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RESUMO
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Saint Hilaire (Sterculiaceae): Isolamento e Identificacdo de seus
Metabolitos e Atividade Biologica

Autor: Alexandre Tiburski Neto

Orientador: Ademir Farias Morel

Como parte da nossa busca permanente por novos metabdlitos secundarios bioativos,
de origem vegetal, as partes aéreas de trés espécies do género Lupinus,
(Leguminoseae), e a casca das raizes da espécie Waltheria douradinha Sain Hilaire
(Sterculiaceae), foram submetidas a investigacdo fitoquimica. Dessa investigacao,
foram isolados e identificados 14 compostos, os quais foram submetidos a diversas
atividades biologicas. Dentre as atividades realizadas, os compostos foram avaliados
frente a atividades antimicrobiana, antioxidante, enzimaticas (POP e DPPIV) e também
atividade bacteriolitica. Dois dos compostos isolados, (+)Lanatina A (L. paranensis) e
Antidesmona (W. douradinha), foram submetidos a atividade bacteriolitica. O teste
demonstrou que esses compostos possuem atividade de lise, principalmente frente a
Gram-negativos. A Antidesmona apresentou seu melhor potencial litico na
concentracdo de 12,5 pg/ml frente ao microrganismo Salmonella typhimurium ATCC
14028. Para esta bactéria, o alcaloide Antidesmona produziu uma lise de parede celular
de aproximadamente 30% entre 4 e 6 horas (P<0,0001). Os extratos alcaloidicos de W.
douradinha, coletada em quatro diferentes regides do Rio Grande do Sul — Brasil,
passaram por analise de sua composi¢cdo quimica por HPLC. A andlise da composicao

guimica dos extratos basicos foi comparada com andlises do solo do local de coleta da
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planta. Esses resultados revelaram diferencas significativas nas composi¢des quimicas
dos extratos alcaloidicos de W. douradinha, e também foram importantes guias de
novos locais de coleta dessa espécie.

Palavras-chave:

Lupinus, Quinolizidinicos, Lanatina A, Leguminoseae, Sterculiaceae, Antidesmona,
Waltheria



ABSTRACT

Doctor Tesis in Chemistry
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Federal University of Santa Maria

Lupinus lanatus Benth, Lupinus guaraniticus (Hassl.) C. P. Sm.,
Lupinus paranensis C. P. Sm. (Fabaceae) e Waltheria douradinha
Saint Hilaire (Sterculiaceae): Isolation and ldentification of Biological
Activity and its Metabolites

Author: Alexandre Neto Tiburski

Academic Advisor: Ademir Farias Morel

The part of our constant search for new bioactive secondary metabolites of plant origin,
the aerial parts of three species of the genus Lupinus (Leguminoseae), and the bark of
the roots of the species Waltheria douradinha Sain Hilaire (Sterculiaceae), were
submitted to phytochemical investigation. In this research, they were isolated and
identified 14 compounds, which was exposid several biological activities. Among the
activities performed, the compounds were evaluated against antimicrobial, antioxidant
enzyme (POP and DPPIV) and also bacteriolityc activity. Two of the isolated
compounds, (+)Lanatina A (L. paranensis) and Antidesmona (W. douradinha) shawed
bacteriolityc activity. The test showed that these compounds have bacteriolityc activity,
especially against Gram-negative. The Antidesmona presented better lytic potential in
the concentration of 12.5 pg/mL against the microorganism Salmonella typhimurium
ATCC 14028. For this bacterium, Antidesmona alkaloid produced a cell wall lysis of
approximately 30% between 4-6 hours (P <0.0001). The alkaloid extracts W.
douradinha, collected in four different regions of Rio Grande do Sul - Brazil, was
analyzing its chemical composition by HPLC. Analysis of the chemical composition of
the basic extracts was compared with soil analyzes the place collection of plant. These
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results revealed significant differences in the chemical compositions of alkaloid extracts
of Waltheria douradinha Sain Hilaire and were important guides of new collection sites

these species.

Keywords: Lupinus, Quinolizidine, Lanatine A, Leguminoseae, Sterculiaceae, Waltheria
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1. INTRODUCAO

Produtos naturais com propriedades medicinais séo utilizados desde o inicio da
civiizagdo humana, sendo os derivados de origem vegetal, animal e mineral, os
principais constituintes de suas bases terapéuticas.! Dados atuais sugerem que os
farmacos que utilizam substancias oriundas de plantas representam aproximadamente
25% dos medicamentos prescritos mundialmente.™? De todas as substancias prescritas
em paises desenvolvidos, 80% sao produtos naturais, 50% sintéticos, cujos, protétipos
tém origem nos principios isolados de plantas medicinais, e dos 252 farmacos
considerados como essenciais pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 11% séao

exclusivamente de origem vegetal.*?

Com a maior biodiversidade do mundo, o Brasil desponta como um pais
promissor no avanco e descoberta de novos farmacos de origem vegetal com utilidade
clinica.’® Alguns ndmeros estimam entre 350.000 e 550.000 espécies de plantas
distribuidas pela extenséo territorial do pais. Desse total, apenas 55.000 espécies foram
catalogadas e destas, somente 8% estudadas na busca de compostos bioativos.'?
Destes 8%, aproximadamente 1.100 foram avaliadas em suas propriedades

farmacologicas.'*?

Estes dados tornam-se relevantes quando se demonstra a importancia das
plantas medicinais no tratamento e na prevencéo dos mais variados tipos de doencas, e
também serve de estimulo para os estudos com espécies, as quais, o conhecimento
popular de seus beneficios para a salde humana, incentivam novas pesquisas
cientificas.** Em vista disso, o grupo de pesquisas coordenado pelo professor Ademir
Farias Morel, desde 1985 estuda espécies brasileiras com propriedades
farmacoldgicas, em especial, as nativas do Rio Grande do Sul. Dentre as familias em
estudo pelo grupo, destacam-se duas: a Leguminoseae ou Fabaceae e a Sterculiaceae.
Da primeira familia, podemos ressaltar o género Lupinus, um grupo de plantas
presentes no Rio Grande do Sul e pouco estudado em seus constituintes secundarios.
Uma caracteristica universal dos lupinos, € que sdo plantas de habitats abertos e

ensolarados e sdo intolerantes a muita protecéo vegetal como nas florestas.* No Brasil



ndo é diferente, as espécies de lupinos sdo encontradas em solos pobres como 0s

serrados e campos rupestres de cima da serra.”

Das treze espécies presentes no estado, trés delas tornam-se importantes no
estudo de seus constituintes secundarios, L. paranensis, L. guaraniticus e L. lanatus,
esta Ultima ja previamente estudada em sua constituicdo alcaloidica pelo grupo do
professor Morel. Essas trés espécies de lupinos sdo pertencentes a familia
Leguminoseae ou Fabaceae e subfamilia Faboideae.>®’ Dentro do género Lupinus, 0s
alcaloides quinolizidinicos e os flavonoides da classe das flavanonas e isoflavonas com
cadeias laterais preniladas, 3,3-dimetilalila, perfazem boa parte da constituicdo quimica
secundaria da planta, juntamente com terpenos e outros compostos.®® O interesse pelo
isolamento e identificacdo dessas duas classes de metabdlitos secundarios presentes
no género, se da pelo grande significado quimiossistematico que eles desempenham
para 0 mesmo. Também, as atividades farmacologicas potencialmente Uteis e
toxicoldgicas, por ingestdo associadas aos lupinos justificam o estudo das espécies

acima relatadas.®®

Os alcaloides deste género possuem o0 nucleo quinolizidinico, norlupinano
derivado do aminoacido L-lisina. Dentre eles estdo a lupanina (1), a multiflorina (2) e a
lupinina (3) como compostos majoritarios, Figura 1.° As principais atividades biologicas
referentes a esses compostos sdo: Atividade Uterotbnica, estimulante/depressora
respiratéria, anti-arritmica, diurética, hipoglicemiante, depressora do SNC, teratogénica

e alucinégena.®*°

CH,OH
oS
H T
A N
g
O Lupanina Multiflorina Lupinina
(1) (2) 3)

Figura 1. Nucleos dos alcaloides comumente encontrados no Género Lupinus: lupanina

(1), presente em todos os lupinos; multiflorina (2), lupinos do velho mundo, e da



América do Sul e lupinina (3), espécies de lupinos do velho mundo e da América do
Norte. (Fonte: adaptado de FILHO, 2004)°

Os flavonoides presentes no género Lupinus, apresentam atividade
antimicrobiana e estdo relacionadas com o sistema de defesa desse vegetal. Os

derivados desses compostos podem apresentar o grupo prenila ciclizado ou oxigenado

10,11
2,910,

em sua estrutura, Figura

(4) R{ = CH,CHC(CHj3), ; R, =OH ; R; = H ; Luteona

X , o (6) Lupinisoflavona A
(5) Ry = Rz = CH,CHC(CH3), ; Ry, = OH ; 2'-hidroxilupalbigenina

(7)R1=H;R,=0H; Rj3; Licoisoflavona B
(8) R; = CH,CHC(CHg), ; R, = OH ; Angustona B
(99 R; =R, =H; Isoderrona

HO,

Z,

OH O

(12) R =H ; Lupinisol A
(11) Lonchocarpol C, e C, (13) R = OH ; Lupinisol B

Figura 2. Algumas flavanonas e isoflavonas preniladas ja isolados de espécies de

lupinos presentes no velho mundo. (Fonte: adaptado de FILHO, 2004)°



A literatura apresenta pouco ou nenhum registros de pesquisas com as
espécies do género Lupinus relacionadas na figura 3. Assim, tendo em vista o potencial
dos compostos secundérios isolados de plantas deste género, como agentes
antidiabético, antitumoral e antimicrobiano, justifica-se o interesse em estudar as
espécies Lupinus lanatus Benth, Lupinus guaraniticus (Hassl.) C. P. Sm. e Lupinus
paranensis C. P. Sm. em sua constituicdo secundaria para avaliar algumas atividades
biolégicas relacionadas, e por estas possuirem altas concentracbes de metabdlitos

como flavonoides e alcaloides.®1%112:13

(@)° (b)

Figura 3. Imagens das espécies de lupinos utilizadas na referida pesquisa. Lupinus
lanatus Benth (a)° (Fonte: FILHO, 2004)°; Lupinus guaraniticus (Hassl.) C. P. Sm. (b);

Lupinus paranensis C. P. Sm. (c).

Outra familia de interesse para estudo neste trabalho é a Sterculiaceae. Esta
familia compreende aproximadamente 68 géneros e 1100 espécies.***® No Brasil, ha

relatos da ocorréncia de 11 géneros e 115 espécies.**1*1°

A espécie Waltheria douradinha Saint Hilaire, também conhecida como
douradinha-do-campo, ou, simplesmente douradinha, ocorre em terrenos pedregosos e
arenosos. Esta é nativa na Argentina, Paraguai e Brasil.***>® No Brasil, a douradinha
abrange uma ampla faixa territorial sendo encontrada de Minas Gerais até o Rio



Grande do Sul.**'" Esta espécie apresenta-se como subarbusto perene de 20-50 cm de
altura, sua raiz é bem desenvolvida, rugosa e estende-se profundamente no solo. Seus
ramos séo eretos ou decumbentes com folhas simples e com nervuras sulcadas em sua
face superior. As inflorescéncias apresentam forma de glomérulos pubescentes e

densos predominantemente terminas de cor amarelo ouro.***>6:7

Existem outras espécies do género Waltheria distribuidos pelo mundo e
também no Brasil. A espécie Waltheria Inca é encontrada principalmente nas Filipinas e
é utilizada popularmente como febrifuga, emoliente, anti-rdbica, anti-sifilitica e
purgativa.’® Investigacdes fitoquimicas demonstraram a producdo de alcaloides
peptidicos, flavonoides glicosilados e acido cafeeico. Aos flavonoides séo atribuidas

propriedades antifingicas.*®*°

No Brasil também € encontrada outras espécies de Waltéria como a W.
communis (Bahia, Mato Grosso, Minas Gerais e Rio Grande do Sul) e a espécie W.
viscosissima (nordeste brasileiro)."*?® A primeira espécie apresenta atividades
estimulante, antidesentérica, emética, diurética, a anti-inflamatéria.?®> A segunda é
indicada popularmente como expectorante, antitussigena e hipertensiva. Estudos
fitoquimicos desta dUdltima demostraram a presenca de triterpenos esterdidais,

compostos fendlicos e saponinas, e auséncia de alcaloides.'®%

A Waltheria douradinha é empregada na medicina popular principalmente como
estimulante, emética, sulforitica e diurética, além de ser indicada contra: disenteria,
catarro brénquico, afeccbes pulmonares e cistites. A tintura das cascas das raizes é
utilizada como tbnico cardiaco, as cascas dos ramos e folhas possuem atividades

diuréticas e hipotensoras.**9%021

Na literatura h& poucos registros de estudos com a espécie Waltheria
douradinha St. Hil., Figura 4 (pag. 6).** Sob essa perspectiva, o Nucleo de Pesquisas
em Produtos Naturas, da UFSM, na coordenacdo do professor Ademir Farias Morel,

vem estudando essa espécie na busca de compostos bioativos.



Figura 4. Imagem da espécie Waltheria douradinha Saint Hilaire.

(Fonte: HOELZEL, 2001)*

A planta foi coletada em regides diferentes do estado para avaliar se, diferentes
tipos de solo e climas regionais afetam a composicdo secundaria, mais
especificamente, de alcaloides, compostos de interesse do estudo. As espécies do
género Lupinus relacionadas anteriormente foram estudadas em sua composicao
alcaloidica e flavonoidica. Também foram avaliados os potenciais de atividades
biologicas para as estruturas isoladas dessas duas familias, Fabaceae e Sterculiaceae,
bem como dos extratos e fracBes de interesse. O estudo foi realizado no Nucleo de
Pesquisa em Produtos Naturais da Universidade Federal de Santa Maria que
proporcionou total apoio a pesquisa sob a orientacdo do professor Dr. Ademir Farias

Morel e co-orientacéo da professora Dra. lonara |. Dalcol.



2. OBJETIVOS

A investigacdo quimica e bioldégica de Lupinus lanatus Benth, Lupinus

guaraniticus (Hassl.) C. P. Sm., Lupinus paranensis C. P. Sm. (Fabaceae) e Waltheria

douradinha Saint Hilaire (Sterculiaceae), tem como principais objetivos:

a)

b)

d)

f)

9)

Isolar e identificar os metabdlitos de caracteristicas basicas presentes nas
partes aéreas de L. guaraniticus e L. paranensis, tendo como foco principal os
alcaloides quinolizidinicos, a partir das fracdes basicas obtidas dos extratos
metandlicos das espécies.

Isolar e identificar os compostos secundarios pertencentes a classe dos
flavonoides, também presentes em altas concentracdes nas fracdes acidas
obtidas do extrato metandlico da espécie de L. lanatus.

Isolar e identificar os alcaloides da fracdo basica do extrato bruto obtido da
casca das raizes de Waltheria douradinha Saint Hilaire coletada em quatro
regides do estado do Rio Grande do Sul.

Avaliar a composicdo quimica dos extratos basicos obtidos do extrato bruto
das cascas das raizes de Waltheria douradinha Saint Hilaire por HPLC
comparando com as caracteristicas do solo das regibes em que as plantas
foram coletadas.

Elucidar estruturalmente os compostos isolados das espécies relacionadas
utilizando métodos comparativos e a aplicacdo de técnicas de RMN,
unidimensionais, *H, **C, e bidimensionais como DEPT 135°, NOESY, COSY,
HMQC, HMBC, e Espectrometria de Massas.

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos brutos, fracdes e substancias
guimicas isoladas e identificadas de sementes e folhas das espécies de
lupinos e cascas das raizes de W. douradinha St. Hil. pela metodologia de
Micro-diluicdo em Caldo (CIM/CLM).

Determinar a presenca de atividade bacteriolitica para os compostos que

apresentarem resultados promissores para as atividades antimicrobianas.



h) Avaliar a atividade antioxidante utilizando a técnica de DPPH e potencial
inibitério das enzimas POP, DPP IV e Acetil-colinesterase dos extratos brutos,
fracOes e substancias isoladas das partes aéreas, sementes e folhas dos
lupinos e da casca das raizes de W. douradinha St. Hil..



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FAMILIA Fabaceae ou Leguminoseae

A familia Leguminoseae ou Fabaceae é composta por uma ampla variedade de
ervas, arbustos e arvores presentes em um grande numero de habitats, incluindo
aquaticas, xerdfitas e trepadeiras.®®?? Esta familia de plantas, depois da Gramineae, é
a mais util para o homem devido a alta concentracdo de proteinas em suas folhas e
sementes. Economicamente, também fica em segundo lugar perdendo somente para a
Gramineae, e em tamanho ocupa o terceiro lugar atras apenas de Orquidaceae e
Asteraceae. Compreende 18.000 espécies e 650 géneros de plantas distribuidas por
todas as partes do mundo. Pode estar em grande numero nas regides tropicais e
subtropicais, sendo o Brasil, portador de 196 géneros distribuidos por todas as

regides.”?®

A familia Fabaceae apresenta-se dividida em trés subfamilias bem distintas.
Caesalpinioideae, contendo 152 géneros e cerca de 2.800 espécies, distribuidas por
regides tropicais e subtropicais do globo, Mimosoideae, que compreende
aproximadamente 60 géneros e 2.800 espécies presentes em regides tropicais,
subtropicais e calido-temperadas e, por fim, a subfamilia Papilionoideae ou Faboideae,
a maior de todas, possuindo em torno de 482 géneros e mais de 12.000 espécies
divididas em 32 tribos, estando representada pelas herbaceas, nas regides temperadas

e pelas espécies lenhosas em regides tropicais do planeta terra.’?*

Fazendo parte da subfamilia Caesalpinioideae, oito géneros sdo conhecidos por
formacdo de ndodulos, e todos sdo arvores, enquanto ha Mimosoideae, todas as tribos
apresentam representantes formadores de nodulos. Na Faboideae, a Unica tribo nao
formadora de nédulos é a Dipterygeae.®** A n&o formacéo de nédulos esta relacionada
a uma caracteristica primitiva de todas as subfamilias da Leguminoseae.*??* A grande

importancia da subfamilia Faboideae se d4, devido as sementes e legumes de muitas
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de suas espécies herbaceas servirem como fonte de alimento e proteinas para homens
e animais em todo o planeta. Como exemplos de espécies utilizadas para alimentagéo
desta subfamilia, pode-se citar: (Pisum sativum) ervilha, (Cicer arietivum) grédo-de-bico,

(Phaseolus vulgaris) feijéo, (Glycine max) soja, entre outras.>***

3.1.1 Género Lupinus

O género Lupinus pertence a familia Leguminoseae e subfamilia Faboideae. As
plantas desse género sdo ervas ou arbustos que podem ser anuais ou perenes. Elas
estdo presentes em grande numero, principalmente no oeste da America do Norte,
Alasca, México, Peru, Brasil, Uruguai e Argentina. Assim, o género Lupinus cobre uma
ampla zona climatica ao redor do globo, de regides subarticas, como o Alasca, até
regides de clima tropical, subtropical e temperado, Brasil e Sul da Argentina

respectivamente.*>%%

As espécies de lupinos encontradas no Brasil estdo presentes em solos pobres
como os serrados e campos rupestres.>®?*> Por sua caracteristica quase singular de
sobreviverem bem em ambientes abertos e ensolarados, s&o intolerantes a muita
protecdo vegetal. Nas florestas, encontram-se principalmente em regides de clareiras
como plantas primarias em solos recentemente perturbados e pobres de nutrientes.*?
Seu nome, Lupinus, vem do latim, Lupus (lobo), pela grande capacidade de adaptacao
em todos os tipos de ambientes sendo necessario, para isso, somente uma leve
camada de solo.*%%242>2 g |upinos do velho mundo foram separados em dois grupos
distintos baseando-se no tipo de revestimento de suas sementes, rugoso ou liso,
denominando assim os grupos de rough-seed e smooth-seed, respectivamente.*®2°
Essa divisdo deu origem aos lupinos Americanos. Estes ainda podem ser divididos em
outros dois grupos, os de folhas compostas ou multifoliados e os de folhas simples ou

unifoliados.*%?’
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O género Lupinus, no Rio Grande do Sul, esta representado por 13 espécies,
sendo estas, distribuidas por todas as regifes, porém, com uma maior incidéncia nos

campos de cima da serra onde s&o conhecidas popularmente como “tremogo”. 282930

3.1.2 Uso Popular do Género Lupinus

Os lupinos sédo utilizados mundialmente de diversas formas. No continente
Americano, as sementes de L. mutabilis sdo largamente empregadas na alimentacao
da populacdo andina e comumente denominadas de Tarwi ou chocho por esse
povo.**3! No Brasil as sementes de L. angustifolius foram utilizadas na falsificacdo do
café. Ja no continente Europeu, os L. hirsutus e angustifolius sdo aproveitados na
medicina popular como agentes antidiabéticos, devido suas propriedades
hipoglicemiantes.®* Por fim, estas plantas também s&o usadas como forragem, adubo
verde, ornamental e na alimentacdo a mais de 3.000 anos, principalmente as espécies
de L. albus, angustifolius, luteus e algumas variedades de L. mutabilis por possuirem
um alto valor protéico e conterem uma baixa concentracéo de alcaloides, que conferem

um sabor amargo & planta.®33%3334

3.1.3 Alcaloides Quinolizidinicos Presentes em Espécies do Género Lupinus

O género Lupinus possui em sua constituicdo secundaria alcaloides do tipo
quinolizidinicos com nucleo (norlupinano).®*> Estes compostos nitrogenados s&o
constituidos de dois anéis saturados de seis membros divididos por um atomo de
nitrogénio, e sdo derivados do aminoacido L-lisina. Sdo denominados de alcaloides
lupinicos devido sua larga ocorréncia em plantas deste género.®*=® Essa classe de
substancias secundarias representa, para 0s lupinos, um importante papel
guimiotaxondmico, pois estdo presentes em todas as 56 espécies do género ja

estudadas em sua constituicdo secundaria.®*>%%3"3 Este estudo também determinou a
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presenca de nucleos tetraciclicos em quase todas as espécies analisadas.®®3¢3738 j3

0 nucleo biciclico, representado pela lupinina, € mais abundante nas espécies do Velho
Mundo e da América do Norte. A multiflorina e seus derivados estdo em maior
concentracdo nos individuos localizados na America do sul. Os alcaloides
quinolizidinicos com nudcleo a-piridona estdo presentes na subfamilia Faboideae,
porém, ausentes nos lupinos, exceto os lupinos do Velho Mundo que apresentam tracos
desses compostos. As lupaninas fazem parte da constituicdo quimica secundaria de
todos os lupinos. Este género de plantas também produz alcaloides do tipo
bipiperidinicos como amondedrina e seus derivados, os quais, sdo encontrados em

espécies da America do Norte, 3839404142

A importancia desses alcaloides, Figura 5 (pag. 13), também esta relacionada
com sua atividade tOxica para animais e humanos, além de algumas atividades

biolégicas potencialmente (teis descritas na Tabela 1.19122%43

TABELA 1. Exemplos de atividades biolégicas de alcaloides quinolizidinicos.*?

ALCALOIDES ATIVIDADES REFERENCIAS

Esparteina Ulcerotbnica, Estimulante / 10, 12, 43
Depressora Respiratoria, Anti-
arritmica, Diurética e
Hipoglicemiante
Lupanina Anti-arritmica, Hipotensora e 10, 43

Hipoglicemiante

13-a-hidroxilupanina Anti-arritmica, Hipotensora 10, 43
Multiflorina Depressora do SNC 10, 43
Anagirina Teratogénica 10, 43
Cistisina Teratogénica, Alucinégena e 10, 43

Estimulante Respiratério

(Fonte: adaptado de FIGUEIREDO, 2009)*
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“, »
3

(2) Multiflorina

R1
(1) R*'= 0; R*=R®=H, Lupanina (15) Esparteina

(14) R'= O; R*= H; R®= OH, 13-a-hidroxilupanina

(17) Anagirina

(16) Cistisina

Figura 5. Estrutura quimica de alcaloides quinolizidinicos biologicamente ativos.

(Fonte: adaptado de FIGUEIREDO, 2009)*

3.1.4 Biossintese dos Alcaloides Quinolizidinicos

Os alcaloides quinolizidinicos sdo biossintetizados a partir da ciclizacdo da
cadaverina.** Esta, é oriunda da descarboxilacdo enzimatica do aminoacido L-lisina,
pela cadaverina-lisina-descarboxilase (LDC) no interior dos cloroplastos das células
vegetais.***> Apés alguns passos reacionais, cujo, mecanismo ainda nao foi totalmente
elucidado, a cadaverina € convertida em um intermediario amino-cation tetraciclico, que
originard os dois nucleos basicos precursores de muitos dos alcaloides quinolizidinicos,
a (-)multiflorina e a (+)lupanina. Também, nos cloroplastos, ocorre a formacdo de um
nacleo biciclico béasico, (+/-)epilupinina, que sera precursor de outra subclasse de

alcaloides quinolizidinicos.*>**4
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Os nucleos bésicos (-)multiflorina e (+)lupanina sdo transportados até os
microssomos da célula vegetal onde sofrem uma reacdo de hidroxilagdo em C-13
catalisada por enzima, formando a (-)13-a-hidroximultiflorina e a (+)13-o0-
hidroxilupanina.*®*” Depois de formadas, essas estruturas sdo novamente carreadas,
agora para a matriz mitocondrial. Nela, a (-)13-a-hidroximultiflorina e a (+)13-a-
hidroxilupanina, vao sofrer reacOes de esterificagcdo, mediante enzimas transferases
especificas, como a Hidroximultiflorina-Aciltransferase (HMTase) e a Hidroxilupanina-
Aciltransferase (HLTase), as quais, irdo catalisar a migracdo do grupamento ligado a
Acil-CoA formando o éster lupanico mais HS-CoA.****%%4" Os grupamentos ligados a

Acil-CoA podem variar de acordo com a espécie de lupinos.** #4647

Como exemplo, pode-se citar a 13-Hidroximultiflorina-O-tigloiltransferase, que
promove a esterificagdo da (-)13-a-hidroximultiflorina, transferindo o grupamento O-
tigloil ligado a Coenzima-A (tigloil-CoA) e levando a formacdo de (-)13-a-O-
tigloiloximultiflorina. O mesmo ocorre com o0 nucleo da lupanina, quando a reagao é
intermediada pela enzima HLTase/O-tigloil-CoA, originando a (+)13-a-tigloiloxilupanina

em espécies de lupinos como Lupinus albus.**#¢47:48

A (+/-)Epilupinina é transportada para o citosol celular, onde também sofre acao
de enzimas transferases, como a p-Coumaroil-Epilupinina-Transferase (ECTase), que

promove a transferéncia de grupamentos ligados a Acil-CoA, como p-Coumaroil-CoA.*®

Utilizando-se dessa rota biossintética, as plantas que contém este grupo de
compostos, ja proporcionaram o isolamento e elucidacdo de mais de 200 estruturas

dessa classe de alcaloides, os quinolizidinicos.*®4" 4849

Apés a biossintese, os alcaloides formados sao transportados para as vesiculas
alcaloidicas e ficam armazenados até o0 momento em que a planta necessite de sua
utilizac&o.***>4647484% 5 Esquema 1, (pag. 15) apresenta a rota biossintética proposta

para os alcaloides quinolizidinicos.
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Esquema 1. Proposta de biossintese para os alcaloides quinolizidinicos.

44,45,46,47,48,49
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A Figura 6 lista algumas estruturas de alcaloides ja isolados e identificados de

eSpéCies de |upinOS.38’50'51‘52‘53’54’55’56’57’58

O Ndcleo Lupanico (2) Multiflorina O  (17) Anagirina

o
(18 R = %v/,,,,o )kCH 13-alfa-Acetiloxilupanina

3
(@)
(19 R = %”//',,O)‘\(\CHs 13-alfa-Tigloiloxilupanina

CH,
(@] Hs
(200 R = %o,,,,, )‘\/i 13-alfa-Isovaleroiloxilupanina
o CHj
O
2HR= '/,, 13-alfa-Butiriloxilupanina
(22)R= 13-alfa-Benzoiloxilupanina
(23) R = ’/// G
13-alfa-trans-Cinamoiloxilupanina
(29 R= '/,, 13-alfa-cis-Cinamoiloxilupanina

(14 R = "" o 13-alfa-hidroxilupanina

O  NH,
DR= %”"",H Lupanina (25 R = %”’wo (28) Tetrahidrorhombifolina

(+)Lanatina A

Figura 6. Estruturas quimicas de alcaloides quinolizidinicos isolados de espécies de

Lupinus.
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3.1.5 Flavonoides Presentes em Espécies do Género Lupinus

Outra classe de compostos secundarios comumente encontrados no género
Lupinus, sdo os flavonoides do tipo flavanonas e isoflavonas.?®*° Estas apresentam
cadeias laterais preniladas do tipo, 3,3-dimetilalila, onde seus derivados prenilados

podem ser ciclicos ou oxigenados, Figura 2 (pag. 3).%%°

Isoflavonoides com cadeia lateral derivada de grupamentos prenila ou geranila
sédo ditos flavonoides complexos. Isso ocorre porque as enzimas que 0s sintetizam,
isoflavona sintase, prenila e geranila tranferases, sao de distribuicdo restrita. Sendo
assim, apenas um pequeno numero de plantas conseguem sintetizar esse tipo de
isoflavonoides.?®*® O Esquema 2 (pag. 18), apresenta a provavel rota biossintética

desse tipo de cadeia lateral.>®

De todos os isoflavonoides complexos conhecidos, estes estdo presentes em
56% das espécies pertencentes a familia Leguminoseae e 17% desses compostos

estdo em familias de n&o-Leguminoseae.*>%®

Estudos com Lupinus albus apontam que a prenilacdo seja possivel somente
apos a estrutura do isoflavonoide estar parcialmente ou totalmente formada, e que, para
cada posicdo, 6, 8 e 3’, exista uma preniltransferase especifica.®®*®* A presenca de
grupamentos melila na posig¢ao 4’ impedem a prenilagéo da posicao 3’ por impedimento
estérico, devido o substituinte metila ser volumoso. Também ha a proposta da
preniltransferase ser mais especifica para isoflavonas do que para isoflavonoides

9,59,60,61

derivatizados, Figura 7 (pag. 19).

Da mesma forma que os alcaloides quinolizidinicos, os flavonoides podem ser
utilizados com marcadores taxonémicos do género Lupinus.®®® Nas espécies do velho
mundo, trés classes de flavonoides séo detectados: flavonas, flavondis e flavonas C-
glicosideo. Ocorrem também flavonas di-C-glicosiladas como apigenina 7-O-6-

apiofuranosil-6, entre outras.??>%6061
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HQ %

HQ ;

R
OH
- H,0
HO %
R
OH

Esquema 2. Proposta para rota biossintética de isoflavonoides complexos do género

Lupinus. Em A, formacéo do nucleo pirano; B, formacéo do nucleo furano; e C, cadeia
dimetilalila oxigenada; (R = OH ou H).

(Fonte: adaptado de FILHO, 2004)°
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Figura 7. Esquema de prenilagdo de uma isoflavona comum (D) e de uma isoflavona

substituida em C-3’ (E) por um grupamento metila.

(Fonte: adaptado de FILHO, 2004)°
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ApoGs andlise da literatura referente ao género Lupinus, familia Leguminoseae,
surgiu o0 interesse de estudar as duas classes de metabdlitos secundarios
anteriormente descritos, flavonoides e alcaloides, as quais estdo presentes, em altas
concentracfes, nas partes aéreas das espécies de lupinos sugeridas para o estudo.
Assim, a pesquisa foi realizada com L. lanatus, L. guaraniticus e L. paranensis, trés
representantes das treze espécies de lupinos presentes no estado do Rio Grande do
Sul. De acordo com o levantamento bibliografico, ndo ha estudos fitoquimicos concretos

com as duas ultimas espécies relacionas em suas constituicdes alcaloidicas.

A primeira espécie citada, L. lanatus, ja foi previamente estudada em sua
constituicdo de alcaloides, da qual, foram isolados cinco estruturas da classe dos
quinolizidinicos, Figura 8. Dessas cinco moléculas, uma delas, a (+)Lanatina A, até o

momento ainda n&o havia sido identifica, sendo inédita na literatura.®®

(29) (-) 13-alfa-cis-tigloiloximultiflorina

Figura 8. Estruturas quimicas de alcaloides quinolizidinicos ja isolados e identificados

da espécie L. lanatus.*®
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3.2 FAMILIA Sterculiaceae

A familia Sterculiaceae € pertencente a divisdo das Angiospermas, classe das
dicotiledbneas. As espécies dessas familias fazem parte da familia Malvaceae, porém,
de acordo com uma classificacdo tradicional, a Sterculiaceae € uma familia

independente.®

Seus metabdlitos secundarios sdo principalmente representados por
flavonoides, triterpénos, compostos polifendlicos, saponinas e alcaloides do tipo

quinilonas e ciclopeptidicos.®%%

3.2.1 Alcaloides Quinolénicos

Os alcaloides quinolénicos sdo caracterizados de acordo com sua estrutura
basica, onde a 4(1H)-quinilona (30), € uma das representantes dessa classe. O acido
nalixidico foi a primeira estrutura dessa classe com atividade antimicrobiana e foi
descoberta em 1962 por Lesher e colaboradores.®” A mesma foi obtida como impureza
no processo de producdo de um lote de um agente antimalarico. Esta substancia
apresentou atividade bactericida frente a microrganismos Gram-negativos e passou a

ser comercializada posteriormente.®#%*

Ir=

(30)
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Segundo Zufiaurre-Gutiérrez e colaboradores®, existem mais de 10.000
estruturas ja descritas pertencentes a essa classe de compostos. Sua estrutura quimica

€ caracterizada por um nitrogénio como heterodtomo de um heterociclo aromatico e um

grupo cetona na posicéo 4 da molécula.®*®

3.2.1.1 Mecanismo de acao dos Alcaloides Quinoldnicos

De forma geral, as quinilonas exercem sua atividade antimicrobiana das

seguintes formas:

1- Penetracdo da droga no citoplasma celular por difus&o ou transporte ativo.®

2- Inibicdo da enzima DNA-girase, também chamada de Topoisomerase II.
Atua na regulacdo do enrolamento e reagrupamento do DNA celular,
levando a morte da bactéria.®

3- Inibicdo da sintese e replicacdo de DNA. Esta produz uma reacdo de
resposta na bactéria que leva a uma sintese no DNA e inibicdo da divisdo
celular. O tempo de exposicdo ao agente toxico ao DNA é quem vai
determinar a recuperacao ou destruicdo da célula bacteriana.®®

4- Inducdo de uma reacdo de alarme e efeitos deletérios sobre a estrutura
celular e bioquimica da bactéria.®®

3.2.1.2 Farmacologia das Quinolonas

As quinolonas apresentam um amplo espectro bacteriano (enterobactérias e

bacilos Gram-negativos), boa absor¢cdo no Trato Gastrintestinal, excelente distribuicao

7

sisttmia e baixa incidéncia de reacfes adversas. Seu uso € recomendado

principalmente em infec¢cdes urindrias, bacteremias sexualmente transmissiveis,

infeccBes do trato respiratério, trato gastrintestinal, infeccdes cutaneas, entre outras.®*®’
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3.2.1.3 Ocorréncia de 4-(1H)-quinolonas na Natureza

Os alcaloides quinolbénicos estdo presentes principalmente nas familias

Rutaceae e Sterculaceae.

Werni e colaboradores®®, em 1963, isolaram o alcaloide 2,3-dimetil4(1H)-
quinolona (31) da espécie Platydesma campanulata Mann, uma Rutaceae.
o]

N
H

(31)

(Fonte: HOELZEL, 2001)%?

Da espécie Ruta graveolens foram isolados varias estruturas da classe das
qguinolonas. Dentres elas pode-se citar: 2-undecil-4(1H)-quinolona (32); 2-n-dodecil-
4(1H)-quinolona (33); 2-n-tricanil-4(1H)-quinolona (34); 2-tetradecanil-4(1H)-quinolona
(35); 2-2-heptil-4(1H)-quinolona (36); 2-octil-4(1H)-quinolona (37); 2-nonil-4(1H)-
quinolona (38); e n-decil-4(1H)-quinolona (39).°*®° De R. montana foi isolada a 2-

62,70

(nonan-8-ona)-(1H)-4-quinolona (40).

(32) R = (CH2)10CH3
(33) R = (CH2)11CHs @)
(34) R = (CH2)12CHs
(35) R = (CH2)13CHs

N
(36) R = (CH2)sCH3 H R

(37) R= (CH2)7CH3

(38) R = (CH>)sCHs (Fonte: Adaptado de HOELZEL, 2001)%

(39) R= (CHz)QCH3
(40) R= (CH2)7CH(O)CH3



24

Essa classe de compostos também ocorre com muita frequéncia na familia

Sterculiaceae. As estruturas (41) e (42), Meloquinona e Melovinona, respectivamente,

62,71,72

foram isoladas por Kapadia e colaboradores em 1978 da espécie Melochia

tomentosa L..

0O O
OCHjs D l OCHjz
‘ N
D H Me H3CO H Me
OCH,
(41) (42)

(Fonte: HOELZEL, 2001)%?

Do género Waltheria tem-se registros de dois alcaloides quinolonicos da classe
dos 4(1H)-quinolona. Ambos isolados por pesquisadores do Nucleo de Pesquisa em
Produtos Naturais (NPPN), da universidade Federal de Santa Maria, UFSM. O grupo
estd sobre orientacdo do professor Ademir Farias Morel. Da espécie Waltheria

douradinha St. Hil., foram isolados os alcaloides Waltheriona A (43) e B (44), ambos

62,73

estereoisbmeros.

(Fonte: HOELZEL, 2001)%
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3.2.2 Alcaloides Ciclopeptidicos

3.2.2.1 Estrutura Quimica

Essa classe de compostos esta presente em um grande numero de espécies
vegetais das mais variadas familias. Dentre elas, podemos citas as seguintes:
Rhamnaceae, Asteraceae, Rubiaceae, Urticaceae, Sterculiaceae, entre outras espécies
vegetais. Os alcaloides representados pela estrutura (45) sdo substancias basicas,
cujas estruturas apresentam um sistema do tipo ansa em que estao ligados 10-12

aminoacidos diferentes, por ligacbes peptidicas do tipo (-CONH-). Estes aminoacidos

pordem estar ligados as posicées 1,3 ou 1,4 do anel benzénico.®*"*"
R
B ) NH A = aminoacido terminal
HN HN B = B-hidroxi aminoacido
\ = . - . .
~ R, C C ammoamdp I|g§do ao an_el
(E) D = unidade hidroxi estirilamina
\ E = algumas vezes, entre as unidades A
):O e B esta presente um aminoacido
R1—/\ adicional (intermediario)
N_R5
A /
R4
(45)

(Fonte: HOELZEL, 2001)%
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3.2.2.2 Atividades Biologicas

Os alcaloides ciclopeptidicos apresentam atividade hopotensora, antidiarréica,
antidesintérica, antifingicas, antibacterianas (com um espectro de acdo mais voltado
para bactérias Gram-positivas) além de possuirem um grande potencial

imunoestimulante.®%7®

3.2.2.3 Ocorréncia de Alcaloides Ciclopeptidicos em Espécies da Familia
Sterculaceae

Em 1963, Pais, Mainil e Goutarel descreveram o isolamento dos alcaloides
Adoutina -X (46), -Y (47) e -Z (48). Essas estruturas foram isoladas da W. americana,
sendo que as Adoutinas —X e -Y também foram isoladas das espécies Melochia

corchorifolia e Melochia piramidata.®® "’

0 0 0
o Q N o Q N o Q N
NH NH NH

N HN HN HN HN HN

e (@] @)
0
— N— N
! / /
N

(46) (47) (48)
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3.2.2.4 Isolamento

O isolamento dessa classe de compostos, em geral, é realizado através de uma
extracdo &cido-base do extrato metandlico seco. O extrato metandlico é ressuspenso
em agua e a este é adicionado solucdo de acido diluido até pH = 15 — 2,0.
Posteriormente, é adicionado éter etilico na proporcao (1:1) e realizado sucessivas
extracbes até que haja a completa extracdo dos metabdlitos de caracteristicas
écidas.62,74,75,76,77
Num segundo momento, a fase aquosa é alcalinizada com NH,OH diluido até
pH =9,0 — 10,0. Novamente, extracdes sucessivas sdo realizadas com éter etilico a fim
de obter os metabdlitos dessa classe de substancias. Seu rendimento, partindo da
planta seca, € de aproximadamente 0,01 — 0,09%. A mistura de alcaloides é separada e

purificada através de métodos cromatograficos.®% 4757677

3.2.2.5 Elucidacao Estrutural e Estereoquimica

Os métodos mais utilizados para a determinacéo das suas estruturas quimicas,
ocorre principalmente por meio de andlises espectroscépicas como (RMN e
espectrometria de massas EM) e reacdes de hidrélise de seus aminoacidos. A
aplicacao de difracdo de Raios —X também € um método bastante importante no auxilio
da elucidacédo estrutural e estereoquimica. Outros tipos de andlises também sao muito
Uteis, espectroscopia na regido do Infra-vermelho e do Ultra-violeta e Dicroismo

Circular.b7"78

A cromatografia gasosa também tem sido muito util na determinacdo da

estereoquimica absoluta das unidades dos aminoacidos, principalmente das estruturas

dos alcaloides ciclopeptidicos.?*®
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3.2.2.6 Espectrometia de Massas (EM)

Devido ao padrao de fragmentacdo dos S-hidroxiaminoacidos desses alcaloides
ciclopeptidicos, com a espectrometria de massas de alta resolucéo é possivel identificar

Varios grupos desses compostos.

O espectro de massas FAB" revela um ion “quase molecular” [M + H] ou [M —
H] que permite identificar a massa molécular da estrutura de um alcaloide.®*"®"°

As estruturas com ciclos de quatorze membros, podem apresentar variacdes
estruturais somente na cadeia lateral dos aminoacidos constituintes apresentando um
padrédo de fragmentacao tipico®®’®’°, Esquema 3 (pag. 29).

O ion molecular, nesses compostos apresenta baixa intensidade. O pico base é
representado pelo fragmento ibnico a, constituindo-se em 40 — 60% da producao total
de ions e indicando a composicdo do aminoacido terminal. O fragmento b decompde-se
em c e d, representando o B-hidroxiaminoacido do anel. Os ions f e h apontam a
estirilamina ligada, respectivamente, ao do p-hidroxiaminoacido a ao aminoacido
participante do macrociclo. Esses residuos sédo confirmados pelos fragmentos iénicos e,
k e L. O ion i comprova a presenca da unidade do B-hidroxiestirilamina como parte do
macrociclo de quatorze membros. %787

Essa sequéncia de fragmentacdo apresenta dificuldades quanto a distin¢do
entre a leucina e isoleucina, quando essas fazem parte do alcaloide como unidade

basica N,N-dimetilada, ou como aminoécido participante do anel. 678"
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Esquema 3 - Fragmentacao de alcaloides ciclopeptidicos de 14 membros.
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(Fonte: Adaptado de HOELZEL, 2001)

62,78,79
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3.2.2.7 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e °C

Os estudos de RMN de 'H e **C da classe dos ciclopeptidicos oferece tanto
informacgdes sobre os aspectos estrturais, bem como configuracionais, conformacionais

e estereoquimicos, principalmente da unidade B-hidroxiaminoéacido.®*%

Os aspectos conformacionais sob efeito da mudanca de solventes também
foram investigados. Deslocamentos quimicos de hidrogénios indélicos e aroméaticos de
residuos triptofanicos, em bases contendo esse aminoacido, sugeriram uma minima

troca conformacional, sob diferentes solventes e temperatura.®*%°

Alcaloides do tipo frangulanina (49), onde o residuo B-hidroxileucina participa
do sistema macrociclo, tem seus hidrogénios metinicos 3-a e 4-f acoplando entre si
com um J = 8 Hz, isso reflete um angulo diedro H-a/H-B entre 0° e 20° ou 150°-180°.
Fato este relacionado com a geometria rigida do macrociclo, pois para 0 mesmo s6 é
permitida a geometria anti, indicando a configuracdo eritro para esta unidade. Por
técnicas de NOESY de 'H e RMN de *3C foi comprovado que as ligaces amidicas (-
CONH-) presentes no macrociclo de 14 membros, apresentam configuracdo (S)-

trans-62,80,81

HN HN

N
/

(49)

(Fonte: HOELZEL, 2001)%
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A técnica de *C tem se tornado uma ferramenta indispensavel na confirmacao
das estruturas dos ciclopeptidicos principalmente através da analise dos deslocamentos
quimicos dos carbonos 3-a, 4-f do fragmento pg-hidroxiaminoacido. Esta traz
informacdes relevantes sobre a conformacdo e configuragdo desta unidade de
aminoacido como no caso dos diasteroisbmeros do alcaloide Scutianina-D (50) e
(51)_62,80,81

20,2 o \ y o 20,2
29,0 816 o Q O . 875* 29,7

14,9 55,1% NH HN *53 8 18,1
HN HN NH NH
0] (@)
HO OH
. —
*eritro, L *eritro, D
(50) (51)

(Fonte: HOELZEL, 2001)%?

4. MATERIAIS E METODOS

4.2INSTRUMENTOS UTILIZADOS

4.2.1 Espectrobmetro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para a obtencdo dos espectros de RMN 'H e '3C, foi utilizado um
Espectrometro da marca Bruker DPX 400, que opera nas faixas de frequiéncias de
400,13 MHz para 'H e 100,62 MHz para **C. Os espectros obtidos com a utilizagéo
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deste espectrémetro foram os espectros 1D, 'H, *C e 2D, DEPT 90° e DEPT 135°,
COSY, HMBC, HMQC, NOESY e HETCOR, proporcionando excelentes parametros
para a elucidacdo das estruturas quimicas isoladas.

Os tubos de ressonancia utilizados para as analises foram de 5 mm de diametro
e o0s solventes utilizados para solubilizar as amostras foram, cloroférmio deuterado
(CDCl3) e metanol deuterado (CD3OD) e dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg). Como
padrao interno foi utilizado o TMS, Tetrametilsilano.

4.1.2 Espectrometro de Difracdo de Raios-X

As medidas Cristalograficas foram obtidas utilizando um aparelho Bruker X8
Kappa-Apex Il CCD empregando radiacdo Mo Ka de propriedade do departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Maria, UFSM. Os programas utilizados para
o refinamento e resolucdo das estruturas foram SHELXS-97, SHELXL-97 e ROTAZ-
2001.

4.1.3 Aparelho de Ponto de Fuséo

Para a determinacdo dos pontos de fusdo das substancias cristalinas, foi
utilizado um aparelho MQAPF-301 Digital da Micro-Quimica, com rampa de
aquecimento de 5 °C/min. até a temperatura de 200 °C e posteriormente com rampa de

aquecimento de 1,5 °C/min., até os compostos atingirem sua temperatura de fuséo.

4.1.4 Aparelho de Rotacdo Optica Especifica, Polarimetro
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Para realizar os estudos de rotacdo Optica das estruturas isoladas e
identificadas, foi utilizado um polarimetro automatico da marca Perkin Almmer, modelo
343 e lampada de 589 nm.

4.2 METODOS CROMATOGRAFICOS UTILIZADOS

4.2.1 Cromatografia em Coluna (CC)

Para as cromatografias em coluna foram utilizadas diversas dimensdes de
colunas de vidro, cada uma de acordo com o tipo de extrato e mistura de substancias
gue se desejava separar, além do tipo de granulacdo da fase estacionaria,
proporcionando o melhor fator de retencdo (Rf) possivel para o isolamento dos
compostos. O tipo de silica gel empregada como suporte sélido foi silica-gel 70-230 e
230-400 mesh (MERCK).

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

Para a cromatografia em camada delgada, foram empregadas cromato-folhas
de silica gel 60 Fzs4 (MERCK e Sorbent Technologies). Também se utilizaram placas
preparadas em laboratorio com silica gel PF2s54 (MERCK) sobre laminas de vidro de 2

cmx7cm.

As placas cromatograficas foram preparadas em laboratério com o objetivo de
isolar substancias, que mesmo passando por coluna cromatografica, ainda
permaneceram misturadas. Para este fim, foram processadas placas preparativas
(CCDP) que consistiram de laminas de vidro de medida 20 cm x 20 cm cobertas de

silica gel PF2s54 (MERCK) com espessura de 0,75 mm.
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4.2.3 Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massas (CG/EM)

As andlises por cromatografia gasosa foram realizadas utilizando um
Cromatégrafo Gasoso HP 6890, acoplado a um Espectrometro de Massas HP 5973
(CG/EM) com injetor automatico HP 6890 com coluna HP-5MS (Cosslinked 5% de PH
ME Siloxane). As condig¢des utilizadas foram: Temperatura maxima de 325 °C — (30 m x
0.32 mm, 0,25 pm); fluxo de gas Hélio de 2 mL/min., presséo de 5,05 psi; temperatura
do injetor 250 °C; seringa de 10 uL, com injegcéo de 1 puL; temperatura inicial do forno de
70 °C por 1 min. e rampa de aquecimento de 12 °C/min. até 280 °C. A fragmentacao
dos compostos foi processada por impacto de elétrons de 70 eV no Espectrometro de

Massas.

4.2.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/HPLC)

Todas as analises de CLAE/HPLC foram realizadas em equipamento
Cromatografo Agilent Technologies Modelo 1200, equipado com detector DAD e coluna
ZORBAX Eclipse Plus C18 (4.6 mm x 250 mm, 5um), sendo as leituras realizadas nas
faixas de comprimento de onda entre A = 220 nm e 380 nm e na temperatura de forno
entre 25 e 30 °C. As amostras foram diluidas em metanol e filtradas antes de serem

injetadas no HPLC. O volume injetado foi de 5 L.

4.2.6 Medic6es da Densidade Optica (DO)

As placas de 96 micropocos foram analisadas em espectrofotdmetro Spectra
Max M2 (Molecular Devices Corp) programado para obter medi¢des na temperatura de

25 °C no comprimento de onda de 620 nm.
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4.3 REAGENTES E METODOS DE IDENTIFICACAO UTILIZADOS

Para realizacdo dos ensaios de cromatografia em coluna das espécies de
Lupinus relacionadas e da espécie W. douradinha, foram utilizados solventes e
reagentes de grau analitico Merck e Vetec. As Tabelas 2-4 (pag. 35-37) apresentam 0s
principais sistemas de solventes utilizados nas técnicas cromatogréaficas de separacao
de flavonoides e alcaloides, respectivamente.

TABELA 2. Sistemas de reagentes e solventes mais utilizados nos ensaios
cromatograficos para separacao e purificacdo de flavonoides da espécie L. lanatus.

Sistema de Solvente Gradiente de Polaridade
Hexano 100%
Diclorometano 100%
Acetato de Etila 100%
Metanol 100%
Acetato de Etila /Metanol (99 : 1 viv)
Acetato de Etila /Metanol (98 : 2 viv)
Acetato de Etila /Metanol (95 : 5 viv)
Acetato de Etila /Metanol (90 : 10 viv)
Acetato de Etila /Metanol (85 : 15 viv)
Acetato de Etila /Metanol (75 : 25 viv)
Acetato de Etila/Metanol (65 : 35 viv)
Acetato de Etila /Metanol (55 : 45 viv)

Acetato de Etila /Metanol (50 : 50 v/iv)




TABELA 3. Sistemas de reagentes e solventes mais utilizados nos ensaios
cromatograficos de separacéo e purificacao de alcaloides — género Lupinus.

Sistema de Solvente Gradiente de Polaridade
Hexano 100%
Diclorometano 100%
Acetato de Etila 100%
Metanol 100%
Acido Cloridrico 2N
Hidréxido de Aménio 2 mol/L
Diclorometano/Metanol (99 : 1 viv)
Diclorometano/Metanol (98 : 2 viv)
Diclorometano/Metanol (95 : 5 viv)
Diclorometano/Metanol (90 : 10 viv)
Diclorometano/Metanol (85 : 15 viv)
Diclorometano/Metanol (80 : 20 viv)
Diclorometano/Metanol (75 : 25 viv)
Diclorometano/Metanol (70 : 30 viv)
Diclorometano/Metanol (65 : 35 viv)
Diclorometano/Metanol (60 : 40 viv)
Diclorometano/Metanol (55 : 45 viv)

Diclorometano/Metanol (50 : 50 v/iv)
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TABELA 4. Sistemas de reagentes e solventes mais utilizados nos ensaios
cromatograficos de separacédo e purificacdo de alcaloides da espécie W. douradinha.

Sistema de Solvente Gradiente de Polaridade
Hexano 100%
Diclorometano 100%
Acetato de Etila 100%
Metanol 100%
Acido Cloridrico 2N
Hidroxido de Amoénio 2 mol/L
Cloroférmio/Metanol (99 : 1 viv)
Cloroférmio/Metanol (98 : 2 viv)
Cloroférmio/Metanol (95 : 5 viv)
Cloroférmio/Metanol (90 : 10 viv)
Cloroférmio/Metanol (85 : 15 viv)
Cloroférmio/Metanol (80 : 20 viv)
Cloroférmio/Metanol (75 : 25 viv)
Cloroférmio/Metanol (70 : 30 viv)
Cloroférmio/Metanol (65 : 35 viv)
Cloroférmio/Metanol (60 : 40 viv)
Cloroférmio/Metanol (55 : 45 viv)
Cloroférmio/Metanol (50 : 50 v/iv)

As placas de CCD e CCDP, foram observadas camara escura com lampada de
irradiacdo Ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda A = 254 nm e A = 365 nm
(Biothec). Para determinar a presenca de nitrogénio basico nas cromatoplacas, borrifou-
se reativo de Dragendorff modificado segundo Munier e Macheboenf>*, determinando

assim, a presenca de alcaloides. Os outros compostos presentes foram revelados com
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uma solucdo de &cido sulfurico e etanol (95:5 v/v) seguido de aguecimento em chapa
guente. Para a indicacdo de presenca de flavonoides, as cromatoplacas foram
reveladas com solucdo de Cloreto Férrico (FeCl3) 0,2 M, reagente utilizados para

determinar a presenca de compostos fendélicos na mistura extrativa.

Métodos mais especificos de identificacdo como Espectrometria de Massas
(EM), Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e **C uni e
bidimensionais como DEPT, COSY, NOESY, HMBC, HMQC, foram de fundamental
importancia na identificacdo e caracterizacdo estrutural dos metabdlitos secundarios

isolados.

4.4 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E IDENTIFICACAO BOTANICA DAS
ESPECIES DO GENERO Lupinus, Leguminoseae/Fabaceae E DA ESPECIE W.

douradinha, Sterculiaceae

As espécies de L. lanatus, L. guaraniticus e L. paranensis foram coletadas no
municipio de Frederico Westphalen — RS no més de outubro de 2011. A identificacao
botanica das espécies foi realizada pelo departamento de Biologia da Universidade
Federal de Santa Maria, UFSM, e uma exsicata de cada espécie foi depositada no
herbario da mesma instituicdo com os respectivos numeros SMDB n° 12.953; SMDB n°
12.954. A espécie Wlatheria douradinha Saint Hilaire foi coletada em quatro regides do
estado do Rio Grande do Sul. As coletas foram realizadas em S&o Pedro do Sul, Cruz
Alta, Palmeira das Missfes e Passo Fundo. Uma excicata da planta coletada na cidade
de S&o Pedro do Sul estd depositada no departamento de Biologia da UFSM sob o
namero SMDB n° 8073.
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4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA in vitro

4.5.1 Método da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) por Micro-diluicdo em Caldo

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), € a menor concentracdo de um
composto testado capaz de inibir o crescimento de microrganismos, podendo ser
bacteriostatico ou fungiostatico sob condi¢cbes de cultura adequadas e padronizadas.
Trata-se de um ensaio quantitativo aplicado a avaliacdo do potencial de misturas de
substancias ou substancias puras. As cepas padrdo ATCC (american Type Culture
Coletion) constituidas por microrganismos Gram-postivos, Gram-negativos e fungos
estdo descritos na Tabela 5, (pag. 42), (NCCL, 2002).8283

Como padrédo de antibidtico de referéncia foram utilizados, nos ensaios,
Levofloxacina para bactérias e Nistatina para as leveduras. Estes padrdes foram

preparados conforme FDA®*, nas mesmas concentracées que as droga testadas.

4.5.1.1 Método de Determinacéo da Atividade da CIM

Para a determinacdo da CIM pelo método de Micro-diluicdo em Caldo, foi
realizado a técnica descrita pela NCCLS®**®® modificada.?* Este método é determinado
em placas de cultura estéreis de 96 micro-pocos onde se realiza uma diluicdo seriada
das amostras em meio liquido, contendo 2% de surfactante Tween 80. Nessa
metodologia os pocos foram inoculados com 0s microrganismos na concentracao de
1x10° células viaveis em caldo Casefna de Soja para bactérias e Caldo Saboraund para
fungos. ApOs a inoculagdo dos microrganismos, as amostras foram adicionadas no
primeiro micro-poco e posteriormente, realizadas diluicbes em série das mesmas,
comegando em 100 ug/ml indo até 0,77 pg/ml. As placas ficaram incubadas por 24
horas a 35-37 °C para bactérias e 48 horas a 25 °C para Leveduras. Apés a incubacéo,

0 crescimento microbiano foi determinado através de DO utilizando leitor de placas em
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comprimento de onda de 620 nm para determinacdo da CIM. Todos os testes foram
realizados em triplicata e os resultados comparados com os padrées. Também, para
garantia de reprodutibilidade do ensaio, efetuou-se um controle positivo e um negativo
para cada amostra testada. O controle positivo consiste na inoculacao da bactéria ou
levedura, em meio de cultura adequado, e sem a presenca da droga. Ja, o controle
negativo, é constituido somente pela presenca do meio de cultura, sem droga e
auséncia microrganismo. A Figura 9 ilustra o método de Micro-diluicdo em Caldo para
teste de CIM (NCCL, 2002).54%

teste

i3

Al Az As  Padrio Diluigéo
s N % @ N7 N (pgmL)

100
50
25

125

6,25

312

Indculo
Branco

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

Figura 9. Método de Micro-diluicdo em Caldo para teste de CIM.

(Fonte: HOELZEL, 2001)%
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4.5.1.2 Método de Concentracédo Letal Minima (CLM)

A Concentracdo Letal Minima (CLM), segundo Hammer®®, é a menor
concentragdo da substancia capaz de alcancar uma reducdo maior que 99,9% do
namero de unidades formadoras de coldnias (UFC).

As culturas microbianas, que no teste de CIM ndo apresentaram crescimento,
foram inoculadas em placas de Petry contendo meio agar especifico para cada classe
de microrganismo, agar Saboraund para leveduras e agar Muller Hinton para bactérias.

Apoés a incubacéo, também respeitando o tempo para o crescimento de cada
microrganismo, (24h, 35-37 °C, bactérias e 48h, 25-27 °C, fungos) foi determinada
entdo, a CLM. Esta foi dividida em CBM (Concentracdo Bactericida Minima) e CFM
(Concentracdo Fungicida Minima) para cada substancia testada, nos pontos de

aplicacdo da placa de Petry em que ndo houve crescimento microbiano.

4.5.2 Meios de Cultura Empregados

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de CIM de

amostras puras, foram empregados 0s seguintes meios de cultura:

Caldo caseina de soja: utilizado no cultivo de bactérias. Contém: cloreto de
sodio (5,0 g), dextrose (2,5 g), fosfato dibasico de potassio (2,5 g), peptona de caseina
(17,0 g), peptona de soja (3,0 g), agua destilada (1000,0 ml).

Caldo Saboraund dextrosado: utilizado no cultivo de fungos. Contém: dextrose
(40,0 g), peptona de carte (5,0 g), peptona de caseina (5,0 g), 4gua destilada (1000,0

ml).

A Tabela 5, (pag. 42) lista os microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos e

Leveduras utilizados no ensaio, juntamente com seus ATCC.
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TABELA 5. Lista de microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos e Leveduras
utilizados nas determinacdes de CIM e CLM.

Caracteristicas Microorganismos ATCC

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Gram-positivos Bacillus subtilis ATCC 6633
Bacillus cereus ATCC 33019

Enterococcus spp. ATCC 6589

Enterobacter aerogenes ATCC 13048

Escherichia coli ATCC 25922

Gram-negativos Enterobacter cloacae ATCC 1304
Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027

Burkholderia cepacia ATCC 17759

Shigella sonnei ATCC 25931

Salmonella typhimurium ATCC 14028

Morganella morganii ATCC 25829

Candida albicans ATCC 10231

Fungos Candida tropicalis ATCC 18803
Candida krusei ATCC 6258

Candida parapslosis ATCC 22018

Cryptococcus neoformans ATCC 28952

Cryptococcus gatti ATCC 2601

ATCC 2601

Sacharomyces cerivisae
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4.6 ATIVIDADE BACTERIOLITICA

A atividade antimicrobiana envolve um variado leque de mecanismos de acao
das substancias testadas, frente aos microrganismos envolvidos no ensaio.®® De acordo

com o mecanismo de acao, os antibidticos sdo divididos em quatro classes:

1
2

Antibi6ticos que interferem na sintese da parede celular;

Antibiéticos que interferem na funcdo da membrana citoplasmatica;

w
1

Antibidticos que interferem na sintese de acidos nucleicos;
85,86

4- Antibidticos que inibem a sintese de proteinas.

Dentre as classes de antibioticos que interferem na sintese da parede celular,
pode-se citar a classe dos beta-lactamicos, representados pelas penicilinas e seus
derivados. Estes compostos, juntamente com as cefalosporinas, possuem semelhancas
estruturais em um de seus seguimentos com certas fracdes do acido-N-acetilmuramico,
mais especificamente, os seguimentos D-alanil-D-alanina e L-alanil-acido D-glutamico,
presentes na parede celular de bactérias. Este fato explica grande parte de seu

mecanismo de a¢&o.%>%°

O ultimo passo da sintese da parede celular bacteriana envolve uma reacao
cruzada entre duas unidades glicopeptidicas nascentes, catalisadas pela enzima
transpeptidase. Assim, a semelhanca estrutural entre cefalosporinas e penicilinas com o
grupo terminal, seguimentos D-alanil-D-alanina e L-alanil-acido D-glutamico, da porcao
pentapeptidica destes glicopeptidios nascentes, faz com que a enzima se ligue aos
antibidticos citados, por ligacdo covalente, impedindo, dessa forma, a sintese da parede

celular bacteriana, Figura 10 (pag. 44).%°

A ligacdo covamente mencionada acima, trata-se de um ataque nucleofilico de
um grupo tiélico da enzima ao carbono carbonilico do anel B-lactamico das penicilinas e
cefalosporinas. A insercdo dessas moléculas a parede bacteriana provoca uma
alteracdo eletronica da mesma promovendo uma modifica¢do no fluxo de ions levando

a célula a ficar hipotdnica.®®® Como consequéncia, a alta presséo interna das bactérias
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(cerca de 20 atm — Gram-positivas e 5 atm — Gram-negativas) leva a ruptura da parede
celular com consequente extravasamento do material citoplasmético causando a morte
do microrganismo, Figura 11 (pag. 45).%

Nesse sentido, esses antimicrobianos s6 agem em bactérias em crescimento

nao afetando formas latentes ou de resisténcias do microrganismo. %

ligagdo rompida na

transpeptidagao \
0. NS

0 \

: : ; penicilina
Grupo terminal D-alanil- D-alanina l
—Mur Mur -Mur Mur

Mur— )
l I Transpeptidase

-D-alanina
AGLAA AGLAA AGLAA AGLAA AGLAA
—Mur Mur Mur Mur Mur—

AGLA AGLA AGLA AGLA AGLA

——Mur\ Murx Mur\ Mur\ Mur

s v B \

AGLA AGLA AGLA AGLA AGLA
\ \ X \ N

( polimero cruza@

Mur = Acido N-acetilglicosil-N-acetilmurdmico
AGLAA = L-Alanil- D-glutamil-L-lisil- D-alanil- D-alanina

Figura 10. Mecanismo de a¢éo de B-lactamicos em razdo da semelhanca estrutural dos
antimicrobianos, penicilinas e cefalosporinas, com o grupo terminal D-alanil-D-alanina
do peptideoglicano da parede celular bacteriana. (Fonte: KOROLKOVAS, 1982)%
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Figura 11. Mecanismo de inibicdo irreversivel da transpeptidase pelas penicilinas e
cefalosporinas: (a) acdo enzimatica da transpeptidase, catalisando a formacédo do
polimero cruzado da parede bacteriana; (b) ataque nucleofilico do grupamento tiélico da
enzima ao carbono carbonilico do anel B-lactamico das ampicilinas e cefalosporinas.
(Fonte: KOROLKOVAS, 1982)%

Para realizacdo da atividade bacteriolitica, as células bacterianas foram
cultivadas em caldo de caseina de soja a 27 °C. Apés 24 horas de crescimento em
estufa bacteriologica em condi¢cdes controladas, as culturas de células bacterianas
foram recolhidas por centrifugacdo (10 min, 3000 rpm) e ressuspensas em caldo
caseina de soja fresco. Posteriormente, foi ajustado o crescimento bacteriano em cerca
de 5 x 10’ células/ml com (DO ~ 0,2 A = 620nm com um espectrofotdmetro SP-22,
Biospectro, Brasil). A cultura bacteriana em caldo juntamente com as solucfes de
antibidticos padrbes e as amostras teste, foram incubados nos pocos de placa de 96

pocos para medicées de densidade éptica em anélise cinética.?”®

- Medi¢des da Densidade Optica (DO): 180 pl da cultura bacteriana ajustada em
escala Mac Farland 5 x 10" foram adicionados numa placa de 96 micropocos. A placa

foi colocada num espectrofotbmetro (Spectra Max M2 - Molecular Devices Corp)
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programado para obter medicdes a 25 °C. Essa temperatura foi padronizada para que
houvesse 0 minimo de evaporacdo possivel do meio de cultura durante todo o
processo. As densidades épticas das culturas celulares foram obtidas usando um feixe
de emissdo de comprimento de onda de 620 nm a cada 15 minutos com

homogeneizacédo de 30 segundos entre as leituras.?’®

As células bacterianas foram ainda cultivadas até a fase logaritmica. Apés as
leituras das absorbancias chegarem a DO ~ 0,4-0,5 em A = 620nm, foram adicionas 20
pl das solugcdes de cada amostra teste e também dos padrdes de antibiéticos em
diferentes concentracdes. Todas as amostras foram repetidas em quadruplicata para
garantia de que os dados obtidos estariam corretos estatisticamente. Apos a adi¢cdo das
amostras, a microplaca era novamente levada para o Spectra Max M2 e novas medidas

de DO das culturas de células foram realizadas por um periodo de 10-12 horas.?"®®

A anélise dos dados foi realizada utilizando o software estatistico SPSS v. 18.0
(SPSS Inc., Chicago, IL). Os efeitos das diferentes concentracdes de Antidesmona e
(+)Lanatina A e o controle, Ampicilina, bem como o controle positivo de proliferacédo
das bactérias foram determinado utilizando anélise de variancia pelo método one-way
(ANOVA) e as medidas repetidas pelo teste post hoc de Bonferroni (P<0,05) foi

considerado para que os dados fossem significativos.

4.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os radicais livres sdo precursores do desenvolvimento de um grande numero
de doencas, entre elas, o cancer, que afeta um alto nimero de individuos a cada ano
em todo o mundo. Essa enfermidade acaba trazendo sofrimento e muita dor a parentes,
e principalmente para os pacientes acometidos por essa doenca. Sendo assim, € de
fundamental importancia, o equilibrio entre a formagdo e remocdo das espécies
radicalares no organismo para que haja uma boa manutencéo fisiolégica das células.

Nesse sentido, hd um grande interesse na descoberta de novos compostos capazes de
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remover estes radicais livres, a fim de prevenir o envelhecimento precoce das células e
os efeitos indesejados provocados por essa classe de substancias ao organismo.
Assim, é de extrema importancia a busca por estruturas de origem natural com essa
caracteristica, pois estas estdo o tempo todo sofrendo com as interperes do ambiente, e

encontram mecanismos fantasticos de defesa contra esses radicais gerados.®

4.7.1 Método de Determinacao da Atividade do Radical Livre DPPH

Esta metodologia de avaliacdo da atividade antioxidante, método screening,
empregou o radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilidazina, radical livre estavel) para a
avaliacdo da habilidade de acdo deste como Radical oxidante, ou dos compostos

testados como doadores de hidrogénio, capacidade antioxidante.®

4.7.2 Método Qualitativo, screening

Para a realizacdo da atividade com DPPH, quantidades conhecidas das
amostras foram aplicadas em cromatoplacas de silica gel juntamente com um

antioxidante padréo conhecido, a Quercetina na concentracdo de 2 mg/ml.%

Posteriormente, foi borrifado uma solucdo de DPPH (2 mg/ml em metanol), de
coloracao violeta Anax = 517 nm, provocada pelo elétron desemparelhado, sobre a
amostra, o radical pode ou ndo se reduzir recebendo um atomo de hidrogénio da
substancia ou grupo delas analisada. Os compostos ativos foram visualizados como
manchas claras sobre o fundo violeta devido ao emparelhamento do elétron do radical

DPPH e também a presenca do residuo de um grupo picril. 5
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4.7.3 Método Quantitativo

A atividade antioxidante quantitativa dos compostos foi analisada pela
capacidade da amostra de captar o radical livre DPPH. Para a avaliacdo dessa
capacidade quantitativa, as amostras e o padrédo BHT (di-terc-butil metilfenol) foram
diluidos em etanol (3 mg/ml). A 2 ml de etanol, acrescentou-se 1 ml de amostra diluida.
Procedeu-se uma diluicdo em série, obtendo-se as concentragdes de 250 ug/ml a 7,81
ug/ml, e, a cada amostra, acrescentou-se 0,5 ml de solucdo metandlica de DPPH
0,004%. Apos 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, a
reducdo do radical livre DPPH foi obtida pela leitura da absorbéancia em 517 nm,
comparando com um branco especifico para cada amostra, nas suas respectivas
diluicdes. Como controle (0% de inibicdo) utilizou-se uma solucdo de 2 ml de etanol

acrescido de 0,5 ml de solucdo metandlica de DPPH 0,004%.8%90°1

Para a avaliacdo da atividade captadora do radical, obteve-se a porcentagem

de inibicdo, conforme a formula abaixo:

% de inibicdo = [(absorbancia do controle — absorbancia da amostra)/absorbancia do

controle] x 100

A determinacdo da ICso, concentracdo da amostra ou padréo que causa 50% de
inibicio do DPPH, foi obtida por regressao linear, a partir de pontos plotados pela
média de porcentagem obtida. A estrutura do DPPH e sua reducdo por um agente

antioxidante é mostrada na figura 12.8990%

H
0N N—N + R—H » ON N—N + R
o O o O
DPPH DPPH-H

Figura 12. Esquema de reducdo do DPPH via radical livre.®
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4.8 ATIVIDADE INIBITORIA ENZIMATICA

4.8.1 Prolil Oligopeptidase (POP)

A POP, Figura 13 (pag. 50), € uma endopeptidase citosélica pertencente a
familia das serina-peptidase. Ao contrario das outras enzimas dessa familia, esta possui
a caracteristica de hidrolisar somente substratos peptidicos pequenos, com no maximo
30 residuos de aminoacidos. Uma propriedade especifica dessa enzima é a de
clivagem de sequéncias de peptideos pelo carbono da carboxila terminal de residuos
de prolina, ligacdo do tipo Pro—Xaa, sendo conhecida como “Post-Proline Cleaing

Enzyme”.9%3

A demanda atual da industria farmacéutica por enzimas da familia da POP, da-
se devido a essas enzimas degradarem muitos neuropeptidios envolvidos
principaimente em funcbes neurolégicas relacionados com a memoéria a

aprendizagem.®®

Pesquisas recentes indicam que a POP do cérebro humano esta envolvida em

uma serie de patologias no sistema nervoso central, SNC, tais como amnésia,

diferentes estagios da depress&o e transtorno bipolar.®*

Estudos apontam que pacientes afetados por essas patologias e transtornos,

apresentam niveis séricos mais elevados desta enzima, POP, no soro do que pacientes

nido afetados.®***
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Figura 13. Estrutura tridimensional da Prolil Oligopeptidase (POP) de origem suina.

(Fonte: Prof. Ernest Giralt — Barcelona, 2008)

4.8.2 Dipeptidil Peptidase IV (DPP V)

A DPP IV, também denominada de CD 26, € uma enzima presente em
membranas celulares. Essa enzima pertence a classe das prolil-oligopeptidase e possui
preferéncia por peptideos que apresentam como penultimo aminoacido prolina (Pro) ou

alanina (Ala).”

Varios estudos demonstraram que inibidores de DPP 1V, Figura 14 (pag. 51),
auxiliam de modo muito significativo na terapia do diabetes mellitus.”®°” A DPP IV
possui diversos substratos, mas um deles em especial, e que esta associado ao
diabetes mellitus, por estimular a secre¢édo de insulina, € o peptideo 1 tipo glucagon
(GLP-1). A degradacao desse peptideo pela DPP IV impede a estimulacdo da liberacéo
de insulina prejudicando o aporte de glicose nas células e gerando prejuizos

significativos para o paciente. Em individuos com diabetes mellitus tipo I, o (GLP-1)
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encontra-se bastante diminuido pelos efeitos de sua degradacgéo pela DPP IV. Assim,
substancias capazes de inibir os efeitos dessa enzima, serdo muito importantes para o
restabelecimento dos niveis séricos de GLP-1 melhorando a qualidade de vida de

pacientes acometidos por diabetes mellitus. 979899
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Figura 14. Estrutura tridimensional da Dipeptidil Peptidase IV (DPP IV) a esquerda
Prolil Oligopeptidase (POP) & direita.*®

4.9 ANALISES DE SOLOS

A analise dos solos foi ralizada no laboratério de solos do Polo Tecnolégico da
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes URI — campus de
Frederico Westphalen. As amostras foram coletadas conforme orientacbes colhidas no
Site da Embrapa, cuja amostragem deve contemplar a camada externa e mais interna
do solo, atingindo aproximadamente os primeiros 20 cm de profundidade. Todas as
amostras foram obtidas no dia da coleta das plantas. As coletas de solo foram
realizadas nos locais de retirada da espécie Waltheria douradinha Sit. Hil., nas cidades

de Cruz Alta, Sdo Pedro do Sul, Palmeira das Missdes e Passo Fundo.
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4.10 SECAGEM, EXTRACAO E FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS DE
PLANTAS DAS FAMILIAS Leguminoseae/Fabaceae e Sterculiaceae

O material vegetal coletado do género Lupinus foi seco em estufa de circulacéo
de ar a temperatura de 45 °C durante cinco dias. Posteriormente, foram separados das
vagens, as sementes, as folhas, as flores, os caules e as raizes das plantas. Deste
material, foram selecionados, de cada planta, folhas de L. paranensis, folhas da espécie
L. lanatus e sementes e folhas de L. guaraniticus. Das trés espécies, todas as partes
analisadas apresentaram altas concentracbes de alcaloides e compostos fendlicos,

flavonoides.

Do material vegetal coletado de W. douradinha, primeiramente, foi separado a
casca das raizes. As mesmas foram lavadas com agua corrente para retirar o solo
remanescente e o material levado para secagem em estufa de circulacdo de ar e por 5
dias a temperatura de 45 °C. Da casca das raizes de W. douradinha foi obtido o extrato
metanolico, o qual foi particionado em uma extracdo acido/base. A fracdo béasica foi
analisada por CCD em sistema eluente CHCI3;:MeOH (97:3) com adicdo de NH,OH e
revelada com reativo de Dragendorff, indicando a presenca de alcaloides em altas

concentragoes.

5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Dando continuidade ao estudo realizado com plantas pertencentes as familias
Leguminoseae/Fabaceae e Sterculiaceae, no item cinco, sdo apresentados o0s
resultados obtidos da investigacdo quimica e biologica dos extratos, fragbes e
compostos secundarios isolados e identificados para as trés espécies representantes
do género Lupinus (L. lanatus, L. guaraniticus e L. paranensis) e também da espécie W.

douradinha.
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5.1 PROTOCOLOS DE OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS DAS FOLHAS DE L.
lanatus, FOLHAS E SEMENTES DE L. guaraniticus e FOLHAS DE L. paranensis

As folhas secas de L. lanatus foram trituradas em moinho de facas e pesadas
para originar uma massa de 0,970 Kg. Posteriormente, o material passou por
sucessivas extracdes metandlicas, a quente, até extracdo completa de seus compostos
secundarios. O extrato metandlico foi entdo concentrado em rotaevaporador sob
pressao reduzida e obteve-se 320 g de uma massa extrativa de coloracao verde escura
(extrato bruto metanalico).

Em seguida, o extrato metandlico foi submetido a um fracionamento acido-base.
Para isso, 0 mesmo foi ressuspenso em 350 ml de agua e acidificado com HCI 2N até
pH~2. Na sequéncia, foram efetuadas sucessivas extracdes com éter etilico dos
compostos neutros e acidos. O solvente foi removido e a fracdo acida das folhas de L.
lanatus liofilizada. Apos pesado, o material revelou 66 g da fracdo etérea acida da
espécie em estudo. Essa fracdo foi redissolvida em uma mistura de
Metanol/diclorometano 2:1 e misturado com silica gel 230-400 mesh formando uma
pastilha de silica. Os solventes foram removidos por evaporacdo ambiente e apds a
secagem completa do material, 0 mesmo foi empacotado em coluna cromatogréfica e
fracionado com solventes de diferentes polaridades: hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol. Como resultado desse fracionamento, foram obtidas as seguintes
subfracdes acidas: Hexano acida, 14,5 g; Diclorometano &cida, 8,4 g; Acetato de Etila

acida, 11,5 g e Metanol acida, 9,4 g de L. lanatus, Figura 15 (pag. 54).
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Material seco, Folhas de Lupinus lanatus, 0,970 Kg

Metanol a quente

Extrato Bruto MeOH (320 g)
Agua
Fase aquosa

pH ~2, éter etilico

Fracdo etérea acida (66 g)

Pastilha de silica

Hexano Diclorometano Acetato de etila Metanol

Hexano acida(14,5g) Dicloroacida(8,4g) Acetatoacida(11,54g) MeOH acida(9,4 g)

Figura 15. Esquema de fracionamento das folhas secas da espécie L. lanatus.

5.1.1 Andlise dos Rendimentos dos Extratos e Substancias Puras Obtidos de L.

lanatus

Os resultados apresentados a seguir correspondem aos rendimentos de
extracdes, fracionamentos e isolamento dos constituintes bioativos do extrato bruto
metanolico das folhas de L. lanatus. ApOs a obtencédo, as amostras foram devidamente
secas e pesadas. A Tabela 6 (pag. 55) apresenta os rendimentos de cada fracdo e
substancia obtida em relacdo ao material seco e extrato bruto provenientes das folhas

de L. lanatus.
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TABELA 6. Rendimento das fragbes obtidas do extrato bruto das folhas de L. lanatus.

Rendimento em Rendimento em
Fracdes Massa obtida em relacdo as folhas relacdo ao extrato
(9) secas (%) bruto (%)
Folhas secas 970,0 - -
Extrato Bruto 320,0 32,98 -
Etérea &cida 66,0 6,8 20,6
Hexanica acida 14,51 1,49 4,53
Diclorometano &cida 8,4 0,87 2,62
Acetato acida 11,54 1,18 3,6
Metandlica acida 9,36 0,96 2,92
Diclorometano basica 24,35 2,51 7,61
°FI1; Flavona 8-B-C- 0,045 0,0046 0,014
glicosilada-citisosideo
PFI2 0,021 0,0022 0,0066

®Em relacdo a fracdo etérea acida e a acetato acida, de onde foi obtido, o flavonoide
FI1, Flavona 8-B-C-glicosilada-citisosideo, obteve o respectivo rendimento: 0,068% e
0,39%.

® O flavonoide FI2 obteve o respectivo rendimento em relacao a fracdo etérea acida e a
acetato acida: 0,032% e 0,18%.

5.1.1.1 Anélise das Fracdes e Subfrac6es Acidas Obtidas

As subfracdes acidas foram obtidas por extracbes sucessivas da fracao etérea
acida com solventes de gradiente crescente de polaridade. Os solventes utilizados
foram Hexano, Diclorometano, Acetato de etila e Metanol. Ao fim dessas extracoes,
uma pequena quantidade de cada fracdo foi solubilizada, em solventes apropriados,
respeitando-se o grau de polaridade de cada amostra, e uma aliquota minima de cada
uma, foi aplicada em placa de Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Sob um
sistema eluente especifico (Acetato de Etila/Metanol, 95:5), as amostras foram eluidas.

A placa de CCD foi analisada em camara escura de UV (254 e 365 nm), verificando-se
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varias bandas presentes e com uma boa separacdo para todas as amostras. Por fim, foi
borrifado o reativo de Dragendorff, e ndo foi detectada a presenca de compostos com
nitrogénio basico (alcaloides). Apds, foi eluida uma nova placa de CCD com as mesmas
amostras em igual sistema de solventes. Essa nova placa CCD foi revelada com
Cloreto férrico (FeCls), sendo que este detectou a presenca, em altas concentracgoes,
de compostos fendlicos, em especial, na subfracdo acetato de etila 4cida, sendo esta, a
fracdo que despertou o maior interessante. Dessa forma, como um dos objetivos do
trabalho é a obtencdo dos flavonoides, a fracdo acetato de etila acida das folhas de L.
lanatus foi a mais interessante das trés, sendo trabalhada a fim de isolar e identificar a
estrutura quimica de seus metabolitos, bem como realizar ensaios bioldégicos com os

mesmos.

Dessa fragédo, foram isoladas duas substancias denominadas previamente de
FI1 e FI2. Desses dois compostos isolados, FI1 foi identificada como Flavona 8-8-C-
glicosilada-citisosideo (52), Figura 16, e sua estrutura quimica elucidada por técnicas de
RMN de 'H e *C uni e bidimensionais e por comparaces desses dados com a
literatura®33°9:00.61.100101 “ A Tapela 7 (pag. 57) apresenta as subfracdes que foram
reunidas, os solventes utilizados e as substancias presentes na mistura. Os dados de
RMN de 'H e **C de FI2 sugerem a auséncia da metoxila 4’, sendo esta, uma ligagdo
fendlica. Porém, os dados sao inconclusivos e precisam ser analisados com maiores

detalhes, por isso ndo foram colocados no trabalho.

(52)

Figura 16. Estrutura quimica proposta para Flavona 8-8-C-glicosilada-citisosideo (52).



TABELA 7. Fracdes reunidas apds comparacao por CCD da fracdo acetato &cida de L.

lanatus.
FracOes Solventes (%) Substancias
I-1lall Acetato de etila (100) Mistura de Substancias
I-12 e 20 Acetato de etila: MeOH Mistura de Substancias
(99:1)
-21a28 Acetato de etila: MeOH Mistura de Substancias
(98:2)
IV-29a35 Acetato de etila: MeOH Mistura de Substancias
(97:3)
V-35a43 Acetato de etila: MeOH FI1 + mistura
(96:4)
VI —-44 a 58 Acetato de etila: MeOH Fl1
(95:5)
VIl — 58 a 65 Acetato de etila: MeOH Mistura de Substancias
(90:10)
VIIl - 66 e 75 Acetato de etila: MeOH FI2 + mistura
(88:12)
IX-76 a82 Acetato de etila: MeOH FI2
(85:15)
X-83a90 Acetato de etila: MeOH FI2 + Mistura
(80:20)
Xl—-91a99 Acetato de etila: MeOH Mistura de Substancias
(70:30)
Xl —100 a 111 Acetato de etila: MeOH Mistura de Substancias
(70:30)
Xl -112 a 120 Acetato de etila: MeOH Mistura de Substancias
(60:40)
XV -121 a 133 Acetato de etila: MeOH Mistura de Substancias
(50:50)

XV —134 a 150

MeOH (100)

Mistura de Substancias
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5.1.2 Protocolo de Extracbes e Anélise dos Rendimentos dos Extratos e
Substancias Puras Obtidos da Espécie L. guaraniticus

As folhas e sementes secas da espécie L. guaraniticus também foram trituradas
e pesadas. A massa obtida para as folhas foi de 1,200 Kg e das sementes foi de 0,800
Kg. O po6 seco das folhas foi diretamente extraido com alcool metilico, enquanto o
material das sementes necessitou passar, primeiramente, por uma extragdo com
Hexano, a quente, para remocédo de seu 6leo fixo (1,70 g). Em sequéncia as sementes
também foram submetidas a varias extracbes metandlicas, a quente, até a completa
extracdo de seus compostos. Assim, foi obtido o extrato metanodlico das folhas e
sementes de L. guaraniticus. Apds a evaporacao do solvente, os extratos brutos foram
pesados originando as seguintes massas: extrato metanolico das folhas (486 g); extrato

metanolico sementes (280 g).

Depois da realizacdo do procedimento acima mencionado, 0s extratos brutos
passaram por um fracionamento Acido-Base, igualmente ao descrito para a espécie L.
lanatus. O resultado deste fracionamento foi: fracdo etérea acida das folhas de L.
guaraniticus (120 g), a qual foi refracionada com solventes de gradiente crescente de
polaridade, originando as subfracdes: Hexano acida (11,70 g), Dicloro acida (9,64 g),
Acetato acida (18,67 g) e Metanol acida (12,05 g). Das folhas, foram obtidos 31,6 g da
fracdo diclorometano basica, que apresentou uma alta concentracéo de alcaloides. Das
sementes originaram-se a fracdo etérea acida (25 g) e a fracao diclorometano basica

(12,4 g). Os dados referidos estdo apresentados nos esquemas das Figuras 17 e 18
(pag. 59).
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Material seco, Folhas de Lupinus guaraniticus, 1,200 Kg
Metanol a quente

Extrato Bruto MeOH (486 g)

Agua

Fase aquosa

pH ~2, éter etilico

pH -9, Diclorometano

Fragdo etérea acida (120 g) Fase aquosa

Fracdo Diclorometano
basica (31,6 g)

Pastilha de silica

Hexano Diclorometano Acetato de etila Metanol

Hexano acida (11,70 g) Dicloroacida (9,64 g) Acetato acida(18,67g) MeOH acida (12,05 g)

Figura 17. Esquema de fracionamento das folhas secas da espécie L. guaraniticus.

Material seco, sementes de Lupinus guaraniticus, 0,800 Kg

l Hexano a quente Metanol a quente
Oleo fixo (1,7 q) Extrato Bruto MeOH (280 g)
.i'!.gua
Fase aquosa

pH ~2, éter etilico

Fragdo etérea acida (25 g) oH ~9, Diclorometanc

Fragdo Diclorometano basica (12,4 g)

Figura 18. Esquema de fracionamento das sementes secas da espécie L. guaraniticus.
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Os resultados apontados nas Tabelas 8 e 9 (pag. 61) representam o0s
rendimentos das extracdes, fracionamentos e isolamento dos constituintes quimicos do
extrato bruto metandlico e fracdes da espécie L. guaraniticus. Depois de as amostras
serem secas e devidamente pesadas, foram obtidos os rendimentos abaixo descritos
em relacdo ao peso das folhas e sementes e extratos metandlicos secos.

TABELA 8. Rendimento das fracbes obtidas do extrato bruto das folhas de L.
guaraniticus.

Rendimento em Rendimento em
Fracdes Massa obtida em relacdo as folhas relacdo ao extrato
(9) secas (%) bruto (%)

Folhas secas 1.200 - -
Extrato Bruto 486 40,5 -

Etérea acida 120,3 10,1 24,7
Hexanica acida 11,70 0,98 2,41
Diclorometano &cida 9,64 0, 81 1,98
Acetato acida 18,67 1,56 3,84
Metandlica acida 12,05 1,0 2,48
Diclorometano basica 31,6 27,2 67,0
45,6dehidrolupanina 0,029 0,0024 0,006
PAnagirina 0,041 0,0034 0,0084
€13-a-hidroxianagirina 0,055 0,0046 0,011

#Rendimento de 5,6-didehidrolupanina em relacio a fracéo diclorometano basica:
0,09%.

P Rendimento de Anagirina em relacéo a fracéo diclorometano basica: 0,13%.

“Rendimento de 13-a-hidroxianagirina em relacéo a fragdo diclorometano basica:
0,17%.
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TABELA 9. Rendimento das fracbes obtidas do extrato bruto das sementes de L.
guaraniticus

Rendimento em Rendimento em
FracOes Massa obtida em | relacdo as sementes relacéo ao extrato
(9) secas (%) bruto (%)

Sementes secas 800 - -
Extrato Bruto 280,0 35,0 -
Hexanica neutra 22,0 2,75 7,85
Etérea acida 63,0 7,9 22,5

Oleo fixo 1,70 0,2 0,6
Diclorometano basica 12,4 1,55 4,43

& Anagirina 0,033 0,0041 0,012
b13-0(-hidroxianagirina 0,065 0,008 0,023

¢ 13-a-hidroxilupanina 0,027 0,003 0,0096

#Rendimento de Anagirina em relacdo a fracéo diclorometano basica: 0,23%.

® Rendimento de 13-a-hidroxianagirina em relacéo a fracéo diclorometano basica:
0,52%.

“Rendimento de 13-a- hidroxilupanina em relagédo a fracdo diclorometano basica:
0,21%.

5.1.2.1 Metabdlitos Obtidos da Fracdo Diclorometano Basica das Folhas da

Espécie L. guaraniticus

A fracdo diclorometano basica das folhas de L. guaraniticus (31,6 g) foi
analisada por CCD em camara escura sob lampada UV (254 e 365 nm) e reativo de
Dragendorff. A andlise preliminar detectou a presenca em alta concentracdo de
alcaloides. Assim, essa fragdo foi cromatografada em coluna com suporte sélido de
silica gel (230-400 Mesh) na proporcdo de (1:80) e diclorometano e metanol como
solventes. Mistura destes solventes, com gradiente crescente de polaridade também
foram utilizadas com a finalidade de isolar os metabolitos presentes nessa fragdo. Essa

coluna gerou 137 subfracdes que foram reunidas apds serem monitoradas por CCD
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durante o processo. Como compostos isolados nessa coluna, foram identificados trés
alcaloides quinolizidinicos, Anagirina (17), 13-a-hidroxianagirina (53) e 5,6-
dehidrolupanina (54), Figura 19.

A Tabela 10 (pag. 63) apresenta as subfracdes reunidas, os solventes utilizados
e as substancias presentes nas determinadas subfracdes.

Figura 19. Estrutura quimica dos alcaloides, Anagirina (17), 13-a-hidroxianagirina (53)

e 5,6-dehidrolupanina (54) isolados das folhas de L. guaraniticus.
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TABELA 10. FragOes reunidas apdés comparacao por CCD da fracdo diclorometano
bésica das folhas de L. guaraniticus.

FracOes Solventes (%) Substancias
I-1lab5 CHxCI; (100) Mistura de Substancias
I-6a1ll CHxCl;: MeOH (99:1) 5,6-dehidrolupanina
-12 e 20 CHCI,: MeOH (98:2) Anagirina + mistura
IV—-21a29 CHCI,: MeOH (97:3) Anagirina
V-30e33 CHxCl;: MeOH (95:5) Mistura de Substancias
VI-34a35 CHxCl;: MeOH (93:7) 13-a-hidroxianagirina +
mistura
VII - 36 a 40 CHCI,: MeOH (92:8) 13-a-hidroxianagirina
VIll-41 a 44 CHxCl,: MeOH (90:10) Mistura de Substancias
IX—-45a49 CHxCl,: MeOH (89:11) Mistura de Substancias
X—-50ab7 CHxCl,: MeOH (85:15) Mistura de Substancias
Xl -58 e 59 CHxCl,: MeOH (80:20) Mistura de Substancias
Xll-60a78 CHxCl,: MeOH (80:20) Mistura de Substancias
Xl -79 a 89 CHxCl,: MeOH (70:30) Mistura de Substancias
XIV —-90a 95 CHxCl,: MeOH (60:40) Mistura de Substancias
XV —-96 a 103 CHxCl;: MeOH (50:50) Mistura de Substancias

XVI-104 a 137 MeOH (100) Mistura de Substancias

5.1.2.3

de L. guaraniticus

Metabdlitos Obtidos da Fracdo Diclorometano Béasica das Sementes

A fracdo diclorometano basica das sementes de L. guaraniticus (12,40 g) foi
analisada por CCD, em camara escura sob lampada UV (254 e 365 nm) e reativo de
Dragendorff. Essa analise preliminar permitiu observar a presenca de uma alta
concentracdo de alcaloides, também pertencentes a classe dos quinolizidinicos. Essa

fracdo foi cromatografada em coluna, utilizando como suporte sélido, silica gel (230-400
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Mesh) na proporgao (1:90). Os solventes foram: diclorometano e metanol, e mistura
destes com gradiente crescente de polaridade. Dessa coluna, foram recolhidas 121
subfracdes, constantemente monitoradas por CCD. Por este acompanhamento, foi
possivel determinar grupos de bandas, que apresentavam o mesmo Fator de Retencao
(Rf). Essas subfracdes foram reunidas e submetidas a novos processos de separacao
por CCDP. Esse procedimento permitiu o isolamento de trés alcaloides, (+)13-o-
hidroxilupanina (14), Anagirina (17) e 13-a-hidroxianagirina (53), Figura 20. Vale
ressaltar, que mesmo esses compostos ndo sendo inéditos, os mesmos foram isolados
pela primeira vez da espécie em questdo, L. guaraniticus, nesse trabalho. Um
levantamento bibliografico confirmou que ainda ndo foram realizados estudos com
alcaloides da espécie mencionada. A Tabela 11 (pag. 65) apresenta as subfracdes que

foram reunidas, os solventes utilizados e as substancias isoladas.

Figura 20. Estrutura quimica dos alcaloides (+)13-a-hidroxilupanina (14), Anagirina

(17) Anagirina e 13-a-hidroxianagirina (53), e isolados das sementes de L. guaraniticus.
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TABELA 11. Subfracdes reunidas apds comparacao por CCD da fragdo diclorometano
basica das sementes de L. guaraniticus.

FracOes Solventes (%) Substancias
I-1a8 CHxCI; (100) Mistura de Substancias
II-8a1l7 CHxCI; (100) Mistura de Substancias
- 18 e 25 CH.Cl,: MeOH (98:2) Anagirina + mistura
IV —-26a?28 CHxCl;: MeOH (97:3) Anagirina
V-29e33 CHxCl;: MeOH (95:5) Mistura de Substancias
VI-34a37 CHxCl;: MeOH (93:7) 13-a-hidroxianagirina +
mistura
VIl -38 a4l CHxCl,: MeOH (92:8) 13-a-hidroxianagirina
VIl - 42 a 44 CHCI,: MeOH (90:10) (+)13-a-hidroxilupanina +
mistura
IX—-45a 47 CHxCl,: MeOH (89:11) (+)13-a-hidroxilupanina
X —48 a 55 CHxCl,: MeOH (85:15) Mistura de Substancias
Xl - 56 a 59 CHxCl,: MeOH (80:20) Mistura de Substancias
Xll-60a72 CHxCl,: MeOH (80:20) Mistura de Substancias
Xl -73a79 CHxCl,: MeOH (70:30) Mistura de Substancias
XIV —-80 a 85 CH.Cl,: MeOH (60:40) Mistura de Substancias
XV - 86 a 92 CHxCl;: MeOH (50:50) Mistura de Substancias
XVI-93a121 MeOH (100) Mistura de Substancias
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5.1.3 Analise dos Rendimentos dos Extratos e Substancias Puras Obtidos da

Espécie L. paranensis

A Tabela 12 apresanta dos dados de rendimentos de fracbes, subfracdes e
substancias isoladas em relacdo ao extrato bruto metandlicos das folhas de L.
paranensis.

TABELA 12. Rendimento das fracOes obtidas do extrato bruto das folhas de L.
paranensis.

Rendimento em Rendimento em
Fracdes Massa obtida em relacdo as folhas relacdo ao extrato
(9) secas (%) bruto (%)
Folhas secas 1.450 - -
Extrato Bruto 554,0 38,21 -
Etérea acida 143,6 9,0 25,9
Hexanica acida 15,70 11 2,83
Diclorometano &cida 10,4 0,71 1,88
Acetato acida 24,7 1,70 4,46
Metandlica acida 13,5 0,93 2,44
Diclorometano basica 46,6 3,21 8,41
®Lupanina 0,039 0,0027 0,007
°Lanatina A 0,102 0,0070 0,0087
€13-a-hidroxilupanina 0,044 0,003 0,0079
413-a- 0,025 0,0017 0,0064
tigloiloxilupanina

#Rendimento de Lupanina em relagédo a fracéo diclorometano basica: 0,083%.
P Rendimento de Lanatina A em relacéo a fracéo diclorometano basica: 0,26%.
“Rendimento de 13-a-hidroxilupanina em relagédo a fragéo diclorometano basica: 0,09%.

YRendimento de 13-a-tigloiloxilupanina em relac&o a fracéo diclorometano bésica: 0,1%.
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As folhas secas da espécie L. paranensis passaram pelo mesmo esguema
geral de extracdo e fracionamento jA descritos para as folhas das espécies L.
guaraniticus e L. lanatus. Primeiramente, uma extracdo metandlica a quente e
posteriormente uma extracdo acido-base. A Figura 21 mostra o esquema de extracado e
fracionamento, bem como as quantidades de produtos obtidos no fim de cada processo
para as folhas da espécie L. paranensis. As flores da espécie relacionada também
foram estudadas em sua constituicdo secundaria. Porém, nessa parte da planta foi
observado os mesmos alcaloides obtidos nas folhas da espécie. Nesse contexto, 0s
dados das flores néo foram apresentados no trabalho.

Material seco, Folhas de Lupinus paranensis, 1,450 Kg

Metanol a quente

Extrato Bruto MeOH (554 g)
ﬁgua
Fase aquosa

pH -2, éter etilico

pH -9, Diclorometano

Fracdo etérea acida (143,6 g) Fase aquosa

Fragdo Diclorometano
basica (46,6 g)

Pastilha de silica

Hexano Diclorometano Acetato de etila Metanol

Hexanoacida (15,7 ) Dicloroacida(10,4g) Acetato acida(24,7g) MeOH acida (13,5 g)

Figura 21. Esquema de fracionamento das folhas secas da espécie L. paranensis.
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5.1.3.1 Analise da Fracao Diclorometano Basica das Folhas de L. paranensis

A fracao diclorometano basica das folhas de L. paranensis (46,6 g) apresentou
positividade para alcaloides frente ao reativo de Dragendorff. Apés andlise prévia, a
referida fracdo foi colunada em suporte sélido de silica gel (230-400 Mesh) na
proporgdo (1:90) com diclorometano e metanol como solventes, e mistura destes com
gradiente crescente de polaridade. Ao final do procedimento, foram recolhidas 142
subfracdes, as quais eram monitoradas CCD durante todo o tempo.

Dessa coluna foram isolados e identificados quatro alcaloides quinolizidinicos,
(+)Lupanina (1), (+)13-a-hidroxilupanina (14), 13-a-cis-tigloiloxilupanina (19) e
(+)Lanatina A (25), Figura 22.

u 0O

13 21
‘ty O 19 0 /
22
18

23

Figura 22. Estrutura quimica dos alcaloides (+)Lupanina (1), (+)13-a-hidroxilupanina

(14), 13-a-cis-tigloiloxilupanina (19) e (+)Lanatina A (25), de L. paranensis.

A Tabela 13 (pag 69) apresenta as subfracfes reunidas, os solventes utilizados

e as substancias presentes nas determinadas subfracdes.
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TABELA 13. Fragfes reunidas apdés comparacao por CCD da fracdo diclorometano
bésica das folhas de L. paranensis.

FracOes Solventes (%) Substancias
l-1a10 CHxCI; (100) Mistura de Substancias
I-11a21 CHxCl;: MeOH (99:1) Mistura de Substancias
lll-22 e 30 CHCI,: MeOH (98:2) 13-a-tigloiloxilupanina
IV—-31a39 CHxCl;: MeOH (95:3) Mistura de Substancias
V—-40e 47 CHxCl;: MeOH (95:5) Lupanina + mistura
VI-48 a 50 CHxCl;: MeOH (94:6) Lupanina
VIl - 51 a 60 CH.Cl,: MeOH (92:8) Mistura de Substancias
VIlI- 61 a64 CHxCl,: MeOH (90:10) Lanatina A + mistura
IX—65a 69 CHxCl,: MeOH (89:11) Lanatina A + mistura
X-70a73 CHxCl,: MeOH (88:12) Lanatina A
Xl-74e79 CHxCl,: MeOH (85:15) Mistura de Substancias
Xl —80 a 88 CHxCl,: MeOH (80:20) 13-a-hidroxilupanina
Xl -89 a 93 CHxCl,: MeOH (70:30) Mistura de Substancias
XIV —94 a 98 CHxCl,: MeOH (60:40) Mistura de Substancias
XV -99al112 CHxCl;: MeOH (50:50) Mistura de Substancias

XVI-113 a 142 MeOH (100) Mistura de Substancias

5.1.3.2 Sintese de Derivados Estruturais Obtidos a Partir do Composto Isolado e

Identificado como (+) Lanatina A (25)

A (+)Lanatina A (25) foi um metabdlito isolado pela primeira vez da espacies L.
lanatus em um trabalho anterior realizado no grupo do professor Ademir Farias Morel.
Dessa planta foram obtidos aproximadamente 37 mg de substancia. Novos estudos
com a espécie L. paranensis, permitiram o isolamento de uma alta quantidade desse
metabdlito, 102 mg. Essa maior quantidade do composto, inicialmente, permitiu a

88,89

proposta de dois derivados sintéticos, pois, de acordo com a literatura®™"", alguns
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alcaloides quinolizidinicos possuem uma elevada atividade antidiabética e antitumoral.
Nesse sentido, foram propostas duas reacdes de derivatizacdo de grupos funcionais
para (25).

Com a pretensao de testar o efeito hipoglicemiante desses compostos, bem
como seu comportamento frente a microrganismos patogénicos, foi dado o passo inicial
na busca de bioativos com potenciais propriedades farmacoldgicas de derivados
sintéticos de alcaloides quinolizidinicos. Assim, o composto (25) foi derivatizado por
duas reacdes simples para avaliar a importancia da presenca do grupo carbonila da
lactama e do grupamento derivado éster aromatico O-substituido por (—NH,) frente a
microrganismos patogénicos e na atividade, in vitro, com a enzima DPP-IV. Conforme
0sS esquemas racionais da Figura 23 foram obtidos os seguintes compostos: (+)13-a-

hidroxilupanina sintética (14) e 13-a-hidroxisparteina sintética (55).

Primeiramente, (25) foi hidrolisado com solucdo de metoxido de sodio (CH3O
/Na*") formando (14). Posteriormente, o derivado (14) teve a (C=0) da amida reduzida a

(CHy) com LiAlIH4, em meio anidro e refluxo por 6 horas originando o produto (55).

Esquemal

CH307Na*

_

CH3OH

LiAIH,

THF

(14 (55)

Figura 23. Esquemas de derivatizacdo de (+)Lanatina A para obtencdo do composto

13-a-hidroxilupanina sintética (14) e 13-a-hidroxisparteina sintética (55).
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O esquema da Figura 24 apresenta a distribuicdo das estruturas quimicas das

substancias identificadas nas trés espécies do género Lupinus em estudo.

Espécie Lupinus lanatus- Folhas

(52)

(14) (17) (53)

O
(17) (53) (54)

Espécie Lupinus paranensis - Folhas

(25) 24

Figura 24. Esquema da distribuicdo das estruturas quimicas dos compostos isolados e

identificados em espécies do género Lupinus.
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5.2 PROTOCOLOS DE OBTENCAO DOS EXTRATOS ALCALOIDICOS DA CASCA
DAS RAIZES DA ESPECIE W. douradinha COLATADA EM DIFERENTES REGIOES
DO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL

As pantas tém seu metabolismo dividido em duas vias, o0 metabolismo primario,
responsavel pela manutencao fisiologica da mesma e o metabolismo secundario, ao
gual esta associado a sintese de substancias que a planta utliza para conseguir
suportar as interperes do ambiente.? Varios estudos demonstram que essa composicdo
secundaria é bastante variada, mesmo para plantas da mesma espécie que encontram-
se em locais distintos. Assim, o metabolismo secundario de um vegetal depende: da
espécie, da altitude, pressédo atmosférica, temperatura, incidéncia de luz, umidade do
ar, composicdo quimica de micro e macronutrientes do solo, predacdo por herbivoria,
entre outros fatores.”> Nesse sentido, o trabalho com a espécie W. douradinha,
Sterculiaceae, teve como principal objetivo observar a composi¢cdo quimica do solo em
diferentes locais do estado do Rio Grande do Sul e determinar uma correlacdo desta
com a composicao alacloidica das plantas. Assim, a referida espécie foi coletada nas
marginais das cidades de Sao Pedro do Sul, Palmeira das Missdes, Cruz Alta e Passo
Fundo, a fim de determinar como um dos fatores ambientais descritos, o solo, pode

influenciar sua producéo de alcaloides.

5.2.1 Obtencao dos Extratos Alcaloidicos de W. douradinha, Sterculiaceae

O material seco (casca das raizes) foi moido e pesado originando as seguintes
massas: Coleta Sdo Pedro do Sul (0,480 Kg); Palmeira das Missdes (0,320 Kg); Cruz
Alta (1,150 Kg) e Passo Fundo (0,600 Kg).

O po6 da casca das raizes foi submetido a sucessivas extracdes metandlicas, a
guente, seguido da evaporacdo do solvente com rotaevaporador sob presséo reduzida.

Depois de os extratos serem completamente secos e liofilizados, estes foram pesados e
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obteve-se as massas: Coleta Sdo Pedro do Sul (0,102 Kg); Palmeira das Missbes
(0,093 Kg); Cruz Alta (0,225 Kg) e Passo Fundo (0,110 Kg).

Os extratos secos foram ressuspensos em agua e acidificados até pH ~ 2,0
com solugcédo de HCI 0,20 M, posteriormente, foram realizadas extracfes sucessivas
com éter etilico até este tornar-se incolor. O solvente foi evaporado levando a fracédo
etérea acida. A fracdo aquosa remanescente foi alcalinizada com solucdo 0,2 M de
NH,OH até pH ~ 9 e sucessivas extracdes com éter etilico foram realizadas até que

todo o conteldo alcaloidico fosse obtido, conforme esquema apresentado na Figura 25
(pag. 74).

Ao fim das extracbes, uma pequena quantidade de cada fracdo etérea basica
foi solubilizada, em solventes apropriados e aplicada em placa de Cromatografia em
Camada Delgada (CCD). Sob um sistema eluente apropriado, (CHCI3/MeOH, 98:2 v/v +
3 gotas de NH,OH conc. para cada 10 ml da mistura), Figura 26 (pag. 74), as amostras
foram eluidas. A placa CCD foi analisada em camara escura de UV (254 e 365 nm),
verificando-se varias bandas com separacdo adequada para todas as amostras. Apds,
foi borrifado o reativo de Dragendorff, que detectou a presenca de nitrogénio basico nas

mesmas, sendo positivo para alcaloides.

O extrato de alcaloides da espécie W. douradinha, coletada na cidade de Sé&o
Pedro do Sul, ndo necessitou passar por coluna cromatografica devido a boa separacao
de seus metabolitos com o sistema de solvente utilizado na CCD. Assim, baseado
nesse sistema eluente, a mistura de alcaloides foi diretamente submetida a uma
separacdo por CCDP. Na CCDP, o sistema de solventes proposto foi o seguinte:
CHCI3/MeOH, 92:8 v/v + 25 gotas de NH4OH conc. para cada 100 ml da mistura.
Durante a aplicacdo da amostra nas placas de CCDP, também téve-se o cuidado de
fazé-lo na forma de pontos de aplicacdo com distancia de 0,5 cm entre um ponto e
outro, isso para favorecer a separacdo das bandas. Apos eluidas seis placas de CCDP,
foi obtida massa suficiente para a identificacdo e elucidacdo estrutural de seis
metabdlitos, sendo trés alcaloides quinoldnicos e trés ciclopeptidicos. Os compostos
obtidos estao listados e identificados como: Walteriona-A (43), Walteriona-B (44),
Antidesmona (56), AdoutinaY’ (57), Waltherina-A (58) e Waltherina-C (59).
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Material seco, casca das raizes de Waltheria douradinha, coletas de
S. Pedro (0,480 Kg); P. Misstes (0,320 Kg); C. Alta (1,150 Kg); Passo
Fundo (0,600 Kg)

Metanol a quente

Extrato MeQH 8. Pedro (0,102 Kg); P. Misstes (0,093 Kg); C. Alta
(0,225 Kg); P. Fundo (0,110 Kg)

ﬁgua
Fase aquosa

pH ~2, éter atilico

Fragdo Etérea Acida: S. Pedro (0,032 Kg); P. Missbes Fase aquosa
(0,020 Kg); C. Alta (0,095 Kg); P. Fundo (0,035 Kg) pH ~9, éter etillco

Fragédo Etérea Basica: S. Pedro (0,0032 Kg); P. Missdes
(0,0025 Kg); C. Alta (0,011 Kg); P. Fundo (0,004 Kg)

Figura 25. Esquema de fracionamento das cascas das raizes secas da espécie W.

douradinha.

Walteriona A H WalterionaB O Antidesmona

Figura 26. Cromatografia em Camada Delgada do extrato alcaloidico da espécie W.
douradinha — coleta S&do Pedro do Sul, sistema eluente (CHCI3/MeOH, 98:2 viv + 3

gotas de NH,OH conc. para cada 10 ml da mistura).
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5.3 DADOS DE RMN DE 'H E ¥C UNI E BIDIMENSIONAIS DAS SUSTANCIAS
ISOLADAS DE TRES ESPECIES DO GENERO Lupinus, L. lanatus, L. guaraniticus

e L. paranensis

5.3.1 Obtencdo do Flavonoide Flavona 8-B-C-glicosilada-citisosideo (52)

O composto (52) foi isolado da subfracdo acetato de etila acida por particdo da
fracdo étera acida obtida do extrato metandlico das folhas de L. lanatus. A mesma foi
purificada em coluna cromatografica (CC) utilizando como suporte silica gel 230-400
mesh, conforme descrito na Tabela 7 (pag. 57). O sistema eluente utilizado para sua

purificacao foi Acetato de Etilia:Metanol na razdo (95:5 v/v).

A substancia (52) apresenta-se como um solido verde claro pouco soluvel em
CHCI; e CH30OH e solavel em DMSO. Nos ensaios de CCD, a Flavona 8-B-C-
glicosilada-citisosideo (52) apresentou um Rf: 0,47 no sistema eluente Acetato de
etila:Metanol (94:6 v/v), positivo para Cloreto Férrico (FeCl3), o que sugere a presenca

hidroxilas fendlicas, Figura 27.

(52)

Figura 27. Estrutura quimica do composto isolado e identificado como Flavona 8-8-C-

glicosilada-citisosideo (52), FI1, das folhas de L. lanatus.
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5.3.1.1 Dados de RMN de 'H e **C de Flavona 8-B8-C-glicosilada-citisosideo (52)

Os dados de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *C de (52) foram obtidos
em um Espectrédmetro da marca Bruker DPX 400, que opera nas faixas de frequéncias
de 400,13 MHz para 'H e 100,62 MHz para **C. Os espectros obtidos proporcionaram
excelentes parametros para a elucidacao da estrutura quimica da substancia isolada.

Os tubos de ressonancia utilizados foram de 5 mm de didmetro e o solvente
para solubilizar a amostra foi dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg). Como padrao
interno foi utilizado o TMS, Tetrametilsilano.

5.3.1.2 Andlise dos Dados de RMN de 'H Unidimensional de Flavona 8-8-C-
glicosilada-citisosideo (52), FI1

No espectro de RMN de *H de (52), Figura 28 (pag. 77) obtido em (DMSO-d),
sdo observados os seguintes sinais: multipleto entre & 3,3-3,9 ppm sugerindo a
presenca de uma porcao glicosidica. Um singleto em & 3,86 ppm com integracdo de 3H

indica a presenca de uma metoxila (-OCHy).

No deslocamento quimico de 6 6,3 ppm (1H, s, H6) e 6 6,8 ppm (1H, s, H3) sé@o
mostrados os hidrogénios, H6 e H3 isolados no anel (A). Os picos em 6 7,0 ppm (2H, d,
J=8Hz, H3 e H5); 6 8,1 ppm (2H, d, J =12 Hz, H2’e H6’) e 6 13,0 ppm (1H,d, J=1,6
Hz, 5-OH), sugerem que o anel (B) de (52) é p-substituido por uma metoxila. Esta
porcdo é melhor visualizada na expansdo do espectro RMN *H entre & 6,2 e 8,2 ppm,
Figura 29 (pag.78).
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Figura 28. Espectro de RMN de *H do flavonoide Flavona 8-8-C-glicosilada-citisosideo

(52) obtido em DMSO-ds a 400,13 MHz e 25 °C.
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Figura 29. Espectro de RMN de 'H expandido (regido de & 6,2 a & 8,2 ppm) do
flavonoide Flavona 8-8-C-glicosilada-citisosideo (52) obtido em DMSO-ds a 400,13 MHz

e 25°C.

O hidrogénio (H1”) e mostrado em 6 4,7 ppm (1H, d, J = 7,2 Hz, H1") na
expansdo do espectro de RMN *H - regido entre & 3,0 e 5,0 ppm, Figura 30 (pag.79).
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H expandido (regido de & 3,0 a & 5,0 ppm) do
flavonoide Flavona 8-8-C-glicosilada-citisosideo (52) obtido em DMSO-ds a 400,13 MHz
e 25 °C.

Os dados de RMN 'H obtidos foram comparados aos dados da

9,33,59,60,61,100,101

literatura , proporcionando a elucidacdo da estrutura quimica deste

composto. A Tabela 14 (pag. 80) apresenta a comparacdo dos dados de RMN de *H

obtidos para (52) com os dados presentes na literatura®*®.
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TABELA 14. Dados dos deslocamentos quimicos do espectro de RMN de 'H em
DMSO-ds obtidos experimentalmente para a substancia identificada como Flavona 8-3-
C-glicosilada-citisosideo (52) em comparacdo com a literatura.’*%

Hidrogénios atribuidos Experimental (52) Literatura”'®
5-OH 13,0 ppm; 1H,d, J=1,6 Hz -
H2’ e HE’ 8,1 ppm; 2H, d, J =12 Hz 7,9 ppm; d, J =9 Hz
H3’ e HY’ 7,0 ppm; 2H, d, J =8 Hz 7,0 ppm; d, J =9 Hz
H3 6,8 ppm; 1H, s 6,67 ppm
H6 6,3 ppm; 1H, s 6,44 ppm
OCHg3; 3,86 ppm; 3H, s 3,8
H1” 4,7 ppm; 1H,d, J=7,2 Hz 52ppm;d,J=7Hz
Acucar 3,3—3,9 ppm; m -

5.3.1.3 Andlise dos dados de RMN de **C unidimensionais de Flavona 8-8-C-
glicosilada-citisosideo (52), FI1

O experimento de RMN de **C do composto (52), Figura 31 (pag.82), foi obtido
em DMSO-ds. Os sinais apresentados por este espectro, também foram comparados

com a literatura®*®

, corroborando para a correta identificacdo da estrutura como sendo
a Flavona 8-B-C-glicosilada-citisosideo. A presenca de seis picos na regido de
deslocamento quimico entre 6 61,3 — 81,8 ppm, reforca a presenca do residuo de
acucar. Em 6 55,5 ppm aparece um sinal indicativo de metoxila. A carbonila do anel (C)

€ mostrada como um singleto de alta intensidade em 6 182,0 ppm.
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A Tabela 15 mostra a atribuicAo mais detalhada para os carbonos dessa

estrutura, bem como a comparacédo dos mesmos com a literatura.**%

TABELA 15. Dados dos deslocamentos quimicos do espectro de RMN de *C em
DMSO-ds obtidos experimentalmente para a substancia identificada como Flavona 8-3-
C-glicosilada-citisosideo (52) em comparacdo com a literatura.’%

3C atribuidos Experimental (52) Literatura® Literatura”®™®

OCH3 55,5 ppm 55,56 ppm
C6” 61,3 ppm 61,27 ppm 61,5 ppm
Cc4” 70,5 ppm 70,51 ppm 70,4 ppm
c2” 70,9 ppm 70,9 ppm 71,4 ppm
c1” 73,4 ppm 73,4 ppm 73,9 ppm
Cc3” 78,7 ppm 78,68 ppm 78,8 ppm
C5” 81,8 ppm 81,85 ppm 81,4 ppm
Co6 98,2 ppm 98,23 ppm
C3 103,1 ppm 103,14 ppm
C10 104,06 ppm 104,11 ppm
C8 104,6 ppm 104,65 ppm

C3’ e C¥ 114,41 ppm 114,42/115,82 ppm
c1 123,2 ppm 123,23 ppm
C2’ e C6’ 128,8 ppm 128,8/128,94 ppm

C9 156,0 ppm 156,04 ppm
C5 160,4 ppm 160,41 ppm
c4 162,3 ppm 162,32 ppm
Cc7 162,8 ppm 162,69 ppm
C2 163,5 ppm 163,52 ppm
C4 182,1 ppm 182,1 ppm
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Figura 31. Espectro de RMN de *3C do flavonoide Flavona 8-8-C-glicosilada-citisosideo
(52) obtido em DMSO-d¢ 2 100,62 MHz e 25 °C.

As expansbes do espectro de RMN de '3C do flavonoide Flavona 8-8-C-
glicosilada-citisosideo mostrados nas Figuras 32 e 33 (pag. 83, regido entre de 6§ 55,0 a
182,1 ppm e 84, regido entre de 6 55,0 a 82,0 ppm), mostram com maiores detalhes os

sinais de’*C obtidos para o composto em estudo.
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Figura 32. Espectro de RMN de **C expandido (regido de & 55,0 a 5 182,1 ppm) do
flavonoide Flavona 8-8-C-glicosilada-citisosideo (52) obtido em DMSO-ds a 100,62 MHz
e 25 °C.
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Figura 33. Espectro de RMN de **C expandido (regido de 5 55,0 a 5 82,0 ppm) do
flavonoide Flavona 8-8-C-glicosilada-citisosideo (52) obtido em DMSO-ds a 100,62 MHz
e 25 °C.

Na péagina 85 é apresentado o espectro de RMN de *C bidimensional DEPT
135° de (52), Figura 34. Nesse experimento, os carbonos quaternarios nao sao
mostrados, enquanto os carbonos metilénicos (CHy), aparecem na fase negativa e os
carbonos metilicos e metinicos, respectivamente, CH; e CH, sdo mostrados na fase

positiva do espectro.
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5.3.1.3 Dados de RMN de *¥C bidimensionail, DEPT 135°, de Flavona 8-B-C-
glicosilada-citisosideo (52), FI1

= 2 2 o o - - =
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|
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Figura 34. Espectro de RMN de **C Bidimensional DEPT 135° do flavonoide Flavona 8-
B-C-glicosilada-citisosideo (52) obtido em DMSO-ds 2 100,62 MHz e 25 °C.

No espectro representado pela figura 34, pode-se ver claramente o
desaparecimento dos sinais dos carbonos (C -4’, C-1’, C-2, C-4, C-5, C-7 e C-8), todos
quaternarios. Em contra-partida, o carbono C-6” € mostrado como um pico na fase
negativa do espectro em d 61,2 ppm. O DEPT 135° de (52) ainda apresenta nove sinais
correspondentes aos (CH) aromaticos e do acucar. Os sinais da por¢do osidica, na
regido de deslocamento quimicos de & 70,0 — & 71,0 ppm, ficaram sobrepostos dando a

impressao de um singleto. Esses dois sinais sdo melhor visualizados na Figura 33 (pag.
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84). A metoxila (-OCH3) é mostrada em & 55,5 ppm na fase positiva do espectro da

mesma forma que os carbonos metinicos (CH) presentes na molécula.

5.3.2 Obtencdao do alcaloide (+) Lupanina (1)

A substancia (1) foi obtida da fracdo diclorometano basica das folhas de L.

paranensis.

O composto (1) foi purificado em coluna cromatografica (CC) utilizando como
suporte silica gel 230-400 mesh e sistema eluente com polaridade crescente, conforme
descrito na Tabela 13, pag. 69.

A substancia (1) foi obtido como um composto de caracteristica oleosa de
coloracdo amarelo claro com [a]3® = + 64°; (c 0.1, CHCIz). Apresenta baixa solubilidade
em CH3OH, mas é altamente soluvel em CHCI; e misturas desses solventes, desde que

0 segundo esteja sempre em maior quantidade.

Nos ensaios de CCD, (+)Lupanina apresentou um Rf=0,53 no sistema
CH,Cl,:Metanol (94:6 v/v), sendo positivo para o reativo de Dragendorff sugerindo a

apresenca nitrogénio basico em sua estrutura quimica.
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5.3.2.1 Andlise dos dados de RMN de **C unidimensional do alcaloide (+)Lupanina

(1)

O espectro de RMN de *C de (1), Figura 35 (pag. 88), apresenta
caracteristicas particulares do esqueleto lupanico. O espectro da referida substancia
possui um sinal de (C=0) de lactama na regido de & 171,08 ppm. O pico de (C-13)
ocorre na regido de deslocamento quimico & 22,9 ppm, caracterizando uma ligacéo de
CH; metilénico. (C-11) é observado como um singleto de alta intensidade em & 66,2
ppm, em quanto (C-6) aparece na regiao de & 60,5 ppm. A analise dos dados de RMN
de *C e 'H e comparacéo desses com a literatura*®**°®>, bem como seus dados fisicos
descritos na pagina 86, foram conclusivos na identificacdo da estrutura quimica como
sendo o composto (+) Lupanina. A Tabela 16 (pag. 89) apresenta os dados de RMN de

13C de (1) comparados com a literatura, *0%103:104.105
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Figura 35. Espectro de RMN de **C do alcaloide identificado como (+) Lupanina, obtido

em CDCl; a 100,62 MHz e 25 °C.
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TABELA 16. Dados dos deslocamentos quimicos do espectro de RMN de *C em
CDsCl obtidos experimentalmente para a substancia identificada (+)Lupanina (1) em

comparacao com a literatura

102-105

13C atribuidos

(+) Lupanina

Literatura

(+) Lupanina

102-105

© 00 N o 0o A~ WD

e N < e =
N~ o0 W N R O

171,1 (C=0)
32,6 (CHy)
19,2 (CHy)
27,3 (CHp)

60,4 (CH-N)
30,2 (CH)
26,2 (CHy)
33,9 (CH)

46,4 (CHp-N)

66,2 (CH-N)
32,0 (CHy)
22,9 (CHy)
22,4 (CHp)

56,7 (CHz-N)

51,9 (CHz-N)

172,0 (C=0)
32,9 (CH,)
19,1 (CH,)
27,4 (CHy)

60,5 (CH-N)
30,7 (CH)
25,9 (CH,)
33,3 (CH)

46,1 (CHx-N)

65,4 (CH-N)
31,1 (CHp)
22,7 (CHp)
22,5 (CHp)

55,8 (CH2-N)

51,3 (CH2-N)

5.3.3 Obtencéao do alcaloide (+)13-a-hidroxilupanina (14)
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O composto (14), pagina 89, foi isolado de duas espécies do género Lupinus
em estudo, L. guaraniticus e L. paranensis. Este composto estava presente nas fracoes
diclorometano basica das folhas e sementes de, L. guaraniticus e folhas e flores de L.
paranensis. O metabdlito (+)13-a-hidroxilupanina (14), € um derivado biossintético
hidroxilado de (+) Lupanina (1), em (C-13). Dessa forma, os deslocamentos quimicos
de seus carbonos, com excec¢do do C-13, possuem diferencas bastante sutis. ISso
ocorre porque as duas estruturas possuem 0 mesmo esqueleto lupanico. O perfil
cromatografico de ambas também € modificado pela presenca do (—OH) em C-13,

deixando a estrutura (14) com uma caracteristica mais polar em relacéo a estrutura (1).

As fracdes diclorometano basicas das partes aéreas das duas espécies de
lupinos, mencionadas no comeco desta sessao, foram obtidas da particdo acido-base
do extrato metanolico dessas partes, folhas e sementes (L. guaraniticus) e folhas e
flores (L. paranensis). O metabdlito (14) foi purificado em coluna cromatografica (CC)
utilizando como suporte, silica gel 230-400 mesh e sistemas eluentes com polaridade

crescente, conforme descrito nas Tabelas 11 e 13 (pag. 65 e 69), respectivamente.

A susbtancia (+)13-a-hidroxilupanina apresenta-se como um 6leo amarelo claro
com [a]?® = + 45°; (¢ 0.1, MeOH), soltiivel em CHCIz e pouco soltvel em CH3OH puro,
porém solubiliza em misturas desses dois solventes em qualquer propor¢cédo. Os ensaios
de (CCD) para (+)13-a-hidroxilupanina apresentou um Rf=0,41 no sistema
CH.Cl,:Metanol (87:13 v/v). A amostra mostrou-se positiva para o reativo de

Dragendorff.

5.3.3.1 Andlise dos dados de RMN de 'H unidimensional do alcaloide (+)13-a-

hidroxilupanina (14)

As anélises de RMN de 'H do alcaloide (14) foram realizadas em CDCls. E
importante ressaltar que essa estrutura aparece mais de uma vez em plantas

diferentes. Devido a isso, as amostras foram comparadas, preliminarmente, por (CCD)
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para determinar sua pureza e semelhanca, e posteriormente foram reunidas com a
finalidade de fazer uma maior massa para posteriores ensaios. ApGs foram realizados
estudos de RMN de H e *C, 1D e DEPT 135° 2D e os dados obtidos foram
comparados com a literatura.'®%°° Os sinais abaixo descritos referem-se ao espectro de
RMN de 'H obtido para o composto (+)13-a-hidroxilupanina, Figura 36. RMN de 'H
(CDCls, 400,13 MHz): & 1,23 (1H, m, Hyx-12); 1,27 (1H, m, Hp-8); 1,57 (2H, m, Ha-12);
1,63 (2H, m, Hp-5); 1,75 (2H, m, H-14); 1,74 (1H, m, H-9); 1,77 (1H, m, H-11); 1,8 (2H,
m, Hy-4); 1,8 (2H, m, H4-5); 2,86 (1H, t, H-13); 2,1 (2H, m, Hx-4); 2,14 (2H, m, Hy-15);
2,02 (2H, m, Hy-17); 1,26 (1H, m, H-7); 2,3 (2H, m, Ha-8); 2,4 (2H, m, Hy-3); 2,49 (1H, m,
Hp-10); 2,52 (1H, m, Ha-3); 2,8 (1H, m, Ho-15); 3,2 (2H, m, Hx-17); 3,3 (1H, m, J = 2,5
Hz, Ha-10).
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H do alcaloide identificado como (+)13-a-
hidroxilupanina, obtido em CDCI3 & 400,13 MHz e 25 °C.
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5.3.3.2 Dados de RMN de *3C unidimensional do alcaloide (+)13-a-hidroxilupanina

(14)

O espectro de RMN de '*C deste alcaloide quinolizidinico apresenta
particularidades do esqueleto lupanico, do qual é derivado por hidroxilacdo em C-13. Os
sinais mais caracteristicos apresentados por esse composto sao: um pico de (C=0) de
lactama na regido de & 171,5 ppm, um sinal em & 63,9 ppm, que caracteriza uma
ligagdo CH-OH de C-13. Comparando os espectros de RMN de *C de (1) e (14),
podemos observar uma mudanca bastante significativa no deslocamento quimico de C-
13 passou de & 22,9 pm, em (1), para & 63,9 ppm na estrutura (14). As Figuras 37 e 38
(pag. 93 e 94), respectivamente, apresentam os espectros de RMN de **C e DEPT 135°
do composto (14).
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Figura 37. Espectro de RMN de '*C do alcaloide identificado como (+)13-a-
hidroxilupanina (14) obtido em CDCl; a 100,62 MHz e 25 °C.
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5.3.3.3 Dados de RMN de *C bidimensional DEPT 135° do alcaloide (+)13-a-
hidroxilupanina (14)
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Figura 38. Espectro de RMN de **C bidimensional DEPT 135° do alcaloide (+)13-a-
hidroxilupanina (14), obtido em CDCI3 & 100,62 MHz e 25 °C.

O DEPT 135° de (14) apresenta nove sinais (CH,;) em fase negativa do
espectro e cinco sinais de (CH) na fase positiva. Esses dados sao condizentes com as

caracteristicas estruturais do ndcleo lupanico hidroxilado, enziméaticamente, em (C-13).
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A Tabela 17 apresenta os dados de deslocamentos quimicos das estruturas (1)

e (14) comparados com dados obtidos da literatura.*®**%

TABELA 17. Dados dos deslocamentos quimicos do espectro de RMN de *C em
CDsCl obtidos experimentalmente para as substancias identificadas como (+)13-a-
hidroxilupanina (14) e (+)Lupanina (1) em comparacdo com dados da literatura.'**'%°

13C atribuidos (+)13-a- (+) Lupanina Literatura'®*%
hidroxilupanina (+) Lupanina
2 171,6 (C=0) 171,1 (C=0) 172,0 (C=0)
3 32,7 (CH») 32,6 (CHy) 32,9 (CHy)
4 19,2 (CH») 19,2 (CH») 19,1 (CH»)
5 27,1 (CH),) 27,3 (CH,) 27.4 (CH,)
6 60,7 (CH-N) 60,4 (CH-N) 60,5 (CH-N)
7 34,02 (CH) 30,2 (CH) 30,7 (CH)
8 26,3 (CH>) 26,2 (CH>) 25,9 (CHy)
9 32,1 (CH) 33,9 (CH) 33,3 (CH)
10 46,7 (CHy-N) 46,4 (CH,-N) 46,1 (CH,-N)
11 56,8 (CH-N) 66,2 (CH-N) 65,4 (CH-N)
12 39,6 (CH,) 32,0 (CHy) 31,1 (CHy)
13 63,9 (CH-0) 22,9 (CHy) 22,7 (CHy)
14 26,3 (CH>) 22,4 (CHy) 22,5 (CHy)
15 49,1 (CH,-N) 56,7 (CHy-N) 55,8 (CH,-N)
17 52,2 (CH,-N) 51,9 (CH,-N) 51,3 (CH,-N)
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5.3.4 Obtencéao do alcaloide (+)Lanatina A (25)

O alcaloide (+) Lanatina A foi isolado da fracdo diclorometano basica, a qual
obtida por particdo acido-base do extrtato metandlico das folhas de L. paranensis. (25)

apresentava-se em altas concentracdes nas folhas da espécie citada.

O composto (+)Lanatina A, foi isolado em CC utilizando o sistema eluente
CH.Cl,:MeOH (88:12v/v) como fase mdvel. A fase estacionaria utilizada foi silica gel
230-400 mesh. Misturas de solventes com gradiente crescente de polaridade, conforme
descrito na Tabela 13 (pag. 69), foram utilizados proporcionando bons Rfs de

separacao para os compostos da espécie relacionada.

A susbtancia (25) foi obtida como um sélido cristalino incolor com PF°=291-

296°C; [a]%® = + 52° (c 0.1, CH,ClI,) parcialmente soliivel em CHCIlz e pouco solivel em
CH3OH.

Os ensaios de (CCD) para (25) revelaram seu respectivo Rf: 0,65 no sistema
CH.Cl,:Metanol (85:15 v/v). A amostra apresentou positividade frente ao reativo de

Dragendorff sugerindo a presenca de nitrogénio basico em sua estrutura.
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5.3.4.1 Dados de RMN de 'H (+)Lanatina A (25)

O espectro de RMN de 'H de (+)Lanatina A, Figura 39 (pag. 98), mostra uma
regido de sobreposicao de sinais em campo alto que € caracteristico do nucleo basico
das lupaninas. Estes sinais representam os protons de CH e CH; presentes no nudcleo
basico lupanico. Em campo baixo do espectro, observa-se um duplo dubleto, regido de
aromaticos, em deslocamento quimico & 7,87 ppm com um J = 6,8 Hz, grande, cuja a
integracdo aponta 1H, e um dubleto de J = 1,2 Hz, pequeno, representando um dos
hidrogénios aromaticos, H-25, que faz uma correlagdo a curta distancia com H-24 e
uma correlacdo a longa distancia com H-23. Os outros hidrogénios aromaticos estéo
representados por um multipleto na regido de 6 7,24 a 6 7,31 ppme em d 6,65 a & 6,70

ppm. O hidrogénio ligado a C-13 é representado por um singleto na regido de & 5,67

ppm.
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Figura 39. Espectro de RMN de 'H do alcaloide identificado como (+)Lanatina A (25)
obtido em CDClz a 400,13 MHz e 25 °C.

Uma expansdo da regido de deslocamento quimico entre & 6,5 e 8,0 ppm
(regido dos sinais do anel aromatico O-substituido), Figura 40 (pag. 99), torna mais

visivel a porcéo relacionada ao substituinte aromatico O-substituido.
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Figura 40. Espectro de RMN de 'H expandido (regido de & 6,5 a d 8,0 ppm) do
alcaloide (+)Lanatina A (25), obtido em CDCIls a 400,13 MHz e 25 °C.

5.3.4.2 Dados de RMN de *3C unidimensional do alcaloide (+)Lanatina A (25)

O RMN de *3C unidimensional de (25) (Fig. 41, pag. 100), mostra a presenca de
24 sinais. Esses dados foram comparados aos da literatura® proporcionando a

identificacdo do composto (25) como sendo (+) Lanatina A.

A campo alto do espectro, estdo os sinais que correspondem aos carbonos de

CH; e CH-N com um deslocamento quimico entre & 19,7 a & 60,6 ppm. O sinal que
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caracteriza a presenca de uma carbonila de lactama ocorre em & 171,0 ppm, o qual é
comum no nucleo lupénico e caracteriza o mesmo. Outro sinal importante € um singleto
de alta intensidade em & 68,0 ppm indicando a presenca de um carbono ligado ao
oxigénio do éster substituinte.

A confirmacdo da presenca de um substituinte éster se deu por um sinal de
carbono carbonilico na regido de & 167,3 ppm. Foram observados ainda, seis picos na
regido de aromaticos (6 111,2, 6 116,62, 6 116,67, 6 131,5, 8 134,0 e 6 150,3 ppm), 0s
quais, representam um benzeno O-substituido por um (-NHy). Os outros sinais

presentes no espectro, correspondem ao esqueleto lupanico.
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Figura 41. Espectro de RMN de **C do composto identificado como (+)Lanatina A (25),
obtido em CDCIl3 2 100,62 MHz e 25 °C.
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5.3.4.3 Alcaloide (+)Lanatina A (25), Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas para o composto (25), apontou um pico de ion
molecular em ESI/MS m/z 382 [M+H]" e um pico base em ESI/MS m/z 246 [100%)],
caracteristico do esqueleto quimico lupanico. Esses dados forneceram base para
determinacao da férmula molecular de (25) como sendo CH,7N3O3. Nesse ponto a
espectrometria de massas auxiliou na confirmacéo da presenca de um nitrogénio como

substituinte no anel aromatico, Figura 42.
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Figura 42. Espectro de massas ESIMS/CG/EM de (+)Lanatina A (25).
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5.3.5 Obtencéao do alcaloide (+)13-a-cis-tigloiloxilupanina (19)

O composto (19) foi isolado da fracdo dicloro basica das folhas de L.
paranensis, conforme esta descrito na Tabela 13 (pag. 69). A estrutura (19) estava

presente em concentracdo moderada nesta fracao.

O sistema de solventes utilizado para o isolamento em CC de (19) foi:
CH.Cl,:MeOH (98:2v/v).

A substancia (19) apresenta-se como sélido amorfo de cor branca com PF° =
250-258°C; [a]%° = + 80° (c 0.1, CHCIz); soltuvel em CHCI; e pouco solivel em CH3zOH

puro.

Os ensaios de (CCD) para (19) revelaram um Rf = 0,61 no sistema
CH.Cl,:Metanol (95:5 v/v). Este composto também foi positivo para o reativo de

Dragendorff.

5.3.5.1 Andlise dos dados de RMN de **C unidimensional do alcaloide (+)13-a-cis-

tigloiloxilupanina (19)
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O composto (19) teve sua estrutura quimica elucidada através da comparacéo
de seus deslocamentos quimicos do espectro de RMN de **C com duas substancias ja
conhecidas, (+)13-a-hidroxilupanina (14) e (-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina (29)°. Essa
comparacao foi realizada porque o composto (14) possui as caracteristicas
espectroscopicas do nucleo lupanico. Os sinais caracteristicos relacionados séo: (C=0)
da amida & 171,6 ppm; (C-13) do éster, cuja 0 deslocamento quimico ocorre na faixa de
0 63,9 ppm. O substituinte O-tigloil péde ser comparado com o0s deslocamentos de
outra estrutura também ja elucidada, a (-) 13-a-cis-tigloiloximultiflorina. A diferenca entre
essa substancia e a (+) 13-a-cis-tigloiloxilupanina € a posi¢cao da carbonila no esqueleto
lupénico. O nucleo fundamental da multiflorida possui uma carbonila, em C4, a--
insaturada ao invés da carbonila da lactama e (C-1), Figura 43. Os sinais caracteristicos
de RMN de *H do residuo cis-tigloil s&o: (5 10,9 — 12,5 ppm, CH3 terminal); (5 12,5 —
14,5 ppm CHs). Para RMN de C, os valores ficam préximos de & 138 ppm (CH.

terminal). O outro carbono da ligacdo dupla possui valores proximos a (6 128 ppm).

(19)

Figura 43. Posicdo da carbonila que caracteriza a diferenca entre dois nucleos

quinilizidinicos, (+)13-a-cis-tigloiloxilupanina (19) e (-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina (29).

A Figura 44 (pag. 104) apresenta o espectro de RMN de '*C da estrutura
guimica identificada como de (19). Na pagina 105, (fig. 45) esta representada uma
expansao de campo alto desse mesmo espectro na regido de deslocamento quimico
entre 8 11,0 e 78,0 ppm.
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Figura 44. Espectro de RMN de *C do composto identificado como (+)13-a-cis-
tigloiloxilupanina (19) obtido em CDClz a 100,62 MHz e 25 °C.
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Figura 45. Espectro de RMN de **C expandido (regido de 5 11,0 a & 78,0 ppm) do
composto identificado como (+)13-a-cis-tigloiloxilupanina (19) obtido em CDCl; a
100,62 MHz e 25 °C.

A Tabela 18 (pag. 106) compara os deslocamentos quimicos de RMN **C do
obtido para o composto (14) e do residuo de cis-tigloil de (+)13-a-cis-tigloiloximultiflorina
(29) com os deslocamentos quimicos de RMN de **C obtidos para (+)13-a-cis-

tigloiloxilupanina (19).%°107+108.109
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TABELA 18. Comparacéo dos deslocamentos quimicos do espectro de RMN de **C em
CDCl; obtidos experimentalmente para as substancias identificadas como (+)13-a-
hidroxilupanina (14), (-)13-a-cis-tigloiloximultifiorina  (29)°%197198199 @ (4)13-a-cis-
tigloiloxilupanina (19).

°C atribuidos (-)13-a-cis-tigloiloxi- (+)13-a- (+)13-a-cis-tigloil-
multiflorina®%"1%8199 | hidroxilupanina oxilupanina
2 155,6 CH 171,6 (C=0) 170,8, C=0
3 99,3, CH 32,7 (CHy) 32,4, CH,
4 192,4, C=0 19,2 (CHy) 19,7, CH,
5 39,1, CH, 27,1 (CHy) 28,4, CH,
6 60,2, CH-N 60,7 (CH-N) 57,8, CH-N
7 30,7, CH 34,02 (CH) 32,9, CH
8 25.5, CH, 26,3 (CHy) 27,4, CH,
9 34,2, CH 32,1 (CH) 33,9 CH
10 57,2, CH»>-N 46,7 (CH2-N) 46,9, CH»>-N
11 63,3, CH-N 56,8 (CH-N) 60,5, CH-N
12 30,9, CH» 39,6 (CHy) 35,8 CH;
13 68,0, CH-O 63,9 (CH-0) 67,8, CH-O
14 23,1, CH; 26,3 (CHy) 26,9, CH»
15 54,9, CH»>-N 49,1 (CH2-N) 49,7, CH>-N
17 50,5, CH»>-N 52,2 (CH2-N) 51,5, CH»>-N
19 167,8, C=0 - 167,3, C=0
20 128,8, C=C - 128,8, C=C
21 138,7, C=C - 137,2, C=C
22 10,8, CH3 - 12,0, CH3
23 13,9, CH3 - 14,2, CH;




107

5.3.5 Obtencéo do alcaloide 5,6-dehidrolupanina (54)

O alcaloide (54) foi isolado da espécie L. guaraniticus da fracao diclorometano
basica obtida do extrato bruto das folhas, conforme descrito na Tabela 10 (pag. 63).
Este metabdlito foi purificado em coluna cromatografica (CC) com suporte de silica gel
230-400 mesh e sistema eluente com gradiente crescente de polaridade, mais
especificamente, CH,Cl,:MeOH (99:1, v/v).

No ensaio de (CCD), (54) apresentou Rf: 0,58 no sistema CH,Cl,:Metanol (97:3,
v/v). A amostra em questdo apresenta-se como um Oleo amarelo e reacéo positiva para
o reativo de Dragendorff. Os dados de RMN de 'H e **C uni e bidimensionais foram

comparados com a literatura,'%#105106.107.108.109

5.3.5.1 Dados de RMN de *H do alcaloide 5,6-dehidrolupanina (54)
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Esse composto por ser um derivado desidrogenado nas posicoes 5 e 6 do
ndcleo lupanico apresenta caracteristicas comuns do mesmo para o espectro de 'H,
exceto pela presenca de um singleto na regido de deslocamento quimico & 5,2 ppm que
representa o CH da dupla ligagdo de C5 e um duplo dubleto na regido de d 4,88 ppm
comum J = 8,2 Hz, Figura 46.
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Figura 46. Espectro de RMN de *H do composto 5,6-dehidrolupanina (54), obtido em
CDCl; a 400,13 MHz e 25 °C.
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5.3.5.2 Dados de RMN de **C unidimensional do alcaloide 5,6-dehidrolupanina (54)

O espectro de RMN de *C desacoplado apresenta dois sinais em campo baixo,
um na regiao de & 142,4 ppm, (C-6) e outro em & 102,6 ppm (C-5). O terceiro sinal
importante na determinacdo da estrutura corresponde a carbonila da lactama em &
171,0 ppm, Figura 47 (pag. 110). O espectro de DEPT 135° auxiliou na determinacao
da estrutura sendo possivel verificar o desaparecimento do sinal em & 142,4 ppm (C-6),

e um sinal de Cq referente a dupla ligagdo em & 102,6 ppm, (C-5), Figura 48 (pag. 111).
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Figura 47. Espectro de RMN de **C do composto 5,6-dehidrolupanina (54), obtido em
em CDCIl; a 100,16 MHz e 25 °C.
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5.3.5.3 Dados de RMN de 3C bidimensional, DEPT 135° do alcaloide 5,6-
dehidrolupanina (54)
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Figura 48. Espectro de RMN de **C bidimensional, DEPT 135°, do composto 5,6-
dehidrolupanina (54), obtido em CDCls.
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5.3.6 Obtencéo dos alcaloides Anagirina (17) e 13-a-Hidroxianagirina (53)

Os alcaloides (17) e (53) foram isolados das fracGes diclorometano basicas,
obtidas dos extratos metandlicos das folhas e sementes da espécie L. guaraniticus. Os
dados de isolamento estdo descritos na Tabela 10 (pag. 63) e Tabela 11 (pag. 65).
Estes metabdlitos foram purificados em coluna cromatografica (CC) utilizando como
suporte silica gel 230-400 mesh e sistema eluente com gradiente crescente de
polaridade, mais especificamente, CH,Cl,:Metanol (97:3 v/v) para (17) e

CHCl,:Metanol (92:8 v/v) para o composto (53).

No ensaio por (CCD), (17) apresentou um Rf: 0,53 em CH,Cl,:Metanol (96:4
viv) e (53) um Rf: 0,44 no sistema CH,Cl,:Metanol (97:3 v/v). Ambas as amostras
possuem aspecto oleoso de coloracdo amarelo escuto e sdo positivas para o reativo de

Dragendorff.

5.3.6.1 Dados de RMN de *H unidimendional dos alcaloides Anagirina (17) e 13-a-

Hidroxianagirina (53)

Esses dois compostos possuem uma caracteristica comum que é a presenca
de duas duplas ligacbes em C3 e C5. Por serem derivados lupaninicos, possuem

caracteristicas comuns do mesmo para os espectro de RMN de *H. Os sinais presentes
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na regido de campo mais baixo do espectro, entre d 5,5 e 7,3 ppm, séo referentes aos
(CH) das duplas ligacdes em (C-3) e (C-5). Para o RMN de *H em (17), foram atribuidos
0s seguintes picos: © 5,9 ppm (1H, d, J =6 Hz, H5), 6 6,4 ppm (1H,d,J=8Hz, H3) e &
7,3 ppm (1H, dd, H4). Para o composto (53) foram atribuidos: & 5,9 ppm (1H, d, J =7,2
Hz, H5), & 6,3 ppm (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 8 7,2 ppm (1H, dd, H4) e 6 5,26 ppm (1H, s,
-OH), conforme ilustrado nas Figuras 49 para (17) e 50 para (53) (pag. 113 e 114,

respectivamente).

l:.':ll."'.ll."TlU:I'.llIll-EllIlD'—VI'NLDHIIIIIINIIII."'.IHHNEWFHDNHNWNHFH @v—mmumm—
NNg%mmmm—mhmmhmmmmmmm '—'—IIIUZIIZ.':IIDIEINN'—EQ T M — @ 0 e
[ M ® O O MO OO MmMmMmM®MM™M@OaAA 0 0 PP b @@ @@ @D @0 — = v O @ @ oaDEK
W mWn wn T T O mm o mmmmmom e NN 0 NN ™~ T

57,3 ppm 66,4 ppm 65,9 ppm
(dd, J = 6 Hz, H4) (d,J=80Hz,H3) (d,J=7,0Hz, H5)

i |

J L b R W
iy ] ] R - s B iy 4 a2 o ] Fa
o [} e} o o by W R P I - o] -
a & o R~ [ mE O R m ®mhk S@D@ b
7.0 8.0 5.0 4.0 3.0 20

ppm (t1)

Figura 49. Espectro de RMN de *H unidimensional do composto Anagirina (17), obtido
em CDCIl; a 400,13 MHz e 25 °C.
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Figura 50. Espectro de RMN de *H unidimensional do composto 13-a-Hidroxianagirina
(53), obtido em CDClI3 & 400,13 MHz e 25 °C.

5.3.6.2 Dados de RMN - *H bidimendional, COSY *H-'H, do alcaloide Anagirina (17)

O espectro de RMN de correlacdo 'H-'H do composto Anagirina também
contribuiu para a determinacao correta da posi¢ao das duplas ligacdes. Nesse ensaio,
pdde-se observar claramente as correlagdes, bem como as multiplicidades entre os
hidrogénios (H3, H4 e H5) Figura 51 (pag 115).
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Figura 51. Espectro de RMN de correlacdo, COSY *H-'H, do composto Anagirina (17)
obtido em CDCls.

5.3.6.3 Dados de RMN de *3C unidimendional dos alcaloides Anagirina (17) e 13-a-

Hidroxianagirina (53)

Os espectros de RMN de °C, para ambas as substancias, mostraram cinco
sinais em campo baixo, sendo: um sinal de carbonila amidica, e quatro picos na regido
de duplas ligacdes. O espectro de RMN de **C obtido para (17) mostra os seguintes
deslocamentos quimicos na regido de campo baixo: & 163,4 ppm (C=0, C2); & 151,9
ppm (C=C, C6); 6 138,6 ppm (C=C, C4); 6 116,3 ppm (C=C, C3) e d© 104,5 ppm (C=C,
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C5), Figura 52. O composto (53) apresenta 0s seguintes deslocamentos
caracteristicos: & 163,5 ppm (C=0, C2); 6 151,6 ppm (C=C, C6); 6 138,4 ppm (C=C,
C4); 6 116,7 ppm (C=C, C3); 6 104,5 ppm (C=C, C5) e d 69,7 ppm (C-OH, C13), Figura
53 (pag. 117).
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Figura 52. Espectro de RMN de **C unidimensional do composto Anagirina (17), obtido
em CDCIl; a 100,16 MHz e 25 °C.
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Figura 53. Espectro de RMN de **C unidimensional do composto 13-a-hidroxianagirina
(53), obtido em CDCI3 & 100,16 MHz e 25 °C.

5.3.6.4 Dados de RMN de **C bidimendional, DEPT 135°, dos alcaloides Anagirina
(17) e 13-a-Hidroxianagirina (53)

O experimento de DEPT 135° proporcionou, para ambos os compostos, a
confirmacéo das estruturas tornando os dados de RMN de 'H e *C unidimensionais
consistentes com a proposta da estrutura. Observam-se, em ambos 0s espectros de

DEPT 135°, tanto para (17), Figura 54 (pag. 118), como para (53), trés sinais em campo
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baixo correspondentes aos (CH) de dupla ligacdo na fase positiva dos mesmos. No
espctro de DEPT135° do composto (53), Figura 55 (pag. 119), é atribuido, ainda o sinal

referente ao carbono do alcool em (C-13). Os dados obtidos foram comparados aos da
105,106,107,108,109,110,111

literatura . possibilitando a elucidacdo estrutural das substancias
obtidas.
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Figura 54. Espectro de RMN de **C, bidimensional, DEPT 135°, do composto Anagirina
(17), obtido em CDCls.
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Figura 55. Espectro de RMN de **C bidimensional, DEPT 135°, do composto 13-a-
hidroxianagirina (53), obtido em CDCls.
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5.3.7 Obtencéo dos alcaloides 13-a-hidroxilupanina (14) e 13-a-hidroxilusparteina

(55) sintética a partir do composto (+)Lanatina A

Esquemal

CH;O/Na*

S

CH3OH

LiAIH,

THF

Como mencionado anteriormente, dois derivados sintéticos foram sintetizados a
partir do alcaloide (+)Lanatina A (25). O composto (25) foi primeiramente isolado da
espécie L. lanatus. Dessa planta, foram obtidos aproximadamente 37 mg da substancia.
Novos estudos com outra espécie de lupinos, L. paranensis, permitiu o isolamento de
uma grande quantidade de (+)Lanatina A, 102 mg. Essa quantidade de composto
permitiu a proposta de dois derivados sintéticos com a finalidade de testar o potencial

M2 alguns  alcaloides

biolégico dessas estruturas. De acordo com a literatura
quinolizidinicos possuem uma elevada atividade antidiabética, antitumoral, neurotéxica
e antifingica. Dessa forma, as reac¢des de derivatizacdo de grupos funcionais com (+)
Lanatina A foram realizadas com a finalidade de verificar se as alteracdes da estrutura
influenciam de maneira positiva ou negativa em seu potencial bioldégico. Os
procedimentos reacionais seguiram 0S seguintes passos: Primeiramente, 50 mg do

composto (25) foi submetido a uma hidrélise basica com metdxido de sédio (CH3O
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/Na"), em atmosfera anidra durante 6 horas. A reacdo apresentou um rendimento de
aproximadamente 50% formando composto (14) conforme esquema reacional da Figura
56.

Esquemal

o 7 0
19 22
1cs) CH3zO7/Na"

25

o1 CH3;0OH
(25) (14)

Figura 56. Esquema de derivatizacdo (hidrélise basica) do alcaloide (+)Lanatina A (25)

para obtencéo do composto 13-a-hidroxilupanina sintética (14).

A reacado foi acompanhada por (CCD) durante todo o processo. Ao final, a
solucéo foi neutralizada e o solvente rotaevaporado em rotaevaporador rotatério sob
pressao reduzida. O produto final foi ressuspenso em 150 ml de agua e extraido com
uma particdo do tipo acido-base. Nao houve necessidade de colunar o produto devido
os residuos reacionais serem removidos na fracao etérea acida. Como o produto obtido
possui caracteristicas basicas, no momento em que este foi acidificado, com HCI 2N, o
mesmo formou um sal sollvel na solucdo aquosa. A solugcdo aquosa acida foi
submetida a sucessivas extracdes com éter etilico para retirada dos residuos acidos e
neutros. Posteriormente, a solucdo aquosa foi alcalinizada com NH,OH 1M e o produto
da reacao, (14), foi extraido com diclorometano. Apds a evaporacdo do solvente e
secagem da amostra sob vacuo, a mesma foi pesada e obteve-se 23 mg de um 0leo
amarelo claro com as mesmas caracteristicas cromatograficas do alcaldide (14) isolado
naturalmente. Além da comparagdo por (CCD), a amostra foi submetida a
espectroscopia de RMN de 'H e *3C para verificar a pureza e se o produto obtido

realmente era a 0 composto 13-a-hidroxilupanina sintética.'0%193:104.105.106,107,108,109
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Observando os espectros de RMN de 'H e **C pode-se observar a hidrélise do
éster substituintes de (+)Lanatina A pelo desaparecimento dos sinais na regido de
aromaticos do espectro, sugerindo que a reacao ocorreu sem maiores problemas. As
Figuras 57-61 apresentam os espectros de RMN de 'H e *C de (+)Lanatina A antes e

apds a reacdo para comprovagio que a mesma ocorredu.

5.3.7.1 Espectro de RMN de 'H unidimensional do alcaloide (+)Lanatina A (25)
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Figura 57. Espectro de RMN de 'H unidimensional do composto (+)Lanatina A (25)
antes da reacdo de hidrélise com CHsO Na®, obtido em CDCls; a 400,13 MHz e 25 °C.
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5.3.7.2 Espectro de RMN de **C unidimensional do alcaloide (+)Lanatina A (25)
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Figura 58. Espectro de RMN de **C do composto (+)Lanatina A (25) antes da reacéo
de hidrélise com CHzO/Na*, obtido em CDCIlz a 100,62 MHz e 25 °C.
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5.3.7.3 Espectro de RMN de 'H unidimensional do alcaloide 13-a-hidroxilupanina
sintética (14)
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Figura 59. Espectro de RMN de 'H do composto 13-a-hidroxilupanina (14), sintética,
apés a reacdo de hidrélise em CHzO'Na*, de (+)Lanatina A obtido em CDCl; a 400,13
MHz e 25 °C.
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5.3.7.4 Espectro de RMN de **C unidimensional do alcaloide 13-a-hidroxilupanina
sintética (14)
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Figura 60. Espectro de RMN de **C do composto 13-a-hidroxilupanina sintética (14)
apos a reacdo de hidrolise de (+) Lanatina A em CHsO'Na*, obtido em CDCIlz a 100,62
MHz e 25 °C.
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5.3.7.5 Espectro de RMN de 'C bidimensional, DEPT 135°, do alcaloide 13-a-

hidroxilupanina sintética (14)
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Figura 61. Espectro de RMN de **C bidimensional, DEPT 135°, do composto 13-a-

hidroxilupanina sintética (14), obtido em CDCls.
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5.3.8 Dados de RMN de *H *3C Unidimensional e Bidimensional do Derivado 13-a-
Hidroxisparteina Sintética (55), Obtida por Reducdo com LiAlH,; a Partir do

Composto 13-a-hidroxilupanina (14), sintética.

O alcaloide (14) teve a C=0 da amida reduzida a CH; com LiAlH4 sob refluxo
por 17 horas em meio anidro. Como produto da reacéo, foi obtido o composto (55)

conforme o esquema da Figura 62.

Esquema 2

LiAlH4

THF/Refluxo

(14) (55)

Figura 62. Esquema de reducao de (C=0) da amida do composto (14) com LiAlH,4 para

obtencao do composto 13-a-hidroxisparteina sintética (55).

Nesta reacdo, o composto (14) foi submetido a uma reducdo da carbonila da
amida a CH, utilizando LiAIH; em tetrahidrofurano (THF), como solvente, em meio

anidro e refluxo durante 17 horas 56,104,105,106,107,108,109,110,111,112

Nesse esquema reacional, primeiramente, o sistema foi flambado sob fluxo de
Argbnio para eliminacdo completa da umidade. Posteriormente, com auxilio de um funil
de adicdo de liquidos, foi adicionado 50 ml de THF. Apds, o sistema foi resfriado para
adicdo de quantidade catalitica de LiAIH; correspondente as 23 mg de 13-a-
hidroxilupanina sintética. Depois da adi¢do de LiAlH4;, 0 composto a ser reduzido foi
dissolvido em certa quantidade de THF, seco sob refluxo, e adicionado ao baldo da
reacdo. Por fim, cuidadosamente, o banho de gelo foi retirado e a reacdo prosseguiu

por 17 horas em refluxo sendo monitorada de duas em duas horas por (CCD). Ao final
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do processo reacional, o refluxo foi desligado e o sistema da reacdo resfriou

naturalmente.

Depois de resfriar, foi realizada uma filtracdo simples para separacdo do
residuo de hidreto que foi neutralizado com etanol. O solvente da reacgdo foi
rotaevaporado e o produto ressuspenso em 125 ml de agua. Novamente foi realizada
somente uma extracdo do tipo acido-base, devido as caracteristicas quimicas do
produto esperado para a reacdo. Ao termino do processo, obteve-se 18 mg de um
sélido cristalino que foi submetido a um teste de pureza por (CCD) e apresentou um Rf:
0,65 em (CH,Cl./MeOH 93:7, v/v). Posteriormente a espectroscopia de RMN de 'H e
13C, uni e bidimensionais, comprovou a formacédo do produto desejado. Dois dados
importantes no experimento de RMN de 'H e '*C desacoplado para essa estrutura
foram: o desaparecimento do sinal da carbonila em & 171,0 ppm no espectro de *C e o
aparecimento de um sinal na regido de d 24,0 ppm. Também o espectro de RMN de **C
apontou o deslocamento do sinal de (C-13) que passou de & 63,9 para 6 66,4 ppm. O
espectro de RMN de **C bidimensional, DEPT 135°, apresentou um novo sinal de CH,
na regido de deslocamento & 24,0 ppm. As Figuras 63-65 (pag. 129-131) apresentam

os espectros de RMN de *H e **C uni e bidimensionais obtidos para o composto (55).
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5.3.8.1 Espectro de RMN de 'H unidimensional do alcaloide 13-a-hidroxisparteina
sintética (55)
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Figura 63. Espectro de RMN de *H unidimensional do composto 13-a-hidroxisparteina
(55) apods reducao de 13-a-hidroxilupanina sintética (14), com LiAlIH4 obtido em CDCl3 a
400,13 MHz e 25 °C.
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5.3.8.2 Espectro de RMN de **C unidimensional do alcaloide 13-a-hidroxisparteina
sintética (55)
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Figura 64. Espectro de RMN de **C unidimensional do composto 13-a-hidroxisparteina
(55) apods reducao de 13-a-hidroxilupanina sintética (14), com LiAlIH4 obtido em CDCl3 a
400,13 MHz e 25 °C. Em (A) expans&o do espectro de RMN de *3C unidimensional do
composto 13-a-hidroxisparteina sintética (55), regido de deslocamento quimico entre (6
22,0 ppm e & 78,0 ppm).
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Figura 65. Espectro de RMN de *C, bidimensional, DEPT 135°, do composto 13-o-
hidroxisparteina sintética (55) obtido em CDCls.
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5.3.9 Andlise dos Dados de RMN de *H e *C Uni e Bidimensionais dos Alcaloides

Isolados e Identificados da Espécie de W. douradina Sit. Hil.

5.3.9.1 Dados de RMN de *H unidimensional do Alcaloide Waltheriona-A (43)

O composto Walteriona A foi obtido da fracdo etérea basica da casca das raizes
da espécie W. douradinha Sit. Hil. diretamente por CCDP, em sistema de solvente que
proporcionou uma excelente separacdo das substancias, (CHCI;:MeOH, 92:8). Para
melhorar o Rf nos pontos de aplicacdo das amostras, foi utilizado 25 gotas de NH,OH

para cada 100 ml do sistema.

(43) apresenta-se como um sdlido amorfo branco com Rf = 0,55 (CHCl3:MeOH
(97:3 viv) + 3 gotas de NH,OH para cada 10 ml de eluente), e Pf = 204,4 - 205,6 °C.
(literatura™">"*"> 206,9 - 207,2 °C).

O espectro de RMN de 'H do alcaloide (43) identificado como Walteriona-A,
apresenta uma regido de hidrogénios aromaticos e metilénicos entre & 6,31 e 7,83 ppm,
exceto pela presenca de um hidrogénio metinico em & 6,5 ppm (1H, d, J = 6,0 Hz, H13).
A outra regido corresponde aos hidrogénios metilicos e fica entre & 1,5 e 2,8 ppm.
Nesta, é possivel verificar, no deslocamento quimico de & 2,6 ppm (3H, s, H20), a

metila ligada em C-2. Os hidrogénios metilénicos H-11 e H-12 foram atribuidos no
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espectro e aparecem como 4 multipletos de dificil observacdo por serem
diasterotépicos. No centro do espectro, ainda é possivel verificar dois singletos de alta
intensidade, com deslocamentos quimicos de & 3,85 e 4,0 ppm, que representam 0s
hidrogénios das metoxilas. No sinal 6 4,7 ppm, observa-se (1H, d, J = 6,0 Hz, H10). N&o
foi possivel observar o hidrogénio da hidroxila, porém, o espectro mostrou um sinal
alargado de baixa intensidade em & 10,42 ppm correspondendo ao (N-H), Figura 66.
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Figura 66. Espectro de RMN de 'H unidimensional de Walteriona-A (43), obtido em
CDCl; & 400,13 MHz, 25 °C. Em (a) - Espectro de RMN de 'H de Walteriona-A,

expanséao da regido entre 6 6,20 a 7,80 ppm.
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5.3.9.2 Dados de RMN de !H bidimensional, COSY !H-'H, do Alcaloide
Waltheriona-A (43)

O objetivo do espectro de RMN COSY 'H-'H para o composto (43) foi
determinar a conectividade correta entre os hidrogénios da molécula. O experimento foi
obtido em CDCI3; e possibilitou a identificacdo de trés sistemas de spins mostrando,
principalmente, as correlagdes entre os quatro hidrogénios aromaticos, que absorvem
em: & 7,23 (1H, d, J = 8,1 Hz, H16); & 6,9 (1H, dd, H17); d 6,7 (1H, dd, H19) e & 6,32
(1H, d, J = 6,4 Hz, H19). Observando o sistema de spins e os valores de J-resolvido,
nota-se que esses hidrogénios estdo em posic¢des vicinais, comprovando que esse anel
€ O-substituido, representando a fenila lateral. O segundo sistema de spins € isolado e
mostra a correlacdo entre os outros dois hidrogénios aromaticos, em posi¢cao orto. Esse
sistema corresponte ao grupamento benzénico da quinolona e os deslocamentos
apontados para esses hidrogénios sao os seguintes: & 7,7 (1H,d, J =7,6 Hz, H8) e &
7.8 (1H, d, J = 1,2 Hz, H7). O terceiro sistema pertence aos hidrogénios alifaticos e
consegue-se verificar os acoplamentos entre H-13 e H-12 e também entre H-10 e H-11,
0s quais também estdo indicados no espectro de correlacdo *H-'H COSY, Figura 67
(pag. 135).
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Figura 67. Espectro de RMN de correlacdo, COSY 'H — 'H de Walteriona-A (43), obtido
em CDCl3; a 400,13 MHz, 25 °C.

5.3.9.2.1 Dados de RMN de 'H-'H bidimensional, COSY, do Alcaloide Waltheriona-

A (43), expanséao daregido de deslocamento quimico entre & 6,20 a 7,80

A expansdo da regido entre 5 6,20 a 7,80 ppm do espectro de RMN 2D, *H — *H
COSY, de Walteriona-A em CDCI3;, mostra mais claramente a correlacdo entre os

hidrogénios dos dois sistema de spins aromaticos referidos, Figura 68 (pag. 136)
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Figura 68. Espectro de RMN de correlacdo, COSY 'H — 'H de Walteriona-A (43), obtido
em CDCIl3z a 400,13 MHz, 25 °C, expanséao da regido entre 6 6,20 a 7,80 ppm, sistema

aromatico.

5.3.9.3 Dados de RMN de **C unidimensional do Alcaloide Waltheriona-A (43)

Com auxilio de dados da Literatura**"®"*" foi possivel atribuir os sinais de
RMN 3C para a estrutura (43). Para o espectro de carbono desse composto foram
obeservados vinte e dois sinais na regido que compreende os deslocamentos quimicos
entre d 14,041 - 174,88 ppm.

Através da estrutura ja proposta para o composto em quetdo, observa-se que

7

este é constituido por: 10 carbonos nao hidrogenados, 8 carbonos metinicos, 2
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carbonos metilénicos e 3 metilicos. Os carbonos metinicos C-13, C-9 e C-10, ambos
ligados a oxigénio, aparecem, respectivamente, nas regides de deslocamento quimico

0 76,68, 78,12 e 80,33 ppm. Essa regido é caracteristica de ligacdo do tipo (C-0).

Outros dados que corroboram na eleucidacao da estrutura, é a presenca de um
sinal de baixa intensidade em & 174,89 ppm correspondente a um carbono de
carbonila. Também, os sinais dos dois carbonos metilénicos sdo observados em 6 141,
7 ppm (C-2) e em & 139,302 ppm (C-3). A presenca das duas metoxilas na molécula
(43) é comprovada por dois sinais nas posicoes 6 55.58 e 60,82 ppm. Os trés carbonos
metilicos s&o representados por dois picos de menor intensidade em & 22,28 ppm (C-
11); & 34,14 ppm (C-12) e um sinal de intensidade maior na regido de d 14,04 ppm (C-
20).

Outro ponto importante no espectro de RMN *3C, para a elucidacdo estrutural
de (43) sdo os sinais dos carbonos aromaticos. Um destes e bem caracteristico, ocorre
em O 156,34 ppm correspondente a (Car-15) indicando que esse carbono esta ligado a
um heteroatomo, oxigénio da metoxila. Os outros carbonos aromaticos também foram
atribuidos no espectro de RMN °C e estdo distribuidos na regido entre & 111,01 e
141,37 ppm, Figura 69 (pag. 138).
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Figura 69. Espectro de RMN de **C unidimensional de Walteriona-A (43), obtido em
CDCl3 & 100,32 MHz, 25 °C.
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5.3.10 Dados de RMN de *H unidimensional do Alcaloide Waltheriona-B (44)

(44)

O composto Walteriona B foi obtido da fracéo etérea basica da casca das raizes
da espécie W. douradinha Sit. Hil. diretamente por CCDP, em sistema de solvente e

condicdes idénticas aos do composto (43), descrito anteriormente.

(44) apresenta-se como um solido amorfo branco com Rf = 0,65 em
(CHCI3:MeOH (97:3 viv) + 3 gotas de NH,OH para cada 10ml de eluente), e Pf = 206,1
- 207,7 °C. (literatura*"*"*7> 207 °C).

No espectro de RMN de 'H unidimensional de Walteriona-B pode-se atribuir
todos os hidrogénios da estrutura, com excessao do hidrogénio do alcool (CO-H) que
nao apareceu no espectro. Isso pode ter ocorrido devido a amostra (44) ter sido isolada
em menor quantidade que (43), estando assim, mais diluida durante a analise,
juntamente com o proprio efeito do solvente utilizado para o experimento, CDCl;. Neste
espectro ndo houve o desdobramento do hidrogénio atribuido como H-10. Este aparece
como um sinal alargado em & 4,82 ppm. As metoxilas também sdo mostradas como
dois singletos nas regides & 3,7 e ® 2,5 ppm. A metila apresenta-se como um singleto
em & 1,52 ppm cuja integracdo mostra a presenc¢a de 3 hidrogénios. Os protons H-11 e
H-12 sdo diasterotOpicos e aprecem na regido entre & 2,34 e 1,75 ppm como um
conjunto de multipletos. H-13 absorve em & 6,6 ppm como: (1H, d, J = 7,2 Hz, H13).
Também observa-se um conjunto de sinais entre & 6,83 e 7,5 ppm representando 0s
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hidrogénios aromaticos. Por fim, H-1 € mostrado como um singleto alargado em & 10,43

ppm, Figura 70.
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Figura 70. Espectro de RMN de 'H unidimensional de Walteriona-B (44), obtido em
CDCl; & 400,13 MHz, 25 °C.

5.3.10.1 Dados de RMN de 'H bidimensional, COSY !H-'H, do Alcaloide
Waltheriona-B (44)

Com o espectro de RMN COSY *H-'H do composto (44) foi possivel determinar

a conectividade correta entre os hidrogénios da estrutura através da observagdo dos
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acoplamentos dos mesmos. Da mesma forma que para o composto identificado como
(43), este experimento foi obtido em CDCI; e possibilitou a identificacdo de trés
sistemas de spins que demonstra as correlacdes entre os quatro hidrogénios
arométicos em posi¢bes vicinais da fenila lateral, cuja o anel é orto substituido. O
segundo sistema de spins € isolado e mostra a correlagdo entre 0s outros dois
hidrogénios arométicos, também em posicdo orto. Esse sistema corresponte ao
grupamento benzénico da quinolona e os deslocamentos apontados para esses
hidrogénios séo os seguintes: & 7,6 (1H, d, J=7,1 Hz, H8) e 6 7.7 (1H, d, J = 1,4 Hz,
H7). O terceiro sistema de spins que representa os hidrogénios alifaticos da estrutura
possibilita verificar os acoplamentos entre H-13 e H-12 e também entre H-10 e H-11, os
quais também estéo indicados no espectro de correlacdo *H — *H COSY, Figura 71.
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Figura 71. Espectro de RMN de correlacdo, COSY 'H-'H, de Walteriona-B (44), obtido
em CDCI3 a 400,13 MHz, 25 °C.
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5.3.10.1.1 Dados de RMN de !H bidimensional, COSY !H-'H, do Alcaloide

Waltheriona-B (44), expanséo daregido de deslocamento quimico entre & 2,0 a 8,5
ppm

A expansdo da regido & 2,0 a 8,5 ppm do espectro de RMN 2D, 'H — 'H COSY,
de Walteriona-B, em CDClI3;, mostra mais claremente a correlacdo entre os hidrogénios
dos dois sistema de spins aromaticos referido, Figura 72.
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Figura 72. Espectro de RMN de correlacdo, COSY 'H — 'H, de Walteriona-B (44),
obtido em CDCl3; em 400,13 MHz, 25 °C, expanséo da regido entre & 2,0 a 8,5 ppm.
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5.3.10.2 Dados de RMN de **C unidimensional do Alcaloide Waltheriona-B (44)

De acordo com a literatura™">"*" Waletriona-A (43) e Walteriona-B (44) sdo
dois diasteroisbmeros. As duas moléculas possuem apenas uma alteracdo da
conformacao da ponte etérea em C-10 e C-13. Como ja observado em outros estudos
realizados no grupo de pesquisa do professor Ademir Morel*, a solubilidade de (44) é
levemente menor que (43) em CDCls. Observando o espectro de RMN de **C no
mesmo solvente (CDCIs), nota-se uma grande semelhancga entre os resultados obtidos
para Walteriona-B e Walteriona-A, exceto por uma pequena mudanga nos
deslocamentos quimicos dos carbonos de (44) quando comparados com (43). O estudo
de RMN de *C e 'H foi realizado com o mesmo solvente para ambos 0s compostos,

permitindo assim essa comparagao.'* "3’

Comecando pelo carbono nédo hidrogenado de baixa intensidade em & 173,02
ppm, C=0 de (44), obserava-se um deslocamento um pouco menor que para 0 mesmo
carbono em (43), & 174,89 ppm. Uma segunda observacao interessante de destacar &
com relacdo aos deslocamentos quimicos dos atomos de carbonos C-10 e C-13. Para
(44) obteve-se os seguintes resultados: & 73,56 (C-13), e & 82,26 (C-10), enquanto que
para (43) foi obtido: & 76,68 (C-13), e & 80,33 (C-10) ppm. Esses dados corroboram na
confirmacdo de que ha uma diferenca de configuracdo entre as duas moléculas,
principalmente quando se observa os dados de C-13 e C-10. Todos os resultados foram

14737475 9 que auxilio muito na identificacdo e na

comparados com a literatura
diferenciacdo entre esses compostos. Comparacdes por CCD e HPLC também
possibilitaram chegar a uma conclusdo mais consistente sobre essas duas substancias,

Figura 73 (pag. 144).
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Figura 73. Espectro de RMN de **C unidimensional de Walteriona-B (44), obtido em
CDCl3 & 100,32 MHz, 25 °C.
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5.3.11 Obtencdo e dados de RMN de 'H e **C unidimensional do alcaloide
Antidesmona (56)

5.3.11.1 Dados de RMN de *H e unidimensional do alcaloide Antidesmona (56)

O alcaloide Antidesmona foi obtido da fracdo etérea basica da casca das raizes
da espécie W. douradinha Sit Hil diretamente por CCDP, nas mesmas condicfes que as
subatancias ja descritas, (43) e (44). Esta apresenta-se como um 0leo amarelo escuro
Rf = 0,35 (CHCI3:MeOH (98:2 v/v) + 3 gotas de NH,OH para cada 10ml de eluente).

O espectro de RMN de 'H do composto (56) mostra quatro sinais de alta
intensidade sendo trés singletos e um multipleto ndo desdobrado. Os singletos
possuem integracdo para trés hidrogénios cada. Através de seus deslocamentos
guimicos foi possivel identificar o sinal das duas metilas, & 2,54 ppm (CHs, H-17) e &
0,87 ppm (CHgs, H-16). A metoxila aparece em & 3,92 ppm (OCHz). Um multipleto nédo
desdobrado na regido entre & 1,2 e 1,45 ppm € correspondente aos hidrogénios
metilicos dos CH, da cadeia carbbnica saturada ligada a C-5. H-5 aparece como um
multipleto em & 3,26 ppm. Todos os dados foram comparados aos da literatura®*"*"*"
possibilitando a correta identificagdo da estruta (56) como sendo o alcaloide Antidesma,

Figura 74 (pag. 146).
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Figura 74. Espectro de RMN de *H unidimensional do alcaloide Antidesmona (56),
obtido em CDCI; a 400,13 MHz, 25 °C.

5.3.11.2 Dados de RMN de *3C unidimensional do Alcaloide Antidesmona (56)

A anélise dos resultados de RMN de **C e comparacdo com a literatura** """

possibilitou a elucidacao estrutural do composto (56) e identificacdo do mesmo como
sendo o alcaloide Antidesmona. O espectro de carbono dessa substancia apresenta
duas caracteristicas bem distintas. A primeira corresponde a um grupo de sinais de
maior intensidade entre 6 14,0 e 32,3 ppm. Desses sinais é possivel a identificacdo da
metila alquilica em C-16, com um deslocamento quimico de & 14,03 ppm e da metila
ligada a C-2 metilénico, (CH; — 17) em d 14,61ppm.
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Os outros picos dessa regido representam os CH, metilicos C-6, C-7 e C-9 a C-
15. Em & 59,43 ppm observa-se o sinal da metoxila. A segunda regiao, em campo mais
baixo, mostra sinais menos intensos e estes sao pertencentes aos carbonos metilénicos

e carbonilicos da estrutura.

Os picos com deslocamento 6 132,13 e 139,01ppm correspondem a C-8’ e C-4’
respectivamente. Os sinais observados em & 138,4 e 147,7 ppm sao dos respectivos
carbonos metilénicos C-2 e C-3. Por fim, C-4 e C-8 aparecem como sinais de menor
intensidade no deslocamento quimico & 173,24 (C2) e 194,77 ppm (C3), Figura 75.

=

194,768
173.239
147 676
139.066
138.377
77.318
Je.aua
TE.B81
59,429
32.276

31844
30682
30.383
28 639
28 565
28 266

28.482
24515
22.627
14607
14.031

e qaz134

\-\\_

OMe
16

18-OMe I 17-Me

200 175 150 125 100 78 50 25 ]
ppm {t1)

Figura 75. Espectro de RMN de **C unidimensional do alcaloide Antidesmona (56),
obtido em CDCI3 a 100,32 MHz, 25 °C.
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5.3.12 Obtencdo e dados de RMN de 'H e **C uni e bidimensional do alcaloide
AdoutinaY¥Y’ (57)

5.3.12.1 Dados de RMN de *H unidimensional do alcaloide AdoutinaY’ (57)

AdoutinaY’ apresenta-se como um solido amorfo branco com Rf = 0,52
(CHCI3:MeOH (97:3 v/v) + 3 gotas de NH;,OH para cada 10ml de eluente), e Pf=284,5
- 285,1 °C. (literatura*"*"*"> 289 - 290 °C).

O espectro de RMN 'H de AdoutinaY’ permitiu identificar o aminoacido
isoleucina como pertencente ao anel ciclopeptidico desse composto. Essa unidade foi
confirmada observando o deslocamento quimico em & 0,48 ppm gque ocorre como (3H,
d, J = 6,8 Hz, H-33). Esse grupamento metila aparece como um dubleto indicando o
acoplamento com o hidrogénio metinico H-30, expansdo entre & 0,24 e 4,80 ppm,
Figura 78 (pag. 151). Um tripleto em & 0,61 ppm com J = 7,2 Hz, indica a metila 32 que
acopla com os prétons diasterotopicos H-31a e H-31b. Também € possivel observar os
sinais das metilas de B-hidroxiaminoacidos que aparecem como dois dubletos nos
deslocamentos quimicos 6 0,83 ppm (3H, d, J = 6,8 Hz, H-19) e 6 1,12 ppm (3H, d, J =
7,2 Hz, H-18). Os picos correspondentes aos hidrogénios aromaticos da unidade p-
estirilamina e do amino&cido terminal apresentam deslocamentos quimicos entre & 6,90
e 7,50 ppm, melhor observado na expanséo entre & 6,10 e 7,60 ppm, Figura 77 (pag.
150). O préton H-7 (6 3,75 ppm) aparece como um duplo dubleto porque acopla com H-
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30 metinico com um J = 5,6 Hz e H-6 (N-H) amidico a longa distancia com J = 7,0 Hz,
fator que comprova a posicdo da isoleucina. Esses acoplamentos podem ser
observados no espectro de RMN 2D, COSY 'H-'H, Figura 79 (pag. 152). O
acoplamento com H-9 amidico é melhor visualizado na expanséo entre & 3,50 e 7,70
ppm, Figura 80 (pag. 153). As expansdes entre 6 0,3 e 2,55 ppm e entre 8 3,50 e 7,70
ppm das pag. 153 e 154, respectivamente, permitem uma observacdo bastante
detalhada e precisa dessas correlagcdes, bem como das relagcdes dos hidrogénios
aromaticos. Os sinais dos hidrogénios metinicos H-10 e H-11 da unidade estirilamina,
aparecem nas regides 6 6,37 ppm (1H, d, J = 7,2 Hz, H-11) e 6,47 ppm (1H,d, J=7,6
Hz, H-10). O hidrogénio amidico NH-20 em & 7,49 ppm apresenta-se como: 1H, d, J =
8,0 Hz. O fato deste aparecer como um dubleto permite observar sua correlagédo com H-
4. A Figura 76 apresenta o espectro de RMN de *H do composto AdoutinaY’.

Figura 76. Espectro de RMN de *H unidimensional do alcaloide AdoutinaY’ (57), obtido
em mistura de CDCl3; e DMSO-dg (4:1 v/v) & 400,13 MHz, 25 °C.



150

5.3.12.1.1 Dados de RMN de 'H unidimensional do alcaloide AdoutinaY’ (57),

expansao da regido de deslocamento quimico entre & 6,10 a 7,60 ppm

'—'—\:I\:I\:I\:I\:I\:I\:ICICJQCI'__J
P - - = P~ P~ I~ - D D o

N

H- aromaticos

0.386

e G368

7.400
7.201
2
7.260

T 7480

o]
g
|

7.50 7.25 7.00 B.T5 6.50
pem {t1)

Figura 77. Espectro de RMN de *H unidimensional do alcaloide AdoutinaY’ (57), obtido
em mistura de CDCl; e DMSO-ds (4:1 v/v) a 400,13 MHz, 25 °C, expansao entre & 6,10
e 7,60 ppm.
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5.3.12.1.2 Dados de RMN de 'H unidimensional do alcaloide AdoutinaY’ (57),
expansao da regido de deslocamento quimico entre & 0,24 a 4,80 ppm
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Figura 78. Espectro de RMN de *H unidimensional do alcaloide AdoutinaY’ (57), obtido
em mistura de CDCl; e DMSO-ds (4:1 v/v) a 400,13 MHz, 25 °C, expansao entre & 0,24

e 4,80 ppm.
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5.3.12.2 Dados de RMN de 'H bidimensional, COSY !H-!H, do alcaloide AdoutinaY’
(57)
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Figura 79. Espectro de RMN de *H bidimensional, COSY *H-'H, do alcaloide
AdoutinaY’ (57), obtido em mistura de CDCl;e DMSO-ds (4:1 v/v) a 400,13 MHz, 25 °C.
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5.3.12.2.1 Dados de RMN de 'H bidimensional, COSY *H-'H, do alcaloide
AdoutinaY’ (57), expanséo entre 0,3 e 2,55 ppm
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Figura 80. Espectro de RMN de *H bidimensional, COSY *H-'H, do alcaloide
AdoutinaY’ (57), obtido em mistura de CDClz e DMSO-ds (4:1 v/v) a 400,13 MHz, 25 °C,

expanséo entre 0,3 e 2,55 ppm.
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5.3.12.2.2 Dados de RMN de bidimensional, COSY *H-'H, do alcaloide AdoutinaY’

(57), expanséo entre 3,50 e 7,70 ppm
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Figura 81. Espectro de RMN de *H bidimensional, COSY *H-'H, do alcaloide
AdoutinaY’ (57), obtido em mistura de CDCl; e DMSO-ds (4:1 v/v) a 400,13 MHz, 25 °C

expansao entre 3,50 e 7,70 ppm.
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5.3.12.3 Dados de RMN de **C unidimensional do alcaloide AdoutinaY’ (57)

Os espectros de RMN *3C e 'H da estrutura (57), Adoutina-Y’, foram obtidos em
mistura (4:1 v/v) de CDCl; e DMSO-ds. Houve a necessidade da mistura desses dois
solventes devido o composto apresentar uma baixa solubilidade em CDCI3 e ser obtido
em pequena quantidade. Para o espectro de carbono desse composto foram
observados trinta e dois sinais na regido que compreende os deslocamentos quimicos
entre & 11,03 e 172,70 ppm. Através da estrutura ja proposta e comparacdo com a

literatural®">747®

, pode-se atribuir a mioria dos carbonos para da molécula em estudo.
Comecando a atribuicdo dos sinais, sdo observados trés picos caracteristicos de
carbonila de amida. Respectivamente, estes indicam em: & 172,70 ppm (C-21), &
172,10 ppm (C-5) e & 168,23 ppm (C-8). Outros dados que corroboram na eleucidacao
da estrutura, é a presenca de um sinal de baixa intensidade em & 136,18 ppm
correspondente ao Car-24. Ca-1 aparece como um sinal de maior intensidade em &
155.94 ppm. Este deslocamento é bem caraceristico de carbono aromatico ligado a
heterodtomo, neste caso, oxigénio. Sinais nessa regido sdo também observados em
fenilas laterais orto-substituidas por metoxila nos alcaloides quinolénicos. Os carbonos
C-10 e C-11, metilénicos, também merecem destaque, pois 0s mesmos absorvem em &
111,16 ppm (C-11) e & 118,01 ppm (C-10). C-3, no deslocamento quimico de & 81,22

ppm também € outra caracteristica no nucleo ciclopeptidico desses alcaloides. Os
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carbonos C-4 e C-7, ambos ligados a heterodtomo, nitrogénio de aminda do tipo (R-
C(O)-NH-R), tém seus sinais absorvendo em & 58,82 ppm para (C-4) e d 55,27 ppm
para (C-7). As metilas 28 e 29 aparecem como um unico sinal em & 41,89 ppm. Esse
deslocamento em campo mais baixo é um forte indicativo que as mesmas estao ligadas
a atomos diferentes de carbono, mais especificamente, para este caso, nitrogénio. As
outras quatro metilas C-18, C-19, C-32 e C-33, todas ligadas a carbonos metinicos
aparecem em campo mais alto com as seguintes regides de absorcédo: 6 20,07 ppm, C-
18; 6 14,52 ppm, C-19; 6 11,03 ppm, C-32 e 6 15,15 ppm, C-33.
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Figura 82. Espectro de RMN de *C unidimensional do alcaloide AdoutinaY’ (57), obtido
em mistura de CDCl3; e DMSO-ds (4:1 v/v) a 100,32 MHz, 25 °C.
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5.3.13 Obtencdo e dados de RMN de 'H e *C unidimensional e bidimensionais do
alcaloide Waltherina-A (58)

5.3.13.1 Dados de RMN de *H unidimensional do alcaloide Waltherina-A (58)

25

(58) foi isolado como um sélido amorfo branco com Rf = 0,55 (CHCI3:MeOH
93:7 viv), e Pf = 235,1 °C (literatura*">"*"> 234,3 - 234,6 °C).

A andlise do espectro de RMN *H unidimensional, Figura 83 (pag. 159), de
Waltherina-A permitiu identificar a unidade B-hidroxileucina. Esta unidade foi confirmada
pelos deslocamentos quimicos das metilas 18 e 19 do grupo isopropila em & 1,23 ppm
gue ocorre como: 3H, d, J = 6,8 Hz, H-18/19. Essas metilas aparecem como dubletos

pelo acoplamento com o hidrogénio metinico H-17.

Também foi possivel identificar o aminoacido basico terminal em que esta
presente o H-22 com deslocamento quimico de & 2,65 ppm como 1H, d, J = 6,8 Hz, H-
22. O préton (H-22) faz correlacdo com os hidrogénios diasterotépicos H-23 (& 1,51
ppm) e H-23 (& 1,34 ppm). Os H-23 e H-23’ também acoplam com H-24 que faz relacao
com H-25 (6 0,93 ppm) e H-26 (5 0,89 ppm).
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Os prétons metilénicos H-29 (& 3,0 ppm) e H-29' (& 2,9 ppm) pertencentes a
unidade B-fenilalanina possuem acoplamento com o hidrogénio H-7 (& 4,47 ppm) a-
carbonilico que possui correlagcdo com H-6 amidico, & 6,1ppm, que apresenta-se como
(1H, d, J = 7,6 Hz). Esses acoplamentos podem ser observados no espectro de RMN
de 'H, 2D, COSY *H - 'H, Figua 86 (pag. 162).

Os sinais dos hidrogénios metinicos H-10 e H-11, aparecem nas regides 6 6,4
ppm como (1H, d, J = 7,6 Hz, H-10) e 6,2 ppm como (1H, d, J =10 Hz, H-11).

O hidrogénio amidico NH-20 apresenta deslocamento de & 7,7 ppm. O fato
deste aparecer como um dubleto ndo desdobrado, neste experimento, permite observar

sua correlagdo com H-4 em & 4,39 ppm.

As expansfes das Figuras 84 e 85 (pag. 160 e 161, respectivamente) permitem
observar com maior clareza as multiplicidades obtidas pela analise de RMN 'H do

composto identificado como Waltherina-A.
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Figura 83. Espectro de RMN de *H unidimensional do alcaloide Waltherina-A (58),
obtido em CDClza 400,13 MHz e 25 °C.
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5.3.13.1.1 Dados de RMN de 'H unidimensional do alcaloide Waltherina-A (58),

expansao da regido de deslocamento quimico entre & 6,10 a 7,80 ppm
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Figura 84. Espectro de RMN de *H unidimensional do alcaloide Waltherina-A (58),
obtido em CDCl3a 400,13 MHz e 25 °C, expanséo entre 6,10 e 7,80 ppm.
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5.3.13.1.2 Dados de RMN de 'H unidimensional do alcaloide Waltherina-A (58),

expansao da regido de deslocamento quimico entre 8 0,50 a 5,0 ppm
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Figura 85. Espectro de RMN de 'H unidimensional do alcaloide Waltherina-A (58),

obtido em CDCl3a 400,13 MHz e 25 °C, expanséo entre 0,50 e 5,0 ppm.
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5.3.13.2 Dados de RMN de bidimensional, COSY H-H, do alcaloide Waltherina-A
(58)

H-aromaticos

ppm {t2)

Figura 86. Espectro de RMN de *H bidimensional, COSY *H-'H, do alcaloide
Waltherina-A (58), obtido em CDCI3; a 400,13 MHz, 25 °C.
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5.3.13.3 Dados de RMN de **C unidimensional do alcaloide Waltherina-A (58)

25

Da mesma forma que para o alcaloide identificado como Adoutina-Y’, os
espectros de RMN *C e 'H foram de fundamental importancia na elucidacdo da
estrutura e identificacdo do composto (58) como sendo Waltherina-A. Os espectros

desta substancia foram obtidos em CDCls.

A anélise do espectro de RMN **C unidimensional, Figura 87 (pag. 164) de
Waltherina-A possibilitou a observacao de vinte e sete sinais na regido que compreende
os deslocamentos quimicos entre & 15,02 e 171,53 ppm. Através da estrutura ja

proposta e comparacdo com a literatura'*”*"4"

pode-se atribuir a maior parte dos
carbonos para o composto em relacionado. Comecando a atribuicdo dos sinais,
observamos trés picos caracteristicos de carbonila de amida, sendo dois deles muito
préximos, dando uma falsa impressdo de um singleto. Respectivamente, os sinais
foram atribuidos com os seguintes deslocamentos: & 171,53 ppm (C-21), 6 171,36 ppm
(C-5), 6 167,80 ppm (C-8). Outros dados relevantes na elucidagdo da estrutura, € a
presenca de um sinal de baixa intensidade em d 136,0 ppm de Ca-30. O Car-1 aparece
menor intensidade no deslocamento & 156,02 ppm, deslocamento caracteristico de
carbono aroméatico ligado a heterodtomo, oxigénio. Os carbonos C-10 e C-11

metilénicos merecem destaque. Os mesmos absorvem na regido de 6 130,1 ppm (C-11)
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e 6 131,56 ppm (C-10). (C-3) é apresentado como um sinal de baixa intensidade em &
81,76 ppm, outra particularidade do nucleo ciclopeptidico desses alcaloides. Os
carbonos C-4 e C-7, ambos ligados a heteroatomo, nitrogénio amidico do tipo (R-C(O)-
NH-R), tém seus sinais absorvidos em & 54,91 ppm para (C-4) e & 54,21 ppm para (C-
7). As metilas 27 e 28 aparecem nas regides de & 41,9 ppm e & 41,8 ppm,
respectivamente. Esse sinal em campo mais baixo demonstra que ambas estéo ligadas
a atomos diferentes de carbono, mais especificamente, nitrogénio. As metilas C-18, C-
19, C-25 e C-26, todas ligadas a carbonos metinicos absorvem em campo mais alto
com os deslocamentos que variam do seguinte modo: & 20,4 ppm, C-18; & 15,02 ppm,
C-19; & 23,05 ppm, C-25 e & 22,25 ppm, C-26. Os carbonos do sitema aromatico
aparecem entre 6 122.98 e 128,85 ppm.

N
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131.453
130.000
128.850
128 651
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122.983
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o
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22,281
20.351
15.023
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Q[

31,31"

32,32'
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Figura 87. Espectro de RMN de **C unidimensional do alcaloide Waltherina-A (58),
obtido em CDClsa 100,32 MHz, 25 °C.



165

5.3.14 Obtenc&o e dados de RMN de 'H e **C uni e bidimensionais do alcaloide
Waltherina-C (59)

5.3.14.1 Dados de RMN de *H unidimensional do alcaloide Waltherina-C (59)

O alcaloide (59) foi isolado como um sdlido amorfo branco com Rf = 0,60 em
sistema eluente (CHCI3:MeOH (93:7 v/v) + 3 gotas de NH,OH para 10 ml de solvente),

e Pf = decomposicdo em 250 °C.

A andlise do espectro de RMN *H unidimensional, Figura 88 (pag. 166), de
Waltherina-C, permitiu confirmar a presenca da unidade triptofanica como pertencente
ao macrociclo de quatorze membros deste alcaloide ciclopeptidico. Esta unidade foi
evidenciada através da observacdo de um sinal com deslocamento quimico de & 9,43
ppm, cuja integracdo indica um proéton, possibilitando identificar este como o hidrogénio
inddlico, H-26.

O proton metinico H-3 da unidade B-hidroxileucina absorve como um duplo

dubleto em & 4,80 ppm. Esse desdobramento do sinal é devido ao acoplamento de H-3
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com H-17 e H-4. Os respectivos valores de J resolvido para essa correlagéo é: Jz17,=1,5
Hz e J;4=8,2 Hz. O H-4 também aparece como um duplo dubleto pelo acoplamento
com H-3 e NH-20. O deslocamento quimico de H-4 é & 4,4 ppm e seus valores para J
resolvido sdo: J43=8,2 Hz e J420=9,1 Hz. O presente espectro ainda possibilitou a
atribuicéo dos sinais de H-17 metinico e H-18 e H-19, metilicos, na regido de absorcdo
de alta frequéncia entre & 0,88 e 1,26 ppm. Os picos compreendidos entre 6 6,9 e 7,4

ppm, sdo correspondentes aos protons da unidade triptofano e do sistema aromético da
113,114,115

unidade p-estirilamina.
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Figura 88. Espectro de RMN de *H unidimensional do alcaloide Waltherina-C (59),
obtido em mistura de CDCl; e DMSO-d¢ (4:1 v/v) a 400,13 MHz, 25 °C, A — expanséao
da regido de deslocamento quimico entre & 6,20 - 10,0 ppm, B — expansao da regido
entre 6 0,60 - 5,0 ppm.
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5.3.14.2 Dados de RMN de H bidimensional, COSY H-H, do alcaloide Waltherina-
C (59)

Através da anélise do espectro de RMN de 'H bidimensional, COSY *H-'H,
Figura 89 (pag. 168), de Waltherina-C, pbde-se visualizar com clareza as correlacbes
mencionadas para o espectro de préton desse mesmo composto. As expansdes deste

espectro, sdo mostradas como Figuras 90 e 91, respectivamente nas paginas 169 e

170.



168

10,9,6,11

22 23’23

= &=
s
i —_—
= T o
-
5 :iﬂ-!::' i
T i
[ - DO

500 &5 800 TH TOD 650 600 550 500 450 400 350 300 250 200 1.5 1.00

Figura 89. Espectro de RMN de *'H bidimensional, COSY 'H-'H, do alcaloide
Waltherina-C (59), obtido em mistura de CDCl; e DMSO-ds (4:1 v/v) a 400,13 MHz, 25
°C.
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5.3.14.2.1 Dados de RMN de 'H bidimensional, COSY 'H-'H, do alcaloide
Waltherina-C (59), expansao —regido entre 8 0,7 e 4,8 ppm
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Figura 90. Espectro de RMN de 'H bidimensional, COSY 'H-'H, do alcaloide
Waltherina-C (59), obtido em mistura de CDCl;e DMSO-d¢ (4:1 v/v) a 400,13 MHz, 25

°C, expansao da regiao entre 6 0,7 e 4,8 ppm.
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5.3.14.2.2 Dados de RMN de H bidimensional, COSY 'H-'H, do alcaloide

Waltherina-C (59), expansao —regido entre 8 3,6 e 7,5 ppm
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Figura 91. Espectro de RMN de 'H bidimensional, COSY 'H-'H, do alcaloide

Waltherina-C (59), obtido em mistura de CDCl;e DMSO-d¢ (4:1 v/v) a 400,13 MHz, 25

°C, expanséo da regido entre & 3,6 e 7,5 ppm.
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5.3.14.3 Dados de RMN de *3C unidimensional do alcaloide Waltherina-C (59)

15 16
14 13 12 11
o Q Ny
NH
8
AN—Z  °
6 35
(59)

A atribuicdo de sinais dos nucleos de carbono por RMN de 3C, foi realizado
através do experimento de RMN de carbono totalmente desacoplado. Assim, analise do
espectro de RMN **C unidimensional de Waltherina-C, Figura 92 (pag. 172), permitiu
identificar 29 sinais na regido de absorcdo entre & 14,5 - 171,6 ppm. Através da

113,114,115

estrutura ja proposta e comparacdo com a literatura , p6de-se atribuir a maior

parte dos carbonos para o composto (59).

Comecando a atribuicdo dos carbonos para (59), sdo observados trés sinais
caracteristicos de carbonila de amida, sendo dois deles muito proximos.
Respectivamente, os sinais foram atribuidos com os seguintes deslocamentos: & 171,6
ppm, (C-21); 6 170,9 ppm, (C-5) e 6 167,87 ppm, (C-8). Em & 155,9 ppm esté atribuido
(C-1). Os carbonos C-18 e C-19 metilicos absorvem, em & 14,5 e 19,9 ppm,
respectivamente. (C-3) apresenta um deslocamento quimico igual a & 81,6 ppm. Outra
caracteristica do nucleo ciclopeptidico, esta relacionado aos carbonos C-4 e C-7,
ambos ligados a heteroatomo, nitrogénio amidico do tipo (R-C(O)-NH-R). Esses tém
seus picos observados em & 54,91 ppm, (C-4) e 5 54,21 ppm, (C-7). Os sinais de **C

correspondentes ao sistema aromatico da unidade p-estirilamina e a unidade triptofano,
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juntamente com os carbonos metinicos, H-10 e H-11, estdo distribuidos na regido de

deslocamentos quimicos entre 8 111,0 e 136,1 ppm.
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Figura 92. Espectro de RMN de **C unidimensional do alcaloide Waltherina-C (59),
obtido em mistura de CDCl; e DMSO-ds (4:1 v/v) a 100,32 MHz, 25 °C.
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5.4 COMPARACAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO DOS EXTRATOS DE W.
Douradinha Sit. Hil. COLETADA NAS CIDADES DE SAO PEDRO DO SUL, CRUZ
ALTA, PALMEIRA DAS MISSOES E PASSO FUNDO OBTIDO EM HPLC

A Figura 93 (pag. 174) apresenta os cromatogramas do extrato de W.
douradinha, coletada na cidade S&o Pedro do Sul, obtidos nos comprimentos de onda
de A=220 nm (a); 240 nm (b) e 260 nm (c).

Observa-se, para este extrato alcaloidico, um pequeno numero de estruturas
guimicas em alta concentracdo. Alguns dos compostos isolados dessa planta estéo
identificados no cromatograma da pagina 174. Dos metabdlitos isolados e identificados,
as substancias Walteriona A e Walteriona B, diasteroisbmeros, apresentaram tempos
de retencdo muito préximos. Quando os dois compostos sdo eluidos separadamente,
observa-se uma pequena diferenca entre os mesmos, fato esse, que possibilita
diferencia-los em HPLC. O composto Walteriona A mostra-se sutiimente menos polar
gue Walteriona B.

O comprimento de onda em que as substancias sdo melhores visualizadas é
representado pelo cromatograma (c) da figura 93 em A=260 nm.
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Figura 93. Cromatogramas obtidos por HPLC do extrato de W. doradinha Sit. Hil. coleta
- Sao Pedro do Sul, em A=220 nm (a), 240 nm (b) e 260 nm (c).

O extrato basico da coleta realizada na cidade de Cruz Alta, Figura 94 (péag.
175), também foi analisado por HPLC e, dos quatro extratos avaliados, € o que contém
a maior variabilidade de estruturas, principalmente compostos menos polares,
possivelmente derivados quinoldnicos semelhantes a antidesmona. Esses compostos
também encontram-se em altas concentracdes, diferentemente do que acontece no
extrato de alcaloides de W. douradinha coleta de S&o Pedro do Sul. Os melhores
comprimentos de onda para observar os metabdlitos dessa coleta sdo: A=260 nm (a);
280 nm (b) e 300 nm (c). O comprimento de onda da figura (c) mostra o melhor
resultado para avaliar os compostos mais apolares. Em quanto, o conjunto inteiro de

substancias s&o melhores observadas no cromatograma (a).
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Figura 94. Cromatogramas obtidos por HPLC do extrato de W. doradinha Sit. Hil. coleta
— Cruz alta, em A=260 nm (a), 280 nm (b) e 300 nm (c).

A analise, por HPLC, do extrato de alcaloides obtido da coleta de Palmeira das
Missdes, Figura 95 (pag. 176), mostra a maior quantidade de compostos, porém, a
maioria destes em baixas concentracdes e com tempos de retensdo muito préximos,
fator que dificulta o isolamento de suas substancias. Nesse extrato, foi possivel
identificar os alcaloides Walterionas A e B, AdoutinaY’ e Antidesmona. O melhor

comprimento de onda para visualizar as substancias € A=280 nm, cromatograma (a).
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Figura 95. Cromatogramas obtidos por HPLC do extrato de W. doradinha Sit. Hil. coleta

— Palmeira das Missdes, em A=280 nm (a), 300 nm (b) e 320 nm (c).

O extrato da coleta realizada na cidade Passo Fundo, Figura 96 (pag. 177)

possui um grande numero de susbtancias, mas poucas delas em altas concentracfes e

com Tempos de Retencdo (Rt) que ndo permitem isola-las facilmente. Neste extrato,

nao foram identificado os compostos Walterina-A e AdoutinaY’. Walterionas A e B estéo

presentes,

mas Walteriona A em maior

concentracdo que Walteriona B. O

cromatograma (a) mostra a melhor representacdo da composicdo quimica nesse extrato

de alcaloides.
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Figura 96. Cromatogramas obtidos por HPLC do extrato de W. doradinha Sit. Hil. coleta

— Passo Fundo, em A=260 nm (a), 280 nm (b), 300 nm (c) e 320 nm (d).

A Figura 97 (pag. 178) mostra os cromatogramas (a-e) das substancias

isoladas e seus tempos de retencgéo.
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Figura 97. Cromatogramas obtidos por HPLC dos compostos isolados e identificados
da espécie W. doradinha Sit. Hil., coleta — Sdo Pedro do Sul, em A=320 nm, Walteriona
A (a), 320 nm, Walteriona B (b), 320 nm, Antidesmona (c), e 280 nm, Walterina A (d) e
320 nm, AdoutinaY’ (e).
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A Figura 98 apresenta os cromatogramas das Co-injecdo dos alcaloides
Walteriona A e Walteriona B.
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Figura 98. Co-injecdo em HPLC das Walterionas A e B nos diferentes comprimentos de
onda, A =220 nm (a), 240 nm (b), e 260 nm (c).
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5.5. ANALISES DOS SOLOS COLETADOS NO LOCAL DE OBTENGCAO DAS
PLANTAS DA ESPECIE W. douradinha

A tabela 19 foi retirada do site da embrapa e aponta os indices ideais para um
solo cultivavel.

TABELA19. Niveis de alguns componenties do solo jmetodo Mehlich paraP e K] para efeifo da nterpretagio de
resultados de analise quimica do s0k. para a cultura da soja.

crok dm” de sol g kg Satwragdo naCTC (%) ? Relagdes?
AF*  Ca** mg*t C MO, H+Al VvV Ca*™ Mpg** K* CaMg Cak Mgk

Baiwo 0,0° <2 <04 8 <16 =40 <60 <35 <13 <3 <156 <8 <3
Médio 001,56 2-4 04-08 8-14 15-26 40-30 60-70 35-50 1320 3-5 1,56-3.6 8-16 34
Ako >15 >4 >0.8 >14 226 <30 =70 =50 220 =56 >35 >16 >6

M i

Fonte: Site Embrapa

A tabela 20 apresenta os dados obtidos apds a analise das amostras de solo
realizadas pelo Laboratério de solos do polo de modernizacao tecnoldgica da URI —
campus de Frederico Westphalen.

Tabela 20. Relacdo entre os niveis de alguns componentes inorganicos presentes nos
solos dos locais de coleta das plantas das espécie W. douradinha para efeitos
comparativos.

Coleta  cmo k.dm™de g.Kg™ Saturacdo na CTC (%) Relag6es

Al g:‘l*o Mg** N MO H+Al pH Al Ca/Mg Ca/K Mg/K

S. 40 10,3 7,7 0005 01 9,6 4,6 18,0 1,3 544 40,7
Pedro

~Cc. 1,7 13 10 0,07 1,4 5,6 5,0 41,9 1,3 216 16,6
Alta

~ P. 10 10 07 002 04 4,7 5,3 36,4 1,4 21,7 152
Missbes

~ P. 53 09 03 004 08 12,6 4,2 81,0 30 201 69

Fundo
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Na analise dos solos coletados, pdde-se verificar uma grande versatilidade da
espécie W. douradinha em reproduzir-se nos locais, cuja a condicdo nutricional é
inadequada para uma cultura tradicional e mais exigente. Também, foi observado que o
solo com os indices de nutrientes mais proximos dos considerados ideais, Tabela 19
(pag. 180), foi da coleta realizada na cidade de Cruz Alta. Essa caracteristica pode ser
atribuida como um dos fatores que explica 0 maior nUmero de estruturas e em maior
concentracdo deste extrato. Dois dados séo relevantes ao comparar os resultados
obtidos das andlises de solo com os dados de HPLC do material coletado. O indice de
matéria organica (MO) e de nitrogénio (N) do material de Cruz Alta sdo os maiores
guando comparado com as outras trés coletas. Esse fato também pode explicar,
parcialmente, a maior diversidade de estruturas desse extrato basico, bem como as
concentracdes mais elevadas das substancias. E importante salientar que a analise
guimica e fisica do solo é apenas um dos fatores que determinam a composi¢cao de
metabolitos secundarios de uma planta. Outros fatores extrinsecos e intrinsecos como
temperatura, umidade do ar, pressdo atmosférica, luminosidade, horario de coleta,
predacdo, herbivorismo, entre outros, também estdo associados a producdo de

metabolitos secundarios da planta.

5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO METANOLICO E FRACOES
OBTIDOS DAS FOLHAS DA ESPECIE L. lanatus

Na avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de DPPH qualitativo, as
amostras foram testadas na concentracdo de 50 ug/ml. Nesta concentracao, todas as

amostras apresentaram resultado positivo para este método.

A andlise quantitativa da atividade antioxidante do extrato metandlico e fracdes
obtidas das folhas da espécie L. lanatus, demonstrou-se muito promissora para as
amostras avaliadas, podendo-se destacar a Fracdo Acetato de Etila Acida. Esta fracéo
apresentou uma capacidade inibitéria de radicais livres, muito semelhante a do padrao

utilizado, o BHT. A fracdo em questéo foi ativa até a concentracdo de 3,10 ug/ml, ultima



concentracdo testada. O gréfico da Figura 99 mostra os potencias antioxidantes

amostras avaliadas para essa atividade pelo método quantitativo.
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Figura 99. Potencial Antioxidante pelo método quantitativo do extrato metandlico e

Fracdes Acidas obtidas das folhas de L. lanatus.

5.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS, FRACOES E SUBSTANCIAS
ISOLADAS DE ESPECIES DO GENERO Lupinus

5.7.1 Atividade Antimicrobiana de Extratos e Fragcfes Obtidas das Espécies do

Género Lupinus

As amostras avaliadas em seu potencial antimicrobiano estéo listadas a seguir

em ordem numérica. As abreviaturas das tabelas correspondem aos nomes e nimeros

das listagem abaixo descrita. Os valores apontados nas tabelas foram calculados em

pg/mil.
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1- L. lanatus, fragdo acetato de etila acida - folhas (LL-F.Act.4c.F);
2- L. guraniticus, fracdo etérea acida - folhas (LG-F.E.A.F);

3- L. guraniticus, fracao hexanica &cida - folhas (LG-F.H.A.F);

4- L. guraniticus, fracdo diclorometano &cida - folhas (LG-F.D.A.F);
5- L. guraniticus, fracao acetato acida - folhas (LG-F.Act.A.F);

6- L. guraniticus, fracdo diclorometano basica — folhas (LG-F.D.B.F);
7- L. paranensis, fracdo etérea acida - folhas (LP-F.E.A.F);

8- L. paranensis, fracdo hexanica acida - folhas (LP-F.H.A.F);

9- L. paranensis, fracédo diclorometano acida - folhas (LP-F.D.A.F);
10- L. paranensis, fracédo acetato acida - folhas (LP-F.Ac.A.F);

11- L. paranensis, fracéo diclorometano basica — folhas (LP-F.D.B.F);

Os microrganismos relacionados para a avaliacdo antimicrobiana séo listados a

seguir juntamente com suas abreviaturas:

Leveduras: (C.a.) Candida albicans ATCC 1023; (C.t.) Candida tropicalis ATCC 18803;
(C.k.) Candida krusei ATCC 6258; (C.p.) Céandida parapsilosis ATCC 22018; (Cr.n.)
Cryptococcus neoformans ATCC 28952; (Cr.gt.) Cryptococcus gatti ATCC 2601; (S.c.)
Sacharomyces cerivisae ATCC 2601.

Bactérias Gram-negativos: (E.c.) Escherichia coli ATCC 25922; (E.b.) Enterobacter
cloacae ATCC 1304; (P.a.) Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027; (Bk.) Burkholderia
cepacia ATCC 17759; (S.s.) Shigella sonnei ATCC 2593; (S.ty.) Salmonella
typhimurium ATCC 14028; (M.m.) Morganella morganii ATCC 25829.

Bactérias Gram-positivos: (S.a.) Staphylococcus aureus ATCC 25923; (B.s.) Bacillus
subtilis ATCC 6633; (B.c.) Bacillus cereus ATCC 33019; (Ecc.) Enterococcus spp.
ATCC 6589; (Eb.a.) Enterobacter aerogenes ATCC 13048.
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As Tabelas 21 (pag. 185) apresentam os resultados das atividades antifiUngicas

referentes as amostras acima listadas.

A Tabela 21 mostra os resultados das atividades antimicrobianas de extratos e
fracOes obtidas de trés espécies do género Lupinus. De todas as amostras testadas,
pode-se observar o potencial antimicrobiano muito interessante para amostra LL-
F.Act.4c.F. Esta apresentou um CIM de 31,2 yg/ml e um CLM de 62,5 ug/ml para o
microrganismo Candida albicans. Para a mesma amostra, ainda foi observado, um CIM
de 31,2 pg/ml e um CLM de 31,2 ug/ml frente a Candida krusei e um CIM = 62,5 pg/mi
e um CLM = 125 ug/ml quando testado ante ao microrganismo Candida parapslosis.
Vale destacar que essa amostra € composta pelos flavonoides (52) e FI2. Uma das
explicacbes para esses bons resultados, é considerar que uma das principais funcdes
dos flavonoides no vegetal, € protecdo contra microrganismos patogénicos. A fracao de
alcaloides LG-F.D.B.F também mostrou-se promissora com um CIM = 31,2 e CLM =
125 pg/ml para Céndida tropicalis e CIM = 62,5 e CLM = 250 pg/ml para Candida

krusei.

A amostra LP-F.D.B.F apresentou-se bastante ativo quando testada para as
leveduras Candida parapslosis e Candida albicans. Para a primeira levedura, obteve-se
CIM =62,5 e CLM = 125 pg/ml e para o segundo fungo, foram obtidos um CIM = 125 e
CLM = 125 pg/ml. A atividade com a fragao LP-F.Ac.A.F também proporcionou um

resultado promissor contra Candida albicans com um CIM = 31,2 e CLM = 125 ug/ml.
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TABELA 21. Atividade antimicrobiana de extratos e fracdes obtidos de trés espécies do
género Lupinus em ug/ml.

Leveduras
Amostras C.a. C.t C.k. C.p.
CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM

1-LL-F.Act.4c.F 31,2 62,5 250 >250 31,2 31,2 62,5 125
2-LG-F.E.A.F 125 250 250 250 250 >250 125 >250
3-LG-F.H.A.F 125 >250 250 >250 250 250 250 >250
4-LG-F.D.A.F 125 >250 250 >250 250 250 250 >250
5-LG-F.Act.A.F 62,5 125 250 >250 125 >250 125 250
6-LG-F.D.B.F 250 >250 31,2 125 62,5 250 125 250
7-LP-F.E.A.F 250 >250 >250 - 250 >250 250 >250
8-LP-F.H.A.F 250 >250 >250 - 250 >250 >250 -
9-LP-F.D.A.F 250 >250 250 >250 250 >250 >250 -
10-LP-F.Ac.A.F 31,2 250 250 >250 125 250 125 125
11-LP-F.D.B.F 125 125 250 >250 62,5 125 >250 -
Padrao-

. ) 0,77 3,12 1,52 3,12 0,77 0,77 0,77 1,52
Nistatina

Na tabela 22 (pag. 186), € possivel visualizar os bons resultados obtidos pelas

amostras LL-F.Act.4c.F frente a Cryptococcus neoformans com CIM = 12,5 pg/ml e
CLM = 62,5 pg/ml e Cryptococcus gatti CIM e CLM = 62,5 pug/ml. A fracdo LG-F.D.B.F,
apresenta bons CIM = 31,2 ug/ml e CLM = 125 pg/ml e CIM = 62,5 pg/ml e CLM = 250

Mg/ml quando testada, respectivamente para as mesmas leveduras. Também devem

ser observados na tabela 22 os resultados da amostra LP-F.D.B.F.



TABELA 22. Atividade antimicrobiana de extratos e fracdes obtidos
de trés espécies do género Lupinus em pg/ml.

Leveduras
Amostras Cr.n. Cr.gt. S.c.

CIM CLM CIM CLM CIM CLM
1-LL-F.Act.dc.F 12,5 62,5 62,5 62,5 125 >250
2-LG-F.E.A.F 125 125 125 250 >250 -
3-LG-F.H.AF >250 - 250 >250 >250 -
4-LG-F.D.A.F 250 >250 250 250 >250 -
5-LG-F.Act.A.F 125 125 250 >250 250 >250
6-LG-F.D.B.F 31,2 125 62,5 250 250 250
7-LP-F.E.A.F 250 >250 250 250 250 250
8-LP-F.H.A.F 250 >250 250 250 250 >250
9-LP-F.D.A.F 125 >250 250 >250 250 >250
10-LP-F.Ac.A.F 125 >250 250 250 250 250
11-LP-F.D.B.F 62,5 250 62,5 125 62,5 250
Padrao —

. ) 1,52 3,12 3,12 3,12 1,52 3,12
Nistatina
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As Tabelas 23-25 (pag. 187 - 189) apresentam os resultados de CIM e CLM do

ensaio antimicrobiano com bactérias gram-negativas e gram-positivas. Os resultados de

maior interesse estdo grifados em negrito. De todos esses, os melhores e mais

consistentes foram obtidos com a amostra LL-F.Act.4c.F frente a varios microrganismos

gram-positivos e gram-negativos.

Salvo ressaltar que, dessa fracdo foram obtidos dois compostos fendlicos, FI1 e

FI2 em altas concentracdes. O primeiro composto ja teve sua estrutura quimica

elucidada e é conhecido como Flavona 8-B-C-glicosilada-citisosideo (52). Pode-se

sugerir, neste caso, que (52) tem como caracteristica um bom potencial antimicrobiano.
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TABELA 23. Atividade antimicrobiana de extratos e fragcdes obtidos de trés espécies do
género Lupinus em ug/ml.

Gram-negativos

Amostras (E.c.) (E.b.) (P.a.) (Bk.)
CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM

1-LL-F.Act.dc.F 31,2 125 250 >250 125 >250 62,5 125

2-LG-F.E.AF 250 250 >250 - 250 >250 250 250
3-LG-F.HA.F 250 >250 250 >250 125 250 250 >250
4-LG-F.D.A.F 125 >250 >250 - 250 >250 250 >250

5-LG-F.ActA.F 62,5 125 250 250 250 250 31,2 250
6-LG-F.D.B.F 250 >250 250 >250 125 >250 250 >250

7-LP-F.E.AF 250 >250 250 >250 250 >250 250 >250
8-LP-F.H.A.F >250 - >250 - 250 >250 250 >250
9-LP-F.D.AF >250 - 250 >250 250 250 250 >250
10-LP-F.Ac.A.F  >250 - 250 >250 250 250 62,5 62,5
11-LP-F.D.B.F 250 >250 >250 - 125 250 125 250

Padréo —

_ 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77
Levofloxacina
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TABELA 24. Atividade antimicrobiana de extratos e fragcdes obtidos de trés espécies do
género Lupinus em ug/ml.

Gram-negativos/positivos

Amostras (S.s.) (S.ty.) (M.m.) (S.a.)
CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM

1-LL-F.Act.dc.F 62,5 125 31,2 125 31,2 250 125 125
2-LG-F.E.AF 125 250 250 >250 250 >250 250 >250
3-LG-F.HAF 250 >250 250 >250 125 250 250 >250
4-LG-F.D.A.F 250 >250 250 >250 250 >250 250 >250
5-LG-F.Act.A.F 125 >250 62,5 250 125 250 250 >250
6-LG-F.D.B.F 125 >250 62,5 250 250 >250 250 >250

7-LP-F.E.A.F >250 - 250 >250 - >250 250 >250
8-LP-F.H.A.F 250 >250 >250 - >250 - 250 >250
9-LP-F.D.AF 250 >250 >250 - >250 - 250 >250
10-LP-F.Ac.A.F 62,5 250 31,2 125 >250 - 250 >250
11-LP-F.D.B.F 125 250 62,5 62,5 >250 - 250 >250
Padréo —

_ 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77
Levofloxacina
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TABELA 25. Atividade antimicrobiana de extratos e fragcdes obtidos de trés espécies do
género Lupinus em ug/mil.

Gram-positivos

Amostras (B.s.) (B.c.) (Ecc.) (Eb.a.)
CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM

1-LL-F.Act.ac.F 31,2 125 250 >250 31,2 62,1 125 >250
2-LG-F.E.AF 125 250 250 >250 250 >250 >250 -
3-LG-F.HAF 125 >250 250 >250 125 250 >250 -
4-LG-F.D.A.F 250 >250 250 250 250 >250 >250 -
5-LG-F.Act.A.F 250 >250 250 250 125 250 250 >250
6-LG-F.D.B.F 125 250 250 >250 125 >250 >250 -

7-LP-F.E.A.F 250 250 250 >250 125 250 125 >250
8-LP-F.HAF 250 250 250 250 250 250 125 >250
9-LP-F.D.AF 250 250 250 >250 250 >250 250 >250

10-LP-F.Ac.A.F 31,2 250 250 >250 125 125 250 >250
11-LP-F.D.B.F 125 250 250 >250 62,5 125 125 >250
Padrao —

_ 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77
Levofloxacina

As substancias puras testadas em seu potencial antimicrobiano frente a
leveduras estdo listadas a seguir e numeradas ordem crescente. As abreviaturas das
Tabelas 26-30 (pag. 190-193) correspondem aos nomes e numeros das substancias
abaixo relacionadas. Essas tabelas ilustram o0s resultados das atividades
antibacterianas das amostras abaixo apontadas frente a microrganismos gram-

negativos e gram-positivos.

1- Flavona 8-B-C-glicosilada-citisosideo (FI1);
2- Anagirina (LG1);
3- 13-a-hidroxianagirina (LG2);

4- 13-a-hidroxilupanina (OH-Lupan.);



5- 5,6-dehidrolupanina (LG-3);

6- 13-a-tigloiloxilupanina (tigloil-Lupan.);

7- Lanatina A;

8- Lupanina;

9- 13-a-hidroxisparteina (Deriv. 02).
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TABELA 26. Atividade antimicrobiana das substancias puras e derivados sintéticos

obtidos de trés espécies do género Lupinus em ug/ml.

Leveduras
Amostras . C.t. C.k. C.p.

CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
1-Fl1 25 50 50 100 12,5 25 50 100
2-LG1 25 >100 100 100 50 >100 50 >100
3-LG2 25 100 100 >100 50 >100 50 >100
4-OH-lupanina 100 >100 100 100 100 >100 100 >100
5-LG3 50 100 50 100 50 >100 25 >100
6-tigloil-lupan. 100 100 100 >100 100 100 50 >100
7-Lanatina A 12,5 50 50 100 25 50 25 100
8-Lupanina >100 - >100 - >100 - 100 >100
9-Deriv. 02 50 100 100 >100 100 - 100 >100
Padrao —

0,77 3,12 1,52 3,12 0,77 0,77 0,77 1,52

Nistatina




TABELA 27.
derivados sintéticos obtidos de trés espécies do género Lupinus em

Atividade antimicrobiana de substancias puras e

pg/ml.
Leveduras
Amostras Cr.n. Cr.gt. S.c.
CIM CLM CIM CLM CIM CLM

1-FI1 12,5 50 12,5 25 100 100
2-LG1 50 100 50 >100 100 >100
3-LG2 25 100 25 >100 100 >100
4-OH-lupanina 100 >100 100 >100 >100 -
5-LG3 50 100 100 >100 >100 -
6-tigloil-lupan. 50 >100 25 100 >100 -
7-Lanatina A 25 50 25 25 100 100
8-Lupanina 100 >100 100 >100 >100 -
9-Deriv. 02 100 100 100 >100 100 >100
Padréao —

. _ 1,52 3,12 3,12 3,12 1,52 3,12
Nistatina
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TABELA 28. Atividade antimicrobiana de substancias puras e derivados sintéticos

obtidos de trés espécies do género Lupinus em ug/mil.

Gram-negativos

Amostras (E.c) (E.b.) (P.a.) (Bk.)

CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
1-Fl1 25 100 >100 - 50 >100 12,5 50
2-LG1 50 >100 >100 - 100 >100 >100 -
3-LG2 100 100 100 >100 50 100 100 >100
4-OH-lupanina 100 >100 >100 - 100 >100 50 >100
5-LG3 50 100 >100 - 100 100 100 >100
6-tigloil-lupan. 50 >100 100 >100 50 >100 50 100
7-Lanatina A 25 50 >100 - 25 100 25 25
8-Lupanina 50 >100 100 >100 100 >100 100 >100
9-Deriv. 02 >100 - >100 - 100 >100 100  >100
Padrao-

0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77

Levofloxacina
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TABELA 29. Atividade antimicrobiana de substancias puras e derivados sintéticos
obtidos de trés espécies do género Lupinus em ug/ml.

Gram-negativos/positivos

Amostras (S.s.) (S.ty.) (M.m.) (S.a.)

CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
1-FI1 25 50 12,5 50 25 50 50 100
2-LG1 50 100 50 >100 100 >100 100 >100
3-LG2 100 >100 50 >100 50 >100 100 >100
4-OH-lupanina 100 100 50 100 50 >100 50 >100
5-LG3 100 >100 50 >100 50 >100 100 >100
6-tigloil-lupan. 50 >100 50 50 50 100 50 100
7-Lanatina A 25 100 25 50 50 >100 50 100
8-Lupanina 100 >100 100 >100 50 >100 100 100
9-Deriv. 02 >100 - 100 >100 >100 - 100 >100
Padréo —

_ 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77
Levofloxacina




193

TABELA 30. Atividade antimicrobiana de substancias puras e derivados sintéticos
obtidos de trés espécies do género Lupinus em ug/ml.

Gram-positivos

Amostras (B.s.) (B.c.) (Ecc.) (Eb.a.)
CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM

1-FI1 50 50 50 >100 12,5 100 100 >100
2-LG1 100 >100 100 >100 50 >100 100 >100
3-LG2 100 >100 100 >100 50 >100 100 >100
4-OH-lupanina 100 100 >100 - 50 100 >100 -
5-LG3 100 >100 >100 - 50 >100 >100 -
6-tigloil-lupan. 50 100 >100 - 50 >100 100 100
7-Lanatina A 50 100 50 >100 50 100 100 >100
8-Lupanina 100 >100 100 >100 100 >100 >100 -
9-Deriv. 02 >100 - >100 - 100 100 >100 -
Padréo —

_ 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77
Levofloxacina

Pdde-se observar, ap0s a analise das Tabelas 26-30, de atividade
antimicrobianas, que o composto identificado como (55), apresentou resultados de MIC
e CLM altos frente as leveduras e bactérias testadas. Porém, esses resultados servem
de base para a determinacdo da relacdo estrutura/atividade dos compostos testados.
Nesse ponto, sugere-se que a apresenca da carbonila da lacatma é de fundamental
importancia para que estes metabdlitos sejam ativos em menores concentracdes. Outro
fator muito positivo da analise, € a presenca de grupos substituintes na molécula. Na
determinacao das atividades, a pesenca dos ligantes proporcionam uma atividade mais
regular para a mesma. Isso é nitido quando observamos os resultados alcangados com

0s compostos (+)Lanatina A e 13-a-tigloiloxilupanina.



194

5.7.2 Atividades Antimicrobianas dos Extratos e Compostos Isolados de W.

douradinha

As amostras avaliadas em seu potencial antimicrobiano est&o listadas a seguir
em ordem numérica. As abreviaturas nas tabelas correspondem aos nomes e nimeros
da listagem abaixo descrita. Os valores apontados nas tabelas foram calculados em
pug/ml.

1- Extrato basico — coleta Sdo Pedro do Sul — (EBSPS);
2- Extrato basico — coleta Cruz Alta — (EBCA)

3- Extrato basico — coleta Palmeira das Missbes — (EBPM)
4- Extrato basico — coleta Passo Fundo — (EBPF)

5- Walteiona A (43)

6- Walteiona B (44)

7- Antidesmona (56)

8- AdoutinaY’ (57)

9- Walterina-A (58)

Os resultados apontados nas Tabelas 31 e 32 (pag. 195 e 196) sao

correspondentes as atividades antifiungicas das amostras acima listadas.

Os resultados das atividades frente a leveduras dos extratos e compostos puros
de W. douradinha, mostraram-se promissores frente aos microrganismos testados. Vale
destacar o extrato basico de Cruz Alta com um CIM = 62,5 pg/ml e um CLM = 125 pg/ml
frente a Candida krusei. A substancia Antidesmona e o extrato alcaloidico da coleta em
Cuz Alta na analise frente ao microrganismo Cryptococcus neoformans, também
mostraram-se bastante ativos. A amostra de Cruz Alta apresentou um CIM = 62,5 ug/ml
e um CLM = 125 pg/ml, em quanto o composto (56) obteve um CIM = 25 ug/ml e um

CLM = 25 pg/ml, demostrando um bom potencial antifingico.
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TABELA 31. Atividade antimicrobiana de extratos basicos e substancias isoladas da
espécie W. douradinha em pg/ml.

Leveduras
Amostras C.a. C.t. C.k. C.p.

CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
1-EBSPS 125 >250 125 >250 125 250 250 >250
2-EBCA 125 125 125 250 62,5 125 250 >250
3-EBPM 125 250 125 250 125 250 125  >250
4-EBPF 125 250 250 250 125 125 250 250
5- (43) 50 >100 100 100 50 50 50 >100
6- (44) 50 >100 100 >100 50 50 50 >100
7- (56) 50 >100 50 >100 25 50 50 >100
8- (57) 50 100 100 100 50 50 100 >100
9- (58) 50 >100 100 >100 50 50 50 >100

Padrao-
. ) 0,77 3,12 1,52 3,12 0,77 0,77 0,77 1,52
Nistatina
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TABELA 32. Atividade antimicrobiana de extratos basicos e
substancias isoladas da espécie W. douradinha em ug/ml.

Leveduras
Amostras Cr.n. Cr.gt. S.c.
CIM CLM CIM CLM CIM CLM
1-EBSPS 125 125 125 250 125 250
2-EBCA 62,5 125 125 125 125 250
3-EBPM 125 125 125 250 125 250
4-EBPF 125 125 125 250 125 250
5- (43) 25 25 25 50 50 100
6- (44) 50 50 25 100 50 100
7- (56) 25 25 25 50 50 100
8- (57) 50 100 50 >100 50 100
9- (58) 50 50 50 100 50 100
Padrao —
. ) 1,52 3,12 3,12 3,12 1,52 3,12
Nistatina

Os dados tabulados nas Tabelas 33-35 (pag. 197-199), mostram os resultados
das atividades antibacterianas de extratos e substancias puras frente a microrganismos
Gram-positivos e Gram-negativos. Das amostras testadas, o composto (56) apresentou
os melhores CIM e CLM. Para essa substancia, os resultados mais promissores estao
listados a seguir: CIM e CLM = 50 ug/ml para as bactérias Enterococcus spp. e Bacillus
subtilis e CIM = 12,5 ug/ml e CLM = 50 uyg/ml para Salmonella typhimurium. Outro
composto, (43), apresentou bastante eficiéncia frente as cepas analisadas com um CIM
e CLM = 50 pg/ml frente a Burkholderia cepacia, CIM = 12,5 yg/ml e CLM = 50 pg/mi

para Salmonella typhimurium.
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TABELA 33. Atividade antimicrobiana de extratos basicos e substancias isoladas da
espécie W. douradinha em pg/ml.

Gram-negativos

Amostras (E.c.) (E.b.) (P.a.) (Bk.)

CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
1-EBSPS >250 - 250 >250  >250 - 250 >250
2-EBCA 250 >250 >250 - 250 >250 125  >250
3-EBPM 250 >250 250 >250 250 250 250 >250
4-EBPF >250 - 250 >250  >250 - 250 >250
5- (43) 50 >100 50 >100 50 100 50 50
6- (44) 50 >100 100 >100 100 >100 100 >100
7- (56) 50 >100 50 >100 50 100 50 100
8- (57) 50 >100 100 >100 100 >100 100 >100
9- (58) 100 >100 100 >100 100 >100 100 >100
Padréo —

Levofloxacina

0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77
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TABELA 34. Atividade antimicrobiana de extratos basicos e substancias isoladas da
espécie W. douradinha em pg/ml.

Gram-negativos/positivos

Amostras (S.s.) (S.ty.) (M.m.) (S.a.)

CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
1-EBSPS 250 >250 125 250 >250 - 250 >250
2-EBCA 250 >250 125 125 125 >250 250 >250
3-EBPM >250 - 250 250 250 >250 250 >250
4-EBPF >250 - 250 >250  >250 - 250 >250
5- (43) 50 >100 50 50 50 >100 50 >100
6- (44) 100 >100 100 >100 100 >100 50 >100
7- (56) 50 100 12,5 50 50 >100 50 100
8- (57) 50 >100 100 >100 100 >100 100 >100
9- (58) 50 100 >100 - 100 >100 50 100
Padréo —

_ 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77
Levofloxacina
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TABELA 35. Atividade antimicrobiana de extratos basicos substancias isoladas da
espécie W. douradinha em pg/ml.

Gram-positivos

Amostras (B.s.) (B.c.) (Ecc.) (Eb.a.)
CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM

1-EBSPS >250 - 250 >250 >250 - 250 >250
2-EBCA 125 250 250 >250 125 125 250 250
3-EBPM 250 >250 250 >250 250 >250 250 >250
4-EBPF >250 - 250 >250 250 >250 >250 -
5- (43) 50 >100 50 >100 50 100 50 >100
6- (44) 100 >100 100 >100 100 >100 100 >100
7- (56) 50 50 50 >100 50 50 50 >100
8- (57) 100 >100 100 >100 100 >100 100 >100
9- (58) 100 >100 100 >100 100 >100 100  >100
Padréo —

_ 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77
Levofloxacina

5.8 ATIVIDADE BACTERIOLITICA DOS COMPOSTOS IDENTIFICADOS COMO
(+)Lanatina A (25) E Antidesmona (56)

Investigagcbes mais profundas das propriedades antimicrobianas de uma
substancia, seja isolada ou sintetizada, corroboram para determinar, com maior clareza
seu mecanismo de acdo. Antibiéticos podem agir através de uma grande variedade de
mecanismos, e 0 conhecimento do modo de acdo de um novo agente antimicrobiano &
fundamental para compreender os eventos que ocorrem durante a inibicdo do

crescimento ou morte celular bacteriana 88788116

Esta questdo € muito relevante para o desenvolvimento de qualquer composto
anti-bacteriano de wuso terapéutico. Portanto, para obter algumas informacgdes

complementares sobre o0 modo de acado de nossos compostos, as atividades do grupo
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comecaram a ser observadas sobre um outro viés que ndo somente a capacidade de

uma substancia poder inibir ou matar microrganismos em determinadas concentracoes.

Nesse sentido, por quase dois anos adaptamos e padronizamos uma técnica,

baseada em uma metodologia ja existente,®’®

que permite avaliar as respostas
comportamentais de nossas moléculas a partir da determinacao das densidades Opticas
(DO), pela medicdo medida da turbidez do meio de cultura, durante o crescimento
microbiano na presenca da droga.?”® O estudo permite, ap6s conversées dos valores
de absorcdo, em percentual de morte celular e calculos estatisticos, avaliar a
capacidade que um potencial agente antimicrobiano possui de causar efeitos de lise da

parede celular bacteriana.

A lise bacteriana se da através da perturbacéo da sintese da parede celular, ou
por atividade direta na membrana citoplasmatica do microrganismo quando a droga
possui um esqueleto quimico capaz de ligar-se a certas por¢cdes ou enzimas da parede
celular, impedindo sua sintese.?”#1% para isso, a atividade tem que ser realizada com
a célula ainda em crescimento.?8” 811 Assim  a determinacgéo da acdo bacteriolitica
de um determinado composto é uma informacdo muito valiosa, pois orienta-nos sobre o
comportamento de um composto quimico frente a um microrganismo patogénico.™®
Para essa técnica, compara-se o composto de interesse com um padrdo cuja o
mecanismo litico ja seja conhecido, antimicrobianos da classe dos B-lactamicos, nesse
caso, a ampicilina, e um antibiotico que haja por outro mecanismo, como no caso dos
antibidticos quinolénicos, a exemplo da levofloxaina. Esta Ultima exerce um mecanismo
nao litico que envolve o blogueio de fatores metabdlicos ou inibicdo de etapas

biossintéticas chave no desenvolvimento da célula bacteriana.?®¢1%’

Nesse contexto, o alcaloide quinolizidinico (+)Lanatina A foi escolhido para essa
atividade frente a um microrganismo gram-positivo (Enterococcus spp. ATCC 6589) e
um gram-negativo (Salmonella typhimurium ATCC 14028). O que motivou a escolha
desse composto, é o fato do mesmo ainda ser pouco conhecida em suas propriedades
biolégicas, uma vez que (25) foi isolada e identificada pela primeira vez a pouco tempo.

Outros dois fatores determinantes séo: sua alta concentracdo na espécie L. paranensis,
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o que facilita sua obtencdo e também o fato da mesma ter apresentado bons MIC e
CLM para a mioria dos microrganismos testados.

Os gréficos das Figuras 100-104 (pag. 202-204) revelam o mecanismo de acao
de (25) frente a esses dois microrganismo testados. A cepa Enterococcus spp. ATCC
6589 foi submetida a acéo de dois controles, a Ampicilina - Litico e Levofloxacina - nao
litico, e do composto (25). Para o microrganismo Salmonella typhimurium ATCC 14028
ndo foi possivel a comparacdo com o controle Levofloxacina, ndo-litico, devido esse

ndo estar disponivel no dia do teste.

No primeiro grafico, Figura 100 (pag. 202), observamos que para Enterococcus
spp., Gram-positivo, (25) possui uma lise de membrana de aproximadamente 10% no
tempo de 2-3 horas em concentracdo de 100 pg/ml, (P<0,0001), apos a adicdo da
droga na placa de crescimento. As demais concentracbes ndo atuaram de maneria
litica. Na mesma concentracdo, o controle Ampicilina - litico, Figura 101 (pag. 202),
atinge sua lise maxima, de aproximadamente 25%, entre 4-6 horas com (P<0,0001).
Uma analise relevante, nesse caso, segue que o controle demora mais tempo para
fazer efeito que o composto testado. Quando se observa o decaimento da curva,
espera-se que 0 mesmo ocorra ho menor tempo possivel. Assim, pode-se sugerir que
(+)Lanatina A é um composto bastante promissor mesmo produzindo um efeito litico em
menor porcentagem. O controle Levofloxacina - nado litico e observado na Figura 102
(p4dg. 203). Olhando para esse grafico, comprovamos a ficiéncia da técnica. Esse
controle atua sobre outro mecanismo, e ao analisar seus valores para CIM e CLM,
ambos iguais a 0,77 ug/ml, determinamos de forma consistente que (25) atua sobre a

parede celular desse microrganismo Gram-positivo.
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Litic Activit Enterococcus spp.

300+

(+)Lanatine A 100 ug/mL
(+)Lanatine A 50 ug/mL
(+)Lanatine A 25 ug/mL
(+)Lanatine A 12,5 ug/mL
(+)Lanatine A 6,25 ug/mL
Positive Control

btoxtd

o

0 5 10 15
Time_Hours

Figura 100. Atividade Bacteriolitica de (+)Lanatina A (25) em diferentes concentracfes

frente ao microrganismo Gram-positivo Enterococcus spp. ATCC 6589.

Litic activit Enterococcus spp.

200-
—»— Ampicilin 400 ug/mL
150 —+ Ampicilin 200 ug/mL
5 | —— Ampicilin 100 ug/mL
= —— Ampicilin 50 ug/mL
3 100 ' Ampicilin 25 ug/mL
32 -~ Ampicilin 12,5 ug/mL
50+ -=- Positive control
0 T T l
0 5 10 15

Time_Hours

Figura 101. Atividade Bacteriolitica do controle litico Ampicilina em diferentes

concentragdes frente ao microrganismo Gram-positivo Enterococcus spp. ATCC 6589.
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Litic activit Enterococcus spp.

200-
—— Levof. 100 ug/mL

180+ -=— Levof. 50 ug/mL
= 160 -+ Levof. 25 ug/mL
E —— Levof. 12,5 ug/mL
8 140- —— Levof. 6,2 ug/mL
2 120- ¢ —— Levof. 3,1 ugImL

; —+— Positive Control
100
80 T T '

Time_Hours

Figura 102. Atividade Bacteriolitica do controle néo litico Levofloxacina, em diferentes

concentracgdes frente ao microrganismo Gram-positivo Enterococcus spp. ATCC 6589.

Litic Activit Salmonella typhimurium

200+
(+)Lanatine A 100 ug/mL
-¥- (+)Lanatine A 50 ug/mL
= — (+)Lanatine A 25 ug/mL
E —— (+)Lanatine A 12,5 ug/mL
3 100 ~- (+)Lanatine A 6,25 ug/mL
32 -e- (+)Lanatine A 3,1 ug/mL
50- -=- Positive Control
G 1 1 1
0 5 10 15

Time_Hours

Figura 103. Atividade Bacteriolitica de (+)Lanatina A em diferentes concentracdes

frente ao microrganismo Gram-negativo Salmonella typhimurium ATCC 14028.
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Litic Activit Salmonella typhimurium

200+
—+ Ampicilin 100 ug/mL
-# Ampicilin 50 ug/mL
- 150- —  Ampicilin 25 ug/mL
.E —— Ampicilin 12,5 ug/mL
3 100 ~- Ampicilin 6,2 ug/mL
5 ——  Ampicilin 3,1 ug/mL
504 —— Ampicilin 1,5 ug/mL
—— Positive control
0 T T 1
0 5 10 15

Time_Hours

Figura 104. Atividade Bacteriolitica do controle litico, Ampicilina, em diferentes
concentracfes frente ao microrganismo Gram-negativo Salmonella typhimurium ATCC
14028.

Frente ao Gram-negativo Salmonella typhimurium, (25) apresentou uma lise de
aproximadamente 15% entre 4-10 horas na concentracédo de 12,5 ug/ml, (P<0,0001),
mostrando-se também muito promissor como agente bacteriolitico. Para esse
microrganismo o controle litico € consideravelmente mais ativo como pode ser

observado na Figura 103 (pag. 203).

InvestigacBes do mecanismo de acdo com quinolénicos e seus derivados sao
muito interessantes devido sua potenciais atividades antimicrobianas, relacionadas ao
esqueleto quimico das quinolonas. Em um trabalho de investigacdo de novos derivados
quinoldnicos realizados por Matias e colaboradore'’’, pode-se observar que dois de
Seus compostos mais promissores possuiam o0 mesmo esqueleto quimico das
guinolonas, porém, uma das moléculas apresentava um substituinte alquila no
nitrogénio do ndcleo quinoldnico. Esse fator foi determinante no desenvolvimento de
sua acéao frente aos microrganismos testados. No que se refere ao mecanismo de acgao,
0 composto substituido ndo apresentava caracteristica bacteriolitica, em quanto o
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composto sem substituinte era bacteriolitico.™*’ Nesse sentido, o composto (56), por
tratar-se de um metabdlito dessa classe e apresentar resultados de MIC e CLM
interessantes, quando comparado com 0s outros compostos testados, foi selecionado
para a realizacao da atividade bacteriolitica frente a dois microrganismos, Salmonella
typhimurium ATCC 14028 (Gram-negativo) e Enterococcus spp. ATCC 6589 (Gram-
positivo). Os controles utilizados foram os mesmos das andlises anteriormente citadas
para (+)Lanatina A. Levofloxacina e Ampicilina. Para o microrganismo Salmonella
typhimurium néo foi possivel a comparacdo com o controle Levofloxacina, controle néo-
litico, devido esse ndo estar disponivel no dia do teste. As Figuras 105 e 106 (pag.
206), mostram os resultados das atividades bacterioliticas do metabalito (56).

Litic Activit Salmonella typhimurium

200+
—# Antidesmone 200 ug/mL
Antidesmone 100 ug/mL
5 1501 -%- Antidesmone 50 ug/mL
= . —— Antidesmone 25 ug/mL
by 1004 <F= —— Antidesmone 12,5 ug/mL
= —— Antidesmone 6,25 ug/mL
50- -=— Positive Control
0 T ) |
0 5 10 15

Time_Hours

Figura 105. Atividade Bacteriolitica de Antidesmona (56), em diferentes concentracfes

frente ao microrganismo Gram-negativo Salmonella typhimurium ATCC 14028.
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Litic Activit Enterococcus spp.

300+
-2 Antidesmone 100 ug/mL
-~ Antidesmone 50 ug/mL
S 200- -+~ Antidesmone 25 ug/mL
= —— Antidesmone 12,5 ug/mL
3 ~+~ Antidesmone 6,25 ug/mL
2 100 —+— Positive Control
0 T ) !
0 5 10 15

Time_Hours

Figura 106. Atividade Bacteriolitica de Antidesmona (56), em diferentes concentracfes

frente ao microrganismo Gram-positivo Enterococcus spp. ATCC 6589.

No grafico da pagina 205 (fig. 105), para a cepa Gram-negativa, 0 composto
Antidesmona apresenta uma lise consistente de aproximadamente 30% com
(P<0,0001), sendo o maior potencial bacteriolitico no tempo de 4-6 horas até a
concentracdo de 12,5 ug/ml. Na Figura 106, é visivel um rapido decaimento da curva na
primeira hora do ensaio, denotando um bom potencial bacteriolitico para (56) nas duas
concentragfes iniciais, 100 e 50 pjg/ml. A lise bacteriana, nesse caso, é de
aproximadamente 25%, (P<0,001) frente a bactéria gram-positiva Enterococcus spp.
ATCC 6589.
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5.9ATIVIDADE ENZIMATICA FRENTE A POP E DPP IV

As porcentagens de inibicdo observadas para as substancias analisadas,
Tabela 36, s&o bastante elevadas considerando a alta seletividade dessas enzimas por
seus substratos. A F. Acet. Ac. L. lanatus apresentou um grande potencial inibidor
tanto da POP quanto da enzima DPPIV. Essa fracdo é a mesma que demonstrou um
bom potencial antimicrobiano, e dela foram isolados dois flavonoides em altas
concentragdes, (52) e FI2. Olhando para a atividade de (52), pode-se sugerir que 0

mesmo é um dos grandes responsaveis pelo bom desempenho desta fragéo.

Estudos ja realizados com alcaloides quinolizidinicos e flavonoides da classe
das flavonas, obtidos de outras espécies de Lupinos, mostram que essas substancias
sao potentes hipoglicemiantes. Os resultados com a enzima POP reforcam os dados da

literatura™**, principalmente quando olhamos para os compostos (25), (19) e (14).

TABELA 36. Atividade enzimatica de extratos, fracdes e substancias puras de
espécies do género Lupinus.

Amostras % inibicéo Conc. Final % inibicéo Conc. Final
POP DPPIV

F. Acet. Ac. L. 86,67 200 pg/mL 78,65 200 p/mL
lanatus

(52) 56,79 24,6 uM - -

(25) 66,13 65,0 uM - -

(29) 56,03 72,67 uM - -

(14) 36,95 150 uM - -
Padréo Ac. 61,63 150 pM - -

Clorogénico
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5.10 ATIVIDADE ENZIMATICA FRENTE A Acetil-Colinesterase

Como frente a enzima acetil-colinesterase € considerada somete atividade
inibitéria acima de 30%, o0 Unico composto testado a alcancar essa concentracao foi
novamente o Flavona 8-B-C-glicosilada-citisosideo (52). Este inibibiu 49,42% da
enzima no tempo de 60 minutos na concentracdo de 150 uM. O resultado torna-se
interessante quando comparado com o padrdo, que na mesma concentracdo inibiu
82,73% da enzima no tempo de 60 minutos.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados do estudo quimico e biolégico de trés espécies de
Leguminoseae, L. lanatus, L. guaraniticus e L. paranensis e da Familia Sterculiaceae
com a espécie W. douradinha, pode-se concluir que:

- Das quatro espécies avaliadas em suas constituicbes quimicas, foram
isoladas e elucidadas quatorze estruturas através da analise por técnicas de RMN de
'H e '3C uni e bidimensionais e comparacdo desses dados com a literatura. Os
compostos foram identificados como: Flavona 8-B-C-glicosilada-citisosideo, Anagirina,
Hidroxianagirina, (+)13-a-hidroxilupanina, 5,6-dehidrolupanina, 13-a-tigloiloxilupanina,
(+)Lanatina A e (+)Lupanina (espécies do género Lupinus); Walteriona A, Walteriona B,

Antidesmona, AdoutinaY’ e Waltherina-A e Waltherina-C (espécie W. douradinha).

- Quando avaliado o potencial da antimicrobiano de extratos basicos, e
substancias puras das quatro espécies trabalhadas, a fracdo acetato de etila acida da
espécie L. lanatus apresentou os melhores e mais constantes resultados, juntamente
com um dos flavonoides isolados da mesma fracdo, a Flavona 8-B-C-glicosilada-
citisosideo (52). Essa fracdo ainda apresentou resultados bastante significativos frente
as enzimas POP e DPPIV, sugerindo um bom potencial para transtornos nurolégicos e
atividade antidiabética. O metabdlito (52), isoladamente, apresentou resultados muito

promissores frente a microrganismos patogénicos e também para a enzima POP.

- Dados muito importantes no sentido de direcionar novas coletas para a
espécie W. douradinha Sit. Hil., em estudos futuros, foram obtidos apds analisar o perfil
cromatografico, desta por HPLC, dos extratos basicos da planta coletada em quatro
regides do estado do Rio Grande do Sul. Esta foi coletada nas cidades de S&o Pedro

do Sul, Cruz Alta, Palmeira das Missdes e Passo Fundo.

- De forma geral, o extrato bruto e fragcbes acidas de L. lanatus avaliados em

seu potencial antioxidante, utilizando a técnica de DPPH, método quantitativo, mostrou-
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se bastante eficiente, obtendo resultados muito constantes e proximos aos do padrdo

utilizado, BHT na concentracao de 3,10 ug/ml, Ultima concentragéo testada.

- Todas essas constatacdes denotam a importancia de pesquisas em produtos
naturais na busca por novas susbtancias com potencial farmacolégico. Também,
andlises prévias de coletas da planta em diferentes locais, tornam-se muito

colaborativas na obtenc&o desses compostos.
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