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SECONDARY METABOLITES FROM Esenbeckia almawillia KAASTRA (RUTACEAE). The phytochemical investigation of
the roots of E. almawillia is reported for the first time. Chromatographic fractionation of the methanol extract allowed the isolation
of the alkaloids 3,3-diisopentenyl-N-methyl-2,4-quinoldione (1), maculine (2) and 3’-methoxygraveoline (3), (E)-N-isobutyl-3-
methoxy-4,5-methylenedioxicinnamoyl amide (4), the flavones gardenine B (5) and nevadensin (6), and the sesquiterpene
intermediol (7). Structure elucidation was based on the analysis of their spectrometric data (uni- and bidimensional 'H and "*C
NMR, MS and IR) and comparison with literature data. Compounds 3-7 are being reported as constituents of Esenbeckia species

for the first time.
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INTRODUCAO

Esenbeckia Kunth compreende aproximadamente 30 espécies,
distribuidas na América tropical, na qual o Brasil e o México sdo
considerados os principais centros de diversidade'?. Este género
pode ser facilmente confundido com Metrodorea devido a simila-
ridade entre suas flores e troncos®. Algumas atividades bioldgicas
sdo relatadas para espécies de Esenbeckia*®. A presenca de
metabdlitos secundarios toxicos em E. leiocarpa foi associada ao
comportamento inesperado de Brachyteles arachnoids (espécie de
macaco brasileiro) de nfo se alimentar das folhas desta planta,
mesmo esta sendo uma das espécies mais abundantes em seu
habitat®. A espécie E. yahxoob, comumente conhecida no México
como “tankas-ché”, é empregada no tratamento de gastroenterites
por muitas comunidades mexicanas®.

A investigagdo fitoquimica de Esenbeckia encontra-se restrita a
oito espécies, das quais uma ampla variedade de metabdlitos secun-
darios foi isolada. Dentre eles, os alcaldides do tipo quinolinicos,
quinoldnicos e inddlicos, e as furocumarinas sdo considerados
marcadores quimicos deste género***. Dando continuidade ao estu-
do quimico de Esenbeckia, este trabalho relata a primeira investiga-
¢do quimica das raizes de E. almawillia, como contribuicio ao estu-
do quimiossistemdtico do género, bem como da familia Rutaceae.

A espécie E. almawillia encontra-se distribuida no Brasil em
toda a regido Amazodnica e nos estados da Bahia, Minas Gerais e
Maranhio, onde é comumente conhecida como “laranjinha bran-
ca” e “burangica”’. Na investigagdo dos constituintes voldteis desta
espécie foram identificados mono- e sesquiterpenos, além do
alcal6ide 3,3-diisopentenil-N-metil-2,4-quinoldiona (1)°. Nos es-
tudos da composi¢ido ndo voldtil, restritos a casca do caule’ e cau-
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le®, foram isolados alcaléides quinolonicos, furocumarinas e deri-
vados do 4cido cindmico. O fracionamento cromatografico do ex-
trato metandlico das raizes de E. almawillia permitiu isolar e iden-
tificar os alcaldides 3,3-diisopentenil-N-metil-2,4-quinoldiona (1),
maculina (2) e 3’-metoxigraveolina (3), a (E)-N-isobutil-3-metoxi-
4,5-metilenodioxicinamoilamida (4), as flavonas gardenina B (5) e
nevadensina (6) e o sesquiterpeno intermediol (7). O isolamento
de alcaldides quinolonicos e furocumarinas de E. almawillia tem
relevancia quimiotaxondmica para o género, uma vez que estes
metabdlitos j4 foram isolados também de outras espécies de
Esenbeckia. A presenca de flavonas, da amida derivada do écido
cindmico e do intermediol em Esenbeckia esta sendo relatada pela
primeira vez na literatura e estdo de acordo com o perfil de
metabdlitos secunddrios presentes em Rutaceae.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato metandlico das raizes de E. almawillia foi submetido
ao particionamento liquido-liquido com hexano, CH,Cl, e AcOEt.
O fracionamento cromatogrifico da fragdo hexano levou ao isola-
mento do alcaléide 3,3-diisopentenil-N-metil-2,4-quinoldiona (1)
e do sesquiterpeno intermediol (7). Da fragdo CH,Cl, foram isola-
dos os alcaldides maculina (2) e 3’-metoxigraveolina (3), a (E)-N-
isobutil-3-metoxi-4,5-metilenodioxicinamoilamida (4) e as flavonas
gardenina B (5) e nevadensina (6).

O composto 1 foi identificado como sendo a 3,3-diisopentenil-
N-metil-2,4-quinoldiona, um alcaléide do tipo 2-quinoldnico iso-
lado anteriormente de E. flava'' e do 6leo essencial® e do caule® de
E. almawillia. Sua estrutura foi estabelecida de forma inequivoca
através do emprego de RMN 'H e "*C uni- e bidimensionais®. Deri-
vados deste alcalide foram preparados e tiveram suas atividades
antitumoral e antimicobacteriana relatadas™.
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Figura 1. Metabdlitos secunddrios isolados das raizes de E. almawillia

A substancia 2 foi identificada como sendo o alcaléide
furoquinolinico maculina, isolado anteriormente de E. grandiflora’
e de outras espécies de Rutaceae”!!'35%7, Recentemente, este
alcaldide teve a atribui¢@o dos deslocamentos quimicos de RMN
BC corrigidos na literatura’.

O composto 3 foi caracterizado através da andlise dos dados
espectrais de RMN 'H e "*C uni- e bidimensionais e identificado
como sendo o alcal6ide 3’-metoxigravolina, do tipo 2-arilquinolin-
4-ona, isolado anteriormente da casca do caule de E. almawillia’.

O espectro de RMN 'H de 4 apresentou sinais em 8 0,96 (6H,
d, J= 6,7 Hz), 1,85 (1H, m) e 3,22 (2H, dd, J= 6,3 e 6,3 Hz) que
sugeriram a presenga de um grupo isobutila (2-metilpropila) com
hidrogénios metilénicos ligados a um heterodtomo (O ou N). Fo-
ram ainda observados um singleto em & 3,91, atribuido a uma
metoxila; um singleto largo em & 5,71, associado a um hidrogénio
ligado a nitrogénio; um sinal em & 6,00 (2H, s), indicativo da pre-
senca de um grupo metilenodioxi; dois dubletos em & 6,25 (1H, J=
15,5 Hz) e 7,51 (1H, J= 15,5 Hz), atribuidos a dois hidrogénios
olefinicos vicinais trans, além de sinais em & 6,67 (1H, s) e 6,72
(1H, s), referentes a dois hidrogénios de anel aromadticos. Através
do sinal em & 47,4, observado no espectro de RMN '*C, foi possi-
vel verificar que o carbono metilénico do grupo isobutila encontra-
va-se ligado a um dtomo de nitrogénio. Os sinais em & 56,8 ¢ 102,0
corroboraram a presenga dos grupos metoxila e metilenodioxi na
molécula. O sinal em & 166,3 confirmou a presenga de uma carbonila
de amida. Com base nestes dados foi possivel sugerir para 4 a es-
trutura da (E)-N-isobutil-3-metoxi-4,5-metilenodioxicinamo-
ilamida, isolada anteriormente de espécies de Piper®. O espectro
de RMN bidimensional HMBC de 4 mostrou, dentre outros, os
acoplamentos a longa distncia do hidrogénio em & 0,96 (6H, d,
J=6,7 Hz) com os carbonos & 28,9 (%, CH, C-2’) e 47,4 (*J, CH,,
C-1’) e em 6 1,85 (H-2", 1H, m) com os carbonos & 20,4 (°J, CH,,
C-3’/C-4’) e 474 (*J, CH,, C-1’), permitindo confirmar a presenca
do grupo isobutila na molécula. Os acoplamentos do hidrogénio
em 0 6,25 (1H, d, J=15,5 Hz) com os carbonos & 130,0 *J, C, C-1)
e 166,3 (3J, C, C9)eem d 7,51 (1H, d, J= 15,5 Hz) com os
carbonos & 101,1 (°J, CH, C-6), 109,3 (*J, CH, C-2) e 166,3 (*J, C,
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C-9) confirmaram a localizagdo da ligacdo dupla. Embora Guilhon
e colaboradores® tenham relatado o isolamento do éster metilico
do 4cido 3-metoxi-4,5-metilenodioxicinamico de E. almawillia, o
isolamento do derivado isobutilamida no género Esenbeckia, bem
como seus dados de RMN BC estdo sendo descritos pela primeira
vez na literatura.

As substancias 5 e 6 foram identificadas como sendo as flavonas
gardenina B* e nevadensina®, respectivamente, apés anélise dos
seus espectros de RMN 'H e C uni- e bidimensionais, e compara-
¢3o com dados da literatura. O isolamento destas duas flavonas de
Esenbeckia esta sendo descrito pela primeira vez na literatura.

O composto 7 foi identificado como sendo o sesquiterpeno
intermediol apds andlise dos seus dados espectrométricos (EM, IV,
RMN 'H e C) e posterior comparagdo com dados da literatura*'.
Este € o primeiro relato da presenca de 7 em Esenbeckia.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacao

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos
em um espectrometro Perkin Elmer, modelo FT-IR Spectrum 1000.
Pastilhas de brometo de potassio (KBr) ou cloreto de sédio (NaCl)
foram utilizadas para as andlises das amostras sélidas e liquidas,
respectivamente. Os espectros de ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono-13 (RMN "C) uni- e
bidimensionais foram obtidos utilizando-se espectrometros Bruker
modelo Avance DPX-300 e modelo Avance DRX-500, que operam
na freqiiéncia do hidrogénio-1 a 300 e 500 MHz e na freqiiéncia do
carbono-13 a 75 e 125 MHz, respectivamente. Nas dissolu¢des das
amostras utilizou-se cloroférmio deuterado (CDCL,) como solvente
e os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por
milhdo (ppm) e referenciados pelos picos do hidrogénio (7,27) e
do carbono (77,23) pertencentes as moléculas residuais ndo
deuteradas do cloroférmio. Os espectros de massa foram obtidos
em espectrometro de massa QPS050A da Shimadzu, operando com
impacto eletronico de 70 eV. Os pontos de fusdo ndo corrigidos
foram obtidos em um aparelho Mettler, com placa aquecedora
modelo FPO9O/FP82H7.

Material vegetal

As raizes de E. almawillia foram coletadas na Fazenda Chapada,
municipio Barra do Corda, estado do Maranhdo. A identificacio
botanica foi realizada pelo Dr. J. R. Pirani e a exsicata (nr 32201)
encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra (EAC), da Uni-
versidade Federal do Ceara.

Extracao e isolamento

As raizes secas e trituradas (3,5 kg) de E. almawillia foram
extraidas por maceracdo com metanol a frio. Apds destilagdo do
solvente sob pressdo reduzida, o extrato metanol foi dissolvido em
MeOH:H,O (4:1) e submetido a parti¢do liquido-liquido com
hexano, CHCl3 e AcOEt para fornecer as fragdes EA/H (43,6 g),
EA/C (52,7 g) e EA/A (3,2 g), respectivamente. Uma porcdo da
fracdo EA/H (18,7g) foi cromatografada sobre gel de silica empre-
gando-se gradiente de hexano—AcOEt. Apds andlise por CCDA,
as fragOes obtidas foram agrupadas gerando oito novas fracdes:
EA/H1 a EA/HS8. A fragdo EA/H2 (9,5 g) foi recromatografada em
gel de silica através da eluigdo com gradiente de hexano—CH,CI,
e forneceu onze fragdes (EA/H2-1 a EA/H2-11) apds andlise por
CCDA. A fragdo EA/H2-8 (3,8 g) foi submetida a purificagdo por
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cromatografia em coluna sobre gel de silica tendo como eluente o
gradiente hexano—AcOEt e forneceu 1,8 g da substancia 1. A
fracdo EA/H2-10 (110,0 mg) foi submetida a0 mesmo processo de
fracionamento cromatografico e levou ao isolamento de 14,0 mg
da substancia 7.

Uma aliquota da fracdo EA/C (2,5 g) foi cromatografada sobre
gel de silica empregando-se gradiente hexano—AcOEt e gerou doze
novas fracdes apés andlise por CCDA: EA/C1 a EA/C12. A fragdo
EA/C4 (124,7 mg) foi purificada apds dissolu¢do das impurezas
com a mistura hexano:AcOEt (1:1), gerando 9,5 mg da substincia
5. De forma similar, a fragdo EA/C5 (134,5 mg) foi purificada apés
dissolugdo das impurezas com AcOEt, fornecendo 14,0 mg da subs-
tancia 2. A fracdo EA/C6 (170,0 mg) foi cromatografada sobre gel
de silica empregando-se a mistura isocratica hexano: AcOEt (4:1)
como eluente e forneceu sete fracdes (EA/C6-1 a EA/C6-7), dentre
as quais a fragdo EA/C6-4 (10,2 mg) foi identificada como sendo
composta exclusivamente pela substancia 4. A fragdo EA/C6-6 (33,0
mg) foi purificada por cromatografia em coluna sobre gel de silica,
empregando-se hexano:AcOEt (9:1) como eluente e rendeu 8,5 mg
da substancia 6. Parte da fragdio EA/C11 (650,0 mg) foi
cromatografada sobre gel de silica por eluicio com hexano:AcOEt
(4:1) e forneceu 30,0 mg da substincia 3.

(E)-N-isobutil-3-metoxi-4,5-metilenodioxicinamoilamida (4):
Sélido amorfo. IV Vo (cm™): 601; 696; 820; 926; 965; 1042; 1096;
1139; 1201; 1238; 1285; 1322; 1438; 1512; 1543; 1624; 1653; 2907,
2959; 3291. EM (IE) m/z (%): 277 (M*, 65); 200 (92,5); 205(100);
175 (37,5); 125 (15); 147 (17,5); 119 (20); 91 (12,4); 76 (15). RMN
'H (300 MHz, CDCl,) 6: 0,96 (d, J = 6,7 Hz, H-3°/4’); 1,85 (m, H-
2’); 3,22 (dd, J = 6,3 e 6,3 Hz, H-1"); 3,91 (s, OCH,-3); 5,71 (s,
NH); 6,00 (s, OCH,0); 6,25 (d, J = 15,5 Hz, H-8); 6,68 (s, H-2);
6,72 (s, H-6); 7,51 (d, J = 15,5 Hz, H-7). RMN "C (75 MHz, CDCl,)
8: 20,4 (C-3'/C-4"); 28,9 (C-2°); 47,4 (C-1"); 56,9 (OCH,-3); 101,1
(C-6); 102,0 (OCH,0); 109,3 (C-2); 119,5 (C-8); 130,0 (C-1); 137,0
(C-5); 141,0 (C-7); 143,9 (C-3); 149,5 (C-4); 166,3 (C-9).
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