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RESUMO

As espécies da familia Annonaceae sdo conhecidas por elaborar uma grande variedade de
compostos, principalmente alcaloides, diterpenos e acetogeninas, os quais tém revelado
importantes propriedades farmacologicas. Apesar da importancia dos membros dessa familia
na medicina popular, o nimero de espécies investigadas ¢ extremamente reduzido. O género
Xylopia L. constitui um dos maiores da familia Annonaceae, com cerca de 160 espécies com
ampla distribuicdo pantropical, sendo que apenas seis das doze espécies encontradas na
Amazonia, apresentam estudos quimico e/ou bioldgicos. Visando contribuir para o
conhecimento quimico e biologico do género Xylopia e considerando a potencialidade
quimico-farmacolégica das Annonaceae, este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil
quimico, realizar estudos fitoquimicos e investigar as atividades antimicrobiana, antitumoral
e leishmanicida das espécies X. excellens e X. benthamii. Neste trabalho, sdo apresentados
os resultados do estudo dos perfis quimicos realizados por espectrometria de massas, analises
cromatograficas dos 6leos essenciais das espécies X. excellens e X. benthamii, assim como
os resultados do estudo fitoquimico das espécies X. excellens. A analise de cromatografia
gasosa (CG/EM) acoplada a espectrometria de massas dos 6leos essenciais das folhas X
excellens, permitu identificar 29 compostos, observando-se a predominancia de
sesquiterpenos, sendo o espatulenol o composto majoritario. Para a X. benthamii foram
identificados 46 constituintes, verificando-se a predominicia de monoterpenos, sendo o
S~ felandreno, o composto majoritario. A andlise das fragdes alcaloidicas das folhas e galhos
finos de X. excellens revelou a presenga de uma variedade de estruturas de derivados
isoquinolinicos, com predomindncia de oxoaporfinicos. Foram isolados 11 alcaloides,

identificados como, reticulina (benziltetraidroisoquinolinico), anonaina e nornantenina
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(aporfinicos), liriodenina, lisicamina, isomochastolina, oxoglaucina, O-metilmoschatolina,
lanuginosina, oxonantenina e oxofoebina (oxoapofinicos). Do extrato hexdnico de X.
excellens foi isolado 1 diterpeno glicosilado inédito,  identificado como 7B-O-B-D-
glucopiranosideo ent-caur-16-eno. Os compostos isolados foram identificados por técnicas
espectrocopicas e espectrométricas (EM e RMN -1D e 2D) bem como a comparagdo com 0s
dados descritos na literatura. Adicionalmente, os extratos, fracdes e Oleo essencial das
espécies X. excellens e X. benthamii revelaram promissoras atividades antimicrobiana e
antitumoral. O diterpeno isolado apresentou atividade leishmanicida contra formas

promastigotas de Leishmania amazonensis com valores de ICso de 15.23 + 0.64 ng/mL.



ABSTRACT

Species of the Annonaceae family are known for presenting a variety of compounds,
particularly alkaloids, diterpenoids, and acetogenins which has proved valuable
pharmacological properties. Despite the importance of members of this family in folk
medicine, the number of species investigated is greatly reduced. The genus Xylopia L. is
one of the largest Annonaceae family, with about 160 species with large pantropical
distribution, with only six of the twelve species found in the Amazon, have chemical and
biological studies. As a contribution to chemical and biological knowledge of Xylopia
gender and considering the chemical and pharmacological potential of Annonaceae, this
study aims to evaluate the chemical profile, phytochemical perform studies, and
investigate the antioxidant, antimicrobial, and antitumor of the species X. excellens and X.
benthamii. In this work we show results of the study activity of chemical profiles of mass
spectrometry, GC analysis of essential oils of species X. excellens and X. benthamii, as
well as, results of the phytochemical study of alkaloid fractions of the X. excellens
species. Through gas chromatographic coupled with mass spectrometry (GC/MS)
analysis of the essential oils from leaves of X.excellens were identified 29 compounds
observing the predominance of sesquiterpenes, spathulenol being the major compound.
For X. benthamii leaves, 46 constituents were identified, verifying the predominance of
monoterpenes, being f- felandrene the major compound. The analysis of alkaloidal
fractions of leaves and branches of X. excellens revealed the presence of a variety of
isoquinoline derivatives, mainly oxoaporphine structures. Eleven alkaloids were isolated,
and were characterized as reticuline (benzyltetrahydroisoquinoline), anonaine and

nornantenine (aporphines), liriodenine, lysicamine, isomochastoline, oxoglaucine, O-
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methylmoschatoline, lanuginosine, oxonatenine and oxophoebine (oxoaporphines.). From
leaf hexanic extracts of X. excellens was isolated one ent-cauren diterpene, identified as
7B-O-B-D-glucopyranoside-ent-kaur-16-ene. The isolated compounds were identified by
spectrometric techniques (MS and NMR 1D and 2D) and the comparison with the data
with those reported in the literature. Aditionally, extracts, fractions and essential oil of X.
excellens end X. benthamii revelead promissor antimicrobial and antitumor activities. The
diterpene isolated show anti-leishmania activity against promastigote forms of

Leishmania amazonensis with values of ICso de 15.23 + 0.64 ng/mL.
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1. Introducao

O uso de plantas medicinas para o tratamento, cura e preven¢ao de doencas ¢ uma das
formas mais antigas de pratica medicinal da humanidade (Balunas & Kinghorn, 2005). Tal
conhecimento, acumulado durante séculos, pode ser considerado fator fundamental para
descobrimento de substancias toxicas e medicamentosas ao longo do tempo.

Nos ultimos anos, registrou-se um aumento expressivo no interesse em substancias
derivadas de espécies vegetais, isso pode ser evidenciado pelo crescimento de publicacdes
nas principais revistas cientificas das areas de quimica e farmacologia. Esse crescente
interesse em novas substancias biologicamente ativas estd diretamente relacionado a riqueza
da biodiversidade. O Brasil apresenta cerca de 22% de toda a biodiversidade vegetal do
mundo, o que faz da nossa flora nativa uma das mais ricas fontes de substdncias com
potencial farmacolégico. No entanto, essas plantas medicinais nativas do Brasil sdo pouco
conhecida e difundida (Carvalho 2009).

A Amazobnia ¢ considerada como o maior ecossistema de florestas tropicais do
mundo e maior reserva de plantas medicinais (Di Stasi et al., 2002). Apesar da potencialidade
da flora amazonica, poucos estudos foram desenvolvidos sobre os alcaloides de plantas
amazonicas, merecendo registro o trabalho pioneiro de Rocha e colaboradores (1979), sobre a
descoberta de um novo esqueleto de alcaloides, os azafluorantenos, isolados de espécies do
género Abuta, da familia Menispermaceae. Data de 1968, o primeiro screening fitoquimico
(Rocha et al.,1968), realizado em material de herbario, que apontou as familias Annonaceae,
Menispermaceae, Apocynaceae ¢ Loganiaceae, como as mais promissoras em alcaldides na
Amazonia.

Espécies de Annonaceae se destacam por sua importancia no fornecimento de frutos

comestiveis, produtos para cosméticos, material para perfumes e sdo usadas na medicina
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popular para vdrias finalidades, por exemplo, como antitumoral, antiparasitaria, inseticida, e
como antidiarreica. Muitas espécies apresentam em sua composicdo substancias das classes
dos alcaloides, acetogeninas, terpenos, lignanas, neolignanas, chalconas, flavonoides e
lactonas sesquiterpénicas, compostos descritos na literatura como bioativos (Leboeuf et al .,
1982).

A potencialidade quimico-farmacologica da familia Annonaceae referente as
atividades biologicas justificam estudos quimicos e bioldgicos de espécies dessa familia, em
especial, das ocorrentes no campus da Universidade Federal do Amazonas. Nesta tese, foi
realizada a andlise do perfil quimico por técnicas espectrométricas, e investigados os
aspectos botanicos, quimicos e biologicos das espécies Xylopia benthamii R. E. Fr e Xylopia

excellens R.E.Fr.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Familia Annonaceae Juss.

A familia Annonaceae pertence ao grupo das Eudicotiledoneas, classe Magnoliopsida,
subclasse Magnoliidae e ordem Magnoliales. Essa familia apresenta uma combinagdo de
caracteres marcantes, sendo uma das mais uniformes tanto do ponto de vista anatomico como
estrutural, € ¢ uma das mais primitivas das Angiospermae (Cronquist, 1988; Fechine et al.,

2002; Lorenzi & Souza, 2005).

NS ettt =S

Figura 1. Distribuicdo mundial da familia Annonaceae

Fonte: www.mobot.org/.../orders/magnolialesweb.htm

Annonaceae compreende cerca de 108 géneros e mais de 2.400 espécies, estando
distribuida nas regides tropicais e subtropicais em todo o mundo (Chatrou et al., 2012)
(FIGURA 1). A familia estd classificada em quatro subfamilias: Ambavioideae,
Anaxagoreoideae, Annonoideae e Malmeoideae (Chatrou et al., 2012). Anaxagoreoideae
inclui apenas Anaxagorea A.St.-Hil, com 14 espécies no Brasil. Ambavioideae ¢ composto
por 9 géneros, mas apenas Tetrameranthus R.E.Fr. ocorre no Brasil, com 3 espécies.

Annonoideae ¢ a maior subfamilia, com 51 géneros, dos quais 12 ocorrem no Brasil, sendo os
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géneros Annona R.E.Fr, Duguetia A.St.-Hil, Guatteria Ruiz & Pav. e Xylopia L. os mais
representativos da familia na flora brasileira. Malmeoideae inclui principalmente géneros
asidticos, e apenas os representantes da tribo Malmeae, com 13 géneros, ocorrem no Brasil
(Maas et al., 2013).

A Amazodnia abriga trés quartos da diversidade de Annonaceae, com 27 géneros e 280
espécies, € a Mata Atlantica, a maior parte restante: 15 géneros e 91 espécies (Maas et al.,
2013). Na Mata Atlantica, também s3o encontrados dois géneros e cerca de 40 espécies
endémicas. No Cerrado, sdo encontrados 10 géneros, nenhum dos quais endémicos deste
dominio, e 47 espécies de Annonaceae (Maas et al., 2013), algumas de ampla distribui¢do e
bastante comuns, como Annona crassiflora Mart., Duguetia furfuracea (A.St.-Hil.) Saff. e
Xylopia aromatica (Lam.) Mart.

Os géneros Anaxagorea A.St.-Hil, Annona R.E.Fr, Cananga Champ. ex Hook.f. &
Thomson, Duguetia A.St.-Hil. e Xylopia L. possuem distribuicdo pantropical, enquanto que
Diclinanona Diels, Froesiodendron A.St.-Hil., Guatteriella, Guatteriopsis (atualmente
incoporado em Guatteria Ruiz & Pav. (Erkens et al, 2008), Ruizodendron R.E.Fr. e
Trigynaea A.St.-Hil. sdo amazoOnicos, sendo os demais géneros também neotropicais
(Murillo-A et al., 2001).

A maioria dos representantes dessa familia ¢ composta por plantas arboreas, arvoretas
ou arbustos (Ribeiro et al., 1999). Vegetativamente, a familia pode ser reconhecida pelas
seguintes caracteristicas particulares: odor forte e caracteristico que exala do tronco cortado
ou dos ramos; por apresentar fibras longas e resistentes na casca, conhecidas popularmente
como envira; pela disposicdo simples alterna e distica de suas folhas com peciolo reduzido
(exceto em Tetrameranthus R.E. Fr, com folhas espiraladas) (Ribeiro et al., 1999). As flores
variam grandemente em tamanho e podem ser esbranquigadas, creme-amarelada,

esverdeadas, alaranjadas e até vinho (Ribeiro et al., 1999) (FIGURA 2).
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Figura 2. Flores de diferentes espécies de Annonaceae: (a) Ylang-Ylang, (b) Uvaria ruffa, (c) Xylopia
aromatica, (d) Annona coriacea, (¢) Asimina triloba. Fonte: https://sites.google.com/site/florasbs/annonaceae

Grande parte desta familia é polinizada por besouros e moscas, variando de acordo
com o tamanho das flores (Gottsberger, 1999; Webber, 1996, Maas et al., 2007).

No aspecto econdmico, a familia apresenta uma diversidade muito grande como fonte
de frutos comestiveis, principalmente espécies pertencentes aos géneros Annona R.E.Fr, tais
como: A. cherimolia (cherimolia), A. squamosa Linnaeus (ata, fruta do conde ou pinha), 4.
muricata Linnaeus (guanabana, graviola) e 4. mucosa (Jacquin) Baillon (biribd) (FIGURA

3), sendo seus frutos usados in natura ou na forma de sucos e sorvetes.
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Figura 3. Frutos comestiveis pertencente a familia Annonaceae: (a) A. squamosa (fruta- do- conde), (b)
A. muricata (graviola), (c) A. cherimolia (cherimoélia) e (d) A. mucosa (biribd) Fonte:
https://sites.google.com/site/frutos/annonaceae (Data de acesso: 22/02/2014)

Algumas espécies como Annona glabra Linn, Annona crassiflora Mart., Bocageopsis
spp, Fusaea longifolia (Aubl.) Saff., Oxandra lanceolata, Oxandra laurifélia (Sw.) Baill.,
Guatteria megalophylla Diels e Guatteria stipitata R.E. Fr. sdo de grande importancia
econdmica em madeireiras para confec¢do de utensilios (Lobdo et al., 2005; Murillo-A.,
2001; Bernardi e Spichiger, 1980).

Na Asia, as flores de Canangium odoratum (Lam.) Baill. e Artobotrys odoratissima
St. Hill. sdo cultivadas para obter a esséncia de ylang-ylang, sendo esta utilizada na
fabricagdo de perfumes. Na Africa e Malasia, as sementes de Xylopia sp. sdo usadas como um

substituto de pimenta (Bernardi e Spichiger, 1980). A casca de X. frutescens Aubl. fornece
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fibras que sdo utilizada para cordoaria e para amarrar rapaduras e feixes de cana nas rocas
(Brandao et al., 2002).

Vérios membros desta familia sdo usados na medicina popular para tratar os mais
diversos males. Na Amazonia foi identificado o uso de trés espécies: Annona muricata
(Jacquin) Baillon, no qual o suco do fruto ¢ usado internamente como antitérmico, diurético e
no combate a insonia; Annona tenuiflora Mart., que ¢ usada contra dores de cabeca, tonturas
e hipotensdo; e X. frutescens cf. Aubl., cuja infusdo das folhas ¢ usada como analgésico e
anti-inflamatorio, ao passo que a decoccdo da casca ¢ usada, na forma de inalagdo, para
combater resfriados e dores de cabeca (Di Stasi et al., 2002). O ché das folhas de Duguetia
furfuracea (A. ST.-HIL.) Benth. & Hook. ¢ indicado para combater dismenorreia e,
recentemente, teve atividade antioxidante comprovada (Farias et al., 2013).

Decocgdo das raizes da espécie Goniothalamus velutinus Airy-Shaw ¢ usada para
dores de cabeca e casos de envenenamento, as folhas sdo usadas como repelente de
mosquitos € outro exemplo importante do uso medicinal de espécies da familia Annonaceae.
Esta espécie tem comprovada atividade antibacteriana e antitumoral in vitro (Omar et al.,

1992).

2.2.Constituintes Quimicos da Familia Annonaceae

A familia Annonaceae ¢ rica em compostos quimicos, este fato ¢ observado pela
variedade diversidade estrutural de metabodlitos secunddrios presentes nesta familia que esta
relacionado com a diversidade biogenética de Annonaceae. A familia ¢ caracterizada pela
ocorréncia de alcaloides e acetogeninas de anondceas. Outras classes de compostos como
polifendis, terpenos, compostos aromaticos, neolignanas, flavonoides, lactonas e amidas

também podem ser encontrados em espécies desta familia (Leboeuf et al.,1982; Diaz, 1997;
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Alali et al., 1999; Pinto et al., 2005). Embora menos frequentes, compostos de outras classes
também foram isolados desta familia, tais como carboidratos, lipideos, aminoacidos e
proteinas, vitaminas (Leboeuf et al., 1982). Na Quadro 1, encontram-se exemplos de

moléculas ja isoladas de espécies da familia Annonaceae.

Quadro 1. Exemplos de metabdlitos isolados de espécies de Annonaceae.

Espécie Estrutura Quimica / Classe de composto
Acetogenina
treo treo
eritro \ /
3 37
. \ A (CHpo 7 (CHy)s 7 s
~_(CHy)g T —0
\ / OH J

trans

Cornifolina (1)
Annona cornifolia
(Lima et al., 2010) treo treo

eritro \ /
3 \ (CHa)g (CHo)1y 4 S

! (CH,) 0
\/ 2)8 \O(H /1

trans

esquamocina L (2)

Amidas
OH
OH 0
N X
Xylopia benthamii |
H O H

(Pimenta et al., 2012) | H
OCH;

N-trans- e N-cis-feruloiltiramina (3) e (4)
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Quadro 1. Exemplos de metabdlitos isolados de espécies de Annonaceae. (Continuagdo)

Flavonoides

kaempferol (5)

Annona dioica OH

(Vega et al., 2007).

3-0-[3",6"-di-O-p-hidroxicinamoil]-B-galactopiranosil-kaempferol (6)

Neolignanas

Anaxagorea clavata

3"-metoxi-3,4-metilenodioxi-4" 7-epoxi-9-nor-8,5 -neolignana-7,8"-dieno (7)
(Diaz, 1997).

COOH

acido-3"-metoxi-3,4-metilenodioxi-4",7-epoxi-9-nor-8,5 -neolignana-7-em-

9'-oico (8)

ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE Xylopia excellens E Xylopia benthamii (ANNONACEAE)



39

Quadro 1. Exemplos de metabolitos isolados de espécies de Annonaceae.(Continuacdo)

Terpenos

Sesquiterpenos

HO

oxido de cariofileno (9)

_(___.f&_\ fﬁ\

Anaxagorea brevipes T et jl

Wx -OH
(Alencar et al.,2012) H

a-eudesmol (11)

agarospirol (12)

Esteroides

Annona pulchra

(Oliveira, 2007)

estigmasterol (13) [3- sitosterol (14)

Lactonas

Guatteria friesiana

(Costa, 2009)

Guatteriolida (15)
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Quadro 1. Exemplos de metabdlitos isolados de espécies de Annonaceae.(Continuagdo)

Compostos aromaticos

ChHs

0 0
(0]
Uvaria grandiflora
(Ankisetty et al., 2006)
(E EO oé 0
grandiuvarona A (16) grandiuvarinas A ¢ B (17) ¢ (18)
Alcaloides
H,CO
Ephedranthus
. H;CO
amazonicus
(Alencar, 2010)
Isomoschatolina (19) o-metilmoschatolina (20)

2.2.1. Alcaloides em Annonaceae

Os alcaloides encontram-se presentes em um grupo restrito de familias botanicas,
sendo as principais Annonaceae, Apocynaceae, Fabaceae, Liliaceae, Loganiaceae,
Menispermaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae, Rubiaceae, Rutaceae e Solanaceae (Krane,

1982; Menachery et al., 1986; Min, 1991).
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A familia Annonaceae ¢ caracterizada pela ocorréncia de alcaldides do tipo
isoquinolinico (Leboeuf et al., 1982a). Considerando a origem biossintética desses alcaloides,
os nucleos principais encontrados na familia Annonaceae foram: isoquinolinico simples,
proaporfinico, aporfinico, benzilisoquinolinico, protoberberinico e fenantrénos (Leboeuf et

al., 1982a, Cavé, 1985; Chen et al., 1996) (FIGURA 4).

N+
I NH A
©ij\fH
. . . . O
isoquinolinico simples proaporfinico protoberberinico
N NH
,j “CH, ?\IH 2
aporfinico benzilisoquinolinico fenantréno

Figura 4. Principais ntcleos estruturais de alcaloides isoquinolinicos encontrados em Annonaceae.

Poucos alcaloides relatados em Annonaceae ndo sdo derivados benzilisoquinolinicos,
como a eupolauridina, a naftiridina, os pirimidicos-p-carbolinicos, ¢ os indoélicos (Cavé
1985).  Nesse sentido, foi isolado das cascas de A. impressivenia o alcaloide
metoxiannomontina (Santos, 2007) e das cascas de A. foetida foram isolados os alcaloides N-
hidroxiannomontina e annomontina (Costa et al., 2006) todos do tipo pirimidino-p-
carbonilico. Annomontina foi isolado pela primeira vez da espécie 4. montana (Leboeuf et

al., 1982a). Embora raros, os alcaloides indolicos foram encontrados em duas espécies do
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género Annona, tais como: os alcaloides cheritamina e aperlolidina isolados partir da A.

cherimola (Chen et al., 1998) e A. squamosa (Kuo et al., 2001), respectivamente.

~

N\ R

D ery g o
— N ~ II\I

}\I/ N N H N\ Z R

| N
)\ i~

HNT N
Eupolauridina naftiridina

inddlico
\ pirimidicos-B-carbolinico j

Figura 5. Nucleos estruturais de alcaloides ndo derivado de benzilisoquinolinicos encontrados em

Annonaceae.

- Gy

N
| Cheritamina (24)
H N X
e S
H,;N N
N 0

R;= OCHj3, Ro=H (metoxiannomontina) (21) P
Ri=H, Ry= OH (N-hidroxiannomontina) (22) N

Ri=H, R,=H (annomontina) (23) o
K Aperlolidina (25) /

Figura 6. Alcaloides do tipo pirimidino-B-carbolinilico e inddlicos isolados do género Annona

Os alcaloides liriodenina (oxoaporfinico) (Siqueira et al, 1998), reticulina

(benziltetraidroisoquinolinico) (Kanokmedhakul et al., 2007) e anonaina (aporfinico) (Costa

et al., 2008) sdo frequentemente encontrados em varias espécies da familia Annonaceae,
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sendo considerados marcadores quimiotaxondmicos desta familia (Leboeut et al.,, 1982)

(Figura 7).

CH;0
OH

\ liriodenina (26) reticulina (27) anonaina (28) )

Figura 7. Alcaloides mais frequentes encontrados na familia Annonaceae

Diversas atividades biologicas tém sido atribuidas a classe dos alcaloides
benzilisoquinolinicos, tais como: citotoxica, antiespasmddico, antitumoral, antimicrobiana,
anti-inflamatoria, antiviral, antioxidante e pode atuar como os inibidores da enzima
(Aniszewski, 2007).

Os alcaloides isoquinolinicos mostram afinidade natural para alguns dos receptores de
dopamina envolvidos nos principais transtornos do humor como esquizofrenia, doenca de
Huntington, déficit de aten¢do e hiperatividade e doencga de Parkinson. Precisamente, o (R) —
apomorfina, um aporfinico semisintetizado a partir da morfina, tém sido utilizado
clinicamente para o tratamento da doenca de Parkinson (Cortes et al., 2014). O aporfinico
(R)-anonaina isolado das sementes da espécie asidtica X. papuana e abundante em muitas
espécies de anonaceas apresenta uma atividade dopaminérgica indireta, uma vez que € capaz

de inibir a recaptacdo dopamina (Bermejo et al., 1995) (FIGURA 8).
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OH <o
HO o NH
H
N
H |
CHj

k R- apomorfina (29) anonaina (30) j

Figura 8. Alcaloides benzilisoquinolinicos com atividade bioldgica

No Quadro 2 sdo apresentados exemplos de alcaloides isolados de diversas espécies
pertencentes a familia Annonaceae derivados do esqueleto benzilisoquinolinico de interesse

farmacologico.
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Quadro 2. Atividade bioldgica de alcaloides isoquinolinicos.

Alcaloides A't1V}d.a de ISOla(,la. da Referéncia
biologica espécie
Isoquinolinico simples
H3CO
NH . Annona
HO Antifingica Yang et al., 2004
squamosa
O
talifolina (31)
Benziltetrahidroisoquinolinico
Atividade Xylopia Puvanendran et al.,
antioxidante championii 2008
(+)-laudanidina (32)
Bisbenzilisoquinolinico
OCH3 H3CO
N N Mahiou et al.,
2000;
] ] Guatteria
Antiprotozoario Chan-Bacab et al.,
boliviana
2001
OH
puertogalina A (33)
Bisbenziltetraisoquinolinico
Pseudoxandra
Leishmanicida Mishra et al., 2008
sclerocarpa

obaberina (34)
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Quadro 2. Atividade bioldgica de alcaloides isoquinolinicos. (Continuagdo)

Aporfinico

o Guatteriopsis
Antimicrobiana Costa, 2009
friesiana

guatteriopsiscina (35)

Oxoaporfinico
OCHj;

Antifingica Guatteriopsis
Costa et al., 2011

O/\O
’ !\ :
©) z /

antiproliferativa [friesiana
atherospermidina (36)
Fenantreno
CH;
HO N(
H:CO ) Annona
3 Antitumoral Wu et al., 1993
montana
argentinina (37)
Proaporfinico
H;CO
9@
OH .
) ) Annona Stévigny et al.,
Citotoxica
O purpurea 2005
O

glaziovina (38)
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Quadro 2. Atividade bioldgica de alcaloides isoquinolinicos. (Continuagdo)

Protoberberinico

) o Annona Queiroz et al.,
Leishmanicida
spinescens 1996
berberina (39)
Tetrahidroprotoberberinico
HO I
H;CO N

’ o ) Guatteriopsis

Antimicrobiana Costa, 2009

O friesiana
OCHj;

OCH3;

coripalmina (40)

2.3.Consideracoes sobre o género Xylopia

O género Xylopia, da tribo Xylopieae, com cerca de 157 espécies, possui distribui¢ao
pantropical e constitui um dos maiores géneros dentro da familia Annonaceae (Chatrou et al.,
2012). Ha 70 espécies na Africa, 40 na Asia e Oceania e 50 nas Américas, das quais 32 no
Brasil (Lopes et al., 2014; Maas et al., 2013). Sao arvores ou arbustos, seus frutos possuem
carpidios livres como os de Guatteria, mas tém geralmente mais de uma semente, € 0s
carpidios sdo deiscentes. Ocorrem do Amazonas ao Parand, no Cerrado e, nas matas,
geralmente em ambientes arenosos, como capoeiras, campinas, igarapés e orla de matas

ciliares (Dias, 1988).
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Espécies deste género possuem diversos nomes populares, entre os quais agoita-
cavalo, bananinha, begerecum, cedro-do-campo, envireira, imbiriba, pimenta-de-macaco,
pimenteira, pindaiba, pindaiba-de-macaco e pindaiba-do-campo (Dias, 1988). Sao facilmente
reconhecidas pela copa piramidal com ramos, folhas e flores pendentes, quando vistas de
cima, lembrando uma estrela de seis pontas. Algumas espécies possuem distribuigdo bastante
limitada, como X. decorticans D.M.Johnson & Lobdao, restrita a regido serrana do Espirito
Santo ¢ X. involucrata M.C.Dias ¢ L.S.Kinosh., restrita a Zona de Tabuleiros, na Bahia (Dias,
1998; Lobao, 2007).

Fries (1959) cita o valor das fibras de algumas espécies pertencentes ao género
Xylopia para a fabricagdo de cordas muito resistentes. Segundo Dias (1988), as madeiras das
espécies X. brasiliensis Sprengel. e X. emarginata Mart., sdo utilizadas na fabricacdo de
postes e cabos para ferramentas.

Os frutos de algumas espécies do género Xylopia sdo utilizados popularmente como
condimento por apresentarem odor semelhante ao da pimenta-do-reino, e empregados por
esse motivo como seu substituto (Bernardi e Spichiger, 1980). Varias de suas espécies sdo

conhecidas por seu uso etnomedicinal e atividade famacoldgica (QUADRO 3).
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Quadro 3. Usos etnomedicinais e atividade famacologica de espécies do género Xylopia.

Espécie

X. aromatica (Lam.)

Mart.

Uso popular
O cozimento das cascas ¢ folhas sdo
utilizados no tratamento de doengas
parasitarias (Vergara et al., 2006). Os frutos
sdo relatados como vermifugos e tonicos
intestino

para 0 estomago e

(Gemtchujnicov, 1976).

Atividade comprovada

Antiprotozoario in vitro (Osorio et
al., 2007); Citotoxica (Suffredini et
al., 2007); Larvicida (Rodrigues et

al., 2006).

X emarginata

Usada no tratamento de cdlicas digestivas,

contra vermes ¢ picadas de cobras

Chiesorin & Silva (2000).

X. emarginata, inibe o crescimento
de Plasmodium falciparum (De

Mesquita et al., 2007)

X. cf frutescens

A fusdo das folhas ¢ usada como analgésico
e anti-inflamatorio, ao passo que a decocgdo
da casca ¢ usada, na forma de inalagdo, para
combater resfriados e dores de cabega (Di

Stasi et al., 2002).

Atividade antimicrobiana (Marcédo
& Ferreira, 2004); Anti-inflamatéria
(Braga et al, 2000); Atividade
moluscicida contra o caramujo B.

glabrata (Santos et al., 1998)

X. aethiopica

A decocgdo das cascas ¢ utilizada para tratar

bronquites e diarreia (Hasan et al., 1982).

Agdo  anti-anafilatica e  anti-

inflamatoria (Obiri et al., 2013)

X vielana

Suas sementes sdo utilizadas na medicina
popular como estimulante da bexiga e

contra reumatismo (Do, 2001)

Atividade antiplasmodica (Nguyen-

Pouplin et al., 2007)
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Quadro 3. Usos etnomedicinais e atividade famacologica de espécies do género Xylopia. (Continuagdo)

Suas folhas e as flores sdo usadas para o

tratamento de doengas dolorosas e
X laevigata
doengas do coracdo (Quintans et al.,

2013).

A infusdo de seus frutos ¢é usada
X. sericea popularmente  no  tratamento de

perturbagdes gastricas (Corréa, 1987)

Atividade Acaricida (Pontes et al.,

2007)

Atividade antileishmania e

X. discreta -
imunomodulatoéria (Lopez, 2009)
A decocgdo das cascas do caule desta
planta ¢ usada para parar o vOmito
Atividade inseticida contra Aedes
X ferruginea (Burkill e Haniff, 1930) e para tratar a
aegypti (Krinsk et al., 2014)
doenca antiespasmodico (Mat-Salleh And
Latiff, 1989).
. L. X parviflora é um agente
Sua casca ¢ usado para fins analgésicos e
X. parviflora antinociceptivo (Nishiyama et al.,

anti-espasmodicos  (Nishiyama et al.,

2006)

2009)

Estudos quimicos com espécies do género Xylopia revelaram uma grande variedade

de metabolitos secundérios, particularmente alcaloides do tipo benzilisoquinolinicos e

aporfinicos, e diterpenos do tipo caurano e traquilobanico.

O primeiro estudo sobre a quimica do género Xylopia foi publicado por Fahim, Shimi

e colaboradores em 1953, sendo descrito o isolamento do diterpenoide acido xildpico a partir

de X. aethiopica (Dunal) A.Rich .

. _______________________________________________________ _________________________________________________
ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE Xylopia excellens E Xylopia benthamii (ANNONACEAE)



51

OACH

“CO,H

acido xilopico (41)

Diterpenoides representa a segunda classe de metabdlitos mais abundantes nas
espécies de Xylopia (Moreira et al 2013). Diterpenos do tipo caurano sdo os principais nas
espécies desse género (Moreira et al., 2013). O estudo fitoquimico dos extratos das frutas de
X. aethiopica levou ao isolamento de ent-cauran-16f-ol, acido xilépico, acido caurenoico, e

o acido ent-15-oxocaur-16-en-19-6ico.

COOH

ent-cauran-16f-ol (42) 4cido ent-15-oxocaur-16-en-19-6ico (43)

R! R’ R> R R
Me COOH AcO H H 4cido ent-7a-acetoxicaur-16-en-19-6ico (45)
Me COOH H H [ 4cido caurendico (46)
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Compostos antibacterianos foram identificados por screening de extratos de algumas
espécies do género Xylopia (Takahashi et al., 2006), como por exemplo: o 4cido ent-15a-
acetoxicaur-16-en-19-oico (Takahashi et al.,, 1995) isolado dos frutos de X frutescens
mostrou atividade inibitoria contra B. subtilis.

Em estudo quimico biomonitorado com X. aethiopica levarou ao isolamento do
composto 4cido ent-15a-acetoxicaur-16-en-19-6ico que exibiu um efeito hipotensor
significativo sobre a pressdo arterial sistolica e diastolica, enquanto que o &cido caurenoico e
o 4cido ent-15-oxocaur-16-en-19-6ico levaram a uma diminui¢do imediata da pressdo arterial
sistélica, mas nenhuma mudanga na diastolica pressao arterial (Lajide et al., 1995).

Os diterpendides do tipo traquilobanicos também sdo amplamente descritos nas
espécies encontradas no Brasil e na Africa, sendo raros em outras plantas, por este motivo
tem sido considerado seu potencial como marcadores quimiotaxondémicos do género (Moreira
et al., 2013). O estudo quimico das sementes de X. sericea levou ao isolamento do acido ent-
trachiloban-19-6ico (Takahashi et al., 2001) qual mostrou-se ativo contra B. subtilis e S.

aureus.

acido ent-trachiloban-19-oico (47)

O diterpenOide do tipo traquilobano, acido ent-7a-acetoxitraquilobano-18-6ico
obtido das sementes de X. langsdorffiana, apresentou atividade citotdxica in vitro ( ICso 224

para V79 fibroblasts e 231um para hepatdcitos de rato (Tavares et al., 2006).
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HooC pH OAc

acido ent-Ta-acetoxitraquilobano-18-o6ico (48)

Em contraste, diterpenos do tipo atisanos foram apenas encontrados nas espécies X.
aromatica (Moraes et al ., 1988), X. langsdorffiana (Tavares et al., 2007; Silva et al., 2009), e
X. sericea (Takahashi et al.,, 2001). Ao passo que, os diterpenoides do tipo labdano sdo
encontrados nas espécies X. acutiflora (Hasan et al., 1985), X. frutescens (Takahashi et al.,
1995), X. amazonica (Vilegas et al., 1991), e X. emarginata (Vilegas et al., 1991; Moreira et
al., 2000).

Os alcaloides sdo os compostos mais frequentemente isolados de espécies do género
Xylopia. Os benzilisoquinolinicos sdo os mais predominantes, sendo os aporfinicos os
segundos compostos mais abundantes (Moreira et al, 2013). Os dimeros
benzilisoquinolinicos (-)-medellina, (+)- antioquina, (+)- obamegina e (+)-isotetrandrina
foram isolados a partir dos frutos de X. Columbiana (Granell et al., 2004) e lindoldamina a

partir das cascas de X. parviflora (Nishiyama et al., 2006).

(-)-medellina (49) (+)- antioquina (50)
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lindoldamina (53)

R =H (+)- obamegina (51)
R =Me (+)-isotetrandrina (52)

O estudo fitoquimico das cascas de X. parviflora levou o isolamento dos alcaloides
aporfinas (+)-corituberina e (+)-glaucina. Ambos os compostos mostraram atividade

antinociceptiva, ou seja, apresentaram fortes efeitos analgésicos (Nishiyama et al., 2010).

H;CO.

Ml "0
CHs N—CH
e
0
g ]
H;CO HCo”
HAC

(+)- corituberina (54)
(+)-glaucina (55)

Os alcaloides dicentrinona (/Cso > 150 pM) e N-metil laurotetanina (/Cso de 90,6 uM),
obtido das folhas de X. amazonica; e os alcaloides (+)-laudanidina e (—)-discretina das cascas

de X. championii exibiram atividade antioxidante (Arango et al., 2004 ; Puvanendran et al.,

2008).
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OMe

dicentrinona (56)

H
MeO
‘ N
¢ ~ Me
MeO I
OH

(+)-laudanidina (58)

<
Qo

MeO

MeO

N-metil laurotetanina (57)

HO

MeO

OMe
OMe

(—)-discretina (59)

Outras classes de compostos foram relatadas na literatura para o género Xylopia,

aminoacidos, terpenos (monoterpenos,

dentre estas se encontram as acetogeninas,

sesquiterpenos e diterpenos), chalconas, carboidratos, esteroides, flavonoides, derivados de

acido benzdico, lignanas e amidas (QUADRO 4).
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Quadro 4. Classe de metabolicos isolados do género Xylopia

Classe de composto

Substancia isolada

Espécie vegetal

3p,6B-dihidroxi-p-menti-1-eno (60)

X. sericea
(Takahashi et al., 2001)

a-pineno (61)

Monoterpenoides .
B-pineno (62) X. cayennensis
(Andrade et al., 2004)
1,8-cineol (63)
. . X emarginata
oxido cariofileno (64) (Moreira et al., 2007)
Sesquiterpenoides )
(E)-cariofileno (65) X. laevigata
biciclogermacreno (66) (Ferraz et al., 2013)
acido (—)-caur-16-en-19-6ico (67)
. . X. sericeae
14-hidroxi-caurana (68) (Cavalcanti et al., 2010)
acido xilopico (69)
acido 16,17-epoxi-15-0x0-ent-cauran-19-6ico (70) X. aethiopica
Diterpenos acido 15-oxo-ent-caur-16-en-19-6ico (71) (Soh etal., 2013)
acido ent-7a-acetoxitrachiloban-18-6ico (72) X. langsdorffiana
acido ent-7a-hidroxitrachiloban-18-6ico (73) (Santos et al., 2012)
. X emarginata
emarginatina A (74) (Moreira et al., 2006)
X emarginata
ximarginatina (75) (Colman-Saizarbitoria et al.,
2
Acetogeninas - 009) -
annonacina (76) X. aromatica
(Colman-Saizarbitoria et al.,
annomontacina (77) 1994)
4-hidroxi-2,6-di-(3',4'-dimetoxifenil)- X. aethiopica
Lignanas 3,7dioxabiciclo-(3.3.0)octana (78) (Kuete et al., 2013)
xilobuxina (79)
Derivados de Acido . . . X buxifolia
Benzéico metil 3,4-dimetoxibenzoato (80) (Wahl et al., 1995)
mio-inositol (81) ; ;
Carboidratos hX p ozlcinez
sucrose (82) ( Thang et al., 2009)
N-trans-cafeoiltiramina (83) X aromatica
canabisina B (84) (Silva et al., 2010)
Amidas (E)-3-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-
N-[2-(4-hidroxifenil)etil]- 2-propenamida (85) X. aethiopica
(E)-3-(3,4-dihidroxifenil)-N-[2-(4- (LaJide et al., 1995)
hidroxifenil)etil]- 2- propenamida (86)
Aminoacidos arginina (87) X longifolia

histidina (88)

(Touché et al., 1981)
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Quadro 4. Classe de metabolicos isolados do género Xylopia (Continuagdo)

X emarginata

quercetina-3-a-raminosideo (89) (Silva et al,. 2009)

xilopoillina A (90)

X poilanei
(Thang et al., 2009)

luteolina-7-O-rutinosideo (91)

X. ochrantha

Flavonoides (Albuquerque, 2013)
caempferol (92) X ferruginea
afzelina (93) (Zawawi et al.,2012)
. X. aethiopica
candidona (94) (Kuete et al.I,?ZOIS)
Chalcona dihidrochalcona (95) ( Anih aé;’";‘f"”l“% "
Hidrocarbonetos e nonadecana (96) X emarginata
acetona alifatica hentriacontan-16-ona (97) (Moreira et al., 2007)
X. ochrantha
Esteroides campesterol (98) (Albuquerque, 2013)
sitosterol (99) X. brasiliensis
estigmasterol (100) (Moreira et al., 2003)
liriodenina (101)
1aqug1n051pa (102) X, laevigata
norisolboldina (103) (Costa ct al., 2013)
laurotetanina (104) °
norboldina (105)
lisicamina (106)
o-metilmoschatolina (107) X ferruginea
atherospermidina (108) (Zawawi et al.,2012)
Alcaloides oxostefanina (109)

nornantenina (110)

X. benthamii
(Pimenta et al., 2012)

(-)-discretina (111)

X. parvifolia
(Puvanendran, et al.,
2010)

dehidrocoritenchina (112)

(+)-S-reticulina (113)

X. nigricans
( Puvanendran, et al.,
2010)
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: H
H;C COOH

R;=H; R,= COOH; R3;=H; R;=H (67)
R1: H, R2: H, R3: OH, R4:H (68) (71) R= OCOCH3
R;=H; Ry= COOH; R3=H; Ry= AcO (69) R=0OH

Figura 9. Substancias isoladas do género Xylopia
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(82)

Figura 9. Substancias isoladas do género Xylopia (Continuagdo)
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R1: OH, R2: H (92)
Ri=O-rham; R,=H (93)

QI
OCH;0
%4

H3CO

95) 0]
13 3
97
HO
98)

Figura 9. Substancias isoladas do género Xylopia (Continuagdo)
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R,0

R=H, 22, 23-dihidro (99)
R=H (100) R3

R;=OH; R,=OCHj3;; R3= OH; R4= OCHj5 (103)
R;= OCHj; R,=OCHj3;; R3= OH; R4= OCHj3 (104)
R;= OCHjs;; R,=0OH; R3= OH; R4= OCHj3 (105)

R]Z RZZO CH3, R3,R4: OCHZO (110)

HO
(1
H,CO

R|,R;= OCH,O; Ri=R;=Rs=H (101
R,,R,= OCH,0; R3=H; R4=H; Rs: (102)
R;=0OCHj3; R;= OCHj; R3= R4=Rs=H (106)
R,=R,=R;= OCHj3; R;=Rs=H (107

R|,R,= OCH,0; R3= OCH3; Ry=Rs=H (108)
R;,R,= OCH,0; R;=H ; R4=OCHj. Rs=H (109)

H;CO
(T
HO CH
HO
H;CO ‘

(113)

Figura 9. Substancias isoladas do género Xylopia (Continuagdo)
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2.3.1. Xylopia benthamii R. E. Fries

A espécie Xylopia benthamii R. E. Fries (FIGURA 10) ¢ uma arvore vulgarmente
conhecida como imbieiro, embiriba, envira, envira-amarela, envira-imbiriba e pacovi, com
ocorréncia em floresta ndo-inundada, principalmente em solo arenoso. Apresenta flores
amarelo cremoso para laranja e seus frutos sdo monocarpicos de coloragdo avermelhada
quando maduros em forma de foice, constrito entre cada semente, fortemente sulcado
(Webber, 1996). A espécie X. benthamii ¢ de origem amazonica (Jurgens et al., 2000; Revilla,
2002). Os indios Taiwanos do rio Kananaré administram um chd das folhas como
tranquilizante para pessoas que tenham passado por situacdes de grande susto. Esta inducao
como tranquilizante requer ainda mais investigacdes quimicas e farmacoldgicas (Schultes &

Raffauf, 1990). O cha dos frutos desta espécie sdo uteis para dores estomacais (Berg, 1978).

Figura 10. Espécie X. benthamii: (a) arvore; (b) flores e (c) fruto.
Fonte: ALENCAR, D. C.; http://www.kew.org/science/tropamerica
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Em estudo realizado por Jurgens et al. (2000), foi observado que o odor das flores de

X. benthamii deve-se em grande parte a quantidade elevada de benzenoides (metilbenzoato e

O
o/ CH; @/\/OH

metilbenzoato (114) 2-feniletanol (115)

2-feniletanol).

Da madeira desta espécie evidenciou a presenca de duas amidas fendlicas

estereoisomeros cis e trans-feruloiltiramina (Pimenta et al., 2009).

OH
(0]
N o /\/©/
/Q/l /\/O/ h N
HO ¢} N |
ocH, | HO !
’ H OCH;
cis- feruloiltiramina (116) trans-feruloiltiramina (117)

Das cascas de X. benthamii foram isolados dois alcaloides aporfinicos, nornantenina

(110) e laurotetanina (104) (Pimenta et al., 2012) .

2.3.2. Xylopia excellens R. E. Fries

A espécie Xylopia excellens R. E. Fries (FIGURA 11) ¢ uma arvore com flores de
coloracao marrom amarelado (Webber, 1981). Tem ocorréncia em vegetagdo secundaria e em
solo arenoso (Webber et al., 1999). Essa espécie ndo apresenta registros na literatura de

estudos etnofarmacologicos e biolégicos ou das suas composi¢des quimicas.
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Figura 11. Espécie X. excellens: (a) arvore; (b) frutos e (c) botdo.
Fonte: ALENCAR, D. C.

2.4. Biossintese dos alcaloides isoquinolinicos

Os alcaloides s3o bases organicas nitrogenadas na maioria das vezes
famacologicamente ativas encontradas predominantemente nas angiospermas, no entanto,
estes compostos basicos também ocorrem, em menor quantidade, em microrganismos e
animais. Sao classificados de acordo com o aminoacido precursor, que podem ser ornitina,
lisina, acido nicotinico, tirosina, histidina, dcido antranilico, triptofano e reacdes de aminacao
(Dewick, 2009, Wink, 2010).

Os alcaloides sdo classificados em trés grupos amplamente aceitos: alcaloides
verdadeiros, protoalcaldides e pseudoalcaldides. Os alcaloides verdadeiros sdo derivados dos
aminoacidos e mostram uma ampla variedade de atividades fisiologicas. Os protoalcaloides

sdo aminas simples onde o grupo nitrogénio do aminoicido ndo faz parte de um anel
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heterociclico. E os compostos nitrogenados, com e sem anéis heterociclicos, que ndo sio
derivados de aminoacidos, sdo chamados de pseudoalcaldides (Dewick, 2009).

Os alcaloides verdadeiros compreendem um enorme grupo de produtos naturais, que
incluem cerca de 2500 estruturas conhecidas (Hangel et al., 2013). Apesar desse grande
diversidade estrutural, os benzilisoquinolinicos compartilham de uma origem biossintética
comum comegando pelo primeiro intermediario (S)-norcoclaurina. A biossintese envolve a
descarboxilacdo da L-tirosina formando-se a tiramina. Esta amina sofre hidroxilagdo,
originando a dopamina. Em seguida a transaminacdo de L-tirosina dd origem ao acido 4-
hidroxifenil pirtivico, que por sua vez sofre uma descarboxilagdo, transformando-se no 4-
hidroxifenil acetaldeido (4-HPAA). A partir da condensagdo do resultado dessas duas etapas
pela reagdo tipo Mannich, d4 origem aos alcaloides benzilisoquinolinicos (Dewick, 2009;
Hagel et al., 2013) (FIGURA 12).

A por¢ao do tetrahidroisoquinolinico do nicleo (S) -norcoclaurina ¢ derivado a partir
da dopamina, enquanto 4-HPAA compreende a por¢do benzilo ligada no -C1 (Hagel et al.,
2013).

A (S)-reticulina ¢ citada como uma das moléculas mais versateis do metabolismo
secundario em plantas, uma vez que o seu padrdo de substituicdo torna-a adequada para
acoplamento intramolecular, o que conduz a uma variedade de tipos de alcaloide, como
morfinanos, protoberberinicos, benzofenantrenos, isoquinolinicos, aporfinicos e protopinos
(Schmidt et al., 2005).

Os alcaloides aporfinicos sdo derivados dos benzilisoquinolinicos pelo acoplamento
oxidativo dos dois anéis aromaticos (FIGURA 13). Esse processo se da pelo acoplamento
oxidativo intramolecular direto da (S)-reticulina, orto ao grupo fendlico no
tetraidroisoquinolinico e para ao fenol do substituinte benzilico ou através de acoplamento

oxidativo intramolecular orto-orto, a partir da forma radical bisdienona (Stévigny et al.,
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2005). Eles formam um grupo que inclui os aporfinicos propriamente dito e os alcaloides
biologicamente relacionados, como os proaporfinicos, oxoaporfinicos e os fenantrenos

(Stévigny et al., 2005).
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NH, 0
HO e
Tiramina HO NH

L-Tirosina Dopamina
——» H
(o) COH CHO  Reacio de
Mannich
-COZ
HO .
Acido pirtivico-4-hidroxifenil (8)-norclaurina (S)-coclaurina

4-hidroxifenil acetaldeido

SAM

MeO

HO
HO

(S)-N- metil-coclaurina

MeO
(S)-reticulina (S)-3'-hidroxi- N- metil-coclaurina

\J

Aporfinas
Protoberberinas
Benzofenandrinas

Figura 12. Rota biossintética para a formagao da estrutura benzilisoquinolinica a partir da L-tirosina.
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H;CO
Acoplamento
N oxidativo
0 o H\CH3 orto-orto
H5CO 0 - >
‘ N ‘
~ [O] H;CO
HO
'H CHs /
‘ [&‘ H;CO
o Acoplamento
OH N oxidativo
g orto-para
(s)-Reticulina 0 Wy CHs P
—_—

Figural3. Biossintese dos alcaloides aporfinicos

Para os alcaloides oxoaporfinicos, Shamma & Guinaudeau (1984) sugere a seguinte

sequencia de oxidacdo (FIGURA 14).

K Aporfina Dehidroporfina 7-hidroxiaporfina N- metooxoaporfina Oxoaporﬁny

Figura 14. Biossintese geral para os alcaloides oxoaporfinicos
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3. Objetivos

Geral:

Realizar estudo fitoquimico de Xylopia excellens e avaliar o perfil alcaloidico e atividades
biologicas de Xylopia benthamii e Xylopia excellens visando contribuir para o conhecimento

quimico e bioldgico da familia Annonaceae da Regido Amazonica.

Especificos

e Avaliar o perfil quimico das fragdes alcaloidicas através de Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massa (CL/EM/EM) das espécies Xylopia benthamii e
Xylopia excellens;

e Realizar estudo fitoquimico das fra¢des alcaloidicas e hexanica da espécie Xylopia
excellens;

e Caracterizar os componentes quimicos dos Oleos essenciais das espécies de Xylopia
benthamii e Xylopia excellens por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) e submeté-los a ensaios bioldgicos antiproliferativo e antimicrobiano;

e Submeter as substincias isoladas aos ensaios antimicrobiano, antiproliferativo e
leishmanicida, em busca das substancias biologicamente ativas presentes nos extratos ou

fragoes.
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4. Parte Experimental

4.1. Técnicas cromatograficas

4.1.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

As andlises foram realizadas em cromatoplacas pré-fabricadas de silica gel de 0,2 mm
de espessura e indicador de flourescéncia F»s4, da Sorbent Technologies. A deteccdo dos
compostos foi feita por irradiagdo com lampada de ultravioleta (UV) (254 e 365 nm),

revelagdo com reagente de Dragendorff e vanilina sulfurica.

4.1.2. Cromatografia em coluna (CC)

Foram utilizadas colunas de vidro, cujo comprimento e didmetro variaram de acordo
com a quantidade de amostras a serem analisadas. As separagdes cromatograficas foram
realizadas utilizando-se como suporte silica gel 60 de 0,060-0,200 mm, da (Acros Organics).

As fases moveis usadas foram hexano, acetato de etila e metanol.

4.1.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia analitica

(CLAE)

A analise por CLAE foi efetuada utilizando-se um cromatografo Surveyor® (Thermo
Scientific), operando simultaneamente com um detector PDA e um detector de MS

(LCQ Fleet, ESI-IT-MS", Thermo Scientific ). O método cromatografico foi ajustado com

ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE Xylopia excellens E Xylopia benthamii (ANNONACEAE)



73

uma coluna analitica C18 de 150 x 4.6 mm (100A, 5um) da marca Phenomenex. As fases

moveis utilizadas foram metanol e dgua.

4.1.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

semipreparativa (CLAE)

O fracionamento e posterior purificacdo dos compostos quimicos foi realizado
em cromatografo marca Shimadzu®, composto por um sistema binario de solventes LC-6AD,
desgaseificador DGU-20A, equipado com detector de UV SPD-20A, ligados a uma
interface CBM — 20A. As analises foram registradas através do software LC solution.

Para o fracionamento foi utilizada uma coluna preparativa C18 de 250 x 15,00 mm
(100A, 5 um) da marca Phenomenex com um /oop de 100uL. Para a purificagdo foi usada
uma coluna Fenil-Hexil de 250 x 10,00 mm (5pum) da marca Phenomenex com um /oop de

10uL.

4.2. Solventes e reagentes reveladores

4.2.1 Solventes

Todos os solventes utilizados nos procedimentos cromatograficos e em experimentos
de MS eram grau de pureza HPLC da Tedia. Solventes deuterados da marca Merck foram
utilizados para obtengdo dos espectros de ressondncia magnética nuclear (NMR). Agua

deionizada foi obtida a partir de equipamento Milli-Q.

. ______________________________________________________ _________________________________________________
ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE Xylopia excellens E Xylopia benthamii (ANNONACEAE)



74

4.2.2. Reagentes reveladores

Reagente de Dragendorff com modificagdo de Munier (Munier, 1953 apud Merck,
1971): Solucdao A: 1,7 g de nitrato de bismuto III e 20,0 g de 4cido tartarico dissolvidos em
80 mL de agua destilada. Solucdo B: 16,0g de iodeto de potassio dissolvidos em 40 mL de
agua destilada. A mistura de partes iguais dessas solu¢des constitui a solucdo estoque. Para
borrifagdo das cromatoplacas, adicionou-se 10,0 g de acido tartérico, dissolvidos em 50 mL
de agua destilada. Apdsaplicagdo nas placas os alcaloides apresentaram coloragao laranja.

Vanilina Sulfarica (Mattos, 1997). Solugdao A: 5-10% de acido sulfirico em etanol.
Solugao B: Solugdo a 1% de vanilina em etanol. Através da aplicagio em placa
cromatografica os spots das amostras apresentaram coloragdes caracteristicas dos seus
cromoforos, a frio ou apos aquecimento em estufa a 110°C, por aproximadamente dois

minutos.

4.3. Métodos espectroscopicos/espectrométricos

Os espectros de ressonancia magnética nuclear 1D e 2D foram registrados em
equipamentos Bruker, modelo Avance 400 e Avance III 600 NMR, operando a 9,4 e 14,1
Tesla (T), respectivamente, observando 'H a 400,13 MHz e 600,13 MHz, e *C a 100,62 e
150,90 MHz, respectivamente. As correlagdes 'H-'>C (HSQC) e (HMBC) fora otimizados
para a média da constante a acoplamento 'Jic € °J u, ¢ de 150 e 8 Hz. As amostras foram
solubilizadas em cloroformio deuterado (CDCl3) e metanol deuterado (CD3OD). Os
deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (0) e as constantes de acoplamento (J)
foram registradas em Hertz (Hz). Os experimentos obtidos foram realizados no Departamento

de Quimica da Universidade Federal do Parana.
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As andlises de MS foram realizadas no laboratério de espectrometria de massas da
Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Os espectros foram
registrados em equipamento do tipo fon-trap, modelo LCQ Fleet® (Thermo scientific), ou
Triplo Quadrupolo, modelo TSQ Quantum Acess Thermo scientific), operando com fonte de

electrospray (ESI) ou com fonte de ionizagdo quimica a pressido atmosférica (APCI).

4.4. Outros equipamentos

e Evaporador rotatorio: Heidolph, tipo Heizbad OB;

e  Moinho: Modelo Willey com quatro facas;

e Estufa de circulagdo de ar: Deleo, tipo A6 sefaf;

e Ultravioleta (UV): Lampada de 254-365 nm, da Solab;

e Balanga analitica: Tecnal, classe 1 (max. 210 g — min. 100 mg);
e Pipeta automatica: Gilson, P 5000, P 1000 e P 100;

e  Ultrasson: Unique, modelo USC-2800.

4.5. Material botanico

O material botanico (folhas, galhos finos, casca e cerne) das espécies X. excellens e X.
benthamii, foram coletados no Campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), no
més de julho de 2011. O material botanico foi identificado pelo Prof. Dr. Antonio Carlos
Webber do Departamento de Biologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFAM e
as exsicatas das espécies com material fértil foram depositadas no herbario da UFAM sob os

seguintes numeros: 8279 (X. excellens) e 8280 (X. benthamii).
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4.6. Secagem e moagem

Depois de coletadas, as diferentes partes (folhas, galhos finos, casca e cerne) das
espécies X. excellens e X. benthamii foram secas em estufa de circulagdo de ar a 50 °C, sendo

em seguida trituradas em moinho de quatro facas, e pesadas.

4.7. Selecao, secagem e pulverizacao das folhas de X. excellens e X.

benthamii para extracio dos oleos essenciais

As folhas de X. excellens foram primeiramente selecionadas, limpas e secas em estufa
com ar circulante a uma temperatura de 45°C, e em seguida pulverizadas em liquidificador

com palheta de ago inoxidavel.

4.8. Obtencao dos dleos essenciais

Para a obtengdo dos oleos essenciais das folhas de X. excellens e X. benthamii (300 g)
foram submetidos aos processo de extracdo por hidrodestilacdo adaptado com um aparelho
tipo Clevenger, usando uma propor¢ao 1:10 de material vegetal/ agua destilada, por cerca de
3 horas. Posteriormente, os dleos coletados, separados por diferenga de densidade foram
secos por meio de percolagio em sulfato de sodio anidro (NaxSOs). Determinou-se o
rendimento (m/m) e armazenou-se em frasco de vidro de coloracdo ambar sob refrigeragao,

para que ndao houvesse a perda dos constituintes volateis.
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4.9. Analise por Cromatografia em fase Gasosa acoplada a

Espectrometria de Massas (CG-EM)

A analise dos constituintes volateis foi realizada no Laboratério de Biotecnologia e
Quimica Fina do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Roraima. A andlise
foi realizada em um cromatografo a gés fabricado pela Shimadzu, modelo GC 2010, acoplado
ao espectrometro de massa do mesmo fabricante, modelo QP2010 Plus com fonte de
ionizacdo por impacto eletronico de 70 eV, para identificacdo e obtencdo dos espectros de
massas. Foi utilizada uma coluna RTX5MS (5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano), gas de
arraste hélio com fluxo de 1,02 mL/min. A inje¢cdo em modo split 1:50 e temperatura do
injetor a 220 °C e a temperatura do detector foi de 260 °C. A programag¢do do forno foi de 50
a 260 °C com taxa de elevacdo de 3°C/min. A identificacdo dos constituintes foi obtida
através da comparagdo dos espectros de massas obtidos com dados da biblioteca Wiley 7.0 e

os indices de retencdo dos componentes com a literatura (Adams, 2007).

4.10. Preparacao dos extratos

Todo material pulverizado (1,0 Kg) foi individualmente submetido a extracdo por
maceracdo com solvente em ordem crescente de polaridade, hexano e metanol, com remog¢ao
em intervalo de 3 dias, totalizando 30 dias. O material remanescente foi desprezado. Os
extratos obtidos foram filtrados e evaporados sob pressdo reduzida a temperatura de 50 °C e,

em seguida, secos em dessecador (FLUXOGRAMA 1).
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Apods completa secagem foi calculado o rendimento dos extratos das espécies X.
excellens e X. benthamii (TABELA 1) e, em seguida, retirada uma pequena quantidade dos

extratos (1,0 g) para a realizagdo dos testes biologicos.

Material botanico
(1kg)

Extragdo com hexane
Filtracao
Concentragao

Residuo solido Extrato hexinico I

Extragdo com metanol
Filtracao
Concentragao

| Extrato metanolico I

Residuo solido
(desprezada)

Fluxograma 1. Obtengdo dos extratos brutos das espécies da familia Annonaceae coletadas.

Tabela 1. Rendimento dos extratos brutos

Espécie Parte da Extratos Rendimento Extratos Rendimento
Elanta hexanicos (g) metanolicos (g)
Folha EHXEXx (F) 13,2026 EMXEx (F) 90,3558
X excellens Galhos finos EHXEx (GF) 6,0117 EMXEXx (GF) 136,2150
' Casca EHXEx (CAS) 14,9501 EMXEx (CAS) 117,2925
Cerne EHXEx (CER) 2,1602 EMXEx (CER) 31,6142
Folha EHXb (F) 33,120 EMXb (F) 51, 5000
X benthamii Galhos finos EHXb (GF) 2,0900 EMXb (GF) 34,6000
’ Casca EHXb (CAS) 0,7100 EMXb (CAS) 12,3015
Cerne EHXb (CER) 0,8300 EMXb (CER) 8,023
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4.11. Marcha quimica para a extracido de alcaloides presentes nos

extratos metanolicos

Por meio de andlise em CCD, os extratos metanolicos da espécie X. excellens e X.
benthamii evidenciaram a presenca de alcaloides quando revelado com o reagente
Dragendorff (indicativo de alcaloide). Entdo, esses extratos foram submetidos a extracao
acido-base convencional, de acordo com o trabalho de Chang et al (1998), e adaptacdo de
metodologia descrita por Costa, 2004.

Para cada extrato metandlico procedeu-se da seguinte forma: o extrato bruto foi
solubilizado em diclorometano ¢ extraido trés vezes com solugdo de acido cloridrico a 3%
v/v, obtendo-se duas fracdes de cada extrato: a fracdo aquosa 4acida e a fracdo
diclorometanica neutra. A fracdo aquosa acida foi basificada com hidroxido de amdnio
concentrado (NH4OH) at¢é pH 10, em seguida, foi extraida sucessivamente com
diclorometano, levando a duas novas fragdes: a fracdo diclorometanica alcaloidica, que foi
concentrada em evaporador rotatorio a pressao reduzida, e a fragdo aquosa basica que foi

desprezada (FLUXOGRAMA 2).
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Extrato metanolico

Solubilizado em 50 mL de CH>Cl,

Extragdo com HCl a 3 % v/v

Fracio aquosa acida | Fracéao diclorometanica neutra I

Basificado com NH4OH conc. a pH 10

Extragdo com CH2Cl

Fracdo aquosa basica Fracio diclorometinica
(desprezada) alcaloidica (FAL)

Fluxograma 2. Fracionamento dos extratos metanolicos para obtengao de alcaloides.

Os solventes de todas as fragdes foram evaporados sob pressdo reduzida em

temperatura inferior a 40 °C, e apos secas foi obtido rendimento em gramas (TABELA 2).

Tabela 2. Rendimento da extragdo acido-base dos extratos metanolicos.

Espécies Extratos Fracoes Rendimento Fracoes Rendimento
Spe metanolicos Alcaloidicas (mg) neutras (mg)
EMXEx (F) FALXEx (F) 119,71 FN]E(%XEX 11,50
FNEMXEx
X EMXEXx (GF) FALXEx (GF) 259,50 (GF) 2,10
excellens gy ivpy (CAS)  FALXEx (CAS) 135,52 FI\?(EX;EX 4,19
EMXex (CER)  FALXex (CER) 150,85 FI\%\E%EX 6,25
EMXb (F) FALXb (F) 284,64 FN](E%[Xb 15,11
FNEMXb
X EMXb (GF) FALXb(GF) 445,91 (GF) 9,45
benthamii gy ixp (CAS)  FALXb (CAS) 191,30 F%i’[s))(b 5,76
EMXb (CER) FALXb (CER) 132,50 F%gg)(b 2,95
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4.12. Fracionamento do extrato hexanico das folhas de X. excellens
EHXEX (F)

O EHXEx (F) (5 g) foisubmetido a particdo com hexano/metanol aquoso (10%) na
propor¢ao 1:1, fornecendo as fragdes hexanica (3,25g) e hidroalcoolica (1,72g). A fracao
hidroalcodlica foi submetida a coluna cromatografica de silica gel (0,063-0,200 mm), eluida
com hexano, acetato de etila e metanol em misturas de polariadades crescente, fornecendo 20
fracdes. As fracdes obtidas foram analisadas por CCDA e reunidas de acordo com seus

respectivos R (FLUXOGRAMA 3).

Fracao hidroalcoodlica
(1,72 g)

--- Coluna de silica-gel (0,063-0,200 mm) mesh

Hexédno AcOEt Metanol
Fr. 1-4 Fr. 10-14 Fr. 19-20

Hexano/AcOEt
Fr. 5-9

Fr.15-18

AcOEt/Metanol |

Substancia isolada
Fr. 17 (XeHF 12)
(148,5 mg)

Fluxograma 3. Fracionamento da fragdo hidroalcodlica do extrato hexanico das folhas de X. excellens.
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4.13. Analise por ESI-IT-MS" das fracdes alcaloidicas das folhas,

galhos finos, cascas e cerne de X. excellens e X. benthamii

Os espectros de massas das fragdes alcaloidicas de X. benthamii e X. excellens foram
adquiridos usando um espectrémetro ion trap LCQ FleetTM (Thermo Scientific) equipado
com uma fonte de eletrospray e operando no modo positivo. Programado para monitorar a
faixa de m/z 100-600, adequada aos alcaloides descritos no género Xylopia. Foi preparada
uma solucdo de 10 ppm em metanol grau HPLC e aplicadas por inser¢do direta através da
bomba seringa do proprio equipamento. Para analisar as fragdes alcaloidicas utilizaram-se os
seguintes parametros de operacdo: spray voltage: 5,20 kV; sheath gas: 8 arb; auxiliary gas: 6
arb; sweep gas: 0 arb; capillary temp: 175 °C; capillary voltage: 50 V e tube lens: 120 V.
Hélio foi utilizado como gas de colisdo, onde as energias de colisdo variaram de 20 a 30%.

As solugdes stock (1 mg/ml) das fragdes alcaloidicas das folhas, galhos finos, cascas,
cerne ¢ dos compostos purificados foram preparadas com MeOH grau HPLC. Aliquotas (5
puL) das solugdes stock foram ainda diluidas para 5 pg/mL e analisadas por infusdo direta

através da bomba de seringa instrumento (8 pL/min).

4.14. Fracionamento e isolamento das fracoes alcaloidicas das folhas

e galhos finos de X. excellens

As fragdes alcaloidicas das folhas (FAXe (F)) e galhos finos (FAXe (GF)) X
excellens foram submetidas a andlise por LC-MS em escala analitica, de modo a tracar o
perfil cromatografico alcaloidico e auxiliar o desenvolvimento do método de purificagao

para posterior escalonamento para CLAE semi-preparativo. As andlises foram otimizadas em

modo isocratico 80:20, MeOH/H,O acidificada a 0,01% de TFA, com fluxo de 1 mL/min.
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Operou-se simultaneamente com um detector PDA, sendo a detec¢do feita nos comprimentos
de onda fixos de (280 a 305 nm) e um detector de MS (LCQ Fleet), utilizando a coluna

analitica C18 de 150 x 4.6 mm (100A, Sum) Phenomenex.

4.14.1. CLAE-DAD em escala semipreparativa da FAXE (F)

A fragdo alcaloidica das folhas (100 mg) foi submetida a purificacdo por CLAE-DAD
em escala semipreparativa para isolamento dos alcaloides majoritarios. Utilizou-se uma
coluna CI8 semipreparativa, eluigdo com metanol/dgua com 5% (v/v) de 4cido
trifluoroacético, na propor¢ao de 80:20, fluxo de 5 mL/min e deteccdo em UV;= 280nm e

UV2=305 nm.

A amostra foi preparada através da solubilizagdo da amostra em metanol grau HPLC
com o auxilio de banho de ultrassom. Em seguida a amostra solubilizada foi centrifugada por
10 min e o sobrenadante retirado foi filtrado e imediatamente injetado no cromatdgrafo
liquido. O volume de injecdo foi de 1,0 mL, sendo obtidos 30 subfracdes, as quais foram
secas sob uma corrente de nitrogé€nio gasoso. Apds a andlise por IES-EM, as subfragdes 12,
23 e 25 (TABELA 3), codificadas como XeF1, XeF2 e XeF3, foram submetidas a analises de

RMN 1D e 2D para determinagao estrutural.

Tabela 3. Substancias obtidas na purificagdo da FAXE (F)

Fracao Codigo Tempo de Retenc¢io (min) m/z
12 XeF1 14.51 330
23 XeF2 22.00 266
25 XeF3 23.20 352

4.14.2. CLAE-DAD em escala semipreparativa da FAXE (GF)

A fracdo alcaloidica dos galhos finos de X. excellens (100 mg) foi sobmetida ao

mesmo processo de separagdo cromatografica citado no item 4.14.1. Nesse processo de
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isolamento foram obtidos 34 subfracdes. Todas as amostras obtidas na purificagdo por
CLAE-DAD semipreparativo foram analisadas em IES-EM e as subfragdes 15, 21, 24, 26, 29
e 31 (TABELA 4). Foram submetidas a uma nova separagdo cromatografica para a
purificacdo por CLAE-DAD, usando-se uma coluna fenil-hexil semipreparativa, eluicio com
metanol/agua com 0,01% (v/v) de acido trifluoroacético, na propor¢ao de 60:40, fluxo de 5

mL/min e deteccdo em UVi= 280nm e UV,= 305 nm.

Tabela 4. Substancias obtidas na purificagdo da FAXE (GF)

Fragao Tempo de Reten¢do (min) m/z Substancia isolada/ cédigo

15 18.57 276 e 338 276 / XeF4

292 / XeF5
21 21.59 292 e 336 336/ XcF6
24 23.10 306 e 356 306 / XeF7
26 24.10 308 e 352 308 / XeF8
29 26.76 292 e 326 326 / XeF9

322/ XeF10
31 27.84 322 e 366 366 /XcF11

4.15. Testes de atividades dos extratos brutos, fracoes alcaloidicas e

dos oleos de X. excellens e X. benthamii.

4.15.1 Ensaio para avaliar atividade antiproliferativa frente a

linhagens tumorais humanas e células nio tumorais:

As drogas testes (extratos e fracdes) foram avaliadas quanto a sua atividade
antiproliferativa em painel de células tumorais humanas sendo a inibicdo de crescimento
calculada a partir da dosagem de proteinas utilizando-se o ensaio da sulforrodamina B (SBR).
A sulforrodamina B (SBR) ¢ um corante anionico de colora¢do rosa brilhante, capaz de se

ligar as terminagdes basicas de aminoacidos de células vivas, sendo assim um ensaio
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independente do metabolismo celular (Skehan et al., 1990). Para a realizacdo dos
experimentos sdo utilizadas as seguintes linhagens celulares: a = NCI-ADR/RES (ovério
resistente a multiplos farmacos); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas
células); o = OVCAR-3 (ovario); h = HT-29 (célon); k = K562 (leucemia); ¢ HAcat
(keratinocito), esta ultima linhagem de célula ndo cancerigena. As células foram cultivadas
em meio de cultura RPMI 1640, com 5% de soro fetal bovino a 37 °C em atmosfera timida
com 5% de CO;. Foram inoculados 100 L de células em RPMI 1640/SFB 10% gentamicina
50 pg/mL, nas suas respectivas densidades de inoculacdo, em placas de 96 pogos e incubadas
a 37 °C em atmosfera imida com 5% de CO;. Apos 24 horas, as amostras foram adicionadas
em concentragdes crescentes de 0,25 a 250 pg/mL. Apods 48 horas as células foram fixadas
com 50 pL de acido tricloroacético a 50%, a 4° C e incubadas por 1 hora a 4° C. Em seguida
as placas foram lavadas com agua destilada e mantidas em temperatura ambiente até a
secagem. A coloracdo foi entdo observada pela adi¢do de 50 pL de sulforrodamina B a 0,4 %
dissolvido em acido acético a 1%, durante um periodo de 30 minutos. As placas foram
incubadas a 4 °C, lavadas 4 vezes com acido acético a 1% e secas novamente em temperatura
ambiente. O corante foi solubilizado com solu¢do de Trizma base (10uM, pH 10,5) e a leitura
espectrofotométrica realizada a 540 nm em um leitor de microplacas. Como controle positivo
utilizou-se o quimioterapico doxorrubicina nas mesmas concentracdes das amostras em teste
e como controle negativo o diluente DMSO/RPMI-1640 (0.1%). Foram analisados também
em cada placa teste um branco do meio de cultura (sem células), um branco da suspensio
celular (controle do indculo) e o branco das amostras teste. Cada droga-teste foi analisada em
triplicata. Com os dados de absorbancia foram elaborados graficos relacionando a
porcentagem de inibicdo ou morte celular com a concentracdo de extratos e das fracdes. Além

disso, foram calculadas as médias das absorbancias descontadas de seus respectivos brancos.
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Através das formulas a seguir, foi determinada a inibicdo de crescimento (IC) de cada
amostra testada.

Para realizagdo dos céalculos considerou-se o seguinte:
0
Se T > C a droga estimula o crescimento, ndo apresenta IC. Se T>T e < C, a droga ¢
. . eq e 0 0
citostatica e a formula utilizada ¢ 100 X [ (T-T )/ (C-T ) ].

0 0
Se T< T0 a droga ¢ citocida e a formula utilizada ¢ 100 X [ (T-T ) /(T )]

Sendo que T ¢ a média da absorbancia da célula tratada; C € o controle de célula; T0 €o
controle das células no dia da adi¢do das drogas.

O resultado obtido ¢ subtraido de 100%, obtendo-se entdo a porcentagem de
crescimento. Com esses resultados sdo produzidos graficos relacionando a concentra¢do da
amostra e seu efeito. As amostras sdo consideradas ativas quando apresentarem inibi¢do de
crescimento maior que 50% e ainda de forma dose dependente, preferencialmente
apresentando seletividade para os tipos celulares. Através da regressdo sigmdide das curvas
obtidas com as médias da porcentagem de crescimento, serdo calculados os valores TGI (total
growth inhibition), ou seja, concentracdo necessaria para inibir totalmente o crescimento
celular.

Este ensaio foi realizado no laboratorio de Produtos Naturais ¢ de Bioensaios do
Curso de Farmacia/DBV-IB-UNICAMP, em colaboracdo com o Prof. Dr. Marcos José

Salvador.

4.15.2 Ensaio para avaliar atividade antimicrobiana

Os Oleos essenciais de X. excellens € X. benthamii e as substancias isoladas foram
avaliadas quanto a atividade antimicrobiana, utilizando o método de micro diluigdo em caldo

(placas de 96 pocos), como descrito anteriormente (SALVADOR et al., 2002; COSTA et al.,

. ______________________________________________________ _________________________________________________
ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE Xylopia excellens E Xylopia benthamii (ANNONACEAE)



87

© —————————————————————————————————————————————
2010). Vinte microlitros de solugdes de amostra-teste e de solu¢des-controle (positivo e
negativo) foram aplicadas em pogos de 5 mm de didmetro para dar uma concentragdo entre
10 a 500 pg/ml. As solug¢des foram preparadas em DMSO, em concentracao de 5000 pg/mL.
Como controles positivos foram utilizados discos de cloranfenicol (100 pg/mL) e cetoconazol
(100 pg/mL) enquanto como controle negativo foi usada uma solucdo de dimetilsulféxido
(DMSO)-esterilizado e 4dgua destilada (5:95, v / v). A concentracdo inibitéria minima (CIM)
foi calculada como a concentracdo mais baixa que mostra completa inibicdo de uma estirpe
testada (SALVADOR et al., 2002). Cada teste de sensibilidade foi realizado em duplicata
para cada micro-organismo avaliado e repetido trés vezes. As estirpes de micro-organismos
utilizados foram Kocuria rhizophila (ATCC 9341), Staphylococcus aureus (ATCC14458),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli (ATCC 10538), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Candida albicans (ATCC 10231), Candida parapsilosis (ATCC
22019), Candida tropicalis (ATCC 157), Candida glabrata (ATCC 30070) e Candida
dubliniensis (ATCC 778157). Os resultados sdo mostrados na Tabela 19.

Este ensaio foi realizado no laboratorio de Produtos Naturais e de Bioensaios do
Curso de Farmacia/DBV-IB-UNICAMP, em colaboracdo com o Prof. Dr. Marcos José

Salvador.

4.15.3 Ensaio para avaliar atividade leishmanicida

Ensaio antiprotozoario

O ensaio foi realizado com formas promastigotas de Leishmania amazonensis
(WHOM/BR/75/JOSEFA) utilizando o ensaio de viabilidade celular do XTT. Para isso,
formas promastigotas (1 x 10° parasitos/mL) com cultivo de 48 h foram adicionadas em placa
de 96 pocos, na presenca e auséncia de diferentes concentragdes dos compostos e em seguida

incubadas por 72 h a 25 °C. Apos tratamentos as células foram incubadas com XTT (0,5
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mg/mL) e ativador PMS (0,06 mg/mL) por 4 h a 25 °C. A anfotericina B foi utilizada como
controle positivo. A leitura da absorbancia foi realizada a 450 nm em um espectrofotdometro
de placas (Bio Tek — Power Wave XS). Atividade leishmanicida foi determinada pela
contagem direta dos parasitas vivos na camara de Neubauer, e a concentra¢do de inibi¢cao de
50% (ICso) foi avaliada graficamente tracando a concentragdo versus a inibi¢do do

crescimento percentual (Britta, 2012).

Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada em macréfagos J774A1 utilizando o ensaio de
viabilidade celular através da reducio do MTT. Para isso, macrofagos (5 x 10° células/mL)
foram plaqueadas em lamelas em meio RPMI 1640 suplementado 10% de SFB e cultivados
em placas de 96 pocos e mantidos a 37°C e 5% de CO2 por 24 h. Apos 24 h diferentes
concentragdes dos compostos foram adicionados e a placa foi incubada durante 48 h. Apos o
tratamento as células foram lavadas com PBS e incubadas na presenca de MTT (2 mg/mL).
Apods 4 h foi adicionado DMSO e a leitura da absorbancia realizada a 492 nm em um
espectrofotometro  de placas (Bio Tek — Power Wave XS). A percentagem de células
viaveis foi calculada em relagdo ao controle com intuito de determinar o CCso (concentragao

citotoxica em 50%) (Britta, 2012).

Este ensaio foi realizado no laboratério de Ciéncias farmacéuticas da Universidade

Estadual de Maringd, Parana, em colaboracdo com o Prof. Dr. Celso Vataru Nakamura.
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5. Resultados

De acordo como descrito no item 4.14, a andlise do perfil alcaloidico das
fracoes FAXE (F) e FAXE (GF) de X excellens por LC-MS em escala analitica
evidenciou a presenca de diversos alcaloides (FIGURA 15 e 16). A andlise do perfil
em DAD dos picos majoritario das fragdes FAXE (F) e FAXE (GF) evidenciou a
presenca de bandas na regido do UV (200-400 nm) caracteristicas de alcaloides
aporfinicos e oxoaporfinicos (FIGURA 15 (b) e 16 (b)).

Para a amostra FAXE (F) observou-se 7 picos cromatograficos majoritarios
correspondendo as substancias protonadas de m/z 276, 372, 266, 352, 336 ¢ 382
[M+H]", respectivamente (FIGURA 15 (a)). Enquanto para a amostra FAXE (GF) foi
observado 8 picos majoritarios correspondendo as substancias protonadas de m/z

276, 314, 338, 298, 336, 306, 292, 326 ¢ 354 [M+H]" (FIGURA 16 (2)).
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Figura 15. Cromatograma LC/MS da FAXE (F). (a) Detector MS, (b) Detector PDA
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Figura 16. Cromatograma LC/MS da FAXE (GF). (a) Detector MS, (b) Detector PDA

5.1. Analise do perfil alcaloidico por espectrometria de massas

das fracoes alcaloidicas de X. excellens e X. benthamii

As fragdes alcaloidicas das folhas, galhos finos, casca e cerne de X. excellens e X.
benthamii foram avaliados quanto ao seu perfil alcaloidico por espectrometria de massas.
Foram obtidos espectros de massas em modo full-scan apresentando os ions precursores das
moléculas protonadas [M+H]" (FIGURAS 17 e 18). No espectro de ions totais, foram
verificados diversos ions de m/z par, sugerindo a existéncia de alcaloides de esqueleto
isoquinolinico, comuns na familia Annonaceae.

No perfil alcaloidico das espécies pdde-se perceber a existéncia de ions com m/z
comuns nas amostras analisadas. A presenca do ion m/z 352 foi predominante nas folhas,
galhos finos e cascas de X. excellens e X. benthamii. Ao passo que os ions m/z 358 e 338

puderam ser observados nos galhos finos, casca e cerne das respectivas espécies.
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O ion mais intenso e frequente nas espécies com m/z 338 foi submetido a
fragmentacdo (MS?) (FIGURA 19), apresentando fortes evidéncias da presenca de um
esqueleto oxoaporfinico. Assim, observou-se a perda inicial do grupo metila seguido da
concorréncia entre a perda de CHs (-15 Da) ou CH;3O (- 31 Da) e das subsequentes perdas do
grupo CO (-28 Da), sugerindo a presenca de grupos hidroxilas e metoxil vicinais (Stévigny et

al., 2004, Da Silva et al., 2012).
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de X. benthamii. (a) FAXB (F), (b) FAXB (GF), (c) FAXB (CAS), (d) FAXB (CER)
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5.2. Identifica¢cao das substancias isoladas de X. excellens

A andlise por LC-semi-preparativo das fragdes alcaloidicas das folhas e galhos finos de

X. excellens levou ao isolamento de 11 alcaloides, sendo 1 benzilisoquinolinico, 2 aporfinicos

e 8 oxoaporfinicos. Da analise dos extratos hexanicos das folhas de X. excellens foi possivel

o isolamento de 1 diterpenos do tipo ent-caurano. As substancias isoladas foram identificadas

por técnicas de elucidacdo estrutural tais como RMN de 1D, 2D e EM, bem como a

comparacdo dos dados com os descritos na literatura.

H,CO
H;CO 0
N
N <O N\ H3CO > H
HO \CH3 H
HO
O
H,CO \_0
anonaina

reticulina

nornantenina
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5.2.1. Determinacio estrutural da substancia XeF1

H;CO

A substancia XeF1 (3,0 mg) foi isolada como um sélido amorfo, com reagdo positiva
para alcaloide no reagente de Dragendorff, em CCD. A analise por EM apontou a presenca
da molecula protonada [M+H]" em m/z 330 (ESPECTRO 1 — ANEXO I), a qual aliado aos
dados de espectro de RMN de 'H foi compativel com a férmula molecular C1oH23NO4.

A analise do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl; + gotas de CD3OD) evidenciou
a presenga de um conjunto de sinais caracteristicos de alcaloides do tipo
benziltetraidroisoquinolinico (ESPECTRO 2 — ANEXO I). Foram observados cinco atomos
de hidrogénio aromaticos constituindo dois diferentes conjuntos de hidrogénios. O primeiro
foi caracterizado pela presenga de dois simpletos, em ¢ 6,19 (1H, s) e 0 6,57 (1H, s), tipico de
um sistema 1,2,4,5-tetrassubstituido, compativeis com os hidrogénio H-5 e H-8 do anel A.
O segundo evidenciou um sistema 1,3,4-trissubstituido, com hidrogénio em o0 6,70 (1H, d,
J= 2,0 Hz), ¢ 6,75 (1H, d, J= 8,4 Hz), ¢ 6,53 (1H, dd, J= 8,0 e 2,0 Hz), os quais foram
atribuidos, respectivamente, aos hidrogénio, H-14, H-11le H10, do anel C. Sinais de
hidrogénio metilénicos em ¢ 3,20 (1H, m) / 6 2,75 (1H, m); 6 2, 87 (1H, m) / 0 2,58 (1H, m)
foram atribuidos aos hidrogénio H-3 e H-4 do anel B, enquanto o sinal de um hidrogénio
metinico em ¢ 3, 79 (1H, dd, 1H, dd, J=7,0 e 5,2 Hz) acoplado aos sinais de um metileno

em o 3,12 (1H, dd, J= 13,6 ¢ 5,2 Hz) / 0 2,77 (1H, dd, J= 13,6 ¢ 7,6 Hz) indicou os
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hidrogénio H -1 e H-la. Adicionalmente, foram evidenciados sinais de dois grupos
metoxilicos em ¢ 3,84 (3H, s) e ¢ 3,85 (3H, s), assim como de um grupo metila ligado a
nitrogénio, observado em ¢ 2,51 (3H, s). Com base na composi¢do da férmula molecular foi
admitida a presenca de duas hidroxilas. Os dados espectrais de¢ EM e RMN de 'H e
comparacdo com os dados da literatura (Leboeuf et al., 1982; Cruz, et al., 2011) (TABELA
5) permitiram concluir que a substancia XeFl trata-se do alcaloide
benziltetraidroisoquinolinico conhecido como reticulina, ja isolado de outras espécies de

Xylopia (Costa et al., 2013).

Tabela 5. Comparagdo dos dados de RMN de 'H da substincia XeF1 com a literatura.

. "H (6) "H (6)
R (mult., J em Hz)" (mult., J em Hz)"
1 3,79 (1H, dd, 7,0 € 5,2) 3,72 (1H, dd, 7,0 € 5,2)
s 3,12 (1H, dd, 13,6 ¢ 5.,2) 3,07 (1H, dd, 13,8 ¢ 5.,2)
2,77 (1H, dd, 13,6 ¢ 7.,6) 2,74 (1H, dd,13,8 ¢ 5,2)
; 3,20 (1H, m) 3,17 (1H, m)
2,75 (1H, m) 2,80 (1H, m)
. 2,87 (1H, m) 2,86 (1H, m)
2,58 (1H, m) 2,64 (1H, m)
4a - -
5 6,57 (1H, 5) 6,55 (1H, 5)
6 - -
7 - -
8 6,19 (1H, s) 6,20 (1H, s)
8a - -
9 - -
10 6,53 (1H, dd, 8,0 ¢ 2,0) 6,54 (1H, dd, 8,2 ¢ 2,0)
11 6,75 (1H, d, 8,4) 6,74 1H, d, 8,2)
12 _ _
13 - -
14 6,70 (1H, d, 2,0) 6,70 (1H, d, 2,0)
6 -OMe 3,84 (3H, 5) 3,83 (3H, 5)
12 -OMe 3,85 (3H, 5) 3,84 (3H, 5)
N-Me 2,51 3H, s) 2,47 GH, 5)

2 Experimento realizado a 400 MHz para '"H em CDCl; + gotas de CD3OD, utilizando o
TMS como referéncia interna. ® Dados da literatura com Cruz et al., 2011.
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5.2.2. Determinacao estrutural da substancia XeF2

XeF2

A substancia XeF2 (4,0 mg) foiisolada como um sélido amorfo marrom e seu espectro
de massas indicou a presenga do pico base correspondente a molécula protonada em m/z 266
(ESPECTRO 4 — ANEXO 1), o qual, aliado as andlises de RMN, 1D e 2 D foi compativel
com a formula molecular Ci7H5sNO;.
A analise do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl3) (ESPECTRO 5 — ANEXO I)
e as informacdes dos mapas de correlacio gHSQC ¢ gHMBC (ESPECTROS 8 ¢ 9 —
ANEXO ) sugeriram tratar-se de um alcaloide do tipo aporfinico. Verificou-se na regido de
5 8,09— 6,00 do espectro de RMN de 'H, a presenca de sinais para sete hidrogénio, sendo
cinco referentes aos hidrogénios aromaticos em ¢ 6,61 (1H,s); 0 7,28 (1H, m); ¢ 7,24 (1H,
m); o 7,34 (1H, m); ¢ 8,09 (1H, d, J= 7,8 Hz) e dois, atribuidos ao grupo metilenodioxi. A
presenca do grupo metilenodioxi na molécula foi confirmada pelo registro de sinais em
dupletos 066,15 (1H, d,1,4 Hz) e 6,00 (1H, d, 1,4 Hz), correlacionados ao sinal do carbono
em 0 102,27 no mapa de contorno gHSQC e com os carbono oxigenados em ¢ 143,80 e ¢
148,77 no mapa de correlacio gHMBC. Foram também observados dois grupos de
hidrogénios caracteristicos dos hidrogénio metilénicos H-4 e H-5 em: ¢ 2,89 (1H, m) / o
3,38 (IH, m) e em ¢ 3,27 (1H, m) / 0 3,75 (1H, m), correlacionados aos respectivos sinais dos
carbonos em J 26,15 e 0 42,24 no mapa de correlacio gHSQC. O simpleto em J 6,61

correlacionado a um carbono em ¢ 108, 57 no gHSQC, e com os sinais dos carbonos em J
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143,80, 0 148,77 e 6 26,15 no gHMBC, foi atribuido ao H-3 do anel A da estrutura
aporfinica, definindo assim o grupo metilenodioxi em C-1 e C-2 deste anel. Os quatro
hidrogénio aromaticos em o 7,28, 7,24, 7,34 ¢ 8,09 correlacionados aos atomos de carbono
em 0 129,16, 128,82, 129,22 e 128,26, respectivamente, no mapa de contorno gHSQC foram
associados as posi¢cdes H-8, H-9, H-10 e H-11. O sinal de um hidrogénio metinico em o 4,39
(1H, dd, J = 14,0 e 4,6 Hz) correlacionado com o sinal de carbono em ¢ 53,93 no HSQC, foi
atribuido a H-6a / C- 6a. Este hidrogénio esta acoplado aos protons metilénicos em d 3,25
(1H, dd, J= 14,0 e 4,6 Hz) / 0 3,19 1H, d, J= 14,0 Hz), os quais estavao correlacionados com
o carbono em ¢ 34,26, justificando o segmento N- CH(6a)-CH: (7), caracteristico deste tipo
de estrutura.

Na Tabela 6 sio apresentados os valores de 'H e '*C da substancia XeF2 atribuidos de
acordo com as analises dos mapas de contorno gHSQC e gHMBC. Estes dados comparados
com os dados da literatura (Ortiz et al., 2007) confirmaram a substincia XeF2 como o

alcaloide do tipo aporfinico sensu stricto anonaina (FIGURA 20).

Figura 20. Principais correlagdes observadas no mapa de contorno gHMBC do alcaloide Anonaina
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Tabela 6. Comparacdo dos dados de RMN 'H da substancia XeF2 com a literatura.

gHMBC

Posicio  'H & (mult., J em Hz)? BC 6y (H-C)e 'H § (mult., J em Hz)? 3¢ )¢
] ! 143,80 ! 142,5
B i 116,46 i 16,1
2 i 148,77 i 146.9
3 6,61 (1H, s) 108.57 1,4, 3b, 2 6,56 (s) 107.8
3a i 123.82 i 126.3
3b i 120,90 i 1273
2,89 (1H, m) 2,67 (m)
4 338 Ut 26,15 3,3a, 3b, 5 o o 28,8
3.75 (1H, m) 3,42 (m)
5 327 (1HL ) 42,24 3a, 4, 6a 303 (o) 43,0
6 3,51 (sl)
6a (L g)d’ i 53,03 4,00 (dd, 4,7 ¢ 14,1 53,2
3.25 (1H, dd 14,0 ¢ 4,6) 6a, 3b, 7a, 8, 2,84 (m, 14,0)
7 3,19 (1H, d, 14,0) 34,26 Ia 2,97 (dd. 4.8 ¢ 14.2) 36,6
7a i 132,12 : 134,8
8 7.28 (1H, m) 129.16 I1a,9 7.23 (dd, 7,9 ¢ 0,7) 128.1
9 7.24 (1H, m) 128.82 11, 7a 7.23 (dd. 7.7 ¢ 7.4) 127.5
10 7.34 (1H, m) 12922 1, 11a 731 (dt, 8.2 ¢ 1.2) 127.0
1 8,09 (1H, d, 7.8) 12826 la, 7a, 9 8,07 (d. 8,1) 127.0
Ia i 132,17 - 131.0
(1-2) 6,00 (1H, d, 1.4) 10227 6,08 (d, 1,2)
OCH,0 6.15 (1 d. 1.4) ’ 1,2 593 (d, 1.2) Lb

@ Experimento realizado a 600 MHz para 'H em CDCls, utilizando o TMS como referéncia interna. ° Sinais
determinados pelo espectro de gHSQC e g HMBC. ¢ Atomos de carbonos que mostraram correlagdo com os
respectivos hidrogénio.? Dados da literatura de acordo com Ortiz et al., 2007.

5.2.3. Determinacio estrutural da substancia XeF9

XeF9

A substancia XeF9 (5,0 mg) foi isolada como um s6lido amorfo marrom. O espectro de
ESI-MS mostrou um pico base referente a molécula protonada em m/z 326 correspondendo a

formula molecular de C19H19NO4 (ESPECTRO 12 — ANEXO I).
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A analise do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl3) (ESPECTRO 13— ANEXO I)
e os dados dos mapas de correlagdo gHSQC e gHMBC (ESPECTROS 15 ¢ 18 — ANEXO I)
sugeriram tratar-se de um esqueleto do tipo aporfinico. Verificou-se na regido de
5 8,09— 6,00 do espectro de RMN de 'H, a presenca de trés simpletos correspondentes a
hidrogénio aromaticos, em ¢ 6,63 (1H, s), 6,71 (1H, s) e 7,95 (1H, s), revelando tratar-se de
uma estrutura altamente substituida. Na regido de hidrogénio alifaticos observou-se a
presenca de sinais em 2,92 (1H, m) /3,40 (1H, m) e 3,24 (1H, m) / 3,73 ( 1H, m) tipicos de
hidrogénio metilénicos H-4 e H-5, o primeiro correlacionado no gHMBC, ao hidrogénio em
0 6,63, atribuido ao H-3 do anel A. O sinal do hidrogénio metinico evidenciado em ¢ 4,21
(1H, dd, J = 12,6 e 4,2 Hz) correlacionado no HSQC com o sinal de carbono em ¢ 53,09,
caracteristicos de H-6a / C- 6a e os protons metilénicos em J 3,04 (2H, m), correlacionados a
um carbono atribuido ao C-7, em ¢ 34,0, confirmaram a presenga do segmento N-CH(6a)-
CH2(7), compativel com um alcaloide aporfinico. Foram também observados simpletos
referentes as metoxilas em ¢ 3,68 (3H, s) e 0 3,89 (3H, s), correlacionadas no gHSQC aos
carbono em 6 60,37 e 56,01, e no gHMBC, aos carbono em J 145,68 e 153,73. As
correlagdes do hidrogénio em 6 6,63 (H-3), com os carbonos em 6 145,68 e 153,73,
definiram a posicao das metoxilas nos carbonos C-1 e C-2 no anel A. O grupo metilenodioxi
foi evidenciado pela presenca dos sinais de hidrogénio em ¢ 5,99 (1H, d, 1,2) e 6 5,98 (1H, d,
1,2), os quais estavam correlacionados no gHSQC com o carbono em 101,28 ¢ no gHMBC
com os sinais dos carbono oxigenados em 0 145,63 e 6 147,28, respectivamente. Os sinais em
0 6,71 (1H,s) e 7,95( 1H,s), acoplados no gHSQC com carbono em ¢ 108,42 e 109,29, foram
atribuidos aos carbono C-8 e C-11, sendo confirmados pelas correlagdes dos hidrogénio em
03,07 (1H, m) / 0 2,02 (1H, m) ligados ao C-7 com o carbono em ¢ 108,42 (C-8). Assim, as
correlagdes no gHMBC 0 6,71 /6 127,46 e 145,63 ¢ 6 7,95/ 127,46 e 147,28, definiram a

posicao do grupo metilenodioxi em C-9 e C-10.

. _______________________________________________________________________________________}
ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE Xylopia excellens E Xylopia benthamii (ANNONACEAE)



103

© ————————————————————————————————————————————

Na tabela 7 sdo apresentados os valores de '"H e '*C atribuidos de acordo com as
andlises dos mapas de contorno gHSQC e gHMBC. Estes dados, aliados aos descritos da
literatura (JOHNS et al., 1967), permitiram identificar a substancia XeF9 como sendo o
alcaloide aporfinico nornantenina, com atribui¢ao inequivoca dos deslocamentos quimicos de

seus carbono e hidrogénio.

Figura 21. Principais correlagdes observadas no mapa de contorno gHMBC do alcaloide nornantenina

Tabela 7. Comparacido dos dados de RMN 'H da substancia XeF9 com a literatura.

Posigio 'H 6 (mult., J em Hz)? BC ()Y  gHMBC (‘H-*C)* 'HJ (mult., J em Hz)
1 - 145,68 -
la - 125,08 -
2 - 153,73 -
3 6,63 (1H, s) 110,90 1,4,3b,2 6,57 (s)
3a - 121,00 -
3b - 125,00 -
2,92 (1H, dd, 17,2 ¢ 3,9)
4 340 (IH. 1) 25,49 3, 3a, 3b ;
3,24 (1H, m)
5 3,73 (1H, m) 41,42 3b, 6a -
6 - - - -
6a 421 (1H, dd, 12,8 ¢ 42) 53,09 ; ;
7 3,04 (2H, m) 34,07  6a,3b,7a,8, lla ;
Ta - 128,96 - -
8 6,71 (1H, s) 108,42 11a, 9 6,69 (1H, s)
9 - 145,63 11, 7a -
10 - 147,28 11, 1la -
11 7,95 (1H, s) 109,20 10, 11a 7,92 (1H, s)
I1a - 127,46 -
1 — OCHs 3,68 (3H, s) 60,37 1 3,67 (3H, s)
2~ OCH; 3,89 3H, s) 56,01 2 3,86 (3H, )
(9-10) 5,99 (1H, d, 1,2)
S 508 (L. 4. 12) 101,28 9, 10 5,92 (2H, s)

@ Experimento realizado a 600 MHz para 'H em CDCls, utilizando o TMS como referéncia
interna. " Sinais determinados pelo espectro de gHSQC e g HMBC. ¢ Atomos de carbono que
mostraram correlagio com os respectivos hidrogénio.? Dados da literatura de acordo com
JOHNS et al., 1967 (60 MHz)
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5.2.4. Determinacio estrutural da substancia XeF4

A substancia XeF4 (4,0 mg) foi caracterizada como um s6lido cristalino amarelo. O
espectro de massa indicou a presenga de um pico base referente a molécula protonada em m/z
276 (ESPECTRO 20— ANEXO I), o qual aliado ao espectro de RMN foi compativel com a
formula molecular C17H9oNO:s.

Pela analise do espectro de RMN 'H a 600 MHz da substancia 4 (ESPECTRO 21—
ANEXO I), em CD;0OD, foi constatada a presenga de uma estrutura aporfinoide. O sinal de
hidrogénio aromatico em J 7,43 (1H, s, H-3) juntamente com o sinal em ¢ 6,47 (2H, s) tipico
de um grupo metilenodioxi, indicou a presenca do anel benzénico pentassubstituido,
compativel com o anel A de alcaloides aporfinicos portadores deste grupo, nas posi¢cdes C-
1 e C-2. A observacao de quatro hidrogénio em ¢ 8,80 (1H, d, J= 7,8 Hz, H-11), ¢ 7,86 (1H,
ddd, J= 1,8, 7,2 e 1,2 Hz, H-10), ¢ 7,64 (1H, ddd, J=7,8, 7,2 ¢ 0,6 Hz, H-9) e ¢ 8,48 (1H,
ddd, J= 7,8 ¢ 1,2 Hz, H-8) indicou a presenca do anel D, ndo substituido, do esqueleto
aporfinico. Os sinais em ¢ 8,03e 8,76 (1H, d e J=5,2 Hz) foram atribuidos respectivamente
aos hidrogénios H-4 e H-5 do anel B. Nao foi observado qualquer sinal referente a
hidrogénios alifaticos do C-7, tipicos de alcaloides aporfinicos sensu stricto, sendo deduzida
a presenga da carbonila caracteritica de alcaloides oxoaporfinicos, com base na

composi¢do da formula molecular.
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A partir dos dados obtidos dos espectros de RMN 'H e MS comparados com os da
literatura (Ortiz et al., 2007; Costa et al., 2009) (TABELA 8) foi possivel identificar a
substancia XeF4 como sendo o alcaloide oxoaporfinico liriodenina. Esta substancia ¢

amplamente encontrada na familia Annonaceae.

Tabela 8. Comparacido dos dados de RMN 'H da substancia XeF4 com a literatura.

Posicio 'H(J) (mult.,Jem Hz)? 'H (6) (mult., J em Hz)"
1 _ _
la - -
2 _ _
3 7,43 (1H, s) 7,44 (1H, s)
3a - -
3b - -
4 8,03 (1H, 4, 5,2) 8,04 (1H, d, 5,2)
5 8.76 (1H. d, 5.2) 8,75 (1H, d, 5.2)
6a - -
7 ; _
7a - -
8 8,48 (1H, dd, 7,8 ¢ 1,2) 8,48 (1H, ddd, 7,8 e 1,5)
9 7,64 (1H, ddd, 7,8, 7,2 ¢ 0,6) 7,64 (1H, ddd, 7,8, 7,4 ¢ 1,1)
10 7,86 (1H, ddd, 7,8, 7,2 ¢ 1,2) 7,88 (1H, ddd, 8,3, 7,4 ¢ 1,5)
11 8,80 (1H, d, 7,8) 8,78 (1H, ddd, 8,3 ¢ 1,1)
11a - -
OCH,0 6,47 (2H, s) 6,49 (2H, s)

@ Experimento realizado a 600 MHz para 'H em CD;OD, utilizando o TMS como
referéncia interna. ® Dados da literatura de acordo com Rabelo, 2014.

5.2.5. Determinacio estrutural da substancia XeF5

H;CO

H;CO

XeF5
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A substancia 5 (5,5 mg), codificada como XeF?3, foi isolado como um s6lido amarelo
cristalizado em forma de agulha. A andlise por espectrometria de massas (ESPECTRO 24—
ANEXO 1) evidenciou uma molécula protonada em m/z 292, correspondendo a foérmula
molecular C1sH13NO:s.

Pela analise do espectro de RMN 'H (600 MHz, CDCl;) (ESPECTRO 25— ANEXO
I) verificou-se a presenca dos sinais em 0 9,19 (1H, d, J=8,5), 6 7,79 (1H, ddd, 8,5, 7,0 e 1,2),
0 7,60 (1H, ¢, 7,0) e 0 8,60 (1H, dd, J= 7,7 e 1,2), atribuidos a H-11, H-10, H-9 e H-8,
respectivamente, tipicos de anel benzénico do anel D, andlogo ao da estrutura da liriodenina,
descrita anteriormente. Pelo mapa de correlacio gHSQC (ESPECTRO 28— ANEXO 1)
observou-se que estes sinais estavam correlacionados aos respectivos sinais dos carbono em o
127,38 (C-11), 6 134,50 (C-10), ¢ 129,07 (C-9) e 0 127,93 (C-8). A similaridade com a
liriodenina também foi observada pela a presenca de um sinal em J 7,43 (1H, s) caracteristico
de H-3 do anel A pentassubstituido. Assim, a auséncia do sinal de hidrogénio caracteristico
do grupo metilenodioxi, aliada a presenca de dois simpletos em 6 4,03 ¢ ¢ 4,11 com
integracdo para trés hidrogénio, correlacionados aos sinais de carbonos em ¢ 60,46 ¢ 6 56,17
pelo mapa de contorno gHSQC, indicou os grupos metoxilicos, como substituintes em C-1 e
C-2. Os sinais em ¢ 8,94 (1H, d, J=5,3) e 6 7,83 (1H, d, J=5,3) mostraram caracteristicas de
um sistema piridinico compativel com o anel B, referentes ao hidrogénio H-5 e H-4,
respectivamente. Pelo mapa de correlagdo gHSQC estes sinais estavam correlacionados aos
respectivos sinais dos carbonos em 0 144, 32 (C-5) e 0 122,81 (C-4).

Estes dados comparados com os registros na literatura permitiram identificar a

substancia XeF5 como o alcaloide oxoaporfinico lisicamina, j& isolado de outras espécies do

género Xylopia (Zawawi et al., 2012) (TABELA 9).
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Tabela 9. Comparacdo dos dados de RMN 'H ¢ gHSQC da substincia XeF5 com a literatura.

Posic¢do 'H § (mult., J em Hz)? BC (o) 'H § (mult., J em Hz)° BC (o)
1 _ _ _ _
la - - - -
2 _ _ _ _
3 7,43 (1H, s) 106,02 7,23 (1H, s) 106,48
3a - - - -
3b - - - -
4 7,83 (1H, d, 5,3) 122,81 7,81 (1H, d, 5,2) 123,62
5 8,94 (1H, d, 5,3) 144,32 8,91 (1H, d, 5,2) 145,01
6 _ _ _ _
6a ; ; ; ;
7 _ _ _ _
7a - - - -
8 8,60 (1H, dd, 7,7 ¢ 1,2) 127,93 8,58 (1H, ddd, 7,9, 1,6 ¢ 0,5) 128,91
9 7,60 (1H, 1,7,0) 129, 07 7,58 (1H, ddd, 7,9, 7,2 e 1,1) 128,82
10 7,79 (1H, clidzd), 8,5, 7.0¢ 134,50 7,77 (1H, ddd, 8,4, 7,2 ¢ 1,6) 134,35
1 9,19 (1H, 4, 8,5) 127,38 9,18 (1H, ddd, 8,4, 1,1 ¢ 0,5) 128,46
11a - - - -
1 -OMe 4,03 (3H, s) 60,46 4,02 (3H, s) 60,67
2 -OMe 4,11 (3H, 5) 56,17 4,10 (3H, 5) 56,23

@ Experimento realizado a 600 MHz para 'H em CDCls, utilizando o0 TMS como referéncia interna. °

Sinais determinados pelo espectro de HSQC. ‘Dados da literatura de acordo com Costa et al., 2009 b
(400MHz, CDCl3).

5.2.6. Determinacio estrutural da substancia XeF8

XeF8

A substancia XeF8 (2,0 mg) foi isolada como um so6lido azul. O espectro de massas
mostrou um ion referente & molécula protonada em m/z 308 (ESPECTRO 32— ANEXO I),

correspondendo a férmula CisH13NOs.
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O espectro de RMN 'H a 400 MHz em CD;OD (ESPECTRO 33— ANEXO 1), da
substancia XeF8 apresentou similaridade com a estrutura da substancia XeF5, exceto pela
auséncia de um simpleto correspondente a um hidrogénio, atribuido ao H-3. Verificou-se a
apresenca de sinais para quatro hidrogénio aromaticos em ¢ 9,10 (1H, d, J= 8,6 Hz), 6 7,76
(1H, ddd, J= 8,6, 7,0 e 1,5 Hz), 6 7,35 (1H, ddd, J= 8,0, 7,0 ¢ 1,0 Hz) e ¢ 8,43 (1H, ddd, J=
8,0, e 1,5 Hz) caracteristicos do anel D ndo substituido do nticleo aporfinico, atribuidos a H-
11, H-10, H-9 e H-8, respectivamente. Os dois sinais aromaticos restantes observados em &
8,73 e 0 8,61 como dupletos e com constante de acoplamento do tipo piridinico (J = 5,0 Hz)
compativeis com o hidrogénio do anel B, foram atribuidos a H-5 ¢ H-4. Observaram-se ainda
dois sinais em 0 4,08 e J 3,96, ambos singletos com integracdo para trés hidrogénios,
atribuidos aos grupos metoxilicos, que foram posicionadas em C-1 e C-2. Com base na
composi¢do da férmula molecular e considerando a auséncia de sinal para H-3, foi admitida a
presenca de uma hidroxila, que foi localizada em C-3.

Os dados obtidos dos experimentos de RMN de 'H e EM comparados com dados da
literatura (Costa et al, 2011) (TABELA 10) confirmaram a estrutura do alcaloide
oxoaporfinico isomoschatolina. Este alcaloide foi isolado, inicialmente, da espécie Guatteria
melosma (Atti et al.,, 1982) e mais recentemente de Ephedranthus amazonicus (Alencar,

2010) e Guatteria blepharophylla (Costa et al., 2011).
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Tabela 10. Comparacido dos dados de RMN 'H da substincia XeF8 com a literatura.

Posi¢iio 'H ¢ (mult., J em Hz)* 'H ¢ (mult., J em Hz)"
1 _ _
la = =
2 _ _
B i i
3a - -
3b - -
4 8,59 (1H, d, 5,0) 8,60(1H, d, 5,1)
5 8,73 (1H, d, 5,0) 9,12 (1H, d, 5,1)
6 _ _
6a - -
7 _ _
Ta - -
8 8,43 (1H, dd, 8,0 ¢ 1,5) 8,41 (1H,ddd, 8,0; 1,6 ¢ 0,5)
9 7,35 (1H, ddd, 8,0, 7,0 ¢ 1,0) 7.33 (1H.ddd. 8,0; 7.0 ¢ 1.0)
10 7,68 (1H, ddd, 8,6, 7,0 e 1,5) 7,72 (1H,ddd, 8,6; 7,0 ¢ 1,6)
11 9,10 (1H, d, 8,6 ) 9,08 (1H,ddd, 8,6; 1,0 ¢ 0,5)
11a - -
1-OCH3 4,08 (3H, s) 4,08 (3H, s)
2-OCH; 3,96 (3H, s) 3,97 3H, s)

@ Experimento realizado a 400 MHz para 'H em CD;OD, utilizando o TMS como
referéncia interna. PDados da literatura de acordo com Costa et al., 2011 (400MHz,

CD;OD).

5.2.7. Determinacio estrutural da substancia XeF3
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A substancia XeF3 (5,0 mg) foi isolada como um so6lido amorfo, indicando no espectro
de massa um ion base referente a molécula protonada em m/z 352 (ESPECTRO 36— ANEXO
I), compativel com a formula molecular C,oH;7NOs.

Pela andlise do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl) (ESPECTRO 37—
ANEXO 1), verificou-se a presenga de cinco sinais relativos aos hidrogénio aromaticos entre
0 8,93 e 7,20 e quatro sinais em torno de ¢ 4,0, caracteristicos de grupos metoxilas. Foi
observado um sinal para um hidrogénio em ¢ 7,20 (1H, s) correlacionado ao carbono o
105,70 compativel com a presengca do anel A pentassubstituido, semelhante ao da
lisicamina. Dois sinais em ¢ 8,81 (1H, s) e 0 8,03 (1H, s,) caracterizaram a presenca de um
anel benzénico 1,2,4,5- tetrasubstituido do nucleo aporfinico, sendo atribuidos aos hidrogénio
H-11 e H-8. Pelo mapa de correlagdo gHSQC (ESPECTRO 39— ANEXO I) observou-se que
estes sinais estavam correlacionados aos respectivos sinais dos carbonos em 0 110,20 e ¢
110,09. Os sinais em 0 7,79 (1H, d, H-4) ¢ ¢ 8,93 (1H, d, H-5) com constante de
acoplamento (J) igual a 4,0 Hz foram atribuidos aos hidrogénios H-4 e H-5 do anel piridinico
correlacionados aos carbonos 6 123,62 e 144,18. A presenca dos sinais em 0 4,04, 4,11, 4,07
e 4,08, cada um com integracdo para 3 hidrogénios, correlacionados aos carbono ¢ 60,40,
55,56, 56,01 e 56,01 no HSQC, confirmaram a presenca das metoxilas, cujos hidrogénios se
correlacionam no HMBC com os carbono em J 151,24, 156,69, 149,59 e 153,71, os quais
foram atribuidos, respectivamente ao C-1, C-2, C-9 e C-10. As correlagdes do
carbono hidrogenado e ndo hidrogenado foram determinadas por intermédio dos
acoplamentos "Jc.u apresentados no mapa de correlagdo heteronuclear de 'H, *C- HMBC
(ESPACTRO 43— ANEXO I). No mapa de contorno HMBC foi observado que o sinal em J
7,79 (1H, d), pertencente ao H-4 do anel piridinico, esta correlacionado com os sinal em J
105,70 relativo ao carbono C-3 e o sinal em ¢ 121,15, atribuido ao C-3b. Do mesmo modo,

foram observadas as correlagdes dos sinais em o 8,93 (1H, d), relativo ao H-5 do anel
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piridinico com os sinais em 135,62 e 145,63 referentes, respectivamente, aos carbonos C-3a
e C-6a. Pelo mapa de contorno HBMC pdde-se verificar a presenga do grupo carbonilico na
molécula devido a correlagdo do sinal em ¢ 8,03 (1H, s) atribuido ao H-8 com o sinal em ¢
181, 29 (C-7).

Comparando os dados obtidos de 'H, *C RMN de 1D e 2D com os da literatura
verificou-se que a substancia XeF3 trata-se do alcaloide oxoaporfinico oxoglaucina,
substancia isolada das espécies A. purpurea (Chang et al., 1998a), A. glabra (Tian et al .,

2001), A. cherimolia (Chen et al., 1997) e X. aethiopica (Harriga, et al ., 1994) (TABELA

OCH3;

Figura 22. Correlagdes observadas no mapa de contorno gHMBC da substancia XeF3.
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Tabela 11. Comparacio dos dados de 'H, 3*C RMN de 1D ¢ 2D da substincia XeF3 com a literatura.

Posicio 'H§ (mult., Jem Hz)* 3C (6)° gHMBC (‘H-'3C)¢ 'H 6 (mult., J em Hz)? 3C (6)°
1 _ 151,24 _ - 1555
la _ 120,1 _ _ 119,8
2 - 156,69 2 - 151,0
3 7,20 (1H, s) 105,7 1, 2, 3b,4 7,21 (1H, s) 106,5
3a - 135,62 - - 135,3
3b - 121,15 _ _ 121,7
4 7,79 (1H, d,4,0) 123,62 3,3b 7.79 (1H, d, 5.3) 1232
5 8,93 (1H, d, 4,0) 144,18 3a, 4, 6a 8,92 (1H, d, 5.3) 145,0
6 - - - - -
6a - 145,63 - - 156,7
7 - 181,29 ; ; 181,2
7a - 126,81 - _ 126,9
8 8,03 (1H, s) 110,00 17 7“1’& 10,11, 8.03 (1H, s) 109,9
9 - 149,59 9 - 149,5
10 - 153,71 10 - 153,8
11 8,81 (1H, s) 110,20 la, 7a, 1la 8.83 (1H, s) 110,3
lla ) 129,23 : ) 129,1
1 - OCHs 4,04 3H, s) 60,40 1 4,03 3H, s) 60,5
2 - OCH; 4,11 3H, 5) 55,56 2 4,11 BH, s) 56,2
9 — OCH; 4,07 3H, s) 56,01 9 56,2
10— 4,08 (6H, s)
OCH 4,08 3H, s) 56,01 10 56,2

@ Experimento realizado a 600 MHz para 'H em CDCls, utilizando o TMS como referéncia interna. ° Sinais
determinados pelo espectro de gHSQC e g HMBC. ¢ Atomos de carbonos que mostraram correlagio com os
respectivos hidrogénios.? Dados da literatura de RMN 'H de acordo com Harriga et al., 1994. eDados da
literatura de RMN '3C de acordo com Guinaudeau et al., 1983.

5.2.8. Determinacio estrutural da substancia XeF10

A substancia XeF10 (2,0 mg) foi isolada na forma de um so6lido alaranjado,

apresentando teste positivo para alcaloide frente ao reagente de Dragendorft em placa CCD.
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O espectro de massa indicou a presenga um ion correspondendo a molécula protonada em m/z
322 (ESPECTRO 47— ANEXO 1), o qual aliado ao espectro de RMN, foi compativel com a
formula molecular Ci9HsNOj.

Esta substidncia apresentou similaridade com a estrutura lisicamina, exceto pela
presenca adicional de uma metoxila, em substituicdo a um hidrogénio atribuido ao H-3. No
espectro de RMN 'H a 400 MHz em CDCl; (ESPECTRO 48— ANEXO I), mostrou a
presenca de quatro sinais relativos aos hidrogénio aromaticos em 0 9,11 (1H, dd, J= 8,6 ¢ 0,5
Hz, H-11), 6 7,75 (1H, ddd, J= 8,6, 6,9 e 1,5 Hz, H-10), ¢ 7,54 (1H, ddd, J= 1,9, 6,9 ¢ 0,9 Hz,
H-9) e ¢ 8,56 (1H, dd, J= 7,9 e 1,3 Hz, H-8) o que caracteriza a presenca do anel D nao
substituido do nucleo aporfinico. Os sinais em ¢ 8,22 (1H, d, H-4) e 0 8,96 (1H, d, H-5) com
constante de acoplamento, J, igual a 5,3 Hz sdo atribuidos aos hidrogénio a ¢ f do anel
piridinico presente no anel B. Os sinais dos simpletos em ¢ 4,08, 4,10 e 4,19 com integracao
para trés hidrogénio caracterizaram a presenca das trés metoxilas, que foram posicionadas
nos carbono C-1, C-2 e C-3 do anel A.

Os dados obtidos de 'H, '*C RMN de 1D e 2D obtidos foram compativeis com os
descritos na literatura para o alcaloide oxoaporfinico O-metilmoschatolina. Essa substancia ¢
bastante difundida em Anonnaceae, podendo ser encontrada em A. ambotay (BRAVO et al.,
2002), A. foetida (COSTA, 2004), Oxandra longipetala (ORTIZ et al., 2007), Rollinia pittieri

(TORRES et al., 2007) e G. blepharophylla (COSTA, 2009).
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Tabela 12. Comparagio dos dados de 'H RMN da substincia XeF10 com a literatura.

Posi¢iio 'H ¢ (mult., J em Hz)* 'H ¢ (mult., J em Hz)"

1 _ _

la - -

2 _ _

3 i i

3a - -

3b - -

4 8,22 (1H, d, 5,3) 8,24 (1H, d, 5,3)

5 8.96 (1H, d, 5.3) 9,00 (1H, d, 5.3)

6 _ _

6a - -

7 _ _

Ta - -

8 8,56 (1H, dd, 7,9 ¢ 1,3) 8,57 (1H, dd, 7,9 ¢ 1,4)

9 7,54 (1H, ddd, 7,9, 6,9 ¢ 0,9) 7,54 (1H, ddd, 7,9, 7,2 e 1,1)
10 7,75 (1H, ddd, 8,6, 6,9 ¢ 1,5) 7,75 (1H, ddd, 8,4, 7,2 ¢ 1,5)
11 9,11 (1H, dd, 8,6 ¢ 0,5) 9,11 (1H, ddd, 8,4, 1,1 ¢ 0,6)
11a - -

1-OCH3 4,08 (3H, s) 4,08 (3H, s)
2-OCH; 4,10 (3H, ) 4,11 3H, s)
3-OCH; 4,19 (3H, s) 420 3H. s)

@ Experimento realizado a 400 MHz para 'H em CDCls, utilizando o TMS como
referéncia interna. ® Dados da literatura de RMN 'H de acordo com Costa, 2009.

5.2.9. Determinacio estrutural da substancia XeF7

OCH;
XeF7
A substancia XeF7 (2,0 mg) foi isolada na forma de um so6lido

alaranjado,
apresentando teste positivo para alcaloide frente ao reagente de Dragendorff em placa CCD.
Em analise por ESI-MS em modo positivo foi observado um ion correspondendo a molécula
protonada em m/z 306 (ESPECTRO 50— ANEXO I), o qual aliado ao espectro de RMN de

'H, foi compativel com a formula molecular CisHiiNOs.
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Pela analise do espectro de RMN 'H a 600 MHz da substancia 9 em CDCl; (ESPECTRO
51- ANEXO I), foi evidenciada a presenca de oito sinais entre 6 8,84 ¢ 6,37 com integragdo
para oito hidrogénio. A presenca de um hidrogénio aromatico em J 7,14 (1H, s) e de sinal o
6,37 com integragdo para dois hidrogénio compativel com um grupo metilenodioxi,
evidenciaram a existéncia de um anel benzénico  pentassubstituido, semelhante ao
apresentado pelo anel A da liriodenina. Os sinais em J 7,83 e ¢ 8,84, ambos com acoplamento
em J= 5,0 Hz, com integra¢do para dois hidrogénio, indicaram a presenca de hidrogénio do
anel piridinico (anel B) em H-4 e H-5, respectivamente. Os sinais correspondentes a trés
hidrogénio aromaticos em ¢ H 8,63 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-11), 6 H 7,19 (1H, s, H-10) e 6 H
8,04 (1H, d, J = 2,8 Hz, H-8) indicaram a presenca de um anel D 1,2,4- trissubstituido do
sistema aporfinico. Estes dados aliados a presenca de um sinal em ¢ H 4,00, com integragdo
para trés hidrogénio, referente ao grupo metoxila sugeriram a presen¢ca de um derivado da
liriodenina substituido com um grupo metoxila em C9.

A partir dos dados obtidos dos espectros de RMN 'H e EM comparados com os descritos
na literatura (Nascimento, 2008) (TABELA 13) foi possivel identificar a substdncia XeF7 como
sendo o alcaloide oxoaporfinico lanuginosina (FIGURA 92). Esta substancia tem sido

evidenciada no género Guatteriopsis (Costa, 2009).
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Tabela 13. Comparagio dos dados de RMN 'H da substancia XeF7 com a literatura.

_— 'H () 'H (9)
LR (mult., J em Hz)* (mult., J em Hz)"
1 - -
la = =
) - -
3 7,14 (1H, s) 7,14 (1H, s)
3a - -
3b _ _
4 7,83 (1H, d, 5,0) 7,80 (1H, d, 5,0)
5 8,84 (1H, d, 5,0) 8,89 (1H, d, 5,0)
6a - -
7 - -
Ta - -
8 8,03 (1H, d, 2,8) 8,03 (1H, d, 3,0)
9 -
10 7,19 (1H, s) 7,17 (1H, dd, 9,0 , 3,0)
11 8,63 (1H, d, 8,4) 8,62 (1H, d, 8,4)
11a - -
1-2- OCH,0 6,37 (2H, s) 6,38 (2H, s)
9- OCHs 4,00 (3H, s) 3,99 (3H, s)

@ Experimento realizado a 600 MHz para 'H em CDCl;, utilizando o TMS
como referéncia interna. ® Dados da literatura de acordo com Nascimento,
2008.

5.2.10. Determinacio estrutural da substancia XeF6

XeF6

A substancia XeF6 (2,3 mg) foi isolada como um so6lido amorfo. No espectro de massa foi
observado um ion correspondendo a molécula protonada em m/z 336 (ESPECTRO 52—
ANEXO 1), o qual aliado ao espectro de RMN de 'H, foi compativel com a férmula
molecular C19H13NOs,

O espectro de RMN 'H a 600 MHz desse composto, em CD;OD (ESPECTRO 53 —

ANEXO I) apresentou grande semelhanga com a nornantenina, exceto pela auséncia do sinal
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referente aos hidrogénios do C-7 aporfinico. Foram observados sinais referentes a apenas 3
hidrogénios aromaticos: em oJ 7,22 (1H, s) referente ao H-3 do anel benzénico A
pentassubstituido e em J 8,67 (1H, s) e 7,99 (1H, s), caracteristicos do anel D dos sistemas
aporfinicos substituidos com uma ponte metilenodioxi em C-10 e C-9, compativeis com os
sinais de H-11 e H-8. A presenga do grupo metilenodioxi foi comfirmada pelo sinal em ¢
6,15 (2H, s). Os sinais em ¢ 4,03 (3H, s) e 0 4,12 (3H, s) evidenciaram a presenca de grupos
metoxilas que foram localizadas em C-1 e C-2 . Dois sinais em o 8,99 (1H, d, 4,8, H-4) e 0
7,87 (1H, d, 4,8, H-5) confirmaram o anel B do nucleo isoquinolinico.

Os dados de RMN de 'H e EM descritos acima aliados aos dados registrados em
literatura (Tales et al., 2015) (TABELA 14) levaram a identificagdo de XeF6 como o
alcaloide oxonantenina, isolado anteriormente de Annona cherimola (Chen et al., 2001) e

Annona reticulata (Chang et al 1995).

Tabela 14. Comparagio dos dados de RMN 'H da substancia XeF6 com a literatura.

Posi¢iio 'H (6) (mult.,J em Hz)? 'H (6) (mult.,J em Hz)?
1 R _
la - -
2 - _
3 7,22 (1H, s) 7,23 (1H, s)
3a - -
3b - -
4 7,87 (1H, d, 4,8) 7,82 (1H, d, 5,2)
5 8.99 (1H, d, 48) 8.81 (1H, d, 5.2)
6a - -
7 - i
Ta - -
8 7,99 (1H, s) 7,94 (1H, s)
9 - _
10 - -
1 8,67 (1H, 5) 8,67 (1H, s)
11a - -
| - OCH; 4,03 3H, s) 4,02 3H, s)
2- OCH; 4,12 (3H, s) 410 3H, s)
9,10- OCH,0 6,15 (2H, s) 6,15 (2H, s)

@ Experimento realizado a 600 MHz para 'H em CD;OD, utilizando o TMS como
referéncia interna. ® Dados da literatura de acordo com Tales et al., 2015.
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5.2.11. Determinacao estrutural da substancia 11

XeF11

A substancia XeF11 (2,0 mg) apresentou como sélido cristalino, com teste positivo
para alcaloides frente ao reagente de Dragendorff em CCD. O espectro de massas mostrou
um sinal de um ion correspondendo a molécula protonada em m/z 366 (ESPECTRO 57 —
ANEXO 1), correspondendo a férmula C20H15NOs, deduzida com base no espectro de RMN
de 'H.

O espectro de RMN 'H a 600 MHz desse composto, em CDCl; (ESPECTRO 58 —
ANEXO 1), revelou grande similaridade com a estrutura da oxonantenina (substancia XeF6),
observando-se a auséncia de um sinal para um hidrogénio, em substitui¢do ao C-3. Foram
ainda observados trés simpletos com integracdo para trés hidrogénio em o 4,06, 0 4,17 ¢ o
4,09, atribuidos a presenga dos grupos metoxilicos substituintes em C-1, C-2 e C-3,
evidenciando a presenca adicional de uma metoxila em substituicio ao H-3. Foram
observados dois hidrogénio aromaticos, em ¢ 7,99 (1H, s) e o 8,61 (1H, s), atribuidos,
respectivamente, ao H-8 e H-11, confirmando a presenca da ponte metilenodioxi nos
carbono C-10 e C-9 do anel D. O grupo metilenodioxi foi evidenciado pelo simpleto em ¢
6,13 (2H, s). Os dois sinais aromaticos restantes observados em o 8,18 e 0 8,96, compativeis
com os hidrogénio do tipo piridinico do anel B, foram atribuidos a H-5 e H-4,

respectivamente.
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Os dados espectrais de RMN de 'H e EM, foram compativeis com os descritos na
literatura para o alcaloide oxofoebina (Guinaudeau et al., 1988) (TABELA 15). O isolamento

desse alcaloide ja foi relatado na espécie Xylopia aethiopica (Harrigan et al., 1994)

Tabela 15. Comparagio dos dados de RMN 'H da substancia XeF11 com a literatura.

Posi¢iio 'H ¢ (mult., J em Hz)* 'H ¢ (mult., J em Hz)"

1 - -
la - -
2 - -
3 - -
3a - -
3b -
4 8,19 (1H, m)
5 8,96 (1H, m)
6 -

6a - -
7 - -
Ta - -
8 7,99 (1H, s) 7,97 (1H, s)
9 - -

10

8,18 (1H, d, 5,3)
8,95 (1H, d, 5,3)

11a
1 — OCH;
2 — OCH;
3 — OCH;
9,10- CH,O

11 8,61 (1H, s)

4,06 (3H, s)
4,17 (3H, s)
4,09 (3H, s)
6,13 (2H, 5)

8,59 (1H, s)

4,06 (3H, s)
4,18 (3H, s)
4,10 3H, s)
6,13 (2H, 5)

@ Experimento realizado a 600 MHz para 'H em CDCls, utilizando o TMS
como referéncia interna. ® Dados da literatura de acordo com Guinaudeau et
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5.2.12. Determinacio estrutural da substancia 12

XeHF 12

A substancia XeHF 12 (148,5 mg) foi obtida como cristal branco com foérmula
molecular CysHs306, com determina¢do pelo HR- APCIMS (m/z 451,3049 [M+H]")
(ESPECTRO 60 — ANEXO I). A natureza terpénica dessa substancia foi deduzida pela
analise em CCD (spot azul) e o espectro de NMR de *C, mostrou evidéncia de 26 4tomos de
carbono, incluindo seis simpletos assinalados ao grupo glicose (6 106,6, 72,1, 78,4, 77,9, 76,1
e 63,2) (ESPECTRO 71 — ANEXOI) .

Com base nos dados de RMN e no padrdao de isolamento de diterpenos do género
Xylopia (Moreira et al., 2013), a substancia XeHF12 foi prevista como sendo um diterpeno
ent-caureno, sendo reforgado pelo valor negativo [a]p® = - 156,1° (¢ 0,001 em CD;OD)
observado (Yamasaki et al., 1976). Os dados de RMN sugeriram que XeHF12 ¢ um derivado
glicosilado de  ent-caur-16-en7B-ol. O espectro de RMN 'H (600 MHz, CD;OD)
(ESPECTRO 61— ANEXO 1) revelou sinais tipicos de grupos metilas em 6 0.83 (H-19), 0.87
(H-18), e 1.07 (H-20), dois sinais em ¢ 4,77 (1H, s, |[H-17b) e 4,74 (1H, s, H-17a) indicando
um grupo CH: terminal, caracteristico de diterpenos com dupla exociclica. Os dados do
mapa de contorno gHMBC (ESPECTRO 68 — ANEXO I ) mostra correlagdes dos sinais de
hidrogénio na ¢ 4,74 (H-17a) e 4,77 (H-17b), com os carbono ¢ 34,8 (C-12), 0 45,3 (C-13), o

46,7 (C-15), e 0 157,3 (C16), e a correlagdo dos sinais de hidrogénio na ¢ 2,37 (H-15) com
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sinais de carbono no ¢ 40,0 (C-14), 0 45,3 (C-13), 0 89,7 (C-7), 0 103,6 (C-17), e 0 157,3 (C-

16), confirmando o esqueleto ent-caureno e sugerindo a presenca de glucose na posi¢ao C-7.

A posicao da glicose foi ratificada pela correlagdo 1H-13C de longo alcance entre H-1" (0

4,28) e C-7 (0 89,7), e as correlagdes entre H-7 (6 3,47) e C-5 (0 47,8) , C-9 (6 52,5), ¢ C-1"

(0 106,6).

A estereoquimica relativa da por¢do diterpenica foi baseada em experiéncias NOE
NMR 1D, obtido em CDCI3 (ESPECTRO 72— ANEXO I). A irradiagdo seletiva da frequéncia
de ressonancia do hidrogénio metilénico em ¢ 1,02 (H-20ax) mostra dos sinais a ¢ 1,90 (H-
l4ax), 1,71 (H-12ax) e 0,81 (H-19ax), que ¢ compativel com esqueleto ent-kaurane. A
posicdo 7 para a unidade de glucose foi estabelecida pela irradiagdo selectiva da frequéncia
de ressonancia do hidrogénio a ¢ 3,44 (H-7), que correlacionou com o sinal em o 1,52 (H-
6ax), 0 1,99 (H-6 eq) , 0 1,16 (H-14eq), e 6 2,26 (H-15), na porg¢do aglicona.

Na tabela 16 sdo apresentados os dados de RMN de 'H e '*C atribuidos de acordo
com as analises dos mapas de correlagbes HSQC e HMBC. Desta forma a substancia
XeHF12 foi identificada como 7B-O-B-D-glucopiranosideo ent-caur-16-eno. Este ¢ primeiro

registro dessa substancia na literatura.
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Tabela 16. Comparagio dos dados de RMN 'H e 13C da substincia XeHF12 com a literatura.

Posicio 'H 0 (mult., J em Hz)* B (0)° gHMBC ("H-*C)* B¢ (0)?

0,80 (1H, m)

! R 417 C-2, C-3,C-10 413
1,40 (1H, m)

2 119 (L ) 20,0 C-3,C-10 18,7
1,68 (1H, m)

3 L5 G 45 C-1,C-5 42,0

4 i 34,2 333

5 1,60 (1H, m) 478 56,1

1,52 (TH, dt, 13,0 ¢ 1,8)

9 210(1H, dd, 129¢3,0) 207 20

7 3.47 (1H, m) 89,7  C-5,C-6, C-9,C-2", C-1’ 40,4

8 i 50,1 442

9 1,47 (1H, m) 52.5 56,1

10 i 404 393

1 1,58 (2H, m) 18.9 18.1
1,45 (1H, m)

12 1,74 (1H, d, 11,9) = —

13 2,62 (1H, m) 453 C-8,C-11,C-12 442
116 (1H, m)

14 Lo3(hd 1D 40,0  C-12,CI3,C-15,C-16 39,9

15 2,37 (2H, m) 46,7 49,2

16 i 1573 156,0
4,77 (14, s)

17 oAU g 1066  C-12,CI3, C-15,C-16 102,8

18 0.87 GH. s) 34,2 C-19, C-4, C-3, C-5 33,7

19 0.83 GH. s) 2.5 Cl4,C3,C5 217

20 1,07 3H. ) 184 C-1,C-5, C-9,C-10 17.6

It 428 (I, dd9.7 ¢ 7,7)  106,6 i

2 3,87 (1H, m) 72,1 i

3 3.46 (1H. m) 78.4 i

& 3.44 (1H, m) 77.9 i

5 3,53 (10, dd,9,7¢ 7.7) 76,1 i

: 3,65 (1H, m) .
v 3.72 (11, m) o2

@ Experimento realizado a 600 MHz para 'H em CD;OD, utilizando o TMS como referéncia
interna. ® Sinais determinados pelo espectro de gHSQC e g HMBC. ¢ Atomos de carbonos que
mostraram correlacio com os respectivos hidrogénios.? Dados da literatura de RMN '*C de acordo
com Pacheco et al., 2009.
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5.3. Composicao quimica dos oleos essenciais das folhas de X.

excellens

O rendimento de 6leo volatil das folhas de X. excellens foi de 0,87%. Os constituintes
quimicos volateis foram identificados através dos espectros de massas, indices de retencdo
(IR) comparados com espectros de massa de substancias armazenadas em banco de dados da
da literatura (Adams, 2007). As porcentagens dos constituintes volateis e seus respectivos
(IR) estdo listados na TABELA 17.

Através da andlise por CG-EM (FIGURA 23) foi possivel identificar 29 compostos,
sendo os sesquiterpenos os constituintes majoritarios, destacando-se a presenca do
componente majoritario espatulenol (24,10%), o qual tem revelado possuir multiplas
atividade biologica, tais como inseticida, citotoxica e antimicrobiana (Cantrell, et al 2005;
Matos, 2006; Bolzan, 2007). A presenca desse sesquiterpeno oxigenado tem se mostrado
como possivel marcador quimiotaxdbnomico, estando presente em quase todas as espécies de
Xylopia que foram estudadas (Maia, et al., 2005).

As substancias f-(Z)-ocimeno (8,65%), f-copaeno (9,00%) e biciclogermacreno
(9,00%) também foram consideradas representativas quantitativamente. A presenca de
monoterpenos também ¢ coerente com outras espécies do género, que também apresentam o
a-pineno e B-pineno como substincias presente no oleo essencial (Fournier et al., 1993;
Pontes et al., 2007).

O germacreno D um dos componentes do dleo essencial das folhas de X. excellens
também foi identificado em outras espécies do género, X. langsdorffiana e X. aethiopica
(Tavares et al., 2007; Karioti et al., 2004). Esta substancia ¢ citada na literatura como um
simulador de feromonios de insetos, estando envolvido também em outros mecanismos

importantes na relacdo inseto-planta (Nishino et al.,1977; Rostelien et al., 2000).
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Figura 4. Cromatograma do o6leo essencial das folhas de X. excellens
Tabela 17. Constituintes volateis das folhas de X. excellens
. Porcentagem
Pico Componentes IR 5
(%)
1 a-pineno 932 1,17
2 B-pineno 972 3,37
3 Mirceno 990 0,41
4 0-3-careno 1010 2,29
5 p-cimeno 1023 0,27
6 Limoneno 1027 0,40
7 B-(Z)-ocimeno 1037 8,65
8 B-(E)-ocimeno 1047 0,43
9 metil-eter-timol 1235 4,38
10 metil-eter- carvacrol 1244 1,01
11 Isoledeno 1365 4,80
12 a-copaeno 1376 2,18
13 (E)-cariofileno 1419 1,28
14 B-copaeno 1430 9,00
15 a-trans-bergamoteno 1436 1,18
16 Z-cariofileno 1439 0,52
17 Sesquisabineno 1443 0,37
18 y-muuroleno 1477 2,39
19 Germacreno D 1481 1,49
20 Biciclogermacreno 1497 9,00
21 o-muuroleno 1501 5,48
22 (Z)-a-bisaboleno 1503 5,84
23 B-bisaboleno 1509 1,49
24 o-cadineno 1524 2,60
25 Elemol 1551 0,88
26 Germacreno B 1558 0,61
27 (E)-nerolidol 1565 1,22
28 Espatulenol 1580 24,10
29 a-muurdol (Torreyol) 1648 0,50
Monotepenos identificados 22,38
Sesquitepenos identificados 77,62
Total identificados 100
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5.4. Composicao quimica dos oleos essenciais das folhas de X.

benthamii

O teor de oOleo volatil das folhas de X. benthamii foi de 1,70%. Pela analise dos
constituintes quimicos, realizada no CG/MS (FIGURA 24), do 6leo essencial das folhas de X.
benthamii foi possivel detectara presenca de 57 substancias, das quais 46 foram identificadas.
O o6leo essencial ¢ constituido por monoterpenos e sesquiterpenos, sendo os monoterpenos os
constituintes majoritarios com 61,74% do total do 6leo. O resultado do 6leo essencial de X.
benthamii esta disposto na tabela 18.

Os principais componentes identificados foram p-felandreno (21,54%), B-pineno
(17,94%), silvestreno (10,61%), y- amorfeno (4,39%), biciclogermacreno (7,05%) e pB-
eudesmol (9,98%) (TABELA 18). A presenca do B-felandreno como componente principal
no 6leo essencial das folhas de X. benthamii sugere a existéncia de um interessante potencial
biologico para a espécie, um vez que, alguns estudos relatam o papel do B-felandreno como
agente inseticida (Nguemtchouin et al., 2010). A proporcao significativa de B-felandreno
também foi relatada nas espécies X. longifolia, X. aromatica e X. ochrantha. A
predominancia de monoterpenos hidrocarbonetos também ¢é coerente com outras espécies do
género, que também apresentam o [-pineno como principais substincia presente no 6leo
essencial (Frournier et al., 1993; Pontes et al., 2007; Karioti et al., 2004; Stashenko et al.,
2004; Albuquerque, 2013).

A presenga significante silvestreno também ¢ evidenciado na composi¢do do oleo
essencial foliar de X. ochrantha (Albuqueeque, 2013). A ocorréncia majoritria do
sesquiterpeno biciclogermacreno no 6leo essencial foliar também ¢ observada nas espécies X.
aromatica e X. sericea (Lago et al., 2003; Pontes et al., 2007). Os constituintes encontrados
neste Oleo foram identificados em outras espécies de Annonaceae como, por exemplo,

Guatteriopsis, Annona, Duguetia (Costa 2009; Valter et al., 2008; Araujo, 2013).
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Figura 24. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de X. benthamii ril
Tabela 18. Constituintes volateis das folhas de X. benthamii
Pico Comﬂonentes IR Porcentagem (%)

1 B-felandreno 1002 21,54

2 p- menta 1, 7, 8 dieno 1005 17,94

3 Mirceno 1010 0,04

4 a-felandreno 1020 1,21

5 B-(Z)-ocimeno 1024 0,09

6 a- terpineno 1029 0,75

7 o-cimeno 1036 1,80

8 Silvestreno 1041 10,61

9 Trans- a- ocimeno 1046 0,31

10 y-terpineno 1064 1,30

11 cis- hidratado sabineno 1071 0,17

12 Terpineno 1090 0,46

13 trans- hidratado sabineno 1098 0,11

14 NI 1121 0,18

15 NI 1138 1,18

16 Terpineno-4-ol 1178 2,92

17 NI 1185 0,04

18 a-terpineol 1190 0,60

19 NI 1195 0,21
20 trans- hidratado acetato sabineno 1284 0,28
21 NI 1332 0,10
22 0- elemeno 1337 0,22
23 NI 1348 0,57
24 o-cubebeno 1364 0,76
25 Cicloisosativeno 1366 0,06
26 a-ylangeno 1370 0,08
27 a-copaeno 1375 0,45
28 B-bourboneno 1383 0,10
29 Sibireno 1389 0,13

30 B-elemeno 1391 0,40

32 B-copaeno 1428 0,77

33 Aromadendreno 1437 0,17

34 6,9-guaiadieno 1442 0,21

35 Allo- aromadendreno 1447 0,26

36 o-humuleno 1452 0,28

37 9-epi-(E)-cariofileno 1459 0,19
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Tabela 18. Constituintes volateis das folhas de X. benthamii (continuagao)

Pico Componentes IR Porcentagem (%)
38 y-muuroleno 1477 0,65
39 v- amorfeno 1481 4,39
40 B-selineno 1486 1,85
41 trans-4-(14),5-dieno muurola 1491 0,14
42 Biciclogermacreno 1497 7,05
43 o-muuroleno 1500 1,33
44 Cubebol 1514 0,19
45 d-cadineno 1523 0,95
46 NI 1549 0,73
47 Germacreno B 1556 0,29
48 Elemicino 1557 0,18
49 Espatulenol 1578 2,67
50 NI 1582 0,35
51 Guaiol 1597 0,38
52 NI 1604 0,17
53 Hinesol 1628 0,45
54 NI 1631 0,07
55 NI 1639 0,15
56 B-eudesmol 1652 9,98
57 o-cudesmol 1654 0,80
Monotepenos identificados 61,74
Sesquitepenos identificados 34,66
Total identificados 96,40
Naéo identificados 3,60

5.5. Atividade biologica

5.5.1 Atividade antimicrobiana

Segundo Duarte (2006), para a atividade antimicrobiana, ainda ndo existe um consenso
sobre o nivel de inibicdo aceitdvel para produtos naturais quando comparados com
antibioticos padrdes, visto que alguns autores consideram somente resultados similares aos de
antibidticos, enquanto outros consideram com bom potencial mesmo aqueles com niveis de
inibigdes superiores. Para materiais vegetais com base nos resultados de MIC, a atividade
antimicrobiana ¢ considerada como: forte inibi¢ao - MIC até 500 pg/mL; inibicdo moderada -
MIC entre 600 e 1500 pg/mL e como fraca inibi¢cdo - MIC acima de 1600 pg/mL (Aligianis

et al., 2001)
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O dleo essencial de X. benthamii (OXBF) mostrou efeito inibidor antibacteriano,
contra as bactérias gram positivas e trés tipos de leveduras com valores de Concentra¢ao
Inibitéria Minima (CIM) equivalentes a 31,2 pg/mL. Em rela¢do Kocuria rhizophila o OXBF
demonstrou ser mais efetivo que o respectivo controle cloranfenicol.

A atividade antibacteriana do 6leo essencial das folhas de X. excellens (OXEF)
também foi avaliada. Em geral, OXEF apresentou atividade contra as bactérias Kocuria
rhizophila, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis com CIM 62,5 pg/mL.
Entretanto, os resultados obtidos mostram que a levedura Candida parapsilosis foi a mais
sensivel a acdo desse 6leo essencial com CIM 31,5 pg/mL. Todos os resultados acerca da
atividade antibacteriana dos O6leos essenciais das espécies de Xylopia estudadas estdo
apresentados na Tabela 19.

Os resultados da andlise dos 6leos sdo muito semelhantes aos estudos recentes
realizados com 6leos essenciais de espécies de Annonaceae. Varios autores enfatizam essa
acdo antimicrobiana, podendo destacar os estudos 6leo essencial obtido das folhas de Annona
foetida o qual evidenciou atividade contra Staphylococcus aureus com CIM de 200 pg/mL
(Costa et al., 2009). Os 6leos essencias de X. parviflora foram ativos contra S. aureus, E.
faecalis, E. coli, P. aeruginosa e C. albicans possuindo um halo de inibi¢cdo do crescimento
variando de 10 a 14 mm (Woguem et al., 2014)

Referente aos resultados obtidos para a substancia XeHF 12 (ent-caur-16-en-7-O-
glucopiranosideo) as bactérias Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli foram mais susceptiveis a acdo desta substancia apresentando MIC de 62,5
pg/mL.

Diversas atividades bioldgicas foram descritas para os diterpenos cauranos € muitos
deles, incluindo antiparasitaria, antimicrobiana, citotdxica, antitumoral, hipotensores e

atividades anti-inflamatorias (Ghisalberti et al,, 1997). Pode-se dizer que os cauranos
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glicosilados assumiram mais importancia e tém sido investigados com maior profundidade,

uma vez que muitos compostos biologicamente ativos sdo glicosideos (Kren et al., 2001)

Tabela 19. Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de X.benthamii e X. excellens e substancia pura.

*CIM (ug/mL)
Microorganismos
8 OXEF OXBF XeHF 12 ontroles
Positivos
Kocuria rhizophila
(ATCC 9341)¢ 62,5 31,2 125,0 50,0
Staphylococcus aureus
(ATCC14458)c 62,5 31,2 62,5 25,0
Staphylococcus
Bactérias epidermidis (ATCC 62,5 31,2 62,5 50,0
12228)¢
Escherichia coli
(ATCC 10538)¢ 500,0 500,0 62,5 50,0
Pseudomonas
aeruginosa - - - >500,0
(ATCC 27853)¢
Candida albicans i i i 125
(ATCC 10231)° ’
Candida parapsilosis
(ATCC 22019)° 31,5 31,5 250,0 12,5
Candida tropicalis
Leveduras (ATCC 157)¢ 250,0 31,5 125,0 12,5
Candida glabrata
(ATCC 30070)° 250,0 250,0 250,0 12,5
Candida dubliniensis
(ATCC 778157)¢ 125,0 31,5 250,0 12,5

@ CIM Concentragdo Inibitéria Minima ® Controle positivo: cloranfenicol para cepas de bactérias e
cetoconazol para cepas de leveduras. °Cepas padrio. ‘Cepa de campo. (-) nenhuma inibicio no
desemvolvimeto

5.5.2 Atividade antiproliferativa

Os extratos de X. excellens e X. benthamii foram avaliados quanto a atividade
citotoxica in vitro frente a diferentes linhagens de células humanas tumorais e ndo tumorais
(TABELA 19).

Segundo Calderon et al., 2003, compostos com forte atividade citotoxica apresentam
valores de Clso menores que 25 pg/mL e com fraca atividade valores maiores que 25

pg/mL. Para extratos inativos sdo observados valores acima de 100 pg/mL.
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Desta forma, de acordo com os resultados descritos na Tabela 20, pode-se observar
que o extrato das folhas de X. benthamii apresentou atividade antiproliferativa apenas contra
a linhagem de células tumorais dos rins (786-0, TGI 32,47 mg/mL), bem inferior ao valor de
TGI do controle. Os demais extratos da espécie apresentaram baixa atividade para as demais
linhagens, uma vez que apresentaram valor de TGI (concentragdo necessaria para inibigdo de
100 % do crescimento celular) > 250,00 pg/mL.

Os extratos hexanicos de X. excellens mostraram-se ativos frente a todas as linhagens
de células tumorais testadas. A linhagem K-562 mostrou-se mais susceptivel aos extratos
hexanos das folhas, galhos finhos e cerne, com TGI 87,38 pg/mL, 50,69 pg/mL, 73,48
pg/mL, respectivamente. No entanto, o0 EHXEx (CAS) demostrou baixa atividade frente as
linhagens NCI/ADR/RES, NCI-H-460, 786-0, OVCAR-3 ¢ HT29.

O EMXEx (CER) apresentou promissora atividade antiproliferativa, inibindo o
crescimento da linhagem tumoral OVCAR-3 (ovério) com valor de TGI 28,50 pg/mL,
portanto com valores de TGI inferiores ao controle.

Os extratos hexanicos e as fracdes alcaloidicas de X. excellens apresentaram
atividade antiproliferativa, inibindo o crescimento das linhagens de células tumorais e
também da linhagem HaCat (célula normal) .

Os resultados da atividade antiproliferativa indicam que os extratos e fragdes
alcaloidicas das espécies de Xylopia estudada sdo similares ao que ¢ relatado na literatura,
visto que, a familia Annonaceae ¢ conhecida por possuir espécies que apresentam atividade
citotoxica relevante. Estudos realizados por Ahmed e colaboradores (2010), avaliou o efeito
citotoxico do 6leo essencial e fragdes obtidas das folhas de A. senegalensis frente a linhagens
de células tumorais, constatando que as amostras apresentaram moderada atividade

citotoxica. O extrato das cascas de G. blepharophylla apresentou notavel atividade citotdxica

. _______________________________________________________________________________________}
ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE Xylopia excellens E Xylopia benthamii (ANNONACEAE)



131

in vitro em células NCI-H 460 e K-562 com TGI 9,05 pg/mL e 7,23pg/mL, respectivamente
(Costa et al., 2011).

Os estudos com o extrato etandlico dos frutos da espécie X. aethiopica apresentaram
atividade frente as células HCT116 (colon), U937 e KG1 (leucemia) com ICso de 12 pg/mL,

7,5 pg/mL e > 25 pg/ml, respectivamente (Choumessi et al., 2012).

Tabela 20. Atividade antiproliferativa dos extratos e fragdes de X.benthamii ¢ X. excellens

(T‘é‘;‘?jtgr/jzm NCI/ADR/RES NCI-H-460 786-0 OVCAR-3 HT29 K-562  HaCat
EHXb (F) ] ] 32,47 >250 >250  >250  >250
EHXb (GF) . - >250 >250 >250  >250  >250
EHXb (CAS) - - >250 >250 >250  >250  >250
EHXb (CER) . - >250 >250 >250  >250  >250
EMXb (F) - - >250 >250 >250  >250  >250
EMXb (GF) . - >250 >250 >250  >250  >250
EMXb (CAS) . - >250 >250 >250  >250  >250
EMXb (CER) . >250 >250 >250  >250  >250
FALXb (F) . . >250 >250 >250  >250  >250
FALXb(GF) . . >250 >250 >250  >250  >250
FALXb (CAS) . - >250 >250 >250  >250  >250
FALXb (CER) . . >250 >250 >250  >250  >250
EHXEx (F) 200,96 >250 10045 93,61 >250 87,38 121,73
EHXEx (GF) 120,87 166,35 87,98 106,53 102,75 50,69 129,57
EHXEx (CAS) >250 >250 >250 >250 >250 106,62 152,86
EHXEx (CER) 125,14 178,48 120,55 104,89 100,04 7348 14828
EMXEx (F) 215,6 >250 180,94  >250 >250 188,15  >250
EMXEx (GF) >250 >250 >250 >250 >250 151,55  >250
EMXEx (CAS) >250 21624  >250 >250 >250 66,72 235,63
EMXEx (CER) >250 >250 >250 28,50 >250  >250  >250
FALXEx (F) 218,86 >250 >250 >250 >250  >250  >250
FALXEx (GF) 125,69 83,65 68,22 169,47 >250  >250 93,65
FALXEx (CAS) 109,91 46,52 79,74 185,85 241,54 11458 77,02
FALXex (CER) 207,64 116,87 98,85 140,62 150,86 >250 139,90
Doxorubicina - - 50,73 >250 39,33 >250 124,34

*TGI: Inibicdo total do crescimento — consentragdo que promove a inibigdo 100 % do crescimento celular. Os
valores foram determinados por analise de regressdo ndo linear (sigmoidal), utilizando o programa Origin 7.5
(r2>0,9).

Células tumorais: NCI/ADR/RES (ovario resistente a multiplos farmacos); NCI-H-460 (pulmao, tipo ndo
pequenas células); 786-0 (rim); OVCAR-3 (ovario); HT29 (c6lon); K-562 (leucemia);Célula normal: HaCat
(keratinocito)
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5.5.3 Atividade leishmanicida

A substancia XeHF 12 foi submetida a ensaio de atividade leishmanicida contra a
forma promastigotas de Leishmania amazonensis. Por causa de pequeno rendimento as
demais substincias ndo foram testadas. A avaliagcdo da atividade ¢ feita dentro dos seguintes
critérios: as substancias sdo classificadas como altamente ativas quando ICso < 10 pg.mL™;
ativas quando 10< ICsp < 50 pg.mL™'; moderadamente ativas, quando 50 < ICsp < 100
ug.mL" e ndo-ativas se 1Cso> 100 pg.mL™" (De Lima et al., 2012)

O composto ent-caur-16-en-7-O-glucopiranosideo (substancia XeHF12) apresentou
consideradas ativas frente formas  promastigotas de L. amazonensis, sendo observado
valores de I1Cso de 15.23 £+ 0.64 pg/mL. Além disso, foi observado baixa citotoxidade contra
os macrofagos J774A1, apresentando valores de CCso e SI de 29.97 + 2.72 ug/mL e 1.96,
respectivamente (De Lima et al., 2012).

E estudos realizados por Batista e colaboradores (2007) evidenciaram a atividade
tripanossomicida de derivados de acidos caurendico glicosilado. Em trabalho recentes, foi
demonstrado a capacidade leishmanicida do diterpeno 4cido caurendico contra L.

amazonensis em cultura de macroéfagos (Miranda et al., 2015).
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6. Conclusoes

O uso da técnica FIA-ESI-IT-MS forneceu dados preliminares sobre a andlise do
perfil quimico, evidenciando similaridades entre a composi¢do alcaloidica de partes da
mesma planta e entre as espécies de X. excellens e X. benthamii.

O estudo fitoquimico dos extratos metandlicos das folhas e dos galhos finos da
espécie X. excellens conduziu ao isolamento de onze alcaloides identificados como,
reticulina (benziltetraidroisoquinolinico), anonaina e nornantenina (aporfinicos), liriodenina,
lisicamina, isomochastolina, O-metilmoschatolina, oxonantenina, laniginosina, oxoglaucina e
oxofoebina (oxoapofinicos). Da andlise dos extratos hexanicos de X. excellens foi isolados 1
diterpeno, identificado como 7B-O-B-D-glucopiranosideo ent-caur-16-eno. Estes resultados
sdo compativeis a quimiotaxonomia da familia Annonaceae, em particular do género Xylopia.
A espécie estudada confirmou a potencialidade do género como produtora de alcaloides
isoquinolinicos, apresentando uma variedade de estruturas que confirmam as rotas
biogenéticas anteriormente decritas, que tém como precursor o0s alcaloides
tetraidrobenzilisoquinolinicos. Tais alcaloides dao origem aos alcaloides aporfinicos sensu
stricto, que por sua vez  originam os alcaloides oxoaporfinicos, predominantes em X.
excellens. Outra caracteristica do género evidenciada pela espécie foi a producdo de
diterpenos de esqueleto ent-caurano, frequentes na familia, também considerados provaveis
marcadores do género.

A partir das analises, por CG/MS, dos 6leos essenciais obtidos das folhas X. excellens
foram observados como constituintes predominantes os sesquiterpenos, sendo espatulenol o
composto majoritario. Na andlise dos Oleos essenciais das folhas de X. benthamii foram
identificados principalmente os monoterpenos sendo o f-felandreno composto majoritério.

A composi¢ao quimica dos dleos essenciais das espécies estudadas estdo de acordo
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com o perfil dos constituintes volateis encontrados na familia Annonaceae e no género
Xylopia.

Os extratos, fracdes e 6leo essencial das espécies X. excellens e X. benthamii revelaram
atividades  antimicrobiana e antitumoral. O diterpeno isolado apresentou atividade
leishmanicida contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis.

Este estudo revelou a espécie X. excelens como uma fonte promissora de alcaloides
isoquinolinicos e de diterpenos biologicamente ativos, em acordo com a potencialidade

quimico-farmacologica de espécies do género Xylopia, da familia Annonaceae.
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Espectro 6. Ampliag

substancia XeF2.
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Espectro 7. Ampliacio do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl; + gotas de CD;0D) da

substancia XeF2.
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Espectro 8. Mapa de correlagio gHSQC ( 'H: 600 MHz, 3C: 150 MHZ, CDClL;) da substancia
XeF2.
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Espectro 9. Mapa de correlagio gHMBC ( 'H: 600 MHz, '*C: 150 MHZ, CDCl;) da substancia
XeF 2.
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Espectro 10. Expansdo do espectro de correlagio gHMBC ( 'H: 600 MHz, *C: 150 MHZ,
CDCls) na regido de 160 a 20 ppm da substancia XeF2.
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Espectro 11. Expansdo do espectro de correlagio gHMBC ( 'H: 600 MHz, *C: 150 MHZ,
CDCls) na regido de 145 a 20 ppm da substancia XeF2.
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Espectro 12 . Espectro de massa full MS obtido em modo positivo da substancia XeF9.

. _______________________________________________________________________________________}
ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE Xylopia excellens E Xylopia benthamii (ANNONACEAE)



164

o © @ N~ O W WAN -« OWwOo ww‘—w‘—mr\gmmv\m‘— O - S MO N~ W0 Mm ©O© O O o
< n - N D YW O NN OO N N - OO0 N © © W < N - ~NO S S - O O N O O (=]
2 N ~o© 2930 NNNC® © ¥3IN 00 AdANNN 999090 &0 3 =3
~ ~ © © LW W T T O M MM MM OOM OOMOMON O oM MM M MmO O N NN NN o
|
\—Y—‘ ‘
N
«
L B
6.000 5.990 5.980 5.970
ppm (t1)
I
|
M ; Wy i
I ¥ Y [ I A S
o = N NN s
© o w = N Q9 - Ag
[} w0 - o o O a w O
T ‘ T T ‘ T T T T ‘ T T ‘ T T T ‘ T T T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
ppm (t1)
1 A :
Espectro 13. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCls) da substancia XeF9
- o v o © R R EEEEREEEE R
0 = K D @0 I~ 0 B W W © N W v o ¥ - M o~ W M
N NN - @ © 4 ¢ € O O N N N N NOo o o o O
¢ ¥ % < o o PR T T T B B B S S S S B B S S S SRR
\_'_l \_'_l
3 & 3
TT T T T T[T T T T[T T[T T [T T[T TT] L L L L AL B
4240 4230 4.220 4.210 4.200 4.190 3.400 3.350 3.300 3.250 3.200
ppm (t1) ppm (t1)
|
I
Iyl i ININT I [ I
= i § = = = =
= w w = - N N
N Y o o N ~ 2
o (&) o (&) w (&)
T ‘ T T ‘ T T ‘ T
4.00 3.50 3.00
ppm (t1)

Espectro 14. Ampliagdo da regido 2,50 — 4,22 do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl;) da

substancia XeF9

. _______________________________________________________________________________________}
ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE Xylopia excellens E Xylopia benthamii (ANNONACEAE)



165

L bl

£ o
§ 40
e 60
80
. 10
12¢

6 5 4 3 2 1 0
Espectro 15. Mapa de correlagio gHSQC ( 'H: 600 MHz, *C: 150 MHZ, CDCl;) da substancia
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Espectro 16. Expansio do mapa de correlagio gHSQC ( 'H: 600 MHz, '*C: 150 MHZ, CDCls)

na regido de 120 a 72 ppm da substancia XeF9
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Espectro 17. Expansdo do mapa de correlagio gHSQC ( 'H: 600 MHz, '*C: 150 MHZ, CDCls)

na regido de 64 a 24 ppm da substincia XeF9
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Espectro 18. Expansdo do mapa de correlagio gHSQC ( 'H: 600 MHz, '*C: 150 MHZ, CDCls)
na regido de 165 a 35 ppm da substancia XeF9
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Espectro 19. Expansio do espectro de correlagio gHMBC ( 'H: 600 MHz, *C: 150 MHZ, CDCls)
na regido de 150 a 20 ppm da substancia XeF9.
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Espectro 20. Espectro de massa full MS obtido em modo positivo do [M+H]" da substancia XeF4
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Espectro 21. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD;OD) da substancia XeF4.
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Espectro 22. Ampliacio da regido 7,63 — 8,81 do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD;OD)

da substancia XeF4.
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Espectro 23. Ampliagdo da regido 7,40 — 9,00 do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD;0D)
da substancia XeF4.
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Espectro 24. Espectro massa full MS obtido em modo positivo do [M+H]" da substéncia XeF5
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Espectro 25. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCls) da substancia XeF5.
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Espectro 26. Ampliagdo da regido 8,59 — 9,20 do espectro de RMN de 'H (600 MHz,
CD;0D) da substancia XeF5.
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Espectro 27. Amplia¢io da regido 7,57 — 7,83 do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD;0OD) da

substancia XeF5.
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Espectro 28. Mapa de correlagdo gHSQC ( 'H: 600 MHz, *C: 150 MHZ, CDCI;) da substancia
XeFs.
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Espectro 29. Ampliagio do Mapa de correlagio gHSQC ( 'H: 600 MHz, *C: 150 MHZ,
CDCl;) da substancia XeF5.
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Espectro 30. Ampliacio do Mapa de correlagio gHSQC ( 'H: 600 MHz, *C: 150 MHZ,
CDCl;) da substancia XeF5.
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Espectro 31. Ampliagdo do Mapa de correlagio gHSQC ( 'H: 600 MHz, '3C: 150 MHZ, CDCl;) da

substancia XeF5.
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Espectro 32. Espectro de massa full MS obtido em modo positivo do [M+H]" da substancia XeF8
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Espectro 33. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD;0D) da substancia XeF8.
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Espectro 34. Ampliagdo da regido 8,58 — 9,10 do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD;0D) da

9.00

substancia XeF8.
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Espectro 35. Ampliacio da regido 7,32 — 7,69 do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD;OD)
da substancia XeFS8.
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Espectro 36. Espectro de massa full MS obtido em modo positivo do [M+H]" da substancia XeF3
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Especro 37. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl3) da substancia XeF3.
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Espectro 38. Ampliagdo da regido 3,98 — 4,11 do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl;)
da substancia XeF3.
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Espectro 39. Mapa de correlagio gHSQC ( 'H: 600 MHz, '3C: 150 MHz, CDCl;) da

substancia XeF3.
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Espectro 40. Expansio do mapa de correlagdo gHSQC ( 'H: 600 MHz, '*C: 150 MHz, CDCls)
na regido de 148 a 105 ppm da substancia XeF3
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Espectro 41. Expansio do mapa de correlagio gHSQC ( 'H: 600 MHz, '*C: 150 MHz, CDCl)
na regido de 112 a 67 ppm da substancia XeF3.
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Espectro 42. Expansio do mapa de correlagio gHSQC ( 'H: 600 MHz, *C: 150 MHz, CDCl)
na regido de 100 a 20 ppm da substancia XeF3.
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Espectro 43. Mapa de correlagio gHMBC ( 'H: 600 MHz, *C: 150 MHz, CDCl;) da substincia

.
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Espectro 44. Expansdo do mapa de correlagio gHMBC ( 'H: 600 MHz, '*C: 150 MHz, CDCl;)
na regido de 185 a 100 ppm da substancia XeF3.
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Espectro 45. Expansio do mapa de correlagio gHMBC ( 'H: 600 MHz, ¥C: 150 MHz, CDCl;) na
regido de 162 a 120 ppm da substancia XeF3.
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Espectro 46. Expansio do mapa de correlagio gHMBC ( 'H: 600 MHz, *C: 150 MHz, CDCls)

na regido de 170 a 140 ppm da substancia XeF3.
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Espectro 47. Espectro de massa full MS obtido em modo positivo do [M+H]" da substancia XeF10
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Espectro 48. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl5) da substincia XeF10.
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Espectro 49. Ampliagdo da regido 7,52 — 9,12 do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIl;) da
substancia XeF10.
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Espectro 50. Espectro massa full MS obtido em modo positivo do [M+H]" da substancia XeF7
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Espectro 51. Ampliagio da regido 6,37 — 9,00 do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da

substancia XeF7.
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Espectro 52. Espectro massa full MS obtido em modo positivo do [M+H]" substancia XeF6
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Espectro 53. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD;0D) da substancia XeF6.
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Espectro 54. Ampliagio da regido 6,37 — 9,00 do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD;OD)
da substancia XeF6
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Espectro 55. Ampliagio da regido 6,37 — 9,00 do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD;0D)
da substancia XeF6.
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Espectro 56. Ampliagio da regido 6,37 — 9,00 do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD;OD)
da substancia XeF6.
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Espectro 56. Ampliagio da regido 6,37 — 9,00 do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD;0D)
da substancia XeF6.
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Espectro 57. Espectro massa full MS obtido em modo positivo do [M+H]" da substancia XeF11
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Espectro 58. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl;) da substincia XeF11.
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Espectro 59. Ampliacio da regido 6,37 — 9,00 do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl;) da
substancia XeF11
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Espectro 60. Expansido do espectro de massa HR-APCIMS obtido em modo positivo [M+H]" da
substancia XeHF12
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Espectro 61. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD;OD) da substéncia XeHF12.
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Espectro 62. Ampliagdo da regido 3,45 — 4,77 do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD;OD) da
substancia XeHF12.

Bubs17in.esp
N

2.0957
2.0900

k&S

2.1165
21121
—1.9355
—1.9171

—2.6

0.987 1.903 0.978 1.015
— S— | I— —

265 260 255 250 245 240 235 230 225 220 215 210 205 200 195 1.90

Espectro 63. Ampliagdo da regido 1,90 — 2,65 do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD;OD) da
substancia XeHF12.
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Espectro 64. Ampliagdo da regido 0,80 — 1,93 do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD;OD) da

substancia XeHF12.
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Espectro 65. Mapa de correlagdo gHSQC ( 'H: 600 MHz, *C: 150 MHz, CD;0D) da substincia

XeHF12.
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Espectro 66. Expansdo do mapa de correlagio gHSQC (‘H: 600 MHz, '*C: 150 MHz, CD;0D)
na regido de 107 a 45 ppm da substancia XeHF12.
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Espectro 67. Expansdo do mapa de correlagio gHSQC (‘H: 600 MHz, '*C: 150 MHz, CD;0D)
na regido de 50 a 16 ppm da substancia XeHF12.
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Espectro 68. Mapa de correlagio gHMBC (‘H: 600 MHz, '*C: 150 MHz, CD;OD) da
substancia XeHF12.
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Espectro 69. Expansdo do mapa de correlagio gHMBC (‘H: 600 MHz, *C: 150 MHz, CD;0D)
na regido de 150 a 50 ppm da substancia XeHF12.
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Espectro 70. Expansdo do mapa de correlagio gHMBC ( 'H: 600 MHz, '*C: 150 MHz, CD;0D)
na regido de 155 a 40 ppm da substancia XeHF12.
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Espectro 71. Espectro de RMN de *C em at 125 MHz da substancia XeHF12
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Espectro 72. Espectro de NMN de 'H e experimento de NOE 1D em CDCl; em 600 MHz da
substancia XeHF12
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