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RESUMO

QUEIROGA, C. S. Novas substancias isoladas de Evolvulus linarioides
Meisn. (Convolvulaceae) 2012. 87p. Dissertacdo (Mestrado em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal da Paraiba, 2012.

A Caatinga representa um complexo bastante rico em biomoléculas de origem
vegetal. Na Paraiba, o Parque Estadual do Pico do Jabre é a maior unidade de
conservacao de protecao integral inserida nesse bioma, onde é possivel encontrar a
espécie Evolvulus linarioides Meisn., uma pequena erva com flores azuladas,
distribuida nos menores niveis de altitude e afloramentos rochosos. O presente
trabalho descreve os resultados obtidos no estudo fitoquimico de E. linarioides. O
material vegetal, apdés secagem e pulverizacdo, foi submetido a processos de
extracdo e técnicas cromatograficas para isolamento de alguns dos seus
constituintes quimicos. A identificacdo estrutural desses constituintes foi realizada
pela andlise dos dados espectrais no Infravermelho, Ressonéncia Magnética
Nuclear de *H e *3C uni e bidimensionais, Espectrometria de Massas, além de
comparacdes com dados da literatura. Da fase diclorometano foi obtido um novo
sesquiterpeno, o 5a-hidroximetil-cariofil-3(4)-en-83-5a-diol, ao qual foi atribuido o
nome de linariofileno. Da fase acetato de etila foram isoladas duas cromonas: 5,7-
diidroxi-2-hidroximetil-4H-1-benzopiran-4-ona, mais conhecida como cnidimol C, e
5,7-diidroxi-2-hidroximetil-4H-1-benzopiran-4-ona-9-O-f-glicosideo,  sendo  este
também relatado pela primeira vez na literatura, ao qual foi atribuido o nome de
cnidimol C glicosilado. Os resultados obtidos com o estudo fitoquimico de E.
linarioides ressaltam a sua importante contribuicdo para um maior conhecimento do
perfil de metabdlitos secundéarios de origem vegetal do bioma Caatinga. Além disso,
esse trabalho avanca na perspectiva futura de estudos interdisciplinares através da
avaliacdo das propriedades bioldgicas das novas moléculas isoladas e identificadas

da familia Convolvulaceae.

Palavras-chave: Evolvulus linarioides, Convolvulaceae, cromona, sesquiterpeno.



ABSTRACT

QUEIROGA, C. S. New chemical constituents from Evolvulus linarioides
Meisn. (Convolvulaceae) 2012. 87p. Dissertation (Master in Natural and
Bioactive Synthetic Products) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal da Paraiba, 2012.

The Caatinga biome is a promising source of biomolecules of plant origin. In
Paraiba, Northern Brazil, the “Pico do Jabre” state park is the largest area of total
protection and conservation included in this biome, where is possible to find the
species Evolvulus linarioides Meisn, a small blue-flowered herb, distributed at lower
altitudes and rocky outcrops. This work describes the results obtained in the
phytochemical study of E. linarioides. The dried and pulverized plant material was
subjected to extraction and chromatographic techniques in order to isolate some
chemical constituents. The structural identification of these constituents was
performed by spectroscopic methods, such as Infrared (IR), *H and **C NMR (uni
and bidimensional), mass spectrometry and comparisons with literature data. A novel
sesquiterpene, 5a-hydroximethyl-cariophyl-3(4)-en-84-5a-diol, to which the name
linariofileno was assigned, was obtained from the dichloromethane extract; from the
ethyl acetate extract, two chromones were isolated: cnidimol C and 5,7-dihydroxy-2-
hydroxymethyl-4H-1-benzopiran-4-one-9-O-f-glucoside, being reported for the first
time in literature and assigned the name cnidimol C glucoside. These results
emphasize the importance of this work to a better knowledge of the secondary
metabolites’s profile of plant origin in the Caatinga biome. Furthemore, it advances in
the future perspective of interdisciplinary studies through the evaluation of biological
properties of these novel molecules isolated and identified from the Convolvulaceae

family.

Keywords: Evolvulus linarioides, Convolvulaceae, chromone, sesquiterpene.
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Novas substéncias isoladas de Evolvulus linarioides Meisn. (Convolvulaceae) 15

1 INTRODUCAO

1.1 Importancia da quimica de produtos naturais na descoberta de
moléculas bioativas

O surgimento da quimica de produtos naturais como ciéncia remete ao inicio
do século XIX, quando o farmacéutico alemé&o, Friedrich Serturner, isolou o primeiro
composto puro farmacologicamente ativo de uma planta: a morfina, do Opio
produzido pelos frutos da espécie Papaver somniferum. Isto iniciou uma era em que
drogas obtidas de produtos naturais puderam ser purificadas, estudadas e utilizadas
como medicamentos. (WANG et al., 2011).

Com a descoberta dos “principios ativos” de plantas e animais, a pesquisa em
guimica de produtos naturais desenvolveu-se e foi ganhando cada vez mais espaco.
No entanto, desde a antiguidade existem evidéncias da utilizacdo de plantas,
animais, insetos e fungos, para os mais variados fins, sendo a busca por alivio e
cura de doencas, possivelmente, uma das suas primeiras formas de utilizacao.
(VIEGAS-JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006)

Diante disso, os produtos naturais inspiraram um grande desenvolvimento na
quimica organica (NEWMAN, 2008; WILSON; DANISHEFSKY, 2006), levando a
avancos nas metodologias sintéticas e possibilidades de analogos do composto
original com melhoria nas propriedades farmacolégicas (SUNAZUKA; HIROSE;
OMURA, 2008). Atualmente, cerca de 40% dos farmacos disponiveis no mercado
correspondem a produtos naturais e seus derivados, sendo os 60% restantes de
origem sintética (BADE; CHAN; REYNISSON, 2010).

A relativa facilidade de coleta, a condicdo ambiental favoravel para
desenvolvimento sustentdvel e a vasta diversidade estrutural de constituintes
quimicos permitem diagnosticar as plantas brasileiras como a principal fonte
renovavel para obtencdo de novos farmacos, além de outros produtos que podem
ser utilizados para finalidades adicionais. Nesse contexto, ressalta-se a importancia
da quimica de produtos naturais de origem vegetal, ou fitoquimica, como é

concebida atualmente, a qual se dedica principalmente a caracterizacao estrutural,
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avaliacdo de propriedades e investigacdes biossintéticas de substancias naturais
produzidas pelo metabolismo secundério de plantas (BRAZ-FILHO, 2010)

No entanto, durante muito tempo, a identificacdo dos metabdlitos das plantas
era considerada um enorme desafio por exigir um continuo aprimoramento. Todavia,
com o surgimento das técnicas de espectroscopia no Infravermelho (IV), da
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), uni e bidimensionais, e, posteriormente, da
Espectrometria de Massas (EM), a elucidacdo estrutural desses metabdlitos ganhou
um enorme impulso. Nesse sentido, tais técnicas tem desempenhado um importante
papel no isolamento e determinacdo estrutural de moléculas bioativas de origem
vegetal. Apesar disso, a andlise estrutural de produtos naturais esta longe de ser
trivial e a correta interpretacdo de dados espectroscopicos € uma tarefa que exige

bastante cautela para que eventuais enganos nao sejam cometidos.

Assim, percebendo o potencial quimico e farmacolégico da familia
Convolvulaceae e reconhecendo o pouco conhecimento sobre o género Evolvulus, o
presente trabalho apresenta um estudo sobre Evolvulus linarioides Meisn., espécie
de ocorréncia na Caatinga paraibana, com o intuito de contribuir para o isolamento e

caracterizacdo de metabdlitos secundarios de espécies desse bioma.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Contribuir para o conhecimento da familia Convolvulaceae, bem como do
género Evolvulus, através do estudo da espécie Evolvulus linarioides Meisn.,

enfatizando seus aspectos fitoquimicos.

2.2 Objetivos Especificos

m  Caracterizar fitoquimicamente as partes aéreas de E. linarioides através de

meétodos de extracdo, isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos;

® |dentificar e/ou elucidar a estrutura dos constituintes quimicos desta espécie,
através de técnicas de Espectroscopia no Infravermelho (IV), Espectroscopia
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) uni e bidimensionais, além de

Espectrometria de Massas;

®  Contribuir com a quimiotaxonomia da familia Convolvulaceae e do género

Evolvulus;

m  Disponibilizar seus extratos, fases e/ou substancias isoladas para posterior

avaliacdo da atividade bioldgica.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 O Pico do Jabre

O bioma Caatinga constitui-se um complexo bastante rico em espécies
lenhosas, caducifélias e herbaceas anuais. Sua flora demorou milénios de anos de
evolucdo para atingir o estado atual de adaptacdo as adversidades climaticas.
Portanto, garantir a sobrevivéncia da Caatinga nativa significa preservar um

inestimével patrimoénio de recursos naturais (ANDRADE et al., 2009)

Na Paraiba, o Parque Estadual do Pico do Jabre (Figura 1, pag. 20) é a maior
unidade de conservacao de protecao integral inserida no bioma da Caatinga, criada
pelo Decreto 23.060 de 19/10/2002, possuindo uma extensado de 851,7677 hectares
(SUDEMA, 2012).

Figura 1 - Parque Estadual do Pico do Jabre

Fotos: Josean Fechine Tavares, 2009.
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Localizado a noroeste do municipio de Matureia, entre os meridianos 37°20’ e
37°22' de longitude oeste de Greenwich e entre os paralelos de 7°12’ e 7°15’ de
latitude sul (Figura 2, pag. 21), o Pico do Jabre € considerado o ponto culminante do
Estado da Paraiba e o segundo ponto mais alto do Nordeste, atingindo uma altitude
de 1.197 metros (SUDEMA, 2012).

Figura 2 - Mapa com a localizacédo geografica do Pico do Jabre
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Fonte: http://fazendoturismoufpe.blogspot.com/2010/10/pico-do-jabre-ponto-mais-alto-da.html

O clima apresenta fortes modificacdes em relacdo ao semi-arido, devido a sua
geomorfologia que imprime disposicdo perpendicular as correntes aéreas
dominantes. De acordo com a classificacdo de Koppen, a Serra de Teixeira
enguadra-se no tipo AW’- guente e semi-Umido, com chuvas de verdo até o outono.
A estacdo seca varia de cinco a sete meses, de maio a dezembro, atingindo uma
precipitacdo de 1% do total, de agosto a outubro. As maiores precipitagdes ocorrem
de janeiro a maio, periodo que corresponde a quase 70% do total anual. A area
apresenta baixos indices pluviométricos, com uma média anual variando entre 800 e
1.000 mm. A temperatura média anual é superior a 20°C e a umidade relativa do ar
meédia é de aproximadamente 65% (AGRA; BARBOSA; STEVENS, 2004).

A vegetacao apresenta mosaicos de fisionomias distintas, que séo o resultado

da variacdo topogréfica, da declividade, do substrato e do microclima. Nos maiores
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niveis de altitude, com solos mais profundos, observa-se o predominio da floresta
estacional semidecidua, enquanto que nos menores niveis e afloramentos rochosos,
encontra-se uma vegetacdo caracteristica da Caatinga, dominada por ervas,
arbustos e arvoretas comuns ao semi-arido (AGRA; BARBOSA; STEVENS, 2004).

3.2 A familia Convolvulaceae Juss.

A familia Convolvulaceae, descrita por Antonie Laurent de Jussieu,
compreende aproximadamente 1930 espécies, distribuidas em 55 géneros de
ocorréncia em regides tropicais e de clima temperado, possuindo distribuicdo
cosmopolita (JUDD et al., 1999)

Seu nome deriva do latim convolvo, que significa entrelacar-se, e de modo
geral, refere-se ao tipo do crescimento de suas espécies, tendo em vista que grande
parte destas sdo trepadeiras volaveis, as quais crescem enroscadas em um suporte
(PEREDA-MIRANDA; TAKETA; VILLATORO-VERA, 2007). No entanto, também
podem ocorrer ervas, arbustos, subarbustos e, mais raramente, arvores
(JUNQUEIRA, 2004).

Seus representantes podem ser encontrados em diversos tipos de vegetacéo,
mas predominam em areas abertas, como na Caatinga e no Cerrado. Além disso, a
familia Convolvulaceae foi destacada por apresentar espécies endémicas para a
Caatinga e considerada uma das mais importantes e comuns neste bioma. (JOLY,
1970 apud JUNQUEIRA, 2004; SIMAO-BIANCHINI, 2002).

Do ponto de vista econbmico, muitas espécies de Convolvulaceae sao
cultivadas como alimentares, ornamentais e medicinais. Para a alimentacdo, a
espécie mais importante € a Ipomoea batatas, mais conhecida como batata-doce,
sendo utilizada como alimento. Os géneros Convolvulus, Ipomoea e Evolvulus séo
amplamente conhecidos devido ao uso ornamental de suas espécies, tais como
Ipomoea purpurea, popularmente conhecida como gléria-da-manha (HEYWOOD,
1993). Na medicina popular, destacam-se as raizes de Convolvulus scammonia e
I[pomoea purga, que apresentam propriedades catarticas, além da propria I[pomoea
batatas, que é usada como cicatrizante e anti-reumatica (DI STASI, 1996).
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3.3 O género Evolvulus L. e a espécie Evolvulus linarioides Meisn.

O género Evolvulus pertence a familia Convolvulaceae, e inclui cerca de 100
espécies, estando amplamente distribuido no continente americano (Figura 3, pag.
23), com apenas duas espécies de distribuicdo cosmopolita: E. nummularius e E.
alsinoides, as quais foram originadas na Ameérica e depois introduzidas no “velho
mundo” devido as suas propriedades medicinais (van OOSTSTROOM, 1934 apud
AUSTIN, 2008).

Figura 3 — Distribui¢cdo geogréfica do género Evolvulus no mundo
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Fonte: http://www.tropicos.org/Name/40007885?tab=maps

Trata-se de um género cujas espécies ndo apresentam caules voluveis. Por
esse motivo, o termo Evolvulus (do latim evolvo), que significa aquele que ndo se
enrola, foi escolhido para sua denominagdo. Seus representantes caracterizam-se
principalmente pela presenca de dois estiletes livres ou unidos na base, cada qual
com dois estigmas filiformes ou subclavados, além de tricomas malpiguidceos e
sementes glabras. Dentre os géneros semelhantes, destacam-se Jacquemontia e
Convolvulus, os quais se distinguem de Evolvulus por possuirem apenas um estilete
com dois estigmas ovais ou elipsoidais, além de Bonamia que possui estigmas
globosos. (JUNQUEIRA; SIMAO-BIANCHINI, 2006).
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O elevado potencial ornamental de seus representantes advém da ampla
diversidade de formas e cores de flores, com destaque para as variagcdes de azul,
branco e lilas. De acordo com van Ooststroom, este género apresenta sua maior
diversidade no Brasil (AUSTIN, 2008), onde suas espécies encontram-se
distribuidas principalmente nas regides Nordeste e Sudeste (Grafico 1, pag. 24) e

entre as quais destaca-se Evolulus linarioides.

Grafico 1 — Distribuigcéo regional do género Evolvulus no Brasil

= Norte (8%)
= Nordeste (29%)

Centro-Oeste (23%)

B Sudeste (34%)

= Sul (6%)

Adaptado de: BIANCHINI; FERREIRA, 2012a.

A espécie E. linarioides apresenta-se como uma pequena erva de flores azuis
(Figura 4, pag.24), ocorrendo nos estados de Paraiba, Pernambuco, Bahia, Minas
Gerais e Parana (Figura 5, pag. 25). Apesar disso, em levantamento bibliografico
realizado nos principais bancos de dados, nenhum estudo fitoquimico envolvendo

esta espécie encontra-se relatado na literatura.

Figura 4 - Evolvulus linarioides Meisn.

Fotos: Josean Fechine Tavares, 2009; BURIL; GARCIA-GONZALES; ALVES, 2011
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Figura 5 - Distribuicdo geografica da espécie Evolvulus linarioides no Brasil

Adaptado de: BIANCHINI; FERREIRA, 2012b.
3.4 Metabdlitos secundarios em espécies de Convolvulaceae

Uma das caracteristicas mais marcantes nas espécies de Convolvulaceae € a
presenca de células secretoras de resinas glicosidicas em tecidos foliares, e
especialmente nas raizes. Estas resinas constituem uma caracteristica
quimiotaxondmica da familia, apresentando propriedades purgantes, que
caracterizam o emprego na medicina tradicional dos géneros Convolvulus,
Exogonium, Ipomoea, Merremia e Operculina (ARGAEZ; PEREZ-AMADOR, 1997;
PEREDA-MIRANDA et al, 2003).

Além das glicoresinas, uma grande variedade de metabdlitos secundarios
encontra-se relatada, tais como: amidas (TOFERN et al.,, 1999), antocianidinas
(GODA et al., 1997; PALE et al., 1998; TERAHARA et al., 2000; MORI et al, 2006),
cianidinas (SAITO et al., 1995), cumarinas (GUPTA et al, 2007; CERVENKA et at,
2008; KUMAR et al, 2010), flavonoides (MANN et al., 1999; GUPTA et al, 2007,
KUMAR et al, 2010), esteroides (AKHTAR et al., 2009), terpenoides (KUMAR et al,
2010) e lignanas (PASKA et al., 1999; TOFERN et al., 2000). Dentre os alcaloides,
destacam-se calisteginas, as quais também sado consideradas marcadores para a
familia, e ainda o0s tropanicos, indolizidinicos, pirrolidinicos, pirrolizidinicos e
ergolinas. (SCHIMMING et al., 1998; SCHIMMING et al., 2005). Alguns exemplos de
metabolitos isolados de espécies de Convolvulaceae encontram-se representados

na Figura 6 (pag. 26).
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Figura 6 - Alguns metabdlitos secundarios isolados em Convolvulaceae
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3.4.1 Cromonas

As cromonas sao compostos derivados da pirona, classificados como benzo-
y-pironas, que representam um grupo bem pequeno de substancias, de ocorréncia
natural ou sintética, as quais sdo isémeros de posi¢do das cumarinas (Figura 7, pag.
27), (KUSTER; ROCHA, 2007). No entanto, ao contrario destas, as cromonas nao
sdo derivadas da fenilalanina, mas o mecanismo biossintético pelo qual elas séo
sintetizadas € um dos mais utilizados na natureza. Esse mecanismo trata-se da via
dos policetideos, os quais sdo formados através reacfes de condensacdao,
catalizadas por enzimas denominadas policetideo sintases (PKS), resultando em

uma cadeia com varios grupos carbonila (CSEKE et al., 2006).

Figura 7 - Estrutura base de cromonas e cumarinas
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Sendo assim, a etapa inicial consiste na aromatizacdo do poli-B-cetoéster
através de condensacdo. Em seguida ocorre a formacdo do anel heterociclico por
meio de ataque nucleofilico, culminando com o estabelecimento do equilibrio ceto-
endlico, como observado na figura abaixo (DEWICK, 2009).

Figura 8 - Rota biossintética das cromonas
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Adaptado de: DEWICK, 2009.
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A procura por medicamentos de origem vegetal tem conduzido a um renovado
interesse em cromonas e cumarinas, pelo fato dessas substancias mostrarem
potentes e relevantes atividades farmacologicas, além de apresentarem, de modo
geral, baixa toxicidade para mamiferos (KUSTER, ROCHA, 2007).

Do ponto de vista medicinal, as furanocromonas encontradas nos frutos de
Ammi visnaga (Apiaceae), planta bastante comum nos paises do Mediterraneo, séo
as mais conhecidas por possuirem acéo vasodilatadora e broncodilatadora, sendo a
qguelina e a visnagina seus principais representantes. Estas cromonas fazem parte
da composicdo de alguns medicamentos comercializados em paises europeus,
indicados para o tratamento de angina pectoris e asma bronquica (KUSTER,
ROCHA, 2007; DEWICK, 2009). Além disso, as propriedades da quelina foram
exploradas de modo a desenvolver um analogo sintético mais polar, dando origem
ao acido cromoglicico (Figura 9, pag. 28). Atualmente, o cromoglicato dissodico €
bastante utilizado na terapéutica para o tratamento da asma e rinites alérgicas
(DEWICK, 2009).

Figura 9 - Estrutura quimica do &cido cromoglicico
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3.4.2 Terpenoides

Os terpenoides compreendem o maior grupo de produtos naturais conhecido,
sendo uma classe com grande diversidade estrutural (DEWICK, 2009). Tais
compostos sdo sintetizados por reacdes de condensacdo, tendo como base
unidades isoprénicas (Cs) orientadas em sentido inverso (cabeca-cauda). A variacao
do numero de repeticbes dessas unidades e as reacOes de ciclizacdo, além dos
rearranjos, sdo responsaveis pela incrivel diversidade de terpenos observados na
natureza, bem como sua classificacdo que varia em: hemiterpenos (Cs),

monoterpenos (Cip), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cy), sesterterpenos (Css),
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triterpenos (Czo) e tetraterpenos (Ci), de acordo com o esqueleto carbonico
apresentado (WANG; TANG; BIDIGARE, 2005; DEWICK, 2009).

Na realidade, o isopreno (IP) é produzido naturalmente, mas nao esta
envolvido diretamente na formacdo dos produtos pertencentes a estas classes. As
unidades isoprénicas bioquimicamente ativas sdo o pirofosfato de dimetilalila
(DMAPP) e o pirofosfato de isopentenila (IPP), que por sua vez podem ser formados
a partir de duas rotas: a via do acido mevalbnico e a via da desoxi-xilulose,
(Esquema 1, pag. 29), (EISENREICH et al., 2004; NIERO; MALHEIROS, 2007;
DEWICK, 2009).

Esquema 1 - Origem biossintética dos precursores dos terpenoides

Via do Acido Mevalénico Via da Desoxi-xilulose
/Pirofosfato de isopentilalila\ / Pirofosfato de dimetilalila \
(IPP) (DMAPP)
isomerase
(& OPP / (& OPP J

Os terpenoides apresentam fun¢des variadas nos vegetais e, de modo geral,
possuem diversas atividades biologicas, sendo bastante utilizados na area
farmacéutica (NIERO; MALHEIROS, 2007; DEWICK, 2009). Os monoterpenos sao
0s principais constituintes dos O6leos volateis, importantes comercialmente na
producdo de sabdes, detergentes, cosméticos e perfumaria, além de serem atrativos
dos polinizadores. Os sesquiterpenos, em geral, apresentam funcdes protetoras
contra fungos e bactérias, enquanto muitos diterpenos déao origem aos horménios de
crescimento vegetal. Alguns triterpenos e seus derivados esteroidais sé&o
antimitéticos, outros atuam na germinacdo das sementes, na inibicdo do crescimento
da raiz ou na protegcdo contra herbivoros entre outras a¢des (NIERO; MALHEIROS,
2007).
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3.4.2.1 Sesquiterpenos

A biossintese dos sesquiterpenos comeca com a formacdo da ligagédo
carbono-carbono que envolve a ionizacdo do DMAPP transformando-o em cétion
que é adicionado sobre a ligacdo dupla do IPP. Um carbocation terciario é gerado, o
qual perde um préton formando uma dupla ligacdo. Neste caso, o composto formado
€ o pirofosfato de geranila (GPP), o qual, ao sofrer nova condensacao com o IPP,
forma o pirofosfato de farnesila (FPP), sendo este o precursor imediato dos

sesquiterpenos, (Figura 10, pag. 30).

Figura 10 - Rota biossintética dos sesquiterpenos
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Adaptado de: NICARETA, 2006.
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E importante destacar que 0s sesquiterpenos apresentam uma grande
variedade estrutural. Dessa forma, eles podem ser agrupados de acordo com seus

ndcleos basicos em diferentes tipos, como representado na figura abaixo.

Figura 11 - Principais tipos de sesquiterpenos

H
Cariofilano Eudesmano Eremofileno Valerano
H ‘ S
Cadinano Drimano Guaiano Himachaleno
Longipinano Daucano lludano Prezizaano
Marasmano Acorano Chamigreno Cedrano
Picrotoxano Thujopsano Irsutano

Fonte: NICARETA, 2006.
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3.5 Técnicas analiticas

3.5.1 Métodos Cromatograficos

A Cromatografia € um processo fisico de separacdo no qual os componentes
a serem separados distribuem-se em duas fases: uma estacionaria e outra movel.
De modo geral, a técnica se baseia no principio da adsor¢cdo seletiva, onde a fase
estacionaria pode ser um sdlido ou um liquido disposto sobre um suporte solido com
grande area superficial. A fase mével, também conhecida como eluente, pode ser
um gas, um liquido ou um fluido supercritico que, ao migrar sobre a fase
estacionaria, traz consigo diversos componentes da amostra. As diferencas no
gradiente de migracdo dependerdo das caracteristicas fisico-quimicas da fase

movel, da fase estacionaria e dos analitos (PERES, 2002).

Dentre os métodos modernos de andlise, a cromatografia ocupa um lugar de
destaque devido a facilidade com que efetua a separacdo, identificacdo e
quantificacdo das espécies quimicas. Além disso, a grande variedade de
combinac¢des entre fases moveis e estacionarias a torna uma técnica extremamente
versatil e de grande aplicacdo (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Atualmente, os principais tipos de cromatografia sdo: Cromatografia em Papel
(CP), Cromatografia em Coluna (CC), Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
Cromatografia Gasosa (CG) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A
selecdo do método adequado depende das caracteristicas da amostra e da
finalidade do seu uso. Neste estudo, fez-se uso da Cromatografia em Coluna e da
Cromatografia em Camada Delgada.

3.5.1.1 Cromatografia em Coluna

A Cromatografia em Coluna apresenta-se como uma eficiente técnica de
separacao e de isolamento dos constituintes de misturas complexas, fazendo uso de
uma coluna de vidro presa no sentido vertical, onde a fase estacionaria é
sedimentada e compactada. Nela a eluicdo ocorre a favor da gravidade e pode-se
variar continuamente a fase moével, interferindo na sua polaridade que podera ser
gradativamente aumentada ou diminuida (CALDERARI, 2002)

s

A amostra é adicionada no topo da coluna e uma solucdo contendo o

7

composto que se deseja purificar € aplicada na superficie superior da fase
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estacionaria. Apos eluicdo, coletam-se fracdes com volumes predeterminados, as

quais muito provavelmente conterdao os componentes da mistura separados.
3.5.1.2 Cromatografia em Camada Delgada

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) é uma técnica bastante utilizada
para fins de analise devido a sua simplicidade, rapidez de analise e baixo custo,
além de requerer reduzida quantidade de amostra. Podem-se usar varios tipos de
fases estacionarias e moéveis, além do auxilio do uso de reveladores proprios para
determinar grupamentos quimicos especificos. Alternativamente, para a
caracterizagdo qualitativa da amostra, poderdo ser empregadas substancias
padrées. Quanto a fase mével, pode-se fazer uso de solventes ou misturas de
solventes com diferentes afinidades pelas substancias a serem separadas
(CALDERARI, 2002 e COLLINS, 1997).

3.5.2 Métodos Espectroscépicos e Espectrométrico

3.5.2.1 Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia na regiao do infravermelho fornece informagdes sobre os
provaveis grupos funcionais presentes nas moléculas e, em alguns casos, da

maneira como eles encontram-se arranjados (PAVIA et al., 2010).

As substancias sao identificadas pela comparacao de seus espectros com um
banco de dados. Vérios esforcos foram realizados para desenvolver sistemas de
regras para interpretacdo dos dados espectroscopicos (RICARD et al., 1993). De
modo que para os espectros de IV, essas regras podem ser inclusivas ou exclusivas,
ou seja, a presenca de um sinal indica a existéncia de um determinado fragmento e
a auséncia do sinal, consequentemente, indica a auséncia do fragmento (COSTA,
SCOTTI, 2011).

7

Assim, mesmo quando a identificacdo ndo é concluida, ainda € possivel
extrair caracteristicas estruturais importantes dos espectros de IV, principalmente na
regidio entre 3600 e 1000 cm™. Essas informages sdo combinadas com as
provenientes de outros métodos espectroscopicos para permitir a elucidagéo
estrutural (COSTA; SCOTTI, 2011).
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3.5.2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

A RMN é uma das ferramentas mais poderosas para determinagdo e
elucidacdo estrutural, contribuindo significativamente para o estabelecimento do
esqueleto da molécula. Para a obtencdo dos espectros de RMN, a amostra é
submetida a um campo magnético externo, de modo que determinados nucleos que
apresentam um momento magnético nuclear, como 'H e '°C, podem entrar em
ressonancia com a radiofrequéncia aplicada, absorvendo energia eletromagnética
em frequéncias caracteristicas conforme sua vizinhanca quimica (FALKENBERG,;
SANTOS; SIMOES, 2007).

Os espectros de RMN de 'H e de **C sdo os mais utilizados e seus varios
meétodos disponiveis oferecem diferentes informacdes sobre a estrutura molecular,
permitindo caracterizar o numero e os tipos de atomos de hidrogénio e de carbono
em funcdo da localizacdo e do desdobramento dos sinais correspondentes a
absorcdo de energia eletromagnética (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2007).
Por exemplo, fornece o estado de hibridizac&o de ndcleos, o nimero e a natureza de
seus vizinhos, as informacdes sobre acoplamento entre nucleos vicinais, a quantas

ligacBes, um dado par de nucleos esta acoplado e até como interagem no espaco.

Uma vantagem inestiméavel da RMN frente as demais técnicas, especialmente
frente a Espectrometria de Massas, é que o deslocamento quimico de um atomo
independe do tipo de equipamento e da poténcia do campo utilizados. Esse fato &
ainda mais pronunciado para RMN de *3C, pois nesse caso a multiplicidade de sinais
ndo é envolvida, diferentemente da RMN de 'H que ainda inclui as constantes de
acoplamento (COSTA; SCOTTI, 2011).

Neste trabalho, os espectros de RMN também foram otimizados para as
técnicas bidimensionais de COSY, NOESY, HMQC e HMBC. As técnicas
homonucleares de COSY e NOESY possibilitam as correlagées entre hidrogénios
responsaveis pelo desdobramento do sinal entre si e entre hidrogénios proximos
espacialmente, respectivamente. As técnicas heteronucleares de HMQC e de HMBC
estabelecem correlagbes entre hidrogénios e seus respectivos carbonos e entre

hidrogénios e carbonos a duas (°J) e trés (3J) ligacdes, respectivamente.
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3.5.2.3 Espectrometria de Massas

A Espectrometria de Massas é uma ferramenta analitica utilizada para
obtencéo do peso molecular e de caracteristicas estruturais da amostra, fornecendo
informacBes necessarias para identificar compostos desconhecidos, quantificar e
elucidar misturas complexas (KAZAKEVICH; LoBRUTTO, 2007). Na area de
produtos naturais ela é bastante empregada, pois é de primordial importancia obter a
massa molecular de uma substancia para confirmar sua estrutura em combinacéao

com dados obtidos de outras técnicas espectroscopicas (COSTA; SCOTTI, 2011).

O requisito basico para uma analise por espectrometria de massa € a
formacdo de ions livres em fase gasosa (RODRIGUEZ, 2003). No processo de
ionizacdo, a molécula adquire uma carga elétrica resultante, ficando com “energia
em excesso”, 0 que leva a uma série de fragmentagdes idnicas. Diante disso, o
método se fundamenta basicamente na separacdo dos ions produzidos,
classificando-os de acordo com sua relacdo massa-carga (m/z), (Figura 12, pag. 35).

A aparéncia do espectro de massa de uma espécie molecular é altamente
dependente do método de ionizacdo usado. (RODRIGUEZ, 2003) Nas dultimas
décadas, foram desenvolvidas vérias técnicas de ionizacdo que permitiram a andlise
de substéncias termicamente labeis e com baixa pressdo de vapor, além do
interfaceamento da cromatografia liquida com a espectrometria de massas.
(MURGO, 1998).

Figura 12 - Esquema simplificado de uma analise por Espectrometria de Massas

Ionizacio wiz 27

N1
M=M=
amostra / / | \\ m'z43

m=353

miz 57
rla a. analise de massa
Ny detodososions
- e todos os ions
A b. aquisi¢fio de dados
c. grafico de barras 1527 STmi

e absorcio de m'z 15

excesso de energia decomposi¢fio
unimolecular de M*

espectro de massa

Fonte: RODRIGUEZ, 2003

Atualmente, os agentes ionizantes empregados em espectrometria de massa

sao distribuidos em duas categorias: 0s que requerem a amostra em fase gasosa e
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0s que provocam dessor¢cdo em amostras solidas ou liquidas (RODRIGUEZ, 2003)
(Tabela 1, p4g. 36); considerando que a dessor¢cdo trata-se de um processo de

transferéncia de atomos, moléculas ou agregados de um sélido para a fase gasosa.

Tabela 1 - Técnicas de ionizacdo para andlises de Espectrometria de Massas

TIPO DE
FONTE DE TECNICA AGENTE IONIZANTE
IONS
Impacto de elétrons (EI) Elétrons energéticos
lonizacdo quimica (CI) fons de um gas inerte
Fase gasosa — — - —
lonizacdo por campo elétrico (FI) Eletrodo em potencial elétrico alto
Luz sincroton Fotons
Dessorcdo por campo elétrico (FD) | Eletrodo em potencial elétrico alto
lonizacado por Eletrospray (ESI) Campo elétrico intenso

lonizacao /dessor¢éo por laser

assistido por uma matriz (MALDI) Feixe de laser UV

H = 252
Dessorgéo de plasma (PDMS) Fragmentos de fissdo do “>“Cf

(MeV)
Dessorcéo Bombardeamento por atomos Feixe de atomos energéticos
rapidos (FAB) (=5KeV)
Emissédo de ions secundarios Feixe de ions energéticos (5-15
(SIMS) KeV)
lonizagao terml(c_?sc;u Thermospray Temperatura alta

Impacto de ions pesados (HIMS) Feixe de ions aceleradores (MeV)

Adaptado de: RODRIGUEZ, 2003.

Neste trabalho foi utilizada a técnica de ionizacdo por Eletrospray (ESI) que
difere da maioria das outras pelo fato de ser realizada a pressao atmosférica, onde
0os ions sdo direcionados a regido de alto vacuo e analisados. Esta técnica
apresenta alta sensibilidade e capacidade de produzir ions moleculares, detectando
desde compostos de baixo peso molecular até biopolimeros e permitindo que as
interacbes ndo covalentes entre moléculas que existem em solucdo sejam
preservadas na fase gasosa (THOMPSON, 1998). De modo geral, um espectro de
massas obtido por ESI apresenta os picos do ion molecular e seus adutos ([M+Na]*
e [M+K]") como principais sinais. Dessa forma, permite o conhecimento do peso
molecular da substancia, mas ndo fornece muita informacéo estrutural devido a

auséncia de fragmentacdo (MURGO, 1998).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Coleta e identificacdo do material botanico

As partes aéreas de Evolvulus linarioides foram coletadas em 19 de junho de
2009, no Parque Estadual do Pico do Jabre, o qual encontra-se situado no municipio

de Matureia, no Estado da Paraiba.

A identificacdo botanica foi realizada pela Prof2. Dra. Maria de Fatima Agra do
Programa de Pés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PgPNSB)
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e uma exsicata referente a esta coleta
encontra-se catalogada no Herbéario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), sob o registro
AGRA et al. 6970.

4.2 Obtencdo e Particionamento do Extrato Metandlico Bruto
(EMB)

As partes aéreas de E. linarioides foram desidratadas em estufa com ar
circulante a temperatura média de 40,0 °C durante 72 horas. ApOs secagem, 0
material botanico foi reduzido a p6 em moinho mecéanico do tipo Harley, fornecendo

1,5 kg do po seco.

Posteriormente, as partes aéreas secas e pulverizadas de E. linarioides foram
submetidas & maceragdo com metanol por 72 horas em recipiente de ago inoxidavel,
sendo este processo repetido por trés vezes. A solugdo extrativa obtida foi
concentrada em evaporador rotativo sob pressao reduzida a temperatura média de
35 °C fornecendo 300 g do extrato metandlico bruto (EMB), com rendimento de 20%

em relacdo ao peso seco da planta

Deste extrato, uma aliquota de 100,0 g foi suspendida em 200 mL de
MeOH:H,O (7:3 v/v), resultando em uma solucdo hidroalcoodlica, a qual foi
particionada separadamente e consecutivamente com 4000 mL de hexano (Hex),
4000 mL de diclorometano (DCM), 4000 mL de acetato de etila (AcOEt) e 2000 mL
de n-butanol (n-BuOH), em funil de separacéo.
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As solugbes obtidas nesta particdo foram tratadas com sulfato de sodio anidro
(Na,S0O,), submetidas a filtracdo simples e concentradas em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida a temperatura média de 35,0 °C, fornecendo 28,5 g da fase
hexanica, 24,0 g da fase diclorometano, 18,0 g da fase acetato de etila e 21,3 g da

fase n-butanol, (Esquema 2, pag. 40).
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Esquema 2 - Etapas envolvidas no processamento do material botanico

( Partes aéreas de Evolvulus linarioides Meisn. )

- Secagem em estufa com ar circulante
- Pulverizag&o em moinho mecéanico

( Planta seca e pulverizada (1,5 kg) )

- Maceracéo exaustiva com MeOH
- Concentragdo em evaporador rotativo

( Extrato Metandlico Bruto (300,0 g) )

Particionamento de
100,0 g do extrato

- Dissolugdo em MeOH:H,0 (7:3 viv)

( Solucéao Hidroalcodlica )

- Particdo em funil de separacdo com Hex

l

Solucéo Hidroalcodlica |

- Particdo em funil de
separa¢cdo com DCM

- Secagem com Na,SO,
- Filtrag&@o simples
- Concentracdo em evaporador rotativo

( Fase Hexanica (28,5 q) )

l

Solucéo Hidroalcodlica Il

- Particéo em funil de
separacdo com AcOEt

- Secagem com Na,SO,
- Filtrac&o simples
- Concentracdo em evaporador rotativo

( Fase Diclorometano (24,0 g) )

l

Solucao Hidroalcodlica Il

- Particdo em funil de
separacdo com n-BuOH

- Secagem com Na,SO,
- Filtrag&@o simples
- Concentracdo em evaporador rotativo

( Fase Acetato de Etila (18,0 g) )

l

Solucéo Hidroalcodlica IV

- Secagem com Na,SO,
- Filtrac&o simples
- Concentracdo em evaporador rotativo

( Fase n-Butanol (21,3 ) )
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4.3 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos

4.3.1 Métodos cromatograficos

Os meétodos cromatogréaficos utilizados para o isolamento e purificacdo dos
constituintes quimicos das partes aéreas de E. linarioides foram a Cromatografia em
Coluna (CC) e a Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA).

As colunas cromatograficas foram realizadas em recipientes cilindricos de
vidro com vazao regulavel, utilizando como fase estacionaria silica gel 60, 0,063 -
0,200 mm (Artigo 7734, Merck). Dessa forma, as amostras eram acondicionadas no
topo da coluna e a eluicdo realizada com solventes comerciais destilados no proprio
laboratorio, a saber: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em
misturas binarias. O comprimento e o didmetro das colunas variaram de acordo com

as quantidades de amostra e de fase estacionaria a serem utilizadas.

Todas as fracBes obtidas em CC foram monitoradas em CCDA. Para tanto,
foram utilizadas cromatoplacas de aluminio com silica gel 60 Fus4 (Artigo
1.05554.0001, Merck) ou placas de vidro preparadas com uma suspenséao de silica
gel 60 Fys4 (Artigo 7749, Merck) em agua destilada (1:2 m/v), distribuida sobre as
placas de vidro por meio de um cursor tipo “quick fit", na espessura de 0,25 e 1,0
mm, respectivamente, conforme técnica descrita por Matos (2009). Apds o preparo
das placas, as mesmas foram secas ao ar livre e ativadas a 100,0 °C em estufa

durante cinco horas.

A revelacdo das substancias nas placas analiticas foi realizada por meio da
exposicdo das mesmas a lampada de irradiacdo ultravioleta (UV) com os
comprimentos de onda de 254 e 365 nm, em aparelho Tecnal (modelo TE-540),

além da exposicdo em camara saturada com vapores de iodo.

As fracdes semelhantes foram agrupadas de acordo com o perfil
cromatografico observados em CCDA. Além disso, o critério de pureza adotado
baseou-se na visualizacdo de apenas uma mancha apos revelacdo da placa, no
ponto de fusdo e, posteriormente, na andlise dos espectros de RMN de *H e *3C das

referidas substancias.

Cinthia Silveira Queiroga



Novas substéncias isoladas de Evolvulus linarioides Meisn. (Convolvulaceae) 42

4.3.1.1 Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila

Uma aliquota de 2,5 g da fase acetato de etila foi submetida a CC utilizando-
se como fase estacionaria silica gel 60, 0,063 - 0,200 mm (Artigo 7734, Merck) e
como eluentes hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias
com grau crescente de polaridade. Neste fracionamento, foram coletadas 50 fracdes
de 125 mL, as quais foram concentradas em evaporador rotativo a temperatura
meédia de 35 °C, (Tabela 2, pag. 42).

Tabela 2 - Sistemas de eluicdo utilizados no fracionamento cromatografico da fase acetato de
etila de E. linarioides com suas respectivas fracdes obtidas

Eluentes (v/v) Fragcdes coletadas
Hexano:AcOEt (8:2) 1
Hexano:AcOEt (7:3) 2e3
Hexano:AcOEt (1:1) 4

AcOEt 5al3
AcOEt:MeOH (99:1) 14 a 25
AcOEt:MeOH (98:2) 26 e 27
AcOEt:MeOH (95:5) 28a3l
AcOEt:MeOH (93:7) 32a35
AcOEt:MeOH (9:1) 36 a 40
AcOEt:MeOH (85:15) 41 a 44
AcOEt:MeOH (8:2) 45 a 47
AcOEt:MeOH (7:3) 48 a 50

As fracbes obtidas foram analisadas comparativamente por meio de CCDA
com diferentes sistemas de eluicdo e posteriormente reunidas em 15 grupos, de

acordo com seus perfis cromatograficos.

As fragcbes 5 e 23 apresentaram-se como solidos amorfos de coloracdo
amarelo-alaranjada, sendo codificadas como Ev-1 (13,0 mg) e Ev-2 (11,0 mg),
respectivamente, e encaminhadas para a andlise espectroscépica. Para uma melhor
visualizacéo, as etapas envolvidas no fracionamento cromatogréafico da fase acetato

de etila encontram-se demonstradas no Esquema 3 (pag. 43)
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Esquema 3 - Etapas envolvidas no fracionamento cromatografico da fase acetato de etila de
E. linarioides

( Fase Acetato de Etila (2,5 g) )

- CC de silica gel
Eluentes: Hex, AcOEt, MeOH (puros ou em misturas
binarias com ordem crescente de polaridade)

- CCDA
Eluentes: Hex, AcOEt, MeOH (puros ou em misturas
de acordo com a polaridade de eluicdo da CC)

Ev-1 Ev-2
(13,0 mg) (11,0 mg)

4.3.1.2 Fracionamento cromatogréfico da fase diclorometano

Uma aliquota de 5,0 g da fase diclorometano foi submetida a CC utilizando-se
como fase estacionaria silica gel 60, 0,063 - 0,200 mm (Artigo 7734, Merck) e como
eluentes hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias com grau
crescente de polaridade. Neste fracionamento, foram coletadas 200 fragbes de 125
mL, as quais foram concentradas em evaporador rotativo a temperatura média de
35°C, (Tabela 3, pag. 44).

As fracbes obtidas foram analisadas comparativamente por meio de CCDA
com diferentes sistemas de eluicdo e posteriormente reunidas em 22 grupos de
acordo com o perfil cromatogréafico observado em analise a luz UV e exposicao aos

vapores de iodo.
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Tabela 3 - Sistemas de eluicdo utilizados no fracionamento cromatografico da fase
diclorometano de E. linarioides com suas respectivas fracGes obtidas

Eluentes (v/v)

FracGes coletadas

Grupos apés CCDA

Hexano:AcOEt (9:1) la4b 1-8; 9-11; 12-19
Hexano:AcOEt (8:2) 46 a 57 -
Hexano: AcOEt (75:25) 58 a 65 58-65
Hexano:AcOEt (7:3) 66 a 100 68-76; 78-83;
Hexano:AcOEt (6:4) 101 a 107 100-107
Hexano:AcOEt (1:1) 108 a 118 113-115; 116-118
Hexano:AcOEt (4:6) 119 a 130 119-121; 122-128
Hexano:AcOEt (3:7) 131 a 140 130-135; 136-146
Hexano:AcOEt (2:8) 141 a 150 147-150
Hexano:AcOEt (1:9) 151 a 160
AcOEt 161 a 167 160-166
AcOEt:MeOH (99:1) 168 a 170 167-171
AcOEt:MeOH (95:5) 171 a 185 174-175; 176-178;183-184
AcOEt:MeOH (9:1) 186 a 191 185-187; 190-194
AcOEt:MeOH (85:15) 192 a 194
AcOEt:MeOH (8:2) 195 a 200 195-198

A fracdo 122-128 também foi submetida a CC em coluna preenchida com

silica gel 60, 0,063 - 0,200 mm (Artigo 7734, Merck) e eluida com hexano, acetato

de etila e metanol, puros ou em misturas binarias seguindo grau crescente de

polaridade, obtendo-se 30 subfracfes de 25 mL (Tabela 4, pag. 45)

A subfracédo 6 da fracdo122-128 apresentou-se como um sélido branco apés

a evaporacédo do solvente e a andlise em CCDA revelou a presenca de apenas uma

mancha. Essa subfracdo foi codificada como Ev-3 (11,5 mg) e encaminhada para

analise espectroscopica (Esquema 4, pag. 46).
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Tabela 4 - Sistemas de eluicdo utilizados no fracionamento cromatogréfico da fracdo 122-128
da fase diclorometano de E. linarioides com suas respectivas fracdes obtidas

Eluentes (v/v) Fracdes coletadas
Hexano:AcOEt (6:4) le?2
Hexano:AcOEt (1:1) 3a9
Hexano:AcOEt (4:6) 10al4
Hexano:AcOEt (3:7) 15a20
Hexano:AcOEt (2:8) 21
Hexano:AcOEt (1:9) 22 e 23

AcOEt 24 e 25
AcOEt:MeOH (99:1) 26
AcOEt:MeOH (95:5) 27
AcOEt:MeOH (9:1) 28

AcOEt:MeOH (85:15) 29
AcOEt:MeOH (8:2) 30
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Esquema 4 - Etapas envolvidas no fracionamento cromatografico da fase diclorometano de
E.linarioides

( Fase Diclorometano (5,0 g) )

- CC de silica gel
Eluentes: Hex, AcOEt, MeOH (puros ou em misturas
binarias com ordem crescente de polaridade)

- CCDA

Eluentes: Hex, AcOEt, MeOH (puros ou em misturas
de acordo com a polaridade de eluicdo da CC)

v (122128 ) .. [10) .. 200

(78,5 mg)

- CC de silica gel
Eluentes: Hex, AcOEt, MeOH (puros ou em misturas
binarias com ordem crescente de polaridade)

- CCDA

Eluentes: Hex, AcCOEt, MeOH (puros ou em misturas
de acordo com a polaridade de eluicdo da CC)

@ -

Ev-3
(11,5 mg)
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4.4 Caracterizacao estrutural dos constituintes quimicos isolados

4.4.1 Espectroscopia no Infravermelho (V)

Os dados espectrais na regido do infravermelho foram obtidos em aparelho
SHIMADZU, modelo IR-Prestige-21, utilizando-se cerca de 1,0 mg de amostra em

pastilhas de brometo de potassio (KBr), com frequéncia medida em cm™,

4.4.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN uni e bidimensionais foram registrados em
espectrometros VARIAN, modelo Varian-NMR-System 500 MHz, operando a 500
MHz para hidrogénio (*H) e 125 MHz para carbono-13 (*3C). Os solventes utilizados
no preparo das amostras foram cloroférmio deuterado (CDCI3), metanol deuterado
(CD30D) e piridina deuterada (CsDsN), todos da Cambridge Isotope Laboratories.

Os deslocamentos quimicos (6) expressos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) expressas em Hz foram referenciados para RMN de
'H pelos picos caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as fracdes nao
deuteradas dos seguintes solventes: cloroférmio (éy 7,24), metanol (64 3,30) e
piridina (&y 7,55). Para os espectros de RMN de '3C, estes mesmos parametros

foram utilizados com: cloroférmio (6¢ 77,0), metanol (6¢c 49,00) e piridina (6¢ 135,5).

As multiplicidades dos sinais em RMN 'H foram indicadas segundo as
seguintes convencgodes: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo
dupleto dobrado), t (tripleto), g (quarteto) e m (multipleto).

Os espectros de RMN de *3C foram obtidos utilizando-se a técnica de APT
convencionando-se 0s sinais de carbonos nao-hidrogenados (C) e metilénicos (CH,)
acima da linha base e os sinais de carbonos metinicos (CH) e metilicos (CH3) abaixo

da referida linha.

4.4.3 Espectrometria de Massas

Para a obtenc&o dos espectros de massas foram utilizadas concentragoes de

1ng/uL das amostras preparadas em solucdo aquosa de acetonitrila (MeCN) na
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proporcado de 1:1 (v/v) acidificada com 0,1% de &cido formico (CH,0O,) ou basificada
com 0,1% de hidréxido de aménio (NH4OH).

Os espectros foram obtidos em espectrometro de massas da Bruker
Daltonics, modelo micrOTOF, com fonte ESI, utilizando os modos de deteccéo
positivo e negativo. Os parametros de andlise foram: end plate de -500 V, capilar a
3000 V, gas de dessolvatacdo a 180 °C com fluxo de 4 L/min, pressdo do gas de

nebulizacdo de 0,4 Bar e gas nitrogénio, com aquisi¢cao de 50 a 1000 m/z.

4.4.4 Determinacao dos Pontos de fuséo

Os pontos de fusdo das amostras foram determinados em aparelho digital
para ponto de fusdo Microquimica, modelo MQAPF-302, com temperatura variavel
de 0-350 °C.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Evolvulus linarioides Meisn.
resultou no isolamento de trés substancias, sendo duas inéditas na literatura: 5,7-
diidroxi-2-hidroximetil-4H-1-benzopiran-4-ona-9-0-p-glicosideo (cnidimol C
glicosilado) e 5a-hidroximetil-cariofil-3(4)-en-86-5a-diol (linariofileno), além de uma
conhecida, 5,7-diidroxi-2-hidroximetil-4H-1-benzopiran-4-ona (cnidimol O,
apresentadas na figura abaixo. Na caracterizacdo dessas substancias foram
utilizadas as técnicas espectroscépicas de Infravermelho e RMN de *H e **C, uni e
bidimensionais, além da Espectrometria de Massas e comparacdo com dados da

literatura.

Figura 13 - Estruturas quimicas dos metabdlitos secundérios isolados das partes aéreas de
E. linarioides

OH O
5,7-diidroxi-2-hidroximetil-4H-1-benzopiran-4-ona
Ev-1

OH 0]
5,7-diidroxi-2-hidroximetil-4H-1-benzopiran-4-ona-9-0O-f-glicosideo
Ev-2

LD \

$ "oH
H
HO OH
5a-hidroximetil-cariofil-3(4)-en-86-5a-diol
Ev-3

§
$
Y
R
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5.1 Determinacéo estrutural de Ev-1

A substéancia codificada como Ev-1 (13,0 mg) foi isolada na forma de um poé

com coloragcao castanho-amarelada.

O espectro de IV obtido em pastilhas de KBr (Figura 14, pag. 51) mostrou
uma banda larga e intensa em 3419 cm™, caracteristica de estiramento O-H de
fendis em ligacdo de hidrogénio, e absorcdes de fraca intensidade em 2922 e 2850
cm™, referentes aos estiramentos C—H de carbonos sp® (CHs; e CH,). A presenca de
uma absor¢do intensa em 1653 cm™, caracteristica de estiramento C=0, juntamente
com a banda em 1620 cm™, referente a estiramento C=C de alcenos conjugados,
permitiu sugerir a existéncia de carbonila de cetona conjugada na molécula. No
mesmo espectro, foi possivel observar absorcdes entre 1575 e 1450 cm™, referentes
a estiramento de ligacdes C=C aromaticas e na regido de 1440 a 1000 cm™,
condizentes com estiramentos C-O, tanto para fendis quanto para éteres alquil-
arilicos (PAVIA et al., 2010).

Figura 14 - Espectro de Infravermelho (pastilhas de KBr) de Ev-1
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O espectro de RMN de *3C, obtido em CDs0D a 125 MHz, utilizando a técnica

APT (Figura 15, pag. 52), mostrou a presenca de 10 sinais. Destes, seis foram
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atribuidos a carbonos nao-hidrogenados, trés a carbonos metinicos e um a carbono

metilénico.

Figura 15 - Espectro de **C - APT (CD;0D, 125 MHz) de Ev-1
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Entre os carbonos nado hidrogenados, o deslocamento em &c 184,0 foi
compativel com carbonila conjugada. Além disso, os sinais em d¢c 166,1; 163,3;
159,6; 105,5; 100,1 e 95,0 foram sugestivos de nucleo benzo-y-pirano de cromona
5,7-dissubstituida (BABA et al., 1992; SUN et al., 2012), (Figura 16, pag. 52).

Figura 16 - Cromona 5,7-dissubstituida

Diante disso, as evidéncias apontadas no espectro de IV sustentaram a

possibilidade desses substituintes serem hidroxilas, o que foi confirmado pelos

Cinthia Silveira Queiroga




Novas substéncias isoladas de Evolvulus linarioides Meisn. (Convolvulaceae) 53

dados de RMN de '3C para C-5 e C-7, observados em §c 166,1 e 163,3,
respectivamente (SUN et al., 2012).

Entre os carbonos metinicos, os deslocamentos quimicos em &¢ 100,1 e 95,0
foram caracteristicos de carbonos arométicos e apenas o sinal em 3¢ 106,6 mostrou-
se compativel com carbono olefinico (PAVIA et al., 2010), o que levou a sugerir a

presenca de substituinte em C-2 ou C-3.

O espectro de RMN de *H, obtido em CDs0D a 500 MHz (Figura 17, pag. 53),
exibiu deslocamentos quimicos que corroboraram com a presenca do nudcleo de

cromonas.

Figura 17 - Espectro de RMN de H (CD30D, 500 MHz) de Ev-1
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A expansao desse espectro (Figura 18, pag. 54) destaca a presenca de um
par de dupletos acoplando meta em 64 6,310 (1H,d, J =2,0 Hz) e 64 6,185 (1H,d, J =
2,0 Hz), corroborando com a proposta de cromona 5,7-dissubstituida. Além disso,
observou-se um simpleto em &y 6,258 compativel com hidrogénio olefinico de

carbono metinico (BABA et al., 1992; SUN et al., 2012), o que reforgou a presenca
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de carbonila de cetona conjugada e confirmou a proposta de substituicdo na posi¢céo
2 ou 3. A presenca do dupleto para dois hidrogénios em 64 4,443 (J = 1,0 Hz) fez

sugerir que o substituinte tratava-se de um grupo metilénico ligado a hidroxila.

Figura 18 - Expansdo do espectro de RMN de 'H (CD;OD, 500 MHz) de Ev-1 na regido de
6,5 a 6,0 ppm
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Na expansdo do espectro de correlacao heteronuclear direta HMQC (Figura
19, pag. 55) foram visualizadas as correlagBes entre os hidrogénios e seus
respectivos carbonos, confirmando as atribuicdes feitas a C-3 (6¢ 106,6), C-6 (oc

100,1) e C-8 (¢ 95,0) do nucleo benzo-y-pirano da cromona.

A expansao do espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 20, pég.
55) confirmou as atribui¢des feitas para o nucleo de cromona 5,7-dissubstituida ao
mostrar as correlacées do hidrogénio H-8 a *J com C-6 e a 2J com C-8a, bem como
do hidrogénio H-6 a J com C-8 e a 2J com C-5 (Tabela 5, pag. 56). Também foi
observada uma correlacéo de H-3 (64 6,258) com o carbono metilénico em d¢ 61,4,

confirmando a localizagao do substituinte hidroximetil em C-2.
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Figura 19 - Expansao do espectro HMQC (CDs0OD, 500 e 125 MHz) de Ev-1
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Figura 20 - Expanséo do espectro HMBC (CDsOD, 500 e 125 MHz) de Ev-1
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Tabela 5 - CorrelagBes heteronucleares observadas por HMBC para Ev-1

OH
9) (9)

61,4 (C-9) 171,5 (C-2)

6,258 (H-3) 105,5 (C-4a)
6,185 e 6,181 95,0 (C-8) 166,1 (C-7)
(H-6) 105,5 (C-4a) 163,3 (C-5)
6,310 e 6,306 100,1 (C-6) 166,1 (C-7)
(H-8) 105,5 (C-4a) 159,6 (C-8a)
4,443 (H-9) 106,6 (C-3) 171,5 (C-2)

Dessa forma, ap6s a andlise dos dados espectrais e comparacdo com a

literatura (Tabela 6, pag. 57), foi possivel determinar a estrutura para Ev-1 como

sendo a 5,7-diidroxi-2-hidroximetil-4H-1-benzopiran-4-ona, conhecida como cnidimol

C, isolada anteriormente na espécie Cnidium monnieri (BABA et al., 1992).

Figura 21 - Estrutura quimica do cnidimol C
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Tabela 6 - Deslocamentos quimicos verificados nos espectros de RMN 'HeC (CD3s0OD, 500
e 125 MHz) de Ev-1 e comparacdo com os dados de RMN de **C e 'H (CDCls, 300 e 75 MHz) da

literatura (BABA et al., 1992)

Ev-1 Cnidimol C
(CD5;0D) (CDCls)
C 0c On oc On
2 171,5 - 171,0 -
106,6 6,258 () 105,7 6,23 (s)
4 184,0 - 182,2 -
4a 105,5 - 104,1 -
5 163,3 - 162,0 -
6 100,1 6,185 e 6,180 99,1 6,19 (d, J = 2,0 HZ)
(d,J=2,0Hz)
7 166,1 - 164,8 -
8 95,0 6,310 e 6,306 94,0 6,33 (d, J = 2,0 Hz)
(d, J=2,0 Hz)
8a 159,6 - 157,9 -
9 61,4 4,443 (d, J = 1,0 Hz) 60,0 4,39 (d, J= 6,1 Hz)
OH
OH-5 - ND - 12,78 (s)
OH-7 - ND - 10,84 (s)
OH-9 - ND - 5,80 ()
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5.2 Determinacéo estrutural de Ev-2

A substancia codificada como Ev-2 (11,0 mg) apresentou-se como um po de
coloracdo amarelada, com ponto de fuséo entre 133 e 135 °C.

O espectro de IV obtido em pastilhas de KBr (Figura 22, pag. 58) apresentou-
se bastante semelhante ao da substancia codificada como Ev-1, com banda larga de
estiramento de O—H de fendis em 3419 cm™ e bandas fracas de estiramentos C—H
de carbonos sp® em 2922 e 2850 cm™. Tal espectro diferiu basicamente na regido
entre 1440 e 1000 cm™, onde foi possivel verificar, além das absor¢ées compativeis
com estiramento C-O de fendis, a presenca de bandas de meédia intensidade

sugestivas de estiramento C-O de acetais e cetais (PAVIA et al., 2010).

Figura 22 - Espectro de Infravermelho (pastilhas de KBr) de Ev-2
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O espectro de massas de alta resolugcé@o obtido pela técnica de ionizacao por
eletrospray no modo positivo (Figura 23, pag. 59) mostrou o pico do ion molecular

em m/z 371,0998 [M+H]*, compativel com a formula molecular C1gH1g010.
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Figura 23 - Espectro de Massas (ESI") de Ev-2
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No espectro de RMN de **C de Ev-2, obtido em CsDsN a 125 MHz, utilizando
a técnica APT (Figura 24, pag. 60), foi verificada a presenca de 16 sinais, dos quais
seis foram atribuidos a carbonos nao-hidrogenados, oito a carbonos metinicos e dois

a carbonos metilénicos.

Figura 24 - Espectro de °C - APT (CsDsN, 125 MHz) de Ev-2
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De modo semelhante a Ev-1, os sinais em oc 182,6; 166,5; 163,1; 158,5;
105,1; 100,0 e 94,8 foram sugestivos de nucleo benzo-y-pirano de cromona 5,7-
dissubstituida (Figuras 25 e 26, pag. 61), sendo os sinais para C-5 (6c 166,5) e C-7
(6¢c 163,1) indicativos de que estes sustentavam hidroxilas (SUN et al., 2012). Além
disso, o deslocamento quimico em éc 107,8 também se mostrou compativel com um
carbono olefinico metinico (PAVIA et al., 2010), levando a sugerir a presenca de

substituinte em C-2 ou C-3.

Os deslocamentos quimicos em é¢c 104,4; 75,0; 78,9; 71,4. 78,4 e 62,6 (Figura
25, pag. 61) indicaram a presenca de uma unidade osidica na molécula. Sendo o
sinal em 62,64 referente a carbono metilénico oxigenado, o que confirmou que a

unidade osidica tratava-se da glicose.
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Figura 25 - Expansdo do espectro de °C - APT (CsDsN, 125 MHz) de Ev-2 na regido de 190

a 155 ppm
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Figura 26 - Expansdo do espectro de *C - APT (CsDsN, 125 MHz) de Ev-2 na regido de 110
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O espectro de RMN de 'H, obtido em CsDsN a 500 MHz (Figura 27, pag. 62),
também exibiu deslocamentos quimicos caracteristicos do nucleo benzo-y-pirano de

cromonas.

Figura 27 - Espectro de RMN de 'H (CsDsN, 500 MHz) de Ev-2
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Semelhantemente a Ev-1, foi observada a presenca de um par de dupletos
acoplando meta em 8y 6,678 (1H, d, J = 2,0 Hz) e 4 6,549 (1H, d, J = 2,0 Hz), além
do simpleto compativel com hidrogénio olefinico de carbono metinico em &4 6,26
(Figura 28, pag. 63). Por outro lado, verifcicou-se a presenca do deslocamento em
oy 13,34, caracteristico de hidroxila quelada. Além disso, a presenca de dois duplos
dupletos com integral para um hidrogénio cada em &4 4,8 e 4,7, apresentando
acoplamentos alilico e geminal, fez sugerir que o substituinte na posicdo 2 ou 3
tratava-se de um grupo metilénico oxigenado, no qual estaria inserida a unidade
osidica, o que foi corroborado pelo conjunto de sinais entre 345,000 - 3,900, onde se
destaca o deslocamento em 64 4,963, atribuido ao hidrogénio anomérico (Figura 29,

pag. 63).

A fim de definir a configuracdo da unidade osidica, observou-se o valor da
constante de acoplamento para o hidrogénio do carbono anomérico do agucar, que
foi de J = 7,5 Hz, compativel com uma estereoquimica p-D-glicose (SILVA et al.,
2005).

Cinthia Silveira Queiroga



Novas substancias isoladas de Evolvulus linarioides Meisn.

63

Figura 28 - Expans&o do espectro de RMN de 'H (CsDsN, 500 MHz) de Ev-2 na regido de 7,0

a 6,0 ppm
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Figura 29 - Expanséao do espectro de RMN de H (CsDsN, 500 MHz) de Ev-2 na regido de 5,0
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A expansao do espectro de correlacdo heteronuclear direta, HMQC (Figura
30, pag. 64), permitiu assinalar o hidrogénio e o carbono anomérico ao mostrar
correlacdes entre os deslocamentos em 6y 4,963 e d¢c 104,4. Além disso, confirmou
as atribuicdes feitas aos outros hidrogénios e carbonos da unidade osidica, bem

como aos do nucleo benzo-y-pirano de cromona.

Figura 30 - Expanséo do espectro HMQC (CsDsN, 500 e 125 MHz) de Ev-2
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Na analise da expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear HMBC
(Figura 31, pag. 65), verificou-se a correlacdo de H-3 (54 6,772) a 3J com o C-9 em
d¢c 66,4, confirmando a localizacdo de carbono oximetilénico em C-2. Ainda nesse
espectro, a correlacéo do hidrogénio anomérico (64 4,963) a J com o C-9 (Jc 66,4),
confirmou a insercdo do acgUcar neste carbono, visto o efeito de desprotecao
observado para o mesmo. As demais correlacdes encontram-se descritas na Tabela
8, pag. 66.

No espectro de correlacdo homonuclear COSY (Figura 32, pag. 65),
observaram-se correlacdes entre oy 4,838 (H-9a) e oy 4,704 (H-9b), bem como entre
on 4,544 (H-6’a) e oy 4,340 (H-6’b), confirmando as atribui¢cdes realizadas para estes

hidrogénios.
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Figura 31 - Expansao do espectro HMBC (CsDsN, 500 e 125 MHz) de Ev-2
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Figura 32 - Expansao do espectro COSY (CsDsN, 500 MHz) de Ev-2
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Tabela 7 - Dados de RMN de 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) de Ev-2 e correlacdes obtidas
em HMQC e HMBC, registrados em CsDsN (6 em ppm e J em Hz)

HMQC HMBC
dc dn &) 9)

C

2 166,5 e e

4 1826 e e e

5 163,1 e e

7 165,9 e e

42 1051 e e

82 1585 e e e
CH

3 107,8 6,772 (s) C-2 C-4a/C-9

6 100,0 6,549 e 6,545 (d, J = 2,0) C-5/C-7 C-4a/C-8

8 94,8 6,678 € 6,674 (d, J = 2,0) C-7/C-8a C-4a/C-6
CH,

4,838 (dd, J = 15,5; 0,5)
9 66,4 c-2 c-3/C-1
4,704 (dd, J = 15,5; 1,0)

Gli
1 104,4 4,963 (d, J = 7,5)
2 75,0 4,061 (t) c-1
3 78,9 3,975 — 3,951 (m)
4 71,4 4,243 — 4,162 (m)
5 78,4 4,243 — 4,162 (m)
5 62,6 4,544 (dd, J = 12,0; 2,5) c5

4,340 (dd, J = 12,0; 5,5)
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Dessa forma, apds a analise dos dados espectrais e comparacdo da estrutura
proposta com Ev-1 (cnidimol C), ficou estabelecido que Ev-2 tratava-se de uma nova
cromona, a 5,7-diidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona-2-hidroximetil-O-g-D-glicosideo, a

qual foi atribuido o nome de cnidimol C glicosilado (Figura 33, pag. 67).

Figura 33 - Estrutura quimica do cnidimol C glicosilado
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5.3 Determinacéo estrutural de Ev-3

A substéancia codificada como Ev-3 (11,5 mg) foi isolada na forma de um poé

branco apresentando ponto de fusao entre 123 a 126° C.

O espectro de IV obtido em pastilhas de KBr (Figura 34, pag. 68) apresentou
uma banda larga e intensa em 3401 cm™, caracteristica de estiramento O—H, além
de absorcdes em 2920 e 2850 cm™, referentes aos estiramento C-H de carbonos
sp®. A presenca de uma banda fraca em 1648 cm™ mostrou-se compativel com
estiramento C=C de alcenos e as bandas na regido entre 1440 e 1000 cm™, com
estiramentos C-O (PAVIA et al., 2010).

Figura 34 - Espectro de Infravermelho de Ev-3 (pastilhas de KBr)
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O espectro de massas obtido em alta resolucéo pela técnica de ionizacao por
eletrospray no modo positivo (Figura 35, pag. 69) evidenciou o ion em m/z 277,2150

[M+Na]" sendo, portanto, compativel com a férmula molecular C15H260s.
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Figura 35 - Espectro de massas (ESI") de Ev-3
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A andlise do espectro de RMN de **C de Ev-3, obtido em CDCls a 125 MHz,
utilizando a técnica APT (Figura 36, pag. 70) evidenciou a presenca de 15 sinais
majoritarios. Destes, trés foram atribuidos a carbonos nao hidrogenados, quatro a

carbonos metinicos, cinco a carbonos metilénicos e trés a carbonos metilicos.

Os deslocamentos quimicos em d¢ 43,9, 39,2 e 34,4, atribuidos a C-1, C-9 e
C-11, respectivamente, indicaram a presenca de nucleo basico de sesquiterpeno do
tipo cariofilano para a estrutura (DURAN-PATRON et al., 2000).

Figura 36 - Espectro de RMN de **C - APT (CDCl;, 125 MHz) de Ev-3
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No espectro de RMN de *H, obtido em CDCl; a 500 MHz (Figura 36, pag. 71),
foi possivel observar um conjunto de multipletos na regido de 2,5 a 0,9 ppm, que

corroboraram com a proposta de sesquiterpeno para Ev-3.

As expansdes desse espectro (Figuras 37 e 38, pag. 72 e 73) destacaram a
presenca de um tripleto integrando para um hidrogénio em &y 5,430, compativel com
hidrogénio olefinico. Também foi observado um duplo dupleto em 6y 4,465 e um
simpleto em &y 3,272, atribuidos a hidrogénios ligado a carbono oxigenado, além dos
sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos em 64 1,720, 0,979 e 0,972 (PAVIA et
al., 2010).
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Figura 37 - Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) de Ev-3

VO MmO ® 10D NN 0 © 0 I S ONDW
15 H g O =NB COF-OHAHFTN N OO
2 3 bt e T s B B hNoaoa
; 000w o o 90909 09 0509 ~ ddoo
141 " X 12 —=J 1~ —_— g | St
9
o— 7 o
§ 8
H o & &
HO— OH
13
Y |
y T T T ‘ ‘ ‘ T T T T T
12 11 10 9 8 6 5 4 3 2 1 0
f1 (ppm)

Figura 38 - Expansao do espectro de RMN de H (CDCl3, 500 MHz) de Ev-3 na regido de 6,0
a 3,0 ppm
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Figura 39 - Expansao do espectro de RMN de 'H (CDCl;, 500 MHz) de Ev-3 na regido de 2,2
a 0,8 ppm
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O espectro de correlacao heteronuclear HMQC e suas expansdes (Figuras 40
e 41, pag. 73 e Figura 42, pag. 74) confirmaram a presenca de metila ligada a
carbono olefinico ao mostrar correlagdes entre os deslocamentos em 8y 1,720 e dc
19,2. As demais correlacdes sustentaram a proposta de sesquiterpeno do tipo

cariofilano e encontram-se dispostas na Tabela 8 (pag. 76).

No espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (Figuras 43, pag. 74 e
Figuras 44 e 45, pag. 75) destacaram-se as correlacdes entre os deslocamentos em
On 2,159 e d¢ 29,9 e 23,5, confirmando a existéncia das metilas C-14 e C-15. Os
hidrogénios destas metilas também se correlacionaram com o sinal em d¢c 43,9,
validando a atribuicdo feita para C-1. Os hidrogénios metilénicos em oy 3,272
exibiram correlacdo com o deslocamento quimico em §c 31,98, permitindo sua
atribuicdo para C-7. Também foram observadas correlagdes dos deslocamentos em
on 1,720, 4,465 e 2,159 com o carbono em o¢ 125,0, corroborando com a presenca
de dupla ligacdo entre C-3 e C-4, além de uma importante correlacdo do sinal em dy
1,720 com o deslocamento em &c 138,3 confirmando a ligagéo entre a metila C-12
com o carbono olefinico C-4. As demais correla¢cdes encontram-se compiladas na
Tabela 8 (pag. 76).
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Figura 40 - Espectro HMQC (CDCls, 500 e 125 MHz) de Ev-3
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Figura 41 - Expanséo do espectro HMQC (CDCl3, 500 e 125 MHz) de Ev-3 na regido de 5,5 a
3,0 ppm
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Figura 42 - Expansao do espectro HMQC (CDClIs, 500 e 125 MHz) de Ev-3 na regido de 2,2 a
0,8 ppm
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Figura 43 - Espectro HMBC (CDCl3, 500 e 125 MHz) de Ev-3
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Figura 44 - Expanséo do espectro HMBC (CDCls, 500 e 125 MHz) de Ev-3 na regido de 5,5 a
3,0 ppm
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Figura 45 - Expanséao do espectro HMBC (CDCls, 500 e 125 MHz) de Ev-3 na regido de 2,8 a
0,6 ppm
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Tabela 8 - Dados de RMN de 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) de Ev-3 e correlacdes obtidas
em HMQC e HMBC, registradas em CDClI; (6 em ppm e J em Hz)

' H 2 3
4 11 1 \4 12
10 \\59 7 5'“”/OH
n f 6
HO 1\\3 OH
HMQC HMBC
dc ou @) (3)
C
4 1383 e e e
8 740 e
11 344 e e
CH
1 43,9 2,153 (m) C-2/C-9 C-3/C-8/C-11
C-14/C-15
3 125,0 5,430 (t) C-2 C-5/C-12
5 73,3 4,465 (dd, J = 3,0; 9,0) C-3/C-7/C-12
9 39,2 2,015
CH;,
2 26,7 2,186; 2,051 C-1/C-3 C-4/C-9/C-11
6 29,9 1,781; 1,498 C-5 C-8
7 32,0 1,498 C-6 C-5/C-9
10 33,4 1,639; 1,429 C-9 C-5
13 66,7 3,272 c-8 C-7/C-9
CHs;
12 19,2 1,720 C-4 C-3/C-5
14 29,9 0,972 c-11 C-1/C-10
15 23,5 0,979 C-11 C-1/C-10
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O espectro de correlagdo homonuclear COSY (Figura 46, p. 77) e sua
expansao (Figuras 47, p. 78) confirmaram as atribui¢cdes para os hidrogénios alilicos
(H-2) ao mostrar correlacdes dos deslocamentos quimicos em oy 2,186 e 2,051 com
o hidrogénio olefinico em &y 5,430. Também foi verificada a correla¢éo do hidrogénio
oximetinico (dy 4,46) com o sinal em 6y 1,498, confirmando as atribui¢cdes feitas para
H-6. Além disso, verificou-se a correlagdo entre H-9 (64 2,015) e sinal para
hidrogénio metilénico em &y 1,429, caracteristica para sesquiterpenos do tipo
cariofilano (DURAN-PATRON et al., 2000).

A andlise do espectro de correlagdo homonuclear NOESY (Figura 49, p. 80)
confirmou a estereoquimica da estrutura ao mostrar correlagdes dos hidrogénios
oximetilénicos (64 3,27) com as metilas das posi¢cdes 12 e 14 (64 0,959 e 1,750,
respectivamente), além do hidrogénio H-1 (84 2,153) com a metila da posicdo 15 (Jy
0,979) (COLLADO et al., 1998).

Figura 46 - Espectro COSY (CDClz;, 500 MHz) de Ev-3
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Figura 47 - Expansao do espectro COSY (CDCl;, 500 MHz) de Ev-3 na regido de 6,0 a 1,0
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Figura 48 - Expanséo do espectro NOESY (CDCl3, 500 MHz) de Ev-3
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ApoOs total andlise espectroscopica, foi possivel evidenciar o efeito protetor
exercido pelas hidroxilas inseridas em C-8 e C-13, justificando os deslocamentos

guimicos observados para C-1 e C-9, respectivamente.

Diante do exposto, a analise comparativa dos espectros obtidos com a
literatura (Tabela 9, p. 80) permitiu identificar Ev-3 como sendo um novo

sesquiterpeno, o 5a-hidroximetil-cariofil-3(4)-en-84-5a-diol.

Figura 49 - Estrutura quimica do linariofileno
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Tabela 9 - Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN de 'H e °C (CDCl;,
500 e 125 MHz) de Ev-3 e comparacdo com os dados de RMN de 'He BC (CDCl; 400 e 100 MHz)
da literatura (COLLADO et al., 1998), com 6 em ppm e J em Hz

P Ho " Ho
T4 e i ! \4 12 14101 i ! \4 12
10 \\:_9 7 5"”’/OH 10 \5.9 7 E""”OH
R S\ ¢ n S\ ¢
HO 1\\3 OH 135 OCH,
Ev-3 8B-metoxi-5a-hidroxicariofil-3(4)-eno
dc on dc On
C
4 T < S — 2 —
8 740 - o e
11 344 - 340 -
CH
1 43,9 2,153 (m) 40,4 1,76 (m)
3 125,0 5,430 (t) 126,6 5,40 (dd, J = 3,0; 9,0)
5 73,3 4,465 (dd, J = 3,0; 9,0) 74,3 4,32 (d, J =7,5)
9 39,2 2,015 40,4 2,30 (ddd, J =9,9; 9,3)
CH,
2 26,7 2,186; 2,051 26,3 2,15 (m); 2,03 (m)
6 29,9 1,781; 1,498 34,9 1,90 (m)
; 32.0 1498 20,7 1,33 (ddd, \11,;73&2); 5,7; 15,1)
10 334 1,639; 1,429 * 1,56 (d, J=9,3)
13 66,7 3,272 30,3 0,98 (s)
CH3
12 19,2 1,720 19,2 1,78 (s)
14 29,9 0,972 19,6 1,02 (s)
15 23,5 0,979 23,9 1,11 (s)

* valor ndo mencionado pelo autor

Cinthia Silveira Queiroga



Estudo Fitoquimico de Evolvulus linarioides Meisn. (Convolvulaceae) 81

CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, conclui-se que o presente trabalho
cumpriu seu objetivo principal de ampliar o conhecimento quimiotaxonémico da
familia Convolvulaceae e do género Evolvulus através do estudo fitoquimico das

partes aéreas de Evolvulus linarioides Meisn.

Através de métodos cromatogréaficos usuais e técnicas espectroscopicas no
Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *3C uni e bidimensional e
de Espectrometria de Massas, foi possivel isolar e identificar duas cromonas, o

cnidimol ¢ e o cnidimol ¢ glicosilado, além de um sesquiterpeno, o linariofileno.

Todas as substancias apresentadas estdo sendo isoladas pela primeira vez
na familia Convolvulaceae, apesar de ja existirem relatos de compostos das
mesmas classes quimicas para esta familia. Apds levantamento bibliografico nos
principais bancos de dados, constatou-se que o cnidimol c glicosilado e o

linariofileno estéo sendo identificados pela primeira vez na literatura.

O isolamento de duas substancias inéditas de E. linarioides destaca a
relevancia da quimica de produtos naturais, especialmente da fitoquimica, como
chave para a descoberta de novas moléculas, as quais muitas vezes exercem
atividades biolégicas, podendo chegar a prototipos de farmacos. Além disso,
demonstra nitidamente a importancia das atividades de isolamento e elucidagcéao de

metabdlitos secundarios de espécies vegetais.

Diante disso, os resultados foram considerados satisfatérios, cabendo agora
tomar providéncias para a realizacdo dos ensaios farmacolégicos a fim de se

evidenciar possiveis atividades bioldgicas para as substancias obtidas.
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