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Constituintes quimicos de Harpochilus neesianus (Acanthaceae): isolamento direcionado por
espectrOmetria de massas e caracterizagcao

Viana, V. F.

P6s-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Dissertacdo de Mestrado, CCS/UFPB (2022).

RESUMO

A segunda metade do século XX trouxe um avanco no desenvolvimento de
medicamentos sintéticos mas ainda ha obstaculos que dificultam o acesso de
determinadas populacdes, a exemplo da populacdo mais carente, a medicina
profissional e saude de qualidade. Com isso, as plantas medicinais acabam por se
tornar a fonte terapéutica mais importante frente ao tratamento de doencas,
principalmente em paises subdesenvolvidos. Harpochilus neesianus, conhecida
popularmente como “cansa-cavalo” e “canudo da Caatinga”, € uma espécie do género
Harpochilus Nees pertencente a familia Acanthaceae, endémica dos estados do Rio
Grande do Norte, Paraiba e Bahia no nordeste do Brasil. O objetivo deste trabalho foi
realizar uma abordagem fitoquimica por meio da identificacdo de constituintes
guimicos isolados de Harpochilus neesianus. As partes aéreas da espécie foram
coletadas no municipio de Pocinhos — PB e foram submetidas aos processos de
secagem e pulveirizacdo, posteriormente foi realizada a extracdo do material vegetal
por meio de maceracao, onde o extrato obtido foi submetido a uma particéo liquido-
liquido resultando nas fases hexanica, cloroférmica, acetato de etila e n-butandlica.
O emprego de técnicas cromatograficas como cromatografia liquida sob média
pressdao (CLMP) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando a fase
acetato de etila possibilitou o isolamento de trés compostos inéditos: brazoides E, F
e G. As técnicas cromatograficas empregadas tiveram como fase estacionaria silica
de fase reversa C-18 e como fase movel metanol. Estes foram identificados por meio
da espectrometria de massas e de RMN de 'H e 3C, como também técnicas
bidimenssionais. Os resultados obtidos neste trabalho, foram de grande importancia
para a contribuicdo de conhecimentos fitoquimicos do género Harpochilus,
especificamente da espécie Harpochilus neesianus, visto que se trata de um género
récem descoberto que ndo possui informagdes relacionadas aos seus compostos
quimicos.

Palavras-chaves: Cansa-cavalo, Acanthaceae, Harpochilus, plantas medicinais,
brazoides.
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Dissertacdo de Mestrado, CCS/UFPB (2022).

ABSTRACT

The second half of the 20th century brought progress in the development of synthetic
medicines, but there are still obstacles that make it difficult for certain people, such as
the poorest population, to have access to professional medicine and quality health
care. With this, medicinal plants end up becoming the most important therapeutic
source for the treatment of diseases, especially in underdeveloped countries.
Harpochilus neesianus, popularly known as “cansa-cavalo” and “canudo da
Caatinga”, is a species of the genus Harpochilus Nees belonging to the family
Acanthaceae, endemic to the states of Rio Grande do Norte, Paraiba and Bahia in
northeastern Brazil. The objective of this work was to carry out a phytochemical
approach through the identification of chemical constituents isolated from Harpochilus
neesianus. The aerial parts of the species were collected in the municipality of
Pocinhos - PB and were submitted to the drying and pulverizing processes, later the
extraction of the vegetal material was carried out through maceration, where the
obtained extract was submitted to a liquid-liquid partition resulting in the hexane,
chloroform, ethyl acetate and n-butanolic phases. The use of chromatographic
techniques such as liquid chromatography under medium pressure (LCMP) and high
performance liquid chromatography (HPLC) using the ethyl acetate phase allowed the
isolation of three new compounds: brazoids E, F and G. The chromatographic
techniques employed had as Silica C-18 stationary phase and methanol as mobile
phase. These were identified using mass spectrometry and *H and 3C NMR, as well
as two-dimensional techniques. The results obtained in this work were of great
importance for the contribution of phytochemical knowledge of the genus Harpochilus,
specifically of the species Harpochilus neesianus, since itis a newly discovered genus
that does not have information related to its chemical compounds.

Palavras-chaves: Cansa-cavalo, Acanthaceae, Harpochilus, medicinal plants,
brazoids.
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1.

INTRODUCAO

A segunda metade do século XX trouxe um avanco no desenvolvimento de
medicamentos sintéticos mas ainda h& obstaculos que dificultam o acesso de
determinadas populacdes, a exemplo da populacdo mais carente, a medicina
profissional e saude de qualidade. Mesmo existindo um sistema Unico de saude que
atua de forma totalmente gratuita, e que essa atuagcao se estenda a todas as zonas
incluindo as zonas rurais, a demanda existente entre povos sem poder aquisitivo
resultam em um atendimento inadequado e insuficiente. Uma outra dificuldade
enfrentada sdo os altos valores cobrados em medicamentos produzidos pela
industria. Com isso, as plantas medicinais acabam por se tornar a fonte terapéutica
mais importante frente ao tratamento de doencas, principalmente em paises
subdesenvolvidos (OLIVEIRA et al., 2019)

As plantas medicinais possuem grande potencial promissor, iSSo porque estima-
se que cerca de meio milhdo de plantas existentes no mundo ainda ndo possuem
nenhum tipo de estudo relacionado ao seu emprego medicinal. As atividades
biologicas apresentadas por plantas ainda desconhecidas podem possuir uma acao
importante em tratamentos ou realizacdo de futuras pesquisas. Um levantameno
realizado pela Organizacdo Mundial da Saude mostrou que cerca de 80% da
populacdo de paises em desenvolvimento necessita do uso de medicamentos, e a
utilizac&o de plantas é o principal meio de cuidados primarios a saude (SINGH et al.,
2015).

O conhecimento basico envolvendo a utilizacdo de plantas de forma medicinal &
repassado entre as comunidades de forma que as informacfes séo trocadas entre
estes povos. O uso desse conhecimento quanto ao emprego de plantas como fontes
terapéuticas atrai a atencdo de pesquisadores no que diz respeito a avaliacao e
exploracdo de produtos naturais possibilitando a descoberta e desenvolvimento de
novos medicamentos (DIRAR et al., 2021).

A familia Acanthaceae esta inseridade entre as dez familias de plantas com flores
mais numerosas. Por possuirem uma enorme variagcdo morfologica e classificacfes
com aspectos desconhecidas, o numero de estudos envolvendo essa familia ainda é
pouco. A América do Sul é considerada um dos centros que mais possuem espécies
de Acanthaceae, e somente na flora brasileira é apontada a presenca de mais de 40

genéros distribuidas por todos os biomas, principalmente em areas com alto grau de
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preservacdo. O uso popular de espécies dessa familia € bastante tradicional no
tratamento de doencas como asma, ferimentos, hemorragias e fraturas (BRAZ &
AZEVEDO, 2016; OLIVEIRA et al., 2019).

Dentre os géneros englobados por essa familia, encontra-se o género
Harpochilus Nees endémico do nordeste brasileiro, podendo ser encontradas
espécies nas vegetacdes da Caatinga e Mata Atlantica. Esse género atualmente
apresenta trés espécies, sendo uma delas a espécie Harpochilus neesianus
ocorrendo principalmente entre os estados do Rio Grande do Norte e da Paraiba
(COSTA-LIMA & CHAGAS, 2019).

Apesar de ser uma espécie endémica do nordeste brasileiro, a Harpochilus
neesianus esta inserida em um género recém descoberto e com poucos estudos
relatados, fazendo com que ambos sejam desconhecidos do ponto de vista cientifico
guanto as suas propriedades quimicas. Diante dessa escassez de informacdes
envolvendo a espécie e seu género, 0 presente estudo possui grande relevancia
objetivando, por meio do seu desenvolvimento, a obtencédo de informacgdes inéditas
sobre estes sendo assim o primeiro estudo a relatar conhecimentos fitoquimicos do

género Harpochilus Nees, mais especificamente da espécie Harpochilus neesianus.
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. OBJETIVOS

2.1.0Dbjetivo Geral

Contribuir com os conhecimentos fitoquimicos do género Harpochilus e familia
Acanthaceae, a partir da pesquisa envolvendo as partes aéreas da espécie

Harpochilus neesianus, através da identificacdo dos seus contituintes quimicos.

2.2.0bjetivos Especificos

Extrair substancias bioativas presentes no extrato etandlico bruto de partes aéreas
de Harpochilus neesianus por meio de particao liquido-liquido;

Elaborar métodos analiticos utilizando CLAE-DAD para possivel isolamento de
componentes quimicos presentes nas fracdes obtidas a partir do extrato etandlico
bruto;

Isolar e purificar os metabdlitos secundarios encontrados na espécie Harpochilus
neesianus, utilizando técnicas extrativas com solventes organicos e métodos
cromatograficos;

Elucidar ou identificar as estruturas quimicas dos constituintes quimicos de
Harpochilus neesianus através da andlise de dados obtidos pelo emprego de
métodos espectroscopicos, como Ressonancia Magnética Nuclear *H e 3C e
bidimensionais (HMBC, HMQC, COSY e NOESY), infravermelho e Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE).
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideracdes sobre a flora do Brasil

O Brasil é reconhecido como o pais que possue uma das floras mais ricas do
mundo, apresentando em maior porcentagem (56%) o endemismo de plantas nos
Neotrépicos (FORZZA et al., 2012; AZEVEDO & DE MORAES, 2019). O pais détem
seis tipos de dominios fitogeograficos compostos por diferentes tipos de vegetacao
sendo estes a Amazonia, o Cerrado, a Mata Atlantica, o Pampa, o Pantanal e a
Caatinga (IBGE, 2019).

Figura 1 — Distribuicdo geogréfica dos biomas brasileitos
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Fonte: Institudo Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)

A Caatinga se destaca por ser a Unica extensa regido que esta inteiramente

incorporada em territério nacional e que detém uma heranca de conhecimentos
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tradicionais guardados pela populacdo local (TRENTIN et al., 2013; SILVA et al.,
2015). Uma das principais caracteristicas da Caatinga é o fato desse bioma
apresentar um clima semiarido e um periodo de seca que dura entre 7 a 9 meses.
Tais condi¢Bes ecoldgicas presentes neste local induzem a necessidade das plantas
ali presentes passarem por um processo de adaptacéo, estimulando a producéo de
metabdlitos secundarios (BASSO et al., 2005; AGOSTINI et al., 2020).

Composta por florestas e matas que apresentam periodos sazonais de seca,
a Caatinga comporta espécies eminentemente ameacadas de extin¢do. O numero de
descobertas incriveis de plantas tem aumentado e seus relatos tém crescido nos
ultimos anos. Historicamente esse bioma tem sido ignorado fazendo com que apenas
1,2% de seu territdrio esteja inserido em projetos de areas protegidas, e isso pode
estar relacionado ao fato da Caatinga ter sido vista como uma regido carente em
espécies, diversidade e endemismo levando a um baixo empenho na realizacdo de
estudos envolvendo sua flora, 0 que promove pouco conhecimento a seu respeito e
a torna a vegetacdo mais ameacada do Brasil. Durante a ultima década esse
panorama foi transformado devido ao crescimento exponencial de pesquisas
cientificas (QUEIROZ et al., 2019).

Em consequéncia da crescente destruicdo da vegetacao natural e da auséncia
de interesse em eficazes acBes de conservacdo, € de extrema urgéncia a
necessidade de um novo olhar sob a diversidade de plantas presentes na Caatinga,
para que assim seja possibilitado producdo de novas pesquisas e planos de
conservacao (QUEIROZ et al., 2019).

Esse bioma possui plantas bastante utilizadas na medicina popular e
compdem um papel fundamental no ambito social e cultural (BASSO et al., 2005;
TRENTIN et al., 2011; AGOSTINI et al., 2020). Estudos relacionados a esse regido
ainda se mostram escassos principalmente quando envolve a descoberta de novos
compostos biologicamente ativos, moléculas inéditas que podem possuir diferentes
aplicacdes (AGOSTINI et al., 2020).

3.2. Consideracdes sobre a familia Acanthaceae
Acanthaceae é uma familia de plantas pertencente a ordem Lamiales sendo

um dos maiores grupos de angiospermas com enorme diversidade quanto a sua

taxonomia, morfologia e de ampla distribuicdo geografica. Tem uma ampla faixa de
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distribuicdo abrangendo cerca de 346 géneros e o numero estimado de espécies
compreendidas por essa familia varia, mas de acordo com listas feitas por
pesquisadores modernos ha uma estimativa de que existam entre 4.000 a 5.000
espécies conhecidas e desconhecidas do Velho Mundo (VM) e Novo Mundo (NM)
(KHAN et al., 2017; KIEL et al., 2018; MANZITTO-TRIPP et al., 2022; MATOS et al.,
2022). E encontrada em varios biomas de climas tropicais e subtropicais em todo o
mundo, tendo como principais centros de diveridade a Indo-Maléasia, Africa, América
Central e América do Sul, onde o México e Brasil se destacam como os habitats mais
ricos em espécies de Acanthaceae. E constituida essencialmente por ervas anuais e
perenes, arbustos e trepadeiras, porém com a presenca de algumas arvores de
grande porte (CORTES & RAPINI, 2013; FONGOD et al., 2013; KHAN et al., 2017;
MANZITTO-TRIPP et al., 2022).

Figura 2 — Distribuicdo geografica mundial da familia Acanthaceae (representacdo da vegetacao
global em verde; em amarelo e laranja estdo as areas de maior incidéncia da familia).

Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. Acesso em: 13 Jan 2022.
Disponivel em: <https://tropicos.org/name/42000303>

Existe uma tradicional subdivisdo da familia em quatro subfamilias sendo elas
Acanthoideae, Nelsonioideae, Thunbergioideae e Mendonciaceae, com descricdo
baseada principalmente pela diferenciacdo na tipologia de seus frutos e sementes
(INDRIUNAS, 2011). Os pricipais sistemas de classificacdo sdo os de Nees (1847b)
apresentando onze tribos, Bentham (1876) com cinco tribos, Lindau (1895b) que
subdivide em quatro subfamilias e Bremekamp (1965) demonstrando trés subfamilias
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(INDRIUNAS, 2011).

A partir da reunido de dados moleculares, morfolégicos e citogenéticos,
Scotland & Vollesen (2000) sugerem que ha trés subfamilias sendo estas
Nelsonioideae, Thunbergioideae e Acanthoideae, e que esta Ultima se subdivide em
duas tribos (Acantheae e Ruellieae) em que Ruelliae engloba as subtribos Ruelliinae,
Andrographiinae, Barleriinae e Justiciinae (INDRIUNAS, 2011).

A subtribo Justicieae € tdo ampla quanto a familia Acanthaceae sendo uma de
suas maiores constituintes, e apresenta uma relevante diversidade morfoldgica.
Engloba cerca de 100 géneros e 2.000 espécies de prevaléncia tropical, com principal
incidéncia se dando em florestas imidas e dominancia em locais semiaridos. Estudos
de caracterizacao fitoquimica envolvendo plantas do semiarido demonstram que
espécies que compdem essa tribo sdo promissoras em relacdo a sua atividade
biolégica (SCOTLAN & VOLLESEN, 2000; CORTES & RAPINI, 2013).

Considerada o grupo de Acanthaceae mais dificil quanto a sua taxonomia,
mostrando relacgdes infratribais problematicas a partir da classificacdo de Lindau
(1985) de Acanthaceae, McDade et al., (2000) realizou um estudo que demonstrou a
existéncia de quatro linhagens prevalecentes dentro da tribo sendo elas
Isoglossianae, Pseuderanthemum, Tetramerium e “justicioid” (KIEL et al., 2017).

Segundo McDade et al. (2000), a linhagem “justicidides” & fortemente
representada, abrangendo cerca de 12 géneros do velho e do novo mundo, sendo
essa informacéo reafirmada por Kiel et al. (2017) em que confirma que essa linhagem
compreende espécies do novo mundo que estdo inseridas em pequenos géneros
como Cephalacanthus Lindau, Clistax Mart., Megaskepasma Lindau, Poikilacanthus
Lindau e Harpochilus Nees (SILVA et al., 2022).

Alguns géneros que compdem essa familia sdo bastante conhecidos,
exemplos como Acanthus, Thunbergia, Ruspolia, Barleria, Ruellia e Justicia, sendo
suas espécies popularmente utilizadas como plantas ornamentais (KHAN et al.,
2017). Somente no Brasil podem ser encontrados 41 géneros e mais de 430
espécies, em que destas destacam-se principalmente Justicia L., Ruellia L., e
Aphelandra R. Br. (PROFICE, 2010; CORTES & RAPINI, 2013). Espécies de
Acanthaceae exercem uma funcdo ecolégica fundamental, isso porque diferentes
tipos de polinizadores como abelhas, borboletas, mariposas e morcegos, necessitam
de seu néctar e polen para sobreviverem (KHAN et al., 2017). Possuem enorme valor

para animais servindo de alimento e para comunidades sendo utilizadas como
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medicamentos (KHAN et al., 2017).
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As espécies vegetais de Acanthaceae possuem papel importante como terapia

de diversas doencas. Isso pode ser atribuido a presenca de varios metabdlitos

secundarios importantes como alcaloides, compostos fendlicos, terpendides, taninos,

quinonas, saponinas, flavondides, glicosideos cardiacos, carboidratos e proteinas

com diferentes aplicagOes terapéuticas (Quadro 1) (KHAN et al., 2017).

Quadro 1 — Espécies da familia Acanthaceae, constituintes quimicos e atividades bioldgicas.
Espécies

Compostos isolados

Atividade biolégica

Referéncia

Anticolinesterase

Thunbergia Refaey et al.
erecta Traramento do (2021)
OH ]
Acido rosmarinico Alzheimer
(Polifenol)
Odontonema Antioxidante Pierre & Moses.
strictum (2015)
Stigmasterol
(Fitoesterél)
OH
HO O o] O
|
Avicennia P Machado, K. N.
schauerianna OH O Antioxidante (2022)
Apigenina
(Flavonoide)
OH
N
N
Justicia /@; Broncodilatador Corréa &
adhatoda HO . Antiinflamatorio Alcantara.
Vasicina (2011)
(Alcaloide)
Justicia Antiinflamatério Corréa &
betonica Alcantara.
(2011)

Justicioisideo E
(Triterpeno glicosilado)



Estudos fitoquimicos envolvendo a familia Acanthaceae mostraram que
espécies do género Justicia possuiam como principais constituintes quimicos
triterpendides, esterdides, flavondides e compostos nitrogenados em sua
composicdo. A partir disso, Souza et al. (2017) realizaram um estudo tendo como
objeto a espécie Justicia gendarussa, em que por meio de técnicas espectrométricas
como Ressonancia Magnética Nuclear (uni e bidimenssional) e Espectrometria de
Massas (EM) isolaram e identificaram a presenca de quatro novos alcaloides que
foram denominados como Brazoides A-D (1-4) (pag. 26, Fig. 3) (SOUZA et al., 2017).

Figura 3 — Brazoides A-D (1-4) isolados a partir de J. Gendarussa.
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3.3. Consideracdes sobre género Harpochilus e espécie Harpochilus
neesianus

Harpochilus Nees (1847) € um género pouco conhecido pertencente a familia
Acanthaceae sendo endémico no nordeste do Brasil, especificamente nos estados
da Bahia, Pernambuco e Paraiba. Duas espécies foram descritas por Nees e estao
associadas a Vegetacdo da Mata Atlantica e a Caatinga sendo estas Harpochilus
phaeocarpus Nees (1847) e Harpochilus neesianus Martius ex Nees (1847),
respectivamente. Harpochilus trimerocalyx Rizzini (1948) também foi descrita como
endémica do nordeste, mas logo apds foi sinonimizada como Anisacanthus trilobus
Lindau (1914) (VOGEL et al., 2004; PROFICE et al., 2017. MONTEIRO et al., 2018).

Monteiro et al. (2018) descreveu uma nova espécie peculiar de Acanthaceae
durante a realizacdo de um inventério floristico da Caatinga. Suas caracteristicas
eram compativeis com a tribo Justicieae, mais especificamente com o genéro

Harpochilus. Denominada Harpochilus paraibanus, a nova espécie é descrita para a
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regido do semiarido do estado da Paraiba, Brasil onde apenas nove espécimes foram
relatadas no estudo, levando esta a ser classificada como espécie em perigo.

Silva et al. (2022) realizou um estudo demonstrando que as especies de
Harpochilus encontradas no centro-sul do estado da Bahia, Brasil se diferenciavam
da Harpochilus neesianus. Apés uma longa pesquisa e observacbes feitas por
pesquisadores florais, e baseado em estudos das espécimes ja conhecidas, o estudo
em questdo descreveu a existéncia de uma nova espécie chamada de Harpochilus
corrugatus sendo esta também avaliada como espécie em perigo.

Figura 4 — Distribuicdo geografica das espécies do género Harpochilus na regido nordeste do Brasil.
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(Fonte: Silva et al., 2022)

Nees (1847) descreveu de forma completa e ilustrada a espécie Harpochilus
neesianus, sendo caracterizada como um arbusto robusto com folhas macias e
ovadas podendo chegar até trés metros de altura sendo registrada principalmente
nos estados da Bahia, Pernambuco e Paraiba. Tem crescimento disperso mas seu
povoamento se restringe a campos rupestres, Cerrado e Caatinga arbustivo-arborea,
predominantemente em territorios mais aridos com solo pedregoso ou com presenca
de arenito avermelhados. Ha registros de polinizacéo feita por abelhas e vespas, mas

seu principal polinizador € o morcego. Sua floracéo e frutificagcdo ocorre durante todo
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0 ano de fevereiro a novembro, sendo que entre maio e julho acontece de forma mais
espacada (VENDAS et al., 1998; VOGEL et al., 2004; CORTES & RAPINI, 2013;
SILVA et al., 2022). Alguns de seus nomes populares sdo cansa-cavalo, brinco,
camard, caneta, canudo, canudo da Caatinga, canudo-de-cachimbo, tamarati
(CORTES & RAPINI, 2013). A espécie objeto de estudo ndo possui estudos
fitoquimicos relatados na literatura, com isso ha a auséncia de informacfes quanto

aos seus constituintes e propriedades quimicas.

Figura 5 — Espécie Harpochilus neesianus

(Fonte: Silva et al., 2022)
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material e equipamentos utilizados

Os constituintes quimicos de Harpochilus neesianus foram obtidos por meio
de etapas de separacdo cromatograficas envolvendo desde o fracionamento até o
isolamento e identificacdo destes compostos. Para isso, foram empregadas técnicas
classicas como coluna aberta, e técnicas andliticas modernas como cromatografia
por exclusdo em coluna, cromatogradia liquida sob média pressao (CLMP) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A cromatografia por exclusdo em coluna foi realizada utilizando como fase fixa
0 Sephadex LH-20 (Amersham Biosciences), e como fase movel o metanol grau P.A.
da Sigma-Aldrich.

A CLMP foi realizada em um cromatografo (Biichi®) equipado com médulo de
bombeamento de solvente C-605, bomba injetora e detector UV-VIS-C-640, uma
unidade de controle C-620, um coletor de fracoes C-660 e uma coluna Borosilikat 3.3
da marca Buchi. Como fase estacionaria foi utilizado silica de fase reversa C-18 e
como fase movel, solugcdes de metanol em agua grau 1 acidificada (0,1% acido
férmico) em ordem descrescente de polaridade.

A CLAE foi realizada em um cromatografo analitico (Shimadzu®), equipado
comuma coluna de fase reversa C-18 das marcas Kromasil e YMC, bomba LC-20AT,
injetor automatico SIL-20A HT e detector UV-VIS SPD-M20A, como fase movel foi
utilizado agua ultrapurificada (milli-Q) acidificada (0,1% acido férmico) e metanol grau
HPLC da Merk. J& em escala preparativa foi realizada em um preparativo da marca
Shimadzu®, equipado com uma coluna de fase reversa C-18 modelo YMC-Actus
Triart C18 (YMC®) com 250 mm x 21,2 mm de d.i. € 5 ym de tamanho da particula,
bombas LC-6AD, injetor manual, e detector UV-VIS SPD-M10A. Como fase mével foi
utilizadoagua ultrapurificada (milli-Q) acidificada (0,1% &cido férmico), metanol grau
HPLC da Merk e acetonitrila grau HPLC. O metanol também foi empregado no
preparo da amostra.

A CLAE em escala semi-preparativa foi realizada em um cromatégrafo
(Shimadzu®) equipado com médulo de bombeamento de solvente binario LC6AD,
injetor manual e detector UV-VIS-SPD-M10A. A coluna utilizada foi de fase reversa

(Kromasil®) com 250 mm x 4,6 mm de d. i. e 5 ym de tamanho da particula.
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Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN de 'H) e de 13C
(RMN de 13C), e técnicas bidimensionais (HMQC, HMBC, COSY e NOESY) foram
obtidos em espectrometros das marcas Varian System operando a 500MHz (*H) e
125 MHz (*3C), e Brucker operando a 400 MHz (*H) e 100MHz (*3C), localizados no
Laboratorio Multiusuario de Caracterizacéo e Anélise (LMCA) da UFPB. Para o preparo
das amostras a serem analisadas, foram utilizados solventesdeuterados (CDsOD e
DMSO-ds) da Cambridge Isotope Laboratories.

Os espectros de massas das substancias foram obtidos utilizando
espectrometros de massas de alta e baixa resolucdo da marca Bruker, modelo micro
TOF Il e lon-Trap AmazonX, respectivamente. As amostras foram preparadas com
metanol grau HPLC da Merk.

4.2. Material Vegetal

4.2.1.Coleta e identificacdo do material vegetal

As partes aéreas de Harpochilus neesianus foram coletadas no municipio de
Pocinhos, estado da Paraiba. O material botanico foi identificado pelo Prof. Dr. José
Iranildo Miranda de Melo. Uma exsicata desta espécie encontra-se catalogada no
Herbario Manuel de Arruda Céamara (HACAM) do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude — UEPB, sob registro HACAM 3219.

4.2.2. Processamento do material vegetal

O processo de dessecacédo das partes aéreas de Harpochilus neesianus foi
realizado em uma estufa com ar circulante a uma temperatura de 40 °C durante o
periodo de 72 horas. Apds sua secagem ser concluida, o material seco foi

pulveirizado em um moinho mecéanico sendo obtido 1500 g do pé da planta.

4.3. Obtencdao do extrato etandlico bruto de Harpochilus
neesianus
O material vegetal, apds passar pelos processos de secagem e pulveirizacao,
foi submetido a uma extragdo por maceracdo em etanol (EtOH) a 95% até completa

exaustdo. O processo foi feito por 3 vezes em intervalos de 72 horas para cada
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extracdo. ApOs coletada, a solugdo extrativa foi filtrada e concentrada em um
rotaevaporador a uma temperatura de 40 °C sendo, por fim, obtido o extrato etandlico
bruto (EEB) (Esquema 1).

Esquema 1 — Elaboracdo do Extrato Etandlico Bruto (EEB) das partes aéreas de
Harpochilus neesianus.

Partes aéreas de Harpochilus neesianus Secagem em estufa de ar
circulante a 40°C por 72h
Pulverizacdo em moinho
mecanico

Pao da planta

Maceracdo em Etanol 95% até
exaustdo do material

Macerado
Concentracdo sob pressao reduzida
em rotaevaporador a 40 °C

EEB (60 g)

4.4, Fracionamento do extrato etanélico bruto

Uma fracdo do Extrato Etandlico Bruto (60 g) das partes aéreas de Harpochilus
neesianus foi diluida em 1000 mL de uma solucédo metanol:agua (3:7 v/v) e colocado
em um agitador mecanico durante 60 minutos para homogeinizacdo. ApOs
homogeinizar, foi realizado o processo de particdo liquido/liquido utilizando uma
ampola de separacao e solventes com a seguinte ordem crescente de polaridade:
hexano (500 mL), cloroférmio (2000 mL), acetato de etila (3500 mL) e n-butanol (1650
mL). Por fim, em um rotaevaporador a uma temperatura de 40 °C, as solucdes obtidas
foram concentradas sob pressédo reduzida fornecendo quatro fases: hexanica (3,126
g), cloroformica (2,928 g), acetato de etila (4,907 g) e n-butandlica (6,258 Q)
(Esquema 2).

31



Esquema 2 — Particdo do Extrato Etandlico Bruto (EEB) das partes aéreas de
Harpochilus neesianus.

EEB (60 9) Solubilizagdo em 1000 mL de uma
solucdo metanol:agua (3:7 v/v)
Particdo com Hexano
HFH Soluc&o hidrometanolica
(3.19) I
Particdo com Cloroférmio
HFC Solucéo hidrometandlica
(2.99) Il
Particdo com Acetato de Etila
HFA Soluc&o hidrometandlica
4909 1

Particdo com n-Butanol

HFB Solucéo hidrometandlica
6.2 9) v

Legenda: HFH — Fase hexanica de Harpochilus neesianus; HFC — Fase cloroférmica de Harpochilus
neesianus; HFA — Fase acetato de etila de Harpochilus neesianus; HFB — Fase butandlica de
Harpochilus neesianus.

4.5.Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectometria de
massas (CLAE-EM/EM) do EEB e da fase acetato de etila.

Para a realizacdo da analise por CLAE-EM/EM, foram preparadas amostras
do EEB e da fase acetato de etila. Foi solubilizada 1 mg de cada amostra em 1 ml de
metanol grau HPLC, as solucdes foram filtradas em um filtro de PVDF com poro de
0,45 pm de didmetro e, por fim, 20 uL de cada amostra foi injetado no espectémetro
de massas com ionizacao por eletrospray nos modos positivo e negativo. O método
desenvolvido para andlise variou a concentracdo de metanol (MeOH) em agua grau
1 acidificada (0,1 acido formico) de 5 a 100% em 90 minutos sob fluxo de 0,6 mL/min.

As massas moleculares e padrdes de fragmentacao dos constituintes quimicos
foram comparados com dados da literatura sendo observadas a presenca de
possiveis substancias ainda ndo descritas, possibilitando o direcionamento da
pesquisa para o isolamento e identificagdo desses compostos a partir da fase acetato

de etila.
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4.6.Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila

Foi realizada uma cromatografia em coluna com a fase acetato de etila (4,9 g)
utilizando como fase fixa Sephadex LH-20 e como fase moével o metanol (MeOH),
dessa separacdo cromatogréafica foram coletadas 7 fragdes (F.ACOEt-01 — 07). Essas
fracbes passaram por uma secagem a temperatura ambiente e logo apos foram
preparadas solucdes contendo 1 mg de cada amostra para 1 mL de metanol e
submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas com ionizacao por eletrospray (CLAE-ESI-EM/EM), para definidir qual a
fracdo mais promissora para o isolamento dos metabdlitos secundarios de interesse,

sendo estabelecido entéo a fragdo F.AcOEt-03 por ter também a maior massa.

Esquema 3 — Fracionamento da fase acetato de etila (ACOEt).

Fase AcOEt
4.949)

CC Sephadex®
LH-20

T fracbes
(F.ACOEt-01 - 07)

F.ACOEt-03
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Quadro 2 — Dados das fracdes obtidas por CC Sephadex LH-20.

‘ Frac&o Peso
F.AcOEt 1 0,0452 g
F.AcOEt 2 1,2652 g
F.AcOEt 3 3,4519 ¢
F.AcOEt 4 0,0221 g
F.AcOEt 5 0,0078 g
F.AcOEt 6 0,0093 g
F.ACOEt 7 0,0203 g

4.7. Processamento cromatografico da fragcdo F.AcOEt-3 por

cromatografia liquida sob média presséao (CLMP)

O fracionamento da amostra F.AcCOEt-3 (3,4519 g) de H. neesianus foi
realizado por cromatografia liquida sob média presséao utilizando silica de fase
reversa C-18 como fase estacionaria e como fase moével quatorze solucbes de
metanol em agua grau 1 acidificada (0,1% &acido férmico) por ordem de polaridade

decrescente de 10 a 100% com 150 mL sob fluxo de 15 mL/min.

Quadro 3 — Dados das fragBes obtidas por CLMP.

10% 0,2703 g
20% 0,0268 g
30% 0,0225 g
40% 0,2209 g
50% 0,0510 g
55% 0,1684 g
60% 0,2564 g
65% 0,2687 g
70% 0,1821 g
75% 0,2535 g
80% 0,2645 g
85% 0,1756 g
90% 0,2364 g

100% 0,2654 g
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As fracdes foram submetidas a andlises por CLAE em escala analitica para
gue assim fosse possivel a selecao das fracdes que se mostrassem mais promissoras
para o isolamento dos compostos de interesse. A partir disso, observou-se que a
fracdo 50% (51 mg) possuia a presenca de pequenas impurezas sendo necessario
passar pelo processo de purificagdo. A fracdo 20% (268 mg) mostrou também a
possivel presenca de algumas substancias, sendo também escolhida para a etapa
de isolamento de compostos.

4.8. Processamento cromatografico das fragcbes 20% e 50% obtidas por
CLMP

A andlise da fracdo 50% (51 mg) foi realizada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) em escala analitica tendo como primeira etapa a preparacéo
de uma solucéo contendo 1 mg de amostra em uma concentracdo de 1 mg ml- de
metanol grau HPLC. Como fase moével foi utilizada agua ultrapurificada acidificada
(0,1% acido formico) e metanol grau HPLC. O cromatografo analitico possibilitou o
desenvolvimento de um método eficaz para a etapa de isolamento da substancia de
interesse presente na fracdo, em que neste método foram injetadas 20 yL de amostra
em que a concentracao de metanol variou de 5 a 35% em um periodo de 55 minutos
com fluxo de 0,6 mL min*t. No cromatograma (Fig. 7, pag. 36) foi possivel observar 1

pico principal em um comprimento de onda de 320nm.

Quadro 4 — Método analitico desenvolvido por CLAE para fracdo 50%.

Tempo de corrida Concentragédo de B

(min) (%)
0,01 5
5 35
55 35
60 100
80 100
85 5

Partiu-se entdo para o cromatografo semi-preparativo, sendo preparada uma
solugdo com 51 mg da amostra em 1000 pL de metanol grau HPLC. Foram realizadas
dez inje¢des contendo 100 pL da solucdo, e o método desenvolvido durante a fase
analitica foi empregado porém o fluxo foi alterado para 3 mL/min. A frag&o obtida foi

coletada e concentrada sob pressdo reduzida em um rotaevaporador a uma
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temperatura de 40 °C. Esta fracdo corresponde ao pico principal com tempo de
retencdo em 32,12 min visualizado no cromatograma analitico (Fig. 7, pag. 36), por
fim isolada e codificada como HNC180050.

Figura 7 - Cromatograma da fracdo HNC180050, em destaque o tempo de reteng&o do pico principal
referent% ao composto isolado.
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A analise da fracdo 20% (268 mg) também foi realizada por CLAE em escala
analitica, com preparacdo de uma solucdo contendo 1 mg da amostra em uma
concentracdo de 1 mg ml de metanol grau HPLC. Foi utilizada agua ultrapurificada
acidificada (0,1% acido férmico) e acetonitrila grau HPLC como fase movel. Foi
desenvolvido um método eficiente em cromatografo analitico possibilitando o
isolamento de substancias de interesse presentes na fracdo. Neste método a
concentracdo de acetonitrila variou de 5 a 10% em 40 minutos com fluxo de 0,6 mL

min-t. No cromatograma (Fig. 8, pag. 37) foi possivel observar 2 picos principais.

Quadro 5 — Método analitico desenvolvido por CLAE para fracdo 20%.

Tempo de corrida Concentragéo de B

(min) (%)
0,01 5
40 10
45 100
65 100
70 5

O método desenvolvido foi entdo transposto para o cromatégrafo preparativo,

em que 268 mg da amostra foi solubilizado em 800 pL de metanol grau HPLC. Foram



realizadas oito injecbes contendo 100 puL da solugdo, sendo emprego o método
analitico desenvolvido com alteracdo no fluxo para 8 mL/min. As fracdes obtidas
foram coletadas e concentradas sob pressao reduzida em um rotaevaporador a uma
temperatura de 40 °C. As duas fragdes principais correspondem aos picos com tempo
de retencdo em 24,12 min e 27,83 min, e foram codificadas como HNC182004 e
HNC182006.

As etapas envolvidas no processo de purificacéo e isolamento dos compostos
da fase acetato de etila podem ser vistos no Esquema 4.

Figura 8 - Cromatograma da fracdo HNC180020, em destaque o tempo de retencdo dos picos dos
compostos isolados..
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Esquema 4 — Purificagdo e isolamento de constituintes quimicos da fase acetato de etila..

F.AcOEt-03

—Ii Cromatografia liquida sob
média pressao

14 fractes
(10 — 100%)
, . )
20% ‘ 50%
CLAE preparativo . ) | CLAE semi-preparativo
[
HNC182004 HMC182006 HMC180050
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4.9. Caracterizacdo estrutural dos compostos isolados por

espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

ApOs passarem por etapas de purificagdo e isolamento, as estruturas dos
constituintes quimicos foram elucidades a partir da analise dos espectros de RMN de
'H e 13C, abrangendo técnicas uni e bidimensionais (HSQC, HMBC e COSY) junto a
comparagcdo com dados fornecidos pela literatura. Os espectros foram obtidos
utiizando metanol deuterado (CDsOD) para a substancia HNC180050 e
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) para as substancias HNC182004 e
HNC182006.

Os deslocamentos quimicos foram exibidos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) em Hz. Os sinais caracteristicos de 1H e 13C dos
solventes utilizados foram estabelecidos como padrdo interno, em que para 0s
espectros de RMN H os sinais em &4 2,49 ppm sédo caracteristicos para o DMSO-ds
e em Oy 3,30 ppm para o CD3z0D. Ja para os espectros de RMN de *3C os sinais em
Oc 39,5 ppm e em dc 49,0 ppm sédo caracteristicos para 0o DMSO-ds e para 0 CD30D,
respectivamente. As multiplicidades no espectro de *H foram indicados conforme as
convencdes: s (singleto), sl (singleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), dI (dupleto
largo), t (tripleto), g (quadrupleto) e m (multipleto).

4.10. Espectrometria de massas

Os espectros de massas foram obtidos a partir da diluicdo das amostras em
metanol grau HPLC. O preparo das amostras a serem analisadas foi feito por meio
da diluicdo de 1 mg destas em 1 mL de metanol grau HPLC. Desta solucao, foi
retirado uma aliquota de 200 pL e adicionado em 800 pL de metanol grau HPLC. Em
seguida, 20 L da ultima solucéao foi adicionado em 980 pL de CH3z0H:H20 (1:1). Por
fim, foi realizada a injecéo direta das amostras no espectrdmetro de massas utilizando

a técnica de lonizacgao por Eletrospray em modo positivo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Identificacdo estrutural de substéancia 1

A substancia 1 (HNC180050) foi isolada na forma de um Oleo de coloracao
amarelada com 0,005 g. O espectro de massas obtido mostrou um pico em m/z
392.4323 [M+Na] compativel com a formula molecular C17H23NOs.

Figura 9 - Espectro de massas da substancia HNC180050.
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No espectro de infravermelho (IV) foram observadas algumas bandas de
absorcao caracteristicas de grupos funcionais. Grupos carbonilicos geram uma forte
absorcéo naregido de 1820-1660 cm™ sendo o pico mais intenso do espectro. A partir
disso foi possivel notar a existéncia de uma absorcdo em vmax 1724,36 indicando a
presenca de carbonilas. J& acidos absorvem em uma regido entre 3400-2400 cm
resultando em uma banda larga, também sendo possivel observar no espectro uma
banda de absorgédo em vmax 3367,71 indicando a presenca de um &cido carboxilico.

Quando ocorre absorcdes de intesidade média na faixa de 1650-1400 cm™ h&a uma
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sugestdo de presenca de anel aromatico, com isso, a presenca de uma banda de
absorcdo em vmax 1527,62 evidenciou a existéncia de um sistema aromatico na
molécula (PAVIA et al., 2015).

Figura 10 - Espectro de Infravermelho (KBr) da fragdo HNC180050.

1527,62

3367,71 -

60 |

S
o7 1724,36

— T T T T T T T T
1500 1250 1000 750 500
1/em

I e e e N I e m e e e e e I R
4000 3500 3000 2500 2000

O espectro de RMN de *C na técnica APT (Fig. 15, pag. 47 ), obtido a 125 MHz
em CD30OD, e sua expansao (Fig. 16-17, pag. 48) apresentaram dezessete
deslocamentos quimicos. Destes, dois sinais foram atribuidos a grupos metilicos (C-
11 e C-13), trés sinais a grupos metilénicos (C-7, C-12 e C-3’, todos sp?), seis sinais
a carbonos metinicos (dois carbonos oxigenados sp?® representados pelo sinal dc
72,64 (CH-10) e &¢ 70,17 (CH-2'); e quatro carbonos aromaticos sp?). Por fim foram
evidenciados sinais correspondentes a carbonos nado hidrogenados, incluindo um
carbono oxigenado sp®em 8¢ 82,43 (C-9), dois carbonos aromaticos sp?em &¢ 137,45
(C-2) e dc 129,82 (C-1), este ultimo estando ligado diretamente a um atomo de
nitrogénio. Os deslocamentos quimicos em d¢ 120,85; d¢c 130,47; dc 125,06 e Oc
131,73 foram atribuidos aos carbonos aromaticos C-3, C-4, C-5 e C-6,
respectivamente, fechando um sistema aromatico dissubstituido (SOUZA et al., 2017).
Estas e demais atribuicdes foram reunidas na Tabela 1.

Foi notada a presenca de sinais caracteristicos de carbonos ligados a &tomos com
maior eletronegatividade, a exemplo do oxigénio e nitrogénio, por estes elementos

promoverem um maior deslocamento quimico nesse atomo de carbono. Este aumento
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pode ser explicado pelo efeito de blindagem diamagnética local, onde &omos de
carbono tém sua densidade eletrdnica diminuida devido ao efeito retirador de elétrons
pelos seus ligantes mais eletronegativos. A retirada desses elétrons provoca uma
desprotecdo, uma vez que a apresenca dos mesmos promove a blindagem do nucleo
ao campo magnético aplicado. Com isso, quanto maior for a eletronegatividade do
elemento ligante, mais desprotegido estara o carbono resultando em um maior
deslocamento quimico (PAVIA et al., 2015). A partir dessas afirmacdes, 0s sinais em
Oc 175,41; d¢c 174,70 e dc 175,43 revelaram a presenca de oxigena¢cdes na molécula.
Quando comparados a dados da literatura, esses sinais foram atribuidos nesta ordem
aos carbonos cabonilicos C-8, C-1’ e C-4’, respectivamentes (SOUZA et al., 2017).
Além de estarem ligados ao substituinte eletronegativo oxigénio, os carbonos
carbonilicos sofrem um aumento em seus deslocamentos quimicos devido a
desprotecéao resultante da sua hibridagdo sp? (SILVERSTEIN et al., 2000).

No espectro de RMN de 'H (Fig. 18, pag. 49), obtido a 500 MHz em CD30D, e em
suas expansoes (Fig. 19-21, pag. 49-50), foi possivel observar a presenca de treze
deslocamentos quimicos. Analisando-os, foi possivel evidenciar a presenca de sinais
referentes a hidrogénios aromaticos por estarem inseridos na regido entre oy 6,5 -
8,0 ppm. Esses sinais sao justificados a partir do efeito chamado de anisotropia
magnética, que acontece quando o anel € colocado em um campo magnético
induzindo a circulagéo dos elétrons 1 ao redor do anel, fazendo com que estes
interajam com o0 campo magnético ocasionando a desblindagem dos hidrogénios do
sistema aromatico, promovendo assim um maior deslocamento quimico
(SILVERSTEIN et al., 2000; PAVIA et al.,).

Foi possivel observar dois dupletos (d), um em &H 7,70 (H-3) e outro em &H 7,45
(H-6), o primeiro estando acoplado em orto com o ftripleto (t) em dH 7,37(H-4) com
uma constante de acoplamento de 8,0 Hz, uma vez que neste tipo de acoplamento a
constante pode variar entre 7,0 a 10 Hz. E o segundo dupleto também apresentou
acoplamento em orto, agora, com o tripleto visualizado em &H 7,23 (H-5) com uma
constante de acoplamento de 7,5 Hz.Todos os quatro sinais apresentaram integral
para um hidrogénio sendo compativeis com um anel aromatico dissubstituido.

O prétons do sistema aromatico também séo influenciados pela presenca ou
auséncia de grupos doadores ou retiradores de elétrons. O sinal em &y 7,70 est4 orto

a um grupo retirador, grupos retiradores levam a um maior efeito de desprotecao nas
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posi¢cdes orto e para, ocasionando um maior deslocamento quimico do hidrogénio
ligado nessas posicdes, dessa forma o sinal com maior deslocamento foi atribuido ao
H-3. O menor deslocamento quimico do H-6 (dy 7,45) pode ser justificado pelo
mesmo estar orto a um grupo doador de elétrons, uma vez que estes grupos
propocionam protecdo nas posi¢cdes orto e para do anel aromatico, promovendo
assim um menor deslocamento quimico desses hidrogénios.

A presenca de um par de dupletos (d) com deslocamentos quimicos em &y 5,24
e em oy 5,22 (J = 12,5; integrando para um hidrogénio) foram atribuidos aos
hidrogénios ligados ao C-7 e devido a sua ligacao ao oxigénio de uma funcéo éster
promove uma maior desprotecdo. Um outro par de deslocamentos quimicos, sendo
um dupleto largo (dl) em &4 2,90 (J = 15,4) e um multipleto (m) em &y 2,75 foram
atribuidos a hidrogénios metilénicos H-3'. A presengca de mais um sinal de
hidrogénios ligados a carbonos metilénico foi evidenciada em &y 1,79, sinal com
multiplicidade de quarteto e integral para dois hidrogénios, entando acoplandos aos
hidrogénios da metila H-13, com uma constante de acoplamento de 7,3 Hz,
justificando sua multiplicidade e sugerindo a presenca dessa terminacdo com o C-12
livre de oxigenacé&o.

Foi observado um sinal de hidrogénio oximetinico em &4 4,57; sendo um singleto
largo (sl), atribuido ao H-2’, uma vez que ha uma maior desprotecdo desse proton
devido sua direta ponte com um oxigénio de hidroxila e com um carbono carbonilico.
Foi notado também a presenca de um quarteto (q) correspondente a um outro
hidrogénio oximetinico em &y 3,83 (J = 6,4; integrando para um hidrogénio) e um sinal
de hidrogénios metilicos com multiplicidade de dupleto (d) em &4 1,05 (J = 6,4;
integrando para trés hidrogénios), e foram atribuidos nesta ordem aos hidrogénios H-
10 e 3H-11 do grupo hidroéxi-etil. Um outro sinal evidenciou a presenca de um segundo
grupo de hidrogénios metilicos, que foi o tripleto (t) em &4 0,75 (J = 7,3; integrando
para trés hidrogénios), sendo atribuido aos hidrogénio 3H-13 (SOUZA et al., 2017).
As atribuicdes feitas foram compiladas na Tabela. E importante destacar que
carbonos com hibridacdo sp? possuem prétons com uma faixa de ressonancia menor
guando comparados a hidrogénios de carbonos sp?, isso pode ser explicado pois
estes ultimos possuem um carater s maior (33%) fazendo com que eles possuam uma
maior eletronegatividade devido o maior poder que o orbital s tem fazendo com que

seus elétrons sejam mantifos mais préximos ao nucleo, promovendo assim uma
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diminuicdo na blindagem do préton (PAVIA et al., 2015).

Todas as atribui¢cdes de sinais de prétons e carbono foram assinaladas através
do mapa de contorno do espectro bidimenssional de correlacdo heteronuclear
(HMBC). O espectro bidimenssional de correlacdo heteronuclear HMBC (Fig. 22, pag.
51), exibiu um mapa de contorno correlagdes entre os sinais oy 3,83 (H-10), &4 1,79
(H-12), 1 5,24 e 4 5,22 (2 H-7) com o carbono carbonilico com deslocamento
quimico em &¢ 175,41; confirmando a posi¢cdo C-8 dessa carbonila. Também foi
observada a correlagéo entre os sinais em &y 5,24 e &y 5,22 (2 H-7) com o carbono
em &¢ 137,45 (C-2), confirmando sua inser¢cdo no sistema aromatico, em conjunto
com a correlagéo dos sinais em &y 7,70 (H-3) e 64 7,45 (H-6), esta Gltima a 4 ligagles,
com o carbono em &¢ 64,83 (C-7) confirmaram a insercao da unidade na posi¢ao C-
2 do anel aromatico.

As posicOes das metilas foram determinadas através das correlagbes entre o
sinal &y 0,75 (3H-13) com o carbono quarternario 6¢ 82,43 (C-9) e com o carbono
metilenico &¢ 29,81 (C-12), que confirmaram a posi¢cado da metila d¢ 8.13 (C-13). As
correlagdes do sinal &y 1,05 (3H-11) com os carbonos em d¢ 72,64 (C-10) e &¢ 82,43
(C-9), confirmaram a posicao dessa segunda metila.

A andlise dos espectros bidimensionais de correlacdo heteronuclear direta
(HSQC) (Fig. 27, pag. 53) possibilitou a atribuicdo de deslocamentos quimicos
relacionados a carbonos hidrogenados. Entre as correlacfes existentes, destacam-
se as correlacdes entre os sinais &¢c 64,05 com &y 5,24 e &y 5,22; &¢c 40,34 com Oy
2,75 e dy 2,90, confirmando os carbonos metilénicos nas posi¢cdes C-7 e C-3’
respectivamente. O deslocamento em &¢ 17,83 com &y 1,05; &¢ 8,13 com &y 0,75
confirmaram os carbonos metilicos nas posi¢cdes C-11 e C-13. Todas as atribuicdes
encontram-se reunicas na Tabela.

A partir da andlise dos dados espectrais junto aos dados da literatura foi possivel
identificar a substancia HNC180050 como Brazdéide E, confirmando assim que se
trata de um composto nunca antes relatado na literatura, sendo este o primeiro estudo

a conseguir isolar e descrever a sua elucidacdo estrutural (SOUZA et al., 2017).
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Tabela 1 - Dados de RMN de H e *3C, e bidimenssionais (HMQC e HMBC) (500 e 125 MHz, CDs0D)
de HNC180050, brazoide E, em comparacgéo aos dados obtidos por SOUZA et al., 2017.

HMQC HMBC Brazdide D
Posicao 84 BRAZOIDE E 8c BRAZOIDE E 8¢ x O On &c
1 - 129,82 H-3; H-5; 2H-7 - 131,8
2 - 137,45 H-3; H-4; H-6 - 137,5
3 7,70 (1H; d; J = 8,0 Hz) 120,85 H-4; H-5 7,48 (1H; d; J= 127,8
7,5 Hz)
4 7,37 (1H; t; J = 8,0 Hz) 130,47 - 7,36 (1H;t;J= 1304
7,5 Hz)
5 7,23 (1H; t; J=7,5Hz) 125,06 H-6; H-3 7,36 (AH; t; = 1275
7,5 Hz)
6 7,45 (1H; d; J=7,5 Hz) 131,73 H-4 7,50 (AH; d; J= 131,6
7,5 Hz)
7 5,24 (1H; d; J=12,5 64,5 H-3; H-6 4,83 (s) 65,5
Hz)
5,22 (1H; d; J=12,5
Hz)
8 - 175,41 2H-7; H-10; 2H- - 175,5
12
9 - 82,43 2H-12; 3H-11; - 84,5
3H-13
10 3,83 (1H; g; J=6,4 Hz) 72,64 3H-11; 2H-12 4,03 (m) 70,5
11 1,05 (3H; d; J = 6,4 Hz) 17,83 H-10 1,14(d,J=6,3) 17,8
12 1,79 (2H; gq; J=7,3 H2) 29,81 3H-13; H-10 4,03 (m) 70,5
13 0,75 (3H; t; 3= 7,3 Hz) 8,13 2H-12 1,14(d,J=6,3) 17,8
17’ - 174,70 - - 174,5
2 4,57 (1H; br s) 70,17 - 267 (t.J=70 281
3 2,90 (1H; brd; J=15,4 40,34 - 2,20 (m) 33,6
Hz)
2,75 (1H; m)
4 - 175,43 - 3,66 (t,J=5,5) 55,8
5’ - - - - -

Figura 11 — Estruturas do composto isolado brazoide E (1) e do composto referéncia brazéide D (2).
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Figura 12 - Espectro de RMN de %3C (125 MHz, CDz0OD) de HNC180050.
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Figura 13 - Expansdo de espectro de RMN de *C (125 MHz, CDsOD) de HNC180050 na regido de
120 — 180 ppm.
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Figura 14 - Expanséo de espectro de RMN de 3C (125 MHz, CD30D) de HNC180050 na regido de
10 — 85 ppm.
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Figura 15 - Espectro de RMN de *C, APT, (125 MHz, CDzOD) de HNC180050.
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Figura 16 - Expanséo de espectro de RMN de 3C, APT, (125 MHz, CDz0D) de HNC180050 na
regido de 115 — 180 ppm.
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Figura 17 - Expanséo de espectro de RMN de *C, APT, (125 MHz, CDz0D) de HNC180050 na
regido de 0 — 85 ppm.
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MeOD

Figura 18 - Espectro de RMN de *H, (500 MHz, CDs0OD) de HNC180050.
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Figura 19 - Expanséo de espectro de RMN de *H, (500 MHz, CDz:0D) de HNC180050 na regi&o de 6

— 10 ppm.
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Figura 20 - Expans&o de espectro de RMN de *H, (500 MHz, CD3z0D) de HNC180050 na regi&o de 2

— 5,5 ppm.
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Figura 21 - Expanséo de espectro de RMN de *H, (500 MHz, CDz:0D) de HNC180050 na regi&o de 0

— 2,5 ppm.
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Figura 22- Mapa de contornos HMBC (500 e 125 MHz, CDsOD) de HNC180050.
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Figura 23 - Expansao do mapa de contornos HMBC (500 e 125 MHz, CD3z0D) de HNC180050 na
regido de (6,0 — 9,0 ppm) x (70,0 — 145,0 ppm)
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Figura 24 - Expanséo do mapa de contornos HMBC (500 e 125 MHz, CDsOD) de HNC180050 na

regido de (3,0 — 6,0 ppm) x (0,0 — 200,0 ppm)
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Figura 25 - Expansdo do mapa de contornos HMBC (500 e 125 MHz, CD3z0D) de HNC180050 na

regido de (0,0 — 2,5 ppm) x (0,0 — 200,0 ppm)
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Figura 26 - Expanséo do mapa de contornos HMBC (500 e 125 MHz, CDsOD) de HNC180050 na

regido de (1,0 — 8,0 ppm) x (10,0 — 90,0 ppm)
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Figura 27 - Mapa de contornos HSQC (500 e 125 MHz, CDsOD) de HNC180050 na regido de (1,0 —

13,0 ppm) x (0,0 — 200,0 ppm)
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Figura 28 - Expanséo do mapa de contornos HSQC (500 e 125 MHz, CDsOD) de HNC180050 na

regido de (6,0 — 9,0 ppm) x (110,0 — 150,0 ppm)
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Figura 29 - Expansdo do mapa de contornos HSQC (500 e 125 MHz, CDsOD) de HNC180050 na

regido de (0,0 — 5,5 ppm) x (0,0 — 80,0 ppm)
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5.2. Identificacao estrutural de substéancia 2

A substancia 2 (HNC182004) foi isolada na forma de um Oleo de coloracao
castanho com 0,003 g. O espectro de massas obtido mostrou um pico em m/z

371.1216 [M+H] compativel com a férmula molecular C1sH21NOo.

Figura 30 - Espectro de massas da substancia HNC182004
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O espectro de RMN de *C na técnica BB (Fig. 32, pag. 59), obtido a 100 MHz em
DMSO-ds, e suas expansbes (Fig. 33-35, pag. 59-60) apresentaram quatorze
deslocamentos quimicos, com dois sinais mais intensos, cada um referente a dois
atomos de carbonos por estarem compartilihando o mesmo ambiente quimico. O
deslocamento quimico em d¢ 18,15 foi atribuido a dois carbonos metilicos (C-11 e C-
13), os sinais em Oc 64,82 e dc 44,60 a carbonos metilénicos (C-7 e C-2,
respectivamente e ambos sp?), quatro sinais atribuidos a carbonos metinicos sendo
trés carbonos aromaticos sp?em &¢ 117,17; 8¢ 117,14 e &¢ 129,65 (C-3, C-5, C-6); e
dois carbonos sp®oxigenados (C-10, C-12) provavelmente pela presenca de um grupo
hidroxila, evidenciados pelo sinal com maior intesidade em &¢c 70,11 (SOUZA et al.,
2017).

Carbonos quaternérios hidroxilados também foram evidenciados pela presenca
do sinal em &¢ 84,58 (C-9), os deslocamentos quimicos em d¢c 133,85 (C-1) e Oc
128,10 (C-2) foram atribuidos a carbonos aromaticos, o primeiro estando ligando
diretamente a um atomo de nitrogénio. O sinal em 8¢ 156,19 (C-4) também atribuido
a carbono aromatico, sendo este diretamente ligado a um atomo de oxigénio, de um
grupo OH. Os deslocamentos quimicos em ¢ 117,17; ¢ 117,14 e &c 129,65 foram
atribuidos aos carbonos aromaticos C-3, C-5 e C-6, respectivamente, fechando um
sistema aromatico trissubstituido (SOUZA et al., 2017). Estas e demais atribuicbes

foram reunidas na Tabela .
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A presenca dos sinais em 6c 175,15; 6c 168,83 e dc 172,44; caracteristicos de
carbonos com ligantes mais eletronegativos, evidenciaram a existéncia de trés
cabonos carbonilicos na molécula. Em conformidade com os dados da substancia 1,
esses deslocamentos quimicos foram atribuidos aos carbonos C-8, C1’ e C-3’,
respectivamente (SILVERSTEIN et al., 2000).

No espectro de RMN de 'H (Fig. 36, pag. 63), obtido a 400 MHz em DMSO-ds, €
em suas expansfes (Fig. 37-40, pag. 61-63), observou-se a presenca de sete
deslocamentos quimicos, sendo dois destes sinais equivalentes a dois grupos de
hidrogénios de unidade, uma vez que estdo no mesmo ambiente quimico. Analisando
estes sinais, foi observado a presenca de trés delocamentos caracteristicos de um
sistema aromatico ABX, sendo um duplo dupleto (dd) em d4 6,72 (J = 9,0; 3,0 Hz)
acoplando em meta com o dupleto em 64 6,84 (J = 3,0 Hz) e em orto com outro dupleto
em dy 7,07 (J = 9,0 Hz), confirmando a presenca de um anel aromético trissubstituido,
e foram atribuidos nesta ordem aos hidrogénios H-5, H-3 e H-6. Também foram
observados sinais correspondentes a presenca de hidrogénios oximetinicos e
metilicos sendo estes um quarteto em dy 3,88 (J= 6,5; integrando para dois
hidrogénios, H-10 e H-12) e um dupleto em &y 0,97 (J = 6,5; integrando para seis
hidrogénios, H-11 e H-13), e a partir desses sinais pode-se deduzir a presenca de
duas unidades hidroxi-etil na molécula (SOUZA et al., 2017).

Os singletos (s) em o4 4,99 e em Oy 3,28 foram atribuidos aos hidrogénios
metilénicos H-7 e H-2’, o maior deslocamento quimico desses prétons € justificado
pela anisotropia dos grupos carbonilicos aos quais seus carbonos estao ligados, uma
vez que 0s oxigénios dessas carbonilas exercem um maior efeito de desblindagem
sobre eles (PAVIA et al., 2015).

Por meio do mapa de contorno do espectro bidimenssional de correlacéo
heteronuclear (HMBC) foram realizados os assinalamentos das atribui¢cdes dos sinais
de proétons e carbono. O mapa de contornos do espectro do HMBC (Fig. 45, pag. 65)
exibiu correlacdes entre os sinais de hidrogénios 04 6,84 (H-3), o4 7,07 (H-6), 01 6,72
(H-5) com o sinal de carbono em d¢ 156,19 confirmando assim a posi¢ao de insercao
da hidroxila em C-4.

As correlagdes entre os sinais de hidrogénio em 0n 4,99 (H-7) e de carbono em
Oc 117,17 (C-3), dc 133,85 (C-1), dc 128,10 (C-2) confirmaram a inser¢ao do C-7 no

sistema aromético, sendo observado também a correlacdo de H-7 com o carbono
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carbonilico com sinal em ¢ 175,15; confirmando a posi¢cdo da carbonila em C-8.
Também foram observadas correlacdes entre os hidrogénios ligados aos carbonos
oximetinicos com sinal em d¢ 84,58 referente ao C-9 a duas ligaces, e correlacdes
entre esses hidrogénios a trés ligacdes com sinal de carbono em d¢ 175,15 referente
ao carbono da carbonila (C-8) sendo estes H-10 e H-12 confirmando a insercéo
dessas unidades hidroxi-etil no carbono quaternario C-9.

A andlise dos espectros bidimensionais de correlacdo heteronuclear direta
(HSQC) (Fig. 53, pag. 69) possibilitou a atribuicdo de deslocamentos quimicos
relacionados a carbonos hidrogenados. Foi possivel observar a correlacéo entre os
sinais em dy 6,84 com &¢ 117,17; dy 6,72 com &¢ 117,14 e dy 7,07 com &¢ 129,65;
referente aos carbonos C-3, C-5 e C-6 respectivamente, comprovando o anel
trissubstituido. As correlagdes entre oy 0,97 com &¢ 18,15 confirmaram os carbonos
metilicos C-11 e C-13. Ja a correlagéo entre os deslocamentos em &y 3,28 com ¢
44,60 confirmaram o carbono metilénico C-2’. A correlagéo entre os sinais o4 3,88
com &¢ 70,11 foram atribuidos ao carbono oxigenado C-12. Todas as atribuicdes
encontram-se reunidas na Tabela.

A partir da andlise dos dados espectrais junto aos dados da literatura foi possivel
identificar a substancia HNC182004 como Brazoéide F, confirmando assim que se
trata de um composto nunca antes relatado na literatura, sendo este o primeiro estudo

a conseguir isolar e descrever a sua elucidacao estrutural.

Estrutura do Brazéide F
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Tabela 3 - Dados de RMN de *H e 13C, e bidimensionais (HMBC e HMQC) (500 e 125 MHz, DMSO-d.)
de HNC182004, brazoide F, em comparacdo aos dados obtidos na tabela brazdide E.

HMQC HMBC Brazoide E
Posicéo o1 BRAZOIDE 6c BRAZOIDE Oc X Oy On Oc
F F
1 - 133,85 H-6; 2H-7 - 129,82
2 - 128,10 H-3; 2H-7; H-5 - 137,45
(*Jcn); H-6

3 6,84 (1H; d; J=3,0 117,17 2H-7 7,70 (1H; d; 3= 8,0 120,85
Hz) Hz)

4 - 156,19 H-3; H-5; H-6 7,37 (1H;t,J=8,0 130,47
Hz)

5 6,72 (1H; dd; J = 117,14 H-3 7,23 (1H; t; J=18,0 125,06
9,0; 3,0 Hz) Hz)

6 7,07 (1H; d; J=9,0 129,65 - 7,45 (1H;d;J=7,5 131,73
Hz) Hz)

7 4,99 (2H; s) 64,82 H-3 524 (1H;d;J=125 43
Hz)

5,22 (1H; d; J=12,5

Hz)

8 - 175,15 2H-7; H-10; - 175,41

2H-12

9 - 84,58 3H-11; 3H-13 - 82,43

10 3,88 (2H; q;J=6,5 70,11 3H-11 3,83 (1H;q;J=6,4 72,64
Hz) Hz)

11 097 (3H;d;J=6,5 18,15 H-10 105(3H;d;J=64 1783
Hz) Hz)

12 3,88 (2H; g;J=6,5 70,11 3H-13 1,79 (2H; q;J=7,3 29,81
Hz) Hz)

13 0,97 (3H;d; J=6,5 18,15 H-11 0,75(3H;t;J=7,3 813

Hz) Hz)

1’ - 168,83 2H-2’ - 174,70

2’ 3,28 (1H; s) 44,60 - 4,57 (1H; brs) 70,17

3 - 172,44 2H-2' 2,90 (1H; br d; J = 40,34

15.4 Hz)
2,75 (1H; m)
4 - - - - 175,43

Figura 31- Estruturas quimicas do composto isolado Brazéide F (1) e do composto referéncia
Brazéide E (2).
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Figura 32 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds) de HNC182004.
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Figura 33 - Expanséo de espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds) de HNC182004 na regido
de 150 — 187 ppm
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Figura 34- Expansao de espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO- ds) de HNC182004 na regido de
107 — 145 ppm.
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Figura 35 - Expanséo de espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO- ds) de HNC182004 na regido
de 10 — 105 ppm.
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Figura 36 - Espectro de RMN de *H, (400 MHz, DMSO-ds) de HNC182004.
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Figura 37 - Expanséo de espectro de RMN de *H, (400 MHz, DMSO-dg) de HNC182004 na regido de
6,5 - 7,3 ppm.

HNC182004_Vinicius.1.fid - ™ © o — 0 < ©
1h_HNC182004_Vinicius 28 a3 PN
DMSO NN ©© © © © ©
Op Marcelo Felipe [ Nl SVl
19/11/2021

T

T T T T T T
7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 6.65 6.60 6.55 6.50
f1 (ppm)



62

Figura 38 - Expansao de espectro de RMN de *H, (400 MHz, DMSO-ds) de HNC182004 na regi&o de
3,2-5,3 ppm.
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Figura 39 - Expanséo de espectro de RMN de *H, (400 MHz, DMSO-ds) de HNC182004 na regido de

2,4 — 4,2 ppm.
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Figura 40 - Expansao de espectro de RMN de *H, (400 MHz, DMSO-ds) de HNC182004 na regi&o de

0,2-2,0 ppm.
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Figura 41 - Mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-dg) de HNC182004.
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Figura 42 - Expanséo do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-ds) de HNC182004 na

regido de (6,5 - 7,5 ppm) x (110,0 — 165,0 ppm)
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Figura 43 - Expansdo do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-dg) de HNC182004 na

regido de (3,7 — 5,7 ppm) x (100,0 — 185,0 ppm)
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Figura 44 - Expansdo do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-ds) de HNC182004 na
regido de (3,0 — 6,2 ppm) x (5,0 — 105,0 ppm)
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Figura 45 - Expansao do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-dg) de HNC182004 na
regido de (0,7 — 3,0 ppm) x (10,0 — 95,0 ppm)
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Figura 46 - Mapa de contornos HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-ds) de HNC182004 na regiédo de (0,0
—10,0 ppm) x (10,0 — 180,0 ppm)
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Figura 47 - Expansdo do mapa de contornos HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-ds) de HNC182004 na
regido de (3,0 — 5,3 ppm) x (30,0 — 90,0 ppm)

HNC182004_Vinidius.6.1.2rr

hsqc_HNC182004_Vinicius r30
DMSO
Op Marcelo Felipe
22/11/2021 35
[=] OH
_— Lao
10
7 11 +45
OH 50
55
B
g
60 =

70

F75

80

r T ! T T T T T T T T T T T T T T T T ! T ! T
53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 341
f2 (ppm)



67

Figura 48 - Expansdo do mapa de contornos HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-ds) de HNC182004 na

regido de (0,8 — 4,3 ppm) x (0,0 — 85,0 ppm)
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Figura 49 - Expansdo do mapa de contornos HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-ds) de HNC182004 na

regido de (6,6 — 7,15 ppm) x (110,0 — 140,0 ppm)
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5.3. Identificacado estrutural de substancia 3

A substancia 3 (HNC182006) foi isolada na forma de um Oleo de coloracao
castanho com 0,003 g. O espectro de massas obtido mostrou um pico em m/z

349.3829 [M+Na] compativel com a formula molecular C1sH20NO>

Figura 50 — Espectro de massas da substancia HNC182006.
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O espectro de RMN de *C na técnica BB (Fig. 59, pag. 76), obtido a 100 MHz em
DMSO-d4, e suas expansdes (Fig; 60-61, pag. 76-77) apresentaram quinze
deslocamentos quimicos e apresenta um sinal mais intenso referente a dois atomos
de carbonos, em que esses compartilham o mesmo ambiente quimico. Foram
observados a presenca de sinais de trés carbonos métilicos em em 0&c¢ 18,64 (C-11,
C-13) e em d¢ 23,67 (C-2’), um sinal referente a carbono metilénico em 3¢ 64,84 (C-
7, sp?), e cinco deslocamentos quimicos atribuidos a carbonos metinicos sendo trés
carbonos aromaticos sp?em &¢ 117,40; 8¢ 117,37 e 8¢ 129,95 (C-3, C-5, C-6); e dois
carbonos sp®oxigenados (C-10, C-12) evidenciados pelo sinal com maior intensidade
em Oc 71,48, indicando a presenca de grupos hidroxila (SOUZA et al., 2017).

Foi possivel evidenciar a existéncia de um grupo carboxila pelo sinal em &¢c 173,77
(C-8), caracteristico de carbonos ligados a elementos eletronegativos. Os
deslocamentos quimicos em dc 173,58 (C-1') e em dc 84.58 (C-9) evidenciaram a
presenca de carbonos quaternéarios, sendo este ultimo um carbono hidroxilado. A
presenca de um outro grupo hidroxila, este ligado diretamente ao sistema aromatico,
pdde ser notado pela observacédo do sinal em 8¢ 156,41 (C-4). Por fim, os sinais em
Oc 133,72 (C-1) e dc 128,30 (C-2) foram atribuidos a dois carbonos aromaticos em
gue o primeiro indica sua ligacdo direta com um atomo de nitrogénio, fechando assim
0 sistema aromatico trissubstituido. Estas e demais atribuicbes foram reunidas na
Tabela 3.
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No espectro de RMN de "H (Fig. 62, pag. 77), obtido a 400 MHz em DMSO-d4, e
em suas expansdes (Fig. 63-65, pag. 78-79), foram vistos sete deslocamentos
quimicos em que trés destes sinais sdo caracteristicos para um sistema aromatico
ABX. Este sistema foi confirmado pelo duplo dupleto (dd) em &4 6,70 (J = 3,0; 8,5 Hz),
acoplando em meta e em orto com os dupletos (d) em 84 6,76 (J = 3,0 Hz) e 04 6,99
(J = 8,5 Hz) respectivamente, comprovando a presenca de um anel aroméatico
trissubstituido e sendo atribuidos aos hidrogénios H-5, H-3 e H-6.

A presenca de hidrogénios oximetinicos e metilicos também foram evidenciados
pela observacao do quarteto (q) com sinal em d4 3,91 (J = 6,5; integrando para dois
hidrogénios, H-10 e H-12) e de um dupleto (d) em d4 0,95 (J = 5,2; integrando para
seis hidrogénios, H-11 e H-13) e a analise desses dados confirmaram a presenca de
dois grupos hidroxi-etil na molécula. O singleto (s) em d4 1,97; integrando para trés
hidrogénios, confirmou a presenca de um terceiro grupo metilico atribuido ao
hidrogénio H-2’. Ja o singleto (s) em 0n 4,93 foi atribuido ao hidrogénio metilénico H-
7, uma vez que seu deslocamento quiimico pode ser justificado pela anisotropia
ocasionada pela ligacéo direta com o atomo de oxigénio da carbonila (SOUZA et al.,
2017).

Os assinalamentos das atribuicbes entre sinais de protons e carbono foram
realizados a partir do mapa de contorno do espectro bidimenssional de correlacéo
heteronuclear (HMBC). O mapa do HMBC (Fig. 66, pag. 79) mostrou correlacéo entre
os sinais de hidrogénios 6y 6,84 (H-3), &4 7,07 (H-6), 01 6,72 (H-5)

Por meio do mapa de contorno do espectro bidimenssional de correlacao
heteronuclear (HMBC) foram realizados os assinalamentos das atribui¢cdes dos sinais
de prétons e carbono. O mapa do HMBC exibiu correlacbes entre os sinais de
hidrogénios 04 6,76 (H-3), oy 6,99 (H-6), 1 6,70 (H-5) com o sinal de carbono em &¢
156,41 confirmando assim a posicao da hidroxila no carbono 4.

A correlacdo dos sinais de hidrogénio em o4 4,93 (H-7) e carbonos em d¢ 117,40
(C-3), d¢c 133,72 (C-1), dc 128,30 (C-2) confirmaram a posicdo do C-7 em que
encontra-se inserido ao anel aromatico,

As correlacdes entre os sinais de hidrogénio em o4 4,99 (H-7) e de carbono em
Oc 117,40 (C-3), dc 133,85 (C-1), dc 128,10 (C-2) confirmaram a inser¢ao do C-7 no
sistema aromético, podendo ser notada a correlagéo entre H-7 com o sinal de carbono

carbonilico em &¢ 173,77 confirmando a insercdo da carbonila na posicdo C-8. Os
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hidrogénios ligados a carbonos oximetinicos apresentaram correlacéo a duas ligacées
com o sinal de C-9 em dc¢ 84,58, tendo esses hidrogénios também correlagbes com o
sinal de carbono da carbonila em &¢c 173,77 (C-8) sendo eles H-10 e H-12, indicando
a presenca de unidades hidréxi-etil no carbono quaternario C-9. Por fim, a metilia na
posicao 2’ foi definida por meio da correlagéo observada entre os hidrogénios H-2’
com o carbono carbonilico da posi¢do C-1'.

A andlise dos espectros bidimensionais de correlacdo heteronuclear direta
(HSQC) (Fig. 73, pag. 83) possibilitou a atribuicdo de deslocamentos quimicos
relacionados a carbonos hidrogenados. Foi possivel observar a correlacao entre os
sinais em dy 6,76 com &¢ 117,40; dy 6,70 com d¢c 117,37 e dy 6,99 com d¢ 129,95;
referente aos carbonos C-3, C-5 e C-6 respectivamente, comprovando o anel
trissubstituido. As correlagdes entre oy 0,95 com &¢ 18,64 confirmaram os carbonos
metilicos C-11 e C-13. Ja a correlagéo entre os deslocamentos em 6y 1,97 com &c¢
23,67 confirmaram o carbono metilénico C-2'. A correlacdo entre os sinais 6y 3,91
com &c¢ 71,48 foram atribuidos aos carbonos oxigenados C-10 e C-12. Todas as
atribuicdes encontram-se reunidas na Tabela.

A partir da andlise dos dados espectrais junto aos dados da literatura foi possivel
identificar a substancia HNC182006 como Brazdide G, confirmando assim que se
trata de um composto nunca antes relatado na literatura, sendo este o primeiro estudo

a conseguir isolar e descrever a sua elucidacao estrutural
o OH

Estrutura do Brazdide G



71

Tabela 3 - Dados de RMN de H e *C, e bidimensionais (HMQC e HMBC) (500 e 125 MHz, DMSO) de
HNC182006, brazdide I, em comparacao aos dados obtidos na tabela brazéide F.

HMQC HMBC Brazéide F
Posicao 54 BRAZOIDE 5: BRAZOIDE 8¢ X Oy Sn &¢
G G
1 - 133,72 H-6; 2H-7 - 133,85
2 - 128,30 H-3; 2H-7; H-5; - 128,10
H-6

3 6,76 (1H; d; J = 3,0) 117,40 2H-7 6,84 (1H; d; J=3,0 117,17
Hz)

4 - 156,41 H-3; H-5; H-6 - 156,19

5 6,70 (1H; dd; J = 117,37 H-3 6,72 (1H; dd; J=9,0; 117,14

3,0; 8,5) 3.0 Hz)

6 6,99 (1H; brd; J = 129,95 - 7,07 (1H; d; J=9,0 129,65
8,5) Hz)

7 4,93 (2H; s) 64,84 H-3 4,99 (2H; s) 64,82

8 - 173,77 2H-7; H-10/H-12 - 175,15

9 - 84,58 H-10/H-12; 3H- - 84,58

11/3H-13

10 3,91 (2H; g; J=6,5) 71,48 3H-11 3,88 (2H; g;J=6,5 70,11
Hz)

11 0,95 (6H; d; J =5,2) 18,64 3H-13 0,97 3H;d;J=6,5 18,15
Hz)

12 3,91 (2H; g; J=6,5) 71,48 3H-13; H-10 3,88 (2H; g; J=6,5 70,11
Hz)

13 0,95 (6H; d; J=5,2) 18,64 H-11 0,97 3H;d; J=6,5 18,15
Hz)

7 - 173,58 3H-2’ - 168,83

2’ 1,97 (3H; s) 23,67 - 3,28 (1H; s) 44,60

3 - - - - 172,44

Figura 51 — Estruturas quimicas do composto isolado Brazéide G (1) e do composto referéncia
Brazéide F (2)
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Figura 52 - Espectro de RMN de 3C, (100 MHz, DMSO-ds) de HNC182006.
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Figura 53 - Expanséo de espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) de HNC182006 na regido de

100 — 180 ppm
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Figura 54 - Expansao de espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds) de HNC182006 na regiéo de
0—90 ppm
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Figura 55 - Espectro de RMN de *H, (400 MHz, DMSO-ds) de HNC182006.
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Figura 56 - Expansao de espectro de RMN de *H, (400 MHz, DMSO-ds) de HNC182006 na regi&o de

6,35-7,30 ppm.
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Figura 57 - Expanséo de espectro de RMN de *H, (400 MHz, DMSO-ds) de HNC182006 na regido de

3,3-5,3 ppm.
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Figura 58 - Expansao de espectro de RMN de *H, (400 MHz, DMSO-ds) de HNC182006 na regi&o de
0,6 — 2,8 ppm.
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Figura 59 — Mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-ds) de HNC2006
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Figura 60 - Expansdo do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-ds) de HNC182004 na
regido de (4,2 — 8,0 ppm) x (100,0 — 200,0 ppm)
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Figura 61 - Expansdo do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-ds) de HNC182006 na
regido de (0,2 — 3,8 ppm) x (120,0 — 200,0 ppm)
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Figura 62 - Expanséo do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-ds) de HNC182006 na
regido de (0,0 — 3,5 ppm) x (60,0 — 190,0 ppm)
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Figura 63 - Expansdo do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-ds) de HNC182004 na
regido de (0,2 — 3,6 ppm) x (10,0 — 100,0 ppm)
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Figura 64 - Mapa de contornos HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-ds) de HNC182004 na regiédo de (0,0
- 7,5 ppm) x (0,0 —140,0 ppm)
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Figura 65 - Expansdo do mapa de contornos HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-ds) de HNC182004 na
regido de (0,5 - 3,5 ppm) x (5,0 — 70,0 ppm)

I J
HNC182006_Vinicius.7.1.2rr
hsgc_HNC182006_Vinicius s
DMSO I
Op Evandro =10
13/05/2022 !

Fx

|
9

&

1 (ppm)

. 70
343332 313029282726252423222120191817 161514131211 100908 07 06
2 (opm)




79

Figura 66 - Expansdo do mapa de contornos HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-ds) de HNC182004 na
regido de (3,0 — 7,5 ppm) x (50,0 — 140,0 ppm)
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6. CONCLUSOES

A partir da particdo do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Harpochilus
neesianus foi obtido a fase acetao de etila. Por meio do emprego de técnicas
cromatograficas modernas foi possivel realizar o direcionamento do estudo a fim de
possibilitar o isolamento de compostos quimicos. Tais técnicas como a espectrometria
de massas, cromatografia liquida sob média pressao e cromatografia liquida de alta
eficiéncia, possibilitaram o isolamento de trés compostos inéditos, sendo estes
denominados de brazoides E, F e G.

E importante relatar que esse é o primeiro estudo fitoquimico envolvendo a
espécie Harpochilus neesianus e o género Harpochilus, e dessa forma a identificacédo
desses compostos garantem um maior conhecimento a respeito da quimica de ambos.

Os compostos isolados e identificados a partir dessa espécie foram nomeados
como forma de homenagear o grande pesquisador Professor Doutor Raimundo Braz-
Filho, visto que ele foi o responsavel por identificar os primeiros brazdides (A — D)
isolados a partir da J. gendarussa e que serviram de referéncia para o
desenvolvimento dessa pesquisa. Assim, pode-se afirmar que este € o primeiro estudo
a confirmar e relatar a existéncia dos brazoides E, F e G.

O isolamento e identificacdo desses compostos possui grande valor do ponto
de vista fitoquimico, uma vez que estes trazem a possibilidade do desenvolvimento
de novos estudos objetivando a descoberta de possiveis atividades biologicas
permitindo que, se confirmado essas atividades, esses compostos bioativos possam

ser utilizados no desenvolvimento de novos farmacos.
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