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RESUMO

FITOQUIMICA DO CAULE DE Citrus limonia ENXERTADO COM C.
sinensis E DA ESPECIE Nycticalanthus speciosus (RUTACEAE) E
BIOSSINTESE DE CUMARINAS PRENILADAS - O limio Cravo (C.
limonia) e o porta-enxerto mais utilizado na citricultura brasileira por sua alta
e precoce produtividade, além de sua boa adaptacédo aos tipos mais comuns de
solo e grande resisténcia a seca, permitindo um maior aproveitamento da
safra. Visando complementar o conhecimento quimico de enxertos e entender
melhor sobre o mecanismo dos mesmos, realizou-se neste trabalho estudo
fitoquimico do caule de C. limonia enxertado com C. sinensis. Estudos
fitoquimicos iniciais mostraram a presenca de uma maior quantidade de
compostos prenilados na parte inferior do enxerto de C. sinensis sobre C.
limonia enquanto que na parte superior do mesmo apenas dois compostos
prenilados foram encontrados em poucas quantidades, levando a supor que
esses compostos estejam sendo translocados do porta-enxerto para o enxerto.
Dessa forma, realizou-se ainda estudo biossintético de cumarinas preniladas
para avaliar a atividade da enzima preniltransferase, responsavel pela
incorporagdo de unidades isoprénicas nesses compostos, com o intuido de
confirmar se ha translocacdo dos mesmos no enxerto estudado. Com o
objetivo de se avancar no conhecimento do perfil quimico da familia
Rutaceae, na qual se insere o género Citrus, este trabalho descreve também o
estudo fitoquimico e quimiossistematico da espécie Nycticalanthus speciosus
pertencente a mesma familia. O estudo fitoquimico do porta-enxerto envolveu
diferentes métodos cromatograficos e permitiu identificar nove substéancias,
sendo uma flavanona inédita, e da espécie Nycticalanthus speciosus, foram
identificados onze substancias sendo um alcaldide indolopiridoquinazolinico
e trés limondides inéditos. As substancias isoladas do porta-enxerto foram
ensaiadas frente ao fungo Guignardia citricarpa causador da Mancha preta
dos citros com o objetivo de se obter um possivel antifungico contra esta
doenca, sendo que duas cumarinas mostraram atividades inibitorias
promissoras. O estudo biossintético da enzima preniltransferase realizado com
DMAPP, Umbeliferona e Herniarina mostrou que deve estar ocorrendo a
translocagdo da piranocumarina xantiletina, visto que nas diferentes partes do
enxerto de C. sinensis sobre C. limonia a enzima se mostrou ativa apenas nas
raizes e com isso essa cumarina esta sendo metabolizadas nas partes inferiores
e translocada para as partes superiores do enxerto.
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ABSTRACT

PHYTOCHEMISTRY OF Citrus sinensis GRAFTING ONTO C. limonia
AND OF THE Nycticalanthus specious SPECIES (RUTACEAE) AND
THE BIOSYNTHESIS OF PRENYLATED COUMARINES - The Cravo
lime species (C. limonia) acts as the grafting host, mostly used in the
Brazilian citriculture and because of its precocious productivity, besides its
good adaptation to most common soils, permitting for an optimum harvest.
With the aim to contribute to the chemical knowledge of these graftings and
to better understand its mechanisms, a phytochemical study of the rootstock
from C. sinensis onto C. limonia were carried out. Earlier studies indicated
the presence of a remarkable amount of prenylated compounds in the lower
part of the C. sinensis graft, onto the C. limonia, while at the same time in the
upper part these compounds was found in a very small amounts, rising to the
assumption that these compounds could have been translocated from the host
to the introduced graft species. In this way, biosynthetical studies of
prenylated coumarines were also carried out aiming to evaluate the activity of
the prenyltransferase enzyme, responsible by the incorporation of the isoprene
units in these compounds. With the objective to advance our knowledge and
chemical profile of the Rutaceae family, in which the Citrus genus is inserted.
This study also describes the phytochemical and phytosystematics of the
Nycticalanthus specious species pertaining to the same family. In the study of
the rootstock, several different chromatographic methods were applied
permitting to identify nine substances one of them being an unpublished
flavanone. From the Nycticalanthus speciuous, eleven compounds were
isolated as well as an indolopiridoquinazolic alkaloid and also three limonoids
previously unheard of. The isolated compounds from the rootstock were
assayed against the fungus Guignardia citricarpa, responsible for the black
stains in Citrus species’, with the objective to find a possible antifungus for
this disease. Two coumarines showed premissory inhibitory activities. The
biosynthetical study carried out with the prenyltransferase enzyme DMAPP,
Umbelliferone and Herniarin showed that the translocation of the
pyranocoumarine Xanthylentin should have happened. Seen in the different
parts of the grafting of C. sinensis onto the C. limonia the enzyme were active
only in the roots and with this observation, it appears that the coumarine is
being metabolized in the lower part and translocated to the upper parts of the
graft.

XXXI



PREFACIO

PREFACIO

Atualmente o Brasil € um dos maiores produtores e exportadores
mundiais de suco de citros, sendo exportado cerca de 98% da producdo. A
cultura dos citros é de grande importancia econémica para diversos Estados
como Sao Paulo, Sergipe, Minas Gerais, entre outros, onde as maiores
producbes sdo de laranja Péra seguida de Natal e Valéncia (MATTOS
JUNIOR et al., 2005).

A espécie Citrus limonia conhecida popularmente como liméo
Cravo, € pertencente a familia Rutaceae e tem sido utilizada em toda
citricultura brasileira como porta-enxerto para o cultivo de diversas plantas
citricas. O emprego deste porta-enxerto recebe grande incentivo por
apresentar algumas vantagens como a precocidade no inicio de producao e
aumento na produtividade; resisténcia a seca e ao frio. Desta forma a maioria
das laranjas e tangerinas de melhores qualidades sdo obtidas do enxerto das
mesmas sobre o limdo Cravo. Sendo assim, o liméo cravo € o principal porta-
enxerto sobre o qual foi constituida a citricultura brasileira e estd presente
atualmente em quase 40% das plantas citricas (POMPEU JUNIOR, 2005).

A partir do estudo do caule de C. limonia enxertado com C.
sinensis, resultados preliminares mostraram o isolamento de Vvarios
metabolitos prenilados como cumarinas, flavondides e alcaldides, enquanto
que no enxerto (C.sinensis) apenas dois destes compostos foram encontrados
e em pequenas quantidades.

Desta forma, visando avancar no conhecimento quimico de
enxertos e entender melhor sobre o mecanismo dos mesmos, o grupo de
Produtos Naturais da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar) vem
estudando plantas obtidas por enxertia, as quais atingem o estagio adulto em
um tempo bem menor, o que facilita os estudos durante o desenvolvimento do

mesmo. Assim, iniciou-se o estudo fitoquimico pelo caule do porta-enxerto
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Citrus limonia (limdo Cravo) enxertado com C. sinensis (laranja Péra) que,
associado ao conhecimento do grupo sobre a quimica da familia Rutaceae
tornaria o trabalho experimental mais rapido.

Foram estudadas as partes da planta enxertada separadamente, a
raiz do porta-enxerto (C. limonia) e o caule e as folhas do enxerto (C.
sinensis). O estudo da parte superior (caule e folhas) levou ao isolamento
quase que exclusivamente de flavonoides. Apenas duas piranocumarinas
foram isoladas: xantiletina das folhas e caule e xantoxiletina apenas no caule.
Um limondide, a limonina, foi encontrado nas folhas. O triterpeno friedelina
foi obtido nas folhas e caule. Os esterdides comuns em plantas, B-sitosterol,
estigmasterol, campesterol e 3-B-glicopiranosilsitosterol, também foram
isolados do caule (GARCIA, 2005).

O interessante é que nas raizes a classe de maior
representatividade foi cumarina, principalmente as piranocumarinas. Apenas
dois limondide - limonina e acetato de limonina - foram encontrados. Ao
contrério da parte superior, onde a predominéncia ¢é flavondides metoxilados,
apenas um flavonoide foi localizado, uma flavanona, que é diferente por ser
um piranoflavonoide. Os esterdides comuns em planta, [-sitosterol,
estigmasterol e campesterol também foram isolados das raizes.

A Xantiletina foi isolada em grande quantidade (gramas) nas
raizes e apenas em pequenas quantidades (miligramas) nas partes superiores.
Este fato chama atencdo pela predominancia de compostos prenilados na parte
inferior do enxerto e associado a auséncia do piranoflavonéides na parte
superior do enxerto, levando inicialmente a questionar a possivel translocacédo
desses metabdlitos que estdo em grande quantidade na parte inferior para a
parte superior do enxerto.

Assim, objetivando entender melhor o mecanismo de plantas

enxertadas, neste trabalho sera abordo um estudo biossintético para avaliar a
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atividade da enzima preniltransferase, responsavel pela incorporacdo de
unidades isoprénicas, na formacdo de metabdlitos prenilados.

O perfil quimico do género Citrus é caracterizado pela presenca
de cumarinas, flavondides, alcaloides e limonoides, sendo que ha um grande
nimero de compostos prenilados presentes neste género. Portanto, este
trabalho visa também isolar e constatar a presenca destes compostos em C.
limonia quando utilizado como porta-enxerto.

Esses compostos isolados do caule de C. limonia foram
ensaiados frente ao fungo Guignardia citricarpa causador da doenca dos
citros conhecida como “mancha preta dos citros” visando uma busca de
substancias antifangicas.

Considerando que a familia Rutaceae, estudada pelo grupo de
Produtos Naturais da UFSCar, apresenta uma grande variedade de metabdlitos
secundarios como limonoides, flavonoides, alcaloides, cumarinas, etc., busca-
se ainda nesta pesquisa, avancar no conhecimento quimico desta familia, por
meio de um estudo fitoquimico da espécie Nycticalanthus speciosus, tambem
pertencente a familia Rutaceae, visando o isolamento de metabdlitos. Este
estudo objetiva um maior conhecimento no perfil quimico da familia
Rutaceae, e toma relevancia na medida em que ndo ha dados quimicos sobre
esta espécie publicados na literatura, exceto estudos iniciados pelo grupo da
UFSCar.

Com o intuito de explorar os objetivos desta pesquisa de forma
mais clara, este trabalho seréd apresentado em forma de capitulos, facilitando o
acompanhamento do seu desenvolvimento. Cada capitulo apresentara uma
abordagem teorica sobre o0 assunto, sua parte experimental e os dados obtidos.
Por fim, sera feito uma unica conclusdo, com uma sintese geral dos resultados
obtidos no trabalho.

No capitulo 1, sera abordado o estudo fitoquimico do caule de

Citrus limonia enxertado com C. sinensis. No capitulo 2, serdo apresentados
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0s ensaios realizados, utilizando as substancias isoladas, mostradas no
capitulo 1, contra o fungo Guignardia citricarpa. No capitulo 3, serdo
abordados os ensaios para avaliacdo da translocacdo de cumarinas preniladas
da parte inferior para a superior de plantas de Citrus limonia enxertado com
C. sinensis, por meio da determinacdo da atividade da enzima
preniltransferase. Por dltimo, no capitulo 4 serd& mostrado o estudo

fitoquimico da espécie Nycticalanthus speciosus (Rutaceae).
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Este trabalho tem como objetivos principais o estudo fitoquimico
do caule do porta-enxerto Citrus limonia enxertado com C. sinensis com 0
intuito de buscar um maior conhecimento quimico de plantas enxertadas;
ensaiar as substancias isoladas a partir deste estudo fitoquimico frente ao
fungo Guignardia citricarpa, causador da doenca “mancha preta dos citros”;
e avaliar a reacdo de prenilacdo de cumarinas, por meio da determinacéo da
atividade da enzima preniltranferase para verificar a translocacdo de
metabdlitos secundarios da parte inferior para a superior em plantas de C.
limonia enxertadas com C.sinensis.

Em outra etapa, prop6s-se ainda nesta pesquisa realizar o estudo
fitoquimico da espécie Nycticalanthus speciosus para um maior conhecimento

quimico da familia Rutaceae.
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ESTUDO FITOQUIMICO DO CAULE DE CITRUS LIMONIA ENXERTADO COM C. SINENSIS

1- ESTUDO FITOQUIMICO DO CAULE DE CITRUS
LIMONIA ENXERTADO COM C. SINENSIS

A partir da década de 1980, o Brasil se consolidou como o maior
produtor mundial de suco de laranja, com a producao voltada principalmente
para o mercado externo, sendo que as plantas citricas utilizadas
comercialmente sdo obtidas de todo territério brasileiro na forma de plantas
enxertadas, diversificadas em certas variedades de copas. Entre elas laranjas,
tangerinas, limdes, limas &cidas, pomelos etc., sendo o grupo das laranjas
doces o de maior expressao, principalmente pelo interesse econdmico de seu
suco (MATTOS JUNIOR et al., 2005).

Essas plantas citricas sdo pertencentes ao género Citrus, que é
um dos mais importantes da familia Rutaceae devido principalmente ao seu

perfil quimico (SILVA et al., 1988).

1.1 - FAMILIA RUTACEAE

Segundo ENGLER (1931) ¢ WATERMAN (1983), a familia
Rutaceae se constituia como o maior grupo da ordem Rutales (atualmente
denominada Sapindales (STEVENS, 2006), por possuir 150 géneros com
mais de 1500 espécies largamente distribuidas pelas regides dos tropicos
umidos e temperados do mundo, sendo nas regides da América tropical, sul da
Africa e Australia as de maior abundancia de espécies desse género.

Primeiramente  ENGLER (1931) mencionou que dentro da
familia Rutaceae, a taxonomia da subfamilia Aurantioideae incluia 14 géneros
para um numero estimado de 71 espécies, das quais apenas 6 pertenciam ao

género Citrus. Posteriormente o mesmo autor incluiu 29 géneros nesta
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subfamilia e estimou que houvesse cerca de 180 espécies, das quais no género
Citrus estavam incluso 11.

A classificacdo botanica da familia Rutaceac basecava-se até
recentemente na proposta de ENGLER (1931), que a divide em sete
subfamilias de acordo com suas caracteristicas farmacologicas: Rutoideae,
Toddalioideae, Aurantioideae (Citroideae), Spathelioideae,
Dictyolomatoideae, Flindersioideae e Rhabdodendroideae.

Essa familia apresenta uma diversidade muito grande de
metabolitos secundarios, destacando-se os alcaloides, especialmente os
derivados do acido antranilico, cumarinas, lignanas, flavondides e limonoides
(WATERMAN e GRUND, 1975; SILVA et al., 1988). E ¢ nesse contexto que
a quimiossistematica desta familia foi revisada por SILVA et al.(1988),
baseando-se principalmente nos alcaloides derivados do &cido antranilico,
cumarinas ¢ limonoides. Estes estudos tém mostrado que a similaridade na
diversificagdo dos alcaldides (do &cido antranilico) entre as subfamilias
Rutoideae e Toddalioideae ¢ tdo pronunciada que a separacao dos dois grupos
fica comprometida. Foi principalmente nestas duas subfamilias que se
percebeu a necessidade de um novo arranjo taxondmico dos géneros. Assim,
nessa revisdo SILVA et al. (1988) provisoriamente uniram estas duas
subfamilias em uma unica, a Rutoideae, subdividindo-a em 17 tribos.

No sistema de ENGLER (1931) e no sistema publicado
posteriormente por SWINGLE e REECE (1967) o carater natural da
subfamilia Aurantioideae (Citroideae) nunca foi questionado. Esta subfamilia
exibe proliferacao total de cumarinas e limonoides, mas ha uma escassez em
numero e diversidade nos alcaldides do acido antranilico, guardando afinidade
ao grupo discutido acima, porém, confirmando sua separacdo natural do
mesmo. A subdivisdo nesta subfamilia, segundo os dados quimicos, esta
muito proxima daquela proposta por SWINGLE e REECE (1967). Em revisao
feita por SCHOLZ (1964), a classificagdo de ENGLER (1931) aparece com
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pequenas alteragdes, onde a subfamilia Aurantioideae passou a ser
denominada Citroideae, j4 que o nome anterior era baseado em Aurantium
Tourn. ex Miller, o qual foi posteriormente incluido em Citrus.

O trabalho considerado o mais completo e ainda mais utilizado
sobre o género Citrus foi publicado por SWINGLE e REECE (1967) no qual
eles caracterizaram morfologicamente todos os niveis hierarquicos da
subfamilia Aurantioideae, incluindo tribos, subtribos, grupos, géneros,
espécies, variedades e até hibridos. Reconheceram 10 espécies de Citrus com
frutos comestiveis e estames conatos na base (Citrus subg. Citrus) e 6
espécies com frutos acres, ndo comestiveis e estames livres (Citrus subg.
Papeda).

MABBERLEY (1997) apresentou estudos taxonomicos
indicando que Citrus subg. Citrus compreende apenas 4 espécies selvagens
alopatricas conhecidas — 2 espécies tropicais: C. halimii B. C. Stone e C.
grandis (toranja, do sudoeste da Asia) e 2 subtropicais: C. medica L. (cidra) e
C. reticulata Blanco (tangerina Mandarin).

Esta subfamilia foi estudada por TANAKA (1961) que
reconhecia 10 espécies para o género Citrus, todas ja propostas por Swingle e
adicionou 17 novas espécies, ¢ em 1961 o mesmo pesquisador dividiu o
género Citrus nos subgéneros Archicitrus ¢ Metacitrus, em varias segoes,
subsecdes, grupos e subgrupos, contabilizando 157 espécies, sendo 30 delas
novas espécies de Citrus e 48 seriam novas combinagdes. Apds alguns anos,
em 1977, essas espécies representantes de Citrus totalizavam 162 (ARAUJO
¢ ROQUE, 2005).

Sendo assim, o género Citrus ¢é classificado taxondmicamente
segundo SWINGLE e REECE (1967) como pertencente a familia Rutaceae,
subfamilia Aurantioideae, tribo Citreae, subtribo Citrinae, grupo subtribal

“arvores de citros verdadeiros” (grupo C) (ARAUJO e ROQUE, 2005).
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Foram apresentados estudos realizados com enzimaS, onde
mostraram que os frutos comercialmente comestiveis referidos em Citrus
devem ter sido derivados das trés espécies citadas anteriormente (C. grandis,
C. medica e C. reticulata), através da selegdo e hibridizagdo, normalmente
ndo intencional, segundo MABBERLEY (1997). De acordo com o mesmo
autor, a grande importancia dessas plantas na horticultura comercial deve ter
sido responsavel pela proliferagdo de bindmios, resultando em crescentes
complicagdes, quando se refere a nomenclatura, a medida que novas
linhagens de hibridos foram introduzidas (ARAUJO e ROQUE, 2005).

A origem genética das espécies de Citrus tem sido considerada
com base no resultado de hibridizagdo natural, e serd mostrada aqui baseando-
se nas linhagens maternas somente as espécies C. limonia Osbeck e C.
sinensis (L.) Osbeck, as quais sdo as espécies que constituem a planta
enxertada em estudo realizado durante esta pesquisa de doutorado.

A espécie C. limonia Osbeck, conhecida como limdo Cravo
(também conhecido como limdo Rosa, Bravo, Vinagre, Vermelho, etc.),
possui trés provaveis cruzamentos, entre eles: C. medica x lima x espécie nao
identificada; C. medica x lima e C. medica x limao Rugoso. Ainda para esta
espécie os dados citoplasmaticos colocam-na na linhagem materna das
tangerinas, junto a C. reticulata (tangerina), C. jambhiri (limdo Rugoso) ¢ C.
volkameriana (limdo Volkameriano), podendo ter, em qualquer um destes
taxons, o seu parental materno (ARAUJO e ROQUE, 2005).

A espécie C. sinensis (L.) Osbeck, conhecida como laranja Péra
¢ provavelmente originada do cruzamento de C. grandis (toranja) com C.
reticulata (tangerina) sendo que os dados citoplasmaticos sugerem a
contribuicdo materna de C. grandis na formacdo desta espécie (ARAUJO e
ROQUIEE, 2005).

10
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Considerando que o presente trabalho visa o estudo do enxerto
de C. sinensis sobre C. limonia (espécies abordadas acima), faz-se necessario

um maior conhecimento sobre a enxertia, explanado a seguir.

1.2 - ENXERTIA

Enxerto, ou enxertia, ¢ uma pratica que se tornou comum a partir
do século XV quando se utilizavam dela para reduzir a altura de pereiras e
macieiras (POMPEU JUNIOR, 2005). Consiste basicamente no processo de
multiplicacdo vegetal onde ¢ “soldado” (adicionado) um galho ou broto de
uma planta ao tronco enraizado de outra, em geral mais resistente, para que
nela se desenvolva com caracteristicas aprimoradas, ou seja, consiste na
pratica de uma relagdo simbidtica, destacando-se a garantia de que as novas
mudas reproduzirdo as qualidades da planta-mae (RODRIGUEZ et al., 1991).
Além disso, a enxertia visa criar uma associacao entre dois individuos,
geneticamente diferentes, cada qual com suas caracteristicas, que devem
passar a crescer de forma mutuamente benéfica, para que a planta final seja
produtiva e de vida longa. Isso pode fazer com que ao longo do tempo, a
planta sofra influéncias de sua origem dupla, de acordo com os interesses e
necessidades da copa e do porta-enxerto (POMPEU JUNIOR, 2005).

Existem diferentes modalidades de enxerto em que se propagam
as plantas citricas, como: O enxerto por aproximacao ou encostia, no qual
dois galhos de duas plantas, ambas enraizadas, sdo unidos em certo ponto
onde parte da casca ¢ removida. Depois que o enxerto “pega”, corta-se abaixo
desse ponto o galho que serviu como garfo. O enxerto de garfo ou garfagem
resume-se a implantacdo de um pedaco de galho da planta a ser multiplicado
sobre um porta-enxerto compativel, mais rustico e ja enraizado. O enxerto via
borbulha consiste basicamente em se usar uma borbulha ou gema a qual vai

ser fixada sob a casca do porta-enxerto (ou cavalo do enxerto). Para que a

11
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enxertia tenha sucesso, ¢ fundamental que se ajustem perfeitamente as partes
interligadas, com enfaixe do conjunto para que se acelere a fusdo
(RODRIGUEZ et al., 1991).

As plantas enxertadas usadas nessa pesquisa foram obtidas pela
técnica de borbulha em “T” invertido cuja descricdo mais detalhada ¢ feita a
seguir.

Com esse fim, utiliza-se um exemplo do processo de formacao
de uma planta enxertada via borbulha referente ao enxerto de duas espécies de
Citrus, mostrado na FIGURA 1.1, onde discrimina-se as seguintes etapas: ()
Ramos da planta a ser multiplicada do clone de citros sdo selecionados € uma
gema ou borbulha ¢é retirada com uma lamina afiada; (b) O porta-enxerto é
preparado para receber a borbulha cortando-o longitudinalmente a uma
distancia de 10 a 15 cm do solo e depois transversalmente na base do primeiro
corte, formando um “T” invertido; (C) A borbulha retirada do ramo do clone
que se deseja reproduzir ¢ inserida de baixo para cima na abertura em “T”
invertido formada anteriormente; (d) O enxerto ¢ protegido com uma fita
plastica com o intuito de se evitar o ressecamento e permitindo a proliferacao
de células do porta-enxerto e da borbulha, at¢ completarem a unido entre
ambos; (e - f) Retira-se o plastico e verga-se (ou curva-se) o porta-enxerto
para forgar a brotacdo da borbulha do clone enxertado; (g) Apos certa de 11
dias depois de se retirar o plastico tem-se a brotagdo; (h - i) Os enxertos
continuam crescendo até aproximadamente 60 dias quando os porta-enxertos
sdo cortados logo acima da regido de enxertia; (J) Por fim temos a planta

enxertada (FUNDECITRUS, 2004).
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FIGURA 1.1: Processo de formagdo de uma planta de citros enxertada via

borbulha — Figura extraida do website da FUNDECITRUS.

Algumas observacdes devem ser levadas em consideragdo para
que haja um bom éxito da operagdo da enxertia, uma delas diz respeito a
compatibilidade entre o enxerto e o porta-enxerto, pois s6 plantas de espécies
que tenham entre si certo grau de parentesco e analogia entre suas estruturas
anatomicas podem ser enxertadas (RODRIGUEZ et al., 1991).

Mudas resultantes de enxerto exigem freqiientes inspe¢des de seu
estado geral. Brotos ladrdes, que nascam eventualmente num porta-enxerto,
abaixo do ponto de enxertia, devem ser podados logo, para impedir que o
porta-enxerto cres¢a sozinho, rejeitando a parte que lhe foi implantada
(RODRIGUEZ et al., 1991).

Sdo inumeras as alteracoes sofridas por uma planta citrica
quando enxertada, entre elas podemos destacar algumas como, induzir a copa

florescimento e frutificagdo mais precoce; alteracdoes no teor de acgucares,
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acidos e outros componentes do suco; composi¢cdo quimica das folhas;
tolerancia a salinidade, a seca, ao frio, a doengas e pragas. Existem também
influéncias da copa sobre o porta-enxerto, porém um pouco menos
expressivel como resisténcia ao frio, a seca e as doengas e pragas (POMPEU
JUNIOR, 2005).

O uso de porta-enxertos na citricultura permitiu elevados ganhos
de produtividade, mas apresentou pontos desfavoraveis para a citricultura,
como podemos destacar o caso de doengas como a Gomose, Tristeza,

Declinio ¢ Morte subita dos citros, doencas bem expressivas em citros

(POMPEU JUNIOR, 2005).

1.3 - ENXERTO DE Citrus sinensis SOBRE C. Limonia

O inicio do uso de plantas enxertadas alcangou uma maior
expressao com o emprego de laranjas doces, entre elas a laranja Caipira, mas
sua baixa resisténcia & Gomose € a seca motivou a sua substituicdo pela
laranja Azeda que por sua vez foi afetada principalmente pelo virus Tristeza
dos citros, onde as mesmas sdo intolerantes. Posteriormente, a partir de
experimentos desenvolvidos pela Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz e pelo Instituto Agrondmico de Campinas, foram observados que
plantas enxertadas sobre limdo Cravo, tangerina Cledpatra, tangerina Sunki,
laranja Caipira e limdo Rugoso ndo apresentavam os sintomas desta doenca,
sendo considerados tolerantes a Tristeza e assim utilizados na citricultura.

Com isso os pomares sofreram uma renovacao aproveitando-se
de borbulhas retiradas de plantas sobre laranja azeda e enxertadas sobre o
limdo Cravo, porém este Ultimo mostrou-se suscetivel a Exocorte e a
Xiloporose, cuja presenga nos pomares antigos eram mascaradas pela

tolerancia da laranja Azeda (MATTOS JUNIOR et al., 2005).
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A Exocorte e a Xiloporose tornaram-se um grave problema em
plantas citricas, pois poderiam reduzir em até 70% a producdo das plantas
podendo tornar o limao Cravo invidvel para a citricultura. Segundo MATTOS
JUNIOR et al. (2005), esse problema pode ser minimizado com o emprego de
clones nucelares, que ¢ uma forma melhoramento genético, € que nado sera
abordado nesta pesquisa.

Esses dados associados a outras caracteristicas apresentadas pelo
limdo Cravo como, compatibilidade com todas as copas, producdo precoce,
facilidade de formag¢ao das mudas, alta producao de frutos de boa qualidade, e
grande resisténcia a seca, tornam-no o mais utilizado por citricultores e
viveiristas. Conforme dados publicados por POMPEU JUNIOR (2001), o
limdo Cravo passa, a partir da década de 60, a ser praticamente o Unico porta-
enxerto em que se constitui a citricultura paulista.

Mesmo apos o surgimento do Declinio dos Citros que afetou as
plantas enxertadas sobre o limdo Cravo na década de 70, obrigando uma
diversificagao dos porta-enxertos com a utilizacdo da tangerina Cleopatra e
limdo Volkameriano, o limdo Cravo continuou a predominar nos pomares.
Dados apresentados em 2002 pela Fundecitrus mostravam que ele participava
em 70% das mudas e, s6 para o Estado de Sdao Paulo no inicio deste milénio,
ele estava presente em 80%. Outra doenga, a Morte Subita dos Citros acelerou
a diversificagdo dos porta-enxertos, tornando o limdo Cravo presente em
39,8% das plantas citricas seguido pela tangerina Cledpatra com 32,6%
(POMPEU JUNIOR, 2005).

Baseado nos dados descritos percebe-se que o limdo Cravo
continua sendo o principal porta-enxerto da citricultura brasileira, mesmo
apos o surgimento de algumas doengas que afetaram e diminuiram o uso do
mesmo. E ¢ nesse contexto que se torna relevante um estudo mais
aprofundado sobre plantas enxertadas sobre esta espécie, com intuito de se

entender melhor o metabolismo secundario de plantas enxertadas.
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O grupo de produtos Naturais da UFSCar ja vem realizando
estudos sobre algumas plantas enxertadas com esse objetivo. Inicialmente
foram realizados estudos com plantas de madeira nobre, e posteriormente
buscou-se estudar também enxertos que atingissem o estado adulto num
tempo bem menor que as primeiras permitindo obtencdo de resultados com
mais rapidez. Nesse caso, ja foram realizados estudos do enxerto de C.
sinensis sobre C. limonia que possui essa caracteristica, ¢ por pertencerem a
familia Rutaceae que ja era quimicamente investigada pelo grupo.

Assim, tendo como objeto de estudo plantas obtidas do enxerto
de C. sinensis (laranja Péra) sobre C. limonia (limdo Cravo), ja foram
realizados estudos fitoquimicos com o caule e as folhas do enxerto (C.
sinensis) (QUADRO 1.1, p. 17) e com as raizes do porta-enxerto (C. limonia)
(QUADRO 1.2, p. 18), restando ainda estudar o caule do porta-enxerto, que
foi um dos objetivos da presente tese e sobre o qual apresentamos neste
capitulo. O estudo fitoquimico do caule de C. limonia enxertado com C.
sinensis, visou principalmente ampliar o conhecimento quimico de toda a

planta enxertada.
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1- R: OMe, R;: H, R,: H, R;: OMe, Ry: OMe, Rs: OMe, R¢: OMe (4°,5,6,7,8-
pentametoxiflavona);
2- R: OMeg, R;:H, R,: H, R;3: OMe, R4: OMe, Rs: OMe, R¢: H (4°,5,6,7-
tetrametoxiflavona);
3- R: OMe, R|:OMe, R,: H, R;: OMe, Ry: OMe, Rs: OMe , Rs: H
(3,4’,5,6,7-pentametoxiflavona);
4- R: OMe, R;:OMe, R;: OMe, R;: OMe, Ry: OMe, Rs: OMe, Rs: OMe
(3,3’,4°,5,6,7,8-heptametoxiflavona);
5- R: OMe, R;: OMe, R,: H, R;: OH, Ry: OMe, Rs: OMe, Rq: H (5-hidroxi-
3',4°,6,7-tetrametoxiflavona);
6- R: OMe, R;: OMe, R;: H, R;: OMe, R,4: OMe, Rs: OMe, Rs: OMe
(3,4’,5,6,7,8-hexametoxiflavona);

R: OMe, R;: OMe, R,: H, R;: OH, Ry: H, Rs: OMe, Rs: OMe (5-hidroxi-
4°,7,8-tetrametoxiflavona);

7-
3

o

xantiletina

OCH;

O

limonianina fridelina xantoxiletina

QUADRO 1.1: Substancias isoladas do caule superior e folhas do enxerto de
C. sinensis sobre C. limonia (GARCIA, 2005).
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OCHj3
N
g ) )\/j@(j
~ ~ ~
O O o o) H3CO o o)

xantiletina xantoxiletina suberosina
0 o}
I I
H X HO A
~ ~
H;CO 0 0 H;CO 0 0

crenulatina buntansina

H;CO

trans-suberenol cis-suberenol

OH O .
o R==0 (limonina)
lupinifolina R=-OCOCH;5 (acetato de limonina)

QUADRO 1.2: Substancias isoladas das raizes C. limonia enxertado com C.

sinensis.
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1.4 - PARTE EXPERIMENTAL

1.4.1 - Materiais e reagentes utilizados

e Evaporadores:

- Evaporador rotativo Tecnal (TE 120);

- Buchi modelo rotavor R.

e Moinho:

-  Moinho Willey.

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia:

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia reciclante (CLAE-R) —
Shimadzu LC-8A equipado com valvula de injecdo Rheodyne,
loop de 500 e 2000 uL e detector de ultravioleta Shimadzu SPD
6AV;

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia reciclante (CLAE-R) —
Shimadzu LC-10Avp equipado com valvula de injecdo
Rheodyne, loop de 20, 100, 500, 1000 e 2000 uL e detector de
ultravioleta Shimadzu SPD 6AV;

e Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear:

- BRUCKER modelo ARX-200, DQ-UFSCar, com Software
UXNMR;
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- BRUCKER modelo ARX-400, DQ-UFSCar, com Software
XWINNMR.

e Cromatografia em coluna:

- Colunas de vidro com comprimentos ¢ didmetros variados

fabricadas na vidraria do DQ-UFSCar.
e Colunas para CLAE:
- Coluna analitica Hypersil ODS (5 p) (¢ x h =4,6 mm x 25 cm);
- Coluna preparativa Cig (10 p) (¢ x h=250x 21,2 mm);

- Coluna polimérica Shodex GS-310 2G — Asahipak.

e Fases estacionarias para cromatografia:

Silica gel 60 GF,s4 (MERCK) em placas comerciais, com suporte

de aluminio;

Silica gel 60 GF,s4 (MERCK) em placas de vidro preparadas no
laboratorio (20 cm x 20 cm);

Silica gel 60 (63-230 Mesh) — MERCK;

Silica gel (40-63 Mesh) - MERCK;

Silica gel silanizada 60 (70-230 Mesh) — MERCK;

Sephadex LH-20 - AMERSHAM.

e Agentes reveladores:

- Vanilina em acido sulftrico;

- Jodo — MERCK;

20



ESTUDO FITOQUIMICO DO CAULE DE CITRUS LIMONIA ENXERTADO COM C. SINENSIS

e Solventes para cromatografia:

- Solventes (Hexano, Diclorometano, Acetato de estila, Acetona,
Etanol e Metanol) destilados no laboratério de destilagao do DQ-
UFSCar;

- Agua MILIQ;

- Solventes P.A. - MERCK, VETEC, ALDRICH;

- Solventes com grau cromatografico/espectroscopico —

ALDRICH e MERCK;

e Solventes para obtencao de espectros de RMN:

- Solventes deuterados — ALDRICH.

1.4.2 - Coleta do material botanico

As plantas de Citrus limonia Osbeck (limdo Cravo) enxertadas
com C. sinensis (L.) Osbeck (laranja Péra) (FIGURA 1.2, p. 22) foram
obtidas no més de agosto de 2002, com aproximadamente 5 meses apoOs a
enxertia, no Centro Avancado de Pesquisas Tecnoldgicas do Agronegocio de

Citros “Sylvio Moreira” do Instituto Agronomico de Campinas (IAC).
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FIGURA 1.2: Foto de plantas de Citrus limonia Osbeck (limdo Cravo)

enxertadas com C. sinensis (L.) Osbeck (laranja Péra).

1.5 - OBTENCAO DOS EXTRATOS

Os caules de C. limonia enxertados com C. sinensis foram
separados e secos em estufa de circulacao de ar, a 45°C e moidas em moinho.
Em seguida o material moido foi percolado com solventes para extracao de
metabolitos secundarios, em ordem crescente de polaridade (Hexano,
diclorometano e metanol) a temperatura ambiente € em repouso apds trés
agitacoes por dia. Cada extracdo perpassou-se trés dias com uma troca de
solvente por dia, totalizando nove dias, sendo trés para cada solvente. O
procedimento de formacao dos extratos ¢ mostrado no ESQUEMA 1.1, na
pagina 23. Os extratos hexanico e diclorometanico apods andlise por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foram constatados como
muito semelhantes e por isso foram reunidos em um unico extrato, o Extrato

Hexano-Diclorometanico (H-D).
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PORTA-ENXERTO ) Percolagdo com
m=4422 g solvente por 3 dias

Torta D — Filtragdo

|

“ Concentracao do

solvente
Extrato Extrato Extrato
Hexanico Diclorometanico Metanélico
(m=3,02 g)

(m=3,12 g) (m=4,01 g)

Extrato HD
(m=6,14 g)

ESQUEMA 1.1: Preparagdo dos extratos Hexano-Diclorometanico (HD) e

Metandlico a partir do porta-enxerto de C. sinensis sobre C. limonia.

O caule da planta de Citros enxertada possui uma intersec¢ao que
¢ justamente o ponto de unido entre o Citrus limonia (limaoCravo) e o C.
sinensis (laranja Péra) na enxertia. Esta intersec¢do foi separada do caule
superior € inferior com dois cortes transversais, pois observou-se apds analise
por CCDA que esta possui algumas substancias que sao diferentes daquela do
caule do porta-enxerto (C. limonia) e do enxerto (C. sinensis) a fim de que
ndo se tivesse uma resposta erronea da constituicdo quimica do porta-enxerto,
ou seja, a planta enxertada foi dividida sem que restasse nenhuma parte da

interseccdo onde houvessem restado constituintes quimicos da propria
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interseccdo ou até mesmo do enxerto. A intersec¢do pode ser vista na

FIGURA 1.2, p. 22.

1.5.1 - Fracionamentos do extrato Hexano-Diclorometanico (HD)

ApoOs obter-se os dois extratos, hexanico e diclorometanico, fez-se
analise por CCDA como dito anteriormente ¢ observou-se similaridades em
ambos, os quais foram reunidos e trabalhados como um unico extrato
obtendo-se assim, uma massa total de 6,14g.

O extrato HD do porta-enxerto foi submetido inicialmente a
cromatografia em coluna (CC) (¢ x h = 3 cm x 140cm) usando como fase
estacionaria Sephadex LH-20 e como fase movel diclorometano/metanol
(1:1), visando minimizar futuras perdas de compostos mais polares que
ficariam retidos quando submetidos a fracionamento sobre silica em funil de
placa sinterizada. Foram coletadas 50 fragdes de 25 mL, que foram reunidas
apds analise em CCDA, segundo a sua similaridade em Rf, em 4 fragdes
denominadas fragdes A, B, C e D (ESQUEMA 1.2, p. 26).

Por conter sinais referentes a hidrogénios das classes de compostos
dos alcaldides e flavonoides no espectro de RMN de 'H, e ainda, por conter
uma boa separagdo de manchas em CCDA, selecionou-se a fragdo C que foi
submetida a uma CC (¢=3 cm e h=35 cm) com Sephadex LH-20 como fase
estacionaria e como fase movel diclorometano/metanol (1:1). Foram coletadas
42 subfragdes de 25 mL cada, que foram reunidas apos CCDA em 4
subfracdoes. Em seguida, a subfracdo C 2 (m=1,2 g) foi fracionada em CC
(=3 cm h= 35cm) com Sephadex LH-20 e com fase movel
diclorometano/metanol (1:1), sendo coletadas 40 subfracdes de 15mL cada,
que foram reunidas apdés CCDA originando 4 subfragdes (ESQUEMA 1.2, p.
26).
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Dessas, foi selecionada a subfragdo C 2.3 (m=43,3 mg) por conter
no espectro de RMN de 'H sinais referentes a hidrogénios de alcaloides e
flavondides, e foi submetida a CC (¢=2 cm e h=45 cm) com Silica (230-400
mesh) como fase estacionaria € com um sistema de elui¢do gradiente em
ordem crescente de polaridade em Hexano:AcOEt (99:1/90:10/70:30/50:50) e
AcOEt (100%). Foram coletadas 43 subfracdes de 15mL cada, que foram
reunidas apdés CCDA originando 4 subfragdes, onde a subfragao C 2.3.1, por
conter apenas 2,3 mg de amostra foi purificada em cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) com uma coluna semi-preparativa (C18) (¢=4,6 mm e
h=25 c¢cm) com fase mével de MeOH/H,0O (3:1) em um fluxo de ImL/min,
usando um detector de ultravioleta com comprimento de onda de 280nm.
Foram feitas 30 injecdes de 10uL para uma menor perda em massa do
composto, que foi analisada por RMN e identificado como sendo um
alcaloide do tipo acridonico (Substancia I). E ainda, a subfragao C 2.3.2
(m=2,0 mg) apo6s analise por RMN foi identificada como sendo uma

substancia da classe dos flavonoides, uma flavona (Substancia VI)

(ESQUEMA 1.2, p. 26).
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Extrado HD
m=6,14 g

A D
m=1,36 g m=1,22 g
4 fragoes/Fr. 2
m=1,2g
b
c21 C24
m=92,5 mg m=250,0 mg

Substancia IX Substancia VI
m=2,0 mg m=2,3 mg

a= CC em Sephadex LH-20, ¢=3 cm e h=140 cm, elui¢do: DCM/MeOH (1:1).

b= CC em Sephadex LH-20, $=3 cm e h=35 cm, eluicdo: DCM/MeOH (1:1).

c¢= CC em Silica (230-400 mesh), ¢=2 cm e h=45 cm, elui¢do: Hexano:AcOEt (99:1/90:10/70:30/50:50) e
AcOEt (100%).

d= CLAE (coluna semi-preparativa C18), $=4,6 mm e h=25 cm, fase movel : MeOH/H,O (3:1).

ESQUEMA 1.2: Fracionamento do extrato Hexano-Diclorometanico com

obtencao das substancias IX e VI.

Prosseguindo com o fracionamento cromatografico do extrato
hexano-diclorometanico, a subfracdo C 2.2 (m=763,3 mg) selecionada por
conter, apos anélise por meio de RMN de 'H, sinais referentes a hidrogénios
caracteristicos de flavonoides, alcaldoides e cumarinas. Desta forma, a
subfragdo C 2.2 foi primeiramente submetida a uma CC (¢=2 cm e h=23 cm)

com Silica gel (230-400 mesh) como fase estacionaria € com um sistema de
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eluicdo gradiente em ordem crescente de polaridade em Hexano (100%),
Hexano:AcOEt (90:10/80:20/70:30/60:40/50:50) ¢ AcOEt (100%). Foram
coletadas 27 subfragdes e reunidas de acordo com suas semelhancas de Rf
apos avaliacdo em CCDA e RMN de 'H, originando 6 subfra¢des. Dentre
essas, foi selecionada a subfragdo C 2.2.2 por apresentar uma boa separagao
em CCDA e por mostrar em RMN de 'H sinais de hidrogénios caracteristicos
de flavonoides. Assim, a subfracao C 2.2.2 (m=74,6 mg) foi submetida a uma
CC (¢=1,5 cm e h=33 cm) com Silica gel (230-400 mesh) como fase
estacionaria € com um sistema de eluicdo gradiente em ordem crescente de
polaridade em Hexano:AcOEt (90:10/70:30/50:50) e AcOEt (100%). Foram
coletadas 22 subfragdes e reunidas de acordo com suas semelhancas de Rf em
CCDA, originando 6 subfragdes. Dentre essas, por CCDA, foi selecionada a
subfra¢ao C 2.2.2.2 (m=60,8 mg) onde foi submetida a uma CC (¢=2 cm ¢
h=55 cm) em Sephadex LH-20 como fase estaciondria e como fase movel
diclorometano/metanol (1:1), obtendo-se 6 subfragdes. Em seguida a
subfracdo C 2.2.2.2.4 foi submetida a uma CCDP usando como fase moével
Hexano/AcOEt (60:40), obtendo-se 5 subfragdes. As subfracdes C 2.2.2.2.4B
(Substancia VII) e C 2.2.2.2.4C (Substancia VIII) foram analisadas por RMN
¢ identificadas como duas favanonas. O fracionamento da subfragao C 2.2.2
até a obten¢ao das substancias VII e VIII ¢ mostrado no ESQUEMA 1.3 na
pagina 28.

Continuando com o fracionamento cromatografico da subfragdo
C 2.2, foi selecionado desta vez a subfragdo C 2.2.3 (m=29,1 mg) por
apresentar no espectro de RMN de 'H sinais caracteristicos de substancias da
classe das cumarinas. Desta forma, a subfracdao C 2.2.3 foi submetida a uma
CC (¢=1 cm e h=25 cm) com Silica gel (230-40 mesh) como fase estaciondria
¢ com um sistema de eluicdo isocratico usando como fase movel
Hexano/AcOEt (80:20), obtendo-se 3 subfra¢des, onde a subfragao C 2.2.3.2

foi submetida a uma CCDP utilizando como fase movel Hexano/AcOEt
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(70:30), obtendo-se trés subfracdes, onde a subfragdo C 2.2.3.2.2 (Substancia
I) ap6s andlise por espectrometria de RMN foi identificada como sendo uma

substancia da classe das cumarinas (ESQUEMA 1.3, p. 28).

|| 6 fracdes/Fr 2 || || 3 fracdes/Fr 2 ||
c

| 6 fracaesiFr 4 |
d m=4,5 mg

a= CC em Silica (230-400 mesh), ¢=2 cm e h=23 cm, eluicdo: Hexano (100%), Hexano:AcOEt
(90:10/80:20/70:30/60:40/50:50) ¢ AcOEt (100%).

b= CC em Silica (230-400 mesh), ¢=1,5 cm e h=33 cm, eluicdo: Hexano:AcOEt (90:10/70:30/50:50) e
AcOEt (100%).

c¢= CC em Sephadex LH-20, ¢=2 cm e h=55 cm, eluicdo: DCM/MeOH (1:1).

d= CCDP, elui¢ao: Hexano/AcOEt (60:40).

e= CC em Silica (230-400 mesh), ¢=1,0 cm e h=25 cm, eluicdo: Hexano:AcOEt (60:40).

f= CCDP, elui¢do: Hexano/AcOEt (70:30).

ESQUEMA 1.3: Fracionamento da subfragdo C 2.2 com obtengdo das
Substancias I, VII e VIII.

Apos o fracionamento das subfragoes C 2.2.2 e C 2.2.3,

prosseguiu-se agora com a andlise da subfracdo C 2.2.4 que apresentou no
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espectro de RMN de 'H sinais caracteristicos de substincias das classes das
cumarinas e alcaloides. Assim, a subfracio C 2.2.4 (m=122,5 mg) foi
submetida a uma CC (¢=2 cm e h=18 cm) com Silica gel (230-400 mesh)
como fase estaciondria e com um sistema de eluicdo gradiente em ordem
crescente de polaridade em Hexano (100%), Hexano:AcOEt
(90:10/80:20/70:30/60:40/50:50) e AcOEt (100%). Foram coletadas 25
subfragdes e reunidas de acordo com suas semelhancas de Rf apds avaliagao
em CCDA e RMN de 'H, originando 3 subfracdes, onde a subfra¢io C 2.2.4.2
(m=45,3 mg) foi submetida a uma CCDP utilizando como fase modvel
Hexano/AcOEt (70:30), obtendo-se as substancias III e II. A subfracdo C
2.2.4.3 (m=32,0 mg) foi submetida a uma CC (¢=2 cm e h=55 cm) com
Sephadex LH-20 como fase estacionaria e como fase mével DCM/MeOH
(1:1), originando 19 subfragdes que foram reunidas em 6 outras subfracdes de
acordo com seus Rfs em CCDA. Na subfracdo C 2.2.4.3.5 houve formacao de
dois grupos de cristais que foram separados com o auxilio de uma espatula e
posteriormente analisado por RMN e identificado como um alcaldide do tipo
acridonico (Substancia IX). A subfragdo C 2.2.4.3.4 (m=11 mg) foi submetida
a uma CCDP em diclorometano (100%) como fase movel, obtendo-se 5
subfracdes, sendo que a subfragdo C 2.2.4.3.4.3 (Substancia V) foi analisada
por RMN e identificada como uma cumarina. A subfragao C 2.2.6 (28,1 mg)
foi purificada por meio de CCDP em diclorometano (100%) como fase mével,

sendo analisada por RMN e identificada como uma cumarina (Substancia IV)

(ESQUEMA 1.4, p. 30).
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C22

" 6 fracoes/Fr 4 ||
m=28,7 mg

Substancia IX
m=2,6 mg

Substancia V
m=5,0 mg

a= CC em Silica (230-400 mesh), ¢=2 cm ¢ h=18 cm, eluicdo: Hexano (100%), Hexano:AcOEt
(90:10/80:20/70:30/60:40/50:50) e AcOEt (100%).

b= CCDP, elui¢@o: Hexano/AcOEt (70:30).

c¢= CC em Sephadex LH-20, ¢=2 cm e h=55 cm, eluicdo: DCM/MeOH (1:1).

d= CCDP, elui¢ao: DCM (100%).

ESQUEMA 1.4: Fracionamento das subfragdes C 2.2.4 ¢ C 2.2.6 com
obtencao das Substancias II, III, IV, V ¢ IX.
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1.6 - RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir do estudo fitoquimico do caule de Citrus limonia
enxertado com C. sinensis foram isolados nove metabdlitos secundarios,
sendo eles pertencentes as seguintes classes de metabdlitos: flavonoides,
cumarinas e alcaldides. Esses metabdlitos foram identificados por meio de
técnicas espectroscopicas de RMN 1D e 2D e espectrometria de massas. As
determinacdes estruturais dessas substancias serdo apresentadas em seguida,

reunidas por classes para um melhor entendimento.

1.6.1 — Cumarinas

1.6.1.1 — Identificacdo da Substancia I (Suberosina)

A Substancia I (FIGURA 1.3, p. 31) apresentou-se como um
cristal branco e ¢ denominada como Suberosina (NAYAR e BHAN, 1972;
GONZALEZ et al., 1977, GRAY e WATEMAN, 1978; BURKE e
PARKINS, 1979 e WU et al., 1983) e ¢ comumente isolada no género Citrus.

FIGURA 1.3: Estrutura quimica da cumarina Suberosina (Substancia I).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 1.7, p. 37) da Substincia I

apresenta sinais caracteristicos referentes a classe estrutural das cumarinas, ou
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seja, a presenca de dois dubletos em 6 6,23 ¢ & 7,62 na regido espectral de
desblindagem, com J = 9,4 Hz, referentes aos hidrogénios H-3 e¢ H-4,
respectivamente, do anel lactonico de uma cumarina. Pode-se observar o
acoplamento entre esses dois sinais por meio do experimento de COSY
(FIGURA 1.8 p. 38). No experimento de HSQC (FIGURA 1.9, p. 39) pode-
se ver o dubleto referente ao H-3 em 6 6,23 correlacionar-se com um carbono
em 0 113,0 e o outro dubleto referente ao H-4 em & 7,62 com o carbono em o
145,0. Por meio do experimento de HMBC (FIGURA 1.10, p. 40) observou-
se a correlacdo dos dois dubletos em 6 6,23 ¢ 6 7,62 com um carbono
carbonilico em 6 162,0 permitindo confirmar a presenga de um anel lactonico.
Pode-se ver ainda no experimento de HMBC, que o dubleto em 6 6,23
correlaciona-se com um sinal referente a um carbono em 6 113,0 o que
permite atribui-lo ao C-4a, e o outro dubleto em 6 7,62 correlaciona-se com o
sinal em ¢ 155,0 que foi atribuido ao C-8a (FIGURA 1.4, p. 32). Todos os

valores de hidrogénio e carbono, obtidos pelos espectros de RMN de 'H e de

C sdo mostrados nas TABELAS 1.1 ¢ 1.2, na pagina 36.

FIGURA 1.4: Correlagdes observadas no experimento de HMBC da

Substancia .

Esse mesmo dubleto em & 7,62 correlaciona-se com o sinal em 6
127,0 que por sua vez no experimento de HSQC correlaciona-se com o sinal
referente a um hidrogénio em 6 7,18 permitindo dizer que este sinal refere-se
ao H-5. No espectro de RMN de 'H pode ser observado um outro sinal (um
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singleto) referente a hidrogénio aromatico em o 6,78 que foi atribuido ao H-8,
o qual no experimento de HSQC correlaciona-se com o sinal referente a um
carbono em & 99,0. Esses dois sinais sendo singletos indicam ser os
hidrogénios aromaticos das posicoes 5 e 8 da estrutura de uma cumarina e
ainda que a estrutura possui substitui¢gdes nas posicoes 6 ¢ 7. O sinal em 0
6,78 por meio do experimento de HMBC possui correlagdes com os sinais em
0 113,0 (C-4a), 128,0 (C-6) e 155,0 (C-8a), confirmando-o ao H-8. Pode ser
observado também no experimento de HMBC que o sinal em 6 7,18
correlaciona-se com os sinais em o 145,0 (C-2) e 155,0 (C-8a), confirmando-o

para H-5 (FIGURA 1.5, p. 35).

FIGURA 1.5: Correlagdes complementares observadas no experimento de

HMBC da Substancia 1.

O espectro de RMN de 'H apresenta ainda, um singleto em &
3,90 integrando para trés hidrogénios, caracteristico de hidrogénios de metila
ligada a heterodtomo, ¢ por meio do experimento de HSQC pode ser
observado sua correlagdo com o sinal em 6 57,0 indicando assim a presenca
de uma metoxila na estrutura da cumarina. O sinal da metoxila correlaciona-
se via HMBC com o carbono em 6 161,0 atribuido ao C-7. Isso confirma a
posi¢do da metoxila em 7, de acordo com a rota biossintética desta classe que
indica a presenca de um atomo de oxigénio na posi¢ao 7.

O espectro de RMN de 'H mostrou ainda sinais caracteristicos de

uma unidade isoprénica, substituinte comum em estruturas de cumarinas
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isoladas do género Citrus. No espectro pode-se observar um dubleto em &
3,31 integrando para dois hidrogénios, que pelo experimento de COSY
correlaciona-se com um tripleto em J 5,28, este por sua vez integra para um
unico hidrogénio e pelo seu deslocamento sugere ser um hidrogénio olefinico.
No experimento de HSQC os sinais em 6 3,31 e 5,28 correlacionam-se com
os sinais em o 28,0 e 122,0, respectivamente. Por meio do experimento de
HMBC, pode ser visto as correlagdes do sinal em 6 3,31 com os sinais em 9
122,0 e 134,0. Desta forma, o sinal em ¢ 3,31 foi atribuido ao hidrogénio H-1’
que se correlacionou com 6 122,0 o qual € o carbono em que o hidrogénio em
0 5,28 esta ligado. Assim o sinal em 6 5,28 foi atribuido ao hidrogénio H-2’.
O sinal referente ao H-1" correlacionou-se ainda com & 134,0 que pelo
experimento de HSQC nao possui hidrogénio ligado, sugerindo ser um
carbono olefinico trissubstituido, C-3’. Pode ser verificado ainda pelo
espectro de RMN de 'H que ha dois singletos em & 1,77 ¢ 1,70 integrando
para trés hidrogénios cada um dos sinais. Esses dois sinais correlacionam-se
com aqueles em o 26,0 e 18,0, respectivamente, como pode ser visto no
experimento de HSQC. No experimento de HMBC pode-se ver que os sinais
em 0 1,77 e 1,70 correlacionam-se com os sinais em 6 122,0 (C-2’) e 134,0
(C-3”) confirmando serem as metilas 4° ¢ 5°. O posicionamento da unidade
isoprénica foi confirmada, com base no experimento de HMBC, na posigdo 6,
pela correlacdo do H-1°(d 3,31) com o sinal referente ao carbono C-5 em 6
127,0 e C-7 em 6 161,0. As correlagdes observadas para a unidade isoprénica
¢ a confirmacao de seu posicionamento podem ser observadas na FIGURA

1.6, na pagina 35.
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26,0

FIGURA 1.6: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para a

unidade isoprénica da Substincia 1.

A estrutura da Substancia I foi confirmada pelo espectro de
massas (FIGURA 1.11, p. 41) obtido por LC-MS e apresentou o pico do ion
quasi molecular [M+H]" com relagdo massa/carga de m/z 245, e o pico
referente ao ion [M+Na]  com m/z 267, estando de acordo com a estrutura
proposta. Assim, baseados nos dados mencionados e em comparacao os dados
de RMN ja mencionados na literatura, confirmou-se a estrutura da Substincia

I como sendo a cumarina SUBEROSINA.
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TABELA 1.1: Dados de RMN de 'H da Substincia I (Suberosina) em

comparacao com dados da literatura.

Hidrogénio Suberosina isolada  Suberosina (literatura)
3 6,23 d (9,6) (1H) 6,24 d (9,5) (1H)
4 7,62 d (9,6) (1H) 7,62 d (9,5) (1H)
5 7,18 s (1H) 7,19 s (1H)
8 6,78 s (1H) 6,80 s (1H)
I 3,31d(7,2) 2H) 3,30 d (8,0) (2H)
2’ 5,28't1(7,2) (1H) 5,30 d (8,0) (1H)
4 1,77 s (6H) 1,80 s (3H)
5’ 1,70 s (6H) 1,70 s (3H)
7-OCHj; 3,90 s (3H) 4,00 s (3H)

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integragio) (CDCls, 400 MHz).

TABELA 1.2: Dados de RMN de "°C da Substéincia I (Suberosina).

Carbono Suberosina isolada
2 162,0
3 113,0
4 145.0
4a 113,0
5 127,0
6 128.0
7 161,0
8
8a
1
X
3>
4

99,0

155,0

28,0

122,0

134,0

26,0

5 18,0

7-OCHj; 57,0

OBS: Dados de RMN de "*C (8) foram obtidos por meio das projecdes do HSQC e HMBC.
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FIGURA 1.7: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) da Substancia I

(Suberosina).
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FIGURA 1.8: Experimento de COSY (400 MHz, CDCl;) da Substancia I

(Suberosina).
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FIGURA 1.10: Experimento de HMBC (400 MHz, CDCl;) da Substancia I

(Suberosina).
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FIGURA 1.11: Espectro de massas da Suberosina (Substancia I).

1.6.1.2 — Identificacao da Substancia II (Xantiletina)

A Substancia IT (FIGURA 1.12, p. 41) apresentou-se como um
cristal branco ¢ ¢ denominada como Xantiletina (GOREN et al., 1970;
TATUM et al., 1977, WATERMAN, 1983 ¢ WU et al., 1983a), comumente

isolada em Citrus.

FIGURA 1.12: Estrutura quimica da cumarina Xantiletina (Substancia II).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 1.13, p. 44) da Substéncia
IIT apresenta sinais padroes que caracteriza a classe estrutural das cumarinas,
ou seja, a presenca de dois dubletos em 6 6,19 e 7,56 (J= 9,4 Hz), referentes
aos hidrogénios H-3 e H-4, respectivamente, de um anel lactonico. Observa-

se ainda os dois singletos em 6 7,02 ¢ 6,69 (H-5 e H-8) caracterizando um
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anel aromadtico substituido nas posicoes 6 ¢ 7 semelhante aos dados descritos
com mais detalhes no item 1.6.1.1, ou seja, caracterizando-se um esqueleto
basico de uma cumarina 6, 7 dissubstituida.

No espectro de RMN de 'H observa-se a presenca de dois
dubletos em & 6,31 e 5,66 com J= 10,0 Hz e um singleto em & 1,44 integrando
para seis hidrogénios, caracterizando-se a presen¢a de um anel pirano na
estrutura. Dentre estes, o dubleto mais desblindado, em 6 6,31 foi atribuido ao
hidrogénio H-4’, € o outro em 0 5,66 foi atribuido ao H-3’, e o singleto em &
1,44 aos hidrogénios de duas metilas.

O posicionamento do anel pirano nas posi¢des 6 ¢ 7 € justificado
pela presenca de dois singletos em o 6,69 e 7,02, referentes aos hidrogénios
nas posi¢des 8 ¢ 5 que ndo acoplam entre si, € consequentemente, indicam a
linearidade da molécula. O deslocamento quimico em 6 7,02 foi atribuido ao
H-8 por ele ser mais desblindado estando vizinho a dois carbonos oxigenados.

Os dados de RMN de 'H e de °C (espectro de RMN de "C
FIGURA 1.14, p. 45) da Substancia II sdao mostrados nas TABELAS 1.3 ¢
1.4, na pagina 43, e comparados com os dados da literatura.

A estrutura da Substancia II foi confirmada pelo espectro de
massas (FIGURA 1.15, p. 46) obtido por LC-MS que apresentou o pico do
fon quasi molecular [M+H]" com relagio massa/carga de m/z 229 e o pico
referente ao fon [M+Na]' com m/z 250. Assim, baseados nos dados
mencionados ¢ em comparacdo os dados de RMN ja mencionados na

literatura, confirmou-se a estrutura da Substancia II como sendo a cumarina

XANTILETINA.
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TABELA 1.3: Dados de RMN de 'H da Substancia II (Xantiletina) em

comparacao com dados da literatura.

Hidrogénio Xantiletina isolada  Xantiletina (literatura)
3 6,19d (9,6) (1 H) 6,22 d (9,2) (1 H)
4 7,56 d (9,6) (1 H) 7,59d (9,2) (1 H)
5 7,02 s (1 H) 7,05 s (1 H)
8 6,69 s (1 H) 6,72 s (1 H)
3’ 5,66 d (10) (1 H) 5,69d (9,6) (1 H)
4’ 6,31 d (10)(1 H) 6,34 d (9,6)(1 H)
5’ 1,44 s(3 H) 1,47 s(3 H)
6’ 1,44 s(3 H) 1,46 s(3 H)

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integragio) (CDCls, 200 MHz).

TABELA 1.4: Dados de RMN de "°C da Substéncia II (Xantiletina).

Carbono Xantiletina isolada
2 161,0
3 131,1
4 143,3
4a 112,9
5 124,7
6 118,4
7 156,7
8 120,7
8a
2’
3>
4
5
6’

155,3
77,0-77,6
104,3
112,6
28,3
28,3

OBS: Dados de RMN de "°C (8) (CDCls, 50 MHz).
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FIGURA 1.13: Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl5) da Substéncia II
(Xantiletina).
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FIGURA 1.14: Espectro de RMN de "°C (200 MHz, CDCl;) da Substéncia II
(Xantiletina).

45



ESTUDO FITOQUIMICO DO CAULE DE CITRUS LIMONIA ENXERTADO COM C. SINENSIS

Intens +VIS, 22.6min #1259
X106
1507 2290
1.25]
1.00]
075
2509
0504
025
000 A
T T T T T T T T T T T T T T T T T
120 140 160 180 200 20 240 260 280 mz

FIGURA 1.15: Espectro de massas Xantiletina (Substancia II).

1.6.1.3 — Identificacdo da Substancia III (Seselina)

A Substancia III (FIGURA 1.16, p. 46) apresentou-se como um
solido amarelo e ¢ denominada como Seselina (TAKEMURA et al., 1996)

também comumente isolada em Citrus.

FIGURA 1.16: Estrutura quimica da cumarina Seselina (Substancia III).

No espectro de RMN de 'H (FIGURA 1.17, p. 49) assim como o
da Xantiletina, apresenta sinais padroes que caracteriza a classe estrutural das
cumarinas, com a presenga dos dois dubletos em & 6,24 e 7,61 do anel

lactonico.
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Observa-se também no espectro de RMN de 'H assim como para
a Xantiletina (item 1.6.2.2) a presenca de dois dubletos em 6 6,89 ¢ 5,74 e um
singleto em 0 1,49 referentes aos sinais de um anel pirano.

Todos os dados de RMN de 'H e de "°C (espectro de RMN de
C, FIGURA 1.18, p. 50) da Substancia II sdo mostrados nas TABELAS 1.5
e 1.6, na pagina 48, e comparados com os dados da literatura, confirmando a
determinacao da estrutura.

O espectro de RMN de 'H da Substancia III ndo apresenta os
dois singletos em & 7,05 (H-5) e 6,71 (H-8), como no espectro de RMN de 'H
da Xantiletina, e sim dois dubletos em & 6,73 ¢ 7,22 com J = 8,5 Hz,
referentes a hidrogénios aromaticos com acoplamentos em orto. Esse
acoplamento em orto dos sinais de hidrogénios em o 6,73 e 7,22 evidencia a
angularidade da molécula, ou seja, a localizagdao do anel pirano nas posi¢des 7
e 8 da estrutura da cumarina.

Os sinais em o 6,73 e 7,22 foram atribuidos aos hidrogénios H-6
e H-5, respectivamente. Todos os valores de hidrogénio e de carbono
apresentados foram comparados e confirmados com dados da literatura.

A definicdo da estrutura da Substancia III foi confirmada pelo
espectro de massas (FIGURA 1.19, p. 51) obtido por CG-MS (rampa 100-1-
10-250-15) que apresentou o pico do ion molecular M™ com m/z igual a 228,
0 que permitiu, somado aos dados mencionados, definir a estrutura da

Substancia III como sendo a cumarina SESELINA.
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TABELA 1.5: Dados de RMN de 'H da Substincia III (Seselina) em

comparacao com dados da literatura.

Hidrogénio Seselina isolada Seselina (literatura)

3 6,24 d (9,4) (1H) 6,23 d (9,6) (1H)
4 7,61d (9,4) (1H) 7,60 d (9,6) (1H)
5 7,22 d (8,5) (1H) 7,21d (8,4) (1H)
6 6,73 d (8,5) (1H) 6,72 d (8,4) (1H)
3’ 5,74 d (10) (1H) 5,73 d (10) (1H)
4 6,89 d (10) (1H) 6,89 d (10) (1H)
5’ 1,49 s (3H) 1,48 s (3H)

6’ 1,49 s (3H) 1,48 s (3H)

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integragio) (CDCls, 200 MHz).

TABELA 1.6: Dados de RMN de "°C da Substéncia III (Seselina).

Carbono Seselina isolada
2 160,9
3 112.,5
4 143.8
4a 112,5
5 127,7
6 114,9
7 156,3
8 109,2
8a
2’
3>
4
5
6’

150,1
77,0-77,6
130,7
113,5
28,1
28,1

OBS: Dados de RMN de "°C (8) (CDCls, 50 MHz).
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FIGURA 1.19: Espectro de massas Seselina (Substancia III).

1.6.1.4 — Identificagdo da Substancia [V (Tamarina)

A substancia IV (FIGURA 1.20, p. 51) apresentou-se como um
cristal branco e ¢ denominada como Tamarina (BURKE e PERKINS, 1979;
GONZALEZ et al., 1977 ¢e TAKEMURA et al., 1996), ja isolada em Citrus.
Sua estrutura foi proposta de acordo com dados de RMN de 1D e 2D.

FIGURA 1.20: Estrutura quimica da cumarina Tamarina (Substancia V).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 1.22, p. 55) da substéancia
IV apresenta os dois dubletos em 6 6,25 e 7,63, referentes aos hidrogénios do
anel lactonico de uma cumarina, dois singletos em o6 7,28 ¢ 6,81 referem-se
aos hidrogénios H-5 e H-8, respectivamente, sugerindo que a estrutura

apresenta-se 6, 7 dissubstituida, assim como mostrado para a Suberosina (item

1.6.1.1) e Xantiletina (item 1.6.1.2).
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Observou-se também no espectro de RMN de 'H um singleto em
0 3,91 integrando para trés hidrogénios referente a hidrogénios de uma metila
ligada a um heterodtomo, que pela rota biossintética das cumarinas foi
possivel sugeri-la na posi¢cao 7. Pelo experimento de HSQC esse sinal em &
3,91 correlaciona-se com o sinal em 6 56,0 confirmando corresponder a uma
metoxila. O espectro de RMN de 'H mostrou também um singleto em & 1,82
(integrando para trés hidrogénios) caracteristico de hidrogénios metilicos de
uma unidade de prenila, atribuido a Me-4’. Esse sinal em 6 1,82 correlaciona-
se no experimento de HSQC (FIGURA 1.23, p. 56) com o carbono em o
18,0. Por meio do experimento de HMBC (FIGURA 1.24, p. 57) esse sinal
em 0 18,0 correlaciona-se com dois multipletos em 6 4,85 ¢ 4,94 (integrando
para um hidrogénio cada) atribuidos aos H,-5’ que pelo experimento de
HSQC correlacionam-se com um unico sinal de carbono em o6 114,0
sugerindo serem esses dois multipletos de dupla terminal. Esses sinais em 0
4,85 e 4,94 correlacionam-se também no experimento de HMBC com o sinal
em O 75,0 que pelo HSQC ¢ referente ao sinal duplo dubleto em o 4,31
(integrando para um hidrogénio) com constantes de acoplamentos de 4,1 Hz e
8,6 Hz. Esse duplo dubleto correlaciona-se com outros dois duplos dubletos
em 0 3,0l comJ=4,1e¢13,8 Hzeem 0 2,75 com J=8,6 Hz e 13,8 Hz.

No experimento de HSQC os sinais em & 3,01 e & 2,75
correlacionam-se com o mesmo sinal de carbono em & 36,0 sendo estes
atribuidos aos hidrogénios H-1’a e H-1"b.

O sinal em & 4,31 ¢ mais desblindado por estar ligado a um
carbono carbinolico. O posicionamento deste substituinte na posi¢ao 6 foi
confirmado pelas correlagdes observadas no experimento de HMBC, onde os
sinais dos hidrogénios em H-1" se correlacionam com o sinal de carbono em &
130,0 (C-5) e do sinal de hidrogénio em 6 7,28 (H-5) com o sinal de carbono
em 0 36,0 (C-1") (FIGURA 1.21, p. 53).
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1,82

FIGURA 1.21: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para a
Substancia IV.

Todos os dados de RMN de 'H e de °C da substancia IV sdo
mostrados nas TABELAS 1.7 e 1.8, na pagina 54, e comparados com os
dados da literatura.

A definicdo da estrutura da substancia IV foi confirmada pelo
espectro de massas (FIGURA 1.25, p. 58) obtido por CG-MS (rampa 100-1-
10-250-15) que apresentou o pico do fon molecular M" com m/z igual a 260,

0 que permitiu, somado aos dados mencionados, definir a estrutura da

Substancia IX como sendo a cumarina TAMARINA.
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TABELA 1.7: Dados de RMN de 'H da substincia IV (Tamarina) em

comparacao com dados da literatura.

Hidrogénio Tamarina isolada Tamarina (literatura)
3 6,25d (9,4) (1H) 6,11d (9,5) (1H)
4 7,63 d (9,4) (1H) 7,57 d (9,5) (1H)
5 7,28 s (1H) 7,14 s (1H)
8 6,81 s (1H) 6,64 s (1H)
I’a 2,75 dd (8,6 ¢ 13,8) (1H)
b 3,01 dd (4,1 ¢ 13.8) (1H) 3.1m (2H)
2’ 4,31 dd (4,1 e 8,6) (1H) -
4’ 1,82 s(3H) 1,69 s (3H)
5’a 4,85 m (1H)
b 4.94 m (1H) 4.87m (2H)
7-OCHj; 3,91 s (3H) 3,81 s (3H)

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integragio) (CDCls, 400 MHz).

TABELA 1.8: Dados de RMN de "°C da substancia IV (Tamarina).

Carbono Tamarina isolada
2 160,0
3 114,0
4 1450
4a 113,0
5 130,0
6 124,0
7 160,0
8
8a
1
X
3>
4

99,0

155,0

36,0

75,0

147,0

18,0

5 111,0
7-OCHj; 55,0

* ndo observado.
OBS: Dados de RMN de "°C (8) foram obtidos por meio das projecdes do HSQC e HMBC.
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da Substancia IV (Tamarina).
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(Tamarina).
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FIGURA 1.25: Espectro de massas da Tamarina (Substancia I'V).

1.6.1.5 — Identificacdo da Substancia V (Crenulatina)

A Substancia V (FIGURA 1.26, p. 58) apresentou-se como um
cristal branco e ¢ denominada como Crenulatina ou Angelical (BOWEN e
PERERA, 1982; WU e FURUKAMA, 1983a ¢ TAKEMURA et al., 1996),

comumente isolada em Citrus.

OHC_ ¢ > _4a_~
N3
LI
H;CO™ 807270

FIGURA 1.26: Estrutura quimica da cumarina Crenulatina (Substancia V).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 1.27, p. 60) da Substéincia
V apresenta os dois dubletos em 6 6,32 e 7,68, dois singletos em & 7,98 ¢
6,87, referentes a estrutura de uma cumarina 6, 7 dissubstituida. Outro sinal
semelhante também ¢ o singleto em J 4,00 integrando para trés hidrogénios,

referente aos hidrogénios metilicos ligados a um heterodtomo.
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O que o espectro de RMN de 'H apresenta a mais é a presenca de
um singleto em 6 10,40 integrando para um hidrogénio, caracteristico de um
hidrogénio de uma unidade aldeidica. Esses dados sugerem que a Substancia
V seja a cumarina CRENULATINA, a qual ¢ considerada artefato.

Os dados de RMN de 'H da Substancia V sio mostrados na
TABELA 1.9, na pagina 59, e comparados com os dados da literatura.

TABELA 1.9: Dados de RMN de 'H da Substincia V (Crenulatina) em

comparagao com dados da literatura.

Hidrogénio Crenulatina isolada  Crenulatina (literatura)
3 6,32 d (9,5) (1H) 6,30 d (9,5) (1H)
4 7,68 d (9,5) (1H) 7,65 d (9,5) (1H)
5 7,98 s (1H) 8,06 s (1H)
8 6,87 s (1H) 6,96 s (1H)
6-CHO 10,40 s (1H) 10,82 s (1H)
7-OCHj3 4,00 s (3H) 4,0 s (3H)

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integragio) (CDCls, 200 MHz).
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FIGURA 1.27: Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) da Substancia V

(Crenulatina).
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1.6.2 - Flavonoides

1.6.2.1 — Identificagdo da Substancia VI (Limonianina)

A Substancia VI (FIGURA 1.28, p. 61) apresentou-se como um
cristal amarelo e ¢ denominada como Limonianina (ou Atalantoflavona), a
qual ja foi isolada do gé€nero Citrus, e teve sua estrutura identificada com base
nos espectros de RMN 1D e 2D e por meio de comparagdes de dados
mencionados na literatura (BANERIJ et al., 1988; CHANG et al., 1990;
MAXIMO et al., 2002).

FIGURA 1.28: Estrutura quimica da flavona Limonianina (Substancia VI).

Analisando-se o espectro de RMN de 'H (FIGURA 1.30, p. 65)
da substancia em questdo, verificou-se a presenga de um singleto em 6 13,12
caracteristico de hidroxila quelada de um flavondide e dois dubletos em o
7,99 e 7,05 integrando para dois hidrogénios cada com constantes de
acoplamento iguais a 8,6 Hz, referente a acoplamento orto de hidrogénios em
um sistema aromatico, caracteristico do anel B de um flavonodide. Assim, o
sinal em 6 7,05 que se correlaciona pelo experimento de HSQC (FIGURA
1.31, p. 66) com o sinal de carbono em 6 116,9 fo1 atribuido aos hidrogénios
magneticamente equivalentes H-3” ¢ H-5", e o sinal mais desblindado em &
7,99 (pelo experimento de HSQC se correlaciona com 6 129,2) foi atribuido
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aos H-2’ e H-6’.0Observou-se ainda um singleto em o 6,69 integrando para um
hidrogénio que pelo experimento de HSQC correlaciona-se com o sinal em 6
104,1 caracteristico do hidrogénio H-3 de uma flavona. Os sinais referentes
aos carbonos podem ser observados no espectro de RMN de °C na FIGURA
1.32 na pagina 67.

O espectro de RMN de 'H apresentou também dois dubletos em
0 5,79 (pelo HSQC correlaciona-se com o 128,6) e 6,92 (pelo HSQC
correlaciona-se com o 115,4) integrando para um hidrogénio cada com J=
10,0 Hz e um singleto em 6 1,48 (pelo HSQC correlaciona-se com 6 28,2)
integrando para seis hidrogénios indicando duas metilas magneticamente
equivalentes, caracterizando a presenca de um anel pirano que ¢ um
substituinte comum encontrado em substancias isoladas em Citrus. Desta
forma, o sinal em & 5,79 foi atribuido ao H-3"’ e o sinal mais desblindado em
0 6,92 atribuido ao H-4’, restando o sinal em 6 1,48 que foi atribuido aos H-
5 e H-6"".

A posicao do pirano foi definida por meio do experimento de
NOESY (FIGURA 1.33, p. 68) que apresentou correlagdes entre os sinais de
hidrogénios em o 6,92 (H-4’") com ¢ 7,99 (H-2’/H-6") o que possibilita um
Unico posicionamento para o grupo pirano que € nas posi¢des 7 € 8. Outras

correlagdes observadas no experimento de NOESY sdo mostradas na

FIGURA 1.29, pagina 63.
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FIGURA 1.29: Correlagdes observadas no experimento de NOESY da
Substancia VI.

Restou ainda no espectro de RMN de 'H um singleto em & 6,18
que pelo experimento de HSQC correlaciona-se com o sinal em 6 100,2 sendo
atribuido ao H-6 apds a defini¢do do anel pirano.

Todos os dados de RMN de 'H e de °C da substancia VI sio
mostrados nas TABELAS 1.10 e 1.11, na pagina 64, e comparados com 0s
dados da literatura.

A anélise por Espectrometria de Massas (FIGURA 1.34, p. 69,
obtido no modo positivo com inser¢ao direta) da flavona mostrou o pico do
fon quase molecular [M+H]" com m/z 337 comprovando assim a formula
molecular do mesmo. Assim, baseado nos dados mencionados € em
comparacao os dados de RMN j& mencionados na literatura, confirmou-se a

estrutura da Substancia VI como sendo a flavona LIMONIANINA.
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TABELA 1.10: Dados de RMN de 'H da substancia VI (Limonianina) em

comparacao com dados da literatura.

Hidrogénio Limonianina isolada Limonianina (literatura)
3 6,69 s (1H) 6,70 s (1H)
6 6,18 s (1H) 6,19 s (1H)
2°/6° 7,99 d (8,6) (2H) 8,01 d (2H)
3°/5° 7,05d (8,6) (2H) 7,01 d (2H)
3” 5,79.d (10) (1H) 5,78 d (10) (1H)
4> 6,92 d (10) (1H) 6,93 d (10) (1H)
57/6” 1,48 s (6H) 1,49 s (6H)
5-OH 13,12's

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integragio) (CDCls, 400 MHz).

TABELA 1.11: Dados de RMN de "°C da substancia VI (Limonianina).

Carbono Limonianina isolada

2 165.0

3 104,1

4 183,2

5 152.,6

6 100,2

7 162,7

8 105,8

9 162,1
10 102,1
1 123,0
2°/6° 129,2
3°/5° 116,9
4’ 160,1
27 78.8
3 128.6
4> 1154
5°/6”’ 28,2

OBS: Dados de RMN de "°C (8) (CDCls, 100 MHz).

64



ESTUDO FITOQUIMICO DO CAULE DE CITRUS LIMONIA ENXERTADO COM C. SINENSIS

0100°0 —— J E
88821 = z
LEBY T —~ 2= — TR g
pes0 2 j =__BESL'6 c
B/G0 2 E e
2ES0°E E
9880°¢2 =
rio'e F
GI/0°E ﬁ E
-
518/°G =
. 1 E
99085 e —_— =BT E
r?‘czg;_g —_— — =T0000"V £
L >BL9V'E 5
EEIB.G —hsl - _J [ATN E
EBEB 'S _/‘ =030 E E
yor0- L _/ o
6790 £ E
G0B6 "/ 7— = /EI0E ~ o
0200°8 c
F o
Eo
9521 £ ——— — =—meeT
-
wad [edBajur § §

FIGURA 1.30: Espectro de RMN de 'H (400MHz, Acetona-d6) da

Substancia VI (Limonianina).
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FIGURA 1.31: Experimento de HSQC (400MHz, Acetona-d6) da Substancia

VI (Limonianina).
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FIGURA 1.32: Espectro de °C (100 MHz, Acetona-d6) da Substincia VI

(Limonianina).
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FIGURA 1.33: Experimento (ampliagdo) de NOESY (400MHz, Acetona-d6)

da Substancia VI (Limonianina).
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FIGURA 1.34: Espectro de massas da Limonianina (Substancia VI).

1.6.2.2 — Identifica¢do da Substancia VII (Lupinifolina)

A Substancia VII (FIGURA 1.35, p. 69) apresentou-se também
como um cristal amarelo e ¢ denominada como Lupinifolina, a qual ainda ndo
havia sido isolada em Citrus, teve sua estrutura identificada com base nos
espectros de RMN 1D e 2D e por meio de comparagdes de dados
mencionados na literatura (SMALBERGER et al., 1974; AGRAWAL, 1989).

FIGURA 1.35: Estrutura quimica da flavanona Lupinifolina (Substancia VII).
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O espectro de RMN de 'H (FIGURA 1.38, p. 76) da substincia
VII apresenta sinais semelhantes aos da Limonianina (ver item 1.6.2.1), ou
seja, o singleto em o 12,24 de uma hidroxila quelada de um flavonoide e os
dois dubletos em & 7,31 ¢ 6,86 (J = 8,6 Hz) do anel B. O sinal em o 6,86
(atribuido aos H-3" e H-5") se correlaciona pelo experimento de HSQC
(FIGURA 1.39, p. 77) com o sinal referente ao carbono em d 115,6 e o sinal
em o 7,31 (atribuido aos H-2’ e H-6") com o 127,5.

Pode ser observado pela ampliagio do espectro de RMN de 'H a
presenga de trés duplo dubletos que pelas constantes de acoplamentos
correlacionam-se entre si: O sinal em o 2,78 integrando para um hidrogénio
com J= 3,2 e 16,9 Hz (acoplamentos eq-ax e geminal); 6 3,04 integrando para
um hidrogénio com J= 12,6 ¢ 16,9 Hz (acoplamentos ax-ax e geminal) e o
5,32 também integrando para um hidrogénio com J= 3,2 e 12,6 Hz
(acoplamentos ax-eq e ax-ax). O sinal em 6 2,78 e & 3,04 correlacionam-se
pelo experimento de HSQC para o mesmo sinal de carbono em 6 43,2 ¢ o
sinal em 6 5,32 com o sinal em & 77,2. Esses trés duplo dubletos com as
constantes apresentadas sdo caracteristicos dos hidrogénios do anel C de uma
flavanona.

Assim, os sinais € a estereoquimica puderam ser definidas, isto &,
o sinal 6 2,78 em eq-ax (3,2 Hz) foi atribuido ao H-3a em correlagdo com o
H-2 e geminal (16,9 Hz) referente a correlacio do H-3a com H-3b; o sinal 6
3,04 em ax-ax (12,6 Hz) foi atribuido ao H-3b em correlagdo com o H-2 e
geminal (16,9 Hz) referente a correlacio do H-3b com H-3a e o sinal em o
5,32 em ax-eq (3,2 Hz) foi atribuido ao H-2 em correlagdo com o H-3a e ax-
ax (12,6 Hz) referente a correlagdo do H-2 com H-3b. Desta forma, o H-2 e¢ o
H-3a estdo em beta ¢ o H-3b em alfa como mostrado na FIGURA 1.35, na

pagina 69.
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O espectro de RMN de 'H apresentou também dois dubletos em
0 5,49 (pelo HSQC correlaciona-se com & 126,9) e & 6,62 (pelo HSQC
correlaciona-se com o 115,6) integrando para um hidrogénio cada com J=
10,0 Hz e um singleto em & 1,43 (pelo HSQC correlaciona-se com 6 28,2)
integrando para seis hidrogénios indicando duas metilas magneticamente
equivalentes, caracterizando a presenga de um anel pirano. O sinal em 6 5,49
foi atribuido ao H-3"’ ¢ o sinal em & 6,62 por ser mais desblindado foi
atribuido ao H-4"’.

Foi observado também no espectro de RMN de 'H sinais
caracteristicos de uma unidade isoprénica (prenila), substituinte comum em
estruturas de flavonoides isolados do género Citrus, ou seja, um dubleto em &
3,19 (integrando para dois hidrogénios) que pelo experimento de COSY
correlaciona-se com um tripleto em o 5,14 que integra para um unico
hidrogénio, sugerindo ser um hidrogénio olefinico. Observa-se ainda um sinal
em O 1,63 (integrando para seis hidrogénios) indicando hidrogénios de duas
metilas. O sinal em 0 3,19 pelo HSQC correlaciona-se com o 21,4; O sinal em
05,14 com d 122,4 e o sinal em 0 1,63 com 0 25,7.

Observando o experimento de HMBC (FIGURA 1.40, p. 78),
pode-se ver as correlacdes do sinal em & 3,19 com o sinal em & 133,8 que por
sua vez nao possui correlagdo pelo HSQC, sugerindo ser C-3”" olefinico
dissubstituido. Pelo experimento de NOESY (FIGURA 1.41, p. 79) vé-se as
correlacoes entre 0 1,63 com o 5,14 ¢ de 6 5,14 com 6 1,63 ¢ ainda com 0o
3,19. Desta forma, o sinal em o 3,19 foi atribuido ao H-1°"" que se
correlacionou pelo HMBC com & 122,4 o qual é o carbono em que o
hidrogénio em 0 5,14 esta ligado, assim o sinal em 6 5,14 foi atribuido ao H-
2>’°. Restando definir para a unidade isoprénica o sinal em & 1,63 que foi

atribuido aos hidrogénios das Me- 4"’ e Me-5""".
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Resta ainda definir o posicionamento do anel pirano e da prenila
que poderiam estar no anel A da flavanona de duas formas, como mostrado na

FIGURA 1.36 na pagina 72.

FIGURA 1.36: Possibilidades de posicionamento do anel pirano e da prenila

na estrutura da flavanona.

No experimento de NOESY pode-se observar a correlagdo do
sinal referente ao hidrogénio da hidroxila quelada em 6 12,2 com o sinal em o
6,62 (H-4’) e ainda, pelo experimento de HMBC observa-se a correlacao
destes dois sinais 6 12,2 € 8 6,62 com o sinal em 6 159,3 que ¢ referente ao C-
5. Verificam-se também outras correlagdes no experimento de HMBC como:
H-3"" com C-6 (6 105,4) e C-2" (5 80,7); H-4”> com C-2"" ¢ C-7 (6 162,3);
H-5/6" com C-2"" e C-3” (6 127,7), e do hidrogénio da hidroxila quelada
com O 159,3 como dito anteriormente € com C-6, permitindo assim,
posicionar o anel pirano nas posi¢des 6 ¢ 7. Com isso a prenila pode ser
posicionada no carbono 8 e foi confirmada pela correlagao do H-1"" com C-
7. Essas e outras correlagdes sao mostradas na FIGURA 1.37, na pagina 73.

Os valores de carbono foram obtidos pela projecdo de C dos

experimentos de HSQC e HMBC, visto que a massa da substincia era
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insuficiente para se obter todos os valores de carbono por meio do
. 1 . A e ~
experimento de RMN de "C. Os valores de hidrogénio e carbono sio

mostrados nas TABELAS 1.12 e 1.13, nas paginas 74 ¢ 75.

FIGURA 1.37: Correlagcdes observadas no experimento de HMBC da
Substancia VII.

A estrutura da substancia VII foi confirmada pelo espectro de
massas (FIGURA 1.42, p. 80), obtido no modo positivo com inser¢ao direta,
que apresentou o pico do fon quase molecular [M+H]" com m/z 407, de
acordo com a estrutura sugerida. Desta forma os dados obtidos e mencionados
anteriormente foram comparados com os dados de RMN ja mencionados na

literatura e confirmou-se a estrutura da Substancia VII como sendo a

flavanona LUPINIFOLINA.
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TABELA 1.12: Dados de RMN de 'H da substancia VII (Lupinifolina) em

comparacao com dados da literatura.

Hidrogénio Lupinifolina isolada Lupinifolina (literatura)
2 5,32.dd (3,2 e 12,6) (1H) 5,30dd (3,3 ¢ 12,7)
Ja 2,78 dd (3,2 ¢ 16,9) (1H) 2,78 dd (3,3 ¢ 17,3)
b 3,04 dd (12,6 € 16,9) (1H) 3,03dd (12,7 ¢ 17,3)
2°/6° 7,31 d (8,6) (2H) 7,28 d (8,5)
3°/5° 6,86 d (8,6) (2H) 6,84 d (8,5)
37 5,49.d (10) (1H) 5,48 d (10)
4 6,62 d (10) (1H) 6,63 d (10)
57/6” 1,43 s (1H) 1,44 s (6H)
1’ 3,19d (7,5) (2H) 3,20d (7)
27 5,14t (1H) 5,14t(7)
4>7°/5° 1,63 s (6H) 1,64 s (6H)
5-OH 12,24 s (1H) 12,20 s

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integragio) (CDCls, 400 MHz).
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TABELA 1.13: Dados de RMN de "°C da substancia VII (Lupinifolina).

Carbono Lupinifolina isolada

2 77,2

3 43,2

4 195,0

5 159,3

6 105.4

7 162,3

8 102,7

9 %

10 *

1’ %
2°/6° 127,5
3’/5° 115,6

4 159,3

2” 80,7

37 127,7

4> 115,6

57°/6” 28,2
| B 21,4
2’ 122,4
3 133,8

4°°/5 25,7

* ndo observado.
OBS: Dados de RMN de "°C (8) foram obtidos por meio das projegdes do HSQC e HMBC.
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FIGURA 1.38: Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl5) da Substéancia
VII (Lupinifolina).
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FIGURA 1.39: Experimento de HSQC (400MHz, CDCl;) da Substancia VII
(Lupinifolina).
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FIGURA 1.40: Experimento de HMBC (400MHz, CDCl;) da Substancia VII
(Lupinifolina).
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Iy

FIGURA 1.41: Experimento de NOESY (400MHz, CDCl;) da Substancia
VII (Lupinifolina).

79



ESTUDO FITOQUIMICO DO CAULE DE CITRUS LIMONIA ENXERTADO COM C. SINENSIS

alan161203

alan4B 38 (0.672) Scan AP+
100+ 407.4 4.44e5

441.4

o mwwmwwﬂwm " V.

miz
80 | 100 ' 120 | 140 160 180 = 200 220 = 240 260 = 280 300 320 340 360 @ 380 400 @ 420 440 460 ' 480

FIGURA 1.42: Espectro de massas da Lupinifolina (Substancia VII).

1.6.2.3 — Identificagdo da Substancia VIII (5,4’-dihidroxi-6-(3"’-
metil-2°"’-butenil)-2"’,2”’-dimetilpirano(5°’,6°’-7,8)flavanona)

A Substancia VIII (FIGURA 1.43, p. 80), apresentou-se também
como um cristal amarelo e teve sua estrutura identificada com base nos
espectros de RMN 1D e 2D e por meio de comparagdes de dados de
substancias semelhantes mencionados na literatura (SMALBERGER et al.,

1974; AGRAWAL, 1989).

FIGURA 1.43: Estrutura quimica da flavanona 5,4’-dihidroxi-6-(3’’-metil-
2>’-butenil)-2"°,2”’-dimetilpirano(5°’,6’’-7,8)flavanona (Substancia VIII).
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Pode-se observar no espectro de RMN de 'H (FIGURA 1.46, p.
87) da substancia VIII sinais semelhantes aos mostrados para a Limonianina
(item 1.6.2.1), ou seja, um singleto em & 12,25 da hidroxila quelada e os dois
dubletos em 6 7,32 (H-2/6") e 6,88 (H-3’/5") referente aos hidrogénios do
anel B.

Pode ser observado pela ampliacio do espectro de RMN de 'H a
presenga de trés duplo dubletos que pelas constantes de acoplamentos
correlacionam-se entre si: O sinal em 6 2,80 integrando para um hidrogénio
com J=3,0 e 17,1 Hz (acoplamentos eq-ax e geminal); 6 3,04 integrando para
um hidrogénio com J= 12,8 ¢ 17,1 Hz (acoplamentos ax-ax e geminal) e o
5,34 também integrando para um hidrogénio com J= 3,0 e 12,8 Hz
(acoplamentos eg-ax e ax-ax). O sinal em 6 2,80 e & 3,04 correlacionam-se
pelo experimento de HSQC para o mesmo sinal de carbono em 6 43,2 € o
sinal em & 5,32 com o sinal em & 78,0. Esses trés duplo dubletos com as
constantes apresentadas sdo caracteristicos dos hidrogénios do anel C de uma
flavanona, assim como discutido para a Lupinifolina (item 1.6.2.3).

Assim, os sinais ¢ a esteroequimica puderam ser definidas, isto &,
o sinal 6 2,80 em eq-ax (3,0 Hz) foi atribuido ao H-3a em correlagdo com o
H-2 e geminal (17,1 Hz) referente a correlagdo do H-3a com H-3b; o sinal o
3,04 em ax-ax (12,8 Hz) foi atribuido ao H-3b em correlagdo com o H-2 ¢
geminal (17,1 Hz) referente a correlacio do H-3b com H-3a e o sinal em o
5,34 em eqg-ax (3,0 Hz) foi atribuido ao H-2 em correlagdo com o H-3a e ax-
ax (12,8 Hz) referente a correlagdo do H-2 com H-3b. Desta forma, o H-2 o
H-3a estdao em beta e o0 H-3b em alfa como mostrado na FIGURA 1.43, na
pagina 80.

Os sinais de carbonos referentes aos H-2 e H-3a e H-3b foram
atribuidos por meio do espectro de RMN de °C (FIGURA 1.47, p. 83) e por
comparagao com os dados da Lupinifolina. A seguir na FIGURA 1.44 pagina
82, mostra algumas correlagcdes observadas no experimento de HMBC
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(FIGURA 1.48, p. 89) que confirmam as atribui¢cdes para o anel B e C da

flavanona mostradas acima:

FIGURA 1.44: Correlagdes complementares observadas no experimento de

HMBC da Substancia VIII.

Todos os sinais de RMN de 'H e "C sio mostrados nas
TABELAS 1.14 ¢ 1.15, nas paginas 85 ¢ 86.

O espectro de RMN de 'H apresentou também os sinais
carateristicos da presenca de um anel pirano, ou seja, dois dubletos em 6 5,50
(pelo HSQC correlaciona-se com 6 125,9) e 6,64 (pelo HSQC correlaciona-se
com 0 115,6) integrando para um hidrogénio cada com J= 9,9 Hz e um
singleto em & 1,44 (pelo HSQC correlaciona-se com 6 28,2) integrando para
seis hidrogénios. O sinal em ¢ 5,50 foi atribuido ao H-3"" e o sinal em & 6,64
por ser mais desblindado foi atribuido ao H-4"".

Foi observado também no espectro de RMN de 'H sinais
caracteristicos de uma unidade isoprénica (prenila), ou seja, um dubleto em o
3,21 (integrando para dois hidrogénios), um tripleto em & 5,15 que integra
para um unico hidrogénio e um singleto em 6 1,65 (integrando para seis
hidrogénios) indicando hidrogénios de duas metilas. Os sinais em & 3,21 ¢ &
5,15 foram atribuidos aos H-1""" ¢ H-2""’, respectivamente, ¢ o sinal em 0
1,65 referente as Me-H-4""" ¢ Me-H-5"".
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Observando o experimento de HMBC pode-se ver as correlagdes
do sinal em 6 3,21 (H-1"") com os sinais em & 122,4 (C-2°"’) e 6 131,5 (C-
3’") e do sinal em & 1,65 (H-4"°/5""") com os sinais referentes a C-2’"" e C-

3””’, confirmando os hidrogénios e carbonos da prenila.

Assim como para a defini¢do da estrutura da Lupinifolina (item
1.6.2.3), falta definir a posicdo do anel pirano e da prenila no anel A da
estrutura da flavanona. Essa defini¢do pdde ser feita a partir de andlise das
correlacdes observadas no experimento de HMBC e também pelas
correlagdes observadas no experimento de NOESY (FIGURA 1.49, p. 90).
No experimento de HMBC observa-se as correlagdes do sinal da hidroxila
quelada em & 12,25 com os sinais de carbonos em 6 155,8 (C-5) e 6 108,5 (C-
6). Baseado nesses dados € somado com as correlacdes entre o H-1""" (da
prenila) com os mesmos sinais de carbonos C-5 e C-6, permite-se afirmar que
a prenila estd na posicdo 6. Essas e outras correlacoes da prenila sdo
mostradas na FIGURA 1.45, na pagina 84. Pode-se observar também a
correlacdo do sinal da hidroxila quelada em & 12,25 no experimento de
NOESY com o sinal em 6 1,63 referente as Me-4’"" ¢ Me-5""", confirmando
assim o posicionamento da prenila. Desta forma, o anel pirano est4 na posicao

7e8.
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FIGURA 1.45: Correlagcdes observadas no experimento de HMBC da
substancia VIII que confirmam o posicionamento da prenila no anel A da

flavanona.

A estrutura da substancia VIII foi confirmada pelo espectro de
massas (FIGURA 1.50, p. 91) que apresentou o pico do ion quase molecular
[M+H]" com relagdo massa/carga de m/z 407, o que estd de acordo com a
formula molecular C,sH,505 para a estrutura sugerida. Desta forma os dados
obtidos e mencionados anteriormente foram comparados com os dados de
RMN de substancias semelhantes mencionados na literatura e confirmou-se a
estrutura da Substancia VIII como sendo uma flavanona nova denominada
5,4’-dihidroxi-6-(3’"’-metil-2""’-butenil)-2’",2*’-dimetilpirano(5’’,6"’-

7,8)flavanona.

84



ESTUDO FITOQUIMICO DO CAULE DE CITRUS LIMONIA ENXERTADO COM C. SINENSIS

TABELA 1.14: Dados de RMN de 'H da substancia VIII (5,4’-dihidroxi-6-
(3’7’-metil-2’’-butenil)-2"’,2’-dimetilpirano(5°’,6’’-7,8)flavanona).

Hidrogénio Substancia X isolada
2 5,34 dd (3,0 ¢ 12,8) (1H)
3a 2,80dd (3,0e 17,1) (1H)
b 3,04 dd (12,8 ¢ 17,1) (1H)
2°/6° 7,32.d (8,5) (2H)
3’/5° 6,88 d (8,5) (2H)
3” 5,50d (9,9) (1H)
4> 6,64 d (9,9) (1H)
5/6” 1,44 s (6H)
1> 3,21d (7,4) 2H)
2 5,15t (1H)
4>°/5°” 1,65 s (6H)
5-OH 12,25 s (1H)

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integragio) (CDCls, 400 MHz).
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TABELA 1.15: Dados de RMN de "*C da substancia VIII (5,4’-dihidroxi-6-
(3”7’-metil-2’-butenil)-2"’,2"’-dimetilpirano(5°’,6’’-7,8)flavanona).

Carbono Substancia X isolada

2 78,0

3 43,2

4 196.,4

5 155,8

6 108.5

7 159,3

8 102,8

9 159,8
10 102,6
I’ 131,0
2°/6° 127.,6
3’/5° 1154
4 156,5
2”7 78.4
3” 125,9
4> 115.,6
516’ 28,2
1’ 21,4
2’ 122,4
3 133,5
4>°/5 25,7

OBS: Dados de RMN de °C (8) (CDCl;, 100 MHz).

86



ESTUDO FITOQUIMICO DO CAULE DE CITRUS LIMONIA ENXERTADO COM C. SINENSIS

ET92°T
rrer’y E‘:’
vory T ﬂ\ E
ESGR'T =\ \ E
B9LY T E
0559 | _N— 9692/ E
o = ; E
POLLTE — =__BBEG 9 IE_
L2 £
R |
LOTOE — BEEY | E
. I
L2P0°E £0S6°} E
PEGOE E
GGBOE EY
0202°€ £
9022 € . E
680G £ STI0E ¥ E
PBOE'G — —emvy
0826 G TEBZ T E
GOEE'G E—m
6FGE "G E
E96F G —_EB91 '} E
2125 -f =080
0/E9°9 =" B9I¥'¢ E
0253°9 E E
16/8°9 o
9968°9 E
voL2 L E
1BTE L E
TBREE" £ E
Ea
E
4 F—E
9€G2" 2 < =T00007
Ez
E
wdd eJbajur F g

FIGURA 1.46: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) da Substéincia
VIII  (5,4’-dihidroxi-6-(3’"’-metil-2°*’-butenil)-2"’,2°’-dimetilpirano(5°’,6°’-

7,8)flavanona).
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FIGURA 1.47: Espectro de RMN de "°C (100 MHz, CDCl;) da Substéincia
VIII  (5,4’-dihidroxi-6-(3’"’-metil-2°*’-butenil)-2"’,2*’-dimetilpirano(5°’,6°’-
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FIGURA 1.48: Experimento de HMQC (400MHz, CDCl;) da Substancia
VIII  (5,4’-dihidroxi-6-(3’"’-metil-2°*’-butenil)-2"’,2*’-dimetilpirano(5°’,6°’-

7,8)flavanona).

89



ESTUDO FITOQUIMICO DO CAULE DE CITRUS LIMONIA ENXERTADO COM C. SINENSIS

FIGURA 1.49: Experimento de NOESY (400MHz, CDCl;) da Substancia
VIII  (5,4’-dihidroxi-6-(3’"’-metil-2°*’-butenil)-2"’,2*’-dimetilpirano(5°’,6°’-

7,8)flavanona).
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FIGURA 1.50: Espectro de massas da 5,4’-dihidroxi-6-(3’"’-metil-2""’-
butenil)-2"’,2”’-dimetilpirano(5°’,6°’-7,8)flavanona (Substancia VIII).

1.6.3 - Alcalodide

1.6.3.1 — Identificagdo da Substancia X (5-hidroxinoracrinicina)

A substancia IX (FIGURA 1.51, p. 92) apresentou-se como um
cristal amarelo que ao analisar em CCDA mostrou fluorescéncia sob radiagao
UV (254 e 365 nm) e ainda coloragdo alaranjada quando revelada com
reagente Dragendorff, evidenciando a possibilidade de tratar-se de um
alcaldide. A substancia IX foi analisada por RMN 1D e 2D e por
espectrometria de massas sendo denominada como a 5-hidroxinoracronicina
(FRASER et al., 1973; WU et al.,, 1983; TAKEMURA et al., 1996), ja

descrito na literatura seu isolamento em Citrus.
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FIGURA 151: Estrutura quimica do alcaldide 5-Hidroxinoracrinicina

(Substancia [X).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 1.53, p. 95) apresentou
sinais em o 7,79 dl integrando para um hidrogénio com J= 8,2 Hz; um dubleto
em & 7,33 dl integrando para um hidrogénio com J= 7,4 Hz ¢ um tripleto em &
7,21 também integrando para um hidrogénio, associados a hidrogénios de um
anel aromatico trissubstituido. Pelo experimento de COSY (FIGURA 1.54, p.
96) pode-se observar as correlagdes de 6 7,79 e 7,33 com 6 7,21 e de 6 7,21
com os sinais em 0 7,79 e 7,33. No experimento de HSQC (FIGURA 1.55, p.
97) pode ser visto as correlagdes de 6 7,79 com o sinal de carbono em o
118,0; & 7,33 com & 121,0 ¢ & 7,21 com & 124,0. Observa-se ainda no
espectro de RMN de 'H a presenca de um singleto em & 14,46 referente a um
hidrogénio de uma hidroxila quelada de alcaloide.

Esse sinal de hidroxila quelada em 6 14,46 também pode ser
caracteristico de flavonoides 5-hidroxilado. Contudo, o espectro de massas
(FIGURA 1.57, p. 99) mostrou um possivel peso molecular inferior que
aquele para um flavonodide. Conhecendo o perfil quimico da famila Rutaceae
¢ de acordo com dados da literatura (TAKEMURA et al., 1998 e ITO et al.,
2000) o sinal em o 14,46 logo levou a se propor a presenca de um alcaldide
derivado do 4cido antranilico do tipo acridonico. Desta forma, a hidroxila
quelada esta localizada na posi¢ao 1 como mostra a FIGURA 1.52, na pagina

93.
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Observa-se também no espectro de RMN de 'H um singleto em &
3,84 integrando para trés hidrogénios referentes uma metila ligada a um
heteroatomo. Esse sinal em & 3,84 correlaciona-se no experimento de HSQC
com um sinal em o 49,0 sugerindo uma maior blindagem em rela¢do a um
carbono ligado a um oxigénio, assim o sinal em 6 3,84 refere-se a uma metila
ligada a um nitrogénio.

O espectro de RMN de 'H mostrou ainda dois dubletos em & 6,75
e 5,69 integrando para um hidrogénio cada e com J=9,7 Hz, juntamente com
o singleto correspondente a hidrogénios metilicos em 6 1,52 integrando para
seis hidrogénios, indicando a presenca de um anel pirano.

No experimento de NOESY (FIGURA 1.56, p. 98) observa-se as
correlagdes de 0 1,52 com 6 5,68; de 6 5,68 com d 6,75 e de d 6,75 com 3,84,
permitindo posicionar o anel pirano nas posigoes 3 ¢ 4 (FIGURA 1.52, p. 93).

Por tltimo, tem-se no espectro de RMN de 'H um singleto em &
6,11 que se correlaciona pelo experimento de HSQC com o sinal de carbono
em 0 98,0 sendo atribuido ao hidrogénio na posi¢ao 2.

Todos os dados de RMN de 'H e de “C da substincia IX
discutidos acima sdo mostrados nas TABELAS 1.16 e 1.17, na pagina 94, em

comparacao com os dados da literatura.

FIGURA 1.52: Correlagdes observadas no experimento de NOESY para a
Substancia IX.
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O espectro de massas (FIGURA 1.57, p. 99) apresentou para a
Substancia IX o pico do ion quase molecular [M-H] com m/z 322, ¢ somado

aos dados discutidos acima, confirma sua estrutura como sendo o alcaloide 5-

HIDROXINORACRINICINA.

TABELA 1.16: Dados de RMN de 'H da substancia IX (5-

Hidroxinoracrinicina) em comparagdo com dados da literatura.

Hidrogénio 5-hidroxinoracrinicina  5-hidroxinoracrinicina

isolada (literatura)
2 6,11 s (1H) 6,13 s
6 7,33 dl (8,2) (1H) 7,32 m
7 7,21 t (1H) 7,22 m

8 7,79 dl (8,2) (1H) 7,78 dd (1H)
3’ 5,68 d (9,7) (1H) 5,43 d
4 6,75d (9,7) (1H) 6,69d
5,6’ 1,50 s (6H) 1,51s
-NCH; 3,84 s (3H) 3,80s
1-OH 14,46 s (1H) 14,2's

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integragio) (CDCls, 400 MHz).

TABELA 1.17: Dados de RMN de C obtidos pela projecio do HSQC da

substancia IX (5-Hidroxinoracrinicina).

Carbono 5-hidroxinoracrinicina
isolada
2 98,0
6 121,0
7 124,0
8 118,0
3 126,0
4’ 122,0
5 27,0
6’ 27,0
-NCHj; 49,0

OBS: Dados de RMN de "°C obtidos pela projegio do HSQC.
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FIGURA 1.53: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, Acetona-d6) da

Substancia IX (5-Hidroxinoracrinicina).
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FIGURA 1.54: Experimento de COSY (400 MHz, Acetona-d6) da

Substancia IX (5-Hidroxinoracrinicina).
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FIGURA 1.55: Experimento de HSQC (400 MHz, Acetona-d6) da

Substancia IX (5-Hidroxinoracrinicina).
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FIGURA 1.56: Experimento de NOESY (400 MHz, Acetona-d6) da

Substancia IX (5-Hidroxinoracrinicina).
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FIGURA 1.57: Espectro de massas da 5-Hidroxinoracrinicina (Substancia

IX).
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AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA FRENTE A GUIGNARDIA CITRICARPA

2 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA FRENTE
A GUIGNARDIA CITRICARPA

A citricultura brasileira vem enfrentando varios prejuizos
causados pela ocorréncia de pragas como a Clorose Variegada dos Citros
(CVC), Tristeza dos Citros (CTV), Leprose dos Citros, Pinta Preta dos Citros
e Cancro Citrico (AGUILAR-VILDOSO et al., 2002). Dentre elas, a Mancha
Preta dos Citros ou Pinta Preta dos Citros afeta varias espécies do género,
causando consideraveis danos, por afetar o aspecto dos frutos, restringindo
assim, a comercializacdo de mudas e frutos principalmente da laranja doce
(Citrus sinensis) (KOTZE, 1996). Esses danos ocasionam prejuizos no
mercado externo em decorréncia das barreiras fitossanitarias impostas pelos
paises como os EUA e a Comunidade Européia (AGUILAR-VILDOSO et al.,
2002).

Desta forma, os sintomas da “mancha preta” sdo vistos com
preocupacao principalmente por prejudicarem a comercializagdo dos Orgaos
de reserva das plantas, ou seja, o produto de maior importancia econémica, o
fruto. (LARANJEIRA et al., 2005). Assim, considerando o ponto de vista
econdmico, a Mancha Preta do Citros tem grande importancia por atingir os
frutos nas variedades mais apreciadas para o consumo In natura,
principalmente a laranja Péra, depreciando-os comercialmente na aparéncia
através de manchas, que apesar de limitadas a casca (flavedo), inviabilizam a
sua comercializa¢do, principalmente para o mercado externo (GOES, 1998;
CARDOSO FILHO, 2003).

Descrita pela primeira vez em frutos citricos em 1895, na
Australia, a Mancha Preta causou perdas significativas em laranja Valéncia,
resultante de infecgdes ocorridas nos pomares em fases de pos-colheita
(GOES, 1998). No Brasil, em 1937, houve os primeiros relatos da possivel

presenga da doenca no estado de Sao Paulo, dado que ndo se confirmou, visto
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que, além dos frutos de laranjeira seleta no municipio de Piracicaba, ndo
houve nenhum novo relato da doenga, até a sua deteccao de forma epidémica
no estado do Rio de Janeiro. Considerando que as lesdes encontradas nao
eram iguais as do agente causal e, ainda, que em nenhum pais do mundo onde
foi encontrada a presenga do patogeno houve uma reducdo da doenca
(AGUILAR-VILDOSO et al., 2002).

A Mancha Preta dos citros ¢ uma doenca que tem sua origem
fungica atacando folhas, ramos verdes e, principalmente, frutos
(LARANIJEIRA et al., 2005). Uma das principais caracteristicas desta doenga
¢ a auséncia de sintomas tipicos mesmo estando infectados, sendo que o
aparecimento dos sintomas pode demorar at¢ um ano (AGUILAR-VILDOSO
et al., 2002). H4 uma grande varia¢do nos sintomas, dependendo da fase do
fruto e das condicdes climaticas. Os tipos de sintomas (FIGURA 2.1, p. 103)
que podem ocorrer nos frutos citricos sdo: 1) mancha de falsa melanose, que
causa lesdes mintsculas e numerosas, semelhantes a melanose; 2) mancha
dura, que se manifesta preferencialmente durante a maturagdo do fruto,
causando lesoes circulares, com o centro claro, circundadas por borda escura,
¢ a lesdo mais tipica da doenca e a mais facil para sua confirmagdo. Ocorre
principalmente na maturacdo dos frutos de laranja e em frutos jovens de
limdo; 3) mancha sardenta, ¢ pequena, marrom-avermelhada e desenvolve-se
em frutos maduros e em pos-colheita; 4) mancha virulenta, ocorre
tardiamente, ¢ profunda, marrom-avermelhada e pode cobrir grande parte da
superficie do fruto; 5) mancha trincada, observada desde frutos verdes,
ligeiramente saliente e superficial, varidvel em tamanho, podendo apresentar
halo; 6) a mancha rendilhada, freqiientemente denominada como falsa

melanose, expressando-se em frutos verdes (LARANIJEIRA et al., 2005).
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2- Mancha dura.

Salle

6- Mancha rendilhada.

FIGURA 2.1: Sintomas da mancha preta dos citros observadas em frutos.

Figura extraida do website da FUNDECITRUS.

O fungo causador da Mancha Preta dos frutos citricos foi
descrito por McAlpine em 1889 na sua forma assexuada e recebeu a
designagdo de Phoma citricarpa e posteriormente de Phyllosticta citricarpa.
O estagio sexual do patdgeno foi descoberto por Kiely e foi chamado de
Guignardia citricarpa, apresentando uma ampla faixa de hospedeiros
compreendendo plantas de dezenas de familias, sendo que no género Citrus, a
doenca ocorre em laranjas, tangerinas e limoes (GOES, 1998).

A “mancha preta” dos citros apresenta os ciclos primarios e
secundarios bem distintos. O primeiro representa a fase sexual de Guignardia
citricarpa, cujas estruturas infectadas sdo os ascosporos, responsaveis pela
introdugdo do patdogeno na area e inicio das epidemias a cada ciclo da
citricultura, sendo os ascdsporos mencionados por alguns autores como a
principal frente do indculo. O ciclo secundério € caracterizado pela fase

assexual do fungo (Phyllosticta citricarpa), onde os picinidiésporos sao
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responsaveis pelo incremento da doenga na planta e ao seu redor (AGUILAR-
VILDOSO et al., 2002).

O patogeno pode permanecer no estado latente e infectar mais de
90% das folhas em pomares altamente infectados (LARANJEIRA et al.,
2005).

O desenvolvimento dos picnididésporos e pseudotécios pode ser
influenciado pela alternancia de condi¢gdes Umidas e secas, além de
temperaturas amenas. Sob tais condi¢des, ocorre a maturagdo dos
pseudotécios em seis a oito semanas. Pseudotécios maduros contém ascos,
cada um com oito ascésporos (FIGURA 2.2 (A), p. 104), que sdo ejetados no
ar ¢ disseminados pelas correntes de ar. Os picnididésporos (FIGURA 2.2 (B),
p. 104) sdo disseminados a distancias mais curtas ¢ dependem de chuva. As
duas formas de esporo causam infec¢do em frutos e folhas (LARANJEIRA et
al., 2005).

FIGURA 2.2: Ascosporos (A) e Picnidiosporo (B) de Guignardia citricarpa
(LARANIJEIRA et al., 2005).

Na FIGURA 2.3, na pagina 105 pode ser observado o ciclo da
doenga: No estagio 1, as folhas infectadas em decomposicao no solo permite a
formacdao dos ascosporos, que sdo levados pelo vento, podendo infectar
folhas, frutos e ramos. No estadgio 2, formam-se as lesdes nos frutos onde sao

produzidos picnidiodsporos, onde sdo levados por meio de agua, que pode ser
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por chuva, orvalho e irrigacdo. Esses picnidiosporos infectam folhas, frutos e
ramos. Por ultimo, no estagio 3, as folhas infectadas ao cairem no solo
formam novos ascosporos, dando continuidade ao ciclo (FUNDECITRUS,
2000).

Assim sendo, percebe-se que se houverem fatores que
provoquem danos a planta ocasionando a queda de folhas ou a debilitem -
como pragas e doencas, abandono dos tratos culturais e desequilibrios
nutricionais — esses poderdo favorecer ainda mais o desenvolvimento da

mancha preta no citros (FUNDECITRUS, 2006).

FIGURA 2.3: Ciclo da doenca Mancha Preta dos Citros — Figura extraida do
website da FUNDECITRUS.

Em funcdo da importancia econdmica das frutas citricas, buscou-
se avaliar os metabolitos secundarios isolados' do caule de Citrus limonia
enxertado com C. sinensis frente ao fungo Guignardia citricarpa com o
intuito de buscar uma ou mais substancias que impecam o crescimento do

fungo e, assim obter possivel antiftingico eficaz contra a doenga. Esta

! Descritos no Capitulo 1.
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avaliacdo foi realizada de duas formas: primeiro realizou-se o ensaio de
inibicdo de G. citricarpa in vitro pelo método de difusdo em agar, ¢ em
seguida, o ensaio de inibicdo de G. citricarpa, in vitro, pelo método de

germinacao de esporos em placa de poliestireno.

2.1 - PARTE EXPERIMENTAL

2.1.1 — Materiais € métodos

2.1.1.1 — Materiais e reagentes utilizados

e Cortador com um vazador metalico (com 2c¢m de didametro);

e Alfinete entomolégico;

e Placas de Petri (dimensao h x ¢ = 12 x 90mm);

e Laminas de vidro;

e (Camara de Newbauer;

e (Camara de crescimento (Marconi, Brasil);

e Microscopio 06tico;

e Meios de cultura: BDA (Batata-dextrose-agar) e dagar-dgua
(1,5%);

e Papel de filtro;

e DMSO;

e Acetato de amila.
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2.1.1.2 — Obtencao das substancias ensaiadas

As substancias ensaiadas frente ao fungo G. citricarpa foram
obtidas a partir do fracionamento cromatografico do caule de C. limonia
enxertado com C. sinensis, descrito com detalhes no capitulo 1 desta tese.
Sao elas: Xantiletina (Substancia II), Seselina (Substancia III), Suberosina
(Substancia I), Crenulatina (Substincia V), Tamarina (Substancia IV),

Limonianina (Substancia VI) e 5-Hidroxinoracrinicina (Substancia [X).

2.1.1.3 — Patogeno

O fungo Phyllosticta citricarpa foi repicado em BDA (Batata-
dextrose-agar) e cultivado em cdmara de crescimento a 26°C, sob alternancia
de luz, 12h de claro e 12h de escuro, com o uso de lampada fluorescente
durante 25 dias. ApoOs repicagem, obteve-se os picnidiosporos do fungo por
meio do crescimento do mesmo em fragmentos de folhas de limao siciliano
que foram autoclavadas por 20 minutos em agua destilada e colocadas em
placas de Petri com meio agar-dgua (1,5%), sendo 5 fragmentos por placa.
Em pontos proximos ao fragmento de folha, foram colocados discos de
micélio, ou seja, colonias com 20 dias de crescimento em BDA. Passado 14

dias, observou-se a presenc¢a de picnidios na superficie das folhas.

2.1.2 — Ensaio de inibi¢ao de G. citricarpa in vitro pelo método de

difusdo em agar

Para a detecgdo de substincias com atividade antifungica in

vitro, utilizou-se o método de difusdo. Por este método buscava-se detectar
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quais substancias possuem atividade inibindo o crescimento de micélios do
fungo G. citricarpa.

O meio so6lido de cultura utilizado foi o BDA (batata-dextrose-
agar), onde este material, depois de preparado e esterilizado em autoclave, foi
vertido em placas de Petri e mantidas em capela de fluxo laminar até¢ a
solidificagdo. Essas placas de Petri foram preparadas para os ensaios
realizando-se no meio de cultura, trés pocos de 5 mm de didmetro cada, de
forma que circundassem a regido central da placa, onde se inoculou o fungo.
Nesses trés pogos foram adicionados 100 uL das solucdes em DMSO nas
concentragdes de 5,00 mg/mL, 2,50 mg/mL e 1,25 mg/mL, para cada
substancia testada. Depois do periodo de desenvolvimento do fungo foi
avaliado o potencial fungitoxico desses materiais através da inibicdo do
crescimento do microrganismo. A seguir, na FIGURA 2.4 na pagina 109 ¢
mostrado, segundo este método de difusdo, uma placa sem a inibicdo do
crescimento do fungo (a) e outra com atividade antifingica, demonstrada pela
inibicao do crescimento do fungo no local, ou seja, préximo ao local onde foi
adicionado um composto com potencial antifingico frente ao fungo G.
citricarpa (b).

Este método se restringe a um dado apenas qualitativo, visto que
s0 € possivel determinar se uma dada substancia inibe ou ndo o crescimento
de micélios do fungo, ou seja, ndo se pode mensurar o quanto de inibicao do

fungo foi observado.
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FIGURA 2.4: Demonstragdo do crescimento e inibicdo do fungo G.
citricarpa pelo método de difusdo em agar. (a) crescimento sem inibi¢do do
fungo; (b) Inibicdo do crescimento do fungo proéximo aos pogos (1, 2 e 3)

onde foi adicionado uma substancia com potencial antifiingico.

2.1.3 — Ensaio de inibi¢ao de G. citricarpa, in vitro, pelo método de

germinagdo de esporos em placa de poliestireno

Outro meio de determinagdo da inibi¢do do fungo G. citricarpa
realizado neste trabalho foi via a germinacdo de esporos. A obtencdo dos
esporos de G. citricarpa foi feita crescendo o fungo em folhas (cortadas com
um vazador metalico com 2 cm de diametro) de Citrus, as quais foram
autoclavadas em agua destilada por 20 min e colocados em placa de Petri (de
dimensdes h x ¢ =12 X 90mm) com meio agar-agua (1,5%), sendo 5
fragmentos por placa, como mostrado na FIGURA 2.5a, na pagina 111. Em
pontos proximos ao fragmento da folha, foram colocados discos de micélio
(colonias com 20 dias de crescimento em BDA) (FIGURA 2.5a). Apos 14
dias observou-se, com auxilio de uma lupa, a presenga de uma matriz
gelatinosa no ostiolo do picnidio (FIGURA 2.5b) que foi coletada, sob lupa
(que permitiu um aumento de visualizagdo de 200 vezes), com auxilio de um

alfinete entomoldgico, sendo em seguida, essa massa utilizada para o preparo
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das suspensdes de conidios (2x10" conidios mL") (FIGURA 2.5c),
quantificados em camara de Newbauer.

A obtengdo dos picnidiosporos € realizada segundo MCONIE
(1964, 1967) ¢ BLANCO (1999), onde sao retirados a partir de uma massa
gelatinosa presente no ostiolo dos picnidios, sendo necessario viabilizar a
massa desses picnidiosporos. Isso € feito por meio de observacao em laminas
de poliestiresno com auxilio de um microscépio (que permite o aumento de
visibilidade de 400 vezes) e confirmada a partir da germinacdo dos mesmos,
em H,O destilada esterilizada, apés 12h de inoculacdo em camara de
crescimento a 25°C.

Para a producdo das laminas recobertas com filme de
poliestireno, obteve-se uma solugdo de poliestireno, através da solubilizacao
de uma placa de petri de poliestireno (de dimensdes h x ¢ =12 x 90 mm)
moida em 100,0 mL de acetato de amila. Em seguida, mergulhou-se um
numero desejado de laminas de vidro nessa solugao de poliestireno e deixou-
se secar por um periodo de 6 horas em capela, obtendo-se, assim, um filme de
poliestireno nas laminas de vidro. A lamina de poliestireno tem a funcao de
mimetizar a superficie hidrofobica das folhas de Citrus.

O experimento ¢ realizado utilizando-se uma placa de Petri de
vidro (h x ¢ =12 x 90 mm), a qual ¢ forrada no interior com papel de filtro
circular ¢ adicionando-se uma lamina de vidro sem o filme de poliestireno
sobre este papel de filtro, para que a lamina superior ndo tenha contato com o
papel de filtro. Sobre esta lamina, sobrepde-se uma outra lamina de vidro,
mas agora recoberta com filme de poliestireno de tal modo que se forme uma
cruz, umedecendo em seguida o papel de filtro com agua destilada (FIGURA
2.5d) (LEITE, 1992).

O experimento ¢ conduzido adicionando-se 20 pl. da suspensao
de esporos mais 20 puL da solucdo em DMSO/H,O (1:1) da substancia a ser

testada sobre a lamina de vidro que € recoberta com o filme de poliestireno.
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As placas de Petri contendo o experimento sdo seladas com plastico
transparente e incubadas em camara de crescimento a temperatura de 26°C e
luz fluorescente constante por 12h. Com o auxilio de um microscopio ¢
possivel observar a germinagdo dos picnidiosporos, nos periodos de 12, 18 e
24 horas do inicio do experimento.

Sao considerados como germinados os picnididsporos com tubos
germinativos maior que o comprimento do proprio picnididsporos (FIGURA
2.5e e f) (GLIENKE, 1995). Se nao houver germinagdo dos picnidiosporos,

dentro do periodo de 24 horas, o composto testado pode ser tido como um

agente fungitoxico.
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FIGURA 2.5: Germinagdo de picnididésporos e formacdo de apressorio de
Phyllosticta citricarpa (teleomorfo: Guignardia citricarpa) a partir de
picnidios formados em folhas de Citrus (a). Massa de picnididosporos na
superficie do ostiolo do picnidio (b); Picnidiosporos ainda ndo germinados
(C); Placa de Petri com papel de filtro umidecido e placas de vidro em forma
de cruz onde se realiza o experimento de inibi¢do (d); Germinac¢do do

picnidiosporo e formagao de apressorio de P. citricarpa (e — f) apds 12 e 16h.
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2.2 — RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram mostrados na parte experimental do presente capitulo
como se procederam aos experimentos para testar atividade antifingica
(frente ao fungo G. citricarpa) das substancias isoladas do porta-enxerto de C.
sinensis sobre C. limonia.

Iniciou-se os testes com as cumarinas Suberosina (Substancia I)
¢ Xantiletina (Substanciall) avaliando a inibi¢do de G. citricarpa pelo método
de difusdo em agar com o intuito de saber quais substancias isoladas do porta-
enxerto de Citrus poderiam ter atividades antifingica, porém este teste inibe
apenas a formacao de micélios, e estes ndo estdo envolvidos diretamente com
o processo de infec¢do das plantas.

Dentre as substancias testadas frente ao fungo, a cumarina
Suberosina (I) apresentou inibi¢do do crescimento de micélios do fungo em
todas as trés concentracdes da cumarina utilizadas no ensaio. Este resultado
mostra que as substancias isoladas na parte inferior do enxerto de C. sinensis
sobre C. limonia podem ser promissoras frente ao fungo. Vale também
mencionar que este dado ¢ apenas qualitativo, como ja foi dito anteriormente
no item 2.1.2. Mas o intuito aqui ¢ de se ter uma idéia de atividade frente ao
fungo quando se utiliza substancias isoladas do caule de C. limonia enxertado
com C. sinensis. Desta forma, esse resultado mostrou que substancias
preniladas isoladas na parte inferior do enxerto podem ser possiveis
antifingicos.

Vale ressaltar que esse teste foi realizado no inicio da pesquisa,
quando nao se havia isolado um grande numero de substancias, por isso se
utilizou no teste um numero muito pequeno de substancias isoladas do porta-
enxerto de C. sinensis sobre C. limonia. Posteriormente, pelo fato deste teste
nao mostrar resultado frente ao 6rgdo do microrganismo em que se da a

infeccdo nas plantas, restringiu-se somente a estes dados aqui apresentados,
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que foram de grande valia, pois mostraram a potencialidade de uma
substancia isolada do porta-enxerto.

Em seguida, pretendia-se ter um dado quantitativo de inibi¢ao do
fungo e mais direcionado com o 6rgdo do microrganismo em que se da a
infeccdo nas plantas, ou seja, os conideos (esporos do fungo) e ainda, testar
outras substincias que foram sendo isoladas durante esta pesquisa de
doutorado. Esses dados foram obtidos no Laboratério de Fitopatologia da
ESALQ/USP de Piracicaba. Os ensaios foram realizados avaliando a inibi¢ao
de G. citricarpa, in vitro, pelo método de germinagao de esporos em placa de
poliestireno.

Os resultados foram avaliados como mencionado no item 2.1.3 e
as substincias ensaiadas foram as cumarinas Xantiletina (Substancia II),
Seselina (Substancia III), Suberosina (Substancia I), Crenulatina (Substancia
V) e Tamarina (Substancia IV); o flavonoide Limonianina (Substancia VI) e o
alcaloide 5-Hidroxinoracrinicina (Substancia 1X), todas isoladas do porta-
enxerto de C. sinensis sobre C. limonia.

As substancias testadas foram solubilizadas em uma solucdo de
DMSO/H,O (1:1) numa concentragdo de 0,5 mg/mL. Essa propor¢cao do
solvente ¢ devido a ndo solubilidade das substancias em uma solucao aquosa,
ideal para o ensaio. Foram realizados ensaios preliminares com o solvente
para se saber qual quantidade maxima DMSO seria possivel para que nao
houvesse interferéncia nos resultados a serem obtidos, chegando-se a
propor¢do de 50% de DMSO, o que foi possivel para solubilizagdo das
substancias testadas.

Um dado importante € que antes da leitura, em cada lamina,
foram adicionados 10ul de uma solu¢dao contendo 27mL de metanol, 63 mL
de 4gua e 15mL de formol (37%), visando paralisar a germinacdo dos

picnidiésporos (CARDOSO FILHO, 2003).
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Como o ensaio ¢ baseado na germinacao de picnididsporos, sao
considerados segundo GLIENKE (1995) como germinados os picnididsporos
com tubos germinativos maiores que o comprimento do picnididsporo nao
germinado. Desta forma, o ensaio procedeu com a contagem de 100 esporos
por repeticao, sendo realizado quatro repeticdes para cada substancia testada.

Dentre as substancias testadas, podemos observar, como
mostrados nos graficos a seguir, que as cumarinas Seselina (Substancia III) e
Crenulatina (Substancia V) apresentaram resultados mais promissores pela
maior inibicdo na germinacido de picnididsporos (GRAFICO 2.1, p. 114) e
formagdo de apressorios (GRAFICO 2.2, p. 115) do fungo G. citricarpa,
apresentando uma porcentagem de 98,5 e 99,25 %, respectivamente, seguido
pelo flavonoide Limonianina com 83 % e o alcaloide 5-Hidroxinoracrinicina
com 79 %. Cada valor representa a média de quatro repetigdes dos dados

percentuais observados, em relacao a 100 picnididsporos.
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GRAFICO 2.1: Efeito das substincias isoladas do enxerto de C. sinensis

sobre C. limonia na germinagdo de picnidiosporos de G. citricarpa.
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GRAFICO 2.2: Efeito das substincias isoladas do enxerto de C. sinensis

sobre C. limonia na formagao de apressorios (b) de G. citricarpa.
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ESTUDO BIOSSINTETICO DE CUMARINAS PRENILADAS

3 - ESTUDO BIOSSINTETICO DE CUMARINAS
PRENILADAS

A biossintese dos metabolitos biologicamente ativos €
determinada por interagdes ecoldgicas, sendo que a co-evolucdo de plantas,
insetos, microorganismos e mamiferos conduz a sintese de metabdlitos
secundarios com funcbes principalmente de defesa e atragdo (RHODES,
1994). Os metabdlitos, de acordo com a classe quimica a que pertencem, sao
potencialmente ativos em uma determinada funcdo. Essa funcdo tambem
depende da localizacdo na planta em que sdo metabolizados e assim a
formacdo destes metabdlitos sdo condicionados as reacdes enzimaticas que
ocorrem em nivel de compartimentos celulares (ENGLARD, 1990).

Apds determinar a classe quimica de alguns metabdlitos pode
porpdr-se uma rota biossintética, ou seja, a biogénese, que é baseada no seu
metabolismo priméario derivadas de substancias do caminho do mevalonato,
acetato, chiquimato e acidos aminados (BERGAMO, 2003).

O estudo para determinacdo de rotas biossintéticas de
metabdlitos secundarios esta associado ao fato de que quando uma substéncia
com alguma atividade bioldgica e de interesse farmacoldgico € isolada,
muitas vezes, € necessario otimizar a producéo destes metabolitos. Para tanto,
¢ importante conhecer a enzima ou sistema enzimatico envolvido na
biossintese desta substancia, além de conhecer seu mecanismo de acéo, seus
ativadores e inibidores, entre outras caracteristicas.

Desta forma, com intuito de se conhecer melhor sobre o
mecanismo de acdo das piranocumarinas que foram as substancias isoladas
em maior guantidade das raizes de plantas de C. limonia enxertadas com C.
sinensis e ainda por serem as unicas cumarinas preniladas isoladas nas folhas
do mesmo enxerto, € que se segue um estudo biossintético. Levou-se em

consideracdo nesse estudo pesquisas ja realizadas desde 1942 em que o acido
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p-cumarico (2), formado a partir do acido cinamico (1), € utilizado como
precursor geral de cumarinas 7-oxigenadas sintetizadas em plantas e que uma
hidroxilacdo na posicdo meta em relacdo a hidroxila existente no acido p-
cumarico € necessaria para a formacdo do anel lactdnico o que leva a
formacdo da Umbeliferona (3), cumarina precursora para a formacdo das
piranocumarinas (NIELSEN, 1970).

|O 0
|
N OH X OH X
- —_— N
HO HO o o
Acido cinamico (1) Acido p-cumérico (2) Umbeliferona (3)

Esta hidroxilagdo é mecanisticamente desfavoravel o que torna
essa etapa biossintética aparentemente duvidosa. Para isto, 0s experimentos
realizados em Hydrangea macrophylla e Lavandula officinalis, tendo como
substratos marcados o acido trans-p-cumarico (2) e seu B-D-glicosideo (4), o
acido cis-p-cumarico, acido trans-cindmico, espirolactona, acido trans-o-
cumarico e seu B-D-glicosideo, demonstraram que o acido trans-p-cumarico e
seu B-D-glicosideo sdo prontamente transformados em umbeliferona (3),
enquanto que os demais sdo precursores ineficientes.

Os passos para a formacdo da Umbeliferona (3) foram realizados
In vitro segundo Austin (1965) e seguem a partir da transformacdo do acido
trans-2,4-di--D-glicosiloxicinamico (6) ao cis-2,4-di-B-D-
glicosiloxicindmico (7) e posteriormente a skimmina (8). Em estudos
posteriores realizados com Hydrangea macrophylla foram isolados a
skimmina e o acido cis-2,4-di-pB-D-glicosiloxicindmico (5), o que permite
esquematizar a biossintese de umbeliferona como mostrado na FIGURA 3.1,

na pagina 119.

118



ESTUDO BIOSSINTETICO DE CUMARINAS PRENILADAS

0 I ]
A
@/\)\OH /@/\)\OH N OH
- .
HO
1 2

Gl 4
i l i
= ° ">0oH ">0oH
Glio oai M Glio Gl Glio OH
7 6 5

m m\
N
Glio o o HO o~ "0
8 3

FIGURA 3.1: Biossintese da cumarina Umbeliferona (3) a partir do Acido

cinamico (1).

A isomerizacdo do trans-2,4-di-pB-D-glicosiloxicindmico (6) ao
cis- (7) ocorre rapidamente e o equilibrio favorece a forma cis. Segundo
NIELSEN (1970) essa isomerizacdo trans-cis € uma reacao catalizada pela
luz e ndo enzimatica, mas ha também estudos que mostram uma conexao
entre a formag&o do acido cis-0-p-D-glicosiloxicindmico em Melilotus alba e
a intensidade de iluminacéo na planta, e também hé algumas evidéncias para a
presenca de uma isomerase nessa mesma planta. O equilibrio de uma mistura
cis-trans de &cidos cindmicos sem oxigenacdo na posicdo orto, favorece a
forma trans (65-75%). A estabilidade do isémero cis-0-B-D-
glicosiloxicinamico é devido a uma ponte de hidrogénio entre o grupo
carboxila e a 2-hidroxila da glicose, o que nédo € possivel no isbmero trans
(NIELSEN, 1970).
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Os experimentos realizados com Umbeliferona (3), acido
cindmico (1) e acido mevalénico marcados, em Conium maculatum,
Heracleum lanatum, Pastinaca sativa e Ruta graveolens, indicaram que
Umbeliferona (3) é o precursor mais eficiente das piranocumarinas xantiletina
(13) e seselina (16), e que o anel pirano resulta de isoprenilacdo de
umbeliferona. Essa isoprenilacdo pode ocorrer de duas maneiras diferentes,
resultando na desmetilsuberosina (9), ou no ostenol (10), que sao
respectivamente os intermediarios na biossintese das piranocumarinas lineares
e angulares. Em seguida desmetilsuberosina (9) e ostenol (10) sofrem uma
epoxidacdo na cadeia lateral, resultando respectivamente 6-(2’,3’-epoxi-
isopentil)-umbeliferona (11) (configuracdo R ou S) e 8-(2°,3’-epoxi-
isopentil)-umbeliferona (14) (configuracdo R ou S). A hidrolise desses
epoxidos conduz aos didis, os quais possivelmente sdo artefatos formados
durante o isolamento, segundo Grundon (1975). O mesmo autor sugere ainda
que 0s proprios epoxidos, e ndo seus didis participem na biossintese das
piranocumarinas, 0s quais podem sofrer ciclizacdo para formar as
diidropiranocumarinas sem afetar o centro quiral como a (S)-(+)-decursinol
(12) a partir do (S)- 6-(2’,3’-epoxi-isopentil)-umbeliferona (11) ou (R)-(+)-
lomatina (15) a partir do (R)- 8-(2’,3’-epoxi-isopentil)-umbeliferona (14)
(FIGURA 3.2, p. 121).

Os intermediarios nas transformac6es das diidropiranocumarinas
nas piranocumarinas ndo estdo bem caracterizados. Admite-se nessa
transformacdo uma eliminacdo da 3’-hidroxila da diidropiranocumarina,
através de uma desidratacdo, a qual conduz a piranocumarina linear

(Xantiletina 13) ou angular (Seselina 16).
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Xantiletina (13) Seselina (16)

FIGURA 3.2: Biossintese das piranocumarinas Xantiletina (13) e Seselina

(16) a partir da cumarina Umbeliferona (3).

Na biossintese das cumarinas discutidas acima, sdo mostrados 0s
passos para a formacdo das piranocumarinas com a isoprenilacdo da
umbeliferona, ou seja, como a transferéncia de uma unidade prenil
(pirofosfato de dimetilalila - DMAPP) leva a formacdo dos precursores
Desmetilsuberosina (9) ou Ostenol (10), que sdo respectivamente 0s

intermediarios na biossintese das piranocumarinas lineares e angulares. Essa
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isoprenilacdo das cumarinas é realizada por meio de enzimas que catalisam a
adicdo do pirofosfato de dimetilalila na umbeliferona.

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos encontrados em todas as
células vivas, distinguindo-se dos ndo bioldgicos pela sua eficiéncia,
especificidade e sensibilidade. Em geral séo proteinas, especializadas pela
catalise de reacdes biologicas no interior das células dos animais, vegetais e
microorganismos (ROYER, 1982). Sdo encontradas na natureza em misturas
complexas, usualmente em celulas, as quais contém cem ou mais enzimas
diferentes alem de outros componentes celulares (DIXON, 1964).

Primeiramente € necessario reconhecer a que classe pertence a
enzima que esta intermediando a reacdo de interesse. Entre elas, existem seis:
(a) Oxidoredutases sdo enzimas que catalisam reacOes de transferéncia de
elétrons; (b) Hidrolases que catalisam reacGes de hidrdlises de ligacoes
covalentes; (c) Liases que catalisam a ruptura de ligacOes covalentes e a
remoc¢do de moléculas de 4gua, amonia ou gas carbonico; (d) Isomerases que
catalisam reacOes de interconversao entre isomeros; (e) Ligases que catalisam
reacdes de formacdo de novas moléculas a partir da ligacdo entre duas ja
existentes utilizando ATP; e por ultimo, as de interesse para este trabalho, (f)
Transferases que catalisam reacOes de transferéncia de grupamentos
funcionais tais como amino, fosfato, acila, carboxila, isoprenila e etc
(EISENTHAL, 1992).

Dentre o grupo das transferases, existem as preniltransferases
que sdo enzimas responsaveis pela catdlise nas reacbes de prenilacdo de
inimeros compostos e pode ser dividido em duas familias: As difosfato de
isoprenila sintase, que catalisam a condensacdo de unidades isoprénicas; e as
preniltransferases que catalisam a adi¢cdo de grupamentos isoprénicos, que sao
Importantes para este estudo por catalisarem a adicdo do pirofosfato de
dimetilalila na umbeliferona, como discutido anteriormente, e serd o foco de

estudo neste capitulo.
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As enzimas preniltransferases, assim como outros tipos de
enzimas, reagem segundo um meio sobre o qual deve-se tomar alguns
cuidados para que seja conservada sua atividade. No interior das células, as
enzimas encontram todas as condi¢cdes necessarias para expressarem sua
atividade, desta forma durante a incubacdo in vitro de uma enzima com
determinado substrato, ela deve estar de acordo com o pH, temperatura,
cofatores, etc. necessarios para que a enzima exerca sua atividade.

O processo de extracdo enzimatica de um material vegetal pode
ser realizado considerando-se que as plantas possuem parede celular
celulosica e vacuolos e a extracdo deve ser feita de tal forma que se evite o
rompimento dos vacuolos que poderiam conduzir a liberacdo de proteinases e
0 abaixamento do pH do extrato se ndo for controlado com uma solugéo
tampdo. Durante o processo de extracdo ou durante os tratamentos seguintes,
a atividade enzimatica pode ser perdida e para isso EISENTHAL (1992)
menciona algumas estratégias que permitem minimizar essa inatividade
cComo:

v Controle do pH: a maioria das enzimas é ativa em apenas uma
determinada faixa de pH, para isso deve-se estabelecer uma
determinada solucdo tampédo em um pH especifico;

v Controle da temperatura: a temperatura ndo deve ultrapassar 4°C
para que minimize a desnaturacdo da enzima. Desta forma se utiliza
solucdes e condi¢des sob banho de gelo evitando o aumento da
temperatura. A baixa temperatura também é utilizada com objetivo
de diminuir a desnaturacdo das enzimas pela acdo de proteinases
(protedlise) endogenas durante e apds a extragdo. Isso pode ser
evitado também, por exemplo, para serinoprotease e
cisteinoprotease (proteinases oriundas de tecidos vegetais), com
adicdo de inibidores especificos de proteinases como pela adi¢do de
PMSF;
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v Protecédo 0s grupos tidis: os grupos tidis da cadeia lateral da cisteina
podem ser oxidados pela acdo do oxigénio. No interior da célula, a
cadeia lateral ¢ mantida na forma reduzida (-SH), mas com o
rompimento da célula e exposicdo a oxigénio, ha uma tendéncia da
cadeia formar ligacOes dissulfeto ou espécies oxidadas como acido
sulfidrico;

v' Controle de compostos fendlicos: As células apresentam alta
concentracdo de compostos fenolicos, 0s quais na presenca de
oxigénio podem ser convertidos em pigmentos poliméricos, pela
acdo das fenoloxidases. A inativacdo da enzima no extrato é
proporcionada por esses pigmentos. Esses compostos fendlicos
podem ser removidos do extrato por meio da complexacdo com
polivinilpolipirrolidona (PVPP).

Com isso procede-se com 0 processo de extracdo da enzima
como um dos trés processos descritos por Bernard (1955), em que para
extratos de folhas o procedimento é realizado por meio de trituragdo com
nitrogénio liquido em gral e pistilo com solugcdo tamp&o, com posterior
centrifugacdo em centrifuga refrigerada a 4°C em tempo pre-estabelecido.

O estudo da enzima preniltranferase abordado neste capitulo ndo
visa entender a biossintese das piranocumarinas, pois estas ja possuem
estudos comprovando-as, como descritos ao longo deste capitulo. Na verdade,
propde-se verificar se hd uma possivel translocacdo da piranocumarina
xantiletina (12), das raizes para as folhas em plantas enxertadas de laranja
Péra (Citrus sinensis) sobre limdo Cravo (C. limonia), com base nos estudos
biossintéticos ja realizados.

O interesse de verificar a possivel translocacdo advem, como ja
mencionado, dos estudos fitoquimicos onde a xantiletina foi isolada das raizes
em uma quantidade muito maior em relacdo a que foi isolada nas folhas da

mesma planta, e ainda pelo fato de que na parte inferior da planta (raizes e
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caule inferior), praticamente todos os metabdlitos isolados possuem uma
unidade isoprénica em sua estrutura; ja o estudo das partes superiores (caule
superior e folhas), apenas dois Unicos compostos, duas piranocumarinas.
Esses resultados trazem evidéncias de que essas piranocumarinas estariam
sendo metabolizadas nas partes inferiores da planta e posteriormente sendo
translocadas para a parte superior da mesma.

Assim, neste capitulo mostra-se o estudo biossintético com a
enzima preniltransferase com o objetivo de verificar a atividade da mesma em
todas as partes da planta enxertada (laranja Péra sobre limdo Cravo), raiz,
caule inferior e superior e folhas, e com isso afirmar se estas piranocumarinas

podem estar sendo translocadas.

3.1 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1.1 - Materiais e reagentes utilizados

e Centrifugas:

- Centrifuga refrigerada Sorvall RC 5C Plus;

- Microcentrifuga Denver.
e Cromatografo liquido de alta eficiéncia:
- Cromatografo liquido de alta eficiéncia — Varian Prostar

equipado com sistema quaternario de bombas 240; Injetor auto

sampler 410 e detector de ultravioleta diode Array 230;
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- Cromatografo liquido de alta eficiéncia — Shimadzu LC-10Avp
equipado com auto injetor e detector de ultravioleta Shimadzu
SPD 6AV;

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia — Shimdzu LC- 10Avp
equipado com auto injetor SIL 10AF e detector de ultravioleta
Shimadzu SPD 10AV.

Espectrémetro:

- Perkin Elmer (Lambda 6, UV/VIS spectrophotometer.

Coluna para CLAE:

- Coluna analitica Hypersil ODS (Cyg) (¢ x h = 4,6mm x 25cm).

Contador de radioisotopo:

- .Cintilador BECKMAN COULTER - LS 6500 Multi-purpose

Scintillation Counter.

Solucéo cintilante:

- Solucéo cintilante EcoLume-ICN.

Reagentes para ensaio enzimatico:

- PVPP;

- Polietilenoglicol;
- EDTA;
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- Sacarose;

- Cisteina;

- Acido ascdrbico;

- Tampao fostato pH 8,0;

- Cloreto de magnésio e manganés 0,5 M;
- Acido cloridrico 5M;

- Acetato de etila.

e Eletroforese:

- Cuba Mighty Small SE 250/SE 260 mini-vertical UNIT;
- Fonte Eletrophoresis Power Supply EPS 301.

e Reagentes para eletroforese:

- Tampéo de separacdo pH 8,8 (Tris-HCI 1,5M, SDS 0,4%);
- Tampéo de concentracdo pH 6,8 (Tris-HCI 0,5M, SDS 0,4%);
- Acrilamida-Bis (30-8%), Bisacrilamida (2%);

- Persulfato de aménio (10%);

- TEMED;

- Glicing;

- SDS;

- Glicerol;

- EDTA,

- Mationina;

- Azul de bromofenol;

- Acido tricloroacético (TCA) (10%);

- DTT;

- Nitrato de prata (0,1%);
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- Carbonato de sédio (3%);
- Acetaldeido (0,085%);
- Acido citrico 2,3M.

3.1.2 - Coleta do material botanico

O material vegetal utilizado foram plantas obtidas do enxerto de
Citrus sinensis (laranja Péra) sobre C. limonia (limdo Cravo) com 3 a 5 meses
apos a enxertia e foram coletadas no Centro Avancado de Pesquisas
Tecnoldgicas do Agronegocio de Citros “Sylvio Moreira” do Instituto

Agronémico de Campinas (IAC).

3.1.3 - Protocolo para avaliacdo da atividade da enzima

preniltransferase

O experimento foi realizado segundo o protocolo publicado por
Zuurbier (1998) com a utilizacdo de 10g de material vegetal fresco, mantido
em casa de vegetacdo do Instituto de Quimica da UNESP-Araraquara, sendo
submetido para os ensaios da atividade da enzima preniltransferases:
v" Triturar o material vegetal em nitrogénio liquido com auxilio de
almofariz e pistilo;
v" Ao material triturado adicionar 20mL de tampao fosfato pH 8,0
que foi anteriormente agitado com 1,7 g de PVPP por cerca de
30-50 minutos; Ao tampdo adiciona-se também 435 mg de
polietilenoglicol, 5,58 mg de EDTA, 3,0 mg de sacarose, 263,4
mg de cisteina e 1,05 g de &cido ascorbico;
v" Filtrar em gaze e recolher o filtrado em tubo de centrifuga em

banho de gelo;
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Centrifugar em centrifuga refrigerada a 4°C por 30 minutos a
10.000g e depois o sobrenadente foi novamente centrifugado por
2 horas a 16.000g;

Solubilizar o precipitado (fracdo microssomal) em 3,0 mL de
tampéo fosfato pH 8,0 obtendo-se assim o extrato enzimatico;
Ensaiar em eppendorff, os seguintes reagentes:

- 25 uL Precursor (Umbeliferona / Herniarina) (0,15 mg/mL);

- 25 uL DMAPP (10 mM);

- 5 uL Cofator (MgCl, ou MnCl, 0,5 M);

- 235 pL Extrato enzimaético

Colocar para incubacdo por 30 minutos a 30°C em banho de
aguecimento e iniciar a contagem do tempo a partir o0 momento
em que se adiciona o extrato enzimatico;

Parar a reacdo com adicdo de 10 uL de HCI (5 M) e 450 uL de
AcOEt;

Centrifugar em microcentrifuga por 5 minutos a 7 RPM,;

Retirar 300 puL do sobrenadante e evaporar;

Suspender em 70 uL e analisar via CLAE.

3.1.4 — Protocolo de incorporacdo de precursores marcados com

radioisotopos

As plantas enxertadas de C. sinensis sobre C. limonia, foram

utilizadas como matrizes nos experimentos de incorporagdo com o pirofosfato
de isopentenila [IPP-1-'*C]. Este experimento foi realizado com o objetivo de
se confirmar a translocacdo de cumarinas preniladas das raizes para as folhas

nos enxertos de Citrus.
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Os experimentos foram realizados de acordo com o protocolo:
Colocar em eppendorff 100 uL da solugdo com o reagente

marcado com *C;

O precursor foi administrado numa concentracdo de 4
uCi/planta;
Limpar as raizes da planta e colocar as raizes no eppendorff com

a solucdo do reagente marcado;

Apbs absorvido a solucdo, adicionar mais 100 uL de &gua ao
eppendorff para evitar o ressecamento da planta;

Colocar as plantas em tubo de ensaio com agua;

Retirar a planta ao final de 1, 2 e 3 dias;

Separar as raizes, caule inferior e superior e folhas. Extrair em
AcOEt, concentrar e suspender em 3 mL de MeOH. Retirar 50
uL para contagem no cintilador;

Para contagem, adicionar 2 mL de solucgéo cintilante;

Injetar 50 uL. em CLAE, coletar fragcdes de 1 mL p6 50 minutos

e fazer contagem no cintilador.

3.2 - RESULTADOS E DISCUSSOES

A determinagdo da atividade da enzima preniltransferase foi

avaliada por meio de experimentos de prenilacdo de dois precursores, a
Umbeliferona (a) e Herniarina (b) utilizando-se como substrato o DMAPP e
extratos enzimaticos obtidos das fracbes microssomais das raizes, caule
inferior e superior e folhas obtidas do material vegetal, sendo monitorado a
producdo de Desmetilsuberosina (c) e Suberosina (d) e Ostenol (e) e Ostol (f)
(FIGURA 3.3, p. 131).

130



ESTUDO BIOSSINTETICO DE CUMARINAS PRENILADAS

X DMAPP
~ Preniltransferase -
RO 0O O

R
(@ H
(b) CHg

() H
() CHs

FIGURA 3.3: Reacdo de prenilagdo da Umbeliferona (a) e Herniarina (b).

Inicialmente foram analisados via CLAE o0s precursores
Umbeliferona (a) e Herniarina (b) e apenas um dos produtos, a Suberosina
(d), pois era o Unico a disposicdo, em condigdes pre-estabelecidas utilizando-
se como fase movel MeOH/H,0 (6:4) e uma coluna analitica Cig (¢ X h = 4,6
mm X 25 cm) em 220 nm. Os cromatogramas para a, b e d sdo mostrados a
seguir (FIGURA 3.4, p. 132).
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FIGURA 3.4: Cromatogramas da Umbeliferona (a), Herniarina (b) e

Suberosina (d).
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Foram monitorados também os compostos que sdo obtidos das
partes inferiores (raiz e caule inferior) em grande quantidade, as
piranocumarinas Xantiletina (g) e Seselina (h) visto que por ser um extrato
enzimatico bruto poderia haver outro tipo de enzima como, por exemplo, a
ciclase, que estaria levando a formacdo de piranocumarinas, ou seja,
cumarinas com a unidade prenila ciclizada. Os cromatogramas para as

piranocumarinas Xantiletina e Seselina sdo mostrados na FIGURA 3.5, na

pagina 133.
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FIGURA 3.5: Cromatogramas da Xantiletina (g) e Seselina (h).
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Depois de ter estipuladas as condi¢fes analiticas e determinados
0s tempos de retencBes dos compostos, iniciou-se 0S experimentos com a
realizacdo dos ensaios primeiramente com as raizes e depois com as outras
partes da planta.

Foram utilizados como branco, ensaios com omissdo de
precursor (Umbeliferona e Herniarina), cofatores, DMAPP e com
desnaturacdo da enzima por ultrasom. Os experimentos eram realizados em

triplicada para um resultado mais confiavel (TABELA 3.1, p. 132).

TABELA 3.1: Experimentos de reacdo de prenilacéo.

Exper. Tampdo DMAPP Precursor Precursor MgCl, MnCl, Enzima Temp. Tempo

(uL) a (uL) bl @b @) @) (C) (min)
1 40 - - - - - 325 30 30
2 25 10 - 25 5 - 325 30 30
3 25 10 25 - 5 - 325 30 30
4 10 - 25 - 5 - 325 30 30
5 10 - - 25 5 - 325 30 30
6 - 10 25 - 5 - 325 30 30
7 - 10 - 25 5 - 325 30 30
8 - 10 25 - 5 - 325 30 30
9 - 10 25 - - 5 325 30 30
10 - 10 - 25 5 - 325 30 30
11 - 10 - 25 - - 325 30 30
12% - 10 25 - 5 - 325 30 30
13* - 10 - 25 5 - 325 30 30

* ensaio com enzima desnaturada.

A seguir € mostrado um cromatograma de um experimento
(branco) em que se utilizou apenas tampao e extrato enzimatico (FIGURA
3.6, p. 135). Pode-se observar que no branco ja tem os produtos d, g e h como
endogenos. Desta forma, os experimentos serdo avaliados em relacdo a

porcentagem de aumento de &rea dos picos em relacdo ao branco.
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FIGURA 3.6: Cromatograma de um branco com presenca de enddgenos.

Esses picos foram comparados utilizando o tempo de retencgéo de
cada padrao determinado anteriormente (FIGURAS 3.4 e 3.5, p. 132 e 133) e
avaliados por meio de CLAE acoplado a espectrometria de massas (modo
positivo) e assim foi possivel afirmar sobre qual substancia se refere
(FIGURAS 3.7 € 3.8, p. 135 e 136). Os picos 1 e 2 apresentaram o ion quasi
molecular [M+H]" com m/z igual a 229 que esta de acordo com a férmula
molecular (C1;03Hy,) das Xantiletina e Seselina. O pico 3 apresentou o ion
quasi molecular [M+H]" com m/z igual a 245, referente a formula molecular
(C1503H16) da Suberosina.
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FIGURA 3.7: Cromatograma da reacdo de prenilagcéo obtido por CLAE-MS.
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FIGURA 3.8: Fragmentogramas dos picos 1 (Xantiletina), 2 (Seselina) e 3

(Suberosina).

Os experimentos com 0s precursores umbeliferona e herniarina
apresentaram formacdo dos produtos xantiletina e seselina, ou seja, as
cumarinas com a prenila ciclizada, em uma propor¢do em relacdo ao branco
de aproximadamente 20% (FIGURA 3.9, p. 137). Esse resultado indica que

h4 no meio reacional a presenca da enzima preniltransferase, e ainda, da
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enzima ciclase. Dado este que justificaria a alta proporcdo das

piranocumarinas encontradas nas raizes.
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FIGURA 3.9: Cromatograma de uma reacdo de prenilagdo com precursor

Umbeliferona e cofator MgCl, sobreposto ao branco.

Foram realizados outros experimentos variando o tempo de
reacdo de 30 minutos para 1 hora, com o objetivo de verificar uma maior
formacdo dos produtos formados e os resultados foram muito semelhantes.
Em seguida procurou-se uma alternativa que foi de realizar os ensaios no
periodo noturno, visto que ha relatos (HAMERSKI, 1990; MORANDIM,
2005) de melhor atividade da enzima preniltransferase dentro deste periodo.
Desta forma realizou-se ensaios nos horarios de 19:00 / 23:00 / 3:00 e 6:00
horas.

A FIGURA 3.10, na pagina 138 mostra o resultado da reacdo de
prenilacdo no horario de 23:00h, o qual foi 0 que apresentou maior expressao,

com a formacé&o das piranocumarinas em 15 e 16 minutos, numa proporcao de
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aproximadamente 100% em relacdo ao branco, e ainda foi possivel observar
em 41 minutos a formacdo da cumarina Suberosina, ou seja, 0 produto sem

que houvesse a ciclizacao.
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FIGURA 3.10: Cromatograma da reacdo de prenilacdo realizada as 23:00h,

com precursor Herniarina e cofator MgCl, sobreposto ao branco.

Os resultados quando se utiliza a Umbeliferona ou a Herniarina
como precursores, sao bem semelhantes, porém o horério da reacdo para
realizacdo do ensaio é fundamental na atividade da enzima preniltransferase,
como pode ser observado nos GRAFICOS 3.1, 3.2 e 3.3, nas paginas 139 e
140, quando se compara a formacdo das cumarinas com O precursor e o
horério da reacdo. Os dados mostram também que o precursor Umbeliferona
apresenta um resultado mais interessante, visto que tanto as 23:00h como
6:00h houve formacdo dos trés produtos em uma proporcdo de
aproximadamente 100%, com excecdo para a formacao da suberosina que as
6:00h sua porcentagem aumenta para 120%, e quando se utiliza a Herniarina

como precursor, a variagdo na formacdo €& sempre diminuida em
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aproximadamente 20% no minimo. Os valores de porcentagens de formacao
dos trés produtos em relacdo ao horéario da coleta sdo mostrados na TABELA

3.2, na pagina 140.
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GRAFICO 3.1: Comparacdo da formacdo da Xantiletina com o horério de

reacdo, utilizando a Umbeliferona e a Herniarina como precursores.
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GRAFICO 3.2: Comparacdo da formacdo da Seselina com o horario de

reacdo, utilizando a Umbeliferona e a Herniarina como precursores.
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GRAFICO 3.3: Comparagédo da formacgio da Suberosina com o horario de

reacdo, utilizando a Umbeliferona e a Herniarina como precursores.

TABELA 3.2: Andlise circadiana da formacdo dos produtos Xantiletina,

Seselina e Suberosina com os precursores Umbeliferona e Herniarina.

Horario  Xantiletina Seselina Suberosina  Xantiletina Seselina Suberosina

(h) (Umb)(%)  (Umb)(%)  (Umb)(%0)  (Hern)(%) (Hern)(%)  (Hern)(%o)
19:00 27,7 40,2 50,4 39,5 56,9 63,9
23:00 101,3 109,0 86,2 114,7 1449 95,2
3:00 30,0 37,8 60,7 15,1 15,9 54,6
6:00 101,8 105,0 124,0 50,4 50,0 75,6

Todos os dados mostrados anteriormente foram de ensaios em
que se utilizou o mesmo cofator MgCl,. Partindo-se de dados (CORSINO,
2000) que relatam a atividade da enzima ciclase expressada pela utilizagdo do
MgCl, como cofator, porém sendo inativa quando se utiliza MnCl, como
cofator. Desta forma, prosseguiu-se os ensaios com o MnCl, com o objetivo

de se observar a formagéo apenas do produto suberosina e inibir da formacéo
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dos produtos xantiletina e seselina, ou seja, inibindo a ciclase observar-se-ia
apenas o produto com a prenila aberta, e assim os resultados apresentados
estariam sendo apenas em relacdo a enzima preniltransferase, sem a atividade
de uma outra enzima, como neste caso a ciclase. Os resultados (GRAFICO
3.4, p. 141) mostraram que ha uma certa inibi¢cdo dos produtos ciclizados,

porém nao sdo totalmente inibidos.

80 +
70 A

60 H

@ MgCI2
MnCI2

50 A

40 A

30 4

% produto formado

20 4

10 A

xant ses sub

GRAFICO 3.4: Comparagio da formacdo da Xantiletina, Seselina e
Suberosina com cofator MgCl, e MnCl,, utilizando como precursor a

herniarina.

Em seguida foram realizados ensaios com todas as partes da
planta com o objetivo de verificar a ocorréncia de compartimentalizacdo da
enzima preniltransferase em raizes, caule inferior e superior e folhas de
plantas enxertadas (C. sinensis sobre C. limonia) (FIGURAS 3.11-3.13, p.
142 e 143).
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Pode-se verificar que ndo houve formacdo dos produtos
esperados nos ensaios com o caule inferior e superior e com as folhas,
sugerindo que haja uma compartimentalizagdo enzimatica nas raizes.

Isso vem somar aos dados mencionados na introducdo e
confirmar que deve estar havendo a translocacdo de metabolitos prenilados
das raizes para as folhas no enxerto de C. sinensis sobre C. limonia, ja que, se
ndo ha atividade da enzima responsavel pela formacdo desses metabdlitos
prenilados (cumarinas) nas partes superiores do enxerto, essas cumarinas
estdo sendo metabolizadas nas raizes, onde ha atividade da preniltransferase, e

translocadas para as folhas.
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FIGURA 3.11: Cromatograma da reacdo de prenilacdo realizada com o

extrato enzimatico do caule inferior sobreposto ao branco.
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FIGURA 3.12: Cromatograma da reacdo de prenilacdo realizada com o

extrato enzimatico do caule superior sobreposto ao branco.
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FIGURA 3.13: Cromatograma da reacdo de prenilacdo realizada com o

extrato enzimatico das folhas sobreposto ao branco.
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3.2.1 — Dosagem protéica do extrato enzimatico das raizes

Utilizou-se o método de Bradford (BRADFORD, 1976) para a
determinacédo da concentracdo de proteina presente no extrato enzimatico das
diferentes partes da planta enxertada (C. sinensis sobre C. limonia). O teste
foi realizado utilizando-se 50 uL da amostra, (800 — 50) uL de 4gua e 200 uL
do reagente Coomassie Blue. A solucdo foi agitada e transferida para uma
cubeta de 1 cm e realizada a leitura da absorbancia em 595 nm.

A determinacdo é realizada utilizando-se as medidas de
absorcdes, obtidas em um espectrofotbmetro no UV, de solucBes em
diferentes concentracbes de ovoalbumina e tracado sua curva padréo.
Primeiramente foi preparado uma solugdo em 0,50 mg/mL de ovoalbumina e
em seguida a mesma foi diluida em diferentes concentracGes. Suas absorcoes
foram medidas em 595 nm.

Depois de obtido os valores de absor¢fes, tragou-se uma curva
padrdo da absorbancia pela concentragdo protéica (GRAFICO 3.5, p. 145). A
partir da equacdo da reta obtida do grafico, foram calculadas as concentragdes
dos extratos enzimaticos das raizes, caule inferior e superior e folhas da planta
enxertada (TABELA 3.3, p. 145).
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TABELA 3.3: Dados para determinacdo da curva padréo da ovoalbumina.

Ovoalbumina Agua (pL) Concentragao Absorbancia
(uL) protéica (mg/mL) (nm)

0 50 0 0

5 45 0,05 0,0570
10 40 0,10 0,1115
15 35 0,15 0,1545
20 30 0,20 0,2015
25 25 0,25 0,2375
30 20 0,30 0,2810
35 15 0,35 0,3185
40 10 0,40 0,3555
45 5 0,45 0,3925
50 0 0,50 0,3990

0,45
0,40

0,35

R =0,99777

o o o o
= D) ) w
Ul [=) (3] S
| | | |

Absorbancia (nm)

T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

Concentracdo do padréo (ug)

GRAFICO 3.5: Curva padréo da ovoalbumina.

A TABELA 3.4, na pagina 146 apresenta os valores de

concentracdo protéica dos extratos enzimaticos das raizes, caule inferior e
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superior e folhas da planta enxertada, obtidas a partir da equacdo da reta da

curva padrdo da ovoalbumina.

TABELA 3.4: ConcentracOes de proteinas dos extratos enzimaticos da planta

enxertada.

Extrato Volume de Volume de Absorbancia  Concentracdo

amostra (uL) agua (uL) (nm) protéica (ug/mL)
Raiz 50 50 0,0706 4,97
Caule 50 50 0,0523 2,74
inferior
Caule 50 50 0,1166 10,77
superior
Folhas 50 50 0,2250 23,77

* as medidas foram feitas em duplicata.

3.2.2 — Eletroforese em Gel

Apoés avaliada a dosagem protéica dos extratos enzimaticos, 0s
mesmos foram aplicados em gel de poliacrilamida junto com padrbes que
continham enzimas de pesos moleculares conhecidos como a fosforilase b
(97.4000 daltons), albumina sérica (66.200) e inibidora de tripsina (21.500).

O gel foi colocado em cuba para eletroforese e aplicado uma
corrente de 20 mA e uma voltagem de 120 V até que as amostras atingissem o
final do gel. Em seguida foi submetido a revelagdo sob agitacdo segundo a

sequiéncia mostrada a seguir:

1 — Fixacdo com acido tricloroacético por pelo menos 1 h,
descartar;

2 — Lavar 1 vez com é&gua deionizada por 15 a 30 minutos,
descartar;

3 — Reducdo com DTT por 30 minutos, descartar;
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4 — Adicionar AgNQO; por 15 a 30 minutos, descartar;

5 — Lavar 2 vezes com agua por 5 a 1 minutos;

6 — Revelar com Na,CO; e formaldeido adicionando 3 vezes: 10-
30 seg/ 1-2 min e 5-10 min

7 — Adicionar acido citrico por no minimo 5 minutos;

8 — Lavar com agua.

Depois de revelado o gel (FIGURA 3.14, p. 147), observa-se
bandas presentes, e comparando com o0s padroes € possivel estimar
aproximadamente o peso molecular enzima preniltransferase presente no
extrato das raizes com sendo entre 97400 - 66200 daltons.

Padrées Peso molecular (Daltons)

Fosforilase b

97.400
Albumina sérica 66.200
Inibidora de tripsina 21.500

1- sobrenadante (raiz)/ 2- F. microssomal (raiz)/ 3-5
sobrenadante (raiz) diferentes 23, 3 e 6 h/ 6- F. microssomal
(folhas).

FIGURA 3.14: Eletroforese em gel de poliacrilamida de extratos das raizes e
folhas.
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3.2.3 — Quantificacdo dos produtos da reacdo de prenilacao

Apds avaliada a formacdo dos trés produtos formados a partir da
reacdo de prenilacdo as 23:00 h, o passo seguinte foi quantifica-los e para tal
foram feitas as curvas de calibracGes para cada um dos trés produtos
prenilados, as cumarinas Xantiletina, Seselina e Suberosina. As curvas de
calibragdes foram obtidas a partir de concentractes de 60/40/20/10/5/3
e 1 ng/mL para as cumarinas Xantiletina e Seselina, e de 40/20/10/5/1e
0,5 ng/mL para a Suberosina. Cada uma das concentracbes foi feita em
triplicata (GRAFICOS 3.6-3.8, nas paginas 148 e 149).

Por meio das curvas de calibracdes foi possivel determinar as
concentracdes de cada uma das trés cumarinas produzidas na reacdo de
prenilacdo. Na TABELA 3.5, na pagina 149, sdo mostrados os valores da
Xantiletina, Seselina e Suberosina produzidas pela reacdo de prenilagdo com
extrato enziméatico das raizes da planta enxertada, utilizando como
precursores a Umbeliferona e a Herniarina, como cofator a MgCl,, no horario
de 23:00h.
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GRAFICO 3.6: Curva de calibragio da Xantiletina.
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GRAFICO 3.8: Curva de calibragio da Suberosina.

TABELA 3.5: Concentragdes dos produtos da reacao de prenilacéo.

Precursor Xantiletina Seselina Suberosina
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
Umbeliferona 2,40 1,15 0,71
Herniarina 2,71 1,53 0,78

Pode-se observar que a quantidade de um dos produtos formados
a partir da reacdo de prenilacdo realizada as 23:00 h, a piranocumarina

Xantiletina € mais expressiva do que a Seselina e a Suberosina, o que esta de
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acordo com os dados fitoquimicos obtidos, que mostram uma maioridade
desta mesma em relacdo as outras. Com isso observa-se que aléem da
Xantiletina estar em maior quantidade na planta (dados fitoquimicos) em
relacdo ao outros metabolitos, também é produzida em maior quantidade pela

reacdo enzimatica com a preniltransferase.

3.2.4 — Experimento de incorporacdo de IPP-**C

Foi realizada a incorporagdo in vivo do pirofosfato de
isopentenila [IPP-1-"*C] administrado nas raizes da planta enxertada de C.
sinensis sobre C. limonia (FIGURA 3.15, p. 150) com o objetivo de se
confirmar a translocagdo das piranocumarinas avaliadas nos ensaios
enzimaticos com a preniltransferase.

Essa confirmacdo é feita encontrando nas raizes e nas folhas a
piranocumarina xantiletina com a marcacdo do *C, visto que nas folhas ndo
hé atividade da enzima preniltransferase e se a mesma estiver marcada neste

orgao, entdo conclui-se que teria sido translocada.

FIGURA 3.15: Foto do experimento de incorporacdo do IPP-**C nas raizes

do enxerto de Citrus sinensis sobre C. limonia.
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GRAFICO 3.9: Incorporacdo do IPP-**C obtido do extrato das raizes apds 52
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GRAFICO 3.10: Incorporacéo do IPP-**C obtido do extrato das folhas apds
52 h.
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Os resultados mostrados foram realizados com as raizes e folhas
com 52 h de metabolizacdo e mostram que houve absorcdo do radioisotopo
pela planta. Isso pode ser visto nos graficos GRAFICOS 3.9 e 3.10, na
pagina 151, que houve leitura de radioatividade nas raizes e folhas, mas o
reagente radiativo eluiu da coluna no volume morto (entre 3-5 min),
caracterizando que ele foi absorvido, porém a planta ndo conseguiu
metaboliza-lo para formacédo da piranocumarina. Com isto, infelizmente ndo
foi possivel confirmar se a enzima encontra-se ativa apenas nas raizes.
Contudo, este experimento sera optimizado e concluido por um segundo

aluno do grupo de Produtos Naturais da UFSCar.
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ESTUDO FITOQUIMICO DE NYCTICALANTHUS SPECIOSUS

4 - ESTUDO FITOQUIMICO DE Nycticalanthus speciosus

A espécie Nycticalanthus speciosus ¢ provavelmente endémica
da Amazonia central e ¢ conhecida apenas na regido de Manaus. Segundo
PIRANI (2005) Nycticalanthus ¢ um género monotipico, exclusivamente
amazonico e pertencente a familia Rutaceae (ver Capitulo 1, item 1.1). O
estudo quimico dessa espécie possui relevancia cientifica visto que a mesma
praticamente ainda ndo possui estudos publicados com esse objetivo.

O Grupo de Produtos Naturais da UFSCar ja vem estudando a
familia Rutaceae, enfocando a quimiossistematica € o posicionamento
taxonOmico de alguns géneros que podem estar em contradicdo com os
estudos sistematicos ja realizados. Assim, a espécie Nycticalanthus speciosus
passou a ser objeto de estudo desse grupo, visando contribuir no
conhecimento quimico sobre essa espécie, assim como aprofundar os
conhecimentos sobre a familia Rutaceae.

Numa primeira pesquisa realizada pelo grupo com propdsito de
se obter maiores informacgdes sobre a espécie Nycticalanthus speciosus, foram
identificados alguns metabolitos isolados dos galhos, como alcaldides,
piranocumarinas, flavonoide, triterpenos e limonoides (PLACERES NETO,
2004), detalhadas no quadro a seguir:
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OCHj3 OCH;3 OCH;3 OCHj3 \O CH,

/

H3C N

N7 O N HyCO N7 O N S0 07 N N
OCH; OCH; CH;, CH;

Dictamina y-Fagarina Esquimianina 4-metoxi-2-quinolona Cafeina

OCH;

Escopoletina Xantiletina

25-hidroxi-21-carboxi-3-octilonol a.B-melianona 4 5-14,15-diepoxi-6-0xo-ichangino

2-acetoxi-6-desoxi-7-0x0-17-carboxi-
21,22,23-trinorciclocalamino

o) OCH;
‘ OCH;
X OH
H N o OCH;
— z OCH;
—0 |

HO ‘
OH

2-acetoxi-6-desoxi-7-0x0-22-hidroxi- Nictalamida 2-hidroxi-3,4,6-tetramtoxichalcona
23-oxociclocalamino

QUADRO 4.1: Substancias isoladas dos galhos de Nycticalanthus speciosus
(PLACERES NETO, 2004).
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No entanto, os dados obtidos sdo bastante preliminares,
necessitando de continuagdo e aprofundamento. Com este intuito ¢ que a
presente tese propods-se colaborar. Desta forma, objetiva-se neste capitulo
apresentar o estudo fitoquimico da espécie Nycticalanthus speciosus que visa
avangar no conhecimento quimico da familia Rutaceac por meio do

1solamento de metabolitos secundarios.

4.1 - PARTE EXPERIMENTAL

4.1.1 - Materiais e reagentes utilizados

e Evaporadores:

- Evaporador rotativo Tecnal (TE 120);

- Buchi modelo rotavor R.

e Moinho:

- Moinho Willey.

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia:

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia reciclante (CLAE-R) —
Shimadzu LC-8A equipado com valvula de inje¢do Rheodyne,
loop de 500 e 2000 uL e detector de ultravioleta Shimadzu SPD
6AV;

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia reciclante (CLAE-R) —

Shimadzu LC-10Avp equipado com valvula de injecao
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Rheodyne, loop de 20, 100, 500, 1000 e 2000 uL e detector de
ultravioleta Shimadzu SPD 6AV;

e Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear:

- BRUCKER modelo ARX-200, DQ-UFSCar, com Software
UXNMR;

- BRUCKER modelo ARX-400, DQ-UFSCar, com Software
XWINNMR.

e Cromatografia em coluna:

- Colunas de vidro com comprimentos e didmetros variados

fabricadas na vidraria do DQ-UFSCar.

e Colunas para CLAE:

- Coluna polimérica Shodex GS-310 2G — Asahipak;
- Coluna preparativa C18 (10 p) (¢ x h =250 x 21,2 mm);

e Fases estacionarias para cromatografia:

- Silica gel 60 GF,s4 (MERCK) em placas comerciais, com suporte
de aluminio;

- Silica gel 60 GF,54 (MERCK) em placas de vidro preparadas no
laboratério (20 cm x 20 cm);

- Silica gel 60 (63-230 Mesh) — MERCK;

- Silica gel (40-63 Mesh) — MERCK;

- Silica gel silanizada 60 (70-230 Mesh) — MERCK;
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- Sephadex LH-20 - AMERSHAM.

e Agentes reveladores:

- Vanilina em acido sulfurico;
- Jodo - MERCK;
- Reagente de Dragendorf.

e Solventes para cromatografia:

- Solventes (Hexano, Diclorometano, Acetato de estila e Metanol)
destilados no laboratério de destilacao do DQ-UFSCar;

- Solventes P.A. — MERCK, VETEC, ALDRICH;

- Solventes com grau cromatografico/espectroscopico —

ALDRICH e MERCK;

e Solventes para obten¢do de espectros de RMN:

- Solventes deuterados — MERCK e ALDRICH.

4.1.2 - Coleta do material botanico

A espécie Nycticalanthus speciosus (raizes, caules e folhas) foi
coletada no més de janeiro de 2001, na Reserva Florestal Ducke-INPA,
situtada no km 26 da estrada Manaus-Itacoatiara, proximo ao igarapé do
Tinga. A exsicata estéril foi identificada pela botanica Maria de Fatima
Figueiredo Melo do Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas (INPA) por

comparagdo com a exsicata do INPA.

157



ESTUDO FITOQUIMICO DE NYCTICALANTHUS SPECIOSUS

4.2 — OBTENCAO DOS EXTRATOS

O caule de N. speciosus foi seco em estufa de circula¢do de ar
(45°C) e moidas em moinho. Apdés o material vegetal seco e moido, foi
percolado com Metanol para extracdo de metabolitos secunddrios, em
temperatura ambiente com trés agitagdes por dia. Em seguida, foi feito
parti¢do liquido-liquido com os solventes: diclorometano, acetato de etila, n-
butanol e agua, obtendo-se assim os extratos diclorometanico (EDCN),
acetato de etila (EACN), n-butandlico (EBCN) e aquoso (EAqCN). O
procedimento de obtengdo dos extratos ¢ mostrado no ESQUEMA 4.1, na
pagina 159.

Assim como para o caule de N. speciosus, as raizes (1,8 Kg)
foram fracionadas da mesma forma como mostrado para os galhos obtendo os
extratos diclorometanico (EDRN), acetato de etila (EDARN), n-butanélico
(EBRN) e aquoso (EAgRN).
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N. speciosus (caule) , Percolagdo com
m=3,3 Kg metanol por 3 dias
T Lot

Concentracgéao
do solvente

l

Particéo lig - liq
(DCM/AcOEt/n-BOH/H,0

ESQUEMA 4.1: Preparacao dos extratos diclorometanico (EDCN), acetato
de eOtila (EACN), n-butandlico (EBCN) e aquoso (EAqCN) do caule de N.

Speciosus.

4.2.1 - Fracionamentos do extrato diclorometanico do caule

(EDGN)

Apos obter o extrato diclorometanico do caule de N. speciosus, o

mesmo foi submetido inicialmente a cromatografia em coluna (CC) usando
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como fase estaciondria Silica (230-400 mesh) e como fase movel Hex., DCM,
AcOEt e MeOH, obtendo as fragcdes FH, FD, FA ¢ FM. Destas fracoes, a
acetato de etila (FA) foi submetida a CC usando Silica:florisil (1:1) e eluida
com Hex.:AcOEt (70:30) ¢ MeOH (100%), obtendo-se 60 subfracdes. Em
seguinda, a subfracdo A.31 foi submetida a CC usando Silica:florisil (1:1) e
eluida com Hex., Hex.:AcOEt (80:20)/(60:40)/(50:50), AcOEt e MeOH,
obtendo-se 150 subfracdes. A subfracdo A.31.66 foi analisada por RMN e
identificada como sendo um alcaloide (Substancia XI). A subfracdo A.31.71
foi submetida a CC em Silica e eluida com Hex./AcOEt (70:30), (60:40),
(50:50), AcOEt e MeOH, obtendo-se 26 subfracdes que foram reunidas por
analise em CCDA de acordo com seus Rfs em 5, sendo a subfracao 3
(A.31.71.3) analisada por RMN e identificada como sendo um alcaldide
(Substancia XII). A subfracao A.31.71.5 foi submetida a CLAE em coluna
polimérica eluida com DCM:MeOH (1:1) obtendo-se trés subfracdes sendo
que as subfracdes A.31.71.5.2 e A.31.71.5.3 foram analisadas por RMN e
identificadas como sendo dois alcaldides, as Substancias XVIII e XVI,
respectivamente. A subfragdao A.31.110 foi submetida a CLAE em coluna
polimérica e eluida com DCM:MeOH (1:1) obtendo-se 5 subfracdes, onde a
A.31.110.4 foi analisada por RMN e identificada como sendo um limonoide

(Substancia XIX) (ESQUEMA 4.2, p. 161).
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Extrato EDCN

60 fragoes/Fr. 31
m=800,0 mg

C

150 fracdes ||

|| 5 fracdes || || 5 fracdes ||
Substancia XIX
. m=21,0 mg
Substancia XII1 A.31.715
m=18,0 mg m=19,1 mg

|| 3 fragoes ||

Substancia XVII1 Substancia XVV
m=5,0 mg m=9,5 mg

a= CC em Silica (230-400 mesh), elui¢do: Hex., DCM, AcOEt e MeOH.

b= CC em Silica:florisil (1:1), eluigdo com Hex.:AcOEt (70:30) e MeOH (100%).

c¢= CC em Silica:florisil (1:1), elui¢do com Hex., Hex;AcOEt (80:20)/(60:40)/(50:50), AcOEt e MeOH.
d= CC em Silica, eluigdo com Hex./AcOEt (70:30), (60:40), (50:50), AcOEt e MeOH.

e= CLAE em coluna polimérica Shodex GS-310 2@, eluicdo com DCM:MeOH (1:1).

f= CLAE em coluna polimérica Shodex GS-310 2G, elui¢do com DCM:MeOH (1:1).

ESQUEMA 4.2: Fracionamento do extrato diclorometanico (EDCN) com
obtencao das substancias XI, XII, XVI, XVIII e XIX.
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4.2.3 - Fracionamentos do extrato diclorometanico das raizes

(EDRN)

Ap0s obter o extrato diclorometanico das raizes de N. Speciosus,
o mesmo foi submetido inicialmente a CC em Silica:florisil (1:1) eluido com
Hex./AcOEt (85:15)/(70:30)/(60:40)/(50:50), AcOEt ¢ MeOH, obtendo 90
fracdes que foram reunidas por andlise em CCDA de acordo com seus Rfs em
30. A subfracao B.4 foi submetidas a CC em silica e eluida com Hex./AcOEt
(99:1)/(95:5)/(80:20)/(50:50), AcOEt ¢ MeOH obtendo-se 36 subfragdes
sendo que a B.4.20 foi submetida a8 CLAE em coluna de Cig eluida com
MeOH/H,0 (60:40) obtendo-se 6 subfracdes onde a B.4.20.2 foi analisada por
RMN e identificada como sendo uma cumarina (Substancia XVII). A
subfracao B.8 foi submetida a CC em silica e eluida com Hex./AcOEt
(95:5)/(80:20)/(50:50), AcOEt e MeOH obtendo-se 55 subfragdes onde a
B.8.29 foi submetida 8 CLAE em coluna polimérica eluida com DCM/MeOH
(1:1) obtendo-se 3 subfracdes onde B.8.29.1 e B.8.29.3 foram analisadas por
RMN e identificadas como sendo dois alcaldides (Substancias XIV e XV). A
subfracdo B.9 foi submetida a CC em silica ¢ eluida com Hex./DCM
(70:30)/(60:40)/(50:50), DCM e MeOH obtendo-se 18 subfragdes onde B.9.2
e B.9.11 apos analisadas por RMN foram identificadas com sendo dois
alcaloides (Substancias X e XIV). A subfracdo B.15 foi submetida a CC em
silica e eluida com Hex./AcOEt (80:20)/(70:30)/(50:50), AcOEt ¢ MeOH
obtendo-se 9 subfragdes onde a B.15.3 apds analise por RMN foi identificada
como sendo um limonoide (Substincia XX), e a B.15.4 foi submetida a
CLAE em coluna polimérica e eluida com DCM/MeOH (1:1) obtendo-se 6
subfracdes onde a B.15.4.2 ¢ B.15.4.5 apos analise foram identificadas como
um limonoide e um alcaloide, respectivamente (Substancias XVIII e XV). A

subfragdo B.22 foi purificada em CLAE com coluna C;3 e eluida com
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MeOH/H,0 (60:40) obtendo-se a subfragao B.22.2 identificada como sendo
um alcaldide (Substancia XIII) (ESQUEMA 4.3, p. 164).

163



ESTUDO FITOQUIMICO DE NYCTICALANTHUS SPECIOSUS

"HO 2 1OV “(0S:09)/A0€:0L)/(0T:08) ¥AOOV/XH W02 0gdm[d ‘BdI[Is wd ) =3

"HOSIN 3 INOA “(05:05)/(07:09)/(0€:0L) IND/ XSH W0d 0B3IN[S BIIIS W J)) =F

"(1:1) HORW/INDQ w02 0gdm(d ‘Dz (1¢-SD Xopoys eduuijod eunjod wd gy10 =d

“(HOSIN @ 109V “(05:05)/(02:08)/(S:$6) ¥HOOV/ X3H WO0d 0BSIM[S ‘BOI[IS Wd ) =P

“(07:09) 0“H/HOSA woo epimya 315 ap eunjoo we Fy1) we 9 =0

"(HOP @ 109V (05:05)/(02:08)/(S:$6)/(1:66) YHOOV/ X3H WO 0BSIM[S ‘BI[IS WS ) =q

"HOPI 2 309V (05:05)/(07:09)/(0€:0L)/(ST:58) ¥HOIV/ XoH Wi0d 0gSIM[d (T:1) ISLO[F:BIIIS WL D)) =e

SwgL[=w S pg[=w

AX elougIsans IHIAX BI1OUBISINS

Sw o‘cz=w Sw /‘gr=w Sw ¢‘9=w
XX BlRuEIsgns AX BRUEISONS AIX BRUEISONS

Sw g‘z=w
Bw o‘g=w Swo‘grr=w IIAX e1oueisgns
AIX BI2UBISANS X BIOUEISINS

3w p‘g=wr
111X elouelsgns saQdey) 6 ] 6¢ 1d/s0905e 6§ 0T 1d/s005ey 9¢
p q
Sw 9°gpg=w 3w ¢*gop= Sw ‘pg=w 8w g'pre=w
sT'd 6'9 8'g e

S205BY 0¢

Ndd3

ESQUEMA 4.3: Fracionamento do estrato EDRN com obtencdo das

substancias X, XIII, X1V, XV, XVII, XVIII e XX.
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4.3 - RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir do estudo fitoquimico dos galhos de Nycticalanthus
speciosus foram identificados XX metabolitos secundarios, pertencentes as
classes: alcaldides, cumarinas e limonodides. Estes metabolitos foram
identificados por meio de técnicas espectroscopicas de RMN 1D e 2D e
espectrometria de massas, sendo as determinagdes estruturais apresentadas

por classe de substancias.

4.3.1 — Alcaloides

4.3.1.1 — Identificagcdo da Substancia X (Dictamina)

A substancia X (FIGURA 4.1, p. 165) apresentou-se como um
cristal branco que ao ser analisado por CCDA com reagente de Dragendorf

apresentou uma mancha alaranjada e ¢ denominada como Dictamina

(PUSSET et al., 1991),

FIGURA 4.1: Estrutura quimica do alcal6éide Dictamina (Substancia X).

Pode ser observado no espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.2, p.
168) dois dubletos em 6 7,06 ¢ 7,61 integrando para um hidrogénio cada, com
constante de acoplamento J = 2,8 Hz, caracteristico de um anel furano

dissubstituido. O sinal em & 7,06 foi atribuido ao hidrogénio na posig¢ao 3’ e
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por meio do espectro de RMN de “C (FIGURA 4.3, p. 169) ¢ em
comparacao com dados da literatura refere-se ao carbono em 6 104,8, o sinal
mais desblindado em 6 7,61 atribuido ao H-2’ refere-se ao carbono 6 143,6.

Observa-se ainda quatro sinais de hidrogénios aromaticos, entre
eles dois duplo duplo dubletos em & 7,44 e 7,68 integrando para um
hidrogénio cada com J=1,4/6,8 / 8,3 e dois dubletos largos em & 8,00 ¢ 8,26
integrando também para um hidrogénio cada com J = 8,3 caracteristicos de
hidrogénios de um anel aromatico dissubstituido. Os sinais de hidrogénios e
carbonos foram atribuidos em comparacao com os dados da literatura, ou seja,
o sinal em o0 7,44 foi atribuido ao H-6 e o sinal em o 123,8 referente ao
carbono C-6, o sinal em 6 7,68 ao H-7 referente ao C-7 em 6 129,6, o sinal
em O 8,00 ao H-8 referente ao C-8 em o6 127,9 e o sinal em o 8,26 ao H-5
referente ao C-5 em o 122.5.

Todos os sinais referentes aos hidrogénios e carbonos, sdo
mostrados nas TABELAS 4.1 e 4.2, na pagina 167.

O espectro de RMN de 'H apresenta ainda um singleto em & 4,43
integrando para trés hidrogénios, referente aos hidrogénios metilicos ligado a
heteroatomo, e pelo espectro de RMN de "*C pode-se observar um sinal em &
59,1 caracteristico de uma metoxila.

Baseando-se nos dados mencionados acima, ou seja, a presenca
de um anel furano e um aromatico dissubstituidos pode-se sugerir que a
substancia X seja um alcaloide do tipo furoquinolinico. E ainda, a presenca de
uma metoxila, sugere-se ser o alcaldide furoquinolinico Dictamina.

O espectro de massas (FIGURA 4.4, p. 170) obtido por CG-MS
(rampa 100-1-10-250-15) da Substancia X apresentou o pico do ion molecular
M" com relagdo massa/carga (m/z) de 199 que esta de acordo com a formula
molecular C;;HyNO, e somado aos dados discutidos acima, permitiu-se

confirmar a estrutura como sendo o alcaldide furoquinolinico DICTAMINA.
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TABELA 4.1: Dados de RMN de 'H da substincia X (Dictamina) em

comparagao com dados da literatura.

Hidrogénio Dictamina isolada Dictamina (literatura)
5 8,26 dl (8,4) (1H) 8,29 ddd (0,6/1,2/8,5) (1H)
6 7,44 ddd (1,4/6,8/8,2) (1IH) 7,46 ddd (1,5/6,8/8,4) (1H)
7 7,68 ddd (1,4/6,8/8,2) (1H) 7,69 ddd (1,5/6,8/8,4) (1H)
8 8,00 dl (8,4) (1H) 8,01 ddd (0,6/1,2/8,5) (1H)
2’ 7,59 d (2,8) (1H) 7,64 d (2,8) (1H)
3 7,03 d (2,8) (1H) 7,10 d (2,8) (1H)
4-OCHj 4,43 s (3H) 4,47 s (3H)

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integracio) (CDCls, 200 MHz).

TABELA 4.2: Dados de RMN de "°C da substancia X (Dictamina).

Carbono Dictamina isolada
2 163.,9
3 103,5
4 156,9
5 122,5
6 123,8
7 129.6
8 127,9
9 145,7
10 118.8
2’ 143,6
3’ 104,8

4-OCHj; 59,1

OBS: Dados de RMN de "*C (8) (CDCls, 50 MHz).
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FIGURA 4.4: Espectro de massas da Dictamina (Substancia X).

4.3.1.2 — Identificacdo da Substancia XI (y-Fagarina)

A substancia XI (FIGURA 4.5, p. 170) apresentou-se como um

cristal branco que ao ser analisado por CCDA com reagente de Dragendorf

apresentou uma mancha alaranjada e é denominada como 7y-Fagarina

(CUCA et al., 1998).

FIGURA 4.5: Estrutura quimica do alcaloide y-Fagarina (Substancia XI).

Ao analisar o espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.6, p. 173) da
substancia XI pode-se perceber a presengca de sinais semelhantes aos
mostrados para a Dictamina (ver item 4.3.1.1), ou seja, dois dubletos em o
7,07 (H-3) e 7,63 (H-2’) com J = 2,8 Hz, evidenciando a presen¢a de um anel
furano dissubstituido.

Observa-se ainda trés sinais de hidrogénios aromaticos, ou seja,

trés duplo dubletos, sendo que um deles possivelmente estar com parte de seu
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sinal sob o dubleto em 6 7,07. Desta forma temos um duplo dubleto em 6 7,03
integrando par um hidrogénio com J= 8,4/1,2 Hz referente a hidrogénios com
acoplamento em orto e meta, um duplo dubleto em & 7,35 integrando para um
hidrogénio com J= 8,6/8,6 Hz referente a dois acoplamentos 0Orto e outro
duplo dubleto em & 7,84 integrando para um hidrogénio com J= 8,6/1,2 Hz
referente acoplamentos 0rto e meta. Esses sinais evidenciam um anel
aromatico trissubstituido.

Todos os sinais referentes aos hidrogénios e carbonos foram
atribuidos baseando-se em dados da literatura e sio mostrados nas TABELAS
4.3 e 4.4, na pagina 172.

O espectro de RMN de 'H apresenta um singleto em & 4,43
(igual ao mostrado para a Dictamina, item 4.3.1.1) e ainda um outro singleto
em O 4,07 referente a hidrogénios metilicos ligados a heteroatomos, e pelo
espectro de RMN de °C (FIGURA 4.7, p. 174) pode-se observar um sinal em
0 59,0 e outro em O 55,9 caracteristicos de duas metoxilas. Os sinais de
hidrogénio e carbono mais desblindados foram atribuidos a metoxila
localizada na posigao 4.

Analisando-se os dados mencionados acima, pode-se evidenciar,
assim como para a Dictamina, a presenga de sinais sugerindo que a substancia
IT seja um alcaldide furoquinolinico. E ainda, com a presenca de duas
metoxilas, sugere-se ser o alcaloide furoquinolinico y-Fagarina.

O espectro de massas (FIGURA 4.8, p. 175) obtido por CG-MS
(rampa 100-1-10-250-15) da Substancia XI apresentou o pico do ion
molecular M™ com m/z 229, e estd de acordo com a formula molecular
C13H1NO; e somado aos dados discutidos acima, permitiu-se confirmar a

estrutura como sendo o alcaldide furoquinolinico y-FAGARINA.
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TABELA 4.3: Dados de RMN de 'H da substancia XI (y-Fagarina) em

comparacao com dados da literatura.

Hidrogénio y-fagarina isolada y-Fagarina (literatura)
5 7,84 dd (1,2/8,4) (1H) 7,85 dl (8,5) (1H)
6 7,35 dd (8,4/8,4) (1H) 7,34 ddd (0,9/7,8/8,4) (1H)
7 7,03 dd (1,2/8,4) (1H) 7,07 dl (7,8) (1H)
2’ 7,63 d (2,8) (1H) 7,65 d (2,8) (1H)
3’ 7,03 d (2,8) (1H) 7,09 d (2,8) (1H)
4-OCHjs 4,43 s (3H) 4,44 s (3H)
8-OCH; 4,07 s (3H) 4,07 s (3H)

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integragio) (CDCls, 200 MHz).

TABELA 4.4: Dados de RMN de "°C da substéancia XI (y-Fagarina).

Carbono v-Fagarina isolada
2 163,2
3 103,8
4 156,8
5 114,0
6 123.4
7 107,7
8 154,5
9 137,5
10 119,7
2’ 143,8
3’ 103,8

4-OCH; 59,0

8-OCH; 55,9

OBS: Dados de RMN de "*C (8) (CDCls, 50 MHz).
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FIGURA 4.8: Espectro de massas da y-fagarina (Substancia XI).

4.3.1.3 — Identificacdo da Substancia XII (Esquimianina)

A substancia XII (FIGURA 4.9, p. 175) apresentou-se como um
cristal branco que ao ser analisado por CCDA com reagente de Dragendorff

apresentou uma mancha alaranjada e ¢ denominada como Esquimianina

(AHOND, 1978; CUCA et al., 1998; CHAKRAVARTY et al., 1999).

FIGURA 4.9: Estrutura quimica do alcaldéide Esquimianina (Substancia XII).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.10, p. 178) da substancia
XII apresenta sinais semelhantes aos mostrados para a dictamina ¢ a v-
Fagarina (ver itens 4.3.1.1 € 4.3.1.2), ou seja, dois dubletos em 6 7,00 (H-3") e
7,54 (H-2’) com J = 2,8 Hz, evidenciando a presen¢a de um anel furano

dissubstituido.
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O que o espectro de RMN de 'H da substincia I apresenta de
diferente em relag@o a y-Fagarina ¢ a falta de um sinal referente a hidrogénio
aromatico, apresentando entdo, apenas dois dubletos em 6 7,19 e 7,97
integrando para um hidrogénio cada com J= 9,4 Hz referente a dois
hidrogénios com acoplamentos em o0rto, evidenciando um anel aromatico
tetrassubstituido.

O espectro de RMN de 'H apresenta, ainda, trés singletos em &
4,00, 6 4,08 ¢ & 4,39 integrando para trés hidrogénios cada, referente a
hidrogénios metilicos ligados a heteroatomos, e pelo espectro de RMN de "*C
(FIGURA 4.11, p. 179) pode-se observar os sinais em o 56,7, 58,8 ¢ 61,5
caracteristicos de trés metoxilas.

Todos os sinais referentes aos hidrogénios e carbonos foram
atribuidos baseando-se em dados da literatura e sdo mostrados nas TABELAS
4.5 e 4.6, na pagina 177.

Os dados mencionados acima sugerem que a substancia XII seja
um alcaldide furoquinolinico, e com a presenga de trés metoxilas, sugere-se
ser o alcaldide furoquinolinico Esquimianina.

Por meio do espectro de massas (FIGURA 4.12, p. 180) obtido
por CG-MS (rampa 100-1-10-250-15) a Substancia XII apresentou o pico do
jon molecular M" com m/z 259 que esta de acordo com a férmula molecular
C14H;3NO,4 e somado aos dados discutidos acima, permitiu-se confirmar a

estrutura da substincia XII como sendo o alcaldide furoquinolinico

ESQUIMIANINA.
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TABELA 4.5: Dados de RMN de 'H da substancia XII (Esquimianina) em

comparagao com dados da literatura.

Hidrogénio esquimianina isolada Esquimianina (literatura)

5 7,97 d (9,4) (1H) 8,02d (9,5 (1H)

6 7,19.d (9,4) (1H) 7,24 d (9,5) (1H)

2’ 7,54 d (2,8) (1H) 7,55 d (2,8) (1H)

3 7,00 d (2,8) (1H) 7,04 d (2,8) (1H)
4-OCH; 4,39 s (3H) 4,44 s (3H)
7-OCH; 4,07 s (3H) 4,11 s (3H)
8-OCHj; 4,00 s (3H) 4,03 s (3H)

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integracio) (CDCls, 200 MHz).

TABELA 4.6: Dados de RMN de °C da substéancia XII (Esquimianina).

Carbono Esquimianina isolada
2 164,2
3 101,9
4 157,1
5 118,1
6 111,9
7 141,9
8 141,4
9 152,0
10 101,9
2’ 143,6
3’ 104,8
4-OCH; 61,5
7-OCH; 58,9
8-OCH; 56,7

OBS: Dados de RMN de "*C (8) (CDCls, 50 MHz).
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FIGURA 4.10: Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) da Substancia
XII (Esquimianina).

178



ESTUDO FITOQUIMICO DE NYCTICALANTHUS SPECIOSUS

T
50

1,95~ -
668'85— - A
8/GT9— -

T9€9L L
OOO'LL{ L
6€9°LL—

Chloroform-d

T
100

616 TOT~ —
LSSV0T— - -

866 TTT~ -
808 V11— - -
760'8TT— -

T6€ TYT
V6 THT-\ —
068°2rT-" L

T
150

090°¢ST— -
660°LST— —

LLCVIT— - L

FIGURA 4.11: Espectro de RMN de "°C (50 MHz, CDCls) da Substancia XII

(Esquimianina).

179



ESTUDO FITOQUIMICO DE NYCTICALANTHUS SPECIOSUS

244 1,861,803

230

ik

100 200 " am T a0 50

FIGURA 4.12: Espectro de massas da Esquimianina (Substancia XII).

4.3.1.4 — Identificacdo da Substancia XIII (1-Metil-4-metoxi-2-

quinolona)

A substancia XIII (FIGURA 4.13, p. 180) apresentou-se como
um cristal branco que ao ser analisado por CCDA com reagente de

Dragendorff apresentou uma mancha alaranjada e ¢ denominada como 1-

metil-4-metoxi-2-quinolona (MAFEZOLI, 2001).

OCH,;

5 4
6 4a\3

7 N
ga N 2 9
8 |
CH;

FIGURA 4.13: Estrutura quimica do alcaloide 1-metil-4-metoxi-2-quinolona

(Substancia XIII).

Analisando-se o espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.14, p. 183)
observa-se quatro sinais de hidrogénios aromaticos, entre eles dois duplo
duplo dubletos em 6 7,23 integrando para um hidrogénio com J =1,0/7,2/
8,0 e 6 7,58 integrando também para um hidrogénio com J=1,5/7,2/ 8,4; um

dubleto largo em & 7,34 integrando para um hidrogénio com J= 8,4 ¢ um
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duplo dubleto 6 7,97 integrando para um hidrogénio com J = 1,5 / 8,4
caracteristicos de hidrogénios de um anel aromadtico dissubstituido. Os sinais
de hidrogénios e carbonos foram atribuidos em comparac¢do com os dados da
literatura, ou seja, o sinal em o 7,23 foi atribuido ao H-6 e por meio do
espectro de RMN de °C (FIGURA 4.15, p. 184) o sinal em & 121,6 é
referente ao carbono C-6, o sinal em o 7,58 foi1 atribuido ao H-7 referente ao
C-7 em 0 131,1; o sinal em & 7,34 ao H-8 referente ao C-8 em 06 113,9 ¢ o
sinal em 0 7,97 ao H-5 referente ao C-5 em 6 123,3.

Observa-se também no espectro de RMN de 'H um singleto em &
6,03 que ¢ caracteristico de alcaldides 2-quinolinicos, ¢ ainda dois singletos
em & 3,67 e & 3,95 integrando para trés hidrogénios cada, referentes a
hidrogénios metilicos ligados a heterodtomos. O sinal mais desblindado em &
3,95 foi atribuido a uma metoxila e o sinal em 0 3,67 a uma N-metila. No
espectro de RMN de "C pode-se observar o sinal em & 55,7 referente ao
carbono de uma metoxila e o sinal em 0 29,0 referente ao carbono N-metilico.

O espectro de RMN de °C apresenta 11 sinais de carbonos,
sendo que pode-se destacar o sinal em & 163,8 referente ao carbono
carbonilico na posi¢do 2 € o sinal em 6 96,4 referente a um carbono olefinico
alfa carbonilico.

Todos os sinais referentes aos hidrogénios e carbonos foram
atribuidos baseando-se em dados da literatura e sdo mostrados nas TABELAS
4.7 e 4.8, na pagina 182.

O espectro de massas (FIGURA 4.16, p. 185) obtido por CG-
MS (rampa 100-1-10-250-15) da Substancia XIII apresentou o pico do ion
molecular M" com m/z 189 que estd de acordo com sua formula molecular
C1H;1NO; que somado aos dados discutidos acima, permitiu-se confirmar a

estrutura da substancia XIII como sendo o alcaldide 2-quinolinico 1-METIL-

4-METOXI-2-QUINOLONA.
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TABELA 4.7: Dados de RMN de 'H da substancia XIII (1-metil-4-metoxi-2-

quinolona) em compara¢do com dados da literatura.

Hidrogénio 1-metil-4-metoxi-2- 1-metil-4-metoxi-2-
guinolona isolada guinolona (literatura)
3 6,04 s (1H) 6,05 s (1H)
5 7,97 dd (1,5/8,0) (1H) 7,97 dd (1,5/8,0) (1H)
6 7,23 ddd (1,0/7,2/8,0) (1H) 7,22 ddd (1,0/7,1/8,0) (1H)
7 7,58 ddd (1,5/7,2/8,4) (1H) 7,587ddd (1,5/7,1/8,6) (1H)
8 7,34 dl (8,4) (1H) 7,33 dl (8,6) (1H)
1-NCH; 3,67 s (3H) 3,68 s (3H)
4-OCH; 3,955 (3H) 3,95 s (3H)

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integracio) (CDCls, 200 MHz).

TABELA 4.8: Dados de RMN de "°C da substéncia XIII (1-metil-4-metoxi-2-

quinolona).

Carbono 1-metil-4-metoxi-2-quinolona isolada

2 163,8

3 96,4

4 162,6

4a 116,4

5 123,3

6 121,6

7 131,1

8 113,9

8a 139,7

1-NCH; 29,0

4-OCH; 55,7

OBS: Dados de RMN de "*C (8) (CDCls, 50 MHz).
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FIGURA 4.14: Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) da Substancia
XIII (1-metil-4-metoxi-2-quinolona).
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FIGURA 4.16: Espectro de massas da I-metil-4-metoxi-2-quinolona
(Substancia XIII).

4.3.1.5 — Identificacdo da Substancia XIV (N-metilflindersina)

A substancia XIV (FIGURA 4.17, p. 185) apresentou-se como
um cristal branco que ao ser analisado por CCDA com reagente de

Dragendorff apresentou uma mancha alaranjada ¢ ¢ denominada como N-

metilflindersina (CUCA et al., 1998; MAFEZOLI, 2001; ROCHA, 2004).

FIGURA 4.17: Estrutura quimica do alcaloide N-metilflindersina (Substancia
XIV).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.18, p. 188) da substéincia
XIV apresenta sinais semelhantes aos da 1-metil-4-metoxi-2-quinolona (ver
item 4.3.1.4), ou seja, dois duplo duplo dubletos em & 7,24 (J= 1,0/7,0/8,0
Hz) e 7,61 (J= 1,6/7,0/8,5 Hz); um dubleto largo em o 7,47 (J= 8,5 Hz) e um
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duplo dubleto em 6 7,92 (J= 1,6/8,0 Hz) referentes aos hidrogénios de um
anel aromatico dissubstituido.

Observa-se também no espectro de RMN de 'H um singleto em &
3,64 integrando para trés hidrogénios, caracteristico de hidrogénios metilicos
ligados a heteroatomo, referentes a uma N-metila. O espectro apresenta ainda
dois dubletos em & 5,64 e 6,64 integrando para um hidrogénio cada com J=
9,9 Hz e um singleto em & 1,51 integrando para seis hidrogénios
caracteristicos de um anel 2,2-dimetilcromeno (ou anel pirano). Desta forma,
sugere-se que a estrutura da substancia XIV seja um alcaloide 2-quinolinico
com um anel pirano nas posi¢des 3 ¢ 4.

O espectro de RMN de °C (FIGURA 4.19, p. 189) apresenta 14
sinais de carbonos, sendo que pode-se destacar o sinal em 6 165,0 referente ao
carbono carbonilico na posi¢ao 2 e o sinal em 6 31,1 referente a uma N-metila
e o sinal em & 28,8 referentes as metilas equivalentes do anel pirano.

Todos os sinais referentes aos hidrogénios e carbonos foram
atribuidos baseando-se em dados da literatura e sio mostrados nas TABELAS
4.9 ¢ 4.10, na pagina 187.

O espectro de massas (FIGURA 4.20, p. 190) obtido por CG-
MS (rampa 100-1-10-250-15) da Substancia XIV apresentou o pico do ion
molecular M" com m/z 241 que estd de acordo com sua formula molecular
CysH;sNO, e somado aos dados discutidos acima, permitiu-se confirmar a

estrutura da substancia XIV como sendo o alcaldide 2-quinolinico N-

METILFLINDERSINA.
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TABELA 4.9: Dados de RMN de 'H da substancia XIV (N-metilflindersina)

em comparagao com dados da literatura.

Hidrogénio N-metilflindersina isolada N-metilflindersina (literatura)

5 7,47 dl (8,5) (1H) 7,30 dl (8,5) (1H)

6 7,24 ddd (1,5/7,2/8,0) (1H) 7,22 11 (7,8) (1H)

7 7,60 ddd (1,5/7,2/8,5) (1H)  7,54ddd (1,3/7,2/8,1) (1H)

8 7,92 dd (1,6/8,0) (1H) 7,96 dd (1,5/8,1) (1H)

3’ 6,64 d (9,9) (1H) 6,76 d (10) (1H)

4 5,64 d (9,9) (1H) 5,54 d (10) (1H)

5°/6° 1,51 s (3H) 1,54 s (3H)

1-NCH; 3,64 s (3H) 3,70 s (3H)

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integracio) (CDCls, 200 MHz).

TABELA 4.10: Dados de RMN de "C da substdncia XIV (N-

metilflindersina).

Carbono N-metilflindersina isolada
2 165.9
3 100,9
4 154,9
4a 115,7
5 122,77
6 121,9
7 131,7
8 113,7
8a 137.9
2’ 80,9
3 131,7
4 127.9

5°/6° 28.8
1-NCHj; 31,1

OBS: Dados de RMN de "*C (8) (CDCls, 50 MHz).
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FIGURA 4.18: Espectro de RMN de 'H (200 MHz, Acetona-d6) da
Substancia XIV (N-metilflindersina).
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FIGURA 4.19: Espectro de RMN de “C (50 MHz, CDCl;) da Substancia
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FIGURA 4.20: Espectro de massas da N-metilflindersina (Substancia XIV).

4.3.1.6 — Identificacdo da Substancia XV (Rutaecarpina)

A substancia XV (FIGURA 4.21, p. 190) apresentou-se como
um cristal branco que ao ser analisado por CCDA com reagente de
Dragendorff apresentou uma mancha alaranjada e ¢ denominada como

Rutaecarpina (IKUTA et al.,1998, CUCA et al., 1998).

FIGURA 4.21: Estrutura quimica do alcaléide Rutaecarpina (Substancia
XV).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.24, p. 195) apresenta
dois tripletos em 6 3,23 e 4,58 integrando para dois hidrogénios cada, com J=
6,8 Hz que associado com sinais de hidrogénios aromaticos indicam que a

substancia XV seja um alcaldide indolopiridoquinazolinico. Esses sinais pelo
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experimento de HSQC (FIGURA 4.25, p. 196) correlacionam-se com os
sinais de carbono em & 19,6 e 41,1, respectivamente.

Observa-se também no espectro de RMN de 'H sinais para 8
hidrogénios aromaticos, ou seja, um duplo duplo dubleto em o6 7,17 (J=
1,0/7,0/8,0 Hz) referente a um hidrogénio com acoplamentos em 0Orto e meta.
Esse sinal correlaciona-se pelo experimento de COSY (FIGURA 4.26, p.
197) com um duplo duplo dubleto em & 7,32 (J= 1,0/7,0/8,0 Hz) e com o
duplo dubleto em & 7,62 (J= 1,0/8,0 Hz). O sinal em 6 7,32 correlaciona-se
pelo COSY com & 7,17 e com duplo dubleto em 6 7,42 (J= 1,0/8,0 Hz). Pelo
experimento de HSQC podem-se observar as correlagdes de 6 7,17 com o
sinal de carbono em & 120,6; 6 7,32 com 4 126,2; 6 7,42 com & 112,1 e de o

7,62 com 120,1, caracterizando-se assim um anel aromatico dissubstituido.
Por meio do experimento de HMBC (FIGURA 4.27, p. 198)
pode-se verificar a correlacdo do sinal em 6 7,17 (atribuido ao H- 10) com &
112,1 (atribuido ao C-12) e 125,7 (C-9a); o sinal em & 7,32 (H-11) se
correlaciona com & 120,1 (C-9) e 1384 (C-12a); & 7,42 (H-12) se
correlaciona com 6 120,6 (C-10) e 125,7 (C-9a); e o 7,62 (H-9) com & 125,7
(C-9a) e 138,4 (C-12a). Assim, todos os sinais do anel aromaticos foram
atribuidos e suas correlagdes sao mostradas na FIGURA 4.22, na pagina 192.
O sinal em 6 7,62 (H-9) apresenta ainda uma correlagdo com um sinal em o

118,6 que pelo HSQC se correlaciona com o tripleto em 6 3,23 atribuido ao

H-8.
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FIGURA 4.22: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para a
Substancia XV.

O experimento de HMBC mostra também correlagdes do sinal
em 0 3,23 (H-8) com o 118,6 (C-8a) / 126,9 (C-13a) e 41,1 (C-7). Esse sinal
em O 41,1 pelo experimento de HSQC correlaciona-se com o tripleto em o
4,58 que foi atribuido ao H-7, este por sua vez, se correlaciona pelo
experimento de HMBC com 6 19,6 (C-8) / 118,6 (C-8a) / 126,9 (C-13a) /
145,0 (C-14a) e o carbono carbonilico em 6 161,4 (C-5). Essas correlagdes
sao mostradas na FIGURA 4.23, na pagina 192.

FIGURA 4.23: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para a
Substancia XV.

O carbono carbonilico em 6 161,4 se correlaciona pelo HMBC

com um sinal de hidrogénio aromatico em 6 8,31 que pelo espectro de RMN
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de 'H é um duplo duplo dubleto com J= 0,6/1,5/8,0 Hz, e se correlaciona pelo
COSY com o duplo dubleto em 6 7,46 (J= 1,5/8,0 Hz), este se correlaciona
com 0 8,31 e também com o duplo dubleto em & 7,71 (J= 1,5/7,0 Hz). Resta
ainda um dubleto largo em & 7,69 (J= 8,0 Hz) referente a um outro sinal de
hidrogénio aromadtico. Esses sinais se correlacionam pelo HSQC com os
sinais de carbono da seguinte forma: 6 7,46 com & 126,9; 6 7,69 com 6 126,4;
07,71 com 6 138,4 ¢ 0 0 8,31 com 0 127,2, evidenciando-se assim um outro
anel aromatico dissubstituido na estrutura da molécula.

O espectro de RMN de 'H apresenta ainda um singleto largo em
0 9.49 referente a N-H na molécula.

Todos os dados de RMN de 'H e de "C (espectro de "C,
FIGURA 4.28, p. 199) da substancia XV sao mostrados nas TABELAS 4.11
e 4.12, na pagina 194, e comparados com os dados da literatura.

A presenga de dois anéis aromadticos ¢ dos dois tripletos
mencionados acima confirmam a possibilidade da estrutura se tratar de um
alcaloide indolopiridoquinazolinico, isolado de espécies da familia Rutaceae.

Baseando-se nas correlagdes observadas e de acordo com dados da literaturas,

a estrutura da substancia XV € o alcaloide RUTAECARPINA.
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TABELA 4.11: Dados de RMN de 'H da substancia XV (Rutaecarpina) em

comparagao com dados da literatura.

Hidrogénio Rutaecarpina isolada Rutaecarpina (literatura)
1 7,69 dl (8,0) (1H) 7,66
2 7,71 dd (1,5/7,0) (1H) 7,72
3 7,46 dd (1,5/8,0) (1H) 7,43
4 8,31 ddd (0,6/1,5/8,0) (1H) 8,32
7 4,58 t1(7,0) (2H) 4,591 (7,0) (2H)
8 3,23t (7,0) (2H) 3,52t (7,0) (2H)
9 7,62 dd (1,0/8,0) (1H) 7,65
10 7,17 ddd (1,0/7,0/8,0)(1H) 7,18
11 7,32 ddd (1,0/7,0/8,0)(1H) 7,33
12 7,42 ddd (1,0/8,0)(1H) 7,42
13-NH 9,49 s(1 H) 9,15s

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integragdo) (CDCl;, 400 MHz).

TABELA 4.12: Dados de RMN de "°C da substancia XV (Rutaecarpina).

Carbono Rutaecarpina isolada
1 126,4
la 146,7
2 138,4
3 126,9
4 127,2
4a 121,0
5 161,4
7 41,1
8 19,6
8a 118,6
9 120,1
Oa 125,7
10 120,6
11 126,2
12 112,1
12a 138,4
13a 126.9
14a 145,0

OBS: Dados de RMN de "*C (8) (CDCls, 100 MHz).
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FIGURA 4.24: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) da Substancia
XV (Rutaecarpina).
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4.3.1.7 — Identificacdo da Substancia XVI (8,8a-seco-8-carboxi-14-

N-metilrutaecarpina)

A substancia XVI (FIGURA 4.29, p. 200) apresentou-se como
um so6lido branco que ao ser analisado por CCDA com reagente de
Dragendorff apresentou uma mancha alaranjada e ¢ denominada como 8,8a-

seco-8-carboxi-14-N-metilrutaecarpina.

FIGURA 4.29: Estrutura quimica do alcaldide 8,8a-seco-8-carboxi-14-N-

metilrutaecarpina (Substancia XVI).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.35, p. 207) apresenta
sinais semelhantes aos da Rutaecarpina (item 4.3.1.6) na regido espectral de
desblindagem, referentes a 8 hidrogénios aromaticos, ou seja, um dubleto em
0 8,09 (J= 7,5 Hz) referente a um hidrogénio com acoplamento em orto, que
pelo experimento de HSQC (FIGURA 4.36, p. 208) se refere ao carbono em
0 120,8. Esse sinal acopla pelo experimento de COSY (FIGURA 4.37, p.
209) com um tripleto largo em o 7,19 (J= 7,5 Hz) referente a um hidrogénio
com acoplamento em orto, que pelo HSQC se refere ao carbono em 6 121,9.
O sinal em & 120,8 pelo experimento de HMBC (FIGURA 4.38, p. 210) se
correlaciona com 6 7,24 que pelo HSQC se refere ao carbono em & 122,9.
Esse sinal em 6 7,24 pelo COSY acopla com & 7,52 que pelo HSQC se refere
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ao carbono em o 112,2. Esses dados sugerem a presenga de um anel
aromatico dissubstituido. Os sinais de hidrogénios aromaticos correlacionam
ainda com dois sinais de carbono em 6 125,1 ¢ 136,4 como mostrado por

meio de suas correlagdes via HMBC (FIGURA 4.30, p. 201).

FIGURA 4.30: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para a
Substancia XVI.

Os sinais de carbono em o 125,1 e 136,3 pelo HMBC se
correlacionam também com o sinal em & 8,63 que pelo HSQC se refere ao
carbono em 6 134,0. Esse sinal em 6 8,63 se correlaciona também via HMBC
com o sinal em & 113,5 e acopla via COSY a longa distancia com o sinal em o

12,1 que pelo HSQC nao tem correlacdo. Isso sugere um sistema indol como

mostrado na FIGURA 4.31, na pagina 201.

FIGURA 4.31: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para a
Substancia XVI.
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O espectro de RMN de 'H apresenta sinais para outro anel
aromatico, um tripleto largo em 6 7,54 (J= 7,5 Hz) referente a um
acoplamento em orto, que pelo HSQC se refere ao carbono em o 114,7. Esse
sinal em 6 7,54 acopla via COSY com ¢ 7,85, um duplo duplo dubleto com J=
1,5 ¢ 7,5 Hz que ¢ referente a um hidrogénio em acoplamentos orto e meta, e
pelo HSQC se refere ao carbono em 6 135,5. Esse sinal em & 7,85 acopla
também via COSY com o 7,36, um tripleto largo com J= 7,5 Hz que ¢
referente a um hidrogénio em acoplamento orto, e pelo HSQC se refere ao
carbono em & 122,9. Esse sinal em 6 7,37 acopla via COSY com um dubleto
em O 8,09 que pelo HSQC se refere ao carbono em o6 127,8. Esses dados

sugerem a presen¢a de um outro anel aromadtico dissubstituido na estrutura da

substancia XVI (FIGURA 4.32, p. 202).

H 8,09

127,8

7,54H 7,36
114, 122,9

1355 H
7.85

FIGURA 4.32: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para a
Substancia XVI.

O experimento de HMBC mostra ainda que o sinal em 6 7,54
correlaciona-se com 0 114,5 ¢ os sinais em 0 7,85 € 8,09 com 6 140,3. Sendo
assim, estes dois sinais de carbonos foram atribuidos ao anel aromatico. O
sinal em & 8,09 apresenta ainda via HMBC correlagdo com um sinal de
carbono carboxilico em & 160,9. Com isso sugere-se que esta parte da
estrutura seja da seguinte forma como mostrado por meio de suas correlagdes

via HMBC (FIGURA 4.33, p. 203).
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114,5
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H 7,35

FIGURA 4.33: Correlacdes observadas no experimento de HMBC para a
Substancia XVI.

O deslocamento do sinal de carbono em o 140,3 do anel
aromatico sugere que esteja ligado a um nitrogénio como no caso da
Rutaecarpina (item 4.3.1.6). Esse sinal de carbono correlaciona-se também
com um sinal em & 3,57 que esta integrando para trés hidrogénios e pelo
HSQC se refere ao carbono em 6 30,6, sugerindo uma metila ligado a um
heteroatomo. O sinal em 6 3,57 correlaciona-se também com & 150,2 que pelo
HSQC nao tem correlacdo, sugerindo uma base quaternaria como mostrado na
FIGURA 4.34, na pagina 204.

O deslocamento desse carbono em & 150,2 segure que esteja
ligado a dois heterodtomos. Ele correlaciona-se também com um singleto
integrando para dois hidrogénios em & 5,38 que pelo HSQC se refere ao
carbono em 0 47,3. Este singleto se correlaciona pelo HMBC também com o
sinal da carboxila j& mencionada anteriormente em 6 160,9 e com um sinal

em O 186,8 que pelo seu deslocamento sugere ser uma carboxila livre

(FIGURA 4.34, p. 204).
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FIGURA 4.34: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para a
Substancia XVI.

Os carbonos em 6 113,5 da primeira parte da estrutura e 6 150,2
da segunda parte sdo carbonos em que ndo possuem hidrogénios e assim estao
deficientes de uma ligagdo. Isso permite que as duas partes da estrutura sejam
interligadas exatamente entre esses carbonos. Com isso, pode-se dizer que a
estrutura  da  substdncia XVI seja um alcaléide do  tipo
indolopiridoquinazolinico como a Rutaecarpina, € que 0 mesmo possui um
anel SECO entre os carbonos em 8§ e 8a.

Todos os dados de RMN de 'H e de "°C (espectro FIGURA 4.39,
p. 211) da substancia XVI sdao mostrados nas TABELAS 4.13 - 4.15, nas
paginas 205 e 206.

Baseando-se nos dados e correlacdes discutidos acima, a
estrutura da substancia XVI ¢ o alcaloide do tipo indolopiridoquinazolinico, o
8,8a-SECO-8-CARBOXI-14-N-METILRUTAECARPINA, inédito na

literatura.
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TABELA 4.13: Dados de RMN de 'H da substincia XVI (8,8a-seco-8-

carboxi-14-N-metilrutaecarpina) em comparacao com dados da literatura.

Hidrogénio 8,8a-seco-8-carboxi-14-N-
metilrutaecarpina isolada

1 7,54 11 (7,5) (1H)
2 7,85 ddd (1,5/7,5) (1H)
3 7,36 11 (7,5) (1H)
4 8,09 d (7,5) (1H)
7 5,38 s (2H)
8a 8,64 d (2,8) (1H)
9 8,09 d (7,5) (1H)
10 7,19l (7,5) (1H)
11 7,24 11 (7,5) (1H)
12 7,52 11 (7,5) (1H)
13-NH 12,1 s (1H)
14-NCH,; 3,57 s (3H)

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integragdo) (CDCl;, 400 MHz).

TABELA 4.14: Dados de RMN de "C da substincia XVI (8,8a-seco-8-

carboxi-14-N-metilrutaecarpina).

Carbono 8,8a-seco-8-carboxi-14-N-
metilrutaecarpina isolada
1 114,7
la 140,3
2 135.,5
3 122.9
4 127.8
4a 114,5
5 160,9
7 47,3
8 186,8
8a 134,0
9 120,8
Oa 125,1
10 121,9
11 122.9
12 112,2
12a 136,3
13a 113,5
14a 150,2

OBS: Dados de RMN de *C (8) (CDCls, 100 MHz).
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TABELA 4.15: Dados de HSQC ¢ HMBC da substancia XVI (8,8a-seco-8-

carboxi-14-N-metilrutaecarpina).

Carbono S¢ HSQC HMBC
1 114,7 7,54 7,36
la 140,3 - 3,57/7,85/8,09
2 135,5 7,85 8,09
3 122,9 7,36 7,54
4 127,8 8,09 7,85
4a 114,5 - 7,54
5 160,9 - 5,38/8,09
7 47,3 - -
8 186,8 5,38 5,38
8a 134,0 8,64 -
9 120,8 8,09 7,24
9a 125,1 - 7,19/7,52/8,09/8,64
10 121,9 7,19 7,52
11 122,9 7,24 8,09
12 112,2 7,52 7,19
12a 136,3 - 7,24/8,09/8,64
13a 113,5 - 8,64
14a 150,2 - 3,57/5,38
14-NCH; 30,6 3,57 -
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FIGURA 4.35: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO) da Substancia

XVI (8,8a-seco-8-carboxi-14-N-metilrutaecarpina).
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FIGURA 4.36: Experimento de HSQC (400MHz, DMSO) da Substancia
XVI (8,8a-seco-8-carboxi-14-N-metilrutaecarpina).
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FIGURA 4.37: Experimento de COSY (400MHz, DMSO) da Substancia
XVI (8,8a-seco-8-carboxi-14-N-metilrutaecarpina).
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FIGURA 4.38: Experimento de HMBC (400MHz, DMSO) da Substancia
XVI (8,8a-seco-8-carboxi-14-N-metilrutaecarpina).
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FIGURA 4.39: Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO) da Substancia
XVI (8,8a-seco-8-carboxi-14-N-metilrutaecarpina).
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4.3.2 — Cumarina

4.3.2.1 — Identificacdo da Substancia XVII (Seselina)

A substancia XVII (FIGURA 4.40, p. 212) apresentou-se como
um so6lido amarelo e ¢ denominada como Seselina (TAKEMURA, 1996).

FIGURA 4.40: Estrutura quimica da cumarina Seselina (Substancia XVII).

A determinagdo estrutural da substancia XVII (seselina) ja foi

discutida anteriormente. Ver item 1.6.1.3 no Capitulo 1.
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4.3.3 — Limonoides

4.3.3.1 — Identificacdo da Substancia XVIII (2-hidroxi-

epiisoobacunoato de metila)

A substancia XVIII (FIGURA 4.41, p. 213) apresentou-se como
um so6lido amorfo branco e ¢ denominada de 2-hidroxi-epiisoobacunoato de

metila.

FIGURA 4.41: Estrutura quimica do limonodide 2-hidroxi-epiisoobacunoato

de metila (Substancia X VIII).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.48, p. 223) apresenta trés
sinais integrando para um hidrogénio cada, ou seja, um quintupleto em o 7,40
com J= 0,8 e 1,6 Hz; um tripleto em & 7,37 com J= 1,6 Hz e um duplo
dubleto em 6 6,34 com J= 0,8 e 1,6 Hz, caracteristicos de um anel furano de
um limonoide, atribuidos aos H-21, H-23 e H-22, respectivamente. Pode-se
observar o acoplamento do sinal em & 6,34 (H-22) pelo experimento de

COSY (FIGURA 4.49, p. 224) com & 7,37 (H-23).
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Por meio do experimento de HSQC (FIGURA 4.50, p. 225) o
sinal & 7,40 correlaciona-se com o sinal de carbono em 6 141,0; o sinal & 7,37
com 9 142,9 e o sinal 6 6,34 com 6 109,8. Pode-se observar pelo experimento
de HMBC (FIGURA 4.51, p. 226) que o sinal 6 7,37 correlaciona-se com o
109,8 € 142,9; 6 7,37 com o 120,4 ¢ 141,0 e o sinal 6 6,34 com o6 1204 /
141,0 e 142,9. Desta forma, confirma-se as posi¢des do anel furano e atribui-
se o sinal em ¢ 120,4 ao carbono C-20. Este por sua vez, correlaciona-se pelo
HMBC com um singleto em 0 5,48 caracteristico do H-17 de um limonoide.

Estas correlagdes observadas no experimento de HMBC sao demonstradas na

FIGURA 4.42, na pagina 214.

142,9
109.8 _—
O
H 12040~
S 1410
78,3

FIGURA 4.42: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para a o

anel furano da Substancia X VIII.

Pelo experimento de HSQC esse H-17 correlaciona-se com o
78,3 que por este deslocamento deve estar vizinho a um oxigénio, e pelo
HMBC correlaciona-se com um carbono carbonilico em & 167,5 sugerindo
que este H-17 esteja em um anel D lactonico de um limonoide. Este H-17
pelo HMBC correlaciona-se também com os carbonos do anel furano C-20/21
e 22; com um sinal em 6 37,9 que pelo espectro de DEPT 135 (FIGURA
4.52, p. 227) é um carbono quaternario, atribuido ao C-13, com 6 20,7 que
pelo DEPT 135 é um carbono metilico, atribuido a metila 18 em 6 1,18; com
0 66,6 que pelo DEPT 135 ¢ também um quaternario ¢ pelo seu deslocamento
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requer a presen¢a de um oxigénio, atribuido assim ao C-14. Esse carbono pelo
HMBC correlaciona-se com o sinal em o 4,03 que pelo HSQC se refere ao
carbono em 0 54,0. Esse hidrogénio em o 4,03 pelo HMBC se correlaciona
com o C-14 e com um carbono carbonilico em 6 167,5. Desta forma, o sinal
em O 4,03 foi atribuido ao H-15 do anel lactdénico com a presenca de um

epoxido entre 14 e 15 como mostrado na FIGURA 4.43, na pagina 215.

FIGURA 4.43: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para o

anel lactonico da Substancia XVIII.

O sinal em 6 5,48 mostrou ainda pelo HMBC correlagdo com o
sinal em 6 30,9 que pelo DEPT 135 ¢ um carbono metinico apresentando
correlacao pelo HSQC com os sinais em o 1,52/1,65 atribuido aos hidrogénios
H-12.

O sinal em 6 66,6 (C-14) pelo HMBC apresenta correlagdo com
um singleto em 6 1,20 que pelo HSQC refere-se ao carbono em 6 18,0 e pelo
DEPT 135 é um carbono metilico, atribuido a metila 30. Esse sinal em o 1,20
se correlaciona também pelo HMBC com o sinal em 6 51,8 que pelo DEPT
135 ¢ um carbono quaternario atribuido ao C-8; com um carbono carbonilico
em 0 208,8 atribuido ao C-7; e com 6 43,2 que pelo HSQC se refere ao duplo
dubleto em & 2,53 com J= 1,9 ¢ 11,6 Hz atribuido ao H-9. Esse H-9 se

correlaciona pelo experimento de COSY com o multipleto em & 1,76, este por
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sua vez também pelo COSY acopla com o multipleto em 6 2,00. Os dois
multipletos apresentam pelo HSQC correlagdo com o mesmo sinal de carbono

em O 19,6 atribuidos aos H-11 do anel C (FIGURA 4.44, p. 216).

/
O
1,76/2,00 |
{

FIGURA 4.44: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para o
anel C da Substancia X VIII.

No experimento de HMBC pode-se observar a correlagdo do
carbono carbonilico em 6 208,8 com dois duplo dubletos em 6 2,30 com J=
344e 13,4 Hze 0 2,83 com J= 13,5 e 15,3 Hz. Esses dois sinais pelo DEPT
135 s3o carbono metinicos e apresentam correlacdo pelo HSQC com um
unico sinal de carbono em & 36,3 e foram atribuidos aos hidrogénios H-6.
Pelo COSY esses dois H-6 acoplam com um duplo dubleto em 6 2,19 que
possui J=3,4 e 15,3 Hz sendo atribuido ao H-5.

Os sinais em 6 2,30/2,83 (H-6) pelo HMBC correlacionam-se
com o0 0 208,8 (C-7); com & 55,5 (C-5) e 06 47,9 (C-10) que pelo DEPT 135 ¢
um quaterndrio, € o sinal em 6 2,19 (H-5) com 6 47,9 ¢ 6 20,0 (C-19) que ¢
uma metila. Assim tem-se para o anel B as seguintes correlacdes mostradas na

FIGURA 4.45, na pagina 217.
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H
219 HH
2,30/2,83

FIGURA 4.45: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para o
anel B da Substancia XVIII.

O sinal em & 2,19 apresenta ainda no HMBC correlagcdes com 6
80,6 que pelo DEPT 135 ¢ um quaternario sugerindo este possuir um
oxigénio, e com 0 23,6 que ¢ uma metila, onde pelo HSQC ¢ referente a o
1,16 atribuido ao H-29. Este sinal em 6 1,16 pelo HMBC se correlaciona com
6 30,5 que pelo HSQC ¢ referente a outra metila em 6 1,27 atribuido ao H-28.
A presenga de um outro sinal referente a carbono oxidado em o 88,5 sugere-se
ciclizar o oxigénio de C-1 a C-4. Pode-se observar a correlagdo deste carbono
em o 88,5 com a metila 19 em 6 1,39 que pelo HSQC se refere ao carbono em
o6 20,0 (C-19) mencionado anteriormente. Assim pode-se observar na

FIGURA 4.46, na pagina 218 as seguintes correlagdes para o anel A.
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FIGURA 4.46: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para o
anel A da Substancia XVIII.

O sinal em ¢ 88,5 pelo HSQC ¢ referente ao 6 3,71 atribuido ao
H-1 que pelo COSY acopla com 6 4,09 atribuido ao H-2. Pelo HSQC esse
sinal 6 4,09 ¢ referente ao & 71,2 que pelo DEPT ¢ um carbono tercidrio,
sugerindo entdo que ha um oxigénio na posi¢do 2, o que ¢ possivel observar
com a presenca de um dubleto em & 2,98 no espectro de RMN de 'H.

No HMBC observa-se a correlagdao do 6 4,09 (H-2) com o 6 88,5
(C-1) e também com um sinal de carbono carbonilico em 6 174,2, e este
apresenta correlagdo com um sinal em o 3,77 referente a uma metoxila que
pelo HSQC se refere ao carbono em o 52,4. Desta forma sugere-se tratar de
um grupo carbometoxi e seu posicionamento pode ser confirmado pelas

correlacoes observadas no HMBC para os H-1 e H-2 como mostrado na

FIGURA 4.47, na pagina 219.
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FIGURA 4.47: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para o

grupo carbometoxi da Substancia X VIII.

Todos os valores de hidrogénio e carbonos (espectro de RMN de
BC, FIGURA 4.53, p. 228) e suas correlacdes sdo mostrados nas TABELAS
4.16-4.18, nas paginas 220-222.

A estereoquimica foi definida por meio do experimento de
NOESY (FIGURA 4.54, p. 229) que permitiu observar correlagdes como da
metila 28 em 6 1,27 com o H-5 (8 2,19) e H-2 (6 4,09) indicando que estes
deveriam estar na mesma face da molécula. Outras correlagdes importantes
observadas sdo da metila 19 (6 1,39) com o H-1 e do H-15 (5 4,03) com a
metila 18 (6 1,18), o que se faz possivel sugerir a estereoquimica apresentada.

Desta forma, sugere-se a estrutura da substancia XVIII como sendo o
limondide, inédito na literatura, o 2-HIDROXI-EPIISOOBACUNOATO
DE METILA.
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TABELA 4.16: Dados de RMN de 'H da substincia XVIII (2-hidroxi-

epiisoobacunoato de metila).

Hidrogénio 2-hidroxi- epiisoobacunoato de metila
isolado
1 3,71d (9,1) (1H)

2 4,09 tl (1H)

5 2,19.dd (3,4/15,4) (1H)

6a 2,83 dd (13,5/15,3) (1H)

6b 2,30 dd (3,4/13,5) (1H)

9 2,53 dd (1,9/11,6) (1H)

11a 1,76 m (1H)

11b 2,00 m (1H)

12a 1,52 m (1H)

12b 1,65 m (1H)

15 4,03 s (1H)

17 5,48 s (1H)

21 7,40 quint (0,7/1,7)

22 6,34 dd (0,7/1,7)

23 7,37t (1,7)
18-CH; 1,18 s (3H)
19-CH; 1,39 s (3H)
28-CH; 1,27 s (3H)
29-CH;, 1,16 s (3H)
30-CHs 1,20 s (3H)

2-OH 2,98 d (1H)
3-OCH; 3,77 s (3H)

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integragdo) (CDCl;, 400 MHz).
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TABELA 4.17: Dados de RMN de "“C da substancia XVIII (2-hidroxi-

epiisoobacunoato de metila).

Carbono 2-hidroxi-epiisoobacunoato de
metila isolado

1 88,5
2 71,2
3 174,2
4 80,6
5 55,5
6 36,3
7 208.,8
8 51,8
9 43,2
10 47,9
11 19,6
12 30,9
13 37,9
14 66,6
15 54,0
16 167,5
17 78,3
18 20,7
19 20,0
20 120,4
21 141,0
22 109,8
23 142,9
28 30,5
29 23,6
30 18,0

3-OCHj; 52,4

OBS: Dados de RMN de °C (8) (CDCl;, 100 MHz).
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TABELA 4.18: Dados de HSQC ¢ HMBC da substancia XVIII (2-hidroxi-

epiisoobacunoato de metila).

Carbono S¢c HSQC HMBC
1 88,5 3,71 1,39/4,09
2 71,2 4,09 3,71
3 174,2 - 3,77/4,09
4 80,6 - 1,16/1,27/2,19/3,71
5 55,5 2,19 1,16/1,27/1,39/2,30/2,83/3,71
6 36,3 2,83 -
7 208,8 - 1,20/2,30/2,83
8 51,8 - 1,20/2,00/2,53
9 432 2,53 1,20/1,39/1,65
10 47,9 - 1,39/2,19/2,30/2,53/2,83
11 19,6 1,76 -
12 30,9 1,65 5,48
13 37,9 - 1,18/1,52/5,48
14 66,6 - 1,20/1,52/4,03/5,48
15 54,0 4,03 -
16 167,5 - 4,03
17 78,3 5,48 1,18/1,65
18 20,7 1,18 1,52/1,65/5,48
19 20,0 1,39 2,19/2,53/3,71
20 120,4 - 5,48/6,34/7,37
21 141,0 7,40 5,48/6,34/7,37
22 109,8 6,34 5,48/7,40
23 142.9 - 6,34/7,40
28 30,5 1,27 1,16
29 23,6 1,16 1,27/2,19
30 18,0 1,20 2,53

3-OCHj; 52,4 3,77 -
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FIGURA 4.48: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) da Substéncia
XVIII (2-hidroxi-epiisoobacunoato de metila).
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FIGURA 4.49: Experimento de COSY (400MHz, CDCl;) da Substancia
XVIII (2-hidroxi-epiisoobacunoato de metila).
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FIGURA 4.50: Experimento de HSQC (400MHz, CDCl;) da Substancia
XVIII (2-hidroxi-epiisoobacunoato de metila).
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XVIII (2-hidroxi-epiisoobacunoato de metila).
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FIGURA 4.51: Experimento de HMBC (400MHz, CDCl;) da Substancia
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FIGURA 4.52: Espectro de DEPT 135 (100 MHz, CDCl;) da Substancia
XVIII (2-hidroxi-epiisoobacunoato de metila).
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FIGURA 4.53: Espectro de RMN de ’C (100 MHz, CDCl;) da Substancia
XVIII (2-hidroxi-epiisoobacunoato de metila).
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FIGURA 4.54: Experimento de NOESY (400MHz, CDCIl;) da Substancia
XVIII (2-hidroxi-epiisoobacunoato de metila).
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4.3.3.2 — Identificacdo da Substancia XIX (2,21-dihidroxi-23-

oxoepiisoobacunoato de metila)

A substancia XIX (FIGURA 4.55, p. 230) apresentou-se como
um solido amorfo branco e ¢ denominada de 2,21-dihidroxi-23-

oxoepiisoobacunoato de metila.

H5CO

FIGURA 4.55: Estrutura quimica do limonodide 2,21-dihidroxi-23-

oxoepiisoobacunoato de metila (Substancia XIX).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.58, p. 236) da substincia
V apresenta sinais semelhantes aos da Substancia XVIII (ver item 4.3.3.1), ou
seja, singletos para cinco metilas em o 1,15/1,16/1,23/1,25 e 1,40 referentes
aos H;-18, H3-29, H5-30, H3-28 e H3-19, respectivamente. Um singleto em 6
3,71/3,72 que pelo experimento de HSQC (FIGURA 4.59, p. 237) se refere
ao carbono em 6 52,2. Este sinal em 6 3,71/3,72 associado ao sinal em 6 4,17
e 3,77 atribuidos aos H-2 e H-1 e suas correlagdes observadas no experimento
de HMBC (FIGURA 4.60, p. 238) sugerem o mesmo grupo substituinte no
anel A do limondide como mostrado na FIGURA 4.56, na pagina 231.
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3,71/3,72

FIGURA 4.56: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para o
anel A da Substancia XIX.

Todos os sinais referentes aos anéis A, B, C e D sdo semelhantes
aos da substancia XVIII discutidos anteriormente no item 4.3.3.1 e sdo
apresentados nas TABELAS 4.19-21, nas paginas 233-235. Os sinais foram
atribuidos da mesma forma como para a Substancia XVIII segundo seus
espectros de RMN de 'H, °C (FIGURA 4.61, p. 239), DEPT 135 (FIGURA
4.62, p.240) e experimentos COSY (FIGURA 4.63, p. 241), HSQC, HMBC e
NOESY (FIGURA 4.64, p. 242).

O que se observa de diferente entre estes dois limonoides pode
ser visto no espectro de RMN de 'H, onde ndo sdo observados os sinais
referentes ao anel furano, ou seja, os sinais em & 7,40 (quint), & 6,34 (dd) e &
7,37 (t) referentes aos H-21/22 e 23, respectivamente. Para a presente
substancia, observa-se um singleto em 6 6,27 e um singleto largo em 6 6,19
que sdo caracteristicos de um anel furano oxidado, como mostrado na

FIGURA 4.57, na pagina 232, podendo referir-se a uma das duas estruturas:
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FIGURA 4.57: Possibilidades de oxidagao do anel furano para a Substancia
XIX.

A diferenga entre as duas opg¢des apresentadas se baseia no
deslocamento quimico do H-22, o qual na possibilidade 2 por ser [
carbonilico seria mais desblindado, ¢ seu deslocamento seria proximo a 6 7,30
(PLACERES NETO, 2004) e na possibilidade 1 o hidrogénio ¢ a carbonilico
e seu deslocamento ¢ mais blindado, ou seja, 6 6,27 o que permite dizer que
se trata neste caso da possibilidade 1.

Deve ser ressaltado que alguns sinais aparecem duplicados por se
referirem aos epimeros da posi¢do 21. Desta forma, sugere-se a estrutura da

substancia XIX como sendo o limonoide, inédito na literatura, o 2,21-

DIHIDROXI-23-OXOEPIISOOBACUNOATO DE METILA.
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TABELA 4.19: Dados de RMN de 'H e do experimento de COSY da

substancia XIX (2,21-dihidroxi-23-oxoepiisoobacunoato de metila).

Hidrogénio 2,21-dihidroxi-23-oxoepiisoobacunoato COsYy
de metila isolado
1 3,77 dd (5,7/9,5) (1H) 4,17
2 4,17 dd (6,3/9,5) (1H) 3,77
5 2,32t(3,3) (1H) 3,00
6 3,00 m (2H) 2,32
9 2,53/2,56 dd (2,0/11,8) (1H) 1,80
11 1,80 m (1H) 2,53/2,56
12 2,03 m (1H) -
15 3,88/4,03 s (1H) -
17 5,41 s (1H) -
21 6,19 sl (1H) -
22 6,27 s (1H) -
18-CH; 1,15 s (3H) -
19-CH; 1,40/1,42 s (3H) -
28-CH; 1,25 s -
29-CH; 1,16 s (3H) -
30-CH; 1,23 s (3H) -
3-OCHj; 3,71/3,72 s (3H) -

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integragio) (CDCls, 400 MHz).
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TABELA 4.20: Dados de RMN de ’C da substancia XIX (2,21-dihidroxi-23-

oxoepiisoobacunoato de metila).

Carbono

2,21-dihidroxi-23-oxoepiisoobacunoato

de metila isolado

[\ T NS T N0 T N0 T N T N T e B T e T e Y
O XD — S OO dANNDEWLWN—~,oOXXINN DB WD —

89,2
72,7/72,8
175,0
81,8/81,9
57,0
37,3
210,7/210,8
52,9
44.2/44,7
47,9/48.,4
20,7
30,2
39,3/40,1
67,4/68,2
55,3/56,3
168,2/169,1
77,8
24,0
20,2
124,3

*
%

171,4/171,7

30,9/31,0
23,9
30 17,9
3-OCH; 52,2

* ndo observado

OBS: Dados de RMN de "*C (8) (CDCls, 100 MHz).
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TABELA 4.21: Dados de HSQC e HMBC da substancia XIX (2,21-

dihidroxi-23-oxoepiisoobacunoato de metila).

Carbono d¢ HSQC HMBC
1 89,2 3,77 1,40/1,42
2 72,7/72,8 4,17 3,77
3 175,0 - 3,71/3,72/4,17
4 81,8/81,9 - 3,00/3,77/4,17
5 57,0 2,32 1,40/1,42/3,00/3,77
6 37,3 3,00 -
7 210,7/210,8 - -
8 52,9 - 1,80/2,03/2,53/2,56
9 44,2/44,7 2,53/2,56 1,20/1,39/1,65
10 47,9/48,4 - 1,23/1,40/1,42
11 20,7 1,80 -
12 30,2 2,03 -
13 39,3/40,1 - 5,41
14 67,4/68.2 - 1,23/3,88/4,11/5,41
15 55,3/56,3 3,88/4,11 1,15
16 168,2/169,1 - 3,88/4,11
17 77,8 5,41 -
18 24,0 1,15 -
19 20,2 1,40/1,41 2,32/2,53/2,56/3,77
20 124,3 - 5,41
21 * - -
22 * - -
23 171,4/171,7 - 5,41/6,27
28 30,9/31,0 1,25 1,16
29 23,9 1,16 -
30 17,9 1,23 2,53/2,56
3-OCH; 52,2 3,71/3,72 -
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FIGURA 4.58: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, MeOD) da Substancia

XIX (2,21-dihidroxi-23-oxoepiisoobacunoato de metila).
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FIGURA 4.59: Experimento de HSQC (400MHz, MeOD) da Substancia XIX

(2,21-dihidroxi-23-oxoepiisoobacunoato de metila).
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FIGURA 4.60: Experimento de HMBC (400MHz, MeOD) da Substancia
XIX (2,21-dihidroxi-23-oxoepiisoobacunoato de metila).
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FIGURA 4.62: Espectro de DEPT 135 (100 MHz, MeOD) da Substancia

XIX (2,21-dihidroxi-23-oxoepiisoobacunoato de metila).
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FIGURA 4.63: Experimento de COSY (400MHz, MeOD) da Substancia XIX

(2,21-dihidroxi-23-oxoepiisoobacunoato de metila).
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FIGURA 4.64: Experimento de NOESY (400MHz, MeOD) da Substancia
XIX (2,21-dihidroxi-23-oxoepiisoobacunoato de metila).
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4.3.3.3 — Identificacdo da Substancia XX (7-acetil-21-hidroxi-23-

oxotecleanino)

A substancia XX (FIGURA 4.65, p. 243) apresentou-se como
um soOlido amorfo branco e ¢é denominada de 7-acetil-21-hidroxi-23-

oxotecleanino.

FIGURA 4.65: Estrutura quimica do limonoide 7-acetil-21-hidroxi-23-

oxotecleanino (Substancia XX).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.70, p. 252) da substincia
XX apresentou-se um pouco diferente dos dois limondides mencionados
anteriormente, porém alguns sinais sdo semelhantes como os do anel furano
oxidado. Para a presente substincia o espectro apresenta um singleto em 0
6,95 atribuido ao H-22 que pelo experimento de HSQC (FIGURA 4.71, p.
253) se refere ao carbono em 6 145,6/145,8 ¢ o singleto largo em & 6,01/6,17
atribuido ao H-21 que pelo HSQC ¢ referente ao carbono em 6 96,5/98.4.
Assim como ja mencionado para o limonoide anterior, alguns sinais se

apresentam duplicados, se referindo aos epimeros em C-21.
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Observa-se também no espectro de RMN de 'H sinais para
quatro metilas em o 1,04/1,05/1,12 e 1,25. O sinal em & 1,12 pelo HSQC se
refere ao carbono em o 21,4/21,5 e pelo HMBC (FIGURA 4.72, p. 254)
correlaciona-se com o sinal de carbono em ¢ 30,3 que pelo HSQC se refere a
uma metila em & 1,25, desta forma esses sinais foram atribuidos as metilas 29
e 28, respectivamente.

Observa-se também no HMBC as correlagdes das duas metilas
com um sinal em o 80,7 que deve ser um carbono quaternario pela auséncia
de correlacdo no HSQC e pelo seu deslocamento esta ligado a um oxigénio,
atribuido ao carbono C-4. Este carbono em & 80,7 se correlaciona também
com um dubleto em & 2,27 que pelo HSQC se refere ao carbono em o 53,6 ¢
assim, atribuido ao H-5. este por sua vez se correlaciona com o C-4 ¢ ainda
com outro carbono em o 45,5 que pelo HSQC nao tem correlagdo e assim
atribuido ao C-10. Essas correlagdes sao referentes ao anel A do limondide

como mostra a FIGURA 4.66, na pagina 244.

21,4/21,5

FIGURA 4.66: Correlagdes observadas no experimento de HMBC para o
anel A da Substancia XX.

O sinal em ¢ 45,5 (C-10) correlaciona-se também no HMBC com

um singleto largo em 6 4,07 que pelo HSQC se refere ao carbono em & 79,7.

Esse deslocamento sugere que o carbono esteja ligado a um oxigénio e por
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1sso foi atribuido ao C-1, atribuindo-se assim todos os sinais referentes ao
anel A.

Por meio do experimento de COSY (FIGURA 4.73, p. 255) o
sinal do H-1 em 6 4,07 acopla com um tripleto em 6 2,91/2,93 ¢ com um
dubleto em & 2,63, sendo que estes sinais pelo HSQC se correlacionam com o
mesmo sinal de carbono em 6 35,7 e assim foram atribuidos aos H-2a e 2b.
Pelo HMBC os sinais de H-2 correlacionam-se com o 6 79,7 (C-1) e 6 168,4
sugerindo estar vizinho a uma carboxila que foi atribuido ao C-3. O sinal em
0 79,7 (C-1) apresenta, ainda, uma correlacio via HMBC com dois duplos
dubletos em 0 4,41 ¢ 4,48 que via HSQC se correlacionam com o mesmo
carbono em o 65,8 e este deslocamento sugere que esteja ligado a um
oxigénio. Com isso e pelo fato de no espectro de RMN de 'H apresentar sinais
para quatro metilas, permite-se dizer que este sinal em 6 65,8 se refere ao que
seria a metila 19 que neste caso estd ligado a um oxigénio formando um anel

lactonico e assim foi atribuido ao C-19. Suas correlacoes via HMBC sao

mostradas na FIGURA 4.67, na pagina 245.

FIGURA 4.67: Correlacdes observadas no experimento de HMBC para o

anel lactonico da Substancia XX.

O sinal em 6 2,27 (H-5) via COSY acopla com sinal em o

1,92/1,95 que pelo HSQC se refere ao carbono em 6 21,1. Estes sinais de

245



ESTUDO FITOQUIMICO DE NYCTICALANTHUS SPECIOSUS

hidrogénios pelo HMBC se correlacionam com o ¢ 53,6 (C-5) e assim foram
atribuido aos H-6. Esse H-6 acopla via COSY com o H-5 e também com um
singleto largo em & 5,27 atribuido ao H-7 que pelo HSQC se refere ao
carbono em & 74,3. Essa multiplicidade do H-7 (sl) permite dizer que o
mesmo esteja em beta, visto que se estivesse em alfa sua multiplicidade seria

um duplo dubleto com uma das constantes axial-axial proximo de 12 Hz.

O deslocamento do carbono em & 74,3 sugere que esteja ligado a
um oxigénio e como pelo HMBC o sinal em & 5,27 (H-7) se correlaciona com
um carbono carboxilico em 6 169,7, permite-se afirmar que em C-7 esteja um
substituinte acetato, confirmado pela presenga de um singleto em 6 2,00
integrando para trés hidrogénios, o que via HSQC se refere ao carbono em o
21,1.

O sinal em 6 5,27 pelo HMBC se correlaciona, ainda, com um
sinal em & 27,5 que pelo HSQC se refere a uma metila em 1,05, atribuido a
metila 30. Essa metila se correlaciona com os sinais em o 43,3 que nao
apresenta correlagdo no HSQC sugerindo ser o carbono quaternario C-8 e
com O 41,7 que pelo HSQC se refere ao 6 2,40/2,48 que foi atribuido ao H-9.
Esse sinal de H-9 se correlaciona com o sinal de carbono em & 45,5 (C-10) e
65,8 (C-19) confirmando assim os sinais referentes ao anel B do limondide

como mostrado na FIGURA 4.68, na pagina 247.
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FIGURA 4.68: Correlacdes observadas no experimento de HMBC para o
anel B da Substancia XX.

O sinal em 6 2,40/2,48 (H-9) acopla via COSY com o sinal em 6
1,82/1,89 que pelo HSQC se refere ao carbono em o 18,7 e foi atribuido ao H-
11. O H-9 se correlaciona via HMBC com os sinais em o6 18,7 (C-11) e
32,5/32,6 que via HSQC se refere aos hidrogénios em 6 1,76 atribuido aos H,-
12. O H-11 e 12 acoplam entre si no experimento de COSY permitindo assim
confirmar os seus posicionamentos.

Voltando para a metila 30 em & 1,05 pode-se observar, ainda,
uma correlagdo via HMBC com um sinal em 6 156,5/156,8 que via HSQC
ndo se correlaciona com nenhum hidrogénio e seu deslocamento sugere ser
um carbono olefinico que foi atribuido ao C-14. Esse C-14 se correlaciona
também com a metila 18 em o 1,04.

O dubleto largo que se observa no espectro de RMN de 'H em &
5,39/5,40 correlaciona-se via HSQC com 6 119,9/120,4 sugerindo ser, por sua
desprotecdo, o H-15. Este por sua vez se correlaciona via HMBC com os
sinais: 0 47,3 que ndo apresenta correlagdo no HSQC sendo assim atribuido
ao C-13; 6 33,6/33,8 que pelo HSQC se refere ao hidrogénio em & 2,52; e 6
50,5 que via HSQC se refere ao hidrogénio em o 2,80. O sinal em o 2,52
acopla via COSY com & 2,80 desta forma, o sinal em ¢ 2,52 foi atribuido ao

H-16 ¢ 6 2,80 ao H-17 como mostrado na FIGURA 4.69, na pagina 248.
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2,80
O 1,04 H

H
5,39/5,40
C

FIGURA 4.69: Correlacdes observadas no experimento de HMBC para o
anel D da Substancia XX.

Todos os sinais atribuidos aos hidrogénios e carbonos (espectro
de RMN de "C, FIGURA 4.74, p. 256) sdo apresentados nas TABELAS
4.22-24, nas paginas 249-251.

Assim como mencionado para o limonoide anterior, a substancia
XX se refere aos epimeros na posicao 21 e de acordo com o discutido acima,
a estrutura da substancia XX ¢é o limonoide, inédito na literatura, 7-ACETIL-

21-HIDROXI-23-OXOTECLEANINO.
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TABELA 4.22: Dados de RMN de 'H e do experimento de COSY da

substancia XX (7-acetil-21-hidroxi-23-oxotecleanino).

Hidrogénio 7-acetil-21-hidroxi-23-oxotecleanino COsYy
isolado
1 4,07 sl (1H) 2,91/2,93
2a 2,63d(17,2) 2,91/2,93
2b 2,91/2,93 t (4,6) 2,63/4,07
5 2,27 d(13,6) 1,92/1,95
6 1,92/1,95 m 2,27/5,27
7 5,27 sl (1H) 1,92/1,95
9 2,40/2,48 m 1,82/1,89

11 1,82/1,89 m 1,76/2,40

12 1,76 m 1,82/1,89

15 5,39/5,40 dl (14,0) -

16 2,52 m 2,80

17 2,80 m 2,52

19 4,41/4,48 m (2H) -

21 6,01/6,17 sl (1H) -

22 6,95 s (1H) -
18-CH; 1,04 s (3H) -
28-CH; 1,25 s (3H) -
29-CH; 1,12 s (3H) -
30-CHs; 1,05 s (3H) -

7-OCOCH; 2,00 s (3H) -

OBS: Dados de RMN de 'H (8, mult., J(Hz)) (integracio) (CDCls, 400 MHz).
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TABELA 4.23: Dados de RMN de “C da substdncia XX (7-acetil-21-

hidroxi-23-oxotecleanino).

Carbono 7-acetil-21-hidroxi-23-oxotecleanino
isolado

1 79,7
2 35,7
3 168.4
4 80,7
5 53,6
6 21,1
7 74,3
8 43,3
9 41,7
10 45,5
11 18,7
12 32,5/32,6
13 47,3
14 156,5/156,8
15 119,9/120.,4
16 33,6/33,8
17 50,5
18 20,7
19 65,8
20 137.9
21 96,5/98,4
22 145,6/145,8
23 170,0/170,5
28 30,3
29 21,4/21,5
30 27,5

7-OCOCH; 169,7 ¢ 21,1

OBS: Dados de RMN de °C (8) (CDCl;, 100 MHz).
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TABELA 4.24: Dados de HSQC ¢ HMBC da substancia XX (7-acetil-21-

hidroxi-23-oxotecleanino).

Carbono d¢ HSQC HMBC
1 79,7 4,07 4,41/4,48
2 35,7 2,63/2,93 -
3 168,4 - 2,63/2,93/4,07
4 80,7 - 1,12/1,25/2,27
5 53,6 2,27 1,12/1,25/1,92/1,95/4,41/4,48/5,277
6 21,1 1,92/1,95 -
7 74,3 5,27 1,05
8 43,3 - 1,05/2,40/2,48
9 41,7 2,40/2,48 1,05/1,76/4,41/4,48/5,27
10 45,5 - 2,27;2,40/2,48/2,63/2,93/4,41/4,48
11 18,7 1,82/1,89 2,40/2,48
12 32,5/32,6 1,76 -
13 47,3 - 5,39/5,40
14 156,5/156,8 - 1,04/1,05
15 119,9/120,4  5,39/5,40 2,52
16 33,6/33,8 2,52 5,39/5,40
17 50,5 2,80 5,39/5,40
18 20,7 1,04 -
19 65,8 4,11/4,48 2,27/2,40/2,48
20 137,9 - 6,95
21 96,5/98,4 6,01/6,17 6,95
22 145,6/145,8 6,95 -
23 170,0/170,5 - 6,01/6,17/6,95
28 30,3 1,25 1,12/2,27
29 21,4/21,5 1,12 1,25/2,27
30 27,5 1,05 2,40/2,48/5,27
7-OCOCH; 169,7 ¢ 21,1 2,00 5,27
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FIGURA 4.70: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) da Substincia
XX (7-acetil-21-hidroxi-23-oxotecleanino).
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FIGURA 4.71: Experimento de HSQC (400MHz, CDCl;) da Substancia XX

(7-acetil-21-hidroxi-23-oxotecleanino).
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FIGURA 4.72: Experimento de HMBC (400MHz, CDCl;) da Substancia XX

(7-acetil-21-hidroxi-23-oxotecleanino).
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FIGURA 4.73: Experimento de COSY (400MHz, CDCl;) da Substancia XX

(7-acetil-21-hidroxi-23-oxotecleanino).
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FIGURA 4.74: Espectro de RMN de ’C (100 MHz, CDCl;) da Substancia
XX (7-acetil-21-hidroxi-23-oxotecleanino).

256



CONCLUSOES
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O estudo fitoquimico do caule de Citrus limonia enxertrado com
C. sinensis resultou no isolamento e identificacdo de nove substincias, entre
elas oito conhecidas que sdo as cumarinas Suberosina, Xantiletina, Seselina,
Tamarina e Crenulatina, a flavona Limonianina, a flavanona Lupinifolina e o
alcaldide 5-Hidroxinoracrinicina e ainda uma substancia inédita na literatura a
flavanona 5,4’-dihidroxi-6-(3’’’-metil-2’*’-butenil)-2"’,2’-dimetilpirano-
(5°°,67°-7,8)flavanona.

Dentre as substancias isoladas do porta-enxerto, as cumarinas
Seselina e Crenulatina mostraram-se mais promissoras frente ao fungo
Guignardia citricarpa com inibigdo na germinacdo de picnididosporos e
formacao de apressorios de 98,5 e 99,25 %, respectivamente, seguidas pelo
flavonoide Limonianina com 83 % e a 5-Hidroxinoracrinicina com 79 %.

O estudo biossintético com enfoque na determinacdo da
atividade da enzima preniltransferase mostrou atividade da mesma nas raizes
de plantas enxertadas de C. sinensis sobre C. limonia, com a formagao das
piranocumarinas Xantiletina, Seselina e Suberosina a partir do DMAPP, com
os precursores Umbeliferona e Herniarina e com cofator MgCl,. A andlise
circadiana apresentou atividade mais expressiva as 23:00 e 6:00h,
apresentando na reacao enzimatica com a Umbeliferona, as 23:00h, formacao
de 2,40, 1,15 e 0,71ug/mL de Xantiletina, Seselina e Suberosina,
respectivamente, ¢ com a Herniarina no mesmo horario, 2,71, 1,53 ¢
0,78ug/mL dos mesmos produtos.

A avaliacdo da atividade da enzima preniltransferase nas raizes,
caule inferior e superior e¢ folhas do enxerto de C. sinensis sobre C. limonia
apresentou formagdo das piranocumarinas apenas nas raizes, concluindo-se

que se ha atividade da enzima apenas neste ultimo oOrgdo. Estes dados
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permitem sugerir que a piranocumarina Xantiletina estd sendo metabolizada
na parte inferior do enxerto e translocada até as folhas.

O experimento com o IPP-'"*C mostrou que houve absorcdo do
mesmo pela planta enxertada (C. sinensis sobre C. limonia), porém esta ndo o
metabolizou para formagdo das piranocumarinas, necessitando de estudos
mais aprofundados que visem conseguir a deslocalizacdo do precursor até o
sitio de metabolizagao especifica das cumarinas.

O estudo fitoquimico da espécie Nycticalanthus speciosus,
resultou no isolamento e identificacdo de onze substancias, entre elas secte
conhecidas, os alcaldides Dictamina, y-Fagarina, Esquimianina, 1-Metil-4-
metoxi-2-quinolona, N-Metilflindersina e Rutaecarpina, € a cumarina
Seselina. Entre as substancias inéditas isoladas temos um alcaloide, a 8,8a-
seco-8-carboxi-14-N-metilrutaecarpina e trés limonoides: o 2-hidroxi-
epiisoobacunoato de metila, o 2,21-dihidroxi-23-oxoepiisoobacunoato de
metila e o 7-acetil-21-hidroxi-23-oxotecleanino.

Os resultados fitoquimicos da espécie Nycticalanthus speciosus,
mostraram que a presenga de alcaldides dos tipos furoquinolinico, 2-
quinolinico e indolopiridoquinazolinico, piranocumarina e limonoides que sdo
comuns na familia Rutaceae, confirmam o correto posicionamento da espécie

nesta familia.
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