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HOHLEMWERGER, Sandra Virginia Alves. Metabdlitos e atividades biolégicas de
espécies de Zanthoxylum da Bahia. 246 f. Tese (Doutorado em Quimica Orgéanica)
— Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2010.

RESUMO

Este trabalho tem como objetivo contribuir com o conhecimento fitoquimico das
espécies do género Zanthoxylum. O presente estudo justifica-se devido ao escasso
namero de informacgcdes sobre a composicdo quimica de espécies deste género,
endémicas do Brasil, jA que espécies pertencem a familia Rutaceae vem sendo
utilizadas na medicina popular em todo o mundo, inclusive no Brasil, e tém sido
apontadas como potencial fonte para protétipos ou novos farmacos. A literatura
correlaciona algumas atividades biologicas destas espécies com a presenca de
alcaldides, dentre eles os alcaldides benzilisoquinolinicos os quais além de serem
relacionados com a atividade farmacolégica sdo apontados como possiveis
marcadores quimiossistematicos. As espécies Zanthoxylum rhoifolium, Z. stelligerum
e Z. tingoassuiba foram coletadas no semi-arido baiano e submetidas a
procedimentos fitoquimicos convencionais os quais levaram a identificagdo dos
alcaléides benzolc]fenantridinicos (diidroqueleritina), (angolina), (arnotianamida) e
(pseudo-norqueleritrina), do alcaldide protoberberinico (cis-N-metilcanadina iodeto) e
do alcal6ide pseudoprotoberberinico (2,3-metilenodioxi 10,11-dimetoxi
tetrahidroprotoberberina iodeto) além disso também foi isolado o alcaléide aporfinico
(predicentrina-metil-iodeto) e o alcaldide (metil antranilato de N-metila); as
furanocumarinas (imperatorina) (xantotoxina) (isopipinelina) sendo ainda revelada a
presenca da lignana (senamina) e dos triterpenos (lupeol), (B-amirina) e (amirinona),
estes dois ultimos encontrados apenas na cera epicuticular das folhas de Z.
tingoassuiba. O 6leo volatil das folhas de Z. tingoassuiba foi obtido pela extracédo
com COz2 super critico e através da hidrodestilagdo de onde foram identificados 06
monoterpenos, 10 sesquiterpenos e o alcaldide (metil antranilato de N-metila) este
Oleo apresentou atividade antifungica, antibacteriana e capacidade de associagao
com lipossomas. As identificagcbes destas substancias foram efetuadas com base
nos seus espectros de IV, RMN *H e 3C uni e bidimensionais, cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massas, espectrometria de massas por inser¢ao direta
e comparacdes com dados da literatura. Os metabdlitos isolados e identificados nas
espécies estudadas sao condizentes com os ja encontrados no género Zanthoxylum,
como os alcaldides quaternarios benzilisoquinolinicos e as furanocumarinas os quais
estdo associados ao carater primitivo do género. Os resultados promissores das
atividades biologicas, antifungica, antibacteriana, antioxidante e antiparasitaria,
corroboram para a classificacdo deste género como fonte para o desenvolvimento de
novos farmacos.

Palavras-chave: Rutaceae. Alcaldides. Zanthoxylum. Oleo essencial. Fluido
supercritico. Cera epicuticular



HOHLEMWERGER, Sandra Virginia Alves. Metabolites and biological activities of
Zanthoxylum species from Bahia. 246 f. Thesis (Ph.D. in Organic Chemistry) —
Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2010.

ABSTRACT

This work aims to improve the knowledge phytochemical for the species of the genus
Zanthoxylum. This study is justified due to the scarcity of information about the
chemical composition of species of this genus, endemic to Brazil. Species belonging
to family Rutaceae has been used in folk medicine around the world, including Brazil,
have been identified as a potential source for prototypes or new drugs. The literature
correlates the biological activities of some of these species with the presence of
alkaloids, among them alkaloids benzylisoquinolines which besides being related to
the pharmacological activity are considered possible chemical markers. Species
Zanthoxylum rhoifolium, Z. stelligerum and Z. tingoassuiba were collected in semi-
arid environments and subjected to conventional procedures phytochemicals which
led to the identification of benzo [c] phenanthridine alkaloids (dihydrochelerythrine),
(angoline), (arnottianamide) and (pseudo-norchelerythrine), and the protoberberinico
alkaloid (cis-N-methylcanadine iodide) and pseudoprotoberberine alkaloid (2,3-
methylendioxy 10,11-dimethoxy tetrahydroprotoberberine iodide) was also isolated
the aporphine alkaloid (predicentrine-methiodide) and alkaloid (methyl N-methyl
anthranilate); the furocumarins (imperatorin) (xanthotoxin) (isopimpinellin) besides
the furofuran lignan (sesamin) and the triterpenoids (lupeol), (B-amyrin) and
(amyrinone) the latter two found only in the wax epicuticular on the leaves of Z.
tingoassuiba. The volatile oil from leaves of Z. tingoassuiba was obtained by
supercritical CO2 and by hydrodistillation of which were identified 06 monoterpenes,
10 sesquiterpenes and the alkaloid (methyl N-methyl anthranilate) this oil showed
antifungal and antibacterial activity and ability to loaded into multilamellar liposomes.
The identification of these substances was based on their IR spectra, 'H and 3C
NMR single and two-dimensional, gas chromatography-mass spectrometry, mass
spectrometry direct insertion, and comparison with literature data. The metabolites
isolated and identified in the three species are consistent with those already found in
the genus Zanthoxylum, such as quaternary benzylisoquinolines alkaloids and
furnocumarinas which are associated with the primitive character of the genus. The
promising results of biological activities, antifungal, antibacterial, antioxidant and anti-
interference, collaborate with the classification of genus as a source for the
development of new drugs.

Keywords: Rutaceae. Alkaloid. Zanthoxylum. Volatile Oil. Supercritical Fluid.
Epicuticular Wax.
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1 INTRODUCAO

As espécies da familia Rutaceae tém sido amplamente estudadas devido a
diversidade quimica de seus metabodlitos e também devido a ocorréncia de
metabdlitos restritos, levando a realizacdo de varios estudos quimiossistematicos.
Um exemplo é o isolamento de alcalbides benzo[c]fenantridinicos em apenas cinco
géneros dentro desta familia. A presenca de alcaléides dessa classe pode ser
interpretada como um indicativo da proximidade entre Rutaceae e grupos mais
primitivos de angiospermas, sendo assim, o grupo onde ocorre este alcaldide pode
ser considerado como a parte mais “primitiva” desta familia. Tornando esta classe de
alcaldides marcadores evolutivos e levando estes géneros a formar um grupo
classificado como “proto-Rutaceae”, de onde os demais grupos teriam sido
derivados; um dos géneros que compde este grupo é o género Zanthoxylum.

Este género é também conhecido como o segundo mais rico em namero de
espécies, sendo que 10% destas sdo classificadas como nativas do Brasil. Um
grande numero de espécies de Zanthoxylum possui uma larga importancia na
medicina popular, sendo utilizadas em varios paises, de inumeras formas, contra
inimeras enfermidades (Quadro 1). A literatura aponta que os alcalbides
benzofenantridinicos estdo presentes nos extratos de varias plantas utilizadas na
medicina popular.

Das vinte e cinco espécies de Zanthoxylum, consideradas nativas do Brasil,
apenas 40% possui alguma descrigdo da sua composi¢ao quimica.

No intuito de contribuir com o conhecimento da quimica das espécies de
Zanthoxylum, foram coletadas trés espécies Z. rhoifolium, Z. stelligerum e Z.

tingoassuiba todas nativas do Brasil, coletadas na Bahia.
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Para justificar a importancia deste estudo, inicialmente sera apresentada a
classificacdo botanica destas espécies, como pertencentes a ordem Rutalis, familia
Rutaceae e o0 género Zanthoxylum. Neste levantamento serdo apresentadas as
espécies utilizadas na medicina popular, as partes das plantas e as aplicacdes
farmacoldgicas.

Além disso, também foi organizado um quadro relacionando espécies de
Zanthoxylum e presenca de alcaldide benzofenantridinico, contando também com
as indicacfes dos locais de coleta, os 6rgaos estudados e a estrutura do alcalbide
isolado, visto que os alcalbides benzilisoquinolinicos tém sido relacionados com a
atividade farmacoldgica e com possiveis marcadores quimiosistematicos para

este género.

Este trabalho também mostra que os estudos fitoquimicos realizados em espécies
de Zanthoxylum brasileiras ainda sdo escassos, embora haja relatos na literatura

que os alcaldides benzofenantridinicos tenham sido isolados.

Neste capitulo também é apresentada, resumidamente, a biossintese dos
alcaléides aporfinicos, protoberberinicos e benzofenantridinicos, com o intuito de
informar a origem destes metabdlitos e ajudar na discussdo da identificacdo de
algumas substéancias isolada neste trabalho.

No capitulo Experimental séo relatados os procedimentos efetuados para o
estudo fitoquimico das trés espécies de Zanthoxylum e o0s reagentes e
equipamentos utilizados. Os estudos fitoquimicos foram divididos em: estudo da
casca da raiz das trés espécies de Zanthoxylum, da composi¢cdo do Oleo essencial
das folhas de Z. tingoassuiba obtido por hidrodestilagcéo e por fluido supercritico, dos
constituintes da agua do decocto e da composicao da cera epicuticular das folhas de

Z. tingoassuiba.
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Ainda no capitulo quatro, sédo relatados também os resultados das
avaliacdes do potencial antibacteriano, antifangico, antiparasitario, antioxidante e o
potencial do 6leo volatil em sistema de liberacao controlada.

Finalmente as consideracdes finais do estudo sdo apresentadas assim como
as perspectivas para futuros projetos os quais poderdo contribuir para o progresso
cientifico.

Com o objetivo de contribuir com futuro pesquisadores que necessitem de
uma confirmacdo estrutural rdpida no Capitulo Seis sdo dispostos os dados

espectroscopicos das substancias isoladas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Este capitulo tem como objetivo apresentar a classificacdo botanica das espécies
investigadas, a utilizacdo deste género na medicina popular e a relevancia do estudo

guimico destas espécies.

2.1 AORDEM RUTALES

Segundo o botanico e sistemata Dahlgren, a ordem Rutales possui entre
3.000 e 3.500 espécies distribuidas nas familias: Rutaceae, Meliaceae, Surianaceae,
Kirkiaceae, Simaroubaceae, Cneoraceae e Burseraceae (MESTER, 1983; PIRANI,
1999).

Devido a diversidade de compostos quimicos produzidos pelas espécies
pertencentes a esta ordem, a mesma, tem sido objeto de estudo para um grande
namero de pesquisadores ao redor do mundo, tanto no que diz respeito a busca de
novos metabdlitos secundarios quanto no entendimento da biossintese e avaliacdo
da atividades bioldgica destes compostos (WATERMAN e GRUNDON, 1983).

Aléem da diversidade quimica, esta ordem apresenta algumas classes de
metabolitos que ocorrem unicamente dentro de um determinado grupo, onde se
pode citar: limonoides (1) (Figura 1, p. 30), encontrados principalmente em
Cneoraceae; quassinoides (2) encontrados principalmente em Simaroubaceae; e
alguns grupos de alcaldides como os acridénicos (3), os carbazolicos (4) e as

quinolinas hemiterpendidicas (5), os quais sdo descritos nas familias Meliaceae,
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Simaroubaceae e Rutaceae, sendo esta Ultima, a familia mais examinada, dentre as

trés, para esta classe de constituinte (MESTER, 1983).
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Figura 1 - Exemplos de metabdlitos secundarios da or

dem Rutales

2.2 A FAMILIA RUTACEAE

A familia Rutaceae é composta de aproximadamente 150 géneros e cerca de

1600 espécies, largamente distribuidas pelas regifes tropicais e temperadas do

mundo, sendo mais abundante na América tropical, sul da Africa e Australia.

Esta familia possui como caracteristica mais marcante a presenca de

pontuacbes translicidas nas folhas, que correspondem a cavidades glandulares

multicelulares produtoras de Oleos volateis também denominados de essenciais

aromaticos. Essas glandulas estdo espalhadas em tecidos parenquimaticos, como o

cortex caulinar e no mesofilo, sendo ausente nas raizes. Segundo Pirani (1999), as

substancias produzidas por essas glandulas tém o papel ecoldgico de atracdo ou

repulsédo de polinizadores e herbivoro.
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Como citado, a familia Rutaceae tem sido amplamente estudada devido a
presenca de metabdlitos de ocorréncia restrita (Figura 1 p. 30), o que tem levado a
possibilidade da realizacédo de estudos quimiotaxondmicos.

O levantamento e ordenacédo dos dados disponiveis € um dos passos para a
realizacdo de um estudo quimiosistematico, e neste sentido, a contribuicdo de
Waterman & Grundon (1983a) no levantamento de dados quimicos para as familias
da ordem Rutales foi uma das mais relevantes. Pois, 0s autores neste trabalho, além
do levantamento de dados quimicos também sdo apresentadas implicacfes
filogenéticas devido a distribuicdo das diversas classes de metabdlitos secundarios
dentro da ordem e da familia.

Um exemplo de contribuicdo filogenética no levantamento destes dados foi a
possibilidade de verificar que o isolamento de algumas subclasses de alcal6ides com
esqueleto benzilisoquinolinicos somente eram relatados para cinco géneros dentro
da familia Rutaceae: Zanthoxylum, Phellodendron, Toddalia, Tetradium e Fagaropsis
(WATERMAN, 1983).

Segundo Waterman (1983), a presenca de alcaldides dessa classe, pode ser
interpretada como um indicativo da proximidade entre Rutaceae e grupos mais
primitivos de angiospermas, justificado pelo paralelismo biossintético evolutivo
(WATERMAN, 1983).

Sendo assim, o grupo onde ocorre esta classe alcaldide pode ser considerado
com a parte mais “primitiva” desta familia. Tornando esta classe de alcaldides
marcadores evolutivos e levando estes géneros a formarem um grupo classificado
como “proto-Rutaceae”, de onde os demais grupos teriam sido derivados

(PIRANI, 1999; WATERMAN, 1983).
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Segundo a classificacdo de Engler, a familia Rutaceae esta subdividida em 7

subfamilias, 10 tribos e 25 subtribos. No Brasil 4 subfamilias sdo consideradas

nativas e nestas sao descritos 32 géneros com 154 espécies como demonstrado

no Tabela 1.

Tabela 1 - Namero de géneros e espécies da familia Rutaceae nativos do Brasil

Subfamilias N° de géneros |N° de espécies
Rutoideae 27 139
Dictyolomatoideae 1 2
Spathelioideae 1 1
Toddaliinae 3 12

PIRANI 1999

2.3 O GENERO ZANTHOXYLUM

O género Zanthoxylum pertence a subfamilia Rutoideae e esta, encontra-se

subdividida em 5 tribos, 5 subtribos e 86 géneros. Sendo que das 5 tribos apenas

Zanthoxyleae e Galipeae (antiga Cusparieae) tém representantes nativos do Brasil

(Figura 2).

A subtribo Evodiinae, pertencente a tribo Zanthoxyleae, a qual, possui 19

géneros, dentre eles, o género Zanthoxylum, conhecido como o segundo mais rico

em numero de espécies, com aproximadamente 250 espécies que ocorrem como

arvores e arbustos distribuidos primariamente nos tropicos.
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O posicionamento taxondmico do género Zanthoxylum foi alvo de muita
controvérsia, devido a sua proximidade com o género Fagara, que muitas vezes
levou a duplicidade de nomenclatura de uma mesma espécie.

Em 1962 o botanico Brizicky propdes que o género Fagara passasse a ser um
subgénero de Zanthoxylum. Através de re-estudos Rhder (1945), declarou que os
dois géneros eram muito proximos e nao havia caracteristica forte o suficiente para a
separacao (apud WATERMAN, 1975).

Baseado em evidéncias morfolégicas e fitoquimicas Waterman (1975),
defendeu consistentemente a fusdo de Fagara em Zanthoxylum e esclareceu que

Xanthoxylum, Xanthoxylon e Zanthoxylon sdo sinonimias de Zanthoxylum.

2.4 O GENERO ZANTHOXYLUM NO BRASIL

A pesar do conhecimento limitado da composicdo quimica das espécies de
Zanthoxylum nativas do Brasil, os alcaldides benzofenantridinicos ja foram
isolados em diversas espécies de Zanthoxylum o que vem a confirmar o seu

carater como marcador taxondmico.

O Quadro 1, pagina 36 e a Figura 3 das paginas 37 e 38 apresentam 0sS
constituintes fixos das espécies brasileiras de Zanthoxylum e os 6rgaos estudados.
Além do estudo da composicdo dos constituintes fixos das espécies
apresentadas, também foram realizados estudos da composicdo dos Oleos
essenciais das seguintes espécies: Z. syncarpum - Oleo volétil da raiz (DE
MORAIS et al., 2002); Z. ekmanii (Facundo et al. 2003) e Z. rhoifolium

(GONZAGA et al., 2003a), 6leo essencial das folhas.
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Também sao relatados, na literatura, estudos fitoquimicos de espécies
classificadas por Pirani (1999), como Zanthoxylum do Brasil as quais ndo foram
coletadas em solo brasileiro por exemplo: Z. fagara, coletadas no México (SNYDER
e NAKANISHI, 1981), Venezuela (AMARO-LUIS et al., 1988) e Estados Unidos
(STERMITZ et al., 1980). Z. syncarpum (ROSS et al., 2004), e Z. caribaeum (CASA
e SOJO, 1967) ambas coletadas na Venezuela, onde foram realizados os estudos
guimicos dos caules, e Z. riedelianum (GUY et al., 2001), coletada no Paraguai onde

foi realizada a analise dos constituintes volateis das partes aéreas.
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Familia Rutaceae
Subfamilia Rutoideae
Tribo Zanthoxyleae Galipeae
Subtribo Evodiinae
Género Zanthoxylum
Z. acuminatum Z. hamadryadicum Z. rhoifolium
Z. amapaense Z. huberi Z. riedelianum
Espécies Z. aplpulatum Z. Kleinii Z. rlgldum
Z. caribaeum Z. monogynum Z. sprucei
Z. compactum Z. nemorale Z. stelligerum
Z. Djalma-batistae  Z paulae Z syncarpum
Z. ekmanii Z. pentandrum Z. tingoassuiba
Z. fagara Z. petiolare
Z. gardneri Z. retusum

FIGURA 2 - Posicéo taxondmica do género Zanthoxylum, segundo Engler e suas espécies nativas do Brasil.
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Espécie Parte Metabalito Referéncia
estudada secundario
Z. ekmanii Raize |6, 8,10, 11, 15 e 16. | FACUNDO et al., 2005.
folhas.
Z. petiolare Folhas e |11, 12, 13, 14, 15, ARRUDA et al., 1994.
caule. |16 e 18.
Z. rhoifolium | Casca do |54, 55, 75, 8. MOURA et al., 1997.
caule.
Z. rhoifolium L 41, 56,68, 71,72 e |GONZAGA et al., 2003b.
75.
Z. sprucei L 11, 15, 16 e 20. BINUTU e CORDELL,
2000.
Z. stelligerum Raiz. |52,16 e 19. OLIVEIRA et al., 2002.
Raiz. |6,7,8,11e 15. SILVA et al., 2002
Z. Caulee |9, 10 e 15. BERNHARD e THIELE,
tingoassuiba
folhas. 1978.

Quadro 1 — Metabdlitos secundarios isolados de espécies do género Zanthoxylum

nativas do Brasil
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Figura 3 — Metabdlitos secundarios isolados de espécies do género Zanthoxylum nativas do
Brasil




41

2.5 UTILIZACAO DE ESPECIES DE ZANTHOXYLUM NA MEDICINA POPULAR

Um grande numero de espécie de Zanthoxylum possui uma larga importancia
na medicina popular, sendo utilizadas em varios paises de inUmeras formas contra
inumeras enfermidades (Quadro 2, p. 40 - 42).

Muitos extratos ja foram testados e a sua acdo bioldgica determinada e
comprovada. Por exemplo, o extrato de Zanthoxylum nitidium foi incorporado a
creme dental devido a sua forte atividade bactericida a qual esta ligada a presenca

de alcalbides benzofenantridinicos (MORIYASU et al., 1997).



42

Espécie Parte Indicacao popular Referéncias
utilizada
folhas Gripe. SHEEN et al., 1994.
Z. ailanthoides
casca Picada de cobra.
flores Dor de garganta e ARTHUR et al., 1959.
Z. avicennae
ictericia. FISH et al., 1975b.
Z. budrunga fruto Asma, bronquite e AHMAD et al., 2003.
hemorroidas.
Z. bungeanum folhas Diarréia. ISLAM et al., 2001.
casca Tosse, dor de cabeca
e vomito.
Z. bungeanum pericarpo |Vomito, dor de dente |XIONG et al., 1995.
e dor de estomago.
Z. chalybeum Anti-malarico. GESSLER et al., 1994.
Z. chalybeum Cascae |Gripe, dor de dente e |KATO et al., 1996.
folhas dor de estomago.
Z. chalybeum Caule e raiz | Anti-malarico, Gripe, |MATU e STADEN, 2003.
tosse, dor de dente.
fruto Tosse.
folhas Pneumonia.
Z. coriaceum raiz Diarréia e anti- SWINEHART e

hemorragico.

STERMITZ 1980.

QUADRO 2 — Espécies de Zanthoxylum e sua utilizacdo na medicina popular
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Z. fagara folhas Sudorificos e DOMINGUEZ et al. 1974.
calmante.
Z. heitzii Antireumatica. BONGUI et al., 2005.
Z. itegrifoliolum casca Picada de cobra. Chen et al., 1999b.
Z. leprieurii Gonorréia e doengas | TATSADJIEU et al.,
de pele. 2003.
Z. liebmanniaum Dor de dente, ARRIETA et al., 2001.
parasitose e
anestésico loca.l
Z. nitidum Antiinflamatorio e MORIYASU et al., 1997.
analgésico.
Z. rhetsa Casca do |Diarréia, reumatismo, |RAHMAN et al., 2002.
caule infeccBes urinarias.
fruto Célera, bronquites e
asmas.
Z. rhoifolium Dor de dente. FACUNDO et al., 1997.
Z. simulans raiz Picada de cobra e CHEN et al., 1994b.
problemas gastricos.
Z. syncarpum casca Picada de cobra, ROSS et al., 2004.

dispepsia e contra

febre.

QUADRO 2 — Espécies de Zanthoxylum e sua utilizacdo na medicina popular
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Z. tetraspermum

Reumatismo e

algumas formas de

ROSS et al., 2004.

NISSANKA et al., 2001.

diarréia.
Zanthoxylum Casca do |Antiespasmadico, SILVA et al., 2008.
tingoassuiba caule antifingico, diurético
antiparasitério,
analgésico
Z. usambarense Cascae |Gripe, dor de dente e |KATO et al., 1996.
folhas dor de estomago.
Z. usambarense casca Reumatismo. MATU e STADEN, 2003.
Caule Escovar os dentes.
jovem

Z. xanthgoxyloides

Enterites, diarréia,

disenteria.

TATSADJIEU et al.,

2003.

Quadro 2 — Espécies de Zanthoxylum e sua utilizacdo na medicina popular

Baseado nos conhecimentos, cientifico e popular, em meados dos anos 70, o

Instituto Nacional do Cancer (NCI) dos Estados Unidos, elegeu as familias

Burseraceae, Meliaceae, Melianthaceae, Rutaceae, Sapindaceae e Simaroubaceae

como familias de grande interesse, para investigactes de substancias com atividade

antitumoral.

O resultado deste trabalho revelou que muitos dos metabdlitos secundarios

com atividade antitumoral foram isolados de plantas da familia Rutaceae, dentre

estes, os alcaldides berberina (21), fagaronina, (22), nitidina (23), 5-metoxicantin-6-

ona (24), 4-metoxitiocantin-6-ona (27) e acronicina (26) (Figura 2, p. 37) (LEWIS,

1983).
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Figura 4 - Alcaloides isolados de espécies de Rutaceae, com atividade antitumoral.

2.6 ALCALOIDES BENZOFENANTRIDINICOS E O GENERO ZANTHOXYLUM

Como apresentado na Figura 4 dos alcaldides com atividade antitumoral
promissora 50% possuem esqueleto benzilisoquinolinico, sendo dois destes

benzo[c]fenantridinico.

Tendo em vista a importancia quimiotaxondémica e farmacologica deste grupo
de alcaldides, o Quadro 3 (p. 44-47) procura demonstrar a ocorréncia destas
substancias, em espécies de Zanthoxylum coletadas em varios paises, sua
diversidade estrutural e 6rgao de onde foram isoladas. A numeracao que aparece na
coluna de Substancias Isoladas corresponde as estruturas apresentadas na Figura 3

pagina 48-50.
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Espécie Local de Parte Substancias Referéncia
Coleta Estudada Isoladas
Z. ailanthoides Taiwan caule 31,32,47e59. |SHEEN etal., 1994.
Z. avicennae China Cascada |27,28 e 29. ARTHUR et al., 1959.
raiz
Z. avicennae China Cascada [28,42e 50. FISH et al., 1975b.
raiz
Z. bungeaum China raiz 31 e 60. REN e XIE, 1982
Z. chalybeum Quénia raiz 42 e 50. KATO et al., 1996.
Z. coriaceum Bahamas |Raiz 53 SWINEHART e
STERMITZ, 1980.
Z. decaryi Madagascar |Casca do |36 VAQUETTE et al.,
caule 1973.
Z. diptalum EUA Cascada |42 e 50. FISH et al., 1975c.
raiz
Z. flavum Republica |Cascada (42 e 50. WATERMAN, 1976.
Dominicana |raiz
Z. gillettii Nigéria raiz 31, 42,50 e 53. |ADESINA, 1988.
Z. heitzii Camardes |Cascado |42 NGOUELA et al.,1994.
caule

Quadro 3 — Ocorréncia de alcaldides benzofenantridinicos em espécies de Zanthoxylum
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Z. heitzii Gabéo raiz 43 BONGUI et al., 2005.
Z. intrgrifoliolum Taiwan Cascado (56 JEN et al., 1993.
caule
Z. intrgrifoliolum Taiwan fruto 36, 44 e 60. CHEN et al., 1999a.
Z. leprieurii Gana 53 WATERMAN et al.,
1976.
Z. nitidum China Raiz 42,45 e 46 ARTHUR et al., 1959.
Casca de
raiz
Z. nitidum China 42,45, 46,54 e |WANG e HSING,
60. 1981.
Z. nitidum raiz 39, 40, 42, e 50. |FANG et al., 1993.
Z. nitidum China raiz 42 e 50. MORIYASU et al.,
1997.
Z. nitidum Australia 36, 38,42,53e |DEYUN etal., 1996.
60.
Z. microcarpum | Costa Rica |Casca do |36 e 44. BOULWARE e
caule STERMITZ, 1981.
Z. microcarpum | Costa Rica |caule 34 e 41. BOULWARE e
STERMITZ, 1981.
Z. myriacanthum Malasia Cascade |44 e 52. SUKARI et al., 1999.
raiz

Quadro 3 — Ocorréncia de alcalbéides benzofenantridinicos em espécies de Zanthoxylum
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Z. myriacanthum Malésia Cascade (46 WATERMAN, 1975b.
raiz
Z. ocumarense Venezuela |Cascado |50. MARCANO et al.,
Z. simulans Taiwan €adea da |27, 34, 36, 50, CHEN et al.,, 1994,
Z. parvifoliolum Gana Gésca de |43,68057, 59, FISH et al., 19752
raiz 60 e 61.
Z -punetatum Porto Rico—Catle e—48. STERMITZe SHARHH
ramos 1977.
Z. rhoifolium Brasil raiz 45, 46 e 65. MOURA et al., 1997.
Z. rhoifolium Brasil Cascado |30, 47,59, 62, GONZAGA et al.,
caule 63, e 65. 2003b.
Z. rugosum Brasil raiz 50. DIEHL et al., 2000.
Z. scandens Vietna Casca do |60. NGUYEN et al., 2002.
caule
Z. schinifolium Taiwan Cascado |60 CHEN et al., 1995.
caule
Z. schinifolium Taiwan Casca do |45 CHANG et al., 1997.
caule
Z. simulans China Cascada |50, 53 e 54. GRAY e O'SULLIVAN,
raiz 1980.

Quadro 3 — Ocorréncia de alcalbéides benzofenantridinicos em espécies de Zanthoxylum
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Z. simulans Taiwan Cascadaraiz |34, 36,50,60 |WU e CHEN, 1993.
e 64
Z. simulans Taiwan caule 34 YANG et al., 2002.
Z. spinosum Caribe Casca do caule | 34, 35, 36, 38, |NG et al., 1987.
49, 50, 53, 54,
55,59 e 60
Z. syncarpum Venezuela |caule 36 ROSS et al., 2004.
Z. tetraspermum SriLanka |Casca do caule |30 e 47 NISSANKA et al.,
2001.
Z. thomense Casca do caule | 33, 36 e 60 SIMERAY et al.,
1985.
Z. tsihanimposa | Madagascar |Casca do caule |53, 73 e 59. DECAUDAIN et al.,
1974.
Z. usambarense Quénia caule 37,42 e 50 KATO et al., 1996.
Z. viride Nigéria Cascadaraiz |42 e50 FISH e
WATERMAN, 1971.
Z. viride Nigéria Casca do caule | 36 WATERMAN,
1975a.
Z. williamsii Honduras |Raiz 42 e 50 STERMITZ et al.,
1980.
X. arnottianum Japéao casca 31, 36,50,54 |ISHIl etal., 1977.
e 60
X. inerme Japao raiz 42 e 44 ISHII et al., 1981.

Quadro 3 — Ocorréncia de alcaldides benzofenantridinicos em espécies de Zanthoxylum
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Figura 5 — Estruturas dos alcalbéides benzofenantridinicos de espécies de Zanthoxylum
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Figura 5 — Estruturas dos alcal6ides benzofenantridinicos de espécies de Zanthoxylum
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Figura 5 — Estruturas dos alcalbdides benzofenantridinicos de espécies de Zanthoxylum
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2.7 ALCALOIDES

Como apresentado anteriormente este grupo de metabdlitos secundarios
possui uma variedade farmacolégica e estrutural que o torna um importante alvo
para a pesquisa. Este capitulo busca fazer um apanhado geral sobre alcaldides
finalizando com a biossintese dos alcaldides aporfinicos, protoberberinicos e
benzofenantridinicos.

Os alcaloides constituem um dos grupos mais diversos de produtos naturais a
serem classificados sob um titulo comum. A Figura 6 exemplifica esta diversidade

estrutural, mostrando alguns nucleos desta classe de metabdlitos secundarios.
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Figura 6 — Nucleos basicos de algumas classes de alcaldides
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Além da diversidade estrutural, os alcaldides também possuem um amplo
espectro de atividades biolégicas como, por exemplo: quinina (66) com atividade
antimalarica; atropina (67) antiespasmodica; mescalina (68) alucinégena;
protoveratrina A (69) anti-hipertensiva e a pilocarpina (70) utilizada no tratamento do
glaucoma (Figura 7).

Essa diversidade estrutural dificulta a definicdo e classificacdo desta classe
de metabdlitos secundéarios seja do ponto de vista quimico ou fisiologico

(HENRIQUES et al., 1999; CHIESA e MOYNA, 1999).
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Figura 7 — Exemplos da diversidade estrutural dos alcaloides




55

Tentando organizacdo este tema, Euler (1908 apud HEGNAUER, 1988),
definiu os alcaldides como “metabdlitos basicos com anel N-heterociclico”.

No entanto, esta definicdo ndo engloba estruturas como a da mescalina (68)
gue ndo possui 0 seu hitrogénio em um anel.

Assim em 1988, Hegnauer propde a classificacdo dos alcal6ides segundo a
sua biossintese, os dividindo em trés grandes grupos:

a) alcaloides verdadeiros — substancias derivadas de aminoacido que contém
pelo menos um atomo de nitrogénio em anel heterociclico como representado pelas
estruturas (66) e (67), Figura 7, p. 51.

b) protoalcaldides - substancias derivadas de aminoacido com o atomo de
nitrogénio nao-pertencente a um sistema heterociclico como representado pela
estrutura (68), Figura 7, p. 51.

c) pseudoalcaléides — compostos nitrogenados com ou sem anéis N-
heterociclicos, cujo nucleo basico ndo € derivado de aminoéacido, estrutura (69) na
Figura 7, p. 51.

A classificacdo dos alcalbides através da sua via biossintetica proposta por
Euler, também pode ser utilizada com o propésito taxonémico. A distribuicdo dos
alcaloides nos diversos taxa revelam uma coeréncia entre classe de metabolitos e a
evolucéo dos grupos vegetais que os produzem, esta correlacao foi essencial para a
utilizacdo destas substancias como marcadores quimiotaxondémicos (HEGNAUER,
1988; WATERMAN, 1999).

Evidéncias desta natureza levaram o botanico e sistemata Cronquist em
1968, a re-classificar as familias Papaveraceae e Fumariaceae em uma subclasse

das Magnoliidae. Pois somente estas familias, dentro da ordem Rhoedales,
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produziam alcaldides como esqueletos benzilisoquinolinicos (1968 apud
WATERMAN, 1999; SEILER, 1998).

A literatura descreve varios exemplos, onde a andlise dos metabdlitos
secundarios e o0 esclarecimento de suas vias biossintéticas contribuem para a
classificacdo taxonémica. Por exemplo, dentro da ordem Rutales, foram descritos
alcaléides apenas nas familias Rutaceae, Simaroubaceae e Meliaceae, sendo
tipicos desta ordem os alcaldides derivados do &cido antranilico, do triptofano, da
fenilalanina e/ou tirosina, histidina, lisina, ornitina e do acido nicotinico (MESTER,
1983; WATERMAN, 1999).

Dentro desta classificacdo Waterman (1983), subdivide os alcalbides tipicos
de Rutales derivados da fenilalanina e/ou tirosina da seguinte forma: 1 -
Feniletilaminas simples (71) e oxazoles (72) 2 — Isoquinolinas (73), Aporfinas (74),
Protoberberinas (75) e Protopinas (76) e 3 — Benzo|c]fenantridinas (77). Conforme

Figura 8 da pagina 54 (MESTER, 1983).
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(71) tiramina . OCH;
(72) balsoxina
OCH;

0
(75) palmatina >
o)
(74) liriodenina
<O OO
O O
AN
CH30 CHs
(76)  fagarina I OCHs

OCHjs (77)  diidroqueleritrina

OCHs

NH, '\|| |
®NCH;Z
0
HO

(73)  zanoxilina

e/ou tirosina.

Figura 8 — Exemplos de alcalbides da familia Rutaceae derivados da fenilalanina

2.8 ALCALOIDES BENZILISOQUINOLINICOS

Os sistemas quinolinico e isoquinolinico (Figura 9 (78) e (79)), respectivamente

sdo formados por um anel benzénico e um anel de piridina fundido um ao outro

(MORRISON & BOYD, 1973).
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X X
N/ /N
isoquinolinas

quinolinas
(78) (79)

Figura 9 — Nucleos bésicos dos alcaldides quinolinicos e isoquinolinicos

A literatura tem revelado um grande namero de alcaléides que possuem o
sistema isoquinolinico podendo este sistema apresentar substituinte no
nitrogénio (80) ou ser somente reduzido (81) (Figura 10, p. 56).

A substituicdo de um hidrogénio do carbono 1 (C1) por um grupol benzilico
(81) levou a divisdo desta classe de alcaléide em dois grandes grupos: 1 -
alcaldides isoquinolinicos representado pela analidina (80) e 2 - alcalbides
benzilisoquinolinicos representado pela (-) (S)-norlaudanosina (81), (Figura 10,
p.56).

Ha ainda um subgrupo dentro do grupo dos alcal6ides benzilisoquinolinicos
onde a aromaticidade do sistema isoquinolinico € perdida e onde as bases
quaternarias (83) também, sdo enquadradas, sado os alcalbides
benziltetraidroquinolinicos (82), (Figura 10), também conhecidos como
tetraidrobenzilisoquinolinicos ou 1-benziltetraizoquinolinicos (1-btiq) (SEIGLER,

1998; DEWICK, 1997; WATERMAN, 1999).
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N_
CHs3

H H
analidina  (80)

OH laudanosolina o
CH30 ‘O
o
N
CH50 Z & CHs ‘ N (82)
CH3O CH

3

fagaronina (83) OCH; diidroqueleritrina

Figura 10 — Exemplos de alcal6ide isoquinolinico e benzilisoquinolinico

2.9 BIOSSINTESE DOS ALCALOIDES BENZILISOQUINOLINICOS

O estudo biossintético desta classe de alcaldide derivados do aminoéacido L-
tirosina (84) que contem uma porcao isoquinolinica revelou que tanto os alcaléides
quinolinicos como os isoquinolinicos possuem 0S mesmos precursores que sao: 3,4-
diidroxitiramina (dopamina) (86), condensada a um composto carbonilico (Figura 11).

A diferenca entre os dois grupos é dada pelo tipo de aldeido ou cetona que se
condensara com a dopamina (86) (SEIGLER, 1998).

Na formacédo dos alcaldides isoquinolinicos os compostos carbonilicos
possuem diversas origens como: acido glioxilico, acido piravico e a-cetoacidos

derivados da leucina. Ja para a formacdo da maioria, se ndo de todos os alcaldides
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benzilisoquinolinicos, a molécula que se condensa com a dopamina € a 4-

hidroxfenilacetaldeido (87), como representado na Figura 11.

H
m o
NH
HO 2

L-tirosina

(84)
o H o
HO ‘
HO ? +

. acido piravico
HO dopamina
(85) (86)

4-hidroxifenilacetaldeido

(87) v
’ |
1 |
<O O CH:0
o N Chy
O‘ : CHgOm\Cm

OH CHs

(89) laurelina pelotina

Figura 11 — Biossintese dos alcaldides isoquinolinicos e benzilisoquinolinicos
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2.9.1 FORMACAO DA DOPAMINA

Como apresentado anteriormente (Figura 11, p. 57); a formacdo dos
alcaléides benzilisoquinolinicos ocorre, através de duas moléculas de L-tirosina.
Uma a partir da qual € formada a dopanina (85) e outra que € utilizada para a
formacao da 4-hidroxifenilacetaldeido (87).

Experimentos com culturas de células, utilizando incorporacdo das
substancias L-tirosina, tiramina, L-DOPA e dopamina marcadas com “C (ENK et al.,
1985) e incorporacdo de dopamina em espécie da familia Cactaceae, para a
formacdo do alcaldide mescalina (SEIGLER, 1998), estabeleceram,
inequivocamente, que para a formacéo da porcéo isoquinolinica, a dopamina (85)
pode ser obtida por duas vias biossintéticas (Figura 12). A primeira via com
formacdo da dopamina a partir da L-DOPA pela acdo da enzima Dopa-
descarboxilase, e a segunda através da oxidacao da tiramina pela acdo da fenolase

(DEWICK, 1997; SEIGLER, 1998; ZENK, 1985).

VIA 2

H
- ,COxH
/@AK o, mH
NH — 2
HO 2 PLP HO

(84)
L-tirosina

02 02
VIA
1
H HO
HO ¢ COyH
-CO2 NH,
NH — HO

2
(85) dopamina

tiramina

L-DOPA

Figura 12 — Obtencao da dopamina a partir da L-tirosina.
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Ja para a formacao da porcao benzilica, a L-tirosina sofrera um processo de
descarboxilacgdo seguido por uma desaminacdo, dando origem ao 4-
hidroxifenilacetaldeido (87) Figura 13 (DEWICK, 1997; SEIGLER, 1998).

Zenk e colaboradores (1985), afirmam que o derivado diidroxilado formado a
partir da oxidacdo do 4-hidroxifenilacetaldeido ou da dopamina proveniente

exclusivamente da tiramina também podera ser utilizado para a formacéo da por¢éo

benzilica.
H (@] H
- ,COH /@/\
NH, desaminagdo
Homz » 2 T 87)
(84) tiramina HO

L-tirosina 4-hidroxifenilacetaldeido]

l [0] l [0]
HO HO
NH, desaminacdo
HO EEE—

. HO
dopamina
3,4-hidroxifenilacetaldeido

Figura 13 — Obtencé&o da porcao benzilica a partir da L-tirosina
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2.9.2 FORMACAO DA RETICULINA

A etapa seguinte é a formacdo do alcal6ide benzilisoquinolinicos (+)-(S)-
reticulina (Figura 14, p. 62).

Novamente o0s experimentos realizados por Zenk e colaboradores (1985)
deram uma grande contribuicdo para a elucidacdo desta via biossintética quando,
utilizando extrato de células-livres, isolaram e caracterizaram as oito enzimas que
estdo envolvidas na conversédo da dopamina para o alcal6éide berberina.

A primeira enzima desta via biossintética € a (S)-norlaudanosolina sintetase
gue condensa a dopamina com o 3,4-diidroxifenilacetaldeido com formacéo de uma
base de Schiff seguida por fechamento do anel através de uma reacao tipo Mannich
para a formacdo da (S)-norlaudanosolina (90). Este intermediario é
predominantemente O-metilado na posicdo C-6, tendo como doador do grupo metila
a enzima S-adenosil-L-metionina (SAM). O alcaléide (S)-6-metilnorlaudanosolina
(91) é entdo modificado pela enzima 4 -O-metiltransferase, a qual introduz uma
metila, especificamente, no grupo 4’-OH, dando origem a (S)-norreticulina (92). Esta
através da acao da N-metiltransferase dara origem a (S)-reticulina (93) (SEIGLER,

1998; Zenk et al., 1985).



HO
)G

HO -

HO

HO

HO

HO
HO

HO

(S)-noreticulina

(+)-(S)-reticulina

Figura 14— Biossintese da reticulina.
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Do ponto de vista biogenético o alcaldide benziltetraisoquinolinico mais

importante é a reticulina (93), pois € dele que se originam diversos outros grupos de

alcaléides (Figura 15, p. 63). Sendo alguns grupos derivados diretamente da S-

reticulina como o0 grupo dos alcaldides aporfinicos,

protoberberinicos e

benzofenantridinicos, e outros do seu estereoisbmero (R) como o grupo dos

alcaldides opidides como a morfina, codeina e tebaina (SEIGLER, 1998; Zenk et al.,

1985).
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H"
(93)
reticulina OCHs

proaporfinas

OCH; benzofenantridinas

o]
(
o]
o
protopinas >
o

Figura 15 — Exemplos de algumas classes de alcal6ides formados a partir
da reticulina.

2.9.3 FORMACAO DOS ALCALOIDES APORFINICOS

Os alcaldides aporfinicos sdo formados a partir de um acoplamento oxidativo
que pode ocorrer na posi¢cdo orto ou para ao grupamento fendlico do anel C da

reticulina (93), ou seja, € necessario uma rotacdo da ligacdo simples do anel
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benzilico da reticulina para dar origem a duas séries de compostos representados
pela (+)-glaucina (94) e a (+)-bulbocapnina (95) como apresentado na Figura 16

(SEIGLER, 1998).

Figura 16 — Formacao dos alcaldides aporfinicos
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2.9.4 FORMACAO DOS ALCALOIDES PROTOBERBERINICOS

A biossinte dos alcalbides protoberberinicos tem sido resolvida baseada em
trabalhos enzimoldgicos e com extrato de células livres (SEIGLER, 1998).

Como apresentado na Figura 15 (p. 63) a reticulina (93) também é a
precursora dos alcalbides protoberberinicos. Aqui sera apresentada a formacéo do
alcaléide berberina (99) a partir da reticulina (93). A principal diferenca entre a
formacdo deste e os outros tipos de alcaldides é a transformac&o do grupamento N-
metila em uma funcdo imina através da oxidacdo, seguida pela formacdo de um
anel.

Segundo Segler (1998), a reticulina (93) sofre a acdo de uma enzima
conhecida na literatura como “ponte de berberina” (berberine bridge) que a converte
a (S)-scoulerine (96), este composto é reconhecido como o primeiro alcalbide
tetrahidroberberinco formado, o qual é subseqientemente metilado na posicao 9
pela S-adenosil metionina (SAM) dando origem a (S)-tetrahidrocolumbamina (97)
que em seguida é aromatizada formando a columbamina (98) através da acdo da
enzima (S)-tetrahidroprotoberberina oxidase.

A conversao da columbamina (98) em seu derivado metilenodioxi origina o

alcaloide berberina (99).
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Figura 17 — Formacao dos alcaldides protoberberinicos
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2.9.5 FORMACAO DOS ALCALOIDES BENZO[c]FENANTRIDINICOS

A biossintese dos alcaléides benzofenantridinicos tem sido investigada
através de experimentos de incorporacao de precursores em plantas intactas. Estes
experimentos tém demonstrado que o alcal6ide protopinico (Figura 15, p. 62) € um
intermediario desta via biossintética (TANAHASHI e ZENK, 1988).

O sistema benzofenantridinico tem origem apos o rompimento da ligacdo do
C6 com o nitrogénio do precursor protoberberinico hidroxilado (102), em seguida
ocorre rotacdo da molécula e a formacédo da ligacdo do carbono seis com o carbono
treze, com formacgéo de um outro anel (Figura 18) (SEIGAN, 1998).

A hidroxilacdo do carbono seis do alcaldide (101) é catalisada pela
protopina-6-hidroxilase, e as etapas seguintes para a formacdo do esqueleto
benzofenantridinico, seguem um rearranjo espontaneo até a formacao do alcaldide
benzo[c]fenantridinico, diidrosanguinarina (SEIGAN, 1998; TANAHASHI e ZENK,

1988).
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NADPH, Oz
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Figura 18 — Formacao do alcaldide diidroqueleritrina
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2.10 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS ALCALOIDES BENZO[c]FENANTRIDINICOS

Como dito anteriormente, muitas espécies de Zanthoxylum possuem
atividades biolégicas comprovadas. E estas atividades em varios casos encontram-
se relacionadas com a presenca dos alcaléides benzofenantridinicos, j& que os
mesmos possuem uma ampla atividade biolégica descrita na literatura incluindo
antifingica, antibacteriana, antiinflamatoria e antineoplasica.

Esta secdo tem como objetivo apresentar (Quadro 4, p. 70 -72) as atividades
biologicas e as respectivas estruturas dos alcaléides benzofenantridinicos descritos
na literatura.
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OCHz CH,0H

boconolina
Antiagregacao plaquetaria
CHEN et al., 1994b

o)
(L

o
HO N

OCH3 decarina

Antimalarica
ROSS et al., 2004.

CH30 diidroqueleritrina
Antiagregacéao plaquetaria
CHEN, et al., 1994b

Antimicrobiana
NAVARRO e DELGADO, 1999.

@)
(L
O
LI

O CH3
o

diidrosanguinarina

Antimicrobiana
NAVARRO e DELGADO, 1999.

Inibicdo da transcripitase reversa
SEIGLER, 1998

fagaronina

Inibicdo da topoisomerase |
WANG, et al., 1993.

Inibic&o da transcripitase reversa.
SETHI e SETHI 2004.

0
CH30O OO o>
‘ NS
CH30
nitidina
Inibicdo da topoisomerase |
WANG et al., 1993.

CHj

Inibicdo da transcripitase reversa
SEIGLER, 1998

0
(L

g O
CH30 N

OCH; norqueleritrina

Antiagregacéo plaquetaria
CHEN et al., 1994b

oxinitidina

Anti-HBV

CHANG et al., 1997.

Quadro 4 - Alcaloides benzofenantridinicos e suas atividades biologicas
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CH;0 queleritrina

Anti-tumoral
HERBERT et al.,1990. CHEN et al.,
1994b.

Antiagregacéao plaquetaria
KO et al., 2003

Antimicrobiama
LEWIS, 1983.

Inibicdo da proteina quinase C (PKC)
CHAO et al., 1998.

Inibicdo da topoisomeras |
FANG et al., 1993

Inibicdo da acetilcolinesterase.
LEE et al., 2001.

Inibicdo da MAO
KUZNETSOVA et al., 2002.

\,_o sanguinarina

Inibicdo da Na*, K*-ATPase
SEIFEN et al., 1978.

Inibigcéo da acetilcolinesterase.
KUZNETSOVA et al., 2002.

Inibicdo da monoamino oxidase
LEE et al., 2001.

Vasorelaxante.
HU et al., 2001.

Inibidor da proteina quinase C (PKC)
WANG e al., 1997.

CH30 o>
‘ ’
N.
CH30 CHs

CH30

6-metoxiqueleritrina

Antibacteriana
ISLAM e AHSAN 1997.

Quadro 4 - Alcaldides benzofenantridinicos e suas atividades bioldgicas
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8-acetonildiidronitidina

Antimicrobiana e antifiingica
NISSANKA et al., 2001.

CH,COCH;
8-acetonildiidroavicina

Antimicrobiana
NISSANKA et al., 2001.
GONZAGA et al., 2003b

0
Ly

L O
Ry N

OCHs
R1 e Ry, = -OCH,0O-— rhoifolina A
R1=R2=0CH3— rhoifolina B

Antibacteriana
GONZAGA et al., 2003b

8-acetonildiidronitidina

Antibacteriana
GONZAGA et al., 2003b

YOO
HO N 0
_N_

CHj

zanthoxilina

ou
xanthoxilina

Antibacteriana
GONZAGA et al., 2003b

OC,Hs

(I

N
Z & CHj

CH30 !

OCHjs
6-etoxiqueleritrina

Antitumoral
WANG e HSING, 1981

Quadro 4 - Alcaldides benzofenantridinicos e suas atividades biolégicas

Os resultados das avaliacbes das atividades biologicas dos alcaloides
benzofenantridinicos (Quadro 4), tem levado diversos cientistas a elegerem as

moléculas desta classe como prototipos, utilizando o estudo da relacdo estrutura-
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atividade (REA), para o desenvolvimento de novos farmacos (NAKANISHI et al.,

1999: CHO et al., 2002).

2.11 OBJETIVOS

2.11.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo visa investigar a composicdo de metabdlitos secundarios presentes
nas folhas de Z. tingoassuiba e raizes de Z. rhoifolium, Z. stelligerum e Z.
tingoassuiba. Além de Avaliar a atividade biologica de estratos e/ou fracbes de um

espécime de Z. tingoassuiba.

2.11.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Conhecer a composicado do 6leo volatil das folhas de Z. tingoassuiba utilizando a
hidrodestilacdo e fluido supercritico.

Utilizando a agua da hidrodestilacédo avaliar os principais constituintes deste material
utilizando particbes com solventes organicos.

Estudar a composigcao da cera epicuticular das folhas de Z. tingoassuiba baseado no
procedimento descrito por Furlan (2006).

Descobri a composicdo quimica das raizes das trés espécies de Zanthoxylum
utilizando técnicas fitoquimicas convencionais.

Avaliar o potencial biolégico quanto a atividade antibacteriana, antifingica,
antiparasitaria e antioxidante. Além de avaliar o potencial do 6leo volatil em sistema

de liberacéo controlada.



76

3 EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAL BOTANICO

Os espécimes Zanthoxylum rhoifolium Lam. (Figura 19, p. 74) e Zanthoxylum
stelligerum Turez, (Figura 20, p. 75) foram coletados em marco de 2003 na Chapada
Diamantina — Bahia e o espécime de Zanthoxylum tingoassuiba A. St. Hil (Figura 21,
p. 76) foi coletado na fazenda Cap&o no municipio de Jaiba em Feira de Santana —
Bahia em abril de 2004.

As identificagbes foram realizadas pela Professora Maria Lenise da Silva
Guedes, curadora do Herbario Alexandre Leal Costa (ALCB), do Instituto de Biologia
da Universidade Federal da Bahia. As exsicatas destas espécies encontram-se
depositadas neste herbario e catalogadas sob os numeros 60507 para o Z.
rhoifolium, 60508 para o Z. stelligerum e 66983 para o Zanthoxylum tingoassuiba.

As folhas de Z. tingoassuiba e as raizes dos trés espécimes foram os 6rgaos

estudados.



Figura 19 — Exsicata de Zanthoxylum rhoifollium
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Figura 20 — Exsicata de Zanthoxylum stelligerum




Figura 21 — Exsicata de Zanthoxylum tingoassuiba
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3.2 MATERIAIS DE LABORATORIO

3.2.1 SOLVENTES

Os solventes utilizados foram de grau analitico das marcas MERCK, GRUPO
QUIMICA, VETEC e QUIMEX.

Para a obtencdo dos espectros de RMN foi utilizado como solvente
clor6formio deuterado, MERCK e CIL, tendo como referéncia interna o
tetrametilsilano (TMS).

Os tubos utilizados para obtencao dos espectros de RMN foram do tipo GOLD
LABEL (5 mm) ALDRICH.

3.2.2 SILICA

Nas separac¢fes através de cromatografia em coluna foram utilizadas: silica gel 70
- 230 mesh (MERCK e VETEC); e 6xido e aluminio (Neutro - 90) da marca
VETEC.

As placas utilizadas para cromatografia em camada delgada comparativa
(CCDC) foram MERCK e MACHEREY-NAGEL WHATMAN, além das placas
preparadas manualmente utilizando silica gel PF254 em suspensao aquosa.

Para a revelacao das placas de CCDC, além da luz ultravioleta, utilizou-se
vapores de iodo e reagentes de revelacdo como Dragendorff e vanilina &cido
sulfarico.

As placas utilizadas para cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP) foram adquiridas da MERCK, MACHEREY-NAGEL e WHATMAN ou
preparadas por espalhamento da suspensdo da silica em &gua destilada com
espalhador HEIDELBERG para obtencao de placas de 1 mm de espessura.

As placas de CCDP foram reveladas com luz ultravioleta em 254 e 366 nm e
as substancias separadas foram extraidas da silica com cloroformio e metanol, e em

seguida filtradas a vacuo.
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EQUIPAMENTOS

Para moer o material vegetal a ser estudado foi utilizado moinho THOMAS
WILY LABORATORY MILL-MODEL 4.

As evaporacfes dos solventes contidos em extratos e fragdes foram
realizadas sob pressao reduzida utilizando evaporadores rotativos das marcas
BUCHI 461 e FISATOM.

A hidrodestilacdo foi realizada numa aparelhagem de hidrodestilacdo para
Oleo volatil (Figura 22 p. 108), como preconiza a Farmacopéia Brasileira

Terceira Edicéo.

A extragdo do oleo volatil utilizando CO:2 supercritico foi realizada em uma

planta piloto SFE 500 produzida pela empresa Separex (Figura 23, p. 110).

Para avaliar a proporcdo das substancias contidas no 6leo volatil foi utilizado
um cromatégrafo a gas Hewlett-Packard HP 5890, com integrador HP 3396
SERIES ll, equipado com uma coluna capilar tipo DB-17 (OV-17), com 30 m
de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura de
filme. Sendo utilizado o hidrogénio como gas de arraste com uma vazéo de 1

mL/min e detetor de ionizacdo de chama.

Para obtencdo dos espectros de massas das substancias contidas nos 6leos
volateis foi utilizado um cromatégrafo a gas Hewlett-Packard HP 6890,
equipado com uma coluna capilar tipo ZB-5, com 30 m de comprimento, 0,25
mm de diametro interno e 0,25 um de espessura de filme. Este equipamento
estd acoplado a um detector seletivo de massas (MSD 5873 HP); e com
energia do feixe de elétrons de 70 elétrons-volts. Sendo utilizado o hélio como

gas de arraste com uma vazéo de 1 mL/min.
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Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos em
um aparelho da marca VARIAN MODELO GEMINI 2000 operando a 300 MHz
para 'H e 75 MHz para 3C.

Os espectros obtidos na regido do Infravermelho (4000 — 400 cm™) foram
registrados no aparelho da marca Bomem modelo MB-100 e niumero de série
— SZM4305M, em filme e em pastilha de KBr.

Os espectros obtidos na regiao do ultravioleta foram registrados no aparelho
da marca FEMTO modelo 800XI, em metanol ou cloroférmio.

Para a identificacdo dos constituintes da cera epicuticular foi utilizado o
cromatdgrafo do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo (USP)
da marca HP 5890 ser. Il Plus, equipado com uma coluna Phenomenex
Zebron ZB-5HT com (30 m x 0,32 mm x 0,10 um). Sendo utilizado como gas
de arraste He em um fluxo de 1 uL/min, e detetor de ionizacdo de chama
(FID)

Para a identificacdo dos triterpendides presentes na cera epicuticular foi
utiizado o cromatégrafo a gas 17A do Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sdo Paulo (USP) da marca Shimadzu, coluna capilar DB5
(30 m X 0,32 mm e 0,25 um de espessura) operando no modo split, acoplado
ao espectrometro de massas QP 50 50A Shimadzu, com voltagem de
ionizacdo de 70 eV e ionizacdo por impacto de elétrons, temperatura do
injetor e do detector de 300°C, empregado hélio como gas de arraste com
fluxo de 1,5 mL/min. A coluna foi mantida a 100°C por 1 min e entdo aquecida
até 300°C a 8°C/min e mantida por 10 min. Espectrébmetro de massas foi

programado para deteccéo de 40 a 700 unidades de massa atémica.
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3.3 METODOLOGIA

A metodologia desenvolvida na execucdo deste trabalho terda a seguinte

ordem de apresentacao:

3.3.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS DA RAIZ DE Z. rhoifolium

3.3.2 FRACIONAMENTO DO EXTRATO HEXANICO DA CASCA DA RAIiZ DE Z.
rhoifolium

3.3.3 OBTENC}AO DOS EXTRATOS BRUTOS DA CASCA DA RAIZ DE Z.
stelliregum

3.3.4 FRACIONAMENTO DO EXTRATO HEXANICO DA CASCA DA RAIZ DE Z.
stelliregum

3.3.5 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS DA CASCA DA RAIZ DE Z.
tingoassuiba

3.3.6 FRACIONAMENTO DO EXTRATO HEXANICO DA CASCA DA RAIZ DE Z.
tingoassuiba

3.3.7 FRACIONAMENTO DO EXTRATO METANOLICO DA CASCA DA RAIZ DE
Z.tingoassuiba

3.3.8 OBTENCAO DOS~OLEOS ESSENCIAIS DAS FOLHAS DE Z. tingoassuiba
POR HIDRODESTILACAO

3.3.9 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS FOLHAS DE Z. tingoassuiba
POR CO2 SUPERCRITICO

3.3.10 OBTENCAO DO EXTRATO PROVENIENTE DO DECOCTO DAS FOLHAS
DE Z. tingoassuiba

3.3.11 OBTENCAO DA CERA EPICUTICULAR DAS FOLHAS DE Z. tingoassuiba



84

3.3.1. OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS DA RAIZ DE Z. rhoifolium

A raiz, ap0s secagem a temperatura ambiente teve a parte cortical (casca)
separada da parte medular da raiz (Esquema 1).

Ambas as partes foram trituradas, separadamente, e as serragens foram
submetidas a maceracao por trés vezes com hexano, tendo como tempo de contato,
uma semana cada. A solucao obtida ap6és a filtracdo foi concentrada em evaporador
rotatorio sob pressdo reduzida, obtendo-se assim o extrato de Zanthoxylum
rhoifolium casca da raiz hexanico (ZRCRH).

Em seguida, a torta foi submetida a uma nova extracdo também por trés
vezes, desta vez com metanol, com periodo de maceracdo de uma semana cada. A
solucéo obtida, do mesmo modo que a anterior, foi concentrada com o auxilio de um
rota-evaporador, resultando no extrato de Zanthoxylum rhoifolium casca da raiz
metandlico (ZRCRM).

A parte medular da raiz foi submetida ao mesmo procedimento, e passara a ser
tratada simplesmente como raiz. Sendo assim, o0s extratos hexanico e metanalico,
obtidos deste material foram denominados de Zanthoxylum rhoifolium raiz
hexanico ZRRH e Zanthoxylum rhoifolium raiz metanélico ZRRM.

[ RAIZ ]
Raiz Casca da raiz
420,29 131¢g
le3] o [1e3 — ]
Hexanica -~ Hexanica -
Solugéo Torta <~ 4 ) | |
Metanolica Solugéo Torta
ZRCRH ¢ or
429 @nélica
-
:
ZRRM 1M Procedimento ZRCRM
3049 | | Maceracdo com hexano 3 veze| 20.7g
2 |Maceracdo com metanol 3 vezes
3 Filtracdo simples
4 | Evaporacdo sob baixa pressao

Esquema 1 — Obtencéo dos extratos brutos da raiz de Z. rhoifolium




85

3.3.2 FRACIONAMENTO DO EXTRATO HEXANICO DA CASCA DA RAIZ DE Z.

rhoifolium

O extrato hexanico da casca da raiz de Z. rhoyfolium foi submetido a uma
cromatografia em coluna rapida.

Para a execucédo deste procedimento foi utilizando silica gel (71 — 230 mesh)
em uma proporcdo extrato/silica de 1:5. E os seguintes solventes foram utilizados
como fases moéveis: hexano, cloroformio, acetato de etila e metanol.

Para auxiliar na sucgdo dos solventes foi utilizada uma bomba de baixa

pressao e o resultado foi a obtencédo de sete fragdes (Esquema 2, p. 86).

3.3.2.1 FRACIONAMENTO DE ZRCRH 3

A fracdo ZRCRH 3 foi submetida a uma outra cromatografia em coluna em
silica gel 60G com diclorometano/metanol 95:5 (Esquema 2). Desta coluna foram
recolhidas 28 fragles, as quais, depois de analisadas por cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC) foram agrupadas em onze fragdes. As fracbes 3 e 4,
ou seja, ZRCRH 3/3 e ZRCRH 3/4 obtidas desta purificacdo apresentaram, no
espectro de RMN *H, sinais na regido aromatica, mencionados anteriormente, com
padrées diferenciados sugerindo duas substancias diferentes, por isso, as duas

foram escolhidas para uma nova purificagao.
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ZRCRH
4,29

- 5

[ Sete Fragles

ER 3
3,509

[ Onze Fra;(;]

ER 3/3 ER 3/4
1,29 0,79

d

Item Procedimento
5 Coluna Cromatogréfica rapida
6 Coluna Cromatografia isocratica

Esquema 2 — Purificacdo do extrato da casca da raiz de Z. rhoifolium

3.3.2.2 FRACIONAMENTO DE ZRCRH 3/3 E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA S9

A fracdo ZRCRH 3/3 de Z. rhoyfolium foi submetida a uma cromatografia em
coluna (CC), utilizando silica gel 60G e como eluente diclorometano/metanol em
gradiente de polaridade. Nesta operacdo foram recolhidas treze fracées que apos
analise por CCDC foram agrupadas dando origem a seis fragdes. Como apresentado
no Esquema 3 (p. 85).

Na quarta fragdo desta coluna, ZRCRH 3.3/4, foi isolada a substéncia S9 e a
fracdo cinco ZRCRH 3.3/5 foi submetida a novos processos de purificacdes, pois a
integracéo dos sinais no espectro de RMN 'H, sugeriam a presenca de mais de uma
substancia.

Para melhor entendimento faz-se importante esclarecer que as fracdes sao
numeradas utilizando-se a ordem de eluicdo na coluna cromatografica. O ponto é
utilizado para separar cada fracdo que j4 foi submetida a purificagcdo e a barra
vertical indica a localizagdo da ultima fracdo, ou seja, para o isolamento da
substancia S9 a terceira fragdo obtida da purificagdo do extrato foi novamente
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purificada e a terceira fragdo desta segunda purificagdo foi submetida a uma outra
purificagéo e entdo na quarta fragdo desta coluna foi isolada S9, sendo assim esta

fracdo recebera a seguinte denominacéo: ZRCRH 3.3/4.

3.3.2.3 FRACIONAMENTO DE ZRCRH 3.3/5

A fracdo 3.3/5 de Z. rhoyfolium foi submetida a uma CC em silica gel 60G com
diclorometano/hexano 70:30 (Esquema 3). Desta coluna foram recolhidas treze
fracbes, as quais, depois de analisadas por cromatografia em camada delgada
comparativa (CCDC) foram agrupadas em cinco fracdes. A fracdo ZRCRH 3.3.5/4 foi
submetida a outro processo de fracionamento, pois este ndo se mostrou

suficientemente eficiente para a separacao das substancias.

3.3.2.4 FRACIONAMENTO DE ZRCRH 3.3.5/4 E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA
S1

A fracdo ZRCRH 3.3.5/4 foi submetida a uma cromatografia em coluna (CC)
em silica gel 60G e eluida com hexano/acetato de etila 60:40. Desta coluna foram
recolhidas 8 fracdes, as quais, depois de analisadas por CCDC foram agrupadas, e
este procedimento originou seis fracdes. Na fracdo ZRCRH 3.3.5.4/4, conforme
apresentado no Esquema 3, foi isolada a substancia S1.
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Seis Fragbes

ER 3.3/4 ER 3.3/5
S9 195,8 mg
19,6 mg |

ER 3/3
129
- 7
4—

]I_GJ

[ Cinco Fracdes

ER 3.3.5/4
- 130,2 m
Item Procedimento 9
6 Coluna cromatogréfica isocratica | - 6
7 Coluna cromatografica gradiente [ SeisFracdes

ER 3.3.5.4/4

S1
8,7 mg

Esquema 3 — Purificacdo da fracdo ER 3/3 e isolamento de S9 e S1

3.3.2.5 FRACIONAMENTO DE ZRCRH 3/4 E IDENTIFICACAO DAS
SUBSTANCIAS S13, S2 E S9

A fracdo ZRCRH 3/4 (Esquema 4) foi submetida a uma cromatografia em
coluna em silica gel 60G e eluida com hexano/acetato de etila 80:20. Desta coluna
foram recolhidas 66 fracOes, as quais, depois de analisadas por cromatografia em
camada delgada comparativa (CCDC) foram agrupadas dando origem a dez fracdes.

Na fracdo ZRCRH 3.4/2 foi isolada a substancia S13, na fracdo ZRCRH 3.4/3
foi isolada a substancia S2 e na fragdo ZRCRH 3.4/6 foi identificada a substancia S9.
A fracdo ZRCRH 3.4/7 apresentou sinais sugestivos da presenca de alcalbéide, mas
nao claros o suficiente para a identificacdo da substancia, e por isso, foi submetida a

uma nova purificagao.
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3.3.2.6 FRACIONAMENTO DE ZRCRH ER 3.4/7 E ISOLAMENTO DA
SUBSTANCIA S4

A fracdo ER 3.4/7 de Z. rhoyfolium foi submetida a uma cromatografia em
coluna em silica gel 60G com diclorometano/metanol 95:5. Desta coluna foram
recolhidas 11 fra¢cBes, as quais, depois de analisadas por cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC) foram agrupadas dando origem a sete fracfes. Na

fracdo 3 foi isolada a substancia S4 (Esquema 4).

ZRCRH 3/4

3.4/2 3.4/3 3.4/6
S13 sS2
50,0 mg 53,3 mg 20,0 mg
Sete Fracdes
Item Procedimento
6 Coluna cromatograéfica isocratica

Esquema 4 — Purificacdo da fracdo ER 3/4 e isolamento das substancias S13, S2, S9 e S4

3.3.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS DA RAIZ DE Z. stelliregum

A raiz, apdés secagem a temperatura ambiente também teve a parte cortical
(casca), separada da parte medular da raiz. Ambas as partes foram trituradas e as
serragens obtidas foram submetidas a maceracdo por trés vezes com hexano,
tendo como tempo de maceracdo uma semana cada. A solucdo obtida apds a
filtracdo foi concentrada em evaporador rotatério sob presséo reduzida, obtendo-se
assim o extrato hexanico (ZSCRH).
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Em seguida, a torta foi submetida a uma nova extracdo, como representado
no Esquema 5, também por trés vezes, desta vez com metanol, com periodo de
maceracao também de uma semana cada. A solucéo obtida, do mesmo modo que a
anterior, foi concentrada com o auxilio de um rota-evaporador, resultando no extrato
metandlico (ZSCRM).

A parte medular da raiz foi submetida ao mesmo procedimento sendo, de
agora em diante chamada simplesmente de raiz e a parte cortical chamada de

casca. Os extratos hexanico e metanodlico, obtidos, foram denominados de ZSRH e

RAIZ
Raiz Casca da raiz
1170 g 195¢

ZSRM respectivamente.

U3 ] —» | 13 ] —» |
Solugdo Torta Solugéo
Hexanica - Hexanica .
— Solugao Torta «—| 4] | |
SR Metandlica ZSCRH MS?IUQ'?O Torta
11,19 etandlica
14,69 - 4
) LH
ZSRM ZSCRM
27,39 1439
Item Procedimento

1 Macera¢cdo com Hexéno 3x
2 Maceragdo com Metanol 3x
3 Filtracdo simples

Esquema 5 — Obtencao dos extratos brutos da raiz de Z. stelligerum

3.3.4 FRACIONAMENTO DO EXTRATO HEXANICO DA CASCA DA RAIZ DE Z.

stelligerum

No extrato hexanico da casca da raiz (ZSCRH) durante o processo de
evaporacdo ocorreu a formacdo de um precipitado o qual foi separado do

sobrenadante.
Este procedimento originou dois sub extratos: o oleoso (ZSCRHo) e o solido

(ZSCRHSs) (Esquema 6).
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A parte solida do extrato hexanico foi submetida a uma cromatografia em
coluna de evolucéo rapida, onde foi utilizada como fase estacionaria, silica gel 60G e
como fase movel, foram utilizados os seguintes solventes: hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol.

Para a succao dos solventes foi utilizada uma bomba de baixa presséo e o
resultado foi a obtencdo de seis fracdes (Esquema 6). As fracdes ZSCRHs 3,4 e 5
foram escolhidas para serem submetidas a novas purificacfes através da analise
dos espectros de RMN H os quais apresentavam a sinais em campo alto sugestivos
da presenca de terpenos, para a fragcdo 3, e sinais em campo baixo sugerindo a
presenca de alcaldides para as fracdes 4 e 5.

3.3.4.1 FRACIONAMENTO DE ZSCRHS 3 E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA S13

A fracdo 3 foi submetida a uma CC em silica gel 60G com
diclorometano/hexano 1:1 (Esquema 6). Desta coluna foram recolhidas 125 fracoes,
as quais, depois de analisadas por cromatografia em camada delgada comparativa
(CCDC) foram agrupadas dando origem a seis fragOes. Na terceira fracdo desta
coluna ZSCRHSs 3/3 foi isolada a substancia S13.

3.3.4.2 FRACIONAMENTO DE ZSCRHS 5 E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA S3

A fracdo 5 foi submetida a uma CC em silica gel 60G com
diclorometano/metanol em gradiente de polaridade (Esquema 6). Desta coluna foram
recolhidas 47 fragcGes, as quais, depois de analisadas por cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC) foram agrupadas dando origem a dezenove fragoes.

Na terceira fracdo desta coluna ZSCRHs 5/13 foi isolada a substancia S3.
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1119

ZSCRHo ZSCRHs
319
4
03g 149 0, 072 g

)

ZSCRH ]

~
EN
«

1
=

6
[ Seis Fragdes ] 19 fragcdes
3/3 5/13
S13 S3
7,3 mg 9,6 mg
Item Procedimento

5 [JColuna Cromatografica rapida
6 [Coluna Cromatografia isocratica

Esquema 6 — Purificacdo do extrato da casca da raiz de Z. stelligerum e
isolamento das substéancias S13 e S3

3.3.4.3 FRACIONAMENTO DE ZSCRHS 4 E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA S1

A fracdo ZSCRHSs 4 obtida conforme procedimento descrito no Esquema 6,
foi submetida a uma cromatografia em coluna em silica gel 60G com
cloroférmio/metanol em ordem crescente de polaridade. Desta coluna foram
recolhidas 55 fragbes, as quais, depois de analisadas por CCDC foram agrupadas
dando origem a doze fracbes. Na décima fracao, foi isolada a substancia S1. E a
fracdo 4/5 foi selecionada para ser submetida a novas purificacbes conforme

Esquema 7 p. 90.
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3.3.4.4 FRACIONAMENTO DE ZSCRHS 4/5 E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA
S13

A fracdo ZSCRHSs 4/5 (Esquema 7), foi submetida a uma cromatografia em
coluna em silica gel 60G com hexano/metanol 99:1. Desta coluna foram recolhidas
20 fracOes, as quais, depois de analisadas por CCDC foram agrupadas dando

origem a cinco fracdes. Na fracao 4.5/2 foi isolada a substancia S13.

ZSCRHs 4
1449

L7

Procedimento
Coluna cromatografica isocratica
Coluna cromatografica gradiente

Esquema 7— Purificacdo da fracdo C4 e isolamento de S1 e S13

3.3.4.5 FRACIONAMENTO DE OLEOSA DO EXTRATO HEXANICO DA CASCA DA
RAIZ DE Z. stelligerum

O extrato obtido conforme procedimentos descritos nos Esquema 5 e 6 das
paginas 87 e 89 respectivamente, foi submetido a uma cromatografia em coluna
de evolucédo rapida, onde foi utilizada como fase estacionaria silica gel 60G, e
como fase moével foram utilizados os seguintes solventes: hexano, cloroférmio,

acetato de etila e metanol.

Este procedimento originou sete fracdes. As fragdes ZSCRHo 2 e 4 foram as

escolhidas para dar continuidade as purificagdes.
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3.3.4.6 FRACIONAMENTO DE ZSCRHO 2 E ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS
S13 E S9

A fracdo ZSCRHo 2 foi submetida a uma cromatografia em coluna em silica
gel 60G com diclorometano/metanol em gradiente de polaridade (Esquema 8).

Desta coluna foram recolhidas 38 fracdes, as quais, depois de analisadas por
CCDC foram agrupadas dando origem a treze fracbes. Na sexta fracdo (ZSCRHo
2/6) foi isolada a substancia S13, na fracdo ZSCRHo 2/7 foi identificado em mistura

as substancias S13 e S9.

3.3.4.7 FRACIONAMENTO DE ZSCRHO 4 E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA S12

A fracdo ZSCRHo 4 foi submetida a uma cromatografia em coluna em silica
gel 60G com diclorometano/metanol em gradiente de polaridade. Desta coluna foram
recolhidas 20 fracfes, as quais, depois de analisadas por CCDC foram agrupadas

dando origem a oito fragGes. Na fragdo ZSCRHo 4/2 foi isolada a substancia S12 .



ZSCRHo
749

—[ 5]

Sete FragOes

F2
1,29

L7 )J—

Treze Fragdes

F4
1,2¢

Oito Fracdes

F2/6 F2/7
S13 S13 + S9
243 mg 16,0 mg

Procedimento

Coluna Cromatografica rapida

Coluna Cromatografia gradiente
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S13+S9 e S12

Esquema 8 — Purificacdo do extrato ZSCRHo e isolamento das substancias S13,

3.3.5 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS DA RAIZ DE Z. tingoassuiba

A raiz de um espécime de Z. tingoassuiba também passou pelos mesmos

procedimentos: secagem, separacao, trituracdo e maceracao, realizados nas raizes

das espécies anteriormente descritas, como mostrado no Esquema 9.

Os extratos brutos hexanico e metandlico da casca da raiz e da raiz foram

denominados ZTCRH e ZTCRM e ZTRH e ZTRM respectivamente.
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RAIZ
Raiz Casca da raiz
1190 g m=288¢g
—

13 J— ]
Hexéanica Hexanica < 2/3
— Solucéo Torta “
TR Metandlica ZTCRH Solugéo Torta
139¢ 12,39 Metandlica
-~
ZTRM ZTCRM
54,39 56,7 g
Item Procedimento

[EEY

Macerac¢do com Hexano 3x
Macerag¢do com Metanol 3x
Filtracdo simples

Evaporacao sob baixa pressao

MlwinN

Esquema 9 — Obtencao dos extratos brutos da raiz de Z. tingoassuiba

3.3.6 FRACIONAMENTO DO EXTRATO HEXANICO DA CASCA DA RAIZ DE Z.
tingoassuiba

3.3.6.1 FRACIONAMENTO DO EXTRATO HEXANICO DA CASCA DA RAIZ DE Z.
tingoassuiba E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA S1

Apds maceracao da casca da raiz, o extrato proveniente deste material, ZTCRH
(Esquema 9), foi submetido a uma coluna cromatografia utilizando
hexano/diclorometano em gradiente de polaridade. Desta coluna foram recolhidas
19 fracdes, as quais, depois de analisadas por CCDC foram agrupadas dando
origem a dez fracGes (Esquema 10). Apds andlise dos espectros de RMN 'H as
fragcbes ZTCRH 7 e 8 foram escolhidas para dar continuidade as purificagdes e na

fracédo 9 foi isolado a substancia S1.
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3.3.6.2 FRACIONAMENTO DE ZTCRH 7 E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA S13

A fracdo ZTCRH 7 foi submetida a uma coluna cromatografia utilizando
diclorometano/metanol em gradiente de polaridade. Desta coluna foram recolhidas
23 fracdes (Esquema 10), as quais, depois de analisadas por CCDC foram
agrupadas dando origem a dezessete fracbes. Na terceira fracdo desta coluna
(ZTCRH 7/3), foi identificada a substancia S13.

ZTCRH
12,39

—[7]

Dez Fragdes
8
45¢g

Dezes~sels Item Procedimento
Fracoes — -
7 Coluna cromatogréfica gradiente
7 —i
713
S13
12,5 mg

Esquema 10 — Purificacdo do extrato ZTCRH e isolamento da substancia S13
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3.3.6.3 FRACIONAMENTO D E ZTCRH 8 E ISOLAMENTO DE S12

A fracdo ZTCRH 8 foi submetida a uma coluna cromatografica utilizando
diclorometano/metanol em gradiente de polaridade (Esquema 11). Desta coluna
foram recolhidas 21 fracdes, as quais, depois de analisadas por CCDC foram
agrupadas dando origem a treze fracdes. Na fracédo 8/5 foi isolada a substancia S12
e as fracbes ZTCRH 8/4 a qual possuia a maior massa e a fracdo 8/9 a qual

apresentou teste positivo para Dragendorff, foram escolhidas para dar

ZTCRH 8
459
Treze Fragdes

8/5
8/4 S12 8/9
1000 mg 5,3 mg 290,9 mg

Iltem Procedimento
7 Coluna cromatogréfica gradiente

prosseguimento ao trabalho.

Esquema 11 — Purificacdo da fracéo 8 e isolamento da substancia S12

3.3.6.4 FRACIONAMENTO D E ZTCRH 8/4

A fracdo ZTCRH 8/4 (Esquema 11), foi submetida a uma coluna cromatografia
utilizando diclorometano/metanol em gradiente de polaridade (Esquema 12).

Desta coluna foram recolhidas cinglienta e sete fracdes, as quais, depois de
analisadas por CCDC foram agrupadas dando origem a dezesseis fragdes. A oitava
fracdo (ZTCRH 8.4/8) foi submetida a novas purificagdes, pois este procedimento

nao foi satisfatorio.
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3.3.6.5 FRACIONAMENTO DE ZTCRH 8.4/8 E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA S3

A fracdo ZTCRH 8.4/8 (Esquema 12) foi submetida a uma coluna
cromatografia utilizando cloroférmio/metanol em gradiente de polaridade. Desta
coluna foram recolhidas trinta e cinco fracdes, as quais, depois de analisadas por
CCDC foram agrupadas dando origem a dez fracdes. A fracdo ZTCRH 8.4.8/4 foi

isolada a substancia S3.

8/4
1049

[ Dezesseis FracOes ]

8.4/8
279,0 mg

i)

L7 )

Dez FracOes

L7 J

S3

Iltem Procedimento
7 Coluna cromatogréfica gradiente

Esquema 12 — Purificagéo da fragéo 8/4 e isolamento da substancia S3

3.3.6.6 FRACIONAMENTO DE ZTCRH 8/9

A fracdo ZTCRH 8/9 (Esquema 11), foi submetida a uma coluna cromatografia
utilizando diclorometano/acetato de etila 90:10 em gradiente de polaridade
(Esquema 13 p. 98). Este procedimento levou a separagcdo da amostra em doze
fragcbes. A primeira fragdo desta coluna (ZTCRH 8.9/1) foi escolhida para ser

purificada.
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3.3.6.7 FRACIONAMENTO DE ZTCRH 8.9/1 E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA S3

A fracdo ZTCRH 8.9/1 foi submetida a uma coluna cromatografia utilizando
diclorometano/metano 98:20 em gradiente de polaridade. Desta coluna foram
recolhidas quarenta e uma fragdes, as quais, depois de analisadas por CCDC foram
agrupadas dando origem a doze fracdes. A fracdo 8.9.1/1 ainda apresentou sinais
indicativos da presenca de alcaloide, por isso, foi escolhida para dar prosseguimento
aos trabalhos de purificacdo ja na fracdo 8.9.1/3 foi isolada a substancia S3

(Esquema 13).

3.3.6.8 FRACIONAMENTO DE ZTCRH 809.1/1 E ISOLAMENTO DAS
SUBSTANCIAS S13 E S12

A fracdo ZTCRH 8.9.1/1 foi submetida a uma coluna cromatografia utilizando
diclorometano/hexano 1:1 em gradiente de polaridade. Desta coluna foram
recolhidas trinta e trés fracdes, as quais, depois de analisadas por CCDC foram
agrupadas dando origem a onze fragdes. Nas fracbes 8.9.1.1/3 e 8.9.1.1/5 foram
isoladas as substéncias S13 e S12 respectivamente, como apresentado no

Esquema 13.
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8/9
290,9 mg

— [ 7]

[ Doze Fragbes ]

8.9/1
64,1 mg

Lz

[ Doze Fragdes ]

|
|
8.9.1/1 8.9.1/3
24,7 mg S3
24,7 mg
—

[ Onze Fragﬁes]
I

Item Procedimento
8.9.1.1/3 8.9.1.1/5 7 Coluna cromatogréfica gradiente
S13 S12
24,7 mg 14,3 mg

Esquema 13 — Purificagéo da fragéo 8/9 e isolamento das substancias S3, S13 e S12

3.3.7 FRACIONAMENTO DO EXTRATO METANOLICO DA CASCA DA RAIZ DE
Z.tingoassuiba

O extrato bruto metandlico da casca da raiz de Z. tingoassuiba (ZTCRM) foi
submetido a uma cromatografia em coluna rapida. Para a execucdo deste
procedimento foi utilizando silica gel (71 — 230 mesh) com proporcédo extrato/silica
de 1.5. E com fase modvel foram utilizados os seguintes solventes: hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol.

Para auxiliar na succdo dos solventes foi utilizada uma bomba de baixa
presséo e o resultado foi a obtencéo de quatro fragcdes (Esquema 14). As fracdes 2 e
4 foram as selecionadas para dar continuidade a purificacdo, baseado nos

resultados dos testes de atividade antiparasitaria.
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3.3.7.1 FRACIONAMENTO DE 2

A fracdo ZTCRM 2 foi submetida a uma coluna cromatografia utilizando o
sistema hexano/acetato de etila, em gradiente de polaridade. Desta coluna foram
recolhidas oito fragdes. As fragbes 2/1 e 2/2 foram utilizadas para dar continuidade
as purificagcbes, como mostrado no Esquema 14, tendo como base 0s seus
espectros de RMN 1H.

3.3.7.2 FRACIONAMENTO D E 2/1 E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA S3

A fracdo ZTCRM 2/1, obtida da coluna anterior, foi submetida a uma
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) utilizando como sistema para
eluicdo hexano/acetato de etila 1:1. Deste procedimento foram obtidas cinco fragdes.

Na fracdo 2.1/3 foi isolada a substancia S3 (Esquema 14).

3.3.7.3 FRACIONAMENTO DE 2/2

A fracdo ZTCRM 2/2, obtida da coluna anterior, foi submetida a uma coluna
cromatografia utilizando o sistema, cloroformio éter etilico em gradiente de
polaridade. Desta coluna foram recolhidas oito fracdes, as quais, depois de
analisadas por CCDC foram agrupadas dando origem a quatro fragbes. A fracao
2.2/1 necessitou ser repurificada, pois, seu espectro de RMN !H ainda apresentava

sinais de mistura (Esquema 14).

3.3.7.4 FRACIONAMENTO DE 2.2/1 E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA S13

A fracdo ZTCRM 2.2/1 (Esquema 14) foi submetida a uma coluna
cromatografica utilizando o sistema hexano/acetato de etila em gradiente de

polaridade. Desta coluna foram recolhidas quarenta fracdes, as quais, depois de
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analisadas por CCDC foram agrupadas dando origem a vinte fracées. Na fracdo
2.2.1/9 foi isolada a substancia S13.

—

Oito Fracoes ]

2/1 2/2
1829,7 mg 416,3 mg
() ——
[ Doze Fragbes ] [ Quatro Fragdes ]
2.1/10 2.2/1
S3 277,1 mg
9,9 mg -— 7
[ Sete Fracdes ]
Item Procedimento

5 ]Coluna Cromatograéfica filtrante

7 |Coluna Cromatografia gradiente

14 |Cromatografia em camada delgada
preparativa

Esquema 14 — Purificagdo do extrato ZTCRM e isolamento das substancias S3 e
S13
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3.3.7.5 FRACIONAMENTO DE ZTCRM 4

A fracdo 4 foi submetida a uma coluna cromatografica em gradiente de
polaridade iniciando com cloroférmio/metanol 99:1. Desta coluna foram recolhidas 22
fracOes, as quais, depois de analisadas por CCDC foram agrupadas dando origem a
cinco outras fracdes. A fracao 5, fracdo de maior massa, foi escolhida para dar

continuidade ao estudo fitoquimico. (Esquema 15 p. 102)

3.3.7.6 FRACIONAMENTO DE ZTCRM 4/5

A quinta fracdo da coluna anterior foi submetida a uma extracdo de alcaloides
quaternarios. A metodologia utilizada para esta extracdo (Esquema 15) foi uma
adaptacdo do procedimento descrito em Stermitz e Swinehart (1980), onde ao final
do procedimento foram obtidas trés fracbes que foram denominadas ZTCRM4/5-E1,

E2 e E3 respectivamente.

3.3.7.7 FRACIONAMENTO DE ZTCRM 4/5-E1 E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA
S5

A fragdo E1 foi submetida a uma cromatografia em coluna utilizando como
fase estacionaria silica gel 60G e fase movel hexano/cloroférmio em gradientes de
polaridade (Esquema 15). Desta coluna foram recolhidas 37 fragdes, as quais,
depois de analisadas por CCDC foram agrupadas dando origem a dez fragbes. Na

fracdo E1/7 foi isolada a substancia S5.
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ZTCRM 4
2959
-

[ Cinco Fractes ]

4/5
15049

e —
Fracéo Fracdo Aquosa
cloroférmica E1 acida
365,0 mg | «— [11e12]
7 > | [Fraggt? Aquosa
- ~ asica
[ Cinco Fracdes ] |
|
E1/7 Fragéo Fracéo
S5 cloroférmica butandlica
0,18g E2 E3
1,849 0,11 ¢
Item Procedimento

7 |Coluna cromatografica gradiente
8 |Extragdo com HCI 5%

9 |Parti¢cdo cloformio/dgua

10 |Particdo butanol/agua

11 |Basificacéo

12 JAdicao de iodeto de poséassio

Esquema 15 — Extracdo acido-base purificacdo da Fracdo E1 e isolamento
da substancia S5

3.3.7.8 FRACIONAMENTO DE ZTCRM 4/5-E2 E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA
S7

A fracdo E2 foi submetida a uma cromatografia em coluna em silica gel 60G
com gradiente de polaridade com cloroférmio/metanol (Esquema 16). Desta coluna
foram recolhidas 17 fracdes, as quais, depois de analisadas por CCDC foram
agrupadas dando origem a seis fragcoes. Na fracdo E2/5 foi isolada a substancia S7.

As fracOes E2/3 e E2/4 foram utilizadas para dar continuidade as purificacoes.
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3.3.7.9 FRACIONAMENTO DE ZTCRM 4/5-E2/3 E ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA
S5

Para a purificacdo, parte da fracdo E2/3 (Esquema 16) foi submetida a uma
cromatografia em coluna com oOxido de aluminio utilizando como eluentes
hexano/cloroformio em gradiente de polaridade. Desta coluna foram recolhidas
setenta e nove fracdes, as quais, depois de analisadas por CCDC foram agrupadas

dando origem a quatro fracdes. Na fracdo E2.3/3 foi isolada a substancia Sb.

ZTCRM 4/5 E2
1,849
(7 )—

Seis Fra(;oes

52/3 E2/4 E2/5
200 mg 545,8 mg
22 mg

Quatro fragoes

ltem Procedimento
E2.3/3 Coluna Cromatografia
S5 7 gradiente
16,3 mg 13 | Coluna cromatogréfica
Al203 gradiente

Esquema 16 — Purificagéo da Fracdo E2 e isolamento da substancia S7
e S5

3.3.7.10 FRACIONAMENTO DE ZTCRM 4/5 - E2/4

A fracdo E2/4 obtida, através do procedimento demonstrado no Esquema 16,
foi submetida a uma cromatografia em coluna utilizando silica gel 60G e como
eluentes cloroférmio/metanol em gradiente de polaridade. Desta coluna foram
recolhidas sessenta fracdes, as quais, depois de analisadas por CCDC foram
agrupadas dando origem a cinco fracbes (Esquema 17 p. 105). A fracdo E2.4/3 foi

submetida a novas purificagoes.



107

3.3.7.11 FRACIONAMENTO DE ZTCRM 4/5 - E2.4/3

A fracdo E2.4/3 foi submetida a uma cromatografia em camada delgada
preparativa que foi eluida por 3 vezes com cloroféormio puro. Este procedimento
levou a obtencdo de 4 fragbes, as quais, depois de analisadas por CCDC foram
agrupadas dando origem a duas fracbes (Esquema 17). A fracdo E2.4.3/2 foi

submetida a um novo processo de purificacao.

3.3.7.12 FRACIONAMENTO DE ZTCRM 4/5-E2.4.3/2

A fracdo E2.4.3/2 foi submetida a uma cromatografia em coluna isocrética
utilizando como fase estacionaria silica gel 60G e fase movel diclorometano/metanol
90:10. Desta coluna foram recolhidas 23 fra¢des, as quais, depois de analisadas por
CCDC foram agrupadas dando origem a trés fracdes. A fracdo E2.4.3.2/2 foi
novamente purificada (Esquema 17).

3.3.7.13 FRACIONAMENTO DE ZTCRM 4/5-E2.4.3.2/2

A fracdo E2.4.3.2/2 foi submetida a uma cromatografia em coluna isocratica
utilizando como fase estacionaria silica gel 60G e fase maovel cloroférmio/metanol
95:5. Desta coluna foram recolhidas 15 fracGes, as quais, depois de analisadas por
CCDC foram agrupadas dando origem a duas fracbes (Esquema 17). A fracdo
E2.4.3.2.2/2 foi submetida a um novo processo de purificagdo, pois as anteriores

nao foram eficientes.

3.3.7.14 FRACIONAMENTO DE ZTCRM 4/5-E2.4.3.2.2/2 E ISOLAMENTO DA
SUBSTANCIA S6

A fracdo E2.4.3.2.2/2 foi submetida a uma cromatografia em coluna utilizando
como fase estacionaria silica gel 60G e fase movel cloroférmio/metanol 95:5. Desta

coluna foram recolhidas 14 fracdes, as quais, depois de analisadas por CCDC foram
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agrupadas dando origem a quatro fracdes. Na fracdo E2.4.3.2.2.2/3 foi isolada a

substancia S6.

ZTCRM 4/5 E2/4
545,8 mg

—

[ Duas Fragdes
E2.4.3/2
505mg

6 —

[ Trés Fracdes ]

E2.4.3.2/2
35,8 mg

[ 6]

[ Duas Fragdes

E2.4.3.2.2/2

[ Quatro Fracdes ]

E2.4.3.2.22/3
S6

3,1 mg

Item Procedimento
6 Coluna cromatogréfica isocratica
7 Coluna cromatografica gradiente
Cromatografica em camada delgada
14 preparativa

Esquema 17 — Purificagdo da Fracdo E2 e isolamento da substancia S6
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3.3.7.15 FRACIONAMENTO DE ZTCRM 4/5 E3

A fracdo E3 foi dissolvida em uma solucdo de acetona/metanol 70:30, e
passada por uma coluna de 6xido de aluminio conforme procedimento descrito no
Esquema 18. Este procedimento foi uma adaptacdo do trabalho realizado por
Stermitz e Swinehart (1980).

O filtrado foi submetido a uma coluna cromatografica tendo como fase
estacionaria o 6xido de aluminio e fase mével acetona/metanol 90:10.

Desta coluna foram recolhidas 11 fragcbes, as quais, depois de analisadas por
CCDC foram agrupadas dando origem a duas fracées. Em seguida a fracdo E3/2 foi

submetida a novas purificacées.

3.3.7.16 FRACIONAMENTO DE ZTCRM 4/5 E3/2 E ISOLAMENTO DA
SUBSTANCIA S5

A fracdo E3/2 foi submetida a uma coluna cromatografica utilizando como
fase estacionéria silica gel 60G e fase movel diclorometano/metanol em gradientes
de polaridade. Desta coluna foram recolhidas 35 fragfes, as quais, depois de
analisadas por CCDC foram agrupadas dando origem a seis fracdes. Onde na fracao

E3.2/5 foi isolada a substancia S5.
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1122 mg

110

—|[15/16
Filtrado
108,5 mg
—
[ Duas Fragﬁes]
E3/2
98,1 mg
| —[ 7]
[ Seis Fracbes
Item Procedimento
E3.2/5 7 Coluna cromatografica gradiente
S5 15 Dissolu¢do em acetona/metanol 70:30
17,0 mg 16 Filtracdo em AlOs
17 Coluna cromatogréfica AlOs isocratica

Esquema 18 -Purificacdo da Fracdo E3 e isolamento da substancia S5

3.3.8 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS FOLHAS DE Z. tingoassuiba

POR HIDRODESTILACAO

As folhas frescas e secas,

ambas

intactas,

foram submetidas a

hidrodestilacdo (Esquema 19 p. 112), por um periodo de quatro horas utilizando-se

um aparelho doseador de 6leos essenciais como preconizado, pela Farmacopéia

Brasileira Terceira Edigcéo (Figura 22).
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Figura 22 — Aparelho para Hidrodestilacédo

Em seguida os 6leos obtidos das folhas frescas (ZTOFF) e das folhas secas
(ZTOFS) foram desidratados em sulfato de sédio anidro e acondicionado a
aproximadamente - 4°C.

Os oOleos obtidos das folhas frescas tiveram suas composi¢fes analisadas
através de cromatografia a gas com detetor de ionizagcdo de chama (CG/IC),
utilizando as seguintes condi¢des: a temperatura da coluna foi inicialmente de 60 °C
por 1 minuto, e entdo gradualmente levada em 3 °C/min até 240 °C permanecendo
nesta temperatura por 10 minutos e finalmente com uma taxa de 10 °C/min, a
temperatura da coluna foi elevada até 280 °C permanecendo nesta temperatura por
10 minutos. A amostra foi diluida (1/100, v/iv em diclorometano) e 2,0 ul foram
injetados. A temperatura do injetor foi de 220 °C e o detetor de ionizagdo de chama
operava a uma temperatura de 300°C. Como padrao interno foi utilizado uma
mistura de N-alcanos C9 — C109.

Ao final deste procedimento notou-se que a composi¢do das duas amostras
eram iguais. As outras andlises foram realizadas apenas com a amostra proveniente
das folhas frescas.

O extrato da folhas frescas foi também submetido a analise utilizando-se um
cromatografo a gas acoplado ao espectrdmetro de massas (CG/EM) nas seguintes
condi¢des: a temperatura da coluna foi inicialmente de 60 °C por 1 minuto, e entéo
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gradualmente levada em 3 °C/min até 240 °C permanecendo nesta temperatura por
10 minutos e finalmente com uma taxa de 10 °C/min elavada até 280 °C
permanecendo nesta temperatura por mais 10 minutos. A amostra foi diluida (1/100,
v/v.em diclorometano) e 2,0 ul foram injetados a 250 °C. Como padrao interno foi
utilizada uma mistura de N-alcanos C9 — C19.

Para a identificacdo dos constituintes presentes nos O6leos volateis foram
realizadas:

A) comparagdes dos espectros de massas obtidos, com 0s espectros padroes
contidos no banco de dados da biblioteca de espectros, NIST Mass Spectral Library
1.6, utilizando um programa de busca instalado no equipamento.

B) comparacdes dos espectros de massas obtidos, com 0s espectros registrados
na literatura (ADAMS, 2001).

C) determinacéao dos indices de retencdo ou indice de Kovats (IK) e comparacao
com a literatura (ADAMS, 2001).

D) andlise e comparagédo dos dados de RMN de 'H e '3C para o constituinte
majoritario.
Todos estes procedimentos estdo detalhados no capitulo 4 — Resultados e

Discussodes.

3.3.9 OBTENCAO DOS EXTRATOS DAS FOLHAS DE Z. tingoassuiba POR CO2
SUPER CRITICO

Uma parte das folhas frescas (40g peso umido) e das folhas secas (40g peso
umido) foram submetidas a uma extracdo utilizando CO:2 supercritico, obtendo-se
assim os extratos (ZTOFFSc) e (ZTOFSSc) respectivamente (Esquema 19 p. 112).

A unidade de extracao utilizada é constituida de um cilindro contendo CO2 (a),
uma bomba (P) para o transporte do CO2, um médulo externo para aplicacdo de co-
solvente, se necessario, trés trocadores de calor (GC), um cilindro extrator (E) de
400 mL e trés separadores (S1, S2, S3) de 16 mL cada (Figura 23).

Para este procedimento foram utilizados: pressédo de 2000 Psi e temperatura
de 35°C, a amostra ficou em contato com o solvente na unidade de extracéo por 40
minutos, e em seguida coletada em um dos separadores. Neste procedimento nédo

foi utilizado co-solvente.
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O dleo volétil assim obtido também foi analisado por ressonéancia magnética
nuclear de hidrogénio e carbono treze.

Folhas de
Z.tingoassuiba
[

Folhas Folhas
Frescas Secas
I |

Hidrodestilacao Fluido
supercritico

|
[ Hidrodestilacdo ]

Fluido
supercritico

ZTOFS

Esquema 19 — Obtencédo dos 6leos essenciais das folhas de Z. tingoassuiba

VENT

0l

=i
==

5

Ll iy

_ll;r.H-

Figura 23 - Esquema da planta piloto de extracéo por fluido supercritico
SFE-500
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3.3.10 OBTENC;AO DO EXTRATO PROVENIENTE DO DECOCTO DAS FOLHAS
DE Z. tingoassuiba

A expressdo cha é frequentemente usada para designar infusbes ou
decoccdes feitas com partes de um vegetal. Esta bebida conhecida mundialmente é
usualmente ingerida por prazer ou com fins medicinais.

As folhas e cascas de espécies de Zanthoxylum vém sendo bastante
utilizadas como cha na medicina popular em varios paises contra inumeras
enfermidades, utilizando-se na maioria das vezes as informacgdes provenientes do
conhecimento popular (SHEEN et al.,, 1994; ARTHUR et al.,, 1959; FISH et al.,
1975b).

Com o intuito de determinar a composicdo da decocc¢édo (cha), proveniente
das folhas de Z. tinguasuiba, a agua utilizada na hidrodestilacdo (Figura 22) foi
analisada, conforme procedimento descrito no Esquema 20.

O estudo quimico deste material geralmente ndo € realizado, pois a alta
temperatura a qual € submetido pode levar a formacéo de artefato.

No entanto a agua obtida apds o processo de hidrodestilagdo das folhas
(Esquema 20) foi filtrada e submetida a partices com cloroférmio e acetato de etila,
estas solu¢cBes depois de evaporadas utilizando um evaporador rotatério deram

origem aos extratos cloroférmico (ZTFC) e acetato de etila (ZTFA).

3.3.10.1 FRACIONAMENTO DO EXTRATO CLOROFORMICO E IDENTIFICACAO
DA SUBSTANCIA S8

O extrato cloroférmico (ZTFC) foi submetido a uma cromatografia em coluna,
utilizando com fase estacionaria silica gel 60G e fase movel hexano/diclorometano
1:1. Desta coluna foram recolhidas 14 fragbes, as quais, depois de analisadas por

CCDC foram agrupadas dando origem a cinco fracbes (Esquema 20).

Na fracdo 1 foi identificada a substancia S8. A fracdo 4 foi escolhida para ser

purificada.
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3.3.10.2 FRACIONAMENTO DE ZTFC 4 E ISOLAMENTO DE S10 E S11

Com a fracdo 4 foi realizada uma cromatografia em coluna utilizando como
fase estacionaria silica gel 60G e fase movel hexano/diclorometano/acetato de etila
70:20:10 em gradiente de polaridade. Desta coluna foram recolhidas 35 fracdes, as
quais, depois de analisadas por CCDC foram agrupadas dando origem a cinco
fracOes. Na fracdo ZTFC 4/3, foi isolado a substancia S10 e na fracdo 4/4 foi isolada

a substancia S11 (Esquema 20).

3.3.10.3 ANALISE DO EXTRATO ACETATO DE ETILA (ZTFA) E IDENTIFICACAO
DAS SUBSTANCIAS S10 E S11

A andlise dos espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de
carbono 13 do extrato acetato de etila revelou que o0s constituintes majoritarios deste

extrato eram as substancias S10 e S11.

Decocto
das Folhas de

Z. tingoassuiba

[ons JH 4 ]

ZTFC ZTFA
1,39 199¢g

L 6 |
[Cinco Frat;ﬁes]
Item Procedimento
3 Filtragdo
4 Evaporacao a baixa presséo
ZTFC 1 ZTFC 4 6 Coluna cromatogréfica isocratica
S8 305, 1 mg 9 Particdo com cloroférmio
82,3 mg 18 Particdo com acetato de etila

[ Cinco Fra(;oes

ZTFC 4/3 ZTFC 4/4
S 10 S11
5,9 mg 3,2 mg

Esquema 20 — Purificacdo do extrato ZTCFC e isolamento das substancias S8, S10
e S11
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3.3.11 OBTENCAO DA CERA EPICUTICULAR DAS FOLHAS DE Z. tingoassuiba

As folhas de Z. tinguassuiba coletadas de um unico individuo foram
separadas em folhas jovens (a cima do terceiro nd) e folhas adultas (a baixo do
terceiro nd), como apresentado na Figura 26.

Apds secagem ambos os grupos foram submetidos ao procedimento
descrito no Esquema 21 (p. 114) com o objetivo de extrair a cera epicuticular
das folhas de Z. tingoassuiba.

Cada grupo foi colocado em contato como o cloroférmio por dois
minutos e em seguida procedeu-se a filtragdo do material. A solugéo resultante

foi evaporada a baixa presséo dando origem aos extratos da cera epicuticular
ZTCeJ e ZTCeA.

|

Terceiro n6

Figura 24 — Indicac&o do terceiro n6 em um ramo de Z. tingoassuiba
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Folhas de
Z. tingoassuiba

Folhas secas jovens Folhas secas adultas
120 g 150 g
193 | ——» <+—— [193
ZTCeJ ZTCeA
1,029 0,219
Item Procedimento
19 Maceragao com cloroférmio
3 Filtragcao simples

Esquema 21 — Obtencédo dos extratos de cera epicuticular

3.3.11.1 FRACIONAMENTO DA CERA EPICUTICULAR DAS FOLHAS DE Z.
tingoassuiba E IDENTIFICACAO DOS n-ALCANOS E DAS SUBSTANCIAS S10,
S11, S13, S14 E S15

Os extratos obtidos, apds secagem, foram submetidos a um procedimento
baseado em um procedimento baseado no trabalho de Furlan (2006).

As amostras foram submetidas a uma cromatografia em coluna (CC) rapida,
utiizando como fase estacionaria oOxido de aluminio e fase movel hexéano,
diclorometano, cloroférmio acetato de etila (Esquemas 22 e 23). Cada coluna
originou cinco fracdes. As fracdes hexanica e diclorometanica de cada extrato:
ZTCelJl, ZTCeJ2 e ZTCeAl ZTCeA2, foram enviadas para o Instituto de Biociencias
da Universidade de Sao Paulo (USP) aos cuidados do Professor Doutor Antonio
Salatino para determinar a composicdo dos n-alcanos que constituem a cera
epicuticular das folhas de Z. tingoasuiba. Para tanto foram utilizados os
cromatografos especificados na pagina 79.

As fracdes 3, 4 e 5 obtidas da CC dos extratos ZTCeJ e ZTCeA foram
analisadas por RMN 1H de onde foram identificadas as substancias S10, S11 e S13,
as substancias S14 e S15 foram determinadas via CG/EM (Esquemas 22 e 23).



ZTCe 1

C29
C30
C31
C32
C33
C35

S13

ltem

Procedimento

Coluna Cromatografica rapida
com Al20s

Esquema 22 — Purificagéo do extrato ZTCeJ, identificacdo dos n-alcanos e

das substancias S10, S11 e S13

ZTCeA
0,29

ZTCeA 1 ZTCeA 2

C17 C31
Cc28 C32
Cc29 C33
C30 C35
C31 S14
C32 S15
——
C33
———
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Procedimento

Coluna Cromatografica rapida
com Al20s

Esquema 23 — Purificagdo do extrato ZTCeJ, identificagéo dos n-alcanos e
das substancias S10, S11, S13,S14 e S15




4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CONSTITUINTES QUIMICOS IDENTIFICADOS DOS ESPECIMES DE

ZANTHOXYLUM

As Figuras 25 a 27 apresentam as formulas estruturais das substancias

isoladas das trés espécies de Zanthoxylum estudadas.
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OCHs
GHa
O O
Il\l\CHs
H
S8

Figura 25 — Alcaldides isolados das cascas das raizes dos espécimes de Zanthoxylum

estudados
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/ X OCH3
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S11

Figura 26 — Outros constituintes isolados dos espécimes de Zanthoxylum estudados
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S17 S19

S21 S23
S20 S22

S27 S29

Figuras 27 - Constituintes quimicos identificados no 6leo volatil das folhas
do espécime de Zanthoxylum tingoassuiba estudado
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4.2 |IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS ISOLADOS DOS ESPECIMES DE
ZANTHOXYLUM ESTUDADOS

As identificacfes ou determinacdes das estruturas das substancias isoladas
das espécies de Zanthoxylum estudadas foram fundamentadas nas andlises dos
dados espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) uni e
bidimensionais, Cromatografia Gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-
IC), Cromatografia Gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas (CG-EM) e
andlise dos dados de Infravermelho (IV). As comparac¢des com os dados disponiveis
na literatura também contribuiram enormemente para a determinacgdo estrutural das
substancias isoladas.

Os dados fisicos caracteristicos ou relevantes, para a determinacéo
estrutural das diversas substancias, sdo apresentados no texto ao longo das
identificacbes e proposi¢cdes estruturais, os dados completos e a nomenclatura
IUPAC das substancias, obtidas através do programa SciFinder Scholar 2007
disponibilizado pela Faculdade Federal da Bahia serdo apresentados no capitulo

denominado Dados Especroscopicos.

O Quadro 5 mostra, resumidamente, a procedéncia das substancias isoladas
e identificadas a partir do estudo fitoquimico dos espécimes de Zanthoxylum. Os
cbdigos das substancias isoladas referem-se as estruturas das Figuras 25, 26 e 27
das péaginas 116, 117 e 118 respectivamente.

Para tornar a discussdo da determinacdo estrutural mais didatica, as
substancias foram reunidas em grupos de acordo com as suas respectivas classes,

independente da parte vegetal ou espécie das quais foram isoladas.
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Espécie Parte/Extrato Substéancias isoladas
Z. Casca da raiz / Hexanico S1, S2, S4, S9, S13
rhoifolium
Z. Casca da raiz / Hexanico S1, S3, S9, S12, S13
stelligerum
Z. Casca da raiz / Hexanico S1, S3, S12, S13
gngoassuib Casca da raiz / Metanolico S3, S5, S6, S7, S13
Folhas Decocto S8, S10, S11
Folhas 6leo volatil S8, S16, S17, S18, S19, S20,
(hidrodestilagéo) S21, S22, S23, S24, S25, S26,
Z. tingoassuiba S27, S28, S29, S30, S31
Folhas oleo volatil S8, S10
(Fluido supercritico)
Cera Epicuticular S10, S11, S13, S14, S15
C29, C30, C31, C32, C33

Quadro 5 — Local de isolamento dos metabdlitos dos espécimes estudados

4.2.1 ALCALOIDES BENZOFENANTRIDINICOS

Estruturalmente os alcaldides benzo|c]fenantridinicos derivam do anel
fenantrénico o qual € composto por trés anéis aromaticos fundidos formando uma
molécula angular.

Segundo Solomons (2000), este e outros compostos que possuem atomos de
carbono geminados em anéis aromaticos pode ser classificados como
hidrocarbonetos aromaticos benzenoides policiclicos.

Estes benzendides policiclicos podem ter um de seus carbonos substituido
por um heteroatomo, por exemplo, a substituicdo de um dos carbonos no anel
fenantrénico por nitrogénio. Neste caso a International Union of Pure Applied

Chemistry Commission on Nomenclature of Organic Chemistry (IUPAC 1998)
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recomenda que este anel seja chamado de fenantridina, e no caso de uma
substituicio em uma das faces da molécula a nomenclatura incluiria a letra que
simboliza aquela face. Por exemplo, se um anel benzénico foi adicionado na face “c”
da fenandridina o novo composto sera chamado de benzo[c]fenantridinico e assim
sucessivamente (Figura 28).

Os alcal6ides benzo[c]fenantridinicos sao estruturalmente definidos como sais
metilicos quaternarios (a) ou 7,8-diidroderivados (b) como apresentado na Figura 28.

O sistema de numeracdo da estrutura destes alcaldides ndo € consensual,
como pode ser notado nas estruturas listadas no Quadro 4 das paginas 69 -71, onde
a nomenclatura apresentada pelo autor € respeitada.

No presente trabalho o sistema de numeracdo baseado em consideracdes
biogenéticas (b), sugeridas por Krane e colaboradores (1984) e Seigler, (1998), foi o
adotado. Outros padrbes de numeracdes, 0s quais, também sdo muito utilizados
estdo representados na estruturas (c) (DECAUDAIN et al., 1974) e (d) (NG et al,,

1987).

Figura 28 — Numeracao do esqueleto basico dos alcaldides benzofenantridinicos
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Os alcal6ides benzo[c]fenantridinicos apresentam um padrdo de substituicdo
comum. Em geral, nas posi¢coes 2, 3 para o anel D e 9, 10 ou 10, 11 no anel A
(Figura 29). Os substituintes podem ser: hidroxila, metoxila ou dioximetileno
(MESTER, 1983).

Este padrao de substituicdo para o anel A leva a formacdo de pares
isoméricos (Figura 30) que sdo comuns nos alcaléides benzilisoquinolinicos e que

contribuem para a sua determinacéo estrutural (ISHIl & ISHIKAWA, 1976).

@e O>

O
N

CH30 @ CHj

queleritrina nitidina

0

e LTS

o

Shs
CH3O OH |

CHO

isoarnotianamida

Figura 29 — Padrdes de substituicbes para os alcaléides benzofenantridinicos

Os dados de RMN 1H encontrados na literatura apresentam dois padroes
caracteristicos, que sédo: 1 — quando as moléculas sao substituidas no anel D nas
posicoes 2, 3 e para o anel A nas posi¢cbes 9, 10, os espectros de RMN 1H
apresentam trés simpletos e quatro dupletos com constante de acoplamento orto - e
para os 2, 3 (anel D) e 10, 11(anel A) - dois dupletos com constante de acoplamento
orto e cinco simpletos - indicando que h& quatro prétons aromaticos todos em
posicdo para em dois anéis tetra substituidos, considerando a posicdo 8 nao

substituida.
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Alcalbéides com substituintes em 12 e 5, derivados 8-alquilados e alcaldides
benzofenantridinicos diméricos também ja tem sido reportados na literatura
(MESTER, 1983; KRANE et al., 1984; SHARMA et al., 1981).

Muitos diidroderivados (Figura 28, b) sédo adicionalmente oxigenados na
posicédo 8 devido a reatividade do grupamento iminium, o que levou alguns autores
a consideram que moléculas destes tipo ndo seriam produtos naturais auténticos e
sim artefatos (KRANE et al., 1984).

Para Ishii & Ishikawa (1976) os alcaldides oxigenados na posicdo 8
arnotianamida e isoarnotianamida apresentados na Figura 29 os quais foram
isolados por eles das cascas de Xanthoxylum cuspidatum Champ. (Rutaceae) sao
auténticos produtos naturais, e estes pesquisadores sustentam esta teoria baseado
na reacdo quimica realizada pela mesma equipe, onde, ha conversdo quimica dos
alcaléides benzo[c]fenantridinicos queleritrina e nitidina através da nova reacédo de
oxidacao tipo Baeyer-Villiger do grupamento iminium com formagdo dos respectivos

alcaléides, arnotianamida e isoarnotianamida .

0
COOOH >
CHO o
* — ‘ N—CH
Cl CH0 OH | =%
CHO

isoarnotianamida

nitidina

Figura 30 — Representagdo da obtencéo da isoarnotianamida em laboratoério

O conhecimento da existéncia das enzimas Baeyer-Villiger monooxigenase,
produzidas por diversos microorganismos, as quais utilizando NADPH e oxigénio
molecular catalisam a inser¢cdo de um atomo de oxigénio em uma ligacédo carbono-
carbono, ajudam na sustentabilidade da teoria de que produtos como a arnotiamina

(Figura 29) podem ser sintetizados pelas plantas (MALIATO et al., 2004).
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4.2.1.1 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA S1

O espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio RMN !H
(Figuras 31 e 32) da substancia S1 isolada da casca da raiz de todas as espécies
estudadas, apresentou na regido de campo baixo, dois simpletos ambos referentes a
um hidrogénio e quatro dupletos referentes a hidrogénios aromaticos tipo AB, todos
com constante de acoplamento J = 8,4 Hz, indicando a presenca de hidrogénios em
posicdo orto, condizente com o padrdo se substituicdo 2,3 e 9,10 dos alcaldides
benzo[c]fenantridinicos, como apresentado anteriormente.

O simpleto em & 6,05 (Figura 31) que integra para dois hidrogénios sugere a
presenca de um dioximetileno e os sinais em 3,93 e 6 3,88 indicam a presenca de
dois grupamentos metoxilicos ligados a um anel aromético.

O simpleto em 6 2,63 que integra para trés hidrogénios juntamente com o
resultado positivo do teste com o reativo de Dragendorff, indicam, a presenga de um
grupamento metilico ligado a nitrogénio.

A presenca de um simpleto em & 4,33 que integra para dois hidrogénios

sugere a existéncia de um grupamento metilénico.
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Figura 31 — Espectro de RMN 'H [300 MHz, CDCl3] de S1
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Figura 32 — Expanséo do espectro de RMN 'H [300 MHz, CDCI3] de S1
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O espectro de RMN 13C (Figura 33) apresentou dezessete sinais a cima de
100 ppm e quatro sinais entre 60 e 40 ppm.

A confirmacédo da presenca de um grupamento dioximetilénico sugerida pelo
espectro de RMN 1H (Figura 31, p. 125) para a estrutura de S1 é feita através da
presenca de um sinal em torno de 100 (+/-) 5 ppm (KRANE et al., 1984).

Neste espectro, a presenca dos sinais em 101,0 e 100,6 ppm dificultou a

atribuicao.

Figura 33 — Espectro de RMN 13C [75 MHz, CDClz] de S1

Este problema foi solucionado através da andlise do espectro de DEPT 135°
(Figura 34) o qual indica somente a presenca de dois grupamentos metilénicos na
estrutura um em o 101,0, o qual contribui para a confirmacdo de um grupamento
dioximetilénico e o outro em & 48,8 o qual sugere que este grupamento esteja ligado

ao atomo de nitrogénio.
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Figura 34 — Espectro de DEPT 135° [75 MHz, CDCls] de S1

Além dos experimentos descritos, também foi realizado com esta amostra o
experimento de duas dimensdes “Correlacdo Heteronuclear Multiplo-Quantica”
HMQC (Figuras 35 e 36) o qual apresenta uma correlacao entre os experimentos de
13C (Figura 33) e 1H (Figura 31) permitindo uma associagéo entre os carbonos e 0s
prétons ligados a estes. Este experimento também foi de grande ajuda para a
identificacdo de S1.

Considerando S1 como um alcal6ide benzofenantridinico, a Tabela 2, pagina
129, apresenta as correlacdes heteronucleares que puderam ser feitas com
seguranca, a correlacdo completa foi feita com a ajuda da literatura e esta

apresentada no Capitulo 6.
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Figura 36 — Espectro de HMQC expandido [300 MHz, CDCls] de S1




132

Tabela 2 — Dados de HMQC da Substancia S1

Deslocamento Quimico Deslocamento Quimico
do Hidrogénio Carbono
: do Carbono
correlacionado
6,94 (d, J=8,4 Hz, 1H) 111,1 C5ou o ouCllou
C12
7,10 (s, 1H) 104,3 CloucC4
7,69(d, J=8,4 Hz, 1H) 120,0 C50uCh ouCll ou
C12
7,73 (s, 1H) 100,6 CloucC4
4,33 (s, 2H) 48,8 Cs8
3,94 (s, 3H) 55,8 OCHs
2,68 (s, 3H) 41,2 N-CH3
6,05 (s, 2H) 101,0 -OCH20-

O espectro de massas de baixa resolugcdo (Figura 37), da substancia S1
apresentou o pico relativo ao ion molecular e pico base m/z 349 compativel com a
férmula molecular C21H19NO4, a biblioteca de espectros “Mass Spectral Library
1.6”, sugere com um indice de 97,3% de confianga que S1 & um alcaldide
benzofenantridinico.

A andlise dos dados obtidos, e a comparacdo com dados descritos na
literatura (KRANE et al., 1984; NG et al., 1987) levam a propor que a substancia S1
seja o alcaloide benzofenantridinico conhecido como diidroqueleritrina Figura 38.
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Figura 37 — Espectro de Massas (70 eV) de S1

Figura 38 — Estrutura da diidroqueleritrina S1

133



134

4.2.1.2 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA S2

A substancia S2 foi isolada apenas da casca da raiz de Z. rhoyfolium como
descrito no Esquema 4 da pagina 61.

O espectro de RMN *H (Figura 39), desta substancia apresentou um padréo
bastante parecido com o da substancia anterior, no que diz respeito aos sinais em
campo baixo, dois pares de dupletos & 7,46; 6 7,75 e 6 7,03; & 7,60 todos com
integracdo para um hidrogénio e com constante de acoplamento orto. Dois simpletos
que integram para um hidrogénio cada, localizados em & 7,71 e & 7,13 0s quais
podem ser relacionados aos hidrogénios do anel D (Figura 28, p. 121) e um simpleto
em 6,07 ppm que integra para dois hidrogénios o qual sugere a presenca de um
dioximetileno também nesta substancia.

Neste espectro a falta do sinal em 4,34 ppm o qual foi relacionado ao CH:2
em C8 e o surgimento do sinal em & 5,56 que integra para um hidrogénio e o
aparecimento de mais um simpleto totalizando quatro simpletos que integram para
trés hidrogénios na regido entre 4 —2 ppm, releva que a diferenca entre as duas
moléculas é a substituicdo de um dos hidrogénios do carbono 8 por uma metoxila.

Os outros sinais de menor intensidade que podem ser visto neste espectro
podem ser relacionados com substancias de natureza lipidica representada

principalmente pelo sinal em 1,2 ppm.

UHUL L Mo

e — o - o w S

s 2 4 P 2% ) ’
T 7 T 7940 T T 266

7 6 5 q 3 2 1 ppm

Figura 39 — Espectro de RMN 1H [300 MHz, CDCls] de S2 substancia
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O espectro de RMN *3C (Figura 40) apresentou vinte e dois sinais condizentes
com a estrutura pentaciclica dos alcal6ides benzofenantridinicos, um a mais que a
estrutura anterior e apenas dois sinais significativamente diferentes, um sinal em &
86,0 o qual pode ser atribuido ao carbono 8, que nesta estrutura encontra-se mais
desprotegido devido a presenca da metoxila e o outro sinal em & 53,9 atribuivel a
uma metoxila.

A andlise deste espectro corrobora com os dados levantados através da
andlise do espectro de RMN H (Figura 39), o qual sugere a substituicdo de um dos

hidrogénios metilénicos em C8 por uma metoxila.

T i T T —— T T — T
150 140 130 120 110 160 90 80 70 60 50 ppm

Figura 40 — Espectro de RMN %2C [75 MHz, CDCls] de S2
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A andlise dos dados obtidos, a comparacdo com a literatura (KRANE et al.,
1984), indicam que a substancia S2 seja o alcaléide natural conhecido como

angolina (Figura 41).

Figura 41 — Estrutura da angolina S2

4.2.1.3 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA S3

A substancia S3 foi isolada do extrato hexanico da casca da raiz de Z.
stelligerum (Esquema 6, p. 89) e dos extratos hexanico e metandlico da casca da
raiz de Z. tingoassuiba (Esquema 12, p. 92 e Esquema 14, p. 100) mas sempre em
pouca quantidade.

Esta substancia foi submetida a uma andlise de RMN 'H e seu espectro
(Figura 42) apresentou, assim como as substancias anteriores, dois pares de
dupletos 7,32; 7,74 e 6,81; 6,55 também com constante de acoplamento que indica
acoplamento orto e dois simpletos (Figura 43) os quais sugerem tratar-se também de
um alcalb6ide benzofenantridinico 9,10-disubstituido, assim como as substancias S1
e S2.

A diferenca deste espectro em relacdo aos anteriores € a presenca de um
simpleto em & 8,10 integrando para um hidrogénio e um simpleto com integral
equivalente a trés hidrogénios em 6 2,99 mais protegida que os N-CHs anteriormente

apresentados, indicando mais uma vez uma altera¢do da molécula na posicéao 8.
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Figura 42 — Espectro de RMN 'H [300 MHz, CDCI3] de S3

O espectro expandido da regido aromatica (Figura 42) revela a multiplicidade

e a integracao dos sinais para esta estrutura.
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Figura 43 — Expanséo do espectro de RMN 'H [300 MHz, CDCIs] de S3
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Para entender a modificacdo desta parte da estrutura a anélise do espectro
de RMN de 3C foi importante. A pesar da pouca quantidade de amostra ter levado
ao nao aparecimento dos sinais dos carbonos totalmente substituidos os outros

sinais estao condizentes com a literatura como apresentado na Tabela 4.

Tabela 3 — Dados de RMN !H da substancia S3 e da arnotianamida

Carbonos S3 KRANE et al., 1984
1 7,20 (s, 1H) 7,28 (s, 1H)
4 7,07 (s, 1H) 7,03 (s, 1H)
5 7,32(d, J=8,1 Hz, 1H) | 7,36 (d, J=8,5 Hz, 1H)
6 7,74 (d, J=8,1 Hz, 1H) | 7,87 (d, J=8,5 Hz, 1H)
8 8,16 (s, 1H) 8,50 (s, 1H)
11 6,81 (d, J=8,1 Hz, 1H) | 6,81 (d, J=8,5 Hz, 1H)
12 6,55 (d, J=8,1 Hz, 1H) | 6,55 (d, J=8,1 Hz, 1H)
-OCH20- (2,3) | 6,08 (s, 2H) 6,09 (s, 2H)
OCH3 (9 e 10) | 3,90 € 3,92 (s, 6H) 4,04 e 4,09 (s, 6H)
N-CH3 2,99 3,27 (s, 3H)




Tabela 4 — Dados de RMN 13C da substancia S3 e da arnotianamida

Carbono S3 | HSIAO & CHIANG, 1995
1 99,5 98,6
2 - 148,9
3 - 147.8
4 104,6 104,1
5 125,3 126,9
6 127,6 127,6
8 164,8 163,2
8a - 147,6
9 - 136,2
10 - 152,4
11 104,2 103,1
12 - 124,7
12a - 119,8
13 - 134.3
14 - 135,3
1l4a 127,7 128,0
-OCH20- (2,3) 101,7 101,6
OCH3 (3) 61,4 60,3
OCH3 (1) 56,1 55,6
N-CH3 32,2 32,7
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A analise dos dados e comparacao com a literatura (ISHIl & ISHIKAWA, 1976;
KRANE et al, 1984; HSIAO & CHIANG, 1995), e a comprovacdo da existéncia de

enzimas Baeyer-Villiger monooxigenase, produzidas por diversos microorganismos

indicam que a substancia S3 seja o alcaldide benzofenantridinico arnotianamida

(Figura 44).
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Figura 44 — Estrutura da arnotianamida S3

4.2.1.4 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA S4

A substancia S4 foi isolada apenas da casca da raiz de Z. rhoyfolium como
descrito no Esquema 4 da pagina 86.

O espectro de RMN *H desta substancia (Figura 45) também é composto por
dois pares de dupletos, s6 que neste caso um dos pares possui constante orto e o
outro constante em meta (Tabela 4), sugerindo que os dois simpletos 4,14 e 4,07
ppm que integram para trés hidrogénios cada, os quais podem ser atribuidos a duas
metoxilas, estejam nas posicoes 9 e 11.

Estes dados levam a classificar esta substancia como um alcaloide
benzofenantridinico 9,11-disubstituido

Outro sinal muito importante € um simpleto que integra para um hidrogénio
em & 9,77 o qual pode ser atribuido ao hidrogénio em C8 que se desloca para
campo baixo, quando esta posicdo (C8), encontra-se insaturada (KRANE et al.,
1984).

A completa aromatizagdo da molécula e a presenca do nitrogénio ininico
influenciam no deslocamento de todos os hidrogénios da molécula levando-os para

campo baixo como pode ser notada na Tabela 3 da pagina 130.
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Figura 45 — Espectro de RMN 'H [300 MHz, CDClz] de S4

Como dito anteriormente os padrées de substituicdo mais freqlente sdo o
9,10 e o 10,11-disubstituido, sendo raro o alcal6ide 9,11-disubstituido (SUKARI et
al., 1999).

Sukari e colaboradores (1999) relataram pela primeira vez o isolamento do
alcaléide benzofenantridinico denominados por eles de 7,9-dimetoxi-2,3-
metilenodioxibenzofenantridina, a analise deste artigo demonstra que o sistema de
numeracdo nao foi o mesmo adotado para a apresentacdo do presente trabalho
(Figura 46).

Esta substancia foi isolada da casca do caule de Zanthoxylum myriacanthum
Wall, coletada na Malasia, e possui valores de deslocamento quimico de RMN 1H
compativeis com os apresentados para a substancia S4 (Tabela 4).

Fazendo-se a nomenclatura utilizando uma numeracéo biogenética, esta
substancia pode ser chamada de 9,11-dimetoxi-2,3-dioximetilenobenzofenantridina
ou simplesmente pseudo-norqueleritrina, dada a semelhanga com a norqueleritrina
(Figura 46).
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E importante relatar que até o momento, nenhum outro registro foi
encontrado quando realizadas pesquisar nas bases de dados utilizando como
palavra chave a nomenclatura sugerida por Sukari e colaboradores (1999), e a

adotada neste trabalho.

SUKARI et. all., 1999 Nova Proposta de Nomenclatura

7,9-dimetoxi-2,3-metilenodioxibenzofenantridina Pseudo-norqueleritrina

KRANE et. all.. 1984

Norqueleritrina

7,86d 7,24s

Figura 46 — Proposta de nova nomenclatura para S4
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Tabela 5 — Dados de RMN 'H da substancia S4 e da 7,9-dimetoxi-2,3-
dioximetilenobenzofenantridina com atribuicdo relacionada a numeracéo individual
(Figura 46)
Carbono SUKARI, 1999 Carbono S4
1 7,27 (s, 1H) 1 8,74(s, 1H)
4 8,73 (s, 1H) 4 7,28(s, 1H)
6 9,75 (s, 1H) 5 7,62(d, J = 5,4 Hz, 1H)
8 8,39 (d, J = 2,9 Hz, 1H) 6 7,87(d, J = 5,4 Hz, 1H)
10 8,35 (d, J = 3,4 Hz, 1H) 8 9,77(s, 1H)
11 7,86 (d, J = 8,8 Hz, 1H) 10 8,38(d, J = 3,6 Hz, 1H)
12 7,60 (d, J = 8,8 Hz, 1H) 12 8,37(d, J = 3,6 Hz, 1H)
-OCH20- 6,14 (s, 2H) -OCH20- 6,15 (s, 2H)
OCH3 4,13 (s, 3H) OCH3 4,14 (s, 3H)
OCH3 4,06 (s, 3H) OCH3 4,07 (s, 3H)

E importante salientar que os valores apresentados na Tabela5 obedecem a

numeracao apresentada na Figura 46.

A expansdo do espectro de RMN H (Figura 47), tem o objetivo principal de

demonstrar a presenca do sinal em 7,28 ppm que na Figura 45. pagina 138 nao é

notada.
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Figura 47 — Expanséo do espectro de RMN 'H [300 MHz, CDClz] de S4
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Apesar da substancia 7,9-dimetoxi-2,3-metilenodioxibenzofenantridina ser
relatada por Sukari e colaboradores (1999), como uma nova substancia os dados de
RMN 13C sao apresentados com poucas atribuicdes aos respectivos carbonos.

Neste trabalho, apresar da pouca quantidade de amostra, os espectros RMN
2D (Figura 48 e 49) contribuem para a atribuicAo de alguns sinais e estao

apresentados na Tabela 6.
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Figura 48 — Espectro de HMQC [300 MHz, CDCl3] de S4
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Tabela 6 - Dados de RMN *H x 13C obtidos do HMQC e correlagédo com a literatura.

Atomo sS4 SUKARI, 1999

1H HMQ 13C

C

8,74(s, 1H) 102 102,2

7,28(s, 1H) 104 104,4

7,62(d, J = 5,4 Hz, 119 118,7

1H)
8 7,87(d, J = 5,4 Hz, -

1H)
10 9,77(s, 1H) 146 146,5
11 8,38(d, J = 3,6 Hz, 118 118,2

1H)
12 8,37(d, J = 3,6 Hz, -

1H)
-OCH20- 6,15 (s, 2H) 101 101,3
OCH3 4,14 (s, 3H) 62 61,9
OCH3 4,07 (s, 3H) 56 56,8
Outros 149,4 / 148,4 / 148,3 /
valores 146,5/129,7/129,1/
relatados 128,1/127,0/125,2/

122,0/120,8/120,1/
118,3




Tabela 7 - Dados de RMN 1H de S1, S2, S3 e S4

Atomo S1 S3 S4
S2
1 7,74 (s, 1H) 7,70 (s, 1H) 7,21 (s, 1H) 8,74(s, 1H)
4 7,10 (s, 1H) 7,13 (s, 1H) 7,09 (s, 1H) 7,28(s, 1H)
5 7,49 (d,J=09,1Hz, 1H) | 7,48 (d, J=8,7Hz, 1H) | 7,32 (d, J=8,4Hz, 1H) | 7,62(d,J = 5,4 Hz, 1H)
6 7,69 (d, J =84 Hz, 1H) | 7,79 (d, J=8,7Hz, 1H) | 7,74 (d, J=8,4Hz, 1H) | 7,87(d, J = 5,4 Hz, 1H)
8 4,33 (s, 2H) 5,56 (s, 1H) 8,17 (s, 1H) 9,77(s, 1H)
10 - - - 8,38(d, J = 3,6 Hz, 1H)
11 6,94 (d, J = 8,4 Hz, 1H) | 7,05 (d, J=8,7Hz, 1H) | 6,81 (d, J=8,4Hz, 1H) -
12 7,50 (d, J =8,4 Hz, 1H) | 7,64 (d,J=8,7Hz, 1H) | 6,55 (d, J=8,4Hz, 1H) | 8,37(d,J = 3,6 Hz, 1H)
“OCH20- (2,3) 6,05 (s, 2H) 6,07 (s, 2H) 6,00 (s, 2H) 6,15 (s, 2H)
OCH3 (8) - 3,47 (s, 3H) - -
OCH3 (9) 3,88 (s, 3H) 3,97 (s, 3H) 3,93 (s, 3H) 4,14 (s, 3H)
OCH3 (10) 3,92 (s, 3H) 3,94(s, 3H) 3,91 (s, 3H) 4,07 (s, 3H)
N-CH3 2,63 (s, 3H) 2,77(s, 3H) 2,99 (s, 3H)

146
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4.2.2 ALCALOIDES PROTOBERBERINICOS

Os alcal6ides protoberberinicos sdo os mais largamente distribuidos dentre
os alcaloides benzilisoquinolinicos e, diferente dos alcaldides benzofenantridinicos
sdo encontrados em 10 familias de plantas: Alangiaceae, Annonaceae,
Berberidaceae, Fabaceae, Fumariaceae, Lauraceae, Menispermaceae,
Papaveraceae, Ranunculaceae e Rutaceae (SEIGLER, 1998).

Esta classe de alcaléides é caracterizada pelo sistema de anel
dibenzo[a,g]quinolizidinico o qual normalmente € encontrado com substituintes
oxigenados nos anéis A e D (Figura 50). Compostos com substituintes alquilicos,
no anel C também j& foram isolados (SUAU, et al., 2000).

Como apresentado na sec¢éo 2.9.4, a rotacdo da ligacdo do anel benzilico é
acompanhada pela oxidacdo do grupamento N-metila da reticulina (90) e formacéo
de uma imina, levando a formacdo dos alcaldides protoberberinicos 2,3,9,10
substituidos (Figura 50) os quais sdo comumente isolados de plantas (ARRUDA, et
al. 1992, HUSSAIN, et al. 1983).

Mas a rotacdo deste anel também pode levar a formacédo de alcaldides
2,3,10,11 substituidos (Figura 50), alcal6ides com este tipo de substituicdo vem se
apresentando com uma ocorréncia mais restrita podendo também ser chamado de
pseudoprotoberberinas (IWASA et al., 2003).

Estes compostos além de serem mais raros, vém apresentado uma atividade
biolégica superior aos 2,3,9,10 oxigenados, em testes como antimalaricos.
(DESCHAMPS et al., 2004; IWASA et al., 2003).
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Figura 50 — Formagéo de derivados 9,10 e 10,11 substituidos

O estudo realizado por Yoshikawa e Morishima (1975), revela que na
formacdo dos alcaldides quaternarios tetraidroberberinicos a insercdo do
grupamento N-metlla pode levar a formacao dos isbmeros a e 3, onde o gurpamento
N-metila pode estar em cis ou em trans respectivamente, em relacdo ao hidrogénio
(Figura 51).

Este fato leva os estereocisdbmeros a apresentarem alguns valores distintos
de deslocamento no espectro de RMN 'H e 3C. Por exemplo, os valores dos
deslocamentos dos carbonos C13 e N-metilicos no espectro de RMN 3C para o
isbmero cis aparecam em campo mais baixo em relacdo ao isdbmero trans.
Contrariamente o deslocamento do C6 do isbmero cis encontra-se deslocado para
campo mais alto em relagéo ao valor encontrado para seu isémero (YOSHIKAWA e
MORISHIMA 1975).

Com isso o autor utiliza o mesmo argumento e deslocamentos dos C6 e

NCHjs para propor a conformacao dos outros alcal6ides estudados.
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OCH;

Figura 51 — Metilacdo em faces opostas da molécula

4.2.2.1 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA S5

A substancia S5 foi isolada do extrato metandlico da casca da raiz de Z.
tingoassuiba, conforme procedimento apresentado no Esquema 16 na pagina 103.

O espectro de RMN 'H (Figura 52) apresentou sinais equivalentes a quatro
hidrogénios aromaticos & 6,87, 5 6,85, 6 6,77 e 5 6,67, sendo que, os dois dupletos
em 6 6,87 e § 6,85 apresentaram constantes de acoplamento de 8,4 Hz indicando
um acoplamento em orto.

Neste espectro também pode ser notada (Figura 52), a presenca de um
simpleto o qual integra para dois hidrogénios em & 5,99 caracteristico de um

grupamento dioximetilénico.
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A presenca de trés simpletos integrando cada um para trés hidrogénios,
revela a presenga de grupamentos metoxilas ou N-metilas na molécula, j& que o
procedimento utilizado para a extracdo (Esquema 15), foi especifico para alcaldides.

Além dos sinais mencionados, podemos também verificar a presenca de
dois dupletos em 6 5,23 e 5 5,04 ambos integrando para um hidrogénio e constante
de acoplamento de 15,9 Hz.

Os duplos dupletos em 5,37, 3,47 e 3,05 com constante de 9,3 e 6,3Hz; 18,5
e 6,3Hz e 18,5 e 9,3Hz respectivamente e os multipletos em 4,11 e 3,20 ppm,

podem indicar a presenca de uma porc¢ao alifatica na molécula.

Figura 52 — Espectro de RMN H [300 MHz, CDClz] de S5

O espectro de RMN 13 C de S5 (Figura 53) apresentou 21 sinais, onde treze
sinais apresentaram-se acima de 100 ppm.

Nesta mesma regido o espectro de DEPT 135° (Figura 54) apresentou cinco
sinais, revelando a presenca de oito carbonos totalmente substituidos. O sinal em
101,4 ppm se apresentou invertido, confirmando o ja sugerido pelo espectro de RMN

'H com o sinal em § 5,99 que é a presenca de um grupamento dioximetilénico.
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Os outros oito sinais a baixo de 70 ppm, indicaram no espectro de DEPT 135°
(Figura 54), que a estrutura € composta por quatro carbonos os quais podem ser
metinicos ou metilicos e quatro metilénicos corroborando, com a proposta da
amostra conter uma porcao alifatica.

Como o espectro de RMN H sugere a presenca de duas metoxilas e um N-
CHs, levando em consideragéo a extragcdo de alcaldides e o resultado positivo para
Dragendorff, podemos inferir que ha na estrutura apenas um carbono metinico e
este seria em 64,8 ppm.

E importante lembrar que o sinal em 29,5 ppm é caracteristico da presenca

de material graxo contaminante comum neste tipo de amostra.

TTrrprrrry ‘]\l'T.-!‘\I T T L LN LN L LN L L L L L L T T T T TTT T LI A I N B
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 53 — Espectro de RMN 13C [75 MHz, CDCIz] de S5
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Figura 54 — Espectro de DEPT 135° [75 MHz, CDCls] de S5

Os resultados espectrométricos e dados da literatura o

levam a propor que S5 seja um alcal6ide protoberberinico. O <
o]

qual tem sua estrutura basica representada ao lado, o

dioximetileno foi colocado no anel A somente por ser esta a

posicdo mais comumente encontrada na literatura e com isso
os dupletos s6 podem estar no anel D. A proposta desta
substancia ser um alcal6ide quaternario vem do método de
extragdo e da presenca de um terceiro simpleto que
integra para trés hidrogénios.

Através da analise dos dados do espectro de HMQC (Figura 55) pode-se
fazer algumas correlagbes entre os hidrogénios e os seus respectivos carbonos,
estes dados mais as correlagbes obtidas pela anédlise do espectro de DEPT 135°
(Figura 54) estéao apresentados na Tabela 8.

Os dados em negrito representam as correlacdes inequivocas obtidas pela
analise dos espectros de RMN H, 13C DEPT 135° e HMQC.



Tabela 8 - Correlacédo de *H x 13C (HMQC) pra S5

13C DEPT 135° 1H atomo
106,9 | CH 6,77 (s, 1H) ClouC4
108,8 | CH 6,67 (s, 1H) ClouC4
1234 | CH 6,85 (d, J= 8,4, 1H) CllouC12
113,2 | CH 6,87 (d, J= 8,4, 1H) Cllou C12
61,3 CHs 3,95 (s, 3H) OCHs em C9,
C10 ou NCHs
55,8 CHs 3,86 (s, 3H) OCHs em C9,
C10 ou NCHs
50,0 CHs 3,68 OCHs em C9,
C10 ou NCHs
1015 | CH2 5,9 s (2H) -OCH:20-
59,2 CH2 5,23 (d, J= 16,2 Hz, C8
1H, eq)
5,04 (d, J= 16,2 Hz,
1H, ax)
33,3 CH2 3,47 (dd,J=18,5¢€ 6,3 C13
Hz 1H, eq)
3,05 (dd, J=185¢e 9,6
Hz 1H, ax)
52,2 CH: 4,11 (m, 1H) C5ou C6
23,7 CH: 3,9-3,20 (m, 2H) C5o0u C6
64,8 CH 5,37 (dd, J=9,6 € 6,3 C14
Hz 1H)
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O espectro bidimensional a duas e trés ligacdes HMBC (Figura 56)
colaborou na atribuicdo dos outros carbonos da estrutura.

A Tabela 9 mostra as correlacdes observadas.

e
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Figura 56 — Espectro de HMBC [75 MHz, CDCls] de S5
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Tabela 9 - Correlacédo de 'H x 13C a duas e trés ligacées (HMBC) pra S5

As informacdes que ndo puderam ser confirmadas através das andlises
espectroscopicas como, por exemplo, deslocamento quimico de C2 e C3 e dos
carbonos C9 e C10 foram propostos através da comparacdo com o0s resultados
descritos na literatura (FACUNDO et al., 1997; HUSSAIN, et al., 1983).

A juncédo desses dados leva a propor que S5 seja o alcaléide protoberberinio

conhecido como cis-N-metilcanadina (Figura 57).

Figura 57 — Estrutura da cis-N-metilcanadina S5
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4.2.2.2 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA S6

A substancia S6 foi isolada da raiz de Z. tingoassuiba, como apresentado no
Esquema 17, pagina 105.

A andlise do espectro de RMN *H desta substancia (Figura 58) revelou a sua
semelhanca com a substancia S5 em relagcédo as multiplicidade dos sinais.

A Tabela 9 apresenta os dados de RMN 'H das duas substancias e em
negrito as principais diferengas entre as mesmas.

Por exemplo, em S5 h4, na regido aromética, dois simpletos e dois dupletos
em orto, em S6 sO ha simpletos.

O deslocamento quimico de um dos hidrogénios em C8 encontra-se em S6

mais desprotegido o que pode ser atribuido a presenca de uma metoxila.
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Figura 58 — Espectro de RMN 'H [300 MHz, CDClz] de S6




Tabela 10 — Comparacéo dos dados de RMN 'H de S5 e S6

atomo S5 S6
1 6,77 (s, 1H) 6,70 (s, 1H)
4 6,67 (s, 1H) 6,58 (s, 1H)
5 3,9-3,20 (m, 2H) 3,4-3,20 (m, 2H)
6 4,11 (m, 1H) 4,24 (m, 1H)
3,75 (m, 1H) 3,79 (m, 1H)
8 5,23 (d, J=16,2 Hz, 1H, |5,32(d, J=15,3 Hz, 1H,
eq) eq)
5,04 (d, J= 16,2 Hz, 1H, | 5,03 (d, J= 15,3 Hz, 1H,
ax) ax)
9 6,85 (d,J =8,5Hz, 1H) |6,72 (s, 1H)
12 6,87 (d, J= 8,5 Hz1H) 6,77 (s, 1H)
13 3,47 (dd,J=185e6,3Hz | 3,40 (dd,J=18,5¢€ 6,3
1H, eq) Hz 1H, eq)
3,05(dd, J=18,5e9,6 3,07 (dd, J=18,5e 9,6
Hz 1H, ax) Hz 1H, ax)
14 5,37 (dd,J=9,6 e6,3Hz | 4,90 (dd,J=9,6 € 6,3
1H) Hz 1H)
NCHs 3,68(s, 3H) 3,62 (s, 3H)
OCHs 3,95 (s, 3H) 3,88 (s, 3H)
OCHs 3,86 (s, 3H) 3,85 (s, 3H)
-OCH20- | 5,95 (s, 2H) 6,02 (s, 2H)
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Por causa da pequena quantidade de substancia isolada o espectro de RMN

13C (Figura 59) ndo apresentou todos os 21 sinais esperados, devido a sua

semelhanca com a substancia anterior.

A tabela 11 tem o objetivo de apresentar a comparacéo entre 0os sinais que

puderam ser vistos com seguranca.



Tabela 11 — Dados de RMN 13C de S5 e S6

atomo S5 S6
1 106,9 106,9

2 148,3 -

3 147,0 -
4 108,8 109,3
4a 121,2 121,2
5 23,7 24,0
6 52,2 51,9
8 59,2 66,5
8a 119,8 119,8

9 148,3 -

10 147,0 -

11 123,4 -
12 113,2 109,7

12a 120,8 -
13 33,3 34,8
13a 64,8 64,0
13b 1245 1245
NCHs 50,0 50,5
OCHs 61,3 56,5
OCHs 55,8 56,3
-OCH20- 101,5 102,0
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De acordo com os dados obtidos e informacdes relatadas na literatura a

substancia S6 € o alcal6ide protoberberinico 2,3,10,11substituido também chamado

de pseudoprotoberberina cuja estrutura proposta esta representada na Figura 60.
(IWASA et al. 2003, SUAU et al., 2000).

Esta substancia foi sintetizada por Giacopello e colaboradores (1964) como

um intermediario da sintese da fargarine Il. At¢ o momento ndo foi encontrado

registro da substancia S6 como produto natural.
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Figura 59 — Espectro de RMN 3C [75 MHz, CDClz] de S6

Figura 60 — Estrutura da 2,3-metilenodioxi 10,11-dimetoxi
tetraidroprotoberberina iodeto (S6)
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4.2.3 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA S7

A substancia S7 foi isolada apds um procedimento para a extracdo de
alcaléides como apresentado no Esquema 16 p. 103.

Além do procedimento especifico, S7 também foi submetida ao teste com o
reativo, de Dragendorff , apresentando resultado positivo.

Para a identificacdo desta substancia, foram analisados os espectros de
RMN 'H (Figura 61); RMN 3C (Figura 64) DEPT 135°

(Figura 65); HMQC (Figura 66) e HMBC (Figura 67) e Infravermelho (Figura
63).

O espectro de RMN 'H (Figura 61) apresentou quatro simpletos na regido de
campo baixo 5 7,98; & 6,99; 6 6,66 e 6 6,35 todos integrando para um hidrogénio,
sendo que o sinal em § 6,35 diminuiu de intensidade quando a amostra foi analisada
em agua deuterada (Figura 62), indicando a presenca de uma hidroxila a qual
também foi confirmada através da analise do espectro de infravermelho (Figura 63),
que apresentou uma banda larga em aproximadamente 3400 cm 2.

Nas Figuras 61 e 62 também podem ser visto a presenca de cincos
simpletos todos com integracdo para trés hidrogénios. Os quatro sinais entre 4,57 —
2,88 ppm o0s quais integram para um hidrogénio cada sugerem a presenca de uma

parte alifatica na molécula, assim como ocorreu para as substancias S5 e S6.
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Figura 61 - Espectro de RMN *H [300 MHz, CDClz] de S7
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O espectro de RMN *3C (Figura 64) apresentou doze sinais a cima de 100
ppm e 9 sinais em campo alto, excluindo-se o sinal em & = 29,2 caracteristico de
substéancias contaminantes comumente designada como graxa.

Totalizando assim, 21 carbonos, mesmo numero de atomos de carbono
encontrado para as duas ultimas substancias apresentadas.

Dos nove sinais encontrados, cinco podem ser atribuidos a carbonos
metilicos como sugere o espectro de RMN 'H (Figura 61, p. 157) e trés sinais,
apresentaram-se no espectro de DEPT 135° (Figura 65) invertidos revelando a
presenca de trés CH2 e um sinal caracteristico de CH ndo aromatico em & = 70,2. A
maior desprotecao deste sinal em relacdo aos ja descrito na Tabela 11 p. 155, e a
falta de um quarto CHz como apresentaram as duas substancias comentadas

anteriormente S5 e S6 sugere que S7 pertenca a classe dos alcaldides aporfinicos.
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Figura 64 — Espectro de RMN 13C [75 MHz, CDClz] de S7
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Figura 65 — Espectro de DEPT 135° [75 MHz, CDCls] de S7

A andlise do espectro de HMQC de S7 (Figura 66) estabeleceu a correlacéo
entre os hidrogénios e os carbonos a uma ligacao.

Como esperado o sinal em 6,3 ppm ndo apresentou correlagdo com nenhum
carbono confirmando a presenca de uma hidroxila nesta estrutura.

A presenca dos trés simpletos na regido aromatica sugere como podem
estar dispostos os substituintes oxigenados, mas ndo € o suficiente para propor a
posicdo da hidroxila.

Na literatura podemos encontrar quatro substancias que sdo compativeis

com a estrutura proposta (Figura 66).

CH;0
CH30 HO O
N
CH
N— - O N HO 5
o b o oo e T
O O CH;0

CH;0 CH3O OCHs
OH OCHjs

Figura 66 — Possibilidades estruturais para S7
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O espectro de HMBC (Figura 68) o qual apresenta uma relacao hidrogénio x
carbono a duas e trés ligagcbes contribuiu para a finalizacdo da proposta estrutural
para a substancia S7 como apresentado na Tabela 12.

Dos cinco simpletos que integram para trés hidrogénos (Figura 68, p. 162)
somente dois deles 6 3,29 e & 3,77 ndo apresentaram correlacdo com seus
respectivos carbonos sugerindo que S7 seja um sal quaternario.

A andlise das correlagbes (Figuras 67 e 68) indica que o sinal em 108,7 esta
no C3 sendo uma das evidéncias a sua proximidade com o carbono em 23,9 ppm
atribuido ao C4.

Como apresentado na Tabela 11 este sinal (6 108,7) também se
correlaciona com um sinal em ¢ 141,9 este ndo aparece no espectro de DEPT 135°
(Figura  65) indicando que estd totalmente substituido, mas ndo apresenta
correlagdo com nenhuma das metoxilas. Assim pode-se propor que a hidroxila esteja
no C2.
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Figura 67 — Espectro de HMQC [75 MHz, CDClz] de S7
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Figura 68 — Espectro de HMBC [75 MHz, CDCls] de S7
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Tabela 12 — Apresentacao dos dados espectrofotométricos de S7

S7
Atomo HMQC DEPT | HMBC

1H [ 13C
1 - 1475 C 108,7
2 - 1419 | C 108,7
3 6,66 |108,7|CH |[1475 - 141,9 - 1187 -

23,9

3a - 118,7 | C 108,7
4 30 [239 |[CH2 |[108,7

34 [615 |[CHz |-
6a 461 (700 [CH |-
7 446 |296 |CH:. [111,6
7a - 1234 |C 111,6
8 6,99 |111,6 [CH |[147,8-123,4-29,2
9 - 1478 | C 111,6
10 - 148,3 | C 112,0
11 7,98 [112,0|CH |148,3-123,9-119,6
11a - 1239 | C 112,0
11b - 1193 | C -
11c - 1196 | C -
NCH3 3,77 |54,7 |- 70,0 - 61,5 - 43,9
NCH3 3,29 [439 |- 70,0 -61,5
OCH3 (C1) [3,97 [56,5 |OCHs |147,5
OCH3 (C10) [3,93 [56,2 | OCHs |148,3
OCH3 (C9) [3,89 [56,0 |OCHs |147,8
OH (C2) 6,35 |- - -
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Algumas correlagbes ndo se apresentaram de maneira clara, como por

exemplo, a atribuicdo inequivoca para os CHz em 29,6 e 23,9.

Neste caso a comparagdo com estruturas j4 descrita na literatura, para as
bases livres (MARSAIOLI, 1978; JACKMAN, 1979), e as propostas para as
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substancias S5 e S6 foram utilizadas como modelos. J& que até o momento ndo ha
registro na literatura de dados de 3C para a estrutura proposta.

Estes dados indicam que S7 € um alcaldide aporfinico o qual foi também
isolado por Vasquez e colaboradores (2007), denominado predicentina-metil-iodeto,
publicado apenas com os dados de RMN !H, os quais sdo condizentes com o0s
dados de S7 (Figura 69).

Figura 69 — Estrutura da predicentina-metil-iodeto (S7)

4.2.4 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA S8

A substancia S8 além de ser encontrada na agua da hidrodestilagéo foi
também identificada como o constituinte majoritario do Oleo volatil extraido por
hidrodestiilacdo e um dos principais constituinte da extracdo por fluido supercritico

como apresentado no Quadro 5.

O espectro de RMN 'H de S8 (Figura 70) apresentou na regido aromatica
quatro conjuntos de sinais, todos integrando para um hidrogénio, caracteristicos de
um anel aroméatico orto-substituido. Também pode ser visto neste espectro a
presenca de um simpleto largo em 7,60 ppm, o qual em outros espectros de RMN H
pode nao ser visto, como por exemplo, no espectro do 6leo essencial (Figura 111),
sugerindo a presenca de um hidrogénio labil.

Além disso, pode ser notada também a presenca de dois simpletos 6 3,86 e

d 2,92 que integram para trés hidrogénios cada. O simpleto em & 2,92 pode ser
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atribuido a uma metila aminica onde o nitrogénio pode estar ligado a um anel
aromatico. Ja o segundo simpleto 6 3,86 é caracteristico de metila ligada a oxigénio.

A Tabela 13 apresenta a comparagdo dos dados de RMN 'H de S8 com
dados publicados por YUANZHENG e colaboradores (1993) para o N-metil

antranilato de metila.

Figura 70 — Espectro de RMN H [300 MHz, CDCIz] de S8
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Tabela 13 — Comparacgdo dos dados de RMN 'H de N-metil antranilato de metila e
S8

Carbono YUANZHENG et al., 1993 S8
1 6,60 (1H, d) 6,69 (dd, J=8,0 e 1,8 Hz, 1H)
2 7,33 (1H, m) 7,39 (triplo dupleto?? J=7,0 e 1,5 Hz, 1H)
3 6,56 (1H, t) 6,61 (triplo dupleto ??, J= 7,0 e 1,5 Hz,
1H)
4 7,88 (1H, dd) 7,92 (dd, J=8,0 e 1,8 Hz, 1H)
OCHs 3,81 (s, 3H) 3,86 (s, 3H)
NCHs 2,86 (s, 3H) 2,92 (s, 3H)
N-H 7,68 (1H, simpleto largo) 7,68 (1H, simpleto largo)

A andlise do espectro de RMN 3C (Figura 71) de S8 revelou que a amostra
€ composta por nove carbonos.

O sinal em 6 168,9 o qual pode ser atribuido a uma carbonila de éster e o
sinal em 6 51,3 caracteristico de metoxila, juntamente com os sinais de carbonos
aromaticos confirmados pelo espectro de RMN 'H sugerem a presenca de um éster
aril-metilico.

O sinal em 29,5 ppm o qual é geralmente vinculado aos CH:z da graxa, neste
caso se apresenta no espectro de DEPT 135 como um CHs podendo, assim, ser
atribuido ao N-CHs.
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Figura 71 — Espectro de RMN 3C [75 MHz, CDClz] de S8

O espectro de DEPT 135 (Figura 72) revelou que dos nove carbonos de S8
apenas, trés sdo completamente substituidos e ndo ha carbono metilénicos nesta

estrutura.

9.510

51.310

134.542

131.475
110.735

114.375

T B O e B T T T T T T i T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 72 — Espectro de DEPT 135° [75 MHz, CDCIs] de s8

O espectro de HMQC revelou as relagdes entre os hidrogénios e os
carbonos da estrutura colaborando para uma melhor atribuicdo. As correlagdes

encontradas estao apresentadas na Tabela 14.



Tabela 14 — Correlacdo 'H x 13C a uma ligacdo (HMQC) para S8
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Atomos HMQC
1H 13C

1 6,69 (dd, J= 8,0 e 1,8 Hz,|110,8
1H)

2 7,39 (triplo dupleto J= 7,0 e | 134,5
1,5 Hz, 1H)

3 6,61 (triplo dupleto, J= 7,0|114,4
e 1,5 Hz, 1H)

4 7,92 (dd, J= 8,0 e 1,8 Hz,|131,5
1H)

OCHs 3,86 (s, 3H) 51,3

NCH3 2,92 (s, 3H) 29,5

N-H 7,68 (1H, simpleto largo) 7,60

Como apresentado anteriormente, a presenca da substancia S8 foi

observada também no 6leo essencial das folhas e este, foi submetido a analise de

CG-EM. A relacdo massa-carga de m/z = 165 para a substancia com indice de

retencdo de 24,6 minutos, apresenta-se condizente com a estrutura proposta para

S8.

De acordo com estes dados e comparacfes com a literatura pode-se propor
gue a substancia S8 seja o metil antranilato de-N-metila (YUANZHENG et al., 1993).

Figura 73 — Estrutura da N-metil antranilato de metila (S8)
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4.2.5 FURANOCUMARINAS

Segundo Robbers et al. (2007), “A palavra cumarina origina-se do caribenho
CUMARU, nome popular da planta Amburana cearensis A. C. Smith”. Esta planta
conhecida no norte do Brasil como fava-tonka, possui em suas sementes uma
grande quantidade de cumarina.

Estas cumarinas quando sofrem prenilagcdo do anel benzénico nas posicoes
6 ou 8 do derivado 7-hidroxi-cumarina (Figura 74, 107), seguida pelo ataque
nucleofilico do grupamento hidroxila em C7, ao epdxido formado pela oxidacdo da
ligacdo dupla do residuo isoprenila (108,109) levam a formacdo das
FURANOCUMARINAS.

Dependendo da orientacdo do ataque nucleofilico e da posicdo da prenila,
havera a formacédo de pirano ou furanocumarinas angulares (110 e 111) ou lineares
(112 e 113) (KUSTER e ROCHA, 2001).

N 0
X
HO o~ S0
HO o~ S0

\ /109
N\ SN

= X
X X
o o o Yo o o o

(111) (t2) (113)

AN

(110)

Figura 74 — Representacdo esquematica da formacgéo das furanocumarinas
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Apesar das cumarinas ocorrerem  amplamente na  natureza,
predominantemente em angiospermas, as furanocumarinas, piranocumarinas
lineares e angulares, lignocumarinas, cumarinas diméricas e triméricas sao
encontradas somente em algumas familias, notadamente as mais primitivas
(KUSTER e ROCHA, 2001).

A literatura relata varias atividades para as furanocumarinas também
chamadas de psoralenos. Onde podemos citar o 8-metoxipsoraleno ou xantotoxina,
a qual tem sido utilizada para facilitar a repigmentacéo no vitiligo idiopatico e para o

controle sintomatico da psoriases grave (ROBBERS et al., 1997).

4.2.5.1 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA S9

A substancia S9 foi isolada dos extratos hexanicos da casca da raiz de Z.
rhoifolium e Z. stelligeruvm, seu espectro de RMN 'H (Figura 75), apresentou dois
pares de dupleto & 7,77 e & 6,37 com constante de acoplamentode 9,6 Hz
caracteristico de acoplamento orto o outro par em & 7,70 e 6 6,82 com J = 2,4 Hz
caracteristico do acoplamento dos prétons de anel furanico (STECK e MAZUREK,
1972).

Os dois simpletos em 1,75 e 1,73 ppm 0S quais integram para trés
hidrogénios, podem ser referentes a duas metilas ligadas a um carbono insaturado,
encontrado geralmente em grupamentos prenilicos.

Os sinais indicativos da presenca de uma O-prenila nesta estrutura é um
dupleto em 5,01 com J= 7,2 Hz o qual integra para dois hidrogénios e um multipleto

em 5,63 ppm o qual integra para um hidrogénio.
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Figura 75 — Espectro de RMN H [300 MHz, CDClz] de S9

Os dados fornecidos pelo espectro de RMN 3C (Figura 76) revelaram os
sinal em 160,5 ppm o qual pode ser atribuido a carbonila de uma lactona insaturada,

70 ppm carbono de éster e os sinais em 18,1 e 25,7 ppm das metilas de uma prenila.
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Figura 76 — Espectro de RMN 3C [75 MHz, CDClz] de S9
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Os dados obtidos e comparacao com a literatura indicaram que a
substancia S9 (Figura 77) é a furanocumarina conhecida como imperatorim
(WEI e ITO, 2006; MASUDA, 1997).

5a

Figura 77 — Estrutura do Imperatorim S9

4.2.5.2 IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS S10 E S11

Uma das fontes das substancias S10 e S11 foi a 4gua da hidrodestilacédo
(Esquema 20 p. 112) como apresentado no Quadro 5 pagina 120.

Devido a semelhanca estrutural as substancias S10 e S11 ser&o discutidas
simultaneamente.

Esta semelhanca pode ser notada a partir da analise dos espectros de RMN
'H de S10 (Figura 78) e S11 (Figura 79), ambos possuem dois pares de dupletos,
um par com constante caracteristica de acoplamento em orto e, o outro, com J = 2,4
Hz caracteristico de prétons de um anel furanico.

A diferenca entre estas estruturas, € para S10 um simpleto em 7,36 ppm que
integra para um hidrogénio, substituido em S11 por um simpleto em & = 4,18 o qual

integra para seis hidrogénios.
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Figura 78 — Espectro de RMN *H [300 MHz, CDClz] de S10
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Figura 79 — Espectro de RMN H [300 MHz, CDClz] de S11
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Como pode se notado através do espetro de RMN 1H (Figura 78), a
substancia S10 estad sendo impurificada pela substancia S11, este problema pode
ser resolvido pelo isolamento, desta Ultima, praticamente pura, mas a pequena
guantidade de substancia isolada levou a analisar-se o espectro de RMN 13C em
mistura.

No espectro de RMN 13C (Figura 80 e 81) da mistura, as duas substancias
foram diferenciadas como o sinal () para S10 e () para S11. Esta atribuicdo pode
ser feita gracas as informacgdes fornecidas pelos espectros de RMN 1H e os dados
disponiveis na literatura Elgamal et al. (1979) e Liu et al (2004).

Assim, para S10 foram atribuidos12 atomos de carbonos e para S11 13

atomos de carbono (Figuras 80 e 81).
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Figura 80 — Espectro de RMN *3C [75 MHz, CDClz] de S10 e S11
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Figura 81 — Expanséo do espectro de RMN 3C [75 MHz, CDCls] de S10 e

O espectro de DEPT 138 de S10 (Figura 82) revelou que nenhuma das
substancias apresenta grupamentos CH:z e os sinais s&o condizentes com a

estrutura proposta.
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Figura 82 — Espectro de DEPT 135° [75 MHz, CDCIls] de S10 e S11
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A analise dos dados leva a propor que S10 e S11 sdo as furanocumarinas
conhecidas como xantotoxina e isopipinelina (Figura 83).

OCHjs S11

Figura 83 — Estrutura da Xantotoxina S10 e Isopipinelina S11

4.2.6 LIGNANA

O termo lignana foi introduzido por Haworth em 1936 para designar uma
classe de produtos naturais cujos esqueletos carbonicos apresentam em comum
duas unidades fenilpropanoidicas CsCs (Figura 84) ligadas através dos carbonos
centrais do grupamento propila (C8) (UMEZAWA, 2003).

Este grupo de metabdlitos secundarios esta subdividido em subgrupos
baseados na sua estrutura basica e no nivel de oxidacdo dos carbonos C9 e C9°
(UMEZAWA, 2003).

Figura 84 — Exemplo da estrutura dimérica da lignana
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Um dos subgrupos é o das lignanas furofuranicas (Figura 84) as quais estao
subdivididas em trés séries de acordo com a posi¢cdo dos substituintes nos anéis
alifaticos: série pseudodiaxiais (Figura 85A), pseudoequatorial/ pseudoaxial também
conhecida como série epi (Figura 85B) e a série pseudodiequatoriais (Figura 85C)
(KATO, 1989).

Os anéis heterociclicos desta classe de lignanas apresentam sempre juncéo
cis devido a menor tensédo envolvida em relagdo a possibilidade alternativa. Como

consequéncia desta restricdo (KATO, 1989).

O_  Ar O_ _Ar O _Ar
Ar' 0 Ar 0 Ar' 0
A B C

Figura 85 — Séries das lignanas furofuranicas

O principal método para o diagndstico da estereoquimica, e com isso a
determinacao da série do composto em estudo, se basea na analise dos dados de
RMN H que fornece a grande maioria das informacdes sobre os detalhes estruturais
(KATO, 1989).

As estruturas dos esqueletos furofuranicos, simetricamente substituidos,
podem ser facilmente determinados a partir dos deslocamentos dos protons
oxibenzilicos 7 e 7°.

A série pseudodiequatorial (Figura 85a) é reconhecida pela absorcédo dos
prétons oxibenzilico em aproximadamente 6 4,75 apresentando-se como um dupleto
com constante de acoplamento que pode variar de 4-6 Hz.

A série pseudodiaxial, por sua vez caracteriza-se pela absor¢do destes
prétons em 6 4,90. A guebra da simetria na série epi provoca um desdobramento
nos sinais dos protons oxibenzilicos, e também nos outros protons dos anéis
furanicos, o que resulta num aumento da complexidade dos espectros (KATO,
1989).
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A espectrometria de RMN *H pode fornecer ainda informacdes a respeito do
grau de substituicdo nos anéis aromaticos e sobre a natureza destes substituintes
(KATO, 1989).

Esta classe, também, possui atividades biolégicas importantes tais como
antitumoral, antimicética e antiviral (UMEZAWA, 2003)

4.2.6.1 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA S12

O espectro de RMN *H (Figura 86) da substancia S12 isolada de acordo com
o procedimento apresentado no Esquema 8 p. 92, apresentou um multipleto em 6,79
ppm o qual ao ser relacionado com 0s outros sinais apresentou integracdo para trés
hidrogénios, outro sinal que pode ser notado neste espectro € um simpleto em & 5,96
integrando para dois hidrogénios, caracteristico do grupamento dioximetilénico.

O dupleto em 4,72 ppm com constante de acoplamento de 4,2 Hz e o
multipleto em & 3,05 ambos caracteristicos das lignanas furofuréanicas, os quais
podem ser atribuidos aos hidrogénios oxibenzilicos e os hidrogénios da juncéo dos
anéis furanicos, respectivamente, foram fundamentais para a proposta estrutural da
substancia S12.

Os sinais em & 4,24 e 5 3,87 sdo condizentes com os deslocamentos dos
hidrogénios metilénicos do anel heterociclico em equatorial e axial (ARRUDA et al.,
1994).
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E importante notar que para as lignanas simétricas os valores das integrais
devem ser multiplicados por dois para que o nimero de hidrogénios seja condizente

com as estruturas propostas.
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Figura 86 — Espectro de RMN H [300 MHz, CDClz] de S12

Os espectros de RMN 13C (Figura 87) e o de DEPT 138 (Figura 88)
corroboraram para a determinagéo estrutural de S12, indicando a presenga de um
grupamento dioximetilénico com um sinal em & 101,3 o qual se apresentou invertido
no espectro de DEPT 138.

Os CH em 119,6; 108,4 e 106,7 ajudam a determinar o grau de substituicao
do anel aromatico e o sinal em 86,0 revela o carbono oxibenzilico desta estrutura.

A Tabela 15 apresenta todos os dados de RMN 13C e DEPT 138 de S12.
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Figura 88 — Espectro de DEPT 135° [75 MHz, CDCl3] de S12
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Tabela 15 — Dados RMN 13C e DEPT 138 de S12 e dados da literatura de uma

lignana furofuranica.

Carbonos | KATO, 1989 S12 DEPT
1e1’ 1349 135,3 C
2e?2 106,3 106,7 CH
3ed 1477 148,2 C
4ed 146,8 147,3 C
5e¥ 107,9 108,4 CH
6eb 119,1 119,6 CH
7eT 85,6 86,0 CH
8eé8 54,2 54,5 CH

9e9 71,5 71,9 CH2
-OCH20- 100,9 101,3 CH2

A andlise dos resultados espectroscopicos e as informacdes disponiveis na

literatura levaram a propor que a substancia S12 (Figura 89) é a lignana furofuranica

conhecida com sesamina (HSIEH et al., 2005).

Figura 89 — Estrutura da Sesamina S12
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4.2.7 TERPENOIDES

Os terpendides constituem uma das maiores classes de produtos naturais
distribuindo-se amplamente na natureza, sua presenca ja foi detectada em alguns
fungos, organismos marinhos, feromdnios de insetos e em suas secrecdes de
defesa além de serem encontrados em abundancia nas plantas superiores
(ROBBERS, 1997).

Segundo Robbers (1997), nas discussfes sobre ecologia quimica os
terpendides vegetais tém papel muito importante, pois desempenham fun¢des como
fitoalexina, repelentes de insetos, agente de atracdo polinica, agente de defesa
contra herbivoros, feromonios, aleloquimicos, horménios vegetais e moléculas de
sinalizacao.

O termo TERPENOIDE é empregado para designar todas as substancias
cuja estrutura pode ser dividida em unidades de isopreno, 2-metil-1,3-butadieno,
(Figura 90A).

Isopreno .
A Isopreno ativo

B

Figura 90 — Unidades isoprénicas

A unidade formadora dos terpendides é o pirofosfato de isopentenila (IPP),
também chamada de ISOPRENO ATIVO (Figura 90B). Estas unidades sé&o
originadas biogeneticamente do acetato por via do acido mevalénico. (ROBBERS,
1997; SIMOES, 1999).

As condensacdes das unidades de isopreno ativas irdo formar moléculas de
cadeias carbonicas crescentes de cinco em cinco atomos de carbono, através da
acdo das preniltransferases correspondentes, dando origem assim as diversas

classes terpénicas.
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4.2.7.1 TRITERPENOIDES

Os triterpendides sdo formados a partir de seis unidades de isopreno e tém
como precursor o esqualeno que é um composto aciclico formado por trinta atomos
de carbono (Figura 91). A formacédo dos diferentes esqueletos triterpenicos se da
através dos diversos tipos de ciclizacdo que ocorrem no esqualeno (SIMOES, 1999).

Apesar de ja terem sido isoladas substédncia com varios esqueletos
diferentes, os triterpendides podem ser divididos em duas grandes classes: 0s
compostos tetraciclicos e os pentaciclicos (SILVA, et al, 1992).

Nos triterpenos pentaciclicos sdo possiveis distinguir dois sistemas anelares
Os triterpenos do tipo |, oleanano (Figura 91) que s&o encontrados amplamente nos
vegetais, especialmente nas dicotiledoneas. Neste tipo o carbono 3, corresponde ao
anel A, se encontra geralmente substituido por um grupo hidroxila ou acetato.

Os do tipo Il, lupénico, (Figura 3) sdo encontrados em bactérias,
samambaias, liquenes e plantas superiores. Este esqueleto basico apresenta,
geralmente, uma cadeia isopropilica no a&tomo de carbono-19 ou no carbono-21
ambos no anel E (Silva, 1992)

Esqualeno

Tipo 2

Figura 91 — Tipos de ciclizagbes do esqualeno
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4.2.7.1.1 Identificagcdo da Substancia S13

Como demonstrado no Quadro 5 (p. 112) a substancia S13 foi isolada em

todas as espécies estudadas.
Seu espectro de RMN!H (Figura 92) apresentou sete singletos, na regiéo
entre 0,7 e 1,8 ppm, sinais estes, atribuidos a grupos metilicos de um esqueleto
triterpénico. Sendo o sinal em & 1.68, indicativo de uma metila em posicao alilica.
Ainda neste espectro foi observada a presenca de
dois dupletos em 6 4,69 e 4,57 ppm ambos integrando para
um hidrogénio e com J = 2,4Hz, sinais estes caracteristicos

de protons olefinicos geminais.

Outro sinal presente neste espectro € um duplo
dupleto em & 3,20 com J=10,5 e 5,7Hz. Este sinal é indicativo
da presenca de um hidrogénio carbindlico e a multiplicidade
do sinal sugere que este hidrogénio esteja acoplando com os
hidrogénios diasterotépicos em C2. A Tabela 14 apresenta
todos os dados de RMN!H e suas respectivas comparacdes
com a literatura.

d
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3.19 1.18 1.09 6.29 12.86 5.22 13.62
1.21 1.04 1.28 26.95 16.68 9‘433
R ‘ ‘ e ‘ ‘ ‘ — : 65 ‘
7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 92 — Espectro de RMN *H [300 MHz, CDClz] de S13




Tabela 16 — Apresentacéo dos dados de RMN *H de S13 e triterpeno da literatura

S13 WEBER, 2005; SEGER, 1997
C29 4,69 (d) J = 2,4Hz 1H 4,68 (d, 1H)
C29 4,57 (d) J = 2,4Hz 1H 4,5 (d, 1H)
C3 3,20 (dd) J=10,5 e 5,7Hz 1H 3,18 (dd, 1H J=12 e 8 Hz)
CHz-23 0,97 0,96
CHs-24 0,77 0,76
CHz-25 0,83 0,83
CHz-26 0,95 0,94
CH3-27 1,03 1,03
CH3-28 0,79 0,79
CH3-30 1,68 1,67
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O espectro de 13C apresentou 30 sinais 0s quais encontram-se listados na

Tabela 15. Os sinais em 6 150 e 6 109 sugeriram um esqueleto lupano e o sinal em

878,9, sugeriu a presenca de uma hidroxila em C3 na face beta (OLEA & ROQUE

1990).

E importante salientar que por convencido a face beta é aquela onde se

encontram grupos metila angulares (SOLOMONS, 2000 p. 379).



Tabela 17 - Dados de RMN *3C do lupeol e de S13

Carbono |REYNOLDS et al, 1986 13
C1 38,67 38,7
C2 27,35 27,3
C3 78,94 78,9
C4 38,81 38,8
C5 55,25 55,2
C6 18,28 18,3
Cc7 34,23 34,2
C8 40,78 40,8
C9 50,38 50,4
C10 37,11 37,1
Cl1 20,89 20,9
C12 25,08 25,1
C13 38,00 38,0
C14 42,78 42,8
C15 27,41 27,4
Cle6 35,54 35,5
C17 42,95 42,9
C18 48,24 48,2
C19 47,94 47,9
C20 150,88 150,8
Cc21 29,80 29,9
C22 39,96 39,9
C23 27,95 27,9
Cc24 15,35 15,3
C25 16,09 16,1
C26 15,94 15,9
C27 14,51 14,5
C28 17,97 17,9
C29 109,31 109,3
C30 19,28 19,3
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Desta forma, a analise dos dados e a comparacdo dos mesmos com a
literatura indicaram que a substancia denominada de S13 tratava-se do triterpeno

lupeol (REYNOLDS et al, 1986)

Figura 93 — Estrutura do Lupeol S13

4.2.7.2 MONOTERPENOS E SESQUITERPENOS

Monoterpendides e sequiterpenoides sao terpendides com dez e quinze
atomos de carbonos, respectivamente. Estas substancias podem ser extraidas de
plantas, e juntamente com os fenilpropandides, formam os principais constituintes de
misturas odoriferas conhecidas como 6leo essencial ou 6leo volatil (SOLOMONS,
2000 p. 374).

Plantas ricas em Oleos volateis sdo abundantes em angiospermas
dicotiledbneas, tais como nas familias Asteraceae, Apiceae, Lamiaceae, Lauraceae,
Myrtaceae, Myristicaceae, Piperaceae, Rutaceae entre outras (SIMOES 1999).

Embora a maior utilizacdo dos 0leos volateis ocorra nas areas de alimento
(condimentos e aromatizante de alimentos e bebidas) e cosméticos (perfumes e

produtos de higiene), também na medicina, drogas vegetais ricas em 0Oleo volatil sédo
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empregadas in natura para a preparacdo de infusdes e/ou sob a forma de
preparacgbes galénicas simples (SIMOES 1999).

Muitos Oleos volateis ja tiveram seu potencial farmacolégico avaliado e
demonstraram que possuem diversas acfes, como por exemplo: acdo carminativa,
antiespasmoddica, estimulante sobre secregbes do aparelho digestivo,
cardiovascular, revulsivante, secretolitica, acdo sobre o sistema nervoso central,
anestésica local, antiinflamatéria e anti-séptica (SIMOES 1999).

Os estudos sobre esta matéria-prima tém se intensificado e vem se
mostrando bastante promissores. Por exemplo, os 6leos de folhas e dos frutos de Z.
rhoifolium mostraram-se ativos contra Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae e Salmonella setubal (Gonzaga et al 2003a). Aliado a isso, 0 pouco
conhecimento sobre a composicdo dos Oleos essenciais das espécies de

Zanthoxylum, nativos do Brasil, nos levaram a esta investigacao.

4.2.7.2.1 Identificacdo dos Metabolitos Presentes nos Oleos Essenciais das Folhas
de Z. tingoassuiba

O procedimento utilizado para a obtencédo do 6leo essencial das folhas de Z.
tingoassuiba esta descrito nas paginas 101-103.

A composicdo da mistura foi avaliada inicialmente utilizando-se um
cromatografo gasoso com detector de ionizacdo de chama (CG-IC) de acordo com
as condicbes descritas na pagina 73. Este procedimento teve como objetivo o
conhecimento prévio da amostra, ajudando a estabelecer as melhores condi¢des de
analise a ser utilizada na cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massas (CG-EM), tanto da amostra como da mistura amostra e padrao interno, este,
formado por uma mistura de N-alcanos (C9 — C19), a qual foi adicionada a amostra.

Além disso, a analise da amostra por CG-IC (Figura 95) também contribuiu
com a identificacdo dos compostos individuais através da comparacéo do tempo de

retencao relativo da amostra e do padrao, utilizando o algoritmo proposto por Kovats.
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AL ghiane

iF

Figura 94 — Cromatograma de CG/IC do 6leo

A determinacdo da composicdo de Oleos volateis utilizando um padréao
interno foi desenvolvida pelo Dr. Ervin Kovats em 1958, onde o cientista propde um
sistema de indice de reten¢do (The Retetion Index System) ou Indice de Kovats (IK)
gue relaciona o tempo de retencdo dos compostos ao tempo de retencdo de uma
série de hidrocarbonetos homologos, ambos analisados em idénticas condi¢des
(SIMOES, 1999).

Robert P. Adams (2001), na sua publicagdo intitulada “ldentification of
Essential Oil Components by Gas Chromatography / Quadrupole Mass
Spectroscopy” além de dar uma grande contribuicido para o entendimento da
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas, traz também uma lista
de informacbes, como por exemplo: tempo de retencédo; indice de Kovats; formula
estrutural e espectro de fragmentacdo de massas de diversas substancias
encontradas em 6leos volateis. Este trabalho vem sendo utilizado correntemente
pela comunidade cientifica e também foi utilizado neste trabalho.

ApOs a analise da amostra atraves da CG-IC, a mesma foi analisada
utilizando-se a cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (Figura
96), cujas especificagcbes estdo descritas na pagina 73, o padrdo interno também foi
utilizado neste procedimento (Figura 97).
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Figura 95 — Cromatograma de ions totais do 6leo volatil obtido por CG/EM (70 eV)
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O CG/EM esta equipado com uma biblioteca de espectros, denominada
Mass Spectral Library 1.6, onde, através de comparag¢fes entre as informacdes
contidas no seu banco de dados e os dados provenientes das fragmentacfes das
amostras, sugere a identificacdo da substancia com o maior indice de confianca

possivel. As Figuras 98 - 112 apresentam o0s espectros de massas obtidos.

Abundance Scan 1340 (5.892 min): ZT. ﬁs\;.éHl.D

9000
8000

7000 |

6000
5000 |
4000
3000 77
2000 41

i 1000 67 hid 136
Mlia

L

63 ]
Lﬂz—> "20 25 30 35 40 45 50 55780 65 7575 80 85 90 95 100 105 110 115 1éo 125 130 135 140 145

121

Figura 97 - Espectro de Massas (70 eV) a-pineno
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Figura 98 - Espectro de Massas (70 eV) B-felandreno
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Figura 99 - Espectro de Massas (70 eV) do eucalipitol
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Figura 103 - Espectro de Massas (70 eV) do cariofileno
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Figura 106 - Espectro de Massas (70 eV) do elemol
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Figura 108 - Espectro de Massas (70 eV) do oxi-cariofileno
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Figura 109 - Espectro de Massas (70 eV) do B-eudesmol
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Figura 111 - Espectro de Massas (70 eV) do a-bisabolol

A unido destas informacdes revelou a composicdo do 6leo essencial das

folhas de Z. tingoassuiba. A qual esta mostrada na Tabela 15.

Onde também estdo listados os indices de Kovats da amostra (IKs) e os

encontrados na literatura (IKL). Além disso, também estdo presentes o tempo

retencdo (Tr) de cada substancia e a quantidade de cada componente na amostra

representada pelo percentual de &rea (%A) fornecido pelo equipamento. E

importante salientar que as substancias com %A inferiores a 0,2% ndo foram

identificadas.



202

Tabela 18 — Composicéo do 6leo volatil das folhas de Z. tingoassuiba.

Amostras Componentes IKL IKs | Tr (min) | %A
S16 a-pineno 939 938 | 5,89 0,27
S17 B-felandreno 1030 |1032| 8,81 0,63
S18 eucaliptol 1031 |1035| 8,91 0,30
S19 trans-ocimeno 1050 |1050| 9,45 0,81
S20 linalol 1097 |1099| 11,45 | 0,50
S8 N-metil antralitato de metila 1406 |1408| 24,56 | 66,38
S21 cariofileno 1419 |1419| 24,88 1,15
S22 a-humuleno 1455 | 1453 | 26,20 0,74
S23 y-muroleno 1480 |1480| 27,30 0,83
S24 elemol 1550 |1548| 29,30 1,33
S25 neroliol 1563 | 1563 | 30,56 0,97
S26 oxide cariofileno 1583 |1581| 31,28 0,42
S27 B-eudesmol 1651 |1651| 33,83 7,11
S28 oxi-a. bisabolol 1658 |1657| 34,04 2,38
S29 a-bisabolol 1686 |1686| 35,17 | 11,60

Analisando, simultaneamente, a Tabela 15 e a Figura 96 podemos notar que
0 cromatograma apresenta uma divisdo entre os sinais em dois blocos. No primeiro
bloco as substancias possuem tempo de retencéo entre 6 e 9 minutos, e no segundo
bloco entre 22 e 33 minutos, ao verificarmos no quadro a composicdo dos blocos
podemos notar que o primeiro bloco € constituido por monoterpenos e 0 segundo
bloco €é constituido basicamente por sesquiterpenos com excecao de S8.

Podemos também observar que as substancias S8 e S29 sédo os compostos
majoritarios da mistura, com 66,38 e 11,60% da mistura respectivamente.

A andlise de RMN 'H da mistura confirma a presenca majoritaria da
substancia S8 (Figura 72). Como esta substancia foi isolada no decocto das folhas

sua discussao estrutural foi realizada nas paginas 155 a 157.




203

4.2.7.2.2 Composicéo do Oleo Volatil Extraido por CO2 Super Critico

A extracdo por dioxido de carbono supercritico utiliza esta substancia sob
extrema presséao (200 atmosferas) e temperatura minima de 33 °C para extrair 6leos
essenciais. As partes da planta a serem empregadas na extracdo sao postas no
tanque onde € injetado dioxido de carbono super critico (em estado entre o liquido e
0 gasoso) que age como solvente. Quando a pressao diminui, o didxido de carbono
retorna a seu estado gasoso, nao deixando qualquer residuo no produto.

Muitas das extracdes por CO2 possuem um fresco, claro e caracteristico
aroma de dleos destilados a vapor, e eles cheiram de forma muito similar a planta
viva. Estudos ja demonstraram que os 6leos essenciais extraidos por este método
mantém em completa integridade seus compostos ativos.

Consideramos este método como sendo 0 que permite se obter os Oleos
essenciais de melhor qualidade possivel e de maior poténcia terapéutica (COSTA et
al.; 2006).

A extracdo com fluido supercritico tem sido considerada uma alternativa
dentro dos métodos de extracdo convencionais. Além disso, vem se tornando o
método de escolha para a extracdo industrial de 6leo volatil (SANTANA et. al., 2006).

As principais vantagens deste método sdo: minimizagdo dos tratamentos
quimicos e térmicos empregados durante um estudo fitoquimico, além de ser
considerado um método ecologicamente correto (SANTANA et. al., 2006).

Neste método nenhum traco de solvente permanece no produto, tornando-o
mais puro do que aqueles obtidos por outros métodos. A extracdo seletiva pode ser
desenvolvida bastando encontrar condicbes metodolégicas adequadas para o
produto de interesse (SIMOES, 1999; COSTA et al.; 2006).

As condicdes experimentais (Figura 23 p. 103 e Esquema 19 p.103) do
presente estudo foram selecionadas de trabalhos anteriores os quais estavam
baseados em extracdo de Oleo volatil e/ou enriquecimento de um extrato através da
extracdo seletiva, sempre, utilizando CO2 supercritico (SANTANA et. all., 2006;
COSTA et al., 2006; ROSATO et al., 2006).

Como descrito no Esquema 19 as folhas frescas e secas de Z tingoassuiga
além de serem submetidas a uma hidrodestilacdo originando os extratos (ZTOFF) e
(ZTOFS) também foram submetidas a extracdo com fluido supercritico dando origem
ao extrato (ZTOFFSc) e (ZTOFSSc) respectivamente.
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A Tabela 16 apresenta dos rendimentos e 0 componente majoritario de cada

fracdo de acordo com o espectro de RMN *H (Figuras 113 a 116).

Tabela 19 — Composi¢cdo dos 6leos essenciais obtidos por hidrodestilacdo e Fluido

Supercritico

ZTOFF ZTOFS ZTOFFSc ZTOFSSc
Componente N-metil N-metil Xantotoxina e |Xantotoxina e
majoritario antralilato  de |antralilato  de|N-metil N-metil
metila metila antralilato  de|antralilato  de
metila metila
Rendimento do|0,7% 0,2% 0,1% 0,3%
Oleo essencial

[a—
16.29

10,31

2

T T
1 ppm

Figura 112 — Espectro de RMN *H [300 MHz, CDCIls] do Extrato ZTOFF
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Figura 114 — Espectro de RMN *H [300 MHz, CDCIls] do Extrato ZTOFFSc
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Figura 115 — Espectro de RMN *H [300 MHz, CDCls] do Extrato ZTOFSSc

4.2.8 IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS PRESENTES NA CERA
EPICUTICULAR DAS FOLHAS DE Z. tingoassuiba

A evolucdo quimica e biolégica tem levado o0s organismos Vvivos a
desenvolverem estratégias para a sua protecdo. Uma destas estratégias é a
formacao de cera (EGLINTON et al., 1962).

A cera € uma mistura de substancia de natureza lipidica e polimérica que
encontra-se distribuida sobre a superficie dos seres vivos de habitat terrestre
formando uma delgada camada que os isolam e os protegem do meio externo
(MOYNA e HEINZEN, 1999).

Este material pode ser extraido de varias fontes naturais e tem sido utilizado
pelo homem desde os tempos remotos (MOYNA e HEINZEN, 1999).

Pode-se citar como exemplo a cera de carnauba e a cera de caranda que séo
ceras de origem vegetal e sdo utilizadas largamente na industria para manufatura de
velas e cera para sapatos. A laca e a cera de abelha sdo exemplos de ceras
produzidas por insetos e utilizadas na industria farmacéutica como ingrediente de
pomadas e cremes de beleza (ROBBERS, 1997; MOYNA e HEINZEN, 1999).
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No que diz respeito as plantas superiores o alto grau de isolamento do meio
externo dar-se gragas a cuticula vegetal ou membrana cuticular (Figura 117), a qual
tem como componentes mais importantes a cutina e a cera. A cima da cuticula pode-
se encontrar outra camada de cera chamada de cera epicuticular e esta confere um
aspecto brilhante e lustroso a folhas e frutos caracterizando-se como a Ultima
barreira entre o organismo e o meio externo (ESAU, 1974).

A cera, nas plantas superiores é formada por uma complexa mistura de n-
alcanos, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, acidos carboxilicos de cadeia longa,
flavondides, diterpenos e triterpenos (EGLINTON e HAMILTON, 1967).

Tendo como fungdo a protecdo do vegetal contra: perda excessiva de agua
por transpiracdo; acdo de patdégenos; incidéncia de radiacdo solar; insetos;
contaminantes atmosféricos e atrito na superficie da folha pela acdo dos ventos
(SEIGLER, 1998).

Capa cuticular
Matriz de cutina Cera epicuticular (cutina + celulosa)

CUTICULA

Matrizde . &
cutina + ceras  1dl0s Pared celular primaria
(cuticula) R

Figura 116 — Representacdo de um corte histologico de folha

A composicdo e quantidade da cera epicuticular variam largamente entre os
distintos grupos filogenéticos, dentro de um mesmo grupo, espécie, individuo ou

entre os diferentes estagios de crescimento de um mesmo individuo (PRASAD et al.
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1990). Podendo variar também com a regido, havendo inclusive, uma estreita
relacdo entre a temperatura e a quantidade de cera. (EGLINTON et al., 1962).

Os hidrocarbonetos que compdem a cera epicuticular sdo, na maioria das
espécies, n-alcanos, e estes tém sido encontrados regularmente em uma faixa de 15
a 38 atomos de carbonos (C15 — C38) (SKORUPA et al., 1998; FURLAN et al.,
2006).

Eglinton e colaboradores, em 1962 estudaram a constituicdo das ceras
epicuticulares de géneros da subfamilia, Sempervivoideae, das llhas Canérias,
concentrando-se nos hidrocarbonetos, e, ao final do artigo, propdem a existéncia de
um paralelismo ente os hidrocarbonetos que formam a cera epicuticular e a
classificacdo botanica, ou seja, estes compostos poderiam ser utilizados como uma
impressao digital.

Neste mesmo artigo os autores também procuram esclarecer que, um dos
motivos para estas variagdes, sdo as diferentes rotas biossintéticas tomadas pelas
células epidérmicas, fruto das modificacbes decorrente da evolucdo quimica e
bioldgica (EGLINTON et al., 1962).

Sendo assim, este trabalho, que tem como objetivo a investigacdo da
composicdo da cera epicuticular de um espécime de Z. tingoassuiba coletada em

uma regido limitrofe entre mata atlantica e a caatinga, buscou também:

e verificar a abundancia relativa de n-alcanos com o intuito de obter
evidéncias quimicas que ajudem na classificacdo taxondmica do
género;

e identificar possiveis metabdlitos secunarios que compdem a cera
epicuticular das folhas esta espécie;

e comparar a composicdo da cera de um mesmo individuo, variando
apenas a idade da folha. O que podera contribuir para uma melhor

compreensao do papel destas substancias nas ceras foliares.

Para alcancar estes objetivos as folhas de um espécime de Z. tingoassuiba
foram submetidas aos procedimentos descritos nos Esquemas 21, 22 e 23 das
paginas 106-108.

Como dito, anteriormente, a quantidade de cera, assim como, a sua

composicao pode variar grandemente de espécie para espécie. Segundo Eglinton &
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Hamilton (1967), a variagdo da quantidade de cera pode atingir entre 4% do peso
fresco e 15% do peso seco. Onde estes valores representam uma camada de cera
da ordem 50 ug/cm? de superficie foliar.

No estudo da cera epicuticular de um espécime de Z. tingoassuiba, o primeiro
grupo ZTCeJ (Esquema 21) formado por folhas que se encontravam a cima do
terceiro no (Figura 24, p. 106), teve um rendimento de 0,85% do peso seco, ja o
grupo ZTCeA formado por folhas que se encontravam a baixo do terceiro n6 teve
um rendimento de 0,14% do peso seco.

Como descrito no esquema 22 da pagina 108, os estratos ZTCeJ e ZTCeA
foram submetidos a uma cromatografia em coluna de onde foram obtidas quatro
fracOes, as fragbes 1 e 2 de cada extrato foram analisadas por CG/IC para
determinacao da distribuicdo dos n-alcanos. Para isso uma mistura padrao (Figura

118) foi analisada nas mesmas condi¢cdes das amostras.

19 2o 2\ 22 2% 24425 24 28 B my 26 40 Yy

10
Y min

Figura 117 — Cromatograma de uma mistura padréo de n-alcanos C19 — C44

Ao analisar-se dos cromatogramas das fragbes ZTCeJ1l (Figura 119) e da
fragcdo ZTCeAl (Figura 120), lembrando que ambas foram obtidas pela eluicdo com
hexano; pode-se notar que nao ha diferenca entre as composi¢des e nem diferenca



significativa no que diz respeito a propor¢cdo de cada constituinte, onde

componentes principais sdo C31e C29.
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Figura 118 — Cromatograma da fracdo ZTCeJ1l
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No entanto ao analisarmos os cromatogramas das fragcdes ZTCeJ2 (Figura
121) e da fracdo ZTCeA2 (Figura 122), lembrando que ambas foram obtidas pela
eluicdo com diclorometano; podemos notar que a amostra ZTCeJ2 ainda é
constituida por 94% de n-alcanos e a fracdo ZTCeA2 €& composta por
aproximadamente 60% de n-alcano e 40% de outros compostos.

Esta proporcédo foi encontrada através da eliminacdo do sinal em 11,248
minutos, o qual foi identificado como um contaminante que pode ser encontrado na

maioria dos solventes conhecido como ftalato (Figura 124).

32000 |33

Figura 120 — Cromatograma da fracado ZTCeJ2
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20.160

Figura 121 — Cromatograma da fracdo ZTCeA2

Para a identificacdo dos compostos que ndo sédo n-alcanos presentes na
fracdo ZTCeA2 foi utilizado o CG/EM (Figuras 123), cujas especificagcbes do
aparelho e de analise estdo na pagina 74.

A andlise dos espectros de massas (Figuras 124 e 125) e comparagdo com
os dados da literatura (VIEIRA JUNIOR et al., 2005) revelaram que as substancias
com indice de retencdo de 18,310 e 18,734 minutos (Figuras 123), sdo o0s
triterpenos acetato de beta-amirina S14 e amirinona S15 respectivamente,

pertencentes a uma classe normalmente presente nas ceras epicuticulares.
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Figura 122 — Cromatograma (CG-EM) da fracdo ZTCeA2




Figura 123 Espectro de Massas (70 eV) da substancia em 18,310°
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Figura 124 — Espectro de Massas (70 eV) da substancia em 18,734"
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As fracoes 3, 4 e 5 obtidas pelo fracionamento de ambos os extratos ZTCelJ e
ZTCeA foram analisadas utilizando-se o espectrdmetro de Ressonancia Magnética
Nuclear de H.

Os espectros das fraces 3 e 4 (Figuras 126 e 127) de ZTCeJ e 0 espectro da
fragcbes 4 (Figuras 127) de ZTCeA revelaram a presenca das substancias S10, S11
e S13 as quais também foram isoladas em outras fracfes e encontram-se descritas

com detalhes nas péaginas 161- 165 e 173-175 respectivamente.
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Figura 125 — Espectro de RMN 'H [300 MHz, CDCls] da Fracédo ZTCeJ3
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Figura 126 — Espectro de RMN 1H [300 MHz, CDCls] da Fracéo ZTCeJ4
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Figura 127 — Espectro de RMN *H [300 MHz, CDClz] da Fracdo ZTCeA4
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A Tabela 17, procura demonstrar de uma forma esquematica a composi¢cao
da cera epicuticular das folhas de Z. tingoassuiba, apresentando as substancias

identificadas em cada fracao e a distribuicdo de n-alcanos indicando a percentagem

de cada componente nas fragdes analisada.

Tabela 20 — Composicéo da Cera Epicuticular das folhas de Z. tingoassuiba

ZTCeJ1 | ZTCeJ2 | ZTCeJ3 | ZTCeJ4 | ZTCeAl | ZTCeA2 | ZTCeA4
c27| 1% - - - 3% - -
C28 - - - - 1% - -
C29| 18% 3% - - 17% - -
C30| 4% 2% - - 4% - -
C3l| 67% | 49% - - 64% 18% -
C32| 4% 8% - - 5% 5% -
C33| 6% 32% - - 6% 20% -
c34| - - - - - - -
C35 - 6% - - - 6% -
S14 - - - - - 8% -
S15 - - - - - 24% -
NI - - - - - 1% -
S10 - - - + - - +
S11 - - - + - - +
S13 - - + - - - +

NI: Substancia ndo identificada

-: Substancia ndo detectada ou com quantidade relativa inferiores a 1%

+: Substéncia presente na cera epicuticular.
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4.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Historicamente as plantas tem sido uma importante fonte no descobrimento e
desenvolvimento de novos farmacos. Muitos farmacos comercializados nos dias
atuais foram obtidos ou inspirados em metabdlitos de plantas utilizadas na medicina
popular.

Na primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira (1926), foram descritas mais de
710 monografias de plantas medicinais nativas do Brasil. Este numero foi
drasticamente diminuido ao passar destes 83 anos, passando a constar somente 11
monografias de plantas medicinais nativas do Brasil na Farmacopeia Brasileira
Quarta Edicao (1988-1996).

Uma das plantas descrita na primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira era
Zanthoxylum tingoassuiba A. St. Hil a qual era conhecida como casca preciosa,
tinguaciba, tinguaciba-da-restinga, liméo-bravo, laranjeira-do-mato manica-de-porca
ou limaozinho (SILVA, 2008).

A esta planta era atribuida atividade antiespasmaddica, relaxante muscular,
analgésica, sudorifera, antifingica, diurética, anti-hipertensiva, antiagregacao
plaguetaria e antiinflamatéria. Além de ser também utilizada como antiparasitaria
para combater Ascaris lumbricoides, Taenia sp, Trichiuris trichiura e Shistossoma sp.

Em 1923 a casca desta planta comecou a ser utilizada na composi¢cdo de um
fitoterapico sendo prescrito para célicas, espasmos da musculatura estriada e
mialgias.

A utilizac&o terapéutica do 6leo essencial das folhas desta espécie, nunca foi
relatada, a pesar, da familia Rutacea ser conhecidamente uma excelente produtora
de 6leo essencial.

Os Oleos volateis sao constituidos por mistura de monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropanoises e tém sido apontados como uma potente fonte de
substancias biologicamente ativas.

Todas estas informacgbes lavaram ao desenvolvimento de testes para a
avaliacdo de atividades biologicas do 6leo essencial obtido das folhas e do extrato

metanalico da casca da raiz de um espécime de Z. tingoassuiba.
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4.3.1 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIBACTERIANO

O oOleo essencial obtido das folhas de Z. tingoassuiba através da
hidrodestilacdo (Esquema 19), foi submetido a avaliacdo do seu potencial
antibacteriano.

Estes ensaios foram realizados de acordo com a técnica padrdo para testes
de sensibilidade antimicrobiana, descrita mundialmente pelo “National Committee for
Clinical Laboratory Standards (2004).

E como controle positivo foi utilizado o antibiético ampicilina, para as bactérias
Gram positivas e a tetraciclina, para as bactérias Gram negativas.

Os microrganismos utilizados foram cepas-padrao ATCC (“American Type Culture
Collection”) e isolados clinicos.

Os testes foram feitos em duplicata e a avaliacdo da atividade antimicrobiana

deste dleo revelou acdo contra bactérias Gram positivas, tanto para cepas padréao

(Tabela 12) como para isolados clinicos multi-resistentes (Tabela 13).

Tabela 21 - Resultados da Atividade antimirobiana do 6leo essencial de Z.

tingoassuiba, frente a bactérias ATCC.

S. aureus | M. luteus | E. coli | S. cholerausi | P. aeruginosa

Quantidade de 6leo

essencial
5uL + + - - -
10 pL + + + + -

(-) auséncia de atividade antibacteriana; (+) presenca de atividade antibacteriana.
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Tabela 22 - Resultados da Atividade antimirobiana do o6leo essencial de Z.

tingoassuiba, frente a isolados clinicos.

S. mutans S.aureus? S.aureus? S.aureus®
Quantidade de
Oleo essencial
5 uL + + + +
10 uL + + + +

(-) auséncia de atividade antibacteriana; (+) presenca de atividade antibacteriana.

4.3.2 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIFUNGICO

Os ensaios antifungicos utilizando o éleo essencial de Z. tingoassuiba foram
realizados de acordo com técnica descrita por Lima e colaboradores (1993),
modificada. Todos os experimentos foram realizados em duplicatas, e com controle
de crescimento fangico.

Os resultados descritos na Tabela 14 revelam um resultado promissor para a
utilizacéo deste 6leo contra fungos de crescimento rapido.

Tabela 23 — Resultados da Atividade antifingica do O6leo essencial de Z.

tingoassuiba, frente a fungos filamentosos.

Quantidade | T.mentagrophytes | M.gypseum | E.floccosum | A.niger _
i Fusarium sp.
de oleo
essencial
5 uL + + + - -
10 puL + + + - -

(-) auséncia de atividade antifungica; (+) presenca de atividade antifingica
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Os experimentos antibacterianos e antifangios foram realizados na
Universidade Federal da Bahia (UFBA), Faculdade de Farmacia no Laboratério de
Pesquisa em Microbiologia Clinica pelos alunos de Iniciacdo Cientifica Corine Silva
Sampaio e Joilton Oliveira Matos ambos coordenados pela Professora Doutora

Tania Fraga Barros.

4.3.3 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIPARASITARIO

A doenca de Chagas ou tripanosomiase americana € uma infeccdo que causa
lesBes teciduais graves, principalmente no coracao e nos 6rgao do sistema digestivo
e que tem como agente etioldgico o protozodrio Trypanosoma cruzi (BRENAN et al.,
2007).

A doenca de Chagas apresenta-se como uma endemia de grande relevancia
em alguns paises da América do Sul e Central. No inicio da década de 90, foi
colocada pelo World Bank como a doenca parasitaria mais grave da América Latina
(MENEZES et al., 2007).

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (OMS), aproximadamente
20 milhdes de pessoas sao infectadas com esse parasito e cerca de 25% da
populacdo da América Latina tem o risco de ser infectada. Na Amazonia Brasileira
essa doenca é considerada como de carater emergente (AMBROZIN, 2004).

Apesar da alta prevaléncia, as drogas disponiveis comercialmente ainda ndo
sdo eficazes o bastante para o tratamento dessa doenca. Além disso, 0S Sérios
efeitos colaterais freqientemente levam a suspensao do tratamento (DIAS et al.,
2002).

A leishmaniose é uma outra parasitoses endémica em 88 paises das regides
tropicais e sub-tropicais, sendo uma importante causa de morbidade e mortalidade
nestes locais. Nenhuma vacina é utilizada para esta doenca e a quimioterapia ainda
€ inadequada e dispendiosa. Em tempos recentes, vém aumentando o interesse em
terapias alternativas assim como o0 uso de produtos naturais, especialmente aqueles
derivados de plantas, como fontes de compostos quimioterapicos com melhores
atividades e poucos efeitos colaterais. (BRENAN et al., 2007; MACHADO et al.,
2007).
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A atual situacdo insatisfatoria no tratamento da doenca de Chagas e da
leishmaniose torna o estudo de novas moléculas obtidas de plantas altamente
conveniente.

O extrato metandlico da casca da raiz de Z. tingoassuiba foi purificado
conforme o procedimento descrito no Esquema 14.

As fracdes ZTCRM 2 e 4 obtidas pelo fracionamento do deste extrato, tiveram
sua atividade antiparasitarias avaliada, inicialmente sobre o protozoario da espécie
Phytomonas serpens, fitoparasita que podem infectar frutos, latex, seiva, floema e
flores de muitas espécies vegetais, provocando patogenia.

Ainda que esta espécie ndo apresente patogenia humana, possui vias
metabdlicas semelhantes a dos outros géneros pertencentes a familia
Trypanossomatidae, bem como os géneros Leishmania e Trypanossoma, que séo
responsaveis por enfermidades humanas relevantes, como citado anteriormente.

A percentagem de inibicdo de crescimento, em relacdo as células controle,
em um tempo de 72 horas foram analisadas e estdo demonstradas na Tabela 23.

A inibicdo de crescimento de 50% das células (ICso) calculada para ZTCRM 2
€ de 4,0 pg/mL e para ZTCRM 4 é de 12,5 upg/mL, estes resultados séao
considerados satisfatéria em relacdo aos dados apresentados na literatura.
Tornando o estudo desta espécie promissoras na busca de novos farmacos com

atividade tripanomicida e leishmanicida.

Tabela 24 — Percentagem de inibicdo das fracGes sobre o P. serpens.

Concentragao ZTCRM 2 ZTCRM 4
25 ug/mL 98,9% 60%
10 pg/mL 97,7% 26%

5 pg/mL 86,0% 23,4%
1 pg/mL 54,1% 14,4%

Estes procedimentos foram realizados no Laboratério de Biomorfologia

Parasitaria (LBP) e Unidade de Microscopia Eletronica (UME) do Centro de Pesquisa
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Goncgalo Moniz (Fiocruz). Esta unidade vem desenvolvendo projetos na busca de
produtos naturais com atividade antiparasitaria.

O LBP esta sob a coordenacdo do Professor Dr. Marcos André Vannier dos
Santos o qual orientou a aluna de Iniciacdo Cientifica Fernanda Carolina Cardoso

Bomfim da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

4.3.4 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

O processo oxidativo € um importante fator no desenvolvimento de diversas
patologias inclusive doencas degenerativas como mal de Parkinson e Alzheimer.
Por isso a busca de novos compostos com potencial antioxidante tem sido o foco de
inmeras pesquisas (DAVIES, 1995).

Estudos recentes tém demonstrado que a toxicidade do 1,2-diidroxibenzeno
(catecol) um metabdlito do benzeno, deve-se a promocdo de estresse oxidativo
celular por inibicdo da cadeia respiratoria (BARRETO et al., 2005), assim como
geracdo de quinonas reativas e ion radical superéxido, em células de glioblastoma
(GL-15) (PEREIRA et al., 2004).

O laboratério de Neuroquimica e Biologia Celular (LabNqg) do Instituto de
Ciéncias e Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA) vem utilizando um
modelo experimental que tem o propdésito de encontrar compostos que possuam
habilidade em proteger as células contra a toxicidade induzida pelo catecol. Com
isso a busca de substancias naturais bioativas torna-se uma estratégia interessante
em um pais como o Brasil que possui uma das maiores biodiversidade do mundo.

As cumarinas presentes nas folhas de Zanthoxylum tingoassuiba foram
submetidas a estudos com o modelo o qual utiliza o catecol como substancia
citotoxica em células GL-15, com o objetivo de demonstrar atividade citoprotetora.

Estes metabdlitos secundarios foram extraidos da agua da hidrodestilacdo
com descrito no Esquema 20 da pagina 105 e a discussdo da determinagéo
estrutural encontra-se nas paginas 161 a 165.

Antes de se avaliar a capacidade citoprotetora das cumarinas um teste de

citotoxicidade foi realizado.
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Neste bioensaio determinou-se a concentragdo necessaria para matar 50%
das células (DLso) depois de 48h de tratamento, para o catecol e para a mistura das
cumarinas.

Em seguida a amostra, em concentracdes subtoxicas, foi submetida ao
bioensaio utilizando (MTT) com indicador da viabilidade celular.

Este teste revelou que as cumarinas reverteram parcialmente a toxicidade
induzida por catecol em células GL-15 aumentando em 15.27%, 14.36% e 13.36%
essa viabilidade nas concentragdes de 1, 2 e 3 ug/mL.

Para confirmar este resultado outros testes foram realizados os quais
demonstraram que estas cumarinas, nas concentracdes citadas, reverteram a
liberagdo de (LDH), diminuem a condensacdo nuclear, diminuem as alteracdes
morfolégicas e reduz a deplecdo de glutationa reduzida nas células. Estes
parametros indicam respectivamente: aumento da integridade de membrana;
diminuicdo da apoptose; diminuicdo dos dano causados ao citoesqueleto e revelou
aspectos importantes no perfil metabdlico que ainda néo foram citados na literatura.

A recuperacdo da integridade de membrana e morfologia celular normal
promovida pelas cumarinas reforca sua atividade citoprotetora, além disso, a
reducdo da condensacdo nuclear indica um potencial antiapoptético destas
substancias.

Apesar da estrutura das cumarinas ndo serem sugestivas de substancia
antioxidantes a reversdo da deplecdo da glutationa promovida pelo catecol indica
uma atividade antioxidante indireta a qual pode ser atribuida a inibicdo da Gutationa
S-transferase, esta hipétese ainda esta em processo de comprovacgao pela equipe
do LabNg.

Os experimentos descritos a cima foram realizados pelo aluno de iniciacao
cientifica da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal da Bahia Diégo
Madureira Oliveira, orientado pelo Professor Doutor Ramon Santos EIl-Bacha
Coordenador do LabNg.
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4.3.5 AVALIACAO DO POTENCIAL DO OLEO VOLATIL EM SISTEMA DE
LIBERACAO CONTROLADA

Uma das estratégias atualmente disponivel para solucionar o problema de
baixa solubilidade de um farmaco é a sua associacao reversivel a um sistema
transportador. Entre os sistemas transportadores de medicamentos atualmente
disponiveis, os lipossomas, ocupam uma posicdo de destaque (FREZARD et al.,
2005).

Lipossomas ou vesiculas de fosfolipidios sdo estruturas concéntricas, de
natureza externa polar, constituidas de um compartimento aquoso central
circundado por uma ou varias bicamadas lipidicas apolares separadas por fases
aguosas, formando particulas unilamelares ou multilamelares. Uma das grandes
vantagens dos lipossomas, com relagdo aos outros sistemas transportadores de
medicamentos, é a sua elevada biocompatibilidade acompanhada, em geral, pela
biodegradabilidade e baixa imunogenicidade (FREZARD et al., 2005).

Esses sistemas proporcionam também protecdo as moléculas encapsuladas,
evitando oxidacdo e volatilizacdo, aumentando sua estabilidade na formulagéo.
Portanto, a associacdo do Oleo essencial com lipossomas, além de facilitar as
andlises microbiologicas, devido ao aumento da solubilidade do déleo em meio
aguoso, potencializa sua atividade biolégica, uma vez que a absorcdo e
metabolizacdo dos constituintes do 6leo sdo melhoradas (SINICO et al., 2005).

Sabe-se que a atividade de drogas encapsuladas em lipossomas pode variar
dependendo do tamanho da vesicula, carga superficial e composicéo lipidica e que a
incorporacdo de moléculas & membrana dos lipossomas altera suas caracteristicas,
portanto, inicialmente, € necessario realizar a caracterizacdo do sistema de
vesiculas utilizado a fim de comprovar que realmente houve a formacdo de
estruturas organizadas, estaveis, aproximadamente esféricas e que houve de fato
encapsulacdo de 6leo essencial (SINICO et al., 2005).

Para que o produto farmacéutico elaborado seja o mais eficaz e seguro
possivel, todas as variaveis fisico-quimicas do veiculo transportador devem ser
determinadas e devem se aproximar ao maximo do ideal, pois estas, influenciam na
resposta farmacoldgica das moléculas incorporadas. Para isso, depois de idealizar,

preparar e caracterizar um sistema vesicular simples deve-se modificar as suas
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caracteristicas a fim de obte-las 0 mais proximo do ideal. (GONCALVES et al.,
2006).

Como demonstrado nas secfes 4.2.6.1 e 4.2.6.2 o Oleo essencial de Z.
tingoassuiba possui marcantes propriedades biologicas, mas sua natureza lipofilica
torna dificil a administracao in vivo e a realiza¢do de testes in vitro em meio aquoso.
Como dito anteriormente uma das estratégias € a associacao reversivel do farmaco
a lipossomas, para tornar o produto farmacéutico elaborado o mais eficaz e seguro
possivel.

O laboratério de Pesquisa em Matéria Médica (LAPEMM) da Faculdade de
Farmécia da Universidade Federal da Bahia (UFBA) vem desenvolvendo um projeto
de pesquisa financiado pela Bolsa de Pro-doc na area de biotecnologia com os
seguintes objetivos: produzir, caracterizar e compara tipos de sistemas lipossomais,
incorporando 6leo essencial de Z. tinguassuiba obtidos por métodos diferentes, e
iniciar a fase relativa ao ensaio microbiolégico das preparacdes a fim de determinar
0 sistema mais adequado para o uso em uma formulacao antimicrobiana.

Este importante projeto vem sendo desenvolvido pela Doutora Elaine
Christine de Magalhdes Cabral Albuquerque e a estudante de iniciacdo cientifica
Cassia Britto Detoni da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal da Bahia
(UFBA).

Nesta etapa do trabalho os lipossomas foram preparados utilizando
Dipalmitoil Fosfatidilcolina (DPPC) utilizando o método da hidratacdo do filme seco
de lipideos. Este procedimento leva a formacdo de vesiculas lipossomais
multilamelares — MLV (Multilamellar Liposomes Vesicle).

Os lipossomas unilamelares nanométricos foram preparados a partir dos MLV,
utilizando dois métodos diferentes de homogeneizacdo de tamanhos: extrusédo
conhecido como LUVET (Large Unilamellar Vesicle by Extrusion Tecnique) e
sonicacao, o qual originou o - SUV (Small unilamellar vesicals).

Os MLV séo particulas de tamanhos micrométricos variando de 2 — 30 pum, 0s
LUVET sao particulas com aproximadamente 500 nm de diametro e os SUV possui
didmetro menor que 100 nm

Os dois tipos de lipossomas unilamelares foram preparados no Laboratorio de
Quimica-Fisica da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto -
Porto/Portugal.
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Antes da incorporacdo do 6leo essencial as caracteristicas fisico-quimicas,
como: Morfologia, Tamanho, indice de polidispersdo e Potencial  inerentes a
formacdo dos veiculos foram desenvolvidas e comprovadas. A avaliacdo da
eficiéncia de incorporacdo do 6leo volatil de Z. tingoassuiba para fins terapéuticos
também foi realizada.

Analise morfologica dos lipossomas foi realizada por microscopia eletrdnica
de transmissdo no Laboratério de Microscopia do Centro de Pesquisa Gongalo
Muniz da Fundacdo Oswaldo Cruz — Salvador/Bahia e no Instituto de Biologia
Celular e Molecular da Universidade do Porto — Porto/Portugal.

O didametro médio e a distribuicdo de tamanhos das vesiculas foram
determinados por difratometria a laser. As analises foram realizadas na Industria
Monsanto Nordeste no Pdlo Petroquimico de Camacari.

Além das caracteristicas fisico-quimicas, as caracteristicas biol6gicas também
precisaram ser confirmadas, para atestar a potencialidade terapéutica do Oleo
essencial.

Para isso, aos trés tipos de sistemas lipossomais MLV, LUVET e SUV foram
incorporando Oleo essencial de Z. tinguassuiba. Seguida de ensaio microbiologico
das trés preparacfes a fim de determinar o sistema mais adequado para 0 uso em
uma formulag¢do antimicrobiana.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada utilizando-se as mesmas
metodologias e microorganismos utilizados nos itens 4.2.6.1 € 4.2.6.2.

Os testes realizados nos veiculos demonstraram que o didametro médio dos
lipossomas unilamelares foi aproximadamente o mesmo, mas a moda da populagao
de lipossomas extrudados (LUVET) foi menor. A eficiéncia de incorporagdo € maior
para os lipossomas multilamelares (MUV), seguido dos LUVET e por ultimo os SUV.

No entanto o sistema de LUVET, de acordo com as analises feitas até o
momento, € 0 mais adequado para uma formulacdo antimicrobiana. Em relacdo a
atividade antimicrobiana do Oleo encapsulados os testes ainda estdo sendo
realizados e ainda néo foi obtido nenhum resultado conclusivo.

Esse plano de trabalho iniciou uma nova linha de pesquisa na Faculdade de

Farmacia, sendo um trabalho pioneiro no norte-nordeste Brasileiro.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho descreve a investigacdo quimica de trés espécies de
Zanthoxylum nativas do Brasil, coletadas na regido semi-arida da Bahia.

O resultado desta investigacdo foi a identificagdo de oito alcaloides, trés
cumarinas, uma lignana, quatro nomoterpenos, doze sesquiterpenos e trés
triterpenos, todas estas classes sdo condizentes com 0s ja encontrados no género
Zanthoxylum.

Todas as trés espécies tiveram suas raizes investigadas, onde se pode
constatar a existéncia de alcaldides benzilisoquinolinicos, das subclasses,
protoberberinicos, aporfinicos e benzofenantridinicos. A ocorréncia desta Ultima
classe em todas as espécies estudadas contribui na conceituacao dos alcaldides
benzofenantridinicos como marcadores quimiosistematicos e reitera para o género
Zanthoxylum como um dos géneros que compdem o grupo denominado “Proto-
Rutaceae”.

O alcal6ide benzolc]fenantridinico S4 possui um raro padréo de substituicdo,
posicdo 9 e 11 do anel A, sendo esta a segunda vez que este tipo de alcal6ide é
registrado na literatura, no presente trabalho as atribuicbes dos deslocamento do
carbonos desta molécula é ampliado.

O alcaldide S6 classificado como pseudoprotoberberina devido ao seu
padrdo de substituicdo € relatado neste trabalho como alcaldide natural inédito. Ja
gue o relato anterior para esta substancia foi como um intermediario da sintese da
fagarina em 1964.

As cumarinas encontradas séo da classe das furocumarinas, este metabdlito
também contribui para a classificagdo do género Zanthoxylum como uma “Proto-
Rutaceae” ja4 que esta classe esta vinculada a espécies taxonomicamente
classificadas como primitivas.

Os monos e sesquiterpenos foram identificados através da avaliagdo do 6leo
volatil extraido por hidrodestilagdo das folhas de um espécime de Zanthoxylum
tingoassuiba, o qual tem como componentes majoritarios o alcaldide metil antranilato
de N-metila e o sesquiterpeno bisabolol. Objetivando-se uma extracao seletiva deste
componente, utilizou-se a extragdo via CO2 super critico, mas esta metodologia

além da extracdo do alcaloide também carreou as furocumarinas, metabdlitos estes
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que nao foram identificados no Oleo extraido via hidrodestilacdo, indicando que as
condi¢cbes de temperatura e pressdo devem ser reavaliadas, sendo assim objeto de
pesquisas futuras.

O estudo da composicdo da cera epicuticular foi motivado pela teoria da
impressao digital dos n-alcanos de Eglinton (1962) e da variabilidade quali e
quantitativa da cera em um mesmo individuo descrita por Prasad e colaboradores
(1990).

A avaliacdo da cera epicuticular das folhas de um espécime de Zanthoxylum
tingoassuiba diferenciadas em duas amostras separadas pelo terceiro no, nao
apresentou variagdo na composigéo dos n-alcanos com a maturidade, no entanto, os
triterpenos parecem acumular-se com o avanco da idade das folhas deste vegetal no
ecossistema estudado.

A andlise dos dados demonstra que ha uma predominancia de n-alcanos com
cadeia carbdnica com numero impar em uma faixa entre C27-C33, fato este,
caracteristico das angiospermas.

Baseado na utilizacdo de espécies de Zanthoxylum na medicina popular
algumas atividades biol6gicas foram testadas.

O o6leo volatil obtido por hidrodestilacdo das folhas de Zanthoxylum
tingoassuiba foi avaliado quanto ao seu potencial antifiingico e antibacteriano. Como
antifngico este mostrou atividade contra fungos de crescimento rapido e
apresentou-se ativo contra bactérias Gram-positivas. Este resultado levou ao estudo
da avaliacdo do potencial deste 6leo em sistema de liberacéo controlada.

Apoés a etapa de preparacdo e caracterizacdo do sistema vesicular, foram
preparados e testados 0s potenciais antimicrobianos em trés tipos de sistemas
lipossomais MLV, LUVET e SUV, sendo, o que o tipo LUVET foi até o momento o
mais promissor.

A presengca das atividades, antioxidante e antiparasitaria,
apresentadas pelo extrato proveniente do decocto das folhas, e das fragbes
provenientes do extrato metandlico da casca da raiz de Zanthoxylum tingoassuiba
respectivamente, indicaram que esta espécie pode ser uma fonte de compostos com

potencial farmacoldgico.
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6 DADOS ESPECTROSCOPICOS

S1 - Diidroqueleritina ([1,3]Dioxolo[4',5":4,5]benzo[1,2-c]phenanthridine, 12,13-
dihydro-1,2-dimethoxy-12-methyl): RMN 'H (300 MHz, CDCls): 7,73 (s, 1H, H1); 7,69
(d, 1H, J =8,4 Hz, H6); 7,50 (d, 1H, J =8,4 Hz, H12); 7,49 (d, 1H, J =8,4 Hz, H5);
7,10 (s, 1H, H4); 6,94 (d, 1H, J =8,4 Hz, H11); 6,05 (s, 2H, OCH20); 4,33 (s, 2H,
H8); 3,93 (s, 3H, OCHBa); 3,88 (s, 3H, OCHs3); 2,63 (s, 3H, NCH3s). RMN 13C (75 MHz,
CDCls): 152,3 (C10); 148,2 (C3); 147,5 (C2); 146,2 (C9); 142,0 (C6b); 130,8 (C4a);
126,1 (C4b); 126,0 (C8a); 125,8 (C12a); 124,2 (C6a); 124,1 (C5); 120,0 (C6); 118,7
(C12); 111,12 (C11); 104,3 (C4); 101,0 (OCH20); 100,6 (C1); 61,0 (OCHgs); 55,8
(OCH3s); 48,8 (C8); 41,3 (NCHs). HMQC: 120,1 (7,69); 118,7 (7,50); 111,0 (6,94);
104,3 (7,10); 100,6 (7,73); 61,0 (3,88); 55,8 (3,93); 48,8 (4,33); 41,3 (2,63). EM m/z
(intensidades relativas %) 349 (100); 332 (20).

S2 - Angolina ([1,3]Benzodioxolo[5,6-c]phenanthridine,12,13-dihydro-1,2,13-
trimethoxy-12-methyl): RMN 'H (300 MHz, CDClz): Tabela 7, p. 143. RMN 13C (75
MHz, CDClz): 152,0 (C10); 147,9 (C2); 147,3 (C3); 146,6 (C9); 138,3 (C14); 131,0
(C4a); 126,7 (Cl4a); 125,6 (C8a); 124,8 (C12a); 123,4 (C5); 122,5 (C13); 119,9 (C);
118,9 (C12); 112,9 (C11); 104,6 (C4); 100,9 (OCH20); 100,6 (C1), 86,0 (C8); 61,6
(OCHs em C9); 55,9 (OCHs em C10); 53,9 (OCHs em C8); 40,6 (NCH3).

S3 — Arnotianamida (Formamide, N-[6-(2-hydroxy-3,4dimethoxyphenyl)naphtho[2,3d]
-1,3-dioxol -5-yl]-N-methyl): RMN 'H (300 MHz, CDCIls): Tabela 4, p. 139 RMN 13C
(75 MHz, CDCls): 164,8 (C8); 127,7 (Cl14a); 127,6 (C6); 125,3 (C5); 104,6 (C4);104,2
(C11); 101,7 (OCH20); 99,5 (C1); 61,4 (OCHs (C3)); 56,1 (OCHs (C3)); 32,2
(NCHs).

S4 — Pseudo-noqueleritrina  ([1,3]Dioxolo[4,5]benzo[1,2-c]phenanthridine, 1,3-
dimethoxy): RMN H (300 MHz, CDCI3): Tabela 4, p. 139. RMN *3C (75 MHz, CDCls):
Tabela 5, p. 141.
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S5 — cis-N-metilcanadina  (6H-Benzo[g]-1,3-benzodioxolo[5,6-a]quinolizinium,
5,8,13,13a-tetrahydro-9,10-dimethoxy-7-methyl-, iodide): RMN H (300 MHz, CDCls):
Tabela 9, p. 153. RMN 13C (CDCls, 75 MHz): 151,1 (C10); 148,3 (C2); 147,0 (C3);
145,4 (C9); 124,5 (C13b); 123,4 (C11); 121,2 (C4a); 120,8 (Cl2a); 119,8 (C8a);
113,2 (C12); 108,8 (C4); 106,9 (C1); 101,5 (OCH20); 64,8 (C13a); 61,3 (OCH3s); 59,2
(C8); 55,8 (OCHgs); 52,2 (C6); 50,1 (NCHs); 33,3 (C13); 23,7 (C5). HMQC — Tabela 8,
p. 151.

S6 — 2,3-metilenodioxi 10,11-dimetoxi tetrahidroprotoberberina iodeto (-Benzo|[g]-1,3-
benzodioxolo[5,6-a]quinolizinium,5,8,13,13a-tetrahydro-9,10-dimethoxy-7-methyl):
RMN 1H (300 MHz, CDCls): Tabela 9, p. 153. RMN 13C (CDCls, 75 MHz): Tabela 10,
p. 154.

S7 — predicentina-metil-iodato (4H-Dibenzo[de,g]quinolinium, 5,6,6a,7-tetrahydro-2-
hydroxy-1,9,10-trimethoxy-6,6-dimethyl): RMN 'H (300 MHz, CDCIlz) 7,98 (s, 1H,
H11); 6,99 (s, 1H, H8); 6,66 (s, 1H, H3); 6,35 (s, 1H, OH em C2); 4,61 (m, 1H, H6a);
4,46 (m, 2H, H7); 3,97 (s, 3H, OCH3 (C1)); 3,93 (s, 3H, OCHs (C10); 3,89 (s, 3H,
OCHs (C9); 3,77 (s, 3H, NCH3); 3,40 (m, 2H, H5); 3,29 (s, 3H, NCH3s); 3,00 (m, 2H,
H4). RMN 13C (CDCls, 75 MHz): Tabela 11, p. 162. HMBC, HMQC e DEPT 135 -
Tabela 11 p. 162.

S8 — metil antranilato de-N-metila (Benzoic acid, 2-methylamino): RMN *H (300
MHz, CDCl3): & 7,92 (1H, dd, J= 6,8, 1,8 Hz, H-6); 7,66 (1H, br s, N-H); 7,39 (1H, dt
na dissertacdo tem m, J= 1,5, 1,8, 1,5 Hz, H-4); 6,68 (1H, d, J=8,4 Hz, H-3); 6,61
(1H, t, J=7,2 Hz, H-5); 3,86 (3H, s, H-8); 2,93 (3H, s, H-9). RMN 13C (CDCl3, 75
MHz): & 168,9 (C7); 151,85(C2); 109,9 (C1); 110,7 (C3); 131,5 (C4); 114,3 (C5) e
134,5 (C6); 51,3(C8); 29, 5(C9). HMQC — Tabela 13, p. 167.

S9 — Imperatorina (7H-Furo[3,2-g][1]benzopyran-7-one, 4-methoxy-9-[(3-methyl-2-
buten-1-yl)oxy]): RMN *H (300 MHz, CDCls): & 7,77 (1H, d, J=9,6Hz, H-4); 7,70 (1H,
d, J=2,4Hz, H-2"); 7,36 (1H, s, H-5); 6,82 (1H, d, J=2,4Hz, H-3"); 6,37 (1H, d,
J=9,6Hz, H-3); 5,01 (1H, s,8-OCHs). RMN 13C (CDClz, 75 MHz): & 160,5 (C2);
146,6(C27); 116,5 (C10); 1445 (C8a); 144,3 (C4); 137,3 (C8); 125,8(C6); 25,8(C4a);
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114,7 (C3); 116,67 (C3’); 113,1 (C5); 106,7 (C3"); 70,1 (C1a); 119,7 (C2a); 139,7
(C3a); 25,8 (C4a); 18,1 (C5a).

S10 — Xantotoxina (7H-Furo[3,2-g][1]benzopyran-7-one, 9-methoxy): RMN H (300
MHz, CDCls) & 7,78 (1H, d, J=9,6Hz, H-4), 7,70(1H, d, J=2,1Hz, H-2), 7,36(1H, s, H-
5), 6,83 (1H, d, J=2,4Hz, H-3"), 6,38 (1H, d, J=9,6Hz, H-3) 4,31(1H, s,8-OCH3); RMN
13C (CDCIs, 75 MHz): d 160,5 (C2), 148,8(C7), 146,6(C2°), 144,5(C8a), 144,3(C4),
132,0 (C8), 126,1(C6), 116,5(C4a), 114,8 (C3) 112,9(C5), 106,7(C3"),61,3(8-OCH3);
ESIMS m/z: 216 [M]* (100%), 201 (28%), 173 (53%) 145 (22%), 89 (42%), 63 (39%),
44 (15%)13,

S11 - Isopipinelina (7H-Furo[3,2-g][1]benzopyran-7-one, 4,9-dimethoxy): RMN H
(300 MHz, CDCls): 6 8,13 (1H, d, J=9,9Hz, H-4); 7,64 (1H, d, J=2,4Hz,H-2"); 7,01
(1H,d, J=2,1Hz,H-3"); 6,38 (1H, d, J=9,6Hz,H-3); 4,18 (3H, s, 8-OCH?3); 4,13 (3H, s,
5- OCH3). RMN *3C (CDCls, 75 MHz): & 160,4 (C2); 149,9 (C7); 146,6 (C5); 145,1
(C27); 144,3 (C8a); 139,4 (C4); 128,1 (8); 114,6 (C6); 112,9 (C3); 106,7 (C4a); 105,1
(C3); 61,3 (8-OCHs); ESIMS m/z: 231 [M]* (100%), 246 (98%), 188 (22%), 175
(30%), 160 (23%), 147 (22%), 132 (10%), 104 (11%)?3.

S12 — Sesamina (1,3-Benzodioxole, 5,5'-(tetrahydro-4-t-1H,3H-furo[3,4-c]furan-1,4-
diyl-1-t)bis): RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 6,79 (m, 6H, H aromaticos); 5,96 (s, 4H,
(OCH20)2); 4,72 (d, 2H, J = 4,2 Hz, H7e HT"); 4,24 (m, 2H, H9 e H9 em equatorial);
3,86 (dd, 2H, J = 9,3 e 4,2Hz, H9 e H9'em axial); 3,05 (m, 2H, H8 e H8"). RMN 13C
(CDCls, 75 MHz): 6 135,3 (C1 e C1’); 101,3 (OCH20)2; 119,6 (C2 e C2’); 108,4 (C3
e C3’); 147,3 (C4 e C4’); 106,7 (C6 e C6’); 148,2 (C5 e C5’); 86,7 (C7 e CT’)

S13 — Lupeol (Lup-20(29)-ene, 3-methoxy): RMN *H (300 MHz, CDCls) Tabela 14 p.
183. RMN *3C (75 MHz, CDClz) Tabela 15 p. 184.
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