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RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduag¢do em Quimica

Universidade Federal de Santa Maria

ESTUDO FITOQUIMICO E ATIVIDADE BIOLOGICA DE Lupinus lanatus

Autor: Alexandre Tiburski Neto

Orientador: Ademir Farias Morel

Como parte da nossa busca permanente por novos metabdlitos secundarios bioativos
de origem vegetal, as partes aéreas de Lupinus lanatus foram submetidas a
investigacdo fitoquimica. O género Lupinus, pertencente a familia das leguminosas
(Fabaceae), é amplamente distribuida no sul e oeste da América do Norte, na regido
mediterranica e na Africa, representado por cerca de 600 espécies. No Rio Grande do
Sul, Brasil, o género esta representado por 13 espécies, entre elas, L. lanatus. Este
apresenta-se como um pequeno arbusto e estéd presente na América do Sul, no Brasil,
Uruguai, Paraguai e Argentina. No Rio Grande do Sul, L. lanatus é conhecido
popularmente Tremoco, e seu género é utilizado na medicina popular como agente
antidiabético, antitumoral, antifingico e antioxidante. Os alcaldides Quinolizidinicos,
como lupanina, multiflorina, esparteina e argirina, sdo amplamente distribuidas em
plantas do género. Seus efeitos bioldgicos, como antiarritmicos, hipoglicemiante,
hipotensor, depressor do SNC, alucindgenos e estimulante respiratorio, entre outros,
tem sido amplamente estudados. No presente trabalho, é descrito o isolamento e
elucidacéo estrutural de um novo alcaldide quinolizidinico, Lanatina A, juntamente com
0 13-a-cinnamoiloxilupanina e 13-a-hidroxilupanina oriundos das folhas, e (-)multiflorina

e (-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina isolados a partir das sementes de L. Lanatus.

Palavras-chave: Lupinus lanatus, Quinolizidinicos, Lanatina A, Leguminoseae,
Faboideae.



ABSTRACT
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lanatus

Author: Alexandre Neto Tiburski

Academic Advisor: Ademir Farias Morel

As a part of our ongoing search of new bioactive secondary metabolites of plant origin,
the aerial parts of Lupinus lanatus were subjected to phytochemical investigation.
Lupinus genus, belonging to the family of Leguminosae (Fabaceae), is widely distributed
in south and western North America, in the Mediterranean region and Africa, with
approximately 600 species. In Rio Grande do Sul, Brazil, the genus is represented by 13
species, among them, L. lanatus. This is a small shrub native to South America, mainly
south Brazil (Rio Grande do Sul), Uruguai, Paraguai and Argentine. In Rio Grande do
Sul, L. lanatus is called tremoco, and it is used in folk medicine as an antidiabetic,
antifungal, antitumor and antioxidant agent. Quinolizidine alkaloids, such as lupanine,
multiflorine, sparteine and argirine, are widely distributed in plants of the genus. Their
biological effects, as antiarrhythmic, hypoglycemic, hypotensive, depressing CNS,
hallucinogenic and respiratory stimulant activities, among others, has been studied
previously. In the present paper, we describe the isolation and structural elucidation of a
new quinolizidine alkaloid, lanatine A together with 13-a-cinnamoyloxylupanine, and
hydroxylupanine from the leaves, and (-)multiflorine and (-)13-a-cis-tigloyloxymultiflorine
from the seeds of L. lanatus.

Keywords: Lupinus lanatus, Quinolizidine, Lanatine A, Leguminosae, Faboideae.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos naturais com propriedades terapéuticas data desde o
inicio da humanidade, sendo os derivados de origem vegetal, animal e mineral, os
constituintes principais das bases da terapéutica nos primérdios da civilizacao.
Atualmente, os farmacos derivados de plantas representam aproximadamente 25% dos
farmacos prescritos mundialmente, sendo que, 80% das prescricbes em paises em
desenvolvimento sdo produtos naturais, 50% s&o sintéticos, cujos, protétipos tém
origem nos principios isolados de plantas medicinais, e dos 252 farmacos considerados
como essenciais pela Organizacdo Mundial de Saude, 11% s&o exclusivamente de

origem vegetal.*

Com isso, o Brasil desponta como promissor para 0 avanco e descoberta de
novos farmacos de origem vegetal com utilidade clinica, uma vez que este pais possui a
maior diversidade vegetal do mundo, contando com um numero estimado entre 350.000
a 550.000 espécies. Entre estas, apenas 55.000 espécies vegetais foram catalogadas.
Do numero de espécies conhecidas, somente 8% foram estudadas na busca de
compostos bioativos e aproximadamente 1.100 espécies vegetais foram avaliadas em

suas propriedades medicinais.?

Estes dados tornam-se significativos quando se demonstra a importancia das
plantas medicinais no tratamento e na preven¢ado de enfermidades, e também serve de
estimulo para os estudos com espécies, as quais, o conhecimento popular de seus
beneficios para a saude humana, incentiva as pesquisas cientificas com as mesmas.
Dentre as espécies presentes no Rio Grande do Sul, pouco estudada em seus
constituintes secundarios, esta Lupinus lanatus pertencente a familia Leguminoseae ou

Fabaceae e subfamilia Faboideae.??

Uma caracteristica universal dos lupinos, é que séo plantas de habitats abertos e
ensolarados e sdo intolerantes a muita protecdo vegetal como nas florestas.* No Brasil
ndo é diferente, as espécies de Lupinus sdo encontradas em solos pobres como os

serrados e campos rupestres de cima da serra.’



Dentro do género Lupinus, os alcalbéides quinolizidinicos perfazem boa parte da
constituicdo quimica secundaria da planta, juntamente com flavonodides, terpenos, entre
outros compostos.>® O interesse pelo isolamento e identificacdo desses alcal6ides se
da devido ao grande significado quimiossistematico que eles desempenham para o
género, além, das atividades farmacoldgicas potencialmente Uteis para 0s mesmos,
juntamente com a toxicidade que alguns apresentam para 0s humanos e animais apos

sua ingestéo.®’

Os alcaldides deste género possuem o0 nucleo quinolizidinico, norlupinano,
derivados do aminoacido L-lisina. Dentre eles estdo a (1) lupanina, a (2) multiflorina e a
(3) lupinina como compostos majoritarios (Fig. 1). Pode-se citar alguns exemplos de
atividades biologicas referentes a essa classe de substancias como: atividade
Uterotonica, estimulante/depressora respiratoria, anti-arritmica, diurética,

hipoglicemiante, depressora do SNC, teratogénica e alucinégena.””®

Dessa forma, a partir dos dados apresentados, referente a estes compostos,
despertou-se o interesse pelo estudo quimico e farmacoldgico de Lupinus lanatus, por
esta possuir uma alta concentracéo dessa classe de alcaléides.?

CH,OH
4oz
N
(o) Lupanina Multiflorina Lupinina
1) 2) 3)

Figura 1. Nucleos dos alcaldides comumente encontrados no Género Lupinus: (1)
lupanina, presente em todos os lupinos; (2) multiflorina, lupinos do velho mundo, e da
América do Sul e (3) lupinina, espécies de lupinos do velho mundo e da América do

norte.



Figura 2. Lupinus lanatus.

A literatura apresenta poucos registros de pesquisas com a espécie Lupinus
lanatus (Fig. 2). Assim, tendo em vista o potencial do género Lupinus como agente
antidiabético, antitumoral, entre outras atividades ja realizadas para esse grupo de
leguminosas, surgiu o interesse de estudar essa espécie e avaliar algumas atividades
relacionadas ao seu género. O principal objetivo deste estudo foi o isolamento dos
alcaldides presentes na mesma, 0s quais, fazem parte do grupo de alcal6ides
quinolizidinicos. Este estudo foi realizado no Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais
da Universidade Federal de Santa Maria que proporcionou total apoio a pesquisa. O
trabalho junto ao grupo também teve o objetivo de ampliar o conhecimento fitoquimico e
trazer uma nova classe de alcaldides, os quinolizidinicos, ainda ndo estudada pelo
mesmo. Sob a orientacdo do professor Ademir Farias Morel e co-orientagdo da
professora lonara I. Dalcol, foi possivel ampliar os conhecimentos sobre essa classe de

compostos, bem como, avaliar o potencial desta espécie na medicina popular.



2. OBJETIVOS

A investigacdo quimica de Lupinus lanatus (Leguminoseae) teve como principais

objetivos:

a)

b)

d)

Isolar os metabdlitos de caracteristicas basicas, presentes nas partes aéreas
de Lupinus lanatus, tendo como foco principal os alcaldides quinolizidinicos,
0S quais, estdo presentes em alta concentracdo na espécie, a partir do
extrato bruto metanalico.

Identificar estruturalmente o0s compostos isolados utilizando métodos
comparativos e a aplicacdo de técnicas de RMN, *H, *C unidimensionais e
bidimensionais como DEPT 90 e 135, NOESY, COSY, HMQC, HMBC,
Espectrometria de Massas El e Espectroscopia de Infravermelho.

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos brutos das sementes e folhas,
bem como suas fragdes e as substancias puras isoladas e identificadas,
através da metodologia de Micro-diluicdo em Caldo (MIC).

Avaliar a atividade antioxidante utilizando a técnica de DPPH dos extratos
brutos e suas fragbes das partes aéreas, sementes e folhas de Lupinus

lanatus.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1FAMILIA Fabaceae ou Leguminoseae

A familia Leguminoseae ou Fabaceae € composta por uma ampla variedade de
ervas, arbustos e arvores presentes em um grande numero de habitats, incluindo
aguaticas, xerofitas e trepadeiras. Esta familia de plantas, depois da Gramineae, € a
mais Util para o homem devido a alta concentracdo de proteinas em suas folhas e
sementes.® Economicamente, também fica em segundo lugar perdendo somente para a
Gramineae, e em tamanho ocupa o terceiro lugar atras apenas de Orquidaceae e

Asteraceae.*°

A Leguminoseae compreende 18.000 espécies e 650 géneros de plantas
distribuidas por todas as partes do mundo. Mesmo sendo uma familia cosmopolita,
encontra-se em maior numero nas regides tropicais e subtropicais, sendo o Brasil,

portador de 196 géneros distribuidos por todas as regides.*™*

A familia Fabaceae apresenta-se dividida em trés subfamilias bem distintas. A
primeira subfamilia € a Caesalpinioideae, na qual estdo presentes 152 géneros e cerca
de 2.800 espécies distribuidas por regides tropicais e subtropicais do globo. A segunda
subfamilia, em que a Leguminoseae esta dividida, € a Mimosoideae, que compreende
aproximadamente 60 géneros e 2.800 espécies presentes nas regides tropicais,
subtropicais e célido-temperadas. Por ultimo, vem a subfamilia Papilionoideae ou
Faboideae, sendo esta, a maior de todas, possuindo aproximadamente 400 géneros e
mais de 12.000 espécies distribuidas em 32 tribos, estando representada pelas
herbaceas, nas regides temperadas e pelas espécies lenhosas em regides tropicais.
Essa subfamilia possui as caracteristicas mais avancadas dentro da familia

Leguminoseae.***°

Fazendo parte da subfamilia Caesalpinioideae, oito géneros somente s&o

conhecidos por formacdo de nddulos, e todos sdo arvores, enquanto na Mimosoideae,



todas as tribos apresentam representantes formadores de nodulos. Na Faboideae, a
Unica tribo ndo formadora de nddulos € a Dipterygeae. A ndo formacéo de ndédulos esta
relacionada a uma caracteristica primitiva de todas as subfamilias da Leguminoseae.
A grande importancia desta ultima subfamilia (Faboideae), se da, devido as sementes e
legumes de muitas de suas espécies herbaceas servirem como fonte de alimento e
proteinas para homens e animais em todo o globo. Como exemplos de espécies
utilizadas para alimentagdo desta subfamilia, pode-se citar: (Pisum sativum) ervilha,
(Cicer arietivum) gréo-de-bico, (Phaseolus vulgaris) feijdo, (Glycine max) soja, entre

outras. 3116

3.2GENERO Lupinus

O género Lupinus é pertencente a familia Leguminoseae e subfamilia Faboideae.
Este género apresenta-se como ervas ou arbustos que podem ser anuais ou perenes e
estdo presentes em grande numero, principalmente no oeste da America do Norte,
Alasca, México, Peru, Brasil, Uruguai e Argentina. Desta forma, o género Lupinus cobre
uma ampla zona climatica ao redor do globo, indo de regides subarticas, Alasca, até
regides de clima tropical, subtropical e temperado, Brasil e Sul da Argentina

respectivamente.**’

As espécies de lupinos encontradas no Brasil estdo presentes em solos pobres
como 0s serrados e campos rupestres. Por sua caracteristica quase singular de
sobreviverem bem em ambientes abertos e ensolarados, sao intolerantes a muita
protecdo vegetal. Nas florestas, encontram-se principalmente em regides de clareiras
como plantas primarias em solos recentemente perturbados e pobres de nutrientes.”
Seu nome, Lupinus, vem do latim, IUpus (lobo), pela grande capacidade de adaptacao
em todos os tipos de ambientes sendo necessario, para isso, somente uma leve

camada de solo.***°



GLADSTONE (1998) separou os lupinos do velho mundo em dois grupos
distintos baseando-se no tipo de revestimento, rugoso ou liso, de suas sementes,
denominando assim o0s grupos de rough-seed e smooth-seed respectivamente, 0s
guais, deram origem aos lupinos Americanos. Estes ainda podem ser divididos em dois
grupos, os de folhas compostas ou multifolhados e os de folhas simples ou

unifolhados.**®

O género Lupinus, no Rio Grande do Sul, esta representado por 13 espécies,
sendo estas, distribuidas por todas as regifes, porém, com uma maior incidéncia nos

campos de cima da serra onde sdo conhecidas popularmente como “tremoco”.*’

3.3 USO POPULAR DO GENERO Lupinus

Os lupinos sédo utilizados mundialmente de diversas formas. No continente
Americano, as sementes de L. mutabilis sdo largamente utilizadas na alimentacdo da
populacdo andina e comumente denominadas de Tarwi ou chocho por esse povo.*® No
Brasil as sementes de L. angustifolius foram utilizadas na falsificacdo de café. J& no
continente Europeu, os L. hirsutus e angustifolius sdo usados na medicina popular
como agentes antidiabéticos, devido suas propriedades hipoglicemiante.*>** Por fim,
estas plantas também séo utilizadas como forragem, adubo verde, ornamental e na
alimentacdo a mais de 3.000 anos, principalmente as espécies de L. albus,
angustifolius, luteus e algumas variedades de L. mutabilis por conterem uma baixa
concentracao de alcaldides, os quais, conferem um sabor amargo a planta, e possuirem

um alto valor protéico.?*



3.4 ALCALOIDES QUINOLIZIDINICOS PRESENTES EM ESPECI ES DE LUPINOS

Este género de plantas possui em sua constituicdo secundéria os alcaldides do
tipo quinolizidinicos (norlupinano). Estes alcaldides sdo compostos de dois anéis
saturados de seis membros divididos por um atomo de nitrogénio, e sao derivados do
aminoacido L-lisina e denominados de alcal6ides lupinicos, devido sua larga ocorréncia

em plantas deste género. %

Esse grupo de alcaldides, representam para o género Lupinus, um importante
papel quimiotaxondmico, pois estes estdo presentes em todas as 56 espécies do
género ja estudadas em sua constituicdo secundaria. Este estudo também determinou
a presenca de nucleos tetraciclicos em quase todas as espécies analisadas. Ja4 o
nacleo biciclico, representado pela lupinina, é mais abundante nas espécies do Velho
Mundo e da América do Norte. A multiflorina e seus derivados estdo em maior
concentracdo nos individuos localizados na America do sul. Os alcal6ides
quinolizidinicos com nucleo a-piridona estdo presentes na subfamilia Faboideae, porém
ausentes nos lupinos, exceto os lupinos do Velho Mundo que apresentam tracos
desses compostos. As lupaninas fazem parte da constituicdo quimica secundaria de
todos os lupinos. Este género de plantas também produz alcaldides do tipo
bipiperidinicos como amondedrina e seus derivados, 0os quais, sdo encontrados em

espécies da America do Norte.?>%0?8

A importancia destes alcal6ides também esta relacionada com sua atividade
toxica para animais e humanos além de algumas atividades biolégicas potencialmente
Gteis (TABELA 1, Fig. 3).%”



TABELA 1. Exemplos de Atividades Biologicas de Alcaléides Quinolizidinicos.

ALCALOIDES ATIVIDADES REFERENCIAS

Esparteina Ulcerotonica, Estimulante / 7,8
Depressora Respiratoria, Anti-
arritmica, Diurética e
Hipoglicemiante
Lupanina Anti-arritmica, Hipotensora e 7

Hipoglicemiante

13-Hidroxilupanina Anti-arritmica, Hipotensora 7
Multiflorina Depressora do SNC 7
Argirina Teratogénica 7,8
Cistisina Teratogénica, Alucindgena e 7

Estimulante Respiratorio

",
2
Rs3

R1 (7) Multiflorina
(4) R'= O; R?= R®= H, Lupanina (6) Esparteina

(5) R = O; R?= H; R®= OH, 13-Hidroxilupanina

(9) Argirina

(8) Cistisina

Figura 3. Estrutura Quimica de Alcaldides Quinolizidinicos Biologicamente Ativos.
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3.5 BIOSSINTESE DOS ALCALOIDES QUINOLIZIDINICOS

Os alcalodides quinolizidinicos sdo biossintetizados a partir da ciclizagdo da
cadaverina. Esta, é oriunda da descarboxilacdo enzimatica do aminoacido L-lisina, pela
cadaverina-lisina-descarboxilase (LDC), no interior dos cloroplastos das células
vegetais.?**° Ap6s alguns passos reacionais, cujo, mecanismo ainda nao foi totalmente
elucidado, a cadaverina é transformada em um intermediario amino-cétion tetraciclico,
gue originara os dois nucleos béasicos precursores de muitos dos alcaldides
quinolizidinicos, a (-)multiflorina e a (+)lupanina. Também, nos cloroplastos, ocorre a
formacdo de um ndcleo biciclico basico, (+/-)Epilupinina, que sera precursor de outra

subclasse de alcaldides quinolizidinicos.

Os nucleos basicos (-)multiflorina e (+)lupanina sdo transferidos até os
microssomos da célula vegetal onde sofrem uma reacdo de hidroxilagdo em C-13
catalisada por enzima, formando a (-)13-a-hidroximultifiorina e a (+)13-a-
hidroxilupanina. Depois de formadas, essas estruturas sdo novamente carreadas, agora
para a matriz mitocondrial. Nela, a (-)13-a-hidroximultiflorina e a (+)13-a-hidroxilupanina,
vao sofrer reacdes de esterificacdo, mediante enzimas transferases especificas, como a
Hidroximultiflorina-Aciltransferase (HMTase) e a Hidroxilupanina-Aciltransferase
(HLTase), as quais, irdo catalisar a migracdo do grupamento ligado a Acil-CoA
formando o éster lupanico mais HS-CoA.*>*! Os grupamentos ligados a Acil-CoA

podem variar de acordo com a espécie de lupinos.

Como exemplo, pode-se citar a 13-Hidroximultiflorina-O-Tigloiltransferase, que
promove a esterificacdo da (-)13-a-hidroximultiflorina, transferindo o grupamento O-
Tigloil ligado a Coenzima-A (Tigloil-CoA) e levando a formacdo de (-)13-a-
otigloiloximultiflorina. O mesmo ocorre com 0 nucleo da lupanina, quando catalisado
pela HLTase/O-tigloil-CoA, originando a (+)13-a-tigloiloxilupanina em espécies de

lupinus como Lupinus albus.*?
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A (+/-)Epilupinina é transportada para o citosol celular, onde também sofre acao
de enzimas transferases, como a p-Coumaroil-Epilupinina-Transferase (ECTase), que

promove a transferéncia de grupamentos ligados a Acil-CoA, como p-Coumaroil-CoA.*

Utilizando-se dessa rota biossintética, as plantas que contém este grupo de
compostos, ja proporcionaram o isolamento e elucidacdo de mais de 200 estruturas

dessa classe de alcaléides, os quinolizidinicos.3*3*

Apoés a biossintese, os alcaldides formados sao transportados para as vesiculas
alcaloidicas onde ficam armazenados até 0 momento em que a planta necessite de sua
utilizacdo.>*® O Esquema 1 apresenta a rota biossintética proposta para os alcaldides

quinolizidinicos.
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Esquema 1. Proposta de Biossintese para os Alcaléides Quinolizidinicos.
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A tabela 2 lista algumas estruturas de alcaldides ja isoladas e identificadas de
espécies de lupinus.

TABELA 2. Alcal6ides Quinolizidinicos Isolados de Espécies de lupinus.

COMPOSTO ESTRUTURA REFERENCIAS
(10) 13-a-Acetiloxilupanina o N o 44-47
N A ”“OJ\CHS
o
(11) 13-a-Tigloiloxilupanina H N o H 44-47
N A ”“OJ\%\CH3

(12) 13-a-Isovaleroiloxilu- o N 44-47

O
M\
panina N R~ o

(13) 13-a-Butiriloxilupanina i N 44-47

(14) 13-a-Benzoiloxilu- i N o 44-47
|
panina N H 0)\©
5
(15) 13-a-Propiloxilupanina o N 44-47

(16) 13-a-Valeroiloxilupa- hi N o 44-47

nina N H OJW

(17) 13-a-Angeloxilupanina H N 0 CHs 44-47



(18) 13-a-Isobutiriloxilu-

panina

(19) 13-a-cis-Cinamoiloxi-

lupanina

(20) 13-a-trans-Cinamoil-

oxilupanina

(20) 13-a-Hidroxilupanina

(21) 13-a-Angeloiloxi- 17-

oxolupanina

(22) 13-a-Benzoiloxi- 17-

oxolupanina

(23) 13-a-cis-Cinamoiloxi-

17-oxolupanina

(24) 13-a-trans-Cinamoil-

oxi-17-oxolupanina

(25) 13-a-Tigloiloxi- 17-

oxolupanina

44-47

44-47

44-47

44-47

44-47

44-47

44-47

44-47

44-47

14
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(26) Esparteina \ 44-47
N :
H
27) Anagirina 44-47
SN N
| N
H
(0]
(28) Lupanina H N 44-47

(0]
(29) 13-a-Tigloiloximulti- o H \ o 44-47
florina WO%/\
(30) Multiflorina o M N 44-47

31) Angustifolina 44-47
N :
H
(@)
(32) Tetrahidrorhombifolina 44-47
(33) 17-Oxilupanina 44-47

Desta forma, apds a analise da literatura e dos conhecimentos populares
referentes a esse género de Leguminoseae, 0 género Lupinus, surgiu o interesse de se
estudar esse grupo de alcaldides, os quinolizidinicos, devido suas atividades biolégicas
e 0 variado numero de estruturas ja isoladas e identificadas. Assim, o estudo se deu

com a espécie Lupinus lanatus, uma das treze representantes do género Lupinus
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presentes no Rio Grande do Sul, e que, de acordo com o levantamento bibliogréafico,

nao apresenta nenhum estudo quimico de seu conteldo alcaloidico.

Lupinus lanatus caracteriza-se por ser uma erva perene, ereta, ramificada ao
longo do caule, medindo em torno de 10 a 60 cm de altura, podendo desenvolver
touceiras com cerca de 1 metro de diametro. Possui um caule densamente lenhoso e as
folhnas da base podem apresentar-se unifolhadas ou trifolhadas somente visiveis em
individuos jovens. As flores possuem coloragdo azul celeste, porém, raramente podem
ser de coloracdo branca. Calice, internamente é glabro, e externamente lanoso. Ovario
com 8 6vulos e legumes com tamanho de 54-74 x 10-11,5 mm. As sementes possuem

forma eliptica.?®



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 INSTRUMENTOS UTILIZADOS

4.1.1 Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclea r (RMN)

Para a obtenc&o dos espectros de RMN *H e *3C, foi utilizado um Espectrémetro
da marca Bruker DPX 400, que opera nas faixas de frequiéncias de 400,13 MHz para *H
e 100,62 MHz para *C. Os espectros obtidos com a utilizacdo deste espectrdometro
foram os espectros 1D, 'H, **C e 2D, DEPT 90 e DEPT 135, COSY, HMBC, HMQC,
NOESY e HETCOR, proporcionando excelentes parametros para a elucidacdo das

estruturas quimicas isoladas.

Os tubos de ressonéancia utilizados para as analises foram de 5 mm de diametro
e o0s solventes utilizados para solubilizar as amostras foram, cloroférmio deuterado
(CDCl3) e metanol deuterado (CD3OD). Como padréo interno foi utilizado o TMS,

Tetrametilsilano.

4.1.2 Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Mass as (CG/EM)

As andlises por cromatografia gasosa foram realizadas utilizando um
Cromatégrafo Gasoso HP 6890, acoplado a um Espectrometro de Massas HP 5973
(CG/EM) com injetor automatico HP 6890 com coluna HP-5MS (Cosslinked 5% de PH
ME Siloxane). As condic¢des utilizadas foram: Temperatura maxima de 325 °C — (30 m x
0.32 mm, 0,25 um); fluxo de gas Hélio de 2 mL/min., pressédo de 5,05 psi; temperatura
do injetor 250 °C; seringa de 10 L, com injecdo de 1 uL; temperatura inicial do forno de

70 °C por 1 min. e rampa de aquecimento de 12 °C/min. até 280 °C.
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A fragmentacdo dos compostos foi processada por impacto de elétrons de 70 eV

no Espectrometro de Massas.

4.1.3 Espectrometro de Difracdo de Raios-X

As medidas Cristalograficas foram obtidas utilizando um aparelho Bruker X8
Kappa-Apex Il CCD empregando radiagdao Mo Ka de propriedade do departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Maria, UFSM. Os programas utilizados para
o refinamento e resolucédo das estruturas foram SHELXS-97, SHELXL-97 e ROTAZ-
2001.

4.1.4 Espectrometro de Infravermelho

A obtencado dos espectros de infravermelho foi possivel através de um aparelho
Espectrofotdbmetro Bruker Tensor — 27, utilizando pastilha solida da amostra em KBr
(2,0 a 3,0 mg do composto para cada 100 mg de KBr) e uma Janela espectral entre

4000 e 400 cm™ com resolucdo de 4 cm™,

4.1.5 Aparelho de Ponto de Fuséo

Para a determinacdo do ponto de fusdo das substéancias cristalinas, foi utilizado
um aparelho MQAPF-301 Digital da Micro-Quimica, com rampa de aquecimento de 5
°C/min. até a temperatura de 200 °C e posteriormente com rampa de aquecimento de

1,5 °C/min., até os compostos atingirem sua temperatura de fuséo.
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4.1.6 Aparelho de Rotagdo Optica Especifica, Polari  metro

Para realizar os estudos de rotacdo Optica das estruturas isoladas e
identificadas, foi utilizado um polarimetro automatico da marca Perkin Almmer, modelo
343 e lampada de 589 nm.

4.2 METODOS CROMATOGRAFICOS UTILIZADOS

4.2.1 Cromatografia em Coluna (CC)

Para as cromatografias em coluna foram utilizadas diversas dimensdes de
colunas de vidro, cada uma de acordo com o tipo de extrato e mistura de substancias
gue se desejava separar, aléem do tipo de granulacdo da fase estacionaria,
proporcionando o melhor fator de retencdo (Rf) possivel para o isolamento dos
compostos. O tipo de silica gel empregada como suporte solido foi silica-gel 70-230 e
230-400 mesh (MERCK).

4.2.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Prepa rativa (CCDP)

Para a cromatografia em camada delgada, foram empregadas cromatofolhas de
silica gel 60 F;4 (MERCK e Sorbent Technologies). Também utilizaram-se placas
preparadas em laboratorio com silica gel PF2s4 (MERCK) sobre 1aminas de vidro de 2

cmx 7 cm.

As placas cromatograficas foram preparadas em laboratério com o objetivo de
isolar substancias, que mesmo passando por coluna cromatografica, ainda

permaneceram misturadas. Para este fim, foram processadas placas preparativas
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(CCDP) que consistiram de laminas de vidro de medida 20 cm x 20 cm cobertas de

silica gel PF254 (MERCK) com espessura de 0,75 mm.

4.3 REAGENTES E METODOS DE IDENTIFICAGCAO UTILIZADOS

Para realizacédo dos ensaios de cromatografia de Lupinus lanatus, os solventes e
reagentes utilizados foram produtos de grau analitico Merck e Vetec. A Tabela 3
apresenta os principais sistemas de solventes utilizados nas técnicas cromatograficas

de separacéao de substancias.
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TABELA 3. Sistemas de Reagentes e Solventes mais Utilizados nos Ensaios
Cromatograficos.

Sistema de Solvente Gradiente de Polaridade
Hexano 100%
Diclorometano 100%
Acetato de Etila 100%
Metanol 100%
Acido Cloridrico 2N
Hidroxido de Amaonio 2 Mol/L
Diclorometano/Metanol (98 : 2 viv)
Diclorometano/Metanol (95:5V/v)
Diclorometano/Metanol (90 : 10 v/v)
Diclorometano/Metanol (85 : 15 v/v)
Diclorometano/Metanol (80 : 20 v/v)
Diclorometano/Metanol (75 : 25 viv)
Diclorometano/Metanol (70 : 30 v/v)
Diclorometano/Metanol (65 : 35 v/v)
Diclorometano/Metanol (60 : 40 viv)
Diclorometano/Metanol (55 : 45 viv)
Diclorometano/Metanol (50 : 50 viv)
Metanol 100%

Para a revelagdo das placas de CCD e CCDP, utilizou-se camara escura com
lampada de irradiacdo Ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda A = 254 nm e A =
365 nm (Biothec). Para determinar a presenca de nitrogénio basico nas cromatoplacas,
borrifou-se reativo de Dragendorff modificado segundo Munier e Macheboenf®*,
determinando assim, a presenca de alcaldides. Os outros compostos presentes foram
revelados com uma solucdo de acido sulfarico e etanol (95 : 5 v/v) seguido de

aguecimento em chapa quente.
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Outros métodos mais especificos de identificacdo como Espectrometria de
Massas (EM), Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e *C
uni e bidimensionais como DEPT, COSY, NOESY, HMBC, HMQC, Espectroscopia na
Regido do Infravermelho (IV) e Difracdo de Raios-X foram de fundamental importancia

na identificacdo e caracterizacéo estrutural dos metabdlitos isolados.

4.4 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E IDENTIFICACAO BOTA NICA DE Lupinus

lanatus

A espécie Lupinus lanatus foi coletada no municipio de Frederico Westphalen —
RS no més de outubro de 2008. A identificagdo botanica desta espécie foi realizada
pelo departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, e uma
exsicata foi depositada no herbario da mesma instituicio com o numero SMDB n°
12.953.

4.5 SECAGEM, EXTRACAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO BR UTO

O material vegetal coletado foi seco em estufa de circulacdo de ar a temperatura
de 50 °C durante cinco dias. Posteriormente, foram separados as vagens, as sementes,
as folhas, os caules e a raiz da planta. Deste material, foi selecionado as sementes e as
folhas, as quais, apresentaram, através de testes quantitativos, a maior concentracao

de alcaldides.
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4.6 EXTRACAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO DAS S EMENTES

As sementes secas, foram trituradas em moinho de facas e pesadas obtendo-se
1,250 Kg. ApOs a pesagem, as mesmas passaram por uma extracdo com Hexano, a
guente, para a retirada de seu 6leo fixo. Este foi concentrado sob pressao reduzida e
obteve-se 1,30 g de um O6leo de coloragcdo amarelada. A extracdo Hexanica foi
submetida a analise em placa de CCD, verificando-se a presenga, em baixissima
concentracao, de alcaldides. Apds a retirada do 6leo fixo das sementes, foi realizada
uma segunda extracdo, a quente, com metanol. O solvente foi rotaevaporado obtendo-

se 489,0 g de extrato metandlico.

O extrato bruto foi dissolvido em 200 ml de 4gua, e posteriormente suspenso em
Hexano, em pH neutro, na proporcdo de 1:1. Apds, foram efetuadas vérias extragoes,
para remover gorduras e demais substancias neutras apolares ainda presentes. Ao
solvente retirado das extracbes, foi adicionado Sulfato de sodio anidro e
posteriormente, este foi filtrado, em papel filtro, e rotaevaporado sob presséo reduzida,
para originar 28,0 g da fracdo hexéanica neutra. A solu¢cdo aquosa restante passou por
novas extracbes com diclorometano, acetato de etila e n-butanol, obtendo-se entéo

16,0 g, 12,0 g e 13,5 g das respectivas fracdes neutras.

O préximo passo foi submeter essa solugdo aguosa neutra remanescente a uma
extracdo acido-base. Primeiramente, a solu¢cdo méae foi acidificada, com HCI 2 N, até
atingir um pH~2. Em seguida, efetuaram-se sucessivas extracdes com éter etilico até
este tornar-se incolor. No fim do procedimento, adicionou-se Sulfato de sddio anidro, ao
solvente das extracoes, e a fracdo acida foi concentrada, em rotaevaporador rotatorio,
originando 14,5 g da fragéo etérea acida.

Por fim, a fragdo aquosa foi alcalinizada com NH,OH a 2 Mol/L até pH~9 e foram
efetuadas varias extragbes com éter etilico. Apos, a fracdo etérea Dbésica foi
concentrada e foram obtidos aproximadamente 10,0 g de um solido de coloragcéo
marrom claro. A Figura 4 esquematiza o fracionamento do material vegetal seco das
sementes.
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Material seco, Sementes (1,250 Kg)
Metanol a quente
Hexano a quente

. Extrato Bruto (489,0 g)
Oleo fixo (1,3 9)

{ Agua/Hexano
‘ Diclorometano
Fase aquosa Fracdo hexanica
neutra, 28,0 g
Fase aquosa Fracao dicloro
AcOEt neutra, 16,0 g
Fase aquosa Fracao acetato
‘ neutra, 12,0 g
N-butanol
Fase aquosa Fracéo n-butanol
pH-2, Eter Etiico | neutra, 13,5g
Fase aquosa Fracdo etérea
acida, 14,5g
pH~9, Eter
Etilico

Fracao etérea
basica, 10,0 g

Figura 4. Esquema de Extracdo e Fracionamento das Sementes de Lupinus lanatus.

4.6.1 Analise das Fracbes Obtidas

4.6.1.1 Fracdes Neutras Obtidas

As fracdes neutras foram originadas das extragdes utilizando solventes com
gradientes de polaridade crescente. Os solventes utilizados foram Hexano,
Diclorometano, Acetato de etila e n-butanol. Ao fim dessas extracdes, uma pequena
quantidade de cada frac&o foi solubilizada, em solventes apropriados, respeitando-se o

grau de polaridade de cada amostra, e uma aliquota minima de cada uma, foi aplicada
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em placa de Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Sob um sistema eluente
apropriado, as amostras foram eluidas. A placa CCD foi analisada em camara escura
de UV (254 e 365 nm), verificando-se véarias bandas presentes e com uma boa
separacdo para todas as amostras. Por fim, foi borrifado o reativo de Dragendorff, o
qual, ndo detectou a presenca de nitrogénio basico nas mesmas. O mesmo
procedimento foi realizado com a fracdo etérea acida que também revelou-se negativo
para o reagente de Dragendorff. O 6Oleo fixo das sementes apresentou uma baixissima
concentracdo de alcaldides. Desta forma, como o objetivo do trabalho foi a obtencéo
destes compostos, as fragdes neutras, juntamente com a fracdo etérea acida e o 6leo
fixo das sementes, ndo foram trabalhadas. Assim, os esforcos foram dedicados a fracdo

etérea basica que apresentou um alto teor de alcaléides.

4.6.1.2 Fracao Etérea Basica das Sementes

A fracao etérea basica (10,0 g) foi analisada primeiramente por CCD, em camara
escura sob lampada UV (254 e 365 nm) e reativo de Dragendorff. Apés essa anélise
preliminar, observou-se a presenca de uma grande quantidade de alcaldides. Dessa
forma, pode-se propor que estes alcaldides, pertencentes ao grupo dos quinolizidinicos,
sao bastante polares, pois 0s mesmos permanecem na fase aquosa, mesmo quando é
utilizado solvente de alta polaridade como n-butanol para extracdo destes. Apds essa
verificacdo, a fracdo foi cromatografada em coluna, utilizando como suporte sélido silica
gel (230-400 Mesh) na proporcéo (1:10) e diclorometano e metanol como solventes, e
mistura destes, com gradiente crescente de polaridade. Dessa coluna, foram retiradas
78 subfracdes, as quais foram monitoradas por CCD durante o processo de
colunamento. Com o acompanhamento por CCD, foi possivel determinar grupos de
bandas, que apresentavam o mesmo Fator de Retencéo (Rf). Essas subfracdes foram
unidas e submetidas a novos processos de separacdo, CCDP. Esse procedimento,
permitiu o isolamento de dois alcaldides, o alcaldide (34) (-)multiflorina e o (35) (-)13-a-

cis-tigloiloximultiflorina, sendo estes, isolados pela primeira vez da espécie em questao,
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Lupinus lanatus. Um levantamento bibliografico confirmou que ainda ndo foram
realizados estudos com alcaldides da espécie mencionada acima. A Tabela 4 apresenta

as subfracdes que foram reunidas, os solventes utilizados e as substancias.

TABELA 4. Fracdes Reunidas apdés Comparacao por CCD da Fracéo Etérea Basica de
Lupinus lanatus.

Fracdes Solventes (%) Substancias
I-1la4 CH,CI, (100) Mistura de Substancias
I-5a8 CHCI, (100) Mistura de Substancias
M-9e10 CH.Cl,: MeOH (98:2) Mistura de Substancias
vV -11 CH,Cl, : MeOH (95:5) Mistura de Substancias
V-12e13 CH.Cl;: MeOH (95:5) Mistura de Substancias
VIi-14a 16 CH,Cl,: MeOH (90:10) Mistura de Substancias
VIl - 18 CH,CI, : MeOH (90:10) Mistura de Substancias
VIll - 19 a 23 CH.Cl,: MeOH (85:15) (-)multiflorina + mistura
IX-24e25 CH,CI,: MeOH (85:15) Mistura de Substancias
X—26e27 CH.Cl,: MeOH (85:15) Mistura de Substancias
Xl —28 e 29 CH,CI, : MeOH (80:20) Mistura de Substancias
Xll-30a 34 CH,ClI, : MeOH (80:20) Mistura de Substancias
XII'-35a 38 CH2Cl;: MeOH (75:25)  (-)13a-cis-tigloiloximultiflorina
+ mistura
XIV-39a43 CH,CI,: MeOH (75:25) Mistura de Substancias
XV —44 a 49 CHCI;, : MeOH (70:30) Mistura de Substancias
XVI-50a57 CH,CI, : MeOH (70:30) Mistura de Substancias
XVIl — 58 a 65 CHCI; : MeOH (60:40) Mistura de Substancias
XVIIl - 66 a70 CH,CI, : MeOH (50:50) Mistura de Substancias
XIX-71a78 MeOH (100) Mistura de Substancias
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4.6.2 Substéancias Isoladas e Identificadas da Fracd o Etérea Basica das Sementes
de Lupinus lanatus

4.6.2.1 (-)Multiflorina

Tl

O alcaldide (-)multiflorina foi isolado da mistura das subfracdes 19 — 23 (TABELA
4, pag. 26) da coluna de silica gel (230-400 Mesh) por placa preparativa. A realizagédo

deste procedimento se deu através da analise de varios sistemas eluentes em CCD.

Deste estudo, o sistema eluente que se mostrou mais eficiente, foi o
diclorometano/metanol, na proporgéo (72:28), com algumas gotas de NH,OH. A placa
preparativa foi entdo preparada e a mistura aplicada sobre a mesma. Apos eluida, em
sistema de solvente ja mencionado, esta foi observada em |lampada UV (254 e 365 nm),
verificando uma banda na regido superior da placa e outras na regido inferior. A banda
superior foi entdo removida e lavada, com mistura de diclorometano e metanol, e filtrada
em papel filtro. A amostra foi concentrada dando origem a 17,0 mg de uma substancia
oleosa de coloragdo amarelo claro. Posteriormente, em placa de CCD, foi confirmada a
pureza do composto referido e realizados estudos de RMN de *H e **C. Os espectros
de RMN mencionados possibilitaram a comparacdo da estrutura obtida com a

37-39

literatura®, sendo a mesma identificada como o alcal6ide (-)multiflorina.
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4.6.2.2 (-)13-a-cis -Tigloiloximultiflorina

Este composto foi obtido das subfracées 35 — 38 (TABELA 4, pag. 26) da fracdo
etérea basica das sementes por CCDP. Como na substancia anterior, foram analisados
varios sistemas eluentes em placas de CCD até chegar ao sistema que se mostrou
mais efetivo. O melhor sistema obtido para o isolamento dessa substancia, foi a
utilizacdo de diclorometano/metanol na proporcao de (70:30) com algumas gotas de

éter diisopropilico.

Apos a validagdo da fase mével, a mistura foi aplicada sob a CCDP e eluida. Ao
final do procedimento, a placa preparativa foi observada em Lampada UV (254 e 365
nm) e sua porg¢ao inferior foi removida e lavada com metanol sob papel filtro em um
baldo. O solvente foi rotaevaporado sob presséo reduzida, obtendo-se 13,0 mg de uma
substancia, também de aspecto oleoso, e coloracdo amarelada. A pureza da mesma foi
testada em CCD e confirmada por RMN. O estudo de RMN de *H e *3C tornou possivel
a identificacdo do nucleo basico como sendo o alcaldide (-)multiflorina. Porém, os
espectros de RMN de 'H e *C, apresentaram outros sinais além dos picos do niicleo
basico mencionado, sendo necessario o processamento de espectros de RMN
bidimensionais (COSY, HMQC e HMBC) para a elucidacdo da estrutura. Depois de
analisar os dados obtidos por RMN, os resultados foram comparados aos da

46,52

literatura™><, confirmando a estrutura quimica como sendo o alcal6ide (-)13-a-cis-

tigloiloximultiflorina.
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4.7 EXTRACAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO DAS F OLHAS DE

Lupinus lanatus

As folhas secas de Lupinus lanatus, foram separadas do caule e trituradas em
moinho de facas. ApOs pesadas, obteve-se 980,0 g do material vegetal seco.
Posteriormente, as mesmas passaram por uma extracao, a quente, com metanol para a
obtencdo do extrato bruto metandlico das folhas. Este foi concentrado em
rotaevaporador rotatério, sob pressédo reduzida, originando 287,0 g de uma massa

extrativa de coloragcéo verde escuro.

O extrato bruto foi dissolvido em 150 ml de 4gua e posteriormente suspenso em
Hexano, em pH neutro, na proporcdo de 1:1. Apos, foram realizadas varias extracdes
em funil de separagéo, para remover gorduras e demais substancias neutras apolares,
presentes no mesmo. O solvente foi retirado da extracdo e, a ele, adicionado Sulfato de
sédio anidro. O mesmo foi filtrado, em papel filtro, e rotaevaporado, obtendo-se 16,1 g
da fracdo hexanica neutra. Este procedimento foi repetido, com a solugdo mae
remanescente, com solventes de gradiente de polaridade crescente (diclorometano,
acetato de etila e n-butanol) obtendo-se entéo, 8,0 g, 7,0 g e 11,4 g das respectivas

fragcbes neutras mencionadas.

O passo posterior, foi submeter a solucdo aquosa neutra restante a uma
extracdo acido-base. Primeiramente, a fracdo aquosa foi acidificada com HCIl 2 N até
atingir um pH~2. Em seguida, efetuou-se sucessivas extracdes com éter etilico até o
mesmo causar a exaustdo total dos compostos &cidos e neutros. Ao final do
procedimento, foi adicionado Sulfato de sédio anidro ao solvente das extracfes, e 0
mesmo foi filtrado e rotaevaporado sob presséo reduzida, originando 12,7 g da fracéo

etérea acida.

Por fim, a fracdo aquosa foi alcalinizada com NH,OH a 2 Mol/L até pH~9 sendo
efetuadas sucessivas extracdes com diclorometano, que se mostrou mais eficiente na
extracdo desta classe de alcaldides que o éter etilico. Através da analise dos dados de

testes de extragcdes comparando os dois solventes, o diclorometano mostrou-se cerca
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de 8 a 10% mais eficiente que o éter etilico para a obtencdo desses alcaldides. A
conclusdo a que se chega, é que essa diferenca possa estar relacionada com a
presenca do cloro que interage melhor com os alcaldides, pois estes tém preferéncia
por solventes clorados. Apds, ao solvente da extracdo basica, foi adicionado Sulfato de
sédio anidro, esse foi filtrado e concentrado. No final do procedimento, obteve-se

aproximadamente 5,1 g de um solido de coloracdo marrom café.

A Figura 5 esquematiza o fracionamento do material vegetal seco das folhas.

Material seco, Folhas (0,980 Kg)

Metanol a quente
Extrato Bruto (287,0 g)

j Agua/Hexano

‘ Diclorometano

Fase aquosa Fragdo hexanica
neutra, 16,1 g
Fase aquosa Frag&o dicloro
‘ AcOEt neutra, 8,0 g

| |

Fase aquosa Fracdo acetato
neutra, 7,0 g

‘ N-butanol

Fase aquosa Fragao n-butanol

pH~2, Eter Etilico ‘ neutra, 11,4 g
Fase aquosa Fracao etérea
acida, 12,7 g
pH~9, Dicloro

Fracao dicloro
basica, 5,1 g

Figura 5. Esquema de Extracdo e Fracionamento das Folhas de Lupinus lanatus.
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4.7.1 Andlise das Fracdes Obtidas

4.7.1.1 Fracoes Neutras Obtidas

As fracdes neutras obtidas utilizando solventes com gradiente de polaridade
crescente, Hexano, Diclorometano, Acetato de etila e n-butanol, foram solubilizadas,
respeitando-se o grau de polaridade de cada amostra, e uma alicota minima de cada
uma, foi aplicada em placa de CCD. Sob um sistema eluente apropriado, essas fragdes
foram eluidas e observadas em camara escura de UV (254 e 365 nm). ApdOs a andlise,
foram verificadas varias bandas presentes, e com uma boa separacdo para todas as
amostras. Por fim, foi borrifado o reativo de Dragendorff, que n&o detectou a presenca
de nitrogénio basico em nenhuma das fragfes testadas. O mesmo procedimento foi
realizado com a fragdo etérea acida, a qual, também apresentou um resultado negativo
para o reagente de Dragendorff. Do mesmo modo que as sementes, como o0 objetivo do
trabalho foi a obtencdo dos alcaldides, estas fracdes ndo foram trabalhadas, sendo os
esforcos concentrados na fragdo CH,CI, basica, que apresentou uma alta concentracao

de alcaldides da classe dos quinolizidinicos.

4.7.1.2 Fracao Diclorometano Basica

A fragcéo diclorometano basica (5,1 g) foi analisada por CCD em camara escura
sob lampada UV (254 e 365 nm) e reativo de Dragendorff. ApOs essa analise preliminar,
determinou-se a presenca de uma alta concentracdo de alcaldides. Como nas
sementes, pode-se propor que este grupo de alcaléides é bastante polar, pois esses
permaneceram na fase aquosa, mesmo quando utilizado solvente com alto grau de

polaridade como n-butanol para extracdo dos mesmos.
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Posteriormente, a fracdo diclorometano béasica foi cromatografada em coluna
utilizando como suporte sdlido silica gel (230-400 Mesh) na propor¢cdo (1:10) e
diclorometano e metanol como solventes, e mistura destes, com gradiente crescente de
polaridade. Desta coluna, foram retiradas 83 subfracfes, as quais foram monitoradas

por CCD durante todo o procedimento.

Com o acompanhamento por CCD, foi possivel determinar grupos de bandas
gue apresentavam o mesmo Fator de Retencédo (Rf). Essas subfracdes foram unidas e
submetidas a novos processos de separacdo, CCDP, que permitiu o isolamento de trés
alcaloides, (36) (+)13-a-hidroxilupanina, (37) (+)13-a-trans-cinamoiloxilupanina e (38)
(+)Lanatina A. ApOs um levantamento bibliografico, verificou-se que o alcaldide
(+)Lanatina A (nome originado da espécie que foi isolado pela primeira vez, Lupinus
lanatus) ainda ndo havia sido identificado dentro da classe dos quinolizidinicos,

caracterizando essa estrutura como inédita.

A Tabela 5 apresenta as subfracdes que foram reunidas, os solventes utilizados

e as substancias presentes nas mesmas.
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TABELA 5. FracGes Reunidas ap6s Comparacdo por CCD da Fracdo Dicloro Béasica
das Folhas de Lupinus lanatus.

Fracdes Solventes (%) Substancias
I-1la7 CHCI, (100) Mistura de Substancias
II-8a10 CH,CI;: MeOH (99:1) Mistura de Substancias
N-11a14 CH,CI;: MeOH (98:2) Mistura de Substancias
IV-15a19 CH,CI;: MeOH (95:5) (+)Hidroxilupanina + mistura
V —-20a27 CH,Cl,: MeOH (95:5) Mistura de Substancias
VI-28a 30 CHClI;: MeOH (90:10) Mistura de Substancias
VIl -31a33 CH,Cl,: MeOH (90:10) Mistura de Substancias
VIl — 34 a 36 CH,Cl,: MeOH (85:15) Mistura de Substancias
IX-37a38 CH,ClI,: MeOH (85:15) Mistura de Substancias
X-39a4l CH,CI,: MeOH (80:20) (+)13-a-trans-
cinamoiloxilupanina + mistura
Xl —42 a 45 CHCI; : MeOH (80:20) Mistura de Substancias
Xl — 46 a 50 CH,Cl,: MeOH (75:25) Mistura de Substancias
Xl —51 a 58 CH.Cl,: MeOH (65:35) (+)Lanatina A + mistura
XIV -59 a 63 CH,ClI, : MeOH (60:40) Mistura de Substancias
XV-64a70 CH,CI, : MeOH (60:40) Mistura de Substancias
XVI-71a74 CH.ClI, : MeOH (50:50) Mistura de Substancias

XVIl -75a83 MeOH (100) Mistura de Substancias
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4.7.2 Substéancias Isoladas e Identificadas da Fracd o CH,Cl, Basica das Folhas de

Lupinus lanatus

4.7.2.1 (+)13-a-Hidroxilupanina

(36)

O alcaldide (+)13-a-hidroxilupanina foi obtido da mistura das subfracdes 15 — 19
(TABELA 5, pag. 33) da coluna de silica gel (230-400 Mesh) por placa preparativa. Este
procedimento se deu através da andlise de varios sistemas eluentes em CCD. O
sistema de eluente mais eficiente para a separacao, foi diclorometano/metanol (95:5)
com algumas gotas de NH,OH. A placa preparativa foi entdo preparada e a mistura
aplicada sobre a mesma. ApoOs eluida, com o sistema de solvente mencionado,
observou-se esta em lampada UV (254 e 365 nm), verificando uma banda na regido
superior da placa e outras na regiao inferior. A banda superior foi removida e lavada
com mistura de CH,Cl, e metanol e filtrada em papel filtro. Apdés a evaporacdo do
solvente em rotaevaporador, sob pressao reduzida, e secagem sob nitrogénio, obteve-
se 25,0 mg de uma substancia oleosa de coloracdo amarelo claro. Posteriormente,
aplicou-se uma alicota de amostra sob uma placa de CCD e a pureza do composto foi
confirmada. Foram realizados entéo, estudos de RMN de *H e **C, que possibilitaram a

40-43

comparacdo da estrutura obtida com a literatura™ ™, seguida da identificacdo da

mesma como (+)13-a-hidroxilupanina.
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4.7.2.1.1 Dados de RMN de *H e *3C de (+)13-a-hidroxilupanina

[a] = + 45° (¢ = 0,1, MeOH); Rf: 0,48 em CH,Cl,/MeOH (75:25): RMN de H (CDCl,
400,13 MHz) & 1,32 (1H, m, Hx-12): 1,36 (1H, m, Hy-8): 1,57 (1H, m, Ha-12); 1,61 (1H,
m, Hy-5); 1,66 (2H, m, H-14); 1,67 (1H, m, H-9): 1,68 (1H, m, H-11); 1,79 (1H, m, Hy-4);
1,87 (1H, m, He5); 1,88 (1H, m, H-13); 1,91 (1H, m, Ha-4); 1,92 (1H, m, Hy-15); 1,97
(1H, m, Hy-17); 12,11 (1H, m, H-7); 2,22 (1H, m, Ha-8); 2,32 (1H, m, Hp-3); 2,51 (1H, m,
Hp-10): 2,56 (1H, m, Ha-3); 2,78 (1H, m, Ha-15); 3,03 (1H, m, Ha-17); 3,74 (1H, dt, J = 14
e 2,5 Hz, Ha-10); 4,82 (1H, s, H-18). RMN de *C (CDCls, 100,62 MHz) & 19,9 (C-4,
CHy); 27,4 (C-8, CHy); 27,8 (C-5, CHy); 29,9 (C-9, CH); 22,4 (C-14, CH,); 32,8 (C-3,
CH,); 34,2 (C-7, CH); 30,9 (C-12, CH,); 46,7 (C-10, CH,-N); 55,8 (C-15, CH,-N); 53,3
(C-17, CH,-N); 67,0 (C-11, CH-N); 60,6 (C-6, CH-N); 65,9 (C-13, CH-O); 169,5 (C-2,
C=0).

4.7.2.2 (+)13-a-trans -Cinamoiloxilupanina

21 23
I 24

27 25
26

(37)

A substancia referida foi purificada das subfragdes 39 — 41 (TABELA 5, pag. 33)

da fracdo diclorometano basica por CCDP. Como na substancia anterior foram
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avaliados varios sistemas eluentes em placas CCD até chegar a mistura de solventes
mais apropriada. O melhor sistema obtido, foi diclorometano/metanol (80:20) com
algumas gotas de NH,OH. Apds a preparacdo da placa preparativa, a mistura foi
aplicada sobre a mesma, e esta eluida. Ao final do procedimento, a CCDP foi
observada em Lampada UV (254 e 365 nm), verificando bandas bem separadas. A
banda da porcéo superior da foi removida e lavada com mistura de metanol e dicloro,
sob papel filtro em baldo. Apds concentrada a amostra, obteve-se 10 mg de uma
substancia que foi cristalizada em diclorometano. A pureza da mesma foi testada em
CCD e confirmada por RMN. O estudo de RMN de *H e C possibilitou a identificacdo
do nucleo basico como sendo do alcaléide (+)lupanina. Os resultados do estudo de

RMN foram comparados aos da literatura®**’

, confirmando a estrutura deste composto
como (+)13-a-trans-cinamoiloxilupanina. Devido a pouca quantidade e ao tamanho dos

cristais ndo foi possivel realizar estudos de cristalografia por difracdo de Raios-X.

4.7.2.3 (+)Lanatina A

(38)

O alcaloide (+)Lanatina A, foi purificado das subfracdes 51 — 58 (TABELA 5, pag.
33) da coluna silica gel (230-400 Mesh) da fracdo CH,CI, basica das folhas de L.

lanatus por CCDP. Como mencionado no item anterior, foram realizados varios ensaios
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com diferentes sistemas eluentes em placas CCD. O sistema mais apropriado para a
separagado deste composto da mistura foi diclorometano/metanol na proporgédo de
(60:40). ApoOs a preparacdo da CCDP, a mistura foi aplicada e eluida. Ao final do
procedimento, a placa preparativa foi observada em Lampada UV (254 e 365 nm)

verificando bandas bem separadas.

A banda da porcéo superior foi removida e a substéncia foi retirada da silica da
preparativa com lavagens sucessivas com misturas de dicloro e metanol. Apos a
evaporacao do solvente sob pressao reduzida, obteve-se 27,0 mg de uma substancia
gue cristalizou na forma de agulhas em diclorometano. A pureza foi determinada em
CCD e confirmada por RMN.

O estudo de RMN de *H e **C tornou possivel a identificacdo do niicleo basico
como sendo uma (+)lupanina. Os resultados do estudo de RMN bidimensionais, DEPT,
COSY, NOESY, HMQC e HMBC, da Espectrometria de Massas e Cristalografia por
Difracdo de Raios-X, foram de suma importancia para determinacdo da estrutura
guimica, bem como elucidacdo da estereoquimica absoluta deste composto isolado. As
buscas na literatura mostraram resultado negativo indicado assim, que esta € uma
substancia inédita tanto para a classe de alcal6ides quinolizidinicos, de que ela faz

parte, quanto para a planta de origem, Lupinus lanatus.
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4.8 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA in vitro

4.8.1 Método da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM ) por Micro-diluicdo em caldo

A Concentracdo Inibitéria Minima € a menor concentracdo de um composto
testado capaz de inibir o crescimento de microorganismos, podendo ser bacteriostatico
ou fungiostético, sob condi¢cdes de cultura adequadas e padronizadas. Trata-se de um
ensaio quantitativo aplicado a avaliacdo do potencial de misturas de substancias ou

substancias puras.

As cepas padrdo ATCC (american Type Culture Coletion) constituidas por

microorganismos Gram-postivos, Gram-negativos e fungos esto descritos na Tabela 6.

Os padroes de antibioticos de referéncia utilizados nos ensaios foram
Cloranfenicol para bactérias e Nistatina para os fungos. Estes padrbes foram

preparados conforme a FDA.



TABELA 6. Microorganismos Indicadores
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Caracteristicas Microorganismos ATCC
Staphylococcus aureus ATCC 6538p
Gram-positivos Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Bacillus subtilis ATCC 6633
Staphylococcus ATCC 15305
saprophyticus
Escherichia coli ATCC 25792
Gram-negativos Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853
Shiguella sonnei ATCC 25931
Candida albicans ATCC 10231
Fungos Candida tropicalis Squibb 1600
Cryptococcus neoformans ATCC 28952
Sacharomyces cerivisae ATCC 2601

4.8.1.1 Método de Determinacao da Atividade da CIM

Para a determinacdo da CIM pelo método de Micro-diluicio em Caldo,

empregou-se a técnica descrita pela NCCLS modificada.

48,49

Este método é

determinado em placas de cultura estéreis de 96 micro-po¢os onde se realiza uma

diluicdo seriada das amostras em meio liquido, contendo 2% de surfactante Tween 80.

Nessa metodologia o0s pogos foram

inoculados com o0s microorganismos na

concentracdo de 1x10° células vidveis. Ap6s a inoculacdo dos microorganismos, as

amostras foram adicionadas no primeiro micro-poc¢o e posteriormente foram realizadas

diluicdes em série das mesmas, comecando em 100 pug/mL indo até 3,12 pug/mL. As

placas foram entdo incubadas por 24 horas a 35 °C para bactérias e 48 horas a 25 °C

para fungos. Apos a incubacado, determinou-se o crescimento microbiano verificando-se
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a turvacdo do meio para determinacdo da CIM. Todos os testes foram realizados em
triplicata e comparados com os padrdes. Também, para garantia de reprodutibilidade do

ensaio, foi efetuado um controle positivo e um negativo para cada amostra testada.

Como padrdes foram utilizados Cloranfenicol nas concentragbes de 25, 12,5,
6,25, 3,12, 1,56 e 0,625 pg/mL para bactérias e Nistatina nas concentracdes de 41,15,
20,6, 10,3, 5,15, 2,58 e 1,30 pg/mL para fungos.

A Figura 6 ilustra 0 método de Micro-diluicdo em Caldo para teste de CIM.

Diluigdes em série

A A A n Padrio Diluigdo
e W, W LT ~, (#g mL™)
| 100

50

25

1256

b.25

3.12
lInaculo

A = amostra 1 (representada em triplicata);
A .= amaostra 2; A | = amaostra 3

Figura 6. Método de Diluicdo Utilizado na Determinacao da CIM.
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4.8.1.2 Método de Concentracao Letal Minima

A Concentracdo Letal Minima (CLM), segundo Hammer®, é a menor
concentracdo da substancia capaz de alcancar uma reducdo maior que 99,9% do

numero de unidades formadoras de col6nias (UFC).

As culturas de microorganismos, que no teste CIM ndo apresentaram
crescimento, ou foram inibidas, foram inoculadas em placas de petri contendo meio
agar especifico para cada classe de microorganismo, agar Saboraund para fungos e

agar Muller Hinton para bactérias.

Apés a incubacdo, também respeitando o tempo para o crescimento de cada
microorganismo, (24h, 35-37 °C, bactérias e 48h, 25-27 °C, fungos) foi determinado
entdo a CLM. Esta foi dividida em CBM (Concentracdo Bactericida Minima) e CFM
(Concentragdo Fungicida Minima) para cada substancia testada, nos pontos de

aplicacéo da placa de petri em que néo houve crescimento microbiano.

4.8.1.3 Meios de Cultura Empregados

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de CIM de

amostras puras, foram empregados os seguintes meios de cultura:

Caldo caseina de soja: utilizado no cultivo de bactérias. Contém: cloreto de sodio
(5,0 g), dextrose (2,5 g), fosfato dibasico de potassio (2,5 g), peptona de caseina (17,0
g), peptona de soja (3,0 g), agua destilada (1000,0 mL).

Caldo Saboraund dextrosado: utilizado no cultivo de fungos. Contém: dextrose
(40,0 g), peptona de carte (5,0 g), peptona de caseina (5,0 g), agua destilada (1000,0
mL).
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4.9 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Atualmente, os radicais livres sao precursores do desenvolvimento de um grande
namero de doengas, entre elas, o cancer, que afeta um alto numero de individuos a
cada ano em todo o mundo. Essa enfermidade acaba por trazer sofrimento e muita dor
a parentes, e principalmente para os pacientes acometidos por essa doenga. Sendo
assim, é de fundamental importancia, o equilibrio entre a formacdo e remocao das
espécies radicalares no organismo para que haja uma boa manutencéo fisiolégica das
células. Dessa forma, ha um grande interesse na descoberta de novos compostos
capazes de remover estes radicais, a fim de prevenir o envelhecimento precoce das
células e os efeitos indesejados provocados por essa classe de substancias. Nada mais
I6gico entdo, que buscarmos estruturas de origem natural, pois estas estdo o tempo
todo sofrendo com as interperes do ambiente, e encontram mecanismos fantasticos de
defesa contra esses radicais gerados. Por isso a importancia de buscarmos nos
produtos naturais a esséncia para a prevencdo de doencas e outros males que as

reacdes radicalares nos acometem.

4.9.1 Método de Determinacdo da Atividade do Radica | Livre DPPH

Esta metodologia de avaliacdo da atividade antioxidante, método screening,
empregou o radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilidazina, radical livre estavel) para a
avaliacdo da habilidade de acdo deste como Radical oxidante, ou dos compostos

testados como doadores de hidrogénio, capacidade antioxidante.
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4.9.2 Método Qualitativo, screening

Para a realizacdo da atividade com DPPH, quantidades conhecidas das
amostras foram aplicadas em cromatoplacas de silica gel juntamente com um

antioxidante padrao conhecido, a Quercetina na concentracdo de 2 mg/mL.

Posteriormente, foi borrifado uma solucdo de DPPH (2 mg/mL em metanol), de
coloracao violeta Amax = 517 nm, provocada pelo elétron desemparelhado, sobre a
amostra, o radical pode ou ndo se reduzir recebendo um atomo de hidrogénio da
substancia ou grupo delas analisada. Os compostos ativos foram visualizados como
manchas claras sobre o fundo violeta devido ao emparelhamento do elétron do radical
DPPH e também a presenca do residuo de um grupo picril.>*

4.9.3 Método Quantitativo

A atividade antioxidante quantitativa dos compostos foi analisada pela
capacidade da amostra de captar o radical livre DPPH. Para a avaliacdo dessa
capacidade quantitativa, as amostras e o padrdo BHT (di-terc-butil metilfenol) foram
diluidos em etanol (3 mg/mL). A 2 mL de etanol, acrescentou-se 1 mL de amostra
diluida. Procedeu-se uma diluicho em série, obtendo-se as concentracdes de 250
ug/mL a 7,81 ug/mL, e, a cada amostra, acrescentou-se 0,5 mL de solucdo metandlica
de DPPH 0,004%. Ap6s 30 minutos de incubacédo a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz, a reducao do radical livre DPPH foi obtida pela leitura da absorbancia em 517 nm,
comparando com um branco especifico para cada amostra, nas suas respectivas
diluicdes. Como controle (0% de inibicdo) utilizou-se uma solu¢do de 2 mL de etanol

acrescido de 0,5 mL de solu¢do metandlica de DPPH 0,004%.



44

Para a avaliacdo da atividade captadora do radical, obteve-se a porcentagem de

inibicdo, conforme a formula abaixo:

% de inibicdo = [(absorbancia do controle — absorbancia da amostra)/absorbancia do

controle] x 100

A determinacao da ICsp, concentracdo da amostra ou padrao que causa 50% de
inibicdo do DPPH, foi obtida por regressédo linear, a partir de pontos plotados pela
média de porcentagem obtida. A estrutura do DPPH e sua reducdo por um agente

antioxidante é mostrada na Figura 7.

+ R H + R*
e O e O
DPPH DPPH-H
(39) (40)

Figura 7 . Reducao do DPPH via Radical Livre.



5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Dando continuidade ao estudo realizado com plantas pertencentes a familia
Leguminoseae, sdo apresentados os resultados obtidos da investigacdo dos compostos
secundarios referentes a espécie Lupinus lanatus. O objetivo deste trabalho foi de
explorar a espécie mencionada em seus constituintes quimicos, dentre eles, o0s
alcaldides quinolizidinicos, os quais, estdo presentes em altas concentracbes e sao

responsaveis pela maior parte das atividades biologicas da mesma.

Durante o periodo de trabalho, foi possivel efetuar os fracionamentos
necessarios do material coletado e subsequente andlise das fracOes, etérea e
diclorometano basica, originadas dos extratos metanolicos das sementes e folhas,
respectivamente. Essas duas fracdes, por apresentarem grande quantidade dos
metabolitos de interesse, exigiram a totalidade do tempo disponivel de estudo para a

espécie. Sendo assim, ndo foi dado prioridade as demais fracoes.
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51 ANALISE DOS RENDIMENTOS DE FRACIONAMENTOS E EXT RATOS
OBTIDOS DO MATERIAL COLETADO

Apébs o término das extracles, as fracbes foram devidamente secas e pesadas

com a finalidade de se conhecer o rendimento de cada uma delas em relacdo ao

material seco das sementes, folhas e aos extratos brutos obtidos das mesmas. As

Tabelas 7 e 8, apresentam os rendimentos de cada fracdo obtida em relacdo ao

material seco e extrato bruto provenientes das sementes e folhas de Lupinus lanatus.

TABELA 7. Rendimento do Oleo Fixo e das Fragdes Obtidas do Extrato Bruto das
Sementes de Lupinus lanatus.

Rendimento em

Rendimento em

FracOes Massa obtida em relacdo as relacdo ao extrato
(9) sementes secas bruto (%)
(%)

Extrato Bruto 489,0 33,0 -
Oleo fixo 1,302 0,104 -
Hexanica neutra 28,012 2,241 5,601
Diclorometano neutra 16,051 1,284 3,265
Acetato de etila 12,032 0,962 2,450
neutra

n-butanol neutra 13,504 1,080 2,650
Etérea acida 14,546 1,163 2,857
Etérea basica 10,063 0,805 2,041
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TABELA 8. Rendimento das Fragfes Obtidas do Extrato Bruto das Folhas de Lupinus

lanatus.

Fracdes

Massa obtida em

Rendimento em
relacdo as folhas

Rendimento em
relacdo ao extrato

(9) secas (%) bruto (%)

Extrato bruto 287,0 27,0 -
Hexanica neutra 16,105 1,632 5,572
Diclorometano neutra 8,056 0,816 2,787
Acetato de etila 7,044 0,714 2,432
neutra

n-butanol neutra 11,403 1,123 3,820
Etérea acida 12,701 1,295 4,181
Diclorometano basica 5,107 0,510 1,742

5.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO FIXO, EXTRATO BRUTO E

FRACAO ETEREA BASICA DAS SEMENTES DE Lupinus lanatus

A determinacdo da atividade antimicrobiana utilizando o método de Micro-

diluicho em Caldo foi realizada com: o Oleo fixo, extrato bruto metandlico e fracao

etérea basica das sementes.

De acordo com os resultados obtidos, podemos considerar o Oleo fixo das

sementes fracamente ativo frente aos microorganismos testados, exceto, em relagao a

Staphylococcus aureus e a Sacharomyces cerevisae, onde este obteve uma CIM de

250 pg/mL e uma CIM e uma CLM de 250 ug/mL, respectivamente. Dessa forma, para

esses dois microorganismos, o 6leo fixo pode ser considerado moderadamente ativo.

Para o extrato bruto metandlico, os resultados das atividades antimicrobianas

também foram considerados fracamente ativos em relacdo aos microorganismos



48

analisados. Nesse caso, este extrato obteve uma CIM de 500 ug/mL ou maior, como é o

caso do microorganismo Bacillus subtilis.

Os resultados da atividade antimicrobiana referente a fracao etérea basica das
sementes, demonstraram novamente uma fraca atividade em relacdo as cepas
avaliadas, sendo que, para quatro delas, a CIM permaneceu acima de 500 pg/mL, como
€ 0 caso dos microorganismos Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis,

Escherichia coli e Klebsiella pneumoneae.

A Tabela 9 lista os resultados obtidos da atividade antimicrobiana referida acima.

TABELA 9. Atividade Antimicrobiana do Oleo Fixo, Extrato Bruto e Fracdo Etérea
Basica das Sementes de Lupinus lanatus em pg/mL.

Oleo fixo Extrato bruto Fracdo etérea Padréo
Microorganismos sementes sementes basica sementes

CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM
S. aureus 250 >500 500 >500 500 >500 3,12
S. epidermidis 500 >500 500 >500 | >500 - 3,12
B. subtilis 500 >500 | >500 - >500 - 3,12
E. coli 500 >500 500 >500 | >500 - 3,12
K. pneumonia 500 >500 500 >500 | >500 - 3,12
S. pyogenes 500 >500 500 >500 500 >500 6.25
S. cerevisae 250 250 500 >500 500 500 10,3
C. albicans 500 >500 500 >500 500 500 5,15
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5.2.1 Atividade Antimicrobiana dos Compostos Isolad os da Fracdo Basica do
Extrato Bruto das Sementes

Da fracdo etérea basica das sementes, foram isolados e identificados dois
alcaldides, (-)multiflorina e (-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina. Ambos foram avaliados
guanto a suas capacidades de inibicdo de microorganismos pela metodologia de Micro-
diluicdo em Caldo.

A (-)multiflorina  demonstrou uma atividade interessante frente aos treze
microorganismos testados, apresentando uma maior capacidade de inibir bactérias do
gue fungos. Este alcaldide exibiu uma média de CIM, para bactérias gram-positivas e
gram-negativas, de aproximadamente 50 pg/mL, podendo ser considerado como

moderadamente ativo.

Ja as CLM para o alcaldide (-)multiflorina, com excecdo do microorganismo

Staphylococcus saprophyticus, que foi de 100 ug/mL, ficaram acima de 100 pg/mL.

Isso demonstra, que este alcalbide possui somente um efeito de inibicdo de
crescimento e nao de letalidade para microrganismos avaliados, nas concentracdes

utilizadas.

O composto (-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina mostrou-se moderadamente ativo
frente aos microorganismos avaliados. Este também foi mais ativo frente a bactérias do
gue a fungos. A substancia referida exibiu uma CIM e uma CLM de 100 pg/mL para
S.epidermidis e uma CIM de 25 yg/mL e uma CLM de 100 pg/mL para S. saprophyticus,
demonstrando uma atividade moderada para ambos. Para os demais microorganismos
avaliados, o alcaldide (-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina apresentou somente efeito
inibitério nas concentracdes testadas. Frente a fungos, também demonstrou uma fraca

atividade.

A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos da atividade antimicrobiana

realizada com os alcaloides (-)multiflorina e (-)13-a-cis-Tigloiloximultiflorina.
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TABELA 10. Atividade Antimicrobiana de (-)multiflorina e (-)13-a-Cis-
tigloiloximultiflorina Isolados das Sementes de Lupinus lanatus em pg/mL.

(-)multiflorina (-)13-a -cis- Padrbes

Microorganismos tigloiloximultiflorina

CIM/CLM CIM/CLM CIM
Staphylococcus aureus 50 >100 100 >100 3,12
Staphylococcus epidermidis 50 >100 100 100 3,12
Bacillus subtilis >100 >100 50 >100 3,12
Escherichia coli 100 >100 100 >100 3,12
Klebsiella pneumonia 50 >100 100 >100 3,12
Streptococcus pyogenes 50 >100 50 >100 3,12
Staphylococcus saprophyticus 50 100 25 100 3,12
Pseudomonas aeroginosa 50 >100 50 >100 3,12
Shigella sonnei 100 >100 100 >100 3,12
Sacharomyces cerevisae 100 >100 >100 - 5,15
Candida albicans >100 - >100 - 6,25
Candida tropicalis >100 - >100 - 6,25
Cryptococcus neoformans >100 - >100 - 10,3

5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO BRUTO, FRAC OES NEUTRAS,
FRACOES ETEREA ACIDA E DICLOROMETANO BASICA DAS FOL HAS DE
Lupinus lanatus

O extrato bruto metandlico das folhas de Lupinus lanatus apresentou uma baixa
atividade antimicrobiana, sendo ativo nas concentracfes de 500 pug/mL para Bacillus

subtilis, Staphylococcus saprophyticus, Sacharomyces cerevisae e 250 pg/mL para
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Candida albicans. As CLM para esses microorganismos ficaram acima de 500 pg/mL

caracterizando assim uma baixa atividade para 0 mesmo.

As fracdes hexanicas e diclorometano neutras apresentaram uma maior
atividade antimicrobiana frente aos microorganismos testados, porém, ainda € uma
atividade considerada baixa. Das duas fracdes testadas, o melhor resultado foi obtido
pela fracdo diclorometano neutra em relagdo ao microorganismo E. coli, a qual

apresentou uma CIM e uma CLM de 250 pg/mL.

Os resultados referentes a atividade antimicrobiana das fracdes acetato de etila e
n-butanol neutras das folhas de Lupinus lanatus apresentaram uma melhora modesta.
Das duas fracOes avaliadas, a fracdo acetato de etila, se destacou em relacéo a n-
butanol frente aos microorganismos Staphylococcus aureus e Staphylococcus
saprophyticus, onde, para ambos, esta obteve uma CIM e uma CLM de 250 yg/mL. A

fracdo n-butanol mostrou-se mais ativa frente a fungos que as outras fragoes.

A fracdo acida apresentou uma baixa atividade, porém, com destague em
relacdo ao microorganismo Staphylococcus saprophyticus com uma CIM e uma CLM de
250 pg/mL. Os resultados desta fracdo nédo foram listados em tabela, devido a pouca

expressividade dos mesmos em relacdo as outras fragoes.

A fracdo basica mostrou-se modestamente mais ativa que a fracdo acida e
também se destacou frente ao microorganismo Staphylococcus saprophyticus com uma
CIM de 125 pg/mL e uma CLM de 250 pg/mL.

As Tabelas, 11 e 12, listam os resultados das atividades antimicrobianas

referidos acima.
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TABELA 1 1. Atividade Antimicrobiana do Extrato Bruto, Fracdo Hexanica Neutra e
Fracdo Diclorometano Neutra Obtidas das Folhas de Lupinus lanatus em pg/mL.

Extrato bruto Fracdo Hexanica | Fragédo CH,Cl, Padrbes

Microorganismos folhas neutra neutra

CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM
S. aureus - - - - 500 >500 3,12
S. epidermidis - - - - - - 3,12
B. subtilis 500 >500 500 >500 - - 3,12
E. coli - - 500 >500 250 250 3,12
K. pneumonia - - 500 >500 500 >500 3,12
S. pyogenes - - - - - - 3,12
S. saprophyticus 500 >500 250 >500 500 >500 3,12
P. aeroginosa - - - - 500 >500 3,12
S.sonnei - - - - - - 3,12
S. cerevisae 500 >500 500 >500 - - 5,15
C. albicans 250 >500 250 >500 500 >500 6,25
C. tropicalis - - 500 >500 - - 6,25
C neoformans - - - - - - 10,3
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TABELA 12. Atividade Antimicrobiana das Fracdes Acetato de Etila, n-butanol e
Diclorometano Basica Obtidas das Folhas de Lupinus lanatus em pg/mL.

Fracdo Acetato | Fragdo n-butanol Fracdo CH,Cl; Padrbes

Microorganismos neutra neutra Béasica Folhas

CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM
S. aureus 250 250 - - - - 3,12
S. epidermidis 500 >500 - - - - 3,12
B. subtilis 500 >500 - - - - 3,12
E. coli - - - - - - 3,12
K. pneumonia 500 >500 500 >500 - - 3,12
S. pyogenes 250 >500 250 >500 500 >500 3,12
S. saprophyticus 250 250 - - 125 250 3,12
P. aeroginosa 500 >500 500 >500 500 >500 3,12
S.sonnei 500 >500 500 >500 - - 3,12
S. cerevisae - - 500 >500 - - 5,15
C. albicans 500 >500 500 >500 500 >500 6,25
C. tropicalis - - 500 >500 - - 6,25
C neoformans - - 250 >500 250 >500 10,3
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5.3.1 Atividade Antimicrobiana dos Compostos Isolad os da Fracao

Diclorometano Bésica das Folhas de  Lupinus lanatus

As substancias isoladas e identificadas, da fracdo diclorometano basica do
extrato bruto das folhas foram: (36) (+)13-a-hidroxilupanina, (37) (+)13-a-trans-

cinamoiloxilupanina e (38) (+)Lanatina A.

Todas elas foram avaliadas quanto sua atividade antimicrobiana, a fim de

verificar o potencial das mesmas frente aos microorganismos analisados.

Com excessao da substancia (+)13-a-hidroxilupanina, os outros dois compostos,
(+)13-a-trans-cinamoiloxilupanina e (+)Lanatina A, apresentaram uma boa atividade
antimicrobiana. A Lanatina A se destacou por apresentar uma CIM na concentracdo de
25 pg/mL para os microorganismos Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus saprophyticus e Shigella sonnei, sendo que, para
Staphylococcus saprophyticus, a substancia referida apresentou uma CLM de 50

ug/mL.

Os resultados das atividades antimicrobianas com 0s compostos isolados e

identificados das folhas de Lupinus lanatus estéo listados na Tabela 13.
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TABELA 13. Atividade Antimicrobiana dos Compostos Isolados e Identificados, (36)
(+)13a-hidroxilupanina, a (37) (+)13-a-trans-cinamoiloxilupanina e (38)Lanatina A, da
Fracdo Basica do Extrato Bruto das Folhas de Lupinus lanatus em pg/mL.

Microorganismos CIM?;?:LM CIMB;Z)LM CIM/CLM Padrbes
S. aureus - - 50 >100 50 >100 3,12
S. epidermidis 100 >100 50 >100 25 >100 3,12
B. subtilis - - 100 >100 100 >100 3,12
E. coli - - 100 >100 50 >100 3,12
K. pneumonia 100 >100 100 >100 50 >100 3,12
S. pyogenes - - 50 >100 25 >100 3,12
S. saprophyticus 50 >100 50 >100 25 50 3,12
P. aeroginosa - - 50 >100 50 >100 3,12
S. sonnei - - 50 >100 25 >100 3,12
S. cerevisae - - 100 >100 100 >100 515
C. albicans 50 >100 50 >100 50 >100 6,25
C. tropicalis - - - - - - 6,25
C. neoformans - - 100 >100 100 >100 10,3

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS, FRACOES E COMPOSTOS

ISOLADOS DAS SEMENTES E FOLHAS DE Lupinus lanatus

Para a avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de DPPH, as amostras

foram testadas, pelo método qualitativo, na concentracdo de 50 pg/mL. Nesta

concentracao, todas as amostras, exceto a substancia (+)13-a-hidroxilupanina, isolada

da fragdo basica, proveniente do extrato bruto metanolico das folhas de Lupinus

lanatus, apresentaram resultado positivo para o0 método de DPPH.
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A analise da atividade antioxidante utilizando a metodologia mencionada, pelo
método quantitativo, demonstrou uma atividade muito interessante para todas as
amostras avaliadas. Em destaque, a Fracdo Acetato de etila neutra, obtida do extrato
metandlico das folhas de Lupinus lanatus, apresentou uma capacidade de inibir radicais
livres, muito semelhante a do padréo utilizado, BHT. A fracdo em questéo, foi ativa até a
concentracao de 3,10 pg/mL, Ultima concentracdo testada, como mostra o grafico da

Figura 8.
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Figura 8. Grafico da Atividade Antioxidante do Extrato Bruto e FracGes de Lupinus

lanatus.
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5.5 METABOLITOS ISOLADOS DA FRACAO ETEREA BASICA DA S SEMENTES

5.5.1 Alcaléide (-)Multiflorina, RMN  *H e 3C

(34)

Figura 9. Estrutura Quimica do Alcaléide (-)multiflorina.

Este metabdlito foi isolado das sementes de Lupinus lanatus como referido no
item 4.6.2.1 (pag. 27). Os dados obtidos dos espectros de RMN de *H e *3C (Anexo 1-2,
pag. 106-107), foram comparados aos da literatura®’ (Tabela 13), resultando na

elucidacéo da estrutura como sendo a de (-)multiflorina.

O espectro de *C apresenta algumas caracteristicas do ntcleo quinolizidinico
deste alcaléide como a presenca de uma carbonila (C=0) a-B-insaturada, com
deslocamento quimico de & 192,5 ppm, e dois sinais nas regides de 6 99,4 ppm e 6

155,6 ppm, representando os carbonos da dupla ligacao.

O espectro de 'H obtido dessa estrutura, apresenta um dubleto na regido de &
5,01 ppm e outro na regido de 6 6,85 ppm, ambos com um J = 7,6 Hz representando os
hidrogénios na posicdo cis, ligados aos carbonos da dupla ligacdo do nucleo

quinolizidinico.

Os dados obtidos do estudo de luz plano polarizada, bem como o sistema
eluente utilizado na CCDP para o isolamento e purificacdo desta molécula, e os
aspectos fisicos da mesma, [0]p>°= -290° (¢ = 0,1, MeOH); Rf: 0,43 em CH,Cl,/MeOH

(72:28), também conferem com os resultados da literatura.®” A referéncia em questao,
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apresenta um [0o]p*°= -299° (¢ = 0,1, MeOH). A pouca variacdo dos dados de luz plano
polarizada, também vem a somar na confirmagéo da estrutura como sendo o alcalbide

(-)multiflorina.

A Tabela 14 lista os dados de RMN de 'H e *C obtidos dos respectivos
espectros da substancia isolada e comparados aos dados de RMN de **C obtidos da

literatura.®’

TABELA 1 4. Dados de RMN de *H e *C Obtidos da Amostra Isolada das Sementes

de Lupinus lanatus Comparados aos dados de RMN de *3C da Literatura®’.

Comparacao dos dados de °C

Posicdo 6 °C, obtido 5 °c, 5 'H (J em Hz) obtidos
(ppm) literatura®’
2 155,6, CH 155,6, CH 6,85 (d, J =7,6 Hz; 1H)
3 99,4, CH 99,1, CH 5,01 (d,J=7,6 Hz; 1H)
4 192,5, C=0 192,5, C=0 -
5 39,2, CH, 39,3, CH, Ha 3,15 (M, 1H): Hp 2,67 (M, 1H)
6 60,2, CH-N 60,3, CH-N 3,12 (m, 1H)
7 30,4, CH 31,1, CH 1,74 (m, 1H)
8 25,5, CH, 25,7, CH, Ha 1,55 (M, 1H); Hp 1,26 (m, 1H)
9 34,2, CH 34,4, CH 1,81 (m, 1H)
10 57,2, CH>-N 57,4, CH>-N H, 3,11 (dt, J = 16,4 e 2,8 Hz, 1H); H, 2,69
(m, 1H)

11 633,CH-N 63,6, CH-N 2,21 (m, 1H)
12 30,9, CH, 31,4, CH, Ha 1,59 (M, 1H); Hp 1,36 (M, 1H)
13 24,4, CH, 24,7, CH; Ha 1,55 (m, 1H); Hp 1,45 (m, 1H)
14 23,1, CH, 23,6, CH 1,34 (m, 2H)
15 54,9, CH,-N 54,4, CH,-N Ha 2,52 (m, 1H); Hp 2,49 (m, 1H)
17 50,5, CH»N 51,1, CHp-N Ha 2,22 (M, 1H): Hp 2,15 (m, 1H)
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5.5.2 Alcaldide (-)13- a-cis -Tigloiloximultiflorina

(35)

Figura 10. Estrutura Quimica do Alcaléide (-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina.

Conforme descrito no item 4.6.2.2 (pag. 28), foi possivel o isolamento de 13,0 mg
deste composto.

Esta substancia apresenta-se também, como um 6leo de coloragdo amarelo
claro com um [a]p®= -194 °© (¢ = 0,1, MeOH); Rf: 0,48 em CH,Cl,/MeOH (70:30).

A utilizacdo de técnicas de RMN unidimensionais (*H e **C) e bidimensionais
(COSY, DEPT, HMBC e HMQC), proporcionaram a elucidacdo do grupamento ligado ao
C-13 do nucleo do alcaldide (-)multiflorina. O grupamento em questao foi identificado
como sendo um residuo de &cido-(E)-2-metilbut-2-endico. Assim, a estrutura foi definida

como (-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina.
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5.5.2.1 Alcal6ide (-)13- a-cis -Tigloiloximultiflorina, RMN de  *H

19
20/

(35)

O espectro de 'H de (-)13-a-cis-tigloiloximultifiorina (Fig. 11) mostra dois
dubletos, um na regiao de & 5,01 e outro na regido de 6 6,85 ppm, ambos com um J =
7,6 Hz a exemplo do composto (-)multiflorina. Esse mesmo espectro também apresenta
uma regido de sinais complexos em campo alto. Porém, neste caso, ocorre a presenca
de um quarteto em 6 3,75 ppm (1H, q, J = 7,2 Hz), cuja, a integracao dos sinais indica
somente a presenca de um préton, hidrogénio esse que se correlaciona com os prétons

de C-22, uma das metilas, e por isso esse desdobramento de sinais.

O espectro de 'H do composto em questdo, também apresenta sinais
sobrepostos na regido de 6 1,25 ppm e um multipleto na regido de 6 0,8 a 6 1,0 ppm,
em que a integracao dos sinais aponta a presenca de seis hidrogénios, representando

as metilas que fazem parte do grupamento ligado ao nucleo basico (-)multiflorina.
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i

Figura 11 . Espectro de RMN *H do composto (-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina em CDCls
a400,13 MHz e 25 °C.

A Figura 12 mostra a expansdo do espectro de RMN de 'H do composto
relacionado, onde €& possivel observar os desdobramentos, o0s dubletos
correspondentes ao, H-2 e H-3, que fazem parte do ndcleo basico do alcaldide (-
)multiflorina na regido de campo mais baixo do espectro. Como ja& mencionado, o0 J =
7,6 Hz, indica que os hidrogénios relacionados estdo em posicao cis.
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Figura 12. Espectro de RMN de *H expandido (regido de 6 5,0 a 6 7,35 ppm) de (-)13-
a-cis-tigloiloximultiflorina em CDCl3 a 400,13 MHz e 25 °C.

O quarteto que representa H-21 esta indicado na Figura 13, a qual, mostra uma
expansdo da regido do espectro de RMN de 'H entre 6§ 1,5 a & 3,8 ppm de (-)13a-cis-
tigloiloximultiflorina. Este desdobramento de sinais fornece um J = 7,2 Hz, e a
integracdo dos mesmos, aponta para a presenca de somente 1H. Assim, os resultados
dos célculos de J Resolvido, juntamente com a analise dos desdobramentos, a

integracao dos sinais e o deslocamento quimico, apresentado por este préton, permitiu
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concluir gue o mesmo esta correlacionado com os hidrogénios da metila de C-22. O
valor de J Resolvido também deu margem para determinar que as duas metilas do
grupamento ligado ao nucleo de (-)multiflorina, encontram-se em posi¢cado cis uma em

relacdo a outra.

\\\ / \\V/ \\\W/ oo 1 WA [ | | ||.

H-21(q, J = 7,2 Hz, 1H)
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Figura 13. Espectro de RMN de 'H expandido (regido de & 1,5 a & 3,8 ppm) do
alcaléide (-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina em CDCI3; a 400,13 MHz e 25 °C.

As metilas podem ser observadas no espectro de RMN de *H expandido (regi&o

de 6 0,7 a 6 2,7 ppm). Os picos correspondentes as mesmas, estdo na regido de campo
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mais alto do espectro e apresentam um deslocamento quimico entre 6 0,80 a 6 1,26

ppm. A Figura 14 mostra a localizacdo das mesmas no espectro de RMN de 'H

expandido.
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Figura 14. Espectro de RMN de 'H expandido (regido de & 0,8 a 6 2,7 ppm) do
alcaldide (-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina em CDCI3; a 400,13 MHz e 25 °C.
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5.5.2.2 Alcaléide (-)13- a-cis-Tigloiloximultifiorina, RMN de  **C

O espectro de RMN de **C (Fig. 15) da substancia identificada como (-)13-a-cis-

tigloiloximultiflorina apresentou vinte sinais.

De todos os sinais, quinze deles foram comparados aos da literatura® e
caracterizaram parte da molécula como sendo o nucleo quinolizidinico de (-)multiflorina.

Os outros cinco, correspondem ao grupamento associado a este alcaldide.

Os picos mais caracteristicos referentes ao nucleo basico de (-)multiflorina séo
0s sinais de carbonila a-B-insaturada & 192,4 ppm, e os sinais de dupla ligacdo presente
no nucleo basico, com deslocamentos de § 155,6 e 6 99,4 ppm, correspondendo aos C-

2 e C-3 respectivamente.

Uma diferenca que caracteriza a presenca de um oxigénio ligado ao C-13, é uma
alterac&do no deslocamento do mesmo, que passou de 6 24,4 ppm, na molécula original,
para & 68,1 ppm no espectro obtido para esta substancia. O espectro de RMN de **C do
composto, também apresentou picos na regido de campo alto em § 10,8 e 6 13,9 ppm,
caracterizando as metilas na posi¢cao cis uma em relagdo a outra. Em campo baixo,
outros dois sinais apareceram na regido de & 128,7 e 6§ 138,0 ppm, indicando os
carbonos da dupla ligagdo presente no grupamento associado ao alcaloide (-

)multiflorina.

Também foi observado um pico caracteristico de carbonila de éster em § 167,8

ppm.
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Figura 15. Espectro de RMN de *C de (-)13-a-cis-tigloiloximultifiorina em CDCl; a
100,62 MHz e 25 °C.

5.5.2.3 RMN de correlagdo *H —*H (COSY)

Através da analise do espectro de RMN de correlagéo *H — *H COSY (Fig. 16),
pode-se verificar a relagdo entre os prétons do nulceo do alcaldide (-)multiflorina H-2, &
6,85 ppm e H-3, § 5,02 ppm. Em adi¢&o, o grupamento ligado ao alcaloide, pela relagédo
entre os hidrogénios metilicos, 6 1,25 ppm de C-23, 6§ 0,88 ppm de C-22 e o hidrogénio
metinico & 3,74 ppm de C-21, confirmou a estrutura sugerida para o0 mesmo. Através da
anélise deste espectro de RMN de correlacdo *H — *H, foi possivel determinar a posicéo
dos hidrogénios do grupamento substituinte, bem como, a confirmacao da estrutura de

(-)multiflorina.
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Figura 16. Espectro de RMN de correlacdo H - 'H COSY de (-)13-a-cis-

tigloiloximultiflorina em CDCls.

5.5.2.4 RMN de correlagdo *H—*3C (HMQC)

O espectro de RMN bidimensional heteronuclear HMQC (Fig. 17) auxiliou na
confirmacdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos protonados de (-)13-a-cis-

tigloiloximultiflorina através da correlagdo com seu(s) respectivo(s) hidrogénio(s). A
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analise deste espectro proporcionou a atribuicdo dos sinais referentes a H-13 ligado ao
carbono do éster na regido de 6 3,65 ppm. Também proporcionou a confirmacéo do
nacleo basico de (-)multiflorina, através dos sinais de H-2 e H-3 (6 6,80 e 6 5,02 ppm),
respectivamente, bem como, a confirmagdo da estrutura do grupamento ligado ao
nucleo basico mencionado acima. Isso pode ser verificado pela correlacdo de H-21 (6
3,74 ppm) e seu respectivo carbono, e dos hidrogénios ligados aos carbonos das

metilas (H-23 e H-22).

H-21 H22,

H-3
H-13

6.0 5.9 o.0 4.3 4.0 3.5 3.0 4. £,0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

Figura 17. Espectro de RMN de correlacdo *H — *C HMQC de (-)13-a-cis-

tigloiloximultiflorina em CDCls.
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Como resultado dos estudos de RMN de *H e **C uni e bidimensionais, concluiu-
se que esta estrutura € de fato o alcal6ide (-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina, embora néao
inédito na literatura, ainda ndo havia sido isolado desta espécie de Lupinus, Lupinus

lanatus.

A estereoquimica deste composto ndo foi totalmente elucidada devido a pouca
guantidade do produto isolado. Porém, acredita-se que seja a mesma estereoquimica
presente na molécula de (-)multiflorina, isso devido ao valor obtido do desvio da luz
plano polarizada, sentido negativo, bem como da pouca variacdo dos deslocamentos
quimicos que os espectros de **C e 'H apresentaram quando comparados aos da
literatura.®"? A posicdo espacial de (-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina também é sugerida
através do estudo do esquema de biossintese, segundo Okada et. al. (2005)?, em que
0 nucleo basico de (-)multiflorina € sintetizado através de enzimas especificas, e estas
optam pela estereoquimica observada na estrutura apresentada na Figura 9 (Pag. 55)

em mais de 99% dos casos.

O Anexo 3 (pag. 108) apresenta o espectro de RMN de correlacdo expandido *H
-'H COSY de (-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina em CDCls.

A Tabela 15 lista os dados de RMN de *C e 'H de (-)13-a-cis-

tigloiloximultiflorina.
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TABELA 15. Dados de RMN de 'H e **C Obtidos da Amostra Isolada da Fracéo
Etérea Bésica do Extrato Bruto das Sementes Comparados aos da Literatura®.

(-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina/(-)multiflorina, RMN **C

Posicdo & “°C, obtido 5 °C, literatura® 5 'H (J em Hz)

2 155,6 CH 155,6, CH 6,86 (d, J =7,6 Hz; 1H)

3 99,3, CH 99,1, CH 5,02 (d, J = 7,6 Hz; 1H)

4 192,4, C=0 192,5, C=0 -

5 39,1, CH, 39,3, CH, Ha 3,16 (M, 1H); Hp 2,65 (M, 1H)

6 60,2, CH-N 60,3, CH-N 3,14 (m, 1H)

7 30,7, CH 31,1, CH 1,81 (m, 1H)

8 25.5, CH, 25,7, CH, Ha 1,55 (M, 1H): Hp 1,25 (M, 1H)

9 34,2, CH 34,4, CH 1,84 (m, 1H)

10 57,2, CH,-N 57,4, CH,-N Ha, 3,11 (dt, J = 16,4 e 2,8 Hz, 1H); Hp
2,69 (m, 1H)

11 63,3, CH-N 63,6, CH-N 2,32 (M, 1H)

12 30,9, CH, 31,4, CH, Ha 1,66 (m, 1H); H, 1,37 (m, 1H)

13 68,0, CH-O 24,7, CH, 3,65(t,J=4,0e 7,6 Hz, 1H)

14 23,1, CH, 23,6, CH, 1,33 (m, 2H)

15 54,9, CHoN 54,4, CHy-N Ha 2,52 (M, 1H); Hp 2,49 (M, 1H)

17 50,5, CH-N 51,1, CH,-N Ha 2,20 (M, 1H); Hp 2,12 (m, 1H)

19 167,8, C=0 - -

20 128,8, C=C - -

21 138,7, C=C . 3,72 (q, J = 7,2 Hz, 1H)

22 10,8, CHs i 1,25 (m, 3H)

23 13,9, CHs i 0,85 (m, 3H)
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5.6 METABOLITOS ISOLADOS DA FRACAO DICLOROMETANO BA SICA DAS
FOLHAS DE Lupinus lanatus

5.6.1 Alcaldide (+)13- a-Hidroxilupanina

(36)

Figura 18. Estrutura Quimica do Alcaléide (+)13-a-hidroximultiflorina.

O alcaldide (+)13-a-hidroxilupanina foi obtido conforme procedimento descrito no
item 4.7.2.1 (pag. 34). A substancia em questdo apresentou-se como um Oleo de

coloracao amarelo claro.

Os estudos de RMN de 'H e '*C (Anexo 4-5, Pag. 109-110) possibilitaram a
comparacdo dos dados da estrutura obtida com a literatura®**,  seguida da

identificacdo da mesma como (+)13-a-hidroxilupanina.

O espectro de RMN de *3C deste alcaléide quinolizidinico, apresentou algumas
caracteristicas particulares do nucleo (+)lupanina do qual € originado. Este composto
apresenta, em seu espectro de RMN de **C, um pico de C=0 de lactama na regido de &
169,5 ppm, que caracteriza a carbonila de C-2 do nucleo basico mencionado, e um

sinal em 6 65,9 ppm que caracteriza uma ligagdo CH-OH de C-13.
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Apoés a andlise chegou-se a estrutura desta molécula observando a variacdo do
deslocamento quimico de C-13, ja mencionado, que passou de & 22,7 ppm, na

molécula original, para & 65,9 ppm, para este alcaldide.

O espectro de RMN 'H desta molécula apresenta uma regido de sobreposicdo
de sinais em campo alto do espectro e de dificil identificacdo, porém, quando

11,54

comparado com a literatura™=>", nota-se uma semelhanca do mesmo com o nucleo

basico de (+)lupanina.

O espectro de RMN 'H da substancia analisada, ainda mostra um singleto na
regido de 6 4,82 ppm correspondente ao hidrogénio da hidroxila de C-13, cuja a

integracdo dos sinais indica 1H.

Assim, os resultados obtidos por RMN de 'H e **C de (+)13-a-hidroxilupanina
estdo de acordo com a literatura, mostrando uma variacdo dos deslocamentos quimicos

de H e *3C dentro do normal.

Essa pequena variacdo é decorrente do solvente, tipo de aparelho de RMN
utilizado e condicBes de andlise utilizadas. A partir da observacao dos resultados e da
comparacado dos mesmos com a literatura, foi possivel elucidar a estrutura e identifica-la

como sendo o alcaldide (+)13-a-hidroxilupanina.

A Tabela 16 compara os resultados obtidos pelo espectro de RMN **C de (+)13-

a-hidroxilupanina aos resultados da literatura®* do ntcleo de (+)lupanina.



TABELA 16. Dados de RMN de '3C Obtidos para (+)13-a-hidroxilupanina
Comparados com os Dados de (+)lupanina da Literatura™*, Ambos em CDCls.

Comparacéo dos dados de RMN de °C

Posicéo 5 *C, obtido 5 °C, literatura™
2 169,5, C=0 172,0, C=0
3 32,8, CH, 32,9, CH,
4 19,9, CH; 19,1, CH
5 27,8, CH; 27,4, CH;
6 60,6, CH-N 60,5, CH-N
7 34,2, CH 30,7, CH
8 27,4, CH, 25,9, CH,
9 29,9, CH 33,3, CH
10 46,7, CHo-N 46,1, CHo-N
11 67,0, CH-N 65,4, CH-N
12 30,9, CH, 31,1, CH,
13 65,9, CH-O 22,7, CH,
14 22,4, CH, 22,5, CH,
15 55,9, CH,-N 55,8, CH2-N
17 53,3, CH2-N 51,3, CH2-N




74

5.6.2 Alcaldide (+)13- a-trans -Cinamoiloxilupanina

21 z

27 25
26

37)

Figura 19. Estrutura quimica de (+)13-a-trans-cinamoiloxilupanina.

Esta substancia foi isolada das subfragdes 39 — 41, conforme o item 4.7.2.2 (pag.
35).

Apoés o procedimento de isolamento, obteve-se 10,0 mg de uma substancia que
foi cristalizada em diclorometano. A pureza da mesma foi testada em CCD e confirmada
por RMN.

O estudo de RMN de *H e **C tornou possivel a identificacdo do niicleo basico
como sendo uma (+)lupanina. Os resultados da espectroscopia de RMN e

46,47

Espectrometria de Massas foram comparados com a literatura™"’, confirmando a

estrutura deste composto como sendo (+)13-a-trans-cinamoiloxilupanina.

Esta substancia apresentou-se na forma de cristal com um PF° = 276-278 T
(Literatura®’, PF°= 276 T); Rf: 0,45 em CH ,Cl,/MeOH (80:20); [a]. = + 42°(c = 0,1,
CHCly).

Devido a pouca quantidade e ao tamanho dos cristais ndo foi possivel realizar

estudos de cristalografia por difracdo de Raios-X.
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5.6.2.1 Alcaldide (+)13- a-trans -Cinamoiloxilupanina, RMN de *H

O espectro de RMN de *H (Fig. 20) mostrou uma regido de sobreposicdo de
sinais em campo alto, caracteristico dos CH, que compdem no nucleo basico de
(+)lupanina. Em campo mais baixo, este apresentou um dubleto na regido de & 6,34 e 6
7,50 ppm com um J = 16,2 Hz e a multiplicidade apontando a presenca de somente 1H.

Esse valor de J Resolvido € indicativo de hidrogénios em posi¢éo trans.

Na regido de campo mais baixo, o espectro de RMN de 'H também apresenta
um conjunto de sinais, também em sobreposicdo, indicando que ha um benzeno

monossubstituido fazendo parte do composto.
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Figura 20. Espectro de RMN 'H do composto (+)13-a-trans-cinamoiloxilupanina em

CDCl; a 400,13 MHz e 25 °C.
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5.6.2.2 Alcaléide (+)13- a-trans -Cinamoiloxilupanina, RMN de  *3C

37)

O espectro de RMN de *3C (Fig. 21) deste composto apresentou dois sinais de
C=0,umem & 171,0, indicando a presenca de C=0 de lactama, e um segundo sinal em
6 167,2 ppm indicando uma carbonila de éster. A lactama faz parte do nacleo basico da
(+)lupanina, enquanto o sinal de C=0 de éster, pertence ao grupamento associado a
este. O espectro de RMN de '3C ainda apresentou dois picos referentes a dupla
ligagdo, C=C, na regido de 6 116,0 e 6 145,1 ppm. Observou-se também quatro sinais
na regido de aromaticos em 6 127,9, 6 128,7, 6 128,9 e 6 135,2 ppm, sugerindo a
presenca de um benzeno monossubstituido. Um sinal de CH-O referente a C-13 com
um deslocamento de & 67,5 ppm, caracterizando assim uma substituicdo presente neste
carbono também foi observado. Comparando os resultados, nota-se uma variacdo no
deslocamento quimico de C-13 que passa de 6 22,7 para 6 67,5 ppm indicando a

presenca do oxigénio do éster ligado a ele.
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Figura 21. Espectro de RMN de **C de (+)13-a-trans-cinamoiloxilupanina em CDClz a
100,62 MHz e 25 °C.

A Tabela 17 lista os resultados obtidos pelo espectro de RMN de *3C do alcaléide
(+)13-a-trans-cinamoiloxilupanina comparados aos deslocamentos do nucleo basico

(+)Lupanina.
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TABELA 17. Dados de RMN de *C Obtidos de (+)13-a-trans-
cinamoiloxilupanina Comparada com os Dados de (+)lupanina da Literatura™“°.

(+)13-a-trans-cinamoiloxilupanina/(+)lupanina

Posicao 5 °C, obtido 5 °c, literatura™*°

2 171,0, C=0 172,0, C=0
3 32,9, CH; 32,9, CH;
4 19,5, CH, 19,1, CH»
5 27,4, CH, 27,4, CH,
6 60,5, CH-N 60,5, CH-N
7 32,9, CH 30,7, CH
8 26,3, CH; 25,9, CH,
9 33,7, CH 33,3, CH
10 46,6, CH,-N 46,1, CH,-N
11 58,3, CH-N 65,4, CH-N
12 29,5, CH; 31,1, CH;
13 67,6, CH-O 22,7, CH,
14 26,3, CH, 22,5, CH,
15 51,4, CH,-N 55,8, CH,-N
17 49,8, CH,-N 51,3, CH>-N
19 167,2, O-C=0 -
20 116,0, C=C -
21 145,1, C=C -
22 135,1, Car -

23/27 128,6, Car -

24/26 128,9, Car -

25 127,9, Car -
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5.6.2.3 Alcaldide (+)13- a-trans -Cinamoiloxilupanina, Espectrometria de Massas

A substancia em questdo apresentou férmula molecular Cy4Hz9N203. A
Espectrometria de Massas foi obtida por CG/EM, sendo observado para esse
composto, um pico de ion molecular ESI/MS [m/z = 246,2]" indicando o niicleo basico
de (+)lupanina e um pico base ESI/MS [m/z = 149,0]" representando o residuo de
acido-cinamico. Os dados obtidos foram comparados aos da literatura®® comprovando

assim a estrutura de (+)13-a-trans-cinamoiloxilupanina.

A Figura 22 apresenta o0 espectro de massas de (+)13a-trans-

cinamoiloxilupanina.
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Figura 22. Espectro de Massas ESIMS/CG/EM de (+)13-a-trans-cinamoiloxilupanina.
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5.6.3 Alcaldide (+)Lanatina A ou (+)13- a-Antraniloxilupanina

o NH,
21
20
19 22
25 23
24

(38)

Figura 23. Estrutura Quimica do Alcal6ide Lanatina A.

A lanatina A foi purificada das subfracdes, 51 — 58 da coluna silica gel (230-400
Mesh), da fracéo diclorometano béasica, do extrato bruto das folhas por CCDP, conforme
o item 4.8.2.3 (pag. 36). Apos a purificacdo, obteve-se 27 mg de uma substancia

cristalina e sua pureza foi determinada em CCD e confirmada por RMN.

O estudo de RMN de *H e **C tornou possivel a identificacdo do niicleo basico
como sendo uma lupanina. Os resultados de estudos de RMN bidimensionais, DEPT,
COSY, NOESY, HMQC e HMBC, da Espectrometria de Massas e cristalografia por
difracdo de Raios-X foram de suma importancia na elucidacdo da estrutura quimica e

estereoquimica absoluta deste composto isolado.

Este composto foi cristalizado em CH,Cl, e posteriormente medido seu ponto de
fusdo (PF°=291-296C). Foi realizado um estudo de luz plano polarizada e a
substancia, Lanatina A, apresentou um desvio de [a]3® = + 52° (c = 0,1, CH,Cl,). A
espectrometria de massa por CG/EM apontou um pico de ion molecular em ESI/MS m/z
382 [M+H]" e um pico base em ESI/MS m/z 246 [100%)] fornecendo uma férmula
molecular C,H27N30s3.
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5.6.3.1 Alcaléide (+)Lanatina A ou (+)13- a-antraniloxilupanina, RMN de *H

(38)

O espectro de RMN de 'H de (+)Lanatina A (Fig. 24), mostra uma regido de
sobreposicdo de sinais em campo alto que é caracteristico do nucleo das lupaninas.
Estes picos representam os prétons dos CH, presentes no ndcleo basico lupanico. Em
campo baixo do espectro, observa-se um duplo dubleto, na regido de aromaticos, em 6
7,87 ppm com um J = 6,8 Hz, grande, cuja a integracdo aponta 1H, e um dubleto de J =
1,2 Hz, pequeno, representando um dos hidrogénios aromaticos, H-25, que faz uma
correlagéo a curta distancia com H-24 e uma correlagéo a longa distancia com H-23. Os
outros hidrogénios aromaticos estdo representados por um multipleto na regido de 6
7,24 a6 7,31 ppm e em 66,65 ad 6,70 ppm. O hidrogénio ligado a C-13 é representado

por um singleto na regido de & 5,67 ppm.
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Figura 24. Espectro de RMN *H do composto (+)Lanatina A em CDCl; a 400,13 MHz e

25°C.

As expansdes do espectro de RMN de 'H de Lanatina A apresentam as

multiplicidades de forma mais clara como pode ser observado nas Figuras 25 e 26.
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Figura 25. Espectro de RMN de *H de (+)Lanatina A expandido (regido de & 6,60 a &

7,90 ppm) CDCI3 a400,13 MHz e 25 °C.
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Figura 26. Espectro de RMN de 'H de (+)Lanatina A, expandido (regido de & 4,50 a &

5,80 ppm) CDCI3 a400,13 MHz e 25 °C.
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5.6.3.2 Alcaléide (+)Lanatina A ou (+)13- a-antraniloxilupanina, RMN de *C

17 15
H 16 14 o NH,
4 ) 20 21
135719 22
2 18 25 23
o) 24

(38)

O espectro de RMN de ®C (Fig. 27) mostrou a presenca de 24 sinais.
Novamente os resultados foram comparados aos obtidos para o nucleo de (+)lupanina
da literatura™ e o mesmo foi confirmado. A campo alto do espectro, estdo os picos que

correspondem aos CH;, e CH-N e vao de 6 18,4 a 6 60,5 ppm.

O sinal que caracteriza a presenca de uma carbonila de lactama, ocorre em &
171,2 ppm, a qual, € comum no nucleo lupanico e caracteriza o mesmo. Outro sinal
importante é um pico em 6 67,6 ppm indicando a presenca de um carbono ligado a um

oxigénio de éster na molécula.

Confirmando a suspeita, observou-se um sinal de carbono carbonilico na regido
de 6 167,3 ppm. Foram observados também, seis picos na regido de aromaticos (6
111,0, 6 116,6, 6 116,7, 6 131,5, 6 134,1 e 6 150,4 ppm), 0s quais, representam um

benzeno orto-substituido.
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Figura 27. Espectro de RMN de **C de (+)Lanatina A em CDCl; a 100,62 MHz e 25 °C.

A Figura 28 apresenta a expanséo da regido de campo baixo do espectro de
RMN de '*C mostrando com mais detalhes os sinais em & 116,6 e & 116,7 ppm,

correspondentes aos C-24 e C-22 respectivamente.
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Figura 28. Espectro de RMN de **C de (+)Lanatina A expandido (regido de 6 111,0 a &
117,0 ppm) CDCl3 a100,62 MHz e 25 °C.
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5.6.3.3 Alcaldide (+)Lanatina A, RMN de correlacdo  *H-'H COSY

No espectro de RMN bidimensional COSY *H — *H (Fig. 29) de Lanatina A, pode-
se verificar a correlacdo entre os hidrogénios que fazem parte do sistema aromatico
presentes na molécula, bem como, dos protons presentes no nucleo basico
quinolizidinico da mesma. Este espectro mostra as correlacbes entre os hidrogénios
aromaticos H-25 e H-24, H-24 e H-23 e a correlacao entre H-6 e H-7 pertencentes ao

nucleo lupanico.

H-6

H-6

H-24

H-23

T T T T T T T T T 10
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 29. Espectro de RMN 2D COSY *H — 'H de (+)Lanatina A em CDCls.
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A expansdo do espectro de RMN bidimensional COSY 'H - 'H (Fig. 30) de
Lanatina A, regido dos aromaticos, mostra com mais clareza as correlacdes entre esses

prétons confirmando assim a presenca de um benzeno orto substituido.

.,

Figura 30. Espectro de RMN 2D COSY H — 'H de (+)Lanatina A expandido (& 6,60 a &
8,40 ppm) em CDCls.
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5.6.3.4 Alcaléide (+)Lanatina A, RMN de correlacdo  **C — 'H HETCOR

o NH,
21
20
19 22
o5 23
24

(38)

Através da andlise do espectro de RMN bidimensional HETCOR (Fig. 31) de
(+)Lanatina A foi possivel determinar com precisdo o grupamento que esta ligado ao

nacleo quinolizidinico de (+)lupanina.

O espectro analisado mostra a presenca de quatro carbonos hidrogenados e
dois quaternarios, no sistema aromatico da estrutura em questdo. Dos carbonos
protonados, foi possivel atribuir os hidrogénios aromatico H-22, H-23, H-24 e H-25 e

seus respectivos carbonos.

O sinal de carbono aromatico em 6 111,0 ppm, indica que 0o mesmo esta
associado a um carbono carbonilico, devido sua maior blindagem, enquanto o carbono
guaternario do sistema aromatico, que apresentou um deslocamento de & 150,0 ppm,
deve estar ligado a um atomo como nitrogénio, pelo efeito de desblindagem observado

para este.
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Figura 31. Espectro de RMN 2D *3C - *H HETCOR de (+)Lanatina A em CDCls.

Os Anexos 6-27 (Pag. 111-132) apresentam os espectros de RMN de *H e C,
uni e bidimensionais, ndo mostrados nesta sessao.
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5.6.3.5 Alcaldide (+)Lanatina A, Espectrometria de  Massas

A espectrometria de massa por CG/EM (Fig. 32) apontou um pico de ion
molecular em ESI/MS m/z 382 [M+H]" e um pico base em ESI/MS m/z 246 [100%)]
fornecendo uma férmula molecular para o composto de C,;H,7N303. Como referido
anteriormente, a espectrometria de massas confirmou a presenca de um nitrogénio

fazendo parte do sistema aromatico.

Depois de analisar os dados de RMN de 'H e '3C, uni e bidimensionais,
juntamente com CG/EM, foi possivel determinar que o grupamento que esta associado
ao nucleo béasico do alcaldide quinolizidinico (+)lupanina, como um residuo de acido
antranilico.

Abundance Scan 1660 (12.577 min); AL|.D\DATA MS
| 246.1
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. _ | ‘

1988 1493 | | 20092961 |
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Figura  32. Espectro de massas ESIMS/CG/EM de (+)Lanatina A
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5.6.3.6 Alcaldide (+)Lanatina A, Espectroscopia de  Infravermelho

O espectro de Infravermelho (Fig.33) apresenta uma absor¢cdo de C=0O na
freqiiéncia de 1600 cm™. Na regido de 3500 cm™, o mesmo mostra um sinal

desdobrado referente ao nitrogénio primario ligado ao sistema aromatico.

Também é possivel observar harmonicos ou freqiiéncia de combinacdo, 1667-
2000 cm, indicando a presenca de um aromatico orto-substituido. Este aromatico é
comprovado quando se observa no espectro, uma absor¢do em 700-750 cm™. A
presenca de dupla ligacdo C=C pode ser visualizada no desdobramento apontado, no
espectro de Infravermelho, entre 1500 e 1600 cm™.

oy
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b ! ] " |
&4 [ l’
"
s|  N-H
L P Benzeno
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45
CH:
40 —l‘){
i ",
ot C=0
e
%
240 4
40000 3000 2000 1500 1000 %0
13-

Figura 33. Espectro de Infravermelho de (+)Lanatina A em KBr.
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5.6.3.7 Alcaléide (+)Lanatina A ou (+) 13-a-antrani loxilupanina , Difracdo de Raios-X

A difratometria de Raios-X auxiliou na confirmacdo dos dados de RMN, bem
como, na elucidacdo da estereoquimica absoluta da estrutura de Lanatina A. A Figura

34 esboca os resultados obtidos ap0s os estudos de difracdo de Raios-X.

Figura 34. Estrutura Quimica de (+)Lanatina A Obtida por Difracdo de Raios-X.

As Tabelas 18 e 19 listam os dados de cristalografia por Raios-X de (+)Lanatina



TABELA 18. Dados Cristalogréficos de (+)Lanatina A.
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Cadigo de identificacéo
Formula molecular
Massa molecular
Temperatura
Comprimento de onda
Dimensdes do cristal
Sistema cristalino
Grupo espacial

Dimensodes das cel. unitarias

Volume

Z

Densidade (calculada)
Coeficiente de absor¢éo
F(000)

RB_AM_ATN_ALupinus
C22H29N303
383.48
296(2) K
0.71073 A
0.22 x 0.28 x 0.50 mm
Orthorhombic
P212121
a = 8.48980(10) A
b =12.2016(2) A
c =18.8917(3) A
1956.98(5) A®
4
1.302 Mg/cm?®
0.087 mm™
824

a=90°
B =90°
y = 90°




TABELA 19 . Dados Cristalograficos Referentes a Estereoquimica do Alcal6ide

(+)Lanatina A.

96

Intervalo para coleta de dados
indices

Reflexbes coletadas
Reflexdes independentes
Cobertura de reflexdes
independentes

Correcéo de absorcao
Transmissdo max. e min.
Técnica para determinacéo
estrutural

Técnica para determinacéo
estrutural

Método de refinamento
Programa de refinemento
Fungbes minimizadas
Dados/ controle/ parametros
Goodness-of-fit on F?

Indice R final

Esquema de célculo

Parametro p/ estrut. absoluta
Dimenséao dif. pico e cavidade

Desvio médio para R.M.S.

3.34 0 30.52°
-12<=h<=12, -17<=k<=17, -
26<=1<=26
57942 [R(sigma) = 0.0153]
5973 [R(int) = 0.0285]
99.7%

multi-scan
0.9807 and 0.9572
direct methods

SHELXS-97 (Sheldrick, 2008)

Full-matrix least-squares on F?
SHELXL-97 (Sheldrick, 2008)
> W(Fo” - Fc?)?
5973/0/ 261
1.034
5313 data; 1>20(1)

Todos os dados

w=1/[0%(F,%)+(0.0604P)?+0.1399P]
where P=(F,?+2F:?)/3
0.1(8)
0.200 and -0.157 eA™
0.037 eA

R1=0.0372,
WR2 = 0.0957
R1 =0.0442,
wR2 =0.1017
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Baseado no Esquema 1, segundo a OKADA, T. et. al. (2005)*?, o0 esquema 2

ilustra a proposta biossintética para os alcaléides quinolizidinicos isolados de Lupinus

lanatus.
— Enrima_
iTH
COOH NH, N
o--H
NHz_y- —_—
NH, NH, NH,
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Amino fon intermediario
+
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Esquema 2. Proposta para a Rota Biossintética dos Alcaldides Quinolizidinicos de

H
~ JYA R e
0]

Lupinus lanatus.



6. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos, através do estudo quimico e farmacologico da

espécie de leguminosa Lupinus lanatus, pode-se concluir que:

- Da espécie analisada, Lupinus lanatus, foram isolados e identificados cinco
alcaldides da classe dos quinolizidinicos, (-)multiflorina, (-)13-a-cis-tigloiloximultiflorina,
(+)13-a-hidroxilupanina, (+)13-a-trans-cinamoiloxilupanina e Lanatina A, sendo este

ultimo, inédito na literatura.

- Quando avaliado o potencial da espécie Lupinus lanatus frente a
microorganismos, atividade antimicrobiana, a mesma mostrou-se limitada. Os
resultados obtidos para esses ensaios, foram pouco satisfatorios quando utilizados
extratos e fracbes das partes analisadas, sementes e folhas. Porém, quando as
substancias isoladas foram avaliadas, houve uma melhora significativa das atividades,
exceto para um dos compostos, (+)13-a-hidroxilupanina, que demonstrou uma baixa

atividade frente aos microorganismos testados.

- Os extratos e fracdes obtidos da planta em questdo, também foram submetidos
a avalicdo de seu potencial antioxidante, utilizando a técnica de DPPH. De forma geral,
todas as amostras mostraram-se bastante eficientes nesta avaliagdo. Porém, a fracao
Acetato de etila neutra, obtida do extrato bruto das folhas, mostrou-se muito promissora,
pois esta obteve resultados muito proximos aos do padrao utilizado, BHT, e manteve-se

constante até a concentracao de 3,10 ug/mL, Ultima concentragdo testada.

- A utilizac&o da técnica de difratometria por Raios-X possibilitou a elucidacdo da

estereoquimica absoluta para a estrutura (+)Lanatina A.

- Dessa forma, os estudos realizados com a espécie Lupinus lanatus foram de
grande importancia, pois, além de se conhecer mais sobre essa planta, pode-se
autenticar os dados colhidos da literatura, bem como, avaliar a planta em sua
constituicdo secundaria. Assim, esta espécie torna-se atraente para continuas

pesquisas e talvez futura aplicacdo na medicina.
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ANEXO 1

Espectro de RMN de *H do Alcal6ide (-)multiflorina
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Figura 35. Espectro de RMN *H do composto (-)multiflorina em CDCl; a 400,13 MHz e

25°C.
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ANEXO 2

Espectro de RMN de *3C do Alcaléide (-)multiflorina
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Figura 36. Espectro de RMN **C do composto (-)multiflorina em CDCl; a 100,62 MHz e
25°C.
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ANEXO 3

Espectro de RMN de Correlacdo 'H — 'H Expandido do Alcaléide (-)13- a-

tigloiloximultiflorina
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Figura 37. Espectro de RMN 'H — 'H Expandido (regido & 0,5 a & 4,5 ppm) do

composto (-)13-a-tigloiloximultiflorina em CDCls.
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ANEXO 4

Espectro de RMN de H do Alcaléide (+)13- a-Hidroxilupanina
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Figura 38. Espectro de RMN *H do composto (+)13

400,13 MHz e 25 °C.


