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Estudo quimico e avaliacdo do potencial farmacolégico de constituintes de
Erythroxylum affine A. St.-Hil. e Erythroxylum macrocalyx Mart. (Erythroxylaceae)

Autor: Lauro José Caires da Silva Junior
Orientadora: Profa. Dra. VVanderllcia Fonseca de Paula
Coorientador: Prof. Dr. Raphael Ferreira Queiroz

RESUMO: Em dois capitulos, este trabalho apresenta o estudo quimico e avaliacdo de
atividades farmacoldgicas de extratos dos galhos de Erythroxylum affine e Erythroxylum
macrocalyx, da familia Erythroxylaceae. No capitulo 1 sdo apresentados o isolamento e a
identificacdo de 13 substancias. Do extrato etantlico de E. macrocalyx foi obtido um
novo alcaloide tropanico, 7p-acetoxi-6p-benzoiloxitropan-3a-ol (LEML), além de outros
compostos conhecidos: quatro alcaloides tropanicos [6[,7p-dibenzoiloxitropan-3a-ol
(LEM2), 3a-fenilacetoxitropano-6p,7p-diol (LEM3), 3a-benzoiloxi-tropano-6p,7p-diol
(LEM4), 6pB-benzoiloxi-3a-(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi)tropano  (LEMS)]; trés
triterpenos [lupeol (LEM7), taraxerol (LEMS8) e lupenona (LEM9)]; um flavonol
glicosilado [ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo (LEM6)]; € o monossacarideo a-D-
glicopiranose (LEM10). Do extrato etandlico de E. affine foram isolados dois triterpenos
friedelanos [friedelina (LEAL) e friedelan-3p-ol (LEA2)] e dois flavonois glicosilados
[ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo (LEA3) e ombuina-3-rutinosideo (LEA4)]. Os
compostos foram isolados utilizando meétodos cléssicos de separacdo e identificados
utilizando-se métodos espectrométricos de analise (RMN de *H e de °C, IV, CG-EM) e
cristalografia de raios-X. No capitulo 2 sdo descritos os resultados dos ensaios
farmacologicos in vitro, para avaliagdo das atividades antibacteriana, antioxidante,
antiproliferativa e anticolinesterdsica de extratos e/ou substancias puras. A atividade
antibacteriana foi avaliada por difusdo em disco e pelo método de microdilui¢cdo em placa,
contra cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853). O extrato etandlico de E. affine foi o que apresentou maior potencial
antibacteriano, com halos de inibicdo de 4-7 mm. A atividade antioxidante foi avaliada
por métodos espectrofotométricos de sequestro dos radicais DPPH" e ABTS™. Todos os
extratos apresentaram bom potencial antioxidante em ambos os testes, destacando-se
novamente o extrato etandlico de E. affine (CEsp 2,92 pug/mL frente ao DPPH’), que
apresentou CEs similar ao controle positivo (trolox). O flavonol ombuina-3-rutinosideo-
5-glicosideo, isolado de ambas especies, apresentou algum potencial antioxidante no
ensaio com cation radical ABTS™ (CEsp = 56,15 pg/mL). O teor de fenélicos dos extratos,
determinado pelo método com o reagente Folin-Ciocalteu, variou de 196-360 mg EAG
(equiv. de acido galico)/100 g de extrato. A atividade antiproliferativa das substancias
LEM3, LEM4, LEM5 e LEMG foi testada sobre trés linhagens de células cancerigenas,
(HepG2, HL60 e K562) e também sobre linfoblastos normais, enguanto que as
substancias LEM2 e LEA4, foram testadas sobre HepG2, HL60 e outros dois tipos de
células tumorais (HCT116 e MCF-7) além de fibroblasto de pulmdo humano (MRC5). A
citotoxicidade foi determinada pelo método de Alamar Blue®. O alcaloide LEM5 foi o
Unico que apresentou atividade citotdxica expressiva contra HepG2 (Clsp = 3,66 pug/mL).
A atividade anticolinesterasica foi avaliada pelo ensaio espectrofotométrico usando o
reagente DTNB. A maioria dos extratos atuaram como potentes inibidores da AChE
(inibicdo de 44-83%), e dentre as substancias isoladas, o flavonoide ombuina-3-
rutinosideo-5-glicosideo foi 0 mais ativo (47,72% de inibicdo). Esses ensaios, inéditos
para o0s extratos de E. affine e E. macrocalyx, e para grande parte das substancias testadas,
enriquece esse estudo e contribui para valorizacdo da flora brasileira.

Palavras-chave: Erythroxylum, 7B-acetoxi-6p-benzoiloxitropan-3a-ol, atividade
antibacteriana, atividade antioxidante, atividade antiproliferativa, atividade anticolinesterasica.
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Chemical study and evaluation of pharmacological potential of constituents from
Erythroxylum affine A. St.-Hil. and Erythroxylum macrocalyx Mart. (Erythroxylaceae)
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ABSTRACT: Intwo chapters, this work presents the phytochemical study and evaluation
of the pharmacological activities of extracts of the branches from Erythroxylum affine and
Erythroxylum macrocalyx, of the Erythroxylaceae family. Chapter 1 presents the isolation
and identification of thirteen substances. A new tropane alkaloid (LEM1), 7p-acethoxy-
6B-benzoyloxytropan-3a-ol, was obtained from the ethanolic extract of E. macrocalyx,
besides other known compounds: four tropane alkaloids [6f,7-dibenzoyloxytropan-3a-ol
(LEM2), 3a-phenylacetoxytropane-6p,7p-diol (LEM3), 3a-benzoyloxytropane-6,7p-
diol (LEM4), 6B-benzoyloxy-3a-(4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoyloxy)tropane (LEM5)],
three triterpenes [lupeol (LEM7), taraxerol (LEMS8) and lupenone (LEM9)], one flavonol
glycoside [ombuin-3-rutinoside-5-glucoside (LEMG6)], and the monosaccharide o-D-
glucopyranose (LEM10). From the ethanolic extract of E. affine, two friedelan triterpenes
[friedelin (LEA1) and friedelan-3p-ol (LEAZ2]) and two flavonol glycosydes [ombuin-3-
rutinoside-5-glycoside (LEA3) and ombuin-3-rutinoside (LEA4)] were isolated. The
compounds were obtained using classical separation methods and identified using
spectrometric methods of analysis (*H and *C NMR, IR, GC-MS) and X-ray
crystallography. Chapter 2 describes in vitro assays for evaluation of antibacterial,
antioxidant, antiproliferative and anticholinesterase activities for extracts and/or pure
substances. Antibacterial activity was evaluated by disk diffusion and by the
microdilution method against strains of Staphylococcus aureus (ATCC 29213) and
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). The ethanolic extract of E. affine presented the
highest antibacterial potential, with inhibition halos in the range of 4-7 mm. The
antioxidant activity was tested by spectrophotometric methods of capture of DPPH" e
ABTS™ radicals. All extracts presented good potential in these tests, especially the
ethanolic extract of E. affine (ECsp 2.92 pg/mL, for DPPH¢), which presented ECsg similar
to the positive control (trolox). The flavonol ombuin-3-rutinoside-5-glycoside, isolated
from both species, showed some antioxidant potential in the assay with ABTS™ radical
cation (ECsp=56.15 ug/mL). The phenolic content of the extracts, determined by the
method with Folin-Ciocalteu reagent, ranged from 196-360 mg GAE (gallic acid equiv.) /
100 g of extract. The antiproliferative activity of the substances LEM3, LEM4, LEM5 and
LEMG6 was tested on three cancer cell lines, (HepG2, HL60 and K562) and on normal
lymphoblasts, while the substances LEM2 and LEA4 were tested on HepG2, HL60 and
two other tumor cell types (HCT116 and MCF-7), as well on human lung fibroblast
(MRCS5). The cytotoxicity was determined by the Alamar Blue® method. The tropane
alkaloid LEM5 was the only one that presented expressive cytotoxic activity, against
HepG2 cells (ICso = 3.66 pg/mL). The anticholinesterase activity was evaluated by the
spectrophotometric assay with the DTNB reagent. Most of the extracts acted as potent
inhibitors of AChE (44-83% inhibition). Among the isolated substances, the flavonol
ombuin-3-rutinoside-5-glycoside was the most active (47.72% inhibition). These assays,
unprecedented for the extracts of E. affine and E. macrocalyx, and for most of the tested
substances, enriches this study and contributes to the valorization of the Brazilian flora.

Keywords: Erythroxylum, 7B-acethoxy-6p3-benzoyloxytropan-3a-ol, antibacterial activity,
antioxidant activity, antiproliferative activity, anticholinesterase activity.
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I. INTRODUCAO GERAL

A busca por substancias naturais que possam ser utilizadas em beneficio do
homem é o que guia grande parte das pesquisas em Produtos Naturais. Cada vez mais se
tem investido na descoberta de principios ativos mais eficientes no tratamento de
doencas que afligem o ser humano. As plantas medicinais sdo uma importante fonte
para obtencdo de tais substancias, e contribuem efetivamente no desenvolvimento de
novos produtos com fins terapéuticos (FOGLIO et al., 2006; PIZZIOLO et al., 2011).

As propriedades farmacoldgicas de diversas plantas medicinais provém de
substancias denominadas de metabdlitos secundarios (ou especiais), que sdo produzidas
pelo metabolismo da planta e apresentam funcGes ecoldgicas diversas como reproducao,
crescimento e defesa contra predadores ou outros agentes externos danosos a sua
sobrevivéncia (DEWICK, 2009).

O Brasil € considerado como um dos maiores centros de biodiversidade do planeta
e contém em seu territdorio uma imensa variedade de plantas endémicas com grande
potencial a ser cientificamente explorado (FORZZA et al., 2010; PINTO et al., 2002). Um
grande destaque desta biodiversidade esta na regido nordeste do pais, que mesmo com
clima predominantemente semiarido, € lar de diversos tipos de vegetacdo como a
caatinga, as florestas estacionais, 0s campos rupestres e o cerrado (QUEIROZ, 2006).

Apesar da impressionante variedade de plantas da regido do semiarido, que
contradiz a falsa ideia de ser uma regido indspita de vegetacdo homogénea, muitas de
suas espécies ainda ndo foram devidamente estudadas, e poderiam contribuir de forma
efetiva em alguns setores econémicos, como alimenticio ou no campo dos
medicamentos (LUCENA, 2010).

Uma das familias de plantas com propriedades medicinais largamente
encontrada no semiarido nordestino é a familia Erythroxylaceae (SANTOS et al., 2008).
Desta familia, apenas espécies do género Erythroxylum ja foram identificadas na regido,
muitas das quais apresentam propriedades medicinais e sdo utilizadas no tratamento de
vérias enfermidades (GONZALEZ-GARCIA et al., 2005).

Estudos realizados com espécies do género Erythroxylum revelaram uma grande
variedade de compostos, com destaque para os alcaloides tropanicos, que sdo de grande
interesse medicinal por desempenharem funcdes bioldgicas diversas (GONZALEZ-
GARCIA et al., 2005; JIRSCHITZKA et al., 2013).



Uma consulta realizada no Herbario da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia — HUESB revelou a existéncia de pelo menos seis espécies de Erythroxylum na
Fazenda Brejo Novo, localizada no municipio de Jequié no estado da Bahia. Das plantas
encontradas, as espécies E. affine A. St.-Hil. e E. macrocalyx Mart. foram selecionadas
para este trabalho, por ndo haver qualquer estudo quimico descrito na literatura para as
mesmas, 0 que torna maior a possibilidade de descoberta de novos compostos.

Além da caracterizacdo quimica e descoberta de novas substancias, o estudo
realizado também teve como objetivo a avaliacdo da atividade antioxidante, buscando
compostos que atuem no combate a radicais livres danosos aos sistema bioldgico,
atividade antibacteriana, visando encontrar substancias que componham formulagdes de
antibiticos mais eficientes no combate as infeccBes bacterianas, atividade
antiproliferativa, buscando compostos que possam contribuir no tratamento
quimioterapico a neoplasias malignas, e atividade anticolinesterasica, buscando
encontrar compostos que possam ser empregados no desenvolvimentos de farmacos que
amenizem o0s danos neurologicos causados pelo excesso de atividade da enzima
acetilcolinesterase.

Este trabalho surge a partir de um projeto que visa realizacdo de estudos de
plantas do semiarido nordestino, mais especificamente do estado da Bahia, na busca de
novas substancias com propriedades farmacologicas de interesse cientifico. Com isto,
objetiva-se contribuir com a valorizacdo da flora local, além de fornecer material
cientifico e conhecimento que possa ser empregado no desenvolvimento de

medicamentos que atendam as necessidades de saude e bem estar da populacéo.



Capitulo 1



CAPITULO 1: ESTUDO FITOQUIMICO DOS GALHOS DE Erythroxylum affine
E Erythroxylum macrocalyx

1.1 INTRODUCAO

Os compostos de origem natural apresentam importante papel no processo de
desenvolvimento de um novo farmaco (MONTANARI & BOLZANI, 2001). Para se ter
uma ideia, pelo menos 119 substancias derivadas de produtos naturais ja foram
consideradas como drogas importantes e foram utilizados em um ou mais paises do
mundo, das quais 74% foram descobertas em estudos fitoquimicos de espécies
utilizadas na medicina tradicional (FARNSWORTH et al., 1985).

Contudo, até que um composto natural possa ser empregado no desenvolvimento
de algum medicamento, um longo percurso com colaboracdo pluridisciplinar deve ser
seguido, desenvolvendo-se etapas de isolamento e identificacdo do principio ativo,
identificacdo do alvo biologico, determinacdo da dose-resposta in vitro, estudo das
relagbes entre a estrutura quimica e a atividade desempenhada, avaliacdo toxicologica
ao organismo vivo e possivelmente modificacdes estruturais visando otimizar a atuagédo
da molécula (MONTANARI & BOLZANI, 2001).

Neste longo processo, o estudo fitoquimico é uma das etapas iniciais, onde séo
realizados e otimizados os processos de purificacdo e determinagdo estrutural do
composto. E uma etapa extremamente importante para o desenvolvimento futuro e um
medicamento, uma vez que o principio ativo utilizado deve ser fielmente conhecido,
tendo sua estrutura caracterizada com alto nivel de confianca.

Este capitulo apresenta os procedimentos fitoquimicos empregados nos extratos dos
galhos de duas espécies do género Erythroxylum (E. affine e E. macrocalyx) para
isolamento e identificacdo estrutural de seus constituintes fixos. Todas as substancias foram
isoladas a partir do uso de técnicas classicas de purificacdo de compostos organicos e as
estruturas dos compostos foram elucidadas com base nas analises de seus espectros de
ressonancia magnética nuclear de *H e de 13C, bem como por espectrometria de massas,

infravermelho e cristalografia de raios-X.



1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA PARA O ESTUDO FITOQUIMICO

1.2.1 A familia Erythroxylaceae

A familia Erythroxylaceae Kunth possui aproximadamente 250 espécies (SOUZA
& LORENZI, 2008), distribuidas nos géneros Erythroxylum P. Browne, Aneulophus
Benth, Nectaropetalum Engl. e Pinacopodium Exell & Mendonga (COSTA-LIMA et al.,
2014). E composta caracteristicamente por arvores, arbustos ou subarbustos e apresenta
maior distribuicdo na regido pantropical (SOUZA & LORENZI, 2008).

Nesta familia, o grande destaque esta no género Erythroxylum, que abrange um total
de 230 de suas espécies, 0 que equivale a cerca de 92% do total (PLOWMAN & HENSOLD,
2004). Os demais géneros possuem um menor nimero de espécies e apresentam distribuicao
confinada ao continente africano (COSTA-LIMA et al., 2014).

1.2.2 O género Erythroxylum P. Browne

O género Erythroxylum esta amplamente distribuido na regido pantropical do
planeta, sendo mais comumente encontrado na América Latina, na Africa, sudeste da
Asia e Austrélia (Figura 1.1) (GONZALEZ-GARCIA et al., 2005). O Brasil € um pais
de grande destaque para este género, contendo 127 espécies catalogadas, das quais 83
sdo endémicas (LOIOLA & COSTA-LIMA, 2015?).

- s = 3

Figura 1.1. Distribuicdo de espécies de Erythroxylum catalogadas ao redor mundo

(FONTE: mapa gerado online através do site http://www.discoverlife.org/mp/20m)



Este género possui muitas plantas empregadas na medicina popular,
principalmente como estimulantes, anestesicos, anti-inflamatorio, cicatrizantes e no
tratamento de problemas estomacais (GONZALEZ-GARCIA et al., 2005). Se tornou
bastante conhecido devido as propriedades bioldgicas das folhas da espécie E. coca, de
onde se pode extrair o alcaloide tropanico cocaina (LOIOLA et al., 2007).

Outro representante deste género, bastante popular no Brasil, é a espécie E.
vacciniifolium, comumente conhecida como ‘“catuaba” e utilizada pelos populares como
afrodisiaco ou tonico natural (ZANOLARI et al., 2003).

Uma revisdo realizada por Gonzalez-Garcia e colaboradores (2005) sobre as
atividades bioldgicas cientificamente verificadas para espécies de Erythroxylum, mostra
resultados positivos para varios ensaios, destacando-se as atividades antimicrobiana,
antiviral, analgésica e principalmente a acéo no Sistema Nervoso Central (SNC).

A constituicdo quimica deste género desperta interesse cientifico, principalmente
devido a presenca dos alcaloides tropanicos, que séo encontrados em varias de suas espéecies
(OLIVEIRA et al., 2010). Muitos destes alcaloides apresentam importantes atividades
farmacologicas, incluindo atividades anticolinérgica, antiemética, parasimpaticoliticas,
anestésica e estimulante do SNC (LOUNASMAA, 1988). Além dos alcaloides, substancias
pertencentes as classes dos flavonoides e terpenos também podem ser facilmente
encontradas em suas espécies (GONZALEZ-GARCIA et al., 2005).

Embora o género Erythroxylum apresente grande potencial para estudo
fitoquimico e farmacoldgico, muitas de suas espécies ainda ndo foram submetidas a este
tipo de investigacdo. Oliveira (2012) aponta um levantamento indicando que de todas as
230 espécies catalogadas do género Eryhtroxylum, apenas 61 haviam sido estudadas do
ponto de vista quimico (NAPRALERT apud OLIVEIRA, 2012). Desta forma, o
investimento em estudos destas espécies se caracteriza como algo relevante e promissor,

podendo fornecer resultados inéditos no campo dos compostos bioativos.

1.2.3 Erythroxylum affine A.St.-Hil. e Erythroxylum macrocalyx Mart.

As espécies E. affine e E. macrocalyx sdo dois exemplos de plantas do género
Erythroxylum, endémicas da flora brasileira, para as quais ndo existe qualquer estudo

quimico ou biolégico publicado na literatura.



E. affine é popularmente conhecida como “batinga roxa” (no nordeste brasileiro)
e pode ser encontrada nas regides do Nordeste (Alagoas, Bahia, Pernambuco e Sergipe)
e Sudeste (Espirito Santo e Rio de Janeiro) do Brasil. Esta planta se apresenta
comumente como arvore ou arbusto e se distribui principalmente nas regides do bioma
Mata Atlantica (LOIOLA & COSTA-LIMA, 2015).

E. macrocalyx apresenta uma distribuicdo geogréafica mais diversificada, sendo
encontrada em regides de bioma Mata Atlantica, Caatinga e Cerrado. Ressalta-se que
ndo foi encontrado um nome popular para esta espécie, que ja foi localizada nos estados
da Bahia, Sergipe e Minas Gerais (LOIOLA & COSTA-LIMA, 2015°).

Os extratos das folhas dessas duas plantas foram submetidos a um estudo inicial
em nosso grupo de pesquisa para verificar seu potencial farmacoldgico e perfil
fitoquimico. Esse estudo permitiu verificar uma significativa inibicdo da atividade da
acetilcolinesterase e da a-amilase, in vitro, a presenca de compostos fendlicos em ambas
espécies e, também, de um contetdo significativo de alcaloides tropanicos no extrato de
E. macrocalyx, o que sugeriu se tratarem de plantas promissoras para investigacao
fitoquimica (ALVES, 2016).

1.2.4 Alcaloides tropanicos

Os alcaloides tropanicos séo eximios representantes do metabolismo secundéario
(especial) de plantas do género Erythroxylum, sendo considerados um de seus
marcadores quimiotaxondémicos. Um levantamento publicado no ano de 2010 revelou
que ja foram identificados 186 alcaloides tropanicos em 35 espécies deste género, o que
representa grande parte das plantas ja estudadas (OLIVEIRA et al., 2010).

Os alcaloides tropanicos ndo sdo encontrados corriqueiramente na natureza, e
aléem da familia Erythroxylaceae, eles sdo comuns apenas em espécies da familia
Convolvulaceae, Proteaceae, Rhizophoraceae, Solanaceae e, ocasionalmente, em
Brassicaceae, Euphorbiaceae e Oleaceae (OLIVEIRA et al., 2010).

Estruturalmente, os alcaloides tropanicos sdo caracterizados pelo nicleo tropanico
biciclico N-metil-8-azobiciclo[3.2.1.]Joctano (Figura 1.2) (EICH, 2008). A rota biossintética
seguida para producdo destes compostos parte da putrescina, que se origina da
descarboxilagdo do aminoacido L-ornitina. Ao ser formada, a putrescina sofre metilacédo por

acdo de uma N-metiltransferase e segue por etapas que levam a formacdo do cation N-metil-



Al-pirrolinico. Este cation sofre acdo da acetil-CoA adicionando dois grupos acetato na
estrutura. O intermediario formado segue entdo etapas de oxidagdo, hidrolise, adigdo
intramolecular e descarboxilacéo, para levar & formagdo da tropinona que, a depender da

enzima que atue, pode ser reduzida a tropina ou pseudotropina (Figura 1.3) (DEWICK, 2009).

Figura 1.2. Estrutura do nucleo biciclico dos alcaloides tropanicos
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Figura 1.3. Rota Biosintética para producéo de alcaloides tropanicos (Baseado em: DEWICK, 2009)

A biossintese desta classe de substéncias foi bastante estudada para a familia
Solanaceae, portanto, as enzimas envolvidas nas rotas metabdlicas apenas foram confirmadas
para suas espécies. Entretanto, espera-se que as rotas seguidas para a producdo desses
alcaloides em espécies de Erythroxylaceae, bem como as enzimas envolvidas nesse processo,
sejam similares e apresentem funcBes homoblogas aquelas da familia Solanaceae
(JIRSCHITZKA et al., 2013; JIRSCHITZKA et al., 2012).



Os primeiros relatos de isolamento de um alcaloide tropénico partem de estudos das
raizes e folhas de Atropa belladonna (Solanaceae), em 1833, que resultou na identificagdo
do alcaloide atropina. Mais tarde, descobriu-se que a atropina obtida era composta de uma
mistura racémica dos isdmeros (—) e (+)-hiosciamina (Figura 1.4) (EICH, 2008).
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Figura 1.4. Estrutura de alguns alcaloides tropanicos conhecidos

Na idade média, plantas contendo alcaloides tropénicos eram utilizadas para
producédo de unguentos com os quais mulheres (conhecidas como “bruxas”) untavam seus
corpos para adquirir o suposto poder de falar com pessoas ausentes, ver objetos
inexistentes e até mesmo voar. Estas propriedades alucinégenas foram, mais tarde,
atribuidas a presenca dos alcaloides escopolamina e atropina nas plantas utilizadas. Além
disso, alguns desses alcaloides sdo extremamente tOXicos e seu consumo pode levar a
amneésia, perda de sentido da realidade e a um profundo sono (MARTINEZ et. al, 2009).

Dentre os alcaloides tropanicos conhecidos, a cocaina (Figura 1.4), tornou-se um
dos mais estudados e mais discutidos na literatura cientifica (BIONDICH & JOSLIN,
2016). Esse composto foi primeiramente isolado das folhas da E. coca., no entanto,
estudos ja detectaram a presenca dessa substancia em 23 espécies de Erythroxylum
(EICH, 2008; BIERI et al., 2006). A propriedade anestésica da cocaina despertou
grande interesse medicinal, no entanto, a sua acdo psicoativa foi o que gerou
notoriedade para a substancia, que passou a ser utilizada para fins recreativos
(PETERSEN, 1997).

Ainda que muitos destes alcaloides tenham um histérico toxicologico
direcionado aos seus efeitos alucindgenos e estimulantes, muitos desses compostos
apresentam muitas outras importantes atividades farmacoldgicas, como a acdo anestésica

da cocaina, justificando assim o interesse para suas aplicacdes no campo medicinal.



10

1.2.5 Flavonoides

Os flavonoides compreendem outra importante classe de metabdlitos que sdo
amplamente encontrados em plantas do género Erythroxylum. Levantamentos mostram
que esta classe de metabdlitos especiais representa cerca de 19,8% das substancias
isoladas destas plantas, ficando atras apenas dos alcaloides (54,7%), que sdo principais
representantes da constituicdo quimica deste género, e dos terpenos (23,3%), que séo
comuns & maioria dos extratos de plantas (GONZALEZ-GARCIA et al., 2005).

Os flavonoides séo produzidos pelas plantas com diversas finalidades, como para
proteger seus tecidos contra raios UV-B, auxiliar na defesa contra fungos patogénicos,
promover coloracdes as flores e assim atrair polinizadores, além de estarem envolvidos em
processos metabolicos de crescimento do organismo (CUSHNIE & LAMB, 2005).

Quimicamente os flavonoides sdo caracterizados por um nucleo estrutural
composto por quinze a&tomos de carbonos e um oxigénio, 0s quais Se organizam em trés
anéis, Cg-C3-Cs ou anéis A-C-B (PIETTA, 2000). No género Erythroxylum, a maior
parte dos flavonoides descritos é derivada do kaempferol, quercetina ou ombuina (7,4’-
dimetilquercetina) (Figura 1.5), que ocorrem comumente nas formas glicosiladas, como
3-0O-monoglicosideos ou 3-O-diglicosideos, em diferentes combinacGes de acgucares
(BOHM et al., 1988).

kaempferol quercetina ombuina

Figura 1.5. Estrutura do ndcleo estrutural dos flavonoides e de alguns compostos desta classe que sdo
comumente encontrados em espécies do género Erythroxylum
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Dentre as propriedades biologicas atribuidas para os flavonoides, a atividade
antioxidante, sem davida, merece destaque, uma vez que ja foi bem descrita para varios
destes compostos (KUMAR & PANDEY, 2013). A justificativa para esta atividade se
baseia principalmente em suas estruturas quimica conjugada e muitas vezes ricas em
hidroxilas fendlicas, que Ihes proporcionam grande potencial doador de elétrons. Devido a
essas propriedades, os flavonoides sdo capazes de estabilizar radicais livres ou complexar
metais que estéo envolvidos no processo oxidativo in vivo (Figura 1.6) (MACHADO et al.,
2008; PIETTA, 2000).

Q/mq .
> —»R > + H—R
s

o) i
N
“H R 40
, + H—R
Possiveis sitios de Complexagido Proposta de mecanismo de estabilizagao
de metais de flavonoides de radicais por compostos fendlicos

Figura 1.6. Mecanismos de acdo antioxidante de Flavonoides
FONTE: Adaptado de Pietta (2000)

Além do poder antioxidante, varias outras atividades biologicas ja foram
comprovadamente atribuidas aos flavonoides, com destaque para atividades
antibacteriana, anti-inflamatoria, hepatoprotetora, anticancerigena e antiviral. Contudo,
a baixa solubilidade em agua de alguns flavonoides, principalmente aqueles néo
glicosilados, representa um desafio para aplicacdo medicinal desses compostos sendo,
em alguns casos, necessario o uso de semissintese para aumentar a solubilidade no meio
biolégico (KUMAR & PANDEY, 2013). Nesse cenario, os flavonoides glicosilados
saem em vantagem, uma vez que muitos deles apresentam uma polaridade bastante

elevada que Ihes confere maior solubilidade em meio aquoso.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Realizar o estudo fitoquimico dos galhos de Erythroxylum affine e Erythroxylum

macrocalyx para isolamento e identificacdo de seus constituintes fixos.

1.3.2 Objetivos especificos

e Extrair e isolar, por meio de técnicas classicas de laboratério de quimica orgéanica
(cromatografia em coluna, recristalizacdo, extracéo liquido-liquido e cromatografia
em camada delgada preparativa), 0s constituintes quimicos presentes nos extratos

dos galhos de E. affine e E. macrocalyx;

e ldentificar os constituintes isolados utilizando métodos espectromeétricos de
identificacdo de compostos organicos (RMN de *H, RMN de °C, IV, e CG-EM);

e Caracterizar o perfil fitoquimico dos extratos estudados por meio dos constituintes

quimicos isolados;

e Contribuir para o conhecimento quimiotaxonémico de espécies de plantas do

género Erythroxylum endémicas da flora brasileira.
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1.4 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

1.4.1 Materiais e reagentes utilizados nas técnicas fitoquimicas de isolamento

Os processos de separacdo por cromatografia em coluna (CC) foram realizados
utilizando-se silica gel 60 (0,063-0,200 mm) da Vetec. As analises por cromatografia
em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas contendo uma camada de silica
gel 60 G-F254 da Vetec, ativadas em estufa a 100 °C por 2 h. Os solventes utilizados
para o preparo dos extratos, separacdes por CC, e analise por CCD foram todos de grau
analitico das marcas Vetec, Synth, Cromoline e Quimica Moderna. As placas de CCD
foram reveladas tanto por irradiacdo de luz UV, nos comprimentos de onda de 254 e
365 nm, quanto por sublimacdo de iodo ou por acdo de um spray com o reagente de
Dragendorff [solugéo &cida de Subnitrato de Bismuto com iodeto de potassio (ALICE et
al., 1995)]. A eliminagdo dos solventes dos extratos e das fragcbes obtidas no seu
fracionamento foi realizada sob pressdo reduzida em evaporador rotativo da marca
Fisaton. As temperaturas de fusdo (Tf) foram determinadas em um aparelho modelo
MQAPF-302 da Microquimica. As plantas foram secas em estufa com circulagéo de ar
da Tecnal, modelo TE-394/2.

1.4.2 Equipamentos espectrométricos utilizados

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e de *C a 300
MHz e 75 MHz foram obtidos na Universidade Federal de Vicosa (UFV), em um
aparelho Varian Mercury 300. Os espectros de RMN de *H e de **C a 600 MHz e 150
MHz foram obtidos na Universidade Estadual Paulista (UNESP) em aparelho Bruker
Avance |1l 600. As analises por CG-EM foram realizadas em aparelho da Shimadzu
modelo QP2010 SE. As condi¢tes de analise por CG-EM foram: temperaturas do injetor
e da interface, 290 °C, temp. inicial da coluna 100 °C, durante 1 min, sendo aumentada 5
°C/min, até atingir 285 °C; fluxo do gas de arraste (He) foi de 1,8 mL/min. Os espectros
na regido do Infravermelho foram obtidos em aparelho da Perkin EImer modelo Spectrum
Two ATR-FTIR, pelo método da reflectancia atenuada, submetendo 1,0 mg do cristal
pulverizado ao feixe de radiacdo do aparelho. Dados cristalogréaficos de raio-X foram

obtidos em difratométro da marca Siemens, na Université Laval — Canada.
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1.5 METODOLOGIA

1.5.1 Coleta e Identificacdo do material Vegetal

Os materiais vegetais submetidos a este estudo foram coletados na Fazenda Brejo
Novo, situada a 9 km da cidade de Jequié-BA em 04 de abril de 2015. As exsicatas das
plantas E. affine e E. macrocalyx (Figura 1.7) foram depositadas no Herbéario da UESB
com os cddigos HUESB9934 e HUESB11125, respectivamente. A identificacdo dos
individuos coletados foi realizada pela especialista no género Erythroxylum Dr?. Maria
Iracema Bezerra Loiola (Universidade Federal do Cearé - UFCE)

9934

(B)

Figura 1.7. Exsicatas das plantas E. affine (A) e E. Macrocalyx (B) depositadas no Herbario da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — Campus de Jequié

1.5.2 Preparo dos Extratos e fracionamento

As partes aéreas das plantas coletadas foram secas em estufa com circulacdo de
ar, a uma temperatura aproximada de 40 °C. Apds secagem, os galhos, separados das
folhas, foram triturados e submetidos a extracdo por maceracdo em temperatura
ambiente com etanol, seguido por outra extragdo com metanol, a fim de verificar se

haveria diferenca significativa nos resultados dos ensaios bioldgicos obtidos para 0s
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dois extratos. Cada solvente ficou em contato com o material vegetal por trés periodos
de 48 de extracgdo e, ao final de cada periodo, o extrato era filtrado e concentrado em
evaporador rotativo sob presséo reduzida. A Tabela 1.1 apresenta uma descri¢cdo das
quantidades de galhos utilizadas e o rendimento em massa de cada extrato.

Tabela 1.1. Rendimento dos extratos dos galhos de E. affine e E. macrocalyx

Extrato Cadigo Massa de galho (g) Massa de extrato (g)
Etanolico de E. affine EEA 236,30 9,40
Metandlico de E. affine MEA 236,30 10,60
Etanolico de E. macrocalyx EEM 347,00 22,57
Metandlico de E. macrocalyx MEM 347,00 13,05

Todos os extratos etandlicos foram submetidos a uma coluna filtrante para obtencdo
das fracBes de estudo. Neste procedimento, os extratos foram adsorvidos em silica gel 60 e,
posteriormente, fracionados em coluna a partir da percolagdo dos solventes hexano,
diclorometano, acetato de etila, etanol e metanol, selecionados a partir de uma analise
preliminar por CCD. A Tabela 1.2 descreve as massas de extrato utilizadas e o rendimento

em massa das fracOes geradas apos este primeiro fracionamento.

Tabela 1.2. Rendimento das frages originadas dos extratos etanolicos brutos das plantas estudadas

Extrato (massa utilizada*) Fracdo Cddigo** Massa (g)
Hexanica HGEA 0,86
EEA (8,80 g) Diclorometanica DGEA 0,50
Acetato de Etila AEGEA 0,27
Metandlica MGEA 6,75
Hexanica HGEM 1,63
EEM (21,009) Acetato de Etila AEGEM 1,70
Etandlica EGEM 16,50
Metandlica MGEM 0,96

* Ndo foi utilizada a massa total dos extratos indicada na Tabela 1.1, pois parte desta foi separada para 0s
ensaios farmacol6gicos
** primeira letra indica o solvente, segunda letra indica a parte da planta (Galhos), terceira e quarta letra
sdo referentes € espécies da planta

Os extratos metandlicos ndo foram submetidos a este fracionamento pois o perfil
quimico destes na analise por CCD aparentou ser rico em substancias muito polares que

possivelmente ndo iriam se separar efetivamente em uma coluna de silica.
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1.5.3 Isolamento dos constituintes quimicos de Erythroxylum macrocalyx

As fracBes obtidas do extrato etandlico de E. macrocalyx foram submetidas a
uma triagem com reagente de Dragendorff para verificar qualitativamente a presenca de
alcaloides. Apenas a fracdo etandlica e a fracdo metandlica apresentaram resultado
positivo neste teste (Figura 1.8).

Figura 1.8. Triagem das fracBes do extrato EEM com reagente de Dragendorff (CCD eluida com
AcOEt/MeOH 1:1) (H=hexanica, AE = acetato de etila, E = etandlica, M=metandlica). As manchas
alaranjadas indicam a presenca de alcaloides nas fragcdes

A partir desse resultado, e levando-se em consideracdo que a fracéo etandlica foi
a que apresentou maior massa no fracionamento, esta foi submetida ao procedimento
para obtencdo da fracdo total de alcaloides (FTA) seguindo a metodologia descrita por
Quintans-Janior e colaboradores (2004) com modificacGes. Nesta metodologia, a fracdo
etanolica foi solubilizada em uma mistura de etanol:agua (8:2), e posteriormente
acidificada com uma solucdo de HCI (1%) até pH 2,0. Apds acidificar, a mistura foi
extraida 3 vezes com diclorometano, e depois basificada com solu¢do de NH;,OH (5%)
até pH=10. Em seguida, a solucdo foi submetida a uma extracdo com os solventes
diclorometano, acetato de etila e butanol (Figura 1.9).

No procedimento realizado, verificou-se que as fracGes diclorometénica 2,
acetato de etila e butandlica aparentaram um perfil quimico semelhante em analise por

CCD, sendo por isto agrupadas na denominada fracéo total de alcaloides (FTA).



Fracdo Etanolica

Acidificacdo com HCI 1% e seguido de
extragdo com Diclorometano

Fracdo DCM1

Fase aquosa

Basificacdo com NH,OH 5% e seguido de extracdo
com Diclorometano, Acetato de Etila e Butanol

| Fase aguosa

\" Fracdo DCM2 H Fracdo Act. De etila H Fracao Butandlica ’J

| Fracdo Total de Alcaldides (FTA) |

Figura 1.9. Esquema do procedimento para obtencdo da fragéo total de alcaloides
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Esta metodologia é baseada na propriedade basica dos alcaloides que em meio

acido serdo convertidos no sal correspondente (Figura 1.10). Este sal migrara para a fase

aquosa na extracdo, e apos ser basificado, serd desprotonado retornando para a fase

organica, a depender de sua polaridade.

% + HCl @ =—= % + cP

Figura 1.10. Reacéo acido-base entre um alcaloide tropanico qualquer e o HCI

A FTA foi fracionada em coluna cromatografica de silica gel, eluida com

CHCI3/MeOH 1:1 (isocratica) dando origem a 5 subfracbes (FTAL-FTAS), tendo os

alcaloides se concentrado na fracdo FTA3. Esta subfracao foi refracionada em coluna de silica

gel com uma mistura de CHCI3/MeOH (em gradiente crescente de polaridade a partir da
proporc¢do de 8:2), gerando 5 fracbes (FTA3.1 — FTA3.5). A fracdo FTA3.1 foi submetida a
uma separacdo em coluna de silica gel com CHCIls/MeOH 9:1 (isocratica) originando 5
grupos de fracbes (FTA3.1.1- FTA 3.1.5), sendo o composto LEM 2 (133 mg) obtido da
fracdo FTA3.1.3. O composto LEM 1 (2 mg) foi obtido apds purificacdo da fracdo FTA3.1.4,

em coluna de silica gel, eluida com AcOEt/MeOH 8:2 (isocratica).
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A fragdo FTA3.2 foi purificada em coluna de silica gel, eluida com
CHCI3/MeOH 7:3 (isocrética), levando ao isolamento do composto LEM 3 (154 mg). A
fracdo FTA3.4 foi submetida a uma purificacdo em coluna de silica gel, eluida com
AcOEt/MeOH 1:1, levando ao isolamento do composto LEM10.

Da fracdo metandlica (MGEM), foi obtido um precipitado de coloracdo castanha
pouco solivel em metanol. Este precipitado foi filtrado, e submetido a uma lavagem
com metanol, resultando no isolamento do composto LEM 6 (60 mg). A parte soltvel
da fracdo metandlica foi purificada em coluna de silica, eluida com CHCIl3/MeOH 7:3
(isocrética), levando ao isolamento dos compostos LEM 4 (13 mg) e LEM 5 (7 mg).

A fracdo hexénica (HGEM) foi submetida a cromatografia em coluna de silica
gel, eluida com mistura de Hexano/AcOEt 9:1 (em gradiente crescente de polaridade a
partir de 9:1), obtendo-se 7 fragdes (HGEM1-HGEMY7) apds o agrupamento. A fracdo
HGEM3 foi submetida a uma cromatografia em coluna de silica gel eluida com CH,Cl,,
obtendo-se 7 fragbes (HGEM3.1 — HGEM3.7). As fracbes HGEM 3.4 e 3.5 foram
agrupadas (26 mg) apresentando uma mistura de dois constituintes que foram separados
de acordo com suas diferencas de solubilidade em hexano, levando ao isolamento do
composto LEM 7 (15 mg, soluvel em hexano) e composto LEM 8 (11 mg, pouco
solivel em hexano). A fracdo HGEML1 foi purificada por cromatografia em coluna de
silica gel, eluida com Hexano/AcOEt 9,5:0,5 (isocratica), levando ao isolamento do
composto LEM 9 (5 mg). A Figura 1.11 apresenta um esquema resumido dos processos
de isolamento empregados nas fracfes hexanica, acetato de etila, etandlica e metanolica,

obtidas do extrato etanolico de E. macrocalyx.

1.5.4 Isolamento dos constituintes quimicos de Erythroxylum affine

Apos andlise das fracGes obtidas do extrato etandlico bruto dos galhos de E.
affine, verificou-se similaridade no perfil quimico das fracbes hexanica e
diclorometanica, sendo estas agrupadas e submetidas a um fracionamento em coluna
cromatografica, eluida com uma mistura de Hexano/AcOEt 9:1, em gradiente crescente
de polaridade. Este fracionamento deu origem a 7 fracdes (HGEAL-HGEAY) apds
agrupamento, sendo os compostos LEALl (16 mg) e LEA2 (16 mg) obtidos de

processos de recristalizacdo em hexano das fracdes HGEAS e HGEAB, respectivamente.



Coluna filtrante (Hexano; Acetato de etila, Etanol e Metanol)

HGEM AEGEM EGEM GEM
(1,63 ) (1,70 g) (16,50 g) (0,96 g)

Coluna Cromatogréfica ( Hexano/AcOEt 9:1) (gradiente) Obtencao da Fragao Total Lavagem com
[ I I I I  E—— de Alcaloides (FTA) metanol

1 2 3 4 5 6 7 . :
285mg| | 50 mg || 302 mg| | 126 mg| | 686 mg| | 24 mg | | 52 mg DCM1 FTA
g 0649 9,789 [ LEM6] [ MGEM 1 ]

J

Coluna Cromatografica — 800 mg
(CH,CI,) Coluna Cromatografica Coluna Cromatogréfica

S S R R B ——_ (Hexano/AcOEt 9,5:0,5) (CHCI3/MeOH 1:1) Coluna cromatografica
! (CHCI5/MeOH 7:3)

. . | | [ | |
3.1 3.2 3.3 3.4 35 3.6 3.7 FTAL| | FTA2|| FTA3 || FTA4 || FTAS
13mg || 4mg || 34mg|| 7mg || 19mg || 8mg || 49mg LEM9 24mg| | 41mg || 5239|347 mg| | 430 mg
\. J 5mg

Agrupamento ) Coluna Cromatografica I 1

3.14.1 .
Recristalizacdo 5,7 mg LEMIO (CHCIs/MeOH 8:2) LEMS5 LEMA4
com Hexano —/ 48mg e - 1 L ' I ! 7mg 13 mg
) Coluna Cromatografica| [ 3.1 ] [ 3.2 ][ 3.3 ][ 3.4 ][ 35 ]
g 9]|5 g

60 mg

v v 3;-;-4-2 (ACOE/MeOH 1:1)1 445mg| | 1,949 []891 mg| | 560 mg| | 89 mg
,J mg 1
LEM7 LEMS —___J T 1
15mg 11mg S Coluna Cromatogréfica

3143 - (CHCI3/MeOH 9:1)
12,9mg

Coluna Cromatografica
(CHCI3/MeOH 7:3)

- ' ! I

I I
\
Lavagem — 311 (| 312 || 313 || 314 || 315 321 |[ 322 ) 323 [ 324 [ 325 ][ 326
§ 33 24 133 51 94
LEM1 com éter |3.1.4.4 mg mg mg mg mg| | 22mg || 42mg||139mg| | 250 mg| | 34mg || 39 mg
2mg l7mg J
—/

1 Lavagem com cloroférmio
3145 I Coluna Cromatogréfica L?I)E?)MZ LEM3
o ! (ACOEUMeOH 8:2) ! Al 154 mg

1,6 mg
—/

\

1
1
|
1
1
|

v

Figura 1.11. Esquema de fracionamentos do Extrato Etanolico dos Galhos de E. macrocalyx para isolamento dos constituintes quimicos



20

A fracdo metanolica foi fracionada em coluna de silica gel (AcCOEt/MeOH 6:4)
originado trés fracGes apds agrupamento (MGEA1-MGEA3). A fracdo MGEA2, que
apresentou menor complexidade de constituintes quimicos nas andlises por CCD, foi
submetida a cromatografia em coluna de silica gel (CHCIs/MeOH 6:4) dando origem a cinco
fracbes (MGEA2.1-MGEAZ2.5), sendo os compostos LEA3 (144 mg) e LEA4 (40 mg)
obtidos em processos de purificagdo a partir da eliminacdo das impurezas sollveis em
cloroférmio das fragbes MGEA2.5 e MGEA2.4 respectivamente. A Figura 1.12 mostra a

sequéncia de fracionamentos do extrato etandlico de E. affine.

EEA
[ (8,80 0) ]

Coluna filtrante (Hexano; Diclorometano;
Acetato de etila e Metanol)

——
HGEA DGEA AEGEA MGEA
(0,86 g) (0,50 g) 0,27 g) (6,75 9)

) —

Agrupamento

Coluna cromatogréfica
(AcOEt/MeOH 6:4)

Coluna cromatografica

(Hexano/AcOEt 9:1) Gradiente 1 2 3
1,169 2,219 14249
1 2 3 4 5 6 7
2img || 30mg|]|83mg|]| 32mg || 33mg || 106 mg| | 662 mg
Coluna cromatogréfica

(CHCI3/MeOH 6:4)

Recristalizacdo
em hexano

Recristalizacdo
em hexano \ 4 [ 2.1 ][ 2.2 ][ 2.3 ][ 2.4 ][ 2.5 ]
63 302 179 265 524 m
LEAL |, LEA2 M mg | 12 mg mg g
16 mg

16mg |

cloroférmio

Lavagem com

[ LEA4 }:Lavagem com cloroférmio
40 mg
LEA3
144 mg

Figura 1.12. Esquema de fracionamentos do Extrato Etanolico dos Galhos de E. affine para isolamento dos
constituintes quimicos
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1.5.5 Anélise das Substancias isoladas

Apds serem purificadas, todas as substancias foram analisadas por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de *H e de **C, espectroscopia na regido do Infravermelho,
Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de Massas (CG-EM) e determinagéo
da temperatura de fusdo, além de analise por cristalografia de raios-X (para LEM2) a
fim de elucidar a estrutura organica destes compostos.

1.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.6.1 Substéancias Isoladas de E. macrocalyx

O estudo fitoquimico do extrato etandlico dos galhos de E. macrocalyx levou ao
isolamento e identificagdo de um novo alcaloide tropanico (LEM1) alem de outras nove
substéncias conhecidas, sendo 4 alcaloides tropanicos (LEM2-LEMS), trés triterpenos
pentaciclicos (LEM7-LEM9), um flavonol glicosilado (LEM6) e um monossacarideo
(LEM10). A estrutura e 0 nome destes compostos sdo apresentados na Figura 1.13,
enquanto que a elucidacdo ou determinacdo estrutural sdo descritas nas paginas

subsequentes.
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Substancias isoladas de Erythroxylum macrocalyx

Classe: alcaloides tropanicos

CH CH
HC N : HsC /7
\ N\ N
// O N HO
o} I 0
HO
T [1 °
d o]
OH I o}
o OH I
o}
Codigo: LEM1 Codigo: LEM2 Codigo: LEM3
Nome do composto: 7B-acetoxi-6B- | Nome do  composto:  6pB,7B- | Nome do composto: 30-
benzoiloxitropan-3a-ol dibenzoiloxitropan-3a-ol fenilacetoxitropano-6p,7p-diol

CHs, CHj
/ /
N N
HO
HO
o OCH,
o]
(6] OW/QOH
(e} o) OCH3
Codigo: LEM4 Codigo: LEM5S
Nome do composto: 3a- [ Nome do composto: 6B-benzoiloxi-3a-(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi)

benzoiloxitropano-6p,7p-diol

tropano

Classe: Flavonol glicosilado

Classe: monossacarideo

~OH
HO "

“OH

Cédigo: LEM6

Cddigo: LEM10

Nome do composto: Ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo

Nome do composto: a-D-Glicopiranose

Classe: Triterpenos

2

Cddigo: LEM7

Cadigo: LEM8

Cadigo: LEM9

Nome do composto: Lupeol

Nome do composto: Taraxerol

Nome do composto: Lupenona

Figura 1.13. Substancias isoladas do extrato etandlico dos galhos de E. macrocalyx
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1.6.1.1 Determinagéo estrutural da substéancia LEM1: 7f-acetoxi-6p-benzoiloxi-
tropan-3a-ol

A substéncia LEM1 (2 mg) foi isolada na forma de um dleo viscoso amarelado
solivel em cloroférmio. A analise de seu espectro de RMN de 'H (Figura 1.14) indicou se
tratar de um alcaloide tropanico 3,6,7-O-trissubstituido (RIBEIRO et al., 2013). Os sinais que
permitiram esta determinagdo foram os hidrogénios do anel tropanico H-1 (6 3,26, sl), H-5
(63,36, sl), H-2 e H-4 axiais (6 2,18, m e 6 2,25, m), H-2 e H-4 equatoriais (6 1,76, d, J=16,4
Hz e 6 1,78, d, J=16,4 Hz), H-3 (5 4,14, tap, J=4,7 Hz), e dos hidrogénios H-6 (6 5,97, d,
J=6,4 Hz) e H-7 (6 5,86, d, J=6,4 Hz) acoplados entre si. A presenca do grupo benzoiloxi na
estrutura foi determinada pelos sinais caracteristicos dos hidrogénios de um anel aromatico
monossubstituido H-2’¢ 6° (6 8,02, dd, J=8,3; 1,3 Hz), H-3’e 5’ (3 7,43, t, J=7,8 Hz) e H-4’
6 7,56, tt, J=7,4; 1,3 Hz). A presenca do grupo acetoxi foi definida pelo singleto
caracteristico em 6=1,95. A auséncia de outros sinais para o terceiro substituinte na estrutura
do anel tropénico, indicou a possivel presenca de uma hidroxila para ocupar esta posi¢ao.

O espectro de RMN de 3C (Figura 1.15) apresentou 13 sinais atribuidos a 17
carbonos da estrutura do composto. Destes sinais, cinco (6 128,5; 129,7; 130,2; 133,2;
166,2) foram atribuidos aos carbonos do grupo benzoiloxi (7 carbonos), o sinal em 6 170,5,
referente a uma carbonila e o sinal em & 21,1, referente a uma metila, evidenciaram a
presenca de um grupo acetoxi. Um sinal (6 38,0) referente ao grupo CHs-N e cinco sinais (6
32,9; 64,1; 65,1; 77,5; 78,0) referentes a sete carbonos, caracterizaram o anel tropanico,
sendo que os sinais dos carbonos 1 e 5 e, também, os sinais dos carbonos 2 e 4 apareceram
sobrepostos. A atribuicdo destes sinais foi embasada nas analises de espectros
bidimensionais do composto, bem como na comparacdo com os dados descritos na
literatura para um alcaloide tropanico com alguns grupos substituintes similares, isolado por
Ribeiro e colaboradores (2013).

O mapa de contornos COSY (Figura 1.16) obtido para este composto confirmou
a substituicdo do anel tropanico nas posicbes 3, 6 e 7. Isto é verificado pelo
acoplamento entre os hidrogénios H-1 e H-5, com os hidrogénios axiais e equatoriais
localizados nos carbonos 2 e 4. N&o foi verificado acoplamento entre H-6 e H-5 e nem
entre H-7 e H-1, indicando que H-6 e H-7, deveriam estar em posi¢do alfa no anel,
formado angulos préximos a 90° com os hidrogénios vizinhos H-5 e H-1, resultando em
uma constante de acoplamento com valor baixo que impediu o desdobramento do sinal.
Outro acoplamento importante foi verificado entre o hidrogénio H-3 com os hidrogénios

axiais H-2 e H-4, confirmando sua posi¢do na estrutura.
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Figura 1.16. Expans@es do mapa de contornos COSY (600 MHz, em CDCls) da substancia LEM1 e as

principais correlacdes observadas na estrutura do composto

A analise do mapa de contornos HMBC (Figura 1.17) permitiu confirmar o

posicionamento dos grupos substituintes no anel tropanico. Neste espectro, verificou-se

claramente uma correlacdo entre o sinal de H-6 com o carbono carbonilico do grupo

benzoiloxi, assim como uma correlacdo entre H-7 com o carbono carbonilico do grupo

acetoxi. A posicdo da hidroxila também foi confirmada, pois o carbono ao qual ela esta

ligada estabeleceu uma correlacdo tanto com os hidrogénios equatoriais H-2 e H-4,

qguanto com H-1 e H-5.

Fa4
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Figura 1.17. Expans@es do mapa de contornos HMBC (600 MHz; 150 MHz em CDCl;) da substancia
LEML1 e as principais correlacfes observadas na estrutura do composto

A orientacdo espacial da hidroxila foi determinada pela analise do NOESY 1D

(Figura 1.18). Nos espectros foi verificado nOe entre H-3 com os hidrogénios axiais H-2 e H-

4, indicando que este hidrogénio deveria estar em posicdo beta no anel tropanico, e

consequentemente, a hidroxila em posicéo alfa (Figura 1.19). Outro fator que confirma esta

estereoquimica € a falta de correlacdo entre H-3 com H-6 e H-7, que seria esperado no

espectro caso este hidrogénio estivesse em posicdo alfa. Também foi verificado um nOe entre

os hidrogénios do grupo CHs-N com os hidrogénios axiais e equatoriais dos carbonos 2 e 4,

indicando que este grupo deveria estar voltado para a posicdo da molécula onde estéo

localizados estes hidrogénios.

f1 (ppm)
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Figura 1.18. Espectros NOESY-1D (em CDClIs) da substancia LEM1. Irradiacdo em 4,17 ppm (A);
Irradiacdo em 2,64 ppm (B); Irradiagdo em 1,79 ppm (C)

Figura 1.19. Correlag@es observadas nos espectros de NOESY-1D para o composto LEM1 apresentadas
em sua estrutura tridimensional
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Com base em toda a andlise espectroscopica, cujos principais dados estdo

descritos na Tabela 1.3, foi confirmado que o composto LEML1 seria, portanto, o 7p-

acetoxi-6p-benzoiloxitropan-3a-ol (Figura 1.20), um novo alcaloide tropanico ainda ndo

relatado na literatura. As andlises dos espectros de massas por eletrospray (ESI) e por

impacto de elétrons (IE) (Figura 1.21) confirmaram a formula molecular C17H2:NOs
atribuida para o composto (m/z = 319, por IE; [M+H]" = 320,1494, por ESI), e os

principais picos verificados no espectro estdo de acordo com fragmentagdes sofridas por

esta estrutura.

Figura 1.20. Formula estrutura da substancia LEM1 (7B-acetoxi-6B-benzoiloxitropan-3a-ol)

Tabela 1.3. Dados de RMN de *H e de **C 1D e 2D para o composto LEM1. (CDCls; 600 e 150 MHz)

Posicdo & °C 6 'H (multi. J/Hz) NOESY-1D H 13C - HMBC 1H,1H-COSY
1 65,1 3,26 (sl) C-3;C7 Hax-(C2); Heg-(C2)
2eq 32,9 1,76 (dl, J = 16,4 Hz) H-(C3); Hax-(C2); C-3 Hax-(C2); H-(C1)
H-(C1); H-(C7)
4eq 32,9 1,78 (dl, J = 16,4 Hz) H-(C3); Hax-(C4); C-3 Hax-(C4); H-(C5)
H-(C5); (H-(C6)
2ax 32,9 2,18 (m) C-1; C-7 Heg-(C2); H-(C1); H-(C3)
4ax 32,9 2,21 (m) C-5; C-C6 Heg-(C4); H-(C5); H-C(3)
3 64,1 4,14 (tap, J=4,7 Hz) Hax-(C2 e C4); C-2eC-4;C-1eC-5 Hax-(C2); Hax-(C4)
Heg-(C2 e C4)
5 65,1 3,36 (sl) C-3 Hax-(C4); Heg-(C4)
6 78,0 5,97 (d, J = 6,4 Hz) C-4; C-5; C-7’ H-(C7)
7 77,5 5,86 (d, J = 6,4 Hz) C-2;C-1;C1” H-(C8)
r 130,2
2’e6’ 129,7 8,03(dd,J=8,3;1,3Hz) C-7;C-4,C-2’e C-6 H-(C3’ ¢ C6°)
3’e5 1285 7,43 (t,J=7,8 Hz) C-2’eC-6 H-(C2’ e C6”); H-(C4”)
4 133,2 7,55 (tt,J = 7.4; 1,3 Hz) C-2’eC-6 H-(C3’ ¢ C6”)
7 166,2
1” 170,5 -- ---
27 21,1 1,97 () c-17
N-CH; 38,0 2,62 (s) Hax-(C2 e C4); H- C-1eC5

O-H

C(1); H-(Cb); H-
(C2’ ¢ 6”); H-(C2)
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1.6.1.2 Identificacdo da substancia LEM2: 6p,7p-dibenzoiloxitropan-3a-ol

A substéncia LEM2 (133 mg) foi isolada da fracdo FTA3.1.3 na forma de cristais
incolores, soltveis em cloroformio. A sua temperatura de fusdo variou de 170-171 °C,
indicando um alto grau de pureza. A anélise do composto por CCD revelada com reagente
de Dragendorff apresentou resultado positivo, indicando se tratar de um alcaloide.

O espectro de RMN de ‘H (Figura 1.22), semelhante ao da amostra LEML,
apresentou sinais caracteristicos de um alcaloide tropanico 3,6,7-O-trissubstituido [H-2ax e
H-4ax (5 2,21, dt, J =14,3; 3,5 Hz), H-2eq e H-4eq (8 1,94, d, J= 14,3 Hz), H-3 (4,17, tap,
J=4,2 Hz), H-1 e H-5 (3,45, sl) e H-6 e H-7 (6 6,12, s)]. Nao foi observado nesse espectro
desdobramento ou diferenca de deslocamento entre os sinais de H-6 e H-7, e nem entre 0s
sinais dos hidrogénios H-1 e H-5, indicando assim, uma simetria no anel tropanico. Esta
proposta de simetria foi reforcada pela total sobreposicdo de sinais de dois grupos
benzoiloxi verificada no espectro [sinais 67,89 (d, J=7,2 Hz 4H), 57,27 (t, J=7,5Hz, 4H);
87,47 (t, J=7,5Hz, 2H)], indicando portanto que estes dois grupos deveriam estar nas
posicOes 6 e 7 do anel tropénico, gerando uma estrutura simétrica. O terceiro substituinte do
anel tropanico foi identificado como sendo o grupo -OH pelo singleto largo em 52,24
parcialmente sobreposto pelos sinais dos hidrogénios H-2ax e H-4ax.

O espectro de RMN de **C (Figura 1.23) apresentou apenas 10 sinais referentes aos
22 atomos de carbono da estrutura, corroborando com a proposta de simetria atribuida para
a molécula. Destes sinais, cinco (6 128,17; 129,61; 129,93; 132,85; 165,84) foram
atribuidos aos 14 carbonos dos dois grupos benzoiloxi, quatro sinais (6 35,18; 66,07; 63,89;
78,56) foram atribuidos aos sete carbonos do anel tropanico simétrico, e o sinal 6 40,07, foi
atribuido ao grupo CHs-N.

A analise do mapa de contornos COSY obtido para o composto LEM2 (Figura
1.24) permitiu confirmar a posicdo do hidrogénio H-3 que acopla apenas com os
hidrogénios axiais e equatoriais localizados nas posi¢oes 2 e 4, 0s quais, por sua vez,
apresentaram acoplamento com H-1 e H-5. Néo foi verificado no COSY acoplamento
significativo entre H-6/H-7, com H-1/H-5, confirmando assim que os grupos benzoiloxi
estariam em posicao exo do anel tropanico, uma vez que nesta conformacao, as ligacoes

de H-6 e H-7 formam angulos préximos a 90° com H-5 e H-1.
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Figura 1.24. Expans6es do mapa de contornos COSY (300 MHz, CDCls) da substancia LEM2 e as

principais correlagdes observadas na estrutura do composto 6p,7p-dibenzoiloxitropan-3a-ol

A analise por espectrometria de massas (IE) apresentou um pico do ion
molecular com valor de m/z = 381, condizente com a férmula molecular Cz;H23NOs
estabelecida para o composto LEM2. Os principais fragmentos observados no espectro

(Figura 1.25) também estdo de acordo com a proposta de estrutura desta substancia.
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Figura 1.25. (A) Espectro de massas por Impacto eletronico da substancia LEM2 e (B) principais
mecanismos de fragmentacdo para o composto 6p,7p-dibenzoiloxitropan-3a-ol

A cristalografia de raios-X foi utilizada para determinar, de forma inequivoca, o

arranjo espacial dos grupos substituintes no anel tropanico do composto LEM2 (Figura 1.26).

Figura 1.26. Anélise por cristalografia de raios-X da substancia LEM2: 6,7B-dibenzoiloxitropan-3a-ol
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Com base nesta analise é possivel afirmar com seguranga que 0 composto se

trata do alcaloide 6p,7p-dibenzoiloxitropan-3a-ol (Figura 1.27).

Figura 1.27. Formula estrutural da substancia LEM2 (6f,7p-dibenzoiloxitropan-3a-ol)

Este composto foi relatado pela primeira vez na literatura em 2016, em um
estudo das folhas de E. subsessile (CRUZ et al., 2016), contudo alguns dos dados de
RMN de 'H apresentados pelos autores se diferenciaram significativamente dos que
foram obtidos em nosso estudo (Tabela 1.4). Foi verificado que os sinais de hidrogénios
do anel tropénico, principalmente dos hidrogénios H-1 e H-5 e do grupo CHs-N, que
sdo hidrogénios proximos ao nitrogénio, apresentam deslocamento quimico acima do

que normalmente € obtido para estes alcaloides.

Tabela 1.4. Comparagdo dos deslocamentos dos sinais de hidrogénios (ppm) do composto LEM2
(CDCl;, 300 MHz) com os que sdo descritos na literatura para o 6p,7p-dibenzoiloxitropan-3a-ol.
Destaque para os sinais que mais se diferenciam

Posicdo/Grupo LEM?2 6p,7p-dibenzoiloxi-3a-hidroxitropano'
leb 3,45 4,39
2eq e 4eq 1,94 2,39
2ax e 4ax 2,21 2,49
3 4,17 4,17
6e7 6,12 6,44
2°,27,6"e¢6” 7,89 7,85
3,37,5e5” 7,27 7,34
4 e4” 7,47 7,57

-OH 2,24

N-CHs3 2,72 3,34

"isolado de Erythroxylum subsessile (CRUZ et al., 2016)

Analisando a metodologia empregada na separacéo deste composto no estudo de
E. subsessile, (“cromatografia contra-corrente em refinamento de zonas de pH”) verifica-
se que a purificacdo foi realizada utilizando-se HCI como eluente cromatografico, que por
certo protonou este alcaloide e, consequentemente, ele foi isolado na forma do sal

correspondente. Esta hipdtese pode ser confirmada quando se compara 0os dados de RMN



37

de 'H do anel tropanico do alcaloide 6f,7p-dibenzoyloxytropan-3a-ol (na forma do
hidrocloreto) isolado de E. subsessile com os que s&o apresentados por Oliveira e
colaboradores (2011) para o hidrocloreto do alcaloide 6B-benzoiloxi-3a-(4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzoiloxi)tropano, que também apresenta valores de deslocamento quimicos
relativamente altos (quase 1 ppm mais altos) para os hidrogénios H-1, H-5 e CHs-N,
quando comparados a alcaloides tropanicos desprotonados. Desta forma, além da
confirmacdo estrutural por cristalografia de Raio-X inédita para 0 composto LEM2, este
trabalho apresenta pela primeira vez dados de RMN de *H e de *3C (Tabela 1.5) para este

composto desprotonado.

Tabela 1.5. Dados de RMN de *H e de *C (CDCl5; 300 e 75 MHz) e COSY para o composto LEM?2

Posic&o/Grupo 5 °C 6 'H (multi. J/Hz) 1H 1H-COSY
le5 66,07 3,45 (3I) Heq-C(2 e 4) / Hax-C(2 e 4)
2eq e 4eq 35,18 1,94 (dl J=14,3 Hz) Hax-C(2 e 4) / H-C(1 e 5) / H-C(3)
2ax e 4ax 35,18 2,21(dt, J=14,3e3,5Hz)  Heq-C(2 e 4)/H-C(1 e 5)/ H-C(3)
3 63,89 4,17 (tl, 3= 4,2 Hz) Heq-C(2 e 4) / Hax-C(2 e 4)
6e7 78,56 6,12 (s)
1’el” 129,93 --- ---
2,276 ¢6” 129,61 7,89 (d, J=7,2 Hz) H-C(3’,3,5° ¢5”)
3,37,5e5” 128,17 7,27 (t, J=7,5 Hz) H-C(2°,27,6’¢6”’)/ H-C(4’ ¢4”)
4’e4” 132,85 7,47 (t, J=75H2) H-C(3°,3,5’e5”)
7 eT” 165,84 --- ---
N-CHs 40,07 2,72 (s)
0-H 2,24 (sl)

1.6.1.3 Identificacdo da substancia LEM3: 3a-fenilacetoxitropano-6p,7p-diol

A substancia LEM3 (154 mg) foi isolada da fracdo FTA3.2.4 na forma de
cristais amarelados com temperatura de fusdo na faixa de 119-123 °C. A andlise por
CCD também apresentou resultado positivo quando revelada com reagente de
Dragendorff, indicando se tratar de um alcaloide.

O espectro de RMN de *H (Figura 1.28) obtido para esta amostra apresentou um
padrdo de sinais de alcaloide tropanico simétrico similar ao que foi apresentado pelo
composto LEM2, indicando um mesmo padrdo de substituicdo (3,6,7-O-trissubstituido
simétrico). Estes sinais correspondem aos hidrogénios H-2ax/H-4ax (5 2,24, dt), H-2eq/
H-4eq (5 1,68, d, J=16,0 Hz), H-3 (4,91, tap, J=5,4 Hz), H-1/H-5 (3,27, sl), e, H-6/H-7
(6 4,19, s). Os sinais em 67,29 (m, 5H) e 6 3,62 (s, 2H) permitiram identificar que um
dos substituintes do anel tropanico se tratava do grupo fenilacetoxi, comum em
estruturas de alcaloides tropanicos (OLIVEIRA et al., 2010).
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A auséncia de qualquer outro sinal referente aos dois outros grupos substituintes
do anel, em conjunto com o valor de deslocamento quimico dos sinais de C6-H/C7-H,
permitiu concluir que o0s outros dois grupos substituintes seriam, portanto, duas
hidroxilas. As hidroxilas propostas deveriam estar em orientacdo exo, devido ao padréo
de multiplicidade dos hidrogénios desta posicao.

O mapa de contornos HSQC (Figura 1.29) auxiliou a estabelecer a correta
correlagdo destes sinais de hidrogénio com os sinais do espectro de RMN de *3C (Figura
1.30), o qual apresentou 11 sinais referentes aos 16 carbonos da estrutura sugerida para
0 composto. Seis desses sinais (6 171,81; 135,33; 130,35; 129,75; 128,32; 42,56) foram
atribuidos aos oito carbonos do grupo fenilacetoxi, quatro sinais (3 30,21; 67,17; 69,11;
74,22) atribuidos aos carbonos do anel tropénico, e o sinal em & 37,67 foi atribuido ao
grupo N-CHs.

N-CHjs

H6/H7 H7> H1/H5

H2/H4ax H2/H4eq

r25
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Figura 1.29. Expanséo do mapa de contornos HSQC (300 MHz, 75 MHz; CD;0D) da substancia LEM3
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Com base na analise dos resultados obtidos estabeleceu-se a proposta de estrutura
apresentada na Figura 1.31 para a substancia LEM3. Ao comparar os dados de RMN
obtidos para este composto com 0s que séo descritos na literatura para o alcaloide 3a-
fenilacetoxitropano-6p,7p-diol (Tabela 1.6) verifica-se grande similaridade nos valores

de deslocamentos quimicos, confirmando assim a proposta de estrutura estabelecida.

Figura 1.31. Férmula estrutural da substancia LEM3 (3a-fenilacetoxitropano-6,7p-diol)

Tabela 1.6. Dados de RMN de *H e de **C da substancia LEM3 (CD5;0D, 300 e 75 MHz) comparados
com os dados descritos por Al-Said et al. (1986) para o 3a-fenilacetoxitropano-6f,7p-diol

Posicao/Grupo LEM3 3a-fenilacetoxitropano-6p,7p-diol*
8 5C 8 'H (multi., J/Hz) 8 H (multi., J/Hz)
le5 69,11 3,27 (s) 3,28 (s)
2eq e 4eq 30,21 1,68 (d, J=16 Hz) 1,65 (m)
2ax e 4ax 30,21 2,24 (m) 2,3 (m)
3 67,17 4,91 (tap, J=5,4) 5,01 (t,J=4,9 Hz)
6e7 74,22 4,19 (s) 4,1(s)
r 135,33
2’e 6 129,75 — ]
3es 130,35 —— 7,24-7,34 (m) 7,24-7,43 (m)
4 128,32 |
7 42,56 3,62 (s) 3,62 (s)
8 171,81
N-CH; 37,36 2,68 (s) 2,65 (s)

*Apenas foram encontrados dados de RMN de “H para este composto

O espectro de massas (IE) obtido para o composto LEM3 (Figura 1.32)
apresentou o pico do ion molecular com valor m/z = 291, condizente com a formula
molecular CysH1NO, estabelecida para este composto. O pico base apresentado no
espectro também estd de acordo com a fragmentacdo da estrutura do alcaloide 3a-

fenilacetoxitropano-6p3,7p-diol, confirmando a estrutura.
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Figura 1.32. (A) Espectro de massas por Impacto eletronico da substancia LEM3 e (B) seus principais
mecanismos de fragmentacao

1.6.1.4 Identificacdo da substancia LEM4: 3a-benzoiloxitropano-6,74-diol

A substancia LEM4 (13 mg) foi isolada da fragdo metandlica dos galhos de E.
macrocalyx na forma de cristais castanhos, solGveis em cloroférmio, com temperatura
de fusdo na faixa de 116-122 °C. A analise por CCD, usando o reagente de
Dragendorff, apresentou resultado positivo, indicando se tratar de um alcaloide.

No espectro de RMN de *H obtido para este composto (Figura 1.33) novamente
foi verificada a presenca de sinais [H-2ax/H-4ax (6 2,29, dt, J=15,8; 5,1 Hz), H-2eq/H-
4eq (6 1,66, d, J=15,8 Hz), H-3 (5,25, tap, J=4,6 Hz), H-1/H-5 (3,11, sl) e H-6/H-7 (&
4,56, s)] correspondentes a um alcaloide tropanico substituido nas posicbes 3, 6 e 7.
Assim como nos espectros das substancias LEM2 e LEMS3, foi verificado um padrao de
multiplicidade dos sinais H-1/H-5 (singleto) e H-6/H-7 (singleto) condizentes com a

estrutura de um anel tropanico simétrico.
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Figura 1.33. Espectro de RMN de *H (300 MHz, em CDCls) da substancia LEM4: 3a-benzoiloxitropano-6p,7p-diol
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O grupo benzoiloxi foi identificado como um dos substituintes do anel tropanico a
partir dos sinais de seu anel aroméatico monossubstituido com multiplicidade e deslocamento
quimico caracteristicos [6 7,97 (d, J=7,5 Hz 2H); 6 7,56 (t, J=7,5 Hz 1H); & 7,44 (t, J=7,5 Hz
2H)]. O singleto largo em & 2,69, integrando para dois hidrogénios, evidenciou a presenca de
duas hidroxilas na estrutura do composto que, pela simetria da molécula e multiplicidade dos
sinais de H-6 e H-7, deveria estar nas posicbes 6 e 7 do anel tropanico em orientacdo exo,
assim como foi descrito para o composto LEM3. A orientacdo espacial  do hidrogénio H-3
foi determinada pela multiplicidade e constante de acoplamento de seu sinal (tap, J = 4,6 Hz),
similar aos valores obtidos para o hidrogénio HB-3 na substancia LEM2 (tap, J = 4,2 Hz). A
correlacdo direta entre todos esses sinais de hidrogénio com os carbonos da estrutura do
composto foi feita a partir dados de HSQC (Figura 1.34).

N-CHjs

H6/H7

H3°/HS® H2/H4ax
H4

c2/c4 {2.3,25.8}. ../{1'7’26'2} k20
N-CH; {2.5,33.9}. ' |20
40
50
cucs | {53674y~ 132653
C66C7C¢ " ' F70
{4.6,74.5} 80
90
100
r110
{8.0,129.4L {{7.5,128.6} [120
BzO i N F130
{7.6,133.2} - 140

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 90 85 80 75 70 65 6.0 55 5(.0 )4.5 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
ppm

Figura 1.34. Expansdo do mapa de contornos HSQC (300 MHz, 75 MHz; CDCIls) da substancia LEM4

O espectro de RMN de **C (Figura 1.35) apresentou 10 sinais atribuidos a 15
carbonos da estrutura da substancia. Destes sinais, cinco (& 165,57; 133,20; 130,13;
129,40; 128,59) foram atribuidos aos carbonos do grupo benzoiloxi e quatro sinais (&
74,58; 67,52; 65,36; 25,89) foram atribuidos aos carbonos do anel tropanico, cujas
sobreposicBes dos sinais C1/C5, C2/C4, e C6/C7 confirmaram a simetria da molécula.

O sinal em 6 33,96 foi atribuido ao grupo CHs-N.

(ppm)
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Figura 1.35. Espectro de RMN de **C (75 MHz, em CDCls) da substancia LEM4: 3a-benzoiloxitropano-6p,7p-diol
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A partir da analise dos espectros de RMN de *H e *3C foi definido que o composto
LEM4 se tratava do alcaloide 3a-benzoiloxitropano-6f,7p-diol (Figura 1.36), um
alcaloide tropéanico que foi primeiramente isolado das raizes de E. australe (GRIFFIN,
1978).

-
0]
Figura 1.36. Formula estrutural da substancia LEM4 (3a-benzoiloxitropano-6p,7p-diol).

Ao comparar 0s sinais do composto LEM4 com os descritos por Griffin e

colaboradores (1978) para este alcaloide (Tabela 1.7), verifica-se proximidade nos valores

de deslocamento quimico, confirmando a proposta estabelecida de estrutura.

Tabela 1.7. Dados de RMN de *H e de **C da substancia LEM4 (CDCls, 300 e 75 MHz) comparados com
os dados descritos por Griffin et al. (1978) para o alcaloide 3a-benzoiloxitropano-6f3,7p-diol

Posicao/Grupo LEMA4 3a-benzoiloxitropano-6,7p-diol*
5 BcC 8 'H (multi., J/Hz) 8 'H (multi., J/Hz)
leb 65,36 3,11 (sl) 3,1 (s)
2eq e 4eq 25,89 1,66 (d, J = 15,8 Hz) } 15— 2.4 (m)
2ax e dax 25,89 2,29 (dt, J=15,8e5,1 Hz)
3 67,52 5,25 (tl, J = 4,6 Hz) 5,25 (t, J = 6 Hz)
6e7 74,58 4,56 (s) 4,55 (5)
r 130,13
2e 6 129,40 7,97 (d, J=17,5) 8,0 (M)
3’es 128,59 7,44 (t, J=75 HZ) }
& 133,20 7,56 (t, J = 7.,5) 7.5 (m)
7 165,57
N-CHjs 33,96 2,52 (s) 2,52 (s)
2x-OH 2,67 (sl) 3,95 (s)

*  Apenas foram encontrados dados de RMN de “H para este composto

O mapa de contornos HMBC (Figura 1.37) auxiliou na confirmacdo da estrutura,
no qual as correlacbes mais importantes verificadas foram para o hidrogénio H-3 que
correlaciona tanto com a carbonila do grupo benzoiloxi quanto com os carbonos C2/C4
e C1/C5.
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Figura 1.37. Expans6es do mapa de contornos HMBC (300 MHz; 75 MHz em CDCIls) da substancia
LEMA4 e as principais correlagdes observadas na estrutura do composto 3a-benzoiloxitropano-6p3,7p-diol

O espectro de massas da substancia LEM4 (Figura 1.38) apresentou um pico do
ion molecular com valor de m/z = 277, condizente com a formula molecular C15H19NO4
do alcaloide 3a-benzoiloxitropano-6p,7p-diol. Os principais fragmentos verificados
também estdo de acordo com mecanismos de fragmentacdo propostos a partir desta

estrutura.

(ppm)
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Figura 1.38. (A) Espectro de massas por Impacto eletronico da substancia LEM4 e (B) principais
mecanismos de fragmentacao

1.6.1.5 Identificacdo da substancia LEMS5: 6p-benzoiloxi-3a-(4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzoiloxi)tropano

A substancia LEM5 (7,0 mg) foi isolada da fracdo metanolica do extrato de E.
macrocalyx na forma de cristais incolores, soliveis em cloroférmio. O composto
apresentou temperatura de fusdo na faixa de 178-182 °C, cujo pequeno intervalo
indicou um alto grau de pureza da mesma.

O espectro de RMN de *H (Figura 1.39) obtido para LEM5 apresentou sinais em &
3,43 (m, 1H), & 3,41 (m, 1H), condizentes com os hidrogénios H1 e H5 de alcaloides
tropanicos. Os sinais em 6 5,33 (t, J = 4,8 Hz, 1H) e 6 5,92 (dd, J = 7,5; 2,9 Hz, 1H)
indicaram a presenca de apenas dois substituintes ligados ao anel tropanico. As constantes de
acoplamento e o padréo de multiplicidade destes sinais sdo bastante caracteristicos de H-3B e

H-6a, respectivamente, em alcaloides tropanicos 3a,6p-substituidos (OLIVEIRA et al., 2011).
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Os dois dupletos em 6 1,81 (d, J = 15,0 Hz, 1H) ¢ 6 2,02 (d, J = 15,0 Hz, 1H)
foram atribuidos a H-2eq e H-4eq, respectivamente, enquanto que o sinal em 6 2,80 (dd, J
= 14,1; 7,5 Hz, 1H) foi atribuido a H-7a que acopla com H-78 e H-6a e ndo acopla com
H-1, devido ao angulo diedro entre eles (PAVIA, 2001). A sobreposicdo de sinais do
multipleto na regido de 8 2,25-2,35 (3H) é condizente com os hidrogénios H-2ax e H-4ax
e, também com o hidrogénio H-7p.

Um dos substituintes do anel tropanico foi identificado como sendo o grupo
benzoiloxi, devido aos sinais caracteristicos de hidrogénios em anel aromaticos
monossubstituido [ 8,00 (d, J=7,1 Hz, 2H); & 7,56 (t, J= 7,4 Hz, 1H); & 7,43 (t parcialmente
sobreposto, J= 7,5 Hz, 2H,)], enquanto que o segundo substituinte foi identificado como o
grupo 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi (HDmMBzO) a partir dos dois singletos em 6 4,01 (s,
6H) e & 7,41 (s, 2H).

O espectro de RMN de C (Figura 1.40) apresentou sinais de carbono
compativeis com a presenca dos grupos benzoiloxi (6 166,00; 132,90; 130,25; 129,44;
128,31) e HDmMBzO (6 165,45; 146,83; 139,36; 121,20; 106,43; 56,48), confirmados
pela comparagdo com a literatura (OLIVEIRA et al., 2011). Tambeém foram verificados
sete sinais (6 79,79; 67,35; 65,64; 59,99; 36,75; 34,57; 33,25) correspondentes a todos
0s carbonos do anel tropanico dissubstituido, além do sinal em & 40,08, atribuido ao
grupo N-CHs,

No mapa de contornos HMBC (Figura 1.41) as correlacdes mais importantes
verificadas foram entre H-3 (6 5,33) e o carbono carbonilico do grupo HDmBzO
(6165,45); e, também, entre H-6 (6 5,92) e o carbono carbonilico do grupo benzoiloxi,
indicando assim a posicdo destes dois grupos no anel tropanico. JA no mapa de
contornos NOESY (Figura 1.42), as correlacbes mais importantes foram verificadas
entre H-6 com H-4eq e H-7a, e entre H-3 com H-2ax/H-4ax, confirmando assim as
configuracdes a ¢ B para estes dois hidrogénios, respectivamente.

Com base na analise espectroscopica realizada, foi proposto que a substancia
LEM5 se tratava do alcaloide 6pB-benzoiloxi-3a-(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi)
tropano (Figura 1.43), uma substancia que, até 0 momento, apenas havia sido isolada do
caule E. caatingae (OLIVEIRA et al., 2011), sendo este, portanto, o segundo relato desta

substancia como produto natural.
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Figura 1.43. Férmula estrutural da substancia LEM5 [6B-benzoiloxi-3a-(4-hidroxi-3,5-

dimetoxibenzoiloxi)tropano]
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Ao comparar os dados de RMN de *H e de **C da substancia LEM5 com os que

sdo descritos

na

literatura para o alcaloide 6pB-benzoiloxi-3a-(4-hidroxi-3,5-

dimetoxibenzoiloxi)tropano (Tabela 1.8) verifica-se grande similaridade dos sinais,

sendo portanto, mais uma confirmacao da sua estrutura.

Tabela 1.8. Dados de RMN de *H e de *C da substancia LEMS5 (CDCls, 300 e 75 MHz) comparados com 0s
dados descritos por Oliveira et al. (2011) para o 6p-benzoiloxi-3a-(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi)tropano

Posicao/ LEM5 6p-benzoiloxi-3a-(4-hidroxi-3,5-
Grupo dimetoxibenzoiloxi)tropano
e 8 'H (multi., J/Hz) e 8 H (multi., J/Hz)

1 59,99 3,41 (m) 60,12 3,45 (m)
2eq 34,57 1,81 (dI, J = 15,0) 34,59 1,82 (dl, J = 15,0)
2ax 34,57 2,30 (m) 34,59 2,29 (m)

3 67,35 5,33 (tl, J=4.8) 67,28 5,34 (tl, J=5)
4eq 33,25 2,02 (d, J=15.0) 33,25 2,03 (dl, J=15,0)
4ax 33,25 2,35 (m) 33,25 2,37 (m)

5 65,64 3,43 (m) 65,74 3,43 (m)
6a. 79,79 5,92 (dd, J=7,5; 2,9) 79,69 5,93 (dd, J=7,5; 3,0)
B7 36,75 2,30 (m) 36,73 2,33 (m)

o7 36,75 2,80 (dd, J = 14,1, 7,5) 36,73 2,82 (dd J = 14,0; 7,5)

1’ 121,20 --- 121,15
2 106,43 7,41 () 106,55 7,32 ()

3 146,83 --- 146,97

4 139,36 139,60

5’ 146,83 146,97

6’ 106,43 7,41 () 106,55 7,32 ()

7 165,45 --- 165,46
17 130,25 130,28
2 129,44 8,00 (d, J=7,1) 129,46 8,01 (dd, J=7,5; 1,0)
3 128,31 7,43 (t, J=75) 128,34 7,43 (t,J=15)
4 132,90 7,56 (t, J=7,4) 132,92 7,55 (t,J=175)
57 128,31 7,43 (t, J=75) 128,34 7,43 (t,J=175)
6 129,44 8,00 (d, J =7,1) 129,46 8,01 (dd, J=7,5; 1,0)
7 166,00 166,00

2x —OCHj3 56,48 4,01 (s) 56,50 4,00 (s)
N-CH; 40,08 2,63 (s) 40,07 2,46 (s)
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Por fim, o espetro de massas da substancia LEM5 (Figura 1.44) apresentou o
pico do ion molecular (m/z = 441), condizente com a formula Cy4H2;NO; deste
composto. Os demais picos observados também estdo de acordo com mecanismos de

fragmentacg&o propostos para esse alcaloide.
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Figura 1.44. (A) Espectro de massas por Impacto eletrdnico da substancia LEMS5 e (B) seus principais
mecanismos de fragmentacédo
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1.6.1.6 ldentificacdo da substancia LEM6: ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo

A substancia LEM6 (60 mg) foi isolada da fracdo metandlica dos galhos de E.
macrocalyx, na forma de um precipitado amorfo de coloragdo castanha, solivel em
dimetilsulfoxido. A temperatura de fusdo apresentada pelo composto foi na faixa de
193-196 °C. O seu espectro de transmitancia na regido do infravermelho (Figura 1.45)
apresentou uma banda larga na regido de 3570-3200 cm™ caracteristica de estiramento
de ligacBes O-H e um grupo de bandas na regido de 1615-1450 cm™, condizentes com
estiramento C=C de anéis aromaticos (COATES, 2000). O espectro também apresentou
um grupo de Vérias bandas intensas na regido de 1000-1060 cm™ com um padréo

bastante caracteristico de substancias organicas ricas em ligagdes C-O, comum de ser

verificado em compostos glicosidicos.

15526

- 1626,9
1206,7
%_
8 1590.1 1022,5
1061
1004
&1 1044,2 | 004,5
81 : . : . . : —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450
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Figura 1.45. Espectro por reflectancia total atenuada (ATR: “Attenuated Total Reflectance™) na regido
do Infravermelho da substancia LEM6: ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo

O espectro de RMN de *H (Figura 1.46) indicou a presenca de pelo menos dois
grupos glicosidicos na estrutura do composto a partir dos sinais em 65,25 (d, J = 6,6 Hz),
0 4,84 (d, J = 7,3 Hz), caracteristicos de hidrogénio em carbonos anoméricos. O sinal em
80,98 (d, J = 5,7 Hz, 3H) indicou que um dos agUcares se tratava da ramnose, sendo este

sinal correspondente ao grupo metila deste carboidrato (BRUYN et al., 1976).
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O espectro também apresentou sinais de hidrogénios condizentes com o nicleo
estrutural do flavonoide ombuina (SWAMINATHAN et al., 2014) (Figura 1.47). Estes
foram os sinais em & 6,86 (sl) e 6 6,93 (sl) dos hidrogénios H-8 e H-6 do anel aromatico
A; os sinais em 6 7,76 (d, J = 8,6 Hz) ¢ 6 7,03 (d, J = 8,6 Hz) correspondentes aos
hidrogénios H-6’ e¢ H-5" acoplados em orto no anel B, 0 sinal em & 7,54 (sl)
correspondente a H-2’, os dois singletos em & 3,86 e 6 3,89, correspondente as metoxilas
das posicdes 7 € 4’ e 0 singleto largo em 8 9,17, condizente com a hidroxila fenélica ndo
quelada da posig¢ao 3°. A resolucdo do espectro obtido ndo foi suficiente para permitir
visualizacdo do desdobramento dos sinais com constante de acoplamento meta, gerando
sinais com aparéncia de singleto largo. A auséncia de sinais para a hidroxila fenélica da
posicdo 5 e para a hidroxila endlica da posicéo 3 indicaram que estas seriam as possiveis
posicdes as quais estariam ligados os grupos glicosidicos.

Figura 1.47. Férmula estrutural do flavonoide ombuina

Os sinais de carbonos anoméricos em 6 100,81; 101,43 e 102,46 no espectro de RMN
de ®*C (Figura 1.48) revelaram a presenca de ndo apenas dois, mas sim trés unidades de
sacarideos ligados a estrutura no flavonoide ombuina. O nimero de sinais na regido de 60-78
ppm (8 77,69; 76,49; 75,83; 75,71; 74,12; 73,58; 71,87; 70,63; 70,40; 69,93; 69,82; 68,29;
66,86; 60,94; 17,81) confirmou esta hipotese. A presenca do aglcar ramnose foi confirmada
pelo sinal caracteristico de sua metila em 6 17,81. O sinal em & 66,86 é caracteristico de
carbono metilénico de uma unidade de glicose ligada a outro acucar (ligacdo glicosidica
1—6), enquanto que o sinal em & 60,94 € caracteristico deste mesmo tipo de carbono sem
estar envolvido em ligacdo glicosidica (AGRAWAL, 1992; CHENG & NEISS, 2012). Os
demais sinais verificados no espectro sdo condizentes com os carbonos do nicleo estrutural
do flavonoide ombuina [6 157,66 (C2); 136,01 (C3); 173,18 (C=0); 158,34 (C5); 103,68
(C6); 163,76 (C7); 95,73 (C8); 154,69 (C9); 108,94 (C10); 122,44 (CI’); 115,73 (C2);
145,85 (C37); 149,95 (C4%); 111,32 (C5°); 121,50 (C6’); 56,16 (OCHs); 55,67 (OCHs)].
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Considerando as informagdes obtidas nos espectros de RMN, foi feita uma busca
na literatura sobre flavonoides glicosilados com nucleo “ombuinico” contendo duas
unidades de glicose e uma raminose, e verificou-se que os dados de RMN do flavonoide
ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo (Figura 1.49), ja isolado de outras plantas do
género Erythroxylum (GONZALEZ-GUEVARA et al., 2006; ALBUQUERQUE et al.,
2014), apresentou grande similaridade com os que foram obtidos para a substancia
LEM6 (Tabela 1.9) sendo esta informacdo bastante segura para confirmacdo da
estrutura do composto.

B-Glicose

o—Raminose

Figura 1.49. Formula estrutural da substancia LEM6 (ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo)

Tabela 1.9. Dados de RMN de **C da substancia LEM6 (DMSO-Dg, 75 MHz) comparados com os dados
descritos por Gonzalez-Guevara et al. (2006) para 0 ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo

Posicéo/ LEM6 ombuina-3-rutinosideo-5- | Posicéo/ LEM6  ombuina-3-rutinosideo-
Grupo 6 °C glicosideo Grupo 8 °C 5-glicosideo
2 157,66 157,41 2” 74,12 73,94
3 136,01 135,85 3 76,49 76,38
5 158,34 158,15 4 69,93 69,83
6 103,68 103,61 5 75,83 75,68
7 163,76 163,52 6 66,86 66,68
8 95,73 95,59 1’ 100,81 100,55
9 154,69 154,41 27 70,40 70,18
10 108,94 108,82 37 70,63 70,47
Ik 122,44 122,35 4 71,87 71,74
2’ 115,73 115,63 5 68,29 68,02
3’ 145,85 145,68 6 17,81 17,50
4 149,95 149,75 v 102,46 102,32
5 111,32 111,25 2V 73,58 73,39
6’ 121,50 121,22 3V 75,72 75,59

C=0 173,18 172,94 4V 69,82 69,71
OCHs 56,16 55,88 5V 77,69 77,47
OCHs 55,67 55,51 6'v 60,94 60,80

1 101,43 101,29




60

O espectro de massas desta substancia (Figura 1.50) foi obtido por um
procedimento de impacto eletronico (70 eV), ndo sendo detectado o pico correspondente
ao valor da massa da molécula (m/z = 800). Este fato é comum de ocorrer em estruturas
cujo ion molecular tenha pouco tempo de vida (geralmente em casos onde a fragmentacédo
gere uma estrutura muito estavel). Nestes casos, o ion molecular se fragmenta
imediatamente ao ser formado, em mecanismos favorecidos pela alta energia adquira pela
molécula no processo de ionizacdo (PAVIA et al., 2001). No caso da substancia LEMS6, o
principal fragmento gerado (m/z = 330) corresponde a parte aglicona + 2H do composto,
gerada pela perda dos dois grupamentos glicosidicos da molécula.
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Figura 1.50. (A) Espectro de massas por Impacto eletronico da substancia LEM6 e (B) os principais
fragmentos propostos para a estrutura do composto ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo
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1.6.1.7 Identificacé@o da substancia LEM7: lupeol

A substancia LEM7 (15 mg) foi isolada na forma de um so6lido branco amorfo,
soltvel em cloroférmio. A temperatura de fusdo da amostra se apresentou na faixa de 182—
184 °C. O seu espectro de massas (Figura 1.51) apresentou um pico do ion molecular com
valor m/z=426 condizente com a formula molecular C3yHs00O e o padrdo de fragmentacdo

apresentou compatibilidade com o do triterpeno lupeol (Figura 1.52).
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Figura 1.51. Espectro de massas por Impacto eletrénico da substancia LEM7 (lupeol)

Figura 1.52. Formula estrutural da substancia LEM7 (lupeol)

O espectro de RMN de 'H (Figura 1.53) de LEM7 apresentou Vvarios multipletos
sobrepostos na regido abaixo de 1,8 ppm, juntamente com sete singletos (61,68; 1,03; 0,96;
0,94; 0,82; 0,78; 0,76), correspondentes a metilas ligadas a carbonos ndo hidrogenados. Os
dois sinais em & 4,68 (sl, 1H) e & 4,56 (sl, 1H) em conjunto com o sinal de um grupo metila
em & 1,68, indicaram a presenca do grupo isopropenil (CH3-C=CH,) caracteristico de
triterpenos lupanicos.

O espectro de RMN de *3C (Figura 1.54) apresentou os 30 sinais de carbonos de um
triterpeno simples. A comparacéo do deslocamento quimico desses sinais com os descritos na

literatura (Tabela 1.10) permitiu identificacdo desta substancia como o lupeol.
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Tabela 1.10. Dados de RMN de **C da substancia LEM7 (CDCl,, 75 MHz) comparados com os dados
descritos por Mahato e Kundu (1994) para o lupeol

Carbono LEM7Y Lupeol Carbono LEM7 Lupeol
1 38,7 38,7 16 35,6 35,5
2 27,4 27,4 17 43,0 43,0
3 79,0 78,9 18 48,3 48,2
4 38,8 38,8 19 48,0 47,9
5 55,3 55,3 20 150,9 150,9
6 18,3 18,3 21 29,8 29,8
7 34,3 34,2 22 40,0 40,0
8 40,8 40,8 23 28,0 28,0
9 50,4 50,4 24 15,4 15,4
10 37,1 37,1 25 16,1 16,1
11 20,9 20,9 26 16,0 15,9
12 25,1 25,1 27 14,5 14,5
13 38,0 38,0 28 18,0 18,0
14 42,8 42,8 29 109,3 109,3
15 27,4 27,4 30 19,3 19,3

1.6.1.8 Identificacé@o da substancia LEMS: taraxerol

A substancia LEMS8 (11 mg) foi isolada na forma de cristais incolores com
temperatura de fuséo na faixa de 276-279 °C, similar a faixa descrita na literatura (276-
278°C) (KOAY et al., 2013). O espectro de massas obtido para este composto (Figura
1.55) apresentou o pico do ion molecular m/z=426, condizente com a formula C3oHsO.
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Figura 1.55. Espectro de massas por Impacto eletrénico da substancia LEMS8 (taraxerol)

O espectro de RMN de *H (Figura 1.56) apresentou uma sobreposicdo de sinais na
regido abaixo de 1,8 ppm, compativel com sinais de hidrogénios de estruturas terpénicas. Foi
verificado no espectro um sinal em & 5,53 (dd, J = 8,1, 3,0 Hz, 1H) correspondente a um
hidrogénio olefinico, um sinal em & 3,20 (m, 1H) correspondente a um hidrogénio
oximetinico, e sete singletos [6 1,09; 0,98; 0,95; 0,93; 0,91 (2xCHg); 0,82; 0,80]
correspondentes a oito metilas ligadas a carbonos ndo hidrogenados. O espectro de RMN de
B3C (Figura 1.57) apresentou sinais correspondentes a 30 atomos de carbonos, em meio a

alguns sinais de impureza da amostra.
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A comparagdo dos dados de RMN obtidos com os descritos na literatura para o
triterpeno taraxerol (Figura 1.58) (Tabela 1.11) confirmou a estrutura do composto.

2 30

Figura 1.58. Frmula estrutural da substancia LEM8 (taraxerol)

Tabela 1.11. Dados de RMN de *H e de *3C da substancia LEM8 (CDCls, 300 e 75 MHz) comparados
com os dados descritos por Mahato e Kundu (1994) e Koay et al., (2013) para o taraxerol

RMN de ®°C
Carbono LEMS8 Taraxerol* Carbono LEMS8 Taraxerol
1 38,1 38,1 16 36,8 36,9
2 27,3 27,3 17 38,1 38,1
3 79,2 79,2 18 494 49,4
4 39,1 39,1 19 415 41,4
5 55,7 55,7 20 28,9 29,0
6 18,9 19,0 21 33,8 33,9
7 35,3 35,3 22 33,2 33,2
8 38,9 38,9 23 28,1 28,1
9 48,9 48,9 24 15,6 15,6
10 37,9 37,9 25 15,6 15,6
11 17,6 17,7 26 30,1 30,1
12 35,9 35,9 27 26,0 26,0
13 37,9 37,9 28 30,0 30,1
14 158,2 158,1 29 33,5 33,5
15 117,0 117,0 30 21,5 21,5
RMN de *H

Grupo LEMS Taraxerol**

25 (CH3) 0,80 (S) 0,80 (S)

28 (ch3) 0,82 (s) 0,82 (s)

26 e 30 (2x CH3) 0,91 (S) 0,91(5)

24 (CH3) 0,93 (S) 0,92 (S)

29 (CH3) 0,95 (S) 0,95 (S)

23 (CH3) 0,98 (S) 0,97 (S)

27 (CH3) 1,09 (S) 1,10 (S)

3 tHocH) 3,20 (m) 3,20 (m)

15 (c=ch) 5,53 (dd, J=8,1; 3,0 Hz) 5,53 (dd, J=8,2; 3,4 Hz)

* Mahato e Kundu (1994); **Koay et al., (2013)
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1.6.1.9 Identificagéo da substancia LEM9: lupenona

A substancia LEM9 (5 mg) foi isolada na forma de um éleo amarelado, soltvel
em cloroformio. O espectro de massas (Figura 1.59) obtido para esta substancia
apresentou o pico do ion molecular m/z=424, condizente com a formula C3oHss0 € 0
padrdo de fragmentacdo apresentou compatibilidade com o espectro da lupenona
(Figura 1.60).
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Figura 1.59. Espectro de massas por Impacto eletrénico da substancia LEM9 (lupenona)

Figura 1.60. Férmula estrutural da substancia LEM9 (lupenona)

O espectro de RMN de 'H (Figura 1.61) apresentou sinais referentes a sete
metilas ligadas a carbonos ndo hidrogenados [50,79 (s); 0,93 (s); 0,95 (s); 1,02 (s); 1,07
(s; 2XxCH3); 1,68 (s)], em conjunto com dois singletos largos em & 4,57 (sl, 1H) e & 4,69
(sl, 1H) referentes aos hidrogénios geminais do grupo isopropenil, caracteristico de
triterpenos com esqueleto lupanico. Nao foi verificado no espectro sinal na regido de
83,20, referente a algum hidrogénio oximetinico ligado ao carbono C-3.

O espectro de RMN de **C (Figura 1.62) apresentou sinais correspondentes aos 30
carbonos de um triterpeno simples. O sinal em & 218,5 confirmou a carbonila cetbnica

presente na proposta de estrutura apresentada na Figura 1.60.
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Figura 1.61. Espectro de RMN de *H (300 MHz, em CDCl; ) da substancia LEM9: lupenona
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A comparagdo dos sinais de RMN de **C com dados da literatura (Tabela 1.12)
permitiu confirmar a estrutura do composto como sendo a lupenona.

Tabela 1.12. Dados de RMN de *C da substancia LEM9 (CDCls, 75 MHz) comparados com os dados
descritos por Nasser et al. (2013) para a lupenona

Carbono LEM9 Lupenona Carbono LEM9 Lupenona
1 39,6 39,6 16 35,5 35,6
2 34,2 34,2 17 42,9 43,0
3 218,3 217,8 18 48,3 48,3
4 48,0 48,0 19 47,4 48,0
5 54,9 55,0 20 150,9 151,0
6 19,7 19,7 21 29,8 29,9
7 33,6 33,6 22 40,0 40,0
8 40,8 40,9 23 26,7 26,7
9 49,8 49,8 24 21,1 21,0
10 36,9 36,9 25 15,8 15,8
11 21,5 21,5 26 16,0 16,0
12 25,2 25,2 27 14,5 14,5
13 38,1 38,2 28 18,0 18,0
14 43,0 43,0 29 109,4 109,4
15 27,4 27,5 30 19,3 19,3

1.6.1.10 Identificacéo da substéancia LEM10: a-D-glicopiranose

A substancia LEM10 (48 mg) foi isolada na forma de cristais incolores soltveis em
DMSO. O seu espectro de RMN de *C (Figura 1.63) apresentou apenas Seis sinais com
valores de deslocamento quimico caracteristico de um monossacarideo. O sinal do carbono
anomérico foi gerado em 6 92,21 indicando uma configuracdo alfa da hidroxila, enquanto
que o sinal em & 61,14 é caracteristico do grupo CH,-OH da glicose sem estar envolvido em
ligacdo glicosidica (BUBB, 2003). O espectro de RMN de *H (Figura 1.64) apresentou o
aglomerado de sinais dos hidrogénios oximetinicos e oximetilénico de acUcares na regido de
3,00-3,60 ppm. O sinal de hidrogénio do carbono anomérico foi gerado em 6 4,88 (t, J =
3,6 Hz), cuja multiplicidade (tripleto) é justificada pelo acoplamento tanto com o H-2,
quanto com a hidroxila OH-1, que ndo esta envolvida em ligacdo glicosidica. O valor de J
deste ultimo sinal, dentro da faixa de 2-4 Hz, indica um acoplamento axial-equatorial com
0 H-2, confirmando a configuracdo alfa da hidroxila (AGRAWAL, 1992; BUBB, 2003). O
sinal mais desblindado, em & 6,23 (d, J=4,5 Hz, 1H) corresponde a hidroxila OH-1,
enquanto que o tripleto em & 4,44 (t, J=5,8 Hz, 1H) é referente & hidroxila da posi¢éo 6.
Todos os valores de deslocamento e multiplicidade dos sinais de hidrogénio estdo de acordo
com o descrito na literatura para 0 monossacarideo a-D-glicopiranose (PIGMAN &
ISBELL, 1968) (Figura 1.65). A comparacdo dos sinais de carbono com os descritos na

literatura para esta substancia (Tabela 1.13) permitiu confirmar a identidade do composto.
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Figura 1.63. Espectro de RMN de **C (75 MHz, DMSO-Ds) da substancia LEM10: a-D-glicopiranose
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Figura 1.64. Espectro de RMN de *H (300 MHz, em DMSO-Dg) da substancia LEM10: o-D-

glicopiranose. [Sinais atribuidos com base em Pigman e Isbell (1968)]

Figura 1.65. Formula estrutural da substancia LEM10 (a-D-glicopiranose)

Tabela 1.13. Dados de RMN de *C da substancia (75 MHz) comparados com os dados descritos por
Bagno et al. (2007) para a a-D-glicopiranose

Carbono LEM10 a-D-glicopiranose

(DMSO-Dy) (D,0)
1 92,21 92,48
2 72,35 71,87
3 73,06 73,15
4 70,54 70,04
5 71,95 71,82
6 61,14 60,99
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1.6.2 Substancias Isoladas de E. affine

O estudo fitoquimico do extrato etandlico dos galhos de E. affine levou ao

isolamento e identificacdo de quatro substancias, sendo dois triterpenos pentaciclicos

pertencentes a classe dos fridelanos (LEA1 e LEA2) e dois flavonoides glicosidados

derivados da ombuina (LEA3 e LEA4). O composto LEA3 é idéntico ao composto

LEM6 isolado da E. macrocalyx. A estrutura e 0 nome destes compostos s&o

apresentados na Figura 1.66, enquanto que as elucidacgdes estruturais sdo descritas nas

paginas subsequentes.

Substancias isoladas de Erythroxylum affine

Classe: Triterpenos

o~

HO

Cédigo: LEAL

Cddigo: LEA2

Nome do composto: friedelina

Nome do composto: friedelan-3-ol

Classe: flavonois glicosidados

Cddigo: LEA3

Cadigo: LEA4

Nome do composto: ombuin-3-rutinosideo-5-glicosideo [ Nome do composto: ombuin-3-rutinosideo

Figura 1.66. Substancias isoladas do extrato etandlico dos galhos de E. affine
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1.6.2.1 Identificacdo da substancia LEAL: friedelina

A substancia LEA1 (16 mg) foi isolada na forma de cristais incolores com
temperatura de fusdo na faixa de 255-256 °C, cujo pequeno intervalo indicou alto grau
de pureza da amostra. O espectro de massas obtido (Figura 1.67) apresentou o pico do

ion molecular (valor m/z = 426) condizente com a formula molecular C3oHsO.

%

100 69
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75- 55 109

302 411 426

273
231 246
L T

‘\\‘\1 \‘hh ‘\‘n‘ T ‘
250 300 3[0 400

Figura 1.67. Espectro de massas por Impacto eletrénico da substancia LEAL: friedelina

O espectro de RMN de 'H (Figura 1.68) apresentou uma sobreposicdo de
sinais na regido abaixo de 1,8 ppm, caracteristico de estruturas terpénicas. Foram
verificados seis singletos [6 1,17 (3H); 1,04 (3H); 1,00 (6H), 0,94 (3H); 0,86 (3H);
0,72 (3H)], correspondentes a sete grupos metilas ligados a carbonos nédo
hidrogenados, além de um dupleto parcialmente sobreposto em 6 0,87 (d, J = 6,1
Hz; 3H), condizente com a metila da posicdo 23 de triterpenos da classe dos
friedelanos.

O espectro de RMN de **C (Figura 1.69) apresentou trinta sinais de carbonos,
atribuidos a uma estrutura triterpénica simples. Foi verificado um sinal em & 6,8
caracteristico da metila na posicdo 23 dos friedelanos, e um sinal em 6 213,3 atribuido a

uma carbonila cetdnica que comumente ocorre na posicéo 3.
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A comparacdo dos sinais de carbono com os descritos na literatura para
triterpenos friedelanos com carbonila cetonica (Tabela 1.14), permitiu identificar o

composto como sendo a friedelina (Figura 1.70). =

Figura 1.70. Formula estrutural da substancia LEAL (friedelina)

Tabela 1.14. Dados de RMN de **C da substancia LEA1 (CDCls, 75 MHz) comparados com os dados
descritos por Mahato e Kundu (1994) para a friedelina

Carbono LEA1L friedelina Carbono LEA1 friedelina
1 22,3 22,3 16 36,0 36,0
2 415 415 17 30,0 30,0
3 213,3 213,2 18 427 42.8
4 58,2 58,2 19 35,3 35,3
5 421 421 20 28,1 28,1
6 41,2 41,3 21 32,7 32,7
7 18,2 18,2 22 39,2 39,2
8 53,0 53,1 23 6,8 6,8
9 37,4 37,4 24 14,6 14,6
10 59,4 59,4 25 17,9 17,9
11 35,6 35,6 26 20,2 20,2
12 30,5 30,5 27 18,6 18,6
13 39,6 39,7 28 32,1 32,1
14 38,2 38,3 29 35,0 35,0
15 32,4 32,4 30 31,8 31,8
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1.6.2.2 Identificagéo da substancia LEAZ2: friedelan-3pB-ol

A substancia LEA2 (16 mg) foi isolada na forma de um solido cristalino com
temperatura de fuséo na faixa de 278-279 °C, cujo pequeno intervalo indicou alto grau de
pureza. O espectro de massas (Figura 1.71) apresentou um pico do ion molecular (m/z = 428),
condizente com a formula CzHs,O e um padrdo de fragmentacdo compativel com um

friedelanol.

%
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1 55
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50
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Figura 1.71. Espectro de massas por Impacto eletrénico da substancia LEAZ2: friedelan-3p-ol

O espectro de RMN de *H (Figura 1.72) apresentou Vérios singletos sobrepostos na
regido de 0,86-1,17 ppm, correspondendo a sete metilas ligados a carbonos néo
hidrogenados, além de um dupleto em & 0,95 (d, J = 3,3 Hz) condizente com a metila na
posicdo 23 dos friedelanos. Também foi verificado um multipleto em & 3,72, caracteristico de
hidrogénios oximetinicos que comumente ocorre na posicdo 3 dos triterpenos.

O espectro de RMN de *3C (Figura 1.73) apresentou sinais correspondentes a trinta
carbonos, indicando uma estrutura triterpénica simples. Neste espectro foi verificado um
sinal em & 72,6, caracteristico do grupo C-OH, um sinal em 6 11,5 do carbono C-23 dos

friedelanos, e nenhum sinal correspondente a presenca de carbonilas ou insaturagdes.
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A comparacdo dos sinais obtidos no espectro de RMN de **C com os descritos na
literatura para os dois triterpenos friedelanos (Tabela 1.15) com as caracteristicas verificadas

nos espectros, permitiu identificar o composto como sendo o friedelan-3p-ol (Figura 1.74).

23

Figura 1.74. Formula estrutural da substancia LEA2 (friedelan-3p-ol)

Tabela 1.15. Dados de RMN de **C da substancia LEA2 (75 MHz) comparados com os dados descritos
na literatura para o friedelan-3p-ol e friedelan-3a-ol

Carbono LEA2 Friedelan-3p-ol* Friedelan-3a-ol**
(CDCls + CDsOH) (CDCls) (CDCls)
1xx* 15,8 15,8 19,6
2 36,1 36,1 36,7
3 72,6 72,8 72,2
Viksisied 49,2 49,1 53,2
5 37,8 37,8 374
6 41,8 41,7 41,4
7 17,6 17,5 17,8
8 53,2 53,2 53,0
9 37,1 37,1 38,7
10 61,4 61,3 60,1
11 35,3 35,3 35,3
12 30,7 30,6 30,6
13 38,4 38,4 39,7
14 39,7 39,7 38,3
15 32,3 32,3 32,8
16 35,6 35,5 36,1
17 30,0 30,0 30,1
18 42,8 42,8 42,9
19 35,0 35,2 36,1
20 28,2 28,2 28,1
21 32,8 32,8 32,4
22 39,3 39,3 39,3
23%** 11,5 11,6 9,9
24 16,2 16,4 14,6
25 18,2 18,2 18,1
26 20,1 20,1 20,1
27 18,7 18,6 18,6
28 32,1 32,1 31,8
29 35,0 35,0 32,1
30 31,8 31,8 35,1

*(SOUSA et al., 2012); **( KIEM et al., 2004); *** sinais mais conclusivos para identificacdo
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1.6.2.3 Identificacdo da substancia LEA3: ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo

A substancia LEA3 (144 mg) foi isolada na forma de um s6lido castanho amorfo

soluvel em dimetilsulfoxido. A temperatura de fusdo apresentada pelo composto ficou

na faixa de 181-183 °C, proxima a que foi obtida para a substancia LEM®6 isolada da E.

macrocalyx. A comparacio do espectro de RMN de *H desta substancia, com os obtidos

para a substancia LEM6 (Figura 1.75) permitiu confirmar que se tratava novamente do

flavonoide ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo (Figura 1.76).

i\
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Figura 1.75. Sobreposicéo dos espectros de RMN de *H (300 MHz, DMSO-Dg) da substancia LEA3 e

substancia LEM6 (ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo)

B—Glicose

Figura 1.76. Formula estrutural da substancia LEA3 (ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo)
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1.6.2.4 Identificacéo da substancia LEA4: ombuina-3-rutinosideo

A substancia LEA4 (40 mg) foi isolada na forma de um sélido amorfo
amarelado com temperatura de fusio na faixa de 164-168 °C. O espectro de RMN de *H
(Figura 1.77) apresentou sinais condizentes com o nucleo do flavonoide ombuina,
{sinais dos hidrogénios H6 ¢ H8 do anel A [ 6,36 (d, J=1,6 Hz, H-6) ¢ 6 6,68 (d, J =
1,6 Hz, H-8)], sinais dos hidrogénios H2’, H5’ ¢ H6” do anel B [ 7,55 (d, J = 1,8 Hz,
H-2"); 6 7,03 (d, J=8,7 Hz, H-5") ¢ 6 7,71 (dd, J = 8,7, 1,8 Hz, H-6)] e o sinal referente
as duas metoxilas nas posicbes 7 e 4’ [6 3,85 (s, 6H)]}. Neste espectro também foi
possivel verificar o sinal correspondente a hidroxila fendlica na posic¢do 3’ [8 9,32 ()] e
um sinal em & 12,52 caracteristico da hidroxila da posicdo 5 de flavonoides quando se
encontra quelada a carbonila do anel C. Esse ultimo sinal permitiu concluir que esse
composto era diferentes da substancia LEA3, pois ndo possuia um glicosideo ligado ao
oxigénio da posicao 5.

A presenca de um grupamento glicosidico foi verificada pelos sinais sobrepostos
dos hidrogénios oximetinicos dos agUcares na regido de 3,02—3,70 ppm, alem dos vérios
sinais na regiao de 4,37-5,38 ppm, correspondente aos hidrogénios das hidroxilas. O sinal
em 6 5,37 (d, J = 7,3 Hz) é caracteristico do hidrogénio do carbono anomérico da glicose,
cuja constante de acoplamento indica uma configuracdo beta do oxigénio (AGRAWAL,
1992). O acucar ao qual a glicose esta ligada foi identificada como sendo a ramnose pela
presenca do sinal caracteristico de seu grupo metila em 60,95 (d, J = 6,1 Hz). O sinal do
hidrogénio do carbono anomerico da ramnose apresentou um valor de deslocamento
quimico [4 4,37 (sl, 1H)] que indica uma configuracdo alfa, assim como é verificado para
0 grupo a-raminose na estrutura da rutina (6 4,38) (MOURA et al., 2011).

O espectro de RMN de **C (Figura 1.78) apresentou dois sinais correspondentes
aos carbonos anomericos dos agUcares (6 100,95 e 6 100,63). A presenca da ramnose foi
confirmada pelo sinal caracteristico de sua metila em 6 17,61, enquanto que a glicose foi
confirmada pelo sinal do seu grupo oximetilénico em & 66,71. Na regido de 68,08-76,26
ppm foram encontrados os sinais correspondentes aos demais carbonos do dissacarideo
rutinosideo, e os sinais na regido de maior deslocamento quimico do espectro sdo atribuidos

aos carbonos do flavonoide ombuina, que forma o nlcleo desta substancia.
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A comparacdo dos sinais de RMN deste composto com os descritos na literatura

para o flavonoide ombuina-3-rutinosideo (Figura 1.79), permitiu identificar com

seguranca a estrutura do composto (Tabela 1.16).

a—Raminose

Figura 1.79. Férmula estrutural da substancia LEA4 (ombuina-3-rutinosideo)

Tabela 1.16. Dados de RMN de *H e de *C da substancia LEA4 (DMSO-Ds, 300 e 75 MHz) comparados
com os dados descritos por Gonzalez-Guevara et al. (2006) para 0 ombuina-3-rutinosideo

Posicao/Grupo LEA4 Ombuin-3-rutinosideo
8°C 8'H (multip., J) 8°C 8'H (multip., J)
2 156,29 156,26
3 133,64 135,71
5 160,71 160,76
6 97,85 6,36 (d, J=1,6 Hz) 97,74 6,36 (d, J =2,2 Hz)
7 165,00 165,00
8 92,14 6,68 (d, J=1,6 Hz) 92,10 6,67 (d, J=2,2 Hz)
9 156,61 156,51
10 104,87 104,88
r 122,22 122,74
2 115,63 7,55 (d, J = 1,8 Hz) 115,70 7,55 (d, J = 2,3 Hz)
3 145,76 145,74
4 150,00 150,01
5 111,21 7,03 (d, J = 8,7 Hz) 111,28 7,05 (d, J = 8,7 Hz)
6’ 121,38 7,71(dd, J=8,7;1,8Hz) 121,34 7,72 (dd, J = 8,7; 2,3 Hz)
C=0 177,40 177,39
OCHs 55,48 3,85 (5) 55,51 3,87 (5)
OCH;, 55,97 3,85(s) 55,87 3,88 (s)
1 100,95 5,37 (d, J = 7,3 Hz) 101,07 5,39 (d, J = 7,3 Hz)
27 73,87 73,93
37 76,26 76,32
4> 69,69 69,77
5” 75,64 75,74
6” 66,71 66,74
1 100,63 4,37 (s, 1H) 100,59 4,41 (J = 1Hz)
27 70,18 70,21
3 70,49 70,49
4> 71,68 71,72
57 68,08 68,04
6 17,61 0,95 (d, J = 6,1 Hz) 17,49 0,99 (d, J = 6,3 Hz)
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1.7 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE O ESTUDO FITOQUIMICO

O estudo fitoquimico realizado com os galhos de E. affine e E. macrocalyx levou ao
isolamento de substancias pertencentes as trés principais classes de metabolicos comumente
encontradas em espécies deste género (alcaloides, flavonoides e terpenos). Foi isolada uma
maior variedade de metab6litos de E. macrocalyx, sendo possivel o isolamento e identificacao
de dez substancias diferentes, sendo cinco alcaloides tropanicos, trés triterenos, um flavonoide
glicosilado, e um monossacarideo. Um dos alcaloides isolados desta planta, 0 composto
LEM1 (7p-acetoxi-6p-benzoiloxitropan-3a-ol) se trata de uma nova substancia, sem qualquer
relato de isolamento ou sintese descrito na literatura, despertando assim um grande interesse
para estudo bioldgico, uma vez que se trata de um composto pertencente a uma classe de
metabdlito com bastante potencial farmacoldgico. Com excecdo dos triterpenos e do
monossacarideo, que sdo substancias comuns a varias espécies de plantas, grande parte das
outras substancias isoladas apresenta pouco ou nenhum estudo farmacoldgico, e algumas
delas, como os compostos LEM2 (6f,7p-dibenzoiloxitropan-3a-ol) e LEMS5 [6B-benzoiloxi-
3a-(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi)tropano] estdo tendo seu segundo relato de isolamento
neste trabalho. Estes resultados contribuem para a valorizacdo desta espécie, que é endémica
da flora brasileira. Entre os alcaloides, apenas o composto LEM3 (3a-fenilacetoxitropano-
6p,7p-diol) possui um estudo farmacoldgico descrito na literatura, o qual verificou que este
composto foi inativo em testes de citotoxicidade com varias linhagens de células cancerigenas
(SILVA et al., 2001). Enquanto que entre os triterpenos, o lupeol é o mais amplamente
estudado sendo atribuido a este um bom potencial anti-inflamatério e antimicrobiano
(SIDDIQUE & SALEEM, 2011).

Os resultados para o estudo da E. affine mostraram que a planta € rica principalmente
em flavonoides glicosilados e triterpenos. Os flavonoides identificados ja haviam sido
isolados de outras espécies de Erythroxylum (GONZALEZ-GUEVARA et al., 2006;
ALBUQUERQUE et al., 2014) contudo, trabalhos que testaram atividade farmacologica
desses compostos sdo escassos. Ja os triterpenos, friedelina e friedelan-3f-ol sdo compostos
mais comuns de se encontrar em plantas e apresentam alguns estudos descritos na literatura,
onde foi investigada sua atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria (NASSER et al., 2013;
DUWIEJUA et al., 1999). E importante lembrar que nenhuma das plantas investigadas
neste trabalho apresenta qualquer estudo na literatura, portanto, essa € a primeira
caracterizacdo quimica, com isolamento e identificacdo de substancias, para a E. affine e

também para a E. macrocalyx.
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CAPITULO 2: ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DE EXTRATOS E
COMPOSTOS ISOLADOS DE Erythroxylum affine e Erythroxylum macrocalyx

2.1 INTRODUCAO

Dentre as fungdes bioldgicas atribuidas aos compostos naturais, o potencial
farmacoldgico é um dos que mais gera interesse no estudo fitoquimico dos vegetais. Como
resultado, ja existem no mercado varios extratos padronizados utilizados como fitoterapicos e
compostos de origem naturais que sdo modelos para medicamentos considerados
imprescindiveis no tratamento de algumas enfermidades (PINTO et al., 2002; BRANDAO
et al., 2010).

O crescimento na descoberta de compostos naturais com grande poder medicinal fez
com que as industrias e os grandes centros académicos acentuassem suas pesquisas na area,
buscando novas substancias que pudessem ser utilizadas em medicamentos. Esta busca se
intensificou nas ultimas décadas, especialmente em paises como o Brasil, com florestas
tropicais que detém grande parte da biodiversidade mundial (PINTO et al., 2002).

Neste cenario, a avaliacdo laboratorial in vitro do potencial bioldgico de extratos
vegetais representa uma importante etapa no processo de desenvolvimento de um
medicamento. Dentre outras coisas, estes testes indicaram se é valido investir no estudo
de uma determinada planta ou composto isolado desta.

Este capitulo apresenta o estudo farmacologico dos extratos e alguns dos compostos
isolados dos galhos de E. affine e E. macrocalyx. Estes testes representam resultados iniciais
do potencial das plantas estudadas como fonte de moléculas com atividade antibacteriana,
antioxidante, antiproliferativa e/ou anticolinesterasica, baseando-se na necessidade atual do

desenvolvimento de farmacos que desempenhem estas fungdes.

2.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA: CONCEITOS PREVIOS
2.2.1 Bactérias

As bactérias representam alguns dos mais simples organismos vivos existentes e
provavelmente sdo as que mais se assemelham as primeiras formas de vida na terra
(CURTIS, 1977). Sob condicdes ideais de temperatura e nutrientes, podem apresentar
grande taxa de crescimento (TORTORA et al., 2017), fazendo com que estes micro-

organismos se multipliquem rapidamente, causando as infecgdes.
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Muitas doencas graves tém bactérias como agentes etioldgicos, podendo-se citar o
botulismo (causado por Clostridium botulinum), coqueluche (causada por Bordetella
pertussis), hanseniase (causada por Mycobacterium leprae), pneumonia (causada por
Streptococcus pneumoniae), tétano (causado por Clostridium tetani), tuberculose (causada
por Mycobacterium tuberculosis), entre outras (AMABIS & MARTHO, 2004).

A parede bacteriana € utilizada como um dos par@metros para subclassificar as
bactérias e, a depender da sua composicao, organizacdo e permeabilidade, podem ser
classificadas como Gram-positivas ou Gram-Negativas. As bactérias Gram-positivas possuem
uma parede celular recoberta por varias camadas de peptidioglicano (um heteropolissacarideo
ligado a peptideos), enquanto que as Gram-negativas possuem uma membrana externa sobre
uma camada de peptidioglicanos além de outras camadas de diferentes composicdo quimica,
sendo, por isto, mais complexas (TORTORA et al., 2017; AMABIS & MARTHO, 2004).

O mecanismo de agdo de alguns antibiéticos tem relagéo direta com a parede celular
das bactérias, e atuam em processos que impedem a formacéo de ligacdo cruzada entre
cadeias de peptideoglicanos que formam a parede celular (GUIMARAES et al., 2010). Por
esta razdo, é importante, durante os testes farmacologicos in vitro, avaliar a acao
antibacteriana do composto sobre cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas de
forma a verificar o poder de acéo frente as singularidades estruturais de cada um destes tipos

de envelopes celulares.

2.2.2 Agentes antimicrobianos

Os agentes antimicrobianos sdo substancias quimicas utilizadas para destruir ou inibir
0 crescimento dos micro-organismos. Podem ser encontrados em diversos produtos
comerciais, com aplicacdes que variam de simples produtos de limpeza (TIMENETSKY,
1990) até farmacos utilizados em pacientes hospitalizados (CARNEIRO et al., 2011).

As substancias selecionadas para atuarem no tratamento de infec¢des bacterianas
devem apresentar toxicidade seletiva e ter efeito significativo em baixas concentracdes, a
fim de garantir a atuacdo especifica do antibiotico apenas contra as células bacterianas, sem
afetar as células do hospedeiro (NOGUEIRA & MIGUEL, 2009).

Muitas substancias organicas, obtidas de fontes naturais ou de origem sintética,
apresentam importantes propriedades antibacterianas sendo muito utilizadas nos
tratamentos de pacientes em quadro de infeccdo. Os compostos utilizados mais comuns
para este tipo de tratamento sdo pertencentes a classe das penicilinas, tetraciclinas e
cloranfenicol (Figura 2.1) (AUTO et al., 2008).
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Figura 2.1. Nucleo estrutural de algumas classes de substancias utilizadas como antibidticos

2.2.3 Staphylococcus aureus

A Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva comum de ser
encontrada na microbiota normal do corpo humano (BROOKS et al., 2001; TRABULSI
& ALTERTHUM, 2008). Esta amplamente disseminada pela natureza, e desenvolve-se
em uma ampla faixa de temperatura, 7° C a 47,8° C (FRANCO & LANDGRAF, 2008).

Esta bactéria é responsavel por causar a intoxicacdo estafilocdcica, uma das mais
comuns formas de intoxicacéo alimentar. Neste quadro de infeccdo, as toxinas expelidas nos
alimentos pela S. aureus podem provocar ao ser humano uma intensa dor abdominal seguida
de vomitos e diarreia. E também a bactéria responsavel por causar a sindrome do choque
toxico, uma doenca que provoca anemia, lesdes do rim, hepaticas e musculares, podendo
tambeém aparecer problemas no coracéo e nos pulmdes (MURRAY et al., 2004).

Na area hospitalar, a S. aureus € um dos maiores agentes causadores de infeccOes, e 0
uso indiscriminado de antibioticos proporcionou o desenvolvimento de um subtipo de S.

aureus resistente a antibioticos convencionais como a meticiclina (CRUVINEL et al., 2011).

2.2.4 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa €& uma bactéria bacilo Gram-negativa que esta
frequentemente presente na flora intestinal normal e na pele dos seres humanos. Encontra-
se amplamente disseminada na natureza, podendo ser encontrada no solo, na agua, nos
vegetais e nos animais (BROOKS et al., 2001; TRABULSI & ALTERTHUM, 2008).

Esta bactéria esta presente em quadros de infeccBes em feridas, queimaduras, vias
urindrias ou respiratdrias. Os sintomas para infecgdes por P. aeruginosa estdo relacionados
com o 6rgao acometido pela infecgdo, sendo comum casos de necrose tecidual gerada pelas
toxinas liberadas pelas bactérias (BROOKS et al., 2001; MURRAY et al., 2004).

A P. aeruginosa é naturalmente resistente a muitos antibidticos utilizados contra
bactérias Gram-negativas, além de facilmente desenvolver resisténcia frente aos antibidticos
utilizados no transcurso de algumas terapias (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008).
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Devido a associacdo a vérias doencas infecciosas, e a frequéncia de cepas de
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus isoladas de pacientes hospitalizados
com resisténcia a diferentes antibioticos (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008;
CRUVINEL et al., 2011; HIRSCH & TAM, 2010), a busca por novas substancias com

atividade antimicrobiana sobre estas bactérias torna-se fundamental.

2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE: CONCEITOS PERVIOS

2.3.1 Radicais livres

O termo radical livre é atribuido a espécies quimicas de elevada reatividade que
possuem ao menos um elétron desemparelhado e existem de forma independente
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015). Estas espécies podem ser liberadas pelo
metabolismo celular e, devido a sua alta reatividade, degradam moléculas bioldgicas
importantes causando danos fisiologicos (VASCONCELOS et al., 2014).

Algumas destas espécies, como 0s radicais superoxido (Op-¢), hidroxila (HO*) e
hidroperoxila (HO,¢), sdo formadas nas celulas aerdbias em etapas de reacdes de oxirreducao
monoeletronicas (PYTEL et al, 2005). Os processos de reducao do oxigénio nas mitocondrias
para gerar energia e produzir agua, representa uma importante sequéncia de reagdes que leva
a formac&o destes radicais (Figura 2.2) (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

O, . O ‘Q-
|
Radical superéxido O; —_—| O 0"
Radical hidroperoxil HO, - HIO: O~
| &G
Peroxido de hidrogénio H,0, H: O P O°H

=

H:O:| ion hidroxila

Radical hidroxil | H:Q*® ———HO " +

| & @

2H,0 H: OH

Figura 2.2. Processo de reducdo do oxigénio para formacédo de 4gua no meio biolégico
FONTE: esquema adaptado de FERREIRA & MATSUBARA (1997)
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Dentre as espécies reativas do metabolismo do oxigénio, o radical hidroxil é
considerado como a mais reativa e também a mais danosa a estrutura celular. Estd muitas
vezes envolvido no processo de peroxidacéo lipidica das membranas celulares, que faz com
que a membrana perca um pouco de sua seletividade de troca ibnica, além de ser associado
a aceleragdo do envelhecimento ou desenvolvimento de céncer (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997).

Outros radicais podem ser produzidos em deferentes rotas metab6licas do
organismo Vvivo, como é o caso do radical 6xido nitrico (*NO). Este radical é gerado a partir
da arginina, e apresenta muitas funcbes benéficas, estando envolvido no relaxamento
muscular e protecdo de vasos sanguineos. No entanto, é uma espécie que apresenta grande
potencial téxico, podendo reagir com o anion superoxido (O,-+) gerando o peroxinitrito
(O=N-0-0"), um isémero do ion nitrato, que ao ser protonado se decomp@e rapidamente
gerando radicais nitrito e hidroxila que sdo danosos ao sistema biolégico (DUSSE et al.,
2003; SILVA et al., 2011).
2Eglule;<);éo guimica 1: Formagcdo e decomposicdo do peroxinitrito a partir do 6xido nitrico (SILVA et al.,

Oz + 'NO — ONOO

ONOO + H" — ONOOH —> OH+ + NO,e

Contudo, devido ao pouco tempo de vida destas espécies reativas, dificilmente
elas conseguem longos percursos de migragdo no organismo, atingindo geralmente as

biomoléculas que estdo proximas ao local em que foram produzidas.

2.3.2 Estresse oxidativo e 0s danos ao corpo humano

Num quadro normal de funcionamento do organismo vivo todos os radicais
formados nos processos metabdlicos seriam neutralizados até a formacdo do produto
final, e mesmo aqueles formados em pequeno excesso seriam eliminados rapidamente
por outras moléculas do corpo sem causar muitos danos. No entanto, em situacfes de
estresse oxidativo, causado tanto por disfungbes do metabolismo ou por fatores
ambientais, o organismo ira produzir uma grande quantidade de espécies oxidantes,
superior a necessidade bioldgica e a capacidade antioxidante do organismo (FERREIRA
& MATSUBARA, 1997; SILVA et al., 2011; SIES, 1991). Este excesso na producédo de

radicais favorecera a degradacdo de biomoléculas importantes, causando danos que
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podem levar ao surgimento de patologias (VASCONCELOS et al., 2014). A exemplo,
pode-se citar a inativagdo de algumas enzimas a partir da oxidagéo de grupos sulfidrilas
(-SH) a ligagbes de sulfeto (-S-S-), processos de lipoperoxidacdo que podem ser
desencadeados a partir da oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados das membranas
celulares, além de modificacbes em algumas bases nitrogenadas do DNA que podem
gerar mutacOes (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Estudos indicam que estas degradaces sofridas por importantes moléculas
biol6gicas podem estar envolvidas no surgimento ou agravamento de doengas
pulmonares ou doencas relacionadas ao processo de envelhecimento (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997). Ribeiro e colaboradores (2005) em uma busca na literatura
verificaram a associacdo do estresse oxidativo a quadros patoldgicos como
aterosclerose, doenca de Alzheimer, Mal de Parkinson e cancer. Contudo, ainda ha
muita precaugdo em confirmar estas associagdes (RIBEIRO et al., 2005).

Alguns dos fatores que vem estimulando as pesquisas no campo das especies
reativas do oxigénio e sua influéncia no metabolismo humano séo, sem davida, os fortes
indicios que os danos oxidativos gerados pelos radicais livres exercem influéncia na
aceleracdo do envelhecimento. Dentre os dados utilizados para sustentar esta teoria, se
destacam a correlacdo entre a diminuicdo do poder antioxidante do organismo com o
aumento da idade, o aumento da longevidade em animais com o0 aumento da expressdo
antioxidante de enzimas, o aumento dos danos causados pelos radicais livres com o
aumento da idade, dentre outros (WICKENS, 2001).

2.3.3 Atividade antioxidante e os Inibidores radicalares

O combate aos agentes oxidantes produzidos no corpo humano é realizado por
enzimas ou por micromoléculas, como flavonoides, carotenoides, &cido drico, &cido
ascérbico e tocoferdis (vitamina E) (BARREIROS et al., 2006).

Os principais mecanismos de atuacdo antioxidante das enzimas giram em torno da
eliminacdo de algumas das espécies reativas do metabolismo do oxigénio ou da reparacao
dos danos causados por estas. J& as micromoléculas tém sua atuacdo direcionada a
inativacdo das espécies radicalares, na estabilizacdo de alguns metais que atuam como
precursores destas espécies, ou mesmo na captura de alguns produtos gerados nos
processos de oxirreducdo fisiologica (Figura 2.3) (BARREIROS et al., 2006).
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Inativacdo de um radical livre por uma das hidroxilas fendlica de um flavonoide:

Captura do peroxil pelo sistema de ligacfes conjugadas do 8-caroteno impedindo que ele inicie
a cadeia e reacOes radicalares na membrana celular:

Inativacdo de um radical livre e complexacdo de metais pela molécula do &cido drico
(na forma do urato):
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Inativacdo de um radical livre pela molécula do &cido ascorbico (na forma do ascorbato):

Figura 2.3. Mecanismo de acéo de algumas micromoléculas antioxidantes. As linhas escurecidas
representam o percurso do elétron ao longo da cadeia indicando sua estabilizacéo
FONTE: Mecanismos baseados em: BARREIROS et al., (2006)
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Como pode ser visto na Figura 2.3, as estruturas das micromoléculas antioxidantes
sdo favoraveis a estabilizacdo ou captura de radicais, formando espécies radicalares mais
estaveis, onde os elétrons desemparelhados sdo estabilizados em longos percursos de
migracdo na cadeia. Muitas destas estruturas também apresentam capacidade de
complexacdo de metais nos locais préximos a formacao de radicais livres, impedindo a

proliferacéo de reacOes radicalares indesejadas, como na reagdo de Fenton:

Equacédo quimica 2: Reagdo de Fenton (ALVES et al., 2010):

Fe** + H,0, — Fe** +HO+ + HO"

2.3.4 Suplementacéo antioxidante

Ainda que o organismo produza por si S0, ou adquira por meio de dieta, micro e
macromolécula antioxidantes, nem sempre elas serdo suficientes para estabilizar uma
situacéo de estresse oxidativo. A partir desta ideia, surge entdo o interesse na suplementacdo
antioxidante.

Este tipo de suplementacdo, contudo, ainda ndo é bem aceito por muitos membros
da comunidade médica, que afirmam nao haver evidéncias suficientes para recomendar a
administracdo em altas doses de substancias, tidas como antioxidantes, ao organismo
humano, e que compostos como vitamina C, vitamina E e o B-caroteno, deveriam ser
obtidos preferencialmente dos alimentos (FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2009).

Entretanto, ainda que haja duvidas acerca da participacdo dos radicais livres no
desenvolvimento de algumas doencas, € inegavel que estas espécies sdo danosas a
biomoléculas do organismo, e que seu controle deve ser realizado. Desta forma, a
suplementacdo antioxidante viria com o objetivo de auxiliar a defesa antioxidante do proprio
organismo, uma vez que 0 corpo humano nao produz muitas classes de micromoléculas que
sdo excelentes inibidores de espécies reativas do metabolismo do oxigénio.

O grande problema € que algumas das substancias que sdo defendidas para
suplementacdo antioxidante apresentam alguns efeitos indesejados. Por exemplo, alguns
compostos fendlicos podem apresentar, em doses mais elevadas e em determinadas
condicdes, efeito pré-oxidante, a vitamina C em doses muito elevadas pode causar problemas
gastrointestinais, a vitamina E em doses elevadas pode provocar coagulacdo do sangue e o B-
caroteno, que mesmo ndo apresentando toxicidade, ndo é recomendado consumo em doses
acima do que € obtida nos alimentos (FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2009).
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Assim, a busca por novos antioxidantes faz-se necessaria, objetivando encontrar
compostos que atuem em baixas concentra¢fes, com minimo de maleficios ao corpo
humano, e que apresentem boa adaptacdo ao organismo vivo, além de amplo efeito

antioxidante.

2.4 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA: CONCEITOS PREVIOS
2.4.1 Neoplasias

O processo de replicacdo celular € um mecanismo de crescimento e
multiplicagdo comum a todos os organismos vivos. Normalmente é um processo bem
controlado, e as células normais se desenvolvem e multiplicam até um estagio
adequado, sendo controladas por processos bioldgicos naturais. Algumas células,
contudo, podem apresentar anomalias genéticas que lhes permitem escapar dos
processos regulatorios, proliferando-se de forma descontrolada. E a este processo que se
da o nome de neoplasia (BORGES-OSORIO & ROBINSON, 2013).

Quando o processo de crescimento descontrolado ocorre de forma restrita a um
local, a neoplasia é classificada como benigna, ndo causando danos letais nem muitos
transtornos ao organismo vivo. Entretanto, quando o crescimento ocorre de uma forma
muito acelerada, com infiltracdes em tecidos vizinhos e vias sanguineas, além de perda
de especializacdo, ou diferenciacdo celular, a neoplasia sera caracterizada como
maligna, ou cancer, podendo gerar perda das funcdes dos tecidos invadidos e outras
graves perturbacdes ao funcionamento do organismo que podem leva-lo a morte
(BORGES-OSORIO & ROBINSON, 2013; INCA, 2012).

O desenvolvimento de células cancerigenas se deve principalmente a alteracbes
genéticas ao longo da vida do individuo que modificam o sistema natural de controle
celular. Estas mutacGes podem ser geradas ou favorecidas por alguns fatores ambientais,
alimentacdo, exposicao a agentes quimicos carcinogénicos, infecgdes virais e habito de vida
considerado pouco saudavel (BORGES-OSORIO & ROBINSON, 2013; INCA, 2012).

Os progndsticos de uma neoplasia maligna irdo depender do tipo de cancer e do
estdgio em que ele foi detectado. Especificamente, neste trabalho a atividade
antiproliferativa foi estudada sobre células de cinco tipos de céancer, selecionadas de
acordo com a disponibilidade do laboratério onde foram realizados os testes, sendo elas
células de carcinoma hepatocelular, leucemia mielocitica, leucemia prémielocitica

carcinoma de c6lon humano e carcinoma de mama humano.
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O carcinoma hepatocelular € um cancer derivado de células do figado que pode
surgir em casos de pessoas infectadas com virus da hepatite e tem a caracteristica de ser
muito agressivo com alto indice de morte se for detectado apenas ap6s o surgimento dos
sintomas (GOMES et al., 2013).

O cancer de cdlon e reto esta entre os dez primeiros tipos de cancer incidentes no
Brasil, podendo evoluir sem surgimento de sintomas, o que dificulta o diagndstico; ocorre
principalmente em homens acima de 50 anos e mulheres acima dos 40 anos, e surgindo mais
comumente pela acdo cumulativa de agentes carcinogénicos sobre a mucosa intestinal
(BRASIL, 2003).

O céncer de mama é um dos tipos de cancer que mais causa morte em mulheres no
mundo (JEMAL et al., 2011). No Brasil, a maioria dos casos é diagnosticado em mulheres
entre 45 e 50 anos; os principais sinais e sintomas sao o surgimento de nédulo na mama e/ou
axila e dor mamaria, e os fatores de risco relacionam-se com idade avancada, histdria familiar
e pessoal, habitos de vida e influéncias ambientais (SILVA & RIUL, 2011; INCA, 2002).

As leucemias mieloides sdo canceres que se desenvolvem na medula dssea a partir de
modificacdes citogenéticas dos globulos brancos (células imunoprotetoras). Se desenvolvem
rapidamente e o acimulo de células leucémicas na medula faz diminuir a producéo de celulas
sanguineas normais, gerando anemia, infec¢des (devido a diminui¢do de globulos brancos

normais) e sangramentos (LOPES, 2013).

2.4.2 Tratamento do cancer

Ao longo dos anos os métodos de diagndstico e tratamento do cancer se
desenvolveram e se modernizaram consideravelmente, porém isto ndo fez com que houvesse
uma diminuicdo nos casos de mortalidade por neoplasias no Brasil. Este crescimento no
nimero de casos pode ser justificado por fatores como maior exposicdo a agentes
cancerigenos, prolongamento da expectativa de vida (uma vez que a doenga tem a maior
incidéncia em pessoas de faixa etaria mais elevada) ou mesmo devido ao aprimoramento dos
diagndsticos, que fez com que houvesse maior nimero de registro de casos (INCA, 2012).

O tratamento de uma pessoa diagnosticada com cancer pode ser realizado
principalmente por procedimentos cirdrgicos, para retirada do tumor, tratamento
quimioterapico, utilizando-se medicamentos com acgdo citotoxica sobre as células
cancerigenas, ou por radioterapia, utilizando-se radiacdo (raios-X) para destruir as

células tumorais. Geralmente estas técnicas de tratamento sdo utilizadas em conjunto, e
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poucas neoplasias malignas séo tratadas apenas com um Unico método. Infelizmente,
ndo existem tratamentos curativos para todos os tipos de cancer, e em muitos casos 0
tratamento apenas consegue prolongar a vida Util do paciente (INCA, 2012).

Das formas de tratamento descritas, a quimioterapia antineoplasica merece
destaque pois vem se desenvolvendo bastante ao longo das Gltimas décadas, abrangendo
cada vez mais uma maior variedade de canceres e contribuindo significativamente para
0 aumento do nimero de casos de curas (INCA-Quimioterapia, 2016).

Contudo, alguns medicamentos quimioterapicos de agdo citotoxica ndo apresentam
atuacdo muito seletiva, podendo causar algum efeito toxico a células normais e gerar
sintomas indesejaveis. Além disto, alguns compostos apresentam alto custo de obtencdo
enguanto que outros vém perdendo atividade frente as células mais resistentes. Por estas
razdes é que se justificam as pesquisas que busguem novas substancias citotdxicas, que
tenham uma atuacdo mais ampla e eficaz para suprir a demanda e contornar os pontos

negativos nos quimioterapicos utilizados na atualidade (INCA-Quimioterapia, 2016).

2.4.3 Anticancerigenos de origem vegetal

Na corrida para encontrar novos agentes com potencial anticancerigeno, as
plantas vém se destacando consideravelmente. Para se ter uma ideia, cerca de 60% dos
farmacos introduzidos nas ultimas décadas para o tratamento de neoplasias malignas
tem sua origem nos produtos naturais (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Os compostos considerados como anticancerigenos podem ter atuacdo inibindo a
proliferacdo de células cancerigenas ou impedindo a iniciagdo do processo
carcinogénico. Os antineoplasicos derivados de plantas que sdo utilizados nos
tratamentos atuais geralmente tém mecanismos de interrupcdo do ciclo de células
cancerosas, distinguindo-as das células normais (BRANDAO et al., 2010).

Dentre 0os compostos naturais empregados no tratamento do cancer, o taxol, um
derivado diterpénico isolado da Taxus brevifolia (Teixo), € sem duvida uma importante
referéncia, uma vez que atua com alta eficiéncia, baixa toxicidade, e tem amplo espectro
de atuacdo (ZHOU et al., 2010). Outros compostos que também se destacaram neste
campo de atuacdo sdo os alcaloides vimblastina e vincristina (isolados de Catharanthus
roseus) (BRANDAO et al., 2010) (Figura 2.4).
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Taxol

Vimblastina Vincristina

Figura 2.4. Férmula estrutural de anticancerigenos derivados de vegetais

Todo este grande sucesso atribuido a agentes anticancerigenos de origem natural
sobre o tratamento de neoplasias malignas, fez com que cada vez mais crescesse 0
interesse por novos agentes derivados de plantas com tais propriedades, a fim de suprir

as necessidades do quadro de crescimento de casos desta doenca.

2.5 ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA: CONCEITOS PREVIOS

2.5.1 Acetilcolinesterase: funcéo

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor formado na regido terminal dos
neurdnios sendo responsavel pela transmissdo de impulsos nervosos entre estas células.
Nestes impulsos, a acetilcolina é liberada de um neur6nio para o outro sendo atraida por
receptores colinérgicos. A interacdo entre a acetilcolina e estes receptores da
continuidade a transmissdo do impulso, viabilizando a comunicacdo entre as células
nervosas (PETRONILHO et al., 2011).

Apos interagir com o receptor, a ACh deve ser rapidamente removida para
cessar 0 impulso nervoso e repolarizar os terminais. A remocao deste neurotransmissor

é responsabilidade da acetilcolinesterase (AChE), uma enzima que catalisa a hidrélise
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da ACh a colina e acetato (Figura 2.5). Ap6s ser formada, a colina é absorvida pelo
neurbnio onde é reconvertida em ACh para ser utilizada em novos ciclos de
transmissdes nervosas (BARRETT et al., 2014; PATRICK, 2013).

o o)
I ’L@/ AChE I + ,LGD/
ACh Acetato Colina

Figura 2.5. Hidrolise da acetilcolina catalisada pela enzima acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase apresenta alta taxa de hidrolise, fazendo com que grande parte
da ACh liberada no impulso nervoso seja hidrolisada antes mesmo de alcancar os receptores
colinérgicos (AIDOO & WARD, 2006). Contudo a diminuicdo da concentracdo deste
neurotransmissor nas sinapses nervosas pode gerar perda na intensidade da transmissdo
colinérgica, processo que esta relacionado a neuropatologias como Mal de Alzheimer, uma
vez que a ACh desempenha importante papel em processos de aprendizagem e memoria
(AIDOO & WARD, 2006; ARAUJO et al., 2016; FRANCIS et al., 1999).

2.5.2 Doenca de Alzheimer e a teoria colinérgica

O Mal de Alzheimer € uma doenca neurodegenerativa que leva a progressiva reducao
da meméria e da capacidade cognitiva. A doenca nao apresenta tratamento definitivo e tem
maior incidéncia em pessoas idosas, acima dos 65 anos (KIHARA & SHIMOHAMA, 2004).

A etiologia da doenca ndo é totalmente definida, contudo uma das teorias
bastante discutidas relaciona a diminuicdo das sinapses colinérgicas com a progressao
do quadro patologico. Varias evidéncias sustentam esta teoria, como por exemplo a
comprovacdo de que ha anomalias nos receptores colinérgicos e diminuicdo na
producdo da enzima responsavel pela sintese do neurotransmissor ACh, no cérebro de
pacientes com Alzheimer (FRANCIS et al., 1999; KIHARA & SHIMOHAMA, 2004).

Ainda que ndo exista uma cura, alguns tratamentos vém sendo desenvolvidos
buscando amenizar os sintomas e a progressao da doenca. Um dos tratamentos bastante
difundidos consiste no uso de inibidores da enzima acetilcolinesterase, buscando
diminuir a degradacao do neurotransmissor ACh e com isso aumentar a intensidade das
transmissdes colinérgicas (PETRONILHO et al., 2011; ARAUJO et al., 2016).
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2.5.3 Inibidores da acetilcolinesterase

Os farmacos que inibem a enzima AChE sdo chamados anticolinesterasicos, e
atuam em mecanismos que impedem a hidrélise catalitica da ACh por esta enzima,
permitindo que um maior nimero de neurotransmissores permanecam nas Sinapses
nervosas (ARAUJO et al., 2016).

Os mecanismos de inibicdo geralmente séo reversiveis, onde o inibidor se liga ao
sitio ativo destinado ao substrato, impedindo a atuac&o catalitica (ARAUJO et al., 2016;
BARBOSA FILHO et al.,, 2006). A administracdo destes inibidores produz uma
melhora na cognicdo afetada pelo déficit nas transmissGes colinérgicas (GOMES &
KOSZUOSKI, 2005).

Atualmente os inibidores da AChE que sédo comercializados como farmacos para
tratamento da Doenca de Alzheimer, sdo a tacrina, donepezil, rivastigmina e a
galantamina (Figura 2.6), sendo esse ultimo um produto natural isolado de varias espécies
vegetais da familia Amaryllidaceae. Além desses, muitos outros alcaloides obtidos de
espécies vegetais de uso na medicina popular tém apresentado atividade (BARBOSA
FILHO et al., 2006; VIEGAS JUNIOR et al., 2004).

O

3CO /

NH, H

~ H,CO
=

N

N
Tacrina Donepezil C

Rivastigmina Galantamina

Figura 2.6. Farmacos inibidores da AChE

Contudo, muitas das substancias utilizadas nos farmacos inibidores da AChE
apresenta efeitos colaterais que ndo permitem um tratamento prolongado, como € o caso da
propria tacrina que apresenta hepatotoxicidade (VIEGAS JUNIOR et al., 2004). Desta
forma, a busca de novos compostos que atuem de forma eficiente sem efeitos adversos ao

organismo humano é necessaria.
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2.6 OBJETIVOS

2.6.1 Objetivo Geral

Avaliar as atividades antibacteriana, antioxidante, antiproliferativa e
anticolinesterasica de extratos e compostos isolados dos galhos de E. affine e E.

macrocalyx.

2.6.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar o potencial antibacteriano de extratos e compostos isolados dos galhos de E.
affine e E. macrocalyx frente cepas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas

aeruginosa;

e Determinar o teor de fendlicos totais dos extratos de E. affine e E. macrocalyx pelo
ensaio espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau;

e Avaliar a capacidade dos extratos e compostos isolados dos galhos de E. affine e E.

macrocalyx de capturar os radicais DPPH e ABTS™;

e Avaliar a atividade antiproliferativa de compostos isolados dos galhos de E. affine e

E. macrocalyx sobre linhagens de células cancerigenas e ndo cancerigenas;

e Auvaliar o efeito dos extratos e compostos isolados dos galhos de E. affine e E.

macrocalyx sobre a atividade da acetilcolinesterase in vitro.
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2.7 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios de atividade antibacteriana e antioxidante foram realizados em parceria
com o professor Dr. Raphael Ferreira Queiroz da UESB — Campus de Vitdria da Conquista.
Os testes de atividade antiproliferativa foram realizados no Laboratério de Engenharia
Tecidual e Imunofarmacologia, CPqGM-Fiocruz, sob coordenacédo do Dr Daniel Bezerra e
Dra Milena Botelho. A atividade anticolinesterasica foi determinada em parceria com o
professor Dr. Clayton Queiroz Alves da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

2.7.1 Materiais, reagentes e equipamentos utilizados nos ensaios antibacterianos

A atividade antimicrobiana foi inicialmente testada contra cepas de
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
adquiridas da ATCC. O caldo nutriente utilizado para o crescimento bacteriano foi da
Difco Mueller-Hinton Broth. As substancias tetraciclina e ceftriaxona, de origem
comercial, foram utilizadas como controle positivo para S. aureus e P. aeruginosa,
respectivamente. A estufa utilizada para incubacéo foi uma estufa incubadora da Quimis,
modelo Q315M23. O meio de cultura para o antibiograma foi preparado com Agar
Mdeller-Hinton. O solvente utilizado para dissolucéo dos extratos e controle negativo foi
o Etanol da marca Vetec. As aliquotas das amostras foram retiradas com micropipetas
Digipet. As amostras foram aplicadas em discos de papel estéreis com diametro de 6 mm.
As placas de Petri utilizadas para crescimento da cultura bacteriana tinham uma
proporc¢do de 90 x 15 mm. As placas tipo ELISA de 96 pocos foram adquiridas da TPP. A

resazurina utilizada no método de microdiluicao foi adquirida da Sigma-Aldrich.

2.7.2 Materiais, reagentes e equipamentos utilizados nos ensaios da atividade

antioxidante e quantificacéo de fendlicos.

0s radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPHe) e 2,2'-azino-bis(acido 3-
etilbenzotiazoline-6-sulfonico) (ABTSe+) foram adquiridos da Sigma-Aldrich, assim
como o reagente Folin-Ciocalteau, utilizado na quantificacdo dos compostos fendlicos. Os
solventes utilizados foram adquiridos da Synth. O espectrofotometro utilizado foi da
marca Gehaka. A alcalinizacdo das solucGes foi realizada com carbonato de sodio
adquirido da Merck. O cétion radical do ABTS foi preparado apds reagdo do ABTS com
persulfato de potassio adquirido da Sigma-Aldrich. Acido galico e trolox foram

comprados da Sigma-Aldrich e empregados como controles positivos.
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2.7.3 Materiais, reagentes e equipamentos utilizados para determinacdo da
atividade antiproliferativa

A atividade antiproliferativa das substancias isoladas foram testadas sobre cinco
linhagens de células cancerigenas [carcinoma hepatocelular humano (HepG2), leucemia
mielocitica cronica humana (K562) leucemia promielocitica humana (HL-60), carcinoma
de mama humano (MCF-7) e carcinoma de c6lon humano (HCT116)] que foram
gentilmente cedidas pelo Hospital A. C. Camargo (S&o Paulo, SP, Brasil). As células foram
mantidas em Roswell Park Memorial Institute-1640 (RPMI-1640; Gibco-BRL)
suplementadas com 10% de soro fetal bovino, 2 mmol/L do aminoéacido L-glutamina e
50 pg/mL do antibidtico gentamicina, todos adquiridos da Sigma-Aldrich (RODRIGUES et
al., 2015). As células mononucleares do sangue periférico (PBMC, do inglés: Peripheral
Blood Mononuclear Cell) foram isolados de doadores saudaveis ndo fumantes por processo
de gradiente de densidade com Ficoll-Paque. As PBMCs foram lavadas e resuspendidas
para concentragdo de 0,3x10° celulas/mL, em RPMI 1640, meio suplementado com 20% de
soro fetal bovino, 2 mmol/L de glutamina e 50 ug/mL de gentamicina, a 37 °C, com 5%
CO,. A seguir as células foram incubadas com Mitdgeno especifico para linfocitos T,
concanavalina A (10 ug/mL) por 24 h antes dos experimentos, para obtencdo de uma
cultura de linfoblastos (BERTHOLD, 1981; BROWN & LAWCE, 1997).

O comité de ética em pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz (Salvador-BA) aprovou

0 protocolo experimental seguido (#031019/2013).

2.7.4 Materiais, reagentes e equipamentos utilizados nos ensaios de inibicdo da
acetilcolinesterase

A atividade anticolinesterasica foi testada com uma solucdo da enzima
acetilcolinesterase 0,5 U/mL (U = quantidade de enzima com velocidade de atuacdo de
lumol/min) da Sigma Aldrich. A enzima foi preparada em uma solucdo tampao fosfato
(20 mM) pH 7,5. O substrato para verificar a atuacdo da enzima foi o iodeto de
acetiltiocolina (15 mM). O &cido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB) (3 mM) foi
utilizado como reagente colorimétrico para detectar a presenca dos produtos da hidrélise
enzimatica. O ensaio foi feito em placas de 96 pocos. As absorbancias foram
monitoradas em leitor de microplacas MultiskanTM GO 3.2. As solucdes dos extratos e
compostos isolados foram preparadas em etanol PA. O padréo eserina (Sigma-Aldrich)

foi utilizado com controle positivo.
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2.8 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
2.8.1 Atividade antibacteriana pelo método de difusdo em disco

A metodologia empregada para avaliacdo do potencial antibacteriano in vitro foi
realizada seguido o principio da metodologia normatizada por Bauer e colaboradores (1966)
seguindo algumas modificacdes. As bactérias foram expandidas em caldo nutriente BHI
(Brain Heart Infusion) a 37 °C por 24 h. Em seguida preparou-se uma suspensdo de
bactérias em solucdo salina estéril (0,9%) diluida até uma absorbancia de 0,1 em A=625 nm.
As bactérias foram inoculadas em placa de Petri contendo Agar Miiller-Hinton. Ap6s 10
min, discos de papel impregnados com 1,0 mg dos extratos foram adicionados na placa. A
atividade antibacteriana foi determinada, ap6s um periodo de 24 h de incubagdo em estufa a
37 °C, pela medida do diametro do halo de inibicdo em milimetros formado ao redor do
disco. O solvente etanol (95%) foi utilizado como controle negativo, enquanto que
tetraciclina (30 pg/disco) e ceftriaxona (30 ug/disco) foram os controles positivos para S.
aureus e P. aeruginosa, respectivamente (BAUER et al., 1966; STEMPLIUK et al., 2006;
LABORCLIN, 2011). Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.8.2 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo
Bactericida Minima (CBM)

As determinacdes do CIM e CBM foram realizadas apenas com os alcaloides
tropanicos isolados de E. macrocalyx, cuja massa era suficiente para o ensaio. Para
determinacdo da CIM, as suspensdes bacterianas foram diluidas em BHI até 0,1 de
absorbancia em A=625 nm e, novamente 200 vezes, em caldo nutriente. Em seguida,
190 pL desta diluicdo foram transferidos para microplacas contendo 10 pL das
substéncias testadas (2,5 a 100 pg/mL nos pogos). As placas foram levadas para
incubacdo a 37 °C por 24 h, e apos este periodo foram adicionados 30 uL do corante
resazurina (0,01%). A CIM foi determinada pela menor concentracdo onde ndo houve
crescimento bacteriano visivel, monitorada pela coloracdo azul do corante, apés 60 min.
Tetraciclina e ceftriaxona foram utilizados como controle positivo para as bactérias S.

aureus e P. aeruginosa, respectivamente (CABRAL et al., 2009).
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Apos a pré-incubacdo da suspensdo bacteriana com os compostos por 24 h, 10
uL dessas suspensdes, foram semeados em placas de Petri contendo &gar Muller-
Hinton. ApOs incubagdo por mais 24 h a 37 °C, a CBM foi definida como a
concentragdo onde ndo houve crescimento bacteriano na regido semeada do meio de
cultura (CABRAL et al., 2009).

2.8.3 Quantificacdo de fendlicos totais

A concentracdo de fendlicos totais dos extratos foi determinada pelo ensaio
espectrofotométrico com o reagente Folin-Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999).
Aliquotas de 125 pL dos extratos a 1 mg/mL, foram misturadas a 125 uL do reagente
Folin-Ciocalteu, 1 mL de &gua destilada, € 125 uL de uma solug¢do de carbonato de
sodio (Na,CO3) saturada. Apos homogeneizacdo, a mistura reacional foi incubada por
30 min e, em seguida, a absorbancia foi medida em 2=750 nm. O procedimento foi
realizado em triplicata para cada extrato.

A quantificacdo dos fenolicos foi expressa em concentracdo equivalente de acido
galico (EAG). Assim, construiu-se uma curva analitica seguindo o mesmo procedimento
empregado nos extratos, com solucBes de acido galico nas concentragdes de 5,0 a 25
ug/mL. A partir da equacdo da curva, e dos valores de absorbancia apresentados pelas
amostras, efetuou-se os célculos por regressdo linear inversa para obter a concentragdo

de fendlicos em EAG por 100 g de amostra.

2.8.4 Atividade sequestradora do radical DPPH’

O método do DPPH' foi realizado conforme Duarte-Almeida e colaboradores
(2006) com algumas modificagdes. Em tubos de ensaios, uma solucdo etanolica de DPPH’
(50 uM) foi incubada com extratos ou substincias isoladas (1 a 150 pg/mL) num volume
final de 2 mL. Apds homogeneizagdo, os tubos foram incubados sob abrigo de luz a
temperatura ambiente por um periodo de 20 min. Em seguida, a absorbancia foi medida em
A=517 nm. Trolox e é&cido galico foram utilizados como controles positivos. Os
resultados foram expressos em valores de CEsp (concentragéo de extrato eficiente em

reduzir 50% do radical).
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2.8.5 Atividade sequestradora do radical ABTS™

A capacidade das amostras em reagir com o ABTS", seguiu o protocolo de Re e
colaboradores (1999) e Rufino e colaboradores (2007), com algumas adaptages. O cation
radical ABTS" foi preparado a partir da mistura de 5 mL de uma solucio estoque de ABTS
(7 mmol/L) com 88 puL de uma solucdo de persulfato de potassio (140 mmol/L), e
incubadas por 16 h sob protecdo de luz. Esta mistura foi diluida em etanol até uma
absorbancia de 0,7 em 734 nm. Aliquotas de 1700 uL desta solugdo foram incubadas com
0s extratos ou substancias isoladas (1 a 150 pg/mL) num volume final de 2 mL. ApoOs
homogeneizar a mistura reacional, esta foi incubada por 6 min a temperatura ambiente. Em
seguida, a absorbéncia final foi avaliada em A=734 nm. Acido galico foi utilizado como
controle positivo. Os resultados foram expressos em valores de CEsp. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

2.8.6 Avaliacdo da atividade antiproliferativa in vitro

Todas as células testadas foram colocadas em placas de 96 pocos, numa
concentracdo aproximada de 7x10* celulas/mL (células aderentes) e 3x10° células/mL
(células suspensas) em volumes médios de 100 pL. As células foram incubadas com as
substancias isoladas (LEM2, LEM3, LEM4, LEM5, LEM6 e LEA4) em concentracGes de
0,39-25 pg/mL por 72 h a 37 °C e 5% de CO, atmosférico. A viabilidade celular foi
determinada pelo método colorimétrico, utilizando o corante Alamar Blue (Resazurina)
(RODRIGUES et al., 2015; AHMED et al., 1994). As absorbancias foram determinadas
em 570 nm para resorufina e 600 nm para resazurina, no leitor de placas DTX-880, da
Beckman Coulter, analisando a variacdo da coloracdo azul (do corante) para vermelho
(corante na forma reduzida) na presenca de células vivas. Doxorrubicina (0.08-5 pg/mL)

foi utilizado como controle positivo.

2.8.7 Avaliacdo da atividade anticolinesterasica

A atividade anticolinesterasica foi determinada seguindo o método descrito por
Ellmann e colaboradores (1961), com modifica¢fes. Nas microplacas, 140 pL de tampdo
fosfato (pH 7,5), 20 uLL da enzima acetilcolinesterase (0,5 U/mL ) e 20 uL dos extratos (1
mg/mL) ou compostos isolados (500 umol/L) foram incubados por 10 min, a 37 °C. Em
seguida, 10 uL. de DTNB e 10 pL de iodeto de acetiltiocolina foram adicionados e a
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absorbancia final foi determinada em leitor de microplacas ap6s um periodo de 20 min de
reacdo a 37 °C, em um comprimento de onda de 405 nm. Todos os testes foram realizados
em triplicata. Os valores foram expressos como percentual de inibicdo da atividade da

enzima, de acordo com a férmula abaixo:

% Inibicdo da AChE = (44b — 4A4i) x 100, sendo:
A4b

AAb = diferenga de absorbancia do branco nos tempos 0 e 20 minutos
AAi = diferenca de absorbancia do inibidor nos tempos 0 e 20 minutos.

2.8.8 Analises Estatisticas

As analises estatisticas dos resultados foram realizadas software GraphPad Prism
5.0. Os valores de CEsp das curvas de inibicdo foram determinados por regressdo nao
linear. A diferenca significativa entre as médias obtidas no mesmo ensaio foi avaliada
pelo teste Tukey (p < 0,05). A correlacdo entre testes (Fenolicos x DPPH; Fendlicos x
ABTS; Fenolicos x Acetilcolinesterasise) foi feita pelo teste de correlacdo de Pearson
(95% de confianca).
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2.9 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.9.1 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana dos extratos dos galhos das plantas foi avaliada contra
as bactérias S. aureus e P. aeruginosa com o objetivo de verificar a presenca de
constituintes com potencial antibidtico. O antibiograma por difusdo em disco foi
selecionado para este trabalho por ser um teste simples, pratico, bem padronizado e
comum de ser realizado em rotinas de laboratérios de microbiologia clinica
(JORGENSEN & FERRARO, 2009).

Neste estudo foram avaliados os extratos etandlicos e metandlicos dos galhos de
E. affine e E. macrocalyx. Os resultados, expressos em diametro do halo de inibicéo,

formado ao redor do disco contendo o extrato, sdo apresentados no grafico da Figura 2.7.
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Figura 2.7. Halos de inibig8o do crescimento das bactérias S. aureus e P. aeruginosa frente aos extratos
de E. affine e E. macrocalyx. (EEA: Etandlico de E affine; MEA: Metandlico de E affine; EEM: Etandlico
de E. macrocalyx; MEM: Metandlico de E. macrocalyx; X: antibidtico ndo foi testado para esta bactéria)
Teste Tukey (p < 0,05) foi utilizado para comparacdo das médias (letras iguais indicam valores que néo se
diferenciaram significativamente)

Verifica-se que todos os extratos apresentaram alguma atividade antibacteriana
(Figura 2.7), com destaque para os extratos de E. affine, que inibiram o crescimento das
duas cepas de bacteérias testadas, sendo este um indicativo da presenca de substancias
antibacterianas de amplo espectro de atuacdo. Todos os extratos tiveram halos de
inibicdo significativamente menores (p<0,05) que aqueles apresentados pelos controles
positivos. Ja na comparacao entre os extratos, apenas houve diferenca significativa nas
médias dos halos de inibicdo do EEA e EEM para a bactéria S. aureus, e também entre
aqueles extratos que ndo apresentaram inibicdo da bactéria P. aeruginosa com os que

inibiram.
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Na literatura existem outros trabalhos publicados que também avaliaram a
atividade antibacteriana de extratos de plantas do género Erythroxylum. Albuquerque e
colaboradores (2014) avaliaram esta atividade para o extrato das folhas de E. pulchrum,
e o0s resultados indicaram atividade antibacteriana positiva para dez linhagens de
bactérias, e também verificaram maior inibicdo sobre a bactéria S. aureus. Violante e
colaboradores (2012) verificaram atividade de extratos e fragdes de E. suberosum e
obtiveram maior inibicdo para a mesma bactéria. De Wet (2011) avaliou atividade
antibacteriana de trés espécies africanas de Erythroxylum (E. delagoense, E.
emarginatum e E. pictum) frente a quatro espécies de bactérias, dos quais, 0s extratos de
E. delagoense foi o que apresentou maior espectro de atuagdo, com inibicdo
significativa (CIM < 1 mg/mL) das bactérias Bacillus subtilis (Gram-positiva),
Klebsiella pneumoniae (Gram-negativa) e Staphylococcus aureus.

Sabendo-se do potencial antimicrobiano descrito na literatura para muitos
alcaloides (ANISZEWSKI, 2007), decidiu-se avaliar o CIM e CBM de alguns dos
alcaloides isolados, com maior rendimento, de E. macrocalyx. Os compostos testados
(Tabela 2.1) foram o 6p,7B-dibenzoiloxitropan-3a-ol (LEMZ2), 3a-fenilacetoxitropano-
6pB,7p-diol (LEM 3), 3a-benzoiloxitropano-6p,7p-diol (LEM4) e 6pB-benzoiloxi-3a-(4-
hidroxi-3,5-dimetoxi-benzoiloxi)tropano (LEM5).

Tabela 2.1. Resultados obtidos nos ensaios antibacterianos por CIM e CBM dos alcaloides isolados
de E. macrocalyx frente as bactérias S. aureus e P. aeruginosa

Substancia CIM (png/mL) CBM (pg/mL)
S. aureus P. aeruginosa S. aureus P. aeruginosa

LEM2 >100 >100 >100 >100

LEM3 >100 >100 >100 >100

LEM4 >100 >100 >100 >100

LEM5 >100 >100 >100 >100
Tetraciclina (C+) 3,0 NT 3,0 NT
Ceftriaxona (C+) NT 3,0 NT 10,0

NT: ndo testado

Conforme pode ser verificado na Tabela 2.1 e na Figura 2.8, nenhum dos
alcaloides testados apresentou CIM e CBM menor ou igual a 100 pg/mL. Na Figura 2.9
(A) verifica-se a coloracdo rosa em todos 0s pocos contendo as bactérias incubadas com as
substancias, o que indica que as bactérias estdo metabolicamente viaveis (Figura 2.10). Ja
na Figura 2.9 (B) confirma-se que ndo houve morte dos micro-organismos em nenhuma
concentracdo testada, uma vez que houve o crescimento das bactérias na placa contendo

agar.
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(A) ' ®)
Figura 2.8. (A) Imagem representativa dos resultados dos testes de avaliagdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) e (B) concentracéo bactericida minima (CBM) dos alcaloides tropanicos avaliados

(I)_
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X NADH + H* X
—_—
+ NAD" + H,0
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Resazurina (Azul) Resorufina (Rosa)

Figura 2.9. Reacdo colorimétrica por reducdo enzimatica do reagente resazurina
FONTE: Baseado em SILANIKOVE e SHAPIRO (2012)

Os resultados obtidos nestes testes sugerem que o0s alcaloides isolados ndo sdo 0s
responsaveis pela atividade antibacteriana verificada para o extrato de E. macrocalyx, uma
vez que estas substancias nao tiveram poder de inibir o crescimento da bactéria S. aureus, que
havia sido moderadamente inibida pelos extratos dessa planta, no teste de difusdo em disco.
Entretanto, ha de se considerar que a metodologia de microdiluicdo em caldo se diferencia do
método de difusdo em disco e, portanto, 0 comportamento dos antibioticos nestes testes pode
ser diferenciado. Além disso, algumas substancias podem apresentar atividade bioldgica
apenas quando em mistura, devido a efeitos sinérgicos (OLIVEIRA, 1986).

Digno de nota é que muitos outros compostos isolados de E. macrocalyx nédo
foram testados, como terpenos e flavonoides, que sdo reconhecidos detentores de
atividade antibacteriana (COWAN, 1999). Portanto, a atividade antibacteriana do

extrato pode ser devida a esses compostos ou mesmo outros que ndo foram isolados.

2.9.2 Concentracéo de fenolicos totais

A determinagdo da concentracdo de compostos fendlicos totais foi realizada com
intuito de avaliar, antes mesmo do estudo fitoquimico, o perfil dos principios ativos

presentes nos extratos estudados. O ensaio realizado, utilizando o reagente Folin-
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Ciocalteu, é baseado em uma reacdo de oxirreducdo envolvendo os compostos fendlicos
(redutores) e uma mistura de acidos complexos fosfomolibdico e fosfotungstico (que
formam complexos octaédricos contendo os Oxidos dos metais coordenados em torno de
um centro fosfato). Na reacdo, o molibdénio e o tungsténio serdo reduzidos, levando a
formacao final de um complexo molibdénio-tungsténio [(PMoW311040)4] de coloragdo azul
que é detectado espectrofotometricamente (SINGLETON et al., 1999; SOUSA et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2009).

De acordo com Singleton e colaboradores (1999), os detalhes sobre a estrutura
molecular do complexo final gerado ainda ndo € totalmente esclarecida, porém o que se
sabe é que, o principio da reacdo se baseia na reducdo do molibdénio (V1) a molibdénio
(V) pela transferéncia de um elétron dos compostos fendlicos, favorecida pelo meio
basico (Figura 2.10). A reacdo ndo é especifica para compostos fenolicos, e espécies
redutoras presente no meio poderdo interferir na reacdo. No entanto, o teste fornece um

panorama geral sobre o perfil quimico do extrato analisado.

OH
o I
/
NaZCO3 = + oMo® + 2H*

+ 2Mo® ——
K &

Figura 2.10. Oxirreducdo simplificada envolvendo ions molibdénio (V1) e um composto fenélico

Os resultados obtidos para concentracdo de fendlicos nos extratos séo
apresentados na Tabela 2.2. A equacdo da curva padrdo do acido gélico
[(y=0,0368x+0,072; (Rz =0,9926)] foi utilizada para determinar a concentracdo de
fendlicos que variou de 196 a 360 mg de EAG (equivalente de acido galico) / 100g de

extrato.

Tabela 2.2. Concentracdo de fendlicos totais nos extratos de E. affine e E. macrocalyx

Extrato Concentracao de fenolicos mg(EAG)/100g*
EEA 360,59 + 12,27
MEA 239,26 +5,80°
EEM 219,02 £ 22,80?
MEM 196,61 + 18,31°

* mg equivalente de &cido gélico por 100 g de extrato. a: ndo se diferenciaram pelo teste Tukey (p<0,05)
(EEA: Etandlico de E affine; MEA: Metandlico de E affine; EEM: Etandlico de E. macrocalyx; MEM:
Metanolico de E. macrocalyx)
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Conforme pode ser verificado na Tabela 2.2, apenas o extrato metandlico de E.
affine se diferenciou significativamente (p< 0,05) dos demais e apresentou uma maior
concentracdo de fendlicos (360,59 mg(EAG)/100g). Este resultado esta de acordo com o
estudo fitoquimico (capitulo 1), uma vez que foi isolada maior massa e maior variedade
de flavonoides nesse extrato (Figura 1.66). Também foi possivel verificar que este
extrato apresentou maior poder de redugdo do reagente Folin-Ciocalteu que o extrato
metandlico da mesma planta. Isto pode ter ocorrido, pois 0 procedimento de extracdo
realizado (onde se extraiu primeiramente com etanol e depois com metanol) fez com
que grande parte dos compostos fendlicos livres fossem extraidos pelo primeiro
solvente (etanol), enquanto que o metanol extraiu uma maior concentracdo de
metabdlitos mais polares, muitos em suas formas glicosiladas. Como 0s compostos ndo
glicosilados apresentam mais hidroxilas fendlicas livres, o extrato mais concentrado
nesses compostos teria, portanto, maior poder de reducdo, sendo esta uma possivel
justificativa para os resultados verificados.

A presenca de compostos fendlicos nos extratos reforgou a ideia de se avaliar a
atividade antioxidante destes, uma vez que esses compostos sdo reconhecidamente agentes
capazes de capturar radicais livres (PIETTA, 2000). Portanto, foi avaliado o efeito desses

extratos frente aos radicais DPPH e ABTS ™ cujos resultados s&o apresentados a seguir.

2.9.3 Reacdo com o radical DPPH’

O método do DPPH avalia a habilidade dos extratos em estabilizar o radical
DPPH" a partir de sua reducdo (Figura 2.11). Esta reacdo faz com que haja um
decréscimo da coloracdo roxa caracteristica do DPPH em sua forma radicalar e aumento

da coloracdo amarelada, caracteristica do DPPH na forma reduzida.

O,N O2N
H
N—N NO, + AOH — N—N Nno, T AO:
@ O,N @ O,N
Roxo Amarelo

Figura 2.11. Reacdo entre o radical DPPH" e um composto com propriedade antirradicalar (AOH)
FONTE: Adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2014)
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O DPPH' é uma espécie muito comum de ser utilizada em testes de avaliag¢do de
atividade antioxidante in vitro, sendo muito difundido em estudos de atividade
antirradicalar de compostos puros ou de misturas complexas como extratos brutos de
plantas (OLIVEIRA et al., 2014). Mesmo sendo um radical livre, as ligagdes duplas
conjugadas do anel aromatico proximo ao atomo que suporta o elétron desemparelhado,
permite que este se deslogue ao longo de toda a estrutura dispersando-o e estabilizando-
0, 0 que impede que a molécula se dimerize como outros radicais (MOLYNEUX, 2004).

Os resultados obtidos do decréscimo de absorbancia das solu¢des de DPPH’ em
diferentes concentracGes dos extratos foram convertidos em percentual de sequestro do
radical, considerando a absorbancia do controle etanol (300 L) como indicador da
presenca de 100% do radical. As curvas de sequestro do DPPH" obtidas para 0s extratos
séo apresentadas na Figura 2.12.
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Figura 2.12. Curvas de sequestro do radical DPPH’ pelos extratos de E. affine e E. macrocalyx

A partir destas curvas, foram feitos os calculos para determinacdo da CEsy dos

extratos analisados. Estes resultados sdo apresentados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3. Valores de CEs, calculados para as curvas de sequestro do radical DPPH’ pelos extratos de E.
affine e E. macrocalyx

Extrato CEsg (ug/mL)
EEA 2,92 + 0,362
MEA 5,24 +0,49°
EEM 5,61 +0,54°
MEM 10,71 £0,82

Acido Gélico 0,54 + 0,10

Trolox 2,56 +0,30°

Letras iguais (a ou b): sdo para aqueles que ndo se diferenciaram pelo teste Tukey (p<0,05). (EEA:
Etandlico de E affine; MEA: Metandlico de E affine; EEM: Etandlico de E. macrocalyx; MEM:
Metanolico de E. macrocalyx)
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Verifica-se que o extrato etandlico de E. affine foi aquele que apresentou maior
potencial de reagir com o DPPH’, cujo CEs, foi similar ao trolox. Em contrapartida, o
extrato metandlico de E. macrocalyx foi 0 menos efetivo dentre os extratos analisados.

N&o surpreendentemente, os resultados obtidos aqui estdo de acordo com o teor
fendlicos nas amostras, uma vez que 0 extrato que apresentou maior concentracdo de
compostos fendlicos foi 0 que também reagiu mais eficientemente com o DPPH’,
apresentando menor CEso. A correlacdo entre os dois testes, contudo, ndo foi
significativa (correlacdo de Pearson: r = —0,7951; P=0,2).

Devido ao grande potencial antioxidante dos extratos etanolicos das duas espécies,
decidiu-se verificar se o flavonoide LEA3, obtidos destas plantas, seria o responséavel pela
atividade. Desta forma, realizou-se uma triagem, para verificar o potencial de captura do
DPPH’ por essa substancia, na maxima concentracdo da curva de estudo (150 pg/mL). Com
esta analise, foi verificado que o flavonoide LEA3 capturou apenas 3% (3,03 + 0,84%)
do radical, indicando ndo ser este 0 composto responsavel pela atividade antioxidante
atribuida para os extratos pelo método do DPPH’. O flavonoide LEA4 ndo foi avaliado
pois ndo havia sido identificado no periodo de realizacéo dos testes.

A principio, este resultado pode ser considerado incoerente com 0 que seria
esperado para flavonoides, entretanto, deve-se considerar que o flavonoide LEA3 possui
poucas hidroxilas fendlicas livres (Figura 2.13). De acordo com Barreiros e colaboradores
(2006) o maior potencial redutor dos flavonoides esta diretamente relacionado com a maior
presenca de grupos fenolicos, sendo bastante comum que flavonas que tenham apenas uma
hidroxila livre apresentem fraca atividade, podendo ficar abaixo do limite de deteccao.
Além disto, a presenca de grupos glicosidicos muito volumosos também fornece um certo

impedimento estérico a estrutura do flavonoide dificultando a aproximacdo do radical livre.

Figura 2.13. Estrutura do flavonoide LEA3
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Ainda de acordo com Barreiros e colaboradores (2006), além de
polihidroxilados, para que os flavonoides possam desempenhar boa atividade
antirradicalar a posicao das hidroxilas nas estruturas é bastante importante, uma vez que
elas influenciaram na estabilidade do radical flavonoil que é formado. Geralmente
verifica-se que flavonoides que possuem hidroxilas fendlicas livres vizinhas tendem a

apresentar melhor atividade antioxidante (ver Figura 1.6 no capitulo 1).

2.9.4 Reacg&o com o radical ABTS™

O método de captura do ABTS™ se assemelha bastante ao descrito para o radical
DPPH' e consiste em verificar se extratos ou compostos isolados possuem propriedades
redutoras, capazes de estabilizar a estrutura do radical, gerando um decréscimo da sua
coloracdo azul esverdeada caracteristica (FLOEGEL et al.,, 2011). A Figura 2.14

descreve a reacdo geral em que este teste se baseia.

N
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Sem coloragéo visivel Azul esverdeado

Figura 2.14. Preparo do ABTS" e sua reacdo com um composto antioxidante (AOH)

FONTE: Baseado em Oliveira e colaboradores (2014)

Assim como o DPPH’, a estrutura do ABTS" torna favoravel a sua utilizacdo
para realizacdo de testes farmacologicos antioxidantes in vitro uma vez que o elétron
desemparelhado presente na estrutura possui possibilidades de migracdo por ressonancia
monoeletrdnica, ao longo das conjugacdes em orbitais p ndo hibridizados da molécula.
Contudo, diferente do DPPH’, esta substancia ndo é obtida comercialmente na forma de
cation radical, sendo necessaria sua oxidacao a radical a partir de uma reacdo de 16

horas com uma solucéo de persulfato.
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O teste envolvendo o ABTS™ apresenta algumas vantagens sobre o teste com o
DPPH'. Uma das principais se refere ao fato de que a leitura de absorbancia néo sofre
muita interferéncia da coloragdo do extrato, uma vez que o comprimento de onda da
leitura é quase fora da regido do visivel. Outra vantagem é que a reacdo entre o
substrato e o cétion radical ocorre de forma mais rapida, dando ao método uma maior
frequéncia analitica (OLIVEIRA et al., 2014; AO et al., 2009).

Como no teste do DPPH’, os resultados obtidos para as curvas de decréscimo de
absorbancia do ABTS™ frente aos extratos foram convertidos em percentual de
sequestro do radical (Figura 2.15) considerando a absorbéancia do controle negativo
(etanol, 300 uL.) como 100% da presenca do radical.
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Figura 2.15. Curvas de sequestro do radical ABTS™ pelos extratos de E. affine e E. macrocalyx

Com base nestas curvas foram determinados, por regressdo hiperbdlica, os
valores de CEsg para os extratos analisados. Os resultados obtidos séo apresentados na
Tabela 2.5.

Tabela 2.4. Valores de CEs, calculados para as curvas de sequestro do radical ABTS™ pelos extratos de
E. affine e E. macrocalyx

Extrato CEsp (ug/mL)
EEA 3,04 £0,05
MEA 4,42 + 0,202
EEM 4,79 +0,432
MEM 4,35 + 0,552

Acido Galico 0,55 + 0,01

a: ndo se diferenciaram pelo teste Tukey (p<0,05). (EEA: Etandlico de E affine; MEA: Metandlico de E
affine; EEM: Etandlico de E. macrocalyx; MEM: Metandlico de E. macrocalyx)
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Verifica-se que, novamente, o extrato etanolico de E. affine foi o que apresentou
melhor atividade em comparagdo com os demais. Ainda assim, todos o0s outros extratos
demonstraram um bom potencial de antioxidante (CEsp < 5,00ug/mL).

Além disso, com excecdo do extrato metandlico de E. macrocalyx, todos 0s
demais resultados apresentam concordancia com o teste de sequestro do DPPH’, para o
qual a sequéncia de extratos mais ativos foi EEA>MEA~EEM>MEM. E quando se
relaciona o CEs de reducdo do ABTS™ com a concentragdo de fendlicos, verifica-se uma
boa correlacéo entre os resultados (correlagédo de Pearson: r =—0,9292; P = 0,07), superior
a que foi observada no ensaio com DPPH’, mas mesmo assim ndo muito significativa.

Nesse ensaio, 0 flavonoide LEA3 também foi testado quanto ao potencial de
reacdo com o ABTS". Para isto, foi feita uma triagem com esta substancia (150 pg/mL)
para avaliar se seria viavel a construcdo de uma curva de atividade para determinar o
valor do CEsp. Os resultados demonstraram que LEA3 reduziu o radical em cerca de 83%,
(82,99 + 1,89%), potencial superior ao que foi obtido no teste de inibicdo do DPPH" por
este composto. Este fato pode estar associado a uma possivel maior estabilidade do
DPPH’, sugerida pelo fato de que este radical é obtido comercialmente ja na forma livre.
Contudo, uma analise mais aprofundada a respeito da interacdo estrutural entre a
substancia LEA3 e os radicais, bem como o comportamento do composto no meio
reacional do ensaio, precisa ser feito para obter conclusdes mais precisas.

Considerando-se que o flavonoide reduziu mais de 50% na triagem inicial,
decidiu-se determinar o valor de CEsy. O resultado obtido para esta analise é

apresentado na Figura 2.16.
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Figura 2.16. Curva de sequestro do radical ABTS™ pela substancia LEA3
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A partir desta andlise constatou-se que o composto LEA3 ndo apresentou um
potencial antioxidante tdo elevado quanto o que foi determinado para o0s extratos,
contudo, isto ja era esperado, considerando os resultados obtidos na triagem inicial.

Comparando com a literatura (Y1 et al., 2016), o valor de CEsy de LEA3 (56,15
ug/mL ou 87,93 umol/L) foi de duas a trés vezes maior que aquele descrito por Yi e
colaboradores (2016) para o flavonoide glicosilado isoquercitrina (Figura 2.17). Os dois
flavonoides pertencem subclasse dos flavonois e possuem as mesmas posicoes
oxigenadas dos anéis aromaticos (O-5, 7, 3’ e 4’). Contudo o flavonoide isoquercitrina
apresenta maior nimero de hidroxilas fendlicas livres, bem como, um grupamento
glicosidico menos volumoso, caracteristicas que, como mencionado anteriormente,

aumentam o potencial antirradicalar dos flavonoides.

Figura 2.17. Férmula estrutural da isoquercitrina

Além do maior numero de hidroxilas fendlicas, o flavonoide isoquercitrina
também apresenta hidroxilas nas posicdes 7 e 4°, que segundo Barreiro e colaboradores
(2006), sdo as principais posicdes onde ocorre a doacdo de hidrogénio radicalar em
processos de estabilizacdo de radicais livres.

Sendo assim, os resultados obtidos neste teste corroboram com 0 pressuposto
estabelecido na literatura a despeito de o potencial antioxidante de flavonoides depender
do nimero de hidroxilas fenolicas na estrutura do composto, das posicdes dessas

hidroxilas e também da presenca de grupos glicosidicos volumosos.

2.9.5 Atividade antiproliferativa

Esse ensaio foi realizado no intuito de observar a toxicidade dos compostos isolados
sobre linhagens de células cancerigenas, monitorando a viabilidade celular pelo método do
Alamar Blue® (resazurina). Como visto anteriormente no método de microdiluicdo em caldo,

este corante, na presenca de células vivas, é reduzido a resorufina (Figura 2.9), modificando
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sua coloracéo de azul para uma coloragdo résea. O Clsy apenas foi determinado para aquelas
substancias que apresentaram inibicdo na maior concentracdo testada durante a triagem (25

ug/mL). Os resultados obtidos neste ensaio s&o apresentados na Tabela 2.7.

Tabela 2.5. Valores de Clsy e 0 respectivo intervalo de confianga (95% de confianca) atividade
antiproliferativa dos compostos isolados em linhagens de células tumorais e ndo tumorais

Valores de Clg (ug/mL)*

Composto HepG2 HL60 K562 MCF7 HCT116 Linfoblasto  MRC5
Humano
LEM2 > 25 > 25 NT > 25 > 25 NT > 25
LEM3 13,72 20,72 19,62 NT NT 4,22 NT
9,26 - 20,33 16,03-26,79 9,63 -—39,97 3,49-5,10
LEM4 11,59 > 25 > 25 NT NT > 25 NT
8,39 - 17,67
LEMS5 3,66 > 25 > 25 NT NT > 25 NT
2,63-5,10
LEM®6 19,38 > 25 > 25 NT NT > 25 NT
14,92 -
25,26
LEA4 >25 > 25 NT > 25 > 25 NT > 25
DOX 0,01 0,09 1,73 0,81 0,24 0,70 2,34

(C+) 0,01-0,02 007-010 146-205 058-111 0,196-0,30 0,53-0,92 1,67-3,26

* valores obtidos por regressdao ndo linear no programa GraphPad Prism 5.0. HepG2 (carcinoma
hepatocelular humano), HL60 (leucemia promielocitica humana), K562 (Leucemia mielocitica cronica
humana), MCF-7 (carcinoma de mama humano), HCT116 (carcinoma de célon humano). Células ndo
tumorais: Linfoblasto Humano (células mononucleares do sangue periférico acionadas com
concanavalina A), MRC5 (fibroblasto de pulmdo humano). NT: N&o testado (devido aos diferentes
periodos de realizacdo dos testes). Doxorrubicina (DOX) foi usada como controle positivo

Dentre os compostos testados, apenas 0 LEM3 apresentou algum efeito sobre
todas as linhagens de células que foi testado, incluindo os linfoblastos normais. Na
literatura, este composto ja havia sido avaliado quanto a sua citotoxicidade frente a
algumas linhagens de células cancerigenas, ndo apresentando efeito consideravel na
concentragdo 20 ug/mL (SILVA et al., 2001).

Os compostos LEM4, LEM5 e LEMG6 apresentaram a¢do citotoxica apenas sobre as
células do carcinoma hepatocelular, com destaque para LEMS5, que apresentou um Clsg
menor que 4,00 pg/mL, sendo considerada uma substancia promissora para 0
desenvolvimento de novos farmacos anticancer (SILVA et al., 2016).

Embora outros estudos sejam necessarios para desvendar o mecanismo de acdo do
LEMDS, sobre as células de carcinoma hepaético, a literatura aponta que alguns alcaloides,
atuam como indutores de apoptose celular a partir da inibicdo da sintese proteica ou
intercalacdo com moléculas de DNA, embora este mecanismo nao tenha sido comprovado
para alcaloides tropanicos (ROSENKRANZ & WINK, 2007).
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Digno de nota é que LEMS5 n&o apenas foi efetivo sobre células tumorais hepéticas
como também ndo apresentou qualquer toxicidade sobre linfoblastos humanos normais,
sugerindo uma certa seguranga desse composto in vivo. Estes resultados torna a substancia
ainda mais promissora para aplicacdao futura como farmaco antineoplasico, embora ainda
necessite de estudos mecanisticos e com modelos animais para melhor compreenséo dos
efeitos desse composto.

Mohammed e colaboradores (2016) identificaram a citotoxicidade dos alcaloides
tropanicos atropina e escopolamina sobre células MCF-7 (cancer de mama), mas com
valores de Clsp de 94,4 e 81,5 ug/mL respectivamente. Oliveira e colaboradores (2011),
demonstraram que o alcaloide catuabina B inibiu o crescimento de células NCI-H292
(cancer de pulmdo), com Clsp de 50 pg/mL. Contudo, nenhum desses compostos
encontrados na literatura apresentou um potencial citotdxico tdo promissor quanto o
apresentado pelo alcaloide LEMS5. Além disso, trata-se do primeiro relato do potencial
antiproliferativo dessa substancia, e também da LEM2, LEM4, LEM6 e LEA4, que

apresentam pouco ou nenhum estudo farmacolédgico descrito na literatura.

2.9.6 Atividade anticolinesterasica

Os extratos ou compostos isolados foram avaliados quanto a capacidade de inibir a
enzima acetilcolinesterase. Nesse ensaio, 0 iodeto de acetiltiocolina foi usado como substrato
da enzima. Quando ndo inibida, a acetilcolinesterase catalisa a hidrélise desse substrato a
acetato e tiocolina, sendo o ultimo detectado pela reagdo com DTNB (Reagente de Ellman),
que na presenca de grupos tidis, reage por substituicdo (Figura 2.18), formando um produto
de coloracdo amarela (ELLMAN et al., 1961).
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Acetiltiocolina Acetato Tiocolina
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Tiocolina DTNB _ Anion Amarelo ,/"

Figura 2.18. Reacdo colorimétrica para verificagdo da atividade da acetilcolinesterase
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Os resultados obtidos para os extratos de E. affine e E. macrocalyx s&o

apresentados na Figura 2.19.
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Figura 2.19. Percentagem de inibicdo da enzima acetilcolinesterase pelos extratos de E. affine e E.
macrocalyx. (95% de confianca; n = 3). (EEA: Etandlico de E affine; MEA: Metandlico de E affine;
EEM: Etandlico de E. macrocalyx; MEM: Metandlico de E. macrocalyx). Concentracdo dos extratos 1
mg/mL. Teste Tukey (p < 0,05) foi utilizado para comparacdo com o controle Eserina (500 uM). Eserina
(* = indica os inibidores que ndo se diferenciaram significativamente)

Todos os extratos testados apresentaram atividade anticolinesterasica, com
percentuais de inibicdo variando de 44 a 83%. O destagque novamente foi para o
extrato etanolico de E. affine, que inibiu a enzima em mais de 80%, de maneira
similar ao padréo Eserina.

De acordo com Vinutha e colaboradores (2007), no ensaio de inibicdo da
AChE, extratos de planta podem ser classificados como inibidores potentes (> 50%
de inibicao), inibidores moderados (30-50% de inibicdo) e inibidores fracos (< 30%
de inibicdo). Sendo assim, todos os extratos foram potentes inibidores e apenas o
extrato metandlico de E. macrocalyx apresentou potencial moderado.

Neste ensaio novamente verifica-se que 0s extratos etandlicos apresentam um
potencial de atividade maior que os extratos metanodlicos da mesma planta, assim
como foi verificado nos ensaios de acdo antibacteriana e antioxidante. Ao comparar
0s resultados desse ensaio com o teor de fenolico dos extratos, verifica-se uma
correlacdo entre os resultados (correlagdo de Pearson: r = 0,9185; P=0,08), porém,
novamente, ndo é muito significativa. Ainda assim, alguns estudos descritos na
literatura verificaram que varios extratos ricos em compostos fenolicos, de fato

apresentam potencial de inibir a enzima acetilcolinesterase (ROSEIRO et al., 2012).
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Considerando que o extrato etandlico de E. affine foi o que apresentou maior
potencial anticolinesterasico, as substancias isoladas desse extrato foram avaliadas.
Dentre os compostos testados (Figura 2.20), o flavonoide LEA3 foi o que inibiu
mais eficientemente a atividade da enzima (47,72%), enquanto que dentre os
terpenos, LEAL (friedelina) foi o mais ativo (24,5%).

100,00 - 29,36
80,00 - atr.72

60,00

40,00

24,50
9,29
20,00 981

o 0 mm ™

LEA1 LEAZ2 LEA3 LEA4 Eserina

Figura 2.20. Percentagem de inibicdo da enzima acetilcolinesterase pelos compostos isolados do Extrato
etandlico dos galhos de E. affine. (95% de confianga; n = 3). Concentragdo das amostras: 500 uM.
Comparacdo das médias cm o controle Eserina pelo teste Tukey (p<0,05) (Todos os compostos
apresentaram uma inibicao significativamente menor que a do controle)

O potencial anticolinesterasico de flavonoides j& é reconhecido na literatura
(ROSEIRO et al., 2012; JUNG & PARK, 2007), e varios destes compostos ja foram
indicados como relevantes para inibicdo da acetilcolinesterase em extratos de plantas
medicinais, como por exemplo, tilirosideo, 3-metoxicercetina, quercitrina e quercetina
(Figura 2.21).

(0]
HO HO

R=CH, R=H
Tilirosideo Quercetrina 3-metoxiquercetina Quercetina
Clg, =235 uM Clg, = 66,9 uM Cl,,=37,9 uM Cly,, =19,8 uM

Figura 2.21. Alguns flavonoides com potencial de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase e os respectivos
valores de concentracdo inibitoria média

FONTE: Dados obtidos de JUNG & PARK (2007)
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Nota-se que a maioria desses flavonoides apresenta um grande nimero de
hidroxilas fenolicas livres, diferente do perfil dos flavonoides LEA3 e LEA4, sendo este
um possivel fator que explique o mecanismo de acdo desses compostos sobre a enzima.
Roseiro e colaboradores (2012) discutem esta hipdtese e mencionam que os flavonoides
aparentemente bloqueiam a entrada do sitio ativo da enzima, estabelecendo ligacfes de
hidrogénio entre suas hidroxilas fenolicas (ou a hidroxila da posicdo C-3) e alguns
residuos de aminoacidos proximos ao sitio ativo (ROSEIRO et al., 2012).

Na literatura ha apenas descricdo da atividade anticolinesterdsica para o
composto LEAL (friedelina), que apresentou um percentual de 34,3% na concentragdo
de 50 mg/mL (117 uM) (JAMILA et al., 2015). Para os demais compostos, ndo foi
encontrado nenhum trabalho publicado que tenha realizado esta investigacdo. Este
trabalho contribui, portanto, para determinacdo do perfil farmacologico destes
compostos e também atribui um potencial de inibicdo moderado ao flavonoide
ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo, corroborando assim com a ideia de que os
produtos naturais sdo importantes representantes na busca de compostos a serem
utilizados no controle enzimatico da AChE, e colocando o género Erythroxylum como

promissor para pesquisas nesta area.
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2.10 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE AS ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

O estudo do potencial antibacteriano dos extratos dos galhos de E. affine e E.
macrocalyx revelou alguma atividade sobre as bactérias testadas, com destaque para 0s
extratos de E. affine que apresentaram atividade inibitéria sobre as cepas das bactérias
Gram-positiva e Gram-negativa. Contudo, ndo foi possivel atribuir esta atividade
bioldgica a algum dos compostos isolados destas plantas, uma vez que nem todos estes
foram submetidos aos ensaios, e aqueles selecionados para andlise, ou seja, 0s
alcaloides tropanicos, ndo apresentaram potencial significativo.

Por mais que muitos alcaloides apresentem reconhecidamente potencial
antibacteriano (ANISZEWSKI, 2007), na literatura ndo foi encontrada nenhuma forte
atribuicdo deste tipo de atividade para a subclasse dos alcaloides tropanicos, que
apresentam maior destaque no desempenho de atividade anestésica, anticolinérgica e
acdo sobre o Sistema Nervoso Central (LOUNASMAA, 1988). Desta forma, abre-se o
vies de possibilidade de avaliacdo destas atividades para os compostos isolados, uma
vez que estes sdo alcaloides com pouco ou nenhum estudo farmacoldgico descrito na
literatura. Também seria justificavel testar a atividade antibacteriana dos outros
compostos isolados neste estudo, para verificar se algum destes € o responsavel pelo
potencial antibacteriano apresentado pelos extratos.

Com relacdo a atividade antirradicalar, os resultados obtidos permitiram verificar
que os todos os extratos avaliados apresentaram um grande potencial de sequestro dos
radicais DPPH" e ABTS™, sendo estes resultados promissores no campo de busca de
substancias para comporem formulacGes de suplementos antioxidantes. Para estes
ensaios também ndo foi possivel encontrar o principal composto responsavel pela
atividade antirradicalar do extrato, entretanto um dos flavonoides isolados, o0 ombuina-
3-rutinosideo-5-glicosideo (LEA3), apresentou uma atividade significativa, reduzindo
aproximadamente 83% do radical ABTS" na maxima concentracio testada.

A avaliacdo da atividade anticolinesterasica revelou que grande parte dos
extratos foram classificados como potentes inibidores da enzima AChE, destacando-se
novamente o extrato etandlico de E. affine, que apresentou inibicdo similar ao controle
positivo eserina. Dentre os compostos isolados, o mais ativo foi o flavonoide LEA3 que

inibiu aproximadamente 48% da atividade enzimatica.
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De modo geral, ndo se verificou um aumento significativo nas atividades
farmacoldgicas (antibacteriana e antirradicalar) dos extratos de E. macrocalyx sobre os
extratos de E. affine, embora a concentragdo de alcaloides nos extratos da primeira
planta seja consideravelmente maior. O que aconteceu foi justamente o contrario, em
todos os testes, o extrato etandlico de E. affine foi aquele que apresentou maior
atividade, indicando, portanto, que a composi¢do quimica dos extratos desta planta
apresenta um perfil mais condizente com o0s ensaios farmacoldgicos realizados,
enquanto que a composi¢do quimica de E. macrocalyx, rica em alcaloides tropénicos,
possivelmente seja mais recomendada para ensaios em que esta subclasse de substancia
seja potencialmente mais ativa. Comparando-se 0s extratos da mesma planta, verifica-se
que o0s extratos etandlicos apresentaram uma atividade superior aos extratos
metandlicos, indicando que o etanol é o solvente mais recomendado para extragdo dos
constituintes ativos destas plantas.

Para a atividade antiproliferativa, o estudo realizado permitiu detectar um bom
potencial antitumoral da substancia LEMS, no controle de ceélulas de carcinoma
hepatocelular. Estes sdo apenas resultados iniciais, mas sugerem que se trata de um
composto promissor para futuros testes farmacologicos in vivo, e com isso verificar seu
potencial para desenvolvimento de uma droga anticancerigena. Este é um resultado
importante uma vez que se trata de uma substancia ndo muito comum de ser encontrada
na natureza, sendo este o segundo relato de isolamento. Além disto, o fato de ter sido
obtida de uma espécie endémica da flora brasileira, comum da regido Nordeste,

contribui efetivamente para valorizacdo da flora regional.
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Il CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

O estudo fitoquimico dos galhos de Erythroxylum affine e Erythroxylum
macrocalyx levou ao isolamento e identificacdo de treze diferentes compostos, sendo trés
substancias isoladas da E. affine, nove substancias isoladas da E. macrocalyx, e um
composto comum as duas plantas. O perfil quimico dos compostos isolados se mostrou
bastantes diversificado, especialmente para a E. macrocalyx, de onde foram isolados
alcaloides tropanicos, flavonoides glicosilados e triterpenos, enquanto que a E. affine
mostrou ser rica principalmente em flavonoides e terpenos. Dentre 0s constituintes de E.
macrocalyx, destaca-se o isolamento de um novo alcaloide tropanico, o 7B-acetoxi-6f3-
benzoiloxitropan-3a-ol, que ainda ndo havia sido descrito na literatura. Além deste, grande
parte dos compostos isolados ndo sdo muito comuns de serem relatados na literatura,
especialmente os alcaloides tropéanicos isolados, dos quais dois deles, [6pB,7p-
dibenzoiloxitropan-3a-ol e 6pB-benzoiloxi-3a-(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi)tropano],
estdo sendo relatados pela segunda vez. O isolamento destes metabdlitos valoriza ainda
mais essas duas plantas, que sdo endémicas da flora brasileira, e de ocorréncia comum a na
regido Nordeste do pais.

Com relacdo aos ensaios farmacologicos, o estudo permitiu verificar uma fraca
atividade antibacteriana dos extratos analisados (halos de inibi¢do entre 0—7 mm) sobre
as cepas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. O destaque foi para 0s
extratos de E. affine, que inibiram o crescimento das duas bactérias. Nao foi verificada
atividade antibacteriana significativa para os alcaloides tropanicos testados. Para
atividade antirradicalar, foi possivel verificar um grande poder de captura dos radicais
DPPH" e ABTS" pelos extratos, que apresentaram um conteido fenolico na faixa de
196-360 mg(EAG)/100g de extrato. Dentre os compostos testados, o flavonoide
ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo, apresentou uma maior reducao do radical ABTSe+,
com CEsp de 56,15 pg/mL. Nos ensaios de atividade antiproliferativa, 0s compostos
testados apresentaram maior acdo sobre a linhagem de células de carcinoma
hepatocelular (HepG2), com maior destaque para o composto 6B-benzoiloxi-3a-(4-
hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi)tropano, que apresentou um Clso promissor, abaixo de 4
ug/mL. Por fim, nos ensaios de atividade anticolinesterasica, a maior parte dos extratos
foram potentes inibidores da enzima AChE, em especial o extrato etandlico de E. affine,
que apresentou potencial de inibicdo proximo ao controle positivo eserina, enquanto que

dentre as substancias testadas, o flavonoide ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo foi o
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mais ativo, apresentando um potencial de inibicdo proximo a 50%. Todos os resultados
dos ensaios farmacoldgicos sdo ineditos tanto para os extratos das plantas como para a
maioria dos compostos isolados, trazendo mais relevancia para este estudo.

Como principais perspectivas para este trabalho tem-se a obtencdo de uma maior
quantidade do novo composto isolado, para que possam ser realizados testes
farmacoldgicos e Ihe atribuir uma funcdo biolégica. Além disto, a promissora atividade
antiproliferativa  apresentada  pelo  alcaloide  6B-benzoiloxi-3a-(4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzoiloxi)tropano e a sua ndo-toxicidade a células normais, desperta um
grande interesse para realizacdo de testes in vivo. Portanto, para estudos futuros, seria
interessante obter uma maior concentracdo deste alcaloide e de alguns analogos por
meio de uma rota sintética viavel. A presenca de mais alcaloides foi verificada em
outras fragcbes de E. macrocalyx, mas estes ndo foram purificados e/ou identificados,
sendo, portanto, interessante investir no isolamento destes compostos, uma vez que

pertencem a uma classe de metabolito farmacologicamente promissora.
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