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RESUMO

“ESTUDO QUIMICO DAS FLORES DE Hortia oreadica
(RUTACEAE)”. O presente trabalho descreve a analise de extratos
apolares e polares das flores de Hortia oreadica, uma espécie da
familia Rutaceae. Uma vez que essas flores ndo haviam sido
amplamente estudadas, e devido ao valor quimiossistematico dessa
espécie na taxonomia do género Hortia foi decidido realizar esse
estudo na intencdo de isolar metabolitos secundarios que
auxiliassem em uma melhor classificacdo do género. Foram
realizadas andlises dos extratos por CG-EM, CLAE-DAD e RMN H;
apos isolados, os compostos foram analisados por RMN 1D e 2D (*H,
13C, COSY, HMBC, HSQC) afim de elucidar as estruturas quimicas.
Seis compostos majoritarios foram identificados por GC-MS no
extrato hexanico (E.H.) das flores, sendo esses: trans-muurola-4-
(4),5-dieno, cupareno, B-bisaboleno, (2)-nerolidol, 1H-
cicloprop(e)azulen-7-ol e guaiol. A partir de E.H. ainda foram isolados
e identificados dois triterpenos: acido 3a-hidroxytirucalla-7,24-dien-
21-oico e Tirucalla-7,24-dien-33-ol, sendo esses inéditos no género
Hortia. Do extrato metandlico (E.M.) foi possivel isolar e identificar o
flavonoide: quercetin-3-B-D-glicosideo, e a partir do extrato acetato
de etila (E.A.) foi possivel isolar seis limonoides, ainda no processo
de elucidacdo. A partir desse estudo foi possivel observar a
existéncia de precursores e de limonoides nas flores de H. oreadica,
resultado que ainda n&o havia sido reportado na literatura.
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ABSTRACT

"CHEMICAL STUDY OF THE FLOWERS OF Hortia oreadica
(RUTACEAE)". The present work describes the analysis of apolar and
polar extracts from flowers of Hortia oreadica, a species of the family
Rutaceae. Since these flowers had not been widely studied, and due
to the chemosystematic value of this species in the taxonomy of the
genus Hortia, it was decided to carry out this study in order to isolate
secondary metabolites that would aid in a better classification of the
genus. The extracts were analyzed by GC-MS, HPLC-DAD and *H
NMR; after isolated, the compounds were analyzed by 1D and 2D
NMR (*H, ¥C, COSY, HMBC, HSQC) in order to elucidate the
chemical structures. Six major compounds were identified by GC-MS
in the hexane extract (EH) of the flowers: trans-muurola-4-(4), 5-
diene, cuparene, [-bisabolene, (Z) -holidolol, 1H-cycloprop(e)
azulen-7-ol and guaiol. From the E.H., two triterpenes were identified:
3a-hydroxytirucalla-7,24-dien-21-oic acid and tirucalla-7,24-dien-33-
ol, being these unpublished in the genus Hortia. From the methanolic
extract (E.M.) it was possible to isolate and identify the flavonoid:
guercetin-3-B-D-glucoside, and from the ethyl acetate extract (E.A.) it
was possible to isolate six limonoids, still in the elucidation process.
From this study it was possible to observe the existence of precursors
and limonoids in H. oreadica flowers, an outcome that had not yet
been reported in the literature.
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1. Introducéo
1.1. Classificacédo taxondmica de Hortia oreadica

1.1.1 Familia Rutaceae

A familia Rutaceae apresenta uma grande diversidade, sendo essa
composta por aproximadamente 160 géneros e 2070 espécies, estando entre esses
0 género Hortia (Britannica Academic, 2016). Os géneros desta familia sao
conhecidos por compreenderem uma grande variedade de metabdlitos secundarios
como limonoides, alcaloides, cumarinas e flavonoides (Groppo et al., 2008). Esses
metabdlitos tem atividades bioldgicas j& reportadas na literatura, como por exemplo,
atividade anti-inflamatoria (Herath et al., 2016), atividade antibiotica (Madeiro et al.,
2017), propriedades citotdéxicas (Tahsin et al., 2017) e propriedades antitumorais
(Ostrowska et al., 2017).

1.1.2 Classificacédo do género Hortia

Devido a variedade de géneros e espécies, a familia Rutaceae foi
subdivida por Engler (1931) em sete subfamilias: Rhabdodendroideae, Aurantioideae,
Flindersioideae, Spathelioideae, Dictyolomatoideae, Rutoideae e Toddalioideae.
Entretanto, devido a grande variedade que esta familia apresenta os botanicos tem
tentando realizar novas classificacdes, como Thorne (1992) que retne as subfamilias
Rutoideae e Toddalioideae. A abordagem de Thorne esta de acordo com os dados do
estudo quimico realizado por Da Silva, Gottlieb e Ehrendofer (1988) que sugeriu a
partir da biossintese dos metabdlitos secundarios caracteristicos das subfamilias, que
Rutoideae e Toddalioideae deveriam ser classificados apenas como Rutoideae
(Chase, Morton, & Kallunki, 1999).

Como ainda ndo havia um consenso sobre a subdivisdo da familia
Rutaceae, Groppo et al. (2008) realizaram um estudo genético buscando melhor
classificar os diferentes géneros e espécies dessa familia. Este estudo sugeriu que a
melhor forma de correlacionar os diferentes géneros seria a partir distribuicdo
geografica ao invés de correlaciona-los pelo tipo de fruto como foi feito por Engler
(1931) (Groppo et al., 2008).

Hortia é um género neo-tropical encontrado principalmente na
Amazonia, classificado de acordo com a caraterizacdo de Engler (1931) na subfamilia
Toddalioideae (Groppo et al., 2008). Esse género apresenta dez espécies diferentes,

sendo elas: H. brasiliana Vand. ex DC., H. coccinea Spruce ex Engl., H. excelsa



Ducke, H. longifolia Spruce ex Engl., H. neblinenses Maguire & Boom, H. nudipetala
Groppo, H. oreadica Groppo, Kallunki & Pirani, H. regia Sandwith, H. superba Ducke,
H. vandelliana Groppo (Severino, 2011).

Figura 1.1 - Flores de Hortia oreadica

1.1.3 Perfil quimico de Hortia

A partir de um levantamento de dados realizado em Outubro de 2018,
na plataforma SciFinder as principais classes de substancias isoladas no género
Hortia sdo: derivados do acido dihidrocinamino, limondides, cumarinas e alcaloides. A
seguir se encontram algumas das principais substancias isoladas e em qual parte da
planta elas foram encontradas (Figuras 1.2 — 1.9) (Severino et al., 2009; Severino et
al., 2012; Braga et al., 2012; Severino et al., 2015; Queiroz et al., 2013; Suarez,
Menichini e Monache, 2002; Severino et al., 2014).
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2. Objetivos

2.1.

Objetivo geral

Diante do fato que espécies da familia Rutaceae apresentam riqueza em

diversidade de metabolitos secundarios, e ainda que as flores de Hortia oreadica

foram pouco estudadas pelo ponto de vista quimico, tem-se como objetivo central

estudar a composicdo quimica visando identificar substancias para contribuir para

uma melhor classificacdo do género Hortia para a quimiossistematica de Rutaceae.

2.2.

Objetivos especificos
¢ |solamento de metabdlitos secundarios por cromatografia em coluna
e por HPLC-UV;
e Andlise das fracdes obtidas por CCD, HPLC-UV, HPLC-DAD e RMN;
e Elucidacdo estrutural dos metabdlitos isolados a partir de
experimentos por RMN 1D e 2D;

e Analise do perfil quimico de compostos semi- e volateis por CG-MS;

3. Materiais e métodos

3.1.

Materiais

Solventes destilados no DQ-UFSCar para preparo das amostras vegetais e
para uso em cromatografia em coluna;

Solventes grau HPLC (Merck, HoneyWell, J. T. Baker, Panreac, Tedia);
Solventes Deuterados (Merck e Aldrich);

Agua ultrapura: Ultra purificador de Agua Master System MS2000 (Gehaka);
Silica gel 60 (70-230 e 230-340 mesh) da Merck®;

Silica gel 60 F254, com suporte em folhas de aluminio (Merck®);

Radiagédo UV (254 e 365 nm);

Solucéo de Vanilina Sulfurica preparada no laboratério de Produtos Naturais
— UFSCar,

Micropipetas Eppendorf 1-10uL; 20-200 uL e 200-1000 pL;

Filtro de seringa (PVDF e PTFE), ndo estéril, 250 x 0,45 um (Millipore)
Papel de filtro INLAB Tipo, 3,0 um de porosidade;

Coluna cromatografica analitica Gemini C 18 Phenomenex (250 x 4,60 mm,

particulas de 5 pm)



3.2.

11

Coluna cromatogréfica preparativa Shim-pack PREP-ODS Shimadzu (25
cm x 20 mm, particulas de 10 pum)

Equipamentos

Rotaevaporador BUCHI, R-114 equipado com banho BUCHI B-480 e
recirculador NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C;

Rotaevaporador BUCHI, R-200 equipado com banho BUCHI B-490 e
recirculador NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C;

Balanca analitica Shimadzu Corporation modelo AUW220D

Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Agilent Technologies modelo 1200,
equipado com bomba quaternaria G1329A, detector de UV-Vis (VWD)
G1314B, forno de coluna G1316A e amostrador automatico G1329B;
Detector UV-Vis Shimadzu SPD-10AV;

Cromatografo liquido de alta eficiéncia Agilent Technologies modelo 1260,
equipado com bomba quaternaria G1311C, e detector de UV-Vis (VWD)
G1314B, forno de coluna G1316A; Detector UV-Vis Shimadzu SPD-10AV;
Detector Agilent G1315D DAD;

Cromatégrafo gasoso acoplado a espectrdmetro de massas CG-MS
Shimadzu QP 2010 baixa resolucéo, fonte de ionizacao: impacto eletrdnico;
Espectrdmetro de massas Synapt G2-S (water Technologies), fonte de
ionizacdo: ESI, analisador hibrido Q-TOF (Quadrupole — Time Of Fligth);
RMN Brucker DRX — 9,8 Tesla, equipado com trocador automéatico de
amostra, sonda de 5 mm BFO (smart probe com ATMA®);

RMN Brucker Avance lll — 14,1 Tesla, equipado com trocador automatico
de amostra, cryo-sonda TCl de 5 mm (ATMA®), sonda de 5mm BBI
(ATMA®);

Unidade de extracdo em fase sdlida (SPE) Brucker/Spark Prospect Il unit
(Brucker BioSpin, Rheinstetten,Germany), utilizados para aprisionamento
de banda cromatograficas, visando a concentracdo dos analitos. Os
cartuchos empregados foram do tipo HySphere C-18 end capped silica (2
mm i.d., 10 m);

Moinho de facas tipo Willye — Tecnal, utilizado para moer as flores de H.
oreadica,;
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3.3. Metodologia

3.3.1. Coleta do material vegetal
O material vegetal foi coletado em maio de 2016 na regido de Minas

Gerais pela Drd. Maria Fatima das Gracas Fernandes da Silva.

Apés a coleta o material foi seco naturalmente durante 10 dias e,
posteriormente, seca em estufa climatizada a uma temperatura de 40 °C. Ap0s seco,

o material vegetal foi moido utilizando o moinho de facas.

3.3.2.Preparo dos extratos vegetais
Os extratos das flores de Hortia oreadica foram preparados no periodo
de junho de 2016. O material seco e triturado foi submetido a extragcdo com solventes
de ordem crescente de polaridade (Hexano -> Acetato de Etila - Metanol) a
temperatura ambiente. Para cada extracdo foi realizada a troca de solvente a cada
trés dias, sendo o processo repetido trés vezes, totalizando assim 27 dias. O

fluxograma 1 ilustra o procedimento de extracéo.

Os extratos foram concentrados em rotaevaporador, analisados
comparativamente por RMN de 'H e em seguida pesados e conservados em

refrigerador para evitar a degradacéo e contaminagcdo dos mesmos.

Material Vegetal
400,09

Hexano

Extrato Hexanico

100,0 g Torta

Acetato de Etila

| }

Extrato Acetato
50,09

Torta

Metanol

I |

Extrato Metandlico
80,0 g

Torta

Fluxograma 1- Preparo dos extratos vegetais



13

3.3.3.Fracionamento do extrato hexanico

O extrato hexanico das flores de H. oreadica (E. H) foi fracionado
utilizando cromatografia em coluna e as fracbes obtidas foram posteriormente
analisadas comparativamente por CCD e por RMN de 'H. Sendo assim, no intuito de
isolar substancias de interesse, realizou-se mais um fracionamento por cromatografia
em coluna de fase estacionaria Silica Flash (®= 3,5 cm h= 33cm) conforme descrito
no fluxograma 2. Com esse processo foi possivel isolar as substancias 1 (15 mg) e 2
(30 mg).

Esse extrato foi também analisado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE-DAD) no modo analitico para verificar o comportamento
cromatografico do perfil quimico deste extrato. Essa andlise foi realizada em coluna
de fase reversa C-18, a temperatura de 40 °C e vazédo de 0,6 mL/min. O gradiente
iniciou-se com 10-90% de ACN-H20, indo até 30% de ACN em 10 minutos; aos 60
minutos atingiu-se 100% de ACN sendo mantido por 5 minutos. As amostras foram
preparadas na concentracdo de 5,0 mg/mL, filtradas em membranas de fluoreto de

polivinilideno (PVDF) de 0,20 um. O volume de injecao utilizado foi de 20 pL.



Extrato Hexanico
30,09

Cromatografia por adsor¢ao

Silica Flash
Hex:AcOEt:MeOH

EH-

EH-

EH-

EH-

Cromatografia por adsor¢édo

Silica Flash
Hex:AcOEt:MeOH

Cromatografia por adsorgéo
Silica Flash)
Hex:AcOEt

cYo%o

Fluxograma 2 — Fracionamento do extrato hexanico das flores de H. oreadica

3.3.4. Fracionamento do extrato acetato de etila

14

éé

O extrato de acetato de etila das flores de H. oreadica (E.A) foi analisado

por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-UV) no modo analitico. O

gradiente iniciou em 35% ACN alcancando 65% de solvente organico em 25 minutos,

aos 29 minutos atingiu-se 100% de ACN que foi mantido durante 3 minutos. As

analises foram realizadas a 40 °C com vazao de 1,0 mL/min; utilizando uma coluna

analitica de fase reversa C-18. As amostras foram preparadas na concentracao de 5,0

mg/mL, e entdo sendo filtradas em membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF)

de 0,20 um. O volume de injecéo utilizado foi de 20 pL.

O extrato E-A foi inicialmente fracionado por cromatografia em coluna

(¢= 7,5 cm h= 13 cm) variando a for¢ca dos solventes em ordem crescente de

polaridade e as fragGes foram analisadas por CCDC para unir as de maior similaridade



15

de tempos de Rr. Posteriormente essas fracdes foram analisadas RMN de 'H, sendo
possivel a escolha da fracdo que apresentou uma maior quantidade de sinais de
interesse. Essa fracdo (E.A — 13) foi entdo analisada por CLAE-UV no modo
preparativo.

O gradiente iniciou-se com 40-60% de ACN-H:0, indo até 100% de ACN
em 40 minutos sendo mantido durante 4 minutos. As analises foram realizadas a 40
°C com vazao de 6,0 mL/min; utilizando uma coluna preparativa de fase reversa C-18.
As amostras foram preparadas na concentracao de 50,0 mg/mL, e ent&o filtradas em
membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,20 um. O volume de injegao
utilizado foi de 200 pL.

Na intencédo de isolar os metabdlitos provenientes deste extrato, coletou-
se bandas cromatograficas que em seguida foram analisadas por RMN uni e
bidimensionais. Dessa forma foi possivel identificar a substancia 4 (5 mg). Esse

processo estd demonstrado no fluxograma 3.

Extrato acetato de etila
7049

Cromatografia em coluna
Silica Flash
Hex: Ac. Etila: MeOH

EA1 E.A-2 E.A3 EA4 EAS
EA6 EA-7 EA-8 E.A-9 E.A-10
E.A-11 EA-12 E.A-13 EA-14 E.A-15 E.A-16

HPLC Preparativo

Fluxograma 3 - Fracionamento do extrato acetato de etila
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3.3.5.Andlise do extrato metandlico

O extrato metandlico foi analisado por CLAE-DAD no modo analitico. O
gradiente iniciou-se com 5-95% de ACN-H:0, indo até 38% de ACN em 30 minutos;
aos 32 minutos atingiu 100% de ACN sendo mantido por 5 minutos. As analises foram
realizadas a 40 °C com vazéo de 0,6 mL/min; utilizando uma coluna de fase reversa
C-18. As amostras foram preparadas na concentragao de 5,0 mg/mL, e entdo filtradas
em membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,20 um. O volume de injecao
utilizado foi de 20 pL.

Por ter apresentado uma baixa quantidade de bandas cromatograficas,
essas bandas foram coletadas e analisadas por RMN possibilitando entéo, isolar e

identificar a substancia 3 (1 mg).

3.3.6.Anédlise por Cromatografia Gasosa

No intuito de conhecer o perfil quimico dos compostos semi e volateis da
flor de H. oreadica foram feitas andlises por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas. A andlise foi realizada em uma solucdo de 1000 ppm do
extrato hexanico.

Para realizar a identificacdo desses compostos, os dados de tempo de
retencdo assim como a comparagao com 0s espectros de massas da literatura foram
consultados (Adams, 2007).

A fim de obter uma comparacdo mais precisa entre 0s tempos de
retencdo dos compostos frente aos dados da literatura, foi utilizado o indice de
retencdo de Kovats. Para o calculo desse, um padréo de alcanos saturados de cadeia
normal (C5 a C29) foi analisado nas mesmas condi¢cdes cromatograficas da analise
da amostra, para evitar diferencas nos tempos de retencdo que poderiam ser
causadas por mudancas de temperatura e fluxo. Os indices calculados foram, entéo,
comparados com dados da literatura (SANDRA & BICCHlI,
1987; COLLINS & BRAGA, 1988). O indice de retencéo de Kovats foi calculado a partir
da seguinte equacéao:

[ =[100z + 100(logt'RX —logt'RZ)] + (logt'R(Z + 1) — logt'RZ)
Onde:
| = indice de Kovats
Z = n° de &tomos de carbono com menor peso molecular

t'RX = tempo de retencdo do composto x
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t'RZ e tR(Z+1) = tempos de retengao ajustados dos alcanos de cadeia normal

Uma solucdo de 1000 ppm do extrato hexanico foi injetada no
equipamento, tendo o injetor (com divisdo de fluxo) programado a 250 °C (split 20)
com temperatura inicial de 120 °C e final de 280 °C com aumento de 6 °C/min. O hélio
foi utilizado como gas de arraste a uma pressao de 49,5 KPa e velocidade linear de
29,3 cm por segundo. Com a temperatura da fonte de ions sendo 290 °C e o corte do

solvente em 4 minutos.

4. Resultados e discussdes
4.1. Analise dos extratos vegetais

4.1.1. Andlise do extrato hexanico (E.H.)

A anélise do perfil guimico do extrato hexanico deu-se a partir do estudo
dos sinais do espectro de RMN de H (9,4 T, CDClz), o que levou a detectar sinais
com deslocamentos quimicos caracteristicos de triterpenos, que auxiliam na

classificagao taxondmica da planta.

A partir do espectro de RMN de ' H (Figura 4.1) foi possivel verificar
varios sinais na regiao das metilas (6 0,7 a 1,5 ppm), o que indica a presenca de
triterpenos nesse extrato. Também pode ser observado sinais na regido dos
hidrogénios olefinicos, e de hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos.

A partir da andalise por CLAE-DAD foi possivel obter o cromatograma
demonstrado na Figura 4.2.

Como a analise por CLAE-DAD ndo se mostrou eficiente para a
separacdo desses metabolitos, decidiu-se entdo separar os metabdlitos por
cromatografia em coluna, onde a for¢ca dos solventes variou de 100% hexano até

100% metanol, levando a uma separacao desse extrato por polaridade das moléculas.
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Inicialmente o E.H. foi separado em 5 fra¢gGes (E.H-1 a E.H-5), as quais
foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCDC). A partir dessas
analises, a fracdo que demonstrou a maior quantidade de bandas apés a revelacéao
da cromatoplaca com Vanilina Sulfurica foi a E.H-1. Dessa forma, deu-se inicio a
segunda etapa de separacao por cromatografia em coluna, que resultou no isolamento

e posteriormente elucidacao estrutural de dois triterpenos 1 e 2.

4.1.1.1. Andlise de E.H por CG-MS

A partir da analise desse extrato por CG-MS foi possivel obter o
cromatograma dessa andlise (Figura 4.3), que demonstrou a existéncia de 16 bandas
onde foi possivel identificar os compostos.

(x1,000,000)

1.00-TIC 5

0.75

0.50

0‘2577 2 7

7 (R e [ [ e R — [ R [ B ]
50 75 100 125 15.0 175 20.0

Figura 4.3 - Cromatograma da analise por CG-MS do E.H.

A partir do calculo do indice de retencdo de Kévats, e posterior
comparacao com dados da literatura, foi possivel identificar 16 compostos (Figura
4.4). A partir do célculo da area de cada banda foi possivel observar a presenca de 6
compostos majoritarios nessa andlise, sendo esses 0s terpenos: trans-muurola-4-
(4),5-dieno, cupareno, B-bisaboleno, (Z)-nerolidol, 1H-cicloprop(e)azulen-7-ol e guaiol
(Figura 4.5).
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Cupareno B-bisaboleno (Z)-nerolidol

HO
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1H-cicloprop(e)azulen-7-ol Guaiol
Figura 4.5 - Compostos identificados no E.H. por analise de CG-MS

4.1.2.Anélise do extrato acetato de etila (E.A.)

O E.A. foi analisado por RMN de 'H (CDsOD, 9,4 T). A partir deste
espectro, Figura 4.6, pode-se perceber alguns sinais que demonstravam a presenca
de metabdlitos de interesse taxondmico nesse extrato, como por exemplo, a regiao
referente as metilas com diversos sinais, indicando substancias terpénicas. Pode-se
notar sinais na regido de hidrogénios olefinicos, e na regidao de hidrogénios ligados a

carbonos carbindlicos, confirmando a possibilidade de moléculas terpénicas.
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Figura 4.6 — Espectro de RMN de 'H de E.A. (CD3;0D, 9,4 Tesla)

Esse extrato ainda foi analisado por CLAE-DAD, onde o comprimento de
onda que demonstrou ter a maior absorcao foi em 254 nm. O cromatograma dessa

andlise esta demonstrado na Figura 4.7.

Figura 4.7 — Cromatograma da analise de E.A. em CLAE-UV a 254 nm

Como esse cromatograma apresentou uma grande complexidade de
bandas, o que dificultaria a purificacdo das substancias e de modo a resultar em
métodos cromatograficos para separacdo dos metabolitos mais rapidos e menos
dispendiosos, optou-se por fracionar o E.A em CC de silica gel no modo gradiente,

dando inicio com 100% de hexanos, e chegando até 100% de metanol.
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A partir do fracionamento acima descrito, foi possivel obter 16 fracdes
(E.A-1 — E.A-16), que foram analisadas comparativamente por RMN de 'H (CD3OD,
9,4 T) (Apéndice — Figuras 48 — 65). A partir dessas analises, a E.A-13 demonstrou
uma maior quantidade de sinais de interesse no espectro de RMN de 'H (Figura 58 —
Apéndice).

A andlise criteriosa dos sinais presentes no espectro de RMN de 'H de
E.A — 13 (Figura 58 — Apéndice) evidenciou metilas caracteristicas de triterpenos,
conforme j& descrito anteriormente para as substancias 1 e 2. Contudo, ainda foi
possivel verificar a presenca de sinais com constantes de acoplamento referentes a
hidrogénio geminais de grupos metilénicos isolados, bem como sinais com
deslocamentos quimicos entre 4,0 e 7,0 ppm, 0 que sugere a presenca de triterpenos
gue sofreram algumas oxida¢des como lactonizagao, epoxidacéo, oxidagéo de duplas

ligacdes, dentre outras.

Dessa forma decidiu-se analisar essa fracdo por CLAE-UV, na intencéo
de coletar as bandas cromatograficas, buscando confirmar a proposta de triterpenos
modificados (limonoides). A partir dessa analise percebeu-se que a coleta dessas
bandas seria possivel, e assim partiu-se para a separacédo por CLAE-UV na escala
semi-preparativa, que possibilitou maior quantidade de amostra a ser inserida na
coluna, reduzindo assim a quantidade de analises necessérias para obter massa o

suficiente para serem analisadas por RMN 1D e 2D.

O cromatograma dessa andlise esta demonstrado na Figura 4.8.

Figura 4.8 - Cromatograma da separacéo de E.A-13 em HPLC-Preparativo a 250 nm

Essas fracOes foram entdo coletadas e posteriormente analisadas por
RMN 1D e 2D, sendo possivel, a partir de F13-1, identificar a substancia (4). As
demais fracdes demonstraram em seus espectros de RMN *H (Apéndice — Figuras
61 — 65) sinais carateristicos de limonoides, que estdo em processo de elucidagéo

estrutural.
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4.1.3. Andlise do extrato metandlico (E.M.)
Para realizar a andlise do E.M, foi feito um experimento de RMN de 'H
(9,4 T, CD30OD), onde foi possivel observar sinais na regido dos hidrogénios
aromaticos, assim como diversos sinais na regido de hidrogénios ligados a carbonos
carbindlicos, que poderia indicar a presenca de substancias glicosiladas nesse extrato

Figura 4.9.

Esse extrato ainda foi analisado por CLAE-DAD em diferentes
comprimentos de onda, onde foi possivel obter uma boa separacéo entre as bandas
Figura 4.10.

Devido a boa resolucéo na separacdo das bandas decidiu-se realizar o
“trapeamento” dessas bandas por HPLC-DAD-SPE-NMR, sendo realizadas 20
andlises onde foram injetados 20 puL de uma amostra de 30 mg/mL por corrida. A
Figura 4.11 demonstra quais bandas foram coletadas.
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NOWWVOONUOVUITITNOONOINANAMMO-HLOLINMH NANONITMEONOSTTOINTMH

NARRANHMMANNOOYIOOAMAARRNRRREOCONNNNINNNTTIMNNN o
(o

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura 4.9 - Espectro de RMN de 'H de E.M. (CD3OD, 9,4 T)
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Signal 2: DAD (254)
Signal 3: DAD (280)
Signal 4: DAD (300)
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Figura 4.10 - Cromatograma da andlise de E.M. por CLAE-DAD
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Figura 4.11 - Cromatrograma das bandas "trapeadas" por CLAE-DAD-SPE

ApOs a coleta dessas bandas, notou-se que a E.M-5 foi a Unica em que
se obteve massa suficiente para que os experimentos de RMN 1D e 2D fossem

realizados. Nos permitindo assim a identificacdo da substancia 3.
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4.2. Elucidacdo dos metabdlitos isolados
4.2.1. Elucidacéao de triterpenos
4.2.1.1. Elucidagéo da substancia (1)

A identificacdo da substancia (1) como sendo o triterpeno tirucalla-7,24-
dien-33-ol (Figura 4.12), foi feita principalmente a partir da analise dos dados de RMN
1D e 2D (*H, 13C, COSY, HSQC e HMBC), assim como a comparacéo desses com 0s
dados reportados para essa substancia na literatura (Kushiro, Shibuya, Masuda, &
Ebizuka, 2000; Zergainoh et al., 2018).

L[ B~

29

Figura 4.12 — Estrutura enumerada da substancia 1

A partir da analise do espectro de RMN de 3C (Figura 4.13) pode-se
observar 30 carbonos. Uma vez que essa quantidade de carbonos € caracteristica de
triterpenos, determinou-se que essa poderia ser a classe de 1. A andlise desse
espectro torna possivel identificar algumas caracteristicas estruturais da molécula,
como: quatro carbonos com deslocamento entre & 150 e 110 ppm referentes a
sistemas olefinicos; assim com um carbono com & 79,4 ppm caracteristico de carbono

carbindlico.



26

o L m )} l°
] RIS TN A ANOOTONTOANHOINM®W G M
< (V] (o] L OMEHOOOMONUOVUOINITMOAOONNNININTANODONTM
L] L L) L NIDINIMTRFEOMOMmMO OO MANNNANNNNANNSS S-S
\ Lo e e e
u y m QWMWWM
T T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

f1 (ppm)

Figura 4.13 - Espectro de RMN de *3C da substancia 1 (CDCls, 9,4 T)

A andlise do espectro de RMN de 'H da substancia 1 (Figura 4.14)
fornece algumas informacdes de extrema importancia para a elucidacdo dessa
substancia. Por exemplo, na regido entre 6 0,5 e 2 nota-se 8 sinais, que integram para
3 hidrogénios cada, sugerindo entédo 8 grupos metila nessa substancia.

E possivel observar ainda dois sinais em & 5,25 e 5,09, cada um
integrando para 1 hidrogénio, demonstrando a presenca de dois hidrogénios
olefinicos; assim como um sinal em & 3,24 ppm indicando um hidrogénio ligado a

carbono carbindlico.
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A partir da expanséao do espectro de RMN de 'H (Figura 4.15) é possivel
observar a multiplicidade dos sinais, assim como calcular as constantes de
acoplamento desses. Sendo assim, nota-se que o hidrogénio ligado ao carbono
carbindlico, H-3, tem como multiplicidade um duplo dubleto (dd) com suas constantes
de acoplamento 11,2 e 4,3 Hz. A partir dessas informacdes é possivel confirmar a

posicdo desse como sendo em axial, como estd demonstrado na (Figura 4.16).
H

ax Heq

4,3 Hz

Figura 4.16 - Acoplamentos vicinais de H-3 da substancia 1

Ainda observando a multiplicidade dos hidrogénios (Figura 4.15), pode-
se notar multiplicidades diferentes nos hidrogénios olefinicos. O sinal em & 5,09 € um
tripleto aparente, indicando um acoplamento com diversos hidrogénios. A partir dessa
informacgéo, juntamente com a existéncia de duas metilas mais desblindadas em &
1,60 e 1,68 ppm, pode-se concluir que essas duas metilas estdo acoplando com esse
hidrogénio olefinico, sendo esse H-24. O sinal em & 5,25 € um duplo dubleto (dd) com
constantes de acoplamento de 2,7 e 4,2 Hz, sendo esse o0 H-7.

A partir do experimento de COSY Figura 4.17 foi possivel observar as
interacbes de H-24 com H-23, H-26 e H-27; H-3 com H-2; H-7 com H-5 e H-9, como

estd demonstrado na Figura 4.18.
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Figura 4.17 - Mapa de contornos COSY da substancia 1 (CDCls, 9,4 T)

Figura 4.18 - Interacbes observadas no mapa de contornos COSY da substancia 1 (CDCls,
9,4T)

A partir dos experimentos de HSQC (Figura 4.19) e de HMBC (Figura
4.21) pode-se identificar os hidrogénios diretamente ligados aos carbonos, assim
como determinar as correlagdes entre os carbonos e hidrogénios da molécula em até
3 ligagbes de distancia. As correlagbes observadas pelo mapa de contornos de HMBC

se encontram na Figura 4.22.
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Figura 4.21 - Mapa de contornos HMBC da substéncia 1 (CDCls, 9,4 T)

Figura 4.22 - Correla¢des observadas no mapa de contornos HMBC da substancia 1
(CDCl5,9,4T)

A partir das correlacdes observadas e a comparacdo com os dados da

literatura foi possivel entdo confirmar a substancia 1 como sendo Tirucalla-7,24-dien-
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3B-ol, sendo a primeira vez que essa é isolada nesse género. Os dados obtidos pelos

experimentos, assim como os dados da literatura se encontram na Tabela 4.1.

w NP

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

Tabela 4.1 -Dados de RMN *H e 3C de 1 (CDCls, 14,1 T)

5 1H de (1)
1,66 € 1,12
1,63 e 1,54

3,24 (dd, J=4,3 e 11,2 Hz,
1H)

1,30
2,11e19

5,25 (dd, J= 2,67 e 4,20 Hz,
1H)

2,16
1,50
1,76

1,44
1,94
1,46
0,80 (s, 3H)
0,74 (s, 3H)
1,40
0,87 (d, J=6,3 Hz, 3H)
1,40
1,83
5,09 (m, 1H)
1,68 (brs, 3H)
1,60 (brs, 3H)

dde'H*
167e1,14
1,7e 1,61

3,24 (dd, J=11,2 e 3,9 Hz,
1H)

1,30
2,15e1,97
5,25 (brs, 1H)

2,19
1,50
1,80e 1,25

1,79 e 1,45
1,93 e 1,30
1,47
0,80 (s, 3H)
0,74 (s, 3H)
1,43
0,84 (d, J= 6,2 Hz, 3H)
1,58
2,04 e 1,86
5,10 (m, 1H)
1,68 (s, 3H)
1,60 (s, 3H)

5 1°C de (1)
37,3
27,4
79,4

39,1
50,7
24,1
117,9

146,0
49,1
35,1
18,3
33,9
43,6
51,3
34,2
28,4
53,1
22,0
13,3
36,1
18,3
36,3
25,2

125,3

1311
25,9
17,8

dde3C*
37,2
25,3
78,9

38,0
50,3
23,7
117,9

145,9
49,0
34,4
18,0
33,6
43,0
48,1
33,5
28,6
52,8
21,0
13,4
34,1
18,9
33,8
25,2

124,8

130,7
25,6
17,4
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28 0,85 (s, 3H) 0,86 (s, 3H) 14,9 14,3
29 0,95 (s, 6H) 0,97 (s, 6H) 27,7 27,3
30 0,95 (s, 6H) 0,97 (s, 6H) 27,8 27,3

* (Zergainoh et al., 2018) (CDCls, 14,1 T)

4.2.1.2. Elucidacéo da substancia 2
A identificagdo da substancia 2 como sendo o triterpeno acido 3a-

hidroxitirucalla-7,24-dien-21-6ico (Figura 4.23), foi feita principalmente pela anélise
dos dados de RMN de 'H, 13C, DEPT 135, COSY, HSQC e HMBC, assim como com

a comparacdo destes com aqueles reportados para essa substancia na literatura

(VERHOFF et al., 2014).

I
o

27

gy

28 29

Figura 4.23 - Estrutura enumerada da substancia 2

A partir da andlise dos espectros de RMN de 3C (Figura 4.24) pode-se
identificar 30 carbonos, o que demonstrou a possibilidade de a substancia 2 ser um
triterpeno. A partir dos deslocamentos desses carbonos pode-se definir algumas
caracteristicas dessa molécula, como: um carbono acila com 6 181,5; quatro carbonos
com deslocamento entre & 150 e 110 referentes a sistemas olefinicos; assim com um

carbono com & 76,6 caracteristico de carbono carbindlico.
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A partir da andlise dos espectros de RMN de DEPT 135 (Figura 4.25),
foi possivel observar 23 carbonos. Ao sobrepor os dois espectros de RMN (3C +
DEPT 135) foi possivel diferenciar os tipos de carbonos, definindo entdo: sete ndo

hidrogenados, nove metilénicos e 14 metinicos ou metilicos.
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Figura 4.24 - Espectro de RMN de *C da substancia 2 (CDCls, 14,1 T)
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Figura 4.25 — Espectro de RMN de DEPT 135 da substancia 2 (CDCl3, 14,1 T)

Através da andlise espectro de RMN de 'H (Figura 4.26) dessa
substancia observa-se sete sinais entre & 0,5 e 2, com integracao para trés
hidrogénios cada, atribuidos a grupos metilicos. Ainda, pode-se observar dois sinais
em 0 5,06 e 5,25, com integracao de 1 hidrogénio cada, referentes a dois hidrogénios
olefinicos e um sinal em & 3,49 referente a um hidrogénio ligado a um carbono
carbindlico. A presenca de sete grupos metilicos, assim como o sinal com
deslocamento em & 3,49, auxiliaram na identificagdo da molécula como sendo um

triterpeno, uma vez que sao sinais caracteristicos dessa classe.

A partir da expanséo do espectro de RMN de 'H (Figura 4.27), pode-se
observar o sinal em & 3,49 é um duplo dubleto referente ao H-3 ligado a um carbono
carbindlico, na posicdo equatorial, como demonstrado na Figura 4.28. Podemos
concluir a posicado desse hidrogénio analisando as constantes de acoplamento do
mesmo, 2,2 Hz e 3,2 Hz, que sado correspondentes ao acoplamento vicinal entre Heq-
Heq e Heg-Hax, respectivamente. Acoplamento comprovado juntamente pelo
experimento de COSY que apresenta uma interagcdo de H-3eq com H-2axeq tendo

deslocamentos de 1,63 e 1,69 ppm.



36

vLvLO H“o.m
wemw.o/ €€
120670 - — 17°€
mwmm.o\ I3
¥£96'0 YA
S08S'T ~ e
[-174° s ~oo'e
9/8b'E — ————2=00'T

4

]
v€80°S — =

- ¥56°0
=

L6VT'S —

<iIVUIJUUTC L

T
5.0 4.5

f1 (ppm)

5.5

9.5

T
10.0

T
10.5
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Heq-Hax

OH R
Figura 4.28 - Acoplamentos vicinais de H-3 da substancia (2)

O hidrogénio olefinico com sinal em & 5,25 é um quadrupleto referente
ao H-7 com constante de acoplamento de 3,3 Hz. A partir dos dados obtidos a partir
do espectro de RMN de COSY (Figura 4.29), pode-se concluir que os trés hidrogénios
que apresentam interacdo com o H-7 sdo o H-6 de deslocamentos 6 2,04 e 1,93 e 0

H-9 com deslocamento 6 2,32.

O hidrogénio olefinico com sinal em & 5,06 € um tripleto aparente
referente ao H-24. Com base nos dados obtidos pelo espectro de RMN de COSY
conseguiu-se observar uma interacdo com os hidrogénios referentes a duas metilas,
H-26 e H-27 (5 1,58 e 1,68, respectivamente), assim como uma interacdo com os dois

hidrogénios referentes ao H-23 (6 1,96).
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Figura 4.29 - Mapa de contornos COSY da substancia (2) (CDCls, 14,1 T)

Ainda pela analise do mapa de contornos COSY pode-se observar as
interacdes entre H-11 e H-9, H-23 e H-22, H-2 e H-1, H-11 e H-12, H-5 e H-6. Essas
informacdes foram de grande importancia na elucidacdo estrutural, uma vez que
assim foi possivel identificar a sequéncia de algumas ligacdes da molécula. As
interacOes observadas no mapa de contornos COSY foram ilustradas na Figura 4.30.
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Figura 4.30 - Interagcbes observadas no mapa de contornos COSY da substancia 2
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Figura 4.31 — Mapa de contornos HSQC da substancia 2, (CDCls, 14,1 T)
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Figura 4.32 - Expanséo do mapa de contornos HSQC da substancia 2, (CDCls, 14,1 T)
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Figura 4.33 — Mapa de contornos HMBC da substancia 2, (CDCls, 14,1 T)

A partir dos experimentos de RMN de HSQC (Figura 4.31) e HMBC
(Figura 4.33) foi possivel identificar quais os hidrogénios ligados a cada carbono,
assim como observar as vizinhancas desses carbonos em até 4 ligacbes. As

correlagdes observadas pelo experimento HMBC estdo demonstradas na Figura 4.34.

Figura 4.34 — Principais correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC da

substancia 2
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Portanto, foi possivel determinar a estrutura dessa molécula, assim

como determinar os deslocamentos quimicos de seus carbonos e hidrogénios como

demonstrado na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Dados de RMN H e *C de 2 (CDCls, 14,1 T)

5 Hde (2) & deH* S 3C de (2) S de 13C*
1 1,33e 1,46 1,64 — 1,60 (m) 31,3 33,1
2 1,63 e 1,69 1,70 — 2,02 (m) 26,2 27,5
3 3,48 (1H, dd, J= 4 (1H,t, J= 2,4 H2) 77,6 76,7
2,16 € 3,18 Hz)
4 - - 37,4 39,1
5 1,76 1,70 - 2,02 (m) 445 46,2
6 2,04e1,93 1,70 — 2,02 (m) 24,1 25,7
7 5,25 (1H, g, J= ,28 (1H,dd, J=2,9 118,4 120,2
3,3 Hz) e 6,4 Hz)
8 - - 145,8 147,7
9 2,32 2,26 — 2,35 (m) 48,4 50,4
10 - - 34,9 36,5
11 151e1,44 1,70 - 2,02 (m) 17,6 19,1
12 1,73 1,70 — 2,02 (m) 30,4 32,3
13 - - 43,4 451
14 - - 51,2 52,8
15 1,50 1,49 — 1,56 (m) 33,6 35,3
16 1,30 1,70 - 2,02 (m) 27,2 28,8
17 2,06 1,70 — 2,02 (m) 49,9 51,5
18 0,75 (3H, s) 0,80 (3H, s) 13,0 14,5
19 0,88 (3H, s) 0,93 (3H, s) 22,0 23,1
20 2,28 2,26 — 2,35 (m) 47,3 49,2
21 - - 181,6 178,2
22 1,54 e 1,45 1,49 — 1,56 (m) 32,6 34,3
23 1,60 e 1,96 1,70 — 2,02 (m) 25,5 27,8
24 5,08 (1H, m) 5,12 (1H,t,J=7,2 123,8 125,8
Hz)

25 - - 132,3 133,2
26 1,68 (3H, brs) 1,66 (3H, s) 25,9 26,8
27 1,58 (3H, brs) 1,56 (3H, s) 17,8 18,7
28 0,90 (3H, s) 0,90 (3H, s) 21,8 23,3
29 0,92 (3H, s) 0,91 (3H, s) 27,8 29,5
30 0,96 (3H, s) 1,01 (3H, s) 27,5

* (VERHOFF et al., 2014) ((CD3).CO, 11,7 T)

4.2.2. Elucidagéo estrutural de flavonoides

Levando em consideracdo a riqueza de estudos até o momento

relatados na forma de artigos cientificos publicados em periédicos, assim como

aqueles compiladas em livros exclusivamente dedicados aos flavonoides, classe de

metabdlitos secundarios que apresentam grande riqueza para a quimica de produtos

naturais, atualmente a comparacéo de seus dados de RMN tem sido uma ferramenta
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extremamente fidedigna para a distingdo entre seus pares (DIRKS-HOFMEISTER et
al., 2015; KAJJOUT e ROLANDO, 2011; KWON e BAE, 2013; NGUELEFACK et al.,
2011; NOGUEIRA et al., 2013; PARK et al., 2014; SUKITO e TACHIBANA, 2014).

O efeito da glicosilacdo de uma hidroxila fendlica em flavonoides altera
os valores de deslocamento quimico do sinal de *3C. A partir do carater doador de
elétrons do acucar, nota-se o efeito B de desblindagem do carbono onde ocorre a
glicosilagéo, enquanto os carbonos em se tornam mais blindados devido ao mesmo
efeito (MARKHAM et al., 1978; AGRAWAL e THAKUR, 1978; SILVERSTEIN et al.,
2014).

Quando a glicosilacdo ocorre no anel C de um flavonol, observa-se um
efeito de blindagem no carbono ligado ao acucar (C-3) e uma desblindagem no
carbono (C-2). Devido a delocalizacdo de carga que ocorre nessa molécula,
intensificada pela existéncia de uma carbonila, com efeito retirador de elétrons, o C-2
torna-se mais deficiente em elétrons, tornando-se assim mais desblindado. (CREWS,
RODIGUEZ e JASPARS, 1998; SILVERSTEIN et al., 2014).

O efeito de delocalizacdo de carga na molécula influencia também os
valores de deslocamento de **C quando a glicosilacéo ocorre no anel B do flavonoide;
essa substituicdo ocorre nos carbonos C-3° ou C-4’. Os efeitos observados sao
opostos nesses dois casos. No primeiro o efeito B prevalece, desblindando o carbono
onde se ligou o agucar (C-3’) e blindando o carbono vizinho C-4’; ja no segundo caso
prevalece o efeito de delocalizacdo de carga, a qual é favorecida pela maior
linearidade na conjugacéao dessa carga, dessa forma ocorre uma blindagem localizada
no carbono C-4’ e uma desblindagem no carbono vizinho C-3° (AGRAWAL, 1989;
ANDERSEN e MARKHAM, 2006; MARKHAM e TERNAI, 1976; NGUELEFACK et al.,
2011; SILVERSTEIN et al., 2014; KAJJOUT e ROLANDO, 2011). Um resumo desses

efeitos estd ilustrado na Figura 4.35.
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OH  OH
Quercetina Quercetina-3-0-p-glucoside Quercetina-3'-0-B-glucoside

Quercetina-7-0O-f-glucoside Quercetina-4’-0-B-glucoside

Figura 4.35 - Efeitos da glicosilagcdo em diferentes posi¢ées na molécula de quercetina

A partir das consideracgdes realizadas acima percebe-se que a posicao
do acucar na molécula pode ser sugerida a partir de uma anélise dos valores de 3C

dessa molécula.

4.2.2.1. Elucidacao da substancia 3

Figura 4.36 - Estrutura enumerada da substancia 3

Apods a andlise do espectro de RMN de 'H de 3 (Figura 4.36) foi possivel

verificar duas regides de sinais bem distintas. Aquela que contempla hidrogénios de
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anéis aromaticos e/ou olefinicos, bem como aquela que representa hidrogénios

ligados a carbonos carbindlicos.

A andlise das constantes de acoplamento da regido mais desblindada
associada as integrais desta mesma regido, sugerem que a molécula possui dois
anéis aromaticos. O anel A possui dois sinais com constantes de acoplamento meta
06,38 (d,J=2.1Hz)e 6,19 (d, J = 2,0. Hz). Enquanto, o anel B possui constantes de
acoplamento orto e meta 6 6,87 (d, J =8.4 Hz), 7,59 (dd, J =2.2e 8.4 Hz) e 7,71 (d,
J =2.2 Hz).
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Figura 4.37 - Espectro de 'H da substancia (3), (CDsOD, 14,1 T)

A partir da analise do mapa da contornos COSY da substancia 3 (Figura
4.37), pode-se confirmar as interacdes previstas a partir dos valores de constantes de

acoplamento.

A analise das informacdes da regiao de hidrogénios ligados a carbonos
carbindlicos apresentou um padréo de agucar com um sinal anomérico 6 5,24 (d, J=7.7
Hz) e de hidrogénios oximetinicos e oximetilénico atribuido pelo deslocamento
quimico e pelas integrais. A relacdo das integrais com todas as multiplicidades de

cada sinal pode ser verificada na Tabela 4.3.
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Figura 4.38 — Mapa de contornos de COSY da substéncia 3 (CD;0D, 14,1 T)

A partir dessas informacdes € possivel identificar a estrutura base do
flavonoide como sendo a quercetina, e o acgucar adicionado a molécula como sendo o
B-D-glicopiranosideo. Avaliando o espectro de HMBC de 3 é possivel observar dois
sinais referentes uma correlacdo a J® do C-2 com os H-2’' e H-6', a partir da qual é
possivel identificar o & do C-2 como sendo 157,6 ppm, um valor que demonstra um
forte efeito de desblindagem nesse carbono. Ainda por esse espectro € possivel
observar uma correlacéo entre o H-1" (anomérico), com um carbono em 134,5 ppm,

demonstrando uma blindagem nesse carbono.

A partir desses dados € possivel concluir a posicdo do acucar,
determinando a substancia 3 como sendo: Quercetina-3-O-3-glucosideo. Seus
valores de deslocamento de 'H e *3C assim como os encontrados na literatura estdo

demonstrados na Tabela 4.3.
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5 Hde (3) 5 de H* 53Cde(3) o de°C*
2 157,6 157,1
3 134,5 134,2
4 178,1
5 161,6
6 6,18 (d, J= 2,1 Hz, 1H) 6,23 (d, J= 2,1 Hz, 1H) 99,8 98,5
7 164,6
8 6,37 (d, J= 2,1 Hz, 1H) 6,42 (d, J= 2,1 Hz, 1H) 94,6 93,3
9 156,9 157,5
10 104,1 104,3
1 121,5 121,5
2 7,70 (d, J= 2,2 Hz, 1H) 7,73 (d, J= 2,6 Hz, 1H) 112,2 114,6
3 1445
4 148,4
5 6,86 (d, J= 8,5 Hz, 1H) 6,90 (d, J= 8,4 Hz, 1H) 115,7 116,2
6  7,58(dd,J=2,2e85Hz, 1H) 7,60 (dd, J=2,6 e 8,4 122,8 121,8
Hz, 1H)
1" 5,24 (d, J= 7,7 Hz, 1H) 5,24 (d, J= 7,4 Hz, 1H) 104,1 102,9
2" 3,48(dd,J=7,7€9,2Hz, 1H) 3,49 (t, J= 8,0 Hz, 1H) 75,4 74,3
3" 3,42(dd,J=89e9.2Hz, 1H) 3,44 (t, J= 9,0 Hz, 1H) 77,8 76,9
4" 335(dd, J=0.7,89e9.2Hz, 3,35 (t J= 9,0 Hz, 1H) 71,0 69,8
1H
5" 3,22 (ddd, J= 2,4), 5,4 € 9,7 Hz, 3,25 (m, 1H) 78,1 76,7
1H
6a"’ 3,71 (dd, J= 2,4 ()a 11,9 Hz, 1H) 3,72 (dd, J=2,0 e 12,0 62,4 61,2
Hz, 1H)
6b" 3,58 (dd, J=5,4 e 11,9Hz, 1H) 3,58 (dd, J=5,5 € 12,0
Hz, 1H)

* (Park et al., 2014) (CDsOD, 11,7 T)

4.3.

Elucidacé&o estrutural de limonoides

O interesse pelos limonoides se deu a partir da busca ao causador do

saber amargo dos citrus. Essa denominacao surgiu da limonina, o primeiro limonoide

isolado, por definicdo, os limonoides s&o triterpenos altamente oxigenados,

tetranorterpenoides. Existem centenas de limonoides reportados na literatura, porém

sua ocorréncia se limita a ordem Rutales, principalmente em Meliaceae e Rutaceae
(DEVAKUMAR, C. et.al, 1996; WATERMAN, P. G., 2001).
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Os limonoides de ocorréncia natural apresentam um anel furano ligado
ao anel D no C-17, assim como grupos oxigenados em C-3, C-4, C-7, C-16 e C-17. A
degradacédo oxidativa na cadeia lateral leva a perda de quatro a&tomos de carbonos e
a formagao do furano - substituido. Ainda podem ocorrer oxidacfes e rearranjos em
um ou mais dos quatro anéis (A, B, C e D) (SOMRUTAI, J., et al., 2005; ROY, A. e
SARAF, S., 2006).

A partir da andlise do espectro de RMN de 'H da fragcéo (E.A — 13-7) foi
possivel verificar a presenca de menos metilas quando comparado a um triterpeno,

além de sinais na regido de hidrogénios metilénicos e metinicos oxidados.

Como os triterpenos ja identificados (1 e 2) pertencem a biossintese dos
tirucalanos, espera-se que os limonoides sigam a mesma via. Diante disso, tomou-se

como base a limonina para a anélise comparativa dos espectros (Figura 4.39).

/

Figura 4.39 — Estrutura quimica da Limonina
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4.3.1.Proposta de elucidacéo da substancia 4
R

Figura 4.40 - Proposta de estrutura para a substancia 4

A partir da andlise do espectro de RMN de !H (Figura 4.41) da
substancia 4 foi possivel verificar a presenca de 4 metilas entre 1,05 a 1,25 ppm. Ainda
foi possivel verificar a presenca de hidrogénios metilénicos e metinicos bem
desblindados com deslocamento acima de 1,80 ppm. A analise das integrais dos
sinais e de suas respectivas constantes de acoplamento, evidenciou a possivel
presenga de grupos metilénicos isolados, & 4,60 (m), porém esse sinal ndo é
facilmente identificado por se encontrar no mesmo deslocamento que o sinal do
solvente (CD3OD) e 5,00 (d, J = 13,0 Hz).

Ainda, analisando a multiplicidade dos sinais e suas respectivas
integrais, verificou-se outros sinais que possivelmente poderiam ser pontos
estratégicos para a determinacao estrutural, o sinal em & 2,82 (dd, J = 2,0 e 17,0 Hz,
1H) e 2,92 (dd, J = 4,0 e 17,0 Hz, 1H) apresentaram constantes de acoplamento
caracteristicas de J? e J3 (geminal e vicinal respectivamente). Outro sinal importante
para a analise da estrutura foi em 6 4,21 (d, J = 4,0 Hz, 1H), com uma constante que

sugeriu que este CH, estaria acoplando com o CH:2 diastereotépico acima citado.
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Figura 4.41 - Espectro de RMN H da substancia 4 (CDsOD, 14,1 T)

A andlise do espectro de RMN de B¥C (Figura 4.42) gerou uma
inquietacdo quando observado a aparicdo de alguns sinais com uma possivel
duplicacdo. Como se existissem duas substancias em mistura com esqueletos muito
proximos com algumas informacdes que coalesciam, por exemplo um mesmo

esqueleto, mas com estereoquimica diferentes.
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Figura 4.42 - Espectro de RMN 3C da substancia 4 (CD;OD, 14,1 T)

Diante de tamanho desafio que seria trabalhar com um espectro ndo tdo
puro e com possibilidade de estereoquimicas divergentes, optou-se por iniciar pela
proposta de biogénese partindo do esqueleto base de triterpenos ja isolados para
chegarmos a possiveis propostas estruturais (Figura 4.43).

HO [o]
y
B
H —_—
— Nomilina
—_—
HO H
Acido 3-hidroxitirucalla-7,24-dien-21-6ico Deacetilnomilinato Obacunona
Obacunoato

Limonina Inchangina

Figura 4.43 - Proposta de biogénese para limonoides (PETROSKI e MCCORMICK, 1992)
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Como pode ser observado e j& foi discutido anteriormente (Item 4.3), os
ndacleos estruturais A, B e C normalmente sdo mantidos com poucas
alteracdes/perdas de carbono (Figura 4.43). Com essa informacdao, foi possivel com
os espectros de RMN uni e bidimensionais (Figuras 4.41, 4.42, 4.44-4.46),

estabelecer uma proposta de estrutura para um limondide.

Uma vez verificado que o espectro de RMN de 13C apresentou sinais de
carbonos acila (6 207,9, 172,0 e 166,2), carbonos carbindlicos (6 77,0, 80,1 e 66,8)
evidencia uma molécula altamente oxigenada. Além disso, foi possivel verificar
carbonos alifaticos (& 60,7, 36,6, 30,6, 31,5 e 19,4) e ainda, carbonos nao

hidrogenados (6 51,5, 45,9 e 38,7) além de carbonos metilicos.

Além disso, foram analisados os espectros de RMN bidimensional
(COSY, HSQC e HMBC) (Figuras 4.44 — 4.46) que possibilitaram a construgcéo do
esqueleto da estrutura. As principais correlacées (HMBC) e interacbes (COSY) estéo

apresentadas na Figura 4.47.
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Figura 4.44 - Mapa de contornos de COSY da substancia 4 (CDs;OD, 14,1 T)
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Figura 47 - A- Correlacdes observadas no mapa de contornos de HMBC de 4
B — InteragBes observadas no mapa de contornos de COSY de 4

Os dados com as respectivas atribuicbes e comparacao com os dados

da literatura est4 apresentado na Tabela 4.4.
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Posicéo 5 !H de (4) 6|de 1H da S 3Cde 6 de 13C
imonina (4) limonina
1 4,20 (d, J =4,0 Hz) 4,04 (sl) 79,0 79,2
2,68 (dd,J=2,0
2a 2,82 (dd, J=4,0 e 15,0 Hz) e 17,0 Hz 36,6 35,7
2,98 (dd, J=4,0
2b 2,92 (ddap, J=1,0 e 15,0 H2) e1l7,0Hz -
3 - - 171,0 169,1
4 - - 80,1 80,4
2,23 (dd, J=3,0
5 2,43 (dd, Jap = 3,5 € 15,7 Hz) e 15,0 Hz) 60,7 60,7
2,47 (dd, J=3,0
6a 3,10 (t, J =15,1 Hz) e 14,0 Hz) 37,3 36,5
2,86 (dd, J =
6b 3,16 (dd,J=1,0e 15,0Hz) 14,0 e 15,0 Hz) -
7 - - 207,9 206,1
8 - - 51,5 51,4
2,55 (dd, J=3,0
9 2,67 (dd, J=3,5e 12,3 Hz) e 12,0 Hz) 48,3 48,2
10 - - 45,9 46,0
11 1,80-2,00 (m) 1,78-1,90 (m) 19,4 19,0
12a 1,80-2,00 (m) 1,84 (m) 315 30,9
12b 1,80-2,00 (m) 1,51 (m) -
13 - - 38,7 38,0
14 - - 65,3 65,7
15 3,92 (s) 4,04 (s) 65,5 53,9
16 - 166,2 166,0
17 5,40 (sl) 4,47 (s) 77,0 77,9
18 1,11 (s) 1,18 (s) 18,0 20,8
4,47 (d,J=13,0
19a 4,60 (m) Hz) 66,8 65,4
4,77 (dd, J =
19b 5,00 (d, J = 13,0 Hz) 13,0 e 0,6 Hz)
28 1,28 (s) 1,30 (s) 30,1 30,2
29 1,16 (s) 1,19 (s) 21,6 21,5
30 1,11 (s) 1,30 (s) 18,1 17,7

* (ISIDORO et al., 2012) (CDCls, 9,4 T)
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5. Conclusao

Foi realizado o estudo fitoquimico dos extratos hexanico (E-H), acetato
de etila (E-A) e metandlico (E-M) das flores de Hortia oreadica, sendo esse pouco

reportado na literatura para esta parte da planta.

Assim, foram identificadas por CG-MS 16 substancias a partir do extrato
hexéanico (E-H) das quais, trans-muurola-4-(4),5-dieno, cupareno, B-bisaboleno, (Z)-

nerolidol, 1H-cicloprop(e)azulen-7-ol e guaiol foram aquelas em maior concentracao.

A partir dos extratos hexanico (E-H), acetato de etila (E-A) e metanol (E-
M), foram isoladas e identificadas as substancias tirucalla-7,24-dien-33-ol (1), 3a-
hidroxitirucalla-7,24-dien-21-6ico (2), quercetina-3-O-B-glucosideo (3) e um limondide

nao totalmente elucidado (4).

A partir dos resultados obtidos pode-se observar pela primeira vez a
presenca de precursores da biossintese de limonoides nas flores do género Hortia,

assim como identificar a existéncia de limonoides nas flores de H. oreadica.

Esse estudo foi um bom indicio de que ainda existem novos resultados,
mesmo para um género bem estudado, demonstrando que a continuidade do trabalho

pode levar a uma contribuicdo maior para a quimiossistematica do género Hortia.
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Figura 62 - Espectro de RMN de 'H de F13-3 (CD30D, 9,4 T)
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Figura 63 - Espectro de RMN de 'H de F13-4 (CD30D, 9,4 T)
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Figura 64 - Espectro de RMN de 'H de F13-5 (CD30D, 14,1 T)
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Figura 65 - Espectro de RMN de 'H de F13-6 (CD30D, 14,1 T)



