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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Quimica

Universidade Federal de Santa Maria

ESTUDO FITOQUIMICO E DA ATIVIDADE BIOLOGICA DE

Zanthoxylum rhoifolium

Autora: Andréia Denise Weber

Orientador: Ademir Farias Morel

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 12 de agosto de 2005.

Quatro alcaldides benzofenantridinicos ja conhecidos, Diidrocheleritrina
(39), Bocconolina (42), Cheleritrina (2) e 6-Acetonildiidrocheleritrina (33), foram
isolados da casca da raiz de Zanthoxylum rhoifolium, juntamente com outras trés
lignanas e o triterpeno Lupeol (11). Uma das lignanas foi identificada como sendo
a Sesamina (114), comum no género Zanthoxylum e as outras duas pertencem a
classe dibenzilbutirolactonica, denominadas de Kaerofilina (117) e Gadaina (120),
ambas ja conhecidas, porém foram isoladas pela primeira vez de Zanthoxylum
rhoifolium. As estruturas destes metabdlitos foram determinadas, principalmente,
por métodos espectroscopicos, como a espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear *H e ** C (COSY, HMQC e HMBC), espectrometria de massas e através
da comparacao dos dados obtidos a partir do ponto de fusdo e dados da literatura.

Os compostos puros e as fracOes acidas hexanica e etérea, bem como a
fracao cloroférmica basica foram submetidas a testes de atividade antitumoral com
nove linhagens de culturas de células tumorais humanas in vitro: MCF-7 (mama),
NCI-ADR (mama com fenétipo de resisténcia a mudltiplas drogas), UACC-62
(melanoma), NCI-460 (pulméo), PCO-3 (prostata), HT-29 (c6lon), OVCAR (ovério),



786-0 (rim) e K-562 (leucemia). Os alcaldides benzofenantridinicos e as fracdes
apresentaram-se mais ativos, inibindo o crescimento e provocando a morte de
diversas linhagens celulares. Ja as lignanas apresentaram atividade pouco
significativa, sendo que gadaina (120) exibiu atividade citostética para todas as
linhagens, somente na maior concentracao testada.

Através dos ensaios de atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Bacillus subtilius;
Gram-negativas: Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli e Salmonella setubal e fungos: Candida albicans, Candida dubliniensis,
Sacharomyces cerevisiae e Cryptococcus neoformans, observou-se que o0s
alcaldides e as fracdes foram bastante ativos, principalmente, contra bactérias.
Cheleritrina (2) foi o composto mais ativo, devido a inibicdo de crescimento de
todos o0s microrganismos testados, na menor das concentracbes testadas
(0,15ug). As lignanas ndo foram ativas contra os microrganismos testados.
Através dos resultados obtidos pelo Método de Microdiluicdo, observou-se que o

alcaldide cheleritrina apresenta carater bacteriostatico e fungicida.

Palavras-chave: Zanthoxylum rhoifolium, alcaldides, lignanas, atividade
antitumoral e antimicrobiana.
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Four previously known dihydrobenzophenanthridine alkaloids,
Dihydrochelerythrine  (39), Bocconoline (42), Chelerythrine (2) and 6-
Acetonyldihydrochelerythrine (33), were isolated from the stem bark of
Zanthoxylum rhoifolium, along with other three lignans and the triterpen Lupeol
(11). One of the lignans was identified as being sesamine (114), common in
Zanthoxylum and the other two, already known, called Kaerophyllin (117) and
Gadain (120) belong to dibenzylbutyrolactones. However, Kaerophyllin (117) and
Gadain (120) were isolated for the first time from the Zanthoxylum rhoifolium. The
structures of these metabolites were determined, mainly through spectroscopic
methods, such as Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy ‘H e '3 C (COSY,
HMQC e HMBC), mass spectrometry and through the comparison of the data
obtained from the melting point and data from the literature.

The pure compounds and the hexane and eterea acid fractions, as well as
chloroform basic fraction were tested for antitumor activity with nine cultured
human tumor cell lines in vitro: MCF-7 (breast), NCI-ADR (breast with phenotype of
the drug-resistant), UACC-62 (melanoma), NCI-460 (lung), PCO-3 (prostate), HT-



29 (colon), OVCAR (ovary), 786-0 (kidney) e K-562 (leukemia). The
dihydrobenzophenanthridine alkaloids and the fractions showed more active,
inhibiting the growth and provoking the death of several cell lines. On the other
hand, the lignans showed no significant activity, being that, gadain (120) showed
citostatic activity for all lines, only in the largest concentration tested.

Through antimicrobial activity assays against Gram-positive bacteria:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and Bacillus subtilius; Gram-
negatives: Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and
Salmonella setubal and fungi: Candida albicans, Candida dubliniensis,
Sacharomyces cerevisiae and Cryptococcus neoformans, it was possible to
observe that the alkaloids and the fractions were really active, mainly against
bacteria. Chelerythrine (2) was the most active compound due to the growth
inhibition of all the tested microorganisms, at the lowest concentration tested
(0.15ug). The lignans were inactive against the tested microorganisms. The
results found through the Microdilution Method showed that the alkaloid

Chelerythrine presents a fungicide bacteriostatic property.

Keywords: Zanthoxylum rhoifolium, alkaloids, lignans, antitumor and antimicrobial

activity
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1. INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos o homem vem buscando na natureza, por
meio da utilizagado de plantas medicinais, solu¢gbes para o combate de doencas, bem
como sua prevencao. Tém-se registros de que o homem pré- histérico ja fazia uso
de plantas na cura de moléstias.

Em um periodo mais atual os indios também contribuiram muito para a
descoberta de plantas medicinais. Esta contribuicdo se deu por meio de
manipulacdes e de experimentagdes, sendo que esta chegou a ocasionar varias
intoxicagdes, pois muitas das plantas utilizadas eram desconhecidas quanto a sua
toxicidade.

Com a interferéncia do homem dito civilizado, o qual realizou estudos para
buscar meios de curar as doengas e epidemias que assolavam o ser humano no
inicio do século XX, houve um avango na medicina. Estes estudos foram facilitados
pelo desenvolvimento da quimica experimental, em meados do século XIX, o que
levou as experiéncias de extragdo de principios ativos vegetais.

De posse do conhecimento de que as plantas previnem e até curam
doengas, o homem comegou a sintetizar remédios a partir de principios ativos
extraidos de plantas medicinais.

Atualmente a fitoterapia, o uso de plantas medicinais, tem fundamental
importancia como meio alternativo de prevencgao para as populagdes de baixa renda.
Segundo estimativas da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), 80% da populagao
mundial usa o0s recursos provenientes da medicina popular para suprir as

' Porém, o cuidado no uso é

necessidades de assisténcia meédica primaria.
imprescindivel, devido a toxicidade e os efeitos colaterais danosos a saude humana,
que algumas plantas podem ocasionar quando ingeridas em grande quantidade.
Com o intuito de corroborar no estudo de identificacdo de plantas medicinais
e na compreensdo dos mecanismos terapéuticos responsaveis pelo uso das
mesmas na medicina popular, o grupo de pesquisa de produtos naturais (NPPN-
SM), vem atuando desde 1985, no estudo de plantas medicinais nativas e cultivadas
no Rio Grande do Sul. Neste periodo, varias espécies de plantas da flora do Rio
Grande do Sul foram estudadas quanto seus constituintes quimicos, varios novos

metabdlitos secundarios foram isolados, estruturas elucidadas e algumas atividades
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biologicas determinadas. Estas pesquisas tém originado varias publicagdes em
periddicos especializados na area. 2®

O presente trabalho teve como principal objetivo o estudo fitoquimico e
bioldégico de uma espécie nativa do Rio Grande do Sul e de outras regiées do pais,
Zanthoxylum rhoifolium, pertencente a familia Rutaceae. O interesse pelo estudo
desta espécie € atribuido a sua vasta utilidade na medicina popular, sendo que as
partes mais utilizadas e suas aplicagbes sdo: a raiz que é amarga e aromatica,
adstringente, febrifuga, estomaquica e tbénica; a casca, a qual também apresenta
propriedades ténicas e é usada para as flatuléncias, codlicas e dispepsias € o suco de
suas folhas séo aplicados contra dores de dente e de ouvidos. 910 Algm disso, as
espéecies pertencentes a esta familia apresentam constituintes quimicos, como os
alcaldides benziltetraidroisoquinolinicos, os quais possuem uma variedade de efeitos

1" 12-14

farmacoldgicos, tais como: acao cardiorespiratéria, antimicrobiana,

antiinflamatoria, '° antipasmédica ' e antitumoral. "%
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2. OBJETIVOS

O estudo fitoquimico da espécie Zanthoxylum rhoifolium (Lam) tem como

principais objetivos:

a)

b)

Realizar o estudo fitoquimico da casca da raiz da espécie em questao;

Identificar estruturalmente os metabdlitos isolados, utilizando-se de dados
da literatura e da aplicacdo de técnicas, tais como: Espectrometria de
Massa, Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e C unidimensionais e
bidimensionais (COSY "H-"H, HMQC e HMBC);

Realizar ensaios biolégicos dos extratos, fragdes e das substancias
isoladas neste trabalho e também de substancias isoladas anteriormente
pelo grupo (Rhoifolina A e B, Diidroavicina, Zantoxilina, 6-
Acetonildiidroavicina e 6-Acetonildiidronitidina), como a determinagdo da
atividade antimicrobiana e atividade antioxidante;

Realizar testes de atividade antitumoral em linhagens de células tumorais

humanas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

A familia Rutaceae, pertence a ordem das geniales, subordem das
geraniineas, com flores actimorfas ou zigomorfas, pentameras ou tetrameras, quase
sempre hemafrodita. E composta predominantemente por arvores e arbustos,
amplamente distribuidos em regides de climas temperados e tropicais. Compreende
aproximadamente 160 géneros e 1600 espécies. Dentre os mais importantes cita-se
a Ruta, Dictamus, Boronia, Pilocarpus, Aegle, Citrus, Helietta, Esenbeckia e
Zanthoxylum. 2%

O género Zanthoxylum, alvo deste estudo €& encontrado em formacdes
vegetais naturais do Estado do Rio Grande do Sul. Plantas pertencentes a este
género sado ricas em metabdlitos secundarios tipicos da familia Rutaceae, como
cumarinas, alcaldides, lignanas e outros. 23

Zanthoxylum rhoifolium (Lam); tem como sinonimia botanica: Fagara rhoifolia
(Lam.) Engl.; Zanthoxylum perrotetti DC.; Zanthoxylum sorbifolium ST. Hill., além de
outras. Esta espécie é encontrada em quase todo o Pais, principalmente na mata
pluvial da encosta atlantica e na floresta semidecidua de altitude. E conhecida
popularmente como: “mamica de cadela”, “mamica de porca”, “tembetari’, “juvevé” e
espinho de vintém. °

Trata-se de uma planta aculeada de 6-12m de altura com tronco de 30-40 cm
de didmetro. Possui uma copa densa e caracteristicamente arredondada; apresenta
folhas compostas de 5-13 pares de foliolos opostos, sendo que estes as vezes
podem ser aculeados na face inferior. '°

E muito rara de ser encontrada no interior da mata primaria densa, sendo
mais frequente em clareiras de matas. Ocorre preferencialmente em terrenos
ingremes e pedregosos onde a drenagem é€ rapida. Produz anualmente grande
quantidade de sementes viaveis que garante sua regeneragao natural. Seus frutos
sdo consumidos por algumas espécies de passaros, razao pela qual nao deve faltar
na composigao de reflorestamentos mistos destinados ao repovoamento de areas
degradadas de preservagao permanente. 10

Entre os constituintes quimicos, os alcaldides sdo os representantes mais
comumente encontrados nas plantas pertencentes a familia das Rutaceas. Estes
sdo compostos nitrogenados, farmacologicamente ativos, que podem ser

encontrados em todas as partes do vegetal, acumulando-se, principalmente, nos
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tecidos com crescimento ativo, células epidérmicas, bainhas vasculares e vasos
lactiferos. %

Estes apresentam como principais fungdes nas plantas: (a) agentes
venenosos que protegem as plantas contra insetos e herbivoros; (b) produtos finais
de destoxificagcdo, eliminando compostos que seriam nocivos a planta; (c) fatores
reguladores de crescimento; (d) substancias de reservas capazes de fornecer
nitrogénio ou outros elementos necessarios a planta. 2

Estudos realizados por Watermann e colaboradores %° de algumas espécies
de Fagara possibilitaram o isolamento de varios alcaldides benzofenantridinicos,

como a decarina (1) e a cheleritrina (2

>
HO( OE O : A( © !l Or

OCHs

(1) )
Dentre o género Zanthoxylum foram isoladas de Fagara rhoifolia, por Kuck et

26

all, varios alcaldides como: candicina (3), cheleritrina (2), nitidina (4) e

magnoflorina (5).
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Em um trabalho desenvolvido em 2003 no grupo de pesquisa NPPN foram
isolados da espécie em estudo Zanthoxylum rhoifolium dois novos alcaldides
benzofenantridinicos, rhoifolina A (6) e rhoifolina B (7), extraidos da casca da raiz da

mesma.?

R3  OCH,

(6) R'+R?*= OCH,0; R*=R°=R’=H; R*+R*=0CH,0
(7) R'™+R?= OCH,0; R*=R°=R’=H; R*=R°>=0CH,

Do extrato metandlico da casca da raiz de Zanthoxylum rhoifolium foram
isolados varios alcaléides benzofenantridinicos, entre eles pode-se citar: decarina
(1), diidronitidina (8), oxinitidina (9) e zantoxilina (10). *

OCH O
o OO

(10)

Além dos alcaldides benzofenantridinicos encontrados nesta espécie,
encontra-se também uma variedade de outras classes de metabdlitos secundarios,
incluindo terpenos tais como: lupeol (11), ?" lansiol (12) ? e dammarano (13); %° as

lignanas sesamina (14) *° e asaranina (15); * a cumarina marmesina (16) *° e os
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alcaldides furoquinolinicos, pertencentes a familia dos quinolinicos, como exemplos

tém a skimianina (17) e dictamina (18). "

(13) (14) anel aril cis
(15) anel aril trans
OCHj
o OCH,
OO, o ogrh
CHs N O |
O OCH;
(16) a7) (18)

3.1 Alcaldides Benzofenantridinicos

Os alcaldides isoquinolinicos sdo muito comuns nas espécies pertencentes a
familia Rutaceae e representam um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios

de importancia farmacolégica. Os alcaldides isoquinolinicos sao representados por
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mais de 2000 estruturas. Dentro desta classe de compostos encontram-se os
alcaléides benzofenantridinicos. Estes alcaldides encontram-se distribuidos nas
familias Fumariaceae, Papaveraceae e Rutaceae, e s&o caracterizados por
apresentarem um esqueleto fenantridinico, com um anel benzénico condensado ao
anel C (I).

O tipo de numeragcédo mostrada em (l) é a sistematica descrita por Simanék

%2 em 1985 e é a mesma adotada neste trabalho.
3.1.1 Classificacdo dos Alcaldides Benzofenantridinicos

Os alcaldides benzofenantridinicos estao classificados em classes com base

na estrutura e propriedades dos mesmos. %*

Tabela 1: Classificagao dos alcaldides benzofenantridinicos

ESTRUTURA CLASSE DE ALCALOIDES SUBSTANCIA FAMILIA Ref
33,
(19) R'=R?*=R’=R*=H[(+)- 24,
chelidoninal Papaveraceae | 34,
Alcaldides (20) R'=R* = R®:=H; R"=OH | Fumariaceae; | 35
Hexaidrobenzofenantridinicos [chelamina). Rutaceae;

1) R'=R*zH: R2+R3=( | Caprifoliaceae
[oxichelidonina] '
(22) R'=0CH3; R>=R*=R"=H [4-
metoxichelidonina]

N (23) [(+) homochelidoninal] Papaveraceae | 34,
Alcaldides Fumariaceae; | 35

Hexaidrobenzofenantridinicos Rutaceae;
Caprifoliaceae

. Papaveraceae | 34,
Alcaldides (24) [chelamidina] Fumariaceae; | 35

Hexaidrobenzofenantridinicos Rutaceae;

Caprifoliaceae




33,
24,
Alcalodides . Papaveraceae | 34,
Hexaidrobenzofenantridinicos | (29) [(+)-luguina] Fumariaceae; | 35
Rutaceae;
Caprifoliaceae
(26) R'=R*=R*=H; R°*=OCOCH; 33,
. [acetilcorinolinal]; Papaveraceae | 24,
_ Alcaldides (27) R'=R2= R4=H; R3=OH Fumariaceae; | 34,
Hexaidrobenzofenantridinicos RTIR Rutaceae; 35
[Corlnollnal, Caprifoliaceae
(28) R'=R*=H; R®=R*=0H [(+/-) | ~2P
12-hidroxicorinolina];
(29) R'=CH,COCH3; R*=R*=H;
R3=0OCOCHj5 [cosperinal.
(30) R™+R’=0CH.0; 7,
R3=R’=R8=R%=H: 27,
R*=R°=R®=0CH;; [6- 30,
metildiidrocheleritrina] gg
(31)  R'+R*=R°+R°=0OCH0; 9y
R°=CH,COCHS; 34,
Alcaldides R*=R’=R°=R°=H; [6- 37,
Diidrobenzofenantridinicos | acetonildiidrosanguinarinal 38,
@) R'+RE=OCH,O: Papavera | 5o
R°=R*=R°=R%=R°=H; ceae 40,
R6=R7=OC1H3; Jdiidronitidina] __ | Fumariaceae; 112
(32 R +R“=0CH0; R Rutaceae.

=R°=R%=0CHj;
R*=R’=R®=R%=H; [angolina]
R'+R*=0CH,0;
R?=R’=R%=R%=H;
R*=CH,COMe, R°=R°=OCHj;
[6-acetonildiidrocheleritrina]
(34) R™+R’=0CH,0; R®*=
R’=R®=R%=H; R*=CH,COOH;
R®=R®=0CH3;
[6-carboximetildiidrocheleritrina]
(35)  R'+R*=R*+R°=0CH,0;
R3=R’=R%=R%=H;
R*=CH,COCH3(Me)y;
[6-(4-metil-2-oxopentanil)
diidrocheleritrina]
(36) R'+R?*=R°+R°=0CH,0;
R3+R*=NH; R’=R%=R%=H; [6-
iminosanguinarina

(37) R™+R?*=0CH,0;
R’=CH,OH; R'=R’=R°=R°=H;
R°=0H; R®=0CHjs [6-

hidroximetildiidrofagaridinal

(9) R'+R*=0CH,0; R*+R*=0;
R°=R®=R%=H; R°=R’=OCHj3;
[oxinitidinaJ

(38) R™+R?*=R®*+R’=0CH,0;
R3=R*=R°=R%=R%=H;
[diidroavicina]

(39) R'+R?=0CH,0;
R3=R*=R’=R’=R%=H; R°=R°=
OCHj; [diidrocheleritrina]

(40) R'=R?*=R°=R°=R®=0OCHj3;
R3=R*=R"=R%=H;
[diidrosanquilutina

(41)  R'“+R?=R°+R°=0OCH,0;
R3=R’=R%H; R®=0CH; R’=

[chelelactam]

(42) R'+R?*=0CH,0;
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R'=R’=R’=R’=H; R’=CH,OH;
R®=R®=0CH;; [boconolinal.
43)  R'+R*=R°+R°=0CH,0;
R’=R*=R’=R*=R’=H;
[diidrosan%uinarina].

(44) R'+R*=0CH,0; R*+R*=0;
R°=R°=0OCH;; R’=R°=R%=H;
[oxicheleritrina].

(1) R'=R*=H; R°=0CHj3; R°*=OH 7,
° [decarinal; , gé
@@ > Alcaléides N- 6  R= OCHs; R=H 24,
ON Demetilbenzofenantridinicos | R*+R*=OCH,OJ[rhoifolina A]; Papaveraceae | 37,
, (7)  R'=OCHy;  Re=h;| Fumariaceae; |41
R*=R*=0CH; [rhoifolina BJ;
(45) R'=Me; R*sH; R%*=
R®*=0CHjs [6-
metilnorcheleritrina];
(46) R'=R*=H; R’=OCHj3;
R3=0Ac [decarina acetato];
(47) R'=OMe; R?*+R*=0CH,0;
R*=H [8-metoxi-nor-
sanguinarinal;
(48) R'= H; R*+R%*=R*= OCH;
[norchelilutina];
(49) R'=R*=H; R’=R*=0CH;
[nornitidinal;
(50) R'=R*=H; R*=R*=0CH,0
[des-N-metilavicina];
(51) R'=R*=H; R?=0OH;
R3=0CHg[isodecarinal.
(52) R'=R*=H; R*=R*=0CHjs
[norcheleritrinal.
(563) R'=R*=H; R?*+R*=0CH,0
[norsanguinarina]
(54) R'=0CH3; R*+R*=0CH,0;
R*=H [pancorina]
(55)  R™+R’=R*+R*=0CH,0; 43,
R®=R®=R’=H [sanguinarina]; 30,
(2) R™+R*=0CH.0; 3
. R3=R*=OMe: R5=R®=R’=H: Papaveracea; | 24,
Alcaldides o ’ 34,
Benzofenantridinicos [chelerltrln1a], 2 3 4 Fumariaceae; | 14,
Quaternarios (96) R'+R"*=R"+R"=0CH0; 44,
R5=H§ R6=R7=OCH3 Rutaceae. 45,
[macarpinal; 46,
(67)  R'+R*=R*+R°=0CH,0; 43,
R3=R®=R"=H [avicina]; 15

(58) R'=R?*=R*=R*=R°=OCHj3;
R°=R’=H [sanguilutina];

(59) R' + R>=0CH,0; R*=OH,
R*=OCHj; R°=R°=R’=H
[fagaridina];

(60) R' + R*0CH,0;
R*=R*=R®=0CHj; R°=R’=H

[chelilutina];

(61) R'=R?=R°®=0CHj;
R*+R*=0CH.0; R°=R’=H
[sanguirubinal]

() R'+R%*= OCH,0;
R*=R®=R’=H; R*=R°=0CHs
[nitidina].

(62) R'=OH; R*=R*=R°=0OCHj;
R*=R°=R’=H [fagaronina]

32



33

33,
24,
37,
41

1 2 3 Papaveracea;
MO0 Alcaléides (63)R =R*=0OCH;3;R"=CHs|[(+)-
H,C 1R Benzofenantridinicos sanguidimerina] Rutaceae
RE =R Diméricos (64)R"'=R*=0OCH3;R*=CHj[(+/-)-
N © chelidimerina]
(65)R'+R?=0CH,0;R*=CHs[che

<° ©© leritridimerina]

(66)R'+R*=0OCH,0;R*=H[toddal

idimerina]
33,
24,
37,
Papaveracea; | 41
Alcalodides
Benzofenantridinicos (67) [caimandimerina] Rutaceae
Diméricos

Alcalbides Hexaidrobenzofenantridinicos

Este grupo é subdividido em alcaldides do tipo chelidonina (19), e
acetilcorinolina (26), sendo que este ultimo apresenta um grupamento metila na
juncao dos anéis B/C. Nos dois tipos deste grupo, os anéis A e D do esqueleto séo

aromaticos, (Tabela 1).

Alcalb6ides Diidrobenzofenantridinicos

Sao os alcaldides diidrogenados e oxigenados no C-6. Constituem umas das
maiores e mais bem distribuidas classes de alcaléides benzofenantridinicos, as

estruturas de 30 - 44 na Tabela 1, sdo exemplos de alcalbdides desta classe.

Alcal6ides N-Demetilbenzofenantridinicos

Este terceiro grupo compreende alcaléides benzofenantridinicos aromaticos
que nao apresentam o grupamento NMe. Entretanto, apresentam
concomitantemente o grupamento metilenodioxila ligado aos carbonos C-2 e C-3 do
anel A, substituinte no carbono C-6 do anel C e substituinte nos carbonos C-7, C-8 e

C-9 do anel D. Na Tabela 1 sdo mostrados alguns alcal6ides deste grupo (45 - 54).
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Alcaldides Benzofenantridinicos Quaternarios

Este grupo de alcaldides € um dos mais estudados entre os isoquinolinicos,
principalmente pelo fato de alguns deles apresentarem atividade bioldgica, tais

34,14

como: antifungica, antiinflamatoria e antitumoral. > Na Tabela 1 apresentamos

alguns alcal6ides pertencentes a este grupo (55 - 62).
Alcaloides Benzofenantridinicos Diméricos

O grupo de alcaldides benzofenantridinicos diméricos, apresenta estrutura
simétrica, com dois esqueletos originados de alcaldides diidrobenzofenantridinicos,
ligados por uma unidade propanona ao carbono C-6 de cada estrutura. % Uma
excecao encontrada na literatura € o caimandimerina (67), que possui seus
esqueletos ligados por um grupo acetaldeido. ** Como exemplo mostraremos na

Tabela abaixo alguns alcaldides deste grupo.

3.1.2 Obtencéao de Alcaldides Benzofenantridinicos

Os alcaldides benzofenantridinicos sao isolados de plantas através de
procedimentos classicos de extragdo e separagdao, usualmente, por colunas
cromatograficas ou por HPLC. Tem-se como exemplo desta forma de isolamento a
determinacao qualitativa e quantitativa de alcaléides benzofenantridinicos do extrato
metandlico de Hylomecon hylomeconoides e H. vernale, pertencentes a familia
Papaveraceae. Este método foi usado para a separacdo de 6-
acetonildiidrosanguinarina (31) e de diidrosanguinarina (43), das espécies acima

citadas. %
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3.1.3 Farmacologia

O interesse no estudo de Zanthoxylum rhoifolium foi despertado,
principalmente, pelas atividades farmacologicas conferidas ao grupo de alcaldides
que sado encontrados nesta planta. Dentre as atividades farmacolégicas exibidas
pelo género Zanthoxylum destaca-se a atividade antitumoral. 4"

Recentemente Nakanishi *° e colaboradores realizaram estudos referente a
atividade antitumoral in vivo e in vitro de NK 109 (68), um alcaldide
benzofenantridinico sintético, e de alcaldides naturais nao fendlicos do tipo
benzofenantridinico, como cheleritrina (2), sanguinarina (55), nitidina (4) e fagaronina
(62), a fim de estabelecer uma relagao estrutura-atividade.

O estudo das propriedades estruturais de NK 109 (68), um alcaldéide 7,8
oxigenado, mostrou que este se encontra em equilibrio em condi¢gdes bioldgicas
entre a forma idnica e o hibrido de ressonancia ceto-amino (69) e zwitterion (70). Em
condigdes bioldgicas o equilibrio encontra-se deslocado para a forma catiénica. Sua
principal caracteristica € a planaridade molecular e a permanéncia da forma
catidnica do atomo de nitrogénio. Devido a estas caracteristicas, NK 109 (68) possui

uma significativa atividade antitumoral in vivo.

Iy
d
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Muitos pesquisadores tém estudado os alcaldides benzofenantridinicos e
alguns tém concluido que os compostos 8,9 oxigenados apresentam elevada
atividade antitumoral, tendo como exemplos os compostos nitidina (4) e fagaronina
(62), os quais em condigbdes biolégicas existem como formas catibnicas intactas,

condigdo fundamental para apresentar atividade antitumoral. °°’

(4) (62)

Ja os alcaldides 7,8 oxigenados, ndo apresentam atividade antitumoral, pois
em condigdes biologicas eles perdem a estrutura catibnica para formar
pseudobases. *° Os alcaldides cheleritrina (2) e sanguinarina (55) exemplificam este

Caso.

(2) R'=R?=CH3
(55) R'+R?=CH,

No presente estudo, *° NK 109 (68) apresentou significativa atividade
antitumoral in vivo, sendo, no entanto também um alcaldide 7,8 oxigenado, mas que
apresenta uma hidroxila fendlica na posi¢cao C-7 possivel de sofrer perda do préton
acido, levando a formagdo de um hibrido de ressonancia, que mantém a forma
catibnica do atomo de nitrogénio.

O cloreto de nitidina apresenta alta toxicidade e exibe atividade antitumoral
contra células leucémicas L1210 e P388 de ratos e inibe o cancer pulmonar de

Lewis. & %0
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Fagaronina (62), isolada de Fagara zanthoxyloides Lam , também apresenta
boa atividade contra células leucémicas P388. '® Ambos os alcaldides, nitidina (4) e
fagaronina (62), bem como chelidonina (19) possuem atividade inibitéria contra a
enzima transcriptase reversa (RT). °> Esta enzima é uma DNA polimerase,
responsavel pela replicagao viral para formar o DNA viral (provirus), em tumores
causados por virus.

Aléem destes alcaloides benzofenantridinicos, existem outros da mesma
classe, que possuem atividade antitumoral, como a chelidonina (19), usada no
tratamento de cancer gastrico. ** O alcaldide cheleritrina (2) é usada como inibidor
da proteina quinase.*

O alcaldide sanguinarina (55) apresenta diversas atividades biolégicas como
antimicrobial, atividade antimicrotubular e antiinflamatéria.>* O alcaldide cheleritrina
(2) também apresenta uma consideravel atividade antimicrobiana contra bactérias,
Gram-positivas e Gram-negativas, e fungos.™

Os alcal6ides 6-acetonildiidroavicina (71) e 6-acetonildiidronitidina (72)

exibem significativa atividade antibacterial e antiftingica.®

(71) (72)

Além destes alcaldides benzofenantridinicos, diidrocheleritrina (39) e

diidrosanguinarina (43), também apresentam propriedades antimicrobianas.*’
3.2 Lighanas

Lignanas s&o metabdlitos secundarios pertencentes a classe dos
fenilpropandides, que ocorrem em muitas plantas. Apresentam uma diversidade de
atividades bioldgicas, como antitumoral, antiviral, antioxidante e antimitética, >>°° fato

que tem despertado grande interesse por parte dos pesquisadores.
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Esta classe de metabdlitos pode ser dividida em diversas e diferentes
subfamilias, com base em suas diferencas estruturais. Entre a mais comum esta a
dibenzilbutédnica, a qual pertence a lignana (+)- secoisolariciresinol (73);
dibenzilbutirolacténica que tem como representante as lignanas matairesinol (74),
arctigenina (75) e trachelogenina (76); furofuranicas, tendo como exemplo as
lignanas (+)-pinoresinol (77) e medioresinol (78); arilnaftalenas, chinensina (79) e
ariltetrahidronaftalena, tendo como representante principal a lignana podofilotoxina
(80).°7

(73) (74) R=H
(75) R=CHs

OCH; OH
OH OCH,

(76) (77) R=H
(78) R=OCHj
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OH
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: OCHj CH, OCHj,
OCHj3 OH

(79) (80)

Muitas lignanas exibem importantes efeitos farmacoldgicos, por exemplo:
podofilotoxina (80) (e seus derivados etoposideo e tenitoposideo) é usada contra
uma variedade de canceres, °>® como cancer de testiculos e contra leucemia aguda
linfocitica.

Em 1990, estudos realizados por Schréder *° e colaboradores revelaram que
arctigenina (75) e trachelogenina (76), a 0,27 e 0,52 uM, respectivamente, reduzem
a replicagao viral do virus da imunodeficiéncia viral (HIV tipo 1) por 60 e 70%, e
inibem a atividade viral da trancriptase reversa (RT) por 69 e 57%, respectivamente.
Embora apresentem uma boa atividade, estes compostos ndo tém seu uso
terapéutico permitido, devido a sua alta toxicidade.

Cubebina (81), uma lignana dibenzilbutirolactnica, isolada do extrato bruto
hexéanico das folhas de Zanthoxylum naranjillo, apresenta uma significativa atividade

antiinflamataria, pelo uso de edema de pata induzido por carragenina em ratos. €0

(81)
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentos Utilizados

4.1.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para a obtengdo dos espectros de RMN de 'H e 'C, foi utilizado o
espectrdmetro Bruker DPX 400, do Departamento de Quimica, da Universidade
Federal de Santa Maria - UFSM, que opera a 400 MHz para 'H e a 100 MHz para
3C, em tubos de 5 mm. Os solventes utilizados para a realizagdo das andlises das
amostras foram cloroformio deuterado (CDCl;3) e dimetil sulfoxido (DMSO). Os
deslocamentos quimicos (8) foram registrados em partes por milhdo (ppm), em
relagdo ao TMS (5 = 0,00).

4.1.2 Aparelho de Ponto de Fuséao

O ponto de fusdo de cada substancia isolada foi determinado em um

aparelho MQAPF - 301 digital da Micro Quimica, com termdmetro ndo aferido.

4.1.3 Espectrémetro de Massas

Para obtencéo dos espectros de massas El foi utilizado o espectrometro GC-
MS Hewlett-Packard HP-68901 MSD5973. Os espectros de alta resolugdo foram
obtidos utilizando um GC/MS HP Detector Seletivo de Massa, acoplado num HP
6890 GC. HREIMS foram registrados sobre um VG-Autospec-impacto de elétrons 70
eV.

4.1.4 Materiais e Métodos Cromatogréaficos

Cromatografias em coluna (CC) foram realizadas utilizando-se silica gel tipo
60 (Merck), 70-230 e 230-400 mesh, como suporte sélido. Cromatografias em
camada delgada (CCD) foram efetuadas sobre placas de cromatofolhas Al de silica
gel 60 Fus4 (Merck). Cromatografias em placas preparativas, as quais foram

preparadas no laboratorio, usando-se silica gel 60 GF 354 (Merck) em placas de
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vidro. Para revelagéo, utilizou-se dos seguintes métodos: lampadas Ultravioleta (A =
254 e 366 nm), (Spectroline), reagente de Dragendorff, modificado segundo Munier
e Macheboenf, ®' solugdo de &cido sulfirico e alcool etilico (10:90 V/V) seguido de
aquecimento. Os solventes e reagentes utilizados foram produtos analiticos Vetec,
Merck e Reagen.

A seguir € mostrada uma relagdo que apresenta os principais sistemas de
solventes utilizados em cromatografia.

1. Hexano (100%);
. Hexano, Acetato (98:2);
. Hexano, Acetato (95:5);
. Hexano, Acetato (90:10);
. Hexano, Acetato (85:15);
. Hexano, Acetato (80:20);

. Hexano, Cloroférmio (85:15);

0 N O o~ WODN

. Hexano, Cloroférmio (90:10);

9. Cloroférmio (100%)

10. Cloroférmio, Metanol (99,5: 0,5);

11. Cloroférmio, Metanol (99:1);

12. Cloroférmio, Metanol (97:3);

13. Cloroférmio, Metanol (95:5);

14. Cloroférmio, Metanol (Gradiente de Polaridade).

4.2 Coleta do material vegetal e identificacdo da planta

A coleta do material vegetal foi realizada no municipio de Jaguari, no estado
do Rio Grande do Sul, no més de novembro de 2000. A identificagcdo do material foi
feita pelo Professor Renato Zachia do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Santa Maria - UFSM. Sua exsicata HDFI 194 encontra-se depositada no

Herbario do Departamento de Biologia da UFSM.
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4.3 Secagem, obtencado do po vegetal e extragdo da casca daraiz

O material vegetal (10 kg da casca da raiz) foi seco, inicialmente sob luz, de
modo a evitar a presenga de fungos e, apos esta primeira secagem foi seco em uma
estufa de ar seco circulante, a temperatura de 50 °C. Em seguida o material foi
moido em um moinho Wiley.

De posse do material moido, passou-se a fazer a extragao a frio, utilizando-
se metanol como solvente. Ao final de varias extragdes, evaporando-se o solvente
em rotavapor com pressao reduzida, obteve-se o extrato bruto, caracterizado como
um residuo escuro viscoso. O rendimento do extrato foi de 1500 g, ou seja, 15% do

peso da casca da raiz.

4.4 Fracionamento do Extrato Bruto

Ao extrato bruto (1500 g) da casca da raiz, foi adicionado 1 L de agua e apés
esta mistura foi acidificada com HCI 2N até pH + 2. Esta mistura foi extraida
exaustivamente com solventes de polaridades crescentes, como hexano, éter etilico
e acetato de etila. Cada uma destas fragdes foi lavada com agua e secas com
sulfato de sddio anidro. Os solventes foram evaporados, a fim de obter as varias
fracdes acidas, a saber, as fragdes hexanica, a etérea e a acetato de etila. As
fragcdes estudadas, hexanica, etérea e acetato de etila foram submetidas a técnicas
cromatograficas, como a cromatografia em coluna e cromatografia em placas
preparativas.

A solucdo aquosa remanescente foi alcalinizada com hidréxido de amdnia
(NH,OH) até que se atingisse o pH + 9,0 e logo apds, a solugdo foi extraida
exaustivamente com solventes de polaridades crescentes como hexano, cloroférmio,
acetato de etila e butanol, Fluxograma-1 na pagina 43.

Cada fragéo obtida foi submetida a secagem com sulfato de sédio anidro,

filtrada e analisada por CCD.
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Fluxograma 1 - Fracionamento do extrato bruto de Zanthoxylum rhoifolium.

Extrato Bruto

- H,0, Eter Etilico (1:1);
-HCI 2N, até pH =2

Fase Aquosa
Fracao Etérea Fragcao Acetato de

Acida (25g) etila Acida (28g)

- NH4OH até pH ~ 9,0

Fase Basica Fqse Hexanica
Acida (20g)

- Hexano;

- Cloroférmio;

- Acetato de Etila e
- Butanol

( Fracéo Hexanica ) ( Fragédo Acetato ) Fase Aquosa
(desprezada)
- . Fracao Butandlica
Fracao Cloroférmica

4.5 Analise da fracdo hexanica acida da casca da raiz de Zanthoxylum

rhoifolium.

A fragdo hexanica acida (12 g) foi previamente analisada por cromatografia
de camada delgada (CCD), em varios sistemas de solventes e através desta analise
detectou-se a presenca de varios alcaléides, bem como a presenca de outros
metabdlitos secundarios. A presenca de alcaloides foi indicada através do uso do
reagente de Dragendorff. O resultado positivo € caracterizado por uma intensa
coloracéo laranja. A presencga de alcaldides nesta fragdo pode ser explicada pelo
fato destes serem fracamente basicos e ndo formarem sais com a adi¢cao de HCI no
momento da extragao.

Esta fracdo foi submetida a uma separagao por cromatografia em coluna
(CC), utilizando-se silica gel 60 (Merck), 70-230 mesh como suporte sélido e hexano

(100 %) e hexano: cloroférmio (100:0 — 0:100 %) como sistema eluente. As
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subfragcdes foram coletadas em frascos de vidro com fragdes de 50 mL cada e
analisadas individualmente por cromatografia de camada delgada (CCD) e reunidas
conforme suas semelhangas em R;, como mostrado na Tabela 2.

Os sistemas de solventes utilizados tanto em cromatografia de camada
delgada, quanto em cromatografia em placas preparativas estédo listados na pagina
41.

Tabela 2: Cromatografia em coluna da fragdo hexanica acida da casca da raiz de

Zanthoxylum rhoifolium

FRACOES SOLVENTES % ALCALOIDES ISOLADOS PESO (mg)
I-1a4 Hexano Mistura de substancias 160
I-5a9 Hexano: CHCL; (95:5) Mistura de substancias 250
l-10a14  Hexano:CHCL;3 (90:10)  Lupeol +mistura de substancias 980
IV —-15a 21 Hexano: CHCL; (80:20) Sesamina + mistura de 790

substancias
V-22a28 Hexano: CHCL3 (70:30)  Mistura de substancias 1100
VI -29 a 35 Hexano: CHCL; (60:40) 4AC+ 8AC + mistura de 1300
substancias
VII-36a42 CHCL;(100) Diidrocheleritrina + mistura de 850
substancias
VIl —43 a49 CHCL3;:metanol (95:5) Mistura de substancias 430
IX-—50a54 CHCLz:metanol (90:10)  Mistura de substancias 580
X —-55a61 CHCL3:metanol (80:20)  Mistura de substancias 870
XI-62a65 CHCLs:metanol (70:30)  Mistura de substancias 270
Xll-66 a74 Metanol (100) Mistura de substancias 1090

4.5.1 Dados sobre os compostos isolados da fracdo hexanica acida da

casca da raiz de Zanthoxylum rhoifolium
4.5.1.1 Lupeol 1AC (11)
A substancia 1AC foi obtida na forma de um sélido branco (500 mg), apés

cristalizagdo em hexano. Sua pureza foi confirmada em CCD, utilizando-se varios

sistemas de solventes. A estrutura deste composto foi determinada por métodos
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espectroscopicos e por comparagbes com dados da literatura. Por meio destas
analises, comprovou-se tratar do triterpeno lupeol (11). Apds sua purificacdo, foram
realizadas as seguintes analises:

R¢ = 0,42 (hexano, acetato 90:10)

P.F = 198-200 °C;

Espectro de RMN de 'H a 400 MHz, em CDCl; (Fig. 27, pag. 115)

4.5.1.2 Sesamina 3AC (114)

Esta substancia (240 mg) foi obtida na forma de um sdlido branco. Foi
purificada através de cromatografia em coluna (CC), usando o sistema de solvente
n°® 7 (pagina 41). Em CCD, mostrou-se pura em varios sistemas de solventes.
Apresenta coloragdo azul em ambos os comprimentos de onda da luz ultravioleta e é
revelada em acido sob aquecimento. Apds sua purificacdo, foram realizadas as
seguintes analises:

Rf= 0,46 (CHCI; 100%)

P.F =122-123 °C; (123-124 °C); ®

Espectro de RMN de 'H a 400 MHz, em CDCl; (Fig. 23A e 23B, pag. 110) &
(ppm) = (Tabela-11, pag. 113).

Espectro de RMN de "*C a 100 MHz, em CDCl; (Fig. 25, pag. 112) & (ppm) =
(Tabela-11, pag. 113).

4.5.1.3 Lignana 4AC (120)

A substancia identificada pela estrutura 120 (140 mg), a qual se apresenta
na forma sélida, foi isolada através de cromatografia em placa preparativa, utilizando
o sistema de solvente 9 (pagina 41). Em CCD, mostrou-se pura em varios sistemas
de solventes e ao reagir com o reagente Dragendorff ndo apresentou resultado
positivo. Apos sua purificagdo, foram feitas as seguintes analises:

Rt = 0,62 (CHCI3 100%)

P.F =146, 8-148 °C; (145 °C); ®®

Espectro de RMN de "H a 400 MHz, em CDCl; (Fig.17A e 17B, pag. 97 e 98)
d (ppm) = (Tabela-10, pag.108).
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Espectro de RMN de *C a 100 MHz, em CDCl; (Fig.19A e 19B, pag. 101) &
(ppm) = (Tabela-10, pag. 108).

Espectro de Massas El (Fig.16, pag. 96) m/z=352 (M*), 135 (pico base).

[a]p?°= +111.6 [c 0,002, CHCI3]; {[a]p® = +86 (CHClI3)}.%

4.5.1.4 Diidrocheleritrina (39)

Este metabdlito (152 mg) foi isolado através de coluna cromatografica,
utilizando-se hexano e hexano: acetato como sistemas de solventes. Apresentou-se
como um sélido amarelo e reagiu de forma positiva com o reagente de Dragendorff,
indicando a presencga de nitrogénio basico na estrutura molecular, caracteristico de
alcaldides. Em ambos os comprimentos de onda da luz ultravioleta, apresenta
coloragao azul, caracteristica de alcaléides benzofenantridinicos. Com o mesmo
foram realizadas as seguintes analises:

R¢ = 0,66 (Hexano, acetato 80:20)

P.F =160-16 °C; (161-162 °C); *

Espectro de RMN de "H a 400 MHz, em CDCl; (Fig.1A e 1B, pag. 61 e 62) &
(ppm) = (Tabela-5, pag. 65).

Espectro de RMN de C a 100 MHz, em CDClI; (Fig.3A e 3B, pag. 64) &
(ppm) = (Tabela-5, pag. 65).

4.5.1.5 Kaerofilina 8AC (117)

A substancia identificada pela estrutura 117 (80 mg), apresentou-se como
um solido cristalino incolor. Foi isolado através de cromatografia em coluna (CC),
usando hexano e hexano: acetato de etila como sistema eluente. Foi cristalizado em
CHCI; e acetato de etila, obtendo cristais em forma de agulha. Sua pureza foi
confirmada em CCD, utilizando varios sistemas de solventes. Nao apresentou
reagao positiva com o reagente de Dragendorff, o que permitiu concluir que n&o se
tratava de um alcaldide. Com esta substédncia foram feitas as seguintes
determinacgdes:

R¢ = 0,55 (Hexano, acetato 70:30)

P.F =150,4-150,9 °C; (150 °C).®®
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Espectro de RMN de 'H a 400 MHz, em CDCls (Fig.10A e 10B, pag. 82) &
(ppm) = (Tabela-9, pag. 94).Espectro de RMN de "*C a 100 MHz, em CDCl; (Fig.12A
e 12B, pag. 88) 6 (ppm) = (Tabela-9, pag. 94).

Espectro de Massas El (Fig 9, pag. 80) m/z=368 (M), 135 (pico base).

[0]p?°= -114° [c 0.0028, CHCl3]; {[a]o® = -91.8° (c 0.39, CHCI3)}.%°

4.6 Andlise da fracdo etérea 4cida da casca da raiz de Zanthoxylum

rhoifolium.

Esta fracdo (16 g) foi previamente analisada por cromatografia de camada
delgada (CCD), em varios sistemas de solventes, detectando-se a presenca de
varios alcaldides, além de outras substancias com Rfs muito préximos. A existéncia
de alcaléides na mistura foi indicada através do teste positivo com o reagente de
Dragendorff. A presenca de alcaldides na fracdo etérea acida também pode ser
explicada pelo fato destes serem fracamente basicos e ndo formarem sais com a
adicao de HCI no momento da extragéo.

A fracao etérea da casca da raiz foi submetida a uma separacao através de
coluna cromatografica, utilizando-se silica gel 60 (Merck), 70-230 mesh como
suporte soélido e hexano (100%), hexano:CHCIs (100:0-0:100%) e apos CHCIs
:metanol (100:0-0:100%) como sistemas eluentes.

As subfragdes foram coletadas em frascos de 50 ml cada e depois de
analisadas individualmente por CCD, estas foram reunidas conforme suas

semelhancas de Rfs, resultando em varias subfra¢des, conforme Tabela 3:
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Tabela 3: Coluna Cromatografica da fracao etérea acida da casca da raiz de
Zanthoxylum rhoifolium
FRACOES SOLVENTES % | SUBSTANCIAS ISOLADAS PESO (mg)

-1a7 Hexano (100) Mistura de substancias 950
I-8a13 Hexano, CHCl3 Mistura de substancias 800
(95:5)
- 14 a 17 Hexano, CHCIl;  Diidrocheleritrina+ sesamina + 1130
(90:10) mistura de substancias
IV-18 a 22 Hexano, CHCI3 Kaerofilina +4AC +mistura de 1050
(75:25) substancias
V-23 a 26 CHCI3 (100) Bocconolina + mistura de 1200
substancias
VI- 27 a 30 CHCI3 (100) Mistura de substancias 650
VII- 31 a 38 CHCI3,metanol Mistura de substancias 980
(95:5)
VIII-39 a 41 CHCl3,metanol Mistura de substéancias 750
(90:10)
IX-42 a 44 CHCI3,metanol Cheleritrina +mistura de 890
(90:10) substancias
X-45a 52 CHCl3,metanol Mistura de substancias 1230
(80:20)
X|-53 a 60 CHClI3,metanol Mistura de substancias 1150
(70:30)
Xll- 61 a 68 Metanol (100) Mistura de substancias 740

4.6.1 Dados sobre os compostos isolados da fracdo etérea acida da

casca da raiz de Zanthoxylum rhoifolium
4.6.1.1 Bocconolina 9AC (42)
Esta substancia (40 mg) foi identificada na fracdo 5 da coluna

cromatografica. Foi isolada através de cromatografia em placa preparativa, utilizando

o sistema de solvente 6 (pagina 41). Apresentou-se como um sélido amarelo e
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reagiu positivamente com o reagente de Dragendorff, sugerindo ser a estrutura de
um alcaléide. Com o mesmo foram realizadas as seguintes analises:

R¢ = 0,48 (Hexano, acetato 80:20).

P.F = 230-231 °C; (232-233 °C).

Espectro de RMN de 'H a 400 MHz, em CDCl; (Fig. 8A e 8B, pag. 76 e 77) &
(ppm) = (Tabela-8, pag. 77).

4.6.1.2 Cheleritrina 10A (2)

Este metabdlito (478 mg) foi isolado da subfragc&o IX da fracédo etérea acida
na forma de um solido amarelo. Apresentou-se puro em cromatografia de camada
delgada (CCD) em varios sistemas de solventes. Ao reagir com o reativo de
Dragendorff apresentou teste positivo, sugerindo se tratar de um alcaléide. Com esta
substancia foram feitas as seguintes analises:

R¢ = 0,38 (CHCI3, metanol 95:5)

P.F = 191-193 °C; (193 °C). ¢

Espectro de RMN de 'H a 400 MHz, em DMSO (Fig. 7, pag. 73) & (ppm) =
(Tabela-7, pag. 73).

4.6.1.3 6-Acetonildiidrocheleritrina R10 (33)

Este metabdlito (5 mg) foi isolado através de cromatografia em placa
preparativa, utilizando como sistema de solvente 6 (pagina 41). Foi isolado na forma
de um solido branco e reagiu positivamente com o reagente de Dragendorff.
Apresentou-se puro em CCD em varios sistemas de solventes. Com 0 mesmo foram
feitas as seguintes analises:

R¢ = 0,55 (Hexano, acetato 80:20)

P.F = 195-196,8 °C; (193-194 °C).%®

Espectro de RMN de 'H a 400 MHz, em CDCl; (Fig. 5A, 5B e 5C, pag. 68 e
69) & (ppm) = (Tabela-6, pag. 71).Espectro de RMN de "*C a 100 MHz, em CDCls
(Fig. 6A e 6B, pag. 70) 6 (ppm) = (Tabela-6, pag. 71).
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As demais substancias presentes nesta fracdo (sesamina 3AC e as lignanas
gadaina 4AC e kaerofilina 8AC) foram identificadas como sendo as mesmas isoladas
da fragdo hexénica acida. Desta forma estes metabdlitos ndo foram isolados e
quantificados, apenas foram comparados com referéncias padroes em CCD.

A fragdo acetato de etila acida foi submetida a uma coluna cromatografica,
utilizando-se silica gel 60 (Merck), 70-230 mesh como suporte solido e hexano
(100%), hexano:CHCI3 (100:0-0:100%) e ap6s CHCI3 :metanol (100:0-0:100%) como
sistemas eluentes e a partir desta separacéo cromatografica obteve-se os mesmos

metabdlitos isolados nas fragoes hexanica e etérea acidas.

4.7 Determinag&o da Atividade Antimicrobianain vitro

4.7.1 Microrganismos Empregados nos Ensaios Microbioldgicos

Para a verificacdo da atividade antimicrobiana dos extratos, fragdes e
substancias isoladas na forma pura foram utilizadas as cepas padrdo de ATCC
(American Type Culture Colection) constituidas por microrganismos Gram-positivos,

Gram-negativos e fungos conforme Tabela 4 abaixo.

Tabela 4: Microrganismos Indicadores

Caracteristicas Microrganismos ATCC

Staphylococcus aureus 6538p

Gram - positivo Staphylococcus epidermidis 12228
Bacillus subtilius 6633

Escherichia coli 25792

Gram-negativo Klebsiella pneumoniae 10031

Pseudomonas aeruginosa 27853

Salmonella setubal 19796

Fungos Candida albicans 10231
Sacharomyces cerevisiae 2601

Cryptococcus neoformans 28952

Candida dubliniensis Isolado clinico SM-26
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4.7.2 Substancias Empregadas como Padrées nos Ensaios
Microbiol6gicos

Os padrdes de antibioticos, Amoxicilina para bactérias, poténcia (978.9 nug /
mg) e Nistatina para fungos, poténcia (2464.38 Ul / mg), utilizados como referéncia
nos ensaios de determinacdo da atividade antimicrobiana sao padrbes primarios

USP e foram preparados conforme FDA. ®°

4.7.3 Meios de Cultura

4.7.3.1 Manutencgao dos Microrganismos Indicadores

Com a finalidade de preserva-las as cepas dos microrganismos indicadores
eram repicadas a cada 15 dias em tubos de ensaios contendo de 5-8 mL de Agar
simples para bactérias e Agar Sabouraud para fungos, sendo os mesmos incubados
a 37 °C de 24-48 horas. A seguir, eram retirados da estufa e mantidos a temperatura

ambiente, para estudos subsequentes.

Agar simples

- Caldo Nutriente 8,0g
- Agar — agar 15,0 g
- Agua destilada 1.000,0 mL

Apods a dissolugdo em agua destilada, o meio foi distribuido em volumes de
5,0 mL em tubos de ensaio 16x150 mm, tamponados com algodao e esterilizados
em autoclave a 120 °C durante 15 minutos . Apds a esterilizagdo, os tubos foram

mantidos inclinados até a solidificacdo do meio.

Agar sabouraud

- Peptona 10,0 g
- Dextrose 40,0 g
- Agar — agar 15,0 g

- Agua destilada 1.000,0 mL
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Reidratou-se 65,0 g do meio em 1.000,0 mL de agua destilada e aquecida
até a fusdo do agar. Em seguida 5,0 mL foram distribuidos em tubos 16x150 mm e
esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 minutos. Apds os tubos foram mantidos

inclinados até a sua solidificacao.
4.7.3.2 Preparo dos In6culos Bacterianos e Fungicos
Para a obtengcdo dos mesmos, as culturas bacterianas e fungicas

provenientes dos meios de manutengao foram semeadas em caldo de Caseina-Soja.

Caldo de Caseina-Soja

- Caseina tratada por suco pancreatico 17,09

- Farinha de soja por digestao papainica 3,09

- Dextrose 259

- Fosfato de potassio dibasico 259

- Cloreto de sédio 509

- Agua destilada 1.000,0 mL

4.7.3.3 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Para a determinagdo da atividade das amostras em estudo (extratos,

fragcbes, substancias puras), foram utilizados os seguintes meios de culturas:

Agar Miieller-Hinton

- Infuso de carne 300,0 g

- Caseina hidrolisada 17,59

- Amido 159

- Agar-agar 17,09

- Agua destilada 1.000,0 mL

De acordo com instrugbes do fabricante, reidratou-se 38,0 g em agua

destilada, esterilizando em seguida em autoclave a 120 °C por 15 minutos.
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4.7.3.4 Preparo das suspensdes bacterianas (indculo)

Com o auxiio de uma alca de platina esterilizada, culturas de
microrganismos indicadores mantidos inclinados em agar simples foram transferidas
para tubos contendo 5,0 mL de uma solucio salina estéril e padronizada pela escala
de MacFarland (0,5 mL de cloreto de bario 0,048 M+ 99,5 mL de acido sulfurico a
1,0%). Obteve-se, assim um indculo contendo aproximadamente 10° UFC. mL™
(Unidades Formadoras de Colbnias / mL), equivalente a metade da escala 1 de
MacFarland, e denominada de “suspensao concentrada”, utilizada para a elaboracao

da camada semeada, quando adicionada ao meio de cultura, na proporgao de 0,5%.

4.7.4 Determinacdo da Atividade Antimicrobiana pelo Método de

Bioautografia

Este € um método qualitativo aplicado a deteccdo de compostos
antimicrobianos em misturas de composicdo complexa e mesmo desconhecida. O
ensaio de determinacgéo da atividade antimicrobiana pelo método de bioautografia foi
realizado de acordo com Rahalison "° e colaboradores, e Hamburger & Hostettmann.
" Para a realizagdo deste, foram utilizadas placas de Petri de 10x100 mm de
diametro, onde foram depositadas as cromatoplacas com as amostras a serem
analisadas. Em seguida, foram adicionados 10 mL do meio de cultura inoculado com
o microrganismo indicador sobre as cromatoplacas. Apods a solidificagdo do meio, as
placas foram incubadas na posicao invertida por 16 a 24 horas para bactérias a 35
°C e a 27 °C por 48 horas para fungos. Decorrido o periodo de incubagéo, as
cromatoplacas foram reveladas com uma solugao aquosa de sal de tetrazéleo (5 mg

/ mL), e incubados por um periodo entre 2 a 4 horas a 35 °C.

4.7.5 Determinacdo da Quantidade de Substéancia Ativa (QSA) por

Bioautografia

Para a determinacdo da QSA das substancias isoladas, foram testadas as
concentragdes de 50,0; 25,0; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 pg, enquanto que para o extrato
bruto e as fra¢des foram testadas as concentragdes de 200,0; 100,0; 50,0; 25,0; 12,5

e 6,25 ug contra bactérias Gram-positivas S. aureus, S. epidermidis e B. subtilius;
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Gram-negativas E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. setubal e fungos C.
albicans, S. cerevisiae, C. neoformans e C. dubliniensis. Os microrganismos usados
para os ensaios antimicrobianos foram conservados no Laboratorio de Microbiologia
do Nucleo de Pesquisa de Produtos Naturais (NPPN) do Departamento de Quimica
da UFSM.

Apods a aplicacdo das amostras em cromatoplacas, estas foram depositadas
em placas de petri estéreis, sobre as quais foi adicionado o meio de cultura
inoculado com o microrganismo indicador, conforme descrito no item 4.7.4.

A menor concentragdo da substancia, na qual houve o aparecimento de
halos de inibicdo, apds a revelagdo com o sal de tetrazdleo, foi considerada a QSA

da substancia em estudo.

4.7.6 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pelo

Método de Microdilui¢ao.

A efetividade antimicrobiana de uma substancia é freqientemente descrita
em termos de sua Concentragdao Inibitéria Minima (CIM), que €& um ensaio
quantitativo aplicado a avaliagdo da poténcia da atividade antimicrobiana de
misturas ou substancias puras. Este método é realizado em microdiluicdo (100-500
ML) e avalia o comportamento dos microrganismos frente a concentragdes
crescentes dos compostos antimicrobianos em meio de cultura liquido.

Para a determinacao da CIM pelo método de microdiluicdo, empregou-se a
técnica descrita pela NCCLS. " Os ensaios foram realizados em placas estéreis de
96 micropocos, onde se efetuou uma série de diluicdes das amostras em meio caldo
caseina de soja e sabouraud, contendo 2% do surfactante Tween 80, iniciando da
concentracdo de 20 mg/mL de amostra. Os pogos foram inoculados com a
suspensdo microbiana, na concentragcdo de 1x10° células viaveis, com intensa
homogeneizagao e as placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C para bactérias e
por 48 horas a 25 °C para fungos. Apds o periodo de incubagdo, observou-se o
crescimento microbiano, indicado pelo aparecimento de turvacgao, possibilitando
assim, a verificagao da CIM.

As culturas que nao apresentaram crescimento nos pogos foram usadas
para inocular placas de Petri contendo meio agar onde foram determinados a

Concentragao Bactericida ou Fungicida Minima (CBM/CFM), sendo consideradas
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como: a menor concentragdo da substédncia onde ndo ocorre crescimento
microbiano. Testes em branco foram efetuados simultaneamente e as amostras

foram realizadas em triplicata.
4.8 Teste de Atividade Antioxidante
4.8.1 Método do radical livre DPPH

Neste método o ensaio emprega o radical estavel 2,2-difenil-1-picrilidrazila
(DPPH) e este tém recebido grande destaque por ser de facil realizagado e de baixo

custo.

A molécula de DPPH é caracterizada como um radical livre estavel em
virtude da deslocalizacdo de um elétron disponivel na parte central da molécula,
assim a molécula ndo se dimeriza, como ocorre com muitos outros radicais. Esta
deslocalizagdo também da origem a uma coloragéo violeta intensa, caracterizada por
uma banda de absorcdo, em solucéo alcodlica, centrada em 520 nm."”

Quando uma solugcdo de DPPH é misturada com uma substancia que pode
doar um atomo de hidrogénio, isto da origem a sua forma reduzida com perda da
coloragao violeta, permanecendo apenas um residuo de cor amarelo palido de
algum grupo de picril presente. A reagdo primaria que ocorre € representada no

Esquema 2, a seguir. ™

NO, @ NO, @
O:N N-N +R—H — > OZNQ— ||\1— N
NO; O NOlz_| @
DDPH molécula doadora DPPH
“radical livre” “forma reduzida”

Esquema 2: Representagao esquematica da reacéo do radical livre DPPH com a
molécula doadora de H, dando origem a sua forma reduzida, DPPH-H.

A redugao do radical DPPH permite estimar a atividade antioxidante em
termos da habilidade da substancia ou misturas de compostos como doador de

elétrons (H) ou trapeador de radicais livres.
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As amostras em solugcdo foram aplicadas em cromatoplacas, utilizando
como antioxidantes padrées substancias naturais como a quercetrina, na
concentragdo de (2 mg/mL) sendo aplicada juntamente com as amostras.

Apods a aplicagcao das placas, uma solugcao metandlica de DPPH foi borrifada
sobre as cromatoplacas, deixando-as em repouso por cerca de 1hora. Aos poucos a
coloracao violacea foi diminuindo, com a formagcdo de manchas amarelas sobre o

fundo violeta.

4.9 Teste de Atividade Antitumoral

4.9.1 Teste de atividade anticancer em cultura de células tumorais

humanas

O estudo da atividade antitumoral, através do ensaio in vitro, foi realizado
pelo grupo de pesquisa do professor Dr. Jodo Ernesto de Carvalho, coordenador da
Divisdo de Farmacologia e Toxicologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisa
Quimica, Biolégica e Agricola (CPQBA) da Universidade de Campinas- UNICAMP.

A metodologia usada é a mesma empregada pelo Instituto Nacional do
Cancer (INC). ®

Para a realizagdo da triagem in vitro foram selecionadas as linhagens de
culturas de células tumorais humanas: MCF-7 (mama), NCI-ADR (mama com
fendtipo de resisténcia a multiplas drogas), UACC-62 (melanoma), NCI-460
(pulmao), PCO-3 (prostata), HT-29 (colon), OVCAR (ovario), 786-0 (rim) e K-562
(leucemia). Essas linhagens séo cultivadas em RPMI com 5% de soro fetal bovino
inativado, em atmosfera de 5% de CO, a 37 °C e ambiente umido.

Os testes de atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais
humanas foram realizadas com as fragcdes acidas etérea e hexanica da casca da raiz
de Zanthoxylum rhoifolium, fracdo basica cloroférmica, juntamente com as
substancias puras isoladas desta parte vegetal da planta em estudo, como os
alcaloides benzofenantridinicos boconolina (42), diidrocheleritrina (39), zantoxilina
(10), 6-acetonildiidroavicina (71), diidroavicina (38), cheleritrina (2), rhoifolina A (6),
as lignanas dibenzilbutirolacténicas Kaerofilina (117) e gadaina (120).

Para a realizagdo dos testes, as amostras acima mencionadas foram

diluidas em dimetilsulféxido de sédio (DMSO) na concentracdo de 1 mg/ml
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resultando em solugdes estoques. Para a adicdo na cultura de células, estas
solugdes foram diluidas pelo menos 400 vezes em RPMI/SFB/gentamicina, evitando
a atividade do DMSO.

Para o teste de atividade, foram plaqueados 100 ul de células em meio
RPMI/SFB/gentamicina, nas suas respectivas densidades de inoculagédo, em placas
de 96 compartimentos. Estas placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO, e ambiente umido, para readaptagédo ao ambiente. Depois
desse periodo uma placa controle foi fixada através da adicdo de acido
tricloroacético para determinagao da quantidade de células no momento da adi¢ao
das drogas. Nas demais placas foram adicionadas as drogas nas concentragdes de
0,25; 2,5; 25 e 250 pg/ml e incubadas por 48 horas. Apos este periodo, As placas de
96 compartimentos foram centrifugadas por 3 minutos a 2000 rpm, e fixadas com 50
ul de acido tricloroacético a 50% (TCA) para as células aderidas e 80% para as
células em suspensao (leucemia). Para completar a fixagdo celular, as placas foram
incubadas por 1 hora a 4 °C. Apés esse tempo, foram submetidas a quatro lavagens
consecutivas com agua destilada para a remocéao dos residuos de TCA, meio, SFB e
metabdlitos secundarios. Estas placas foram mantidas em temperatura ambiente até
a secagem completa.

Em seguida, as placas foram coradas pela adigdo de 50 pul do corante
protéico sulforrodamina B (SRB) a 0,4 % (peso/volume), dissolvido em acido acético
a 1 %, e incubadas a 4 °C, durante 30 minutos. Apds esse periodo, as placas foram
lavadas por 4 vezes consecutivas com uma solugao de acido acético 1%. O residuo
da solugdo de lavagem foi removido e as placas foram novamente secas a

temperatura ambiente.

O corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com uma solugéo de
Trizma Base na concentragdo de 10 uM e pH 10,5 por 5 minutos em ultra-som. A
leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 560 nm em um leitor de
microplacas.

Para analise dos resultados, foram calculadas as médias das absorbéancias
descontadas de seus respectivos brancos, e calculada a porcentagem de inibicdo de

crescimento.
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Com os dados obtidos, foram construidos graficos relacionando a
porcentagem de inibicdo de crescimento com a concentragdo da substancia teste.

Como controle positivo foi padronizado o quimioterapico doxorrubicina.
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5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Em continuacdo ao nosso estudo sobre plantas pertencentes a familia
Rutaceae, desenvolvemos neste trabalho a analise de uma planta do género
Zanthoxylum, mais especificamente a espécie Zanthoxylum rhoifolium. As fragdes
estudadas neste trabalho foram as fragbes acidas, a saber, as fragdes hexanica,
etérea e acetato de etila, em razdo de que as fragbes basicas hexanica e
cloroférmica, ja haviam sido analisadas anteriormente.? Estas foram submetidas ao

estudo da atividade antitumoral, antimicrobiano e antioxidante.
5.1 Compostos isolados de Zanthoxylum rhoifolium

A investigagdo das fragdes acidas permitiu o isolamento e a determinagao
estrutural de quatro alcaléides benzofenantridinicos, identificados como sendo

alcaldides ja isolados anteriormente e denominados de diidrocheleritrina (39), 7® 7" ¢

66, 78-80 68,80 80-82,

bocconolina (42), cheleritrina (2) e 6-acetonildiidrocheleritrina (33).
®8.77 Juntamente com estes quatro alcaldides, foram isoladas trés lignanas. Uma foi
identificada como sendo a estrutura da lignana sesamina, de estrutura (114), comum
no género Zanthoxylum. 3-8

As outras duas, foram identificadas como sendo lignanas pertencentes a
classe benzilbutirolactonicas, denominadas de kaerofilina (117) ®° e gadaina (120). ®

As estruturas das substancias isoladas neste trabalho foram determinadas
com base em dados espectroscopicos de RMN de 'H e *C unidimensionais e
bidimensionais, homonucleares e heteronucleares (COSY, HMQC, HMBC),
espectrometria de massas e através da comparagao dos dados obtidos a partir do
ponto de fusdo. Juntamente com estes dados utilizaram-se ainda substancias puras,
que foram usadas como referéncias padroes em CCD. Além disso, foi possivel
atribuir dados de deslocamentos quimicos de hidrogénios e de carbonos para todas
as estruturas. Para algumas delas foi possivel comparar dados de deslocamentos

com dados da literatura.

5.2 Alcaldides isoquinolinicos
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Esta classe de alcaldides € a mais comum em plantas pertencentes a familia

8 o a esta classe de metabolitos sdo atribuidas uma variedade de

Rutaceae
atividades farmacoldgicas, principalmente por serem precursores de moléculas
terapicas como a morfina, papaverina e berberina. Dentro desta classe, os alcaldides
benzofenantridinicos sdo os mais comuns e terdo uma maior énfase, por serem

estes umas das classes de metabdlitos isoladas e discutidas neste trabalho.
5.3 Alcaldides benzofenantridinicos

Neste trabalho foram isolados quatro alcaldides benzofenantridinicos da
casca da raiz de Zanthoxylum rhoifolium, codificadas como 6AC (39), 9AC (42), 10A
(2) e R10 (33). Suas estruturas foram confirmadas através da analise de RMN de 'H
e "*C uni-e bidimensional e por meio de comparagdes com os dados descritos na

literatura.
5.3.1 Diidrocheleritrina (39)

O referido composto foi isolado das fragdes hexanica e etérea em grande
quantidade e apresentou-se na forma de um solido amarelo. Em CCD, mostrou-se
puro e reagiu positivamente quando se utilizou o reagente de Dragendorff como
revelador, indicando a presenga de um nitrogénio basico, caracteristico de
alcaloides.

Apés analisar a substéncia por meétodos fisicos, como Ressonancia
Magnética Nuclear de 'H e 3C e comparar estes dados com os presentes na
literatura, ®* foi possivel propor a estrutura (39) para este alcaldide. A estrutura da
substancia corresponde a mesma de um alcaldide ja isolado anteriormente e

denominado de Diidrocheleritrina.
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5.3.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear de *H

O espectro de RMN de "H de diidrocheleritrina (Fig.1A e 1B, pag. 61 e 62),
permitiu a atribuicdo de sinais de varios protons presentes na estrutura (39). Neste
espectro, observa-se a presenga de um intenso singleto (3H, s) a 6=2,58 ppm, o que
sugere a presenca de um nitrogénio metilado na estrutura. Além disso, foi possivel
constatar a presenca de quatro hidrogénios aromaticos, na forma de dubletos com
constantes de acoplamento J=8,54 Hz, sugerindo uma relagdo orto em cada par.

Dois sinais, um a 6=3,86 ppm e o outro a 6=3,90 ppm, ambos com
integracdo para trés protons, foram atribuidos aos dois grupos metoxilas (-O-CHs)
presentes na estrutura (39), correspondentes aos protons H-15 e H-16. Em adicéo a
estes sinais, observou-se um que ressona a 6=6,01ppm, com integragdo para dois
hidrogénios, referente ao grupo metilenodioxila (-O-CH»-O-). Este resultado foi

confirmado pela analise do espectro de RMN de DEPT 135°, onde aparece um sinal

em 6=48,73 ppm de amplitude negativa.

16 |15
14

-
[

58767

1.978

TTE—
g
6% _

o
o
I
w
o
=1



62

Figura 1A: Espectro de RMN 'H, a 200 MHz, de Diidrocheleritrina (39) em CDCl;
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Figura 1B: Espectro de RMN 'H Expandido (6,89-7,70 ppm), de
Diidrocheleritrina (39) em CDCls,

5.3.1.3 Andlise do espectro COSY *H-'H

Com a finalidade de determinar corretamente a posi¢ao e a vizinhanga dos
hidrogénios da estrutura (39), foi realizado um experimento COSY.

Através da analise deste espectro (Fig.2, pag. 63) foi possivel identificar a
existéncia de dois sistemas de spins, cada um formado por dois prétons aromaticos,

com relacéo orto entre si.
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Figura 2: Espectro de RMN 2D, COSY Expandido regido espectral dos
aromaticos de Diidrocheleritrina (39) em CDCl3

5.3.1.4 Andlise Ressonancia Magnética Nuclear de **C

O espectro totalmente desacoplado de C (Fig. 3A e 3B, pag. 64),
apresentou vinte e um sinais numa regido espectral compreendida entre 6=41,25-
152,24 ppm. Utilizando-se o espectro DEPT 135° (Fig. 4, pag. 65), pode-se observar
que a estrutura € composta por dois carbonos metilénicos (CH,), seis metinicos

(CH), trés metilicos (CH3) e dez carbonos quaternarios. Os sinais dos carbonos
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quaternarios encontram-se na regido espectral caracteristica dos aromaticos,
compreendida entre 6=124,21- 152,24 ppm. Os deslocamentos quimicos de RMN de
'"H e ®C da estrutura descrita acima, comparados com os dados da literatura %

estdo na Tabela 5, pagina 65.
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Figura 3A: Espectro de RMN '*C de Diidrocheleritrina (39) em CDCl3
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Figura 3B: Espectro de RMN "*C Expandido (100-132 ppm) de Diidrocheleritrina
(39) em CDCl3
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Tabela 5: Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN 'H- (400 MHz) e *C- (100 MHz)

de Diidrocheleritrina (39) em CDCl3

Posic 5'H (ppm)  J(Hz)  3"C(ppm)  &'H (ppm)*  5"°C (ppm)™
a1O 7,09 (s) - 104,30 7,11 (s) 104,3
2 - - 147,44 - 148,0
3 - - 148,03 - 147 4
4 7,66 (s) - 100,69 7,67 (s) 100,7
4a - - 126,35 - 126,3
4b - - 142,67 - 142,7
6 4,28 (s) - 48,73 4,29 (s) 48,7
6a - - 126,23 - 126,2
7 - - 146,14 - 146,1
8 - - 152,24 - 152,2
9 6,91 (d) Jg, 10=8,54 111,03 6,94 (d, J=8,5Hz) 111,0
10 7,47 (d)  J10,0=8,54 118,61 7,51 (d, J=8,5Hz) 118,6
10a - - 126,19 - 126,2
10b - - 124,21 - 124,2



11
12
12a
13
14
15
16

7,68 (d)
7,45 (d)

6,01 (s)
2,58 (s)
3,86 (s)
3,90 (s)

J11,12=8,50
J12,11=8,50

120,07
123,74
130,80
100,95
41,25
61,00
55,78

7,70 (d, J=8,6Hz)

7,48 (d, J=8,6Hz)
6,04 (s
2,59 (s
3,87 (
3,92 (s

S

)
)
)
)

120,1
123,7
130,8
101,0
41,2
61,0
55,8
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5.3.2 6-Acetonildiidrocheleritrina (33)

Este alcaldide foi isolado da fracédo etérea acida, em pequena quantidade (5
mg). Foi identificado, principalmente, através da analise de RMN de 'H e °C, e da

comparagdo com dados espectrais descritos na literatura. &

Este alcaldide de formula molecular C,4H23NO5 apresenta uma estrutura muito
semelhante a estrutura do composto diidrocheleritrina (39), com a unica diferenga

que este alcaldide (33), tem um substituinte acetonil na posi¢céo C-6.

5.3.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear de *H

Através da analise do espectro de RMN de 'H de 6-Acetonildiidrocheleritrina
(Fig. 5A, 5B e 5C, pag. 68 e 69) pode-se observar, assim como no espectro de RMN
de 'H de diidrocheleritrina, quatro prétons aromaticos na forma de dubletos com J=
8,5 Hz, sugerindo uma relacdo orto em cada par. Dois destes protons foram
atribuidos ao anel D, especificamente nas posi¢coes 9 e 10, e os outros dois ao anel
B, nas posicdes 11 e 12.

Em adigdo aos sinais observados no espectro de RMN de 'H de 39 (Fig. 5A,
5B e 5C, pag. 68 e 69), é observado uma absorgdo em 6=5,02 ppm, na forma de um
duplo dubleto (1H, J=3,6 e 11,12 Hz), atribuido ao préton H-6 ligado a um carbono
metinico quiral, vizinho ao grupo metilénico diastereotopico. Os dois sinais do grupo
metilénico podem ser observados a 6=2,23 (H-15a) e a 6=2,55 ppm (H-15b), ambos
na forma de duplo dubletos, com constantes de acoplamento J=3,6 € 14,96 Hz e J=
11,12 e 14,96 Hz, respectivamente.

Os deslocamentos quimicos, as constantes de acoplamento e as
multiplicidades de todos os sinais dos protons da estrutura molecular de 6-

Acetonildiidrocheleritrina, encontram-se na Tabela 6, pagina 71.
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Figura 5C: Espectro de RMN 'H Expandido (2,0-5,1ppm), de 6-
Acetonildiidrocheleritrina (33) em CDCls,

5.3.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear de **C

No espectro de carbono totalmente desacoplado (Fig. 6A e 6B, pag. 70)
observou-se a presenga de vinte e quatro sinais em uma regiao espectral de &
=31,05 a 0=207,42 ppm. A composicdo da estrutura € de onze carbonos
quaternarios, sete metinicos (CH), dois metilénicos (CH2) e quatro metilicos (CHs).

O espectro de RMN de *C mostra sinais caracteristicos a 5=46,92; 207,42
e 31,05 ppm proprio dos carbonos metilénico, carbonil e metil, respectivamente, do
grupo acetonil ligado ao C-6 da posicdo 6. Em 6=101,02 ppm aparece um sinal de
amplitude negativa (C-13), caracteristico de carbono metilénico do grupo
metilenodioxila.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos que constituem a estrutura do

alcaloide 6-Acetonildiidrocheleritrina sdo encontrados na Tabela 6, pagina 71.
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Tabela 6: Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN 'H- (400 MHz) e "*C- (100 MHz)
de 6-Acetonildiidrocheleritrina (33) em CDCl;

Posi¢do §'H (ppm) J (Hz) 8"°C (ppm) &'H (ppm)*° 8"3C (ppm)®°
1 7.07 (3) - 104,35 7,08 (s) 104,2
2 - - 147,60 - 147,5
3 - - 148,17 - 148,1
4 7,49 (s) - 100,69 7,51 (s) 100,5
4a - - 127,40 - 127,2
4b - - 139,37 - 139,2
6  502(dd) Jora=3,6: Jo ne=11,12 5495 5,03 (dd) 54.8
6a - - 128,25 - 128,1
. - - 14563 - 1454
8 - - 152,18 - 152,0
9 6,93 (d) Jo 10=8,56 111,67 6,94 (d, J=8,7Hz) 111,4
10 7,51(d) J10,¢=8,56 118,78 7,53 (d, J=8,7Hz) 118,7

10a - - 124,89 - 124,7
10b - - 123,32 - 123,2
11 7,68(d) Ji1 12=8,56 119,78 7,70 (d, J=8,7Hz) 119,7
12 7.45(d) J12,11=8,56 123,84 746 (d, J=8,7Hz) 1237
12a - - 131,11 - 130,9
13 6,01 (d) J=1,24 101,02 6,02 (s) 101,0
14 2,62(s) ; 42,81 2,63 (s) 41,2
152 2,23 (dd) Juamp=14,96; Jas=3,6 46,92 2,25 (dd, Jap=14.9; 467

Jas=3,6Hz)

15b 2,55 (dd) Jrpra=14,96:Jnp6=11,12 - 257 (dd) -

16 - - 207,42 - 207,0
17 2,03 (s) - 31,05 2,05 (s) 31,0
18 3,90 (s) i 60,96 3,91 (s) 60,9

19 3,93 (s) - 55,85 3,94 (s) 55,7
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5.3.3 Cheleritrina (2)

Este composto foi isolado da subfragdo IX da fracédo etérea acida, em grande
quantidade (478 mg). Este alcaléide € um sal quaternario de coloragdo amarelo
brilhante na forma de cristais. Este membro da classe dos benzofenantridinicos é
conhecido desde 1839, * e ocorre em muitas espécies de plantas da familia
Rutaceae.

Apresenta uma semelhanga estrutural com os dois alcaléides descritos
anteriormente, o diidrocheleritrina (33) e o 6-Acetonildiidrocheleritrina (39), porém
possui um sinal em 6=9,92 ppm, o que sugere um hidrogénio na posicdo C-6 do
sistema e que este anel &€ aromatico, ndo possuindo portanto nenhum substituinte
nesta posicao, caracteristica que diferencia um sistema benzofenantridinico de um
dihidrobenzofenantridinico. Os dados espectrais de RMN de 'H foram comparados
com os dados encontrados na literatura ** e a estrutura do alcaldide cheleritrina foi

confirmada, n&o tendo, portanto a necessidade de realizar os demais experimentos.

(2)

5.3.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear de *H de Cheleritrina

No espectro de RMN de 'H deste alcaldide (Fig.7, pag. 73), foi possivel
identificar dois singletos intensos, um a 8=3,99 ppm e o outro a 8=4,07 ppm, ambos
com integracdo para trés hidrogénios, que foram atribuidos a duas metoxilas. A
presenca do grupo metilenodioxila é evidenciada pelo sinal que ressona em & =6,22
ppm.

Além destes sinais discutidos acima, observa-se ainda a presenca de um
intenso singleto em 6=4,87 ppm (3H, s), caracteristico de um grupo metil ligado a um

atomo de nitrogénio quaternario.
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Figura 7: Espectro de RMN de 'H de Cheleritrina (2) em DMSO

Tabela 7: Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN "H- (400 MHz) e "*C- (100 MHz)
de Cheleritrina (2) em DMSO

Posicdo  &'H (ppm)  J (H2) 5'H (ppm)®

1 7,57 (s) - 7,57 (s)

2 - - -

3 - - -

4 8,14 (s) - 8,15 (s)
4a - - -
4b - - -

6 9,92 (s) - 9,89 (s)

6a - - -



8 - - -
9 8,61 (d) Jo 10=8,6 8,72 (d, J=9,6 Hz)
10 8,12(d)  J10,9=8,6 8,22 (d, J=9,6 Hz)

10a - - -

10b - - -

11 8,59 (d)  J41,12=9,5 8,67 (d, J=9,6 Hz)
12 8,11 (d) J12,11=9,5 8,27 (d, J=9,6 Hz)

12a - - -

13 6,22 (s) - 6,31 (s)

14 4,87 (s) - 5,12 (s)

15 4,07 (s) - 4,44 (s)
16 4,01 (s) -

4,26( s)
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5.3.4 Bocconolina (42)

Este alcaloide teve sua férmula molecular determinada (C22H21NOs) com base
em seus dados espectrais de RMN de 'H, o qual apresentou caracteristicas de um
esqueleto benzofenantridinico. Os dados espectrais foram comparados com os

% e dados de ponto de fusdo, o que facilitou a

dados relatados na literatura,
determinacao estrutural, ndo tendo necessidades de realizar espectros de RMN de
13C.

Apresenta semelhanga estrutural com os demais alcaldides discutidos
anteriormente, porém, a principal diferenca é a de que este possui um substituinte
hidroximetil (-CH,OH) na posicdo C-6, ao invés de um grupo acetonil como

observado em 6-Acetonildiidrocheleritrina (39).

OCHs3 CH,OH

(42)

5.3.4.1 Ressonancia Magnética Nuclear de *H de Boconolina

Através da analise do espectro de RMN de 'H (Fig. 8A e 8B, pag. 76 e 77)
podemos observar a presenca de dois grupos metoxilas em 6=3,89 e 6=3,92 ppm,
ambos com integracdo para 3H na forma de singletos. Em adicdo a estes sinais
observa-se ainda um intenso singleto em 6=6,02 ppm (2H, s) correspondente ao
grupo metilenodioxila e um grupo metil (3H, s) ligado a um atomo de nitrogénio, com
deslocamento de 6=2,71 ppm, conferindo a este composto caracteristicas basicas.

Este alcaldide apresenta um nucleo diiidrocheleritrina substituido na posicéo
C-6 (C1H30). A principal caracteristica do espectro de RMN 'H é a presenca de um
grupo metilénico em 6=3,09 ppm (1H, t, J=10,6 Hz) e 6=3,48 ppm (1H, dd, J=4,84 e

10,6 Hz), o qual acopla com um hidrogénio vicinal que absorve a 6=4,65 ppm, na
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forma de um duplo dubleto com constantes de acoplamento J=10,56 e 4,84 Hz, que
pode ser atribuido a um sistema CH-CH,OH.

Os hidrogénios aromaticos apresentam o mesmo sistema de spins

encontrados para os outros trés alcaldides benzofenantridinicos descritos acima. Um

deles compreende dois protons na forma de dubletos com J=8,56 Hz, referente aos

protons H-9 e H-10 a 6=6,94 e 7,51 ppm, respectivamente. O outro sistema pertence

aos proétons H-11 e H-12, ambos dubletos com J=8,6 Hz, o que sugere uma relagao

orto entre si.
1716
14
CH30
17
OCH3 CH,OH
16 15
1 3
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Figura 8A: Espectro de RMN 'H de Bocconolina (42) em CDCls
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Figura 8B: Espectro de RMN 'H Expandido (6,0-7,8 ppm) de Bocconolina (42), em
CDCl3

Tabela 8: Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN 'H- (400 MHz) e "*C- (100 MHz)
de Bocconolina (42) em CDCl3

Posicao &'H (ppm) J (Hz) 8'H (ppm) *°

1 7,09 (s) - 7.11(s)

2 - - -

3 - - -

4 7,63 (s) - 7,65(s)

4a - - -

4b - - -

6  465(dd) Jo 15=10,56; Jo15=4,84  4,65(dd) J=10,5 e 5Hz
6a - - -

7 - - -

8 - - -

9 6,94(d) Jo, 10=8,56 6,96 (d) J=8,8Hz
10  7,51(d) J10,6=8,56 7,54 (d) J=8,8Hz
10a - - -
10b - - -

11 7,66 (d) J11. 12=8,60 7,70 (d) J=8,6Hz
12 7,46 (d) J12 11=8,60 7,49 (d) J=8,6Hz
12a - - -

13 6,02(d) J=3,24 6,03 (s)



14
15a
15b

16

17

2,71 (s)
3,09 (1)
3,48 (dd)
3,89 (s)
3,92 (s)

J=10,6
J1sb,15a=4,84; J15p,6=10,56

78

2,74 (s)

3,09 (t) J=10,5Hz
3,47 (dd) J=10,5 e 5Hz
3,92 (s)

3,95 (s)
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5.4 Lighanas dibenzilbutirolacténicas

Lignanas s&o uma classe de metabodlitos secundarios amplamente
distribuidos na natureza e exibem uma variedade de tipos estruturais. Sao
encontradas em varios géneros da familia Rutaceae. °% 8¢

Neste trabalho foram isoladas trés lignanas, entre elas a sesamina
codificada como 3AC e duas outras lignanas pertencentes a classe
dibenzilbutirolacténica, Kaerofilina (8AC) e Gadaina (4AC). Ambas as lignanas ja

65,63

foram descritas anteriormente na literatura, porém foram isoladas pela primeira

vez da espécie Zanthoxylum rhoifolium.

5.4.1 Kaerofilina 117

Esta lignana foi isolada da fracdo hexanica acida e da etérea acida. Sua
estrutura foi determinada a partir da analise dos dados de RMN de 'H e *C, bem
como da analise de espectros complementares como COSY, HMQC e HMBC. Os

dados espectrais foram comparados com os dados obtidos da literatura. ®°
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5.4.1.1 Espectrometria de Massas de Kaerofilina

Através da analise do espectro de massas (Figura 9) de Kaerofilina, foi
possivel identificar o pico ion molecular & m/z= 368 (M"), o qual juntamente com a
analise dos espectros de 'H e "*C, sugeriu C21H200¢ como férmula molecular para
esta lignana. Além disso, 0 espectro apresenta dois principais fragmentos, um em
m/z= 233 (C43H4304) e o0 outro em m/z= 135 (CgH70O>), 0s quais sugerem a presenca

de um grupo metilenodioxibenzil.

PEundance
135

350000

150000
177

51
100000

368

o 255 281297 321339 396 429 461 481 504522 542
| t 1 J RN R LR ) LA AE L AR s LA LR L
miz-> 40 60 80 *°" 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540

Figura 9: Espectro de Massas de Kaerofilina

5.4.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear de *H

O espectro de RMN de 'H de Kaerofilina (Fig. 10A e 10B, pag. 82), permitiu
atribuir os sinais dos prétons presentes na estrutura 117. Neste espectro observa-se
a presenca de um intenso singleto, com integracao para dois prétons, a 6=5,92 ppm,
caracteristico de um grupo metilenodioxila ligado a um anel aromatico e também a
presenca de dois intensos singletos, ambos com integragao para trés prétons, em
6=3,90 e 3,93 ppm, os quais indicam a existéncia de dois grupos metoxilas ligados

as posigdes 3 e 4 do anel aromatico, respectivamente.
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Em adicdo a estes sinais, sdo também observados sete sinais referentes aos
prétons localizados em campo baixo do espectro de RMN de 'H (§=6,62-7,52 ppm),
pertencentes aos dois anéis benzénicos do tipo 1, 3, 4 substituidos e ao grupo
benzilideno. Portanto o espectro indica dois grupos de anéis aromaticos
trissubstituidos, a 8=7,05 ppm (1H, d, J=1,96 Hz, H-2), §=6,94 ppm (1H, d, J=8,4 Hz,
H-5), 6=7,21 ppm (1H, dd, J=8,4 e 1,96 Hz, H-6); e 0 segundo grupo compreende 0s
seguintes sinais a 6=6,65 ppm (1H, d, J=1,64 Hz, H-2’), 6=6,72 ppm (1H, d, J=7,84
Hz, H-5’), 6=6,62 ppm (1H, dd, J=7,84 e 1,64 Hz, H-6’). J& em campo mais baixo do
espectro de RMN de 'H, encontra-se um dubleto referente ao préton H-7 (5=7,52
ppm, 1H, J=1,76 Hz), da dupla ligagdo exociclica, caracteristico de lignanas
insaturadas.

Além desses sinais, foi observada a presenca de dois prétons metilénicos
diastereotopicos (H-9’) a 6=4,25 ppm na forma de um multipleto, referente ao anel
butirolacténico. Um outro sinal com absorgéo a 6=3,80 ppm com integragcdo para um
hidrogénio na forma de um multipleto foi atribuido ao préton ligado a um carbono
metinico quiral, vizinho ao grupo metilénico diastereotdpico discutido anteriormente.
Ligado a este carbono metinico quiral tem-se um segundo grupo de prétons
metilénicos diastereotépicos (H-7" a e H-7' b), que ressonam a 6=3,03 e 2,61 ppm,
ambos na forma de duplo dubletos, com uma constante de acoplamento J=14,4 e
4,32 Hz e J=14,4 e 10,16 Hz, respectivamente. Este sistema de spins foi confirmado

pelo espectro de COSY, descrito posteriormente.
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Figura 10A: Espectro de RMN 'H de kaerofilina (117) em CDCl3

Figura 10B: Espectro de RMN 'H Expandido (6,6-7,6 ppm), de kaerofilina
(117) em CDCl3

5.4.1.3 Ressonancia Magnética Nuclear 2D, COSY *H-'H de kaerofilina

O espectro de COSY (Fig. 11A, 11B e 11C, pag. 84, 85 e 86) foi realizado com o

objetivo de determinar corretamente a posicdo e a vizinhangca dos hidrogénios

presentes na estrutura da lignana 8AC.
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Ao analisar o espectro COSY de 117, foi possivel observar trés sistemas de
spins. Os dois primeiros ocorrem entre os protons aromaticos dos anéis benzénicos
trissubstituidos A e B, e um terceiro sistema apresenta os dois prétons metilénicos
diastereotopicos H-9’ e o préton H-8' do carbono metinico quiral, o qual por sua vez
esta ligado aos prétons metilénicos diastereotépicos H-7"a e H-7’b.

Um dos sistemas de spins que contém os protons aromaticos do anel A
apresenta uma relagdo orto entre os protons H-5 e H-6, o qual por sua vez possui
uma relacdo meta com o préton H-2, com uma constante de acoplamento em torno
de 2 Hz. Ja o préton H-2 possui uma pequena correlagdo a longa distdncia com o
préton H-7. O outro sistema é correspondente aos hidrogénios aromaticos do anel B,
que inclui o préton H-5', o qual mantém uma relagdo orto com o préton H-6’ (J=7,84
Hz), que por sua vez possui uma relagdo meta com o proton H-2’.

A Figura abaixo mostra as correlagdes observadas no espectro COSY de
117.
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5.4.1.4 Andlise do espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de **C

A andlise do espectro de RMN de ®C (Fig. 12A e 12B, pag. 88) permitiu
identificar vinte e um sinais em uma regido espectral compreendida entre 6=37,68-
172,48 ppm. Com o auxilio do espectro de DEPT 135° foi possivel determinar a
multiplicidade dos sinais referentes aos vinte e um carbonos. Desta forma tem-se
que a composicao da estrutura é de oito carbonos quaternarios, oito metinicos (CH),
trés metilénicos (CH;) e dois metilicos (CHs).

O experimento DEPT 135° (Fig. 13, pag. 89) confirmou a presenca de dois
grupos metilénicos, um ligado a um atomo de oxigénio em 6=69,44 ppm C-9’ e o
outro correspondente ao carbono 6=37,36 ppm, C-7’, juntamente com um terceiro
CH; correspondente ao carbono do grupo metilenodioxila (6=100,99 ppm). Os sinais
referentes aos dois carbonos metilicos das metoxilas encontram-se em 6=55,94 e
55,93 ppm, resultando em unico sinal. Os carbonos metinicos, bem como os
quaternarios sao encontrados em uma regido espectral compreendida entre
6=150,67 ppm e 6=108,38 ppm, caracteristica de aromaticos e olefinicos. Em
0=172,42 ppm aparece um sinal pertencente ao carbono carbonilico do anel
butirolacténico. Os sinais dos carbonos quaternarios foram identificados
corretamente com o auxilio do espectro HMBC, discutido posteriormente.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos que formam a estrutura da referida

lignana, encontram-se na Tabela 9, pagina 94.
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Figura 13: Espectro de DEPT 135° de kaerofilina (117) em CDCls.
5.4.1.5 Espectros de HMQC e HMBC de Kaerofilina

Através da analise dos espectros de HMQC e HMBC, foi possivel confirmar
inequivocamente os deslocamentos quimicos de 'H e *C da estrutura 117.

O espectro HMQC (Fig. 14A e 14B, pag. 90 e 91), possibilitou a confirmagao
dos deslocamentos quimicos dos carbonos protonados da estrutura, correlacionando
cada um dos carbonos com seu respectivo hidrogénio. Foi através da analise deste
espectro que se observou o grupo metilénico (C-7’), vizinho do carbono quiral C-8’,
com sendo um carbono diastereotdpico. Os dois protons geminais que absorvem em
campos diferentes 6=3,03 e 2,61 ppm, correlacionam com o mesmo carbono a 6=
37,36 ppm. E possivel observar ainda a correlagdo de ambos os sinais dos
hidrogénios referentes as duas metoxilas, com um Unico sinal no espectro de "°C, o

que demonstra um deslocamento equivalente.
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Figura 14B: Espectro de RMN 2D HMQC Expandido (5,5-7,8 ppm) de
kaerofilina (117) em CDCl3

Através da analise do espectro de HMBC (Fig. 15A e 15B, pag. 92 e 93), foi
possivel atribuir os deslocamentos quimicos dos carbonos quaternarios e,
principalmente os pertencentes aos sistemas aromaticos e confirmar os demais

carbonos protonados.

Neste espectro, as correlagdes a longa distancia via 3hc e “u.c foram
observados entre alguns sinais: via (*Ju.c), 0 préton H-6 que absorve em §=7,21 ppm
mostra correlagdo com C-3 a 6=150,67 ppm, enquanto que o proton H-5 a 6=6,94
ppm correlaciona-se com o carbono C-3 via 3Ju.c. Referente as correlagdes via 3JH-C,
observa-se que o préton H-2 a 6=7,05 ppm, apresenta correlacbes com os C-6 a 6=

123,54 ppm e com o C-7 a 6=137,34 ppm, enquanto que o préton H-5 a 6=6,94 ppm,
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correlaciona-se com os carbonos C-1 e C-3 a 6=126,83 ppm e a 6=150,67 ppm,
respectivamente.

Além dessas correlagbes mostradas, o espectro HMBC possibilitou observar
outras correlagdes importantes para a elucidacédo da estrutura desta lignana. A figura
15A e 15B abaixo e a Tabela 9 na pagina 94, mostram as demais correlagdes

observadas neste espectro.
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Figura 15A: Espectro de RMN 2D HMBC Expandido (6,4-7,7 ppm) de
kaerofilina (117) em CDCl3
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Tabela 9: Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN 'H- (400 MHz) e "*C- (100 MHz)
de kaerofilina (117) em CDCl;

Posigdo  5'H (ppm) J(Hz) 8"C(ppm) M (ppm)”  5C (ppm)” HMBC
1 - - 126,83 - 126,8 -
2 7,05 (d) Ja6=1,96 112,91 7,03 (d, J=2Hz) 112,9 C-3, C-4, C-6, C-7
3 - - 150,67 - 150,7 -
4 - - 149,07 - 1491 -
5 6,94 (d) J56=8,4 111,28 6,93 (d, J=8,4 Hz) 111,2 C-1, C-3, C-4
6 7,21 (dd)  Jos5=8,4 ; Js2=1,96 123,54 7,20 (dd, J=8,4 ; 123,6 C-2,C-3,C-7
J=2,0Hz)
7 7,52 (d) J75=1,76 137,34 7,51 (d, J=1,90Hz) 137,4 C-2, C-6, C-8, C-8, C-9
8 - - 125,61 - 125,6 -
9 - - 172,48 - 172,6 -
1 - - 131,42 - 131,5 -
2 6,65 (d) Jo g=1,64 108,97 6,63 (d, J=1,60Hz) 109,0 C-3,C-4,C-6,C-7
3 - - 147,90 - 148,0 -
4 - - 146,49 - 146,5 -
5 6,72 (d) Js 6=7,84 108,38 6,71 (d, J=7,8Hz) 108,5 C-1,C-3, C-4’
6 6,62 (dd) Jg5=7,84 Jg=1,64 121,87 6,61 (dd, J=7,8 ; 121,9 C-2', C-4, C-T
J=1,6)
7a 3,03 (dd) Jra 7=144; 37,36 3,02 (dd, J=14,4 37,4 c-1',c-2',C-6',C-8',CY’
J7a'8=4,32 J=4,2Hz)
7b  261(dd)  Jwra=144; - 2,59 (dd, J=14,4 ; - ;
J7v6=10,16 J=10,3Hz)
8 3,80 (m) - 39,57 3,80 (m) 39,7 -
9 4,25 (m) - 69,44 4,25 (m) 69,5 C-7
3-OCH; 3,90 (s) - 55,94 3,89 (s) 56 C-3,C-4
4-OCH; 3,93 (s) - 55,93 3,92 (s) 55,9 C-3,C-4
- 5,92 100,99 5,91 100,1 c-4
OCH,0- (A,B;Jap=1,4Hz)
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5.4.2 Gadaina 120

A lignana gadaina foi isolada tanto da fracdo hexéanica acida como da etérea
acida, na forma de um sdlido cristalino. A estrutura deste metabdlito foi proposta com
base em dados espectrais de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '°C, uni-e
bidimensionais homo-e heteronucleares, bem como da analise de Espectrometria de
Massas. Trata-se de um lignana dibenzilbutirolacténica gadaina (120), ja isolada

anteriormente, & porém inédita nesta espécie.

(120)

5.4.2.1 Espectrometria de Massas de Gadaina

No espectro de massas (Fig. 16, pag. 96) desta substancia foi possivel
observarmos uma diferenga com relacdo ao espectro da lignana discutida
anteriormente. Neste, o pico ion molecular apareceu a m/z=352(M"), e com o auxilio
das analises dos espectros de 'H e *C sugerem CyH160s como formula molecular
para este metabdlito. Além do ion molecular, fragmentos caracteristicos foram
observados a m/z=217, 159, 135 (pico base) e 77, no espectro de massas. Os picos

em m/z=217 e 135 resultam da clivagem benzilica na posigao 7’-8’.
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Figura 16: Espectro de Massa de Gadaina 120

5.4.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear de 'H de Gadaina

Pelo espectro de RMN de "H de Gadaina (120) (Fig 17A e 17B, pag. 97 e 98),
pode-se deduzir que esta substancia apresenta uma estrutura muito semelhante a
do metabdlito discutido anteriormente (Kaerofilina). Trata-se de uma lignana
dibenzilbutirolactbnica, porém a principal diferenga entre as duas lignanas é a
auséncia dos dois grupos metoxilas na estrutura de Gadaina, e o surgimento de um
segundo grupo metilenodioxila.

A analise do espectro de RMN de 'H comprova a presenca de dois grupos
metilenodioxilas ligados aos anéis aromaticos A e B, os quais absorvem
respectivamente em §=6,01 e a 6=5,89 ppm. O espectro de RMN 'H exibe ainda
sinais caracteristicos de lignanas dibenzilbutirolacténicas, como dois duplos dubletos
em 6=2,56 e 2,96 ppm referentes aos protons metilénicos benzilicos H-7"a e H-7’ b,
respectivamente. Este modelo sugere que o carbono vizinho a este carbono vizinho
a este carbono metilénico € um metinico quiral, cujo préton ligado a ele, H-8 absorve
em 6=3,71 ppm na forma de um multipleto. Em adicéo a estes sinais, um segundo

grupo metilénico ligado a um atomo de oxigénio, exibe um multipleto em 8=4,22 ppm
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e correlaciona-se com o proton H-8' vizinho a ele. Este sistema de spins pode ser
observado no espectro de COSY, discutido posteriormente.

O sistema de spins dos protons aromaticos descritos para kaerofilina é o
mesmo observado para Gadaina, porém com algumas diferengas de deslocamentos
quimicos, o que indica que ocorreu uma substituicio em um dos anéis aromaticos.
Os hidrogénios aromaticos do anel A correspondem ao H-2 em 6=7,00 ppm (1H, d,
J=1,5 Hz), H-5 e 3=6,84 ppm (1H, d, J=8,04 Hz) e H-6 a 6=7,05 ppm (1H, dd, J=8,04
e 1,5 Hz). Um segundo sistema observado se refere aos prétons aromaticos do anel
B, que inclui H-2' a 6=6,63 ppm (1H, d, J=1,48 Hz), H-5 em 6=6,70 ppm (1H, d,
J=7,96 Hz), bem como H-6’ a 6=6,60 ppm (1H, dd, J=7,96 e 1,48 Hz).

Em campo mais baixo do espectro de RMN de 'H encontra-se um singleto
correspondente ao proton H-7 da dupla ligagcédo, cujo deslocamento quimico é &=
7,46 ppm.

Os deslocamentos quimicos, as constantes de acoplamentos e as
multiplicidades dos prétons da estrutura da referida lignana encontram-se na Tabela

10, pagina 108.
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Figura 17A: Espectro de RMN 'H, de Gadaina (120) em CDCl,
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Figura 17B: Espectro de RMN "H Expandido (5,8-7,5 ppm), a 400 MHz, de
120 em CDCl3

5.4.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear 2D, COSY 'H-'H de Gadaina

Ao analisar o espectro COSY (Fig. 18A e 18B, pag. 99 e 100) de 120,
observou-se 0 mesmo sistema observado para a lignana Kaerofilina. Um dos
referidos sistemas apresenta a correlacdo entre os dois prétons metilénicos
diastereotopicos H-9' e o proton H-8 do carbono metinico quiral, o qual tem
conectividade com os protons metilénicos benzilicos H-7'a e H-7'b.

Os outros dois sistemas ocorrem entre os prétons aromaticos dos anéis
benzénicos trissubstituidos A e B. Os protons aromaticos do anel A compreendem
os prétons H-5 e H-6, os quais possuem uma relagao orto entre si, € ainda o préton
H-2 que mantém com o H-6 uma relagcdo meta, com uma constante de acoplamento
(J) em torno de 2 Hz. O outro sistema é correspondente aos protons aromaticos do
anel B, que inclui o préton H-5’, o qual mantém uma relagao orto com o préton H-6’

(J=7,96 Hz), que por sua vez possui uma relagdo meta com o H-2’.
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A Figura abaixo mostra as correlagdes observadas no espectro de COSY de

Gadaina.
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Figura 18A: Espectro de RMN 2D, COSY a 400MHz, de 120 em CDCl3
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Figura 18B: Espectro de RMN 2D, COSY Expandido (6,5-7,1 ppm) a 400
MHz, de 120 em CDCl3

5.4.2.4 Andlise do espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de *C

de Gadaina.

O espectro de carbono totalmente desacoplado (Fig 19A e 19B, pag. 101),
apresentou vinte sinais numa regido espectral compreendida entre 6=37,52 ppm e
172,46 ppm. Utilizando-se o espectro DEPT 135° (Fig 20 pag. 102) foi possivel
perceber que a estrutura € composta por oito carbonos quaternarios, oito metinicos
(CH) e quatro carbonos metilénicos (CH;). Esta constatacao reforga a auséncia dos

dois grupos metoxilas e a substituigdo destas por um segundo grupo metilenodioxila



101

em 6=101,69 e 101,00 ppm. Os demais sinais observados sao equivalentes aos
observados para kaerofilina.
Os deslocamentos quimicos dos carbonos que formam a estrutura do

composto 4AC encontram-se na Tabela 10, pagina 108.
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Figura 19A: Espectro de RMN "*C de Gadaina (120) em CDCls.
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Figura 19B: Espectro de RMN "*C Expandido (120-150 ppm) de Gadaina (120), em
CDCls
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Figura 20: Espectro de RMN DEPT 135° de Gadaina (120), em CDCl3

5.4.2.5 Espectros de HMQC e HMBC de Gadaina

O espectro HMQC (Fig. 21A e 21B, pag. 103 e 104) foi util para confirmar a
conectividade dos atomos proposta pelos métodos anteriores, enquanto que o
espectro HMBC, através das correlagbes a longa distancia via 2Juc e 3Juc, tornou
possivel atribuir os deslocamentos quimicos dos carbonos quaternarios, além de

confirmar os deslocamentos quimicos dos demais carbonos.
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Figura 21B: Espectro de RMN 2D HMQC Expandido (6,5-7,5 ppm) de
Gadaina (120) em CDCl;

Através da analise do espectro HMBC (Fig. 22A, 22B, 22C e 22D pag. 105,
106 e 107), foi possivel observar algumas correlagdes via 3Jh-c, como por exemplo: o
préton H-2 que ressona em 6=7,00 ppm, correlaciona-se com o C-6 a 6=126,01 ppm,
com o C-7 a 6=137,23 ppm, com o C-4 a 6=149,15 ppm e mantém ainda uma
correlagdo via 2Jy.c com o C-3 a 8=147,92 ppm. Ja o préton H-5 a §=6,84 ppm,
correlaciona-se via *Ji.c com o C-3 a 8=147,92 ppm, com o C-1 a 6=128,16 ppm e
via 2Ju.c com o C-4 a $=149,15 ppm, com o C-6 a §=126,01 ppm e via *Ji.c com o C-
2 a 6=108,64 ppm.

Além dessas correlagdes mostradas, o espectro HMBC possibilitou observar

outras correlagdes importantes para a elucidacao da estrutura desta lignana. A figura
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22A, 22B, 22C e 22D abaixo e a Tabela 10 na pagina 108, mostram as demais

correlagdes observadas neste espectro.
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Figura 22A: Espectro de RMN 2D HMBC Expandido (5,5-7,6 ppm) de
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Figura 22B: Espectro de RMN 2D HMBC Expandido (2,5-7,5 ppm) de 120
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Tabela 10: Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN "H- (400 MHz) e "*C- (100 MHz)
de Gadaina (120) em CDCI3

Posicdo  5'H (ppm) J(Hz) §"°C (ppm) §'H (ppm)> §"°C (ppm)> HMBC
1 - - 126,16 - 131,37 -
2 7,01 (d) Jo6=1,5 108,64 7,07 (d, J=1,5Hz) 108,36 C-3, C-4, C-6, C-7
3 - - 147,92 - 147,92 -
4 - - 149,15 - 148,97 -
5 6,84 (d) J56=8,04 108,76 6,80 (d, J=8,0 Hz) 110,34 C-1,C-2,C-3,C-4,C-6
6 7,05 (dd) Jo5=8,04 ; 126,01 7,11 (dd, J=8,0 ; 125,18 C-2, C-4,C-7
Js2=1,50 J=1,5Hz)
7 7,46 (s) - 137,23 7,54 (d, J=1,60Hz) 140,33 C-2, C-6, C-8, C-9
8 - - 125,84 - 126,85 -
9 - - 172,46 - 169,26 -
1 - - 131,45 - 127,89 -
2 6,63 (d) Jag=1,48 109,12 6,68 (d, J=1,50Hz) 107,87 C-3', C-4', C-6', C-T’
3 - - 146,53 - 146,46 -
4 - - 148,32 - 147,55 -
5 6,70 (d) J5 6=7,96 108,45 6,64 (d, J=8,0Hz) 109,27 C-1", C-3", C-4’
6 6,60 (dd) Jo 5=7,96; 122,03 6,75 (dd, J=8,0 ; 122,69 c-2',C-3, C-7’
Jo 2=1,48 J=1,5)
7a 2,56 (dd)  J7a7p=14,2; 37,52 2,6 (dd, J=16,8 40,73 c-1’, C-2', C-6', C-8,
J7a=10 :J=12Hz) c-8', C-9’
7b 2,96 (dd)  J7'7a=14,2; - 2,59 (dd, J=16,8 ; - -
Jrp 5=4,44 J=4,8Hz)
3,71 (m) - 39,85 3,72 (m) 44,22 -
4,22 (m) - 69,47 4,32-4,24 (m) 69,80 C-7
- 6,01 (s) - 101,69 5,97 (s) 101,42 -
OCH,0-
- 5,89(d) J=1,96 101,00 5,92 101,02 c-3
OCH,0- (A,B;Jas=1,4Hz)
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5.4.3 Sesamina (114)

Este metabdlito codificado como 3AC, foi identificado através de métodos
fisicos, como Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e ®C. A analise destes dados
permitiu propor a estrutura 114 para este metabdlito, a qual corresponde a de uma

lignana denominada sesamina.

(114)

5.4.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear de *H de sesamina

Através da anadlise do espectro de RMN 'H da lignana (Fig 23A e 23B,
pag.110), pode-se propor uma estrutura para esta substancia. Neste espectro
observa-se a presenca de um singleto intenso a 6=5,98 ppm (2H, s) referente a um
grupo metilenodioxila (-O-CH»-O-). A presenca do metilenodioxila foi confirmada pela
analise do espectro de RMN de C e principalmente pelo espectro DEPT 135°, no
qual aparece um sinal de amplitude negativa em 6=101,27 ppm. Foi observada a
presenca de dois hidrogénios metilénicos diastereotopicos em 6=3,90 e 4,27 ppm,
ambos na forma de duplo dubletos, com uma constante de acoplamento J=3,2 e 9,2
Hz e J=6,64 e 8,8 Hz, respectivamente, atribuidos aos hidrogénios H-1 e 1'. Estes
hidrogénios diastereotdpicos acoplam com os hidrogénios H-2 que absorvem a 6=
3,08 ppm, que por sua vez acoplam com os hidrogénios H-3, que absorvem a 6=
4,75 ppm. Este sistema de spins pode ser observado no espectro bidimensional
homonuclear COSY (Fig 24, pag 111). Além destes sinais, observa-se a presencga de
trés hidrogénios aromaticos; um sinal como sendo um singleto (6=6,88 ppm) do H-9
e os outros dois sinais com deslocamentos em 6=6,84 e 6,81 ppm, referente aos
hidrogénios H-5 e H-6 respectivamente, os quais apresentam uma relagao orto entre

Si.



110

Os deslocamentos quimicos, as constantes de acoplamento e as

multiplicidades dos hidrogénios da estrutura 114 encontram-se na Tabela 11, pagina

92.
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5.4.3.2 Andlise do espectro COSY *H-'H

Este espectro de COSY (Fig 24, pag. 111) foi realizado com a finalidade de
identificar os sistemas de spins da estrutura.

Através da analise deste espectro, foi possivel identificar acoplamentos
através de ligacbes que definiram dois sistemas de spins: i) o sistema de spins
envolvendo os hidrogénios do grupamento metilénico (CHy) diastereotdpico e o
hidrogénio ligado ao carbono quiral (C-2), o qual por sua vez acopla com um
segundo hidrogénio ligado ao carbono quiral (C-3), e ii) o sistema de spins

envolvendo os dois hidrogénios aromaticos.
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Figura 24: Espectro de RMN 2D, COSY a 400 MHz, de 114 em CDCl;
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5.4.3.3 Andlise do Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de *C

A analise do espectro de carbono totalmente desacoplado (Fig. 25, pag. 112),
permitiu a identificagdo de dez sinais distribuidos na regido espectral compreendida
entre 0=54,29-147,92 ppm. Por esta técnica nao foi possivel identificar as
multiplicidades dos carbonos, sendo, portanto necessario realizar um espectro DEPT
135°. Com o auxilio dos dados referentes ao espectro DEPT 135° (Fig 26 pag. 113),
foi possivel observar que a estrutura € composta por trés carbonos quaternarios,
cinco carbonos metinicos e dois carbonos metilénicos de amplitude negativa. Estes
dois sinais de carbonos metilénicos foram facilmente identificados através do
espectro DEPT 135°. Um deles ressona a 6=71,88 ppm, sinal referente ao carbono
diastereotopico (C-1), enquanto que o outro sinal que aparece em 6=101,27 ppm,
corresponde aos dois carbonos metilénicos da estrutura, (C-10 e C-10’). Os sinais
dos carbonos quaternarios se encontram na regido espectral compreendida entre

6=135,07-147,92 ppm, correspondentes aos carbonos aromaticos substituidos.

10

T T T T T r T T T T T T T r - T T T T T
pom 140 t20 10 a0 ot}

Figura 25: Espectro de RMN "°C de Sesamina (114) em CDCl;
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Figura 26: Espectro de RMN DEPT 135° de 114 em CDCl;

Tabela 11: Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN "H- (400 MHz) e *C- (100 MHz)
de Sesamina (114) em CDCl;

Posicéo §'H (ppm) J (Hz) 5'°C (ppm)

THa 3,90 (dd)  J=3,2; J=9,2 718
Hb 427 (dd)  J=8,8;J=6,6 -
2 3,08 (dd) 54,29
3 4,75(d) J3o= 3,8 85,72
4 - - 135,07
5  6,84(d) Js6= 8,0 108,10
6  681(d) Jo5= 8,0 106,42
7 - - 147,05
8 - - 147,92
9  688(s) - 119,25
10 598 (s) - 100,99
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5.5 Triterpendide

5.5.1 Lupeol (11)

Este metabdlito foi isolado em grande quantidade das fragdes hexanica e
etérea acida e apresentou-se como um soélido incolor, cristalizado em hexano. Sua
pureza foi confirmada em CCD, utilizando-se de varios sistemas de solventes.

A estrutura deste composto foi determinada com base em dados
espectroscopicos de RMN de 'H e '*C e comparacdo com dados da literatura

correspondente ao triterpeno lupeol.

5.5.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear de *H

O espectro de RMN 'H de 11 (Fig 27, pag. 114) é caracteristico de
compostos triterpénicos. Na regiao entre 0,7 e 1,8 ppm observa-se sinais referentes
aos sete grupos metilicos presentes em 11, a 6 0,75; 6 0,78; 6 0,83; 6 0,93; 5 0,95; &
1,15 e 6 1,17 ppm.

A dupla ligagao presente em 11 é identificada pelos sinais em 6=4,57 e 4,68
ppm. O préton ligado ao atomo de carbono quiral (C-3) vizinho a hidroxila, tem um
deslocamento 6=3,18 ppm e aparece na forma de um duplo dubleto (1H, J=8 e 12

Hz), pois acopla com hidrogénios diastereotopicos (H-2).
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5.6 ATIVIDADE FARMACOLOGICA DE Z. rhoifolium

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos capazes de inibir o crescimento
bacteriano e fungico, obtidos de plantas tem sido objeto de estudos de varios
pesquisadores. Este interesse foi originado pelo uso indiscriminado de antibidticos
na tentativa de se curar infecgdes potencialmente fatais. Porém a pratica abusiva de
tais drogas resultou no aparecimento de patdégenos resistentes, o que tornou
necessario a busca, cada vez maior, de novos farmacos. Dai a grande importancia
da pesquisa por novas substancias com poder bactericida ou bacteriostatico. &’

A bioautografia € um método que combina a CCD com bioensaio in situ. Este
método mostra a localizagdo exata do constituinte ativo de uma matriz complexa,
sendo, portanto, o método mais eficiente no isolamento biomonitorado pela
atividade, através de uma cromatoplaca de referéncia revelado com um reagente
cromogénico. A técnica mais utilizada para o isolamento de compostos
antibacterianos de substancias, por bioautografia € chamada “overlayer agar”, onde
se podem testar diferentes microrganismos. Por esta técnica, sdo obtidas zonas de
inibicdo bem definidas, que sao visualizadas pela detec¢ao da atividade da enzima
desidrogenase com sal de tetrazdleo (metiltiazol tetrazoleo, MTT; p-iodo tetrazéleo,
INT; 2, 3, 5-trifenil tetrazdleo, TTC). As bactérias metabolicamente ativas convertem

o sal de tetrazéleo em um complexo colorido, chamado formazan. "*""

5.6.1 Determinacdo da Quantidade de Substancia Ativa (QSA) pelo

método de bioautografia

Para a determinagdo da atividade antimicrobiana pelo método de
bioautografia do extrato bruto de Z. rhoifolium, das fracées hexanica e cloroférmica
basica, bem como das fracdes hexanica e etérea acida e das substancias isoladas
na forma pura de Z. rhoifolium (6-acetonildiidrocheleritrina, 6-acetonildiidroavicina, 6-
acetonildiidronitidina, diidroavicina, diidrocheleritrina, cheleritrina, rhoifolina A,
rhoifolina B, boconolina, gadaina e kaerofilina) houve formagéo de zonas de inibigao
para bactérias e para os fungos testados, conforme mostrado pelas Figuras 28 e 29.

Os resultados obtidos pela analise da atividade antimicrobiana estao

representados nas Tabelas 12 e 13, respectivamente e nas Figuras 28 e 29.
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(42)

)

Figura 28: Quantidade Minima (0,15ug) de cheleritrina (2) para a inibicdo de

Escherichia coli, sobre CCD.

Figura 29: Quantidade Minima (1,56ug) de cheleritrina (2) para a inibigdo de S.
setubal sobre CCD.

Na Tabela 12 sdo apresentadas as quantidades minimas (ug) necessarias
para a inibicdo do crescimento de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e na
Tabela 13 as quantidades necessarias para a inibicdo do crescimento dos fungos,
para todas as amostras puras isoladas de Z. rhoifolium, bem como das fragcbes
acidas (etérea e hexanica) e basicas (hexanica e cloroférmica). Ja as figuras
mostram a inibicdo de alguns microrganismos testados, apenas para o alcaldide
benzofenantridinico cheleritrina, o qual apresenta 6timos resultados de atividade

antimicrobiana frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos.
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A QSA foi definida como a quantidade de substancia no qual ndo houve

crescimento bacteriano apds 18horas de incubacéo.

Tabela 12: Quantidade minima (ug) requerida para inibigdo das bactérias testadas
sobre CCD

Microrganismos S. S. B. subtilius  E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa S. setubal
Amostras aureus epidermidis
6-Acetonildiidroavicina 1,56 3,12 25 3,12 1,56 12,5 3,12
6-Acetonildiidronitidina 1,56 1,56 12,5 1,56 3,12 25 3,12
Diidrocheleritrina 3,12 3,12 3,12 1,56 3,12 1,56 1,56
Diidroavicina 6,25 1,56 1,56 1,56 12,5 3,12 1,56
Rhoifolina A NA NA NA NA NA NA NA
Rhoifolina B NA NA NA NA NA NA NA
Boconolina 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 3,12 1,56
6- NA NA NA NA NA NA NA
Acetonildiidrocheleritrina
Gadaina NA NA NA NA NA NA NA
Kaerofilina NA NA NA NA NA NA NA
Cheleritrina 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Fragéo etérea acida 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25
Fragédo hexanica acida 12,5 6,25 12,5 12,5 12,5 6,25 12,5
Fracao Cloroférmica 25,0 25,0 NT 25,0 25,0 NT 50,0
Basica
Fracado Hexanica Basica 12,5 25,0 NT 12,5 12,5 NT 12,5
Extrato Bruto 100 25,0 NT 12,5 25,0 NT 12,5
Padrao® ug 0,7 0,7 0,8 0,5 0,5 0,6 0,7

& Cloranfenicol

Tabela 13: Quantidade minima (ng) requerida para inibicdo dos fungos testados
sobre CCD

Microrganismos C. albicans S. cerevisiae  C. dubliniensis  C. neoformans
Amostras

6-Acetonildiidroavicina NA NA NA NA
6-Acetonildiidronitidina NA NA NA NA
Diidrocheleritrina 25,0 12,5 NA NA
Diidroavicina 1,56 1,56 NA NA
Rhoifolina A NA NA NA NA
Rhoifolina B NA NA NA NA
Boconolina NA NA NA NA
6-Acetonildiidrocheleritrina NA NA NA NA
Gadaina NA NA NA NA
Kaerofilina NA NA NA NA
Cheleritrina 12,5 0,75 3,12 0,3
Fracao etérea acida NA NA NA 100
Fragcéo hexanica acida NA NA NA 200
Fragéo Cloroférmica Basica NT NT NT NT
Fracdo Hexanica Basica NT NT NT NT
Extrato Bruto NT NT NT NT

Padrao Nistatina 2,43 3,24 4,05 2,43
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Conforme pode ser visto nas Tabelas acima, as lignanas dibenzilbutirolacténicas
Gadaina e Kaerofilina nado apresentaram atividade contra nenhum dos
microrganismos testados, assim como os alcaloides benzofenantridinicos Rhoifolina

A, Rhoifolina B e 6-Acetonildiidrocheleritrina.

Ja o alcaléide benzofenantridinico Diidrocheleritrina, que apresenta uma
estrutura muito semelhante ao alcaldide 6-Acetonildiidrocheleritrina, com a uUnica
diferenca que este ndo apresenta o substituinte acetonil na posi¢cao C-6, apresentou
uma boa atividade contra todos os microrganismos testados, exceto para os fungos
C. dubliniensis e C. neoformans

Outro alcaléide benzofenantridinico, boconolina, de estrutura muito
semelhante aos alcal6ides 6-Acetonildiidrocheleritrina e Diidrocheleritrina, porém
com a diferenca de que este apresenta um substituinte hidroximetil na posicao C-6,
apresentou otima atividade contra as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
sendo ativo na menor concentragdo testada (1,56 npg) para todas as bactérias,
exceto para os fungos, para os quais nao foi ativo. Como este alcaloide foi ativo na
menor concentragdo, reduziram-se ainda mais as concentragbes testadas. Desta
forma, as analises foram repetidas e as seguintes concentragées foram aplicadas:
1,56; 1,0; 0,75; 0,5; 0,3 e 0,15 png.

Apos a revelacdo das cromatoplacas com sal de tetrazéleo, observou-se um
otimo resultado. O alcaldide boconolina foi ativo para S. epidermidis (0,5 nug), E. coli
(0,5 ug) e K. pneumoniae (0,75 ug) e P. aeruginosa (0,5 nug). Estas pequenas
concentracdes para as quais a substancia boconolina inibiu o crescimento foram
menores que as concentragdes utilizadas para o padrao Cloranfenicol.

Os alcaldides 6-Acetonildiidronitidina e 6-Acetonildiidroavicina inibiram o
crescimento das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, porém nao foram
ativos contra os fungos C. albicans, S. cerevisiae, C. dubliniensis e C. neoformans,
enquanto que o alcaldide Diidroavicina ndo apresentou atividade somente para os
dois ultimos fungos testados descritos acima.

O alcaloide Cheleritrina exibiu uma fascinante atividade antimicrobiana,
tanto para fungos e bactérias. Este foi ativo mesmo na concentragéo de 0,15 ug para
todas as bactérias testadas. Este resultado expressa uma o6tima atividade, pois foi

mais ativo que o padrao Cloranfenicol utilizado (0,7 nug).
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De um modo geral as substancias isoladas de Z. rhoifolium, apresentaram
significativa atividade antimicrobiana, merecendo destaque a atividade apresentada
pelos dois alcaldides benzofenantridinicos boconolina e cheleritrina. As amostras
testadas foram mais ativas frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, do

que se comparado a atividade antifungica.

5.6.2-Determinacdo da CIM pelo Método de Microdiluicdo

Para a realizagdo do ensaio de CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) foi
selecionada uma amostra do alcaldide cheleritrina, pelo fato deste ter sido ativo nas
menores concentragdes testadas pelo método de Bioautografia. Além da
determinacao do CIM, estes testes também permitiram determinar os valores de
CLM (Concentracao Letal Minima). A amostra foi testada em triplicata e as médias

dos resultados obtidos encontram-se listados na Tabela 14.

Tabela 14:Concentragao Inibitéria Minima (MIC) e Concentragdo Letal Minima
(CLM) do alcaléide cheleritrina

Microrganismos® Cheleritrina Padrao®

CcIM® CLMP CcIMP
12,5 >100 3,12 x10°

Staphylococcus aureus ATCC 6538p

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 12,5 >100 3,12 x10°
Bacillus subtilis ATCC 6633 12,5 >100 3,12 x10
Escherichia coli ATCC 25792 25 >100 3,12x10°
Salmonella setubal ATCC 19796 12,5 >100 3,12 x10°
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 12,5 >100 3,12 x10°
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 12,5 >100 3,12x10°
Sacharomyces cerevisiae ATCC 2601 12,5 12,5 10,3 x10
Candida albicans ATCC 10231 50 50 20,6 x10°
Candida dubliniensis SM-26 6,25 6,25 10,3 x107
Cryptococcus neoformans ATCC 28952 6,25 6,25 10,3 x10°

@ ATCC (American Type Culture Collection)
® amostra em pg/mL, e padrdes em mg/mL
¢ Cloranfenicol para bactérias e nistatina para leveduras.

Pode-se observar que o alcaléide cheleritrina apresentou uma atividade
moderada (12,5 a 25,0 yg/mL) contra todas as bactérias testadas, exceto para
Escherichia coli (25 pg/mL). Como o valor de CIM para todas as bactérias foi bem
inferior ao valor de CLM, o alcaléide cheleritrina apresenta propriedades

bacteriostaticas. Ja frente aos fungos, o alcaldéide teve uma atividade mais
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expressiva com CIM de 6,25 ug/mL para Candida dubliniensis e Cryptococcus
neoformans, sendo menos ativo para Candida albicans com CIM de 50 ug/mL. O
mesmo apresentou carater fungicida, pois os valores de CIM coincidiram com os de
CLM. Estudos bioldgicos realizados anteriormente com o alcaldide cheleritrina™
reforcam os resultados obtidos neste trabalho. Este alcalbéide teve a sua atividade
biolégica avaliada pelo método de microdiluicdo CIM (Concentragdo Inibitoria
Minima) para Staphylococcus aureus (ATCC 13709), Escherichia coli (ATCC 9637),
Salmonella gallinarum (ATCC 9184), Klebsiella pneumoniae AD (ATCC 10031),
Mycobacterium smegmatis 607B (ATCC 607) e Candida albicans (ATCC 10231). Os
resultados obtidos foram os seguintes: Staphylococcus aureus (12,5ug/mL),
Escherichia coli ( >100ug/mL), Salmonella gallinarum ( >100ug/mL), Klebsiella
pneumoniae AD (12,5ug/mL), Mycobacterium smegmatis 607B (12,5ug/mL) e
Candida albicans (6,25ug/mL).

5.6.3 Resultados da atividade antitumoral

As amostras foram testadas in vitro em nove linhagens de células tumorais:
MCF-7 (mama), NCI-ADR (mama com fendétipo de resisténcia a multiplas drogas),
UACC-62 (melanoma), NCI460 (pulmao), PCO3 (prostata), HT29 (colon), OVCAR
(ovario) e 786-0 (rim). Estes testes mostraram resultados preliminares indicativos de
possivel atividade citotoxica (antiproliferativa) para estas amostras, porém este
estudo reforca a necessidade de novos ensaios toxicolégicos, pois estas
substancias podem também provocar a morte de células normais do organismo
humano.

As fracdes e substancias puras isoladas, foram avaliadas em concentragoes
crescentes (0,25 a 250 ug/mL) e o controle positivo usado foi a doxorrubicina. Apos
a incubacado das amostras por 48 horas, a atividade foi determinada através da
dosagem de proteina pelo corante sulforradamina B. Com os dados obtidos a partir
do teste colorimétrico, foram construidos graficos relacionando a porcentagem de
inibicdo de crescimento com a concentragdo da substancia teste.

A seguir serdo avaliados os resultados referentes a cada amostra testada
para as linhagens celulares, com base nos dados apresentados pelos graficos.

Foram consideradas ativas as amostras que produziram atividade

dependente da concentracao e preferencialmente seletiva. Considera-se inibigao de
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crescimento (atividade citostatica) acima de 50% (abaixo da linha tracejada do
grafico) e ou atividade citocida ou citotdxica, que corresponde aos valores de

inibicdo abaixo da linha zero do grafico.

5.6.3.1 Doxorrubicina-controle positivo

O quimioterapico doxorrubicina apresentou atividade citostatica para quase
todas as linhagens, exceto para NCI-460 (pulmao), PCO0-3 (préstata), OVCAR
(ovario), UACC-62 (melanoma) e 786-0 (rim), para as quais apresentou uma baixa

atividade citocida somente na alta concentragdo 250 pg/mL.

050509 - Doxorrubicina
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Figura 30: Resultado da atividade antitumoral para o controle Doxorrubicina

5.6.3.2 Alcaléide 6-Acetonildiidroavicina

O alcaldéide benzofenantridinico 6-Acetonildiidroavicina teve boa atividade.
Apresentou atividade citostatica, na concentracdo de 25 ug/mL para todas as
linhagens, exceto para a linhagem K-562 (leucemia). Pode-se dizer através deste
resultado que esta linhagem «celular ndo ¢é sensivel ao alcaldéide 6-
Acetonildiidroavicina. Esta amostra apresentou seletividade para as linhagens de
células OVCAR (ovario), UACC-62 (melanoma), NCI-460 (pulmado) e NCI-ADR
(mama com fendtipo de resisténcia a multiplas drogas). Na concentracdo de 250
ug/mL o alcaléide 6-Acetonildiidroavicina produziu atividade citotoxica , ou seja,

causou morte celular das linhagens celulares acima citadas.



123

050509 - Alcal6ide Aviana

100 - ’§E\

75

50 -

25 |-

—m— UACC.62
25+  —e—MCF7
NC1.460

—v—K.562
-50 | OVCAR
—4-PCO3
75k HT 29
—e— 7860
—%— NCI.ADR n

Porcentagem de Crescimento

-100 -

10° 10* 10" 10° 10 10° 10°

0 0,25 25 25 250
Concentragdo (ug/mL)

Figura 31: Resultado da atividade antitumoral para o alcaldide 6-

Acetonildiidroavicina

5.6.3.3 Alcaléide boconolina

O alcaldide boconolina apresentou um perfil semelhante ao descrito para o 6-
Acetonildiidroavicina, porém exibiu uma seletividade maior para as linhagens de
células de PCO-3 (prostata), 786-0 (rim) e UACC-62 (melanoma). Este apresentou
atividade citostatica para apenas trés linhagens, enquanto que atividade citocida foi

observada para as demais culturas celulares, na maior das concentragoes.
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Figura 32: Resultado da atividade antitumoral para o alcaléide Bocconolina

5.6.3.4 Alcal6ide Diidrocheleritrina
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Este alcaldéide mostrou uma boa atividade antitumoral, porém nao apresentou
seletividade frente as linhagens celulares. Na maior das concentragcbes exibiu
atividade citocida para todas as células tumorais humanas, exceto para UACC-62

(melanoma), que para a qual apenas foi citostatica.
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Figura 33: Resultado da atividade antitumoral para o alcaldide

Diidrocheleritrina
5.6.3.5 Zantoxilina
Apresentou atividade pouco significativa e com baixa seletividade. Na

concentragdo de 250 ug/mL exibiu atividade citostatica para todas as linhagens

celulares tumorais humanas.
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Figura 34: Resultado da atividade antitumoral para o alcaléide Zantoxilina



125

5.6.3.6 Diidroavicina

Apresentou um perfil semelhante ao demonstrado pelo alcaldide zantoxilina,
exercendo apenas atividade citostatica para todas as linhagens celulares tumorais,
exceto para UACC-62 (melanoma), na maior das concentragdes. Teve certa

seletividade para as linhagens de OVCAR (ovario) e H7-29 (cdélon).
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Figura 35: Resultado da atividade antitumoral para o alcaldide Diidroavicina
5.6.3.7 Cheleritrina

Este alcaldide praticamente nado exerceu atividade quando testado nas menores
concentragbes (0-25 ug/mL), porém na maior concentragdo apresentou atividade
citostatica e citocida, com uma seletividade maior para a linhagem de célula

leucémica (K-562).
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Figura 36: Resultado da atividade antitumoral para o alcaléide Cheleritrina
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Apresentou atividade pouco significativa, exibindo atividade citostatica

somente para a linhagem de 786-0 (rim).
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Figura 37: Resultado da atividade antitumoral para a lignana kaerofilina

5.6.3.9 Lighana Gadaina

Ja esta lignana, a qual pertence a mesma classe da lignana acima citada, com

apenas uma pequena diferenca estrutural, apresentou atividade citostatica para

todas as linhagens celulares na maior das concentragdes, mas nao teve uma boa

seletividade.

Figura 38: Resultado da atividade antitumoral para a lignana Gadaina
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As fragbes tanto acidas como basicas apresentaram 6tima atividade antitumoral,
inibindo tanto o crescimento celular como também provocando a morte celular para

as diferentes linhagens de células tumorais humanas.

5.6.3.10 Fracéo etérea acida da casca da raiz de Zanthoxylum rhoifolium

Esta amostra apresentou atividade citocida para todas as culturas celulares, na
concentragado de 25 ug/mL, exceto para PCO-3 (prostata). Ja para a concentragéo
de 250 ug/mL causou a morte de todas as linhagens celulares, o que demonstra

uma o6tima atividade, porém com pouca seletividade.
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Figura 39: Resultado da atividade antitumoral para a fracado etérea acida da

casca da raiz de Zanthoxylum rhoifolium

5.6.3.11 Fracdo hexanica &cida da casca da raiz de Zanthoxylum rhoifolium

Esta fracdo apresentou atividade com boa correlagdo concentracéo-efeito e
seletividade. Como observada para a fracdo anterior, apresentou atividade
citostatica para todas as linhagens celulares, exceto para MCF-7 (mama), K-562
(leucemia) e UACC-62 (melanoma). Para a concentragdo de 250 pug/mL ocasionou

morte celular de todas as culturas celulares, demonstrando uma alta atividade.
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Figura 40: Resultado da atividade antitumoral para a fragcdo hexanica acida da

casca da raiz de Zanthoxylum rhoifolium

5.6.3.12 Fracdo cloroférmica bésica da casca da raiz de Zanthoxylum

rhoifolium
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Figura 41: Resultado da atividade antitumoral para a fragédo cloroférmica basica

da casca da raiz de Zanthoxylum rhoifolium

5.7 Teste de Atividade Antioxidante pelo método do radical livre DPPH

As amostras selecionadas para este teste foram as mesmas utilizadas para

o teste de Bioautografia e analise da atividade antitumoral: extrato bruto de Z.
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rhoifolium, as fragdes hexanica e cloroférmica basica, bem como as fragbes
hexanica e etérea acida e as substancias isoladas na forma pura de Z. rhoifolium (6-
acetonildiidrocheleritrina, 6-acetonildiidroavicina, cheleritrina, diidroavicina,
diidrocheleritrina, rhoifolina A, rhoifolina B, boconolina, gadaina, kaerofilina e
sesamina). Como antioxidante padrao foi utilizado o flavondide quercetrina, sendo
aplicada juntamente com as amostras, na concentracdo de 2 mg/mL. Este padrao foi

utilizado por ser um padrao do qual se dispdem de grandes quantidades.

As substancias 6-acetonildiidrocheleritrina, cheleritrina, 6-
acetonildiidroavicina, 6- acetonildiidronitidina, rhoifolina A, rhoifolina B, boconolina,
gadaina, kaerofilina e sesamina nao foram ativos como trapeadores do radical livre
DPPH, porém os alcaldides diidroavicina, diidrocheleritrina e as fragbes hexanica e
etérea acidas apresentaram boa atividade. Ja as fragdes hexanica e cloroférmica
basica exibiram moderada atividade. O alcaldide boconolina apresentou minima

atividade
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6. Conclusdes

Considerando-se os objetivos propostos para a realizagao deste trabalho, e
analisando-se os métodos desenvolvidos, juntamente com os resultados obtidos

pode-se concluir que:

X Foram identificados quatro alcaldides, todos isoquinolinicos, da
classe dos alcaldides benzofenantridinicos, sendo que todos ja foram isolados
anteriormente de espécies da mesma familia (6-Acetonildiidrocheleritrina,
Cheleritrina, Diidrocheleritrina e Bocconolina), juntamente com outras trés lignanas,
a Sesamina e duas lignanas pertencentes a classe dibenzilbutirolactonica kaerofilina
e Gadaina. Ambas ja foram descritas na literatura, porém sao isoladas pela primeira
vez de Zanthoxylum rhoifolium;

X Através dos ensaios de atividade antimicrobiana verificou-se que
os alcaldides benzofenantridinicos foram bastante ativos, principalmente contra
bactérias. Ja as lignanas Gadaina e Kaerofilina, pertencentes a classe
dibenzilbutirolactdnica ndo apresentaram atividade antimicrobiana;

o Os alcalb6ides benzofenantridinicos Cheleritrina e Bocconolina
apresentaram 6tima atividade antimicrobiana. O alcaléide Cheleritrina foi ativo para
todos o0s microrganismos testados, em concentragbes menores (0,15 ug) que
aquelas aplicadas para o padrao Cloranfenicol (0,7 ug), para bactérias e nistatina
para os fungos, ou seja, ambos foram mais ativos que os padrdes usados;

X Através de uma comparagao estrutural entre os alcaldides
Boconolina, Diidrocheleritrina, 6-Acetonildiidrocheleritrina e Cheleritrina, observa-se
que o substituinte hidroximetil ligado ao C-6 do alcaléide Bocconolina, bem como a
presenca do atomo de nitrogénio quaternario do alcaldide cheleritrina, sao
responsaveis pela atividade antimicrobiana exibida por ambos os alcaldides. Ja o
alcaldide 6-Acetonildiidrocheleritrina, que apresenta o mesmo esqueleto
benzofenantridinico, porém com um substituinte acetonil na posicdo C-6, nao
apresentou nenhuma atividade frente aos microrganismos testados. O alcaloide
Diidrocheleritrina, o qual ndo possui nenhuma substituicdo na posicdo C-6 foi ativo
frente a bactérias e fungos, o que evidencia a contribuicdo do esqueleto
benzofenantridinico na atividade antimicrobiana;

X Através do teste de atividade antioxidante, pelo método de

DPPH, observou-se que as substancias puras isoladas de Zanthoxylum rhoifolium
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nao apresentaram atividade como trapeadores do radical livre DPPH, exceto os
alcaldides Diidroavicina e Diidrocheleritrina. Ja as fragdes acidas hexanica e etérea
apresentaram boa atividade quando comparado a atividade exibida pelas fracbes
basicas, hexanica e cloroférmica, a qual foi moderada;

X Os resultados referentes a atividade antitumoral demonstraram
que a classe dos alcaldides benzofenantridinicos foi a que se mostrou mais ativa
para quase todas as linhagens celulares tumorais humanas;

X Em culturas de células tumorais humanas, as fracbes e
substancias puras inibiram o crescimento e provocaram a morte de diversas
linhagens celulares. Estes resultados reforcam a necessidade de estudos
toxicologicos, pois essas substancias podem também provocar a morte de células
normais do organismo humano;

<> Os estudos preliminares de atividade bioldgica realizados neste
trabalho corroboram para o conhecimento cientifico desta espécie e sua utilizacao

na medicina popular, na forma de chas, contra uma série de enfermidades.
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