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Constituintes quimicos e avaliacdo da atividade biolégica de Xylopia frutescens Aubl.
(Annonaceae).

Figueiredo, F. F.

Pés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Dissertacdo de Mestrado, CCS/UFPB (2019).

RESUMO

A familia Annonaceae reline cerca de 2.500 espécies distribuidas em 108 géneros por
regides tropicais e subtropicais. Entre os géneros que a compde, Xylopia €&
considerado um dos maiores, apresentando uma predominancia de alcaloides e
diterpenos como metabdlitos secundarios nas suas espécies, como também um
grande potencial farmacoldgico. Xylopia frutescens, comumente conhecida como
“‘embira-vermelha”, é utilizada amplamente na medicina popular, mas poucos estudos
cientificos sé@o relatados para a espécie. Para a realizacdo do estudo, as cascas de
caule de X. frutescens foram coletadas em Santa Rita — PB, secas em estufa a 40 °C
e trituradas. O p6 seco foi submetido a extracdo com etanol 95% e a solucédo resultante
foi concentrada em rotaevaporador, obtendo-se o extrato etandlico bruto. Este foi
particionado, resultando nas fases hexanica, cloroférmica e acetato de etila. As
estruturas quimicas foram identificadas por espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear, espectrometria de massas e em comparacdo com dados da literatura. Um
precipitado formado na fase hexanica foi identificado como uma mistura de diterpenos:
0 acido ent-caur-16-en-19-0ico e acido ent-traquiloban-19-6ico. A fase cloroférmica foi
submetida a cromatografia liquida de média pressao, obtendo-se fracbes que foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo
de diodos em escala analitica e fracionamento em escala semi-preparativa, levando
ao isolamento de quatro alcaloides e wuma lignana, identificados como
pseudopalmatina, oxobuxifolina, lisicamina, laurotetanina e siringaresinol-B-D-
glicosideo, respectivamente. As substancias identificadas estdo sendo descritas pela
primeira vez para a espécie, com excecao da laurotetanina. Outra fracdo dessa
mesma fase foi analisada por cromatografia liquida acoplada ao espectrdmetro de
massas, apresentando oito picos principais que foram identificados putativamente
como alcaloides aporfinicos e oxoaporfinicos com seus substituintes. O 6leo essencial
foi extraido por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger e caracterizado por
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas. A composicdo quimica
do 6leo essencial foi de monoterpenos e sesquiterpenos, sendo o B-pineno (2,52 %),
1,3,5-trimetilbenzeno (3,2 %), citronelol (1,06 %), geraniol (2,35 %), timol (2,96 %),
elemol (1,36 %), espatulenol (1,08 %) e cadin-4-en-10-ol (1,79 %) como constituintes
majoritarios. A atividade antimicrobiana do Oleo essencial foi investigada através da
concentracédo inibitéria minima (CIM), apresentando atividade antibacteriana contra
Pseudomonas aeruginosa e Morganella morganii (CIM:1024 ug/mL) e forte atividade
antifingica contra Cryptococcus gattii (INCQS-40113) de 32 ug/mL e de 256 ug/mL
para Candida tropicalis (ATCC-13803), sendo classificado como forte potencial
antimicrobiano para estudos complementares.

Palavras-chave: Xylopia frutescens, metabodlitos secundarios, atividade
antimicrobiana, cromatografia



Chemical constituents and evaluation of the biological activity of Xylopia frutescens Aubl.
(Annonaceae).
Figueiredo, F. F.

Pés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
Dissertacdo de Mestrado, CCS/UFPB (2019).

ABSTRACT

The Annonaceae family comprises about 2.500 species distributed in 108 genera by
tropical and subtropical regions. Among its genera, Xylopia is considered one of the
largest, presenting a predominance of alkaloids and diterpenes as secondary
metabolites in its species, as well as a great pharmacological potential. Xylopia
frutescens, commonly known as "embira-vermelha", is widely used in folk medicine,
but few scientific studies are reported for the species. For the study, the X. frutescens
stem bark was collected in Santa Rita - PB, dried in a greenhouse at 40 °C and
crushed. The dried powder was extracted with 95% ethanol and the resulting solution
was concentrated in a rotary evaporator to give the crude ethanolic extract. This was
partitioned, resulting in the hexane, chloroform and ethyl acetate phases. The chemical
structures were identified by nuclear magnetic resonance spectroscopy, mass
spectrometry and compared with literature data. A precipitate formed in the hexane
phase was identified as a mixture of diterpenes: ent-caur-16-en-19-oic acid and ent-
traquiloban-19-oic acid. The chloroform phase was submitted to medium pressure
liquid chromatography, obtaining fractions that were analyzed by high performance
liquid chromatography coupled to the diode arrangement detector on an analytical
scale and fractionation on a semi-preparative scale, leading to the isolation of four
alkaloids and a lignan, identified as pseudopalmatine, oxobuxifoline, lysicamine,
laurotetanine and syringaresinol-B-D-glycoside, respectively. The identified
substances are being described for the first time for the species, except for
laurotetanine. Another fraction of this same phase was analyzed by liquid
chromatography coupled to the mass spectrometer, presenting eight main peaks that
were putatively identified as aporfinic and oxoaporfinic alkaloids with their substituents.
The essential oil was extracted by hydrodistillation in a Clevenger apparatus and
characterized by gas chromatography coupled to mass spectroscopy. The chemical
composition of the essential oil was monoterpenes and sesquiterpenes, with 8-pinene
(2.52%), 1,3,5-trimethylbenzene (3.2%), citronellol (1.06%), geraniol 35%), thymol
(2.96%), elemol (1.36%), spatulenol (1.08%) and cadin-4-en-10-ol (1.79%) as major



constituents. The antimicrobial activity of the essential oil was investigated through the
minimum inhibitory concentration (MIC), showing antibacterial activity against
Pseudomonas aeruginosa and Morganella morganii (MIC: 1024 ug / mL) and strong
antifungal activity against Cryptococcus gattii (INCQS-40113) of 32 ug / mL and 256
Mg / mL for Candida tropicalis (ATCC-13803), being classified as a strong antimicrobial

potential for complementary studies.

Key words: Xylopia frutescens, secondary metabolites, antimicrobial activity,

chromatography
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais sao utilizados pela humanidade desde de tempos
imemoriais para o alivio de doencas. Esse arsenal quimico da natureza, aliado ao
conhecimento dos povos primitivos e dos indigenas, € considerado fator fundamental
para a descoberta de substancias toxicas e medicamentosas, e assim contribuem
para o desenvolvimento da pesquisa de produtos naturais e propriedades biolégicas
(VIEGAS et al., 2006).

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) considera o uso de plantas medicinais
como importantes instrumentos no combate as doencas, ao observar que 70% a 90%
da populagédo nos paises em vias de desenvolvimento dependem delas no que se
refere a Atencdo Primaria a Saude, seja pelo uso através do conhecimento popular,
de transmisséao oral entre geracdes, ou nos sistemas oficiais de saude, hoje orientada
pelos principios e diretrizes do Sistema Unico de Saide (WHO, 2011). Contudo, esse
uso tradicional de plantas medicinais muitas vezes feito de forma empirica, nao
assegura, em muitos casos, garantia de eficacia e seguranca no uso de tais
preparacdes medicinais, podendo ndo tratar determinadas enfermidades para a qual
s&o utilizadas e causar problemas maiores, como risco de intoxicacdes (LEITAO et
al., 2014; MOREIRA et al., 2014).

Desta forma, a quimica de produtos naturais (QPN) pode contribuir
essencialmente na manutencdo da saude e cura de doencas, através da investigacao
de fontes naturais de forma racional, contribuindo para desenvolvimento sustentavel
de um pais, levando a um avanco social e econbmico. Isto pode ocorrer,
principalmente, pela descoberta de substancias naturais produzidas pelo metabolismo
secundario de organismos vivos, através da caracterizacdo estrutural, avaliacdo de

propriedades e investigacdes biossintéticas (BRAZ FILHO, 2010).

Além do que foi citado acima, atualmente, o uso indevido e indiscriminado de
antimicrobianos tem levado a uma crescente resisténcia desses microrganismos, em
combinacdo ao surgimento de doencas emergentes, torna-se necessario 0
desenvolvimento urgente de terapias mais eficazes e que apresentem menos efeitos

colaterais aos pacientes (RAI et al., 2017).
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Uma revisdo sobre produtos naturais como fonte de novas drogas do ano de
1981 a 2014 mostra que a influéncia das substancias oriundas de produtos naturais
sdo bastante marcante principalmente na area de contra infec¢des, como a
antibacteriana e antifungica (NEWMAN; CRAGG, 2016).

A familia em estudo, Annonaceae, € caracterizada pela producédo de varios
metabdlitos secundarios, como alcaloides, terpenoides, acetongeninas, lignanas, e
estes possuem atividades bioldgicas ja relatas. Muito dos trabalhos de espécies dessa
familia foram realizados por grupos de pesquisa do Programa de Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos da Universidade Federal da Paraiba (PgPNSB/UFPB) como o0s
realizados com Anaxagorea dolichocarpa (LUCIO, 2015; LUCIO et al., 2011), Annona
leptopetala (COSTA et al., 2012, 2008; SETTE et al., 2000), Duguetia gardneriana
(ALMEIDA et al., 2007), Guatteria juruensis (LIMA et al., 2003), Guatteria poeppigiana
(LIMA et al., 2004), Hornschuchia obliqua (FECHINE et al., 2003), Xylopia
cayennensis (ANDRADE et al., 2004), Xylopia frutescens (SOUZA et al., 2015) e
Xylopia langsdorffiana (CASTELLO-BRANCO et al., 2011; CASTELLO BRANCO et
al., 2009; CORREIA et al., 2015; DOS SANTOS et al.,, 2013; HUSEIN, 2016;
MONTENEGRO et al., 2014; RIBEIRO et al., 2007; SILVA et al., 2009; TAVARES et
al., 2007b, 2006, 2007a)

Diante disso, com o intuito de contribuirmos para os problemas acima relatados,
optamos por trabalhar com a espécie Xylopia frutescens, pertencente a familia
Annonaceae, a qual é amplamente estudada no grupo de pesquisa PgPNSB. Essa
espécie ja possui uso entnofarmacoldgico, porém poucos estudos cientificos séo
descritos na literatura, evidenciando a importancia dessa pesquisa para 0

enriguecimento do conhecimento quimico e biolégico da espécie.



Fundamentacdo teérica
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Consideracdes sobre a familia Annonaceae

A familia Annonaceae é a mais rica em espécies de Magnoliales, reunindo
aproximadamente 2.500 espécies em cerca de 108 géneros com distribuicdo em
regides tropicais e subtropicais (Figura 1) (CHATROU et al., 2012). No Brasil, ocorrem
cerca de 386 espécies, distribuidas em 29 géneros, sendo encontradas na Amazoénia
a grande parte da diversidade de Annonaceae, com 27 géneros e 280 espécies
(MAAS et al., 2013).

Figura 1. Mapa de distribuicdo geografica da familia Annonaceae.

Disponivel em <http://www.tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=40013549&tab=maps> acesso em
janeiro, 2019.

Essa familia possui algumas espécies que produzem frutos comestiveis como
a graviola (Annona muricata L.) e a pinha (Annona squamosa L.) (Figura 2, pag 21),
como também fornecem Oleos usados para alimentos e cosméticos, sendo
considerada importante para a economia (LEBOEUF et al., 1982; WOODE et al.,
2011).

Muitos metabdlitos secundarios sao descritos para espécies dessa familia,
como a ocorréncia de alcaloides, acetongeninas, polifendis, terpenos, neolignanas,
flavonoides, lactonas, amidas (LEBOEUF et al.,1982; DIAZ, 1997; ALALI et al., 1999;
PINTO et al., 2005), dos quais alguns exemplos encontram-se na figura 3, pag 21.
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Figura 2. Frutos de Annona muricata e Annona squamosa, respectivamente.

Disponivel em <https://www.google.de/search?g=annona&source> Acesso em janeiro de 2019.

Figura 3. Exemplos de algumas classes de metabdlitos secundarios descritos em Annonaceae.

0

< NH
0
OCHj,3
Acido ent-7-a-acetoxitraquiloban-18-oico Xylopina
Xylopia langsdorffiana Xylopia langsdorffiana
(TAVARES et al., 2006) (TAVARES et al., 2009)
COOH

OCH;
o)

acido-3 -metoxi-3,4-metilenodioxi-4°,7-epoxi-9-nor-8,5 -neolignana-7-em-9°-oico
Anaxagoreae clavata (DIAZ, 1997)
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2.2. Consideracdes sobre o género Xylopia

O género Xylopia L. € um dos maiores pertencente a familia Annonaceae,
compreendendo cerca de 160 espécies (MOREIRA, et al., 2013), sendo distribuidas
na América do sul, América Central, Africa e Asia (MOREIRA et al.,2005).

Véarias classes de metabdlitos sdo descritas para plantas desse género,
apontando até 2016, predominancia no isolamento de alcaloides (41%), seguido de
diterpenos (25%), flavonoides, acetogeninas, lignanas (BARBOSA; VEGA, 2017),
como exemplo o diterpeno acido ent-7-a-acetoxitraquiloban-18-oico, isolado dos
galhos de Xylopia langsdorffiana, que mostrou atividade citotoxica frente a fibroblastos
(V79) e hepatdcitos de ratos (TAVARES et al., 2006); o alcaloide glaucina, isolado de
cascas de caule de Xylopia parviflora, que apresentou atividade antinociceptiva
(NISHIYAMA et al., 2010); a lignana xylobuxina, isolada da espécie Xylopia buxifolia
(WAHL et al.,, 1995); a amida N-trans-cafeoiltiramina isolada da espécie Xylopia
aromatica (SILVA et al., 2010).

Quadro 1. Exemplos de metabdlitos secundarios de espécies do género Xylopia.

Espécies Substancias

Xylopia langsdorffiana
(TAVARES et al., 2006)

Xylopia parviflora

(NISHIYAMA et al., 2010)

OCH,

Glaucina
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Xylopia buxifolia
(WAHL et al., 1995)

Xylopia aromatica HO

(SILVA et al., 2010) 5

N-trans-cafeoiltiramina

Algumas espécies pertencentes a este género sdo utilizadas na medicina
popular para o tratamento de reumatismo, dor e malaria (Xylopia vielana)
(KAMPERDICKA et al., 2001), febre, gripes e enfermidades parasitarias (Xylopia
aromatica) (LAGO et al., 2003), contra dor de estdbmago, tratamento de bronquites,
dor biliar (Xylopia aethiopica) (KARIOTI et al., 2004), como analgésico (Xylopia
paviflora) (NISHIYAMA et al., 2004).

2.3. Biossintese de diterpenos

Na biossintese, os terpenoides s&o originados através da condensacdo de
isopentenil difosdato (IPP) e do dimetilalil difosfato (DMAPP), que sao sintetizados
pela via do mevalonato utilizando trés moléculas de acetil-CoA para formar o acido
mevalonico, e a via do metileritritol fosfato, que tem inicio com a tiamina difosfato e
acido piravico. O IPP e DMAPP dao vez as unidades de isopreno, e sao estas que
formam terpenos e esteroides, através da reacao “cabecga-calda”, levando ao geranil

difosfato (GPP), precursor dos monoterpenos (C10). A partir de novas ligagcdes das
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unidades, € formado o farnesil difosfato (FPP), precursor dos sesquiterpenos (C15) e
diterpenos (C20) (DEWICK, 2009).
Os diterpenos sdo provenientes de uma unidade de geranilgeranil difosfato

(GGPP), que através da formacdo de carbocéations e rearranjos moleculares,

mediados por enzimas, levam aos nucleos diterpénicos do tipo caurano, traquilobano

(NIERO & MALHEIROS, 2014).

Esquema 1. Biossintese dos diterpenos.

Hemiterpenos (5C) |<«——

Isopentenil difosfato Dimetilalil difosfato
(IPP) (DMAPP)

|

Monoterpenos (10 C)

<« | Geranil difosfato (GPP)

IPP

Sesquiterpenos (15 C)

<« | Farnesil difosfato (FPP)

l P

Geranilgeranil difosfato (GGPP)

Diterpenos (20 C)

2.4. Biossintese dos alcaloides isoquinolinicos

A origem biossintética dos alcaloides aporfinicos tem inicio no aminoéacido

precursor L-tirosina, que forma a dopamina atravées de uma reagdo de

descarboxilacéo, seguida de oxidacéo, e forma também o 4-hidroxifenil acetaldeido,

através de uma transaminacao seguida de descarboxilagdo. Ocorre a condensacgéao
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dos dois produtos, que dao origem ao alcaloide benzilisoquinolinico (S)-norcoclaurina
mediante uma reacao do tipo Mannich (DEWICK, 2009).

A (S)-norcoclaurina sofre O-metilacdo formando a (S)-coclaurina, que em
seguida forma a (S)-N-metilcoclaurina através de uma N-metilacdo. Apos oxidacao do
anel D, este sofre outra oxidacdo com subsequente O-metilacdo, dando origem a (S)-
reticulina (DEWICK, 2009; LUCIO, 2011), que por acoplamentos oxidativos forma
alcaloides aporfinicos, protoberberinicos, sendo a precursora desses alcaloides
(STEVIGNY et al., 2005; LUCIO, 2011).

Figura 4. Biossintese dos alcaloides isoquinolinicos.

HO
O
e NH» NH»
HO HO
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HO — HO —
HO H,C '
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2.5. ldentificacdo de alcaloides através de Ressonancia Magnética Nuclear
de H

Os alcaloides aporfinicos podem ser diferenciados pela presenca e auséncia
de alguns sinais que sdo caracteristicos no espectro de RMN de !H para sua
identificacdo. Esses sinais sofrem variacbes de acordo com as substituicdes que
ocorrem na sua estrutura basica. A figura 5, pag. 26 mostra as faixas caracteristicas
dos sinais alifaticos em C-7 que ocorrem nesse tipo de estrutura, bem como a
presenca dos sinais de hidrogénio de C-4 e C-5. Quando estes estdo ausentes no
espectro, indica que ha uma substituicdo nas ligacdes desses carbonos. Dentre estas,
ha a insercdo da carbonila em C-7, denominando-se agora alcaloide oxoaporfinico,
como também a insercao da ligacdo dupla entre C-4 e C-5, que € caracterizada pela
multiplicidade dos hidrogénios (dubleto) no espectro.

Figura 5. Faixas de deslocamentos quimicos caracteristicos de alguns hidrogénios de alcaloides
aporfinicos e oxoaporfinicos (COSTA et al., 2011; MACEDO et al., 2012; RABELO et al., 2014;
TELES et al., 2015)

6H pseudoeq 3,0-3,12 ppm
6H pseudoax 2,70 - 2,76 ppm
8, 7,75-8,38 ppm
Oy pseudoeq 3,40 — 3,49 ppm H pp
\ 6H pseudoax 2,65 — 2,86 ppm /—/‘
3 4 ] s \
2 5 )

7 W
2,75 - 2,97 ppm
2,65 — 2,86 ppm

11 11
7a6

0

H pseudoeq

H pseudoax
10

9 9 Auséncia de sinal de H

Os alcaloides tetrahidroberberinicos séo isolados também na forma de sais, os

denominados protoberberinicos quaternarios (Figura 6, pag. 27). Estes séo
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classificados de acordo com as substituicdes nos anéis A e D, que quando presentes
nas posicées C-2, C-3, C-10 e C-11, usa-se o prefixo pseudo, sendo denomidado
agora como o pseudoprotoberberinico (GRYCOVA; DOSTAL; MAREK, 2007). Esse
padrdo de substituicdo é caracteristico no espectro de RMN 'H por apresentar apenas

singletos na regido de sistemas aromaticos.

Figura 6. Esqueleto basico dos alcaloides protoberberincos quaternérios.

2.6. Atividade antimicrobiana

Desde muitas décadas, devido a grande diversidade biologica e estrutural de
seus componentes, 0s 0leos essenciais tém contribuindo para a descoberta de novos
compostos com atividade antibacteriana e antifingica (SAKKAS, H,;
PAPADOPOULOU, C., 2017). Os oOleos essenciais constituem elementos volateis
contidos em muitas plantas, e estdo relacionados com diversas funcdes necessarias
a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra
microrganismos (LOBO, 2015).

As plantas medicinais fazem parte da cultura popular, através da transmissao
do conhecimento de suas propriedades pelas geracdes ao longo do tempo (FREIRES,
et al., 2010). Algumas simbolizam fator de grande relevancia para a conservacao das
condi¢cbes de saude da sociedade (SALES et al., 2015) sendo elas um componente
de ampla importancia econémica devido as suas acdes terapéuticas ja comprovadas
como agdo antifungica e antibacteriana (BIASI-GARBIN, et al., 2016; NOCCHI, et al.,
2016; COLE, et al., 2014; PINHO, et al., 2012; FREIRES, et al., 2010; MUHS, et al.,
2017).

A resisténcia microbiana tem dificultado o tratamento de diversas doencas

infecciosas, prolongando o tempo da doenca, aumentando a mortalidade e os custos
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para combater enfermidades causadas por estes microrganismos (LIMA et al, 2017).
Atualmente tem se relatado o aumento de microrganismos resistentes aos farmacos
existentes juntamente com uma escassez na descoberta de novos antimicrobianos.
Apesar da necessidade de novos medicamentos, existem ainda poucas pesquisas a
partir de produtos naturais, que sdo uma importante fonte de novos farmacos
(AMPARO et al., 2017).

Varios estudos realizados com 0leo essencial do género Xylopia mostraram
diversas atividades biologicas. Dentre elas, o 6leo essencial da raiz e da casca do
caule de X. pynaetii e X. frutescens, respectivamente, apresentaram uma potente
atividade bactericida contra Staphylococcus aureus e Mycobacterium smegmatis
(FOURNIER et al., 1993; FOURNIER et al., 1994), enquanto que o 6leo de casca de
caule de Xylopia longifélia apresenta apenas atividade contra Staphylococcus aureus
(CLAESON et al., 1992).

2.7. Consideracdes sobre a espécie Xylopia frutescens Aubl.

Xylopia frustescens é uma arvore encontrada na América central e do sul, Africa
e Asia (TAKAHASHI et al., 1995). No Brasil, € comumente conhecida como “embira”,
“‘embira-vermelha” e “semente-de-embira” (TAKAHASHI, 1995).

Figura 7. Espécie Xylopia frutescens.
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Na medicina popular é utilizada como estimulante da bexiga, no tratamento do
reumatismo e doencas intestinais (CORREA, 1984; TAKAHASHI, BOAVENTURA,
BAYMA, & OLIVEIRA, 1995), como também no combate de resfriados e dores de
cabeca, através da decoccdo da casca na forma de inalagdo (DI STASI & HIRUMA-
LIMA, 2002).

Ainda é empregada na culinaria como condimento em substituicdo a pimenta
do reino (DI STASI, 2002). Na cordoaria, € usada para amarrar rapaduras e feixes de
cana nas rocas, atraves da sua casca que fornece fibra (BRANDADO, et al., 2002).

Alguns metabolitos secundarios ja foram isolados da espécie em estudo,
diterpenos do tipo caurano e os dimeros acido acutiflérico e acido frutoico, isolados
dos frutos, cascas de caule e folhas (Quadro 2, pag. 29), como também o esteroide
sitosterol (TAKAHASHI et al., 1995).

Quadro 2. Diterpenos isolados de Xylopia frutescens.

R= H: Acido acutiflérico
R= OH: Acido frutéico

Ri1 R Rs R4
COOH OAc CH2 - Acido xyldpico
COOH H CH: : Acido caurendico
CHs H OH CHs : ent-16B-hidroxi-caurano
CH20H H CH:z : ent-caur-16-en-19-ol
COOH H OH CH2OH : Acido ent-16B-hidroxi-cauran-19-oico

Além dos diterpenos, alcaloides aporfinicos e oxoaporfinicos também foram
relatados para essa espécie (Quadro 3, pag. 30) (LEBOEUF et al., 1982).



Quadro 3. Alcaloides isolados de Xylopia frutescens.
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RO

H;CO

R= H: Assimilobina

R=CHzs: Nornuciferina

H3CO

HyCO

R= H: Nornantenina

R= CHs: Nantenina

H;CO

R= H: Laurotetanina

R= CHs: N-metil laurotetanina

R
R= H: Anonaina
R= OCHas: Xylopina

(@)

R
R= H: Liriodenina

R= OCHga: Lanuginosina

H;CO
N——CH;
HO

HO

HO

Reticulina

Atividades biolégicas também séo descritas para esta espécie, como atividade

antitumoral realizada com o 6leo essencial das folhas, tendo sua maior composicao
de sesquiterpenos, apresentou citotoxicidade contra linhagens celulares e atividade
anticancerigena promissora (FERRAZ et al., 2013); mostrou atividade espasmolitica
no ileo de cobaias, por ser antagonista do receptor de histamina e bloquear o influxo
de Ca?*, reduzindo a concentracdo, levando ao relaxamento da musculatura lisa
(LEAO et al., 2015); exibiu atividade tripanocida significativa in vitro frente a formas

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (SILVA et al., 2013).

Suas folhas apresentam atividade anti-helmintica e antipirética (JOLY et al.,
1987), diurética e antidermatogénica (DI-STASI; HIRUMA-LIMA, 2002), ja& as

sementes possuem propriedades organolépticas, bem como estimulantes digestivos,
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da bexiga e Uteis contra catarro, leucorréia e colicas estomacais (DI-STASI; HIRUMA-
LIMA, 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

v Contribuir para o conhecimento quimico e biolégico da familia Annonaceae
através do isolamento e identificacdo de novos metabdlitos secundarios e
avaliagdo da atividade biologica das cascas de caule da espécie Xylopia

frutescens.

3.2. Especificos

v’ Isolamento por métodos cromatograficos;

v Identificacdo dos compostos isolados por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de *H e *C uni e bidimensionais (HMQC, HMBC, COSY) e
espectrometria de massas;

v’ ldentificagcdo putativa de moléculas ndo isoladas por cromatografia liquida
acoplada ao espectrometro de massas (CL/EM/EM);

v’ Extracdo o 6leo essencial das cascas de caule de Xylopia frutescens e
caracterizar os constituintes quimicos por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (CG/EM);

v Realizacdo da atividade antimicrobiana do o¢leo essencial de Xylopia

frutescens.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais e equipamentos

O fracionamento, isolamento, a purificacdo dos constituintes quimicos de
Xylopia frustescens foram realizados utilizando técnicas cromatogréaficas como:
cromatografia liquida de média pressdo (CLMP), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e cromatografia em camada delgada analitica (CCDA).

Para CLMP foi utilizado cromatégrafo BUCHI® com sistema automatizado
conectado ao software Sepacore Control Chromatography. O equipamento possui
dois modulos de bombas C-601 e C-605, modulo controlador C-620, detector
fotométrico UV C-640 e coletor de fracbes C-660. Foram utilizados solventes como
hexano, acetato de etila e metanol, adquiridos comercialmente. As colunas foram
empacotadas com silica gel (SiliaFlash® G60 da SiliCycle®, com particulas de 60-200
um, 70-230 mesh, 60A).

As fracbes obtidas por CLMP foram separadas por CCDA utilizando
cromatofolhas de silica gel 60 PF2s4 da Silicycle® com suporte de aluminio, adquiridas
comercialmente. As cromatoplacas foram analisadas por exposicdo a luz UV
utilizando dois comprimentos de ondas, 254 e 366 nm, no apararelho da marca Boitton
(BOIT-LUBO1). A revelacéo fisica das substancias em analises foi realizada através
da exposicdo das cromatoplacas a luz ultravioleta (UV) em dois comprimentos de
ondas, 254 e 366nm, utilizando o aparelho Mineralight modelo UVFL-58, e por
borrifacdo do reagente Dragendorff. Apds analisadas, as fragdes foram reunidas de
acordo com a sua similaridade e pelo cromatograma gerado pelo equipamento de
CLMP.

Para a CLAE em escala analitica foi utilizado um cromatografo da marca
Shimadzu Proeminence, equipado com uma interface CBM-20A, sistema de
degaseificagdo DGU-20As3, mdédulo de bombeamento de solvente binario LC-20AD,
detector de arranjo de diodo SPD-M10A e autoinjetor AIL-20A. Foram utilizadas duas
colunas analiticas da marca ACE 5 C18 (250 mm x 4,6 mm e particulas de 5 ym)
conectada a uma pré-coluna C18 (4 mm x 3,0 mm e particulas de 5 um), e a Kromasil
100-10-C18 (250 mm x 4,6 mm e particulas de 10 ym) com uma pré-coluna C18 (4
mm x 3,0 mm e particulas de 10 yum) e como fase mével foi empregado metanol grau
HPLC e agua ultrapura tipo 1 obtida por sistema de purificacdo Millipore Direct-Q® ,
que foi acidificada com &cido trifluoracético 0,01%.
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Para escala semi-preparativa, utilizou-se cromatografo da marca Shimadzu
constituido por moédulo de bombeamento de solvente binario LC-10ADvp, detector UV-
vis SPD-10AVvp, forno CTO-10Avp, controlador SCL-10Avp, degaseificador DGU-
14A e injetor manual com alga de amostragem de 100 pL. Foi utilizada coluna da
marca Venusil® XBP C18 com 250 mm de comprimento, 10 mm de diametro interno e
10 ym de tamanho de particula e pré-coluna C18 (4 mm x 3 mm de diametro interno
preenchida com particulas 10 ym). Foi empregado a mesma fase mével da escala
analitica.

Foram utilizados filtros em PVDF com poro de diametro de 0,45 um, aparelho
de banho de ultrassom Unique-USC-1600 e centrifuga Hettich-Zentrifugen-Rotina
380R durante a preparacédo das solucoes.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H (RMN de *H) e de 3C
(RMN de 3C) foram obtidos em equipamentos da BRUKER ASCEND, a 400 (*H) e
100 MHz, e VARIAN-SYSTEM 500 (*H) e 125 (*3C) MHz, utilizando técnicas
unidimensionais e bidimensionais. As amostras foram solubilizadas dimetilsuféxido,
piridina, cloroférmio e metanol, da marca Cambrigde Isotope Laboratories. Os
deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por milhdo (ppm)
referenciados para RMN de 'H pelos picos caracteristicos dos hidrogénios
pertencentes as fracdes ndo deuteradas destes solventes: dimetilsuféxido (6H 2,59)
piridina (dn 7,55), cloroférmio (6 7,24) e metanol (&n 3,30) e para 0s espectros de
RMN de 3C, os mesmos parametros foram utilizados: cloroférmio (8¢ 77,00), metanol
(8¢ 49,00). As constantes de acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades de RMN de
'H utilizadas foram: s (singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), ddd (duplo duplo
dubleto), t (tripelto), tl (tripleto largo) e m (multipleto). As analises foram realizadas no
Laboratorio Multiusuério de Caracterizacdo e Analise da Universidade Federal da
Paraiba (LMCA-UFPB).

Para obtencdo dos espectros de massas das substancias foi utilizado
cromatografo da Shimadzu Proeminence UFLC, equipado com moddulo de
bombeamento de solvente binario LC-20AD , autoinjetor SIL-20A, sistema de
degaseificagdo DGU-20As, detector de arranjo de diodo SPD-M10A e interface CBM-
20A, acoplado a espectrometro de massas de baixa resolugdo da marca Bruker,

modelo lon Trap - amaZon X utilizando técnica de lonizag&o por Eletrospray,
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A coluna utilizada foi Phenomenex Gemini® C18 (250 mm x 4.6 mm d.i.
preenchido com particulas 5 pm), com pré-coluna SecurityGuard Gemini® C18 (4 mm
x 3.0 mm d.i. preenchido com particulas 5 um).

Os parametros de analise do lon-Trap foram: capilar 4,5 kV, ESI no modo
positivo, offset da placa final 500 V, nebulizador 24,5 psi, gas seco (N2) com fluxo de
4,5 L/h e temperatura de 200 °C. A fragmentacédo de CID foi conseguida no modo auto
MS/MS utilizando o modo de resolucdo avancada para o modo MS e MS/MS. Os
espectros (m/z 100-1000) foram registados a cada 2 s.

Para a caracterizacdo quimica do 6leo essencial foi utilizada a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa da marca Shimadzu — QP2010, equipado
com uma coluna apolar de silica Rtx-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Realizou-se a
consulta a biblioteca NIST Mass Spectral Library (National Institute of Standards and

Technology) para a identificagdo dos compostos.

4.2. Material vegetal

4.3. Coleta e identificacdo do material vegetal

As cascas do caule de Xylopia frutescens foram coletadas no municipio de
Santa Rita, no estado da Paraiba, em abril de 2017. O material boténico foi identificado
pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra. Uma exsicata dessa espécie encontra-se
catalogada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) do Centro de Ciéncias Exatas
e da Natureza — UFPB, sob registro Agra 7249.

A espécie em estudo foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdao do

Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional sob nimero ASB94CS8.

4.4. Processamento do material vegetal

O material vegetal foi submetido a uma desidratagcdo em uma estufa com ar
circulante, a temperatura media de 40 °C durante 72 horas. Apos secagem, foi
realizada pulverizacdo das cascas de caule em um moinho de facas, obtendo-se

36009 de p6 seco da planta (Esquema 2, pag. 38).
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4.5. Obtencéo do extrato etandlico bruto

O material vegetal seco e pulverizado (3600 g) foi submetido a maceragdo com
etanol 95% durante 72h, sendo esse procedimento repetido por trés vezes, resultando
em uma solucédo extrativa. Esta foi filtrada e evaporada em rotaevaporador sob
pressdo reduzida, a uma temperatura média de 40 °C, obtendo-se 110 g de extrato

etandlico bruto (EEB) (Esquema 2, pag. 38).

Esquema 2. Obtencéo do p6 da planta e do extrato etandlico bruto.

Cascas de caule de Xylopia frutescens

- Desidratagdo em estufa com ar circulante
- Pulverizacdo em moinho de facas

P6 da planta
(3600 g)

- Maceragéo com etanol 3 x por 72h
- Concentracdo em rotaevaporador

Extrato etanélico bruto
(110 9)

4.6. Particionamento do extrato etandélico bruto

Uma aliquota do extrato etandlico bruto (50 g) foi suspensa em 400 mL de uma
solucdo metanol:agua (7:3 v/v) e homogeneizada sob agitacdo mecanica. Desse
processo resultou uma solugcdo hidroalcodlica que foi submetida a uma particdo
liguido-liquido em uma ampola de separacgédo, utilizando solventes organicos em
ordem crescente de polaridade: hexano, cloroférmio e acetato de etila, obtendo-se

suas respectivas solucdes extrativas (Esquema 3, pag. 39).
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As solucbes resultantes foram evaporadas em rotaevaporador a uma
temperatura média de 40 °C, sob pressdo reduzida, obtendo-se: 2,6 g da fase
hexénica; 3,0 g da fase cloroférmica e 5,2 g da fase acetato de etila (Esquema 3, pag.
39).

Esquema 3. Particionamento do extrato etandlico bruto e obtencéo das fases.

Extrato etanélico bruto

(50 g)

- Dissolugdo em MeOH:H20 (7:3 VIV)
- Agitacdo mecanica

Solucgéo
hidroalcodlica

- Particdo em ampola de separacdo com Hex.

Solucéo
| hidroalcodlica | I | XFH (2,6 9) I
- Particdo com cloroférmio \
a PRECIPITADO XFHO1
Solucéao
| hidroalcodlica nI | HEC e I (600 mg)

- Particdo com acOEt

RMN 'He “C

Solucao
hidroalcodlica lll

1
1
i « XFH: Fase hexanica :
@ + XFA: Fase acetato de etila
! * XFC: Fase cloroférmica I
! 1

*Todas as fases obtidas foram secas em rotaevaporador.

Enguanto secagem, a fracdo hexanica formou um precipitado que foi separado,
codificado como XFHO1 (600 mg) e encaminhado a RMN de 'H e *3C.
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4.7. Fracionamento da fase cloroféormica

A fase cloroférmica (3,0 g) foi submetida a um fracionamento em cromatografia
liguida de média presséo (CLMP) utilizando silica gel como fase fixa e os solventes
hexano, acetato de etila e metanol puros ou em misturas binarias, em ordem crescente
de polaridade, como fase moével. Utilizou-se um fluxo de 10 mL/min, obtendo-se ao
final 80 fracbes de 50 mL cada. Estas foram evaporadas em rotaevaporador sob
pressao reduzida, a uma temperatura média de 40°C. Apés secas, foram analisadas
por meio do cromatograma de UV gerado pelo equipamento e por CCDA, sendo
agrupadas de acordo com a similaridade em 35 fracdes. Algumas fracdes resultantes
desse processo foram encaminhadas para andlise em RMN de'H e posteriormente
selecionadas para analise em Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
detector de arranjo diiodo (CLAE-DAD) em escala analitica e fracionamento em escala
semi-preparativa, entre elas a XF17 (87 mg), XF21 (92 mg) e XF26 (96 mg).

Tabela 1. Fracionamento da fase cloroférmica de Xylopia frutescens.

Fracbes Solventes Proporcéao (%)
1-3 Hexano 100
4-10 Hexano: Acetato de Etila 90:10
10-15 Hexano: Acetato de Etila 80:20
16 - 20 Hexano: Acetato de Etila 70:30
21-25 Hexano: Acetato de Etila 60:40
26 -30 Hexano: Acetato de Etila 50:50
31-36 Hexano: Acetato de Etila 40:60
37-42 Hexano: Acetato de Etila 30:70
43 -50 Hexano: Acetato de Etila 20:80
51-54 Hexano: Acetato de Etila 10:90
55 -60 Acetato de Etila 100
61 - 68 Acetato de Etila: Metanol 90:10
69— 75 Acetato de Etila: Metanol 80:20

75 - 80 Acetato de Etila: Metanol 70:30
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Esquema 4. Fracionamento da fase cloroférmica.

Fase cloroférmica |

(3,09)
CLMP .
Silica Gel
Solventes: Hexano, acetato de
etila e MeOH
1 -80 fracdes
CCDA

Cromatograma do CLMP

1-35fracOes

RMN 'H

XF17 XF21 XF26
87 mq) (92 mqg) (96 mg

SUBMETIDAS A ANALISE POR CLAE

A fracao XF24 foi submetida a analise por CLAE acoplada ao espectrometro de

massas, utilizando um método gradiente de agua acidificada com 0,1% de &cido

féormico e metanol, aumentando de 5 a 100% em 120 minutos.
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4.8. Procedimento cromatografico de XF17, XF21 e XF26 por CLAE-DAD em

escala analitica e semi-preparativa

As fracOes foram analisadas separadamente por CLAE-DAD em escala
analitica, com a finalidade de desenvolver métodos eficientes e posterior
transposicdes para um cromatografo semi-preparativo, para o isolamento das
substancias.

Para as andlises por CLAE-DAD em escala analitica, foi preparada uma
solucdo com 1 mg de cada amostra em 1 mL de metanol grau HPLC (1 mg mL™),
submetidas a filtracdo em filtro PVDF. Utilizou-se fase estacionaria reversa (C-18) e
como fase movel agua ultrapura acidificada (0,01% &acido trifluoracético) e metanol
grau HPLC. As injecBes foram de 20 pyL cada. As andlises foram otimizadas e
resultaram em um método eficaz para cada amostra.

O método mais eficaz para a fracdo XF17 foi o sistema gradiente, no qual a
concentracdo de metanol variou de 20 a 100% em um tempo de 90 minutos, com um
fluxo de 0,6 mL min?. Na transposicdo para o cromatégrafo semi-preparativo,
preparou-se uma solu¢cdo com 87 mg da amostra em 1 mL de metanol, foi centrifugada
a 15.000 rpm, durante 5 minutos a 4°C, e posteriormente filtrada, com uma
concentracdo final de 87 mg/mL. Foram realizadas 10 injecBes de 100 uL cada,
utilizando o mesmo método do cromatografo analitico, mas agora com o fluxo de 3,5
mL min?. No cromatograma (Fig. 8, pag. 42) mostrou a presenca de 15 picos
principais.

Figura 8. Cromatograma da fracdo XF17 obtida por CLAE-DAD semi-preparativo em 254nm.
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Para a fracdo XF21, no sistema gradiente a concentracdo de metanol variou de
30 a 40% por 20 minutos, e de 40 a 65%% por 80 minutos, com um fluxo de 0,6 mL
mint. A amostra (90 mg) foi preparada nas mesmas condicées da amostra anterior
para o cromatografo semi-preparativo, porém resultando em uma solucdo com
concentracdo aproximada de 90 mg/mL. Foram realizadas 10 injecbes de 100 pL
cada, utilizando o mesmo método do cromatografo analitico, mas agora com o fluxo
de 3,5 mL mint. No cromatograma (Fig. 9, pag. 43) mostrou a presenca de 8 picos
principais, sendo o pico 3 codificado como XF2103 e encaminhado a RMN para

analises.

Figura 9. Cromatograma da fragdo XF21 obtida por CLAE-DAD semi-preparativo em 254nm.
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O gradiente de metanol da fracdo XF26, variou de 20 a 40% em 20 minutos, se
manteve em 40% por 30 minutos, e posteriormente foi aumentando para 80% por 60
minutos, com um fluxo de 0,6 mL min-l. Essa amostra (98 mg) também foi preparada
nas mesmas condi¢cdes para o cromatografo semi-preparativo, chegando a uma
concentracéo de aproximadamente 98 mg/mL. Foram realizadas o mesmo namero de
injecdes da amostra anterior, utilizando o mesmo fluxo. O cromatograma na figura 10,

pag. 44 mostra a presenca de 7 picos.
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Figura 10. Cromatograma da fragdo XF26 obtida por CLAE-DAD semi-preparativo em 254nm.
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Todas as fracdes obtidas pelo cromatégrafo semi-preparativo foram secas em

rotaevaporador, a uma temperatura média de 40°C, sob presséao reduzida.

4.9. Obtencao do 6leo essencial e caracterizagdo quimica

O dleo essencial foi obtido por arraste de vapor d’agua, utilizando equipamento
tipo Clevenger, da marca Marconi, modelo M480.

A caracterizacdo quimica do Oleo foi realizada no CG-EM utilizando as
seguintes condi¢des: ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV; hélio como gas de
arraste e fluxo de 1,2 mL/min; injetor no modo split (1:10); gradiente crescente de
temperatura de 3 °C/min, de 50 a 280 °C. As temperaturas do injetor e detector foram
de 200 e 280 °C, respectivamente. Os espectros foram obtidos numa faixa m/z 12 —
600 Da.

A identificacdo dos compostos presentes no 6leo essencial foi realizada através
da analise dos espectros de massa e consulta a biblioteca NIST Mass Spectral Library

(National Institute of Standards and Technology).
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4.10. Atividade antimicrobiana

Os ensaios laboratoriais referentes a este estudo foram realizados no
Laboratorio de Pesquisa: Atividade Antibacteriana e Antifingica de Produtos Naturais
e Sintéticos Bioativos do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas/ Centro de

Ciéncias da Saude/ Universidade Federal da Paraiba em dezembro de 2018.

4.11. Amostra

Foi avaliada a atividade antibacteriana e antifUngica do 6leo essencial das
cascas de caule de Xylopia frutescens. Este foi submetido aos ensaios biolégicos para
avaliacdo da atividade antimicrobiana sobre cepas de bactérias e fungos. O éleo foi
pesado e devidamente solubilizado em dimetil-sulféxido (DMSQO) numa propor¢éo de
até 10%, tween 80 a 0,02%, completando-se o volume final com agua destilada
esterilizada de forma a se obter uma emulsédo do produto na concentragéo inicial de
1024 pg/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991; NASCIMENTO et al., 2007; PEREIRA et
al., 2014).

4.12. Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para manutengao foram Brain Heart
Infusion (BHI), Agar Sabouraud Dextrose (ASD) adquiridos da Difco Laboratories Ltd,
USA, France, para manutencao, respectivamente, das cepas de bactérias e fungos.
E para os ensaios de atividade bioldgica, foram usados meio nutriente liquido Brain
Heart Infusion (BHI) para as bactérias e RPMI 1640 com L-glutamina e sem
bicarbonato para os fungos (Difco Laboratories Ltd, USA, France e INLAB, Sao Paulo,

Brasil). Todos os meios foram preparados conforme as descri¢bes dos fabricantes.

4.13. Microrganismos

Para os ensaios de atividade biol6gica dos produtos testes, foram utilizadas as

seguintes cepas de bactérias: Staphylococcus aureus ATCC-6538, Staphylococcus
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epidermidis ATCC-12228, Pseudomonas aeruginosa ATCC-9027, Escherichia coli
LM-39, Morganella morganii LM-339, e fungos leveduriformes: Cryptococcus gattii
INCQS-40113, Candida tropicalis ATCC- 13803.

Os microrganismos pertencem a MICOTECA do Laboratorio de Micologia,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS)
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). As cepas foram mantidas em
BHI/bactérias e em ASD/fungos a temperatura de 4 °C. Foram utilizados para os
ensaios, repiques de 24 - 48 horas em BHI/ASD, respectivamente, para bactérias e

leveduras, incubados a 35 + 2 °C.

4.14.In6culo

Para preparacdo do in6culo, as colénias obtidas de culturas das cepas de
bactérias em meio BHI e fungos em meio ASD, foram suspensas em solucao
fisiologica a 0,9% estéril e ajustadas de acordo com o tubo 0,5 da escala padrao de
Mc Farland para obtencédo de 10 UFC/mL (CLSI, 2015; CLSI?, 2008; HADACECK;
GREEGER, 2000; CLEELAND; SQUIRES, 1991; ANTUNES et al., 2006; ABERKUME
et al., 2002; FREIRE et al., 2014).

4.14.1. Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme os
protocolos de Cleeland & Squires (1991), Eloff (1998) e CLSI (2008). A determinacao
da CIM das amostras sobre cepas bacterianas e fungicas foram realizadas através da
técnica de microdiluicho em meio liquido em placa para cultura de células
(TPP/SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96 pocos com fundo em “U”. Inicialmente,
foram distribuidos 100 pL de caldo RPMI/BHI duplamente concentrado nos pogos das
placas de microdiluicdo. Em seguida, 100 pyL das substéncias foram dispensados nas
cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma diluicdo seriada a uma razao
de dois, foram obtidas concentragbes de 1024 pg/mL até 4 pg/mL. Por fim, foi
adicionado 10 uL das suspensdes das cepas bacterianas e fungicas nas cavidades,
onde cada coluna da placa refere-se, especificamente, a uma espécie. Paralelamente,

foram realizados os controles: micro-organismos (CBHI + bactérias e RPMI + fungos)
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e meio de cultura (RPMI/CBHI), para comprovacdo da viabilidade das cepas e
esterilidade do meio e controle negativo com antibioticos: Gentamicina (64 ug/mL)
para inibicdo das bactérias e Anfotericina B (32 ug/mL) para inibicdo dos fungos. As
placas preparadas foram assepticamente fechadas e submetidas a incubagcdo numa
temperatura de 35 = 2°C por 24 - 48 horas para 0s ensaios com bactérias e leveduras.

No caso do ensaio biolégico com as bactérias, apods 24 h de incubacéo, foi
adicionado 20 pL de solucdo do corante resazurina a 0,01% (INLAB), reconhecido
como um indicador colorimétrico de 6xido-reducdo (MANN; MARKAN, 1998). O ensaio
foi incubado a 35 + 2°C por 24 - 48 h. Ap6s a mudanca de coloracéo do corante (azul
para vermelho), considerou-se como indicador de crescimento microbiano; e se a cor
permanece azul, significa a auséncia de crescimento microbiano. A CIM para cada
produto foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir visualmente o
crescimento microbiano e/ou verificado pela permanéncia da coloracdo do corante
indicador.

A atividade antimicrobiana dos produtos foi interpretada e considerada como
ativa ou inativa, conforme os seguintes critérios: até 600 ug/mL= forte atividade; 600-
1500 ug/mL= moderada atividade; > acima de 1500 pg/mL=fraca atividade ou produto
inativo (HOLETZ et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007).



Resultados e discussao
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ldentificac&o estrutural de XFHO1

O composto XFHO1 foi isolado como um precipitado cristalino incolor da fase
hexanica, soluvel em cloroférmio, pesando 600 mg.

O espectro de RMN de 'H, 400 MHz, obtido em CDCIs, apresentou
caracteristicas que inferem ser da classe dos terpernoides, observado por um
envelope de sinais de 0,6-2,2 ppm, com multiplicidades néo resolvidas.

No espectro de RMN de 13C-APT, 100 MHz, observou-se a presenca 33 sinais,
dos quais, dois foram tipicos de carbono com dupla terminal, presente em esqueleto
de diterpeno do tipo caurano, &c 155,8 (C-17) e dc 102,9 (C-16) e sinais que sao
caracteristicos de anel ciclopropano de diterpenos do tipo traquilobano, &c 20,2 (C-
12), &c 22,3 (C-16) e dc 24,2 (C-13), sugerindo-se que a amostra se trata de uma
mistura de diterpenos agora denominados de XF1701b e XF1701a, respectivamente
(OHNO & MABRY, 1979; FRAGA, 1994).

O sinal em &c¢ 184,5 mostrou a presenca de acido carboxilico, que associado
aos deslocamentos em &c 28,9 e &c 28,8 das metilas C-18 dos dois diterpenos, foi
possivel identificar a orientacdo equatorial das metilas e por consequente, a
orientacao axial dos grupos carboxilicos. Os demais sinais estdo compilados na tabela
2, pag 50.

Desta forma, de acordo com os dados de RMN de 3C em comparacdo com a
literatura (OHNO & MABRY, 1979), e (FRAGA, 1994), foi possivel identificar os
diterpenos como sendo o &cido ent-caur-16-en-19-6ico (XFH1701b) e &cido ent-
traquiloban-19-6ico (XFH1701b). Os diterpenos sdo uma das classes de metabdlitos
secundarios mais presentes em espécies do género Xylopia (BARBOSA; VEGA,
2017), como Xylopia aethiopica (NGOUELA et al., 1998) e Xylopia sericea
(TAKAHASHI; VIEIRA; BOAVENTURA, 2001), sendo o acido ent-caur-16-en-19-0ico

relatado pela primeira vez para a espécie Xylopia frutescens.
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Tabela 2. Dados de RMN *3C (100 MHz, CDCls) de XFHOla e XFHO1b em comparacédo com 0s
dados da literatura (FRAGA, 1994) e (OHNO & MABRY, 1979), respectivamente.

XFHOla Literatura XFHO1b Literatura
Posicéo dc oc dc oc
1 39,6 39,5 40,6 40,8
2 18,6 18,7 19,0 19,2
3 37,7 37,8 37,7 37,8
4 43,7 43,7 43,7 43,9
5 56,9 57,0 57,0 57,2
6 21,7 21,8 21,8 21,9
7 39,1 39,2 41,2 41,4
8 40,6 40,8 44,2 44,3
9 52,7 52,2 55,0 55,3
10 38,8 38,9 39,6 39,8
11 19,7 19,7 18,4 18,5
12 20,5 20,6 33,0 33,2
13 24,2 24,3 43,8 43,9
14 33,0 33,1 39,6 39,8
15 50,3 50,4 48,9 49,1
16 22,3 224 155,8 155,9
17 19,7 20,6 102,9 103,1
18 28,8 28,9 28,9 29,0
19 184,5 184,7 184,5 185,1
20 12,4 12,5 15,5 15,6

*Todos os experimentos foram realizados em CDCls.

Figura 11. Estruturas acido ent-caur-16-en-19-6ico (XF1701b) e acido ent-traquiloban-19-6ico
(XF1701a).

XF1701b XF170l1a
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Figura 12. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de XFHO1.
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Figura 14. Expanséo do espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIls) de XFHO1.
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5.2. ldentificacéo estrutural de XF1704

A substancia XF1704 foi isolada da fase cloroférmica, fracéo 17 por CLAE-DAD
semi-preparativa, pesando 3 mg e caracterizada como um sélido amorfo.

No espectro de RMN de H, a 500 MHz, realizado em DMSO, observou-se a
presenca de sinais relativos de hidrogénios na regiao de sistemas aromaticos, dos
quais dois apontavam deslocamentos tipicos de esqueleto berberinico, o &1 9,55 (s,
1H, H-8) e 61 8,88 (s, 1H, H-13). Juntamente com esses sinais, 0s tripletos em o1 3,22
(t, 2H, J= 6,5 Hz) e 61 4,79 (tl, 2H) de grupos metilénicos foram atribuidos aos H-5 e
H-6, respectivamente, sendo estes compativeis com esqueleto protoberberinico.

Os singletos em torno de 4,0 ppm com integral para trés hidrogénios cada foram
atribuidos aos grupos metoxilicos, sugerindo a insercdo destes em C-2, C-3, C-10 e
C-11, uma vez que 0s sinais na regido de aromaticos apresentam-se como singletos,
sugerindo-se tratar de um esqueleto pseudoprotoberberinico.

Todos os sinais estdo compilados na tabela 3, pag. 54 e quando comparados
com os dados descritos na literatura (LAHM et al., 2015), foi possivel identificar a
substancia XF1704 como o alcaloide pseudopalmatina. Corroborando ao RMN de *H
o espectro de massas (Figura 19, pag. 56) apresentou um pico da substancia
protonada [M+H]* com m/z 352. Essa substancia esta sendo isolada pela primeira vez

para espécie Xylopia frutescens.
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Tabela 3. Dados de RMN de *H (500 MHz, DMSO) de XF1704 em comparacgdo com a literatura
(LAHM et al., 2015) (600 MHz, DMSO).

Posicéo

© 00 N oo o0~ W N P

e I
w N L O

2- OCHs
3- OCHs
10- OCHs
11- OCHs

XF1704 (DMSO)
OH

7,66 (s, 1H)

7,09 (s, 1H)
3,22 (t, 2H, J = 6,5 H2)
4,77 (tl, 2H)
9,51 (s, 1H)
7,70 (s, 1H)

7,59 (s, 1H)
8,83 (s, 1H)
3,92 (s, 3H)
3,86 (s,3H)
3,99 (s,3H)
4,06(s,3H)

OCH,

OCH;,

Literatura (DMSO)
OH

7,66 (s, 1H)

7,10 (s, 1H)

3,22 (t, 2H, J = 6,5 H2)
4,79 (t, 2H, J = 6,4 Hy)
9,55 (s,1H)

7,71 (s, 1H)

7,62 (s, 1H)
8,88 (s, 1H)
3,93 (s,3H)
3,87 (s,3H)
4,00 (s,3H)
4,07 (s,3H)
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Figura 16. Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO) de XF1704.
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Figura 18. Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO) de XF1704.

%
@
|

8.831

T
©
@
=]

.0 108 10,

6 104

10.2  10.0 9.8

9.4

9.2 9.0

«» |1.06

86 84
f1 (ppm)

o~ D [Te]
[=Ri-N-] =]
~©m =1
M~~~ ~
SN I
1
!
|
!
- - e
P T
Hod® —
—oo (=]
—— — —
T T T T T T T T
7.6 7.4 72 70 6.8 6.6 6.4 6.2

Figura 19. Espectro de massas de baixa resolugdo, modo positivo [M+H]* de XF1704.

Intens.
x107]
1.25-

1.00]

0.751

0.50

0.251

0.00-

1+
230.22

|_ 1?‘“}-}3

1+
274.27

1+
352.14

" 200

250

CSP17_P4_29.10.18.d: +MS, 0.4-0.4min #21-23|

2+
415.75

400 450 m/z




58

5.3. ldentificacéo estrutural de XF1707

A substancia XF1707 foi isolada da fase cloroférmica, fracdo 17, na forma de
um p6 alaranjado, pesando 5 mg.

A andlise do espectro de RMN *H, a 400 MHz, realizado em CsDsN, mostrou

uma feicdo de uma estrutura aporfinoide, do tipo oxoaporfinico pela auséncia de sinais
na regiao de hidrogénios de sistemas alifaticos, bem como a presenca dos dubletos
em on 9,06 (d, J=5,2 Hz) e dn 8,21 (d, J=5,2 Hz), com integrais para um hidrogénio,
atribuidos aos H-5 e H-4 do anel piridinico, respectivamente.
A presenca de sinais na regido de hidrogénios de sistemas aromaticos em on 8,60
(d,1H, J= 8,9 Hz), &1 7,48 (dd, 1H, J=9,2 e 2,8 Hz) e 01 8,27 (d, 1H, J= 2,4 Hz)
referentes a H-11, H-10 e H-9, respectivamente, indicou a presenca do anel D 1,2,4-
trissubstituido do sistema aporfinico. Aliado a isto, o singleto em &n 4,16 com
integracao para trés hidrogénios foi atribuido ao grupo metoxila nesse anel em C-4.

Um singleto em 6+ 6,66, com integral para dois hidrogénios, apontou a presenca
de metileno dioxido em C-1 e C2, e o singleto em du 3,79, com integral para 3
hidrogénios, foi atribuido a uma metoxila em C-3, mostrando toda substituicdo do anel
A. Os sinais estdo compilados na tabela 4, pag. 58.

O espectro de massas (Figura 23, pag. 60) realizado no modo positivo [M+H]*
apresentou um pico com m/z 336, que associado aos dados de RMN de 'H e em
comparacao com dados da literatura (BARBOSA-FILHO et al., 1997), foi possivel
identificar a substancia XF1707 como o alcaloide oxobuxifolina, sendo descrita pela

primeira vez para a espécie em estudo.
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Tabela 4. Dados de RMN de H (400 MHz, CsDsN) de XF1707, em comparagdo com a literatura
(BARBOSA-FILHO et al., 1997) nas mesmas condicdes.

OCH,

OCHj
XF1707 (CsDsN) Referéncia (CsDsN)
Posicéo OH On
1 - -
la
3a - -
8,17 (d, 1H, J = 5,2 H,) 8,21 (d, 1H, J = 5,2 H,)
9,06 (d, 1H,J=5,2 Hy) 9,06 (d, 1H, J=5,2 H,)
6 - -
6a - -
7 - -
7a - -
8,27 (d, 1H,J=2,4 H,) 8,30 (d, 1H, J=2,9 H,)
9 - -
10 7,48 (dd, 1H,J=2,8e9,2 7,48 (dd, 1H,J=2,9e 8,9 Hy)
Hz)
11 8,60 (d, 1H, J=8,9 H,) 8,63 (d, 1H, J=8,9 H,)
1lla -
-O-CH>-O- 6,30 (s, 2H) 6,66 (s, 2H)
3 OCHs 3,79 (s, 3H) 3,87 (s, 3H)

9 OCH3 4,16 (s, 3H) 4,22 (s, 3H)
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Figura 20. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CsDsN) de XF1707.
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Figura 21. Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CsDsN) de XF1707.

65¥'L
L9¥ [~
28y LT
68%'/

G918~
818

8928~
92z8"

0858~
09’8

6Y0'6~
29067

ELL'L

601

Fio

Fi

8.0 7.9 78 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9
1 (ppm)

8.1

8.9 a.8 a7 8.6 8.5 8.4 8.3

9.0




61

Figura 22. Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CsDsN) de XF1707.
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Figura 23. Espectro de massas de baixa resolug¢édo, modo positivo [M+H]* de XF1707.
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5.4. ldentificacdo estrutural de XF1709

A substancia XF1709 (3,5 mg) foi caracterizada como um po alaranjado, isolada
da fracdo 17 da fase cloroférmica por CLAE semi-preparativa.

O espectro de RMN de 'H , a 400 MHz, obtido em DMSO, apresentou
similaridade coma substancia anterior, exceto pela auséncia de substituicdes no anel
D, o qual apresentou acoplamentos orto e meta, com sinais em &x 8,38 (dd, 1H, J=
7,6 e 1,2 Hz), &1 7,68 (ddd, 1H, J=8,0; 7,6 e 1,2 Hz), én 7,77 (ddd, 1H, J=8,8; 7,2 e
16 Hz) e 9,16 (d, 1H, J= 8,4 Hz) referentes aos H-8, H-9, H-10 e H11,
sequencialmente.

Os sinais em dn 8,12 (d, 1H, J=5,2Hz) e &n 8,87 (d, 1H, J= 5,2 Hz) foram
atribuidos aos H-4 e H-5 do anel piridinico. Foram observados sinais atribuidos aos
hidrogénios da metoxila em &1 3,99 (s, 3H, H-1) e &1 4,07 (s, 3H, H-2) do anel A, e um
sinal em &n 7,72 com integral para um hidrogénio referente ao H-3, mostrando que
esse anel é 1,2,4,5-tetrasubstituido.

O espectro de massas (Figura 27, pag. 64) realizado no modo positivo [M+H]*
apresentou um pico com m/z 292, que aliado aos dados de RMN *H, apesentados na
tabela 5, pag. 62, e em comparacdo com dados da literatura (TELES et al., 2015), foi
possivel identificar a substancia como o alcaloide oxoaporfinico lisicamina, ja descrita
muitas vezes em espécies da familia Annonaceae, sendo a primeira vez para a

espécie Xylopia frutescens.
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Tabela 5. Dados de RMN de *H (400 MHz, DMSO) de XF1709, em comparacédo com a literatura
(TELES et al., 2015).

H3CO

Posicéo
1

la

2

3

3a

3b

4

6a

7a

10

11

1la

1 OCHs
2 OCHs

XF1709 (DMSO)
Ou

7,72 (s, 1H)

8,12 (d, 1H, J = 5,2 Hz)
8,87 (d, 1H, J = 5,2 Hz)

8,38 (dd, 1H, J = 7,6 € 1,2 H2)
7,68 (ddd, 1H, J=8,0; 7,6 e 1,2 H2)
7,77 (ddd, 1H,J=8,8; 7,2 e 1,6 Hz)

9,16 (d, 1H, J = 8,4 Hz)
3,99 (s, 3H)
4,07 (s, 3H)

Literatura (CDCls3)
On

7,23 (s, 1H)

7,91 (d, 1H, J = 5,2 Hz)
8,91 (d, 1H, J = 5,2 Hz)

8,58 (ddd, 1H,J=7,9;1,6 € 0,5 Hz)
7,58 (ddd, 1H,J=7,9;7,2e 1,1 Hz)
7,77 (ddd, 1H,J=8,4;7,2e 1,6 Hz)
9,18 (ddd, 1H,J =8,4;1,1e 0,5 Hz)

4,02 (s, 3H)
4,10 (s, 3H)




Figura 24. Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO) de XF1709.
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Figura 26. Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO) de XF1709.
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5.5. ldentificacéo estrutural de XF2604

A substancia XF2604, pesando 6 mg, foi isolada da fase cloroférmica, fracédo
26 por CLAE semi-preparativa.

O espectro de RMN de 'H, a 500 MHz, obtido em CDCls com gotas de CDsOD,
apresentou sinais na regido de hidrogénios de sistemas alifaticos, bem como singletos
na regido de sistemas aromaticos, sugerindo tratar-se de uma estrutura aporfinica. Os
multipletos da regido de on 2,74- 3,19 foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos 4,
5 e 7, descritos na tabela 5, pag. 66.

Os singletos na regido de aromatico em &u 6,51(H-3), 6+ 6,54 (H-8) e 6+ 7,88
(H-11) com integral para um hidrogénio cada, sugeriram substituicdes no anel A em
C-1 e C-2, e substituicdes no anel D em C-9 e C-10, corroborando em comparacao
com a literatura (COSTA et al., 2013). Associado a isto, o espectro de RMN de 3C, a
125 MHz, apresentou quatro sinais na regido mais desblindada do espectro, em dc
144.8 (C-1), dc 153,3 9 (C-2), &c 145.8 (C-9) e dc 146.4 (C-10), caracteristico de
carbonos de anel aromatico ligados a elementos eletronegativos. Os sinais das 3
metoxilas em 6+ 3,53 (s, 3H), 6n 3,74 (s, 3H) e 6r 3,76 (s, 3H) foram atribuidos a C-1,
C-2 e C-10, sugerindo que a substituicdo de C-9 se tratava de uma hidroxila.

Apés andlises dos dados de RMN 'H e 3C e comparacdo com literatura
(COSTA et al., 2013), o alcaloide aporfinico foi identificado como laurotetanina. Este
ja foi relatado para essa espécie (LEBOEUF et al.,, 1982), como também Xylopia
laevigata (COSTA et al., 2013).
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Tabela 5. Dados de RMN de *H e 3C (500 MHz e 125 MHz, CDCI; + CD3;OD), em comparacéo

com a literatura (COSTA et al., 2013).

XF2604 XF206%4 Literatura Literatura
Posicéo Oc OH Oc OH
1 144.8 - 143,3 -
la 127,0 - 127,1 -
153,3 - 152,2 -
3 110,0 6,51 (s, 1H) 110,7 6,61 (s, 1H)
3a 126,1 - 128.4 -
3b 125,5 - 126.5 -
4 28,2 2,79 (m, 1H) 28,2 2,75 (m, 1H)
3,12 (m, 1H) 3,04 (m, 1H)
5 41,0 3,08 (m, 1H) 42,5 3,02 (m, 1H)
3,19 (m, 1H) 3,04 (m, 1H)
6a 53,5 4,03 (d, 1H, J=13 Hz) 53,5 3,84 (dd, 1H, J=14,5
e 4,9 Hz)
7 32,7 2,74 (m, 1H) 35,7 2,68 (dd, 1H, J=14,5
2,87 (m, 1H) e 3,8 Hz)
7a 126,9 - 129,1 -
8 114,4 6,54 (s, 1H) 114,4 6,77 (s,1H)
145,8 - 145,6 -
10 146,4 - 146,1 -
11 111,6 7,88 (s, 1H) 111,8 8,06 (s, 1H)
11a 122,5 - 123,6
1- OCHs 59,8 3,53 (s, 3H) 60,2 3,67 (s,3H)
2- OCHs 55,8 3,74 (s,3H) 56,1 3,89 (s,3H)
10- OCHs 55,6 3,76 (s,3H) 55,9 3,90 (s,3H)

*Todos experimentos foram realizados em CDCls com gotas de CD3sOD.
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Figura 28. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCI; + CD30D) de XF2604.
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Figura 29. Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl; + CD30D) de XF2604.
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Figura 30. Expanséao do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl; + CD30D) de XF2604.
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Figura 32. Expanséo do espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCIls + CD30D) de XF2604.
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5.6. ldentificacdo estrutural de XF2103

A substancia XF2103 foi caracterizada com um p6é amorfo, isolada da fracdo 21
da fase cloroférmica por CLAE semi-preparativa.

O espectro de massas, realizado no modo negativo, apresentou um pico [M-HJ
579.12. Quando fragmentado em MS?, este mostrou uma m/z 417.05, devido a perda

de 162 Da, sugerindo a presenca de uma hexose na molécula (Figura 34, pag. 70).

Figura 34. Espectro de massas MS e MS? da substancia XF2103.
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Associado a isto, o espectro de RMN 3C, a 100 MHz, obtido em CDsOD,
apresentou sinais caracteristicos de unidade osidica, 6¢ 103,85 (17), 73,07 (C2"),
76,30 (C3”), 68,59 (C4"), 78,16 (C5”) e 62,93 (C6”) (Figura 36, pag. 73), como também
o espectro de RMN de 'H, a 400 MHz, indicou a existéncia de um hidrogénio
anomérico em ou 5,14 (d, 1H, J= 7,6 Hz) atribuindo configuracdo do tipo 8 ao
glicosideo com base no valor da constante de acoplamento (Figura 38, pag. 74). A
correlagdo observada no mapa de contorno HMBC entre o hidrogénio 1 com o &c
135.92 (C4) a Js inferiu a posi¢éo da glicose na molécula (Figura 39, pag.75).

Na expansdo do espectro de RMN de 'H, foi observado a presenca de dois
singletos na regido de aromaticos. O sinal em &1 6,71 (2H, H-6), no mapa de contorno
HMBC, correlacionou-se com &c 139,48 (C1), &6¢c 154,33 (C5) a J2, &¢ 135,92 (C4) a
Js, sugerindo tratar-se de um anel tetrassubstituido. Enquanto 6n 6,65 (3H, H-6’)
correlacionou-se com &c¢ 133,12 (C1’), 6¢ 149,33 (C5’) a J2, e &¢ 136,17 a J3 (C4’),
apontando assim, a existéncia de um segundo anel aromatico tetrassubstituido
(Figura 40, pag. 75).

O mapa de contorno de HMQC demonstrou que ou 4,71 (3H, d, J= 4,4 Hz)
correlacionou-se com dc 87,61, apontando ligacdo de elemento eletronegativo neste
carbono. E por HMBC, este correlaciona-se a J2com &¢ 133,12 (C1’) e &¢ 55,69 (C8’),
a Jz com 6c¢c 104,49 (C2’' e C6’) e 6¢ 72,90 (C9’). O sinal 614,76 (3H, d, J= 3,6 Hz) foi
similar pois apresentou correla¢cdes com C8, C9, C2 e C6 (Figura 41 e 42, pag. 76),
demonstrando assim a existéncia de uma unidade dimérica C6-C3 na molécula,
caracterizando a mesma como lignana, e devido aos deslocamentos e correlacdes
observadas entre 7,9:9,7’, sugere-se um esqueleto 7,9:9,7’ diepoxido, corroborando
a estrutura tratar-se de uma lignana do tipo furofuranica. Todos os dados encontram-

se compilados na tabela 6, pag. 72.
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Tabela 6. Dados de RMN de 'H e '3C (400 e 100 MHz) e correlagdes obtidas em HMBC,
registradas em CD3zOD em comparacdo com a literatura (SHAHAT et al., 2004).

XF2103 (CD30D) Literatura (CDsOD)
Posicéo HMBC
OH Oc Oc x OH OH Oc
1 - 139,8 - 139,62
2 6,71 (s, 2H) 104,73 6,72 (s, 2H) 104,96
3 - 154,33 - 154, 49
4 - 135,92 - 135,72
5 - 154,33 - 154,33
6 6,71 (s, 2H) 104,73 C1;C5;C4 6,72 (s, 2H) 104,96
7 4,76 (d, 3H, J= 3,6 Hz) 87,17 C8; C9; C2; 4,77 (d, 1H, J=4,6 Hz 87,26
C6
8 3,12 (m, 4H) 55,48 3,14 (m, 1H) 55,57
%9a 3,88 (m, ??) 72,90 3,91 (m, 1H) 72,93
9b 4,26 (m, 4H) - 4,28 (m, 1H) -
1 - 133,12 - 133,17
2 6,64 (s, 3H) 104,49 6,65 (s, 2H) 104,66
3 - 149,33 - 149,44
4 - 136,17 - 136,35
5 - 149,33 - 149,44
6’ 6,64 (s, 3H) 104,49 C1;C5;C4’ 6,65 (s, 2H) 104,66
7 4,71 (d, 3H, J=4,4 Hz) 87,61 C1;,C8;C2; 4,72(d, 1H,J=4,5H2) 87,65
C6’; CY’
8 3,12 (m, 4H) 55,69 3,14 (m, 1H) 57,78
9a 3,88 (m) 72,85 3,91 (m, 1H) 72,99
9b 4,26 (m, 4H) - 4,28 (m, 1H) -
OCHs 3,85 (s, 6H) - 3,86 (s, 6H) 56,90
OCHs 3,83 (s, 1H) - 3,84 (s, 6H) 57,16
17 5,13 (d, 1H,J=7,6 Hz) 103,85 4,85 (d, 1H, J=7,5 Hz) 105,43
2" - 73,07 3,47 (m, 1H) 75,78
3’ - 76,30 3,40 (2H, m) 77,90
4 - 68,59 3,40 (2H, m) 71,43
5” - 78,16 3,20 (1H, m) 78,40
6”a - 62,93 3,76 (1H, m) 62,67
6”’b 3,65 (dd, 1H,J=12,0e

5,2 Hz)
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Figura 35. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDs0D) de XF2103.
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Figura 37. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDs0D) de XF2103.
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Figura 39. Expanséo do espectro de HMBC (400 e 100 MHz, CD30D) de XF2103.
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Figura 41. Expanséo do espectro de HMBC (400 e 100 MHz, CD30D) de XF2103.
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Figura 42. Expansao do espectro de HMQC (400 e 100 MHz, CD30D) de XF2103.
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As atribuicbes das estereoquimicas relativas de C7/C8 e C7’/C8 foram
realizadas baseado em Shao e colaboradores (2018), pelos desvios quimicos de de
AdHo e Ad He. Ha trés possibilidades de estereoquimica para lignanas furofuranicas
do tipo 8-H (Figura 43, pag. 77), sendo a XF2103 classificada como 7-H/8-H trans, 7’-
H/8’H trans, uma vez que a diferenca dos deslocamentos quimicos de Adn-9 € Ad H-9°

foi igual a 0.38.

Figura 43. Possibilidades de estereoquimica para lignanas furofuranicas do tipo 8H (SHAO et al.,
2018).

Hilt anllH Hitte annlllH
Ar\\\“““7 Ar Ar
(0] @]
NS, e Ad,, ,=0.30-0.40 NS, ,eAd,, ,=0.25-0.36 NS, e AD,,,<0,20

A5, .>0.50

Figura 44. Estrutura quimica de siringaresinol-3-D-glicosideo.

9 O 7

aw

W

0

HIII|§-- --§||IIIIIH

s 9

I 0

2!

OCH;

Diante do exposto e das observacoes feitas para os valores das integrais de
hidrogénios, com os sinais a mais de carbonos e em comparacdo com a literatura

(SHAHAT et al., 2004), notou-se que essa substancia se tratava de uma mistura do
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siringaresinol-B-D-glicosideo com outro composto similar. Esse é o segundo relato de
lignana para o género Xylopia, sendo o primeiro da lignana xylobuxina, isolada da
espécie Xylopia buxifolia (WAHL et al., 1995).

5.7. Analise da fracdo XF24 por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

acoplada ao Espectrometro de massas (CLAE/EM)

A analise do espectro de ions totais da fracdo XF24, obtida da fase
cloroférmica, apresentou diversos picos referentes as substancias protonadas com

m/z par, indicando a presenca de possiveis alcaloides (Figura 45, pag. 78).

Figura 45. Espectro de ions totais da fracdo XF24 por CLAE/EM.
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Quando os ions m/z 342 (pico 1), 312 (pico 2), 326 (pico 3), 266 (pico 4) e 296
(pico 5) foram submetidos a fragmentacédo (MS"), apresentaram no MS? uma perda
inicial de 17 Da ou 31 Da, atribuidos ao nitrogénio com seus substituintes, NH3 e
CHsNH2 , respectivamente, sugerindo se tratar de alcaloides do tipo aporfinicos,
segundo Stévigny e colaboradores (2004), que propuseram regras gerais de

fragmentacdes para esses tipos de alcaloides.
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Analisando o espectro do ion [M+H]* 342 (Figura 46, pag 80), foi possivel
observar perda inicial de 31 Da (NH2CHzs) no MS?, formando o ion m/z 311, seguido
de perdas de 15 Da (-CHzs") ou 31 Da (-OCHgs’), formando os ions com m/z 296 e 280,
respectivamente. Stévigny e colaboradores (2004) sugerem, como regras especificas
para alcaloides apofinicos com perdas radicalares de (-CH3") e (-OCHgs’), que estes
possuam mais de um grupo metoxila e/ou substituinte hidroxila. Desta forma, sugere-
se que haja trés grupos de metoxilas e uma hidroxila distribuidos entre os anéis A e
D. A proposta de fragmentacdo esta representada na figura 47, pag. 81, na qual a
saida -CHs' ou -OCHs’ pode ser de qualquer substituinte metoxila.

Para os picos 3 (Figura 45, pag. 82) e 6 (Figura 50, pag 83.) com ions de m/z
[M+H]* 326, em tempos de retencéo diferentes, sugere-se, de acordo com suas
perdas, que estes tenham 0s mesmos substituintes (metoxilas e metileno diéxi) em
posicbes diferentes distribuidos entre os anéis A e D, indicando tratar-se,
putativamente, dos alcaloides nornantenina (Figura 49, pag. 83) e nordicetrina (Figura
51, pag. 84).

O espectro do ion [M+H]* 312 (Figura 52, p4g.85) mostrou como perda inicial
17 Da no MS?, atribuido ao NHs, resultando no fon com m/z 295 e neste um perda
sequencial de 32 Da (CHsOH), formando o ion com m/z 263. No MS?® houveram
perdas de 28 Da (CO) e 30 Da (CH20), formando o ion com m/z 205. Essas perdas
seguidas de 32 Da e 28 Da sugerem que exista grupos substituintes de hidroxila e
metoxilas vicinais, e a perda de 30 Da, a presenca de um metileno dioxi em alcaloides
do tipo aporfinicos (STEVIGNY et al., 2004).

O pico [M+H]* 266 (Figura 54, pag. 86.) apresentou perda de NHs (17 Da),
resultando no ion com m/z 249. Este sofreu perdas de 30 Da e 28 Da, atribuidos a
saida de CH20 e CO, sequencialmente, formando o ion m/z 191, apontando que no
esqueleto exista a presenca no metileno dioxi (Figura 55, pag. 87) (STEVIGNY et al.,
2004). Essa massa ja é encontrada na espécie e atribuida ao alcaloide aporfinico
anonaina, sugerindo que esse pico se trata desta, uma vez que na literatura ndo ha
alcaloides do tipo aporfinico que tenham o substituinte metileno dioxi apenas no anel
D.

No espectro do pico [M+H]* 296 (Figura 56, pag. 87) exibiu uma perda inicial
de 17 Da (NHs), com perdas de 30 Da (CH20) e 28 Da (CO), referentes ao grupo
metileno dioxi, resultando no ion com m/z 221 (Figura 57, pag. 88).
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O pico 7 [M+H]* 276 e pico 8 [M+H]* 306, tiveram perdas iniciais sugestivas de
alcaloides do tipo oxoaporfinico, como perdas dos substituintes que estavam ligados
aos anéis A e D, ou perda de CO a partir do grupo carbonilico em C-7 (DA SILVA et
al., 2017). No espectro com m/z 276, observou-se a perda de CO (28 Da) trés vezes
consecutivas, sugerindo que no esqueleto exista um metileno dioxi, e este esteja
inserido na no anel A, apontando que esse alcaloide se trata da liriodenina, ja relatado
para essa espécie.

No espectro do outro alcaloide oxoaporfinico com m/z 306, observou-se perdas
de 15 Da (-CHzs’) e 28 Da (CO), resultando no ion com m/z 263 (Figura60, pag.89).
Segundo Da Silva e colaboradores (2017), esse esqueleto € sugestivo do alcaloide
lanuginosina (Figura 61, pag.90), o qual ja foi descrito na literatura para a espécie
Xylopia frutescens.

Figura 46. Espectro de MS, MS? e MS2 do pico 1 com m/z [M+H]* 342 (Tr= 36.9 min).
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Figura 47. Proposta de fragmentagao para o pico 1 [M+H]* 342.
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Figura 48. Espectro de MS, MS? e MS?® do pico 3 com m/z [M+H]* 326 (Tr= 45.8 min).

Intens. ]
w08
1.54

1.0

0.5

+M5, 45.Bmin 12193
1+
326.08

1+
30907

154.08 I

98

2.0
1.5
1.0

0.5

+M52(326.09), 45.8rmin #2194

1+
309.04

+M152(309.07), 45.8rmin 12195

1+

1+ 284,03

1TEOT

+M53|309.07->294.03), 45.9min 12197

278.03

200

225 250 275 300 a5 s 35 miz




84

Figura 49. Proposta de fragmentagao para o pico 3 [M+H]* 326.
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Figura 50. Espectro de MS, MS? e MS2 do pico 6 com m/z [M+H]* 326 (Tr= 53.3 min).
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Figura 51. Proposta de fragmentacéo para o pico 6 [M+H]* 326.
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Figura 52.

86

Espectro de MS, MS? e MS? do pico 2 com m/z [M+H]* 312 (Tr= 38.3 min).
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Figura 53. Proposta de fragmentagéo para o pico 2 [M+H]* 312
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Figura 54. Espectro de MS, MS? e MS?® do pico 4 com m/z [M+H]* 266 (Tr= 47.4 min).
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Figura 55. Proposta de fragmentacéo para o pico 4 [M+H]* 266.
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Figura 56. Espectro de MS, MS? e MS?® do pico 5 com m/z [M+H]* 296 (Tr= 49.5 min).
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Figura 57. Proposta de fragmentacéo para o pico 5 [M+H]* 296.
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Figura 58. Espectro de MS, MS? e MS2 do pico 7 com m/z [M+H]* 276 (Tr= 57.4 min).
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Figura 59. Proposta de fragmentacéo para o pico 7 [M+H]* 276.
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Figura 60. Espectro de MS, MS? e MS?® do pico 8 com m/z [M+H]* 306 (Tr= 64.5 min).
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Figura 61. Proposta de fragmentacéo para o pico 8 [M+H]* 306.
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5.8. ldentificacdo dos constituintes volateis de Xylopia frutescens

O 6leo essencial das cascas de caule de Xylopia frutescens teve o rendimento
de 0,8% em relacdo ao peso do material fresco. Os constituintes volateis foram
identificados de acordo com a biblioteca NIST Mass Spectral Library. Foram
calculados os indices de Kovats e comparados com os da biblioteca, sendo
identificados os que tinham até 5% de diferenca. As porcentagens e os indices

encontram-se listados na tabela 7, pag. 89.

A analise levou a identificacdo de 40 constituintes, sendo constituido por
monoterpenos e sesquisterpenos, e como compostos marjoritarios o p-pineno (2,52
%), 1,3,5-trimetilbenzeno (3,2 %), citronelol (1,06 %), geraniol (2,35 %), timol (2,96 %),
elemol (1,36 %), espatulenol (1,08 %), cadin-4-en-10-ol (1,79 %). Quando comparado
a um estudo realizado com a mesma espécie, mas com os frutos, em Timbauba,
Pernambuco, os constituintes majoritarios foram diferentes, sendo para esta o linalol
(12,1 %), trans-pinocarveol (7,8 %), germacrene D (24,2 %) (TAYLOR et al., 2011).
Isso pode ser explicado pelas diferencas geogréaficas e condicbes genéticas que
podem alterar a composicéo quimica e a producao de 6leo essencial (MORSHEDLOO
et al., 2018; SAEIDI et al., 2018).
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Figura 62. Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (CG-EM) do 6leo essencial de Xylopia

frutescens.
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Tabela 7. Constituintes quimicos do 6leo essencial das cascas de caule de Xylopia frutescens.

Constituintes TR IKa KL Area (%)
1 B-pineno 8,594 974 978 2,52
2 1,3,5-trimetilbenzeno 9,235 993 994 3,2
3 Decano 9,466 1000 1000 7,52
4 Undecano 13,626 1098 1100 2,59
5 Terpinen-4-ol 17 1175 1180 0,52
6 Dodecano 18,166 1197 1200 0,13
7 Verbenona 18,654 1207 1208 0,05
8 Citronelol 19,57 1227 1232 1,06
9 Geraniol 20,824 1254 1255 2,35
10 Geranial 21,506 1269 1268 0,17
11 Timol 22,661 1294 1293 2,96
12 Trans-pinocarveol acetato 22,846 1298 1296 0,07
13 a-cubeneno 25,052 1347 1349 0,08
14 Isoledene 26,1 1371 1372 0,01
15 Geranil-acetato 26,591 1382 1380 0,44
16 Elemene 26,956 1390 1390 0,72
17 a-cis-bergamoteno 27,966 1413 1416 0,01
18 Selina-5,11-dieno 29,185 1441 1445 0,04



19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

Cadina-3,5-dieno
a-humuleno

Farneseno

4-(14),5-dieno muurola

y- muuroleno
a-muuroleno
B-bisaboleno
y-cadineno
a-cadineno
Elemol
Nerolidol
Espatulenol
Viridiflorol
Humuleno epoxido
Epi-cubenol
Eudesmol
Muurolol
Cadin-4-en-10-ol
Oplopanona
Neofitadieno
Hexadecanoato
Octadecanoato

29,495
29,617
30
30,023
30,615
31,621
31,936
32,192
33,155
33,653
34,168
34,835
35,381
36,077
36,818
36,954
37,534
37,873
40,991
44,437
47,487
53,972

1449
1451
1454
1461
1475
1498
1506
1512
1536
1548
1561
1577
1591
1608
1628
1631
1646
1655
1738
1833
1921
2122

1452
1454
1452
1466
1478
1497
1508
1512
1538
1546
1561
1576
1594
1613
1631
1632
1651
1659
1738
1836
1925
2127

0,03
0,31
0,26
0,28
0,25
0,31
0,44
0,37
0,16
1,36
0,05
1,08
0,2
0,05
0,16
0,5
0,24
1,79
0,01
0,09
0,02
0,01
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IK a= indice de Kovats da amostra; IKL: indice da biblioteca NIST Mass Spectral Library (National

Institute of Standards and Technology).

5.9. Atividade antimicrobiana

A concentracédo inibitéria minima do 6leo essencial de Xylopia frutescens foi

determinada para as cepas Staphylococcus aureus (ATCC-6538), Staphylococcus
epidermidis (ATCC-12228), Pseudomonas aeruginosa (ATCC-9027), Escherichia coli
(LM-39), Morganella morganii (LM-339), Cryptococcus gattii (INCQS-40113), Candida
tropicalis (ATCC- 13803), conforme descrito na tabela 8, pag. 94.
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Tabela 8. Resultados da avaliagdo da Concentracgédo Inibitéria Minima/CIM (ug/mL) da substancia

contra cepas bacterianas e fungicas.

Amostras Microrganismos
@ ™
© 0 0 I~ I — ®2 3
i8 28 £8 =% &3 =g &3
= 8 Ed '58 92 2w ®Y 2
=] o S > ! o J o0 )
S0 oW O wgd EZ 50 £
vk a Q © = o< O e
< o O . <C < = Z O <
. = o =
n <
XFOE + + 1024 + 1024 32 256
Meio de cultura - - - - - - -
Microrganismo + + + + + + +
Anfortericina B X X X X X X X

Gentamicina - -

O dleo essencial apresentou atividade antibacteriana frente as cepas de P.
aeruginosa e Morganella morganii, com CIMs de 1024 ug/mL. Diferentemente do que
ja foi descrito na literatura para o 6leo essencial de X. frutescens, que apresentou
atividade contra S. aureus (FOURNIER et al., 1994) e o 6leo de casca de caule de
Xylopia longifélia que também apresentou atividade contra essa cepa (CLAESON et
al., 1992)., isso ndo ocorreu nos NOsSsos testes, uma vez que houve crescimento

bacteriano desta.

Com relacdo a atividade antifungica, o 6leo essencial foi capaz de inibir o
crescimento de todas as cepas fungicas utilizadas, com CIM de 32 pg/mL para C. gattii
(INCQS-40113) e de 256 ug/mL para C. tropicalis (ATCC-13803) corroborando dados
da literatura (LEBOEU et al., 1982.; LIMA et al., 1992.; FOURNIER et al., 1994.;
TAKAHASHI et al., 2006.), bem como X. aethiopica pertencente ao mesmo género,

gue também apresenta atividade antifungica (TATSADJIEU et al., 2003).
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6. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico das cascas de caule de Xylopia frutescens levou ao
isolamento e identificagdo de uma mistura de diterpenos o acido ent-caur-16-en-19-
0ico e acido ent-traquiloban-19-6ico, sendo este relatado pela primeira vez para
espécie, de quatro alcaloides, a pseudoplamatina, oxobuxifolina, lisic, também
relatados pela primeira vez para X. frutescens e laurotetanina ja descrita
anteriormente, e por fim uma mistura de lignana, a siringaresinol-3-D-glicosideo e um

composto similar, sendo este o segundo relato de lignana para o género Xylopia.

A analise da fracdo da fase cloroférmica por CL/EM/EM mostrou a identificacéo
de oito picos, todos com m/z par e atribuidos a alcaloides, sendo seis do tipo aporfinico

e dois do tipo oxoaporfinico e seus respectivos grupos substituintes.

A caracterizacdo do 6leo essencial da espécie em estudo demonstrou ter sua
composicdo constituida por monoterpenos e sesquiterpenos, e quando realizado o
teste de atividade antimicrobiana, o 6leo essencial apresentou moderada atividade
antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa e Morganella morganii (CIMs:1024
ug/mL) e forte atividade antifungica contra C. gattii (INCQS-40113) com CIM de 32
pMg/mL e de 256 ug/mL para C. tropicalis (ATCC-13803), sendo classificado com
potencial forte para as cepas analisadas neste estudo, contribuindo, assim, para o

conhecimento biologico da espécie X. frutescens.
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