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RESUMO

Conchocarpus fontanesianus (Rutaceae), conhecida popularmente como pitaguara, € uma
espécie endémica de Floresta Ombrofila Densa de Encosta, em areas de Mata Atlantica, mais
precisamente em regides de restinga do estado de S&o Paulo e Rio de janeiro. Na literatura, foi
encontrado somente um registro sobre estudo quimico realizado com a espécie, e em espécies
do mesmo género ja foram encontrados diversos metabolitos como alcaldides
(furoquinolinicos, acridénicos) e cumarinas (furanocumarinas). O presente trabalho teve como
objetivo realizar o estudo quimico de C. fontanesianus com o objetivo de ampliar o
conhecimento sobre a quimica da espécie, analisando a composi¢cdo quimica de seus extratos
(compostos fixos, ramos e folhas) e dos componentes volateis (6leos volateis, folhas) de duas
regides de Mata Atlantica (Jureia e Caraguatatuba), além de avaliar o potencial biolégico
destes. Os 0Oleos foram extraidos de folhas frescas por hidrodestilacdo (3 horas) e analisados
por Cromatografia a Gas acoplado a Espectrometria de Massas. A identificacdo foi feita
através da comparacdo dos padrOes de fragmentacdo obtidos com os das bibliotecas de
referencias (NIST08, WILEY e ADAMS) e os Indices de Kovats. Os extratos foram obtidos
apartir de ramos caulinares e folhas secas, que foram moidos e extraidos com etanol, sob
pressdo e temperatura. O extrato etandlico bruto (EEB) sofreu particdo liquido/liquido para
fornecer extratos hexanicos (HEX), extratos diclorometanicos (DCM) e extratos em acetato
de etila (AcOEt). Os extratos diclorometanico dos ramos e folhas demonstraram significante
atividade antifungica em cromatografia de camada delgada. Utilizando a tecnica de
fracionamento guiado por bioensaios seguido de microfracionamento por PREP-HPLC-UV
foi possivel localizar os compostos ativos. Diferentes zonas dos cromatogramas foram
relacionadas com a atividade. Em paralelo com a abordagem da atividade do perfil
cromatografico baseado no HPLC, HPLC-DAD-ESI-MS e UPLC-TOF-MS foram utilizados
para a identificacdo precoce de alguns dos compostos presentes na zona ativa. O isolamento
das substancias alvo foi realizado por cromatografia liquida de média pressao (MPLC-UV) e
por HPLC preparativo. Usando essa abordagem, 23 compostos foram identificados; 21 foram
efetivamente isolados e 2 identificados por desreplicacdo. Destes isolados, 7 sdo compostos
naturais ainda ndo descritos; 5 alcaloides com nucleo indolopiridoquinazolinico e 2
triterpenos do tipo limonoide. A elucidacdo estrutural dos compostos isolados foram feitas
através de métodos espectroscopicos classicos, incluindo NMR 2D e espectrometria de
massas de alta resolucdo. Além da atividade antifingica, foram avaliados ainda o potencial
antioxidante dos extratos, fracfes e compostos puros. Os compostos que apresentaram maior

potencial antifungico foram os alcaloides flindersina (18) (C. albicans, LD = 10 png; C.
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cladosporioides, LD = 5 pug), 7-metoxiflindersina (19) (Candia albicans e C.
sphaerospermum, LD = 10 ug; C. cladosporioides, LD = 5 nug), y-fagarina (10) e haplopina
(7) (C. sphaerospermum, LD = 2,5 ng; C. cladosporioides, LD =1 pg, ambos). Na avaliagéo
da atividade antioxidante (DPPH) os compostos que apresentaram forte potencial foram a
amida moupinamida (4) (ICso = 10,53 pg/mL) e o alcaloide haplopina (7) (1Cso = 12,64
ug/mL). Os 6leos volateis ndo apresentaram atividade antioxidante e apresentaram fraca

atividade antifangica.

Palavras-chave: Rutaceae, Conchocapus fontanesianus, atividades bioldgicas, 6leos volateis,

alcaloides e técnicas hifenadas.
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ABSTRACT

Conchocarpus fontanesianus (A. St.-Hil.) Kallunki & Pirani (Rutaceae), popularly known as
pitaguard, is a Brazilian native and endemic species distributed in the Atlantic Rainforest. In
the literature, only one record was found on chemical study of this specie, and in the same
genus have been found various metabolites such as alkaloids (furoquinoline, acridone) and
coumarins (furanocoumarins). This study aimed to carry out the chemical study of C.
fontanesianus in order to increase chemical knowledge of this specie by analyzing the
chemical composition of its extracts (fixed metabolites from branches and leaves) and volatile
components (volatile oils from leaves) of two regions of the Atlantic Rain Forest (Juréia e
Caraguatatuba), and evaluate its biological potential. The oils were extracted from fresh
leaves by hydrodistillation (3 hours) and analyzed by GC-MS. The identification was made by
comparasion of fragmentation patterns obtained with the reference libraries (NIST08, Wiley
and Adams) and Kovats index. The extracts were obtained starting from dried stem branches
and leaves, which were ground and extracted with ethanol, under pressure and temperature
(ASE300). The crude ethanolic extract suffered liquid/liquid partition to give hexane extracts
(HEX), dichloromethanic extracts (DCM) and ethyl acetate extracts (AcOEt). The
dichloromethane extract of the stem barks and leaves of this plant showed significant
antifungal activity on thin layer chromatography bioautographic assays. Active compounds
were isolated by bioassay-guided fractionation followed by HPLC-microfractionation to
localize the active compounds. Different zones of the HPLC-UV chromatograms were linked
to antifungal activities. In parallel to this HPLC-based activity profiling, HPLC-PDA-ESI-MS
and UPLC-TOF-HRMS were used for the early identification of some of the compounds
present in this active zone. The targeted isolation of the active compounds was performed by
medium pressure liquid chromatography (MPLC-UV) and preparative HPLC. Using this
approach, 23 compounds were identified, 21 have been effectively isolated and 2 identified by
dereplication. Of these, 7 are natural compounds not described, 5 alkaloids with
indolopiridoquinazoline nucleus and 2 triterpenes of the limonoid type. The structures of the
isolated compounds were elucidated by classical spectroscopic methods including 2D NMR
and HR-MS. In addition to the antifungal activity were also evaluated the antioxidant
potential of extracts, fractions and pure compounds. The compounds that showed greater
potential antifungal were the alkaloids flindersine (18) (C. albicans, DL = 10 pg; C.
cladosporioides, DL = 5 pug), 7-metoxiflindersine (19) (Candia albicans e C.
sphaerospermum, DL = 10 nug; C. cladosporidides, DL = 5 ug), y-fagarine (10) and haplopine
(7) (C. sphaerospermum, DL = 2,5 pg; C. cladosporidides, DL = 1 g, both). In the
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evaluating of the antioxidant activity (DPPH), the compounds that showed strong potential
were the amide moupinamide (4) (ICso = 10,53 pg/mL) and the alkaloid haplopine (7) (1Cso =
12,64 ug/mL). The volatile oils showed weak antifungal activity and didn’t show antioxidant

activity.

Key-words: Rutaceae, Conchocarpus fontanesianus, biological activity, volatile oils,
alkaloids and hyphenated techniques.
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1. INTRODUCAO

A natureza sempre despertou no homem um fascinio encantador, ndo s6 pelos recursos
oferecidos para sua alimentacdo e manutencéo, mas por ser sua principal fonte de inspiracéo e
aprendizado. A busca incessante pela compreensdo das leis naturais e o desafio de transpor
barreiras & sua sobrevivéncia, como o clima e as doencas, levaram o homem ao atual estagio
de desenvolvimento cientifico, ap6s o avango tecnoldgico observado nos dias de hoje (Viegas
Jr et al., 2006).

1.1. Os Produtos Naturais e sua Importéancia Econémica

As plantas superiores constituem uma das fontes naturais mais importantes de
alimentos, fibras, madeira e também de diversos produtos quimicos como 0leos, esséncias,
corantes, além de diversas substancias de importancia farmacéutica, e desde os primordios das
civilizagGes, tem contribuido significativamente para o fornecimento de substancias Uteis aos

seres humanos (Calixto, 2005).

O profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza, pelos povos primitivos e
pelos indigenas pode ser considerado fator fundamental para o descobrimento de substancias
toxicas e medicamentosas ao longo do tempo. A convivéncia e o aprendizado com 0s mais
diferentes grupos étnicos trouxeram valiosas contribuicdes para o desenvolvimento da
pesquisa em produtos naturais, do conhecimento da relagcdo intima entre a estrutura quimica
de um determinado composto e suas propriedades bioldgicas e da inter-relacdo

animais/insetos-plantas (Viegas Jr et al., 2006).

Muitos fatores sdo importantes para 0 sucesso no descobrimento de novos farmacos,
dentre eles a diversidade quimica dos compostos que serdo selecionados, cujas fontes podem
ser: produtos naturais, compostos sintéticos ou semissintéticos. Dentre estas possibilidades os
produtos naturais sdo considerados como a fonte de maior diversidade quimica (Strege, 1999).
Os produtos naturais tém um papel relevante na economia, onde se estima que o mercado
mundial de fitoterapicos movimente cerca de US$ 22 bilhdes por ano. Em 2000, o setor
faturou US$ 6,6 bilhGes nos EUA e US$ 8,5 bilhdes na Europa, sendo a Alemanha o maior

mercado mundial de fitoterapicos (Pinto et al., 2002).

Entre as 300 mil espécies de plantas conhecidas no planeta apenas uma pequena
porcentagem, cerca de 25 mil, foi investigada fitoquimicamente e a fragdo destas submetidas a
triagem bioldgica ou farmacoldgica é ainda menor. As plantas superiores sdo uma fonte de

milhares de produtos naturais, com uma quase infinita variedade de diferentes estruturas
1



quimicas (Henkel et al., 1999; Calixto, 2005). Seus metabolitos secundarios, melhor
conceituados como metabolitos especiais (Gottlieb et al., 1996), tiveram um papel
fundamental no desenvolvimento da quimica orgéanica sintética moderna. Historicamente, o
desenvolvimento da quimica organica ocorreu paralelamente ao estudo de plantas e ao
surgimento da Quimica de Produtos Naturais, principalmente a partir do século XI1X, quando
foram registrados os primeiros estudos sobre plantas com base cientifica (Montanari &
Bolzani, 2001). A Quimica de Produtos Naturais € o estudo dos compostos quimicos
produzidos por organismos vivos sejam eles plantas, animais ou microrganismos, tanto

terrestres quanto marinhos (Heinrich et al., 2004).

O marco historico ocorreu em 1806 quando o farmacéutico alemdo Friederich
Wilhelm Adam Sertiirner, um dos pioneiros na utilizacdo de substancias naturais de forma
pura, isolou a morfina da papoula (Papaver sonniferum), o primeiro produto natural isolado
(Henriques, 1999; Barreiro, 2002). O trabalho realizado por Sertiirner resultou posteriormente
no isolamento de alguns principios ativos de plantas, ja entdo conhecidas como medicinais.
Muitas dessas substancias isoladas sdo substancias que se consagraram como principios ativos
eficazes, e que atualmente ainda sdo muito empregados no tratamento de certas doencas, a
exemplo da quinina, canfora e cocaina (Figura 1) (Wheelwrigh, 1974). A partir dai
desenvolveu-se também a Farmacognosia, que € a ciéncia que estuda os principios ativos

naturais, originados de organismos vivos (Heinrich et al., 2004).

Figura 1 — Estruturas quimicas de quinina, canfora e cocaina.

Quinina Cocaina

A fantéstica variedade e complexidade das moléculas produzidas pelo metabolismo
secundario das plantas teriam sido resultado de milhdes de anos de evolucdo, como forma de
protecdo e resisténcia as intempéries do clima, predadores e poluicdo, e também as condicbes
de adaptagéo e regulacdo (Verpoorte, 2000; Montanari & Bolzani, 2001). Tal variedade e

complexidade sdo inalcangéveis por métodos laboratoriais (Viegas-Jr. et al., 2006).



Durante um periodo de 30 anos (1981 a 2010), 60,7% dos 1355 novos farmacos
desenvolvidos e aprovados pelas agéncias mundiais de regulacdo foram provenientes de
produtos naturais, ou substancias desenvolvidas a partir deles (Newman & Cragg, 2012). As
vendas mundiais totais de medicamentos derivados de plantas em 2002 foram estimadas em
mais de US$ 30 bilhdes, demonstrando a continuidade do impacto econdmico das plantas
como fonte de farmacos (Raskin et al., 2002).

O acumulo de substancias enantiomericamente puras é umas das coisas mais
fascinantes do reino vegetal. A preocupacdo da industria farmacéutica com produtos quirais
intensificou-se depois dos graves efeitos causados por farmacos como a talidomida.
Atualmente é de conhecimento que a teratogénese fetal é decorrente da acdo do enantidmero
(-). Este mercado explodiu na década de 90 e o faturamento de produtos quirais produzidos
alcancou 45,2 bilhdes de dolares em 1994 (Pinto et al., 2002).

Atualmente muitos s@o os exemplos de moléculas oriundas de plantas, eficazes no
tratamento das mais diversas enfermidades. Os alcaloides vincristina e vimblastina de
Catharanthus roseus (Apocynaceae, anticancer), o diterpenoide plaxitel de Taxus brevifolia
(Taxaceae, anticancer), o alcaloide monoterpénico camptotecina de Camptotheca acuminata
(Cornaceae, anticancer), o glicosideo cardiotonico digoxina de Digitalis inata
(Plantaginaceae, doencgas cardiacas), o alcaloide quinina de Cinchona officinalis (Rubiaceae,
antimalaria), o alcaloide pilocarpina de Pilocarpus jaborandi (Rutaceae, glaucoma), o
alcaloide galantamina de Galanthus nivalis (Amaryllidaceae, mal de alzheimer) e o alcaloide
tubocurarina de Chondrodendron tomentosum (Menispermaceae, bloqueador neuromuscular)
(Rates, 2001; Viegas Jr et al., 2006; Hostettman & Marston, 2007).

1.2. Técnicas Hifenadas

A fim de descobrir novos compostos bioativos de plantas que poderiam tornar-se
novos modelos moleculares ou novos farmacos, os extratos vegetais devem ser submetidos ao
mesmo tempo a triagem quimica e a varios ensaios bioldgicos e farmacologicos. A triagem
quimica ou perfil metabdlico visa distinguir entre 0os compostos ja conhecidos (desreplicacdo)
e novas moléculas, diretamente nos extratos vegetais brutos. Assim o tedioso trabalho de
isolamento de compostos conhecidos pode ser evitado e o isolamento de constituintes alvos
que apresentam caracteristicas espectroscopicas novas ou incomuns pode ser realizado
(Hostettman et al., 2001).



Com o desenvolvimento importante nas técnicas cromatogréficas registradas durante
os Ultimos anos, melhorias significativas em termos de eficiéncia de separacdo e diminuicdo
do tempo de andlise foram alcancadas para a analise de matrizes bioldgicas complexas. A este
respeito, a introducdo de particulas sub-2 um e sistemas cromatograficos capazes de trabalhar
em pressdo muito elevada (UHPLC ou UPLC) demonstrou vantagens significativas para
separacOes de alta resolucdo ou alto rendimento (Nguyen et al., 2006; Petersson et al., 2008).
A melhoria na resolucdo dos cromatografos (LC) € muito relevante para os perfis
metabdlicos, devido a presenca de varios compostos que possuem estruturas semelhantes e a

possibilidade de evitar coeluicdo (Metz et al., 2008).

O potencial da estratégia de “screening” quimico foi consideravelmente aumentado
pelo desenvolvimento de técnicas hifenadas, que sdo capazes de proporcionar uma separacao
eficiente dos metabdlitos e informagdo estrutural a0 mesmo tempo. Apesar de extratos
vegetais serem misturas complexas de diferentes metabdlitos, a analise de fragGes volateis ou
materiais apolares de superficies foliares ja é, ha muito tempo realizada, ndo sendo necessario
muitas vezes, nenhum fracionamento para total caracterizacdo quimica do material estudado.
O grande avanco na analise destas misturas decorreu do desenvolvimento de aparelhos de
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), 0s quais sdo empregados
rotineiramente, por exemplo, na analise de 6leos essenciais ou Oleos volateis (Crews et al.,
1998). Acoplando um cromatografo liquido de alta eficiéncia com espectrémetro de massas e
um detector ultravioleta de arranjos de diodos (LC-DAD-MS), uma grande quantidade de
dados pode ser obtido dos constituintes de um extrato de planta antes de qualquer trabalho de
isolamento (Wolfender et al., 1998). Além disso, a recente introducdo do acoplamento de
HPLC com ressonancia magnetica nuclear (LC/RMN) permite que a estrutura completa de

varios metabolitos de plantas possam ser elucidadas on-line (Wolfender et al., 2001).

Quando comparado com a utilizacdo classica de detectores espectroscopicos de UV
(ultra violeta), MS (espectrometria de massas) e NMR (ressonancia magnética nuclear)
aplicados aos produtos naturais puros, de preferéncia, a integracdo de todas estas técnicas nas
suas formas acopladas/hifenadas (LC/UV, LC/MS e LC/NMR), com centralizacdo de
aquisicdo de dados espectroscopicos, permite a completa caracterizacdo estrutural de
diferentes metabolitos numa mistura em uma Unica andlise. LC/UV/MS e LC/NMR séo
usados de uma maneira complementar para perfis metabolicos e desreplicacdo. Eles muitas
vezes ddo uma atribuicdo inequivoca de produtos naturais conhecidos e permite a

determinagcdo parcial da estrutura de componentes desconhecidos. Com base nesses



resultados, e ensaios de atividade bioldgica realizados paralelamente, o alvo de interesse pode
ser eficientemente isolado (Wolfender et al., 2003).

1.3. Biodiversidade e Conservacao

Estima-se que 20% de toda a biodiversidade mundial estejam em territério nacional,
distribuidas na Floresta Amaz6nica, Mata Atlantica e Cerrado, sendo o Brasil considerado o
maior berco mundial de espécies endémicas. Sdo 55 mil espécies de plantas (22% do total
registrado no planeta), 1622 aves (191 endémicas), 524 mamiferos (cerca de 131 endémicos),
517 anfibios (294 endémicos), 468 repteis (172 endémicos), 3 mil peixes de dgua doce e cerca
de 15 milhGes de insetos, muitos sem qualquer descri¢do taxonémica (Lewinsonhn & Prado,
2002).

Essa biodiversidade € considerada uma fonte de substancias biologicamente ativas e
sua preservacdo é fundamental, tanto pelo valor intrinseco dessa imensa riqueza biologica e
de suas interagdes ecoldgicas, como pelo seu enorme potencial como fonte de novos farmacos
(Barreiro & Bolzani, 2009). Em razdo disso, a exploracdo racional e a conservacdo da

diversidade biolégica é uma questéo de prioridade e urgéncia (Bolzani et al., 1999).

A expressdo ‘“Mata Atlantica”, adotada por varios autores, indica simplesmente a
proximidade da floresta com o Oceano Atlantico. Essa formacdo deve sua exuberancia a
grande umidade do ar, trazida pelos ventos marinhos, que se precipita sob a forma de chuva
nas costas, ao subirem para camadas frias de maior altitude. De acordo com o Manual Técnico
da Vegetacdo Brasileira do IBGE, a Floresta Atlantica compreende um conjunto de tipologias
vegetais, localizado na faixa litorénea brasileira desde o Rio Grande do Norte até o Rio
Grande do Sul, representado principalmente pela Floresta Ombrofila Densa e Floresta
Estacional, associados a ecossistemas costeiros de restinga, mussunungas e mangues (Guedes
et al., 2005).

O bioma da Mata Atlantica é uma das maiores areas de floresta tropical, ocupando o
segundo lugar em extensdo nas Américas, logo apos a Floresta Amazo6nica. Atualmente esta
incluida entre os principais “hotspots” do mundo, sendo um dos centros de altissima
biodiversidade em que a extensdo original foi dramaticamente reduzida, colocando em risco a
sobrevivéncia de muitas espécies de animais e plantas (Myers et al,.2000; Guedes et al.,
2005).



Figura 2 — Mapa do bioma Mata Atlantica.
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A implementacdo de Unidades de Conservagdo da Natureza (UC’s) é uma estratégia
mundial, adotada como a forma mais efetiva de conservacao in situ da biodiversidade. As
UC’s constituem areas de especial importancia para preservagdo e conservacdo ambiental,
desempenhando papel de grande relevancia na manutencéo da diversidade ecolégica. Em um
contexto mais amplo, as UC’s protegem ndo apenas a biodiversidade de flora e fauna, mas
também os seus processos ecoldgicos de interacdo. Existem no Estado de Sao Paulo 236 areas
naturais protegidas, divididas em 21 categorias de manejo de ambito federal, estadual e
particular, considerando Unidades de Protecéo Integral, Unidades de Uso Sustentavel e outras

areas especialmente protegidas (Xavier et al., 2008).

1.4. Locais de Estudo
1.4.1. Estacdo Ecoldgica Jureia-Itatins

A Estacdo Ecoldgica Jureia-Itatins foi criada em 1986 por decreto (decreto estadual n°
24.646/1986, lei estadual n° 5.649/1987 e lei estadual n° 12.406/2006). Ela € uma Unidade de
Conservacao de Protecdo Integral que abrange parte dos municipios de lguape, Itariri,
Miracatu e Peruibe, no sul do estado, possuindo uma area de 92.223,00 hectares (ha). Esta
area se destaca pelo seu grau de preservacdo devido a dificuldade de acesso, caracterizando-se
como um dos melhores e mais preservados trechos de Mata Atlantica do Estado de S&o Paulo
(Mamede et al., 2004; Xavier et al., 2008).



1.4.2. Nucleo Caraguatatuba do Parque Estadual da Serra do Mar

O Nucleo Caraguatatuba do Parque Estadual da Serra do Mar foi criado por decreto
como Reserva Florestal em 1956 (Decreto Estadual n° 26.393 de 11/09/1956). Em
14/05/1962, com a promulgacdo do Decreto Estadual n°® 6.884, a Reserva Florestal de
Caraguatatuba, abrangendo 13.969,60 ha foi transformada em Parque Estadual de
Caraguatatuba e esta foi totalmente incorporada em 1977 ao Parque Estadual da Serra do Mar,

quando se iniciou a configuracdo do territorio do Nucleo Caraguatatuba.

O Nucleo guarda aproximadamente 49.953 ha de Mata Atlantica remanescente,
compreendendo o0s municipios de Caraguatatuba, Paraibuna e Natividade da Serra. A
Vegetacdo predominante é a da Floresta Ombréfila Densa Montana, onde se encontram
também encraves de Floresta de Neblina, abundancia de bromélias e orquideas (Brito &
Oliveira, 2008).

1.5. Familia Rutaceae

A Familia Rutaceae, pertencente a ordem Sapindales (Bremer et al., 2009), possui
cerca de 155 géneros e 1600 espécies, distribuidas em regibes Temperadas, Subtropicais e
Tropicais, com maior incidéncia nas regides da América tropical, Sul da Africa e Australia.
No Brasil sdo descritos 33 géneros, 192 espécies sendo 107 endémicas, 17 subspécies e 8
variedades (Pirani & Groppo, 2010).

As Rutaceas sdo normalmente plantas lenhosas, arvores ou arbustos, raramente ervas
ou lianas, freqiientemente com espinhos. (Souza & Lorenzi, 2008). Esta familia possui muitas
espécies com grande importancia econémica, dentre elas destacam-se as pertencentes ao
género Citrus, que produzem tanto frutos de importancia econdmica (laranja, liméo,
tangerina) quanto 6leos volateis utilizados em perfumaria, ao género Pilocarpus, que séo
fontes de pilocarpina, um farmaco utilizado no tratamento do glaucoma, e aos géneros
Boronia, Choisya, Poncirus e Skimmia, usadas como ornamentais (Barroso et al., 1986;
Chase et al., 1999). Existem ainda espécies produtoras de madeira de boa qualidade como
pau-marfim (Balfourodendron riedelianum) e o guarantd (Esenbeckia leiocarpa) (Souza &
Lorenzi, 2008).

A familia Rutaceae é rica em compostos secundarios de grande diversidade quimica
como: alcaldides, especialmente os derivados do &cido antranilico (furoquinolinicos, indélicos

e quinolinicos), cumarinas (furano e pirano cumarinas), lignanas, flavonoides, limondides



(triterpenos) e Oleos volateis. (Waterman & Grundon, 1975; Ribeiro & Kaplan, 2002; Taveira
et al., 2003; Ribeiro et al., 2005; Leite et al., 2008; Albarici et al., 2010).

1.6. Género Conchocarpus

O género Conchocarpus, pertencente a familia Rutaceae e subfamilia Rutoideae, é
composto por arbustos ou pequenas arvores de até 7 metros de altura, com folhas alternas,
inflorescéncia geralmente terminal ou extra-axilar, calice relativamente pequeno e uma corola
tubular formada por pétalas coerentes. Este género possui 45 espécies que sdo distribuidas da
Nicardgua ao norte da Bolivia e Brasil (Figura 3). No Brasil apenas duas espécies ndo sdo
encontradas (Kallunki & Pirani, 1998; Pirani, 2002; Groppo et al., 2008).

Figura 3 — Distribuicdo do género Conchocarpus
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Algumas espécies pertencentes a esse género foram estudas sob os pontos de vista
quimico e biolégico. Em estudo quimico realizado com a espécie Conchocarpus
gaudichaudianus (A. St.-Hil.) Kallunki & Pirani, quatro novos alcaléides foram isolados do
extrato etandlico dos ramos caulinares (Figura 3A), sendo trés deles do tipo
indologuinazolénico (1, 2 e 3) e um do tipo quinolénico (4). Também foram isoladas duas
amidas conhecidas, a N-trans-cumaroiltiramina e N-trans-feruloiltiramina (Cortez et al.,
2009).

Em Conchocarpus heterophyllus (A. St.-Hil.) Kallunki & Pirani (= Angostura
heterophylla), extratos e fracbes de caules e folhas permitiram o isolamento de diversas

substancias. No extrato hexanico de caules foram isolados os esteroides B-sitosterol e



estigmasterol. Da fracdo acetato de etila do extrato hexanico de folhas se isolou 7-
metoxiflavona, flavona e 5-hidroxiflavona. Da fracdo diclorometénica proveniente do extrato
hexanico de folhas, foram isolados o benzoato de p-sitosterila e uma mistura de
piranoflavonas inéditas. Da fracdo acetato de etila do extrato metandlico de caules foram
isolados flavona, 7-metoxiflavona e os alcaldides haplotusina e 2-fenil-1-metil-4-quinolona.
Todas as substancias isoladas foram testadas contra as formas tripomastigotas do
Trypanossoma cruzi, causador da doenca de chagas; as mais ativas foram os alcaldides
haplotusina (ICsp = 136,9 uM) e o 2-fenil-1-metil-4-quinolona (1Cso = 144,9 uM) (Ambrozin
et al., 2008).

Figura 3A — Novos alcaloides de Conchocarpus gaudichaudianus
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Na espécie Conchocarpus paniculatus (Engl.) Kallunki & Pirani (= Angostura
paniculata), do extrato em diclorometano das folhas foram isolados dois novos alcaldides
acridénicos, cuspanina e cusculina. Ambos apresentaram atividade moluscicida moderada
contra a espécie de caracol aquatico Biomphalaria glabrata, com LCsy de 5ppm para
cuspanina e 20 ppm para cusculina. Esses alcaldides também apresentaram atividade

citotoxica moderada contra linhagens de células cancerigenas (Vieira et al., 1992).

O extrato metanolico de folhas de Conchocarpus inopinatus Pirani demonstrou forte
atividade contra a forma tripomastigota de T. cruzi (ICso = 1,39 mg/mL). As fracdes em
diclorometano (ICso = 1,29mg/mL) e em acetato de etila (ICsp = 1,44 mg/mL) obtidas da
particdo do extrato metanolico de folhas também apresentaram forte atividade tripanomicida
(Mafezoli et al., 2000). Ainda com a espécie C. inopinatus, em estudo fitoquimico realizado
foram isolados diversos metabdlitos oriundos do extrato metandlico das folhas, dentre eles 6
alcaloides acridénicos (arborinina, metil-arborinina, 1-hidroxi-3-metoxi-N-metil acridona,

xanthoxolina, 1,2,3,5-tetrametoxi-N-metilacridona, toddaliopsina C), um alcaloide seco
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acridonico inédito, os alcaloides 2-fenil-1-metil-4-quinolona e dictaminina, além das
cumarinas escopoletina e marmesina (Bellete et al., 2012).

Na espécie Conchocarpus marginatus, o estudo fitoquimico realizado com o extrato
diclorometanico dos ramos e folhas levaram ao isolamento dos alcaloides arborinina, metil-
arborinina e 1-hidroxi-3-metoxi-N-metil acridona, além dos alcaloides arilquinolin-4-onas, 2-

fenil-1-metil-4-quinolona e 2-fenil-1-metil-7-metoxi-4-quinolona (Bellete et al., 2012).

Em 1998, Kallunki & Pirani realizaram um trabalho de transposicdo taxonémica
publicado no Kew Bulletin, reclassificando algumas espécies pertencentes a familia Rutaceae,
do género Angostura para o género Conchocarpus. Dentre estas espécies, Angostura

fontanesiana foi reclassificada como Conchocarpus fontanesianus.

1.7. A Espécie Conchocarpus fontanesianus (A. St.-Hil.) Kallunki & Pirani

Conchocarpus fontanesianus (Figura 4), conhecida popularmente como pitaguara,
possui estrutura de arbusto ou arvoreta, podendo atingir de 1 a 3 metros de altura. Possuem
folhas alternas, unifolioladas com nervacdo broquidédroma e com calosidade na base da folha
junto ao peciolo. A inflorescéncia é em pseudoracemos isolados com flores bem espacadas.
As flores sdo pentameras subsésseis com calice campanulado e profundamente pentalobulado,
com glandulas salientes (Kallunki & Pirani, 1998; Pirani, 2002).

Figura 4 - C. fontanesianus: 1-inflorescéncia, 2-frutos secos, 3-ramo caulinar e 4-fruto verde.

Fotos: Rodrigo Cabral e Maura Casari.

A espécie é nativa, endémica e se distribui pelos estados do Rio de Janeiro e Sdo
Paulo, sendo encontrada em regides de Floresta Ombrofila Densa de Encosta, em areas de
Mata Atlantica, mais precisamente em regides de restinga (Pirani, 2002; Pirani, 2010).

Relatos de moradores que vivem nos locais de ocorréncia desta espécie indicam que sua
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madeira é utilizada na fabricacdo de agulhas para confeccdo de redes de pesca, devido a sua
maleabilidade e resisténcia.

Em levantamentos bibliogréficos realizados foi observada a auséncia de estudos sob o
ponto de vista quimico da espécie Conchocarpus fontanesianus, sendo encontrados somente 2
trabalhos. Agripino et al. (2004), submete o extrato bruto das folhas de C. fontanesianus a
testes de atividade antitumoral, antibactericida e antifingico. Cabral et al. (2012) realizaram
estudo fitoquimico com a espécie na busca dos compostos que demonstraram atividade
inibidora da enzima acetilcolinesterase, identificando 3 alcal6ides furoquinolinicos
(dictaminina, esquimiaina e y-fagarina), um alcaloide quinolonico (2-fenil-1-metil-4-
quinolona) e uma furanocumarina (marmesina). De uma maneira geral esta espécie ainda é

pouco estudada.

1.8. Antioxidantes

Nas Ultimas décadas tem ocorrido um aumento no interesse a respeito de
antioxidantes, devido principalmente as descobertas sobre o efeito dos radicais livres nos
organismos (Barreiros et al., 2006). Os radicais livres tém um papel importante nas reacdes
bioguimicas/fisiologicas do corpo humano e sua presenca € critica para a manutencéo de tais
funcbes fisiologicas normais. No entanto, se houver producdo excessiva de radicais de
oxigénio durante os processos patofisiologicos ou devido a fatores ambientais adversos e ndo
existirem antioxidantes disponiveis in vivo, podem ocorrer doencas e danos profundos em
tecidos (Pompella, 1997; Molyneux, 2004; Huang, 2005).

Recentemente, envelhecimento, cancer, aterosclerose e algumas outras doencas
graves, foram confirmadas terem relacdo com lipoproteinas de baixa densidade (LDL),

membranas celulares e DNA expostos ao estresse oxidativo (Liu, 2010).

O oxigénio ¢, sem duvida, uma parte indispensavel da vida aerdbica. Contudo, sob
certas circunstancias ele pode afetar seriamente nosso bem-estar através da formacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Jadhav & Bhutani, 2002; Gulcin et al., 2002). ROS
envolve uma série de oxidantes tais como: peroxido de hidrogénio (H20,), perdxidos lipidicos
(LOOH), oxigénio singleto (*0,), 6xido nitrico (NO), radical superéxido (O-), radical
hidroxila ((OH), peroxinitrito (OONO) etc., entre 0s quais os radicais atraem muita atencéo,
porque eles podem conduzir a carcinogénese por danificar o DNA e proteinas e causar
doencas cardiovasculares por oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Liu,

2010). Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana

11



e seu alvo celular (proteinas, lipideos, carbohidratos e DNA) esta relacionado com o seu sitio
de formacdo (Anderson, 1996; Yu & Anderson, 1997).

Antioxidantes séo substancias que, em pequenas quantidades, sdo capazes de prevenir
ou retardar a velocidade da oxidacéo de forma significativa, de materiais facilmente oxidaveis
tais como lipidios, podendo agir na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e ate mesmo

na quelacdo de metais de transicdo (Pietta, 2000; Liu, 2010; Miguel, 2010).

1.9. Antifungicos

Durante os Ultimos 30 anos tem havido um aumento dramatico no ndmero de
pacientes com o0 sistema imunolégico comprometido, associados com o0 aumento na
frequéncia de transplantes de 6rgédos, quimioterapias mais agressivas, SIDA (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida) e avancos em cuidados criticos. Coincidéncia ou ndo, tem
havido um aumento na prevaléncia de infec¢des por fungos oportunistas, sendo que Candida
e Aspergillus spp continuam as causas mais comuns de infeccbes fungicas invasivas em
hospedeiros imunocomprometidos (Marr et al., 2002). Infecgdes fungicas invasivas tém sido
historicamente associadas a alta morbidade e mortalidade de pacientes, em parte por causa das
limitacGes das terapias antifngicas disponiveis e da dificuldade em fazer um diagndstico

rapido e preciso (Sable et al., 2008).

A falta de controle dos fungos pode resultar também em sérios prejuizos econdmicos
para agricultura global. Os fungos filamentosos (em que se incluem os endofiticos) dos
géneros Bothytis, Colletotrichum, Fusarium e Phomopsis sdo considerados o0s maiores
patogenos de plantas em todo o mundo. (Farr et al.,, 1989). Os fungos do género
Colletotrichum, por exemplo, causadores da antracnose em diversas culturas (caracterizada
pela desfolha precoce), podem levar a morte do hospedeiro. O patdgeno pode afetar qualquer
parte da planta, e quando a doenca atinge o fruto, inutiliza-o para consumo e,

consequentemente para 0 comércio (Sussel, 2005).

A descoberta de novas substancias antifungicas de fontes naturais € muito importante,
devido a evolucdo continua da resisténcia dos fitopatdgenos ou patdgenos humanos. Além
disso, a procura por agroguimicos mais seguros, com menor toxicidade sobre o meio
ambiente e também sobre os mamiferos € uma grande preocupacdo. Os produtos naturais,
nesse contexto, oferecem uma abordagem eficiente para a descoberta de novos compostos
quimicos para o controle de doencgas causadas por fungos, tanto em plantas como em animais
(Oliva et al., 2003).
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, € de interesse cientifico e comercial o estudo de novos compostos com
atividades bioldgicas, além do conhecimento sobre a diversidade quimica das espécies
vegetais. A selecdo de espécies com algum potencial medicinal/farmacoldgico pode ser
realizada através de bioensaios dirigidos para a deteccdo de substancias de interesse no
sentido de, segundo Rouhi (1997), proteger e promover a exploracdo racional dessa

diversidade vegetal como uma fonte de novos produtos disponiveis para a humanidade.

Nesse sentido, nosso grupo vem se dedicando a bioprospeccao de plantas nativas com
atividades bioldgicas, de diversas regifes do estado de Sdo Paulo. Dentre as regibes de
interesse neste trabalho estdo duas Unidades de Conservagédo do Estado de S&o Paulo: Estagédo

Ecoldgica Juréia-Itatins e o Nucleo Caraguatatuba do Parque Estadual Serra do Mar.

E consenso na area farmacoldgica que, substancias que apresentam algum tipo de
propriedade biologica tém grandes possibilidades de apresentar também outras atividades
farmacoldgicas. Assim, foram avaliadas neste projeto a atividade antioxidante (DPPH e (-
caroteno) e atividade antifingica (Cladosporium sphaerospermum, C. cladosporioides e
Candida albicans) nos extratos, fracdes, substancias isoladas e compostos volateis de C.
fontanesianus. Esta espécie é rara, nativa e endémica, e existe apenas um estudo sob o ponto
de vista quimico desenvolvido durante o mestrado, uma das razfes que motivaram a

continuidade do estudo com a espécie.

Este trabalho surgiu do projeto tematico “Conservagdo e Utilizagdo Sustentavel da
Diversidade Vegetal do Cerrado e Mata Atlantica: Diversidade Quimica e Prospeccdo de
Novos Farmacos - Fase II” dentro do programa BIOTA/FAPESP (Processo n° 03/02176-7),
cujos objetivos principais eram a descoberta de farmacos de alto valor comercial, a
conservacdo, o desenvolvimento sustentavel e o aumento do conhecimento da biodiversidade

quimica dos biomas Cerrado e Mata Atlantica do Estado de S&o Paulo.

13



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Realizar o estudo quimico de Conchocarpus fontanesianus e avaliar o potencial

bioldgico dos extratos, fragdes, substancias isoladas e constituintes dos 6leos volateis.

3.2. Objetivos Especificos

Coletar ramos caulinares e folhas para preparo dos extratos etandlico bruto
Coletar folhas para extracdo dos compostos volateis

Purificar, isolar e identificar estruturalmente compostos secundarios presentes nas folhas

e ramos caulinares de C. fontanesianus;

Comparar o perfil quimico das populacdes de C. fontanesianus provenientes da Estagédo
Ecologica Juréia-Itatins e do Nucleo Caraguatatuba do Parque Estadual da Serra do
Mar,;

Avaliar o potencial antioxidante e antifungico dos extratos, fracbes semi-purificadas e

substancias isoladas de folhas e ramos caulinares de C. fontanesianus.

Comparar a composicdo quimica dos 0Oleos essenciais das folhas de C. fontanesianus

coletadas em duas areas de Mata Atlantica;

Avaliar o potencial antioxidante e antifungico dos 6leos essenciais de folhas de C.

fontanesianus;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material Botanico — Conchocarpus fontanesianus (A. St.-Hil.) Kallunki & Pirani

O material vegetal (ramos e folhas) de C. fontanesianus foi coletado em dois parques
estaduais, Nucleo Arpoador da Estacdo Ecoldgica Juréia-ltatins (EEJI), no municipio de
Peruibe (litoral sul) e Ndcleo Caraguatatuba do Parque Estadual Serra do Mar (PESM), no
municipio de Caraguatatuba (litoral norte), ambos no Estado de Séo Paulo (licenga processo
SMA n° 007.532 2009). A Figura 5 indica, no mapa, os locais de coleta dos individuos

estudados.

Figura 5 - Mapa da Estacdo Ecoldgica Juréia-Itatins (EEJI) (1) e Parque
Estadual da Serra do Mar (PESM) (2).

Regido Metropolitana de Sao Paulo <R E.da Seira doMar/(Nicleo Caraguatatuba)

1 ‘,-“E"'Ev Jurgia-ltatinsi(Nucleo/Arpoador)

Fonte: Goole Earth.

Foram realizadas, durante o doutorado, cinco expedicdes para coletas. As duas
primeiras expedicdes realizadas em 15 e 22 de marco de 2012 foram para coleta de material
vegetal (ramos caulinares e folhas) para obtencdo do extrato etandlico bruto (EEB), realizadas
na E.E. Juréia-Itatins e Nucleo Caraguatatuba do Parque Estadual da Serra do Mar,
respectivamente. Nos dias 05 e 11 de outubro de 2012 foram realizadas outras duas
expedicdes na E.E. Juréia-ltatins e Nacleo Caraguatatuba do Parque Estadual da Serra do
Mar, respectivamente, para coleta de material vegetal (folhas) para extracdo dos Oleos

volateis.

A Ultima expedicdo foi realizada na E.E. Juréia-Itatins na tentativa de coletar frutos
para extracdo dos Oleos volateis, expedicdo realizada com éxito. Os frutos foram coletados

somente na E.E. Jureia-ltatins devido ao maior nimero de individuos da espécie (> 30) e
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também pela dificuldade em obté-los pelo curto periodo de frutificacdo (Tabela 1). Em

principio a coleta dos frutos ndo estava nos objetivos do deste trabalho.

Houve também a utilizacdo de material coletado durante o mestrado para obtencéo de

extrato etanolico bruto.

Tabela 1 - Datas de coleta e dos locais onde foram realizadas.

Coleta do material utilizado durante o doutorado

Data Local Observacgoes

12/08/2010 Nucleo Caraguatatuba Realizada durante o mestrado
15/03/2012 Nucleo Arpoador Material estéril (ramos e folhas)
22/03/2012 Nucleo Caraguatatuba Material estéril (ramos e folhas)
05/10/2012 Nucleo Arpoador Material estéril (folhas)
11/10/2012 Nucleo Caraguatatuba Material estéril (folhas)
19/10/2014 Nucleo Arpoador Coleta frutos

A Dra. Inés Cordeiro do Instituto de Botanica de S&o Paulo foi a responsavel pela
identificacdo da espécie, e uma exsicata (voucher — coletor n° RSCabral 09) da planta se
encontra depositada no Herbario Sdo Paulo “Maria Eneida P. Kauffmann Fidalgo” do
Instituto de Botéanica de S&o Paulo. Autorizacdo de Acesso e Remessa de Amostra de
Componente do Patriménio Genético n° 010741/2013-5.

4.2. Extracao
4.2.1. Extracdo dos Oleos Volateis

O material fresco (folhas e frutos) foi submetido a extracdo do Oleo volatil por
hidrodestilacdo, em processo continuo com aparelho do tipo Clevenger, por 3 horas
aproximadamente, em triplicata. O 6leo foi separado do hidrolato com pentano e seco com
sulfato de sodio anidro. O pentano foi eliminado com o auxilio de um evaporador rotatério. O
6leo volatil obtido foi armazenado em frasco com tampa, em freezer a -22 °C, para posterior
analise (Santos et al. 2004, Pino et al. 2006, Kelen & Tepe 2008).
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4.2.2. Preparacdo do Extrato Etandlico Bruto

O material vegetal de C. fontanesianus foi separado em folhas e ramos caulinares e
colocado em galp&o proprio para secagem a temperatura ambiente. Apos a secagem o material
foi moido em moinho de facas para obtencdo do p6 (Moinho de facas TE 625 Tipo Croton,
Marca TECNAL, Mesh 20). O p6 foi submetido a extracdo com alcool etilico comercial
(EtOH), sob presséo (1500 psi) e temperatura (60 °C) em extrator ASE300 (DIONEX, CA,
EUA) (Figura 6). A solugdo etanolica obtida foi concentrada em evaporador rotatorio
(BUCHI) e levada ao banho-maria a temperatura de 40 °C para eliminagdo completa do
solvente e obtengdo do extrato etandlico bruto (EEB) seco.

Figura 6 - Aparelho extrator ASE300 DIONEX®.

Foto: Rodrigo Cabral

4.2.3. Particéo Liquido/Liquido

O EEB obtido foi submetido a parti¢6es liquido/liquido em funil de separacdo, com
solventes de diferentes graus de polaridade: n-hexano, diclorometano e acetato de etila
(AcOEt). No inicio da particdo o EEB foi suspendido em uma solucdo de metanol (MeOH) e
agua (H»0) na proporc¢do de 8:2 (v/v) para extragdo com n-hexano. A proporc¢do de agua na

mistura aumenta para 6:4 (MeOH:H,0) a medida que os solventes sdo trocados.

Os extratos obtidos no processo de particdo foram concentrados em evaporador
rotatério e levados ao banho-maria a temperatura de 40 °C para eliminacdo completa dos
solventes. Ao final do processo foram obtidos o extrato hexanico (HEX), extrato
diclorometanico (DCM) e o extrato acetato de etila (AcOEt). Abaixo segue o procedimento

experimental para particdo do EEB (Figura 7).
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Figura 7 — Procedimento experimental usado no processo de particéao.
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4.3. Analises Cromatograficas
4.3.1. Analise em Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

As amostras de extratos foram analisadas em cromatografia de camada delgada (CCD)
utilizando placas de aluminio de silica gel 60 F2s4 (0,2 mm) (Merck, Darmstadt, Alemanha) e
os sistemas de eluicdo foram os seguintes: CHCIl;:MeOH (9:1; v/v) para os EEB’s,
CH,Cl,.Hex:AcOEt (80:20:05; v/v) para os extratos HEX, CH,Cl,: AcOEt:MeOH (65:30:05;
v/v) para os extratos DCM e CHCI;:MeOH:AcOEt (5:3:2; v/v) para os extratos ACOEt. Apos
o desenvolvimento da cromatografia em camada delgada, as placas foram observadas sob luz
UV nos comprimentos de onda (1) de 254 nm e 366 nm, em equipamento Camag ReproStar 3
(Camag, NC, EUA) e fotografadas em camera Epson PhotoPC 3000Z.

4.3.2. Andlise por Cromatografia a Gas — Espectrometria de Massas (GC-MS) dos Oleos

Volateis

Os oleos volateis foram analisados em um sistema GC-MS (Cromatografo a Gas —
Espectrometro de Massas) composto por um cromatografo a gas Agilent 6890 Series Hewlett-
Packard, acoplado a um espectrdmetro de massas Agilent 5937 NetWork tendo como fonte de

ionizagdo impacto eletrénico (EI), com analisador de massas do tipo quadrupolo (Agilent
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Technologies, CA, EUA). O sistema conta com injetor automatico Agilent modelo 7683
Series. A coluna capilar utilizada foi DB-5MS de 30 m x 0,25 mm (0,25 um de filme).

As amostras dos 6leos volateis foram diluidas em acetona na proporcéo de 1:9 de 6leo
volatil:acetona (v/v). O método de analise dos 6leos utiliza injetor (com divisdo de fluxo-
split/splitless, razéo de divisdo 1:20) a 250 °C, injecdo de 1 uL, ionizacdo em 70 eV e
temperatura da fonte de ions de 230 °C. A andlise cromatogréfica foi desenvolvida no
seguinte programa: temperatura inicial 40 °C por um minuto, aumentando 3 °C por minuto até
240 °C, mantendo em 240 °C por 10 minutos (tempo total 78 minutos), utilizando hélio como
géas de arraste a uma pressdo de 80 kpa e velocidade linear de 1 mL/min.

4.3.3. Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Todas as analises cromatograficas em HPLC foram realizadas durante o periodo de
estagio de doutorado sanduiche na Universidade de Genebra, em Genebra, Suica.

4.3.3.1. Andlise por HPLC-DAD

A anélise do perfil cromatografico dos extratos foi realizada utilizando equipamento
HPLC Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, CA, EUA) composto pelos seguintes
mddulos da série 1100: injetor automatico, sistema de bombas, misturador de alta presséo e
um detector por arranjo de diodos (DAD) (Figura 8). A coluna usada foi XBridge C-18, 5
um, 4,6 x 250 mm (Waters, MA, EUA) e o fluxo foi 1 mL/min em todas as analises. As fases
moveis foram H,O (A) (ultra pura, milli Q) e Metanol (B) (grau HPLC), cada um contendo
0,1% de acido formico (AF) (v/v).

Figura 8 - Cromatografo Agilent
1100 Series (HPLC-DAD).
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4.3.3.2. Analise por HPLC-DAD-ESI-MS

A andlise do perfil cromatogréafico em HPLC-DAD-ESI-MS foi realizada utilizando
equipamento HPLC Agilent Infinity 1200 Series (Agilent Technologies, CA, EUA) composto
pelos seguintes modulos da série 1200: injetor automatico, sistema de bombas, misturador de
alta pressao e um detector por arranjo de diodos (DAD). A coluna utilizada foi XBridge C-18,
5 um, 4,6 x 250 mm (Waters, MA, USA) e o fluxo foi 1 mL/min em todas as analises. As
fases moveis foram H,O (A) (ultra pura, milli Q) e metanol (B) (grau HPLC), cada um
contendo 0,1% AF (v/v). O HPLC-DAD Agilent série 1200 foi acoplado a um espectrémetro
de massas Finnigan MAT LCQ (Figura 9).

Os dados obtidos através da técnica de espectrometria de massas (MS) foram
adquiridos em um equipamento Finnigan MAT LCQ com detector de armadilha de ions (ion-
trap), equipado com interface eletrospray (ESI). Os parametros do equipamento nas analises
foram: voltagem do capilar 30 V, temperatura do capilar de 200 °C, fonte da tenséo de 4,5
kV, fonte da corrente de 80 AU e ionizacdo nos modos positivo e negativo.

Figura 9 — Cromatégrafo Agilent 1200 Series acoplado a
Espectrometro de Massas Flnnlgan (HPLC-DAD-ESI-MS).

Foto: Rodrigo Cabral

4.3.3.3. Microfracionamento e Purificacdo por HPLC Preparativo (PREP-HPLC-UV)

O procedimento experimental usado para o microfracionamento e purificagdo no
HPLC Preparativo (PREP-HPLC-UV) foi baseado nas analises realizadas anteriormente para
obtencdo do perfil cromatogréafico dos extratos etandlicos brutos (EEB, ramos e folhas) e dos
demais extratos (HEX, DCM e AcOEt) usando a técnica de HPLC-DAD. O
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Microfracionamento e purificacdo foi feito por equipamento PREP-HPLC-UV Spot Prep
ARMEN (ARMEN, Saint-Ave, Franca) com bomba binéria, detector ultravioleta (UV),
coletor de fracdo, injetor com loop de 200 uL e coluna X-Bridge C-18 Waters, 5 um, 19 x 150
mm (Waters, MA, EUA) (Figura 10). Os solventes usados foram H,O (A) (ultra pura, milli
Q) e metanol (B) (grau HPLC), ambos contendo 0,1% AF (v/v). Para transferéncia das
condi¢des utilizadas em escala analitica para escala preparativa foi utilizado o software HPLC
calculator 3.0 (desenvolvido por Davy GUILLARME, Universidade de Genebra).

Figura 10 — Cromatografo Preparativo Armen (PREP-HPLC-UV).

/ '
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Foto: Rodrigo Cabral

4.3.4. Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC-TOF-MYS)

Todas as analises cromatograficas em UPLC foram realizadas durante o periodo de

estagio de doutorado sanduiche na Universidade de Genebra, em Genebra, Suica.

4.3.4.1. Preparacao dos extratos para Analise por UPLC-TOF-MS

Para as analises dos extratos em UPLC-TOF-MS foi necessario um procedimento
prévio de clean-up através da técnica de extracdo em fase solida — SPE (Waters Sep-Pak C18,
Vac 1 cm®, 100 mg). A fase estacionaria foi ativada com 1 mL de metanol (MeOH) e foi
equilibrada com 1 mL de MeOH:H20 (85:15, v/v). O cartucho foi carregado com 5 mg de
cada extrato, que foram solubilizados em 500 pL de MeOH:H,0 (85:15, v/v). A eluicdo foi
feita com 1 mL MeOH:H,0 (85:15 v/v) para eliminar clorofilas e outros compostos de baixa

polaridade (Grata et al., 2008). Apds a eluicdo, o extrato foi seco sob nitrogénio e
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solubilizado em MeOH:H20 (85:15, v/v) para fornecer as amostras na concentracdo de 1
mg/mL.

4.3.4.2. Andlises de Perfil Metabodlico por UPLC-TOF-MS (Long Run)

As analises de perfil metabdlico dos extratos foram realizadas em UPLC Waters
Acquity acoplado a um espectrometro de massas (MS) Waters Micromass-LCT Premier com
analisador por tempo de vbo (Time of Flight — TOF, alta resolugéo), equipado com interface
eletrospray (ESI). As separacgdes foram realizadas utilizando-se coluna C18 Waters Acquity
UPLC BEH C18, 2,1 x 150 mm, 1,7um (Waters Acquity, MA, EUA). Para as anélsies de
perfil metabolico os solventes utilizados foram H,O (A) (ultra pura, milli Q) e acetonitrila
(ACN) (B) (grau UPLC), cada um contendo 0,1% de AF (v/v), com o seguinte gradiente de
eluicdo: 5-95% B (0,0-30,0 min), 95% B (30,0-40,0 min), 95-5% B (40,0-40,2 min) and 5%
B (40,2-50 min). O fluxo utilizado foi de 460 uL/min e o volume de injecdo 2 pL na
concentracdo de 0,5 mg/mL. As temperaturas no injetor automatico e no formo da coluna
foram fixadas em 10 e 40 °C, respectivamente. Esta € a metodologia padrdo utilizada no

laboratdrio para analise de perfil metabolico em UPLC-TOF-MS.

Os parametros do espectrometro de massas (MS) foram em ambos os modos de
ionizacdo positivo (PI) e negativo (NI), na faixa de 100-1300 Da com tempo de aquisicao de
0,3 s. As condicdes da interface ESI foram: voltagem capilar de 2450 V, cone de tenséo a 40
V, temperatura da fonte 120 °C, temperatura de dessolvatacdo 300 °C, fluxo de gas do cone
20 L/h, fluxo do gés de dessolvatacdo 800 L/h, e voltagem do detector MCP (microchannel
plate) 2500 V.

4.3.4.3. Analises de “Fingerprint” por UPLC-TOF-MS (Short Run)

As analises de fingerprint das fraces e substancias purificadas foram realizadas em
UPLC Waters Acquity acoplado a um espectrometro de massas (MS) Waters Micromass-LCT
Premier com analisador por tempo de véo (Time of Flight — TOF, alta resolucdo), equipado
com interface eletrospray (ESI) (Figura 11). As separacdes foram realizadas utilizando-se
coluna C18 Waters Acquity UPLC BEH C18, 2,1 x 150 mm, 1,7um (Waters Acquity, MA,
EUA). Para as andlises de fingerprint os solventes utilizados foram H,O (A) (ultra pura, milli
Q) e ACN (B) (grau UPLC), cada um contendo 0,1% de AF (v/v), com o seguinte gradiente
de eluigédo: 5-95% B (0,0-4,0 min), 95% B (4,0-4,8 min), 95-5% B (4,8-4,9 min) e 5% B

(4,9-6,0 min). O fluxo utilizado foi de 300 puL/min e o volume de injecédo foi 1 pL na
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concentracdo de 0,5 mg/mL. As temperaturas no injetor automatico e no forno da coluna
foram fixadas em 10 e 40 °C, respectivamente. Esta é a metodologia padrdo utilizada no

laboratorio para anélise de fingerprint em UPLC-TOF-MS.

As analises por MS das fracdes e compostos purificados foram realizadas em ambos
0s modos de ionizagdo positivo (PI) e negativo (NI), na faixa de 100-1300 Da com tempo de
aquisicdo de 0,25 s. As condicOes da interface ESI foram: voltagem capilar de 2400 V, cone
de tenséo a 40 V, temperatura da fonte 120 °C, temperatura de dessolvatacéo 300 °C, fluxo de
gas do cone 20 L/h, fluxo do gas de dessolvatacdo 800 L/h, e voltagem do detector MCP
(microchannel plate) 2500 V.

Figura 11 — Sistema UPLC-TOF-MS.

i

Foto: Rodrigo Cabral

4.3.5. Cromatografia Liquida de Media Pressdo (MPLC-UV)

A purificacdo foi feita usando uma técnica de grande escala por Cromatografia
Liquida de Meédia Pressao (MPLC-UV) (Figura 12), usando-se um sistema MPLC-UV
BUCHI composto por um sistema de bomba BUCHI Pump Maneger C-615, detector BUCHI
UV Photometer C-640 e um coletor de fragdes BUCHI Fraction Collector C-660 (BUCHI,
Flawil, Switzerland). Para transferéncia das condi¢cfes de separacao usadas em escala analitica
para escala preparativa foi utilizado o software HPLC Calculator 3.0. Por esta razdo, as
analises em escala analitica foram feitas usando uma coluna com a mesma fase estacionaria e
com o0 mesmo tamanho de particula da fase estacionaria preparativa, Silica Gel C18 ZEOprep
60 A, 15-25 um (Zeochem, Suica). Os solventes utilizados no sistema de elui¢do foram H,0
(A) (milli Q) e metanol (B) (grau técnico), cada um contendo 0,1% de FA (v/v). As condi¢cdes

em escala analitica e preparativa das analises sdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 — CondicGes analitica e preparativa para
purificacdo do extrato DCM ramos Juréia.

ANALITICAL PREPARATIVE
HPLC-DAD MPLC-UV
COLUMN:
Height (mm) 250 920
Diameter (mm) 4,6 49,0
Particle (pum) 15,0 25,0
FLOW (mL/min) 1 10
DWELL volume (mL) 0,95 13
Method: t(min) %B t (min) %B
0 45 0 45
10 45 210,23 45
55 80 1079,55 80
80 100 |1562,51 100
85 100 | 1659,10 100

Figura 12 — Sistema MPLC-UV BUCHI.

Foto: Rodrigo Cabral



4.4. ldentificacdo dos Compostos
4.4.1. Identificacdo dos Componentes dos Oleos volateis

A identificagdo dos compostos volateis foi feita por comparacdo entre os espectros de
massas obtidos nas analises com aqueles registrados na base de dados das bibliotecas
instaladas no equipamento (Willey 275 e Adams 2007), e dados retirados da literatura ou,
ainda, por comparagdo com espectros de massas registrados em banco de dados como NIST

08 (National Institute of Standars and Technology).

A fim de permitir uma comparacdo entre os tempos de retencdo dos diferentes
compostos obtidos com os dados da literatura e banco de dados, foi utilizado o indice de
retencdo de Kovats, que utiliza uma série de n-alcanos (C8 a C40), para evitar erros
decorrentes de variacdes do tempo de retencdo dos compostos, em fungédo de alteragdes como
temperatura, fluxo e operador. O indice de retencdo de Kovats corrigido varia muito pouco e
de maneira linear com a temperatura. Os indices de retencdo de Kovats calculados foram,
entdo, comparados com os da literatura ou com amostras auténticas (Sandra & Bichi 1987;
Collins & Braga 1988).

Formula utilizada para o calculo do indice de retencéo de Kovats:

IR:lOOZ+100{ logt'RX —logt'RZ }

logt'R(Z +1) —logt'RZ

Onde:

Z = numero de atomos de carbono do padrdo de n-alcanos com menor massa molecular.
t’RX = tempo de retencdo do composto X, sendo que ¢’RX é intermediario a t’RZ e t'R(Z+1).
t'RZ e t’R(Z+1) = tempos de retencdo ajustados de alcanos de cadeia normal.

4.4.2. Identificacdo dos Componentes Isolados e Purificados dos Extratos

Os dados de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) foram registrados em um
espectrometro VARIAN INOVA 500 MHz (Vernon Hills, Illinois, USA), operando a
frequéncia de 500 MHz para nicleo de hidrogénio (*H) e 125 MHz para n(cleo de carbono
(**C). Para a obtencdo dos espectros de NMR foram usados os solventes deuterados (DO,
CD3;0OD, DMSO-d6, CDCls; CIL - Cambridge Isotope Laboratories In., MA, EUA). Os

deslocamentos quimicos séo reportados em partes por milhdo (o) usando o sinal residual do
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CD30D (01 3,31; oc 49,0) ou o sinal do DMSO-ds (o1 2,50; oc 39,5) como padrdes internos
para 'H e 13C, e as constantes de acoplamento (J) em hertz (Hz). As completas atribuicoes das
estruturas dos compostos isolados foram realizadas com base nos experimentos de 2D-NMR
(COSY, NOESY, HSQC e HMBC).

Os dados de massas de alta resolucdo (HRMS) foram obtidos em UPLC Waters
Acquity acoplado a um espectrometro de massas Waters Micromass-LCT Premier com
analisador por tempo de voo (Time of Flight — TOF), equipado com interface eletrospray
(ESI). Os dados obtidos foram processados usando o software MassLynx, versdo 4.1 (Waters
Corporation, MA, EUA). As possiveis formulas moleculares foram extraidas utilizando os
elementos C, H, N e O, através da ferramenta de composicdo elementar do MassLynx.

As andlises de rotacdo Optica foram mensuradas em solugbes metandlicas no
polarimetro Perkin-Elmer (Waltham, MA, EUA), modelo lambda 25 com lampada de
mercuario (Hg — 589 nm), em tubos de 1 cm. Os espectros de UV foram mensurados em
equipamento HACH UV-Vis DR/4000.

Todas as analises para identificacdo dos componentes isolados foram realizadas na
Universidade de Genebra durante o periodo de realizacdo do estagio de doutorado sanduiche,

em Genebra, Suica.

4.5. Ensaios Bioldgicos

4.5.1. Avaliacdo Antioxidante de Sequestro do Radical DPPH em Cromatografia de
Camada Delgada Analitica (TLC)

A atividade antioxidante de sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)
dos extratos etanolicos brutos (EEB) (200 ug), extratos obtidos através da particdo do EEB
(HEX, DCM e AcOEt) (100 pg) e substancias purificadas (50 pg), foi avaliada
qualitativamente em TLC utilizando placas de aluminio de silica gel 60 Fzs4 (0,2 mm) (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Como padrdo (controle positivo) foi utilizado quercetina (5 ng)
(Sigma-Aldrich, MO, EUA). Apds a aplicacdo das amostras, as placas foram eluidas com
solventes apropriados em cuba de vidro. Apds desenvolvimento da cromatografia em camada
delgada, as placas foram observadas sob luz UV nos comprimentos de onda (1) de 254 nm e
366 nm, em equipamento Camag ReproStar 3 (Camag, NC, EUA) e fotografadas em camera
Epson PhotoPC 3000Z. As substancias puras ndo foram eluidas.. As cromatoplacas foram

borrifadas com solu¢cdo metandlica do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (0,2%, DPPH)
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(Sigma-Aldrich, MO, EUA). A coloracdo roxa aparece em aproximadamente 15 minutos,
assim como as manchas brancas ou amarelas que séo indicativas de atividade antioxidante
(Cuendet et al., 1997).

4.5.2. Avaliacdo Antioxidante de Sequestro do Radical DPPH em Microplaca.

A atividade antioxidante de sequestro do radical DPPH dos extratos etanélicos brutos
(EEB), extratos obtidos através da particdo do EEB (HEX, DCM e AcOEt) e substancias
purificadas foi quantificada usando microplaca de 96 cavidades, Leitor de ELIZA BIOTEK
KC4 e solucdo metandlica de 0,3 mM do radical DPPH. Foram pipetados 178,5 uL das
amostras a serem analisadas e 71,4 uL de solugdo metandlica de DPPH (0,3 mM). No
controle negativo foram pipetados 178,5 uL de metanol e 71,4 uL de solucdo metandlica de
DPPH (0,3 mM). Como controle positivo foi utilizado extrato padronizado de Gingko biloba
(Herbarium®) e/ou quercitina, na concentragdo de 31,25 ug/mL e 4 pg/mL, respectivamente.
A primeira leitura (back ground) se faz ap0s a adicdo da amostra, e o inicio da contagem de
tempo se faz apds a adicdo do DPPH, sendo a absorbancia medida a (1) 518 nm, aos 15 e 30
minutos. Durante o ensaio a microplaca foi mantida a temperatura ambiente em local escuro
(Alma et al., 2003). A expressdo dos resultados se d& pelo decaimento da absorbéancia da

amostra em relacdo ao controle negativo.

4.5.3. Avaliacdo Antioxidante com B-caroteno em TLC

A atividade antioxidante com [-caroteno dos extratos etandlicos brutos (EEB) (200
ug), extratos obtidos através da particio do EEB (HEX, DCM e AcOEt) (100 nug) e
substéancias purificadas (50 pg) foi avaliada qualitativamente em TLC utilizando placas de
aluminio de silica gel 60 Fus4 (0,2 mm) (Merck, Darmstadt, Alemanha). Como padrdo
(controle positivo) foi utilizado quercitina (5 ng). As placas foram eluidas com solventes
apropriados em cuba de vidro. Apos desenvolvimento da cromatografia em camada delgada,
as placas foram observadas sob luz UV nos comprimentos de onda (A) de 254 nm e 366 nm,
em equipamento Camag ReproStar 3 (Camag, NC, EUA) e fotografadas em camera Epson
PhotoPC 3000Z. As substancias puras ndo foram eluidas. As cromatoplacas foram borrifadas
com solu¢do de B-caroteno em diclorometano (0,04%), permanecendo amarelada e, em
seguida, expostas a luz. O B-caroteno é oxidado pelo oxigénio atmosférico, numa reagédo

fotoquimica e apds cerca de duas a trés horas ja se consegue perceber que a placa de silica
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volta a cor original branca, exceto nas areas onde existam substancias com atividade
antioxidante, verificando-se a permanéncia da coloragdo amarela do B-caroteno (Pratt et al.,
1984).

4.5.4. Avaliacio Antioxidante no Sistema p-caroteno/acido linoleico em Microplaca

A quantificacdo da atividade inibitoria da lipoperoxidacdo foi determinada usando o
ensaio de descoloramento do [B-caroteno descrito por Duarte-Almeida (2006). A atividade
antioxidante dos extratos etandlicos brutos (EEB), extratos obtidos através da particdo do
EEB (HEX, DCM e AcOEt) e substéancias purificadas foi quantificada usando microplaca de
96 cavidades, Leitor de ELIZA BIOTEK KC4 e solugdo reativa que é formada por: 21 uL de
acido linoleico, 84 uL do emulsificante TWEEN 40 e 210 uL de solucdo diclorometéanica de
[-caroteno [2 mg/mL]. O diclorometano foi totalmente eliminado da mistura (solucao reativa)
sob fluxo de nitrogénio. Apos sua eliminagcdo foram adicionados 25 mL de agua ultra pura
(Milli Q) previamente saturada por borbulhamento com gas oxigénio puro durante 30

minutos. A mistura foi agitada vigorosamente.

Na microplaca foram pipetados 10 puL das amostras e 250 uL de solugéo reativa. No
controle negativo foram pipetados 10 uL de metanol e 250 uL de solugdo reativa. Como
controles positivos foram utilizados os padrées sintéticos BHA e BHT (20 ug/mL). Logo apds
houve a incubacdo a temperatura de 45 °C durante todo ensaio, e a absorbancia medida a (1)

450 nm a cada 15 minutos, por um periodo de 2 horas (120 min.). A primeira leitura realizada

foi considerada o tempo zero, apds a pipetagem da solucéo reativa.

A expressdo dos resultados se da pelo decaimento da absorbancia da amostra em

relacdo ao controle negativo.

45.5. Avaliacdo da Atividade Antifungica por Bioautografia com Cladosporium

sphaerospermum e Cladosporium cladosporioides.

Os fungos filamentosos Cladosporium sphaerospermum Penz (CCIBt 491) e
Cladosporium cladosporioides Fresen de Vries (CCIBt140) foram utilizados como

reveladores nos bioensaios de detec¢do de substancias fungitoxicas.

Para a obtencdo das culturas, os fungos foram mantidos em placas de BDA (batata —

dextrose — agar), incubadas a 24 °C, no escuro, por 14 dias. As suspensdes de conidios dos
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fungos foram obtidas em solucéo de sais e glicose 30% na proporcdo 6:1 (v/v) e armazenadas

em freezer.

Os extratos etandlicos brutos (EEB) (400 ug) e os extratos HEX, DCM e AcOEt (200
ug) foram avaliados em TLC, utilizando placas de aluminio de silica gel 60 Fzs4 (0,2 mm)
(Merck, Darmstadt, Alemanha) desenvolvidas com solventes apropriados. Apds a eliminagéo
completa dos solventes, as cromatoplacas foram borrifadas com a suspensao de conidios dos
fungos (5x10" esporos/ml) e encubadas em camara Gmida a 27°C, por 48 horas, no escuro

(Homans & Fuchs, 1970). Como controle positivo foi utilizado nistatina (1 pg).

Para os 0Oleos volateis e substancias puras foram determinados os limites de deteccdo
(quantidades minimas, ug, requeridas para inibir o crescimento do fungo) variando-se as
quantidades das amostras aplicadas nas placas. Onde houve inibicdo, foram observados halos

brancos de inibicdo do crescimento dos fungos em um fundo de coloracéo verde escuro.

4.5.6. Avaliacédo da Atividade Antifingica por Bioautografia com Candida albicans.

As cepas de C. albicans foram obtidas a partir de isolados clinicos do Servigo de
Dermatologia, Centro Hospitalar Universitario de Vaudois, Lausane, Suica. Para cultura de C.
albicans foi utilizado o meio liquido de Sabouraud. O meio foi autoclavado a temperatura de
120 °C por 20 minutos. Com a finalidade de obter uma fase de crescimento exponencial de C.
albicans, o0 meio Sabouraud (20 mL) foi inoculado com a cepa 12 horas antes do teste. Malte
agar (Oxoid) foi usado como meio solido para recobrir as placas de TLC. A suspensdo (Malte
Agar) foi preparada imediatamente antes da realizacdo do ensaio. O composto de referencia

utilizado na determinacao do limiar de deteccédo foi o miconazol (Janssen, Beerse, Belgium).

Figura 13 - Cultura de Candida albicans utilizada no teste.

Foto: Rodrigo Cabral
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A avaliacdo da atividade dos extratos etandlicos brutos (EEB) e extratos obtidos
através da particdo do EEB (HEX, DCM, AcOEt) foi realizada em TLC, utilizando placas de
vidro de silica gel 60 F.s4 (Merck, Darmstadt, Alemanha), em diferentes concentracfes por
amostra/spot: 300, 200 e/ou 100 ug para os extratos, e 40 e/ou 20 pg para frac6es purificados
ou compostos puros. O padréo (controle positivo) foi o miconazol (1 ng). As placas TLC
foram colocadas em placa aquecedora mantida a 35 °C. Aproximadamente 25 mL do in6culo
foram rapidamente distribuidos sobre a placa TLC (20 x 20 cm) com uma pipeta descartavel
esterilizada. Apo6s a solidificacdo do meio, as placas TLC foram incubadas durante a noite (12
a 24 horas) a 30 °C em caixas de polietileno forradas com papel de cromatografia umido.
Apobs esse periodo de incubagdo, os bioautogramas (placas de TLC) foram borrifados com
uma solugdo aquosa (2,5 mg/mL) de azul de tiazolil (metil brometo de tetrazolio tiazolio;
MTT) (Sigma-Aldrich, MO, EUA), e incubados por 4 horas a 30°C. Zonas claras de inibigédo
do crescimento do fungo sdo observadas contra um fundo roxo quando ha atividade
(Hostettmann et al, 1991).

Para as substancias puras que apresentaram atividade foram determinado os limites de
deteccdo (quantidades minimas, ug, requeridas para inibir o crescimento do fungo) variando-

se as quantidades das amostras aplicadas nas placas.

Esta técnica de avaliacdo da atividade antifungica com C. albicans foi realizada na
Universidade de Genebra durante o periodo de realizacdo do estagio de doutorado sanduiche,

em Genebra, Suica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Obtenc&o dos Extratos e Oleos Volateis
5.1.1. Extracdo do Oleo Volatil

A extracdo dos Oleos essenciais pode ser realizada através de diversas tecnicas
diferentes, como por exemplo, enfloracdo, prensagem e fluido supercritico. Neste trabalho a
extracdo foi realizada através da técnica de hidrodestilagdo, que possui como principio
arrastar o 6leo volatil através do vapor. Nesta técnica o material vegetal fica em contato com a
agua, em estado liquido, e os dleos volateis por serem imisciveis em agua e possuirem pressao
de vapor mais elevado, sdo arrastados pela dgua. Essa técnica € a mais empregada em
laboratorio, utilizando-se o aparelho do tipo Clevenger (Santos et al., 2004; Pino et al., 2006;
Kelen & Tepe, 2008). O rendimento (em mg.g™ massa fresca e porcentagem) dos 6leos
volateis das partes aéreas de C. fontanesianus estéo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Rendimento dos 0leos volateis de C. fontanesianus de acordo com
local de coleta. Folhas coletadas durante periodo vegetativo (MF, Massa

Fresca).
Rendimento
Local de Coleta Orgao 1
mg.g~ MF %
E.E. Jureia-ltatins Folhas 0,1335 0,015
E.E. Jureia-ltatins Frutos 0,2625 0,023
P.E.S.M (Ndcleo Caraguatatuba)  Folhas 0,0965 0,009

O rendimento do 6leo volatil obtido apresentou variacao entre os locais de coleta. O
maior rendimento, no entanto, foi observado para os frutos, que possivelmente esta
relacionado ao periodo reprodutivo, onde ocorrem alteracGes metabdlicas que tem como
principal funcdo o sucesso deste periodo, assim como a dispersdo das sementes para
propagacdo da espécie. As plantas sdo submetidas a condi¢bes ambientais que influenciam
seu desenvolvimento e crescimento, isso sugere a existéncia de alteragdes metabdlicas como
respostas a pressao seletiva do meio, que podem acarretar alteracGes e mutacdes genéticas. Os
fatores ambientais podem ser de carater bidtico ou abidtico. Fatores bidticos estdo
relacionados com as interacGes planta-herbivoro, planta-microrganismo ou planta-planta. Os
mecanismos de respostas a estas interacGes variam de acordo com as relagbes ecoldgicas
locais e imediatas, e podem resultar em diversas alteracdes na sintese de metabdlitos. Dentre

os fatores abidticos estdo as condi¢des de clima e solo (Andrade & Casali 1999).
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5.1.2. Extrato Etandlico Bruto

A extracdo do material vegetal (p6 dos ramos caulinares e folhas) com o equipamento
extrator ASE300 (Accelerated Solvent Extraction, 60° C, 1500 psi) foi realizada utilizando
como solvente etanol comercial (92,8°). Foram obtidos quatro extratos etanolicos brutos
(EEB): EEB-folhas e EEB-ramos coletados na Estagdo Ecologica Juréia-Itatins e EEB-folhas
e EEB-ramos coletados no Nucleo Caraguatatuba do Parque Estadual da Serra do Mar. O

rendimento obtido nas extracfes esta descrito na Tabela 4.

Tabela 4 - Rendimento dos extratos em relagéo a massa de material vegetal utilizado.

Local E.E. Juréia Itatins Nucleo Caraguatatuba

Orgéo Ramos Folhas Ramos Folhas

Quantidade de po 1559,78 g 791,58 g 1323,6 g 788,82 g

Extrato Etanolico 43,42 g 54,229 42,79 68,2 ¢
Bruto Seco

RENDIMENTO 2,78% 6,85 % 3,22 % 8,65 %

O uso de altas temperaturas aumenta a capacidade de o solvente solubilizar amostras,
além de poder agir quebrando a forte interacdo matriz-soluto causado pelas forcas de van der
Waals, ligacdes de hidrogénio e atracdes dipolo entre as moléculas do soluto e os sitios ativos
da matriz. Altas temperaturas também diminuem a viscosidade do solvente ajudando sua
penetracdo na matriz e facilitando o contato com o analito. A utilizacdo de presséo auxilia a
extracdo de materiais presos em poros e regides da matriz (material vegetal) onde ndo seria
alcancado em condi¢des atmosféricas normais (Richter, 1996; Ong, 2000; Huie, 2002), como
alguns compartimentos subcelulares, 0 que € muito importante ja que muitos metabolitos
secundarios como alcaldides, por exemplo, sdo frequentemente produzidos e armazenados em
regibes celulares como vacuolos, vesiculas e regides restritas da membrana do reticulo
endoplasmatico (Hashimoto & Yamada, 1994). A pressdo também auxilia a solubilizacdo de
bolhas de ar mais rapidamente, aumentando a superficie de contato do solvente com as
particulas da matriz, além de manter o solvente organico no estado liquido em condigdes de
altas temperaturas (Richter et al., 1996; Huie, 2002).
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A extragdo de material vegetal sob presséo e temperatura em comparagdo com outros
métodos, como por exemplo, maceragdo, Soxhlet ou percolacdo apresenta vantagens em
relagdo ao consumo reduzido de solvente, menor tempo de extracdo e maior rendimento
obtido nas fragBes. (Kaufmann & Christen, 2002). O teor de metabdlitos secundarios pode ser
influenciado por vérios fatores, dentre eles o local e época de coleta da planta e
principalmente a parte da planta utilizada (Falkenberg et al., 1999).

5.1.3. Particdo Liquido/Liquido do Extrato Etanélico Bruto (EEB)

Os extratos de plantas sdo misturas bastante complexas, contém milhares de diferentes
metabolitos secundérios, um nimero enorme de moléculas (Hostettman et al., 1998). Com o
objetivo de tornar essas matrizes um pouco menos complexas para as analises
cromatograficas de separacdo e purificacdo, a técnica de particdo foi utilizada, separando

esses diferentes componentes da mistura por suas polaridades.

Os extratos obtidos no processo de particdo foram concentrados a vacuo em
evaporador rotatorio para eliminacdo do solvente. Posteriormente para completa eliminacédo
do solvente os extratos foram levados a banho-maria a temperatura de 50°C. Ao final do
processo foram obtidos o extrato hexanico (HEX), extrato diclorometanico (DCM) e o extrato
em acetato de etila (AcOEt) (Tabela 5).

Tabela 5 - Rendimento dos extratos na particdo. Valores entre parénteses indicam o
rendimento em relacdo ao EEB.

E.E. Jureia Itatins Nucleo Caraguatatuba
Extratos Folhas Ramos Folhas Ramos
HEX 5,24g (9,66%) 2,829 (6,48%) 6,57 (9,64%) 3,149 (7,35%)
DCM 12,649 (23,3%) 6,679 (15,37%) 14,939 (21,8%) 7,579 (17,73%)
AcOEt 3,789 (6,9%) 4,279 (9,83%) 5,629 (8,25%) 3,959 (9,25%)
EEB 54,22 43,42 68,29 42,79

33



5.2. Anéalise Cromatografica e Identificacio dos Componentes dos Oleos Volateis

O teor de metabolitos secundarios pode ser influenciado por varios fatores, dentre eles
o local e época de coleta da planta e principalmente a parte da planta utilizada (Falkenberg et
al. 1999). De acordo com Bell (1981), a intensidade luminosa pode alterar a acdo de enzimas
fotossensiveis envolvidas na rota biossintética, de forma a alterar a composicdo de 6leos
essenciais. Em outras palavras, condigdes ambientais que interferem no metabolismo
primario, influenciam indiretamente o metabolismo secundario, visto que hd uma relagédo

intrinseca entre eles.

A Tabela 6 mostra a composicdo quimica dos Oleos volateis de C. fontanesianus
proveniente das duas populacdes estudadas, de ocorréncia natural na Estacdo Ecoldgica Jureia
Itatins (NUcleo Arpoador) e no Nucleo Caraguatatuba do Parque Estadual da Serra do Mar.
Ao todo foram detectados 42 componentes, sendo que vinte destes eram comuns nas folhas
dos dois locais de coleta; dez s6 foram detectados na composicéo dos 6leos provenientes das
folhas da populagdo do Nucleo Arpoador da EEJI; trés se mostraram exclusivos dos dleos
volateis obtidos da populacdo do Nucleo Caraguatatuba do PESM. Nas analises foram

considerados apenas componentes com areas de picos superior a 0,5%.

Apesar da grande quantidade de compostos exclusivos nos Oleos das folhas dos
individuos da Juréia, o que demonstra uma maior complexidade quimica, os dois compostos
majoritarios, espatulenol e a-cadinol, sdo comuns aos dois locais de coleta. O 6leo volatil
obtido das folhas de C. fontanesianus, em ambos os locais de coleta, apresentou como
principais classes de componentes 0s sesquiterpenos oxigenados (45,0% Juréia e 44,7%
Caraguatatuba), seguidos dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos (36,6% Juréia e 38,4%

Caraguatatuba) e com um percentual bastante inferior de monoterpenos (Grafico 1).
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Tabela 6 - Composicdo quimica dos 6leos volateis de C. fontanesianus coletados na EEJI (Juréia)
e PESM (Caraguatatuba).

OLEO-JU OLEO-CAR
Peak Compounds K2 IKP
FOLHA FRUTO FOLHA

1  4-hidroxi-4-metil-2-pentanona 840 839 13 £ 04 - 15 £+ 12
2 hexanol 870 870 e > 1,7 + 01
3 o-pineno 934 939 23 + 04 25 = 01 -

4 mirceno 990 990 38 = 01 341 = 20 -

5 limoneno 1030 1029 13 + 0,2 09 = 0,0 -

6 cis-B-ocimeno 1038 1037 = 16 = 00 -

7 trans-B-ocimeno 1049 1050 - 40 = 03 -

8 linalool 1099 1096 - - 38 + 01
9 dimetoxibenzeno 1165 1165 - - 1,7 £+ 00
10 n-decanal 1205 1201 12 £ 01 = =

11 geranial 1267 1267 - 06 = 00 -

12 oa-copaeno 1373 1376 13 £ 0,2 20 = 0.2 17 £ 10
13 B-cubebeno 1385 1388 34 + 01 47 + 01 23 + 01
14 B-elemeno 1387 1390 19 + 00 - 27 = 02
15 P-cariofileno 1415 1419 1,7 + 01 80 + 05 23 + 02
16 PB-copaeno 1426 1432 13 + 0,1 08 *+ 0,0 16 + 01
17 trans-a-bergamoteno 1431 1434 11 £ 00 19 £ 01 -

18 trans-muurola-3,5-dieno 1446 1453 = 0,7 = 0,0 s

19 a-humuleno 1452 1454 18 £ 01 44 + 03 -

20 cis-cadina-1(6),4-dieno 1457 1463 = 08 + 0,0 -

21 cis-muurola-4(14),5-dieno 1459 1466 - 09 = 00 -

22 dauca-5,8-dieno 1469 1472 . 34 £ 02 s

23 y-muuroleno 1472 1479 15 + 01 08 £+ 00 15 + 01
24 germacreno-D 1477 1485 25 + 03 43 + 02 36 + 02
25 (+)-epi-biciclosesquifelandreno 1487 1493 49 + 04 81 = 0,2 57 + 02
26 y-amorpheno 1491 1495 27 £ 03 > 41 + 01
27 Dbiciclogermacreno 1491 1500 - 68 + 04 -

28 oa-muuroleno 1494 1500 12 + 0,3 = 21 + 01
29 a-bulneseno 1497 1509 16 + 03 18 =+ 01 24 + 02
30 &-cadineno 1514 1523 23 £ 04 24 £ 01 28 + 01
31 cis-calamaneno 1518 1529 51 + 0,2 - 42 + 0,1
32 trans-cadina-1,4-dieno 1529 1534 = 29 + 01

33 germacreno-B 1554 1561 23 + 01 - 14 + 0,5
34 espatulenol 1573 1578 178 = 05 s 206 + 05
35 oxido de cariofileno 1577 1583 10 + 0,2 - 17 £ 01
36 NIl 1580 39 + 02 s 63 £+ 04
37 rosifoliol 1601 1600 34 £ 03 - -

38 guaiol 1609 1600 23 £ 05 s s

39 alpha-epi-cadinol 1638 1640 62 = 0,1 07 = 0,0 72 = 01
40 o-cadinol 1652 1654 151 = 0,3 = 158 = 0,2
41 salicilato de benzil 1862 1865 20 = 0,2 - -

42 fitol 2103 2104 06 = 07 > s

?Indices de retencdo de Kovats emcoluna apolar (DB-5); ® Indices de retencdo de Kovats em coluna apolar, da literatura
(Adams, 2007); NI 1: [m/z (%): 218 (M+), 187 (56), 159 (100), 145 (53), 133 (65), 131 (56), 119 (54), 105 (84), 91 (80), 79 (48), 43

(48)]. -
JU= Juréia e CAR= Caraguatatuba
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Grafico 1 - Comparativo da composi¢do dos 6leos volateis (folhas) entre as areas
estudadas.
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O oleo volatil obtido dos frutos de C. fontanesianus apresentou na sua composicao
como composto majoritario o mirceno, presente também apenas nos 6leos volateis das folhas
dos individuos da Juréia. As principais classes de substancias encontradas nos 6leos volateis
dos frutos foram hidrocarbonetos sesquiterpénicos (53,8%), seguido dos hidrocarbonetos
monoterpénicos (42,7%), e com um percentual bastante inferior de monoterpenos e

sesquiterpenos oxigenados, diferente do que foi observado nas folhas (Tabela 7).

36



Tabela 7 - Composicdo das principais classes quimicas dos 6leos volateis das diferentes
partes de C. fontanesianus coletados em regides de Mata Atlantica.

Compostos OLEO-JU OLEO-CAR
FOLHA FRUTO FOLHA

Monoterpeno
Hidrocarbonetos (%) 74 42,7 -
Oxigenados (%) - 0,6 3,6
Sesquiterpeno
Hidrocarbonetos (%) 36,6 538 384
Oxygenados (%) 45,0 0,7 44,7
Outros (%) 8,6 - 11,2
Compostos identificados (%) 97,6 97,8 97,9

JU= Juréia e CAR= Caraguatatuba

Em Quercus ilex, arvore de clima mediterraneo, que domina também areas de clima
temperado na Europa, as emissfes de monoterpenos sdo reguladas positivamente pela
disponibilidade de luz e temperatura (Staudt & Bertin 1998). Segundo o0s autores, a
dependéncia da luz na emisséo dos volateis existe em decorréncia da necessidade de produtos
fotossintéticos para a biossintese de isopreno, ao passo que a dependéncia da temperatura esta
relacionada a acdo da isopreno sintase, enzima do cloroplasto que sintetiza isoprenos, a partir
de difosfato de dimetil-alila (DMAPP).

De um modo geral, a composi¢ao quimica dos 0Oleos volateis obtidos das folhas dos
individuos da Juréia e de Caraguatatuba, mostrou pequenas diferencas. Diferencas na
composicdo quimica em funcdo da localizacdo geografica foram relatadas para diversas
espécies. As condicdes edafoclimaticas, a altitude e as interacdes intra-especificas diferem
entre regides geograficas e é dificil determinar, em estudos de variabilidade intra-especifica
relacionada a variacdo geografica, o grau de interferéncia dos fatores ambientais e genéticos,
uma vez que estes estdo intrinsecamente relacionados, pois sdo condi¢cbes ambientais (bidticas
e abidticas) que proporcionam a pressdo seletiva em detrimento de um ou outro genotipo
(Souza, 2009).

No caso dos frutos coletados na E.E Juréia Itatins, existe também uma diferenca na
composicdo quimica, quando comparado com as folhas. Apesar dos grandes esforcos para a
obtencdo dos frutos nos dois locais de coleta, 0 que tornaria possivel a comparacdo da
composicdo quimica dos 6leos volateis de frutos de ambos os locais, ndo foi possivel
encontra-los na época de frutificacdo da espécie em Caraguatatuba, talvez pelo nimero

inferior de individuos nessa populacéo, impossibilitando a coleta dos frutos nos dois locais.
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5.3. Analise por Cromatografia em Camada Delgada

A técnica de cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando silica como fase
estacionaria foi utilizada com a finalidade de verificar a complexidade de cada extrato e o
comportamento em diferentes sistemas de eluicdo. A analise por CCD também foi importante
para comparagdo das regides ativas nos ensaios de bioautografia com fungos e ensaios
qualitativos de avaliacdo da atividade antioxidante.

Os resultados das analises por CCD dos extratos sdo apresentados abaixo. As siglas
nas placas indicam o 6rgdo e o local de coleta: Ramos Juréia (Ra-Ju), Folhas Juréia (Fo-
Ju), Ramos Caraguatatuba (Ra-Car) e Folhas Caraguatatuba (Fo-Car).

Abaixo as fotos das cromatoplacas dos extratos etandlicos brutos observados em luz
ultravioleta (1) 366 nm e 254 nm.

Figura 14 - Cromatografia em camada delgada dos EEBs de caules e
folhas, observadas sob luz UV em 366 nm (1) e 254 nm (2). Sistema
de eluicdo CHCI3:MeOH (9:1; v/v).

Ra-Ju Fo-Ju Ra-Car Fo-Car Ra-Ju Fo-Ju Ra-Car Fo-Car

Abaixo seguem as fotos das cromatoplacas dos extratos obtidos através da parti¢do do
EEB, observadas em luz ultravioleta (1) 366 nm e 254 nm, identificadas de acordo com o

solvente utilizado na particéo
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Figura 15 - Cromatografia em camada delgada dos
extratos HEX de caules e folhas, observadas sob luz UV
em 366 nm (1) e 254 nm (2). Sistema de eluigédo
CH,Cl,.Hex:AcOEt (80:20:05; v/v)

Ra-Ju Fo-Ju Ra-Car Fo-Car Ra-Ju Fo-Ju Ra-Car Fo-Car

Figura 16 - Cromatografia em camada delgada dos
extratos DCM de caules e folhas, observadas sob luz UV
em 366 nm (1) e 254 nm (2). Sistema de eluicdo
CH,Cl,: AcOEt:MeOH (65:30:05; v/v).

Ra-Ju Fo-Ju Ra-Car Fo-Car Ra-Ju Fo-Ju Ra-Car Fo-Car
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Figura 17 - Cromatografia em camada delgada dos extratos
AcOEt de caules e folhas, observadas sob luz UV em 366
nm (1) e 254 nm (2). Sistema de eluicdo
CHCI3:MeOH:AcOEt (5:3:2; v/v)

Ra-Ju Fo-Ju Ra-Car Fo-Car Ra-Ju Fo-Ju Ra-Car Fo-Car

Examinando as placas de cromatograficas de todas as amostras, podemos observar que
0s extratos de maior interesse para os estudos foram os de baixa e média polaridade (HEX,
DCM) por ser visivel a maior complexidade nesses extratos.

A cromatografia em camada delgada (CCD) é o Gnico método cromatografico que
oferece a possibilidade de apresentar o resultado como uma imagem. Nela quase todos os
componentes da amostra estdo incluidos na cromatoplaca. E uma técnica simples e barata
(Marston & Hostettman, 2009). Além disso, é flexivel e permite multipla deteccdo, em
conjunto com microrganismos e outros agentes biologicos, a bioautografia em CCD pode ser

utilizada para detectar atividades biologicas (Hostettman et al., 1997).

5.4. Avaliacdo Qualitativa de Atividades Biologicas por Bioautografia em CCD
5.4.1. Avaliacao por CCD da Atividade Antioxidante dos Extratos com DPPH

Os extratos foram avaliados quanto a capacidade de sequestro do radical livre DPPH.
Abaixo sdo apresentados os resultados das avaliagdes. As siglas sobre as placas indicam o
orgao, local de coleta e o controle positivo para o ensaio biolégico: Ramos Juréia (Ra-Ju),
Folhas Juréia (Fo-Ju), Ramos Caraguatatuba (Ra-Car) Folhas Caraguatatuba (Fo-Car)

e Padrédo Quercetina (P). As placas foram fotografadas sob luz branca.
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Figura 18 - CCDs de silica gel GFzs4 dos EEBs (1) e extrato HEX
(2) reveladas com DPPH. Fatores de retencdo (Rfs) calculados e
intensidade da atividade antioxidante (forte***, média**, fraca*).

Ro-Jit. "Eo-Ju TRatCarFolahr - /P Ra-Ju Fo-Ju Ra-Car Fo-Car P

Figura 19 - CCDs de silica gel GF,s,4 dos extratos DCM (3) e AcOEt
(4) reveladas com DPPH. Fatores de retencdo (Rfs) calculados e
intensidade da atividade antioxidante (forte***, média**, fraca*).

Ra-Ju Fo-Ju Ra-Car Fo-Car P Ra-Ju Fo-Ju Ra-Car Fo-Car P
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Apos as revelagcbes com DPPH das placas cromatograficas podemos observar que 0s
extratos etandlicos brutos (EEBs) e todos os demais extratos, principalmente dos ramos,
apresentam atividade antioxidante de sequestro do radical DPPH, com excecdo do extrato
HEX (2) que ndo apresentou potencial antioxidante. O extrato que pareceu ser mais ativo foi o
AcOEt, o mais polar, porém com atividade forte proximo a base da CCD, em Rf’s muito
baixos, caracteristica que pode dificultar a separacdo/purificacdo para identificacdo destes
COmpostos.

A determinacdo do Rf (fator de retencdo) é muito importante, sendo um dos fatores
mais significantes em cromatografia de camada delgada (CCD); é definido como a razao entre
a distancia percorrida pela substancia em questdo e a distancia percorrida pela fase mével
(Degani et al., 1998). Tendo os seus valores definidos, torna-se possivel fazer a comparacédo
com valores de Rf de substancias conhecidas, ou padrdes (Marino et al., 2010).

5.4.2. Avaliagdo por CCD da Atividade Antioxidante dos Extratos com B-caroteno

Os extratos foram avaliados quanto a capacidade de impedir a oxidac¢do do -caroteno
pelo oxigénio atmosférico, numa reacdo fotoquimica. Abaixo sdo apresentados os resultados
das avaliacdes. As siglas sobre as placas indicam o 6érgao, local de coleta e o controle positivo
para 0 ensaio biologico: Ramos Juréia (Ra-Ju), Folhas Juréia (Fo-Ju), Ramos

Caraguatatuba (Ra-Car) Folhas Caraguatatuba (Fo-Car) e Padrdo Quercetina (P).

As avaliagdes das atividades antioxidantes em CCD foram realizadas antes da viagem
a Genebra para o estagio de doutorado sanduiche. Elas sdo avaliagcdes qualitativas importantes
para podermos, inicialmente, observar o potencial biolégico de cada extrato. As placas foram

fotografadas sob luz branca (Figuras 20 e 21).
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Figura 20 - CCDs de silica gel GFzs4 dos EEBs (1) e extrato HEX
(2) reveladas com B-caroteno. Fatores de retencdo (Rfs) calculados e
intensidade da atividade antioxidante (forte***, media**, fraca*).

Figura 21 - CCDs de silica gel GF,s4 dos extratos DCM (3) e AcOEt

(4) reveladas com B-caroteno. Fatores de retencdo (Rfs) calculados e
intensidade da atividade antioxidante (forte***, média**, fraca*).
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Apos as revelacdes das CCDs podemos observar que todos os extratos, principalmente
dos ramos, apresentam potencial de impedir a oxidac¢do fotoquimica do B-caroteno. O extrato
que demonstrou ser mais ativo foi o AcOEt, com forte atividade bem proximo a base da placa
cromatogréfica, em Rf’s muito baixos. A fragdo diclorometanica também demonstrou

potencial antioxidante em Rf’s intermediarios.

5.4.4. Avaliacdo por CCD da Atividade Antifungica dos Extratos contra C.

sphaerospermum

A avaliacdo do potencial antifingico de todos os extratos contra C. sphaerospermum
em ensaio descrito por Homans & Fuchs (1970), foi realizado anteriormente ao periodo de
estagio de doutorado sanduiche na Universidade de Genebra, em Genebra, Suica. A avaliagdo
da atividade antifingica contra C. sphaerospermum ¢é uma ferramenta importante para achar
compostos com potencial antifungico de maneira rapida e eficiente. Abaixo sdo apresentados
os resultados das avaliacBes. As siglas sobre as placas indicam o 6rgdo, local de coleta e o
controle positivo para 0 ensaio bioldégico: Ramos Juréia (Ra-Ju), Folhas Juréia (Fo-Ju),
Ramos Caraguatatuba (Ra-Car) Folhas Caraguatatuba (Fo-Car) e Padréo Nistatina (P).
As placas foram fotografadas sob luz branca.

Figura 22 - CCDs de silica gel GFys4 dos EEBs (1) e extrato HEX
(2) reveladas com C. sphaerospermum. Fatores de retencdo (Rfs)
calculados e intensidade da atividade antifungica (forte***, media**,
fraca*).

Ra-Ju Fo-Ju Ra-Car Fo-Car P

Ra-Ju Fo-Ju Ra-Car Fo-Car P
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Rf=0,32 (*)

TR
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fuz)

Rf=0,06 (**)
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Figura 23 - TLCs de silica gel GF2s4 dos extratos DCM (3) e AcOEt
(4) reveladas com C. sphaerospermum. Fatores de retencdo (Rfs)
calculados e intensidade da atividade antifungica (forte***, média**,
fraca*®).

Ra-Ju Fo-Ju Ra-Car Fo-Car P

Ra-Ju Fo-Ju Ra-Car Fo-Car P

Rf=0,75 (***)

Rf=0,7 (***)

Rf=0,6
(***)

Rf=0,43 (*)  Rf=0,46 (**¥)

Apos as revelacdes das CCDs com suspensdo de esporos de conidios do fungo C.
sphaerospermum observamos que o extrato etanolico bruto (1) e o extrato DCM (3) de ramos
e folhas de ambos os locais de coleta apresentam forte potencial antifungico. O extrato HEX
(2) apresentou fraca atividade e o extrato ACOEt ndo apresentou potencial antifungico. Os

extratos mais ativos foram DCM, com Rf’s de valores intermediarios.

A avaliacdo da atividade antifungica contra o fungo C. cladosporidides nao foi
possivel nesta etapa do desenvolvimento do projeto porque houve problemas de crescimento

das cepas, 0 que inviabilizou os testes.

5.4.4. Avaliagdo por CCD da Atividade Antifungica dos Extratos contra C. albicans

A avaliagdo do potencial antifingico de todos os extratos contra C. albicans em ensaio
descrito por Hostettman e colaboradores (1991), foi realizado durante o periodo de estagio de
doutorado sanduiche na Universidade de Genebra, em Genebra, Sui¢a. Durante meu estagio
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em Genebra aprendi a técnica bioautogréfica de avaliagdo da atividade antifingica utilizando-
se Candida albicans e fui o responsavel por todas as avaliagdes das minhas amostras. Esta

avaliacdo foi uma das primeiras atividades desenvolvidas durante o estagio.

A avaliacdo desta atividade é uma ferramenta importante para achar compostos com
potencial antifungico de maneira rapida. Abaixo sdo demonstrados os resultados da avaliacao
da atividade antifuiingica contra C. albicans, de todos os extratos (Figura 24).

Figura 24 — Placa cromatografica revelada com o fungo C. albicans. Avaliagdo dos
extratos de ramos e folhas de C. fontanesianus. Padréo miconazol.

Conchocarpus fontanesianus

N

/Ramos - Juréia Ramos - Caragua Folhas - Juréia Folhas - Carag%

" 100 200 300(g) 100 200 300(pg) 100 200 300(pg) 100 200 300(pg)
: : ? : Extrato Etandlico Bruto

Extrato HEX

Extrato DCM

Extrato AcOEt

Miconazol (padrao)

5ug lpg 0,5pg

Os extratos mais ativos contra o fungo C. albicans foram 0 HEX e o DCM, porém,
devido a presenca de pigmentos no extrato HEX, o mais promissor para trabalho de

microfracionamento em HPLC-UV é o extrato DCM (ramos e folhas).
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5.5. Anédlise do Perfil Cromatogréafico dos Extratos por HPLC-DAD

Os perfis cromatograficos dos extratos de C. fontanesianus, provenientes de ramos e
folhas, foram obtidos através da técnica HPLC-DAD. Apoés algumas analises em gradiente
exploratério optou-se por utilizar o sistema de eluicdo composto por H,O/MeOH, ambos
contendo 0,1% de AF, pois com este sistema observamos uma melhor resolugdo entre as
bandas. Foi empregado um método de eluicdo em modo gradiente, com variacdo nao linear da
porcentagem do solvente organico em 85 minutos (Tabela 8). As amostras foram
previamente filtradas em filtro SIMPLEPURE PTFE/L com poros de 0,45 um de diametro.
Os perfis cromatogréficos dos extratos etanodlicos brutos (EEBs), obtidos através da
metodologia descrita, estdo ilustrados a seguir nos comprimentos de onde de 254, 280 e 366
nm respectivamente (Figuras 25 e 26).

Tabela 8 — Condicdo cromatografica aplicada para obtencdo dos
perfis cromatograficos dos extratos de C.fontanesianus através da
técnica HPLC-DAD.

Gradiente
Solvente A - H20 + 0,1% AF Tempo (min) %B
Solvente B - MeOH + 0,1% AF 0 5
Fluxo = 1 mL/min 5 10
Inj. Volume = 10uL 15 45
[] amostra =5 mg/mL 75 100

85 100
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Figura 25 — Perfis cromatograficos dos extratos etandlicos brutos de ramos (A) e
folhas (B) de C. fontanesianus coletados na Jureia, obtidos através da técnica de
HPLC-DAD. Coluna X-Bridge (250 x 4,6 mm d.i., 5 um), equipamento HPLC-DAD
(Agilent), fluxo 1,0 mL/min, A= 254, 280 e 366.
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Figura 26 — Perfis cromatograficos dos extratos etanodlicos brutos de ramos (A) e
folhas (B) de C. fontanesianus coletados em Caraguatatuba, obtidos através da
técnica de HPLC-DAD. Coluna X-Bridge (250 x 4,6 mm d.i.,, 5 um), equipamento
HPLC-DAD (Agilent), fluxo 1,0 mL/min, A= 254, 280 e 366.
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A partir das analises dos perfis cromatogréaficos dos EEBs de ramos e folhas, de ambos
os locais de coleta, realizados nas mesmas condi¢Ges cromatogréficas, pode-se observar a alta
complexidade das amostras analisadas, as quais apresentam inimeras bandas em diferentes
tempos de retencdo. Comparando os cromatogramas, pode-se constatar a grande semelhanca
entre os perfis cromatograficos de ambos os locais de coleta, Nucleo Arpoador da Estagdo
Ecologica Juréia-Itatins (litoral sul do Estado de S&o Paulo) e Nucleo Caraguatatuba do
Parque Estadual da Serra do Mar (litoral norte do Estado de S&o Paulo), para ambos os 6rgaos
estudados, folhas e ramos (Figuras 27 e 28). No entanto, a complexidade quimica dos EEBs

dos ramos mostrou ser superior em relacdo ao extrato das folhas.

Fig. 27 — Comparacdo entre os perfis cromatograficos dos extratos etanolicos brutos
de ramos de C. fontanesianus coletados na Juréia (A) e em Caraguatatuba (B), obtidos
através da técnica de HPLC-DAD. Coluna X-Bridge (250 x 4,6 mm d.i.,, 5 um),
equipamento HPLC-DAD (Agilent), fluxo 1,0 mL/min, A= 254 nm.

A
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Fig. 28 — Comparagdo entre os perfis cromatograficos dos extratos etandlicos brutos
de folhas de C. fontanesianus coletados na Juréia (A) e em Caraguatatuba (B), obtidos
através da técnica de HPLC-DAD. Coluna X-Bridge (250 x 4,6 mm d.i., 5 um),
equipamento HPLC-DAD (Agilent), fluxo 1,0 mL/min, A= 254 nm.

Devido a complexidade quimica ja conhecida nos extratos vegetais, foram realizadas
parti¢oes liquido/liquido com os EEBs, com objetivo de reduzir a complexidade das amostras,
separando os grupos de componentes por polaridade crescente, utilizando-se solventes com
tais caracteristicas no processo de particdo (n-hexano, diclorometano e acetato de etila). Os
extratos obtidos atraves do procedimento experimental descrito acima foram analisados pela
técnica HPLC-DAD com a finalidade de observar se houve segregacdo dos componentes e se
houve diferenca significativa no que diz respeito a uma andlise qualitativa entre os extratos
(HEX, DCM e AcOEt). Abaixo seguem os perfis cromatograficos dos extratos obtidos atraves
da particdo (Figuras 29, 30, 31 e 32).
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Figura 29 — Comparagdo entre os perfis cromatograficos dos extratos etandlicos
brutos (EEB) de ramos de C. fontanesianus coletados na Juréia e os extratos obtidos
através da técnica de particdo (HEX, DCM e AcOEt). Coluna X-Bridge (250 x 4,6
mm d.i., 5 um), equipamento HPLC-DAD (Agilent), fluxo 1,0 mL/min, A= 254 nm.
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Figura 30 — Comparacdo entre os perfis cromatograficos dos extratos etandlicos
brutos (EEB) de ramos de C. fontanesianus coletados em Caraguatatuba e o0s
extratos obtidos através da técnica de particdo (HEX, DCM e AcOEt). Coluna X-
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Figura 31 — Comparagdo entre os perfis cromatograficos dos extratos etandlicos
brutos (EEB) de folhas de C. fontanesianus coletados na Juréia e os extratos obtidos
através da técnica de particdo (HEX, DCM e AcOEt). Coluna X-Bridge (250 x 4,6
mm d.i., 5 um), equipamento HPLC-DAD (Agilent), fluxo 1,0 mL/min, A= 254 nm.
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Figura 32 — Comparacdo entre os perfis cromatograficos dos extratos etandlicos
brutos (EEB) de folhas de C. fontanesianus coletados em Caraguatatuba e os
extratos obtidos através da técnica de particdo (HEX, DCM e AcOEt). Coluna X-
Bridge (250 x 4,6 mm d.i., 5 um), equipamento HPLC-DAD (Agilent), fluxo 1,0
mL/min, A= 254. nm.
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Pela anélise dos resultados obtidos em HPLC-DAD pode-se concluir que houve
separagdo satisfatoria dos componentes dos EEBs através da técnica de particdo
liquido/liquido, utilizando os solventes n-hexano, diclorometano e acetato de etila. Os
constituintes apolares encontram-se no extrato hexanico (HEX), os de polaridade
intermediéria encontram-se no extrato diclorometanico (DCM) e os constituintes de maior
polaridade encontram-se no extrato acetato de etila (AcOEt). Por comparagdo dos perfis dos
extratos HEX, DCM e AcOEt com os EEBs € possivel observar as diferentes faixas de
polaridade em cada amostra, sem a alteracdo significativa no contetdo dos constituintes das

mesmas.

Através das analises e comparacdo dos perfis cromatograficos dos extratos podemos
dizer que em geral os perfis quimicos sdo similares entre as areas de coleta, variando somente
na sua intensidade/abundancia de alguns componentes. Os metabolitos secundarios
representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante, portanto, sua
sintese e acumulo é frequentemente afetada por condi¢bes ambientais (Kutchan, 2001). Tais
condicdes podem ser fatores fisiologicos (nutricdo, fenologia, genética), climaticos (chuvas,
temperatura, radiacdo solar), geograficos (altitude, poluicdo do ar) e ecoldgicos (competicao,
herbivoria) (Gobo-Neto & Lopes, 2007).

5.6. Microfracionamento por HPLC do Extrato em DCM

De acordo com os resultados obtidos até entdo, com indicativos da presenca de
constituintes com atividade antifingica contra o fungo Candida albicans, foram planejados os
experimentos de microfracionamento dos extratos em DCM de ramos e folhas do material
vegetal coletado na EEJI, utilizando a técnica de HLPC-UV em escala preparativa, com o
objetivo de localizar a(s) regido(des) do perfil cromatografico responsavel(eis) por tal

atividade.

Para que houvesse maior eficiéncia no experimento de microfracionamento foi
necessario aperfeicoar as condi¢cbes cromatograficas de separacdo em HPLC-DAD para 0s
extratos em DCM de ramos e folhas. Apos, foram realizadas as transposicdes dos métodos
analiticos para o preparativo utilizando-se o software HPLC calculator 3,0. As condicGes

cromatograficas de separacdo em escala preparativa estdo descritas na Tabela 9.
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Tabela 9 — Condigdes cromatograficas aplicadas no microfracionamento do extrato
DCM de ramos e folhas da Juréia através da técnica PREP-HPLC-UV.

Gradiente
Ramos Folhas
Solvente A - H20 +0,1% AF Tempo (min) %B Tempo (min) %B
Solvente B - MeOH + 0,1% AF 0 40 0 40
Fluxo =17 mL/min 27 64 48,17 70
Injegdo =200uL 45,06 78 54,19 100
[] amostra = 100 mg/mL 54,09 100 60,21 100
57,1 100

Apo6s o procedimento de microfracionamento foram obtidas 102 fragdes para extrato
DCM dos ramos e 105 fracdes para as folhas. Foram coletados 10 mL por fracdo em cada
processo de microfracionamento. As fracdes foram coletadas em tubos de ensaio e
posteriormente secas utilizando aparelho Genevac (SP Scientific, PA, EUA). O passo seguinte
foi a transferéncia das fracGes coletadas para uma placa de TLC com silica como fase
estacionaria. Em seguida, foi realizado o ensaio de avaliacdo da atividade antifingica com C.

albicans descrito por Hostettmann e colaboradores (1991).

A partir da metodologia descrita foi possivel localizar no perfil cromatografico dos
extratos DCM de ramos e folhas da Jureia as areas com resultados positivos para o ensaio de
atividade antifingica. Os resultados destas analises estdo ilustrados nas Figuras 33 e 34 a

sequir.

55



Figura 33 — llustracdo do procedimento experimental realizado para determinagdo das
regides do perfil cromatografico do extrato DCM ramos que possuem atividade antiflngica.
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Figura 34 — llustracdo do procedimento experimental realizado para determinacdo das
regides do perfil cromatografico do extrato DCM folhas que possuem atividade antiflngica.
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Os resultados obtidos ate agora sdo importantes no que diz respeito a identificacéo

e/ou isolamento de compostos que possuem atividade antifungica.

5.7. Andlise por HPLC-DAD-ESI-MS

Com o intuito de identificar os constituintes quimicos com atividade antifingica
presentes no extrato em DCM de ramos e folhas, foi realizada a analise através da técnica
HPLC-DAD-ESI-MS, técnica hifenada que conta com interface electrospray (ESI) como
fonte ionizadora e analizador de massas ion-trap. Os experimentos foram realizados nos
modos positivo e negativo, porém obteve-se melhor ionizacdo no modo positivo. Os
resultados desta analise estdo ilustrados a seguir na Figura 35, onde é possivel observar o
perfil cromatografico da fracdo analisada, os espectros de UV e os valores de m/z dos

constituintes quimicos nas regides que apresentaram atividade.

Figura 35 — Analise dos extratos em DCM de ramos e folhas pela técnica HPLC-DAD-
ESI-MS. Perfil cromatografico dos extratos em DCM, espectros de UV e valores de m/z
dos constituintes quimicos detectados nas regides onde foi localizada atividade
antifangica. Coluna X-Bridge (250 x 4,6 mm i.d, 5 um), equipamento HPLC-DAD
(Agilent), fluxo=1 mL/min, A= 254 nm.

A B

[ " 1= Extrato em DCM dos ramos
mAl [M+H]*= 228 [M+H]*= 258
200 ]
150 J

100 ]

50 ]
’ L..A_,,AA

L
0 10 20 30 40 50 60 70 80 rin

o
b

; B Extrato em DCM das folhas
mAl

200

100 4
50

Atividade antifingica

57



A andlise dos resultados obtidos permitiu ndo somente obter dados referentes aos
componentes responsaveis pela atividade antifingica, como também resultou na constatacao
da alta complexidade das amostras analisadas, principalmente no extrato em DCM dos ramos,

concluséo essa obtida pela observacéo da diversidade de bandas de UV e m/z dos constituintes
detectados (Figura 36).

Figura 36 — Analise dos extratos em DCM de ramos e folhas através da técnica HPLC-DAD-
ESI-MS. Perfil cromatografico dos extratos em DCM, espectros de UV e valores de m/z dos

constituintes quimicos detectados. Coluna X-Bridge (250 x 4,6 mm i.d, 5 um), equipamento
HPLC-DAD (Agilent), fluxo= 1 mL/min, A= 254 nm.
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A partir dos dados gerados foi possivel a comparacdo destes com aqueles presentes na

literatura para a espécie Conchocarpus fontanesianus, na tentativa de identificar os compostos
presentes nos extratos em DCM de ramos e folhas previamente isolados.

Pode-se observar que os compostos I, IV e V apresentam banda de UV com formato
similar, mas com diferentes m/z. Pressupde-se que a diferenca de 30 Da entre os compostos V

e IV refere-se a presenca de um grupo metoxila a mais na estrutura IV, e a diferenca de 30 Da
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entre os compostos IV e Il indicam a presenca de outro grupo metoxila a mais na estrutura
I11. O padréo do espectro UV, o valor de Amax Na regido de 245 nm pra estes trés adutos e os
valores de m/z, 260 ([M+H]") para composto I, 230 ([M+H]") para composto IV e 200
([M+H") para composto V no modo positivo, ddo indicios da presenca dos alcaloides
furoquinolinicos esquimianina, y-fagarina e dictaminina respectivamente. O composto I
apresenta valor de m/z 236 ([M+H]") e espectro de UV com Ama €m 248, 213 e 336 nm
caracteristico de alcaloides quinol6nicos, e com base nessas informagdes é possivel sugerir
que se trata do alcaloide 2-fenil-1-metil-4-quinolona. Todos estes metabdlitos foram
previamente isolados e identificados na espécie em estudo (Cabral et al., 2011). Para 0s
demais compostos, os dados obtidos foram insuficientes para sugerir suas identificacoes.

A fim de se obter dados mais precisos acerca dos adutos detectados, foi utilizado
equipamento de espectrometria de massas que gera dados em alta resolugdo. A partir destas
analises foi possivel gerar informacgdes precisas das massas e formulas moleculares dos

constituintes quimicos presentes nos extratos DCM.

5.8. Analise do Perfil Metabdlico por UPLC-TOF (High Resolution Mass Spectrometry)

Com a finalidade de obter informacdes mais precisas acerca do perfil metabdlico dos
extratos e seus constituintes, optou-se pela utilizacdo da técnica Ultra Performance Liquid
Chromatography (UPLC) acoplada a espectrometria de massas, dotada de interface
eletrospray (ESI) e analisador Time of Flight (TOF).

As amostras dos extratos foram entdo analisadas e os Cromatogramas de lons Totais
(modo Base Peak Intensity — BIP) estdo ilustrados nas figuras abaixo. A metodologia de

andlise utilizada para o perfil metabdlico é padréo, e esta descrita na Tabela 10.

Tabela 10 - Condicdo cromatografica aplicada para
obtencdo dos perfis metabdlicos dos extratos de
C.fontanesianus através da técnica UPLC-TOF.

Gradiente
Solvente A - H,0 + 0,1% FA Tempo (min) %B
Solvente B - ACN + 0,1% FA 0 5
Fluxo = 0,46 mL/min 30 95
Inj. Volume = 2uL 40 95
[] amostra = 1 mg/mL 40,2 5
50 59




Figura 37 — Perfil metabdlico obtido através da analise pela técnica UPLC-TOF-MS do EEB dos ramos do material vegetal coletado na E.E.Jureia-
Itatins. Coluna Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 um). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo 460uL/min.
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Figura 38 —Perfil metabdlico obtido através da andlise pela técnica UPLC-TOF-MS do EEB das folhas do material vegetal coletado na E.E.Jureia-
Itatins. Coluna Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 um). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo 460uL/min.
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Figura 39 — Perfil metabolico obtido através da analise pela técnica UPLC-TOF-MS do EEB dos ramos do material vegetal coletado no Nucleo
Caraguatatuba. Coluna Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 um). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo

460uL/min.
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Figura 40 — Perfil metabdlico obtido através da analise pela técnica UPLC-TOF-MS do EEB das folhas do material vegetal coletado no Nucleo
Caraguatatuba. Coluna Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 um). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo

460uL/min.
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O UPLC permite trabalhar com elevadas pressdes, utilizando particulas de fase
estaciondrias < 2,0 um, menor tempo de analise e baixo consumo de solventes, possibilitando
obter uma melhor eficiéncia e resolugdo cromatogréfica entre as bandas quando comparado
com a técnica comumente utilizada, HPLC. Esta plataforma possibilita também a obtencéo
tanto do perfil metabolico de alta resolug¢do como um rapido “Fingerprinting” de extratos
vegetais (Eugster et al., 2011; Guillaume et al., 2009; Wolfender et al., 2010; Zhua et al.,
2010). O analisador de massas por tempo de vdo (TOF) possui alta resolugdo, que esta
diretamente relacionado com o comprimento da trajetéria de v6o. Os ions sdo separados de
acordo com seu tempo de chegada ao detector (0s de menor massa chegam antes), e existem
instrumentos lineares e ndo lineares (maior trajetéria do ion). A Espectrometria de Massas de
Alta Resolucdo (HRMS) realiza medigOes precisas de m/z, com capacidade de gerar a formula
molecular, além de permitir a diferenciacdo de ions moleculares com a mesma m/z nominais

em espectros de baixa resolucdo (Jarmusch & Cooks, 2014; Ernst et al., 2014).

Os dados obtidos durante a analise dos extratos etanolicos brutos (EBBS) confirmam a
grande semelhanca e complexidade entre os perfis quimicos de ambos os locais de coleta.
Abaixo sdo comparados os resultados entre os EEBs para evidenciar a semelhanga entre as

amostras analisadas.

Figura 41 — Comparacdo dos perfis quimicos através da analise pela
técnica UPLC-TOF-MS do EEB dos ramos.
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Figura 42 — Comparacdo dos perfis metabdlicos através da anélise pela
técnica UPLC-TOF-MS do EEB das folhas.
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A andlise do perfil metabdlico em UPLC-TOF foi realizada com os extratos etanolicos
brutos (EEBs) e os extratos HEX, DCM e AcOEt para obter e comparar os perfis, porém
somente o perfil do extrato DCM seré apresentado a seguir. Com estes resultados é possivel
utilizar a técnica de desreplicacdo para encontrar e identificar nos extratos em DCM de
Caraguatatuba os mesmos biomarcadores presentes e identificados nos extratos em DCM da
Juréia, assim como compostos ja identificados no género Conchoparpus e na espécie em

estudo.
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Figura 43 — Resultado obtido através da andlise pela técnica UPLC-TOF-MS do extrato DCM dos ramos, coletados na E.E Jureia-Itatins. Coluna
Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 um). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo 460uL/min.
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Figura 44 — Resultado obtido através da andlise pela técnica UPLC-TOF-MS do extrato DCM dos ramos, coletados no Ndcleo Caraguatatuba.
Coluna Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 um). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo 460uL/min.
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Figura 45 — Resultado obtido através da analise pela técnica UPLC-TOF-MS do extrato DCM das folhas, coletadas na E.E Jureia-Itatins. Coluna
Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 um). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo 460uL/min.
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Figura 46 — Resultado obtido através da analise pela técnica UPLC-TOF-MS do extrato DCM das folhas, coletadas no Nucleo Caraguatatuba.
Coluna Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 um). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo 460uL/min.
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Os dados obtidos durante a analise dos extratos DCM de ramos e folhas da Jureia pela
técnica UPLC-TOF-MS foram comparados com aqueles presentes na literatura para as
substancias j& descritas na espécie C. fontanesianus e na familia Rutaceae. A partir de tal
procedimento pode-se identificar nos ramos a presencga de diversos adutos, inicialmente no
tempo de retencdo 10,8 min no modo positivo ([M+H]"), m/z 236,1069), como sendo o
alcaloide 2-fenil-1-metil-4-quinolona. Outro aduto no tempo de retengdo 11,7 min no modo
positivo ([M+H]"), m/z 260,0920), como sendo alcaloide esquimianina; também no modo
positivo e no tempo de retencdo 12,05 min ([M+H]"), m/z 230, 0816), o alcaloide y-fagarina; e
no tempo de retencdo 13,1 min no modo positivo ([M+H]"), m/z 200,0712), o alcaloide
dictaminina. Estes metabolitos sdo descritos como biomarcadores da familia Rutaceae e foram
previamente identificados na espécie C. fontanesianus (Biavatti, et al., 2002;
Wattanapiromsakul et al., 2003; Ambrozin et al., 2005; Cortez et al., 2006; Ambrozin et al.,
2008; Cabral et al., 2011). Os resultados que levaram a identificacdo dos compostos
detectados estdo ilustrados na Tabela 11 (Figura 47).

Figura 47 — llustracdo das estruturas quimicas dos alcaloides 2-
fenil-1-metil-4-quinolona (1), esquimianina (2), y-fagarina (3) e
dictaminina (4), metabdlitos detectados no extrato DCM dos
ramos de C. fontanesinaus através da técnica UPLC-TOF-MS.
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Tabela 11 — Dados obtidos na detecgdo dos alcaloides presentes no extrato DCM dos
ramos (Jureia) de C. fontanesianus através da técnica UPLC-TOF-MS.

Composto Tempode  Férmula Modode m/z m/z Desvio
retencdo (Min) molecular ionizacdo experimental tedrico (ppm)
2-fenil-1-metil-4-quinolona 10,8 CieHsNO ESH([MHH]T) 2361069  236,1075  -2,5
Esquimianina 11,7 Cy4HsNO, ESIH ([MHH])  260,0920  260,0923  -1,2
y-fagarina 12,05 Cy5H,NO,; ESI+ ([M+H]')  230,0816  230,0817 -0,4
Dictaminina 13,1 CHoNO, ESI+(IMHHI') 2000712  200,0711 04

Através dos resultados obtidos ndo foi possivel identificar os demais compostos
presentes no extrato DCM dos ramos e folhas (Jureia) de C. fontanesianus. Com o objetivo de
identificar os demais constituintes foi planejado o isolamento utilizando-se a técnica de
cromatografia liquida de média pressdo (MPLC) do extrato em DCM dos ramos dos
individuos coletados na E.E.Jureia-Itatins. O extrato em DCM dos ramos (Jureia) foi
selecionado por possuir maior complexidade quimica, e porque o curto tempo de trabalho

permite somente a purificagcdo/isolamento de um unico extrato.

5.9. Purificacdo do extrato em DCM por MPLC-UV

Com a finalidade de ampliar o conhecimento acerca dos constituintes produzidos e
acumulados no metabolismo secundario de C. fontanesianus, e também isolar os constituintes
presentes no perfil cromatografico onde ha atividade antifungica, 6 g do extrato em DCM dos
ramos do material vegetal coletado no Nucleo Arpoador da EEJI foram submetidos a
separacdo cromatografica em larga escala através da técnica MPLC-UV. As condicGes de
separacdo analitica obtida através da técnica de HPLC-DAD foram transferidas para
cromatografia preparativa MPLC-UV como apresentado na Figura 48 a seguir (Challal et al.,
2015). A separacao foi realizada com fase mdvel composta por 4gua e metanol nas bombas A
e B respectivamente, ambas contendo 0,1% de AF. Através deste procedimento foram obtidas

91 fracdes.
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Figura 48 — llustragdo da transposicdo das anélises de HPLC do extrato DCM analitico
para MPLC preparativo.

HPLC —Zeoprep C18, 15-25 pm, 4.6 x 250 mm I.D. A =254nm

l Inj. 50 ug

A =242nm [/ 254nm

iE E=EEE

Inj.6g

91 fracoOes

Para a determinacdo da composicdo quimica das fracGes obtidas, estas foram

analisadas por HPLC-DAD e HPLC-DAD-MS. O resultado destas analises demonstrou que
dentre as 91 fracdes, 3 apresentavam compostos puros. As fracbes Fr 8 (7,3 mg), Fr 20 (57,7

mg) e a Fr 68 (43,8 mg). Estas fracdes foram analisadas pelas técnicas de espectrometria de

massas de alta resolucdo (HRMS) e ressonancia magnética nuclear mono e bidimensionais

(NMR 1 e 2D), o que resultou na completa caracterizacdo dos compostos.

5.10. Elucidacédo estrutural dos compostos isolados do extrato em DCM-RJ diretamente

do fracionamento por MPLC-UV

Fracédo 8

O composto presente na Fragdo 8 (7,3 mg), apresentou-se solido amorfo, incolor e

soltivel em MeOH. A analise por UPLC-TOF no modo positivo ([M+H]") para esta fracéo
72




apresentou pico em m/z 348,1093, compativel com a férmula molecular C17H17NO7 (Appm =
2,9) (Figura 49).

Os espectros de NMR de 'H e *C (Tabela 12) apresentam sinais condizentes com a
formula molecular gerada pela analise por HRMS. Esta observacdo foi obtida com base nos
espectros de NMR de *3C, que apresentou 17 sinais. Os sinais nas anélises de NMR de *C em
campos baixos a oc (ppm) 170,1 e 169,9 sugerem a presenca de dois grupos amida CO,
confirmadas através das analises de NMR de *H que apresentaram sinais na regido de
hidrogénios aromaticos, com a presenca de um anel aromatico tetrasubstituido em 1,3,4,5,
com o4 (ppm) 7,33 (s, H-2°) e 7,33 (s; H-6"). Estes dois atomos de hidrogénio mostraram
possuir correlagdo com o grupo amida CO em & (ppm) 169,9 (C-7°) através de analise por
gHMBC. Um segundo anel aromético 1,3,4-trisubstituido pode ser inferido também através
da analise de NMR de *H com & (ppm) 7,55 (m, H-2), 7,55 (m, H-6) e 6,83 (d; J=8,6, H-5),
com seus hidrogénios em C-2 e C-6 mostrando correlagio com um grupo amida CO em
oc (ppm) 170,1 (C-7) através de andlise por gHMBC. Os demais sinais obtido atraves da
analise de NMR de *C apresentam sinais que sugerem a presenca de cinco atomos de
carbonos aromaticos ligados a oxigénios, que podem ser observados em & (ppm) 152,8 (C-
4), 148,8 (C-3’ e C-5°), 148,5 (C-3) e 142,3 (C-4’). Os sinais a & (ppm) 56,7 (C-3’ e C-5") e
56,3 (C-3) foram atribuidos a 3 grupos metoxila (MeQO). Os atomos de hidrogénios a & (ppm)
3,89 (s) presente nos 3 grupos MeO a & (ppm) 56,7 (2C) e 56,3 mostraram correlagdo com os
atomos de carbono C-3’, C-5’ e C-3, respectivamente. Provavelmente os atomos de carbonos
aromaticos a & (ppm) 152,8 (C-4) e 142,3 (C-4’) indicam a presenga de grupos hidroxilas
ligados. Estas afirmacbes foram confirmadas através dos experimentos APT, gCOSY,
gHMBC e gHSQC. A comparacdo destes resultados com os dados da literatura levaram a
identificacdo do composto presente na Fracdo 8 como sendo a amida polifendlica 4-hidroxi-
N-(4-hidroxi-3-metoxibenzoil)-3,5-dimetoxibenzamida, também conhecida como
dimorfamida C (composto 1) (Figura 55), encontrada pela primeira vez na espécie Atriplex
dimorphostagia (Karim et al., 2011). Esta € a primeira vez que este tipo de amida polifendlica

é descrito em espécies da familia Rutaceae.
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Figura 49 — Espectro de massas de alta resolu¢cdo (HRMS) para o composto presente na Fracdo 08, identificado como a amida polifendlica
dimorfamida C (1).
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Figura 50 — Espectro de NMR *H (500 MHz, CDs0D) da amida polifendlica dimorfamida C (1).

F'OMe|5°0Me
62" (s) 3'0OMe J5'OMe (s)
¥.33 FOMBS
6,2 (m) : ;“'33' 30Me (s)
7.55 NE£2) E )
62
6,2
5
oo T ™o Ul T
g  HE E 5 = & &
T 4= 3 2= 2 2
T T T 1
7.5 7.0 4.5 4.0 0.
f1 (ppm)

75



Figura 51 — Mapa de contorno gCOSY da dimorfamida C (1).
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Figura 52 — Espectro de NMR APT de *C (125 MHz, CDs;0D) da dimorfamida C (1).
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Figura 53 — Mapa de contorno gHSQCAD da dimorfamida C (1).
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Figura 54 — Mapa de contorno gHMBC da dimorfamida C (1).
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Figura 55 — Estrutura da amida dimorfamida C
(1), isolada dos ramos de C. fontanesianus.

Tabela 12 — Dados de NMR de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) para a dimorfamida
C (1, em CD30OD), e os dados presentes na literatura.

Composto 1 (Dimorfamida C) Literatura'”
Posicdo Sy’ Oc Sy’ Oc
(m® ) (ppm) (m®J9 (ppm)
1 - 125.4 - 123.1
2 7.55(s) 113.7 7.55(d; 2.0) 113.8
3 - 148.5 - 148.6
4 - 152.8 - 152.6
5 6.83 (d; 8.6) 115.8 6.81(d; 8.5) 115.8
6 7.52(s) 130.2 7.53 (dd; 2.0, 8.5) 125.2
7 - 170.1 - 170.0
1 - 125.2 - 122.0
2' 7.33(s) 108.3 7.32(s) 108.3
3 - 148.8 - 148.8
4 - 142.3 - 141.8
5' - 148.8 - 148.8
6' 7.33(s) 108.3 7.32(s) 108.3
7' - 169.9 - 169.9
Me O-C (3) 3.89(s) 56.3 3.88(s) 56.4
Me O-C (3') 3.89(s) 56.7 3.87(s) 56.8
Me O-C (5') 3.89(s) 56.7 3.87(s) 56.8
®Deslocamentos quimicos em ppm (3) Y Karim et al., 2011

®Multiplicidade (m)
“Constante de acoplamento (J), expressa em Hz

Fracéo 20

O composto presente na fragdo 20 (57,7 mg), apresentou-se como um éleo amarelo
soluvel em MeOH. Esta fracdo foi caracterizada por métodos espectroscopicos (NMR) e
espectrométricos (UPLC-TOF-MS) (Figura 56). A Tabela 13 abaixo apresenta os resultados

obtidos por NMR.
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A anélise por UPLC-TOF no modo positivo ([M+H]") apresentou pico em m/z
314,1393 para esta fracdo, compativel com a formula molecular C13H19NO4 (Appm = 0,3),
consonante com a estrutura da amida N-trans-feruloiltiramina (moupinamida, composto 4)
(Figura 55). Esta proposicdo foi confirmada pela comparagéo dos dados aqui obtidos, com os
presentes na literatura (Amaro et al., 2014; Al-Taweel et al., 2012). Esta amida j& foi descrita
anteriormente em trabalho realizado por Cortez et al. (2009) na espécie Conchocarpus
guaudichaudianus (Cortez et al., 2009).

Figura 55 — Estrutura da amida N-trans-feruloiltiramina
(moupinamida, 4), isolada dos ramos de C. fontanesianus.

HO 18

Tabela 13 — Dados de NMR de *H (500 MHz) e *C (125 MHz) para a moupinamida (4,
em CD30D), e os dados presentes na literatura.

Composto 4 (Moupinamida) Literatura'” Literatura™"
Posicdo Sy’ dc Sy’ Sy’ O¢
(m®%J9 (ppm) (m®%J9 (m®%J9 (ppm)
1 - 128.2 - - 128.2
2 7.11(d; 1.9) 111.5 7.10(d; 2.0) 7.13(d; 1.2) 111.5
3 - 149.2 - - 149.3
4 - 149.8 - - 149.8
5 6.79 (d; 8.2) 116.4 6.79 (d; 8.2) 6.81 (d; 8.5) 116.4
6 7.02(dd; 8.2, 1.9) 123.2 7.0(dd; 8.2, 2.0) 7.04 (dd; 8.5, 1.2) 123.2
7 7.43 (d; 15.6) 142.0 7.43 (d; 15.6) 7.44(d; 15.5) 142.0
8 6.40 (d; 15.6) 118.7 6.40 (d; 15.6) 6.41 (d; 15.5) 118.7
9 - 169.1 - - 169.2
10 (NH) 8.03 (t; 5.8) - - - -
11 3.46(t; 7.3) 42.5 3.46 (dd; 7.2, 6.5) 3.47 (t; 7.5) 42.5
12 2.75(t; 7.3) 35.8 2.75(dd; 7.1, 7.5) 2.76(t; 7.5) 35.8
13 - 131.2 - - 131.3
14 7.05 (d; 8.4) 130.7 7.05 (d; 6.8) - 130.7
15 6.72 (d; 8.4) 116.2 6.72 (d; 7.2) 6.73 (d; 8.4) 116.2
16 - 156.9 - - 156.9
17 6.72 (d; 8.4) 116.2 6.72(d; 7.2) 6.73 (d; 8.4) 116.2
18 7.05 (d; 8.4) 130.7 7.05 (d; 6.8) 7.07 (d; 8.4) 130.7
Me O-C (3) 3.88(s) 56.3 - 3.85(s) 56.4
’Deslocamentos quimicos em ppm (3) Amaro et al., 2014"") Al-Taweel et al., 2012

bMultiplicidade (m)
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Figura 56 — Espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) para o composto presente na Fracdo 20, identificado como a amida N-trans-
feruloiltiramina (moupinamida, 4).
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Figura 57 — Espectro de NMR *H (500 MHz, CDs0D) da amida N-trans-feruloiltiramina (moupinamida, 4).

I0Me
B (dd)
7.02
JB.23, 1.99)
2 | 15.17 )
7.11 6.72
J1.96) || J(8.48)
10 7 (d) s || 8@ 12 @
8.03 7.43 6.79 6.40 i P | Rt 2.75
15.80) 1(15.686) Ji8.20 || J15.64) : J(7.39)
18,14 (d)
7.05
1(8.44)
15,17
6
18,14
5
& 12
2
7 11
10
! . )
R T P T T ik T T
~ 0 [=1."] o oo (-] P~ -t ”
e a == ] a = - =
(=1 o — =l [=] ”m ™ ~

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 4,5
f1 (ppm)




Figura 58 — Mapa de contorno gCOSY da amida N-trans-feruloiltiramina (moupinamida, 4).
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Figura 59 — Espectro de NMR APT de *C (125 MHz, CD;0D) da amida N-trans-feruloiltiramina (moupinamida, 4).
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Figura 60 — Mapa de contorno gHSQCAD (em CDs;OD) da amida N-trans-feruloiltiramina (moupinamida, 4).
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Figura 61 — Mapa de contorno gHMBC da amida N-trans-feruloiltiramina (moupinamida, 4).
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Esta amida ja foi descrita em diversas plantas, como portadora de atividades biologicas

(Tabela 14).

Tabela 14 — Espécies que acumulam moupinamida (4) e suas respectivas atividades

bioldgicas.

Espécie

Atividade

Referéncia

Smilax aristolochiifolia , Smilacaceae

Neolitsea aciculata , Lauraceae

Acorus gramineus , Acoraceae

Celtis africana, Cannabaceae

Synsepalum dulcificum , Sapotaceae

Erycibe hainanesis , Convolvulaceae

Peperomia duclouxii, Piperaceae

Beta vulgaris , Chenopodiaceae

Hipoglicémica e hipotensiva
Inibidora da enzima tirosinase
Anticancer e anti-inflamatoria
Citotdxica, anti-inflamatdria e iache
Antimelanogénica, inibe a enzima
tirosinase

Hepatoprotetora

Citotoxicidade

Inibidor da sintese de NO

Amaro et al., 2014
Kimetal., 2013
Kimetal., 2012

Al-Tawee et al., 2012

Wangetal., 2011

Songetal., 2010
Li et al., 2007

Kim et al., 2003

Fracdo 68

O composto presente na Fracdo 68 (43,8 mg) foi obtido como um so6lido amorfo,

solivel em MeOH. Esta fracdo foi caracterizada por métodos espectroscopicos (NMR) e
espectrométricos (UPLC-TOF-MS) (Figura 62).

A andlise desta substancia por UPLC-TOF-MS no modo positivo ([M+H]") apresentou

pico em m/z 258,1133, compativel com a formula molecular C;5H;5sNO3 (Appm = 1,2). Com
base nos resultados obtidos neste estudo e por comparacdo com os dados presentes na
literatura, foi possivel propor a identificacdo desta substancia, como o alcaloide do tipo
quinolénico 2,6-dihidro-7-metoxi-2,2-dimetil-5H-pirano[3,2c]quinolin-5-ona (7-
metoxiflindersina, composto 19) (Figura 68), aqui descrito pela primeira vez para o género
Conchocarpus. A Tabela 15 apresenta os dados de NMR para o composto 19 e os dados
encontrados na literatura para a 7-metoxiflindersina (Hifnawy et al., 1977; Jackson et al.,

1990).
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Figura 62 — Espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) para o composto presente na Fracdo 68, identificado como o alcaloide 7-metoxiflindersina

(19).
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Figura 63 — Espectro de NMR *H (500 MHz, CDs0OD) da amida 7-metoxiflindersina (19).
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Figura 64 — Mapa de contorno gCOSY da 7-metoxiflindersina (19).
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Figura 65 — Espectro de NMR APT de *C (125 MHz, CD;0D) da 7-metoxiflindersina (19).
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Figura 66 — Mapa de contorno gHSQCAD da 7-metoxiflindersina (19).
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Figura 67 — Mapa de contorno gHMBC da 7-metoxiflindersina (19).
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Figura 68 — Estrutura do alcaloide 7-metoxiflindersina
(19), isolado dos ramos de C. fontanesianus.

Tabela 15 — Dados de NMR de 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) para o alcaloide 7-
metoxiflindersina (19, em CD3;0D), e os dados presentes na literatura.

Composto 19 (7-metoxiflindersina) Literatura(*) Literatura(**)

Posicao Sy’ Oc Sy’ &y’ O¢
(m®J9) (ppm) (m®J) (m® 1) (ppm)

1 - - - - -
2 - 80.5 - - 78.9
3 5.66 (d; 10.0) 128.0 5.50(d; 10) 5.50(d; 11) 126.0
4 6.62 (d; 10.0) 117.4 6.7 (d; 10) 6.68 (d; 11) 117.2
5(C=0) - 162.7 - - 160.4

6 (NH) 8.35(s) - 8.9 (s) 8.93(s) -
7 - 147.6 - - 145.3
8 7.15(dd; 8.0, 1.2) 112.0 7.25(m) 6.93 (dd; 9.0, 2.8) 110.0
9 7.20(t; 8.0) 123.5 6.93 (m) 7.09(dd; 9.0,9.0) 121.4
10 7.47 (dd; 8.0, 1.2) 115.1 7,45 (m) 7.45(dd; 9.0,2.8)  114.2
11 - 116.8 - - 115.5
12 - 129.1 - - 127.8
13 - 106.8 - - 106.2
14 - 158.9 - - 156.8
Me (15) 1.54 (s) 28.4 1.5(s) 1.5(s) 28.2
Me (16) 1.54 (s) 28.4 1.5(s) 1.5(s) 28.2
Me O-C(7) 4.00 (s) 56.6 3.97 (s) 3.93(s) 55.9
’Deslocamentos quimicos em ppm (3) Hifnawy et al., 1977")  Jackson et al., 1990

bMultiplicidade (m)

“Constante de acoplamento (J), expressa em Hz

A 7-metoxiflindersina (ou 8-metoxiflindersina) é acumulada em diversas espécies de
Rutaceae, principalmente no género Zanthoxyllum (Brader et al., 1992; Stermitz et al., 1977).

Também é encontrada em Andreadoxa flava, Neouraputia paraenses, Teclea nobilis e
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Myrtopsis macrocarpa (Santana et al., 2006; Moraes et al., 2003; Al-Rehaily et al., 2003;
Hifnawy et al., 1977).

5.11. Andlise das fracOes restantes obtidas por fracionamento do extrato em DCM

(ramos Jureia).

As demais fragbes obtidas por fracionamento do extrato DCM dos ramos dos
individuos coletados na EEJI foram analisados por HPLC-DAD. Aquelas que possuiam perfil
cromatogréfico semelhante foram agrupadas resultando em 20 novas fragdes (A-T) conforme
ilustrado na Tabela 17.

Tabela 17 — Agrupamento das fracbes obtidas atraves do processo de
fracionamento do extrato em DCM ramos (Juréia).

Fragdo Agrupamento* Massa(mg)| Fracdo Agrupamento* Massa(mg)

A 1+7 373,6 L 48+51 95,1
B 9+11 110,8 M 52+55 156,4
C 12+19 156,6 N 56+59 198,6
D 21+23 129,1 (0] 60+63 251,1
E 24+28 145,5 P 64+67 219,8
F 29+30 55,5 Q 69+71 129,9
G 31+35 125,3 R 72+77 295,5
H 36+39 89,7 S 78+80 354,9
| 40+41 46,0 T 81+84 208,1
J 42+44 113,1 U 85 45,5
K 45+47 98,5 \' 86+91 324,7

*Grupo de fragBes reunidas

As fracOes selecionadas para o processo de purificacdo foram as que se apresentaram
mais interessantes dos pontos de vista cromatografico e espectroscopico, além daquelas com
atividade contra Candida albicans (perfil cromatografico em HPLC-DAD). Devido a escassez
de estudos sobre a espécie C. fontanesianus quanto maior o numero de compostos
identificados, maior a contribuicio para o conhecimento da espécie e do género
Conchocarpus. A Tabela 18 mostra as fracbes selecionadas para o processo de purificacéo,
suas respectivas massas, modos de eluicdo, vazdo, tipo de coluna utilizada e nimero de

fracGes enviadas para andlise pelas técnicas NMR mono e bidimensionais.
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Tabela 18 — Ilustragdo do processo de purificacdo das fragdes do extrato em DCM-RJ
através da técnica HPLC-UV-preparativo.

Fracio Massa Modo de Tempo Vazao FragGes analisadas

(mg) eluigdo (min) (mL/min) por NMR
Cc* 3,1 isocrdtico 36% MeOH 42 10 C-1
D* 2,7 isocratico 34% MeOH 38 10 D-1
E* 17,2 isocrdtico 30% MeOH 45 10 E-1
1,7 E-2
F* 5,2 isocratico 28% MeOH 39 10 F-1
J* 12,4 isocrdtico 42% MeOH 52 10 J-1
4,1 J-2
4,9 J-3
4,1 J-4
M* 19,2 isocratico 40% MeOH 55 10 M-1
2,5 M-2
8,8 M-3
54 M-4
o* 4,1 isocrdtico 50% MeOH 40 10 0-1
S¥* 25,9 Gradiente linear, 47 5 S-1
4,3 35 a 55% AcOEt S-2
U** 4,6 Gradiente linear, 36 5 U-1
3,1 20 a 32% AcOEt U-2

*Purificadas em coluna de Fase Reversa (RP) Sistema de Eluigdo: MeOH-H20 (+0,1% FA)

**Pyrificadas em coluna de Fase Normal (NP) Sistema de Elui¢do: AcOEt-Hex

Para obter informacdes sobre a composicdo quimica das fracdes obtidas, estas foram
analisadas por HPLC-DAD e UPLC-TOF-MS. Os resultados destas analises mostraram que
18 destas fracdes eram compostas por substancias puras. A caracterizacdo destes compostos é

feita a seguir.

Fracdo C-1
O composto presente na Fracdo C-1 (3,1 mg) foi obtido como um sélido amorfo e

solivel em MeOH. Esta fracdo foi caracterizada por métodos espectroscopicos (NMR) e
espectrométricos (UPLC-TOF-MS).

A analise por UPLC-TOF-MS no modo positivo ([M+H]") apresentou pico em m/z
419,1716, compativel com a férmula C2,H260s (Appm = 2,4) (Figura 76). O alfa-D para esta
fracdo apresentou valor de — 9,6 (c 1,0; MeOH). Pela comparacdo dos dados obtidos com
aqueles presentes na literatura foi possivel caracterizar o composto presente na Fragdo C-1

como a lignana (-)-siringaresinol (composto 5) (Monterio et al., 2007; Das et al., 1999). Esta
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é a primeira descricdo deste metabdlito no género Conchocarpus. Na Tabela 19 estdo

ilustradas algumas espécies que acumulam este metabdlito e algumas atividades biologicas

apresentadas. Os dados obtidos por NMR estdo ilustrados na Tabela 20.

Tabela 19 — Espécies que acumulam a lignana (-)-siringaresinol (5) e suas
respectivas atividades bioldgicas (quando relatadas).

Espécie

Atividade

Referéncia

Simira glaziovii, Rubiaceae
Daphne genkwa , Thymelaeaceae
Rhus javanica, Anacardiaceae
Sasa borealis , Poaceae
Caesalpinia pyramidalis , Fabaceae
Leptadenia arborea , Apocynaceae

Holacantha emoryi, Simaroubaceae

Anticancer

Antiviral

Anticancér

Inibidor da
acetilcolinesterase

Araujo etal., 2012

Park et al., 2008

Ouyang et al., 2007

Jeongetal., 2007

Bahia et al., 2005

El-Hassan et al., 2003

Stocklin et al., 1969

Figura 69 — Espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) para o composto presente na Fracdo C-1,

identificado como a lignana (-)-siringaresinol (5).
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Figura 70 — Espectro de NMR *H (500 MHz, CDsOD) da lignana (-)-siringaresinol (5).
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Figura 71 — Mapa de contorno gCOSY do (-)sirigaresinol (5).
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Figura 72 — Mapa de contorno NOESY do (-)-siringaresinol (5).
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Figura 73 — Espectro de NMR APT de *C (125 MHz, CD;0D) do (-)-siringaresinol (5).
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Figura 74 — Mapa de contorno gHSQCAD do (-)-siringaresinol (5).
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Figura 75 — Mapa de contorno gHMBC do (-)-siringaresinol (5).
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Figura 76 — Estrutura da lignana (-)-
siringaresinol (5), isolada dos ramos de C.

fontanesianus.

Tabela 20 — Dados de NMR de 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) para a lignana (-)-

siringaresinol (5, em CD3;0D), e os dados presentes na literatura.

Composto 5 (siringaresinol)

Literatura*

Literatura**

Posicdo &y’ ¢ 3y’ Sy’ Sc

(m®J9) (ppm) (m® 19 (m®J9) (ppm)

1 - 133.1 - - 134.7

2 6.66 (s) 104.5 6.52(s) 6.59 (s) 103.6

3 - 149.3 - - 147.9

4 - 136.2 - - 131.4

5 - 149.3 - - 147.9

6 6.66 (s) 104.5 6.52 (s) 6.59 (s) 103.6

7 4.72 (d; 4.2) 87.6 4.68 (d; 4.0) 4.61(d; 4.0) 85.3

8 3.15(dd; 4.6, 3.9) 55.5 3.09(m) 3.04 (m) 53.6

9 4.27 (dd; 9.0, 7.0) 72.7 4.23(dd;9.0,7.0)  4.15(dd; 7.0, 5.0) 71.0

1" - 133.1 - - 134.7

2! 6.66 (s) 104.5 6.52(s) 6.59 (s) 103.6

3 - 149.3 - - 147.9

4 - 136.2 - - 131.4

5 - 149.3 - - 147.9

6' 6.66 (s) 104.5 6.52(s) 6.59 (s) 103.6

7' 4.72(d; 4.2) 87.6 4.68 (d; 4.0) 4.61 (d; 4.0) 85.3

8 3.15(dd; 4.6, 3.9) 55.5 3.00 (m) 3.04 (m) 53.6

9 3.89(dd; 9.0, 3.3) 72.7 3.87(dd; 9.0,4.0)  3.77(dd; 7.0, 3.5) 71.0
MeO-C (3) 3.85(s) 56.8 3.9(s) 3.75(s) 56.0
Me O-C (5) 3.85(s) 56.8 3.9(s) 3.75(s) 56.0
Me O-C (3') 3.85(s) 56.8 3.9(s) 3.75(s) 56.0
Me O-C (5') 3.85(s) 56.8 3.9(s) 3.75(s) 56.0

®Deslocamentos quimicos em ppm ()
bMultiplicidade (m)

“Constante de acoplamento (J), expressa em Hz

Das, et al., 1999*

Monteiro et al., 2007**
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Fracdo D-1

O composto presente na Fragdo D-1 (2,7 mg) foi obtido como um 6leo amarelo,

soluvel em MeOH. Esta fracdo foi caracterizada por métodos espectroscopicos (NMR) e
espectrométricos (UPLC-TOF-MS). A Tabela 22 apresenta os resultados obtidos por NMR.

A andlise por UPLC-TOF-MS no modo positivo ([M+H]") apresentou pico em m/z

314,1392, compativel com a férmula C15H19NO4 (Appm = 0,0), consonante com a formula da

amida N-cis-feruloiltiramina (composto 2) (Figura 77). A hipotese foi confirmada pela

comparacgdo dos dados aqui obtidos, com os presentes na literatura (King & Calhoun, 2005;

Chang et al., 2001). Esta é a primeira descri¢do desta amida na familia Rutaceae. A Tabela

21 apresenta espécies que acumulam a amida N-cis-feruloiltiramina e algumas de suas

atividades bioldgicas.

Tabela 21 — Espécies que acumulam a amida N-cis-feruloiltiramina e suas

respectivas atividades biologicas (quando relatadas).

Espécie

Atividade Referéncia

Synsepalum dulcificum,
Sapotaceae

Solanum tuberosum,
Solanaceae

Beta vulgaris,,
Chenopodiaceae

Lindera glauca, Lauraceae

Tinospora tuberculata,
Menispermaceae
Capsicum annuum
Solanaceae

Antimelanogénica, inibidor
da enzima tirosinase

Wang et al., 2011
King & Calhoun, 2005
Inibidor da sintese de NO

Kim et al., 2003

Changetal., 2001
Fukuda et al., 1983

Yoshihara et al., 1981
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Figura 77 — Estrutura da amida N-cis-feruloiltiramina
(2), isolada dos ramos de C. fontanesianus.

Figura 78 — Espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) para o composto presente na Fracdo D-1,
identificado como a amida N-cis-feruloiltiramina (2).
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Figura 79 — Espectro de NMR *H (500 MHz, CDs;0D) da amida N-cis-feruloiltiramina (2).
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Figura 80 — Comparacéo entre os espectros de NMR *H da amida N-cis-Feruloiltiramina. A - composto isolado do extrato DCM RJ; B - espectro da

amida N-cis-Feruloiltiramina consultado na literatura (King & Calhoun, 2005).
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Figura 81 — Mapa de contorno gCOSY da N-cis-feruloiltiramina (5).
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Figura 82 — Mapa de contorno NOESY da N-cis-feruloiltiramina (2).
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Tabela 22 — Dados de NMR de *H (500 MHz) para a amida N-cis-feruloiltiramina (2, em
CD30D), e os dados presentes na literatura.

Composto 2 (N-cis- feruloiltiramina)

Literatura™®

Literatura**

Posicdo Sy° Sy’ 3y°
(m®J9 (m®J9 (m®J9

1 - - -
2 7.36(s) 7.36 (d; 2.0) 7.88(s)
3 - - -
4 - - -
5 6.73 (d; 8.1) 6.73 (d; 8.0) 6.77 (d; 8.2)
6 6.93 (dd; 8.1, 1.7) 6.92 (dd; 8.0, 2.0) 7.11(dd; 8.2, 2.0)
7 6.61 (d; 12.6) 6.62 (d; 12.6) 6.53 (d; 12.9)
8 5.81(d; 12.6) 5.81(d; 12.6) 5.82(d; 12.9)
1' - - -
2' 7.00(d; 8.4) 7.00 (d; 8.4) 7.03 (d; 8.6)
3 6.69 (d; 8.4) 6.68 (d; 8.4) 6.74 (d; 8.6)
4 - - _
5' 6.69 (d; 8.4) 6.68 (d; 8.4) 6.74 (d; 8.6)
6' 7.00(d; 8.4) 7.00 (d; 8.4) 7.03 (d; 8.6)
7 2.69(t; 7.4) 2.67(t;7.7) 2.71(t; 7.5)
8' 3.40 (m) 3.40(t, 7.7) 3.42 (m)

MeO-C (3) 3.83(s) 3.83(s) 3.83(s)

’Deslocamentos quimicos em ppm (3) Chang, et al., 2001* King & Calhoun, 2005**

bMultiplicidade (m)

“Constante de acoplamento (/), expressa em Hz

Fracdo E-1
O composto presente na fracdo E-1 (17,2 mg) foi obtido como um sélido amorfo,
solivel em MeOH. Esta fracdo foi caracterizada por métodos espectroscopicos (NMR) e

espectromeétricos (UPLC-TOF-MS). A Tabela 23 abaixo apresenta os resultados obtidos por
NMR.

A andlise por espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS) no modo positivo
([M+H]") apresentou pico em m/z de 284,1289, compativel com a formula C17H17NO3 (Appm
= 0,7), o que corrobora com a estrutura proposta, a amida N-trans-cumaroiltiramina
(paprazina, composto 3) (Figura 89). A identificacdo foi confirmada através da comparacéo
dos dados espectrais obtidos com os presentes na literatura (Treeratanapiboon et al., 2011).
Esta amida ja foi descrita anteriormente na especie Conchocarpus gaudichaudianus (Cortez et
al., 2009). A Tabela 24 apresenta espécies onde a amida paprazina é acumulada e algumas

atividades bioldgicas relatadas.
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Figura 83 — Espectro de massas de alta resolu¢cdo (HRMS) para o composto presente na Fragdo E-1,

identificado como a amida paprazina (3).
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Figura 84 — Espectro de NMR “H (500 MHz, CD3;0D) da amida paprazina (3).
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Figura 85 — Mapa de contorno gCOSY da amida paprazina (3).
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Figura 86 — Espectro de NMR APT de *C (125 MHz, CD;0D) da amida paprazina (3).
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Figura 87 — Mapa de contorno gHSQCAD da amida paprazina (3).
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Figura 88 — Mapa de contorno gHMBC da amida paprazina (3).
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Tabela 23 — Dados de NMR de *H (500 MHz) e *C (125 MHz) para a
amida paprazina (3, em CD30D), e os dados presentes na literatura.

Composto 3 (paprazina)

Literatura*

Posicdo &4° Oc dy° d¢c
(m® 79 (ppm) (m®J9) (ppm)
1 - 131.3 - 131.2
2 7.05 (d; 8.4) 130.7 7.04 (d; 8.5) 130.6
3 6.72 (d; 8.4) 116.2 6.72 (d; 8.5) 116.2
4 - 156.9 - 156.7
5 6.72 (d; 8.4) 116.2 6.72 (d; 8.5) 116.2
6 7.05 (d; 8.4) 130.7 7.04 (d; 8.5) 130.6
7 2.75 (t; 7.3) 35.8 2.75(t; 7.4) 35.7
8 3.46 (t; 7.3) 42.5 3.46 (t; 7.4) 42.4
1' - 127.7 - 127.6
2' 7.40 (d; 8.6) 130.5 7.39(d; 8.6) 130.4
3 6.79 (d; 8.6) 116.7 6.78 (d; 8.6) 116.6
4 - 160.5 - 160.3
5' 6.79 (d; 8.6) 116.7 6.78 (d; 8.6) 116.6
6' 7.40 (d; 8.6) 130.5 7.39(d; 8.6) 130.4
7' 7.44 (d; 15.6) 141.7 7.44 (d; 15.7) 141.7
8' 6.38 (d; 15.6) 118.4 6.37 (d; 15.7) 118.3
9' (C=0) - 169.2 - 169.1

®Deslocamentos quimicos em ppm (8)
I“’Multiplicidade (m)

“Constante de acoplamento (/), expressa em Hz

Treeratanapiboon et al., 2011*

Figura 89 — Estrutura da amida paprazina (3),
isolada dos ramos de C. fontanesianus.
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Tabela 24 — Espeécies que acumulam a amida paprazina (3) e suas respectivas
atividades bioldgicas (quando relatadas).

Espécie Atividade Referéncia
Dendrobium devonianum, Sunetal., 2014
Orchidaceae
Tinospora crispa, Anticancer Rahman & Khan, 2013
Menispermaceae
Polyalthia cerasoides, Treeratanapiboon et
Annonaceae al., 2011
Conchocarpus Cortez et al, 2009
gaudichaudianus, Rutaceae
Piper nigrum , Piperaceae Ee et al., 2009
Piper sarmentosum, Ee et al., 2009
Piperaceae
Piper umbellatum, Antioxidante Tabopda et al., 2008
Piperaceae
Trema orientales , Ulmaceae Kuo et al., 2007
Solanum indicum, Syuetal., 2001
Solanaceae
Fumaria indica, Rahman et al., 1992
Papaveraceae
Asimina triloba, Citotoxica Zhao etal., 1992
Annonaceae
Capsicum annuum, Yoshihara et al., 1981
Solanaceae
Solanum melongena, Yoshihara et al., 1978
Solanaceae

Fracdo E-2
O composto presente na Fracdo E-2 (1,7 mg) foi obtido como um s6lido amorfo e

solivel em MeOH. Esta fracdo foi caracterizada por métodos espectroscopicos (NMR) e
espectrométricos (UPLC-TOF-MS).

A analise por UPLC-TOF-MS no modo positivo ([M+H]") apresentou pico em m/z
247,0972, compativel com a formula Ci4H140, (Appm = 0,8). Na Tabela 25 estdo
apresentados os dados de NMR de *H do composto isolado e os dados de comparacdo com a
literatura (Razavi et al., 2013). O alfa-D para esta fracdo apresentou valor de — 6,6 (¢ 1,0;
MeOH). Através da comparacdo dos dados obtidos, com aqueles presentes na literatura foi
possivel caracterizar 0 composto presente na Fracdo E-2 como a piranocumarina linear (-)-
aegelinol (composto 6) (Figura 90).

117



Figura 90 — Estrutura da piranocumarina linear
aegelinol (6), isolada dos ramos de C. fontanesianus.

Tabela 25 — Dados de NMR de *H (500 MHz) para o aegelinol (6,

em CD30D), e os dados presentes na literatura.

Composto 6 (aegelinol)

Literatura®

Posicdo 3y° 3y°

(m®J9) (m®J°)

1 — -

2 - -

3 6.19 (d; 9.4) 6.18 (d; 9.4)

4 7.85 (d; 9.4) 7.58 (d; 9.4)

5 7.40 (s) 7.21 (s)

6 3.24 (dd; 8.7) 3.22(dd; 6.1)

7 4.75 (t; 8.7) 4.73 (1)

8 - -

9 6.72 (s) 6.70 (s)

10 - -

11 - -

12 - -

13 - -

14 1.29 (s) 1.37 (s)

15 1.23 (s) 1.27 (s)

“Deslocamentos quimicos em ppm (3)

®PMultiplicidade (m)

‘Constante de acoplamento (J), expressa em Hz

Razavi et al., 2013*
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Figura 91 — Espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) para o composto presente na Fragdo E-2, identificado como a piranocumarina linear (-)-
aegelinol (6).
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Figura 92 — Espectro de NMR *H (500 MHz, CDs;0D) da piranocumarina linear (-)-aegelinol (6).

14
15

b (m) LE (s)
3.24 123
4 (d) 3 (d) 7
2| el ] |8 T g
1(9.48) : : 1(9.46) 11(8.70) : 1
9
5
3 .
4 ba
.
b
L_AJ‘\__JV J . N JLL.AJ Ve
T ik e - K ik Fr
g2 ] 8 2 2 b g
- - L=} f=3 f=3 ~ w
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
fl (ppm)

120




Figura 93 — Mapa de contorno gCOSY do aegelinol (6).
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Figura 94 — Mapa de contorno NOESY do aegelinol (6).
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A Tabela 26 apresenta algumas espécies em que o aegelinol é acumulado e algumas
atividades descritas para este composto.

Tabela 26 — Espécies que acumulam o (-)-aegelinol (6) e suas respectivas
atividades bioldgicas (quando relatadas).

Espécie Atividade Referéncia
Zosima absinthifolia, Razavi etal., 2013
Apiaceae
Cleme viscosa, Almahy & Alagimi, 2012

Capparidaceae

Ferulago campestris , Basile et al., 2009;

Antibacteriana

Apiaceae Rosselli et al., 2009
Ferulago asparagifolia, Alkhatib et al., 2009
Apiaceae

Aegle marmelos, Chatterjee et al., 1978
Rutaceae

O aegelinol (composto 6) é um metabolito secundario encontrado em diversas
espécies, incluindo as da familia Rutaceae, porém este € o primeiro relato no género

Conchocarpus.

Fracdo F-1

O composto presente na Fracdo F-1 (5,2 mg) foi obtido como um sélido amorfo e
solivel em MeOH. Esta fracdo foi caracterizada por métodos espectroscopicos (NMR) e
espectrométricos (UPLC-TOF-MS).

A analise por UPLC-TOF-MS no modo positivo ([M+H]") apresentou pico em m/z
246,0759, compativel com a formula Ci3H;iNO4 (Appm = -2,8). Na Tabela 27 estdo
apresentados os dados de NMR de *H do composto isolado e os dados de comparacdo com a
literatura (Razakova et al., 1983). A comparacdo dos resultados obtidos, com aqueles
presentes na literatura possibilitou a caracterizacdo do composto presente na Fragdo F-1 como
0 alcaloide furoquinolinico 7-hidroxi-4,8-dimetoxifuranoquinolina (haplopina, composto 7)
(Figura 98).

123



Figura 95 — Espectro de massas de alta resolugdo (HRMS) para o composto presente na Fragdo F-1,
identificado como o alcaloide furoquinolinico haplopina (7).
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Figura 96 — Espectro de NMR *H (500 MHz, CDs0D) do alcaloide furoquinolinico haplopina (7).
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Figura 97 — Mapa de contorno gCOSY da haplopina (7).
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Figura 98 — Estrutura do alcaloide haplopina
(7), isolado dos ramos de C. fontanesianus.
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Tabela 27 — Dados de NMR de 'H (500 MHz) para o alcaloide
haplopina (7, em CD3;0D), e os dados presentes na literatura.

Composto 7 (haplopina) Literatura*
Posicdo d3y° 3y’
(m®J9) (m®J9)
1 - -
2 7.73(d; 2.7) 7.39(d; 3.0)
3 7.30(d; 2.7) 7.08 (d; 3.0)
4 - _
5 7.92(d; 9.2) 7.79(d; 9.0)
6 7.09 (d; 9.2) 7.05(d; 9.0)
7 - -
8 - -
9 - -
10 - -
11 - -
12 - -
Me O-C (4) 3.95(s) 3.76(s)
Me O-C (8) 4.46 (s) 4.31(s)
’Deslocamentos quimicos em ppm (8) Razakova et al., 1983*

®Multiplicidade (m)

“Constante de acoplamento (J), expressa em Hz

Este alcaloide é amplamente encontrado na familia Rutaceae, nos géneros
Haplophyllum e Zanthoxylum (Akhmedjanova et al., 2008; Jansen et al., 2005; Nazrullaev et
al., 2001; Gulzler et al., 1995; Bessone et al., 1986; Boulware et al., 1981), além de espécies
como Melicope semecarpifolia, Dutaillyea baudouinii, Oricia suaveolens, e Skimmia
reevesiana (Wansi et al., 2008; Tsai et al., 1995; Muyard et al., 1991; Wondimu, et al.1988;
Wu, 1987). Existe relato para este alcaloide de atividade citotoxica e estrogénica (Jansen et
al., 2005; Nazrullaev et al., 2001). Esta é a primeira descricdo deste alcaloide no género

Conchocarpus.

Fracdo J-1
O composto presente na Fracdo J-1 (12,4 mg) foi obtido como um s6lido amorfo e
solivel em MeOH. Esta fracdo foi caracterizada por métodos espectroscopicos (NMR) e

espectrométricos (UPLC-TOF-MS).

A analise por UPLC-TOF-MS (Figura 99) no modo positivo ([M+H]") apresentou
pico em m/z 260,0919, compativel com a formula C14H13NO, (Appm = -1,5). Na Tabela 29
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estdo apresentados os dados de NMR de *H do composto isolado e os dados de comparagdo

com a literatura (Robertson, 1963). Por comparacdo dos resultados obtidos com aqueles

presentes na literatura, foi possivel caracterizar a substancia presente na Fra¢do J-1 como

sendo o alcaloide furoquinolinico 4,7,8-trimetoxi-furo[2,3-b]quinolina (esquimianina,

composto 9) (Figura 101).

Figura 99 — Espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) para o composto presente na Fracdo J-1,
identificado como o alcaloide furoquinolinico esquimianina (9).
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Figura 100 — Espectro de NMR *H (500 MHz, CD;0D) do alcaloide furoquinolinico esquimianina
9).
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Figura 101 — Estrutura do alcaloide esquimianina
(9), isolado dos ramos de C. fontanesianus.
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Tabela 29 — Dados de NMR de 'H (500 MHz) para o alcaloide
esquimianina (9, em CDs;0D), e os dados presentes na literatura.

Composto 9 (esquimianina) Literatura*®
Posicdo Sy’ oy’
(m®J9 (m®%J9
1 - -
2 7.75(d; 2.7) 7.58 (d; 2.5)
3 7.31(d; 2.7) 7.05 (d; 2.5)
4 - .
5 8.03(d; 9.4) 8.03(d; 9.0)
6 7.35(d; 9.4) 7.23(d; 9.0)
7 - -
8 - -
9 - -
10 - -
11 - -
12 - -
Me O-C (4) 3.97 (s) 4.07 (s)
Me O-C (7) 4.01(s) 4.16 (s)
Me O-C (8) 4.48 (s) 4.46 (s)
’Deslocamentos quimicos em ppm (d) Robertson, 1963*

®Multiplicidade (m)

“Constante de acoplamento (J), expressa em Hz

Este alcaloide j& havia sido identificado no extrato DCM do lenho (Jureia) através do
procedimento de desreplicacdo. Este € um composto biomarcador da familia Rutaceae. A
Tabela 30 abaixo apresenta algumas espécies onde existe o acumulo deste alcaloide e
algumas de suas atividades bioldgicas ja descritas. Entre as atividades ja descritas para este
alcaloide destaca-se o potencial antagonista de receptores 5-hidroxitriptaminicos em animais
(Cheng et al.,, 1994). Este alcaloide ja havia sido isolado anteriormente na espécie

Conchocarpus fontanesianus (Cabral et al., 2011).
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Tabela 30 — Espécies que acumulam o alcaloide esquimianina (9) e suas
respectivas atividades bioldgicas (quando relatadas).

Espécie Atividade Referéncia
Zanthoxylum nitidum, Inibidor da enzima Yangetal., 2012
Rutaceae acetilcolinesterase
Conchocarpus fontanesianus, Inibidor da enzima Cabral et al., 2011
Rutaceae acetilcolinesterase
Aegle marmelos, Rutaceae Nugroho et al., 2010
Haplophyllum pedicellatum , Akhmedjanovaetal.,
Rutaceae 2008
Oricia suaveolens , Rutaceae Citotoxica Wansi et al. , 2008
Haplophyllum bucharicum, Citotoxica Jansen et al., 2005
Rutaceae
Melicope semecarpifolia, Tsai et al., 1995
Rutaceae
Skimmia reevesiana, Wu, 1987
Rutaceae
Zanthoxylum dimoncillo , Dreyer & Brenner, 1980
Rutaceae
Zanthoxylum caribaeum, Dreyer & Brenner, 1980
Rutaceae
Z. fagara, Rutaceae Dreyer & Brenner, 1980
Haplophyllum tuberculatum, Al-Shamma et al., 1978
Rutaceae
Zanthoxylum coco , Rutaceae Colonna & Gros, 1971

Fracdo J-2

O composto presente na Fracdo J-2 (4,1 mg) foi obtido como um sélido amorfo e
solivel em MeOH. Esta fracdo foi caracterizada por métodos espectroscopicos (NMR) e
espectromeétricos (UPLC-TOF-MS). A Tabela 31 abaixo apresenta os resultados obtidos na
analise por NMR para esta fragdo. A analise por UPLC-TOF-MS no modo positivo ([M+H]")
apresentou pico em m/z 625,2572, compativel com a formula CssH3sN2Og (Appm = 3,5). A
comparacdo dos dados obtidos com aqueles presentes na literatura levou a identificacdo da
substancia presente na fracdo J-2 como sendo a amida grossamida (composto 11) (Seca et

al., 2001). Sua estrutura esta ilustrada na Figura 102 abaixo.

A analise por alfa-D para esta fracdo apresentou valor de +22 (c 1,0; MeOH). A
configuracdo absoluta dos centros assimétricos foi inferida comparando-se os dados obtidos
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com aqueles presentes na literatura (amida (+)-grossamida) (King & Calhoun, 2005; Seca et
al., 2001; Yoshihara et al., 1983 e 1981). A grossamida j& foi descrita em algumas espécies
como: Cannabis sativa (Cannabaceae), Hibiscus cannabinus (Malvaceae), Capsicum annuum
(Solanaceae), Annona crassiflora (Annonaceae) (Seca et al., 2001; Santos et al., 1996;
Sakakibara et al., 1995; Yoshihara et al., 1981). Esta € a primeira descricdo desta amida em

espécie de Rutaceae.

Figura 102 — Estrutura da amida (+)-grossamida (11),
isolada dos ramos de C. fontanesianus.
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Figura 103 — Espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) para o composto
identificado como a amida (+)-grossamida (11).
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Figura 104 — Espectro de NMR *H (500 MHz, CD;0D) da amida (+)-grossamida (11).
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Figura 105 — Mapa de contorno gCOSY da (+)-grossamida (11).
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Figura 106 — Mapa de contorno NOESY da (+)-grossamida (11).
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Figura 107 — Espectro de NMR APT de *3C (125 MHz, CDs;0D) da amida (+)-grossamida (11).
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Figura 108 — Mapa de contorno gHSQCAD da (+)-grossamida (11).
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Figura 109 — Mapa de contorno gHMBC da (+)-grossamida (11).
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Tabela 31 — Dados de NMR de 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) para a
amida (+)-grossamida (11, em CD30D), e os dados presentes na literatura.

Composto 11 (grossamida)

Literatura*

Posi¢do 5y’ ¢ 3y’ Sc
(m®J9) (ppm) (m®J9) (ppm)
1 - - - -

2 5.89(d; 8.2) 89.9 6.02 (d; 8.6) 88.8

3 4.15(d; 8.2) 58.7 4.18 (d; 8.6) 57.6

4 6.75 (s) 118.1 6.44 (s) 119.0

5 - 130.4 - 129.4

6 7.12(d; 1.5) 113.1 7.07(s) 111.0

7 - 146.0 - 145.4

8 - 151.2 - 151.0

9 - 129.4 - 129.0

10 (Me O-C) 3.89(s) 56.7 3.83(s) 56.2
11 (C=0) - 172.9 - 170.3
1 - 132.6 - 132.3

2 6.91(d; 1.9) 110.5 6.96 (s) 110.4

3 - 149.2 - 148.3

4 - 148.1 - 147.5

5 6.80(8.0) 116.3 6.81(s) 115.7

6 6.77 (m) 120.0 6.70 (m) 119.7

7' (MeO-C) 3.82(s) 56.4 3.80(s) 56.2
1" 3.60 (m) 4.2 3.75(m) 41.4

2" 2.65(m) 35.3 2.83(t; 6.0) 34.5

1" - 131.0 - 130.7
2"e 6" 7.03(d; 8.4) 130.8 7.05(d; 8.3) 130.3
3"es™ 6.72 (d; 8.4) 116.2 6.74(d; 8.3) 115.9
4 - 156.8 - 156.7

1" 7.43(d; 15.7) 141.7 7.41(d; 15.8) 141.2

A 6.39 (d; 15.7) 119.4 6.46 (d; 15.8) 118.8

3" (C=0) - 169.0 - 167.4
7 3.48(m) 4.5 3.5(m) 42.0
2 2.77 (m) 35.7 2.77 (t;7.1) 35.4
" - 131.2 - 130.4
2" e g 7.06 (d; 8.5) 130.7 6.77 (d; 6.9) 130.5
3" g 6.72 (d; 8.5) 116.4 6.80(d; 6.9) 116.7
4 - 156.9 - 156.5

®Deslocamentos quimicos em ppm (&)

®Multiplicidade (m)

“Constante de acoplamento (/), expressa em Hz

Secaetal., 2001*
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Fracéo J-3

O composto presente na Fracdo-J3 (4,9 mg) apresentou-se como um sélido cristalino e
sollivel em MeOH. A anélise por UPLC-TOF-MS (HRMS) no modo positivo ([M+H"])
apresentou pico em m/z 563,2501, compativel com a formula molecular C29H35011 (Appm =
1,6 ppm) (composto 14). Os dados de NMR de 'H e '*C estdo descritos na Tabela 32. O
espectro de NMR *H em CDODjs da substancia 14 apresentou 4 singletos em 8y 1.16 (2 x 3H;
s; H-18 e H-30), 1.24 (3H; s; H-29) e 1.38 (3H; s; H-28), referentes a grupos metilicos;
também foram observados sinais caracteristicos de um anel furanico B substituido em oy 7.55
(1H; dt; J=1.69, 0.76 Hz; H-21), 7.52 (1H; t; J= 1.71 Hz; H-23) e 6.45 (1H; dd; J= 1.94, 0.88
Hz; H-22) e de hidrogénios ligados a carbono adjacente a um atomo de oxigénio em &y 5,74
(1H; s; H-17), 5.65 (1H; dd; J= 7.78, 1.62; H-1), 4.88 (1H; s; H-19°), 4.59 (1H; ddd; J= 9.06,
7.46, 5.46; H-11), 3.96 (1H; s; H-15) 3.80 (1H; d; J= 9.61; H-19"") e 3.41 (1H; d; J= 3.36; H-
7).

No espectro de RMN **C APT (Tabela 32) foram observados sinais correspondentes a
29 carbonos, sendo 3 deles indicativos da presenca de 3 grupos carbonilicos.

Os dados desses espectros aliados aos dos espectros HSQC, HMBC, NOESY, COSY
sugerem para esta substancia um esqueleto triterpénico; uma comparacdo desses dados com
os de triterpenos do grupo dos limonodides, substancias que ocorrem em plantas da familia
Rutacea (Kim et al., 2012), mostra que a estrutura aqui proposta para a substancia 14 (Figura
110), apresenta similaridade com o nomilinato de metila, principalmente com relacdo aos
anéis D e E (carbonos 13-17 e 20-23, respectivamente) (Figura 118).

O nomilinato de metila possui um grupo metilico (C-19) a mais do que o composto
14, ligado ao C-10 (3. 45,7); na substancia 14, o C-10 (6¢c 53.6) aparece em campo mais
baixo, ligado ao C-19 (. 73.1; o4 4.88 (1H; s; H-19°) e 3,80 (1H; d; J=9.61; H-19"")), um
grupo metilénico ligado a um oxigénio.

No nomilinato de metila, o espectro de RMN **C mostra que C-9 tem 8¢ 44.2; em 14,
0 C-9 esta ligado ao hidrogénio que aparece em oy 3.02 (1H; d; J=5.68). O C-9, em ambas as
estruturas estéd ligado ao C-11, que no nomilinato de metila aparece em . 17.4 e em 14,
aparece em . 76.3, como um grupo metinico em oy 4,59 (1H; ddd; J= 9.06, 7.46, 5.46; H-11)
que esta ligado a um oxigénio. A reunido destes dados permite inferir que os atomos C-10, C-
9, C-19, C-11 e o oxigénio formam um anel de cinco membros. No espectro HMBC, séo
observadas as correlagbes entre H-19° e¢ C-9, C-10 e C-11; também sdo observadas
correlagdes entre H-19* e C-9, C-10 e C-1. Essas correlagdes corroboram a presenca do anel

oxidado de 5 membros (Tabela 33).
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O espectro bidimensional NOESY do composto 14 mostra proximidade entre 0 H-9 e
0 grupo metilico em C-18. Este espectro mostra também que o grupo metilico em C-18 se
encontra proximo ao H-11 (C-11); existe, ainda, proximidade entre H-12’ ¢ o grupo metilico
em C-30; entre H-2"" e C-9; entre H-12’ e os hidrogénios de C18.

No nomilinato de metila, o sinal de C-7 aparece em &¢ 209.8, caracteristico de grupo
carbonilico; no composto 14, o sinal de C-7 aparece em &¢ 68.3, valor semelhante aos que
mostram carbonos ligados a oxigénio de grupo hidroxila. O sinal do hidrogénio ligado ao C-7
aparece em oy 3.41 (1H; d; J= 3.36; H-7).

No nomilinato de metila, o sinal do C-6 € visto em &c 35.3 e seus respectivos
hidrogénios como dubletos em &4 2.53 e 2.61. No composto 14, o grupo metilénico C-6
aparece (espectro apt) em &¢ 30.5, e seus correspondentes hidrogénios He: € He-» aparecem em
o1 1,81 — 1,92 (m). Com base nos resultados obtidos, o composto 14 foi definido como novo

triterpeno do tipo limonoide, chamado Limonoide CF-Al (Figura 110).

Figura 110 — Estrutura do novo limonoide CF-Al (14),
isolado dos ramos de C. fontanesianus.
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Figura 111 — Espectro de massas de alta resolugdo (HRMS) para o composto presente na Fracdo J-3, identificado como novo triterpeno, limonoide

CF-Al (14).
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Figura 112 — Espectro de NMR 'H (500 MHz, CD;0D) do novo triterpeno, limonoide CF-Al (14).
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Figura 113 — Mapa de contorno gCOSY do limonoide CF-Al (14).
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Figura 114 — Mapa de contorno NOESY do limonoide CF-Al (14).
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Figura 115 — Espectro de NMR APT de *3C (125 MHz, CDsOD) do limonoide CF-A1(14).
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Figura 116 — Mapa de contorno gHSQCAD do limonoide CF-Al (14).
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Figura 117 — Mapa de contorno gHMBC do limonoide CF-Al (14).
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Tabela 32 — Dados de NMR mono e bidimensionais para 0 novo

limonoide CF-Al (14, em CDs;0D).

Composto 14 (Limonoide CF-Al)

Posicdo dy° d¢ g HMBC
(m°) (ppm)

1 5.65 (dd; 7.7, 1.6) 78.80  38.19 (2); 53.63 (10);
76.33 (11)

1la - 172.32

1b 3.65(s) 21.09  172.32(1a)

2a 3.23(dd; 16.1, 1.6) 3819  52.49 (3a); 78.80 (1);
174.12 (3)

2b 2.48 (dd; 16.1, 7.9) 3819  78.80(1); 174.12 (3)

3 - 174.12

3a 3.65(s) 52.49  174.12(3)

4 - 74.27

5 1.70 (dd; 10.4, 8.8) 41.70  30.54 (6); 53.63 (10);
73.17 (19); 78.80 (1)

6 1.81-1.92 (m) 30.54  53.63(10)

7 3.41(d; 3.3) 68.30

8 - 40.73

9 3.02(d; 5.6) 4129  20.85 (30); 40.73 (8);
53.63 (10); 68.30 (7);
73.17 (19); 78.80 (1)

10 - 53.63

11 4.59 (ddd; 9.0, 7.5, 5.6) 76.33  40.10(13)

12a 1.92 (dd; 13.1, 7.5) 33.40 18.13 (18)

12b 1.83(dd; 13.1, 9.0) 33.40  18.13 (18); 40.10 (13);
41.29 (9); 71.19 (14);
76.33 (11)

13 - 40.10

14 - 71.19

15 3.96 (s) 59.79  71.19(14); 170.56 (16)

16 - 170.56

17 5.74(s) 79.52  18.13 (18); 33.40 (12);
71.19 (14); 110.98 (22);
122.03 (20); 142.86 (21)

18 1.16 (s) 18.13  33.40 (12); 40.10 (13);
71.19 (14); 79.52 (17)

19a 4.88 (s) 73.17 4129 (9); 53.63 (10);
76.33 (11)

19 3.80(d; 9.6) 73.17  41.29 (9); 53.63 (10);
78.80 (1)

20 - 122.03

21 7.55 (dd; 1.9, 0.8) 142.86  110.98(22); 122.03 (20);
144.60 (23)

2 6.45 (dd; 1.9, 0.8) 110.98  122.03(20); 142.86 (21)

23 7.52 (t; 1.71) 144.60  122.03(20); 142.86 (21)

28 1.38(s) 31.84  31.51 (29); 41.70 (5);
74.27 (4)

29 1.24(s) 31.51 31.84 (28); 41.70 (5);
74.27 (4)

30 1.16(s) 20.85  68.30(7)

?Deslocamentos quimicos em ppm ()
bMultiplicidade (m)

‘Constante de acoplamento (/), expressa em Hz
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Figura 118 — Estruturas dos limondides CF-Al (14) e nomilinato de

metila.

Limonoide CF-A1

23

Nomilinato de Metila

Tabela 33 — Dados de NMR de *H e *C comparativos entre o novo limonoide CF-

Al (14) e o nomilinato de metila.

Composto 14 (Limonoide CF-A1l)

Nomilinato de metila*

Posicdo d4° Sc 3y° d¢c
(m®) (ppm) (mP) (ppm)
1 5.65 (dd; 7.7, 1.6) 78.80 5.23 (d) 76.8
1a - 172.32 - 169.5
1b 3.65 (s) 21.09 2.10(s) 20.7
2a 3.23(dd; 16.1, 1.6) 38.19 2.60, 2.72 (d) 38.9
2b 2.48 (dd; 16.1, 7.9) 38.19
3 - 174.12 - 171.3
3a 3.65 (s) 52.49 3.53 (s) 51.2
4 - 74.27 - 73.2
5 1.70 (dd; 10.4, 8.8) 41.70 - 51.8
6 1.81-1.92 (m) 30.54 2.53-2.61(d) 35.3
7 3.41(d; 3.3) 68.30 - 209.8
8 - 40.73 - 52.5
9 3.02 (d; 5.6) 41.29 - 44.2
10 - 53.63 - 45.7
11 4.59 (ddd; 9.0, 7.5, 5.6) 76.33 . 17.4
12a 1.92 (dd; 13.1, 7.5) 33.40 ) 10
12b 1.83 (dd; 13.1, 9.0) 33.40
13 - 40.10 - 37.4
14 - 71.19 - 65.7
15 3.96 (s) 59.79 3.76 (s) 52.8
16 - 170.56 - 166.9
17 5.74 (s) 79.52 5.66 (s) 77.8
18 1.16 (s) 18.13 1.12 (s) 16.8
19a 4.88 (s) 73.17 1.27(s) 16.0
19b 3.80(d; 9.6) 73.17
20 - 122.03 - 120.3
21 7.55 (dd; 1.9, 0.8) 142.86 7.41 (d) 141.4
22 6.45 (dd; 1.9, 0.8) 110.98 6.44 (s) 110.2
23 7.52 (t; 1.71) 144.60 7.74 (d) 143.2
28 1.38(s) 31.84 1.17 (s) 23.1
29 1.24 (s) 31.51 1.21 (s) 33.4
30 1.16 (s) 20.85 1.22 (s) 20.8

“Deslocamentos quimicos em ppm (8)

bMultiplicidade (m)

‘Constante de acoplamento (J), expressa em Hz

Kim et al., 2012*
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Fracdo J-4
O composto presente na Fracdo J-4 (4,5 mg) foi obtido como um sdlido amorfo

solivel em DMSO e MeOH. Esta fracdo foi caracterizada por métodos espectroscopicos
(NMR) e espectrométricos (UPLC-TOF-MS).

A analise por UPLC-TOF-MS (Figura 120) no modo positivo ([M+H]") apresentou
pico em m/z 304,1084, compativel com a formula C;sH13N30;, (Appm = -0,7). Na Tabela 34
estdo apresentados os dados de NMR de H e *C do composto isolado e os dados de
comparagdo com a literatura (Hu et al., 2012). A comparacdo dos dados obtidos com aqueles
presentes na literatura levou a identificacdo da substancia presente na fracdo J-4 como sendo o
alcaloide do tipo indolopiridoquinazolina 10-hidroxirutaecarpina (composto 12) (Hu et al.,
2012; Lee et al., 2008; Ueng et al., 2005). A estrutura deste alcaloide esta ilustrada na Figura
119.

Este alcaloide havia sido descrito como produto do metabolismo oxidativo do
alcaloide rutaecarpina (Ueng et al., 2006 e 2005). Como produto natural foi isolado
anteriormente somente em uma espécie, Euodia rutaecarpa (=Evodia rutaecarpa) (Rutaceae)

(Hu et al., 2012). Esta é a sua primeira descricdo no género Conchocarpus.

Figura 119 — Estrutura do alcaloide 10-hidroxirutaecarpina
(12), isolada dos ramos de C. fontanesianus.
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Figura 120 — Espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) para o composto presente na Fracdo J-4, identificado como o alcaloide 10-

hidroxirutaecarpina (12).
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Figura 121 — Espectro de NMR *H (500 MHz, DMSO-d6) do alcaloide 10-hidroxirutaecarpina (12).
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Figura 122 — Mapa de contorno gCOSY da 10-hidroxirutaecarpina (12).
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Figura 123 — Mapa de contorno NOESY da 10-hidroxirutaecarpina (12).
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Figura 124 — Espectro de NMR APT de *3C (125 MHz, DMSO-d6) do alcaloide 10-hidroxirutaecarpina (12).
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Figura 125 — Mapa de contorno gHSQCAD da 10-hidroxirutaecarpina (12).
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Figura 126 — Mapa de contorno gHMBC da 10-hidroxirutaecarpina (12).

100
1,9 L

110

o

.
43, 8a 1, 4a 9,11 % 8a

, 8a
.

h 3, 4a
e

120

P -

f1 (ppm)

2,4
a3, 8b . ®

1,9 02, 80
9.123;r

«
8, Sb.

130

e °
13, 12a %, 2 11, 12a
140

12,19, © . ° F1is0
o ° 160

- Qo ~170

—180
T T T v T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

— T
12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

157




Tabela 34 — Dados de NMR de 'H (500 MHz) e **C (125 MHz) para o alcaloide 10-
hidroxirutaecarpina (12, em DMSO-d6), e os dados presentes na literatura.

Composto 12 (10-hidroxirutaecarpina) Literatura*
Posicdo &y’ d¢ Sy’ dc
(m®J9) (ppm) (m®%J9 (ppm)
1 7.66 (d; 8.4) 126.3 7.66 (d; 8.7) 126.9
2 7.80(ddd; 8.4, 7.0, 1.6) 134.3 7.80(ddd; 8.7, 7.2, 1.5) 134.9
3 7.5(m) 125.7 7.47 (ddd; 7.8, 7.2, 1.5) 126.4
4 8.15 (dd; 7.5, 1.4) 126.5 8.15(d; 7.8) 127.0
4a - 120.5 - 121.1
5(C=0) - 160.6 - 161.1
7 4.43 (t; 6.89) 40.8 4.43 (dd; 7.5, 6.3) 41.3
8 3.09 (t; 6.87) 18.9 3.15(dd; 7.5, 6.3) 19.4
8a - 116.7 - 117.6
8b - 125.4 - 125.5
9 6.90 (d; 2.3) 102.7 7.30(d; 2.4) 106.2
10 - 151.2 - 152.4
11 6.82 (dd; 8.7, 2.3) 115.9 7.04 (dd; 9.0, 2.4) 118.0
12 7.29(d; 8.7) 113.0 7.37(d; 9.0) 113.5
12a - 1334 - 135.3
13a - 127.2 - 128.2
13b - 145.3 - 145.7
14a - 147.4 - 147.9
NH-13 11.54 (s) - 11.76 (s) -
OH 8.39(s) - 8.31(s) -
®Deslocamentos quimicos em ppm () Hu et al., 2012*

bMultiplicidade (m)
“Constante de acoplamento (J), expressa em Hz

Fracdo M-1
O composto presente na Fracdo M-1 (19,2 mg) foi obtido como um sélido amorfo

solivel em MeOH. Esta fracdo foi caracterizada por métodos espectroscopicos (NMR) e
espectrométricos (UPLC-TOF-MS).

A anélise por UPLC-TOF-MS (Figura 128) no modo positivo ([M+H]") apresentou
pico em m/z 230,0819, compativel com a formula C13H11NO3; (Appm = 0,9). Na Tabela 35
estdo apresentados os dados de NMR de *H do composto isolado e os dados de comparacéo
com a literatura (Robertson, 1962). A comparacdo dos dados obtidos com os presentes na
literatura levou a identificacdo da substancia presente na Fracdo M-1 como sendo o alcaloide
do tipo furoquinolinico y-fagarina (composto 10). A estrutura deste alcaloide esta ilustrada
na Figura 127. Este metabdlito ja havia sido identificado no extrato em DCM (ramos, Jureia)

através do procedimento de desreplicacao.
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A y-fagarina é um alcaloide furoquinolinico comum em espécies da familia Rutaceae e
que apresenta algumas atividades bioldgicas, como por exemplo, citotéxica e mutagénica
(Akhmedjanova et al., 2008; Jansen et al., 2006; Nazrullaev et al., 2001; Schimmer &
Leimeister, 1989; Mizuta & Kanamori, 1985; Al-Shamma et al., 1979; Kikvidze et al., 1971;
Berinzaghi et al., 1945). Este alcaloide ja havia sido isolado anteriormente na espécie
Conchocarpus fontanesianus (Cabral et al., 2011).

Figura 127 — Estrutura do alcaloide vy-fagarina
(10), isolado dos ramos de C. fontanesianus.

Tabela 35 — Dados de NMR de *H (500 MHz) para o alcaloide y-
fagarina (10, em CD30D), e os dados presentes na literatura.

Composto 10 (y-fagarina) Literatura*®
Posi¢do &y° dy°
(m® /) (m®J)
1 - -
2 7.75(d; 2.7) 7.52(d; 2.5)
2a - -
3 7.26(d; 2.7) 6.97 (d; 2.5)
3a - -
4 - }
4a - -
5 7.72(d; 8.5) 7.80(q; 9.0, 2.5)
6 7.30(t; 8.5) 7.34(q; 9.0, 2.5)
7 7.10(d; 8.5) 7.01(q; 9.0, 2.5)
8 - -
8a - -
Me O-C (4) 4.00 (s) 4.05 (s)
Me O-C (8) 4.42 (s) 4.35 (s)
’Deslocamentos quimicos em ppm (8) Robertson, 1963*

bMultiplicidade (m)

“Constante de acoplamento (J), expressa em Hz
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Figura 128 — Espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) para o composto presente na Fragdo M-1,
identificado como o alcaloide y-fagarina (10).

Col 29 filter
140402_SC_RodrigoCabral_F52_55-D_pas 229 (2.240) 1. TOF MS ES+
100 230.0819 6.79:4
32’
231.0857
481.1433
1 | 625.2613
2160665 (22012 2930037 421835 4732252 21478 — lgz:.zm
0 : : : I\_I . : /I : : : \I ‘ + \.‘ - ‘-l : : | : : ?1?.21?1,7?2.2?I50 : I854I.34-U? : 9I£1-5.4I4-59I : 10?5.4—7‘40 1‘09? ‘4-838‘ : 11?7.53:21 I‘IEEDIME? iz
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250
- 1 - -
Figura 129 — Espectro de NMR “H (500 MHz, CDs0D) do alcaloide y-fagarina (10).
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Fracdo M-2
O composto na Fracdo M-2 (2,5 mg) foi obtido como um so6lido amorfo solivel em
MeOH e ACN. Esta fracdo foi caracterizada por métodos espectroscopicos (NMR) e

espectrométricos (UPLC-TOF-MS). A Tabela 36 ilustra os resultados obtidos através da
analise por NMR e os dados de comparagdo com a literatura (Sakakibara et al., 1995).

A anélise pode UPLC-TOF-MS no modo positivo ([M+H]") apresentou pico em m/z
625,2525, compativel com a formula C3gH3sN2Og (Appm = -0,4) (Figura 131). A comparacéao
dos dados obtidos com os presentes na literatura levou a identificacdo da substéncia presente
na fracdo M-2 como sendo a amida canabisina F (composto 15). A estrutura esta ilustrada na
Figura 130 abaixo. Esta amida possui este nome por ter sido isolada pela primeira vez na
espécie Canabis sativa (Cannabaceae) (Sakakibara et al., 1995), sendo descrita também como
um dos constituintes das sementes de Mitrephora thorelii (Annonaceae) (Ge et al., 2008).
Esta é a primeira descri¢do deste metabolito na familia Rutaceae.

Figura 130 — Estrutura da lignanamida canabisina F
(15), isolada dos ramos de C. fontanesianus.
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Figura 131 — Espectro de massas de alta resolugdo (HRMS) para o composto presente na Fracdo M-2, identificado como a lignanamida canabisina F

(15).
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Figura 132 — Espectro de NMR *H (500 MHz, CD;0D) da amida canabisina F (15).
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Figura 133 — Ampliagéo do espectro de NMR “H (500 MHz, CD;0D) em &y 2,0 - 4.5 ppm (A) e 64 6,4 — 7.6 ppm (B), da amida canabisin F (15).
30Me
" 8" (t)
A 3'Me 3.46
J(6.93)
3'Nle (s) 30We (s) S 575 || 2e8
e 367 1(7.40) 17.34) | | 166.88)
-
8“' "
7 7
» A
— — T e e e
R = 3 5 5
T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T T T T
4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1
f1 (ppm)
B 2" (d) 6' (dd)
7.24 7.02
J(1.93) J(8.58, 1.81)
7' (d) 2 (d) 7 (s) 2,6 (d) 6",2" (d) 5",3" (d) 8' (d)
7.46 7.29 724 7.05 6.85 6.59 6.49
J(15.70) J(1.99) . J(8.51) 1(8.45) 1(8.44) J(15.68)
6 (dd)
7.04
1J(8.50, 1.97)
5
7 6
2".6™ 6' 6".2" 5",3"
7' 2 8"
I—I—l I I t I i I—l—l , I i I 1 k I i , I i
8 3 3 S IN 2 = &
— = — < — ™ — S
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 f17(.00 ) 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 6.65 6.60 6.55 6.50 6.45 6.
ppm




Figura 134 — Mapa de contorno gCOSY da canabisina F (15).
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Tabela 36 — Dados de NMR de 'H (500 MHz) e **C (125 MHz) para a
canabisina F (15, em CDs;0OD), e os dados presentes na literatura.

Composto 15 (canabisina F)

Literatura*

Posicdo Sy° Oc Sy’ dc
(m®J9 (ppm) (m®J9 (ppm)
1 - 129.3 - 125.5
2 7.29(d; 1.9) 110.8 7.27(d; 2.0) 112.3
3 - 148.5 - 148.3
4 - 155.8 - 147.1
5 6.72(d; 8.5) 114.8 6.75 (d; 8.4) 115.1
6 7.02 (dd; 8.5, 1.9) 124.5 7.03 (dd; 8.4, 2.0) 121.5
7 7.24(s) 121.9 7.27(s) 123.7
8 - 140.5 - 142.3
9(C=0) - 162.3 - 166.1
1 - 129.8 131.7
2' 7.24(d; 1.9) 113.2 7.35(d; 2.0) 113.6
3' - 147.5 - 150.2
4 - 146.1 - 148.8
5' 6.73 (d; 8.5) 115.4 6.78 (d; 8.4) 115.9
6' 7.02 (dd; 8.5, 1.9) 123.4 7.14(dd; 8.4, 2.0) 125.5
7' 7.46 (d; 15.7) 138.1 7.46 (d; 15.7) 139.6
8 6.49 (d; 15.7) 120.2 6.57 (d; 15.7) 122.0
9'(C=0) - 165.0 - 163.3
1" - 130.4 - 130.8
2"e6" 6.85 (d; 8.4) 128.7 6.90 (d; 8.6) 130.5
3"e5" 6.59 (d; 8.4) 113.8 6.69 (d; 8.6) 116.1
4" - 155.5 - 156.7
7" 2.65 (t; 6.9) 34.8 2.65 (t; 7.1) 35.5
8" 3.46 (t; 6.9) 41.0 3.46 (dd; 13.0, 6.0) 41.8
1" - 130.0 - 131.1
2"e 6" 7.05 (d; 8.5) 128.9 7.06 (d; 8.6) 130.5
3"e 5" 6.71(d; 8.5) 115.4 6.75 (d; 8.6) 116.1
4" - 155.3 - 156.7
7" 2.75(t; 7.4) 35.1 2.75(t; 7.1) 35.7
8" 3.47 (t; 7.4) 40.2 3.49 (dd; 13.0, 6.0) 42.0
Me O-C (3) 3.67(s) 54.9 3.69(s) 56.0
Me O-C (3') 3.93(s) 55.6 3.94(s) 56.2

’Deslocamentos quimicos em ppm (8)

IDMultiplicidade (m)

‘Constante de acoplamento (J/), expressa em Hz

Sakakibara et al., 1995*
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Fracdo M-3

O composto presente na Fracdo M-3 (8,8 mg) apresentou-se como um solido cristalino
e solivel em MeOH. A anélise por UPLC-TOF-MS (HRMS) no modo positivo ([M+H])
apresentou pico em m/z 605,2595, compativel com a formula molecular C3;H40012 (Appm = -
0,5 ppm) (composto 17). Os dados de NMR séo similares aos observados para 0 composto
14, exceto pela presenca de um grupo acetila, resultante da acetilagédo do grupo OH em C-7.
Esta atribuicdo foi obtida através do espectro HMBC. Com base nos resultados obtidos, o
composto 17 foi definido como novo triterpeno do tipo limonoide chamado Limonoide CF-
B1 (Figura 135). Os dados obtidos por NMR est&o apresentados na Tabela 37.

Figura 135 — Estrutura da novo triterpeno
limonoide CF-B1 (17), isolada dos ramos de C.
fontanesianus.
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Figura 136 — Espectro de massas de alta resolu¢do (HRMS) para o composto presente na Fracdo M-4, identificado como novo triterpeno, limonoide

CF-B1 (17).
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Figura 137 — Espectro de NMR *H (500 MHz, CDs;0D) do novo triterpeno, limonoide CF-B1 (17).
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Figura 138 — Mapa de contorno gCOSY do limonoide CF-B1 (17).
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Figura 139 — Mapa de contorno NOESY do limonoide CF-B1 (17).
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Figura 140 — Espectro de NMR APT de *3C (125 MHz, CDsOD) do limonoide CF-B1(17).
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Figura 141 — Mapa de contorno gHSQCAD do limonoide CF-B1 (17).
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Figura 142 — Mapa de contorno gHMBC do limonoide CF-B1 (17).
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Tabela 37 — Dados de NMR mono e bidimensionais para o

novo limonoide CF-B1 (17, em CDs0OD).

Composto 17 (Limonoide CF-B1)

Posicdo 54° 3¢ g HMVBC
(m°) (ppm)

1 5.68(dd; 8.3, 1.8) 7820  37.68 (2); 42.41 (9);
53.64 (10); 172.17 (1a)

1la - 172.17

1b 2.03 (s) 21.08  172.17(1a)

2a 3.03(dd; 15.9,1.8)  37.68  53.64 (10); 78.20 (1);
173.45 (3)

2b 2.62(dd; 15.9,8.3)  37.68  78.20(1); 173.45 (3)

3 - 173.45

3a 3.67 (s) 52,60  173.45(3)

4 - 74.06

5 1.70(dd; 10.3,8.8)  41.61  27.33(6); 3151 (28);
53.64 (10); 73.23 (19);
78.20 (1)

6 1.98-2.12 (m) 2733 39.93 (8); 4161 (5);
53.64 (10)

7 4.62 (m) 72.40  39.93(8); 171.63 (7a)

7a - 171.63

7b 2.13(s) 21.29  171.63(7a)

8 - 39.93

9 2.96 (d; 5.5) 4241 2016 (30); 39.93 (8);
53.64 (10); 70.83 (14);
78.20 (1);

10 - 53.64

11 4.56 (m) 76.12 39.93 (8)

12a 1.90(dd; 13.1,7.5)  33.23  18.04(18); 76.12 (11)

12b 1.81(dd; 13.1,9.0)  33.23  42.41(9); 70.83 (14)

13 - 40.30

14 - 70.83

15 3.64 (s) 58.73 39.93 (8); 70.83 (14);
169.78 (16)

16 - 169.78

17 5.77 (s) 79.36  18.04 (18); 33.23 (12);
70.83 (14); 110.95 (22);
121.75 (20); 142.96 (21)

18 1.18 (s) 18.04  33.23 (12); 40.30 (13);
70.83 (14); 79.36 (17)

19a 4.94(d; 9.7) 73.23  41.61 (5); 53.64 (10);
76.12 (11)

19 3.84(d; 9.7) 73.23  41.61 (5); 53.64 (10);
76.12 (11)

20 - 121.75

21 7.56(dd; 1.7,0.8)  142.96  110.95(22); 121.75 (20);
144.61 (23)

22 6.46 (dd; 1.7, 0.8) 110.95  121.75(20); 142.96 (21)

23 7.53 (t; 1.7) 144.61  110.95(22); 121.75 (20);
142.96 (21)

28 1.22 (s) 31.51  31.60 (29); 41.61 (5);
74.06(4)

29 1.38(s) 31.60  31.51(28)

30 1.27 (s) 20.16

?Deslocamentos quimicos em ppm (8)
bMultiplicidade (m)

‘Constante de acoplamento (J), expressaem
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Fracdo M-4

O composto presente na Fracdo M-4 (5,4 mg) foi obtido como um solido amorfo
solivel em DMSO e MeOH. A analise por UPLC-TOF-MS (HRMS) no modo positivo
([M+H]") apresentou pico em m/z 400,1669, compativel com a formula C24H21N303 (Appm =
0,2) (Figura 143) (composto 16). O espectro de UV [(MeOH); Amax (log €) nm: 255 (3.9),
339 (3.9), 366 (3.8)] deste composto (16) €é semelhante ao observado para o comporto 10-
hidroxirutaecarpina (12) (Hu et al., 2012), sugerindo a presenca de um cromdforo UV
semelhante ao indolopiridoquinazolino. Os espectros de NMR 'H e HSQC indicaram a
presenca de dois grupos metilenos (du/d¢c 4,51/43,2 e 3,52/21,7), um sistema de spin com trés
sinais aromaticos a oy 6,64 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-10), 7,45 (1H, d, J = 11,3Hz, H-11), 7,18
(1H, s, H-12) caracteristicos de anel aromatico tri-substituido. Os sinais de NMR em 84/8¢
3,99/56,1 sugerem a presenca de um grupo metoxila. Este grupo foi localizado em C-9 de
acordo com as correlagdes NOESY e HMBC (Figuras 146 e 149).

O espectro de NMR *H apresenta um segundo sistema spin correspondente a dois
sinais aromaticos em orto a o4 7,80 (1H, d, J = 7,79 Hz, H-1) e 7,42 (1H, d, J = 7,79 Hz, H-
2). A presenca de um anel 2,2-dimetilcromeno foi indicada pelos sinais de hidrogénio em oy
1,40 (6H, s, 2 X CH3), 6,05 (1H, d, J = 10,26 Hz, H-16), 7,94 (1H, d, J = 10,26 Hz, H-17). O
espectro HMBC mostrou uma correlagcdo entre H-16 com os carbonos quaternarios em ¢
154,6 (C-3), 122,6 (C-4) e 115.3 (C-4a) indicando a posicdo exata do anel cromeno na
molécula. As correlagbes entre os protons aromaticos em oy 7,18 (H-12), 7,45 (H-11) e 6,64
(H-10) e os carbonos sp? quaternarios em 8¢ 132,4 (C-8a), 116,7 (C-8b), 144,8 (C-12a), e
155,5 (C-9) permitiram identificar a presenca de um grupo indoélico oxigenado com carbono
quaternério remanescente detectado no espectro de NMR *3C em 8¢ 128,9 (C-13). O espectro
de NMR HMBC mostrou ainda correlacdes entre os hidrogénios dos grupos metileno em &y
3,52 e 4,51 e os carbonos sp? quaternarios em 132,4 (C-8a), 116,7 (C-8b), 128,9 (C-13), 149,5
(C-13a) e 159,7 (C-5). Baseado nestes resultados, o composto presente na Fracdo M-4 foi
identificado como o novo alcaloide indolopiridoquinazolino, chamado Conchocarpina A
(composto 16) (Figura 150). A Tabela 38 ilustra os dados de NMR obtidos para a

conchocarpina A.
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Figura 143 — Espectro de massas de alta resolugcdo (HRMS) para o composto presente na Fracdo M-3, identificado como novo alcaloide

conchocarpina A (16).
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Figura 144 — Espectro de NMR *H (500 MHz, CD;0D) do alcaloide conchocarpina A (16).
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Figura 145 — Mapa de contorno gCOSY da conchocarpina A (16).
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Figura 146 — Mapa de contorno NOESY da conchocarpina A (16).
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Figura 147 — Espectro de NMR APT de *3C (125 MHz, CDsOD) do novo alcaloide conchocarpina A (16).
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Figura 148 — Mapa de contorno gHSQCAD da conchocarpina A (16).
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Figura 149 — Mapa de contorno gHMBC da conchocarpina A (16).
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Tabela 38 — Dados de NMR mono e bidimensionais para o
alcaloide conchocarpina A (16).

Composto 16 (conchocarpina A)

T a
Posicdo SbH ] Oc 4 HVIBC
(m*; %) (ppm)
1 7.80(d; 7.7) 119.7
2 7.42(d; 7.7) 126.2
3 - 154.6
4 - 122.6
4a - 115.3
5 - 159.7
7 4.51(t; 6.8) 43.2 21.7(8); 132.4 (8a);
149.5 (13a); 159.7 (5)
8 3.52, (t; 6.8) 21.7 43.2 (7); 116.7 (8b);
132.4 (8a)
8a - 132.4
8b - 116.7
9 - 155.5
10 6.64 (d; 7.5) 101.8 106.7 (12); 116.7 (8b);
155.5 (9)
11 7.45 (d; 11.3) 131.9 144.8 (12a); 155.5 (9)
12 7.18(s) 106.7
12a - 144.8
13 - 128.9
13a - 149.5
14a - 136.7
15 - 77.8
16 6.05 (d; 10.2) 136.0 27.8(18 e 19); 77.8 (15);
122.6 (4)
17 7.94(d; 10.2) 120.4 77.8(15); 115.3 (4a);
122.6 (4); 154.6 (3)
18 1.40 (s) 27.8 27.8(19); 77.8 (15);
136.0 (16)
19 1.40 (s) 27.8 27.8(18); 77.8 (15);
136.0 (16)
Me O (9) 3.99 (s) 56.1 155.5 (9)

’Deslocamentos quimicos em ppm ()
®Multiplicidade (m)

‘Constante de acoplamento (J), expressa em H:

184



Figura 150 — Estrutura do alcaloide inédito conchocarpina
A, isolada dos ramos de C. fontanesianus (16).
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Fracdo O-1

O composto presente na Fragdo O-1 (4,1 mg) foi obtido como um solido amorfo
soluvel em MeOH. Esta fracdo foi caracterizada por metodos espectroscopicos (NMR) e
espectrometricos (UPLC-TOF-MS). A Tabela 39 abaixo ilustra os resultados obtidos através
da técnica de NMR.

A analise por UPLC-TOF-MS (Figura 152) no modo positivo ([M+H]") apresentou
pico em m/z 228,1024, compativel com a formula Ci4sHi13NO, (Appm = -0,4). Apos
comparacdo dos dados obtidos com aqueles presentes na literatura a substancia presente na
fracdo O-1 foi identificada como sendo o alcaloide do tipo piranoquinolinico angular,
flindersina (composto 18) (Shakirov et al., 1996; Stermitz & Sharifi, 1977; Akhmedzhanova

et al., 1974). A estrutura deste alcaloide esta ilustrada na Figura 151.

A flindersina é um metabdlito comum em espécies da familia Rutaceae, acumulada
nos géneros Zanthoxylum L., Haplophyllum A. Juss., Fagara entre outras. Ja foram relatadas
algumas atividades como antifingica, antibacteriana e citotdxica para este alcaloide
(Duraipandiyan & Ignacimuthu, 2009; Jansen et al., 2006; Ulubelen et al., 1993 e 1984;
Ahamad, 1983; Mufioz et al., 1982; Stermitz & Sharifi, 1977; Akhmedzhanova et al., 1974).

Esta é a primeira descri¢do deste metabolito no género Conchocarpus.
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Figura 151 — Estrutura do alcaloide flindersina,

isolado dos ramos de C. fontanesianus (18).

Figura 152 — Espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) para o composto presente na Fracdo O-1,
identificado como alcaloide quinolénico flindersina (18).

Col 29 filter
140211_SC_RodrigoCabral_DCM-FJ C-A_pos 218 (2.130) 1. TOF MS ES+
2281024 4 28ed
100+
6'9-‘
2581141
. !
IBo 02 259.1183021 1217 !
. 3421715 4771784 537.2018 ! 765.2196 : !
IS T O PR S sorsiz TN g0 7352073
T 1 T T T 1 T i T 1 T i T 1 T 1 T 1 T T T 1 T T T 1 T T T 1 T i T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T m_fz
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250

186




Figura 153 — Espectro de NMR *H (500 MHz, CDs;OD) do alcaloide flindersina (18).
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Figura 155 — Espectro de NMR APT de *3C (125 MHz, CDs0D) do alcaloide flindersina (18).
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Figura 156 — Mapa de contorno gHSQCAD da flindersina (18).
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Figura 157 — Mapa de contorno gHMBC da flindersina (18).
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Tabela 39 — Dados de NMR de *H (500 MHz) e *C (125 MHz) para o
alcaloide flindersina (18, em CD30D), e os dados presentes na literatura.

Composto 18 (flindersina)

Literatura* Literatura**

Posicdo Sy° Oc Sy° d¢
(m®J9 (ppm) (m®J9 (ppm)
1 - - - -
2 - 80.5 - 79.5
3 5.66 (d; 9.9) 127.9 5.48 (d; 10.0) 126.8
4 6.62 (d; 9.9) 117.5 6.75 (d; 10.0) 117.0
5(C=0) - 163.3 - 162.9
7 7.30(d; 7.6) 116.6 7.00-7.45 (m) 118.5
8 7.53 (t; 7.6) 132.3 7.00-7.45 (m) 130.9
9 7.25 (t; 7.6) 123.59 7.00-7.45 (m) 122.6
10 7.88(d; 7.6) 123.53 7.78 (d; 8.0) 122.0
11 - 116.3 - 115.7
12 - 139.2 - 138.3
13 - 106.5 - 106.7
14 - 158.7 - 151.9
Me (15) 1.55 (s) 28.4 1.52(s) 28.7
Me (16) 1.55 (s) 28.4 1.52(s) 28.7

®Deslocamentos quimicos em ppm (8)
*Multiplicidade (m)
“Constante de acoplamento (J), expressa em Hz

Akhmedzhanova et al., 1974*
Shakirov et al. , 1996**
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Fracdo S-1

O composto presente na Fracdo S-1 (25,9 mg) foi obtido como um solido amorfo
solivel em DMSO e MeOH. A analise por UPLC-TOF-MS (HRMS) no modo positivo
([M+H]") apresentou pico em m/z 386,1507, compativel com a formula C23sH19N3O3 (Appm =
0,5) (Figura 158) (composto 20). O espectro e UV [(MeOH); Amax (log €) nm: 347 (4,24),
363 (4,28), 385 (4,16)] deste composto (20) é similar ao do alcaloide conchocarpina A (16),
sugerindo a presenca do mesmo cromdforo correspondente a um alcaloide

indolopiridoquinazolinico.

O espectro de NMR *H apresenta trés sinais aromaticos caracteristicos de um sistema
spin ABX em &y 7.56 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-1), 7.28 (1H, d, J = 8.8, 2.9 Hz, H-2), 7.48 (1H, d,
J = 2.9 Hz, H-4) e dois sinais aromaticos caracteristico de sistema spin tetrasubstituido em &y
6.74 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-11), 7.23 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-12). Os protons aromaticos em oy
7.56 (H-1), 7.28 (H-2), 7.48 (H-4) apresentam correlagbes HMBC (Figura 164) com o0s
carbonos quaternarios em o¢ 121.6 (C-4a), 140.5 (C-14a) e 160.1 (C-5) sugerindo a presenca
de um anel quinazolinico ligado ao anel aromatico. Estes hidrogénios aromaticos também
apresentam correlagdo com um carbono oxigenado em d&¢ 155.7 no espectro HMBC,
sugerindo a presenca de um grupo hidroxila em C-3. O espectro de NMR HMBC também
indica a presenca de dois metilenos (dn/6¢ 4.41/40.6 e 3.29/20.8). A presenca de um anel 2,2-
dimetilcromeno foi indicada pelos sinais de hidrogénios em &y 1.38 (6H, s, 2 x CH3), 5.74
(1H, d, J = 9.7 Hz, H-16), 6.86 (1H, d, J = 9.7 Hz, H-17). A posi¢do do anel cromeno foi
determinada baseando-se nas correlacbes HMBC entre H-17 com os carbonos quarternarios
em o¢c 121.0 (C-8b), 112.5 (C-9) e 146.1 (C-10). O espectro de NMR HMBC mostrou
correlagdes entre os protons aromaticos em &y 6.74 (H-11) e 7.23 (H-12) e os carbonos sp?
quaternarios em dc 121.0 (C-8b), 112.5 (C-9), 146.1 (C-10), e 134.1 (C-12a) que permitiram
identificar a presenca de um grupo indolico oxigenado com um carbono quaternario
remanescente detectado no espectro de *C em &¢ 128.2 (C-13). O espectro HMBC mostrou
também correlagdes entre os prétons dos metilenos em 8 4.41 and 3.29 e os carbonos sp?
quaternarios em &¢ 115.3 (C-8a), 121.0 (C-8b), 128.2 (C-13), 142.4 (C-13a) and 160.1 (C-5).
Baseado nestes resultados, o composto presente na Fracdo S-1 foi identificado como o novo
alcaloide indolopiridoquinazolino, chamado Fontanesina A (composto 20) (Figura 165). A
Tabela 40 ilustra os dados de NMR obtidos.
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Figura 158 — Espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) para o composto presente na Fragdo S-1, identificado como novo alcaloide fontanesina A
(20).
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Figura 159 — Espectro de NMR *H (500 MHz, DMSO-d6) do alcaloide fontanesina A (20).
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Figura 160 — Mapa de contorno gCOSY da fontanesina A (20).
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Figura 161 — Mapa de contorno NOESY da fontanesina A (20).
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Figura 162 — Espectro de NMR APT de *3C (125 MHz, DMSO-d6) do novo alcaloide fontanesina A (20).
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Figura 163 — Mapa de contorno gHSQCAD da fontanesina A (20).
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Figura 164 — Mapa de contorno gHMBC da fontanesina A (20).
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Tabela 40 — Dados de NMR mono e bidimensionais para o

alcaloide fontanesina A (20).

Composto 20 (fontanesina A)

P a
Posigdo 8bH C d¢c 4 HMBC
(m®J°) (ppm)
1 7.56 (d; 8.7) 128.1 121.6 (4a); 155.7 (3)
2 7.28(d;8.7,2.9)  123.8  109.6(4); 140.5 (14a)
3 - 155.7
4 7.48(d; 2.9) 109.6 160.1 (5); 140.5 (14a);
123.8(2)
4a - 121.6
5 - 160.1
6(N) - -
7 4.41(t; 6.8) 40.6 160.1(5); 142.4 (13a);
115.3 (8a); 20.8 (8)
8 3.29(t; 6.8) 20.8 40.6 (7); 115.3 (8a);
121.0(8b); 128.2 (13)
8a - 115.3
8b - 121.0
9 - 112.5
10 - 146.1
11 6.74 (d; 8.6) 115.0 134.1(12a); 112.5(9)
12 7.23(d; 8.6) 112.6  146.1(10); 121.0(8b)
12a - 134.1
13 - 128.2
13a - 142.4
14a - 140.5
15 - 74.9
16 5.74(d; 9.7) 129.9 112.5(9); 74.9 (15);
26.9 (18 e 19)
17 6.86 (d; 9.7) 119.2 121.0(8b); 146.1 (10);
112.5(9); 74.9 (15)
18 1.38(s) 26.9
19 1.38(s) 26.9
OH 10.04 -
NH 11.62 - 115.3 (8a); 121.0 (8b);

128.2 (13); 134.1 (12a)

’Deslocamentos quimicos em ppm (8)
IDl\/IuItipIicidade (m)

“Constante de acoplamento (/), expressa e
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Figura 165 — Estrutura do alcaloide inédito fontanesina A,
isolada dos ramos de C. fontanesianus (20).

12 H 12
OH

Fracéo S-2

O composto presente na Fracdo S-2 (4,3 mg) foi obtido como um solido amorfo
solivel em DMSO e MeOH. A analise por UPLC-TOF-MS (HRMS) no modo positivo
([M+H]") apresentou pico em m/z 386,1503, compativel com a formula C23sH1gN303 (Appm =
-0,5) (Figura 166) (composto 21). O espectro de UV [(MeOH); Amax (log €) nm: 241 (4.19),
310 (4.11), 358 (4.3)] e os dados obtidos através das analises de NMR mostraram que o
composto presente na Fracdo S-2 esta intimamente relacionado com a conchocarpina A
(composto 16). A Unica diferenca entre estes compostos é a presenca de protons aromaticos
em oy 6.91 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-9), 6.83 (1H, dd, J = 8.7, 2.3 Hz, H-11) and 7.27 (1H, d, J =
8.7 Hz, H-12) caracteristicos de um sistema ABX. As correlagdes HMBC entre H-12 (7.27) e
um carbono oxigenado em &¢ 152.3 sugerem a presenca de um grupo hidroxila livre em C-10.
Esta hipotese foi confirmada pela formula molecular C,3H19N3O3 determinada pela analise
HRMS. Baseado nestes resultados, o composto 21 foi identificado como um novo alcaloide
indolopiridoguinazolinico chamado Conchocarpina B, e sua estrutura esta ilustrada na Figura
172. A Tabela 41 ilustra os dados de NMR obtidos.
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Figura 166 — Espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) para o composto presente na Fragdo S-2, identificado como novo alcaloide
conchocarpina B (21).
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Figura 167 — Espectro de NMR *H (500 MHz, CD;0D) do alcaloide conchocarpina B (21).
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Figura 168 — Mapa de contorno gCOSY da conchocarpina B (21).
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Figura 169 — Espectro de NMR APT de *3C (125 MHz, CDs0D) do novo alcaloide conchocarpina B (21).
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Figura 170 — Mapa de contorno gHSQCAD da conchocarpina B (21).
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Figura 171 — Mapa de contorno gHMBC da conchocarpina B (21).

~10
° . 20
L 3
s e ° . o3 o"
S 30
° 40
e ©
' 50
60
70
« " o e I
80
90
100
. 110
o .- ®o L
o = e
. ° L= e o
e ® o " J . - . . ~120
n 8 o B 130
® ° e
20 r
140
o c oe - L
' - 150
9 2 e .
L]
k160
. ! o |
. ' 170
®
L180
I T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f2 (ppm)

205

1 (ppm)




Tabela 41 — Dados de NMR mono e bidimensionais para o
alcaloide conchocarpina B (21).

Composto 21 (conchocarpina B)

o a
Posigdo SbH ) d¢c g HMBC
(m®J9 (ppm)
1 7.45(d; 8.7) 128.7 152.8(3); 163.4 (5)
2 7.17 (d; 8.7) 1253  120.8(4); 144.7 (14a)
3 - 152.8
4 - 120.8
43 - 116.6
5 - 163.4
7 4.43 (t; 6.8) 42.3 20.5(8); 117.8 (8a);
144.8 (13a); 163.4 (5)
8 3.10(t; 6.8) 20.5 42.3(7); 117.8 (8a);
127.3(8b)
8a - 117.8
8b - 127.3
9 6.91 (d; 2.3) 104.0 116.7(11); 135.3 (12a);
152.3(10)
10 - 152.3
11 6.83(dd; 8.7,2.3) 116.7  104.0(9); 135.3 (12a)
12 7.27 (d; 8.7) 113.7 127.3 (8b); 152.3 (10)
12a - 135.3
13 - 128.7
13a - 144.8
14a - 144.7
15 - 76.7
16 5.80 (d; 10.2) 132.6  27.7(19); 76.7 (15);
120.8 (4)
17 7.96 (d; 10.2) 122.1  76.7(15); 116.6 (4a);
152.8 (3)
18 1.44 (s) 27.7  27.7(19); 76.7 (15);
132.6(16)
19 1.44 (s) 27.7  27.7(18); 76.7 (15);
132.6(16)

’Deslocamentos quimicos em ppm (8)
®Multiplicidade (m)

“Constante de acoplamento (J), expressa em Hz
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Figura 172 — Estrutura do alcaloide inédito conchocarpina
B, isolada dos ramos de C. fontanesianus (21).

Fracéo U-1

O composto presente na Fragdo U-1 (4,6 mg) foi obtido como um solido amorfo
solivel em DMSO e MeOH. A analise por UPLC-TOF-MS (HRMS) no modo positivo
([M+H]") apresentou pico em m/z 370,1555, compativel com a formula C23sH1gN302 (Appm =
-0,3) (Figura 174) (composto 22). Este composto apresenta espectro de UV [(MeOH); Amax
(log €) nm: 355 (4.65)] similar ao dos compostos 16, 20 e 21 descritos acima, sugerindo a
presenca de um alcaloide com estrutura do tipo indolopiridoquinazolinico. Os dados de NMR
para 0 composto 22 sdo semelhantes aos do composto 20, exceto pela presenca de um proton
aromatico adicional em &y 7.47 (1H, ddd, J= 8.09, 7.05, 1.16, Hz). Este prdton adicional foi
localizado em C-3 baseado nas correlagdes HMBC. Com base nestes resultados, o0 composto
22 foi identificado como novo alcaloide indolopiridoguinazolinico chamado Fontanesina B
(Figura 173). Os dados obtidos por NMR estéo ilustrados na Tabela 42.

Figura 173 — Estrutura do alcaloide inédito fontanesina B,
isolada dos ramos de C. fontanesianus (22).
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Figura 174 — Espectro de massas de alta resolu¢cdo (HRMS) para o composto presente na Fracdo U-1, identificado como novo alcaloide fontanesina
B (22).
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Figura 175 — Espectro de NMR *H (500 MHz, DMSO-d6) do alcaloide fontanesina B (22).
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Figura 176 — Mapa de contorno NOESY da conchocarpina B (22).
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Figura 177 — Espectro de NMR APT de **C (125 MHz, DMSO0-d6) do novo alcaloide fontanesina B (22).
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Figura 178 — Mapa de contorno gHSQCAD da fontanesina B (22).
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Figura 179 — Mapa de contorno gHMBC da fontanesina B (22).
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Tabela 42 — Dados de NMR mono e bidimensionais para o alcaloide
fontanesina B (22).

Composto 22 (fontanesina B)

e a
Posigdo SbH ) d¢c g HMBC
(m®J) (ppm)
1 7.67 (dd; 8.4, 1.5) 126.4 120.6 (4a); 125.8 (3)
2 7.81(ddd; 8.4, 7.1, 1.5) 134.3 126.5(4); 147.4 (14a)
3 7.47 (ddd; 8.0, 7.1, 1.0) 125.8  120.6(4a); 126.4 (1)
4 8.16 (dd; 8.0, 1.0) 126.5 134.3 (2); 147.4 (14a);
160.4 (5)
4a - 120.6
5 - 160.4
7 4.43 (t; 6.8) 40.6  20.7(8); 116.5(8a);
145.1 (13a); 160.4 (5)
8 3.33(t; 6.8) 20.7  40.6(7); 116.5 (8a);
120.9 (8b); 127.9(13)
8a - 116.5
8b - 120.9
9 - 112.6
10 - 146.2
11 6.77 (d; 8.7) 115.5  112.6(9); 134.4(12a);
146.2 (10)
12 7.25(d; 8.7) 112.7  120.9(8b); 146.2 (10)
123 - 134.4
13 - 127.9
13a - 145.1
14a - 147.4
15 - 75.0
16 5.77(d; 9.7) 131.0  26.9(18e 19); 75.0 (15);
112.6(9)
17 6.88 (d; 9.7) 119.1  75.0(15); 112.6(9);
120.9 (8b); 146.2 (10)
18 1.40 (s) 269  26.9(19); 75.0 (15);
131.0(16)
19 1.40(s) 26.9 26.9(18); 75.0 (15);
131.0(16)
NH 11.72 (s) 116.5(8a); 120.9 (8b);

127.9 (13); 134.4 (12a)

®Deslocamentos quimicos em ppm (8)
bMultiplicidade (m)

“Constante de acoplamento (/), expressa em Hz
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Fracdo U-2

O composto presente na Fragdo U-2 (3,1 mg) foi obtido como um solido amorfo
solivel em DMSO e MeOH. A analise por UPLC-TOF-MS (HRMS) no modo positivo
([M+H]") apresentou pico em m/z 386,1507, compativel com a formula C3sH1gN3O3 (Appm =
0,5) (Figura 181) (composto 23). O espectro de UV [(MeOH); Amax (log €) nm: 251 (4.38),
335 (4.42), 354 (4.5), 386 (4.48)] indica que o composto 23 também é um alcaloide
indolopiridoquinazolinico. Os dados de NMR séo similares aos observados para 0 composto
20, exceto pela posicdo do grupo hidroxila livre em C-1 (8¢ 151.7). Esta atribuicdo foi obtida
através do espectro HMBC. Com base nos resultados obtidos, 0 composto 23 foi definido
como novo alcaloide indolopiridoguinazolinico chamado Fontanesina C (Figura 180). Os
dados obtidos por NMR esté&o ilustrados na Tabela 43.

Figura 180 — Estrutura do alcaloide inédito fontanesina C,
isolada dos ramos de C. fontanesianus (23).
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Figura 181 — Espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) para o composto presente na Fracdo U-2, identificado como novo alcaloide fontanesina

C (23).
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Figura 182 — Espectro de NMR *H (500 MHz, DMSO-d6) do alcaloide fontanesina C (23).
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Figura 183 — Mapa de contorno gCOSY da fontanesina C (23).
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Figura 184 — Mapa de contorno NOESY da fontanesina C (23).
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Tabela 43 — Dados de NMR mono e bidimensionais para o
alcaloide fontanesina C (23).

Composto 23 (fontanesina C)

s a
Posigdo SbH ) d¢ g HMBC
(m>J9) (ppm)
1 - 151.7
) 7.20(dd; 7.8, 1.3) 118.4 116.3 (4); 138.9 (14a);
151.7 (1)
3 7.29 (t; 7.8) 123.8  121.8(4a); 151.7 (1)
. 7.55(dd;7.8,1.3) 1163  118.4(2); 138.9(14a);
160.8 (5)
4a - 121.8
5 - 160.8
4.41(t; 6.9) 40.2 20.5(8); 116.1 (8a);
143.9 (13a); 160.8 (5)
8 3.35(t; 6.9) 20.5 40.2(7); 116.1(8a);
121.8 (8b); 128.9 (13)
8a - 116.1
8b - 121.8
9 - 113.3
10 - 146.8
11 6.79 (d; 8.7) 115.2 113.3(9); 134.6 (12a)
12 7.29 (d; 8.7) 1121 146.8(10)
12a - 134.6
13 - 128.9
13a - 143.9
14a - 138.9
15 - 75.6
16 5.78(d; 9.7) 129.9  26.6(18¢e 19); 75.6
(15); 113.3(4)
17 6.88 (d; 9.7) 118.8  75.6(15); 113.3(9);
121.8 (8b); 146.8 (10)
18 1.40 (s) 26.6 26.6 (19); 75.6 (15);
129.9 (16)
19 1.40 (s) 26.6 26.6 (18); 75.6 (15);
129.9 (16)
NH 11.40(s) 116.1 (8a); 121.8 (8b);

128.9 (13); 134.6 (12a)

®Deslocamentos quimicos em ppm ()
bMultiplicidade (m)

“Constante de acoplamento (/), expressa em Hz
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O isolamento bioguiado dos dois alcaloides (substanicas 18 e 19) presentes no extrato
dos ramos de C. fontanesianus (Jureia) pela atividade de inibicdo de crescimento do fungo
Candida albicans levou a identificacdo de 23 compostos, destes 13 sdo alcaloides: 6
indolopiridoquinazolinicos, sendo 1 conhecido (12), 5 novos (16, 20, 21, 22 e 23) e 7
derivados do &cido antranilico (7, 8, 9, 10, 13, 18 e 19); 6 amidas (1, 2, 3, 4, 11 e 15); 1
lignana (5); 1 piranocumarina (6) e 2 novos triterpenos do tipo limonoide (14 e 17). Destes
compostos, apenas dois ndo foram isolados, o 2-fenil-1-metil-4-quinolona (8) e a dictaminina
(13), e identificados por desreplicacdo com base nas analises por HPLC-DAD-ESI-MS e
UPLC-TOF-MS (HRMS).

Figura 185 — Compostos identificados a partir do extrato DCM dos ramos de C. fontanesianus: 1-
dimorfamida C; 2- N-cis-feruloiltiramina; 3- paprazina; 4- moupinamida; 5- (-)siringaresinol; 6- (-)aegelinol;
7- haplopina; 8- 2-fenil-1-metil-4-quinolona; 9- esquimianina; 10- y-fagarina; 11- (+)grossamida; 12- 10-
hidroxirutaecarpina; 13- dictaminina; 14- limonoide CF-Al; 15- canabisina F; 16- conchocarpina A; 17-
limonoide CF-B1; 18- flindersina; 19- 7-metoxiflindersina; 20- fontanesina A; 21- conchocarpina B; 22-
fontanesina B; 23- fontanesina C.

22{23 UV 254 nm

Extrato DCM dos ramos

mAkl

200 |

Area com Atividade Antifingica

Este estudo fitoquimico bioguiado com a espécie C. fontanesinaus tem grande
importancia quimiotaxondémica, uma vez que havia auséncia de estudos quimicos com esta

espécie. Contribui de maneira efetiva para o conhecimento quimico do género Conchocarpus.
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5.12. Avaliacdo Quantitativa da Atividade Antioxidante
5.12.1. Avaliagéo com DPPH em microplaca

Todos os extratos e fragOes tiveram sua atividade antioxidante quantificada
preliminarmente, para avaliacdo do potencial de sequestro de radical livie DPPH no ensaio
em microplaca e leitor de Eliza. Os extratos etandlicos brutos foram avaliados em
concentragdo de 200 pg/mL e os demais extratos em concentragdo de 100 pg/mL
(concentracGes finais na microplaca). O padrdo utilizado nesta avaliacdo foi Gingko biloba
(Herbarium®) na concentragcdo de 31,25 pg/mL. As siglas para identificacdo das amostras
sdo: extrato etandlico bruto ramos (EEBrR), extrato etandlico bruto folhas (EEBrF), extrato
HEX ramos (EHexR), extrato HEX folhas (EHexF), extrato DCM ramos (EDcmR), extrato
DCM folhas (EDcmF), extrato AcOEt ramos (EACR) e extrato AcOEt folhas (EACF). Os
extratos obtidos das plantas dos dois locais de estudo foram avaliados, o Nucleo Arpoador da
Estacdo Ecologica Jureia-Itatins (Grafico 2) e o Nucleo Caraguatatuba do Parque Estadual da
Serra do Mar(Gréfico 3).

Gréfico 2 — Quantificacdo da atividade antioxidante com DPPH dos extratos
obtidos do material vegetal coletado na Estacdo Ecoldgica Juréia-Itatins.
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Gréfico 3 — Quantificacdo da atividade antioxidante com DPPH dos extratos
obtidos do material vegetal coletado no Nucleo Caraguatatuba do Parque
Estadual da Serra do Mar.
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Este método de deteccdo da atividade antioxidante se baseia na transferéncia de
elétrons de um composto antioxidante para um radical livre (DPPH), que ao se reduzir perde
sua coloracdo puarpura. Estas transferéncias de elétrons impedem ou minimizam o estresse

oxidativo causado pelos radicais livres (Duarte-Almeida et al., 2006; Sharma & Bhat, 2009).

Os resultados apresentados nos Graficos 2 e 3 confirmam o fraco potencial
antioxidante apresentado pelos extratos hexanicos, que pode ter como uma das causas a baixa
solubilidade em metanol. Os resultados também confirmam o promissor potencial
antioxidante dos demais extratos, em conformidade com o que ja havia sido observado nas

avaliacGes qualitativas em TLC.

Apo6s os resultados obtidos acima, foi realizada a quantificacdo da atividade
antioxidante de sequestro do radical DPPH em curva concentragdo-resposta, nas
concentragdes 1,95 pg/mL, 3,90 pg/mL, 7,80 pg/mL, 15,60 pg/mL, 31,25 pg/mL, 62,50
ug/mL, 125 pg/mL e 250 ug/mL. Foram avaliados todos os extratos de ambos os locais de
coleta, com excecdo do hexanico. Abaixo seguem as tabelas com os resultados das avaliagdes.
Os padroes utilizados, Gingko biloba (Herbarium®) (31,25 ug/mL) e quercetina, (4 pg/mL)
apresentaram inibicao de 75,50% (+0,166) e 91,60% (+0,191), respectivamente (Tabelas 44 e
45).
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Tabela 44 — Quantificacdo da atividade antioxidante com DPPH dos extratos obtidos do lenho
de C.fontanesianus e seus ICxsp.

Ramos Caulinares

Concentragio Extrato Etandlico Bruto Extrato DCM Extrato AcOEt
(ng/mL) % inhibition 1S.E.M % inhibition #S.E.M % inhibition #S.E.M
1,95 3,47 0,54 0,89 +0,40 8,22 0,96
3,90 8,09 0,44 4,07 +0,26 9,80 +1,14
7,80 13,97 +0,45 10,33 0,20 14,97 +0,46
O 15,60 24,92 10,16 23,13 +0,40 30,17 0,38
E 31,25 46,80 0,16 43,45 +0,80 51,90 0,46
_5, 62,50 70,77 10,32 69,86 10,26 73,52 0,09
125,00 91,33 +0,22 89,26 10,05 92,37 10,05
250,00 94,49 10,47 92,70 +0,25 94,55 +0,14
ICso 34,78 ug/mL 38,58 ug/mL 29,89 ug/mL
Concentragdo Extrato Etandlico Bruto Extrato DCM Extrato AcOEt
(ng/mL) % inhibition #S.E.M % inhibition #S.E.M % inhibition +S.E.M
1,95 4,12 0,76 3,06 +0,27 5,41 0,43
g 3,90 5,33 0,42 5,37 0,16 13,05 +0,97
B 7,80 11,95 +0,84 10,50 *0,46 24,09 £1,02
_S 15,60 24,08 10,73 21,30 %0,75 38,33 +0,55
g 31,25 43,44 10,53 37,73 1,08 57,84 0,56
bo 62,50 65,53 10,32 61,76 +0,12 72,22 10,60
E 125,00 85,80 10,10 82,52 10,69 85,34 10,06
8 250,00 94,41 10,06 92,15 +0,06 95,83 0,11
ICso 39,84 ug/mL 46,10 pg/mL 24,53 ug/mL

Tabela 45 — Quantificacdo da atividade antioxidante com DPPH dos extratos obtidos das folhas
de C.fontanesianus e seus ICsy.

Folhas
Concentragao Extrato Etandlico Bruto Extrato DCM Extrato AcOEt
(ng/mL) % inhibition *S.E.M % inhibition *S.E.M % inhibition +S.E.M
1,95 0,63 0,16 1,35 +0,12 0,4 +0,09
3,90 2,86 0,29 4,82 0,39 1,26 +0,62
7,80 6,58 *0,52 6,75 +0,05 3,05 0,52
Qo 15,60 14,88 +1,24 8,97 +0,68 15,62 0,74
E 31,25 29,01 +0,44 15,17 +0,77 24,19 +1,45
= 62,50 54,07 0,39 29,84 0,86 40,04 0,058
125,00 82,18 +0,22 46,56 +1,19 62,14 +0,55
250,00 93,51 +0,11 64,14 +0,61 88,15 +0,35
ICso 58,51 ug/mL 144,93 pg/mL 85,83 pg/mL
Concentragao Extrato Etandlico Bruto Extrato DCM Extrato AcOEt
(ug/mL) % inhibition $S.E.M % inhibition 1S.E.M % inhibition #S.E.M
1,95 5,9 +0,33 2,56 +0,88 2,28 +0,98
g 3,90 15,87 +1,02 4,76 +0,79 14,24 +0,22
3 7,80 26,26 +1,32 6,75 +0,05 24,22 +0,71
8 15,60 33,75 +0,55 12,06 0,35 35,18 +0,38
g 31,25 53,94 +0,81 25,8 +1,34 49,08 +0,23
o0 62,50 73,14 +0,05 38,83 +0,55 57,81 +0,18
© 125,00 84,83 +0,06 59,88 0,84 71,47 £1,18
8 250,00 95,22 +0,25 70,81 0,63 81,88 +0,90
ICso 28,96 ug/mL 88,14 ug/mL 32,73 pg/mL
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Os resultados apresentados demonstram o promissor potencial da espécie quando se
trata da atividade antioxidante de sequestro do radical DPPH, confirmando os resultados
obtidos anteriormente nas avaliagcOes realizadas. Os extratos DCM e AcOEt dos ramos,
aparentemente apresentaram um maior potencial antioxidante quando comparados com 0s
mesmos extratos das folhas. J& entre os diferentes locais de coleta ndo existe grande variacdo

do potencial antioxidante.
Algumas das substancias puras identificadas (paprazina -PA; moupinamida -MO; 7-
metoxiflindersina —MF; flindersina —FL; y-fagarina —yFG; haplopina —HP) tiveram seu

potencial antioxidante (DPPH) avaliados qualitativamente em TLC (50 pg) (Figura 186).

Figura 186 - Resultado da avaliagdo qualitativa dos
compostos puros (50 ug). QA — padrdo quercetina (5 ug).

Com base nos resultados acima, foi realizada a quantificacdo da atividade antioxidante
de sequestro do radical DPPH em curva dose-reposta da amida moupinamida e do alcaloide
furoquinolinico haplopina, que apresentaram potencial oxidante semelhante ao padréo
quercitina. As concentragdes utilizadas foram: 1,95 ug/mL, 3,90 ug/mL, 7,80 ug/mL, 15,60
ug/mL, 31,25 pg/mL, 62,50 png/mL, 125 pg/mL. O Gréfico 4 ilustra os resultados obtidos. Os
padrdes utilizados, Gingko biloba (Herbarium®) (31,25 pg/mL) e quercitina, (4 pg/mL)
apresentaram inibicdo de 79,30% (+0,196) e 92,80% (+0,071), respectivamente.
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Gréfico 4 — Quantificacdo da atividade antioxidante com DPPH dos composto isolados do
lenho de C. fontanesianus.
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Com base nos resultados foi possivel calcular o 1Csy da amida moupinamida (4) (1Cso
= 10,53 pug/mL) e do alcaloide haplopina (7) (ICsp = 12,64 ug/mL). Possivelmente um dos

principais compostos responsaveis pela atividade de sequestro do radical DPPH nos extratos

do lenho de C. fontanesianus.

Os dleos volateis extraido das folhas (Jureia e Caraguatatuba) e frutos (Juréia) de C.
fontanesinaus também foram avaliados qualitativamente em TLC quanto ao seu potencial

antioxidante de sequestro do radical DPPH, porém ndo apresentaram tal atividade bioldgica.

5.12.2. Avaliagédo com B-caroteno / Ac. Linoleico em microplaca

Todos os extratos e fragbes tiveram sua atividade antioxidante quantificada
preliminarmente, para avaliacdo do potencial de inibicdo da lipoperoxidacdo, em ensaio em
microplaca e leitor de Eliza. Os extratos etandlicos brutos foram avaliados em concentracéao
de 200 ug/mL e os demais extratos em concentracdo de 100 pug/mL (concentracdes finais na
microplaca). Os controles positivos foram BHA (20 ug/mL) e BHT (20 pg/mL). As siglas
para identificacdo das amostras sdo: extrato etanolico bruto ramos (EEBrR), extrato etanolico
bruto folhas (EEBrF), extrato HEX ramos (EHexR), extrato HEX folhas (EHexF), extrato
DCM ramos (EDcmR), extrato DCM folhas (EDcmF), extrato AcOEt ramos (EACR) e
extrato AcOEt folhas (EAcCF). Os extratos dos dois locais de estudo foram avaliados, o
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Nucleo Arpoador da Estacdo Ecoldgica Jureia-Itatins (Gréfico 5) e o Nucleo Caraguatatuba
do Parque Estadual da Serra do Mar(Gréfico 6).

Gréfico 5 — Quantificacdo da atividade antioxidante no sistema -caroteno/ac.
linoleico dos extratos obtidos do material vegetal coletado na E.E. Juréia-

Itatins.
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Gréfico 6 — Quantificacdo da atividade antioxidante no sistema [3-caroteno/ac.
linoleico dos extratos obtidos do material vegetal coletado no Nucleo
Caraguatatuba.
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Os resultados apresentados nos Gréaficos 5 e 6 mostram o fraco potencial antioxidante dos
extratos hexanicos e confirmam o potencial antioxidante dos demais extratos, em

conformidade com o que ja havia sido observado nas avalia¢des qualitativas em TLC.

Apb6s os resultados obtidos acima, foi realizada a quantificacdo da atividade
antioxidante no sistema [-caroteno/ac. linoleico em curva concentragdo-reposta, nas
concentragdes 1,95 ug/mL, 3,90 ug/mL, 7,80 pg/mL, 15,60 pg/mL, 31,25 ug/mL, 62,50
ug/mL, 125 pg/mL e 250 pug/mL. Foram avaliados todos os extratos de ambos os locais de
coleta, com excegéo do hexanico. Abaixo seguem ilustradas as tabelas com os resultados das
avaliagdes. Os controles positivos utilizadso, BHA (20 pg/mL) e BHT (20 pg/mL),
apresentaram inibicao de 88,28% (+1,464) e 83,85% (+1,186), respectivamente (Tabelas 46 e
47).

Tabela 46 — Quantificagdo da atividade antioxidante no sistema [-caroteno/ac. linoleico dos
extratos obtidos do lenho de C.fontanesianus e seus ICsy.

Ramos Caulinares

Concentracédo Extrato Etandlico Bruto Extrato DCM Extrato AcOEt
(ug/mL) % inhibition 1S.E.M % inhibition #S.E.M % inhibition 1S.E.M
1,95 20,95 +1,94 8,57 £1,15 11,96 +0,95
3,90 25,15 2,17 14,61 1,62 20,44 £1,01
7,80 36,10 0,71 29,17 +2,05 29,26 +1,06
R 15,60 47,72 #1,56 54,71 +1,32 35,42 42,09
E 31,25 57,51 0,30 74,51 0,32 55,63 +0,95
2 62,50 63,89 +1,31 82,48 +0,79 67,59 *0,80
125,00 75,51 1,59 90,45 +0,43 75,61 +0,53
250,00 83,48 +0,986 95,57 +0,469 85,13 +1,108
ICso 23,74 pg/mL 14,25 pg/mL 28,08 pg/mlL
Concentragdo Extrato Etandlico Bruto Extrato DCM Extrato AcOEt
(ng/mL) % inhibition +S.E.M % inhibition #S.E.M % inhibition +S.E.M
1,95 6,74 £3,24 8,89 13,48 16,27 +0,38
g 3,90 11,53 +2,58 20,70 2,74 19,26 +0,97
3 7,80 28,49 +3,03 26,92 +0,55 25,69 *1,89
B 15,60 40,28 +0,56 41,90 1,80 36,21 £1,25
g 31,25 54,79 +0,84 60,90 +2,01 50,38 +0,67
b0 62,50 65,54 +1,81 70,05 +0,65 62,90 11,86
E 125,00 74,09 +1,52 80,59 +1,79 69,76 +0,97
8 250,00 83,54 +1,44 86,61 +1,16 84,71 £2,16
ICso 28,51 ug/mlL 25,65 pug/mL 30,15 pug/mL
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Tabela 47 — Quantificacdo da atividade antioxidante no sistema [-caroteno/ac. linoleico dos
extratos obtidos das folhas de C.fontanesianus e seus 1Csp.

Folhas
Concentragio Extrato Etandlico Bruto Extrato DCM Extrato AcOEt
(ng/mL) % inhibition +S.E.M % inhibition +S.E.M % inhibition #S.E.M
1,95 3,6 +1,50 7,06 +1,57 1,89 0,95
3,90 5,74 +1,06 9,68 +0,45 4,69 +1,01
7,80 15,18 +0,68 16,85 0,63 20,93 +1,05
0 15,60 24,36 3,45 25,96 0,69 33,41 +2,09
et 31,25 40,35 1,42 37,13 #1,75 46,11 0,95
= 62,50 54,85 +0,59 45,33 2,12 61,21 £0,80
125,00 65,97 +1,26 52,39 +1,48 79,06 0,53
250,00 71,25 +1,05 64,46 +1,45 82,72 +1,10
ICso 56,97 pg/mL 119,29 pg/mL 51,05 ug/mL
Concentragao Extrato Etandlico Bruto Extrato DCM Extrato AcOEt
(ug/mL) % inhibition +S.E.M % inhibition +S.E.M % inhibition 1S.E.M
1,95 4,22 +0,88 2,81 £1,73 4,90 0,38
g 3,90 9,49 1,53 7,45 +1,64 10,69 +0,99
3 7,80 17,23 #1,83 16,5 3,37 24,03 +0,67
5 15,60 26,90 #0,35 33,49 +0,95 31,44 +1,25
g 31,25 38,10 +0,40 47,31 +0,74 49,56 +1,86
o0 62,50 54,39 +0,58 61,49 +2,86 68,67 +0,38
© 125,00 62,01 +1,13 76,77 £1,61 79,24 +2,16
8 250,00 76,31 +1,72 82,51 #1,80 86,41 +0,99
ICso 57,45 ug/mL 50,82 ug/mL 45,5 pg/mL

Os resultados apresentados demonstram o promissor potencial da espécie quando se
trata da atividade de inibicdo da lipoperoxidacdo, confirmando os resultados obtidos
anteriormente nas avaliagdes realizadas. Os extratos DCM e AcOEt dos ramos, aparentemente
apresentaram um potencial antioxidante levemente superior quando comparados com as
folhas. Ja entre os diferentes locais de coleta ndo existe grande variacdo do potencial
antioxidante, assim como foi observado na avaliacdo antioxidante de sequestro do radical
DPPH.

Algumas das substancias puras identificadas ( paprazina -PA; moupinamida -MO; 7-
metoxiflindersina —MF; flindersina —FL; y-fagarina —yFG; haplopina —HP) tiveram seu
potencial antioxidante (DPPH) avaliados qualitativamente em TLC (50 ng). Abaixo segue
ilustrado a placa de TLC com o resultado da avaliagdo qualitativa dos compostos puros
(Figura 187).
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Figura 187 - Resultado da avaliagdo qualitativa dos
compostos puros (50 ug). QA — padrdo quercitica (5 pug).
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Com base nos resultados obtidos foi possivel observar o promissor potencial de
inibicdo da lipoperoxidagdo dos compostos moupinamida (4) e haplopina(7), repetindo o
resultado da avaliacdo antioxidante com DPPH. Neste ensaio 0s compostos paprazina (3) e y-
fagarina (10) também apresentaram potencial, porém mais moderado. A quantificacdo da
atividade nédo foi possivel devido a pouca quantidade dos compostos puros trazidos para o
Brasil apds o estagio de doutorado sanduiche na Universidade de Genebra. A prioridade foi a

avaliacdo do potencial antifingico destes compostos contra os fungos C. sphaerospermum e

C. cladosporioides por bioautografia.

Os 6bleos volateis extraido das folhas (Jureia e Caraguatatuba) e frutos (Juréia) de C.
fontanesinaus também foram avaliados qualitativamente em TLC quanto ao seu potencial de

inibicdo da lipoperoxidacéo, porém ndo apresentaram tal atividade biologica.

5.13. Avaliacdo da Atividade Antifungica
5.13.1. Avaliacéo contra C. sphaerospermum e C. cladosporioides

Nesta etapa foram avaliados o potencial antifingico dos 0leos volateis de folhas
(Jureia e Caraguatatuba) e frutos (Jureia), e das substancias puras trazidas apds o periodo de
estadgio de doutorado sanduiche na Universidade de Genebra; paprazina, moupinamida, 7-
metoxiflindersina, flindersina, y-fagarina e haplopina, contra C. sphaerospermum e C.
cladosporidides em ensaio descrito por Homans & Fuchs (1970). A avaliacdo da atividade
antifangica contra C. sphaerospermum € uma ferramenta importante para achar substanicas
com potencial antifdngico de maneira rapida e eficiente. Abaixo sdo apresentados 0s

resultados das avalia¢cbes dos compostos puros (Figuras 188 e 189) e dos 6leos essenciais
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(Figuras 190 e 191). Os padroes utilizados foram: Nistatina (P) nas concentracGes de 10, 5,
2,5 e 1 pg para os compostos puros e Timol (PV) nas concentragdes de 50, 25, 10, 5e 1 ug
para os Oleos volateis. As placas foram fotografadas sob luz branca em equipamento CAMAG

Reprostar 3.

Figura 188 — TLC de avaliacdo da atividade antifungica
dos compostos puros contra C. sphaerospermum (1-
paprazina, 2- moupinamida, 3- 7-metoxiflindersina, 4-
flindersina, 5- y-fagarina e 6- haplopina; P- nistatina).

20pg” - 25ug - 10ug-“5Spg - - 2,5pg ~lpug P

Figura 189 — TLC de avaliacdo da atividade antifungica
dos compostos puros contra C. cladosporioides (1-
paprazina, 2- moupinamida, 3- 7-metoxiflindersina, 4-
flindersina, 5- y-fagarina e 6- haplopina; P- nistatina).

5‘_0p.g_': 2519 .- 10ug - Bug - 2,5ug. -1lug P.
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Figura 190 — TLC de avaliacdo da atividade
antifingica dos dleos volateis contra C.
sphaerospermum (A- frutos Juréia; B- folhas Juréia;
C- folhas Caraguatatuba; PV- padrédo timol).
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Figura 191 - TLC de avaliacdo da atividade
antifungica dos  Oleos volateis contra C.
cladosporioides (A- frutos Juréia; B- folhas Juréia; C-
folhas Caraguatatuba; P- padrdo timol).

200pg’~200pg 50U’ "251g 10U 519~ 1ng

Apos as revelagdes das placas cromatogréficas com suspenséo de esporos de conidios
do fungo C. sphaerospermum e C. cladosporidides podemos observar que duas substancias
ndo apresentaram atividade contra os fungos, as amidas paprazina e moupinamida (Figuras

188 e 189). Na avaliagdo contra o fungo C. sphaerospermum os compostos mais ativos foram
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7-metoxiflindersina (19), y-fagarina (10) e haplopina (7), apresentando limites de deteccdo
(LD) de 10 pg, 2,5ug e 2,5 ug, respectivamente. Contra o fungo C. cladosporidides os
compostos 7-metoxiflindersina (19), flindersina (18), y-fagarina (10) e haplopina (7)
apresentaram atividade, com seus limites de deteccdo de (LD) de 5 ug, 5ug, 1 ug e 1 ug,

respectivamente.

Os 6leos volateis (Figuras 190 e 191) apresentaram fraca atividade contra o fungo C.
cladosporioides. No caso da avaliacdo contra o fungo C. sphaerospermum somente os 0leos
dos frutos (Juréia) ndo apresentaram atividade. As demais amostras avaliadas apresentaram
atividade, com seus limites de deteccdo (LD) de 25 pg para os 6leos volateis das folhas dos
individuos da Juréia e 50 pg para os o6leos volateis das folhas dos individuos de

Caraguatatuba.

5.13.2. Avaliacéo contra C.albicans

O fracionamento bioguiado do extrato DCM dos ramos levou a localizacéo,
isolamento e identificagdo dos compostos com atividade contra o fungo C. albicans, em
ensaio desenvolvido por Hostettmann (1991). Trata-se das substancias 7-metoxiflindersina e

flindersina, com seus limites de deteccdo (LD) de 10 ug para cada.

Figura 192 — TLC de avaliacdo da atividade antifingica contra
o fungo C.albicans (A- flindersnia; B- 7-metoxiflindersina; P-
padrdo miconazol, [1ug]).

_ 50ug 25ug 10kg 5ug  25ug 1w

Esta etapa do trabalho foi realizada durante o estagio de doutorado sanduiche na

Universidade de Genebra, em Genebra, Suica.

6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico do extrato dos ramos da espécie C. fontanesinaus permitiu a
identificacdo de 23 substéncias, dentre estas 7 novos produtos naturais, 5 alcalides do tipo

233



indolopiridoquinazolinicos (16, 20, 21, 22 e 23) e 2 triterpenos do tipo limonoide (14 e 17).
Foram descritos pela primeira vez na familia Rutaceae 4 substancias: dimorfamida C (1), N-
cis-feruloiltiramina (2), grossamida (11) e canabisina F (15). No género foram descritos pela
primeira vez 6 substancias: siringaresinol (5), aegelinol (6), haplopina (7), 10-
hidroxirutaecarpina (12), flindersina (18) e 7-metoxiflindersina (19). Através dos dados
gerados pelas técnicas de HPLC-DAD-ESI-MS e UPLC-TOF-MS, pode-se identificar a
presenca dos alcaloides 2-fenil-1-metil-4-quinolona e dictaminina, previamente ja descritos
no género Conchocarpus.

Algumas das substancias isoladas foram avaliadas quanto ao potencial antifingico
contra os fungos Cladosporium sphaerospermum, Cladosporium cladosporioides e Candida
albicans. Como resultado, foram encontrados diversos metabdlitos com forte potencial
antifangico, os alcaloides derivados do &cido antranilico: haplopina (7), y-fagarina (10),
flindersina (18) e 7-metoxiflindersina (19). As avaliacbes da atividade antioxidante de
sequestro do radical DPPH e de inibicdo da lipoperoxidacéo (sistema B-caroteno/ac. linoleico)
se mostraram metodos eficazes para descoberta de novas substancias com potencial
antioxidante, uma vez que duas foram avaliadas e tiveram resultados positivos em ambos 0s

testes, a amida moupinamida (4) e o alcaloide haplopina (7).

As técnicas hifenadas (LC-MS, UPLC-TOF, LC-NMR) que conjugam instrumentos
que separam e detectam substancias em martrizes complexas, como extratos vegetais, de
maneira rapida e eficaz, sdo importantes ferramentas no estudo da quimica de produtos

naturais.

O microfracionamento bioguiado é uma importante ferramenta para a descoberta de

maneira rapida e eficaz de novos compostos com atividades bioldgicas.

A descoberta dos 5 novos alcaloides e dos 2 novos limondides abre uma janela de
oportunidades para a continuidade de estudos com a espécie C. fontanesianus. Estes novos
compostos sao extremamente promissores, uma vez que é conhecido o potencial biolégico do
alcaloide rutaecarpina, o qual possui um nucleo indolopiridogquinazolinico, assim como
também é conhecido o potencial dos triterpenos do tipo limonoide contra doengas como a

maléria.

Este trabalho quimico realizado com esta espécie vem contribuir para ampliar o
conhecimento da composi¢do quimica do género Conchocarpus e reafirmar a importancia
guimiotaxonomica destes compostos em Rutaceae, além de auxiliar na compreensdo das

relacdes de afinidade aos niveis inter e infra-genérico.
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