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RESUMO

A investigacdo fitoquimica biomonitorada das cascas da espécie Esenbeckia
leiocarpa confirmou a presenca de alcaloides de nlcleo ind6lico como principais
metabdlitos secundarios da espécie. O particionamento do extrato bruto por extracdo
acido-base originou uma fracdo rica em alcaloides (FRA) e por outro lado, o
particionamento com solventes de diferentes polaridades originou as fracoes
solGveis em hexano (Fr Hex), acetato de etila (FrACOEt) e a fracdo aquosa (FrAq).
A avaliacdo do extrato e fragBes da espécie na atividade anti-inflamatoria, no
modelo de pleurisia induzida em camundongos, demonstrou que o extrato bruto e
fracdes inibiram a migracdo de leucécitos, neutrofilos e células mononucleares,
assim como na exsudagdo. O fracionamento cromatogréafico da fracdo rica em
alcaloides (FRA) levou ao isolamento e caracterizagdo de alcaloides de nucleo
inddlico, dihidrocorinanteol [1] N-Oxido isositsiriquina [2] e do dihidrocorinanteol
acetilado [3] além destes, obeteve-se dois fitoesterois, B-sitosterol glicosilado e
estigmasterol. A purificagdo em CLAE semipreparativa dos compostos isolados da
fracdo aquosa levou ao isolamento de dois glucoalcaloide da classe S-carbolinico,
um inédito [4] e a desoxicordifolina [5]. A andlise do extrato bruto e fragdes através
da eletroforese capilar demonstrou a abundante presenca do alcaloide
dihidrocorinanteol no extrato bruto e fragdes, exceto na fracdo hexanica. Todos 0s
compostos isolados a partir das cascas da epécie E. leiocarpa foram caracterizados
com auxilio de espectroscopia de 1V, espectrometria de massas ESI-MS e RMN 1H,
13C e mapas de correlagdo bidimensionais. O extrato bruto, fragdes e os alcaloides
presentes na espécie, foram avaliados através de ensaios antioxidantes e de inibi¢do
da acetilcolinesterase. Os resultados obtidos nos testes antioxidantes para extrato e
fracOes apresentaram baixos teores totais de flavondides e fendlicos, demonstrando
que na constituicdo quimica da espécie ndo consta quantidades significativas destes
compostos. A avaliacdo da capacidade sequestradora de radical livre DPPH, como
esperado ndo foi significativa, o que confirma os resultados anteriores, no entanto o
teste para poder redutor foi considerado interessante, sugerindo que os alcaloides
podem agir como redutores, por mecanismos distintos aos dos fendlicos. Para o
ensaio de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase, percebeu-se um efeito antagénico
dos constituintes presentes no extrato bruto e fragOes, ja que os resultados foram
menores que 0 controle, no entanto para os alcaloides isolados da fracdo FRA:
acetildihidrocorinanteol [3], N-Oxido isositsiriquina [2a-b] e a da fracdo FrAq
desoxicordifolina [5] os resultados foram excelentes, inibindo a enzima em até
100% numa concentracdo de 0.1 pg/mL, o que representa 500 vezes mais potente
que o controle, galantamina, 80% de inibigdo a 50 pg/mL.






ABSTRACT

The phytochemical research of bark of Esenbeckia leiocarpa guided by biological
assays showed the presence of indole alkaloids as the main secondary metabolites.
The acid-base partitioning of crude hydroalcoholic extract gave a fraction rich in
alkaloids (FRA), on the other hand, the crude hydroalcoholic extract partitioned with
n-hexane, and ethyl acetate yielded the n-hexane (Fr Hex), ethyl acetate (FrAcOEt)
and aqueous fraction (FrAq) fractions. The anti-inflammatory activity of the crude
hydroalcoholic extract and fractions on the model of pleurisy induced in mice
showed that the crude hydroalcoholic extract and fractions inhibited the migration of
leukocytes, neutrophils and mononuclear cells, as well as the process of exudation.
For myeloperoxidase (MPO), adenosine deaminase (ADA) and concentrations of
cytokines (TNF-o and IL-f) pro-inflammatory results were similar to the control,
indomethacin and dexamethasone. The fraction rich in alkaloids (FRA) was
subjected to silica gel chromatographic column led to the isolation and
characterization of indole alkaloids, dihidrocorinanteol [1], N-oxide isositsiriquina
[2] and dihidrocorinanteol acetylated [3], besides, we obtained two phytosterols, B-
sitosterol and stigmasterol glycoside. The semipreparative HPLC purification of
compounds isolated from the aqueous fraction led to the isolation of two p-
carboline glucoalcaloide, a reported for the first time [4] and the desoxicordifolina
[5]. The analysis of the crude hydroalcoholic extract and fractions by capillary
electrophoresis  demonstrated the abundant presence of the alkaloid
dihidrocorinanteol less in the n-hexane fraction. All compounds isolated were
characterized by IR spectroscopy, mass spectrometry, ESI-MS and *H NMR and 3C
NMR spectra and two dimensional NMR spectroscopy. The crude hydroalcoholic
extract, fractions and alkaloids were evaluated by testing antioxidants and
inhibition of acetylcholinesterase. The antioxidant tests revealed low levels of
flavonoids and phenolic compounds, demonstrating that there is no significant
amounts of these compounds class in the chemical constitution in this specie. DPPH
radical scavenging assay, as expected was not significant, confirming the previous
results, but reducing power test was considered interesting, suggesting that the
alkaloids can act as reducers by mechanisms other than of phenol compounds. It was
observed an antagonistic effect of constituents present in the crude hydroalcoholic
extract and fractions when tested for inhibition of acetylcholinesterase, since the
results were lower than control, However, the alkaloid isolated from FRA:
acetildihidrocorinanteol [3], N-oxide isositsiriquina [2a-b] and from fraction FrAq
desoxicordifolina [5] the results were excellent, by inhibiting the enzyme by up to
100% at a concentration of 0.1 mg / mL , which is 500 times more potent than the
control, Galanthamine, 80% inhibition at 50 mg / mL. These results demonstrate that
the alkaloids obtained from E.leiocarpa are potential drugs for the treatment of
inflammatory and anti-Alzheimer's disease.
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1. INTRODUCAO

Durante séculos, os farmacos eram integralmente de origem
natural, derivados de plantas, animais e/ou da matéria inorganica. Os
farmacos empregados para tratar algumas doencas, inicialmente, eram
combinados com bruxaria, misticismo, astrologia, ou religido, mas é
certo que os tratamentos eficazes foram posteriormente registrados e
documentados. A Quimica dos Produtos Naturais, sobretudo a
investigagdo dos constituintes bioativos de origem natural, cresceu a
partir dessas observacdes e enriqueceu 0s registros contendo as
descricdes tedricas e cientificas desses produtos naturais usados na
medicina. As plantas empregadas como remédios foram por muito
tempo as principais fontes para controlar patologias.

O crescente interesse em novas substancias biologicamente ativas
esta diretamente relacionado a riqueza da biodiversidade. O Brasil conta
com 22% de toda a biodiversidade vegetal do mundo, o que faz da nossa
flora nativa uma das mais ricas fontes de substancias com potencial
farmacoldgico (Carvalho 2009).

Estima-se que do total de medicamentos consumidos hoje, cerca
de 40% sdo de origem natural. Os fitoterdpicos movimentam
anualmente cerca de 22 bilhGes de ddélares, com um crescimento de 12%
ao ano. No Brasil, este segmento responde por cerca de 7% do mercado
farmacéutico, ou seja, 400 milhdes de dolares por ano, gerando cerca de
100 mil empregos diretos e indiretos. O interesse internacional nas
plantas medicinais nativas do Brasil é grande, pois 0 pais possui a maior
biodiversidade do planeta e uma rica medicina tradicional, pouco
conhecida e difundida. Neste contexto, a busca por novos farmacos
estimulam o investimento na pesquisa por produtos naturais
biologicamente ativos, tanto em microrganismos, como em animais ou
em plantas(Carvalho 2009).

Com o avanco da quimica, os constituintes ativos foram isolados
das plantas e caracterizados estruturalmente, aliados a isso muitas
estruturas foram sintetizadas. A sintese ou semissintese através de
modifica¢des estruturais produziu fArmacos mais toleraveis.
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A pesquisa guiada por ensaios biolégicos tem envolvido a
descoberta de inimeros principios ativos relevantes com alto potencial
terapéutico. Isso também se deve ao estudo do mecanismo pelo qual
essas moléculas agem sobre sistemas bioldgicos, desvendando
interacdes destes nos organismos vivos. As plantas sdo constituidas de
um rico arsenal de substancias com potencial a¢do sobre sistemas
bioldgicos. Neste contexto, torna-se indispensavel a colaboracdo com
grupos de pesquisa para se realizar a investigacdo fitoquimica em busca
das classes de compostos presentes nos extratos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. CONSIDERACOES SOBRE O GENERO ESENBECKIA

Os géneros da familia Rutaceae Juss. com aproximadamente
1.600 espécies, estdo amplamente distribuidos nas regifes tropicais,
subtropicais e temperadas do mundo, com grande ocorréncia na
Australia e Africa. No Brasil, a familia esta representada por cerca de 30
géneros e 182 espécies (Melo and Zickel 2004).

O género Esenbeckia Kunth com aproximadamente 30 espécies,
esta distribuido nas Américas, do sul dos Estados Unidos (Texas),
nordeste do México até o Chile, Argentina e Brasil. Os principais
centros de diversidade estdo no sudeste do Brasil e no México. (Melo
and Zickel 2004).

Apesar do grande nimero de representantes, poucas espécies do
género Esenbeckia foram estudadas do ponto de vista bioldgico,
destacando-se as espécies E. leiocarpa, E. yaaxhokob, E. febrifuga, E.
grandiflora e a E. alata. A Tabela 1 sumariza os estudos de atividades
bioldgicas ja realizadas com plantas deste género. Na literatura ha
descricdo de estudos dos extratos e compostos, sobretudo alcaloides,
para o tratamento de doengas negligenciadas, entre elas: maléria e no
combate de larvas do mosquito Aedes aegypti, assim como o tratamento
da patologia, dengue, causada pelo mosquito.

Recentemente nosso grupo de pesquisa demonstrou que 0S
extratos, fracbes e compostos isolados de E. leiocarpa apresentaram
atividade biol6gica in vivo e in vitro no combate de processos
inflamatdrios (Liz, Pereira et al. 2011; Pozzatti, Oliveira et al. 2011).
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Tabela 1. Atividade bioldgica de extratos e compostos isolados de espécies do género
Esenbeckia

Atividade

Espécie S Compostos/Extratos Referéncia
biolégica

(Liz, Pereira
et al. 2011;
Antiinflamatéria  Extrato/Alcaloide/Esterois Pozzatti,
Oliveira et
al. 2011)
(Cardoso-
Doenca de . Lopes,
Alzhe%mer Extrato/Alcaloide Maiefet al.
2010)
(Nakatsu,
Antifeedant Alcaloides Johns et al.
1990)
(Aguilar-
Guadarrama
and Rios
2004)
(Carvalho,
Brandao et
al. 1991;
Carvalho
Alcaloide and Krettli
1991;
Dolabela,
Oliveira et
al. 2008)
(Napolitano,
Antileishimania Cumarina Silva et al.
2004)
(Brito,
E. grandiflora Antilarvicida Extrato/Cumarina Conserva et
al. 2005)
(Beltran and
E. alata Antimicrobiana Extrato Suarez
2003)

E. leiocarpa

E. yaaxhokob  Antimicrobiana Amina/Terpeno

Antiplasmodial
(malaria)
E. febrifuga

Estudos fitoquimicos tém mostrado a presenca de diversos
metabolitos secundarios no género Esenbeckia (Tabela 2) tais como o0s
terpenos fridelanol [85] isolado de E. yaaxhokob, E. alata, E. litoralis
(Rios, Aguilar-Guadarrama et al. 2002; Aguilar-Guadarrama and Rios
2004; Cuca-Suarez, Barrera et al. 2011); cumarinas, como a pimpinelina
[51] de E. almawillia (Oliveira, Santana et al. 1996), xantotoxina [53]
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de E. grandiflora (Brito, Conserva et al. 2005), bergapteno [55] de E.
febrifuga (Dolabela, Oliveira et al. 2008); flavondides livres e
heterosidicos, =~ como  quercetina-3-O-a-raminosideo  [136] e
epigalocatequina [137] isolados das folhas de E. grandiflora subespécie
grandiflora (Trani, Delle et al. 1997); e triterpeno como lupeol [128]
isolado das folhas de E. yaaxhokob, alata, nesiotica e ovata (Rios and
Delgado 1992; Mata, Macias et al. 1998; Rios and Delgado 2002; Cuca
and Coy 2007).

No entanto, os alcaloides sdo 0os compostos mais frequentemente
encontrados, sendo considerados bons marcadores quimiotaxonémicos
para 0 Género Esenbeckia. Os alcaloides isolados caracterizam-se pela
variagdo no tipo de esqueleto quinolinicos (a), quinolindnicos (b),
guinolénicos (c) e indodlicos (d), conforme a Figura 1.

N/ N o
a bH
N
C@
N
¢ o d

Figura 1. Estrutura base para formacéo de alguns alcaloides

J/
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Tabela 2 Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

Alcaloides
Quinolinicos
(Quinolinas)

Estrutura quimica Espécie vegetal

Orgéo
vegetal

Ref.

Maculina

[1]

E. almawillia

E. grandiflora e
almawillia

E. febrifuga

° E. grandiflora

E. pilocarpoides

E. litoralis

E. hieronimi

Raizes

Folhas
e raizes

Cascas

Raizes

Folhas

Caule

Folhas

(Barros-
Filho,
Nunes et al.
2007)

(Oliveira,
Santana et
al. 1996)
(Vitagliano
and Comin
1970)
(Nunes,
Barros-
Filho et al.
2005)
(Bevalot,
Fournet et
al. 1984)
(Rios,
Aguilar-
Guadarrama
et al. 2002)
(Dreyer
1980)
(Delle,
Trani et al.
1995)

Tabela 2 (continuagéo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia
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Maculina

[1]

Maculosidina

[2]

Flindersiamina

[3]

/

O

E. leicarpa

N
7\
N

/

(e}

E. almawillia e
~ grandiflora

N
7\

E. conspecta

E. yaaxhokob

~

o

E. alata
/ o,
/o x O> E. almawillia e
' E.grandiflora

~

E. febrifuga

Caules

Raizes

Folhas
e raizes

Caule

Folhas

Folhas

Folhas
e raizes

Caule
Cascas

(Cardoso-
Lopes,
Maier et al.
2010)
(Delle,
Delle et al.
1989)
(Oliveira,
Santana et
al. 1996)

(Rios,
Rosas-
Alonso et
al. 2002)
(Aguilar-
Guadarrama
and Rios,
2004
(Cuca-
Suarez,
Barrera et
al. 2011)
(Oliveira,
Santana et
al. 1996)
(Dolabela,
Oliveira et
al. 2008)
(Vitagliano
and Comin
1970)

Tabela 2 (continuagéo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia



34

Flindersiamina

3]

E. grandiflora
subsp. E.
brevipetiolata

E. pilocarpoides

E. pentaphylla

E. litoralis

E. hieronimi

E. leiocarpa

Raizes

Raizes

Caule

Folhas

Folhas

Caules

Raizes

(Trani et al.,
2004

(Bevalot,
Fournet et
al. 1984)
(Simpson
and Jacobs
2005)
(Rios,
Aguilar-
Guadarrama
et al. 2002)
(Delle,
Trani et al.
1995)
(Adams,
Kunert et
al. 2004;
Cardoso-
Lopes,
Maier et al.
2010)
(Delle,
Delle et al.
1989)
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E. almawillia e
E.grandiflora

E. febrifuga
E. alata
~o E. grandiflora
Cocusagenina o
[4? Y antd ~ E. grandiflora
o, e subsp.

E.brevipetiolata

E. pilocarpoides

E. pentaphylla

E. litoralis

Folhas
e raizes

Folhas
e caule

Caule

Raizes

Raizes

Caule

Folhas

(Oliveira,
Santana et
al. 1996)
(Dolabela,
Oliveira et
al. 2008)
(Cuca-
Suarez,
Barrera et
al. 2011)
(Januario,
Vieira et al.
2009)

(Trani, et
al., 2004)

(Bevalot,
Fournet et
al. 1984)
(Simpson
and Jacobs
2005)
(Rios,
Aguilar-
Guadarrama
et al. 2002)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

Cocusagenina

[4]

Esquimiamina

[5]

\O

/ =

o) \N
~

/ =
0 X

()

E. litoralis

E. hieronimi

E. leiocarpa

E. febrifuga

E. grandiflora
subsp.
E.brevipetiolata

E. alata

Cascas
das
sementes
Caule

Folhas

Caules

Raizes
Caule

Raizes

Raizes

Folhas

(Dreyer
1980)

(Delle,
Trani et al.
1995)

(Cardoso-
Lopes,
Maier et
al. 2010)
(Delle,
Delle et al.
1989)
(Dolabela,
Oliveira et
al. 2008)
(Vitagliano
and Comin
1970)
(Trani,
Carbonetti
et al. 2004)
(Cuca and
Coy 2007)
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~o E. litoralis

Esquimiani 7
squlgllamlna / _ Y, E. hieronimi

E. leiocarpa

E. almawillia e
E.grandiflora
o E. febrifuga
y-fagarina / ~ E.grandiflora
7 subsp.
o] ’ E.brevipetiolata
’ E. alata
E. pentaphylla
E. hieronimi

Folhas

Folhas

Caules

Folhas
e raizes

Caule
Raizes

(Rios,
Aguilar-
Guadarrama
et al. 2002)
(Delle,
Trani et al.
1995)
(Cardoso-
Lopes,
Maier et al.
2010)
(Oliveira,
Santana et

al. 1996)

(Dolabela,
Oliveira et
al. 2008)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

E. almawillia e
E.grandiflora

~o E. febrifuga
E.grandiflora
: ~
y-fagarina J
o g | P subsp.
! E.brevipetiolata
~ E. alata
E. pentaphylla
E. hieronimi
o
2-(1-etilpropil)-4-metoxi- s
Quinolina « E. leiocarpa
[7] N
~o E. grandiflora
DeI:ma /7 N o E. grandiflora
[ ] o N/ o SUbSp.

E.brevipetiolata

Caule
Raizes

Caule

Caule

Folhas

Raizes

Raizes

(Trani, et
al.,
2004(Trani,
Carbonetti
et al. 2004)
(Cuca-
Suarez,
Barrera et
al. 2011)
(Simpson
and Jacobs
2005)
(Delle,
Trani et al.
1995)

(Delle,
Delle et al.
1989)

(Januario,
Vieira et al.
2009)

(Trani, et
al., 2004)
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(Cuca-
Suarez,
E. alata Barrera et
_ al. 2011)
N ? Caule  (Simpson
Dictamina N\ E. pentaphylla anggg;)obs
[9] Dreyer
NZ O E. litoralis (198)6)
(Delle,
E. leiocarpa Raizes Delleetal.
1989)
~
(o)
Evolitrina (Dreyer
[10] 4 Z Caule 1980)
X ~
o N o
Alcaloide Orado
Quinolonas Estrutura quimica Espécie vegetal veg?etal Referéncia
(quinoldnicos)
~ TH (Oliveira,
) ) 0 E. almawillia e Cascas Sontana ot
N-met|I?4-metOX|-2- / E.grandiflora eraizes  al. 199)
quinolona (Simpson
[11] 0” N E. pentaphylla Caule ang gg;;)bs
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

3,3-diisopentenil-N-metil-

. . . Rraizes
quinoldiona E. almawillia
e caules
[12]
R=H
N-metil-flindersina E. alata Caule
[13]
E. pentaphylla
R = OMe
8-metoxi- N-metil-
flindersina E. conspecta
[14]
4-metoxi-3-(3'-metil-
butenil)-N-metil-
) E. alata Caule

quinolinona
[15]

(Nunes,
Barros-
Filho et
al. 2006)

(Cuca-
Suarez,
Barrera
etal.
2011)
(Simpson
and
Jacobs
2005)

(Rios,
Rosas-
Alonso
etal.
2002)

(Cuca-
Suarez,
Barrera
et al.
2011)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

Alcaloide

N . Orgao
Quinolinénicos Estrutura quimica Espécie vegetal 9

vegetal

Referéncia

(Quinolinonas)
I

- 0. N o
Isomaculina | ] ) ) (Bevalot,
Y E. pilocarpoides Raizes  Fournetet
[16] ° al. 1984)
[e]

E. almawillia e (Oliveira,

i ) Santana et

Edulina grandiflora al. 1996)

[17]

(Simpson

E. pentaphylla Caule  andJacobs

2005)

(D_ola_bela,

E. febrifuga Caule  Oliveiraet

al. 2008)

idroxi i E. almawillia e (Oliveira,
1-hidroxi-3-metoxi-N- i. o ) Santana et
tilacrid E.grandiflora al. 1996)
metilacridona (Bevalot,
(18] E. pilocarpoides Raizes  Fournetet

) OH al. 1984)

(Simpson
E. pentaphylla Caule  andJacobs

2005)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

E. litoralis Cascas

3'-metoxigraveolina

E. almawillia Raizes
[19]

8-metoxi-2-(7-metoxi-
1,3-benzodioxol-5-il)-1-
metil-quinolinona
[20]

E. almawillia e
E.grandiflora

(Dreyer 1980)

(Barros-Filho,
Nunes et al. 2007)

(Oliveira, Santana et
al. 1996)




Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

43

NS VN

8-metoxi-1-metil-2-hexil-
quinolinona F
21
ii/\/[\]/\/ | E. almawillia

8-metoxi-1-metil-2-heptil-
quinolinona
[22]

Leioquinina B

[23] | E. leiocarpa

2-(7-metoxi-1,3-benzodioxol-
5-il)-1-metil-quinolinona
[24]

E. almawillia

Cascas

Raizes

(Guilhon,
Baetas et
al. 1994)

(Barros-
Filho,
Nunes et
al. 2007)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

l
_© N

Arborinina ~o O
OH O

[25] (Ric:s,

. . Aguilar-

o | E. litoralis Folhas  Guadarrama

1-hidroxi-3,4-dimetoxi- o N et al. 2002)

N-metil-acridona O O
[26]

Lunacrinol ) o (Delle,

E. hieronimi Folhas  Tranietal.

[27] 1995)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

R'=  OMe
R? :"22/\/
Leioquinina A

[28]
R!=
R

H
IL R?
2 (Cardoso-
- ii | E. leiocarpa Caules Lopes, Maier
R’ et al. 2010)
o)

Leioquinina B
[29]
R!= H

RN

Leptomerina
[30]
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

~

(@]
8-metoxi-1-metil-2- ,L (Cardoso-
. . . . . L ,
tridecil-4-quinolinone | E.leiocarpa  Caules  igier ot
[31] al. 2010)
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Alcaloide - Espécie vegetal Orgao  poterencia
ind6licos Estrutura quimica p g vegetal
o
Rutaecarpina @\/QN
[32] o\
O
Cre
1-hidroxi-rutaecarpina . (Januario,
[33] P N \N E. grandiflora Folhase  Vieiraet
Raizes 2009
HO
_-0.
(o)
\ N:
Euxiloforicina \ \
34 H N o
[34] \
O—
1-(indol-7-il)-3-metil-2- | 0 .
E. leiocarpa . (Delle, Di
Buten-1-ona H Raizes ¢t al 1990)
[35]
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

OH

treo-Leiocarpatriol A

[36]
eritro-Leiocarpatriol B o WOH _
E. leiocarpa (Delle,
1371 H P Raizes Dietal.
1990)
/
OH
i ; HO
Leiocarpadiol q
[38] p
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

O

7A\ .OH
JWN
R*=R’=H
Leiocarpol
[39]
R1
R'=CHO R2 N
R*=R’=H , /
R
Indol-7-carboxaldeido
[40]

LL)_L'/\OH

R*=R%=
7-Indo|metano[41]

(Delle, Di

E. leiocarpa  Raizes etal.
1990)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

R'= )\/\f;\&

R*=R®=H
7-Prenil-indol
[42]

R2- J\A o R (Delle,

L s R . . Delle et
RI=R®=H E. leiocarpa Raizes 4. 1989)

ZT

6- Prenil-indol R3
[43]

s

R'=R’=H
5- Prenil-indol
[44]
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

Anonidina A
[49]
(Delle,
E. leiocarpa Raizes  Delleet
al. 1989)
Anonidina C

[46]
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

Orgéo

Compostos Nitrogenados P Espécie vegetal Ref.
Estrutura quimica p g vegetal
|
Geranyl N- (Aguilar-
dimethylallylanthranilate NH E. yaaxhokob Folhas G:sdagif,rsna
[47] o N N 2004)
I W
\O
(E)-N-isobutil-3-metoxi-4,5- . (Balrgos-
metilenodioxicinamoilamida < “J\ E. almawillia Raizes Nun,'es Z’t al.
[48] © = 2007)
R=H
3-(1,3-benzodioxol-5-il)-N-
metil-N-(2-feniletil)-2(E)- o R
Propenamida, /\/©/ (Delle, Di
[49] N T NI etal 1090)
R =OMe

(E)-Podocarpamida [50]
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia
Orgéo
Cumarinas imi Espécie vegetal Ref.
Estrutura quimica p g vegetal
(Oliveira,
E. almawillia e Santana et
. al. 1996)
grandiflora
(Januario,
Vieira et al.
L 2009)
Pimpinelina (Brito
[51] E. grandiflora Conserva et
al. 2005)
(Conserva,
S.etal.
2004)
E. grandiflora subsp. Raizes (Trani, et
E.brevipetiolata al,, 2004)
(Guilhon,
E. almawillia Caule Baetas et al.
1994)
(Dolabela,
Isopimpinelina E. febrifuga Oliveira et
al. 2008)
[52] (Brito,
E. grandiflora Conserva et

al. 2005)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

Isopimpinelina
[52]

Xantotoxina
[53]

E.grandiflora subsp.
E.brevipetiolata

E. ovata

E. litoralis

E. almawillia e E.grandiflora

E. grandiflora

E. grandiflora subsp.
E.brevipetiolata

Raizes

Folhas

Folhas

Sementes

Raizes

(Trani, etal.,
2004(Trani,
Carbonetti et al.
2004)

(Rios and Delgado
2002)

(Rios, Aguilar-
Guadarrama et al.
2002)
(Dreyer 1980)
(Oliveira, Santana et
al. 1996)
(Januario, et al.,
2009)

(Brito, Conserva et al.
2005)

(Trani, et al., 2004)
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Xantotoxina
[53]

5-(1’-hidroxi-isopentenil)-
bergapteno
[54]

E. alata

E. ovata

E. litoralis

E. hieronimi

E. grandiflora

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

(Cuca and
Coy 2007)
(Rios and
Delgado
2002)
(Rios,
Aguilar-
Guadarrama
et al. 2002)
(Delle, Trani
et al. 1995)

(Brito,
Conserva et
al. 2005)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

(Dolabela, Oliveira

_ E. febrifuga Caule et al. 2008)
R=H E t Folh (Rios and Delgado
Bergapteno [55] - ovata ofhas | 2002)
(Rios, Aguilar-
Folhas Guadarrama et al.
R = OH 2002)
8-hidroxi-bergapteno E. litoralis Cascas das
[56] sementes (Dreyer 1980)
Cascas
E. almawillia e Caule (Oliveira, Santana
3-(1.1)- E.grandiflora etal. 1396)
T L . . Brito, C t
dimetilalilcolumbianetina E. grandiflora Raizes (®n 2., 2%%55?;\'“
[57] E. grandiflora subsp. (Trani, Carbonetti et
al. 2004)

E.brevipetiolata
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

Chapelina E. almawillia e (Oliveira, Santana
[58] E.grandiflora etal. 199)
7
Imperatorina Mata, Maci
p[59] o E. yaaxhokob Folhas ( a;? 19ag°8'§‘set
0O, 0. o
S V4
. Napolitano, Sil
E. febrifuga Folhas ( aept"a'ﬁa;‘gm)' v
. (Januario, Vieira
E. grandiflora
x et al. 2009)
Aurapteno W m . (Delle, Trani et al.
[60] ~ ~ o 0N, E. hieronimi Folhas 1995)
(Rios, Rosas-
E. conspecta Caule Alonso et al.
2002)

Umbeliferona o~ ) (Januario, Vieira
E. grandlflora et al. 2009)
[61] HO o” o
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

3,8-dimetoxi-furanocumarina
[62]

7-metoxi -8-preniloxi-
cumarina
[63]

Dimero pimpinelina
[64]

5-Senecioilxantoxina
[65]

NN

E. grandiflora

E. grandiflora

E. grandiflora

E. grandiflora

E.grandiflora subsp.
brevipetiolata

Raizes

(Nunes,
Barros-Filho
et al. 2005)

(Brito, et al.,
2005)

(Brito, etal.,
2005)
(Conserva,
S.etal
2004)

(Brito, et al.,
2005)

(Trani,
Carbonetti
et al. 2004)
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Swietenocumarina B
[66]

Marmelosina
[67]

Anisocumarina H
[68]
7-[(E)-7’-hidroxi-3°,7’-
dimetilocta-2’,5’-
dieniloxi]-cumarina
[69]

\O
/ X
o o~ Yo
X
S
a
[e) (o) [0}
o
\‘/(

)\W
0 0 o
m

HM
7 A 0 0 0

E. grandiflora
E. grandiflora
subsp.
brevipetiolata

E. grandiflora
subsp. grandiflora

E. grandiflora
subsp. grandiflora

E. grandiflora
subsp. grandiflora

(Brito, et
al., 2005)

(Trani,

. Carbonetti
Raizes etal.

2004)

(Trani,
Folhas Delle et

e ramos al. 1997)

(Trani,
Folhas Delle et

e ramos  al. 1997)

(Trani,
Folhas Delle et

eramos al. 1997)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

(-)-Heraclenol ! E. grandiflora subsp.  Folhase ~ (Tan
[70] grandiflora ramos  al. 1997)
“Uon
HO
Xantiletina £ al ol (CUCca and
.alata olhas oy
[71] 2007)
Psoraleno £ al n (CUCca and
.alata Folhas oy
[72] 07)
(Garcia-
Rutacultina Beltran
E.alata Folhas e and Cuca-
[73] cascas  Suarez
2005)
Exo- (Garcia-
Beltran
dehidrochalepina E.alata Folhas e and Cuca-
74 cascas Suarez
[74] 2005)
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5-hidroxi-2-metil-
cromanona
[75]

Escopoletina
[76]

R = OMe
8-metoxi-marmesina
[77]

R=H
Marmesina
[78]

Felopterina
[79]

o

E.alata

E. pentaphylla

E. litoralis
~o
§ E. conspecta
4
e} O o
o)
E. ovata

Folhas
e
cascas

Caule

Folhas

Caule

Folhas

(Garcia-
Beltran and
Cuca-
Suarez
2005)
(Beltran
and Suarez
2003)

(Simpson
and Jacobs
2005)

(Rios,
Aguilar-
Guadarrama
et al. 2002)

(Rios,
Rosas-
Alonso et
al. 2002)

(Rios and
Delgado
2002)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

Aloimperatorina

[80]
E. litoralis Cascas
Imperatorina
[81]
. Orgdo
Terpenos mi Espécie vegetal Ref.
p Estrutura quimica p g vegetal
L | (Mata,
upeo i
[52] E. yaaxhokob Folhas '\Ae?f;fs

1998)
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A,

Lupenona

E. alata
[83]
(@)

E. yaaxhokob

E. alata

Friedelanona

[84] E. nesiotica

E. ovata
E. litoralis

Folhas

Folhas

Folhas

(Cuca and
Coy 2007)

(Aguilar-
Guadarrama
and Rios
2004)
(Cuca-
Suarez,
Barrera et
al. 2011)
(Rios and
Delgado
1992)
(Rios and

Delgado
002)
(Rios,
Aguilar-
Guadarrama
et al. 2002)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

Friedelanol
[85]

B-amirina
[86]

o-amirina
[87]

E. yaaxhokob

E. alata Folhas

E. litoralis

E. grandiflora

E. grandiflora

(Aguilar-
Guadarrama
and Rios
2004)
(Cuca-
Suarez, et
al., 2011)

(Rios,
Aguilar-
Guadarrama
et al. 2002)

(Januario,
Vieira et al.
2009)

(Januario,
Vieira et al.
2009)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

o-amirinonol

E. grandiflora (Januario, Vieira et al. 2009)
[88] J
P-amirinona E. grandiflora (Januario, Vieira et al. 2009)
(89]
Jo-hidroxursan-12-ona E. grandiflora (Januario, Vieira et al. 2009)

[90]
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

3a-hidroxi-12,13-epoxy-

. (angario,
oleanano E. grandiflora Vieira et
o al. 2009)
. (Barros-
Intermediol s . Filho,
E. almawillia Raizes  Nuneset

92]
[ al. 2007)
pineno (Bﬁrr:os_
o- L Filho,
03] E. almawillia Nunes et
al. 2004)
o (Barros-
B-cariofileno - Filho,
041 E. almawillia Nunes et
al. 2004)
(Barros-
Safrol . Filho,
051 E. almawillia Nunes et

al. 2004)
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Acorenol
[96]

Turmerona
[97]

y-cadineno
[98]

Mirceno
[99]

B-Felandreno
[100]

2-tridecanona
[101]

o T

E. almawillia
E. almawillia
E. almawillia
E. almawillia
E. almawillia
E. almawillia

(Barros-Filho, Nunes
et al. 2004)

(Barros-Filho, Nunes
et al. 2004)

(Barros-Filho, Nunes
et al. 2004)

(Barros-Filho, Nunes
et al. 2004)

(Barros-Filho, Nunes
et al. 2004)

(Barros-Filho, Nunes
et al. 2004)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

Pelitorina
[102]

o-elemol
[103]

Patchulano
[104]

[B-6xido-cariofileno
[105]

//’\\v//“\\,/‘§§§//ﬁ§§,/lL\H//\\W///

/

E. alata

E. almawillia

E. almawillia

E. yaaxhokob

E. almawillia
E. nesiotica
E. ovata
E. litoralis

Folhas

Folhas

Folhas
Folhas
Folhas

(Beltran and Suarez
2003)

(Barros-Filho, Nunes
et al. 2004)

(Barros-Filho, Nunes
etal. 2004)

(Aguilar-Guadarrama
and Rios 2004)

(Barros-Filho, Nunes
etal. 2004)
(Rios and Delgado
1992)

(Rios and Delgado
2002)

(Rios, Aguilar-
Guadarrama et al. 2002)
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Valenceno
[106]

o-cariofileno
[107]

Chamigreno
[108]

Selin-11-40-ol
[109]

Epi-eudesmol
[110]

Eremofileno
[111]

E. almawillia
E. almawillia
E. almawillia
E. almawillia
E. almawillia
E. almawillia

(Barros-
Filho,
Nunes et
al. 2004)

(Barros-
Filho,
Nunes et
al. 2004)

(Barros-
Filho,
Nunes et
al. 2004)

(Barros-
Filho,
Nunes et
al. 2004)

(Barros-
Filho,
Nunes et
al. 2004)

(Barros-
Filho,
Nunes et
al. 2004)




70

Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

Cis-lanceol j\/\/n

H
y-muroleno
[113]
H
Decadienal PN
[114] °

Trans-tagetenona \)\)u
[115] Xy F
Cis-tagetenona w
[116] NN

Trans-nerolidol HQ
[117] ~ ~ =

. almawillia
. almawillia
. almawillia
. almawillia
. almawillia
. almawillia

(Barros-
Filho,
Nunes et
al. 2004)

(Barros-
Filho,
Nunes et
al. 2004)

(Barros-
Filho,
Nunes et
al. 2004)
(Barros-
Filho,
Nunes et
al. 2004)
(Barros-
Filho,
Nunes et
al. 2004)
(Barros-
Filho,
Nunes et
al. 2004)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

(Barros-

L Filho,
E. almawillia Nunes et al.

2004)

Epi-a-selineno
[118]

(Barros-

o Filho,
E. almawillia Nunes et al.

2004)

Drimeneno
[119]

(Barros-

o Filho,
E. almawillia Nunes et al.

2004)

Trans-B-guaieno
[120]

(Rios and
o Delgado
E. nesiotica Folhas 1992)
(Rios,
. . Aguilar-
E. litoralis Folhas Gua%arrama
etal. 2002)
(Rios,
Rosas-
E. conspecta Caule  Aonso et

al. 2002)

Clovano-2p-9a-diol
[121]
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

Criptomeridiol
[122]

Cis-a-farneseno
[123]

R =Me
Cinamato-4-
isopreniloxi de
metila
[124]

R=H
Acido cumarico-4-
Isopentenil-oxi
[125]

ISV e an
)\AO WOH

(Rios and

E. ovata Folhas  Delgado
2002)

(Delle,
Folhas Tranietal.
1995

E. hieronimi

(Genovese,
N.I. Epifano et
al. 2011)
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Esterois

Espécie

Estrutura quimica
vegetal

Orgao
vegetal

Ref.

R=0H
B-sitosterol
[126]

B-sitosterol-3p-O-B-
D-glicopiranosideo
[127]

E. yaaxhokob

E. alata

E. nesiotica

E. ovata

E. litoralis

E. conspecta

E. grandiflora

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Caule

(Aguilar-
Guadarrama
and Rios
2004)
(Januario,
Vieira et al.
2009)
(Brito,
Conserva et
al. 2005)
(Beltran
and Suarez
2003)
(Rios and
Delgado
1992)
(Rios and
Delgado
2002)
(Rios,
Aguilar-
Guadarrama
et al. 2002)
(Rios,
Rosas-
Alonso et
al. 2002)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

3B-acetato-24-metil-
Dammara-20,25-dien-
3-ol
[128]

Estigmasterol
[129]

H

O
J

)

i-prop

E. grandiflora

E. yaaxhokob

E. grandiflora

E. hieronimi

Folhas

Folhas

(Januario,
Vieira et
al. 2009)

(Mata,
Macias et
al. 1998)

(Januario,
Vieira et
al. 2009)

(Delle,
Trani et
al. 1995)
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Campesterol
[130]

Sitostenone
[131]

E. grandiflora

E. grandiflora

(Januario,
Vieira et
al. 2009)

(Brito,
Conserva
etal.
2005)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

Flavonoides e . Espécie Orgéo
. Estrutura quimica Ref.
fendlicos vegetal vegetal
OH
Hespiridina E. (Mata, Macias
Folhas ’
[132] yaaxhokob et al. 1998)
(¢]
HO Y Me
on
R =0OMe E. (Barros-Filho,
Gardenina B . Raizes  Nunesetal.
almawillia 2007)

[133]
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

R = OH Barros-Filh
Nevadesina E. almawillia Raizes NSHZS";S;L'Z()%?)
[134]

E. grandiflora

subsp. (Trani, Carbonetti

Raizes
Caenferol 3-O-a- Brevipetiolata etal. 2004)
raminosideo
[135] E. grandiflora

Trani, Delle et al.
subsp. Folhas ¢ 1997)

grandiflora

OH
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

E. grandiflora
, (Trani, Carbonetti
subsp. Raizes et al. 2004)

Quercetina-3-O-a- Brevipetiolata

raminosideo |
[136] E. grandiflora |
subsp. Folhas  ('ay 1067y
grandiflora

E. grandiflora

Epi-galocatequina (Trani, Delle et

subsp. Folhas
[137] : p al. 1997)
grandiflora
OH
1-(3-metil-butan-3-
i . o OH
ona), 3-[(3,7-dimetil- .
L - Ri

2,6-octadienil-3-(E)- Z Z E. nesiotica Folhas De(lgz:lgf)alrg%)
metil] floroglucinol Ho oH

[138]
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

R = H 3-geranil-1-
(propanoil)-
floroglucinol

[139]
" / — Lo (Rios and
E. nesiotica Folhas Delgado 1992)
R = Me 3-geranil-1- Ho oH
(2’-metilpropanoil)-
floroglucinol
[140]

Rutina

E. pumila Folhas (Kubo 1991)
[141]
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

5,7-dihidroxi-8-(2,3-
epoxy-3-metilbutil)
flavanona (2°°3°’-epoxy-
glabranina)

[142] e
OR® o
o O E. berlandieri
OH

RO
. O subsp. Folhas
R3=

OH accapulcensis
OH [e]
R'=H
5,4’-dihidroxi-7-metoxi-8-
(2,3-dihidroxi-3-metilbutil)
flavanona (7-metil-8-
(2°,3”’-dihidroxiprenil)-
naringenina
[143]

(Cano,
Espinoza et
al. 2006)
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R} =
OH

e

R'= H
5,7,4’-dihidroxi-7-
metoxi-8-(2,3-dihidroxi-
3-metilbutil)
flavanona (7-metil-8-
(2°°,3”’-dihidroxiprenil)-
naringenina
[144]

R3= |

R!= CH,

R?= H
7-metilglabrarina

[145]

OR3 R2 - -
. o E. berlandieri
O subsp. Folhas

accapulcensis

(Cano, Espinoza et al.

2006)
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

R =
R'= H
R?= H
Glabrarina R2
OR?
[146] o o O E. berlandieri
(Cano, Espinoza
o ‘ subsp. Folhas et al. 2006)
accapulcensis
OH o
R'= H
R’= oH

8-prenil-naringenina
[147]
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Tabela 2 (continuagédo) Metabolitos secundarios isolados do género Eseneckia

R3=
OR® ®
i o o E. berlandieri
R!= CH, (Cano, Espinoza
subsp. Folhas et al. 2006)

R’= OH .
accapulcensis

7-metil-8-prenil- OH o©
naringenina
[148]

. . . Orgéo .

Limonoides Estrutura Espécie vegetal Referéncia
vegetal
Rutaevina . (Vitagliano and
E. febrifuga Comin 1970)

[149]




84

Os alcaloides quinolinicos como maculina [1], flindersiamina [3],
cocusagenina [4] e esquimiamina [5] estdo presentes na maioria das
espécies do género Esenbeckia, conforme Tabela 2. Outra variedade de
alcaloides significantes no género sdo o0s quinolinbnicos como
isomaculina [16] isolado das raizes da espécie E. pilocarpoides
(Bevalot, Fournet et al. 1984), 3’-metoxigraveolina [19] isolado das
raizes de E. almawillia (Barros-Filho, Nunes et al. 2007).

A espécie vegetal Esenbeckia almawillia tem como constituicdo
guimica cumarinas como pimpinelina [51], compostos derivados do
cinamaldeido como cinamato-4-isopreniloxi de metila [124], alcaloides
como edulina [17] e o flavondide nevadesina [134]. Barros-Filho e
colaboradores obtiveram o 6leo essencial por hidrodestilagdo das folhas
desta espécie o qual foi fracionado em cromatografia, conduzindo ao
isolamento do safrol [95], 3,3-diisopentenil-N-metil-2,4-quinoldiona

[12], monoterpenos (a-pineno [93], p-felandreno [100]) e

sesquiterpenos (a-cariofileno [107], patchulano [104]) em maior
concentracdo. Paralelo ao isolamento, um estudo de RMN de **C e de
'H e técnicas bidimensionais levaram & identificacdo do alcaloide 3,3-
diisopentenil-N-metil-2,4-quinoldiona [12] e de cinco derivados
produtos de modificacdo estrutural. Em 2006 Nunes e colaboradores
realizaram testes antitumorais das fracGes e do alcaloide [12] isolados
das cascas e das raizes de E. almawilla e além disso realizaram a
semissintese de 11 derivados do alcaloide. Desta triagem as fracbes mais
ativas foram as de menor polaridade e o alcaloide [12].

Outra espécie que merece destaque no Género Esenbeckia, pela
rica presenca de alcaloides quinolinicos é a E. febrifuga(Vitagliano and
Comin 1970; Dolabela, Oliveira et al. 2008). Desta espécie foram
identificadas a maculina [1], flindersiamina [3] e esquimiamina [5]
(Vitagliano and Comin 1970). Outros metabdlitos isolados desta espécie
foi o limonoide rutaevina [149] (Vitagliano and Comin 1970), além da
cumarina aurapteno [60] capaz de inibir o crescimento do parasita
Leishmania major.(Napolitano, Silva et al. 2004). H& relatos na
literatura a respeito da acdo antiplasmodial das fracbes e compostos
desta espécie.
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A espécie E. grandiflora tem como perfil quimico a
predominéancia de alcaloides da classe indolpiridoquinazolina, a
rutaecarpina [32](Januario, Vieira et al. 2009). A subespécie
grandiflora apresenta como constituintes cumarinas, dentre elas a
isopimpinelina [52] e flavondides como o caenferol-3-O-a-raminosideo
[135] isolados a partir das folhas e galhos (Trani, Delle et al. 1997).
Outra subespécie encontrada é a brevipetiolata, a qual possui estruturas
de furoquinolinas, como por exemplo, a delbina [8] e cumarinas, do tipo
xantotoxina [53] isoladas a partir das raizes da espécie (Trani,
Carbonetti et al. 2004). Oliveira e colaboradores através de um estudo
de difracdo em raios X discutiram a conformacdo estrutural de dois
compostos isolados das raizes desta espécie: a pimpinelina [51] e a
xantotoxina [53] (Pereira, Conserva et al. 2004).

A partir das cascas da espécie E. alata foram isolados as
substancias, p-sitosterol [126] e 5-hidroxi-2-metilcromanona [75],
ambos apresentaram atividade antimicrobiana (Beltran and Suarez
2003). Além destas estruturas, a espécie em questdo apresenta em sua
composicdo quimica alcaloides do tipo quinolinicos, como a
cocusagenina [4] e triterpenos do tipo fridelano (fridelanona [84] e
fridelanol [85]) (Cuca-Suarez, Barrera et al. 2011). Garcia-Beltran e
colaboradores (2005) descrevem o processo de isolamento e as técnicas
mais utilizadas para identificar duas cumarinas a partir da espécie E.
alata.(Garcia-Beltran and Cuca-Suarez 2005).

Segundo a literatura métodos cromatograficos empregados para o
isolamento de compostos a partir da espécie vegetal E. pumila,
mostraram a presenca do flavonoide glicosilado rutina [141].(Kubo,
Vieira et al. 1990; Kubo 1991).

A espécie E. pilocarpoides é caracterizada pela abundancia em
alcaloides entre eles uma 4-furoquinolona (1-hidroxi-3-metil-N-metil
acridona [26]), e uma furoquinolina (maculina [1])(Bevalot, Fournet et
al. 1984). Estudos farmacolégicos mostraram que esses alcaloides séo
responsaveis pela atividade antidepressiva (Worthley and Schott
1969).

Dentre as espécies do género Esenbeckia pouco estudadas, estao
a E. pentaphyla, contendo alcaloides como a flindersiamina [3],
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cocusagenina [4], dictamina [9], edulina [17] e a cumarina escopoletina
[76] em sua constituicdo quimica (Simpson and Jacobs 2005). A
espécie E. ovata que apresenta terpenoides criptomeridiol [122], -
cariofileno [94], fridelanol [85], furocumarinas como felopterina [79] e
os triterpenos lupeol [82] e lupenona [83] (Rios and Delgado 2002). Na
E. nesiotica foram identificados derivados do floroglucinol [138-140],
terpeno lupeol [82] e o fitoesterol g-sitosterol [126](Rios and Delgado
1992).

Na investigacdo fitoquimica do género Esenbeckia destaca-se a
presenca de metabdlitos secundarios da classe dos alcaloides como
marcadores quimiossistematicos. Em virtude disso, a investigacdo da
espécie Esenbeckia leiocarpa vem a contribuir com os estudos
bioldgicos, sobretudo quimiotaxondmicos deste género.

2.2. Espécie Esenbeckia leiocarpa Engl.

O escopo desta pesquisa tratou de um estudo fitoquimico da
espécie Esenbeckia leiocarpa conhecida popularmente como guaranta
ou guarataia-vermelha. A espécie apresenta como principais
caracteristicas botanicas: arbusto ou arvores de 5 a 12 m de altura com
ramos castanhos, folhas simples, alternas a subopostas e flores com
pétalas elipticas com aspecto acinzentado (Figura 2). No Brasil esta
espécie localiza-se nos Estados da Bahia, Espirito Santo, Mato Grosso,
Para, Pernambuco, Rio de Janeiro e Sdo Paulo(Melo and Zickel 2004).
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Figura 2. Arvore da espécie Esenbeckia leiocarpa

Estudos fitoquimicos anteriores da espécie Esenbeckia leiocarpa,
destacam a presenga de alcaloides quinoldnicos (leioquinina B [23],
leptomerina [30])(Delle, Delle et al. 1989), da classe das furoquinolinas
(flindersiamina [3], cocusagenina [4] e y-fagarina [6])(Delle, Delle et al.
1989; Cardoso-Lopes, Maier et al. 2010) e da classe de composto
inddlicos como, por exemplo, treo-leiocarpatriol [36], leiocarpol [39] e
anonidina A [45] (Tabela 2). A presenca destes alcaloides na espécie
atribui a planta a capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase, a
qual estd associada a doenca de Alzheimer. O extrato bruto
hidroalcodlico, a fracdo hexanica e a fracdo cloroférmica das folhas de
E. leiocarpa foram testadas nesse modelo de inibi¢&o enzimética, onde a
fracdo cloroférmio (rica em alcaloides) apresentou baixa 1Csy
(concentragdo inibitéria de 50 %) sendo o alcaloide [30] o que
apresentou a menor concentragéo (ICso = 2,5 umolL™) capaz de inibir a
acetilcolinesterase, similar ao composto referéncia, galantamina (ICso =
1,7 umolL™)(Cardoso-Lopes, Maier et al. 2010).

2.3. Alcaloides
Os alcaloides séo estruturas compostas por bases nitrogenadas

organicas encontradas principalmente em plantas, em animais e
microrganismos. Um ou mais atomos de nitrogénio estdo presentes na
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forma de aminas primérias ou secundarias e ou terciarias, conferindo-
Ihes propriedades bésicas. Estas propriedades sdo Uteis para o
isolamento, pois o tratamento de uma solugdo aquosa rica em alcaloides
com é&cido mineral é transformado em seus respectivos &cidos
conjugados. A acidez destes compostos varia conforme a estrutura da
molécula e a presenca e localizacdo dos grupos funcionais. No entanto,
podem ser encontrados naturalmente como aminas quaternarias. A
atividade bioldgica de muitos alcaloides estd baseado no fato que as
fungdes aminas sdo transformadas em sistema quaternario pela
protonacdo em pH fisioldgico(Dewick 2002; Simdes, Schenkel et al.
2003).

Os alcaloides podem ser classificados conforme o esqueleto
carbonado contendo sistema heterociclo nitrogenado, por exemplo,
pirrolidina, quinolina, piperidina, isoquinolina, indol, etc. embora, a
complexidade estrutural de alguns aumente o nimero de subdivisdes. Os
atomos de nitrogénios nos alcaloides sdo derivados de um grupo
aminoacido e em geral, o esqueleto carbOnico destes aminoacidos
precursores é mantido na estrutura do alcaloide, e o grupo carboxila do
acido carboxilico é frequentemente perdido por descarboxilagdo. Em
vista disso, a subdivisdo dos alcaloides em grupos é baseada no
amino4cido precursor, sendo este responsavel por sua classificagao.
Relativamente ha poucos aminodcidos precursores diretamente
envolvidos na biossintese dos alcaloides tais como: tirosina, lisina,
ornitina, acido nicotinico, acido antranilico, triptofano e histidina. A
Tabela 3 relaciona os principais aminoacidos precursores e as
respectivas classes de alcaloides biossintetisados. Alguns blocos
construtores como a Via acetato, chiquimato e mevalonato sdo também
incorporados nas estruturas dos alcaloides. Além disso, muitos grupos
de alcaloides sdo formados pela ligacdo de um atomo de nitrogénio do
grupo aminoacido através de reacBes chamadas transaminacao,
enquanto o restante da molécula pode ser derivado da via acetato ou
chiquimato, ou ainda pode ser de origem terpenoidica ou esteroidal. O
termo pseudoalcaloide é algumas vezes usado para distinguir estes
grupos(Dewick 2002; Simdes, Schenkel et al. 2003).
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Tabela 3. Principais estruturas basicas dos alcaloides e seus respectivos precursores

Aminoacido precursor

Principais classes de alcaloides

CO,H
{ <N\H,
NH,

L-ornintina

QCOZH
NH,
NH,

L-lisina
N CO,H

| .

acido nicotinico

/©/Y CO,H
NH
o) 2

L-tirosina

l]:][ j/YCOZH
& |
<N NH,

L-histidina

CO,H
(M
N
H

L-triptofano

©:C02H
NH,

4cido antranilico

pirrolidina tropano pirrolizidina
O COCo
N G/\)
piperidina  quinolizidina indolizidina
S
| .
N
pridina

tetrahidroisoquinolina ?

benziltetrahidroisoquinolina protoberberina

H
N
¢ |
N
imidazol
oo >
N <
H N
indol - B
quinolina C(I:NH
<
N
b -
N pirrolquinolina
\ @(@H
N
N H
b-carbolina pirrolindol
SN X X
P P
N N
quinazolina quinolina acridina

Fonte: (Dewick 2002)
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Vérias geracOes de pesquisadores tém trabalhado na investigacao,
principalmente, no isolamento, determinacdo estrutural, em
transformagfes quimicas e na sintese total dos alcaloides. Muito esforgo
tem sido realizado, também, para elucidar a rota biossintética e qual a
fungdo deste metabolito secundario na sobrevivéncia e competicdo no
ambiente das plantas(Dewick 2002).

Os metabdlitos secundarios exercem funcGes especificas nas
plantas, das quais dependem do pH do solo, clima, sazonalidade e
sobretudo protecdo e reprodugdo(Richard 2001). Alguns alcaloides
exercem funcdo de protecdo nas plantas, em virtude dos insetos e
animais evitarem estas plantas, isto certamente devido a sua toxicidade
ou ao fato de a maioria dos alcaloides possuirem sabor amargo. Outras
hipoteses da presenca de alcaloides nas plantas seriam como um
mecanismo de desintoxicacdo, ou ainda atuarem como hormdnios
reguladores do crescimento, ou da manutencdo do equilibrio idnico do
organismo(Simdes, Schenkel et al. 2003).

2.4. Biossintese

A via chiquimato (acido chiquimico) permite a obtencdo de uma
variedade de metabdlitos secundarios entre eles os fendis, derivados do
acido cinamico, ligninas e alguns alcaloides(Dewick 2002). O
chiquimato ¢ um produto da combinacdo do fosfoenolpiruvato, um
intermediario glicolitico, e do 4-fosfato eritrose (12 etapa) (Figura 3). O
chiquimato é o precursor dos aminoacidos aromaticos L-fenilalanina, L-
tirosina e L-triptofano. O fragmento indol de um alcaloide inddlico é
produto da descarboxilagdo (ou ndo) do aminoacido L-triptofano,
originando o bloco construtor indol C,N (22 etapa), este através de uma
reacdo de Mannich/Pictet - Spengler com secoridoides (R=
secologanina) formam os alcaloides indélicos simples (coriantos) e
guando héa sucessivas oxidacfes dao origem aos B-carbolinicos (Simdes,
Schenkel et al. 2003) (Figura 3).
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CoH

12 etapa
OH
PiO\A/\ . HOZCTOF‘i

Y 0 —_—

H -

OH HO” 'OH

OH
4-fosfato eritrose fosfoenolpiruvato acido chiquimico

reacgoes
enzimaticas
22 etapa

CO,H
| descarboxilagdo
NH, |
N -

H NH,
indol.C,N N
L-triptofano
= 32 etapa
OB X
ou
pp— N
o = N\
N N R
H H
O secologanina B-carbolina R corianto R

Figura 3. Rota biossintética dos alcaloides indélicos derivados do triptofano
2.5. Atividades Bioldgicas

A investigagdo quimica, em geral, visa & descoberta de
compostos bioativos, sejam de origem natural, por exemplo, quinina
(Figura 4) principio ativo antimalarico isolado das cascas do caule do
género Cinchona (Cinchona officinalis), seja de origem semissintética
ou sintética. Neste contexto, os bioensaios sdo excelentes ferramentas
gue contribuem para o desenvolvimento de novos farmacos com fins
terapéuticos(Simdes, Schenkel et al. 2003).
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\

OH (6]

quinina camptotecina

Figura 4. Representante de alcaloides utilizado como farmacos

A ampla variedade de estruturas dos alcaloides indica 0s motivos
pelos quais, estas substdncias agem sobre sistemas biologicos. Os
alcaloides sdo responsaveis por diversas atividades bioldgicas, dentre
eles podemos citar a quinina (antimalérico)(Kalotka-Kreglewska
2011), camptotecina (antitumoral)(Adane, Liu et al. 2011), galantamina
(tratamento do mal de Alzheimer) entre outros(Guo, Xie et al. 2010).

Os testes mais utilizados para estudos preliminares de atividade
bioldgica sdo os testes antioxidantes, os quais mimetizam processos
fisioloégicos ou reagBes quimicas envolvidas nesses processos. Os
antioxidantes presentes nas plantas podem atuar como agentes redutores,
sequestradores de radicais livres, inibidores de enzimas e como
guelantes de metais e a maioria de seus efeitos biologicamente ativos
sdo derivados das fungBes antioxidantes(Prior, Wu et al. 2005).
Recentemente, tem havido um aumento no interesse em antioxidantes
naturais com o objetivo de substituir os antioxidantes sintéticos, os quais
tém uso restrito devido a seus efeitos colaterais, tais como
carcinogenicidade. Além disso, os antioxidantes naturais possuem a
capacidade de melhorar a qualidade e a estabilidade dos alimentos, e
proporcionar beneficios adicionais a saude(Simdes, Schenkel et al.
2003).

Atualmente, sabe-se também que o dano causado por espécies
reativas de oxigénio é considerado um fator contribuinte de diversas
doencas, incluindo a doenca de Alzheimer (DA). Identificar o potencial
antioxidante de uma substancia pode credencia-la a ser uma molécula
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bioativa mais completa quando se considera o conjunto de suas
propriedades. Dessa forma, é adequada a associagdo de ambos o0s
ensaios para um estudo bioguiado mais eficiente(Giordani, Pagliosa et
al. 2008). A etiologia da DA permanece desconhecida, no entanto,
estudos tém mostrado que a doenca € caracterizada pela diminuicdo da
funcgdo colinérgica no cérebro. Ensaios desenvolvidos para detectar esta
atividade sdo utilizados para avaliar um grande nimero de plantas
empregadas popularmente para melhorar a meméria(Giordani, Pagliosa
et al. 2008).

Além dos testes preliminares (citados acima), existem outros
ensaios (com utilizacdo de cobaias) com a finalidade de avaliar o
potencial farmacolégico do composto, frente as manifestacbes do
organismo quando afetado por agentes externos. A inflamacdo, por
exemplo, é uma reacdo caracterizada por reacdo de vasos sanguineos,
levando ao acimulo de fluidos e leucécitos com objetivos de destruir,
diluir e isolar os agentes lesivos. O processo inflamatdrio é
caracterizado por rubor, calor, tumor e dor(Santos, Passos et al. 2011).
As plantas medicinais sdo amplamente utilizadas na medicina popular
de muitos paises para o tratamento de diferentes condi¢des inflamatérias
e, em particular, nas inflamagdes da pele. No entanto, para muitas das
plantas em uso, a eficacia real e os principios ativos relevantes sdo
desconhecidos.

Consequentemente, 0s estudos experimentais que visam
demonstrar as propriedades farmacoldgicas destas plantas e identificar
0s principios ativos sdo necessarios(Santos, Passos et al. 2011). A
investigacdo fitoquimica vem colaborar com a busca de farmacos com
potencial terapéutico que sirvam de modelo para produgdo de farmacos
no tratamento de patologias.
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3. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo investigar a composicdo
guimica das cascas da espécie Esenbeckia leiocarpa Engl, bem como
avaliar a potencial atividade bioldgica do extrato bruto, fracdes e
compostos isolados.

3.1. Obijetivos especificos

1. Preparar 0s extratos vegetais e fragdes;

2. Realizar andlise fitoquimica preliminar;

3. Determinar tanto o perfil cromatografico por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e o perfil eletroforético através de eletroforese
capilar do EB, fragGes e compostos isolados;

4. lsolar por métodos cromatograficos em escala preparativa 0s
componentes quimicos representativos da espécie Esenbeckia leiocarpa;

5. Purificar os componentes por técnicas de recristalizacéo,
cromatografia flash, e cromatografia liquida preparativa (CLAE);

6. Determinar as propriedades fisico-quimicas dos componentes
isolados;

7. Determinar a estrutura molecular dos compostos isolados, através
de técnicas espectrométricas (EM, UV, IV e RMN).

8. Awvaliar a inibicdo da enzima acetilcolinesterase e a atividade
antiflamatdéria do EB e fracdes obtidas das cascas da espécie E.
leiocarpa, bem como dos componentes isolados a partir desta.
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4. PREPARAGAO DOS EXTRATOS E FRAGOES

As cascas da Esenbeckia leiocarpa (5,4 kg), ap6s a coleta e
identificacdo foram secas em estufa de circulagdo de ar, moidas e
submetidas a extracdo por maceracdo em etanol 95% (3x) a temperatura
ambiente, durante sete dias. O extrato obtido foi filtrado e concentrado
em evaporador rotativo sob vécuo, rendendo 290,0 g de extrato bruto
hidroalcodlico (EB).

O EB seco foi dividido em duas porcdes de 100 g e aplicado a
extracdo por particdo liquido-liquido (Fluxograma 1), porém com
objetivos distintos. A primeira porcéo de extrato bruto EB adicionou-se
uma solugdo aquosa 10 % etanol, originando uma suspensdo. A mistura
foi particionada com auxilio de solventes com diferentes polaridades, n-
hexano e acetato de etila, originando as respectivas fracbes sollveis em
n-hexano (FrHex) (9,9 g), em acetato de etila (FrAcOEt) (22 g), e a
fragdo aquosa (FrAqQ) (68 g).

A outra parte foi submetida a particdo acido-base(Kam and Tan
1990) na qual a suspensdo hidroalcodlica é adicionada uma solugdo
aquosa acida 2% de HCI, mantendo o pH 2, e em seguida particionada
com acetato de etila por trés vezes, resultando numa fragdo rica em
acidos graxos, alcoois de cadeia longa e esterois (890 mg). O pH da
suspensdo aquosa foi elevado a aproximadamente pH 10 pela adi¢do de
uma solucdo amoniacal 10% e entdo extraida com acetato de etila,
resultando numa fracdo rica em compostos nitrogenados, denominada
fragdo rica em alcaloides (FRA) (12,5 g).
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Fluxograma 1. Separagéo cromatografica da Fragdo Rica em Alcaloides (FRA)

Cascas
E.leiocarpa

Extracéo exaustiva
com etanol 95%

+Solugao acida pH 2 Fracao rica em ac.
+Acetato de etila graxos e alcoois de
cadeia longa

Extrato Bruto

Fragao soluvel em Hexano
290¢g

hexano (FrHex)

Fracéo soluvel em ﬁ,gﬁo basica —
acetato de etila Acetato de etila pHo- ) i
Acetato de etila alcaloides

(FrAcOEt) - | L, ( FRA)

Fracdo aquosa Fracdo aquosa

(FrAq) basica
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5. RESULTADOS PRELIMINARES DE ATIVIDADES
BIOLOGICA

5.1. Efeito do extrato bruto e fracdes da espécie Esenbeckia
leiocarpa Engl. sobre a migracéo celular e a exsudagéo

O extrato bruto hidroalcodlico (EB) obtido das cascas da
Esenbeckia leiocarpa Engl. reduziu significativamente a migragdo de
leucocitos nas doses de 25 a 100 mg/kg (25 mg/kg: 41,5 + 5,9%, 50
mg/kg: 49,3 + 4,6% e 100 mg/kg: 65,4 £ 3,8% (P < 0,01) (Figura 5A).
Este efeito ocorreu devido a diminuicdo da migracao de neutrdfilos (25
mg/kg: 41,6 + 7,2%, 50 mg/kg : 48,6 + 4,9% e 100 mg/kg: 66,5 £ 3,9%)
(P < 0,01) (Figura 5B) e de mononucleares (25 mg/kg: 40,9 + 3,3%, 50
mg/kg: 52,2 + 3,5% e 100 mg/kg: 61,1 £ 5,4%) (P < 0,01) (Figura 5C).
Além disso, o EBH (10-100 mg/kg) inibiu também a exsudacdo (10
mg/kg: 17,7 £ 3,5%, 25 mg/kg: 19,6 + 2,8%, 50 mg/kg: 27,4 + 2,6% e
100 mg/kg: 33,0 £ 2,5%) (P < 0,05) (Figura 5D).

A fracdo n-hexano (Hex), nas doses de 25 e 50 mg/kg, também
demonstrou  importante  efeito  anti-inflamatorio, pois  inibiu
significativamente a migracao leucocitaria (25 mg/kg: 53,2 + 2,2% e 50
mg/kg: 56,2 + 2,9%) (P < 0,01) (Figura 6A) e de neutrdfilos (25 mg/kg:
12,35 £ 4,7% e 50: mg/kg 19,0 = 6,8%) (P < 0,05) (Figura 6B). A
fracdo Hex (10-50 mg/kg) também reduziu o nimero de mononucleares
(10 mg/kg: 34,1 £ 0,5%, 25 mg/kg: 39,8 = 1,7% e 50 mg/kg: 39,7
5,4%) (P < 0,01) (Figura 6C). Além disso, a dose de 50 mg/kg inibiu a
exsudagdo em 27,0 £+ 6,6% (P < 0,01) (Figura 6D).

A fracdo acetato de etila (AcOEt) mostrou efeito anti-
inflamatdrio similar ao da fracdo Hex. Nas doses de 25 e 50 mg/kg
inibiu significativamente a migracdo leucocitaria (25 mg/kg: 56,8 *
3,3% e 50 mg/kg: 58,3 + 2,9%) (P < 0,01) (Figura 7A) e de neutrofilos
(25 mg/kg: 23,6 = 5,7% e 50 mg/kg: 27,2 + 4,9%) (P < 0,01) (Figura
7B). A fracdo AcOEt (10 - 50 mg/kg) também inibiu a migracdo de
mononucleares (10 mg/kg: 22,3 £ 7,5%, 25 mg/kg: 25,9 £ 6,3% e 50
mg/kg: 24,5 £ 8,2%) (P < 0,05) (Figura 7C). Além disso, assim como
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observado para a fracdo Hex, apenas a dose de 50 mg/kg da fracéo
ACcOEt inibiu a exsudacdo em 26,2 + 7,7% (P < 0,01) (Figura 7D).
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A fracdo aquosa (FrAq) apresentou melhor efeito anti-
inflamatdrio que as fracfes Hex e AcOEt. As doses de 5 e 10 mg/kg
promoveram inibi¢do significativa do nimero total e diferencial de
leucocitos bem como da exsudagdo. Neste contexto, observou-se
inibicdo da migracéo leucocitaria (5 mg/kg: 24,3 £+ 4,0% e 10 mg/kg:
32,4 £ 6,9%) (P < 0,01) (Figura 8 A), de neutrdfilos (5 mg/kg: 20,1 +
6,3% e 10 mg/kg: 30,2 = 9,2%) (P < 0,01) (Figura 8B) e da exsudac¢do
(5 mg/kg: 23,4 = 2,9% e 10 mg/kg: 23,6 + 4,9%) (P < 0,01) (Figura
8D). Ainda, a FrAq inibiu o influxo de mononucleares nas doses de 2 a
10 mg/kg (2 mg/kg: 43,5 £ 2,4%, 5 mg/kg: 41,1 + 6,0% e 10 mg/kg:
41,1 £2,2%) (P <0,01) (Figura 8C).

A fragdo rica em alcaloides (FRA) demonstrou efeito anti-
inflamatdrio similar aos observados com a FrAg. A fracdo FRA (5 e 10
mg/kg) inibiu a migracdo leucocitaria (5 mg/kg: 67,7 + 3,8% e 10
mg/kg: 69,7 £ 1,5%) (P < 0,01) (Figura 9A), de neutréfilos (5 mg/kg:
45,9 + 52% e 10 mg/kg: 46,7 + 4,3%) (P < 0,01) (Figura 9B) e de
mononucleares (5 mg/kg: 32,3 + 15,4% e 10 mg/kg: 46,6 £ 7,7%) (P <
0,05) (Figura 9C). A dose de 10 mg/kg dessa fracdo também inibiu a
exsudagdo em 15,6 + 5,1% (P < 0,05) (Figura 9D).

Nas Figuras 5A-D, 6A-D, 7A-D, 8A-D e 9A-D as colunas
verticais representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos, as diferencas
estatisticas (Newman-Keuls e teste t de Student), N: 5 animais. * P <
0,05, **P < 0,01.
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Como esperado, os farmacos de referéncia, dexametasona e
indometacina, inibiram significativamente a migracdo de leucdcitos
(dexa (0,5 mg/kg, i.p): 70,0 + 5,6% e indo (5,0 mg/kg, i.p.): 64,4 +
5,0%), de neutréfilos (dexa: 74,4 + 7,5% e indo: 65,0 £ 8,3%), de
mononucleares (dexa: 52,0 + 6,5% e indo: 61,6 + 8,6%), bem como a
exsudacdo (dexa: 39,0 + 9,5% e indo: 28,8 + 7,8%) (P < 0,05) (Figuras
6a9).

O estudo da curva dose-resposta demonstrou que as melhores
doses do EB e fracBes que inibiram os parametros inflamatorios
estudados foram as seguintes: 25 mg/kg para o EB, 50 mg/kg para a
fragdo Hex, 50 mg/kg para a fragdo AcOEt, 5 ou 10 mg/kg para a fragdo
Ag, 10 mg/kg para a FRA. Além disso, a analise da curva tempo-
resposta demonstrou que o EB foi eficaz em inibir os parametros
inflamatdrios somente quando administrado 0,5 h antes da injecdo da
carragenina, sendo este resultado utilizado como pardmetro para as
fragOes.

6. ANALISE FITOQUIMICA

A cromatografia em camada delgada do EB da espécie E.
leiocarpa empregando n-hexano, acetona e NH,OH (60:40:1) como
eluente exibiu teste positivo frente ao reativo Dragendorff, através do
aparecimento da coloracdo laranja das respectivas bandas de eluicdo
(Figura 10) evidenciando a presenca de compostos alcaloidicos nesta
espécie. Em seguida procedeu-se ao particionamento Aacido-base do
extrato bruto, originando uma fragéo rica em alcaloides FRA.
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Figura 10. CCD do EB indicando a presenca de alcaloides

Conforme os resultados obtidos nos ensaios de atividade anti-
inflamatdria no modelo da pleurisia induzida pela carragenina as fragdes
aquosa (FrAq) e a rica em alcaloides (FRA) apresentaram os melhores
resultados, sendo assim estas passaram a ser o foco da investigacdo
fitoquimica.

Apo6s o fracionamento do extrato bruto originaram-se as fracoes
sollveis em hexano (FrHex), acetato de etila (FrAcOEt) e fracdo aquosa
(FrAQ). A fracdo rica em alcaloides (FrA) foi obtida por extracdo acido-
base do EB. Essas foram submetidas as analises por eletroforese capilar
(EC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

7. ANALISE CROMATOGRAFICA

A principio o método analitico desenvolvido buscou a obtencédo
do perfil cromatogréafico que demonstrasse uma separacdo eficiente dos
constituintes presentes no EB e fragGes. Posteriormente, foi empregada a
cromatografia semipreparativa com a finalidade de isolar os compostos.
Os compostos isolados foram submetidos para anélises espectrométricas
(IV, RMN, EM), para elucidacdo estrutural.
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7.1. Fracionamento cromatografico FRA e FrAq

O fracionamento biomonitorado destacou as fragcdes Fr Aq e a
FRA como mais ativas frente ao ensaio anti-inflamatério, sendo assim
estas passaram a ser objetivo da investigagdo fitoquimica. Inicialmente,
as fracOes foram submetidas a cromatografia em coluna utilizando como
eluente a mistura dos solventes hexano/acetona com 1 % de aménia, no
modo gradiente crescente de polaridade.

7.2. Andlise cromatografica da fracdo FRA

A separacdo cromatogréafica da fracdo rica em alcaloides FRA
resultou em 64 fracbes, as quais foram reunidas conforme suas
semelhancas através de andlise em cromatografia de camada delgada
(Figura 11). Segundo o fluxograma 2 pode-se observar o isolamento de
cinco compostos numerados de acordo com a classe a que pertencem
(comp. 1 — 3 alcaloides/ comp. 6 e 7 fitoesterois).

Figura 11. Bandas em CCD reveladas em sulfato cérico

Os compostos foram visualizados sob luzes visivel e ultra-violeta
longo (365 nm) e curto (254 nm), apresentando intensa fluorescéncia
254 nm, conforme a Figura 12. A seguir, as placas de silica-gel, secas,
foram mergulhadas nos reativos Dragendorfff e sulfato cérico, o
primeiro revelador para detectar alcaloides (manchas laranjas) e o
segundo especifico para alcaloides indélicos (manchas amarelas).
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Figura 12. Manchas que apresentaram fluorescéncia

O composto 1 foi isolado a partir das fracbes 36 e 42,
apresentando-se na forma de cristais brancos bem definidos, e quando
revelado em reagente Dragendorff, mostrou manchas laranjas,
caracteristicas de alcaloides. O composto 2 foi obtido através da
cromatografia em coluna flash das fragdes 53 e 54, originando 30
fragdes nas quais as Fr 26 — 30 apresentaram resultados positivos frente
ao reagente Dragendorff (Figura 13), confirmando a presenca de um
alcaloide de maior polaridade. O composto 3 foi obtido a partir da
cromatografia das fragbes 23 a 33, onde das 12 fragBes separadas, as que
apresentaram resultados positivos com reagente Dragendorff, foram as 7
e8.

Figura 13. Cromatografia em camada delgada revelada em Dragendorff

Os compostos 6 e 7 foram isolados das fragdes 3 — 9 e das fragdes
56 e 57, respectivamente. Estes compostos ndo reagiram ao teste com o
reagente Dragendorff. No entanto, na presenca do reagente sulfato
cérico apresentaram manchas de coloracdo escura tipicas de compostos
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esteroidais. Todos os compostos foram submetidos a analises de ponto
de fusdo e espectrométricas. Os dados de RMN de *H do composto 6
foram comparados com os encontrados na literatura (JAcome, Oliveira et
al. 2004) confirmando a presenga do estigmasterol. O composto 7 foi
confirmado através da comparacdo de dados de **C do composto S-
sitosterol glicosilado, isolado a partir da espécie da Satureja
khuzistanica em um trabalho realizado por Moghaddam e
colaboradores(Moghaddam, Farimani et al. 2007).
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Fluxograma 2. Separagéo cromatografica da Fragdo Rica em Alcaloides (FRA)

FRA

Coluna Si-gel (coluna 1)

19-20 " 2le22 " 23-33 || 34e35 " 36 - 42 " 43 -45 || 46 - 52 ” 53 e 54 || 55 - 57 || 58 - |

Composto 7
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Coluna Si-flash (coluna 2)
CHCIl3/MeOH (90/10)

RMN de'H

Coluna Si-flash (coluna 3) | B | - | R | R
pf 127-130°C Hexano/Acetona (60/40) 1-10 -1 16-25 26-30
Composto 6
12 mg
Composto 1 RMN H
670 mg of 275°C
| 1-6 || 6-8 | | 7e8 | | 8-12 | ESI-EM, pf = 173 - 176°C,IV
RMN de 'H, de ¥*C, COSY
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ESI-EM
Composto 3 RMN de *H, de ¥C, COSY
24 mg HMQC e HMBC
ESI—EM, pf, IV, RMN de’H, de SolGvel em metanol

8¢, COSY, HMQC e HMBC
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7.2.1. Analise cromatografica da fracdo FrAq

A separacdo cromatogréafica da fracdo FrAg em coluna de silica
gel (70-230 mesh) foi desenvolvida partindo de 68 g de massa seca,
utilizando mistura de solvente hexano/acetona 50:50 com 1% de
amOnia, como eluente inicial. A forca do eluente foi aumentada
gradativamente. Foram coletadas 90 fracGes as quais foram reunidas
conforme perfil em CCD (Fluxograma 3).

As fragdes 24 a 45 foram reunidas e recromatografadas em
coluna flash com eluente acetona/hexano 40:60, obtendo-se 20 fracdes.
As fragdes 6 a 12 foram analisadas em CCD e se utilizou como padrdo o
composto 1 para fins comparativos, onde se observou a semelhanca
entre os perfis cromatograficos

As andlises em CCD das fragdes mais polares demonstraram uma
baixa resolu¢do, evidenciando que néo seria possivel uma separacdo em
cromatografia usando silica como fase estacionaria, pois 0s compostos
de maior polaridade permanecem retidos. Sendo assim, foi necessario o
emprego de cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna de fase
reversa (C18) onde se utilizou como fase mdvel A (agua ultra pura com
0,1% de acido férmico) e B (acetonitrila com 0,1% de acido formico), e
a detecgdo dos compostos foi a 280 nm. Anterior & separacdo, foram
efetuadas analises prévias no método analitico, em coluna Cig, para se
determinar as condi¢des 6timas para o procedimento semipreparativo. O
resultado foi a observacdo de dois compostos majoritarios com tempos
de retencdo de 26.7 e 34.1 min, condicdo adequada para o sistema semi
preparativo.

A purificagdo em CLAE semi preparativa deu origem a dois
compostos, 4 e 5, um deles inédito, ambos possuindo como estrutura
basica o nicleo inddlico caracteristico dos alcaloides presentes na
espécie e ambos glicosilados, o que explica a dificuldade em separacéo
por coluna de silica. Os compostos (1-7) foram elucidados através de
técnicas de espectrometria de massas, IV, RMN de 'H e **C, DEPT,
COSY, HMQC, HMBC, comparagdo dos dados obtidos com os da
literatura e também com base na rota biossintética dos alcaloides
inddlicos.



Fluxograma 3: Separacdo cromatografia da Fracdo Aquosa (FrAQ)

FRA

Coluna Si-gel (coluna 1)

hexano/acetona/1%NH;

lel2

13-21 22e23 24 - 45 44 e 45 46 - 54 55 - 60 61 - 80 81-90

Acetonitrila:agua

Coluna Si-flash (coluna 2) (0.1% AC. Férmico)
Hexano/Acetona (60/40)

CLAE

Semipreparativa

1-5 6-12 13-20

COMPOSTO 4 COMPOSTO 5

COMPOSTO 1 80 mg 30 mg
200 mg




8. ELETROFORESE CAPILAR DO EB, FRACOES E
COMPOSTO ISOLADO A PARTIR DA ESPECIE Esenbeckia
leiocarpa ENGL.

A eletroforese capilar € uma técnica analitica vantajosa para
separacdo de muitos compostos em analise fitoquimica, principalmente
porque possibilita a andlise de extratos brutos sem pré-purificacdo ou
separacdo dos compostos ativos, fornecendo vantagens em termos de
velocidade, alta eficiéncia, baixo custo e simplicidade, sobretudo, no
emprego de pequenas quantidades de eletr6lito e amostra, baixo
consumo de solventes e consequentemente produzindo pequenas
quantidades de residuos(Feng and Li 2002).

Em geral, os alcaloides sdo compostos que podem ser separados
utilizando um eletrélito com pH baixo, visto que estes sdo facilmente
protonados, formando espécies com cargas positivas (Leena 2002), os
quais migram e sdo detectados antes do sinal do fluxo eletro-osmético.
Baseado neste fato, a eletroforese capilar foi utilizada com o intuito de
tracar um perfil dos constituintes alcaloidicos presentes no EB e fracdes,
além de quantificar o alcaloide indélico dihidrocorinanteol, este ja havia
sido evidenciado por cromatografia em camada delgada (CCD).

A Figura 14 descreve os eletroferogramas do EB e fragBes a
partir da Esenbeckia leiocarpa Engl. por meio da analise de eletroforese
capilar, onde apresentou sinais caracteristicos de compostos
nitrogenados confirmados através da presenca de padrdo interno,
benzilamina com deteccdo em 215 nm. E sendo assim, foi possivel
identificar o alcaloide dihidrocorinanteol (DHC) nas seguintes
proporcdes: EB (8,54%) (Figura 14A, Tabela 4), fragdo Hex (0,067%)
(Figura 14B, Tabela 4), fragdo AcOEt (14,11%) (Figura 14C, Tabela
4), fracdo Aq (1,1%) (Figura 14D, Tabela 4), fracdo FRA (23,83%)
(Figura 14E, Tabela 4).

O estudo guiado por separacdo biomonitorada sugere que a
presenca dos alcaloides no EB (Figura 14 A) e nas fragfes AcOEt
(Figura 14 C), Aq (Figura 14 D) e FRA (Figura 14 E) estejam atuando
nos processos anti-inflamatdrios em camundongos, entretanto a FrHex
(Figura 14 B) ndo apresentou atividade. As fragdes FRA e FrAg foram



114

as que apresentaram melhores resultados na atividade farmacoldgica. Os
eletroferogramas (Figura 14 D e E) das fragGes mais ativas apresentam
perfis distintos: a Figura 14 E (FRA) demonstra a predominancia do
alcaloide dihidrocorinanteol (23,83%) e no D (FrAq) hd a
predominéncia de cinco substancias, com espectro de UV semelhante ao
do di-hidrocorinanteol, sugerindo a presenca de alcaloides com
estruturas semelhantes, porem de maior polaridade. Os resultados da
acdo anti-inflamatéria da FrAqg sugere acdo sinérgica dos cinco
compostos presentes, potencializando a atividade biol6gica. No entanto,
a FRA indica que o alcaloide presente em maior quantidade pode ser o
responsavel pela acdo anti-inflamatdria. Estes resultados evidenciam a
importancia das investigac@es fitoquimicas tanto para determinacéo e
caracterizacdo dos constituintes, quanto para os ensaios biologicos. A
tabela 4 mostra as porcentagens do DHC presente nas fragdes e extrato
bruto.

Tabela 4. Concentracdo do DHC no EB e fragdes isoladas das cascas da Esenbeckia
leiocarpa Engl

Extratos DHC (% m/m) DPR
Extrato bruto (EB) 8,54 1,14
Fracdo n-hexano (Hex) 0,067 4,70
Fracdo acetato de etila (AcOEt) 14,11 3,17
Fracdo aquosa (AQ) 1,10 2,54
Fracdo rica em alcaldide (FRA) 23,83 1,24

DHC: di-hidrocorinanteol, DPR: desvio padréo relativo.
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Figura 14. Perfil eletroforético e detecgéo do alcaloide dihidrocorinanteol
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9. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)

A analise em CLAE teve o objetivo ndo somente de tracar o perfil
cromatogréafico, mas também o de encontrar uma metodologia eficaz e
capaz de isolar os compostos majoritarios presentes nas fraces oriundas
da espécie E. leiocarpa.

As andlises de alcaloides em CLAE sdo amplamente discutidas
na literatura (Cardoso-Lopes, Maier et al. 2010; Du, Ren et al. 2011;
Mbeunkui, Grace et al. 2012), nas quais se empregam metodologias
capazes de isolar compostos de estruturas moleculares e polaridades
semelhantes conforme descrito por Cardoso-Lopes et al, onde os autores
isolaram, a partir das folhas da espécie E. leiocarpa, isémeros
constitucionais cocusagenina [4] e esquimiamina [5] (Tabela 2).

As primeiras analises em CLAE do extrato bruto EB e fragdes
serviram para tracar um perfil cromatografico e detectar compostos
majoritarios. O cromatograma do extrato bruto (Figura 15) apresenta
dois picos de maior intensidade em comprimento de onda 280 nm e
tempo de retengdo de 25,8 min para o de maior concentracdo e de 34,3
min para o segundo. A fracdo acetato de etila Fr AcOEt (Figura 16)
apresenta uma boa resolugdo com picos com tempo de retencdo 6,5,
13,3, 18,9, 23,8, 24,9, 28,6 e 33,7 min. sendo o de maior intensidade o
de 28,6 min. e o de menor 24,9 min. Os dados cromatograficos da FRA
(Figura 17) demonstram a presenca de picos com tempo de retencdo
entre 23 e 30 min. sendo o pico em 23,7 min 0 de maior intensidade. O
cromatograma da fragdo aquosa FrAq (Figura 18) apresenta um perfil
semelhante ao do EB, no qual se percebe a presenca de picos de alta
intensidade em tempo de retencédo 25,6 e 34,1 min.
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Figura 16. Cromatograma da fracéo acetato de etila (FrAcOEt) isolada a partir das cascas da espécie E. leiocarpa
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Figura 17. Cromatog rama da fracéo rica em alcaloides (FRA) isolada a partir das cascas da espécie E. leiocarpa
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Figura 18. Cromatograma da fragdo aquosa (FrAq) isolada a partir das cascas da espécie E. leiocarpa



Estabelecendo uma relacdo com a atividade apresentada, percebe-
se que a fracdo rica em alcaloides (FRA) possui um comportamento
cromatogréfico distinto das outras fracdes e, sobretudo observa-se a
presenca de uma substancia majoritaria com tempo de retencédo de 23,8
minutos para 0 composto majoritario. Podemos supor que o responsavel
pela acdo anti-inflamatéria seja este componente em maior
concentracao, ou por outro lado pode-se sugerir uma potencializacdo da
atividade em virtude do efeito sinérgico de outras substancias presentes
nesta fracdo. Enquanto isso, a fragdo aquosa FrAq apresentou dois
compostos majoritarios com diferentes tempos de retencdo, de 25,7 e
34,1 min, indicando que a acdo antinflamatéria obtida esta relacionada a
esses dois compostos mais polares que estdo presentes no extrato bruto.

10. ELUCIDACAO ESTRUTURAL
Composto 1

Os fracionamentos cromatograficos das fraces FRA e FrAq
resultaram em 670 e 200 mg do composto 1, respectivamente. Este se
apresenta sob a forma de cristais incolores com ponto de fusdo na faixa
de 173 — 176 °C. O espectro de infravermelho (V) (Anexo, Figura 34)
indica a presenga de estiramentos para 0s grupos O—H e N—H com
absorcdo em 3410 e 3258 cm™, respectivamente. A absorcdo em 1452
cm foi atribuida & deformacéo axial da ligacio N—H, e em 1622 cm™ é
caracteristica de C—C sp? conjugados. A banda de absorcéo intensa e
fina em 740 cm™ evidencia a presenca de anel aromatico 1,2-
dissubstituido(Hesse, Meier et al. 1991).

A andlise de espectrometria de massas com ionizagdo por
electrospray (ESI-EM) do composto 1 (Anexo, Figura 35) em modo
positivo contribuiu para elucidar esta estrutura alcaloidica permitindo a
identificacdo do fon quasi-molecular [M+1]" m/z 299,1 através da
deteccdo da molécula protonada. O fragmento mais abundante
corresponde ao ion com massa de 144 que sugere a quebra das ligacdes
C13—N1H, C2—C7, C3—N4 e C20—C21, conforme mostrado na
Figura 19.
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CioH; N
144,08

Figura 19. Proposta de fragmentacdo do ion quasi-molecular do composto 1

A partir dos dados de RMN do composto 1 (Anexo Figura 34-
41) foi possivel propor a elucidacdo da estrutura de um alcaloide com
ndcleo indélico. O espectro de RMN de *C informa que o composto
possui 19 carbonos, apresentando onze sinais na regido de 10 a 65 ppm
e oito sinais de carbonos desblindados. Através da analise de RMN de
DEPT 135 (Anexo Figura 38) pbde-se observar todos os carbonos
protonados, onde se destaca a presenca de um sinal para metila (C18)
em &¢ 10,96 ppm; de sete carbonos metilénicos (CH,) dos quais, dois
ligados ao atomo de nitrogénio N4 com &¢ 53,04 (C5); 60,09 (C21) e
um CH, carbindlico (C17) em 8¢ 60,33 ppm; trés sinais de carbonos
metinicos (CH) na regido de alta frequéncia com respectivos
deslocamentos &¢ 37,21; 41,57 e 59,82 ppm, estes atribuidos aos atomos
de carbono C15, C20 e C3, este 0 mais desblindado ligado ao nitrogénio
N4; quatro carbonos metinicos (CH) na regido de baixa frequéncia
atribuidos aos atomos de carbonos hidrogenados aromaticos e
finalmente a presenca de quatro carbonos quaternarios na regido de ¢
107 a 137 ppm, que foram atribuidos aos &tomos de carbonos do sistema
indolico. Estas atribuigdes foram comparadas e se mostraram coerentes
com os dados encontrados na literatura (Tabela 5).

O espectro de RMN de *H (Anexo Figura 36) mostra um grupo
de sinais caracteristicas do sistema indolico, constituido de um anel
aromatico orto-substituido com sinais na forma de um par de dupletos
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centrados em &y 7,50 e 7,31 ppm com constante de acoplamento Jg 1, =
8,00 Hz atribuidos aos atomos de hidrogénios ligados aos atomos de
carbono C9 e C12 , também pdde-se observar dois duplo dupletos
centrados em 8y 7,10 e 7,14 ppm atribuidos aos atomos de hidrogénios
ligados aos atomos de carbonos C10 e C11. Os deslocamentos quimicos
dos respectivos carbonos C9, C10, C11 e C12 sdo ¢ 118,01; 119,15;
121,07 e 110,83 ppm. O deslocamento quimico do C12 é justificado
pelo efeito mesomérico do nitrogénio N1, tornando esse carbono mais
blindado do que o esperado (Anexo Figura 37). Todos os atomos de
carbonos distantes trés ligagdes do NH (6y 7,96 ppm) apresentam
acoplamento 3J intenso no mapa de correlacdo bidimensional
heteronuclear HMBC (Anexo Figura 41).

A anélise dos experimentos de correlacdo heteronuclear (HMQC
e HMBC Anexo Figura 40 e 41) permitiu a completa atribuicdo dos
deslocamentos quimicos para os atomos de hidrogénio e carbono,
conforme demonstrado na Tabela 5.

A representacdo das correlagdes heteronucleares (HMBC Figura
20) mostra que o atomo de carbono C8 (8¢ 127,33 ppm) possui
acoplamento (°J) intenso com os &tomos de hidrogénio 8y 7,10; 7,31;
750 e 7,96 ppm ligados aos atomos C10, C12, C9 e N1,
respectivamente. O atomo de carbono C13 (8¢ 136,09 ppm) apresenta
acoplamento a longa distancia com os 4tomos de hidrogénios 8y 7,14 e
7,50 ligados aos atomos Cl11 e C9, respectivamente. O sinal em ¢
107,66 ppm atribuido ao carbono quaternario C7, apresenta
acoplamento a longa distancia com os atomos de hidrogénio 3y 7,50
ppm do carbono C9, 64 7,96 ppm do N1H e com os &omos de
hidrogénios em &y 3,00 e 3,09 ppm dos dtomos dos carbonos C6 e C5,
respectivamente. O carbono C2 3c 135 ppm apresenta acoplamento a
longa distancia com os atomos de hidrogénios 8y 2,75 e 3,00 ppm do
carbono C6 (8¢ 21,60 ppm).
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Figura 20. Representag&o das correlagdes heteronuclear (HMBC)

Analisando o mapa de correlacdo bidimensional homonuclear
COSY (Anexo Figura 39) observa-se um sistema de spin
correspondente ao acoplamento entre os atomos de hidrogénios dos
carbonos C6 e C5 indicando a presenca do fragmento -CCH,-CH;N-. O
atomo de hidrogénio do C3 com deslocamento quimico em 8y 3,09 ppm
apresenta acoplamento com hidrogénio em 8y 2,19 e 1,33 ppm
indicando a presenca de ligacdo entre N—C3—CH,—. A presenca de
um tripleto em 84 0,93 ppm (3H- C18) acoplando com os atomos de
hidrogénios do C19 cujo deslocamento quimico sdo &4 1,68 € 1,14 ppm
e Jig19 = 7,1 Hz sugere a presenca de um fragmento etil ligado ao
carbono C20. Este dado pdde ser confirmado através do acoplamento a
longa distancia (3J) do carbono C20 em &¢ 41,57 ppm com hidrogénio
em &y 0,93 ppm do carbono C18 (CHs). Os atomos de hidrogénios do
carbono C17 possuem deslocamento de 64 3,72 ppm, e a andlise do
COSY demonstra um acoplamento intenso com os &tomos de
hidrogénios sinais em &y 1,95 e 1,33 ppm atribuidos aos 4tomos de
hidrogénio ligados ao carbono C16 5¢ 35,41 ppm. Outra informacéo a
respeito do atomo de hidrogénio em &y 1,95 ppm (C16) é que este
acopla com um atomo de hidrogénio do carbono C15 cujo deslocamento
quimico é de 64 1,44 ppm. Os atomos de hidrogénio com deslocamento
em dy 2,19 e 3,10 ppm séo atribuidos ao &tomo de carbono C21 com
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deslocamento quimico de 60,09 ppm, estes atomos de hidrogénios por
sua vez exibem somente acoplamento vicinal, sugerindo que os angulos
entre os atomos de hidrogénios do C21 (CH,) e C20 (CH) é de
aproximadamente 90°. Segundo o diagrama de Karplus, quando a curva
apresenta um >J = 0 o angulo entre os 4tomos de hidrogénios vicinais é
de 90°(Hesse, Meier et al. 1991).

Os dados obtidos a partir das analises de espectrometria de RMN
foram comparados com os trabalhos realizados por Robert e Verpoorte,
gue descrevem o isolamento do DHC a partir da espécie Aspidosperma
marcgravianum (Verpoorte, Ruigrok et al. 1982; Robert, Ahond et al.
1983). Apesar de ter a estrutura elucidada e confirmada através da
literatura, ndo foi possivel chegar a uma configuracdo exata da estrutura,
podendo apenas determinar que o composto 1 trata-se de um alcaloide
inddlico denominado di-hidrocorinanteol DHC de férmula molecular
C19H26N,0 de massa molecular 298,42. Esses dados corroboram com os
obtidos através da analise de espectrometria de massa.

A estrutura proposta esta de acordo com a rota biossintética dos
alcaloides indé6licos, onde o nucleo inddlico é proveniente da
tripitilamina fragmento constituido de 10 atomos de carbonos fragmento
destacado demonstrado na (TABELA 5), e o outro fragmento
constituidos de 9 atomos de carbonos que é de origem terpenoidal,
produto de rearranjo e descarboxilacdo da secologanina(Dewick 2002).
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Tabela 5. Dados de espectrometria de RMN de *H (400 MHz, CDCI;) e **C (100 MHz,
CDCls) para o composto [1]

N© d  'H-®cC-HMOQC-J., DEPT H-H 1H-13C3-
ppm ppm 135 COSsY HMBC-"Jcy
114 114
ci8 10,96 0,93t CHs o8 Tes
275 2.75-3,00 258
cé6 2160 3,00 CH, 300 2,58 3,00
114m 168 0,93
Clo 2340 168 m CHy 168 1,14 0,93
133219
ci4a 3523 2131?3 CH, 133-3,00 g'gg
- 219309 '
1,33 133195
ci6 3541 Toe CH, e 1aa 3.72
133
150
195
cis 3721 1,44 CH 1,95 2%
3,00
372
0.93
114
C20 4157 150 CH ; 195
219
310
)58 258275 219
c5 5304 2o CH, 258 3.00 3,00
' 2,58 — 3,09 3,10
133
1,95 2,19
C3 5982 3,00 CH 25 See
3,00
3,10 2,58
C21 60,09 > CH, 3,10 2,19 2o
3,72 1,33
Ci7 6033 g CH, Tos 1,95
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Tabela 5 (continuag&o). Dados de espectrometria de RMN de *H (400 MHz, CDCls) e ®C
(100 MHz, CDCls) para o composto [1]

No O HEC-HMQC-yey  DEPT H-H 1H-13C;-
ppm ppm 135 COSY HMBC-"Jcy
3,00
3,09
2,58
C7 10766 - c - 275
7,50
7,96 (NH)
7,14
Cl2 11083 7,31d CH . 750
co 11801 750d cH - e
Cl0 119,15 7,10 dd CH . 7,31
ci1 12107 7,14 dd CH - 7,50
7,10
7,31
ce 12733 - c - 7’50
7,96 (NH)
2.75
C2  135.00 - c - 200
7,14
C13 13609 - c - 7,50

7,96 (NH)
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Composto 3

O composto 3 foi isolado a partir da purificagdo em coluna flash
das fragdes 23-33, rendendo 24 mg de um s6lido amorfo marrom.
Apresentou ponto de fusdo na faixa de 148-150 °C. A anélise em CCD
exibiu um perfil cromatografico de um composto menos polar quando
comparado ao composto 1. A espectrometria de massas com ionizagdo
por electrospray apresentou molécula protonada com m/z = 340,9
(Anexo, Figura 43) e um fragmento mais abundante de m/z = 144,0,
semelhante ao observado para o composto 1 di-hidrocorinanteol. Destas
analises preliminares, sobretudo, a diferenca entre a massa do ion quasi-
molecular do di-hidrocorinateol e do composto 3 apresenta um valor de
41,8 indicando a presenga de um grupo acetil na molécula. Este dado
pdde ser confirmado através de analise de IV (Anexo, Figura 42), onde
se observou a presenca de banda de alta intensidade em 1740 cm™
referente ao estiramento de C=0. O espectro de IV do composto 3
também apresentou um perfil de absorcdo muito semelhante ao do
composto 1 diferenciando-se apenas pela auséncia de uma banda de alta
intensidade na regido de 3500 cm™referente ao estiramento de OH. Com
intuito de elucidar a estrutura, utilizaram-se as técnicas de RMN de *H,
de *C e DEPT 135, além de técnicas bidimensionais como COSY,
HMQC e HMBC (Anexo - Figuras 42 - 49). Apesar do composto 3
apresentar menor polaridade que o di-hidrocorinanteol (composto 1), foi
necessario utilizar metanol deuterado nas andlises, com a finalidade de
obter boa resolucédo dos sinais no espectro de RMN e também para uma
comparagdo mais fidedigna. Estes dados podem ser observados na
Tabela 6.

O espectro de RMN de BC (Anexo Figura 45) mostrou a
presenca de 21 atomos de carbono com deslocamentos quimicos
semelhantes aos do composto 1 (di-hidrocorinanteol DHC),
diferenciando-se apenas pelos sinais referentes aos atomos de carbonos
do grupo acetil de 6c 21,07 ppm caracteristicos do CHs e 6¢ 173,23 ppm
caracteristicos do C=0.

Através da analise de RMN de 'H (Anexo Figura 44) foi
possivel identificar a presenga de um simpleto correspondente ao CHs
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do grupo acetil apresentando deslocamento quimico em &y 2,06 ppm e
com integral para 3 hidrogénios. Pode-se também observar um sinal em
oy 4,20 ppm na forma de multipleto, com integracdo para dois
hidrogénios, correspondente aos dois atomos de hidrogénios do carbono
C17. Este dado contribuiu na identificagdo do composto acetil di-
hidrocorinanteol, visto que o perfil do espectro de RMN de tH foi
semelhante ao do composto 1.

A presenca de um tripleto em &4 0,95 ppm com integracdo para 3
hidrogénios é atribuido aos atomos de hidrogénios da metila C18, com
constante de Jig19 = 7,4 Hz, resultado do acoplamento com o grupo
metileno C19 em 6y 1,69 e 1,21 ppm como multipleto.

O hidrogénio 8y 3,26 ppm ligado ao carbono C3 6¢ 61,69 ppm,
apresenta-se como dupleto largo (J =11,3 Hz, dI), esta multiplicidade
(dl) indica a presencga de uma constante de acoplamento de menor valor,
J = 2,0 Hz , ou seja, este &tomo de hidrogénio H3 acopla com os dois
atomos de hidrogénios do grupo metileno C14 (Sx14a 1,29 € Sn14s 2,47
ppm). Através da andlise do mapa de correlacdo bidimensional
homonuclear COSY (Anexo Figura 47) observa-se 0 acoplamento
intenso do atomo de H3 84 3,26 ppm com o atomo de hidrogénio H14A
oy 1,29 ppm, entretanto, ndo foi possivel observar o acoplamento de
menor valor. O atomo de hidrogénio 145 2,47 ppm apresenta-se como
um duplo tripleto com constante de acoplamento Jgemane) = 13 Hz.
Com auxilio do programa de simulacdo de espectro de RMN de *H
FOMSC3_rm foi possivel simular os sistemas de spins dos atomos de
hidrogénio H3 e H14B, no qual se obteve a JyicnsHiss) = 2,56 Hz e
J(H14B,115) = 4,00 Hz, indicando um angulo diedro entre os atomos de
hidrogénios préximo a 60 ou 120°(Hesse, Meier et al. 1991).

Na regido de 64 1,40 a 1,52 ppm, observa-se um multipleto de
integral para trés atomos de hidrogénios. Com auxilio da técnica HSQC
(Tabela 6) (Anexo Figura 48) foi possivel correlacionar os sinais
destes hidrogénios com seus respectivos carbonos. O carbono metilénico
C16, por exemplo, com deslocamento em 6c 32,68 ppm possui um
hidrogénio em &y 1,43, o aomo de carbono quiral C15 com
deslocamento em 6¢ 38,29 ppm tem um hidrogénio em &4 1,45 e 0
atomo de carbono quiral C20 com deslocamento quimico de 8¢ 42,73
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ppm com hidrogénio em &y 1,48 ppm. Este Gltimo, demonstra
acoplamento com hidrogénio em &y 3,09 e 2,16 ppm atribuidos ao
atomo de carbono C21, cujo deslocamento é de 8¢ 61,32 ppm. Com
auxilio da técnica de COSY (Anexo Figura 47), p0de-se observar o
acoplamento do atomo de hidrogénio &y 1,43 ppm ligado ao carbono
C16 (3¢ 32,68 ppm) com os atomos de hidrogénios 8y 4,20 ppm ligados
ao carbono metilénico C17 (8¢ 63,68 ppm). Estes dados caracterizam o
sistema ciclico C3—C14—C15—C20 e C21, contendo o fragmento
ligado ao atomo de carbono C15 --CH,—CH,—OCOCH; e o
substituinte etil-(C20), o qual foi atribuido com auxilio da técnica
HMBC.

No sistema de spin na faixa de 6y 2,55 a 3,14 ppm percebe-se 0
acoplamento geminal do hidrogénio dysa 2,63 ppm com o atomo de
hidrogénio em 6ysg 3,14 ppm (Juans = 11,53 Hz), o atomo de
hidrogénio dpsg 3,14 ppm por sua vez, acopla com hidrogénio vicinal
em dpea 2,98 ppm e com Jysg Hsa= 4,69 Hz. O hidrogénio em dyea 2,98
ppm acopla com hidrogénio em dueg 2,73 ppm. Estes hidrogénios sdo
atribuidos aos carbonos C5 e C6.

Para o sistema de spins de atomos de hidrogénios de anel
aromatico caracteristico de alcaloides indélicos percebe-se sinais bem
resolvidos na regido de & 6,90 a 7,45 ppm pertencentes aos atomos de
carbonos C12 (3¢ 112,12), C9 (8¢ 118,74); C10 (3¢ 119,91); C11 (8¢
122,11) (Anexo Figura 45). Os atomos do hidrogénio H9 &9 7,38 ppm
e H12 &4 7,29 ppm apresentam-se na forma de um par de dupletos com
constante de acoplamento Jyg w10 = 7,5 Hz € 111 =7,8 Hz. Observa-
se ainda a presenca de dois duplo dupletos: H10 8y 6,97 ppm (Jorto = 7,5
e Jn=1,0Hz) e H11 6y 7,04 ppm (Jorto = 7,8 € I= 1,0 Hz).

O emprego de metanol como solvente deuterado se mostrou mais
eficiente para as analises de espectrometria de RMN, visto que 0s seus
sinais apareceram bem resolvidos, possibilitando a determinacdo das
constantes de acoplamento com mais seguranga para este composto.

N&o ha registro na literatura do composto di-hidrocorinanteol
acetilado de origem natural, no entanto a rota biossintética da maioria
dos metabdlitos secundarios é iniciada pela acetil-CoA indicando que o
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composto di-hidrocorinanteol pode reagir com a acetil-CoA levando a

formagéo do composto acetilado.

Tabela 6. Dados de espectrometria de RMN de 1H (400 MHz, CD30D) e 13C (100 MHz,
CD;30OD) para o composto [3]
6

5

X

HC DEPT H-H -3
Ne é m 2
e PP FAMOS- Jen 135 COSY  HMBC-Jgy
ci8 11,32 0,951 CHs 12; 1,69
c23 21,07 2,06 CHs 420 -
2,98 dd
6 22,43 S CH 273-2,98 3,14
169m 169121
cl9 2454 T CH, 095 0,95 (forte)
1,44 1.44
Cl6 32,68 533 m CHs 1.29 -
: 216
2,47 dd 247129
Ci4 3562 129m CH, 129148 -
1,44
148
1,29 1.49
cis 3829 145m CH 35 o
3,09 (forte)
4,20 (fraco)
0,95 (forte)
c0 4273 148m CH . 121
' : 216
3,00
314m 314263
cs 5451 2,63 CH, 2,63-3,09 )
3.09-2.16
3,09 m 09-2, 121
c21 L3 > 16 CH, 309263 169 (forte)

2,16 -1,44
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Tabela 6. (continuagéo) Dados de espectrometria de RMN de *H (400 MHz, CD;0D) e **C
(100 MHz, CD;0D) para o composto [3]

H7C DEPT H-H -
No ) m 1
cPp HMS& Jen 135 COSY HMBC-3Jcy
2,63 (forte)
c3 61,69 3,26 dd CH 1,29 314 (o)
420m 148
Ci7 6368 oo CH, 28 -
2,73 (fraca)
c7 10785 - c - 3,14 (forte)
7,38 (fraca)
cl2 112,12 7.29d CH 7,29-7,04 6,97 (forte)
co 11874 7.38d CH 7,38 6,97 7,04 (fraca)
cl0 119,91 6,97 dd CH o 7,29 (forte)
ci1 12211 7,04 dd CH o 7,38 (forte)
- ) 6,97 (forte)
c8 12844 C 72 it
C2 13567 - c - -
) ) 7,04 (fraca)
c13 13822 C 738 (o
c2 17323 . C . 2,06
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Composto 2

A analise cromatografica em CCD das fragdes 53 e 54 apresentou
trés manchas caracteristicas de alcaloides depois de reveladas em
Dragendorff. Na analise comparativa com o composto 1 poOde-se
perceber que um dos compostos da mistura se tratava do di-
hidrocorinanteol DHC (composto 1). A cromatografia em coluna flash
levou a separacdo do composto 1 e do composto 2, conforme pode-se
observar no Fluxograma 2 (Pag. 74). Este alcal6ide foi isolado como
um solido amarelo, e submetido as analises espectrométricas (Anexo
Figura 50 - 57).

No espectro de IV (Anexo Figura 50), percebe-se a presenca de
uma banda em 1730 cm™, caracteristica de estiramento C=0, atribuida a
um grupo éster que posteriormente foi confirmado através da técnica de
RMN de 3C. Outras bandas significativas no IV reportam a presenca de
estiramentos N—H e O—H na regi&o de 3378 e 3200 cm™ e absorcdes
caracteristicas de deformacdo axial dos carbonos aromaticos orto-
substituidos revelada principalmente pelo pico de absor¢do de alta
intensidade em 740 cm™ .Na analise de espectrometria de massa (Anexo
Figura 51) (ESI-MS) pode-se observar a presenca do ion molecular
protonado de razdo massa carga m/z 371,1 sugerindo que o alcaloide
apresenta uma massa molar de 370,1. Ndo se observa no espectro a
presenca de nenhum outro ion considerado significante, sugerindo que a
estrutura apresenta uma estabilidade maior que os outros, ja que a
energia de ionizacdo é a mesma para todos os alcaloides.

No espectro de RMN de 3C e DEPT 135 (Anexo Figura 53 e 54)
observa-se a presenca de oito CH, cinco CH, e um CHjs. Estes sinais de
carbono estéo duplicados, o que pode estar sugerindo a presenga de uma
mistura de possiveis isdmeros ou de um equilibrio conformacional na
molécula.

No espectro de RMN de *H (Anexo Figura 52) p6de-se perceber
com mais nitidez a presenca de uma mistura isomérica ou de um
possivel equilibrio conformacional em virtude de alguns sinais
apresentarem a mesma multiplicidade, no entanto, com deslocamentos
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quimicos diferentes (Tabela 7) numa proporcéo de 67:33 que de agora
em diante denominaremos de 2a e 2b, respectivamente.

O sinal em 1,69 ppm do composto majoritario (2a) com
integracdo de 3 hidrogénios, juntamente com o de menor intensidade em
1,79 ppm (2b), ambos na forma de duplo dupleto, foi atribuido ao grupo
metila (CH3), que no espectro de RMN de **C pode ser observado em
13,98 ppm para 2a e d¢c 14,20 para 2b. As constantes de acoplamento do
referido duplo dupleto, sdo de Jicinar = 7,0 Hz € um acoplamento a longa
distancia de J = 1,3 Hz. Com auxilio da técnica de COSY foi possivel
identificar com qual sistema de spin o grupo metil possui acoplamento a
longa distancia, visto que a presenga de um acoplamento forte com
hidrogénio da dupla em &y 5,75 ppm para composto 2a e 84 5,87 ppm
para 2b aparece na forma de um quarteto (g), com constante de
acoplamento de J = 7,0 Hz. O mapa de correlagdo bidimensional
heteronuclear HMQC (Anexo Figura 56) confirma que este atomo de
hidrogénio esta ligado ao carbono da ligacdo dupla e tem deslocamento
dc 131,92 ppm para 2a e d¢c 132,82 ppm para 2b, esta de acordo com o
espectro de DEPT 135, que mostra CH sp® (C19). Assim a
multiplicidade (dd) para os sinais das metilas (CH3) em &4 1,69 e 1,79
ppm com J = 7,0 e 1,3 Hz para ambos 2a e 2b ¢é explicada pelos
acoplamentos vicinal e °J homoalilico (Atta ur, Malik et al. 1986; Hesse,
Meier et al. 1991) Este acoplamento pode ser confirmado pelo mapa de
correlacdo bidimensional homonuclear COSY no qual se percebe o
acoplamento de hidrogénios do carbono C21 §. 67,62 ppm, com
deslocamento quimico de &y 4,45 ppm (tripleto) para 2a e 8y 4,32 ppm
(tripleto) para 2b. Com auxilio do programa FOMSC3_rm, simulador de
acoplamentos de RMN de 'H, foi possivel estimar um acoplamento
alilico Jqi do hidrogénio H19 com os hidrogénios 21HA e 21HB no
qual se encontrou um valor de J alilico de aproximadamente 2,0 Hz. Na
Figura 21 ilustra os acoplamentos e as respectivas constantes para esses
sistemas de spins de ambos 0s compostos.

Também é nitida a presenca do acoplamento alilico com J = 2,0
Hz para os atomos de hidrogénios HA21 e HB21 (644,45 ppm para 2a e
Sy 4,33 para 2b) e o acoplamento homoalilico somente para o &tomo de
hidrogénio HB21 cujo sinal se apresenta como um duplo tripleto. No
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entanto, com auxilio do programa FOMSC3_rm, este sinal pbde ser
identificado como um ddd com constante de acoplamento geminal J =
12,0 Hz com HA21, acoplamento alilico J = 2,0 Hz com H19 e
acoplamento homoalilico J = 1,3 Hz com o grupo metil C18, conforme
ilustrado na Figura 21.
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Figura 21. Sistema de acoplamentos e multiplicidade de um sistema de spins do N-6xido-isositsiriquina



Por outro lado, os mapas de correlagdo bidimensionais HMQC,
HMBC e COSY ddao suporte a analise acima. O atomo de carbono com
dc 71,10 ppm cujo atomo de hidrogénio 6y 4,52 ppm demonstrou
acoplamento a longa distancia %J com os tomos de hidrogénios &y 3,74,
e 8y 3,44 ppm ligados aos carbonos C5 e C21, e %J com o 4tomo de
hidrogénio 64 2,75 ppm do carbono C14. O sinal que tem aparéncia de
duplo tripleto representa o atomo de hidrogénio &4 4,52 ppm com
integral de 1,5 indicando a presenca dos respectivos atomos de
hidrogénios da mistura. No mapa de correlacdo homonuclear COSY
(Anexo Figura 55), este atomo de hidrogénio em &3 4,52 ppm exibe
acoplamento com o atomo de hidrogénio em Jyi4a 2,75 ppm com
Jhz Hiaa = 5,5 Hz para 2a e S48 2,71 ppm com Jysz 14 = 5,1 Hz para
2b ¢ também acoplamento com dyy4ap 2,33 ppm, € segundo HMQC,
indica que estes atomos de hidrogénios estdo ligados ao carbono C14
(8¢ 28,78 ppm para 2a e ¢ 28,00 ppm para 2b).

O sistema de spins ilustrado na Figura 22 demonstra 0s
acoplamentos interpretados no espectro de RMN de *H o qual nos indica
através da curva de Karplus quais os angulos formados entre H14A e
H3, assim como os H14B e H15. O atomo de hidrogénio com &g 2,33
ppm (m), por sua vez, exibe um acoplamento geminal com o atomo de
hidrogénio em 6ua 2,75 (dd), e também acoplamento com o 4tomo de
hidrogénio em &4 3,11 ppm do carbono C15. O sinal dos atomos de
hidrogénios na regido de dn14 2,73 ppm (C14) na forma de dois duplo
dupletos demonstram acoplamento com H3 com J yicpi4a-nz = 5,5 Hz
(2a) e 5,1 Hz (2b) e Jgem, nas = 11,33 Hz (2a e b). O valor de
acoplamento de aproximadamente 5 Hz dos hidrogénios H3 e H14A (2a
e b) indica que esses atomos de hidrogénio formam um angulo diedro de
aproximadamente 130° ou 45°, segundo o diagrama de Karplus(Hesse,
Meier et al. 1991). A auséncia de acoplamento dos atomos de
hidrogénio na regido de éy 2,73 com hidrogénio 5y 3,11 ppm pressupde
um J = 0 indicando a presenca de um angulo diedro de
aproximadamente 90°. O atomo de hidrogénio com &y 3,11 ppm do
carbono C15 (8¢ 34,05 ppm) demonstra acoplamento com os atomos de
hidrogénios em &y 2,34 ppm referente a um multipleto, o qual pode ser
atribuido ao carbono C16 (CH).
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Figura 22. Sistema de spins dos atomos H3, H14A, H14B e H15

Outro sistema de spin que pode ser identificado no mapa de
correlagdo bidimensional homonuclear COSY é mostrado na Figura 23.
O atomo de hidrogénio 4 2,34 ppm esta acoplando com dois 4&tomos de
hidrogénio H17A e H17B quimicamente diferentes em 64 3,87 e 3,96
ppm para 0 composto 2a. E esses &tomos de hidrogénio estdo ligados ao
carbono carbinélico C17 (8¢ 62,78 ppm). Os sistemas de spins formados
pelos atomos de hidrogénio do carbono C17 demonstram claramente a
diferenca entre os hidrogénios HA e HB em virtude da diferenca de
deslocamento quimico e acoplamento polarizado como dois duplo-
dupletos com Jgemnag = 10,5 Hz € Jyic (H17a-H16) = 4,3 HZ, € Jgem(H17B-H16) =
9,0 Hz (Figura 23). Este comportamento pode ser justificado pela
presencga de ligacdo de hidrogénio entre a carbonila C22 formando um
pseudoanel de seis membros, tornando um sistema rigido. Por outro
lado, o composto 2b ndo apresenta esse comportamento indicando que o
composto 2a é o mais estavel, o que pode explicar sua presenca em
maior quantidade na mistura. Outra informacdo relevante é que os
atomos de hidrogénio do carbono carbindlico do composto 2b
permanecem em ambiente quimico semelhante na regido de 8y 3,47 ppm
apresentando-se como um dupleto J = 5,9 Hz, indicando a livre rotacéo
deste sistema no composto 2a. Estes dados demonstram claramente as
diferencas existentes entre 0s compostos a e b, em termos de
deslocamentos quimicos de H e C, indicando que podemos estar frente a



140

uma mistura isomérica ou um equilibrio conformacional conforme
ilustrado na Figura 23.
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Figura 23. Sistema de spin dos hidrogénios do C17 do composto 2a



O grupo éster (C22 para 2a 6¢ 175,70 e para 2b 6¢ 174,18 ppm)
ligado ao carbono C16 é confirmado através da técnica HMBC, onde
estes exibem acoplamento a longa distdncia (3J) com os atomos de
hidrogénios do carbono C17 e com o grupo CH3 (Anexo Figura 57).

No mapa de correla¢do bidimensional homonuclear COSY pode-
se perceber o acoplamento entre os hidrogénios 8y 3,74 e 3,13 ppm de
carbonos diferentes. Através do HMQC pbde-se atribuir os hidrogénios
em dy 3,13 ao carbono metilénico C6 com &c 20,19 ppm, e para 0s
hidrogénios em &y 3,74 ppm atribuiu-se ao carbono metilénico C5 com
d¢ 67,72 ppm, para ambos os compostos (2a e b) (Anexo Figura 56).

O sistema indélico destes compostos apresentou um perfil para 0s
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono e hidrogénio, aos
compostos 1 e 3 0 que também foi confirmado através dos mapas de
correlagdo bidimensionais de HMQC, HMBC e COSY (Tabela 7).

Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbonos C3 (8¢ 71,10
ppm), C5 (6¢ 67,62 ppm) e C21 (¢ 67,62 ppm) para 0s compostos 2a e
b, apresentam valores maiores do que o esperado (C3 (6¢ 59,82 ppm),
C5 (8¢ 53,04 ppm) e C21 (8¢ 60,06 ppm)) para carbonos ligados ao
nitrogénio N4, considerando a elucidag&o estrutural do composto 1. Esta
incomum desblindagem dos carbonos ligados ao atomo de nitrogénio
indica a presenca de um grupo retirador de elétrons possivelmente
ligado ao nitrogénio. Dessa forma, recorremos a espectrometria de
massas na tentativa de elucidar este fenbmeno. Observamos que a
férmula molecular deduzida pelos espectros de RMN foi de Cy;H,6N»O3
0 que equivale a massa molecular de 354,44. No entanto, o espectro de
massa revelou o fon [M+1]" 371,1, uma surpreendente diferenca de 16
mostrando claramente que a molécula possui um oxigénio a mais do
esperado pelos dados de RMN. Este dado foi exatamente 0 necessario
para propor uma estrutura N-6xido (N*—O") no nitrogénio N4, e
explicar os deslocamentos quimicos mais desprotegidos dos carbonos
ligados ao 4tomo de nitrogénio. Assim, 0 composto 2 apresenta uma
formula molecular de Cy1H,6N,0,

Os dados encontrados na literatura para compostos N-0xidos ndo
foram absolutamente conclusivos (Robert, Ahond et al. 1983). No
entanto, a comparacao dos deslocamentos quimicos de RMN de 3C com
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dados do compostos isositsiriquina (Atta ur, Malik et al. 1986) um
alcaloide inddlico de estrutura semelhante, porém sem grupo N-6xido,
da suporte a nossa proposta estrutural.

A Figura 24 ilustra os principais acoplamentos envolvidos entre
os carbonos e hidrogénios a trés ligacdes de distancia (3J), dados
coletados do mapa de correlacdo bidimensional HMBC, representado
em (Anexo Figura 57).

Figura 24. Representacdo dos *Jcy a partir do HMBC.
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos de *H e *C (ppm) para os compostos Isositsiriquina

10

11

6

[2a -2b]
5 -

—CH
HO 17 H © 8

Composto 2a Composto 2b Literatura

N°  B3C(MeOH)§: H(MeOH)&y *C (MeOH)d. 'H(MeOH)sy (CDCls) 8¢
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
c18 13,98 1,69 (3H, dd) 14,20 1,79 (3H, dd) 13,48
c6 20,19 3,13 (2H, m) 20,19 3,13 (2H, m) 17,96

2,33 m 2,33 m
Cl4 28,78 275 dd 28,00 271 dd 29,73
C15 34,05 3,11m 33,30 311m 32,81
C16 51,22 2,34m 50,40 2,20 m 53,23
OMe 52,09 3,49 (3H, s) 52,54 3,76 (3H, s) 52,18
3,96 3,47
C17 62,78 287 62,91 347 61,60
cs5 67,62 3,74 (2H, m) 67,62 3,74 (2H, m) 50,21
3,43dl 3414l

c21 67,62 445 67,62 43 53,77
lox] 71,10 452 tl 71,24 4,52 tl 49,63
c7 106,54 - 106,13 - 106,96
C12 112,77 7,37d 112,64 7,34d 111,50
c9 119,30 7,49.d 119,30 7,47 d 118,06
C10 120,81 7,06 dd 120,70 7,05dd 119,60
c11 123,52 7,13 dd 123,44 7,15dd 122,11
cs 127,72 - 127,72 - 126,90
C20 129,61 - 128,83 - 131,33
c2 131,10 - 131,20 - 131,40
C19 131,92 5754 132,82 5874 127,22
C13 138,84 - 138,78 - 136,56
C22 175,70 - 174,18 - 174,68
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Composto 4

O composto 4 foi obtido a partir da FrAg (Fluxograma 2),
baseado no perfil cromatogréfico (Figura 18). O isolamento foi
efetuado por cromatografia de alta resolucdo CLAE em modo
semipreparativo, utilizando uma coluna C8 e o sistema de eluicdo
acetonitrila/agua com 0,1% acido férmico. Desta purificacdo obtiveram-
se 84 mg de um sélido amarelo com ponto de fusdo indefinido, visto que
a 200°C o composto degradou e ndo apresentou faixa de fusdo. O
composto foi submetido a analises espectrométricas de 1V, de RMN de
'H, RMN de 23C uni e bidimensionais e ESI-MS para a total elucidacéo
estrutural.

Pela analise de espectrometria de IV (Anexo Figura 58) pode-se
observar uma banda larga na faixa de 2726 a 3650 cm™ atribuida as
sobreposigdes das absor¢des devido aos estiramentos de grupos OH de
alcoois e acidos carboxilicos e NH de aminas secundarias. A presenca
de uma banda intensa em 1671 cm™ demonstra o estiramento tipico de
carbonila, duas bandas em 1366 e 1383 cm™, que podem ser atribuidas
aos estiramentos de ligagdes de carbonos aromaticos conjugados, além
de uma banda em 1625 cm™ indicando a presenca de uma funcdo A-
alcoxiacrilato(Brandt, Tits et al. 1999). Em seguida, a andlise de
espectrometria de massas (ESI-MS) (Anexo Figura 59) apresentou ion
quasi-molecular de m/z de 556,8, e fragmentacdo mais abundante de
376,8 e 394,8, resultado da perda de uma unidade glicosidica, através da
quebra nas ligacbes C21—OGIlu e O—C1’(Figura 25).
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Figura 25. Proposta de fragmentacdo do ion quasi-molecular composto 4

As analises preliminares de IV e espectrometria de massa, a qual
apresentou o ion quasi-molecular m/z de 556,8, e das fragmentagdes
mais abundantes de 376,8 e 394,8 o que indica perda de unidade
glicosidica, nos orientaram a trabalhar numa estutura alcaloidica
glicosilada.

De fato nossa hipotese pode ser confirmada através dos espectros
de RMN de H, RMN de 13C, DEPT 135 e com 0 auxilio das técnicas
bidimensionais HMQC, HMBC e COSY, (Anexos Figura 58 — 65). O
espectro de RMN de 'H (Anexo Figura 60) indicou sinais de
hidrogénios na regido de 6y 3,00 a 3,27 ppm, que através do mapa de
correlagdo bidimensional heteronuclear HMQC (Anexo Figura 64)
foram atribuidos aos atomos de carbono 6¢ 70,42 (C4°), 6¢c 73,49 (C2%),
d¢c 77,13 (C5”) e 6¢c 77,77 ppm (C3’), além de um carbono metilénico
(C6’) em &¢c 61,94 ppm, com hidrogénios em &y 3,46 (dd) e 3,66 ppm
(m) e o carbono anomérico em 8¢ 98,86 ppm (C1’) com um hidrogénio
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na forma de dupleto (34 4,59 ppm), com constante Juiar-axiat = 7,8 Hz
referente ao acoplamento com o hidrogénio (84 3,00 ppm, dd) atribuido
ao carbono C2’ com deslocamento quimico de &¢ 73,49 ppm indicando
a configuracédo S-glicosidica (Valverde, Tamayo et al. 1999) (Tabela 8).

A observagdo do CH 8¢ 95,80 ppm cujo hidrogénio absorve em
oy 5,57 ppm na forma de um dupleto com constante de acoplamento J =
5,6 Hz sugere a presenca de um grupo hemiacetal adicional. Estes
dados, juntamente com a analise dos acoplamentos a longa distancia
descrita a seguir, permitiu atribuir estes sinais ao CH da posicédo 21.

Através da técnica de HMBC (Anexo Figura 65) foi observado
um acoplamento a longa distdncia do carbono &c 95,80 ppm (C21)
exibindo acoplamento com um hidrogénio em 8y 7,49 ppm (s) (Figura
27), este foi atribuido ao carbono ¢ 151,9 (C17), pelos dados de
HMQC. A multiplicidade deste sinal (simpleto) sugere que ndo ha
atomos de hidrogénio vizinhos *J ao H17.

O fragmento ligado ao carbono C16 foi determinado através do
acoplamento a longa distancia (HMBC) (Anexo Figura 65),
observando-se claramente os acoplamentos 2J do hidrogénio do carbono
olefinico C17 com o carbono C16 8¢ 110,71 ppm e 3J com o carbono
quaternario C22 com 6c 168,57 ppm. Também se pode observar o
carbono C15 com 6¢ 30,98 ppm (CH) e hidrogénio de 64 3,70 ppm, este
acopla a longa distancia com o carbono C3 (quaternario) com ¢ 144,18
ppm (Figura 27).

Um sistema de spin de dois hidrogénios encontrados para o
carbono C18 metilénico com &¢c 119,02 ppm e para os hidrogénios
H18A & 4,78 ppm (d) com 3J (Z) = 10,5 ¢ H18B 4 4,88 ppm (d) com 3J
(E) = 17,6 Hz com hidrogénio 8y 5,70 ppm (ddd) do carbono C19 (CH)
com dc 134,85 ppm, tipico de um sistema de hidrogénios vinilicos,
conforme a Figura 26. Através do mapa de correlacdo bidimensional
homonuclear COSY (Anexo Figura 63) observa-se o acoplamento do
hidrogénio C19 com o hidrogénio em &y 2,65 ppm (ddd) com J = 14,0;
10,0 e 5,5 Hz do carbono C20 com ¢ 43,76 ppm.

O carbono C3 com ¢ 144,18 ppm acopla com fraca intensidade,
segundo dados do HMBC (Anexo Figura 65), com um hidrogénio
simpleto com &y 8,74 ppm atribuido a um carbono sp? C6 com 8¢
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115,78 ppm e com dois hidrogénios de 8y 3,18 e 3,63 ppm do carbono
C14 (CHy) com 8¢ 33,46 ppm. Os hidrogénios do carbono C14 estdo em
ambiente quimico diferente, provavelmente em virtude da posicdo das
carbonilas C22 e C23, estabelecendo um sistema rigido por
impedimento estérico e eletrdbnico em funcdo das nuvens eletrdnicas
(anel piridinico e carbonilas).

Para determinar o sistema de anéis conjugados partiu-se dos
dados dos mapas de correlagdo bidimensionais heteronucleares (HMQC
e HMBC) (Anexo Figura 64 e 65) do hidrogénio o4 8,74 ppm do
carbono C6 d¢ 115,78 ppm. O hidrogénio oy 8,74 acopla a longa
distancia 3J com carbono 6¢ 121,74 (C8), 6¢ 136,60 (C2) e d¢c 167,22
(C23) e 2] com carbono 6¢ 127,60 (C7) e 144,18 (C3). Espera-se que 0
carbono C5 com 6¢ 136,63 ppm, devido a sua posi¢do na molécula, que
ele acople 2] com o hidrogénio &y 8,74 ppm (C6). No entanto, ndo se
observa isso nos dados espectrométricos devido a sobreposicao do sinal
do acoplamento 3J (de forte intensidade) do carbono C2 de
aproximadamente mesmo deslocamento quimico.

Inicialmente o sistema ind6lico foi determinado através dos
acoplamentos a longa distancia dos carbonos ¢ 127,62 ppm (C7) com
um hidrogénio dupleto em oy 8,31 ppm e também com NH 6 11,96 ppm.
A partir do hidrogénio dupleto com &y 8,31 com J = 7,4 Hz, atribuido ao
carbono C9 com 3¢ 122,47. Com ao auxilio de técnica de COSY, pode-
se observar o acoplamento com hidrogénio em 8y 7,29 ppm atribuido ao
carbono C10 com 8¢ = 120,45 ppm. Outro acoplamento observado a
longa distancia pelo hidrogénio H9 é com o carbono quaternario C13 de
dc 141,17 ppm, este carbono por sua vez acopla fortemente com
hidrogénio em &y 7,58 ppm atribuido ao carbono C11(CH) com 6c
128,77 ppm. Com o objetivo de confirmar o ultimo carbono C12,
percebe-se o acoplamento do carbono C8 (6¢ 121,74) com o hidrogénio
com dy 7,62 ppm atribuido ao carbono C12 (8¢ 112,69 ppm). Séo
observados e confirmados apds a elucidacdo estrutural que os carbonos
quaternarios do nucleo indolico acoplam em 2J e 3J com o hidrogénio do
nitrogénio N1.
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Figura 26. Sistema de spin de carbonos 18HA, 18HB, 19H, 20H 21H e 15H do composto 5
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Figura 27. Anélise HMBC para o composto 4

A estrutura elucidada a partir dos dados espectrométricos
contribuiu para propor uma estrutura de um glucoalcaloide de anel -
carbolinico, até entdo inédito na literatura, de férmula molecular
Co7H2sN,041; € massa de 556,51. A presenca de duas carbonilas a,f-
insaturadas com oc 168,57 e 167,22 ppm e a auséncia de sinais no
espectro de hidrogénio de grupos OMe de éster indica a presenca de
grupos acidos livres na molécula.

A estrutura proposta corrobora com dados da literatura, onde os
27 atomos de carbono (Tabela 8) atribuidos ao alcaloide ind6lico, mais
uma unidade glicosidica, sdo oriundos da biossintese a partir de uma
reacdo de Mannich entre secologanina (10) e triptilamina (10 carbonos)
(Figura 3)(Dewick 2002).
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Tabela 8. Dados de espectrometria de RMN de *H e **C para o composto [4]

'H-BC H-H 'H-"C
0
N® 0 PPM  imQCtde, pom PEPTI5  cosy  MBC-ay
C15 30,98 3,70 (m) CH gfg 110,72
3,18m
Cl4 33,46 363m CH,
C20 4376 2,65 (ddd) CH g’;g
, 3,46 (dd) 3,46-3,66 )
C6 61,49 2,66 () CH, Seea1s 3467713
, 77,77
C2 73,49 3,00(dd) CH 96,56
cy 17 3,16 (m) CH 78,78 3,38
c4 7042 3,06 (d) CH 74,80 3,23
cs 7713 3,18 (m) CH 78,13 3,41
c2l 9580 5,57(d) CH 2,65
73,49
Cl’ 9886 4,59(d) CH 77,77
95,80
C16 110,72 C
119,02
Cl2 112,69 7,62(dd) CH 7,58 120,45
121,74
121,74(forte)
c6 11578 8,74(s) CH 136,60(forte)
167,22(forte)
4,78 (d) 4,78-5,70
C18 119,02 4.88(d) CH2 488570 95,80
C10 12045 7,29(m) CH 322 121,74
c8 121,74 C
127,62
co 122,47 8,31 (s) CH 7,29 14117
c7 127,62 c
7,29
Cl1 128,77 7,58(d) CH 762 141,17
Cl19 13485 5,70(ddd) CH j’;g
c2 13674 C
C5 136,63 c c - -
C13 14117 C
C3 14418 C
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Tabela 8. (continuag&o) Dados de espectrometria de RMN de *H e **C para o composto

(4]

T H-H 1H_13C
0

N dc ppm HMQC-"Jcy ppm DEPT 135 COSsY MBC-*Jcy
95,80

Ci7 151,90 7,49(5) CH iéggg
30,98

c23 167,22 C

c22 168,57 c

Composto 5

O composto 5 foi isolado da mesma forma que o composto 4, a
partir da CLAE semipreparativa. Conforme o tempo de retencdo de 34,1
minutos observado no perfil cromatogréafico (Figura 18), percebe-se que
0 composto 5 apresentou polaridade menor que o composto 4.

As caracteristicas fisicas observadas para o composto 5 foram de
aspecto amorfo, coloracdo verde, com ponto de fusdo 178 - 180°C. A
andlise de espectrometria de massa ESI-MS apresentou um ion quasi-
molecular de m/z de 571, mostrando um fragmento mais abundante de
409 gerado a partir da perda de glicose [M — Glu + H]*, o segundo
fragmento mais abundante do processo de quebra é de m/z 391,
referente & quebra na ligagdo C21—OGlu, e um outro fragmento de
mesma intensidade que o segundo, com m/z de 289 refere-se a quebra
subsequente do ion 391 nas posi¢des C16-C22 e C5-C23 (Figura 28)
(Anexo Figura 67).
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Figura 28. Proposta de fragmentacdes para o composto 5

Na analise do espectro de IV notou-se a presenca de bandas
semelhantes a do composto 4 na regido de 2750 a 3600 cm™
caracteristicas de OH, NH e CH (aromatico), banda intensa em 1630 cm’
! atribuida a ligagdo C=C do sistema conjugado e em 1388 cm™,
diferenciando apenas nas bandas caracteristicas de grupos carbonilas,
onde pode-se verificar que no composto 4 a banda referente ao grupo
C=0 apresenta-se mais definida com uma intensidade considerada
média em 1671 cm™. No entanto, no espectro do composto 5 essa banda
apresenta-se, embora na mesma regido (1671 cm™), de forma sobreposta
(menos definida e de menor intensidade) tipica de éster
conjugado(Valverde, Tamayo et al. 1999). Além dessa banda, também
pode-se notar no espectro do composto 5 uma outra banda na regido de
1700 cm™, de mesma intensidade, sugerindo que a estrutura deste
composto apresentou dois grupos carbonila de diferentes funcgdes
(Anexo Figura 66).

O espectro de RMN de 3C (Anexo Figura 69) do composto 5
apresenta sinais correspondentes a 27 carbonos (Tabela 9). Esses sinais
possuem deslocamento quimico semelhantes aos do composto 4
diferenciando-se pela presenca de uma metila caracteristica de grupo
éster em 8, 50,74 ppm. O DEPT 135 (Anexo Figura 70) demonstrou 19
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carbonos protonados (15 CH, 3 CH; e 1 CHj3). Assim como no espectro
de RMN de 3C, o de RMN de *H (Anexo Figura 68) apresenta
semelhanga com o composto 4. No entanto, a presenca de um sinal de
alta intensidade com &y 3,22 ppm demonstra a formacgdo de um grupo
OMe com multiplicidade de um simpleto, e um sinal em 6¢ 166,89 ppm
de uma carbonila, concorda com o espectro de IV, onde nota-se a
presenca de uma banda de estiramento tipica de éster «,f-insaturado em
1671 cm™. Além dessa banda, no espectro de RMN de 3C nota-se
também um sinal com ¢ 166,59 ppm referente a uma carbonila
conjugada de &cido. E sendo assim, podemos contabilizar a presenca de
dois grupamentos carbonilicos na estrutura, um proveniente de acido e
outro de éster, ambos bem definidos e caracterizados segundos dados de
espectrometria de 1V, de RMN de *H e RMN de 3C. Com auxilio de
experimentos de RMN 2D (HMBC) percebe-se os acoplamentos a longa
distancia 3J de um hidrogénio (dys 8,74 ppm) do sistema S-carbolinico
aromatico (C6, d. 115,37 ppm), com a carbonila do acido (C23, 9.
166,59 ppm) e o acoplamento do hidrogénio 6,17 7,48 ppm do carbono
C17 (8¢ 152,02 ppm) com a carbonila do éster (C22, 5. 166,89 ppm).
Estes acoplamentos exibidos no HMBC confirmam a presenca de
substituintes carbonilicos de um &cido no carbono C5 e de um éster no
carbono C16 (Anexo Figuras 68 - 73).

Os dados espectrométricos foram comparados com os da
literatura, (Tabela 9)(Itoh, Tanahashi et al. 2003). O composto 5 é
conhecido como um glucoalcaloide p-carbolinico, desoxicordifolina, e
foi isolado a partir das espécies Strychnos mellodora, Palicourea
adusta, Neonauclea sessilifolia ,(Brandt, Tits et al. 1999; Itoh,
Tanahashi et al. 2003), no entanto ndo ha relatos desses constituintes no
género Esenbeckia.



Tabela 9. Dados de espectrometria de 'H e 13C para o compostos [5]

lit.

oCppm oCppm
o * _C* e -
N vy et DEPT SH-C BCH o
Cl5 30,94 33.98 CH 3,70 () 371 340
cl14 33,03 35.17 CH, 3’545({“) 7,68 34.9
c20 4317 4572 CH(td) 2,67 (dt) ggé 457
MeO 50,74 51,07 CHa 3,22 ) 51,9

, 3.47
6 61,11 6304  CH,(dd) 208 912 ; 63,0
2 70,02 71,79 CH 3,09(dd) J=10 Hz ; 717
3’ 73.09 7480 CH  3,02(dd) J=8.21:7.82Hz ] 747
ca’ 7672 7813 CH 3,18(dd) ] 781
Cs’ 7739 7878 CH 3.18(m) ] 787
c21 9559 97.47 CH 5,62(d) J=7.42 Hz 7.68 974
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Tabela 9. (continuacéo) Dados de espectrometria de *H e 13C para o compostos [5]

oCppm

oCppm

lit.

0 * * * el
N (DMSO)*  (MeoH)  PEPT oH-C 3C-H" 5 (MeoR)
cr 98,61 100,47 CH 4,59(d) 3=7.82 Hz 3.36 100,4
C16 109,55 110,09 c i 768 1101
C12 112,29 11371 CH 7,63(ddd) i 1135
C6 115,37 116,59 CH 8.74(s) 875 116.4
4,91
c18 118,96 12010  CH, 5. 03(dd) : 1199
C10 120,06 122,60 CH 7.28(m) 8,95 1224
c8 121,30 122,64 c i 782 1226
C9 122,06 123,66 CH 8,33 J=7.82 Hz 7,82 1234
c7 127,24 131,67 CH 7,58(dd) 8.44 1313
ci1 128,39 135,24 CH : : 1352
C19 134,24 137,42 C 5,74(cl) 8,96 1373
C2 136,37 137,54 c ) 8,96 1378
c13 140,81 142,98 c : 371 1430
c3 143,48 144,34 c : 8.44 1440
c17 152,02 155,02 CH 7.48(s) : 1548
c23 166,59 167,19 c i 8,86 167.4
c22 166,89 169,35 c 3,32 1693

7,57




Composto 6

O composto 6 foi obtido a partir do fracionamento da FRA,
apresentando se como um precipitado, com caracteristicas fisicas de um
solido branco e amorfo, com ponto de fusdo na faixa de 275-277°C,
parcialmente solivel em piridina. A primeira anélise em CCD revelada
em Dragendorff, apresentou resultado negativo para alcaloide. O
emprego do revelador sulfato cérico levou a formacdo de mancha de
coloracdo escura diferente do esperado para alcaloides, supondo que se
trata de um fitoesterol glicosilado, levando em conta a polaridade do
eluente (acetona/hexano, 80:20), e ao Rf (0,2) observado.

Baseado no fato de se esperar uma estrutura de fitoesterol ja
descrita na literatura, foi utilizada técnica de RMN de C com a
finalidade de comparacéo dos dados existentes, sendo a técnica de RMN
de B3C mais conclusiva, dando possibilidade de identificar com maior
seguranca a estrutura (Anexo Figura 74). Observa-se no espectro de
RMN de BC que o composto 6 encontra-se como constituinte
majoritario de uma mistura, sendo o outro composto dificil de ser
identificado. Através dos dados demonstrados na Tabela 10, por
comparagdo da literatura(Moghaddam, Farimani et al. 2007), pdde-se
confirmar a estrutura do g-sitosterol glicosilado.
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Tabela 10. Dados de espectrometria de RMN de 2C para o composto [6]

RO'

Ne Composto 6 Literatura

C (CDCly) (Py)
C1 38,75 38,8
Cc2 33,45 335
C3 79,79 79,8
C4 41,21 41,3
C5 142,17 142,3
C6 123,20 123,2
C7 31,52 31,6
C8 33,32 334
C9 51,60 51,7
C10 38,19 38,2
Cl11 22,55 22,7
C12 40,60 40,7
C13 43,75 43,8
Cl4 58,09 58,1
C15 25,77 25,8
C16 29,82 29,9
C17 57,50 57,7
C18 13,43 13,5
C19 20,69 20,7
C20 37,66 37,7
c21 20,28 20,3
C22 35,47 35,5
Cc23 27,62 27,7
C24 47,30 47,4
C25 30,71 30,7
C26 21,25 21,3
Cc27 20,47 20,5
C28 24,65 24,7
C29 13,25 13,3
cr’ 103,84 103,9
Cc2 76,62 76,7
Cc3 79,90 79,9
c4 72,95 73,0
Ccs 79,34 79,4

Cceo’ 64,09 64,1
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Composto 7

O composto 7 foi obtido a partir do fracionamento da FRA,
apresentando aspectos fisicos de um solido cristalino na forma de
agulhas, tipico de fitoesterol, e ponto de fusdo na faixa de 127-130°C,
soltvel em cloroférmio.

A proposta estrutural foi possivel com emprego da técnica de
RMN de *H e comparacdo de dados da literatura(Jacome, Oliveira et al.
2004), podendo-se perceber quatro sinais de hidrogénios desblindados,
sendo um dupleto largo em &y 5,36 ppm, atribuido ao hidrogénio do
carbono C6 olefinico, um duplo dupleto em &y 5,02 atribuido ao
hidrogénio do carbono olefinico C22 com constante de acoplamento J =
15,0 ¢ 8,6 Hz e outro duplo dupleto em &4 5,16 ppm com constante de
acoplamento de J = 15,0 e 8,6 Hz. Levando-se em conta a constante J =
15,0 Hz é possivel determinar uma configuracdo espacial dos
hidrogénios olefinicos H22-H23 como sendo trans. A presenca de um
multipleto centrado em &y 3,53 ppm € atribuido ao hidrogénio
carbindlico C3 tipico de fitoesterois (Figura 29). Além disso, é possivel
perceber a presencga de sinais em 3y 0,50 — 2,40 ppm que séo atribuidos
aos hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos do esqueleto
esteride. Os dados espectrais de RMN de *H apresentam multiplicidade
semelhante aos do fitoesterol conhecido como estigmasterol, entretanto,
0 composto 7 apresentou pequenas diferencas nos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios do carbono carbinélico e dos hidrogénios sp*
dos carbonos C6, C22 e C23. Para se obtiver resultados conclusivos
haveria a necessidade de adquirir mais dados espectrométricos, no
entanto, a massa obtida deste composto foi insuficiente para outras
analises (Anexo Figura 75).



160

0.201

0159

0.10

0.054

5,02 dd

FID.esp W/—)&GO Hz
8,60 Hz H 2
H23 ‘A H22
Jirans = 15,0 Hz J rans = 15,0 Hz
Jyic= 8,6 Hz Jic=8,6 Hz

! " " e A\ Al
AR A
06 0.74 0.72
| | | | |
2100 2080 2070 2060 2050 2040 2030 2020 2010 2000 1990 1980 1970 196 1950 1940
Frequency (Hz) 0
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11. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PARA Esenbeckia leiocarpa

O potencial de atividade antioxidante reside no fato dos
compostos terem a capacidade de sequestrar radicais livres. Em geral, 0s
flavonoides exibem esta acdo, por serem compostos fendlicos com a
capacidade de doar um préton tornando-se um radical
estavel(Govindappa, Bharath et al. 2011).

A investigacdo fitoquimica tem demonstrado a abundante
presenca de alcaloides nas cascas da espécie E.leiocarpa, no entanto, a
literatura ndo traz nenhum estudo a respeito de atividade antioxidante da
espécie, 0 que tornou o presente trabalho interessante do ponto de vista
terapéutico. Neste contexto, fizeram-se necessarios testes para
determinar compostos fendlicos que estejam atuando como potencial
agente promotor de protecdo contra radicais livres. Sendo assim, foram
efetuados testes para avaliar a capacidade antioxidante do extrato bruto
e fracGes, através dos métodos de captura de radicais DPPH e poder

redutor.

11.1.Determinacdo de compostos fendlicos totais nos extrato
bruto e fragdes a partir da espécie E.leiocarpa

A determinacdo do conteldo de compostos fenolicos totais foi
baseada no método de Folin-Ciocalteau (Anagnostopoulou, Kefalas et
al. 2006). O reagente de Folin-Ciocalteau consiste em uma mistura dos
acidos fosfomolibidico e fosfotingstico, no qual o molibdénio e o
tungsténio encontram-se no estado de oxidagio 6°. Porém, em presenca
de certos agentes redutores, como 0s compostos fenolicos, que séo
oxidados a ion fenolato, em condicdes béasicas, formam-se os chamados
molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média do estado de
oxidacdo dos metais é 5+ e cuja coloragdo permite a determinagdo da
concentracdo das substancias redutoras (Waterman and S. 1994; Sousa,
Silva et al. 2007).

Nos resultados observados para compostos fendlicos totais
(Tabela 11) percebe-se a presenca reduzida desses compostos no extrato
e nas fragdes das cascas da E. leiocarpa, quando comparadas com
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espécies como Eugenia umbeliflora e Eugenia brasiliensis, estas com
reconhecida quantidade de compostos fendlicos em sua constituigdo
quimica(MAGINA 2008).

Tabela 11: Resultados para testes de compostos fendlicos totais

AMOSTRA Compostos Fendlicos

(MgAG/g)
EB 55,86 £ 0,54
FRA 60,75 +1,09
FrAcOEt 94,66 + 0,38
FrHEX 5,57+0,33
FrAQ 51,55 +0,99

*Quando maior a quantidade de acido galico encontrada em equivalente por g de
extrato ou fragdo, maior a porcentagem de compostos fendlicos presentes.

Nos resultados observados para fenolicos totais para o EB e
fracBes percebeu-se uma reduzida quantidade de fendlicos sendo a
fragdo acetato de etila a que apresentou maior quantidade 94,66
mgAG/g de extrato, enquanto a fracdo hexanica com 5.57 mgAG/g. Os
resultados apresentados vém confirmar o que existe na literatura sobre a
espécie, visto que na constituicdo quimica da E.leiocarpa ndo constam
compostos fenolicos.

11.2.Avaliacédo do contetdo de flavonoides nos extrato bruto e
fracdes a partir da espécie E. leiocarpa

Os flavonoides fazem parte de uma classe de metabolitos vegetais
secundarios, de natureza fendlica, que possuem notavel capacidade
antioxidante e propriedades anti-inflamatdrias, sobretudo ao tratamento
de diabetes (Cazarolli, Zanatta et al. 2006).

Foi realizada a determinacdo do teor de flavonoides nos extratos e
fracGes através do método utilizando a complexacdo com o reagente
cloreto de aluminio (AICI3). Esse agente forma um quelato com as
hidroxilas orto fendlicas e com o grupo carbonila nos flavonoides,
proporcionando um deslocamento batocromico das bandas de
absorbancia do espectro de UV/VIS para uma regido caracteristica
(Simdes, Schenkel et al. 2003). Para o célculo do teor de flavonoides nas
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espécies estudadas, foi construida uma curva analitica utilizando o
flavonoide quercetina, de onde se obteve a equagéo da reta y= 10,36Xx —
9,63; r° = 0,996.

A Tabela 12 mostra os resultados para esstes testes. Quanto
maior o teor de quercetina encontrado no extrato e fragGes testados,
maior a porcentagem de flavonoides encontrados por grama de extrato
bruto ou fracdo. Para o teste de flavonoides os resultados apresentados,
demonstraram, assim como para compostos fendlicos, que a espécie E.
leiocarpa ndo apresenta em sua constituicdo quimica quantidades
expressivas capazes de promover algum efeito biolégico.

Tabela 12: Resultados para testes de flavonoides
% flavonoides em

AMOSTRA (Ea\gﬂg'rgfs) relagdo aos
g g fenolicos
EB 1,32+0,41 2,36
FRA 2,76 £ 0,35 4,54
AcOEt 6,14 £ 0,49 6,49
HEX 1,32+0,34 23,70
AQ 5,53+ 0,05 10,73

11.2.1. Determinagdo da acdo sequestradora de radicais
livres no extrato bruto, fracGes e alcaloides isolados a partir da
espécie E. leiocarpa

Muitos estudos tém demonstrado que os radicais livres sdo 0s
principais causadores de diversas doencas degenerativas, tais como
doencas cardiovasculares, neurolégicas e algumas formas de cancer. Os
antioxidantes presentes nas plantas podem atuar como agentes redutores,
sequestradores de radicais livres, e como quelantes de metais e a maioria
de seus efeitos biologicamente ativos sdo derivados das fungbes
antioxidantes. Recentemente, ha um aumento no interesse em
antioxidantes naturalmente encontrados em frutos para uso em
fitoterdpicos, a fim de substitui-los pelos antioxidantes sintéticos, os
quais tém uso restrito devido a seus efeitos colaterais, tais como
carcinogenicidade. Além disso, 0s antioxidantes naturais possuem a
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capacidade de melhorar a qualidade e a estabilidade dos alimentos, e
proporcionar beneficios adicionais a sadde.

O ensaio utilizando o radical livre DPPH avalia a capacidade
sequestradora de radicais livres da amostra analisada. O radical livre
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) é relativamente estavel e
suficientemente solivel em alcoois misciveis em &gua, como o etanol. A
acdo sequestradora de radicais livres deve-se a reacdo entre o DPPH e
compostos presentes nos extratos e fracdes, geralmente fendlicos,
através da abstracdo de um radical hidrogénio (Figura 30). O DPPH, ao
reagir, forma espécies mais estaveis, diminuindo a intensidade de sua
coloragdo, o que pode ser facilmente determinado sob luz Visivel (517
nm). A estabilizacdo de radicais livres e formacdo de espécies pouco
reativas inibem a propagacéo do processo de peroxidacao lipidica, um
dos eventos biolégicos mais importantes relacionados aos processos
oxidativos (Lugasi, Dworschak et al. 1998).

. H
NN—@—NOZ + RH ——» NN@NOZ + Re
@ 0N @ O,N

cor violeta descoloracgao

Figura 30: Equacao basica da reagdo do DPPH com um sequestrador de radical livre.

O gréfico a seguir mostra os resultados obtidos para o ensaio de
atividade seqliestradora do radical livre DPPH (Figura 31). Considera-
se, para interpretacdo do ensaio, que a diminuicdo da absorbancia em
517 nm e 0 aumento do aparecimento da coloracdo amarela em solugédo
corresponde a um maior potencial antioxidante por parte da solucédo
teste.

Os resultados obtidos sdo expressos em ECsg, que significa a
concentracdo de extrato, fragdo ou composto isolado necesséria para
reduzir em 50 % a concentracdo de DPPH em solugdo, e pode ser obtida
através do grafico da concentracdo do DPPH em solucdo versus a
concentracdo da amostra com o extrato ou a fracdo analisada. Neste
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caso, quanto menor a concentracdo necessaria para alcancar a ECsy,
melhor a capacidade sequestradora do radical livre por parte da amostra.

90 - —B—EB (ECg= 116,42 ug/mL)

—®— Fr.Aq (ECgq= 96,17 ug/mL)
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Figura 31. Atividade sequestradora do radical livre DPPH para extrato bruto (EB) e
fracdesg (FrAq, FRA, Fr Hex e FrAcOEt). Os valores sdo significantes + D.P. n= 3,
p<0,05, significativamente diferente com teste de Fischer (ANOVA)

Analisando os resultados apresentados no grafico (Figura 31)
percebe-se que o extrato bruto e fracbes demonstraram capacidade
moderada de captacdo de radicais livres. A FrAcOEt entre todas, foi a
que apresentou melhor resultado, ECso = 51,03 pg/mL.

Correlacionando o teor de compostos fenolicos totais da FrACOEt
(94,66 mg AG/g extrato seco) com o resultado obtido para DPPH,
percebe-se a concordancia com a reduzida acdo de sequestrar radicais
livres, visto que os principais responsaveis por essa atividade sdo a
classe de compostos fendlicos. Conforme os testes, podemos observar
que tanto no extrato bruto quanto nas fragdes, a presenga de compostos
fendlicos é reduzida, levando a supor que a atividade, embora baixa,
seja promovida pelos alcaloides.

Os compostos isolados [L a 5] e testados como agentes
sequestradores de radical livre DPPH ndo apresentaram acdo
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antioxidante, visto que para um composto ser considerado ativo deve
apresentar ECsg numa concentragdo menor que 50 ppm.

De acordo com a literatura alcaloides que apresentam atividade
sequestradora de radical livre DPPH apresentam hidroxilas fendlicas
com capacidade de doar prdtons e neutralizar os radicais como, por
exemplo, a boldina (Figura 32), um alcaloide aporfinico extraido a
partir da espécie Peumus boldus (boldo) (Schmeda-Hirschmann,
Rodriguez et al. 2003).

OH

OCHj
OCH,

OH

CHa boldina
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Figura 32. Alcaloide boldina extraido a partir da espécie Peumus boldus

Em se tratando de alcaloides inddlicos, a literatura descreve o
comportamento antioxidante do extrato alcaloidico inddlico da espécie
Vinca herbaceae (Boga, Kolak et al. 2011). O extrato inibiu o radical
livre DPPH, em uma concentracdo de ECs, de aproximadamente 20
pug/mL. No entanto, a espécie E. leiocarpa apresentou para 0 mesmo
teste uma ECs, cerca de nove vezes maior do que o extrato da espécie
Vinca herbaceae. Estes resultados indicam que os alcaloides presentes
na espécie E leiocarpa,embora sejam indolicos, se comportam de
maneira diferente dos presentes no extrato da Vinca, o que pode ser
explicado pelo fato dos alcaloides encontrados na espécie Vinca
herbaceae, conterem em sua estrutura grupos capazes de promover a
acdo antioxidante.

11.3.Determinagdo do potencial redutor no extrato bruto e
fracgdes a partir da espécie E.leiocarpa
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A oxidacdo de lipidios envolve reagdes radicalares, capazes de
autopropagacdo, que dependem de acdo catalitica, como temperatura,
radicais livres, pH e acdo de ions metélicos(Silva, Borges et al. 1999). A
capacidade de reduzir ions metalicos ou intermediarios do processo de
peroxidacdo lipidica, através da doacdo de elétrons, é caracterizado
como potencial redutor de uma amostra(Yen and Chen 1995).

A acdo de reduzir ion férrico para os EB (378, 62 mgAA/g), FRA
(733,63 mgAA/g), FrAcOET (400,02 mgAA/g) e FAQ (341,72
mgAA/g) foi considerada significante quando comparada com o0s
resultados obtidos nos testes para teor de compostos fenolicos e
flavonoides, ja que os principais responsaveis por essa atividade sao
compostos constituidos de hidroxilas fendlicas capazes de perder um
préton formando ion fenolato estavel (Tabela 13). Surpreendentemente,
0s testes realizados mostraram que os alcaloides presentes nos EB, FRA,
Fr AcOEt, Fr Aqg sdo capazes de se comportar como agentes redutores.
Estes resultados vm em contraste com 0s apresentados para o teste
DPPH, onde podemos observar reduzida capacidade sequestradora de
radical livre.

Tabela 13: Resultados obtidos para teste de poder redutor para EB e fragoes.

AMOSTRA PODER REDUTOR (mgAA/g)
EB 378,62 2,32
FRA 733,63 £0,48
FrACOEt 400,02 + 1,32
FrHEX 24,71+0,71
FrAq 341,72 + 0,50

12. ACAO INIBITORIA DA ACETILCOLINESTERASE (AchE)

A hipotese de utilizacdo de inibidores da acetilcolinesterase
(AChE) tem sido bem sucedida e aplicada no tratamento profilatico e
terapéutico da doenca de Alzheimer (DA), verificando-se assim uma
grande melhoria de vida dos pacientes. A procura de substancias com
um grau de toxicidade baixo tem-se intensificado cada vez mais,
investigando-se plantas utilizadas na medicina tradicional, como fonte
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de obtengdo de compostos inibidores da AChE, (Ingkaninan,
Temkitthawon et al. 2003; Dinamarca, Arrazola et al. 2008) Esses
inibidores de origem vegetal ligam-se a enzima de uma forma reversivel
por ligacBes fracas intermoleculares, permitindo, deste modo, a
recuperacao do centro ativo da enzima.

Um composto recentemente aprovado, de origem vegetal, é a
galantamina (Figura 33) extraida da espécie Gallanthus (familia
Amarilidaceae), a qual tem sido utilizada no tratamento da DA, e tem
mostrado grande melhoria na vida para os pacientes (Heinrich and Teoh
2004).

OH

oL ]

~o ‘ N
\
Galantamina

Figura 33: Alcaloide galantamina extraido da espécie Gallanthus

Neste trabalho, foi estudado a atividade inibidora da AChE para o
extrato bruto, fracdes e compostos isolados a partir das cascas da
espécie Esenbeckia leiocarpa.

A Tabelal4 apresenta os valores de porcentagem de inibicdo da
AChE, onde se percebe que o extrato bruto e as fracBes nao
apresentaram resultados significativos, em relagdo ao controle, a
galantamina. Apenas 0 extrato hexanico demonstrou uma atividade,
ainda menor que o controle, de 68,4 %. No entanto, a Tabela 15 mostra
a atividade para os compostos isolados, onde o resultado foi excelente,
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com apenas com 0,1 pg/mL de concentragdo, observou-se uma inibigdo
de até 100% da enzima.
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Tabela 14. Resultados de inibicao da acetilcolinesterase para amostras complexas

Amostra % inibicdo (100pg/mL)
Extrato bruto (EB) 33,50
Fracdo Hexanica (FrHex) 68,40
Fracdo rica em alcaloides (FRA). 34,40
Fracdo acetato de etila (FTACOEL) 37,60
Fracdo Aquosa (Fr Aq) 27,40
galantamina 100,00

Tabela 15. Resultados de inibicao da acetilcolinesterase para compostos isolados

Compostos. isolados % inibi¢do (0.1 pg/mL)
N-6xido isositsiriquina [2a-b] 98
acetildihidrocorinatenteol [3] 98
Dihidrocorinanteol [1] 69.2
desoxicordifolina [5] 100
Desoxicordifolina derivado [4] 73.6
Galantamina (50 pg/mL) 80

Observando o tipo de estrutura podemos sugerir que 0S
compostos que possuem em seu esqueleto grupos carbonilas, irdo
apresentar acdo, levando-se em conta que os valores de inibicdo foram
na ordem de 69,2% para o composto [1], o alcaloide majoritario da
FRA, o qual apresenta uma funcéo alcool em sua estrutura. O segundo
que apresentou menor porcentagem de inibicdo foi o composto [4],
73,6%, possuindo em sua estrutura duas carbonilas de 4cido, no entanto,
para os demais compostos [2, 3] e [5] a inibi¢do foi de 98 e 100%,
respectivamente, estes apresentam em sua estrutura carbonilas de éster.
Sendo assim, podemos supor que para os alcaloides isolados a partir das
cascas da E.leiocarpa, a presenca de grupos carbonilicos de éster agem
fundamentalmente no sitio ativo da enzima, proporcionando uma
reducdo na sua acdo em promover a hidrolise da acetilcolina.

Segundo Viegas et al(Viegas Junior, Bolzani et al. 2004), o
mecanismo de hidrdlise de AChE envolve o ataque nucleofilico da
serina ao carbono carbonilico da ACh, gerando um intermediario
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tetraédrico estabilizado por ligagGes de hidrogénio, o qual produz colina
livre e serina acetilada. Este mesmo mecanismo pode vir a explicar o0s
resultados obtidos para os alcaloides ind6licos carbolinicos (VIEGAS
JUNIOR, et al., 2004).

Uma observacdo importante a ser feita é o fato das fracfes ndo
apresentarem inibi¢do, entretanto, quando cromatografadas, os
compostos isolados demonstrou acdo inibidora. Isso pode estar
relacionado ao efeito antagénico dos compostos, reduzindo o potencial
destes alcaloides, quando em fragdes ou extrato.



172



173

13. CONCLUSOES

As técnicas utilizadas neste trabalho para a deteccéo, separacéo e
caracterizacdo dos compostos presentes no extrato bruto e fracbes de E
leiocarpa, se mostraram eficazes, visto que foram isolados e
caracterizados sete compostos sendo 5 inéditos na espécie e um inédito
na literatura.

A eletroforese capilar (EC) é uma técnica que ofereceu vantagens
em termos de alta eficiéncia, simplicidade, baixo consumo de solvente e
com tempo de analise curto, equipado com detector de arranjo de diodo
gue aumenta consideravelmente a capacidade desta técnica. Neste
trabalho o emprego da EC, aplicando condicfes especificas como pH
baixo, foi determinante para tracar um perfil dos compostos presentes no
extrato e fracdes, além disso foi capaz de quantificar o alcaloide DHC
no extrato bruto e fracdes de forma rapida e eficiente.

A CLAE foi uma técnica util para separar 0s compostos presentes
nas misturas complexas das fracGes obtidas do extrato bruto FRA e
FRAQ. Desenvolveu-se uma metodologia eficiente, ndo tdo rapida
guando comparado a eletroforese capilar, porém mais sensivel. Utilizou-
se 0 modo semipreparativo com 0 uso de colunas de fase reversa e
solventes adequados para tracar um perfil cromatogréfico, onde se
obteve uma melhor separacdo dos compostos presente no extrato bruto,
possibilitando o isolamento de dois glucoalcaloides B-carbolinicos,
majoritarios da fracdo aquosa.

Através das técnicas de espectroscopia de 1V e espectrometria de
massas ESI-MS, RMN de H, RMN de 3C, DEPT 135 e RMN 2D, foi
possivel indentificar sete compostos isolados das cascas de E.leiocarpa:
Di-hidrocorinanteol  [1], Acetildi-hidrocorinanteol [3], N-0xido
isositsiriquina[2a —b], desoxicordifolina  derivado acido [4],
desoxicordifolina [5], g-sitosterol glicosilado [6] e estigmasterol [7].

O fracionamento biomonitorado da fracdo rica em alcaloides
FRA permitiu o isolamento de dois alcaloides, 0 DHC [1] e o N-6xido
isositsiriquina [2a —b] e de dois esterdides S-sitosterol glicosilado [6] e
estigmasterol [7], identificados através de técnicas de RMN e por
comparacgdo com dados da literatura.
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O alcaloide N-6xido isositsiriquina [2a-b], foi identificado por
método de RMN, mostrou inicialmente uma mistura de isdbmeros ou de
um equilibrio conformacional da molécula, porém para se obter maiores
informac0es a esse respeito, sera necessario aplicar outras técnicas como
experimentos RMN *H/NOE e Raios X para se obter dados mais
precisos.

A partir da fracdo aquosa (FrAqg) foi possivel isolar dois
glucoalcaloides g-carbolinicos de carater polar, a desoxicordifolina [5] e
um derivado &cido da desoxicordifolina [4].

A espectrometria de massas com fonte de ionizagdo por
electrospray foi determinante para se obter as moléculas protonadas (ion
quasi-molecular) dos alcaloides, principalmente na identificacdo do
alcaloide N-6xido isositsiriquina [2a-b], no qual se evidenciou a
diferenca de 16 u (atomo de oxigénio) da massa molecular obtida
através do método de caracterizacdo por RMN, pois nas técnicas de
RMN de rotina ndo se adotam 0s experimentos para se determinar o
nicleo de oxigénio.

Os alcaloides isolados das fragfes rica em alcaloides e aquosa
enquadram-se na classe de metabolitos secundarios de nucleo inddlico, e
sd0 0s compostos majoritarios nas cascas da espécie E. leiocarpa. A
investigacdo da biossintese dessa classe de compostos demonstra a
origem do ndcleo inddlico através do aminoacido triptofano, que por
reacdo de Mannich com secologanina obtém-se como produtos nicleos
coriantos ou S-carbolinicos.

Os testes de atividade antioxidantes empregados no laboratério
foram determinantes para se obter a informagéo do teor de compostos
fendlicos e flavonoides diminuta no extrato bruto e nas frages.

A capacidade do extrato bruto e das fracGes de promover a
reducdo do ferro 3+ pode estar diretamente relacionado com a acdo
farmacoldgica, entretanto ndo foram capazes de sequestar radical livre
DPPH sugerindo que o mecanismo de oxidagdo dos constituintes
presentes é diferente do observado para os compostos fenolicos.

Para o teste de inibicdo da acetilcolinesterase, os compostos [1 a
5] isolados a partir das cascas da espécie E. leiocarpa, apresentaram
excelentes resultados. Os alcaloides N-Oxido-isositsiriquina [2a-b] e
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acetil  di-hidrocorinanteol [3] e o alcaloide p-carbolinico
desoxicordifolina [5] apresentaram alta porcentagem de inibicdo entre
98 a 100% numa concentragdo de 0,1 pg/mL, quando comparados a
galantamina que inibiu 80% numa concentracdo de 100 pug/mL. Estes
resultados sdo bastante promissores e colocam os alcaloides [1 a 5] na
posicdo de potenciais compostos a serem estudados para o tratamento da
doenca de Alzheimer.

Os resultados, embora excelentes, sdo apenas qualitativos, sendo
necessario um estudo de estrutura-atividade (QSAR) para se determinar
de fato o potencial destes como farmacos promissores para o tratamento
da doenca de Alzheimer (DA).

Os resultados obtidos neste trabalho confirmaram a importancia
da continuidade do estudo das fracbes das cascas da espécie E.
leiocarpa e do isolamento dos seus constituintes, na determinacdo dos
metabdlitos responsaveis pelas atividades apresentadas.
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14. MATERIAIS E METODOS
14.1.Material botanico

As cascas de Esenbeckia leiocarpa Engl. foram coletadas em
outubro de 2007 na cidade de Arenapolis, no estado de Mato Grosso. O
material vegetal foi identificado pelo botanico Celice Alexandre da
Universidade Estadual do Mato Grosso, localizada em Tangara da Serra,
MT. Uma exsicata da espécie foi depositada no Herbario da
Universidade Federal de Mato Grosso e registrada com o nimero 38639.

14.2.Preparacao do extrato e fragdes

A presenca de alcaloides quinolinénicos supracitada na espécie E.
leiocarpa conduziu ao planejamento de uma extracdo especifica para
este grupo de compostos (particdo liquido-liquido com adicdo de &cido e
base). Contudo, a separagdo tradicional (particdo liquido-liquido com
solventes de polaridade diferentes) foi realizada para efeitos de
comparagdo, tanto quimica quanto das avaliagdes em ensaios
farmacoldgicos.

14.3.Técnicas Cromatograficas

Visto o comportamento frente os testes anti-inflamatérios das
fragdes FRA e FrAq, estas foram escolhidas para posterior separagdo via
cromatografia em coluna CC por adsorcao em silica (silica gel 60; 70-
230 e flash 230-400 mesh), cromatografia por particdo em fase reversa
(C1) e ou cromatografia por exclusdo (sephadex). Os solventes para
cromatografia foram de grau P.A. utilizados em ordem crescente de
polaridade n-hexano, cloroférmio, diclorometano, acetona, acetato de
etila, etanol, metanol, acido acético, &cido formico, hidréxido de amonio
e agua.

A cromatografia em camada delgada (CCD) analitica teve por
objetivo 0 monitoramento das fragcdes eluidas na cromatografia em
coluna (CC), bem como analisar a pureza relativa das fragdes coletadas
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e a polaridade frente a mistura de eluentes, através do R; (Rf =
deomposto/solvente). FOram utilizadas cromatoplacas em silica F254 marca
Merck. Lampada de UV, munida com luz ultravioleta de comprimentos
de ondas longo 355 nm e curto 254 nm. Foram utilizados como
reveladores Dragendorff e sulfato cérico, colocando-se as placas
cromatogréficas sob a incidéncia de luz em camaras escuras adequadas.
As cromatoplacas foram mergulhadas em reagentes especificos,
denominados reveladores, capazes de revelar classes distintas de
compostos conforme a coloracdo formada, (Tabela 16).

Tabela 16. Determinacéo de classe de compostos através de reveladores cromatograficos

Reagente revelador Classe de composto Coloragéo
Dragendorff Alcaloides Laranja
Cloreto férrico (FeCl,) Flavonoides Preto
Sulfato cérico (Ce(SOy),) Esterdis Marrom

14.3.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia CLAE

Para andlise qualitativa dos extratos e das fracGes foi utilizado um
equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de
escala analitica e ou preparativa marca e modelo SHIMADZU LC
10AT. O cromatégrafo é constituido de conjunto de bombas binarias de
solvente (SHIMADZU, modelo LC 10AT) para escala analitica e para
escala semipreparativa detector SPD — M 10AVP, com "loop" de 20 pL
escala analitica e "loop" de 1 mL escala semipreparativa e coletor de
fragbes FRC — 10A . Os espectros de UV-Vis com detector arranjo de
diodo (DAD) foram adquiridos entre 200 e 600 nm, 0s picos
cromatograficos foram monitorados no comprimento de onda maximo
(280 nm) dos constituintes da amostra. Para a andlise qualitativa dos
extratos e fracGes foi utilizada coluna cromatogréafica Varian C18 (250 x
4.6 mm; S5um), e sistema eluente de dgua 1% d&cido férmico (A) :
acetonitrila 1% &cido formico (B); com programacao de: tempo: 0 min
B (10%), 15 min B (16%), 20 min B (17%), 23 min B (20), 35 min B
(20%), 40 min B (25%), 50 min B (30), 60 min B (40), fluxo de 1
mL/min, deteccdo em 280 nm. Para a analise semipreparativa foi
utilizada coluna C8 marca Beckman (250 mm x 10 mm; 5 um), com o
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mesmo sistema de eluente e a mesma programacdo, modificando apenas
0 fluxo (1.5 mL/min).

14.4.Eletroforese Capilar (EC)

As andlises por eletroforese capilar do EB e fracdes foram
realizadas no Laboratério de Eletroforese Capilar sob orientacdo do
Professor Gustavo A. Micke e pela doutoranda Melina Heller. Foi
utilizado um equipamento de EC modelo HP*°CE da marca Agilent
Technologies equipado com um detector de arranjo de diodos ajustado
em 215 nm. A separacdo foi efetuada a 25°C em um capilar de silica
fundida (48,5 cm x 375 pm didmetro externo x 50 pm didmetro interno)
adquirido da Polymicro Tecnologies. As amostras foram injetadas
hidrodinamicamente (50 mbar durante 3 segundos), pela extremidade
mais afastada do detector. A voltagem utilizada para a separacgdo foi 30
kV, com polaridade positiva no lado da injecdo.

Todos os reagentes e solventes utilizados na preparacdo do
eletrdlito de corrida sdo de grau analitico. Agua deionizada (Milli-Q
deionizer, Millipore, Bedford, MA, U.S.A.) foi utilizada no preparo das
solugbes. Foi empregado metanol grau CLAE para dissolucdo das
amostras e benzilamina (comercial Sigma Aldrich) como padréo interno
nas analises. Os eletrdlitos tris-hidroximetil-aminometano (Tris) e acido
2-hidroxiisobutirico (HIBA) sdo de origem comercial (Sigma Aldrich).
A composicdo do eletrélito de corrida otimizado foi 50 mmol L™ HIBA
e 40 mmol L™ Tris em pH 4.5.

O genéro Esenbeckia é rico em alcaloides, estes compostos
apresentam estruturas nitrogenadas com caracteristicas basicas capazes
de serem protonadas, produzindo ions susceptiveis a influéncia de um
campo elétrico. Neste contexto, a metodologia desenvolvida teve por
finalidade obter um perfil da composicdo quimica presente no extrato
bruto EB e fracdes da espécie E. leiocarpa, visto que testes preliminares
(CCD) sugeriram a presenca de alcaloides.
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14.5.Fracionamento biomonitorado da Fragdo Rica Em
Alcaloides a partir das cascas da espécie E.leiocarpa

A fracdo rica em alcaloides FRA das cascas de E. leiocarpa foi
testada quanto a atividade anti-inflamatéria em camundongos (albinos
swiss) no modelo da pleurisia induzida pela carragenina, no qual os
pardmetros inflamatdrios avaliados foram leucdcitos e exsudacao.
Confirmada a atividade anti-inflamatdria, procedeu-se ao fracionamento
cromatogréfico.

Para a separacdo cromatografica por coluna em silica gel foi
utilizado uma aliquota de 10 g da FRA. A amostra foi previamente
solubilizada em acetato de etila e homogeneizada em cerca de 15 g de
silica gel 60 para coluna. Apos a evaporacdo do solvente, obteve-se a
pastilha seca constituida da FRA adsorvida em silica. A pastilha foi
cuidadosamente aplicada sobre uma camada de silica (300 g), fase
estacionaria, previamente empacotada em coluna de vidro (h: 40 cm FE
@: 7 cm). Em seguida, realizou-se a eluigdo com os seguintes solventes:
n-hexano e acetona saturados em hidréxido de aménio. A eluicdo
ocorreu com aumento gradativo da forga do solvente, iniciada com n-
hexano 100%, elevando a forca do eluente com adicdo escalonada de
acetona de 5 em 5%. Foram coletadas 86 fracGes (FRA 1 — 86) de 300
mL, as quais foram concentradas, sob pressdo reduzida com auxilio de
evaporador rotatério. As fracOes obtidas da eluicdo foram analisadas por
CCD empregando n-hexano:acetona:NH,OH (60:40:1) como eluente.
Este procedimento orientou a reunido das fracdes conforme sua
semelhanca do perfil cromatogréfico.

14.6.Equipamentos utilizados

Os espectros de RMN de 'H, *C, de DEPT 135, uni e
bidimensionais (COSY, HMQC e HMBC) foram obtidos utilizando-se
espectrometros Varian Oxford AS-400, que operam na frequéncia do
hidrogénio-1 a 400 MHz e na frequéncia do carbono-13 a 100 MHz,
respectivamente, e Bruker AC 200F para as analises preliminares de
hidrogénio. Nas dissolu¢bes das amostras foram utilizados solventes
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conforme a solubilidade dos compostos como tal: cloroférmio deuterado
(CDCls), metanol deuterado (MeOD) e agua deuterada (D-0).

Os pontos de fusdo foram obtidos em um aparelho Microquimica,
com placa aquecedora modelo MQA PF — 301. A rotacdo Gptica sera
medida com polarimetro da Schimidt-Haensch Polartronic. O espectro
de massa com fonte de ionizacéo electrospray (ESI-MS) foi empregado
como ferramenta de auxilio para determinacdo da massa molecular,
consistindo de um equipamento triplo quadrupolo ion trap QTrap 3200
da marca Applied Biosystems.

Para testes na regido do UV-Vis foi empregado um
espectrofotdmetro da PerkinEImer com comprimento de onda fixo, em
cubetas de quartzo com 1 cm de caminho ético.

Para as analises de 1V foi utilizado o equipamento FT-16PC, com
amostras preparadas em pastilha de KBr.

14.7.Acao inibitoria da acetilcolinesterase

O bioensaio de inibicdo da acetilcolinesterase foi realizado em
nosso laboratério (LQNP) pelo doutorando Aldo Sena, sob a orientacdo
da professora Dra. Inés Maria da Costa Brighente e os procedimentos
empregados foram descritos por Mata e colaboradores(Mata,

Proenca et al. 2007) com modificagdes. Em uma cubeta foram
adicionados o tampao Tris-HCI 50 mmol L™ pH = 8, a amostra vegetal
(0,1 mg mL™) e a enzima acetilcolinesterase. Ap6s um perfodo de 15
min, & temperatura ambiente, foi adicionado a esta cubeta iodeto de
acetiltiocolina e o reagente de Ellman. O analito ficou em repouso por
trinta minutos. Apds esse periodo fez-se a leitura em espectrofotémetro
UV-VIS a 405 nm. Como controle positivo foi utilizada a galantamina,
do farmaco comercial Remynil (0,01 mg mL™), e como controle
negativo o mesmo solvente em que se dissolveu a amostra vegetal, onde
a atividade enzimatica foi considerada 100%. Na referéncia (ou branco)
foram utilizados todos o0s reagentes exceto a enzima.
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14.8.Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a migracéo
celular e a exsudagao

A avaliacdo da migracdo celular e exsudacgdo foi realizado no
laboratério de Imunofarmacologia da Farmacia pela doutoranda Patricia
Pozzatti, sob a orientacdo da professora Dra. Téania Froude, 0s
procedimentos empregados foram descritos (Saleh, Calixto et al. 1997)
com modificagdes.

14.8.1. Avaliacao de atividade anti-inflamatoria
Animais

Nos experimentos in vivo, foram utilizados camundongos albinos
Swiss, 1 més de idade, de ambos os sexos, pesando entre 18 e 25 g,
fornecidos pelo Biotério Central da UFSC.

Os animais foram acomodados em gaiolas plasticas com
serragem, sob temperatura ambiente e luz natural, e 0s mesmos
receberam alimentacéo e dgua ad libitum. Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA - PP00343/CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

14.8.2. Pleurisia induzida pela carragenina em camundongos

A técnica foi realizada de acordo com os procedimentos descritos
previamente conforme Saleh e colaboradores(Saleh, Calixto et al. 1997).

No dia do experimento, os animais receberam 0,1 mL de solugdo
salina estéril (NaCl 0,95%) ou do agente flogistico carragenina (Cg 1%),
administrados na cavidade pleural direita através do espaco intercostal
utilizando-se uma agulha 13x5 mm e cénula de poliestireno. De acordo
com cada protocolo experimental, os animais foram sacrificados com
overdose de pentobarbital 4 horas apds a administracdo da carragenina
ou da solucdo salina estéril. A seguir, os mesmos foram fixados em
mesa cirdrgica, em declive de 30° a 45° e realizou-se uma inciséo
transversal na pele e nos musculos abdominais. Logo, o apéndice
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xiféide foi pincado e a cavidade pleural foi exposta através de duas
incisbes paralelas ao longo do esterno. Imediatamente, a cavidade
pleural foi lavada com duas aliquotas de 0,5 mL (totalizando 1 mL) de
solucéo salina tamponada (pH 7,6, NaCl (130 mmolL™), Na,HPO, (5
mmolL™), KH,PO, (1 mmolL™) e heparina (20 UI/mL)). Aliquotas do
lavado da cavidade pleural foram coletadas com auxilio de pipeta
automdtica para a quantificacdo dos numeros total e diferencial de
células. Conforme o protocolo experimental, 10 minutos antes da
administragdo do EB e fragdes, alguns grupos de animais receberam a
injecdo com a solucdo azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 mL/animal, i.v.) a
qual permite a determinacdo indireta da concentracdo da exsudacdo no
lavado da cavidade pleural.

A indometacina (5 mg/kg) e a dexametasona (0,5 mg/kg) foram
utilizadas como farmacos de referéncia e foram administradas por via
intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da inducdo da inflamacdo pela
carragenina.

Para o estudo da curva dose-resposta, diferentes grupos de
animais foram tratados com diferentes doses de EB (10-100 mg/kg),
fracdo Hex (10-50 mg/kg) fracdo AcOEt (10-50 mg/kg), fracdo Aq (2-
10 mg/kg), FRA (1-10 mg/kg), administrados por via intraperitoneal 0,5
h antes da administracdo da carragenina. Apos 4 h, os animais foram
sacrificados e a migracdo celular e a exsudacao foram analisadas.

No estudo do perfil temporal, diferentes grupos de animais
receberam a injecdo de uma Unica dose do EB, ou seja, a melhor dose
encontrada no estudo da curva dose-resposta (menor dose capaz de
inibir o influxo de leucdcitos e a exsudacdo) em diferentes periodos de
tempo (0,5, 1 ou 2 h). A migracao celular e a concentracdo da exsudacao
foram avaliadas 4 h apds a administracdo da carragenina. A partir do
estudo da curva tempo-resposta, os resultados obtidos para o0 EB foram
aplicados para as fracGes.
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14.8.3. TECNICAS UTILIZADAS

A) CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DOS
LEUCOCITOS

As Aliquotas do lavado da cavidade pleural (200 pL) foram
reservadas para a contagem celular total, utilizando-se liquido de Tiirk
(1:20) e camara de Nelibauer com auxilio de microscopio 6tico comum
(aumento de 400 vezes). Além disso, esfregacos celulares foram
realizados para a contagem diferencial dos leucdcitos. Ap6s o preparo
dos esfregacos em citocentrifuga (Wescor-Cytopro, Logan, Utah, EUA),
0os mesmos foram corados pelo método de May-Griinwald-Giemsa. A
contagem celular diferencial (polimorfonucleares e mononucleares) foi
realizada também em microscopio Otico comum, com auxilio de
objetiva de imersdo (aumento de 1000 vezes), contando-se 100 células
por lamina. Os resultados foram expressos em nimero total de células (x
109).

B) COLORACAO DOS ESFREGACOS CELULARES

A metodologia consiste na coloragdo sucessiva com uma mistura
de eosinato de azul-de-metileno (May-Grinwald) e de azul-eosina
(Giemsa). As laminas contendo o sedimento dos lavados da cavidade
pleural foram centrifugadas em citocentrifuga (Wescor-Cytopro, Logan,
Utah, EUA) e secas em posicdo horizontal a temperatura ambiente. Em
suporte de coloragdo apropriado, as ldminas foram cobertas com 1 mL
de corante May-Grinwald e mantidas em contato com o sedimento por
2 min. A seguir, adicionou-se agua deionizada (1 mL) sobre as laminas
com auxilio de pipeta automatica com capacidade de 1 mL. Ap6s 3 min,
o corante foi removido e as l[d&minas foram cobertas com corante Giemsa
(diluido 1:20 em 4&gua deionizada) por 15 min. Por fim, as laminas
foram lavadas com &gua deionizada e secas a temperatura ambiente. Os
resultados foram expressos em niimero total de células (x10°).



185

C) DETERMINACAO DA EXSUDACAO

Uma aliquota (200 L) do lavado da cavidade pleural foi
reservada para a determinacdo da concentragdo de azul de Evans. Para
isto, a densidade oOtica do lavado foi mensurada em leitora de
microplacas de ensaio imunoenzimatico (ELISA - Enzyme Linked
Immunono Sorbent Assay) (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey,
EUA), em comprimento de onda de 620 nm, de acordo com a
metodologia descrita por Saleh, Calixto e Medeiros(Saleh, Calixto et al.
1997). Para a quantificacdo das concentracfes de azul de Evans, curvas
padrdo com concentra¢Ges previamente conhecidas do corante (0,1 - 25
pg/mL) tiveram suas densidades oOticas determinadas em 620 nm,
permitindo a quantificacdo dos valores desconhecidos. Os valores das
concentracBes de azul de Evans foram expressos em pg/mL, com o
auxilio da equacdo da reta.

14.9.Avaliacdo antioxidante do extrato bruto, fragdes e
compostos isolados a partir da espécie Esenbeckia leiocarpa

A) Determinacao da atividade antioxidante

Os testes para determinacdo da atividade antioxidante foram
realizados no Laboratdrio de Quimica de Produtos Naturais do
Departamento de Quimica da UFSC, sob a supervisdo da Profa. Inés
M.C. Brighente.

B) Determinacdo do teor de compostos fenolicos totais nas
amostras

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado através do
reativo de Folin Ciocalteau, de acordo com o método descrito por
Anagnostopoulou e colaboradores(Anagnostopoulou, Kefalas et al.
2006). A 0,5 mL de uma solucdo teste (extratos e fragdes na
concentracdo de 1000 ppm, diluidos em etanol), foram adicionados 5,0
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mL de &gua destilada e 0,25 mL do reativo de Folin-Ciocalteau. Apds 3
minutos, foi adicionado 1,0 mL da solucdo saturada de Na,COs3, agitou-
se e a solucdo descansou por 1 hora. As absorbancias das soluctes
foram determinadas em espectrofotémetro a 725 nm. Como branco
utilizou-se uma solucéo preparada conforme descrito acima, porém, sem
a presenca da solucdo teste. Foi construida uma curva analitica com
solucdes padrdo de acido galico, nas concentracfes de 25 a 500 mg/mL,
diluidas em etanol, para comparacdo (y = 5,64x + 7,79 r> = 0,997).
Todos os testes foram realizados em triplicata. O teor de compostos
fendlicos totais foi determinado em mg de &cido galico/g de extrato ou
fragéo seco.

C) Determinagéo do teor de flavonoides nas amostras

A determinacdo do teor de flavonoides foi realizado conforme
método descrito por Woisky e Salatino(WOISKY and SALATINO
1998). A 0,5 mL de uma solucdo teste (extratos e fracBes na
concentracdo de 1000 ppm, diluidos em metanol), foram adicionados
2,5 mL de etanol e 0,5 mL de uma solucéo de AICI; 2 %. Apds 1 hora,
as absorbéancias das solugcdes foram determinadas em espectrofotdmetro
a 415 nm. Como branco foi utilizado etanol. Foi construida uma curva
analitica com solugdes padrdo de quercetina nas concentracdes de 1 a
100 pg/mL, diluidas em etanol, para comparacéo (y =10,36x — 9,63 r* =
0,999). Todos os testes foram realizados em triplicata. O teor de
compostos flavonoides foi determinado em mg de quercetina/g de
extrato ou fragdo seco.

D) Determinacdo da acdo sequestradora do radical livre DPPH
(2,2-Difenilpicril-hidrazil)

O ensaio para a determinacdo da atividade antioxidante utilizando
o radical livre DPPH baseia-se no método descrito por Cavin e
colaboradores, com algumas modificacBes(Cavin, Hostettmann et al.
1998). Uma solucdo de DPPH 0,004% foi adicionada a solucéo teste nas
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concentracbes de 5 a 200 ppm. A absorbancia das solucbes foi
determinada em espectrofotdmetro UV-VIS (517 nm) ap6s 30 minutos.
Através da leitura da absorbancia de uma solugdo de DPPH (2 mL de
solucdo 0,004%), acrescentado de 1 mL de MeOH, obteve-se a
absorbéancia no tempo inicial (Ao). A cada uma das concentracdes da
solucdo teste em analise (1 mL) foram adicionados 2 mL de solugdo de
DPPH, obtendo-se a absorbéncia de cada amostra nas diferentes
concentracgGes. A absorbancia de uma solucdo teste (1 mL) em etanol (2
mL) foi descontada da absorbancia das amostras analisadas, a fim de
descontar a possivel interferéncia do extrato nesse comprimento de
onda. A analise foi feita em triplicata. Os valores obtidos foram
graficados na forma de % de decréscimo da absorbancia de DPPH em
fungdo da concentracdo da solugdo teste, onde determinou-se a
concentracdo necessaria para diminuir a concentragdo do DPPH em 50
% (IC50) nas solucdes testadas.

E) Determinacéo do potencial redutor

O ensaio para a andlise da atividade antioxidante através da
determinacdo do potencial redutor baseia-se no método de Price e
Butler, proposto por Waterman e Mole, com adapta¢Ges(Waterman and
S. 1994). A 100 pL das solugdes teste (extratos brutos e fragoes,
diluidos em etanol, na concentracdo de 1000 ppm) foram adicionados
8,5 mL de &gua deionizada. Adicionou-se entdo 1,0 mL da solucéo de
FeCl; 0,1 molL™, e ap6s 3 minutos, 1,0 mL da solucéo de ferricianeto de
potassio 0,08 molL™, e misturou-se. Ap6s 15 minutos, foi realizada a
leitura da absorbancia da solugdo em espectrofotdmetro a 720 nm. A
andlise foi feita em triplicata. Como branco, foi utilizada uma solucéo
preparada conforme o procedimento acima, sem a adi¢cdo da amostra.
Foi realizada uma curva analitica utilizando solu¢des padrdes de &cido
ascorbico nas concentracdes de 100 a 1000 ppm (y =2,43x + 1,94r% =
0,997). O potencial redutor das amostras foi expresso em mg de &cido
ascarbico por g de amostra.
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Figura 43. RMN de 1H do composto acetil-corinanteol [3] isolado a partir espécie Esenbeckia leiocarpa
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BC (MeOH)  'H(MeOH) C(MeOH) 'H (MeOH) (CDCly)
C18 13,98 1,69 14,20 1,79 13,48
C6 20,19 3,13 20,19 3,13 17,96
2,33 2,33
Cil4 28,78 275 28,00 271 29,73
Ci15 34,05 3,11 33,30 3,11 32,81
Ci16 51,22 2,34 50,40 2,20 53,23
OMe 52,09 3,49 52,54 3,76 52,18
3,96 3,47
C17 62,78 387 62,91 3,47 61,60
C5 67,62 3,74 67,62 3,74 50,21
3,44 3,41
Cc21 67,62 4.45 67,62 4,32 53,77
C3 71,10 4,52 71,24 4,52 49,63
C7 106,54 - 106,13 - 106,96
C12 112,77 7,37 112,64 7,34 111,50
C9 119,30 7,49 119,30 7,47 118,06
C10 120,81 7,06 120,70 7,05 119,60
C11 123,52 7,13 123,44 7,15 122,11
Cs8 127,72 - 127,72 - 126,90
C20 129,61 - 128,83 - 131,33
C2 131,10 - 131,20 - 131,40
C19 131,92 5,75 132,82 5,87 127,22
C13 138,84 - 138,78 - 136,56
C22 175,70 - 174,18 - 174,68




©|
[}
vl

o)
©

@
o

~
N

o}
N

a
(<]
1

?
i

%Transmittance

8|

161291

w
N

N}
iN

Er'av.—

6'GEVT
18°29TT—

=
(2]

[
8T'SSrT—

66'0ELT

LB e o B U B e e e e e e B B R REE
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-1)

Figura 49. Espectro de Infravermelho (KBr) do composto isositsiriquina N-Oxido [2a-b] isolado a partir da espécie Esenbeckia leiocarpa



220

3711

1.6e6

1.4e6

1.2e6

1.0e6|

8.0e5

sdo ‘Alsuaiu|

6.0e5
4.0e5

2.0e5 156.1

210 911 222.1

o 0 115_0I 144.0 l‘l 20?-1 N ‘l 249-0H 264.0 353.0
o I T ] T S [ M I I

50 100 150 200 250 300 350

m/z, Da

Figura 50. Espectro de ESI-MS do composto isositsiriquina N-6xido [2a-b] isolado a partir da espécie Esenbeckia leiocarpa



Acquisition Time (sec)

1.9980

‘ Date

Mar 29 2011

Date Stamp

Mar 29 2011

221

File Name

C:\DOCUMENTS AND SETTINGS\USER\MEUS DOCUMENTOS\DROPBOX\ESENBECKIA\NMR\FR26-30\HEROS _FR26-30_CD30D_H1.FID\FID

Frequency (MHz) 400.04 Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 12791
Points Count 16384 Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 20.00 Solvent METHANOL-d4
Spectrum Offset (Hz)  2402.4749 Spectrum Type STANDARD Sweep Width (Hz) 6402.05 Temperature (degree C) AMBIENT TEMPERATURE
METHANOL-d4
]
e 2
4 o o
025
0.20
T T T T
st 395 3.90 3585
4 Chemical Shift (ppm)
AR s Lt b
2 . 42 |41
g 75 74 73 72 71 7.0 Chemical Shift (ppm)
E7015 ] Chemical Shift (ppm)
=
3
N
B
£ J
5
z
0.10
6.0 59 58 57
Chemical Shift (ppm)
o
3
o
~w
38w 1
616 )
—
153 1.60 0.96 148 0.53 103 472 578 433 157 257 3.02
HLHL I =l ] e =l =l | — HOH
8.‘0 7‘5 ' 7‘0 5}5 6‘0 ' 5.‘5 5}0 ' ! ! ' 3‘5 ' 3‘0 ' 2.‘5 ' 2‘0 ' 1}5 l.‘O

a5
Chemical Shift (ppm)

Figura 51. RMN de 'H do composto isositsiriquina N-Oxido [2a-b] isolado a partir da espécie Esenbeckia leiocarpa



222

Acquisition Time (sec) 1.3005 Date Mar 31 2011 Date Stamp Mar 31 2011
File Name C:\Di and Settings\User\Meus documentos\Dropbox\esenbeckia\NMR\fr26-30\Heros_FR26-30_CD30D_C13.fid\fid
Frequency (MHz) 100.60 Nucleus 13C Number of Transients 29376 Original Points Count 31413
Points Count 32768 Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 20.00 Solvent METHANOL-d4
| Spectrum Offset (Hz)  10719.7988 Spectrum Type STANDARD Sweep Width (Hz) 24154.59 Temperature (degree C) AMBIENT TEMPERATURE
METHA.NOL-dél
Q
@
3
o
0.095
NS 2
N 2
0.090 & o g 2
0 ) ] 5]
S Q E
0.085 0 8 5
8 = =
0.080 < S T
S g £
0075 ! " ]
0.070 : 180 175 170
Chemical Shift (ppm)
0.065
2
g
£ 3
s 3 N
g 3 a | 70 65 60 55 50
3 & S s Chemical Shift (ppm) ®
£ S P &
2 7 b
0.05 a
3 S
&
S 27004 ] g
S 5 3 3
I E
B
N
k]
E
5
z
0
L ) ) ) B e
13 30 2! 20 1
Chemical Shift (ppm) 35 30 25 20 15

Chemical Shift (ppm)
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Figura 55. Mapa de correlacdo bidimensional heteronuclear HMQC do composto isositsiriquina N-6xido [2a-b] isolado a partir da espécie
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Figura 64. Mapa de correlacdo bidimensional heteronuclear HMBC do composto desoxicordifolina deriv. [4] isolado a partir da espécie

Esenbeckia leiocarpa




Desoxicordifolina [5]

lit.

8Cppm 8Cppm (HMQC) (HMBC)

0 _ *

N® (Omsoy  (MeoH) DPEPT-135 3H-C* dC-H* oC.
C15 30,04 33,08 CH(m) 3,70 (m) 371 34,0
c14 33,03 35,17 CH,(m) gé‘ll 7,68 34,9

2,67 (dt) 5= 5,21
C20 4317 4572 CH(td) 2o e 457
MeO 50,74 51,97 CH, 3,22 - 51,9
3,47
c6’ 61,11 63,04 CH,(dd) JZG'%‘%%”HZ - 63,0
J:l.95;ll.72HZ
c2’ 70,02 71,79 CH 3*09(‘23) 3=10 - 71,7
: 3,02(dd) )
c3 73,09 74,80 CH S02dd). 74,7
4 76,72 78,13 CH 3,18(dd) - 78,1
cs 77,39 78,78 CH 3,18(m) - 78,7
c21 95,59 97,47 CH 5’62(?4)2327-42 7,68 97,4
cr 98,61 100,47 CH 4'59(‘:?23:7-82 3,36 100,4
C16 109,55 110,09 c - 7,68 110,1
c12 112,29 113,71 CH 7,63(ddd) - 1135
c6 115,37 116,59 CH 8,74(s) 8,75 116,4
4,91

c18 118,96 120,10 CH, 5 051dd) ; 119,9
C10 120,06 122,60 CH 7,28(m) 8,95 122,4
c8 121,30 122,64 C ; 7,82 122,6
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C9
c7
C11
C19
C2
C13
C3
C17
C23

Cc22

122,06
127,24
128,39
134,24
136,37
140,81
143,48
152,02
166,59

166,89

123,66
131,67
135,24
137,42
137,54
142,98
144,34
155,02
167,19

169,35

8,33 =782 Hz
7,58(dd)
5,74(dt)

7,4;3(5)

7,82
8,44

8,96
8,96
3,71
8,44

8,86
3,32
7,57

123,4
131,3
135,2
137,3
137,8
143,0
1440
154,8
167,4

169,3
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Figura 65. Espectro de Infravermelho (KBr) do composto desoxicordifolina [5] isolado a partir da espécie Esenbeckia leiocarpa
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Figura 66. Espectro de ESI-MS do composto desoxicordifolina [5] isolado a partir da espécie Esenbeckia leiocarpa



Acquisition Time (sec) _1.9980 [ Date Jan162012 | Date Stamp Jan 16 2012

File Name

C:\Documents and Settings\User\Meus documentos\esenbeckiaNMR\AgR2\Heros AqR2_DMSO_H1 fid\fid | Frequency (MHz) 400.04

Nucleus

1H Number of Transients 1 Original Points Count 12791 Points Count 16384

Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 10.00 Solvent DMSO-d6 Spectrum Offset (Hz)  2407.0837

Spectrum Type STANDARD Sweep Width (Hz) 6402.05 Temperature (degree C) 22.000

Nomalized Intensity

Water

o~
N
o

9.0 85 8.0 75 70

Chemical Shift (ppm)

.20
7.48

i e i R S e e e e e e i
55 50
(Chemical Shift (ppm)

— 834
—7.62
—7.28
371

11.86

e

5.74
=352 3,47

v L

0.70 1.05 07 110 1.05 0.98 0.95 201152 6.12
—l

DMSO

2.67

1.06 2,
=l [ = — =l [
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.0 115 11.0 105 10.0 95 9.0 8.5 8.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0

75 7.0
Chemical Shift (ppm)

Figura 67. RMN de *H do composto desoxicordifolina [5] isolado a partir da espécie Esenbeckia leiocarpa
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DEPT135
Acquisition Time (sec) 1.3005 Date Jan 16 2012 Date Stamp Jan 16 2012
File Name C:\Documents and Settings\User\Meus documentos\esenbeckiaNMR\AgR2\Heros_AqR2_DMSO_C13.fid\fid | Frequency (MHz) 100.60
Nucleus 13C Number of Transients 12992 Original Points Count 31413 Points Count 32768
Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 20.00 Solvent DMSO-d6 Spectrum Offset (Hz) 10523.2979
Spectrum Type STANDARD Sweep Width (Hz) 24154.59 Temperature (degree C) 22.000
DMSO-d6
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Figura 68. RMN de **C do composto desoxicordifolina [5] isolado a partir da espécie Esenbeckia leiocarpa
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Figura 69. DEPT 135 do composto desoxicordifolina [4] isolado a partir da espécie Esenbeckia leiocarpa
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Acquisition Time (sec) (0.1696, 0.0166) ‘ Date 17 Jan 2012 18:01:48 ‘ Date Stamp Jan 16 2012
File Name C:\Documents and Settings\User\Meus documentos\esenbeckiaNMR\AgR2\Heros_AgR2a_DMSO_COSY fid\fid Frequency (MHz) (400.04, 400.04)
Nucleus (1H, 1H) Number of Transients 8 ‘ Original Points Count (4096, 400) Points Count (4096, 8192)

Pulse Sequence gCosy ‘ Solvent dmso ‘ Spectrum Type cosy Sweep Width (Hz) (24148.69, 24151.64)

] me o

F1 Chemical Shift (ppm)

F2 ChemlcaJ Shlﬂ (ppm)
Figura 70. Mapa de correlagdo bidimensional homonuclear COSY do composto desoxicordifolina [5] isolado a partir da espécie Esenbeckia
leiocarpa



Acquisition Time (sec) (0.1281, 0.0117) Comment Heros_AgR1_DMSO_HMQC ‘ Date 17 Jan 2012 17:57:24
Date Stamp Jan 16 2012 File Name C:\Documents and Settings\User\Meus documentos\Dropbox\nmr\AgR2\Heros_AgR2_DMSO_HMQC fid\fid

Frequency (MHz) (400.04, 100.60) Nucleus (1H, 13C) Number of Transients 32 Original Points Count (820, 200)

Points Count (1024, 2048) Pulse Sequence gHMQC ‘ Solvent dmso ‘ Spectrum Type HMQC

Sweep Width (Hz) (6395.80, 17092.98)
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Figura 71. Mapa de correlagédo bidimensional heteronuclear HMQC do composto desoxicordifolina [5] isolado a partir da espécie Esenbeckia

leiocarpa
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Acquisition Time (sec) (0.1280, 0.0106) Comment Heros_AgR1_DMSO_HMBC ‘ Date 17 Jan 2012 17:58:14
Date Stamp Jan 16 2012 File Name C:\Documents and Settings\User\Meus dc gR2\Heros_AgR2_DMSO_HMBC.fid\fid

Frequency (MHz) (400.04, 100.60) Nucleus (1H, 13C) ‘ Number of Transients 32 ‘ Original Points Count (819, 256)

Points Count (1024, 2048) Pulse gHMBC [ solvent dmso [ spectrum Type HMBC

Sweep Width (Hz) (6391.70, 24128.22)

Heros_AqR2_DMSO_HMBC fid.esp ' ﬂ M
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Figura 72. Mapa de correlagdo bidimensional heteronuclear HMBC do composto desoxicordifolina [5] isolado a partir da espécie Esenbeckia
leiocarpa



[-sitosterol glicosilado [6]

26
H,C

N° Composto 6 Literatura
13C (CDCly) (Py)
C1 38,75 38,8
Cc2 33,45 33,5
C3 79,79 79,8
C4 41,21 41,3
C5 142,17 142,3
C6 123,20 123,2
C7 31,52 31,6
Cs 33,32 33,4
C9 51,60 51,7
C10 38,19 38,2
C11 22,55 22,7
C12 40,60 40,7
Ci13 43,75 43,8
Ci14 58,09 58,1
C15 25,77 25,8
Ci16 29,82 29,9
C17 57,50 57,7
C18 13,43 13,5
C19 20,69 20,7
C20 37,66 37,7
c21 20,28 20,3
Cc22 35,47 35,5
c23 27,62 21,7
C24 47,30 47,4
C25 30,71 30,7
C26 21,25 21,3
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C27
C28
C29
Ccr
c2
c3
c¥
Ccs’
Cce’

20,47
24,65
13,25
103,84
76,62
79,90
72,95
79,34
64,09

20,5
24,7
13,3
103,9
76,7
79,9
73,0
79,4
64,1




Time (sec) 2.7329 Comment carbono Date 15 Apr 2011 17:26:40
Date Stamp 15 Apr 2011 17:26:40 File Name C:\Documents and Settings\User\Meus {eros FR 56\Heros FR 561\2\fid
Frequency (MHz) 50.32 Nucleus 13C Origin spect Original Points Count 32768
Owner root Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg Receiver Gain 16384.00
SW(cyclical) (Hz) 11990.41 Solvent Piridina d6 Spectrum Offset (Hz) 5031.7993
Spectrum Type STANDARD Sweep Width (Hz) 11990.04
Heros|ffR 561.002.esp
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Figura 73. RMN de 8C para o composto [6] isolado a partir da espécie Esenbeckia leiocarpa
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Figura 74. RMN de *H do composto [7] isolado a partir da espécie Esenbeckia leiocarpa
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