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RESUMO

Analise Fitoquimica e Estudo das atividades antwbiana, antioxidante e de inibicdo da

enzima Acetilcolinesterase da espédaietta apiculataBenth

Autor: Tanize Stuker Fernandes

Orientador: Ademir Farias Morel

A investigacao fitoquimica do extrato bruto metawe fracbes da cascas do caule de
Helietta apiculataBenth, Rutaceae, levou ao isolamento de quateddadies furoquinolinicos
(y-fagarina 9), Maculina @4), Kokusaginina 17) e Isodictamina 11)), de um limondide
conhecido como Limonina®), uma cumarina denominada Chalepi3,(dois derivados do
acido cinamico em mistura, 4-hidroxi-3,5-dimetorainato de metila 6Q) e 3,4,5-
trimetoxicinamato de metilébb), além de uma mistura de trés neolignaff@&6).Através da
hidrodestilacdo, fez-se também, a extracdo dos @ssenciais da espétie apiculatanas
diferentes esta¢fes do ano, visando a comparagéandttuicdo quimica do mesmo quanto a
sazonalidade. Sendo que os principais constitupresentes foram o elemenoy-elemol, o
elemol e o espatulenol. Ao passo que limoneno aébidsintetizado pela planta durante a
primavera, estando presente em quantidades apeeci@y verdo, outono e inverno. O extrato
bruto, as fracbes e as substancias isoladas foemtadas quanto a suas atividades
antimicrobiana, antioxidante e de inibicdo da emziAtetilcolinesterase. Quando testadas
frente a agentes microbianos, os metabdlittegarina, limonina, isodictamina, derivados do
acido cinamico e a mistura de neolignanas demaastraelativa atividade antimicrobiana.
Ao se testar o potencial antioxidante através teesing as substanciggagarina, maculina,
isodictamina e as neolignanas se mostraram as aigess como antioxidantes. Quando
testada a capacidade de inibicdo da enzima Adatésterase nenhuma das substancias
isoladas se mostrou com potencial inibidor, visie gs mesmas néo superaram o valor limite
de pMIQ de 10,5 estabelecido como valor necesgimia uma substancia ser considerada

inibidora de tal enzima.



ABSTRACT

Analysis and Phytochemical Study of antimicrobi@haty, antioxidant and inhibition of the enzyme

acetylcholinesterase specldslietta apiculataBenth

Author: Tanize Stuker Fernandes

Academic Advisor: Ademir Farias Morel

The phytochemical research of crude extract oflthik metandlico and stem fractions of
Helietta apiculataBenth, Rutaceae, led to the isolation of four laikis furoquinoline {-fagarine 9),
Maculine @4), Kokusaginine 17) and Isodictamninel()), a limonoids known as Limonif®), a
coumarin called Chalepin27), two derivatives of cinnamic acid in mixture, ¥enoxy-3,5-
dimetoxicinamato methylBQ) and 3, 4, 5- trimetoxicinamato meth$l, In addition to a mixture of
threeneolignans T26). Through the hidrodestilacdo was the extractibessential oils of the species
H. apiculatain different seasons, with the aim of comparisbrtemically the same as seasonality.
Being that the main constituents were the gifts,dlemenoy-elemol, elemol and espatulenol. While
limonene was not biosynthesized during the sptieing present in significant quantities in summer,
autumn and winter. The crude extract, fractions @udated substances were tested as to their
antimicrobial, antioxidant activity and inhibitioof the enzyme Acetylcholinesterase. When tested
against microbial agents, metabolitefagarine, limonin, isodictamnine, derivatives @framic acid
and neolignans mixture on demonstrated antimictaluitivity. When testing the antioxidant potential
through screening substangefagarine, isodictamnine and maculine, neolignaasswnore active as
antioxidants. To test the ability of inhibition tiie enzyme Acetylcholinesterase none of isolated
proved with substantial potential inhibitor, sirtbey do not have overcome the pMIQ threshold value

of 10,5 established as required value for a substan be considered such inhibiting enzyme.
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1. INTRODUCAO

Os vegetais fazem parte da vida do homem desdepsgndrdios como fonte de
alimentos, de materiais para vestuario, habitagii@mlades domeésticas, na producéo de meios
de transporte e como meio restaurador da salidepassado a fitoterapia, uso de plantas para
tratamento de enfermidades, era mais adotada pmalgzdo carente, devido a facil
disponibilidade e menores custos. Atualmente, o dsoplantas como uma fonte de
medicamentos € predominante em paises em deseneoba como uma solucéo alternativa
para problemas de salde, estando bem estabelegidalgumas culturas e tradigdes,
especialmente na Asia, América Latina e Affica.

O registro do uso de chas e pocbes remete-se paiada 4000 anos atras. Um
exemplo historico marcante € o suicidio de Sécrpeds uso de extrato de cicuta em 399
a.ch®*

Apesar da existéncia de registros antigos quearala ampla utilizacdo dos vegetais
como alternativa terapéutica, esse conhecimentealbiasse somente no empirismo, ou seja,
no conhecimento pratico do emprego dos vegetai® coadicamentos. Somente no inicio do
século passado esses recursos passaram a serdestwdan instrumentos cientificos da
época, e 0s principios ativos comecaram a ser ifidedbs e utilizados pela medicina
tradicional*

O Brasil possui a maior biodiversidade do planetem cerca de 55 mil espécies de
plantas superiores catalogadaspresentando 15 a 20% da biodiversidade muneiatdrdo
com dados da Convencdo da Diversidade BiolSYidassa imensa biodiversidade, ainda
pouco estudada, desperta o interesse mundial pastudo de produtos naturais. Visto que
certas substancias naturais isoladas ou os farmeapgem elas servem como prototipos,
movimentam um mercado de bilhdes de ddélares, commlalastina e a vincristina, isoladas
de Catharanthus roseys o taxol isolado d&axus breavifolia utilizados em tratamentos
contra o cancet.

Substancias quimicas sintetizadas pelos vegetaigredutos de seu metabolismo que
envolve uma série de reacdes quimicas que ocomatingamente dentro de cada célula. No
caso das células vegetais, o0 metabolismo costuntivedido em primario e secundario.

O metabolismo primario abrange processos metaldlgquee desempenham uma

funcdo essencial no vegetal, como a fotossintesespiracao e o transporte de solutos, onde
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atuam os aminoacidos, os nucleotideos e os caabasdrJ4 o metabolismo secundario &
constituido por saponinas, terpenos, flavondidésal@des, que ndo sao extremamente
necessarios para que a planta complete seu cicl@demas que atuam contra a herbivoria,
atague de patodgenos, atracdo de organismos benééow os polinizadores, dispersores de
sementes, além de possuirem acao protetora erAgedagstresses abibticos, como mudancgas
de temperatura, exposicdo a radiagdo ultravioletd),( niveis de luz, agua e nutrientes
minerais®

A etnofarmacologia, ou seja, o conhecimento popdks plantas, fornece dados
importantes para novos estudos com plantas meticipais estimula a investigacdo pelos
constituintes quimicos relacionando-os ao sewpogpalar.

Nesse contexto, o grupo do Nucleo de Pesquisasradutés Naturais (NPPN),
coordenado pelo professor Dr. Ademir Farias Morein contribuindo ndo somente para a
fitoquimica classica, ou seja, para o isolamento determinacdo estrutural dos compostos
quimicos, mas também realizando trabalhos que eavohtividades biologicas de plantas
que apresentam algum tipo de uso na medicina popDlarupo realiza uma triagem de
espécies nativas do Rio Grande do Sul, buscangdolanmento e a determinacéo estrutural de
compostos das plantas que tenham efeitos medicelatados pela cultura popular.

Dentre as espécies estudadas pelo grupo selecsenauespécielelietta apiculata
Benth, pertencente a familia Rutaceae, conheciqalgonente como canela-de-veado,
bastante comum na regido central do nosso estata,yma investigacdo mais detalhada
guanto aos seus constituintes quimicos. As espéciesfazem parte da familia Rutaceae
geralmente apresentam como constituintes quimidoaléales, terpenos, lignanas e
cumarinas, entre outrds’Estes metabdlitos apresentam diversas atividad&sgiias, como

antimicrobiana, antioxidante, antimalari¢&®



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Este trabalho consiste em realizar o estudo quimitioldgico das cascas do caule da
espécieHelietta apiculataBenth, pertencente a familia Rutaceae, nativa ido@Rande do
Sul.

2.2 ESPECIFICOS

- realizar a extracdo com as cascas do caule miciesd. apiculata coletada no
interior do municipio de Mata

- isolar e identificar os metabdlitos secundariosspntes nas cascas do cauleHde
apiculata fazendo uso de técnicas espectroscépicas udiradsisionais, como RMN dél e
3¢, cosy, DEPT 135, HMQC, HETCOR, HMBC, espectroiiaette massas e difracédo de
raios-X

- comparar a constituicdo quimica do 6leo essemsithido das folhas da espécie
guanto a sazonalidade

- realizar ensaios bioldgicos para a determina¢g@® atividades antimicrobiana e
antioxidante, além da atividade de inibicdo da raazAcetilcolinesterase do extrato bruto,

das fracGes e dos metabdlitos isolados da espécie.



3. REVISAO DA LITERATURA

3. 1. APLANTA

3.1.1. A familia Rutaceae

A familia Rutaceae retne aproximadamente 160 géner@900 espécies. E uma
familia de grande variedade morfolégtédiem grande ocorréncia na América tropical, sul da
Africa e Australia. As plantas pertencentes a fstdlia s&o lenhosas, de porte arbustivo ou
arbéreo, freqientemente apresentam glandulas uciass nas folhas e desenvolvem
glandulas produtoras de 6leo fortemente aromatiom papel ecolégico é provavelmente
protegé-las contra acdo de predaddfes.

Esta familia também se caracteriza por apresentarextraordinario arranjo de
metabolitos secundarios, como limondides, flavoesidcumarinas, Oleos essenciais e
alcaldides, com propriedades medicinais, antimiaertds, inseticidas e herbicidas ou
pesticidas naturais. Considerando a vasta variedaaeetabdlitos, esta familia é considerada
como uma das mais versateis em termos de prodatogars, 0 que acaba por gerar diversas

atividades biolégica¥’

3.1.2. A espécitldietta apiculata Benth

A espécieHelietta apiculataé conhecida popularmente como canela-de-veado-e cu
cun no Rio Grande do Sul, e osso-de-burro e amaretia regido de S&o Paulo. E encontrada
em formacg0des vegetais naturais no estado do Riodérdo Sul, mais precisamente na regido
central. Tem como sinonimidelietta longifoliata Britt, Helietta cuspidatae Esenbeckia
cuspidata’®> Como a espécie em estudo foi identificada pelagiranvez comd. apiculata
fez-se uso desta denominacdo nas referéncias ahivabrealizados com suas sinonimias
neste trabalho. Existem poucos estudos relatadbieredura a respeito desse género, sendo a
espécie mais estudad&laapiculata

A maioria das espécies Hkeliettase apresenta na forma de pequenas arvores, dentre
elas,H. apiculata(Figuras 1 e 2), ou arbustos perenes e ramificaawos,altura de 10 a 18 m
e tronco de 30 a 50 cm. Possuem folhas compos@mtadas, sustentadas por peciolos de
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3-4 cm de comprimento. Foliolos sésseis, coridcepabros com a ponta enrolada
longitudinalmente. Apresenta madeira pesada (dedsid0,98g/crl), dura, racha com

facilidade durante a secagem, baixa resisténciapadrecimento, suscetivel ao ataque de
insetos e cupins de madeira seca. Floresce em hovatazembro, e seus frutos maturam em

margo-maic’>

= &

Figura 2. Folhas e flores deelietta apiculataBenth
3.2 A QUIMICA DA FAMILIA RUTACEAE
A familia Rutaceae € muito conhecida pela preselecama ampla diversidade de

metabdlitos secundarios, entre eles, podem-se cdests alcaldides, cumarinas, lignanas,
flavondides, terpendides e os limonéide¥
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Muitos desses metabdlitos possuem variadas atesddoiologicas, de grande
importancia farmacoldgica despertando o interesada cvez maior na investigacdo

fitoquimica dessa familia.
3.2.1 Alcaldides

Alcaloides sdo compostos nitrogenados farmacaogente ativos, possuindo, na sua
grande maioria, carater alcalino. Os alcaldidesepoder encontrados em todas as partes do
vegetal, acumulando-se, principalmente, nos tecidom crescimento ativo, células
epidérmicas, bainhas vasculares e vasos lactfferos.

Nas plantas os alcaldides atuam como agentes esoeprotegendo-as contra insetos
e herbivoros, auxiliam a mesma na detoxificacamiehndo compostos que seriam Nnocivos,
sdo substancias de reserva capazes de forneamyéniiv ou outros elementos necessarios a
planta’

Alcaloides quinolinicos 1), isoquinolinicos Z%), benzofenantridinicos 3],
furoquinolinicos 4), piranoquinolinicos), quinolonas §) e os terpendides), Sdo grupos

de metabdlitos bastante comuns na familia Rutaéeae.
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Os alcal6ides quinolinicos encontram-se distribsiidon varios géneros da familia
Rutaceae, comBsenbeckia, Helietta, Zanthoxylu@ estudo destes alcaldides é datado desde
os anos 50, sendo que em 1956, dictamB)ae(y-fagarina 9) foram sintetizadas pela
primeira veZ"®> Trata-se de alcal6ides furoquinolinicos, que séiqwe apresentam o anel
furano condensado a estrutura basica da quinolinaAlém de dictamina e-fagarina

também foram sintetizados skimianid®)(e isodictaminai(1).*®

R{ N/ o ‘
N (@)
& |

8 RR=R=H 11
9 RR=H, R=0Me
10R; = R, = OMe

Em 1976, Chang e col., isolaram flindersiamid&),( isoflindersiamina X3) e um

novo alcaléide, heliparvifolinald) deHelietta parvifolia®’

X
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Tem-se relatos de uma variedade de alcaldides lgnicws isolados na familia
Rutaceae, como dictamin8)( y-fagarina 9), skimianina {0), montrifolina (5), delbina
(16), kokusaginina X7), evoxina 18), heliparvifolina (9), montanina Z0), haplopina 21),

robustina 22), evolitrina @3) e maculina4).181920:21.21.22.23
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15 R;=OCH,CH(OH)C(OH)(CH),: R,=OMe: R=H
16 Ri=OH:; R.=OMe; R=H
17 Ri=R,=OMe; R=H
18 R;=H; R,=OCH,CH(OH)C(OH)(CH),; Rs=OMe
19 Ri=OMe; R=0H, R=H
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OMVie
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21 R1=0OH; R=OMe
22 Ri=H, R.=OH R;=R,=0OH
23 Ri=OMe; R=H
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Cui et al (1999) isolaram o alcaldide quinolinico,3-tnetilenodioxi-4,7-
dimetoxiquinolina 25), juntamente com outros alcaldides ja conhecidas edpécie

Acronychia laurifolia®*

OMe
Qf\b
MeO N/ o

25
Em trabalho realizado por Moura, em 2001, foramadhos, flindesiaminal@),
kokusaginina 17), maculosidina 26) além de um novo alcaloide terpendide, identiftcad

como helietidinaZ7) deHelietta apiculate’

OMe
X
N\ P AN F
N/ o _
o N oH
OMe

26 27

Chaturvedula e col., em estudo desenvolvido cdgepris puncata em 2003,
realizaram o isolamento de trés novos alcaldidesgfiinolinicos: 5-metoximaculina2),
5,8-dimetoximaculina29) e 4,5,6,7,8-pentametoxifuroquinolir@oy.*®

28 R1=OMe; R=H 30
29 Ri=R,=OMe
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Em estudo realizado em 2006, por Simote, além daldadles furoquinolinicos ja
conhecidos, foram identificados alcaldides do tigainolénico, N-metil-4-metoxi-2-

quinolona 81), e acridénico, arborinind?) deHelietta puberula’
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31 32
Wansi e col.,, em 2008, isolaram da classe de Gided furoquinolinicos,

tecleaverdoornina 3@Q), quinosuaveolina A 34) e quinosuaveolina B3b) de Oricia

suaveoleng®
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Os alcaloides dictaminaB), y-fagarina 9), skimianina {0), flindersiamina 12) e
maculina 4), foram isolados também, ¢ apiculatg em trabalho publicado por Ferreira e
col. em 2016?

3.2.2 Cumarinas

A palavra cumarina tem origem caribenha “cumamdme popular deDipterix
odorata Willd. E uma classe de metabodlitos amplamente idistito nos vegetais,
principalmente nas familias Rutaceae, Asteracealeadeae e Oleaceae, sendo encontradas
também em fungos e bactérias.

Estruturalmente sdo lactonas do acwhbidroxi-cinamico, sendo a cumarina 1,2-

benzopirona36) o representante mais simptes.

F

36

Algumas cumarinas apresentam propriedades sedatigmoticas, além de
protegerem as plantas contra efeitos das radiagdesndas curtal. Possuem diversas
atividades, entre elas, antioxidantes, anti-HI\§odilatadora e antimicrobiana.

Muitas cumarinas possuem odor caracteristico, cgmoexemplo, a 1,2-benzopirona
(36), que foi utilizada como aromatizante em alimentodustrializados, no entanto, a
substancia foi classificada como toxica pela FDA.

Em estudo realizado por Pozzi, em 1966, com acespiélietta apiculata obteve-se

o isolamento de uma nova furocumarina denominalietine 37).*

37
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Em 2001, Moura, estudando a espékielietta apiculata isolou as cumarinas

rutacultina 88), chalepina37) e (R)-ulismoncadina39).>

MeO.

MeO o o
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Em 2006, Simote obteve o0 isolamento das cumarinagl’,B-dimetilalil)-
isoescopoletina 40) e metiletergraveliferona4l), com o estudo da espécldelietta

puberula®’

e o 5 MeO o o

40 41
Comprovando a diversidade quimica apresentadeegpécies do génerdelietta,
estudos tém relatado ainda o isolamento de umadaate de outros metabdlitos secundarios,
como limondides, terpenos e lignanas.
Em estudo realizado por Marques, em 2006, alémlaioamles furoquinolinicos e
cumarinas, foram isolados os limondides limoni3 € acido limonéxico43). As lignanas
eudesmina44) e epi-eudesminadb), além de derivados do acido siringico, metilgaio

(46) e acido 3,4,5-trimetoxisiringicd 7), da espécielelietta apiculata®®

O
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Ainda no mesmo ano, estudando a espétidietta puberula Simote obteve o
isolamento dos esterdides sitosted) (e estigmasteroldQ) em mistura, sitostenon&(d),
estigmastenon&() e campestenon&?) em mistura, e os tri terpenos, lupead)(e lupenona
(54) também em mistura, além de derivados do acidanuco, 3,4,5-trimetoxicinamato de
metila 65) e 3,4-dimetoxicinamato de geranifb).*’
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3.3 OLEO VOLATIL DE Hélietta apiculata Benth

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas deéamalast volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas, resultantes daaboksmo secundario das plantas.
Economicamente, destacam-se por seus compostom satibzados na industria de
perfumaria, em produtos odontolégicos, na agricajtna conservacdo de alimentos, como
remédios naturais e protétipos de substancias taiogicamente ativas.

Ainda sdo poucos os relatos de estudo com Olebl.dapiculata De acordo com
estudo realizado por Modraem 2001, no préprio Grupo NPPN, h& predominancs d
compostos Limoneno57), Elemol 68) e Espatulenol 59). Em estudo realizado por
Ferronatto (2008f onde se avaliou a composicdo quimica em relac@azanalidade,
também foram identificados como majoritarios os ponentes %7), (58) e (9), nas
diferentes estacdes do ano.

57 58 59
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3.4 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

Com base no uso de plantas na medicina poputaseaa ddéHelietta apiculataBenth
tem sido usada como tonico, sendo a infusdo de casga também usada como
antimicrobiana, o que desperta o interesse pastudl@ e identificacdo de seus constituintes
guimicos responsaveis por suas atividades farmgicak

Vérios estudos vém sendo realizados com espéaidandgilia Rutaceae, dentre elas
Raulinoa echinat®, Acronychia laurifolia>* Oricia suaveolen$® Ruta graveolend® Galipea
panamensig® Spirantera odoratissim¥ as quais apresentaram atividades fungicidas,
bactericidas, antioxidantes e citotoxicas.

Em estudo realizado por Gunatilaka e Kingston (J9®tmarinas isoladas de
Rutaceae do Sri Lanka apresentaram atividade$xitas®’

Diegues e col. (2004), estudando espéciesZaethoxylum relataram atividades
antibacteriana, antifingica, inseticida, anti-heltich, atividade antitumoral, propriedades
antiinflamatérias, de inibicdo enzimatica e atiddantioxidanté?

Em estudo realizado por O’Donnel e &l.relatou-se atividade antimicrobiana ge
fagarina 9). Metabdlitos isolados deRuta chalepensi®, Teclea afzell® Hostia
colombiana?’ também apresentaram essa atividadeafzelli apresentou também atividade
anti-plasmodic&!

Hanawa e cdl’ encontraram atividades antimicrobianas em kokuseirl7),
haplopina 21) e skimianina10).

DeVepris uguenensisolou-se um limondide, metil ugueneson&®@,(com atividade

antimalarica, em trabalho realizado por Cheplogmile*?
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Clausena lansium apresentou propriedades antiinflamatéria, antemie e
antidiabéticas de acordo com estudo de Adebajb.€to

y-fagarina 9) e skimianinal0), isoladas d&senbeckia febrifugae mostraram ativas
como antimalaricas, conforme Oliveira e col. em@t0

Em trabalho realizado por Youkwan e col., em 2@Hiveram o isolamento de uma
furocumarina, citrusoside BY), deCitrus hystrisque apresentou inibicdo da colinestefase.

(@]

§ 4 , 7
M“ )
61 "

Os alcaldides, leiokinina A9), leptomerina§3), kokusagininaX7), skimianina {0),
maculina 24) e flindersiamina2), isolados dd=senbeckia leiocarpgor Cardoso-Lopes e
col. em 2010, também apresentaram atividades técdoi da enzima acetilcolinesterase,
tendo potencial para o tratamento da doenca desikietr?®

o

Ry

62 R;=OMe
63 R]_:H

Rutaceae também apresentam atividades tripanodidado destaque para a cumarina
chalepina 87), que é uma das substancias isoladas mais atosasaco Trypanossoma
CrUZi.47’48'49

Cortez e col. em 2011, relatam atividade anti-femhial deAlmeidea coeruled, a
mesma atividade foi encontrada por Ferreira ¢2809) enHelietta apiculate’®

Estudos revelam que a buchapigd)( um alcaldide quinolona, apresenta atividade

contra o virus HIV-P!
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64

Alguns estudos com o géndteliettarelatam atividades de inibicdo do citocromo P-
450°% Atividade antibacteriana, antifingica e indutom fitoalexinas deH. apiculata®
atividade antimicrobiana do 6leo essencial da messpéci€” > atividade antiinflamatéria

do extrato aquosde atividade antileishmanicida, ambastepiculata®®
3.4.1 Atividade antioxidante

O oxigénio molecular obtido da atmosfera € vitalapos organismos aerobicos,
contudo radicais livres oxigenados sdo constantemgaradosin vivo para propositos
bioldgicos, e muitas vezes sdo produzidos em excessultando em estresse oxidativo.

O estresse oxidativo ocorre quando a producdo spedies Reativas de Oxigénio
(ERO) estéa acelerada ou quando os mecanismos @o®laa protecdo contra as EROs
encontram-se deterioradas. As mais comuns saalmsisasuperoxido (&), hidroxila (OH),
peroxila (RQ), alcoxila (RO) e hidroperoxila (H2 Outras moléculas como o peroxido de
hidrogénio (HO,) e o peroxinitrato (ONOO) n&o séo radicais livieas podem conduzir a
formacéo deles através de reacdes quimfcas.

Um grande numero de doencas tém sido relaciorsmlastresse oxidativo e geracéo
de radicais livres, como o céancer, envelhecimestpjemia, inflamacédo e doencas neuro-
degenerativas como mal de Parkinson e de Alzheifgsim, as substancias com poder
antioxidante, que retardam a oxidagdo, sdo utéizaplara prevenir, inibir ou ao menos
atenuar os danos causados pelo estresse oxidativguperoxido dismutase, glutationa
peroxidase e catalase sdo as enzimas antioxidami@s importantes. Albumina,
ceruloplasmina, ferritina e vitaminas E, (3-earoteno sdo os antioxidantes ndo-enzimaticos.
Compostos fendlicos também tém sido identificados eegetais como importantes
antioxidantes?>

Como exemplo do uso de antioxidantes, tem-se aegjopde tais compostos para

aumentar a vida de prateleira de produtos alimestiporém, alguns tém restricbes em
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alimentos por estarem associados a processos a@gqicos. AssSim, a procura por
antioxidantes de origem natural tem se intensibcadd como as plantas necessitam de
protecdo contra o estresse oxidativo gerado pglasg@o aos raios solares e ao oxigénio,

concentram uma grande diversidade de antioxidaesio destaque aos polifendis.

3.4.2 Atividade antimicrobiana

Devido ao aparecimento de novos agentes infecci®@sm aumento da resisténcia dos
microrganismos aos antibiéticos tradicionais, pgaknente pela excessiva exposicao a esses
farmacos, faz-se necessario a pesquisa por novampostos com atividades
antimicrobianag:>" 8

Os processos infecciosos, causados por agentesbmitos, preocupam a classe
médica, tendo destaque no panorama das doencasirig@s.’ Como exemplo, cita-se a
bactériaStaphylococcus aureupatdogeno responsavel pelas infeccbes em ferimente
representam a terceira causa mais comum de infcgiitala’® Tem-se ainda, as leveduras
do géneroCandidg patdégenos oportunistas responsaveis por infecedesindividuos
imunocomprometido%.®*

Tendo em vista a necessidade por novos composi@s g cura dessas infecgoes,
busca-se nas plantas o isolamento de novos cont#uquimicos com atividades

farmacoldgicas, visto que as plantas séo utilizadasedicina popular ha muito tempo.

3.4.3 Atividade de inibicdo da enzima Acetilcolingsrase

As Colinesterases (ChE’s) sdo enzimas importantesde/ersas areas como a
neurobiologia, toxicologia e farmacologia. Apresemise divididas em Acetilcolinesterase
(AChE), ou colinesterase verdadeira, e Butiriloediterase (BChE), ou pseudocolinesterase.

A acetilcolinesterase esta presente principalmarde sistema nervoso central,
envolvida na transmissao nervosa. Sua principadarbioldgica é catalisar a hidrdlise do
neurotransmissor acetilcolina em colina. A aceliiheo(AcetilCoA) é o neurotransmissor que
transporta mensagens quimicas entre dois ou maimes, mais abundante no cérebro, e
também, o principal responsavel pela propagacdmpolso nervoso. Quando ocorre a queda
desses neurotransmissores no cérebro surgem dassgasdegenerativas, sendo uma das

principais, o mal de Alzheiméf.
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3.4.3.1 A Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA), caracterizada pelorogatologista aleméao Alois
Alzheimer em 1907, é uma afeccdo neuro-degenergiregressiva e irreversivel de
aparecimento insidioso, que acarreta perda da niemdiversos distdrbios cognitives®*

Os principais sintomas apresentados por pessaasetidas sdo perda gradual da
memoria recente, mudanca de personalidade, detsmden quanto ao espaco e tempo,
problemas de expresséao e linguagem, alteracdegnderte comportamento, ndo reconhecem
pessoas proximas, incontinéncia urinaria e fedémade fases de depressdo, agitacbes e
psicoses alucinatorias. As causas da DA aindad@oanhecidas, mas acredita-se que fatores
genéticos, agentes infecciosos, aluminio, espéodadivas de oxigénio, aminoacidos
neurotdxicos e a ocorréncia de danos em micro @8keiproteinas associadas estejam ligados
ao desenvolvimento da doencga. As caracteristioasreadas em pacientes com Alzheimer
sdo principalmente de alteracdes no tecido ceretoaho a formagdo de placas amildides
extracelulares, que sdo depodsitos extracelularesfasnde protein@-amildide, a formacao
de micro tubulos e emaranhados neurofibrilaresamronais, os quais aparecem em
cérebros normais, porém em menores quantidadesy dé&diminuicdo da concentracdo de
neurotransmissores cerebrais, como a acetilcainaradrenalina e a serotonfig> 4 ©°

Nos portadores da DA, a concentracdo de aceticdi reduzida devido ao déficit
colinérgico que faz com que os neurdnios a produeambaixas quantidades. Assim, as
funcdes cognitivas dos pacientes com DA ficam comgtidas. Para reverter esse quadro é
necessdria a restauracado da funcéo colinérgicainétodo que demonstrou maior eficacia
clinica foi o uso de inibidores diretos da enziroetiécolinesterase, responsavel pela hidrélise
da acetilcolina®

Quatro drogas ja foram aprovadas pelo FDA paratarhento da DA, a Tacrin&5),
Rivastigmina §6), Donepezil §7) e a Galantamina$), todos inibindo a AChE. Destes, a
galantamina é um farmaco natural, isolado de pdatafamilia Amarilidacea.

NH,
U0 YO
N/ N

65 66
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Com o uso de um farmaco de origem natural, e asidazle estrutural observadas nos
inibidores da AChE conhecidos, estimula-se estufitogjuimicos na busca de novos
inibidores da AChE que tenham menores riscos dogfeolaterais, maior poténcia e acao
prolongada. Em uma revisdo publicada em 2006 pobd®a-Filho e col® com produtos
naturais de inibicdo da AChE, com a consulta de dé&féréncias, foram isolados 260
compostos de 309 plantas. Destes compostos, 1&hpm a classe dos alcaldides, levando
a observacdo que, assim como os alcalbides, a imalos compostos utilizados como
inibidores da AChE apresentavam o atomo de nitiogém suas estruturas. Portanto, a
elevada atividade anticolinesterasica encontradapkamtas pode estar relacionada ao seu

contelido alcaloidico.



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.1.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuolde 'H e 1°C

Os espectros de RMN di e **C uni e bidimensionais (COSY, HMQC, HMBC, Dept
135) foram realizados em espectrometro Bruker DBX Bperando a 200,13 MHz pdthe
50,32 MHz pard>C, e espectrometro Bruker DPX 400, operando a @0BIlHz para'H e
100,62 MHz pard®C, do Departamento de Quimica, da Universidaderfiede Santa Maria.
Para a preparacédo das amostras, utilizou-se qadesdcentre 5-20 mg de amostra em 0,5 mL
de solvente deuterado em tubos de 5 mm. Os sodvatiizados para a analise das amostras
foram: cloroférmio deuterado (CD4Ile dimetilsulféxido (DMSO-g). Os deslocamentos
quimicos foram registrados em ppm (partes por m)lledas constantes de acoplameijo (
foram calculadas em Hertz (Hz). Para a calibraggoespectros utilizou-se como referéncia
interna 0 TMS ¢ 0,00) para os espectros de hidrogénio, e parélaacaio dos espectros de
carbono, utilizou-se CDgI[5 77,00) e DMSO-d6§(39,50).

4.1.2 Materiais e métodos cromatograficos

Foram realizadas separacfes cromatograficas emmaco{CC), com diferentes
diametros interno, utilizando silica gel tipo 60oif&nt), 70-230 e 230-400 mesh, como
adsorvente, numa relagdo de 1 g de amostra: 3Gsiicke Para a purificagdo dos compostos
utilizou-se a cromatografia em camada delgada apatipa (CCDP), utilizando-se placas de
vidro (20 cm x 20 cm) recobertas com o adsorveriedg silica 60 G4 (Sorbent). A
cromatografia em camada delgada (CCD) foi efetesdaromato folhas de aluminio, como
suporte, e silica gel 60,4z como adsorvente. As cromatoplacas foram revelattasés de
lampada ultravioletakE& 254 e 365 nm, Spectroline), reativo de Dragetigafa a revelacao
dos alcaloides e nebulizacdo com solucéao de aétdiglo e acido sulfarico (95:5 v/v) seguido

de aguecimento para demais metabalitos.
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4.1.3 Reagentes e solventes utilizados

Os reagentes e solventes utilizados neste trapakkguem procedéncia Belga, Vetec e
Tedia, de grau comercial, sendo purificados ponités de destilacdo. A polaridade de
misturas dos solventes usados na Cromatografia elun& Cromatografia em Camada
Delgada e Cromatografia em Camada Delgada Pregaeito indicadas no decorrer do texto.

4.1.4 Aparelho de Ponto de Fuséao

Os pontos de fusdo (PF) das substancias forammidetglos em aparelhos MQAPF-

301 da Microquimica Equipamentos.

4.1.5 Cromatografia Gasosa e Cromatografia Gasoseoplada a Espectrometria
de Massa-CG/EM

Os cromatogramas foram obtidos em cromatografésaMarian modelo 3400. Os
sinais foram observados através de detector deagd de chama (DIC), injetor split-
splitless, operando com temperaturas do injetoetectbr a 220 e 280°C, respectivamente,
utilizando hidrogénio como gés de arraste. As aeglde espectrometria de massa acoplada a
cromatografia gasosa foram realizadas em aparelimmaBzu, com coluna 5MS de

polaridade intermediaria.

4.1.6 Espectrometro de Difracdo de Raios-X

As medidas Cristalograficas foram obtidas em dipar8ruker X8 Kappa-Apex Il
CCD empregando radiacdo MoaKde propriedade do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Maria, UFSM.

4.1.7 Aparelho de Rotacdo Optica Especifica, Polanetro

Para realizacdo das medidas de rotacdo Opticaoutibe polarimetro automatico

Perkin Almmer, modelo 343.
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4.2 Helietta apiculata Benth

A casca do caule (3,5 Kg) da espddadietta apiculataBenth foi coletada no més de
outubro de 2009, no interior do municipio de Mat8°81'13,1"S; 54°28'23,02”0). As
folhas da espécie, utilizadas nas extracdes des dlelateis, também foram coletadas no
interior do municipio de Mata, porém em diferenég®cas do ano. Para a avaliacdo da
composicao quimica do 6leo essencial durante anovas folhas foram coletadas em julho;
em outubro para avaliacdo referente a primavergaegiro para avaliacdo do verao, e para
avaliacao do outono, fez-se a coleta em abril.

A identificagdo do material botanico foi feita petaofessora Drd. SoOnia Maria
Eisinger, sendo que uma exsicata da planta enesaitreo Herbario do Departamento de
Botanica — UFSM, sob niumero SMDB 12504.

4.2.1 Extracgédo, fracionamento e cromatografia

O material coletado, cascas do caule, foi secoestufa de ar circulante a uma
temperatura de 50°C, e moidas a fino grdo (3,45 défg moinho Wiley. Realizou-se a
extracdo deste material com metanol & quente, ondaterial foi alojado em baldo de 5 L
com a adicdo de metanol até a cobertura total dommeO solvente foi evaporado a pressao
reduzida uma vez ao dia, até completa exaustdansgudoze dias, resultando num residuo
escuro e viscoso, denominado Extrato Bruto MetaadEBM).

Este Extrato Bruto (450 g) foi solubilizado em aguacidificado com acido cloridrico
(HCI) 2N a pH préximo de 1,5, e extraido exaustigate com éter etilico em ampola de
separacao. Eliminou-se o solvente em rota evapgrabdtendo-se um residuo verde escuro,
denominado de Fracdo Etérea Acida (FEA). A solagfimsa remanescente foi alcalinizada
com hidréxido de aménio (NJ@H) a pH 9,0, e extraida exaustivamente com étkcost
acetato de etila e n-butanol. Apés cada extragéto@i-se a evaporacdo do solvente em rota
evaporador para concentracdo das fracOes ressltdfacdo Etérea Basica (FEB), Fracdo

Acetato Basica (FAB) e Fracédo Butandlica BasicaBBonforme Esquema 1.
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Casca do caule moida
(3450 g)

MeOH a quente

Extrato Bruto

(450 g)

1. HCI2N
2. EterEtilico

l

Fracdo Etérea
Acida (90 o) Fracdo Aquosa

1. NH,OH
2. Eter Etilico

Fragao Aquosa Fracéio Etérea

Bésica (4,40 g)

Acetato de Etila

Fracdo Acetato R
Basica (8.0 o) Fragdo Aquosa

Butanol

Fragdo Butandlica Fracio Aquosa
Béasica (12 g)

Esquema 1 Fracionamento do Extrato Bruto Helietta apiculata

As fragOes obtidas foram submetidas a analise €M, @tilizando-se vérios sistemas
de solvente, e reveladas em lampadadydy € UVsgsnm reagente de Dragendorff e acido
sulfurico/alcool etilico (5:95 v/v). Deste modo ebsu-se que as fracdes, etérea e acetato,
basicas apresentaram manchas alaranjadas frenteeagente Dragendorff, mostrando
positividade para alcaldides. Ja a fracdo etéredade a fracdo butandlica basica,
apresentaram manchas escuras quando reveladagderswdftirico, seguido de aquecimento.

Visto que as fracdes basicas, etérea e acetatogvelaram positivas para alcaldides,
estas foram analisadas individualmente para onsmito e identificacdo destes, além do

isolamento de outros metabdlitos.
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4.2.2 Fragéo Etérea Basica

A fracéo etérea basica (4,40 g) foi cromatografadacoluna, utilizando-se silica gel
60H (70-230 mesh) como fase estacionaria, com pgédpode 1:30 (g amostra: g silica), e
hexano/diclorometano/acetato de etila/metanol cseistema eluente. Foram coletadas fragcoes
de 50 mL e rotaevaporadas. Estas foram reunidafroo& suas similaridades, quando

comparadas em CCD, conforme descreve a Tabela 1.

Tabela 1 Separagdo em Coluna Cromatogréfica da Fracded&Basica

Subfragbes Fracoes % Solventes Substancias Peso
I lal4d Hexano Mistura 30 mg
Il 15a26 Hex/Dicloro 10% Mistura 100 mg
1 27a34 Hex/Dic 25% Mistura 160 mg
v 35a48 Hex/Dic 50% Mistura 800 mg
\% 49a70 Dicloro Mistura 109

VI 71a80 Dic/Acetato 25% Mistura 320 mg
Vi 81a9%4 Dic/Acet 50% Limonina + Mistura 530 mg
VI 95 a 106 Acetato Mistura 850 mg
IX 107 a 119 Acet/Metanol 25% Mistura 430 mg
X 120 a 132 Acet/MeOH 50% Mistura 270 mg
Xl 133 a 138 Metanol Mistura 160 mg

Na subfracdo VI, fracbes 81 a 94, houve a foénage cristais, os quais foram
submetidos a lavagem com metanol para limpeza. dputastado em CCD, apresentaram-se
puros. As anélises de RMN dd e *C levaram a identificacdo do composto como sendo um
limondide, conhecido como limonindd). A estrutura deste limondide foi confirmada aésv
de medidas de difracdo de raios-X.

A subfracdo IV, fracbes 35-48, (800 mg), foi noemte colunada com
hexano/diclorometano/acetato de etila num gradierescente de polaridade. Foram

coletadas fracdes de 30 mL, sendo reunidas apbiseapar CCD, conforme a Tabela 2.
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Tabela 2 Separagdo em CC da subfragéo IV

Fracdes % Solventes Substancias Peso
lalo Hex/Dic 25% Mistura 80 mg
11a23 Hex/Dic 50% Mistura 180 mg
24 a 38 Dicloro y-fagarina+mistura 170 mg
39 a 46 Dic/MeOH 10% Mistura 190 mg
47 a 52 Dic/MeOH 50% Mistura 160 mg

Nas fracbes 24 a 38 pode-se perceber a ocorréeciam alcaloide através da
revelacdo de CCD com o reativo de Dragendorff. Hewtabdlito foi purificado por
cromatografia em camada delgada preparativa (C@D&)és de eluicdo com diclorometano
100% e algumas gotas de hidroxido de aménio. Apdsfirmou-se a pureza do mesmo a
partir de eluicdo em CCD. As andlises de RMNHe *°C, além de comparacéo com dados
da literatura levaram a identificacdo deste aldal@omo sendo gfagarina 9), bastante
comum em plantas da familia Rutaceae.

Uma nova coluna da subfracdo V, fragoes 49 al;0,d), foi realizada com elui¢ao
de hexano/diclorometano/acetato de etila/metanol gtadiente de polaridade. A partir desta
eluicdo foram coletadas amostras de 30 mL, quenfocdaevaporadas e reunidas conforme

suas similaridades em CCD, de acordo com a Tabela 3

Tabela 3 Separagdo em CC da subfragéo V

Fracdes % Solventes Substancias Peso
1al8 Hex/Dic 25% Mistura 98 mg
19a32 Hex/Dic 50% Mistura 80 mg
33 a45 Dicloro Mistura 260 mg
46 a 54 Dic/Acet 5% Chalepina+ mistura 140 mg
55 a 65 Dic/Acet 25% Mistura 110 mg
66 a 78 Dic/Acet 50% Kokusaginina+mistura 90 mg

79 a 86 Acetato Mistura 85 mg

87 a 96 Acet/Metanol Mistura 78 mg

Quando aplicado em CCD, as fracdes 46 a 54 rewelairm composto em maior

quantidade e de facil separacdo, o0 mesmo foi gntéificado através de CCDP com eluicao
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de diclorometano/acetato de etila 25%, demonstrapgieeza apos este procedimento.
Analisando espectros de RMN dél e °C, e comparacdo com dados da literatura,
identificou-se o metabdlito como sendo uma cumatar@ominada Chaleping¥).

Das fracbes 66 a 78, isolou-se um metabdlito gemetdrao reativo de Dragendorff
apresentou coloracdo alaranjada, demonstrandoat® tle um alcaldide. O mesmo foi
purificado através de CCDP (diclorometano 100%m@oanalise dos espectros de RMN de
'H e 3C, e de posse de dados ja descritos na literatogbg-se a estrutura como sendo o
alcaldide kokusaginindl().

A partir da subfragéo VI, fracdes 71 a 80 (320 rmep;se uma nova coluna eluida em
diclorometano e acetato de etila com gradienteadfi@ridade. Coletaram-se amostras de 30
mL, que foram rotaevaporadas e reunidas conforrae similaridades em CCD, de acordo

com a Tabela 4.

Tabela 4 Separagdo em CC da subfragéo VI

Fracdes % Solventes Substancias Peso
1a1l0 Dicloro Mistura 20 mg
11a18 Dic/Acet 5% Mistura 50 mg
19 a27 Dic/Acet 10% Mistura 40 mg
28 a 39 Dic/Acet 25% Maculina + mistura 90 mg
40 a 49 Dic/Acet 50% Mistura 65 mg
50 a 64 Acetato Mistura 30 mg

As fracOes 28 a 39 acusaram a presenca de undidee@uando revelada sua CCD
com reativo de Dragendorff. Como se apresentavfaaleseparacao foi submetido & CCDP
para purificacdo, com eluicdo de diclorometano 108¢tdlises de RMN déH e *°C, e

comparacao com dados da literatura, revelaram skeatbide MaculinaZ4).

4.2.3. Fragéo Acetato Béasica

A fracdo acetato basica (8,0 g) foi cromatografaiacoluna, utilizando-se silica gel
60H (70-230 mesh) como fase estacionaria, e heaegato de etila/metanol como sistema
eluente. Foram coletadas fracbes de 50 mL e ewdg®raendo reunidas conforme suas
similaridades apds comparacdo de CCD, conformeittesa Tabela 5.
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Tabela 5 Separagdo em Coluna Cromatogréfica da FracaamicBasica

Fracdes % Solventes Substancias Peso
l-1a16 Hexano Mistura 60 mg
I1-17a23 Hex/Acet 10% Mistura 130 mg
Il -24 a32 Hex/Acet 25% Mistura 350 mg
IV -33ab54 Hex/Acet 50% Mistura 930 mg
V-55a69 Acetato Mistura 600 mg
VI-70a93 Acet/Metanol 25% Mistura 399¢g
VIl - 94 a 107 Acet/MeOH 50% Mistura 280 mg
VIIl - 108 a 116 Metanol Mistura 200 mg
A subfracao IlIl, fracdes 24-32, (350 mg) foi cdda em hexano/acetato de

etila/metanol em ordem crescente de polaridadest@alm-se fracbes de 30 mL, que foram

reunidas apés analise em CCD, conforme a Tabela 6.

Tabela 6 Separagéo em CC da subfragao Il

Fracdes % Solventes Substancias Peso
lal6 Hex/Acet 10% Mistura 20 mg
17 a?29 Hex/Acet 25% Mistura 60 mg
30 a 47 Hex/Acet 50% Derivados do &cido 90 mg
cindmico + mistura
48 a 56 Acetato Mistura 80 mg
57 a 69 Acet/MeOH 25% Mistura 60 mg

Nas fracdes 30 a 47 pode-se perceber a ocorréleciam metabdlito em maior
quantidade. Este foi purificado por CCDP com elnigé diclorometano 100%. Apds anélises
de RMN de’H e *3C, e espectrometria de massa, pode-se percebesegtratava de uma
mistura de substancias, numa relacdo de 3:1. Est® identificados como 4-hidroxi-3,5-
dimetoxicinamato de metil®9) e 3,4,5-trimetoxicinamato de metig], derivados do acido
cinamico.

Uma nova coluna foi realizada da subfracao I\;;des 33 a 54, (930 mg), onde foram

usados hexano/acetato de etila/metanol como sistekmate. Foram coletadas fracdes de 30
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mL, rotaevaporadas e reunidas conforme suas sidaithes em CCD, de acordo com a Tabela

7.

Tabela 7 Separacdo em CC da subfracao IV

Fracoes % Solventes Substéancias Peso
lal8 Hex/Acet 10% Mistura 70 mg
19a32 Hex/Acet 25% Mistura 80 mg
33 a47 Hex/Acet 50% T26 + mistura 110 mg
48 a 60 Acetato Mistura 215 mg
6la73 Acet/MeOH 25% Mistura 180 mg
74 a 87 Acet/MeOH 50% Mistura 160 mg

Uma nova coluna foi efetuada da subfracédo VI,geac/0 a 93, (3,9 g) proveniente da
fracdo acetato basica, utilizando como sistemandudiclorometano/acetato de etila/metanol,
num gradiente de polaridade. Coletaram-se fragé&@®dnL, as quais foram rotaevaporadas e

reunidas conforme suas similaridades em CCD, delaamm a Tabela 8.

Tabela 8 Separacdo em CC da subfracdo VI

Fracoes % Solventes Substéancias Peso
laZ23 Dicloro Mistura 280 mg
24 a 42 Dic/Acet 25% Isodictamina+mistura 610 mg
43 a 59 Dic/Acet 50% Mistura 520 mg
60 a 83 Acetato Mistura 840 mg
84 a 97 Acet/MeOH 25% Mistura 230 mg
98 a 110 Acet/MeOH 50% Mistura 750 mg

111 a119 Metanol Mistura 430 mg

As fracbes 24 a 42 mostraram mancha alaranjadadqua&veladas com reagente de
Dragendorff, indicando a presenca de alcaléidené&3mo foi purificado através de CCDP
(diclorometano/acetato de etila 25%). Ao seremisadbs os espectros de RMN'tee *C
uni e bidimensionais, e comparacdo com dados gitiesna literatura, pode-se identificar a

substancia como sendo o alcaldide isodictandidp (
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4.3 DADOS DOS COMPOSTOS ISOLADOS

4.3.1 Fracédo Etérea Basica

Limonina (42): 350 mg, cristais branco amarelado, PF: 290,42@4(Lit. 295-296°CY"

Rf: 0,88 cm em Cloroférmio/Metanol 80:20; RMM a 400
°|MHz, DMSO: § 1,01 (3H, s, H-30), 1,03 (3H, s, H-29), 1,12
(3H, s, H-18), 1,19 (3H, s, H-28), 1,29 (1H, m, B}11,72 (2H,
m, H-11;H-12), 1,84 (1H, m, H-11), 2,25 (1H,X16,0 Hz, H-
6), 2,43 (1H, dJ=16,0 Hz, H-5), 2,58 (1H, di=15,0 Hz, H-9),
2,64 (1H, dJ=15,8 Hz, H-2), 2,74 (1H, d=16,5 Hz, H-2), 3,09
(1H, t,J=15,5 Hz, H-6), 4,11 (1H, s, H-1), 4,11 (1H, s, B)K1

4,50/4,90 (2H, dJ=13,0 Hz, H-19), 5,47 (1H, s, H-17), 6,48 (1H, s28), 7,68 (1H, s, H-

21), 7,62 (1H, s, H-23): RMN déC a 100 MHz, DMSO5 16,90 (C-30), 17,42 (C-11), 21,22
(C-29), 29,00 (C-12), 29,58 (C-28), 35,45 (C-2),036(C-6), 37,54 (C-13), 45,17 (C-10),
46,40 (C-9), 50,19 (C-8), 53,63 (C-15), 58,03 (CE&),66 (C-19), 66,54 (C-14), 77,29 (C-
17), 78,33 (C-1), 79,31 (C-4), 109,96 (C-22), 1Z1@-21), 143,10 (C-23), 166,95 (C-16),
169,79 (C-3), 207,67 (C-7).

y-fagarina (9): 6 mg, sélido amarelo alaranjado, PF: 142,6-146 &.it. 141-142°C)® Rf:

0,44 cm em Cloroférmio/Acetato de Etila 95:5; RN a 400
MHz, CDCk: 6 4,07 (3H, s, H-11), 4,43 (3H, s, H-10), 7,04 (1H,
d, J=7,7 Hz, H-7), 7,07 (1H, dJ=2,8 Hz, H-3), 7,35 (1H, dd,
J=7,7; 8,5 Hz, H-6), 7,64 (1H, d=2,8 Hz, H-2), 7,84 (1H, dd,
J=1,1; 8,5 Hz, H-5); RMN dé°C a 100 MHz, CDGt § 55,96
(C-11), 59,00 (C-10), 103,93 (C-3a), 104,50 (C18)7,78 (C-

7), 114,10 (C-5), 119,71 (C-4a), 123,42 (C-6), B84 C-8a), 143,90 (C-2), 154,62 (C-8),
156,90 (C-4), 163,24 (C-9a).

Chalepina (27) 8,2 mg, sélido branco. PF: 126-129°C (Lit. 11®%1)°% Rf: 0,55 cm em

Cloroférmio/Acetato de Etila 80:20p]p= -28°,
CHCl, (Lit. [o]o=+28°F% RMN *H a 200 MHz,
CDCls: 8 1,22 (3H, s, H-17), 1,35 (3H, s, H-18),
1,45 (6H, s, H-13, H-12), 3,19 (2H, 38,8
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Hz, H-14), 4,71 (1H, 1)=8,8 Hz, H-15), 5,04 (1H, dd=6,0; 1,0 Hz, H-11), 5,10 (1H, s, H-
11), 6,16 (1H, ddJ=16,0; 10,2 Hz, H-10), 6,69 (1H, s, H-8), 7,18 (BHH-5), 7,47 (1H, s,
H-4); RMN de®C a 50 MHz, CDG} § 24,2 (C-17), 26,0 (C-12, C-13, C-18), 29,58 (C;14)
40,27 (C-9), 71,68 (C-16), 90,87 (C-15), 97,1 (C48)2,03 (C-11), 113,12 (C-4a), 123,21 (C-
5), 124,53 (C-6), 130,87 (C-3), 138,02 (C-4), 1856-10), 154,62 (C-8a), 160,17 (C-2),
162,23 (C-7).

Kokusaginina (17) 7,3 mg, sélido branco. PF: 165-170°C (Lit. 16®IC)f"% Rf: 0,82 cm

em Cloroférmio/Acetato de Etila 80:20; RMM a 200
MHz, CDCk: & 4,02 (3H, s, H-12), 4,03 (3H, s, H-11),
4,44 (3H, s, H-10), 7,05 (1H, d=2,8 Hz, H-3), 7,35
(1H, s, H-8), 7,47 (1H, s, H-5), 7,57 (1H,Xk:2,8 Hz, H-
2); RMN de'*C a 100 MHz, CDGt § 55,96 (C-12),

56,01 (C-11), 58,84 (C-10), 100,23 (C-5), 102,243(], 104,57 (C-3), 106,61 (C-8), 112,93
(C-4a), 142,42 (C-2), 142,42 (C-8a), 147,81 (C16R,65 (C-7), 155,62 (C-4), 162,98 (C-9a).

Maculina (24): 50 mg, cristal branco. PF: 192-196°C (Lit. 196290)** Rf: 0,46 cm em
Cloroférmio/Acetato de Etila 80:20; RMNH a 200
MHz, CDCk: & 4,39 (3H, s, H-10), 6,07 (2H, s, H-9),
7,02 (1H, d,J=2,8 Hz, H-3), 7,29 (1H, s, H-8), 7,50 (1H,
s, H-5), 7,56 (1H, dJ=2,8 Hz, H-2); RMN déC a 50
MHz, CDCk: § 59,28 (C-10), 98,39 (C-5), 101,96 (C-9),
102,86 (C-4a), 104,82 (C-3), 104,86 (C-8), 114BB4), 142,94 (C-2), 144,20 (C-8a),
146,45 (C-6), 151,13 (C-7), 156,35 (C-4), 163,4DE.

4.3.2 Fragéo Acetato Béasica

4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamato de metila (69) e 3,8-trimetoxicinamato de metila (55)

32 mg, residuo amarelo clar@9f m/z 238,1 [M+];
RMN *H a 200 MHz, CDG} § 3,77 (3H, s, H-10), 3,89
(6H, s, H-11; H-12), 6,27 (1H, d=15,9 Hz, H-8), 6,73
(2H, s, H-2; H-6), 7,57 (1H, d=15,9 Hz, H-7); RMN
de’*C a 50 MHz, CDGt § 50,93 (C-10), 55, 56 (C-11;
C-12), 104,26 (C-2; C-6), 114,71 (C-8), 125,15 (C-1
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136,39 (C-4), 144,45 (C-7), 146,46 (C-3; C-5), 986,(C-9); 65) m/z 252,1 [M+],RMN *H

a 200 MHz, CDG}: 6 3,77 (3H, s, H-10"), 3,89 (9H, s,
H-11'; H-12', 13"), 6,27 (1H, dJ=15,9 Hz, H-8'), 6,73
(2H, s, H-2"; H-6"), 7,57 (1H, dJ=15,9 Hz, H-7);
RMN de'®C a 50 MHz, CDG}: § 50,93 (C-10'), 55, 56
(C-11"; C-12", C-13’), 104,22 (C-2’; C-6"), 115,3C-
8"), 125,06 (C-1'), 136,31 (C-4’), 144,16 (C-7'}48,46 (C-3’; C-5), 166,47 (C-9").

Isodictamina (11) 28 mg, sélido laranja claro. PF: 184,3-187,8.(L85-188°C)°; Rf: 0,33
cm em Cloroférmio/Acetato de Etila 80:20; RMM# a 200
MHz, CDCk: & 3,90 (3H, s, H-10), 7,07 (1H,X2,2 Hz, H-3),
7,28 (1H, dJ=2,2 Hz, H-2), 7,35 (1H, td]=8,0; 1,2 Hz, H-6),
7,47 (1H, d,J=8,2 Hz, H-8), 7,68 (1H, td]=8,6; 1,6 Hz, H-7),
8,55 (1H, dd,J=1,4; 8,0 Hz, H-5); RMN dé°C a 50 MHz,
CDCls: 6 30,92 (C-30), 106,0 (C-3a), 107,52 (C-3), 11366 (
8), 122,19 (C-6), 124,89 (C-4a), 127,0 (C-5), 13X®-7), 137,52 (C-2), 137,84 (C-8a),
155,64 (C-9a), 173,0 (C-4).

4.4 OLEO VOLATIL DE Hdletta apiculata Benth

4.4.1 Extracéo de Oleos Volateis

Os oOleos volateis foram extraidos através de tarrds vapor de agua, utilizando
aparelho de Clevenger modificado. As folhas da @epd. apiculata foram coletadas
acompanhando a variacdo da sazonalidade, sendtadadefolhas no inverno (780 @),
primavera (450 g), veréo (1800 g) e outono (70@Egjas foram trituradas em liquidificador,
e alocadas em baldo de 5 L com agua para proceeetracdo, durante um periodo de 5
horas. ApGs a extracdo, separou-se 0 6leo da ddiwando-se éter etilico. Secou-se a fase
organica com sulfato de sodio e evaporou-se o s@vem rotaevaporador com pouco
aquecimento, evitando assim uma possivel deconfmsig Oleo. Este foi armazenado em
congelador apoés injecdo em CG/EM para identificalm@oconstituintes presentes no 6leo.

Os indices de retencao de Kovats (IK) foram detexdos através da injecdo de uma
mistura den-alcanos (€a C26) com tempo de retencéo e ordem de eluicdo conteeaitiaves

da equacao:
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IK =100n +An Ri — Rn

Rm - Rn

Onde:

IK = Iindice de Kovats

n = nimero de carbonos do alcano que elui antasndatra

An = numero de carbonos do alcano que elui depoisnienos o niumero de carbonos do
alcano que elui antes da amostra

Ri = tempo de retencdo da amostra

Rn = tempo de reten¢éo do alcano que elui antasdatra

Rm = tempo de retengéo do alcano que elui depasndestra

Os indices de retencdo de Kovats dos constitughiesoleos foram determinados e

comparados com os padrdes de igual indice de Bsieancontrados na literatifa.

4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Com o objetivo de avaliar a atividade antioxidashte extratos, fracdes e metabolitos
isolados fez-se uso de um ensaio qualitativo, aptio-se o método do radical livre DPPH
(2,2-difenil-1-picrilidrazil) descrito por Hostetann/® através de um “screening” das
amostras testadas em varias concentragoes.

Fez-se uso, também, do método quantitativo refdizeela medida da leitura de

absorbancia das amostras frente uma amostra beamoopadrao (BHT).

4.5.1 Método do radical livre — Bioautografia

O método fundamenta-se na reducéo do radical DBR#E € avaliada a capacidade
dos compostos testados em serem doadores de moregéacéo antioxidante. A solucéo de
DPPH possui uma coloracéo violeta que descolorgrgssivamente tornando-se amarelada,
permitindo assim, a observacéo da capacidade aditte do composto testado.

Foram testados os compostos isolados atravéslidac@ip pontual dos mesmos nas
concentragdes de 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 16 831ug/mL em cromatoplacas. Através

de borrifamento, o DPPH é aplicado sobre as crgoteatas, as quais ficam com coloracao
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violeta. Ap6s 30 minutos, em repouso, as amostigasadescolorem o DPPH, formando
manchas claras sobre a placa violeta, caracteonzatnddade antioxidante positiva.

4.5.2 Método do radical livre — Ensaio quantitativo

Quando a capacidade antioxidante é avaliada pétodm quantitativo, as amostras
testadas, juntamente com o padrdo BHT (di-terd-bugtil fenol) sdo preparados nas
concentracdes de 2@/mL em etanol. Em seguida, 1 mL da amostra éfeeda para tubos
de ensaio onde sdo acrescentados 2 mL de etaoogdendo-se as diluicbes em série até se
obter concentragbes de 500 a 3@mL. A cada diluicdo s&o acrescentados 0,5 mL de
solucéo de DPPH 0,004%. As amostras permanecempetatura ambiente por 30 minutos
sob protecdo da luz. Apds esse tempo faz-se adeaim absorbancia em espectrofotémetro
em 517 nm para medir a reducao do radical livrafraouma amostra em branco preparada
para cada diluicAo. Empregou-se uma solugcéo delgfamL), acrescentado de 0,5 mL de
solucéo metanolica 0,004% de DPPH como controlels8% de inibicao.

Para avaliar a atividade de captura do radicaspeimostras testadas, a porcentagem
de inibicdo é calculada pela férmula: % de inibigd§(Ac-Aa)/Ac] x 100, onde Ac é a
absorbancia da solucdo controle e Aa € a absoeb@laceamostra testada, no tempo de 30
minutos.

Através de regressao linear, a partir das médiaspdrcentagens, € obtida asgC

sendo a concentracdo que causa 50% de inibicZaddml livre DPPH.

4.6 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.6.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minina (CIM ) pelo método de

Micro diluicdo em Caldo

A susceptibilidade antimicrobiana de uma subs#nei avaliada com base na
determinacdo de sua concentracdo inibitoria miniqw € a menor concentracdo da
substancia necesséria para inibir o crescimentarddado microrganismo apos incubag&o
vitro. Quanto menor a CIM, maior a poténcia antimicro@jae maior a dificuldade do

microrganismo em desenvolver resisténcia.
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4.6.1.1 Microrganismos empregados nos ensaios

Utilizaram-se cepas padréo da American Type Gal@Golection (ATCC), constituidas

de microrganismos Gram-positivos, Gram-negativiagigos, conforme a Tabela 9.

Tabela 9 Microrganismos indicadores

Microrganismos

Gram-negativos Gram-positivos Fungos

Escherichia col25792 Staphylococcus aure%38 Candida albicans.0231

Pseudomonas aeroginosa/853 Staphylococcus epidermidi2228 Saccharomyces cerevisiaé01

Shigella sonne25931 Bacillus subtilis6633 Cryptococcus neoformar28952
Streptococcus pyogen#9615 Candida tropicalis

Staphylococcus saprophyticliS305

4.6.1.2 Padr@es utilizados nos ensaios microbiot&gi

Os padrdes antibi6ticos, preparados conforme EDfdram Cloranfenicol para

bactérias e Nistatina para fungos.

4.6.1.3 Meios de Cultura

Os meios de cultura empregados foram:

- Caldo caseina de soja (para bactérias): cloretsddlio (5,09), dextrose (2,5g), fosfato
dibasico de potassio (2,5g), peptona de casein®g)l7peptona de soja (3,0g) e agua
destilada (1L);

- Caldo Sabouraud dextrosado (para fungos): dext(d8,0g), peptona de carne (5,09),
peptona de caseina (5,0g) e agua destilada (1L).

A CIM foi determinada pelo Método de Micro dilugdem caldo, conforme
recomendado pelo National Committee for Clinicabdmatories Standards (NCCL8)As
amostras a serem testadas foram diluidas em meiddi (metanol/DMSO - 2,5 mg/mL) que
continha 2% do surfactante Tween 80, e diluidamamante em placas de cultura estéreis de
96 pocos, nas concentragbes de 500 a Bd/L. Cada poco foi inoculado com os

microrganismos (10células vidveis) e homogeneizado. As placas farambadas por 24
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horas a 35°C para bactérias e, por 48 horas a g&‘€leveduras. Apos a incubacao ocorre a
turvacdo do meio, indicando crescimento microbialeterminando-se a CIM.

Quando as amostras testadas para determinacatMdad® apresentam crescimento
nos pocos, sao, ainda, testadas para verificamaddtracdo Bactericida Minima (CBM) ou
Concentragdo Fungicida Minima (CFM). Sdo usadas ipacular placas de Petri ({0 que
contenham meio &gar, sendo determinada a Conc&attagtal Minima (CLM — CBM e
CFM), a qual € a menor concentracdo da substamndaatfanca uma reducdo maior que
99,9% do numero de Unidades Formadoras de ColQuks).

4.6.2 Determinacgao da atividade de inibicdo da emaa Acetilcolinesterase

Na execucdo desse ensaio utilizou-se o0 métodooreldd por Martson e
Hostettmanf? para CCD que emprega o reagente colorimétricd-&gtl Blue B e solucéo da
enzima acetilcolinesterase (250 U/mL) e albuminaa® bovino, solubilizadas em solucao
tamp&o de Acido-tris-hidrocloridrico a pH 7,8 phoarifamento nas placas.

As CCDs utilizadas no ensaio sdo previamente &fuén acetona, para que sejam
removidos qualquer residuo ou sujidades das mesDsasxtratos e fracdes a serem testadas
sdo agrupados conforme semelhanca de polaridadepejs de solubilizadas em solvente
adequado, aplica-se L de uma solugéo contendo 2§ da substancia, observando uma
distancia de 1,0 cm entre cada aplicacdo. As CGDsetuidas com o solvente adequado,
conforme a polaridade das amostras. Apos eluig@plagas sao visualizadas em camara UV
e marcam-se 0s compostos visualizados em ambasrggimentos de onda.

Para os metabdlitos puros, preparou-se uma sobagéia@oncentracao inicial de
5 ng/uL de cada composto (2 mg em 0,4 mL de solvente guaba substancia seja soluvel).
A partir da solucéo inicial foram realizadas diieg em série, obtendo-se assim, solu¢des nas
concentracdes de 5,0; 1,0; 0,2; 0,04; 8,6,106.10° e 3,2.1¢ ug/uL. Aplicou-se na forma
pontual, 1uL de cada solugéo a ser testada na CCD, obsensdoia distancia de 1,0 cm
entre cada ponto de aplicacdo. Apos as CCDs s#iaelem solvente adequado. Fisostigmina
foi utilizada como controle positivo neste ensaio.

ApoGs preparagdo das CCDs, a solucdo da enzimdigadsp sobre as placas que
novamente sdo secas, e incubadas. Na incubac&a-gstl atmosfera umida a 37°C por 20
minutos. Passado esse tempo, sdo preparados, tameeide antes do uso, os reveladores
Acetato de 1-naftila (12,5 mg de acetato de 1iaafin 5 mL de etanol) e Solucdo de Fast
Blue B 950,0 mg de sal de Fast Blue B em 20 mLgim dlestilada). As CCDs séao reveladas
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com essas solucdes através do borrifamento das asessbre as placas. Com a revelagao,
observa-se o aparecimento de coloracéo violetaesadrplacas, sendo que onde ocorre a
inibicdo da enzima provocada pelos compostos testadsualiza-se o desenvolvimento de
halos brancos no fundo violeta.

Na Figura 3, tem-se a reacéo ocorrida no testeaoeagente de Sal de Fast Blue B.
O reagente Acetato de Naftila serve como substratofre a quebra, pela acetilcolinesterase,
formando o 1-naftol, o qual continua a reagir coreagente colorimétrico Sal de Fast Blue B
para formar um sal de Diazbnio de coloracdo violefs inibidores da enzima

acetilcolinesterase sdo diretamente detectadodaeviormacao de halos brancos na CCD.

4]
J\ OH
a OCH

AChE
—_— +  CHLCO0H

Maftol
Acetare de Maftila

Sal Fast Blue B

aH H.CO aH
“_NN | N“
DoH,

Sal de Diazdnio (Violeta)y

Figura 3: Reacdo do teste colorimétrico para revelacaordosiores da AChE

A atividade de inibicdo da AChE dos compostospgressa em pMIQ, que representa
o logaritmo negativo da minima quantidade inib&dem mol), que produziu um halo com o
minimo de brancura observavel. O limite de ativedadixado em um pMIQ minimo de 10,5.

Compostos com valores abaixo deste pMIQ s&o camsids inativos ou pouco ativés.



5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados os resultadosigcassdo do estudo fitoquimico
realizado com o extrato, fracbes e metabdlitosatkud da casca do caule Helietta
apiculata Benth. Juntamente com a analise da composicaoapfoi realizada a avaliacao
de atividades biologicas do extrato bruto, dasiiage dos metabdlitos isolados.

A determinacdo estrutural dos metabdlitos isolaftosestabelecida com base na
interpretacdo de dados espectrais, principalment@MN de'H e **C uni e bidimensionais,
dados de raios-X, espectrometria de massa, al@ondparacdo com dados da literatura.

A investigacdo das fracdes basicas, etérea etacet@nduziram ao isolamento e
identificacdo de onze compostos. Quatro deles $&lomles, pertencentes a classe dos
furoquinolinicos, bastante comuns no género Halistio eleg-fagarina ©), Maculina 24),
Kokusaginina 17) e Isodictaminall). Uma cumarina, conhecida com Chalepi2d,(um
limondide, denominado Limoninat?), dois derivados do acido cinamico em mistura, 4-
hidroxi-3,5-dimetoxicinamato de metil&9) e 3,4,5-trimetoxicinamato de metilas}, além
de uma mistura de trés neolignan®g€), identificadas como (E)-metil 3-(2-(3-hidroxi-5-
metoxifenil)-3-(hidroximetil)-7-metoxi-2,3-diidrolmz ofuran-5-il)acrilato; (E)-metil 3-(3-etil-
2-(3-hidroxi-5-metoxifenil)-7-metoxi-2,3-diidrobeofuran-5-il)acrilato e (E)-metil 3-(2-(3-
hidroxi-5-metoxifenil)-3-isopropil-7-metoxi-2,3-dirobenzofuran-5-il)acrilato.

Estes compostos, assim como o extrato bruto eedds, foram submetidos a ensaios
biologicos visando determinar suas atividades aotohianas e de inibicdo da enzima
AChE, além de atividade antioxidante.

No Quadro 1, estéo ilustrados os compostos ideadids durante este estudo.
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Quadro 1: Estruturas numeradas, caracteristicas e ideag#ir dos compostos isolados

Estrutura

Caracteristicas

Identificacéo

Sdlido cristalino brancd

amarelado

PF: 290,4-294,3°C
Lit.: 295-296°¢’

Limonina

Isolamento: pag. 47
Identificacdo: pag. 64
Ensaios: pag. 118-127

Sdlido laranja claro

PF: 142,6-145,8°C
Lit.: 141-142°C°

y-fagarina

Isolamento: pag. 48
Identificacdo: pag. 75
Ensaios: pag. 118-127

Soélido branco

PF: 124-126°C
Lit.: 118-119°68

Chalepina

Isolamento: pag. 48-49
Identificacdo: pag. 78
Ensaios: pag. 118-127

17

Soélido branco

PF: 165-170°C
Lit.: 168-170°¢°

Kokusaginina

Isolamento: pag. 49
Identificacdo: pag. 84
Ensaios: pag. 118-127
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Soélido branco

PF: 192-196°C
Lit.: 196-197°¢°

Maculina

Isolamento: pag. 59
Identificacdo: pag. 90
Ensaios: pag. 118-127

Residuo amarelo claro

4-Hidroxi-3,5-
dimetoxicinamato de
metila

3,4,5-
Trimetoxicinamato de

metila

Isolamento: pag. 50
Identificacdo: pag. 95
Ensaios: pag. 118-127

Cristais brancos

T26

Isolamento: pag. 51
Identificacédo: pag. 102
Ensaios: pag. 118-127
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Solido laranja claro

PF: 184,3-187,8°C
Lit.: 185-188°C°

Isodictamina

Isolamento: pag. 51
Identificacédo: pag. 110
Ensaios: pag.118-127

5.1 RENDIMENTOS DO EXTRATO E FRACOES

Apoés coleta, secagem e moagem das cascas do obtdge-se 3450 g de planta

moida, fez-se a extracdo do material vegetal, dbtse 450 g do extrato bruto metandlico

(EBM). A partir deste extrato partiu-se para um#&agdo acido/base, conforme descrito

anteriormente (pagina 47), obtendo-se as frac@émeae acida (FEA), etérea basica (FEB),

acetato basica (FAB) e butandlica basica (FBB).

Os rendimentos, em relacdo a planta moida e aat@Xiruto, sdo demonstrados na

Tabela 10.

Tabela 1Q Rendimentos das fracdes

Fracoes Quantidade Emrelacdo acasca Emrelacdo ao
obtida(qg) do caule seca (%) extrato Bruto (%)
Etérea Acida 90 2,60 20
Etérea Basica 4,40 0,12 0,98
Acetato Bésica 10 0,29 2,22

Butandlica Béasica 12 0,34

2,66
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5.2 METABOLITOS ISOLADOS DE Helietta apiculata Benth: FRACAO ETEREA
BASICA

5.2.1 Limonina (42)

O limondide Limonina4?2), foi isolado na forma de cristais, da fracaoesddrasica a
partir do EBM das cascas He apiculatg como descrito em Experimental (pagina 47), sendo
identificado apés analises de técnicas de RMRHde'*C, medidas de raios-X e comparagéo

com dados da literatura.

Através da andlise do espectro'He(Figura 4), pode-se observar quatro singletos em
61,01,6 1,03,6 1,12 e5 1,19 ppm, atribuidos as metilas 30, 29, 18 e 28sifais end 7,62
e 6 7,68 ppm, integrando para um hidrogénio cada,espomdem aos H-23 e H-21
respectivamente, enquanto o sinal @848 ppm, representando um hidrogénio na forma de
singleto, corresponde ao H-22, sinais estes, @afsititos de anel furano.

O sinal emé 5,47 ppm, integrando para um hidrogénio na forreasihgleto, €
atribuido ao H-17. Os sinais eén4,50 (d,J=13,0 Hz) e 4,90 ppm (dJ=13,0 Hz) séo
atribuidos aos H-19. O sinal referente &@h,11 ppm, na forma de singleto integrando para
dois hidrogénios é correspondente ao H-15 e H-4in@ ems 2,74 ppm (d,J=16,5 Hz), foi
atribuido a um dos H-2, enquanto que o sinal pavatm H-2 apresenta-se en2,64 ppm,
como um dubleto J15,8 Hz). Emé 2,58 ppm (d,J=15,0 Hz) observa-se o sinal
correspondente ao H-9. E os sinaise®09 (1H, tJ=15,1 Hz) & 2,25 ppm (1H, dJ=16,0
Hz), séo referentes aos H-6.

Para o H-5, atribuiu-se o sinal ein2,43 ppm (d,J=16,0 Hz). Para os demais
hidrogénios, H-11 e H-12, séo atribuidos os siea$ 1,29 (1H, m,)$ 1,72 (2H, m) & 1,84
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ppm (1H, m) esses deslocamento sdo melhores wadal na expansdo do espectro

apresentada na Figura 5.
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Figura 4: Espectro de RMN dtH de Limonina em DMSO a 400MHz
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Figura 5: Espectro de RMN d&H expandido (0-3,3 ppm) de Limonina em DMSO a 400
MHz
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No espectro 2D COSY puderam-se observar as codedados hidrogénios, conforme

descreve a Figura 6.
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Figura 6: Espectro de RMN COSY de Limonina em DMSO a 400MHz

O espectro de RMN dEC para a limonina (Figura 7) mostrou sinais par@azos
emd 207,60 ppmp 169,70 ppm & 166,60 ppm referente aos carbonos C-7, C-3 e C-16,
respectivamente, sendo todos carbonilicos. Patarbsnos metinicos, C-22, C-21 e C-23, 0s
sinais aparecem en109,0 ppmg 141,4 ppm & 143,70 ppm, respectivamente. O sinaléem
120,0 ppm corresponde ao C-20. Para os carbongsnaxios tém-se sinais én79,31 ppm
para o C-4p 78,30 ppm para o C-377,29 ppm para o C-18,66,53 ppm para o C-14,
64,60 ppm para o C-19 & 50,20 ppm para o C-15. Estes deslocamentos sé&ooresl|

visualizados nas expansdes do espectrdQiériguras 8 e 9).
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Através do espectro de Dept 135, Figura 10, Visaae a presencga de cinco carbonos
metilénicos, C-19, C-6, C-2, C-11 e C12.
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Figura 10: Espectro de RMN Dept 135 de Limonid2)em DMSO a 400MHz

Com a analise do espectro HMQC (Figura 11) e s¥pansodes (Figuras 12 e 13),
torna-se possivel a identificacdo das correlacté® earbono e hidrogénio existentes na

estrutura da limonina.
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Figura 11: Espectro de 2D HETCOR de Limonir&2( em DMSO a 400MHz
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Figura 12: Espectro de 2D HETCOR expandido de Limon#3 ém DMSO a 400MHz
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Figura 13: Espectro 2D HETCOR expandido de Limonidd)(em DMSO a 400MHz

A estrutura deste limondéidd2, com formula molecular £gH30s, foi confirmada

através de medidas de difracdo de raios-X (Figydya
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Figura 14: Difracdo de raios-X da LimoninaZ?). Onde, C: numerados; O: vermelho; H:

branco
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Nas Tabelas 11 e 12 s&o descritos os deslocameuniwscos de'H e °C de 42,

juntamente com os comparativos da literatura.

Tabela 11 Dados de RMN dé&H da Limonina 42) (DMSO, 400 MHz)

Posicao o1 (ppm) O+ (PPmM)
1 4,11 (s) 4,02 (s)
2 2,74 (dJ=16,5 Hz) 2,94 (ddJ=16,7; 3,8 Hz)
2 2,64 (dJ=18,2 Hz) 2,64 (ddJ=18,6; 2,0 Hz)
5 2,45 (dJ=15,8 Hz) 2,19 (dd)=19,1; 3,2 Hz)
6 3,09 (tJ=15,5 Hz) 2,81 (t)=15,2 Hz)
6 2,25 (dJ=16,0 Hz) 2,43 (dd)=18,0; 3,3 Hz)
9 2,58 (dJ=15,0 Hz) 2,51 (ddJ=15,2; 3,0 Hz)
11 1,84 (s) 1,76 (m)

11,12 1,72 (m) -

12 1,29 (m) 1,47 (m)
15 4,11 (s) 4,03 (s)
17 5,47 (s) 5,45 (s)
18 1,12 (s) 1,16 (s)
19 4,50 (dJ=13,0 Hz) 4,43 (dJ=13,0 Hz)
19 4,90 (dJ=13,0 Hz) 4,73 (dJ=13,0 Hz)
21 7,68 (s) 7,38-7,40 (m)
22 6,48 (s) 6,32 (M)
23 7,62 (s) 7,38-7,40 (m)
28 1,19 (s) 1,27 (s)
29 1,03 (s) 1,15 (s)
30 1,01 (s) 0,97 (s)

* 3., (CDCL, 400 MHz) conforme Marques



Tabela 12 Dados de RMN d&’C da Limonina42) (DMSO, 400 MHz)

Posicao dc (ppm) dc+ (ppm)
1 78,33 79,10
2 35,45 35,70
3 169,79 169,20
4 79,31 79,20
5 58,03 60,50
6 36,03 36,40
7 207,67 206,20
8 50,19 53,90
9 46,40 48,10
10 45,17 45,90
11 17,42 18,90
12 29,00 30,80
13 37,54 37,90
14 65,53 65,70
15 53,63 53,80
16 166,95 166,70
17 77,29 77,80
18 19,46 20,70
19 64,66 65,40
20 120,00 119,90
21 141,47 141,10
22 109,96 109,70
23 143,10 143,20
28 29,58 30,10
29 21,22 21,40
30 16,90 17,60

* 3¢ (CDCl;, 400 MHz) conforme Marqués
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5.2.2y-fagarina

O alcaléide furoquinolinicoy-fagarina 9), ja isolado pelo grupo anteriormente foi
isolado da fracéo etérea basica a partir do extratim metandlico das cascasHieapiculata,
conforme descrito na parte experimental (pagina d8jlentificado por RMN déH e **C,
além de comparacdo com dados da literatura.

No espectro de RMN d&i (Figura 15) do alcal6id® observa-se a presenca de onze
hidrogénios através da integracao dos sinais.d@sses hidrogénios pertencem as metoxilas,
com deslocamentos quimicos &ld,07 ppm, referente aos H-11 &,43 ppm, referente aos
H-10. Outros dois hidrogénios apresentam-se nadatendubletos co=2,8 Hz, emd 7,64
e d 7,07 ppm, sendo caracteristico de hidrogéniosndefarano (H-2 e H-3). Na regido dos
aromaticos tem-se, ainda, a presenca de trés sladmsdrogénios, sendo o sinal én7,84
ppm na forma de duplo dubleto (d#8,5; 1,1 Hz) referente ao H-5. Eén7,35 ppm ,
também como duplo dubleto (d#k8,5; 7,7 Hz), tem-se o H-6, e an7,04 ppm (dJ=7,7
Hz) sinaliza o H-7.
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Figura 15: Espectro de RMN d#4 dey-fagarina §) em CDCh a 400MHz

Através da andlise de RMN dé&C (Figura 16), confirma-se a presenca de treze
carbonos condizendo com a estrut@rale formula molecular GH1:;NOs. Em 6=55,96 e
59,00 ppm tem-se a presenca dos carbonos dos gmgtogilas ligados ao anel aromatico,
C-11 e C-10. Os carbonos do anel furano, C-2 esihdlizam end=143,90 e 103,93 ppm.
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Figura 16: Espectro de RMN d&C dey-fagarina 9) em CDC} a 100MHz

Os dados de RMN d#1 e *°C do alcaléidey-fagarina sdo mostrados na Tabela 13,

assim como os comparativos com a literatura.
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Tabela 13 Dados espectroscépicos de RMN'#ee *C day-fagarina 8) (CDCk, *H a 400
MHz; *C a 100 MHz)

Posicao dn (ppm) o+ (Ppm) dc (ppm)  dc+ (ppm)
2 7,64 (dJ=2,8Hz) 7,63 (dJ=2,8Hz) 143,89 143,81
3 7,07 (dJ=2,8Hz) 7,06 (dJ=2,8Hz) 104,49 104,47
3a - - 103,92 103,79
4 - - 156,89 156,81
4a - - 119,71 119,58
5 7,84(ddJ=1,1 e 8,5Hz) 7,82(dI=8,6Hz) 114,10 114,02
7,35(ddJ=7,7 e 8,5Hz) 7,34(dd=7,6 e 8,6Hz) 123,42 123,36

7,04 (dJ=7,7Hz) 7,04 (dJ=7,6Hz) 107,77 107,66

8 - - 154,62 154,48
8a - - 137,58 137,42
9a - - 163,23 163,15
10 4,43 (s) 4,42 (s) 59,00 58,93
11 4,07 (s) 4,07 (s) 55,96 55,88

* 8y edc (CDCh, 400 e 100MHz) conforme Zanon

5.2.4 Chalepina

Este metabdlito foi isolado da fragéo etérea bagimveniente do EBM das cascas do
caule deH. apiculata(paginas 48 e 49), sendo que 0 mesmo ja haviasothdo pelo grupo
NPPN/® Foi submetido as técnicas espectroscopicas de RMNH e °C, uni e
bidimensionais. Apés andlise destes resultadosngparacdo com dados da literatfira
propbs-se a estrutura como sendo uma cumarinaraheia molecular ©H2,0,4, conhecida
como chalepina2y).
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No espectro de RMN d&H (Figura 17), tem-se a identificacdo de um sulistié
prenilado, identificado através da absorcao dos lidrogénios metilénicosdeb,04 ppm (dd,
J=6,0; 1,0 Hz) & 5,10 (s) referentes aos H-11, do hidrogénio najrii-10, que apresenta
sinal emé 6,16 ppm (dd,)=16,0; 10,2 Hz) e os hidrogénios metilicos, H-13-&3, que se
apresentam na forma de um singleto &m,45 ppm. Apresenta ainda, mais dois sinais
correspondendo a grupos metilas@®fin22 e 1,35 ppm, H-17 e H-18, respectivamente.

Os dois hidrogénios aromaticos, H-5 e H-8, e adgénio H-4, vinilico do anel
lactbnico, absorvem em 7,18, 6,69 e 7,47 ppm, respectivamente. Tem-sgaaum sinal
correspondendo a dois hidrogénios metilénicos, Hetdd 3,19 ppm na forma de dubleto,
comJ=8,8 Hz, e outro sinal e4,70 ppm, correspondendo a um hidrogénio metied5,

na forma de tripletoJE8,8 Hz), sugerindo um anel do tipo furano na éstau
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Figura 17: Espectro de RMN d#4 da Chalepina7), em CDC} a 200MHz.
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O espectro bidimensional homonuclear, COSY H-Hstmaolo na Figura 18, apresenta
apenas dois sistemas de spins na estr@iura
O primeiro sistema de spins mostra o0 acoplamensteaite entre H-1®(6,16 ppm) e

o H-11 ¢ 5,04 ppm), do substituinte prenilado, enquanto @@wegundo sistema de spins €
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observado através do acoplamento entre os H-3410 ppm) e o H-1%5(4,71 ppm) do anel

furano.

YN

Figura 18: Espectro 2D COSY da chalepirZ¥ em CDCta 200 MHz

O espectro de RMN d&C de 27 (Figura 19) apresenta 19 sinais de carbonos,
confirmando a estrutura como sendo a cumarinaginaleOnde os carbonos correspondentes
as metilas, C-17, C-13, C-12 e C-18, sinalizamoed#,20, 26,02, 26,08 e 26,58 ppm. No
sinal em 6 71,68 ppm tem-se o C-16, deslocamento caracteridd carbono ligado a &lcool.

E os carbonos, C-11 e C-10, da dupla ligacdo gamaliemé 112,03 ppm e 145,59 ppm,

respectivamente.
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Figura 19: Espectro de RMN d&C da Chalepina2) em CDC} a 50MHz

Analisando o espectro Dept 135, Figura 20, cordism a presenca de dois carbonos
metilénicos, C-14 e C-11, e cinco carbonos hidraden, C-15, C-8, C-5, C-4 e C-10, na
estrutura da Chalepina, além das quatro metilds],@©-13, C-12 e C-18.
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Figura 20: Espectro de RMN Dept 135 da Chalepi2d em CDC} a 50 MHz

Na tabela 14, estdo listados os dados espectiossoga Chalepina e comparacao

com a literatura.
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Tabela 14 Dados espectroscépicos da Chalep#¥ (CDCk, *H a 200 MHz;*C a 50 MHz)

Posicao dn (ppm) 3+ (Ppm) dc (ppm)  dc+ (ppm)
2 - - 160,1 160,6
3 - - 130,87 131,3
4 7,47 (S) 7,40 (s) 138,02 138,4
4a - - 113,12 113,5
5 7,18 (s) 7,12 (s) 123,21 123,6

- - 124,53 124,9
- - 162,23 162,7

8 6,69 (s) 6,62 (s) 97,1 97,5
8a - - 154,62 155,0
9 - - 40,27 40,7
10 6,16 (ddJ=16,0; 10,2 6,10 (ddJ=16,2; 6,0 145,6 146,0
Hz) Hz)
11 5,04 (ddJ=6,0; 1,0 4,98 (dddJ=16,2; 6,0; 112,03 112,4
Hz); 5,10 (s) 8,0 Hz)
12 1,45 (s) 1,99 (s) 26,0 26,5
13 1,45 (s) 1,99 (s) 26,0 26,5
14 3,19 (d,J=8,8 Hz) 3,10 (dJ=8,6 Hz) 29,58 30,0
15 4,71 (tJ=8,8 Hz) 4,64 () 90,87 91,3
16 - - 71,68 72,1
17 1,22 (s) 0,91 (s) 24,2 24,6
18 1,35 (s) 1,21 (s) 26,0 24,6

* 3., edc (CDCl, 400 e 100 MHz) conforme Moura

Em 1967, Pozzi e cdt, estudando a espédielietta longifoliataBritt, sendo esta,
sinonimia deH. apiculatg identificaram essa mesma estrutura como sendbediha @7), a
qual apresentava um valor de rotacdo 6ptica d@08m 1971, Joshi e GaWaddentificaram
a estrutura com o nome de Chalep2ig,(a qual apresentou um|pD=+28°. A partir de entado
essa estrutura passou a ser identificada como Ghal@7) *> 4" % 4% "Devido a maior parte
dos autores reconhecerem essa estrutura com Gie@p), neste trabalho optou-se por esta
identificacdo. Quando a mesma foi submetida a nasdie rotacao Optica esta apresentou um

valor de -28°, demonstrando se tratar de um isbiubstancia identificada em 1971.
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5.2.5 Kokusaginina (17)

A partir da fracdo etérea basica, proveniente Bl Has cascas dd. apiculatg fez o
isolamento do alcaléide furoquinolinico kokusagmifpagina 49), ja isolado pelo grupo
NPPN/°> Ap6s purificacdo, o mesmo foi submetido as téenida RMN de'H e *°C uni e
bidimensionais. A partir das andlises desses dadoemparacdo com a literatura pode-se
propor a estrutura como sendo o alcaldide kokusaith7) apresentando férmula molecular
C14H13NOs.

No espectro de RMN d®&, Figura 21, do alcal6ide7 observa-se a presenca de treze
hidrogénios através da integracdo dos sinais. Ni@gses hidrogénios, pertencem as trés
metoxilas, com deslocamentos quimicadde44 ppm, H-109 4,03 ppm, H-11 é 4,02 ppm
referente ao H-12.

Dois hidrogénios apresentam-se na forma de dubletes 7,57 ppm cond=2,8 Hz, e
& 7,05 ppm com)=2,7 Hz, caracteristico dos hidrogénios do anelrfar(H-2 e H-3). Outros
dois sinais, na forma de singletos, sédo identifisada regido dos aromaticos éni,47 ed

7,35 ppm, referentes aos H-5 e H-8.
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Figura 21: Espectro de RMN d#4 de Kokusagininal(7) em CDC} a 200MHz

Analisando o espectro de COSY (Figura 22) é pokgieatificar o sistema de spins
referente ao acoplamento entre os hidrogéniosgagdo dupla do anel furano, H& 1,57
ppm) e H-3§ 7,05 ppm).
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Figura 22: Espectro 2D COSY expandido de Kokusaginitig ém CDCt{ a 200MHz

Através da andlise de RMN d& (Figura 23), confirma-se a presenca de quatorze
carbonos. Emd 55,98,06 56,01 ed 58,84 ppm tem-se a presenca dos trés carbonos
pertencentes as metoxilas, C-12, C-11 e C-10, caspmente. Os carbonos do anel furano,
C-2 e C-3, sinalizam ewr142,42 e 104,57 ppm.
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Figura 23: Espectro de RMN d¥C de Kokusagininal(?) em CDC} a 100 MHz

Através da analise do espectro de HMQC, Figurad24Kokusaginina é possivel
visualizar as correlacdes existentes entre C-H.
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Figura 24: Espectro 2D HMQC de Kokusaginink7jf em CDC} a 100 MHz

A partir da andlise do espectro de RMN Tt identifica-se a presenca de dois
hidrogénios aromaticos na estrutura na forma dgetios, confirmando a existéncia de algum
grupamento entre eles, neste caso, metoxilas. Agsteriamos ter a possibilidade de trés
estruturas, onde 0s grupamentos metoxilas podexsdan nas posicoes C-6 e A7)( C-6 e
C-8 26) e ainda em C-5 e C-77).

10

17

Para confirmar a estrutura como sendo a kokusagthif) fez-se necessario a analise

do espectro de HMBC, onde foi possivel identifiear correlacbes existentes entre o H-5
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(6=7,47 ppm) com C-45€155,62 ppm), C-76€152,65 ppm) e C-8a€142,42 ppm), e entre
H-8 (6=7,35 ppm) com C-4a€112,93 ppm) e C-6€147,81 ppm), determinando, assim, a

posicdo das metoxilas nos carbonos C-6 e C-7.

y ppm
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Figura 25: Espectro 2D HMBC de Kokusaginina7j em CDC} a 100 MHz

Na Tabela 15, s&o listados os deslocamentos cqusndie'H e **C do metabdlital 7,
bem como os dados de referéncia da literatura.
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Tabela 15 Dados de RMN déH e **C de Kokusagininal(?) (CDCk, *H a 200 MHz;**C a
400 MHz)

Posicao oy O dc oc+
2 7,57 (dJ=2,8 Hz) 7,58 (dJ=2,8 Hz) 142,42 142,50
3 7,05 (dJ=2,7 Hz) 7,05 (dJ=2,8 Hz) 104,57 104,60
3a - - 102,21 109,50
4 - - 155,62 154,60
4da - - 112,93 112,90
5 7,47 (S) 7,49 (s) 100,23 100,30

- - 147,81 147,80
- - 152,65 152,60

8 7,35 (s) 7,34 (s) 106,61 106,70
8a - - 142,42 141,00
9%a 162,98 160,20
10 4,44 (s) 4,44 (s) 58,84 58,00
11 4,028 (s) 4,43 (s) 56,01 56,00
12 4,021 (s) 4,03 (s) 55,96 56,00

* 8 (CDCl, 400 MHz),5c (CDCl;, 100 MHz) conforme Moura
5.2.6 Maculina (24)

O alcaléide furoquinolinico, Maculina24) de formula molecular GHoNO,, foi
isolado da fracdo acetato basica a partir do extbmtito metandlico das cascas He
.apiculata conforme descrito na parte experimental deste ltrabdpagina 49). Foi
identificado através de analises de RMN'de= **C uni e bidimensionais e comparacdo com

dados da literaturd.
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No espectro de RMN d&d, Figura 26, do alcaléid24 observa-se a presenca de nove
hidrogénios através da integracdo dos sinais. Rid®génios pertencem a metoxila com
deslocamento quimico @e4,39 ppm, referente aos H-10.

Dois hidrogénios apresentam-se na forma de dubletos 7,56 ppm cond=2,8 Hz, e
d 7,02 ppm com)=2,8 Hz, caracteristico de hidrogénios de anelnfur@d-2 e H-3). Outros
dois sinais, na forma de singletos, sédo identifisada regido dos aromaticos éni,50 ed
7,30 ppm, referentes aos H-5 e H-8. Um singletode®07 ppm, integrando para dois

hidrogénios, acusa a presenca de um grupo metitealadna molécula, H-9.
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Figura 26: Espectro de RMN d#4 de Maculina24) em CDC} a 200MHz

No espectro de COSY (Figura 27) é visivel o sistede spins referente ao
acoplamento entre os hidrogénios da ligacdo dupknel furano, H-25(7,56 ppm) e H-3&
7,02 ppm).
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Figura 27: Espectro 2D COSY expandido de Maculi@d)(em CDC}, a 400 MHz

Através da andlise de RMN d&C, Figura 28, confirma-se a presenca de treze
carbonos. End=59,28 ppm tem-se a presenca do carbono da met@xil@. Os carbonos do
anel furano, C-2 e C-3, sinalizam éml42,94 e 104,82 ppm. Eé+101,96 ppm confirma-se
a presenca do carbono metilénico, C-9, que tambeésia@pelo espectro de Dept 135 (Figura
29).
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Figura 28: Espectro de RMN d¥C de MaculinaZ4) em CDC} a 50 MHz
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Figura 29: Espectro de RMN Dept 135 da Maculizd)(em CDC} a 50 MHz
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O espectro HMQC, representado na Figura 30 fonatidentificacdo das correlacdes
entre os carbonos e hidrogénios da estridtdra
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Figura 30: Espectro 2D HMQC expandido da Maculi24)(em CDC}, a 400 MHz

Na Tabela 16 estédo listados os dados espectrossddp metabdlit®4, além de

comparacao com dados da literatura.
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Tabela 16 Dados de RMN déH e **C de Maculina24) (CDCk, *H a 200 MHz;*C a 50
MH2z)

Posicao dn (ppm) o+ (Ppm) dc (ppm)  dc+ (ppm)
2 7,56 (dJ=2,8Hz) 7,56 (dJ=2,8Hz) 142,94 142,50
3 7,01 (dJ=2,8Hz) 7,03 (dJ=2,8Hz) 104,82 104,40
3a - - 114,60 114,30
4 - - 156,30 155,90
4a - - 102,80 100,10
5 7,55 (s) 7,50 (s) 98,39 101,60

- - 146,40 146,00
- - 151,13 150,77

8 7,29 (s) 7,30 (s) 104,86 104,50
8a - - 144,20 143,83

9 6,07 (s) 6,09 (s) 101,96 102,50
9%a - - 163,49 163,10
10 4,39 (s) 4,40 (s) 59,28 58,90

* 8 (CDCls, 200 MHz),8c (CDCls, 50 MHz) conforme Simoté

5.3 METABOLITOS ISOLADOS DE Hédlietta apiculata Benth: FRACAO ACETATO
BASICA

5.3.1 4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamato de metila (69 3,4,5-trimetoxicinamato de
metila (55)

A identificacdo destes metabdlitos, como sendo onsura de derivados do acido
cindamico, 4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamato de metit®) e 3,4,5-trimetoxicinamato de metila
(55), é proposta com base na espectrometria de masspectroscopia de RMN. Conforme
pode ser visto no cromatograma apresentado naaFigly tem-se a presenca de dois
metabolitos numa relacdo de 3:1. A partir da aeéatlss espectros de massa de cada
metabolito isolado, apresentado nas Figuras 32 &B88se a identificacdo de uma substancia
com massa 238,IM+], sendo este identificado con® com férmula molecular GH140s, € outra

substancia com massa 252,1 [M+] identificado c&B@presentando formula moleculafsld;¢Os.

Destas substancias5 ja foi isolada da espéditelietta’ enquantd9 foi obtida sinteticament@.



Abundance
1.5e+07

1.4e+07
1.3¢+07
1.2e4+07
1.1e+07
1107
8000000,
8000000
7000000
000000
6000000
4000000
3000000
2000000

1000000

13.243

i 3 T T T T T = - —“.- = T ——
400 500 600 7.00 800 9.00 10.00 1100 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00

Figura 31: Cromatograma da mistura de derivados do &cidiomico,69 e 55

Abuncance

1200000

1100000

1000000

900000

800000

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000/

O.

miz-->

40

60

65.2

80

91.0

100 120

140

180.1 2071

2241 %
|
|
|

|
[ ‘
; Sy ‘!\ ,,,,,‘IL s ‘,i‘

160 180 200 220 240 260

280.¢
280

T
300

T

320

19.00 20.0C 21.00 22.00 23.00 24.00

355.1

96

428.1

Figura 32: Espectro de massas de 3,4,5-trimetoxicinamatoetda 65)

T
340

3E0

380 400 420



97

Abundance
5500000

2381
5000000

4500000

4000000

3500000

3000000

2500000;

2000000

1500000 207 1

1000000

| 0 |
SDODGC‘i e | 180.1 :‘

530 /7.0 103.6 | | |

0 1 b b iy Ol ol ol ol e g bl 2591 2811 3181 305.1 4011 4291
miz-> 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 44C

Figura 33: Espectro de massas de 4-hidroxi-3,5-dimetoxicatarde metilag9)

Além da espectrometria de massas, fizeram-sesasaeRMN de'He'®C, e comparagao
com dados da literatufa. "® Estes metabdlitos foram isolados a partir da ragéetato

basica, proveniente do EBM #k apiculata,conforme descrito na pagina 50.

Através da andlise do espectro de RMN1deFigura 34, observa-se a identificacéo
do metabdlito principa9. Emd 6,27 ppm e 7,57 ppm sinalizam os dois hidrogértie8, e
H-7, correspondentes a dupla ligacdo da cadeiialif os mesmos apresentam-se na forma
de dubletos com constantes de acoplamehtddq 15,9 Hz, o que caracteriza uma dupla em
trans Os dois hidrogénios do anel aromatico sinalizamée6,73 ppm, na forma de um

singleto, demonstrando serem equivalentes. Simalzeemd 5,91 ppm, apresenta-se o
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hidrogénio correspondente a hidroxila do anel eth Bara as metoxilas tem-se a sinalizacéo
emd 3,77 ppm (3H, s, H-10)&3,89 ppm, (6H, s, H-11; H-12).
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Figura 34: Espectro de RMN d# de55e69 em CDC} a 200 MHz

Ao analisar o espectro 2D COSY, Figura 35, € petsisualisar o sistema de spins
referente ao acoplamento existente entre os hidiagéa dupla ligagdo, H-3 7,57 ppm) e
H-8 (6 6,27 ppm).
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Figura 35: Espectro de RMN 2D COSY @® e 55, em CDC} a 400 MHz.

Analisando o espectro d&C (Figura 36) identifica-se a presenca de trés xilaf
sendo que as mesmas sinalizamoeb®,93 ppm, C-10, & 55,56 ppm referente as metoxilas
C-11 e C-12. Os carbonos oxigenados, C-3 e C-alizam emd 146,46 ppm. Para os
carbonos hidrogenados, H-2 e H-6, tem-se deslodantgrimico ded 104,26 ppm. End
125,15 ppm e 136,39 ppm sao identificados comoasendctarbonos quaternarios C-1 e C-4.
E para os carbonos da dupla ligacdo, C-8 e C-7lsS@rvados deslocamentos quimicossem
115,20 e 144,45 ppm.

De acordo com o0 espectro de RMN'3@ é possivel visualizar a sobreposicdo de
alguns sinais, 0 que confirma a existéncia de unséura. Propfe-se para este metabdlito
minoritario a estruturd5, conhecido com 3,4,5-trimetoxicinamato de metila.

Na Figura 36 sao identificados os delocamentasigos dos carbonos pertencentes a
69 e 55.
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Figura 36: Espectro de RMN d¥C de69 e55em CDC} a 50 MHz

No espectro de HETCOR, Figura 37, foi possivelaligar as correlagbes entre
carbonos e hidrogénios @8 e 55.



101

11,12

11,12

2,6
8
-

T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 1] 80 70 60 50 40 30 20 Ppm

Figura 37: Espectro 2D HETCOR d&9 e 55em CDC} a 400 MHz

Na Tabela 17 s&o listados os dados de RMRHde **C, do metabdlitd9, presente
em maior quantidade na mistura isolada, e compar@apiin dados do mesmo obtido

sinteticamente por Gaspar e col. (2070).
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Tabela 17 Dados de RMN d&H e **C de 4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamato de meti)

(CDCls, *H a 200 MHz;**C a 50 MHz)

Posicao OH O dc S+
1 - - 125,15 124.,4
2 6,7 (s) 7,03 (s) 104,26 106,2
3 - - 146,46 148,0
4 5,91 (OH) 8,98 (OH) 136,39 138,3
5 - - 146,46 148,0
6 6,7 (s) 7,03 (s) 104,26 106,2
7 7,57 (d,J=15,9 Hz) 7,57 (d,J=15,9 Hz) 144,45 145,5
8 6,27 (d,J=15,9 Hz) 6,54 (d,J=15,9 Hz) 114,71 114,6
9 - - 166,9 167,1
10 3,77 (s) 3,72 (s) 50,93 51,3
11 3,90 (s) 3,80 (s) 55,56 56,1
12 3,88 (s) 3,80 (s) 55,56 56,1

* 3., (DMSO-a;, 300.13 MHz)3c (DMSO-d;, 75.47 MHz) conforme Gaspar et'al.

5.3.2T26

A partir da fracdo acetato basica, provenienteegivato bruto das cascas #k

apiculatg descrito na pagina 51 da parte experimentalpfesolamento do metabdlifb26.

Este foi isolado na forma de cristais brancos, spidemonstraram puros quando eluidos em

CCD, sendo submetidos a técnicas espectréscopiéas,de medidas de difracdo de raios-X.

Através de andlises de RMN dd e *C uni e bidimensionais propde-se a estrutura como

sendo uma neolignan@q) de formula molecular £H,,0;.
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Através da andlise do espectro'He Figura 38 e 39, percebe-se a presenca de vinte e
dois hidrogénios. Detecta-se a presenca de trsugientos metoxilas sinalizando ér83,79
ppm, 3,86 ppm e 3,91 ppm referentes as metoxilasl@C 11'. Entre 3,7 e 4,0 ppm tem-se
os hidrogénios H-9, sinalizando juntamente com atoxilas. Ainda proximo a essa regiao
observa-se o deslocamento do H-8 na forma de uniphets emos 3,66 ppm. Sinalizando em
6 5,62 ppm se apresenta o H-7 como um dubldtd@,2 Hz), juntamente com esse sinal
identifica-se a presenca da hidroxila do alcoolspnée no C-9. Na regido referente aos
deslocamentos quimicos de aromaticos identifica-peesenca de um singleto, integrando
para trés hidrogénios etn6,89 ppm, sendo este identificado como H-2, H#¥4-@ J& os
hidrogénios H-2' e H-6' pertencentes ao outro @amematico, sinalizam em7,06 e 7,0 ppm,
respectivamente. E& 7,64 ppm e 6,30 ppm, sinalizam os hidrogéniosgdado dupla H-7

e H-8’, ambos na forma de dubletos cédmi6 Hz, caracterizando uma dupla &ans.
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Figura 38: Espetro de RMN d&H deT26 em CDC} a 200 MHz
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Figura 39: Espetro de RMN d&H expandido d&26 em CDC} a 200 MHz

Analisando o espectro de COSY, Figura 40, idexatiie 0 sistema de spins referente
ao acoplamento entre os hidrogénios da ligacacaddpt’ (6 7,64 ppm) e H-8'{ 6,30 ppm).
Além do acoplamento entre H-d %,62 ppm) e H-8)3,66 ppm), e deste com H-9.
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Figura 40: Espectro 2D COSY d&26 em CDC} a 200 MHz

Pela anélise do espectro de RMN'#& deT26, (Figura 41), tem-se a confirmacao da
presenca de vinte e um carbonos na estrutura.dEh®7,73 ppm sinaliza o carbono
carbonilico C-9'. Os carbonos referentes as metsxdinalizam end 51,60 ppm (C-10),
55,99 ppm (C-11") e 56,03 ppm (C10). Bn63,92 ppm sinaliza o carbono metilénico C-9,
conforme identificado pelo espectro Dept 135 (Fagdi). Os carbonos hidrogenados néo-
aromaticos, C-7 e C-8, sinalizam em 88,71 ppm &&BBpm, respectivamente, enquanto os
carbonos hidrogenados aromaticos sinalizamderh08,75 ppm (C-2), 111,93 ppm (C-6’),
114,41 ppm (C-4), 115,21 ppm (C-8’), 117,27 ppm2(z-119,41 ppm (C-6) e 144,92 ppm
(C-7). Sinalizando emd 144,63 ppm, 146,72 ppm e 145,86 ppm tem-se osowmasb
quaternarios substituidos, C-3’, C-3 e C-5. Jastarge dos carbonos quaternarios sinalizam
ems 128,47 ppm (C-1'), 128,69 ppm (C-5’) e 132,46 p(ivl).
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Figura 41: Espectro de RMN d¥C deT26 em CDC} a 50 MHz

No espectro de Dept 135 (Figura 42) confirma-peegenca de um grupo metilénico,

além de doze carbonos hidrogenados.
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Figura 42: Espectro de RMN Dept 135 d26 em CDC} a 50 MHz

A analise do espectro de HMQC representado nagdsgd3 e 44 possibilitaram a

correlacéo direta entre os hidrogénios e carboaastiutura.
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Figura 44: Espectro 2D HMQC expandido d@6 em CDC} a 200 MHz

Como T26 foi isolado na forma de cristais o medoiosubmetido a medidas de
difracdo de raios-X, sendo detectadas mais duagdsudias na mistura, conforme Figura 45.
A estrutura com grupamento etila na posicao C-®litida numa porcentagem de 69 % nessa

mistura, enquanto a estrutura com o grupamentalarap obtida com 31 %.
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Figura 45: Difragéo de Raios-X d€26

Assim, acredita-se ser uma mistura com trés cotmgosendo um majoritario,
detectado por RMN, e os outros dois minoritariage gristalizaram, sendo detectados por
difracéo de raios-X.

Apés injecdo da amostra em HPLC foi possivel idieati a mesma como uma
mistura de trés substancias, sendo uma majoritéoaforme visualizado na Figura 46.

Devido a pouca quantidade isolado dessa misti#@) ( esta néo foi passivel de separacéao.
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Figura 46. Cromatograma de HPLC da mistdra6 a 360 nm

5.3.3 Isodictamina (11)

O alcaldide isodictamind.l), pertencente a classe dos furoquinolinicos sfaaido da
fracdo acetato basica proveniente do EBM Hleapiculata conforme descrito na parte
experimental, pagina 51, na forma de cristais ajados. Apds ser submetido a técnicas de
RMN de *H e °C uni e bidimensionais, e por comparacdo com daélodescritos na
literaturd’ foi possivel identificar este metabolito como semdalcaléide isodictamina, de
estrutural 1.
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11

Analisando o espectro de RMN 8¢, Figura 47, pode-se observar a presenca de um
grupamento metila sinalizando én8,90 ppm, na forma de um singleto, caracterizauoc
sendo o H-10. Dois sinais caracteristicos de amahb sao identificados eén7,07 ppm &

7,28 ppm, ambos na forma de dubleto cdna2,2 Hz, identificados como H-3 e H-2
respectivamente. Os hidrogénios aromaticos simalizas 7,35 ppm (1H, tdJ=8,0; 1,2 Hz,
H-6), 6 7,47 ppm (1H, dJ=8,2 Hz, H-8), 7,68 ppm (1H, td=8,6; 1,6 Hz, H-7) e erd 8,55

ppm (1H, ddJ=1,4; 8,0 Hz, H-5).

-

by Y
- =
=
B

— R
= oS

wi L
e €

Figura 47:

g 70 B 5D 40 3D

Espectro de RMN d#H de isodictaminal(l) em CDC} a 200MHz
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A regido dos arométicos apresenta melhor visuglzatraveés da expansao do

espectro déH mostrada na Figura 48.
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Figura 48: Expansao do espectro de RMN'tede isodictaminal(l) em CDC} a 200 MHz

Através do espectro 2D COSY sao visualizados oglamentos entre o H-2(7,28
ppm) e o H-3& 7,07 ppm) do anel furano, além dos acoplamentiwe es hidrogénios do

anel aromatico, H-5, H-6, H-7 e H-8, conforme degera Figura 49.
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Figura 49: Espectro 2D COSY de isodictamiridll em CDC} a 200 MHz

Através da andlise de RMN dé&C (Figura 50), confirma-se a presenca de doze
carbonos. En®=30,95 ppm sinaliza o carbono metilico, C-10, lgaa um atomo de
nitrogénio. Os carbonos, C-2 e C-3, do anel furam@lizam emé 137,52 ppm & 107,52
ppm. Para os carbonos hidrogenados tem-se destatasmguimicos e 127,05 ppm, C-5,

6 122,19 ppm, C-& 131,67 ppm, C-7, & 133,66 ppm para o C-8. Edl73,0 ppm sinaliza
o carbono carbonilico, C-4. Os carbonos quatersa@ie3a, C-4a, C-8a e C-9a sinalizam em
6 106,0 ppm¢ 124,89 ppm¢ 137,84 ppm & 155,64 ppm, respectivamente.
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Figura 50: Espectro de RMN d¥C de isodictaminal(l) em CDC} a 50MHz

No espectro de Dept 135, temos a presenca de nooncametilico e seis carbonos
hidrogenados, além da auséncia de carbonos metifronfirmando a estrututd, como

mostra a Figura 51.
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Figura 51: Espectro de Dept 135 de isodictamihd) @m CDC} a 50 MHz
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Na Tabela 18, sdo demonstrados os deslocamenitoggs dell e comparagdo com

dados da literatura.

Tabela 18 Dados de RMN d&H e **C de Isodictaminal(l) (CDCk, *H a 200 MHz;**C a 50
MH2z)

Posicao oy O dc oc+
2 7,28 (dJ=2,2 Hz) 7,32 (dJ=1,0 Hz) 137,52 132,1
3 7,07 (dJ=2,2 Hz) 7,14 (dJ=1,0 Hz) 107,52 107,2
3a - - 106,04 105,7
4 - - 173,03 172,2
4a - - 124,89 1245

5 8,55 (ddJ=1,4; 8,0 Hz) 8,59 (ddJ=7,9Hz) 127,05  126,7
7,35 (tdJ=8,0; 1,2 Hz) 7,41 (t,J=7,9 Hz) 122,19  121,9
7,68 (td,J=8,6; 1,6 Hz) 7,74 (t,J=7,3 Hz) 131,67 1314

8 7,47 (d,J=8,2 Hz) 7,53 (dJ=8,4Hz) 113,66  113,3
8a - - 137,84  137,2
9%a - - 155,64  137,5
10 3,90 (s) 3,96 (s) 30,95 30,7

* 3, e 8¢ (CDCL) conforme Pirrung et al.

5.4 OLEOS VOLATEIS DE Hélietta apiculata Benth

Os oOleos essenciais sdo misturas complexas deéasuolast volateis, lipofilicas,

geralmente odoriferas e liquidas, resultantes dabnksmo secundario das plantas.

5.4.1 Andlise quimica do 6leo essencial Hielietta apiculata

O dleo essencial da espéktieapiculatafoi extraido de diferentes épocas do ano, com
0 objetivo de avaliar as modificacdes quimicassfgeie. Foram extraidos 6leo essencial no
inverno (OIN), primavera (OPR), verdo (OVE) e owtd®OU). Os rendimentos médios dos
Oleos para cada estacao foram de 0,12% (OIN), 58,0(0PR), 0,057% (OVE) e 0,068%
(O0U).
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A Tabela 19 apresenta a composicdo quimica do ésencial deH. apiculata

coletado nas diferentes épocas do ano. Estesawdssilforam obtidos através do célculo do

indice de Kovats, em conjunto com andlise do crograima de massas de cada

comparada com a literatufé.

Tabela 19 Composic¢ao quimica do 6leo essenciaHdapiculatacoletado nas quatro
estacoes do ano (%)

composto

Numero Componente K IKP® Inverno  Primavera Verdao  Outono Identificacdo
1 Limoneno 1030 1031 9,8 - 27,1 28,3 Co-injecao
2 Linalol 1092 1098 2,74 - 2,27 1,83 CG-MS
3 Cis-6xido limoneno 1132 1134 2,3 - 1,97 3,12 CG-MS
4 Carveol 1216 1217 3,47 2,17 - - CG-MS
5 Carvona 1239 1242 1,36 3,48 2,89 2,18 CG-MS
6 Transo6xido carvona 1277 1277 1,15 0,87 1,08 1,11 CG-MS
7 Neodiidrocarveol acetato 1305 1303 1,8 0,81 - 092, CG-MS

8 d-elemeno 1341 1339 6,12 9,76 9,15 7,32 CG-MS
9 Cis carvil acetato 1368 1362 0,87 0,76 0,32 - CG-MS
10 B-bourboneno 1382 1384 6,58 6,74 7,14 5,48 CG-MS
11 B-elemeno 1386 1391 2,83 9,84 8,42 7,18 CG-MS
12 E-cariofileno 1414 1418 1,67 2,23 0,42 0,65 CG-M
13 y-elemeno 1430 1433 7,74 7,63 541 7,07 CG-MS
14 a-humeleno 1454 1454 2,21 3,44 - - CG-MS
15 y-muureleno 1475 1477 3,54 2,43 1,57 1,96 CG-MS
16 Biciclogermacreno 1490 1494 1,43 1,20 - - CG-MS
17 Germacreno A 1503 1503 3,25 - - - CG-MS
18 B-bisaboleno 1515 1509 0,84 1,13 0,53 1,40 CG-MS
19 Elemol 1544 1549 18,1 19,3 12,2 11,49 CG-MS
20 Espatulenol 1572 1576 7,31 6,45 6,32 5,96 CG-MS
21 Oxido cariofileno 1582 1581 0,77 0,65 0,86 0,92 CG-MS

22 Epdxido humeleno 1600 1606 1,31 3,27 4,12 2,11 G-MS

23 y-eudesmol 1636 1630 0,91 1,13 - - CG-MS
24 a-muurolol 1643 1645 1,14 1,23 1,31 1,98 CG-MS
25 B-eudesmol 1648 1649 2,11 1,86 - - CG-MS
26 a-cadinol 1655 1653 1,10 3,24 0,87 0,33 CG-MS
27 Acetato nerolidol 1720 1714 0,87 1,18 - - CG-MS
28 Lanceol 1750 1763 0,75 - - - CG-MS
Total dos Compostos Quimicos (%) 94,07 90,8 93,95 2,48

3|K calculado? IK literatura
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Esta diferenca na composi¢cdo quimica pode semldsda nos cromatogramas dos
Oleos de cada estacao, nas Figuras 52, 53, 54 e 55.

| . JliUL by
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Figura 52: Cromatograma do 6leo essenciaHidietta apiculataextraido no inverno
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Figura 53: Cromatograma do 6leo essenciaHidietta apiculataextraido na primavera
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Figura 54: Cromatograma do 6leo essenciaHidietta apiculataextraido no verao
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Figura 55. Cromatograma do 6leo essenciaHigietta apiculataextraido no outono

A partir da analise da composicdo dos Oleos perseba maior concentracdo dle
elemeno (8,08%)y-elemeno(6,96%), elemol (15,27%) e espatulenoll®s)5em todas as
estacdes, enquanto limoneno aparece em quantidadsgleraveis, porém ndo se manifesta
durante a primavera (21,73%). A presenca de limong8,16%), elemol (15,70%) e
espatulenol (11,31%) em grandes quantidades tanifiéemcontrada em trabalho realizado
por Ferronatt® com a espéciél. apiculatacoletada em Chapec6, Santa Catarina. M6ura,
em 2002, observou maior porcentagem para limoné&ib%), germacreno D (16, 6%),
elemol (11,8%), biciclogermacreno (11,6%), guaiil,$5%) e epw-bisabolol (7,24%) em

estudo realizado com a mesma espécie coletadaesesrde janeiro e agosto.

5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Com o intuito de avaliar o potencial antioxidadee planta em estudo, utilizou-se o
método do DPPH, conforme descrito na parte expetahgpaginas 55 e 56). Apds a
realizacdo de um screening com o extrato bruto feagSes que demonstraram positividade
frente a0 método do BHT, estas foram submetidamaisa pelo método do DPPH
quantitativo.

Devido a grande quantidade de substancia necagsia a realizacao deste teste, o
mesmo nao foi possivel de ser realizado com astéudias isoladas, devido a pouca
guantidade das mesmas. Com estas, foi entdo @d@liza screening.

Na Tabela 20, sado apresentados o potencial atdioteé do EB e fracOes da espéddie

apiculatacomparadas ao padrdo BHT.
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Tabela 2Q Dados de atividade antioxidante do extrato beut@acoes délelietta apiculata

Amostras/ % de Inibicao

Concentracad BHT EB FEB FAB FBB
500 97,25 97,25 88,67 92,78 93,50
250 94,25 95,00 86,69 93,53 92,25
125 86,00 88,75 91,62 91,29 92,50
62,5 79,00 81,75 85,46 81,34 83,25
31,25 71,75 69,50 76,60 71,14 65,25
15,62 37,75 26,00 40,64 33,08 26,25
7,81 13,25 2,00 14,28 9,70 5,75
3,09 6,25 0,00 7,38 0,24 1,00

emug/mL

Estes valores podem ser também visualizados atdav&rafico 1.

Grafico 1: Porcentagem de InibicAo do Radical DPPH verificadra o EB e fragfes da
espécieHelietta apiculata
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Através destes valores pode-se concluir que aciesgn questdo tem relativo
potencial antioxidante, permitindo assim o calaéoEG,, que € a concentracdo necessaria
para inibir 50% da atividade do radical DPPH, seesta demonstrada no Grafico 2.
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Gréfico 2: Valores de Esp verificada para o extrato bruto e fragcbes da esfHelietta
apiculata

Valores de EG, (ng/mL) do Extrato Bruto e Fragdes
de Hdlietta apiculata

BHT EB FEB FAB FBB

Analisando os dados de 5o apresentados no Grafico 2, perc-se que a FAB
apresentou E£ de 22,84ug/mL, bem proximo ao valor do padr8HT (21,87ug/mL). Da-
se destaque para a FEB que apresenteo de 20,47ug/mL, sendo mais ativa que o prop
padrdo, evidenciando a boa capacidade de inibiremadecal DPPH e atuarem cor
antioxidante.

Para as substancias puras, devido a poucaidade isolada das mesmas, nao se |
fazer uso deste método, sendo aplicado entdo adméim DPPH qualitativo através de
screening, conforme visualizado na Tabel:
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Tabela 21 Potencial antioxidante das substancias isoladasdigerentes concentracoes
(ng/mL)

500 250 125 62,5 31,25 15,6 7,8
Limonina + + + + - - -
y-fagarina + + + + + + +
Chalepina + + + + + - -
Kokusaginina + + + - - - -
Maculina + + + + + + +
Derivados do + + + + + + -
ac. cinamico
T26 + + + + + + +
Isodictamina + + + + + + +

+: zona de inibicdo observada; -: zona de inibit@om observada

A zona de inibicdo observada, demonstrada pe# positivo, € observada através do
aparecimento de halos esbranquicados na placa g&boaborrifamento do DPPH.  As
substancias que demonstraram maior potencial dddiote foram os alcaldidegsfagarina,
maculina, isodictamina e T26, sendo ativas até&imallconcentracdo testada ( ©&'mL),

seguido dos derivados do acido cinamico, chalepimanina e kokusaginina.

5.6 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.6.1 Atividade antimicrobiana

Um dos objetivos deste trabalho foi o estudo daidade antimicrobiana dos
compostos isolados da espékelietta apiculataBenth, assim como o estudo do respectivo
extrato bruto e das fracbes que deram origem & esétabllitos. Para a realizacdo deste
ensaio fez-se uso do método de microdiluicdo endogatonforme descrito na parte
experimental, paginas 56 a 58, utilizando-se biasté@ fungos que fazem parte do grupo das
infeccdes oportunistas, freqientemente encontr@ggsacientes imunocomprometidos.

Na Tabela 22, sdo apresentados os valores de ntagdo inibitéria minima do

extrato bruto e das fracdesideapiculata
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Tabela 22 Concentracao Inibitéria Minima do extrato e freg@eHelietta apiculata

CIM (pg/mL)
Substancias Bactérias Gram-positivas Bactérias Gram-negativas Fungo$

Sa Se Ss Bs Sp Ec Pa Sgs Ca Ct Cn Sc
EBM 250 500 500 250 250 250 500 250 250 500 500 500
FEA 250 250 250 250 250 250 >500 250 500 500 250 500
FEB 250 250 250 250 250 250 500 250 250 250 500 500
FAB 250 250 500 250 250 250 500 250 500 500 500 500
FBB 250 250 500 250 250 250 500 250 500 500 500 500

Padrad’ 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12, 3,12 3,12 6,25 6,215 10,3

& ATCC (American Type Culture CollectionBa-Staphylococcus aureus; Se-Staphylococcus epitisyrBs-
Staphylococcus saprophyticus; Bs-Bacillus subtilBp-Streptococcus pyogenes; Ec-Escherichia coli; Pa
Pseudomonas aeroginosa; Ss-Shiguella sonnei; Cali@aralbicans; Ct-Candida tropicalis; Cn-Cryptocar
neoformans; Sc-Sacharomyces cerevisae

® Cloranfenicol para bactérias e Nistatina para éisng

Todas as amostras testadas demonstraram algumcipbtantimicrobiano. Com
valores de CIM de 25(0g/mL, FEA e FEB foram as mais ativas, inibindo escimento de
todas as bactérias Gram-positivas testadas. Ac&obilos fungos foi detectada apenas para o
EBM e as fragbes FEA e FEEthaphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptoas
pyogenes, Escherichia cadi Siguella sonneforam os microrganismos inibidos, tanto pelo
EBM, como por todas as fracdes testadas com CIMugbaL.

Sacharomyces cerivisae Pseudomonas aeroginos@ram o0s microrganismos mais
resistentes frente ao extrato bruto e fracods.dmiculata

Somente o EBM, FEA, FAB e FBB demonstraram conmeeéb fungicida minima,
com uma CFM de 50Qg/mL frente aCandida albicans, Candida tropicalesCryptococcus
neoformans. Para os demais microrganismos a CBMCEM foram maior que 50@/mL,
nao sendo observado potencial bactericida, nemiddiagpor parte das fracbes e extrato
bruto.

A partir dessa analise pode-se concluir que @aixtiruto e as fracdes da espécie em
estudo apresentam atividade antimicrobiana, prahtipnte frente a bactérias. Apos essa
constatacdo fez-se 0 ensaio com os metabdlitoadiselda plantdl. apiculatg sendo os
resultados apresentados na Tabela 23.
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Tabela 23 Concentracdo Inibitéria Minima das substancialdas ddielietta apiculata

CIM (pg/mL)
Substancias Bactérias Gram-positivas Bactérias Gram- Fungo$g
negativad
Sa Se Ss Bs Sp Ec Pa Sgs Ca Ct Cn Sc
Limonina 100 100 =200 100 100 100 200 100 200 100 200 100
v-fagarina 100 100 100 100 100 100 200 100 100 100 200 200
Maculina >200 >200 >200 >200 =200 >200 >200 >200 >200 >20Q00> >200

Kokusaginina  >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 =>200
Chalepina >200 >200 >200 >200 >200 =200 =200 >200 >200 >200 =>200 =>200
Der. 4c. cindmico 200 100 100 100 100 100 100 200 100 100 200 200

T26 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 200
Isodictamina 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 200
Padrad’ 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 6,25 6,25155 10,3

4 ATCC (American Type Culture Collectionga-Staphylococcus aureus; Se-Staphylococcus epiisyrBs-
Staphylococcus saprophyticus; Bs-Bacillus subtil8p-Streptococcus pyogenes; Ec-Escherichia coli; Pa
Pseudomonas aeroginosa; Ss-Shiguella sonnei; Cali@aralbicans; Ct-Candida tropicalis; Cn-Cryptocarsc
neoformans; Sc-Sacharomyces cerevisae

P Cloranfenicol para bactérias e Nistatina paradng

De acordo com dados apresentados na Tabela 23etabdtitos T26 e Isodictamina
foram os mais ativos como antimicrobianos, segdae-fagarina, limonina e da mistura de
4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamato de metila e 3,4 Bagtoxicinamato de metila. Todos estes
apresentaram CIM de 10@g/mL. Staphylococcus aureus Bacillus subtilis foram os
microrganismos mais sensiveis quanto ao poder mntiblano das substancias testadas.
Maculina, kokusaginina e chalepina ndo causarabicéo no crescimento de nenhum dos
microrganismos testados.

A atividade antimicrobiana relatada paréagarina corrobora com estudo realizado
por O'Donnel (2010%% onde essa substancia mostrou atividade antimamabicontra
meticilina resistente 8taphylococcus aure®RSA), S. aureuse Micrococcus luteusEm
estudo realizado por Biavati (2062)ém-se relatos das substancias kokusaginina elimeacu
demonstrando atividade antimicrobiana contra odubgucoagaricus gongylophori&nger,
sendo que para os fungos testados durante estalhtalCandida albicans, Candida
tropicalis, Cryptococcus neoformans e Sacharomycesevisag estas substancias nao
demonstraram tal atividade.

As substancias que inibiram o crescimento micrabiforam testadas quanto a
letalidade desses microrganismos, conforme dadoJateela 24. Pode-se perceber que

somente frente aos fungos houve uma atividade fi@dee causada pelas substancias
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fagarina, os derivados do acido cindmico, isodigtamlimonina e T26, com uma CFM de
200pug/mL.

Tabela 24 Concentracdo Bactericida e Fungicida Minima dasstincias isoladas de.

apiculata
CBM/CFM( ng/mL)
Substancias Bactérias Gram-positivas Bactérias Gram- Fungo$g
negativa$
Sa Se Ss Bs Sp Ec Pa Sgs Ca Ct Cn Sc
Limonina >200 >200 >200 >200 =>200 >200 =>200 >200 =>200 200 O 20200
y-fagarina >200 >200 >200 >200 =200 >200 >200 >200 200 200 20R00
Maculina >200 >200 - >200 >200 >200 >200 >200 - - - -
Kokusaginina ~ >200 >200 - >200 >200 >200 >200 >200 - - - -
Chalepina >200 >200 - >200 >200 >200 >200 >200 - - - -
Der. 4c. cinamico >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 200 200 200 200
T26 >200 >200 >200 >200 >200 >200 =>200 >200 200 200 >200 =>200
Isodictamina >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 =200 200 200 200 =>200
Padrao’ 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 6,25 6,25155 10,3

4 ATCC (American Type Culture Collectionga-Staphylococcus aureus; Se-Staphylococcus epiisyrBs-
Staphylococcus saprophyticus; Bs-Bacillus subtilgp-Streptococcus pyogenes; Ec-Escherichia coli; Pa
Pseudomonas aeroginosa; Ss-Shiguella sonnei; Cali@aralbicans; Ct-Candida tropicalis; Cn-Cryptocar
neoformans; Sc-Sacharomyces cerevisae

P Cloranfenicol para bactérias e Nistatina paradsng

Os oleos do verdo e do outono foram testados quarabvidade antimicrobiana,
demonstrando serem ativos frente todas as bactésssdas. Com concentragbes de 1,25
mg/mL os dois 6leos inibiram o crescimento Saphylococcus saprophyticuRara as
demais bactérias houve inibicdo de crescimento @mmentracdes que variaram de 2,5 a 10
mg/mL. Para os fungos, os 6leos demonstraram patima@ade, sendo que pa@andida
tropicalis ndo houve inibicdo de crescimento, conforme demarssiTabela 25. Percebe-se
também que o Oleo extraido durante o verdo apmsemha melhor atividade comparado ao
extraido no outono. Os 6leos extraidos no invema primavera ndo foram testados devido a

pouca quantidade existente dos mesmos.
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Tabela 25 Concentracdo Inibitéria Minima dos 6leos extraidarante o verdo e outono de

Helietta apiculata

CIM ( mg/mL)
Substancias Bactérias Gram-positivas Bactérias  Gram- Fungo$g
negativas

Sa Se Ss Bs Sp Ec Pa Sgs Ca Ct Cn Sc

Oleo Verao 25 25 125 25 25 25 10 25 20 >20 20 20
Oleo Outono 5 5 1,25 5 5 5 10 5 20 >20 20 20
Padrad® 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 6,25 6,25855 10,3

4 ATCC (American Type Culture Collectionga-Staphylococcus aureus; Se-Staphylococcus epiisyrBs-
Staphylococcus saprophyticus; Bs-Bacillus subtil8p-Streptococcus pyogenes; Ec-Escherichia coli; Pa
Pseudomonas aeroginosa; Ss-Shiguella sonnei; Cali@aralbicans; Ct-Candida tropicalis; Cn-Cryptocarsc
neoformans; Sc-Sacharomyces cerevisae

P Cloranfenicol para bactérias e Nistatina paradsng

Os Oleos apresentaram CBM apenas saphylococcus aureuspm CBM de 2,5
mg/mL do OVE, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, fmeoccus pyogenes,
Escherichia colie Shiguella sonneiFrente aos fungos testados nenhum 6leo apresentou
concentracdo fungicida minima. A CBM também naodioservada contr&taphylococcus

saprophyticu® Pseudomonas aerogingsée acordo com dados da Tabela 26.

Tabela 268 Concentracédo Bactericida e Fungicida Minima dessextraidos di. apiculata

CLM ( mg/mL)

Substancias Bactérias Gram-positivas Bactérias  Gram- Fungo$d
negativas
Sa Se Ss Bs Sp Ec Pa Sgs Ca Ct Cn Sc

Oleo Verdo 25 10 >20 5 5 10 >20 5 >20 >20 >20 >20
Oleo Outono 20 10 >20 10 20 10 >20 20 >20 >20 >20 >20
Padrad 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 6,25 6,2855 10,3

4 ATCC (American Type Culture CollectionBa-Staphylococcus aureus; Se-Staphylococcus epiisyrBs-
Staphylococcus saprophyticus; Bs-Bacillus subtil8p-Streptococcus pyogenes; Ec-Escherichia coli; Pa
Pseudomonas aeroginosa; Ss-Shiguella sonnei; Cali@aralbicans; Ct-Candida tropicalis; Cn-Cryptocarc
neoformans; Sc-Sacharomyces cerevisae

® Cloranfenicol para bactérias e Nistatina para ésng

5.6.2 Atividade de Inibigcdo da Enzima Acetilcolinggrase

Neste trabalho foi realizado o ensaio biologicancextrato bruto, fracbes e

substancias isoladas d¢ apiculata com o intuito de avaliar o potencial de inibigéa
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AChE. Para tal, o extrato bruto e as fragbes foapiitados em CCD na quantidade de 25
ug/uL, sendo a CCD eluida com solvente adequado dela@wm a polaridade da amostra.
Para as substancias puras partiu-se de uma sof@apg/uL, sendo feitas sucessivas
diluicdes em série, obtendo-se concentracées de 3,2.10' ug/uL para cada amostra. Estas
solucdes foram aplicadas em CCD e eluidas com si@\alequado. Apds o borrifamento das
CDDs com os reveladores, conforme ja descrito eperaxental (paginas 58 e 59), a
observacdo de halos esbranquicados demonstraaatévide inibicdo da enzima AChE por
parte das substancias testadas. Esse resultadivgési percebido frente ao extrato bruto, e
fracOes etérea acida e basica, e acetato basica.

Analisando os resultados do teste de inibicAondare acetilcolinesterase frente ao
EB e fracOes da espécie em estudo, percebe-sermgasma apresenta grande potencial como
inibidora de tal enzima. A partir disto, foram s as substancias isoladas em diferentes
concentracOes para identificagcdo do pMIQ dessast@ubias demonstrando o poder de
inibicdo da AChE, de acordo com dados apresentadsibela 27.

Tabela 27 Atividade de Inibicdo da Enzima AChE frente abstancias isoladas dielietta

apiculata(ug/pL)
5 1 0,2 004 810 16.10 3,2.10°
Limonina + + + - - - -
y-fagarina - - - - - - -
Chalepina + + - - - - -
Kokusaginina - - - - - - -
Maculina - - - - - - -
Derivados do + + + + - - -
ac. cinamico
T26 + + - - - - -
Isodictamina + + + - - - -

+: zona de inibicdo observada; -: zona de inibit@m observada

Apos a realizacdo do teste de Inibicdo da enzi@aEAcom o EBM e as fracOes da
casca do caule de. apiculatg fez-se 0 mesmo teste com as substancias isolageastir dos
dados expressos na Tabela 27, percebe-se questdngidis que demonstraram maior poder
de inibicdo da enzima foram os derivados do acidantico até uma concentracdo de 0,04

ug/uL, seguido do alcaldide isodictamina e da limoni@ambos com inibicdo até a
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concentracdo de O42g/uL. Chalepina e T26 mostraram o menor potencialni@gdo da
AChE, resultando em inibicdo apenas nas concemsagé 5 e Jug/uL, ao passo que o0s
alcaldidesy-fagarina, kokusaginina e maculina ndo demonstran@mhum potencial de
inibicdo frente as concentracdes testadas.

As atividades de inibicdo da enzima AChE foramresgas através do pMIQ,
representado pelo logaritmo negativo da minima tigeate inibitério, em mol, que produziu
o halo esbranquicado na CCD. Apenas pode-se calougMIQ de limonina, chalepina e
isodictamina, conforme Tabela 28, visto que T26sederivados do acido cinamico se

apresentavam como mistura.

Tabela 28 Valores de pMIQ para as substancias isolada$etletta apiculata

Substancia pMIQ
Limonina 9,37
Chalepina 8,47
Isodictamina 8,99

A partir do resultado expresso pelo pMIQ percebeige nenhuma das substancias se
mostraram potenciais inibidoras da AChE, visto geehum desses resultados foi superior ao

limite de 10,5, valor necessario para a subst@ariaonsiderada inibidora da enzima AChE.



6. CONCLUSAO

Apés a analise fitoquimica da espédielietta apiculataBenth, pertencente a familia
Rutaceae, pode-se concluir que:

- esta espécie produz diferentes classes de nlietab&aracteristica comum na
familia Rutaceae, como alcaldides, limondides earuras entre outros. Durante este estudo
foram isolados, como constituintes fixos, quatroaldides furoquinolinicosy{fagarina,
Maculina, Kokusaginina e Isodictamina), um limorgidLimonina), uma cumarina
identificada como Chalepina, dois derivados do aa@ihamico em mistura (4-hidroxi-3,5-
dimetoxicinamato de metila e 3,4,5-trimetoxicinamnde metila), além de uma mistura de
neolignanas. Como constituintes volateis foram tileados terpenos do 6leo essencial
extraido da espécie;

- através da comparacdo sazonal realizada a garéktracao, por hidrodestilacao, do
Oleo essencial da espécle. apiculata pode-se perceber algumas diferencas na sua
composicao quimica, sendo que 0s principais cairgtis identificados foram o elemeno, o
y-elemol, o elemol e o espatulenol nas quatro esgafiiverno, primavera, outono e verao),
ao passo que o limoneno nao se manifestou durgmmavera;

- através do método do DPPH foi avaliada a atdedantioxidante do extrato bruto,
das fracBes e das substancias isoladas. Atravésalses dos valores de Qo extrato
bruto e fracdes, da-se destaque para a fracd@diésica que se mostrou mais ativa que o
proprio padrdao BHT. Devido a pouca quantidade daldas substancias puras, as mesmas
foram testadas através de um screening, grdgarina, maculina, isodictamina e T26 se
mostraram mais ativas como antioxidantes;

- a acao antimicrobiana dos compostos isoladogxtiato bruto e das fragbes foram
testadas pelo método de microdiluicdo em calddraes etérea acida e etérea basica foram
as gue se mostraram mais ativas como antimicrahialms substancias isoladas,
isodictamina e T26 foram os metabdlitos com maiimidade antimicrobiana, seguido ge
fagarina, limonina e da mistura de 4-hidroxi-3,Beioxicinamato de metila e 3,4,5-
trimetoxicinamato de metila;

- através de screening realizado para inibicierdama AChE com EB e fracbes
apenas a FBB ndo se apresentou com potencial dedoi Quando foram testadas as
substancias puras obteve-se valores de pMIQ mengues o valor limite de 10,5,
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demonstrando, assim, que nenhuma das substanoiadais apresenta potencial inibidor da
enzima Acetilcolinesterase;

- devido a pouca quantidade isolada do metabdi?6, e sabendo se tratar de
substancias ainda ndo descritas na literatura, SImmenecessita ser novamente isolado em
maiores quantidades para purificacdo e identifcalgicada um dos componentes presentes
na mistura. Isto demonstra a diversidade de metab@ecundérios ainda ndo conhecidos da

espécieH. apiculatg
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