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RESUMO
Neste trabalho € descrito o isolamento e caracterizacdo de nove compostos isolados
dos extratos diclorometano e acetato de etila, obtidos das folhas de Nicandra
physalodes. O estudo foi iniciado com a preparacdo dos extratos, seguido de
sucessivos fracionamentos cromatograficos classicos como: cromatografia em
coluna aberta utilizando silica gel, gel de dextrana Sephadex LH-20, cartucho C-18
(SPE), além de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os compostos
isolados foram caracterizados através de técnicas espectroscopicas como RMN de *H
e 13C, uni e bidimensional, além de técnicas espectrométricas como IV e EMAR-ESI.
No total foram isolados nove vitanolidos que sdo derivados do esqueleto ergostano,
sendo quatro pertencentes ao grupo Il, denominados Npl, Np2, Np7 e Np9
(vitanolidos com esqueleto base modificado) e cinco pertencentes ao grupo I,
denominados Np3, Np4, Np5, Np6 e Np8 (vitanolidos com esqueleto base nao
modificado). De acordo com pesquisas realizadas na literatura e mediante
comparagdo com dados de RMN de H e *C, os compostos nic-10 (Np1l),
nicandrenona (Np2), nic-7 (Np3), nic-2 (Np4) e nicafisalina B (Np5), ja haviam sido
relatados na espécie, enquanto os compostos denominados como 15-oxo-nicafisalina
B (Np6), 6p-7a-dihidroxi-nicandrenona-10, (Np7), 24-25a—dihidroxi-
nicandrenona-2, (Np8) e 17-(1-metilpropan-2-ona)-nicandrenona-10 (Np9), estdo
sendo relatados pela primeira vez. Foram realizados ensaios antimicrobiano,
antifungico e larvicida com os compostos isolados em maiores quantidades, porém

os resultados forma negativos, ou fracamente ativos.

Palavras-chave: Nicandra physalodes. Solanaceae. Vitanolido. Anel D aromatico.



ABSTRAC

This work describes the isolation and characterization of nine compounds isolated
from dichloromethane and ethyl acetate from leaves of Nicandra physalodes. The
study was initiated with extract preparations, followed by successive classics
chromatographic fractionations as: chromatography over silica gel, Sephadex LH-20
gel and C18 cartridge solid phase extraction (SPE), as well as high-performance
liquid chromatography (HPLC). The isolated compounds were analyzed by
spectroscopic techniques 'H and '*C NMR, one and two-dimensional, and
spectrometric techniques as IR and HR-ESI-MS. In total were isolated nine
withanolides which are derivates from ergostane skeleton, being four belonging
withanolides to group I1, named as Np1, Np2, Np7 and Np9 (withanolides with the
basic skeleton modified) and five belonging to group I, named as Np3, Np4, Np5,
Np6 and Np8 (withanolides with the basic skeleton unmodified). According with a
literature survey compounds nic-10 (Np1), nicandrenone (Np2), nic-7 (Np3), nic-2
(Np4) and nicaphysaline B (Np5) were previously reported to this species, but
compounds 15 oxo-nicaphysaline B (Np6), 6/-7« dihidroxy-nicandrenone-10,
(Np7), 24/-25« dihidroxy-nicandrenone-2 (Np8), and 17-(1-metylpropan-2-one)-
nicandrenone-10 (Np9) are being reported for the first time in the literature.
Biological assays (antimicrobial, antifungal and larvicidal) were performed for the

main compounds; however, the results were either negative or weakly active.

Keywords: Nicandra physalodes. Solanaceae. Withanolide. Aromatic D ring.
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1 INTRODUCAO

Entre os anos 2005 e 2007 foram inseridos na industria dos medicamentos cerca
de 20 novos compostos de origem natural, além de mais de 100 compostos, 0s quais estdo
sendo analisados como potenciais produtos farmacéuticos e que se encontram em estudos
clinicos, Li, Videras (2011 apud DHAR, et al., 2015). Na atualidade, uma media de 40-
45% dos produtos empregados na medicina ocidental sdo de origem natural ou derivados

deles, e cerca de 30% desses compostos sdo isolados de plantas (DHAR, et al., 2015).

Muitos produtos naturais isolados de plantas sdo utilizados por seu potencial
farmacoldgico, sendo importante considerar que um composto, para ser aceito como
farmaco, tem que passar por diversas etapas, entre as quais se ressalta a investigacéo e o
desenvolvimento. Levam-se cerca de 20 anos de pesquisa, desde o isolamento de um
produto natural com atividade farmacologica, até os diversos testes “in vitro” e "in vivo"
e posterior aplicacdo nas fases clinicas em humanos (MONTANARI, BOLZANI, 2001).

A biodiversidade do Brasil € amplamente reconhecida, segundo a CDB
(Convencdo da Diversidade Bioldgica), considera que o territorio nacional hospeda entre
15 e 20% de toda a biodiversidade do mundo, sendo considerado como o pais com 0
maior nimero de espécies endémicas. De acordo com os dados apresentados pela CDB,
o Brasil apresenta aproximadamente 55 mil espécies, muitas das quais poderiam ter
potencial farmacolégico (BARREIRO, 2009).

Compostos tais como a morfina (1), isolados de espécies vegetais no ano de 1804,
fomentou a descoberta posterior de outros compostos com atividade, tais como 0s
derivados 4-fenil-piperidinicos, como uma classe nova de compostos com atividade
hipnoanalgésica. Outros compostos importantes sdo 0s da classe das saponinas esteroidais
como a digitoxina (2) (glicosideos cardiot6nicos), os quais apresentam uma alta atividade
e baixa toxicidade, motivo pelo qual ainda ndo tém sido substituidos por compostos
sintéticos (BARREIRO, 2009).
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Figura 1-Formula molecular da morfina (1) e da digitoxina (2)

O grupo de compostos denominados vitanolidos, sdo amplamente investigados
devido a importéncia farmacoldgica. Algumas atividades importantes relatadas para estes
compostos vao desde atividade antitumoral, tripanocida, leishmanicida, antimicrobiana,
anti-inflamatoria e imunoreguladora, até a regeneracdo neuronal e reconstrucdo
simpatica, também sdo relatadas atividades interessantes como antifeedant, inseticida e
citotoxica (CHEN, HE, QIU, 2011). Segundo Maldonado, et al (2015), o composto
denominado como fisangulida B (3) isolado da espécie Physalis angulata (Solanaceae)
foi testado contra linhagens de células humanas cancerigenas, apresentando uma potente

atividade.

Figura 2-Formula molecular da fisangulida B (3)

©)

Estes compostos (vitanolidos) sdo amplamente isolados de espécies da familia
Solanaceae, com ampla variabilidade e diversidade, porém, recentemente também foram
isolados vitanolidos das familias Laminaceae, Taccaceae, Myrtaceae, Fabaceae e
Dioscoreaceae (SCHRIMER, MENTZ, GONCALVES, 2014).
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Nicandra physalodes G é uma espécie pertencente a familia Solanaceae, a qual
durante muito tempo foi considerada como uma espécie monotipica (Unica no género),
mas nos anos de 2007 e 2010 foram classificadas duas novas espécies para o género
Nicandra (GUTIERREZ, et al., 2015). N. physalodes é amplamente reconhecida nas
zonas tropicais dos continentes, e sua utilidade no ocidente torna-se muito limitada,
devido geralmente, & associagdo da espécie com sua capacidade repelente de insetos, o
que torna esta planta toxica e de pouco uso (YANDAV, et al., 2016).

Cerca de 100 publicacbes tém sido reportadas envolvendo a espécie N.
physalodes, a qual € conhecida como uma fonte primaria de vitanolidos, mas com poucos
relatos sobre possiveis atividades. Deste modo, este trabalho tem como finalidade o
isolamento dos compostos das folhas de N. physalodes coletada na flora nordestina e
adicionalmente pretende-se investigar possiveis atividades para 0os compostos isolados
como atividade antibacteriana, antifangica e larvicida, especialmente para 0s compostos

maioritarios.
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2 CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 A familia Solanaceae

Solanaceae é uma das familias mais importantes de arbustos e ervas presentes em
capoeiras e vegetaces no Brasil e em outras partes da América, tanto central como do
sul (NEE, 2007). Estd familia é composta por cerca de 100 géneros e 2700 espécies,
concentrando 60% das espécies nos géneros Solanum, Lycianthes, Cestrum, Nolana,
Physalis, Lycium, Nicotiana e Brumfelsia Tabela 1 (YADAYV, et al., 2016). Solanaceae
Juss encontra-se organizada em seis subfamilias descritas como: Solanoideae,
Cestroideae, Juanolloideae, Salpiglossoideae, Schizanthoideae e Anthocercioideae
(D’ARCY, 1972).

Tabela 1-Lista dos principais géneros da familia Solanaceae com o nimero aproximado de espécies

NUmero aproximado

Género de espécies
Solanum 1330
Lycianthes 200
Cestrum 150
Nolana 89
Physalis 85
Lycium 85
Nicotiana 76
Brunfelsia 45
Numero estimado de espécies na familia 2700

Fonte: (YANDAV, et al., 2016).

A morfologia da familia Solanaceae possui como caracteristicas folhas alternas
ou pareadas, mas nunca diretamente opostas, as vezes encontram-se agrupadas nos apices
dos ramos, simples ou pinatisectas de estipulas ausentes. Suas flores tém diversos
tamanhos que vao desde pequenas até grandes, bissexuadas ou as vezes unissexuadas,
actinomorfas ou zigomorfas muito vistosas e de diversidade de cores (Figura 3, p. 27)
(NEE, 2007) (OREJUELA, VELEZ, OROZCO, 2013)
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As Solanaceas representam uma das familias mais importantes do ponto de vista
econdmico, especialmente como fonte alimenticia, como por exemplo, o tomate
(Lycopersicon esculentum Mill) e a batata (Solanum tuberosum) (NEE, 2007). Na
medicina tradicional sdo muito utilizadas como fonte de psicotrépicos, uma vez que sao
espécies com altos niveis de alcaloides, como a belladona (Atropa beladona) e o
estramonio (Datura stramonium) (YADAV, et al., 2016).

Figura 3-Flores de quatro géneros de importancia econdmica da familia Solanaceae: Solanum tuberosum

(A), Brunfelsia pauciflora (B), Lycopersicon esculentum (C), Nicotiana tabacum (D)

Fonte: (OREJUELA, VELEZ, OROZCO. 2013)
2.2 O género Nicandra

De acordo com Gutierrez, et al (2015) Nicandra é um género da familia
Solanaceae, o0 qual € composto por apenas trés espécies, dentro das quais encontra-se N.
physalodes G, N. jonh-tyleriana S e N. yacheriana S, as duas Gltimas sendo classificadas
nos anos de 2007 e 2010, respectivamente. Estas espécies sdo originarias da América do
sul, dispersas nas regides tropicais dos continentes, e sdo distinguidas pelas diferencas

gue apresentam em seus frutos e flores.
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2.3 Consideracdes sobre N. physalodes

N. physalodes é popularmente conhecida como maca do peru, joa de capote, bexiga,
bucho-de-ra, quintilho, baldozinho, etc, esta espécie € um arbusto de até 1 m de altura,
possui flores em forma de sino, de cor violeta, folhas verdes, serrilhadas, que medem de
8 a 25 cm de largura incluindo o peciolo (NURIT; AGRAM, 2005), Algumas
caracteristicas morfologicas sdo mostradas na Figura 4, além da espécie em seu hébitat
natural (Figura 5, p.29).

Figura 4-Caracteristicas morfoldgicas de N. physalodes

Fonte: (NEE, 2007)
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Figura 5- N. physalodes em seu habitat natural (folhas, flores e frutos) Guaraciaba do norte. S. 04°15241,
W 40°49179

Coletada por: Edilberto Rocha Silveira.

Um levantamento bibliografico a cerca desta espécie, levou a considerar que a
espécie é bem conhecida e amplamente cultivada com fins ornamental no sul do
continente americano e também desde o sul dos Estados Unidos até México, Costa Rica
e Antilhas, sendo que a espécie é originaria do Peru. N. physalodes € conhecida como
planta toxica, sendo seu exsudado usado para matar moscas (NEE, 1986), além, esta
distribuida amplamente nas zonas tropicais dos continentes como pode ser observado na

Figura 6 a seguir.

Figura 6- Distribuicdo de N. physalodes em pontos amarelos sobre 0 mapa

Fonte: Global Biodiversity Information Facility (GBIF) http://www.gbif.org/species/5341754.
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Um dos primeiros compostos reportados para N. physalodes, foi a nicandrenona,
a qual apresentou potente atividade repelente para insetos (BEGLEY, et al., 1976).
Segundo Sonego, et al (2013) os compostos do tipo vitanolido com anel D aromatico s&o
0s responsaveis pelas aplicacdes desta espécie como repelente.

Contrariamente aos usos comuns nos paises ocidentais, no oriente N. physalodes
é empregada como anti-microbiano e anti-inflamatorio, analgésico, e no tratamento da
midriases e como segundo Chopra (1986 apud, MUKUNGU, et al., 2011).
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3.1 Vitanolidos

Os compostos denominados como vitanolidos estdo compreendidos dentro dos
esteroides naturais Cog, derivados do esqueleto ergostano funcionalizados em C-1, C-22
e C-26, além de ter como caracteristica a funcdo cetona em C-1 geralmente, o que leva

ter 90% dos vianolidos como 1-oxo-esteroides (CHEN, et al; 2011).

Os vitanolidos estdo amplamente distribuidos na familia Solanaceae, especialmente
nos géneros Jaborosa, Physalis, Tubocapsicum e Whitania (ZHANG, TIMMERMANN,
2015). Alali, et al (2014) relata mais cinco géneros: Lycium, Datura, Dunalia, Acnistus e

Nicandra como potenciais espécies para o isolamento deste tipo de compostos.

Segundo Chen, et al (2011) no ano de 1965 foi isolado a vitaferina A das folhas de
Withania somnifera por Lavie, constituindo-se como o primer metabolito secundario tipo
vitanolido caracterizado para esta espécie, 0 numero de vitanolidos como sugere o autor
isolados por mais de 45 anos, tem como resultado a divulgacdo de diversas atividades
biologicas e farmacolégicas como sdo antitumoral, antifeedant, citotoxica,

immunosupresiva, antimicrobiana e anti-inflamatoria.

Um levantamento bibliografico feito para os compostos tipo vitanolido no site
Science Finder® com a palavra vitanolido no idioma inglés (withanolide), levo a
obtencdo de 1136 referencias, e no site ScienceDirect® com a mesma palavra foram
obtidas 725 publicacGes, a maioria deles sendo publicagdes apresentadas em paises do

continente asiatico e muitas outras no continente americano.
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3.2 Biossintese dos compostos tipo vitanolido

As plantas produzem metabdlitos secundarios, muitos dos quais sdo altamente
usados na industria farmacéutica, de alimentos e cosmética. A importancia de conhecer
sua rota biossintética ndo s6 consiste em obter dados de referéncia para posteriores
sinteses, também para a bio-producéo e melhoramento dos cultivos com o objetivo de que
a planta possa produzir determinado metabolito secundario de interesse
(SIVANANDHAN, et al., 2014). No género Nicandra, por exemplo, tem-se que a
concentracdo dos vitanolidos presentes na folhas corresponde a apenas 0,001-0,5% em
peso seco (DHAR, et al., 2015).

Quimicamente, os vitanolidos poderiam estar compreendidos dentro dos
compostos do tipo triterpeno (C30), lembrando que os triterpenos estao constituidos por
unidades de isopreno IPP (isopentil-pirofosfato) e DMAPP (Dimetil-alil-pirofosfato)
produzidos mediante duas rotas, classicamente conhecidas como a rota do &cido
mevaldnico (MVA) desenvolvida no citosol da célula, e a rota do fosfato de metil-eritritol
(MEP) desenvolvida no cloroplasto. Esses triterpenos, de acordo com a rota biossintética,
podem apresentar diversas funcionalidades como horménios, esteroides, esterdis, apds
complexas reagdes bioquimicas para a formacao do 24-metileno-colesterol (4) (Figura 9,
p.36) (DHAR, et al., 2015).

Na rota do MVA, interagem sete enzimas, para a condensacdo da primeira
molécula conhecida como IPP (Isopentil-pirofosfato), lembrando que o primer passo esta
baseado na condensacdo de dois moléculas de Acetil-CoA para a formacgdo de uma
unidade de acetoacetil-CoA com ajuda da AcAc-CoA tiolasa proveniente do complexo
co-enzimatico HMG-CoA (Hidroxi-metilglutaril CoA), a biossinteses do mevalonatao
além dos passos anteriores envolveu a transferéncia de elétrons provenientes do (NAD-
(P) H) e diversas enzimas catalizadoras, que levam finalmente a transformacdo do
mevalonato em IPP ocorrendo a consequente fosforilagdo e descarboxilacdo com a
mevalonato quinasa como catalizador (Figura 7, p. 34) (Figura 8, p. 35) (DHAR, et al.,
2015)



34

Figura 7- Rota da biossinteses dos compostos tipo vitanolido.
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Figura 8- Continuagdo biossinteses dos compostos tipo vitanolido.
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Fonte: (DHAR, et al., 2015) Rota biossintetica dos vitanolidos: DPX, 1-deoxy-D-xylulose 5-
phosphate; FPPS, farnesyldiphosphate synthasa; SQS, Squalene synthasa; SQE/CPR, Squalene epoxidasa/

cytocrome P450 reductase; CAS, Cycloartenol synthasa; SMT, Sterol methyl transferase; ODM,

Obtusifoliol-14-demethylase
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A rota do MEP (Fosfato de metileritritol) proveniente do cloroplasto envolve
como primer passo a condensacdo dos precursdes piruvato e gliceraldeido 3-fosfato
catalisada por 1-deoxi- D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DSX) em 1-deoxi D-xilulosa 5-
fosfato e finalmente com ajuda da DPX reductoisomerasa a formacdo do MEP,
posteriormente através de quatro complexos enzimaticos estamos na presenca do
composto conhecido como HMBPP (4-Hidroxi, 3-Metilbutan, 2-Enol difosfato) o qual
atua como precursor dos compostos IPP e DMAPP. (DHAR, et al., 2015)

Desta forma, os compostos do tipo vitanolido, sdo conhecidos como derivados do
esqueleto ergostano e classificados como esteroides naturais, com caracteristicas de
conter uma cadeia lateral de nove carbonos, a qual cicliza em um anel de seis membros
tipo heterociclo, funcionalizado geralmente em C-22 e C-26 (ANJANEYULU, et al.,
1998). Segundo Chen et al., (2011), mais de 90% dos vitanolidos relatados tem como
caracteristica geral o grupamento cetona no carbono C-1, gerando a divisdo dos
compostos 1-oxoesteroides.

Um dos primeiros trabalhos tentando observar a biossinteses dos compostos tipo
vitanolidos e suas funcionalidades foram feitos por Lockley, et al (1975), onde foi
estudado a incorporacdo de substratos radioativos aos vitanolidos de Withania somnifera,
obtendo como conclusdo que o verdadeiro precursor dos vitanolidos é o 24-metileno-
colesterol (4), no entanto; o grupo de Levie (1983) sugeriu que este composto € apenas
um intermediéario, e que a ciclizacdo do C-22 e C-26 e 0s passos de oxidacdo posteriores
podem levar a formacéo tipica de lactona ou lactol de seis membros, ligado ao carbono

C-17 nos vitanolidos.

Figura 9-Esqueleto base do 24-metileno-colesterol (4)

Segundo relatado por Levie (1983), a oxidacdo e posterior desidratacdo dos
principais esqueletos precursores, permite obter as caracteristicas principais dos

vitanolidos, tais como a formag&o da cetona, apds a hidroxilacdo seletiva no C-1 (lado
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menos protegido), com posterior desidratacdo e formacéo do 2,5-dien-1-ona, mencionado
anteriormente, e finalmente a obtencdo do sistema 2-en-1-ona, funcionalizando os anéis
A e B (Figura 10).

Figura 10-Rota de funcionalizacdo do 24-metileno-colesterol.
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Fonte: (MAIA, 2010).

3.3 Classificacdo dos vitanolidos

Segundo Chen, et al (2011), os vitanolidos sdo compostos altamente oxigenados
(polioxigenados), sub-divididos em dois grupos, de acordo com a cadeia lateral ligada ao
carbono C-17: vitanolido tipo A (J-lactona ou J-lactol) e vitanolido tipo B (y-lactona ou
y-lactol), conforme mostrado na Figura 11 a seguir. E importante ressaltar que s6 existem
relatos na literatura de vitanolidos tipo A isolados da espécie N. physalodes
(GUTIERREZ et al., 2015, SHINKAI; BRUICE, 1972, MUKUNGU et al., 2013 etc).

Figura 11-Classificacdo dos vitanolidos em tipo A e tipo B

27 o

4 : 6 Tipo A 4 6 Tipo B

Fonte: CHEN, L., HE, H., QIU, F., 2011. Natural withanolides: an overwiew. Nat. Prod. Res. 28, 705-
740
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3.3.1 Vitanolidos tipo A

Estes vitanolidos encontram-se dividido em dois subgrupos: vitanolidos com
esqueleto ndo modificado (Grupo 1) e vitanolidos com esqueleto modificado (Grupo I1).
Ao grupo | pertencem os vitanolidos 54,65-epdxidos, 5-eno, 6,7 a epoxidos, 5,6 a-
epoxidos, e 64,7 -epdxidos. Dentro do grupo Il sdo comuns as fisalinas, neofisalinas,
vitafisalinas, acnistinas/epiacnistinas, vitajardinas, vitametelinas, vitanolidos tipo
norbornano, sativolidos, espiranoide-o-lactonas, 14¢,20a-epéxidos, subtriflora-&
lactonas e vitanolidos com anel D aromatico (CHEN et al., 2011).

Dentre os vitanolidos tipo A, dois s&o comumente isolados de N. physalodes: 0s
6,7 a-epoxidos com a caracteristica de possuir um sistema A/B 5a-hidroxy-2-en-1-ona
e os vitanolidos com anel D aromatico, pertencentes aos grupos | e I, respectivamente.

Os esqueletos-base desses compostos encontram-se apresentados na Figura 12 abaixo.

Figura 12-Esqueletos-base de vitanolidos tipo A pertencentes aos grupos | e 1l

Fonte: CHEN,HE, QIU, 2011.
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3.4 Generalidades espectroscopicas dos compostos tipo Vitanolido

Segundo o reportado por Yang, et al (2016) os compostos tipo vitanolido
apresentam generalidades espectroscopicas que permitem sua diferenciacdo e facil

localizag&o dentro das misturas.

3.4.1 Vitanolidos: Ultra violeta (UV) e infra vermelho (1V)

A absorcdo na regido do UV esta em lambdas maximos de 225 nm, caracteristicas
dos sistemas «,f - insaturados sendo estes sistemas cromoforos. Incrementando a
conjugacdo dos elétrons [1, em sistemas de baixa energia como [J— [I* temos
deslocamentos de Amax entre (224-320 nm) caracteristicos dos vitanolidos com anéis

aromaticos.

Na regido do Infravermelho, sdo caracteristicas as bandas de deformacéo axial da
ligagdo OH em rangos de 3200-3600, uma outra caracteristica forte e a presenca das banda
finas de sistemas «, £ - insaturados com cetona (1675 cm™), ¢, - insaturados &-lactona
(1710 cm™) e ¢, B - insaturados vy lactona em (1735-1750 cm™) (YANG, et al; 2016)

3.4.2 Vitanolidos: Espectrometria de massas

Segundo Yang, et al (2016) séo caracteristicas as clivagens nos carbonos C-20/C-
22 dos vitanolidos para a formacao do pico em m/z 125 com ionizagéo eletronica (EM-
IE), também foram relatadas clivagens complexas em Ci.10/Cs-s do anel A, para a
formacgéo do pico em m/z 68, e para confirmar o sistema ¢, £ - insaturado &-lactona com
a presenca de uma hidroxila e possivel observar um pico correspondente a m/z 141
(C7H905).

Por métodos de EMAR como ESI-MS ou ESI-QqTOF-MS/MS este ultimo usado
como técnica de confirmacgdo pode-se obter informacao dos adutos no modo positivo tais
como [M+H]", [M+NH.]" e [M+Na]", a perdida de moléculas de H>O inequivocamente
leva a confirmar a presenca de grupos hidroxila nos carbonos C-4, C-5, C-17, C-20 e C-
27, além dos grupos epoxidos nas posi¢fes C-5, C-6, um exemplo e a utilizagdo de LC/IT-
MS o qual gera o espectro de massa dos vitanolidos como diversas perdidas de moléculas
de H20 (YANG, et al; 2016).
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3.4.3 Vitanolidos: RMN de protio *H

No espectro de RMN-H para 0s compostos tipo vitanolido, sdo caracteristicos 0s
sinais para cinco metilas correspondentes como C-18, C-19, C-21, C-27 e C-28, com
deslocamentos que vao desde 0,69 até 2,10 ppm, também e possivel observar como
caracteristica os hidrogénios olefinicos do sistema «, S - insaturado do anel A, onde de
acordo ao solvente usado para a preparacdo da amostra pode ter deslocamentos entre ¢
5,60- 6,00 para o hidrogénio « e entre ¢ 6,50- 6-90 para o hidrogénio S (YANG, et al;
2016).

3.5 Atividades relatadas para os compostos tipo vitanolido.

Segundo Chen, et al (2011) a medicina tradicional e o uso das medicinas ervais que
contem em sua maioria compostos do tipo vitanolido tem uma importancia

etnofarmocologica, apresentando diversas atividades aqui relatadas.

Muitas das plantas da familia Solanaceae tém sido reportadas como potenciais
espécies no isolamento de vitanolidos e sdo utilizadas pela medicina popular no
tratamento de diversas doencas e, por exemplo, o caso da Physalis angulata usada em
varios continentes como anticancerigena, diurética e anti-inflamatoria além de imuno-
reguladora, mais recentemente P. angulata foi reportada por Weber C, et al (2015) como
uma espécie usada como tratamento da malaria por comunidades indigenas junto a uma
espécie também da familia Solanaceae conhecida como jurubeba (Solanum crinitum
Lam). As propriedades antitumorais dos compostos tipo vitanolido tem sido estudadas
por muitos anos, os vitanolidos exibem propriedades citotoxicas e de diferenciacdo de
células, sendo compostos quimiopreventivos no tratamento de cancer (CHEN, et al.,
2011).

Diversas publicagdes ttm como objetivo o isolamento dos compostos tipo vitanolido
além de sua caracterizacdo, mas também tem muitas pesquisas com o objetivo da procura
de atividades bioldgicas, deste modo, um amplo levantamento bibliogréafico permitiu
observar um numero importante de artigos publicados com atividades tais como

citotoxica, antitumoral, tripanocidal, e antidiurética.
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No levantamento bibliografico feito como a base de dados Science Finder® com a
palavra vitanolido (withanolide) foram obtidas 1136 referencias, dentro das quais
encontram-se artigos desde o ano 1950 ate o0 ano 2016, artigos com diversos objetivos e
reportando diversas atividades, um dos artigos mais recentes foi relatado por Batista, et
al (2016) onde apresenta o isolamento dos compostos tipo vitanolidos isolados das folhas
da espécie Acnistus arborescens cultivada, tendo em conta que muitas outras pesquisas
apresentam esta espécie como uma fonte de vitanolidos com potente atividade citotdxica,
sendo o caso da vitafisalina F (5), M (6), O (7) e (17S,20R,22R)- 5b,6b:18,20-diepoxi-
4b,18-dihidroxi-1-oxovita-24-enolido (8) (Figura 13) (CHATAING, et al, 2012)
(MINGUZZI; BARATA; CORDELL, 2011)

Figura 13- Vitanolidos isolados de Acnistus arborescens com atividade citotoxica.

Outros autores relatam esta atividade para compostos similares isolados de espécies
da familia Solanacea, um dos exemplos mais estudados e Withania somnifera com 2600
reportes na base de dados Science Finder®, sendo a maioria deles artigos sobre sua

atividade citotoxica, anticancerigena e inmunoreguladora (JINUKUTI, GIRI, 2015).
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Physalis peruviana e uma espécie amplamente conhecida dentro da familia
Solanaceae pertencente ao género Physalis com mais de 120 espécies, recentemente no
ano 2009 foram publicados sete novos compostos para esta espécie um deles e a
phyperunolide A (9) (Figura 14), o qual apresenta atividade citotoxica importante frente
a linhagens de células cancerigenas humanas (YU-HSUAN LAN, et al., 2009)

Figura 14- Vitanolido isolado de Physalis peruviana com atividade citotdxica
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3.6 Metabdlitos secundarios isolados do género Nicandra

Nicandra é um género amplamente estudado pela presenca de compostos tipo
vitanolidos (withanolides). Muitas atividades tém sido relatadas para estes compostos,
entre 0s quais, podemos destacar antitumorais, antifeedant, anti-estresse, citotoxica,
imunosupressora, antimicrobiana e anti-inflamatéria (CHEN, et al., 2011), como ja foi
mencionado no literal 2.2, 0 genero Nicandra esta composto por trés espécies, sendo um
dos géneros mais pequenos da familia

Um amplo levantamento bibliografico para a espécie N. physalodes na base de
dados Science Finder® com a palavra chave Nicandra physalodes, permitiu observar que
tém sido reportados artigos desde o ano 1950, iniciando com o exemplar publicado pela
revista Fette und Seifen com o nome de Seed oil of Nicandra physalodes. Até o ano de
2016 foram encontradas 37 publicacdes (Figura 15) e 25 patentes para N. physalodes.
Para a espécie N. jonh-tyleriana S foi publicado somente um artigo no ano de 2015,
contemplando os metabolitos isolados de folhas da espécie, e finalmente para N.

yacheriana S nao foi encontrado artigos relatando o isolamento de compostos da espécie.
Figura 15- Diagrama de barras, nimero de publica¢@es para N. physalodes V.s. anos de publicagao

Numers de publicagoes por ande para N plisalodes

e de Ariges

Fonte: Préprio autor com base no levantamento bibliogréfico.
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Entre os artigos publicados para N. physalodes, pode-se encontrar relatos de
compostos do tipo vitanolido classificados como do tipo A (grupo | e grupo 1l) (CHEN,
et al., 2011) reportando-se comumente 0s 5,6 a-epoxidos e os vitanolidos com anel D
aromatico. Também tém sido descrita a presenca de alcaloides em flores como a
calistegina B1 (10) e outros compostos minoritarios como a vainilina (11), acido
vainilinico (12) e o drumondol (13) (Figura 16) (KUN, BO, KAI, 2012) (GRIFFITHS, et
al., 1994).

Figura 16- Exemplos de compostos minoritarios isolados de N. physalodes

OH

(10) (11) (12) (13)

Entre os anos de1972 e 1991 foram publicados cerca de 20 artigos para a espécie
N. physalodes, relatando diversos trabalhos, dentre os quais se destacam os de analises
estruturais utilizando difrag&o de raios X para os compostos nic-3-acetato (14), nic-7 (15)
e nic-11 etil éter (16), analises das rotas biossintéticas dos compostos denominados como
vitanolidos com anel D aromatico e isolamento de compostos minoritéarios das folhas da
espécie como a nic-2 (17), nic-1 lactona (18) e nic-15 (Loliolido) (19) todos pertencestes
a familia das denominadas nicandrenonas (BEGLEY, et al 1976a,; BATES,
MOREHEAD, 1974; GLOTTER, et al., 1976 e GRIFFITHS, et al., 1994) conforme
demonstrado na Figura 17 pag. 45.
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Figura 17-Alguns compostos adicionais isolados da espécie N. physalodes
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Como ja foi mencionado, os vitanolidos ocupam boa parte das publicacbes para
N. physalodes, podendo-se destacar o trabalho de Mukungu, et al (2013), onde foi isolado
0 composto denominado vitanicandrina (20), composto classificado como vitanolido do
tipo d-lactona. Este composto foi testado contra Saccharomyes cerevisiae apresentando
atividade antifangica contra Candida albicans. Além de apresentar atividade
antibacteriana.

O extrato metanolico das folhas de N. physalodes coletada em Kunming (China)
forneceu dois vitanolidos inéditos na literatura isolado por Kun, et al (2012):
denominados como nicandrenona-metil- éter (21) e 26,(S)-nicandrenona-metil-éter (22).
Também foram isolados trés compostos ja conhecidos, a nicandrenona (nic-1) (23),
nicandrenona-7 (24) e nicafisalina E (25), sendo que para estes compostos 0s autores nao
apresentam atividade farmacoldgica.

Segundo Shingu, et al (1994), o fracionamento do extrato metandlico das folhas,
flores e caule de N. physalodes, forneceu cinco novos vitanolidos os quais foram
denominados como nicafisalina A (26), B (27), C (28), D (29) e E.
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As figuras (18-27) anteriormente mencionadas e apresentadas em forma de tabela
com os dados de RMN de *3C permitem ter uma vis&o geral dos deslocamentos quimicos
tipicos de vitanolidos isolados para esta espécie, desta forma, por exemplo, se pode
comparar mais em frente os deslocamentos tipicos encontrados na literatura apresentada
a continuacdo com os dados apresentados experimentalmente para o sistema «,f -
conjugado com a carbonila em C1, o sistema do anel epoxido em 6-7 ou as diferentes
ligacGes propostas no carbono C17, além dos carbonos metinicos, metilenicos e metilicos

para cada caso.

Figura 18- Dados de RMN de *3C da vitanicandrina (50 MHz, CDCls)

Posicdo dc  Posicdo  dc
1 201,7 15 23,8
2 129,0 16 27,3
3 140,2 17 42,8
4 36,8 18 11,6
5 73,4 19 14,9
6 56,4 20 39,9
7 57,1 21 13,7
8 35,7 22 76,6
9 37,8 23 30,1
10 51,6 24 149,8
11 38,5 25 122,0
12 212,6 26 167,3 (20)
13 57,8 27 12,7
14 53,3 28 20,8

(MUKUNGU et al., 2013)

Figura 19- Dados de RMN de 3C da nicandrenona-metil-éter (50 MHz, CDCls)

Posicdo dc  Posicdo  dc
1 202,9 15 124,0
2 128,9 16 125,6
3 140,1 17 1425
4 37,1 18 128,7
5 73,0 19 14,3
6 57,0 20 43,9
7 55,9 21 18,4
8 38,7 22 68,9
9 32,0 23 355
10 51,9 24 61,4
11 24,6 25 61,5
12 29,7 26 99,3
13 137,1 27 17,2
14 135,2 28 18,6
OCHs 557
(MUKUNGU et al., 2013)

(21)




Figura 20- Dados de RMN de *C da 26,(S)-nicandrenona-metil-éter (125 MHz, DCl3)

Posicdo

dc
202,3
128,2
139,8
36,4
72,7
56,3
55,7
38,1
31,2
51,1
23,9
28,9
136,2
134,7

Posicdo

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
OCHi3s

(KUN, et al., 2012)

Jdc
123,6
124,7
141,3
128,1
13,6
43,5
16,3
71,7
33,2
61,9
60,8
101,0
14,2
18,5
55,0

(22)

Figura 21- Dados de RMN de *3C da nicandrenona (nic-1) (125 MHz, CDCls)

Posicdo

dc
202,6
128,5
140,0
36,5
72,5
56,5
55,2
38,2
31,8
51,3
24,6
29,0
136,6
134,9

Posicdo

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

(KUN, et al., 2012)

Joc
123,7
125,0
1411
128,2
13,7
42,7
17,0
67,1
334
64,1
63,1
91,2
16,3
18,4

(23)

Figura 22- Dados de RMN de 3C da nicandrenona-7 (125 MHz, CDCls)

Posicao

O©CoOoO~NOoO O, WN P

10
11
12
13
14

Joc
201,4
128,7
139,8
36,5
73,1
56,0
56,9
35,4
37,4
51,3
38,2
212,4
57,6
52,7

Posicao

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

(KUN, et al., 2012)

dc
23,5
26,8
42,9
14,6
11,4
39,6
12,8
65,0
29,4
65,4
63,9
91,7
16,5
18,9

(24)
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Figura 23- Dados de RMN de *C da nicafisalina E (125 MHz, CDCls)

Posicdo

14

dc
202,6
128,5
140,1
36,8
72,7
56,7
55,4
38,5
31,6
51,6
24,2
29,2
137,0
135,6

Posicdo

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

CHO

28

(KUN, et al., 2012)

Jdc
124,1
125,1
140,2
128,7

13,9
43,3
17,5
75,6
34,8
42,9
2115
28,5 (25)
160,8

17,7

Figura 24- Dados de RMN de 3C da nicafisalina A (125 MHz, CDCls)

Posicao

O©Co~NOOTA, WN -

10
11
12
13
14

Joc
203,4
128,9
139,9
36,7
73,3
56,0
57,0
35,9
28,6
50,5
29,7
72,5
46,9
43,6

Posicao

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

(SHINGU, et al., 1994)

dc
22,9
26,3
43,2
12,5
14,6
38,6
11,4
65,2
29,5
65,3
63,8
91,8
16,6
18,9

(26)

Figura 25- Dados de RMN de 3C da nicafisalina B (125 MHz, CDCl5)

Posicdo

14

Joc
203,9
128,1
140,1
36,3
73,1
55,8
56,4
33,5
35,4
50,8
20,9
34,4
46,7
60,1

Posicdo

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

(SHINGU, et al., 1994)

Jc
75,8
127,7
156,5
18,3
14,4
35,9
16,2
66,3
33,6
62,9
62,8
91,9
16,0
17,9
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Figura 26- Dados de RMN de 3C da nicafisalina C (125 MHz, CDCls)

Posicdo  dc  Posicdo  dc
1 203,2 15 73,4
2 129,1 16 124,0
3 139,6 17 162,7
4 36,7 18 23,3
5 73,5 19 15,1
6 55,9 20 32,2
7 57,0 21 18,8
8 36,5 22 66,6
9 36,5 23 34,5
10 51,3 24 64,6
11 214 25 63,6
12 35,2 26 91,6
13 48,2 27 16,6
14 552 28 177 (28)

(SHINGU, et al., 1994)

Figura 27- Dados de RMN de *C da nicafisalina D (125 MHz, CDCls)

Posicho  dc  Posicdo  dc
202,9 15 76,8
128,8 16 128,8
139,6 17 156,6 ocHo
36,7 18 18,9 -
73,4 19 14,9
56,7 20 36,2
57,5 21 17,0
33,9 22 74,6
36,1 23 33,6
10 51,0 24 42,9
11 21,3 25 211,3 (29)
12 34,5 26 28,8
13 47,4 CHO 160,8
14 61,4 28 17,9
(SHINGU, et al., 1994)

O©CooO~~NO O WNPE

O primeiro vitanolido descrito para N. physalodes foi isolado por Nalvandov et
al, (1964) e denominado como nicandrenona (Nic-1), o qual apresentou atividade
repelente, sendo o responsavel por esta atividade da planta toda. Vale ressaltar que no ano
de 1972, o composto foi elucidado completamente e seus dados de carbono-13 e prétio
foram publicados no Journal of the American Society Chemical por Bates & Eckert
(1972).
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Da espécie N. jonh-tyleriana S foram isolados onze compostos do tipo A, sendo
cinco do subgrupo | e sete do subgrupo I1, os quais encontram-se apresentados na Figura
28 a seguir, tendo em conta que todos foram testados contra bactérias do tipo Bacillus,
Enterococcus, Escherichia, Listeria, Pseudomonas e Staphylococcus Segundo
(GUTIERREZ, et al., 2011). Para N. yacheriana, como ja mencionado, ainda ndo foram

publicados artigos com o isolamento de metabdlitos secundarios.

Figura 28-Compostos isolados da espécie N. jonh-tyleriana

16a-hydroxyjaborosalactona A (30) 5B, 6B-epoxy (31) 16-0x0-27-deoxyjaborosalactone D (34)
50, 6B-dihidroxy (32)
5a-cloro, 6B-hidroxy (33)

OH

5

6

56, 6p-epoxy (35) 5B, 6p-epoxy (37) vitajardin | (40)
5a, 6B-dihidroxy (36) 5a., 6B-dihidroxy (38)
5a-cloro, 6B3-hidroxy (39)

Fonte: (GUTIERREZ, et al., 2015).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Aspectos Gerais

O estudo quimico dos extratos das folhas da espécie N. physalodes G, foi realizado
utilizando técnicas cromatogréaficas, como cromatografia de exclusdo molecular em gel
de dextrana (Sephadex LH-20), cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia
em coluna gravitacional (CC), cromatografia flash (CF) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A elucidacdo estrutural dos compostos isolados foi feita através de

métodos espectrométricos e espectroscopicos, tais como, 1V, RMN e EMAR.

4.2 Métodos cromatograficos

4.2.1 Cromatografia de exclusédo molecular

A cromatografia de exclusdo molecular foi feita mediante a utilizagdo de gel de
dextrana Sephadex LH-20 da Pharmacia Fine Chemicals.

4.2.2 Cromatografia em camada delgada

As andlises em cromatografia em camada delgada (CCD) foram feitas em
cromatoplacas com base de aluminio (20 x 20 cm, 1 mm de espessura) Merck, revestidas
com silica gel 60 com indicador de florescéncia (F254). Os compostos foram visualizados
através de aspersao em solucao de vanilina/acido percldrico, seguido por aquecimento em
chapa aquecedora, além da detec¢do utilizando uma camara de UV-Vis a 254 e 362 nm.

4.2.3 Cromatografia em coluna gravitacional
Os fracionamentos em coluna (CC) foram realizados utilizando colunas de vidro

empacotadas com silica gel 60 (70-230 Mesh) para cromatografia gravitacional e (230-
400 Mesh) para cromatografia flash (CF).
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4.2.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises por CLAE foram feitas em um equipamento Shimadzu, com uma
bomba ternaria (LC20AT), um detector Uv PDA (SPD-M20A) e um forno CTO-20A. As
colunas utilizadas foram RP-18 Phenomenex®, com fluxos de 1 mL/min para coluna
analitica (4,6 x 250 mm, 5um) e 4 mL/min para coluna semi-preparativa (10 x 250 mm,
5um).

Os solventes utilizados foram todos de grau HPLC (CHsCN, CH3OH e H;O
deionizada) apos serem filtrados através de membranas de nylon com poros de 0,45 pum
Phenomenex® e desgaseificados em sonicador da Quimis® modelo Q3350 durante 30

min.

4.3 Métodos espectrométricos.

4.3.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em espectrdmetro
PERKIN-ELMER®, modelo Spectrum 100 FT-IR, utilizando UATR (Universal
Attenuated Total Reflectance Accessory) do Laboratério de Espectrometria de Massas do
Nordeste da Universidade Federal do Ceard (LEMANOR-UFC).

4.3.2 Espectrometria de massa de alta resolugdo (EMAR)

Os espectros de massa de alta resolugdo foram obtidos em um espectrometro
Shimadzu, modelo LCMS-IT-TOF, equipado com uma fonte de ionizacdo por
electrospray (ESI) pertencente ao laboratorio de Espectrometria de Massas do Nordeste
(LEMANOR) da Universidade Federal do Ceara, sendo os scans no modo positivo ou
negativo, também foi usado o espectrometro de massas modelo Waters Acquity UPLC
acoplado com um sistema quadrupolo com tempo de voo (TOF) sistema (UPLC/Qtof
MSE espectrdmetro) em modo positivo, equipamento pertencente ao laboratorio
Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais da EMBRAPA.
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4.3.3 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear de prétio (RMN H) e de
carbono-13 (RMN 13C)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de prétio (RMN *H) e de carbono-
13 (RMN C) uni e bidimensionais, foram obtidos em equipamentos (espectrémetros) da
marca Bruker, modelos Avance DRX-500 e DPX-300, pertencentes ao Centro Nordestino
de Aplicagdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear, da Universidade Federal do
Ceard (CENAUREMN-UFC). Foram aplicadas frequéncias de 500,13 MHz (*H) e 125,75
MHz (*3C), e 300,13 MHz (*H) e 75,47 MHz (**C).

Os deslocamentos quimicos (o) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de prétio, pelos picos dos hidrogénios pertencentes
as moléculas residuais ndo-deuteradas dos solventes deuterados utilizados: piridina
(w72, 7,59 e 8,74), cloroférmio (ou7,27) e metanol (u3,31) . Nos espectros de
carbono-13, os deslocamentos quimicos foram referenciados pelos picos centrais dos
carbonos-13 dos solventes: piridina (& 123,6, 136,4 e 150,4), cloroférmio
(oc 49,15) e metanol (oc 49,1).

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN H foram
indicadas segundo a convencdo: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), q (quarteto),
t (tripleto) e m (multipleto).

O padréo de hidrogenacdo dos carbonos foi determinado através da utilizacdo da
técnica DEPT 135° (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) de acordo com
convencgdo: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono metinico), CH2 (carbono

metilénico), e CHz (carbono metilico).
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4.4 Métodos fisicos de analise

4.4.1 Determinacgdo da rotacdo Optica

As rotacOes Opticas foram obtidas em um polarimetro digital da marca Jasco® P-
2000 do Laboratorio de Espectrometria de Massas do Nordeste da Universidade Federal
do Ceard (LEMANOR-UFC), operando a 589 nm e 20°C e utilizando uma cubeta de 1,0
dm. Todas as amostras foram analisadas na concentragéo de 1 mg/ml.

4.4.2 Determinacdo do ponto de fuséo

Os pontos de fusdo medidos para as amostras foram determinados em um
equipamento da marca MARCONI® modelo MA381-CE. As medigdes foram realizadas

com uma taxa de aquecimento de 5°C/min.

4.5 Estudo fitoquimico das folhas da espécie Nicandra physalodes

45.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

A coleta do material vegetal foi feita no estado do Ceara, no ano de 2015, a 2 Km
da cidade de Guaraciaba do Norte, coordenadas geogréficas (S 04°15241, W 40°49179).
Uma amostra foi enviada ao Herbario Prisco Bezerra para sua determinacdo taxonémica,
a qual foi classificada como Nicandra physalodes (L) Garent e cujo nimero de exsicata
foi 58.047. A identificacdo botéanica foi realizada pela Dra. Maria Iracema Bezerra Loiola,
do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara.
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4.5.2 Obtencéo do extrato em acetona das folhas da espécie N. physalodes G

As folhas de Nicandra physalodes (Np) foram secas a temperatura ambiente (32-
35 °C) em meédia, resultando em uma massa de 1215 g as quais foram trituradas e
submetidas a maceragdo a frio com 7 litros de acetona P.A em um recipiente de vidro
durante um tempo de 24 horas por duas vezes. A solucdo extraida foi filtrada e

concentrada sob pressao reduzida a 40 °C, obtendo-se o extrato denominado NpAc (56,58

9).

4.5.3 Particdo liquido-liquido do extrato denominado NpAc

O extrato em acetona (56,58 g) foi dissolvido em uma mistura de MeOH/H.0
(6:4) e submetido a particdo liquido-liqguido com solventes em polaridade crescente,
iniciando com n-hexano (900 mL), seguido de diclorometano (600 mL) e finalizando com
acetato de etila (600 mL) denominadas NpAcH, NpAcDCM e NpAcAcOEt,
respectivamente. As fases orgéanicas foram secas com sulfato de sodio anidro e
evaporadas a pressdo reduzida. Na Tabela 2 estdo descritas as massas das fragfes obtidas,

além da porcentagem de rendimento.

Tabela 2-Fracbes provenientes da parti¢do Liquido-Liquido do extrato em acetona das folhas da espécie
N. physalodes

Solvente Volumes Massa (g) Sigla

coletados (mL)

n-Hexano 900 31,38 NpAcH
DCM 600 7,3 NpAcDCM
AcOEt 600 1,95 NpAcAcOEt
Total 40,63

% Rendimento 71,80
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4.6 Isolamento dos constituintes quimicos da fragdo NpAcDCM obtidos do extrato

de N. physalodes

4.6.1 Cromatografia de adsorcéo seletiva da fracdo denominada NpAcDCM das

folhas de N. physalodes

A fracdo denominada NpAcDCM (7,30 g) foi fracionada mediante cromatografia
gravitacional utilizando 157 g de silica gel 60 (granulometria entre 70-230 Mesh) e como
fase movel foi utilizada uma mistura de solventes DCM/AcOEt em modo gradiente nas
proporgoes: 9:1, 7:3, 1:1, 3:7, AcOEt 100%, AcOEt-MeOH 8:2, e MeOH 100% obtendo-

se, desta forma, sete sub-fracGes conforme apresentadas na Tabela 3 a seguir.

Tabela 3-Sub-fragGes obtidas a partir da CC da fracdo denominada NpAcDCM

Fracédo Eluente Massa (mg) Cadigo
1 DCM-ACcOEt (9:1) 529,7 NpAcDCM-A
2 DCM-ACOEt (7:3) 3084 NpAcDCM-B
3 DCM-ACOEt (5:5) 682,3 NpAcDCM-C
4 DCM-ACOEt (3:7) 4941 NpAcDCM-D
5
6
7

AcOEt 100% 861,1 NpAcDCM-E
AcOEt-MeOH (8:2) 1400 NpAcDCM-F
MeOH 100% 157 NpAcDCM-G
Total 729
% de rendimento 90

4.6.2 Cromatografia de exclusdo molecular da fracdo denominada NpAcDCM-A e

isolamento do composto Npl

A fragdo denominada NpAcDCM-A (473,1 mg) foi solubilizada em metanol P.A
e acondicionados em uma coluna de 2,5 cm de diametro interno, empacotada com gel de
dextrana Sephadex LH-20 com altura de 38,0 cm. Como fase moével foi utilizado metanol
P.A com um fluxo de 5 gotas por minuto. Foram coletadas 79 fragdes com um volume de
coleta de 2 ml, as quais foram monitoradas por CCD e reunidas em 10 sub-fracdes de
acordo com suas semelhancas.

A fracdo denominada NpAcDCM-A.9 apresentou-se como um soélido branco

cristalino, o qual foi submetido a lavagens com metanol P.A até a obtencdo do sélido
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denominado Np1 (26,3 mg). Este composto foi submetido a analises de RMN de H e *C
além de IV e EMAR.

4.6.3 Purificacdo da fracdo denominada NpAcDCM-B e isolamento do composto
Np2

A fracdo NpAcDCM-B (3,08 g) foi monitorada por CCD, onde apresentou um
composto majoritario de cor verde escuro. Esta fracdo foi purificada e recristalizada
utilizando como solventes hexano/AcOEt (1:1) e MeOH P.A, até a obtencdo de uma
resina amarela (2,8 g). A cromatografia em CCD permitiu observar sua pureza
consideravel, o composto caracterizado foi denominado como Np2, realizou-se as

analises de RMN de 'H e 13C, uni e bidimensionais, além de IV e EMAR.

4.6.4 Cristalizacao e recristalizacao da fracdo denominada NpAcDCM-C:
Isolamento dos compostos Np3 e Np4

A fracdo denominada NpAcDCM-C apresentou-se como um solido de cor verde
com formacdes cristalinas. Este precipitado foi submetido a lavagens com metanol P.A
até a obtencdo de um sélido cristalino branco o qual foi denominado Np3 (13,9 mg). Este
composto foi submetido a analises por RMN de *H e 3C, além de espectrometria de
massas de alta resolucdo e espectroscopia no infravermelho.

O liquido-mae foi seco a uma temperatura de 40 °C sob presséo reduzida, obtendo-
se um precipitado branco, o qual foi purificado mediante a utilizacdo de Hexano/AcOEt
(1:1), além de gotas de MeOH como solventes de lavagem, obtendo-se um sélido

cristalino denominado Np4 (56,2 mg).
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4.6.5 Cromatografia de excluséo molecular da fracdo denominada NpAcDCM-F e

isolamento do composto Np5

A fracdo NpAcDCM-F (1,4 g) foi solubilizada em uma quantidade minima de
MeOH, e posteriormente acondicionados em uma coluna empacotada com gel de
dextrana Sephadex LH-20 com altura de 28 cm por 2,5 cm de didmetro interno. A
primeira fragdo foi coletada depois de 100 mL de eluicdo com metanol, utilizando um
fluxo de 5 gotas por minuto. Foram obtidas um total de 70 fracdes, as quais, apos

monitoramento por CCD, foram reunidas de acordo com o descrito na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4- FracGes obtidas da cromatografia de exclusdo molecular da fragdo denominada NpAcDCM-E.

Fracdo Fragdes reunidas Massa (mg) Cédigo
1 (1-11) 1,10 NpAcDCM-F.1
2 (12-18) 59,30 NpAcDCM-F.2
3 (19-24) 316,50 NpAcDCM-F.3
4 (25-27) 3125 NpAcDCM-F.4
5 (28-32) 178,00 NpAcDCM-F.5
6 (33-36) 51,10 NpAcDCM-F.6
7 (37-43) 36,40 NpAcDCM-F.7
8 (44-50) 32,10 NpAcDCM-F.8
9 (51-56) 17,70 NpAcDCM-F.9
10 (57-63) 16,10 NpAcDCM-F.10
11 (64-70) 3,00 NpAcDCM-F.11
Total 1,023¢g

% de rendimento 73,07

A fracdo NpAcDCM-F.3 (316,5 mg) foi solubilizada em MeOH e
recromatografada mais duas vezes mediante a utilizacdo de gel de dextrana Sephadex LH-
20, utilizando-se um fluxo de 5 gotas/min até a obtencdo da fracdo denominada
NpAcDCM-F.3.1.3. Esta fracdo (148,6 mg) foi posteriormente submetida a
cromatografia com cartucho C-18 Stata da Phenomenex® de 10 g, obtendo-se por eluicdo
14 fragdes, iniciando com H20/MeOH 50% e finalizando com 100% metanol, as quais
foram posteriormente reunidas em sete grupos (A-G) de acordo com as semelhancas
observadas atraves de CCD.

A fracdo denominada NpAcDCM-F.3.1.3.B (46,9 mg), foi obtida como um sélido
branco de aspecto cristalino com um grau de pureza satisfatorio sendo codificado como
Np5.
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4.6.6 Cromatografia em cartucho C-18 e CLAE da fracdo denominada NpAcDCM-
F.3.1.3.A e isolamento do composto Np6

A fracdo NpAcDCM-F.3.1.3.A (63,1 mg) foi submetida a fracionamento
utilizando cartucho C-18 (Stata Phenomenex® de 10 g), iniciando a eluicdo com
H>O/MeOH 30% e finalizando com 100% metanol obtendo-se 7 fragcdes. A fracdo
denominada NpAcDCM-F.3.1.3.A.4 (28,3 mg) foi submetida a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

A fracdo acima mencionada foi submetida a CLAE, apdés solubilizacdo em CH3CN
(2 mL) e filtracdo utilizando membrana de nylon de 0,25 p. Iniciou-se em condicGes
isocraticas utilizando como fase mével H.O/CHsCN (65:35) durante 10 min, gradiente
em 5 min até obter uma mistura de solventes H,O/ CHsCN (20:80) e finalmente
mantendo-se esta condi¢do durante 10 min. A coluna utilizada foi uma semi-preparativa
C18 Phenomenex Luna®, com fluxo de 4,2 mL/min, um loop de 200 p e comprimento
de onda utilizado na faixa de 230-400 nm. A anélise resultou no isolamento do material
correspondente ao pico P4 com tr = 12,699 min (Figura 29) o qual foi denominado como
Np6 (2,9 mg).

Figura 29-Cromatograma do composto correspondente ao pico 4 (P4, tg= 12,699 min) 230-400 nm
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4.6.7 Cromatografia de excluséo molecular da fracdo denominada NpAcDCM-(E) e

iIsolamento do composto Np7

A fracdo denominada NpAcDCM-E (861,1 mg) foi solubilizada em metanol grau
P.A e submetida a eluicdo em uma coluna empacotada com gel de dextrana Sephadex
LH-20 com altura de 38,0 cm, e fluxo de 5 gotas por minuto. Foram coletadas 23 fragoes,
as quais foram monitoradas por CCD e reunidas de acordo com suas semelhancas, cujos

dados séo apresentados na Tabela 5 a seguir.

Tabela 5-FragGes obtidas da cromatografia de exclusdo molecular da fragdo denominada NpAcDCM-E.

Fracdo Fragdes reunidas Massa Cadigo
mg
1 (1-9) 29,3 NpAcDCM-E.1
2 (10-12) 184,2 NpAcDCM-E.2
3 (13-17) 402,3 NpAcDCM-E.3
4 (18-22) 39,8 NpAcDCM-E.4
5 (23) 6 NpAcDCM-E.5
Total 661,6

% Rendimento 76,8

A fragdo denominada NpAcDCM-E.4 apresentou um solido cristalino de cor
branco (39,8 mg) denominado como Np7.

4.6.8 Cromatografia em cartucho C-18 da fracdo denominada NpAcDCM-E.3 e
isolamento do composto Np8
A Fracdo denominada NpAcDCM-E.3 (402,3 mg) foi solubilizada em CH3CN
grau HPLC e submetidos a cartucho C-18 Stata da Phenomenex® (10 g), o qual foi
previamente acondicionado com a fase movel H.O/ CH3CN 30%. A aluicéo foi iniciada
com 30% CHsCN e finalizada com CH3:CN /THF 10%. A fracdo denominada
NpAcDCM-E.3.B (10,2 mg) apresentou-se como um sélido cristalino.
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4.7 Isolamento dos constituintes quimicos do extracto NpAcAcOEt de N. physalodes.

4.7.1 Cromatografia de adsorcdo seletiva da fracdo denominada NpAcAcOEt das

folhas de N. physalodes

A fracdo denominada NpAcAeOEt (1,95 g) foi submetida a cromatografia em
coluna utilizando 75 g de silica gel 60 (granulometria 70-230 Mesh), e usando como fase
movel as misturas DCM/AcOEt em modo gradiente nas propor¢des 9:1, 7:3, 1:1, 3.7,
AcOEt 100%, AcOEt-MeOH 8:2, e MeOH 100%, obtendo-se 154 sub-fracbes que foram
monitoradas utilizando CCD e posteriormente reunidas de acordo com as suas

semelhancas em 10 fracGes, conforme apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6-Fracgdes obtidas da cromatografia de exclusdo molecular da fragdo denominada NpAcACcOEt.

Fracdo FracOes reunidas Massa (mg) Cédigo

1 (1-30) 2,0 NpAcAeOEL.A
2 (31-50) 14,3 NpAcAeOEL.B
3 (51-62) 21,0 NpAcAeOEtL.C
4 (63-72) 46,8 NpAcAeOEL.D
5 (72-93) 180,0 NpAcAeOEt.E
6 (94-105) 543,6 NpAcAeOEt.F
7 (106-135) 360,0 NpAcAeOEt.G
8 (136-146) 44,1 NpAcAeOEt.H
9 (147-153) 510,0 NpAcAeOEt.I
10 (154) 133,9 NpAcAeOEt.J

Total 1,859

% rendimento 94,8

4.7.2 Cromatografia “flash” da fragdo denominada NpAcAcOEt-(E) e isolamento do

composto Np9

A fracdo NpAcACcOEt-(E) (180,0 mg) foi misturada com 1 g de silica gel 60 G
para cromatografia flash (230-400 Mesh) e acondicionados em uma coluna de vidro com
mais 5 g de silica gel. Como solventes de elui¢do utilizou-se uma mistura de DCM/AcOEt
(7:3) coletando-se finalmente 109 fracdes as quais foram reunidas de acordo com a sua
semelhanca. A fracdo denominada NpACACOEt-E.4 (8 mg) apresentou-se como um
solido cristalino branco, o qual foi denominado Np9 e submetido as analises de RMN de
hidrogénio e de Carbono 13 além de IV e EMAR.



Figura 30-Fluxograma da metodologia de isolamento dos compostos Npl a Np8 presentes no extrato Diclorometano proveniente das folhas de N.physalodes
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Figura 31-Fluxograma da metodologia de isolamento do composto Np9 presente no extrato Acetato de etila proveniente das folhas de N.physalodes

Extrato em Acetona das folhas da especie
N.physaloides- Partigdo L-L com AcOEt
NpAcAcOEL: 195 g

NPAACOERA
4731 mg

NpAcACOEL-B NpAcAcOERC NpAcACOEL-D NpACACOELE NpAcACOE-F
473,1 mg 473,1 my 473,1 mg 473,1 mg NpAcACOERG
NpAcACOE-H
Flask :"“. MOI:' OI':J.

Np9 NpAcAcOE-EA

8 mg

64



65

RESULTADOS E
DISCUSSAO




66

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacéo estrutural

O estudo quimico do extrato acetona das folhas de espécimes de N. physalodes
proporcionou o isolamento de nove compostos (Npl a Np9) todos derivados do
ergostano, classificados como vitanolidos.

5.1.1 Determinacao estrutural de Np2

A substancia denominada Np2 (2,8 g) foi isolada a partir da fragdo NpAcDCM-
(2), proveniente do extrato DCM, apds fracionamento cromatografico conforme a
metodologia descrita no item 4.6.3 (p. 55), 0 composto apresentou-se como uma resina
amarela com [a] 5 +23,9° (¢ = 0,1; CH2Cly).

O espectro na regido do infravermelho (V) (Anexo 1, p. 123) exibiu uma banda
em 3455 cm? correspondente a deformacdo axial da ligagdo O-H, uma banda
caracteristica para carbonila de cetona (C=0) conjugada em 1685 cm™, duas bandas
confirmatorias de deformagéo angular no plano da ligagdo O-H em 1420 e 1330 cm™,
além de bandas em 1262 e 1080 cm™ caracteristicas de deformagcéo axial simétrica no
plano do anel epoxido (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2013).

O espectro de massas de alta resolugdo (EMAR) de Np2 (Anexo 2, p. 123),
utilizando fonte de ionizacdo por electrospray (ESI) mostrou um pico correspondente ao
aduto de sédio [M+Na]™ em m/z 489,2097 (calc. m/z: 489,2248; erro: 0,8) permitindo
determinar a formula molecular C2sHz406, a qual apresenta indice de deficiéncia de
hidrogénio (IDH) igual a 12.

O espectro de RMN de *C-BB [MeOD, 75,4 MHz] (Anexo 3, p. 124) mostrou 28
linhas espectrais, destacando os sinais para um grupo carbonila em Jc 205,9, trés sinais
para carbonos aromaticos com deslocamentos em oc 129,6; 126,7 e 125,6, bem como
sinais para carbonos olefinicos em dc 142,7 e 129,3. Alem disso, foi possivel observar um
sinal em oc 92,9 correspondente a carbono acetalico, sinais para carbonos oxigenados em

oc 74,5; 64,8 e 64,3 e sinais em Jc 57,8 e 56,2 caracteristicos de um anel epoxido.
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De acordo com o espectro DEPT 135° (Anexo 4, p. 124) foi possivel determinar o
padrdo de hidrogenacdo de cada carbono, o qual forneceu quatro sinais para carbonos
metilicos (6c 18,8; 18,1; 17,1 e 14,8), quatro sinais para carbonos metilénicos (dc 25,7;
30,6; 35,6 e 38,3) e doze sinais para carbonos metinicos (oc 33,2; 40,2; 44,7; 56,2; 57,8;
69,7;92,9; 125,6; 126,7; 129,3; 129,6 € 142,7). A subtracdo deste espectro com o espectro
de RMN 13C-BB permitiu inferir a presenca de oito sinais para carbonos n4o hidrogenados
(oc 54,9; 64,9; 64,3; 74,5; 137,2; 138,1; 143,1 e 205,9).

O espectro de RMN de *H [MeOD, 300 MHz] (Anexo 5, p. 125) revelou trés
sinais para hidrogénios aromaticos em on 7,35 (d, J =7,8 Hz ; H-15), 7,00 (d, J =8,0 H-
16) e 6,97 (s, H-18), caracteristicos de um sistema de spin do tipo ABX, e dois sinais em
on 6,65 (m, H-3) e 579 (dd, J = 2,4 e 10,0 Hz, H-2) indicando um sistema
a,f—conjugado  a carbonila tipico de vitanolidos. Os sinais em Jn 4,98 (s, H-26) e 4,00
(m, H-22) demonstram a existéncia do anel heterociclico de seis membros na estrutura,
além disso foi possivel observar a presenca dos sinais em on 4,00 (m, H-7) e 3,22 (d, J
=3,9, H-6), que corroboram a presenca do anel epoxido. Também é importante ressaltar a
presenca de quatro sinais intensos de hidrogénios metilicos em dn 1,33 (s, H-19), 1,31 (s,
H-28), 1,23 (s, H-27) e 1,21 (d, J = 7,1, H-21).

No espectro de RMN 2D !H, *H-COSY (Anexo 6, p. 125) foram observados os
acoplamentos homonucleares entre os sinais em on 5,79 (H-2) com 6,65 (H-3), em on 3,22
(H-6) com 4,00 (H-7), em 6+ 4,00 (H-7) com 3,08 (H-8) e, deste com o sinal em on 1,98
(H-9), assim como do sinal em 6n 7,35 (H-15) com 7,00 (H-16). Estas correlacdes foram
compativeis com o esqueleto esteroidal tipo ergostano, o qual tem sua estrutura

apresentada na Figura 32 a seguir.

Figura 32-Principais acoplamentos observados no espectro de RMN 2D *H, *H-COSY de Np2
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O espectro de RMN 2D *H, *C-HMBC (Anexo 7, p. 126), mostrou a correlagio entre 0s
hidrogénios da metila em on 1,23 (CH3-19) com o carbono carbonilico em oc 205,9 (C-
1), do hidrogénio em 61 5,79 (H-2) com o carbono ndo hidrogenado em oc 54,9 (C-10) e
com 38,35 (C-4), a correlagéo do hidrogénio em Jn 6,65 (H-3) com o carbono oxigenado
ndo hidrogenado em oJc 74,5 (C-5), justificando os anéis A e B. Essas correlacdes
encontram-se apresentadas na Figura 33 abaixo (subestrutura A).

Figura 33-Algumas correlagGes observadas no espectro de RMN 2D *H, *C-HMBC no anel A e B de Np2

Subestrutura A

Os vitanolidos tipo A, isolados de espécies de Nicandra, Physalis e Salpichroa
apresentam um anel de seis membros (J-lactol) ligado ao carbono 17, que os caracteriza
(CAOQ, etal., 2013). A presenca desse anel foi corroborada pelas correlagdes entre o sinal
do hidrogénio acetéalico em Jn 4,98 (H-26) com o carbono em oc 69,7 (C-22) e 64,3 (C-
24), dos hidrogénios da metila em on 1,33 (CH3-27) com o sinal em dc 92,9 (C-26) e do
hidrogénio em Jn 2,74 (H-20) com o carbono metilénico em Jc 35,6 (C-23), conforme a

subestrutura B mostrada na Figura 34 abaixo.

Figura 34-Algumas correlagfes observadas no espectro de RMN 2D H, *C-HMBC de Np2

Subestrutura B
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Outras correlagdes importantes foram observadas entre o hidrogénio em dn 6,97
(H-18) com o carbono em oc 30,6 (C-12) e 143,1 (C-17), do hidrogénio em Jn 7,00 (H-
16) com o carbono em oc 138,1 (C-14), do hidrogénio em Jn 7,35 (H-15) com o carbono
em oc 40,2 (C-8) e do hidrogénio em Jn 2,86 (H-11b) com o carbono em dc 33,2 (C-9).
Permitindo definir a estrutura de Np2, conforme mostrado na Figura 35.

Figura 35-CorrelagGes observadas no espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY e RMN 2D *H, **C-HMBC de
Np2

De acordo com os dados apresentados e com as pesquisas realizadas na literatura,
pdde-se assumir que Np2 (Figura 36) se trata de um esteroide com esqueleto ergostano
da classe vitanolido tipo A com esqueleto-base modificado (subgrupo II), contendo um
anel D aromatico, comumente isolado de plantas do género Nicandra (CHEN, et al.,
2011). Os dados de RMN de *H e 3C de Np2 estdo de acordo com os dados descritos
para nicandrenona (Nic-1) conforme descrito na Tabela 7 (p. 70). Este composto foi
relatado por Bates e Eckert (1972) como possuidor de atividade repelente de insetos,

composto isolado mais recentemente por Kun, Bo, Kai, (2012).

Figura 36-Formula estrutural de Np2, relatada como nicandrenona por (KUN; BO; KAI, 2012).
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Tabela 7-Dados de RMN de 'H e *C (300 MHz e 75 MHz) de Np2 comparados como os dados descritos
na literatura para nicandrenona (KUN, BO, KA, 2012).

Np2 (MeOD) Nicandrenona (CDCls)*
No oc OH 3 oc OH
1 205,9 - CHs-19 202,6 -
2 129,3 5,79 (dd, J=2,4; 10,0, 1H) = 128,5 5,83 (dd, J=10,1; 2,4 Hz, 1H)
3 1427 6,65 (m, 1H) - 140,0 6,58 (ddd, J=10,1; 5,0; 2,0 Hz, 1H)
4 38,35 2,86 (m, 1Ha) H-2 36,5 2,69 (m, 1H)
2,52 (dd, J=19,0; 5,0; 1Hb) 2,55 (dd, J=18,9; 5,0 Hz, 1H)
5 74,5 - H-3 72,5 -
6 57,8 3,22 (d, J=3,9; 1H) - 56,5 3,20 (d, J= 3,9 Hz, 1H)
7 56,0 4,00 (m, 1H) - 55,2 3,98 (m, 1H)
8 40,2 3,08 (d, J=11; 1H) H-15 38,2 3,02 (d, J= 11,6 Hz, 1H)
9 33,2 1,98 (m, 1H) H-11a 313 1,88 (td, J=11,6; 3,5 Hz, 1H)
10 54,9 - H-2 51,3 -
11 25,7 2,86 (m, 1Ha) - 24,0 2,82 (m, 1H)
1,82 (m, 1Hb) 1,51 (m, 1H)
12 30,6 1,53 (m, 1Ha) H-18 29,0 2,92 (m, 1H)
2,86 (m, 1Hb) 2,79 (m, 1H)
13 137.2 - - 136,6 -
14 1381 - H-16 134,9 -
15 126,7 7,35 (d, J=7,9; 1H) - 123,7 7,31 (d, J=8,1 Hz, 1H)
16 125,6 7,00 (d, J=8,0; 1H) - 125,0 7,01 (m, 1H)
17 1431 - H-18 141,1 -
18 129,6 6,97 (s, 1H) - 128,2 6,94 (s, 1H)
19 14,8 1,23 (s, 3H) - 13,7 1,20 (s, 3H)
20 44,7 2,74 (g, 1H) - 42,7 2,72 (m, 1H)
21 18,1 1,21 (s, 3H) H-20 17,0 1.2
22 69,7 4,00 (m, 1H) H-20, 67,1 3,86 (m, 1H)
H-26
23 35,6 2,86 (m, 1Ha) H-20 334 1,81 (dd, J=14,0; 2,2 Hz, 1H)
1,53 (m, 1Hb) 1,56 (m, 1H)
24 64,3 - - 64,1 -
25 64,0 - - 63,1 -
26 92,9 4,98 (s, 1H) CH3-27 91,2 4,94 (s, 1H)
27 171 1,33 (s, 3H) - 16,3 1,33 (s, 3H)
28 18,8 1,31 (s, 3H) - 18,4 1,32 (s, 3H)

* Dados obtidos (500 MHz).
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5.1.2 Determinacao estrutural de Npl

O composto denominado Np1 (26,3 mg) foi isolado a partir da fragdo NpAcDCM-
1 proveniente do extrato DCM, mediante a metodologia descrita no item 4.6.2, (p. 54). A
fragcdo acima foi submetida a fracionamento utilizando gel de dextrana Sephadex LH-20,
resultando no isolamento de um sélido branco cristalino com [a]3 + 13,9° (¢ = 0,1;
CHClIy).

O espectro na regido do IV de Npl (Anexo 8, p. 127) exibiu bandas semelhantes
as vistas no IV do composto Np2 (Anexo 1, p. 123) como: uma banda em 3442 cm™
correspondente a deformacédo axial da ligacdo O-H, uma banda caracteristica de cetona
(C=0) conjugada em 1675 cm™, duas bandas de deformagao angular no plano da ligagio
O-H em 1429 e 1360 cm, além de bandas em 1262 e 1080 cm™ caracteristicas de
deformacdo axial simétrica no plano de anel epoxido (SILVERSTEIN, WEBSTER,
KIEMLE, 2013).

O espectro de Massas de alta resolugdo EMAR-ESI (Anexo 9, p. 127) no modo
positivo do composto Npl, permitiu observar um pico correspondente ao composto
proténado [M+H]* em m/z 339,1593 (calc. m/z: 339,1596; erro: 0,8), fornecendo assim a
formula molecular C21 H23 O4, com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual 10.

O espectro de RMN de 3C-BB [Piridina-ds, 75,4 MHz] (Anexo 10, p. 128)
apresentou 21 linhas espectrais, muitas das quais semelhantes aquelas observadas para
Np2, sendo este, portanto, um vitanolido tipo A. Entre os sinais destaca-se um sinal para
carbonila em dc 204,0, dois sinais para carbonos olefinicos em oc 129,2 e 141,5, trés sinais
para carbonos oxigenados em dc 73,8; 57,4 e 54,6, sendo os dois Ultimos pertencentes a
um anel epoxido. As principais diferencas observadas em relacdo a Np2 foram a auséncia
dos sinais correspondentes aos carbonos caracteristicos do anel heterociclico de seis
membros, e a presenca de sinais para um grupo acetila (dc 198,0 e 26,9).

De acordo com o espectro DEPT 135° (Anexo 11, p. 129) foi possivel definir o
padrdo de hidrogenacdo de cada um dos carbonos, o qual forneceu dois sinais para
carbonos metilicos (oc 14,4 e 26,9), trés sinais para carbono metilénicos (dc 24,7; 29,9 e
38,3) e nove sinais para carbonos metinicos (oc 32,3; 40,2; 54,6; 57,4; 126,0; 126,2;
129,26; 129,29 e 141,5) A comparago entre os espectros de RMN *C-BB e DEPT,
permitiu identificar sete sinais para carbonos ndo hidrogenados (éc 52,7; 73,8; 136,2;
138,5; 145,0; 198,0 e 204,0).
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Como esperado, o espectro de RMN de 'H [Piridina-ds, 300 MHz] de Np1 (Anexo
12, p. 129) também mostrou-se semelhante ao do composto Np2, onde foram observados
trés sinais para hidrogénios aromaticos em on 7,96 (d, J = 4,5 Hz; H-16), 7,76 (s, H-18) e
7,74 (d, J = 4,5 Hz; H-15), dois sinais para hidrogénios olefinicos em oy 6,62 (m, H-3) e
6,07 (dd, J =2,0 e J =10,1 Hz; H-2) tipicos de sistemas «,f— insaturados, além de sinais
em Jn 4,00 (t, J= 3 Hz, H-7) e 3,33 (d, J= 3Hz, H-6) caracteristicos de hidrogénios
oximetinicos, bem como, um sinal intenso para hidrogénio metilico em on 1,24 (s, H-19).
As principais diferencas entre Np2 e Npl foram a auséncia dos sinais relativos aos
hidrogénios metilénicos, e acetalicos do anel de seis membros e a presenca de um sinal
em on 2,57 (s, CHs-21) para hidrogénios metilicos ligados a carbonila. A analise dos dados
de RMN apresentados até entdo, sugere que Npl se trata de um composto da classe dos
vitanolidos tipo A com o esqueleto-base modificado contendo um anel D aromético,
assim como Np2, no entanto, sem a presenca da unidade ¢-lactol ligada ao carbono C-17.

No espectro de RMN 2D !H, *H-COSY (Anexo 13, p. 130) foram observados os
acoplamentos escalares entre os sinais em Jn 6,07 (H-2) com 6,62 (H-3), o1 6,62 (H-3)
com 2,67 (H-4a), também do sinal em J1 3,33 (H-6) com 4,08 (H-7), Ju 4,08 (H-7) com
3,08 (H-8), on 3,08 (H-8) com 2,45 (H-9) e deste com 1,59 (11-b) e, este ultimo com 2,74
(12-a). Além desses, foi possivel observar os acoplamentos entre os hidrogénios em on

7,96 (H-16) com 7,74 (H-15) de acordo com observado na Figura 37 a seguir.

Figura 37-Principais acoplamentos observados no espectro de RMN 2D *H, *H-COSY de Np1

As correlacBes observadas no espectro de RMN 2D H, *3C-HMBC (Anexo 14, p.
130) permitiram confirmar a presenca de um grupo acetil ligado ao carbono C-17. Isto foi
possivel através dos acoplamentos heteronucleares entre os hidrogénios da metila em Jn
2,57 (CH3-21) com os carbonos em dc 198,0 (C-20) e 136,2 (C-17), e dos hidrogénios
aromaticos em on 7,96 (H-16) e 7,76 (H-18) com a carbonila em Jc 198,0 (C-20), cujas
correlagdes estdo apresentadas na Figura 38 (p 73).
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Figura 38-Algumas correlagdes observadas no espectro de RMN 2D *H, *C-HMBC no anel A e B de Npl

De acordo com os dados de RMN de 'H e 3C (Tabela 8, p. 74), pode-se
estabelecer que Np1 (Figura 39) se trata de um vitanolido tipo A, do subgrupo I, contendo
um anel D aromatico na estrutura, com um grupo acetil na posicdo C-17, levando a
considerar a perdida total do heterociclo anteriormente observado no composto
denominado como nicandrenona (Np2). Segundo Begley et al, (19764) este composto foi
isolado e reportado como Nic-10. A comparacdo dos dados de RMN de 3C e *H do
composto Npl foi realizada baseada nos dados relatados para a nicandrenona (Np2)
devido a auséncia dos artigos originais além da falta de informacéo ressente relatada para

0 composto mencionado.

Figura 39-Formula estrutural de Np1, (Nic-10) (BEGLEY, et al., 1976a)
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Tabela 8-Dados de RMN de 'H e *C (300 MHz e 75 MHz) de Np1 comparados com os dados descritos
para nicandrenona (KUN, BO, KA, 2012)

Npl (Piridina-ds)

*Nicandrenona (MeOD)

B w N -

© 00 N O O

11

12

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

24
25
26
27
28

oc
204,0
129,2
141,5

38,3

73,8
57,4
54,6
40,2
32,3

52,7
247

30,0

145,0
138,5
126,2
126,0
136,2
129,2
14,4
198,0
26,9

OH
6,07 (dd J =2,0; 10,0, 1H)
6,62 (m, 1H)

2,67 (dd, J=4,7; 18, 1Ha)
2,74 (m, 1Hb)
3,33 (d, J =2,1 Hz, 1H)
4,08 (s,1H)

3,08 (m,2H)

2,45 (td, J=3,7;
11,0;11,0, 1H)
1,59 (q,1H)

3,08 (m,2H)
2,74(m, 1H)

2,79 (m,1H)

7,74 (m,2H)

7,96 (d, J=4,5; 1H)
7,76 (s, 1H)

1,24 (s,3H)

2,57 (s,3H)

8
CHs-19,
H-4a

oc
202,6
128,5
140,0

36,5

72,5
56,5
55,2
38,2
31,3

51,3
24,0

29,0

136,6
134,9
123,7
125,0
1411
128,2
13,7
42,7
17,0
67,1
33,4

64,1
63,1
91,2
16,3
18,4

OH
5,83 (dd, J= 10,1; 2,4 Hz, 1H)
6,58 (ddd, J=10,1; 5,0; 2,0
Hz, 1H)
2,69 (m, 1H)

2,55 (dd, J= 18,9; 5,0 Hz, 1H)
3,20 (d, J= 3.9 Hz, 1H)
3,98 (m, 1H)

3,02 (d, J= 11,6 Hz, 1H)
1,88 (td, J= 11,6; 3,5 Hz, 1H)

2,82 (m, 1H)
1,51 (m, 1H)
2,92 (m, 1H)
2,79 (m, 1H)

7,31 (d, J= 8,1 Hz, 1H)
7,01 (m, 1H)
6,94 (s, 1H)
1,20 (s, 3H)
2,72 (m, 1H)
1,2
3,86 (M, 1H)
1,81 (dd, J= 14,0; 2,2 Hz, 1H)
1,56 (m, 1H)

4,94 (s, 1H)
1,33 (s, 3H)
1,32 (s, 3H)

* Dados obtidos em MeOD em 300 MHz.
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5.1.3 Determinacao estrutural de Np3

O composto denominado Np3 foi obtido a partir do fracionamento do extrato
DCM, onde foi possivel a recristalizacdo e purificagdo da fracdo denominada NpAcDCM-
(3), de acordo com a metodologia utilizada no item 4.6.4 (p. 55). Este composto
apresentou-se como um sélido cristalino incoloro com [a]3’ + 46,4° (¢ = 0,1; CH.Cly).

O espectro na regido do IV (Anexo 15, p. 131) exibiu uma banda em 3523 cm™
correspondente a deformacdo axial da ligacdo O-H, duas bandas caracteristicas de
deformacdo axial da ligagio (C=0) de cetona em 1698 e 1680 cm™, duas bandas de
deformacdo angular no plano da ligagdo O-H em 1423 e 1392 cm, além de bandas em
1262 e 1080 cm! caracteristicas de deformacéo axial simétrica no plano de anel epoxido
(SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2013).

A analises do composto Np3 por espectrometria de massas de alta resolugédo
(EMAR-ESI) (Anexo 16, p. 131), utilizando como fonte de ionizagéo Electro-spray, no
modo positivo forneceu um pico correspondente ao composto protonado [M+H]" em m/z
487,2712 (calc. m/z: 487,2696; erro: 3.3) levando a formula molecular C2sH3907, a qual
apresenta um IDH igual a 10.

O espectro de RMN de *C-BB [Piridina-ds, 75,4 MHz] (Anexo 17, p. 132)
mostrou 28 linhas espectrais, entre as quais se destacam sinais em Jc 213,3 e 203,2 para
carbonilas, um sinal em oc 93,1 para carbono acetalico, sinais para carbonos oxigenados
em Jc 74,3; 66,6; 63,9 e 63,1 sinais em Jc 56,6 e 56,0 para carbonos caracteristicos de
anel epoxido, além de sinais para carbonos metilicos em 6c 11,8; 13,9; 15,1; 17,7 e 19,3.

O espectro DEPT 135° (Anexo 18, p.132) permitiu observar o padrdo de
hidrogenag&o dos carbonos, onde foram observados cinco sinais para carbonos metilicos
(oc 11,8; 13,9; 15,2; 17,6 e 19,2), cinco sinais para carbono metilénicos (dc 24,0; 27,4;
31,0; 38,1 e 39,4) e onze sinais para carbonos metinicos (dc 36,4; 38,7; 40,6; 43,9; 53,9;
56,0; 56,6; 66,6; 93,1; 129,3 e 141,4) e através da comparagcdo com o espectro de RMN
1D-13C-BB, foi possivel identificar a presenca de sete sinais para carbonos n&o
hidrogenados (dc 52,6; 58,2; 63,1; 63,9; 74,3; 203,2 e 213,3).
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O espectro de RMN de 'H [Piridina-ds, 300 MHz] (Anexo 19, p. 133) mostrou
sinais para hidrogénios olefinicos em 04 6,59 (m, H-3) 6,00 (d, J= 10,1 Hz; H-2) tipicos
do sistema «,f-insaturado, um sinal para hidrogénio acetalico em 615,50 (s, H-26) e um
em on 4,30 (g, J = 7,4 Hz, H-22) para hidrogénio oximetinico, tipico do anel de seis
membros (J-lactol) de vitanolidos. Foram observados ainda sinais para hidrogénios
oximetinicos caracteristicos de anel epéxido em on 3,30 (s, H-7) € 3,16 (d, J= 3,3Hz, H-
6) e cinco sinais para hidrogénios metilicos, entre os quais o0s sinais em on 1,28 (s, CHs-
18), 1,14 (d, J= 6,7 Hz; CHs-21) e 0,98 (s, CHs-19) por estarem presentes no esqueleto-
base dos vitanolidos.

O espectro de RMN 2D H, *H-COSY (Anexo 20, p. 134) apresentou correlacdes
entre os sinais em J+ 6,59 (H-3) com 6,00 (H-2) e 2,56 (H-4ab), do sinal em on 3,96 (H-
9) com 2,57 (H-11y), e do sinal em 1 2,05 (H-14) com 1,60 (2H-15), do sinal em 6n 2,20
(2H-16) com 1,50 (H-17), bem como do sinal em J4 1,14 (CHs-21) com 1,70 (H-20), e

deste com 4,30 (H-22). A Figura 40 mostra as correlacdes relatadas anteriormente.

Figura 40-Principais acoplamentos observados no espectro de RMN 2D *H, *H-COSY de Np3

O espectro de RMN 2D *H, 3C-HMBC (Anexo 21, p. 134) mostrou as correlacdes
entre o sinal em on 1,28 (CH3-18) com os carbonos em dc 203,2 (C-1), 74,3 (C-5) e 52,6
(C-10), do hidrogénio em on 6,00 (H-2) com o carbono em oJc 38,1 (C-4), e dos
hidrogénios metilénicos em Jn 2,56 (2H-4) com o carbono em oJc 74,3 (C-5). As
correlagfes entre o hidrogénio oximetinico em Jn 3,16 (H-6) com os carbonos C-4, C-5
e C-10, e do hidrogénio em on 3,30 (H-7) com o carbono em odc 36,4 (C-8) corroboram o
esqueleto-base para vitanolidos tipo A, de acordo com o descrito por (CHEN et al, 2011)
apresentando um sistema A/B 5a-hidroxy-2-en-1-one. A Figura 41 (p. 77) a seguir

exemplifica as correlagdes anteriormente citadas.
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Figura 41-Algumas correlac@es observadas no espectro de RMN 2D *H, **C-HMBC no anel A e B de
Np3

Do mesmo modo, foi possivel observar a correlagdo entre o hidrogénio em Ju 2,68
(H-11a) com o carbono em oc 38,7 (C-9) e com a carbonila ndo conjugada em Jc 213,3
(C-12), assim como dos hidrogénios da metila em o 0,98 (CH3s-19) com os carbonos em
oc 213,3 (C-12), 58,2 (C-13), 53,9 (C-17) e 43,9 (C-14). A Figura 42 apresentada a seguir
mostra as correlacgdes citadas.

Figura 42-Algumas correlagGes observadas no espectro de RMN 2D H, *C-HMBC no anel C e D de
Np3

O anel tipo o-lactol foi confirmado através das correlagGes observadas entre os
hidrogénios da metila em on 1,14 (CHs-21) com o carbono em 66,6 (C-22), entre 0
hidrogénio acetélico em J1 5,50 (H-26) com o carbono em dc 63,9 (C-25), também dos
hidrogénios metilénicos em on 1,83 (2H-23) com os carbonos em dc 66,6 (C-22), 63,9
(C-25) e 63,1 (C-24) e dos hidrogénios da metila em on 1,48 (CH3-28) com os carbonos
em oc 93,1 (C-26) e 31,0 (C-23). As correlagdes citadas sdo apresentadas na Figura 43,

(p. 78).
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Figura 43-CorrelagGes observadas no espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY e RMN 2D *H, **C-HMBC de
Np3

De acordo com pesquisas realizadas na literatura e particularmente segundo
CHEN et al, (2011), Np3 se trata de um composto da classe vitanolido tipo A pertencente
ao subgrupo I, amplamente conhecido como Nic-7 (Figura 44) (BEGLEY et al., 1976p;
KUN, BO, KAI, 2012), conforme mostram os dados de RMN de *H e *3C descritos na
Tabela 9 (p. 79).

Figura 44-Formula estrutural de Nic-7 (KUN, BO, KAI, 2012)
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Tabela 9-Dados de RMN de 'H e 3C (300 MHz e 75 MHz) de Np3 comparados com os dados descritos

na literatura para Nic-7 (KUN; BO; KA, 2012).

Np3 (Pyr) *Nic-7 (CDCls)
No oc OH EN oc OH
1 203,2 - H-18 201,4 -
2 1293 6,00 (d, J=9,9 Hz, 1H) H-4 128,7 5,86
3 1414 6,59 (M, 1H) - 139,8 6,62 (dd, J= 11,5, 4,0 Hz)
4 38,12 2,56 (dd, J=5,0; 14,9;Hz, 2H) - 36,5 2,70 (d, J=16 Hz )
2,58 (dd, J= 16,0, 4,0 Hz)
5 74,3 - - 73,1 -
6 56,6 3,16 (d, J=3,3 Hz, 1H) - 56,0 3,09 (d, J=4,0 Hz 1H)
7 56,0 3,30 (s, 1H) - 56,9 3,40 (m,1H)
8 364 2,20 (m, 1H) - 35,4 2,20 (d, J=13,0 Hz, 1H)
9 387 3,96 (dd, J=2,4; 13,0 Hz,1H) H-6 37,4 1,98 (m, 1H)
10 52,6 - H-6 52,3 -
11 39,4 2,75 (d, J=13,1Hz; 1Ha) - 38,2 3,48 (dd, J=15,1, 4,0,1H)
2,68 (d, J=8,7 Hz; 1Ha) 2,52 (d, J=15,0 Hz, 1H)
12 2133 - - 212,4 -
13 58,2 - - 57,6 -
14 439 2,05 (q. J=10,9 Hz; 1H) H-19 52,7 1,63 (m, 1H)
15 24,02 1,60 (M, 2H) - 23,5 1,95 (m, 1H)
1,60 (m, 1H)
16 27,4 1,45 (m, 2H) - 26,8 1,81 (m,1H)
1,47 (m, 1H)
17 539 1,50 (m, 1H) H-19 42,9 2,03 (m, 1H)
18 151 1,28 (s,3H) - 14,6 1,24 (s, 3H)
19 118 0,98 (d, J= 7Hz, 3H) - 11,4 1,08 (s, 3H)
20 40,6 1,70 (m, 1H) - 39,6 1,60 (m, 1H)
21 13,9 1,14 (s, 3H) - 12,8 0,87 (d, J= 8 Hz, 3H)
22 66,60 4,30 (m, 1H) CHs-21 65,0 3,74 (s,1H)
23 31,0 1,83 (d, J= 7Hz; 2H) - 29,4 1,91 (m, 1H)
1,77 (m,1H)
24 63,1 - - 65,4 i
25 63,9 - H-23 63,9 -
26 93,1 5,50 (s, 1H) CHs-28 91,7 5,00 (s 1H)
27 19,2 1,38 (s,3H) - 16,5 1,43 (s, 3H)
28 17,6 1,48 (s, 3H) - 18,9 1,43 (s, 3H)

@Dados obtidos a 100 MHz.
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5.1.4 Determinacao estrutural de Np4

O composto denominado Np4, um sélido branco cristalino com [o] ﬁ,o +23,9° (c=
0,1; CH2Cl,) foi obtido a partir do liquido-mé&e da fracdo denominada NpAcDCM-(3)
proveniente do extrato DCM. Conforme metodologia detalhada no item 4.6.4 (p. 55).

O espectro na regido do infravermelho de Np4 (Anexo 22, p. 135) exibiu uma
banda caracteristica em 3457 cm™ correspondente a deformagcéo axial da ligagdo O-H,
uma banda caracteristica para carbonila conjugada (C=0) em 1692 cm™, duas bandas
confirmatorias de deformagéo angular no plano da ligagdo O-H em 1472 e 1387 cm™,
além de bandas em 1259 e 1070 cm™ caracteristicas de deformagéo axial simétrica no
plano de anel epdxido, e uma banda intensa em 1034 cm™ caracteristica de deformagéo
axial da ligagdo (C-O) (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2013).

Uma analise realizada através de espectrometria de massas de alta resolucéo
EMAR-ESI para o composto Np4 (Anexo 23, p. 135), permitiu observar um pico
correspondente ao aduto de sédio [M+Na]" em m/z 511,2664 (calc. m/z: 511,2672; erro:
0,8), fornecendo assim a formula molecular C2gH07-Na*, e um IDH igual a 9.

O espectro de RMN de *C-BB [Piridina-ds, 75,4 MHz] (Anexo 24, p. 136) exibiu
28 linhas espectrais, e uma analise comparativa entre os espectros de Np4 com Np3
(Anexo 17, p. 132) permitiu verificar semelhangas entre ambos. Foi observado um sinal
para carbonila em dc em 204,2, dois sinais para carbonos metinicos sp? em éc 129,6 e
140,9 caracteristico do sistema a,f-insaturado, um sinal em oc 92,8 para carbono
acetélico, sinais para carbonos oxigenados em dc 63,5 e 63,0 tipicos da unidade J-lactol,
sinais para carbonos oximetinicos em dc 56,3 e 56,8 para epoxido, além de sinais para
carbonos metilénicos em Jc 24,0 e 22,6 correspondentes ao anel D ndo modificado. As
principais diferencas entre Np4 e Np3 foram a auséncia do sinal para carbonila ndo
conjugada em dc 213,3 e a presencga de um sinal adicional para carbono metilénico e para
um carbono quaternario em oc 85,4 em Np4.

A comparacio do DEPT 135° (Anexo 25, p. 137) e 0 RMN 1D *C-BB possibilitou
determinar o padrdo de hidrogenacgéo de cada carbono, como: cinco sinais para carbonos
metilicos (oc 14,5; 15,2; 16,4; 17,6 e 19,2), seis sinais para carbono metilénicos (dc 22,6;
24,0; 33,5; 34,6; 35,1 e 38,2) e dez sinais para carbonos metinicos (oc 36,2; 37,6; 42,1;
47,3; 56,3; 56,8; 67,8; 92,8; 129,6 e 140,9) alem de sete sinais para carbonos néo
hidrogenados (oc 49,6; 52,1; 63,0; 63,5; 74,4; 85,4 e 204,2).
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O espectro de RMN de 'H [Piridina-ds, 300 MHz] de Np4 (Anexo 26, p. 137)
mostrou algumas semelhancas com o do composto Np3, entre as quais podem-se destacar
dois sinais para hidrogénios olefinicos em on 6,57 (m, H-3) e 6,02 (dd, J= 2; 10 Hz, H-2)
caracteristicos do sistema ¢, f—insaturado, um sinal em Jn 5,46 (m, H-26) caracteristico
de hidrogénio acetélico, trés hidrogénios oximetinicos em on 4,68 (m, H-22), 3,30 (s, H-
7) e 3,12 (d, J = 3,7 Hz; H-6), sendo os dois Ultimos correspondentes aos hidrogénios de
um sistema 6o, 7o epdxido, além de hidrogénios metilicos em 1 1,19 (s, CHs-19), 1,09
(s, CHz-18) € 0,98 (d, J= 7 Hz; CHs-21)

No espectro de RMN 2D *H, 'H-COSY (Anexo 27, p. 138) foi possivel observar
as correlag@es entre os sinais em on 6,57 (H-3), 6,02 (H-2) e 2,53 (H-4a), dos sinais da
metila em o1 0,98 (CH3-21) com 2,07 (H-20), do hidrogénio em Jn 4,68 (H-22) com 0s
hidrogénios metilénicos em on 1,87 (H-23a) e dos hidrogénios em Jn 2,32 (H-11a) com
os hidrogénios em on 1,74 (H-12) permitindo corroborar a presenga de um sistema
saturado nestas posicdes, as correlacdes mencionadas sdo apresentadas na Figura 45 a

sequir para melhor ilustrar.

Figura 45-Principais acoplamentos observados no espectro de RMN 2D *H, *H-COSY de Np4

O espectro de RMN 2D H, 3C-HMBC (Anexo 28, p. 138) exibiu correlacdes
entre os hidrogénios da metila (CH3-18) em 6+ 1,09 com o carbono metilénico em oc 33,5
(C-11), da metila (CHs-21) em 61 0,95 com o carbono em oc 85,4 (C-17) e 67,8 (C-22) e
da metila (CH3-19) em 61 1,19 com os carbonos em dc 35,1 (C-12), justificando, desta
maneira, a perda de uma carbonila na posicdo C-12 e a presenca de um carbono
quaternario oxigenado na posicdo C-17. A Figura 46 (p. 82) apresenta as correlagdes

anteriormente descritas.
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Figura 46-CorrelacGes observadas no espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY e RMN 2D *H, **C-HMBC de
Np4

Com estas informacdes foi possivel assegurar que Np4 se trata de um composto
vitanolido tipo A (subgrupo I) contendo uma unidade J-lactol e um sistema A/B 5a-
hidroxi-2-en-1-ona, CHEN et al., (2011). Comparacdes com os dados da literatura
(Tabela 10, p. 83) permitiram estabelecer a estrutura de Np4 como sendo o composto

denominado Nic-2 Figura 47, anteriormente relatado por Bates e Morehead (1974).

Figura 47-Formula estrutural de Np4 (Nic-2) (BATES; MOREHEAD, 1974)
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Tabela 10-Dados de RMN de 'H e *C (300 MHz e 75MHz) de Np4 comparados com os dados descritos

para Nic-2 (BATES; MOREHEAD, 1974) (GOTTLIEB; KIRSON, 1981)

Np4 (Pyr) *Nic-2 (CDCls)
No oc OH £y Jc OH
1 2042 - CH3-18 203,5 -
2 129,6 6,02 (dd, J=10,0; 2,0 Hz, 1H) - 128,9 5,8
3 1409 6,57 (m, 1H) - 140,3 6,6
4 38,2 2,53 (dd, J=1,8; 10,0 Hz, 1H) H-2 36,9 2,6
5 74,4 - - 73,7 -
6 56,8 3,12 (d, J=3,7 Hz, 1H) - 56,3 3,3
7 56,3 3,30 (s, 1H) - 57,0 3,0
8 37,6 2,86 (m, 1H) - 36,6 -
9 36,2 2,19 (m, 1H) - 35,4 -
10 521 - - 51,3 -
11 335 1,74 (m, 2H) - 21,9 -
12 351 2,32 (m, 2H) CHs-19 32,1 -
13 49,6 - - 48,9 -
14 473 1,74 (m, 1H) - 46,3 -
15 226 3,17 (m, 2H) - 23,3 -
16 240 1,74 (m, 2H) - 35,0 -
17 854 - CHs-21 85,6 -
18 16,4 1,09 (s, 3H) H-11a 15,0 -
19 15,2 1,19 (s, 3H) - 14,8 -
20 421 2,07 (m, 1H) - 41,2 19
21 14,5 0,98 (d, J= 7,0 Hz, 3H) - 15,7 1,0
22 67,8 4,68 (m, 1H) CHs-21 67,5 3,8
23 346 1,87 (m, 2H) CH3-28 33,1 -
24 635 - - 64,0 -
25 63,0 - - 63,3 -
26 928 5,46 (m, 1H) - 91,8 5,0
27 17,6 1,49 (s, 3H) - 16,6 14
28 19,2 1,32 (s, 3H) - 18,6 14

* Dados obtidos a 100 MHz.
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5.1.5 Determinacao estrutural de Np5

O composto denominado Np5 foi isolado apds sucessivos fracionamentos
utilizando gel de dextrana Sephadex LH-20 e cartucho C18 de fase reversa, conforme o
procedimento descrito no item 4.6.5 (p. 56). Np5 apresentou-se como um solido branco
de aspecto cristalino com rotagdo otica de [a] 2 + 23,9° (¢ = 0,1; CH2Cl,).

O espectro de infravermelho de Np5 (Anexo 29, p. 139) exibiu bandas
semelhantes as observadas no IV do composto Np4 (Anexo 22, p. 135), podendo-se
distinguir bandas tais como 3132 cm™ correspondente & deformagao axial da ligagdo O-
H, uma banda intensa para carbonila de cetona (C=0) conjugada em 1681 cm™, além de
bandas em 1264 e 1070 cm™ caracteristicas de deformagcéo axial simétrica no plano do
anel epoxido além de uma banda intensa em 1023 cm™ caracteristica de deformagao axial
da ligagdo (C-O) (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2013).

O espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-ESI) (Anexo 30, p. 139), mostrou
um pico correspondente ao aduto de sédio [M+Na]® em m/z 509,2542 (calc. m/z:
509,2539; erro: 0,6) permitindo determinar a formula molecular CagH3sO7, a qual
apresenta indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 10.

O espectro de RMN de **C-BB [Piridina-ds, 75,4 MHz] (Anexo 31, p. 140) de
Np5 exibiu 28 linhas espectrais, muitas das quais apresentaram deslocamentos quimicos
semelhantes aos do composto Np4 (Anexo 24, p. 136). Como por exemplo o sinal em dc
204,1, para carbonila ndo conjugada, sinais em Jc 140,8 e 129,6 para carbonos olefinicos,
um sinal em oc 92,9 correspondente a um carbono acetélico tipico de um sistema J-lactol,
também foram observados sinais para carbonos oxigenados em oc 74,3; 63,8 € 62,9, além
de dois sinais para carbonos oximetinicos caracteristicos do anel epoxido em dc 57,3 e
56,7. As principais diferencas observadas entre Np5 e Np4 foram a presenca de dois sinais
em oc 156,8 e 130,5, indicando uma insaturacdo adicional, além de um sinal em dc 77,0
e mais um em Jc 62,0.

O espectro J-mod (Anexo 32, p. 140) possibilitou definir o padrdo de
hidrogenagdo dos carbonos, como cinco sinais para carbonos metilicos (dc 15,4; 17,2;
16,6; 19,1 e 19,4), quatro sinais para carbonos metilénicos (Jc 21,9; 34,5; 35,5 e 38,0) e
doze sinais para carbonos metinicos (oc 35,2; 36,4; 36,9; 56,7; 57,3; 62,0; 67,5; 77,0;
92,9; 129,6; 130,6 e 140,8). A comparagio com o espectro de RMN 1D, *C-BB permitiu
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identificar a presenca de sete sinais para carbonos néo hidrogenados em (dc 47,7; 52,1,
62,9; 63,8; 74,3; 156,8 e 204,1).

Como esperado o espectro de RMN de *H [Piridina-ds, 300 MHz] de Np5 (Anexo
33, p. 141), apresentou semelhancas com o de Np4, dentre elas, a presenca de dois sinais
para hidrogénios olefinicos em Ju 6,55 (m, H-3) e 5,96 (d, J= 10 Hz, H-2), caracteristicos
de sistemas a,f-insaturados, um sinal em on 5,45 (s, H-26) compativel para um
hidrogénio acetélico, trés sinais para hidrogénios oximetinicos em on 4,36 (m, H-22), 3,88
(d, J = 3,2 Hz, H-6) e 3,11 (m, H-7), além de hidrogénios metilicos em on 1,23 (s, CHaz-
18), 1,02 (s, CH3-19) e 1,08 (d, J= 7Hz, CH3-21).

No espectro de RMN 2D *H, 'H-COSY (Anexo 34, p. 141) foi possivel observar
as correlagOes entre os sinais em on 6,55 (H-3) com 5,96 (H-2) e 2,48 (H-4), entre o
hidrogénio em on 3,88 (H-6) com 3,11 (H-7), entre os sinais em Jn 2,16 (H-8) com 1,75
(H-14), deste com 4,99 (H-15), de H-15 com o 5,97 (H-16), dos hidrogénios em o 3,11
(H-11) com 1,62 (H-12), e dos hidrogénios metilicos em on 1,08 (CHs-21) com 2,32 (H-
20) e deste com o hidrogénio em Jn 4,36 (H-22). Os acoplamentos chave encontram-se
representados na Figura 48 abaixo.

Figura 48-Principais acoplamentos observados no espectro de RMN 2D *H, *H-COSY de Np5

21 zz“g\A

No espectro de RMN 2D H, 3C-HMBC (Anexo 35, p.142) foram observadas as
correlagfes entre o hidrogénio em on 2,32 (H-20) com os carbonos em Jc 156,8 (C-17),
130,6 (C-16), 67,5 (C-22), e 47,7 (C-13), permitindo estabelecer a presenca de uma dupla
ligacdo adicional entre C16-C17. A presenca de um grupo hidroxila em C-15 foi
corroborada pela correla¢éo do hidrogénio em on 5,97 (H-16) com o carbono em oc 77,0
(C-15), e, este hidrogénio apresentou ainda correlagdes com os carbonos em dc 62,0 (C-
14) e 47,7 (C-13). O anel de seis membros foi confirmado pelas correlagdes dos
hidrogénios da metila em on 1,34 (CHs-27) com os carbonos em oc 62,8 (C-24) e 92,9
(C-26), e dos hidrogénios da metila em on 1,47 (CHs-28) com os carbonos em dc 62,9



86

(C-25) e 34,5 (C-23). A Figura 49 a seguir mostra as correlagcbes anteriormente
apresentadas.

Figura 49-CorrelacGes observadas no espectro de RMN 2D 'H, *H-COSY e RMN 2D *H, **C-HMBC de
Np5

De acordo com as informacGes apresentadas, foi possivel estabelecer que Np5, se
trata de um vitanolido tipo A subgrupo I, contendo um anel tipo é-lactol ligado ao carbono
C-17 e um sistema A/B 5a-hidroxi-2-en-1-ona (CHEN et al., 2011), contendo uma dupla
ligagéo entre as posigdes C16-C17 e um grupo hidroxila adicional em C-15. Os dados de
RMN discutidos foram compativeis com duas possiveis propostas estruturais,
anteriormente descritas por (SHINGU, YAHARA, NOHARA 1994) como as
nicafisalinas A e B, onde a diferenca encontra-se na orientacdo da hidroxila em C-15.

Para definir a estrutura de Np5 foi realizado o experimento de RMM- 2D H-1H-
NOESY (Anexo 36, p. 142) a fim de definir a estereoquimica relativa do composto. Foi
possivel observar os acoplamentos entre os hidrogénios metilicos em Jn 1,02 (CH3-19)
com o hidrogénio em on 4,99 (H-15), o que permitiu inferir que estes encontram-se em
posicdo f, e, sendo assim, a hidroxila encontra-se em posi¢do « . Também foi observado
0 acoplamento do hidrogénio H-15 com o hidrogénio em J1 3,88 em posi¢do £, o que
confirma o anel 6a,7a—epdxido. Os acoplamentos dipolares apresentados no espectro
NOESY estdo representados Figura 50 (p. 87)



87

Figura 50-Acoplamentos dipolares de RMM- 2D *H-'H-NOESY - Férmula estrutural da nicafisalina B em
3D utilizando ChemSketch

A andlise dos dados apresentados justifica a estrutura do composto nicafisalina B
(SHINGU, YAHARA, NOHARA, 1994), o qual tem sua estrutura demonstrada na Figura
51 a sequir, e cujos dados de RMN descritos na Tabela 11 (p. 88).

Figura 51-Formula estrutural de Np5 (nicafisalina B) (SHINGU, YAHARA, NOHARA, 1994)
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Tabela 11-Dados de RMN de 'H e *C (300 MHz e 75MHz) de Np5 comparados com os dados descritos
para nicafisalina B (SHINGU, YAHARA, NOHARA, 1994)

Np5 (Pyr) *nicafisalina B (CDCls)
No oc OH £y oc OH
1 2041 - CHs-18 203,4 -
2 1296 5,96 (m, 1H) H-4a 128,9 5,81 (dd, J= 11,0, 2,4 Hz, 1H)
3 1408 6,55 (m, 1H) - 139,9 6,62 (ddd, J= 11,0, 5,1, 2,4 Hz, 1H)
4 38,0 2,48 (dd, J=19,0, 4,8 Hz, 1H) - 36,4 2,74 (d, J= 19,0 Hz 1H)

2,63 (m, 1H) 2,51 (dd,J= 19,0, 5,1 Hz, 1H)
5 74,3 - H-11, 73,1 -

CHs-18
6 56,7 3,88 (d, J= 3,2 Hz, 1H) - 55,8 3,06 (d, J=3,7 Hz, 1H)
7 57,3 3,11 (m, 1H) - 56,4 3,63 (m, 1H)
8 36,9 2,16 (m,1) - 33,5 -
9 36,4 2,16 (m,1) - 35,4 -
10 521 - H-11 50,8 -
11 219 3,11 (m, 2H) - 20,9 -
12 355 1,62 (m, 2H) - 34,4 -
13 47,7 - H-16, H- 46,7 -
20

14 62,0 1,75 - 60,1 -
15 77,0 4,99 (m, 1H) - 75,8 4,62 (d, J= 9,5 Hz, 1H)
16 130,6 5,97 (m, 1H) H-20 127,7 5,47 (m, 1H)
17  156,8 - - 156,5 -
18 154 1,23 (s, 3H) - 18,3 0,91 (s, 3H)
19 1911 1,02 (s, 3H) - 14,4 1,25 (s, 3H)
20 3572 2,32 (m, 1H) - 35,9 -
21 17.2 1,08 (d, 6,8 Hz) - 16,2 1,04 (d, J=7,3Hz, 3H)
22 675 4,36 (m, 1H) - 66,3 3,87 (m, 1H)
23 345 1,94 (m,2H) CHs-27 33,6 -
24 62,8 - - 62,9 -
25 629 - CHs-28 62,8 -
26 92,9 5,45 (s, 1H) - 91,9 5,02 (s, 1H)
27 194 1,34 (s, 3H) - 16,0 1,40 (s, 3H)
28 17,6 1,47 (s, 3H) - 17,9 1,41 (s, 3H)

* Dados obtidos a 400 MHz.
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5.1.6 Determinacao estrutural de Np6

O composto Np6 (2,9 mg) foi obtido de acordo com o procedimento descrito no
item 4.6.6 (p. 57) como um solido branco amorfo de grau de pureza satisfatorio,
apresentado rotagéo Gtica de []3 + 37,0° (c = 0,1; MeOH).

O espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-ESI) (Anexo 37, p. 143), mostrou
um pico correspondente ao composto protonado [M+H]" em m/z 485,2527 (calc. m/z:
485,2539; erro:-2,5) permitindo determinar a formula molecular C2gHs707,a com (IDH)
igual a 10.

O espectro de RMN de $3C-BB de Np6 [Piridina-ds, 125 MHz] (Anexo 38, p. 143)
permitiu observar 28 sinais espectrais, entre eles, sinais em dc 203,7 e 207,2 para carbonos
de carbonila, além de um sinal em Jc 188,8 e 130,4 para uma dupla ligacdo. Foram
observados sinais caracteristicos de um sistema «,5-conjugado em oc 141,4 e 129,0, um
sinal em J¢c 92,8 para carbono acetélico, sinais em Jc 74,3; 63,8 e 62,5 para carbonos néo
hidrogenados sp® oxigenados, além de sinais em Jc 57,5 e 55,3 para carbonos tipicos de
um anel epdxido.

O espectro J-mod de Np6 (Anexo 39, p. 144) permitiu deduzir o padrdo de
hidrogenacdo dos carbonos, como: cinco sinais para carbonos metilicos (dc 14,5; 17,5;
17,7; 18,9 e 25,9), quatro sinais para carbonos metilénicos (Jc 22,7; 33,3; 35,4 e 38,9) e
onze sinais para carbonos metinicos em (oc 27,2; 35,1; 37,3; 55,3; 56,2; 57,5; 69,1; 92,8;
129,0; 130,4 e 141,4). A comparagdo com o espectro de RMN 1D, 3C-BB permitiu
deduzir a existéncia de oito sinais para carbonos ndo hidrogenados em (dc 48,1; 54,5;
62,5; 63,8; 74,3; 188,8; 203,7 e 207,2).

O espectro de RMN de 'H [Piridina-ds, 300 MHz] de Np6 (Anexo 40, p. 144),
apresentou sinais para hidrogénios olefinicos em on 6,55 (ddd, J=12,4; 4,8; 2,6 Hz, H-3)
e 6,02 (dd, J=12,4; 2,6 Hz, H-2), além de um sinal em 6 5,41 (d, J= 6,1 Hz, H-26) para
um hidrogénio acetalico e mais um sinal em Jn 4,20 (t, J= 9,2 Hz, H-22) para hidrogénio
oximetinico, confirmando a existéncia de um anel heterociclico de seis membros na
estrutura, tipico de vitanolidos do grupo A. Também foi possivel observar sinais em Jn

3,61 (s, H-7) e 3,04 (s, H-6) caracteristicos de hidrogénios do anel epdxido.
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No espectro de RMN 2D H, H-COSY de Np6 (Anexo 41, p. 145) foi possivel
observar a correlacdo entre o hidrogénio em on 6,02 (H-2) com o hidrogénio em Jn 6,55
(H-3), do hidrogénio em Jn 3,04 (H-6) com Jn 3,61 (H-7), e, de forma escalar, dos
hidrogénios da metila em 61 0,97 (CH3-21) com 6w 2,53 (dd, J= 16,0; 7,2 Hz, H-20), e
deste com o hidrogénio 6w 4,20 (t, J= 9,2 Hz, H-22) e finalmente do hidrogénio em Jn
4,20 (H-22) com on 1,62 (Hb-23). Também foi possivel observar a correlagdo do
hidrogénio em on 2,25 (Ha-11) com o1 1,51 (Hb-12), confirmando um esqueleto-base tipo
vitanolido sem modificacdo na estrutura segundo Chen et al., (2011). As correlagdes

anteriormente descritas sdo apresentadas na Figura 52 abaixo.

Figura 52-CorrelagGes observadas no espectro de RMN 2D H, *H-COSY de Np6

No espectro de RMN 2D *H,*C-HMBC de Np6 (Anexo 42, p. 145), foi possivel
observar correlagdes dos hidrogénios em on 2,53 (H-20), 0,97 (CH3-21) e 1,20 (CHz-19)
com o carbono em Jc 188,8 (C-17), além do hidrogénio em Jn 6,02 (H-16) com este
mesmo carbono, confirmando uma dupla ligacdo adicional nesta posi¢do. O hidrogénio
em Jn 6,02 (H-16) apresenta correlacdo com o carbono em oc 207,2 (C-15), sinal
caracteristico de carbonila conjugada. Uma subestrutura inicial é apresentada na Figura

53 a sequir.

Figura 53-CorrelagGes observadas no espectro de RMN 2D ‘H, 'H-COSY e RMN 2D *H, **C-HMBC de
Np6
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Também foi possivel observar os acoplamentos heteronucleares entre o hidrogénio em Jn
2,53 (H-4,) com o carbono em oc 129,0 (C-2) e com o carbono em dc 74,3 (C-5), dos
hidrogénios da metila em 61 1,20 (CHs-19) com os carbonos em oc 203,7 (C-1), 27,2 (C-
9) e (C-5), e do hidrogénio em Jn 2,33 (H-14) com os carbonos em ¢c 35,1 (C-8), 48,11
(C-13) e 207,2 (C-15). As correlagOes observadas no espectro HMBC estéo ilustradas na
Figura 54 abaixo.

Figura 54-Correlagdes observadas no espectro de RMN 2D *H, *H-COSY e RMN 2D H, *C-HMBC de
Np6

O heterociclo ligado ao carbono C-17 foi corroborado de acordo com o0s
acoplamentos entre o hidrogénio em Jn 2,53 (H-20) com o carbono em Jc 69,1 (C-22),
dos hidrogénios da metila em Jn 1,36 (CH3-28) com o carbono em Jc 35,4 (C-23). E
possivel observar ainda a correlacdo do hidrogénio acetalico em 61 5,41 (H-26) com os
carbonos C-22 (Jc 69,1) e C-25 (oc 62,5). As correlagdes anteriormente descritas séo

apresentadas na Figura 55 a seguir.

Figura 55-CorrelagGes observadas no espectro de RMN 2D H, *H-COSY e RMN 2D *H, *C-HMBC de
Np6

Para definir a estereoquimica relativa da estrutura de Np6 foi realizado o
experimento de RMM- 2D *H-'H-NOESY (Anexo 43, p. 146) onde foi possivel observar
os acoplamentos a longa distancia do hidrogénio em 6+ 4,20 (H-22) com o hidrogénio em
oH 6,02 (H-16) e com a metila em Jn 0,97 (CH3-21), o que permite concluir que se
encontram em posicdo S em relacdo ao plano da molécula pela posicéo da metila CHsz-21

de acordo com a rota biossintética ja estabelecida. Outras correlagdes encontradas foram
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da metila em o+ 1,20 (CHs-18), em posigao S, com o hidrogénio em on 2,53 (H-4.) e deste
com o hidrogénio em Jn 3,04 (H-6), permitindo confirmar a posi¢do « do anel epoxido.

Estas correlagfes encontram-se apresentadas na Figura 56 a seguir.

Figura 56-Acoplamentos dipolares de RMM- 2D *H-'H-NOESY - Férmula estrutural do composto Np6
em 3D utilizando ChemSketch

28

Este composto apresenta similaridades com o composto Np5 denominado como
nicafisalina B (SHINGU, et al., 1994). A diferenca entre ambos € a oxidacdo da hidroxila
no carbono C-15 para um grupamento carbonila, o que levou a denominar este composto
como 15-oxo-nicafisalina B, a comparacao entre as estruturas anteriormente mencionadas
pode-se observar na Figura 57.

Um levantamento exaustivo da espécie N. physalodes sobre os dados de
hidrogénio e carbono-13 (Tabela 12, p. 93) do composto anteriormente determinado,
permitiu assegurar que o composto estd sendo relatado pela primeira vez na literatura.

Sua férmula estrutural e estereoquimica relativa encontram-se apresentadas na Figura 57.

Figura 57-Formula estrutural do composto denominado 15-oxo-nicafisalina B (a) em comparagdo com a
nicafisalina B (b).

() (b)
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Tabela 12-Dados de RMN de 'H e 3C (500 MHz e 125 MHz) de Np6 (15-oxo-nicafisalina B) comparados
com os dados descritos para nicafisalina B (SHINGU, YAHARA, NOHARA, 1994)

Np6 (Pyr) Nicafisalina B
No oc OH 3J 5(; OH
1 2037 - CHs-18 203,4 -
2 129,0 6,02 (dd, J=12,4, 2,6 Hz, 1 H) H-4 128,9 5,81 (dd, J=11,0, 2,4 Hz, 1H)
3 1414 6,55(ddd, J=12,4,4,8, 2,6 Hz 1H) - 139,9 6,62 (ddd, J=11,0,5,1, 2,4
Hz, 1H)
4 38,0 2,53 (dd, J = 16,0, 7,2 Hz, 2H) - 36,4 2,74 (d, J= 19,0 Hz 1H)
2,68 (m, 1H) 2,51 (dd, J=19,0, 5,1 Hz, 1H)
5 74,3 - CHs-18,H-4 73,1 -
6 55,3 3,04 (s, 1H) - 55,8 3,06 (d, J= 3,7 Hz, 1H)
7 57,5 3,61 (s, 1H) - 56,4 3,63 (m, 1H)
8 27,2 2,33 (brs, 1H) CHs-18 33,5 -
9 35,1 2,33 (brs, 1H) - 35,4 -
10 545 - - 50,8 -
11 227 2,25 (m, 1H) - 20,9 -
1,62 (m, 1H)
12 333 1,51 (s, 2H) - 34,4 -
13 481 - - 46,7 -
14 56,2 2,33 (s, 1H) - 60,1 -
15 207,2 - H-16, H-14 75,8 4,62 (d, J=9,5 Hz, 1H)
16 1304 6,02 (s,1H) - 127,7 5,47 (m, 1H)
17 188,8 - CHs3-21,H-  156,5 -
16
18 145 1,20 (s, 3H) - 18,3 0,91 (s, 3H)
19 259 1,20 (s, 3H) H-14 14,4 1,25 (s, 3H)
20 37,3 2,53 (dd, J = 16,0, 7,2 Hz, 2H) - 35,9 -
21 17,7 0,97 (d, J=6,9 Hz, 3H) - 16,2 1,04 (d, J=7,3Hz, 3H)
22 69,1 4,20 (t, 9,2 Hz, 1H) H-26, CHs- 66,3 3,87 (m, 1H)
21
23 354 1,97 (d, J=12,0 Hz, 1H) CHs-23 33,6 -
1,64 (d, J=12,0 Hz, 1H)
24 63,8 - - 62,9 -
25 625 - - 62,8 -
26 92,8 5,41 (d, J = 6,1 Hz, 1H) - 91,9 5,02 (s, 1H)
27 175 1,51 (s, 3H) - 16,0 1,40 (s, 3H)
28 18,9 1,36 (s, 3H) - 17,9 1,41 (s, 3H)
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5.1.7 Determinagao estrutural de Np7

O composto denominado Np7 (39,8 mg), proveniente da fracdo NpAcDCM-E foi
obtido através do procedimento descrito no item 4.6.7 (p.58) como um sélido branco

cristalino e rotagéo Otica de [a] 2 -105 ° (¢ = 0,1; MeOH).

No espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-ESI) (Anexo 44, p. 147), foi
possivel observar um pico correspondente a molécula protonada [M+H]" em m/z
357,1703 (calc. m/z: 357,1702; erro: 0,3) o qual permitiu obter a formula molecular

C21H240s, com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 10.

O espectro de RMN de *C-BB de Np7 [Piridina-ds, 75,4 MHz] (Anexo 45, p.
147) forneceu 21 linhas espectrais entre as quais se destacam um sinal em dc 204,0 para
carbonila conjugada e mais um sinal em oc 197,9 caracteristica de um carbono de
carbonila, com efeito, mesomerico. Além destes, foram detectados sinais em oc 142,4 e
129,0 caracteristicos de um sistema «, /3 - conjugado, sinais para carbonos aromaticos em
dc 145,2; 140,2; 135,8; 130,1; 127,4 e 126,0 sinais para carbonos sp® oxigenados nio
hidrogenados em oc 79,5; 75,9 e 73,8, além dos sinais intensos tipicos para metilas em dc
26,9 e 16,1.

Para observar o padrdo de hidrogenacéo dos carbonos, foi realizado o experimento
DEPT 135° para Np7 (Anexo 46, p. 148), fornecendo dois sinais para carbonos metilicos
(oc 16,1 e 26,9), trés sinais para carbonos metilénicos (dc 26,2; 31,6 e 36,5) e nove sinais
para carbonos metinicos (dc 33,4; 40,4; 73,8; 75,9; 126,0; 127,4; 129,0; 130,1 e 142,4).
A comparagdo com o espectro de RMN 1D, *C-BB permitiu identificar sete sinais para
carbonos nédo hidrogenados (oc 54,1; 79,5; 135,8; 140,2; 145,2; 197,9 e 204,9).

O espectro de RMN de *H [Piridina-ds, 500 MHz] de Np7 (Anexo 47, p. 148)
apresentou sinais caracteristicas para hidrogénios aromaticos em on 7,83 (d, J= 8 Hz, H-
16), 7,80 (s, H-18) e 7,68 (d, J= 8,1 Hz, H-15) confirmando um sistema de spin do tipo
ABX, sinais em 61 6,70 (ddd, J=10,0; 5,1; 3,0 Hz, H-3) € 6,16 (dd, J= 10,0 e 2,5 Hz, H-
2) caracteristicos de hidrogénios olefinicos do sistema «,f- conjugado a carbonila,
hidrogénios em on 5,22 (br s, H-7) e 4,39 (s, H-6) correspondentes aos hidrogénios
oximetinicos e sinais para hidrogénios metilicos em on 2,53 (s, CH3-21) e 1,70 (s, CHs-
19).



95

No espectro de RMN 2D H, H-COSY de Np7 (Anexo 48, p. 149) foi possivel
observar as correlagdes entre o hidrogénio em on 6,16 (H-2) com 6,70 (H-3) e deste ultimo
com o hidrogénio em oJn 3,62 (H-44), do hidrogénio em on 3,07 (H-11b) com 2,91 (H-
12a). Também foi possivel observar os acoplamentos dos hidrogénios oximetinicos em
oH 4,39 (H-6) com 5,22 (H-7) e, de maneira escalar, do hidrogénio H-7 (dn 5,22) com o
hidrogénio H-8 (Jn 3,81) e deste com o hidrogénio H-9 (on 3,20) e, ainda, do hidrogénio
aromatico em on 7,68 (H-15) com 7,83 (H-16). As correlagdes anteriormente descritas

encontram-se apresentadas na Figura 58 a seguir.

Figura 58-CorrelacGes observadas no espectro de RMN 2D H, *H-COSY de Np7

Finalmente, no espectro de RMN 2D H, 3C-HMBC de Np7 (Anexo 49, p. 149)
foi possivel observar as correlagfes a longa distancia entre o hidrogénio em on 6,70 (H-
3) com o carbono em oc 204,9 (C-1), do hidrogénio em 6+ 6,16 (H-2) com o carbono em
oc 36,5 (C-4) , dos hidrogénios da metila em on 1,70 (CHs-19) com os carbonos em dc
204,9 (C-1), 79,5 (C-5) e 33,4 (C-9) confirmando o sistema A/B 5a-hidroxi-2-en-1-ona
descrito por Chen, et al., (2011) Figura 59 abaixo.

Figura 59-CorrelagGes observadas no espectro de RMN 2D ‘H, 'H-COSY e RMN 2D *H, **C-HMBC de
Np7

A abertura do anel epoxido foi confirmada pelos acoplamentos do hidrogénio em
on 3,81 (H-8) com o carbono em dc 73,8 (C-7), e do hidrogénio da hidroxila em Jn 6,64
(OH-5) com o carbono em dc 75,9 (C-6). O hidrogénio H-8 também apresenta correlacdo
com os carbonos em dc 33,4 (C-9), 145,2 (C-13). Foi possivel observar os acoplamentos

entre o hidrogénio aromatico em Jn 7,80 (H-18) com os carbonos em Jc 197,9 (C-20),
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148,2 (C-13) e 126,0 (C-16) e, finalmente, a presenca da carbonila altamente conjugada
foi confirmada pela correlagcdo dos hidrogénios da metila em o1 2,83 (CH3-21) com o
carbono em oc 197,9 (C-20), as correlagBes anteriormente descritas sdo apresentadas na

Figura 60 a seguir.

Figura 60-CorrelacGes observadas no espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY e RMN 2D *H, **C-HMBC de
Np7

A estereoquimica relativa do composto Np7, foi determinada realizando o
experimento de RMM- 2D *H-'H-NOESY (Anexo 50, p. 150) sendo possivel observar a
correlagéo entre os hidrogénios da metila em o 1,70 (CH3-19) com o hidrogénio em Jn
3,81 (H-8) o qual indica uma posicéo f da metila e do hidrogénio em relagdo ao plano do
ciclohexano, além de corroborar as posi¢Ges « e S para o0s hidrogénios diastereotdpicos
H-4y, e H-45 respectivamente, com o acoplamento entre a metila (CHs-19) em posi¢éo beta
com o hidrogénio em on 3,62 (H-42) e entre o hidrogénio em Ju 4,39 (H-6) em posicao
alfa com o hidrogénio em on 2,59 (H-4p), colocando em posigéo beta a hidroxila ligada
ao carbono C-6, a Figura 61 a seguir apresenta o descrito anteriormente.

Figura 61-Acoplamentos dipolares de RMM- 2D *H-'H-NOESY - Férmula estrutural do composto Np7
em 3D utilizando ChemSketch
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Evidentemente o composto Np7, apresenta semelhangas com o composto isolado
neste trabalho denominado como Npl (Nic-10), porém Np7 apresenta uma abertura do
anel epdxido entre as posi¢des C6-C7 do anel B, permitindo entdo denominar o composto
como 6p,7a-dihidroxinicandrenona-10, uma comparacdo feita entre as estruturas

anteriormente mencionadas (Figura 62), permite evidenciar mas facilmente o descrito.

Um levantamento bibliografico minuciosamente realizado permitiu comprovar
que o composto elucidado esta sendo relatado pela primeira vez na literatura. A formula
estrutural com sua estereoquimica relativa esta apresentada na (Figura 62) junto aos dados
de RMN de *H e 3C que estdo apresentados na Tabela 13 (p. 98).

Figura 62-Férmula estrutural do composto denominado 6p,7a-dihidroxi-nicandrenona-10 (a) em

comparacdo com a Np1 (Nic-10) (b).
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Tabela 13-Dados de RMN de H e *C (500 MHz e 125 MHz) de Np7 (6p,70-dihidroxi-nicandrenona

10), Comparados com os dados relatados para nicandrenona-10 isolado por (SILVA, 2016)

Np7 (Pyr) *nic-10
No oc OH 3J oc OH
1 2049 - CHs-19 204,0 -
2 129,0 6,16 (dd, J= 10,0, 2,5 Hz, 1H) - 129,2 6,07 (dd J =2,0; 10,0, 1H)
3 1424 6,70 (ddd, J=10,0,5,1, 3,0 Hz, 1H) H-4 141,5 6,62 (m, 1H)
4 36,5 3,62 (d, J= 18,75 Hz, 1H) 38,3 2,67 (dd, J=4,7; 18, 1Ha)
2,59 (d, J= 19,0, 5,1 Hz, 1H) 2,74 (m, 1Hb)
5 79,5 - H-7 73,8 -
6 75,9 4,39 (s, 1H) H-7 57,4 3,33 (d, J =2,1 Hz, 1H)
7 73,8 5,22 (brs, 1H) - 54,6 4,08 (s,1H)
8 40,4 3,81 (d, J= 11,85 Hz, 1H) - 40,2 3,08 (m,2H)
9 33,4 3,20 (td, J=12,2, 1,5 Hz, 1H) H-7, H-8 32,3 2,45(td, J=3,7;11,0;11,0, 1H)
10 541 - - 52,7 -
11 26,2 3,07 (m, 2H) - 24,7 1,59 (g,1H)
1,56 (qd, J=12,0, 4,0 Hz, 1H) 3,08 (m,2H)
12 31,6 3,18 (td, J=16,0, 5,1, 1H) - 30,0 2,74(m, 1H)
2,91 (m, 2H) 2,79 (m,1H)
13 145,2 - H-8, H- 145,0 -
18
14 140,2 - - 138,5 -
15 1274 7,68 (d, J= 8,10 Hz, 1H) - 126,2 7,74 (m,2H)
16 126,0 7,83 (dd, J= 8,0, 1,6 Hz, 1H) H-18 126,0 7,96 (d, J=4,5; 1H)
17 1358 - - 136,2 -
18 130,1 7,80 (d, J=1,6 Hz, 1H) - 129,2 7,76 (s, 1H)
19 161 1,70 (s, 3H) - 14,4 1,24 (s,3H)
20 1979 - H-18, 198,0 -
CHs-21
21 26,9 2,53 - 26,9 2,57 (s,3H)
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5.1.8 Determinacao estrutural de Np8

O composto Np8 (10,2 mg), proveniente da fracdo NpAcDCM-E.3, foi isolado de
acordo com a metodologia descrita no item 4.6.8 (p. 58), como um solido branco de

aspecto cristalino e rotacéo 6tica [a]} - 4,76° (¢ = 0,1; CHCly).

O espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-ESI) de Np8 (Anexo 51, p. 150),
permitiu observar um pico correspondente a molécula protonada [M+H]* em m/z
487,2695 (calc. m/z: 487,2696; erro: -0,2), o que permitindo deduzir a formula molecular

C28H420s junto com um IDH igual a 8.

Uma comparagao inicial do espectro de RMN de *C-BB [Piridina-ds, 75,4 MHz]
de Np8 (Anexo 52, p. 151) com o do composto Np4 denominado como Nic-2 (Anexo 24,
p. 136), permitiu observar semelhangas entre os espectros. Destacam-se um sinal para
carbono carbonilico em Jc 204,4, sinais caracteristicas de sistema «,3—conjugado em dc
141,0 e 129,5 dupla ligacdo comumente observada, além dos sinais para carbonos
oximetinicos em Jc 56,8 e 55,9 e um sinal para carbono sp® oxigenado em Jc 74,0, todos
caracteristicos do sistema 5-a-hidroxi-2-ene-1-ona descrito por Chen, et al (2011).
Também foi possivel observar um sinal para carbono acetalico em oc 93,7 e um sinal para
carbono oximetinico em d¢ 70,9, sinais caracteristicos do heterociclo tipico de vitanolidos
tipo A, além de um sinal em Jc 86,8 presente também na estrutura de Nic-2. Como
principais diferencas pode-se observar dois sinais para carbonos oxigenados nao
hidrogenados em dc 74,5 e 74,4.

O espectro de J-mod de Np8 (Anexo 53, p. 151) permitiu observar o padréo de
hidrogenacdo presente, apresentando: cinco sinais para carbonos metilicos (dc 15,2; 16,6;
18,5; 18,7 e 24,0), seis sinais para carbonos metilénicos (dc 22,6; 22,8; 31,3; 33,1; 33,5 ¢
38,2) e dez sinais para carbonos metinicos (oc 35,8; 36,0; 37,7; 45,4; 55,9; 56,8; 70,9;
93,8; 129,5 e 141,0). Comparando o espectro J-mod com o espectro de RMN 1D, 3C-BB
se logro identificar a presenca de sete sinais para carbonos néo hidrogenados em (Jc 49,6;
52,0; 74,0; 74,4; 74,5; 86,8 e 204,7).

No espectro de RMN de 'H [Piridina-ds, 300 MHz] de Np8 (Anexo 54, p. 152) foi
possivel observar sinais caracteristicos de compostos tipo vitanolido, tais como um sinal
em ox 6,58 (ddd, J= 10,0; 4,9; 1,9 Hz, H-3) e 6,06 (dd, J= 10,2; 1,6 Hz, H-2) para

hidrogénios olefinicos, um sinal para hidrogénio acetalico em dn 5,16 (s, H-26) e outro
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em oJn 4,08 (t, J= 4,6 Hz, H-22) para hidrogénio oximetinico, caracteristico de um
heterociclo de seis membros, além de sinais em on 3,27 (t, J= 2,3 Hz, H-6) e 3,13 (d, J=

3,7 Hz, H-7) pra hidrogénios oximetinicos caracteristicos de anel epoxido.

O espectro de RMN 2D *H, 'H-COSY de Np8 (Anexo 55, p. 152) demonstrou
correlag@es entre os sinais em Jn 6,06 (H-2) com o hidrogénio em 64 6,58 (H-3), e deste
com oJw 2,57 (H-4), do hidrogénio em 6n 3,27 (H-6) com o hidrogénio em Jn 3,23 (H-7),
também dos hidrogénios da metila em 611,03 (CHs-21) com 2,21 (H-20) e do hidrogénio
oximetinico em oJn 4,08 (H-22) com o hidrogénio em on 2,74 (H-23.). Outros
acoplamentos observados foram entre o hidrogénio em Jn 1,75 (H-9) com 2,03 (H-8) e
do hidrogénio em Jn 1,39 (H-12,) com 1,75 (H-11p). Todas as correlagGes anteriormente

mencionadas séo apresentadas na Figura 63 a seguir.

Figura 63-CorrelagGes observadas no espectro de RMN 2D H, *H-COSY de Np8

No espectro de RMN 2D *H, *C-HMBC de Np8 (Anexo 56, p. 152) foi possivel
observar muitas das correlagdes observadas no espectro do composto Np4 (Anexo 28, p.

~

138), ressaltando o acoplamento entre o hidrogénio em on 2,57 (H-4a) com os carbonos
em oc 141,0 (C-3), 125,5 (C-2), 74,0 (C-5) e 52,8 (C-10) e dos hidrogénios da metila em
on 1,23 (CHs-18) com o carbono em dJc 204,4 (C-1), o que confirmam o sistema 5-a-

hidroxi-2-eno-1-ona descrito por Chen et al (2011) (Figura 64).

Figura 64-CorrelagGes observadas no espectro de RMN 2D *H, 'H-COSY e RMN 2D *H, *C-HMBC de
Np8
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O anel heterociclico de seis membros foi corroborado pelos acoplamentos
observados entre o hidrogénio em Jn 4,08 (H-22) com o carbono em dc 74,5 (C-24) e 93,7
(C-26) e do hidrogénio em ¢6n 5,16 (H-26) com oc 74,4 (C-25) comprovando a abertura

do anel epdxido nesta posicdo (Figura 65).

Figura 65-Correlagdes observadas no espectro de RMN 2D *H, *H-COSY e RMN 2D H, *C-HMBC de
Np8

Outros acoplamentos importantes observados foram entre o hidrogénio em on 3,13
(H-16) com o carbono em J¢c 86,8 (C-17), dos hidrogénios da metila em o1 1,03 (CHs-19)
com os carbonos em oc 49,6 (C-13), 45,5 (C-14) e C-17 e do hidrogénio em Jn 2,74 (H-
11) com os carbonos em J1 36,0 (C-8) e 35,8 (C-9), observando estas correlagdes na
Figura 66 a seguir

Figura 66-Correlagdes observadas no espectro de RMN 2D H, H-COSY e RMN 2D 'H, *C-HMBC de
Np8
H H 19C HOW,

O espectro de RMM-2D *H-H-NOESY de Np8 (Anexo 57, p. 153) permitiu
determinar a estereoquimica relativa do composto atraves da correlacdo do hidrogénio
em o+ 4,08 (H-22) com os hidrogénios da metila em on 1,62 (CHs-27) e, da mesma forma,
com os hidrogénios da metila em 1,03 (CH3-21) permitindo determinar que todos se
encontram na posicdo « em relacdo ao plano da molécula. Também foi possivel observar
os acoplamentos a longa distancia dos hidrogénios da metila em o 1,23 (CH3-18) em
posicao S, com o hidrogénio em 2,57 (H-4a) e deste com o hidrogénio em on 3,13 (H-7)
também em posicdo f, corroborando a posicdo 6a,7a-epdxi do vitanolido. Os

acoplamentos anteriormente mencionados séo apresentados na Figura 67 (p. 102).
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Figura 67-Acoplamentos dipolares de RMM- 2D 'H-'H-NOESY - Férmula estrutural do composto Np8
em 3D utilizando ChemSketch

O composto Np8, como ja foi mencionado anteriormente, apresentou
similaridades com o composto Nic-2 isolado por Bates & Morehead (1974) e também
reportado neste trabalho. Como principal diferenga observou-se a abertura do anel
epoxido entre as posi¢coes C24-C25 do heterociclo de seis membros ligado ao carbono C-
17. Devido a este fato, o composto foi denominado como 24p3-25a-dihidroxi-
nicandrenona-2. A comparacdo das estruturas dos compostos mencionados pode-se
observar na Figura 68 a seguir além da estereoquimica relativa do composto, e 0s dados
de RMN de *C e 'H (Tabela 14, p.103).

Figura 68-Formula estrutural do composto denominado 24a-25B-dihidroxi-nicandrenona-2 (a) em

comparagdo com o composto denominado Np4 (Nic-2) (b)

(@) (b)
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Tabela 14-Dados de RMN de *H e *C (500 MHz e 125 MHz) do composto NP8 (24a-25p-dihidroxi-

nicandrenona-2), Comparados com a hic-2 isolada por (SILVA, et al.,2016)

Np8 (Pyr) *nic-2

No oc OH 3J oc OH

1 2044 - CHz-18- 204,2 -

2 1295 6,06 (dd, J=10,2; 1,6 Hz, 1H) H-4 1296 6,02 (dd, J=10,0; 2,0 Hz,

1H)
3 1410 6,58 (ddd, J=10,0;4,9; 1,9 Hz, 1H) H-4 140,9 6,57 (m, 1H)
4 38,2 2,64 (d, J= 16,5 Hz, 2H) - 38,2 2,53 (dd, J=1,8; 10,0 Hz,
1H)

5 74,0 - CH3-18, H-7, H-4 74,4 -

6 55,9 3,27 (t, J= 2,3 Hz, 1H) - 56,8 3,12 (d, J=3,7 Hz, 1H)

7 56,8 3,13 (d, J=3,7 Hz, 3H) - 56,3 3,30 (s, 1H)

8 36,0 2,03 (m, 4H) - 37,6 2,86 (m, 1H)

9 35,8 1,75 (m, 1H) - 36,2 2,19 (m, 1H)

10 52,08 = CHs-18, H-4 52,1 -

11 31,3 2,74 (dd, J=13,2; 6,6 Hz, 2H) H-124 33,5 1,74 (m, 2H)

12 331 2,21 (m, 1H) - 35,1 2,32 (m, 2H)
1,39 (m, 1H)

13 496 - CHs-19 49,6 -

14 455 1,36 (m, 2H) CHs-19 47,3 1,74 (m, 1H)

15 22,6 1,46 (m, 3H) - 22,6 3,17 (m, 2H)
1,34 (m, 2H)

16 228 3,13 (m, 1H) - 24,0 1,74 (m, 2H)
1,55 (m, 1H)

17 86,8 - H-22 85,4 -

18 1572 1,23 (s, 3H) - 16,4 1,09 (s, 3H)

19 185 1,03 (s, 6H) - 15,2 1,19 (s, 3H)

20 37,7 2,21 (m, 1H) H-15 42,1 2,07 (m, 1H)

21 16,6 1,03 (s, 6H) - 14,5 0,98 (d, J= 7,0 Hz, 3H)

22 70,9 4,08 (t, J=4,6 Hz, 1H) H-23, CHs-21 67,8 4,68 (m, 1H)

23 335 2,03 (m, 4H) - 34,6 1,87 (m, 2H)

24 745 - = 63,5 -

25 74,4 - - 63,0 -

26 937 5,16 (s, 1H) H-22 92,8 5,46 (m, 1H)

27 18,7 1,62 (s, 3H) - 17,6 1,49 (s, 3H)

28 24,06 1,40 (s, 3H) = 19,2 1,32 (s, 3H)
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5.1.9 Determinacao estrutural de Np9

O composto denominado Np9 (1,8 mg), obtido segundo o procedimento descrito
no item 4.7.2 (p. 59), apresentou-se como um solido branco de aparéncia amorfa, seu
baixo rendimento priorizou as analises por EMAR e RMN .

Do modo anteriormente mencionado, a analises por espectrometria de massas de
alta resolucdo (EMAR-ESI) do composto Np9 (Anexo 58, p. 154) permitiu observar um
pico correspondente ao aduto [M+H]" em m/z 367,1916 (calc. m/z 367,1909; erro:1,9), 0
que levo a obter a formula molecular C23H2704 correspondente ao composto protonado,
com um IDH igual a 11.

O espectro de RMN de *C-BB [Piridina-ds, 75,4 MHz] (Anexo 59, p. 154),
comparado com o espectro do composto Np1 denominado como Nic-10, (Anexo 10, p.
128) permitiu observar algumas semelhangas, tais como um carbono de carbonila
conjugada em dc 204,0, carbonos caracteristicos de um sistema «,f - conjugado em dc
141,5 €129,4, além de sinais para carbonos aromaticos em oJc 139,6, 138,7, 138,6, 128,9,
126,4 e 125,8. Uma expansdo do espectro de RMN de *C-BB na regi&o dos aromaticos
permitiu observar a presenca de quatro linhas espectrais perto uma da outra, diferencando
entdo os carbonos C16 (dc 125,84% e 125,78°) e C-18 (dc 128,972 e 128,91P), sinais que
permitem ser atribuidas para uma possivel mistura epimerica. Sinais em Jc 57,5 e 55,01
caracteristicos de anel ep6xido e, finalmente, sinais para carbonos metilicos em 28,8 e
14,5. As principais diferencas detectadas foram um carbono metilico em Jc 18,1 e um
sinal em dc 208,6 para carbonila altamente desblindada.

O espectro de DEPT 135° de Np9 (Anexo 60, p. 155) e a comparagdo com o
espectro de RMN 1D, 3C-BB permitiu observar o padrdo de hidrogenagdo dos carbonos
como: trés sinais para carbonos metilicos (dc 14,5; 18,11 e 28,8), trés sinais para carbonos
metilénicos (oc 25,0; 30,1 e 38,4) dez sinais para carbonos metinicos (dc 32,7; 39,9; 53,7;
55,0; 57,5; 125,8; 126,4; 128,9; 129,4 e 141,5) e sete sinais para carbonos nao
hidrogenados em (6c 52,7; 74,0; 138,3; 138,7; 139,6; 204,0 e 208,6.), corroborando o total
de carbonos respeito a formula molecular fornecida pelas analises de EMAR.

O espectro de RMN de *H [Piridina-ds, 500 MHz] de Np9 (Anexo 61, p. 155)
apresentou deslocamentos quimicos semelhantes aos do composto denominado Nic-10
(Anexo 12, p. 129), dentre os quais podemos destacar os sinais para hidrogénios
aromaticos em on 7,64 (d, J= 7,9 Hz, H-16), 7,16 (d, J= 7,9 Hz, H-15) e 7,02 (s, H-18),
sinais para hidrogénios olefinicos em 04 6,61 (ddd, J=10,0; 4,9; 2,0 Hz, H-2) e 6,06 (dd,
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J=10,0; 2,4 Hz, H-3) e sinais para hidrogénios metilicos em dn 1,22 (s, CHs-19) e mais
umem on 2,09 (s, CH3-23), estes ultimos ligados a carbono ligado a carbono de carbonila.
Como principais diferencas pode-se observar de acordo com a expansao do espectro de
hidrogénio (Anexo 64, p.157) (Anexo 65, p.157) um sinal em 6n 1,46 (d, J= 6,9 Hz, CHa-
21%) e 1,45 (d, J= 6,9 Hz, CHs-21°) correspondentes com duas metilas as quais
correspondem com a presenca de duas espécies quimicas em uma mistura epimerica,
também foi possivel observar um sinal em on 3,80 (g, J= 6,9, H-20).

No espectro de RMN 2D H, *H-COSY de Np9 (Anexo 62, p. 156) foi possivel
observar os acoplamentos homonucleares entre os hidrogénios em 6+ 6,06 (H-2) com 6,61
(H-3), de forma escalar, entre o hidrogénio em Jn 3,30 (H-6) com 4,06 (H-7), deste com
0 hidrogénio em 0w 3,07 (H-8), do hidrogénio H-8 com o hidrogénio em dn 2,45 (H-9) e,
deste ultimo com o hidrogénio em on 1,55 (H-11z). Finalmente, do hidrogénio H-11, com
2,73 (H-12), dos hidrogénios arométicos em on 7,16 (H-15) com 7,64 (H-16), além de um
acoplamento importante entre os hidrogénios da metila em Jn 1,46 (CH3-21%) com o
hidrogénio em on 3,80 (H-20) e de Jn 1,45 (CH3-21°) com este ultimo hidrogénio. As

correlacdes anteriormente mencionadas sdo apresentadas na Figura 69 a seguir.

Figura 69-CorrelacGes observadas no espectro de RMN 2D *H, 'H-COSY de Np9 (a) e (b)

(a)
24

Com ajuda do espectro de RMN 2D *H, 3C-HMBC de Np9 (Anexo 63, p. 156)
se corroboro a presenca de uma metila adicional, através da correlagdo entre os
hidrogénios em Jn1 1,46 (CH3-21%) com o carbono da carbonila em Jc 208,6 (C-22), além
do hidrogénio em on 3,80 (H-20) com os carbonos em Jc 125,84a (C-16), 18,1 (C-21) e
(C-22). Também foi possivel observar o acoplamento dos hidrogénios da metila em on
2,09 (CHz-23) com o carbono C-22 confirmando uma cadeia aberta de trés carbonos

ligado ao carbono C-17. As correlagdes sdo apresentadas na Figura 70 abaixo.

Figura 70-Correlagdes observadas no espectro de RMN 2D *H, *H-COSY e RMN 2D H, **C-HMBC de
Npg(a)
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Outras correlacdes observadas foram entre o hidrogénio aromatico em on 7,02 (H-
18) com os carbonos em dc 138,3 (C-13) e 126,4 (C-16), do hidrogénio em on 7,64 (H-
16) com o carbono em dc 139,6 (C-14), corroborando a estrutura de um vitanolido com
anel D aromatico segundo a classificacao dada por (CHEN, et al., 2011). Os hidrogénios
da metila em o1 1,22 (CH3-19) correlacionam-se com o carbono em J¢c 204,0 (C-1), o
hidrogénio em Jn 2,63 (H-45) com os carbonos em Jc 141,5 (C-3) e 129,4 (C-2), o que
permitiu confirmar as caracteristicas de um sistema A/B 5a-hidroxi-2-en-1-ona, e
finalmente, o hidrogénio em Jn 3,07 (H-8) mostra correlagdes com os carbonos em dc
55,01 (C-7) e 139,6 (C-14), isto pode ser observado na Figura 71 a seguir.

Figura 71-CorrelagGes observadas no espectro de RMN 2D *H, 'H-COSY e RMN 2D *H, *C-HMBC de
Np9

Finalmente as expansdes mencionadas anteriormente (Anexo 64, p.157) e (Anexo
65, p.157) permitirem confirmar a presenca de uma mistura epimerica, apresentando
valores de deslocamento quase similares, mas ndo idénticos no caso dos carbonos C18 e
C16 e dos hidrogénios da metila CHz-21, com valores diferentes que s&o atribuiveis com
estereoquimica oposta no caso da chamada mistura epimerica, vale ressaltar que o
composto Np9 apresenta como principal diferenca o acréscimo de dois carbonos na
estrutura por comparacdo com a Nic-10, representados por um carbono metinico e um
metilico, confirmando o radical 17-(1-metil-propan-2-ona), a comparacao das estruturas

anteriormente mencionadas pode-se observar na Figura 72 (p. 107).
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Um cuidadoso levantamento bibliografico realizado para o composto Np9 (a) e
(b), determinou que se trata de uma mistura epimerica com diferenca na estereoquimica
da metila CH3-21, mas por motivos de quantidade e de material disponivel ndo foi
possivel corroborar por meio de NOESY, porem trata-se de compostos ineditos na
literatura para a espécie N. physalodes, o quais foram denominados como 17-(1-
metilpropan-2-ona)-nicandrenona-10 (a) e 17-(1-metilpropan-2-ona)-nicandrenona-10
(b). A seguir sdo apresentadas suas estruturas moleculares (Figura 72, p. 107) e dados de
RMN de 3C e 'H (Tabela 15, p.108).

Figura 72-Férmula estrutural do composto denominado 17-(1-metilpropan-2-ona)-nicandrenona-10® ¢ ®)

(a) em comparacdo com o composto denominado Npl (Nic-10) (b)

()
1y,

(a) (b)
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Tabela 15-Dados de RMN de 'H e *3C (500 MHz e 125 MHz) de Np9 (17-(1-metilpropan-2-ona)-
nicandrenona-10) @e ®) Comparados com a nic-10 (KUN, BO, KA, 2012)

Np9 (Pyr) *nic-10
No Jc OH N oc OH
1 204,0 - H-2, H-3, CH3-19 204,0 -
2 129,4 6,06 (dd, J=10,0; 2,4 Hz, 1H) = 129,2 6,07 (dd J =2,0; 10,0, 1H)
3 1415 6,61 (m, 1H) - 141,5 6,62 (m, 1H)
4 38,45 2,73 (m, 1H) - 38,3 2,67 (dd, J=4,7; 18, 1Ha)
2,63 (dd, J=18,7; 5,0 Hz, 1H) 2,74 (m, 1HDb)
5 74,0 - - 73,8 -
6 57,5 3,30 (d, 3,7 Hz, 1H) - 57,4 3,33 (d, J =2,1 Hz, 1H)
7 55,0 4,06 (m, 1H) - 54,6 4,08 (s,1H)
8 39,9 3,07 (d, 11,4 Hz, 1H) - 40,2 3,08 (m,2H)
9 32,7 2,45 (td, J=15,2; 15,2; 3,2 - 32,3 2,45 (td, J=3,7; 11,0;11,0,
Hz, 1H) 1H)
10 52,7 - - 52,7 -
11 25,0 1,55 (m, 1H) - 24,7 1,59 (g,1H)
3,12 (m, 1H) 3,08 (m,2H)
12 30,1 2,73 (m, 2H) - 30,0 2,74(m, 1H)
2,79 (m,1H)
13 138,3 - H-18, H-15 145,0 -
14 139,6 - H-16, H-8 138,5 -
15 126,4 7,64 (d, J=7,9 Hz, 1H) - 126,2 7,74 (m,2H)
16 12584 a 7,16 (d, J= 7,9 Hz, 1H) H-20, H-18 126,0 7,96 (d, J=45; 1H)
125,78 b
17 138,7 - - 136,2 -
18 12897 a 7,02 (s, 1H) - 129,2 7,76 (s, 1H)
128,91 b
19 14,5 1,22 (s, 3H) - 14,4 1,24 (s,3H)
20 53,7 3,80 (g, J=6,9 Hz , H-20) - 198,0 -
21 18,1 1,46 (d, J=6,9 Hz, 3H) a - 26,9 2,57 (s,3H)
1,45 (d, J=6,9 Hz,3H) b
22 208,6 - CH3-23, CH3-21, - -
H-20
23 28,8 2,09 (s, 3H) - - -
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Figura 73-Estruturas dos compostos isolados do extrato DCM e AcOEt das folhas da espécie N. physalodes
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6 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

Os ensaios para avaliar a atividade antibacteriana e antifingica foram feitos por a
equipe de microbiologia pertencente ao laboratorio Integrado de Biomoléculas (LIBS) do
Departamento de Patologia e Medicina Legal (DPML) da Universidade Federal de Ceara
(UFC), por parte do professor Dr. Edson Teixeira, e Dr. Mayron Vasconcelos.

Por outra parte, 0s ensaios da atividade larvicida, foram realizados no Departamento
de farmacia da Universidade Federal do Ceara (UFC), por parte da equipe da professora

Dra Gilvandete Pinheiros.

6.1 Metodologia da Avaliacdo da atividade antibacteriana

Para a avaliagdo da atividade antibacteriana, foram testadas quatro bactérias de
diferentes espécies, duas Gram-positivas e duas Gram-negativas (Pseudomonas
aeruginos ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 11303, Staphylococcus aureus ATCC
25923, e Staphylococcus epidermidis ATCC 12128) com cinco dos compostos isolados
das folhas da espécie N. physalodes, usando o método de densidade dtica (OD),
registrando a 620 nm (ODs20) e usando um leitor automatico Elisa (Synergy TM HT
Multi-Detection Microtiter Reader), calculando a concentracdo minima inibitéria (CMI).
(VASCONCELOS, et al., 2014)

Amostras: Os compostos nic-1, nic-10, nic-2, nic-7 e nicafisalina B, foram
solubilizados em NB com 4% de DMSO, e testadas com uma faixa de concentracdo de
3,9 ate 250 pg/mL
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6.1.1 Resultados da avaliagdo antibacteriana dos compostos nic-1, nic-10, nic-2, nic-7 e nicafisalina B.
Na Figura 74 a seguir e na Figura 75 (p. 113) podem-se observar os resultados da atividade antibacteriana para 0s compostos mencionados, 0s
resultados, estdo por encima do controle pelo que ndo se constituem como compostos que apresentem esta atividade.

Figura 74-Diagrama de barras para os resultados referentes as atividades antibacterianas com Pseudomonas aeruginisa e Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa/ Nicafisalina B
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Figura 75-Diagrama de barras para os resultados referentes as atividades antibacterianas com Staphylococcus aureus e Sthaphylococcus epidermidis
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6.2 Avaliacdo da atividade antifingica

Os ensaios foram feitos utilizando duas leveduras classificadas como Candida
albicans ATCC 90028 e Candida tropicalis ATCC 750. Foram testados oito dos nove
compostos isolados das folhas da espécie N. physalodes em concentracdes que vao desde
7,8 ate 500 pg/mL, usando o método de densidade Gtica (OD), registrando a 620 nm
(ODs20) e usando um leitor automatico Elisa (Synergy TM HT Multi-Detection Microtiter
Reader), calculando a concentra¢do minima inibitoria (CMI) (VASCONCELOQOS, et al.,
2014)

Amostras: Os compostos testados foram nicandrenona (nic-1), nic-10, nic-2, nic-7,
nicafisalina B, 15-oxo-nicafisalina B (Np6), 64-7 a—dihidroxi-nicandrenona-10 (Np7) e
24 3-25 a—dihidroxi-nicandrenona-2 (Np8), os quais foram solubilizados em NB com 4 %

de DMSO.

6.2.1 Resultados da avaliacdo antiflngica.

Figura 76-Diagrama de barras para os resultados da avaliacéo antifiingica contra Candida albicans dos

compostos: nic-1, nic-10, nic-2, nic-7, nicafisalina B, Np6, Np7 e Np8.
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Figura 77-Diagrama de barras para os resultados da avaliacdo antifingica contra Candida tropicalis dos

compostos: nic-1, nic-10, nic-2, nic-7, nicafisalina B, Np6, Np7 e Np8.
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Nas gréficas anteriormente apresentadas, se pode observar evidentemente a baixa

eficacia e pouca atividade dos compostos isolados das folhas de Nicandra physalodes

contras 0s quatros espécies de bactérias e as duas leveduras, contrario aos resultados

esperados, nenhum composto conseguiu superar 0s resultados comparados com o

controle, composto antifungico e antibacteriano comercial
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6.3 Avaliacéo da atividade larvicida e resultados da atividade

Os ensaios foram feitos com larvas de Aedes aegypti em terceiro estagio para cada
linhagem, com o auxilio da pipeta de Pasteur foram separadas e distribuidas em
recipientes contendo 20 mL das soluc@es diluidas por um periodo de 24h. Logo ap0s esse
periodo foram feitas as contagens das larvas que morreram. Os testes foram feitos em
triplicata (FURTADO, et al., 2005) (FIGUEREIDO, 2014) (OLIVEIRA, et al., 2002).

Os ensaios foram feitos para dois dos compostos isolados em maior quantidade
das folhas da espécie N. physalodes, tendo em conta que cada ensaio foi feito por
triplicata, desta forma os resultados foram analisados para 0s compostos nicandrenona
(Nic-1) e 6p,7a-dihidroxi-nicandrenona 10

Para a nicandrenona (Nic-1), encontrou-se que a concentracao letal 50 (CLso) foi
de 256.621 ppm, no entanto os resultados para o0 composto 68, 7a-dihidroxinicandrenona-

10, ndo apresentou atividade larvicida alguma.
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CONCLUSOES
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7 CONCLUSOES

Mediante a utilizacdo de técnicas cromatograficas, foram isolados e caracterizados
nove compostos da classe dos vitanolidos da fracdo DCM e AcOEt da espécie Nicandra
physalodes G. As substancias foram obtidas em quantidade consideravel e com
satisfatorio grau de pureza, o que possibilitou a prospeccdo quimica e farmacoldgica dos
composto.

Do total dos compostos, quatro foram elucidados e determinados como compostos
reportados pela primeira vez na literatura, denominados como 15-oxo-nicafisalina B, 64-
7 a—dihidroxi-nicandrenona-10, 24 -25 a—dihidroxi-nicandrenona-2, e 17-(1-
metilpropan-2-ona)-nicandrenona-10 (a) e (b), estes Gltimos compostos presentes como
uma mistura epimerica em proporc¢ao de 1:1.

A atividade larvicida do composto denominados como nicandrenona (Nic-1)
composto maioritario apresento atividade larvicida moderada contra o vector Aedes
aegypti no tecer estagio de crescimento, por o contrario 0 composto denominado como
6,5-7 a—dihidroxi-nicandrenona-10 (Np7), ndo apresento atividade contra 0 mesmo vector
estando por baixo dos testes controle.

Os resultados apresentados, assim como 0s dados descritos na literatura, apontam
a espécie Nicandra physalodes como uma prolifica fonte de compostos do tipo
vitanolidos, os quais sdo bioproduzidos especialmente nas folhas.

Finalmente todos os resultados contribuem ao conhecimento quimico e
farmacoldgico da espécie N. physalodes, assim como a procura de novas atividades
devido a seus baixos resultados respeito nos testes realizados, por tanto recomendasse
comprovar a atividade citotoxica devido aos crescentes repostes para estes tipos de
compostos.
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Anexo 1- Espectro na regido do infravermelho (1V) do composto Np2
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Anexo 2- Espectro de massas de alta resolu¢do (EMAR) de Np2
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Anexo 3- Espectro de RMN de *C-BB [MeOD, 75,4 MHz] de Np2.
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Anexo 5- Espectro de RMN de *H [MeOD, 300 MHz] de Np2
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Anexo 6- Espectro de RMN 2D *H, H-COSY de Np2
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Anexo 7- Espectro de RMN 2D *H, **C-HMBC de Np2
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Anexo 8- Espectro na regido do infravermelho (1V) de Npl
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Anexo 10- Espectro de RMN de **C-BB [Piridina-ds, 75,4 MHz] de Np1
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Anexo 11- Espectro de DEPT 135° [Piridina-ds, 75,4 MHz] de Np1
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Anexo 13- Espectro de RMN 2D *H, *H-COSY de Npl
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Anexo 14- Espectro de RMN 2D *H, *3C-HMBC de Np1
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Anexo 15- Espectro na regido do infravermelho (1V) de Np3
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Anexo 16-Espectro de massas de alta resolugdo (EMAR) de Np3
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Anexo 17- Espectro de RMN de *3C-BB [Piridina-ds, 75,4 MHz] de Np3
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Anexo 18- Espectro de DEPT 135° [Piridina-ds, 75,4 MHz] de Np3
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Anexo 19- Espectro de RMN de H [Piridina-ds, 300 MHz] de Np3
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Anexo 20- Espectro de RMN 2D *H, *H-COSY de Np3
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Anexo 21- Espectro de RMN 2D *H, *3C-HMBC de Np3
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Anexo 22- Espectro na regido do infravermelho (1V) de Np4
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Anexo 23-Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR) de Np4
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Anexo 24- Espectro de RMN de **C-BB [Piridina-ds, 75,4 MHz] de Np4
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Anexo 25- Espectro de DEPT 135° [Piridina-ds, 75,4 MHz] de Np4
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Anexo 26- Espectro de RMN de 'H [Piridina-ds, 300 MHz] de Np4
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Anexo 27- Espectro de RMN 2D H, tH-COSY de Np4
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Anexo 28- Espectro de RMN 2D H, *C-HMBC de Np4
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Anexo 29- Espectro na regido do infravermelho (V) de Np5
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Anexo 30- Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-ESI) de Np5
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Anexo 31- Espectro de RMN de **C-BB [Piridina-ds, 75,4 MHz] de Np5
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Anexo 33- Espectro de RMN de H [Piridina-ds, 300 MHz] de Np5
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Anexo 34- Espectro de RMN 2D H, H-COSY de Np5
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Anexo 35- Espectro de RMN 2D *H, *C-HMBC de Np5
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Anexo 36- Espectro de RMM- 2D 'H-'H-NOESY de Np5
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Anexo 37-Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-ESI) de Np6
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Anexo 39- Espectro J-mod [Piridina-ds, 75,4 MHz] de Np6
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Anexo 40-Espectro de RMN de *H [Piridina-ds, 300 MHz] de Np6
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Anexo 41-Espectro de RMN 2D H, 'H-COSY de Np6
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Anexo 42-Espectro de RMN 2D *H, *C-HMBC de Np6
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Anexo 43- Espectro de RMM- 2D 'H-'H-NOESY de Np6
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Anexo 44-Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-ESI) de Np7
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Anexo 45-Espectro de RMN de 3C-BB [Piridina-ds, 75,4 MHz] de Np7
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Anexo 46-Espectro DEPT-135° [Piridina-ds, 75,4 MHz] de Np7
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Anexo 48-Espectro de RMN 2D H, 'H-COSY de Np7
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Anexo 49-Espectro de RMN 2D ‘H, ¥C-HMBC de Np7

8838283888883y




150

Anexo 50-Espectro de RMM- 2D 'H-'H-NOESY de Np7
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Anexo 51-Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-ESI) de Np8
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Anexo 52-Espectro de RMN de *3C-BB [Piridina-ds, 75,4 MHz] de Np8

5 383 SHRGE 32 2 2 33IVE SIBBISRBILSIBLINRUR
& 283 39?3& b3 8 & FI¥R #34998588ndnaNNsSsss
l V VI | N/ NN W

1 > g g ‘l : 1;0 40 'lw ‘;0 1;0 100 * 80 0 60 50 4‘0 0 20 ‘lO

151

Anexo 53-Espectro J-mod [Piridina-ds, 75,4 MHz] de Np8
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Anexo 54-Espectro de RMN de *H [Piridina-ds, 300 MHz] de Np8
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Anexo 55- Espectro de RMN 2D H, *H-COSY de Np8
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Anexo 56- Espectro de RMN 2D H, **C-HMBC de Np8
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Anexo 57- Espectro de RMM- 2D 'H-'H-NOESY de Np8
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Anexo 58-Espectro de massas de alta resolugdo (EMAR-ESI) de Np9
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Anexo 59-Espectro de RMN de 3C-BB [Piridina-ds, 75,4 MHz] de Np9
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Anexo 60- Espectro DEPT 135° [Piridina-ds, 75,4 MHz] de Np9
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Anexo 62- Espectro de RMN 2D H, H-COSY de Np9
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Anexo 63-Espectro de RMN 2D H, *C-HMBC de Np9
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Anexo 64- Expansdo do espectro de RMN 1D 1H de Np9
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Anexo 65- Expansdo do espectro de RMN BB 13C de Np9
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