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Estudo fitoquimico e atividade antibacteriana de Conchocarpus mastigophorus
Kallunki (Rutaceae)

Autor: Washington Felix Oliveira

Orientadora: Profa. Dra. Vanderlucia Fonseca de Paula

RESUMO: Este trabalho apresenta o primeiro estudo quimico e da atividade
antibacteriana de extratos do caule e da casca, e de dois alcaloides acridonicos do
caule de Conchocarpus mastigophorus Kallunki (Rutaceae), uma espécie endémica
do Estado da Bahia. O material vegetal foi coletado no municipio de Itamari. Do
extrato em acetato de etila do caule (ACLCM) foram isoladas nove substancias, com
destaque para cinco alcaloides acriddnicos, importantes marcadores taxonémicos da
familia Rutaceae. As substancias identificadas foram os alcaloides acridénicos
glifolina (1), citrusinina 1 (2), citbrasina (3), 1,3,6-trihidroxi-2,5-dimetoxi-N-
metilacridona (4) e citramina (5); o alcaloide furoquinolinico y-Fagarina (6); a
cumarina marmesina (7); e os alcaloides quinolénicos 1-metil-4-metoxi-2-quinolona
(8) e haplotusina (9). Dentre estas, a substancia 4 ainda n&do havia sido descrita na
literatura. Todas as substancias foram identificadas usando técnicas de RMN *H e
RMN *3C, 1D e 2D (HMBC e HSQC), e EM (CG-EM). Os extratos hexanico, acetato
de etila e metandlico, da casca e do caule de C. mastigophorus foram avaliados
quanto as suas propriedades antibacterianas, pelo método de difusdo em disco,
frente as bactérias Staphylococcus aureus (gram-positiva) e Pseudomonas
aeruginosa (gram-negativa). Os extratos em acetato de etila e metandlico da casca e
0 extrato em acetato de etila do caule, na dose de 1 mg/disco, inibiram o
crescimento de S. aureus, com halos de inibicio de 24, 20 e 20 mm,
respectivamente, similares ao halo de inibicdo (20 mm) da tetraciclina (1 pg/disco),
antibiotico utilizado como referéncia. Por outro lado, apenas o extrato em acetato de
etila inibiu (20 mm) o crescimento de P. aeruginosa, com halo idéntico (20 mm) ao
do antibidtico ceftriaxona (1 pg/disco). Para as substéncias 1 e 2, isoladas do
ACLCM, foram observados halos de inibicdo de 10 e 16 mm, respectivamente, na
concentracdo de 0,1 mg/disco. Estes resultados indicam que C. mastigophorus
possui metabolitos com atividade antibacteriana e futuras investigagdes deverédo ser
realizadas visando o uso racional desta planta e/ou de seus metabdlitos secundarios
no combate de infec¢bes bacterianas.

Palavras chave: alcaloides acridbnicos, Staphylococcus aureus e Pseudomonas

aeruginosa.
Xiv



Phytochemical study and antibacterial activity of Conchocarpus
mastigophorus Kallunki (Rutaceae)

Author: Washington Felix Oliveira

Advisor: Prof. Dra. Vanderlucia Fonseca de Paula

ABSTRACT: This paper presents the first chemical and the antibacterial activity of
stem extracts and bark, and two acridénicos the stem Conchocarpus mastigophorus
Kallunki alkaloids (Rutaceae), an endemic species of the state of Bahia, whose plant
material was collected in the municipality of Itamari. Extract in ethyl acetate stem
(ACLCM) nine substances were isolated, highlighting five acridonicos alkaloids,
important taxonomic markers of Rutaceae family. The substances were identified
alkaloids acridone glifoline (1), citrusinine | (2), citbrasine (3) 1,3,6-trihydroxy-2,5-
dimethoxy-N-metilacridone (4) and citramine (5); furoquinoline the alkaloid y-Fagarine
(6); marmesine the coumarin (7); Quinolone alkaloids and 1-methyl-4-methoxy-2-
quinolone (8) and haplotusine (9). Among these, the substance 4 had not yet been
described in the literature. All compounds were identified using techniques 1H and
13C NMR, 1D and 2D (HSQC and HMBC) and MS (GC-MS). The hexane extracts,
ethyl acetate and methanol, bark and C. mastigophorus stem were evaluated for their
antibacterial properties, by disk diffusion method, on the bacteria Staphylococcus
aureus (gram-positive) and Pseudomonas aeruginosa (gram negative). The extract in
ethyl acetate and methanolic extract of the bark and the stem in ethyl acetate at a
concentration of 1 mg/disk, inhibited the growth of S. aureus with inhibition zones 24,
20 and 20 mm, respectively, equivalent to the inhibition zone (20 mm) of tetracycline
(1 pg/disk), used as a reference antibiotic. On the other hand, only the ethyl acetate
extract inhibited (20 mm), the growth of P. aeruginosa with identical halo (20mm) to
the antibiotic ceftriaxone (1 pg/disk). For substances 1 and 2, isolated from ACLCM,
inhibition halos were observed 10 and 16 mm, respectively, at a concentration of 0.1
mg/disk. These results indicate that C. mastigophorus have metabolites with
antibacterial activity and further investigations should be carried out to encourage
rational use of this plant and / or its secondary metabolites in combating bacterial

infections.

Keywords: acridone alkaloids, Staphylococcus aureus and Pseudomonas

aeruginosa.
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1. INTRODUCAO

Ha milhares de anos o homem tem buscado na natureza remédios que
tragam curas ou paliativos para suas doencas e dores (NEWMAN, 2000; BUTLER,
2004). Fazendo uma retrospectiva na histéria de descobertas e utilizacdo dos
produtos naturais como fontes medicinais no tratamento de inUmeras patologias e
enfermidades, € possivel verificar a tamanha importancia das plantas para a
humanidade (CRAGG, 2001).

Descrevendo-se alguns dos eventos da historia dos metabdlitos secundarios
produzidos nas plantas, que desencadeou na atualidade uma busca por novas
substancias com fins terapéuticos, é preciso retornar aos primeiros registros, em que
alguns sado datados de mais de 5 mil anos. O primeiro relato de utilizagdo de plantas
como medicamentos vem da China do ano 3.000 a.C. de um livro intitulado PEN
TSAO, escrito pelo imperador Shen Nung, que descreve os benéficos de diversas
folhas e raizes (JORGE, 2015).

Dos mais variados relatos em diferentes momentos da histéria, o papiro de
Eber € um dos mais antigos, tendo como um dos primeiros utilizadores de
metodologias com ervas medicinais, Imhotep, um grande curandeiro (BRITO et al.,
2013). Nesse mesmo periodo, escritos da india aplicavam os produtos naturais no

tratamento de enfermidades (DEVEZA, 2013), em livros sanscritos dos Ayurvedas.

Os babilénios, no cédigo de Hamurabi, escrito aproximadamente em 1.700
a.C., existem relatos de prescricdo médicas na utilizagdo de produtos naturais,
sendo esses escritos de datas em que viveu o patriarca Abrado (DUTRA, 2009;
CUNHA, 2015). Povos tao antigos quantos os babilénios os hebreus, assirios e
persas, em diversos escritos historicos também confirmam a utilizacdo de produtos

naturais na cosmética e terapias (MARTINS et al., 2000).

A Biblia o livro mais lido no mundo, tem citacdes diversas sobre plantas
sendo utilizadas com fins curativos, um exemplo estd em 2 Reis 20:7, livro escrito
entre 560-540 a.C., em Génesis Deus presenteia o primeiro homem, Addo, com
plantas de todas as espécies e para todos os fins agradaveis. Em outro livro biblico
escrito entre 593-566 a.C., Ezequiel escreve: “E junto ao rio, a sua margem, de um e

de outro lado, nascera toda a sorte de arvore que da fruto para se comer; nao caira
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a sua folha; nos seus meses produzira novos frutos, porque a suas aguas saem do

santuario; e servira de comida, e sua folha de remédio” (BIBLIA SAGRADA).

Na Grécia, Diocles (400 a.C.) com o primeiro livro sobre ervas curativas de
que se tém escritos, ficou conhecido como o primeiro a sistematizar todo o
conhecimento de milénios. Hipocrates outro grego que ficou conhecido “como Pai da
Medicina”, escreveu "Corpus Hipocratium" que descrevia conhecimentos profundos
acerca de remédios vegetais e a forma de tratamento, e que foi escrito por volta de
460-361 a.C. tempo em que viveu (NOGUEIRA et al., 2009).

No inicio do século I, Dioscérides, considerado o “pai da farmacia”, em seu
tratado chamado “De Materia Medica”, catalogou aproximadamente 600 plantas,
descrevendo os seus usos (JORGE, 2015). Outro grego, ainda no século |, Plinio “o
Velho”, que possuia uma enciclopédia de 37 volumes, registrou diversas espécies

de vegetais que teriam utilidade para a medicina (VIEIRA, 2009).

Ja na Idade Média, entre 450-1000, periodo que para a ciéncia em todos 0s
sentidos, ndo houve evolugdo ou grandes descobertas, fato esse que,
inevitavelmente, se refletiu em estudos de plantas medicinais, pois a ideia religiosa
inundou o espirito humano. Essa era ficou conhecida como “ldade Tenebrosa”.
(PINTO et al., 2002).

Entre 980-1037 viveu o persa Abu Ali al Hussin ibn Abdallah ibn Sina,
conhecido como Avicena, considerado o maior médico desse periodo, descrevia em
seu livro intitulado “The Canon of Medicine”, mistura com épio e nozes, alcaguz entre
outros, e ainda, descreveu o uso e eficacia de 760 drogas organizadas em ordem
alfabéticas (POLETTO, 2011).

Em 1542, Leonhart Fuchs com a obra “De historia stirpium commentarii
insignes” (comentarios notaveis sobre a histéria das plantas) que substitui um
manuscrito bizantino Dioscoérides, do século VI que tinha como titulo “Cddice
Vindobonensis” considerado, até entdo, o documento médico de maior importancia
(MEYER, 2001).

Samuel Hahnemann, médico aleméao, foi o fundador da homeopatia em
1779, que recomendava tratamentos de doencas com quantidades pequenas de
compostos derivados de plantas, que tinha sua administracdo aos pacientes como
uma vacina (SA, 2014).
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A partir do século XIX, ocorreu o pleno desenvolvimento da quimica de
produtos naturais, periodo em que o estudo sobre plantas, com base cientifica,
iniciou-se e, consequentemente, o isolamento de substancias ativas das plantas,
conhecidas, até entdo, como medicinais. Esses compostos demonstraram principios
ativos eficientes no tratamento de doencgas, como exemplo, alguns alcaloides: a
cocaina, quinina e a morfina, sendo esse ultimo, o primeiro alcaloide a ser isolado e
identificado por Armand Séquin em 1804 (MONTANARI, 2001; VIEGAS, 2006).

No Brasil, o primeiro metabdlito secundéario isolado, segundo diversos
autores, foi o alcaloide pereirinha, extraido da casca do pau-pereira em 1838 pelo
farmacéutico Ezequiel Corréa dos Santos no Rio de Janeiro, no entanto, outros
pesquisadores reivindicam esse fato, e sua utilidade medicinal era para tratamento
de febre (ALMEIDA, 2009; SANTOS, 2007).

Na atualidade, estudos na area de produtos naturais, area da quimica
responsavel por buscar substéncias bioativas na natureza, isolar e caracterizar
essas substancias quimicas desempenha um papel primordial na descoberta desses
novos metabodlitos. Sabe-se que as plantas produzem esses metabdlitos
secundarios para seu proprio beneficio, como defesa e, portanto, ndo fazem parte
de sua necessidade universal. Por outro lado, o metabolismo primario € comum a
todas as plantas, pois € um processo metabdlico essencial para os vegetais, tais
como, fotossintese e o transporte de solutos (YUN, 2012; AHARONI, 2011).

Através dos métodos cromatogréaficos e com o desenvolvimento de novas
tecnologias, o conhecimento quimico das plantas tem avancado. No entanto, de toda
a vasta quantidade de espécies existentes em nosso planeta, apenas uma pequena
quantidade dessa diversidade foi submetida a algum tipo de estudo (CALIXTO,
2003; GARCIA, 1995).

Com a maior biodiversidade do mundo, cerca de 20% de toda riqueza
vegetal do mundo, o Brasil também possui 0 maior quantitativo de espécies
endémicas, fator que em teoria, favorece o processo de novas descobertas de
substancias com atividades bioloégicas, tamanha é o celeiro de compostos ativos a
serem descobertos (GANEM, 2010; FOGLIO et al., 2006).

Estima-se que das quase 280 mil espécies de plantas existentes na terra,
cerca de 60 mil, incluindo fungos, séo distribuidos no Brasil (GIULIETTI, 2005;
LEWINSOHN, 2005).
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O presente trabalho apresenta o primeiro estudo fitoquimico da espécie
Conchocarpus mastigophorus, uma planta da familia Rutaceae, endémica da Bahia.
Este género possui 47 espécies distribuidas por todo territorio brasileiro, das quais
36 espécies sao endémicas (PIRANI, 2015) e, na sua maioria, ainda ndo estudada,
quimica e biologicamente. Portanto, sdo importantes fontes a serem exploradas,

com vistas a obtencéo de novas substancias biologicamente ativas.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Familia Rutaceae

A familia Rutaceae pertence a ordem das Rutales, sub-familia Rutoideae,
tribo Cusparieae, subtribo Philocarpineae (BAETAS et al.,, 1996; PERNIN et al.,
1999). Possui distribuicdo predominantemente pantropical, incluindo entre 1500-
2000 espécies distribuidas em aproximadamente 160 géneros (GROPPO et al.,
2012; WATERMAN, 1983) sendo que no Brasil sdo citadas aproximadamente 200
espécies (ALBUQUERQUE, 1976; CORTEZ et al., 2006).

A familia Rutaceae é amplamente distribuida pelos continentes e no Brasil
em todas as regides. E principalmente constituida por arvores e arbustos e tem
como um dos maiores destaques, o género Citrus, devido principalmente a grande
variedade das frutas comestiveis, como exemplo a laranja e limédo, que tém grande
forca comercial no mundo. Esta familia € conhecida ainda pela grande variedade de
metabolitos secundérios, tais como, alcaloides, cumarinas, flavonoides, entre outros.
Os alcaloides nessa familia se destacam e faz dessa uma das mais diversificadas
guimicamente. Outra caracteristica dessa familia é a larga utilizacdo de seus
constituintes como uso medicinal e a grande diversidade de atividades biol6gicas
(GROPPO et al., 2012; OLIVEIRA, 2014a; PRUDENTE, 2013; COSTA et al., 2010).

2.1.1. O género Conchocarpus

O género Conchocarpus J. C. Mikan, pertencente a familia Rutaceae, no
Brasil € nativo e ocorre em todas as regifes e quase todos os estados, sendo
representado por 47 espécies, das quais 36 sdo endémicas. Dentre as espécies
endémicas do Brasil encontra-se C. mastigophorus Kallunki, cuja ocorréncia €
registrada apenas no Estado da Bahia (PIRANI, 2015).

Relativamente, poucos estudos quimicos sdo descritos na literatura para
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espécies do género Conchocarpus, dentre os descritos destaca-se o isolamento de
alcaloides e cumarinas de C. marginatus (BELLETE, 2009), de C. inopinatus
(BELLETE et al., 2012; SA, 2010), de C. longifolius (MAFEZOLI, 2001; FACCHINI,
2005 apud BELLETE, 2009) e de C. fontanesianus (CABRAL et al.,, 2012); de
alcaloides de C. gaudichaudianus (CORTEZ et al., 2009), de C. macrophyllus
(ALBARICI, 2006), de C. cuneifolius (VELOZO, 1995 apud OLIVEIRA , 2014b), de C.
paniculatus (VIEIRA et al., 1992); de flavonoides de C. heterophyllus (AMBROZIN et
al.,, 2008) e de C. cuneifolius (VELOZO, 1995 apud OLIVEIRA, 2014b), e de
cumarinas e diterpenos de C. cirtanthus (OLIVEIRA, 2014b).

Atualmente algumas espécies do género Angostura passaram por Nnovos
estudos e reavaliacdo e foram reclassificados por Kallunki e Pirani como
pertencentes ao género Conchocarpus, sdo os casos da C. paniculatus (=Angostura
paniculata), C. macrophyllus (=Angostura macrophylla) e C. gaudichaudianus
(=Angostura gaudichaudiana) (PIRANI, 2015).

2.1.1.1. Conchocarpus marginatus

De C. marginatus (BELLETE, 2009) foram isoladas doze substancias: trés
esteroides (B-sitosterol, estigmasterol e campesterol), sete alcaloides acridonicos e

dois alcaloides quinolinicos (figura 2.1).
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Figura 2.1. Estruturas dos alcaloides isoladas de C. marginatus.



2.1.1.2. Conchocarpus Inopinatus

De C. inopinatus (BELLETE et al., 2012; SA, 2010) foram isoladas diversas
substancias, entre elas, sete alcaloides, sendo seis acridbnicos e um seco

acridénico, e ainda, um alcaloide quinolinico, um alcaloide furoquinolino e duas

cumarinas (figura 2.2).
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xanthoxolina (4), 1,2,3,5- tetrametoxi-N-metilacridona (5), toddaliopsinaC (6)
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Seco acriddnico Inopinatina furoquinolino dictamina Cumarina escopoletina

Cumarina marmesina

Figura 2.2. Estruturas de algumas substancias isoladas de C. Inopinatus.

2.1.1.3. Conchocarpus fontanesianus

De C. fontanesianus (CABRAL et al., 2012) foram purificadas 5 substancias,
sendo trés alcaloides furoquinolinicos, um alcaloide do tipo 4-quinolénico e uma

furanocumarina (figura 2.3).
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Figura 2.3. Estruturas das substancias isoladas de C. fontanesianus.

2.1.1.4. Conchocarpus gaudichaudianus

De C. gaudichaudianus (CORTEZ et al, 2009) foram isoladas seis
substancias: trés alcaloides indoloquinazolénicos, um quinolénico, e duas amidas
(figura 2.4).

1: R1 = H; 3-(2-(7,7-dimetil-3,7-di-hidropirano [3,2-e]indol-1-il)etil)-quinazolina- 2,4(1H,3H)-diona
2: R1=0H; 3-(2-(7,7-dimetil-3,7-di-hidropirano [3,2-e]indol-1-il) etil)-1-hidroxi-quinazolina-2,4(1H,3H)-diona
3: R1 = Me; 3-(2-(7,7-dimetil-3,7-di-hidropirano [3,2-e]indol-1-il)etil)-1-metil-quinazolina-2,4(1H,3H)-diona




4-hidroxi-1-metil-3-(3',7'-dimetil-6',7'- dihidroxi-2'-octenil)-2-quinolona

H
) IOOH
R, N
N\
HO /o

1: R1 = H; N-trans-cumaroiltiramina
2: R1 = OMe; N-trans-feruloiltiramina

Figura 2.4. Estruturas de algumas substancias isoladas de C. gaudichaudianus.

2.1.1.5. Conchocarpus heterophyllus

De C. heterophyllus (AMBROZIN et al., 2008) foram isoladas treze
substancias: trés esteroides (B—sitosterol, estigmasterol) e benzoato de B-sitosterila,
dois alcaloides a haplotusina e um do tipo quinolinico o 2-fenil-metil-4-quinolona, e
ainda oito flavonas, dentre elas, cinco piranoflavonas (figura 2.5). As substancias
isoladas foram submetidas a testes contra Trypanosoma cruzi, causador da doenca

de chagas.
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R = (CH2)14(CH = CH)CHjs
R = (CH2)15CH3

CH O

5-hidroxiflavona mistura de piranoflavonas

Figura 2.5. Estruturas de algumas substancias isoladas de C. heterophyllus.

2.1.1.6. Conchocarpus macrophyllus

De C. macrophyllus (ALBARICI, 2006) foram isoladas quatro substancias ja
descritas anteriormente em outras espécies da Conchocarpus, como a mistura de [3-

sitosterol e estigmasterol e dois alcaloides acridonicos (figura 2.6).
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estigmasterol

Me Me
Arborinina 1-O-Metil Arborinina

Figura 2.6. Estruturas das substancias isoladas de C. macrophyllus.

2.1.1.7. Conchocarpus macrocarpus

De C. macrocarpus (VELOZO, 1995 apud OLIVEIRA , 2014b) foram isolados
dois alcaloides do tipo indolquinazolinico, um ja descrito em C. gaudichaudianus
(CORTEZ et al., 2009) (figura 2.7).

(A) (B)

(A) 3-[2-(3-Hidroxi-7,7-dimetil-3,7- dihidro-pirano[3,2-e]indol-1-il)- etil]-1H-quinazolina-2,4-diona
(B) 3-[2-(7,7-Dimetil-3,7-dihidro-pirano[3,2-e]indol-1-il)-etil]-1-metil-1H-quinazolina-2,4-diona

Figura 2.7. Estruturas das substancias isoladas de C. macrocarpus.

2.1.1.8. Conchocarpus cuneifolius

De C. cuneifolius (VELOZO,1995 apud OLIVEIRA , 2014b) foram isoladas
sete substancias, entre elas quatro acetofenonas e trés flavonoides glicosilados
(figura 2.8).
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6-glicosil-7-metoxi-3,5,4'-trihidroxiflavona 6-(4-acetil-glicosil)-7-metoxi-3,5,4'-trihidroxiflavona

Figura 2.8. Estruturas das substancias isoladas de Conchocarpus cuneifolius.

2.1.1.9. Conchocarpus paniculatus

De C. paniculatus (VIEIRA et al., 1992) anteriormente denominada

Angostura paniculata, foram isolados alcaloides acridonicos (figura 2.9).
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o] OMe 0 OH
OMe OMe
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Cusculina cuspanina

Figura 2.9. Estruturas das substancias isoladas de C. paniculatus.

2.1.1.10. Conchocarpus cyrtanthus

De C. cyrtanthus (OLIVEIRA , 2014b) foram isoladas quinze substancias: um

alcaloide, anteriormente isolado de outras espécies desse género, trés cumarinas,

cinco esteroides (sitosterol, campesterol, entre outros), diterpenos e uma lignana

(figura 2.10).

MeO

OMe

seringaresinol

Dictamina seselina R = OMe, R1 = H: xantoxiletina
R =H, R1 = OMe: luvangetina

Figura 2.10. Estruturas de algumas substancias isoladas de C. cyrtanthus.
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2.1.1.11. Conchocarpus longifolius

De Conchocarpus longifolius (MAFEZOLI et al. 2001; FACCHINI, 2005 apud
BELLETE, 2009) foram isoladas 18 substancias, dentre elas, onze cumarinas (figura

2.11) e sete alcaloides.

X OCH, H3CO. N OCH;
o) O (@] (@) O o
3-metoxiangelicina 3,6-dimetoxiangelicina esfodina
OCH
3 X
a0 N /]\/\)\/\
N N
O O 0]
aurapteno
e} O O
— H5CO
N 3 AN
Pimpinelina
HO O o] HO o o
Umbeliferona escopoletina
OCH;,
OCHj,4
~
H,CO. HACO
N X
Q © © m
— H,CO o 0 'l‘l o
Isobergapteno Escoparona OCH;,
6-metoxihaplotusina
AN
0]
HsCO o} 0 0 N
° X ~
OAc
N 0 HO
I
CH; OAc
quiahucumarina D candicina
N-metilhaplamina
OCH, OCH;,
H3CO X
N
A\
ITJ O  H,CO N O
CH
3 OCH;, OCH;
N-metil-4,6-dimetoxi-2-quinolona esquimianina
N-metoxihaplamina

Figura 2.11. Estruturas de algumas substancias isoladas de C. longifolius.
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2.1.2. Metabdlitos secundarios presentes no género Conchocarpus
O género Conchocarpus, mesmo pouco estudado, tem sido conhecido por
uma ampla diversidade de metabolito secundario, dos quais se destacam o0s

alcaloides e cumarinas.

2.1.2.1. Alcaloides

Os alcaloides sédo substancias organicas de carater alcalino derivado do
metabolismo secundéario principalmente das plantas, mas deriva ainda de
microrganismos, tais como fungos, bactérias e também de animais, contém um ou
mais nitrogénio em sua estrutura. O nitrogénio € o elemento que determina seu

caréater basico devido a um par de elétrons livres (KUTCHAN, 1995).

Dentre todos os metabdlitos secundarios os alcaloides sdo os que mais
diferem em suas formas estruturais, diversidade de atividades bioldgicas, e ainda,
sdo classificados quanto a sua origem biossintética. Constituem 20% de todas as
substancias naturais de uso terapéuticos descritos e estudados. Os principais
aminoacidos envolvidos na sintese dos alcaldides sao: triptofano, fenilalanina,

ornitina, lisina e acido antranilico (figura 2.12A), acido chiquimico (figura 2.12B).

@) OH

COOH
NH,
HO™" OH
H

Oluulln

A

Figura 2.12. Estrutura de A) &cido antranilico e B) acido chiquimico

(o)

No género Conchocarpus os alcaloides quinolinico e acridénico, derivados
do acido antranilico, sdo os que tém o maior destaque e suas estruturas aparecem
em quase todos os trabalhos descritos na literatura sobre o género. De acordo com
WATERMAN (1975), esses alcaloides sdo marcadores taxondmicos e quase

restritos para a familia Rutaceae (figura 2.13).
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Figura 2.13. Alguns tipos de alcaloides de Rutaceae derivado do acido antranilico.

Devido ao numero de alcaloides acridbnicos identificado nesse trabalho, a
figura 2.14 mostra o esqueleto e o padrdo de numeragcdo destes, que seréo

utilizados ao longo da dissertacao.

Figura 2.14. Esqueleto e numeracé&o dos alcaloides acridbnicos.
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2.1.2.2. Cumarinas

O nome cumarinas é originario de “cumaru” nome popular de Dipteryx
odorata Willd, Fabaceae. E uma classe ampla em metabdlitos secundarios dos
vegetais, ocorrendo em grande parte das familias e tendo como estrutura basica a
1,2-benzopirona (figura 2.15) (LUCY, 2004).

(o) 0]
Figura 2.15. Esqueleto da 1,2-benzopirona.

Entre algumas de suas estruturas se destacam no género Conchocarpus a
marmesina e a escopoletina (figura 2.2) que aparecem em mais de um trabalho. As
cumarinas sao subdivididas em quatro grupos (JAIN, 2012): as cumarinas simples,
as furanocumarinas, as piranocumarinas e as cumarinas com anel pirona substituido
(tabela 2.1).

Tabela 2.1. As principais classes de cumarinas encontradas em Conchocarpus

Classificacao Caracteristicas Exemplos

Hidroxilado, alcoxilado
Cumarina simples ou alquilado no anel
benzeno HO 0o O

Anel furanico
Furanocumarina ligado ao
anel benzénico.

Linear ou Angular

angular
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I
Anel pirano o 0

Piranocumarina ligado a anel linear
benzénico.

Linear ou Angular

angular
Substituicdo no anel OH 0
Cumarina pirona-substituida  pirona, muitas vezes X
na posi¢ao 3C ou 4C O O
0 0

2.1.3. Conchocarpus mastigophorus

C. mastigophorus (figura 2.16) € uma espécie nativa e endémica do Brasil
gue possui estrutura de arbusto de cerca de 3 m de altura, folhas simples, coriaceas,
alternas e verdes, suas flores sdo brancas e bracteas verdes, com relatos de
ocorréncia apenas no estado da Bahia, distribuidas nos municipios de Uruguca e
Itamari em Floresta Ombrdfila da Mata Atlantica (PIRANI, 2015).

Apo0s a realizacdo da pesquisa bibliogréfica para verificar algum relato sobre
o estudo dessa planta, observou-se que ainda ndo existem trabalhos disponiveis na
literatura sobre essa espécie, tanto no que se refere a constituicdo quimica, quanto a
atividades bioldgicas, o que torna o presente trabalho de grande relevancia, para
ampliacdo do conhecimento da fitoquimica e potencial farmacoldgico de plantas da

familia Rutaceae.




18

Figura 2.16. Folhas, frutos, caule e espécime da C. mastigophorus.

2.2. Produtos naturais e agentes antibacteriano

Atualmente, as doencas infecciosas estdo entre as que mais matam no
Brasil e no mundo. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) essa
enfermidade é responsavel por um terco dessas mortes, especialmente, nos paises
em desenvolvimento, devido a ocorréncia de micro-organismos resistentes e

dificuldade de acesso a medicamentos mais eficientes (GUIDO, 2010).

A hanseniase, doenga conhecida também na Biblia como “lepra”, € uma
doenca infectocontagiosa que se manifesta por lesbes cutaneas. E causada por
uma bactéria chamada Mycobacterium leprae, agente causador da doenca de
Hansen, cujo nome se deve ao fato de ter sido identificada pelo médico noruegués
Gerhard Armauer Hansen, em 1873. Essa é uma das mais antigas doencas

infectocontagiosas que se tem conhecimento (EIDT, 2004).

As grandes epidemias que assolaram a humanidade tém como grandes
causadores 0s micro-organismos, como por exemplo, a peste negra entre 1333 a
1351, que devastou a Europa e a Asia, causada pela bactéria Yersinia pestis.

Entre 1817 e 1824 foi a coOlera originada pela bactéria Vidrio cholerae. Entre
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1850 e 1950, a tuberculose provocada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis,
ou bacilo de Koch, que dizimou um bilhdo de pessoas, e ainda hoje em paises em
desenvolvimento é a maior doenca infecciosa que leva a morte. A variola
(Orthopoxvirus variolae) que atormentou as civilizacbes e que matou grandes reis
como Farad Ramseés Il, Luis XV e a rainha Maria Il. A gripe espanhola, causada
pelo virus influenza, que resultou como saldo de 20 milhdes de mortes em apenas
um ano, entre 1918 a 1919. O tifo, de bactérias do género Rickettsia (1918-1922)
provocou a morte de trés milhdes de pessoas, e a febre amarela na Etidpia, que
ocasionou a morte de pelo menos 20 mil, entre 1960 a 1962. O sarampo pelo virus
morbillivirus, que até 1963, a estimativa € que matava 6 milhdes por ano, a maléria
que tem como causador o protozoario do género Plasmodium e a AIDS doenca
causada pelo virus HIV, identificada em 1981 (BARATA, 2000; KRITSKI, 2007;
GOMES et al., 2001; WALDMAN et al., 1999).

Foi em meados do século XIX que o primeiro cientista identificou micro-
organismos causadores de diversas doencas como a coélera e a tuberculose, um dos
cientistas foi Robert Koch, um grande passo na busca por medicamentos
especializados no combate dessas enfermidades, que aflorou em pesquisas com

agentes quimicos que revelasse atividade antibiética (GUIMARAES, 2010).

Toda devastacdo causada por doencas que durante séculos assolaram
nacdes tiveram seus dias contados com a descoberta acidental em 1928 por
Alexander Fleming do primeiro antibiotico, a penicilina, produzida por um fungo
identificado como Penicillium notatum, que desencadeou inUmeras pesquisas e
busca por novos antibidticos, que possibilitou expressivamente a diminuicdo de

mortes ocasionadas por doencas infecciosas (CALIXTO, 2012).

As plantas medicinais com uso antibacteriano ou antifingico ja fazem parte
das tradi¢ces de povos na utilizacdo de folhas, caules e raizes, que hoje ja tem sua
eficiéncia comprovada através de estudos recentes dos metabdlitos secundarios
dessas plantas. Uma vez conhecendo a abundancia de substancias produzidas com
propriedades antimicrobianas é plausivel a busca por compostos capazes de

compor novos antibioticos com maior potencialidade (DUARTE, 2006).

Nos dias de hoje o grande desafio da microbiologia é desenvolver

antibidticos que combatam micro-organismos resistentes aos antimicrobianos
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disponiveis, fato que demonstra a necessidade de descoberta de novas substancias

com propriedades antimicrobianas (PEREIRA et al., 2004).

A resisténcia antimicrobiana tem se tornado um problema cada vez mais
sério, que afeta ndo apenas paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, mas
todo o mundo (SANTOS, 2004). O estudo da resisténcia bacteriana, segundo
ANTUNES et al. (2006), geralmente se baseia na observacdo de micro-organismos
que tenham importancia epidemioldgica, tais como Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa, entre outros.

De acordo com FUENTEFRIA et al. (2008), Pseudomonas aeruginosa,
bactéria gram-negativa, € um dos principais micro-organismos recuperados de
efluentes hospitalares. Essa bactéria € um patdgeno nosocomial que promove
infeccdes em diversas partes do corpo humano. A importancia clinica da infeccéo
por P. aeruginosa se deve principalmente a ocorréncia de mdultipla resisténcia a
antibacterianos, resultando em grande dificuldade na erradicacdo da doenca.
Frequentemente, apresenta um amplo espectro de resisténcia, podendo ser
resistentes a diferentes classes de agentes antimicrobianos, tais como
cefalosporinas de terceira e quarta geracdes, carbapenémicos e aminoglicosideos
(FUENTEFRIA et al., 2008; NEVES et al., 2011).

A bactéria Staphylococcus aureus € um micro-organismo gram-positivo
caracterizada por ser um dos maiores responsaveis pelas mortes por infeccédo
hospitalar, principalmente no periodo dos anos 80 e 90, onde houve um aumento do
namero de doencas infecciosas causadas pelas cepas de S. aureus multirresistentes
(FRANCA et al., 2009). Frequentemente, é encontrada na pele e nas fossas nasais
de pessoas saudaveis. Todavia, pode provocar infec¢cdes simples, tais como
espinhas, furinculos e celulites, ou até infeccbes mais graves, como pneumonia,

meningite, endocardite, sindrome do choque téxico e outras (SANTOS et al., 2007).

A vancomicina, antibiotico da classe dos glicopeptidios, € o medicamento de
primeira escolha no tratamento de infec¢bes causadas por estes micro-organismos,
entretanto, ja ndo se mostra tdo efetivo, devido a ocorréncia de cepas resistentes a
este antibiético, que no Brasil, surgiram desde o ano 2000. Esses dados indicam a
necessidade urgente, ja reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), da
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descoberta de novos antibidticos para o tratamento das cepas multirresistentes de S.
aureus (FRANCA et al., 2009; SANTOS et al., 2007).

Algumas espécies vegetais sintetizam como metabdlitos secundarios,
substéancias de defesa contra predadores: micro-organismos patogénicos, insetos e
animais herbivoros (ALVES, 2001; DEWICK, 2002). Estes compostos despertam
grande interesse pelas atividades biologicas produzidas em resposta ao meio
ambiente e efeitos fisiold6gicos que exercem nos animais (ALVES, 2001; ROBBERS
et al., 1998). Sdo produtos quimicamente variados, sendo de particular interesse 0s
terpenoides, alcaloides e cumarinas, por apresentarem acao antimicrobiana com
grande frequéncia (HAIDA et al., 2007).

Muitos estudos tém sido realizados com espécies da familia Rutaceae,
amplamente distribuida na regido do semiarido baiano, com biogénese
razoavelmente definida e com diversidade de micromoléculas ja descritas. GIBBS
(1974) afirma que a familia € muito bem caracterizada pela variedade de alcaloides

e cumarinas que apresentam potencial atividade microbioldgica (SILVA, 2006).

3. OBJETIVOS

3.1. Geral
Realizar o estudo quimico de extratos do caule de Conchocarpus
mastigophorus e avaliar a atividade antibacteriana destes extratos, bem como de

seus constituintes quimicos isolados.

3.2. Especificos
1. Avaliar o potencial antibacteriano dos extratos hexéanico, acetato de etila e
metanadlico da casca e do caule de Conchocarpus mastigophorus;

2. lIsolar substancias do extrato acetato de etila do caule de C. mastigophorus

através de técnicas cromatograficas;

3. ldentificar as substancias isoladas do extrato acetato de etila do caule de C.
mastigophorus utilizando-se das técnicas espectroscépicas (RMN *H e RMN *C
1D e 2D (HMQC e HSQC)), e espectrometricas (EM);
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal de Conchocarpus mastigophorus Kallunki

O material vegetal (galhos e folhas) foi coletado no dia 18 de fevereiro de
2014 de espécime de C. mastigophorus, na Fazenda Alto da Caixa D’Agua
(S13°71°804” W039°62’815”), em um pequeno fragmento de Floresta Ombrdfila,
localizada no municipio de Itamari, Bahia, Brasil (figuras 4.1 e 4.2). Este material foi
identificado pela professora Dra. Guadalupe Edilma de Licona Macedo, com
confirmagéo posterior de um especialista da familia Rutaceae, o professor Dr. José
Rubens Pirani — USP. Uma exsicata (figura 4.3) foi depositada no herbario da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, com o registro HUESB 9559.

Figura 4.1. Foto cidade de Itamari, municipio em que foi realizada a coleta (Fonte: Google maps.
2015 - Foto: Nelson Ribeiro).
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Figura 4.2. Vista aérea do local da coleta, indicado pela seta (Fonte: Google Earth 2015).

Figura 4.3. Exsicata de Conchocarpus mastigophorus depositada no HUESB.

O material coletado (folhas, caule e casca), apds limpo e separado, foi
pesado (tabela 4.1) e secado em uma estufa com circulacdo de ar, por 48 horas, a
uma temperatura de 40 °C. Por fim, este material foi triturado em liquidificador
industrial e, pesado, para posterior preparo dos extratos (figura 4.1).
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4.2. Preparo dos extratos
4.2.1. Preparo do extrato hexanico do caule (EHCL)

O caule seco e triturado de C. mastigophorus foi colocado em um recipiente
de vidro contendo hexano P.A., durante quatro dias, para obtengdo do extrato por
maceracao. Apos este periodo, procedeu-se uma filtracdo e o filtrado resultante foi
concentrado em evaporador rotativo, sob presséo reduzida, a aproximadamente 40
°C. O residuo retido nesta filtracdo foi submetido a outras duas extragoes
sucessivas, pelo mesmo periodo de tempo. Os filtrados foram agrupados em um
anico recipiente e foram mantidos em capela de exaustédo até evaporagcdo completa

do solvente residual, ou seja, até ndo se observar variacdo da massa do extrato.

4.2.2. Preparo do extrato acetato de etila do caule (EACL)

Para obtencéo do extrato em AcOEt, o residuo obtido ao final da 32 extracdo
com hexano, foi submetido a extragcdo com AcOEt P.A., pelo mesmo procedimento

descrito no item 4.2.2.

4.2.3. Preparo do extrato metandlico do caule (EMCL)

Para obtencdo do extrato metandlico, o residuo obtido ao final da 32
extragcdo com AcOEt, foi submetido a extracdo com metanol P.A., pelo mesmo
procedimento descrito no item 4.2.2.

4.2.4. Preparo dos extratos hexanico, AcOEt e Metandlico da casca

Os procedimentos utilizados para preparo dos extratos da casca foram
realizados com a mesma metodologia da extracao do caule, e pode ser resumido na
figura 4.4. E os valores das massas finais dos extratos brutos, para ambos, podem

ser observados na tabela 4.1.

Tabela 4.1. Valores das massas do material vegetal e rendimento dos extratos

Material Massa EH EA EM

Caule 2.195 g 6,199 g 6,700 g 6,300 g

Casca 535,7 g 1,552 g 4,124 g 5,850g
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Figura 4.4. Preparo dos extratos hexanico, AcOEt, metandlico para o caule e casca.

Apo6s preparo do material vegetal e analises por CCD destes, o extrato

acetato de etila do caule foi selecionado para estudo fitoquimico e desenvolvimento

desse trabalho.
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4.3. Equipamentos e reagentes utilizados no estudo fitoquimicos

O material vegetal foi moido em liquidificador industrial de marca siemsen.

O material vegetal foi secado em estufa com circulacdo de ar da marca
Tecnal (modelo TE-394/2).

Material com massa superior a 200 g foi pesado em balangca semianalitica
da marca Gehaka 2000, e material com massa inferior a esse valor foi pesado em

balanca analitica de marca Shimadzu AUY220.

Foram utilizados solventes PA das marcas Quimica Moderna, Anidrol, Vetec
e Quimex para o preparo dos extratos, analises por CCD e fase mével nas

separacgodes por CC.

As placas de vidro para realizacdo de CCD foram recobertas por silica gel
60G- F254 da Vetec.

As placas de CCD analitica, foram ativadas, por duas horas na estufa a

temperatura de 100 °C.

As placas de CCD foram reveladas em radiacdo UV nos comprimentos de

ondas 254 e 365 nm e ainda com vapor de iodo.

Os extratos e as fracdes recolhidas do processo de CC passaram por
processo de rotaevaporagao, com pressao reduzida, evaporador de marca Fisatom.

As silicas de marcas Vetec gel 60 (0,063 — 0,200 mm) e para cromatografia
Flash da Sigma-Aldrich (40 — 60 um) foram utilizadas como fase estacionaria nos

processos de separacdo em coluna (CC).

As temperaturas de fusao (Tf) foram obtidas através do aparelho de ponto
de fusdo modelo MQAPF-302 da Microquimica.

O processo de andlises de massas através do CG-EM foram realizadas em
aparelho da Shimadzu modelo QP2010 SE. As condigbes de analise por CG-EM
foram: temperaturas do injetor e da interface, 290 °C, temperatura inicial da coluna
100 °C, durante 1 min., sendo aumentada 5 °C min, até atingir 285 °C; fluxo do gas

de arraste (He) foi de 1,8 mL min™.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) *H e **C, HMBC,
HSQC e NOESY a 500 MHz, para andlises das estruturas foram obtidos na
Universidade Federal da Bahia em aparelho Varian Inova 500. E os espectros a 300

MHz foram obtidos na Universidade Federal de Vigosa, marca Varian Mercury 300.
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4.4. Analises cromatograficas dos extratos

4.4.1. Analise cromatografica do extrato AcOEt do caule (ACLCM)

O extrato ACLCM (6,7 g) foi previamente analisado por CCD para se obter o
melhor padrao de fracionamento e ainda identificar os pontos de separagao de
substancias. Da massa inicial separou-se 700 mg para ensaios de atividade
antibacteriana, e o restante (6,0 g) do extrato foi submetido a fracionamento em

coluna cromatografica.

Logo apds a escolha da melhor condicdo de se iniciar o fracionamento do
ACLCM, ele foi submetido a cromatografia em coluna, usando como fase
estacionaria a silica gel 60, e como eluente inicial hexano puro. No decorrer da
eluicdo, a polaridade foi aumentada gradualmente com adicdo de acetato de etila
resultando em misturas de hexano/acetato de 100:0 até 0:100. Em seguida, foram
utilizadas misturas de AcOEt/MeOH, variando na propor¢cdo de 100:0 até 0:100.
Deste fracionamento obteve-se 41 fragbes, com uma variedade de coloracéo (figura
4.5), que apos analisadas por CCD foram agrupadas em 23 grupos de fracdes
(tabela 4.2).

Figura 4.5. Fracdes da coluna cromatogréafica do extrato acetato de etila do caule.



Tabela 4.2. Fracdes obtidas do extrato ACLCM por cromatografia em coluna.
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Fracao codigo do grupo massa (mg) codigo substancia
da amostra
1-3 ACLCMO01/03 3,0
4 ACLCMO04 730,5
ACLCMO5 125,3
6 ACLCMO06 181,9
7-8 ACLCMO07/08 79,9
9 ACLCMO09 49,8
10 ACLCM10 41
11 ACLCM11 77
12 ACLCM12 157 CM3 03
13 ACLCM13 202
14 ACLCM14 249 CM2 02
15 ACLCM15 371,5
16 ACLCM16 227 CM1 01
17 -18 ACLCM17/18 164
19-20 ACLCM19/20 102
21-22 ACLCM21/22 183
23 ACLCM23 122,3
24 ACLCM24 36
25-29 ACLCM25 390 CM4 a CM6
30-34 ACLCM26 160,1
35 ACLCM27 17,6
36 — 38 ACLCM28 188,7
39-41 ACLCM29 1.085
Total 4,944

Os grupos ACLCM 12, 14 e 16 foram submetidos a purificacdo por

solubilizacdo parcial

com o0s solventes hexano,

diclorometano e acetona,

sucessivamente, até obtencdo das substancias 1 (16 mg), 2 (22 mg) e 3 (33 mg),

respectivamente. A fragdo ACLCM25 foi submetida a um novo fracionamento por CC

de silica gel com gradiente crescente de polaridade hexano/AcOEt 100:0 até 0:100,
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alterando a polaridade com AcOEt/MeOH, 100:0 até 0:100. Deste fracionamento
obteve-se 21 fracdes que, apdés andlise por CCD, foram reunidas em 10 grupos
(tabela 4.3).

Tabela 4.3. Fracionamento da fragcdo ACLCM 25

Fracédo Cédigo massa (mg) codigo Substancia
1-3 ACLCM25.1 36
4—-6 ACLCM25.2 27 CM4 04, 05
7 ACLCM25.3 8,5
8 ACLCM25.4 8
9-12 ACLCM25.5 26,5 CM5 06, 07
13-14 ACLCM25.6 38
15 ACLCM25.7 19
16 ACLCM25.8 6
17 -18 ACLCM25.9 7,5 CM6 08, 09
19-21 ACLCM25.10 25
Total 201,5

Da fragdo ACLCM25.2, denominada CM4, foram identificadas as
substéancias 4 e 5; de ACLCM25.5, codificada como CM5, foram identificadas as
substancias 6 e 7; e de ACLCM25.9 (CM6) as substancias 8 e 9.

A figura 4.6 resume o procedimento descrito para o fracionamento do
extrato em acetato de etila do caule de C. mastigophorus e de suas fragdes.
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Cromatografia em Coluna (Silica gel) eluente:
Hex:EtOAc em gradiente crescente de polaridade
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Figura 4.6. Fracionamento do extrato acetato de etila do caule de C. mastigophorus, para isolamento
de alguns de seus constituintes quimicos.

4.5. Materiais e equipamentos utilizados para o ensaio antibacteriano

A atividade antibacteriana foi testada com cepas de Staphylococcus aureus

de origem hospitalar.

O caldo nutriente utilizado para o crescimento bacteriano foi o Difco Mueller

Hilton Broht.

O meio de cultura para o antibiograma foi preparado com Agar Mueller-

Hinton.
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O solvente utilizado para dissolu¢cado das substancias e extrato foi o Etanol
da marca Vetec;

A substancia utilizada como controle positivo foi a tetraciclina, antibiético
obtido de origem comercial.

As aliquotas das amostras foram retiradas com micropipeta 0,5 - 10 yL da
Digipet.

A estufa utilizada para incubacdo foi uma estufa incubadora da Quimis,
modelo Q315M23.

As amostras foram aplicadas em discos estéreis com didmetro de 6 mm
feitos de papel filtro;

As placas de petri utilizadas para crescimento da cultura bacteriana tinham

uma proporc¢ao de 90 X 15 mm.

4.6. Metodologia na avaliacao preliminar da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana dos extratos e substancias isoladas de C.
mastigophorus foi testada frente as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 29213)
e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). As bactérias foram incubadas em caldo
nutriente (Difco Mueller Hilton Broht) a 37 °C por 24 h para expansédo. Em seguida,
as suspensdes bacterianas foram diluidas em salina estéril até 0,1 e absorbancia em
625 nm (STEMPLIUK, 2006). As suspensfes foram semeadas em placas de Petri
contendo agar Mueller-Hinton de acordo com o método descrito por BAUER et al.
(1966). Em seguida, os discos foram impregnados com 1 mg dos extratos bruto de
Conchocarpus Mastigophorus e 0,1 mg das substancias isoladas do extrato ACLCM.
Posteriormente, os discos foram adicionados sobre o semeado bacteriano e
incubados a 37 °C por 24 h. Os diametros dos halos de inibicdo do crescimento
bacteriano foram medidos em milimetros (mm). Os antibioticos ceftriaxona (30
pg/disco) e tetraciclina (30 pg/disco) foram utilizados como controle positivo para as
bactérias gram-negativa e gram-positiva, respectivamente. Etanol foi utilizado como

controle negativo.

Dentre os extratos que foram submetidos aos ensaios antibacterianos, para
esse trabalho apenas ACLCM e as substancias isoladas desse extrato serao
descritos e discutidos, devido a grade variedade de substancias observadas atraves

de técnicas cromatograficas preliminares, como por exemplo, a analise da CCD.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Elucidacéo das estruturas das substancias isoladas de C. mastigophorus
O estudo fitoquimico do caule de C. mastigophorus possibilitou o isolamento
de 09 metabdlitos secundarios, sendo cindo alcaloides do tipo acridénico (1-5) um

quinolinico (6) e dois quinol6nicos (8-9), além de uma cumarina (7).
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5.1.1. Determinacéao estrutural de CM1 (substancia 1)

A fracdo CM1 foi analisada por CG-EM e o cromatograma (figura 5.1A)
apresentou um pico principal com pureza relativa alta. O espectro de massas (figura
5.1B) da substancia majoritaria de CM1 mostrou o pico do ion molecular em m/z =
361 daltons, compativel com a formula molecular C;gH;9NO;, além de varios

fragmentos com massas pares, indicando a presenca de nitrogénio na molécula.
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Figura 5.1. A) Cromatograma obtido para CM1 apds analise por CG-EM; e B) Espectro de massas
(IE =70 eV) da substancia 1.

A substancia 1 (16 mg) foi isolada da fracdo ACLCM 16 e foi obtida na forma
de um sdlido cristalino amarelo. Sua férmula estrutural foi determinada por meio da
anélise detalhada dos dados de RMN *H e RMN **C 1D e 2D (HMQC e HSQC), dos
dados de EM (CG-EM), e também, por comparacao com a literatura (FURUKAWA,
1983b; SU et al.,, 1992; WU et al.,, 1982), sendo identificada como o alcaloide

acridénico tetrametoxilado, glifolina (1).

0 OH
OMe
HO N OMe
ome | OMe
Me

(1)
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No espectro de RMN *H, obtido em CDCI; (figura 5.2) ndo foi observado o
sinal caracteristico do grupo OH na posicdo peri a carbonila. Entretanto, ao
comparar os dados da substancia 1 (figuras 5.2, 5.3 e 5.4; tabela 5.1) com os
dados da substancia conhecida como glifolina (glyfoline) (FURUKAWA, 1983b; SU,
et al.,, 1992; WU et al., 1982), observou-se grande semelhanca apesar dos dados da
literatura terem sido obtidos em outros solventes (DMSO-dg, acetona-dg). Para
melhor comparac&o entre estes dados, o espectro de RMN *H foi também obtido em
acetona-ds (figura 5.5). Em acetona-ds observou-se o sinal da hidroxila quelada (o4
14,20), localizada em C-1, e ainda o sinal da segunda hidroxila, em dy 9,15, que nao
haviam sido observados no espectro obtido em CDCl;. Analisando os demais sinais
do espectro de RMN *H, em CDCl; (figuras 5.2 a 5.4), observou-se um sinal em 3y
8,07 (1H, d, J=8,8 Hz), caracteristico do H-8 em um sistema acriddnico, desblindado
pela carbonila na posicdo C-9 (FURUKAWA et al., 1983a). Este sinal mostrou
acoplamento com o hidrogénio em posicao orto, cujo sinal foi observado em dy 6,97
(1H, d, J=8,8 Hz, H-7. Os demais sinais observados em 0y 4,14 (3H, s), d4 3,95 (3H,
s), o4 3,88 (3H, s) 64 3,83 (3H, s) e 64 3,78 (3H, s), sdo correspondentes aos grupos
metilas ligados a heteroatomos (N ou O), sendo quatro grupos -OMe e um grupo -
NMe.

O espectro de RMN *3C da substancia 1 (figura 5.6) apresentou sinais
correspondentes a 18 carbonos. Estes sinais apareceram em &¢c 182,4 referente a
carbonila, valor condizente com a presenca de uma hidroxila peri a carbonila
(FURUKAWA et al.,, 1983a); os valores em &¢c 61,8, 61,5, 61,2 e 60,5 foram
atribuidos as metoxilas com substituicdes em ambas as posicées orto (FURUKAWA

et al., 1983a). O valor de & 45,9 foi atribuido ao grupo CHj3 ligado ao nitrogénio.

Na analise do mapa de contorno HSQC (figura 5.7) foi possivel
correlacionar &y 8,07 com &¢ 123,7; d4 6,97 com d¢c 111,8 e os sinais em oy 4,14,
3,95, 3,88, 3,83 e 3,78 com &¢ 61,8, 61,2, 60,5, 61,5 e 45,9, respectivamente. A
partir desses valores foi possivel sugerir a posi¢cao C-6 para uma hidroxila e C-5 para
uma das metoxilas, devido ao efeito conhecido como “compressido estérica”
(FURUKAWA, et al., 1983a).

Fazendo a analise do mapa de contorno de HMBC (figura 5.8) da
substancia 1 foi possivel correlacionar &y 8,07 (H-8) com &¢ 182,4 (C-9), 141,8 (C-
5a), 154,9 (C-6) e 135,2 (C-5); &4 6,97 (H-7) com d¢ 154,9 (C-6), 141,8 (C-5a), 135,2
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(C-5) e 118,1 (C-8a). Com os dados de correlagdo de ambos os hidrogénios do anel
A acoplando com 135,2 (C-5) referente a uma metoxila, pode se determinar que néo
haviam duas hidroxilas no anel A, mas apenas uma, determinando a localizacdo de
uma metoxila em C-5. Foi possivel ainda correlacionar o sinal em &y 3,78 (-NCHy)
com &¢c 141,8 (C-5a) e 138,0 (C-4a); e finalmente, os sinais em 0y 4,14, 3,95, 3,88 e
3,83 com aqueles em &¢ 154,2, 135,2, 135,4 e 134,3 respectivamente.

As correlacdes observadas no mapa de contorno HMBC, representadas na
figura 5.9, confirmaram a identificacdo da substancia 1 como a glifolina, bem como
os fragmentos observados em seu espectro de massas (figura 5.1B). As
fragmentacdes em m/z 316 (100%), 346 (70%) e 204 (70%), também estdo de
acordo com a literatura (WU et al.,, 1982; SU et al., 1992) para a glifolina. A
fragmentacdo principal é a perda de trés grupos CHsz; Uma fragmentacéo

caracteristica da estrutura acridonica, com o anel B 1,2,3,4-tetrassubstituido.

A glifolina € uma substancia com grande potencial antitumoral (WU et al.,
2010) e ainda néo foi isolada de espécies do género Conchocarpus. Foi isolada pela

primeira vez de Glycosmis citrifolia (Willd.) Lindl. por Wu et al. (1982).
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Figura 5.2. Espectro de RMN 'H (CDCl;, 500 MHz) da substancia 1.
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Figura 5.9. Correlacao atribuidas de acordo o HMBC da substancia 1.

Tabela 5.1. Dados de RMN 'H (acetona-dg) da substancia 1 comparados aos dados da literatura
(WU, et al.,1992) para a glifolina

Substéancia 1 Glifolina
Posicéao 1 (Mult.) Sn(Mult.)*
1-OH 14,20 (s) 14,18 (s)
2-OMe 4,09 (s) ** 4,02 (s) **
3-OMe 3,84 (s) ** 3,75 (s) **
4-OMe 3,87 (s) ** 3,78 (s) **
5-OMe 3,87 (s)** 3,80 (s) **
6-OH 9,15 (sl) 10,45 (sl)
7 6,97 (d, J = 8,8 Hz) 6,94 (d, J =9,0 Hz)
8 7,96 (d, J = 8,8 Hz) 7,84 (d, J=9,0 Hz)
9 — —
4a
5a
8a
9a
10-NMe 3,80 (s) 3,69 (s)

* dados obtidos em DMSO-d.

** Atribuicdes das metoxilas n&o foram confirmadas e podem estar trocadas.
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5.1.2. Determinacéao estrutural de CM2 (substancia 2)

A fracdo CM2 foi analisada por CG-EM e o cromatograma (figura 5.10A)
apresentou um unico pico, indicando um alto grau de pureza desta. O espectro de
massas (figura 5.10B) do constituinte desta fracdo (substancia 2) mostrou o pico do
ion molecular em m/z = 301 daltons, compativel com a férmula molecular
C16H15NOs.

e

25.0¢6

20 0e6-|

15.0e6 |

10.0e6-|

5.0¢6]

3 [ A R R R R N N R R T A T R T N N

3066

2066

1.096; 0n

g6 7 % oy W w9 e a5 a6 P om oo |
g s T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Figura 5.10. A) Cromatograma obtido para CM2 ap@s andlise por CG-EM; e B) Espectro de massas
(IE =70 eV) da substancia 2.

A substancia 2 (22 mg) foi obtida da fragdo ACLCM14 na forma de um sélido
cristalino alaranjado, solivel em acetona, que apresentou coloracdo alaranjada
intensa quando revelado com reagente de Dragendorff, indicando se tratar de um
alcaloide. Sua temperatura de fusédo (n&o corrigida) foi determinada na faixa de 198—
200 °C, Bem proxima ao valor (206—207 °C) descrito por Wu e Furukawa (1983).
Sua identificac&o foi realizada por analises dos espectros de RMN 'H e Bc1be2D
(HMBC e HSQC) e por CG-EM, para obtencdo do espectro de massas, que
forneceram dados suficientes para identificacdo da mesma como 1,5-dihidroxi-3,4-

dimetoxi-N-metilacridona, um alcaloide conhecido como citrusinina | (2).
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O espectro de RMN 'H (figura 5.11-5.13) em acetona-ds da substancia 2
apresentou um sinal em &y 14,14, caracteristico para a presenca de uma hidroxila
fendlica quelada, em posicao peri a um grupo carbonilico. Um segundo sinal, em &y
9,15 (s), também foi atribuido a outra hidroxila fendlica. Os sinais em &y 7,79 (1H,
dd, J=8,0 e 1,5 Hz), &4 7,29 (1H, dd, J=8,0 e 1,5 Hz) e &4 7,15 (1H, t, J=7,8 H2z),
revelaram o padrao de substituicdo relativo (1,2,3-trissubstituido) do anel A, e foram
atribuidos a H-8, H-6 e H-7, respectivamente. O sinal em &y 6,40 (1H, s) revelou o
padrao pentassubstituido do outro anel aromatico (anel B). Os trés sinais em &4 3,98
(3H, s), 64 3,83 (3H, s) e 64 3,77 (3H, s) foram associados a grupos metilas ligados a
heterodtomos (O ou N).

O espectro de RMN *3C (figura 5.14) da substancia 2 apresentou 16 sinais,
que foram atribuidos (tabela 5.2) apés analise detalhada dos espectros de HSQC
(figura 5.15) e de HMBC (figura 5.16).

Analisando o mapa de contorno HSQC (figura 5.15) foi possivel
correlacionar o sinal dos hidrogénios (anel A) 6y 7,79, 7,29 e 7,15 aos sinais dos
carbonos em &6¢c 117,4, 120,9 e 123,5, respectivamente. Observou ainda o sinal oy
6,40 unico hidrogénio do anel B correlacionar com o sinal em &¢ 94,7. Também foi
possivel correlacionar as metoxilas com sinais oy 3,77 e 3,98 do anel aromético B
aos Oc 60,5 e 56,7, sendo o sinal mais desblindado, segundo Furukawa, et. al.
(1983a), é referente a metoxila sob compresséo estérica, efeito que é observado
guando existem grupos substituintes em ambas as posi¢cdes orto em relacdo a esta
metoxila. O sinal &4 3,83 correlacionou com o sinal em &8¢ 46,8, e o deslocamento
quimico do carbono N-metilico é compativel com a presenca de grupos substituintes

na posi¢ao peri ao nitrogénio (FURUKAWA, et al. 1983a).

No mapa de contorno HMBC (figura 5.16), que mostra geralmente
acoplamentos a duas e trés ligacdes entre *C e *H ((Juc e *Juc), foram observadas

correlagdes dos seguintes sinais: em 8y 7,79 (H-8) com os sinais em &¢ 183,2
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(C=0), 138,7 (C-5a) e 120,9 (C-6); em dy 7,29 (H-6) com os sinais em &¢ 148,9 (C-
5), 138,7 (C-5a), 123,5 (C-7) e 117,4 (C-8); em by 7,15 (H-7) com os sinais 6¢ 148,9
(C-5), 125,6 (C-8a), 120,9 (C-6) e 117,4 (C-8); em &y 6,40 (H-2) com os sinais em &y
161,3 (C-1), 161,0 (C-3), 131,2 (C-4) e 106,9 (C-9a); em dy 14,14 (1-OH) com os
sinais em &¢ 94,7 (C-2) e 106,9 (C-9a); em &y 3,98 (3-OMe) e 3,77 (4-OMe) com 0s
sinais em &¢ 161,0 (C-3) e 131,2 (C-4), respectivamente; e finalmente, em &4 3,84
com os sinais em &¢c 143,2 (C-4a) e 138,7 (C-5a). Estes dados possibilitaram a
definicdo das posi¢cdes dos substituintes no esqueleto do alcaloide acridénico, como
mostrado na figura 5.18, e a identificagdo da substancia 2, como a citrusinina | (WU
& FURUKAWA, 1983). Os dados de RMN *H e RMN *3C (tabela 5.2) mostraram-se
de acordo com aqueles da literatura (POMKEUA, 2010) para esta substancia.
Apesar desta substancia ter sido isolada pela primeira vez por Wu e Furukawa
(1983b), ndo foram utilizados os dados publicados por estes autores para
comparacdo com a substancia 2, pois os mesmos foram obtidos em solvente
diferentes (DMSO-dg + CDCI3).

Esse tipo de alcaloide é bastante comum na familia Rutaceae. A citrusinina |
foi primeiramente isolada da casca da raiz de Citrus sinensis L. Osbeck (WU e
FURUKAWA, 1983b), mas essa € a primeira ocorréncia no género Conchocarpus. A
citrusinine | € uma substancia que exibe grande efetividade contra o virus do herpes
tipos 1 e 2 (YAMAMOTO et al., 1989) e foi isolada pela primeira vez de Citrus
sinensis Osbeck var. (WU & FURUKAWA, 1983b), e posteriormente, de Swinglea
glutinosa (PURCARO et al., 2009).
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Figura 5.17. Correla¢des observadas no experimento HMBC para a substéncia 2.
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Tabela 5.2. Comparacédo dos dados de RMN 'He BC (acetona-dg) da substancia 2 com valores da
literatura (POMKEUA, 2010) para a citrusinina |

Substancia 2 Citrusinina |
POSiQéO o4 Oc o, Oc*
1-OH 14,14 (s) 161,3 14,22 (s) 160,3
2 6,40 (s) 94,7 6,41 (s) 93,7
3 161,0 160,0
3-OMe 3,98 (s) 56,7 3,98 (s) 55,7
4 131,2 130,3
4-OMe 3,77 (s) 60,5 3,76 (s) 59,5
5-OH 9,15 (s) 148,9 9,42 (s) 148,0
6 7,29 (dd J=7,8; 1,5 Hz) 120,9 7,30 (d, J = 7.8 Hz) 119,9
7 7,15 (t, J = 7.8 Hz) 1235 7,16 (t, J = 7,8 Hz) 122,5
8 779(ddJ=8;15Hz) 117,4 7,78 (d, J = 7,8 Hz) 116,3
9 183,2 182,2
4a 143,2 142,2
5a 138,7 137,4
8a 125,6 1245
9a 106,9 105,9
10-NMe 3,83 (s) 46,8 3,83 (s) 45,9

* dados obtidos em acetona-de.
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5.1.3. Determinacéao estrutural dos constituintes de CM3 (substancias 2 e 3)

A fracdo CM3 foi analisada por CG-EM e o cromatograma (figura 5.18A)
apresentou dois picos principais, denominados A e B, além de outros picos menos
significativos. O espectro de massas (figura 5.18B) do constituinte majoritario desta
fracdo apresentou a mesma massa e grande semelhanca com o espectro de
massas da citrusinina | (2), enquanto o espectro de massas (figura 5.18C) do outro
constituinte (substancia 3) apresentou o pico do ion molecular m/z 331 daltons,

compativel com a férmula molecular C;7H17NOg.
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Figura 5.18. A) Cromatograma obtido para CM3 apoés analise por CG-EM; B) Espectro de massas (IE
=70 eV) da substancia 2; e C) Espectro de massas (IE = 70 eV) da substéncia 3.

A fracdo CM3 (33 mg) foi obtida na forma de um sélido amorfo castanho, da
fracdo ACLCM12, solivel em acetona. Por meio da andlise detalhada de dados
espectrométricos (RMN 'H, RMN *C e EM) obtidos para CM3, e comparacéo
desses dados com aqueles de uma amostra auténtica (substancia 2) e da literatura,
foi possivel identificar CM3A como a citrusinina | (2), ja isolada da fragdo CM2, e
CM3B como o alcaloide acridénico 1,5-dihidroxi-2,3,4-trimetoxi-N-metilacridona,
conhecido como citbrasina (3) (WU & FURUKAWA, 1983).
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O espectro de RMN 'H (figuras 5.19 a 5.22) de CM3 apresentou sinais
correspondentes a duas substancias, CM3A e CM3B, na proporc¢ao relativa de 10:8,
os quais foram diferenciados (no espectro) pelas letras A e B, respectivamente. A
comparacao dos sinais de CM3A com aqueles da amostra CM2 (se¢édo 5.1.2),
possibilitou concluir que estas sao idénticas, e se tratam da citrusinina | (2).
Portanto, somente sera discutida a elucidagédo estrutural de CM3B (substancia 3).
Os sinais observados para CM3B foram muito semelhantes ou, em alguns casos,
coincidentes aos sinais observados para CM3A. A principal diferenca nos dados de
RMN de *H destas, é a substituicdo em C-2, caracterizada pela observacdo do sinal
em 0y 6,40 (s, H-2) para CM3A (ausente em CM3B), e um sinal de uma quarta
metoxila, orto dissubstituida, em CM3B (ausente em CM3A). Portanto, conclui-se
gue a estrutura de CM3B é semelhante a de CM3A (citrusinina |), com a substituicao

de um hidrogénio em C-2 por um grupo metoxila.

O espectro de RMN *3C (figuras 5.24) de CM3 também possibilitou
confirmar as observacdes destacadas anteriormente, mostrando 17 sinais de
carbono para CM3B e apenas 16 sinais para CM3A. Vale destacar que os sinais de
CM3A foram atribuidos a partir da comparacdo dos dados com aqueles da
substancia 2 (CM2).

Estas informacdes possibilitaram a proposicdo da estrutura do alcaloide
acridénico 1,5-dihidroxi-2,3,4-trimetoxi-N-metilacridona (3) para CM3B. Além disso, a
comparacao dos dados de RMN *H (tabela 5.3) e RMN *3C (tabela 5.4) com aqueles
da literatura (WU e FURUKAWA, 1983; PURCARO, 2008), para o alcaloide,

conhecido como citbrasina (3), corroboraram para a confirmacéo desta proposta.

As principais fragmentacdes correspondentes aos picos apresentados no
espectro de massas de CM3B (figura 5.18C) estéo de acordo com a literatura (WU e
FURUKAWA, 1983) e s&o observadas em m/z (%): 316(100), 300(7), 286(16),
258(15), 174(25). A citbrasina também foi isolada pela primeira vez de Citrus
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sinensis Osbeck var. (WU e FURUKAWA, 1983), e posteriormente, de Swinglea
glutinosa (PURCARO et al., 2009). A substancia citbrasina possui atividade como

inibidor de enzima frente a catepsina V (SEVERINO, 2008).

A
A
B
AB AB
AB
AB
] B __,___JM._ R | " | I R __JJ\,MJLIUF L\JJI A
M s, | F i t L E AAA
II.S ].-LO ]_';.5 13‘.0 125 12.0 1.1.‘.5 1.1.'.0 ].l.':.S 1.0‘.0 9:5 9:0 8:5 8:0 ?:5 ?:D 6:5 6:0 55 Y] 4.5 4:0 3:5
f1 (ppm)
. 1
Figura 5.19. Espectro de RMN "H (acetona-dgs, 500 MHz) de CM3.
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Figura 5.23. Espectro de RMN **C (acetona-ds, 125 MHz) de CM3.

Tabela 5.3. Comparacéo dos dados de RMN 'H da citbrasina e da substancia CM3B

citbrasina substancia CM3B
Posicao on* (Mult.) O **(Mult.)
1-OH 13,99 (s) 14,10 (s)
2 _— _—
2-OMe 3,95 (s) 3,88 (s)
3 _— _—
3-OMe 4,13 (s) 4,09 (s)
4 —— —
4-OMe 3,81 (s) 3,82 (s)
5-OH 7,12 (s) 9,23 (s)
6 7,19 (dd J=8,0; 2,0 Hz) 7,30 (dd, J =7,8; 1,5 Hz)
7 7,07 (t, J=8,0 Hz) 7,17 (t, J=7,8 Hz)
8 7,85 (dd J=8,0; 2,0 Hz) 7,79 (dd, J =8,0; 1,5 Hz)
g _— _—
4a
5a
8a
9a
10-NMe 3,84 (s) 3,85 (s)

* Dados obtidos em acetona-ds (WU & FURUKAWA, 1983)

** Dados obtidos em acetona-dg a 500 MHz.



Tabela 5.4. Comparacao dos dados de RMN **C da citbrasina e de CM3B
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citbrasina substancia CM3B
Posicao Oc* (Mult.) Oc**(Mult.)
1 154,7 155,6
2 152,1 152,9
2-OMe 61,0 61,0
3 138,9 139,6
3-OMe 61,3 61,1
4 1345 135,4
4-OMe 61,9 62,0
5 147,0 149,1
6 120,5 123,7
7 122,9 125,2
8 118,0 120,9
9 183,1 183,8
4a 108,3 108,7
b5a
8a 124,6 127,5
9a 137,6 135,0
10-NMe 46,6 46,9

* Dados obtidos em acetona-ds (PURCARO, 2008).

** Dados obtidos em acetona-dg a 125 MHz.
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5.1.4. Determinacéao estrutural de CM4 (substéancias 4 e 5)

A fragdo CM4 (27 mg) foi analisada por CG-EM e o cromatograma (figura
5.24A) apresentou dois picos principais, denominados CM4A e CM4B. O espectro
de massas (figura 5.24B) dois constituintes foram identificados, sendo que o
majoritario desta fragdo apresentou o pico do ion molecular em m/z 347 daltons,
compativel com a formula molecular C;17H;7NO7, e 0 minoritario apresentou o pico do
ion molecular em m/z 317 daltons que € compativel com a férmula molecular
Ci16H1sNOgs. A discussdo da elucidacdo estrutural das substancias 4 e 5 sera

apresentada a seguir.
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Figura 5.24. A) Cromatograma obtido para CM4 ap0s analise por CG-EM; e B) Espectro de massas
(IE =70 eV) da substancia 4 e 5.

5.1.4.1 Determinacéao estrutural de CM4A (substancia 4)

A amostra CM4, proveniente da fragdo ACLCM25.2, contendo uma mistura
das substancias 4 (CM4A) e 5 (CM4B), na proporc¢do de 100:20, foi obtida na forma
de um solido amorfo castanho, soluvel em cloroférmio. Seus constituintes foram
identificados por meio da anélise dos dados de RMN *H e RMN *3C 1D e 2D (HMBC
e HSQC) e por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, que
forneceram dados suficientes para determinacdo da estrutura de mais um alcaloide
do tipo acriddnico (1,3,6-trihidroxi-2,4,5-trimetoxi-N-metilacridona), sendo que a
substancia 5 sera discutida no proximo item, ora visto que dessa mistura duas

substancias foram identificadas.
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O espectro de RMN *H (figura 5.25 a 5.27) de CM4 da substancia 4 (A)
apresentou sinal em &y 8,05 (d, J=8,8 Hz) referente ao H-8, mais desblindado devido
ao efeito da carbonila. O sinal em &y 6,96 (d, J=8,8 Hz) foi a atribuido ao H-7, que se
acopla em orto com o H-8. Os sinais referentes as metoxilas aparecem na regido de
oy 4,02, 3,87 e 3,86 e o sinal da metila ligada ao nitrogénio, em &y 3,79. Mesmo néo
sendo observado o sinal caracteristico de &y para uma hidroxila quelada, na faixa
12-17 ppm, o valor de d¢c acima de 180 para a carbonila, indicou a possibilidade da
presenca de um grupo hidroxila em posi¢cao peri a carbonila (FURUKAWA, et al.,
1983a). Ao obter o espectro de RMN *H em acetona-ds (Figura 5.28), ao invés de
CDCl3, pode se observar além dos sinais ja mencionados, outros trés sinais
referentes as hidroxilas. Estes sinais aparecem em &y 14,30, para a hidroxila peri a
carbonila, e em &y 8,90 e 9,11, para as duas outras hidroxilas, em C-3 e C-6.
Observa-se ainda um pequeno deslocamento dos valores para os hidrogénios H-8,
H-7 e da metoxilas, algo ja esperado, devido a interacdo prépria para cada solvente.
Os sinais de H-8 e H-7 que, em CDCl;, foram observados em &4 8,05 e 6,96,
respectivamente, foram observados em &y 7,94 (d, J=8,8 Hz) e 6,95 (d, J=8,8 Hz)
em acetona-ds (tabela 5.5).

O espetro de RMN *C (figura 5.29) de CM4 apresentou 33 sinais de
carbonos para mistura das substancias 4 e 5 com valores que se destacam para
diferenciar e pontuar alguns deslocamentos caracteristicos. Em &, 182,2 e 180,7
representam valores das carbonilas. Os sinais em 8. 61,8, 61,1, 61,0 (2C) e 60,6 sdo
referentes das cinco metoxilas apresentadas pelas substancias CM4A e CM4B. A
principal diferenca nos sinais destas duas substancias, refere-se ao deslocamento
quimico do grupo metila ligado ao nitrogénio, observado em &, 45,5 para CM4A
(substancia 4) que evidencia, segundo Furukawa, et al. (1983a), substituicdo nas
posicdes peri ao nitrogénio (orto-dissubistituido). Esse efeito ndo € observado para
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CM4B (substancia 5) que sera discutida na secdo 5.1.4.2. Os valores referentes a
substancia 4 em CDCl; e os 17 sinais referentes aos carbonos aparecem em &
182,1; 154,8; 151,5; 150,0; 141,5; 138,0; 135,4; 129,5; 128,5; 123,5; 117,9; 111,9;
105,4; 61,1; 61,0; 60,6 e 45,5, valores distinguidos pela intensidade dos sinais e que
sdo observados na ampliacdo da figura 5.29. Esses valores ainda foram
reafirmados e correlacionados com maior detalhamento a partir do experimento
repetido em acetona-ds e descritos na analise dos experimentos de HMBC e HSQC.
Os valores de . em acetona-ds séo: 182,6; 156,8; 152,6; 152,4; 143,4; 139,0; 137,2;
130,8; 130,0; 123,2; 118,0; 113,4; 105,4; 60,9; 60,8; 60,6 e 46,3 (figura 5.30 e
tabela 5.5).

O mapa de contornos do HSQC (figura 5.31) de CM4 para a substancia 4
apresentou seis sinais de carbonos hidrogenados, dois deles referentes aos
hidrogénios C-7 e C-8 se correlacionando com H-7 e H-8, respectivamente. Outras
correlagdes foram observadas entre os sinais em 6y 3,83; 3,86 e 3,87, referente as
metoxilas, com os sinais em 6. 60,6; 60,8 e 61,0, valores com solventes acetona-ds.
Devido a grande proximidade destes valores tornou-se dificil determinar com
exatidao tais correlagdes. Finalmente, foi observada correlagéo entre o sinal em oy

3,80, referente ao grupo metila ligado ao nitrogénio, com o sinal em &, 46,3.

No mapa de contornos do HMBC (figura 5.32) de CM4 para substancia 4
observou-se correlagao do sinal &4 em 14,39 referente a hidroxila quelada com os
sinais em &, 105,4(C-9a); 130,8(C-2) e 152,6(C-1). Do sinal em &4 9,11 (6-OH)
correlagdo com os sinais em &. 113,4(C-7) e 137,2(C-5); e do sinal em &4 8,90 (3-
OH) com o sinal em &, 130,0(C-4). Com relacdo aos hidrogénios do anel A
(tetrasubistituido), H-7 em &y 6,95, correlacionou com os sinais 6. 118,0(C-8a) e
137,2(C-5); e H-8 (&4 7,94) com os sinais em &, 137,2(C-5), 143,4(C-5a), 156,9(C-6)
e 182,6(C-10). Estas correlacdes podem ser visualizadas na figura 5.33.

A diferenca nos espectros de RMN das substéancias 4 e 5 e as analises dos
mapas de correlacdes forneceram dados suficientes para a determinagao inequivoca
das posicOes das hidroxilas e metoxilas. ApOs analise dos resultados discutidos,
confirma-se a substancia 4 como sendo a estrutura do alcaloide acridénico 1,3,6-
trihidroxi-2,4,5-trimetoxi-N-metilacridona, substéncia ainda ndo descrita na literatura,
para a qual propusemos o0 nome de mastigoforina (mastigophorine), devido ao seu

primeiro isolamento ocorrer de C. mastigophorus.
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Figura 5.33. Correlacao atribuidas de acordo a HMBC da substancia 4.

Tabela 5.5. Dados de RMN *H e *C da substancia 4 em acetona-ds
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Posicéo Oy (Mult.) oc
1-OH 14,39 (s) 152,6
2 130,8
2-OMe 3,87 (s)* 60,9*
3-OH 8,90 (s) 152,4
4 130,0
4-OMe 3,86 (s)* 60,8*
5 137,2
5-OMe 3,83 (s)* 60,6*
6-OH 9,11 (s) 156,8
7 6,95 (d, J = 8,8 Hz) 113,4
8 7,94 (d, J =8,8 Hz) 123,2
9 182,6
4a 139,0
5a 1434
8a 118,0
9a 105,4
10-NMe 3,80 (s) 46,3

* podem estar trocadas
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5.1.4.2. Determinacao estrutural de CM4B (substancia 5)

O perfil espectrométrico da substancia 5 (CM4B) se assemelha em muitos
aspectos ao da substancia 4 (CM4A). Sua identificacéo foi realizada baseada nos
dados de RMN 'H, RMN **C, CG-EM e comparacéo destes dados com dados da
literatura para o alcaloide acridonico 1,3,6-trihidroxi-2,5-dimetoxi-N-metilacridona (5).

OH
OMe

\
OMe Me

5

Os sinais da substancia 5 (CM4B) no espectro de RMN *'H foram
caracteristicos aos de um alcaloide acriddnico, e semelhantes aos da substancia 4.
Os sinais em 6y 8,14 (d, J=8,8 Hz) e &4 6,96 (d, J=8,8 Hz) foram atribuidos a H-8 e
H-7, respectivamente; em &y 6,44 (s), foi atribuido ao H-4; em &y 4,02 (s), 3,99 (s) e
3,75 (s) atribuidos a dois grupos metoxila e uma metila ligada a nitrogénio. Dados
que foram observados em CDCl; (figuras 5.25 a 5.27). No espectro em acetona-ds,
(figura 5.35) além dos sinais ja discutidos, observou-se o sinal da hidroxila peri a
carbonila, em &y 15,02, e outros dois sinais, em &y 9,08 e 8,94, referentes outras

duas hidroxilas.

No espectro de RMN *C (figura 5.34) as principais diferencas observadas
nos sinais da substancia 5, comparados aos da substancia 4, foram de C-4 em &
90,7, valor caracteristico a carbono hidrogenado no anel aromético; e o sinal do
grupo metila ligado ao nitrogénio, que foi observado em &, 39,2, valor compativel
com a auséncia de substituinte em uma das posi¢cdes peri ao grupo N-metil, neste
caso em C-4 (FURUKAWA, et al., 1983b). Os demais sinais da substancia 5 foram
observados em d&.: 180,7; 155,7; 155,2; 154,9; 143,1; 138,0; 134,3; 128,4; 123,9;
116,9; 111,6; 105,3; 90,7; 61,8; 61,0 e 39,2.

A andlise destes dados e comparacéo (tabela 5.6) com dados da literatura
(JU-ICHI et al., 1988) permitiu fazer as atribuicdes para o alcaloide acridénico 1,3,6-
trihidroxi-2,5-dimetoxi-N-metilacridona, conhecido como citramina. Muitos tipos de
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alcalbides acridénicos sdo descritos na literatura, mas substancias do tipo 1,2,3,5,6-

pentaoxigenados sdo raras e a citramina € um desses exemplos de fonte natural.
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Figura 5.34. Espectro de RMN 3¢ (CDCl3, 125 MHz) de CM4 com destaque para substéncia 5.

Tabela 5.6. Comparacdo dos dados de RMN 'H da substancia 5 em acetona-ds com dados da
literatura para a citramina

substancia 5 citramina

Posicéo O (Mult.) On *(Mult.)

1-OH 15,02 (s) 15,03 (s)

3-OH 9,08 (s) 9,04 (s)

4 6,49 (s) 6,49 (s)

6-OH 8,94 (s) 8,91 (s)

7 6,96 (d, J=8,8 Hz) 6,95 (d, J=8,8 Hz)
8 8,04 (d, J=8,8 Hz) 8,05 (d, J=8,8 Hz)
10-NMe 4,03 (s) 4,04 (s)

* (JU-ICHI et al., 1988)
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5.1.5. Determinacéao estrutural dos constituintes de CM5 (substancias 6 e 7)

A fracdo CM5 (26,5 mg), constituida de um solido amorfo amarelo claro, foi
obtida do grupo ACLCM 25.5. Esta foi analisada por CG-EM e o cromatograma
(figura 5.36A) apresentou um pico principal (pico 2) e trés minoritarios (picos 1, 3 e
4). Entretanto, serdo discutidos somente os dados das substancias correspondentes
aos picos 1 e 2, que foram denominadas CM5A e CM5B, respectivamente, e
identificadas como substancias 6 e 7.

O espectro de massas (figura 5.36C) do constituinte majoritario (CM5B)
desta fracdo apresentou a mesma massa e grande semelhanca com o espectro de
massas da marmesina (substancia 7), enquanto o espectro de massas (figura
5.36B) do outro constituinte apresentou o pico do ion molecular m/z 229 daltons,
compativel com a formula molecular C;3H;;NO3 e semelhante ao espectro de
massas da y-Fagarina (substancia 6). A identificacdo das substancias 6 e 7 sera

apresentada a sequir.
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Figura 5.36. Cromatograma obtido para CM5 apds analise por CG-EM; e B) Espectro de massas (IE
=70 eV) da substancia 6; C) Espectro de massas da substancia 7.
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5.1.5.1 Determinacao estrutural de CM5A (substancia 6)

A substéncia 6 (CM5A), um dos constituintes minoritarios de CM5, foi obtida
em mistura com a substancia 7, e ainda duas outras substancias (4 e 5). Esta foi

caracterizada pela anélise dos dados de RMN *H e *3C, além de CG-EM.

(6)
Os sinais correspondentes & substancia 6, no espectro de RMN *H (figura

5.37 a 5.39) de CM5, foram observados em &4 7,83 (dd, J= 8,6 e 1,1 Hz) referente a

H-5, hidrogénio mais desblindado, sugerindo assim a presenca dos hidrogénios H-6

e H-7. O sinal de H-6 em &y 7,39 apresentou-se como um duplo dupleto devido aos
acoplamentos em orto com H-5 (J=8,6 Hz) e H6 (J= 7,5 Hz). O hidrogénio H-7 ent&o
foi atribuido ao sinal em &y 7,09 (dd, J=7,7 e 0,9 Hz). Os sinais em &y 7,67 (d, J=2,7
Hz) e 64 7,13 (d, J=2,7 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios H-2’ e H-3’,
respectivamente, caracteristicos do anel furanico. Os sinais em &y 4,49 (s, 3H) e
4,07 (s, 3H) sugerem a presenca de duas metoxilas, sendo que o sinal em &y 4,49 é
caracteristico para metoxilas em C-4 de anel furoquinolinico e o sinal &y em 4,07
referente a metoxila em C-8. Os valores estdo de acordo com aqueles da literatura

(tabela 5.7) para a y-Fagarina.

Por se tratar de uma mistura de quatro substancias, no espectro de RMN *3C
(figura 5.40) foram distinguidos os sinais da substancia 6, por compara¢cdo com
dados da literatura (PAULINI et al., 1989).

Da analise do espectro de massas da substancia 6 (figura 5.36) observou-
se 0 pico do ion molecular m/z 229 daltons, compativel com a féormula molecular
C13H11NO3. Os picos correspondentes a fragmentos em m/z 214, 200, 199, 186, 185,
184, 156 e 75 também estdo de acordo a literatura (PAULINI et al., 1989) para a y-
fagarina, um alcaloide furoquinolinico, amplamente distribuido na familia Rutaceae
(MESTER, 1983). A y-fagarina demonstrou um grande potencial antioxidante de
acordo com (FERNANDES, 2011).
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Tabela 5.7. Comparacéo dos dados de RMN *H da substancia 6 com dados da literatura para a y-
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Fagarina.
substancia 6 y-Fagarina
Posicao Oy (Mult) Oy *(Mult.)
5 7,83 dd (J=8,6 e 1,1 Hz) 7,83 dd (J=9,0 e 1,5 H2)
6 7,39 dd (J=8,5e 7,5 Hz) 7,34 dd (J=9,0 e 8,0 H2)
7 7,10 dd (J=7,7 € 0,9 Hz) 7,04 dd (J=8,0 e 1,5 Hz)
2 7,67 d (J=2,7 Hz) 7,63 d (J=3,0 Hz)
3 7,13 d (J=2,7 Hz) 7,06 d (J=3,0 Hz)
4-OCHgs; 4,49 s 4,44 s
8-OCHs 4,07 s 4,07 s

* PAULINI et al., 1989

5.1.5.2. Determinacao estrutural de CM5B (substancia 7)

A substancia 7 (CM5B), constituinte majoritario de CM5, foi obtidas em

mistura com outros trés constituintes minoritarios (substancias 4, 5 e 6) como

descrito no item 5.1.5.1, e foi identificada com base no dados de RMN !H e *C e

CG-EM, e comparacgéo com a literatura, como a cumarina marmesina.

HO
Me 2

No espectro de RMN *H (figura 5.41 a 5.44) de CMS5, os sinais de CM5B
foram observados em &4 7,57 (d, 9,5 Hz) e 6,18 (d, 9,5 Hz), sugerindo a presenca de

um esqueleto cumarinico, sendo estes sinais caracteristicos dos hidrogénios H-4 e

H-3, respectivamente. Os sinais em 846,69 (1H, s) e 7,20 (1H, s), foram atribuidos a

H-8 e H-5, respectivamente. Os sinais do anel dihidrofurano foram observados em
Oy 4,72 (dd, 9,2 e 8,5 Hz, H-2'), 3,22 (m, H-3'a) e 3,21 (m, H-3'b). Os sinais

referentes ao grupo hidroxi-isopropila foram observados em &y 1,36 (3H, s) e 1,23

(3H, s).

No espectro de RMN *C de CMS5 (figura 5.45) foram observados 14 sinais
para a substancia 7 (CM5B), em &¢: 163,2 (C-7), 161,5 (C-2), 155,6 (C-8a), 143,7
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(C-4), 125,1 (C-6), 123,4 (C-5), 112,7 (C-4a), 112,2 (C-3), 97,9 (C-8), 91,1 (C-2)),
71,7 (C-1”), 29,5 (C-3'a e b), 26,0 (C-2"), 24,3 (C-3").

Analisando os dados dos espectros e fazendo comparacéo (tabela 5.8) com
a literatura (ISIDORO et al., 2012) foi possivel determinar a natureza da substancia 7
como a cumarina marmesina. Essa substancia foi submetida a ensaios de inibicao

do transporte de elétrons basal, no qual demonstrou atividade (SA, 2010).
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Tabela 5.8. Dados de RMN 'H e *C (CDCl3) de CM5B (substancia 7) comparados aos dados da

literatura (ISODORO et al., 2012) para a marmesina.

Substancia 7 marmesina
Posicdo  8H (Mult.) oC SH*(Mult.) oC*
2 161,5 161,1
3 6,18 (d, 9,5) 112,2 6,22 (d, 9,4) 112,3
4 7,57 (d, 9,5) 143,7 7,60 (d, 9,4) 139,4
4a 112,7 113,7
5 7,20 (sl) 123,4 7,22 (sl) 123,4
6 125,1 125,0
7 163,2 163,3
8 6,69 (s) 97,9 6,75 (s) 97,9
8a 155,6 155,7
2 4,72 (dd, 9,2 e 8,5) 91,1 4,74 (dd, 9,2 e 8,5) 91,1
3'a 3,22 (m) 29,5 3,22 (ddd, 14,8,85e1) 295
3b 3,21 (m) 29,5 3,19 (ddd, 14,8,9,2e1) 29,5
17 71,7 71,6
27 1,36 (s) 26,0 1,38 (s) 26,2
3” 1,23 (s) 24,3 1,24 (s) 24,2
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5.1.6. Determinacdao estrutural dos constituintes de CM6 (substancias 8 e 9)

A fragdo CM6 (7,5 mg) foi obtida na forma de um sélido amorfo alaranjado
da fragdo ACLCM25.9 e revelou em reagente de Dragendorff, com uma cor
alaranjada, indicando a presenca de alcaloide. Esta foi analisada por CG-EM e o
cromatograma (figura 5.46A) apresentou dois picos principais com uma proporcao
relativa de 100:60, denominados CM6A (majoritario) e CM6B. O espectro de massas
(figura 5.46B) do constituinte majoritario (substancia 8), apresentou o pico do ion
molecular em m/z 189 daltons, compativel com a férmula molecular C;1;H1:NO,. O
espectro de massas (figura 5.46C) de CM6B (substancia 9) apresentou o pico do

ion molecular m/z=205 daltons, compativel com a formula molecular C1;H;:NOs3.
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5.1.6.1 Determinacéao estrutural de CM6A (substancia 8)

A substancia 8 (CM6A) foi obtida em mistura com a substancia 9 (CM6B) e
outros constituintes em baixa concentracdo. Ela foi identificada pela analise dos
dados de RMN *H e *C, HMBC, HSQC e por CG-EM, e também, por comparacéo

de dados da literatura, como o alcaloide 1-metil-4-metoxi-2-quinolona.

OMe

No espectro de RMN 'H de CM6 (figura 5.47 a 5.48) foram observados
sinais referentes as duas substancias CM6A e CM6B. Para CM6A, observou-se
quatro sinais, todos com integracdo para um hidrogénio, tipicos de anel aromatico
dissubstituido, sendo dois multipletos, em &y 7,61-7,66 (H-7) e em &y 7,25-7,30 (H-
6); um duplo dupleto, em &y 7,99 (J= 8,5 e 1,3 Hz, H-5); e um dupleto largo em &y
7,37 (J= 8,5 Hz, H-8). Além destes, foram observados um sinal em oy 6,17 (s, H-3),
caracteristico de alcaloides 2-quinoldénicos, com substituicdo em C-4; e dois
singletos em &4 3,97, referente ao grupo metoxila em C-4, e em &y 3,69, referente ao
grupo N-metil. Os valores para cada hidrogénio foram atribuidos de acordo com as
correlagdes observadas no HMBC que serdo mostradas a seguir.

No espectro de RMN '3C (figura 5.49) foram atribuidos 11 sinais de
carbonos de acordo com a literatura, e com as correlagdes observadas nos mapas
de contornos HMQC e HSQC. A andlise do mapa de contorno de HSQC de CM6
(figura 5.50) mostrou as correlagfes, para a substancia 8, entre 0os seguintes sinais:
em oy 7,37 (H-8) e em &¢ 114,3; em &y 7,99 (H-5) e em 6¢ 123,6; em &y 7,61-7,65
(H-7) e em &¢ 131,6; em &y 7,25-7,30 (H-6) e em &¢ 122,6; em &y 6,17 (H-3) e em ¢
96,2; em &y 3,69 (N-Me) com &¢ 29,5; e em &y 3,97 (OMe) com &¢ 56,1.

O mapa de contorno de HMBC (figura 5.51) mostrou as seguintes
correlagdes: do sinal em &y 7,99 (H-5) com os sinais em &¢ 163,2 (C-4), 139,7 (C-8a)
e 131,6 (C-7); em &y 7,61-7,66 (H-7) com os sinais em &¢ 139,7 (C-8a), 114,3 (C-8),
123,6 (C-5); em &y 7,37 (H-8) com os sinais em &¢ 122,6 (C-6) e 116,8 (C-4a); do
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sinal em dy 6,17 (H-3) com os sinais em &¢ 163,2 (C-4) e 116,8 (C-4a); em dy 3,97
(OMe) com o sinal em &¢ 163,2 (C-4); e em &y 3,69 (N-Me) com os sinais em &¢
139,7 (C-8a) e 164,1 (C=0), Esta ultima correlacdo evidenciou a posicdo da
carbonila, caracterizando o alcaloide como do tipo 2-quinolénico. A partir das
correlacdes observadas de HMBC (figura 5.52) e HSQC foi possivel atribuir todos
os sinais de carbono e hidrogénio da substancia 8, os quais sdo apresentados na
tabela 5.9, que também mostra a comparacdo dos dados de RMN *H com aqueles
da literatura (NAYAR et al., 1971, ALBARICI, 2006), para o alcaloide 1-metil-4-
metoxi-2-quinolona, substancia isolada de Hesperethusa crenulata (Roxb.) (NAYAR
et al.,, 1971). Essa substancia foi submetida a ensaios e foi observada uma
significativa atividade tripanocida (AMBROZIN, 2004).
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(substancia 8).
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Figura 5.52. principais correlages observadas no HMBC para substéncia 8.

Tabela 5.9. Dados de RMN ‘H (CDCl3) da substancia 8 comparado com a literatura

Substancia 8

1-metil-4-metoxi-2-quinolona

Posicdo oy (Mult.) on*

3 6,17 (s) 6,12 (s)

5 7,99 (dd, 8,0; 1,3 Hz) 7,98 (dd, 8,0; 1,2 Hz)

6 7,25-7,30 (m) 7,25 (ddd, 8,0; 7,1 e 1,2)
7 7,61-7,65 (M) 7,60 (ddd, 8,2; 7,1 e 1,2)
8 7,37(dl, 8,5 Hz) 7,37 (dl, 8,2 Hz)

1-NMe 3,69 (s) 3,70 (s)

4-OMe 3,97 (s) 3,97 (s)

* ALBARICI, 2006 (CDCl3— 200 MHz)
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5.1.6.2 Determinacéao estrutural de CM6B (substancia 9)

A identificacdo da substancia 9 (CM6B) foi realizada pela analise dos dados
de RMN 'H e C, HMBC, HSQC e por CG-MS, sendo identificada como a 1,4-

dimetoxi-2-quinolona, conhecida como haplotusina.

O espectro de RMN *H (figura 5.53) de CM6 apresentou os sinais da
substancia 9 muito parecidos e, em alguns casos, sobrepostos aos sinais da
substancia 8. A principal diferenca ocorreu na regiao dos sinais de OMe e NMe.
Para a substancia 9, ao invés do sinal caracteristico do grupo N-CH3; (~dy 3,70)
presente na substancia 8, foi observado um sinal em &y 4,07 (s-3H), sugerindo a
presenca de um grupo N-OMe, no lugar do grupo N-Me. Esta proposi¢do foi
suportada pela diferenca de 16 unidades (um &tomo de oxigénio) na massa
molecular das substancias 8 (m/z=189) e 9 (m/z=205) (figuras 46B e 46C).

No espectro de RMN 3C (figura 5.54) de CM6, que apresentou sinais
correspondentes a 22 carbonos para as substancias 8 e 9, sendo 11 carbonos para
cada, a principal diferenca também foi observada na substituicdo de um grupo N-Me
na substancia 8, por um grupo N-OMe na substancia 9, caracterizada pelos sinais

em 29,5 e 63,1, respectivamente.

A analise do mapa de contornos HSQC (figura 5.50) de CM6 mostrou as
seguintes correlacbes para a substancia 9: entre o sinal em &y 7,57 (H-8) com o
sinal em 8¢ 111,9; do sinal em &y 7,61-7,66 (H-7) com o sinal em &¢ 131,8; do sinal
em &y 7,95 (H-5) com o sinal em &¢ 123,6; do sinal em 7,25-7,30 (H-6) com o sinal
em O¢c 122,2; do sinal em &y 6,03 (H-3) com o sinal em &¢ 97,0; do sinal em &y 4,07

com o sinal em 6¢ 63,1; e do sinal em 64 3,94 com o sinal em &¢ 56,2.

O mapa de contorno de HMBC (figura 5.51) de CM6 mostrou correlacbes
similares as da substancia 8. Porém, como esperado, o sinal em &4 4,07 (N-OMe)

ndo mostrou correlagdo com algum carbono, pois estaria a 3 ligagbes de um atomo
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de nitrogénio e a duas ligagbes de um atomo de oxigénio. As correlacdes

observadas no HMBC e HSQC possibilitaram as atribuicbes completas dos atomos

de hidrogénio e carbono da substancia 9 e a identificacdo desta, como o alcaloide

1,4-dimetoxi-2-quinolona, conhecido como haplotusina. As atribuicdes completas de

RMN *3C para a substancia 8 e 9 sdo apresentadas na tabela 5.10. Essa substancia

apresenta atividades tripanocidas bastante significativas (AMBROZIN, 2004).
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Tabela 5.10. Atribuicdo dos dados de RMN **C para as substancias 8 e 9.

81

substancia 8

substancia 9

C Sc [
2(C=0) 164,1 159,4
3 96,2 97,0
4 163,2 162,4
4a 116,8 115,6
5 123,6 123,6
6 122,5 122,2
131,6 131,8
8 114,3 111,9
8a 139,7 137,3
1-NOMe 63,1
1-NMe 29,5
4-OMe 56,1 56,2
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5.2. Resultados do ensaio antibacteriano preliminar

A atividade antibacteriana dos seis extratos de C. mastigophorus do caule e
da casca nos solventes hexano, Acetato de etila e metandlico, foi avaliada contra as
bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados
revelaram que todos os extratos foram capazes de reduzir o crescimento das
bactérias Staphylococcus aureus (gram positivas) e Pseudomonas aeruginosa (gram
negativa). A figura 5.55 mostram que os extratos MCACM (20 mm), ACLCM (x20
mm) e ACACM (£24 mm) inibiram o crescimento da bactéria Staphylococcus aureus
com maior eficiéncia, sendo os resultados dos extratos MCACM e ACLCM similares
ao encontrado para o antibidtico de referéncia, a tetraciclina (20 mm) e o ACACM
ainda maior em efetividade. Frente a bactéria Pseudomonas aeruginosa o extrato
que demonstrou maior eficacia foi o ACLCM, com halo de inibicdo igual ao
antibiotico de referéncia a ceftriaxona (20 mm) como observa na figura 5.56.

Foram analisadas também duas substancias isoladas do extrato ACLCM de
C. mastigophorus, dois alcaloides desta planta, e ambas as substancias 2
(Citrusinina) e substancia 1 (Glifolina) inibiram o crescimento de Staphylococcus
aureus com halo de inibicdo de 16 e 10 mm, respectivamente, como € demonstrado
na figura 5.55, no entanto, as substancias isoladas ndo demonstraram capacidade
na inibicdo do crescimento da bactéria Pseudomonas aeruginosa (figura 5.56).
Assim, os resultados que foram expressos com as substancias isoladas incentiva a
busca por novas substancias que correspondam a analise preliminar dos extratos ou

isolamento das substancias identificadas.
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6. CONCLUSOES

O estudo do extrato do caule de Conchocarpus mastigophorus resultou no
isolamento e identificacdo de nove substancias. Sendo oito alcaloides e uma
cumarina, e dessas substancias um ainda n&o descrito na literatura, a 1,3,6-
trihidroxi-2,5-dimetoxi-N-metilacridona (mastigoforina), um alcaloide acridénico. Das
substéancias identificadas a glifolina (1), critusinina (2), citbrasina (3) e citramina (5),
todos alcaloides do tipo acridénicos sédo substancias com atividades diversas, entre
elas antitumoral, no tratamento do couro cabeludo e no tratamento de DSTs. Além
dos acridonicos outros alcaloides foram identificados, como a y-Fagarina (6), e os
alcaloides 1-metil-4-metoxi-2-quinolona (8) haplotusina (9), além da cumarina

marmesina (7).

O extrato do caule demonstrou grande potencial no ensaio antibacteriano, no
entanto, as substancias isoladas ndo foram capazes de inibir com eficacia o
crescimento das bactérias, portanto novas substéncias desse extrato (ACLCM)
precisam ser purificadas e identificadas para que sejam testadas, pois é provavel
gue as substancias ativas para acdo antibacterianas ndo tenham sido ainda isoladas
do extrato do caule. Os constituintes quimicos de muitas fracbes do ACLCM ainda
ndo foram purificados, e, portanto, a continuidade deste trabalho é de grande

importancia para o isolamento das substancias bioativas.
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