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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacao em Quimica

Universidade Federal de Santa Maria

ESTUDO FITOQUIMICO E DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE

Waltheria douradinha Saint Hilaire

Autora: Vanessa Gressler

Orientador: Ademir Farias Morel

Espécies nativas da flora do Sul do Brasil séo alvo de pesquisa do Nucleo de
Pesquisa de Produtos Naturais da Universidade Federal de Santa Maria. Uma das
familias mais estudadas é a Sterculiaceae e, dentro desta, encontra-se a espécie
Waltheria douradinha Saint Hilaire, objetivo de estudo deste trabalho de mestrado.

W. douradinha, conhecida popularmente como “douradinha do campo”, é
utilizada no tratamento de afecc¢des pulmonares, cistite, Ulceras cronicas e também
para lavar feridas de origem sifilitica.

Metabdlitos secundarios foram isolados da casca da raiz desta espécie,
dentre eles a amida (O)-metiltembamida, trés alcaldides quinoldnicos ja conhecidos,
Antidesmona, Waltheriona-A e Waltheriona-B, dois alcaldides ciclopeptidicos
também ja conhecidos, Waltherina-A e Chamaedrina, e um novo alcaldide
quinolonico VG8. As estruturas destas substancias foram determinadas,
principalmente, por métodos espectroscopicos, como Ressonancia Magnética
Nuclear *H e * C (COSY, HMQC e HMBC), espectrometria de massas e através da
comparacao dos dados obtidos a partir do ponto de fusdo e dados da literatura.

Os alcal6ides Waltheriona-A (WA) e Waltheriona-B (WB) foram cristalizados e
analisados por Difragdo de Raios-X a fim de se confirmar suas estereoquimicas
relativas.

Os extratos obtidos das varias partes da espécie, as fracbes obtidas do
particionamento do extrato bruto da raiz do material vegetal e os alcal6ides puros,
Waltherina-A, VG8, WA, WB e seus derivados foram submetidos a ensaios
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microbioldgicos (fungos e bactérias Gram-positivas e Gran-negativas) pelo método
de bioautografia e Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). O alcal6ide VG8
apresentou-se mais ativo frente aos microrganismos testados, com resultado positivo
de inibicdo com 0,5 pg pelo método de bioautogradia e de 50 pg mL™ pelo método
da CIM.

Palavras-chave: Waltheria douradinha, alcaldides quinoldnicos e ciclopeptidicos,

atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Master Dissertation in Chemistry
Post-Graduate Program of Chemistry
Federal University of Santa Maria

PHYTOCHEMICAL AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY STUDY OF

Waltheria douradinha Saint Hilaire

Author: Vanessa Gressler

Academic Advisor: Ademir Farias Morel

Native species of the flora from South Brazil are the aim of the research of the
Nucleo de Pesquisa de Produtos Naturais of Federal University of Santa Maria,
Brazil. One of the most studied families is the Sterculiaceae and, in that family, there
is the Waltheria douradinha Saint Hilaire specie, study purpose of this master degree
work.

W. douradinha, popularly known as “douradinha do campo”, is used to treat
lung infections, cystitis, chronic ulcer and to wash syphilitic wounds.

Secondary metabolites isolated from the bark of the roots from this specie,
among the amide (O)-metiltembamide, three known quinolone alkaloids,
Antidesmone, Waltherione-A and Waltherione-B, two cyclopeptide alkaloids also
known, Waltherine-A and Chamaedrine, and a new quinolone alkaloid VG8. The
structures of these substances are determined, principally, by spectroscopics
methods, like Nuclear Magnetic Resonance *H and ** C (COSY, HMQC e HMBC),
mass spectrometry and by the comparison with melting point and literature data.

The alkaloids Waltherione-A (WA) and Waltherione-B (WB) are crystallized
and analyzed by X-Ray Diffraction to determine their relative stereochemistries.

The extracts obtained from several parts of W. douradinha, the fractions
obtained from the division of the crude extract of the root and the pure alkaloids,
Waltherine-A, VG8, WA, WB and their derivatives were submitted to microbiologic

assays (fungus and Gram-positive and Gram-negative bacteria) by bioautography



method and by Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The alkaloid VG8 was the
most active upon the tested microorganisms, with a positive result of inhibition with

0.5 ug by bioautography assay and with 50 ug mL™ by MIC assay.

Keywords: Waltheria douradinha, quinolone and cyclopeptide alkaloids, antimicrobial

activity.
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1. INTRODUCAO

Encontram-se registros de que o homem preé-historico ja fazia uso de plantas
na cura, tratamento e prevencao de doencas, e esses conhecimentos subsistiram
durante milénios, aprofundando-se e diversificando-se, sem nunca cairem
totalmente no esquecimento.*?

No Brasil, a utilizacdo de plantas no tratamento de doencas apresenta,
fundamentalmente, influéncias da cultura indigena, africana e européia. Os indios
utilizavam a fitoterapia dentro de uma visdo mistica e também pela observagédo de
animais que procuravam determinadas plantas quando doentes. Os negros africanos
utilizavam o exorcismo e o uso de drogas, trazidas da Africa, a fim de expulsar o
espirito mau causador de suas doencas. A influéncia européia teve inicio no Brasil
com a vinda dos primeiros padres com a finalidade de catequizar os indios e assim
trouxeram ervas medicinais as quais se reproduziram espontaneamente no solo
brasileiro e formando, em alguns casos, variedades distintas.?

E bem provavel que das 200.000 espécies vegetais que existiam no Brasil
pelo menos a metade deve ter alguma propriedade terapéutica Gtil & populagdo, mas
nem 1% dessas espécies com potencial foi estudada adequadamente quanto a suas
propriedades medicinais.?

Estes dados tornam-se significantes na demonstracdo da importancia das
plantas medicinais e também serve como estimulo a sua investigacdo. Em vista
disso, o grupo de pesquisa orientado pelo Prof. Dr. Ademir Farias Morel, desde
1985, tem estudado espécies brasileiras, especialmente as nativas do Rio Grande
do Sul as quais, através da cultura popular, apresentam propriedades medicinais.

Uma das familias estudadas € a Sterculiaceae, que compreende cerca de 68
géneros e 1100 espécies, sendo que no Brasil ocorrem 11 géneros e 115 espécies.?

Dentro dessa familia encontra-se a espécie vegetal Waltheria douradinha
Saint Hilaire (Figura 1), conhecida popularmente como douradinha-do-campo ou
douradinha. Ocorre principalmente em terrenos pedregosos e arenosos e € nativa na
Argentina, no Paraguai e no Brasil, sendo que no solo brasileiro é encontrada de
Minas Gerais até o Rio Grande do Sul.**>*°

Essa espécie apresenta-se como subarbusto perene de 20 - 50 cm de altura,

com raiz bem desenvolvida, profunda e rugosa. Seus ramos sao eretos ou



decumbentes com folhas simples e com nervuras sulcadas na face superior. Suas
inflorescéncias apresentam-se na forma de glomérulos pubescentes e densos,
predominantemente terminais de cor amarelo-ouro.*®

Existem, principalmente nos cerrados e nos campos, outras especies deste
género com caracteristicas e propriedades semelhantes, das quais destacam-se:
Waltheria indica L. (sin.: Waltheria americana L.), Waltheria communis A. St. Hil e
Waltheria viscosissima St. Hil. Algumas dessas espécies, crescem espontaneamente
em lavouras agricolas perenes, beira de estradas, pastagens e terrenos baldios,
sendo consideradas “plantas daninhas”.” A espécie W. indica é encontrada
principalmente nas Filipinas e € usada como febrifuga, emoliente, anti-rabica anti-
sifilitica e purgativa. Investigacdes quimicas mostram que essa planta produz
alcaléides peptidicos, flavondides, flavonodides glicosilados e acido cafeeico, sendo
que os flavondides apresentam atividade antifingica.”® W. communis, encontra-se
naturalmente na Bahia, Mato Grosso, Minas Gerais e Rio Grande do Sul e é
indicada como estimulante, antidesintérica, emética, diurética, contra catarro
brénquico, cistites e blenorragias.* J& a W. viscosissima cresce abundantemente no
nordeste brasileiro e € conhecida como malva branca e malva viscosa. Essa espécie
apresenta atividades expectorantes, antitussigenas e hipertensiva. Estudos
fitoquimicos dos extratos da planta demonstraram a presenca de
triterpenos/esterdides, compostos polifenélicos e saponinas, mas nao alcaléides.’

A Waltheria douradinha é amplamente empregada na medicina caseira como
estimulante, emética, sulforitica e diurética. E indicada contra disenteria, catarro-
brénquico, afeccbes pulmonares, blenorragia e cistite. A tintura das cascas é
utilizada como ténico cardiaco e as cascas dos ramos e folhas sdo consideradas
diuréticas e hipotensoras. As folhas em infusdo sao utilizadas internamente contra
afeccdes pulmonares, tosse e bronquite e externamente € depurativa e emoliente,

sendo assim usada para lavar feridas sifiliticas e combater tlceras crénicas.’



Figura 1 - Waltheria douradinha

Na literatura ha poucos registros de pesquisas efetuadas com a espécie
Waltheria douradinha St. Hil.. Em vista disso, ha aproximadamente dez anos'®'*
esta espécie vem sendo estudada pelo Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais
da Universidade Federal de Santa Maria. Por ser uma espécie pouco estudada e
sabendo-se que ha a necessidade de conhecer novas substancias que possam ser
utilizadas como medicamento, houve a continuacdo dos estudos a fim de ampliar o
conhecimento fitoquimico e biolégico que comprovem o seu uso na medicina
popular.



2. OBJETIVOS

O trabalho realizado com a espécie Waltheria douradinha Saint Hilaire tem

como principais objetivos:

a)

b)

d)

Efetuar a extracdo, separacédo e purificacdo de substancias quimicas da

raiz da planta;

Identificar estruturalmente os metabdlitos isolados, utilizando-se de dados
da literatura e da aplicacéo de técnicas como: Espectrometria de Massas,

Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *3C uni e bidimensionais;

Isolar os alcal6ides Waltheriona-A e Waltheriona-B e determinar suas

estereoquimicas por Difracdo de Raios-X;

Isolar o alcaléide Waltherina-A para posterior realizacdo de testes para

verificar atividade antimicrobiana e antioxidante;

Realizar ensaios biologicos de atividade antimicrobiana e atividade
antioxidante dos extratos, das fragOes e das substancias isoladas neste
trabalho.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A familia Sterculiaceae pertence a Divisdo das Angiospermas, classe das
Dicotiledéneas. Segundo o APG (Angiosperm Philogeny Group), as espécies desta
familia fazem parte da familia Malvaceae, mas de acordo com sistemas de
classificacéo tradicionais, Sterculiaceae é uma familia independente.™

As espécies pertencentes a familia Sterculiaceae s&o ricas em metabdlitos
secundarios como flavonéides’, triterpenos, compostos polifenélicos, saponinas’,

alcal6idestt1416-23

, entre outros, mas tém despertado interesse de pesquisadores
principalmente por apresentarem significativamente alcal6ides do tipo quinolonas e
ciclopeptidicos. A espécie Waltheria douradinha também apresenta estas
caracteristicas, sendo de importancia para a medicina, e portando, alvo deste

estudo.
3.1 ALCALOIDES QUINOLONICOS
3.1.1 Estrutura quimica das 4(1H)-quinolonas

A primeira quinolona antimicrobiana, o acido nalixidico, foi descoberta em
1962 por Lesher e colaboradores® como uma impureza da producdo de um lote de
agente antimalariano. Esta apresentou entdo atividade bactericida frente a
microrganismos Gram-negativos, passando a ser comercializada posteriormente. A
descoberta de novas quinolonas fez com que esse grupo de substancias passasse a
ser de elevada importancia por apresentar amplo espectro antimicrobiano.??°
Sao conhecidos varios grupos de quinolonas, cada um deles caracterizado

por sua estrutura basica, onde a 4(1H)-quinolona (1) representa uma destas

O
N
H

(1)

estruturas.?



Esta estrutura basica consiste na presenca de um atomo de nitrogénio como
heterodtomo de um heterociclo aromatico. Apresenta também um grupo cetona na
posicdo 4 da molécula.?’

Segundo o estudo realizado por Zufiaurre-Gutiérrez e colaboradore?®, desde
1980 chegam a mais de 10.000 o numero de moléculas sintetizadas derivadas das

estruturas basicas pertencentes ao grupo das quinolonas.

3.1.2 Mecanismo de Ac¢éao

O mecanismo de como as quinolonas exercem sua acdo ainda € motivo de
muitas discussdes. De modo geral, esta agcao pode ocorrer por:

a) penetracdo do composto no citoplasma celular;

b) inibicdo da DNA-girase bacteriana;

c) inibicdo na sintese de replicacdo do DNA;

d) indugcdo de uma reacdo de alarme e efeitos deletéreos sobre a estrutura
celular e bioquimica da bactéria.

Como primeiro requisito para que um antibiético exerca sua acéo bactericida,
€ a penetracdo deste no citoplasma bacteriano, seja por difusdo passiva ou
transporte ativo. Apds, o alvo das quinolonas € a enzima DNA-girase, também
conhecida como topoisomerase IlI, enzima reguladora do reagrupamento e
enrolamento do DNA e como consequéncia a formacao de novas cadeias. Como a
acdo das quinolonas é a inibicdo desta enzima, gera quebras no DNA bacteriano e
assim um efeito bactericida.

Uma caracteristica das 4-quinolonas é produzir na bactéria a chamada reacao
de alarme (reacdo de resposta), a qual consiste na inducdo de uma sintese no DNA
e inibicdo da divisdo celular sobre toda a filamentacdo. Uma vez produzida esta
reacdo, o que decide a recuperacao ou a destruicdo da célula € a concentragdo e o
tempo de exposicdo do DNA ao agente toxico. E comprovado que todas as 4-
quinolonas podem desencadear esta reacdo seguida de morte celular e assim uma

efetiva acdo bactericida.?®



3.1.3 Farmacologia

As quinolonas apresentam amplo espectro bactericida (enterobactérias e
bacilos Gram-negativos), além disso, apresentam moderada atividade sobre formas
trypomastigotas (cepas Y) de Trypanosoma cruzy?®. Sua absorcdo no trato
gastrintestinal é boa, a distribuicdo é excelente e apresenta uma baixa incidéncia de
reacdes adversas. Sendo assim, seu uso & recomendado em infecgBes urinarias,
enfermidades de transmissdo sexual, infeccBes respiratérias, infeccbes

gastrintestinais, infeccées cutaneas entre outros.”®

3.1.4 Ocorréncia e isolamento de 4(1H)-quinolonas de espécies naturais
Isolamentos de alcaldides quinolonicos sdo registrados principalmente em

espécies pertencentes as familias Rutaceae e Sterculiaceae.

O trabalho de Werni e colaboradores®, de 1963, mostra o isolamento do
alcaloide 2,3-dimetil-4(1H)-quinolona (2) da espécie Platydesma campanulata Mann

O
@fji

N

H

(2)

(Rutaceae).

Ainda da familia Rutaceae, de outro género, Ruta, foram isolados outros
alcaléides 4(1H)-quinolénicos. Da espécie Ruta graveolens, ha registros das
seguintes estruturas: 2-undecil-4(1H)-quinolona (3), 2-n-dodecil-4(1H)-quinolona (4),
2-n-tridecanil-4(1H)quinolona (5), 2-n-tetradecanil-4(1H)quinolona (6)%, 2- 2-heptil-
4(1H)-quinolona (7), 2-octil-4(1H)-quinolona (8), 2-nonil-4(1H)-quinolona (9), n-decil-
4(1H)-quinolona (10).** Desta mesma espécie, estudos realizados por Oliva e
colaboradores, em 2003, determinaram a seguinte estrutura: 2-[4-(3",4"-

metilenodioxifenil)butil]-4-quinolona (11).*



(3) R=(CHy)10CH3

o (4) R=(CHy)11CHs
m ®) R = (CHy)12CH3 Q
A © R=(CHucH; m )
N (CH2)4—©:
H

) (7) R=(CHy)eCH3

H (8) R=(CHy)7CH3 O>
(9) R = (CHy)gCH3

Ja de R. montana, foi isolado por Touati e colaboradores®, em 2000, outro

metabolito pertencente a classe das 4(1H)-quinolonas, o 2-(nonan-8-ona)-(1H)-4-

[
H

quinolona (12).

(12)
Boronia ternata Endl., também pertencente a familia Rutaceae, mostrou o 2-n-
propil-4-quinolona (13) como constituinte®*® e a Boronia lanceolata F. Muell.,

apresentou o 2,3-dimetil-4(1H)quinolona® (2).

X

H
(13)

Kan-Fan e colaboradores®’, em 1970, relataram o isolamento de cinco
alcaldides da espécie Vepris ampody (Rutaceae), apresentando trés destes inéditos.
Sédo eles: o 2-n-(3',6’-nonadieno)-4-quinolona (14), o 2-n-(9’-nonanol)-4-quinolona

(15) e o0 2-n-(10-undecanona)-4-quinolona (16).

i (14 R= NN
N™ "R

N (16) R = —(CH,)g—COCH;,



Da espécie Dictyoloma vandellianum (Rutaceae), foi isolado em 2003 por
Sartor e colaboradores®® quatro novos alcalides, o 2-(14'-hidroxi-14’,15'-
dimetilhexadecanil)-4-quinolona (17) e o 2-(12'-hidroxi-12’-metiltridecanil)-3-metoxi-4-
quinolona (18), 2-(12'-hidroxi-12’-metildecanil)-4-quinolona (19) e 2-(14’-hidroxi-

14’,15-dimetilhexadecanil)-3-metoxi-4-quinolona (20).

o) 0
.ed R
| % |
(n) (n)

N N

H OH H 7gH
n=12 n=10
A7)R=H (18) R = OMe
(20) R = OMe (19 R=H

A ocorréncia desta classe de metabdlitos na familia Sterculiaceae foi
registrada por Kapadia e colaboradores'® com o isolamento da Melochinona (21) da
espécie Melochia tomentosa L.. Em seqiiéncia, em 1978, Kapadia e colaboradores
isolaram outra quinolona denominada Melovinona®’ (22) a qual é considerada um

analogo de cadeia aberta da melochinona.

o i oM

o vea

O N Me MeO H Me
H OMe

(21) (22)

Os autores descreveram em 1980 o isolamento e caracterizacdo de alcaloides

da classe isatina'®, a Melosatina-A (23) e Melosatina-B (24).

(23)Ri=R;=OMe  (24)R;=R;=H
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Especificamente do género Waltheria, somente ha registro de um alcaldide
4(1H)-quinolona isolado. Este, por sua vez, foi obtido da espécie W. douradinha St.
Hil., o qual foi publicado pelo nosso grupo de pesquisa em 2005, denominado de
Waltheriona-A (25). Neste trabalho também foi observado que o metabdlito n&do

apresenta atividade antimicrobiana frente as cepas testadas.?

(25)
3.2 ALCALOIDES CICLOPEPTIDICOS
3.2.1 Estrutura quimica geral dos ciclopeptidicos

Esta classe de substancias normalmente esta presente na composicdo de
varias espécies vegetais das mais variadas familias, como Rhamnaceae,
Asteraceae, Rubiaceae, Urticaceae, Sterculiaceae entre outras.***°

Sao definidos como substancias basicas de estrutura num sistema tipo ansa
na qual estdo ligados 10 ou 12 tipos de peptidios nas posicbes 1,3 ou 1,4 do anel
benzénico.*® Estas substancias possuem em sua estrutura aminodacidos ligados
entre si por ligacdes peptidicas (-CONH-).** Sua estrutura basica esta representada

a seguir (26).%
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D
’ \
R, o O
B NH A = aminoécido terminal
HN HN B = B-hidroxi aminoacido
\ R. C C = aminoacido ligado ao anel
@ : D = unidade hidroxi estirilamina
E = algumas vezes, entre as unidades A
o e B estd presente um aminoacido
R, adicional (intermediario)
N-R
A /0
R4
(26)

Os alcaloides ciclopeptidicos sdo classificados de acordo com o namero de
atomos que fazem parte do macrociclo, formando um anel de treze, catorze ou

quinze membros, sendo o de catorze membros o mais representativo.*?

3.2.2 Farmacologia

Os alcaloides ciclopeptidicos apresentam diferentes a¢Bes farmacoldgicas
como hipotensivas, antidiarréicas, antidesintéricas, antifingicas, antibacteriana,
principalmente contra bactérias Gram-positivas*®, antiplasmédica e atividade
imunoestimulante.**3® Apesar disto, nenhum dos alcaldides isolados até o momento

é potente o suficiente para o desenvolvimento de um farmaco.*

3.2.3 Ocorréncia e isolamento de alcaldides ciclopeptidicos de espécies

naturais da familia Sterculiaceae

Os autores Pais, Mainil e Goutarel descreveram, em 1963, o isolamento dos
alcaldides Adouetina-X, -Y e -Z da espécie Waltheria americana® (27). As
Adouetinas -Y e -Z também foram isoladas das espécies Melochia corchorifolia e M.

pyramidata.?®?



12

258

(27)

Em 1977, Kapadia e colaboradores detalharam o isolamento e a
caracterizacdo de trés alcalbides ciclopeptidicos: Scutianina-B (28) e Melonovinas-A
e -B (29 e 30 respectivamente). Estes metabdlitos foram obtidos da espécie

Melochia tomentosa.?

’ \
(@) (@)
NH
HN HN
o) R, Rl R2
Ry (28) CH(CH3), CH,CH(CHy),
N (29) CH(CHg), CHyCgH4OH

(30) CH2C6H5 CH2C6H5

Da espécie Melochia corchorifolia, Bhakuni e colaboradores®, em 1987,
isolaram trés alcaldides ciclopeptidicos das partes aéreas da planta. Os alcaldides

isolados sdo: Franganina (31), Frangufolina (32), e Melofolina (33).

O
i
NH
HN HN Ri R,
. 7 - (31)  CH,CH(CH), CH,CH(CHj),
(32)  CH,CH(CHg), CH,CoHs

/ (33) CHy(OH)CH(CH3), CH,CHj
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Morel e colaboradores publicaram dois trabalhos em 1999 de isolamento de
alcaldides ciclopeptidicos da espécie Waltheria douradinha. Dentre eles, Scutianina-
B (28), Adouetina-Y’ (27)*® e Waltherina-A, -B e -C (34, 35 e 36

respectivamente)™>**.

6] (34) _ _
= =Y w0

NH (35) ~ R, =
N
O R, H

Ry (36) R, = _z_@ R,= —CH,

N— /N
/ N

3.3 OUTROS ESTUDOS SOBRE O GENERO Waltheria

Da espécie Waltheria americana, encontram-se estudos publicados de
atividade antifangica referentes a flavondides isolados. Em 1997, Ragasa e
colaboradores’ descreveram o isolamento e caracterizagéo dos flavonéides 3,2’,5'-
trihidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona (37) comumente chamado de Oxianina-A e 5,2'-
dihidroxi-3,7,4’,5’-tetrametoxiflavona (38). A Oxianina-A apresentou atividade frente
ao fungo parasita Trichophyton mentagrophytes (que vive na pele, causando varias
dermatomicoses e infec¢des cutaneas) em concentracdes de 5, 10 e 15 ug, e de 20,
25 e 30 pug para a bactéria C. albicans. O flavondide 39 também apresentou
atividade frente ao fungo T. mentagrophytes (15, 20, 25 e 30 pg), mas também

mostrou-se ativo para a bactéria Aspergillus niger (causadora de aspergiloses).

(37)R=H
(38) R =CHs;
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A fracdo butandlica do extrato bruto (etandlico) das partes aéreas de W.
viscosissima mostrou-se ativa frente a ensaios cardiovasculares. Atividade
hipotensiva (decréscimo da pressao arterial) seguida de bradicardia (reducédo dos

batimentos cardiacos) foram verificados.’
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 INSTRUMENTOS UTILIZADOS

4.1.1 Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os aparelhos utilizados para a obtencdo dos espectros de RMN *3C e 'H
foram o Espectrémetro Bruker DPX 200 e o Espectrémetro Bruker DPX 400. Estes
operam a 200,13 MHz para 'H e 50,32 MHz para *C e 400,13 MHz para 'H e
100,62 MHz para *3C, respectivamente.

Os tubos de ressonancia utilizados para as analises foram de 5 mm e o
solvente utilizado foi o cloroféormio deuterado (CDClI3). O tetrametilsilano (TMS) foi

usado como referéncia interna.
4.1.2 Espectrémetro de Massas

Para obtencdo dos espectros de massas de alta resolucdo (HRESIME), foi
utiizado o aparelho Bruker BioApex 70 eV Spectromether, do Instituto de
Bioquimica, Halle-Saale, Alemanha.
4.1.3 Espectrometro de Difracdo de Raios-X

As medidas cristalogréficas foram feitas por medidas de Difracdo de Raios-X
em aparelho Bruker X8 Kappa-Apex Il CCD empregando radiacdo Mo Ko do
Departamento de Quimica da UFSM. Os programas utilizados para o refinamento e
resolucao das estruturas foram SHELXS-97, SHELXL-97 e ROTAX-2001.

4.1.4 Aparelho de Ponto de Fuséao

Foi utilizado o aparelho MQAPF-301 Digital da Micro Quimica com

termdmetro ndo aferido.
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4.2 METODOS CROMATOGRAFICOS UTILIZADOS

4.2.1 Cromatografia em Coluna (CC)

Utilizou-se uma diversidade de dimensdes de colunas de vidro e silica-gel 60
(Merck), 70-230 e 230-400 mesh como suporte solido.

4.2.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Preparativa (CCDP)

Foram empregadas cromatofolhas Al de silica gel 60 Fas4 (Merck e Sorbent
Technologies). Ainda utilizaram-se placas preparadas em laboratério com silica gel
PF2s4 (Merck) sobre laminas de vidro (2 x 7 cm).

Foram utilizadas também placas preparadas em laboratorio, placas
preparativas (CCDP), que consistiram de laminas de vidro (20 x 20 cm) cobertas de

silica gel PF,s4 (Merck) numa espessura de 0,75 mm.

4.3 REAGENTES E METODOS DE IDENTIFICACAO UTILIZADOS

Os solventes e reagentes utilizados foram produtos de grau analitico Merck e
Vetec e a relacdo que apresenta 0s principais sistemas de solventes utilizados nas

técnicas cromatograficas de separacao sao:

Hexano/Acetona (60:40 v/v);
Hexano/Acetona (1:1 v/v);

Hexano (100%);

Hexano/Acetato de Etila (98:2 v/v);
Hexano/Acetato de Etila (95:5 v/v);
Hexano/Acetato de Etila (90:10 v/v);
Hexano/Acetato de Etila (80:20 v/v);
Hexano/Acetato de Etila (60:40 v/v);
Hexano/Acetato de Etila (1:1 v/v);
Hexano/Acetato de Etila (Gradiente de Polaridade);
Eter diisopropilico/Metanol (95:5 v/v);
CHCl3 (100%);
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CHCls/Metanol (99:1);

CHCls/Metanol (95:5);

CH,Cl, (100%);

CH.Cl,/Metanol (99,5:0,5 v/v);
CHCly/Metanol (98:2 viv)

CHCly/Metanol (95:5 v/iv);

CH.Cly/Metanol (90:10 v/v);
CH.Cl,/Metanol (Gradiente de Polaridade).

Para a revelacdo das cromatoplacas foi utilizada irradiacdo com lampada de
ultravioleta nos comprimentos de onda de A = 254 nm e A = 365 nm (Spectroline),
borrifamento de reativo de Dragendorff modificado segundo Munier e Macheboenf*,
borrifamento de solucdo de acido sulfdarico e etanol (5:95 v/v) seguido de
aguecimento em chapa quente e reagente de Ehrlich especifico para grupamentos
inddlicos™.

Métodos mais especificos como Espectrometria de Massas (EM),
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e *3C uni e
bidimensionais com as técnicas de DEPT, COSY, HMBC, HMQC, NOESY, e
Difracdo de Raios-X foram de fundamental importancia na identificacdo e

caracterizacao estrutural dos metabdlitos isolados.

4.4 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E IDENTIFICACAO BOTANICA DE

Waltheria douradinha Saint Hilaire

A espécie Waltehria douradinha Saint Hilaire foi coletada no municipio de S&o
Pedro do Sul — RS em abril de 2004 e em fevereiro de 2005, sendo identificada no
Departamento de Biologia da UFSM e uma exsicata foi depositada no herbario
SMDB n° 8073.

4.5 EXTRACAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO

Do material coletado, foi separada a casca da raiz e posteriormente lavada

em agua corrente para a retirada do solo remanescente e seca em estufa de ar
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circulante a 25°C por trés dias. O material seco foi moido em moinho de faca
rotativa, tipo Wiley, obtendo-se 4,040 kg.

O p6 da casca da raiz foi submetido a extracdo exaustiva com metanol a
quente, seguido da eliminacdo do solvente em evaporador rotatério sob pressao
reduzida e obteve-se aproximadamente 1,470 kg de um liquido de cor avermelhada
denominado de extrato bruto metandlico.

O extrato bruto foi dissolvido em agua e posteriormente suspenso em hexano
em pH neutro numa proporcédo de 1:1 e foram efetuadas véarias extragfes a fim de
remover principalmente as gorduras e demais substancias apolares presentes. Ao
solvente retirado da extracdo, foi adicionado sulfato de sodio anidro sendo este
posteriormente filtrado em papel filtro e em seguida evaporado em evaporador
rotatério sob pressédo reduzida. Deste fracionamento obteve-se a fracdo hexanica
neutra.

A solucao aquosa remanescente foi acidificada com acido cloridrico (HCI) 2N
até pH~2 e apds efetuou-se sucessivas extracdes com éter etilico até este
apresentar-se incolor. O solvente foi eliminado em evaporador rotatério obtendo-se a
fracdo etérea acida.

Apos, a fracdo aquosa foi alcalinizada com hidréxido de aménia (NH,OH) até
pH~9 e efetuada extracdo exaustiva com 0s solventes éter etilico e acetato de etila
nessa ordem, obtendo-se as fraces etérea basica e acetato basica.

O fracionamento do material vegetal seco esta esquematizado na Figura 2.
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[ Material seco (4,040 kg ]

Metanol a guente

[ Extrato Eruto (1 470 kg) ]

AguaMHexano 1:1

[ Fase aquosa ] Fracao Hexanica
oH ~2 neutra (12,978 g)
Eter Etilico
Fracéo Eterea [ FeBS ERjlos ]
acida (23,564 g) oH ~a
Eter Etilico
Fracao Etérea [ Fase aquosa ]
basica (10,772 )
pH ~3
Acetato de Etila

Fracao Acetato
basica (11,724 g

Figura 2 — Fracionamento do material vegetal seco

4.6 ANALISES DAS FRACOES OBTIDAS

4.6.1 Fragcdo Hexanica Neutra

A fracdo hexanica neutra (12,978 g) foi primeiramente analisada por CCD,
lampada de UV (254 e 365 nm) e reativo de Dragendorff. Detectou-se por estes
métodos a presenca de varios alcaldides. A fracdo foi entdo cromatografada em
coluna utilizando silica gel 60 (70-230 Mesh) como suporte sélido e hexano e
acetato de etila num gradiente crescente de polaridade como eluente. Desta coluna,

obtiveram-se 68 subfracoes.
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4.6.1.1 Substancias isoladas e identificadas

4.6.1.1.1 Antidesmona (Figura 6)

As subfracbes 9-17 da coluna, por apresentarem similaridade em CCD, foram
reunidas em um baldo, o solvente eliminado por rotaevaporacéo, resultando em um
residuo escuro (1,103g). Andlise por CCD deste residuo mostrou, apos revelagédo
com reagente de Dragendorff, a presenca, em pequena quantidade, de uma
substancia que reagia positivamente com este reagente. A fracdo foi novamente
submetida a uma separacdo em coluna cromatografica, e as fracdes semipurificadas
contendo a substancia alvo, foram reunidas e novamente submetida a purificacao,
desta vez, através de placas preparativas (CCDP). Para isso, utilizou-se
diclorometano e metanol (95:5 v/v) como sistema eluente. O alcaldide foi facilmente
detectado devido a absorcao de irradiacdo UV num comprimento de onda de 365 nm
e por apresentar resultado positivo com o reagente de Dragendorff. Sua pureza foi
confirmada por CCD em vérios sistemas de solvente e também por RMN de 'H e *C

(pag. 32).
4.6.1.1.2 (O)-metiltembamida (Figura 7)

Esta substancia foi obtida das fracdes 18-21 da coluna da fracdo hexanica. O
isolamento desta substancia foi possivel por placa preparativa usando-se o hexano e
acetato de etila (80:20 v/v) como eluente. A deteccdo do composto foi facilitada por
este absorver radiagdo UV no comprimento de onda de 365 nm e por revelar-se
positivo com o reagente de Dragendorff. Sua pureza foi confirmada por CCD em

varios sistemas de solvente e também por RMN de *H e *C (pag. 33).

4.6.2 Fracao Etérea Basica

A fracdo etérea bésica (10,772 g) foi analisada por CCD, lampada de UV (254
e 365 nm) e reativo de Dragendorff e observou-se a presenca de varios alcaldides.
Em vista disso, a fracao foi entdo cromatografada em coluna utilizando silica gel 60
(230-400 Mesh) como suporte soélido e diclorometano e metanol num gradiente

crescente de polaridade como eluente. Desta coluna foram obtidas 455 aliquotas de
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200 mL as quais foram rotaevaporadas e reunidas por semelhanca de Rfs

resultando em 22 subfracdes.

Tabela 1 — Fracbes reunidas obtidas apdés comparacdo por CCD da fracdo etérea
basica da raiz de W. douradinha.

FracOes Solventes (%) Substancias

I-1a8 CHCl, (100) Mistura de substancias
II-9az24 CHCI, (100) Mistura de substancias
- 25 a 36 CH.Cl; : MeOH (99,5:0,5) Mistura de substancias
IV —-37a43 CH.Cl; : MeOH (99,5:0,5) Mistura de substancias
V—-44a72 CH.CI, : MeOH (99,5:0,5) Mistura de substancias
VI-73a97 CHxCl, : MeOH (99:1,0) Mistura de substancias
VII-98 a 117 CH.Cl, : MeOH (99:1,0) Mistura de substancias
VIl - 118 a 125 CH.CI, : MeOH (99:1,0) Mistura de substancias
IX—-126 a 139 CHxCl, : MeOH (97:3,0) Mistura de substancias
X —-140 a 168 CH.Cl, : MeOH (97:3,0) Mistura de substancias
XlI-169a178 CH.CI, : MeOH (97:3,0) Chamaedrina + mistura
Xl -179 a 198 CHxCl, : MeOH (97:3,0) Waltherina-A + mistura
Xl - 199 a 227 CH.Cl, : MeOH (95:5,0) Mistura de substancias

XIV — 228 a 237 CH.Cl, : MeOH (95:5,0) VG8 + mistura
XV — 238 a 256 CHxCl, : MeOH (95:5,0) Mistura de substancias

XVI -257 a 291

CH.Cl, : MeOH (90:10)

Waltheriona-A + mistura

XVII - 292 a 340

CH.CI, : MeOH (9010)

Waltheriona-B + mistura

XVIII — 341 a 363

CH.Cl, : MeOH (85:15)

Mistura de substancias

XIX —-364 a 378

CH.Cl, : MeOH (85:15)

Mistura de substancias

XX —-379 a 403

CH.Cl, : MeOH (80:20)

Mistura de substancias

XXI —404 a 425

CHxCl, : MeOH (7030)

Mistura de substancias

XXII - 426 a 433

CH.Cl, : MeOH (50:50)

Mistura de substancias

XXII — 434 a 455

MeOH (100)

Mistura de substancias
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4.6.2.1 Substancias isoladas e identificadas

4.6.2.1.1 Waltherina-A (Figura 13)

O alcaldide Waltherina-A, foi identificado nas fracbes 179-198 da coluna por
comparacdo por CCD com amostra auténtica®®. Isolou-se por placa preparativa com
diclorometano e metanol (97:3 v/v) como eluente obtendo-se um sélido branco. A fim
de confirmar a estrutura do alcaléide de interesse, efetuou-se a andlise de RMN de

'H e ponto de fusdo (pag. 38).

4.6.2.1.2 Waltheriona-A (Figura 23)

O alcaldide Waltheriona-A foi identificado nas fracdes 257-291 da coluna
etérea por comparacdo em CCD com amostra auténtica existente no laboratério*®. A
fracdo foi submetida a uma separacdo por cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP), eluida com éter diisopropilico e metanol (95:5 v/v). O material
isolado apresentou-se sob forma solida de cor amarela. A cristalizacdo deste
alcaléide em hexano/MeOH (1:1 v/v), possibilitou a formacgéo de cristais possiveis de

serem analisados por Difragdo de Raios-X (pag. 48).

4.6.2.1.3 Waltheriona-B (Figura 25)

Esse alcaldide™ foi identificado nas fracdes 292-340 da coluna
cromatografica, junto a outros metabolitos ndo alcaloidais. A mistura foi submetida a
uma separacao atraves de CCDP, eluida com hexano/acetona (6:4 v/v), onde foi
retirada a faixa que revelou positiva frente ao reagente de Dragendorff. Esta fracao,
ainda contaminada por outros metabdlitos, foi novamente purificada por CCDP,
desta vez utilizando-se diclorometano e metanol (95:5 v/v) como sistema eluente. O
alcaléide foi obtido como um sdlido branco, que foi posteriormente identificado

através de RMN de *H e *3C uni e bidimensionais, e por Espectrometria de Massas
(pag. 49).
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4.6.2.1.4 VG8 (Figura 27b)

As fracbes 228-237 desta coluna cromatografica constituiam um outro
alcaloide, identificado em CCD por dar reagdo positiva com o reagente de
Dragendorff. Este alcal6ide foi isolado puro através da separacdo em CCDP,
utilizando-se hexano e acetona (1:1 v/v) como sistema de solvente eluente. O
material puro foi analisado por RMN de 'H e *C uni e bidimensionais e por
Espectrometria de Massas de alta resolugéo (pag. 52).

4.6.2.1.5 Chamaedrina (Figura 37)

O alcaldéide V14, identificado como sendo Chamaedrina ao ser comparado
com uma amostra auténtica’’, foi isolado das fraces 169-178 da coluna
cromatografica. Sua purificacdo foi possivel através de separacdo em placa
preparativa, utilizando-se diclorometano e metanol (98:2 v/v) para eluicdo. Foi obtido
na forma de sélido branco, o qual quando analisado por CCD, apresenta teste
positivo para alcaldides frente ao reativo de Dragendorff e para a presenca de

grupamento inddlico frente ao reagente de Ehrlich (pag. 65).

4.7 DERIVATIZACAO DOS ALCALOIDES WALTHERIONA-A E WALTHERIONA-B
POR REACAO DE METILACAO

A derivatizagdo (reagdo de metilagdo) dos alcaldides Waltheriona-A (WA) e
Waltheriona-B (WB) foi realizada da seguinte forma:

Solubilizou-se a amostra em 10 mL de acetona e colocou-se em baldo de
fundo redondo sob agitacdo. Um sistema de refluxo utilizando gelo seco foi
necessario, visto que o CH3Br é gasoso a temperatura ambiente. Adicionou-se
também uma pequena quantidade (uma ponta de espéatula) de NaH (base) e
borbulhou-se o gas CH3Br durante 10 minutos na solucdo. A reacdo foi
acompanhada por CCD e apds 1 hora observou-se o fim da reacéo.

Evaporou-se o solvente em evaporador rotatério e o material remanescente
foi transferido para um funil de separacdo onde se efetuou a extracdo dos
metabolitos de interesse com diclorometano (3x de 30 mL) e apés com acetato de
etila (3x de 30 mL).
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Tanto a reacdo com WA quanto a com WB resultaram em dois produtos.
Estes, por sua vez, foram separados por placa preparativa (CCDP) com

diclorometano e metanol (95:5 v/v) para eluicéo.

4.8 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA in vitro

4.8.1 Método de Bioautografia

O método de Bioautografia foi realizado de acordo com Rahalison e
colaboradores*® e Hamburger & Hostettmann®® o qual é aplicado na deteccéo de
compostos ativos a microrganismos, portanto, um método qualitativo.

As cepas padrdo de ATCC (American Type Culture Colection) constituidas
por microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos e fungos utilizados estéao

descritos abaixo (Tabela 2).

Tabela 2 — Microrganismos Indicadores

Caracteristicas Microrganismos ATCC
Staphylococcus aureus ATCC 6538p
Gram-positivo Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Bacillus subtilis ATCC 6633
Escherichia coli ATCC 25792
Gram-negativo Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Salmonella setubal ATCC 19796
Candida albicans ATCC 10231
Fungos Candida dubliniensis Isolado clinico SM-26
Cryptococcus neoformans ATCC 28952
Sacharomyces cerevisiae ATCC 2601

Os padrdes antibioticos de referéncia foram Cloranfenicol para bactérias e
Nistatina para fungos. Estes s&o padrdes primarios preparados conforme FDA.>°
Como revelador utiliza-se sal de tetrazdleo (metiltiazol tetrazoleo, MTT; p-iodo

tetrazéleo, INT; 2, 3, 5-trifenil tetrazdleo, TTC). As bactérias metabolicamente ativas
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convertem este sal em um complexo colorido, chamado formazan, sendo assim

possivel a visualizacéo da zona de inibicéo provocada pela substancia testada.*®*°

4.8.1.1 Meios de cultura empregados

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de
bioautografia dos extratos, fracdes e amostras puras, foram utilizados os seguintes
meios de cultura:

Agar nutriente (para repique de bactérias): agar bacterioldgico (15,0 g),
cloreto de sédio (8,0 g), extrato de carne (3,0 g), peptona de gelatina (5,0 g) e agua
destilada (1000 mL).

Agar sabouraud dextrosado (para repique de fungos): agar (15,0 g), dextrose
(40,0 g), peptona de carne (5,0 g), peptona de caseina (5,0 g) e agua destilada
(1000,0 mL).

Agar Mueller-Hinton (para cultivo de bactérias): infuso de carne (300,0 g),
caseina hidrolisada (17,5 g), amido de batata (1,5 g), agar-agar (17,0 g) e agua
destilada (1000,0 mL).

Agar sabouraud (para cultivo de fungos): peptona (10,0 g), dextrose (40,0 g),
agar-agar (15,0 g) e agua destilada (1000,0 mL).

4.8.1.2 Método de determinacao da atividade - Quantidade de Substancia Ativa

(QSA) por bioautografia

Para a verificacdo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos e fragdes
foram utilizados 50 pg da amostra. Ja para as substancias puras isoladas foi
determinado a QSA, utilizando as concentracdes 100 pg, 50 ug, 25 ug, 12,5 ug, 6,25
Mg, 3,12 pg. Para as amostras que apresentaram atividade em 6,25 ug e 3,12 ug,
repetiu-se o0 teste para estas concentracoes e foram testadas ainda as
concentracoes de 1,56 ug, 1,00 pg, 0,75 pg e 0,50 ug.

O teste realizado consiste na aplicacdo das amostras em cromatoplacas de
silica gel, alumina ou papel adequado a cromatografia que sao depositadas
posteriormente em placas de Petri estéreis (Figura 3). 10 ml do meio de cultura
adequado inoculado com o microrganismo indicador foram adicionados sobre as

cromatoplacas e, apés a solidificacdo do meio, as placas foram incubadas por 16 a
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24 horas a 35°C para bactérias e 48 horas a 27°C para fungos, proporcionando o
cultivo do microrganismo sobre a amostra. Decorrido o tempo de incubacéo, a
visualizacdo foi efetuada através da adicdo de uma solucdo aquosa de sal de
tetrazéleo, (TTC, 20 mg mL™) que é um corante indicador do crescimento

microbiano, e novamente incubadas por 1-2 h a 35°C.

Figura 3 — Aplicag&o da cromatoplaca com as amostras em placa de Petri para

realizacdo de bioautografia

A menor concentracdo da substancia, na qual houve o aparecimento de
halos de inibicdo, apés a revelacdo com o sal de tetrazdleo, foi considerada a QSA

(quantidade de substancia ativa) da substancia em estudo.

4.8.2 Método da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) por microdiluicdo

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) € a menor concentracdo do composto
que inibe o crescimento (bacteriostatica) de microrganismos num dado meio de
cultura. Trata-se de um ensaio quantitativo aplicado a avaliagcdo da poténcia da
atividade antimicrobiana de misturas ou substéncias puras.

Os microrganismos utilizados neste teste sdo os mesmos utilizados pelo

método de bioautografia (Tabela 1).

4.8.2.1 Meios de cultura empregados

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de CIM de

amostras puras, foram utilizados os seguintes meios de cultura:
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Caldo caseina de soja (para cultivo de bactérias): cloreto de sédio (5,0 g),
dextrose (2,5 g), fosfato dibasico de potéassio (2,5 g), peptona de caseina (17,0 g),
peptona de soja (3,0 g), &gua destilada (1000,0 mL).

Caldo sabouraud dextrosado (para cultivo de fungos): destrose (40,0 g),
peptona de carte (5,0 g), peptona de caseina (5,0 g), agua destilada (1000,0 mL).

4.8.2.2 Método de determinacdo da atividade

Para a determinacdo da CIM pelo método de microdiluicdo, empregou-se a

5253 Este método é determinado em

técnica descrita pela NCCLS> modificada
placas de cultura estéreis de 96 pocos onde se realizou uma série de diluicbes das
amostras em meio liquido, contendo 2% do surfactante Tween 80 (Figura 4). Os
pocos foram inoculados com os microrganismos (concentracdo de 1x10° células
viaveis) e homogeneizados. As placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C para
bactérias e por 48 horas a 25 °C para fungos. ApG6s o periodo de incubacéo,
observou-se o crescimento microbiano (turvacdo do meio), determinando-se a CIM.
Os testes foram realizados em triplicata e efetuados o controle em branco e do

inoculo para cada amostra.

DiluigGes em série

\ e Y Ve e W W |

Solugio
teste

Ay Ao A Padrio Diluigdo
s o W4 S S\ pg mL)

100
a0
25

125

B25

312

Inéculo
Branco

A = amostra 1 (representada em triplicata);
&, = amostra 2, A ;= amastra 3

Figura 4 — Método de diluicdo utilizado na determinacao de CIM.
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Os padrbes utilizados foram Cloranfenicol nas concentracbes de 25, 12,5,
6,25, 3,12, 1,56 e 0,625 ng mL™* para bactérias e Nistatina nas concentracées de

41,15, 20,6, 10,3, 5,15, 2,58 e 1,30 ug mL™* para fungos.

4.8.3 Método da Concentragdo Letal Minima (CLM)

As culturas do teste de CIM que ndo apresentaram crescimento nos pocos
foram usadas para inocular placas de Petri contendo meio agar onde foram
determinados a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) ou Concentracao
Fungicida Minima (CFM). Segundo Hammer>? trata-se da menor concentracéo da
substancia que alcanca uma reducdo maior que 99,9% do numero de unidades

formadoras de colénias (UFC).

4.9 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os radicais livres tém sido implicados em um grande numero de doencas que
afetam o ser humano. O equilibrio entre a formagdo e remocdo das espécies
radicalares no organismo deve ser regulada para que haja a manutencao fisiol6gica
das células. Em vista disto, h4 grande interesse na descoberta de novos
antioxidantes provenientes de espécies naturais, bem como de ordem sintética, a fim

de prevenir o presumido efeito nocivo dos radicais livres no corpo humanao.

4.9.1 Método do Radical Livre DPPH

Este método de avaliacdo da atividade antioxidante (método screening),
empregando o radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila, radical livre estavel),
avalia a habilidade de acdo do mesmo como radical (oxidante), ou a dos compostos
testados como doadores de hidrogénio (antioxidante).

O DPPH em solucdo (2 mg mL™* em metanol) é aplicado na forma de spray
sobre as cromatoplacas de silica gel contendo quantidades conhecidas das
amostras a serem analisadas - juntamente com o padrao antioxidante quercetrina (2

mg mL™). Ao borrifar a solucdo de DPPH (de coloracdo violeta, Amax = 517 nm,
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provocada pelo elétron desemparelhado) sobre a amostra, o radical pode se reduzir
recebendo um atomo de hidrogénio da substancia (reacdo primaria). Os compostos
ativos s&o vistos como manchas claras sobre o fundo violeta devido ao
emparelhamento do elétron do radical DPPH e também devido a presenca do
residuo de um grupo picril presente.>

A estrutura do DPPH e sua reducédo por um agente antioxidante é mostrada a

seguir (Figura 5). >°

DPPH DPPH-H
Figura 5 — Reducéo do DPPH
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5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Dando continuidade ao estudo de plantas pertencentes a familia
Sterculiaceae, este trabalho mostra resultados referentes a espécie Waltheria
douradinha Saint Hilaire. O estudo foi realizado com o intuito de isolar novos
metabdlitos da planta, bem como sua determinagcdo estrutural e verificacdo de
possiveis aplicacdes na medicina através de analises de atividade antimicrobiana.

Durante o periodo de trabalho foi possivel efetuar os fracionamentos
necessarios do material coletado e subsequente analise das fragbes hexanica neutra
e etérea béasica. A fracdo etérea béasica, por apresentar grande quantidade de
metabolitos de interesse, exigiu grande parte do tempo disponivel de estudo. Sendo

assim, nao foi possivel efetuar a andlise das demais fracoes.

5.1 Analise dos rendimentos de fracionamentos e extratos obtidos do material

vegetal coletado

Apés efetuar as extracdes, as fracdes foram devidamente secas e pesadas a
fim de se conhecer o rendimento de cada uma delas em relacdo ao material seco
(raiz) e também em relacdo ao extrato bruto obtido. Os resultados obtidos estéo

tabelados a seguir (Tabela 3).

Tabela 3 — Rendimentos das fracbes obtidas do extrato bruto de
Waltheria douradinha Staint Hilaire.

Rendimento em Rendimento em
Massa o s o
- relacdo a raiz relacdo ao
Fracoes obtida (g)
seca (%) extrato bruto (%)
Hexanica neutra 12,978 0,321 0,884
Etérea acida 23,564 0,583 1,605
Etérea basica 10,772 0,267 0,734
Acetato basica 11,724 0,290 0,798
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5.2 Atividade antimicrobiana dos extratos brutos da raiz, caule, folha e flor e
das fracdes obtidas da raiz da planta

A determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de bioautografia foi
realizada com os extratos brutos das varias partes da planta (raiz, caule, folha e flor),
bem como das subfracdes do extrato bruto da raiz (fracdo hexanica neutra, FH;
fracdo etérea &cida, FEA; fracdo etérea basica, FEB; e fracdo acetato basica, FAB).
Os resultados obtidos, listados na Tabela 4, mostram as amostras que formaram

zonas de inibicéo, resultado positivo (+), para bactérias e fungos testados.

Tabela 4 - Resultados dos ensaios de bioautografia dos extratos brutos e
fracOes da raiz.

Microrganismo Raiz Caule | Folha | Flor | Padrao
FH FEA | FEB | FAB

S. aureus + NA + + + + + 0,7 ng
S. epidermidis | NA NA + + + + + 0,7 ug
E. coli + NA + + + + + 0,5 ug

S. setubal NA NA + + + + + 0,7 ug
K. pneumoniae | NA NA + + + + + 0,5 ug
B. subtilis + NA + + + + + 0,8 ug

P. aeruginosa + NA + + + + + 0,6 ug

S. cereviase NA NA NA + NA NA NA | 3,24 ug
C. albicans NA NA NA NA NA NA NA | 2,43 ng
C. dubliniensis | NA NA NA NA NA NA NA | 4,05 ug
C. neoformans | NA NA + + NA NA NA | 2,43 ug

NA = nao ativo

5.3 Atividade antioxidante dos extratos brutos da raiz, caule, folha e flor e das

fracOes obtidas daraiz da planta

Para a avaliacao da atividade antioxidante pelo método de DPPH foi testada a
concentracdo de 50 ug dos extratos e fracfes. Nesta concentracdo, todas as

amostras testadas apresentaram agdo positiva.



32

5.4 Metabdlitos isolados da fragdo hexanica neutra
5.4.1 Alcalbdide Antidesmona

Como apresentado no item 4.6.1.1.1 (pag. 20), esta substancia foi isolada da
fracdo hexanica obtida do extrato bruto da casca da raiz de W. douradinha. A
purificacdo resultou em 12 mg do alcaldide na forma de 6leo amarelo e sua pureza
foi confirmada por CCD em varios sistemas de solvente e também por RMN de 'H e
13C.

Devido a semelhancas das caracteristicas deste alcaléide com outro isolado
da espécie Melochia chamaedrys e ja identificado pelo grupo como o Antidesmona
(Figura 6), fez-se comparacao por CCD, o qual apresentou um mesmo Rf. A fim de
confirmar a estrutura, efetuaram-se analises de RMN de 'H e *C e as mesmas

foram comparadas com a literatura. >°

Figura 6 — Estrutura quimica da Antidesmona

A andlise dos dados de RMN obtidos e os apresentados pela literatura

permitiram a confirmacao de que o alcaldide isolado € o Antidesmona (Tabela 5).



Tabela 5 - Comparacéo dos dados de RMN *H e **C obtidos com
os da literatura referente ao alcaldide Antidesmona

Posicéo 8 *H (ppm) 8 **C (ppm)
obtido literatura* obtido literatura*
1 8,75 - - -
2 - - 138,1 138,9
3 - - 147,6 147,5
4 - - 173,4 172,8
4 - - 139,1 139,0
5 3,25 3,27 30,3 30,3
6 2,07 2,08 e 2,20 24,4 24,3
7 2,59 2,58 2,75 32,3 32,2
8 - - 194,9 194,6
8 - - 132,0 132,2
9 1,38 1,41 30,6 30,5
10-15 1,26 1,25-1,46 22,6-31,8 | 22,6 - 31,8
16 0,85 0,87 14,1 14,0
17-Me 2,35 2,37 14,6 14,5
18-OMe 3,93 3,94 59,4 59,4

*literatura: Bringmann e colaboradores™®

Este alcal6ide foi

isolado primeiramente da espécie
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Antidesma

membranaceum (Euphorbieceae)®’ em 1999, mas sua estrutura somente foi

corretamente determinada em 2000°°. Este metabdlito foi patenteado no ano de

2003 por apresentar atividade contra o agente causador da Doenca de Chagas, o

Trypanosoma cruzi, sendo esta atividade maior que sobre outros protozoarios

parasitas causadores de doencas tropicais.”® Estes dados mostram a importancia

desta substancia para a saude humana e, principalmente, a presenca desta na

espécie estudada W. douradinha.

5.4.2 (O)-metiltembamida

Conforme descrito no item 4.6.1.1.2 (pag. 20) foi possivel o isolamento de 130

mg desta substancia. Sua forma fisica foi de um sélido amarelo (P.F. 90-91 °C —
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literatura®®: 88-89 °C), o qual foi submetido & cristalizacdo em cloroférmio a
temperatura ambiente. Os cristais formados foram analisados por Difracdo de Raios-
X e confirmada sua pureza por RMN de 'H e *3C. Os resultados proporcionaram a
definicdo de sua estrutura como sendo o de uma amida, conhecida como (O)-
metiltembamida, cuja estrutura € apresentada na Figura 7.

\
Me
Figura 7 — Estrutura quimica da (O)-metiltembamida

5.4.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear de *H

Através da anélise do espectro de RMN de *H (Figura 8), pode-se identificar,
pela integracdo dos sinais, a presenca de 19 hidrogénios na molécula, dos quais
seis sdo pertencentes a duas metoxilas - uma com deslocamento quimico de & 3,23
ppm (3H, s) e outra de & 3,79 ppm (3H, s) - e 9 hidrogénios aromaticos com
deslocamentos quimicos entre & 6,89 ppm a & 7,78 ppm.

Observou-se ainda a presenca de um hidrogénio ligado a um atomo de
nitrogénio (6 6,74 ppm, s), dois hidrogénios diastereotopicos apresentando
deslocamentos quimicos de & 3,40 ppm e 6 3,85 ppm, e ainda um hidrogénio em &

4,33 ppm.
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Figura 8 - Espectro de RMN de *H de (O)-metiltembamida em CDCl; a 400,13 MHz e

25°C.

Na regidao de campo baixo do espectro, representando hidrogénios aromaticos

(Figura 9), observou-se a presenga de 9 deles, mas apenas cinco sinais, indicando a

presenca de um anel mono-substituido (d, t e t) e outro para-substituido (d, d). Os

sinais foram atribuidos da seguinte forma:

Figura 9 - Espectro de RMN de
metiltembamida em CDCI; a 400,13 MHz e 25°C.

'H expandido (regido aromatica) de (O)-
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Os hidrogénios metilicos ligados ao carbono oxigenado aparecem como
singletos e estes foram atribuidos como 6 3,79 ppm para H-9 e § 3,23 ppm para H-
14. Os dois hidrogénios metilénicos (-CH,-), por estarem adjacentes a um carbono
quiral (C-4), apresentam um desdobramento de sinal (hidrogénios diastereotdpicos),
sendo entdo atribuidos & 3,43 ppm e 6 3,85 ppm para 0os mesmos. O hidrogénio

metinico apresenta deslocamento quimico de 4 4,33 ppm.

14 9

4 3 3

1l il I
ol i el
1 | T 1 1 | 1 1 1) 1 | 1 1] _|_|_'_I I ! ! | 1) 1 1 I_r 1 1 T I 1

4.40 420 4.00 380 360 340 320

Figura 10 - Espectro de RMN de *H expandido (regido de & 3,20 a & 4,40 ppm) de
(O)-metiltembamida em CDCl; a 400,13 MHz e 25°C.

5.4.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear de *C

O espectro de *C (Figura 11) apresentou onze sinais, sendo que 0 pico
presente em 6 167,22 ppm € caracteristico de carbono carbonilico de uma amida. A
presenca de oito sinais na regido aromética mostra que h& carbonos aromaticos
simétricos na molécula. Os dois sinais na regido entre & 50 ppm e & 60 ppm sdo
referentes aos carbonos das metoxilas. Os sinais foram atribuidos da seguinte

forma:
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Figura 11 - Espectro de RMN de **C de (O)-metiltembamida em CDCl; a 100,62
MHz e 25°C.

5.4.2.3 Andlise de Difracdo de Raios-X

A estrutura de (O)-metiltembamida também foi determinada por Difracdo de
Raios-X (Figura 12, numeracgdo dos nucleos atribuida pelo aparelho é diferente da
atribuida pela literatura). Dados adicionais obtidos da Difracdo de Raios-X

encontram-se em anexo (Anexo 1).

CARBONO
NITROGENIO

OXTGENIO

o HIDROGENIO

Figura 12 — Estrutura da (O)-metiltembamida obtida pér Difracdo de Raios-X
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5.4.2.5 Atividade antimicrobiana e antioxidante

A amida isolada ndo apresentou atividade antimicrobiana pelos métodos de
bioautografia (concentragbes: 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 nug) e CIM
(concentragdes: 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 ug mL™) frente as bactérias e fungos
testados. Nestas mesmas concentragcdes avaliou-se a atividade antioxidante, a qual

também nao apresentou-se ativa.
5.4.2.6 Dados apresentados na literatura

Cheng e colaboradores® descreveram o isolamento desta amida da espécie
Zanthoxylum ailanthoides (Rutaceae) e também relataram que esta substancia
apresentou atividade anti-HIV em testes in vitro. Dados deste trabalho mostram que
a (O)-metiltembamida possui uma ICso de 16,4 pg mL™ (concentracdo que inibe 50%
do crescimento de células H9 ndo infectadas) e uma ECsy < 1,49 pg mL*
(concentracao que inibe 50% a replicacao viral).

O isolamento desta substancia da espécie W. douradinha mostra que a (O)-
metiltembamida também esta presente na familia Sterculiaceae, portanto uma nova

fonte de obtencéo desta substancia.
5.5 Metabdlitos isolados da fracdo etérea basica
5.5.1 Waltherina-A

O alcal6ide Waltherina-A (15 mg) foi isolado conforme descrito no item
4.6.2.1.1 (p4g. 22). Sua presenca foi confirmada através da comparacdo em CCD
com a substancia padrdao existente no laboratorio e através da analise de seu
espectro de RMN de 'H. A semelhanca dos sinais e deslocamentos quimicos e o
valor do ponto de fusdo obtido (P.F. 238-239 °C) comparado com o da literatura®®
(P.F. 234-235°C) confirmaram como sendo o alcaloide ciclopeptidico Waltherina-A
(Figura 13).
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Figura 13 — Waltherina-A

5.5.1.1 Atividade antimicrobiana e antioxidante

Como nédo se conhecia nenhuma atividade deste metabolito, a mesma foi
testada, pelo método da CIM, frente as cepas disponiveis em nosso laboratoério
(Tabela 2). Os resultados obtidos mostraram que esta substancia ndo apresenta
acao inibidora nas concentracées de 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 ug mL™,

A atividade antioxidante pelo método de DPPH deste alcaldide foi analisada, e
os resultados obtidos mostraram que este ndo € ativo em concentracbes menor ou

igual a 100 pg.

5.5.2 Waltheriona-A e Waltheriona-B

Os alcaldides conhecidos como Waltheriona-A (WA) e -B (WB) foram obtidos
da coluna realizada com a fracdo etérea basica, conforme descrito nos itens
4.6.2.1.2 e 4.6.1.2.3 respectivamente (pag. 22). Estes alcaldides, embora ja isolados
anteriormente desta planta!, foram isolados novamente, com o objetivo de se obter
dados quanto as suas estereoquimicas, mesmo que relativas, ja que estes
alcaloides tratam-se de dois diastereoisomeros.

O alcaldide Waltheriona-A (120 mg) foi obtido na forma de cristais de
coloracado amarela. Apresentou um ponto de fusao de 198-199 °C (literatura 206 °C)
e [a]o® =-25,5° (c 0,01, CHCI3)*.

O alcal6ide Waltheriona-B foi obtido na forma de um sélido amarelo claro (60
mg), com ponto de fusdo de 170-171 °C e [o]p®> = +2,1° (c 0,01, CHCIl5)*.
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17 18

Figura 14 — Estrutura quimica basica de Waltheriona-A e -B
5.5.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear de *H, **C e COSY *H - H

A anélise dos espectros de RMN de 'H e '*C e sua comparacdo com os
espectros ja obtidos pelo grupo confirmaram que as estruturas isoladas eram de WA
e WB. Apesar dos espectros das duas substancias apresentarem certa similaridade,
uma diferenca foi fundamental para diferenciar as duas estruturas. Essa diferenca
pode ser observada comparando-se os dois espectros COSY. Nestes espectros,
observa-se a correlacdo entre os dois hidrogénios estereotépicos em C-10 e C-13.
Em WA, um destes hidrogénios absorve em 4 6,81 ppm, enquanto que em WB, este
hidrogénio aparece mais blindado, absorvendo em & 6,67 ppm (Figuras 15 e 16).
Este dado €é o suficiente para se propor que os alcaldides sdo dois

diastereoisbmeros e ndo a mesma substancia.
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Figura 16 - Espectro de RMN de COSY de Waltheriona-B em CDCl; a 400,13 MHz e

50°C.

5.5.2.2 Espectrometria de massas

A fim de confirmar a férmula molecular do alcaldide WB, o mesmo foi

submetido a uma analise em um espectrometro de massas de alta resolucédo. O

espectro desta substancia (Figura 17 e 18) apresentou um ion quase molecular
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[M+Na]* de m/z 416,1469360 (calculado para Cx3H23NOs 416,1468439) confirmando

sua formula molecular.
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Figura 17 - Espectro de Massas de alta resolucao de Waltheriona-B (m/z 340 a 500).

+Q1: Experiment 1, 0.006 to 0.193 min from QBR_001_WB_060425.wiff
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Figura 18 - Espectro de Massas de alta resolucdo de Waltheriona-B (m/z 100 a
1300).
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5.5.2.3 Reacgéo de Metilagéo de Waltheriona-A e -B

Um estudo realizado pelo grupo™ mostrou que as substancias WA e WB
encontram-se em equilibrio ceto-endlico, concordando com a observacao feita por
Werner® em 1969. Com base nestes dados decidiu-se obter derivados para anélise
de atividades bioldgicas. Desta forma, submeteram-se os dois alcaldides a reacao
de metilagdo, utilizando-se brometo de metila como agente metilante, ja que com

diazometano leva somente & produtos O-metilados™"®*

. Para isso, os alcaldides
Waltheriona-A (15 mg) e -B (10 mg) foram utilizados. Outra expectativa era a
possibilidade de se obter cristais dos produtos desta reacdo em condi¢des ideais
para a realizacdo das analises em Raios-X, ja que cristais de WB livre ndo foram
possiveis de serem analisados por este método. A figura a seguir mostra 0s
produtos resultantes destas duas reacfes (Figura 19). Pode-se observar pelo
resultado, que em ambas as reacdes, formaram-se produtos N- e O-metilados, 0 que
comprova que as estruturas destes dois alcalbides se encontram em um equilibrio

ceto-endlico.
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Figura 19 — Waltheriona-A e Waltheriona-B derivatizadas

5.5.2.3.1 Analise de RMN de 'H

Os quatro produtos foram submetidos & analise de RMN de H e os espectros
obtidos foram comparados com 0 seu respectivo precursor.

No espectro de *H de WA pode-se observar a presenca de apenas dois sinais
(singletos), & 3,98 ppm e & 3,77 ppm, 0s quais sdo referentes aos hidrogénios
metilénicos ligados ao carbono oxigenado H-21 e H-22. Ao comparar com O0S
espectros obtidos dos produtos desta reacdo, WApl e WAp2, pode-se observar a
presenca de um singleto adicional na regiao de & 4,00 ppm, sendo este referente a

metila incorporada a molécula durante a reacdo. Os sinais adicionais, um de WAp1l e



o outro de WAp2, apresentam diferentes deslocamentos quimicos entre si,
mostrando tratar-se de metilas incorporadas em centros diferentes da molécula. O
diferente efeito de blindagem provocado pelos nucleos N e O explicam a diferenca
de deslocamentos quimicos das metilas ligadas a eles, sendo assim, os hidrogénios
da metila incorporada no nitrogénio da molécula apresentam-se em campo mais alto
(6 3,75 ppm) do que os hidrogénios da metila incorporada no oxigénio da molécula (&

4,18 ppm). Estes dados podem ser observados na Figura 20.

B e L o L e e B L e LA s s e
20 75 70 6.3 60 55 50 45 4.0 35 30 25 20 1.5 10 05 0.0

Figura 20 — Comparagcéo dos espectros de RMN de *H: a) WA, (CDCls, 400,13 MHz,
25 °C); b) WAp1 (CDCI3, 200,13 MHz, 25 °C) e c¢) WAp2 (CDClI3, 200,13 MHz, 25
°C).

No espectro de *H de WB pode-se observar a presenca de apenas um sinal
(singleto), mas de integracao igual a seis hidrogénios, em & 3,79 ppm, 0S quais sao
referentes aos hidrogénios metilicos ligados ao carbono oxigenado H-21 e H-22. Os
espectros obtidos dos produtos da reacdo de metilacdo (WBpl e WBp2)

apresentaram um sinal adicional proximo de & 4,00 ppm (& 3,80 ppm para N-Me e 3
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4,15 ppm para O-Me), indicando novamente que houve metilacdo nos nucleos N e O

do sistema aromatico da molécula (Figura 21).
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Figura 21 — Comparacdo dos espectros de RMN de *H: a) WB, (CDCls, 400,13 MHz,
50 °C); b) WBp1l (CDClI3, 200,13 MHz, 25 °C) e ¢) WBp2 (CDCl3, 200,13 MHz, 25
°C).

5.5.2.4 Andlise de Difracdo de Raios-X

Cristais do alcaldide Waltheriona-A, obtidos apds varias tentativas de
cristalizacdes [hexano/metanol (1:1 v/v) a temperatura ambiente] foram possiveis de
serem analisados por este método. Apos a analise dos dados obtidos da Difracédo
de Raios-X, chegou-se a estrutura mostrada a seguir (Figura 22). Dados adicionais

obtidos da Difracdo de Raios-X encontram-se em anexo (Anexo 2).
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Figura 22 — Estrutura da Waltheriona-A obtida através de Difracdo de Raios-X

Através desta andlise, chegou-se a conclusdo que a estrutura proposta para
este metabdlito, através de RMN e EM estava absolutamente correta, e que 0s
substituintes ligados nos carbonos quirais, a hidroxila em C-9 e o oxigénio que forma
ponte nos carbonos C-10 e C-13, se encontram em uma posi¢cao anti. Esta
interpretacdo sugere uma estereoquimica relativa 9R, 10S, 13R para Waltheriona-A
(segundo normas da IUPAC, quando se trata de definicdo da estereoquimica
relativa, atribui-se estereoquimica R para o centro quiral de menor numeracéo e as
demais em relacéo a este). Estes dados corrigem a proposta apresentada em 2005
por Morel e colaboradores, sugerida através de célculos teéricos.*?

Figura 23 — Alcaldide Waltheiona-A e sua estereoquimica

A anadlise da Difracdo de Raios-X de Waltheriona-B ficou impossibilitada
devido a ndo formacéo de cristais que fossem possiveis de serem analisados por
este método. Felizmente, um dos derivados obtidos da reagdo de metilacdo deste
alcaldide, o menos polar em CCD (WBp2, produto O-metilado), formou cristais que
puderam ser analisados por Difracdo de Raios-X (Figura 24).

A estrutura elucidada comprova que Waltheriona-B € realmente um
diastereoisdmero de Waltheriona-A. Além disso, foi possivel concluir que o cristal
formado, o menos polar, trata-se do produto de O-metilagdo. A estrutura obtida
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através da Difracdo de Raios-X, nos mostra o dado mais importante, um dos
objetivos do trabalho, que os dois alcalbdides se diferenciam apenas na disposi¢cao
espacial dos substituintes localizados nos carbonos C-9, C-10 e C-13. Em
Waltheriona-B, a hidroxila em C-9 se encontra em uma posicdo syn ao oxigénio
ponte entre C-10 e C-13. Isto nos permite propor uma estereoquimica relativa 9R,
10R, 13S. Dados adicionais obtidos da Difracdo de Raios-X encontram-se em anexo
(Anexo 3).

NITROGENIO

CARBONO

O OXI6ENTO
@  HIDROGENIO
Figura 24 — Estrutura do produto menos polar da reagéo de metilacéo de
Waltheriona-B obtida por Difragdo de Raios-X

Figura 25 — Alcaldide Waltheiona-B e sua estereoquimica

Mesmo ja se conhecendo a estereoquimica do alcaldéide WA, realizou-se a
analise de Difracdo de Raios-X do produto mais polar da reacdo de metilacao
(WApl), o qual foi possivel de ser cristalizado em diclorometano a temperatura
ambiente e obteve-se a seguinte estrutura (Figura 25):
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Figura 26 — Estrutura do produto menos polar da reagéo de metilacéo de
Waltheriona-A obtida por Difragdo de Raios-X

Os dados mostraram que o produto menos polar obtido da reacéo resultou na
N-metilacdo do alcaléide. Dados adicionais obtidos da Difracdo de Raios-X

encontram-se em anexo (Anexo 4).

5.5.2.4 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos alcal6éides WA e WB foi realizada a fim de ser
comparada com as diferentes estereoquimicas das estruturas, uma vez que
diastereoisobmeros podem apresentar propriedades fisicas, quimicas e
farmacoldgicas diferentes.

Os dados obtidos estéo apresentados na tabela a seguir (Tabela 6).
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Tabela 6 — Resultados dos ensaios de atividade antimicrobiana obtidos pelo
método de bioautografia de Waltheriona-A e -B

. , Resultado positivo (ug)
Microrganismo Padrao (ug)
Waltheriona-A | Waltheriona-B
Staphylococcus aureus 50 12,5 0,7
Staphylococcus epidermidis 100 50 0,7
Escherichia coli NA 25 0,5
Salmonella setubal 100 25 0,7
Klebsiella pneumoniae 100 25 0,5
Bacillus subtilis 50 12,5 0,8
Pseudomonas aeruginosa 100 12,5 0,6
Sacharomyces cereviase NA NA 3,24
Candida albicans NA NA 2,43
Candida dubliniensis NA NA 4,05
Cryptococcus neoformans NA NA 2,43

NA = nao ativo

Os dados obtidos revelaram atividade de ambas as moléculas frente as
bactérias testadas, com excecdo da WA para E. coli. Observou-se também que o
alcaldide WB apresentou atividade em concentracbes menores que o alcaldide WA,
apresentando assim um maior potencial antimicrobiano.

Testes de atividade biologica pelo método da CIM dos alcaléides WA, WB e
de seus derivados (WApl, WAp2, WBpl e WBp2) também foram realizados
(concentragdes: 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 ug mL™) e os resultados obtidos

estdo apresentados na tabela abaixo (Tabela 7).
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Tabela 7 — Resultados dos ensaios de atividade antimicrobiana obtidos pelo método

da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de WA, WAp1, WAp2, WB, WBp1l e WBp2.
_ _ WA WAp1 WAp2 wB WBp1 WBp2
Microrganismos Padr&o®
CIM* | CLM®* | CcIM®* | CcLMm? ciM* |cLm? | cIm® CLM?® | CIM® | CLM® | cIM* [CcLM®
S. aureus >200 200 >200 200 >200 200 >200 | >200 >200 3,12
S. epidermidis | >200 200 >200 200 |>200| >200 >200 | >200 >200 3,12
E. coli >200 200 >200 200 >200 200 >200 | >200 >200 3,12
S. setubal >200 200 >200 200 | >200 200 >200 | >200 >200 3,12
K. pneumoniae | >200 200 >200 200 >200 200 >200 | >200 >200 1,56
B. subtilis >200 200 >200 200 | >200 200 >200 | >200 >200 3,12
P. aeruginosa | >200 200 >200 200 >200 200 >200 | >200 >200 1,56
S. cerevisiae >200 200 >200 200 |>200| >200 | >200 | >200 >200 5,15
C. albicans >200 200 >200 200 >200 | >200 >200 | >200 >200 10,3
C. dubliniensis | >200 200 >200 200 |>200| >200 | >200 | >200 >200 10,3
C. neoformans | >200 200 >200 200 >200 | >200 >200 | >200 >200 5,15

% em pg/mL

(-) néo testada

5.5.2.5 Atividade antioxidante

Os alcaléides WA e WB néao apresentaram atividade antioxidante pelo método

de DPPH para concentragdes menores e iguais a 100 pug.

5.5.3 Alcald6ide VG8

Este composto foi isolado da fracdo etérea basica (conforme descrito no item

4.6.2.1.4, pag. 23), apresentando-se, depois de purificado, como um Oleo de

coloracdo amarela (25 mg) que reagiu positivamente frente ao reagente de

Dragendorff, sugerindo a presenca de nitrogénio basico na sua estrutura molecular.

A aplicacéo de métodos fisicos de andlises, como Espectrometria de Massas

(EM), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e *C e experimentos uni e

bidimensionais, homo e heteronucleares, assim como, a comparacdo de dados

espectrais referentes ao alcaléide Antidesmona (item 5.4.1, pag. 32) contribuiram

para as atribuicbes dos sinais e sugerir a seguinte estrutura (Figura 27) para este

metabadlito.
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(b)
Figura 27 — Estrutura de Antidesmona (a) e estrutura proposta para
o alcal6ide VG8 (b)

5.5.3.1 Espectrometria de massas

O espectro de massa de alta resolugcdo (HRESIME) foi de grande importancia
na elucidacao estrutural da molécula, pois este apresentou um ion quase molecular
[M+H]" de m/z 332,2377200 (calculado para Ci9H31NO3 322,2376703), definindo a

férmula molecular (Figura 28 e 29).
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Figura 28 - Espectro de Massas de VG8 (m/z 300 a 375).
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+Q1: Experiment 1, 0.006 to 0.193 min from QBR_001_VGB_060425.wiff
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Figura 29 - Espectro de Massas de VG8 (m/z 100 a 1000).

5.5.3.2 Ressonancia Magnética Nuclear de *H

A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 30) mostrou uma grande
semelhanca com o espectro de hidrogénio do alcaléide Antidesmona, como a
presenca de uma metila terminal (H-16) ligada a um -CH,- (t) em & 0,85 ppm e varios
hidrogénios metilénicos sobrepostos na regidao de 6 1,23 a 6 1,29 ppm (H-10 a H-15),
sugerindo também apresentar uma cadeia carbonica lateral. Outra semelhanca
apresentada pelos espectros de *H foi a presenca de um singleto intenso em § 3,75
ppm representando um grupamento metila de uma metoxila ligada a um sistema
aromatico (H-18). Péde-se também observar a presenca de um sinal alargado na
regido de & 2,95 ppm o qual foi atribuido ao hidrogénio metinico da molécula (H-5) e
um sinal em & 4,75 ppm atribuido a 2 hidrogénios (-CH>-) vizinhos a um -OH (H-17).
Estes dados permitiram a atribuicio de sinais de varios protons presentes na

estrutura (Figura 27b).
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Figura 30 - Espectro de RMN de *H de VG8 em CDClz a 400,13 MHz e 25°C.
5.5.3.3 Ressonancia Magnética Nuclear de *H — *H (COSY)

O espectro de RMN de 2D, COSY *H-'H de VG8, assim como o espectro de
COSY de Antidesmona, revela a presenca de um Unico sistema de spin na molécula
(Figura 31 e 32), no qual é possivel observar a correlagdo entre a metila terminal e o
-CH,- adjacente da cadeia carbbnica, além de correlacdes entre os -CH,- desta
mesma cadeia. E possivel observar uma mesma correlacdo entre o hidrogénio
metinico H-5 (& 2,95 ppm) e hidrogénios diastereotopicos H-9 (6 1,74 ppm e 6 1,25
ppm). Além disso, pOde-se observar a correlacdo entre o0s hidrogénios

diastereotopicos H-6 e H-7.
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Figura 31 - Espectro de RMN de COSY 'H-'H expandido (regido de campo alto) de
VG8 em CDCl; a 400,13 MHz e 25°C.
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Figura 32 - Espectro de RMN de COSY 'H-'H de VG8 em CDCl; a 400,13 MHz e
25°C.

5.5.3.4 Ressonancia Magnética Nuclear de *C

O espectro de RMN de **C (Figura 33) mostrou a presenca de 19 sinais,
confirmando com os dados obtidos do espectro de massas.

Novamente se comparou os resultados obtidos de RMN de **C com os da
Antidesmona, observando-se varias semelhancas, como a presenca de quatro sinais
entre 6 125 ppm a 6 150 ppm, sugerindo quatro carbonos de dupla ligacéo fazendo
parte do sistema aromatico da molécula; a presenca de um carbono carbonilico em &

172,29 ppm fazendo parte do sistema aromatico, semelhante ao apresentado pela
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Antidesmona (6 173,35 ppm). Outra semelhanca apresentada € a presenca de um
sinal em campo alto (5 14,04 ppm) referente & metila terminal C-16, além de onze
sinais entre 6 15 ppm a 6 35 ppm que se referem aos carbonos da cadeia carbo6nica
lateral (C-9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15), -CH,- do ciclo (C-6, C-7, C-8) e 0
carbono metinico (C-5).

Diferentemente do espectro de RMN de *C da Antidesmona, o espectro de
VG8 apresentou um sinal a mais em & 56,05 ppm, sinal em deslocamento quimico
tipico de um carbono ligado a um oxigénio, além da auséncia do sinal referente a

segunda carbonila de Antidesmona (6 195,91 ppm).
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Figura 33 - Espectro de RMN de **C de VG8 em CDCl; a 100,62 MHz e 25°C.
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Figura 34 - Espectro de RMN de *3C expandido (regido de campo alto) de VG8 em
CDCl; a 100,62 MHz e 25°C.

5.5.3.5 Ressoancia Magnética Nuclear *H - **C (HMQC)

O espectro bidimensional heteronuclear HMQC (Figuras 35 e 36) auxiliou na
confirmacdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos protonados de VG8 através
da correlacdo de cada um deles com seu(s) respectivo(s) hidrogénio(s). Este
espectro proporcionou a identificagdo dos sinais referentes aos hidrogénios
diastereotopicos H-9 e H-9' vizinhos ao carbono quiral C-5. Os dois protons
apresentam um desdobramento de sinal e, portanto, absorvem em campos
diferentes, 6 1,46 ppm e 4 1,88 ppm, o0 que pode ser visto através da correlacdo com
o mesmo carbono & 24,69 ppm. E possivel observar ainda a presenca de cinco
carbonos quaternarios (um carbono carbonilico e quatro carbonos de dupla ligacao
do sistema aromatico), os quais ndo apresentam nenhuma correlacdo com 0s sinais

dos hidrogénios.
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Figura 35 - Espectro de RMN HMQC de VG8 em CDClI; a 25°C.
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Figura 36 - Espectro de RMN 2D HMQC expandido (regido de campo alto) de VGS8
em CDCl; a 400,13 MHz e 25°C.

ApOs estas andlises e buscas na literatura, conclui-se que o composto

codificado como VGS8 se trata de um alcaldide quinolénico inédito.
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5.5.3.6 Comparacdo dos dados espectrais de RMN de 'H de Antidesmona com
o alcaldide isolado VG8

Os dados tabelados a seguir (Tabela 8) mostram as semelhancas dos sinais e
deslocamentos quimicos obtidos por andlise de RMN de 'H entre o alcaldide

Antidesmona e o alcal6ide VGS.

Tabela 8: Comparacdo dos dados de RMN *H e **C do alcaléide Antidesmona com

VG8

Antidesmona VG8
15
3 OMe18 14
Me17
Posicdo | &'H (ppm) | &'°C (ppm) | Posicdo

1 8,75 - 1

2 - 138,14 2 - 128,89 — 143,54
3 - 147,61 3 - 128,89 — 143,54
4 - 173,35 4 - 172,29

4 - 139,1 4 - 128,89 — 143,54
5 3,25 30,31 5 2,95 31,21

6 2,07 24,44 6 1,71 16,95

7 2,59 32,25 7 2,62 27,02

8 - 194,91 8 1,53 33,59

8’ - 132,00 8’ - 128,89 — 143,54
9 1,38 30,58 9 1,46 24,68

10-15 1,26 22-31 10-15 | 1,23-1,29 22,61-33,59

16 0,85 14,06 16 0,85 14,04

17 2,35 14,61 17 4,76 56,05

18 3,93 59,39 18 3,75 60,42
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5.5.3.7 Atividade antimicrobiana

Para a determinacdo da Quantidade de Substancia Ativa (QSA) pelo método
de bioautografia, se verificou as concentracbes de 100 pg, 50 ng, 25 ug, 12,5 png,
6,25 g, 3,12 ug, 1,56 pg, 1,00 pg, 0,75 ug e 0,5 nug. Houve formacéo de zonas de
inibicAo para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas nas
concentracdes apresentadas a seguir (Tabela 9):

Tabela 9 — Resultados obtidos dos ensaios de atividade antimicrobiana pelo
método de bioautografia de VG8

Microrganismo Resultado positivo (ug) Padréo (ug)
Staphylococcus aureus 25 0,7
Staphylococcus epidermidis 6,25 0,7
Escherichia coli 0,5 0,5
Salmonella setubal 3,12 0,7
Klebsiella pneumoniae 0,5 0,5
Bacillus subtilis 6,25 0,8
Pseudomonas aeruginosa 12,5 0,6
Sacharomyces cerevisae NA 3,24
Candida albicans NA 2,43
Candida dubliniensis NA 4,05
Cryptococcus neoformans NA 2,43

NA = nao ativo

A determinacdo da atividade antimicrobiana também foi testada pelo método
da CIM nas concentracdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 ug mL™. Além da
determinacdo da CIM, este teste também permitiu determinar os valores de CLM
(Concentracao Letal Minima). A amostra foi testada em triplicata e as médias dos
resultados obtidos encontram-se listados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Resultados obtidos dos ensaios de atividade antimicrobiana
pelo método da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de VG8

Microorganismos VG8 Padrao
CIM? CLMm? CIM?
Staphylococcus aureus >100 - 1,56
Staphylococcus epidermidis >100 - 1,56
Escherichia coli 50 >100 3,12
Salmonella setubal 50 >100 3,12
Klebsiella pneumoniae 50 >100 1,56
Bacillus subtilis >100 - 1,56
Pseudomonas aeruginosa >100 - 1,56
Saccharomyces cerevisiae >100 - 5,15
Candida albicans >100 - 5,15
Candida dubliniensis >100 - 5,15
Cryptococcus neoformans >100 - 5,15

% em pg/mL
(-) néo testada

Pode-se observar que o alcaléide VG8 apresentou atividade contra o0s
microrganismos E. coli, S. setubal e K. pneumoniae (50 ung mL™) pelo método da
CIM, e como o valor de CIM obtido foi inferior ao valor de CLM, o alcaldide
apresenta, entdo, propriedades bacteriostaticas. Pode-se observar também que 0s
microrganismos inibidos por este método sdo os mesmos que os inibidos em maior

potencial (0,5 a 3,12 ug) pelo método de bioautografia.
5.5.3.8 Atividade antioxidante

O alcaldide VG8 foi verificado quanto ao seu poder antioxidante pelo método
descrito anteriormente (item 4.9). Os resultados mostraram que este metabdlito ndo
apresenta atividade antioxidante nas concentracdes testadas (100 pg, 50 pg, 25 ug,

12,5 ug e 6,25 ug).
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5.5.4 Chamaedrina

O alcaldide V14 foi isolado conforme descrito no item 4.6.2.1.5 (pag. 23) e
foram obtidos 16 mg na forma de sdlido branco. A substancia foi analisada frente
aos reagentes Dragendorff e Ehrlich (para triptofano) e com ambos apresentou
resultado positivo. O ponto de fusdo apresentado pelo metabdlito foi de 226°C
(literatura: 222-223 °C), o que sugeriu tratar-se do alcaléide ja isolado pelo grupo®,
Chamaedrina (isolado de Melochia chamaedrys, Figura 37). Para confirmacao
utilizou-se analise por comparacdo desta substancia com amostra auténtica de
Chamaedrina por CCD em diversos sistemas de solventes e foi verificado um
mesmo Rf (0,45 em CH,Cl,/MeOH 98:1 v/v). Desta forma, o metabdlito V14 se trata

do alcaldide Chamaedrina.

Figura 37 — Estrutura quimica de Chamaedrina
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6. CONCLUSOES

Considerando-se 0s objetivos propostos para a realizacdo deste trabalho
com a raiz da espécie Waltheria douradinha St. Hil., e analisando-se os resultados

obtidos, conclui-se que:

» Foram isolados seis alcaloides, sendo destes quatro pertencentes a classe
das quinolonas - Antidesmona (Figura 6), WA e WB (Figura 14) e VG8 (Figura
27b) - e dois pertencentes a classe dos ciclopeptidicos - Waltherina-A (Figura
13) e Chamaedrina (Figura 37), além de uma amida — (O)-metiltembamida
(Figura 7). Destes metabdlitos isolados, o Waltherina-A, o WA e o0 WB ja
foram isolados anteriormente desta espécie pelo grupo e descritos na
literatura; os alcaldides Antidesmona e o Chamaedrina e a amida também ja
estdo descritos na literatura, porém sdo inéditos na espécie estudada; e o
alcaldide VG8, apesar da apresentar estrutura semelhante da Antidesmona,

nao apresenta referéncias, portanto inédito.

» Os alcal6ides WA e um dos produtos da reacdo de metilacdo de WB (WBp2),
apos analise de seus cristais por Difracdo de Raios-X, apresentaram
estereoquimicas relativas 9R, 10S, 13R e 9R, 10R, 13S respectivamente,

mostrando que WA e WB tratam-se de diastereoisdmeros.

» A acdo antimicrobiana das partes da espécie (raiz, caule, folha e flor) e as
subfracdes do extrato bruto da raiz foram analisadas e estas (com excecéo da
fracdo etérea acida da raiz) apresentaram atividade principalmente contra as

bactérias testadas na concentracédo de 50 ug.

» A amida (O)-metiltembamida e os alcal6ides Waltherina-A, WA, WB e VG8
isolados, bem como os derivados de WA e WB foram submetidos ao teste de
atividade antimicrobiana pelo método da CIM. Destes, apenas o alcaldide

VG8 apresentou boa atividade, obtendo-se uma CIM de 50 pg mL™ para E.
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coli, S. setubal e K. pneumoniae. Mesmo ndo apresentando atividade
antimicrobiana ou em concentracdes relativamente altas (200 ug mL™), as
demais substancias isoladas desta espécie ndo deixam de ser importante, o
gue pbdde ser observado com a Antidesmona (a qual apresenta atividade
antitrypanossomica) e a (O)-metiltembamida (que apresenta atividade anti-

HIV), podendo apresentar aplicacdes ainda ndo estudadas.

Através do teste de atividade antioxidante, pelo método de DPPH, observou-
se que os extratos e as subfracbes de W. douradinha apresentam boa
atividade, mas as substancias puras isoladas ndo séo ativas até
concentracdes de 100 ug. O aparecimento de acao antioxidante dos extratos
e a auséncia desta atividade dos compostos isolados sugerem o estudo da
sinergia entre 0os compostos ou o isolamento de outras substancias ainda nao

conhecidas a fim de justificar os resultados obtidos.

De forma geral, os dados apresentados mostram que a W. douradinha
apresenta grande potencial medicinal, o que pode ser visto através das
analises de atividades efetuadas de todas as partes da planta bem como de
varias substancias isolados, ndo contrariando, assim, seu uso popular. Desta
forma, esta espécie se torna atraente para continuas pesquisas e talvez

futura aplicacdo na medicina.
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ANEXO 1 - Resultados obtidos da andlise de Difracdo de Raios-X de (O)-

metiltembamida

Cédigo da amostra: RB_AM_V13

Figura 12 — Estrutura da (O)-metiltembamida obtida por Difracdo de Raios-X



Tabela 11 - Dados cristalograficos e de distin¢cao estrutural de RB_AM_V13

75

Formula molecular
Peso molecular
Temperatura (K)
Radiacao, A (A)
Sistema cristalino
Grupo espacial

Dimensdes da célula unitaria (A)

Volume (A 3), z

Densidade calculada (Mg/m?®)
Coeficiente de absorcdo (mm™)
F(000)

Dimens&o do cristal (mm?®)
Regido de varredura de 6
Indices limitantes

Reflexdes medidas

Reflex6es independentes
Perfeicdo para theta = 27.11°
Correcao de absorcao

Max. e min. transmisséo
Método de refinamento

Dados / controles / parametros
Goodness-of-fit on F?

indices R final [I>2sigma(l)]
indices R (todos dados)
Parametro de estrutura absoluta

Densidade eletrdnica residual

C17H19NO3

285,33

295(2)

0.71073

Ortorrombico

P2(1)2(1)2(2)

a=>5,5211(5) a =90°
b =7,5792(7) B =90°
¢ = 35,292(3) y = 90°
14768(2) , 4

1,283

0,088

608

0.15x0.15x0.1

2,93 a 28,31°.

-6<=h<=7, -10<=k<=10, -47<=I<=44
11333

3669 [R(int) = 0.0958]

99,7 %

Semi-empirica para equivalentes
1e0,6336

Full-matrix least-squares on F?
3669 /0/ 192

1,026

R; =0,0571, wR, = 0,1444

R; =0,108, wR, = 0,1677
0,2(19)

0,521 e -0,229 e. A™
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ANEXO 2 - Resultados obtidos da analise de Difracdo de Raios-X do alcaldide
Waltheriona-A

Cédigo da amostra: V61
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Figura 22 — Estrutura da Waltheriona-A obtida através de Difracdo de Raios-X



Tabela 12 - Dados cristalograficos e de distin¢do estrutural de AM V61
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Formula molecular
Peso molecular
Temperatura (K)
Radiacao, A (A)
Sistema cristalino
Grupo espacial

Dimensdes da célula unitaria (A)

Volume (A 3), z

Densidade calculada (Mg/m?®)
Coeficiente de absorcdo (mm™)
F(000)

Dimens&o do cristal (mm?®)
Regido de varredura de 6
Indices limitantes

Reflexdes medidas

Reflex6es independentes
Perfeicdo para theta = 27.11°
Correcao de absorcao

Max. e min. transmisséo
Método de refinamento

Dados / controles / parametros
Goodness-of-fit on F?

indices R final [I>2sigma(l)]
indices R (todos dados)
Parametro de estrutura absoluta
Densidade eletrénica residual

C23H23NOs

1623,75

293(2)

0.71073

Tetragonal

P43

a = 15,5109(3) o = 90°
b = 15,5109(3) B =90°
c = 33,6208(11) y = 90°
8088,8(3) , 4

1,333

0,095

3440

0.20 x 0.10 x 0.07

2,42 a27,11°.

-19<=h<=19, -19<=k<=19, -39<=I<=43

50306

9066 [R(int) = 0.0958]

99,8 %

Semi-empirica para equivalentes
1e0,68119

Full-matrix least-squares on F?
9066 / 37 /1103

0,996

R; =0,0541, wR, = 0,1235

R; =0,1250, wR; = 0,1496
0,4(11)

0,608 € -0,174 e. A™
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ANEXO 3 - Resultados obtidos da anélise de Difracdo de Raios-X do produto
menos polar obtido da reacdo de metilacdo do alcal6ide Waltheriona-B

Cédigo da amostra: RB_AM_VG_WBp2

Figura 24 — Estrutura do produto menos polar da reacdo de metilagéo de

Waltheriona-B obtida por Difracdo de Raios-X



Tabela 13 — Dados cristalogréficos e de distincdo estrutural de VG_WBp2
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Formula molecular
Peso molecular
Temperatura (K)
Radiacao, A (A)
Sistema cristalino
Grupo espacial

Dimensdes da célula unitaria (A)

Volume (A 3), z

Densidade calculada (Mg/m?®)
Coeficiente de absorcdo (mm™)
F(000)

Dimens&o do cristal (mm?®)
Regido de varredura de 6
indices limitantes

Reflexdes medidas

Reflex6es independentes
Perfeicdo para theta = 26.24°
Correcao de absorcao

Max. e min. transmisséo
Método de refinamento

Dados / controles / parametros
Goodness-of-fit on F?

indices R final [I>2sigma(l)]
indices R (todos dados)
Parametro de estrutura absoluta
Densidade eletrénica residual

C24H25NOs

407,45

296(2)

0.71073

Ortorrémbico

P2(1)2(1)2(1)

a=9.2078(5) o = 90°
b = 9.4827(5) B =90°
c = 23.5473(13) y = 90°
2056,03(19), 4

1,316

0,092

864

0,35x0,2x0,04

3,08 a 26,24°.

-11<=h<=11, -11<=k<=11, -29<=I<=29

21235

2347 [R(int) = 0.0958]

98,3 %

Semi-empirica para equivalentes
1e0,71374

Full-matrix least-squares on F?
234710/ 277

1,02

R; = 0,0452, wR;, = 0,0998

R; =0,0923, wR, =0,1194
0,8(19)

0,158 € -0,145 e.A™




ANEXO 4 - Resultados obtidos da andlise de Difracdo de Raios-X do produto
menos polar obtido da reacdo de metilagdo do alcaldéide Waltheriona-A

Caodigo da amostra: RB_AM_VG_WAP1

Figura 26 — Estrutura do produto menos polar da reacdo de metilagéo de

Waltheriona-A obtida por Difracdo de Raios-X
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Tabela 14 — Dados cristalogréaficos e de distincdo estrutural de VG_WAp1l

Formula molecular
Peso molecular
Temperatura (K)
Radiacao, A (A)
Sistema cristalino
Grupo espacial

Dimensdes da célula unitaria (A)

Volume (A 3), z

Densidade calculada (Mg/m?®)
Coeficiente de absorcdo (mm™)
F(000)

Dimens&o do cristal (mm?®)
Regido de varredura de 6
indices limitantes

Reflexdes medidas

Reflexfes independentes
Perfeicdo para theta = 26.24°
Correcao de absorcao

Max. e min. transmisséo
Método de refinamento

Dados / controles / parametros
Goodness-of-fit on F?

indices R final [I>2sigma(l)]
indices R (todos dados)
Parametro de estrutura absoluta
Densidade eletrénica residual

C24H25NOs

407,45

296(2)

0.71073

Ortorrombico

P2(1)2(1)2(2)

a=7,6938(4) o =90°
b =12,2862(7) B =90°
c =20,8109(12) y = 90°
1967,20(19), 4

1,376

0,096

864

0,3x0,25x0,15

3,12 a 30,08°.

-10<=h<=7, -17<=k<=15, -29<=|<=24
13172

3132 [R(int) = 0.0958]

95,6 %

Semi-empirica para equivalentes
1e0,770

Full-matrix least-squares on F?
3132/0/276

0,999

R1 = 0,0404, wR; = 0,1019
R:1 = 0,0608, wR, = 0,1103
2,4(12)

0,177 e -0,186 e.A®
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