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RESUMO

Ribeiro, Tereza Auxiliadora Nascimento. Estudo fitoquimico de Zanthoxylum rigidum
Humb. Bonpl. ex Willd (Rutaceae), das raizes de Luxemburgia nolilis Eichl (Ochnaceae)
e Atividades Biolégicas. Tese (Doutorado em Ciéncias, Quimica Organica). PPGQO,
Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica-RJ, Brasil. 2012. 193p.

Este trabalho descreve os isolamento e determinagdo estrutural de metabdlitos especiais de
Zanthoxylum rigidum (Rutaceae) (frutos, galhos, folhas e raizes), coletada no Pantanal mato-
grossense, e raizes de Luxemburgia nobilis (Ochnaceae), coletada em Ouro Preto-MG. O
fracionamento cromatografico e andlise das fracdes dos extratos de Z. rigidum conduziu ao
isolamento de mistura de hidrocarbonetos e mistura de ésteres graxos, [-sitosterol,
estigmasterol, campesterol, 3-O-B-D-glicopiranosil sitosterol, arbutina, dimetilmatairesinol,
37, 4”-dimetoxibenzil-3’, 4’, 5’-trimetoxibenzilbutirolactona, frans e cis-metilpluviatolideo,
kaerofilina, frans e cis-4-hidroxicinamato de metila, 4-hidroxibenzoato de metila, 4-
hidroxifenilacetato de  metila, isoquercetina, hesperidina, = N-metilatanina, 6-
acetonildiidroqueleritrina, 2a, 33, 24-triidroxiolean-12-en-28-6ico e um novo ciclopepetideo,
ciclo(—Phe—Gly—Alal—Leu—Alaz—), denominado ciclozanthoxylano A. De L. nobilis isolaram-se
[B-sitosterol, estigmasterol, campesterol, [B-sitostenona, 3-O-B-D-glicopiranosil sitosterol,
lophirona B, lophirona K e 27,3”-diidroochnaflavona. Na determinagdo estrutural foram
utilizadas técnicas de RMN de 'H e "C (1D e 2D), espectrometria de massas de alta
resolucdo, CG-EM, IV, e dicroismo circular na defini¢do da configuracdo absoluta da
lophirona B. A configuragdo absoluta dos amino acidos constituintes no ciclopeptideo foi
definida através da adaptacdo do método de Marfey, uso do reagente L-FDAA (Na-(2,4-
dinitro-5-fluorfenil)-L-alaninamida) e anédlise com CLAE. Além do estudo espectroscopico
da interagdo entre o biflavonoide lophirona B e a albumina sérica bovina, realizaram-se testes
bioloégicos como antialimentar de triatomineos com  N-metilatanina e  6-
acetonildiidroqueleritrina; tripanocida com 2”,3”-diidroochnaflavona e seu derivado
metilado; inseticida em Chrysomya putoria com a lophirona K; antiviral frente Herpes
simplex tipo I e II e adenovirus 19 do alcaléide N-metilatanina, 2”, 3”-diidroochnaflavona e
seu derivado metilado.

Palavras-chave: Zanthoxylum rigidum, ciclozanthoxylano A, Luxemburgia nobilis,
biflavonoides.
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ABSTRACT

Ribeiro, Tereza Auxiliadora Nascimento. Phytochemical study of Zanthoxylum rigidum
Humb. Bonpl. ex Willd (Rutaceae), and roots of Luxemburgia nolilis Eichl (Ochnaceae),
and Biological Activities. Tese (Doutorado em Ciéncias, Quimica Organica). PPGQO,
Instituto de Ciencias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica-RJ, Brasil. 2012. 201p.

This work describes the isolation and structural determination of special metabolites isolated
from Zanthoxylum rigidum (Rutaceae) (fruits, branches, leaves and roots), collected in the
Pantanal mato-grossense, and roots of Luxemburgia nobilis (Ochnaceae), collected in Ouro
Preto-MG. From Zanthoxylum rigidum were obtained a mixture of hydrocarbons and mixture
of fatty ester, [B-sitosterol, stigmasterol, campesterol, 3-O-B-D- glucopyranosy] sitosterol,
arbutin, dimethylmatairesinol, 3",4"-dimethoxybenzyl-3 ', 4 , 5 -
trimethoxybenzylbutyrolactone, trans and cis-methylpluviatolide, kaerophyllin, methyl (£)-4-
hydroxycinnamate, methyl (Z)-4-hydroxycinnamate, methyl 4-hydroxybenzoate, methyl 4-
hydroxyphenylacetate, isoquercetin, hesperidin, N-methylatanine, the alkaloid 6-
acetonyldihydrochelerythrine, 2a,3[3,24-trihydroxy-olean-12-en-28-oic acid, and a new
cyclopeptide, cyclo(—Phe—Gly—Alal—Leu—Alaz—), named cyclozanthoxylane A. From the
Luxemburgia nobilis were isolated B-sitosterol, stigmasterol, campesterol, B-sitostenone, 3-O-
B-D-glucopyranosyl sitosterol, lophirone B, lophirone K and 2",3"-dihydroochnaflavone. The
structural determination was based on the 1D and 2D 'H and "°C NMR, high-resolution mass
spectroscopy, GC-MS, IR, circular dichroism, used to define the absolute configuration of the
lophirone B. The absolute configurations of the amino acids present in the cyclozanthoxylane
A were determined by the adapted Marfey method (using the L-FDAA (No+(2,4-dinitro-5-
fluorophenyl)-L-alaninamide) reagent and HPLC analysis. Besides the spectroscopic study of
the interaction between the biflavonoide lophirona B and the bovine seric albumine, some
biological activity were evaluated, such as antifeedant of Triatomines with N-methylatanine,
6-acetonyldihydrochelerythrine, tripanocidal with 2 ", 3"-dihydroochnaflavone and its methyl
derivative, insecticide in Chrysomya putoria with lophirone K, antiviral against Herpes
simplex type I and II and adenovirus 19 with N-methylatanine, 2 ", 3"-dihydroochnaflavone
and its methyl derivative.

Palavras-chave: Zanthoxylum rigidum, cyclozanthoxylane A, Luxemburgia nobilis,
biflavonoids.
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1- INTRODUCAO

O estudo dos constituintes quimicos produzidos pelo metabolismo especial dos
organismos vivos continua proporcionando a descoberta de diversas substancias organicas.
Além da caracterizacdo quimica da fonte natural devem-se descobrir propriedades destes
compostos, mesmo os ja registrados na literatura. Estas propriedades poderdo responder a
muitas questdes que relacionadas ao entendimento da biossintese e a determinadas ambigdes
do ser humano. Um exemplo mais freqiiente é a avaliacdo da atividade biol6gica das mesmas
que inclui investigacdes farmacoldgicas, toxicologicas e medicinais, merecendo atencao
especial as substancias isoladas de plantas utilizadas na medicina popular.

As plantas desenvolvem naturalmente, processos vitais de biossintese que sdo
responsaveis pela formagdo, acimulo e degradacdao de inimeras substancias orginicas no
interior das células que formam seus tecidos. Na quimica de produtos naturais, uma das
principais aplicagdes € direcionada para a descoberta de novas substincias medicamentosas,
através do estudo de extratos de plantas ou por meio da sintese de substancias andlogas que
possam ser, em ambos 0s casos, produzidos em escala industrial (MATOS, 2007).

A ciéncia vem analisando e estudando os efeitos terapéuticos das plantas, comparando
e classificando as diversas propriedades para agrupar as plantas de efeitos similares,
identificarem os principios ativos, determinar suas estruturas quimicas, para sintetizar ou
produzir derivados semi-sintéticos, propor modificacdes estruturais em busca de uma maior
atividade e/ou reduzir sua toxicidade (LOCK DE UGAZ, 1994).

Os metabdlitos especiais também podem ser utilizados como marcadores para
classificac@o (sistemdtica quimica, aliando-se a morfolégica), para investigacdo de processos
evolutivos (evolucdo quimica) e para compreensdo da convivéncia no sistema ambiental
(ecologia quimica) dos organismos vivos (BRAZ-FILHO, 2007).

Do ponto de vista quimiossitemdtico, a diversidade de produtos naturais estd ligada a
evolucdo das plantas e por este motivo as Angiospermas sdo detentoras de enorme variedade
de metabdlitos especiais com atividade biol6gica (GOTTLIEB, 1987).

Entre os diferentes critérios de selecdo a quimiotaxonomia pode conduzir a
informacdes importantes. Algumas classes de substincias sdo caracteristicas de uma
determinada familia botanica ou de um género. O conhecimento das propriedades de
determinado produto natural pode responder a questdes relacionadas a uma fonte natural.
Pode ser uma doenca, um efeito alelopético, e inclusive uma propriedade bioldgica detectada.
Por isso, mesmo o isolamento e identificacdo de constituintes conhecidos, de material ndo
estudado, deve ser considerado relevante para diversas dreas do conhecimento. Se um produto
natural apresenta atividade terapéutica interessante, serd possivel encontrar substincias
andlogas em uma espécie do mesmo género ou da mesma familia (HOSTETTMANN et al.,
2003).

Sob estes pontos de vista escolheram-se as espécies Z. rigidum (Rutaceae) e L. nobilis
(Ochnaceae) para serem estudadas. O capitulo 3 deste trabalho relata algumas propriedades de
espécies destas familias revelando a importancia das estruturas nas mesmas. A familia
Rutaceae é reconhecidamente uma das mais ricas em relacdo a de classes de metabdlitos
especiais (3.1), e a familia Ochnaceae tem como caracteristica principal a bioproduciao de
flavonoides e biflavonoides (3.2).



2- OBJETIVOS

Isolar e identificar metabdlitos especiais de e Zanthoxylum rigidum (frutos, galhos,
folhas e raizes) e Luxemburgia nobilis (raizes);

Avaliar as atividades bioldgicas de substancias isoladas das espécies em estudo;

Preparar derivados dos metabdlitos isolados para auxiliar na elucidacdo estrutural e
submeter a ensaios bioldgicos.



3- REVISAO DE LITERATURA

3.1- Algumas consideracoes sobre a familia Rutaceae e o género Zanthoxylum

A familia Rutaceae é composta de aproximadamente 155 géneros e 1600 espécies amplamente
distribuidas nas regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo. No Brasil, a familia esta
representada por cerca de 29 géneros e 250 espécies (NEGI et al. 2011; BARROSO et al., 1984).
Dentre os géneros mais destacados na literatura tem-se Ruta, Dictamus, Borania, Pilocarpus, Aegle,
Citrus, Helietta, Esenbeckia e Zanthoxylum (WEBER 2005).

O género Zanthoxylum € formado por arbustos e drvores que tem muita importincia
etnobotanica e é usado como fonte de matéria-prima farmacéutica e cosmética. Vdrias espécies sao
utilizadas como carminativo, anti-helmintico, para tratamento de dor de dente e estdbmago, tosse, febre,
reumatismo e dispepsia (SINGH & SINGH, 2011).

A presenca de alcaloides e 6leo essencial em espécies de Zanthoxylum é uma das
explicacbes para que as mesmas possuam vdrios tipos de atividades bioldgicas como
larvicida, anti-inflamatéria, analgésica, antinociceptiva, antioxidante, antibidtica,
hepatoprotetora, antiplasmddica, citotoxica, antiviral e antifingica. (NEGI et al., 2011).

Quimicamente este gé€nero € caracterizado pela presenca de alcaloides, cumarinas,
lignanas, flavonoides e terpenos (MOCCELINI ez al. 2009). Na Tabela 1 (p. 4) sdo listados
alguns exemplos de constituintes das classes de metabdlitos citados acima, bem como
atividade revelada pelos mesmos. Outra classe de metabdlito que tem sido detectada em
Rutaceae € a de ciclopeptideos, e por serem considerados uma classe peculiar de metabdlitos,
resolvemos destaca-los no item 3.1.1 (p. 7).

A escolha da espécie Zanthoxylum rigidum para estudo foi motivada pela escassez de
trabalhos com a mesma (hd apenas um na literatura, MOCCELINI et al. 2009) e pela
diversidade de metabdlitos especiais ja relatados no género, muitos dos quais com atividade
bioldgica comprovada (Tabela 1, p. 4; Figura 1, p. 5).

Tabela 1: Constituintes de Zanthoxylum e atividades bioldgicas

Substancia*/Classe Atividade Ref.
Atanina (I) Anti-helmintica PARRETE & WITHFIELD,
(alcaloide quinolinico) 1995
Pteleina (II) Antitumoral MICHAEL 2008

(alcaloide quinolinico)

Esquimianina (III) Leishmanicida DOS SANTOS et al., 2011

(alcaloide quinolinico)

Platidesmina (IV) Antiviral MICHAEL 2008

(alcaloide quinolinico)

Flindersine (V) Antiftingica MICHAEL 2008

(alcaloide quinolinico)

*Figura 1



Tabela 1: Constituintes de Zanthoxylum e atividades bioldgicas (cont.)

Nitidina (VI) Antileucémica LEWIS, 1983
(alcaloide benzofenantridinico)
Fagaronina (VII) Antileucémica LEWIS, 1983
(alcaloide benzofenantridinico)
Queleritrina (VIII) Antibacteriana, antifingica WEBER., 2005

(alcaloide benzofenantridinico)

6-acetonildiidroavicina (IX)
(alcaloide benzofenantridinico)

Antibacteriana, antifingica

NISSANKA et al., 2001

6-acetonildiidronitidina (X)
(alcaloide benzofenantridinico)

Antibacteriana, antiflingica

AJITH et al., 2001

Cubebina(XI) Anti-inflamatoria BASTOS et al., 2001
(lignana)
trans-metilpluviatolido(XII) Tripanocida DA SILVA et al., 2008
(lignana)
Arctigenina(XIII) Antiviral SCHRODER et al., 1990
(lignana)
Traquelogenina(XIV) Antiviral SCHRODER et al., 1990
(lignana)
Quercetina(XV) Anti-inflamatoria XIONG et al., 1995
(flavonoide)
Rutina(XVI) Antioxidante e anti-inflamatdria GUARDIA et al., 2001;
(flavonoide) XIONG et al., 1995
3,5-diacetiltambulina (XVII) Antibacteriana SINGH & SINGH, 2011
(flavonoide)
Hesperidina(XVIII) Antibacteriana; anti-inflamatdria ALAPONT et al., 2000;
(flavonoide) GALATI et al., 1994
Psoraleno (XIX) Inibi¢do de germinacdo, fototoxica GRAY, 1978
(cumarina)
Bergapteno(XX) Anti-inflamatéria SINGH & SINGH, 2011
(cumarina)
Xantotoxina(XXI) Inibi¢do de germinacdo, fototxica GRAY, 1978
(cumarina)
Aurapteno(XXII) Inibidor de agregacdo plaquetdria, CHEN et al., 1995;
(cumarina) ciotoxica TANAKA et al., 2000
[-sitosterol(XXIII) Gastroprotetora NAVARRETE et al., 2002
(terpeno)
Lupeol (XXIV) Citotéxica, anti-inflamatéria GALLO & SARACHINE,
(terpeno) 2009
Lupenona (XXV) Antiviral AKIHISA et al., 2001
(terpeno)
Friedelina(XXVI) Anti-inflamatoria GEISSBERG et al., 1991
(terpeno)
Linalol(XXVII) Antifingica; anti-inflamatéria SINGH & SINGH, 2011
(terpeno)

*Figura 1
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3.1.1- Ciclopeptideos

Ciclopeptideos constituem um grupo bioativo especial de peptideos cujos anéis foram
gerados a partir de peptideos aciclicos, com formagdo de uma amida, éster, elo com dissulfeto
ou uma nova liga¢do carbono-carbono, carbono-nitrogénio, nitrogénio-oxigénio ou carbono-
enxofre (POMILIO et al., 2006).

Este tipo de peptideos tem sido encontrado principalmente em plantas das seguintes
familias: Annonaceae, Caryophyllaceae, Linaceae, Rhamnaceae, Rubiaceae, e também em
Araliaceae, Asteraceae, FEuphorbiaceae, Fabaceae, Labiatae, Olacaceae, Rutaceae,
Schizandraceae, Solanaceae e Violaceae (POMILIO et al., 2006). Embora os estudos sobre
funcdes e propriedades farmacoldgicas de peptideos de origem animal e microbiana sejam
expressivos, os peptideos de origem vegetal ainda sdo pouco estudados. No Brasil, os
primeiros trabalhos com peptideos ciclicos de origem vegetal comecaram a ser desenvolvidos
recentemente (PICCHI ez al., 2009).

Peptideos com cadeias lineares exibem caracteristicas fisico-quimicas muito distintas
quando comparados com os seus andlogos ciclizados. A ciclizacdo elimina as extremidades
N- e C- terminal, que atuam como pontos de reconhecimento para ataque de enzimas
proteoliticas, restringe a rotacdo das ligacdoes e retém a conformagdo dessas moléculas,
aumentando a afinidade e seletividade aos seus receptores (MORITA & TAKEYA, 2010).
Geralmente estes compostos possuem atividade citotéxica, inseticida, antimaldrica, sedativa,
nematicida, antimicrobiana, imunossupressora e inibicao enzimética (Tabela 2, p. 8; Figura 2,
p- 8) (POMILIO et al., 2006).

Os procedimentos de isolamento dos peptideos vegetais sdo muito diferentes dos
empregados para outras matrizes biolégicas, pois a biomassa vegetal € complexa, composta
por muitas outras classes de substancias (pigmentos, agicares, gorduras, taninos etc).

Picchi e colaboradores (2009) classificam os peptideos ciclicos, formados por
ciclizacdo “cabega-cauda” em ciclotideos e euciclopeptideos (2-12 4cidos aminados). Dados
sobre as rotas biossintéticas dos produtos naturais tornam a classificagdo mais proxima da
organizacao natural. Entretanto, poucas informagdes sobre a biossintese da maior parte desses
peptideos de origem vegetal estdo descritos na literatura (PICCHI et al., 2009).

Os ciclopeptideos podem ser formados por L-a-dcidos aminados e também pelo
isdmero D e dcidos aminados nao-protéicos (POMILIO et al., 2006). Aparentemente, 0s
euciclopeptideos encerram em sua estrutura apenas o-acidos aminados, os quais podem sofrer
modificagdes (metilacdo, hidroxilagdo e epimerizacdo) ao longo da via biossintética. No
entanto, o completo desconhecimento da biossintese desses compostos € um complicador para
as tentativas de classificacdo dos peptideos ciclicos vegetais e também para estudos de
manipulacdo genética (PICCHI ez al., 2009).

Algumas das caracteristicas quimicas dos euciclopeptideos, como tamanho da cadeia
peptidica, residuos modificados e sua distribuicdo nas familias vegetais, indicam que a sua
sintese segue o esquema nao-ribossomal, ou seja, ocorre via um complexo multienzimatico
com dominios distintos para cada residuo da cadeia peptidica a ser formada (PICCHI et al.,
2009).



Tabela 2. Exemplos de ciclopeptideos bioativos de plantas

Ciclopeptideo* Espécie (Familia) Atividade Ref.
Mabhafaciclina A Jatropha mahafalensis Antimaldrica BARAGUEY et al.,
(XXVIII) (Euphorbiaceae) 2000
Integerrimida A Jatropha integerrima Antitumoral MONGKOLVISUT et
(XXIX) (Euphorbiaceae) al, 2006
Glaucaciclopeptideo A Annona glauca Citotoxica WELE et al., 2005
(XXX) (Annonaceae)

Cicloesquamosina B Annona squamosa Vosorelaxante MORITA &
(XXXI) (Annonaceae) TAKEYA, 2010
Astina A Aster tartaricus Antitumoral MORITA &
(XXXII) (Asteraceae) TAKEYA, 2010
Astina B Aster tartaricus Antitumoral MORITA &

(XXXIII) (Asteraceae) TAKEYA, 2010
Segetalina G Vaccaria segetalis Vasorelaxante MORITA &
(XXXIV) (Caryophyllaceae) TAKEYA, 2010
Diantina A Dianthus superbus Citotoxica PICCHI et al., 2009
(XXXYV) (Caryophyllaceae)
Ciclolinopeptideo A Linum usitatissimum Imunossupres- MORITA &
(XXXVI) (Linaceae) sora TAKEYA, 2010
Ciclolinopeptideo B Linum usitatissimum Imunossupres- MORITA &
(XXXVID) (Linaceae) sora TAKEYA, 2010
Ciclonatsudamina Citrus natsudaidai Vasodilatadora MORITA &
(XXXVIII) (Rutaceae) TAKEYA, 2010
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3.1.2- Ciclopeptideos de Rutaceae

Na familia Rutaceae os ciclopeptideos estdo relatados apenas nos géneros Citrus,
Evodia, Clausena e Zanthoxylum (descrito neste trabalho). De vérias espécies de Citrus
isolaram-se cliclonatsudamina (XXXVIII) e citrusinas I a X (XXXIX-XLVIII) (MORITA et
al., 2010); de Evodia xanthoxyloide, evolidina (XLIX) (EGGLESTON et al., 1991); de
Clausena anisum-olens clausenaina I (L) (WANG et al.,2005) e clausenaina B (LI) (WANG
et al.,2009); de Zanthoxylum rigidum um novo ciclopeptideo denominado ciclozanthoxylano
A (LII), isolado das folhas desta espécie e relatado neste trabalho (Figura 3, p. 10; item 4.2.4,
p- 21; item 5.2.8, p. 91) (RIBEIRO et al., 2012).
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Figura 3. Estruturas de ciclopeptideos de Rutaceae

10



Asp
CO,H
Ow-NH O
HN o

XLVII

XLIX

H LI

Phe Phe

Figura 3. Estruturas de ciclopeptideos de Rutaceae (cont.)

Irp

Leu

11



3.2- Consideracoes sobre a familia Ochnaceae e o género Luxemburgia

A familia Ochnaceae € constituida por cerca de 40 géneros e 600 espécies de arvores
ou arbustos, distribuidas por zonas tropiciais e subtropicias no mundo (HEYWOOD, 1978). A
mesma tem espécies que sdo utilizadas como medicinais em varios paises africanos no
tratamento de infeccdes respiratdrias, dor de cabeca, disenteria, desordens gastricas e tlceras
(PEGNYEMB et al., 2005; BANDI et al., 2012).

Estudos quimicos demonstram que espécies desta familia sdo capazes de biossintetizar
flavonoides e biflavonoides, sendo os géneros Ochna, Lophira, Luxemburgia e Ouratea os
mais estudados. A frequéncia e a diversidade estrutural dos biflavonoides em espécies desses
géneros permitem que sejam utilizados como marcadores taxondmicos. Luxemburgia é
proximo aos géneros Ochna e Lophira, os quais metabolizam com freqiiéncia os dimeros de
chalconas, enquanto que Ouratea tem tendéncia em metabolizar os dimeros de flavonas
(SUZART et al., 2007a).

O género Luxemburgia é exclusivamente brasileiro e constituido por 18 espécies
(FERES, 2001), e apenas as espécies L. nobilis e L. octandra apresentam algum tipo de
estudo quimico ou biolégico descrito na literatura. Na Tabela 3 (p. 13) sdo mostradas as
substancias isoladas e as referéncias relacionadas as estruturas quimicas destas espécies
(Figura 4, p. 15).

Com relacdo as atividades bioldgicas, ha também escassez de dados sobre o género e
apenas algumas foram testadas. Os extratos AcOEt e EtOH das folhas de L. octandra foram
avaliados o seu potencial anti-helmintico em camundongos infectados com Aspiculures
tetraptera e Vampirolepis nana. Ambos apresentaram aumento na eliminacdo de cestoide de
34,4 e 38,5%, respectivamente, sobre V. nana, mas o efeito ndo foi observado sobre A.
tetraptera. (CUNHA E SILVA et al., 2005). O biflavonoide 2”7, 3”-diidroochnaflavona
(LXXIV) exibiu citotoxicidade contra carcinoma de Erlich, células de leucemia humana
K562 e inibicdo das DNA topoisomerases I e II-a. Os derivados metilado e acetilado deste
biflavonoide também mostraram atividade frente as DNA topoisomerases (OLIVEIRA et al.,
2005). Outro biflavonoide, a luchenchalcona (L XXX), revelou atividade citotéxica em células
cancerigenas de célon, rins, mama, ovario e pulmao (DANIEL er al., 2007). Flavonoides
isolados de flores de L. octandra (LXXIV, LXXXI- LXXXIV) foram avaliados frente a
atividade anti-inflamatéria de edema de orelha em ratos. Os flavonoides LXXXI e LXXXII
mostraram boa atividade com inibi¢ao de 59,8 e 55,6 %, respectivamente (DA SILVA et al.,
2011).

Dando continuidade aos estudos com a espécie L. nobilis, foram coletadas as raizes e
folhas da mesma para este trabalho.
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Tabela 3: Constituintes quimicos isolados de L. nobilis e L. octandra

Espécie Substancia Parte Ref.
Acido hexadecanoico (LIII) galhos DE CARVALHO et al. 2000
Acido eicosanoico (LIV) folhas DE OLIVEIRA et al. 2002
Acido tetraeicosanoico (LV) galhos/ DE CARVALHO et al. 2000;
folhas DE OLIVEIRA ef al. 2002
Acido hexaeicosanoico (LVI) galhos DE CARVALHO et al. 2000
Acido linoléico (LVII) galhos DE CARVALHO et al. 2000
14-metilpentadecanoato  de  metila | galhos DE CARVALHO et al. 2000
(LVIII)
2,3-dihexadecanoil-1-cis, cis-8, 11- | galhos DE CARVALHO et al. 2000
eicosadienoil glicerol (LIX)
2,3-dihexadecanoil-1-cis, cis-6, 9- | galhos DE CARVALHO et al. 2000
octadecadienoil glicerol (LX)
L. nobilis |_
Oxido de 13-epimonoila (LXI) galhos DE CARVALHO et al. 2000
Atranorina (LXII) galhos DE CARVALHO et al. 2000
[B-sitosterol (LXIII) galhos/ DE CARVALHO et al. 2000;
folhas/ DE OLIVEIRA et al. 2002;
raizes* RIBEIRO et al. 2010
Estigmasterol (LXIV) galho/ DE CARVALHO et al. 2000;
raizes* RIBEIRO et al. 2010
Campesterol (LXV) raizes* RIBEIRO et al. 2010
B-sitostenona (LXVI) raizes* RIBEIRO et al. 2010
Acido betulinico (LXVII) galhos DE CARVALHO et al. 2000
3-0-B-D-glicopiranosil sitosterol | galhos/ DE OLIVEIRA et al. 2002
(LXVII) raizes* RIBEIRO et al. 2010
Friedelina (LXIX) folhas DE OLIVEIRA et al. 2002
Friedelinol (LXX) folhas DE OLIVEIRA et al. 2002
Lupeol (LXXTI) galhos DE OLIVEIRA et al. 2002
o-amirina (LXXII) galhos DE OLIVEIRA et al. 2002
B-amirina (LXXIIT) galhos DE OLIVEIRA et al. 2002

*obtido neste trabalho
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Tabela 3: Constituintes quimicos isolados de L. nobilis e L. octandra.(cont.)

Espécie Substancia Parte Ref.
2”,3”-diidroochnaflavona (LXXIV) folhas DE OLIVEIRA et al. 2002
Amentoflavona (LXXYV) folhas DE OLIVEIRA et al. 2002

L. nobilis Robustaflavona (LXXVI) folhas DE OLIVEIRA et al. 2002
Epicatequina (LXXVII) galhos DE OLIVEIRA et al. 2002
Isoliquiritigenina (LXXVIII) galhos DE OLIVEIRA et al. 2002
3’-hidroxiisoliquiritigenina (LXXIX) galhos DE OLIVEIRA et al. 2002
Rutina (LXXX) galhos DE OLIVEIRA et al. 2002
Lophirona B (LXXXI) raizes* RIBEIRO et al. 2010
Lophirona K (LXXXII) raizes* MENDONCA et al. 2011
B-sitosterol (LXIV) galhos DE CARVALHO et al. 2004
Estigmasterol (LXYV) galhos DE CARVALHO et al. 2004
Lupeol (LXXI) galhos DE CARVALHO et al. 2004
Acido betulinico (LXVII) galhos DE CARVALHO et al. 2004

L octandra 2”,3”-diidroochnaflavona (LXXIV) folhas/ DE CARVALHO et al. 2004;

flores DA SILVA et al. 2011
Isoliquiritigenin (LXXVIII) folhas DE CARVALHO et al. 2004
3’-hidroxyisoliquiritigenina (LXXIX) folhas DE CARVALHO et al. 2004
Luxenchalcona (LXXXIII) galhos DE CARVALHO et al. 2004
Orientina (LXXXIV) flores DA SILVA et al. 2011
7-O-metilorientina (LXXXYV) flores DA SILVA et al. 2011
2”-0-glucosideo orientina (LXXXVTI) flores DA SILVA et al. 2011
Catequina (LXXXVII) flores DA SILVA et al. 2011

*obtido neste trabalho
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4- EXPERIMENTAL

4.1. Reagentes e equipamentos

As andlises em cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas
em cromatofolhas de aluminio 20x20 cm com gel de silica 60 F254, da Merck ou Whatman.
As substancias foram visualizadas através de irradiagdo com lampada ultravioleta com
comprimento de onda de 254 nm e/ou reveladas com os seguintes reagentes Cromogenicos:
vanilina sulftrica; vapores de iodo; reagente de Dragendorff (para alcal6ides), solucdo de
AICI13-EtOH 1% (para compostos fendlicos);

Para reacdo de determinagdo da configuracdo absoluta foram utilizados reagente de
Marfey, D-alanina, D-leucina e D-fenilalanina da Sigma-Aldrich, e glicina, L-alanina, L-
leucina e L-fenilalanina da Vetec.

Para cromatografia em coluna foi usada como fase estaciondria gel de silica 70-230
mesh, e para cromatografia em coluna rapida (flash) foi usada gel de silica 230-400 mesh,
ambas das marcas Vetec e Silicycle. A cromatografia radial preparativa (Chromatotron®) foi
realizada empregando-se gel de silica 60 PF 254, da Merck, com espessura de 1 mm.

Os solventes e reagentes utilizados foram de grau P.A. das marcas Vetec e Isofar.

Os pontos de fusdao foram determinados em aparelho Mel-Temp II do Laboratory
devices U.S.A., utilizando capilar, sem corre¢dao dos valores.

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrofotdmetro FT-IR modelo
VERTEX 70 da Bruker em pastilhas de KBr.

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e carbono-13
(RMN 13 C), incluindo experimentos em 2D, foram obtidos em espectrometro Bruker Avance
I1-400 (400 MHz para 'H e 100 MHz para "°C) e Bruker Avance II-500 (500 MHz para 'H e
125 MHz para 13C). Os solventes utilizados foram cloroférmio deuterado (CDCls), metanol
deuterado (D3;COD) e dimetilsuféxido deuterado (DMSO-ds), acetona deuterada
(D3;CCOCD3) e como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) ou residuo do solvente
utilizado. Os deslocamentos quimicos (8) sdo indicados em ppm e as constantes de
acoplamentos (/) em Hertz (Hz).

As andlises por CLAE foram realizadas em equipamento Shimadzu Prominence LC-
20AT, equipado com detector de conjunto fotodiodos (DAD), coluna C-18 (4.6 x 250 mm,
5um; Thermo); UV data (A em nm); tg em minuto (min.).

Os espectros de massas foram registrados em um cromatdgrafo com fase gasosa,
acoplado a um espectrometro de massas com ionizac¢do por impacto de elétrons (70 eV) das
marcas Varian, modelo Saturn 2000 e Shimadzu QP2010 Plus. Os espectros de dicroismo
circular (DC) foram obtidos em espectropolarimetro J-815 Circular Dichroism da JASCO.

As analises em CL-EM-IES foram realizadas na UFC, no Laboratério de
Espectrometria de Massa do Nordeste (LEMANOR) em aparelho Shimadzu CL-EM-TDV
equipado com fonte de ionizacdo de elétron-spray e no equipamento da USP de Ribeirao
Preto, no Nicleo de Pesquisas em Produtos Naturais e Sintéticos em aparelho Bruker
Daltonics.

17



4.2- Material vegetal de Zanthoxylum rigidum

As folhas, caules, frutos de Zanthoxylum rigidum (Figura 5, p. 21) foram coletadas na
Fazenda Nossa Senhora de Fatima, localizada na estrada Poconé-Porto Cercado, km 8,
municipio de Poconé/MT, no dia 11/06/2008. A ratificacdo taxondmica foi realizada pela Dra.
Rosilene Rodrigues Silva, responsavel pelo Herbdrio Central da Universidade Federal do
Mato Grosso, onde estd depositada uma exsicata de n® 38648.

Figura 5. Foto de Zanthoxylum rigidum (fonte: autora)

4.2.1- Preparacio e fracionamento dos extratos brutos de Zanthoxylum rigidum

Apés secagem de todo material botanico, o mesmo foi triturado e submetido
separadamente a extragdo através de maceracdo com solvente. Os solventes das extragdes
foram concentrados em evaporador rotatério a 40°C, sob pressao reduzida, para obtencao dos
extratos.

Os frutos (210 g) foram extraidos com etanol, em maceracdo a frio, obtendo-se o
ZRFRE (13,57 g). As folhas (1300 g) foram extraidas com hexano e posteriormente MeOH,
em aparelho de Soxhlet, obtendo-se respectivamente os extratos ZRFLH (46,59 g) e o
ZRFLM (170,94 g). Os galhos (2700 g) foram extraidos com MeOH, e posteriormente com a
mistura MeOH/H,O (8:2), também em maceracdo a frio, obtendo-se, respectivamente, os
extratos ZRGM (156,80 g) e ZRGMH (98,10 g).
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4.2.2- Fracionamento do extrato ZRFRE (extrato etanolico dos frutos)

O extrato ZRFRE (10,0 g) foi suspenso em 50 mL da mistura EtOH/H,O (7:3) e
submetido a particdo liquido- liquido com os solventes hexano, CHCI; e AcOEt, obtendo-se
as respectivas fracdes: hexano- ZRFREH (2,1 g), CHCl;- ZRFREC (1,6 g), AcOEt-
ZRFREA (0,4 g), além do residuo hidrometandlico- ZRFREResiduo (4,6 g) (Esquema 1, p.
20).

A fracao ZRFREH (1,9 g) foi submetido a fracionamento em CC com gel de silica e
eluida com gradientes de hexano/CHCI; e CHCl3/MeOH, sendo obtidas 148 fracdes de 10
mL.

As fragdes 1-3 (24 mg), obtidas como um ppt branco de aspecto ceroso, reunidas apds
andlises por CCDA, foram identificadas através de CG-EM, como uma mistura de
hidrocarbonetos alifaticos, tendo como componentes majoritdrios o heptacosano (1A),
octacosano (1B), nonacosano (1C), o triacontano (1D) e o hentriacontano (1E). As fracoes 4-
6 (30 mg), também obtidas como um ppt branco de aspecto ceroso, reunidas apds andlises por
CCDA, foram identificadas através de CG-EM, contendo majoritariamente uma mistura dos
ésteres hexadecanoato de octila (1F) e acetato de tetradecanoila(1G), e dos hidrocarbonetos
heptacosano (1A) e nanocosano (1C).

O grupo de fracdes 30-62 (600 mg) foi fracionada em CC com gel de silica e eluida
com hexano/CHCI; (gradiente), CHCI3/AcOEt (gradiente), AcOEt/MeOH (1:1) e MeOH
(100%), sendo recolhidas 127 fragdes de 10 mL. As fragdes 51-60 (90 mg), desta ultima
coluna, foi submetida a cromatografia radial preparativa, sendo utilizado como eluentes
CHCI;, CHCI3/AcOEt (9,5:0,5), (9:1), (8:2). Foram recolhidas 38 fracdes de 10 mL. As
fracdes 16 a 22 (14 mg), reunidas apés CCDA, apresentaram-se como um so6lido branco, o
qual foi submetido a andlises espectroscépicas de IV, RMN de 'H e C (BBD e DEPT) e
determinacao do ponto de fusdo (p.f.) e identificada como a mistura dos esterdides -sitosterol
(2), estigmasterol (3) e campesterol (4).

A fracdo ZRFREC (1,4 g) foi fracionada em CC com gel de silica e eluida em
polaridade crescente com CHCI3/AcOEt e AcOEt/MeOH, obtendo-se 180 fracdes de 15 mL.

As fragoes 127-154 (340 mg) foi novamente fracionada em CC com gel de silica
eluida com CHCls/MeOH em polaridade crescente, obtendo-se 55 fragdes de 10 mL. Na
fracdo 16 (15 mg) houve formacdo de um precipitado branco, que foi lavado com MeOH,
obtendo-se a 3 mg da saponina 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol (5), identificada por anélises
espectroscépicas de IV, RMN de 'H e °C (BBD e DEPT).

A fracdo ZRFREA (340 mg) foi fracionado em CC com gel de silica, eluida em
polaridade crescente com CHCls/MeOH, coletando-se 94 fracdes de 10 mL. As fragdes 5-45
(131 mg) foram novamente fracionadas em CC com gel de silica flash, eluida em polaridade
crescente com CHCI3/AcOEt e AcOEt/MeOH, obtendo-se 41 fragdes de 10 mL.

As fracdes 19-26 (70 mg) foi fracionada em CC com gel de silica flash, eluida em
polaridade crescente com CHCIs/AcOEt, coletando-se 40 fracdes de 10 mL. As fragcdes 17-18
(8 mg) foi filtrada em gel de silica flash com os eluentes CHCl;, CHCls/MeOH (9:1), (8:2),
(7:3) e (1:1), respectivamente, sendo recolhidas 18 fracdes de 8 mL. A fracdo 8, apds a
evaporacao do solvente, resultou em 5 mg de um sélido incolor em forma de agulhas, que
depois de andlises espectroscépicas de RMN de 'H e '>C (BBD e DEPT) e HSQC foi
identificado como a hidroquinona 4-hidroxifenil-B-D-glicopiranosideo, também conhecida
como arbutina (6).
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Z. rigidum
Frutos (210 g)
- Macerag@o a frio com EtOH

ZRFrE
(10,0 g)

- EtOH/ H,0 (7:3)
- Extracdo ¢/ hex, CHCl; e AcOEt

ZRFrEH ZRFrEC ZRFrEA ZRFrEResiduo
(1,92 (L4 g (340 mg) (4,6 2)
-CC
CRP -cc -ccC
1A-1E (24 mg) [ 53mg | [ 6 (5 mg)
1A+1C+1F+1G (30 mg)
2+43+4 (14 mg)

Esquema 1. Procedimento geral de fracionamento dos frutos de Z. rigidum

4.2.3- Fracionamento do ZRGM (extrato metandélicos dos galhos)

O extrato ZRGM (50,0 g) foi solubilizado em 200 mL da solucio de MeOH/AcOH
2%, sendo adicionado mais 200 mL de solu¢do aquosa de AcOH 10%. Essa mistura foi
deixada em repouso na geladeira e depois filtrada a vicuo com uma camada de florisil. Como
houve retencdo de material no florisil, foram passados os solventes hexano, CH,Cl, e MeOH,
cada um recolhido separadamente. O filtrado dcido foi alcalinizado com NH4OH até pH 9 e
deixado em repouso na geladeira por uma noite. O precipitado formado (ZRGMppt) foi
separado por filtracdo. Esta extracdo foi efetuada com objetivo de obten¢do de alcaloides, isto
porque as andlises por CCDA do extrato, quando reveladas com reagente de Dragendorff
apresentaram manchas alaranjadas, indicando a presenca de alcaloides no mesmo.

O ZRGMppt (800 mg) foi fracionado em CC com gel de silica e eluida com
CHCI3/MeOH com aumento gradual de polaridade, da qual foram coletadas 118 fra¢des de 10
mL. As fragdoes 4-19 (183 mg) foram novamente fracionadas em CC com os solventes
DCM/AcOEt (gradiente) e AcOEt/MeOH (9:1) e (7:3), sendo coletadas 36 fra¢des de 15 mL.
As fracoes 17-35 (57 mg) foram submetidas a CCDP no sistema CH,Cl,/AcOEt (9:1) sendo
recolhidas duas faixas denominadas Fx. 2 e Fx. 4 (23 mg). A Fx.2 (3 mg) apds anélises por
RMN 1D e 2D foi identificada como sendo a lignana dimetilmatairesinol (7). A anélise por
CG-EM mostrou, ainda, a presenca de mais uma substdncia com o mesmo padrdo de
fragamentacdo, a qual foi identificada como a lignana 3”, 4”-dimetoxibenzil-3’, 4°, 5’-
trimetoxibenzilbutirolactona (8). A Fx.4 (23 mg) apds andlises por RMN 1D e 2D foi
identificada como sendo a lignana frans-metilpluviatolido (9). A anédlise por CG-EM desta
amostra demonstrou, ainda, a presenca de mais duas lignanas: a cis-metilpluviatolido (10) e a
kaerofilina (11) (Esquema 2, p. 21).
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Z. rigidum
Galhos (2700 g)

- Maceracdo a frio MeOH e MeOH/ H,O/

ZRGM ZRGHM
(1568 g) (98,1¢)

- 50 g em MeOH/ AcOH 2%
- 200 mL de AcOH
- Filtragdo (em florisil)

Filtrado acido

- NH4OH (até pH 9
- geladeira por 24 h
- filtragdo em papel de filtro

PPT (800 mg) Filtrado bdsico

-CC
- CCDP

7+8 9+10+11
(3 mg) (23 mg)

Esquema 2. Procedimento geral de fracionamento dos galhos de Z. rigidum

4.2.4- Fracionamento do extrato ZRFLM (extrato metanolico das folhas)

Uma parte do extrato ZRFLM (100,0 g) foi suspenso em 400 mL da mistura
MeOH/H,;0 (7:3) e submetido a particdo liquido- liquido com os solventes hexano, CHCl; e
AcOEt, obtendo-se as respectivas fracdes: hexano-ZRFLMH (35,8 g), CHCl;-ZRFLMC
(1,7 g), AcOEt- ZRFLMA (3,1 g), além do residuo hidrometandlico-ZRFLMResiduo
(58,1g) (Esquema 3, p. 22).

A fracao ZRFLMC (1,5 g) foi fracionada em CC com gel de silica, eluida com
DCM/AcOEt e AcOEt/MeOH (gradiente), sendo coletadas 68 fracdoes de 50 mL. As fracdes
5-6 (80 mg) foram fracionadas em gel de silica, eluida com DCM/AcOEt (gradiente), sendo
coletadas 24 fragdes de 50 mL. As fracdes 4-8 (30 mg) foram submetidas a CC em gel de
silica, eluida com DCM/MeOH (gradiente), sendo coletadas 27 fracdes de 10 mL. Nas fracdes
13-19 (6 mg), apoés evaporacao do solvente houve formagcdo de um precipitado branco, que
apo6s andlises de RMN 1D, 2D e CG-EM, foi identificado como uma mistura das substancias
(E)-4-hidroxicinamato de metila (12), (Z)-4-hidroxicinamato de metila (13), 4-
hidroxibenzoato de metila (14) e 4-hidroxifenilacetato de metila (15).

A fracdo 11 (5 mg) foi filtrada em CC com gel de silica, com o eluente CHCl;/MeOH
(95:5), coletando-se 10 fragdes de 10 mL. Nas fracdes 7-8 (3 mg), apds evaporacdo do
solvente, obteve-se um sélido levemente esverdeado, que ap6s andlise de RMN 1D, 2D e CG-
EM, foi identificado como uma mistura das lignanas e trans e cis-metilpluviatolido (11+12).

21



As fracoes 44-47 (526 mg) foram fracionadas em gel de silica, eluida com
DCM/MeOH (gradiente), sendo coletadas 50 fracoes de 50 mL. Nas fracdes 9 e 10, apds
evaporacdo do solvente, houve a formacdo de um ppt branco. Essas fracdes foram
solubilizadas em MeOH e o ppt branco obtido (4 mg), apds andlises de RMN 1D, 2D e CL-
EM foi identificado como um novo ciclopeptideo, denominado ciclozanthoxylano A (16).

A fracdo ZRFLMA (1,8 g) foi fracionada em CC com gel de silica, eluida com
CHCI3/AcOEt e AcOEt/MeOH (gradiente), sendo coletadas 168 fragdes de 10 mL.

As fracOes 74-86 (523 mg) foram fracionadas em CC com gel de silica, eluida com
CHCIl3/MeOH (gradiente), sendo coletadas 97 fragdes de 15 mL. As fracdes 59-76 (219 mg),
provenientes desta ultima CC, foram fracionadas também em CC com gel de silica, eluida
com CHCl3/MeOH (gradiente), sendo coletadas 73 fracdes de 10 mL. As fragdes 17-26 (47
mg) foram purificadas em CC com sephadex LH-20 e eluida com MeOH, obtendo-se 4
fracdes de 10 mL. A fracdo 4 (16 mg) resultou em um sélido amarelo, que apds anédlise de
RMN 1D e 2D, foi identificado como o flavonoide isoquercetina (17).

Outra parte do extrato ZRFLM (60,0 g) foi suspenso em 300 mL da mistura
MeOH/H,;0 (7:3) e submetido a particdo liquido- liquido com os solventes hexano, CHCl; e
AcOEt, obtendo-se as respectivas fragdes: hexano-ZRFLMH-2 (15,4 g), CHCl;-ZRFLMC-2
(6,4 g), AcOEt- ZRFLMA-2 (0,9 g), além do residuo hidrometandlico-ZRFLMResiduo-2
(36,1 g).

A fracdo ZRFLMC-2 (6,0 g) foi fracionada em CC com gel de silica, eluida com
DCM/AcOEt e AcOEt/MeOH (gradiente), sendo coletadas 78 fracdes de 75 mL. As fracdes
49-54 (1,7 g) foram fracionadas em gel de silica, eluida com DCM/AcOEt (gradiente), sendo
coletadas 56 fracoes de 50 mL. As fragdes 43-51 (40 mg) apds evaporagdo do solvente, houve
formacdo de um ppt amarelo claro que apds andlises de RMN 1D e 2D foi identificado como
o flavonoide hesperidina (18).

Z. rigidum
Folhas (1300 g)

- Extracdo em Soxhlet com hex e MeOH

ZRFH ZRFM
(46,6 ) (1749 9)

- 100 g em MeOH/H,0 (7:3)
- Extracdo com hex, CHCl; e AcOEt

|
ZRFMH ZRFMC ZRFMA ZRFMResiduo
(3582 (15g) (1.8 ¢ (8,19

-CC -CC
- Sephadex LH-20

9+10 (3 mg)
12+13+14+15 (6 mg) [ 17 (16 mg) )
16 (4 mg)
18 (15 mg)

Esquema 3. Procedimento geral de fracionamento das folhas de Z. rigidum
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4.2.4.1- Reacao da substincia 16 com Reagente de Marfey (L-FDAA)

O reagente de Marfey (Na-(5-fldor-2,4-dinitrofenil)-L-alaninamida), é utilizado
na derivatizacdo de 4cidos aminados para a determinacdo da configuracdo absoluta dos
mesmos (MARFEY, 1984). A hidrdlise de peptideos ou proteinas seguidos da reagdo dos
acidos aminados com o reagente de Marfey gera produtos altamente cromoforicos, detectdveis
no UV quando analisados por CLAE analitica. Os tempos de retencdo dos produtos sao
comparados com os tempos de retencdo de padrdes de dcidos aminados derivatizados D e L.

O reagente de Marfey possui um atomo de fldor altamente reativo, onde ocorre o
ataque nucleofilico do nitrogénio do 4cido aminado, resultando na formacdo de
diastereoisomeros que podem ser separados por CLAE analitica com coluna de fase reversa
porque os derivados L-diastereoisomeros eluem antes dos D-diastereoisomeros. Uma
explicacdo para esse comportamento € a ligacdo de hidrogénio intramolecular ser mais forte
no diastereoisdmeros D que no L. E esperado que o dtomo de hidrogénio da carboxila faca
uma ligacao de hidrogénio com o grupo nitro situado na posi¢do orto (formando um anel de
nove membros), ou com o oxigénio da carbonila do L-Ala-NH,, situado na posi¢do meta
(formando um anel de 12 membros). Desta forma, no diastereoisomero D ha formacao de uma
molécula mais hidrofébica, o que pode causar uma maior interacdo com a fase reversa da
coluna, e assim um tempo de retencao maior que do diastereoisomero L.

O ciclopeptideo ciclozanthoxylano A (16, 1 mg) foi dissolvido em HCI 6N (1 mL) e
aquecido a 110 °C por 14 h em um vial reacional. Depois de resfriada a solucdo foi evaporada
sob pressdo reduzida e redissolvida em 100 uL de dgua (Figura 6, p. 24).

A 50 upL de solucdo de padrao de &4cidos aminados (ou 50 pL da solugdo do
ciclopeptideo hidrolisado) foi adicionado 100 pL da solu¢do do ragente de Marfey 1 % (m/v)
em acetona e 20 pL de solu¢do de NaHCOs3 1M, sendo entdo a mistura incubada por 1 h a 40
°C. A reagdo foi parada com a adicdo de 10 puL de solugdo de HCI 2N (Figura 7, p. 25). Os
solventes foram evaporados até a secura e o residuo foi redissolvido em MeOH. Uma aliquota
(20 uL) foi analisada em CLAE analitica com coluna de fase reversa C-18 (4,6 x 250 mm,
Sum), gradiente linear de MeCN (A) e solugdo 4dcida de CF;COOH (pH= 3,1) de 28% a 55%
(A) por 35 minutos, fluxo de 1 mL/minuto e deteccio em 340 nm. Os picos obtidos no
cromatograma foram identificados por comparacdo dos tempos de reten¢do com os derivados
L-FDAA dos dcidos aminados padrdes (Figuras 120 e 121, p. 104).
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4.2.5- Fracionamento dos extratos das raizes (hexanico e metanolico)

As fragOes das raizes citadas nesta tese sdo materiais remanescentes do trabalho de
Mestrado da aluna Sally Moccelini e a obten¢dao do mesmo esta descrito em MOCCELINI et
al. 2009.

A fracdo G10 (800 mg), proveniente do extrato hexanico, foi fracionada em CC com
gel de silica, eluida com DCM/AcOEt e AcOEt/MeOH (gradiente), sendo coletadas 34
fracoes de 50 mL. As fragdes 4-7 (537 mg) foram fracionadas em gel de silica, eluida com
hexano/AcOEt (gradiente), sendo coletadas 34 fracoes de 50 mL. A fracdo 7, apds evaporagao
do solvente, forneceu 380 mg de um 6leo alaranjado, que apés andlise de 'H foi identificado
como o alcaléide N-metilatanina (19).

As fragdes 14-19 (23 mg), apds adicao de MeOH, forneceu 3 mg de um sélido incolor
em forma de agulhas, que apds andlise de RMN 1D e 2D foi identificado como o dlcool p-
cumarilico (20).

A fracdo G11 (35 mg) foi adicionado MeOH, o que acarretou a precipitacio de 21 mg
de um sélido marrom claro, que apés andlise de 'H foi identificado como o alcaléide 6-
acetonildiidroqueleritrina (21).

A fragdo 6 (350 mg), origindria do extrato metandlico, foi fracionada foi fracionada
em CC com gel de silica, eluida com AcOEt/MeOH (gradiente), sendo coletadas 120 fracdes
de 12 mL. As fracdes 82-84, apés evaporacdo do solvente, forneceu 18 mg de um sélido
branco, que ap6és andlise de 'H foi identificado como a saponina 3-O-B-D-
glicopiranosilsitosterol (5).

A fracdo 11 (230 mg), também do extrato metandlico, foi fracionada foi fracionada
em CC com gel de silica, eluida com AcOEt/MeOH (gradiente), sendo coletadas 98 fracdes
de 12 mL. As fragdes 71-73, apés evaporagdo do solvente, forneceu 22 mg de um sélido
branco, que apds andlise de RMN 1D e 2D, e espectrometria de massas foi identificado como
o triterpeno 4cido 20, 3P, 24-trihidroxi-olean-12-en-28-oico, também conhecido como 4cido
hyptético A (22) (Esquema 4, p. 26).

Z. rigidum
Raizes (520 g)

- Maceragdo a frio com hex e MeOH

ZRRH ZRRM

- sucessivos - sucessivos
fracionamentos fracionamentos
G10
(800 mg) F6 F11
(350 mg) (230 mg)
-CC

-CC -CC
19 (380 mg)

21 (21 mg)

Esquema 4. Procedimento geral de fracionamento das raizes de Z. rigidum
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4.3- Material vegetal de Luxemburgia nobilis

As raizes de Luxemburgia nobilis (Figura 8, p 27) foram coletadas no Morro de Sao
Sebastido, municipio de Ouro Preto/MG, em abril de 2009, pelo técnico Jorge L. Silva. Uma
exsicata sob n° 6737 estd depositada no herbario José Badini, do Instituto de Ciéncias Exatas
e Bioldgicas da Universidade Federal de Ouro Preto.

Figura 8. Foto de Luxemburgia nobilis Eichl (Fonte: autora)

4.3.1- Preparacao e fracionamento dos extratos brutos de Luxemburgia nobilis

Apods secagem, as raizes (370 g) foram trituradas e extraidas com MeOH e
posteriormente com a mistura MeOH/H,O (8:2), em maceracdo a frio, obtendo-se,
respectivamente, os extratos LNRM (33,1 g) e LNRMH (5,8 g). As folhas (600 g) foram
extraidas com DCM e posteriormente MeOH, também em maceracdo a frio, obtendo-se,
respectivamente, os extratos LNFD (50,0 g) e LNFM (80,1 g).

4.3.2- Fracionamento do extrato LNRM (extrato metandélico das raizes)

O extrato LNRM (30,0 g) foi suspenso em 150 mL da mistura MeOH/H,O (7:3) e
submetido a particdo liquido- liquido com os solventes hexano, CHCI; e AcOEt, obtendo-se
as respectivas fracdes: hexano- LNRMH (637 mg), CHCl;- LNRMC (1,2 g), AcOEt-
LNRMA (626 mg), além do residuo hidrometanélico-LNRResiduo (24,4 g) (Esquema 5, p.
28).

A fracio LNRMH (600 mg) foi fracionada em CC com gel de silica, eluida com
hexano/CHCI; (gradiente), CHCI;/MeOH (9:1), (8:2) e MeOH 100%, sendo coletadas 107
fragdes de 10 mL. As fracdes 99-100 (106 mg) apresentou um precipitado branco, o qual foi
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lavado com MeOH, obtendo-se 75 mg da mistura dos esteroides, [-sitosterol (2),
estigmasterol (3), campesterol (4) e B-sitostenona (23) identificados por andlise em CG-EM.

A fracio LNRMC (1,0 g) foi fracionada em CC com gel de silica, eluida em
polaridade crescente com CHCI3/MeOH, sendo recolhidas 35 fracdes de 50 mL.

As fragoes 8-12 (170 mg) foram fracionadas em CC com sephadex LH-20, eluida com
MeOH, sendo recolhidas 9 fracdes de 10 mL. A fracdo 7 (6 mg), apresentou-se como um
solido amarelo, o qual foi submetido a andlise por RMN 1D, 2D e CL-EM e identificado
como o biflavonoide lophirona B (24).

As fragdes 13-15 (110 mg), apds secagem do solvente apresentou um precipitado
branco, o qual foi lavado com MeOH, obtendo-se 20 mg da saponina 3-O-B-D-glicopiranosil
sitosterol (5), identificada por andlise espectroscépica de RMN de 'H e CCDA.

As fragdes 16-19 (160 mg) foram fracionada em CC com sephadex LH-20, eluida com
MeOH, sendo recolhidas 12 fracdes de 10 mL. As fracdes 9-12 apresentaram um sélido
amarelo (3 mg), o qual foi submetido a anélise por RMN 1D, 2D e CL-EM e foi identificado
como o biflavonoide lophirona K (25).

A fracio LNRMC (520 mg) foi fracionada em CC com gel de silica, eluida com
DCM/ MeOH (gradiente), sendo coletadas 62 fracdes de 12 mL. As fracdes 6-15 (120 mg)
foram fracionadas em CC com gel de silica, eluida com CHCls/ AcOEt (gradiente), sendo
coletadas 70 fragdes de 10 mL. As fragdes 55-67 (25 mg) foram submetidas a CCDP com o
sitema CHCIs/ MeOH (9:1) sendo recolhida uma faixa amarela a qual apds analise de RMN
1D e 2D foi identificada como o biflavonoide lophirona B (24).

L. nobilis
Raiz (370 g)

- Maceragdo a frio ¢/ MeOH e MeOH/H,0 (8:2)

LNRM LNRHM
(30,0 2) (5.8g

- MeOH/ H,0 (7:3)
- Extrag@o ¢/ hex, CHCl; e AcOEt

LNRMH LNRMC LNRMA LNRMResiduo
(600 mg) (1,02 (520 mg) 24,09
-CC -CC -CC
- Sephadex - Sephadex
2+3+4
(75 mg) l 5 (20 mg) 24 (3 mg) I
24 (8 mg)
25 (3 mg)

Esquema 5. Procedimento geral de fracionamento das raizes de L. nobilis
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4.3.3- Fracionamento do extrato LNFM (extrato metanoélico das folhas)

As folhas de L. nobilis ja foram estudadas anteriormente (Oliveira et al. 2002). Desta
forma, a obten¢do e fracionamento dos extratos foi com o objetivo de isolar o biflavonoide 27,
3”-diidroochnaflavona. A obtenc¢ao dos extratos das folhas de L. nobilis foi feita pela aluna de
apoio técnico Lucineli Tavares.

O extrato LNFM (50,0 g) foi suspenso em 150 mL da mistura MeOH/H,O (7:3) e
submetido a particdo liquido- liquido com os solventes DCM e AcOEt, obtendo-se as
respectivas fracdes: DCM- LNFMD (3,2 g), AcOEt- LNFMA (2,5 g), além do residuo
hidrometanélico- LNFMResiduo (41,4 g) (Esquema 6, p. 29).

Parte da fragio LNRMC (1,5 g) foi fracionada em CC com gel de silica, eluida em
polaridade crescente com CHCI3/MeOH, sendo recolhidas 45 fracdes de 50 mL.

As fracdes 8-9 (150 mg) foram fracionadas em CC com sephadex LH-20, eluida com
MeOH, sendo recolhidas 15 fragdes de 40 mL. As fragdes 3-8, apds evaporagdao do solvente,
apresentaram-se como um sélido amarelo (50 mg), o qual foi submetido a andlise por RMN
'H e identificado como o biflavonoide 27, 3”-diidroochnaflavona (26).

L. nobilis
Folhas (540 g)
- Maceragdo a frio ¢/ DCM e MeOH

LNFD LNFM
4,29 (50,0 2)

- MeOH/H,0 (7:3)
- Extrag@o ¢/ hex, DCM e AcOEt

LNFMD LNFMA LNFMResiduo
(329 (2.5 (41,4 g)

-CC
- Sephadex

[ 26 (50 mg) ]

Esquema 6. Procedimento geral de fracionamento e obtencéo de 26 das folhas de L. nobilis

29



4.3.3.1- Metilacao da substancia 26

Parte da substancia 26 (10 mg) foi submetida a metilagdo com diazometano, obtendo-
se 12 mg da substancia 7, 4, 7”-trimet6xi-2”, 3”-diidroochnaflavona (26a).

A solu¢do de diazometano foi preparada de acordo com a metodologia experimental
descrita na literatura (DE CARVALHO et al., 2006; VOGEL, 1989). Adicionou-se a solucao

etérea do diazometano em excesso a substincia (26) dissolvida em metanol. O derivado
metilado foi obtido apds evaporacdo do solvente (Figura 9, p. 30).

(26) 0 oH

7,4, 7”-trimetéxi-2”, 3”-diidroochnaflavona (26a)

Figura 9. Reacdo de metilacdo de 26 com diazometano para obtengdo de 7, 4°, 7”-trimetéxi-2”, 37-
diidroochnaflavona (26a)
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- PROPOSTAS BIOSSINTETICAS

No estudo quimico e determinagdo estrutural de produtos naturais deve-se levar em
consideragdo o conhecimento dos precursores das substincias isoladas. Desta forma, sdo
apresentadas as propostas de biossintese das classes de substancias isoladas das espécies
estudadas neste trabalho (Zanthoxylum rigidum e Luxemburgia nobilis).

5.1.1-ESTEROIDES

Biogeneticamente formam-se via pirofosfato de isopentenila originando o esqualeno,
estrutura que contém duas unidades de farnesil pirofosfato ligadas cauda-cauda. O esqualeno
epoxi (6xido de esqualeno), em sua forma cadeira-bote-cadeira—bote, cicliza apds varios
rearranjos do tipo 1,2 formando o cicloartenol, estrutura que contém 24 carbonos. O
cicloartenol apds clivagem oxidativa de trés metilas forma os esteroides (DEWICK, 2002)
(Esquema 7, p. 31).

ppOM >

OPP /:)PP
/L/\/L/\/LH)E{ > —
X X N W A
H

X X X

Esqualeno

C-4 e C-14 at¢ COOH

oxidagdo das metilas
e perda de CO,

Glicosilagio
B —

Sitosterol

Estigmasterol

Esquema 7 . Proposta biossintética dos esteroides (Dewick, 2002)
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5.1.2-TRITERPENOS

Os tritepenos também s@o substancias provenientes da via pirofosfato de isopentenila,
que da mesma forma que os esterdides, da origem ao esqualeno pela fusdo cauda-cauda de
duas moléculas de farnesil pirofosfato. No caso dos terpenos o 6xido de esqualeno em sua
forma cadeia-cadeira-cadeira-bote € ciclizado para gerar o cdtion dammarenil e,
conseqiientemente, o cdtion lupenil. O cétion lupenil também pode ser estabilizado pela
formacdo do anel de 6 membros, gerando o cétion oleanil. Esse € estabilizado com migragdo
de hidrogénio e rearrango do tipo Wagner-Meerwein gerando o nucleo bdsico B-amirina
(Esquema 8, p 32) (DEWICK, 2002).

Oxido de esqualeno

Cétion damaranil

Cition oleanil

Esquema 8. Proposta biossintética dos triterpenos (Dewick, 2002)
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5.1.3- DERIVADOS CINAMICOS (C4C3)

Essas substancias sdo provenientes da via metabdlica dos dcidos aminados arométicos
fenilalanina e tirosina sdo caracterizados por apresentar um esqueleto C¢Cs, sendo precursores
de uma serie de metabdlitos especiais que usualmente possuem um padrao de substituicao
caracteristico (p-hidroxi, 3,4-dihidroxi ou 3,4,5-trihidroxi). A etapa inicial de formacao desses
metabodlitos € a eliminagdo de amonia gerando o dcido cindmico trans (E). Sendo a
fenilalanina o aminoécido de partida, ira formar o dcido cindmico, no entanto, se for a tirosina
o aminodcido de partida, a eliminacdo de amodnia produzira o acido &acido p-cumdrico

(Esquema 9, p. 33) (adaptado DEWICK, 2002).

COH
H HO, ,COH
P o p .
P_ — — + P
0" “coH + L —_— — o
HO OH o . OH HO' OH
PEP C:)H OH
Eritrose-4-fosfato .
< Acido chiquimi
Acido 3-dehidroquinico 1o chiquimico
CO,H COH COH
= NH,
< -
. — H
P :
OH
OH
R R
S . . L-4cido arogénico
R =H (4cido cinAmico) R =H (fenilalanina)
R = OH (écido p-cumérico) R = OH (tirosina)

Acido corismico

Esquema 9. Proposta biossintética dos metbélitos C¢C; (Adaptado de DEWICK, 2002)



5.1.4- LIGNANAS

As lignanas podem ser definidas como dimeros formados por unidades C¢Cs; de
alcodis de arilpropanoides. Sdo formadas inicialmente por acoplamento oxidativo entre os
carbonos (CH-8) das unidades monoméricas, sendo mais importantes os alcodis 4-hidroxi-
cinamoil (élcool p-cumarilico), o coniferil e o sinapil (Esquema 10, p. 34) (DEWICK, 2002).

CO-H COSCoA CHO CHOH CH,OH
= _ Z P =
NADPH Tyt
HSCoA NADPH -H .
—_— —_ > e
Ry R Ry R, Ry R, Ry R, Ry R,
OH OH OH OH 0

R;=H, R,= OCHj (Pinoresinol)
R=R,= OCHj; (Siringaresinol)

CH;0 oH
., OH
HO
NAD"
oxidacdo e
formagio do CH;0

anel lactonico

(-)secoisolariciresinol Matairesinol

Esquema 10. Proposta biossintética de lignanas (Adaptado de DEWICK, 2002)
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5.1.5- FLAVONOIDES

Sao metabolitos biossintetisados por duas via metabdlicas distintas chiquimato
(fenilalanina) e acetato. A via metabdlica do acetato participa com a condensacdo de Claisen
de trés unidades de malonil-CoA seguidas de descarboxilacdes gerando o anel A dos
flavonoides. A via metabolica do chiquimato contribui para a formacgdo destes compostos com
o éster p-cumaril CoA contribuindo com o anel B. A juncdo das duas unidades se da pela
substituicdo nucleofilica a carbonila no p-cumaril CoA através do enolato do anel A. Esta
juncdo gera a primeira sub-classe de flavonoides denominadas de chalconas. A adi¢do de
Michael 1,4 ao carbono do sistema carbonilico a,B-insaturado gera a segunda sub-classe
flavanonas com formacao do anel C. Sucessivas reagdes produzem a demais classes relatadas

na literatura (Esquema 11, p. 35) (DEWICK, 2002).

OH
COAS N 4-hidroxicinamoil-CoA
(¢]
3-malonil-CoA
OH OH
o Ox SCoA
X
o
o —
SCoA p—
(¢] o
(6] (0]
Claisen
(chalcona sintase)

Aldol
CO, (estilbeno sintase)

ataque nucleofilico tipo Michael
da OH a o, B cetona insaturada

naringenina-chalcona

l W chalcona isomerase

Flavona sintetase
_—

Flavona sintetase 11
OH O

naringenina
(flavanona)

Isoflavona sintase Flavonona 3 hidroxilase

OH
HO ‘ 0 O Flavonol sintase
R
OH
(¢]

Isoflavona OH

Diidroflavonol

Flavona

Esquema 11. Proposta biossintética de flavonoides (Adaptado de DEWICK, 2002)
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5.1.6- ALCALOIDES QUINOLINICOS

Sao alcaloides derivados do dcido antranilico. Este tipo de alcaldide ocorre em
abundancia em espécies da familia Rutaceae. A rota mais direta para formacdo do anel
quinolinico € a combina¢do do dcido antranilico com malonato. Desta forma, o antraniloil-
CoA age como unidade de partida para extensdo da cadeia via uma unidade de malonil-CoA,
com formagdo de amida gerando um sistema heterociclico. A posi¢do 3 € altamente
nucleofilica, podendo sofrer alquilacdo com dimetilalildifosfato (Esquema 12, p. 36)

(DEWICK, 2002).

0 0
COSCoA A
malonil-CoA g‘;“;ff;:
— O l— —
NH, NH N 0
- sCoA H
antraniloil-CoA
OCH; OH )\/\OPP
X = SAM = = -
alquilagio na
N (6] ﬁ Y posicdo 3
H

\ \ favordvel

Esquema 12. Proposta biossintética de alcaloides quinolinicos (DEWICK, 2002)
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5.1.7- ALCALOIDES BENZOFENANTRIDINICOS

Sao alcaloides derivados de duas moléculas de tirosina. Uma das moléculas produzira
a dopamina e a outra o 4-hidroxifenilacetaldeido. A dopamina e o 4-hidroxifenilacetaldeido se
condensarao com formacao de base de Schiff, seguida por fechamento do anel por reagdo tipo
Mannich que produz um alcaldide S. O alcaldide € entdo modificado pela enzima N-
metiltransferase e 4’-O-metiltransferase, dando origem a S-reticulina. Apds uma sequéncia de
transformagdes forma-se o esqueleto benzofenatridinico (DEWICK, 2002) (Esquema 13, p.

37).

HO.
/@ (0] mH
- €O, HO NH; HO ?
PLP tiramina reagio tipo
I:_I COOH / Mannich
: —_—
M2 COOH
HO }‘ m -0, /©/\CHO
L-Tirosina transaminagao (6]
HO HO

4cido 4-hidroxifenil pirdvico

NCH3 0,

ascorbato

HO

(S)-N-Metilcoclaurina

(85)-3"-hidroxi-N-Metilcoclaurina

l SAM

benzofenantridinicos

(S)-reticulina

HO.

L
HO

HO

l SAM

(S)-coclaurina

Esquema 13. Proposta biossintética de alcaloides benzofenatridinicos (DEWICK, 2002)
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5.2- Substancias identificadas em Zanthoxylum rigidum neste trabalho
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5.2.1a- Identificacdo das substancias 1A a 1E

As substancias 1A, 1B, 1C, 1D e 1E foram obtidas em mistura e identificados através
da andlise por CG-EM como os hidrocarbonetos heptacosano, octacosano, nonacosano,

triacontano, hentriacontano, respectivamente. O cromatograma da andlise por CG-EM exibiu
picos mais intensos em tg 15,65 (1E), 14,28 (1D), 13,28 (1C), 12,16 (1B) e 11,33 minutos

(1A) (Figura 10, p. 40). O espectro de massas de cada pico (Figuras 11 a 15, p. 40 e 41)
mostrou fragmentagdo caracteristica de hidrocarboneto de cadeia longa ndo ramificada,

apresentando um padrdo de fragmentacao facilmente identificdvel, com pico de fon molecular

muito pequeno e com abundancia maxima em torno de C; e C4 (TAGHIZADEH, 2001).

_ Chromatogram ZRFHex 1 E:\ZRFHex 1.qgd

1c)

~

P

Ll T ! 1

: «—WJ‘M'@ﬁl@ﬁﬁh A,&‘

]
10

Figura 10. Cromatograma por CG da mistura 1A a 1E

Figura 11. Espectro de massas por LE. (70 eV) de 1A

Figura 12. Espectro de massas por LE. (70 eV) de 1B
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Figura 13. Espectro de massas por LE. (70 eV) de 1C

Figura 14. Espectro de massas por LE. (70 eV) de 1D

Figura 15. Espectro de massas por LE. (70 eV) de 1E
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5.2.1b- Identificacao das substancias 1A, 1C, 1F e 1G

As substancias 1A, 1C, 1F e 1G foram obtidas em mistura e identificadas através da
andlise por CG-EM como os hidrocarbonetos heptacosano, nonacosano e os ésteres
hexadecanoato de octila e tetracosanoato de etila, respectivamente. O cromatograma da
andlise por CG-EM exibiu picos mais intensos em tg 13,18 (1C), 12,14 (1G), 11,32 (1A),
10,36 (1F) (Figura 16, p. 42). As substancias 1A e 1C tiveram sua tiveram sua identificacdo ja
discutida no item 5.2.1a (p. 40). O espectro de massas de 1F e 1G mostrou fragmentacio

compativel com as propostas estruturais para os ésteres sugeridos (Figuras 17 e 18, p 42)
(TAGHIZADEH, 2001).

Chromatogram ZRFHex 4 EXNZ.RFHex 4.qgd

1c)

1318

103 (1F)
(1A)
aG)

11,32
12,14

%

A»«fga\,rjgi;y,*{%_,,,,,,;wgl;L»_’L PP . .

200 | " 300 33.0
min

10.

=

Figura 16. Cromatograma por CG da mistura 1A+1C+1F+1G

0
WOW
Figura 17. Espectro de massas por L.E. (70 eV) de 1F
0

Figura 18. Espectro de massas por L.E. (70 eV) de 1G
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5.2.2- Identificacao das substiancias 2, 3 e 4

O sdlido branco isolado foi identificado inicialmente como a mistura dos esteréides -
sistosterol (2) e estigmasterol (3), através da andlise dos seus espectros de RMN 'H, Bc
comparados com dados da literatura (KOJIMA et al. 1990). Submeteu-se, ainda, este sélido a
andlise por CG-EM o que permitiu constatar um terceiro esteréide na mistura, o campesterol
(SUZART, 2007b).

B-sitosterol [22,23 diidro] (2) Campesterol (3)
Estigmasterol (A2 (3)

O espectro no 1V (Figura 19, p. 45) revelou absor¢des (Vimax cm'l) em 3427 (vVon),
2943, 2862, 1458 e 1375 (ven), 1651 (ve=c), 1056 (ve.o).

O espectro de RMN 'H (Figura 20, p. 45) mostrou sinais entre 80,69-1,17
correspondentes as metilas. O multipleto de 063,50-3,58 corresponde ao hidrogénio
carbindlico; o singleto largo em 85,37 representa o hidrogénio olefinico H-6 e os duplos
dupletos em 85,02 e 5,16 que estdo associados a H-22 e H-23 para o estigmasterol.

Os espectros de RMN Be (Figuras 21 e 22, p. 46; Tabela 4, p. 44) mostraram sinal de
carbono olefinico C-6 (6121,7), um carbono quaterndrio olefinico atribuido ao C-5 (6140,7) e
um carbono carbindlico C-3 (6 71,8). A diferenca entre as duas moléculas estd em uma
insaturacdo entre C-22 e C-23. No estigmasterol estes sinais aparecem em 6138,3 e 129,2,
respectivamente, ja no B-sitosterol os sinais destes carbonos sdo em 6 26,04 e 39,80 (Figura
23, p. 47).

Tendo em vista o isolamento da mistura de esterdides ja descritos nesta espécie,
decidiu-se fazer andlise adicional de CG-EM (Figura 24, p. 47). Esta anélise permitiu detectar,
além do B-sitosterol (2) e estigmasterol (3), o terceiro componente da mistura, o campesterol
(4). Os espectros de massas de cada substancia (Figuras 25 a 27, p. 48) mostram os valores de
m/z de fragmentos, inclusive o fon molecular M", do B-sitosterol (tg 23,47 minutos, M* 414),
do estigmasterol (tg 21,88 minutos, M™ 412) e do. campesterol (tg 21 ,28 minutos, M* 400).
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Tabela 4. Dados de RMN "°C (100 MHz) em CDCI; de 243 comparados com dados da
literatura para o .B-sitosterol e o estigmasterol (KOJIMA et al., 1990).

Substancias 2+3 Literatura*

C oc B-sitosterol (d¢) Estigmasterol (6¢)
1 37,2 37,2 37,2
2 31,6 31,6 31,6
3 71,8 71,8 71,8
4 42,3 42,3 42,3
5 140,7 140,7 140,7
6 121,7 121,7 121,7
7 31,9 31,9 31,9
8 31,9 31,9 31,9
9 50,1 50,1 50,1
10 36,5 36,5 36,5
11 21,0 21,1 21,1
12 39,6/ 39,7 39,8 39,7
13 42,3 42,3 42,2
14 56,7/ 56,8 56,3 56,8
15 24,3 24,3 24,4
16 28,2/28,9 28,2 28,9
17 56,0/ 55,9 56,0 55,9
18 11,8/ 11,9 11,9 12,0
19 19,4 19,4 19,4
20 36,1/ 40,5 36,1 40,5
21 18,7/21,2 18,8 21,2
22 33,9/ 138,3 33,9 138,3
23 26,0/ 129,2 26,0 129,2
24 45,8/51,2 45,8 51,2
25 29,1/ 31,9 29,1 31,9
26 19,8/ 21,0 19,8 21,1
27 18,9 19,0 19,0
28 23,0/ 25,4 23,0 25,4
29 12,0/ 12,2 12,0 12,3

*100 MHz, CDCl;

29

15

estigmasterol [A™ %] (3)

B-sitosterol [22,23 diidro] (2)

campesterol (3)
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Figura 19. Espectro no IV da mistura das substancias 2+3+4
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Figura 25. Espectro de massas por L.E. (70 eV) da substancia 2

Figura 26. Espectro de massas por L.E. (70 eV) da substancia 3

Figura 27. Espectro de massas por L.E. (70 eV) da substancia 4
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5.2.3- Identificacao da substancia 5

A substancia § apresentou-se como um so6lido branco e foi identificada através da
analise dos espectros de RMN 'H e DEPTQ como a saponina 3-O-p-D-glicopiranosil
sitosterol, quando comparada com dados descritos na literatura (KOJIMA et al., 1990).

29

®

O espectro no IV (Figura 28, p. 49) revelou absor¢des (Vimax cm'l) em 3429 (von),
2931, 2866, 1458 e 1373 (vcn), 1637 (ve=c), 1068 € 1022 (vc.o).

O espectro de RMN 'H (Figura 29, p. 51) mostrou um dupleto em 8y 5,33 atribuido ao
hidrogénio olefinico H-6, em 4,22, associado ao hidrogénio anomérico (H-1") e um conjunto
de sinais entre oy 2,88-3,65 compativeis com a unidade de carboidrato. A aparéncia da série
de sinais entre 2,9 e 0,66 é compativel com o esqueleto de esterdide. O espectro de RMN
DEPTQ (Figura 30, p. 51; Tabela 5, p. 50) mostrou sinais em Joc 140,9 e 6 121,7
correspondentes aos carbonos olefinicos C-5 e C-6 de esterdide, um sinal em d¢ 77,2 que foi
atribuido ao carbono carbindlico, C-3, e o sinal em 06101,2 representante do carbono
anomérico da unidade de agucar ligada ao esterdide. Esta unidade foi identificada como
glicose devido aos deslocamentos quimicos dos carbonos metinicos em dc 77,23, 73,94,
70,56, e o sinal em 61,57 do carbono metilénico C-6’. A andlise dos demais sinais do espectro
de RMN DEPTQ (Figura 31, p. 52) e comparacdo com dados da literatura permitiram
confirmar que a substancia S tratava-se de 3-O-p-D-glicopiranosil sitosterol.
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Figura 28. Espectro no IV da substancia 5 em KBr
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Tabela 5. Dados de RMN DEPTQ (125 MHz) em DMSO-ds de § comparados com dados da

literatura para o 3-O-B-D-glicopiranosil sitosterol (KOJIMA et al., 1990).

Substancia 5 Literatura*

C d¢ d¢

1 37,3 37,6
2 29,7 30,3
3 77,2 78,3
4 38,7 39,4
5 140,9 140,0
6 121,7 122,0
7 31,8 32,2
8 31,9 32,1
9 50,0 50,4
10 36,7 37,0
11 21,0 21,4
12 40,0 40,0
13 423 42,6
14 56,6 57,0
15 24,3 24,6
16 28,2 28,7
17 55,9 56,3
18 12,1 12,0
19 19,5 19,3
20 35,9 36,5
21 19,4 19,1
22 33,8 343
23 25,9 26,4
24 45,6 46,1
25 29,1 29,5
26 19,1 19,5
27 20,2 20,1
28 23,1 23,4
29 12,2 12,2
r 101,2 102,6
2’ 73,9 75,4
3 77,2 78,7
4 70,6 71,7
5 77,2 78,5
6’ 61,5 62,9

#100 MHz, CsDsN
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5.2.4- Identificacao da substancia 6

A substancia 6 foi isolada como um cristal incolor e apds andlise dos espectros de
RMN 'H, RMN BCce HSQC, comparados com dados da literatura, foi identificada como
sendo uma hidroquinona glicosilada, o 4-hidroxifenil-B-D-glicopiranosideo, também
conhecida como arbutina (HISATOMI et al. 2000).

O espectro no IV (Figura 32, p. 53) revelou absor¢des (Vimax cm'l) em 3406 (von),
2923, 2856, 1514 (vcn), 1639, 1514 € 1217 (ve=c) € 1010 (vc.o).

O espectro de RMN 'H (Figura 33, p.54) na regido de hidrogénios de sistema
aromadticos demonstrou dois dupletos em oy 6,90 (J= 9,2 Hz; 2H) e 6,63 (J= 8,8 Hz; 2H),
sugerindo um anel benzénico p-substituido. Esta proposta foi confirmada pelo espectro de
RMN 3C que exibiu sinais em &¢ 152,4, 151,0, 117,9 e 115,2 (Figura 34, p. 55). Os sinais no
RMN 'H entre 843,30 — 3,83 ¢ °C em 8¢ 102,2, 76,6, 73,6, 70,0 e 61,1 apontam a presenca
de uma unidade de agicar. O dupleto em oy 4,67 (J= 7,2 Hz) refere-se ao hidrogénio do
carbono anomérico e o valor de J indica o agicar com configuracio B. O espectro de HSQC
(Figura 35, p. 55) permitiu atribuir inequivocadamente os deslocamentos de carbono e
hidrogénio do anel benzénico e do carboidrato (Tabela 6, p. 54).
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Figura 32. Espectro no IV da substancia 6 em KBr
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Tabela 6: Dados de RMN de "°C (100 MHz) e 'H (400 MHz) em CD;OD de 6 comparados a
literatura para a arbutina (HISATOMI et al. 2000).

Substancia 6 Literatura

C oc On [mult., J (Hz)] oc* On [mult., J (Hz)]**
1 1524 | - 1538 | -
2 117,9 6,90 (d, J=9,2) 1194 6,96 (d, J=8.,9)
3 115,2 6,63 (d, J=8,8) 116,6 6,68 (d, J=9,2)
4 151, | - 1524 | -
5 115,2 6,63 (d, J=8.,8) 116,6 6,68 (d, J=9.,2)
6 1179 6,90 (d, J=9,2) 1194 6,96 (d, J=8.,9)
I 102,2 4,67 (d, J="1,2) 103,6 4,72 (d, J=11,6)
2 73,6 3,30 -3,35 (m) 75,0 3,37 -3,41 (m)
3 76,6 3,30 — 3,35 (m) 78,0 3,37 -3,41 (m)
4 70,0 3,30 — 3,35 (m) 71,4 3,37 -3,41 (m)
5 76,6 3,30 — 3,35 (m) 78,0 3,37 -3,41 (m)
6’ 61,1 3,81 (d, J=12,0) 62,5 3,88 (d, J=11,9)

3,61-3,65 (dI) 3,67 -3,70 (dl)

*100 MHz, CD;0D ; ** 270 MHz, CD;0D
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Figura 33. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CD;OD) da substancia 6
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5.2.5- Identificacao das substiancias 7 e 8

A substancia 7 foi identificada como a lignana dimetilmatairesinol apés andlise dos
espectros de RMN 1D e 2D, além de CG-EM, e comparacdo com a literatura (HELENO et
al., 2006; WEBER, 2005). Os espectros mostram sinais apenas para 7, mas a anélise por CG-
EM demonstrou a presenc¢a de mais uma substincia com o mesmo padrdo de fragmentacdo de
7, sugerindo tratar-se de outra lignana, a 3’.4’-dimetoxibenzil-3,4,5-
trimetoxibenzilbutirolactona (8) (NISHIBE ef al. 1981).

®)

O espectro no IV (Figura 36, p. 58) apresentou absorcoes (Vimax cm'l) em 2922, 2854,
1598 (vcn), 1768 (ve-o de carbonila de lactona), 1508 e 1247 (ve=c) e 1028 (vc.o).

O espectro de RMN de "H mostrou quatro dupletos em oy 6,79 (J= 8,0 Hz), 6,77 (J=
8,0 Hz), 6,70 (J= 2,0 Hz) e 6,50 (J= 2,0 Hz) os quais foram associados a H-5’, H-5, H-2’- H-
2, respectivamente (Figuras 37 e 38, p. 58 e 59). Observaram-se, também, dois duplo dupletos
em Oy 6,68 (J= 8,4; 2,0 Hz; H6’) e 6,57 (J= 8,2; 2,0 Hz; H-6). Estes sinais caracterizam a
presenca de dois sistemas 1,3,4 trissubstituido na molécula. O acoplamento entre esses
atomos puderam ser confirmados pelo espectro de COSY (Figura, 42 e 43A, p. 61).

No espectro de RMN de '"H foram observados, ainda, quatro singletos em oy 3,89,
3,88, 3,86 e 3,84, com integracdo para doze hidrogénios, o que permitiu sugerir a presenga de
quatro metoxilas na estrutura (Figura 39, p. 59).

Através do espectro de RMN DEPTQ (Figura 41, p. 60 Tabela 7, p. 57) foi possivel a
deteccdo de um carbono carbonilico em 6¢ 176,0, caracteristico de lactona com cinco
membros, além de um sinal em d¢c 71,2 atribuido a um carbono cabindlico. Este ultimo foi
relacionado aos multipletos em oy 4,13-4,17 (H-9a) e 3,90-3,92 (H-9b) pelo espectro de
HSQC (Figuras 44 e 45A, p. 62).

Os multipletos em dy 2,51-2,53 e 2,59-2,64 (Figura 40, p. 60) foram associados aos
carbonos metinicos em d¢ 46,5 (C-8’) e 41,0 (C-8), respectivamente, pelo espectro de HSQC
(Figura 39, p. 59), bem como os carbonos metilénicos C-7’ em oy 2,96-2,98 (m; H-7") e C-7
em oy 2,67 (d, J="7,4 Hz, H-7a) e 2,56 (d, J= 8,4 Hz, H-7b). O espectro de COSY auxiliou na
confirmacao dos acoplamentos entre H-7a e H-7b além de H-7" e H-8’ (Figura 43B, p. 61).

A andlise do espectro de HSQC (Figuras 44 e 45, p. 62) permitiu atribuir
inequivocadamente os deslocamentos de carbono e hidrogénio para a lignana 7.

Esta lignana pode apresentar configuracdo cis ou trans entre os carbonos C-8 e C-8’.
Esta configuracio € definida com base nos sinais dos hidrogénios H-9a e H-9b. Quando ha
equivaléncia entre as constantes de acoplamento entre H-9a e H-9b com H-8, a configuracdo é
cis, enquanto que a ndo equivaléncia € trans. Isso ocorre devido ao fato da configuracao cis
formar um angulo diedro entre H-9a e H-9b com H-8, onde nio ha acoplamento entre H-9a e
H-9b com H-8, originando no RMN 'H apenas um singleto largo (LOPES et al.,1983). Assim,
como foram atribuidos a esses hidrogénios (H-9a e H-9b) dois multipletos, a configuracdo
relativa foi definida como trans para a lignana 7.
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A andlise por CG-EM de 7 (Figura 46, p. 63) forneceu um pico em 26,92 e outro em
28,8 minutos. O primeiro exibiu o espectro de massas cujo pico do fon-molecular em m/z 386

(M™) e o pico base em m/z 151, mostraram estar de acordo com férmula molecular Cy,H,60¢
(Figura 47, p. 62). O pico em 28,8 minutos forneceu espectro de massas com ion-molecular

em m/z 416 (M™), compativel com a formular molecular C23H,307. Os picos adicionais em
m/z 182 e 151 confirmam a proposta estrurural para a lignana 8 (Figuras 49, p. 64). As
fragmentacdes sugeridas reforcam a proposta estrutural para ambas (Figuras 48 e 50, p. 63 e

64).

Tabela 7. Dados de RMN °C (100 MHz) e 'H (400 MHz) de 7 em CDCl; comparados com
dados da literatura para a trans-dimetilmatairesinol (HELENO et al. 2006 ).

Substincia 7 Literatura*
C d¢ Oy [mult., J (Hz)] d¢ Oy [mult., J (Hz)]
DEPTQ
1 ] €025 I —— 131,58 | e
2 111,7 6,50 (d) J=2,0 108,75 6,33 (d) J=2,1
3 1490 | - 146,35 | e
4 1490 | - 14787 | e
5 111,2 6,77 (d) J= 8,0 108,28 6,59 (d) J=8,1
6 120,5 6,57 (dd) J=8,2;2,0 121,56 6,40 (d) J=8,1;2,1
7 38,1 2,67 (d)J=1,4 38,33 2,32 (dd) J=13,4; 5,8
2,56 (d) J=8,4 2,05 (dd) J=13,4; 8,0
41,0 2,51-2,53 (m) 41,05 2,20(ddddd) J=9,1; 8,2; 8,0; 7,3; 5,8
71,2 4,13-4,17 (m) 71,18 3,74 (dd) J=8.,8;7,3
3,90-3,92 (m) 3,40 (dd) J=8.3; 8,2
10 55,8 3,89 (s) 56,20 3,55 (s)
11 55,8 3,88 (s) 56,16 3,50 (s)
12 55,8 3,86 (s) 56,13 3,46 (s)
13 55,8 3,84 (s) 56,16 3,52 (s)
N 1304 | e 130,1 | e
2’ 112,3 6,70 (d) J=2,0 112,09 6,70 (d) J=2,0
3 1490 | 0 - 149,04 | e
4 1490 | 0 - 147,92 | e
5’ 111,0 6,79 (d) J=8,0 111,04 6,61 (d) J=38,3
6’ 121,3 6,68 (dd) J=8,4;2,0 121,34 6,69 (dd) J=38,3;2,0
7 34,4 2,96-2,98 (m) 34,62 2,95 (dd) J= 14,0, 6,3
2,91 (dd) J= 14,0, 5,6
8’ 46,5 2,59-2,64 (m) 46,52 2,26 (ddd) J=9,1,6,3;5,6
o’ 1744 | e 17866 | e

* 400 MHz, C¢Dy
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Figura 49. Espectro de massas por LE. (70 eV) de 8
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5.2.6- Identificacio de 9,10 e 11

A mistura codificada Fx.4 foi identificada como uma mistura de 3 lignanas, sendo elas
a trans-metilpluviatolido (9), cis-metilpluviatolido (10) e a kaerofilina (11). A anélise dos
espectros de RMN 1D e 2D e comparagdo com a literatura (HELENO et al., 2006),
mostraram-se compativeis sinais para a lignana 9 e alguns sinais para 10 (RIBEIRO et al.,
2012). A outra foi identificada através de CG-EM devido as fragmentacdes caracteristicas de
lignanas quando comparados com a literatura (WEBER, 2005; KHADGA et al., 1993).

O espectro no IV (Figura 51, p. 68) apresentou absor¢des (Vimax cm'l) em 2950, 2839,
1593 (vcn), 1760 cm’! (vc=o de carbonila de lactona), 1516 e 1251 (ve=c) € 1024 (vc.o).

O espectro de RMN de 'H de 9 mostrou sinais na regido de hidrogénios de sistemas
aromadticos entre oy 6,50 a 6,78 (Figuras 52 e 53, p. 68 e 69). Os dupletos em oy 6,50 (J=2,0
Hz), 6,78 (J=8,0 Hz) e 6,58 (J= 2,0 Hz) foram atribuidos a H-2, H-5 e H-6, respectivamente.
Ja os sinais em oy 6,61 (s), du 6,73 (d, J= 8,0 Hz) e 6,59-6,60 (i) foram relacionados a H-2’,
H-5 e H-6’, caracterizando a presenca de dois anéis aromadticos com sistema 1,3,4
trissubstituido. Esses acoplamentos também puderam ser observados pelo espectro de COSY
(Figuras 65 e 66, p. 75).

O espectro de RMN de 'H aponta, ainda, dois multipletos em oy 4,15-4,19 (H-9a) e
3,90-3,92 (H-9b), os quais foram relacionados a um carbono carbindlico em d¢ 71,2 (C-9),
pelo espectro de HSQC (Figura 68, p. 76). Como visto anteriormente (item 5.2.5), quando os
hidrogénios H-9a e H-9b ndo apresentam equivaléncia entre suas constantes de acoplamento,
a configuracdo da molécula € trans.

Nota-se dois singletos em oy 3,87 (H-11) e 3,84 (H-12), com integracao para 6
hidrogénios, sugerindo a presenca de duas metoxilas na estrutura (Figura 54, p. 69).
Observou-se o pelo espectro de HMBC acoplamento (*J) destas metoxilas com os carbonos
C-3* (149,1) e C-4’(147,9), definindo em qual anel aromdtico as mesmas estavam ligadas
(Figura 74A, p. 79).

Os dupletos em oy 2,63 (J= 8,0 Hz; H-7a) e 2,56 (J= 8,0 Hz; H-7b) e os duplo
dupletos em oy 2,98 (J= 14,0 e 5,2 Hz; H-7’a) e 2,87 (J= 14,0 e 6,8 Hz; H-7'b) foram
associados aos carbonos metilénicos C-7 (6¢ 38,3) e C-7" (3¢ 34,8), respectivamente, com 0
auxilio do espectro de HSQC (Figura 68, p. 76), assim como, os sinais em oy 2,50 (d, J= 3,2
Hz; H-8) e oy 2,57-2,61 (m; H-8’) aos carbonos metinicos C-8 (dc 41,2) e C8’ (6¢ 46,4). O
acoplamento entre esses hidrogénios puderam ser confirmados pelo espectro de COSY
(Figura 65, p. 75).

O espectro de RMN de "°C (Figuras 56 a 61, p. 70 a 73) e DEPT 135 (Figuras 62 a 64,
p. 73 e 74) indicaram 21 sinais de carbono para lignana 9, sendo um carbonilico em 6¢ 178,4,
caracteristico de lactona de 5 dtomos, e um em o¢c 101,0 atribuido ao carbono do grupo
metilenodioxido. Este dltimo foi associado aos hidrogé€nios com sinal em dy 5,95 (d, J=1,2
Hz) pelo HSQC (Figura 67, p. 76).
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A andlise do espectro de HMBC permitiu atribuir corretamente os carbonos
quaterndrios, além de definir os sinais pertencentes a cada anel aromético (Figuras 71 a 74, p.
78 € 79). As tabelas 8 e 9 (p. 66 e 67) demonstram as atribui¢des dos sinais de hidrogénio e
carbono das lignana 9 e 10 e comparacdo com os dados da literatura (HELENO et al., 2006).

A andlise por CG-EM (Figura 75, p. 80) da fracdo contendo as lignanas forneceu o
cromatograma com picos em tg 26,90, 28,80 e 30,30 minutos. O espectro de massas da
primeira em 26,90 (Figura 76, p. 80) demonstrou pico do fon-molecular em m/z 370 (M™) e
pico base em m/z 135, estando de acordo com a formular molecular C,;H;,0¢ € confirmando
a proposta estrutural de 9 (Figura 78, p. 81). O componente com tg 28,8 minutos exibiu em
seu espectro de massas (Figura 77, p. 80) pico do fon-molecular em m/z 370 (M™) e mesma
fragmentacdo que a substancia 9, compativel com a férmula C,;H»,0¢ indicando a mesma
tratar-se da lignana cis-metilpluviatolido (10) (Figura 78, p. 81).

A lignana 11, sugerida para o componente com tg 30,30, também apresentou algumas
fragmentacdes semelhantes as duas lignana anteriores (9 e 10), s6 que com pico do ion
molecular em m/z 368 (M*), compativel com a férmula Cy;H»Og (Figuras 79 e 80, p. 82). A
comparacdo com a literatura (WEBER, 2005; KHADGA et al., 1993), apresentou padrao de
fragmentacdo igual ao da lignana kaerofilina, onde a unica diferenca estrutural com a
metilpluviatolido € a presenca de uma insaturacao entre C-7" e C-8’.

Tabela 8. Dados de RMN 'H (400 MHz) em CDCl; de 9 e 10 comparados com dados da
literatura para a lignana metilpluviatolido (HELENO et al., 2006).

9 10 Literatura*

H Oy [mult., J (Hz)] Oy [mult., J (Hz)] Oy [mult., J (Hz)]

2 6,50 (d) J=2,0 6,68 (dl) J=2,0 6,32 (d) J=1,6

5 6,78 (d) J=8,4 *E 6,61 (d) J=79

6 6,58 (dl) J=2,0 6,70 (sl) 6,18 (d) J=7.9; 1,6

Ta 2,63 (d) J=8,0 2,66 (m) 2,19 (dd) J=13,2; 6,0
7b 2,56 (d) J=8,0 n.d. 1,90 (dd) J=13,2; 8,0

8 2,50 (d) J=3,2 2,46-2,48 (m) 2,10 (ddddd) J=15,2; 8,0; 7,8; 7,3; 6,0
9a 4,15-4,19 (m) 4,22-4,29 (m) 3,65 (dd) J=8,8; 7,3

9b 3,90-3,92 (m) n.d. 3,29 (dd) J=8,8; 7.8

10 5,96 (d) J=1,6 5,96-5,98 (m) 545(d)J=14

5,94 (d)J=1,2 542 (d)J=14

11 3,87 (s) 3,88 (s) 3,48 (s)

12 3,84 (s) 3,86 (s) 3,40 (s)

2 6,61 (s) 6,45 (m) 6,67 (d) J=1,9

5 6,73 (d) J=8,0 *E 6,61 (d) J=8,6

6’ 6,59-6,60 (m) 6,47 (m) 6,67 (dd) J=8,6; 1,9
T’a | 2,98 (dd) J=14,0; 5,2 2,94 (d) 2,89 (dd) J=13,9; 5,3
7’b | 2,87 (dd) J=14,0; 6,8 n.d. 2,84 (dd) J=13,9; 6,5

8 2,57-2,61 (m) n.d. 2,15 (ddd) J=15,2; 6,5; 5,3

*400 MHz, C¢Dq **encoberto por outro sinal n.d.: ndo detectado
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Tabela 9. Dados de °C (100 MHz) em CDCl;de 9 e 10 comparados com dados da literatura
para a lignana metilpluviatolido (HELENO et al., 2006)

9 10 Literatura*

C oc oc oc

1 130,4 130,2 131,58
2 111,8 112,2 108,75
3 146,5 146,4 146,35
4 147,92 147,11 147,87
5 111,4 111,2 108,28
6 120,6 121,3 121,56
7 38,31 38,38 38,33
8 41,2 41,1 41,05
9 71,2 71,7 71,18
10 101,04 101,07 101,07
11 55.9 56,0 55,86
12 55,8 55,9 55,80
I 1314 131,6 130,1
2’ 109,4 108,7 112,09
3 149,1 n.d. 149,04
4 147.9 147,1 147,92
5 108,1 108,3 111,04
6’ 1222 121,5 121,34
7 34,8 34,6 34,62
8 46,4 46,5 46,52
9 178,4 178,6 178,66
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Figura 51. Espectro no IV das substancias 9+10+11 em KBr
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Figura 71. Expansdo do espectro de RMN HMBC (400/100
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Figura 76. Espectro de massas por L.E. (70 eV) da substancia 9

Figura 77. Espectro de massas por L.E. (70 eV) da substancia 10
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Figura 79. Espectro de massas por L.E. (70 eV) da substancia 11
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5.2.7- Identificacao das substancias 12, 13, 14 e 15

As substancias 12, 13, 14 e 15 foram isoladas em mistura e identificadas apds andlise
de RMN 1D, 2D e principalmente através de CG-EM (RIBEIRO et al., 2012). Os espectros
de RMN 1D e 2D quando comparados com a literatura (SILVA et al., 2001), mostraram que a
maioria dos sinais eram da substancia 12 (E-4-hidroxicinamato de metila). As outras trés, 13
(Z-4-hidroxicinamato de metila), 14 (4-hidroxifenilacetato de metila) e 15 (4-hidroxibenzoato
de metila), foram identificadas através de CG-EM e andlises adicionais de RMN. A
identificacdo foi possivel devido as fragmentagcdes caracteristicas destes derivados de 4cido
cinamico e benzdico, quando comparados com a literatura (LEE et al., 2005; BROOKS et al.,
1999).

(0] 7 (0]

7 9
\)k 5 s 7 8 _OCH; 8
5 9 OCH;3 5 i 5 7 "OCH;
8 P H h
HO 4 07 9 0CH; 0
HO 3 HO HO 4

a3) P 3

O espectro no 1V (Figura 81, p. 84) apresentou absor¢des (Vimax cm') em 3381 (von) ,
2925, 2858 (vcn), 1691 cm’! (vc=o de carbonila de éster), 1597, 1440 (vc=c) € 1168 (vc.o).

O espectro de RMN 'H apresentou dois dupletos em oy 7,57 (J= 8,0 Hz) e 6,91 (J=8,8
Hz), cada um integrando para dois hidrogénios, indicando tratar-se de um sistema AA’BB’ de
um anel aromatico (Figuras 82 e 83, p. 85). Os sinais em oy 7,64 (d, J= 15,6 Hz) e 6,36 (d, J=
16 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios H-7 e H-8, e devido ao alto valor da constante de
acoplamento sua configuracdo foi definida como trans. Esses acoplamentos foram
confirmados pelo espectro de COSY (Figura 85, p. 86). Observou-se, ainda, no espectro de
RMN 'H um singleto largo em oy 3,73 (3H), indicando a presenca de uma metoxila, € um
singleto em 8,97 (1H) atribuido ao hidrogénio da hidroxila do anel aromético.

O espectro de DEPTQ (Figura 84, p. 86; Tabela 10, p. 84) exibiu 10 sinais de carbono,
sendo trés quaterndrios em oc 167,0 (C-9), 159,7 (C-4) e 126,0 (C-1), uma metoxila em d¢
50,6, dois olefinicos em 6¢ 144,4 (C-7) e 114,3 (C-8), além de carbonos do anel aromatico em
oc 130,0 (C-2e C-6) e 115,8 (C-3 e C-5).

A anélise dos espectros de RMN HSQC (Figuras 86 e 87, p. 87) e HMBC (Figura 88,
p. 88) ajudou na comprovacdo da estrutura de 12 como sendo o éster E-4-hidroxicinamato de
metila.

O cromatograma da andlise por CG-EM apontou picos em tg 8,6, 8,9, 11,0 e 12,3
minutos (Figura 89, p. 88). O espectro de massas do pico em 12,3 (Figura 90, p. 88) mostrou
pico do fon molecular em m/z 178 (M™) e pico base em m/z 147, estando de acordo com a
formular molecular C;oH;¢O3, confirmando a proposta estrutural para 12. A substancia 13 (tg
11,0 minutos) também apresentou em seu espectro de massas (Figura 91, p.89) pico do ion
molecular em m/z 178 (M™) e a mesma fragmentacdo de da substincia 12, sendo compativel
com a formula CioH;¢0O3 e indicando tratar-se do éster Z-4-hidroxicinamato de metila. As
fragmentacdes de ambas refor¢am as estruturas das mesmas (Figura 92, p. 89).

A substincia 14 (tg 8,9 minutos) mostrou em seu espectro de massas pico do ion
molecular m/z 166 (M™) e pico base em m/z 107, estando de acordo com a formular molecular
CoH 003 e sugerindo a proposta estrutural de 14 como sendo 4-hidroxifenilacetato de metila.
(Figuras 93 e 94, p. 89 e 90).

A substincia 15 (tg 8,6 minutos) mostrou em seu espectro de massas pico do ion
molecular 152 (M™) e pico base em m/z 121, estando de acordo com a formular molecular
CsHgO3 e confirmando a proposta estrutural de 15 como sendo 4-hidroxibenzoato de metila.
(Figuras 95 e 96, p. 90).
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Tabela 10. Dados de RMN de DEPTQ (100 MHz) e 'H (400 MHz) em CD;COCD; de 12
comparados a literatura para o 4-hidroxicinamato de metila (SILVA et al., 2001).

Substancia 12

Literatura*

C DEPTQ Oy [mult., J (Hz)] Oc 4-hidroxicinamato de
oc metila 6y [(mult., J (Hz)]
1 126,0 | e 1269 | e
2 130,0 7,60 (d) J=8,0 131,1 7,44 (d) J=8,8
3 115,8 6,91 (d) J=8,8 114,7 6,78 (d) J=8,8
4 159,7 | = e 161,6 | e
5 115,8 6,91 (d) J=8,8 114,7 6,78 (d) J=8,8
6 130,0 7,60 (d) J=8,0 131,1 7,44 (d) J=8,8
7 144,5 7,62 (d) J=15,6 146,6 7,60 (d) J=16,0
8 114,3 6,37 (d) J=16,0 116,9 6,31 (d) J=16,0
9 167,0 | = e 1698 | e
9-OCH; 50,6 3,73 (sl) 52,0 3,74 (s)
4-OH |  ---—-- 897(s) | - n.a
*100 MHz, CD;COCDs ; 400MHz n.a.: ndo atribuido
?,; 7\)k
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) veu & g 2
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Figura 81. Espectro no IV das substincias 12+13+14+15 em KBr
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Figura 89. Cromatograma por CG da mistura das substancias 12+13+14+15

Figura 90. Espectro de massas por L.E. (70 eV) da substancia 12
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Figura 91. Espectro de massas por L.E. (70 eV) da substancia 13
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Figura 92. Proposta de fragmentacgdo para as substancias 12 e 13

Figura 93. Espectro de massas por L.E. (70 eV) da substancia 14
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Figura 95. Espectro de massas por LE. (70 eV) da substancia 15
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5.2.8- Identificacao da substancia 16

A substancia 16, obtida como um sélido branco e amorfo, foi identificada com um
novo pentaciclopeptideo apds andlises dos espectros de RMN 1D e 2D e CL-EM-EM. Este
novo ciclopeptideo foi denominado de ciclozanthoxylano A (RIBEIRO et al., 2012).

H [0
00

O espectro no IV mostrou sinais de vibragdo molecular caracteristicas de grupo NH de
amida em 3306 cm™ e 1652 cm™ de grupo carboxila de amida (Figura 97, p. 94).

O espectro de RMN 'H (Figuras 98 e 99, p. 94 e 95) apresentou cinco sinais em dy
8,67 (t, 1H), 8,21 (d, 1H), 8,02 (d, 1H) e um multipleto em 7,95 (2H). Pelo espectro de RMN
HMQC (Figura 105, p. 98) nota-se que estes sinais ndo estdo ligados a carbono, indicando
tratar-se de hidrogénios ligados um heterodtomo (sendo mais comum o oxigénio € o
nitrogénio).

Os sinais entre oy 2,7- 4,5 foram relacionados a carbonos metinicos e metilénicos que
foram associados aos carbonos com deslocamento quimico entre d¢c 37-55 sendo esses valores
compativeis com carbonos ligados a nitrogénio. Se esses carbonos fossem carbindlicos teriam
valores de deslocamento quimico em torno de 70 ppm.

O espectro de DEPTQ exibiu cinco sinais de carbonila de amida em &¢ 173,2, 172,5,
171,9, 170,6, 169,6, quatro carbonos metinicos em d¢ 55,7, 54,3, 50,1, 48,4 e um metilénico
em Oc¢ 43,9 (Figuras 102 a 104, p. 96 e 97; Tabela 11, p. 93).

A andlise dos espectros de RMN de 'H e "’C aliados a0 HMQC e COSY permitiu
assinalar os sinais os sinais dos dupletos em oy 1,20 e 1,31 a duas metilas da alanina e os
dupletos em oy 0,91 e 0,86 as metilas do grupo R da leucina. Isto foi confirmado pelo
acoplamento dos sinais das metilas com os hidrogénios de CH-a da alanina e CH,-B da
leucina (Figuras 106 e 108, p. 98 € 99).

A fenilalanina foi identificada pelos sinais do sistema aromdtico monossubstitiuido (dy
7,17-7,30 (m)) e dos hidrogénios CH,- (0g 3,12 e 2,85) que acoplam com hidrogénio do
multipleto em &y 4,34-4,40 (CH-a) (Figuras 107 e 108, p. 99).

A glicina foi sugerida com base no ocp, em 43,8 ligado a hidrogénios em dy 3,89 e
3,24 que acoplam com H-N (6 8,67) revelado pelo espectro de COSY (Figura 108, p. 99).
Destas andlises pode-se propor que a estrutura constituida pelos dcidos aminados glicina,
fenilalanina, leucina e duas alaninas.

A auséncia de sinal de carboxila em torno de 180 ppm e de hidrogénio ligado a
nitrogénio com integracdo de 2H, indicou que a sequéncia dos acidos aminados era ciclica. A
andlise dos espectros de TOCSY (Figura 109, p. 100) permitiu verificar os sinais dos nidcleos
acoplados em sequéncia e confirmar os 4cidos aminados propostos.
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O espectro de HMBC semi-seletivo da regido das carbonilas (Figura 111, p. 101)
apresentou acoplamento dos sinais em & 169,6 (Gli) com N-H (Phe) and N-CH, (Gli); 170,5
(Phe) com N-H (Ala') and H,C (Phe); 171,9 (Ala®) com N-H (Leu), HC-N (Ala%) e H;C
(Alaz); 172,5 (Leu) com N-H (Alal); 173,2 (Alal) com N-H (Gli), H,C-N (Gli), HC-N (Alal),
e H3C (Alal) (Tabela 11, p. 93).

Estes dados e andlises adicionais dos espectros de HMBC (110-115, p. 101 a 103),
NOESY (Figuras 116 e 117, p. 104) e do espectro de massas (Figura 118, p. 105) foram
usadas para confirmar a sequencia dos dcidos aminados da estrutura como sendo ciclo(-Phe-
Gli-Ala'-Leu-Ala’-).

O espectro de massas de alta resolucdo obtido com andlise de detec¢do de ions
positivos em sistema elétron spray, exibiu pico do fon molecular em m/z 460 [M+H],
compativel com a férmula molecular C;3H33N50s, além de uma série de picos que permitiram
confirmar a sequéncia de dcidos aminados propostos para o ciclopeptideo 16. As
fragmentacdes sugeridas estdo apresentadas na Figura 119 (p. 106) e resumidas no Esquema
14 (p. 105).

A determinacdo da configuracdo absoluta dos 4cidos aminados de 16 foi efetuada
através do método de Marfey (MARFEY, 1984; item 4.3.4.1, p. 23). A andlise por CLAE
forneceu os cromatogramas (Figuras 120 e 121, p. 107) em que os tgr dos derivados de acidos
aminados obtidos da hidrélise de 16 (Figura 7, p. 24) em comparagdo com tg dos padrdes de
acidos aminados das séries D e L, indicou que os dcidos aminados constituintes de 16 eram
todos da série L, sendo assim identificados como glicina, L-fenilalanina, L-leucina e L-alanina.
Desta forma, o ciclopeptideo ciclozanthoxylano A foi definido como ciclo(-L-alanil-L-leucil-
L-alanil-glicil-L-fenilalanil-).

Gli
Ml
H (6]
Phe \ H ’
““““ N \
W/\N
16)
= 0
o NH ™ )\
Ala?2 ‘ k\/NH ““““
| La
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Tabela 11. Dados de RMN 'H (400 MHz), DEPTQ (100 MHz) e HMBC (400/ 100 MHz) em

DMSO-d da substancia 16.

Posicio &y [mult., J (Hz)] DEPTQ 6. HMBC
Gly CH,(a) 3,89 (dd, J=144,64) 43.8() CO(Ala"), CO(Gly)
3,24 (dd, J=14,4,5,2)
NH 8,67 (t, J=5,6) CO(Ala"),
CO 169,6 (s)
Ala'  CH(a)  4,19-4,24 (m) 48,4 (d) CO(Ala"), CO(Leu)
Me (B) 1,20 (d, J=7,2) 18,2 () CO(Ala"), CHa (Ala')
NH 7,93-7,96 (m) CO(Ala"), CO(Leu)
CO 173,2 (s)
Leu CH(a)  3,98-4,03 (m) 54,2 (d) CO(Leu)
CH,(8)  1,68-1,75 (m) 40,0 (1) CO(Leu)
1,47-1,53 (m)
CH (y) 1,56-1,61 (m) 25,0 (d)
Me (d) 091 (d, J=6,0) 23,2 (q) CH,A(Leu)
Me (8") 0,86 (d, J=6,4) 22,0 (q) CH,A(Leu)
NH 8,02 (d, J=1.6) CO(AlaY)
CO 172,5 (s)
Phe CH(a)  4,34-4,40 (m) 55,6 (d) CO(Phe), CO(Gly)
CH,(8) 3,12 (dd,J=14,0,52) 372 (0 CO(Phe), CHa-Phe, C-
1’26
2,85 (dd, J= 14,2,
10,0)
I 138,2 (s)
2,6 7,18-7,30 (m) 129,3 (d)
3.5 7,18-7,30 (m) 128,6 (d)
4 7,18-7,30 (m) 126,8 (d)
NH 8,21 (d, J=8.8) CO(Gly)
CO 170,5 (s)
Ala>  CH(a)  4,19-4,24 (m) 50,1 (d) CO(Ala%), CO(Phe)
Me (8) 1,31(d, J=17.2) 17,5 (¢) CO(Ala), CHa (Ala®)
NH 7,93-7,96 (m) CO(Phe)
CO 171,9 (s)
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Figura 97. Espectros no IV da substancia 16 em KBr
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Figura 98. Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d;) da substéncia 16
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Figura 111. Expansdo do espectro d¢ RMN HMBC (400/ 100 MHz, DMSO-dy) da substancia 16,
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5.2.9- Identificacao da substancia 17

A substancia 17 foi isolada como um sélido amarelo e identificada como o flavondide
isoquercetina ap6s andlises por RMN 1D e 2D e comparagdo com os dados da literatura
(ELDAHSHAN et al., 2011).

7)

O espectro no IV (Figura 122, p. 110) exibiu bandas de absorcio em 3394 cm™
(estiramento O-H), 1656 cm'l.(estiramento C=0 de carbonila conjugada), 1606 cm’!
(estiramento de ligacdo dupla conjugada a carbonila).

O espectro de RMN 'H mostra sinais na regido de hidrogénios de sistema aromdtico
entre oy 6,17 e 7,59 (Figuras 123 e 124, p. 110 e 111). Os sinais em 6y 7,57 (d, J= 2,0 Hz; H-
2), ou 6,83 (d, J= 8,8 Hz; H-5) e 647,59 (m, H-6) permitiu propor um sistema ABC, no anel B
da substancia 17. Esses acoplamentos puderam ser confirmados pelo espectro de RMN COSY
(Figura 127, p.112). Os dois singletos em oy 6,37 € oy 6,15 foram relacionados a H-8 e H-6.
Um conjunto de sinais na regido entre oy 3,09-3,59 (Figura 125, p. 111) e um dupleto em oy
5,46 (J= 7,6 Hz) ligado a um carbono em o¢ 101,3, evidenciaram a presenca de uma unidade
de carboidrato (Figura 129, p. 113). A auséncia de um singleto relacionado a C-3 nos permitiu
inferir que esta unidade de carboidrato estaria ligada neste carbono.

O espectro de RMN "°C apresentou 21 sinais (Figura 126, p.112), incluindo uma
carbonila em &¢ 177,7 e 6 carbonos do agicar em d¢ 78,6, 76,9, 74,5, 70,8 e 61,4 (Figura 130,
p. 114). Através do espectro de COSY (Figura 128, p. 113) os hidrogénios do agtcar tiveram
seus acoplamentos determinados.

O espectro de RMN HMBC (Figuras 131, p. 114) permitiu a atribui¢do inequivoca dos
carbonos quaterndrios. Na Tabela 12 (p. 109) sdo apresentadas as atribui¢cdes dos
deslocamentos quimicos dos nicleos desta molécula e comparagao com valores da literatura.
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Tabela 12 Dados de RMN °C (100 MHz) e 'H (400 MHz) em DMSO-d; de 17 comparados
com dados da literatura para a isoquercetina (ELDAHSHAN.ef al., 2011).

Substancia 17 Literatura
C d¢ oy [mult., J (Hz)] dc* on [mult., J (Hz)]™
2 156,4 - 156,1 _
3 133,7 _ 133,3 _
4 1777 - 1777 -
5 161,6 _ 161,2 .
6 99,3 6,15 (s) 98,9 6,20 (d, J = 2,0 Hz)
7 165,3 - 164,6 _
8 94,0 6,37 (s) 93,6 6,41 (d,J=2,0 Hz)
9 156,8 - 156,4 _
10 104,1 _ 103,7 .
E 121,5 - 121,1 -
2 116,5 7,56-7,57 (m) 1152 7,76 (d,J = 2.5 Hz)
3 145,3 - 144.8 -
4 149,0 _ 1485 _
5 115,6 6,83 (d, J= 8,8 Hz) 116,2 6,82 (d,J = 8,5 Hz)
6 122,0 7,58-7,59 (m) 1216 7,54 (dd, J = 8.5 e 2,5 Hz)
1” 101,3 5,46 (d, J="1.6 Hz) 100,9 534 (d,J =15 Hz)
2" 74,5 3,20-3,24 (m) 74,1 3,08 — 3,88 (m)
3” 76,9 3,20-3,24 (m) 76,5 3,08 — 3,88 (m)
47 70,3 3,06-3,09 (im) 69,9 3,08 — 3,88 (m)
5" 78,0 3,06-3,09 (m) 77,5 3,08 — 3,88 (m)
6" 61,4 3,58 (d, J= 11,2 Hz) 61,0 3,08 — 3,88 (m)
3,31-3,34 (m)
50H | - 12,62 (sl) | e na

*300 MHz, DMSO-dg;**75 MHz, DMSO-d;

n.a.: ndo atribuido
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Figura 123. Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d;) da substéncia 17
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Figura 125. Expansao do espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d;) da substancia 17, entre
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5.2.10- Identificacao da substancia 18

A substancia 18 foi isolada como um sé6lido bege e identificada como o flavondide
hesperidina apds andlises dos espectros de RMN 1D e 2D comparados com os dados da
literatura (MOCCELINI et al., 2009).

OH
HO

O espectro no IV (Figura 132, p. 117) exibiu absor¢des (Vmax cm'l) em 3435 (von),
2960, 2929 (vcn), 1728 (ve=0), 1101 (vc.o).

O espectro de RMN 'H exibiu dois singletos em oy 12,04 (5-OH) e 64 9,12 (3’-OH),
um multipleto em oy 6,91-6,97 (H-2°, H-5" e H-6") e dois dupletos em oy 6,15 (J= 2,5 Hz; H-
6) e 0 6,14 (J=2,0 Hz; H-8) (Figuras 133 e 134, p. 117 e 118).

Na regido entre oy 3,1 e 5,50 observam-se vdarios sinais referentes aos hidrogénios das
hidroxilas das duas unidades de carboidrato do flavonoéide (Figuras 135 e 136, p. 118 e 119).
Isto foi confirmado pelo espectro de HMQC tendo em vista que estes sinais ndo se
relacionavam a nenhum carbono (Figura 140 e 141B, p. 121). Ainda nessa regido, notam-se
os sinais de dois carbonos anoméricos em oy 4,99 (d, J= 7,5 Hz, H-1”) e 4,53 (s, H-1")
(Figura 141A, p. 121).

Na andlise do espectro de COSY (Figura 139, p. 120) observa-se que o sinal em dy
5,52 (dd, J= 12,0 e 3,0 Hz) associado a H-2, acoplava com os sinais em oy 3,20-3,25 (m, H-
3a)e dy. 2,78 (dd, J= 17,5 e 3,0 Hz, H-3b) A multiplicidade desses hidrogénios confirma este
flavonodide tratar-se de uma flavanona.

O espectro de DEPTQ mostrou 28 sinais de carbono (Figuras 137 e 138, p. 119 e 120),
valendo ressaltar o de carbonila em d¢ 197,5 (C-4), de metoxila em d¢ 56,1 (4’-OCHs3) e uma
metila da ramnose em oc 18,2 (C-6’). Entre dc 68 e 77 observam-se o0s carbonos
caracteristicos de acucar (Figura 141B, p. 121). O espetro de HMBC permitiu a atribuicao
inequivoca dos carbonos quaterndrios (Figuras 142 a 144, p. 122 e 123).

A Tabela 13 (p. 116) demonstra as atribui¢des dos hidrogénios e carbonos desta
flavanona e comparagdo com dados da literatura.
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Tabela 13. Dados de RMN "°C (100 MHz) e 'H (400 MHz) em DMSO-ds de 18 comparados
com dados da literatura para a hesperidina (MOCCELINI ez al., 2009).

Substéincia 18

Literatura*

C dc oy [mult., J (Hz)] d¢ oy [mult., J (Hz)]
2 788 5,52 (dd, J=12,0 ¢ 3,0) 784 549 (dd, J=3,11¢ 15,11)
3 425 2,78 (dd, J=17.5 € 3,0) 421 2,77 (dd, J=3,11 ¢ 15,11)
3,20-3,30 (m) 3,07 (dd, J=13.8 ¢ 12,0)
4 197,5 197.0
5 163.5 163.1
6 96,8 6,15 (d) J=2.5 96,4 6,15 (s])
7 165.6 165.2
8 96,0 6,13 (d) J=2,0 95.6 6,12 (s])
9 162.9 162,5
10 103.8 1033
r 131,3 130.9
2 1146 6,91-6,97 (m) 1142 6,92 (m)
3 1469 1465
L 148 4 147.9
5 112,5 6,91-6,97 (m) 112,0 6,92 (m)
6 1184 6,91-6,97 (m) 117.9 6,92 (m)
1" 99,0 4,99 (d,7.,5) 100,6 452(d, 7.8)
2" 734 3,26-3,32 (m) 73,0 3,09-3,86 (m)
3 76,4 3,26-3,32 (m) 76,3 3,09-3,86 (m)
4 70,0 3,12-3,18 (m) 69,6 3,09-3,86 (m)
5 75.9 3,40-3,46 (m) 755 3,09-3,86 (m)
6” 66,4 3,80-3,82 (m) 66,1 3,09-3,86 (m)
3,26-3,32 (m)
1 101,0 4,53 (s]) 99,5 4,97 (s)
2" 70,7 3,40-3,46 (m) 70,3 3,09-3,86 (m)
37 711 3,26-3,32 (m) 70,7 3,09-3,86 (m)
g 72,5 3,12-3,18 (m) 72.1 3,09-3,86 (m)
5 68,7 3,26-3,32 (m) 683 3,09-3,86 (m)
6" 18.2 1,10 (d, 6,0) 17.8 1,08 (d, 6,0)
OH-5 _ 12,04 (s) _ 12,06 (s)
OH-3’ _ 9,12 (5) _ 9,11 (s)
4-0CH; 56,1 3,79 (s) 55,7 3,77 (s)

*IH 200 MHz; °C 50 MHz, DMSO-d;
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Figura 133. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-d;) da substéncia 18
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Figura 134. Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-dj) da substancia 18, entre
oy 6,00-7,05 ppm
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5.2.11- Identificacao da substancia 19

A substancia 19 foi isolada como um 6leo alaranjado e identificada como o alcal6ide
N-metilatanina apds andlise do espectro de RMN 'H, comparacdo com dados da literatura
(MOCCELINI et al., 2009) e comparagdo por CCD com uma amostra auténtica. Esta
substancia ja4 havia sido isolada das raizes desta planta anteriormente. O reisolamento da
mesma serviu para avaliacdo de atividade bioldgica. Sendo assim, a andlise espectroscépica
da mesma nao foi aprofundada.

O espectro de RMN "H mostrou sinais na regido de sistema aromadticos em dy 7,85
(dd, J= 8,0 e 1,5 Hz, H-5), 7,54-7-57 (m, H-7), 7,38 (d, J= 8,5, H-8) e 7,85 (d, J= 7,0, H-6).
Observa-se, ainda, quatro singletos em oy 1,84 e oy 1,71, associados as metilas 5’ e 4°, em
3,94 da metoxila ligada a C-4 e dy 3,74 da metila ligado ao nitrogénio. O multipleto em oy
5,26-5,30 € relacionado ao hidrogénio metinico sp2 H-2’ e o dupleto em oy 3,43 (J=7,0 Hz),
ao hidrogénio metilénico H-1" (Figura 145, p. 124).
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Figura 145. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) da substancia 19
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5.2.12- Identificacdo da substancia 20

A substancia 20 foi isolada como um sdélido incolor em forma de agulhas e
identificada como o dlcool p-cumarilico apds andlises por RMN 1D e 2D (HMQC e HMBC)
comparados com os dados da literatura (WHITAKER et al., 2001).

6 7 9
5 N OH
Ho N2 ’ (20)
3

O espectro no IV (Figura 146, p. 125) apresentou absor¢des (Vmax cm'l) em 3435 (von),
2923, 2856 (vcn), 1620 (ve=c) € 1091 (ve.o).

O espectro de 'H dois dupletos em oy 7,26 (H-2, 6) e 6y 6,80 (H-3,5) (J= 8,8) cada um
integrando para dois hidrogénios (Figuras 147 e 148, p. 126 e 127) sugerindo tratar-se de um
sistema p-substituido. Os sinais em 0y 6,51 (d, J= 15,6 Hz, H-7) e 6,22 (dt, J= 16,0 ¢ 5,6 Hz,
H-8), foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos, e devido ao alto valor de J, a configuracao
desses hidrogénios foi determinada como frans. O sinal em oy 4,20 (td, J= 5,6 e 1,6 Hz) foi
associado ao hidrogénio metilénico H-9.

O espectro de RMN DEPT Q exibiu nove sinais, sendo dois carbonos quaterndrios,
seis metinicos (dois sobrepostos) e um metilénico (Figura 149, p. 127; Tabela 14 ,p. 126).

Observou-se um singleto em oy 8,55 (1H) que pode ser atribuido ao OH ligado ao
carbono C-4, e um tripleto em dy 3,85 (1H) que foi relacionado ao OH ligado ao carbono C-9,
isto porque os mesmos ndo apresentaram correlacio ('Jcy) com nenhum sinal de carbono no
espectro de HMQC (Figura 150, p. 128). Pelo espectro de RMN HMBC (Figuras 151 e 152,
p. 128 e 129) confirmaram-se as posi¢cdes dessas hidroxilas através de acoplamentos a trés
ligacoes (3JCH) entre 4-OH (dy 8,55) e os carbonos C-3 e C-5 (8¢ 115,3), e de 9-OH (o4 3,85)
e o carbono C-8 (d¢ 126,9).

A andlise de 20 por CG-EM mostrou um cromatograma com um pico intenso com tg
11,1 minutos (Figura 153, p. 129). O espectro de massas deste componente exibiu pico do fon
molecular em 150 (M™) e pico base em m/z 107, compativel com a férmula CoH 0O, (Figuras
154 e 155, p. 129 e 130).
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Figura 146. Espectro no IV da substincia 20 em KBr
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Tabela 14. Dados de RMN de DEPTQ (100 MHz) e 'H (400 MHz) em CD;COCD; de 20
comparados com dados da literatura para o alcool p-cumarilico (WHITAKER et al., 2001;
JALALLI-HERAVI et al.,2000)

Substancia 20 literatura
C | DEPTQ on [mult., J (Hz)] oc* on [mult., J (Hz)]**
oc

1 1288 | e 12973 | = e

2 1274 7,27 (d, J=8,8) 128,33 7,22 (d, J=8.,7)

3 115,3 6,80 (d, J=8,8) 116,19 6,71 (d, J=8,7)

4 1570 | = 157,78 | = e

5 115,3 6,80 (d, J=8,8) 116,19 6,71 (d, J=8,7)

6 1274 7,28 (d, J=8,8) 128,33 7,22 (d, J=8,7)

7 129,2 6,51 (d, J=15,6) 130,29 6,51 (d, J=15,9)

8 126,9 6,22 (dt, J=16,0 ¢ 5,6) 127,67 6,15 (dt, J=159¢6,1)

9 62,5 4,20 (¢d, J=5,6e 1,6) 63,47 4,17 (d, J=6,1)
4-OH | ---—-- 855(¢) | -—- n.a.
9-OH | --—--- 385(,J=60) | - n.a.

*75 MHz, CD;CD (JALALLI-HERAVTI et al.,2000)  **300 MHz, CD;CD (WHITAKER et al., 2001)

© (o210 TANOMNMOULMOWO TOOWOLUONWO—I
n W0 —OMNMOATM—OON T~ OMMOLM
L NN OO NNNN NN~ —— 00
[ee] N~ AN IS S S
o Sregeegees TEILITOER
6 7 9 358888 838 o
FEYTF @ a
5 X OH i Aa by TPT g
3
2 s Q,
HO™ 4 z - a
3 Q
‘ 3
s \ﬁ‘\
T
Q
<
|
[
‘ | |
J ﬂ L LJL J J

9
°

1.97 1.96 092 0.96 1.92 0.88
=] 3] = =) d

o s

R A o LR o o B o o I o o e LA L R A
.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0
Chemical Shift (ppm)
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5.2.13- Identificacdo da substancia 21

A substancia 21 foi isolada como um s6lido alaranjado e identificada como o alcal6ide
6-acetonildiidroqueleritrina apds andlise do espectro de RMN 'H, comparacao com dados da
literatura (MOCCELINI et al., 2009) e comparacao por CCD com uma amostra auténtica.
Esta substincia ja havia sido isolada das raizes desta planta anteriormente e seu reisolamento
serviu para avaliacdo de atividade bioldgica. Sendo assim, a anélise espectroscopica de 21 nao
foi aprofundada.

O espectro de RMN 'H mostrou sinais na regido de hidrogénios de sistema aromdticos
em oy 7,74 (d, J= 8,8 Hz, H-11), 7,56 (d, J= 8,8 Hz, H-10), 7,56 (s, H-1), 7,50 (d, J= 8,4, H-
12), 7,12 (s, H-4) e 6,98 (d, J= 8,4, H-9). Notam-se, ainda, sinais do metilenodioxido em oy
6,06 (s), do hidrogenio metinico H-6 em oy 5,07 (dd, J= 11,4 e 3,2 Hz), de metoxilas em oy
3,98 (s, 8-OCHs) e 3,95 (s, 7-OCHj3) e de metilas em oy 2,68 (s, N-CH3) 2,08(s, H-3") (Figura
156, p. 131).
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Figura 156. Espectro de RMN '"H (400 MHz, CDCl;) da substincia 21
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5.2.14- Identificacao da substancia 22

A substincia 22 foi isolada como um sélido branco amorfo e identificada como o
triterpeno 20, 3B, 24-triidroxiolean-12-em-28-6ico, conhecido como dcido hyptitico A apds
andlises por RMN 1D e 2D e EM-EM comparados com os dados da literatura (JIN et al.,
2009).

(22)

O espectro no IV (Figura 157, p. 133) revelou absor¢des (Vimax cm'l) em 3427 (von),
2992, 2862 (vcn), 1691 (ve=o), 1045 (ve.o)-

O espectro de RMN 'H exibiu singletos em oy 12,02 (28-OH), 5,18 (H-12), 5,03 (3-
OH) , 4,42 (2-OH) e 4,10 (23-OH) (Figuras 158 e 159, p. 135). A regido de metilas mostrou
singletos em dy 0,70, 0,89 (x2), 0,92 e 1,10 (x2) que foram associados a seis metilas (Figura
160, p. 136), o que foi confirmado pela anélise do espectro HMQC (Figuras 166 e 168, p. 139
e 140).

Na anélise do DEPTQ (Figura 161 a 163; p. 136 e 137) observam-se sinais que foram
atribuidos a trinta carbonos, sendo evidenciada a presenca do carbono carboxilico em d¢ 179,0
(C-28), metinico (sz) em oc 121,8 (C-12) e os carbindlicos em d¢ 84,3 (C-3), 0c 67,4 (C-2) e
dc 64,3 (C-23).

O valor dos deslocamentos quimicos da dupla ligagao C-13 (¢ 144,3) e o sinal de C-
18 (8¢ 41,2) indicaram que o triterpeno 22 pertence a classe dos oleananos. Nesse caso nao ha
efeito y de uma metila ligada ao C-19 sobre o C-13 e o efeito p da mesma sobre o C-18.

O alto valor de C-3 (84,3 ppm) indicou que OH-3 tem configuracdo P , isto devido a
auséncia de efeito y (protecdo) da metila C-23 e a presenca de efeito B (desprote¢dao) de OH-2.
O valor do J (8,0 Hz) de H-3 justifica a relagdo trans entre H-3 e H-2.

O espectro de COSY (Figuras 164 e 165, p. 138) permitiu identificar os principais
acoplamentos entre H-2 [0y 3,54-3,63 (m,)] e H-3 [0y 2,88 (d, 8,0 Hz)]; H-23a [dy 3,75 (d, 8,0
Hz)] e H-23b 6y 3,28-3,32 (m)]; H-5 8y 0,83-0,85 (m)] e H-6b [dy 1,32-1,48 (m)].

O espectro de HMBC auxiliou na atribui¢do dos carbonos quaternérios e dos varios
hidrogé€nios metilénicos da regido de 6y 0,7-1,85 (Figuras 169 a 172, p. 140 a 142).

Na andlise do espectro de NOESY detectou-se NOE entre as hidroxilas 3-OH com 2-
OH e 23-OH, mostrando que as mesmas estdo proximas espacialmente entre si (Figuras 173 e
174, p. 142 e 143).

A andlise usando injecdo em sistema quadrupolo e andlise com tempo de voo (TDV) e
ioniza¢do com elétron spray com detec¢do de ions negativo, forneceu o espectro de massas
cujo pico m/z 487,3514 (100; M-H) massa calculada de 487,3429 (AD= 0,009), é compativel
para a féormula molecular C3yH470s, confirmando a proposta estrutural para 22.(Figuras 175 e
176, p 143 e 144).
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A Tabela 15 (p. 134) mostra a atribuicdo dos deslocamentos quimicos de °C e 'H de
22 e comparagdo com dados da literatura para o 4cido hyptético. Este triterpeno foi isolado a
primeira vez de Hyptis capitata (Labiatae) (YAMAGISHI ez al., 1988), sendo este o primeiro

registro no género Zanthoxylum.

n
©
w N
& ©
~ ]
w
©
VcH
Vou
e ———————————,
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Wavenumber (cm-1)

Figura 157. Espectro no IV da substincia 21 em KBr
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Tabela 15. Dados de RMN DEPTQ (125 MHz) ¢ 'H (500 MHz) em DMSO-ds de 22
comparados com dados da literatura para o dcido 2a, 3P, 24-triidroxiolean-12-en-oico (JIN et

al., 2009).
Substincia 23 Literatura
C DEPTQ oy (mult., J em Hz) d¢ oy (mult., J em Hz)
dc
1 474 0,73-0,81 (m) 48,3 n.a
1,76-1,80 (m)
2 67,4 3,54-3,63 (m) 68,6 4,43 (m)
3 84,3 2,88 (d) J= 8,0 85,8 3,54 (d)J=6,0
4 437 | e 440 | e
5 55,8 0,83-0,85 (m) 56,5 n.a
6 19,3 1,32-1,48 (m) 19,2 n.a
1,51-1,55 (m)
7 33,8 1,23-1,29 (m) 33,3 n.a
1,14-1,19 (m)
8 R N 398 | e
9 47,6 1,51-1,55 (m) 48,3 n.a
10 37,9 384 | e
11 23,7 1,84-1,85 (m) 24,1 na
12 121,8 5,18 (5) 122,4 5,46 (s)
13 443 | 1449 | 00
14 41,7 | e 425 | e
15 27,6 1,59-1,67 (m) 28,3 n.a
0,99-1,01 (m)
16 23,1 1,32-1,48 (m) 23,7 na
17 459 | 46,6 | e
18 41,2 2,76 (d) J=10 42,0 262(d),J=114
19 46,2 1,59-1,67 (m) 46,6 n.a
1,04-1,06 (m)
20 30,9 | e 30,9 | e
21 33,2 1,32-1,48 (m) 34,2 n.a
22 32,6 1,59-1,67 (m) 33,2 n.a
23 23,9 1,10 (s) 24,1 1,59°
24 64,3 3,75 (d) J=10,5 65,6 4,29 (d) J=10,6
3,28-3,32 (m) 3,76 (d) J = 10,6
25 17,0 0,92 (s) 17,2 1,03°
26 17,1 0,70 (s) 17,3 1,05
27 26,1 1,10 (s) 26,1 1,27°
28 1790 | - 180,2 | -
29 33,3 0,89 (s) 33,2 1,18°
30 23,9 0,89 (s) 23,7 0,98°
COOH | - 206 | n.a
20H | - 442 | = n.a
3O0H | - 503(¢h | - n.a
23-OH |  -—--- 4,10 | - n.a

* T 500 MHz; °C 125 MHz, CsDs

* intercambidveis

n.a: ndo atribuido
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Figura 168. Expansio do espectro de RMN HMQC (500/ 125 MHz, DMSO-d,) da substancia 22,
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(22

Figura 174. Principais correlagdes do NOESY da substancia 22

Figura 175. Espectro de massas de alta resolucéo da substancia 22 com detecc@o de fons negativos
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Figura 176. Proposta de fragmentacdo para substancia 22
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5.3- Substancias identificadas de Luxemburgia nobilis neste trabalho

iz
&
14,
",

HO 4: campesterol

2: B-sitosterol: (22,23 diidro)

3: estigmasterol ( AP

Glc\O

23: B-sitostenona

5: 3-O-B-D-glicopiranosil sitosterol

25: lophirona K HO

24: lophirona B

26: 27, 3”-diidroochnaflavona 26a: 27, 3”-diidroochnaflavona metilada
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5.3.1-Identificacao das substancias 2, 3, 4, 23

As substancias 2, 3, 4 e 23 foram isoladas em mistura e identificadas apds andlise de
RMN 'H, °C, e principalmente através de CG-EM e comparagio com dados da literatura
(KOJIMA et al. 1990). A identificagdo das substancias 2, 3 e 4 ja foi discutida no item 5.1.2
(p- 38). A andlise por CG-EM (Figura 177, p. 146) permitiu detectar além de 2, 3 e 4 um
quarto componente da mistura, a B-sitostenona (23) com tg 22,14 min. O espectro de massas

de 23 (Figura 178, p. 146).mostrou pico do fon-molecular em m/z 412 (M™) e o pico base em
m/z 124, sendo compativel com a férmula molecular C,oHy30. As fragmentagdes sugeridas
refor¢aram a proposta estrutural para 23 (Figura 179, p. 147).

23)

Figura 177. Cromatograma por CG da mistura das substincias 2+3+4+23

Figura 178. Espectro de massas por L.E. (70 eV) da substancia 23
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Figura 179. Proposta de fragmentagdo para substancia 23
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5.3.2-1dentificacao da substiancia 24

A substincia 24, obtida como um sélido amarelo, foi identificada como o biflavondide
lophirona B apés andlise por RMN 1D, 2D e CL-EM, e comparag¢do com dados da literatura
(GHOGOMU TIH et al., 1989).

O espectro no 1V (Figura 181, p. 150) exibiu entre outros sinais, bandas de absor¢ao
em 3429 cm’™! (estiramento O-H), 1605 cm’! (estiramento C=0 de carbonila conjugada).

O espectro de RMN de 'H (Figuras 182 e 183, p. 151 e 152) apresentou sinais de
hidrogénios olefinicos tipicos de chalcona em oy 7,72 (d, J= 15,6 Hz; H-a)) e 7,66 (d, J= 15,2
Hz; H-B), além de hidrogénios de sistema saturado caracteristicos de flavanona em dy- 4,55
(d, J= 12,4 Hz; H-ap) e 5,92 (d, J= 12,0 Hz; H-B,). Estes sinais nos permitiram inferir que o
biflavondide € formado por uma chalcona ligada a uma flavanona. Os anéis A e B da chalcona
apresentaram padrao de substitui¢do do tipo 1,2,4-trissubstituido. Observaram-se sinais em oy
7,52 (d, J=2,4 Hz, H-2), 6,84 (d, J= 8,4 Hz, H-5) e 7,54 (m, H-6), associados aos hidrogénios
do anel A, e os sinais em 0y 6,36 (d, J= 2,4 Hz, H-3’), 6,44 (d, J= 2,0 Hz, H-5") ¢ 8,03 (d, J=
2,0 Hz, H-6") foram atribuidos ao anel B (Figuras 184, p. 152).

A flavanona apresentou o anel B’ com um sistema AA’BB’ e o anel A’ também com
substitui¢do 1,2,4-trissubstituido. Os sinais em oy 7,31 (d, J= 8,8 Hz, H-2” e H-6") e 6,74 (d,
J= 8,4 Hz, H-3” e H-5”), cada um com integragcdo para dois hidrogénios, foram relacionados
ao anel B’, enquanto que os sinais em oy 6,46 (d, J=2,0 Hz, H-3""), 6,64 (dd, J= 8,8 ¢ 2,0 Hz,
H-5")e 7,81 (d, J= 8,4 Hz, H-6"") foram atribuidos ao sistema ABC do anel A’ da flavanona.
Esses acoplamentos puderam ser confirmados pelo espectro de RMN de COSY (Figuras 188
e 189, p. 154 e 155).

O espectro RMN de 13C mostrou 30 sinais, sendo dois de carbonila, dois de metinicos
alifiticos e 26 de carbono sp® (Figuras 186 a 188, p. 152 e 153). O espectro de HMQC
(Figuras 190 a 192, p. 155 e 156) e possibilitou ainda a atribuicdo dos hidrogénios aos
respectivos carbonos e 0 HMBC dos carbonos quaternérios (Figuras 184 a 187, p. 153 e 154).

A andlise de 24 usando injecdo em sistema quadrupolo e tempo de voo (Q-TOF) e
ioniza¢do com elétron spray com detec¢do de fons negativos, forneceu o espectro de massas
cujo pico em m/z 509,1177 (100; M-H) massa calculada de 509,1236 (AD= 0,0059), foi
compativel para a formula molecular C30H,;Og (Figura 197, p. 159). Estes dados e a proposta
de fragmentacdo confirmam a estrutura sugerida como sendo a lophirona B (24) (Figura 198,
p. 159).

Os valores das constantes de acoplamento detectados nos sinais de H-o, e H-B;
permitiu propor uma configuracdo relativa trans entre ambos. A configuragdo absoluta de 24
foi determinada comparando seu espectro de DC (dicroismo circular) com o da substancia
[(2S,3R)-naringenina-(3/,3)-4,2’ ,4’-triidroxichalcona], também chamada de 6’-hidroxi
lophirona B ([0]323.1= +5,5.1O3 na transi¢do n— T e [0]288.2= -3,7.10* na transi¢do —>n*)
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(Figura 200, p. 160) (KAEWAMATAWONG et al., 2002). A substancia 24 apresentou dados
de DC semelhantes aos da 6”’-hidroxi lophirona B, com efeito Coton positivo em 325 nm
([6]= +3,8 na transi¢cdo n— n*) e negativo em 298 nm ([0]= -5,3 na transi¢do n— n*) (Figura
199, p. 160). Esta andlise permitiu definir a configuracdo absoluta dos centros assimétricos da
lophirona B (24) como a,S, B>R. Desta forma, a substancia 24 foi definida como (25,3R)-3-
(4,2’-dihidroxichalcona)-4’,7-dihidroxiflavanona. Esta é a primeira vez que estd sendo
verificada a configuracdo absoluta da lophirona B.

A Tabela 16 (p. 150) mostra as atribui¢des dos sinais de carbono e hidrogénios de 24 e
comparacdo com valores da literatura descritos para a lophirona B (GHOGOMU TIH et al.,
1989). Esta substincia s6 havia sido isolada anteriormente de Lophira lanceolata, sendo a
primeira vez identificada no género Luxemburgia.

Figura 180. Estrutura da lophirona B e projecdo dos centros quirais a, e 3, de 24
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Tabela 16. Dados de RMN *C (100 MHz) e 'H (400 MHz) em CD;COCD; de 24
comparados com dados da literatura para a lophirona B (GHOGOMU TIH et al. , 1989).

Substancia 24 Literatura *
C dc Oy [mult., J (Hz)] dc Oy [mult., J (Hz)]
r 113,6 - 114,54 -
2 166,2 167,48 -
3 102,7 6,36 (d) J=2,4 103,80 6,35 (d) J=2,2
4 164,5 - 165,58 -
5 107,7 6,44 (d) J=2,0 108,80 6,43 (dd) J=9,0e 2,2
6 132,3 8,03 (d) J=8.,8 133,10 8,00 (d) J=9,0
cl 191,8 - 192,80 -
al 117,4 7,66 (d) J=15,2 118,42 7,64 (d) J=154
Bl 1442 7,72 (d) J=15,6 145,13 7,71 (d)J=154
1 126,6 - 124,83 -
2 129,4 7,52 (d) J=24 133,83 7,51 (d) J=2,1
3 123,9 - 130,28 -
4 157,8 - 158,53 -
5 115,5 6,84 (d) J=8,4 116,70 6,83 (d) J=8,1
6 133,0 7,54 (m) 130,43 7,50 (dd) J=8,1e 2,1
1 1143 - 115,20 .
2 163,4 164,44 .
3 102,6 6,46 (d) J=2,0 103,70 6,45 (d) J=2,2
4 164,4 165,37 -
5 110,3 6,64 (dd) J=8,8¢2,0 111,44 6,62 (dd) J=8,6¢e22
6’ 129,4 7,81 (d) J=8,4 130,07 7,80 (d) J=8,6
c2 190,0 191,37 .
a2 54,8 4,55 (d)J=124 55,93 4,53 (d) J=12,2
B2 83,0 5,92 (d) J=12,0 83,90 4,93 (d) J=122
17 129,2 . 127,57 .
27 129,0 7,31 (d) J=8,8 129,82 7,30 (m)
37 114,7 6,74 (d) J=8,4 115,80 6,72 (m)
4” 157,4 . 158,84 -
57 114,7 6,74(d) J= 8,4 115,80 6,72 (m)
6 129,0 7,31 (d) J=8,8 129,82 7,30 (m)
OH - 13,63 (s) - 13,62 (s)

*300 MHz; 75 MHz; CD;COCD;
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Figura 181. Espectro no IV da substincia 24 em KBr
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Figura 183. Expansdo do espectro de RMN 'H (400 MHz, CD3COCDs) da substancia 24, entre
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Figura 187. Expansdo do espectro de RMN Bc (100 MHz, CD;COCD3) da substincia 24, entre
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Figura 188. Expansdo do espectro de RMN COSY (400 MHz, CD;COCD;) da substincia 24,
entre dy4,00-6,25 ppm
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Figura 189. Expansao do espectro de RMN COSY (400 MHz, CD;COCD3) da substancia 24,
entre 6y6,30-8,10 ppm
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Figura 190. Espectro de RMN de HMQC (400/ 100 MHz, CD;COCD3) da substancia 24
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Figura 191. Expansdo do espectro de RMN de HMQC (400/ 100 MHz, CD;COCD;) da substincia 24,
entre 0156,25-6,90 e 6:99,0-120,0 ppm
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Figura 192. Expansio do espectro de RMN de HMQC (400/ 100 MHz, CD3;COCD;) da substancia 24,
entre 0y7,15-8,10 e 8¢114,0- 146,0 ppm
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Figura 193. Expansdo do espectro de RMN de HMBC (400/ 100 MHz, CD;COCD;) da substancia
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Figura 194. Expansdo do espectro de RMN de HMBC (400/ 100 MHz, CD;COCD;) da substancia
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Figura 195. Expansdo do espectro de RMN de HMBC (400/ 100 MHz, CD;COCD;) da substincia 24,
entre 56,60-7,80 e 3¢122,0- 146,5 ppm
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Figura 196. Expansdes dos espectro de RMN de HMBC (400/ 100 MHz, CD;COCD;) da substincia 24
196A entre 544,00-8,00 e 6:180,0-194,0 ppm 196B entre 634,40-8,20 e 5-45,0-85,0 ppm
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Figura 197. Espectro de massas de alta resolugdo da substancia 24 com deteccéo de fons negativos

m/z 509 [M-H]-

m/z 683 [M+P,07’]
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Figura 198. Propostas de fragmentacdo para da substancia 24
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Figura 199. Espectro de DC e projecdo dos centros quirais a2 e 2 de 24
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Figura 200. Espectro de DC da 6”’-hidroxi lofirona B (modelo) (KAEWAMATAWONG et al., 2002)
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5.3.3-Identificacao da substiancia 25

A substincia 25, obtida como um sélido amarelo, foi identificada como o biflavondide
lophirona K apds andlise por RMN 1D, 2D e CL-EM, e comparagdo com dados da literatura
(MESSANGA et al., 1994).

25

O aspecto geral dos espectros de RMN de 25 mostra semelhanga com o de 24, o que
nos permitiu inferir que uma das unidades de flavondide de 25 também correspondia a uma
chalcona com o mesmo padrao de substitui¢io de 24.

O espectro no 1V (Figura 201, p. 164) exibiu entre outros sinais, bandas de absor¢ao
em 3433 cm’! (estiramento O-H), 1641 e 1606 cm’! (estiramento C=0 de carbonila).

O espectro de RMN de 'H apresentou sinais de hidrogénios olefinicos tipicos de
chalcona em oy 7,92 (d, J= 15,4 Hz; H-,) e 7,89 (d, J= 15,4 Hz; H-a;). Os anéis A e B da
chalcona apresentaram padrdo de substituicdo do tipo 1, 2, 4-trissubstituido (Figuras 202 e
204, p. 164 e 165). Observaram-se sinais em oy 7,98-7,99 (m, H-2), 7,08 (d, J= 8,0 Hz, H-5) e
oy 7,88-7,91 (m, H-6), associados aos hidrogénios do anel A, e os sinais em oy 6,38 (d, J= 2,4
Hz, H-3%), 6,47 (dd, J= 8,6 ¢ 2,4 Hz, H-5’) e 8,13 (d, J= 8,8 Hz, H-6) foram atribuidos ao
anel B (Figura 203, p. 165).

A outra unidade do biflavonoide 25 foi determinada como sendo outra chalcona que
sofreu uma condensagdo no anel A, ficando com um sistema benzofurano. Isto foi confirmado
pela andlise dos espectros de RMN 5C e HMQC com o sinal de carbono quaterndrio em o¢
90,3 (C- ay) e o carbono metinico em d¢ 95,6 (C-B,) que esta associado ao singleto em oy 6,03
(H-B ) (Figura 211, p.168).

A segunda unidade de chalcona apresentou o anel A’ com um sistema AA’BB’ e o
anel B’ também com substituicdo 1, 2, 4-trissubstituido. Os dupletos em dy 6,99 (J= 8,4 Hz,
H-2” ¢ H-6”) e. oy 6,57 (J= 8,8 Hz,H-3” e H-57), cada um com integracdo de dois
hidrogénios, foram relacionados ao anel A’. Os sinais em 0y 6,12 (d, J= 2,8 Hz, H-3""), 6,34-
6,37 (m, H-5") e 7,88-7,91 (m, H-6"). Esses acoplamentos do sistema ABC do segundo anel
desta unidade puderam ser confirmados pelo RMN de COSY (Figuras 208 e 209 , p. 167).

O espectro RMN de >C mostrou 30 sinais (Figuras 205 a 207, p. 165 e 166), sendo
que os de carbonos metinicos hidrogenado foram relacionados aos respectivos hidrogénios
com o espectro de RMN HMQC (Figuras 210 e 211, p. 168), e os quaternarios, especialmente
as carbonilas, atribuidas com o auxilio do espectro d¢ RMN HMBC (Figuras 212 a 214, p.
169 e 170).

A andlise de 25 usando injecdo em sistema quadrupolo com andlise de tempo de voo
(Q-TDV) e ionizacdo com elétron spray usando deteccdo de ions positivos, forneceu o
espectro de massas cujo pico em m/z 527,1304 (100; M+H) massa calculada de 527,1263
(AD= 0,0041), foi compativel para a férmula molecular C3yH,309 (Figura 215, p. 170). Estes
dados e a proposta de fragmentacdo confirmam a estrutura sugerida para 25 como sendo a
lophirona K (Figura 216, p. 171).
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A Tabela 17 (p. 163) mostra as atribuicdes dos deslocamentos quimicos de 25 e
comparacdo com dados da literatura para a lophirona K. Considerando que os valores de
deslocamento quimico detectados para alguns carbonos sdo relativamente menores dos
relacionados na literatura, justificando o efeito y de prote¢do do HO-3, pode-se propor a
configuracdo relativa cis entre este grupo e o p-hidroxifenil da o-hidroxichalcona. Esta
substincia foi isolada anteriormente de Ochna calodendron (MESSANGA et al., 1994), e esta
sendo identificada pela primeira vez no género Luxemburgia.
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Tabela 17. Dados de RMN *C (100 MHz) e 'H (400 MHz) de 25 em D;CCOCD;
comparados com dados da literatura para a lophirona K (MESSANGA et al., 1994).

Substincia 25 Literatura*
C d¢ Oy [mult., J (Hz)] dc Lophirona K 6y [mult., J (Hz)]
1 n.d. 1294
2 128,1 7,98-7,99 (m) 128,7 7,96 (d) J=1,7
3 n.d. 132,0
4 n.d. 163,7
5 110,2 7,08 (d) J=8,0 111,3 7,07 (d) J=8.,4
6 132,0 7,88-7,91 (m) 1334 7,88 (dd) J=8,4 ¢ 1,7
al 117,9 7,92 (d) J=154 119,2 7,86 (d) J=15,3
Bl 143,9 7,89 (d) J=154 1449 7,91 (d) J=15,3
cl 192,3 192,8
I n.d. 114,5
2’ n.d. 167,5
3 102,9 6,38 (d) J=2,0 103,7 6,36 (d) J=2,2
4 n.d. 165,7
5 107,9 6,46 (dd) J=9,0 ¢ 2,8 108,1 6,45 (dd) J=8,9 ¢ 2,2
6 131,8 8,13 (d) J=8.,8 1334 8,11 (d) J=8,9
17 126,6 127,5
2 128,0 6,99 (d) J=8,4 129,3 6,97 (m)
3 114,2 6,57 (d) J=8.,8 115,5 6,52 (m)
4 157,0 1584
5 114,2 6,57 (d) J=8.,8 115,5 6,52 (m)
6 128,0 6,99 (d) J=8,4 129,3 6,97 (m)
a2 90 91,1
B2 95,7 6,03 (s) 96,7 6,01 (s)
C=0 199,8 200,8
1’ 113 112,8
27 n.d. 167,5
3 102,4 6,12 (d) J=2,8 103,1 6,14 (d) J=2,3
4’ n.d. 165,5
57 107,0 6,34-6,37 (m) 108,1 6,35 (dd)J=75¢2,3
6’ 132,0 7,88-7,91 (m) 136,8 8,28 (d) J=1,5
2’-OH - 13,62 (s) - 13,52 (s)
2”’-OH - n.d. - 12,54

'™H 300 MHz ; "*C 75 MHz, D,CCOCD;
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VOH
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Figura 201. Espectro no IV da substancia 25 em KBr
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Figura 202. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CD;COCD3) da substancia 25
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Figura 203. Expansao do espectro de RMN 'H (400 MHz, CD3;COCDs) da substancia 25,
entre Oy 5,95-7,15 ppm
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Figura 204. Expansao do espectro de RMN 'H (400 MHz, CD;COCDs) da substancia 25,
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Figura 205. Espectro de RMN Be (100 MHz, CD;COCDs) da substancia 25
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Figura 208. Espectro de RMN de COSY (500 MHz, CD;COCD;) da substancia 25, entre dy 5,90-8,40 ppm
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Figura 209. Expansdo do espectro de RMN de COSY (500 MHz, CD;COCD;) da substancia 25,
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Figura 210. Expansdo do espectro d¢ RMN HMQC (400/ 100 MHz, CD;COCD;) da substancia 25,
entre oy 8,25-7,70 e 8¢ 110,0-149,0 ppm
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Figura 211. Expansdo do espectro de RMN HMQC (400/ 100 MHz, CD;COCD;) da substincia 25,
entre 8y 5,90-7,20 e 8¢ 90,0-135,0 ppm
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Figura 212. Expansio do espectro de RMN de HMBC (400/ 100 MHz, CD;COCD;) da substancia 25,
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Figura 213. Expansdo do espectro de RMN de HMBC (400/100 MHz, CD;COCD;) da substincia 25,
entre oy 5,80-8,20 e 6¢ 140,0-174,0 ppm
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Figura 215. Espectro de massas de alta resolugdo da substincia 25 com deteccdo de fons positivos
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Figura 216. Proposta de fragmentacdo para substancia 25 com deteccio de fons positivos
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5.3.4-1dentificacao da substiancia 26

A substancia 26 foi isolada como um sélido amarelo e identificado como o
biflavonoide 27, 3”-diidroochnaflavona apés andlise do espectro de RMN 'H e comparacio
com dados da literatura (DE CARVALHO et al., 2002). Esta substancia ja havia sido isolada
das folhas de L. nobilis anteriormente. O reisolamento da mesma e a preparacdo de seu
derivado metilado (item 4.4.3 e 4.4.3.1, p. 29 e 30) serviram para avaliacdo de atividade
bioldgica. Sendo assim, a andlise espectroscopica das mesmas nao foi aprofundada.

O espectro de RMN 'H da substancia 26 mostrou sinais na regido de hidrogénios de
sistema aromdtico para a unidade da flavona em oy 7,80 (dd, J= 8,8 ¢ 2,4 Hz, H-6"), 7,70 (d,
J=2,4 Hz, H-2"), 7,20 (d, J= 8,8 Hz, H-5"), 6,64 (s, H-3), 6,45 (d, J= 2,0 Hz, H-8) e 6,21 (d,
J= 2,0 Hz, H-6) (Figuras 218 e 219, p. 173). Observa-se, ainda, sinais da unidade da
flavanona em 6y 7,53 (d, J= 8,4 Hz, H-2",6”), 7,05 (d, J= 8,8 Hz, H-3",5"), 5,97 (d, J= 2,0
Hz, H-8”), 5,92 (d, J= 2,4 Hz, H-6") e duplo dupletos em 6y 5,55 (J= 11,2 e 3,6 Hz, H-2"),
3,16 (J=17,2¢e 11,2 Hz, H-37a) ¢ 2,88 (J= 17,2 e 3,6 Hz, H-3"b) (Figura 217, p. 172).

NrOOTOL) OFOM — O FO-N—rNM AFTDOROLNO
——OONTA —OLOM T © AUNNNNNOTD ONOMORTN
GOONMNOOLD N—OO  © I NOODDOOOLO Q00000000
ININNININISN NNNIN O (O (OLOLOLOLOLOLOLOLO MmN
ERANEPIRY I N e Gy
B I
© =
£ z
= @ .
N I o H6
T | I 9 ©
- T - |
(SN | I |
T \‘ | |
! b
T
‘\
© H3'a H3'b
]
I "
f H2 I
I
I
|

T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 217. Expansao do espectro de RMN 'H (400 MHz, CD3;COCDs) da substancia 26,
entre 0y47,28-8,10 ppm
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5.3.5-1dentificacao da substincia 26a

A substancia 26 foi submetida a reacdo de metilacio com diazometano (item 4.4.3.1,
p. 30) obtendo-se o derivado 7, 4°, 7”-trimet6xi-2”, 3”-diidroochnaflavona (26a). O espectro
de RMN de 'H do derivado 26a mostrou sinais em og 3,95, 3,89 e 3,83, cada um com
integracdo para trés hidrogénios, associados as metoxilas 7, 4’ e 77 respectivamente,
indicando que a reacdo de metilacdo realmente ocorreu (DE CARVALHO et al., 2002)
(Figura 220, p. 174).
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Figura 220. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) do derivado 26a
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6-ATIVIDADES BIOLOGICAS

Algumas substancias isoladas neste trabalho das espécies Z. rigidum e L. nobilis foram
submetidas a ensaios bioldgicos. Esses ensaios foram efetuados por outros grupos de pesquisa
que trabalham em parceria com o Laboratério de Quimica de Produtos Naturais(UFRRIJ). Na
escolha das substancias a serem testadas levou-se em consideracdo a quantidade isolada da
mesma e a quantidade utilizada nos testes.

6.1- Atividade anti-Trypanosoma cruzi.

Os ensaios de atividade tripanocida foram realizados no Laboratério de Biologia (IB-
UFRRJ) pela aluna de iniciagdo cientifica Eveliny Tomas Nery (IB-UFRRJ), sob orientagdao
da Profa. Dr" Patricia Fampa Negreiros Lima (IB-UFRRJ) e Profa. Dr* Débora Decote
Ricardo de Lima (IV-UFRRJ).

O Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas, apresenta ciclo de vida
heteroxénico alternado entre insetos vetores triatomineos e hospedeiros mamiferos. No inseto
vetor, formas replicativas do parasita, denominadas epimastigotas, se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos. Os tripomastigotas sao infectivos para o hospedeiro vertebrado.
Nos mamiferos hospedeiros, os parasitas apresentam-se nas formas amastigotas intracelulares
obrigatdrias, que se diferenciam em tripomastigotas sanguineos. O parasita é transmitido pelas
fezes dos triatomineos depositadas na pele durante a alimentacdo sanguinea, e a infeccao
ocorre através do ferimento causado pela picada.

A doenca de Chagas afeta 18 milhdes de pessoas na América Latina (WHO, 2005).
Estima-se que, especificamente no Brasil, cerca de 6 milhdes de pessoas encontram-se nesse
momento infectadas com o 7. cruzi. Segundo a Funasa e a FIOCRUZ, o nimero de 6bitos
anual é de aproximadamente 5 mil. No entanto, € provdvel que esse nimero esteja
subestimado, devido a precariedade do sistema de notificacdo da doenca de Chagas no pais.
Assumindo-se uma taxa de Obitos estimada na literatura de 0,5%, pode-se calcular uma
mortalidade aproximada de 30.000 6bitos/ano. A fase cronica da doenca ocorre muitos anos
ap6és infeccdo e € caracterizada por patologias cardiacas e gastrointestinais severas.
Infelizmente, mesmo apds comemorarmos 100 anos da descoberta da doenga por Carlos
Chagas, e apesar dos enormes avangos ocorridos nas dreas de bioquimica, parasitologia e
biologia molecular, ferramentas que bloqueiem a transmissdao da doenca de Chagas ainda nao
foram disponibilizadas.

Nao obstante intensa investigacdo para o desenvolvimento de novas drogas que sejam
seguras e eficientes como quimioterapia para a doenca de Chagas (URBINA, 2001, 2010),
apenas duas drogas para tratamento humano estdo disponiveis: benznidazol (BZ; Rochagan,
Rodanil [Roche]) e nifurtimox (Lampit; Bayer). Esses nitrofuranos sao usados em tratamentos
de longa duragdo e causam importantes reacdes adversas, que interferem na continuidade do
tratamento Os resultados da quimioterapia sdo mais bem-sucedidos durante a fase aguda da
doenca, e aproximadamente 40 a 76% de cura parasitologica podem ser observados. A
eficdcia do tratamento na fase cronica € baixa ou nula, e a cura parasitologica obtida é de 0 a
20% nos pacientes tratados (RODRIGUES et al. 2002, GUEDES et al., 2006).

Sendo assim, no presente projeto investigou-se a atividade anti-7. cruzi de 2",3"-
dihidroochnaflavona (26) sobre formas epimastigotas e tripomastigotas intracelulares de T.
cruzi in vitro. Avaliaremos ainda os efeitos imunomoduladores destas substincias sobre
células do sistema imune do hospedeiro mamifero.
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Efeito do biflavonodide 2'",3'-diidroochnaflavona (26) sobre o crescimento de formas

epimastigotas de Trypanosoma cruzi

Neste ensaio foi testado efeito de 26 sobre as formas epimastigotas de 7. cruzi (cepa
Y). As formas epimastigotas do parasita, presentes em cultura, sdo naturalmente encontradas
no inseto vetor, ndo sendo infectivas para os hospedeiros vertebrados. No entanto, sdo ainda
assim muito importantes para triagem de novos componentes com atividade potencial contra
doenca de Chagas.

Para isso, parasitas apds 3 dias em cultura foram plaqueados em placas de 96 pogos
numa concentragio final de 2x10° parasitas por poco a 27°C em meio BHI suplementado com
10% de soro fetal bovino. Foram divididos em grupos: controle (crescido somente em meio e
nao tratados com a droga); controle DMSO (tratados apenas com o diluente do biflavondide.
O volume de DMSO usado corresponde ao volume da maior concentragdo da droga utilizada
no experimento); grupos tratados com diferentes concentragdes do biflavondide (1 a 150
pg/mL). Os pocos de cada grupo, em triplicata, foram contados diariamente durante 4 dias
pOs tratamento com o objetivo de se obter a curva de crescimento dos parasitas. As curvas
obtidas mostram que a droga foi capaz de interferir no crescimento do parasita, mesmo em
doses baixas (Figura 221, p 176).

Figura 221. Grificos de crescimento dos epimastigotas de Tripanossoma cruzi tratados com a

substincia 26 nas concentragdes de 15, 30, 45 e 60 ug/mL

"
(26)
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Teste de toxicidade de 2"',3" diidroochnaflavona (26) sobre macroéfagos e linfécitos

O ideal € que a droga afete o parasita, mas ndo células do hospedeiro. Macréfagos
peritoneais de camundongo da linhagem BALB/c foram plaqueados em placa de 96 pocos
numa concentracdo final de 5x10° células por poco em meio RPMI suplementado com 10%
de soro fetal bovino a 37 °C e 5% de CO,. No dia seguinte foram divididos em grupos e
tratados: controle negativo (ndo tratado com a droga); controle DMSO (tratados apenas com o
diluente do biflavondide. O volume de DMSO usado corresponde ao volume da maior
concentracdo da droga utilizada no experimento); grupos tratados com diferentes
concentracdes do biflavondide (5, 15, 30 e 50 pg/mL); controle positivo (tratado com azida,
que é reconhecidamente toxica para essas células). Apés dois dias de tratamento, os pocos de
cada grupo, em triplicata, foram submetidos ao teste de viabilidade do XTT. A porcentagem
de células vidveis para cada grupo foi obtida considerando a viabilidade do controle nao
tratado como 100%.

O mesmo procedimento foi realizado com linfécitos isolados de bagos de
camundongos BALB/c, que foram plaqueados numa concentracao final de 2x10° células por
pog¢o em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino a 37 °C e 5% de CO,. O
teste do XTT foi realizado nos linfécitos submetidos aos diferentes tratamentos (como
descrito acima), no dia seguinte ao plaqueamento.

Como podemos observar na Figura 222 (p. 177), o tratamento com a substancia 26
afetou a viabilidade das células.

Figura 222. Gréficos de viabilidade celular de linfécitos e macréfagos tratados com a substincia 26

6.2- Efeito dos alcaloides N-metilatanina (19) e 6-acetonildiidroqueleritrina (21) na
alimentacio de triatomineos

Os ensaios de atividade fagorepeléncia de triatomineos foram realizados Laboratério
da Fundacdo Oswaldo Cruz pela pds-doutoranda Dra. Marcela Figueiredo (DEQUIM-
UFRRYJ).

Foram utilizadas ninfas de quinto estddio de R. prolixus provenientes de coldnia
mantida em condi¢des controladas de temperatura e umidade (27C = 2 e 65% * 5) e
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alimentadas periodicamente com sangue desfibrinado de coelho, em sistema artificial de
membrana. As ninfas sdo coletadas randomicamente apds a muda e mantidas em jejum por 15
a 20 dias. Apds este periodo, serdo alimentadas no mesmo sistema, em sangue contendo ou
ndo as substancias a serem testados.

Ninfas de 5° estddio foram alimentadas com sangue contendo 1, 10 e 100 pg /mL dos
acaldides 6-acetonildiidroqueleritrina (21) ou N-metilatanina (19) diluidos em DMSO. Os
insetos foram pesados imediatamente apds a alimentagdo bem como trés dias apds a
alimentacdo para determinar se houve efeito de fagoinibi¢do (diminui¢do da quantidade de
sangue ingerido) em relacdo ao controle.

Observou-se que a menor dose da substancia 21 (1 pg/mL) levou a fagorepeléncia
inibindo a ingestdo de sangue tratado pelos insetos quando comparado ao controle. Sendo
assim, as doses maiores nao foram testadas.

Com relagdo a substancia 19 foi observado que a administragdo oral das trés doses
consideradas (1, 10 e 100 pg /mL) ndo levou a fagorepeléncia, ndo havendo alteracdo na
excre¢do e muda dos insetos tratados.

19)

CHs

6.3- Atividade antiviral

O ensaio antiviral foi realizado no laboratério de Virologia do Instituto de
Microbiologia Paulo de Goes-CCS-UFRIJ sob supervisdo da Prof®. Dr". Maria Teresa Villelas
Romanos.

Células e Virus

Células Vero (rim de macaco Cercopitheccus aethiops) foram mantidas em meio
minimo essencial de Eagle (MEM-Eagle) acrescido de 0,03 mg/ml de glutamina, 50 pug/mL de
garamicina, 2,5 mg/ml de fungizona, solucao de bicarbonato de sodio a 0,25%, HEPES 10
mM e 10% de soro fetal bovino (SFB) (meio de crescimento) e sem SFB (meio de
manutengdo). As culturas de células foram incubadas a 37°C em ambiente com 5% de CO2.

As amostras de virus herpes simplex tipos 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2) pertencem a
colecdo do LEDAC (Laboratério Experimental de Drogas Antivirais e Citotoxicas). As
amostras virais foram caracterizadas pelo Laboratério de Viroses Respiratorias, Entéricas e
Oculares (LAVIREQO) como sendo dos tipos 1 e 2.

Citotoxicidade

Para a avaliacdo da atividade antiviral das substancias N-metilatanina (19), 27,3”-
diidroochnaflavona (26) e 7,4’,7’-trimet6xi-2”,3”-diidroochnaflavona (26a), foi necessaria a

178



determinagdo da toxidez para os sistemas hospedeiros empregados. A citotoxidez pode ser
determinada baseando-se na alteracdo morfoldgica e na viabilidade celular.

CH3

O
OCH;
HO,
\‘\[';,/ \‘\;;,/OCH;

(19) (26) (26a)

a- Observacao da alteracao morfologica celular

As substancia 19, 26 e 26a foram submetidas a diluicdes seriadas, na razdo 2,
utilizando-se meio de manutencao de células como diluente (MEM), e colocadas em contato
com as monocamadas de células confluentes. Em seguida, as células foram incubadas durante
48h a 37°C em ambiente contendo 5% de CO2, sendo examinadas diariamente ao
microscopio Optico invertido e comparadas com o controle, na ausencia da substancia. O
efeito citotoxico € detectado pelo aparecimento de células morfologicamente alteradas,
presenca de vacuolos e/ou descolamento da monocamada da superficie suporte. A maior
concentracdo da substincia que ndo apresenta efeito citotoxico € denominada de concentracao
maxima nao téxica (CMNT) e € utilizada para os estudos antivirais.

b- Verificacao da viabilidade celular

A citotoxidez de substancias e extratos pode ser determinada através de técnica
denominada “dye-uptake” (BOREFREUND & PUEUNER, 1985). A técnica consiste na
incorporagdo do corante vermelho neutro pelas células vivas e sua posterior quantificacao por
leitura em espectrofotometro, em comprimento de onda de 492 nm. A percentagem de células
viaveis € obtida pela formula: [(DO da droga) — (DO do controle de células)]/[DO do
Vermelho Neutro) — (DO do Controle de celulas)] x 100, sendo calculada a concentragdao
citotoxica para 50% das células em cultura (CC50 ).

Titulacao dos virus

A titulacdo viral é realizada para se estabelecer a TCID50/ml (dose que produz efeito
citopatico - CPE em 50% das culturas de células). Isso e feito de acordo com um célculo
estatistico estabelecido por REED & MUENCH (1938). Foram realizadas dilui¢des
logaritmicas decimais (10-1 ate 10-7) das suspensdes virais, utilizando-se o meio de
manutengdo celular como diluente. Cada dilui¢do foi inoculada em monocamadas de células
confluentes (6 pogos/dilui¢do, em microplaca de 96 pocos). As células inoculadas foram
incubadas durante 48h a 37°C em ambiente contendo 5% de CO2. Apos a incubacdo foi feita
a leitura em microscopio 6ptico invertido.
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Avaliacido da Atividade Antiviral (triagem)
Reducao do titulo viral

As suspensdes virais foram inoculadas em cultura de células (100 TCID50/mL) na
presenca da substancia na CMNT (teste) e na auséncia da substancia (controle de virus). As
culturas de células foram incubadas durante 48h a 37°C em ambiente contendo 5% de CO?2.
Ao final deste periodo foram determinados os titulos dos virus (usando o célculo estatistico de
REED & MUENCH, 1938) a partir dos sobrenadantes das células que foram inoculadas na
presenca e na auséncia das substancias para sabermos se houve reduc¢do no titulo viral. O grau
de atividade antiviral e expresso em indice de inibi¢do viral (IV) e percentagem de inibicao
(PD).

O IV foi obtido pela formula proposta por LAGROTA (1978):

IIV=B-A

Onde: B= titulo do virus na cultura de células sem substancia (controle).
A= titulo do virus na cultura de células com substancia.

A PI foi calculada de acordo com a formula proposta por NISHIMURA et al., (1977):

PI = [1- (antilog T/antilog C)] X 100

Onde: T= unidades infecciosas na cultura de células tratadas com substancia.
C= unidades infecciosas na cultura de células ndo tratadas (controle)

Resultados

Os resultados estdo listados na tabela 18 que mostra os resultados obtidos em
percentual de inibi¢do dos virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2) e adenovirus 19
responsdvel pela conjuntivite (AdV19). Observa-se que as substancia 19 apresentou um
percentual elevado de inibi¢cdo para o adnovirus AdV19.

Tabela 18. Percentual de inibi¢do das substancias 19, 26 e 26a contra os virus HSV-1 e 2 e
AdV19

% de inibicao (PI)

Substancia HSV-1 HSV-2 AdV19
19 29,2 29,2 97,5
26 0 0 0
26a 0 29,2 0
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6.4- Atividade inseticida frente as larvas de Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae)

O ensaio de atividade inseticida foi realizado no Laboratério de Transmissores de
Leishmanioses — Setor de Entomologia Médica e Forense da Fundacdo Oswaldo Cruz pela
MSc Paloma Martins Mendonca.

Moscas sdo um grupo de invertebrados que merecem atencao especial devido ao fato
de produzirem larvas de insetos em animais domésticos, podendo invadir, ainda, tecidos
necrosados. As larvas sdo capazes de se desenvolverem em vdrios substratos, incluindo fezes,
lixo e caddver (QUEIROZ et al., 1999; QUEIROZ et al., 1999; GUIMARAES et al., 1978).

Espécies do género Chrysomya sdo consideradas os primeiros invertebrados a
alimentar-se de matéria organica em decomposi¢do. Chrysomya putoria estd distribuida em
todo o pais e esta espécie desperta interesse porque € um vetor em potencial de virus,
bactérias e outros patégenos (GREENBERG 1973; GREENBERG 1971; FURLANETTO et
al., 1984).

Este ensaio visou a avaliac@o da atividade inseticida do biflavonoide lophirona K (25),
observando seu efeito no desenvolvimento pds-embriondrio das larvas da mosca Chrysomya
putoria.

(25)

HO

As moscas de C. putoria foram coletadas no campus da Fundagdao Oswaldo Cruz (RJ)
e mantidas no Setor de Entomologia Medica e Forense da mesma intitui¢do. A substancia
lophirona K (25)foi diluida em MeOH e testada nas concentragdes de 0,5 e 0,25% (m/v).

As larvas de moscas de primeiro instar (neolarvas) foram colocadas sobre papel de
filtro em placa de Petri. A substancia foi aplicada topicamente em cada neolarva usando
grupos de 50 specimens (1uL/ larva), com quatro repeti¢des para cada concentragdo, além do
grupo controle (dgua e MeOH). Depois do tratamento o papel com as larvas foi transferido e
inoculado com carne bovina podre (50 g), na proporcao de 1g de carne por larva, para garantir
a alimentacdo méxima no desenvolvimento.

Ao chegar a maturidade as larvas s@o pesadas individualmente e transferidas para um
tubo de ensaio contendo substrato para pupacdo. O experimento foi mantido em camara
climatizada a 27+1 °C e 70 £10% (umidade relativa), com observacdes didrias até a fase
adulta.

Foram analisadas a duragdo e viabilidade larval, pupal e neolarval ao periodo adulto,
assim como o peso da larva madura e o sexo dos adultos. Os resultados foram analisados pelo
ANOVA (p< 0,05) e os valores obtidos foram compardos pelo teste de Tukey-Kramer no
nivel de significancia 0,05 (SOKAL & ROHLF, 1979).

No ensaio realizado observou-se que o periodo larval foi menor no grupo controle
(4,84+0,54 dias) enquanto que a substancia 25 na concentracdo de 0,5% aumentou esse
periodo (5,42+0,58 dias). No periodo neolarval a adulto, também na concentragdo de 0,5%,
houve aumento da duragdo (10,62+0,66 dias) quando comparado aos controles de agua
(9,13+£0,51 dias) e MeOH (9,18+0,40 dias). No do periodo pupal ndo foram observadas
diferencas entre os controles e as concentracdes testadas do biflavonoide.
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As larvas do controle com dgua foram as menos pesadas (46,54+5,60 mg) e as com
MeOH as mais pesadas (54,99+4,20 mg). Nao houve diferenca estatistica na propor¢do do
sexo para todos os grupos.

Esses resultados, apesar de discretos, indicam que a substancia 25 afeta o
desenvolvimento da mosca C. putoria na fase larval e no periodo neolarval a adulto.
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7- ESTUDOS ESPEQTROSCOPICOS DA INTERACAO DE LOPHIRONA B (LPB)
COM ALBUMINA SERICA BOVINA (ASB)

Os estudos espectroscopicos com a lophirona B (24) foram realizados no Laboratério
de Fotoquimica pelas alunas de iniciagao cientifica Fldvia da Silva M. Teixeira e Veridiana A.
da Silva sob supervisiao do Prof. Dr. Dari Cesarin-Sobrinho (DEQUIM-UFRRYJ).

(24)

A albumina sérica € a proteina mais predominante no plasma sanguineo, € por isso, é
uma das proteinas mais estudadas [ZSILA et al. (2003) e TAKEHARA et al. (2009)]. Muitos
pesquisadores t€ém estudado a estrutura e as propriedades da albumina sérica e suas interacoes
com outras proteinas com o intuito de compreender todas as suas fungdes no organismo.

Albuminas séricas (ASs (em portugués) ou SAs (em inge€s, serum albumin)) sdo
proteinas de maior solubilidade, constituintes do sistema circulatério e t€ém muitas funcdes
fisioldgicas, incluindo a manutengdo da pressao osmoética [HE & CARTER, 1992; SUGIO et
al., 1999; CUI et al., 2008; YUE et al. (2008)] e controle do pH, além da sua a¢do como
transportadoras, distribuidoras e metabolizadoras de inimeros ligantes enddgenos e exdgenos
(por exemplo, farmacos, metabdlitos, acidos graxos, amino dcidos (geralmente triptofano e
cisteina), hormonios, esterdides, cétions e anions, metais (como cdlcio, cobre, zinco, niquel,
mercurio, prata e ouro etc.) resultando no aumento de solubilidade de compostos bioativos no
plasma, diminuindo a sua toxicidade, e/ou protegendo contra a oxidagao da ligacao do ligante
(composto bioativo).

A ligacdo entre ligantes (compostos bioativos) e ASs é um fator determinante e
importante para a farmacodinamica e farmacocinética da droga, dependendo da concentragdao
de droga administrada, podendo afetar a distribui¢do e a eliminacdo da droga (HE et al. ,2005;
CUl et al., 2007; YUE et al., 2008; STAN et al. 2009)

Neste trabalho decidiu-se estudar o comportamento fotofisico da substancia 24,
lophirona B (LPB) frente a uma solugdo de albumina (carreador de moléculas) sérica bovina
(ABS) (1,0 x 10° mol/L) tamponada com PBS (pH = 7,4), utilizando UV-vis, fluorescéncia e
dicroismo.

A Figura 223A (p. 184), mostra que a ASB apresenta uma banda de absor¢ao intensa
em torno de 208 nm, assim como uma segunda banda de absorcdo em torno de 280 nm. A
Figura 223B (p. 184), mostra que a supressdao da fluorescéncia da ASB pela LPB como
consequéncia do aumento da concentracdo da LPB é acompanhado de um deslocamento
batocrdmico no Aem), indicando a possivel interacio LPB/ASB. A Figura 224A (p. 184),
mostra a integral de sobreposicdo entre os espectros de emissdo/absor¢do do sistema
LPB/ASB, utilizado para calcular o raio de Forster (r), o valor de r= 4,26 nm (r < 7 nm),
sugere que ocorreu, um processo de supressdo estdtica o que € sustentado pelo alto valor
encontrado para a constante de supressao (Kq= 1,57 E+13).

Os espectros de dicroismo circular (Figura 224B, p. 184) mostram que a adi¢do da
LPB a ASB influenciou na sua elipticidade, levando a uma diminui¢do da % de o~hélice da
estrutura secundéria da proteina (ASB), sendo isso um indicativo do processo de interacao
entre LPB/ASB.
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Figura 223A. Espectro de absor¢do no UV-Vis de LPB em solu¢do de ASB tamponada com PBS (pH =
7.4), Casg = 1,00 x 107 mol/L
Figura 223B. Espectro de supressdo da emissdo de fluorescéncia (A = 280 nm) da ASB em solugdo

tamponada com PBS (pH = 7,4) Casg = 1,00 x 10™ mol/L por LPB a T = 293K
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Figura 224A. Sobreposi¢do entre os espectros de emissdo/absor¢do para o sistema LPB/ASB
Figura 224B. Espectro de dicroismo circular de LPB em ASB (pH = 7,4), nas propor¢des 1:0, 1:4, 1:8,
1:16 e 1:32 de ASB:LPB , Cagg = 1,00 x 10 mol/L
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A Figura 225 (p. 185) mostra os resultados obtidos para os estudos de supressdo de
fluorescéncia da albumina ASB pela LPB, calculados a partir da equagdo de Sterm—Volmer,
Sterm-Volmer modificada e vant"Hoff, permitindo assim obter informacdes sobre os valores
termodindmicos de AG’ (-28, 5 kJ/mol), AH’ (14,2, kJ/mol) e AS°(41,7 kJ/mol).
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Figura 225. Curvas de Stern-Volmer e Stern-Volmer modificado nas temperaturas de 296, 303 e

310K (gréficos a, b e ¢) e Vant’ Hoff (grafico d) para o processo de supressdo de fluorescéncia da

ASB pela LPB

Através dos resultados obtidos experimentalmente (AG’<0), pode-se concluir que
ocorre uma boa interacdo entre a LPB/ASB, sugerindo que a ASB pode atuar como um bom

carregador sanguineo para a LPB, sendo o fator entrépico o processo predominante para esse
processo.
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8-CONCLUSAO

O estudo quimico de Zanthoxylum rigidum confirmou a diversidade de classes de
metabolitos especiais encontrados em espécies da familia Rutaceae. Foram isoladas 27
substancias, algumas das quais estdo sendo relatada pela primeira vez no género, além de um
novo ciclopeptideo, ciclo(-Phe-Gli-Ala'-Leu-Ala’-), denominado ciclozanthoxylano A.

O estudo das raizes de Luxemburgia nobilis levou ao isolamento de 6 substancias. As
folhas e caule desta espécie possuem estudo fitoquimico, porém os biflavondides isolados da
raiz sdo relatos a primeira vez no género. O isolamento de lophirona B (24) e lophirona K
(25) confirma a proximidade do género Luxemburgia com os géneros Ochna e Lophira, tendo
em vista que lophironas sdo mais comuns nestes dois tltimos géneros.

A atividade tripanocida testada com os biflavonoides 2”,3”-diidroochnaflavona (26) e
mostrou que a mesma foi capaz de interferir no crescimento do parasita, mesmo em doses
baixas. No ensaio com triatomineos observou-se que o alcaldide 6-acetonildiidroqueleritrina
(21) levou a fagorepeléncia, inibindo a ingestdo de sangue. O teste inseticida em larvas de
mosca Chrysomya putoria com o biflavonoide lophirona K apresentou resultado discreto,
afetando pouco o desenvolvimento das larvas. Na atividade antiviral frente a Herpes simplex
tipo I e II e adenovirus 19 foram testados os biflavonoides 2, 3”-diidroochnaflavona (26) e
seu derivado metilado (26a) e o alcaldide N-metilatanina (19). O resultado obtido no ensaio
com Adenovirus 19 mostrou-se bastante significativo com o alcoloide 19.

O estudo espectroscopico da interacdo entre o biflavonoide lophirona B (24) e a
albumina sérica bovina demonstrou que ocorre uma boa interagdo entre ambas, indicando que
a albumina pode agir como um bom carreador sanguineo para a lophirona B.
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ANEXOS

APRESENTACAO EM EVENTOS E CONGRESSOS

e [V Férum da Pés-Graduagdo (UFRRIJ, 2009)
Estudo Quimico e Avaliagdo de Atividade Farmacoldgica de Zanthoxylum rigidum Humb.

Bonpl. ex. Willd (Rutaceae).
Tereza A. N. Ribeiro, Paulo T. de Sousa Jr., Mario G. de Carvalho

e  Simpd6sio Ibero-Americano de Plantas Medicinais (Cuiaba-MT, 2009)
Constituintes quimicos dos frutos de Zanthoxylum rigidum Humb & Bonpl. ex Willd.

Tereza A. N. Ribeiro, Débora Mattos Barbosa, Aristany K. Kayser, Paulo T. de Sousa Jr.,
Mairio G. de Carvalho

e XII SBQ-RIO (Rio de Janeiro-RJ, 2009)

Constituintes quimicos e avaliacdo larvicida preliminar de extrato de frutos de Zanthoxylum
rigidum.

Tereza A. N. Ribeiro, Débora Mattos Barbosa, Katherina Coumendouros, Suelen S. S.

Francisco, Paulo T. de Sousa Jr., Mario G. de Carvalho.

e Jornada de iniciacdo cientifica 2010 (UFRRYJ)
Estudo quimico e atividade antioxidante do extrato metandlico das folhas de Zanthoxylum

rigidum Humb & Bonpl. ex Willd.
Débora Mattos Barbosa, Tereza A. N. Ribeiro, Aline F. Lira, Mario G. de Carvalho.

eV Férum da Pés-Graduacao (UFRRJ, 2010)
Lophirona B e outros metabdlitos isolados de raizes de Luxemburgia nobilis (Eichl)

Tereza A. N. Ribeiro, Mario G. de Carvalho.

e 21° Simpdsio de Plantas Medicinais do Brasil (Jodo Pessoa-PB, 2010)
Lophirona B e outros metabdlitos isolados de raizes de Luxemburgia nobilis (Eichl)

Tereza A. N. Ribeiro, Débora Mattos Barbosa, Alceni A. Werle, Mario G. de Carvalho.
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e Jornada de iniciacdo cientifica 2011 (UFRRJ)
Lignanas Isoladas dos Galhos de Zanthoxylum rigidum.
Leticia Ricette da Silva, Tereza A. N. Ribeiro, Mario Geraldo Carvalho.

e VI Fo6rum da Pés-Graduacdo (UFRRIJ, 2011)
Novo ciclopeptideo e outros constituintes das folhas de Zanthoxylum. rigidum Humb. Bonpl.

ex. Willd
Tereza A. N. Ribeiro, Paulo T. de Sousa Jr., Mario Geraldo Carvalho.

e XIIT SBQ-RIO (Rio de Janeiro-2011)
Lignanas Isoladas dos Galhos de Zanthoxylum rigidum.
Tereza A. N. Ribeiro, Leticia Ricette da Silva, Paulo T. de Sousa Jr., Mario Geraldo de

Carvalho.

e  3°Brazilian Conference of Natural Products (Ouro Preto-MG, 2011) — Painel e Oral
New cyclopeptide and other constituents from the leaves of Zanthoxylum. rigidum Humb.

Bonpl. ex. Willd.
Tereza A. N. Ribeiro, Leticia R. da Silva, Paulo T. Sousa Jr, Mario G. de Carvalho

e [I Jornada Fluminense de Produtos Naturais (Arraial do Cabo-RJ, 2012)
Configuracao absoluta do peptideo ciclozanthoxylano A de Zanthoxylum rigidum
Tereza A. N. Ribeiro, Leticia R. da Silva, Rosane Nora Castro, Paulo T. Sousa Jr., Mario G.

de Carvalho.

e 35SBQ (Aguas de Lindéia-SP, 2012) — Painel Premiado

Estudo da intera¢ao de Lophirona B (LPB) com albumina sérica bovina (ASB)

Tereza Auxiliadora N. Ribeiro, Flavia da Silva M. Teixeira, Veridiana A. da Silva, Maério
Geraldo de Carvalho, Dari Cesarin-Sobrinho.

e 22° Simpdsio de Plantas Medicinais do Brasil (Bento Gongalves, 2012)
Outros metabdlitos isolados das cascas das raizes de Zanthoxylum rigidum

Leticia R. da Silva, Tereza A. N. Ribeiro, Sally K. Moccelini, Paulo T. Sousa Jr., Mdrio G. de

Carvalho.

195



e ARTIGO PUBLICADO

e ARTIGO SUBMETIDO

The Effect of Latex of Parahancornia amapa and a Biflavonoid of Luxemburgia nobilis

on Chrysomya putoria (Wiedemann: 1818) (Diptera, Calliphoridae)

Rebecca Leal Caetano, Paloma Martins Mendonga, Zeneida Teixeira Pinto, Mariana Gomes

Lima, Tereza A. N. Ribeiro, Luis R.M. Albuquerque, Mario G. Carvalho, Margareth Maria de

Carvalho Queiroz

196



