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RESUMO

ESTUDO QUIMIOSSISTEMATICO DE ESPECIES DE HORTIA (RUTACEAE) E
BUSCA DE FUNGICIDAS A Guignardia citricarpa — A classificacdo do género Hortia
dentro da familia Rutaceae € duvidosa. Hortia, que ja foi posicionada em Cusparieae
por De Candolle em 1824, na mais recente classificagcdo morfologica de Engler em
1931 pertence a Toddalieae. Mais recentemente da Silva e colaboradores voltam a
propor Hortia em Cusparieae. Contudo, o estudo fitoquimico das espécies do género
Hortia ainda ndo permitem classifica-la corretamente dentro da familia. Desta forma,
o estudo fitoquimico de Hortia descrito neste trabalho, visa contribuir com a
quimiossistematica da familia Rutaceae e também com a melhor classificagdo do
género dentro da mesma. O estudo das espécies H. oreadica, H. brasiliana e H.
superba levou ao isolamento e identificacdo de 11 substancias, sendo os alcaldides
N-metil-4-metoxi-2-quinolona (01), integriquinolona (02), inédita no género Hortia e a
rutaecarpina (03), as cumarinas escoparona (04), xantotoxina (05), sendo estas
descritas pela primeira vez na espécie H. superba, isopimpenilina (06), inédita no
género Hortia, 5-cloro-8-metoxi-furanocumarina (07), inédita na literatura, prangol
(08) e heraclenol (09), e os flavondides isosakuranetina (10) e neoponcirina (11),
sendo este Ultimo inédito no género Hortia. A presenca de metabdlitos como
alcal6ides, cumarinas e flavondides vém a confirmar que Hortia pertence a familia
Rutaceae, embora ndo esteja claro seu exato posicionamento dentro da mesma.
Alguns dos compostos isolados foram avaliados frente a inibicdo do
desenvolvimento de Guignardia citricarpa, seguindo duas metodologias de ensaios
de inibicdo, uma baseada no ensaio de inibicdo de G. citricarpa in vitro frente ao
crescimento micelial, pelo método de incorporacdo ao meio de cultura e a outra,
baseada no ensaio de inibicdo de G. citricarpa in vitro frente a germinacdo de
esporos e formacdo de apressorios, pelo método de germinacdo de esporos em
placa de poliestireno. Foram submetidas a ambos 0s ensaios de inibicdo as
substancias: N-metil-4-metoxi-2-quinolona, escoparona, prangol e isosakuranetina,
as quais foram avaliadas quanto sua atividade antifingica, porém a primeira
metodologia avaliou a inibicdo apenas da formacdo de micélios, e estes ndo estdo
envolvidos diretamente com o processo de infeccdo das plantas, jA a segunda
metodologia avaliou a inibicdo de estruturas reprodutivas do microrganismo (0s

esporos), responsavel pelo processo de infeccdo. Foram calculadas as médias de

XV



crescimento micelial para todas as substancias testadas, revelando o alcaléide N-
metil-4-metoxi-2-quinolona (100 pg.mL™") como o mais eficaz dentre todas as
substancias ensaiadas. Quanto a inibicdo frente a germinacdo de esporos e
formacdo de apressorios, os resultados foram bastante satisfatérios, a cumarina
escoparona (100 pg.mL™) apresentou inibicdo de 96% para a germinacdo de
esporos e 99% para a formacdo de apressorios, o alcaldide N-metil-4-metoxi-2-
quinolona (100 pg.mL™) com 83% e 91%, e o flavondide isosakuranetina (100
nug.mL™?) com 71,4% e 80%, respectivamente. Portanto, a partir deste trabalho
verificou-se que alguns produtos naturais com potencial antifiangico revelaram
importantes fontes na descoberta de novos produtos livres de toxicidade e eficaz

como fungicida.
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ABSTRACT

CHEMOSYSTEMATIC STUDY OF SPECIES OF HORTIA (RUTACEAE) AND
SEARCH OF FUNGICIDES TO Guignardia citricarpa - The classification of the Hortia
genus, belonging to the Rutaceae, is ambiguous. Hortia, which has been placed in
Cusparieae by De Candolle in 1824, in the most recent morphological classification
of Engler in 1931 it belongs to Toddalieae. More recently, Silva and colleagues
classified again Hortia in Cusparieae. However, the phytochemical study of the
species from Hortia genus still not allow classify correctly it inside the family. Thus,
the phytochemical study of Hortia described in this paper 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 to the isolation and identification of 11 substances, the alkaloids N-methyl-4-
methoxy-quinolin-2-one (01), integriquinolone (02), new in the genus Hortia,
rutaecarpine (03), the coumarins scoparone (04) xanthotoxin (05), which were first
described in the species H. superba, isopimpinellin (06), new in the genus Hortia, 5-
chloro-8-methoxy-furanocoumarin (07), new in the literature, prangol (08) and
heraclenol (09), and the flavonoids isosakuranetin (10) and neoponcirin (11), the
latter being new in the genus Hortia. The presence of metabolites such as alkaloids,
coumarins and flavonoids confirm that Hortia belongs to the Rutaceae family, even
so are not clear its accurate positioning. Some of the isolated compounds were
tested against the inhibition of Guignardia citricarpa following two methods of
inhibition assays. One based on inhibition of G. citricarpa in vitro against growth
mycelial, by the method of incorporation into the culture medium. The other based on
the inhibition test to G. citricarpa in vitro on spore germination and appressorium
formation by the method of germination of spores on plates of polystyrene. The first
methodology only evaluated the inhibition of the formation of mycelia and it is not
directly involved in the infection process of plants, already the second one evaluated
the inhibition of reproductive structures of microorganisms (spores), responsible for
the infection process. The average growth mycelial for all substances tested revealed
the alkaloid N-methyl-4-methoxy-2-quinolin-2-one (100 pg.mL™) as the most effective
among all the substances tested. As the inhibition front of spore germination and
appressorium formation, the results were quite satisfactory, the coumarin scoparone

(100 pg.mL™) showed 96% of inhibition spore germination and 99% for the formation
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of appressorium, the alkaloid N-methyl-4-methoxy-2-quinolin-2-one (100 pg.mL™)
with 83% and 91%, and the flavonoid isosakuranetin (100 pg.mL™) with 71,4% and
80%, respectively. Therefore, from this study it was found that some natural products
with antifungal activity revealed important sources in the discovery of new products
free of toxicity and effective as a fungicide.
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1- INTRODUCAO
1.1- Familia Rutaceae

A familia Rutaceae € pertencente a ordem Sapindales (APG, 2003) e
constitui 0 maior grupo pertencente a esta ordem, a qual compreende cerca de 160
géneros e 1900 espécies com grande diversidade de caracteristicas morfologicas e
de distribuicdo mundial (GROPPO, 2008). No Brasil o centro de diversidade é a
floresta amazonica e a mata atlantica, onde sao citadas aproximadamente 200
espécies (ALBUQUERQUE, 1976).

Do ponto de vista quimico, a familia Rutaceae é caracterizada por
apresentar uma ampla variedade de metabdlitos secundéarios dentre diversas
classes, entre eles podem-se destacar os alcalbides, especialmente os derivados do
acido antranilico, as cumarinas, as lignanas, os flavonoides, os terpenoides e 0s
limonodides (WATERMAN, 1999). Com isso, esta familia & rica em compostos
guimicos bioativos que apresentam inumeras atividades bioldgicas, como:
antimicrobiana, inseticida, herbicida e antifUngica. E assim, este grande potencial
desperta para o estudo fitoquimico, visando principios ativos para diversas
atividades bioldgicas de grande interesse.

Devido a grande diversidade de géneros relatados para a familia
Rutaceae, ha diversos estudos de filogenia e quimiossistematica para a classificacao
taxonémica destes géneros, sendo que ainda existem controvérsias sobre o
posicionamento taxondmico de alguns géneros, estimulando o estudo de espécies
ainda nao investigadas.

A classificacdo da familia Rutaceae gerou contradicbes entre o0s
antigos botanicos e o ponto de vista quimiossistematico é de grande importancia
para a classificacdo botanica. Assim, o estudo quimiossistematico da familia
Rutaceae é estudado e revisado com base em varios metabolitos secundarios e
suas derivacdes biossintéticas a partir de estudos fitoquimicos (SILVA et al, 1988).
Neste contexto, foi inserido neste trabalho o estudo quimiossistematico de espécies
do género Hortia e uma consequente contribuicdo a quimiossistematica da familia

Rutaceae.
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1.2 - O género Hortia e sua Quimiossistematica

FIGURA 1.1: Espécies de (a) Hortia brasiliana e (b) Hortia oreadica
(Fonte: FLICK, 2010)

Hortia € um género neotropical pertencente a familia Rutaceae e é
composto de 10 espécies, distribuidas desde o Panama e norte da América do Sul
(em especial a Amazonia) até o centro leste do Brasil. Vandelli em 1788 descreveu
Hortia de uma maneira muito sucinta, o que deu margem a confusdes na tipificacéo
do género. Devido a este erro de interpretacéo por parte dos autores mais antigos, o
género permaneceu sem descricdo formal o que acarretou confusdo na aplicacéo
dos nomes H. arborea Engl. e H. brasiliana Vand. Ex DC (GROPPO, 2004). A
mesma espécie foi classificada erroneamente por autores distintos como sendo duas
espécies diferentes, H. arborea e H. brasiliana. Devido a similaridade morfoldgica,
um terceiro espécimen foi classificado como sendo H. brasiliana, porém desta vez
tratava-se de uma nova espécie. Em recente trabalho publicado no qual foram
utilizadas técnicas de andlise macromoleculares, esta problematica foi sanada por
Groppo e colaboradores. Assim os autores propuseram que H. arborea e H.
brasiliana sdo sinonimeas e que o0 terceiro espécimen classificado como H.
brasiliana seria entdo chamada de H. oreadica Groppo, Kallunki & Pirani. Desta
forma, H. oreadica foi por muito tempo conhecida na literatura como H. brasiliana
Vand. Ex DC. (GROPPO et. al., 2005).

Segundo a classificacdo taxonémica do género Hortia (TABELA 1.1),

ela é tradicionalmente incluida na subfamilia Toddalioideae e subtribo Toddaliinae.
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TABELA 1.1: Classificagao taxondmica do género Hortia, (ENGLER, 1931).

Classificagao taxondmica

Reino: Plantae
Divisao: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Sapindales
Familia: Rutaceae
Subfamilia: Toddalioideae
Tribo: Toddalieae
Subtribo: Toddaliinae

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 modificagbes taxondmicas, tornando a
familia Rutaceae um pouco mais abrangente e 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
& HOOKER, 1862). O sistema de Engler com as modificacdes de Scholz é o mais
aceito pelos botanicos atuais. Este é bastante semelhante aquele de Bentham &
Hooker, e também n&o esclarece a classificacdo de Hortia, mantendo-o em
Toddalieae (ENGLER, 1931; SCHOLZ, 1964). Apesar de esta proposta ser adotada
até hoje, dado de diversas fontes tém mostrado que a divisdo das subfamilias de
Engler (1931) ¢€ artificial, especialmente quanto ao reconhecimento de
Toddalioideae.

A similaridade quimica entre as subfamilias Rutoideae e Toddalioideae
€ tdo pronunciada que levou da Silva et al. a uni-las em uma Unica subfamilia,
Rutoideae, subdividindo-a em 17 tribos (DA SILVA et al.,1988). Os géneros
americanos de Toddalioideae vieram a constituir trés tribos dentro de Rutoideae e
Hortia foi re-posicionada em Cusparieae como fez anteriormente De Candolle.
Porém, as justificativas para isto ndo foram novamente convincentes, mostrando que
os dados quimicos revelam a mesma dificuldade para o posicionamento de Hortia. A
Unica justificativa plausivel para re-classificd-la seria que Hortia é 0 Unico
representante americano na subtribo Toddaliinae. Na classificacdo de Silva et. al.,

Cuspariea (tribo informal “Cusparia®) engloba, além de Hortia, o género Galipea,

3



Introducéo

também neotropical. Engler 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.

1.3 - Perfil Quimico do Género Hortia

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. 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. brasiliana (PACHTER et al., 1961; BRAGA,
2005; SEVERINO, 2008), H. oreadica (BRAGA, 2005; SEVERINO, 2008) e H.
superba (BRAGA, 2005; SEVERINO, 2008). Sao relatados para o0 género os
derivados do &cido diidrocinamico (TABELA 1.2), 1 derivado do &cido cinamico
(TABELA 1.3), alcalodides (furoquinolinicos, 2-quinolonas, piranoquinolonas e f-
indolopiridoquinazolinicos) (TABELA 1.4), cumarinas (simples, furanocumarinas,
piranocumarinas) (TABELA 1.5), terpenos (sesquiterpenos, triterpenos, limondides)
(TABELA 1.6), amidas, flavonéides (TABELA 1.7) e esteroides (TABELA 1.8).
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TABELA 1.2: Derivados do acido diidrocinamico isolados de Hortia.

Fonte

Referéncia

Composto
0
OCHjy
0 OCHjy
=
o}
OH
o OCHg
Pz

OCHj o)
OH

OCH

R

OCHg, o)

e

OCHj

OCHj

1- Hortia badinni

2- Hortia regia

3- Hortia colombiana
4- Hortia oreadica

5- Hortia brasiliana

1- Hortia regia
2- Hortia colombiana
3- Hortia oreadica

1- Hortia badinni
2- Hortia oreadica
3- Hortia brasiliana

1- Hortia badinni
2- Hortia colombiana
3- Hortia oreadica

1- Hortia colombiana
2- Hortia oreadica
3- Hortia brasiliana

1- CORREA et. al.,
1975 / CORREA et. al.,
1979

2- TINTO et. al., 1992
3- SUAREZ et. al.,
2002

4- BRAGA, 2005 /
SEVERINO, 2008

5- SEVERINO, 2008

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

3- BRAGA, 2005 /
SEVERINO, 2008

1- CORREA et. al,
1975 / CORREA et. al.,
1979

2- BRAGA, 2005 /
SEVERINO, 2008

3- SEVERINO, 2008

1- CORREA et. al,
1975 / CORREA et. al.,
1979

2- SUAREZ et. al.,
2002

3- BRAGA, 2005 /
SEVERINO, 2008

1- SUAREZ et. al,
2002

2- BRAGA, 2005 /
SEVERINO, 2008

3- SEVERINO, 2008
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o) OCHj

1- Hortia colombiana

1- Hortia colombiana
2- Hortia oreadica

1- Hortia badinni

1- Hortia badinni

1- Hortia badinni

1- Hortia badinni

1- SUAREZ et.

2002

1- SUAREZ et.

2002

2- SEVERINO, 2008

1- CORREA
1975

1- CORREA
1975

1- CORREA
1975

1- CORREA
1979

et.

et.

et.

et.

al.,

al.,

al.,

al.,

al.,

al.,
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1- CORREA et. al.,

OH 1- Hortia badinni
1979

0] OCHj,
=
o)
|
OH
1- Hortia brasiliana 1- BRAGA, 2005
CH30 o)
~

o)
CH;0 ”
OH
1- Hortia brasiliana 1- BRAGA, 2005
CH;0 0
NN
o)
OH
CH30 (0] . .
1- Hortia brasiliana 1- BRAGA, 2005
HO Jv
o)

TABELA 1.3: Derivado do acido cinamico isolado de Hortia.

Composto Fonte Referéncia
o)
Y OH
CHs0 — 1- Hortia 1- SEVERINO,
OCH, oreadica 2008
CH30 |
OH O
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TABELA 1.4: Alcaléides isolados de Hortia.

Composto

Fonte

Referéncia

B-indolopiridoquinazolinicos

MeO

1- Hortia arborea
2- Hortia badinni
3- Hortia longifolia

4- Hortia colombiana

5- Hortia regia

6- Hortia brasiliana
7- Hortia oreadica
8- Hortia superba

1- Hortia arborea
2- Hortia badinni
3- Hortia longifolia

4- Hortia colombiana

5- Hortia brasiliana
6- Hortia oreadica

1- Hortia arborea
2- Hortia brasiliana

1- Hortia arborea

1- PACHTER et. al., 1957 /
PACHTER et. al., 1960 /
FERRACIN, 1992

2- CORREA et. al., 1975
3- CORREA et. al., 1976
4- CUCA et. al., 1998

5- JACOBS, et. al., 1987

6, 7, 8 - BRAGA, 2005 /
SEVERINO, 2008

1- PACHTER et. al., 1957 /
PACHTER et. al., 1960

2- CORREA et. al., 1975

3- CORREA et. al., 1976

4- CUCA et. al., 1998

5- BRAGA, 2005

6- BRAGA, 2005 /
SEVERINO, 2008

1- PACHTER et. al., 1957 /
PACHTER et. al., 1960
2- PACHTER et. al., 1961

1- FERRACIN, 1992
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Furoquinolinicos

CH30 N O

1- Hortia arborea

2- Hortia longifélia
3- Hortia oreadica
4- Hortia superba

1- Hortia arborea
2- Hortia colombiana
3- Hortia oreadica

1- Hortia arborea

1- Hortia arborea

2- Hortia regia

3- Hortia longifolia
4- Hortia colombiana
5- Hortia brasiliana

1- Hortia oreadica

1- PACHTER et. al,
1960 / FERRACIN,
1992

2- CORREA et. al,
1976

3, 4- BRAGA, 2005 /
SEVERINO, 2008

1- PACHTER et. al.,
1960

2- CUCA et. al, 1998

3- BRAGA, 2005

1- PACHTER et. al,
1960

1- PACHTER et. al.,
1960 / FERRACIN,

1992
2- JACOBS, et. al.,
1987
3- CORREA et. al,
1976

4- CUCA et. al, 1998
5- BRAGA, 2005

1- BRAGA, 2005

2-Quinolona e piranoquinolonas

1- Hortia longifolia
2- Hortia arbérea
3- Hortia superba

1- CORREA et. al.,
1976

2- FERRACIN, 1992

3- BRAGA, 2005
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1- Hortia longifolia
2- Hortia superba

1- Hortia colombiana

1- Hortia colombiana

2- Hortia superba

1- Hortia colombiana

2- Hortia superba

1- Hortia superba

1- Hortia oreadica

1- PADUA, 1976
2- BRAGA, 2005

1- CUCA et. al, 1998

1- CUCA et. al, 1998
2- BRAGA, 2005

1- CUCA et. al, 1998
2-BRAGA, 2005
SEVERINO, 2008

1- BRAGA, 2005

1- BRAGA, 2005

10
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TABELA 1.5: Cumarinas isoladas de Hortia.

Composto Fonte Referéncia

Cumarinas simples

1- JACOBS, et. al,
1- Hortia regia 1987
CH30 XN 2- Hortia longifolia ~ 2- CORREA et. al.,
:@fl 3- Hortia arbérea 1976
CH3O0 o 0 4- Hortia oreadica ~ 3- FERRACIN, 1992
4- BRAGA, 2005

1- CORREA et. al,

1975
1- Hortia badinni

CH30 2- Hortia longifolia

2- CORREA et. al,
1976

1- Hortia arborea 1- FERRACIN, 1992

Piranocumarinas

1- MONACHE et. al,
1976

1- Hortia arborea

1- Hortia

, 1- SUAREZ et. al., 2002
colombiana

1- MONACHE et. al,
1976

1- Hortia arborea

11



Introducéo

1- MONACHE et. al,
1976

1- Hortia arborea

1- BRAGA, 2005 /
SEVERINO, 2008

1- Hortia oreadica

1- Hortia oreadica 1- BRAGA, 2005

Furanocumarinas

1- Hortia arborea 1- MONACHE et. al.,

1976
1- MONACHE et. al.,
74 S 1- Hortia arborea
Q 1977
o)

1- Hortia arborea 1- MONACHE et. al.,
1977

1- MONACHE et. al,

\ .
1- Hortia arborea
N 4 1977

12
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AN
7

N
o o~ o

OCH,
AN

74

N~
o o Yo

AN
74
N
o 0" o
AN
74
N
O o Yo
o)
Ho;ﬁ
OH

1- Hortia arborea

1- Hortia arborea

1- Hortia oreadica

1- Hortia oreadica

1- Hortia oreadica

1- Hortia superba

1- Hortia superba

1- MONACHE et. al,
1977

1- MONACHE et. al,
1977

1- BRAGA, 2005

1- BRAGA, 2005

1- BRAGA, 2005

1- BRAGA, 2005

1- BRAGA, 2005
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TABELA 1.6: Terpendides isolados de Hortia.

Compostos Fonte

Referéncia

Sesquiterpenos

1- Hortia colombiana

1- Hortia colombiana

N ~ _COOCH _ _
OH 1- Hortia regia

OH

1- SUAREZ et.

2002

1- SUAREZ et.

2002

1- JACOBS, et.

1987

al.,

al.,

al.,

Triterpenos (identificados em mistura)

1- Hortia arborea

1- Hortia arborea

1- FERRACIN, 1992

1- FERRACIN, 1992

14
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1- Hortia arborea

1- FERRACIN, 1992

Limondides

1- Hortia colombiana

1- Hortia colombiana

1- Hortia regia
2- Hortia oreadica

1- SUAREZ et. al,
1998 / SUAREZ et.
al., 2002

1- SUAREZ et. al,
2002

1- JACOBS et. al,
1986

2- BRAGA, 2005 /
SEVERINO, 2008

15



Introducéo

1- Hortia oreadica

1- Hortia oreadica

1- Hortia superba
2- Hortia oreadica

1- Hortia oreadica

1- Hortia oreadica

1- BRAGA, 2005

1- BRAGA, 2005

1- BRAGA, 2005 /
SEVERINO, 2008
2- SEVERINO, 2008

1- BRAGA, 2005

1- SEVERINO, 2008
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TABELA 1.7: Flavonéides e amidas isolados de Hortia.

Composto Fonte Referéncia
Flavonoides
1-  PADUA,
1- Hortia longifolia 1976
. 1- BRAGA,
1- Hortia superba
2005
. 1- BRAGA,
1- Hortia superba
2005
Amidas
|
O N
\/\@ /\/K 1- Hortia regia 1- TINTO et
o = g al., 1992
I
N\/K/
I : : 1- SUAREZ
0 1- Hortia colombiana
>JO et. al., 2002
|
N N , , 1- SUAREZ
| 1- Hortia colombiana
o et. al., 2002
HO

17
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TABELA 1.8 : Esterdides isolados de Hortia.

Composto Fonte Referéncia

) - 1- BRAGA,
1- Hortia brasiliana
2005
. . 1- BRAGA,
1- Hortia brasiliana
2005

1.4 - Doencas Citricolas

A producdo de citros € um alvo constante de diversas doencas e
pragas, a qual em condicbes favoraveis ao seu desenvolvimento podem causar
prejuizos graves. As perdas econdmicas ocasionadas por doencas de pos-colheita
representam um dos principais problemas da citricultura mundial (TUSET, 1987,
ECKERT et al., 1989). A maioria dessas doencas desqualifica a fruta para
comercializacdo, como destacado por Eckert em 1993, que mencionou perdas de
até 50 % para laranjas, apenas durante o periodo de comercializacdo. Varios fatores
relacionados com o fruto, o patégeno, o clima e as condicbes em pos-colheita
determinam a incidéncia e a severidade das doencas (ECKERT; EAKS, 1989). Entre
estes, a quantidade de indculo presente em um ponto do fruto suscetivel ocupa um
lugar de destaque.

A producdo atual de frutas citricas no mundo € estimada em 60,27
milhdes de toneladas, sendo este montante contabilizado em mais de 100 paises
produtores, nos quais incluem Brasil e Estados Unidos da América, que ocupam o
primeiro e segundo lugares, respectivamente. A producéo brasileira estd em torno de
20,6 milhdes de toneladas, correspondendo a 30 % da producdao mundial (FAO,

2000). Nao obstante a importancia que a citricultura representa para o Brasil e, muito
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particularmente para o estado de Sdo Paulo, a cultura dos citros € afetada por
grande numero de doencas, destacando-se a mancha preta ou pinta preta dos frutos
citricos.

Dentre as doencas citricolas, destaca-se: Leprose dos Citros, Clorose
Variegada dos Citros (CVC), Gomose de Phytophthora, Greening, Cancro Citrico,
Declinio, Mancha Alternaria, Morte Subita dos Citros (MSC), Pinta Preta, Podridao

Floral dos Citros, Rubelose, Tristeza — Citrus Tristeza Virus (CTV).

1.5 - Mancha Preta dos Citros

A mancha preta dos citros (MPC) ou pinta preta, causada pelo fungo
Guignardia citricarpa, foi descrita pela primeira vez em 1895, na Australia,
provocando perdas significativas em laranjeira Valéncia (FAWCETT, 1936). Essa
doenca afeta laranjeiras, tangerineiras, limoeiros e pomeleiros, sendo constatada na
Africa (Mogcambique, Zimbabwe, Swazilandia e Africa do Sul), na Asia (China,
Filipinas, Taiwan e Indonésia), na Oceania (Australia) e na Ameérica do Sul
(Argentina, Brasil e Peru) (SUTTON et al., 1966; FEICHTENBERGER, 1996;
KOTZE, 1996). No Brasil a doenca surgiu no inicio da década de oitenta, causando
prejuizos significativos nos municipios de Sdo Gongalo e Itaborai no Estado do Rio
de Janeiro (ROBBS et al., 1980) e ao final desta mesma década, surgiu de forma
epidémica na regido citricola do Vale do Cai no Rio Grande do Sul (ROBBS et al.,
1995). No Estado de S&o Paulo, a MPC foi detectada pela primeira vez em 1992,
infectando plantas de limoeiros verdadeiros e laranjeiras-doces de maturacéo tardia,
nos municipios de Conchal e Engenheiro Coelho (GOES et al., 1993) e, atualmente
vem se alastrando nas regides citricolas paulistas (AGUILAR-VILDOSO, 1997).

Com excecdo da laranjeira Azeda (C. aurantium) e seus hibridos
(Kotzé, 1981), e da limeira &cida Tahiti (C. latifolia) (AGUILAR-VILDOSO, 1997),
todas as variedades comerciais s80 suscetiveis, principalmente os limoeiros
verdadeiros (C. limon), que tém papel fundamental no inicio das epidemias da
doenca (KOTZE, 1981), e as laranjeiras (C. sinensis) de maturacdo média-tardia
(Péra) a tardia (Natal e Valéncia). No Brasil, perdas semelhantes tém-se verificado
em pomares de tangerineira Rio (Citrus deliciosa Tenore) no Estado do Rio de
Janeiro (GOES et al., 1990). No Estado de Sdo Paulo ja se verificaram até 100% de

frutos afetados em areas onde néo se realizou nenhum tipo de controle.
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A MPC é de grande importancia econémica, pois causa depreciacao
estética dos frutos e acarreta prejuizos na comercializacdo dos mesmos in natura no
mercado externo, em decorréncia das barreiras fitossanitarias impostas pelos paises
como Estados Unidos e a Comunidade Européia. Quando ocorre alta infec¢do na
regido do pedunculo de frutos em desenvolvimento pode haver queda prematura
refletindo desta maneira na producédo (AGUILAR-VILDOSO et al., 2002).

1.6 - Guignardia citricarpa

O fungo causador da MPC foi descrito por McAlpine (1899) na sua
forma assexuada e recebeu inicialmente a designacdo de Phoma citricarpa e
posteriormente de Phyllosticta citricarpa. O estagio sexual do patdégeno foi
descoberto por Kiely (1948) e foi chamado de Guignardia citricarpa, apresentando
uma ampla faixa de hospedeiros e compreendendo plantas de dezenas de familias,
sendo que no género Citrus a doenca ocorre em laranjas, tangerinas e limdes
(GOES, 1998).

FIGURA 1.2. Guignardia citricarpa em BDA (batata-dextrose-agar); foto obtida por

Samya Freitas.

A MPC apresenta os ciclos primarios e secundarios bem distintos. O
primeiro representa a fase sexual de G. citricarpa, cujas estruturas infectadas séo os
ascosporos, responsaveis pela introducdo do patdégeno na area e inicio das
epidemias a cada ciclo da citricultura, sendo os ascésporos mencionados por alguns

autores como a principal frente do in6culo. Esses esporos somente sdo produzidos

20



Introducéo

em folhas infectadas em decomposicéo e sdo disseminados pelo vento.

O ciclo secundario é caracterizado pela fase assexual do fungo
(Phyllosticta citricarpa), onde os picnidiosporos sao responsaveis pelo inerente da
doenca na planta e ao seu redor (AGUILAR-VILDOSO et al., 2002). Esses esporos
somente sao disseminados a curtas distancias pela agdo da agua, principalmente

por respingos de agua.

1.7- Sintomas da MPC

Os orgaos atacados pela MPC podem ser em ordem de frequéncia:
frutos, folhas, pedunculos, peciolos, ramos verdes e espinhos. Uma das principais
caracteristicas desta doenca € a auséncia de sintomas tipicos nos tecido vegetais
mesmo estando infectados (AGUILAR-VILDOSO et al., 2002). Nos frutos as lesdes
produzidas ficam restritas ao flavedo (epicarpo) desfavorecendo a comercializagéo
de frutas in natura, porém nao alcancam o albedo (mesocarpo) do fruto (GOES,
1998; MAGNANI, 2002).

O surgimento de sintomas pode demorar até um ano (fase latente),
dependendo da variedade e das condi¢des ambientais. O aparecimento é favorecido
pela luminosidade combinada com altas temperaturas, sendo comum encontrar
frutos com maior numero de lesGes na face exposta a luz do sol. Ha varios tipos de
lesbes, nomeadas de acordo com suas caracteristicas, que podem variar
dependendo do tamanho, fase de maturacéo do fruto, condi¢cbes climaticas e tipo de
esporo responsavel pela infeccdo (GOES, 1998; FUNDECITRUS, 2000).

Os tipos de sintomas (FIGURA 1.3) que podem ocorrer nos frutos

citricos sao:

a) Mancha de Falsa Melanose: semelhante a melanose, ocorre em frutos em
desenvolvimento. As lesbes sdo minusculas (cerca de 2 mm), circundadas por

pontos pequenos e escuros com aproximadamente 1 mm de diametro e numerosas;

b) Mancha Dura: manifesta-se geralmente quando os frutos iniciam a fase de
mudanca de cor da casca, levando a maturacao externa. As lesbes sao circulares
com o centro acinzentado e pontos escuros que constituem as frutificacoes

(picnidios). Esta é a lesdo mais tipica da doenga e a mais facil para sua confirmacgéo,
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ocorre principalmente na maturagdo dos frutos de laranja e em frutos jovens de

limao;

c) Mancha Sardenta: é pequena, marrom-avermelhada e desenvolve-se em frutos

maduros e em pos-colheita;

d) Mancha Virulenta: caracteriza-se pela formacao de lesGes grandes, escuras ou de
coloracdo marrom, deprimidas, com ou sem frutificacdes, de formato irregular,
podendo ocupar areas de varios centimetros quadrados, sendo deprimidas ou néo.
O centro possui cor cinza a as bordas sao salientes, marrom escura ou vermelha
escura, com ou sem frutificacdes. Pode ser resultante da evolugcdo das manchas
pretas e aparecem, em geral, no final da safra, quando os frutos estdo maduros, e

com ocorréncia de altas temperaturas;

e) Mancha Trincada: observada desde frutos verdes, ligeiramente saliente e
superficial, variavel em tamanho, podendo apresentar halo. Quando o fruto
amadurece, a lesdo trinca e esta sempre associada ao acaro da falsa ferrugem

(Phyllocoptruta oleivora);

f) Mancha Reticulada: ocorre freqientemente em frutos imaturos na forma de lesdes
superficiais de textura lisa e sem bordas definidas. Possui coloragdo marrom escura
a clara e aspecto encharcado (MATTOS-JUNIOR et al., 2005).

As folhas podem apresentar sintomas (FIGURA 1.4) caracterizados por lesbes de
centro acizentado, com bordos salientes marrom-escuros e circundados por um halo
amarelo parecido com aquelas observadas nos frutos com sintomas de mancha
dura. As lesdes em folhas sdo freqlientemente observadas em tangerinas e
limoeiros verdadeiros, e raramente em plantas de pomelo (GOES, 1998;
FUNDECITRUS, 2000).
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a- Falsa Melanose. b- Mancha Dura. ¢- Mancha Sardenta.

s il s o : 3 Fot s ¥
d- Mancha Virulenta e- Mancha Trincada. f- Mancha Reticulada

FIGURA 1.3: Sintomas da mancha preta dos citros observadas em frutos.
(Fonte: FUNDECITRUS, 2008)

FIGURA 1.4: Sintomas manifestados em folhas.
(Fonte: FUNDECITRUS, 2008)

1.8- Controle da MPC

condicbes de nutricdo e sanidade, desinfestacdo de veiculos,

Existem varias medidas que podem ser tomadas a fim de minimizar os

prejuizos. Estas medidas compreendem a utilizacdo de mudas sadias, boas

equipamentos, retirada de restos vegetais e colheita de frutas temporas infectadas,
controle de ervas daninhas, utilizacdo de quebra ventos e irrigacdo nos periodos
secos para evitar queda excessiva de folhas (FUNDECITRUS, 2000). Além desses
cuidados, inclui-se a utilizacdo de fungicidas protetores ou sistémicos, isoladamente

ou combinados, associados ao 6leo mineral ou vegetal, 0 que, entretanto, eleva o
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custo da producdo.

O emprego de fungicidas é o principal método de controle utilizado em
pré e poés-colheita (GOES, 1998), porém a utilizagdo indiscriminada dos mesmos
pode apresentar consequéncias indesejaveis para o ser humano como 0 acumulo no
organismo e a capacidade de causar cancer e mutacdes genéticas em
descendentes (LIMA et al.,2000).

O desafio para os produtores no controle de doengas tem aumentado
cada vez mais com a demanda por produtos livres de residuos quimicos toxicos e
pela percepcao do publico em geral sobre o impacto das praticas utilizadas no
controle de doencas, como o0 uso de agrotdxicos sobre a salude dos seres humanos
e sobre o meio ambiente. Tais pressdes exercidas pela sociedade promoveram
estabelecimento de politicas governamentais que restringem a utilizacdo de
agrotoxicos (GULLINO et al., 1994; RAGSDALE et al.,, 1994). Desta forma,
agricultores bem como pesquisadores comecaram a considerar o uso de métodos

alternativos no combate a doencgas (PUNJA et al., 2003).
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2 - OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal o isolamento, identificacéo e
elucidagéo estrutural de substéncias de H. brasiliana, H. oreadica e H. superba,

visando a aplicacdo dos resultados na investigacdo de varios problemas, entre eles:

% Quimiossistematica do género: A classificacdo do género Hortia dentro da
familia Rutaceae é duvidosa como comentado na introdugcdo. O estudo
fitoquimico das espécies do género Hortia teve como objetivo a avaliagdo das
substancias isoladas quanto ao seu poder como marcador quimiossistematico
para concluir melhor o exato posicionamento de Hortia dentro da familia

Rutaceae.

% A busca de compostos de partida para novas substancias fungicidas a
Guignardia citricarpa, visando o controle quimico da mancha preta dos citros,
uma doenca citricola de grande importancia, e assim avaliar o efeito dos
compostos isolados na inibicdo do desenvolvimento de G. citricarpa. Com
isso, a implantacdo dos ensaios frente a G. citricarpa junto ao laboratorio de
Produtos Naturais (PN) da UFSCar.
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3 - ESTUTO FITOQUIMICO DAS ESPECIES DE HORTIA

Os procedimentos para o estudo fitoquimico como a preparacédo dos
extratos vegetais, isolamento e identificacdo das substancias foram realizados no
Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sao Carlos.

3.1 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1.1- Materiais

3.1.1.1 - Material Cromatografico

% Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), preparadas em folhas de

aluminio com silica gel 60 F2s4, com 0,2 mm de diamero, da Merck.

% Cromatografia por adsorcao:

e Cromatografia em coluna (CC), utilizando como fase estacionaria: Silica gel
60, 70-230 mesh e 230-400 mesh, da Merck, e Florisil (230-400 mesh ASTM);

e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando como fase
estacionaria: fase normal Propil-diol [(analitica / 10 um; 25,0 x 0,46 cm) e
(preparativa / 10 um; 30,0 x 0,78 cm)] e fase reversa coluna Gemini C-18
(fase de silica modificada com ocatecilsilano), preparativa (10 pm, 31,0 x 1,0
cm) e analitica (10 pum; 25,0 x 0,46 cm);

e Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),

utilizando como fase estacionaria: coluna DB-5 (30m x 0,25 mm x 0,25 pum).

% Cromatografia por exclusao:

e Cromatografia em coluna, utilizando com fase estacionaria: Sephadex LH-20,

da Amersham Pharmacia Biotech AB.
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3.1.1.2 - Solventes

% Solventes comerciais MERCK, SINTH, VETEC, LABSYNTH e solventes
destilados na sala de destilacdo do Departamento de Quimica da UFSCar;

% Solventes grau HPLC da MERCK e da J. T. BECKER,;

++ Solventes deuterados da MERCK e ALDRICH.

3.1.1.3 - Reveladores
% Camara de luz UV (A=254 nm e 365 nm);
% Solucao de Vanilina;

% Reagente de Dragendorff.

3.1.2 - Equipamentos

3.1.2.1 - Evaporadores Rotativos

% 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 B-490 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C.

3.1.2.2 - Balanca Analitica

% Sartorius modelo BP210S.

3.1.2.3 - Camara de UV

% Cabine tipo Spectroline modelo CM-10 com luz tipo Spectroline modelo ENF-
260C.
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3.1.2.4 - Cromatégrafo para CLAE

% SHIMADZU SCL-10AV (condi¢cdes analiticas e preparativas com valvula de
reciclo) e “loop” de 200 pL;

% SHIMADZU LC-6AV (condicbes analiticas e preparativas com valvula de reciclo) e
“loop” de 200 pL;

% SHIMADZU LC-8AV (condi¢des preparativas com valvula de reciclo) e “loop” de
500 pL.

3.1.2.5 - Detectores

% UV-Vis Shimadzu SPD - 10AV;
+ UV-Vis Shimadzu SPD - 6AV.

3.1.2.6 - Espectrometros de Massas

% CG-EM Shimadzu QP 5000 — ionizagéo por impacto eletrénico - DQ/UFSCar;
% MICROMASS Quattro LC (triplo quadrupolo) equipado com uma fonte ESI/APCI

“Z-spray” e gas de arraste argbnio, utilizado em insercéo direta e acoplado ao

cromatografo liqguido WATERS Alliance 2695 - LaBioMMi- DQ/UFScar.

3.1.2.7- Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear

% Brucker DRX 9,8 T (400 MHz para RMN 'H e 100 MHz para RMN *C) -
DQ/UFSCar;

% Brucker ARX 4,9 T (200 MHz para RMN 1H e 50 MHz para RMN *°C) -
DQ/UFSCar.
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3.1.3 - Material Botanico

A espécie Hortia brasiliana Vand. Ex DC foi coletada no municipio de
Linhares, Espirito Santo e a espécie Hortia oreadica Groppo, Kallunki & Pirani foram
coletadas na Reserva DUCKE no municipio de Itacoatiara, Amazonas. A espécie
Hortia superba Ducke Milton Groppo Jr. 950, E.A. Anunciacdo & A.T. Mello foi
coletada em 20 de dezembro de 2001, em Manaus-AM, no km 31 da rodovia para
Itacoatiara. Todas as espécies foram identificadas pelo Prof. Dr. José Rubens Pirani,
do Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o
Paulo (USP-SP) e as exsicatas encontra-se depositada no Herbéario SPF (Depto de
Botanica do IB-USP).

3.1.4 - Obtencao dos Extratos de Hortia brasiliana e Hortia oreadica

Os extratos de folhas de H. brasiliana e H. oreadica foram obtidos
anteriormente pela Dra Patricia Aparecida Campos Braga, durante seu doutorado no
Departamento de Quimica da UFSCar no Laboratorio de Produtos Naturais.

As partes vegetais foram secas em estufa de circulacédo a 40°C durante
aproximadamente 10 dias e posteriormente trituradas em moinho. O material seco e
moido foi percolado com solventes para extracdo de metabdlitos secundarios, em
ordem crescente de polaridade [Hexano (EH), Diclorometano (ED), Metanol (EM) e
em alguns casos, uma mistura na propor¢cdo 1:1 de Metanol:Agua (EMA)] a
temperatura ambiente com trés agitacOes por dia. A extracdo 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 ilustra o procedimento de
formacédo dos extratos. A preparacao dos extratos deu-se no periodo de fevereiro a
maio de 2001.
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Material Vegetal

a

Y y

Extrato Hexanico Torta
b
Extrato
e Diclorometano
c
Extrato
Metanolico el L
| d
Y N
Extrato

Torta

Hidrometandlico

FLUXOGRAMA 3.1: Fluxograma da preparacdo dos extratos das espécies de Hortia.

a) Extracdo com Hexano (EH);
b) Extracdo com Diclorometano (ED);
c) Extracdo com Metanol (EM);

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

Os extratos foram concentrados em rotaevaporador e no caso dos
extratos hidroalcoolicos liofilizados; a seguir todos os extratos foram conservados em
refrigerador para evitar degradacdo dos mesmos. As massas dos extratos obtidos

das folhas das espécies H. brasiliana e H. oreadica esta descrito na TABELA 3.1.

TABELA 3.1: Massas obtidas de material vegetal e extratos de H. brasiliana e H.

oreadica.

Massas de extratos obtidos (g)

Material vegetal Massa vegetal (g)

EH ED EM
Folhas de H.
. 655 16 21,7 259
brasiliana
Folhas de H.
_ 3.180 93 161 42
oreadica
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3.1.5 - Obtencao dos Extratos de Hortia superba

O extrato dos galhos de H. superba foram obtidos a partir dos galhos
secos e moidos com 3 extragBes com Etanol a cada 200 g da massa vegetal, em lka
Ultra Turrax (T 25) por 5 min., 20.000 rpm a temperatura ambiente a cada extracao.
O extrato foi filtrato com funil simples com auxilio de papel de filtro e evaporado a
secura sob vacuo em evaporador rotativo. A seguir todos os extratos foram
conservados em refrigerador para evitar degradacdo dos mesmos. A massa do

extrato obtido dos galhos da espécie H. superba esta descrito na TABELA 3.2.

TABELA 3.2: Massa de material vegetal e de extrato obtido de H. superba.

Material vegetal Massa vegetal (g) Extrato EtOH (g)

Galhos de H. superba 483 46,9

3.1.6 - Fracionamento dos Extratos e Isolamento das Substancias

3.1.6.1 - Fracionamento do Extrato de Hortia superba

O extrato etanolico dos galhos de H. superba foi submetido a uma
particdo liquido — liquido. A metodologia empregada baseou-se no preparo de uma
solucéo hidroalcodlica do extrato EtOH utilizando uma solucdo de Metanol/H,0 (1:3)
e numa extracado utilizando-se uma série de solventes com gradiente crescente de
polaridade, como segue: hexano, diclorometano e acetato de etila. Com isso,
obteve-se 4 fracBes (FLUXOGRAMA 3.2): fracdo hexanica, fracdo diclorometanica,
fracdo acetato de etila e um residuo resultante deste processo, a fracao residual
aquosa. Em seguida, as fracGes foram concentradas em evaporador rotativo até a
eliminacdo completa dos solventes. As fracbes obtidas tiveram o seu perfil
cromatografico caracterizado por cromatografia em camada delgada (CCD)
comparativa e por RMN de 'H permitindo uma andlise das fraces a serem
trabalhadas. A seguir todos as fracdes foram conservadas em refrigerador para

evitar degradacao.
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EEGHS
(89)

Suspensdo em 700 mL de H,0:MeOH (3:1)
do Extrato EtOH dos galhos de H. superba

1,5 L Hexano 2,0 L Diclorometano 2,0 LACOEt
- . S . . Fracao Hidroalcodlica
Fracdo Hexanica Fracao Diclorometanica Fracido ACOEt residual
(EHGHS) (EDGHS) (EAGHS)
(EHRGHS)
(1,59) (39) (2,09) (1,59)

FLUXOGRAMA 3.2: Particéo liquido-liquido do extrato EtOH dos galhos de H.

superba.

A partir da obtencdo de um espectro de RMN de 'H das 4 fracdes, a
fracdo hexanica (EHGHS) foi escolhida para estudo devido a presenca de sinais
interessantes, sendo alguns destes sinais relacionados a uma substancia majoritaria
presente, o alcaléide N-metil-4-metoxi-2-quinolona (01), o qual foi isolado em grande
guantidade.

A fracdo hexanica dos galhos de H. superba foi fracionada, assim como
as subfracbes obtidas a partir dela, de acordo com o FLUXOGRAMA 3.3. Esta
fracdo proporcionou o isolamento do alcal6ide N-metil-4-metoxi-2-quinolona (01), da
flavanona isosakuranetina (10), das cumarinas escoparona (04), xantotoxina (05) e
da mistura de cumarinas xantotoxina, isopimpenilina e 5-cloro-8-metoxi-
furanocumarina (05, 06 e 07), sendo as substancias 04 e 05 relatadas pela primeira
vez na espécie H. superba, a substancia 06 descrita pela primeira vez no género

Hortia e a substancia 07 relatada pela primeira vez na literatura.
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EHGHS
(1.59)

Cromatografia por adsor¢ao
Silica (230-400 Mesh)
$®=23cm, h=480cm
Hex: AcOEt :MeOH

1-7 8-12 13-16 17-21 22-25 26-28 29-30 3140 4143 44-50
0187g 0090g 0179g 00909 0124g  0204g 0300g 0087g 0070g  0,169g

Substancia 01
300mg
Cromatografia por adsorcao
Silica (230-400 Mesh )
¢=23cm, h=210cm
Hex AcOEL :MeOH
14 5.7 8 9-10 Cromatografia por excluséo
Sephadex LH-20
0020g 00359 0009g 0026g o= 25cm, h= 510cm
WeOH:Dicl. 40%
Substancia 10l J l j Substancia 05
mg s a7 8 911 1215  17-20 14mg
0035g 00165¢ 0012g 00249 00025¢g 0034¢
*HPLC-Propildiol
Hexano-EtOH (3:1)
254 nm
S 4-8
Substancia 04 00149
12mg o
Substancias 05,06 e 07 1-3
(mistura) 00209
2.5mg

FLUXOGRAMA 3.3: Resumo do fracionamento da fracdo EHGHS e de suas

subfracdes.

* Coluna Propil-diol [(analitica / 10 um; 25,0 x 0,46 cm) e (preparativa / 10 pm; 30,0 x 0,78 cm)], Loop: 200 pL, Fase Normal
com Eluigao Isocratica: Hexano: EtOH 3:1, Detector UV A: 254 nm, Vaz&o: 1 mL/min (analitica) e 4,5 mL/min (preparativa).

A fracdo diclorometanica dos galhos de H. superba (EDGHS) também
foi escolhida para estudo devido apresentar sinais interessantes no RMN *H e assim,
foi fracionada de acordo com o FLUXOGRAMA 3.4. Desta fracéo, foram isolados os
alcal6ides N-metil-4-metoxi-2-quinolona (01) e integriquinolona (02), sendo a
substancia 02 inédita no género Hortia, a flavanona glicosilada neoponcirina (11),

inédita no género Hortia, e as cumarinas escoparona (04), prangol (08) e heraclenol
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(09). Varias fases estacionarias assim como varias metodologias foram utilizadas

para estes fracionamentos.

EDGHS
(3.09)

Cromatografia por adsorgéo
Silica gel (230-400 Meash)
$=23cm, h=480cm
Hex: AcOEL :MeOH

1-6 7-14 15-19 20 21-23 24  25-27 28-35 36-38 3944 4546 4748 49-52 53-59
0280g 03409 02239 0,659 0257g 00489 0287g 02509 0240g 00909 0124g 0079g 0,117g 036049
L Cromatografia por excluséo
Substancia 01 #HPLC- C18 Sephadex LH-20
48mg ACN-H,O(1:1) ¢p=25cm, h=510cm
254 nm MeOH 100 %
Cromatoarafia por adsorcéo
Silica gel (230-400 Mesh)
g=23cm, h=210cm
DCM WeOH 1-6 7-8
0070g 00309
1-6 7-8 9-14
l 00659 0,0067 g 0,007g
13 414 1522 S“beg'?:]‘;a 02
00059 0060g 0,009 ) N
Cromatografiaporexclusdae Sybstancia 11
Sephadex LH-20
l' ®=25¢cm, h=510cm 6.7mg
Substéncia 04 MeOH:Dicl_ 40%
" J J« l l l
1-5 6-7 811 12-15 16 17-18
00659 0070g 0034g 0060g 0010g 0011g

* HPLC-Propildiol
Hexano-EtOH (3:1)

254nm
1-3 4-8 9
0011g 0044g 0005¢g

|

Substancia 08

11mg

l

Substancia 09

5mg

FLUXOGRAMA 3.4: Resumo do fracionamento da fracdo EDGHS e de suas

subfracdes.

* Coluna Propil-diol [(analitica / 10 pm; 25,0 x 0,46 cm) e (preparativa / 10 um; 30,0 x 0,78 cm)], Loop: 200 yL, Fase Normal
com Eluigao Isocratica: Hexano: EtOH 3:1, Detector UV A: 254 nm, Vaz&o: 1 mL/min (analitica) e 4,5 mL/min (preparativa).

# Coluna C18 [(analitica / 10 pm; 25,0 x 0,46 cm) e (preparativa / 10 pm; 30,0 x 0,78 cm)], Loop: 200 pL (analitica); 500
pL(preparativa), Fase Reversa com Eluicdo Isocratica: ACN: H,O 1:1, Detector UV A: 254 nm, Vazéo: 1 mL/min (analitica) e 6,0
mL/min (preparativa).
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3.1.6.2- Fracionamento dos Extratos de Hortia oreadica

Os extratos hexanico (EHFHB) e diclorometanico (EDFHB) das folhas
de H. oreadica foram reunidos devido a suas similaridades, com base na analise por
RMN 'H e de CCDA dos mesmos. O extrato (EHDFHB) proveniente da juncdo dos
dois extratos foi submetido a uma particdo liquido-liquido, usando a mesma
metodologia utilizada para o extrato EtOH de H. superba, e assim forneceu 4
subextratos (FLUXOGRAMA 3.5). O subextrato EHDFHB 2 foi escolhido para o
refracionamento, por apresentar sinais em RMN 'H relativos & substancias de
interesse como alcaldides e cumarinas. Este subextrato proporcionou o isolamento
do alcal6ide rutaecarpina (03). O subextrato EHDFHB 1 foi refracionado, porém
nenhuma das fragdes provenientes foram trabalhadas. O subextrato EDTSHB 3

também foi refracionado, mas néo forneceu nenhum metabalito puro.

EHDFHB
(79

Suspensdao em 500 mL da solugao
MeOHIH,O (1:3) do Extrato Hexanico e
Diclorometano das folhas de H. oreadica

3L de Hexano 2L de Diclorometano 1,5 L de Acetato de etila
EHDFHB 1 EHDFHB 2 EHDFHB 3 (Residual)
2.5
(49) (259) (300 mg) EHDFHB
(150 mg)

FLUXOGRAMA 3.5: Particdo liquido-liquido do extrato (EHDFHB) proveniente da

juncéo dos extratos hexanico e diclorometanico das folhas de H. oreadica.
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EHDFHB 2
(2.59)

Cromatografia por excluséo
Sephadex LH-20
¢=25cm, h=510cm
MeOH:Dicl. {1:1)

|

1-18 19-20 21-25 26-27 28-30 31-32  33-36 3740
0187g 0280g 0279g 0380g 03589 01209 0244¢ 0387g

* HPLC-Propildiol
Hexan o-EtOH (3:1)
254 nm
1-2 3-5 6 7-8 9-10

0028g 0046g 0.001g 0030g 00159

Substancia 03
1mg

FLUXOGRAMA 3.6: Resumo do fracionamento da fracdo EHDFHB e de suas

subfracdes.

* Coluna Propil-diol [(analitica / 10 um; 25,0 x 0,46 cm) e (preparativa / 10 um; 30,0 x 0,78 cm)], Loop: 200 uL, Fase Normal
com Eluigéo Isocratica: Hexano: EtOH 3:1, Detector UV A: 254 nm, Vazao: 1 mL/min (analitica) e 4,5 mL/min (preparativa).

3.1.6.3 - Fracionamento dos Extratos de Hortia brasiliana

Os extratos hexanico (EHFHA) e diclorometanico (EDFHA) das folhas
de H. brasiliana foram reunidos devido a suas similaridades, com base na analise
de RMN *H e de CCDA dos mesmos. O extrato (EHDFHA) obtido a partir da reunido
foi fracionado, assim como suas subfracdes, mais ndo forneceu nenhum metabdlito
de interesse. Os espectros de RMN 'H apresentaram sinais relativos a uma
guantidade elevada de material graxo e também devido o alto teor de clorofila, o que
dificultou bastante os diversos fracionamentos, sendo assim, o material foi

reservado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES DO ESTUDO FITOQUIMICO

4.1 - Substancias Isoladas

O estudo fitoquimico das espécies de Hortia (H. superba, H. oreadica e
H. brasiliana) permitiu o isolamento de substancias pertencentes a diferentes
classes: alcaldides, cumarinas e flavonéides. Para facilitar a identificacdo estrutural

dos metabdlicos isolados, estes serdo discutidos por classes.

Alcaloides:
OCH4 OCHg4
5 4 5 4
6 27 3 HO S 37 3
2 2
7 X 7 X
S 8a N \o 8a N \o
| 8 |
CH4 CH4
o1 02
N-metil-4-metoxi-2-quinolona Integriquinolona
Procedéncia: H. superba (galhos). Procedéncia: H. superba (galhos).
Isolamento: p.33 e 34. Isolamento: p. 34.
Identificacéo: p.40-43. Identificacdo: p. 44-49.

03 1 3

Rutaecarpina

Procedéncia: H. oreadica (folhas)
Isolamento: p.36

Identificagcéo: p. 50-55.
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Cumarinas:

CH3O 4a

6

3

7 2

CH,0 gl <) o

4

04 05

Escoparona

Procedéncia: H. superba (galhos)
Isolamento: p. 33 e 34.
Identificagéo: p. 58-60.

Xantotoxina

Procedéncia: H. superba (galhos)
Isolamento: p. 33.

Identificagdo: p. 61-63.

06 07
Isopimpenilina 5-cloro-8-metoxi-furanocumarina
Procedéncia: H. superba (galhos) Procedéncia: H. superba (galhos)
Isolamento: p. 33. Isolamento: p. 33.

Identificacdo: p. 64-74. Identificacdo: p. 64-74.
5 OH

7 A

3
74
o

Prangol

Procedéncia: H. superba (galhos)
Isolamento: p. 34

Identificacao: p. 74-80.

Heraclenol

Procedéncia: H. superba (galhos)
Isolamento: p. 34.

Identificacdo: p. 81-84.
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Flavonoides:

10

Isosakuranetina

Procedéncia: H. superba (galhos)
Isolamento: p. 33

Identificacao: p. 88-93.

11

Neoponcirina

Procedéncia: H. superba (galhos)
Isolamento: p. 34.

Identificacao: p. 94-105.
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4.2 — 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). Na familia Rutaceae ocorrem
diferentes tipos de alcal6ides, que séo classificados de acordo com sua origem
biogenética. Estes sdo derivados da fenilalanina/tirosina; do triptofano; do acido
antranilico, da histidina e outros de origem ndo definida, como os carbazédis. No
entanto, as plantas pertencentes a esta familia sdo capazes de produzir em sua
maioria alcaléides derivados do &acido antranilico, tais como os furoquinolinicos, 2-
qguinolona, 4-quinolona, piranoquinolonas e acridonicos, dentre outros (WATERMAN,
1999).

Alguns alcaldides séo descritos para o género Hortia, dentre eles os
furoquinolinicos (TABELA 1.4, p.9), 2-quinolona (TABELA 1.4, p.9-10),
piranoquinolonas (TABELA 1.4, p.10) e os B-indolopiridoquinazolinicos (TABELA 1.4,
p.8). Neste estudo foram isolados trés alcaloides, sendo dois do tipo 2-quinolona (N-
metil-4-metoxi-2-quinolona e integriquinolona) e um p-indolopiridoquinazolinico, a
rutaecarpina. O alcaloide integriquinolona é relatado pela primeira vez no género

Hortia.

4.2.1 - Determinacéo estrutural da substancia 01

A substancia 01 é um alcaldide do tipo 2-quinolona e foi isolado da
fracdo hexanica (EHGHS) e da fracdo diclorometanica (EDGHS) proveniente do
extrato etandlico dos galhos de H. superba e foi identificado por experimentos de
RMN 'H e **C e também por comparacédo com dados da literatura (MAFEZOLI,
2001).

OCHg,
5 4
. 4a N
7 2\
8a N O
8 1
CHg
01
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Analisando o espectro de RMN 'H de 01 (FIGURA 4.1), é possivel
observar 4 sinais na regido de aromaticos, em 6 7,90 (1H, dd, J=8,0; 2,0), em § 7,15
(1H, ddd, J=8,0; 7,2; 1,2), em & 7,52 (1H, ddd, J=8,0; 7,2; 2,0) e em $ 7,28 (1H, dl,
J=8,0), atribuidos aos hidrogénios H-5, H-6, H-7 e H-8, respectivamente. A partir das
multiplicidades dos sinais dos hidrogénios arométicos, € observado que H-5
apresenta um acoplamento em orto com H-6 e em meta com H-7, o H-6 mostra
acoplamento em orto com os hidrogénios H-5 e H-7, e meta com H-8, da mesma
forma o H-7 acopla em orto com os hidrogénios H-6 e H-8 e em metacomo H-5e o
hidrogénio H-8 mostra um acoplamento em orto com H-7. Além disso, foi observado
dois sinais em & 3,89 (3H, s) e & 3,61 (3H, s), caracteristicos de metilas ligadas a
heterodtomos.

O espectro de RMN C (FIGURA 4.2) mostrou sinais para 11
carbonos. Observou-se a presenca de um sinal em & 55,6, caracteristico de carbono
oximetilico, verificando a presenca de uma metoxila e um outro sinal em & 29,1,
indicando a presenca de um grupamento metila ligado ao nitrogénio da molécula.
Assim, a substéancia 01 foi identificada como sendo o alcaldide N-metil-4-metoxi-2-

guinolona, que € amplamente encontrado em plantas da familia Rutaceae.

TABELA 4.1: Dados de RMN *H e *3C de 01 e comparacéo com a literatura.

SUBSTANCIA 01 MAFEZOLI, 2001
(400/100 MHz, CDCls) (400/100 MHz, CDCls)

"HIPC 5 (ppm), J (Hz) & (ppm) 5 (ppm), J (Hz) 5
(ppm)
- 163,7 - 163,8
5,99 (1H, s) 96,2 6,05 (1H, s) 96,5
4 - 162.,5 - 162,7
4a - 116,3 - 116,7
5 7,90 (1H, dd, J=8,0; 2,0) 123,1 7,96 (1H, dd, J=8,0; 1,5) 123,4
6 7,15 (1H, ddd, J=8,0; 7,2;1,2) 121,5 7,22 (1H,ddd, J=8,0;7,1;1,0) 121,7
7 7,52 (1H, ddd, J=8,0; 7,2; 2,0) 131,0 7,57 (1H,ddd, J=8,6;7,1;1,5) 131,2
8 7,28 (1H, dI, J=8,0) 113,9 7,33 (1H, dI, J=8,6) 114,1
8a - 139,5 - 139,8
O-Me 3,89 (3H, s) 29,1 3,95 (3H, s) 29,1
N-Me 3,61 (3H, s) 55,6 3,68 (3H, s) 55,8
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FIGURA 4.1: Espectro de RMN *H de 01 (400 MHz, CDCls).
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4.2.1 — Determinacéo estrutural da substancia 02

A substancia 02 é um alcaldéide do tipo 2-quinolona e foi isolado da
fracdo diclorometanica (EDGHS) proveniente do extrato etandlico dos galhos de H.
superba e foi identificado através da andlise de experimentos de RMN 'H, HSQC,
HMBC, COSY, g-NOESY e também por comparacdo com dados da literatura
(WIJERATNE, et. al, 1992).

O espectro de RMN 'H (FIGURA 4.2) de 02 apresenta 3 sinais
referentes a hidrogénios aromaticos, um dubleto em & 7,23 (1H, d, J=3,6), um duplo
dubleto em & 7,10 (1H, dd, J=8,4; 3,6) e um dubleto largo em 6 7,35 (1H, dl, J=8,4),
atribuido aos hidrogénios H-5, H-7 e H-8, respectivamente. E observado ainda um
singleto em 4 5,98 (1H, s), atribuido ao H-3, caracteristico de alcaldides quinolinicos
e um singleto largo em & 9,57, referente a uma hidroxila na estrutura na posicéo C-6.
E ainda possivel observar sinais bastante intensos em & 3,90 (3H, s) e § 3,50 (3H, s),
0s quais confirmam a presenca de uma metoxila e de uma metila ligada a um
nitrogénio, respectivamente.

A partir do espectro em 2D de correlacdo homonuclear de g-COSY
(FIGURA 4.4) é observado o acoplamento entre os hidrogénios H-8 (6 7,35) e H-7 (8
7,10), confirmando o acoplamento orto entre eles.

No espectro de HSQC (FIGURA 4.5) é possivel observar a correlacéo
a *J do sinal em & 5,98 (H-3) com um sinal em & 98,5, atribuido ao carbono C-3. Os
sinais em & 7,35, 8 7,23 e & 7,10 mostram correlacdo a *J com os sinais em & 117,0,
8 109,0 e & 122,0, respectivamente, referentes aos carbonos C-8, C-5 e C-7. E
observado também uma correlacdo do sinal em 6 3,90 com um sinal em & 58,0,
caracteristico de carbono oximetilico e correlacdo do sinal em &6 3,50 com um

carbono em 4 30,0, confirmando a presenca de uma ligacdo N-Me.
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A partir do mapa de correlagées do HMBC (FIGURA 4.6) foi possivel
observar correlagdes do sinal em § 7,35 (H-8) a %J com os sinais em § 154 e & 118,
os quais foram atribuidos aos carbonos C-6 e C-4a, respectivamente, e uma
correlacdo a “J com o sinal em & 163, atribuido ao C-4. Foi observado correlacdes a
%) do sinal em & 7,10 (H-7) com o sinal em & 109 (C-5) e com o sinal em & 135,
atribuido ao carbono C-8a. O sinal em & 7,23 (H-5) mostra uma correlacédo a 2J com
o sinal em & 154 (C-6) e correlacBes a *J com os sinais em & 163 (C-4), 5 135 (C-8a)
eemd 122 (C-7).

723
H  OCH;

E possivel observar ainda no HMBC correla¢fes do sinal em & 5,98 (H-
3) a %J com o sinal em & 163 (C-4) e a *J com o sinal em & 118 (C-4a). J4 o sinal em
d 3,90 (O-Me) faz uma correlagdo com o sinal em 6 163 (C-4) e o sinal em & 3,50 (N-
Me) faz correlagcdo com o sinal em 6 135 (C-8a) e com o sinal em & 164, o qual foi

atribuido ao C-2.

Os experimentos de g-NOESY (FIGURA 4.7) confirmam que se trata
do alcal6ide N-metil-4-metoxi-6-hidroxi-2-quinolona. Quando o sinal dos prétons em

d 3,50 (N-Me) foi irradiado, foi possivel observar um incremento no sinal de H-8 (8
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7,35), confirmando a presenca da hidroxila na posicdo C-6, o qual apresenta um

acoplamento em orto (J=8.4 Hz), a hidroxila em C-7 levaria H-8 a mostrar uma

acoplamento meta, o que ndo ocorreu. Quando o sinal dos protons em & 3,91 (O-Me)

foi irradiado, foi possivel observar um incremento do sinal de H-3 (5 7,58), 0 que vem

a confirmar a metoxila em C-4. Com isto a possibilidade da hidroxila estar

posicionada em C-7 é descartada. Portanto, a substancia 02 foi identificada como

sendo a Integriquinolona, primeira vez relatada para o género Hortia.

TABELA 4.2: Dados de RMN *H de 02 e comparacdo com a literatura.

SUBSTANCIA 02 WIJERATNE, et. al, 1992
(400 MHz, DMSO-ds)
H 5 (ppm), J (Hz) 5 (ppm), J (Hz)
5,98 (1H, s) 5,97 (1H, s)

4a - -

5 7,23 (1H, d, J=3,6) 7,23 (1H, d)
6-OH 9,57 (sl) 9,52 (sl)

7 7,10 (1H, dd, J=8,4; 3,6) 7,10 (1H, dd)

8 7,35 (1H, dI, J=8,4) 7,33 (1H, dI)
O-Me 3,90 (3H, s) 3,91 (3H, s)
N-Me 3,50 (3H, s) 3,51 (3H, s)
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4.2.1- Determinacéao estrutural da substancia 03

A substancia 03 € uma alcalbide do tipo B-indolopiridoquinazolinico e
foi isolado do subextrato (EHDFHB 2) proveniente do extrato EHDFHB resultante da
reuniao dos extratos hexanico e diclorometanico das folhas de H. oreadica e teve
sua estrutura identificada com base em espectros de RMN de 'H, g-COSY e por
comparacao com dados da literatura (IKUTA et al.,, 1998). No entanto, por esta
substancia ter sido isolada em pequena quantidade, houve dificuldade para se
realizar outros experimentos, no entanto por ser uma substancia comum no género

Hortia foi de facil identificacao.

O espectro de RMN *H (FIGURA 4.8) de 03 mostrou dois tripletos em &
3,24 (2H, t, J=7,0 Hz) e em & 4,59 (2H, t, J=7,0 Hz) relativos aos hidrogénios H-8 e
H-7, respectivamente, 0os quais sao sinais caracteristicos para alcaloides do tipo f3-
indolopiridoquinazolinico, e assim estes sinais levaram a sugerir a presenca de uma
possivel estrutura da rutaecarpina. Foi observada na regido mais desblindada do
espectro, a partir dos valores das integrais, a presenca de 8 hidrogénios aromaticos
na regiao entre 6 8,32 a 6 7,19. Em 6 9,12 (s) foi observado o sinal relativo a H-13
ligado ao nitrogénio. Os hidrogénios aromaticos puderam ser atribuidos através da
andlise conjunta entre RMN *H e COSY e apartir da comparagéo com a literatura.

E possivel observar no espectro de RMN *H um dubleto em § 8,32
(1H, d, J=8,0), atribuido a H-4, o qual acopla com constantes orto, meta e para com
H-3, H-2 e H-1, respectivamente. Analisando o espectro de g-COSY (FIGURA 4.9),
H-4 mostra correlacdo com um sinal em & 7,46 (1H, m) atribuido a H-3, o qual
apresenta no espectro de RMN *H um multipleto referente aos acoplamentos em
orto com H-2 e H-4 e em meta com H-1. O sinal atribuido ao H-3 (8 7,46) mostra

correlacdo no espectro de g-COSY com um sinal em & 7,73 (1H,m) atribuido ao H-2,
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um multipleto que apresenta acoplamento orto com H-1 e H-3 e meta com H-4.
Também foi observado no g-COSY uma correlagdo do H-2 com um sinal em § 7,65
(2H, m) o qual integra para dois hidrogénios, atribuidos aos hidrogénios H-1 e H-9,
este multipleto no RMN *H é referente aos acoplamentos em orto, meta e para de H-
1 com H-2, H-3 e H-4, respectivamente, e aos acoplamentos de H-9 em orto, meta e
para com os hidrogénios H-10, H-11 e H-12, respectivamente.

O multipleto atribuido aos hidrogénios H-1 e H-9 mostrou no g-COSY
uma correlagdo com um sinal em & 7,19 (1H, m) atribuido a H-10, o qual mostra no
RMN *H um multipleto referente aos acoplamentos em orto com H-9 e H-11, e em
meta com H-12. E observado também uma correlagdo do H-10 com um sinal em §
7,36 (1H, m) referente ao hidrogénio H-11, o qual apresenta no RMN 'H um
multipleto referente ao acoplamento em orto com H-10 e H-12 e em meta com H-9.
Observou-se também no espectro de g-COSY uma correlagédo do H-11 com um sinal
em & 7,43 (1H, m) atribuido ao hidrogénio H-12, o qual no RMN 'H apresenta um
multilpleto o qual acopla com constantes orto, meta e para com H-11, H-10 e H-9,
respectivamente.

O espectro de g-COSY (FIGURA 4.11) mostra ainda correlacdo entre
os hidrogénios em & 3,24 e & 4,59, sendo atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-7,
respectivamente. A analise dos espectros de RMN 'H e g-COSY da substancia 03

mostra que a estrutura em questdo é a Rutaecarpina.
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TABELA 4.3: Dados de RMN *H de 03 e comparacado com a literatura.

SUBSTANCIA 03
(400 MHz, CDCl5)

IKUTA, 1998
(500 MHz, CDCls

H  (ppm), J (H2) 8 (ppm), J (H2)
1 7,65 (m) 7,66
la - -
7,73 (m) 7,72
7,46 (m) 7,43
8,32 (d) 8,32
4a - -
5 - -
4,59 (t, J=7,0) 4,59 (2H, t, J=7,0)
8 3,26 (t, J=7,0) 3,24 (2H, t, J=7,0)
8a - -
9 7,65 (m) 7,65
9a - -
10 7,19 (m) 7,18
11 7,36 (M) 7,33
12 7,43 (m) 7,42
12a - -
13 9,12 (s) 9,15 (s)
13a - -
1l4a - -
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FIGURA 4.8: Espectro de RMN *H de 03 (400 MHz, CDCls).
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4.2.3 - Biogénese dos Alcaldides

Os alcaldides derivados do acido antranilico sdo formados através da
combinacdo do acido antranilico com uma unidade de malonil-CoA, levando a
formacdo do sistema heterociclico (DEWICK, 2002). A posterior O- e N-metilac6es
levam a formacdo do alcaldide N-metil-4-metoxi-2-quinolona (01) e a posterior
oxidacao em C-6 a formacdo da integriquinolona (02), como mostra o ESQUEMA
4.1.

0 o] (o] o]
OH SCoA _ SCoA c SCoA
— W~ =
NHp NH2 0/ OH NHz
0 0O—H OCH3z OCH3z
_— —_—
N“So r?“o N“Fo N“To
H H H CH3
1(H)-4-Metoxi N-metil-4-metoxi
2-quinelona [‘o]/ 2-quinolona
OCH;
HO
S
\~o
CHs3
integriquinolona

ESQUEMA 4.1: Proposta biogenética para as substancias 01 e 02.

Os alcaldides B-indolopiridoquinazolinicos tém origem biossintética
mista através da combinacdo do acido antranilico e do triptofano. Estes alcalbides
sdo comuns na familia Rutaceae, restritos a alguns poucos géneros, no entanto com
relatos atuais em Taxus chinensis (Texaceae) e Winchia calophylla (Apocynaceae)
(JANUARIO et al., 2009). A proposta biogenética para esses alcaldides, como a
rutaecarpina (03) esta descrita no ESQUEMA 4.2.
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ESQUEMA 4.2: Proposta biogenética para a substancia 03.
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4.3 - Cumarinas

Cumarinas sdo amplamente distribuidas nas plantas, especialmente
em Apiaceae e Rutaceae. Em Rutaceae as cumarinas tém sido isoladas de vérias
partes vegetais. A maior caracteristica na diversificagdo de cumarinas tanto em
Rutaceae quanto em Apiaceae estd na incorporacdo de grupamentos prenilas nos
esqueletos (GRAY et al., 1978). Véarias cumarinas tém sido isoladas do género
Hortia, tais como cumarinas simples (TABELA 1.5, p.11) e furano e pirano cumarinas
angulares e lineares (TABELA 1.5, p.11-13). Neste estudo foram isoladas e
identificadas 6 cumarinas sendo 1 simples (escoparona) e 5 furanocumarinas
lineares (xantotoxina, isopimpenilina, 5-cloro-8-metoxi-furanocumarina, prangol e
heraclenol). Dentre as cumarinas isoladas de espécies de Hortia trabalhadas neste
projeto, a escoparona e a xantotoxina sao descritas pela primeira vez para a espécie
H. superba e a isopimpenilina é relatada pela primeira vez no género Hortia. Com
isso, apenas a 5-cloro-8-metoxi-furanocumarina € descrita pela primeira vez na
literatura, porém por ndo se tratar de um metabdlito comum em plantas, devido a
presenca de um cloro na estrutura, nos levou a supor a hipétese deste metabdlito
ser resultante de uma provavel interacdo de algum microrganismo com a planta em

estudo, como por exemplo, interacdo com liquens ou fungos.

4.3.1- Determinacdao estrutural da substancia 04

A substancia 04 é uma cumarina simples e foi isolada da fracdo
hexanica (EHGHS) proveniente do extrato EtOH dos galhos de H. superba e teve
sua estrutura determinada através de experimento de RMN 'H e através da
comparacao com dados da literatura (MAFEZOLI, 2001).
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A partir do espectro de RMN 'H de 04 (FIGURA 4.12), pode-se
observar que a estrutura € uma cumarina devido aos sinais caracteristicos referentes
aos hidrogénios H-4 e H-3 do anel lactonico, em § 7,60 (1H, d, J=9,4 Hz) e & 6,27
(1H, d, J=9,4 Hz), respectivamente, onde o H-4 apresentou-se mais desblindado que
0 H-3 devido o efeito de ressonancia, o qual proporciona uma deficiéncia eletronica
sobre o carbono a que este hidrogénio esta ligado. Observou-se sinais bastante
intenso em & 3,94 (3H, s) e & 3,91 (3H, s), caracteristicos de grupos metoxilas na
estrutura. Na regidao de aromaticos, foram observados sinais em & 6,84 (1H, s) e &
6,83 (1H, s) os quais foram atribuidos aos hidrogénios H-5 e H-8, respectivamente.
As posicdes das metoxilas foram atribuidas com base na origem biossintética das
cumarinas, que apresentam oxidacbes em C-7, e assim baseado nos sinais dos
hidrogénios aromaticos e a auséncia de acoplamentos entre eles, atribuiu-se os
sinais em & 3,94 e & 3,91 a metoxilas nas posicbes C-6 e C-7, respectivamente.
Além disso, as cumarinas que apresentam substituintes oxigenados na posi¢ao C-5,
o valor de deslocamento quimico de H-4 é bastante desblindado, devido ao efeito
anisotropico da presenca da ligacdo C-O. Assim, a estrutura 04 foi identificada como

6,7 dimetoxicumarina (Escoparona).

TABELA 4.4: Dados de RMN *H de 04 e comparacdo com a literatura.

SUBSTANCIA 04 MAFEZOLI, 2001
(200 MHz, CDCl,) (400 MHz, CDCl5)
H 5 (ppm), J (Hz) 5 (ppm), J (Hz)
6,27 (1H, d, J=9,4) 6,30 (1H, d, J=9,5)
7,60 (1H, d, J=9,4) 7,63 (1H, d, J=9,5)
4a - -
6,84 (1H, s) 6,86 (1H, s)
8a - -
8 6,83 (1H, s) 6,85 (1H, s)
6 -OMe 3,94 (3H, s) 3,96 (3H, s)
7-OMe 3,91 (3H, s) 3,93 (3H, s)
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FIGURA 4.12: Espectro de RMN *H de 04 (200 MHz, CDCls).
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4.3.2 - Determinacao estrutural da substancia 05

A substancia 05 foi isolada da fracdo hexanica (EHGHS) proveniente
do extrato EtOH dos galhos de H. superba e teve sua estrutura determinada com
base no espectro de RMN *H e também por comparacédo com dados da literatura
(MASUDA, 1997).

7
o

Analisando o espectro de RMN 'H de 05 (FIGURA 4.14), observou-se
sinais relativos aos hidrogénios do anel lactonico, caracteristicos do esqueleto
cumarinico, em 6 7,75 (1H, d, J=9,6 Hz) e & 6,37 (1H, d, J=9,6 Hz), referentes aos
hidrogénios H-4 e H-3, respectivamente. A presenca de anel furanico € evidenciada
pelos sinais caracteristicos em & 7,68 (1H, d, J=2,2 Hz) e 6 6,81 (1H, d, J=2,2 Hz)
atribuidos aos hidrogénios H-2’ e H-3’, respectivamente, o qual sugere a presenca
de uma furanocumarina. O sinal em & 4,29 mostra a presenca de uma metoxila na
estrutura. Os deslocamentos quimicos dos grupos metoxilas quando maiores que &
4,15 indicam linearidade nas furanocumarinas e quando menores que & 4,15
caracterizam furanocumarinas angulares (MURRAY, et. al., 1984).

O deslocamento quimico de H-4 em § 7,76 sugere que a posicao C-5
nao esteja substituida, o que permite posicionar a metoxila em C-8. Desta forma, o
sinal observado em & 7,34 (1H, s) foi atribuido ao H-5. Além disso, a presenca de
hidrogénio na posi¢cdo 8 poderia mostrar acoplamentos a longa distancia entre os
hidrogénios H-4, H-3’ e H-8.

A anélise dos experimentos de RMN 'H e os dados obtidos na
literatura permitiu atribuir a estrutura 05 a cumarina, 8-metoxi-furanocumarina

(Xantotoxina).
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TABELA 4.5: Dados de RMN *H de 05 e comparacdo com a literatura.

SUBSTANCIA 05 MASUDA, 1997
(200 MHz, CDCls) CDCl;
H 8 (ppm), J (Hz) 5 (ppm), J (Hz)
2 - -
3 6,37 (1H, d, J=9,6) 6,37 (1H, d, J=9,3)
4 7,75 (1H, d, J=9,6) 7,77 (1H, d, J=9,3)
4a - -
5 7,34 (1H, sl) 7,36 (1H, s)
6 - -
7 - -
8 - -
8a - -
2 7,68 (1H, d, J=2,2) 7,70 (1H, d, J=2,4)
3 6,81 (1H, d, J=2,2) 6,83 (1H, d, J=2,4)
8-OMe 4,29 (3H, s) 4,30 (3H, s)
H-5
H- 3’ H- 3
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FIGURA 4.13: Ampliacdo da regido & 7,80 a & 6,3 do espectro de RMN *H de 05.
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4.3.3 - Determinacao estrutural das substancias 05, 06 e 07

As substancias 05, 06 e 07 foram obtidas em mistura a partir da fracao
hexanica (EHGHS) proveniente do extrato EtOH dos galhos de H. superba. A
mistura ndo foi submetida a um refracionamento em busca da separacao destas
substancias, pois havia uma pequena quantidade de massa, e além disso, elas se
encontravam de facil identificacdo, sendo que 2 delas ja se encontram descritas na

literatura. As substancias tiveram suas estruturas identificadas com base em

experimentos de RMN 'H, g-NOESY, CG-MS e ESI/MS e também por comparacio
com dados da literatura (MASUDA, 1997; MULLER, 1994).

Analisando o espectro de RMN *H (FIGURA 4.15), observou-se varios
sinais de dubletos, caracteristicos de hidrogénios de esqueleto cumarinico. A partir
da quantidade de sinais e suas respectivas integracoes, foi verificada a presenca de
trés estruturas de cumarinas. E assim a partir de dados comparativos com a
literatura, foi possivel a identificacdo de cada substancia presente na mistura. Desta
forma, o espectro apresentou sinais referentes aos hidrogénios do anel lacténico dos
esqueletos cumarinicos, em & 7,76 (1H, d, J=9,6 Hz) e & 6,37 (1H, d, J=9,6 Hz)
atribuidos aos H-4 e H-3, respectivamente, de 05, em & 8,12 (1H, d, J=9,8 Hz)
referente ao H-4 e em 6 6,32 (1H, d, J=9,8 Hz) referente ao H-3, ambos de 06, e
sinais em & 8,11 (1H, d, J=9,8 Hz) e & 6,29 (1H, d, J=9,8 Hz) atribuidos aos
hidrogénios H-4 e H-3 de 07, respectivamente.

Os sinais caracteristicos do anel furanico séo observados em & 7,69
(1H, d, J=2,3) e § 6,81 (1H, d, J=2,3) para 05, em & 7,62 (1H, d, J=2,3) e & 6,99 (1H,
d, J=2,3) para 06 e em & 7,70 (1H, d, J=2,2) e & 6,92 (1H, d, J=2,2) para 07,
referentes aos hidrogénios H-2' e H-3’, respectivamente. Ainda é possivel observar
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no espectro de RMN *H sinais referentes a metilas ligadas a heteroatomos, os quais
sédo observados em & 4,29 (3H, s), verificando a presenca de uma metoxila em 07,
em 6 4,16 (6H, s), confirmando a presenca de duas metoxilas em 06 e em § 4,27
(3H, s) referente a presenca de uma metoxila em 05.

A substancia 05 também apresentou no espectro de RMN 'H um
singleto em & 7,34 relativo ao hidrogénio aromatico atribuido a H-5, pois caso a
metoxila estivesse em C-5, esta tornaria o sinal de H-4 mais desblindado,
confirmando assim a posicdo da metoxila de 05 em C-8. A substancia 05 foi
identificada como a xantotoxina, através de comparacdo dos dados de RMN 'H
desta substancia, juntamente com os dados encontrados na literatura, que estédo
ilustrados na TABELA 4.6 e também a partir da andlise por CG/EM, onde o pico
referente ao ion molecular em m/z 216 (FIGURA 4.20) que conferiu com a sua
formula molecular. No ESQUEMA 4.3 foi apresentada uma proposta de
fragmentagao desta substancia.

Vale ressaltar que, analisando os dados de RMN 'H para 06, observa-
se que as metoxilas encontram-se nas posi¢cdes C-5 e C-8, pois segundo a literatura
(MULLER, 1994), através dos valores de deslocamentos quimicos dos grupos
metoxilicos, esta substancia pode ser facilmente distinguida do seu isGmero
(angular) a partir dos dados de RMN 'H, pois no caso do isémero linear séo
coincidentes e maiores que 4,15 ppm, enquanto no isdmero angular séo diferentes e
menores que 4,15 ppm. Assim, a estrutura da substancia 06 foi identificada como
sendo a cumarina isopimpenilina, sendo confirmada através da analise da
fragmentacdo (ESQUEMA 4.4) por CG/EM (FIGURA 14.21) onde o pico referente
ao ion molecular foi em m/z 246 e por comparacdo com os dados da literatura e
seus dados de RMN *H, que estao listados na TABELA 4.7.

A substancia 07, inicialmente, gerou bastante duvidas analisando
apenas os dados de RMN 'H (TABELA 4.8) devido a auséncia de sinais para
hidrogénios aromaticos, e a presenca de apenas uma metoxila, e assim inicialmente
sugeriu-se a presenca de uma hidroxila na posicdo C-5, ja que a mesma poderia ndo
apresentar sinal no espectro de RMN 'H. Para verificar a estrutura de 07 foi
realizado um experimento de CG/MS (FIGURA 4.22) para observar a massa relativa
e conferir sua formula molecular a partir da analise de fragmentacdo (ESQUEMA
4.5), no entanto, a estrutura 07 apresentou um pico referente ao ion molecular em

m/z 250, o qual n&o entrava em acordo com a estrutura sugerida com a presenca de
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uma hidroxila na estrutura, e apresentava picos (M+2) bastante intenso de
aproximadamente 30% dos picos relativos as massas dos fragmentos, e assim
sugeriu-se a presenca de um cloro na estrutura.

A desblindagem do hidrogénio H-4 (8,15) de 07 poderia estar
relacionada tanto com a presenca de uma metoxila na posicdo C-5 ou mesmo do
cloro, e assim houve a necessidade da realizacdo do experimento de g-NOESY,
para confirmar a estrutura. Quando o sinal dos prétons em & 4,29 (O-Me) foi
irradiado, ndo foi observado nenhum incremento no sinal de H-4, confirmando a
posicdo da metoxila em C-8. Observou-se também que quando o sinal de H-4 foi
irradiado, ndo houve nenhum incremento do sinal de O-Me, o que confirmou a
presenca do cloro na posicdo C-5. Os experimentos de g-NOESY (FIGURA 4.23)
confirma que a estrutura trata-se da 5-cloro-8-metoxi-furanocumarina.

Por se tratar de um metabdlito ndo comum em plantas, houve a
necessidade de se confirmar a presenca de cloro mais precisamente, e assim foi
obtido o espectro de massas por ESI positivo (FIGURA 4.19) da mistura monitoranto
o0 pico referente a m/z 251,5 [M+H]" e obtendo-se a simulacdo do padrdo isotopico
do mesmo, e assim € observado no espectro um pico referente ao isétopo [M+2], o
gual apresentou uma abundancia em torno de 30%, comprovando ser uma estrutura
clorada. E possivel observar ainda no espectro obtido por ESI, a presenca das
moléculas protonadas com m/z = 247,5 [M+H]" referente a isopimpenilina (06), m/z
258,5 [M+H+ACN]", o qual possivelmente é relativo ao aduto formado durante a
protonacdo da estrutura 05. A estrutura (07) deve ser um metabdlito proveniente da
interacdo com microrganismos, ou de liquens. Com isso, esta substancia foi
identificada como 5-cloro-8-metoxi-furanocumarina, primeira vez relatada na

literatura como um metabdlito proveniente de planta.
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TABELA 4.6: Dados de RMN *'H de 05 presente na mistura e comparacdo com a

literatura.

SUBSTANCIA 05
(400 MHz, CDCl,)

MASUDA, 1998
CDCl3

H

6 (ppm), J (H2)

8 (ppm), J (H2)

6,37 (1H, d, J=9,6)
7,76 (1H, d, J=9,6)
7,34 (1H, s)
7,69 (1H, d, J=2,3)
6,81 (1H, d, J=2,3)
4,27 (3H, s)

6,37 (1H, d, J=9,3)
7,77 (1H, d, J=9,3)
7,36 (1H, s)
7,70 (1H, d, J=2,4)
6,83 (1H, d, J=2,4)
4,30 (3H, s)

TABELA 4.7: Dados de RMN *H de 06 presente na mistura e comparagédo com a

literatura.
SUBSTANCIA 06 MULLER, 1994
(400 MHz, CDCl5) (200 MHz, CDCl5)
H 8 (ppm), J (Hz) 5 (ppm), J (Hz)
3 6,29 (1H, d, J=9,8) 6,32 (1H, d, J=9,8)
4 8,11 (1H, d, J=9,8) 8,12 (1H, d, J=9,8)
2 7,62 (1H, d, J=2,3) 7,62 (1H, d, J=2,3)
3 6,99 (1H, d, J=2,3) 7,12 (1H, d, J=2,3)
5-OMe 4,16 (3H, ) 4,17 (3H, s)
8-OMe 4,16 (3H, ) 4,17 (3H, s)

TABELA 4.8: Dados de RMN *H de 07 presente na mistura.

SUBSTANCIA 07
(400 MHz, CDCl,)

H

S (ppm), J (Hz)

3

4

o

3
5-OMe

6,45 (1H, d, J=9,8)
8,15 (1H, d, J=9,8)
7,70 (1H, d, J=2,2)
6,92 (1H, d, J=2,2)
4,29 (3H, s)
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FIGURA 4.15: Espectro de RMN *H da mistura das substancias 05, 06 e 07, (400
MHz, CDCl3).
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FIGURA 4.17: Ampliacdo da regido de & 4,30 a 4,15 do espectro de RMN *H da

mistura das substancias 05, 06 e 07.
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Te 3159194

FIGURA 4.18: Cromatograma da mistura das substancias 05, 06 e 07 obtido por
CG/MS.

laculeatus
EDS2 (0.036) Cu (0.50); Is (0.50,1.00) C12H70A4CI 1. Scan ES+

100- 251.0 6.57e12
K3
253.0
a
6]
EDS2 158 (1.607) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (131:160-57:85) 1: Scan ES+
2515 7.85e5
1004
+
[M+H]
+
. < [M+2+H]
253.5
258.5
6] ' m/z

2:‘36 ‘ 2é8 ‘ 2210 ‘ 2212 ‘ 2214 ‘ 2216 248 250 252 254 256 258 260 ‘ 262 ‘ Zé4 ‘ 266 ‘ 268 ‘ 270

FIGURA 4.19: a) Simulacdo do padrdo isotopico referente a massa de 07. b)

Espectro de Massa obtido por ESI positivo da mistura.
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FIGURA 4.20: Espectro de massa (IE = 70 eV) de 05 (Xantotoxina) presente na
mistura, (tempo de retencdo: 17 min.).

49?

400

- 3
J I R e
0 0 ~o0 o

Q
CH;

m/z = 216

&i

-

I
o) o]

miz =145

-CO
/ P L
o} (‘“
o xo

I
m/iz=173 (o]

@ﬁﬂ
o o Yo
c
C)
&

ESQUEMA 4.3: Proposta de fragmentacéo para a xantotoxina (05).
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FIGURA 4.21: Espectro de massa (IE = 70 eV) de 06 (isopimpenilina) presente na

mistura, (tempo de retencao: 20 min.).
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ESQUEMA 4.4: Proposta de fragmentacéo para a isopimpenilina (06).
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FIGURA 4.23: Espectros de g-NOESY da mistura (400 MHz, CDCl5).

4.3.4 - Determinacéo estrutural da substancia 08

A substancia 08 € uma cumarina do tipo furanocumarina com O-
prenilacdo e foi isolada da fracdo diclorometanica (EDGHS) proveniente do extrato
etandlico dos galhos de H. superba e teve sua estrutura determinada a partir dos
experimentos de RMN *H, HSQC e HMBC e também por comparacéo com dados da
literatura (TESSO, et. al., 2005).
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O espectro de RMN *H (FIGURA 4.24), mostra os sinais caracteristicos
do esqueleto cumarinico dos hidrogénios H-4 e H-3 do anel lacténico em & 8,16 (1H,
dd, J=9,8; 0,5 Hz) e 6 6,30 (1H, d, J=9,8 Hz), indicando uma oxidac¢ao na posicéo C-
5, devido a desblindagem do H-4. Observa-se sinais que indicam a presencga de uma
anel furano, em 6 7,61 (1H, d, J=2,4 Hz) e & 6,98 (1H, dd, J=2,4; 1,0 Hz), os quais
foram atribuidos os hidrogénios H-2’ e H-3’, respectivamente. A multiplicidade
observada para H-4 € justificada pelo acoplamento a longa distancia com H-8, com
constante bastante pequena (0,5 Hz). O mesmo acoplamento a longa distancia é
observado entre H-3' e H-8, com constante também pequena de 1,0 Hz (LASSAK,
et. al., 1967). Estes acoplamentos a longa distancia também justificam a presenca
do substituinte com oxigenacg&o na posi¢cao C-5, pois caso estivesse posicionado em
C-8, estes acoplamentos a longa distancia ndo seriam observados. Ainda € possivel
observar no espectro de RMN 'H a presenca de um sinal de hidrogénio aromatico
em d 7,19 (1H, sl), referente ao hidrogénio H-8.

Analisando o espectro de RMN 'H e baseado em dados comparativos
com a literatura (TABELA 4.9) é observado também sinais referentes aos
hidrogénios diastereotopicos da posicdo C-2” em 4 4,42 (1H,dd, J=9,8; 7,5 Hz) e &
4,54 (1H, dd, J= 9,8; 3,4 Hz), atribuidos aos hidrogénios H-2’a e H-2’b do
grupamento prenila, respectivamente. O espectro mostra um duplo dubleto em &
3,90 (1H, dd, J=7,5; 3,4 Hz) referente ao hidrogénio H-3”, caracteristico de
hidrogénio oximetinico, e dois singletos sdo observados em & 1,31 e & 1,35 de
metilas terciarias ligadas a carbono carbindlico, referentes as posicées C-5" e C-6",
respectivamente, indicando a presenca de um grupamento prenila na estrutura, uma
preniloxila.

No espectro de HSQC (FIGURA 4.27) é observado correlagdes a J
dos sinais em & 7,61 (H-2’') e em & 6,98 (H-3’) relativos ao anel furano com os
carbonos em & 1455 (C-2’) e & 104,1 (C-3’), confirmando a presengca de uma
furanocumarina. Observou-se também correlacdes dos sinais em & 6,30 (H-3) e 6
8,16 (H-4) com os carbonos em & 113,3 (C-3) e 6 139,1 (C-4) e uma correlacédo do
sinal referente ao H-8 (& 7,19) com o sinal em 4 95,1. Ainda é possivel observar no
mapa de correlacdes do HSQC a correlacdo do sinal em 6 3,90 (H-3”) com o sinal
em 8 76,9, confirmando a posicédo deste hidrogénio no carbono C-3” e dos sinais em

d 4,42 (H-2"a) e & 4,54 (H-2”b) com o sinal em 4 74,8 (C-2”), indicando que estes
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dois hidrogénios estdo ligados no mesmo carbono. Foi observado também
correlacdes dos sinais dos grupos metilas em & 1,31 e & 1,35 com os carbonos em &
24,6 (C-5") e 6 26,4 (C-6"), respectivamente.

Através do mapa de correlagbes do HMBC (FIGURA 4.28) observa-se
uma correlacdo do sinal em & 6,30 (H-3) a 2J com o sinal em & 160,8, atribuido ao C-
2 e a 3J com o sinal em & 107,8 que somente pode ser atribuido ao C-4a. O sinal em
8 8,16 (H-4) mostra correlacdo a 3J com um sinal em & 160,8 (C-2) e a 3J com os
sinais em & 148,7 e 6 153,7, atribuidos aos carbonos C-5 e C-8a, respectivamente.

No espectro de HMBC ainda foi possivel observar correlacfes do sinal
em § 7,19 (H-8) a 3J com os sinais em & 107,8 (C-4a) e § 113,5 (C-6), a 2J com 0s
sinais em 6 153,7 (C-8a) e 6 157,7 (C-7). O sinal em 6 7,61 (H-2’) mostra correlagdes
com os sinais em & 157,7 (C-7) e 6 113,5 (C-6). O sinal em & 6,98 (H-3') mostra
correlagdes a 2J com os sinais em & 113,5 (C-6) e & 145,5 (C-2’) e a 3J com o sinal
em o 157,7 (C-7).

A anadlise do espectro de HMBC permite observar correlacées do sinal
de H-2"a (5 4,42) com o sinal em & 148,9 (C-5) e com um sinal em § 76,9 (C-3"). E
observado também a correlacdo dos sinais das metilas com os carbonos C-3” (8
76,9) e C-4” (8 72,1) e a correlagdo entre si das metilas. De acordo com estas

correlacdes, pode-se determinar a estrutura do substituinte presente no C-5.
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A partir desta correlagdo com o C-5, foi verificada a presenca da
preniloxila nesta posi¢cdo. O fato do deslocamento quimico de C-5 ser bastante
desblindado e ainda o fato dos hidrogénios H-2"a e H-2"b estar ligado a um carbono
carbindlico (8 74,8) indica que exista uma O-prenilagdo na estrutura, justificando,
ainda o deslocamento de H-4 (& 8,18) através da existéncia de uma oxigenacao em
C-5. Assim, baseado em dados comparativos com a literatura, a estrutura da
substancia 08 foi identificada como a 5-O-prenil furanocumarina (Prangol).

TABELA 4.9: Dados de RMN H e *3C de 08 e comparacéo com a literatura.

Substancia 08 TESSO, 2005
(200 MHz, CDCl») (400 MHz, CDCls)

"H & (ppm), J (Hz) 5 (ppm) & (ppm), J (Hz) 8
(ppm)
2 - 160,8 - 161,0
3 6,30 (1H, d, J=9,8) 113,3 6,34 (1H, d, J=10,0) 113,5
4 8,16 (1H, dd, J=9,8; 0,5) 139,1 8,11 (1H, d, J=10,0) 139,1
4a - 107,8 - 107,6
5 - 148,9 - 148,5
6 - 113,5 - 113,5
7 - 157,7 - 158,7
8 7,19 (1H, sl) 95,1 7,20 (1H, s) 95,0
8a - 153,7 - 153,7
2 7,61 (1H, d, J=2,4) 145,5 7,63 (1H, d, J=2,5) 145,5
’ 6,98 (1H, dd, J=1,0; 2,4) 104,1 7,03 (1H, d, J=2,5) 104,0
2"a 442 (1H,dd, J=75/98) _, o  446(1H,dd, J=100;80) _, g

2’b 4,54 (1H, dd, J=3,4; 9,8) ’ 4,51 (1H, dd, J=10,0; 3,0) '
3" 3,90 (1H, dd, J=3,4;7,5) 76,9 3,91 (1H, m) 70,0
4” - 72,1 - 76,9
5" 1,31* (3H, s) 24.,6* 1,31 (3H, s) 24,6
6" 1,35* (3H, s) 26,4* 1,36 (3H, s) 26,2

3”-OH - 2,81(sl) -

4”-OH - -

*Valores intercambiaveis
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FIGURA 4.24: Espectro de RMN *H de 08 (200 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.26: Ampliacdo da regido de & 4,7 a 3,7 do espectro de RMN *H de 08.
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4.3.5 - Determinacao estrutural da substancia 09

A substéncia 09 € uma cumarina do tipo furanocumarina com O-
prenilagédo e foi isolada da fracdo diclorometéanica (EDGHS) proveniente do extrato
etanolico dos galhos de H. superba e teve sua estrutura determinada com base nos
experimentos de RMN *'H e por comparacdo com dados da literatura (HARKAR,
1984).

O espectro de RMN 'H de 09 (FIGURA 4.29), mostra 0s sinais
caracteristicos do esqueleto cumarinico dos hidrogénios H-4 e H-3 em & 7,78 (1H, dl,
J=9,6) e 6 6,39 (1H, dI, J=9,6), respectivamente. Os sinais relativos ao anel furano
encontram-se em & 7,71 (1H, dd, J=2,2) e 4 6,83 (1H, d, J=2,2), sendo referentes
aos hidrogénios H-2' e H-3’, respectivamente. Ainda é possivel observar no espectro
de 'H a presenca de um sinal de hidrogénio aromatico em & 7,41 (1H, sl), sinais em
d 4,77 (1H, dd, J=10,2; 2,8), em & 4,39 (1H, dd, J=10,2; 7,8), 6 3,86 (1H, dd, J=7,8;
2,8) e sinais de metilas em 6 1,34 (3H, s) e 6 1,30 (3H, s), indicando a presenca de
um grupamento prenila na estrutura.

O deslocamento quimico de H-4 em & 7,78 sugere que a posi¢cao C-5
nao esteja substituida, o que permite posicionar o grupo prenila em C-8. Ainda pode-
se observar que neste caso, ndo havendo hidrogénio disponivel em C-8, ndo ha o
acoplamento a longa distancia entre H-4, H-3' e H-8. A presenca da preniloxila em
C-8 e auséncia de substituinte em C-5 leva a concluir que a furanocumarina 09 é a

8-O-prenil-furanocumarina (Heraclenol).

81



Resultados e Discussdes — Estudo Fitoquimico

TABELA 4.10: Dados de RMN *H de 09 e comparac&o com a literatura.

SUBSTANCIA 09
(200 MHz, CDCl5)

HARKAR, 1984
(250 MHz, CDCls)

H  (ppm), J (H2) 8 (ppm), J (H2)
6,39 (1H, dl, J=9,6) 6,36 (1H, d, J=9,0)
4 7,78 (1H, dl, J=9,6) 7,76 (1H, d, J=9,0)
4a - -
5 7,41 (1H, s) 7,36 (1H, s)
6 - -
7 - -
8 - -
8a - -
2 7,71 (1H, dd, J=2,2) 7,72 (1H, d, J=2,2)
3 6,83 (1H, d, J=2,2) 6,82 (1H, dd, J=2,2)
2"a 4,39 (1H, dd, J=10,2; 7,8) 4,56 (2H, m)
2”’b 4,77 (1H, dd, J=10,2; 2,8)
3" 3,86 (1H, dd, J=7,8; 2,8) 3,90 (1H, m)
4 _ :
5" 1,30 (3H, s) 1,30 (3H, s)
6" 1,34 (3H, s) 1,32 (3H, s)
3”-OH 2,57 (1H, sl) 2,73
4”-OH 3,36 (1H, sl 3,53
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FIGURA 4.29: Espectro de RMN *H de 09 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.30: Ampliacdo da regido de & 7,9 a 6,3 do espectro de RMN *H de 09.
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FIGURA 4.31: Ampliacdo da regido de & 4,8 a 3,8 do espectro de RMN *H de 09.
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4.3.6 - Biogénese das Cumarinas

As cumarinas séo derivadas do acido trans-cindmico que por oxidacao
resulta no acido p-cuméarico. Em seguida sofre uma orto-oxidagéo, glicolisacao e
isomerizagcdo no seu correspondente cis, o qual por ciclizagédo, forma a cumarina,
como mostra o ESQUEMA 4.6, que apresenta a proposta biogenética para a

cumarina escoparona isolada de Hortia (DEWICK, 2002).

. _CO,H N _CO,H . _COH
[O]
@N — - > —
HO HO 0Gle
S N CH30 X
(O]
CoH —> N - ~
HO 2 HO 0" Yo SAM CH30 0" o

Glc Escoparona

ESQUEMA 4.6: Proposta biogenética para a substancia 04.

A principal caracteristica na diversificacdo das cumarinas € a
incorporacdo de unidades prenila enzimaticamente controlada. As prenilacdes nas
posicbes C-6 ou C-8 do anel de uma 7-hidroxi-cumarina leva a formacdo de
furanocumarinas. O ESQUEMA 4.7 e o ESQUEMA 4.8 mostra a representacao
biogenética de algumas das furanocumarinas isoladas, xantotoxina (05),
isopimpenilina (06), prangol (08) e heraclenol (09). Uma vez incorporado ao
esqueleto cumarinico o grupo prenila pode sofrer um grande numero de
modificacdes secundarias, geralmente iniciadas com a epoxidacdo da ligacdo dupla
da unidade prenila (MIKOLAJACZAK et. al., 1988).

85



Resultados e Discussdes — Estudo Fitoquimico

*”‘w

Hﬂ

Hﬁ)
= 0
O v 2 0L w0
0 "~o 070 0

Psoraleno

llﬂ] \hlﬂl OH

Epn:ldﬂgﬂu

2x SAM
OCH3
_/ s
4] 0
OCHs
i = isopimpenilina
4] 0
OCHs
Xantotoxina

ESQUEMA 4.7: Proposta biogenética para as substancias 05 e 06.

86



Resultados e Discussdes — Estudo Fitoquimico

| PR
of e
ol

o,
e,

heraclenal

H

OH
-
0 = 0
f - SO0, ™ ¢
o- "o 070

=2
Q Q
OH
=
Q Q
Q

- N

=T
Q Q
j}?“*
s
H

ESQUEMA 4.8: Proposta biogenética para as substancias 08 e 09.

87




Resultados e Discussdes — Estudo Fitoquimico

4.4 — Flavonoides

Os flavondides constituem um grupo de metabdlitos secundéarios de
ampla distribuicdo na natureza. Sado conhecidos mais de 4.200 flavondéides, sendo
gue os de origem natural apresentam-se frequentemente oxigenados e um grande
namero ocorre conjugado com acUcares (ZUANAZZI, 2001). Os flavonéides estdo
amplamente presentes na vida diaria do ser humano, ingeridos através das frutas,
verduras, legumes e ervas medicinais. A importancia desta enorme classe é devida
suas diversas funcdes biolégicas e fisioldgicas, principalmente como antioxidante,
anti-inflamatorios, propriedades estrogénicas e antiviral (HARBONE & WILLIAMS,
2000). Ha relatos de trés flavondides isolados no género Hortia, uma flavanona
(BRAGA, 2005), uma flavona (BRAGA, 2005), e um flavona ramnoglicosilada cuja
parte glucosidica € do tipo rutinosideo (PADUA, 1976). O estudo fitoquimico da
espécie Hortia superba proporcionou o isolamento de dois flavondides, sendo uma
flavanona, isosakuranetina, e uma flavanona ramnoglicosilada cuja parte glucosidica
€ do tipo rutinosideo, a neoponcirina, relatada pela primeira vez para o género

Hortia.

4.4.1 — Determinacdao estrutural da substancia 10

A substancia 10 foi isolada da fracdo hexanica (EHGHS) e da fracao
diclorometanica (EDGHS) proveniente do extrato etandlico dos galhos de H. superba
e teve sua estrutura determinada através de experimentos de RMN *H e *C assim
como também através da comparacao com dados da literatura (VASCONCELOS et.

al., 1998).
OCH,

10

Analisando o espectro de RMN 'H de 10 (FIGURA 4.32) pode-se

observar um sinal em 4 12,1 (1H, s) indicando a presenca de hidrogénio de hidroxila
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qguelatogénica em C-5. Observa-se também dubletos em & 7,38 (2H, d, J=8,7 Hz)
relativos aos hidrogénios H-2° e H-6' e 6 6,95 (2H, d, J=8,7 Hz) relativos aos
hidrogénios H-3” e H-5 do anel B do esqueleto do flavondide, sinais estes no
mesmo deslocamento quimico devido a simetria do anel B e sua livre rotagéo,
proporcionando a presenca do mesmo ambiente quimico, e assim estes hidrogénios
séo considerados equivalentes.

Em & 3,84 (3H, s) foi observado um sinal bastante intenso atribuido a
metoxila ligada ao C-4’ do anel B. E observado também sinais em & 5,98 (1H, d,
J=2,1 Hz) e em & 5,96 (1H, d, J=2,1 Hz), os quais foram atribuidos aos hidrogénios
H-6 e H-8, respectivamente, caracterizando o padrdo de substituicdo do anel A,
indicando que as posi¢cdes C-5 e C-7 estdo substituidas por hidroxilas. Os sinais em
85,37 (1H, dd, J=13,0 e 2,9 Hz), & 3,10 (1H, dd, J=13,0 e 17,1 Hz) e & 2,79 (1H, dd,
J=17,1 e 2,9 Hz) foram atribuidos respectivamente aos hidrogénios H-2, H-3a e H-3
do anel C do flavondide, caracterizando uma flavanona.

A partir da anélise dos espectros de RMN *C (FIGURA 4.35) foi
possivel confirmar e atribuir todos os carbonos do esqueleto da flavanona. Baseado
na literatura a presenca dos sinais em &6 96,7 e 95,5 Hz, foram atribuidos aos
carbonos C-6 e C-8, respectivamente, caracteristicos de carbonos aromaticos. Os
sinais em 6 43,1 e 6 79,0 foram atribuidos aos carbonos C-3 e C-2, caracteristico de
carbono metilénico caracteristico do esqueleto de uma flavanona e do carbono
oximetinico, respectivamente. Ja os sinais em & 114,3 e 6 127,7 foram atribuidos
aos carbonos C-3’ e 5’ e C-2’ e 6/, respectivamente. Também foi observado sinais
bastante desblindados, em & 164,9 atribuido ao C-5, em § 164,3 é referente ao C-7 e
o sinal em 8 163,3 ao C-9, caracteristico de carbonos ligado a oxigénio. Um sinal em
8 103,1 foi atribuido ao carbono C-10 e um sinal em 6 196,1 ao C-4 da carbonila. De
acordo com a literatura o sinal em & 130,3 € atribuido ao C-1’. O C-4’ apresentou um
sinal em & 160,0 bastante desblindado devido ao efeito da metoxila presente, e o
sinal em & 55,4 foi caracterizado pelo o carbono oximetilico presente no grupo
metoxila. Assim, a estrutura 10 foi identificada como 5,7-diidroxi-4’-metoxiflavanona,

Isosakuranetina.
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TABELA 4.11: Dados de RMN *H e *3C de 10 e comparacéo com a literatura.

SUBSTANCIA 10 VASCONCELOS, 1998
(200, 50 MHz, CDCls) (300, 75 mhz, CDCls)
H/C 3 (ppm), J (Hz) 3 (ppm) 3 (ppm), J (Hz) 3 (ppm)
2 5,37 (1H, dd, J=13,0; 2,9) 79,0 5,36 (dd, J=13,0; 3,1) 78,9
3a 3,10 (1H, dd, J=17,1; 13,0) 431 3,10 (dd, J=17,2; 13,5) 431
38 2,79 (1H, dd, J=17,2; 2,9) ’ 2,79 (dd, J=17,2; 3,5) ;
4 - 196,1 - 196,1
5 - 164,9 - 164,3
6 5,98 (1H, d, J=2,1) 96,7 6,00 (d, J=2,3) 96,7
7 - 164,3 - 164,9
8 5,96 (1H, d, J=2,1) 95,5 5,98 (d, J=2,3) 95,5
9 - 163,3 - 163,2
10 - 103,1 - 103,0
1’ - 130,3 - 130,3
2, 7,38 (2H, d, J=8,7) 127,7 7,38 (d, J=8,7) 127,7
2, 6,95 (2H, d, J=8,7) 114,3 6,95 (d, J=8,7) 114,2
4 - 160,0 - 160,0
4’0Ome 3,84 (3H, s) 55,4 3,84 (s) 55,4
5-OH 12,1 (1H, s) - 12,1 (s) -
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FIGURA 4.32: Espectro de RMN *H de 10 (200 MHz, CDCls).
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4.4.2 — Determinacao estrutural da substancia 11

A substancia 11 foi isolada da fracdo diclorometanica (EDGHS)
proveniente do extrato etandlico dos galhos de H. superba e teve sua estrutura
determinada através de experimentos de RMN *H e *3C, HSQC, HMBC e g-COSY,
assim como também através da comparacdo com dados da literatura (KIM, 2007).

11

A partir do espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.36) foi observado dois
dubletos bastante intenso na regido de aromaticos, o qual mostra o padrdo de
substituicdo do anel B do flavondide em questédo, sinais estes em & 7,44 (2H, d,
J=8,8 Hz) relativos aos hidrogénios H-2" e H-6’ e em 6 6,97 (2H, d, J=8,8 Hz)
relativos aos hidrogénios H-3' e H-5’. Este padrao de substituicdo é caracterizado
por apresentar sinais em um mesmo deslocamento quimico, devido a simetria do
anel B e sua livre rotacdo e assim, o0 mesmo ambiente quimico, sendo estes

hidrogénios considerados na literatura como equivalentes.

6,97

H 27

No espectro em 2D de correlacdo homonuclear de g-COSY foram

observados as correlacbes existentes entre os hidrogénios H-2' e H-3' com os
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hidrogénios H-5" e H-6'. O espectro de HSQC (FIGURA 4.42) mostra a correlacao
dos hidrogénios em & 7,44 com os carbonos em & 129,0 (C-2" e C-6’) e dos
hidrogénios em & 6,97 com os carbonos em & 115,0 (C-3’ e C-5’). A analise do
espectro de HMBC mostra a correlacdo do sinal em & 7,44 & 3J com o carbono em &
162,0 e a correlacdo & 2J do sinal em & 6,97 com este mesmo carbono, sendo
atribuido ao carbono C-4".

Foi observado um sinal bastante intenso no espectro de RMN *H em &
3,80, caracteristico de hidrogénio de grupo metoxila, e a partir da analise do HSQC
foi observado a presenca de uma correlagéo deste sinal em & 3,80 com um carbono
em & 56,0 caracteristico de carbono oximetilico, confirmando a presenca de uma
metoxila na estrutura. E assim, o espectro de HMBC mostrou uma correlacdo do
sinal em & 3,80 com o carbono em & 162,0 levando a confirmar a substituicdo do C-4’
por uma metoxila.

A partir da andlise do espectro de HMBC foi observado correlacdes a 3J
dos hidrogénios em & 6,97 com um carbono em & 133,0 (C-1’), e correlagdes a 3J
dos hidrogénios em 6 7,44 com o carbono em & 81,0 (C-2), carbono este
caracteristico de carbono oximetinico, que levou a sugerir a presenca de uma

flavanona.

O esqueleto do anel C da flavanona foi confirmado no espectro de
RMN 'H pela presenca de sinais caracteristicos, principalmente pela presenca de
sinais na regido de hidrogénios alifaticos: 6 3,17 (dd, J = 17,2 e 12,4 Hz), 6 2,77 (dd,
J=17,2 e 2,4 Hz) e um dd em & 5,46 (J = 12,4 e 2,4 Hz), que foram atribuidos aos

hidrogénios H-3a, H-3B e H-2, respectivamente. O acoplamento geminal entre os
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hidrogénios alifaticos (H-3a e H-33) e o acoplamentos entre os hidrogénios H-3a e
H-3B com o hidrogénio H-2 é observado no espectro de g-COSY (FIGURA 4.40).

No espectro de HMBC foi observado correlaces a 2J do hidrogénio em
8 5,46 (H-2) com o carbono em & 133,0 (C-1’), & J com os carbonos em & 129,0 (C-
2’ e C-6") e a>Jem § 199,0 (C-4). Observou-se correlacées do hidrogénio em & 3,17
(3a) & 2J com o carbono em & 81,0 (C-2), & 2J com o carbono em & 199,0 (C-4) e & 3J
com o carbono em & 133,0 (C-1’). Ja& o hidrogénio em & 2,77 (3-B) mostrou apenas

uma correlacédo & 2J com o carbono em & 199,0 (C-4).

’ff»@H =)

O padrao de substituicdo do anel A da flavanona foi reconhecido pelos

dois dubletos com acoplamento meta em 6 6,20 (1H, d, J=2,4 Hz) e em 4 6,18 (1H,

OCH;

d, J=2,4 Hz) mostrados no espectro de RMN *H. Analisando o espectro de HSQC foi
observado uma correlacdo do hidrogénio em 4 6,20 com o carbono em & 98,0 (C-6) e
a correlacéo do hidrogénio em 6 6,18 com o carbono em & 97,0 (C-8). Analisando o
espectro de HMBC foi observado correlagées do hidrogénio em & 6,20 & 2J com os
carbonos em & 166,0 (C-5) e & 167,0 (C-7), & *J com os carbonos em & 98,0 (C-8) e
§ 105,0 (C-10) e uma correlacdo & “J com o carbono da carbonila em & 199,0 (C-4).
A correlacdo do hidrogénio em & 6,20 com o carbono em & 166,0, confirmou o
deslocamento do H-6, pois o H-8 ndo faz esta correlacdo com este carbono. E
assim, o sinal em & 6,18 mostrou correlacdes & J com os carbonos em & 167,0 (C-7)
e 8 165,0 (C-9), & 3J com os carbonos em & 97,0 (C-6) e & 105,0 (C-10) e uma

correlacdo & *J com o carbono da carbonila em & 199,0 (C-4). A correlagéo
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observada no HMBC do sinal em & 6,18 com o carbono em & 165,0 confirmou o

deslocamento quimico para o H-8. Estas correlacdes podem ser observadas abaixo:

Devido os experimentos de RMN 'H, HSQC, HMBC e COSY ter sido
realizados em MeOD impossibilitou a observacdo de algum hidrogénio de hidroxila
guelatogénica que poderia estar presente na posi¢cdo C-5 do anel A da flavanona e
assim foi realizado um experimento de RMN *H utilizando como solvente DMSO-dg,
e com isso, foi observado um sinal em § 12,0 indicando a presenca de uma hidroxila
na posicao C-5.

A presenca de dois residuos de acgUcares na estrutura desta
substancia foi confirmada devido a presenca dos sinais em & 4,69 (d, J=1,6 Hz) e &
4,94 (d, J = 6,8 Hz) que séo caracteristicos de hidrogénios anoméricos atribuidos a
H-1" e H-1”, respectivamente. A constante de acoplamento dos sinais dos
hidrogénios anoméricos, freqientemente, indica a configuracéo do glicosideo ligado
na aglicona, e assim foi observado a presenga de uma B-glicose devido apresentar
um dubleto com uma alta constante de acoplamento, isso € devido ao acoplamento
diaxial do H-1"com H-2”, e uma a-ramnose que apresentou um dubleto com uma
constante bastante pequena, e isso é devido ao seu acoplamento diequatorial do H-

1”” com o H-2"’, no entanto no caso da ramnose esta diferenca de configuragdo nao
€ tado evidente, e foi confirmada em comparacao aos dados da literatura.

Os demais hidrogénios carbindlicos da unidade glucosidica estdo entre
& 3,30-4,10 e um dubleto em & 1,12 (3H, H-6’", J= 6,4 Hz) é correlacionado a metila
da unidade da ramnose. A principal dificuldade enfrentada para caracterizar a
estrutura deste flavonéide glicosilado, utilizando principalmente os dados de COSY,
envolveu a confirmacdo dos sinais de hidrogénio das unidades de acUcares.
Analisando o espectro de HMBC (FIGURA 4.43) foi observado uma correlacdo do

hidrogénio anomérico da B-glicose em & 4,94 com o carbono em 6 167,0 e assim, foi
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confirmada a substituigdo de uma unidade de [B-glicose no C-7 como acgUcar
primério. O valor do deslocamento do C-7 alto em 4 167,0, indica a presenca de uma
unidade O-glicosidica que provoca esta alta desblindagem. Foi observado também
correlagbes no HMBC (FIGURA 4.43) do hidrogénio anomérico da ramnose em &
4,69 com os carbonos em & 66,7, 6 70,0, e & 72,3, confirmando a unidade de
ramnose como agucar secundario ligado a glicose pela posi¢cdo C-6”, numa ligagao
O-glicosidica, isso é confirmado devido a desblindagem do carbono C-6” em & 66,7,
gue geralmente quando ndo h& substituintes nesta posicdo sao blindados em torno
de 3 60,0.

Foi realizado o experimento de RMN **C (FIGURA 4.41) em DMSO-ds
afim de dados comparativos com a literatura, e assim a partir de comparacdo dos
deslocamentos quimicos em DMSO-ds da substancia 11 com dados descritos na
literatura para a neoponcirina revelou dados praticamente idénticos, mostrando ser a
mesma substancia. O espectro de RMN **C corrobora com o exposto anteriormente,
uma vez que apresenta sinais caracteristicos de flavanona, como uma carbonila
referente ao C-4 em & 197,1 e o CH; em & 41,9 referente ao C-3 da flavanona.
Assim, a estrutura 11 foi identificada como a flavanona, 7-O-rutinosideo-5-hidroxi-4'-

metoxiflavanona, neoponcirina, primeira vez relatada para o género Hortia.
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TABELA 4.12: Dados de RMN *H em MeOD e DMSO-ds de 11 e comparacdo com a

literatura.
SUBSTANCIA 11 SUBSTANCIA 11 KIM, 2007
(400 MHz, MeOD) (200 MHz, DMSO-dg) (400 MHz, DMSO-
de)
H 5 (ppm), J (Hz) 5 (ppm), J (Hz) 5 (ppm), J (Hz)
2 5,46 (1H, dd, J=12,4; 5,57 (dd, J=12,6; 2,9) 5,57 (dd, J=12,6;
2,4) 2,9)
3a 3,17 (1H, dd, J=17,2; 3,13 (dd, J=17,2; 12,6) 3,13 (dd, J=17,2;
12,4) 12,6)
3p 2,77 (1H, dd, J=17,2; 2,78 (dd, J=17,2;2,9) 2,78 (dd, J=17,2;
2,4) 2,8)
4 - - -
5 - - -
6 6,20 (1H, d, J=2,4) 6,12 (d) 6,13 (d, J=2,8)
7 - -
8 6,18 (1H, d, J=2,4) 6,12 (d) 6,13 (d, J=2,8)
o] - -
10 - -
1’ - -
g, 7,44 (2H, d, J=8,8) 7,47 (d, J=8,8) 7,47 (d, J=8,8)
g, 6,97 (2H, d, J=8,8) 6,98 (d, J=8,8) 6,98 (d, J=8,8)
4’ - -
4’0Ome 3,80 (3H, s) 3,76 (s) 3,77 (s)
5-OH - 12,0 (s) 12,0 (s)
1” 4,94 (1H, d, J=6,8) 4,98 (1H, d, J=6,9) 4,98 (1H, d, J=7,4)
17 4,69 (1H, d, J=1,6) 4,51(s) 4,52 (1H, d, J=0,8)
6" 1,19 (3H, d, J=6,4) 1,08 (3H, d, J=5,8) 1,08 (3H, d, J=6,2)
prétons
glicosidico 3.30-4.00 (m) 3.16-3.43 (M) 3.16-3.43 (M)

S
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TABELA 4.13: Dados de RMN ¥C em DMSO-d¢ de 11 e comparacdo com a

literatura.
SUBSTANCIA 11 KIM, 2007
(100 MHz, DMSO-d) (100 MHz, DMSO-ds)
~C 5 (ppm) 5 (ppm)
1 197,0 197,1
2 78,3 78,3
3 41,9 41,7
4 - -
5 163,0 163,0
6 96,5 96,5
7 165,1 165,1
8 95,5 95,5
9 162,6 162,5
10 103.3 103,3
1’ 130,5 130,3
2 6’ 128,5 128,5
35 113,9 113,9
4 159,5 159,5
OCHjs 55,2 55,2
1” 100,7 100,6
27 73,0 73,0
3” 75,5 75,6
4” 69,7 69,6
5” 76,2 76,2
6” 66,0 66,0
17 99,4 99,4
2" 70,3 -
3 70,8 70,7
4 72,1 72,1
5 68,3 68,3
6" 17,8 17,8

100



Resultados e Discussdes — Estudo Fitoquimico

FIGURA 4.36: Espectro de RMN *H de 11 (400 MHz, MeOD).
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FIGURA 4.37: Ampliagdo dos sinais dos hidrogénios aromaticos do anel B no

espectro de RMN 'H de 11 e os acoplamentos observados.
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FIGURA 4.39: Ampliacdo dos sinais dos hidrogénios alifaticos no espectro de RMN

'H de 11 e 0s acoplamentos observados.
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FIGURA 4.40: Espectro de g-COSY (ampliacdo) de 11 (400 MHz, MeOD).
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FIGURA 4.41: Espectro de RMN *3C de 11 (100 MHz, DMSO-d).
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FIGURA 4.42: Mapa de contorno de HSQC (ampliacdo) de 11 (400 MHz, MeOD).
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4.4.3. Biogénese dos Flavondides

Os flavondides sao originarios de uma rota biossintética mista. Eles séo
biossintetizados a partir da condensacao de uma unidade de 4-hidroxicinamoil-CoA
originada do caminho chiquimato com trés unidades de malonil-CoA integrantes da
rota do acetato, e assim séo formadas as chalconas sob acdo da enzima chalcona
sintase. A partir da chalcona, todos os demais derivados dos flavonoides séo
formados (DEWICK, 2002). Uma representacdo da biogénese dos flavondides
isolados encontra-se no ESQUEMA 4.9.

. OH
+, L0SCoA o 0 SCoA
/O/\/ ,  HOOC— CHyC_SCoA J
HO S
dhidroxicinanil-CoA 3 x malonil-CoA
0 o0

OH
HO 0
-—
OH O
flavanona chalcona
SAM
! OCH; 0CH
HO 0 RO ]
_—
dlicolisagio R1=Glc§Rha
H O OH O

isos akuranetina

neoponcirina

ESQUEMA 4.8: Proposta biogenética para as substancias 10 e 11.
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5- ENSAIOS FUNGICIDAS FRENTE a Guignardia citricarpa

O isolado do fungo Guignardia citricarpa foi cedido pela Dra. Ana Carla
Oliveira da Silva Pinhati juntamente com o Prof. Dr. Marcos Antonio Machado do
Centro de Citricultura “Sylvio Moreira - APTA”, localizado em Cordeiropolis-SP. O
fungo foi trazido em placa de Petri contendo meio de cultura BDA (batata - dextrose -
agar) e a adaptacdo da metodologia de ensaio foi realizada no Laborat6rio de
Fitopatologia da ESALQ/USP (Piracicaba-SP), sob colaboracédo do Prof. Dr. Sérgio
F. Pascholati. Foram realizados estudos de otimizacdo dos melhores meios de
cultura para seu melhor crescimento, assim como ambiente e temperatura
adequada. Segundo levantamento bibliografico (MAGNANI, 2002; RIBEIRO, 2006;
TOFFANO, 2005), foram realizados ensaios biolégicos frente a G. citricarpa de duas
formas: primeiro realizou-se o ensaio de inibicdo de G. citricarpa in vitro pelo método
de difusdo em agar, e em seguida, o ensaio de inibicdo de G. citricarpa in vitro, pelo
método de germinacdo de esporos em placas de poliestireno.

Os ensaios biologicos frente a G. citricarpa realizados neste trabalho
basearam-se na inibicdo de G. citricarpa in vitro frente ao crescimento micelial
utilizando o método de incorporacdo em meio de cultura e inibicdo de G. citricarpa in

vitro pelo método de germinacao de esporos em placas de poliestireno.

5.1- Procedimento Experimental

Os ensaios biolégicos foram realizados no Laboratério de Bioensaios

do Departamento de Quimica da UFSCar, sob orientacdo do Dr. Leonardo Toffano.

5.1.1- Materiais e Reagentes

% BDA comercial da acumedia;

% H,0 destilada;

% DMSO grau HPLC, da TEDIA Brazil;

% Lactofenol;

+ Etanol 70%;

% Placas de Petri (® =9 cm) e de (P =7 cm);
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% Placas de poliestireno;

% Eppendorf BD (1,5 mL);

% Pipetas volumétricas;

% Laminula (18 x 18 mm) (0.13-0.17MM);

% Paquimetro;

% Alca de Drigalski;

% Filme PVC transparente;

% Camara de Neubauer New Optik (0,002 mm?/0,100 mm);

5.1.2- Equipamentos

% Camara de fluxo laminar Veco VL FS-12M;

 Estufa com fotoperiodo e termoperiodo / B.O.D Eletrolab;
% Autoclave vertical Phoenix AV 75;

%+ Microscopio éptico (até 1000 x) L 2000A;

% Balanca analitica Modelo AND202.

5.2 - Preparo do inéculo para ensaio

Todos os fungos foram cultivados em meio BDA comercial (39 g/1L de
H,0). Para o preparo dos meios, primeiramente, o meio solido foi pesado de acordo
com o volume final de meio desejado, adicionando-se a massa necessaria e
solubilizando-a com agua destilada, em agitacédo até a homogeneizacao.

Em seguida, a solucdo de meio BDA foi adicionada em frascos de
Erlenmeyer, sendo a mesma esterilizada em autoclave por 20 minutos a 120 °C.
Posteriormente, em meio fudente (+ 50 °C), foi vertido em placas de Petri ($=9 cm),
em camara de fluxo laminar com total assepsia, e logo apés a solidificacdo dos
meios, o fungo foi repicado e adicionado nas placas com o meio sélido e
posteriormente mantido BOD sob luz fluorescente, a 25 °C. Para os ensaios com a
G. citricarpa foram necessarios de 21 dias de cultivo. Apés isso, os fungos estavam
aptos para os testes de inibicdo frente ao crescimento micelial, germinacdo e

formacédo de apressorios.
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5.3 - Metodologia dos ensaios de inibicdo ao desenvolvimento de G.

citricarpa

5.3.1 - Ensaio de inibicdo de G. citricarpa in vitro frente ao crescimento

micelial

Para a avaliacdo da inibicdo do crescimento micelial de G. citricarpa
frente aos compostos naturais, foi utilizado o método de incorporacdo em meio de
cultura. O meio sélido de cultura utilizado foi BDA e para cada tratamento realizou-se
uma solucao da substancia pura utilizando 6 mg de substéancia dissolvida em 300 pL
de DMSO para um total de 5 repeticbes. A incorporacao foi realizada diretamente ao
meio fundente (£ 50 °C), apdés a autoclavagem, durante o experimento no fluxo
laminar, onde a solucdo da amostra foi incorporada em 60 mL de meio BDA,
resultando numa concentracdo da amostra de aproximadamente 100 pg.mL™
(amostra/mL de BDA). Para cada tratamento foi realizado um controle positivo, que
consistiu em 300 uL de DMSO em 60 mL de meio BDA fundente, para 5 repeticoes.
O sistema incorporado foi vertido em um total de 5 placas de Petri (& = 7 cm). Apos
a solidificacdo dos meios, discos de micélio de 0,5 cm de diametro do fungo
(cultivados em BDA) foram transferidos para o centro das placas contendo BDA mais
substancia incorporada e BDA acrescido de 300 pL de DMSO, no caso da
testemunha. As placas foram mantidas a 25 °C, sob luz fluorescente com
fotoperiodo de 12 h.

As avaliacdes do crescimento micelial foram realizadas a cada 3 dias,
utilizando-se paquimetro e subtraindo-se o diametro do disco de micélio inicial,
totalizando 21 dias. Foram calculadas as médias de crescimento micelial para os
compostos ensaiados. Esta metodologia de ensaio foi aplicada para 4 substancias
naturais, escoparona (01), N-metil-4-metoxi-2-quinolona (02), prangol (03) e
isosakuranetina (04), representadas na FIGURA 5.1, todas isoladas de espécies de

Hortia em estudo.
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FIGURA 5.1: Substancias submetidas aos ensaios de inibicdo frente ao

desenvolvimento de G. citricarpa.

5.3.2 - Ensaio de inibicdo de G. citricarpa in vitro frente a germinacao de

esporos e formacao de apressorios

Para a obtencdo de uma suspensdo de esporos de G. citricarpa (10°
esporos.mL™) utilizou-se um cultivo de G. citricarpa em meio BDA. Em seguida,
realizou-se solucbes estoques dos compostos naturais ensaiados, o qual utilizou-se
1 mg de substancia pura, solubilizada em 50 pyL de DMSO, em 10 mL de agua
destilada esterilizada, obtendo uma concentracéo de 100 pug.mL™ (substancia/H-0).
Logo apds, as placas de poliestireno receberam 30 pL da solugdo de cada
substancia e 30 pL da suspensdo de esporos de G. citricarpa (10> esporos.mL™),
totalizando 4 repeticdes por placa. Como testemunha foi preparada uma solucéo de
10 mL de agua destilada esterilizada, contendo 50 pL de DMSO. As placas foram
vedadas com filme PVC transparente a fim de manter a umidade, e conservada a

25° C, sob luz fluorescente com fotoperiodo de 12h, por 24 h. Apds este periodo, a
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porcentagem da germinacdo e formacdo de apressorios foi avaliada através da
observacdo em microscopio 6ptico (aumento de 100 x). Foram considerados como
germinados 0s esporos com tubo germinativo de tamanho igual ou superior ao
comprimento dos esporos nao germinados.

Para esta metodologia (FIGURA 5.2), foram testadas as mesmas
substancias ensaiadas frente ao crescimento micelial, representadas na FIGURA

5.1.

a) Cultivo de G. citricarpa em meio BDA b) Suspensao de esporos de G.
citricarpa

d) Contagem dos esporos germinados e

formacao de apressorios c) Ensaio em placa de poliestireno

FIGURA 5.2: Metodologia do ensaio de inibicdo in vitro frente a G. citricarpa pelo

método de germinacdo de esporos em placa de poliestireno.
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5.4 — Resultados e Discussoes

A partir dos estudos de otimizacdo para o desenvolvimento de
Guignardia citricarpa, foi observado que seu desenvolvimento é favorecido em boas
condic¢des de luminosidade, uma temperatura ideal em torno de 25° C, e em meio de
cultura BDA. O aparecimento das les6es da mancha preta dos citros é favorecido
pela luminosidade combinada com altas temperaturas, sendo comum encontrar
frutos com maior nimero de lesGes na face exposta a luz do sol (FUNDECITRUS,
2008).

Todos as substancias ensaiadas foram isoladas de espécies de Hortia
a partir do estudo fitoquimico realizado neste trabalho, no entanto, apenas algumas
delas foram ensaiadas, pois algumas substancias apresentaram contaminacao e
insuficiéncia de massa para a realizacdo dos ensaios.

As substancias submetidas aos ensaios foram solubilizadas em DMSO,
ja que o mesmo em pequena quantidade ndo tem efeito no desenvolvimento de G.
citricarpa, e devido a grande dificuldade em solubilizar os compostos em uma
solucdo aquosa, ideal para o ensaio. Foram realizados ensaios preliminares sob o
efeito do DMSO e possivel interferéncia nos resultados, e em quantidade minima foi

possivel sua utilizacao.

5.4.1 - Efeito dos compostos naturais frente ao crescimento de G.

citricarpa

As avaliacbes do crescimento micelial foram realizadas a cada 3 dias
conforme ilustrado na FIGURA 5.3, onde se baseou no centro de aplicacdo do
in6éculo como referencial para as medidas, ja que o crescimento ndo € uniforme.
Dessa forma, realizou-se a medida na horizontal e na vertical em centimetros, e
subtraiu em cada medida o didametro do in6culo aplicado inicialmente. Assim,
realizou-se a média de crescimento micelial para cada placa analisada. E visualizado
a partir do GRAFICO 5.1, a média de crescimento micelial calculada para os
compostos naturais ensaiados, observada em 21 dias de ensaio, obtida a partir da
média das 5 repeticdes em cada avaliacao realizada para cada tratamento.

Todos os compostos ensaiados apresentaram uma inibicdo frente ao

crescimento micelial de G. citricarpa, porém ndo deram uma atividade tao
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significativa, no entanto, este ensaio avalia apenas o crescimento micelial, e este
ndo estd envolvido diretamente com o processo de infecgcdo nas plantas. O
alcaléide N-metil-4-metoxi-2-quinolona (100 ug.mL™) foi o que apresentou o melhor
resultado, inibindo cerca de 50% o crescimento do micélio, como pode ser
observado na (GRAFICO 5.1) o seu efeito inibitorio durante o crescimento micelial.

FIGURA 5.3: Desenvolvimento do ensaio de inibicdo de G. citricarpa in vitro frente
ao crescimento micelial: a) representa a visualizacéo frontal da placa de Petri onde
foi realizado o ensaio com a cumarina, escoparona, na concentracéo de 100 pug.mL™
. b) N-metil-4-metoxi-2-quinolona (100 pg.mL™); c) prangol (100 pg.mL™); d)
isosakuranetina (100 pg.mL™); t) testemunha (BDA + fungo e DMSO); *) representa

o centro de aplicacédo do inéculo utilizado como referencial para as medidas.
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GRAFICO 5.1: Efeito dos compostos naturais isolados de espécies de Hortia no
crescimento micelial de G. citricarpa. As barras representam a média + desvio

padrao.

5.4.2 - Efeito dos compostos naturais frente a inibicdo da germinacao de

esporos e formacao de apressorios de G. citricarpa

A partir dos dados quantitativos obtidos para 0os compostos naturais
ensaiados frente ao crescimento micelial, pretendia-se ter um dado quantitativo mais
direcionado com as estruturas reprodutivas do microrganismo em que se da a
infeccdo nas plantas, e assim foi realizado o ensaio de inibicdo frente a germinacgéo
de esporos e formacao de apressorios .

As substéncias ensaiadas foram as mesmas utilizadas no ensaio de
inibicdo do crescimento micelial, com o intuito de se ter um resultado complementar
e mais preciso. E assim, observou-se a partir do GRAFICO 5.2 que a escoparona
(100 pug.mL™) (01) foi a substancia que apresentou o melhor resultado, onde inibiu
96% a germinacdo de esporos e 99% a formacdo de apressoérios, um resultado
bastante promissor. A literatura mostra inUmeros trabalhos, onde frutos citricos, em
pos-colheita, tém mecanismos de resisténcia ativados, como as fitoalexinas

(escoparona e escopoletina), em resposta a diferentes tipos de indutores bidticos e
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abidticos (ARRAS, 1996; RODOV et al.,, 1994; ALl et al.,, 1991), levando a uma
reducdo nos sintomas das doencas, e assim esta cumarina se torna uma substancia
promissora, uma vez que ela impede a formacdo de tubos germinativos, e
consequentemente a formacdo de apressoérios que sdo unidades responséaveis pelo
inicio do processo de infecgéo, 0s quais provocam o0s sintomas da mancha preta dos
citros.

O alcaléide N-metil-4-metoxi-2-quinolona (100 pg.mL™) (02) e o
flavondide Isosakuranetina (100 pg.mL™) (04) também apresentaram uma atividade
muito consideravel uma vez que inibiu cerca de 83% e 71,4% a germinacdo de
esporos e cerca de 91% e 80% a formacdo de apressérios, respectivamente,
demonstrando ser substancias ativas frente ao desenvolvimento germinativo de G.
citricarpa. J& a cumarina prangol (100 pg.mL™) (03) ndo mostrou nenhum efeito sob
o desenvolvimento germinativo de G. citricarpa, apresentando um efeito
insignificante em torno de 19,2% de inibicdo a germinacdo de esporos e 32,3% a

formacéo de apressorios, 0s quais apresentaram inibicao abaixo de 50%.
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GRAFICO 5.2: Efeito das substancias isoladas de Hortia na inibicdo da germinacéo
de esporos e formacao de apressorios de G. citricarpa. 1) escoparona; 2) N-metil-4-
metoxi-2-quinolona; 3) Prangol; 4) isosakuranetina. As barras representam a média *

desvio padréao.
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6 - CONCLUSOES

O estudo fitoquimico das espécies de H. superba, H. brasiliana,
H.oreadica proporcionou o isolamento e identificacdo de 11 metabdlitos secundarios
sendo trés alcalbides, dois do tipo 2-quinolona (N-metil-4-metoxi-2-quinolona 01 e
integriquinolona 02) e um do tipo B-indoloquinazolinico (rutaecarpina 03), cumarinas,
sendo uma simples (escoparona 04), uma mistura de trés furanocumarinas
(xantotoxina 05, isopimpenilina 06 e 5-cloro-8-metoxi-furanocumarina 07), 3
furanocumarinas (xantotoxina 05, prangol 08 e heraclenol 09) e dois flavondides do
tipo flavanona, (isosakuranetina 10 e neoponcirina 11).

Segundo levantamento bibliografico realizado para o estudo
guimiossistematico de espécies de Hortia, das espécies estudadas neste trabalho H.
superba apresenta alcaloides do tipo 2-quinolona preferencialmente, sendo relatado
apenas um na espeécie H. oreadica, e assim foi isolado o N-metil-4-metoxi-2-
qguinolona em grande quantidade proveniente da espécie H. superba, do qual ja
havia sido relatado para esta espécie, e € um alcaloide bastante encontrado em
plantas da familia Rutaceae. A integriquinolona foi isolada da espécie H. superba e é
relatada pela primeira vez no género Hortia, enquanto que o alcaléide do tipo B-
indoloquinazolinico, a rutaecarpina esta presente em todas as espécies estudadas, e
neste estudo foi isolada de H. oreadica. As cumarinas tém sido relatadas em grande
guantidade em Hortia oreadica e apenas duas foram relatadas para H. superba, e
assim neste estudo as cumarinas, escoparona e xantotoxina, isoladas de H.
superba, foram relatadas pela primeira vez para a esta espécie. A cumarina
isopimpenilina, identificada na espécie H. superba, é descrita pela primeira vez no
género Hortia. JA a cumarina 5-cloro-8-metoxi-furanocumarina, € relatada pela
primeira vez na literatura, no entanto, ndo se sabe qual sua verdadeira origem,
possivelmente de uma interacdo de microrganismos com a planta da qual foi
originada. Segundo levantamento, existem apenas trés flavondides relatados no
género Hortia, sendo dois deles encontrados na espécie H. superba. A neoponcirina
isolada de H. superba, é relatada pela primeira vez no género Hortia.

Neste estudo, foram isolados e identificados metabdlitos secundarios
caracteristicos de Rutaceae, e assim a presenca destes metabdlitos como
alcal6ides, cumarinas e flavonéides vém a confirmar que Hortia pertence a familia

Rutaceae, embora néo esteja claro seu exato posicionamento dentro da mesma. E
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assim, faz-se necessario novos estudos com espécies do género para concluir
melhor sua classificacdo quimiossistematica.

Os ensaios biologicos frente & Guignardia citricarpa, fitopatégeno
responsavel pela MPC, permitiu a avaliacdo da inibicdo de G. citricarpa in vitro frente
ao crescimento micelial e frente a germinacéo de esporos e formacao de apressorios
a partir de substancias naturais isoladas de espécies de Hortia, dentre trés classes
distintas, compostos os quais n&o haviam sido ensaiados. As substancias testadas
frente a inibicho do crescimento micelial ndo apresentaram atividades muito
relevantes, sendo o alcaldide N-metil-4-metoxi-2-quinolona (100 pg.mL™Y) a
substancia que apresentou o melhor resultado, inibindo cerca de 50% o crescimento
do micélio. No entanto, vale ressaltar que este ensaio trata-se de um dado importante,
porém ndo direcionado as estruturas reprodutivas do microrganismo responsavel pela
infecgdo nas plantas citricolas. De forma geral, as substancias ensaiadas foram mais
promissoras frente ao ensaio de inibicdo da germinacdo de esporos e formacao de
apressorios, dando destaque maior a escoparona (100 pg.mL™) que apresentou 96%
de inibicdo frente a germinacdo dos esporos e 99% de inibicdo frente a formacéo de
apressorios. O alcaléide N-metil-4-metoxi-2-quinolona (100 pg.mL™) e o flavondide
isosakuranetina (100 pg.mL™?) apresentaram também resultados bastante
promissores para esta avaliacéo, de 83% e 71,4% a germinacdo de esporos e cerca
de 91% e 80% a formacao de apressorios, respectivamente.

A partir dos resultados obtidos com os ensaios de inibicdo frente ao
desenvolvimento de G. citricarpa, observa-se que fitopatdbgenos sao alvos bastante
resistentes, um problema de elevada significancia, principalmente por ndo se ter um
controle quimico eficaz para a doenca. No entanto, as substancias naturais
ensaiadas a germinacdo de esporos e formacdo de apressoérios foram bastantes
promissoras e assim, a busca por compostos naturais de partida para atividade
fungicida constitue de grande importancia para a descoberta de novos produtos

com potencial antifungico.
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