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RESUMO

Este estudo teve por objetivo contribuir para caracterizacao da composicao
quimica do caule e frutos de Zanthoxylum tingoassuiba St. Hil., espécie
popularmente conhecida como casca preciosa, tinguaciba e limao-bravo; e
utilizada na medicina popular, como antiespasmodico, relaxante muscular,
analgésico, diurético e antiinflamatoério.

Um espécime de Z. tingoassuiba foi coletado no distrito de Jaiba, municipio
de Feira de Santana — BA e submetido as técnicas de extracao convencionais
como particao liquido-liquido e cromatografia em colunas de silica-gel,
obtendo-se 14 substancias dos extratos organicos.

A partir dos extratos hexanico e metanolico do caule foram identificados: 2
alcaloides - norqueleritrina e arnotianamida, 1 lignana - sesamina e 4
terpenodides - lupeol, a-bisabolol, acetato de citronelila e espatulenol.

A extracao diclorometanica e metandlica dos frutos possibilitou a
caracterizacado de 5 cumarinas - xanthotoxina, isopimpinelina,
prenilumbeliferona, imperatorina e aurapteno, 1 protoalcaldoide - n-metil-
antranilato de metila e 2 esterdides - estigmasterol e 3-sitosterol.

As estruturas dos compostos isolados ou obtidos em mistura foram
determinadas por ultravioleta, espectrometria de massas e RMN de 'H e 13C,
comparados com dados da literatura.

As cumarinas lineares e os alcaloides benzofenatridinicos sao
frequentemente associados com as Rutaceae mais primitivas, as proto-
Rutaceae (os géneros Zanthoxylum, Phellodedron e Tetradium) e podem ser
considerados marcadores quimiotaxéonomicos deste grupo. O perfil quimico
da Zanthoxylum tingoassuiba estudada, portanto, se assemelha com outras
espécies do género, bem como da familia Rutaceae.

Palavras-chave: Rutaceae; Zanthoxylum, alcaléides benzofenatridinicos,
cumarinas



VI

ABSTRACT

The objective of this study was to contribute for characterization of the
chemical composition of stems and fruits of Zanthoxylum tingoassuiba St.
Hil., species popularly known as precious bark, tinguaciba and lemon-brave;
and it is used in the popular medicine as muscle relaxant, analgesic,
diuretic, antispasmodic and antiinflammatory. A specimen of Z
tingoassuiba St. Hil. was collected in the district of Jaiba, city of Feira de
Santana - BA and submitted to the conventional techniques of extration as
liquid-liquid partition and silica-gel column’s chromatography, obtaining 15
substances of organic extracts. From hexanic and methanolic extracts of
stem had been identified: 2 alkaloids - norchelerythrine and arnottianamide,
1 lignan - sesamin and 3 terpenoids - lupeol, a-bisabolol, citronellyl acetate
and espatulenol. The dichlorometanic and methanolic extration of the fruits
allowed the characterization of 5 coumarins - xanthotoxin, isopimpinelin, o-
prenilumbelliferone, imperatorin and aurapten, 1 protoalkaloid - methyl N-
methylanthranilate and 2 steroids - estigmasterol and 3 - sitosterol. The
structures of the compounds were elucidated by ultraviolet, mass
spectrometry and 'H and 13C NMR, compared with data of literature. The
linear coumarins and the benzophenantridines alkaloids are frequently
associates with the Rutaceae most primitive, proto-Rutaceae (the genera
Zanthoxylum, Phellodedron and Tetradium) and can be considered
chemotaxonomics markers of this group. The chemical profile of the studied
Zanthoxylum tingoassuiba, therefore, it is similar with other species of the
genera, as well as of the Rutaceae family.

Keywords: Rutaceae; Zanthoxylum; benzophenantridines alkaloids;
coumarins.
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INTRODUCAO
I.1. Produtos Naturais — Algumas Consideracoes

Ha quase 120 anos, Ernst Stahl afirmou que as plantas haviam
desenvolvido caracteristicas morfologicas e quimicas como maneira de
garantir a sobrevivéncia das espécies no ecossistema. Trés anos depois,
Kossel (1891) introduziu os termos metabolitos primarios e secundarios
(Baumann, 2006).

Atualmente, define-se como metabolismo vegetal o conjunto de
reacoes quimicas que ocorrem no interior das células e pode ser dividido
em primario e secundario. Entende-se por metabolismo primario, os
processos metabdlicos que desempenham wuma funcdo essencial no
vegetal, tais como a fotossintese, a respiracao e o transporte de solutos. Os
compostos envolvidos no metabolismo primario possuem uma distribuicao
universal nas plantas. Esse € o caso dos aminoacidos, dos nucleotideos,
dos lipidios, carboidratos e da clorofila (Peres, 2004).

Considera-se como metabolismo secundario, a biossintese de
estruturas complexas como alcaldides, terpenodides e derivados de
fenilpropanodides, encontradas em grupos especificos de organismos e que
se constituem como uma expressao da individualidade das espécies. Estas
substancias funcionariam como agentes defensivos na luta contra
predadores, a exemplo de microorganismos patogénicos, insetos e animais
herbivoros; ou ainda, como agentes atrativos para polinizadores (Alves,
2001 e Dewick, 2002).

Os metabdlitos secundarios despertam grande interesse, nao
somente pelas atividades biologicas produzidas em resposta ao meio
ambiente, mas também pela gama de efeitos fisiologicos que exercem nos
animais, especialmente mamiferos. Sao estes efeitos que conferem
propriedades terapéuticas aos compostos extraidos de plantas (Alves, 2001

e Robbers, 1996). Devido a sua importancia, uma area da quimica
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organica foi dedicada ao estudo, a caracterizacao e isolamento destes
metabolitos, denominada de Quimica de Produtos Naturais (Riveros,
1993).

A Quimica de Produtos Naturais tem contribuido de maneira
significativa no fornecimento de moléculas com aplicacoes na industria
farmacéutica, de cosmeéticos, higiene pessoal, agroquimicos e alimentos.
Muitas dessas substancias constituem-se, sobretudo, em modelos para o
desenvolvimento de medicamentos sintéticos modernos, tais como
procaina e cloroquina, ou de farmacos imprescindiveis como vimblastina,

vincristina e taxol (Pinto et al, 2002).

1 - Taxol
2 - R= CHO - vincristina

3 - R=CH, - vimblastina

é

Et O
7
Cl N

4 - Procaina 5 - Cloroquina

Figura 1- Exemplos de produtos naturais (1-3) e derivados de produtos naturais
utilizados na industria farmacéutica (4 e 5)

De acordo com Alves (2001), nos anos 80 do século XX, o
desenvolvimento da pesquisa cientifica resultou na identificacao de 121
compostos de origem vegetal, provenientes de 95 espécies de plantas e

varios deles estao incluidos no arsenal terapéutico dos paises ocidentais.
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No periodo 1983-1994, 6% dos medicamentos aprovados foram
extraidos diretamente de espécies vegetais; outros 24% foram de produtos
derivados e 9% foram desenvolvidos através de modelagem molecular,
onde as estruturas moleculares dos compostos serviram como precursores
de processos de sinteses quimicas. Atualmente, metade dos 25
medicamentos mais vendidos no mundo tem sua origem em metabdlitos
secundarios de origem vegetal (Alves, 2001 e Riveros, 1993).

De fato, os produtos naturais estdo envolvidos no desenvolvimento
de 44% de novas drogas (Cragg et al., 1997) e este numero ndo para de
crescer, estima-se que anualmente cerca de 4000 novos compostos de
origem vegetal tém sido descritos (Maraschin e Verpoorte, 1999).

Quando se buscam substancias com atividade biologica de origem
natural, as plantas a serem investigadas sao selecionadas levando-se em
consideracao alguns fatores fundamentais, a exemplo de: indicacoes
etnobotanico-farmacologicas, abundancia da planta (Filho, 2000) e dados
quimiotaxondémicos (Hostettmann et al, 2003).

Entre os diferentes critérios de selecdo, a quimiotaxonomia pode
conduzir a informacoes importantes. Algumas classes de substancias sao
caracteristicas de uma familia botanica ou de um género. Se um produto
natural apresenta atividades terapéuticas interessantes, sera possivel
encontrar substancias analogas em uma espécie do mesmo género ou da
mesma familia (Hostettmann et al, 2003).

De acordo com Hegnauer (1986), a busca por novas fontes de
compostos quimicos €é mais bem sucedida quando a fitoquimica &
combinada com uma classificacao vegetal adequada e deve-se estar atento
para alguns aspectos em estudos quimiotaxonoémicos como a variacao da
distribuicao de alguns constituintes vegetais, os diversos papéis ecologicos
dos metabdlitos secundarios e o grande numero de ocorréncias
inesperadas de muitos produtos naturais (apud Freitas, 2001).

Do ponto de vista quimiotaxondmico, a diversidade de produtos

naturais esta ligada a evolucao das plantas e por este motivo as
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Angiospermas sao detentoras de enorme variedade de metabdlitos
secundarios com atividade biologica (Gottlieb, 1987).

Dentre as plantas floridas, muitos estudos tém sido realizados com
Rutaceae, devido sua distribuicdo limitada, biogénese razoavelmente
definida, além da diversidade de micromoléculas ja descritas (Gray, 1983).
Gibbs (1974) afirma que a familia € muito bem caracterizada como um
todo pela variedade de alcaldides e cumarinas que apresenta (apud Pirani,
1999), substancias estas que apresentam potencial bioatividade.

Por estas razoes, durante os ultimos oito anos, varias espécies de
Rutaceae de ocorréncia no estado Bahia tém sido objeto de estudo no
Laboratorio de Pesquisa em Matéria Médica (LAPEMM) da Faculdade de
Farmacia - UFBA, a exemplo de Zanthoxylum stelligerum, pertencente a
sub-tribo Zanthoxylae e Andreadoxa flava, Ertela bahiensis e Spirantera
odoratissima, pertencentes a sub-tribo Galipeineae. Destes vegetais, foram
isolados e identificados alcaléides furoquinolinicos, acridoénicos, 2-
quinolonicos e benzofenantridinicos, além de cumarinas preniladas,
esteroides, lignanas e terpenodides. Alguns destes extratos e substancias
puras tiveram suas propriedades biologicas avaliadas frente as cepas
padrao e isolados clinicos de bactérias e fungos (Reis et al, 2002), além da
avaliacado na atividade inibitoria da enzima gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase (GAPDH) de Trypanosoma cruzi (Lima et al, 1998).
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Tabela 1 - Inibicao da enzima GAPDH pelos extratos de Ertela bahiensis L (%).

Extratos Concentracao do extrato (ug/ml)

100 200

Partes aéreas — CH,Cl, 17,1 35,5

Raizes - CH,Cl, 35,8 81,8

Caules - hexano 1,8 12,7
Partes aéreas - Hexano 11,0 0

Caules - CH,Cl; 17,6 45,6

Raizes - MeOH 6,2 3,5

Partes aéreas - MeOH 15,8 5,2

Raizes - Hexano 45,2 97,3

Tabela 2 - Atividade antimicrobiana in vitro comparada da benzofenantridina

isolada e o extrato metanodlico da raiz de Zanthoxylum stelligerum Turcz

Diidroqueleritrina Extrato metandlico da raiz
Cepas x103 Controle x108pug/disco Controle
1 2 3 c+ C 1 2 3 Cc+ C-

Candida - - - - - -
albicans?! 0 1213 18
Candida - - - - - ] 9 11 20 -
albicans?
Candida - - - - - -
tropicalis? 1214 16 17
Candida - - - - - -
guielhermondii? 8 1012 18
Staphylococcus
aureusl 16 17 17 30 - 10 12 14 31 -
%’t‘;ﬁ’gfccus 21 21 19 35 - 12 15 19 35 -
Streptococcus _
Enterococcus -
faecalis? 13 14 14 25 - 8 9 11 25
Streptococcus 9 9 10 8 - - - - - -

Grupo C?
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Rhodococcus 7 9 9 8
equi?

Escherichia
colil 13 13 16 33

Pseudomonas

omon. - - 29
aeruginosa

Salmonella

cholerea suis! ) ) ) 30

- - - 30 -

- - - 31 -

C* para bactérias: Tetraciclina e Gentamicina (100ug), ; C* para leveduras:
Cetoconazol (1000.g); C- : solvente da solucao teste (100uL/disco); (-) nenhum
halo observado; 1 - Amostras ATCC; 2 - Isolados de material clinico;

Resultados expressos em mm.

Tabela 3 - Atividade antimicrobiana in vitro dos extratos do caule de Zanthoxylum

stelligerum (Turcz)

Extrato metandlico do

Extrato cloroformico do

caule caule
Cepas x103 Controle x103ug/disco Controle
1 2 3 c C 1 2 3 C+ C
Staphylococcus
aureus! 7 7 7 30 - 9 9 10 31 -
Micrococcus ) } } 36 ) } _ _ 36 B
luteus?
Escherichia
colil - - - 33 - - - - 33 -
Pseud_o mo nlas } ) ) 30 ) } } ) 30 }
aeruginosa
Salmonella } ) ) 30 ) } _ ) 31 }

cholerea suis!

C* : Tetraciclina e Gentamicina (100pg); C- : solvente da solucao teste
(100uL/disco); (-) nenhum halo observado; 1 - Amostras ATCC; Resultados

€Xpressos em mm
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I.2. OBJETIVOS DO ESTUDO

I.2.1. Objetivos Gerais

e Estudar a composicao quimica das micromoléculas majoritarias
presentes em espécies de Rutaceae nativas da Bahia;
e Contribuir para a quimiotaxonomia do género Zanthoxylum;

e Prospeccao de substancias bioativas.

I.2.2. Objetivos Especificos

e [solar, identificar e determinar a estrutura das substancias
presentes nos extratos de caule e frutos de Zanthoxylum
tingoassuiba St.Hil.;

e Comparar a composicao quimica da Z. tingoassuiba baiana com
estudos anteriores;

e Avaliar o potencial antioxidante e antibidtico dos extratos brutos,

fracoes e substancias isoladas de Z. tingoassuiba.

I.3. Taxonomia de Rutaceae

A primeira e mais completa classificacao taxondémica, em relacao a
familia das Rutaceae (Waterman, 1990), foi proposta por Engler em 1931 e
apresenta os caracteres morfologicos, anatomicos, distribuicao da familia e
divisao taxdnomica.

Em 1964, o sistema formal proposto por Engler sofreu modificacoes
por Scholz, baseadas nas estruturas morfologicas de flores e frutos,
histologia e habitos, além da divisdo das familias em subfamilias (Pirani,
1999).

De acordo com Scholz, as Rutaceae encontram-se divididas em 6
subfamilias, das quais, as principais sdo: Rutoideae, a maior delas com

cerca de 100 géneros e 1209 espécies; Citroideae e Toddalioideae. A
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subfamilia Rutoideae apresenta S tribos: Zanthoxylae, Boronieae, Ruteae,
Cusparieae e Diosmeae; e 17 subtribos (Pirani, 1999) (esquema 1).
Atualmente, o sistema de Dahlgren (figura 2) € considerado o
sistema preferido pelos quimicos de produtos naturais (Velozo, 1996) e
classifica a familia Rutaceae na superordem Rutales. Este sistema se
baseia em caracteristicas morfologicas, geograficas e quimicas, como a
distribuicao dos alcaldides, cumarinas, flavonoides, lignanas e limonédides

nos géneros (Silva, M.F.G.F et al, 1988).

Rutales
Rutaceae

[Rutoideaej [Dictyolomatoidea% [Flindersioideae] [Spathelioidea% El‘oddalioideae} [Citroideae}

Esquema 1. Sub-familias de Rutaceae, posicdo taxondémica proposta por Engler (1931)

Rutaceae
@‘@ [Dictyolomatoidea%

Tribo Tribo Tribo Tribo Tribo Género
Zanthoxylae | | Rutae | | Boronieae | Diosmeae||Galipeae Dictyoloma
Dictyoloma
vandellianum

Subtribo

Evodiinae
Género
Zanthoxylum

Subtribo
Galipeinae

Subtribo
Pilocarpinae
Esenbeckia

Metrodorea
Pilocarpus

Andreadoxa flava Esenbeckia grandiflora
Ertela bahiensis Metrodorea mollis
a

Spiranthera odoratissim Pilocarpus spicatus

Andreadoxa
Ertela
Spiranthera

Zanthoxylum
stelligerum

Zanthoxylum
tingoassuiba,

Esquema 2. Espécies de Rutaceae baianas estudadas no LAPEMM, posicao taxonomica
proposta por Engler (1931)
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Figura 2 — O ultimo Dahlgrenograma (1989) com a ordem Rutales em destaque

(cinza)
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I.4. A familia Rutaceae e o género Zanthoxylum

A familia Rutaceae possui cerca de 150 géneros com
aproximadamente 1500 espécies largamente distribuidas pelas regides
tropicais e temperadas do mundo todo, sendo mais abundantes na
Ameérica tropical, sul da Africa e Australia. (Pirani, 1999). E considerada a
mais primitiva da ordem Rutales, em relacdo a sua morfologia e
composicao quimica (Waterman, 1983) e, no Brasil, esta representada por
cerca de 29 géneros e 182 espécies de acordo com Barroso et al. (1986)
(apud Melo e Zickel, 2004).

As Rutaceae apresentam como principal caracteristica morfologica, a
presenca de pontuacdes translucidas decorrentes da producao de
limonodides e oOleos essenciais em cavidades excretoras distribuidas na

casca do caule e no parénquima foliar (Pirani, 1982).

Fonte: < www.arbolesornamentales.com/Rutaceae.htm>

Figura 3 — Distribuicao geografica da familia Rutaceae em destaque (vermelho)

Dentre os géneros mais heterogéneos da familia, destaca-se
Zanthoxylum, pertencente a subfamilia Rutoideae, a tribo Zanthoxyleae e a
subtribo Evodiinae (esquema 2, pg. 22), que compreende aproximadamente

200 espécies lenhosas, arbustivas ou arbéreas, com perianto mono ou
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diclamideo. Variam de 6 a 18 metros de altura e possuem aculeos. Sao
pantropicais e apenas poucas espécies estendem-se nas zonas
temperadas. Ocorre em praticamente todo o Brasil, mas especificamente
em florestas serranas e caatinga (Lorenzi, 1992; Melo e Zickel, 2004). A
morfologia nao especializada da flor e o sistema vascular sugerem uma
posicao primitiva dentro da familia (Moore, 1936; Silva, M.F.G.F et al.,
1988).

Durante muito tempo, houve um problema quanto a distin¢cdo entre
Zanthoxylum | e Fagara l. Anteriormente, baseados em estudos sobre a
diferenca de perianto, Zanthoxylum era tratada como género distinto de
Fagara (Melo e Zickel, 2004).

Alguns trabalhos posteriores, como Waterman (1975), em analises
de evidéncias quimiossistematicas dos metabdlitos secundarios, e Guerra
(1987), utilizando a estrutura nuclear como parametro taxonoémico,
sugerem que os dois géneros podem ser fundidos devido a semelhanca.

Os estudos quimicos precedentes sobre o género apresentaram um
grande numero de metabodlitos secundarios com diversas atividades
biologicas, em particular, alcaléides comuns entre Zanthoxylum e a ordem
Ranales. A presenca destas substancias permitiu que Waterman (1983)
denominasse o género como proto-Rutaceae com, provavelmente, o mais

primitivo espectro de metabdlitos secundarios dentro da ordem Rutales.
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Figura 4 — Exemplos de estruturas isoladas do género Zanthoxylum
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I.5. Zanthoxylum tingoassuiba A.St. Hil

A espécie Zanthoxylum tingoassuiba também identificada como
Zanthoxylum articulatum Engl. ou com sua antiga denominacao Fagara
tingoassuiba Hoene (1920), foi primeiramente descrita por Saint Hilaire em
1825 e encontra-se distribuida nos estados da Bahia, Pernambuco,
Maranhao, Amazonas, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Goias e Sdao Paulo. Na
Bahia, ocorre na regidao de Feira de Santana, Chapada Diamantina e
Jacobina (Pirani, 1999).

E popularmente conhecida como casca preciosa, tinguaciba-da-
restinga, tinguaciba, limao-bravo, laranjeira-do-mato, mamica-de-porca ou
limaozinho (Machado, 1944), e a casca de seu caule € utilizada na
medicina tradicional como antiespasmoédico, antibidtico, relaxante
muscular, analgésico, diurético e antiinflamatério (Sudam-Genamaz,
2000).

Esta planta esta presente em associacado com Abutua
(Chondrodendron platyphyllum A. St. Hill. Miers) num medicamento
fitoterapico denominado Uva do Mato®, registrado em 1923, pelo
Laboratorio Flora Medicinal J. Monteiro da Silva e indicado para coélicas
abdominais, colicas nefréticas, espasmos da musculatura estriada e
mialgias.

Durante a apresentacdo de um trabalho sobre o estudo fitoquimico
de Z. stelligerum no Simposio de Plantas Medicinais da Bahia em Feira de
Santana foi sugerido por um representante do Laboratoério Flora Medicinal,
o estudo da espécie Z. tingoassuiba, o que foi aceito pelo grupo.

Apos coleta do material botanico, foi feito um levantamento
bibliografico e verificou-se que um espécime de Z. tingoassuiba, coletado
no Rio de Janeiro, havia sido estudado fitoquimicamente pela primeira vez
em 1959 por Antonaccio e Gottlieb, no qual descreveu-se a presenca do

triterpeno lupeol (1) e da lignana sesamina (2) (figura 5).
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Em 1961, Riggs et al. identificaram o alcaléide aporfinico
quaternario cloreto de 1- hidroxi - 2,9,10 - trimetoxi - N,N -
dimetilaporfina (3) na casca do caule de Z. tingoassuiba e em 1978,
Bernhard e Thiele, isolaram a tembamida (4) desta espécie.

Em 1987, foi estudado por Menezes e Pereira, o efeito biolégico do
alcaldéide aporfinico (3) que apresentou atividade bloqueadora
neuromuscular.

Este trabalho é o primeiro relato de estudo fitoquimico da espécie

baiana.

HO
NH-CO

MeO
HO

Figura 5 — Estruturas isoladas de estudos anteriores de Z. tingoassuiba
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I.6. Biossintese das principais classes de substancias encontradas em

Zanthoxylum tingoassuiba

O género Zanthoxylum € mencionado por Hoehne (1920) como detentor
de alcaldéides com efeito similar ao da pilocarpina, além dos odleos
essenciais caracteristicos da familia. Atualmente, metabdlitos como
fenilpropanoides, flavonodides, alcaldides, alquilamidas e Oleos essenciais
compostos por mono e sesquiterpenos sao relatados nas mais de 200
espécies descritas neste género (Silva, C.V. et al, 2002).

As principais rotas biossintéticas para estes compostos sao derivadas
de intermediarios da acetil CoA, acido chiquimico, acido mevalbénico e 1-
desoxixilulose 5-fosfato (Dewick, 2002).

As substancias encontradas em Z. tingoassuiba sado derivadas de duas

rotas principais: a via do chiquimato e a via do mevalonato.

I.6.1. Via do chiquimato

A via do chiquimato é a rota biossintética de compostos aromaticos
derivados dos aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano, a exemplo
das cumarinas, lignanas e alcaloides (Berg et al, 2002 e Herbert, 1989).

O acido chiquimico, molécula-base destes aminoacidos, € originado
de uma reacao tipo condensacao aldélica catalisada por uma enzima, entre
a 4- fosfato de D-eritrose e o fosfoenolpiruvato (PEP), originando o acido 3-
dehidroquimico, que sofre uma desidratacao e uma reducao para entao
formar o acido chiquimico (Dewick, 2002).

A partir da formacao deste acido, se produzira o acido corismico
(figura 6), com uma reacao inicial de fosforilacao ATP-dependente e logo
apos uma reacao enzimatica pela EPSP sintase, de incorporacao de PEP na
cadeia lateral do acido 3-fosfochiquimico, formando o acido 3-

enolpiruvilchiquimico-3-fosfato (EPSP) (Robbers et al, 1997).
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A transformacao de EPSP em acido corismico ocorre através de uma

eliminacao 1,4, provavelmente nao concertada (Dewick, 2002).

e )

COOH COOH H H
J COOH COOH H q
T EPSP sintase
HO (0] \1 COOCH
OH OP
acido chlqulmlco acido 3P—ch1qu1mlco
- HOP
COCH
COOH
" H
L-Phe - HOP CH,
-<— acido prefénico -=—— CHy,
L-Tyr /{L r-
PO (0] COOH
@] COOH
OH OH EPSP

acido corismico

Figura 6 — Formacao do acido corismico a partir do acido chiquimico

Para a formacao dos aminoacidos fenilalanina e tirosina, o acido
corismico passa por um rearranjo de Claisen, promovido pela enzima
corismato mutase que altera a conformacao pseudoequatorial (mais
estavel) do acido para a conformacao pseudoaxial, favorecendo o rearranjo

e a producao do acido prefénico (Herbert, 1989 e Dewick, 2002).

COOH HOOC}\ HOOC
EN
0

o = —

Rearranjo
7COOH 4e Claisen

HOOC Corismato L
acido corismico mutase OH OH ©
(pseudoequatorial) acido corismico

acido prefénico
(pseudoaxial)

Figura 7 — Formacao do intermediario acido prefénico a partir do acido corismico
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Na seqUéncia, trés reacoes estdo envolvidas: aromatizacao
decarboxilativa, transaminacao e no caso da tirosina, uma oxidacao

(Dewick, 2002).

COOH

S-fosfato
Piridoxal
(PLP)

NAD? OH

COOCH
COOH

O COOH
/—\ H\ NH
H. o) 2
o<' o NH,
PLP _ NaD"
- desidrogenase

0
.
H' oH OH OH

acido prefénico l L -Tyr

l COOH

COOH
NH,

PLP
—_—

transaminacao
L-Phe

Figura 8 — Formacao dos aminoacidos fenilalanina e tirosina, a partir do acido prefénico

O processo de formacao do aminoacido triptofano inicia-se com a
aromatizacdo do seu anel e uma aminacao, utilizando para isto, uma
molécula de um outro aminoacido como nucleéfilo, o L-glutamina. Esta
reacao € intermediada pela enzima antranilato sintase. A seguir, uma
molécula de acido piravico € perdida, produzindo o acido antranilico
(Herbert, 1989 e Dewick, 2002).

O acido antranilico formado incorpora dois carbonos de uma
molécula de fosforibosil difosfato, sofre ciclizacdo, formando um anel

indolico e perde sua carboxila (Herbert, 1989).
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Os carbonos remanescentes do ribosil sdo removidos pela enzima
triptofano sintase, que se mantém ligada ao nucleo inddlico até sua

substituicao pelo aminoacido L-serina (Dewick, 2002).

HOOC COOH
COOH NHz
COOH COOH
CHZ NH, NH;
CHa o —» L-Trp
COOH Antranilato /['k
sintase o COOH acido antranilico

acido corismico

Figura 9 — Formacao do acido antranilico, a partir do acido corismico

COOH RO
COOH COOH :
HO X _choP
/ \_CH,0P 5,2 H= 2
: : — = <NH CHOP >
: : \,\[_—'>/ N OH
HO H/
HO & +OH
HO CH,OP H O
2 COOH H
HO
-Co R CH,OP
4—2 \\' CHZOP / 2
Triptofano .
sintase NH OH
-H,0
LX) H
H \Y COO
/ L -Ser
OH — »
N\ 5- fosfato
H piridoxal
H (PLP)

Figura 10 — Formacao do aminoacido triptofano, a partir do acido antranilico
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I.6.1.1. Cumarinas

As cumarinas sao substancias comumente encontradas na ordem
Rutales. De acordo com Gray (1983), aproximadamente 200 espécies de
cerca de 60 géneros desta ordem foram pesquisadas, encontrando-se
quase 300 cumarinas diferentes, com grandes variacoes de complexidade
estrutural.

As cumarinas C- ou O-alquiladas, geralmente preniladas, sdo as
mais comuns em Rutaceae (Murray,1982). Formas diméricas, furano e
pirano-cumarinas sao também encontradas.

A figura a seguir apresenta exemplos de cumarinas isoladas dos

géneros Zanthoxylum, Metrodorea e Spiranthera, estudados no LAPEMM.

Cumarinas Origem Referéncia
SN Spiranthera odoratissima |Freitas, 2001
0] o "0
N Spiranthera odoratissima |Freitas, 2001
(rizoma)
MeO o ~O
N Spiranthera odoratissima | Freitas, 2001
(rizoma)
O Oo” ~O
=
OCH3 Zanthoxylum tingoassuiba | Santana et al., 2006
(folha)
J X
O 0" o

Figura 11 — Exemplos de cumarinas isoladas de Rutaceae de ocorréncia regional
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Zanthoxylum tingoassuiba

Hohlemwerger et al., 2005

4 \ :
(folha e raiz) Santana et al., 2006
O 0" o
OCHj
OCHg Zanthoxylum tingoassuiba | Hohlemwerger et al, 2005
(folha e raiz) Santana et al., 2006
J X
O 0~ o
OCHg
J N Zanthoxylum stelligerum | Silva et al, 2002
(raiz)
O 0" o
o
=
Metrodorea mollis (raiz) |Fonseca et al., 2006
OCHg
= X
o o
Metrodorea mollis (raiz) |Fonseca et al., 2006
= X
o o
OCHg
Metrodorea mollis (raiz) |Fonseca et al. et al,2006
OCHj,
X
H,CO o)

Figura 11 — Continuacao

A biossintese de cumarinas (substancias derivadas de fenilalanina)

ocorre por eliminacao de amonia (E2) deste aminoacido e formacao do
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acido cinamico, que sofre uma hidroxilacao, seguida de uma isomerizacao

e formacao do anel lactonico (figura 12).

@/\(COOH @\/ /@/\/COOH /@\/COOH /@\
Ha fenilalanina HO COOH

fenilalanina amonia liase acido

(PAL) cinamico

@(\1
HO O ™0

umbelliferona

Figura 12 — Formacao da cumarina umbeliferona, a partir do aminoacido fenilalanina

As cumarinas podem ser também originadas do acido cinamico
hidroxilado na posicao 4, dando a umbeliferona. O anel aromatico é
ativado com a presenca de OH em orto e por isso € facilmente alquilado, no
caso pelo difosfato de dimetilalila, que cicliza e forma a marmesina. Estas
reacoes sao promovidas por uma monooxigenase citocromo P450 -
dependente e requer como co-fatores oxigénio e NADPH. Uma outra
monooxigenase cliva o fragmento de hidroxisopropila, gerando o psoraleno,

precursor das cumarinas lineares de Z. tingoassuiba (figura 13).

5
N \\—

monoox1genase

marmesina

0,
monooxigenase | NADPH

206\
0] 0 X0

psoraleno

Figura 13 — Formacao do psoraleno (precursor de furanocumarinas)
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Por muitos anos, a ciclizacao foi postulada envolvendo um epoxido
intermediario, que sofreria um ataque nucleofilico do grupo fenol e poderia
formar tanto o furano com cinco membros como o pirano com seis
membros, encontrados comumente em produtos naturais. Entretanto,
epoxidos intermediarios nao tém sido demonstrados em nenhum sistema
enzimatico investigado e, portanto, algum mecanismo de ciclizacdo

oxidativa direta deve operar (Dewick, 2002).

1.6.1.2. Alcalédides

Atualmente, sao conhecidos cerca de 150.000 compostos isolados de
plantas e animais terrestres (Granato et al., 2005), destes, cerca de 14 %
sao alcaldides (Maraschin e Verpoorte, 1999).

Os alcaldéides sao substancias nitrogenadas derivadas de
aminoacidos e classificam-se de acordo com o aminoacido precursor e sua
forma estrutural (Dewick, 2002). Estes metabdlitos sdo de especial
interesse para os quimicos de produtos naturais, devido a heterogeneidade
quimica do grupo, a distribuicao restrita na natureza e ao grande potencial
bioativo (Robbers et al, 1997).

Na ordem Rutales, somente as familias Rutaceae, Simaroubaceae e
Meliaceae apresentam alcaléides. Das familias citadas, a Rutaceae € a
mais examinada para constituintes alcaloidicos (Mester, 1983).

Em Rutaceae, os alcaldides derivados do acido antranilico sao os
mais amplamente distribuidos, ocorrendo em 64 dos 74 géneros e em S
das 7 subfamilias; os derivados do triptofano sao mais limitados, somente
ocorrem em 18 géneros; tém sido reportado em 22 géneros, alcaldides
derivados de tirosina ou fenilalanina (Mester, 1983).

No LAPEMM, a maioria das substancias encontradas pertence a

classe quimica dos alcaldides (figura 14).
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Alcaldides

Origem

Referéncia

Meo!f

Zanthoxylum stelligerum

Silva, C.V. et al., 2002

Zanthoxylum stelligerum

Andreadoxa flava
Ertela bahiensis

Silva, C.V. et al., 2002
Hohlemwerger, S.V.A.,
2002

Silva, E.C., 1998

Zanthoxylum stelligerum

Silva, C.V. et al., 2002

Spiranthera odoratissima

Freitas, C.M.J., 2001

Zanthoxylum stelligerum
Spiranthera odoratissima

Silva, C.V. et al., 2002
Freitas, C.M.J., 2001
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Andreadoxa flava Hohlemwerger, S.V.A.,
2002
Andreadoxa flava Hohlemwerger, S.V.A.,

2002

Figura 14 — Alcaléides isolados em Rutaceae de ocorréncia regional
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o Andreadoxa flava Hohlemwerger, S.V.A.,
2002
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Andreadoxa flava Hohlemwerger, S.V.A.,
2002
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Andreadoxa flava Hohlemwerger, S.V.A.,
2002
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Andreadoxa flava Hohlemwerger, S.V.A.,
2002
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X
l}l o
OMe H
Andreadoxa flava Hohlemwerger, S.V.A.,
2002
Andreadoxa flava Hohlemwerger, S.V.A,,

2002

Figura 14 — Continuacao
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@]
X

/—Z

Andreadoxa flava

Hohlemwerger, S.V.A.,
2002

Ertela bahiensis

Silva, E.C., 1998

Figura 14 — Continuacao

No género Zanthoxylum foram encontrados cantin-6-onas, amidas,

aminas (Ng et

benziltetrahidroisoquinolinicos:

1987), alcaloides

aporfinas e benzofenantridinas

furoquinolinicos

(Diehl,

2000). Estes ultimos destacam-se por suas atividades: antileucémica,

antitumoral, antiinflamatoria e antimicrobiana (Moura et al.,1997). Em

1975, Waterman propos considerar os géneros produtores deste tipo de

alcaldéides como os representantes mais primitivos dentro da familia

Rutaceae (Silva, M.F.G.F et al, 1988).

1.6.1.2.1. Alcaloides benzofenatridinicos

Duas moléculas de tirosina sao necessarias para a producao de

alcaloides benziltetrahidroisoquinolinicos, uma destas formara a dopamina

por duas vias biossintéticas (figura 15)

e a outra produzira o 4-

hidroxifenilacetaldeido (figura 16) (Dewick, 2002; Seigler, 1998; Zenk e

Tanahashi, 1985).
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02 fenolase
- CO
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HO : .COOH 2
dopa N H2
NH, descarboxilase HO

HO

Dopamina
L-dopa P

Figura 15 — Formacao da dopamina a partir da L-tirosina

O._COOH

PL

COOH
W transammagao
HO

Tirosina

Figura 16 — Formacao do 4-hidroxifenilacetaldeido a partir da L-tirosina

A dopamina e o 4-hidroxifenilacetaldeido se condensarao pela acao
da enzima (S)-norlaudanosolina sintetase com formacao de uma base de
Schiff seguida por fechamento do anel, através de uma reacao tipo
Mannich que produz um alcaloide (.S).

O alcaloide € entao modificado pela N-metiltransferase e pela enzima
4"-O-metiltransferase, dando origem a (S)-reticulina (Seigler, 1998; Zenk e
Tanahashi, 1985).

Apoés uma sequéncia de transformacoes, forma-se uma

protoberberina (figura 17).
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CHO

HO HO —> HO

OH
N-metil LS AM
transferase
MeO
0, MeO
SAM ascorbato
-~ -
4-O-metil  HO o
transferase O
MeO
HO
R

protoberberina

Figura 17 - Biossintese da protoberberina a partir da dopamina e do 4-

hidroxifenilacetaldeido



Capitulo I - Introduc¢do 42

O sistema benzofenantridinico origina-se ap6s o rompimento da
ligacao do carbono com o nitrogénio e posterior rotacao (figura 18) (Seigler,
1998).

As etapas seguintes para a formacdao do esqueleto
benzofenantridinico seguem um rearranjo espontaneo até a formacao do

alcaloide dihidrosanguinarina (Seigler, 1998; Zenk e Tanahashi, 1988).

o OH 40
2
NADPH _© 0 O n
. N
protopina 6- s

hidroxilase

protoberberina protopina

dihidrosanguinarina

Figura 18 - Biossintese da dihidrosanguinarina a partir da protoberberina
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I1.6.1.3. Lignanas

As lignanas sao dimeros formados por unidades de alcool
coniferilico, uma substancia derivada do acido cinamico. Esta reacao
ocorre a partir de duas oxidacdes consecutivas em presenca de NADPH,
uma metilacdo, uma esterificacao e duas reducoes: a primeira de éster de
CoA para aldeido e a segunda reducao, de aldeido para alcool, utilizando

outra molécula de NADPH e € reversivel (figura 19) (Dewick, 2002).

COOH COOH COOH
é NADPH (5 NADPH (5 SAM HSCoA__ _NADPH_
acido cinamico acido 4 cumarico acido cafelco acido ferulico NADPH
CH,OH
=
MeO
OH

alcool coniferilico

Figura 19 — Formacao do alcool coniferilico a partir do acido cinamico

A enzima peroxidase realiza a oxidacao de um elétron do grupo
fendlico, que leva a deslocalizacao do elétron nao emparelhado, gerando
estruturas ressonantes inclusive na cadeia lateral (figura 20).

O alcool coniferilico oxidado sofre ataque nucleofilico por grupos
hidroxila do mesmo sistema ou moléculas de agua externas (figura 21)

(Dewick, 2002).
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CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

- CH,OH
74 = = = .
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(@]

alcool coniferilico

Figura 20 — Oxidacao do alcool coniferilico para a biossintese de lignanas

OH
CH,0H CH,OH
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Figura 21 — Formacao de lignanas a partir do alcool coniferilico oxidado

I.6.2. Via do mevalonato

Os terpenodides distribuem-se amplamente na natureza e constituem
o maior grupo de compostos identificados até o momento (Hegnauer, 1992
apud Maraschin e Verpoorte,1999).

Estas substancias tém papel proeminente nas discussoes de ecologia
quimica, pois desempenham funcdes importantes como fitoalexinas,
hormonios, agentes de atracao polinica e de defesa contra insetos e
herbivoros (Robbers, 1997).

Os terpendides sao produtos naturais derivados de unidades de
isopreno (Cs) ligados através da extremidade superior e inferior (sistema
cabeca-cauda), podem ser classificados em mono (Cio), sesqui (Cis), di

(C20), tetra (Caso) e triterpenos (C3o0) e sao biossintetizados a partir de duas
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rotas: a via do mevalonato (figura 22) e a via do 5-fosfato de 1-deoxi-D-

xilulose (figura 23) (Dewick, 2002).

C]
(0] H H@
o) O
s
Reacao de
J SCoA Clalsen /U\/U\SCOA JOH 0 oH OH
g HO,C. > SCoA OH
H,C SCoA 0A+ EnzSH NADPH HO2C\>\/)\SC R
\n/ HMG - CoA HMG-CoA °
9 redutase tiohemiacetal
SEnz acido mevaldico
Acetil-CoA _EnzSH \ﬂ/
(0]
e hoT ||3—O ADP NADPH_ HOOC\>\OH/\
-CO \>\/\
Ht P/Cs opp - ©% O <2XATP_ HOOC oH X0
H H acido mevalonico acido mevaldico
PP isopentenila ATQ\OH/\ (MVA)
(IPP) HG V] s OPP
4 isomerase
)V\OPP
PP dimetilalila (DMAPP)

acido mevalodnico

Figura 22 — Formacao de intermediarios biossintéticos dos terpendides

- IPP e DMAPP - via
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tiamina PP .
1-deoxi-
D-xilulose
l NADPH
NH,
(‘3‘ NH, §
O—P-OH N
o o S o o 9 L OH
ATP y I N“ 0 _cCTP N
< (\)\ | o N)%O<— of?—o—ﬁ’——o o - %Y\OP
I \,O*'T;O”ZH ° OH OH oy OH OH OH
OH OH HO  OH
l HO OH
I
O—P-OH
/‘ o) :
g M..0 -H,0 isomerase
(5,0 OPP == N"opp
OH OH
OH
IPP DMAPP

Figura 23 — Via alternativa do 5 — fosfato de 1-deoxi-D-xilulose, para a formacao do IPP e

DMAPP
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1.6.2.1. Monoterpenos (Cio)

Os monoterpenoides sao compostos com 2 unidades de isopreno e
formula molecular: CioH1e. Formam-se a partir da reacao entre o difosfato
de isopentenila (IPP) e o difosfato de dimetilalila (DMAPP), catalisada pela
enzima preniltransferase, resultando nos intermediarios biossintéticos -
difosfato de geranila (GPP) e seus dois isomeros, difosfato de nerila e

difosfato de linalila (figura 24).

OPP —— > opPPp —> opp ———>

prenil

DMAPP transferase geranil PP (GPP)
- I
\Z OPP \E PN
| _ OPP
neril PP linalil PP
(NPP)

(LPP)

- %«»}

Figura 24 — Formacao de monoterpenos a partir do DMAPP e IPP
Estes intermediarios, depois das ciclizacoes, podem sofrer
transformacoes enzimaticas como oxidacoes, reducoes, isomerizacoes e
hidratacoes, que levam a um grande numero de compostos. Conhecidos
por sua volatilidade e odor pungentes, os monoterpenos sao utilizados
comercialmente na perfumaria, na producdo de especiarias e como

flavorizantes na industria de alimentos (Robbers, 1997).

1.6.2.2. Sesquiterpenos (Cis)

Sao terpenos que contém 3 unidades de isopreno, com formula

molecular CisHa4, formados a partir do acréscimo de uma unidade de
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difosfato de isopentenila (IPP) no difosfato de geranila. Esta reacdo é
promovida pela preniltransferase e leva ao precursor difosfato de farnesila

(FPP), que da origem aos sesquiterpenos lineares e ciclicos (Robbers,1997).

* )\/\/k/\/k/\/‘
A A S -—— A S A ] S XX S oPp

difosfato de
farnesila (FPP)

'

OoPP E z
)\/\/K/\/k/ S S N
nerolidil PP E,Z - FPP

H OH E
H,0 X ~
NS

cation
bisabolila

oPP

a - bisabolol

Figura 25 — Formacao de sesquiterpenos, a partir do intermediario FPP

1.6.2.3. Triterpenos (C3zo)

Os triterpenos sdo compostos com 6 unidades de isopreno, derivados
de 2 moléculas de difosfato de farnesila (FPP), que se ligam por adicao
eletrofilica entre Cl1 de uma molécula e C2’° do outro FPP. O cation
resultante € descarregado pela perda de um proton e um ciclopropano é
formado, surgindo o intermediario presqualeno PP.

A seguir, o grupo difosfato € perdido, dando um cation primario nao
favoravel. Este cation sofre um rearranjo 1,3 alquila de Wagner -
Meerwein, produzindo um novo ciclopropano e um carbocation mais
estavel. A ligacao do anel é quebrada na posicao C1-C2’ e origina-se uma
ligacao dupla e um cation alilico, que é neutralizado por um hidreto doado

por uma molécula de NADPH, formando o esqualeno.
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A ciclizacao do esqualeno é produzida em uma reacao catalisada por

uma flavoproteina dependente de O2 e NADPH. As ciclizagoes sao seguidas

por uma seqUéncia concertada de migracoes de Wagner — Meerwein de

metilas e hidretos e sdo mediadas por carbocations (Dewick, 2002).

Em vegetais, os triterpendides sao derivados do cicloartenol (Dewick,

2002).
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Figura 26 — Formacao de triterpenos, a partir do difosfato de farnesila (FPP)
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cicloartenol

NADPH

Enz-Fe-OOH

HO [O—H
0

O—Fe—Enz

COOH

Figura 27 — Formacao de colesterol em vegetais, a partir do cicloartenol
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1.6.2.4. Esterdides

Os fitoesteroides sao triterpenoides sao derivados de uma molécula
de colesterol sem a presenca das metilas de em C-4 e C-14 (figura 28).
Sao caracterizados também pela presenca de um carbono extra ou dois
carbonos substituintes na cadeia lateral, ligados ao C-24. Estes esteroides
sao componentes estruturais das membranas das plantas e parecem ter
um papel na proliferacao celular (Robbers, 1997 e Dewick, 2002).

A figura 25 descreve a formacao dos fitoesterdides mais comumente
encontrados: B - sitosterol e o estigmasterol (Dewick, 2002).

Os carbonos substituintes da cadeia lateral tém como fonte a S-

adenosilmetionina (SAM) (Berg, 2002).

Figura 28 — Formacao de estigmasterol e f - sitosterol, a partir da molécula do colesterol
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II. MATERIAL E METODOS - Zanthoxylum tingoassuiba A. St.
Hil.

II.1. Coleta e Identificacao do Material Botanico

O caule de Z. tingoassuiba A. St. Hil. foi coletado no distrito de Jaiba
em Feira de Santana — BA (figuras 29 e 30), no dia 8 de abril de 2004 e os
frutos, no 12 de marco de 2005 (figura 31), no mesmo local. Este material
foi identificado pela Prof?. Maria Lenise da Silva Guedes, curadora do
Herbario Alexandre Leal Costa (ALCB), Instituto de Biologia da
Universidade Federal da Bahia; e suas exsicatas encontram-se catalogadas

no ALCB, sob os numeros 66983 e 67894, respectivamente (figura 32).

Fonte: Wikipedia, 2006.

Figura 29 - Mapa da Bahia destacando a microrregido de Feira de Santana
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Jagiba
H Feira ge Santang
B k50 Durval
B Homaldes
W Beenfien de Feira
Tigaonuce
B desla Oukadia
. Jaguara

Fonte: Silva, 2003. p.6
Figura 30 - Mapa do municipio de Feira de Santana - BA

Figura 31- Zanthoxylum tingoassuiba St. Hil.
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Figura 32 - Exsicatas de Zanthoxylum tingoassuiba St. Hil. n® 66983 e 67894: Herbario
Alexandre Leal Costa (Instituto de Biologia — UFBA)

II.2. Obtencao dos extratos

O caule de Z. tingoassuiba foi seco em estufa a temperatura de 30° C
com circulacao de ar, e triturado, obtendo-se uma massa de 7,19 Kg. O
material moido foi submetido a trés extracdoes sucessivas com cerca de
5,0L hexano e posteriormente, outras trés extracdées com 5,0L de metanol
(esquema 3), objetivando a extracao de substancias mais polares.

Os extratos dos frutos frescos imaturos de Z. tingoassuiba foram
obtidos por maceracdao a frio, partindo-se de 197,0 g de material e
utilizando como solventes extratores 1,5L de diclorometano e 1,5L de

metanol (esquema 4).
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Apods filtracao, os extratos foram concentrados sob pressao reduzida
em rota evaporador e secos em capela e dessecador a vacuo até atingirem
massas constantes.

Foi preparado também o extrato metandlico (com massa de 1,23 g) a
partir de 100 g dos frutos imaturos, apos estes serem submetidos ao
processo de hidrodestilacdo. O extrato seco foi comparado com o extrato
metanolico dos frutos frescos, através de CCDA e RMN de !H. Ambos os
extratos apresentaram mesmos resultados, escolhendo-se para trabalho o

extrato dos frutos frescos por ter a maior massa.

7,19 Kg de caule de Z.
tingoassuiba

Maceracdao com Hexano (3 X))

Filtracado e concentracao

Extrato Hexanico Torta

(68,05 g)

Maceracdo com Metanol (3 X))

Filtracdo e concentracéo

Extrato Metandlico

(521,89 g)

Esquema 3. Fluxograma dos procedimentos realizados para a obtencado dos extratos
hexanico e metanolico de caule de Zanthoxylum tingoassuiba
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197 g de frutos de Z.
tingoassuiba

Maceracao com Diclorometano (3 X))

Filtracdo e concentracéao

Extrato Diclorometanico Torta

(3,87 g)

Maceracao com Metanol (3 X))

Filtracao e concentracao

Extrato Metanoélico

(23,25 g)

Esquema 4. Fluxograma dos procedimentos realizados para a obtencdo dos extratos
diclorometanico e metanélico dos frutos de Zanthoxylum tingoassuiba
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As tabelas 4, 5 e 6, a seguir, informam o rendimento dos extratos e massas

das fracoes trabalhadas.

Tabela 4 — Rendimento dos extratos de Zanthoxylum tingoassuiba

Extrato Codigo Material Massa Rendimento

vegetal Total de

(g) extrato
Hexanico do Caule CH 7.190,00 g 68,05 g 0,95 %
Metanolico do Caule CM ) ’ 521,89 ¢ 7,26 %
Diclorometanico dos frutos FRD 197,00 g 3,87¢g 1,96 %
Metanolico dos frutos FRM ’ 23,25 g 11,80%

Tabela 5 — Fracoes do caule de Z. tingoassuiba e suas respectivas massas

Tabela 6 — Fracoes dos frutos de Z. tingoassuiba e suas respectivas massas

Fracoes Massas
CH 2 4,09 g
CH 2.13 471,60 mg
CH 2.21 78,70 mg
CH 2.26 226,60 mg
CM 200,00 g
CMH 820,00 mg
CMIC 1,05 g

FRACOES MASSAS
FRD 3,87 g
FRD 3 165,90 mg
FRD 10 30,60 mg
FRD 11 116,78 mg
FRD 12 166,02 mg
FRD 13 716,83 mg
FRM 29,97 g
FRM 2 32,71 mg
FRM 5 75,69 mg
FRM 6 50,67 mg
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FRM 10 19,74 mg
FRM 11 64,40 mg
FRM 12 46,11 mg
FRM 13 304,82 mg

I1.3. Isolamento de constituintes quimicos de Z. tingoassuiba

I1.3.1. Extrato hexanico do caule

Uma aliquota de 49,67 g do extrato hexanico do caule de Z.
tingoassuiba (CH), obtido conforme o esquema 3, foi submetido a uma
coluna filtrante, utilizando como eluentes os seguintes solventes, em
ordem crescente de polaridade: Benzina de Petroleo, Hexano,
Diclorometano, Acetato de Etila e Metanol (esquema 5).

Esta separacado cromatografica rendeu cinco fracoes: CH1, CH2,
CH3, CH4 e CHS.

A fracao hexanica (CH2), foi escolhida para trabalho a partir da
analise das fracoes por cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA), utilizando como agentes reveladores: UV, Dragendorff para
deteccao de alcaldides, cumarinas e flavonoéides; KOH para confirmacao da
presenca de cumarinas e Vanilina/H>SO4 — para alcoois com alto peso
molecular, 6leos essenciais, fenodis e esterdides. As fracoes também foram
monitoradas por RMN de 1H.

A fracao CH2 foi separada por cromatografia em coluna classica
(CLC) e wutilizou-se como eluente inicial Hexano puro, aumentando
gradativamente a polaridade com o sistema Hexano/Acetato de Etila e até
a eluicao final com Acetato de Etila. Este procedimento resultou em 27
fracoes, apos reuniao por CCDA. Destas, as fracoes CH 2.13 obtida com
Hex/AcOEt (9:1), CH 2.21 (8:2) e CH 2.26 (1:1) foram trabalhadas, com

base em seus espectros de RMN de !H.
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A fracao CH 2.13 foi submetida a uma cromatografia de coluna
isocratica (Hex/AcOEt 8:2), obtendo-se 12 fracoes, apos serem reunidas
por CCDA. A quarta fracao desta coluna foi identificada como o composto
1.

Foi feita uma coluna para separar a fracao CH 2.21, utilizando
inicialmente Hexano/Diclorometano (1:1), com aumento de polaridade da
mistura eluente com gotas de Metanol. Este procedimento resultou em 14
fracoes. A fracdo 01 retirada com Hex/CH2Clz (1:1) foi identificada como a
substancia 2.

Foi realizada uma coluna da fracao CH 2.26, o sistema eluente
escolhido foi CH2Clo/MeOH em gradiente de polaridade crescente,
iniciando com CH2Cl> puro e terminando com MeOH puro. Foram obtidas
15 fracoes. A fracdao 09 foi retirada da coluna com CH2Cla/MeOH (9:1) e
submetida a wuma nova separacdo por CLC com gradientes de
CHCI3/MeOH, a fracao 8 (CHCl3/MeOH 8:2) resultante deste processo foi
purificada, utilizando-se CCD preparativa e resultou na substancia 3 (com
massa de 18,60 mg).

Todos os procedimentos com CH2 estao resumidos no esquema 5.
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49,67 g de extrato hexanico do
caule de Z. tingoassuiba

Coluna filtrante

Benzina d >
epréﬁ‘rc'l)?eoe > CeHip»l CH,CL, > ACOEt —> CH,OH
@ CH 2 CH 3 CH 4 CHS5
m=4,09¢g

Coluna - Hex/AcOEt

27 fracoes

<— Hex/AcOEt (9:1) |<— Hex/AcOEt (8:2) |<— Hex/AcOEt (1:1)

Coluna
C.C. Hex/CH,Cl, (1:1) +

Hex/AcO (8:2) 272
gotas de MeOH C.C. CH,Cl,/MeOH

14 fracoes 15 fracoes
Hex/CH,CI, CH,Cl,/MeOH (9:1)

(1:1)

CH 2.26.9
m =170,4 mg

C.C. CHCl,/MeOH

CH2.21.1
m =22,6 mg

CHCl,;/MeOH (8:2)
CH 2.26.9.8
m =18,6 mg
purificacao

El

Esquema 5. Fluxograma do isolamento de substancias do extrato hexanico do
caule de Z. tingoassuiba
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I11.3.2. Extrato metanodlico do caule

Uma aliquota de aproximadamente 50 g do extrato metandlico (CM),
obtido de acordo com o esquema 3 (p.54), foi particionada com os
seguintes solventes: Hexano, Cloroférmio, Metanol e Acido Acético,
resultando em 4 fracoes: CM/o6leo, CM/CHClz, CM/MeOH e CM/OH.

A fracao hexanica CM/é6leo, de massa 1,37 g, foi submetida a uma
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas, obtendo-se
trés substancias - 4, 5, 6 e 15 (esquema 6).

Com o objetivo de isolar alcaloides quaternarios, uma aliquota deste
extrato (= 200 g) foi tratada com uma solucao de 100 mL de KOH a 10%
(p/v) e extraida com Hexano e Cloroformio. A fase aquosa foi acidificada a
pH 5-6 com HClI 10% (v/v) e novamente extraida com Hexano e
Cloroférmio. Apés acidificacao da fase aquosa, acrescentou-se uma
solucao 100 mL de KI a 10% e houve uma nova extracao com Cloroférmio
e Acetato de Etila (esquema 7).

As fracoes hexanicas (CMH), obtidas no procedimento acima
descrito, foram consideradas iguais através da comparacao por
cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) e dos espectros de RMN
de 'H e foram reunidas, resultando em um residuo de aproximadamente
820 mg, que foi submetido a uma cromatografia em coluna (C.C),
utilizando inicialmente CH2Clo puro e aumentando a polaridade por
acréscimo de metanol até finalizar com MeOH puro. As fracoes de 6 a 11
foram retiradas da coluna com CH2Clo/MeOH (99:1) e foram reunidas,
formando a fracao CMH4. Esta fracao foi submetida novamente a uma
coluna sob o mesmo sistema eluente. A fracdo 6 retirada com
CH2Cl2/MeOH (98:2), com massa de 20 mg, desta coluna resultou na

substancia 14.
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Extrato Metandlico

de caule de Z. tingoassuiba
(50,0 g)

Coluna filtrante

CH,, —>| CHCl, —>»| MeOH —>| CH;COH_ _

[ CM/(’)leo] [ CM/CHCI, ] [ CM/MeOH ] Neutraliza¢cdo ¢/ NH,OH

( CM/OH |

Esquema 6. Fluxograma do isolamento de substancias do extrato metanélico do caule de Z.
tingoassuiba por CG/E.M
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200 g de Extrato Metandlico de
caule de Z. tingoassuiba

100 mL de KOH 10% —

Extracao ¢/ Hexano (3 X)

Fase hexanica Fase aquosa

concentracao Extragédo ¢/ CHCI, (3 X)

Fase aquosa [Fase clorof()rmica]

HCI1 10% —>

Extracdo ¢/ Hexano (3 X)

|

Fase aquosa
concentracao

soncoeci

CMH 2 Extracao ¢/ CHCI, (3 X)

CCD - reuniéo de fracoes

[Fase clorof(‘)rmica} [Fase aquosa}
CMH
820 mg ] Kl a 10% —t
Coluna - CH,Cl,/ MeOH Extracédo ¢/ CHCI, (3 X)
CMH 4
177,1 mg
[Fase cloroférmica] [Fase aquosa]

Coluna - CH,Cl,/ MeOH

CMIC Extracao ¢/ AcOEt (3 X)
CMH 4.6
20 mg
CMAE

14

Esquema 7. Fluxograma do isolamento de substancias do extrato metanélico do
caule de Z. tingoassuiba
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I1.3.3. Extrato diclorometanico dos frutos

O extrato diclorometanico de frutos (FRD) obtido através de
procedimento descrito no esquema 4 (p.55), foi fracionado através de
coluna cromatografica classica, utilizando misturas de CHCl3/MeOH em
gradiente de polaridade, comecando com Cloroférmio puro e terminando
com MeOH puro como eluentes. Este procedimento resultou em 24 fracoes
(esquema 8).

As fracoes trabalhadas foram escolhidas pelas massas (superiores a
20 mg) e pelos resultados da analise em CCDA com agentes reveladores
como KOH, Dragendorff e U.V, além dos espectros RMN de !H.

Mediante a estes critérios, foram selecionadas para trabalho as
fracoes: FRD 3 (165,9 mg), FRD 8 (390,1 mg), FRD 10 (30,6 mg), FRD 11
(116,8 mg), FRD 12 (166,0 mg) e FRD 13 (716,8 mg).

A fracdao FRD 3 foi purificada por C.C. isocratica, utilizando CHCIls
puro como eluente e a fracdo 15 (43,6 mg) da coluna foi identificada como
a substancia 6.

A fracao FRD 8 foi submetida a uma separacao cromatografica em
coluna, eluida inicialmente com Cloroférmio puro com aumento gradativo
da polaridade por acréscimo de Metanol até a proporcao 1:1 dos solventes.
Sete fracoes foram obtidas, apos reunido através de comparacao por
CCDA. A fracao 1 retirada da coluna com Cloroférmio como eluente foi
reconhecida como o composto 10 (26,7 mg).

As fracoes FRD 11, 12 e 13 foram identificadas através de RMN de
IH como uma mistura das substancias 8 e 9, numa variacao quantitativa:
as fracoes 11 e 12 tinham a substancia 9 como majoritaria e FRD 13
continha como composto principal 8.

Uma coluna de média pressao eluida com uma mistura de CHCI3 e
MeOH foi feita com FRD 11 e obteve-se 8 fracoes. A primeira fracao desta

coluna eluida com CHCI3 puro resultou na purificacao da substancia 9 (68
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mg) e oitava fracao retirada com Cloroférmio/Metanol (95:5) resultou em 8

(23,1 mg).

Extrato
Diclorometanico dos
frutos - FRD (3,87 g)

Cromatografia em Coluna - CHCl,/MeOH

24 fracoes

@@ (FRD 8 [FRDIO] [FRDll] [FRDlQ] @12]

C.C CHCl,puro C.C CHCl,/MeOH (8+0 | [8+9 ] 8+9

fracdo 15

19 fragées CC CHCI3/MCOH
6|

Reuniao por CCD

8 fragoes

CHCl CHCIl;/MeOH (95:5)
fragao 1 frag:ao 8

Esquema 8. Fluxograma do isolamento de substancias do extrato diclorometanico
dos frutos de Z. tingoassuiba
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I1.3.4. Extrato metanolico dos frutos

O extrato metandlico de frutos (FRM), com massa de
aproximadamente 23,25 g, foi submetido a uma separacao cromatografica
em coluna de média pressao, utilizando como eluente a mistura de
cloroférmio e metanol, em ordem crescente de polaridade, comecando com
Cloroformio puro e terminando com MeOH puro como eluentes. Foram
obtidas 28 fracoes, das quais, foram trabalhadas FRM 5 (99:1), FRM 6
(99:1), FRM 10 (98:2), FRM 11 (98:2), FRM 12 (98:2) e FRM 13 (98:2)
(esquema 9), seguindo os mesmos critérios descritos para a obtencao das
substancias de FRD.

Identificou-se na fracdao FRM 5, a mistura das substancias 1 e 10.

A fracdo FRM 6 de massa 169,7 mg foi separada em coluna
cromatografica isocratica, eluida com cloroféormio. Foram obtidas 10
fracoes. A fracao FRM 6.1 foi purificada através de cromatografia
preparativa, resultando em uma mistura das substancias 11 e 12 (22,9
mg). A fracao FRM 6.2 foi reconhecida como sendo o composto 13 (20,4
mg).

A fracado FRM 10 foi purificada através de wuma coluna
cromatografica eluida com Diclorometano/ MeOH (98:2) e a fracao 5
resultou em 7.

As fracoes FRM 11, 12 e 13 apresentaram da mesma maneira que as
fracoes FRD 11, 12 e 13 a mistura das substancias 8 e 9.

A fracao FRM 13 foi escolhida para ser purificada através de coluna
cromatografica eluida com CHCIl3 e MeOH em mistura, iniciando a eluicao
com CHCI3 puro e terminando MeOH puro. Este procedimento resultou em
9 fracoes, obtendo-se a substancia 8 (33,1 mg), na sétima fracao da coluna

eluida com CHCl3/MeOH na proporcao 95:5.
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Extrato Metandlico
FRM (23,25 g)
Coluna aberta - CHCl,/MeOH
28 fracodes
FRM 2 FRM 5 FRM 6 FRM 10 FRM 11 FRM 12 FRM 13
m=32,7mg| |p-757me [m=169,7mg m = 48,0 mg| (M= 644 mg - 46,1 mg) m =304,8 mg
C.C-CHOL C.C. CH,Cl, /MeOH
6 10+ 1 98:2 8+9

10 fracoes

FRM 6.1
m =26 mg

C. preparativa - CHCl, C. coluna - CHCI,

11 + 12 13

8+9

Esquema 9. Fluxograma do isolamento de substancias do extrato metanélico dos frutos de Z..

tingoassuiba
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I1.3.5. Testes Biologicos de extratos brutos fracoes de Z. tingoassuiba

A atividade antimicrobiana foi avaliada no Laboratério de Pesquisa
em Microbiologia Clinica (LPMC) da Faculdade de Farmacia da UFBA por
alunos de iniciacao cientifica sob coordenacao da Profa. Dra. Tania Barros.
Os ensaios foram realizados pelo método de difusao com discos
padronizados pelo CLSI (antigo NCCLS), utilizando os seguintes
microrganismos padroes: Staphylococcus aureus (ATCC 6835), Micrococcus
luteus (ATCC9341), Escherichia coli (ATCC 10536), Pseudomonas
aeruginosas (ATCC15442), Salmonella cholerea suis (ATCC 10708) e
Candida albicans (ATCC 10231) (NCCLS, 2002).

Caso apresentassem resultados positivos, seriam testados também
frente as amostras clinicas (isolados clinicos) obtidas em cooperacao com o
Hospital Santo Amaro (Fundacao José Silveira), contendo: Streptococcus
mutans, Streptococcus grupo C, Enterococcus faecalis, Rhodococcus equi,
Candida albicans, C. tropicalis e C. guielhermondii.

Estudou-se também o comportamento do extrato metanédlico do
caule de Zanthoxylum tingoassuiba em células de glioblastoma humano
para prever sua utilizacao em futuros estudos de protecao antioxidante.
Empregou-se cultura de células GL-15 de glioblastoma humano para se
testar a toxicidade desses extratos e suas atividades antioxidantes. A
atividade citotoxica do extrato foi evidenciada pela mensuracao de cristais
de formazan por um leitor de microplacas, 72h apés tratamento. Estes
cristais sao formados a partir do metabolismo do MTT pelas
desidrogenases mitocondriais. Para se estudar a atividade antioxidante,
induziu-se um estresse oxidativo nas células provocado pela acao do
catecol e tratou-se as células com diferentes concentracées do extrato
(Castigli, 2006; Pereira, 2004).

Esta etapa de testes foi realizada no laboratério de Bioquimica do

Instituto de Ciéncias da Saude da UFBA pela aluna de iniciacao cientifica
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Fernanda Antunes sob coordenacado do prof. Dr. Ramon dos Santos El-

Bacha.
II.4. Reagentes e equipamentos utilizados

e Os solventes utilizados: Benzina de petroleo, Hexano, Acetato de
etila, Cloroformio, Diclorometano e Metanol foram das marcas Vetec,
Quimex, Synth, CRQ, Qhemis e Merck, além de metanol cedido pela
Metanor S/A; todos de grau analitico.

e Para obtencao dos espectros foi utilizado como solvente cloroférmio
deuterado da marca CIL com tetrametilsilano (TMS) e tubos do tipo
Gold Label (5 mm) Aldrich.

e Os caules foram triturados no moinho Thomas Wiley Laboratory
Mill-Model 4.

e Os extratos foram concentrados sob pressao reduzida, utilizando
evaporador rotativo da marca Fisatom.

e Para as cromatografias em camada delgada foram usadas placas
plasticas de silica-gel 60 Fas4 20 X 20 cm e silica gel 60 PFas4 para
cromatografia preparativa, ambas da marca Merck. As placas foram
preparadas, espalhando-se uma suspensao de silica gel em agua
destilada sobre placas de vidro.

e Nas cromatografias em camada delgada preparativa foram utilizadas
placas de silica LHP-KF, 20X10 cm (Whatman).

e Nas separacoes cromatograficas em coluna foram usadas silica gel
60 (70-230 mesh/ 0,063-0,200 mm/ 40-63 um) das marcas Merck e
Vetec.

e Os cromatogramas foram revelados através de irradiacao de
lampada ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 nm e 366
nm, vapores de iodo e reveladores quimicos como Dragendorff e

Vanilina/Acido Sulfarico.



Capitulo II - Material e Métodos 69

Os espectros de RMN de 1H (300 MHz) e 13C (75 MHz) e de DEPT
135° foram obtidos nos espectrometros Varian Gemini 300 e Mercuri
300, localizados no Instituto de Quimica da UFBA e no Instituto de
Ciéncias Exatas e da Terra da UFMT, respectivamente.

Os espectros de massas foram obtidos, utilizando-se um
espectrometro de massas acoplado a um cromatégrafo gasoso (CG),
marca Perkin Elmer, equipado com uma coluna capilar com 30
metros de comprimento por 0,25 mm de diametro interno e 0,1 um
de espessura do filme. A temperatura inicial do forno foi de 60 °C
permanecendo assim durante 1 minuto. A seguir a temperatura foi
elevada em 3°C por minuto até que atingisse 240°C e depois,
aumentou-se a temperatura 10°C por minuto até 280°C. O tempo
total da analise para cada amostra foi de aproximadamente 100
minutos. O aparelho encontra-se no Lapesca - Faculdade de
Farmacia — UFBA.

Os espectros de ultravioleta foram obtidos em espectrofotometro
marca FEMTO - 800XI no LAPEMM - Faculdade de Farmacia da
UFBA.
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III. RESULTADOS E DISCUSSAO

III. 1. Identificacao de substancias isoladas ou determinadas do caule

e frutos de Z. tingoassuiba

O estudo da composicdo quimica de Z. tingoassuiba levou a
identificacdo e/ou isolamento de S cumarinas, 3 alcaldides, 1 lignana, 4
terpendides e 2 esteroides.

A identificacdo das substancias fundamentou-se basicamente na
analise dos dados espectroscopicos de UV, RMN !H e 13C e comparacao
com dados da literatura. A determinacdo estrutural dos compostos em
mistura foi possivel, porque estes sao conhecidos e tipicos de espécies de
Rutaceae, além de apresentarem sinais de RMN caracteristicos.

A discussao sobre as substancias a seguir sera apresentada por

classificacao quimica dos metabdlitos. (figuras 33 e 34).

6 15

Figura 33 — Constituintes quimicos do extrato metandlico de caule identificados por CG/EM
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Figura 31 — Substancias identificadas nos extratos de caule e frutos de Z. tingoassuiba
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Tabela 7 — Substancias e partes vegetais em que foram extraidas

Parte da Planta | Extrato Codigos |Substancias
Caule Hexanico CH 1,2,3
Caule Metanolico CM 4,5,6,14e 15
Frutos Diclorometanico | FRD 6,7,8,9, 10
Frutos Metanolico FRM 1,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13

Tabela 8 — Substancias e fracoes

Fracao Substancias

CH 2.21 2

CH 2.13.4 1

CH 2.26.9.8 3

CM oleo 4,5,6,15

FRD 3 e FRM 2 6

FRM 6.1 11, 12

FRM 6.2.4 13

FRD 8 e FRM 5 1, 10

FRD e FRM 11,12 e 13 8,9

FRM 4, FRM 8 e FRM 10 |1, 7, 8

CMH 4.6.2 14
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III.1.1. Terpenodides

Substancia 1

P
HO

1

A partir da fracao CH 2.13.4 (esquema 5, p.59) foram obtidos 372, 6
mg da substancia 1, que cristaliza na forma de agulhas incolores.

Este composto também foi detectado em fracoes diclorometanica e
metanolica dos frutos e no extrato metanédlico do caule.

O composto foi identificado por RMN 1H, através de sinais
caracteristicos: dois simpletos em 6 4,68 e 4,69, referentes aos hidrogénios
da dupla ligacao terminal, um duplo dupleto em 6 3,19 ( J= 5,5 e J= 10,995)
que indica a presenca do hidrogénio ligado a um carbono carbindlico e a
existéncia de sinais situados entre 6 0,5 e 2,0 referentes as metilas
existentes, sendo que o simpleto em 6 1,67 com integral para trés
hidrogénios, € caracteristico de grupo metilico ligado a dupla ligacao.

De acordo com esses dados e comparacao com a literatura, propos-se
para 1, a estrutura do lupeol. (Siddiqui et al., 1988 e Ferracin, 1992).

Entre as espécies de Rutaceae regionais estudadas, apenas em
Andreadoxa flava nao foi encontrado o lupeol. Esta substancia apresenta
acao antitumoral (Saleem et al, 2005), antiinflamatéria e antiartritica
(Agrawal e Rangari, 2003), além de apresentar acao inibitéria contra o

Plasmodium falciparum, agente causador da malaria (Facundo et al, 2005).
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II1.1.2. Esteroides

Substancias 11 e 12

11 12

A fracao FRM 6.1 obtida apés procedimento descrito no esquema 9
(p-99), forneceu 13 mg de um solido branco, que foi identificado por RMN
1H e 13C como sendo uma mistura binaria de 11 e 12.

O espectro de RMN !H apresenta uma grande quantidade de sinais
intensos na regiao de & 2,20 - 0,60, atribuidos aos grupos metilicos e
metilénicos de esterdides. Um triplo tripleto em 6 3,51 (J=10,8 e 4,2 Hz)
indica um hidrogénio axial (H-3), ligado a um carbono carbinélico (C-3 do
esqueleto ciclopentanoperihidrofenantreno). O dupleto 6 5,35 (J=4,6 Hz) foi
atribuido ao H-6.

Os sinais dos hidrogénios em & 5,0 e 5,1 (dd, J=8,4 e J=15,1 Hz)
sugeriram a presenca de uma ligacao dupla di-substituida e foram
atribuidos aos dois hidrogénios H-22 e H-23 de 11.

O espectro de RMN de 13C exibiu os sinais em 6 121,6 e 6 140,7 e
também em 6 129,2 e 138,2 referentes as duplas ligacoes entre os
carbonos C-6 e C-5 e C-23 e C-22 de 11, respectivamente.

A analise destes dados e a comparacao com a literatura permitiram
identificar a presenca dos fitoesteroides Estigmasterol (11) e B-Sitosterol

(12) (Della Greca et al., 1990; Ferracin, 1992; Ahmad et al. 1992).
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Estes esteroides ocorrem em todos os vegetais. Apresentam
propriedades fisicas e espectroscopicas muito semelhantes e por este
motivo sao de dificil separacao (Januario, 1995).

A tabela 10 (p. 90) apresenta os dados de RMN de !3C destas

substancias.
II1.1.3. Cumarinas

O fracionamento dos extratos metandlico e hexanico de frutos de Z.
tingoassuiba, de acordo com os esquemas 9 e 10, resultou em 5 compostos
(7, 8,9, 10 e 11).

As substancias encontradas apresentam em seus esqueletos duas
caracteristicas comuns: a presenca do oxigénio em C-7 e hidrogénios em
C-3 e C-4 (anel nao substituido), representados no espectro RMN H por
dois dupletos, com J=9,5-10 Hz em ¢ 6,1-6,4 e 7,5-8,3 referentes a H-3 e
H-4, respectivamente (Steck e Mazurek, 1972).

III.1.3. 1. Cumarinas o-preniladas

4 4
X SN
1' 1
)\/\)\ﬁ X
S Yo7 0”0 4,)\2,”07 0”0
13

10

Substancias 10 e 13

Foram identificadas nas fracoes FRM 5 e FRM6.2, dos frutos de Z

tingoassuiba, as substancias 10 e 13, respectivamente (esquema 9, p.66).



Capitulo Il — Resultados e Discussao 76

A analise de seus espectros de RMN 1H permitiu observar dois
dupletos em o 7,64 e 6,18 (J=9,3 Hz) referentes aos hidrogénios da dupla
ligacao C-4 e C-3, respectivamente e, a presenca de trés sinais distintos na
regiao aromatica correspondentes aos hidrogénios H-5 (6 7,35 d, J=9,5 Hz),
H-6 (6 6,80 dd, J=8,4 e 2,1 Hz) e H-8 (6 6,77, J=2,1 Hz).

Observa-se ainda o dupleto em & 4,51 (2H, J=6,7 Hz), referente ao
hidrogénio H-1’ do carbono ligado ao oxigénio em C-7, além de sinais de H-
2’ (85,41 t, J=6,5 Hz). A diferenca entre as substancias se evidencia na
auséncia do sinal de H6’ (6 5,05 m) em 13.

Os espectros de RMN de 13C (tabela 11) das substancias 10 e 13
apresentaram semelhancas nos sinais. Destacam-se: os trés sinais acima
de & 150,0 referentes aos carbonos quaternarios ligados aos oxigénios de
C-2 (8 161,0), C-7 (6 162,0) e C-8a (0 155,5); os sinais de C-3 (6112,0) e C-
4 (6144,0) e pode-se diferencia-los pela auséncia dos sinais d 123,5 e 131,7
no espectro de 13, referentes aos carbonos C-7’e C-6.

A analise destas informacoes, juntamente com a comparacao com 0s
dados de literatura, permitiu propor para 10, a estrutura do aurapteno (7-
geraniloxicumarina) (Chen et al., 1995; Januario, 1995 e Miller, 1994) e
para 13, a estrutura da o-prenilumbeliferona (7-preniloxicumarina) (Steck
e Mazurek, 1972).

Apesar de ambas as substancias serem bem descritas e comuns em
Rutaceae, este € o primeiro relato da 7-preniloxicumarina (13) no género

Zanthoxylum.
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II1.1.3. 2. Furanocumarinas

As furanocumarinas tém sido encontradas principalmente na familia
Rutaceae. Os tipos mais comuns sao as furanocumarinas lineares, dentre
elas, o bergapteno (5-metoxipsoraleno) e a xantotoxina (8-metoxipsoraleno)
apresentam ocorréncia bastante difundida (Gray, 1983) e possuem
atividade larvicida (Stevenson et al., 2003).

Estas substancias também sao conhecidas como psoralenos e sao
utilizadas na medicina associadas com raios UV-A para o tratamento de
vitiligo e discromias da pele (Dewick, 2002).

Nos espectros de RMN de 'H, as furanocumarinas sao identificadas
pelos dupletos decorrentes do acoplamento entre os hidrogénios H-2’ (5
7,5-7,7 e H-3" (8 6,7-7,2) do anel furano (J=2,5 Hz), enquanto H-2’
praticamente nao varia, H-3’ pode fornecer informacoes importantes sobre
os substituintes do anel aromatico através dos efeitos de acoplamento a
longa distancia (Steck e Mazurek, 1972).

Nas furanocumarinas lineares, por exemplo, o H-3’ encontra-se mais
protegido, devido a eletronegatividade do oxigénio, enquanto que, nas
angulares, os valores de deslocamento de H-3’ estdo sempre acima de §
7,1, devido a interacao com o orbital antiligante do oxigénio do anel
lactonico.

A linearidade destas cumarinas ainda pode ser demonstrada pelo
aumento dos valores dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e/ou
metoxilas encontrados nas posicoes 5 e 8, que sao mais desprotegidos em
relacao ao seus correspondentes angulares, devido aos efeitos estéricos na
posicao 5, repulsao dos pares de elétrons nao-ligantes e eletronegatividade

dos oxigénios em 8.
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Substancias 7, 8 e 9

A substancia 7 identificada na fracado FRM 10, obtida através do
procedimento descrito no esquema 9 (p.66), foi identificada por seu
espectro de RMN de 'H e comparacao cromatografica com padrao isolado e
purificado de Z. stelligerum (Silva, C.V. et al., 2002)

Além dos sinais tipo AX de H-3 e H-4 e AB de H-2’ e H-3
caracteristicos do anel furano, a imperatorina (7) pode ser identificada
principalmente: pelo simpleto em & 7,31 correspondente ao H-5, pelos
hidrogénios da prenila: dupleto em & 4,32 (J=7,2 Hz) referente ao H-1’,
tripleto em & 5,58 (J=7,2) de H-2’ e dois simpletos em & 1,73 dos
hidrogénios metilicos.

As cumarinas 8 e 9 foram obtidas, de acordo com os esquemas 8
(p-64) € 9 (p.66) e puderam ser reconhecidas inicialmente pelos sinais dos
protons das posicoes 3 e 4. Esta ultima, apresentou uma desprotecao
maior em 8, indicando a presenca de substituinte em C-5, o que foi
confirmado por 1 simpleto em 64,10 correspondente aos hidrogénios de
duas metoxilas. Os sinais de 9 que foram observados: um simpleto em §
7,3, correspondente ao H-5 e um simpleto em & 4,20 dos hidrogénios da

metoxila em C-8, obtendo-se 9.
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Estas informacodes, em conjunto com os dados do RMN 13C, DEPT-
135, permitiram identificar inequivocadamente as estruturas como sendo
a isopimpinelina (8) e a xantotoxina (9) (Muller, 1994).

III.1.4. Lignanas

Substancia 2

Uma massa de 78,7 mg da substancia 2 foi obtida do extrato
hexanico de caule, de acordo com o esquema S (p.55) e identificada por
espectros de RMN de 'H e ultravioleta comparados com dados da literatura
(Hsieh et al., 2005).

A analise do espectro de RMN de 1'H permitiu a observacao dos sinais
caracteristicos: o simpleto em 6 6,85 (H-2’°¢ H-2”), o dupleto em 6,85 (H-6’
e H-6” e H-5 e H-5”) e o simpleto em & 5,96, correspondente aos
hidrogénios dos dois grupos metilenodioxi (H1” e H1””). Os sinais
restantes: 6 3,05 (2H, dd, H-1 e H-5), 3,87 (2H, dd, J=8,4 e 4,0 Hz; H-4 e
H-8 axiais), 4,23 (2H, m, H-4 e H-8 equatoriais), 4,71 (2H, d, J= 4,4 Hz, H-
2 e H-6) caracterizam uma lignana furofuranica com plano de simetria.

O espectro de UV da lignana foi obtido em EtOH e apresentou
absorcao Amax (28 X 106 mol/L) em: 204, 231 e 285 nm.

O espectro de RMN 13C apresentou os sinais: 148,2 (C-4’, C-47),
147,9 (C-3’, C-37), 135,2 (C-1’, C-17), 119,5 (C-6’, C-67), 108,4 (C-5’, 57),
106,7 (C-2’, C-27), 101,3 (OCH20), 86,0 (C-4, C-8), 71,9 (C-2, C-6), 54,5 (C-

1, C-5); confirmando a estrutura da sesamina (3).
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A sesamina € a lignana mais comumente encontrada, além de ser
conhecida pela sua alta resisténcia a oxidacao, tem acao antiinflamatoéria e
influéncia na diminuicao da atividade de enzimas lipogénicas (Hsieh et al.,
2005).

II1.1.5. Alcalbides

III. 1.5.1. Substancia 6

O
6 8
7 O—-CHgj
2 9
NH—CHg
6

O procedimento descrito nos esquemas 7, 9 e 10 (p.57, 58 e 59)
resultou no isolamento de 198,6 mg de um cristal amarelo, que foi
identificado como o composto 6.

O espectro de RMN de !H apresenta como sinais dos hidrogénios
aromaticos atribuidos a: H-6 - um duplo dupleto em 6 7,88 (J= 6,8 ¢ 1,8
Hz); H-5 - um tripleto em 6 6,58 (J= 6,8 Hz); H-4 - um multipleto em é 7,35
e H-3 - um dupleto em 6 6,67 (J= 8,7 Hz).

O simpleto encontrado em & 3,84 corresponde aos trés hidrogénios
do carbono metilico (C-8). Ja o simpleto em & 2,90 € atribuido aos
hidrogénios da N-metila.

O espectro de RMN de 13C exibiu dois sinais: um em & 168,9,
referente ao carbono carboxilico (C-7) e o outro em & 151,8 do carbono
quaternario ligado ao grupamento N-metila (C-2). Foram atribuidos aos
carbonos aromaticos C-1, C-3, C-5, C—6 e C-4; os sinais: 6 109,8, 6 110,6,
6 114,2,56 131,4, 6 134,5; respectivamente.
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Os sinais correspondentes aos carbonos das metilas C-8 em 6 51,3 e
C-9 em 6 29,5 sao consistentes com os dados descritos para o N-
metilantranilato de metila (Yuanzheng et al., 1993).

Esta substancia é considerada responsavel pelo sabor amargo e odor
adocicado do oOleo da casca e folhas de Rutaceae comestiveis do género
Citrus como: tangerina (Lota et al., 2000), limao, grapefruit e laranja

(Thomas e Bassols, 1992).

III. 1.5.2. Substancia 14

Apobs fracionamento do extrato hexanico CMH (esquema 6, p.56),
obteve-se a fracao CMH 4.6.2, um cristal amarelo com massa de 20 mg
identificado em mistura com a substancia 3, como o composto 14.

O espectro de RMN de 'H de 14 observa-se na regido aromatica, a
presenca dos seguintes sinais: um simpleto em 6 9,77, que integra para
um hidrogénio o ao nitrogénio (H-6); um simpleto em & 8,77 referente ao
hidrogénio H-4 e 4 dupletos, que integram para 4 hidrogénios (H-9 e H-
10; H-11 e H-12) com constantes de acoplamento J=9,0 Hz. Estas
constantes indicam que estes atomos mantém uma posicao relativa orto
entre si. A analise do espectro revela ainda a presenca de um grupamento
metilenodioxi, através de um simpleto (2H) em & 6,17, além de metoxilas
em 0 4,15 (s, 3H) e 64,13 (s, 3H).

O espectro de RMN de 13C apresentou os seguintes sinais: 149,4 (C-
8); 148,1 (C-2); 147,9 (C-3); 146,5 (C-6); 129,7 (C-12a); 129,1 (C-4a); 128,1
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(C-6a); 127,0 (C-12); 125,2 (C-10a); 122,0 (C-10b); 120,8 (C-11); 120,1 (C-
9); 119,3 (C-7); 117,8 (C-10); 104,6 (C-1); 102,2 (C-4); 101,0 (OCH20); 62,0
(OCH3); 56,8 (OCH3) e, em conjunto com o espectro de ultravioleta, que
apresentou como absorc¢des principais em Amax (EtOH, 29X 106 mol/1): 242,
256 e 274 nm; confirmando a estrutura proposta da O-metildecarina
(norqueleritrina), benzofenantridina encontrada em outras espécies de

Zanthoxylum (Ng el al, 1987).

III. 1.5.3. Substancia 3

O procedimento descrito no esquema S5 (p.55), possibilitou o
isolamento da substancia 3, classificado como um N-formil-N-metil-1-
amino-2-fenilnaftaleno. Os amino-fenilnaftalenos sado considerados
metabolitos das benzo[c]fenantridinas e tem co-ocorréncia com este tipo
de alcaloides (Mester, 1983).

A observacao do espectro de RMN de 'H de 3 permitiu verificar a
presenca de sinais, na regido aromatica, comuns com as
benzofenantridinas: quatro dupletos com acoplamento orto (J= 8,4 Hz),
7,33 (H-4) e 7,80 (H-3), 6 6,56 (H-5') e 6,82 (H-6'); dois simpletos de
hidrogénios acoplados em para 6 7,21 (H-8) e 7,08 (H-5), além de um
simpleto em o 6,18 dos dois hidrogénios ligados ao carbono do
metilenodioxi.

A presenca de um simpleto em § 8,16 caracteriza o hidrogénio ligado

a carbonila de um aldeido e na regidao de & 3,9, pode-se observar dois
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simpletos que integram para 3H cada um, confirmando duas metoxilas.
Em 6 3,00, verifica-se um simpleto referente aos hidrogénios da metila
ligada ao nitrogénio.

A analise do espectro de RMN de 13C mostrou 8164,6 (-CHO), 135,8 (C-1),
133,9 (C-2), 127,4 (C-3), 125,0 (C-4), 104,3 (C-5), 147,3 (C-6), 148,1 (C-7),
99,8 (C-8), 129,0 (C-9), 131,2 (C-10), 119,6 (C-1)), 147,3 (C-2), 152,0 (C-
47, 103,9 (C-5'), 127,3 (C-6'), 101,4 (-OCH20-) 31,9 (N-Me), 55,8 (4'-OMe),
61,1 (3'-OMe).

Estes dados foram comparados com a literatura (Krane et al, 1984 e Hsiao

e Chiang, 1995), confirmando a estrutura da arnotianamida (tabela 13).
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III.2. Substancias identificadas por CG/massa

Mono e sesquiterpenos de caule de Z. tingoassuiba

O fracionamento do extrato metanodlico de caule forneceu a fracao
CM oleo (esquema 7, p. 57). Esta fracao foi analisada por CG/EM, RMN 'H
e 13C. Trés substancias pertencentes a classe de mono e sesquiterpenos,
que ja haviam sido identificadas nas folhas de Z. tingoassuiba (resultados
em fase de publicacao) — espatulenol (4), o a-bisabolol (5) e o acetato de
citronelila (15) foram novamente detectadas (figura 29, p. 60), bem como, o
protoalcaloide N-metilantranilato de metila (6), ja isolado nos frutos (figura
49, p.96).

Nesta fracdo, um grande numero de substancias nao foram
determinadas. A identificacdo individual dos componentes acima foi
baseada na comparacao dos indices de retencdo em CG, comparacdo
computadorizada dos espectros de massas adquiridos com aqueles
armazenados nas bibliotecas de espectros e com outros espectros de

massas da literatura, nas condicoes de Adams.
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II1I.3. Resultados dos testes biologicos com Z. tingoassuiba

Os testes microbiologicos realizados com o extrato bruto hexanico de
caule e as cumarinas isopimpinelina (8) e xanthotoxina (9) encontradas em
mistura na fracao ZTFRD13, frente as cepas bacterianas padrao nao
apresentaram qualquer inibicao da proliferacdo das bactérias.

Para os testes de atividade antioxidante, o extrato metanodlico de
caule apresentou crescimento celular em astrocitos e células GL-15 nas
concentracoes entre 1 pg/mL e 20 pg/mL e nao apresentou atividade

antioxidante.
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IV. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo possibilitou a identificacao de metabdlitos
relatados pela primeira vez na espécie Zanthoxylum tingoassuiba, a
exemplo de: N-metilantranilato de metila, a cumarina o-prenilada:
aurapteno e as furanocumarinas: isopimpinelina, xantotoxina e
imperatorina. Este também foi a primeira descricao da cumarina o-prenil-
umbeliferona no género Zanthoxylum.

Em comum com os estudos quimicos anteriores com espécimes de Z.
tingoassuiba coletados nos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais,
foram encontrados a lignana sesamina e o triterpeno lupeol.

As furanocumarinas lineares e alcaldéides benzofenatridinicos sao
freqientemente associados com as Rutaceae mais primitivas, as proto-
Rutaceae, denominacao dos géneros Zanthoxylum (o Uunico encontrado no
Brasil), Phellodedron e Tetradium, e podem ser considerados marcadores
quimiotaxonémicos deste grupo. O perfil quimico da Zanthoxylum
tingoassuiba estudada, portanto, se assemelha com outras espécies do
género, bem como da familia Rutaceae.

Contudo, a pesquisa da composicao quimica dos espécimes nao esta
encerrada, outras partes da planta estdao sendo investigadas e uma
alternativa para as técnicas fitoquimicas convencionais, como a extracao
com fluido supercritico, pode ser utilizada e otimizada para obtencao
seletiva de alcaloides e cumarinas nos extratos de caule de Z. tingoassuiba.

Os ensaios biologicos com extratos, fracoes e substancias isoladas
de Z. tingoassuiba podem ratificar a utilizacao desta espécie na medicina
tradicional e, apesar de até o momento, ndo apresentarem resultados
positivos em relacdao ao presente trabalho, ainda estdo longe de serem
conclusivos, uma vez que os outros extratos, fracdoes e substancias
identificadas estdo em fase de testes. Outra sugestdo para continuidade

do trabalho € a modificacao estrutural dos compostos isolados que forem
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potencialmente ativos, para otimizacdo das atividades antimicrobiana e

antioxidante.



V. DADOS ESPECTROSCOPICOS DAS SUBSTANCIAS
V.1. Triterpenoide (1)
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Figura 35 — Espectro de 1H RMN (300MHz, CDCls) da substancia 1
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Figura 36 — Espectro de 13C RMN (75 MHz, CDCj3) da substancia 1




Tabela 9 - Dados espectroscopicos RMN de 13C da substancia 1

Posicao 6 13C Posicao 6 13C
C-1 38,8 C-16 35,9
Cc-2 27,6 C-17 43,2
C-3 79,1 C-18 48,5
c-4 38,9 C-19 48,2
C-5 55,5 C-20 151,0
C-6 18,5 C-21 29,9
C-7 34,5 C-22 39,1
C-8 40,2 C-23 28,2
C-9 50,6 C-24 15,5
C-10 37,2 C-25 16,3
C-11 21,0 C-26 16,2
C-12 25,2 C-27 14,7
C-13 38,3 C-28 18,2
C-14 42,9 C-29 109,5
C-15 27,5 C-30 19,5

Tabela 10 - Dados espectroscopicos de RMN de 13C das substancias 11 e 12

Posicao | §13C 11/12 | Posicao §13C 11/12
C-1 37,2 C-16 28,1
C-2 31,6 C-17 56,7
C-3 71,7 C-18 11,8
C-4 42,2 C-19 19,3
C-5 140,7 C-20 36,0
C-6 121,6 C-21 18,9
C-7 31,8 C-22 138,2 | 33,9
C-8 31,8 C-23 129,2 | 26,1
C-9 50,1 C-24 51,3
C-10 36,6 C-25 31,9
C-11 21,2 C-26 21,2
C-12 39,8 C-27 19,0
C-13 42,2 C-28 25,4
C-14 56,9 C-29 12,0
C-15 24,3 C-30 -




V.2. Esteroides
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Figura 37 — Espectro de 'H RMN (300 MHz, CDCl3) das substancias 11 e 12
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V.3. Cumarinas

V.3.1. Cumarinas o-preniladas - Aurapteno (10)
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Figura 39 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) da substancia 10 em mistura

com 1
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Figura 40 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) da substancia 13



Tabela 11 — Dados espectroscopicos de RMN 1H e 13C das substancias 10 e 13

Posicao 0 'Hde 10 |5 13C de 10 6 1H de 13 6 13C de 13

2 - 161,0 - 161,2

3 6,18d (J=9,3) 112,0 6,25d (J=9,3) 112,3

4 7,64d (J=9,3) 144,0 7,65d (J=9,3) 144,8

4a - 112,2 - 112,5

5 7,35d (J=9,5) 128,5 7,37d (J=8,1) 128,7

6 6,80dd (J= 2,1 113,1 6,85dd (J=2,7 e 113,3

e 8,4) 8,4)

- 162,0 - 162,4

0,77d (J=2,1) 101,5 6,85d (J=2,4) 101,7

8a - 155,5 - 155,9

1’ 4,51d (J=6,7) 65,4 4,58d (J= 6,7) 65,6

2’ 5,41t (J=6,7) 118,2 5,48t (J=6,7) 118,5

3’ - 142,1 - 143,4

4’ 2,00m 39,4 1,80s 25,8
5’ 2,00m 26,1 1,80s -
6’ 5,05m 123,5 - _
7 - 131,7 - -
8’ - 25,6 - -
7’ - Me 1,60s 16,4 - _

3’ - Me 1,76s 17,3 1,80s 17,8




V.3. 2. Furanocumarinas
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Figura 41 - Espectro de RMN de 'H(300 MHz, CDCl3) da substancia 7
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Figura 44 - Espectro de DEPT-135° (75 MHz, CDCl3) da substancia 8




Tabela 12 - Dados espectroscopicos RMN de 'H das cumarinas 7, 8 ¢ 9

Posicao 7 8
H-3 6,36d (J=9,6) 6,27d (J=9,6)
H-4 7,75d (J=9,6) 8,11d (J=9,6)
H-5 7,31s -
H-6 - -
H-8 - -
H-1’ - -
H-2’ 7,75d (J=2,4) 7,62d (J=2,4)
H-3’ 6,99d (J=2,4) 6,99d (J=2,4)
H-4’ - -
H-5’ - -
H-6’ -
H-1” 4,32d (J=7,2) -
H-2” 5,58t (J=7,2) -
H-3” - -
OMe - 5- 4,10s
OMe 3’-Me — 1,73s 8- 4,10s




Xantotoxina (9) + Isopimpinelina (8)
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Figura 45 - Espectro de RMN de 'H (300MHz, CDCl;3) da substancia majoritaria 9 em

mistura com 8
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V.4. Lignanas
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Figura 47 - Espectro de RMN de 'H (300MHz, CDCls) da substancia 2
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V.5. Alcalobides
V.5.1. Protoalcaldide
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Figura 49 - Espectro de RMN de 'H (300MHz, CDCl;) da substancia 6
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Figura 50 - Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCI3) da substancia 6




V.5.2. Alcaloides Benzofenantridinicos

V.5.2.1. O-metildecarina (norqueleritrina) (14) + Sesamina (2)
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Figura 51 — Espectro de 'H RMN (300 MHz, CDCl3) da substancia 14 em mistura
com a substancia 2




V.5.2.2. Arnotianamida
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Figura 52 - Espectro de RMN de 'H (300MHz, CDCls) da substancia 3
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Figura 53 - Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) da substancia 3



Tabela 13 — Comparacéao dos dados de RMN da substancia 3 com dados da literatura

Posicao | § H observado 3 H (CDCls) 5 H (DMSO-ds) 6C 4 C (Hsiao e
(Krane et al, 1984) | (Hsiao e Chiang, |observado Chiang,
1995) 1995)
- - - 135,8 135,3
- - - 133,9 134,3
7,31 (d,J=8,4| 7,28(d,J=8,5 | 7,23 (d, J=8,3 Hz) 127,4 127,6
Hz) Hz)
4 7,73 (d, J=8,4 7,74 (d, J= 8,5 7,8 (d, J= 8,3 Hz) 125,0 126,9
Hz) Hz)
5 7,08 7,03 7,01 104,3 104,1
6 - - - 148,1 147,8
7 - - - 148,8 148,9
8 7,20 7,28 7,45 99,8 98,6
9 - - - 129,0 128,0
10 - - - 131,2 130,6
1’ - - - 119,6 119,8
2’ - - - 147,3 147,6
3’ - - - - 136,2
4’ - - - 152,0 152,4
5’ 6,54(d, J= 8,4 | 6,43(d, J= 8,5 Hz) | 6,56 (d, J=8,8 Hz) 103,9 103,1
Hz)
6’ 6,80(d, J= 8,4 | 6,66(d, J= 8,5 Hz) | 6,73 (d, J=8,8 Hz) 125,0 1247
Hz)

OCH:0 6,08 6,09 6,18 101,4 101,6
CHO 8,16 8,10 7,96 164,5 163,2
N-Me 2,99 2,97 2,89 29,7 32,7

3’-OMe 3,91 4,04 3,35 61,1 60,3

4’-OMe 3,96 4,09 3,69 55,8 55,6
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