
B da cumarina. Por fim, verifica-se um sinal de metoxila em & 3,96 e hidroxila em &
6,18; sendo estes os substituintes do anel B cumarinico. O espectro de massas de
C-1 (El) apresentou o ion molecular em m/z 192.

A andlise dos dados de RMN de 'H e EM e comparacdo com dados da
literatura (MULLER, 1994) foram suficientes para identificar inequivocamente a
substancia C-1 como sendo a cumarina escopoletina.

Estrutura da escopoletina
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FIGURA 212. Espectro de Massas de C-1 (El, 70 e'V)
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5. Busca de intermediérios de biogénese por HPLC-UV-MS/MS

Como visto na revisdao de literatura deste capitulo, o primeiro alcaloide
qguinolénico reportado em espécies da tribo Hermannieae (Malvaceae) foi a
melochinona (17), isolada de Melochia tomentosa, em estudos realizados por
Kapadia e colaboradores (KAPADIA et. al.; 1975). Nesta publicacdo os autores
reconhecem a biossintese nédo usual deste alcaloide devido a presenca de um anel
de sete membros geminado ao sistema quinolénico. Além do mais, 0S mesmos nao
conseguiram explicar satisfatoriamente a presenca de metila ligada ao sistema
quinolénico, atribuindo assim a presenca desta a unido de uma unidade de antranil-
CoA com metil piruvato e um derivado da paracoteina, como citado anteriormente na
pagina 9.

O mesmo grupo de pesquisa publicou em seguida a estrutura da melovinona
(18), como um analogo de cadeia aberta da melochinona (KAPADIA et. al.; 1978).
Posteriormente foi publicada a estrutura da melochininona (21) de Melochia
pyramidata (ARRIAGA et. al.; 1981). Na década de 1990 foram publicadas as
estruturas dos alcaloides quinolonicos hyeronimona (A4), a partir de Hyeronima
alcorneoides (TINTO et. al.; 1991) e antidesmona (22), a partir de antidesma
membranaceum (BUSKE et. al.; 1999), todos estes apresentam no nuacleo
quinolénico uma metila na posicao 2 e uma metoxila na posi¢cao 3, assim como nos
alcaloides 17, 18 e 21.

Neste momento é possivel sugerir algo em comum na biogénese destes
alcaloides dada as similaridades estruturais encontradas. Como visto no item de
revisdo da literatura, Brigmann e colaboradores estudaram a biossintese da
antidesmona em culturas de células de Antidesma mebranaceum através de
experimentos de incorporacdo de precursores isotopicamente marcados e
descobriram que a antidesmona € biossintetizada através do aminoacido glicina e de
uma cadeia C-16 policetidica, sendo que a metila na posicao 2 € originéria da glicina
e a metoxila na posicao 3 vem de uma metilacdo via SAM. A proposta para essa
biogénese encontra-se nas paginas 10 e 11 desta tese.

Como visto no item de identificacdo e elucidacédo estrutural deste capitulo, a
partir de raiz e caule de W. brachypetala foram isolados varios alcaloides
guinolénicos, entre estes alguns analogos da antidesmona; analogos da
melochinona, como as waltherionas e os alcaloides aril-alquila-quinolonas também
analogos destes alcaloides anteriormente citados.

Se considerarmos atentamente as estruturas da waltheriona A (A16), w-
antidesmona (A19) e antidesmona (A1) verificamos, na estrutura da w-antidesmona
(A-19), que o numero de carbonos entre o grupo fenil e o anel B da quinolona é igual
a cinco, mesmo numero de carbonos entre os anéis B e C da waltheriona-A (A16).
Ou seja, € possivel propor com clareza neste trabalho que a w-antidesmona (A19) e
a waltheriona A (A16) podem vir da mesma via biogénica, podendo agora estender
esta afirmacédo para a antidesmona e seus analogos.
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waltheriona A

w-antidesmona

FIGURA 213. Alcaloides waltheriona A e waltheriantidesmona

Enquanto a antidesmona € biossintetizada a partir de glicina e cadeia
trabalho sugerimos que waltheriona A (Al6) e
waltheriantidesmona (A19) e seus analogos sao biossintetizados a partir de glicina e
cadeia policetidica C-20. Na préxima figura é dada uma sugestdo de biogénese da
waltheriona A, continuando o raciocinio desenvolvido nas paginas 10 e 11 deste

policetidica C-16, neste

capitulo.
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FIGURA 214. Proposta para a biogénese da waltheriona A
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No item de identificacdo e elucidagdo estrutural dos alcaloides quinolGnicos
isolados de W. brachypetala foi visto que dois novos analogos da waltheriona A
(A16) foram isolados, a waltheriona D (A13) e a 10-hidroxi-waltheriona D (A18).
Nestes dois novos alcaloides, a ponte éter no biciclo [3.2.1] encontra-se entre 0s
carbonos 9 e 13, diferentemente das waltherionas A (A16), B (A17) e C (A12) onde
esta ponte éter encontra-se entre os carbonos 10 e 13.

E possivel sugerir um precursor comum para as waltherionas A, B e C e a 10-
hidroxi-waltheriona D. Considerando que a posi¢cdo 13 é originalmente oxigenada
devido a biossintese via cadeia policetidica. Considerando a melochinona um
precursor comum das waltherionas, poderiamos ter durante o0 processo de
biogénese uma epoxidacao da ligacdo dupla entre C-9 e C-10 e uma hidroxila na
posicéo 13.

A abertura do epoxido através do ataque nucleofilico da hidroxila (C13-OH)
poderia ocorrer em ambas faces (a e ) nas posi¢des 9 ou 10. O ataque da hidroxila
na posicao 10 leva a formacéo das waltherionas A e B, enquanto que o ataque na
posicao 9 leva a formacao da 10-hidroxi-waltheriona D.

J4 para a waltheriona D o intermediario mais préximo poderia ser a
melochinona, hidroxilada na posi¢éo 13, onde, o rompimento da dupla ligagao para a
captura de um hidrogénio (H") levaria a formacdo do carbocéation mais estavel na
posicdo 9 que em seguida sofreria ataque nucleofilico pela hidroxila em C-13. A
mesma ponte éter poderia ser esperada através de um processo concertado.

9,10-ep6xi-13-hidroxi-melochinona 10-hidroxi-waltheriona D + diastereroisomero?

FIGURA 215. Possivel intermediério 9,10-epoxi-13-hidroxi-melochinona
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13-hidroxi-melochinona waltheriona D + diasteroisdmero?

>

FIGURA 216. Possivel intermediario 13-hidroxi-melochinona

A fim de verificar a existéncia dos intermediarios 9,10-epdxi-13-hidroxi-
melochinona e 13-hidroxi-melochinona foi realizado um estudo via HPLC-UV-MS-MS
da fase diclorometano do caule de W. brachypetala, visando buscar os ions pseudo-
moleculares [M + H]" m/z 364 para 9,10-ep0xi-13-hidroxi-melochina e m/z 348 para
13-hidroxi-melochina.

O modo de ionizacdo utilizado foi eletrospray (ESI) no modo positivo.
Primeiramente foi realizado um estudo via HPLC-UV no comprimento de onda de
254 nm, visando obter a melhor separacdo das bandas cromatograficas.
Posteriormente foi realizado um full-scan no espectrometro de massas a fim de
verificar a presenca destes ions pseudo-moleculares. Em seguida foi escolhido o
modo ion selecionado no HPLC-DAD-MS/MS para obtencdo dos ions produtos
referentes 4s bandas selecionadas, ap0s da otimizacdo das condicbes para a
analise no espectrometro de massas.

Além dos ions pseudo-moleculares dos intermediarios, também foram
monitorados aqueles referentes as waltherionas A (A16), B (A17), D (A13); 10-
hidroxi-waltheriona-D (A18). Foi também monitorado o ion pseudo-molecular [M +
H]" m/z 332 para verificar a possibilidade da presenca do precursor comum
melochinona (17) na fase organica analisada.

A fase hexanica do caule de W. brachypetala também foi estudada via HPLC-
UV-MS-MS. Neste estudo, o intuito foi buscar possiveis outros alcaloides aril-alquila-
qguinolonas ou alquila-quinolonas que pudessem trazer informacdes relevantes, néo
s6 com relacdo a biogénese, mas também aquelas relacionadas a
guimiossistematica.

Os alcaloides alquil-quinolin-4-onas analogos da antidesmona sao
marcadores quimiossistematicos da tribo Antidesmeae (familia Phyllantaceae),
sendo encontrados em espécies dos géneros Antidesma e Hyeronima.

Buske e colaboradores (BUSKE et. al.; 2000) realizaram um estudo
quimiotaxondmico de espécies de Antidesma e Hyeronima via HPLC-MS/MS
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visando a identificacdo de alcaloides derivados da antidesmona (Al). Neste estudo
verificou-se o padrédo de fragmentacdo da cadeia lateral destes alcaloides com a
técnica de ionizacao eletrospray (ESI), sendo que para todos observou-se a quebra
da cadeia entre C-5 e C-9 e entre C-9 e C-10. Esses mecanismos de fragmentacéo
estdo esquematizados no item de identificagdo e determinagdo estrutural deste
capitulo.

5.1. Identificacdo dos alcaloides da fase WCD por HPLC-MS/MS (ESI, modo
positivo)

O cromatograma de ions totais selecionados apresentou o0ito picos
cromatograficos de interesse. Para cada um desses picos cromatograficos foi obtido
0 espectro de ions produtos e as substancias foram identificadas através dos seus
padrdes de fragmentacao.

TIC: from Sample 1 (murile) of DataMES-MS.will (Turbo Spray) Mo, & .00 of

4

.06
.

5606
SAeG

5206
5006 ||
4806 ‘

E R

Ear

O -

PR
R ‘

ason

FIGURA 217. Cromatograma de ions totais selecionados de WCD
5.1.1. Identificagcao dos alcaloides referentes aos picos 1,2 e 3

Os picos cromatogréficos 1, 2 e 3 apresentaram o ion pseudo-molecular [M +
H]" m/z 364. O pico 2 ( tempo de retencdo 34,08 min) apresentou espectro de ions
produtos praticamente idéntico ao da 10-hidroxi-waltheriona D, obtido também por
ESI no modo positivo por inser¢do direta, sendo assim possivel identificar o alcaloide
referente ao pico 2 como sendo 10-hidroxi-waltheriona-D (A13).
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O pico cromatogréfico 3 (tempo de retengdo 39,29 min) também apresentou o
pico do ion pseudo-molecular [M + H]" m/z 364. Apesar de o espectro de massas
deste alcaloide ter apresentado menos fragmentacdes, 0s principais fragmentos
foram bastante parecidos, inclusive em propor¢éo de intensidade, com aqueles da
10-hidroxi-waltheriona D, sugerindo que esta substancia trata-se de um
diasteroisomero desse alcaloide.

O pico cromatografico 1 também apresentou ion pseudo-molecular [M + H]"
m/z 364, entretanto o espectro de ions produtos ndo € idéntico ao da 10-hidroxi-
waltheriona-D (A18). Apesar de este ter apresentado poucas fragmentacdes foi
possivel propor que esta substancia trata-se do intermediario 9,10-epoxi-13-hidroxi-
melochinona (A23).

A primeira fragmentacdo do alcaloide 9,10-epdxi-13-hidroxi-melochinona é a
perda de H,O gerando o ion m/z 346, a perda de CO no ndcleo A gera o ion
fragmento m/z 318. Um rearranjo de hidrogénio para a formacéo de uma carbonila
no anel de sete membros e a posterior perda de CO, leva a formacdo do ion o
fragmento m/z 290. A partir do ion m/z 318, a perda de fenila e CO gera o fragmento
m/z 214. J& o ion fragmento m/z 105 vem provavelmente da fenila mais uma
unidade de CO.
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FIGURA 218. Espectro de massas referente ao pico 2 (TR = 34,08 min)
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FIGURA 221. Proposta de fragmentacdo de 9,10-epdxi-13-hidroxi-melochinona
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5.1.2. Identificag&o dos alcaloides referentes aos picos 4 -7

Os picos cromatograficos 4 e 5 apresentaram ion pseudo-molecular [M + H]J"

em m/z 394, os espectros de massas de MS-2 de 4 e 5 apresentaram padrdao de
fragmentacdo bem semelhante. Através da comparacdo com 0s espectros de
massas de MS-2 das waltherionas A (A16) e B (Al7) foi possivel identificar
inequivocamente as substancias referentes aos picos 4 e 5 como sendo waltheriona
A (pico 4) e waltheriona B (pico 5).




Os picos 6 e 7 também apresentaram o mesmo ion pseudo-molecular, sendo
para estes [M + H]" m/z 348, entretanto com diferente fragmentos. O pico 7 foi
facilmente identificado como sendo a waltheriona D (A13), apds a comparacdo do
espectro de MS-2 obtido para 7 e o espectro de fragmentacdo de A13 obtido por

insercao direta deste composto puro.

A substancia referente ao pico 6 foi identificada como sendo a 13-hidroxi-
melochinona (A25), sendo este o intermediario de biogénese mais proximo da
waltheriona D. O espectro de MS-2 da 13-hidroxi-melochinona (A25) apresentou um
ion fragmento importante em m/z 330 referente a perda de agua, confirmando a
presenca da hidroxila em sua estrutura. As demais fragmentacdes apresentaram
padrao parecido ao da 9,10-ep6xi-13-hidroxi-melochinona, com a perda de CO, do
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grupo fenila.
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FIGURA 222. Espectro de massas Pico 4 (TR = 41,36 min)
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FIGURA 223. Espectro de massas Pico 5 (TR = 43,00 min)
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FIGURA 224. Espectro de massas Pico 6 (TR = 50,54 min)
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FIGURA 226. Proposta de fragmentagéao da 13-hidroxi-melochinona (A-25) (pico 6)
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5.1.3. Identificagdo do alcaloide referente ao pico 8

O pico cromatografico 8 observado do tempo de retencdo de 52,30 min,
apresentou pico do ion pseudo-molecular [M + H]" em m/z 332. Através do espectro
de ions produtos MS-2, foi possivel identificar que a substancia referente a este pico
€ a melochinona (A26). Este espectro apresentou um padrdo de fragmentacao
semelhante ao da 10-hidréxi-melochinona com a perda de CO no nucleo A e perda
da fenila. Observou-se também a formacao de anel de cinco membros com a perda
de uma unidade de fenil-CH.
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FIGURA 227. Espectro de massas referente ao pico 8 (TR = 63,0 min)
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5.2. Identificacdo dos alcaloides da fase hexanica do caule (WCH) por HPLC-
MS/MS (ESI, modo positivo)

O cromatograma de ions totais selecionados de WCH apresentou dezessete
picos cromatograficos de interesse. Para cada um desses picos cromatogréficos foi
obtido o espectro de ions filhos e as substancias foram identificadas através dos
seus padrées de fragmentacdo, bem como através da comparagdo entre oS
espectros de massas anteriormente obtidos via ESI (modo positivo) por insergéo
direta dos padrdes puros.

Para os alcaloides aquil-quinolonas e aril-alquil-quinolonas, a fragmentagao
ocorre inicialmente na cadeia lateral. Esta pode quebrar entre os carbonos Cs — Cg €
Co — C1o. Propostas de fragmentacéo para estes alcaloides estdo apresentadas no
item determinacéo estrutural.
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FIGURA 229. Cromatograma de ions totais selecionados de WCH
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5.2.1. Identificagao dos alcaloides referentes aos picos 1 -5

Os espectros de massas (MS-2) referentes aos picos 1 e 2 apresentaram ion
pseudo-molecular [M + H]" em m/z 394. Estes foram posteriormente identificados
como sendo as waltherionas A (A16) e B (Al7) inequivocamente através da
comparacao de seus espectros de massas com 0S respectivos espectros dos
padroes.

Os espectros de massas referentes aos picos de 3 a 4 apresentaram o
mesmo valor de fon pseudo-molecular [M + H]" em m/z 348. Os alcaloides referentes
aos picos 3 e 5 foram facilmente identificados como sendo 13-hidréxi-melochinona e
waltheriona-D, respectivamente, ap0s comparagdo com espectros destes padrdes.

O pico 5 apresentou no seu espectro de massas um padréo de fragmentacao
bem parecido com aquele verificado para a waltheriona D (A13), porém este nao
fragmentou tanto quanto a waltheriona D. Ainda assim é possivel sugerir que 5 trata-
se de um diasteroisdbmero da waltheriona D, ao qual, neste trabalho sera chamado
de waltheriona E (A26). Esta constatacdo confirma que na biogénese das
waltherionas a formagao da ponte éter pode ocorrer em ambas faces a e B.

Devido a pouca quantidade da fase WCD, a waltheriona E foi apenas
detectada por HPLC-MS/MS.

[[W L MASE (348.00) CE (80); Exp 8, 41,363 min from Sample 1 (WGHirag) of DataF ragWoCH will [ Turbo Spr... Max. 7.604 cps.
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FIGURA 230. Espectro de massas referente ao pico 5 (TR = 41,36 min)
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5.2.2. Identificagdo dos alcaloides de 6 a 17

Os alcaloides referentes aos picos de 6 a 17 foram identificados como sendo
alcaloides alquil-quinolonicos e aril-alquil-quinolinicos, de acordo com o quadro
abaixo. Aqui serd dado énfase na discussédo da identificagdo dos alcaloides ndo
isolados a partir dos métodos cromatograficos empregados neste trabalho, sendo
estes a w-hyeronimona (pico 7) e vanessina (pico 9).

Pico Tempo de m/z Substancia
cromatografico | Retencéo M+ H'] identificada
(min)

6 50,54 322 hyeronimona

7 51,61 356 w-hyeronimona

8 52,30 370 brachytelona B

9 56,23 322 vanessina

10 56,13 320 antidesmona

11 57,72 336 brachytelona C

12 58,88 306 desoxi-antidesmona

13 59,79 336 chamaedrona

14 63,44 370 brachytelona A

15 65,48 336 metil-hyeronimona

16 65,58 354 waltheriantidesmona

17 69,10 336 brachytelona D

QUADRO 14. Alcaloides identificados 6 — 17

O espectro de massas referente ao pico 7 apresentou o ion pseudo-molecular
[M + H]" em m/z 356. Observou-se neste espectro um fon fragmento em m/z 338
caracterizando da perda de H,O a partir do ion molecular. Os ions fragmento em
m/z 206 e m/z 192 referem-se a quebra da cadeia aril-Cs nas posi¢des (Cs — Cg) €
(Co9 — Cyp). Por fim, o ion fragmento em m/z 178 é resultante da perda de CH; a
partir de m/z 192, assim como ocorre na fragmentagdo da hyeronimona. Assim, a
substancia referente ao pico 7 foi identificada como sendo um alcaloide aril-alquil-
quinolin-4-ona andlogo a hyeronimona. Neste trabalho nomeou-se este alcaloide
como w-hyeronimona (A28). Nado h& relatos anteriores na literatura acerca deste
alcaloide, sendo este inédito.
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FIGURA 232. Espectro de massas referente ao pico 7 (TR = 51,61)
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FIGURA 233. Propostas de fragmentacao para w-hyeronimona (A28) (pico 7)
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O espectro de massas referente ao pico 9 apresentou o ion pseudo-molecular
[M + H]" em m/z 322. Observou-se neste espectro um fon fragmento em m/z 304
caracterizando a perda de H,O a partir do ion pseudo-molecular. O ion fragmento
em m/z 192 referem-se a quebra da cadeia alquilica na posicdo (Cs — Cg). A
formacdo do anel de quatro membros a partir do anel B, caracteristica comum das
fragmentacdes dos alcaloides alquila-quinolonas reportados neste trababalho, é
observada com a perda neutra de etileno, levando a formag&o do ion fragmento em
m/z 164 a partir de m/z 192. O ultimo fragmento m/z 177 é resultante da perda da
metila ligada ao oxigénio na posi¢cdo 3. Assim, a substancia referente ao pico 7 foi
identificada como sendo o alcaloide alquil-quinolin-4-ona vanessina (A29). Este
alcaloide néo foi isolado neste trabalho pelas técnicas cromatograficas utilizadas.

A vanessina foi isolada anteriormente do caule de Waltheria douradinha
(GRESSLER et. al.; 2008), sendo este o segundo relato de ocorréncia deste

alcaloide.
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FIGURA 234. Espectro de massas referente ao pico 9 (TR = 56,23 min)
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FIGURA 235. Propostas de fragmentacao para a vanessina (A-29) (pico 9)

A seguir sdo apresentados os espectros de massas referentes aos demais picos
cromatograficos observados no cromatograma de ions totais da fase WCH
correspondentes aos alcaloides isolados e que ja tiveram sua identificacdo /
elucidacao estrutural discutida.
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FIGURA 236. Espectro de massas referente ao pico 6 (hyeronimona)
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FIGURA 238. Espectro de massas referente ao pico 10 (antidesmona)



284 | Resultados e Discussdes: Busca de intermedidrios de biogénese via HPLC-UV-MS/MS

8.7t 178.0
6. 605
6. 4u64
6.2e5
6.0e5
5.8e5
5.6eb
S5.4eb
5.2e5

£ 085

1921

4 Bas [
1.865 162.2
4. deh-
4. Zeh-
4. 00
3805
3605
3405
3.205
3.065
2. 805
2. Bo5 |
2. 405
2.2e5 204.2
2.0eS
1.8e5
1.6e5 1782
1.4e5
1.2a5

1641
1.085 ‘

H.084
190.2
6,064 -

4,064 -

200 1338 MJ-', | Se “" L L 2603 _274.3 ‘
P b [P g i L . | L2ope o752 )
4 180 200

na_ ). .
3] 80 g0 100 120 130 180 220 ' 240 260 280 200 220 240 360 280 400 | a20 @ 430

2183 _zaza

FIGURA 239. Espectro de massas referente ao pico 11 (brachytelona C)

W \SZ (306.00) CE (60): Exp 6, 65.616 min Irom Sample 1 (WCHIrag) of DalaF ragWoH.will (Turbo Spr... Max. 1.0e4 cpse

1.0304 1784

1.00e4
2500.00
BO00.00
B8500.00
HOOO.00
7500.00
FOO00.00
6500.00
164.1
6000.00 4
5500.00

5000.00

Interesty, cps

4500.00 4

191.9
4000.00

3500.00

3000.00

2500.00

3060

2000.00

1500.00

1000.00

500.00

0.00
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FIGURA 241. Espectro de massas referente ao pico 13 (chamaedrona)
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FIGURA 242. Espectro de massas referente ao pico 14 (brachytelona A)
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6. SignificAncia quimiossitematica

Como visto anteriormente na revisao da literatura, os primeiros estudos
quimicos de espécies dos géneros Waltheria e Melochia apontavam os alcaloides
ciclopeptidicos como marcadores quimiossistematicos para estes dois géneros,
sendo de ocorréncia comum os alcaloides adoutina X (1), Y (2), Z (3) e Y’ (4),
scutianina B (7), franganina (5) e frangulanina (6).

Entretanto apds o isolamento dos alcaloides melochinona (17) de M.
tomentosa e melochininona (21) de M. pyrmidata, ambos na década de 1970,
poderia-se sugerir a presenca destes alcaloides quinolénicos como marcadores
guimiotaxondmicos diferenciais entre Waltheria e Melochia.

Brigmann e colaboradores apds estudarem a biossintese do alcaloide
antidesmona (22) a partir de culturas de células de Antidesma membranaceum,
sugeriram que a melochininona (21) poderia ser um precursor comum da
antidesmona e que a melochinona (22) teria parte da sua estrutura com biogénese
analoga a antidesmona (BRINGMANN et. al.; 2000).

Em 2005, Hoelzel e colaboradores reportaram o isolamento do alcaloide
quinolénico waltheriona A, a partir de W. douradinha, sendo este também com um
anel de sete membros geminado ao sistema aromatico, abrindo caminho para novas
evidéncias quimiossistematicas dentro da tribo Hermannieae (HOELZEL et.al.; 2005)

O isolamento do alcaloide antidesmona de M. chamaedrys (DIAS et. al,;
2007b) e W. douradinha (GRESSLER et. al.; 2008) abriram caminho para a
discussdo em quimiossistematica abordada neste trabalho e contemplada pelos
objetivos especificos propostos.

Neste momento é valido ressaltar a hipotese de uma possivel semelhanca
evolutiva entre os géneros Waltheria e Melochia com espécies da tribo Antidesmeae
(familia Phyllantaceae, ex. Euphorbiaceae), citando Antidesma e Hyeronima, devido
ao fato de que estes quatro géneros possuem relatos de ocorréncia do alcaloide
antidesmona (22), um marcador quimiossistematico da tribo Antidesmeae (BUSKE
et. al.; 2002).

Neste trabalho foi possivel contribuir com o conhecimento quimiossistematico
da tribo Hermannieae. A espécie Waltheria brachypetala também é biossintetizadora
do alcaloide antidesmona (22) e de varios outros analogos, 0 que aumenta as
evidéncias de uma semelhanca evolutiva entre as tribos Hermannieae (Malvaceae) e
Antidesmeae (Phyllantaceae).

Além do alcaloide waltheriona A (A16), cuja ocorréncia ja havia sido reportada
também para o género Melochia (EMILLE et. al; 2007) e (DIAS et. al.; 2007a), outros
analogos como as waltherionas B (A17), C (A12), D (A13) e 10-hidroxi-waltheriona
D (A18) foram isolados a partir de W. brachypetala, sendo possivel afirmar que, pelo
menos a waltheriona A é um marcador quimiossistematico para a tribo
Hermannieae. Entretanto ndo se descarta a possivel ocorréncia das demais
“waltherionas” em ambos os géneros.
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Vale ainda destacar neste trabalho a identificacdo do alcaloide melochinona
(A26), confirmando que este € um precursor das waltherionas e um possivel
precursor comum da antidesmona.

Entre os alcaloides alquil-quinolonas destaca-se a antidesmona (Al) com
ocorréncia comum entre os géneros Waltheria e Melochia a partir dos ultimos
estudos quimicos reportados na literatura. Entretanto, outros derivados da
antidesmona como desoOxi-antidesmona (A22), hyeronimona (A4), metil-
hyeronimona (A21) e N-metil-antidesmona (A7) também sdo de ocorréncia comum
na tribo Antidesmeae, também foram isolados de W. brachypetala apontando
maiores evidéncias de semelhangas evolutivas entre o género Waltheria e a tribo
Antidesmeae (Phyllantaceae).

Além da antidesmona, outro alcaloide alquil-quinolénico comum entre os
géneros Waltheria e Melochia parece ser a chamaedrona (A3), até o momento nao
reportada em Antidesmeae.

Uma nova classe de alcaloides aril-alquil-quinolonas foi estruturalmente
elucidada neste trabalho. Sendo para esta classe isolados trés alcaloides:
brachytelona A (A2) e B (A6) e w-antidesmona (A19), e outro identificado por
espectrometria de massas, a w-hyeronimona (A28). Entretanto, apenas com o
estudo de W. brachypetala ndo é possivel afirmar que estes alcaloides sdo
exclusivos desta planta ou que estes podem diferenciar quimicamente os géneros
Waltheria e Melochia.

O isolamento de cumarino-lignanas a partir de W. brachypetala € um
resultado importante a ser considerado, uma vez que, esta classe de metabdlitos
secundarios j& havia sido reportado anteriormente para M. chamaedrys (DIAS, et.
al.; 2007a). Além do mais, cumarino-lignanas sdo de ocorréncia comum no género
Antidesma (CHENG et. al.; 2007).

Sendo assim, € possivel neste momento, considerar que além dos alcaloides
ciclopeptidicos e quinolénicos, as cumarino-lignanas também sdo metabdlitos de
importdncia quimiossistematica dentro da tribo Hermannieae. Além disso, essa
classe de metabdlitos também reforca a hipotese de semelhanca evolutiva entre
espécies das tribos Hermannieae e Antidesmeae.

A quimica da tribo Hermmannieae mostra-se bastante diferente das outras
tribos da familia Malvaceae. Entretanto, apenas com base nos resultados de
fitoquimica, ndo é possivel propor qualquer reclassificacdo da tribo Hermmannieae
dentro da familia Malvaceae, ou até mesmo, propor uma mudanca de classificacdo
para a familia Phyllantaceae, haja visto a necessidade de se considerar as
caracteristicas morfoldgicas e filo-genéticas dos géneros pertencentes a estas tribos.
Mas néo descarta-se a semelhanca co-evolutiva entre estas duas tribos.
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1. Revisdo da Literatura
1.1. A enzima Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima envolvida no controle da
concentracdo do neurotransmissor acetilcolina (ACh) que esta diretamente ligado as
sinapses colinérgicas. A acetilcolina € fundamental na transmissdo de impulsos
nervosos que estao associados ao controle motor e cognitivo nos seres humanos,
entretanto, a sua acdo é devidamente controlada pela acetilcolinesterase,
proporcionando o devido funcionamento do sistema nervoso colinérgico (DVIR et.
al.; 2010).

Em termos quimicos, a acdo da acetilcolinesterase esta relacionada com a
guebra da ligacdo entre os grupos acetil e colina, levando a uma diminuicdo na
transmissao dos impulsos nervosos do sistema colinérgico.
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FIGURA 1. Hidrdlise da acetilcolina promovida pela AChE

Entretanto, altos niveis de AChE podem levar a um desequilibrio da
concentragcdo de acetilcolina nas fendas sinapticas e consequentemente da
transmissao dos impulsos nervosos acarretando sérios danos nos seres humanos,
como a disfungcdo motora e de cogni¢cédo. Entre as deficiéncias de cognicdo podem-
se citar sintomas iniciais como: perda da atencdo, até os sintomas mais graves
como perda da memoria, deméncia e a chamada Doenca de Alzheimer (DA)
(FRANCIS et. al.; 1999).

Os inibidores da AChE (IAChE) tém sido usados no tratamento de varias
desordens neuromusculares e tém fornecido a primeira geragao de drogas para o
tratamento da doencga de Alzheimer, sendo a maioria destes, produtos naturais ou
prototipos de produtos naturais (FRAGA et. al.; 2004).
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A Doenca de Alzheimer (DA) é causada devido a uma diminuicdo da
concentracdo do neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas fendas sinapticas, que leva
a um desequilibrio nas neurotransmissdes colinérgicas corticais ocasionando 0s
sintomas da DA, tais como: depresséo, perda de fungbes motoras e de cognicéo,
esquecimento e deméncia. Tais sintomas causam enorme impacto ao individuo,
familia, sociedade e aos sistemas de saude (FRANCIS et. al.; 1999). O tratamento
da doenca envolve cuidados familiares, que na maioria das vezes acarreta um
enorme estresse emocional, psicolégico e financeiro as familias, uma vez que o
tratamento medicamentoso € caro e 0 paciente perde progressivamente sua
memodria, esquecendo-se dos seus familiares.

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) a
expectativa de vida dos brasileiros passou de 69,3 anos em 1997 para 72,7 anos em
2007. A melhora na expectativa de vida e a diminuicdo nas taxas de mortalidade
foram responsaveis por um aumento consideravel no nimero de idosos no Brasil,
sendo que os maiores de 60 anos somam cerca de 10,5% da populacdo, o que
representa cerca de 20 milhdes de pessoas. O envelhecimento da populacdo
proporciona 0 aumento da prevaléncia de doencas cronico-degenerativas, entre
estas as deméncias, sendo a Doenca de Alzheimer a causa mais frequente
(http:/lwww.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/default.shtm, acesso em 12 de
janeiro de 2012).

Ainda segundo o IBGE, estima-se a prevaléncia de DA no Brasil em cerca 1,5
milhées de pessoas, com incidéncia de mil novos casos por ano, 0 que representa
um alarme aos servicos de saude e a sociedade como um todo, uma vez que o
tratamento medicamentoso € caro e o0 acompanhamento familiar é essencial e
geralmente acompanhado de grande estresse emocional
(http://lwww.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/estimativaalhzeimer/default.shtm,
acesso em 12 de janeiro de 2012).

Foram realizados diversos ensaios clinicos com os IAChE no tratamento da
DA, sendo a fisostigmina (1) um dos primeiros farmacos sintéticos testados e
disponibilizados no mercado. A tacrina (2) foi a primeira droga a ser testada e
clinicamente usada. Essa droga foi aprovada pela Food and Drug Administration
(FDA) em 1993 e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 1994.
O grande inconveniente dessa droga € a complexa posologia de quatro tomadas
diarias e a toxicidade hepatica, que fez com que ela caisse em desuso a partir do
surgimento dos IAChE de gerac¢des mais novas (FRAGA et. al.; 2004).

O donepezil (3) foi o segundo IAChE a surgir. Foi aprovado pelo FDA em
1996 e pela ANVISA em 2000. Essa droga tem como vantagem a posologia comoda
de uma vez ao dia, porém, como tem uma meia-vida muito longa, que pode chegar a
até 73 horas, isso € apontado como desvantagem, assim como toda droga de meia-
vida longa usada em paciente idoso (YUKI et. al.; 2000).


http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/default.shtm
http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/estimativaalhzeimer/default.shtm
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A rivastigmina (4), terceira droga da classe, tornou-se disponivel na Europa
em 1997 e, em 1998, foi liberada pela ANVISA, sendo liberada pela FDA apenas em
2000. Essa droga tem uma vantagem adicional, pois ela inibe também a
butirilcolinesterase (BuChE). Acredita-se que, a medida que a DA evolui, maior é a
participacdo da BUChE na degradacdo enzimatica da acetilcolina na fenda sinaptica
(YUKI et. al.; 2000).

A galantamina (5) é a droga mais recente desse grupo, aprovada pela FDA e
pela ANVISA em 2001, sendo esta um alcal6ide isolado de varias espécies de
plantas da familia Amarillidaceae. A galantamina tem um efeito adicional, que é a
atividade moduladora alostérica sobre os receptores nicotinicos, possibilitando o
aumento da transmisséo colinérgica e um possivel efeito neuroprotetor questionavel
(KARASOVA et. al.; 2000).

FIGURA 2. Inibidores da AChE disponiveis no mercado farmacéutico

Atualmente destaca-se o alcaloide huperzina A (6) isolado da planta medicinal
chinesa Huperzia serrata, como promessa no tratamento da doenca de Alzheimer,
como inibidor reversivel da AChE. Nos Estados Unidos, a Huperzina A foi liberada
pela FDA para ser comercializada em 2011, em substituicdo ao donopesil e a
tacrina, devido aos efeitos colaterais provocados por estes dois farmacos.

Lima e colaboradores relataram a atividade anticolinesterase eritrocitaria de
alcaloides isolados das folhas de Waltheria brachypetala e verificaram uma atividade
significante e a nivel do farmaco fisostigmina (LIMA et. al.; 2009). Dada a utilizacdo
popular do cha de raizes de W. brachypetala para o tratamento de sintomas de
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perda de memoria, cognicdo e atencao, torna-se relevante a descoberta de novos
inibidores da acetilcolinesterase a partir desta planta.

Uma vez que o0s principais inibidores da enzima AChE disponiveis no
mercado pertencem & classe dos alcaloides, muitos pesquisadores tém focado sua
atencédo no estudo de plantas visando a obten¢éo de alcaloides inéditos que possam
servir de farmaco ou como um protétipo de farmaco inibidor desta enzima. Isto €
evidenciado quando verifica-se os artigos publicados referente a busca de novos
protétipos de IAChE, a maioria destes mantém o foco na busca por novos alcaldides,
sendo a familia Amarillidaceae a mais estudada, uma vez que os alcaldides desta
familia possuem similaridade estrutural a galantamina (ANDRADE et. al.; 2005)
(TREVISAN et. al.; 2003) (VIEGAS JR et. al.; 2005) (SERRANO et. al.; 2010) (VAN
DE MEENT et. al.; 2010).
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FIGURA 3. Alcaloide huperzina A (6)

1.2. O fungo Guignardia citricarpa e a Mancha Preta do Citros (MPC)

A Mancha Preta do Citros (MPC) € uma doenca citricola caracterizada pela
presenca de pintas pretas na casca do fruto, com distribuicdo uniforme, que causam,
além da depreciagdo estética do fruto, causa a queda prematura destes
prejudicando a sua producéo (KLOTZ, 1978) (SPOSITO, 2003). Esta doenca atinge
principalmente as laranjas doces, limoeiros, tangerinas e suas variedades
(RODRIGUES et. al.; 2007).

O agente causador da MPC é o fungo Guignardia citricarpa, sendo este
relatado pela primeira vez por (MACALPINE, 1899) sendo inicialmente caracterizado
pela sua forma assexuada, designada por Phyllosticta citricarpa. Kiely descobriu a
fase sexuada deste fungo caracterizando-o como Guignardia citricarpa (GLIENKE-
BLANKO et. al.; 2002).

O primeiro relato da MPC foi na Austrdlia em 1895, sendo posteriormente
verificado na Africa do Sul em 1925 e no Brasil em 1940, sendo que o Brasil possui
condicbes climéticas favoraveis ao estabelecimento da doencga, tendo se verificado
casos em estados da regido sul e até mesmo na regido norte, no estado do
Amazonas (FEICHTENBERGER et. al.; 2005).
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O Brasil € o maior produtor mundial de citros e maior exportador de sucos
de laranja do mundo, sendo assim, doencas de citros como a MPC s&o de grande
relevancia econémica. A MPC é considerada como uma praga quarentendria A-1 na
Europa e Estados Unidos, assim, quando € detectado na alfandega de paises da
Unido Européia apenas um fruto com MPC, todos os demais frutos sado devolvidos, o
gue representa uma enorme perda ao setor de producédo de citros do Brasil. A figura
4 apresenta os sintomas de frutos de citros infectados por G. citricarpa e com
sintomas de MPC.
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FIGURA 4. Sintomas da MPC

Em citros, é possivel encontrar duas espécies de fungo do género Guignardia,
G. citricarpa e G. mangiferae, sendo o segundo nao fito-patogénico. A diferenciacéo
entre ambos pode ser realizada por analise morfologica e por andlise de PCR
(Reagdo em Cadeia da Polimerase). Em meio aveia, G. citricarpa é caracterizada
pela formacdo de um alo amarelo, ausente em G. mangiferae, como pode-se
observar na figura 5 (TOFFANO, 2009).

A infeccao de citros por G. citricarpa ocorre por disseminacdo de esporos
deste fungo entre partes da planta através de agentes fisicos, como vento e chuvas.
Ao encontrar condi¢Bes climaticas favoraveis ocorre a germinacdo dos esporos,
seguido com a formacgédo do tubo germinativo e dos apressorios, essas estruturas
favorecem a penetracdo dos conidios (fase evolutiva de G. citricarpa) nos tecidos
vegetais levando posteriormente a formagdo da massa micelial e desenvolvimento
do fungo nos tecidos da planta, posteriormente aparecem 0s primeiros sintomas da
MPC (MATOS-JUNIOR et. al.; 2005).
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FIGURA 5. G. citricarpa e G. mangiferae em meio aveia

No Brasil o controle da MPC tem sido realizado através de cobre e
fungicidas protetores baseados neste metal, ditiocarbamatos e fungicidas sistémicos
(como os benzimidazois) em combinacdo ou ndo e associados ou ndo a oOleos
minerais e vegetais (GOES, 2002).

Entretanto, o uso de fungicidas sintéticos tém preocupado o Ministério da
Agricultura do Brasil dado ao real efeito toxico destes compostos a saude humana,
bem como os efeitos ambientais de bioacumulacdo destes em importantes
ecossistemas. Recentemente, o fungicida comercial mais utilizado no Brasil para o
controle da MPC, o carbendazin foi retirado do mercado devido a estudos que
demonstraram o0 potencial efeito carcinogénico deste composto em baixas
concentracdes em linhagens de células humanas.

Assim, a busca por produtos naturais com potencial efeito fungitéxico sobre
G. citricarpa tem grande importancia, haja vista a relevancia econémica da MPC,
bem como a necessidade de fungicidas que sejam menos agressivos ao homem e
ao meio ambiente.

O grupo de pesquisa de Produtos Naturais da UFSCar tem reunido esforcos
na busca de produtos naturais com atividade fungitoxica sobre G. citricarpa. Tanto
nos estudos realizados por PASQUALOTO (2011) e FREITAS (2009) visando a
busca por produtos naturais fungitoxicos a G. citricarpa a partir de plantas do género
Hortia (Rutaceae) apontaram o alcaloide 4-metoxi-N-metil-2-quinolona como a
substancia mais potente, inibindo cerca de 45% o crescimento micelial, 98% a
germinacdo de esporos e 91% a formacdo de apressorios. J& CERQUEIRA (2011)
verificou que entre as substancias isoladas de Swinglea glutinosa (Rutaceae), o
triterpeno 3-B-hidroxi-glutin-5-eno foi a substancia que apresentou melhor resultado
de fungitoxicidade, inibindo cerca de 40% o crescimento micelial e 90% a
germinacdo de esporos e formacdo de apressoérios. Todos os compostos citados
foram testados na concentracdo de 100 pg/ml.
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1.3. Plantas como fonte de agentes antifungicos

As plantas estdo a todo o0 momento tentando sobreviver a diversas condi¢des
ambientais adversas, como as proprias condi¢cdes climaticas e suas variacoes,
mudancas ambientais causadas por ac¢des antrdpicas, bem como de condi¢cbes
adversas devido ao ataque constante por animais, insetos e microorganismos
(PALOMBO et. al.; 2001).

Uma das formas de defesa que as plantas possuem diante de todas as
adversidades do seu meio ambiente é através do seu metabolismo secundario,
onde, através deste, uma planta pode produzir substancias téxicas contra agentes
patdgenos. Neste sentido, plantas medicinais tém sido fonte de uma grande
variedade de substancias por muitos séculos, sendo utilizados tanto seus extratos
brutos padronizados como substancias puras (JONES et. al.; 2006).

Plantas do género Waltheria sdo comumente utilizadas na medicina popular
como antifungicos (HOELZEL et. al.; 2005). Destaca-se aqui as folhas de Waltheria
brachypetala Turcz, as quais séo utilizadas na fabricacdo de sabdes anti-sépticos, e
durante muitos anos foram utilizadas para prevenir infec¢cdes nos umbigos de recém
nascidos.

O grupo de pesquisa do professor Ademir Farias Morel da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM) estudou durante cerca de uma década a planta
medicinal Waltheria douradinha Saint. Hillare visando a busca de alcaloides com
possivel atividade anti-microbiana, na tentativa de justificar o intenso uso desta
planta na medicina popular do Rio Grande do Sul. Estes estudos levaram ao
isolamento de varios alcaloides desta espécie, entretanto estes alcaloides nao
apresentaram atividade anti-microbiana relevante nas bactérias testadas, valendo
ressaltar que nestes estudos nenhum alcaloide isolado foi testado contra fungos
(GRESSLER et. al.; 2008).

Emille e colaboradores isolaram de Melochia odorata os alcaloides
frangulanina e waltheriona A através de um estudo quimico bio-guiado, sendo
relatado uma consideravel atividade antifUngica destes alcaloides contra fungos
patdgenos humanos (EMILLE et. al.; 2008)
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2. Objetivos

Considerando o uso popular de Waltheria brachypetala Turcz na medicina
popular para o tratamento de perda de memoria e melhoria da cognicdo e como
agente anti-fungico, constituem-se como objetivos desta segunda parte do trabalho:

2.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade anticolinesterase e antifingica de extratos e substancias
puras do caule e da raiz de Waltheria brachypetala Turcz.

2.2. Objetivos especificos

v

v

Avaliar a atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase de extratos
e substancias puras do caule e da raiz de W. brachypetala;

Calcular os valores de ICso para as substancias com atividade inibitéria
da AChE igual ou superior a 80%;

Avaliar a atividade fungi-téxica dos extratos e alcaloides isolados de W.
brachypetala com relagcéo a inibicdo do crescimento micelial, inibicdo
da germinacdo de esporos e inibicdo da formacdo de apressérios do
fungo Guignardia citricarpa;

Determinar o DLsp dos alcaloides com atividade igual ou superior a
90%; com relacao a inibicdo de G. citricarpa;

Contribuir para o conhecimento do potencial biol6gico desta espécie.
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3. Procedimentos Experimentais
3.1. Ensaio de inibicdo da enzima acetilcolinesterase

Os ensaios de inibicdo da enzima acetilcolinesterase foram realizados no
Laboratério de Fotoquimica e Quimica Inorganica Biologica (LAFIB) do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos sob a orientacédo
da professora Dra Rose Maria Carlos.

Este ensaio baseou-se no protocolo de Ellmann (ELLMANN et. al.; 1961),
onde foram realizadas algumas adaptacdes. Assim, foram preparadas duas
solugdes tampdes Tris-HCI pH 8,0. A solugcéo tampé&o A foi preparada adicionando-
se 6,700g de Tris-HCI a 700 ml de 4gua destilada, com posterior adi¢cdo de HCI (1M)
até que o pH da solucéo decrescesse até 8,0. Posteriormente foi adicionado 0,292 g
de NaCl e 0,203 g de MgCl,.6H,0 e completado o volume para 1 litro com agua
destilada.

A solucao tampéao B foi preparada adicionando-se BSA (Albumina de Sangue
Bovino) em 100 ml da solugédo tampédo A até a concentracdo de 50 uM. Em seguida
foram pesados 0,00345g do reagente colorimétrico DTNB e adicionados a um baldo
volumétrico de 50 ml, sendo posteriormente adicionados 10 ml da solu¢do tampéo B
e completado o volume com a solugdo tampé&o A, formando-se assim a solugéao C.

Cada substancia teve sua massa pesada de acordo com a concentracao
testada, sendo pesada em um ependorff e solubilizada com 100 yL de metanol (grau
HPLC) e completado com a solugdo estoque A até 1 ml.

Em dois ependorffs separados e mantidos em gelo picado foram mantidos a
enzima AChE liofilizada em 1 ml da solugéo A (5U) e o substrato iodeto de acetil-
tiocolina em diferentes concentragcdes que variaram de 5 a 100 yuM em 1 ml de
solucao tampao A.

Em uma cubeta de 1 cm de caminho Optico foram adicionados 2,90 ml da
solucdo C (com o DTNB), 100 ul do composto a ser testado e 15 ul de enzima. Apos
a adicdo da enzima foram cronometrados 14 min e 30 segundos, onde neste
intervalo foi realizada a leitura do branco em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 412 nm. Assim que completou 14 min e 30 seg foram adicionados 100 pL
de iodeto de acetiltiocolina com homogenizacdo na cubeta e apos 30 seg da adicao
foi realizada a leitura no espectrofotbmetro no comprimento de onda de 412 nm,
utilizando o modo de avaliagdo cinético.

Este mesmo procedimento foi realizado com o branco (metanol) afim de
subtrair as absorbancias do metanol e do composto testado, afim de subtrair o efeito
do solvente utilizado. Como controle positivo foi utilizado o farmaco tacrina.

A atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase é medida pela
diminuicdo da absorbéncia da banda em 412 nm que é resultante da reagdo da
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colina com o reagente colorimétrico DTNB, que produz um anion estavel de
coloragcédo amarela e que absorve no comprimento de onda de 412 nm.
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FIGURA 6. Principio quimico do ensaio de Ellmann

3.2. Ensaio de inibic&o do crescimento micelial de Guignardia citricarpa

O ensaio de inibicdo do crescimento micelial de G. citricarpa foi realizado no
laboratério de bioensaios do grupo de pesquisa em produtos naturais da UFSCar,
sob a supervisao do Dr. Leonardo Toffano.

Para este teste foram pesados 2,43 gramas de meio BDA soélido com
posterior adicdo e homogeneizacdo em 60 ml de agua destilada para posterior
autoclavagem a 120°C (1 atm) por 20 minutos. Apés este periodo esperou-se 0 meio
liquido atingir uma temperatura proxima de 60°C, cada amostra previamente
dissolvida em 250 ul de DMSO foram adicionadas ao meio. Posteriormente 12,5 mL
de meio BDA liquido fundente foram vertidos em placas de petri também
autoclavadas ( h= 15 cm; d = 7 cm), sendo este procedimento realizado em capela
de fluxo laminar para evitar qualquer tipo de contaminacgao das placas.
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Apés a solidificagdo do meio de cultura nas placas de petri, foram adicionados
discos de micélio (0,5 cm de diametro) no centro de cada placa. Estas foram entéo
fechadas e identificadas e mantidas em BOD (25°C, fotoperiodo de 12 horas). Para
cada amostra, portanto foi realizado o experimento em quintoplicata, inclusive para o
controle positivo (carbendazin) e controle negativo (DMSO).

A avaliagdo da inibicdo do crescimento micelial foi realizada através de
medidas radiais da massa micelial, para cada placa, sendo posteriormente
calculadas médias e desvios padrdes.

3.3. Ensaio de inibicdo da germinacao de esporos e formacgao de apressorios

Para a realizagao deste ensaio uma suspensé&o de esporos foi obtida do fungo
cultivado em meio BDA, sendo obtidos 10° esporos/ml ap6s contagem com auxilio
de microscopio optico e utilizando-se camara de Neubauer. Em seguida, 40 yL da
suspencao de esporos foi vertida em placa de poliestireno, em quadruplicata na
mesma placa) e adicionada a cada um 40 pL da amostra em cada concentracdo
desejada. As placas de poliestireno foram entdo fechadas, identificadas e mantidas
em BOD por 24 h (25°C, fotoperiodo de 12h). Esse procedimento foi realizado com o
controle negativo (DMSO) e controle positivo (carbendazin). Apés o periodo de 24
horas, os esporos germinados e apressoérios formados foram contados com auxilio
de microscopio optico em camara de Neubauer.

o
¥

5

a) Cultive de G. citricarpa em meio BDA b} Suspensao de esporos de G.
citricampa

d} Contagem dos esporos germinados e -
formacéo de apressorios ¢} Ensaio em placa de poliestireno

FIGURA 7. Esquema do ensaio de inibicdo da germinagao e da formacéo de
apressorios de G. citricarpa
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3.4. Materiais e Métodos
3.4.1. Materiais e reagentes

% BDA comercial da acumedia;

% H,O destilada;

% DMSO grau HPLC, da TEDIA Brazil;

s DTNB

s BSA

¢ Acetiltiocolina

% Enzima acetilcolinesterase de electrophorus eletricus
+ Lactofenaol,

s Etanol 70%;

% Placas de Petri (® =9 cm) e de (P =7 cm);

* Placas de poliestireno;

% Eppendorf BD (1,5 mL);

% Pipetas volumétricas;

% Laminula (18 x 18 mm) (0.13-0.17MM);

% Paquimetro;

% Alca de Drigalski;

s Filme PVC transparente;

< Camara de Neubauer New Optik (0,002 mm?/0,100 mm);
% Cubeta de 1c de caminho 6tico

3.4.2. Equipamentos

s*Camara de fluxo laminar Veco VL FS-12M,;

“»Estufa com fotoperiodo e termoperiodo / B.O.D Eletrolab;
“*Autoclave vertical Phoenix AV 75;

“*Microscopio 6ptico (até 1000 x) L 2000A;

“*Balanca analitica Modelo AND202.

s»Espectrofotdmetro UV-vis DR 5000, Labstore
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4. Resultados e Discussdes
4.1. Inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE)

4.1.1. Atividade de inibicdo da enzima AChE pelos extratos de W. brachypetala

As fases organicas obtidas através de particdo liquido-liquido do extrato
etanolico da raiz e do caule de W. brachyepetala foram testadas frente a inibicdo da
enzima acetilcolinesterase nas concentracdes de 250 e 125 pyg/mL.

Como se pode observar no grafico abaixo, na concentracdo de 250 ug/ml,
tanto as fases em hexano da raiz e caule (WRH e WCH), quanto as fases em
diclorometano da raiz e caule (WRD e WCD) apresentaram 100% de inibicdo da
enzima AChE. J4 as fases em acetato de etila destas duas partes da planta (WRA e
WCA) nao apresentaram atividade significante, inibindo pouco a enzima. Neste teste
a tacrina (10 uM) foi utilizada como controle

Uma vez que as fases WRA e WCA apresentaram coloracdo bastante
avermelhada, o que sugere a presenca de taninos, possivelmente, a pouca atividade
destas fases organicas pode estar associadas a presenca de taninos, uma vez que é
relatado na literatura que taninos tém propriedade de degenerar proteinas.

100 100 100 100 100
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X 30 18,6
20 A
11 .
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WRH WCH WRD WCD WRA WCA Tacrina Metanol
Fases organicas de W. brachypetala testadas

GRAFICO 1. Porcentagem de inibicdo da enzima AChE pelas fases organicas de
raiz e caule de W. brachypetala (250 pg/mL).

Na concentracao de 125 pg/mL observou-se uma diminuicdo da atividade de
inibicio da AChE para todas as fases organicas testadas. A diminuicdo mais
significativa ocorreu com as fases WRH e WRD, sendo assim, as fases em hexano
(WCH) e diclorometano (WCD) foram as que apresentaram maior potencial de
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inibicdo frente a esta enzima. Estes resultados sao bastante relevantes uma vez que
na maioria dos artigos com abordagem sobre atividade de extrados frente a AChE,
0s testes séo realizados em concentragdes de 500 pg/mL a 1,00 mg/mL.
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Fases organicas de W. brachypetala testadas

GRAFICO 2. Porcentagem de inibicdo da enzima AChE por fases organicas de raiz
e caule de W. brachypetala (125 pyg/ml)

4.1.2. Atividade de inibicdo da AChE pelos alcaloides alquil-quinolénicos e aril-
alquil-quinolonicos

As fases WRH e WCH apresentaram como alcaloides majoritarios as quinolin-
4-onas das classes aril-alquil-quinolonas e alquil-quinolonas. Todos os alcaloides
testados tiveram relevantes atividades frente a inibicdo da enzima, sendo possivel
atribuir a atividade inibitéria das fases WRH e WCH a presenca destes alcaloides.
Destaca-se que o0s alcaloides aril-alquila-quinolonas brachytelona A (A2),
brachytelona B (A6) e w-antidesmona (A19) foram os que apresentaram as melhores
atividades, inibindo a enzima acetilcolinesterase em 88,04%; 91,05% e 93,0%
respectivamente a 100 uM. Esses resultados sugerem que a presenga do grupo
fenila terminal aumenta a atividade dos alcaloides.

Comparando as atividades da antidesmona (Al) e da hyeronimona (A4),
verifica-se que a antidesmona é cerca de 10% mais ativa. Dado que a Unica
diferenca entre estes dois alcaloides é que na hyeronimona a carbonila na posi¢cao 8
encontra-se reduzida a hidroxila, é possivel inferir que a presenca da carbonila na
posicdo 8 também aumenta a atividade do alcaloide frente a inibicAo da enzima
AChE.

Apesar de a w-antidesmona (Al19) ter apresentado melhor atividade de
inibicdo da AChE na concentracdo de 100 uM, a brachytelona B (A6) foi o alcaloide
gue apresentou melhor valor de ICsp, respectivamente 9,8 (+ 0,4) uM.
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Grafico 3. Porcentagem de inibicdo da AChE pelos alcaloides aril-alquil-quinolénicos
e alquil-quinoldnicos testados (100 pM)

QUADRO 1. Valores de ICsg para os alcaloides com atividade IAChE = 80%

Alcaloide % de IAChE ICso
100 pM (MM)
w-antidesmona (A-19) 93,00 16,8 £ 0,3
brachytelona A (A-2) 88,04 28,75 +0,3
brachytelona B (A-6) 91,05 9,8+0,4
antidesmona (A-1) 84,32 55,6 £0,2

4.1.3. Atividade de inibicao da AChE pelas waltherionas

As fases WRD e WCD apresentaram como alcaloides quinolénicos
majoritarios as waltherionas. Apenas os alcaloides waltheriona B (A17), N-metil-
waltheriona B (A15) e waltheriona C (A12) apresentaram baixa atividade de inibigao
da enzima acetilcolinesterase. Entretanto esses resultados sao interessantes, uma
vez que as waltherionas A (Al16), B (Al5) e C (Al2) sédo diasteroisbmeros, o que
significa que o sitio da enzima que interage com esses alcaloides possui uma
determinada estereoespecificidade.

Dentre as waltherionas testadas, a 10-hidroxi-waltheriona D (A18) foi a que
apresentou melhor atividade de inibicdo da enzima AChE, inibindo 87,14% a
atividade desta enzima na concentracdo de 100 uM. Comparando-se as estruturas
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das waltherionas A (A16) e D (A13), observa-se que além da metoxilagdo na posicéo
2', presente na waltheriona A e ausente na waltheriona D, a ponte éter no biciclo
[3.2.1] para a waltheriona A localiza-se entre os carbonos 10 e 13, enquanto que na
waltheriona D esta ponte éter localiza-se entre os carbonos 9 e 13.

Assim é possivel considerar que a maior atividade da waltheriona D (A13) e
da 10-hidroxi-waltheriona D (A18) com relacdo a waltheriona A (Al16) pode estar
relacionada a presenca da ponte éter entre os carbonos 9-13, o que aumenta a
atividade de inibicao.

Apesar das waltherionas A, D e 10-hidroxi-waltheriona D apresentarem
significantes valores de inibicdo da enzima AChE na concentracdo de 100 uM, os
valores de ICsp s@o relativamente altos, principalmente quando se compara com
outras substancias naturais que tém sido reportadas com relevante atividade sobre
esta enzima.
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Grafico 4. Porcentagem de inibicdo da AChE pelas waltherionas testadas (100 uM)

QUADRO 2. Valores de ICsy para as waltherionas com atividade IAChE = 80%

Alcaloide % de IAChE ICso

100 pM (MM)
waltheriona A (A-16) 84,36 70,5+0,25
waltheriona D (A-13) 88,04 42,0 £ 0,25
10-hidroxi-waltheriona D (A-18) 91,05 37,5+0,25
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4.1.4. Atividade de inibicdo da AChE pelos alcaloides ciclopeptidicos e
cumarino-lignanas

Alcaloides ciclopeptidicos foram isolados da fase diclorometano da raiz
(WRD), enquanto que as cumarino-lignanas foram isoladas principalmente da fase
diclorometano do caule (WCD). Os trés alcaloides ciclopeptidicos isolados e
testados ndo apresentaram atividade significante de inibicdo da AChE, ja as
cumarino-lignanas apresentaram os melhores resultados, inclusive mostraram-se
melhores protétipos que os alcaloides quinoldnicos. A cleomicina A (CL-1)
apresentou 96,5 % de inibicho da AChE (100 pM), enquanto que a diacetil-
cleomicina A (CL-2) apresentou 93,5% de inibicdo. Os valores de ICsy para estas
duas substancias foram bastante significativos; 6,75 (+ 0,30) uM para a cleomicina A
e 8,00 (£ 0,30) uM para a diacetil-cleomicina A.

Entretanto, como visto no item de identificacdo estrutural destas cumarino-
lignanas (capitulo 1), a cleomicina A e a diacetil-cleomicina A foram isoladas como
mistura racémica. Faz-se necessario portanto a separagdo destes enantibmeros e a
realizacdo de novos testes de inibicdo da AChE com estes, para se saber qual
enantiomero possui atividade.

93,5

% de inibicdo da AChE
Ul
o

Substancias testadas

Grafico 5. Porcentagem de inibicdo da AChE por alcaloides ciclopeptidicos e
cumarino-lignanas (100 uM)
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4.2. Atividade fungitoxica dos alcaloides quinolénicos sobre o fungo
Guignardia citricarpa

4.2.1. Efeito das fases obtidas do extrato etandlico do caule de W. brachypetala
sobre o crescimento micelial de G. citricarpa

As fases em hexano (WCH), diclorometano (WCD) e acetato de etila (WCA)
obtidas do extrato etandlico do caule (WCE) de W. brachypetala tiveram suas
atividades testadas com relagao a inibicdo do crescimento micelial de G. citricarpa
(gréafico 6).
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Graéfico 6. Inibicdo do crescimento micelial de G. citricarpa por WCH, WCD e WCA

Através deste gréafico é possivel observar que a fase WCA em nenhuma
das avalicOes apresentou qualquer atividade de inibicdo do crescimento micelial de
G. citricarpa, sendo que no final das oito avaliacdes verificou-se que esta fase
promoveu o crescimento do fungo quando comparado ao controle. Ja o extrato
etanolico bruto do caule apresentou pouca atividade de inibi¢éo.

A fase WCH apresentou efeito fungistatico sobre o fungo durante a maior
parte do periodo de avaliacdo. Verifica-se para esta fase que o fungo comeca a
crescer ap6s o segundo dia, entretanto a fase WCH mantém efeito fungistatico entre
o décimo segundo e o décimo oitavo dia, apresentando melhor atividade de inibicdo
do crescimento micelial de G. citricarpa.

A fase WCD apresentou efeito fungistético até o nono dia de avaliagéo,
apos este periodo o fungo apresentou reacdo de crescimento, entretanto menor que
o controle (DMSO + meio de cultura). O grafico 7 apresenta o efeito de inibicdo das
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fases WCH, WCD, WCA e do extrato bruto etandlico WCE em termos de
porcentagem de inibicdo, onde verifica-se que as fases WCH e WCD apresentaram
os melhores resultados; 83,45 % e 62,02 %, respectivamente.
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% de inibicao do crescimento micelial

Grafico 7. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de G. citricarpa por
WCA, WCD, WCH e WCE.

4.2.2. Efeito dos das fases WCH, WCD e WCA sobre a germinacao de esporos e
formacao de apressérios de G. citricarpa

Como visto no item de revisao bibliografica deste capitulo, o meio de infecgéo
do hospedeiro pelo fungo Guignardia citricarpa € através dos conidios com 0s
esporos germinados e com o0s apressorios formados. Assim, um fungicida que possa
promover a inibicdo da germinacdo de esporos e da formacao de apressorios possui
uma agdo eficaz no controle da MPC. Desta forma, avaliou-se o efeito das fases
WCH, WCD e WCA de W. brachypetala sobre a inibicdo da germinagéo de esporos
e inibicho da formagdo de apressorios de G. citricarpa, tendo como base a
quantidade de 100 x 10° esporos.

Como pode-se observar no grafico 8 a fase WCH foi a que apresentou
melhores resultados, inibindo em 47,5% a germinacdo de esporos e 51,73% a

formacéo de apressorios.



311

Parte 2: Resultados e Discussoes

D
o
|

51,73
47,5

wn
o
|

H
o
|

w
o
L

M Inibicdo da germinagdode
— esporos

M Inibicdo da formacdo de
apressorios

= N
S =)
I
|o
o
N
o)
00 |
W
N
re
=
>
s

% de inibicao da germinagao de
espooros da formagdo de apressor

Fases organicas testadas (1mg/ml)

Grafico 8. Efeito das fases WCA, WCD e WCH sobre a germinagéo de esporos e
formacéo de apressorios de G. citricarpa

4.1.3. Efeito dos alcaloides alquila-quinolonas e aril-alquila-quinolonas sobre o
crescimento micelial, germinacdo de esporos e formacgédo de apressorios de G.
citricarpa

A fase WCH foi a que apresentou melhores resultados de atividade de
inibicdo do crescimento micelial, inibicdo da germinacdo de esporos e inibicdo da
formacdo de apressérios de G. citricarpa. Como visto no capitulo I, a fase WCH,
assim como WRH, apresentou como principais constituintes quimicos os alcaloides
alquil-quinolonas e aril-alquil-quinolonas. Sendo assim, cinco destes alcaloides
tiveram as suas atividades testadas. Infelizmente, s6 foi possivel testar estes
alcaloides, pois os demais ndo possuiam massas suficientes para todos os testes.

Com relagéo a inibicdo do crescimento micelial, como pode ser observado no
gréfico 9, todos os alcaloides testados apresentaram excelente atividade de inibicao
na concentragéo de 100 pg/mL.

O alcaloide brachytelona A (A2) impediu qualquer crescimento do fungo ao
longo dos 21 dias de avaliacédo, enquanto que os demais alcaloides, apesar de ndo
inibirem completamente o crescimento micelial do fungo, apresentaram atividade
fungistatica durante na maior parte dos intervalos de tempo.

Pode-se entdo inferir que a atividade de inibicdo do fungo pela fase WCH
deve-se a presenca dos alcaloides alquil-quinolonicos e aril-alquil-quinolonicos. Os
alcaloides alquil-quinoldnicos apresentaram efeitos de inibicdo muito semelhantes.
Entre os alcaloides aril-alquil-quinolénicos a brachytelona B (A6) apresentou-se
menos eficaz.
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Grafico 9. Efeito de alcaloides alquil-quinolénicos e alquil-aril-quinolénicos sobre o
crescimento micelial de G. citricarpa na concentracao de 100 pg/mL
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Grafico 10. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de G. citricarpa pelos
alcaloides alquil-quinolénicos e aril-alquil-quinolénicos
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Com relacédo a germinacao de esporos e formagcdo de apressoérios todos os
alcaloides alquil-quinolénicos e aril-alquil-quinolonicos apresentaram resultados
excelentes. Os alcaloides antidesmona e brachytelona A inibiram em 100% tanto a
germinacdo quanto a formacdo de apressorios na concentragcdo de 100 ug/mL.
Apenas a brachytelona B (A6) apresentou inibigcdes abaixo de 90%.
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Grafico 11. Porcentagem de inibicdo da germinacéo de esporos de G. citricarpa
pelos alcaloides alquil-quinolénicos e aril-alquil-quinolénicos
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Grafico 12. Porcentagem de inibicdo da formacao de apressorios de G. citricarpa
pelos alcaloides alquil-quinolénicos e aril-alquil-quinolénicos
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4.1.4. Efeito das waltherionas sobre o crescimento micelial, germinagédo de
esporos e formacgédo de apressorios de G. citricarpa

Apesar de a fase WCD né&o ter apresentado resultado relevante sobre a
inibicdo da germinacdo de esporos e formacao de apressorios de G. citricarpa, esta
fase inibiu em 62% o crescimento micelial deste fungo. Uma vez que a fase WCD,
assim como WRD apresentou como alcaloides principais as waltherionas, estes
alcaloides tiveram suas atividades testadas.
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Grafico 13. Efeito das waltherionas sobre o crescimento micelial de G. citricarpa na
concentracéao de 100 pg/ml

Como se pode observar no grafico 12 os alcaloides waltheriona A (A16),
waltheriona B (A17) e N-metil-waltheriona A (A11) ndo apresentaram efeito relevante
sobre o crescimento micelial de G. citricarpa. O alcaloide N-metil-waltheriona B (A-
15) conseguiu manter um efeito fungistatico sobre G. citricarpa entre 0 sexto e o
décimo segundo dia de avalicdo, bem como nos trés dias finais, isso demonstra que
este alcaloide possui um efeito fungistéatico periédico sobre o fungo.

Entre as waltherionas testadas merece destaque a waltheriona D (A13) e a
10-hidroxi-waltheriona D (A18). Estes dois alcaloides apresentaram efeito
significante sobre o crescimento de G. citricarpa, inibindo em 63% e 72,5% o
crescimento micelial do fungo. Estes dois alcaloides apresentaram potencial efeito
fungistatico entre até o décimo segundo dia de avaliacao.
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Gréfico 14. Porcentagem de inibi¢céo do crescimento micelial de G. citricarpa
pelas waltherionas

Com relagéo a inibicdo da germinacdo de esporos e formacao de apressorios
os alcaloides N-metil-waltheriona B (Al5), waltheriona D (Al13) e 10-hidroxi-
waltheriona D (A18) foram os que apresentam os melhores resultados, destacando-
se a 10-hidroxi-waltheriona D (A18) que inibiu a germinacdo de esporos e a
formacéo de apressorios em 83,34% e 87,5% respectivamente.
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Grafico 15. Porcentagem de inibicdo da germinacéo de esporos de G. citricarpa
pelas waltherionas
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% de inibicao da formagao de
apressorios

Alcaloides testados (100 pg/ml)

Grafico 16. Porcentagem de inibicdo da formacao de apressorios de G. citricarpa
pelas waltherionas

FIGURA 8. Foto da Inibigdo do crescimento micelial de G. citricarpa por fases
organicas, controle e alcaloide antidesmona (A1)



317 | Parte 2: Resultados e Discussoes

FIGURA 9. Foto da Inibicdo do crescimento micelial de G. citricarpa por controle,
waltheriona A, waltheriona B, N-metil-waltheriona A, brachytelona A,
waltheriantidesmona e chamaedrona

FIGURA 10. Foto da Inibicdo do crescimento micelial de G. citricarpa por controle,
brachytelona B, waltheriona D, 10-hidroxi-waltheriona e N-metil-waltheriona B
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4.1.5. Efeito dos alcaloides alquil-quinolonas e aril-alquil-quinolonas sobre o
crescimento micelial, germinacado de esporos e formacdo de apressorios de G.
citricarpa em diferentes concentragcdes: calculos de ICs

Os alcaloides aril-alquil-quinol6nicos brachytelona A (A2) e w-antidesmona (A-
19) e os alcaloides alquil-quinolin-4-onas antidesmona (A1) e chamaedrona (A3)
tiveram suas atividades avaliadas sobre a inibicdo do crescimento micelial,
germinacado de esporos e formacéo de apressoérios de G. citricarpa em triplicata para
cada uma das seguintes concentracdes (50; 25; 10; 5; 1; 0,5) pyg/mL.

O objetivo foi avaliar o potencial destes alcaloides em baixas concentragdes.
Na concentragdo de 5 yg/mL, estes alcaloides foram comparados com o fungicida
comercial mais utilizado para o controle da MPC, o carbendazin. A escolha desta
concentragdo deve se ao fato de o carbendazin ser utilizado na agricultura na
concentragao de 5 pg/mL.

Com relagao ao efeito destes alcaloides a menores concentragdes sobre o
crescimento micelial, todos apresentaram excelentes valores de ICsp, destacando-se
gue o alcaloide brachetelona A (A2) foi o que apresentou menor valor de 0,75
(x0,02) pg/mL.

gm] M 8 oM ontole  [ug/ml] m w2 0M M

FIGURA 11. Foto da inibi¢gao do crescimento micelial de G. citricarpa
pelos alcaloides: Al (antidesmona), A2 (waltheriantidesmona),
A3 (chamaedrona) e A4 (brachytelona A)
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QUADRO 3. Valores de ICsy dos alcaloides antidesmona, waltheriantidesmona,
chamaedrona e brachytelona A sobre a inibicdo do crescimento micelial de G.

citricarpa
Alcaloide Cddigo ICso
(pg/ml)
antidesmona Al 6,5 (£ 0,02)
w-antidesmona A2 6,75 (£ 0,02)
chamaedrona A3 20,0 (£ 0,05)
brachytelona A A4 0,75 (x 0,005)

Com relacao a inibicdo da germinacéo de esporos e formacéo de apressorios,
0s quatro alcaloides também mostraram-se bastante potentes, destacando-se que a
brachytelona A apresentou inibicdes de 100% até a concentracdo de 0,5 pg/ml,
sendo, portanto, o alcaloide mais potente para o controle do fungo Guignardia
citricarpa.

QUADRO 4. Valores de ICsy dos alcaloides antidesmona, waltheriantidesmona,
chamaedrona e brachytelona A sobre a inibicdo da germinacdo de esporos e
formacéo de apressorios de G. citricarpa

Alcaloide Inibicdo da Inibicdo da
germinacdo de formacéo de
esporos apressorios
ICso ICso
(pg/ml) (pg/ml)
antidesmona 8,0 (x 0,02) 6,6 (= 0,02)
w-antidesmona 0,8 (x 0,005) 0,5 (x 0,005)
chamaedrona 5,0 (£ 0,02) 5,0 (£ 0,02)
brachytelona A << 0,5 (Nao << 0,5 (Nao
determinado) determinado)

Os quatro alcaloides e o fungicida comercial carbendazin tiveram seus efeitos
testados, na concentracao de 5 yg/ml, sobre a o crescimento micelial, germinacéo
de esporos e formagéo de apressorios de G. citricarpa.

Os quatro alcaloides testados mostraram-se mais ativos que o carbendazin
com relacéo a inibicdo do crescimento micelial, destacando-se a brachytelona A que
foi 4,26 vezes mais potente que o carbendazin. J& a chamaedrona apresentou uma
inibicdo muito préxima deste fungicida comercial, enquanto que antidesmona e
waltheriantidesmona foram 2,73 e 2,65 vezes mais potentes que o carbendazin,
respectivamente.
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GRAFICO 17. Comparacao da inibicdo do crescimento micelial de G. citricarpa dos

alcaloides com o carbendazin

Com relacdo a inibicdo da germinacdo de esporos e da formacdo de
apressorios apenas a antidesmona apresentou-se menos potente que o0
carbendazin. Destaca-se o0s alcaloides aril-alquil-quinolin-4-onas com excelente
potencial nesta concentragdo, como pode ser observado no gréfico 16.
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GRAFICO 18. Comparagéo da inibicdo do crescimento micelial de G. citricarpa dos

alcaloides com o carbendazin
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Comparando-se os trés parametros avaliados para a agdo fungitoxica sobre
Guignardia citricarpa e a comparacado dos resultados entre os alcaloides e o
carbendazin, pode se afirmar que os alcaloides aril-alquil-quinolin-4-onas:
brachytelona A e waltheriantidesmona sdo os melhores prototipos de agentes
fungitdéxicos sobre G. citricarpa, inclusive com agdo mais potente que o fungicida
comercial mais utilizado no tratamento da MPC, o carbendazin.
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Consideracgbes Finais

A investigacdo quimica de raizes e caule da planta medicinal Waltheria
brachypetala Turcz proporcionou, através de métodos cromatograficos usuais, 0
isolamento de dezenove alcaloides quinolénicos, sendo dez anteriormente descritos
na literatura: antidesmona, N-metil-antidesmona, chamaedrona, desoxi-
antidesmona, hyeronimona, metil-hyeronimona, waltheriona A, waltheriona B, N-
metil-waltheriona A, 4-O-metil-waltheriona A e nove inéditos: waltheriantidesmona,
brachytelona A, brachytelona B, brachytelona C, brachytelona D, waltheriona C, N-
metil-waltheriona B, waltheriona D e 10-hidréxi-waltheriona D.

A partir da técnica de HPLC-MS/MS foram identificados os alcaloides
melochinona, vanessina e trés ainda ndo reportados na literatura: 13-hidréxi-
melochinona, 9,10-epo6xi-13-hidréxi-melochinona e waltheriahyeronimona.

O isolamento e identificacdo destes alcaloides a partir de W. brachypetala
representa um avango no conhecimento da significancia quimiossistematica destes
para a tribo Hermannieae (Malvaceae), bem como para o conhecimento a cerca da
biogénese destes alcaloides, a saber:

v O alcaloide quinolénico anadlogo da melochinona, a waltheriona A ja foi
anteriormente descrito em espécies de Waltheria e Melochia, sendo assim
potencial marcador quimiotaxonémico para a tribo Hermannieae;

v' Dois diasteroisdbmeros da waltheriona A foram isolados de W. brachypetala,
as waltherionas B e C. A waltheriona B foi primeiramente reportada em
Waltheria douradinha e Waltheriona C esta sendo descrita pela primeira vez.
A ocorréncia natural destes diasteroisbmeros sugere uma etapa final nao
enzimaticamente especifica na biogénese destes alcaloides.

v A identificacdo do alcaloide 9,10-ep0dxi-13-hidroxi-melochinona via HPLC-
MS/MS confirma este como possivel intermediario de biogénese mais
préximo das waltherionas A, B e C e do novo alcaloide 10-hidroxi-waltheriona
D, onde para as waltherionas A, B e C a abertura do epdxido ocorre com
ataque nucleofilico da hidroxila na posicdo 10, enquanto que para a 10-
hidroxi-waltheriona D o ataque nucleofilico da hidroxila ocorre na posicao 9.

v O novo alcaloide waltheriona D pode ter como intermediario a 13-hidroxi-
melochinona, identificada neste trabalho via HPLC-MS/MS;

v" O isolamento da antidesmona e seus derivados alquil-quinolonas confirma a
hipétese levantada por Bringmann e colaboradores de que a melochinona é
um precursor comum da antidesmona e derivados. A partir do isolamento
destes alcaloides alquil-quinolonas ¢é possivel sugerir uma possivel
semelhanca evolutiva entre espécies das tribos Hermannieae (Malvaceae) e
Antidesmeae (Phyllantaceae, ex. Euphorbiaceae);

v' Uma nova classe de alcaloides aril-alquil-quinolinicos esta sendo descrita
pela primeira vez neste trabalho. Sendo isolados trés alcaloides desta classe:
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waltheriantidesmona, brachytelona A e brachytelona B. O isolamento destes
alcaloides confirma semelhanca na rota de biogénese dos alcaloides
derivados da antidesmona com as waltherionas, haja visto o padrédo de
oxigenacdo e o numero de carbonos entre os anéis B e C. Neste trabalho
propde-se que as waltherionas e os alcaloides aril-alquila-quinolonas tém sua
biogénese a partir de glicina e uma cadeia policetidica C-20. Vale destacar
gue a biossintese da antidesmona foi reportada no ano 2000 por Bringmann e
colaboradores (BRINGMANN et. al.; 2000);

waltheriona A waltheriantidesmona

Além dos alcaloides quinol6nicos vale-se destacar o isolamento de alcaloides
ciclopeptidicos: franganina, frangulanina e adoutina Y’ de ocorréncia comum em
Hermannieae. Além de esteroides, triterpenos e fendlicos de ocorréncia comum em
plantas.

As cumarinolignanas cleomicina A e diacetilcleomicina A estdo sendo
reportadas pela primeira vez no género waltheria, entretanto encontra-se relato
desta classe de compostos em Melochia chamaedrys (DIAS et. al.; 2007a), sendo
portanto, uma classe de metabdlitos a ser considerada quanto a significancia para a
guimiossitematica de Hermmannieae;
da enzima acetilcolinesterase e frente a acao fungitoxica contra o fungo Guignardia
citricarpa. Os alcaloides quinolGnicos testados apresentaram significante atividade
de inibicdo da enzima AChE, destacando-se como mais potentes os aril-alquil-
guinolonas: waltherionantidesmona, brachytelona A e brachytelona D, enquanto que
entre as outras classes de metabdlitos testadas merece destaque a atividade das
cumrinolignanas que inibiram em mais de 90% a atividade da enzima.

Os alcaloides alquil-quinolénicos e aril-alquil-quinolGnicos apresentaram
excelente atividade fungitoxica sobre G. citricarpa tanto com relacdo a inibicdo do
crescimento micelial quanto da inibicdo da germinagéo e formacdo de apressorios.
Estes apresentaram baixos valores de ICsp, sendo que os alcaloides
waltheriantidesmona e brachytelona A apresentaram-se mais potentes que o
fungicida comercial carbendazin na concentracdo de 5 pg/ml, considerando-se os
trés parametros de avaliacdo. Portanto estes alcaloides sdo potenciais protétipos
para o controle da MPC.
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ANEXO 1. Espectro de RMN de *H de A8 (CDCls, 400 MHz)
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ANEXO 2. Mapa de correlagcdes do espectro de COSY de A-08 (CDCl3, 400 MHz)
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ANEXO 3. Espectro de massas de alta resolugcéo de A8 (ESI, modo negativo)

ANEXO 4. Espectro de RMN de *H de A9 (CDCls; 400 MHz)
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ANEXO 6. Espectro de RMN de *C (BB) de A9 (CDCls; 100 MHz)
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ANEXO 7. Espectro de RMN de *H de A10 (CDCls, 400 MHz)
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ANEXO 9. Espectro de RMN de *H de F-1 (400 MHz, MeOD)
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ANEXO 10. Mapa de correlagdes do espectro de COSY de F-1 (400 MHz, MeOD)
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ANEXO 11. Mapa de correlagdes do espectro de HSQC de F-1 (400 MHz)
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ANEXO 12. Mapa de correlagdes do espectro de HMBC de F-1 (400 MHz)
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ANEXO 13. Espectro de RMN de *C (BB) de F-1 (100 MHz)
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ANEXO 14. Espectro de RMN de *H de C-1 (CDCls, 400 MHz)
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ANEXO 15. Mapa de correlagdes do espectro de HSQC de C-1 (CDCls; 400 MHz)
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ANEXO 16. Espectro de HMBC de C-1 (CDCls; 400 MHz)
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ANEXO 17. Espectro de RMN de *H de C-2 (400 MHz, MeOD)
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ANEXO 19. Mapa de correlacdes do espectro de HMBC de C-2 (MeOD; 400 MHz)
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ANEXO 20. Espectro de RMN de *H de Q-1 (DMSO-ds; 400 MHz)
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ANEXO 21. Espectro de HSQC de Q-1 (DMSO-dg; 400 MHz)
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ANEXO 23. Espectro de RMN *H da mistura de T-1, T-2 e T-3 (CDCls, 400 MHz)
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ANEXO 24. Espectro de RMN de **C (BB) da mistura de T-1, T-2 e T-3
(CDCls, 100 MHz)
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ANEXO 25. Espectro de RMN de **C (BB) da mistura de T-4 e T-5 (Pyr-ds, 100 MHz)
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ANEXO 26. Espectro de RMN de *H da mistura de E-1 e E-2 (CDCls, 400 MHz)
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ANEXO 27. Espectro de RMN de **C (BB) da mistura de E-1 e E-2 (CDCls, 400

MHz)
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ANEXO 29. Espectro de RMN de "H de E-3 (Pyr-ds; 400 MHz)
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ANEXO 30. Espectro de RMN de **C (BB) de E-3 (Pyr-ds; 100 MHz)
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ANEXO 31. Espectro de RMN de *H de CL-1 (DMSO-dg, 400 MHz)
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ANEXO 32. Ampliacdo do espectro de RMN de *H de CL-1 (3 6,3 — 8,0)
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ANEXO 33. Ampliacdo do espectro de RMN de *H de CL-1 (3 3,4 — 5,0)
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ANEXO 34. Espectro de HSQC de CL-1 (DMSO-ds; 400 MHz)



“Estudo dos alcaloides quinolénicos de Waltheria brachypetala Turcz. (Malvaceae): Isolamento,
determinagdo estrutural, biogénese, atividades fungitdxica e anticolinesterase”

Apéndice
— k_J..LIl:_ |- _ [ n Mo pom
L-Fj[ N [ =a
| as
I a9
! - 95
J i |- 1o
| [ ios
i
‘{i o @ o
| 2
BT
o L
{ F1lz5
= ™ ke
7 els
?
— " e [ aac
| n
__—d__:__:_:‘ @ il::} E L
] 15
| s
! "
=—_'i (35 o O
|
o :f 1!.. : () o il 55 ! BRI

ANEXO 35. Espectro de HMBC de CL-1 (DMSO-dg; 400 MHz)
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ANEXO 36. Ampliacao do espectro de HMBC de CL-1 (6y 4,3 — 8,0; ¢ 75 — 165)
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ANEXO 37. Espectro de RMN de *H de CL-2 (DMSO-dg; 400 MHz)
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ANEXO 38. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de CL-2
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ANEXO 39. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de CL-2
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ANEXO 40. Espectro de HSQC de CL-2 (DMSO-ds; 400 MHz)
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ANEXO 41. Espectro de HMBC de CL-2 (DMSO-dg; 400 MHz)
SpinWorks 3: ORIENTADOR MARIA FATIMA
GRUPO PN
hmbc40_22ppm DMSO C:\NMRData mmarinho
50
60
=70
o & o o
80
o i
90
© . o 100
L - L
- o . o© o [ 110
) ° 120
. - .o @ ° =130
e O&oo . 140
-0 - B
oo s o =150
@ @ 160
=170
‘ T | T | T I T " T T T [ T | T ‘ T | T " T I I T | T I T ‘ T '| T T '| PPM (Fl)
PPM (F2) 8.4 82 80 7.8 7.6 74 7.2 70 6.8 66 6.4 6.2 6.0 58 56 54 52 50

ANEXO 42. Ampliacao do espectro de HMBC de CL-2 (64 4,8 — 8,6; ¢ 50 — 180)
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ANEXO 43. Espectro de RMN de *H de C-1 (CDCls, 400 MHz)
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