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RESUMO

ESTUDO QUIMICO DE PLANTAS DO GENERO HORTIA, DO FUNGO
GUIGNARDIA CITRICARPA E AVALIACAO DE SEUS POTENCIAIS
EFEITOS BIOLOGICOS — O estudo quimico de plantas do género Hortia
descrito neste trabalho visou contribuir com a quimiossistemética da familia
Rutaceae e também com o posicionamento correto do género dentro da mesma.
O estudo das espécies H. oreadica Groppo, Kalunki e Pirani, H. brasiliana
Vand. ex DC. e H. superba Ducke levou ao isolamento de 21 substancias: dez
limonoides, trés derivados do é&cido diidrocinamico, cinco acaoides (dois
furoquinolinicos, um 2-quinolona e dois indoloquinazolinicos) e trés cumarinas
(uma furano cumarina linear e duas piranocumarinas angulares). A uni&o dos
dados de metabdlitos secundarios do género Hortia obtidos neste e em estudos
prévios permitiu propor um posicionamento para este género na interseccéo de
Rutoideae e Toddalioideae, mas proximo a Flindersioideae. Varios ensaios
biol6gicos foram realizados com extratos vegetais e compostos isolados das trés
espécies de Hortia e as atividades biol6gicas mais expressivas foram dos
alcaloides rutaecarpina (frente a Xylella fastidiosa e Mycobacterium
tuberculosis) e N-metil-4-metoxi-2-quinolona (frente & Guignardia citircarpa),
dos limonoides hortiolida C (frente a X. fastidiosa e Streptococccus sanguinis),
hortilida D (frente a Streptococccus salivarius), hortiolida E (frente a S
sanguinis e S. salivarius), do derivado do &cido diidrocindmico &cido 3-[2,6-
dimetoxi-67,6"-dimetilpirano-(2°,3":4,5)-fenil]-propidénico  (frente a M.
tuberculosis e G. citricarpa) e da cumarina 5-metéxi-seselina (frente a G.
citricarpa). O estudo do fungo fitopatogénico G. citricarpa visou contribuir com
o conhecimento da quimica deste micro-organismo. Apos estudos de otimizacéo
do meio de cultura liquido (batata-dextrose, Czapeck e Czapeck enriquecido
com 2% de extrato de malte) e periodo de crescimento (05 a 45 dias)
apropriados para G. citricarpa, este fungo foi desenvolvido em escala ampliada

em batata-dextrose por um periodo de 25 e 35 dias. Os extratos brutos foram
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submetidos a fracionamentos cromatogréaficos, obtendo-se treze substancias de
diferentes classes de metabdlitos secundarios, sendo quatro dicetopiperazinas
[ciclo-(prolina-leucind), ciclo-(fenilalanina-tirosina), ciclo-(prolina-tirosina) e
ciclo- (prolina-fenilalanina)], uma base nitrogenada (uracila), trés nucleosideos
(uridina, 5-metil-uridina e inosind), um aminoécido (triptofano), um alcool
aromatico (tirosol), um furfuraldeido (5-hidréxi-metil-furfuraldeido), um
derivado do &cido benzoico (&cido 4-hidroxi-benzoico) e um triglicerideo. O
isolamento do tirosol neste trabalho instiga novas investigacdes sobre a possivel
funcdo do mesmo no evento da patogenicidade em Citros, uma vez que ha
aguns relatos na literatura sobre estudos da atividade sinalizadora e auto-
reguladora desta molécula em alguns fungos endofiticos. Extratos brutos de G.
citricarpa foram avaliados frente a X. fastidiosa e os resultados obtidos
revelaram valores de CIM bastante interessantes e promissores, estimulando a
continuidade deste estudo. Portanto, a partir do trabalho descrito nesta tese
verificou-se que algumas substancias naturais com propriedades antimicrobianas
revelaram-se como importantes fontes na descoberta de novos produtos com

potencia bioativo.
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ABSTRACT

CHEMICAL INVESTIGATION OF PLANTS BELONGING TO THE
GENUS HORTIA AND OF THE FUNGUS GUIGNARDIA CITRICARPA .
EVALUATION OF THEIR POTENTIAL BIOLOGICAL EFFECTS. The
chemical investigation of plants belonging to the genus Hortia described here
aimed at contributing to the chemosystematics of the family Rutaceae as well as
to the correct placement of this genus within this family. Study involving the
species H. oreadica Groppo, Kallunki and Pirani; H. brasiliana Vand. ex DC.;
and H. superba Ducke led to the isolation of 21 compounds, more specifically
ten limonoids, three dihydrocinnamic acid derivatives, five alkaloids (two furan
quinolinic, one 2-quinolone, and two indoloquinazolinone) and three coumarins
(one linear furanocoumarin and two angular pyranocoumarins). Taking together
al the data obtained on secondary metabolites from the genus Hortia in the
present study as well as in previous works, it was possible to propose the
positioning of this genus in the intersection of Rutoideae and Toddalioideage, but
close to Flindersioideae. Various biological assays were conducted by using
plant extracts and isolated compounds from three Hortia species, and the most
significant activities were detected for rutaecarpine (against Xylella fastidiosa
and Mycobacterium tuberculosis) and N-methyl-4-methoxy-2-quinolone
(against Guignardia citircarpa); for the limonoids hortiolide C (against X.
fastidiosa and Streptococccus sanguinis), hortiolide D (against Streptococccus
salivarius), and hortiolide E (against S. sanguinis and S salivarius); for the
dihydrocinnamic acid derivative  3-[2,6-dimethoxy-6",6"-dimethylpyran-
(2°,3":4,5)-phenyl]-propionic acid (against M. tuberculosis and G. citricarpa);
and for the coumarin 5-methoxy-seseline (against G. citricarpa). Investigation
of the phytopathogenic fungus G. citricarpa aimed at acquiring knowledge
about the chemistry of this microorganism. After optimization of the liquid
culture medium (potato-dextrose, Czapeck and Czapeck enriched with 2% malt

extract) and growth period (05 to 45 days) appropriate for G. citricarpa, this
XVii



fungus was developed at a larger scale using potato-dextrose for 25 to 35 days.
The crude extracts were submitted to fractionation by chromatography, which
furnished 13 different compounds of different classes of secondary metabolites,
namely four diketopiperazines [cyclo-(proline-leucine), cyclo-(phenylalanine-
tyrosine), cyclo-(proline-tyrosine), and cyclo- (proline-phenylalanine)], one
nitrogen base (uracil), three nucleosides (uridine, 5-methyl-uridine, and inosine),
one amino acid (tryptophan), one aromatic alcohol (tyrosol), one furfuraldehyde
(5-hydroxy-methyl-furfuraldehyde), one benzoic acid derivative (4-hydroxy-
benzoic acid), and one triglyceride. The isolation of tyrosol motivated new
investigations on its possible role in pathogenicity events in Citrus, since there
are some literature reports on its signaling and autoregulation activities in some
endophytic fungi. Crude extracts from G. citricarpa were assayed against X.
fastidiosa. The results revealed promising MIC values, prompting continuation
of this study. In conclusion, the work described in this thesis has demonstrated
that some natural compounds displaying antimicrobial activity have potential

application as lead compounds for the discovery of novel bioactive compounds.
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Capitulo 01: Estudo Quimico e
Avaliacao do Potencial Efeito Biologico

de Plantas do Género Hortia



Estudo Quimico e Avaliacdo do Potencial Efeito Biolégico de Plantas do Género Hortia

1. Estudo Quimico de Plantasdo Género Hortia

1.1 Introducéo

1.1.1 Posicionamento taxonémico do género Hortia

Hortia € um género neotropical da familia Rutaceae,
tradicionalmente incluido na subfamilia Toddaioideae e subtribo Toddaliinae
(Engler, 1931). Este género é constituido por dez espécies distribuidas do
Panama ao estado de S&o Paulo (Brasil), sendo que a maioria delas ocorre na
regido Amazoénica (GROPPO et al., 2005). O posicionamento taxondémico do
género Hortia revela contradigdes entre os antigos botanicos. DE CANDOLLE
em 1824 dividiu a familia Rutaceae em duas tribos, Diosmeae e Cusparieae,
posicionando Hortia nesta dltima (DE CANDOLLE, 1824). BENTHAM &
HOOKER em 1862 propuseram modificacdes taxonémicas, tornando a familia
Rutaceae um pouco mais abrangente; sete tribos foram formadas, adotando-se
Cusparieae, de onde o género Hortia foi excluido e posicionado na tribo
Toddalieae, mas com comentarios de que a classificacdo era duvidosa
(BENTHAM e HOOKER, 1862). O sistema de ENGLER proposto em 1931,
com as modificagbes de SCHOLZ € o mais aceito pelos atuais botanicos. Este
sistema é bastante semelhante aguele de Bentham & Hooker, e também néo
esclarece a classificacdo de Hortia, mantendo-o em Toddalieae (ENGLER,
1931; SCHOLZ, 1964). A similaridade quimica entre as subfamilias Rutoideae e
Toddalioideae é tdo pronunciada que levou da SILVA et al. (1988) a uni-las em
uma Unica subfamilia, Rutoideae, subdividindo-a em 17 tribos. Os géneros
americanos de Toddalioideae vieram a constituir trés tribos dentro de Rutoideae
e Hortia foi reposicionada em Cusparieae como fez anteriormente DE
CANDOLLE (1824). Porém, as justificativas para isto ndo foram novamente
convincentes, mostrando gue os dados quimicos revelam a mesma dificuldade

para 0 posicionamento de Hortia. A Unica judtificativa plausivel para
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reclassifica-la seria que Hortia é 0 Unico representante americano na subtribo
Toddaliinae.

VANDELLI (1788) foi o primeiro a descrever o género Hortia,
baseando-se em inUmeras colecdes enviadas a ele do estado de Minas Gerais
(Brasil), mas sem nomear nenhuma espécie. DE CANDOLLE (1824) descreveu
H. brasliana Vand. baseando-se em um espécime de VANDELLI depositado
no herbario Jussieu, o qual foi coletado no sudeste de Minas Gerais e Rio de
Janeiro. Neste mesmo ano, SAINT-HILAIRE descreveu arbustos coletados em
Goiés e oeste de Minas Gerais como H. brasiliana. Contudo, ele sabia que este
nome tinha sido aplicado a um espécime arborescente por DE CANDOLLE
(1824). Porém, SAINT-HILAIRE (1824) comentou que o proprio DE
CANDOLLE (1824) ndo havia coletado o espécime. ENGLER (1874) também
atribuiu 0 nome de H. brasiliana a uma espécie arbustiva encontrada no Centro-
Oeste do Brasil. Neste mesmo estudo e€le descreveu uma espécie arborescente
nova como H. arborea Engl.. Mais recentemente, GROPPO et al. (2005)
mostrou que H. brasiliana e H. arborea Engl. correspondiam & mesma espécie
arborescente, sendo H. brasiliana Vand. ex DC. o nome correto, respeitando a
nomenclatura boténica em que o nome dado pela primeira identificacdo € o
valido. Portanto, H. arborea é um sinbnimo de H. brasiliana Vand. ex DC.
Finalmente, segundo o comentario anterior a espécie arbustiva encontrada no
Centro-Oeste do Brasil continuava nd nomeada, com isto GROPPO et al.
(2005) a denominou H. oreadica Groppo, Kallunki & Pirani.

Gleason (1933) descreveu H. colombiana, mas comentou que O
exemplar era similar a H. brasiliana Vand. ex DC. Segundo GROPPO et al.
(2004, 2005) H. colombiana e H. brasiliana Vand. ex DC. referem-se & mesma
espécie, sendo o nome desta Ultima o valido. H. badinii M.A. Lisboa foi
utilizado para designar um espécime de Hortia, mas este erro foi posteriormente
corrigido por GROPPO et al. (2005), o qual o reconheceu como H. brasiliana
Vand. ex DC. Porém, H. colombiana Gleason, H. badinii M.A. Lisboa e H.
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arborea Engl. serdo citados nesta tese como eles aparecem na literatura, mas
sempre indicando entre parénteses ou no rodapé o nome correto.

Finalmente, as dez espécies de Hortia corretamente identificadas
sdo: H. brasiliana Vand. ex DC., H. coccinea Spruce ex Engl., H. excelsa
Ducke, H. longifolia Spruce ex Engl., H. neblinensis Maguire & Boom, H.
nudipetala Groppo, H. oreadica Groppo, Kallunki & Pirani, H. regia Sandwith,
H. superba Ducke, H. vandelliana Groppo (GROPPO et al., 2005, 2008, 2010).

1.1.2 Perfil quimico do género Hortia

Segundo levantamento bibliografico realizado em junho de 2011,
ha relato de estudo quimico de cinco espécies de Hortia, sendo elas. H. arborea
Engl. (nome correto: H. brasiliana Vand. ex DC.) (PACHTER et al., 1957;
PACHTER et al., 1960; FERRACIN, 1992; MONACHE et al., 1976;
MONACHE et al., 1977), H. badinii M.A. Lisboa(nome correto: H. brasiliana
Vand. ex DC.) (CORREA et al., 1975; CORREA et al., 1979), H. longifolia
Spruce ex Engl. (CORREA et al., 1976; PADUA, 1976), H. brasiliana Vand. ex
DC. (PACHTER et al.,, 1961, BRAGA, 2005, SEVERINO, 2008), H.
colombiana Gleason (nome correto: H. brasiliana Vand. ex DC.) (SUAREZ et
al., 1998, CUCA et al., 1998, SUAREZ et al., 2002), H. regia Sandwith
(JACOBS et al., 1986; JACOBS et al., 1987; TINTO et al., 1992), H. oreadica
Groppo, Kalunki & Pirani (BRAGA, 2005; SEVERINO, 2008) e H. superba
Ducke (BRAGA, 2005; SEVERINO, 2008). Séo relatados para este género
metabdlitos secundarios como derivados do écido diidrocinamico (TABELA
1.1, ps. 05 a 07), derivado do acido cindmico (TABELA 1.2, p. 07), alcaloides
(furoquinolinicos, 2-quinolonas e B-indoloquinazolinicos) (TABELA 1.3, ps. 08
a 11), cumarinas (simples, furanocumarinas e piranocumarinas) (TABELA 1.4,
ps. 11 a 14), terpendides (sesquiterpenos, triterpenos e limonoides) (TABELA
1.5, ps. 14 a 18), amidas (TABELA 1.6, ps. 18 a 19) e flavonoides (flavonas e
flavanona) (TABELA 1.7, p. 19).
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TABELA 1.1: Ocorréncia de derivados do acido diidrocinadmico no género Hortia

3-[6-metoxi-6",6 -dimetilpirano-
(2,3":4,5)-fenil]-propionato de metila

DC.

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA
% 1-CORREA et
1- H. badinii M.A. Lisboa®  al.,1975; CORREA
OCHjz 2- H. regia Sandwith et. al., 1979

3- H. colombiana Gleason® 2-TINTO et al., 1992

1) o OCH; 4- H. oreadica Groppo, 3-SUAREZ et

P Kalunki & Pirani al.,2002

5- H. brasiliana Vand. ex 4-BRAGA, 2005;

SEVERINO, 2008
5-SEVERINO, 2008

o)
OH
1) 0 OCH;
yZ

acido 3-[6-metOxi-6",6"-dimetilpirano-
(2,3":4,5)-fenil]-propidnico

1- H. regia Sandwith
2-H. colombiana Gleason
3- H. oreadica Groppo,
Kalunki & Pirani

b

1-TINTOetal., 1992
2-SUAREZ et
al.,2002

3-BRAGA, 2005;
SEVERINO, 2008

OCH, 0
OH
OCH,

) o
S

acido 3-[2,6-dimet6xi-6,6 -dimetilpirano
(2,3":4,5)-fenil]-propidnico

1-H. badinii M.A. Lisboa®
2-H. oreadica Groppo,
Kalunki & Pirani

3-H. brasiliana Vand. ex
DC.

1-CORREA et
al.,1975; CORREA
etal., 1979
2-BRAGA, 2005;
SEVERINO, 2008
3-SEVERINO, 2008

OCHs

o
OCH;
V) o OCHj
=

3-[2,6-dimetoxi-6,6"-dimetilpirano-
(2°,3":4,5)-fenil]-propionato de metila

1-H. badinii M.A. Lisboa®
2-H. colombiana Gleason®
3-H. oreadica Groppo,
Kalunki & Pirani

1-CORREA et
al.,1975; CORREA
et al., 1979
2-SUAREZ et
al.,2002
3-BRAGA, 2005;
SEVERINO, 2008

o)
CH50.
OCH,
V) 0 OCH,
=

3-[3,6-dimetdxi-67,6"-dimetilpirano-
(2,3":4,5)-fenil]-propionato de metila

1-H. colombiana Gleason®

2-H. oreadica Groppo,
Kalunki & Pirani

3-H. brasiliana Vand. ex
DC.

1-SUAREZ et
al.,2002

2-BRAGA, 2005;
SEVERINO, 2008
3-SEVERINO, 2008

®H. badinii M.A.Lisboa (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
°H. colombiana Gleason (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
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TABELA 1.1: continuagéo

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA
0
CH30.
oH 1-SUAREZ ¢t al
VI) 1-H. colombiana Gleason® - al
0 OCHg 2-H. oreadica Groppo 2002
Kallunki & Pirani 2-SEVERINO,

Z 2008

acido 3-[3,6-dimetdxi-6",6" -dimetilpirano-
(2,3":4,5)-fenil]-propionato de metila

OCHs 0

VII) 1-H. badinii M.A. Lisboa® 1-CORREA et al.,

OCHs 1975

O g
o
T

acido 3-[2,6-dimetoxi-4°,5" -desidro-67,6"-
dimetilpirano-(2°,3":4,5)-fenil]-propidnico

OCHs, o)

VIl o

1-H. badinii M.A. Lisboa® 1-CORREA et al.,
1975

CH30

!

acido 3-[2,4-dimetdxi-4",5 -desidro-6,6'-
dimetilpirano-(2°,3":5,6)-fenil]-propidnico

OCH;

IX) CHs0 OCHjs
1-H. badinii M.A. Lisboa® 1-CORREA et al.,
1975

gl

3-[2,4-dimetoxi-3-prenil-fenil]
propianato de metila

OH

X)

CHO 1-H. brasiliana Vand. ex DC.  1-BRAGA, 2005

/ §

4cido 3-[4-met6xi-6',6"-dimetilpirano-

(2,3":5,6)-fenil]-propidnico
®H. badinii M.A.Lisboa (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
°H. colombiana Gleason (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
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TABELA 1.1: continuagéo

acido 3-fenil-{2",2""-dimetil-4"H-2",4"-dioxina-
[47-(27",3 -diidroxi-1""-metil-propil)]}

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA
0]
CH50.
OH
X1) 1-H. brasiliana Vand.
CH;O o ex DC. 1- BRAGA, 2005
NS
acido 3-[3,4-dimeto6xi-6",6 -dimetilpirano-
(2,3":5,6)-fenil]-propidnico
@)
OH
CH30O @)
XI) HO )< 1-H. brasilianaVand.  1-BRAGA, 2005
O ex DC.
OH

TABELA 1.2: Ocorréncia de derivado do é&cido cindmico no género Hortia

E-acido 3,4-dimetoxi-alfa(3-hidr Oxi-
4-car bometoxifenil) cinamico

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA
1-H. oreadica
Groppo, Kallunki & - SEVERING,2008
Pirani
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TABELA 1.3: Ocorréncia de alcaloides no género Hortia

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA
B-INDOLOQUINAZOL{NICOS
1-H. arborea Engl. 1-PACHTER et al .,

2-H. badinii M.A. Lisboa® 1957, PACHTER et
3-H. longifolia Spruceex  al.,1960; FERRACIN,

| Engl. 1992
N @) 4-H. colombiana 2-CORREA et al .,
|}| | Gleason® 1975
1 H N 5-H. regia Sandwith 3-CORREA et al.,
6-H. brasilianaVand. ex 1976
Rutaecar pina DC. 4-CUCA et al., 1998
7-H. oreadica Groppo, 5-JACOBS et al., 1987
Kallunki & Pirani 6, 7, 8-BRAGA, 2005;
8-H. superba Ducke SEVERINO, 2008
1-H. arborea Engl. 1-PACHTER et al.,
2-H. badinii M.A. 1957; PACHTER et
CH Lisboa® al., 1960
3 3-H. longifolia Spruceex  2-CORREA et al.,
| N o Engl. 1975
N | 4-H. colombiana 3-CORREA et al.,
1) NN Gleason” 1976
5-H. brasilianaVand. ex 4-CUCA et al., 1998
Hortiacina DC 5‘BRAGA, 2005,
6-H. oreadica Groppo, PATCHER et al .,
Kalunki & Pirani 1961
6-BRAGA, 2005
CH30
1-H. arborea Engl.¢ 1-PACHTER et al.,
2-H. brasilianaVand. ex 1957; PACHTER et
1) DC. al., 1960
CH 2-PACHTER et al.,
s 1961
10-metéxi-evodiamina
O
1-H. arborea Engl.° 1-FERRACIN, 1992

1V)

14-hidr Oxi-r utaecar pina

®H. badinii M.A.Lisboa (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
®H. colombiana Gleason (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
°H. arborea Engl. (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)



Estudo Quimico e Avaliacdo do Potencial Efeito Biolégico de Plantas do Género Hortia

TABELA 1.3: continuacéo

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA
FUROQUINOLINICOS
OCHg 1-H. arborea Engl.¢
2-H. longifolia 1-PACHTER et al.,
AS A Spruce ex Engl. 1960; FEBRACIN, 1992
V) 3-H. oreadica 2-CORREA et al., 1976
N/ o Groppo, Kalunki & 3, 4-BRAGA, 2005;
o Pirani SEVERINO, 2008
Dictamina 4-H. superba Ducke
OCHg
1-H. arborea Engl .
TN (23—|H. colombiana 4 pACHTER et al., 1960
Vi) _ eason” 2-CUCA et al, 1998
N o] 3-H. oreadica ’
. 3-BRAGA, 2005
Groppo, Kallunki &
OCH3 Pirani
v- fagarina
OH
VII) D N
\F O 1-H. arborea Engl.® 1-PACHTER et al.,1960
OCHg
Nor-y-fagarina
OCHg 1-H. arborea Engl.¢
2-H. regia Sandwith  1-PACHTER et al.,
AN N\ 3-H. longifolia 1960; FERRACIN, 1992
VIII) P Spruce ex Engl. 2-JACOBSet al., 1987
CH50 N 0 4-H. colombiana 3-CORREA et al., 1976
OCH Gleason® 4-CUCA et al, 1998
3 5-H. brasiliana 5-BRAGA, 2005
Esquimianina Vand. ex DC.
OCHy
X i
1X) A\ 1-H. oreadica 1- BRAGA. 2005
_ Groppo, Kalunki & ’
O . .
N Pirani
OH Robustina
2-QUINOL ONA
OCHs
x . .
X 1-H. longifolia Spruce ex 1-CORREA et al., 1976
) Engl. 2-FERRACIN, 1992
N o 2-H. arborea Engl.° 3-BRAGA, 2005
| 3-H. superba Ducke
CHs
N-metil-4-metoxi-2-quinolona

H. colombiana Gleason (nome correto € H. brasiliana Vand. ex DC.)

°H. arborea Engl. (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
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TABELA 1.3: continuacéo

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA
2-QUINOL ONA
OCH,
\ Ve
X1) 1-H. longifolia Spruceex  1- PADUA, 1976
N o Engl. 2- BRAGA, 2005
| 2-H. superba Ducke
H
1(H)-4-metéxi-2-quinolona
OCH,
I
XI1) 1-H. superba Ducke 1- BRAGA, 2005
N (@]
I
OCH; H
Edulitina
2-QUINOL ONA
OCH3;
\ .
XI111) 1-H. colombiana 1-CUCA et al, 1998
Z Gleason”
N OCH3
Montanina
1-H. colombiana 1- CUCA et al, 1998
Gleason® 2- BRAGA, 2005

XIV) 2-H. superba Ducke

1-H. colombiana 1- CUCA et al, 1998
XV) Gleason® 2- BRAGA, 2005;
2-H. superba Ducke SEVERINO, 2008

CHs

N-metil-flindersina

H. colombiana Gleason (nome correto € H. brasiliana Vand. ex DC.)
°H. arborea Engl. (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
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TABELA 1.3: continuacéo

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA

2-QUINOL ONA

OCH;

XVI) 1-H. oreadica Groppo,  1- BRAGA, 2005

Kalunki & Pirani

CHz
N-metil-antanina

TABELA 1.4: Ocorréncia de cumarinas no género Hortia

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA
SIMPLES
1-H. regia Sandwith
0 N ép':u(':g’;?('fé’:ﬁ 1-JACOBS et al., 1987
1 3-H. arboreagEﬁgI ¢ 2CORREA etal., 1976
CH30 o 4-H. oreadica STFERRACIN, 1992
3 : : 4-BRAGA, 2005
Escopar ona Groppo, Kalunki & ’
Pirani

OCHj3

1-H. badinii M .A. 1-CORREA et al., 1975

Lisboa® 2-CORREA et al., 1976
2-H. longifolia
Spruce ex Engl.
5,7-dimet6xi-8-(3-metilbut-2-en-1-il).
2H-cromen-2-ona
N
1) CH3O 0 1-H. arborea Engl.° 1-FERRACIN, 1992
I
Ostol

PIRANOCUMARINAS

1-H. arborea Engl . 1-MONACHE &t. al .,
1976

Xantiletina

®H. badinii M.A.Lisboa (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
°H. arborea Engl. (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
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TABELA 1.4: continuagéo

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA

PIRANOCUMARINAS

1-H. colombiana 1-SUAREZ et al., 2002

V) Gleason”

v 1-H. arboreaEngl  1-MONACHE etal.,

1976

3-(1,1-dimetilpr op-2-en-1-il)-8,8-dimetil-2H,8H
pirano[3,2-g]cromen-2-ona

VII)
1-H. arborea Engl.¢ 1-MONACHE et al.,

1976

6,6,10,10-tetrametil-2H,6H,10H-dipirano

[2,3-f :2°-3"-h]cromen-2-ona
PIRANOCUMARINAS
OCHg

1-BRAGA, 2005;

1-H. oreadica Groppo,

VIII) Kalunki & Pirani

SEVERINO,2008

1-H. oreadica Groppo, 1-BRAGA, 2005
X1) o Kalunki & Pirani
Braialina
FURANOCUMARINAS
b
N
X) 4

1-H. arborea Engl.° 1-MONACHE et al.,

o 0 1976
3-(1,1-dimetilprop-2-en-1-il)-2H-
furo[3,2-g]cromen-2-ona

H. colombiana Gleason (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
°H. arborea Engl. (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
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TABELA 1.4: continuagéo

3-(2,2-dimetilciclopropil)-2H-
furo[3,2-g]cr omen-2-ona

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA
FURANOCUMARINAS
/J A
XI) 1-H. arboreaEngl.®  1-MONACHE et al.,
0 1977

OH

Hortiolona

1-H. arborea Engl.° 1-MONACHE et al.,
1977

S
xiny S>—

(5-isopropenil)-5-metoxi-2H-
furo[3,2-g]cromen-2-ona

1-H. arborea Engl . 1-MONACHE et al.,
1977

X
XIv)
O (@]

(5-isopr openil-4,5-diidr 0)-2H-
furo[3,2-g]cromen-2-ona

1-H. arborea Engl.® 1-MONACHE et al.,
1977

1-H. arborea Engl.® 1-MONACHE et al.,

1977
Chalepina
/ N 1-H. oreadica
XVI) Groppo, Kallunki &  1-BRAGA, 2005
o) (o) Pirani
Psoraleno
OCH;
x 1-H. oreadica Groppo,
xvily & i 1- BRAGA, 2005
O O
Bergapteno

°H. arborea Engl. (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
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TABELA 1.4: continuagéo

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA

FURANOCUMARINAS

/ N
XVII) 1-H. oreadica
0 Groppo, Kalunki & 1-BRAGA, 2005
Pirani
OCH,
Xantotoxina
OH
O
OH
/ N 1-H. superba Ducke 1-BRAGA, 2005
XIX)
(@) (@]
Prangol
/ AN
XX
) o o’ 1-H. superba Ducke  1-BRAGA, 2005
Her aclenol OH

TABELA 1.5: Ocorréncia de terpendides no género Hortia

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA

SESQUITERPENOS

1-H. colombiana 1-SUAREZ et al .,
Gleason® 2002

Nerolidol

1-H. colombiana 1-SUAREZ et al .,
Gleason® 2002

Epoxinerolidol

H. colombiana Gleason (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
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TABELA 1.5: continuagéo

SUBSTANCIA OCORRENCIA___REFERENCIA
SESQUITERPENOS
(e}
N N 1-H. regia 1-JACOBSet al.,
=1 OCHs  Sandwith 1987

OH
(2E,6E)-10,11-diidr 6xi-3,7,11-
trimetildodeca-2,6-dienoato de metila

TRITERPENOS (04, 05 E 06 IDENTIFICADOSEM MISTURA)

V) é‘n';i arbored 1 FERRACIN, 1992
24,24-dimetil-5alfa-lanosta-
9(11),25-dien-3beta-ol
1-H. arborea
V) Engl° 1-FERRACIN, 1992

* | up-12-en-3-ol

1-H. arborea Engl.®  1-FERRACIN, 1992

H. colombiana Gleason (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
°H. arborea Engl. (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
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]JTABELA 1.5: continuagéo

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA
LIMONOIDES
1-H. colombiana 1-SUAREZ et
Gleason® al.,1998; SUAREZ
et. al., 2002
1-H. colombiana 1-SUAREZ ¢t. al.,
Gleason® 2002
: 1-H. regia 1-JACOBS et al.,

Sandwith 1986
2-H. oreadica 2-BRAGA, 2005;

O Guianina

Groppo, Kallunki
& Pirani

SEVERINO, 2008
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TABELA 1.5: continuagéo

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA
LIMONOIDES
</ ;o
CH,0
X) .
1-H. oreadica 1-BRAGA, 2005
Groppo, Kallunki
& Pirani
@) Hortiolida D
Observacdo = esta estrutura foi denominada por BRAGA
(2005) de Hortiolida C e neste trabalho de Hortiolida D
*A estereoquimica da hidroxila em C-15 foi corrigida
nesta tese (substancia 06)
/ O
e
CH3O. 0] =
X1) \r ,
N, % 1-H. oreadica 1-BRAGA, 2005
] Groppo, Kallunki
& Pirani
o Hortiolida E
Observacdo = esta estruturafoi denominada por BRAGA
(2005) de Hortiolida D e neste trabalho de Hortiolida E
XI1) é'rék?perba 1-BRAGA, 2005;
- H. oreadica SEVERINO 2008
Groppo, Kallunki 2-SEVERINO, 2008
& Pirani
O HortiolidaC
Observacdo -2 esta estrutura foi denominada por BRAGA
(2005) e SEVERINO (2008) de Hortiolida E e neste
trabalho de Hortiolida C
*A estereoquimica da hidroxila em C-15 foi corrigida
nesta tese (substancia 03)
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O 11lalfa-acetoxi-15-desoxi-
6-hidr éxi-hortiolida C

Observacdo - esta estrutura foi denominada por
SEVERINO (2008) de Hortiolida G e neste trabalho de
110-acetoxi-15-deso6xi-6-hidroxi-hortiolida C

X111) M orend
-M. oreadica
Groppo, Kallunki & 1-BRAGA, 2005
Pirani
O  9,11-desidro-12alfa-acetoxi-
hortiolida A
Observacdo = esta estrutura foi denominada por
BRAGA (2005) de Hortiolida F e neste trabalho de
9,11-desidro-12a-acetoxi-hortiolida A
OY ‘/ O
CH:O o
XI1V)
1-H. oreadica
Groppo, Kallunki & 1-SEVERING, 2008
Pirani

TABELA 1.6: Ocorréncia de amidas no género Hortia

>_/_N—[2—(4—preni loxifenil)etil]-tigliamida

SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA
H
|
o) N
V\@\ /\)\ 1-H. regia Sandwith 1-TINTO et al.,
) o Z 1992
N-(2-{3-[(3-metilbut-2-en-1-il)oxi] fenil’
etil)benzamida
H
"
X 1-H. colombiana ~ 1-SUAREZ et al.,
1) 5 Gleason® 2002
O

°H. colombiana Gleason (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)
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i
N N 1-H. colombiana 1-SUAREZ et al.,
1) Gleason® 2002
(@)
HO

N-[2-(4-hidr oxifenil)etil]-tigliamida
H. colombiana Gleason (nome correto é H. brasiliana Vand. ex DC.)

TABELA 1.7: Ocorréncia de flavonoides no género Hortia
SUBSTANCIA OCORRENCIA REFERENCIA

1- H. longifolia 1-PADUA, 1976
Spruce ex Engl.

1-H. superba 1-BRAGA, 2005
Ducke

OH (@]
Acacetina

OCH;
oo N
1) O 1-H. superba 1-BRAGA, 2005
Ducke

OH o

| sosakuranetina

Analisando o perfil quimico de Hortia verifica-se que os acidos
diidrocinamicos com prenil ou anel pirano parecem ser um marcador do género.
A analise desta classe na familia Rutaceae como um todo n&o foi encontrado na
literatura, estimulando este estudo na presente tese. Os alcaloides

(furoquinolinicos, 2-quinolonas e p-indologuinazolinicos), as cumarinas
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(ssimples, furanocumarinas e piranocumarinas) € mesmo as amidas néo sao de
ocorréncia restrita a subfamilia Toddalioideae ou Rutoideae, portanto, a
presenca destes permite classificar Hortia em Rutaceae, mas ndo confirmar o
seu melhor posicionamento na primeira ou na segunda subfamilia. Os
sesquiterpenos, triterpenos e flavonoides citados sdo de ocorréncia ampla na
natureza, logo de pouco valor quimiossistematico.

O que estimulou o estudo de espécies de Hortia foi a ocorréncia até
2002 de apenas trés limonoides, sendo um deles (guianina — estrutura | X, p. 16)
de uma complexidade ndo comum na familia Rutaceae. Em geral, a
quimiossistematica mostra que quando para um espécime é citado somente um
composto estruturalmente complexo, os intermediarios biossintéticos podem
estar presentes. Este principio da quimiossistemética levou o grupo de produtos
naturais da Universidade Federal de S0 Carlos a estudar espécies deste género
com a certeza de sucesso, 0 que levou na conclusdo de uma tese de doutorado
(BRAGA, 2005) com o isolamento de 37 compostos, sendo oito derivados do
&cido diidrocinédmico: 3-fenil-[2',6'-dimetdxi-(3',4':57,6")-2",2" -
dimetilpirano]  propionato de metila; é&cido  3-fenil-[2',6'-dimetoxi-
(3,4:5°,6")-2",2"-dimetilpirano] propionico; 3-fenil-[2',5' -dimetdxi-
(3,4:5°,67)-2",2"-dimetilpirano] propionato de metila; 3-fenil-[2’'-metdxi-
(3,4:5',67)-2",2"-dimetilpirano] propionato de metila; acido 3-fenil-[2'-
metoxi-(3',4':5’,6'7)-2"",2"" -dimetilpirano]  propiénico; acido 3-fenil-[4’-
metoxi-(2',3':6'’,5"’)-2"",2"" -dimetilpirano] propiénico; acido 3-fenil-[4’,5'-
dimetoxi-(2',3':6',5'7)-2"",2" -dimetilpirano] propiénico e 3-fenil-{2"",2"'-
dimetil-4""H-2",4" -dioxina-[4""-(2""",3"" " -diidréxi-1""" -metil-propil)]} ; doze
alcaloides: rutaecarpina, hortiacina, dictamina, y-fagarina, esquimianina,
robustina, N-metil-antanina,  4-metoxi-2-quinolona,  N-metil-4-metoxi-2-
quinolona, flindersina, N-metil-flindersina e edulitina; oitos cumarinas:
escoparona, psoraleno, bergapteno, xantotoxina, prangol, heraclenol, 5-metoxi-

seselina e braidinag; dois flavonoides: acacetina e isosakuranetina, cinco
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limonoides: guianina, 9,11-desidro-12a-acetoxi-hortiolida A, hortiolida C,
hortiolida D, hortiolida E e a mistura dos esteréides Sitosterol e Stigmasterol; e
uma dissertacdo de mestrado (SEVERINO, 2008) com o isolamento de 15
compostos, sendo seis derivados do écido diidrocindmico: acido 3-fenil-[2',6'-
dimetoxi-(3',4'-0:57,6'")-2"",2"" -dimetilpirano] propiénico, 3-fenil-[2’-metoxi-
(3,4-0:5",6")-2",2" -dimetilpirano]propionato de metila, 3-fenil-[2',6'-
dimetoxi-(3',4'-0:57,6'7)-2"",2"" -dimetilpirano]propionato de metila, 3-fenil-
[2,5 -dimetéxi-(3',4'-0:57,6'7)-2"",2"" -dimetilpirano]propionato  de  metila,
&cido 3-fenil-[2 -metoxi-(3,4-0:5 ,6 )-2 ,2 -dimetilpirano]propiénico, é&cido
3-fenil-[2',5' -dimetdxi-(3',4'-0:57,6'")-2"",2"" -dimetilpirano] propiénico; uma
cumarina: 5-metoxi-seselina; um derivado do acido cindmico: E-acido 3,4-
dimetoxi-o(3-hidroxi-4-carbometoxi-fenil )cinamico; guatro alcaloides:
rutaecarpina, 7,8-desidro-rutaecarpina, dictamina e N-metil-flindersina e trés
limonoides: guianina, hortiolida C e 11a-acetoxi-15-desoxi-6-hidroxi-hortiolida
C (citados na TABELA 1.5 (ps. 14 a 17). Os cinco limonoides citados na
TABELA 1.5 (p. 14) oriundos dos estudos de BRAGA (2005) e SEVERINO
(2008) confirmaram 0 principio quimiossistematico, pois possives
intermedidrios biossintéticos da guianina foram encontrados, sendo eles:
hortiolida C, 1la-acetdxi-15-desoxi-6-hidroxi-hortiolida C, hortiolida D e
hortiolida E. Contudo, seria interessante para 0 estudo quimiossistematico
verificar se um ndmero maior de derivados destes intermedidrios estava
presente, incentivando a autora da dissertacdo de mestrado (SEVERINO) dar
sequéncia a estes estudos. Estes limonoides também ndo esclarecem o
posicionamento de Hortia em uma determinada subfamilia de Rutaceae,

demonstrando a necessidade de uma sequéncia dos estudos.
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1.2 ODbjetivos

1.2.1 Objetivos gerais:

O levantamento bibliografico descrito naintroducéo mostrou que os
dados fitoquimicos ainda ndo esclarecem com seguranga o0 posicionamento do
género Hortia dentro da familia Rutaceae. Com isto, um dos objetivos desta
parte do trabalho foi dar continuidade ao estudo fitoquimico das espécies H.
oreadica Groppo, Kallunki & Pirani, H. brasiliana Vand. ex DC. e H. superba
Ducke, visando a aplicacdo dos resultados obtidos na investigacdo da
quimiossistemati ca deste género.

O segundo objetivo geral deste capitulo foi a aplicacdo dos
resultados obtidos do estudo fitoquimico na avaiacdo do potencia efeito
biologico das espécies estudadas de Hortia, o qual corresponde ao segundo

t6pico deste primeiro capitul o.
1.2.2 Objetivos especificos:

Os objetivos especificos deste traba ho séo:

1. Redizar o estudo fitoquimico dos extratos metandlicos de
Hortia oreadica Groppo, Kallunki & Pirani, H. brasiliana Vand. ex DC. e H.
superba Ducke;

2. Avadliar o potencia efeito bioldgico dos extratos metandlicos
e substéncias isoladas de plantas do género Hortia na inibicdo do
desenvolvimento de micro-organismos fitopatégenos (como a bactéria Xylella
fastidiosa e o fungo Guignardia citricarpa) e patdgenos presentes na cavidade
bucal (Streptococcus sanguinis e S salivarius) € no sistema respiratorio

(Mycobacterium tuberculosis, M. avium e M. kansasii).
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1.3 Parte Experimental

1.3.1 Materiais:

a) Faseestacionaria para Cromatografiaem Coluna (CC):
- Silicagel (230-400 mesh)
- Sephadex LH-20
b) Faseestacionaria para Cromatografia em Camada Delgada (CCD):
- Folhas de aluminio (20x20 cm) de silicagel 60 PFs,
C) Eluentes para Cromatogr afia:
- Solventes comerciais destilados no DQ-UFSCar
- Solventes grau HPLC JT Baker
d) Solventesutilizados para a obtencao dos espectrosde RMN:
- Deuterados da Merck e Aldrich 98-99,9%
e) Cromatografia em Coluna:
- Colunas de tamanhos variados, dependendo das quantidades das amostras
a serem cromatografadas
f) Revelador es empregados:
- Camarade UV (254 e 365 nm)
- Vanilinaem écido sulfurico
- Reagente de Dragendorff
g  CLAE - Coluna Cromatogr é&fica:
- Shodex Asahipak Polimérica GS-310 2Ga (460 mm x 25 mm, 10 um)

1.3.2 Equipamentos.

a) Rotaevaporadores:
- Bichi, rotavapor R-114, equipado com banho Bichi B-480 e
recirculador refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a5°C;
- Bchi, rotavapor R-200, equipado com banho Biichi 490 e recirculador

refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a5°C;
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b)

d)

Espectr bmetro de Ressonancia Magnética Nuclear:

- Bruker, modelo DRX 400 (9,4 Tedla)*

- Bruker, modelo ARX 200 (4,7 Teda)*

* Equipamentos pertencentes ao departamento de Quimica da
Universidade Federal de S&o Carlos — Sao Carlos-SP.

Espectr dmetro de M assas de Alta Resolucao:

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrémetro de massas de
ata resolugdo — modelo ultrOTOF, (Bruker Daltonics, Billerica, MA,
EUA), utilizando fonte de ionizacdo por eletrospray em modo positivo.
Para a calibracdo interna do equipamento, empregou-se uma solucdo de
ATF-Na" (&cido trifluoracético com sddio) 10 mg.mL™. As amostras
foram solubilizadas na fase mével composta por MeOH:H,0 (90%:10%),
sendo as solugdes introduzidas no espectrometro de massas utilizando-se
bomba de infusdo — modelo Cole Parmer com fluxo de 5 uL.min™ e
temperatura de dessolvatagéo de 150°C. A tensdo aplicada no capilar foi
de 4500 Volts e a pressdo do gés (nitrogénio) de nebulizacéo foi de 2,0
bar. As precisdes das massas foram obtidas usando como padréo interno
ATF-Na'. Os experimentos foram realizados na Universidade de Sio
Paulo-Campus de Ribeirdo Preto-SP.

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia:

- Shimadzu SCL — 10A, condic¢des preparativas com vavula de reciclo,
detector UV-VIS, modelo SPD- 6AV, injetor Rheodyne 7123
Difratdbmetro de Raio X

A coleta de dados foi realizada a temperatura ambiente em um
difratbmetro Enraf-Nonius KappaCCD (95 mm CCD camera em «-
goniostat) com monocromador de grafite Mo Ka, radiagdo de 0,71073A.
Os dados foram coletados até 51,36° em 20. Parametros finais de célula
unitaria foram baseados em todas as reflexdes. A coleta dos dados foi
realizada com o programa COLLECT (Enraf-Nonius, 1997-2000); a
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escala e a integracao das reflexdes foram realizadas com o software HKL
Denzo-Scalepack (OTWINOWSKI e MINOR, 1997). N&o foi aplicada
correcao de absorcdo. O experimento foi realizado no instituto de Fisica
da Universidade de Sao Paulo-Campus de Sdo Carlos-SP.

f) Estufa de Secagem e Esterilizagao:
- FANEN-315 SE

g) Balanca Analitica:
- Mettler P163

h)  Banho de Ultra-som:
- Branson 1510, Danbury, CT

1.3.3 M etodologia do Estudo Quimico das Espéciesde Hortia:

1.33.1 Preparacéo dos Extratos Vegetais:

A espécie H. brasiliana Vand. ex DC. foi coletada em maio de
2000, no municipio de Linhares — ES. As espécies H. superba Ducke e H.
oreadica Groppo, Kalunki & Pirani foram coletadas em janeiro de 2001 na
Reserva Ducke, localizada proximo a cidade de Manaus — AM e pertencente ao
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA). Todas as espécies foram
identificadas pelo Prof. Dr. José Rubens Pirani, do Departamento de Botanica,
Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo (USP-SP) e as exsicatas
encontram-se depositadas no mesmo instituto.

Os extratos vegetais foram preparados no periodo de fevereiro a
maio de 2001 pela Dra. Patricia Aparecida de Campos Braga, que na época
realizava seu doutorado no laboratério de Produtos Naturais do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos. As partes vegetais das espéecies
de Hortia foram secas em estufa de circulagdo a 40°C por aproximadamente 10
dias e posteriormente trituradas em moinho. O material seco e moido foi
percolado com solventes para extracdo de metabdlitos secundarios, em ordem
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crescente de polaridade (hexano - diclorometano - metanol e em alguns
casos, uma mistura de metanol: dgua na proporcdo 1:1) a temperatura ambiente
com trés agitagoes por dia. A extragdo para cada solvente perpassou-se trés dias
com uma troca de solvente por dia, totalizando doze dias. O FLUXOGRAMA
1.1 (p. 28) ilustra o procedimento de preparagao dos mesmos.

Os extratos foram concentrados em rotaevaporador e no caso dos
extratos hidroalcodlicos liofilizados, posteriormente todos os extratos foram
conservados em refrigerador para evitar contaminacdo e degradacdo dos
compostos constituintes. As massas das partes vegetais e dos extratos obtidos
estdo descritasna TABELA 1.8 (p. 29).

Material Vegetal
HEXANO
Extrato Hexanico Torta
DICLOROMETANO
Torta Extrato Diclorometano
METANOL
Extrato M etandlico Torta
MEOH/H,0 PROPORCAO 1:1
Extrato Hidrometandlico Torta

FLUXOGRAMA 1.1: Preparacdo dos extratos das espécies de Hortia
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TABELA 1.8 - Massa obtida de material vegetal e extratos

H. brasiliana Vand. ex DC.

M assas de Extratos Obtidas (Q)

Materia Vegeta Massa Vegeta (g) EH ED EM EMA
Tronco 938,0 1,6 2,9 26,2 <
Folhas 655,0 16,0 21,7 25,9 X
Casca 270,0 10 11 5,6 X

H. oreadica Groppo, Kallunki & Pirani

M assas de Extratos Obtidas (g)

Tronco 2475 8,2 8,4 50,6 o]
Tronco Subterraneo 3.325 85,9 67,6 2440 o>
Folhas 3.180 93,0 161,0 42,0 0

H. superba Ducke M assas de Extratos Obtidas (Q)
Tronco 2.280 0,96 8,2 18,1 o]
Casca 800,0 0,43 3,2 0,5 0

% Extratos preparados somente para ensaio biol 6gico;

O Extratos ndo preparados;

EH: extrato hexano; ED: extrato diclorometano; EM: extrato metandlico; EMA: extrato
metanol :4gua;

1.3.3.2
Substancias de H. oreadica Groppo, Kallunki & Pirani, H. superba Ducke e

Fracionamento dos Extratos Vegetais e Isolamento das

H. brasiliana Vand. ex DC.

Neste trabalho foram estudados os seguintes extratos metandlicos. do
tronco de H. brasiliana Vand. ex DC., do tronco e tronco subterraneo de H.
oreadica Groppo, Kallunki & Pirani e do tronco de H. superba Ducke.

1.3.3.21 Fracionamento do Extrato Metandlico do Tronco Subterraneo

de H. oreadica Groppo, Kallunki & Pirani:

O extrato metandlico do tronco subterréneo de H. oreadica Groppo,

Kalunki & Pirani (EMTSHO) foi fracionado utilizando Cromatografia por

Exclusdo e as fracdes obtidas foram submetidas a CCD, sendo possivel agrupa

las de acordo com as suas similaridades quimicas, como apresentado no
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FLUXOGRAMA 1.2 (ps. 30 a 32). Posteriormente, foi realizado experimento de
RMN de 'H de todas as fragdes agrupadas e foi possivel observar a presenca de
sinais interessantes nas fragbes 5 a 10, 15 a 20, 24, 25 a 28 e 29 a 33. Portanto,
estas fracOes foram submetidas a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) e Cromatografia por Exclusdo e foi possivel isolar as seguintes
substancias: os limonoides 9-hidréxi-hortiolida A (SUBSTANCIA 01), 6-
hidroxi-hortiolida C (SUBSTANCIA 04), hortiolida E (SUBSTANCIA 07),
limonina (SUBSTANCIA 09), (S)-1-acetoxi—7—desoxo—7o0~hidroxi—ichangina
(SUBSTANCIA 10) e os derivados do é&cido diidrocindmico &cido 3-[3,6-
dimetoxi-6",6"-dimetilpirano-(2°,3":4,5)-fenil]-propionico (SUBSTANCIA 11)
e acido 3-[2,6-dimetoxi-6,6"-dimetilpirano-(2°,3":4,5)-fenil]-propiénico
(SUBSTANCIA 13).

EMTSHO
1659
Cromatografia por Exclusdo
Sephadex LH-20
®="7,0 cm, h=77,0 cm
MeOH
5-10 15-20
149,8 mg 101,2 mg
1-4 11-14 21-23
123,4mg 51,3 mg 30,2 mg
CLAE-Reciclante* CLAE-Reciclante*
1-2 3 4 5-9 10 1-2 34 5 6 7-8
81mg 432mg 120mg 641mg 184mg 493mg 39mg 249 mg 41mg '43mg
Substancia04 Substancia 13 Substancia07  Substancia 10

* Coluna Polimérica Preparativa Shodex Asahipak GS-310 2Ga (460 mm x 25 mm, particula de 10 pm); loop:
500 pL ; fase mével: MeOH; faixa de detecgdo: 217 e 254 nm; vazdo: 5 mL.min™; amostras coletadas no 1° ciclo.

FLUXOGRAMA 1.2: Fracionamento do extrato EMTSHO
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EMTSHO
1659
Cromatografia por Exclusdo
Sephadex LH-20
®="7,0 cm, h=77,0 cm
MeOH
1-23 24 25-28
109,1 mg 130,7 mg
CLAE-Reciclante*
1-2 34 5 6 7-8
740mg 9,3mg 8,5mg 270mg 55mg
Cromatografia por Exclusdo l l
Sephadex LH-20 | - Sypstancia 09 Substéancia 01

®=2,0 cm, h=15,0 cm
MeOHCH2C|2 9:1

1 2 34 5-9 10
83mg 339mg 21,0mg 242mg 189mg

l

Substancia 11

CLAE-Reciclante*

1-2 3 4-5 6
123mg 29mg 3,7mg 1,8mg

l

Substancia 13

* Coluna Polimérica Preparativa Shodex Asahipak GS-310 2Ga (460 mm x 25 mm, particula de 10 pm); loop:
500 L ; fase mével: MeOH; faixa de deteccdo: 217 e 254 nm; vazdo: 5 mL.min™; amostras coletadas no 1° ciclo.

FLUXOGRAMA 1.2: continuagéo
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EMTSHO
1659

Cromatografia por Exclusdo
Sephadex LH-20

®=7,0 cm, h=77,0 cm
MeOH

24-28 29-33 34-42

201,3mg 654,7 mg

CLAE-Reciclante*

1-3 45 6-8 9-12 13-15
385mg 473mg 665mg 83mg  381mg

l l

Substancia 13 Substancia 11

* Coluna Polimérica Preparativa Shodex Asahipak GS-310 2Ga (460 mm x 25 mm, particula de 10 pm); loop:

500 pL ; fase mével: MeOH; faixa de detecgdo: 217 e 254 nm; vazdo: 5 mL.min™; amostras coletadas no 1° ciclo.

FLUXOGRAMA 1.2: continuagdo
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1.3.3.2.2 Fracionamento do Extrato Metandlico do Tronco de H.

oreadica Groppo, Kallunki & Pirani:

O extrato metandlico do tronco de H. oreadica Groppo, Kallunki &
Pirani (EMTHO) foi fracionado via particdo liquido-liquido (FLUXOGRAMA
1.3, p. 33) e apés a evaporacdo dos solventes hexano, CH,Cl,, AcOEt e
MeOH/H,0 foram obtidos 4 subextratos, conforme descrito na TABELA 1.9 (p.

33).
EMTHO
3,09
M eOH/HzO
+
Hexano
Subextrato Hexanico Parte Hidroalcodlica
Parte Hidroalcoodlica Subextrato CH,CI,
AcOEt
Subextrato AcOEt Subextrato Hidroalcoodlico

FLUXOGRAMA 1.3: Particéo liquido-liquido do extrato EMTHO

TABELA 1.9: Subextratos provenientes do fracionamento do EMTHO

Extrato Metandlico Subextrato Solvente Massa (Q)
EMTHO 1 Hexano 0,280
EMTHO EMTHO 2 CH.Cl, 0,754
3049 EMTHO 3 AcOEt 0,897
EMTHO 4 MeOH/H,0 1,069
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Posteriormente foi realizado CCD de cada subextrato, sendo
possivel visualizar similaridade quimica entre EMTHO 1 e EMTHO 2 e por isso
ambos foram agrupados. Pelo experimento de RMN de 'H observou-se que
todos os subextratos, exceto EMTHO 4, apresentaram sinais caracteristicos de
substancias de interesse e, portanto, os mesmos foram submetidos a

refracionamentos, como mostrado a seguir.

1.3.3.2.2.1 RefracionamentodeEMTHO 1e2:

Os subextratos agrupados EMTHO 1 e 2 foram refracionados via
Cromatografia por Adsor¢do, sendo as fragbes oriundas deste refracionamento
submetidas & CCD e agrupadas de acordo com as similaridades quimicas
(FLUXOGRAMA 14, p. 35). Desta forma, foi possivel isolar as seguintes
substancias: 0s limonoides 9,11-desidro-12a-hidroxi-hortiolida A
(SUBSTANCIA 02), 6-hidroxi-hortiolida C (SUBSTANCIA 04), 11p-hidroxi-
hortiolida C (SUBSTANCIA 05), hortiolida D (SUBSTANCIA 06), hortiolida
E (SUBSTANCIA 07), 12p-hidroxi-hortiolida E (SUBSTANCIA 08) e o
al cal oide N-metil-4-met6xi-2-quinolona (SUBSTANCI A 16).
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EMTHO 1e?2
600,0 mg

Cromatografia por adsorcéo
Silicagel (230-400 Mesh)

¢ =10,0cm, h=41,0cm
Hex — Acetona — MeOH

1-9 10-15 16-23 24- 28
2884 mg 50,3 mg 73,2mg 71,0 mg
CLAE-Reciclante* CLAE-Reciclante* CLAE-Reciclante*

16 7-12 1314 1517 15 69 1012 1317 1 23 46

303mg  38mg  7,1mg 72mg 181mg 189mg  61mg 290mg 401mg 59mg  226mg
Substancia 06 Substancia 05 Substancia 07 Substancia 16
EMTHO 1e?2
600,0 mg

Cromatografia por adsorcéo
Silicagel (230-400 Mesh)
¢=10,0cm,h=41,0cm
Hex — Acetona —» MeOH

1-28 29-31 32-36
41,3 mg 47,3 mg
CLAE-Reciclante* CLAE-Reciclante*
1-2 3 4-6 7 1-3 4-6 7-8 9
11,7mg 151mg  4,2mg 8,9 mg 13,4 mg 98mg  144mg 7,9mg
' 4 ¥
Substancia 04 Substancia02  Substancia 08

* Coluna Polimérica Preparativa Shodex Asahipak GS-310 2Ga (460 mm x 25 mm, particula de 10 pm); loop:
500 pL ; fase mével: MeOH; faixa de detecgdo: 217 e 254 nm; vazdo: 5 mL.min™; amostras coletadas no 1° ciclo.

FLUXOGRAMA 1.4: Refracionamento dos subextratos EMTHO 1 e 2
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1.3.3.2.2.2 RefracionamentodeEMTHO 3:

O subextrato EMTHO 3 foi refracionado via Cromatografia por
Exclusdo, sendo as fragBes oriundas deste refracionamento submetidas a CCD e
agrupadas de acordo com as similaridades quimicas (FLUXOGRAMA 1.5, p.
36). Deste subextrato foi possivel isolar as seguintes substancias: os derivados
do acido diidrocindmico é&cido 3-[3,6-dimetdxi-6",6 -dimetilpirano-(2°,3":4,5)-
fenil]-propionico  (SUBSTANCIA  11), &cido  3-[3,4-dimetoxi-6",6 -
dimetilpirano-(2°,3":5,6)-fenil]-propidnico (SUBSTANCIA 12) e a cumarina
bergapteno (SUBSTANCIA 19).

EMTHO 3
200,0 mg

Cromatografia por exclusdo

Sephadex LH-20

¢=50cm, h=70,0cm
MeOH

1-3 4-10 11-14 15 16-17 1820 21 22-23 24 2526 27

356mg 37,2mg 27,0mg 5,2mg 18,4 mg 55mg 13,3mg 22,9mg 23,9 mg 3,5mg 3,2mg
Substancia 19 Substancia 11 Substancia 12

FLUXOGRAMA 1.5: Refracionamento do subextrato EMTHO 3
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1.3.3.2.3 Fracionamento do Extrato Metandlico do Tronco de H. superba

Ducke:

O extrato metandlico do tronco de H. superba Ducke (EMTHS) foi
submetido a particéo liquido-liquido (FLUXOGRAMA 1.6, p. 37).

EMTHS

+
Hexano

MeOH/H,0 (1:3 viv)

Subextrato Hexanico

Parte Hidr

oalcodlica

CH,CI,

Parte Hidroalcodlica

AcOEt

Subextrato AcOEt

Subextrato CH,CI,

Subextrato Hidroalcodlico

FLUXOGRAMA 1.6: Particéo liquido-ligquido do extrato EMTHS

ApOs a evaporagdo dos solventes hexano, CH,Cl,, AcOEt e
MeOH/H,O foram obtidos 4 subextratos (TABELA 1.10, p. 35), dos quais
apenas EMTHS 1 e EMTHS 2 apresentaram sinais de substancias de interesse a

partir da andlise do espectro de RMN de 'H, e por isso estes foram

refracionados.

TABELA 1.10: Subextratos provenientes do fracionamento do EMTHS

Extrato Metandlico Subextrato Solvente Massa (Q)
EMTHS1 Hexano 1,40
EMTHS EMTHS 2 CH.Cl, 2,00
509 EMTHS 3 ACOEt 0,27
EMTHS 4 MeOH/H,0 1,25
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1.3.3.2.3.1 Refracionamento do Subextrato EMTHS 1:

O subextrato EMTHS 1 foi refracionado via Cromatografia por
Adsorcdo, sendo as fragdes obtidas submetidas a CCD e agrupadas de acordo
com as similaridades quimicas (FLUXOGRAMA 1.7, p. 38). Este subextrato
proporcionou o isolamento dos limonoides hortiolida C (SUBSTANCIA 03) e
hortiolida D (SUBSTANCIA 06); do derivado do écido 3-[2,6-dimetoxi-6",6 -
dimetilpirano-(2°,3":4,5)-fenil]-propidnico (SUBSTANCIA 13); do alcaoide
rutaecarpina (SUBSTANCI A 17) e das cumarinas seselina (SUBSTANCI A 20)
e 5-metoxi-seselina (SUBSTANCI A 21).

EMTHS1
800,0 mg

Cromatografia por adsorcéo
Silica Gel (230-400 Mesh)
®=6,5 cm, h= 63,0 cm
Hexano — AcOEt — MeOH

1-9 10-13 14-17 10-13 14-15 16-20 21-25 26 27-31
353,1 mg 17,8 mg 48,5 mg 1279 mg 29,3 mg 416mg 77,9mg 17,2mg 31,9mg

l Cromatografia por exclusdo

Sephadex LH-20, ¢ =2,0cm, h=30,0cm

MeOHCH2C|2 9:1

CLAE-Reciclante* | | |
| | | | 1 2 3 4-6 7-8

Substancia 13 | Substancia 17 |

74 mg 1,9 mg 6,5mg 130mg 15mg

12 3 45 6 79 l l
33mg 195mg 10,3mg 6,4 mg 7.5 mg
l l \ Substancia 06 Substancia 20

Substancia 03 Substancia 17 Substancia 21

* Coluna Polimérica Preparativa Shodex Asahipak GS-310 2Ga (460 mm x 25 mm, particula de 10 pm); loop:
500 pL; fase mével: MeOH:CH,Cl, 8:2; faixa de deteccgo: 217 e 254 nm; vazdo: 5 mL.min™; amostras coletadas

no 1°ciclo.

FLUXOGRAMA 1.7: Refracionamento do subextrato EMCHS 1
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1.3.3.2.3.2 Refracionamento do Subextrato EMTHS 2:

O subextrato EMTHS 2 foi refracionado via Cromatografia por
Adsorcdo, sendo as fragdes obtidas submetidas a CCD e agrupadas de acordo
com as similaridades quimicas (FLUXOGRAMA 1.8, p. 39). Este subextrato
proporcionou o isolamento do derivado do &cido diidrocindmico acido 3-[3,4-
dimetoxi-6",6"-dimetilpirano-(2°,3":5,6)-fenil]- propidnico (SUBSTANCIA 12),
dos alcaloides N-metil-4-met6xi-2-quinolona (SUBSTANCIA 16) e hortiacina
(SUBSTANCIA 18), e da cumarinaseselina (SUBSTANCI A 20).

EMTHS?2

1,009
Cromatografia por adsorcéo
Silica Gel (230-400 Mesh)
®=6,5 cm, h=72,0 cm
Hexano — Acetona — MeOH

1-8 9 10-12 13 14 1517 18  19-25

64,8 mg 254mg 89,5 mg 1164 mg 82,6 mg 47,7 mg 3736mg  1767mg
) B Cromatografia por adsor¢éo
Cromatografia por adsor¢éo Silica Gel (230-400 Mesh)
Silica Gel (230-400 Mesh) CLAE- ®=1,5 cm, h=23,0 cm
®=1,5cm, h=20,0cm | Recidante Hexano:AcOEt 6:4

Hexano:AcOEt 6:4 | | | | | | |
1 2-6 7-9 1-2 37 8-15 16
268mg  77,9mg 7,4 mg 1146mg 79.8mg 689mg 98,8 mg
l Cromatografia por exclusio
41mg  415mg  295mg Substancia 16 | ¢=20cm, h=250cm

¢ ¢ MeOH

Substancia 12 Substancia 18
o 1 25 6-11
Substancia20 <—— 71img 291mg  753mg

* Coluna Polimérica Preparativa Shodex Asahipak GS-310 2Ga (460 mm x 25 mm, particula de 10 pm); loop:
500 L ; fase mével: MeOH; faixa de deteccdo: 217 e 254 nm; vazdo: 5 mL.min™; amostras coletadas no 1° ciclo.

FLUXOGRAMA 1.8: Refracionamento do subextrato EMTHS 2
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1.3.3.24 Fracionamento do Extrato Metandlico do Tronco de H.

brasiliana Vand. ex DC.:

O extrato metandlico do tronco de H. brasiliana Vand. ex DC.
(EMTHB) foi fracionado, assim como as fragfes obtidas a partir dele, de acordo
com o0 FLUXOGRAMA 1.9 (p. 40). Este extrato proporcionou o isolamento do
derivado do &cido diidrocinamico acido 3-[2,6-dimetoxi-6",6 -dimetilpirano-
(2,3":4,5)-fenil]-propidnico (SUBSTANCIA 13); dos acaloides y-fagarina
(SUBSTANCIA 14), esguimianina (SUBSTANCIA 15), N-metil-4-metoxi-2-
quinolona (SUBSTANCIA 16) e hortiacina (SUBSTANCIA 18); das cumarinas
bergapteno (SUBSTANCI A 19) e 5-met6xi-seselina (SUBSTANCIA 21).

EMTHB
209

Cromatografia por Exclusdo
Sephadex LH-20, ¢ =5,5 cm, h=80,0cm
MeOH

1-3 4-5 6-10 11-15 16-18 20-21 22-25 26-30

2448 mg 168,3 mg 89,5 mg 136,4 mg 82,6 mg 347,7 mg 373,6 mg 476,7 mg
Cromatografia por exclusio ccbPl  Substdncia 13 Cromatografia por exclusdo

Sephadex LH-20, | yey: AcOEt 6:4 Sephadex LH-20, ¢ = 2,0

¢=19cm, h=39,0cm cm, h=30,0cm
MeOH:CH,Cl, 7:3 | | | MeOH:CH,Cl, 8:2
1 2 3 y
| | | 87.9my  94mg  267mg |
1-3 47 89  10-12 l 45
9,1 mg 48,6 mg 18,5mg 10,5mg 109,8 mg 6-12

l CCDP Substancia 19 1-3 1589 Mg
ACOH substancia2l
Substancia 15 / /

1 2 3 —» Substancia 14
1,3mg 4,9 mg 2,8mg n . ~
Substancial6 Substancia 18

FLUXOGRAMA 1.9: Fracionamento do extrato EMTHB
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1.4 Resultados e Discussoes

Neste estudo foram isolados 21 metabolitos secundérios das
espécies H. brasiliana Vand. ex DC., H. oreadica Groppo, Kallunki & Pirani e
H. superba Ducke, sendo 10 limonoides (substancias de 01 a 10), 3 derivados do
acido diidrocinamico (substancias de 11 a 13), 5 alcaloides (substancias de 14 a
18) e 3 cumarinas (substancias de 19 a 21). Todas as estruturas moleculares
estao representadas a seguir.

1.4.1 Substancias | soladas:

29

O
9-hidroxi-hortiolida A 9,11-desidro-12a-hidréxi-hortiolida A
Origem: extrato metandlico do tronco Origem: extrato metanolico do tronco de H.
subterrdneo de H. oreadica Groppo, Kallunki oreadica Groppo, Kallunki & Pirani
& Pirani | solamento: p. 34
I solamento: p. 29 Determinacdo estrutural: p. 62

Determinagéo estrutural: p. 49
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23

>
@)

18 72 21
CH30 12 g E
H
28 O
20 "’
@)
04
hortiolida C 6-hidroxi-hortiolida C
Origem: extrato metandlico do tronco de H. Origem: extratos metandlicos do tronco e
superba Ducke tronco subterraneo de H. oreadica Groppo,
| solamento: p. 38 Kallunki & Pirani
Determinacéo estrutural: p. 73 I solamento: ps. 29 e 34

Determinagéo estrutural: p. 81

=
©

O
I
w
T
O
QI

28 8I’0, v O
ognen*”’ 30 OH
O
05
11B-hidroéxi-hortiolida C hortiolida D
Origem: extrato metandlico do tronco de H. Origem: extratos metandlicos dos troncos de H.
oreadica Groppo, Kalunki & Pirani oreadica Groppo, Kallunki & Pirani e
| solamento: p. 34 H. superba Ducke
Determinacdo estrutural: p. 91 I solamento: ps. 34 e 38

Determinacdo estrutural: p. 101
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hortiolida E 12p-hidroéxi-hortiolida E
Origem: extratos metanolicos do tronco e tronco Origem: extrato metandlico do tronco de H.

subterraneo de H. oreadica Groppo, Kallunki & oreadica Groppo, Kallunki & Pirani

Pirani Isolamento: p. 34

Isolamento: ps. 29 e 34 Determinagdo estrutural: p. 114

Determinacdo estrutural: p. 108

limonina

(S)-1-acetdxi—7-desoxo-7a—hidroxi-ichangina

Origem: extrato metandlico do tronco de H. Origem: extrato metanélico do tronco subterraneo de H.

oreadica Groppo, Kallunki & Pirani oreadica Groppo, Kallunki & Pirani
Isolamento: p. 29 Isolamento: p. 29
Identificacdo estrutural: p. 126 Determinacdo estrutural: p. 136
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acido  3-[3,6-dimetdxi-6",6"-dimetilpirano-(2',3":4,5)-fenil]-
propidnico

Origem: extratos metandlicos do tronco etronco subterréneo de
H. oreadica Groppo, Kallunki & Pirani

I solamento: ps. 29 e 36

Identificacdo estrutural: p. 163

acido  3-[2,6-dimet6xi-67,6"-dimetilpirano- (27,3 :4,5)-fenil]-
propiénico

Origem: extratos metandlicos dos troncos de H. brasliana
Vand. ex DC. e H. superba Ducke e do tronco subterréneo de H.
oreadica Groppo, Kallunki & Pirani

I solamento: ps. 29, 38 e 40

Identificacdo estrutural: p. 171
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acido  3-[3,4-dimetéxi-6",6 -dimetilpirano-(2°,3":5,6)-fenil]-
propidnico

Origem: extratos metandlicos dos troncos de H. oreadica
Groppo, Kdlunki & Pirani e H. superba Ducke

I solamento: ps. 36 € 39

Identificagdo estrutural: p. 167

v-fagarina

Origem: extrato metandlico do tronco de H.
brasiliana Vand. ex DC.

| solamento: p. 40

I dentificacdo estrutural: p. 177
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equimianina

Origem: extrato metandlico do tronco de H.
bradliana Vand. ex DC.

I solamento: p. 40

Identificacdo estrutural: p. 181

rutaecar pina

Origem: extrato metandlico do tronco de H.
superba Ducke

I solamento: p. 38

Identificacéo estrutural: p. 189

45

N-metil-4-metdxi-2-quinolona

Origem: extratos metandlicos dos troncos de H.

brasiliana Vand. ex DC., H. oreadica Groppo,

Kallunki & Pirani e H. superba Ducke
I solamento: ps. 34, 39 e 40
Identificacdo estrutural: p. 185

O
5
4a
4
1 3
18 ?

hortiacina

Origem: extratos metandlicos dos troncos de H.
brasiliana Vand. ex DC. e H. superba Ducke
I solamento: ps. 39 e40

I dentificacdo estrutural: p. 193
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ber gapteno seselina

Origem: extratos metandlicos dos troncos de H. Origem: extrato metandlico do tronco de H.

brasiliana Vand. ex DC. e H. oreadica Groppo,

superba Ducke
Kallunki & Pirani

| solamento: ps. 38 e 39
| solamento: ps. 36 € 40

S | dentificagio estrutural: p. 207
I dentificacdo estrutural: p. 202

5-metéxi-seselina

Origem: extratos metandlicos dos troncos de H.
brasiliana Vand. ex DC. e H. superba Ducke

| solamento: ps. 38 € 40

I dentificaco estrutural: p. 21
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1.4.2 Deter minagOes Estruturais dos Limonoides | solados de

Plantas do Género Hortia:

Alguns limonoides tém sido relatados para o género Hortia. O
primeiro limonoide descrito na literatura para o género, chamado de guianina
(estrutural X, p. 16), foi isolado de H. regia Sandwith em 1986 (JACOBS et al.,
1986). Este limonoide, por apresentar um esgueleto muito complexo, sugeria a
presenca de outros limonoides no género.

Em 1998 foi isolado da espécie H. colombiana Gleason (nome
correto: H. brasiliana Vand. ex DC.) o limonoide denominado hortiolida A
(estrutura V11, p. 16) cuja estrutura € bem mais simples em relacéo ao primeiro
isolado (SUAREZ et al., 1998). Em 2002 foi isolado desta mesma espécie o
limonoide denominado hortiolida B (estrutura VIII, p. 16) cuja estrutura é
bastante similar a hortiolida A (SUAREZ et al., 2002).

Em 2005 foram isolados da espécie H. oreadica Groppo, Kallunki
& Pirani trés limonoides inéditos na literatura, sendo eles: 9,11-desidro-12a-
acetdxi-hortiolida A (estrutura X111, p. 17), hortiolida D (estrutura X, p. 17) e
hortiolida E (estrutura X1, p. 17) (BRAGA, 2005), aém do limonoide guianina,
jA descrito para Hortia. BRAGA (2005) isolou de H. superba Ducke o
limonoide hortiolida C (estrutura XI1, p. 17), também inédito na literatura. Em
2008, foram isolados pela primeira vez da espécie H. oreadica Groppo, Kallunki
& Pirani os limonoides hortiolida C, 11a-acetoxi-15-deséxi-6-hidroxi-hortiolida
C (estrutura X1V, p. 18), inédito na literatura, além do limonoide guianina
(SEVERINO, 2008).

No presente trabalho, que deu continuidade ao estudo quimico de
H. brasliana Vand. ex DC., H. oreadica Groppo, Kalunki & Pirani e H.
superba Ducke, foram isolados dez limonoides das espécies H. oreadica
Groppo, Kallunki & Pirani e H. superba Ducke, sendo: 9-hidroxi-hortiolida A
(substancia 01), 9,11-desidro-12a-hidroxi-hortiolida A (substancia 02),
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hortiolida C (substancia 03), 6-hidroxi-hortiolida C (substancia 04), 11p-
hidroxi-hortiolida C (substancia 05), hortiolida D (substancia 06), hortiolida E
(substancia 07), 12B-hidroxi-hortiolida E (substéancia 08), limonina
(substancia 09) e (S)-1-acetoxi—7—desoxo—70~hidroxi—ichangina (substancia
10). Destes, os compostos 06 e 07 ja haviam sido obtidos nos estudos anteriores
com 0 mesmo espécime de H. oreadica Groppo, Kalunki & Pirani (BRAGA,
2005) e 03 dos espécimes de H. superba Ducke e H. oreadica Groppo, Kallunki
& Pirani (BRAGA, 2005; SEVERINO, 2008). Neste estudo foi proposta a
correcdo da estereoquimica da hidroxila ligada no C-15 para as estruturas 03 (p.
73) e 06 (p. 101), pois segundo dados da literatura (BRAGA, 2005 e
SEVERINO, 2008) as hidroxilas destes compostos foram posicionadas na face 3
da molécula e desta forma, no presente trabalho foi reposicionada na face a,

baseado em dados do experimento de g-NOESY -1D.
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1421 9-Hidro6xi-hortiolida A — substancia 01

A substancia 01 foi isolada do extrato metandlico do tronco
subterraneo de H. oreadica Groppo, Kalunki & Pirani e teve sua estrutura
determinada através de experimento de RMN de *H, **C, HSQC, HMBC, COSY
e EM de dlta resolucdo (HRESI-MS). A determinacéo estrutural também foi
baseada em comparacgo dos espectros de RMN de 'H e **C com aqueles da
hortiolida A (TABELA 1.12, p. 55) (SUAREZ et al., 2002). N&o ha descricdo
desta estrutura na literatura.

A substancia 01 apresentou caracteristicas espectrais similares a
hortiolida A (C,7H3,0;) (FIGURA 1.1, p. 50). Pelo espectro de massas de 01
(FIGURA 1.7, p. 61) foi possivel observar os ions m/z 485,2173 ([M+H]") e m/z
507,1984 ([M+Na]) que estdo de acordo com a massa molecular real
(484,2097) e férmula molecular Cy;H3,0g, indicando a presenca de um grupo

hidroxila adicional em comparacdo a hortiolida A.
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FIGURA 1.1: Estruturado limonoide Hortiolida A
(Fonte: SUAREZ et al., 2002)

A andlise do espectro de RMN 'H de 01 (FIGURA 1.2, p. 56)
mostrou sinais dos hidrogénios do anel furano H-21, H-23 e H-22 em 6 7,53
(1H, d), 6 7,45 (1H, d) €8 6,51 (1H, dd, J= 1,7 Hz € 0,4 Hz) respectivamente.

A andlise conjunta dos espectros de RMN de **C (FIGURA 1.3, p.
57) e HSQC (FIGURA 1.4, p. 58) permitiu atribuir todos os carbonos do
esqueleto (TABELA 1.11, p. 54), sendo os sinaisem 6 1420, 6 143,2 e d 110,5
relativos aos carbonos C-21, C-23 e C-22 do andl furano, respectivamente.

A observagdo no espectro de HMBC (FIGURA 1.5, p. 59) da
correlacéo do sina de hidrogénio carbindlico em 6 5,13 (1H, ), referente ao H-
17, com os sinais dos carbonos C-20, C-21 e C-22 do anel furano permitiu
confirmar a presenca de lactona no anel D. O sina de H-17 ainda mostrou
correlagbes com os sinais em 6 25,9 (H-12), 6 21,5 atribuido aMe-18, 6 37,2 €6
168,4.

O sina da Me-18 em ¢ 1,21 (3H, s) correlacionou-se no HMBC
comum sinal em § 79,6 (C-17), com um sinal em & 25,9 (C-12) e com os sinais
em & 37,2 e & 168,4, cujo H-17 também correlacionou-se, sendo, portanto

atribuidos ao C-13 e C-14, respectivamente.
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Os sinais de hidrogénios em 6 1,79 (1H, m) e 6 1,65 (1H, m)
mostraram correlagdo via HSQC com o sinal em ¢ 25,9, com o qual a Me-18
também se correlacionou através do experimento de HMBC, confirmando ser o
C-12. No espectro de HMBC foi possivel observar a correlacdo do sinal em o
1,79 como sina de C-17 (6 79,6).

A andlise do espectro de COSY (FIGURA 1.6, p. 60) mostrou o
acoplamento dos sinais de H-12 com dois sinais, sendo umem § 1,41 (1H, m) e
outro em 6 1,26 (1H, m). Estes sinais foram atribuidos aos hidrogénios H-11a e
H-11 b, respectivamente, 0os quais mostraram correlagdo via HSQC com um
sinal em 6 29,8. Pdlo HMBC, o sinal de H-11b mostrou correlagdo com um sinal
em 5 25,9, atribuido anteriormente ao C-12.

O sina em 6 6,37 (1H, s), que correlacionou-se no HSQC com um
sinal em 6 116,8, mostrou no HMBC correlagbes com os sinais em 6 37,2 (C-
13); 6 168,4 (C-14) e com um sinal em 6 164,5 relativo ao C-16, o que permitiu
atribui-lo ao H-15. Este sina ainda mostrou correlagcdo com um sinal de carbono
carbindlico em & 90,2, sendo possivel atribui-lo ao C-8.

Pelo HMBC, a correlagéo do sinal em 6 1,71 (3H, s) com o sina de
C-8 (6 90,2) permitiu atribui-lo a Me-30, que ainda mostrou correlagdo com C-
14 (5 168,4) e comum sina em & 80,5 atribuido ao C-9.

O fato deste sinal ser relativo a um carbono tetrassubstituido, aliado
a diferenca de deslocamento quimico do carbono metinico C-9 da hortiolida A
(6 56,4) (SUAREZ et al., 2002) para C-9 (tetrassubstituido) desta substancia
indicou a existéncia de um grupo hidroxila neste carbono. Além disso, pelo
HMBC foi possivel observar a correlacdo de um sina em 6 2,94 (1H, s),
atribuido a hidrogénio ligado a oxigénio devido a auséncia de correlacdo deste
sinal no HSQC, com o sina de C-8 (6 90,2), confirmando a presenca da
hidroxila em C-9. Além disso, foram observadas desprotecéo dos sinais de C-8
(0 90,2) e C-11 (6 29,8) e protecdo do sinal de C-12 (6 25,9) desta molécula em
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relagdo aos respectivos carbonos da hortiolida A [C-8 (6 89,3), C-11 (6 21,8) e
C-12 (8 30,3)] que confirmam a localizagdao da hidroxila em C-9 na substancia
01.

As principais correl agdes descritas anteriormente sdo apresentadas a

Seguir.

A presenca do sinal relativo a metoxila em & 3,72 (3H, 9),
correlacionando-se viaHMBC com o sinal em ¢ 174,7, sugeriu 0 anel B seco. O
sina em 6 2,61 (H-5, 1H, m) que mostrou no HSQC correlacdo com o sinal em
d 42,3, correlacionou-se no HMBC com os sinais de C-6 (6 31,5), C-4 (6 44,9) e
com um sina em & 50,6 que pbéde ser atribuido somente ao C-10. Os sinais
relativos aos hidrogénios H-6 em & 2,57 (m) mostraram correlagéo via HSQC
comumsinal emd 31,5 eviaHMBC com os sinaisde C-5 (6 42,3), C-4 (6 44,9)
e C-10 (6 50,6). Além disso, o sinal de H-6 mostrou correlacdo com um sinal em
6 174,7, o qua a metoxila em & 3,72 também correl acionou-se, sendo, portanto
este sina atribuido ao C-7.

O espectro de HMBC mostrou duas metilas com deslocamentos
quimicosde 6 1,19 (3H, s) e 6 1,11 (3H, s) correlacionando-se com o sina de C-
3 em d 202,0, com os sinais em o 44,9 (C-4) e 6 42,3 (C-5) e entre si, 0 que
permitiu atribui-las as metilas Me-28 e Me-29, respectivamente. A presenca do

singleto em 6 5,45 (1H) correlacionando-se no HSQC com o sinal em ¢ 102,3
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indicou a presenca de umaligacdo duplaentre C-1 e C-2. O sinal atribuido ao H-
2 em § 5,45 mostrou correlacdo no HMBC com C-4 (6 44,9), C-10 (6 50,6), C-1
(5 178,8) e C-3 (5 202,0).

No espectro de HMBC ainda foi possivel observar a correlacdo de
mais um sinal referente a metilaem & 1,52 (3H, s) com o sina atribuido a C-9.
Este sina que pode ser atribuido somente a Me-19 ainda mostrou correlacéo
com C-1 (5 178,8), C-10 (5 50,6), C-5 (5 42,3).

Algumas correlagbes descritas anteriormente sdo apresentadas a

Seguir.

Portanto, a andlise conjunta dos espectros de RMN e EM permitiu
definir a estrutura da substancia 01 como sendo a do limonoide 9-hidroxi-
hortiolida A.

Varios experimentos de g-NOESY foram readlizados até o presente
momento; no entanto em nenhum deles foi possivel obter resultados que
permitissem estabel ecer a estereoquimica da hidroxilaem C-9, pois o hidrogénio
da mesma mostra NOE com todas as metilas da molécula, tanto aguelas que
estdo em a quanto em B. Novos experimentos estdo sendo realizados variando

alguns parametros, visando a obtencdo de dados mais promissores.
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TABELA 1.11: Dados de RMN de 'H, **C e correl acdes observadas no HMBC
para a substancia 01

Substancia 01 o ac56s 0b q
(400/100 MHz, CDCly) Correlacoes observadas
no HMBC
H/C d (ppm), J (H2) d (ppm)
1 - 178,8 -
2 5,45 (1H, s) 102,3 C-1,C-3,C-4eC-10
3 - 202,0 -
4 - 44,9 -
5 2,61 (1H, m) 423 C-4,C-6eC-10
6 2,57 (1H, m) 31,5 C-4, C-5,C-7eC-10
7 - 174,7 -
8 - 90,2 -
9 - 80,5 -
10 - 50,6 -
11a 1,41 (1H, m)
11b 1,26 (1H, m) 29,8 cL2
12a 1,79 (1H, m)
12b 1,65 (1H, m) 259 c-17
13 - 37,2 -
14 - 1684 -
15 6,37 (1H, 9) 116,8 C-8,C-13,C-14eC-16
16 - 164,5 -
C-12, C-13, C-14, C-18, C-20,
17 5,13 (1H, 9) 79,6 C.91 & (20
Me-18 1,21 (3H, 9) 21,5 C-12,C-13,C-14eC-17
Me-19 1,52 (3H, 5) 19,1 C-1,C-5,C-9eC-10
20 - 119,7 -
21 7,53 (1H, ) 142,0 C-17,C-20,C-22eC-23
22 6,51 (1H, dd, J= 1,7 e0,4) 110,5 C-20, C-21eC-23
23 7,45 (1H, d) 143,2 C-20eC-21
Me-28 1,19 (3H, 9) 22,7 C-3,C-4,C-5eC-29
Me-29 1,11 (3H, 5) 27,0 C-3,C-4,C-5eC-28
Me-30 1,71 (1H, 9) 27,0 C-8,C-9eC-14
7-OMe 3,72 (3H, 9) 52,3 C-7
9-OH 2,94 (1H, 9) - C-8
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TABELA 1.12: Dados de RMN de *H e **C da hortiolida A para comparag&o
com alguns limonoides isolados neste trabalho

Hortiolida A (300/75 MHz, CDCl5)
(SUAREZ et al., 2002)
H/C 8 (ppm), J (H2) S (ppm)
1 - 179,7
2 5,44 (3) 101,3
3 - 202,2
4 - 443
5 2,56 (dd, J= 10 e 1,6) 423
6a 2,70 (dd, J= 15,5 € 10,0) 326
6b 2,27 (dd, J= 155e1,6) ’
7 - 173,2
8 - 89,3
9 2,11 (dd, J= 12,7 e4,4) 56,4
10 - 48,0
11 1,78 (m) 21,8
12a 1,93 (dd, J= 13,0 e4,5) 303
12b 1,12 (m) '
13 - 37,7
14 - 167,1
15 6,37 (3) 116,0
16 - 164,3
17 5,20 (9) 78,9
Me-18 1,20 (s) 20,9
Me-19 1,50 (s) 25,8
20 - 119,6
21 7,53 () 142,0
22 6,50 (9) 110,4
23 745 (t, J= 1,7) 143,0
Me-28 1,22 (s) 22,7
Me-29 1,07 (5) 27,0
Me-30 1,82 () 31,1
7-OMe 372(9 52,0
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FIGURA 1.2: Espectro de RMN de *H de 01 (CDCl3, 400 MHz)
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FIGURA 1.3: Espectro de RMN de **C de 01 (CDCl;, 100 MHz)
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FIGURA 1.4: Mapa de contorno de g-HSQC de 01 (CDCls, 400 MHz)
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FIGURA 1.5: Mapa de contorno de g-HMBC de 01 (CDCl3, 400 MHz)

59



Estudo Quimico e Avaliagéo do Potencial Efeito Bioldgico de Plantas do Género Hortia

: - " . - c g £
. " " il
i ! ? I' : o 4
[ =
s "
N
u ;
B £ =
u, o
|-'I 4 —
4 " <
T o
k — -
LAY )
=2 vl B N -
Ll R -
u I
H 5y &
« Lty (o] -
4 H —
[}
o
R}
-
s
=]
L]
-

A

FIGURA 1.6: Espectro de g-COSY de 01 (CDCls, 400 MHz)
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FIGURA 1.7: Espectro de massas de 01 (HRESI-M S, modo positivo)
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1.4.2.2 9,11-Desidro-1&hidroxi-hortiolida A — substancia 02

A substéanciad2 foi isolada do extrato metandlico do troncoHle
oreadica Groppo, Kallunki & Pirani e teve sua estrutura deteada através de
experimento de RMN d&H, **C, HSQC, HMBC, COSY, g-NOESY-1D e EM
de alta resolucdo (HRESI-MS). A determinacdo estalitambém foi baseada
em comparacdo com os dados espectrais de RMN de'*C da substancia
9,11-desidro-1&-acetoxi-hortiolida A (estruturXIll , p. 17) (BRAGA, 2005).
N&o ha descricdo desta estrutura na literatura.

23

22‘/ ;O

H 21

A substanci®?2 apresentou caracteristicas espectrais similarda as
9,11-desidro-1@-acetéxi-hortiolida A (GoH3,0g). Pelo espectro de massas de
02 (FIGURA 1.14, p. 72) foi possivel observar os ios483,2010 ([M+H]),
m/z 505,1845 ([M+Na]) e m/z 521,1590 ([M+K]) que estdo de acordo com a
massa molecular real (482,1941) e férmula molecGlar;,Og, sugerindo a
presenca de um grupo hidroxila em substituicao rapayacetoxila de 9,11-
