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RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE
ESPECIES DE HORTIA (RUTACEAE): H. OREADICA, H. BRASILIANA E H.
SUPERBA - O estudo fitoquimico de Hortia descrito neste trabalho visa contribuir
com a quimiossistematica da familia Rutaceae e também com a melhor
classificacdo do género dentro da mesma. O estudo das espécies H. oreadica, H.
brasiliana e H. superba levou ao isolamento de 15 substancias, sendo, derivados
do acido diidrocindmico acido 3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3’,4’-0:5”,6”)-2",2"-
dimetilpirano]propiénico (01), 3-fenil-[2’-metoxi-(3’,4’-0:5”,6”)-2",2"-
dimetilpirano]propionato de metila (02), 3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3’,4’-0:5”,67)-2",2"-
dimetilpirano]propionato de metila (03), 3-fenil-[2’,5’-dimetoxi-(3’,4’-0:57,67)-2",2"-
dimetilpirano]propionato de metila (04), acido 3-fenil-[2-metoxi-(3,4-0:5 ,6 )-2,2 -
dimetilpirano]propiénico (05), acido 3-fenil-[2’,5’-dimetoxi-(3’,4’-0:5”,6")-2",2"-
dimetilpirano]propidnico (06), sendo que a estrutura 06 parece ser nova para a
espécie H. oreadica; a cumarina 5-metoxiseselina (07); o derivado do acido
cindmico E-acido 3,4-dimetoxi-a(3-hidroxi-4-carbometoxifenil)cindmico (08), novo
na literatura; os alcaldides rutaecarpina (09), 7,8-desidrorutaecarpina (10) inédita
no género Hortia, dictamina (11) e N-metilflindersina (12) e os limondides guianina
(13), hortiolida E (14) e hortiolida G (15), dos quais a estrutura 14 esta sendo
descrita pela primeira vez na espécie H. oreadica e 15 na literatura. O estudo
fitoquimico das espécies do género Hortia ainda nao permite classifica-la
corretamente dentro da familia. Hortia apresenta limonoides com anéis C e D
modificados, caracteristicos de Meliaceae. No entanto a presenga de metabdlitos
como alcaldides, cumarina, derivados do acido diidrocindmico e cindmico vém
confirmar que Hortia pertence a familia Rutaceae, embora ndo esteja claro seu
exato posicionamento dentro da mesma. A presenca de limondides bastante
modificados para Hortia poderia indicar que o género nao pertenca a Todallieae
ou Cusparieae, podendo estar posicionado separadamente dentro da familia
Rutaceae. Varios ensaios biolégicos foram realizados com os extratos e
compostos isolados, com uma cole¢ao de compostos sintéticos e a lasiodiplodina,
composto isolado de um fungo patogénico. Sao relatadas as Concentragdes
Inibitérias Minimas de diversas substancias frente a bactéria causal da Clorose

Variegada dos Citros, Xylella fastidiosa. As substancias promissoras foram as
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quinolindnicas sintéticas 2-metil-6-flior-4-quinolona (S2) e 2-metil-5-metoxi-7-
hidroxi-4-quinolona (S4) e o alcaldide rutaecarpina (09), com CIM entre 0,5 e 1,0
mg/mL. Foi realizado a investigagdo do potencial antimicrobiano in vitro frente a
alguns patdégenos bucais que permitiu determinar o extrato hexanico como o mais
promissor frente a todas as cepas ensaiadas e o limondide guianina (13) e o
alcaléide dictamina (11) com os melhores valores de CIM, sendo 200 e 100
pg/mL, respectivamente. Os ensaios frente a patégenos de origem alimentar
revelaram que as substancias lasiodiplodina e as sintéticas 2-metil-6-flior-4-
quinolona (S2) e 2-metil-5,7-dimetoxi-4-quinolona (S4) foram as mais eficazes
dentre todas as ensaiadas. Portanto, a partir deste trabalho verificou-se que
algumas substancias com propriedades antibacterianas revelaram importantes

fontes na descoberta de novos produtos com potencial antimicrobiano.
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ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL STUDY AND EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL
ACTIVITY OF SPECIES FROM HORTIA (RUTACEAE): H. OREADICA, H.
BRASILIANA E H. SUPERBA - The phytochemical study of Hortia in this work
aims to contribute with the chemosystematics of the Rutaceae and with the best
classification of the genus inside the family. The study of the species H. oreadica,
H. brasiliana and H. superba led us to isolate 15 compounds, such as the
dihydrocinnamic acids derivatives 3-phenyl-[2’,6’-dimethoxy-(3’,4":5",6”)-2",2"-
dimethylpirano]propionic acid (01), methyl 3-phenyl-[2’-methoxy-(3’,4’:5”,67)-2”,2"-
dimethylpirano]propionate (02), methyl 3-phenyl-[2’,6’-dimethoxy-(3’,4":5”,6”)-
2”,2”-dimethylpirano]propionate (03), methyl 3-phenyl-[2’,5’-dimethoxy-
(3,4:57,6”)-2”,2”-dimethylpirano]propionate (04), 3-phenyl-[2’-methoxy-
(3,4:5”7,6")-2”,2”-dimethylpirano]propionic acid (05), 3-phenyl-[2’,5-dimethoxy-(3’,
4’-0:5”,6”)-2",2”-dimethylpyrano]propionic acid (06), being structure 06 new for
specie H. oreadica; coumarin 5-methoxyseselin (07); cinnamic acid derivative E-
3,4-dimethoxy-a(3-hydroxy-4-carbomethoxyphenyl)cinnamic acid (08), new in
literature, the alkaloids rutaecarpine (09), 7,8-dehydrorutaecarpine (10) new in the
genus Hortia, dictamine (11), N-methylflindersine (12) and the limonoids guyanin
(13), hortiolide E (14) and hortiolide G (15), being structure 14 described for the
first time in the specie H. oreadica and 15 in literature. The phytochemical study of
the species from Hortia genus still not allow classify correctly it inside the family.
Hortia presents limonoids with C and D rings modified, characteristic of Meliaceae.
However the presence of metabolites such as alkaloids, coumarins,
dihydrocinnamic and cinnamic acids derivatives confirm that Hortia belongs the
Rutaceae family, even so are not clear its accurate positioning. The presence of
limonoids highly modified could indicated that genus can not belong nor to the
Todallieae and nor the Cusparieae, being located separately inside of the
Rutaceae family. Several biological assays had been performed with crude
extracts and compounds isolated from Hortia, with a collection of the synthetic
compounds and the lasiodiplodin, compound isolated from the pathogenic fungus.
The Minimum Inhibitory Concentration of many substances was related against
the bacteria Xylella fastidiosa that causes Citrus Variegated Chlorosis. The

promising substances were synthetic quinolinones 2-methyl-6-fluor-4-quinolone

XXI



(S2) and 2-methyl-5-methoxy-7-hydroxy-4-quinolone (S4) and the alkaloid
rutaecarpine (09) with MIC from 0.5 to 1.0 mg/mL. We have studied the in vitro
antimicrobial activity against oral pathogens that permitted to determine hexane
extract such as successful against all microorganisms assayed and limonoid
guyanin (13) and alkaloid dictamine (11) with the best MIC, being 200 and 100
pMg/mL, respectively. The assays against alimentary pathogens revealed that
lasiodiplodin, 2-methyl-6-fluor-4-quinolone (S2) and 2-methyl-5,7-dimethoxy-4-
quinolone (S4) synthetics as the more effective among all substances. Therefore,
this work showed that several substances with properties antibacterial constitute

an important source for the discovery of new antimicrobial products.
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Introducgédo

1.1- Familia Rutaceae

A ordem Sapindales, composta pelas familias Rutaceae, Meliaceae,
Burseraceae, Simaroubaceae, Bierbersteiniaceae, Kirkiaceae, Anacardiaceae,
Sapindaceae e Nitrariaceae, é rica em diversas classes de metabdlitos
secundarios, sendo de maior ocorréncia cumarinas, alcal6ides, flavondides,
quassinoides e limondides.

A familia Rutaceae caracteriza-se por uma grande diversidade de
metabdlitos secundarios ndo comuns nas demais familias da ordem (DA SILVA et
al. 1987; WATERMAN, 1983) e é composta por muitos géneros, dos quais
destaca-se 0 género Hortia, que compreende 12 espécies distribuidas desde o
Panama e norte da América do Sul (em especial Amazénia) até o centro leste do
Brasil (JACOBS et al., 1987). Segundo levantamento bibliografico ha relatos de
estudo fitoquimico de 8 espécies de Hortia, sendo elas H. arborea (ANTONACCIO
et al., 1956; PACHTER et al., 1957; PACHTER et al., 1960; FERRACIN, 1992;
MONACHE et al., 1976; MONACHE et al., 1977), H. badinii (CORREA et al.,
1975; CORREA et al., 1979), H. longifolia (CORREA et al., 1976; PADUA, 1976),
H. brasiliana (PACHTER et al., 1961, BRAGA, 2005), H. colombiana (SUAREZ et
al., 1998, CUCA et al., 1998, SUAREZ et al., 2002), H. regia (JACOBS et al.,
1986; JACOBS et al.,, 1987; TINTO, 1992), H. oreadica (BRAGA, 2005) e H.
superba (BRAGA, 2005). Sdo relatados para este género metabdlitos secundarios
como derivados do &cido diidrocinamico, alcaloides (furoquinolinicos,  2-
quinolonas e B-indolopiridoquinazolinicos), cumarinas (simples, furanocumarinas
e piranocumarinas), terpendides (sesquiterpenos, triterpenos e limonoides),
amidas e flavonéides ( flavonas e flavanona).

No entanto, o posicionamento taxondmico do género Hortia, revela
contradicdes entre os antigos botanicos. De Candolle dividiu a familia Rutaceae
em duas tribos, Diosmeae e Cusparieae, posicionando o género Hortia nesta
ultima (DE CANDOLLE, 1824). Bentham & Hooker em 1862 propuseram
modificacbes taxondbmicas, 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 modifica¢cdes de Scholz é o mais
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aceito pelos atuais botanicos. Este é bastante semelhante aquele de Bentham &
Hooker, e também ndo esclarece a classificacdo de Hortia, mantendo-a em
Toddalieae (ENGLER, 1931; SCHOLZ, 1964). Dados de diversas fontes tém
mostrado que a divisdo das subfamilias de Engler (1931) é superficial,
especialmente quanto ao reconhecimento de Toddalioideae.

A similaridade quimica entre as subfamilias Rutoideae e
Toddalioideae é tdo pronunciada que levou 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 o posicionamento de
Hortia. A Unica justificativa plausivel para reclassifica-la seria que Hortia € o Unico
representante americano na subtribo Toddaliinae. Na classificacdo de Silva et
al.(1988), Cuspariea (tribo informal “Cusparia”) engloba, além de Hortia, o género
Galipea, também neotropical. Engler em 1931 alocou em Toddaliinae géneros da
Africa, Australia e América que eram filogeneticamente menos relacionados entre
si do que com géneros de outras tribos e até mesmo de outras subfamilias. Desta
forma, Hortia estaria mais proxima dos géneros de Cusparieae do que dos

membros de Toddaliinae.

1.2- Produtos Naturais com Potencial Antimicrobiano

N&o ha duvidas de que as plantas sédo fontes promissoras de
metabolitos secundarios ativos (GELB et al., 2002) e fornecem muitos modelos
moleculares para o desenvolvimento de novas substancias com atividades
biolégicas. Assim sendo, no Brasil e no mundo buscam-se alternativas para o
desenvolvimento de uma cultura ecologicamente correta e que seja sustentavel.
Para tal, um dos aspectos é o controle de doengcas com o uso de extratos e
compostos biologicamente ativos isolados de espécies de plantas.

InvestigagOes cientificas relatam que cada vez mais microrganismos
patogénicos e fitopatogénicos desenvolvem resisténcia frente a antimicrobianos
comerciais. Neste aspecto antimicrobianos de origem natural, embora apresentem

efeitos nocivos como os sintéticos, podem também ser considerados eficazes no
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tratamento de doencas por apresentarem em sua composi¢cdo substancias
efetivas. De uma forma geral, substancias naturais com potencial biolégico
também s&o consideradas praticamente inofensivas ao meio ambiente pois
degradam-se com maior velocidade que as sintéticas; ndo deixando residuos no
meio ambiente (DENNIS, 1987).

Entretanto, apesar das vantagens que produtos naturais
desempenham como possiveis antimicrobianos, o isolamento de pequena
guantidade de massa destes metabdlitos das plantas faz com que se torne
necessario também a busca de compostos de partida de origem semi-sintética ou
sintética para novas substancias antimicrobianas.

Com base nas informagbes acima, o grupo de Produtos Naturais
(PN) da UFSCar vem realizando ensaios biologicos com metabolitos secundarios
obtidos de espécies vegetais bem como alguns compostos sintéticos frente a
bactéria fitopatogénica Xylella fastidiosa que afeta a citricultura brasileira, e frente
a patégenos bucais e de origem alimentar que representam um dos mais sérios
problemas sdécio-econémicos e de salude publica em ambito mundial; visando a
busca de novos inibidores que sejam mais eficientes no combate destes

microrganismos.

1.3- Doencas Citricolas

Pode-se definir doenga como um distarbio fisioldgico, resultado de
uma irritagdo continua causada por agentes bidticos ou abiéticos e que pode levar
ao aparecimento de sintomas. Os agentes abidticos podem ser temperaturas
muito altas ou muito baixas, intoxicagdo por pesticidas ou minerais, falta ou
excesso de luz, umidade do solo, poluicdo atmosférica, acidez ou alcalinidade do
solo. Dentre os agentes bidticos, destacam-se os fungos, virus, viréides e
bactérias (AGRIOS, 1997).

A cultura de citrus € um alvo constante de inUmeras pragas e
doencas, que encontrando condi¢Bes favoraveis ao seu desenvolvimento sao
capazes de causar danos irreversiveis. A quantidade e qualidade das frutas
citricas sdo frequentemente ameacadas devido aos danos causados na planta,
gue dependendo da intensidade do ataque, pode torna-la improdutiva ou levar a

sua erradicagdo. As principais doengas e pragas que afetam a citricultura

4
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brasileira sdo: Leprose dos Citros, Clorose Variegada dos Citros (CVC), Gomose
de Phytophthora, Greening, Cancro Citrico, Declinio, Mancha Alternaria, Morte
Subita dos Citros (MSC), Pinta Preta, Podriddo Floral dos Citros, Rubelose,
Tristeza — Citrus Tristeza Virus (CTV) ( LARANJEIRA et al.; 1998).

1.3.1- Clorose Variegada dos Citros (CVC)

A clorose variegada dos citros (CVC), conhecida também como
“amarelinho dos citros”, € uma doenga causada por uma bactéria gram-negativa
denominada Xylella fastidiosa. A CVC foi constatada pela primeira vez em 1987
em pomares da regido Noroeste do Estado de Sao Paulo (ROSSETTI et al., 1990;
ROSSETTI & DE NEGRI, 1990) e vem se constituindo como a mais importante
doenca citricola no Brasil.

Em citros, logo apés a primeira descricdo da doenca e antes mesmo
da causa ter sido comprovada em condi¢cdes experimentais, levantamentos de
campo indicavam que todas as variedades de laranjas doces cultivadas, sendo as
principais a Péra Rio, Natal, Hamlim e Valéncia, eram atacadas pela doenga. As
tangerinas Ponkam e tangor Murcote, os limdes e as limas acidas Tahiti, de maior
expressao comercial, por ndo manisfestarem os sintomas tipicos da CVC foram
caracterizados como resistentes. Estes resultados foram confirmados mais
recentemente em estudo de campo onde foram avaliados diversos hibridos e
espécies dos géneros Citrus, Fortunela e Poncirus (LARANJEIRA et al., 1998).
Neste estudo também nao foram observadas diferengas consideraveis no nivel de
resisténcia dentro do grupo das laranjas doces, que poderia ser explorado
comercialmente. E possivel que os materiais que ndo apresentaram sintomas da
CVC sejam tolerantes a doenca, ou seja, permitindo o crescimento do patégeno
em seus tecidos, como observado com as tangerinas Cravo e Ponkan por LI et al.
(1996) e MACHADO et al. (1997), porém ndo expressando qualquer
sintomatologia ou perda de producdo. Estas plantas poderiam, no entanto,
contribuir para o avanco da CVC nas variedades susceptiveis atuando como
fontes de in6culo veiculados pelas cigarrinhas.

Os sintomas da CVC manifestam-se apenas em ramos, folhas e
frutos. As raizes ndo apresentam anormalidade alguma. Inicialmente, pode-se

encontrar apenas um ou poucos ramos atacados na parte média ou superior da
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planta, mas, com o passar do tempo, toda a arvore pode apresentar os sintomas
tipicos da anomalia. As plantas, quando muito afetadas, apresentam um aspecto
de debilidade geral, denotado pela coloragédo amarelada.

Contudo, o sintoma mais conhecido de CVC constitui-se de
pequenas manchas internervais amarelas na face superior da folha (FIGURA 1.1,
pg 06). Inicialmente, essas manchas ndo sao muito extensas. A essas clorores
correspondem, na face inferior, manchas de coloracdo variando entre o vermelho
e o marrom. Em plantas muito afetadas pela CVC, € comum a presenca de
desequilibrios nutricionais, notadamente de zinco, magnésio e potassio
(ROSSETTI & DE NEGRI, 1990).

FIGURA 1.1: Sintomas tipicos de CVC em folhas de laranja doce.
(Fonte: FUNDECITROS, 2008a)

Os sintomas nos frutos surgem sempre ap0s 0 aparecimento dos
sintomas foliares e apenas nos ramos ja afetados, havendo uma tendéncia a
frutificacdo em “pencas” ( ROSSETTI & DE NEGRI, 1990; LARANJEIRA, 1998).
Plantas afetadas apresentam sintomas de deficiéncia hidrica (murchamento de
folhas), principalmente nas horas mais quentes do dia e independente do nivel de
encharcamento do solo, sintomas de deficiéncia mineral (particularmente zinco) e
reducao no crescimento da copa e no tamanho dos frutos que em citros se tornam
impréprios para 0 consumo in natura ou comercializacdo. Em geral plantas de
citros afetadas pela X. fastidiosa ndo chegam a morrer, mas a vida util das
plantacdes costuma ser bastante reduzida (FUNDECITRUS, 2008a)(FIGURA 1.2,

pg 07).
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FIGURA 1.2: Plantas com sintomas de CVC.
(Fonte: FUNDECITROS, 2008a)

1.3.1.1- Xylella fastidiosa

No Brasil, a bactéria X. fastidiosa tem causado muita preocupacao,
principalmente nos ultimos 15 anos, e sido alvo de varios estudos, como o que
resultou no sequenciamento completo de seu genoma (SIMPSON et al., 2000),
por ser o agente causal de doencas que podem gerar grandes prejuizos nas
culturas de citros (CVC). Diferentemente da grande maioria das bactérias
fitopatogénicas, a bactéria X. fastidiosa € um microrganismo de dificil cultivo em
meios de cultura e que se limita ao xilema das plantas infectadas e aparelho bucal
dos insetos vetores, as cigarrinhas (PURCELL e HOPKINS, 1996). E através
desse grupo de insetos que, ho campo, a bactéria é transmitida de uma planta a
outra. Sob condi¢Bes experimentais, com maior ou menor eficiéncia, 11 espécies
transmitem o patdégeno entre plantas citricas (LOPES et al., 1996, ROBERTO et
al., 1996, FUNDECITRUS, 1999, KRUGNER et al., 1998, YAMAMOTO et al.,
2002).

Previamente foi demonstrado que a bactéria é capaz de crescer
como um biofilme (MARQUES et al., 2002) e este biofilme poderia ser um fator
importante para a patogenecidade (SOUZA et al., 2003). Biofilmes séo definidos
como uma matriz repleta de populagédo microbiana aderidas umas as outras e nas
superficies e interfaces (COSTERTON et al., 1995). A maneira como X. fastidiosa
coloniza o xilema, o que é facilmente observavel em imagens feitas com
microscopia eletrénica (LOPES et al., 2000, CHAGAS et al., 1992, ROSSETI et
al., 1990, ALVES, 2003) e optica, (QUEIROZ-VOLTAN e PARADELA FILHO,
1999) (FIGURA 1.3, pg 08) e as sintomatologias manifestadas por plantas

afetadas, sugerem, no entanto, que os danos resultam principalmente de um
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bloqueio no fluxo da dgua do solo para as partes aéreas das plantas e de um
constante desvio de nutrientes (OSIRO et al., 2004; DE SOUZA et al., 2004).

FIGURA 1.3: Vasos do xilema obstruido por células e células de X. fastidiosa
(Fonte: FUNDECITROS, 2008a)

1.3.2- Incidénciade CVC

O Brasil é atualmente o maior produtor mundial de citros,
correspondendo a 25,1% da plantacdo mundial, seguido pelos Estados Unidos,
com 16,4% . A cultura encontra-se disseminada por todo o territdrio nacional, com
grande importancia econémica e social para diversos estados onde se situa as
dez principais culturas: Sdo Paulo, Sergipe, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Rio
Grande do Sul e Bahia (RODRIGUEZ et al., 1991). As maiores plantacdes sao de
laranja (Citrus sinensis, 66%), tangerina ( C. reticulata, 15,4%), toranja ( C.
paradisi, 8,5%) e liméo (C. limon, 6,8%).

O volume que representa nas exportacbes, a extensdo em area
ocupada e o numero de empregos diretos e indiretos gerados pelo setor citricola
brasileiro, associados a rapidez com que a doenca se disseminou para 0S
grandes centros produtores de laranja, provavelmente através de mudas
contaminadas (TUBELIS et al.,, 1992), tém feito da CVC um problema
preocupante e também bastante estudado. Levantamentos conduzidos pela
Fundecitrus a partir de 1996 nos meses que antecedem a colheita, mostram que
sua incidéncia na area nobre da citricultura, que compreende 850 mil hectares
localizados em 367 municipios das regides sul, central, norte e noroeste de S&o
Paulo e sul do triangulo mineiro (AYRES, 2000), tem-se mantido em niveis
médios superiores a 30% (FUNDECITROS, 2008b). Pode-se verificar que a

regido norte do Estado de Séo Paulo e parte do Triangulo Mineiro sdo as que
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apresentam maior incidéncia de CVC (FUNDECITROS, 2008b) (FIGURA 1.4, pg
09).

T

Fona Horte [SF & parte de MG) 72%
Zona Horoeste

- Zona Qeste

Zona Centro

Zona Sul

FIGURA 1.4: Zoneamento citricola considerado no levantamento de CVC em
2005 no Estado de S&o Paulo e parte do Triangulo Mineiro
(Fonte: FUNDECITROS, 2008b)

Os niveis de danos econémicos da CVC, estimados em cem milhdes
de dolares anuais, poderiam ser ainda maiores nao fosse a ado¢do de medidas
conjuntas de controle pelos produtores. Estas envolvem plantio de mudas sadias,
poda de ramos sintomaticos, erradicacdo de plantas com sintomas generalizados
e controle quimico dos vetores (FUNDECITRUS, 2008c). Atualmente existe
norma governamental que, desde janeiro de 2003, proibe a comercializacdo em
todo o estado de S&o Paulo de mudas que ndo tenham sido produzidas em
viveiros telados totalmente livres de insetos (FUNDECITRUS, 2008d).
Observando o levantamento realizado pela Fundecitrus no periodo de 1996 a
2005 (GRAFICO 1.1, pg 10), pode-se verificar que nos anos de 2004 a 2005,
houve um pequeno decréscimo na incidéncia de CVC, porém praticamente
insignificante, quando comparado com as perdas que a doenga causa para 0s

setores envolvidos.
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Gréfico 1.1: Comparacéo da incidéncia de CVC no periodo de 1996 a 2005 no

Estado de Séo Paulo e parte do Triangulo Mineiro
(Fonte: FUNDECITROS, 2008b)

Desta forma, pode-se concluir que os métodos de manejos atuais da
CVC néo séo eficazes, sendo necessario portanto empreendimento de esforcos
visando um conhecimento mais aprofundado de varios aspectos desses

patossistemas de forma que medidas mais apropriadas sejam desenvolvidas.

1.4- Doencas Bucais

As doencgas bucais parecem ser devido a uma transicdo de uma
associacdo comensal para uma relacdo oportunistica com o hospedeiro. As
bactérias da microbiota bucal podem sobreviver na cavidade oral por serem
menos susceptiveis aos mecanismos imunolégicos ou por serem capazes de
sobrepuja-los. Desta forma, um desequilibrio no ecossistema bucal pode acarretar
a emergéncia de bactérias potencialmente patogénicas. Para a compreensao dos
processos envolvidos na cariogénese e nas doencas periodontais é necessario
um entendimento da ecologia da cavidade oral e a identificacdo dos fatores
responsaveis pela transicdo da microbiota oral de uma associacdo comensal para
uma relagéo patogénica com o hospedeiro.

As caracteristicas ambientais da cavidade oral, tais como alta
umidade, temperatura relativamente constante de 34 a 36°C, pH préximo da
neutralidade e disponibilidade de nutrientes (NASCIMENTO et al.,, 2004),

permitem o estabelecimento de uma microbiota altamente complexa, composta
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por cerca de 500 grupos bacterianos que habitam as diversas areas da boca. Os
microrganismos que colonizam os dentes produzem uma aderéncia que Os
capacitam a desenvolver um biofilme bacteriano que se adere a superficie dos
dentes, formando comunidades microbianas organizadas em uma matriz
complexa, composta de produtos extracelulares microbianos, constituintes
salivares, restos alimentares, células mortas e descamadas da boca. Este biofilme
€ denominado placa bacteriana e € a causa principal das céries e das doencas
periodontais (MARCOTTE & LAVOIE, 1998).

A composicdo da microbiota oral varia com a idade, habitos
alimentares, hormdnios, fluxo salivar, condicdes imunoldgicas e outros fatores
como higienizagdo e alcoolismo. A colonizagdo da cavidade oral por
microrganismos tem inicio de seis a dez horas apds 0 nascimento. As espécies

pioneiras sédo as do género Streptococcus e provém principalmente da mae.

1.4.1- Patdgenos Bucais

A distribuicBo das bactérias bucais varia qualitativa e
guantitativamente de acordo com o habitat. Bactérias do grupo Streptococcus
como S. mutans, S. sobrinus, S. cricetus, S. rattus e S. sanguinis sdo encontrados
em grandes numeros nos dentes enquanto que S. salivarius € isolada
principalmente da lingua. As espécies S. mutans e S. sanguinis aparecem na
cavidade oral somente apos a erupgdo dos dentes.

A complexidade das comunidades bacterianas nas placas
bacterianas torna dificil a determinac@o de um agente cariogénico especifico. Ha
fortes evidéncias de que bactérias tais como S. mutans, S. sobrinus e
Lactobacillus acidophilus estejam envolvidas na iniciacdo e progressao das
caries, respectivamente. Estes dois grupos bacterianos sdo capazes de
metabolizar carboidratos em acidos (primariamente acido latico) e tolerar um
ambiente com pH baixo. Contudo, grandes quantidades de S. mutans podem ser
encontradas em placas bacterianas sem evidéncia de caries.

Dietas ricas em sacarose contribuem para a cariacdo dos dentes
porque o S. mutans produz um polissacarideo de aderéncia especifica a partir da
sacarose que é substrato para a producéo do &cido latico. Bactérias laticas como

Lactobacillus acidophilus produzem &cido latico que dissolvem o fosfato de calcio
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do esmalte dos dentes. A S. mutans pode, também, causar endocardite

subaguda. Os microrganismos predominantes da placa bacteriana encontram-se

na TABELA 1.1 (pg 12).

TABELA 1.1: Bactérias predominantes na placa bacteriana
(Fonte: MORETTI, 2007)

Bactérias Predominantes na Placa Bacteriana

Cocos Gram-positivos . _
Streptococcus (S. mutans; S. sobrinus; S. cricetus)

facultativos a oxigénio

Bacilos Gram-positivos _
Actinomyces

facultativos a oxigénio

Porphyromonas (P. gingivalis; P. endodontalis);

Bacilos Gram-negativos ) _ ) o
Prevotella (P. melaninogenica; P. intermédia; P.

anaerobios estritos . )
loescheii; P. denticola)

As imagens abaixo foram obtidas por micrografia eletrénica de
varredura e de transmissdo, respectivamente. A FIGURA 1.5 (pg 12) mostra
bactérias orais aderidas umas sobre as outras formando filamentos de bactérias
empilhadas. Na FIGURA 1.6 (pg 13) pode-se observar a superficie do 3° molar

humano recoberta com Streptococcus sobrinus.

y 7_:_ € A'. M J
BASM '. "ib@f-s'-s.’.‘f.
FIGURA 1.5: Micrografia eletrdnica de varredura de microrganismos compondo

uma placa dental
(Fonte: MORETTI, 2007)
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FIGURA 1.6: Micrografia eletrénica de transmissao de S. sobrinus sobre a
superficie dental

(Fonte: MORETTI, 2007)

A placa dental pode ser prontamente visualizada logo ap6s um ou
dois dias sem medidas de higiene bucal. A placa € branca, acinzentada ou
amarela. O movimento dos tecidos e dos alimentos sobre os dentes resulta na
remocdo mecéanica da placa, nos dois tercos corondrios da superficie do dente,
ficando a placa localizada no terco gengival da superficie dentaria. A localizacéo e
o ritmo de formacé&o da placa variam entre os individuos. Na auséncia de medidas
de higiene bucal, a placa continua acumulando até que seja alcancado um
equilibrio entre as forcas de remocdo da placa e as forcas de formacao
(MESQUINI et al., 2006). O processo de formacao da placa pode ser dividido em
qguatro fases (FIGURA 1.7, pg 14). Na fase 1 observa-se a adsor¢cdo molecular
para a formagdo do biofiime; na fase 2 ocorre a adesdo bacteriana de
microrganismos isolados; na fase 3 ha um aumento na producdo da matriz
extracelular e multiplicacdo das bactérias aderidas; na fase 4 a adsorcao
sequencial de novas bactérias formam um biofiilme maduro e complexo
(NEWMAN et al., 2004).
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FIGURA 1.7. Fases da formagao da placa
(Fonte: LINDHE et al., 2005)

Apoés a formacgéo do biofilme, inicia-se um processo de propagacao
sistémica de infecgBes periodontais, ou o ataque da placa dental que enfatiza a
necessidade de um tratamento especifico da infeccdo por biofilme subgengival.
As infeccdes contidas na cavidade bucal podem repercurtir no organismo como
um todo. Os microbios disseminam-se sobre a superficie das mucosas Umidas e
quentes. Alguns patégenos aderem as células epiteliais ou proliferam para o
interior dos tecidos. Vérias bactérias e fungos apresentam a capacidade de
invadir o intersticio, em funcdo de sua motilidade ou da producdo de enzimas
liticas. Microrganismos também podem atingir os vasos linfaticos, alcancando os
linfonodos e, dai, a corrente sanguinea. Assim, as infecgdes estafilocécicas, ou
mesmo estreptocdcicas, ndo tratadas podem progredir levando a uma endocardite
infecciosa. Muitas vezes, as principais manifestacbes de doencas infecciosas
surgem em locais distantes da entrada do agente patogénico (COTRAN et al.,
1996).

Devido a problemas conhecidos no tratamento de doencgas
periodontais causadas por microrganismos resistentes a antibioticos e devido as
dificuldades encontradas por laboratorios na descoberta de novas moléculas com
propriedades antimicrobianas, pesquisas nesta area tém se mantido restrita a
poucos pesquisadores. Na realidade, algas, fungos e plantas superiores

constituem atualmente importantes fontes para a prosperacdo de novas
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moléculas bioativas, seja pelo uso direto de seus metabdlitos secundarios ou pelo
emprego de derivados biossintéticos ou semi-sintéticos, os quais sdo produzidos
com o objetivo de promover uma reducdo do niumero de microrganismos viaveis,

ao inibir sua proliferacdo ou causar sua morte celular.

1.5- Doencas de Origem Microbiana Transmitidas por Alimentos

Os alimentos de origem animal ou vegetal, frescos ou processados,
incluindo a 4&gua, podem veicular diversos microrganismos patdégenos,
causadores de diversas perturbacdes fisiolégicas nas pessoas que 0s consomem.
Os alimentos que, eventualmente, estejam contaminados por microrganismos
causadores de doencas, ao serem ingeridos, permitem que os patégenos ou seus
metabdlitos invadam os fluidos ou os tecidos do hospedeiro potencializando
algumas doencas graves, como por exemplo, a tuberculose e a febre de Malta
também conhecida como febre ondulante, resultantes da ingestédo de leite ndo
pasteurizado ou de queijos, em particular queijos frescos, contaminados por
populacdes bacterianas, de Mycobacterium bovis e M. tubercolosis, ou por
Brucella abortus, agentes respectivamente responsaveis pela doenca referida
(DENNIS,1987).

As doencas de origem alimentar representam um perigo de grande
relevancia para a saude humana e para a economia dos individuos, familias e
nacbes e podem ser provocadas por diversos grupos de microrganismos,
incluindo bactérias, fungos, protozoarios e virus. As bactérias, pela sua
diversidade e patogenia, constituem, de longe, o grupo microbiano mais
importante e vulgarmente associado as doencas transmitidas pelos alimentos e
portanto este grupo foi o foco deste estudo. Os alimentos podem ser
contaminados por bactérias patogénicas para o homem, como resultado de
deficientes condicOes de higiene durante o seu processamento, quer a partir de
pessoas ou animais doentes, quer a partir de fezes provenientes de individuos
infectados. Os alimentos podem, também, constituir um perigo para a saude
publica, devido ao crescimento excessivo de populacbes bacterianas na
superficie ou no interior dos mesmos, oriundas do meio ambiente capazes de
produzir toxinas (exotoxinas), que ao serem ingeridas com o alimento podem
causar graves problemas (PELCZAR et al., 1980).
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1.5.1- Bactérias de Origem Alimentar

Os principais géneros bacterianos envolvidos no mecanismo de
infecgd@o alimentar sdo: Escherichia, Salmonella, Shigella, Vibrio e Bacillus.

O género Escherichia € composto por uma Unica espécie: E. coli, o
ser vivo mais estudado e conhecido do Homem. Praticamente todos os alimentos,
quer de origem vegetal, quer de origem animal que n&o tenham sido objetos de
processamento, podem veicular a E. coli, desde que, em algum momento, tenham
sido sujeitos a poluicdo fecal. E. coli ja provocou um surto nos Estados Unidos
em 1968, devido a ingestdo de agua nao clorada, proveniente de pogo artesiano,
e provavelmente contaminada com fezes humanas. Varios surtos de origem
alimentar ocorrerram na Inglaterra. Um deles em 1967, através da ingestédo de
carne de porco previamente preparada, e outro em 1973, atribuido & ingestédo de
torta de carne contaminada (DOYLE E CLIVER,1990). Este tipo de microrganismo
pode se difundir através da agua, alimentos e pelo contato pessoa a pessoa.
Poucos alimentos tem sido associados a surtos de toxinfec¢do alimentar
provocados por este grupo, mas salmao, carne de aves, leite e queijo Camembert
tem sido veiculos. Um dos casos mais alarmantes de infeccao alimentar por E.
coli ocorreu nos Estados Unidos em 1971, em que aproximadamente 380
pessoas ingeriram queijo Camembert contaminado. O queijo era de origem
francesa e continha E. «coli 0:124 em contagens de 105-107
microrganismos/grama (DOYLE e CLIVER, 1990). O periodo de incubacdo da
doenca varia de 3 a 9 dias, com média de 4 dias, e duracdo da doenca varia de 2
a 9 dias, também com média de 4 dias.

O género Salmonella é composto por trés principais espécies que
estdo associadas as infeccbes alimentares: S. typhimurium, S. enteritidis e S.
newport, responsaveis pelos maiores incidentes; esta ultima espécie produz uma
enterotoxina de natureza lipopolissacaridica com elevado peso molecular. Os
alimentos mais susceptiveis a contaminacdo por Salmonelas sé@o o leite, queijos,
chocolates, carnes frescas, nomeadamente, carcagas de aves. A FIGURA 1.8 (pg
17) foi obtida via microscopia de varredura e mostra algumas col6nias de
Salmonella.

As espécies do género Shigella sdo os agentes causais da

disenteria bacilar no Homem, tendo-se isolado quatro espécies associadas a esta

16



Introducéo

doenca no Homem: S. dysenteriae, S. boydii, S. flexneri e a S. sonnei. Estas
espécies sao restritas aos humanos, sendo a poluicao fecal a sua principal via de

contaminagéo e dispersao.

> ’ P W '
FIGURA 1.8: Col6nias de Salmonella

(Fonte: FUNDACION ANNA VASQUEZ, 2007)

O género Vibrio inclui duas espécies patogéneas para o Homem,
denominadas, V. cholerae, responsavel pela célera, e V. parahaemoliticus, bem
adaptada aos ambientes marinhos e associada as infec¢gbes alimentares por
ingestdo de peixe, moluscos e crustaceos contaminados.

O género Bacillus compreende uma Unica espécie: Bacillus cereus,
que habita preferencialmente o ar, o solo, dguas e diferentes alimentos de origem
vegetal (cereais), lacticinios e produtos carneos. A FIGURA 1.9 (pg 17) ilustra

varias colonias de B. cereus.

FIGURA 1.9: Colénias’de Bacillus cereus
(Fonte: WIKIPEDIA, 2007)
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Os sintomas causados por doencas de origem microbiana
transmitidas por alimentos podem ser simplesmente incomodos, sem gravidade
maior, ou muitas vezes levar a quadros clinicos de alto risco ou mortes. Por isso é
imprescindivel a adogcdo de medidas que evitem o desenvolvimento dessas
doencas, como por exemplo, inibir a proliferacdo destes microrganismos no
ambiente, com substancias ativas que sejam de fato eficientes e néo prejudiciais
a saude.
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Objetivos

Este trabalho teve como objetivo principal o isolamento e elucidagao
estrutural de metabdlitos secundarios de Hortia oreadica, H. brasiliana e H.
superba, visando a aplicacéo dos resultados na investigacdo de varios problemas,

entre eles:

% Quimiossistematica do género Hortia: A classificagdo do género Hortia
dentro da familia Rutaceae ainda é duvidosa. A avaliacdo de varias
espécies de Hortia teve como objetivo o isolamento de metabdlitos
secundarios que pudessem contribuir para 0 posicionamento
quimiossistematico do género dentro da familia. Para isto varias partes
vegetais das espécies H. oreadica Groppo, Kallunki & Pirani, H. brasiliana

Vand. Ex DC e H. superba consistiram o material de estudo deste trabalho.

% Investigar o potencial antibacteriano de substancias isoladas de espécies
de Hortia e substancias quinolinénicas sintéticas frente a X. fastidiosa,
visando o controle da CVC que é uma das doencas mais importantes da

citricultura brasileira.

% Avaliar a atividade antibacteriana in vitro de extratos e substancias isoladas
de Hortia, bem como uma série de substancias sintéticas frente a
patégenos bucais e de origem alimentar, com o objetivo de encontrar
substancias antibacterianas capazes de combater agentes causadores de
doencas periodontais e microrganismos presentes em alimentos,

responsaveis por inumeras doencgas no homem.
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Estudo Fitoquimico das Espécies de Hortia

3.1- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1.1- Materiais e Métodos

3.1.1.1- Métodos utilizados para o fracionamento e isolamento

das substancias

a) Fracionamentos por Cromatografia em Coluna (CC), utilizando as seguintes

fases estacionarias:

7
0’0

Silica gel 60 (70-230 Mesh ASTM), MERCK
Silica gel (230-400 Mesh ASTM), MERCK
Celulose microcristalina, VETEC

Sephadex LH-20

Florisil (230-400 Mesh ASTM)

* * 7
> 0.0 0.0 0’0

S

b) Separagao de misturas de substancias via Cromatografia em Camada Delgada
Preparativa (CCDP) utilizando:

+ Cromatoplaca de silica gel 60 HF 254 em aluminio, MERCK

+ Placa preparativa de silica gel 60 HF 54 em vidro, MERCK

c) Separagdo de misturas de substancias via Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE), utilizando os cromatdgrafos:

< SHIMADZU SCL-10A, (condi¢des preparativas);

< SHIMADZU modelo LC-6AV, (condigdes preparativas com valvula de
reciclo (CLAE-R) e “loop” de 2 mL)
Com os seguintes detectores:

% Espectrofotdbmetro UV-VIS. Modelo SPD- GAV, Shimadzu para CLAE-R;

% Detector de indice de refracdo Shimadzu VIR-6AV para CLAE-R.
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d) Solventes utilizados no fracionamento e identificagdo dos compostos:
% Solventes comerciais MERCK, SINTH, VETEC, LABSYNTH e outros
destilados na sala de destilagdo do Departamento de Quimica da UFSCar
+ Solventes grau HPLC da JTB;
+ Solventes deuterados da MERCK e ALDRICH.

e) Evaporadores rotatérios utilizados para preparar e fracionar extratos:

% BUCHI, rotavapor R-114, equipado com banho BUCHI B-480 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C.

% BUCHI, rotavapor R-200, equipado com banho BUCHI 490 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C.

f) Liofilizador utilizado para extratos hidroalcodlicos:

< Modelo E.C. Modulyo-Pump Savant VLP 80

3.1.1.2- Métodos instrumentais utilizados para a identificagao e

elucidacao das estruturas

a) Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), utilizando as técnicas de RMN de 'H e
3C, COSY, HMBC, HSQC, g-NOESY via os seguintes aparelhos:

% BRUKER modelo DRX 400 (9,4 Tesla)

% BRUKER modelo ARX 200 (4,7 Tesla)

b) Espectrometria de massas, utilizando os seguintes aparelhos:

% Cromatégrafo de fase gasosa Shimadzu GC-17A, equipado com uma
coluna DBs L= 30m, ®= 0,32mm e filme= 0,25um acoplado ao espectrémetro de
massas de baixa resolugao HP-2576

+ Cromatografo de fase gasosa acoplado ao espectrdmetro de massas de
baixa resolu¢gdo Shimadzu CG-EM QP5000, equipado com uma coluna HP1 L=
25m, ®= 0,20mm e filme= 0,25um

% Espectrobmetro de massas ESI-MS e DCI-MS de baixa resolugdo VG
Platform Il (Fisons).
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3.1.2- Preparagao dos Extratos Brutos

A espécie H. brasiliana Vand. Ex DC foi coletada em 11 de maio de
2000, no municipio de Linhares, Espirito Santo. As espécies H. superba e H.
oreadica Groppo, Kallunki & Pirani foram coletas de 21 a 23 de janeiro de 2001
em uma Reserva DUCKE no municipio de ltacoatiara, Amazonas. Todas as
espécies foram identificadas pelo Prof. Dr. José Rubens Pirani, do Departamento
de Botanica, Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo (USP-SP) e
as exsicatas encontram-se depositadas no mesmo instituto. A FIGURA 3.1 (pg
24) mostra trés arvores de espécies de Hortia, sendo na ordem da esquerda para
a direita, H. brasiliana, H. oreadica e H. superba.

As partes vegetais das espécies de Hortia foram secas em estufa de
circulagcao a 40°C durante aproximadamente 10 dias e posteriormente trituradas
em moinho. O material seco e moido foi percolado com solventes para extracao
de metabdlitos secundarios, em ordem crescente de polaridade [Hexano (EH),
Diclorometano (ED), Metanol (EM) e em alguns casos, uma mistura na proporgao
1:1 de Metanol:Agua (EMA)] a temperatura ambiente com trés agitacdes por dia.
A extracido para cada solvente perpassou-se trés dias com uma troca de solvente
por dia, totalizando doze dias, sendo trés para cada solvente. O FLUXOGRAMA
3.1 (pg 25) ilustra o procedimento de formagédo dos extratos. A preparagéo dos

extratos deu-se no periodo de fevereiro a maio de 2001.

Ty

aeH. perb)

F GURA 31 Espécies de Hortia (H. brasiliana, H. oreadic
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‘ Material Vegetal ‘

a

Extrato Hexanico ‘

b

‘ Extrato Diclorometano

Cc

Extrato Metandlico ‘
d

‘ Extrato Hidrometandlico ‘

FLUXOGRAMA 3.1: Preparagao dos extratos das espécies de Hortia

a) Extragao com Hexano
b

(¢}

Extragao com Diclorometano

Extracdo com Metanol

)
)
)
d) Extracdo com mistura de Metanol/Agua na proporgéo de 1:1

Os extratos foram concentrados em rotaevaporador e no caso dos
extratos hidroalcéolicos liofilizados; a seguir todos os extratos foram conservados
em refrigerador para evitar degradagdo dos mesmos. As massas das partes
vegetais e dos extratos obtidos a partir de cada uma delas esta descrito na
TABELA 3.1 (pg 25).

TABELA 3.1 - Massas obtidas de material vegetal e extratos

H. brasiliana Massas de Extratos Obtidas (g)

Material Vegetal Massa(s/)egeta' EH ED EM  EMA
Tronco 938 1,6 29 26,2 °
Folhas 655 16,0 21,7 25,9 °
Casca 270 1,0 1,1 5,6 °
H. oreadica Massas de Extratos Obtidas (g)
Tronco 2.475 8,2 8,4 50,6 o
Tronco Subterraneo 3.325 85,9 67,6 244,0 °
Folhas 3.180 93,0 161,0 42,0 o
H. superba Massas de Extratos Obtidas (g)
Tronco 2.280 0,96 8,2 18,1 o
Casca 800 0,43 3,2 1,6 o

e Extratos preparados somente para ensaio biolégico
o Extratos ndo preparados
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3.1.3- Fracionamento dos Extratos e Isolamento das

Substancias de H. oreadica

3.1.3.1- Fracionamento do Extrato Hexanico do Tronco

Subterraneo

O extrato hexanico do tronco subterraneo de H. oreadica (EHTSHB)
foi fracionado em um funil de placa sinterizada sob vacuo utilizando-se silica gel
70-230 mesh, o que forneceu 4 subextratos (FLUXOGRAMA 3.2, pg 26). A partir
da obtencdo de um espectro de RMN de 'H dos 4 subextratos, o subextrato
EHTSHB(D) foi escolhido para refracionamento (FLUXOGRAMA 3.3, pg 27) por
apresentar sinais relativos a substancias de interesse como derivados do acido
diidrocinamico e cumarinas.

O subextrato EHTSHB(A) proporcionou o isolamento do derivado do
acido diidrocinamico acido 3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3’,4’-0:5”,67)-2",2"-
dimetilpirano]propidénico 01. Os subextratos EHTSHB(H) e EDTSHB(M) foram

refracionados mas nao forneceram nenhum metabdlito de interesse.

EHTSHB
50¢9

Cromatografia a vacuo em funil de placa sinterizada
Silica gel (70-230 mesh)
é= 10,0 cm, h=20,0 cm

2L Hex. 2L Dicl. 1L AcOEt. 3L MeOH.
EHTSHB(A)
1,20 g
EHTSHB(H) EHTSHB(D) l EHTSHB(M)
0,155 g 2,922 g Substancia 0,581 g
01
1,20 g

FLUXOGRAMA 3.2: Fracionamento do extrato EHTSHB
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EHTSHB(D)
2,929

Cromatografia por adsorgéo
Silica gel (230-400 Mesh)
®=2,3cm, h=48,0 cm
Hex:AcOEt 10%

19 1018 19-34 35-40 41 42- 50 51 52a56

0,511g 0,150 g 0,473 g 0,710g 0,155 g 01219 0,039g  0,650g
Substancia Substancia Substancia Substancia
02 03 03 e 07 04
0,473 g 0,155 g 0,121 g 0,039 g

FLUXOGRAMA 3.3: Resumo do fracionamento do subextrato EHTSHB(D)

Do subextrato EHTSHB(D) foram isolados os derivados do acido
diidrocinamico 3-fenil-[2’-metoxi-(3’,4’-0:5”,6”)-2",2”-dimetilpirano]propionato de
metila (02), 3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3’,4’-0:5",6”)-2",2”-dimetilpirano]propionato de
metila (03), 3-fenil-[2’,5’-dimetoxi-(3’,4’-0:5”,6")-2",2”-dimetilpirano]propionato de
metila (04) e a mistura do derivado do acido diidrocinamico (03) com a cumarina

5-metoxiseselina (07).

3.1.3.2- Fracionamento do Extrato Diclorometano do Tronco

Subterraneo

O extrato diclorometano do tronco subterrdneo de H. oreadica
(EDTSHB) foi fracionado em um funil de placa sinterizada sob vacuo utilizando-se
silica gel 70-230 mesh, o que forneceu 5 subextratos (FLUXOGRAMA 3.4, pg 28).
A partir da obtencdo de um espectro de RMN de 'H dos 5 subextratos, o
subextrato EDTSHB(A) foi escolhido para ser refracionado devido a presenga de
sinais interessantes que poderiam estar relacionados a substancias de interesse.
O espectro do subextrato EDTSHB(D1) apresentou uma quantidade elevada de
material graxo e por este motivo foi reservado. O subextrato EDTSHB(D2) foi
refracionado, porém nenhuma das fragbes provenientes foram trabalhadas. O
subextrato EDTSHB(M) também foi refracionado, mas nao forneceu nenhum

metabdlito puro.
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EDTSHB
10,0 g

Cromatografia a vacuo em funil de placa sinterizada
Silica gel (70-230 Mesh)
®=10,0 cm, h=18,0 cm

1L Hex. 1 L Dicl. 1 L Dicl. 1L AcOEt 1L MeOH
EDTSHB(D1) EDESS'(;'E(A)
1,109 '
EDTSHB(H) EDTSHB(D2) EDTSHB(M)
0,923 g 1,534 g 1,221g
Cromatografia por adsorgéo CCDP
Silica gel (230-400 mesh) Cel_ulose Micr(zcristalina
¢=52cm, h=28,0cm $=53 Cﬂérf%ﬁgﬂ
Hex - MeOH
(D2)1 a (D2)13 (M)1 a (M)8

FLUXOGRAMA 3.4: Fracionamento do extrato EDTSHB
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EDTSHB(A)
45¢
Cromatografia por adsorgéo

Silica gel (70-230 Mesh)
¢ =5,3cm, h=41,0cm

Hex— MeOH
(A)1-11 (A) 1213 (A) 14 ——(A) 1517
0,021 g 0,083 g 0,157 g 0,213 g
CLAE-Reciclante *
1-2 3 4-6 7 8-9 10 - 11
0,004 g 0,003 g 0,038 ¢ 0,039¢ 0,087 g 0,038 ¢
Substancia Substancia | Smacuar o adsoreao
10 04 ¢=10cm, h=14,0cm
0,004 g 0,039 g Hex— MeOH
1-13 14 15-17 18- 25 26-37 38-44
0,004 g 0,009 0,017 0,030 g 0,015¢g 0,008

oo

Substancia Substincias

04 03 e 07
0,009g 0,017 g

FLUXOGRAMA 3.5: Resumo do fracionamento do subextrato EDTSHB(A) e de

sua fragao 15-17

Coluna Polimérica Preparativa Shodex Asahipak (45,0 x 2,5 cm, particula de 5 pm); Loop: 500 pL
Fase Normal com Eluigdo Isocratica: MeOH: Dicl. 1:1; Detector UV A: 217 e 254 nm; Vazao: 3 mL/min.
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EDTSHB(A)
45¢g
Cromatografia por adsorgéo

Silica gel (70-230 Mesh)
¢ =53cm, h=41,0cm

Hex— MeOH
(A)1-17 (A)18-19 (A)20 — (A)21-22

0,123 g 0,264 g 0,187 g

CLAE-Reciclante * CLAE- Reciclante * l

Substancia

‘ | 01

4-5 8-9 0.187¢g
‘ ‘ ‘ 1-3 0,074 g 6-7 0,056 g

0,032g 0,088 g
1-6 7-8 9-10 11-13 l l

0.0299 0.0179 00429 00319  Sybstancias Substiancia
01 e 05 09
a . n . ~_ . 0,074 0,056
Substincia Substancia Substancia 9 9
11 09 10
0,017 g 0,042g 0,031g

FLUXOGRAMA 3.6: Resumo do fracionamento do subextrato EDTSHB(A) e de

suas fracoes 18-19 e 20.

EDTSHB(A)
45¢g

Cromatografia por adsorgéo
Silica gel (70-230 Mesh)

¢ =5,3cm, h=41,0cm
Hex— MeOH

(A)18-22 (A)23 (A)24 (A)25-26

0,202 g 0,025¢ 0,136 g

CLAE-Reciclante * l CLAE-Reciclante *

1-2 3.4 5 Subs(;z:“alncia | |
00589 0,126 g_l 0,012g 0,025 g 12 3.4 5-6
Substancias ' 0029g 00429 00629
01e 05 Substancias
Substancia 03 03 e 07
0,042 g 0,062 g

FLUXOGRAMA 3.7: Resumo do fracionamento do subextrato EDTSHB(A) e de
suas fracoes 23 e 25-26.

Coluna Polimérica Preparativa Shodex Asahipak (45,0 x 2,5 cm, particula de 5 ym); Loop: 500 pL
Fase Normal com Eluigao Isocratica: MeOH: Dicl. 1:1; Detector UV A: 217 e 254 nm; Vazao: 3 mL/min.
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EDTSHB(A)
45¢
Cromatografia por adsorgéo

Silica gel (70-230 Mesh)
¢ =5,3cm, h=41,0cm

| Hex— MeOH
(A)18-26 (A)27 (A)28-30 (A)31
0,024 g 0,397 g 0,110g

l

Substancia

13
0,397 g

FLUXOGRAMA 3.8: Resumo do fracionamento do subextrato EDTSHB(A) e de
sua fracao 28-30.

EDTSHB(A)
45¢

Cromatografia por adsorgéo
Silica gel (70-230 Mesh)

¢ =15,3cm, h=41,0cm
Hex— MeOH

(A)26-31 (A)32-34 (A)35-37

0,922 g 0,140 g

CLAE-Reciclante *

1-3 4-6 7-8
0,078 g 0,135g 0,342 g_l 9-12

0,329 g

Substancia

06
0,342 g

FLUXOGRAMA 3.9: Resumo do fracionamento do subextrato EDTSHB(A) e de
sua fracao 32-34.

Coluna Polimérica Preparativa Shodex Asahipak (45,0 x 2,5 cm, particula de 5 ym), Loop: 500 L,
Fase Normal com Eluigao Isocratica: MeOH: Dicl. 1:1, Detector UV A: 217 e 254 nm, Vazao: 3 mL/min.
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EDTSHB(A)
459
Cromatografia por adsorgéo
Silica gel (70-230 Mesh)
¢ =5,3cm, h=41,0cm
Hex— MeOH
(A)26-34 (A)35-37 (A)38-39
0,140g 0,123 g
Cromatografia por adsorgédo
Silica gel (230-400 Mesh)
¢=2,3cm, h=22,0cm
Hex— MeOH
115 16-19 20 21 22 23-25
0,011g 0,006 g 0,0394g 0,021g 0,045 g 0,009 g
CLAE-Reciclante * CLAE-Reciclante *
1-3 4-5 6-8 9-10 12 34 5-6 7-9
0,015¢g 0,007 g 0,013 g 0,006 g 0,003 g 0,029 g 0,007 g 0,002 g
Substéancia Substéncia
15 14
0,007 g 0,029 g
CLAE-Reciclante *

13 46 79 10-11

0,002 g 0,007 g 0,003g 0,006 g

l l

Substancia 14 Substancia 08
0,007 g 0,006 g

FLUXOGRAMA 3.10: Resumo do fracionamento do subextrato EDTSHB(A) e de
sua fragdo 35-37.

Coluna Polimérica Preparativa Shodex Asahipak (45,0 x 2,5 cm, particula de 5 ym), Loop: 500 pL,

Fase Normal com Eluigéo Isocratica: MeOH: Dicl. 1:1, Detector UV A: 217 e 254 nm, Vaz&o: 3 mL/min.
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O subextrato EDTSHB(A) proveniente do extrato diclorometénico do
tronco subterrdneo de H. oreadica foi fracionado, assim como suas fracdes de
acordo com os FLUXOGRAMAS 3.5 a 3.10 (pgs 29 a 32). Deste subextrato foram
isolados os derivados do acido diidrocindmico acido 3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3’,4'-
0:57,67)-2",2”-dimetilpirano]propiénico 01, 3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3’,4’-0:5”,6”)-
2”,2”-dimetilpirano]propionato de metila 03, 3-fenil-[2’,5-dimetoxi-(3’,4’-0:5",6")-
2”,2”-dimetilpirano]propionato de metila 04, a mistura acido 3-fenil-[2’, 6’-dimetoxi-
(3',4’-0:5”,6")-2",2”-dimetilpirano]propiénico 01 e acido 3-fenil-[2-metoxi-(3,4-
0:5,6")-2',2 -dimetilpirano]propidnico 05, acido  3-fenil-[2’,5-dimetoxi-(3’,4"-
0:5”,6”)-2",2”-dimetilpirano]propiénico 06, a mistura 3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3’,4’-
0:57,67)-2”,2”-dimetilpirano]propionato de metila 03 e cumarina 5-metoxiseselina
07; o derivado do 4&cido cindamico acido 3,4-dimetoxi-a(3-hidroxi-4-
carbometoxifenil)cinamico 08, os alcaléides rutaecarpina 09, 7,8-
desidrorutaecarpina 10 e dictamina 11 e os limondides guianina 13, hortiolida E
14 e hortiolida G 15.

3.1.3.3- Fracionamento do Extrato Diclorometano das Folhas

O extrato diclorometano das folhas foi fracionado via a técnica de
HSCCC (High Speed Countercurrent  Chromatography) preparativa
(FLUXOGRAMA 3.11, pg 34) utilizando um sistema de solventes composto por
etanol, agua, acetonitrila e hexano, sendo a fase estacionaria etanol, agua e
acetonitrila (8:1:1) e a fase moével composta apenas por hexano. As fracoes
obtidas a partir deste extrato foram submetidas a analise por CCDA, agrupadas
de acordo com as similaridades e a seguir refracionadas.

Assim, este extrato proporcionou o isolamento do derivado do acido
diidrocinamico 3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3’,4’-0:5”,6”)-2",2”-dimetilpirano]propionato
de metila 03, dos alcaldéides rutaecarpina 09 e dictamina 11 e do limondide
guianina 13.
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EDFHB

25¢

HSCCC
3 colunas; 800 rpm
Hex:EtOH:H,O:ACN (10:8:1:1)

1-7 811 1214 1519 20-22 23-26 27-30 31-34
0248g  0495g 0,445 g 0,136 g 0,148 g 0,463 g 0,074 g 0,351¢g
Cromatografia por exclusédo
Sephadex LH-20
Substancia $=25cm h=5100m
MeOH:Dicl. 40%
03
0,148 g | |
Cromatografia por adsorgéo 1-3 4-5 6-7
Silica gel (230-400 mesh) 01279 0088g 0129
¢=3,0cm, h=45,0cm
Hex:Acetona 20% Substancia
1
0,088 g
0’!};18 8'02 3 340;; 7 Cromatografia por exclusédo
ool Lad Do Sephadex LH-20
¢$=2,5cm,h=51,0cm
MeOH:Dicl. 40%
v
Substancia 1-10 11-12 13-16
13 018g 0133g 011g
0,049
v

Substancia

09
0,119

FLUXOGRAMA 3.11: Resumo do fracionamento do extrato EDFHB e de suas
fragdes 15-19, 23-26 e 31-34.
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3.1.4- Fracionamento do Extrato e Isolamento das Substancias

de H. brasiliana

3.1.4.1- Fracionamento do Extrato Diclorometano das Folhas

O extrato diclorometano das folhas foi estudado fitoquimicamente
utilizando diversas técnicas cromatograficas. O fracionamento levou ao
isolamento dos derivados do acido diidrocinamico acido 3-fenil-[2’, 6’-dimetoxi-(3’,
4’-0:5”,6")-2”,2”-dimetilpirano]propiénico 01, 3-fenil-[2’-metoxi-(3’,4’-0:5”,6”)-
2”,2”-dimetilpirano]propionato de metila 02, 3-fenil-[2’,5-dimetoxi-(3’,4’-0:5",6")-
2”,2”-dimetilpirano]propionato de metila 04 e do alcaldide rutaecarpina 09. O
FLUXOGRAMA 3.12 (pg 34) mostra de forma resumida como este estudo foi
realizado.

EDFHA
309
Cromatografia por adsor¢éo

Silica gel (230-400 mesh)
¢=5,3cm, h=32,0cm

| Hex » MeOH
1-2 3 4-9 15-20  21-23 27-30
0,306 g 0,494 g 02339 01889 0.0519 0.085¢9
10-14 24-26
0,934 g 0,479¢g
CCDP Cromatografia por adsorgéo

Hex: AcOEt 8:2  Silica gel (230-400 Mesh)
| | ®=2,3 cm, h=50,0 cm
Hex:AcOEt 10%

Substancia «—1 2 3 4
01 0,098g 011g 0231g 0307g | | | |
0.098g Substancia 1 2-4 57 89
09 CLAE-Reciclante * 0,087 g 0,13 g 0,149g 0,071g
0,087 g
| Substancia Substéancia
1-3 46 7 89 02 04
00059 0049g 0087g 0p75¢ 0,087 g 0,149¢

FLUXOGRAMA 3.12: Resumo do fracionamento do extrato EDFHA e de suas
fracoes 10-14 e 24-26.

Coluna Polimérica Preparativa Shodex Asahipak (45,0 x 2,5 cm, particula de 5 pm); Loop: 500 pL

Fase Normal com Eluigdo Isocratica: MeOH: Dicl. 1:1; Detector UV A: 217 e 254 nm.; Vaz&do: 3 mL/min.
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3.1.5- Fracionamento do Extrato e Isolamento das Substancias

de H. superba

3.1.5.1- Fracionamento do Extrato Metanélico do Tronco

O extrato metandlico do tronco foi submetido a particao liquido-liquido,
gerando quatro fragcbes: fracdo hexano (EMTHS-H), fracdo diclorometano
(EMTHS-D), fragao acetato de etila (EMTHS-A) e fragdo hidroalcodlica (EMTHS-
Hidro), de acordo com o FLUXOGRAMA 3.13 (pg 35). A partir da obtengdo de um
espectro de RMN de 'H das quatro fracdes, a fragdo EMTHS(D) foi escolhida para
refracionamento por apresentar sinais relativos a substancias de interesse como
alcaléides e cumarinas. O espectro de EMTHS(H) apresentou quantidade
relevante de material graxo e por este motivo a fragao foi reservada. As fracdes

EMTHS(A) e EMTHS(hidro) também foram reservadas para serem refracionadas

posteriormente.
EMTHS
103,0 g
Particdo Liquido-Liquido
Hex:Dicl:AcOEt
EMTHS (H) EMTHS (D) EMTHS (A)  EMTHS (Hidro)
309 10,59 1504 49,09

FLUXOGRAMA 3.13: Particionamento do extrato EMTHS

3.1.5.2- Fracionamento da Fracao Diclorometano do Extrato

Metanodlico do Tronco

A fragao diclorometano do extrato metandlico do tronco (EMTHS-D) foi
estudada fitoquimicamente utilizando diversas técnicas cromatograficas
(FLUXOGRAMA 3.14, pg 36). O fracionamento levou ao isolamento dos
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alcaldides rutaecarpina 09, dictamina 11, N-metilflindersina 12 e do limondide
hortiolida E 14.

EMTHS-D
3,049

Cromatografia por adsorgéo
Silica gel (230-400 mesh)
¢=25,3cm, h=350cm

Hex— MeOH
1-2 3-5 6-7 8-10 11-14 15-17
0,306 g 0,432¢g 1,099 0,596 g 0,147 g 0,206 g

Cromatografia por adsorgéo
Silica gel (230-400 mesh)
$=2,3cm, h=250cm
Hex:AcOEt 10%

Cromatografia por adsorgéo

Silica gel (230-400 mesh)

CLAE-Reciclante *

¢=23cmh=210cm 0 233 g 024-5?; 042;?9 0105629 Oiggg
Hex:AcOEt 10% ’ l ’ ’ l l
Substancia Substancia Substancia
12 11 3 09
’7—‘ 0,293 g 0,236 g 0077 g 0,058 ¢
Cromatografia por excluséo
1 2_ 4 5 Sephadex LH-20

¢=2,5cm,h=51,0cm
MeOH:Dicl. 30%

0,076g 0,260g 0,085g

Substancia
09 1 2-3
0260 g 0,023 g 0,051 g

Substancia

14
0,051 g

FLUXOGRAMA 3.14: Resumo do fracionamento do extrato EMTHS-D e de suas
fracdes 3- 5, 6-7 ¢ 11-14.

Coluna Polimérica Preparativa Shodex Asahipak (45,0 x 2,5 cm, particula de 5 ym), Loop: 500 pL,

Fase Normal com Eluigao Isocratica: MeOH: Dicl. 1:1, Detector UV A: 217 e 254 nm, Vazao: 3 mL/min.
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3.2- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1 - Derivados do Acido Diidrocinamico

Os derivados do acido diidrocindmico sao de ocorréncia na familia
Rutaceae, sendo descritos em literatura para os géneros Adiscanthus (VIEIRA et
al., 1980), Drummondita (RASHID et al., 1992), Geleznowia (RASHID et al.,
1991), Eriostemon (SARKER et al., 1994a, SARKER et al., 1994b, SARKER et
al., 1995a, SARKER et al., 1995b) e Micromelum (RAHMANI et al., 1994). Para o
género Hortia estdo descritos na literatura 15 derivados do acido diidrocinamico,
sendo os mesmos isolados de H. badinii (CORREA et al., 1975; CORREA et al.,
1979), H. regia (TINTO, 1992), H. colombiana (SUAREZ, et al., 2002), H. oreadica
(BRAGA, 2005) e H. brasiliana (BRAGA, 2005).

Neste estudo foram isolados seis derivados do &acido diidrocinamico,
sendo que os derivados 01 a 05 ja aparecem descritos em literatura para o
género Hortia e o 06 parece ser inédito até o momento para a espécie H.
oreadica. Também foi isolado em mistura o derivado do acido diidrocinamico 03

com a cumarina 07, ja conhecida na literatura como 5-metoxiseselina.

3.2.1.1- Determinacgao estrutural da substancia 01

A substéancia 01 foi isolada dos extratos hexanico e diclorometano do
tronco de H. oreadica e do extrato diclorometano das folhas de H. brasiliana e sua
estrutura foi determinada com base em espectros de RMN tais como de 'H, °C,
HMBC, HSQC; CG-EM e também por comparagao com dados da literatura
(CORREA, et al., 1975; VIEIRA, et al., 1980).
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O espectro de RMN de 'H de 01 (FIGURA 3.2, pg 41 ) mostra dois
sinais em 6 2,89 (2H, t) e 6 2,57 (2H, t) referentes aos hidrogénios metilénicos H-3
e H-2, respectivamente. Em & 3,74 (3H, s) e 3,77 (3H, s) observam-se os sinais
de duas metoxilas aromaticas e em 5 1,42 (6H, s) observa-se a presencga do sinal
referente as duas metilas caracteristicas do anel cromeno. Em 6 6,49 (1H, d,
J=9,9 Hz) e em & 5,48 (1H, d, J=9,9 Hz) observam-se os sinais referentes aos
hidrogénios do anel cromeno. Em & 6,20 (1H, s) observa-se o sinal de um
hidrogénio aromatico.

O espectro de RMN de "*C (FIGURA 3.3, pg 41) apresenta sinais de
16 carbonos para a molécula, cujos valores podem ser observados na TABELA
3.2 (pg 40). A presenca de sinal em & 178,7 indica a presenga de uma carboxila
na molécula.

O experimento de HSQC (FIGURA 3.4, pg 42) mostra a correlagéo a
J'de H-2 em § 2,57 com C-2 em & 33,9 e de H-3 em & 2,89 com C-3 em & 18,8.
As metilas do carbono C-2” mostram correlagdo com o sinal em 6 27,8 e as
metoxilas em & 3,74 e & 3,77 mostram correlacdo a J' com os carbonos em &
62,4 e em 0 55,5, respectivamente.

No experimento de HMBC (FIGURA 3.5, pg 42) as metilas em C-2”
mostram correlagao entre si (6 27,8), com um sinal em & 76,1 atribuido ao carbono
carbindlico C-2” e com um sinal em & 127,2, atribuido ao C-3”. O hidrogénio H-2
(6 2,57) mostra correlagao com C-3 em & 18,8, com a carboxila em & 178,7 e com
um sinal de um carbono quaternario em & 113,7 que foi atribuido ao C-1". O
hidrogénio H-3 mostra correlagdao com C-2 em 4 33,9, com C-1" em  113,7, com
C-1 (6 178,7) e com dois sinais de carbono quaternario referentes aos C-2’ (8
155,1) e C-6’ (5 158,8).

Na estrutura 01 as metoxilas estao posicionadas nos carbonos C-6’
e C-2’, sendo o sinal de hidrogénio aromatico em & 6,20 atribuido ao H-5'. Pelo
HSQC, ao C-5’ foi atribuido o sinal em 5 96,0. No experimento de HMBC, H-5" (8
6,20) mostra correlagdao com C-1" (6 113,7), com C-6' ( 6 158,8), que suporta a
metoxila em & 3,77. O hidrogénio H-4” mostra correlacao com C-2” (5 76,1), com
C-2'(5 155,1) e com C-4’ (5 153,2).

O espectro de massas da substancia 01 (FIGURA 3.6, pg 43)

apresentou o pico do ion molecular em m/z 292, estando compativel com a
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férmula molecular C1sH2005. O esquema 3.1 (pg 43) mostra a proposta de
fragmentagao da substancia 01.

Assim, pode-se determinar que a estrutura 01 € um derivado do
acido diidrocinamico com fungéao acido carboxilico, sendo o acido 3-fenil-[2’,6'-
dimetoxi-(3’,4’-0:5”,6")-2",2”-dimetilpirano]propidnico.

39



Estudo Fitoquimico das Espécies de Hortia

TABELA 3.2: Dados de RMN de 'H e "*C de 01 e comparac&o com a literatura

SUBSTANCIA 01 Braga, 2005
(400/100 MHz, CDCls) (400/100 MHz, CDCls)
H/C S (ppm), J (Hz) 3 (ppm) S (ppm), J (Hz) S (ppm)
1 - 178,7 - 178,7
2 2,57 (2H,1,3=7,6) 33,9 2,57 (2H, m) 33,9
3 2,89 (2H,1,J=7,6) 18,8 2,89 (2H, m) 18,8
1 - 113,7 - 113,7
2 - 155,1 - 155,1
3 - 107,7 - 107,7
4 - 153,2 - 153,2
5 6,20 (1H, s) 96,0 6,20 (1H, s) 96,0
6 - 158,8 - 158,8
4’ 6,49(1H,d,J=10,00 117,3 6,49 (1H, d, J=10,0) 117,3
3" 548(1H,d,J=10,0) 1272 548 (1H,d, J=10,0) 127,2
2 - 76,1 - 76,1
2"-Me 1,42 (6H, s) 27,8 1,42 (6H, s) 27,8
2-OMe 3,74 (3H, s) 62,4 3,74 (3H, s) 62,4
6-OMe 3,77 (3H, s) 55,5 3,77 (3H, s) 55,5
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ESQUEMA 3.1: Proposta de fragmentagao para 01
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3.2.1.2- Determinacgao estrutural da substancia 02

A substéncia 02 foi isolada do extrato hexanico do tronco
subterraneo de H. oreadica e do extrato diclorometano das folhas de H. brasiliana,
sendo que para esta Ultima espécie € a primeira vez que & encontrada. Sua
estrutura foi determinada com base em espectros de RMN de 'H, "*C, HMBC,
HSQC como também através da comparagdo com dados da literatura (SUAREZ,
et al., 2002).

O espectro de RMN de 'H de 02 (FIGURA 3.7, pg 47) mostra dois
sinais em & 2,86 (2H, t, J=7,5 Hz) e 6 2,59 (2H, t, J=7,5 Hz) referentes aos
hidrogénios metilénicos H-3 e H-2, respectivamente. Em & 3,67 (3H, s) e 6 3,75
(3H, s) observam-se os sinais de duas metoxilas e em 6 1,42 (6H, s) observa-se a
presenca de um sinal referente as duas metilas caracteristicas do anel cromeno.
Em 66,91 (1H, d, J=8,3 Hz) e em 4 6,52 (1H, dd, J=8,3 e 0,7 Hz) observam-se os
sinais referentes aos hidrogénios aromaticos e em 6 5,63 (1H, d, J=10,0 Hz) e em
8 6,56 (1H, dd, J=10,0 e 0,7 Hz) observam-se a presenga dos hidrogénios do anel
cromeno.

O espectro de RMN de *C (FIGURA 3.8, pg 47) apresenta sinais de
16 carbonos para a molécula, cujos valores podem ser observados na TABELA
3.3 (pg 46).

O espectro de HSQC (FIGURA 3.9, pg 48) mostra a correlagdo a J*
de H-2 em 6 2,59 com C-2 em & 34,8 e de H-3 em 5 2,86 com C-3 em 6 24,9. As
metilas ligadas ao carbono C-2” mostram correlagdo com o sinal em & 27,6 e as
metoxilas em & 3,68 e em & 3,75 mostram correlagdo a J* com os carbonos em §

51,4 e em 6 61,9, respectivamente.
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No espectro de HMBC (FIGURA 3.10, pg 48) as metilas do anel
cromeno mostram correlagao entre si (6 27,6), com um sinal em & 75,4 atribuido
ao carbono carbindlico C-2” e com um sinal em & 130,3, podendo somente ser
atribuido ao C-3”. O hidrogénio H-2 (& 2,59) mostra correlacdo com C-3 em &
24,9, com a carboxila do éster em & 173,5 e com um sinal em & 125,0 que foi
atribuido ao C-1’. O hidrogénio H-3 mostra correlagdo com C-2 em § 34,8, com C-
1" em 6 125,0, com um sinal relativo a um carbono de CH em & 129,3, podendo
somente ser atribuido ao C-6’.

Ainda é possivel observar para H-3 a correlagdo com um sinal em &
154,2 atribuido ao C-2° e com C-1 em & 173,5. A metoxila em § 3,67 mostra
correlagdo com C-1 em 6 173,5 e a outra em & 3,75 mostra correlagcdo com C-2’
em o 154,2, o que permite atribuir a segunda ao anel aromatico. Além disso,
sugere-se a correcao da atribuicao feita na literatura onde os valores de C-4’ e C-
2’ estao trocados (SUAREZ et al., 2002)

Através da analise do HSQC, sabendo-se o valor de C-6' (6 129,3),
pode-se atribuir o dubleto em & 6,91 ao H-6’. No HMBC, H-6’ mostra correlagao
com C-3 (6 24,9), com C-2’ (5 154,2) e com um sinal em & 152,5 atribuido ao C-4’.
No HMBC H-5 mostra correlagdo com C-1’ (8 125,0), com C-3’ (8 152,5) e com
um sinal de carbono quaternario em & 114,7 atribuido ao C-3’. O hidrogénio H-4”,
atribuido ao sinal em & 6,56, mostra correlagédo com C-2” (6 75,4), C-4’ (6 152,5),
com C-2’ (6 154,3) e com C-3’ (5 114,7).

Desta forma foi possivel determinar a estrutura 02 como sendo o 3-

fenil-[2’-metoxi-(3’,4’-0:5”,6”)-2",2”-dimetilpirano]propionato de metila.
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TABELA 3.3: Dados de RMN de 'H e "*C de 02 e comparacéo com a literatura

SUBSTANCIA 02 SUAREZ, 2002
(400/100 MHz, CDCl3) (300/75 MHz, CDCls)

HIC 5(pm), I (H2) (O S(epm).I(H) 8 (ppm)
1 - 173,5 - 173,7
2 2,59 (2H, t, J=7,5) 34,8 2,59 (2H,t,J=7,5) 34,9
3 2,86 (2H, t, J=7,5) 24,9 2,86 (2H, t, J=7,5) 24,9
1 - 125,0 - 125,1
2 - 154,2 - 152,5
3 - 114,7 - 114,8
& - 152,5 - 154,3

5 6,52 (1H,dd, J=8,3e0,7) 112,2 6,52 (1H, d, J=8,3) 112,3
6’ 6,91 (1H, d, J=8,3) 129,3 6,92 (1H, d, J=8,3) 129,4

4” 6,56 (1H, dd, J=10,0e 0,7) 117,2 6,56 (1H, d, J=10,0) 117,2

3 563 (1H, d, J=10,0)  130,3 5,63 (1H, d,J=10,0) 130,

2" - 75,4 - 75,6
2"-Me 1,42 (6H, s) 27,6 1,42 (6H, s) 27,7
1-OMe 3,67 (3H, s) 51,4 3,68 (3H, s) 51,6
2'-OMe 3,75 (3H, s) 61,9 3,75 (3H, s) 62,1
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3.21.3- Determinacgao estrutural da substancia 03

A substéancia 03 foi isolada dos extratos hexanico e diclorometano do
tronco subterrédneo e do extrato diclorometano das folhas de H. oreadica e a sua
estrutura foi determinada com base em experimentos de RMN de 'H, *C, HMBC
e HSQC e por comparagdo com dados da literatura (SUAREZ, et al., 2002).

O espectro de RMN de 'H de 03 (FIGURA 3.11, pg 52) mostra dois
sinais em & 2,87 (2H, t, J=7,6) e & 2,51 (2H, t, J=7,6) referentes aos hidrogénios
metilénicos H-3 e H-2, respectivamente. Em & 3,68 (3H, s), 5 3,73 (3H, s) e 3,76
(3H, s) observa-se os sinais de trés metoxilas e em & 1,42 (6H, s) observa-se a
presencga do sinal referente as duas metilas caracteristicas do anel dimetilpirano.
Em 6 6,48 (1H, dd, J=9,9 e 0,6 Hz) e em & 5,48 (1H, d, J=9,9 Hz) observa-se os
sinais referentes aos hidrogénios do anel cromeno e em & 6,19 (1H, sl) observa-
se o sinal de um hidrogénio aromatico.

O espectro de RMN de "*C (FIGURA 3.12, pg 52) apresenta sinais
de 17 carbonos para a molécula, cujos valores podem ser observados na
TABELA 3.4, pg 51).

O experimento de HSQC (FIGURA 3.14, pg 53) mostra a correlagao
a J'de H-2 em § 2,51 com C-2 em § 34,0 e de H-3 em § 2,87 com C-3 em & 19,0.
As metilas ligadas ao carbono C-2” mostram correlagdo a J' com o sinal em &
27,6 e as metoxilas em & 3,73 e & 3,76 com os carbonos em & 62,4 e em & 55,4,
respectivamente. No experimento de HMBC (FIGURA 3.13, pg 53) as metilas do
anel cromeno mostram correlagao entre si (6 27,6), com um sinal em & 75,9
atribuido ao carbono carbindlico C-2” e com um sinal em & 127,0, atribuido ao C-
3”. O hidrogénio H-2 (6 2,51) mostra correlagcdo com C-3 em & 19,0, com a

carboxila em 6 173,9 e com um sinal de um carbono quaternario em & 113,8 que
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foi atribuido ao C-1'. A correlagcédo do sinal em 6 3,68 com o carbono em & 173,9,
atribuido ao C-1, indica a presenga da fungéo éster na estrutura. O hidrogénio H-3
mostra correlagdo com C-2 em 6 34,0 com C-1" em & 113,8, com C-1 (6 173,9) e
com dois sinais de carbono quaternario referentes aos C-2’ (3 155,0) e C-6’ (6
158,7).

De acordo com as correlagdes observadas para H-3 pode-se sugerir
que as metoxilas estdo posicionadas nos carbonos C-6’ e C-2'. Desta forma, o
hidrogénio aromatico em & 6,19 foi atribuido ao H-5. Pelo HSQC, C-5 foi
atribuido ao sinal em & 95,8. No experimento de HMBC, H-5" (& 6,19) mostra
correlagdo com C-1’ (6 113,8) e com o carbono em & 158,7 (carbono que suporta
a metoxila em & 3,76) que somente pode ser atribuido ao C-6’. Desta maneira
pode-se atribuir o valor de & 155,0 ao C-2'.

O hidrogénio H-5 mostra no HMBC correlacdo com um sinal em &
117,2 referente a um carbono que suporta um dos hidrogénios do anel cromeno,
podendo somente ser atribuido ao H-4” (5 6,48). A multiplicidade observada para
H-4” (dd, J=9,9 e 0,6 Hz) sugere que o mesmo esteja acoplando a longa distancia
com H-5 (sl) com constante bastante pequena. O hidrogénio H-4” mostra
correlagdo com C-2” (6 75,9), com C-2’ (6 155,0) e com C-5’ (6 95,8). Além disso,
tanto H-4” como H-5" mostram correlagdo com dois carbonos quaternarios em &
153,0 e 107,6 que foram atribuidos aos carbonos C-4’ e C-3’, respectivamente.
Esta atribuicédo foi confirmada com base na correlagao observada para H-3” com
o carbono em & 107,6 que pode somente correlacionar com C-3’ a trés ligagdes. A
correlagao de H-4” com C-2’ garante o anel cromeno na posigéo indicada e desta
forma pode-se determinar a estrutura 03 como sendo o derivado 3-fenil-[2’,6’-

dimetoxi-(3’,4’-0:5”,6”)-2",2”-dimetilpirano]propionato de metila.
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TABELA 3.4: Dados de RMN de 'H e "*C de 03 e comparac&o com a literatura

SUBSTANCIA 03 SUAREZ, 2002
(400/100 MHz, CDCls) (300/75 MHz, CDCl3)
H/C 5 (ppm), J (Hz) 5 (ppm) 3 (ppm), J (Hz) & (ppm)
1 - 173,9 - 1741
2 2,51 (2H, t, J=7,6) 34,0 2,50 (2H,t,J=7,5) 34,1
3 2,87 (2H, t, J=7,6) 19,0 2,87 (2H,t,J=7,5) 19,0
1 - 113,8 - 113,9
2 - 155,0 - 153,0
3 - 107,6 - 107,6
4 - 153,0 - 155,1
5 6,19 (1H, sl) 95,8 6,19 (1H, s) 95,8
6 - 158,7 - 158,7

4’ 6,48 (1H,dd,J=99e0,6) 1172 6,49 (1H,d, J=10,0) 117,2

3 5,48 (1H, d, J=9,9) 127,0 5,48 (1H, d, J=10,0) 127,1
2" - 75,9 - 76,0
2"-Me 1,42 (6H, s) 27,6 1,41 (6H, s) 27,7
1-OMe 3,68 (3H, s) 51,3 3,68 (3H, s) 51,5
2'-OMe 3,73 (3H, s) 62,3 3,73 (3H, s) 62,4
6'-OMe 3,76 (3H, s) 55,4 3,76 (3H, s) 55,5
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3.2.1.4- Determinacgao estrutural da substancia 04

A substéancia 04 foi isolada dos extratos hexanico e diclorometano do
tronco subterrédneo de H. oreadica e do extrato diclorometano das folhas de H.
brasiliana, onde sua ocorréncia se deu pela primeira vez. A sua estrutura foi
determinada com base em experimentos de RMN de 'H e HMBC como também

através da comparagdo com dados da literatura (SUAREZ, et al., 2002).

O espectro de RMN de 'H de 04 é bastante parecido com o espectro
do derivado 03 discutido anteriormente, diferenciando-se pela desblindagem de
H-5’, observada em 5 6,19 (03) e em 5 6,59 (04).

O espectro de RMN de 'H de 04 (FIGURA 3.15, pg 57) mostra dois
sinais em & 2,87 (2H, t, J=7,5) e 6 2,61 (2H, t, J=7,5) referentes aos hidrogénios
metilénicos H-3 e H-2, respectivamente. Em & 3,68 (3H, s), 5 3,71 (3H, s) e 3,81
(3H, s) observa-se os sinais de trés metoxilas e em 6 1,47 (6H, s) observa-se a
presenca do sinal referente as duas metilas caracteristicas do anel cromeno. Em
d 6,55 (1H, d, J=9,9 Hz) e em & 5,65 (1H, d, J=9,9 Hz) observa-se os sinais
referentes aos hidrogénios do anel cromeno. Em 6 6,59 (1H, s) observa-se o sinal
de um hidrogénio aromatico.

No experimento de HMBC (FIGURA 3.16, pg 57) as metilas em C-2”
mostram correlagao entre si (6 27,4), com um sinal em & 75,6 atribuido ao carbono
carbinodlico C-2” e com um sinal em & 130,4, atribuido ao C-3”. O hidrogénio H-2
(6 2,61) mostra correlagdo com C-3 em & 25,0, com a carboxila do éster em &
173,4 e com um sinal de um carbono quaternario em & 124,0 que foi atribuido ao
C-1". O hidrogénio H-3 mostra correlagdo com C-2 em & 34,9, com C-1" em &

124,0, com C-1 (5 173,4), com um sinal de carbono quaternario em & 147,7 e com
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um sinal referente a CH em & 113,1. A metoxila em & 3,68 mostra correlacdo com
um sinal em 6 173,4, sendo atribuida, entdo, a fungao éster. As outras duas
metoxilas em 6 3,81 e em 6 3,71 mostram correlacdo com sinais em 6 144,6 e em
8 147,7, respectivamente.
O sinal referente ao hidrogénio aromatico mostra correlagdo com C-
3 (8 25,0), com os sinal em & 147,7 e em 6 144,6, cujos carbonos suportam as
duas metoxilas. Desta maneira, o hidrogénio aromatico em & 6,59 foi atribuido ao
H-6" e o carbono em & 147,7 ao C-2’. Consequentemente, o sinal em & 144,6 foi
atribuido ao C-5 e o sinal em 6 141,1 ao C-4’. Ainda é possivel observar a
correlagédo de H-4” (5 6,55) com C-2” (6 75,6) e de H-3” (8 5,65) com C-2” (56 75,6)
e com um sinal referente a um carbono quaternario o qual pode ser atribuido ao
C-3.
Desta forma pdOde-se concluir que a substancia 04 é referente ao
derivado 3-fenil-[2’,5’-dimetoxi-(3’,4’-0:5”,6”)-2",2”-dimetilpirano]propionato  de

metila.
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TABELA 3.5: Dados de RMN de 'H de 04 e comparagdo com a literatura

SUBSTANCIA 04
(400 MHz, CDCl3)

SUAREZ, 2002
(300 MHz, CDCl3)

H d (ppm), J (Hz) 3 (ppm), J (Hz)

1 - ]

2 2,61 (2H, t, J=7,5) 2,62 (2H, t, J=7,5)

3 2,88 (2H, t, J=7,5) 2,88 (2H, t, J=7,5)

1’ - -

2’ - -

3’ - -

4 - -

5

6 6,59 (1H, s) 6,59 (1H, s)

4” 6,55 (1H, d, J=9,9) 6,55 (1H, d, J=10,0)

3 5,65 (1H, d, J=9,9) 5,65 (1H, d, J=10,0)

2” - -
2"-Me 1,47 (6H, s) 1,47 (6H, s)
1-OMe 3,68 (3H, s) 3,68 (3H, s)
2’-OMe 3,71 (3H, s) 3,71 (3H, s)
5-OMe 3,81 (3H, s) 3,82 (3H, s)
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3.2.1.5- Determinacgao estrutural das substancias 01 e 05

As substancias 01 e 05 foram obtidas em mistura do extrato
diclorometano do tronco subterrdneo de H. oreadica. N&o foi realizado nenhum
refracionamento em busca da separagédo destas substancias, pois ambas ja se
encontram descritas em literatura. As estruturas foram determinadas com base
em espectros de RMN em uma dimens3o tais como de 'H e "*C, experimentos em
duas dimensbdes como HMBC e HSQC e também através da comparagdo com
dados da literatura (BRAGA, 2005 e SUAREZ, 2002).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 3.17, pg 62) mostra dois sinais
em o6 2,87 ( 2H, m) e 6 2,52 (2H, t, J=7,6 Hz) referentes aos hidrogénios
metilénicos H-3 e H-2, respectivamente, de 01. Da mesma forma, este mostra
dois sinais em 6 2,86 (2H, m) e 6 2,61 (2H, t, J=8,0 Hz) referentes aos hidrogénios
metilénicos H-3 e H-2, respectivamente, de 05. Em & 3,73 (3H, s) e 3,76 (3H, s)
observam-se os sinais das duas metoxilas de 01 e em & 3,75 (3H, s) observa-se o
sinal da metoxila de 05, e em & 1,42 ( 12H, s) a presenca do sinal referente as
quatro metilas caracteristicas do anel cromeno de ambas as substancias. Em &
6,49 (1H, d, J=10,0 Hz) e em 6 5,49 (1H, d, J= 10,0 Hz) observam-se os sinais
referentes aos hidrogénios H-4 e H-3" do anel cromeno de 01 e em & 5,64 (1H, d,
J=10Hz) e § 6,56 (1H, d , J=10Hz ) observam-se a presenca dos hidrogénios H-4"
e H-3" do anel cromeno de 05. Ainda é possivel observar em & 6,20 (1H, s) o sinal
relativo a um hidrogénio aromatico de 01 e em & 6,94 (1H, d, J=8,4Hz) e 5 6,53
(1H, d, J=8,4Hz) observam-se os sinais referentes aos hidrogénios aromaticos H-
6 e H-5 , respectivamente, de 05.
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O espectro de RMN de "*C (FIGURA 3.18, pg 62) apresenta sinais
de 16 carbonos para a molécula 01 e 15 carbonos para a molécula 05. Os valores
de 'H e ™C da substancia 05 e comparagdo com a literatura podem ser
observados na TABELA 3.6 (pg 61). Os sinais caracteristicos das carboxilas nao
aparecem no espectro de 3C, e por isso o deslocamento das mesmas ficou
estabelecido como o valor encontrado na literatura.

Os experimentos de HSQC e HMBC foram discutidos para a substancia 01 e
para a substancia 05, respectivamente.

Desta forma, o experimento de HSQC (FIGURA 3.19, pg 63) para 01 mostra
correlacéo de H-2 em & 2,52 com C-2 em 33,8 e de H-3 em 2,87, com C-3 em &
18,6. As metilas do carbono C-2" mostram correlacdo com o sinal em 6 27,3 e as
metoxilas em 6 3,73 e 6 3,76 mostram correlacdo com os carbonos em & 62,0 e
em & 55,1, respectivamente. Para a substancia 05, o experimento de HSQC
mostra correlagao de H-2 em 6 2,61 com C-2 em 34,6 e de H-3 em 2,86 com C-3
em & 24,5. As metilas do carbono C-2 mostram correlacdo com o sinal em & 27,3
e a metoxila em 6 3,75 mostra correlacdo com o carbono em 6 61,7.

No experimento de HMBC (FIGURA 3.20, pg 64), para a substancia 01 as
metilas em C-2° mostram correlacéo entre si (5 27,3), com um sinal em § 75,7
atribuido ao carbono carbindlico C-2" e com um sinal em & 126,9 atribuido ao C-3 .
O hidrogénio H-2 (6 2,52) mostra correlagdo com C-3 em & 18,6 e com um sinal
de um carbono quaternario em & 113,6 que foi atribuido ao C-1. O hidrogénio H-3
mostra correlagdo com C-2 em § 33,8, com C-1 em & 113,6 e com dois sinais de
carbono quaternario referentes aos carbonos C-2 (5 154,6) e C-6 (5 158,4). As
metoxilas estdo posicionadas nos carbonos C-2 e C-6 sendo o sinal de
hidrogénio aromatico em & 6,20 atribuido ao sinal em & 95,7. Pelo HSQC, C-5 foi
atribuido ao sinal em 6 95,7. No experimento de HMBC, H-5 (6 6,20) mostra
correlacdo com C-1 (5 113,6) e com C-6 (5 158,4), que suporta a metoxila em &
3,76. O hidrogénio H-5" mostra no HMBC correlagao a J* com um sinal em & 116,8
atribuido ao C-4”. O hidrogénio H-4” mostra correlagdo com C-2” (5 75,7) e com
C-2’ (6 154,6). Além disso, tanto H-4” como H-5 mostram correlagdo com dois
carbonos quaternarios em 8 152,7 e 107,3 que foram atribuidos aos carbonos C-

4’ e C-3’, respectivamente. Esta atribui¢cao foi confirmada com base na correlagao
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observada para H-3” com o carbono em & 107,3 que pode somente correlacionar
com C-3’ a trés ligacoes.

No experimento de HMBC para a substancia 05, as metilas em C-2'
mostram correlagéo entre si (6 27,3), com um sinal em & 75,3 atribuido ao carbono
carbinélico C-2 e com um sinal em & 130,1 atribuido ao C-3". O hidrogénio H-2 (&
2,61) mostra correlacdo com C-3 em & 24,5 e com um sinal de um carbono
quaternario em & 124,8 que foi atribuido ao C-1. O hidrogénio H-3 mostra
correlagdo com C-2 em & 34,6, com C-1 em & 124,8 e com dois sinais de carbono
referentes aos carbonos C-2 (5 152,1) e C-6 (5 129,1). Da mesma forma, H-5 (5
6,53) mostra correlacdo com C-1 (8 124,8) e com C-6 (5 129,1).

Assim, pdde-se determinar a estrutura 01 como sendo o acido 3-fenil-[2’, 6'-
dimetoxi-(3’,4’-0:5”,6"”)-2",2”-dimetilpirano]propiénico, e a estrutura 05 como
sendo 0 derivado acido 3-fenil-[2-metoxi-(3,4-0:5 6 )-2 ,2 -

dimetilpirano]propidnico.
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TABELA 3.6: Dados de RMN de 'H e "*C de 05 e comparacéo com a literatura

SUBSTANCIA 05 Braga, 2005('H, CDCl) 200 MHz
(400/100 MHz, CDCls,) Suarez, 2002 (*C, CDCl3) 75 MHz
H/C S (ppm), J(Hz) & (ppm) & (ppm), J (Hz) S (ppm)
1 - 178,7 - 178,7
2 2,61(2H,t,J=8,0) 346 2,61 (2H,t J=7,4) 34,9
3 2,89 (2H, m) 245 2,87 (2Ht, J=7,4) 24,9
1 - 124,8 - 125,1
2 - 152,1 - 152,5
3 - 114,5 - 114,8
4 - 153,8 - 154,3
5 6,53 (1H,d, J=8,4) 112,0 6,52 (1H, d, J=8,4) 112,3
6 6,94 (1H,d, J=8,4) 1291 6,93 (1H, d, J=8,4) 129,4
47 5,64 (1H, d, J=10,0) 116,8 5,63 (1H, d, J=10,0) 117,2
3” 6,56 (1H, d, J=10,0) 130,1 6,56 (1H, d, J=10,0) 130,4
2" - 75,3 - 75,6
2"-Me 1,42 (6H, s) 27,3 1,42 (6H, s) 27,7
2-OMe 3,75 (3H, s) 61,7 3,75 (3H, s) 62,1
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3.2.1.6- Determinagao estrutural da substancia 06

A substancia 06 foi isolada do extrato diclorometano do tronco
subterrdneo de Hortia oreadica e sua estrutura foi determinada com base em
experimentos de RMN de 'H, *C, COSY, HSQC, HMBC como também através
da comparagao com dados da literatura (SUAREZ, et al, 2002).

O espectro de RMN de 'H de 06 & bastante parecido com o espectro
do derivado do acido diidrocinAmico 04, exceto que o espectro de 06 néo
apresenta a metoxila referente a funcao éster. Desta maneira, podemos concluir
que trata-se do derivado do acido diidrocinAmico com a fungao acido carboxilico.

O espectro de RMN de 'H de 06 (FIGURA 3.21, pg 68) mostra dois
sinais em © 2,81 (2H, m) e 6 2,60 (2H, m) referentes aos hidrogénios metilénicos
H-3 e H-2, respectivamente. Em & 3,63 (3H, s) e & 3,76 (3H, s) observa-se os
sinais de duas metoxilas e em & 1,43 (6H, s) observa-se a presenga do sinal
referente as duas metilas do anel cromeno. Em 6 6,49 (1H, d, J= 10 Hz) e em &
5,60 (1H, d, J= 10 Hz) observa-se os sinais referentes aos hidrogénios do anel
cromeno. Em & 6,58 (1H, s) observa-se o sinal de um hidrogénio aromatico.

O espectro de *C (FIGURA 3.22, pg 68) apresenta sinais de 16
carbonos para a molécula, cujos valores podem ser observados na Tabela 3.7 (pg
67).

O experimento de HSQC (FIGURA 3.23, pg 69) mostra a correlagéo
aJ'de H-2 em 52,60 com C-2 em & 36,3 e de H-3 em & 2,81 com C-3 em & 25,2.
As metilas do carbono C-2” mostram correlacdo com o sinal em & 27,6 e as
metoxilas em & 3,63 e & 3,76 mostram correlagdo com os carbonos em & 62,3 e

em 0 56,7, respectivamente.
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No espectro de COSY (FIGURA 3.24, pg 69), pode-se observar o
acoplamento entre H-4” (& 6,49) e um sinal em & 5,60 atribuido ao H-3” (C-3” em
0 130,6 pelo HSQC). Outra correlagéo observada ainda é de H-3 em & 2,81 com
um sinal em & 2,60 atribuido ao H-2.

No espectro de HMBC (FIGURA 3.25, pg 70), as metilas em C-2”
mostram correlagdo entre si (& 27,6), com um sinal em & 75,7 atribuido ao
carbono carbinodlico C-2” e com um sinal em & 130,6 atribuido ao C-3”. As
metoxilas em & 3,63 e & 3,76 mostram correlagdo com C-2’ em & 147,7 e C-5’ em
0 144.,9, respectivamente. O sinal referente ao hidrogénio aromatico mostra
correlagdo com C-3 (6 25,2) e com os sinais em & 147,7 e em & 144,9, cujos
carbonos suportam as duas metoxilas. Desta maneira, o hidrogénio aromatico em
0 6,58 foi atribuido ao H-6'.

Ainda é possivel observar a correlagéo de H-4” (& 6,49) com C-2” (6
75,7) e C-2' (& 147,7) e de H-3” (& 5,60) com C-2” (& 75,7) e com um sinal
referente a um carbono quaternario em & 115,5, o qual somente pode ser
atribuido ao C-3'.

Desta forma, pode-se concluir que a substancia 06 é referente ao

acido 3-fenil-[2’,5’-dimetoxi-(3’,4’-0:5”,67)-2",2”-dimetilpirano]propibnico.
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TABELA 3.7: Dados de RMN de 'H e "*C de 06 e comparagdo com a literatura.

Substancia 06

(400/100 MHz, CDCl3)

SUAREZ, 2002
(300/75 MHz, CDCl3)

H/C 0 (ppm), J (Hz) 0 (ppm) 0 (ppm), J (Hz) o (ppm)
1 - 177,9 - 178,7
2 2,60 (2H,t,J=7,5Hz) 36,3 265(2H,t,J=7,5Hz) 350
3 2,81 (2H,t, J=7,5 Hz) 25,2 2,88 (2H, t, J=7,5 Hz) 24,9
1 - 124,6 - 123,8
2’ - 1477 - 147,8
3 - 115,5 - 115,6
4 - 1411 - 141,2
5 - 144.9 - 1447
6 6,58 (1H, s) 113,5 6,60 (1H, s) 113,0
2" - 75,7 - 75,8
3” 5,60 (1H, d, J=10,0 Hz) 130,6 565(1H,d,J=10Hz)  130,6
4’ 6,49 (1H,d,J=10,0Hz)  117,5 6,55(1H,d,J=10Hz)  117,3
2"-Me 1,43 (6H, s) 27,6 1,47 (6H, s) 27,5
2'-Ome 3,63 (3H, s) 62,3 3,71 (3H,s) 62,2
5-Ome 3,76 (3H, s ) 56,7 3,82 (3H, s) 56,5
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3.21.7- Determinagéao estrutural das substancias 03 e 07

As substancias 03 e 07 foram isoladas em mistura dos extratos
hexanico e diclorometano do tronco subterrdneo de H. oreadica. Ambas ja se
encontram descritas em literatura. As estruturas foram determinadas com base
em espectros de RMN de He BC e por comparagdo com dados da literatura
(SUAREZ, 2002; BRAGA, 2005).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 3.26, pg 73) mostra dois sinais
em $ 2,87 ( 2H, t, J=7,6 Hz) e 6 2,51 (2H, t, J=7,6 Hz) referentes aos hidrogénios
metilénicos H-3 e H-2, respectivamente, de 03. Em 4 3,68 (3H, s), 6 3,73 (3H, s) e
d 3,76 observa-se os sinais das trés metoxilas de 03 e em & 3,87 (3H, s) observa-
se o sinal da metoxila de 07. Em 6 1,41 ( 6H, s) nota-se a presenca do sinal
referente as duas metilas caracteristicas do anel cromeno de 03 e em 6 1,46 ( 6H,
S) observa-se as duas metilas do anel cromeno de 07. Em & 6,49 (1H, d, J= 9,2
Hz) e em & 5,48 (1H, d, J= 9,2 Hz) observa-se os sinais referentes aos
hidrogénios H-4 e H-3” do anel cromeno de 03 e em § 5,57 (1H, d, J=10Hz) e &
6,78 (1H, d , J=10Hz ) observa-se a presenca dos hidrogénios H-2 e H-1 de 07.
Ainda é possivel observar em 6 6,19 (1H, s) o sinal relativo a um hidrogénio
aromatico de 03; em & 7,94 (1H, d, J= 10,0 Hz) e & 6,12 (1H, d, J= 10,0 Hz)
observa-se 0s sinais caracteristicos do esqueleto cumarinico relativo aos
hidrogénios H-4 e H-3 e em & 6,23 (1H, s) um sinal relativo ao hidrogénio

aromatico de 07.
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O espectro de RMN de "C ( FIGURA 3.27, pg 73) apresenta sinais
de 17 carbonos para a molécula 03 e 15 carbonos para a molécula 07, cujos
valores para 07 podem ser observados na TABELA 3.8 (pg 72).

TABELA 3.8: Dados de RMN de 'H e *C de 07 e comparagado com a literatura

SUBSTANCIA 07 BRAGA, 2005
(400/100 MHz, CDCly) (400/50 MHz, CDCls)

HC  s(pm)I(H2) (O 5 (ppm), J (Hz) o)
2 - 161,2 - 161,2
3 6,12 (1H,d, J=10,0 Hz) 110,3 6,13 (1H, d, J= 9,6 Hz) 110,3
4 7,94 (1H,d,J=10,0 Hz) 138,8 7,96 (1H, d, J= 9,6 Hz) 138,9
52 : 103,6 : 103,6
5 - 156,5 - 156,5
6 6,23 (1H, 5) 95,3 6,23 (1H, s 95,3
7 - 157,4 157,4
8a - 151,0 151,0
8 - 102,5 102,5

1" 6,78 (1H,d,J=10,0Hz) 1149 6,79 (1H, dd, J= 10,0 0,5 Hz) 114,9

2 5,57 (1H,d, J=10,0 Hz) 127,5 5,57 (1H, d, J= 10,0 Hz) 127,5

3 - 77,9 - 77,9
4, 5-Me 1,46 (6H, s) 28,0 1,46 (6H, s) 28,1
5-OMe 3,87 (3H, s) 55,9 3,88 (3H, s) 55,9
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3.2.1.8- Biogénese dos Derivados do Acido Diidrocinamico

A L-fenilalanina e a L-tirosina sdo precursores de uma grande
variedade de produtos naturais. Nas plantas, o passo inicial é a eliminagao da
amoénia da cadeia lateral para gerar o acido cindmico trans (E). No caso da
fenilalanina, tem-se o acido cindmico, enquanto que a tirosina produz o acido 4-
cumarico ou acido p-cumarico (ESQUEMA 3.2, pg 74) .

Todas as plantas tém habilidade para promover a desaminagao da
fenilalanina via a enzima fenilalanina amoénia liase (PAL), porém a correspondente
transformacédo da tirosina é restrita a algumas familias e ainda ndo é bem
esclarecida. As plantas que ndo séo capazes de transformar a tirosina, sintetizam

0 acido p-cumarico através da hidroxilagdo direta do acido cinamico (DEWICK,

o o
N
OH OH
NADPH
NH, — 5
PAL HIDROXILAQAOH < o NH,
FENILALANINA i A
ACIDO CINAMCIO ACIDO P-CUMARICO TIROSINA
[H2] [0]
DMAPP
OH
HO
ji?i;)\ EPOXIDACAO
SUBSTANCIA 02 (R=CH3) OH
SUBSTANCIA 05 (R=H)
o}
OCH;, HZO
SAM SAM HsCO.
OR
OCH; o OCH;
/

SUBSTANCIA 03 (R=CHj) SUBSTANCIA 04 (R= CH3)
SUBSTANCIA 01 (R=H) SUBSTANCIA 06 (R=H)

ESQUEMA 3.2: Proposta biogenética para os derivados do acido diidrocindmico
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3.2.2 - Derivado do Acido Cinamico

3.2.2.1- Determinacgao estrutural da substancia 08

A substancia 08 foi isolada do extrato diclorometano do tronco
subterrdneo de H. oreadica e sua estrutura foi determinada com base em
experimentos de RMN de 'H, ™C, COSY, HSQC, HMBC e através de
experimento de CG-EM. Esta estrutura parece ser inédita na literatura até o

momento.

O espectro de RMN de 'H de 08 (FIGURA 3.29, pg 80) mostra sinais
para sete hidrogénios em regiao espectral desblindada, sendo quatro dubletos em
0 8,22 (1H, J= 8,4 Hz), 6 7,22 (1H, J= 2,0 Hz), 6 6,93 (1H, J= 8,4 Hz) e & 6,87
(1H, J= 2,0 Hz) referentes aos hidrogénios H-5’, H-2, H-5 e H-2’, respectivamente;
um singleto em & 7,95 de H- e dois duplo dubletos, sendo um de H-6 em & 7,06
(1H, J= 8,4 e 2,0 Hz) e o outro de H-6’ em & 6,99 (1H, J= 8,4 e 2,0 Hz). Além
disso, observa-se ainda trés singletos em & 3,92, & 3,93 e 0 3,94 caracteristicos
de metoxilas.

O espectro de RMN de "*C (FIGURA 3.30, pg 80) apresenta sinais
de 19 carbonos para a molécula, cujos valores podem ser observados na
TABELA 3.9 (pg 79).

O experimento de HSQC (FIGURA 3.31, pg 81) mostra a correlagao
a J'de H-5 em & 8,22 com C-5' em & 127,8, de H-6' em & 6,99 com C-6' em &
114,6 e de H-2’ em & 6,87 com o sinal em & 100,1 de C-2'. Outras correlagcbes
observadas pelo HSQC foram do H-6 em & 7,06 com o C-6 em & 121,1; H-5em &
6,93comoC-5emd111,3ede H-2em & 7,22 com o C-2 em d 112,6, atribuindo
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assim todas as correlacde para os dois anéis aromaticos trissubstituidos. Ainda foi
possivel observar a correlagédo do singleto em & 7,95 referente ao H- com C-f3
em d 152,2.

No espectro de COSY (FIGURA 3.32, pg 81), pode-se observar o
acoplamento entre H-6 (& 7,06) e um sinal em & 6,93 atribuido ao H-5. Outra
correlagdo observada ainda foi de H-6° em & 6,99 com um sinal em & 8,22
atribuido ao H-5'.

No espectro de HMBC (FIGURA 3.33, pg 82), o sinal referente ao H-
B (6 7,95) mostra correlagdo com C-1 (6 124,7), com o sinal em & 158,0 referente
ao C-a e com o sinal em & 176,0 do carbono da carboxila. Ainda é possivel
observar a correlagéo de H-2 (6 7,22) com C-6 (6 121,1) e C-3 (&0 149,2); H-6 (
7,06) com C-2 (& 112,6) e com um sinal referente a um carbono quaternario em &
148,9, o qual foi atribuido ao C-4 e H-5 (& 6,93) com C-1 (6 124,7) e com C-4 (b
148,9) (FIGURA 3.28 (1), pg 76).

1)

FIGURA 3.28: Correlagdes observadas no HMBC para 08

Pelo espectro de HMBC observa-se que duas metoxilas possuem o
mesmo deslocamento quimico (& 3,92) e apresentam correlagdes com C-3 e C-4.
Desta forma, conclui-se que uma delas esta ligada ao C-3 e a outra a C-4, e o

valor de carbono para ambas é & 55,8.
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O hidrogénio H-6’ (5 6,99) apresentou apenas uma correlagao via
HMBC, com um sinal em & 118,5 que foi atribuido ao C-1". O H-5 (& 8,22)
apresentou correlacido com C-a em & 158,0, com um sinal em & 118,5 atribuido ao
C-1’e com um carbono em & 164,1 que suporta a terceira metoxila; o sinal em &
6,87 (H-2’) correlacionou-se com C-a (6 158,0) e com um sinal em & 118,5
referente ao C-1’ (FIGURA 3.28 (2), pg 76).

A configuragado da substancia 08 (E ou Z) foi realizada com base na
literatura ( JANUARIO et al., 1992; JACKMAN, et al., 1960; GERIG, et al., 1970).
Estudos relatam que o deslocamento de um hidrogénio B-olefinico Z a um grupo
aldeido ou carboxilico € significantemente mais desblindado que um hidrogénio E.
Segundo POPLE e McCONNEL citado por JACKMAN (1960), o deslocamento
quimico de um hidrogénio na molécula dependera da relacdo espacial entre o
hidrogénio e varios grupos de elétrons que circulam ao seu redor. Estas correntes
de elétrons podem arbitrariamente atuarem de 3 maneiras, seja pela circulagao
diamagnética local, circulacdo paramagnética ou circulacdo diamagnética
interatdmica e sao elas que promovem a diferenciacdo de deslocamento quimico
entre um hidrogénio e um determinado grupo.

Abaixo € mostrado uma substéncia similar 4 08 nas duas

configuragdes possiveis e seus respectivos deslocamentos quimicos:

OCH3 z

Portanto, comparando estes deslocamentos quimicos com aquele
obtido via RMN de 'H para o hidrogénio na posi¢cao f com um valor de & 7,95, é
possivel propor que a configuracao da substancia 08 seja E.

O espectro de massas (FIGURA 3.34, pg 82) obtido por CG-EM da

substancia 08 nao detectou o pico do ion molecular; entretanto aparece o ion [M]™

em m/z 312 que indica possivelmente a perda de acido férmico da molécula. O

ESQUEMA 3.3 (pg 83) mostra a proposta de fragmentacgéao.
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Desta forma, pode-se determinar a estrutura em qlestdo como

sendo E-acido 3,4-dimetoxi-a(3,hidroxi-4-carbometoxifenil)cinamico.

78



Estudo Fitoquimico das Espécies de Hortia

TABELA 3.9: Dados de RMN de 'H, *C e HMBC de 08

Substancia 08
(400/100 MHz, CDCls)

Correlacoes observadas

H/C o (ppm), J (Hz) o (ppm) no HMBC
1 - 124,7 i
2 7,22 (1H, d, = 2,0) 112,6 C-3,C6
3 149,2
4 ) 148,9 i
5 6,93 (1H, dl, J=84) 1113 C-1, C-4
6 7.06 (1H, dd, J=8,4:2,0) 1211 C-2,C-4
1 i 118,5 i
> 6,87 (1H, d, J= 2,0) 100,1 C-1', C-a
3 i 134,3 i
it i 135,0 i
5 8,22 (1H, d, J= 8,4) 1278 C-1, COOCHs, C-a
6  6,99(1H, dd, J=84:20) 1146 C-1’
COOH i 176,0 i
COOCH; i 164,1 i
COOCH; 3,033 (3H, s) 56,0 i
3-OCH; 3,917 (3H, s) 55,8 C-4,C-3
4-OCH; 3,926 (3H, s) 55,8 C-3, C-4
HIC- B 7,95 (1H, s) 152,2 C-1, C-a, COOH
C-a 158,0 i
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3.2.2.2- Biogénese da Substancia 08
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ESQUEMA 3.4: Proposta biogenética para 08
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3.2.3 - Alcaldides

Os alcaldides constituem um vasto grupo de metabdlitos
secundarios com grande diversidade estrutural, representando cerca de 20% das
substancias naturais descritas (HENRIQUES et al, 2001). As plantas da familia
Rutaceae sao capazes de produzir uma grande variedade de alcaldides derivados
do &cido antranilico, tais como alcaldides furoquinolinicos, 2-quinolona, 4-
quinolona, piranoquinolonas e acridonicos, dentre outros (WATERMAN, 1999).
Alguns alcaldides sado descritos para o género Hortia, dentre eles os
furoquinolinicos (PACHTER, et al., 1960; BRAGA, 2005), 2-quinolona (PADUA,
1976; FERRACIN, 1992; BRAGA, 2005), piranoquinolonas (CUCA, 1998; BRAGA,
2005) e os indolopiridoquinazolinicos (PACHTER, 1957; CUCA, 1998; BRAGA,
2005).

Neste estudo foram isolados quatro alcaléides, sendo dois
indolopiridoquinazolinicos  (rutaecarpina e  7,8-desidrorutaecarpina), um
furoquinolinico (dictamina) e um piranoquinolona (N-metilflindersina). O alcaldide

7,8-desidrorutaecarpina ainda n&o havia sido relatado para o género Hortia.
3.2.3.1- Determinagao estrutural da substancia 09

O alcaldide do tipo indolopiridoquinazolinico 09 foi isolado dos
extratos diclorometano do tronco subterraneo e das folhas de H. oreadica, extrato
diclorometano das folhas de H. brasiliana e extrato metandlico do tronco de H.
superba. Sua estrutura foi determinada com base em espectros de RMN de H,
3C, COSY, HSQC e HMBC e por comparagdo com dados da literatura
(RIBEIRO, 2006).
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O espectro de RMN de 'H de 09 (FIGURA 3.36, pg 89) mostra
sinais de 8 hidrogénios aromaticos na regiao de 6 8,32 a 7,17 e um outro sinal em
6 9,22 (1H, s) relativo ao hidrogénio ligado ao nitrogénio (H-13). Os dois sinais em
84,59 (2H, t, J=7,2 Hz) e 6 3,24 (2H, t, J=7,2 Hz) s&o relativos aos hidrogénios H-
7 e H-8, respectivamente. E possivel observar H-4 em § 8,32 (1H, ddd, J=8,0; 1,2

e 0,4 Hz), acoplando com constantes orto, meta e para com H-3, H-2 e H-1

respectivamente.

O espectro de RMN de *C (FIGURA 3.37, pg 89) mostra sinais para
18 carbonos, cujos valores encontram-se na TABELA 3.11 (pg 88).

Analisando o espectro de COSY (FIGURA 3.38, pg 90), H-4 em &
8,32 mostra correlagdo com um sinal em 6 7,43 atribuido a H-3. O sinal atribuido
ao H-3 (& 7,43) mostra correlagdo com um sinal em & 7,73 atribuido ao H-2.
Através do espectro de HSQC (FIGURA 3.39, pg 91) pode-se atribuir C-4 em &
127,3, C-3em 4 126,3, C-2em § 134,4 e C-1 em § 126,3.

Outros valores atribuidos via HSQC sao para C-7 em 6 41,2 e C-8
em 5 19,6. Pelo espectro de HMBC (FIGURA 3.40, pg 91) observa-se correlagdes
de H-7 (8 4,59) com C-8 (6 19,6), com um sinal em & 118,7 atribuido ao C-8a, com
um sinal em & 145,0 atribuido ao C-14a e com C-5 em & 161,4; o H-8 (o 3,24)
mostra correlagdes com C-7 (6 41,2), com C-8a (6 118,7) e com um sinal em &
125,7 atribuido ao C-9a (FIGURA 3.35 (1), pg 86).
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FIGURA 3.35: Correlagdes observadas no HMBC para 09

Pelo HMBC, H-4 (& 8,32) correlaciona-se com C-2 (& 134,4) e com
C-1a (6 147,0); H-2 (6 7,73) mostra correlagdo com C-4 (5 127,3) e com C-1a (8
147,0) e H-3 (6 7,43) mostra correlagdo com C-4a (5 121,0) e com C-1 (5 126,3)
(FIGURA 3.35 (2), pg 86).

Ainda pelo espectro de HMBC observa-se que um sinal em 8 7,19
mostra duas correlagdes, sendo uma com C-12 (5 112,2) e a outra com C-9a (8
125,7), e foi atribuido ao H-10 que pelo espectro de HSQC mostra correlagédo com
um carbono em & 120,7, atribuido ao C-10. O sinal em & 7,65 atribuido ao H-9

mostra correlagao com C-11 (6 125,8) e com um sinal em & 138,4 atribuido ao C-
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12a; H-11 em & 7,34 mostra correlagdo com C-9 (& 120,1), além da correlagéo

com C-12a (FIGURA 3.35 (3), pg 86).

No espectro de COSY, podemos observar dois acoplamentos de H-

10 (8 7,19), sendo um com o sinal em & 7,34 atribuido ao H-11 (C-11 em & 125,8
pelo HSQC) e outro em 6 7,65 atribuido ao H-9 (C-9 em 6 120,1 pelo HSQC). O

espectro de COSY mostra ainda correlagdo de H-11 com um sinal em & 7,43

atribuido ao H-12.

Desta forma, através da andlise dos espectros da substancia 09 a

estrutura foi determinada como sendo a rutaecarpina.

TABELA 3.10: Dados de RMN de 'H de 09 e comparacao com a literatura

SUBSTANCIA 09
(400 MHz, CDCl,)

RIBEIRO, 2006
(400 MHz, CDCl3)

S (ppm), J (Hz)

S (ppm), J (Hz)

10
11
12

13-NH

7,65 (1H, ddd, J=7,0;1,2 e 0,5)
7,73 (1H, ddd, J=8,4; 7,0 e 1,2)
7,43 (1H, ddd, J=8,4; 8,0 e 1,2)
8,32 (1H, ddd, J=8,0; 1,2 € 0,5)
4,59 (2H, t, J=7,2)
3,24 (2H, t, J=7,2)

7,65 (1H, dd, J=8,0 e 1,2)
7,19 (1H, ddd, J=8,0:7,2 ¢ 1,2)
7,34 (1H, ddd, J=8,4:7,2 ¢ 1,2)

7,43 (1H, dd, J=8,4 e 1,2)

9,22 (1H, s)

7,69 (1H, dI, J=8,0)

7,71 (1H, dd, J=7,0 e 1,5)

7,46 (1H, dd, J=1,5 e 8,0)
8,31 (1H, ddd, J=8,0; 1,5 € 0,6)

4,58 (2H, t, J=7,0)
3,23 (2H, t, J=7,0)

7,62 (1H, dd, J=8,0 e 1,0)
7,17 (1H, ddd, J=8,0; 7,0 e 1,0)
7,32 (1H, ddd, J=8,0; 7,0 € 1,0)

7,42 (1H, ddd, J=8,0 e 1,0)

9,49 (1H, s)
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TABELA 3.11: Dados de RMN de ™ C de 09 e comparagdo com a literatura

SUBSTANCIA 09 RIBEIRO, 2006
(100 MHz, CDCly) (100 MHz, CDCly)
C 8 (ppm) S (ppm)
1 126,3 126,4
1a 147,0 146,7
2 134,4 138,4
3 126,3 126,9
4 127,3 127,2
4a 121,0 121,0
5 161,4 161,4
7 41,2 41,1
8 19,6 19,6
8a 118,7 118,6
9 120,1 120,1
9a 125,7 125,7
10 120,7 120,6
11 125,8 126,2
12 112,2 112,1
12a 138,4 138,4
13a 126,2 126,9
14a 145,0 145,0
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3.2.3.2- Determinacgao estrutural da substancia 10

O alcaldide do tipo indolopiridoquinazolinico 10 foi isolado do extrato
diclorometano do tronco subterraneo de H. oreadica (EDTSHB) e apresentou-se
como um cristal branco. A sua estrutura foi determinada com base em espectros
de RMN de 'H, C, COSY, HSQC e HMBC; CG-EM e por comparagdo com
dados da literatura (IKUTA, et al., 1998).

O espectro de RMN de 'H de 10 (FIGURA 3.42, pg 96) apresenta
sinais semelhantes ao da rutaecarpina (substancia 09) na regido espectral de
desblindagem, referentes a 10 hidrogénios aromaticos, ou seja, um tripleto largo
em 0 7,34 que correlaciona-se pelo experimento de COSY (FIGURA 3.44, pg 97)
com um sinal em & 7,49 e com um dubleto em & 8,04 (J= 8,0 Hz) referente a um
hidrogénio com acoplamento em orto. O sinal em & 7,49 correlaciona-se pelo
COSY com & 7,34 e 7,51 . Pelo experimento de HSQC (FIGURA 3.45, pg 98),
pode ser observado as correlagdes de 6 7,34 com o sinal de carbono em & 121,2;
0 7,49 com 6 127,2; 6 7,51 com b 112,2 e de d 8,04 com & 120,9, caracterizando-
se assim um anel aromatico dissubstituido.

Por meio do experimento de HMBC (FIGURA 3.46, pg 99) pode-se
verificar a correlagdo do sinal em & 7,34 (atribuido ao H-10) com o & 112,2
(atribuido ao C-12) e 122,5 (C-9a); o sinal em & 7,49 (H-11) se correlaciona com &
120,9 (C-9) e 139,5 (C-12a); & 7,51 (H-12) se correlaciona com 6 139,5 (C-12a) e
121,2 (C-10) e & 8,04 (H-9) correlaciona-se com & 122,5 (C-9a) e 139,5 (C-12a),
além de uma correlagdo com um sinal em & 120,9 atribuido ao C-8a (FIGURA
3.41 (1), pg 93).
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FIGURA 3.41: Correlagdes observadas no HMBC para 10

O experimento de HMBC mostra também correlagcées do sinal em &
7,55 (H-8) com & 120,9 (C-8a), 134,8 (C-13a) e 118,7 (C-7). Esse sinal em &
118,7 pelo experimento de HSQC corelaciona-se com o dubleto em & 8,76 que foi
atribuido ao H-7. Este, por sua vez se correlaciona pelo experimento de HMBC
com & 107,5 (C-8), 120,9 (C-8a), 134,8 (C-13a), 140,1 (C-14a) e o carbono
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carbonilico em & 159,2 (C-5). Essas correlagdes sdao mostradas na FIGURA 3.41
(2) (pg 93).

O espectro de RMN de 'H apresenta sinais para outro anel
aromatico, um multipleto em & 7,82 (H-1 e H-2) que pelo HSQC refere-se aos
carbonos em 6 126,2 e 134,8, respectivamente. Esse sinal em & 7,82 acopla via
COSY com um sinal em & 7,47 (H-3) que pelo HSQC se refere ao C-3 em &
124,7. Esse sinal em & 7,47 acopla também via COSY com um dubleto em &
8,52 (J= 9,2 Hz) que pelo HSQC se refere ao C-4 em & 127,7. Esses dados
sugerem a presenga de um outro anel aromatico dissubstituido na estrutura da
substancia 09 (FIGURA 3.41 (3), pg 93).

O experimento de HMBC mostra ainda que os sinais em & 7,82 (H-1)
e 8,52 (H-4) correlacionam-se com & 147,8 (C-1a) e 116,7 (4a), respectivamente.
Sendo assim, estes sinais de carbono foram atribuidos ao anel aromatico. O sinal
em 0 8,52 apresenta ainda via HMBC correlagdo com um sinal de carbono
carboxilico em & 159,2. Com isso sugere-se que esta parte da estrutura seja da
seguinte forma como mostrado por meio de suas correlagdes via HMBC (FIGURA
3.41 (4), pg 93).

O deslocamento quimico do sinal de carbono em & 147,8 do anel
aromatico sugere que esteja ligado a um nitrogénio como no caso da rutaecarpina
(substéancia 08). O deslocamento do carbono em & 140,1 sugere que este esteja
ligado a dois heterodtomos. O espectro de RMN de 'H apresenta ainda um
singleto largo em & 10,2 referente a N-H na molécula.

Todos os dados de 'H e '*C (espectro de *C, FIGURA 3.43, pg 96)
da substancia 10 sdo mostrados na TABELA 3.12 (pg 95).

O espectro de massas (FIGURA 3.47, pg 100) exibiu [M+H]" em m/z
286, estando compativel com a féormula molecular C1gH11ON3. O ESQUEMA 3.5
(pg 100) mostra a proposta de fragmentagao da substancia 10.

Desta forma a estrutura 10 foi determinada como sendo a 7,8-

desidrorutaecarpina.
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TABELA 3.12: Dados de RMN de "H e "*C de 10 e comparacéo com a literatura

SUBSTANCIA 10 IKUTA, 1998
(400/100 MHz, CDCls) (500/125 MHz, CDCls
H/C S (ppm), J (Hz) S(ppm) 3 (ppm). J(Hz) & (ppm)
1 7,81 (sl) 126,2 7,81 126,0
1a - 147,8 - 147,5
7,81 (sl) 135,0 7,81 134,9
7,47 (m) 124,7 7,46 124,8
8,52 (1H, d, J=9,2) 127,7 8,50 127,7
4a - 116,7 - 116,7
- 159,2 - 159,2
8,76 (1H, d, J=7,2) 118,7 8,75(1H,d,J=8,0Hz) 1188
7,55 (1H, d, J=7,2) 1075  7,55(1H, d, J=8Hz)  107,7
8a - 120,9 - 120,9
9 8,04 (1H, d, J=8,0) 120,9 8,02 120,9
9a - 122,6 - 122,5
10 7,34 (m) 121,2 7,33 121,3
11 7,49 (m) 127,2 7,48 127,4
12 7,51 (m) 112,2 7,52 112,3
12a - 139,5 - 139,5
13 10,2 (1H, s) 10,15 (1H, s)
13a - 134,8 - 134,6
14a - 140,1 - 140,1
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3.2.3.3- Determinacgao estrutural da substancia 11

O alcaldéide do tipo furoquinolinico 11 foi isolado dos extratos
diclorometano do tronco subterraneo e das folhas de H. oreadica e do extrato
metandlico do tronco de H. superba. Sua estrutura foi determinada com base em
espectros de RMN de 'H, *C, HSQC e HMBC e por comparagdo com dados da
literatura (BRAGA, 2005).

No espectro de RMN de 'H de 11 (FIGURA 3.48, pg 103) observa-se
dois dubletos em & 7,09 e 7,64 integrando para um hidrogénio cada, com
constante de acoplamento J= 2,8 Hz, caracteristico de um anel furano
dissubstituido. O sinal em & 7,09 foi atribuido ao hidrogénio na posigéo 3 e o sinal
mais desblindado em 6 7,64 foi atribuido ao H-2. Observa-se ainda quatro sinais
de hidrogénios aromaticos, sendo eles duplo duplo dubleto em 5 7,45, 7,69, 8,01
e 8,28 integrando para um hidrogénio cada. Assim, o sinal em & 7,45 foi atribuido
ao H-6 que acopla com duas constantes orto de J= 84 e 6,8 com H-5 e H-7,
respectivamente. Além disso, H-6 mostra acoplamento com H-8 com constante
meta de 1,2 Hz. O sinal em 6 7,69 foi atribuido ao hidrogénio H-7 que assim como
H-6 acopla com duas constantes orto de 84 e 6,8 Hz com H-8 e H-6 ,
respectivamente e com uma constante pequena de 1,2 Hz referente ao
acoplamento meta com H-5. O sinal observado em & 8,28 foi atribuido ao
hidrogénio H-5 e acopla com H-6 com constante orto de 8,4 Hz, com H-7 com
constante meta de 1,2 Hz e com H-8 com constante para de 0,4 Hz. O sinal em 6
8,01 foi atribuido ao H-8, e este acopla com H-7 com constante orto de 8,4 Hz,
com H-6 com constante meta de 1,2 Hz e com H-5 com constante para de 0,4 Hz.

A analise do espectro de RMN de *C (FIGURA 3.49, pg 103) indica

a presencga de 12 carbonos, sendo um relativo a metoxila em & 59,0.
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Através da analise do espectro de HSQC (FIGURA 3.50, pg 104) foi
possivel atribuir os valores de & 122,3 para C-5, 8 123,7 para C-6, 8 129,6 para
C-7, 5 127,8 para C-8, & 143,5 para C-2 e & 104,7 para C-3.

No espectro de HMBC (FIGURA 3.51, pg 104) é possivel observar
correlacdo de H-3 (8 7,09) com C-2 (5 143,5), com um sinal em & 103,4 que foi
atribuido ao C-3 e com um sinal em & 163,9 que foi atribuido ao C-2. O hidrogénio
H-2 (5 7,64) mostra correlacdo com C-3 (5 104,7) e com C-2 (5 163,9).

A metoxila em 6 4,46 (6 59,0) mostra correlagdo com um sinal em &
156,8 atribuido ao C-4 e 6 104,7 que foi atribuido ao C-3. O hidrogénio H-5 (&
8,28) mostra correlagdo com C-4 (6 156,8), com C-7 (5 129,6) e com um sinal de
carbono quaternario em & 145,6 que foi atribuido ao C-8a. O hidrogénio H-6 (&
7,44) mostra correlagédo com C-8 (6 127,8), com C-7 (6 129,6) e com um sinal em
8 118,7 referente a C-5a. O hidrogénio H-7 (8 7,68) mostra 2 correlagdes sendo
as mesmas com C-8a (6 145,6) e com C-5 (6 122,3).

Com base na analise de todos os dados, foi possivel atribuir a

substancia 11 ao alcaldide furoquinolinico dictamina.

TABELA 3.13: Dados de RMN de 'H e "*C de 11 e comparagdo com a literatura

SUBSTANCIA 11 (400/100 MHz, CDCl3)  BRAGA, 2005 (200/ 50 MHz, CDCl;)

H/C 8 (ppm), J (Hz) 3 (ppm) 8 (ppm), J (Hz) 3 (ppm)
- 163,9 - 163,8
- 103,4 - 103,3
4 - 156,8 - 156,7
5a - 118,7 - 118,6

5 828 (1H, ddd,J=8,4;1,2,04) 122,3 8,26 (1H, ddd, J=8,5;1,4;0,5) 122,3
6  7,45(1H, ddd, J=8,4;6,8;1,2) 1237 7,44 (1H, ddd, J=8,5;6,8;1,2) 123,6
7 7,69 (1H, ddd, J=8,4;6,8;1,2) 129,6 7,69 (1H, ddd, J=8,5;6,8;1,4) 129,5
8

8,01 (1H, ddd, J=8,4;1,2;0,4) 127,8 8,01 (1H, di, J=8,5) 127,7
8a - 145,6 - 145,6
2 7,64 (1H,d,J=2,8) 143,5 7,59 (1H, d, J=2,8) 143,4
3 7,09 (1H, d, J= 2,8) 104,7 7,01 (1H, d, J=2,8) 104,6

4-OMe 4,46 (3H,s) 59,0 4,40 (3H, s) 58,9
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3.2.3.4- Determinacgao estrutural da substancia 12

O alcaldide do tipo piranoquinolona 12 foi isolado do extrato
metandlico do tronco de H. superba (EMTHS) e identificado através da analise de
experimentos de RMN de 'H, ™C e comparacdo com dados da literatura
(KAMPERDICK, 1999).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 3.52, pg 107) de 12 mostra na
regido desblindada do espectro um duplo dubleto em & 7,97 ( J= 7,9 e 1,6 Hz),
dois duplo duplo dubletos em & 7,23 (J=8,0; 7,0e1,0Hz)e 87,55 (J=8,6; 7,0 e
1,6 Hz) e um dubleto largo em & 7,31 (J= 8,6 Hz) referentes as hidrogénios de um
anel aromatico dissubstituido. A presenca do anel cromeno é comprovada pela
presencga de dois dubletos, sendo um em & 6,75 (J= 9,9 Hz) e outro em & 6,54 (J=
9,9 Hz) integrando para um hidrogénio cada referentes aos hidrogénios H-1’e H-
2’, respectivamente, além da presenca de um singleto em & 1,52 integrando para
seis hidrogénios caracteristicos das metilas 4’e 5’de um anel 2,2-dimetilcromeno
ou anel pirano. Observa-se também um singleto em & 3,69 integrando para trés
hidrogénios, caracteristico de hidrogénios metilicos ligados a heteroatomo,
referentes a uma N-metila.

O espectro de RMN de "*C (FIGURA 3.53, pg 107) apresenta 14
sinais de carbonos, sendo que se pode destacar o sinal em & 161,0 referente a
carboxila de lactama na posigao 2, o sinal em & 28,2 referente a uma N-metila e o
sinal em & 29,2 referentes as metilas equivalentes do anel pirano.

Todos os sinais de hidrogénios e carbonos foram atribuidos

baseando-se em dados da literatura e sdo mostrados na TABELA 3.14 (pg 106).
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Assim, a analise dos experimentos de RMN e comparacdo com os

dados da literatura permitiu atribuir a estrutura 12 ao alcaldide N-metilflindersina.

TABELA 3.14: Dados de RMN de 'H e *C de 12 e comparagao com a literatura

SUBSTANCIA 12 KAMPERDICK , 1999
(200/50 MHz, CDCl3) (300/75 MHz, CDCl5)
) d
H/C 5 m), J (Hz o m), J (Hz
(ppm), J (H2) (ppm) (ppm), J (H2) (ppm)
2 - 161,0 - 161,0
3 - 105,9 - 105,9
4 - 155,2 - 155,2
5a - 116,1 - 116,1

5 7,97 (1H, dd, J=8,0; 1,6) 1231 7,97 (1H, dd, J=8,2; 1,5) 1231
6 7,23 (1H,ddd,J=8,0;7,0,1,0) 121,7 7,23 (1H,ddd,J=8,2;7,1;1,0) 121,7

7 7,55(1H, ddd,J=8,6;7,0;1,6) 130,8 7,55 (1H,ddd,J=8,6;7,1;1,5) 130,8

8 7,31 (1H, dI, J= 8,6) 1140  7,32(1H,d,J=86) 1140
8a i 139,4 i 139,4
1 6,75 (1H, d, J=9,9) 1180 6,76 (1H,d,J=9,8) 118,
> 6,54 (1H, d, J=9,9) 126,3 554 (1H,d,J=9,8) 1263
3 i 78,7 i 78,7
ol 152 (6H. ) 29.2 1,52 (6H, s) 29,2
5

N-Me 3,70 (3H, 5) 28,2 3,70 (3H, s) 28,2
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3.2.3.5- Biogénese dos Alcaldides

Os alcaléides sao bases organicas nitrogenadas encontradas
principalmente em plantas, e em extensdo menor em microrganismos e animais.
Sao freqlientemente classificados em pirrolidinico, piperidinico, quinolinico, indol,
etc, de acordo com a natureza da estrutura contendo o nitrogénio. Os atomos de
nitrogénio originam de poucos aminoacidos precursores, sendo 0s principais,
ornitina, lisina, acido nicotinico, tirosina, triptofano, acido antranilico, e histidina
(DEWICK, 2002).

3.2.3.5.1- Alcaldéides indolopiridoquinazolinicos

A distribuicdo dos alcaldides indolopiridoquinazolinicos,
especialmente aqueles com estruturas mais complexas como a rutaecarpina, esta
restrita apenas a familia Rutaceae e ocorre em apenas poucos géneros (IKUTA,
et al., 1998). A origem da rota biossintética é através da combinagao do triptofano,
que é um aminoacido contendo um sistema indol, com o acido antranilico. A
proposta biogenética para a formacéo deste tipo de alcaldide esta descrita no
ESQUEMA 3.6 (pg 108).
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ESQUEMA 3.6: Proposta biogenética para os alcaloides

indolopiridoquinazolinicos
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3.2.3.5.2- Alcaldides furoquinolinicos e 2-quinolonas

Os alcaldides derivados do acido antranilico sdo formados através
da combinagao do acido antranilico com uma unidade de malonil-CoA pela reagao
de Claisen, levando a formagao do sistema heterociclico (DEWICK, 2002).

A diversidade desses alcaldides esta relacionada, em parte, com a
habilidade biogenética da familia Rutaceae em incorporar unidades prenila ao
precursor, sobretudo na posigdo C-3 que € altamente nucleofilica e susceptivel a
alquilacéo. A prenilagcdo em C-3 leva a formacgéo de alcaldides furoquinolinicos,
como a dictamina (ESQUEMA 3.7, pg 109) e 2-quinolona, como a flindersina e N-
metilflindersina (ESQUEMA 3.8, pg 110). Para os alcaldides furoquinolinicos, o
anel furano é formado através da ciclizacdo oxidativa de uma unidade prenila,
como mostra o ESQUEMA 3.7.
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ESQUEMA 3.7: Proposta biogenética para alcal6ides furoquinolinicos
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N-metilflindersina flindersina

ESQUEMA 3.8: Proposta biogenética para os alcalbdides 2-quinolona
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3.24 - Limonodides

Alguns limondides tém sido relatados no género Hortia, sendo que o
primeiro, chamado de guianina, foi isolado de H. regia em 1986 (JACOBS, et al.,
1986). Este limondide por apresentar um esqueleto bastante complexo, sugeria a
presenca de outros com esqueletos mais simples no género. Posteriormente,
foram isolados da espécie H. colombiana hortiolida A e hortiolida B, cujas
estruturas sdo mais simples, em relagdo ao primeiro isolado (SUAREZ, et al.,
1998, SUAREZ, et al.,, 2002). Recentemente foram isolados quatro novos
limondides que sao inéditos em literatura, sendo eles: hortiolida C, hortiolida D e
hortiolida F de H. oreadica e hortiolida E de H. superba (BRAGA, 2005).

Neste estudo foram isolados trés limondides, sendo eles: guianina
(13), ja descrito em literatura; hortiolida E (14) inédito para a espécie de H.

oreadica e hortiolida G (15) que parece ser novo na literatura.

3.24.1 - Determinagao estrutural da substancia 13

O limonodide 13 foi isolado dos extratos diclorometano do tronco
subterraneo e das folhas de H. oreadica e teve sua estrutura determinada através
de experimento de RMN de 'H e C, HSQC, HMBC e COSY, além da

comparagao com os dados existentes na literatura (JACOBS, et al., 1986)

23
22 / 9
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Analisando o espectro de RMN de 'H de 13 (FIGURA 3.55, pg 117) é
possivel atribuir os sinais caracteristicos dos hidrogénios do anel furanico H-21 e
H-23 em & 7,56 (1H, m) e 6 7,42 (1H, t, J=1,7 Hz) respectivamente, e H-22 em &
6,38 (1H, dd, J= 1,8 € 0,7 Hz).

Através dos espectros de RMN de *C (FIGURA 3.56, pg 117) e HSQC
(FIGURA 3.57, pg 118) foi possivel fazer a atribuigdo de todos os carbonos do
esqueleto. Os valores de hidrogénio e carbono estdo descritos nas TABELAS
3.15e 3.16 (pgs 115 a 116).

O espectro de HMBC (FIGURA 3.58, pg 119) mostra a correlagao de
um hidrogénio carbindlico em & 5,91 (1H, s) com C-21 (6 140,7) indicando a
presenga do anel D lacténico, o que permite atribui-lo ao H-17(5 80,2). Este
hidrogénio mostra ainda correlagdo com C-20 (6 121,2) e com C-22 (6 108,9),
uma correlacao a J% com uma metila em & 19,3 (6 1,17) que foi atribuida a Me-18
e com um sinal em 6 173,1 que pode ser atribuido ao C-14. O sinal da Me-18 (5
1,17) mostra correlagdo com C-17 (6 80,2), com o sinal em & 173,1, com um
carbono quaternario em 6 46,7, atribuido ao C-13 e com um sinal de um carbono
metilénico em & 34,6, atribuido ao C-12. O espectro de HSQC mostra a correlagao
a J' deste sinal em & 34,6 com sinais em & 1,57 (m) e & 1,70 (m) e com os sinais
em 6 2,56 (1H, dd, J=10,8 e 16,9) e 2,17 (m), indicando que este sinal em 6 34,6 é
referente a dois carbonos. Através da analise do espectro de HMBC foi possivel
observar a correlagao dos sinal em 6 1,57 e 1,70 com o carbono C-18 (5 19,3), C-
13 (6 46,7), C-17 (5 80,2) e com o sinal em & 173,1. Desta maneira, estes sinais
foram atribuidos aos hidrogénios H-12a e H-12b. Ainda é possivel observar no
espectro de HMBC a correlagédo do H-12a (5 1,57) com um sinal em & 69,0, que
pode ser atribuido somente ao C-9, justificando a correlagdo do mesmo a J%. No
espectro de COSY (FIGURA 3.59, pg 120) é possivel observar o acoplamento
entre os hidrogénios H-12 com um sinal em aproximadamente 5 2,15, que pode
ser atribuido somente aos hidrogénios H-11. No HSQC foi possivel, entéo, atribuir
o sinal em & 28,7 ao C-11. O sinal de H-11 em & 2,27 mostra correlagdo no HMBC
com C-12 (8 34,6), com C-9 (6 69,0) e com um sinal em & 61,7 ainda nao
atribuido.

A analise do espectro de HMBC mostra a correlacédo de um sinal em &

5,95 (1H, s) atribuido ao H-15, com o sinal em & 46,7 atribuido ao C-13, com um
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sinal em & 164,6, atribuido ao C-16 e com o sinal em & 69,0, previamente
atribuido ao C-9. Num esqueleto intacto, esta correlacdo seria a J*, o que nao
seria justificavel neste caso. Desta forma, a correlagdo somente pode ser

justificada a J* com a contracdo do anel C, como mostrado na FIGURA 3.54 (1)
(pg 113).

1)

2)

FIGURA 3.54: Correlagdes observadas no HMBC para 13

A presenga de dois sinais em & 3,62 (6 51,5) e & 3,66 (& 52,2),
indicou que, além do anel B ser seco, alguma outra modificagao tinha ocorrido no
esqueleto. O espectro de HMBC mostra a correlagédo do sinal ja mencionado
anteriormente em 6 2,56 (1H, dd, J=10,8 e 16,9) com os sinais em & 174,0 (cuja

metoxila em & 3,66 também se correlaciona), indicando ser este sinal relativo a
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um dos hidrogénios H-6 correlacionando com C-7. Portanto, o sinal em & 34,6
corresponde aos carbonos C-12 e C-6. No espectro de COSY é possivel observar
0 acoplamento entre os hidrogénios H-6a (6 2,56) e H-6b (5 2,15), assim como o
acoplamento de H-6a com um sinal em & 3,26 (1H, d, J=10,8), indicando ser o
sinal referente ao H-5. Pelo HSQC, este sinal mostra correlacdo a J' com o sinal
em & 41,3; mostra correlagdo também via HMBC com C-7 (6 174,0), C-6 (5 34,6),
com sinais de duas metilas em 6 20,8 (6 1,44) e 28,3 (6 0,99), com o sinal de
carbono quaternario em & 46,6, com C-9 (6 69,0) e com o sinal ainda nao
atribuido em 6 61,7. A correlacdo das duas metilas mencionadas acima com o
sinal do carbono em § 46,6 indica serem as mesmas Me-28 e Me-29 e o sinal,
entdo, relativo ao carbono C-4.

A metila em & 1,27 (5 23,6), que mostra no HMBC correlagédo com C-
5 (6 41,3), com C-9 (6 69,0) e com o sinal em 5 61,7, foi atribuida a Me-19. Este
sinal em & 61,7 pode ser atribuido somente ao C-10, justificando a correlagéo a J2.
Ainda é observado a correlagdo de um sinal em 6 5,90 (1H, d, J=1,3) (6 129,4)
com dois sinais, um em & 208,8 e outro em 6 175,2. No espectro de COSY, ainda
é possivel observar que este sinal mostra um acoplamento alilico com a metila em
6 2,03 (3H, d, J=1,3). Esta metila somente pode ser atribuida a Me-30, cujo sinal
do carbono é 5 16,5. A mesma mostra no HMBC correlagdo com C-9 (& 69,0),
com C-2 (6 129,4) e com o sinal em & 175,2, que somente pode ser atribuido ao
C-8. Desta forma, o sinal em & 208,8 foi atribuido ao C-1. A presenga de uma
outra metoxila em & 3,62 se correlacionando no HMBC com sinal em & 177,4
indica que houve uma abertura também do anel A, com a quebra da ligagao entre
os carbonos C-2 e C-3. A correlagao de H-2 (6 5,90) com C-8 (5 175,2) indica que
houve a formagdo de um novo anel devido a formacdo da ligagdo entre os
carbonos C-2 e C-8, como pode-se observar na FIGURA 3.54 (2) (pg 113).

Portanto, a substancia 13 foi identificada pela analise de

experimentos de RMN como sendo a guianina, limondide ja descrito em literatura.
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TABELA 3.15: Dados de RMN de 'H de 13 e comparagao com a literatura

SUBSTANCIA 13 JACOBS, 1986
(400 MHz, CDCl,) (400 MHz, CDCl,)

H/C 3 (ppm), J (Hz) S (ppm), J (Hz)

2 5,90 (1H, d, J=1,3) 5,87 (g, J=1,3)

5 3,26 (1H, d, J=10,8) 3,26 (d, J=10)
6a 2,56 (1H, dd, J=10,8 e 16,9) 2,55 (dd, J=10 e 17)
6b 2,15 (m) 2,18 (d, J=17)
11a 2,27 (m) 2,29 (m)
11b 2,17 (m) 2,16 (dd, J=15 e 6)
12a 1,70 (m) 1,65 (dd, J=13 e 6)
12b 1,57 (m) 1,71 (td, 13 e 6)
15 5,95 (1H, s) 5,90 (s)

17 5,91 (sl) 5,94 (d, J=0,8)
Me-18 1,17 (3H, s) 1,16 (s)
Me-19 1,27 (3H, s) 1,27 (s)

21 7,56 (1H, m) 7,56 (dt, J=1,7 € 0,8)

22 6,38 (1H, dd, J=1,7 € 0,8) 6,32 (dd, J=1,7 € 0,8)
23 7,42 (1H,1,3=1,7) 7,44 (t, J=1,7)

Me-28 1,44 (3H, s) 1,43 (s)
Me-29 0,99 (3H, s) 0,95 (s)
Me-30 2,03 (3H, s) 2,04 (s)
O-CHj3 3,66 (3H, s) 3,60 (s)
O-CHj3 3,62 (3H, s) 3,52 (s)
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TABELA 3.16: Dados de RMN de "*C de 13 e comparacéo com a literatura

SUBSTANCIA 13 JACOBS, 1986
(100 MHz, CDClIs) (100 MHz, CDCl5)
H/C d (ppm), J (Hz) d (ppm)
1 208,8 208,4
2 129,4 128,9
3 177,4 177,0
4 46,7 46,3
5 41,3 40,9
6a
6b 34,6 34,3
7 174,0 173,7
8 175,2 175,3
9 69,0 69,0
10 61,7 62,0
11a
11b 28,7 28,3
12a
12b 34,6 34,4
13 46,6 46,6
14 173,1 173,2
15 118,0 117,5
16 164,6 164,3
17 80,2 80,0
Me-18 19,3 19,0
Me-19 23,6 23,7
20 121,2 120,9
21 140,7 140,3
22 108,9 108,5
23 143,2 142,9
Me-28 20,8 20,7
Me-29 28,3 27,8
Me-30 16,5 16,4
O-CH3 52,2 52,0

O-CH3 51,5 51,3
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3.24.2 - Determinagao estrutural da substancia 14

O limonodide 14 foi isolado do extrato diclorometano do tronco
subterraneo de H. oreadica e do extrato metandlico do tronco de H. superba e
teve sua estrutura determinada através de experimentos de RMN de H, 3C,
DEPT-135°, HSQC, HMBC, COSY e por comparagao com dados da literatura
(BRAGA, 2005).

A andlise do espectro de RMN de 'H de 14 (FIGURA 3.61, pg 127)
permitiu atribuir os sinais em 6 7,49 (1H, m), 8 7,44 (1H, t, J=1,4 Hz) e 5 6,45 (1H,
m) aos hidrogénios do anel furano H-21, H-23 e H-22, respectivamente. A analise
conjunta dos espectros de RMN de "*C (FIGURA 3.62, pg 127), DEPT 135°
(FIGURA 3.63, pg 128) e HSQC (FIGURA 3.64, pg 128) permitiu atribuir todos os
carbonos do esqueleto. Os valores para hidrogénios e carbonos estdo mostrados
na TABELA 3.17 (pg 126).

A presenca do sinal em & 5,31 relativo a hidrogénio carbindlico
correlacionando-se no espectro de HMBC (FIGURA 3.65, pg 129) com os sinais
de C-21 (6 141,6), C-20 (120,3) e C-22 (6 110,0) indicam a presencga de lactona
no anel D. O sinal atribuido ao H-17 (5 5,31; 6 79,9) ainda mostra correlagbes com
um sinal de carbono tetrasubstituido em 6 48,2 e com um sinal em § 15,1 relativo
a uma metila que pode ser atribuido somente a Me-18.

O sinal da metila Me-18 (5 1,19) mostra correlagdes com o sinal de

C-17 (3 79,9) e com os sinais em 6 48,2 e 6 29,6. No espectro de HSQC observa-
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se que os sinais em & 1,60 (m) e 6 1,27 (m) mostram correlagéo a J* com § 29,6,
sendo atribuido ao C-12. No espectro de COSY (FIGURA 3.66, pg 129) é possivel
observar o acoplamento dos hidrogénios H-12a e H-12b com os sinais em & 2,25
(m) e & 2,04 (dd) atribuidos aos hidrogénios H-11a e H-11b, respectivamente.

O sinal de hidrogénio carbindlico em & 4,40 (1H, s) foi atribuido ao
H-15 e mostra correlagdo via HMBC com o sinal em 6 48,2, 6 45,4 e com o sinal
em o 171,4 atribuido a carbonila do anel lacténico D. Analisando dados da
literatura (BRAGA, 2005), observa-se a presenga de um grupo hidroxila com sinal
em & 3,03 que foi atribuido ao C-15. Na FIGURA 3.60 (1) (pg 122) pode-se

observar as principais correlacées observadas no anel C e D:

1)

(9]
I
w
(@)
(111

2)

FIGURA 3.60: Correlagées observadas no HMBC para 14

A presengca de um sinal em & 3,71 (3H, s) de metoxila

correlacionando com um sinal em & 173,8 sugere que o0 anel B seja seco para
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este limondide. Os sinais em 6 2,74 (1H, dd, J=17,2 e 4,7 Hz) e 2,66 (1H, dd,
J=17,4 e 4,7 Hz) mostram correlacdo a J* com o sinal de carbono em & 31,8, que
pelo espectro de DEPT 135° € um metileno. Estes sinais mostram no HMBC
correlagdo com o sinal em & 173,8 sugerindo atribuir estes dois sinais aos
hidrogénios H-6a e H-6b. Ainda é possivel observar para os hidrogénios H-6 a
correlagdo com sinais em & 47,6 (quaternario pelo DEPT 135°) e 6 45,4 que no
espectro de HSQC se correlaciona a J' com o sinal do hidrogénio em & 2,52 (1H,
t, J=4,8 Hz).

No espectro de COSY é possivel observar o acoplamento dos
hidrogénios H-6 com o sinal em & 3,52 sugerindo que 0 mesmo seja atribuido ao
hidrogénio H-5. O sinal de carbono quaternario em & 47,6, cujo H-6 se
correlaciona no HMBC poderia ser atribuido tanto ao C-10 quanto ao C-4 pelas
correlagbes permitidas a este hidrogénio. Porém, o sinal atribuido ao H-11b em &
2,04 mostra correlagdo com o mesmo sinal em &6 47,6 que assim pode ser
atribuido somente ao C-10.

O sinal de H-5 em & 2,52 mostra no HMBC correlagbes com C-7 (&
173,8), C-10 (6 47,6), com um sinal em 6 44,9 quaternario pelo DEPT 135°, que
foi atribuido ao C-4, e com o sinal em & 22,8 que mostra no HSQC correlagao
com o sinal em & 1,42 (3H, s) referente a uma metila, podendo ser atribuido
somente a metila Me-19. A analise do espectro de HMBC mostra correlagbes do
sinal desta metila com os sinais de C-5 (6 45,4), C-10 (6 47,6) e com um sinal em
8 180,6 ainda n&o atribuido.

A presenca de um sinal em & 201,8 indica a existéncia de uma
carbonila a,B-insaturada na estrutura. O espectro de HSQC mostra um sinal em &
5,48 (1H, s) correlacionando-se com o sinal em & 99,7. Este sinal mostra
correlagdo no HMBC com C-10 (6 47,6) e com o mesmo sinal em 180,6 o qual a
Me-19 também se correlaciona. Desta forma, o singleto em 6 5,48 foi atribuido ao
H-2 e o sinal em & 180,6 ao C-1.

O espectro de HMBC mostra duas metilas com deslocamentos
quimicos de & 1,09 (3H, s) e & 1,19 (3H, s) correlacionando-se entre si e com o
sinal de C-3 em 6 201,8. No espectro de HSQC é possivel observar a correlagéo
do sinal em 3 1,09 com o sinal em 6 27,6 e do sinal em & 1,19 com o sinal em 22,8

e os mesmos foram atribuidos as metilas Me-29 e Me-28. A metila Me-29 mostra
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ainda no HMBC correlacdo com C-5 em & 45,4 e a metila Me-28 correlaciona-se
com um sinal de carbono quaternario em 6 44,9 que somente pode ser atribuido
ao C-4. As observagbes até agora mencionadas sugerem um esqueleto parcial
como mostrado na FIGURA 3.60 (2) (pg 122).

O sinal em & 1,89 (3H, s), que pode ser atribuido somente a metila
Me-30, mostra no espectro de HSQC correlacdo a J' com o sinal em & 15,1. A
analise do espectro de HMBC mostra que o sinal da mesma se correlaciona com
o sinal de C-14 em 6 48,2 e com um sinal de carbono carbindlico que esta
ausente no DEPT 135°, indicando ser um carbono quaternario em & 75,4. Pelas
possiveis correlacbes para Me-30, este sinal foi atribuido ao C-8. Estas
correlagdes indicam a unido de C-14 ao C-8 e ao C-9 (d 46,8) que também é um
carbono quaternario pelo DEPT 135° Portanto o limondide 14 apresenta

contragado do anel C e a seguinte estrutura é proposta:

Experimentos de g-NOESY foram realizados por BRAGA (2005)
para esta estrutura. Quando o sinal referente a H-15 em & 4,40 foi irradiado foi
possivel observar NOE com o sinal de H-5 em & 2,52 indicando que H-15 e H-5
estdo na mesma face e que, portanto, a hidroxila em C-15 esta na face . Quando
a metila Me-30 foi irradiada pode-se observar NOE nos sinais relativos as metilas
Me-19 (6 1,42), Me-18 (6 1,19) e Me-29 (5 1,09), o que sugere que a metila Me-30

também esteja posicionada na face o da molécula.
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Desta forma, a substancia 14 foi identificada como o limondide
hortiolida E.

23
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-
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TABELA 3.17: Dados de RMN de 'H e "*C de 14 e comparagao com literatura

SUBSTANCIA 14 BRAGA, 2005
(400/100 MHz, CDCls) (400/100 MHz, CDCls)
HIC 5ppm), I (H2) (O 5 (ppm), J (Hz) 5 (ppm)
1 - 180,6 - 180,6
2 5,48 (1H, s) 99,7 5,50 (1H, s) 99,8
3 - 201,8 - 201,9
4 ; 44,9 ; 44,9
5 2,52 (1H, t, J=4,7) 45,4 2,52 (1H, t, J=4,7) 454
6a 274 (1H,dd J=17.2e47) A 274 (1H,dd, 3=17.2e47) o
6b 2,66 (1H, dd, J=17,2 € 4.7) 2,66 (1H, dd, J=17,2 e 4,7)
7 - 173,8 - 173,9
8 - 75,4 - 75,5
9 ] 46,8 : 46,8
10 - 47,6 - 47.6
11a 2,25 (m) 231 2,25 (m) 23,2
11b 2,04 (m) ! 2,04 (dd, 13,3 e 8,8)
12a 1,60(m) 206 1,60(m) 29,7
12b 1,27 (m) ’ 1,27 (m)
13 - 454 - 455
14 - 48,2 - 48,2
15 4,40 (s) 64,1 4,40 (1H, d, J=1,2) 64,1
16 - 171,4 - 171,5
17 5,31 (1H, s) 79,9 5,35 (1H, s) 79,9
Me18 1,19 (3H, s) 15,1 1,18 (3H, s) 15,0
Me19 1,42 (3H, s) 22,7 1,42 (3H, s) 22,8
20 - 120,3 - 120,4
21 7,49 (1H, m) 141,6 7,49 (1H, m) 141,7
22 6,45 (1H, m) 110,0 6,44 (1H,dd, J=1,8¢e 1,0) 110,0
23 7,44 (1H, 1, J=1.4) 143,4 7,44 (1H, 1, J=17) 143,4
Me28 1,19 (3H, s) 22,8 1,19 (3H, s) 22,9
Me29 1,09 (3H, s) 27,6 1,11 (3H, s) 27,6
Me30 1,89 (3H, s) 15,1 1,87 (1H, s) 15,1
OCH; 3,71 (3H, s) 52,6 3,71 (3H, s) 52,6
OH * . 3,03 (1H, d, J=1,8) .

* valor ndo obtido nos experimentos de RMN
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FIGURA 3.63: Espectro de RMN de DEPT 135° de14 (CDCls, 100 MHz)
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FIGURA 3.66: Espectro de g-COSY de 14 (CDCl3 400 MHz)
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3.24.3 - Determinagao estrutural da substancia 15

O limondide 15 foi isolado do extrato diclorometano do tronco
subterraneo de H. oreadica e teve sua estrutura determinada através de
experimentos de RMN de 'H, "*C, DEPT 135°, HSQC, HMBC e COSY.

A andlise do espectro de RMN de 'H de 15 (FIGURA 3.68, pg 136)
permitiu atribuir os sinais em 6 7,53 (1H, m), 8 7,46 (1H, t, J=1,8 Hz) e 5 6,47 (1H,
dd, J= 2,2 e 1,4 Hz) aos hidrogénios do anel furano H-21, H-23 e H-22,
respectivamente. A analise conjunta dos espectros de RMN de *C (FIGURA 3.69,
pg 136), DEPT 135° (FIGURA 3.70, pg 137) e HSQC (FIGURA 3.71, pg 137)
permitiu atribuir todos os carbonos do esqueleto.

Observando o espectro de HMBC (FIGURA 3.72, pg 138), a
presenca do sinal em & 5,23 relativo a hidrogénio carbindlico correlacionando-se
com os sinais de C-21 (&6 141,8), C-20 (119,9) e C-22 (6 109,9) sugerem a
presenca de lactona no anel D, assim como para os limondides anteriormente
descritos. O sinal atribuido ao H-17 (5 5,23; & 81,5) mostra correlagbes também
com sinais de carbonos quaternarios em & 48,6 ou & 48,4 ainda nao atribuidos e &
47,0. Ainda mostra correlagédo com ¢ 29,3, 6 29,8 que pelo DEPT €& um carbono
CH,, e com um sinal em 6 15,4 relativo a uma metila que somente pode ser
atribuido & Me-18.

130



Estudo Fitoquimico das Espécies de Hortia

O sinal da metila Me-18 (5 1,24) mostra correlagbes com o sinal de
C-17 (6 81,5) e com os sinais em 6 48,6 ou 6 48,4 e 6 29,8. No espectro de HSQC
observa-se que os sinais em & 1,65 (m) e § 1,30 (m) mostram correlagdo a J* com
8 29,8, sendo atribuido ao C-12.

Os sinais de hidrogénios em & 2,23 (1H, m) e 6 2,02 (1H, m)
mostram correlagdes via HMBC com o sinal em 6 47,0 que foi atribuido ao C-13 e
com o sinal em 6 170,4 atribuido a carboxila do anel lactébnico D. Desta forma,
estes sinais foram atribuidos ao H-15a e H-15b que mostram correlagdo via
HSQC com um carbono em & 23,8. Na FIGURA 3.67 (1) (pg 133) pode-se
observar as principais correlagdes observadas no anel C e D.

A presenga de um sinal em & 3,71 (3H, s) de metoxila
correlacionando com um sinal em & 169,6 sugere que o anel B seja seco também
para este limondide. O sinal em & 5,82 (1H, d, J= 2,4 Hz) mostra correlacéo a Jt
com o sinal de carbono em 6 71,5 e via HMBC mostra correlagcdo com o sinal em
6 169,6 sugerindo atribuir este sinal ao hidrogénio H-6. Ainda é possivel observar
para o hidrogénio H-6 a correlagdo com sinais em & 46,0, 6 48,6 ou & 48,4
(quaternarios pelo DEPT 135°) e 6 50,3 que no espectro de HSQC se correlaciona
a J' com o sinal do hidrogénio em 6 2,53 (1H, d, J=3,2 Hz). A correlagdo da
metoxila em & 3,71 com 6 169,6 e o sinal em & 5,82 com 6 169,6 sugere que o
grupo hidroxila esteja em C-6. No espectro de COSY (FIGURA 3.73, pg 138) é
possivel observar o acoplamento do hidrogénio H-6 com o sinal em & 2,53
sugerindo que o mesmo seja atribuido ao hidrogénio H-5.

O sinal de carbono quaternario em & 46,0, cujo H-6 se correlaciona
no HMBC poderia ser atribuido tanto ao C-10 quanto ao C-4 pelas correlagdes
permitidas a este hidrogénio. Porém, o sinal atribuido ao H-11 em 6 4,39 néo
mostra correlagdo com o mesmo sinal em 6 46,0 que entdo nao poderia ser
atribuido ao C-10 e por isso foi atribuido ao C-4.

O sinal de H-5 em & 2,53 mostra no HMBC correlagdes com C-10
em 6 48,6 ou d 48,4 (valores de & intercambiaveis), com C-7 (5 169,3), com um
sinal em & 45,3, quaternario pelo DEPT 135° e foi atribuido ao C-9 e com o sinal
em & 23,7 que mostra no HSQC correlagdo com o sinal em & 1,47 (3H, s)
referente a uma metila, podendo ser atribuido somente a metila Me-19. A analise

do espectro de HMBC mostra correlagdes do sinal desta metila com os sinais de
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C-5 (5 50,3), C-9 (6 45,3), C-10 (5 48,6 ou 5 48,4) e com um sinal em & 181,5
atribuido a carbonila.

A presenca de um sinal em § 202,1, assim como para os limondides
discutidos anteriormente, indica a existéncia de uma carbonila a,B-insaturada na
estrutura. O espectro de HSQC mostra um sinal em & 5,42 (1H, s) se
correlacionando com o sinal em & 98,5. Este sinal mostra correlacdo no HMBC
com C-10 (5 48,6 ou 6 48,4) e com o mesmo sinal em 181,5 o qual a Me-19
também se correlaciona. Desta forma, o singleto em & 5,42 foi atribuido ao H-2 e
o sinal em 6 181,5 ao C-1.

O espectro de HMBC mostra duas metilas com deslocamentos
quimicos de & 1,09 (3H, s) e & 1,50 (3H, s) correlacionando-se entre si e com o
sinal de C-3 em 6 202,1. No espectro de HSQC é possivel observar a correlagcao
do sinal em & 1,09 com o sinal em & 29,3 e do sinal em 6 1,50 com o sinal em 23,7
e 0s mesmos foram atribuidos as metilas Me-28 e Me-29. A metila Me-29 mostra
ainda no HMBC correlagédo com C-5 em & 50,3 e a metila Me-28 correlaciona-se
com um sinal de carbono quaternario em 6 46,0 que somente pode ser atribuido
ao C-4. As observagbes até agora mencionadas sugerem um esqueleto parcial
como mostrado na FIGURA 3.67 (2) (pg 133).

O sinal em & 1,87 (3H, s), que pode ser atribuido somente a metila
Me-30, mostra no espectro de HSQC correlagao a J! com o sinal em & 14,6. A
analise do espectro de HMBC mostra que o sinal da mesma se correlaciona com
o sinal de C-14 em 6 48,6 ou 6 48,4 (valores de & intercambiaveis com C-10) e
com um sinal de carbono que estd ausente no DEPT 135°, indicando ser um
carbono quaternario em & 77,0. Pelas possiveis correlacbes para Me-30, este
sinal foi atribuido ao C-8. O sinal atribuido ao H-11 em & 4,39 (1H, s) mostrou
correlagdo com C-13 (6 47,0), C-10 (6 48,6 ou 5 48,4), C-9 (6 45,3) e com um sinal
em 6 170,7 que sugere um carbono carboxilico. O sinal em 6 2,27 referente a uma
metila também se correlacionou com & 170,7, indicando a presenga de um grupo
acetato que foi atribuido ao C-11.

A analise do HMBC permitiu observar também que H-5 (6 2,53), H-
11 (6 4,39) e a Me-19 (0 1,47) correlacionam-se com C-9 (6 45,3); Me- 30 (&
1,87), Me- 18 (6 1,24) e H-17 (& 5,23) correlacionam-se com C-14 (6 48,6 ou &

48,4) que pelo DEPT 135° sdo carbonos quaternarios. Desta forma, estas
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correlagdes indicam a unido de C-9 ao C-8 e ao C-14 e portanto o limondide 15,
assim como o limondide 14, apresenta contragao do anel C.
A FIGURA 3.67 (3) (pg 133) apresenta as principais correlagbes

observadas para a estrututra em questao.

1)

2)

3)

FIGURA 3.67: Correlagdes observadas no HMBC para 15
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Experimentos de g-NOESY serdo realizados para esta estrutura,
visando definir a correta estereoquimica dos grupos hidroxila, acetoxila e Me-30.
Desta forma, a substancia 15 foi identificada como um novo limondide

denominado hortiolida G e a seguinte estrutura é entdo proposta:
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TABELA 3.18: Dados de RMN *H, *3C e g-HMBC de 15

SUBSTANCIA 15

SUBSTANCIA 15 Principais Correlacdes

(400 MHz, CDCl3) (100 MHz,CDCl3) Observadas

H/C d (ppm), J (Hz) o (ppm) HMBC

1 - 181,5 -

2 5,42 (1H, s) 98,5 C-1, C-10

3 - 202,1 -

4 - 46,0 -

5 2,53 (1H, d, J=2,8) 50,3 Cc-7,C-9, C-10,C-19

6 5,82 (1H, d, J=2,8) 71,5 C-4, C-5,C-7,C-10

7 - 169,6 -

8 - 77,0 -

9 . 45,3 i

10 - 48,6/48,4* -

11 4,39 (1H, s) 64,7 C-9, C-10, C-13

12a 1,65 (m) 20.8 C-13, C-14, C-17

12b 1,30 (m) ’

13 - 47,0 -

14 - 48,6/48,4* -

15a 2,23 (1H, d, J=10)

23,8 C-13, C-16
15b 2,02 (1H, d, J=10)

16 - 170,4 -

17 5,23 (1H, s) 81,5 C-14, C-18, C-20, C-21
Me-18 1,24 (3H, s) 15,4 C-12, C-13, C-14, C-17
Me-19 1,47 (3H, s) 23,7 C-1,C-5,C-10

20 - 119,9 -

21 7,53 (1H, m) 141,8 C-20, C-22, C-23

22 6,47 (1H, dd, J=2,2 e 1,4) 109,9 C-20, C-21, C-23

23 7,46 (1H,t, J=1,8) 143,6 C-20, C-22,C-21
Me-28 1,09 (3H, s) 29,3 C-3,C4
Me-29 1,50 (3H, s) 23,7 C-3,C-5
Me-30 1,87 (1H, s) 14,6 C-8,C-14
OCH3 3,71 (3H, s) 52,9 C-7

OCOCH;3; - 170,7 -
OCOCHs 2,27 (3H, s) 21,0 OCOCH;s

* valores intercambiaveis
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FIGURA 3.70: Espectro de RMN DEPT 135° de 15 (CDCls, 100 MHz)
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3.2.4.4- Biogénese dos Limondides

Os limonoides tém sua origem biogenética nos triterpenos do tipo
tirucalanos (H-20/C-20 R) ou eufanos (H-20/C-20 S). De acordo com a biogénese
geralmente descrita, ha formacdo de epdxido entre C-7 e C-8 que abre levando a
uma hidroxila na posicdo C-7 e induzindo a migracdo da Me-30 de C-14 para C-8
e C-15. Em seguida ha a ciclizagéo da cadeia lateral, com perda de 4 unidades de
carbono levando a formacao do anel 17 furano, como mostra o ESQUEMA 3.9
(pg 139). Comumente o anel D é oxidado a lactona, processo envolvendo a
introducdo de uma carbonila em C-16 seguida de uma oxidacdo Baeyer-Villager
(CHAMPAGNE et. al., 1992). Todos os limonoides descritos para o género Hortia,
inclusive os isolados neste trabalho, apresentam o anel D lactonizado assim como

o0 anel B seco.

N N
I  —
eufanoltirucalano
N
rearranjo e_lpo-eufol oxidagao degradativa
ou apo-tirucalol da cadeia lateral
_—

[o]

Baeyer-Villiger RQ"W.

07 “OR

Tetranorterpendide

ESQUEMA 3.9: Biogénese dos limondides
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O limondide 13, primeiro limondide isolado de Hortia (JACOBS et.
al.,1986), é bastante modificado e por este motivo esperava-se encontrar outros
esqueletos mais simples no género, como de fato aconteceu. A proposta
biogenética para a guianina (13) esta no ESQUEMA 3.10 (pg 140) e sua formacao

envolve, além da contracéo do anel C, a abertura do anel A.

ESQUEMA 3.10: Proposta biogenética para 13

140



Estudo Fitoquimico das Espécies de Hortia

O limondide 14 parece ser o precursor para 0os demais limondides
descritos para Hortia, com formagédo de um anel de trés membros entre 0s
carbonos C-8, C-9 e C-14 (BRAGA, 2005). A biogénese proposta para o
limondides 14 esta descrita no ESQUEMA 3.11 (pg 141). A presenca do epoxido

entre C-14 e C-15 justifica a presenca da hidroxila em C-15 para o limondide 14.

ESQUEMA 3.11: Proposta biogenética para 14
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A biogénese proposta para o limondides 15 estd descrita no
ESQUEMA 3.12 (pg 142).

7 S0
— H3C\|¢0 —
(CHCOSCoA) ocHs ¢ i
-_— OH :
7 -
(o) 4 ~

(o) 15

ESQUEMA 3.12: Proposta biogenética para 15
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O estudo fitoquimico realizado com as espécies de Hortia conduziu
ao isolamento de algumas classes de metabdlitos secundarios como derivados do
acido diidrocinamico e cinamico, cumarina, alcaléides e limondides, sendo as
estruturas 06 e 14 inéditos em H. oreadica, 10 para o género Hortia e 08 e 15 na
literatura.

Entretanto, ainda n&do € possivel propor a classificacdo correta do
género Hortia dentro da familia Rutaceae. Hortia, que ja& foi posicionada em
Cusparieae por De Candolle em 1824, na mais recente classificagdo morfolégica
de Engler em 1931 pertence a Toddalieae (DE CANDOLLE, 1824; ENGLER,
1931). A proposta de Silva e colaboradores (DA SILVA et. al.,1988), que sugere a
unido das subfamilias Rutoideae e Toddalioideae por suas similaridades
guimicas, volta a propor Hortia em Cusparieae. Hortia € 0 Unico representante
americano na subtribo Toddaliinae. Na classificacdo de SILVA et. al. (1988)
Cuspariea (Cusparia) engloba, além de Hortia, o género Galipea, que também é
um género neotropical. Desta forma, Hortia estaria mais proxima destes géneros
do que dos membros de Toddaliinae. Este posicionamento esta de acordo com 0s
resultados obtidos por GROPPO (2004) em um trabalho utilizando anélise
macromolecular, em que os dados obtidos pelo autor sugerem um relacionamento
mais proximo entre Hortia e outros géneros de Cusparieae, como Adiscanthus.

Além disso, outro dado muito relevante para o posicionamento é que
Hortia apresenta limondides com anéis C e D modificados, muito caracteristicos
de Meliaceae, embora a presenca de metabdlitos como alcaldides, cumarinas,
derivados do &cido diidrocindmico e cinamico vém a confirmar que Hortia
pertence a familia Rutaceae. Como exemplo de reposicionamento relatado em
literatura (ENGLER, 1931), pode-se citar Flindersioideae, que por apresentar
limondides altamente rearranjados ja pertenceu a Meliaceae e na classificacdo de
Engler € um grupo isolado dentro de Rutaceae. A presenca de limonoides
bastante modificados para Hortia poderia indicar que o género pode nao
pertencer nem a Todallieae e nem a Cusparieae, podendo estar posicionado
separadamente dentro da Familia Rutaceae, como aconteceu com
Flindersioideae.

Neste estudo ndo foi possivel estudar todos os extratos das
espécies de Hortia devido ao fato que para executar um trabalho fitoquimico

completo faz-se necessario um tempo maior que o proposto para o mestrado.
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Acredita-se que Hortia apresente outros limondides complexos, como os isolados
anteriormente.
Portanto, o estudo dos extratos sera realizado durante o doutorado

para entdo concluir melhor sobre o posicionamento quimiossistematico de Hortia.
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4.1- ENSAIOS BACTERICIDAS FRENTE A Xylella fastidiosa

Os ensaios foram realizados no Centro APTA Citros “Sylvio Moreira”,
situado na cidade de Cordeirépolis-S.P., com a colaboracao da professora Dra.
Alessandra Alves de Souza. Utilizou-se meio PW liquido (DAVIS et al., 1981) para
o cultivo da bactéria e realizou-se experimentos com esta no inicio da fase
estacionaria, ou seja, ap6s 10 dias de crescimento. A solugdo preparada
contendo bactéria e substancia ensaiada foi plaqueada em placas de Petri
contendo meio PW sdlido. A determinagédo da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) foi determinada visualmente quando, no maximo, uma colbnia foi obtida

apo6s plagueamento da cultura nao diluida (BROOUN et al., 2000).

4.1.1- Procedimento Experimental

4.1.1.1- Preparacao dos meios de cultivo

Inicialmente preparou-se o meio de cultura PW (liquido e sdlido)
para X. fastidiosa, segundo o protocolo de DAVIS et al., 1981 (TABELA 4.1, pg
146). Adicionou-se a quantidade especifica de cada reagente de acordo com a

quantidade total de meio necessario.

TABELA 4.1: Reagentes e quantidades necessarias para preparar o meio PW

Para 1000 mL | Para200 mL | Para150 mL | Para 100 mL
Reagentes
de meio de meio de meio de meio
Phytone Peptone 4,009 0,809 0,609 0,40 ¢
Trypticase Peptone 1,00 g 0,20 ¢ 0,15¢g 0,10¢
Hemin Chloride
10,00 mL 2,00 mL 1,50 mL 1,00 mL
(0,1%)

Phenol Red (0,2%) 10,00 mL 2,00 mL 1,50 mL 1,00 mL
K;HPO, 1,20 g 0,24 ¢ 0,18 g 0,12g
KH,PO 1,009 0,20g 0,15¢ 0,10g

MgSO4 H.O 0,40 g 0,08¢ 0,06 g 0,04 ¢
Agar 12,00 g 240¢g 1,80 g 1,20 g
agua destilada 800 mL 164 mL 125 mL 92 mL
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Preparou-se Phenol Red 0,2% a partir da adigéo de 0,2 g de Phenol
Red e 10 gotas de NaOH 20% em 100 mL de agua; e Hemin Chloride 0,1 % a
partir da adi¢éo de 0,1 g de Hemin Chloride (Sigma H-1652) e 0,2 g de NaOH em
100 mL de agua. Os outros reagentes foram obtidos comercialmente. Autoclavou-
se a mistura por 20 minutos a 120°C e adicionou-se Glutamina 4% e BSA 10%
por filtracao.

Foi necessario a utilizacdo de grande quantidade de meio liquido e
solido para a realizagao dos experimentos. Desta forma, preparou-se 1000 mL de

cada um toda vez que realizava-se 0s ensaios.

+ Preparo de 1000 mL de meio solido:

Em um frasco grande, adicionou-se primeiramente 400 mL de agua
destilada. Em seguida, colocou-se 4,00 g de Phytone Peptone (BBL 4311906),
1,00 g de Trypticase Peptone (BBL 4311921), 1,20 g de K;HPO4, 1,00 g de
KH2POy4, 0,40 g de MgS04.H,0 e 12,0 g de Agar. Entédo, sob agitagdo mecénica,
adicionou-se 10 mL de Hemin Chloride (0,1%) e 10 mL de Phenol Red (0,2%).
Apds a solugdo ter ficado homogénea, completou-se até 800 mL com &gua
destilada. Autoclavou-se o0 meio e paralelamente preparou-se a solucdo de BSA e
Glutamina.

Para o preparo da Glutamina 4% adicionou-se em um erlenmeyer
4,00 g de Glutamina (Sigma G-5763) e 100 mL de H,O autoclavada e deixou-se
em banho-maria (50-55°C) até que toda a Glutamina se dissolvesse. Para o BSA,
adicionou-se em outro erlenmeyer 6,00 g de BSA fragéo V (Sigma A-9418) e 100
mL de agua autoclavada e deixou-se sob agitacdo até que todo reagente se
dissolvesse.

Apds autoclavado o meio sélido, resfriou-se um pouco e depois
inseriu-se o BSA e a Glutamina através de um filtro. Por fim, verteu-se o meio em
placas de Petri deixando-as abertas por alguns minutos para que o vapor liberado
do meio PW evaporasse. Nao se pode resfriar muito o meio solido antes de
verter, pois este se solidifica rapidamente. As placas foram fechadas e vedadas

(1000 mL de meio resulta em aproximadamente 30 Placas de Petri).
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+ Preparo de 1000 mL de meio liquido:

Os reagentes utilizados para o preparo do meio liquido foram os
mesmos utilizados para preparar o meio sélido, porém no meio liquido ndo se
utiliza o Agar que é responsavel por solidificar o meio. O procedimeto realizado foi
praticamente o mesmo, porém em vez de autoclavar em um unico frasco como no
meio solido, dividiu-se a solugdo em 10 erlenmeyers contendo 80 mL e depois
que todos foram autoclavados, adicionou-se 10 mL de BSA e 10 mL de Glutamina
em cada erlenmeyer.

Ambos os meios foram preparados com o maximo de cautela, ou
seja, toda vidraria usada e o meio foram autoclavados e toda preparagéo do meio
foi executada dentro de um fluxo proprio e proximo ao fogo, uma vez que este
meio é facilmente contaminado devido ao fato de ser um meio rico em nutrientes.
No entanto, o meio liquido € mais facilmente contaminado em relacdo ao meio
so6lido, pois ha maior manuseio e transferéncia de vidrarias.

Apos este procedimento os meios ficaram em repouso por
aproximadamente 14 dias para verificar se ndo houve contaminacdo. O meio
liquido foi utilizado para cultivar a bactéria, enquanto que o meio sélido foi
utilizado para plaquear a solugdo contendo meio X. fastidiosa e a substancia a ser
ensaiada, e portanto verificar se bactéria se desenvolveu com a substancia em
questao.

Preparados os meios de cultivo, colocou-se a bactéria para crescer
no meio liquido. Um trabalho citado na literatura (CAMPANHARO, et al., 2003)
compara o crescimento da bactéria em diferentes meios e demonstra que,
independente deste, a X. fastidiosa possui trés fases de crescimento: Fase lag, na
qual a bactéria ainda ndo se multiplica; Fase log (exponencial), em que a bactéria
se multiplica, aumentando sua populagéo; e Fase estacionaria, na qual para de se

multiplicar e consequentemente comega a morrer.
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4.1.1.2- Crescimento de X. fastidiosa em Citrus sinensis

A linhagem de X. fastidiosa 9a5c foi utilizada neste estudo. Células
bacterianas foram inoculadas em Citrus sinensis e estas plantas foram reservadas
na casa de vegetacao do Centro de Citricultura APTA Citros Sylvio Moreira,
Instituto Agrondémico, Cordeiropolis-SP. Aproximadamente seis meses apoés a
inoculagéo, quando sintomas de CVC eram visiveis nas plantas, as folhas foram
coletadas e as células bacterianas presentes nas mesmas foram isoladas de
peciolos e hastes. A seiva resultante foi assepticamente mantida em tampao
fosfato salino (PBS) e esta suspenséo foi distribuida em placas de Petri contendo
meio liquido PW (SOUZA et al., 2005). Para confirmar a linhagem de X. fastidiosa
nesta suspensao, uma aliquota foi submetida a ensaios de RT-PCR utilizando
dois conjuntos de primers especificos para a deteccdo de X. fastidiosa
(MISSANVAGE et al., 1994; POOLER & HARTUNG, 1995).

4.1.1.3- Preparo do Inéculo para Ensaio

A cultura de X. fastidiosa foi crescida em placas de Petri com meio
solido PW e apoés 10 a 15 dias do plagueamento as primeiras colénias foram
observadas. Para a obtencao de células aderidas a superficie do vidro, diversas
colénias foram transferidas para tubos de polipropileno contendo 3 mL de meio
liquido PW. Quando a ODggonm atingiu 0,3 (correspondendo a 10® unidades
formadoras de colénias (CFU)/ml) os tubos foram colocados para centrifugar e as
células foram transferidas para um frasco de 1 litro contendo 300 mL de meio
liquido PW. Ap6s 3 dias de crescimento a 28°C no agitador giratério a 120 rpm,
um fino biofilme foi observado aderido ao vidro na interface meio-ar (SOUZA et
al., 2005) e estas culturas foram entdo utilizadas para realizar os ensaios

bioldgicos frente a determinadas substancias.
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4.1.1.4- Ensaios das Substancias frente a X. fastidiosa

Foram ensaiados frente a X. fastidiosa dois alcaldides (rutaecarpina
(09) e N-metil-4-metoxi-2-quinolona, um derivado do acido diidrocindmico {acido
3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3’,4’-0:5”,6")-2”,2”-dimetilpirano]propiénico  (01)} e um
limondide guianina (13) isolados de espécies de Hortia e quatro substancias
quinolinénicas sintéticas: 2-carbometoxi-6-metoxi-4-quinolona (S1), 2-metil-6-
fluor-4-quinolona (S2), 2-metil-5,7-dimetoxi-4-quinolona (S3) e 2-metil-5-metoxi-7-
hidroxi-4-quinolona (S4), apresentados na FIGURA 4.1 (pgs 150 a 151).

OCH,
| A
PAY x>
o)
I | |
H CH,
RUTAECARPINA (09) N-METIL-4-METOXI-2-QUINOLONA
Cr
OCH, I0 i
OH
\
o) OCHs CH30 o
y o)

. CH30
ACIDO 3-FENIL-[2', 6'-DIMETOXI-(3", 4'-0:5",6") 3 \ GUIANINA (13)
2",2"-DIMETILPIRANO]PROPIONICO (01) o

FIGURA 4.1: Estruturas das substancias ensaiadas
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2-CARBOMETOXI-6-METOXI-4-QUINOLONA (S1) 2-METIL-6-FLUOR-4-QUINOLONA (S2)

OCH;3 O

OCH3P
I

CH3;0" 7/ 8a N CH3

2-METIL-5,7-DIMETOXI-4-QUINOLONA (S3)  2-METIL-5-METOXI-7-HIDROXI-4-QUINOLONA (S4)

SERIE SINTETICA

FIGURA 4.1: Estruturas das substancias ensaiadas (continuagao)

Primeiramente, preparou-se uma solugao estoque (5mg/mL) de cada
substancia teste. Calculou-se o volume de solugdo estoque necessario para a
obtencao da concentracao final, utilizando-se 100 yL da bactéria. Iniciou-se os
experimentos utilizando-se concentragbes finais de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL, 1,5
mg/mL e 2,0 mg/mL, uma vez que nao havia descrito na literatura ensaios com
este tipo de substancias frente a X. fastidiosa e a partir dos resultados iniciais
obtidos foi alterando-se estas concentragbes de 0,4 a 2,0 mg/mL até a

determinacao da CIM de cada substancia.

Ci.Vi = Cf.Vf

. Ci Vi=Ct Vs
5mg/mL.V; = 0,4 mg/mL.(0,1mL+V))

V; = 8,7uL — Para uma concentracao de 0,4 mg/mL deve-se usar 8,7 uL da

solucéo estoque (5mg/mL)

151



Ensaios Biolbgicos

J GCi Vi=C Vs
5mg/mL.V; = 0,5 mg/mL.(0,1 mL+ V))

Vi = 11,1 uL — Parauma concentragdo de 0,5 mg/mL deve-se usar 11,1 uL

da solugao estoque (5mg/mL)

Os calculos para as demais concentracbes foram semelhantes ao

descrito acima e estado indicados na TABELA 4.2 (pg 152).

TABELA 4.2: Concentragao ensaiada e volume retirado da solugao estoque

Concentragao ensaiada Volume da Solugao Estoque
(mg/mL) (nL)
0,4 8,7
0,5 11,1
1,0 25,0
1,2 31,6
1,3 35,0
1,4 39,0
1,5 43,0
1,6 47,0
1,7 51,0
1,8 56,0
2,0 67,0

Utilizou-se um eppendorf para cada volume pipetado da solugao
estoque. Adicionou-se em cada eppendorf 100 uL do meio liquido contendo a X.
fastidiosa e posteriormente inseriu-se o volume necessario da solucdo estoque
para atingir as concentragdes finais desejadas, como mostrado para algumas
concentracdes na FIGURA 4.2 (pg 153).
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0, 5 mg/mL 1, 0 mg/mL 1, 5 mg/mL 2, 0 mg/mL

11,1 uL de slg¢ estoque 25 L de sl¢ estoque 43 uL de slg estoque 67 L de sl¢ estoque

+ + + +
100 pL de bactéria 100 pL de bactéria 100 pL de bactéria 100 pL de bactéria
FIGURA 4.2: Eppendorfs com as substancias ensaiadas nas diferentes

concentracdes e a solucdo de X. fastidiosa.

Em relagdo ao controle negativo, composto de DMSO:H,O e
necessario para verificar se o solvente nao inibe o crescimento da bactéria, foi
necessario varios estudos de otimizagao para que a menor propor¢cdo de DMSO
fosse utilizado nos ensaios. Isso porque este solvente € muito téxico e seu uso
em altas doses poderia levar a inibicdo de X. fastidiosa. Desta forma, os primeiros
ensaios foram realizados com uma propor¢cdo de 1:1 DMSO: H,O tanto para
solubilizar as amostras quanto para o controle negativo, onde observou-se que 0
crescimento da bactéria era muito baixo. Assim, foi proposto um estudo com
proporgcdes de DMSO: H,O que variassem de 1:1 a 1:4, respectivamente. A
TABELA 4.3 (pg 153) ilustra como foi preparado os controles negativos e as

solugdes estoques (5 mg/mL) a partir das proporg¢des propostas:

TABELA 4.3: Propor¢des de DMSO: H,O

~ DMSO:H,0 (mL)
PROPORCOES
(volume final de 1,0 mL)
1:1 0,5:0,5
1:2 0,33:0,67
1:3 0,25:0,75
1:4 0,2:0,8

Na TABELA 4.4 (pg 154) sao apresentados os resultados dos testes
com as quatro proporgcdes de solventes, respeitando os calculos citados acima
que fornece o volume de solventes necessarios para atingir as concentragbes de

solucdo estoque desejadas.
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TABELA 4.4: Colbnias observadas nos controles negativos para as diferentes

concentragdes de substancias ensaiadas

SOLVENTE 1,0 mg/mL 1,2 mg/mL 1,4 mg/mL 1,6 mg/mL
DMSO: H20 1:1 - - - -

DMSO: H.0 1:2 ++ ++ + -
DMSO: H,0 1:3 +++ ++ ++ ++
DMSO: H,O 14 ++++ ++++ ++++ 4+

++++: Crescimento de muitas coldnias
+++: Crescimento de aproximadamente 70 col6nias
++: Crescimento de 40 colonias
+: Crescimento de poucas colonias

-: nao houve crescimento de colonias

Apos este estudo foi observado que quando foi utilizada a proporcao
de 1:4 de DMSO:H,O o controle negativo apresentou um crescimento
consideravel de X. fastidiosa e portanto em todos os ensaios realizados utilizou-se
esta proporgao de solventes.

Assim, para o preparo do controle negativo foi aplicado em
eppendorfs 100 uL do meio de X. fastidiosa e o valor de cada volume pipetado da
solugdo estoque, porém apenas com DMSO:H,O (1:4). Em outro eppendorf,
adicionou-se apenas 100 uL do meio da X. fastidiosa para confirmar a viabilidade
celular.

Colocou-se todos os eppendorfs na estufa a 28°C por 24 horas para
que houvesse interacao entre as substancias ensaiadas e a bactéria. Apds este
periodo, plaqueou-se 100 uL de cada solugdo em placas de Petri e guardou-as na
estufa novamente. A partir de 20 dias observou-se se a bactéria cresceu na
concentracdo correspondente ou se esta foi inibida. Quando a bactéria foi
totalmente inibida determinou-se a CIM para a substancia ensaiada.

Os experimentos foram realizados em ftriplicata para a obtengao de
um resultado confiavel e reprodutivo.

Quando ha inibigdo da bactéria ocorre algumas mudancgas na placa
de Petri (FIGURA 4.3, pg 155), como por exemplo, a auséncia de colbnias e a
permanéncia da coloragcdo amarelada. No entanto, quando ha o crescimento de

X. fastidiosa a placa se torna avermelhada, ou seja, o meio sélido muda de cor
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devido a presencga do reagente Phenol Red que é um indicador de pH. A medida
que as células estdo crescendo, elas produzem substancias alcalinas que na

presenca de Phenol Red provoca a mudanga de coloragao na placa.

Presencga de coldnias Auséncia de colonias

AT
o

FIGURA 4.3: Placas de Petri com as substancias ensaiadas

4.1.2- Resultados e Discussao

Nao ha atualmente um método eficaz e comercial disponivel para o
controle da bactéria X. fastidiosa, agente causal da Clorose Variegada dos Citros
(CVC) e de outras doencas, como por exemplo, a Doenga de Pierce. Esta
bactéria tem causado enormes prejuizos tanto para a citricultura brasileira, como
para outras diversas culturas distribuidas mundialmente (FUNDECITRUS, 2008a)

Iniciou-se, entdo, estudos para a obtengdo de substancias naturais
com alto potencial bactericida, as quais ndo sao agressoras ao meio ambiente e
ao ser humano. Entretanto, como estas substancias sao obtidas em pequena
quantidade das plantas, ensaiou-se primeiramente substancias sintéticas
baseadas em produtos naturais, as quais estavam disponiveis em grande
quantidade caso houvesse a necessidade de massa adicional das mesmas para
otimizar os ensaios, e posteriormente partiu-se para os ensaios com metabdlitos
secundarios obtidos de plantas.

Diversas concentragdes das substancias foram aplicadas, as quais
estdo descritas na TABELA 4.5 (pg 156), até que a bactéria fosse totalmente
inibida.
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Como relatado no procedimento experimental, foi observado que os
solventes DMSO:H,0 na proporgéo de 1:4 ndo interferiram nos ensaios, havendo
crescimento satisfatorio de X. fastidiosa.

A avaliagdo da inibicdo do crescimento bacteriano foi realizada
visualmente, por comparagao das placas contendo substancias teste e X.
fastidiosa, com o controle negativo apenas com os solventes (DMSO:H,0) e
controle onde plaqueou-se apenas X. fastidiosa. A CIM foi considerada quando,
no maximo, uma colbnia foi obtida apds plagueamento da cultura nao diluida
(BROOUN et al., 2000).

TABELA 4.5: Colbnias observadas nas diferentes concentracdes de substancias

ensaiadas frente X. fastidiosa

~ N-metil-4-
Concentragao
09 metoxi-2- 01 13 |[S1| S2 | S3 | $4
(mg/mL) o

quinolina
0,4 +++ +++ B G a5 o= T I T B T S O
0,5 ++ +++ oI S N AR
0,7 +* +++ | R | R | | |+
1,0 _ ++ Lo NI S 2 AT I = N
1,2 _ ++ +* | 4+ |+ | + |
1 ,4 _ + _ +* +* _ +* _
1,5 _ _ - | -] = - | -
1,7 _ _ _ _ _ ~ ~
1,8 _ _ _ _ _ ~ ~
2,0 _ — - | -] = - | -

+++: crescimento intenso, semelhante ao controle
++: reducao parcial de crescimento, comparado ao controle
+: reducéao do crescimento com visualizagao de coldnias isoladas
+*: reducgao quase total do crescimento

-: nao houve crescimento da bactéria
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A partir destes resultados pode-se determinar a CIM de cada
substancia (FIGURA 4.4, pg 157).

OCH;
| N
N_ O \
v N o
H N CH,
RUTAECARPINA (09) N-METIL- 4-METOXI- 2-QUINOLONA
CIM = 1,0 mg/mL CIM = 1,5 mg/mL
7 o
OCH, .
\o
OCH, CH,0
o 7
ACIDO 3-FENIL-[2', 6'-DIMETOXI-(3", 4'-0:5",6") CH30 GUIANINA (13)
2",2"-DIMETILPIRANO]PROPIONICO (01) o)
CIM = 1,4 mg/mL CIM =1,5 mg/mL
I0 0]
CH;0. F. |
l OCH;,4 |
N | ’i‘ CH;
|
H o H
2-CARBOMETOXI-6-METOXI-4-QUINOLONA (S1) 2-METIL-6-FLUOR-4-QUINOLONA (S2)
CIM = 1,5 mg/mL CIM = 0,5 mg/mL
OCH; OCH; I0
H
2-M ETIL-5,7-DIMETOXI-4-QUINOLONA (S3) 2-METIL-5-METOXI-7-HIDROXI-4-QUINOLONA (S4)
CIM = 1,5 mg/mL CIM = 1,0 mg/mL

FIGURA 4.4: CIM das substancias ensaiadas frente a X. fastidiosa

O fato de a bactéria na fase estacionaria ser mais resistente a
antibidticos que as células em crescimento exponencial (fase log) ja € bem

retratado na literatura (GILBERT et al., 1990); assim, os ensaios foram realizados
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com células de X. fastidiosa na fase estacionaria. Para confirmar se a bactéria
estava realmente nesta fase, mediu a densidade 6ptica (ODgoonm) do meio antes
de iniciar o ensaio, o qual apresentou ODgoonm igual a 0,281 que segundo a
literatura (CAMPANHARQO et al., 2003) indica a fase estacionaria.

Observa-se nos resultados apresentados acima para compostos
naturais que na concentracdo de 1,0 mg/mL a rutaecarpina efetivamente inibiu a
proliferacdo de células de X. fastidiosa, enquanto que N-metil-4-metoxi-2-
quinolona, acido 3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3’-4’0:57,67)2”,2”-dimetilpirano]propidnico
e o limondide guianina mostraram atividade antibacteriana na faixa de 1,5 mg/mL.

A CIM de rutaecarpina pode ser explicada devido aos elétrons 1T que
estdo delocalizados nos dois anéis aromaticos. Esta delocalizagéo é reduzida em
N-metil-4-metoxi-2-quinolona e acido 3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3’-4'0:5",67)2”,2"-
dimetilpirano]propidnico, e ausente na guianina, indicando que a conjugacao
apresenta um importante efeito na atividade frente a X. fastidiosa, visto que as
CIMs foram aumentando de 1,0 mg/mL para a rutaecarpina, 1,4 mg/mL para acido
3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3'-4'0:5",6")2”,2”-dimetilpirano]propiénico e 1,5 mg/mL
para N-metil-4-metoxi-2-quinolona e guianina.

Para os compostos sintéticos, nota-se que o composto 2-metil-6-
fluor-4-quinolona é o mais efetivo frente a bactéria, inibindo seu crescimento na
concentracao de 0,5 mg/mL. Ainda nao claramente esclarecido na literatura o
efeito que o fluor provoca frente a determinados microrganismos como por
exemplo bactérias, mas observa-se nestes ensaios que quando 0 mesmo
encontra-se ligado ao anel aromatico, confere a mesma maior potencial
antibacteriano, quando comparada as demais que possuem outros substituintes
no anel.

Uma outra caracteristica importante em uma molécula é o fato de
grupos como hidroxila ou metoxila ligados ao anel aromatico favorecerem um
sistema conjugado extendido, conduzindo a melhores atividades biolégicas. Desta
forma observa-se para as substancias sintéticas, que 2-metil-5-metoxi-7-hidroxi-4-
quinolona possuindo ambos os grupos citados acima apresenta uma CIM de 1,0
mg/mL enquanto que 2-metil-5,7-dimetoxi-4-quinolona que possue dois grupos
metoxilicos e 2-carbometoxi-6-metoxi-4-quinolona que possue apenas um grupo
metoxilixo apresentam atividade na concentragédo de 1,5 mg/mL. Entretanto, o

papel do sistema conjugado extendido ainda ndo é claro e caracteristicas
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estruturais necessarias para a atividade frente a X. fastidiosa permanecem pouco
conhecidas.

De forma geral, os resultados dos ensaios biolégicos indicaram que
a maioria dos compostos testados in vitro frente a linhagem de X. fastidiosa 9a5c
foram ativos na faixa de concentragdo de 1,0 a 1,5mg/mL, enquanto que os
antibidticos ampicilina (10 ug/mL), kanamicina (2 ug/mL), neomicina (5 ug/mL),
penicilina (50 ug/mL), streptomicina (10 ug/mL) e tetraciclina (1 ug/mL) foram
ativos em concentracbes abaixo de 50 ug/mL'1 quando plaqueados utilizando
métodos tais como difusdo em disco de agar e CIM (linhagem 9a5c, isolada de
laranja doce, LACAVA et al., 2001).

Assim, se for assumido que a CIM requerida para continuar as
investigacées pode ser < 1.50 mg/mL, as CIMs de alguns compostos sao
significativas. Futuramente entao, pretende-se dar seqiiéncia a estes ensaios com
0s mesmos compostos e outros similares, porém com a bactéria também na fase
exponencial e ndo apenas na fase estacionaria, pois acredita-se que a fase
exponencial pode ser util na estimativa de CIMs e com a vantagem da redugéo do
tempo necessario para o crescimento bacteriano.

Sabe-se que na fase estacionaria a bactéria encontra-se em sua
maior densidade celular. Assim sendo, para inibir o crescimento de X. fastidiosa
nesta fase seria necessario a aplicagdo de doses continuas de substancia teste e
nao apenas uma unica dose como foi executado até o momento; assim,
futuramente pretende-se empregar esta metodologia com o objetivo de inibir seu
crescimento mesmo quando a mesma encontra-se muito resistente.

Portanto, claramente observa-se que este estudo necessita de
maiores investigagbes para se obter modelos moleculares que possam ser

considerados como efetivos agentes antibacterianos.
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4.2- ENSAIOS BACTERICIDAS FRENTE A PATOGENOS BUCAIS

Os ensaios bioldgicos foram realizados na Universidade de Franca
(UNIFRAN), sob a colaboracéao do professor Dr. Carlos Henrique Gomes Martins.
Os valores de CIM dos extratos brutos e suas fracbes foram determinados
aplicando a técnica de microdiluicdo em caldo em microplacas de 96 pocos. As
seguintes cepas padrboes da ATCC (American Type Culture Collection) foram
utilizadas: Enterococcus faecalis (ATCC 4082), Streptococcus salivarius (ATCC
25975), S. sobrinus (ATCC 33478), S. mutans (ATCC 25175), S. mitis (ATCC
49456), S. sanguinis (ATCC 10556) and Lactobacillus casei (ATCC 11578). A CIM
foi determinada como a menor concentracado capaz de inibir o crescimento visivel

do microrganismo ensaiado, apds 24 horas de incubagao.

4.21- Procedimento Experimental

4.2.1.1- Substancias Ensaiadas Frente a Patogenos Bucais

Os ensaios frente a patdégenos bucais foram realizados utilizando-se
dois extratos de H. oreadica, os extratos hexanico e diclorometano do tronco
subterraneo e as substancias isoladas dos mesmos, sendo quatro derivados do
acido diidrocinamico (DAD 01 a DAD 04), quatro limondides sendo, hortiolida C,
hortioloda D, hortioloda E (14) e guianina (13) e dois alcaléides, rutaecarpina (09)
e dictamina (11)(FIGURA 4.5, pgs 161 a 162). Também foram ensaiadas quatro
substancias quinolinbénicas sintéticas sendo, 2-metil-6-fluor-4-quinolona (S2), 2-
metil-5,7-dimetoxi-4-quinolona (S4), 2-metil-4-quinolona (S5) e 2-metil-7-hidroxi-4-
quinolona (S6) (FIGURA 4.6, pg 162).
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FIGURA 4.5: Estruturas das substancias naturais ensaiadas
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FIGURA 4.5: Estruturas das substancias naturais ensaiadas (continuagao)
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FIGURA 4.6: Estruturas das substancias sintéticas ensaiadas

Os procedimentos para determinar a concentragao inibitéria podem

4.2.1.2- Metodologia dos Ensaios frente a Patégenos Bucais

ser realizados tanto pelas técnicas de diluigdo em caldo quanto em agar. Os
agentes antimicrobianos sdo geralmente testados em diluicdes consecutivas, e a
menor concentragdo capaz de inibir o crescimento de um organismo é
considerada como a CIM. Segundo ANDREWS (2001), as CIMs sao consideradas
excelentes ferramentas para determinar a susceptibilidade dos microrganismos
aos antimicrobianos e portanto usadas para julgar a performance de todos os

outros métodos de susceptibilidade. Neste experimento utilizou-se a técnica de
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microdiluicdo em caldo proposta pelo NCCLS (2003) e chamada assim devido ao
uso de pequenos volumes de meio liquido colocados em microplacas com fundo
em “U” esterilizadas com 96 orificios (TPP®, EUA), préprias para microdilui¢ao.

Inicialmente foi preparada solu¢des estoque com os extratos brutos
e substancias, solubilizando 1 mg de cada amostra em 125 yL de DMSO.
Posteriormente, cada solugao estoque foi diluida em 1875 uL de meio liquido
(meio tryptone soya) originando assim a solugao mae e posteriormente pode-se
obter concentracdes na faixa de 20 a 400 ug/mL nas microplacas.

A propor¢cao de DMSO aplicada no experimento para solubilizar as
amostras foi de 5% (v/v) e esta propor¢ao foi utilizada nos orificios das
microplacas como controle negativo, para confirmar se o solvente ndo estava
inibindo o crescimento dos microrganismos.

A clorexidina, antibidtico comercial, foi utilizado como controle
positivo para verificar a viabilidade dos microrganismos, e seu preparo foi feito da
seguinte forma: pegou-se 10 mL de agua autoclavada e 1 mg da clorexidina para
obter uma concentragdo de 0,1 mg/mL. Posteriormente pipetou-se 1 mL desta
solugdo em 4 mL de meio de cultura (meio liquido) para uma concentragao final
de 0,02 mg/mL. Diluicdes em série nas microplacas foram realizadas em meio
liquido para obter concentragées na faixa de 0,0115 pg/mL a 5,9 ug/mL,
perfazendo 100uL de volume final.

A densidade do indculo influencia no resultado dos experimentos, e
portanto padronizou-se a solugao de indculo a ser utilizada, a fim de assegurar a
reprodutibilidade dos ensaios. Inicialmente preparou-se a escala de 0,5 de Mc
Farland segundo BIER (1981). Para isso, adicionou-se 0,5 mL de cloreto de bario
a 1% em 99,5 mL de acido sulfurico a 1%. Em seguida transferiu-se 2 mL dessa
suspensao para uma cubeta espectrofotométrica. Para calibrar a transmitancia a
100% em um espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 530 nm, utilizou-
se agua destilada. Em seguida colocou-se a suspensdo de 0,5 de Mc Farland
(1,5x108 CFU/mL), obtendo a transmitancia de 88%. Todas as suspensbes
bacterianas foram ajustadas na mesma transmitancia.

Posteriormente, cada orificio da microplaca recebeu um determinado
volume de indculo, meio de cultura liquido e as solugdes das amostras em
concentragdes finais que variaram de 20 a 400 pg/mL, sendo o volume final de

100 pL. Um orificio foi utilizado como controle do crescimento dos microrganismos
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no meio e outro orificio apenas com o meio liquido, livre de agentes
antimicrobianos, foi usado para assegurar a esterilidade do meio. Logo apdés a
micropipetagem, as microplacas foram tampadas e incubadas a 35°C por 24
horas, sem agitagcao. Terminado o periodo de incubagao, foram adicionados em
cada orificio das microplacas, 30 pL de resazurina a 0,02% em solugdo aquosa
esterilizada e apds alguns minutos a leitura foi realizada. A resazurina facilita
verificar a presenca de crescimento microbiano, a coloragao azul indica auséncia
de crescimento microbiano, enquanto a cor vermelha indica a presenca de células
viaveis em crescimento. Dessa maneira foi possivel determinar a menor
concentracado de cada amostra capaz de inibir o crescimento dos microrganismos
indicadores diluidos.

Um resumo da metodologia empregada no ensaio bioldgico esta
representado na FIGURA 4.7 (pg 164).

PREPARO DA AMOSTRA I PREPARO DO INOCULO I

-
DILUENTE oy ] = AMOSTRA TS~ CULTURADE
g §25 ul 1mg 3 @ e 24 HORAS
SOLUBILIZACAO  sALTNA --g= " DENSIDADE DO
INGCULO
125 ul @ 1875 uL 1000 uL
= MEIO LiQUIDO &3> 2000 uL
SOLUCAO MAE :\ saznall CALDO
g ™. CONCENTRACGES : g
400.50 "
e DISTRIBUICAO

" DAS AMOSTRAS

Incubar | -. REVELADOR - RESAZURINA
por 24 horas

NAO INIBIU O CRESCIMENTO - ?

BACTERIANO DETERMINACAO DA CIM I
INIBI(.‘AO DO CRESCIMENTO -

BACTERTIANO

FIGURA 4.7: Metodologia do ensaio bioldgico
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4.2.2 Resultados e Discussao

O solvente DMSO, utilizado como controle negativo na técnica de
microdiluicdo em caldo, ndo apresentou atividade antimicrobiana frente a todos os
microrganismos testados. A clorexidina, utilizada como controle positivo, foi capaz
de inibir o crescimento de todas as bactérias em baixas concentragdes,
demonstrando a efetividade da técnica.

Os valores de CIM foram determinados em ftriplicata pela leitura
visual apos revelagdo com resazurina, a qual € um indicador de oxido-redugao
que tem sido utilizado para avaliar a viabilidade de células microbianas
(MONTEJANO et al.,, 2005). A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-
oxido) de cor azul é reduzida na presenga de células viaveis a resofurina,
substancia de coloracdo vermelha (PALOMINO et al., 2002).

4.2.2.1- Extratos de H. oreadica

Os resultados da CIM do extrato hexanico (EHTSHB), do extrato
diclorometano (EDTSHB) de H. oreadica e do controle positivo sdo apresentados
na TABELA 4.6 (pg 165).

TABELA 4.6: CIM dos extratos ensaiados (ug/mL)

Microrganismos EHTSHB | EDTSHB clorexidina
S. mitis 300 >400 0,3688
S. mutans 300 >400 0,0922
S. sobrinus 300 >400 0,0922
S. sanguinis 200 >400 0,3688
S. salivarius 200 300 0,0922
Lactobacillus casei 400 >400 0,0922
Enterococcus faecalis > 400 > 400 0,3688
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Nas concentragdes de 200 a 300 ug/mL, o extrato hexénico
apresentou atividade frente a maioria dos patdgenos bucais testados, exceto para
E. faecalis e L. casei. Os microrganismos mais sensiveis ao extrato foram S.
salivarius e S. sanguinis (concentracao do extrato= 200 pyg/mL).

O extrato diclorometano apresentou atividade em concentragdes
maiores que o extrato hexanico, como evidenciado pelos valores de CIM. Para
alguns microrganismos este extrato ndo exibiu atividade interessante, com valores
de CIM maiores que 400 ug/mL.

O fato do extrato hexénico ter sido mais ativo frente aos
microrganismos, pode ser explicado pela presenga de compostos lipofilicos,
principalmente acidos graxos, que sao os constituintes majoritarios deste extrato.
Lipofilicidade esta intimamente ligada a permeacgao através da camada lipidica
das bactérias (TOKUYAMA et al. 2001). Entretanto, o efeito destes constituintes
sdo potencializados por efeitos de sinergismo e aditivo de outros constituintes

quimicos minoritarios presentes também no extrato.

4.2.2.2- Substancias isoladas de H. oreadica

O efeito das substancias quimicas isoladas de H. oreadica no

crescimento dos patdgenos bucais estdo mostradas na TABELA 4.7, 4.8 e 4.9

(pgs 166 a 167).

TABELA 4.7: CIM dos derivados do acido diidrocinamico (ug/mL)

Microrganismos | DAD 01 DAD 02 DAD 03 DAD 04 | clorexidina
S. salivarius 300 300 400 400 0,0922
S. sanguinis > 400 > 400 > 400 > 400 0,3688

S. mitis > 400 > 400 > 400 > 400 0,3688
S. mutans > 400 > 400 > 400 > 400 0,0922
S. sobrinus > 400 > 400 > 400 > 400 0,0922
L. casei > 400 > 400 > 400 > 400 0,0922
E. faecalis > 400 > 400 > 400 > 400 0,3688
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TABELA 4.8: CIM dos limonodides (ug/mL)

Microrganismos guianina | hortiolida hortiolida | hortiolida clorexidina
(13) c D E (14)
S. salivarius > 400 400 400 > 400 0,0922
S. sanguinis > 400 > 400 400 400 0,3688
S. mitis 300 > 400 > 400 > 400 0,3688
S. mutans 400 > 400 > 400 > 400 0,0922
S. sobrinus 300 > 400 > 400 > 400 0,0922
L. casei 200 > 400 > 400 > 400 0,0922
E. faecalis > 400 > 400 > 400 > 400 0,3688
TABELA 4.9: CIM dos alcaléides (ug/mL)
Microrganismos rutaecarpina (09) | dictamina (11) clorexidina

S. salivarius > 400 > 400 0,0922

S. sanguinis 400 400 0,3688

S. mitis >400 > 400 0,3688

S. mutans > 400 400 0,0922

S. sobrinus > 400 > 400 0,0922

L. casei > 400 100 0,0922

E. faecalis > 400 > 400 0,3688

Os valores similares de CIM atribuidos aos derivados do acido
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diidrocinamico sado possivelmente explicados pela semelhanga das estruturas
quimicas, que apresentam diferengas apenas na posicdo da metoxila e na funcéo
acido ou éster da cadeia lateral, mantendo seu esqueleto basico intacto. Em
relacdo ao limondides avaliados, guianina (13) apresentou o mais alto nivel de
inibicdo quando comparado aos demais limondides. A presenca de duas funcbes
éster na molécula pode ter contribuido para a atividade inibitéria deste limondide.
Os alcaléides rutaecarpina (09) e dictamina (11), embora com estruturas quimicas
muito diferentes, apresentaram valores de CIM semelhantes, exceto para o

patdgeno L. casei, em que dictamina mostrou maior atividade inibitéria.
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4.2.2.3- Substancias Quinolindnicas Sintéticas

Os valores de CIM para as substancias quinolinénicas sintéticas sao
mostrados na TABELA 4.10 (pg 168).

TABELA 4.10: CIM das substancias quinolindnicas sintéticas (ug/mL)

Microrganismos S2 S4 S5 S6 clorexidina
S. salivarius 400 > 400 > 400 > 400 0,0922
S. sanguinis > 400 400 400 400 0,3688

S. mitis > 400 > 400 > 400 > 400 0,3688
S. mutans > 400 > 400 > 400 > 400 0,0922
S. sobrinus > 400 > 400 > 400 > 400 0,0922

L. casei > 400 400 > 400 > 400 0,0922
E. faecalis >400 | >400 > 400 > 400 0,3688

Ao se analisar as estruturas sintéticas, percebe-se que a substancia
2-metil-4-quinolona (S5) é a molécula padrao na qual foram realizadas reacdes
para introduzir substituintes diferentes. Ao se ensaiar estas substancias, o
objetivo foi averiguar a atividade antibacteriana das mesmas e verificar se os
substituintes presentes aumentaria ou diminuiria a atividade. Entretanto, a analise
dos resultados obtidos, apresentados na tabela acima, mostra que as substancias
em questdo apresentaram atividades antibacteriana similares frente a todos os
microrganismos testados, com a maioria dos valores de CIM sendo superior a 400
pg/mL. Porém, comparando as estruturas e resultados, percebe-se que a
substancia 2-metil-5,7-dimetoxi-4-quinolona (S4) foi a mais efetiva dentre todas,
inibindo o crescimento de dois microrganismos, S. sanguinis e L. casei. Este
resultado sugere que a presenca de dois grupos polares no anel aromatico &
benéfico para a atividade antimicrobiana.

A partir destes resultados pode-se determinar a CIM de algumas
substancias frente a determinados patdégenos (FIGURA 4.8 , pgs 169 a 171),
sendo que para outros patdgenos certas substancias apresentaram potencial de
inibicdo acima de 400 pg/mL, ndo sendo interessante entdo ensaios adicionais em

uma faixa de concentragao maior, como por exemplo de 400 a 800 ug/mL, para a
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determinacao exata da CIM, pois 0 que se busca numa substancia é eficacia em

inibir um microrganismo a concentragdes cada vez menores.
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S. salivarius — CIM: 300 ug/mL
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S. salivarius — CIM: 400 pg/mL
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FIGURA 4.8: CIM das substancias ensaiadas frente a patégenos bucais

169



Ensaios Biolbgicos

GUIANINA (13) HORTIOLIDA C

S. mitis — CIM: 300 pg/mL S. salivarius — CIM: 400 pg/mL

S. mutans — CIM: 400 pg/mL
S. sobrinus — CIM: 300 ug/mL
L. casei — CIM: 200 pg/mL

HORTIOLIDA D HORTIOLIDA E (14)

S. salivarius — CIM: 400 pg/mL S. sanguinis — CIM: 400 ug/mL
S. sanguinis — CIM: 400 pg/mL

FIGURA 4.8: CIM das substancias ensaiadas frente a patégenos bucais

(continuagao)
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FIGURA 4.8: CIM das substancias ensaiadas frente a patégenos bucais

(continuagao)
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4.3- ENSAIOS BACTERICIDAS FRENTE A PATOGENOS DE
ORIGEM ALIMENTAR

Os ensaios biolégicos foram realizados na Universidade de Franca
(UNIFRAN), com a colaboragao do professor Dr. Carlos Henrique Gomes Martins.
As seguintes cepas padrdes da ATCC (American Type Culture Collection) foram
utilizadas: Vibrio cholerae (ATCC 9458), Salmonella choleraesuis (ATCC 10708) e
Bacillus cereus (ATCC 14579).

4.3.1- Procedimento Experimental

4.3.1.1- Substancias Ensaiadas Frente a Patégenos de Origem

Alimentar

Os ensaios frente a patdgenos de origem alimentar foram realizados
utilizando-se uma substancia isolada de H. oreadica, o limondide guianina; um
policetideo isolado de um fungo patogénico, a lasiodiplodina , e quatro
substancias quinolinénicas sintéticas, sendo 2-metil-6-fluor-4-quinolona (S2), 2-
metil-5,7-dimetoxi-4-quinolona (S4), 2-metil-4-quinolona (S5) e 2-metil-7-hidroxi-4-
quinolona (S6) (FIGURA 4.9, pgs 172 a 173).

OCH; O CH;

GUIANINA (13) LASIODIPLODINA

FIGURA 4.9: Estruturas das substancias ensaiadas frente a patogénos de origem

alimentar
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o [
| CH, HO ril CH,
H H
2-METIL-4-QUINOLONA (S5) 2-METIL-7-HIDROXI-4-QUINOLONA (S6)

FIGURA 4.9: Estruturas das substancias ensaiadas frente a patogénos de origem

alimentar (continuacao)

4.3.1.2 Metodologia dos Ensaios frente a Patéogenos de

Origem Alimentar

O procedimento para determinar a CIM dos patégenos de origem
alimentar foi o mesmo utilizado para patégenos bucais, ou seja, utilizou-se a
técnica de diluicdo em caldo em microplacas de 96 pocgos. Entretanto, ao invés de
utilizar a clorexidina como controle positivo, utilizou-se a gentamicina para Vibrio
cholerae e Salmonella choleraesuis e a vancomicina para Bacillus cereus,
utilizando um procedimento experimental semelhante ao da clorexidina para

prepara-las.
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4.3.2- Resultados e Discussao

Assim como para os patégenos bucais, o solvente DMSO utilizado
como controle negativo ndo apresentou atividade antimicrobiana frente aos
microrganismos testados.

Em relagdo aos controles positivos, a gentamicina inibiu o
crescimento das bactérias em baixas concentragdes, sendo 0,3688 pg/mL para V.
cholerae e 1,475 ug/mL para S. choleraesuis e a vancomicina inibiu o crescimento
de Bacillus cereus na concentragao de 0,0922 ug/mL, demonstrando a efetividade
da técnica.

Os valores de CIM foram determinados em ftriplicata pela leitura
visual, apods revelagdo com 30 uL de solugéo de resazurina. A FIGURA 4.10 (pg
174) ilustra uma microplaca contendo duas das substancias ensaiadas e o
patdégeno B. cereus. A coloragdo rosa indica que nao houve inibicdo da bactéria e

a coloragao azul indica inibigdo do crescimento de bactéria.

SUBSTANCIAS
ENSAIADAS

CONTROLE
POSITIVO

CONTROLE
NEGATIVO

MEIO INOCULO
LiQuiDo

FIGURA 4.10: Microplaca apos revelagédo com resazurina
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Os resultados da CIM das substancias ensaiadas e dos controles
positivos s&o apresentados nas TABELAS 4.11,4.12 e 4.13 (pg 175).

TABELA 4.11: CIM das substancias ensaiadas frente a V. cholerae (ug/mL)

Substancias V. cholerae
(gentamicina 0,3688)

guianina (13) > 400
lasiodiplodina 200

S2 300

34 > 400

S5 > 400

S6 > 400

Tabela 4.12: CIM das substancias ensaiadas frente a S. choleraesuis (ug/mL)

Substancias S. choleraesuis
(gentamicina 1,475)

guianina (13) > 400
lasiodiplodina 200

S2 400

S4 300

S5 > 400
S6 > 400

TABELA 4.13: CIM das substancias ensaiadas frente a B. cereus (ug/mL)

Substancias B cereus
(vancomicina 0,0922)

guianina (13) > 400
lasiodiplodina 400

S2 > 400

34 > 400

S5 > 400

S6 400
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Portanto, com este experimento determinou-se a CIM de
determinadas substancias (FIGURA 4.11, pg 176).

OCH; O CH; |°
F
° |
H ril CH,
H
LASIODIPLODINA 2-METIL-6-FLUOR-4-QUINOLONA (S2)
V. cholerae — CIM: 200 pg/mL V. cholerae — CIM: 300 pg/mL
S. choleraesuis — CIM: 400 pg/mL S. choleraesuis — CIM: 400 pg/mL

B. cereus — CIM: 400 pg/mL

OCH; O |°
CH,0 N CH;, HO fil CH;
\ H

2-METIL-5,7-DIMETOXI-4-QUINOLONA (S4) 2-METIL-7-HIDROXI-4-QUINOLONA (S6)

S. choleraesuis — CIM: 300 pug/Mi B. cereus — CIM: 400 pg/mL
FIGURA 4.11: CIM da lasiodiplodina, 2-metil-6-fluor-4-quinolona (S2), 2-metil-5,7-

dimetoxi-4-quinolona (S4) e 2-metil-7-hidroxi-4-quinolona (S6) frente a patégenos

de origem alimentar

176



Ensaios Biolbgicos

De acordo com os valores de CIM, nota-se que a lasiodiplodina foi a
substancia mais eficaz dentre todas as ensaiadas frente aos patégenos de origem
alimentar, sendo que a melhor CIM obtida foi para V. cholerae (200 pg/mL).
Possivelmente, uma justificativa que confere a esta substancia maior atividade
que as demais, € o fato de ela ser um metabdlito isolado de fungo. Estudos
relatam que fungos produzem substancias potencialmente capazes de inibir o
crescimento de outros microrganismos.

Em contraste com o que ocorre para os patdégenos bucais, 0
limondide guianina (13) isolado de H. oreadica, ndo apresentou resultados
interessantes frente as bactérias ensaiadas, sendo que os valores de CIM foram
maiores que 400 pg/mL.

Para as substancias quinolindnicas sintéticas, o melhor valor de CIM
foi atribuido as substancias 2-metil-6-fluor-4-quinolona (S2) e 2-metil-5,7-dimetoxi-
4-quinolona (S4) (CIM= 300 jg/mL). A substancia 2-metil-5,7-dimetoxi-4-
quinolona (S4) destacou-se também para os patégenos bucais S. sanguinis e L.
casei (CIM= 400 pg/mL), como apresentado anteriormente. Estes resultados
reforcam o fato que a presenca de grupos polares no anel aromatico, como
metoxilas, possivelmente contribui para a atividade antimicrobiana.

Verificou-se que para algumas substancias a concentragao de
inibicao é superior a 400 ug/mL, n&o sendo interessante portanto realizar ensaios
adicionais com uma faixa de concentragdo mais ampla como por exemplo de 400
a 800 ug/mL para determinar a CIM exata, pois 0 que se busca neste ensaio é
encontrar substancias com CIM cada vez menores, ou seja, compostos com
potenciais elevados de inibi¢cao frente a patdégenos de origem alimentar.

As substancias que proporcionaram a determinacdo da CIM com
valores entre 100 e 300 pg/mL em ensaios com patégenos bucais ou de origem
alimentar, serdo selecionadas para dar continuidade aos estudos realizando
modificagbes estruturais nas mesmas ou entdo buscando novos modelos
moleculares similares aos ja ensaios, visando a descoberta de compostos com

alto potencial antibacteriano frente a estes microrganismos.
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Conclusao

O estudo fitoquimico das espécies de H. oreadica, H. brasiliana e H.
superba proporcionou o isolamento e identificagdo de 15 metabdlitos secundarios
sendo seis derivados do acido diidrocinamico {acido 3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3’,4’-
0:57,67)-2",2”-dimetilpirano]propiénico 01, 3-fenil-[2’-metoxi-(3’,4’-0:5”,6”)-2",2"-
dimetilpirano]propionato de metila 02, 3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3’,4’-0:5”,67)-2",2"-
dimetilpirano]propionato de metila 03, 3-fenil-[2’,5’-dimetoxi-(3’,4’-0:5”,6")-2",2"-
dimetilpirano]propionato de metila 04, a mistura de 01 e o acido 3-feni|-[2’-metoxi-
(3,4-0:5 6 )-2,2 -dimetilpirano]propidnico 05, acido 3-fenil-[2’,5'-dimetoxi-(3’,4"-
0:5”,6”)-2",2”-dimetilpirano]propiénico 06}; a mistura de 03 e a cumarina 5-
metoxiseselina 07; um derivado do acido cinamico [acido 3,4-dimetoxi-a(3-hidroxi-
4-carbometoxifenil)cindmico 08]; quatro alcaldides, sendo dois do tipo B-
indoloquinazolinicos (rutaecarpina 09 e 7,8-desidrorutaecarpina 10), um
quinolinico (dictamina 11) e um 2-quinolénico (N-metilflindersina 12) e trés
limondides ( guianina 13, hortiolida E 14 e hortiolida G 15). Segundo o estudo
fitoquimico realizado, os derivados do acido diidrocindmico estdo presentes
preferencialmente nas espécies H. oreadica e H. brasiliana, enquanto que o
alcaldide do tipo B-indoloquinazolinico rutaecarpina esta presente em todas as
espécies estudadas. A guianina, primeiro limondide descrito em literatura para o
género Hortia, foi isolado apenas dos extratos de H. oreadica; ja o limondide
hortiolida E foi encontrado tanto em H. superba como em H. oreadica, sendo
inédito para esta ultima espécie. Como mencionado no capitulo 3, ainda nao é
possivel propor a classificagcdo correta do género Hortia dentro da familia
Rutaceae, pois faz-se necessario o estudo de todos os extratos do género para
entdo concluir melhor sobre o seu exato posicionamento quimiossistematico.

Os ensaios biologicos frente a bactéria X. fastidiosa, agente causal
da CVC, possibilitou a determinagdo da CIM de algumas classes de substancias
naturais bem como de uma série sintética, as quais ainda nao haviam sido
ensaiadas. As substancias com maior potencial inibitério foram as quinolinénicas
sintéticas 2-metil-6-fluor-4-quinolona (S2) e 2-metil-5-metoxi-7-hidroxi-4-quinolona
(S4) e o alcaléide rutaecarpina, com CIMs entre 0,5 e 1,0 mg/mL. Desta forma,
este trabalho indicou novas perspectivas para o controle da CVC até entdo nao
utilizadas, como a inibicado direta e ecologicamente correta do microrganismo

causal da doenca a partir de produtos naturais e derivados dos mesmos.
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A investigacdo do potencial antimicrobiano de extratos e substancias
isoladas de Hortia bem como substancias sintéticas permitiu a determinacio da
CIM frente a alguns patdégenos bucais. Dentre os extratos testados, o extrato
hexanico foi o mais promissor frente as cepas ensaiadas. Todas as substancias
naturais ensaiadas apresentaram atividade inibitoria frente a pelo menos um
microrganismo. Os melhores valores de CIM foram obtidos para o limondide
guianina e o alcaléide dictamina, sendo 200 e 100 pg/mL respectivamente, frente
ao patégeno L. casei. O patogeno E. faecalis foi o que apresentou maior
resisténcia, ndo sendo inibido na faixa de concentracdo ensaiada por nenhuma
substancia. Entre as substancias sintéticas, a 2-metil-5,7-dimetoxi-4-quinolona
(S4) foi a mais efetiva, inibindo o crescimento dos microrganismos S. sanguinis e
L. casei em 400 ug/mL.

Os ensaios frente a patégenos de origem alimentar revelaram que
as substancias lasiodiplodina, 2-metil-6-fluor-4-quinolona (S2) e 2-metil-5,7-
dimetoxi-4-quinolona (S4) foram as mais eficazes dentre todas as ensaiadas. Ja o
limondide guianina nao apresentou resultados interessantes frente as bactérias
ensaiadas, sendo que os valores de concentracao inibitdria foram maiores que
400 pg/mL.

Como conclusao geral dos ensaios realizados com patégenos e
fitopatégeno, observa-se que bactérias resistentes a antibidticos continuam
emergindo rapidamente, constituindo um problema de elevada significAncia no
Brasil. Assim, plantas nativas, produtos naturais e substancias sintéticas com
propriedades antibacterianas constituem uma importante e valiosa fonte na

descoberta de novos produtos com potencial antimicrobiano.
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