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RESUMO
O surgimento e a disseminacao de cepas de Plasmodium resistentes aos atuais antimalaricos

tém ameacado as medidas de controle da maléria. Na busca por substancias mais eficazes no
combate a doenga, as plantas medicinais de uso tradicional sdo fontes promissoras para a
descoberta de novos antipaludicos. Trabalhos anteriores do LAPAAM demonstraram
atividade antimalarica de extratos e fracdes obtidos da casca de Aspidosperma excelsum
(Benth), planta utilizada no tratamento da malaria por comunidades tradicionais da Amazodnia.
O presente trabalho ¢ um estudo da composi¢do quimica da casca dessa espécie, a fim de
descobrir substancias naturais com potencial antimaldrico e de baixa toxicidade. O
procedimento fitoquimico iniciou-se com o fracionamento do extrato metanélico e aquoso do
banco de extrato do LAPAAM, particionado por aumento de pH (8, 10 e 12) gerando fragdes
posteriormente avaliadas em uma triagem inicial frente a cepa K1 de Plasmodium falciparum.
Nova coleta foi realizada na Reserva Florestal Adolpho Ducke do INPA. O material seco foi
moido e extraido em dois métodos diferentes: extracdo continua solido-liquido em soxhlet,
utilizando MeOH como solvente, e por maceracdo em MeOH e EtOH a temperatura ambiente.
Os extratos foram submetidos a particdo acido-base, para concentrar os alcaloides e avaliar as
técnicas ideais para um melhor rendimento. As fracdes obtidas foram submetidas a diversos
fracionamentos por cromatografia em coluna aberta (CC), cromatografia em placa preparativa
(CCDP) e cromatografia em camada delgada (CCD). A elucidagdo estrutural das substancias
foi realizada utilizando-se ressonancia magnética nuclear (RMN 1D e 2D) e espectrometria de
massas de alta resolu¢do (CL-EMAR). A atividade antimalarica foi avaliada por meio de
microteste in vitro utilizando a cepa K1 de P. falciparum. A citotoxidade in vitro foi avaliada
frente a linhagem normal de fibroblastos humanos (MRC-5), através do teste Alamar Blue.
Foi possivel isolar 9 alcaloides inddlicos monoterpénicos: isoreserpilina (C), reserpilina (D),
30, 20B-corinan-17-ol (B), E-15S, 16S-isositsiriquina (A), N-0xido-15S, 16S-E-isositsiriquina
(E), 10-metoxi- corinan-17-ol (F), 10-metoxi-15S, 16S-E-isositsiriquina (H), 3a, 15a -10-
metoxigeissosquizol (I) e substancia G (ainda nao relatada na literatura, contendo um
esqueleto carbonico inédito). Nao foi observada atividade citotoxica dos alcaloides (Clso >156
uM), frente a linhagem MRC-5, sendo mais seletivos aos parasitas que as células normais.
Nos testes antimalaricos, os alcaloides apresentaram concentragao inibitoria mediana (Clso) de
10,3 uM (10-metoxi-15S, 16S-E-isositsiriquina (H)) a 78,9 uM (N-6xido-15S, 16S-E-

isositsiriquina (E)) frente ao P. falciparum.

Palavras-chaves: Maldria, Aspidosperma excelsum, Alcaloides inddlicos.
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Abstract

The emergence and spread of Plasmodium strains resistant to current antimalarials have
threatened malaria control measures. In the search for more effective substances in the fight
against this disease, medicinal plants of traditional use are promising sources for the
discovery of new antimalarial agents. Previous work by LAPAAM has demonstrated
antimalarial activity of extracts and fractions obtained from the bark of Aspidosperma
excelsum (Benth), a plant used in the treatment of malaria by traditional Amazonian
communities. The present work is a study of the chemical composition of the bark of this
species, in order to discover natural substances with antimalarial potential and low toxicity.
The phytochemical procedure began with fractionation of the MeOH extract from the
LAPAAM extract bank, partitioned by pH increase (8, 10 and 12), generating fractions later
evaluated in an initial screening against Plasmodium falciparum K1 strain. A new collection
of bark was made at INPA's Adolpho Ducke Forest Reserve. The dry material was ground and
extracted in two different methods: continuous solid-liquid extraction in a soxhlet apparatus,
using MeOH as solvent, and by room temperature maceration in MeOH and EtOH. The
extracts were subjected to acid-base partitioned, to concentrate the alkaloids and to evaluate
the ideal techniques for a better yield. The obtained fractions were submitted to several
frations: column chromatography (CC), preparative thin - layer chromatography (PTLC) and
thin-layer chromatography (TLC). The structural elucidation of the substances was performed
using nuclear magnetic resonance (1D and 2D NMR) and high resolution mass spectrometry
(LC-HRMS). The antiplasmodial activity was evaluated by the microtest in vitro using the F.
falciparum strain K1. In vitro cytotoxicity was assessed against the normal human fibroblast
lineage MRC-5 by the Alamar Blue test. It was possible to isolate 9 monoterpene indole
alkaloids: isoreserpilin (C), reserpilin (D), 3a, 20B-corinan-17-ol (B), E-15S, 16S-
isositsirikine (A), N-oxide-15S, 16S-E-isositsirikine (E), 10-methoxycorinan-17-ol (F), 10-
methoxy-158S, 16S-E-isositsyquinine (H), 15a-10-methoxy-geissosquizol (I) and substance G
(not yet reported in the literature, having a new carbonskeleton). No cytotoxic activity for the
alkaloids (CI> 156 pM) against the MRC-5 lineage was observed. They were more selectively
toxic to the parasites than to the normal cells. In the antimalarial tests, alkaloids had a median
inhibitory concentration (ICso) of 10.3 uM (10-methoxy-15S, 16S-E-isositsyquinine (H)) to
78.9 uM  (N-oxide-15S, 16S-E-isositsirikine (E)) against P. falciparum.

Key-words: Malaria, Aspidosperma excelsum, Indole alkaloids.
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INTRODUCAO

O uso de plantas para fins medicinais acompanha a histoéria da humanidade, logo, o
conhecimento tradicional sobre essas propriedades tem sido a fonte para a descoberta e
desenvolvimento de diversos farmacos que atualmente sdo utilizados no combate a diversas
enfermidades. Os povos da Amazonia encontram na floresta a base para o tratamento de
diversas doencas endémicas e repassam esses conhecimentos ao longo das geragdes durante
sua evolucdo. Dentre as diversas doengas tratadas pelos povos amazdnicos, a maléria se
encontra em destaque devido a sua ampla incidéncia e prevaléncia nas comunidades

ribeirinhas, indigenas e quilombolas.

A maléria ¢ uma doenga parasitaria epidemiologico da regido, que acomete milhdes de
pessoas nas zonas tropicais e subtropicais do planeta. Por ser uma doen¢a muito antiga, a
populagdo vem se tratando com varios tipos de medicag@o contendo principios ativos naturais,
semissintéticos ou sintéticos. No entanto, muito dos fArmacos antimaléricos de primeira linha
de tratamento vem se mostrando ineficientes devido o surgimento da resisténcia do
protozoario. Com a perda da eficacia dos antimalaricos atuais se espera o ressurgimento de

maléria em regides onde a mesma ja havia sido eliminada.

Diante disso, torna-se necessaria a descoberta e desenvolvimento de novos
antimalaricos que venham atuar de uma forma eficaz no combate a doenga. E por sabermos
que os antimalaricos vieram de espécies vegetais ou que substancias naturais serviram de base
estrutural para formulacao dos principios ativos simissintéticos ou sintéticos, a proposta de
estudar a composicdo quimica e atividade antimalarica de espécies vegetais amazonicas, se

faz necessaria partindo-se do conhecimento etnofarmacoldgico.

Entre as plantas regionais utilizadas pelas comunidades tradicionais no tratamento de
malaria estdo as carapanaubas (Aspidosperma spp.). O conhecimento tradicional sobre estas e
outras plantas ¢ a esperanca de descobrir novos antimalaricos, uma vez que novas substancias
podem ser extraidas, modificadas e avaliadas com o objetivo de encontrar alternativas
terapéuticas para esta doenca. Assim, o presente trabalho busca novas substancias com
potencial antimalarico a partir de cascas de Aspidosperma excelsum, uma espécie de uso
tradicional conhecido, contribuindo para o conhecimento sobre a composi¢do quimica desta

espécie e seu potencial biologico.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1. Malaria

A malaria ¢ uma doenga parasitaria que pode ter evolucao rapida e ser fatal. Em
humanos ¢ causada pelas seguintes espécies de protozodrios: Plasmodium vivax Grassi &
Feletti, P. falciparum Welch, P. malariae Grassi & Feletti, P. ovale curtisi (Sutherland et
al.,2010), P. ovale wallikeri (Sutherland et al., 2010), P. knowlesi (Lee et al., 2009) ¢ P.
cynomolgi (Ta et al., 2014). A transmissao da doenca se da pela picada do mosquito fémea do
género Anopheles infectados com o Plasmodium. No Brasil, as espécies de maior ocorréncia
sdo P. malariae, P. vivax e P. falciparum, sendo P. vivax a mais predominante. A maioria dos
casos de malaria ocorre em regides tropicais e subtropicais do planeta, como Africa, Asia e

América Latina (Frasson et al., 2009; Sutherland et al., 2010; Ta et al., 2014).

Em 2017, foram investidos cerca de US$ 3,1 bilhdes em medidas de controle e
eliminacdo da malaria nos paises onde a doenca ¢ endémica. A maior parte desse valor (2,2
bilhdes) foi investida na Regido Africana, regido de maior ocorréncia de casos de maléria
(WHO, 2018). Mesmo com todo o investimento e os avangos nas medidas de controle da
doencga nas ultimas décadas, a malaria ainda permanece como um dos mais graves problemas
de saude publica em todo o mundo. Ocorre em 91 paises. Atualmente as situagdes mais graves

se concentram na Africa Subsaariana.

Em 2017, estima-se que 219 milhdes de casos de maléria ocorreram em todo o mundo
(95% de intervalo de confianca [IC]: 203-262 milhodes). Comparado a 2016 em que houve 216
milhdes (IC 95%: 196-263 milhdes) de casos, houve um aumento nos casos de infeccao
(WHO, 2017; WHO, 2018). Em 2017 houve uma estimativa de 435.000 mortes por malaria
em todo o mundo, onde 93% destes foram registrados na Regido Africana (WHO, 2018). Nas
Américas foram registrados mais de 1 milhdo de casos em 2017, destes, 630 vieram a dbito. O

Brasil foi responsavel por 189.503 casos da doenca e 30 6bitos em 2017 (WHO, 2018).

Em 2019, no periodo de janeiro a setembro, foram confirmados 112.590 casos de
maléria no Brasil. No mesmo periodo do ano de 2018 foram confirmados 147.164 casos

(Figura 1). Esses dados mostram um defiti na incidéncia de casos da doenca (Brasil, 2019).
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Assim como no restande do pais o estado do Amazonas teve também uma reducgdo de
24% dos casos de malaria registrados quando comparado os anos de 2018 e 2019, onde fora
registrados 73.856 ¢ 56.051 mil casos respectivamente, como mostra a figura 1, sendo o
estado com maior numero de casos na regido Amazdnica. A maioria dos casos de malaria na
Regido Amazonica ¢ causada pelo P. vivax, com cerca de 88%, sendo a forma mais branda da

doenga (Brasil, 2019).

Figura 1: Numero de casos de malaria e percentual do total brasileiro entre 2018 e 2019 —
jan-set, na regido Amazonica.
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Fonte: Sivep-Malaria/SVS - Ministério da Saude. Dados de 2018-2019 atualizados em
29/10/2019.

1.2. Ciclo biologico do Plasmodium

O ciclo biologico do parasita apresenta duas fases, a assexuada que ocorre no
hospedeiro e a sexuada que acontece no vetor. O ciclo assexuado do plasmodio, denominado
esquizogodnico, inicia-se apds a picada do vetor com a inocula¢do de esporozoitos infectantes
no hospedeiro. A seguir, os esporozoitos circulam na corrente sanguinea até chegarem aos
hepatocitos, células do figado onde ocorre o ciclo pré-eritrocitico. No figado os esporozoitos
se diferenciam em trofozoitos e se multiplicam por esquizogonia, originando esquizontes.
Durante esta fase, o P. vivax e o P. ovale apresentam desenvolvimento lento de alguns dos
seus esporozoitos, formando os hipnozoitos, formas latentes (dormentes) do parasita

responsaveis pelas recaidas da doenga apos meses ou anos da infecgao (Brasil, 2005).

Ao final do ciclo tecidual, os esquizontes rompem os hepatdcitos, liberando milhares
de elementos-filhos na corrente sanguinea, chamados merozoitos. Os merozoitos irdo invadir

as hemadcias, dando inicio ao ciclo eritrocitico do parasita. Durante um periodo que varia de
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48 a 72 horas, o parasito se desenvolve no interior das hemécias até provocar a sua ruptura,
liberando novos merozoitos que irdo invadir novas hemdcias. A ruptura e consequente
liberagdo de parasitas na corrente sanguinea traduz-se clinicamente pelo inicio do paroxismo
malérico, que se repetira com o término do novo ciclo. Apoés um periodo de replicagao
assexuada, alguns merozoitos se diferenciam em gametdcitos, que amadurecem e tornam-se
infectantes aos mosquitos. A fun¢do desses gametdcitos € reprodutiva, isto €, garantir a
perpetuacdo da espécie. Eles podem ser de dois tipos, os microgametdcitos (masculinos) e os

macrogametocitos (femininos)(Brasil, 2005).

A reproducao sexuada (também conhecida como esporogdnica) do parasita ocorre no
estdmago do mosquito apds a diferenciagdo dos gametdcitos em gametas e a sua fusdo, com
formagdo do ovo (zigoto). Este se transforma em uma forma moével (oocineto) que migra até a
parede do intestino médio do inseto, formando o oocisto, que cresce e passa por divisdes
esporogonicas originando os esporozoitos. Estes produzidos nos oocistos sdo liberados na
hemolinfa do inseto e migram até as glandulas salivares, de onde sdo transferidos para o

sangue do hospedeiro humano durante o repasto sanguineo das fémeas do vetor (Figura 2)

(Brasil, 2005).

Figura 2: Ciclo do parasita (Plasmodium spp)
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1.3. Conhecimentos tradicionais de plantas e os atuais antimalaricos

A malaria ¢ uma doenga muito antiga. Tém-se relatos que desde a era crista, a
populagdo chinesa ja se tratava com plantas para o combate da malaria como a Dichroa
febrifuga (Vale et al., 2005). Outro exemplo ¢ a quina verdadeira (Cinchona officinalis)
conhecida pelos amerindios como antitérmico. Em 1820, foi isolada da casca de C. officinalis
a quinina (1) (Figura 3), que ¢ um alcaloide indo6lico monoterpénico do grupo dos
aminoquinolinas. Essa substancia ¢ responsavel pela atividade dos extratos de C. officinalis
frente ao Plasmodium. Até meados do século passado, a quinina era o principal
quimioterapico utilizado no combate a malaria. Seu uso s6 foi reduzido em fun¢ao da sua alta
toxicidade e com o surgimento de cepas de P. falciparum resistentes, mas sua importancia
voltou a aumentar na atualidade, em fun¢ao do surgimento de resisténcia aos outros farmacos

(Barreiro, 2001; Franga et al., 2008).

Em 1972 foi isolado o sesquiterpeno artemisinina (2) (Figura 3), que ¢ obtido a partir
da planta Artemisia annua. Essa planta j& era usada na China ha cerca de 2000 anos como
febrifugo (Vale et al., 2005). Muito embora a artemisinina seja utilizada clinicamente para o
tratamento da maldria, o seu uso terapéutico ¢ limitado devido a sua baixa solubilidade, tanto

em 6leo quanto em agua.

Figura 3: Antimalaricos naturais de plantas usadas tradicionalmente
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1.3.1. Antimalaricos sintéticos e semissintéticos

Partindo de nogdes sobre a estrutura molecular da quinina foram desenvolvidas novas
drogas antimalaricas sintéticas, como o azul de metileno (3), (Figura 4) no final do século 19
que surgiu como o primeiro antimalérico sintético (Oliveira e Franca (2008)). Foi durante a

segunda guerra mundial que o desenvolvimento de novas drogas antimaldricas teve seu maior
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crescimento, com o surgimento da cloroquina (4) e primaquina (5) (Figura 4), que
inicialmente vieram para refor¢ar o combate a malaria nos cendrios nacional e internacional.
Em 1955, quando o Programa Global de Erradicagdo da Malaria foi adotado pela Organizacgao
Mundial da Saude (OMS) havia um clima de grande otimismo em virtude das novas

tecnologias no campo da quimica farmacéutica.

A partir da década de 1960, veio a frustracdo quando surgiram os primeiros relatos de
recidivas causadas por algumas cepas resistentes de P. falciparum (Manzali, 2011). Com a
confirmagdo dessa resisténcia houve um grande incentivo em utilizar outros firmacos que
virlam a sanar esse problema. Foi entdo que surgiram muitas drogas sintetizadas como:

pirimetamina (6) e mefloquina, (7) (Figura 4), dentre outras (Vale et al., 2005; Manzali, 2011).

Figura 4: Antimalaricos sintéticos inspirados na quinina.
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1.3.2 Antimalaricos semi-sintéticos

Outro exemplo no avanco na area da quimica medicinal foi o desenvolvimento de
derivados semissintéticos da artemisinina (2), que surgiram com o proposito de melhorar a
eficiéncia e solubilidade como artesunato (8), artemeter (9), diidroartemisinina (10), arte-éter

(11) e o acido artelinico (12) (Figura 5) (Franco et al., 2009).
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Figura 5: Antimaldricos sintéticos inspirados na artemisinina.
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1.3.2. Resisténcia aos antimalaricos atuais

Alguns dos desafios que impedem que os paises permanegam no caminho certo e
avancem para a elimina¢do da maldria, incluem a falta de financiamento, os riscos em zonas
endémicas de malaria, padrdes climaticos andmalos, € o surgimento de resisténcia do parasita

aos medicamentos antimalaricos (WHO, 2017).

As resisténcias aos antimalaricos iniciaram-se com a cloroquina (4) a partir da década
de 1960, frente a algumas cepas de P. falciparum, em areas nas quais a droga havia sido
utilizada em massa (Manzali, 2011). Dentre as oito espécies de parasitas transmissores de
malaria ao ser humano, P. falciparum e o P. vivax sdo os responsaveis pelos maiores numeros

de casos, bem como resisténcias ao tratamento.

Com os primeiros relatos de resisténcia a artemisinina (2), e seus derivados 8-12 em
2001, a OMS em 2005 sugeriu o uso dos TCAs (terapia combinada a base de artemisinina).
Essa terapia tem sido eficaz e ¢ a base atual da terapia de maldria causada por P. falciparum.

Recentemente, ja houve relatos de resisténcia aos TCAs, como mostrado na figura 6.

A resisténcia aos medicamentos antimalaricos ¢ uma ameaga aos esforgos globais para
controlar a doenga. O acesso melhorado ao tratamento eficaz tem sido um fator chave na
reducdo da maléria nos ultimos anos. Proteger a eficacia do tratamento da maléaria é uma das
principais prioridades dos paises com paludismo endémico e da comunidade global da maléria

(WHO, 2017).
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Figura 6: Paises com relatos de resisténcia aos TCAs do sudeste asiatico.
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Fonte: WHO (2017)

A histéria mostra que as plantas utilizadas tradicionalmente para o tratamento da
malaria (Cinchona spp. e Artemisia annua), sao fontes importantes dos principais
antimaléricos em uso atualmente. Por isso a 4. excelsum (Apocynaceae), tem um historico de
uso tradicional na regido Amazodnica contra a malaria e grande concentragao de alcaloides de
acordo com Afiez (2009), tornando-se uma espécie bastante atraente como plataforma para a

descoberta de novas substancias antimalaricas.

1.4. A familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae estd entre as dez maiores familias de Angiospermas. Esta
engloba 366 géneros e 5000 espécies distribuidas em cinco subfamilias (Rauvolfioideae
Miers, Apocynoideae Burnett, Asclepiadoideae Endl, Periplocoideae Endl e Secamonoideae
Endl). A maior dificuldade para a delimitagdo dos taxons estd relacionada a grande
diversidade e ampla distribuicdo da familia, associadas a escassez de estudos abrangentes.
Espécies de Apocynaceae estdo representadas em todos os continentes, exceto na Antartica. A
maioria das espécies ocorrem na regido tropical. No Brasil, a familia Apocynaceae conta com
41 géneros e 376 espécies, aproximadamente (Endress, 2004; Rapini, 2012; Endress et al.,
2014).

As plantas dessa familia sao mais diversificadas em regides tropicais e subtropicais,
mas também se estendem em dreas temperadas (Nascimento et al., 2013). A familia
Apocynaceae pode ser considerada uma das mais importantes fontes vegetais de constituintes

quimicos. Varias substancias tém sido isoladas a partir de espécies dessa familia. Muitas
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dessas espécies representam prototipos de classes farmacoldgicas distintas de drogas e fazem
parte da histdria da farmacologia e da terapéutica (Tabela 1, Figura 7), das quais se destacam
alguns géneros como: Alstonia Scop., Aspidosperma Mart. & Zucc., Rauwolfia Gled., Vinca
L., Taubernaemontana L., Mandevilla Lindl., Hancornia Gomes, Nerium L., Catharanthus G.
Don, Allamanda L., Thevetia L., e Himatanthus Willd. ex Schult. Sendo em sua maioria,
caracterizadas pela presenga de alcaloides bioativos como: alstonina (13), reserpinina (14),
aspidoscarpina (15), elipticina (16), olivacina (17), aricina (18), tchibangensina (19) e
tetraidrousambarensina (20) (Figura 7) (Baliga, 2010; Henrique et al., 2010; Rocha e Silva et
al., 2012).

Tabela 1: Algumas substancias com atividade biologica da familia Apocynaceae

Substancias Aplicacio Referéncia

o Hall e Sylvie (2005)
' Antipsicoética, tratamento
Alstonina (13) (Patente);

de cancer de préstata
Linck et al. (2015)

‘ Antidepressivo, Andersson et al. (2018);
Reserpina (14) o
Antipsicotica Mohammed e tal. (2018)
Andrade Neto et al. (2007);
Aspidoscarpina (15) Antimalérico

Chierrito et al. (2014)
Andrade—Neto et al. (2007);

o Anticancerigeno, _
Elipticina (16) e Rocha e Silva et al. (2012);
antimalarico
Mustarichie et al. (2014)
Atividade

o . Rocha e Silva et al. (2012);
antiproliferativa contra

Olivacina (17) Itoh et al. (2018)
células HCT-116 e HL-60

antimalarico

Tratamento da dor na
Passemar et al. (2011);

Aricina (18) neuropatia periférica
Berry (2015). (Patente)

antimalarico

Tchibangensina (19) Antiproliferativo, Orlowski e Sellin. (2014)
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antiinflamatoério e (Patente)
antifungicos

Tetraidrousambarensina ‘ ‘
Antimalérico Passemar et al. (2011)

(20)

Figura 7: Substancias da familia Apocynaceae com atividades biologicas comprovadas

CH50

CH30
(13) Alstonina

1_ . P
(16) R=CH3; R'=H Elipticina 18 A
(15) Aspidoscarpina 17 b I—CH. Olivaci (*®) Aricina
(1YR=H; R 3 Olivacina

(19) Tchibangensina (20 Tetraidrousambaresina

14.1. Levantamento bibliografico sobre Aspidosperma

Bolzani et al. (1987) propuseram que as espécies desse género fossem classificadas
baseando-se na quimiossistematica, na qual esse método agrupou 48 espécies em 7 séries
(Macrocarpa, Nitida, Nobile, Polyneura, Pyricolla, Quebrachines, e Rigida). O género
Aspidosperma ficou classificado dentro da série Nitida. As espécies deste género podem ser
encontradas em varios habitats. No Brasil sdo encontradas desde as areas de cerrado da regido

Central e a parte sul bem como em areas inundadas nas margens de rios e igarapés, da Regiao
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Amazodnica. Também sdo encontradas no Paraguai, Argentina, México e em regides elevadas

como Peru e Bolivia (Woodson, 1951).

As espécies desse género sdo conhecidas popularmente como perobas, guatambus,
carapanauba, pau-pereira, amargoso e quina. Ocorrem predominantemente nas Américas,
sendo em maior concentragao na Argentina ¢ no México (Pio Corréa, 1926). Plantas desse
género tem grande importidncia para a populacdo em geral, sendo extraidas pelas suas
madeira, além de serem muito utilizadas pelas populagdes indigenas e ribeirinhas para varios
fins medicinais (Tabela 2 e Figura 8). Este fato tem despertado nos pesquisadores, o interesse
por uma investigacdo mais apurada, de uma correlacao entre as atividades terapé€uticas, com a
grande ocorréncia de alcaldides indolicos presentes no género Aspidosperma. Em sua grande
maioria os alcaloides isolados desse género possuem atividades bioldgicas tais como
antitumoral, antituberculose, antimicrobiana, antiprotozoarios como (antitrypanosoma,
antileishmania e antiplasmédico (atividade antimalarica)) (Tabela 2). Sendo essa ultima

atividade bioldgica o motivo da escolha desse género para um estudo mais aprofundado.

Tabela 2: Algumas substancias com atividade biologica de espécies de Aspidosperma.

Espécie Substancia testada Aplicacao Fonte
Antitumoral,
A. quebracho Aspidospermina (21) inibigao de Cai et al..(2017)
blanco Toimbina (22) adrenoceptores (Pqtente),
a2C Hidenobu et al. (2018)
A. polineuron Polineuridina (23) Antimicrobiano Granato et al. (2005)

Atividade contra

protozoarios
iy . flagelados do
Braznitidumina (24) género Galarreta ct al. (2008);
.. Aspidospermina (21) i ]
A. nitidum . Trypanossoma Cai et al. (2017);
Quebrachamina (25) ; .
. Leishmania, Kreps et al. (2017)
[oimbina (22) atividade
antioxidante

Ramiflorinas a (26) ¢ B (27)

Atividade contra

Frederich et al. (2002);

A. ramiflorum 10—met0X'1 ge}ss'0§q11.1zol (28) lel§ hmaniose; Cunha et al. (2012);
16 (S)-E-isositsiriquina (29)  baixa Aguiar et al. (2015)
16 (R)-E-isositsiriquina (30)  citotoxicidade & '
16 (S)-Z-isositsiriquina (31) (HepG2);



. ulei

. subicanum

. excelsum

. megalocarpon

. excelsum

[oimbina (22)
1,2-diidro-olivacina (33)
1,2-diidro-elipticina (34)
N-metil-tetraidroelipticina
(35)

(D)-guatambuina (37)
uleina (37)
N-metil-tetraidroelipticina
(34)

uleina (37)
3-epi-dasicarpidona (38)
3-epi-uleina (39)

Ioimbina (22)
N-acetilaspidospermidina
(30)

3-epi-dasicarpidona (38),
9-metoxi-16R-E-
isositsiriquina (32)
11-metoxi-tubotaivina (42)
Ochrolifuanina A (41)

Aspidolimidina (43)
Aspidoalbina (44)
Fendlerina (46)

Reserpinina (47)
Reserpilina (48)
Aspidoscarpina (45)
Aspidolimidina (42)

atividade
antiplasmodica

Atividade contra
M. tuberculosis
tuberculose,
atividade
citotoxica

Suplemento
alimentar a
pacientes com
HIV

Antimicrobiana e
crescimento de
Bacillus subtilis

Baixa atividade
antimalarica ao
testar os
alcaloides
purificados
Toxicidade para
larvas de Artemia
franciscana

e atividade
antimicrobiana
contra

E. coli, P
aeruginosa, C.
albicans, A. niger

28

Itoh et al. (2018)
Schmidt et al. (2018)

Maes e Maes (2015)

Verpoorte et al. (1983);
Frederich et al. (2002)

Mitaine et al. (1998)

Verpoorte et al. (1982);
Quignard et al. (2003);
Dwivedi et al. (2015)
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Figura 8: Substancias isoladas de Aspidosperma com atividades bioldgicas comprovadas

CH, bOCH3
(21) Aspidospermina (22) R=H; loimbina (23) Polineuridina

R
A\
CH,0 N
H (26) R= OCH3; 17*-Ramiflorina H
CH, 27) R= :17p-Ramiflori
CH0 H (25) Quebrachamina (27) R= OCHj;17p-Ramitlorina

(41) R=H; Ocrolifuanina

(24) Braznitidunina

H

15 CH;0
a, "% q0- igei i L3
(283 ; 10-Metoxigeissosquizol (29) H-1 6%, 16(S)-E-isositsiriquina (33) R=H; R!=R2=CH,;
R CH, (30) H-16P, 16(R)-E-epi-isositsiriquina 1 2-diidro-olivacin2}
N 31y H-16"%, 16(S)-Z-isositsiriquina (§4) R=R’=CH;; R'=H;

(32) H-16%, 16(S)-10-Metoxi-epi-isositsiriquina 1,2-diidro-elipticina

O O H3C\N

H,C

H

(35) R=CH3; R'=H;

N-metil-tetraidro-elipticina
(36) R=H; R'=CH3; .
Guatambuina (37) Uleina (38) 3- epi-dasicarpidona (39) 3-epi-uleina

“© L. M-acotisnid » (42) 1 1-Metoxitubotaivina  (43) R=H; R'= COCHj; Aspidolimidina
40y R=R =H; N-acetilaspidospermidina ( 4 4) R=OCH3: Rl= COCHZCH3; Aspidoalbina

(45) R=0CH3;R'=OH; Aspidoscarpina (46) R=H; R'= COCH,CH;; Fendlerina



30

(47) R'= R>=0OCH3; 3%-Reserpilina
(48) R'=R?=0CHj3; 3p-Reserpilina

Espécies de Aspidosperma sao utilizadas tradicionalmente no tratamento de varias
doencas. As cascas e caules de 4. nitidum sdo utilizadas no tratamento de infec¢des do figado
e do estobmago (Afiez, 2009), como anti-inflamatoério e anticonceptivo (Araujo et al., 2013) e
no tratamento da maléria (Ruiz et al., 2011; Coutinho et al., 2013; Oliveira et al., 2015).
Também ¢ utilizada a A. auriculatum (tipica da Regido Amazdnica), espécie conhecida no
Pard como carapanauba e indicada popularmente para tratar febre e outras afecgdes, inclusive
a malaria (Barbosa et al., 2003). 4. desmanthum apresentou atividade antiplasmoédica
(Andrade-Neto et al., 2007; Henrique et al., 2010). 4. excelsum possui atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli (Theodor Escherich), Pseudomonas aeruginosa
(Schroeter), Candida albicans (Berkhout), Aspergillus niger (Van Tieghem), entre outros
(Verpoorte et al., 1982; Verpoorte et al., 1983).

1.4.2. Descricao botanica, distribuicio geografica e consideracdes biogenéticas
sobre alcaloides indoloterpénicos e quimiossistematicas sobre 4. marcgravianum

e A. excelsum

Em consulta realizada no W3Tropicos, foram encontrados 3 nomes aceitos como
sinonimias de A. excelsum (A. marcgravianum (Woodsom), A. nitidum (Benth. ex Miill) e
Macaglia excelsa (Benth.)). De acordo com a Reflora do Brasil, apenas o nome aceito para a
espécie ¢ A. excelsum (Benth) sendo Macaglia excelsa (Benth) sinonimia (Reflora, 2019). O
site também traz varias diferencas entre as demais espécies como: Aspidosperma
excelsum pode ser diferenciada de 4. marcgravianum pelas folhas coridceas (vs. cartaceas),
pelas flores com lobos do célice iguais (vs. desiguais), e pelos foliculos espinescentes (Vvs.
muricados). Difere de A. nitidum também pelos foliculos espinescentes (vs. muricados)

(Castello et al., 2019).

Uma espécie de Aspidosperma esta depositada no Herbario do INPA sob o niimero de

acesso INPA 180516 (depositado em 2 de fevereiro de 1995 como A. marcgravianum


http://www.tropicos.org/Name/1801188
http://www.tropicos.org/Name/1801188
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Woodson pelo Dr. Alberto Vicentini, atualizado em 29 de novembro de 2012 para A. excelsum

Benth. Ex Mull. Por JF Morales).

Como nosso trabalho utilizou-se de material vegetal coletado do mesmo exemplar e
periodos diferentes (coletas em 2001 e 2015, periodos em que houve a atualizagdo dos
nomes), optou-se por realizar levantamento quimico dos compostos isolados dessas duas

espécies (4. excelsum e A. marcgravianum).

1.4.2.1. Descricao botanica e distribuicdo geografica de A. excelsum

E uma arvore de grande porte com caracteristicas gerais: Caule de superficie (s)
sulcado(s); ramo(s) cilindrico(s); consisténcia dos ramo(s) suberes ndo espessado(s)/stuber (es)
levemente espessado(s). Folha: latex branco; filotaxia alterna(s); posi¢ao da(s) folha(s) no(s)
ramo(s) laxa(s); venag¢do eucamptddroma(s); bases achatada(s)/levemente revoluta(s).
Inflorescéncia: tipo cimeira(s) corimbiforme(s); posi¢cdo(des) terminal(ais); consisténcia
rigida/nao rigida. Flor: calice(s) com sépala(s) iguais; corola com comprimento dos lobo(s)
menor(es) que o tubo; ovario(s) glabro(s). Fruto: costa(s) evidente(s)/ndo evidente(s);
estipe(s) presente(s); lenticela(s) inconspicua(s); superficie(s) espinescente(s) (Castello et al.
2019). Essa espécie ndo ¢ endémica, ¢ natural da Regido Norte. Tém sua ocorréncia

confirmada nos estados do Amazonas, Rondonia e Roraima.

Segundo Viasquez et al. (2014); Paula et al. (2014) e Oliveira et al. (2015) dessa planta
¢ utilizada a folha, casca do caule na forma de cha, maceragao, no tratamento de inflamagao,

diabetes, figado, pressdo alta, malaria, feridas e como anticoncepcional.

1.4.2.2. Descricao botanica e distribuicao geografica de A. marcgravianum

E uma 4rvore de grande porte com caracteristicas gerais: caule: superficie(s) sulcado
(s); ramos(s) cilindrico(s); consisténcia dos ramos suberes ndo espessado(s).
Folha: latex branco; filotaxia alterna(s)/suboposta(s); posi¢cao das folha(s) nos
ramo(s) laxa(s); venacao eucamptodroma(s); base achatada(s)/levemente evoluta(s).
Inflorescencia:  tipo  cimeira  corimbiforme(s); posi¢cdo terminal(ais); consisténcia ndo
rigida(s). Flor: céalice(s) com sépala(s) desigual(ais); corola com comprimento do lobo(s)
menor(es) que o tubo; ovario(s) glabro(s). Fruto: costa(s) evidente(s)/ndo evidente(s) ;

estipe(s) presente(s) ; lenticela(s) inconspicua(s) ; superficie(s) muricada(s). Essa espécie
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ndo ¢ endémica. Tém sua ocorréncia confirmada nos estados do Amazonas, Amap4, Para,

Rondonia, Roraima, Maranhdo e Mato Grosso.

Aspidosperma  marcgravianum pode  ser  diferenciada  de A. nitidum pelas
inflorescéncias terminais (vs. axilares), e pelas flores com lobos do calice desiguais (vs.

iguais), e lobos da corola 1-1,5 mm compr. (vs. ca. 0,5).

1.4.2.3. Consideracdes biogenéticas sobre alcaloides indoloterpénicos e

quimiossistematicas sobre A. excelsum e A. marcgravianum

Os alcaloides inddlicos constituem um extenso grupo de substancias, com mais de
4.000 estruturas registradas na literatura, isolados de uma grande variedade de organismos.
Estdo distribuidos em trés subgrupos denominados: alcaloides indolicos monoterpénicos (49),
alcaloides indolicos hemiterpénicos (alcaloides do ergd) (50) e alcaloides inddlicos [-

carbolinicos (51) (tipo harmano) (Simdes et al., 2002) (Figura 9).

Figura 9: Subgrupos de alcaloides terpénicos

\'AOH

(@) NH
- W)
CH30 N
HN /
(49) Psicolatina (50) Ergometrina (31) Harmalina

Os alcaloides inddlicos monoterpénicos sao o maior subgrupo, sendo encontrados em
cerca de 8 familias, principalmente em plantas pertencentes a trés familias da ordem

Gentianales: Rubiaceae, Loganiaceae e Apocynaceae (Dewick, 2002).

Sua biossintese vem sendo investigada ha varias décadas, com experimentos
realizados basicamente com Catharantus roseus (Croteau et al., 2000), que levaram ao
isolamento e caracterizagdo de varias enzimas envolvidas e clonagem de genes que as

codificam. Ficou evidenciado que a por¢do aromatica ¢ oriunda do triptofano (52) que fornece
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a triptamina (53) através do triptofano descarboxilase (TDC), enquanto a parte terpénica
provém da secologanina (54), oriunda do geraniol (55), através de vérias etapas que envolvem
a sua hidroxilagdo pela enzima geraniol-10- hidroxilase (G10H). A reagdo entre essas duas
substancias ¢ catalisada pela estrictosidina sintase (SSS), forma o glucoalcaloide 3 (a) (S)

estrictosidina (57), o precursor universal dos alcaloides indoloterpénicos (Figura 10) (Croteau

et al., 2000).

Figura 10: Rota biosintética da estrictosidina

CH,
OH
CO,H N\
vl IH
N\ NH> HaC CH, (34) Geraniol
” (32) L-Triptofano
CH,
HO T H
/. N \\Ogluc

TDC

(0]
(35)Lo ganina
H5C
,; )
H o
NH, =
A\ N
N gluc
H (33) Triptamina CH;0 NP

(36) Secologanina

Estrictosidinassintase

(37) Estrictosidina

Fonte: Croteau et al. (2000).
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A partir da estrictosidina (57), vérias rotas levam a alcaloides de diversos grupos e
subgrupos. Na proxima etapa ocorre a hidrélise enzimdtica da estrictosidina (57), mediada
pela enzima B-glicosidase (SG), levando a um hemiacetal que esta em equilibrio com um
dialdeido altamente instavel, que € convertido por meio de varios rearranjos intramoleculares
em 4,21-desidrogeissosquizina (58) em uma carbinolamina da catenamina, e
subsequentemente em catenamina (59) e ajmalicina (60) (Figura 11). Variantes carbociclicas
provenientes da desidrogeissosquisina (58) levam a alcaloides tipo ioimbina (Le Men et al.,

1965). Na figura 12, sdo apresentados, esquema das reagdes e estruturas envolvidas.

Figura 11: Rota biosintética da formagao da ajmalicina

Isomerizacdo alilica

faygrsesnde

(57) Estrictosidina

CH,0,C

Ataque de nucleofilo

l F& cal%ﬁ? da base

+ __H

(59) Catenamina CH,30,C

(60) Ajmalicina cH,0,¢

Fonte: Le Men et al., 1965
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Figura 12: Rota biosintética da formagao da ioimbina

Isomerizagao homo-alilica

Ataque nucleofilico para
carbonila através

sistema conjugado

CH3OZC\:
(61) Toimbina

Fonte: Le Men et al., 1965

Até meados do século passado, eram conhecidos cerca de 350 alcaloides indélicos
monoterpénicos. Le Men e Taylor (1965) classificaram, conforme variagdo ou rearranjos em
seus esqueletos, em trés classes denominadas: ioimbinoides (correspondendo ao tipo
corinante), iboga e aspidosperma (Figura 13) e fizeram uma proposta de um sistema de
numeragao para os seus esqueletos com base no esqueleto da ioimbina, de modo que se atribui
aos carbonos da mesma origem biogenética 0 mesmo nimero, em qualquer dos alcaloides
(Figura 14). Basicamente, tais alcaloides possuem uma porcdo triptaminica e o restante ¢ o
residuo monoterpenoide (secologaninico) C-9 ou C-10, onde os trés grupos estruturais

corinante, aspidosperma e iboga, sdo discerniveis de acordo com o arranjo de seus atomos.
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Figura 13: Principais grupos de alcaloides ind6licos monoterpénicos

A\ /
CO,CH; ” O,CH,3

H
. Iboga
Aspidosperma (63) Catarantina

(62) Tubersonina

- OH
Corinante Corinante CH;0,C

(60) Ajmalicina (64) 3(1’ 1 SOL, 1 6(1, 176,20B-Quebrachina
[(—)-B-ioimbina]

Atualmente sdo conhecidos mais de 2500 alcaloides indolicos terpénicos, distribuidos
de acordo com seus esqueletos em 11 classes e subdivididos em 46 subclasses (Simdes et al.,
2002). Como destacado anteriormente, a familia Apocynaceae possui uma rica variedade de
esqueletos, o que também ¢ verificado no género Aspidosperma e na espécie em estudo, que
apresentam alcaloides derivados dos esqueletos basicos, corinante, iboga e aspidosperma

(Pereira et al., 2007)

Figura 14: Numeracao de alcaloides terpénicos do tipo ioimbano

(64) 3%,15%,16a,17PB,20B-Quebrachina
[(-)-B-ioimbina

Pereira et al. (2007) realizou um levantamento bibliografico de todos os alcaloides

isolados nesse género (Aspidosperma), e chegou ao numero de 247 alcaloides de variados
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tipos de esqueletos. Desse alcaloides alguns foram isolados nas espécies A. marcgravianum e

A. excelsum, como descrito nos topicos abaixo.

1.4.2.4. Alcaloides isolados de A. excelsum

Esses alcaloides estdao agrupados de acordo com o sistema utilizado por Pereira et al.
(2007) e Bolzani et al. (1987) nas figuras 15 a 18.

Figura 15: Alcaloides de A. excelsum do tipo aspidoscarpina

N-acetilaspidospermidina
(65) R:R1:R2: H, R3: OCOCH3 (67) Kopsanol

(66) R= H; R'= OCH;; R?=OH; R¥*=COCHs3; Aspidocarpina

0,CHj

(68) Compactinervina (69) Condilocarpina

Figura 16:Alcaloides de 4. excelsum do tipo ioimbano e heteroioimbano

15
(70y 30 "% 16p, 17, 20B-loimbina

(71) R=0CH3; Excelsinina

CH;0, OCOCH,

-O-Acetilioimbina

(73) O-Acetilexcelsina

(72) 3%, 15%, 16%, 17%, 20

Fonte: Pereira et al. (2007)
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Figura 17: Alcaloides de A. excelsum do tipo geissosquizol e ocrolifuanina

(74) R=H, 3%-geissosquizol
(75) R=OCH3, 3a-lO—metoxigeissosquizol

(77 H-17%; 17 (R)-Ocrolifuanina
(78) H-17B; 17 (S)-Ocrolifuanina

Fonte: Pereira et al. (2007)

Figura 18: Alcaloides de A. excelsum do tipo secamina e micelaneo

(80) Razinilam

(79) Tetraidrosecanina

Fonte: Pereira et al. (2007)
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1.4.24. Alcaloides isolados de A. marcgravianum

Dessa espécie ja foram identificados 66 alcaloides que estdo agrupados de acordo com

o sistema utilizado por Pereira et al. (2007) e Bolzani et al. (1987) nas figuras 19 a 28.

Figura 19: Alcaloides de A. marcgravianum do tipo aspidoscarpina (66)

(65) R=R'=R?= H; R*= OCOCH, N-acetilaspidospermidina

(66) R=H; Rl: OCHj; R?=0H; R3=COCH3; Aspidocarpina
(81) R=R'=R?= H; R3= CO,CH;; N-metoxi aspidospermidina

(82) N-Acetil-limaspermina (limapodina)

Fonte: Pereira et al. (2007)

Figura 20: Alcaloides da espécie 4. marcgravianum do tipo aspidolimidina (43).

(N

18
HO N H N H
COCH,CH; COCH,CH
(43) R=H; R'= OCH,; R%=OH; Aspidolimidina ~ (34) 18-Oxoaplocidina (85) Limatina

(83)R=R' ~ ?=OH; Haplocidina

Fonte: Pereira et al. (2007)



Figura 21: Alcaloides de A. marcgravianum do tipo heteroioimbano e picrofilina.

(18) R=OCH3; R'= H; 3%Aricina (86) R=H; 3%, 15%, 16*, 17%,
Isoeserpilina 20%-Tetraidro-alstonina
.20
(47) R=R1= OCH3: 3 N (87) R=0H; 16-Descarbometoxi-16,
Reserpilina 17-diidro-17-hidroxi-epi-9-ajmalicina

(48) R=R1= OCH3; 3p

CH,0

CH50

(88) 10,11-Dimetoxipicrafilina

Fonte: Pereira et al. (2007)

40
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Figura 22: Alcaloides de A. marcgravianum do tipo ioimbano
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92) 3%, 15%, 16p, 17%, 20*-Corinantina

(97 208; (3*,15%,16%,17b,20B-Quebrachina)

-O-Acetilioimbina
98y 20%; (3%,15%,16%,178,20*-Quebrachina) (72) 3%, 15%, 16%, 17%, 208

(100) 3, 4-Desidro-p-ioimbina (heteroioimbina) (102) 19, 20-Desidro-B-ioimbina

Fonte: Pereira et al. (2007)

Figura 23: Alcaloides de A. marcgravianum do tipo aspidodasicarpina (Ponte C16-C7)

(103) Aspidodasicarpina

Fonte: Pereira et al. (2007)
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Figura 24: Alcaloides de A. marcgravianum do tipo secodina e secamina

N
H
(104) Secodina  (105) R=C0O,CHs; R'= CH,CH3; Tetraidrosecodina (79) R=R'= CO,CH,; R*=H; Tetraidrosecamina

(106)R=H; R!'=CO,CH;;

107\rR=C0,CH;; R'=R?=H,
20-Acetil-16-desaceti-tetraidrosecodina (19R=CO“H5; R

16-Desmetoxicarbonioltetraidrosecamina

Fonte: Pereira et al. (2007)

Figura 25: Alcaloides de A. marcgravianum do tipo antirina

(108) R=H; Antirina (110 18,19-Diidroantirina
(109) R=OCHj3; 11-Metoxiantirina

Fonte: Pereira et al. (2007)



Figura 26: Alcaloides de A. marcgravianum do tipo geissosquizol (70 e 71), isositsiriquina
(105 a 109), sitsiriquina (110 a 112) e corinanteol (72, 113 a 117)

CH;0
o . . 3V2
(74 R=H, 3"-geissosquizol 111y R=H, H-16%, 16(S)-isositsiriquina
o _ .
(75) R=0CH3, 3™-10-metoxigeissosquizol (112 R=H, H-16PB, 16(R)-epi-isositsiriquina
(113) R=OCH3, H-16B, 16(S)-10-metoxi-epi-
isositsiriquina

CH.O,C "
(114) H-16%; 4(S)-N-6xido de 16(R)-epi-isositsiriquina (116) 16(R)-18,19-dfidrositsiriquina

(115) H-16B; 4(S)-N-0xido de 16(S)-epi-isositsiriquina

(76) R=R'=H; 3%, 20B-corinan-17-ol

(119) R=0CH3; R'=H;
3% 20B-10-metoxi-corinan-17-ol

(117) R=R '=H; R*=CO,CH; 16(S)-18,19-diidrositsiriquina
(118) R=0CH3; H; R'=CO,CHy; R*=H;
16(R)-18,19-diidrositsiriquina
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(121 3%, 20% (122 3%, 20B; N-oxido de corinan-17-ol (123) Deplancheina

10-metoxi-corinan-17-ol

Fonte: Pereira et al. (2007)
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Figura 27: Alcaloides de A. marcgravianum do tipo ocrolifuanina

(77) H-17% 17 (R)-ocrolifuanina
(78) H-17B; 17 (S)-ocolifuanina

(125) 17’4‘-Desidr0—5', 6'—diidr0usambarensina (126) N-6xido de-17,4,5 ,6 -tetraidro 17(R)-usambarensina

127y R=H; 17B; 17(R) _17,4',5',6'-tetraidrousambarensina
(128) R=H; 17%; 17(S) -17,4 5 ,6 -tetraidrousambarensina

(129) R=C0,CHz; H-17B; N-carbometoxi-17,4,5 ,6 -tetraidro-17(R)-usambarensina
(130y R=C0O,CH,CHj3; H-17B; N-carboetoxi-17,4 5 ,6 -tetraidro-17(R)-usambarensina

Fonte: Pereira et al. (2007)
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Figura 28: Alcaloides micelaneas de A. marcgravianum.

| &

N
H

(131) Razinilam
Fonte: Pereira et al. (2007)

Como descrito acima, 4. excelsum ¢ utilizada tradicionalmente em varias formas no
combate de doenca e possui estudos a fim de evidenciar a eficacia dessa planta. 4. excelsum
tem atividade in vitro contra o P. falciparum de acordo com dados antimalaricos do grupo
LAPAAM (Oliveira et al., 2009; Rocha e Silva, 2014; Nascimento et al., 2019). Assim essa
espécie se torna um objeto interessante para um estudo bioguiado da atividade antiplasmddica
com o intuito de isolar e purificar substdncias antimaldricas. Afiez (2009) evidenciou a
presenca ndo somente de grande quantidade de alcaloides, mas também a presenga de outras
substancias que poderiam ser ativas contra o parasita, como cumarinas e terpenoides

pentaciclicos.
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2. OBJETIVO GERAL

Isolar e identificar substancias naturais com atividade antimalarica a partir das cascas

de Aspidosperma excelsum Benth (Apocynaceae).

2.1. Objetivos especificos

» Contribuir para o conhecimento da composi¢ao quimica de A. excelsum.

» Isolar substincias a partir da casca de A. excelsum para teste in vitro frente ao P
falciparum.

» Avaliar a citotoxicidade das substincias que apresentarem um maior potencial

antimalarico e disponibilidade.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Equipamentos e aparelhos analiticos

o LAPAAM e dependéncias:
Foram utilizados para a andlise e conducdo laboratorial desse trabalho, os seguintes
equipamentos:
Balanga analitica: Marca Master, modelo AY220, com limite maximo de 220 g e
minimo de 0,001 g.
Balanga semi-analitica: Marca Toledo, modelo ARC120, com limite de peso de 3100 g
e minimo de 0,01 g.
Lampada de UV: Marca UVP, modelo CC-10 (ondas longas, 365 nm e curtas, 254
nm).
Moinho de facas: Marca Marconi, modelo MA 340.
Rotaevaporador: Marca Fisatom, modelo 804.
Banho de ultrassom: Marca Unique, modelo USC-1800A.

o CA-LTQPN/INPA.
Espectrometro de RMN: Marca Bruker Ultrashield de 300 MHz.
CLAE, marca Shimadzu acoplado-Espectrometro de massas MicrOTOF-QII, Marca
Bruker.

o UFAM/CAM
Espectrometro de RMN: Marca Bruker Ultrashield de 500 MHz.

o FIOCRUZ-RJ
Espectrometro de RMN: Marca Bruker Ultrashield de 400 MHz.

3.2. Cromatografia

3.2.1. Cromatografia em coluna (CC)

As colunas cromatograficas foram realizadas utilizando silicas de fase normal e
reversa (Merck), silica gel (0,063 - 0,200 mm), silica gel flash (0,040 - 0,063 mm) e RP-18
(0,040 - 0,063 mm).

3.2.2. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram utilizadas cromatoplacas de fase normal e reversa RP-18 da Merck 20 x 20 cm,

recortando-se placas até uma altura de 5 cm. Para as andlises de extratos, fragdes e reunido de
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subfracdes cromatograficas, as placas de CCD foram visualizadas em camara de luz UV nos
comprimentos de onda 254 e 365 nm e reveladas com solucdo de p-anisaldeido em

aquecimento a 100°C e reagente de Dragendorff.

3.2.3. Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

Na preparagdo das placas de CCDP, foi utilizada silica gel com indicador de
fluorescéncia (F2s4) (Merck). Aproximadamente 15 g de silica foi aplicada em cada placa. A
silica foi suspensa em agua destilada até a formagao de um gel viscoso uniforme (com auxilio
de ultrassom) e aplicadas manualmente em placas de 20 X 20 cm. Em seguida, foi colocada
na posic¢ao horizontal para secar a temperatura ambiente por 24 h. Antes da sua utilizagdo as

placas foram ativadas na estufa a 90°C por aproximadamente 12 h.

3.24. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EMAR)

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia foram realizadas num
equipamento Modelo Prominence UFLC (Shimadzu), equipado com bomba binaria LC-
20AT, detector de arranjo de diodos (DAD) SPDM-20A e injetor automatico SIL-20A. As
colunas utilizadas foram Phenomenex C-18 (70 X 2.1 mm, 2.6 p). Solventes utilizados
isopropanol, metanol e acetonitrila, grau CL-EM. As amostras foram dissolvidas nas fases
mobveis empregadas em cada andlise e filtradas em membranas de teflon com poros de 0.45
mm (Agilent). O espectrometro de massa utilizado Marca Bruker, com fonte ionizagao
quimica a pressdao ambiente (IQPA) e IES (ionizagdo por eletrospray) em modo positivo e
negativo, resolucdo de 17500 (FWHM). Foi utilizado o programa Compass, versdo 4.1, para
controle, aquisi¢ao e processamento de dados.

Essas analises forneceram as massas de alta resolu¢ao (CL-EMAR) das substancias e
através do banco de dados do equipamento foi sugerida uma féormula bem como o fator de
erro para aquela formula. Para confirmagdo da substancia o erro permitido deve estar entre 0-
10 ppm. O calculo do erro foi efetuado através da seguinte formula:

% erro = Massa Tedrica — Massa Experimental x 10°

Massa Teorica
Esses equipamentos estdo instalados na Central Analitica do Laboratério Tematico de
Quimica de Produtos Naturais (CA-LTQPN) do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia
(INPA).
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3.3. Ressoniancia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética de hidrogénio e de carbono (1D) foram obtidos
em um espectrometro da marca Bruker modelo Fourier 300 (7,05 T), operando na frequéncia
de 300 MHz (RMN 'H) e 75 MHz (RMN !3C), utilizando vérios solventes deuterados como
CDCIl3, MeOD, D20 e Acetona-ds (CIL - Cambridge Isotope Laboratories Inc.), além do
padrdo de referéncia TMS (tetrametilsilano/Sigma-Aldrich) nos solventes utilizados. Também
foram registrados espectros de RMN bidimensionais (2D) de COSY, HSQC, HMBC, NOESY,
e Jres na CA-LTQPN do INPA. Os deslocamentos quimicos foram registrados em ppm ().

No equipamento da UFAM (Central Analitica) foram realizadas analises de RMN (1D
e 2D) de 'H, COSY, HSQC, HMBC e NOESY.

Na FIOCRUZ-RIJ (Laboratério de Produtos Naturais 4 (PN4)) foram obtidos todos os

espectros referentes a substancia A.

3.4. Isolamento de substincias de 4. excelsum

Esse projeto usou material vegetal coletado e extraido em €pocas distintas como descrito a
seguir.
34.1. Extratos CH30H e H;O de A. excelsum do banco de extratos do
LAPAAM

Parte desse estudo quimico utilizou extratos preparados a partir de cascas de A.
excelsum (2 Kg), coletados por Henrique (2007) na Reserva Adolpho Ducke, situado na
estrada AM-010, Km 28. As coordenadas da localizacao desta espécie de Aspidosperma foram
previamente cadastradas nos levantamentos pelo Sr. Jos¢ Ramos (CPBO/INPA) com
coordenadas (02°53” S 59°58° W). As amostras foram coletadas da planta identificada com o
nimero 2280 no marco 472. A exsicata desse exemplar esta depositada no herbario do INPA

com o numero 180516 (Henrique, 2007).

Apds a limpeza, secagem a sombra e moagem do material vegetal, duas porcdes
distintas da serragem foram extraidas separadamente com 4gua deionizada (infusdo, 100 'C, 5
minutos), metanol (em aparelhagem de Soxhlet, 3 X 6 h). Os rendimentos estdo citados na

tabela 3 (Henrique, 2007).
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Tabela 3: Rendimento e teor extrativo dos processos de extragao da casca de A.
excelsum(Henrique, 2007).

Rendimentos
Codigo Solvente (2) (%)
1EMH-A MeOH (Soxhlet) 5,53 6,8
1EAH-B Agua (infusio) 6,63 8,4

*Extragdo com MeOH, realizada com 81,3 g de cascas secas e moidas
** Extracdo com agua, realizada com 78,7 g de cascas secas e moidas

No banco de extrato do LAPAAM foram utilizados 2 g do extrato aquoso e 3,7 g do
extrato metandlico. Os extratos foram analisados por CCD e CLAE e apresentaram perfil
cromatografico semelhante. Por essa caracteristica os dois extratos foram reunidos (1IEMA-H)

e utilizados no presente estudo.

3.4.2. Coleta e preparacgio de extrato de A. excelsum

Apds um levantamento dos dados no herbario do INPA, foi identificado o exemplar do
espécime na qual foi realizada a primeira coleta, localizado na Reserva Adolpho Ducke. Em
22 de dezembro de 2015, foi realizada a coleta de 6,5 Kg de casca de 4. excelsum a partir do
mesmo espécime (exemplar) de onde foi obtido o material da coleta descrita acima por

Henrique (2007). Esse material foi processado conforme descrito abaixo.

3.4.3. Secagem e moagem

As cascas frescas foram secadas em estufa climatizada a uma temperatura de 45°C por 48
h. Apo6s a secagem o material vegetal foi triturado em moinho de facas para aumentar a

superficie de contato entre o solvente da extragao na etapa seguinte.

3.4.4. Extracao

O primeiro método utilizado foi o de soxhlet (extra¢ao continua sélido-liquido). Para a
extracdo foi utilizado metanol grau comercial destilado. A extracao foi realizada com 100 g de
casca seca ¢ moida (3 X 6 h) (Tabela 4, 2EMCS). Outros extratos foram preparados por
maceragdo em condi¢des variadas a fim de verificar os melhores rendimentos e presenca de

alcaloides nos extratos.
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Foi realizada extracdo por maceracdo em trés condi¢cdes diferentes. Na primeira
maceragdo foram utilizados dois solventes, metanol e etanol. Dois erlenmeyers de 1 L cada,
foi adicionado o material vegetal (100 g), em seguida foi adicionado 500 mL de metanol no
primeiro erlenmeyer e 500 mL de etanol no segundo erlenmeyer. A extracao foi agitada trés
vezes durante o dia, sendo que a cada 7 dias da extracdo, era filtrado e adicionado solventes
novamente até a exaustdo do material vegetal (Tabela 4, 2EMCM e 2EECM,

respectivamente).

Na segunda condi¢ao de maceragao foi utilizada a mesma metodologia descrita acima,
sendo que o inicio da extracdo era realizado a tarde e deixada macerando de um dia para o
outro. Na manha seguinte, o material era levado ao ultrassom por 45 min a uma temperatura
de 45°C. Em seguida filtrado e rotaevaporado, obtendo-se em seguida os rendimentos

apresentados na tabela 4 com codigos 2EMCMS e 2EECMS, respectivamente.

A terceira forma de maceracao foi igual a primeira e a segunda descritas acima, porém,
os solventes foram alcalinizados com NH4OH, até a proporcao de 2%. Os rendimentos estao
na tabela 4 (quinta coluna) para 2EMCM (2%), 2EECM (2%), 2EMCMS (2%) e 2EECMS
(2%).

Tabela 4: Rendimento apos extragcdo da casca de A. excelsum por soxhlet, maceracdo e
ultrassom

Caodigos Solventes Condicoes % NH4OH Rend. (%)

2EMCS MeOH Soxhlet 0 9.9

2EMCM MeOH Maceragao 0 6,3

2EMCMS MeOH Maceragaof 0 6,5
ultrassom

2EECM EtOH Maceragao 0 5,9

2EECMS EtOH Maceragdo/ 0 6,0
ultrassom

2EMCM (2%) MeOH Maceragado 2 6,4

2EMCMS (2%)  EtOH Maceracao/ 2 6,5
ultrassom

2EECM(2%) MeOH Maceragao 2 6,4

JEECMS (2%)  EtOH Maceragao/ 2 6.4
Ultrassom

Todas as extracdes foram realizadas com 100 g de material vegetal



52
3.4.5. Particao acido-base dos extratos de A. excelsum obtidos nas tabelas 3 e 4.

Para um primeiro teste dessa particdo foi utilizado o extrato codificado 1EMA-H
(Tabela 3). A metodologia utilizada foi a descrita por Valente et al. (2006), que consiste em
uma particdo acido-base onde o extrato seco ¢ tratado com solucdo de HCl 0,1 N em uma
propor¢do de 0,15 mL/mg. A mistura foi colocada no banho de ultrassom por 5 min e em
seguida extraida com AcOEt (4 vezes), sendo o volume de AcOEt utilizado igual ao da
solugdo acida. A fracdo aquosa foi alcalinizada com NH4OH até pH 9-10 (indicador de pH,
fita) e extraida com o mesmo volume de AcOEt (4 vezes). Apos realizar o procedimento
descrito, foi realizada uma CCD da fragdo aquosa e revelado com reagente de Dragendorff
onde observou-se que a fracdo aquosa ainda possuia alcaloides, entdo a mesma foi
neutralizada (indicador de pH, fita) com a solu¢do de HCI e extraida com CHCls (4 vezes),
gerando assim uma quarta fragdo. As 3 fragdes foram secas com Na2SOs anidro, filtradas,

evaporadas a pressao reduzida e pesadas conforme fluxograma 1.

Essa metodologia de fracionamento foi realizada com todos os extratos reunidos da

tabela 3 (1IEMA-H) e todos os 9 extratos descritos na tabela 4.

Fluxograma 1: Parti¢ao acido-base dos extratos

n-Extrato

* Solucao do material vegetal em HC1 0,1 N
* Parti¢do com AcOEt (4X)

n-F. AcOEt-A F. Aquosa Alcaloides*

* Alcalinizada com NH,OH até pH 9-10
* Parti¢do com AcOEt (4X)

Alcaloides* n-F. AcOEt-B F. Aquosa

* Neutralizada com HCI
* Parti¢do com CHCI, (4X)

: k
Alcaloides n-F. CHCI, F. Aquosa

n=1 (extrato preparado por Henrique (2007)
n=2 (extrato preparado no inicio do referido trabalho)

*detectados por CCD revelados com reagente de Dragendorff.
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As tabelas 4 e 6 demostram que apesar da extracdo em soxhlet (2EMCS, 9,86 %) ter
um melhor teor extrativo, quando ¢ realizada a parti¢do 4cido-base nos extratos, o rendimento
da fracdo alcaloidica enriquecida ndo ¢ tdo significativo (2F.AcOEt-B, 15,1%) quando
comparado com os demais rendimentos dos extratos metandlicos e etanolicos a partir de
maceragdao com ou sem ultrassom.

Quando comparadas as fracdes dos extratos obtidos por maceragdo, sem alcalinizacio
do solvente, a melhor fracdo alcaloidica mais rica foi obtido no extrato metandlico por
sonicagdo (2F.AcOEt-B, com rendimento de 21,6%, Tabela 6). E quando ¢ comparado os
extratos metanodlicos e etanolicos com ultrassom e 2% de NH4OH, a fracao alcaloidica mais
enriquecida (2F. AcOEt-B, Tabela 6) ¢ obtida com maceracdo com MeOH e sonicagdo por
ultrassom a 2% de NHsOH (2EMCMS, 2%), com rendimento de 31,8%), como mostra a
tabela 6.

Tabela 5: Rendimentos da parti¢cdo do extrato 1[EMA-H

Codigo Massa (g) 1F.AcOEt-A 1F.AcOEt-B 1F.CHCl3 1F.H/M
(Extrato) & Rend. (g) Rend. (g) Rend. (g) Rend. (g)
1EMA-H 7,6 1,97 1,08 1,13 3,08

Tabela 6: Rendimentos do fracionamento dos extratos obtidos nas tabelas 4

Codigo Massa 2F.AcOEt-A  2F.AcOEt-B 2F.CHCI3 2F.H20

(Extrato) (2) Rend. (%) Rend. (%) Rend. (%)  Rend. (%)
2EMCS 5,1 26,1 15,1 10,0 31,0
2EMCM 5,2 15,6 15,5 10,2 30,2
2EMCMS 5,0 15,4 21,6 13,6 30,6
2EECM 5,0 15,8 20,0 13,0 35,6
2EECMS 5,0 17,2 13,2 10,4 33,4
2EMCM (2%) 3,1 16,4 28,0 0,8 43,5
2EMCMS (2%) 3,1 10,0 31,8 1,67 49,3
2EECM (2%) 1,8 15,0 29,4 25,0 233
2EECMS (2%) 1,3 16,9 16,9 28,4 33,8

As fragdes de todos os extratos da tabela 6 foram submetidas a CCD as quais foram e
reveladas em Dragendorff. As fracoes 2F.AcOEt-B de todos os extratos da tabela 6

apresentaram maior concentracdo de alcaloides, e por apresentarem um perfil cromatografico



54

parecidos por CCD, os mesmos foram reunidos para o fracionamento descrito no fluxograma

7.

3.5. Fracionamento cromatografico.

3.5.1. Fracionamento cromatografico da fracio 1FAcOEt-B (alcaloidica).

O fracionamento iniciou com a fragdo 1F.AcOEt-B (1,08 g; Tabela 5) oriunda do

extrato l[EMA-H.

Uma aliquota de 180 mg da fracdo 1F.AcOEt-B foi utilizada na primeira coluna
cromatografica (® x h = 2,0 x 15 cm), utilizando silica gel (0,063-0,200 mm, Merck) e
empacotada com CHCls. A coluna foi eluida com CHCl3/MeOH com aumento de polaridade
(100:5 a 0:100). Foram obtidas 45 subfragcdes com volume de 15 mL, as quais foram reunidas
conforme seus perfis cromatograficos em 4 fragdes. A fracao C (12,5 mg), apresentou um bom
nivel de pureza, observado por CCD (codificada como substancia A) e foi levada a andlise de

RMN (1D e 2D) e CL-EMAR (Fluxograma 2).
Fluxograma 2: Isolamento da substancia A
1F.AcOEt-B
180 mg

* CHCI,/ MeOH (100:5 a 0:100)
* 45 Subfragoes

~
FBC-1-A FBC-1-B FBC-1-C FBC-1-D
50,3 mg 45,1 mg 12,5 mg 51,9 mg

Substancia A

Uma aliquota de 310 mg da 1F.AcOEt-B foi utilizada na segunda CC. Uma coluna
cromatografica (® x h = 1,9 x 17 cm), utilizando silica gel (0,063-0,200 mm, Merck) sendo a
mesma empacotada com hexano/AcOEt (7:3) e eluida no mesmo sistema do empacotamento
com aumento de polaridade variando de 5% a 100% de MeOH. Foram obtidas 64 subfracdes

e conforme seus perfis cromatograficos, foram reunidas em 5 fra¢des (Fluxograma 3).
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A fracdo B (187,9 mg ) Fluxograma 3, foi submetida a uma coluna cromatografica (®
x h=1,5 x 15 cm), empacotada com hexano/AcOEt (7:3) e eluida no mesmo sistema com
aumento de polaridade com incremento de 5% de MeOH, até 100% de MeOH. Foram obtidas

24 subfragdes e reunidas em 4 novas fragoes, conforme mostrado no.

A fracdo FBC-3-A (26,0 mg), apos analise por CCD, apresentou um bom grau de
pureza e foi identificada como (substancia B), e submetida a analise por CL-EMAR e

posteriormente por RMN 1D e 2D.

Fluxograma 3: Isolamento da substancia B

1F.AcOEt-B
310 mg
* Hexano/AcOEt (7:3) incremento de

5% de MeOH, até MeOH 100%
* 64 Subfragoes

FBC-2-A FBC-2-B FBC-2-C FBC-2-D FBC-2-E
87,8 mg 187,9 mg 32,0 mg 34,2 mg 41,0 mg

* Hexano/AcOEt (7:3) incremento de
5% de MeOH, até MeOH 100%
* 24 Subfracdes, reunido baseada em
CCD

FBC-3-A FBC-3-B FBC-3-C FBC-3-D
26,0 mg 30,0 mg 72,6 mg 35,6 mg

Substancia B

A fracdo FBC-3-B (30,0 mg) Fluxograma 4, foi submetida a CCDP, eluida com
hexano/AcOEt/MeOH (3:6:1), de onde se obtiveram trés fracdes (FrP1-A a FrP1-C). As
fragoes FrP1-B (12,8 mg, substancia C) e FrP1-C (8,4 mg, substancia D), foram analisadas
por CL-EMAR e RMN 1D e 2D.
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Fluxograma 4: Isolamento das substincias C e D por CCDP.

FBC-3-B
30,0 mg

* Hexano/AcOEt/MeOH (3:6:1)

FrP1-A FrP1-B FrP1-C
5,4 mg 12,8 mg 8,4 mg
Substancia D

Substancia C

A fracdo FBC-3-C (72,6 mg) (Fluxograma 3) apresentou-se com relativa pureza por
CCD e foi submetida a CC. Para essa coluna foi utilizada silica flash (0,040- 0,063 mm;
previamente ativada a 110°C por 12 h) empacotada com hexano/AcOEt (7:3) e eluida com o
mesmo sistema, com aumento de polaridade e incrementos de 5% de MeOH, at¢ MeOH
100%. Foram obtidas 10 subfracdes que foram reunidas em 3 novas fracdes segundo seu
perfil cromatografico como mostrado no fluxograma 5. Foi observado por CCD que a fragao
FBC-4-C (11 mg) se apresentava com pureza por CCD e foi submetida a analises por CL-

EMAR e RMN e identificada como substancia E (Fluxograma 5).

Fluxograma 5: Isolamento da substancia E

[ 1:7]2% fng ] * Hexano/AcOEt (7:3) incremento de
; 5% de MeOH, até MeOH 100%

* 10 Subfragoes, reunido basecada em
CCD

FBC-4-A FBC-4-B FBC-4-C
11,6 mg 34,4 mg 11,0 mg

Substancia E

A fragdo FBC-3-D (35,6 mg) (Fluxograma 3) foi fracionada por CCDP, com sistema
de elui¢do hexano/AcOEt/MeOH (3:6:1). Foram obtidas 3 fragdes. A fracdo C (12,8 mg,
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substancia F) apresentou pureza por CCD e foi analisada por RMN e CL-EMAR (Fluxograma
6).

Fluxograma 6: Isolamento da substancia F

FBC-3-D
35,6 mg

* Hexano/AcOEt/MeOH (3:6:1)

FrP2-A FrP2-C FrP2-C
6,4 mg 16,2 mg 12,8 mg

Substancia F

3.5.2. Fracionamento cromatografico da fracio 2F.AcOEt-B.

Uma aliquota de 4,3 g (2F.AcOEt-B) foi submetida a um fracionamento
cromatografico utilizando silica gel (200 g; 0,063-0,200 mm, Merck), previamente ativada por
12 h em estufa climatizada a 100°C. A coluna foi empacotada (® x h; 4 x 17 cm), utilizando-
se hexano/AcOEt (7:3) e a eluicao foi realizada com 200 mL de hexano/AcOEt (7:3), com
incrementos de 5% de MeOH até MeOH 100%. Nesse processo foram obtidas 120 fragdes

que foram analisadas por CCD e reunidas em 8 novas fra¢des (Fluxograma 7).

A fragdo 2FBC-1-D (422 mg) apresentou um bom perfil cromatografico por CCD e foi
submetida a CC (® x h = 1,5 x 17 cm), utilizando silica flash (0,040 - 0,063 mm, Merck),
empacotada com hexano/AcOEt (7:3), no mesmo sistema de elui¢do e com incremento de 5%
de MeOH at¢ MeOH 100%. Foram obtidas 20 subfracdoes que apds reunidas por perfil

cromatografico em CCD, rendeu em 2 novas fragdes (Fluxograma 7).

A fracdo 2FBC-2-A (263 mg) foi submetida a uma nova CC utilizando uma coluna
com as mesmas medidas da anterior. Foi empacotada com silica flash (0,040 - 0,063 mm,
Merck) e eluida no mesmo sistema anterior. Foram recolhidas 24 subfragdes e reunidas em 4

novas fragoes (Fluxograma 7).



Fluxograma 7: Fracionamento de 2F.AcOEt-B

2F.AcOEt-B
43¢

* 120 subfragao

N
2FBC-1-A 2FBC-1-B 2FBC-1-C 2FBC-1-D 2FBC-1-E 2FBC-1-F 2FBC-1-G 2FBC-1-H
237,0 mg 162,0 mg 253,0 mg 422,0 mg 305,0 mg 419,0 mg 945,0 mg 1.015,0 mg

J

* 20 subfragao

2FBC-2-B

2FBC-2-A
263,0 mg

128,0 mg

* 24 subfracao

,
2FBC-3-A 2FBC-3-B 2FBC-3-C 2FBC-3-D
45,5 mg 109,0 mg 11,4 mg 8,9 mg
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A fracdo 2FBC-3-A (45,5 mg) apresentou baixa separabilidade (complexibilidade de
separagdo) por CCD e foi submetida a8 CCDP. A amostra foi aplicada em 3 cromatoplacas,
eluidas com hexano/AcOEt/MeOH (3:6:1), obtendo-se trés fragdes (Fluxograma 8). A fragdo
2FBC-4-B (12,8 mg) foi analisada por CL-EMAR ¢ RMN 1D e 2D.

Fluxograma 8: Isolamento da substancia G.

2FBC-3-A
45,5 mg

*  Hexano/AcOEt/MeOH (3:6:1)

2FBC-4-A 2FBC-4-B 2FBC-4-C
14,2 mg 12,8 mg 15,5 mg

Substancia G

A fracao 2FBC-1-B (162 mg) (Fluxograma 7) proveniente da fragdo 2F.AcOEt-B,
tinha um bom perfil cromatografico por CCD, e foi submetida a uma nova CC (® x h; 1,5 %
17 cm), utilizando silica flash (0,040 - 0,063 mm, Merck), empacotada com hexano/AcOEt
(7:3) e eluida com o mesmo sistema com incrementos de 5% de MeOH, até MeOH 100%.

Foram obtidas 38 subfracdes que foram reunidas em 3 novas fragdes de acordo com seu perfil

em CCD (Fluxograma 9).

A fragdo 2FBC-5-B (92,6 mg) ainda estava com impureza (por CCD) e foi
resubmetida a uma nova CC utilizando uma coluna com as mesmas medidas da anterior, mas
agora empacotada com silica flash (0,040 - 0,063 mm, Merck), onde foram recolhidas 42
subfragdes que foram reunidas em 5 novas fragdes como demostra o fluxograma 9, na qual a
fragao 2FBC-6-B (28,3 mg), se mostrou pura por CCD, e foi submetida a analise de RMN e
CL-EMAR.
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Fluxograma 9: Isolamento da substancia H.

2FAC-1-B
162 mg

]- Hexano/AcOEt (7:3) incremento de
5% de MeOH, até MeOH 100%
* 38 Subfragdes

2FBC-5-A 2FBC-5-B 2FBC-5-C
34,5 mg 92,6 mg 15,2 mg

* 42 Subfragdes

2FBC-6-A 2FBC-6-B 2FBC-6-C 2FBC-6-D 2FBC-6-E
15,5 mg 28,3 mg 13,3 mg 2,4 mg 6,2 mg

Substancia H

Outra fracdo que apresentou bom perfil cromatografico por CCD foi a fragdo 2FBC-1-
E (305 mg) (Fluxograma 7). A mesma foi submetida a CC (® x h; 1,5 X 17 cm), utilizando-se
silica flash (0,040 - 0,063 mm, Merck), empacotada com hexano/AcOEt (7:3) e eluida com o
mesmo sistema com incrementos de 5% de MeOH, at¢ MeOH 100%. Foram obtidas 30
subfracdes que foram reunidas em 3 novas fragdes de acordo com seu perfil cromatografico

em CCD (Fluxograma 10).

A fragdo 2FBC-7-A (162,7 mg) foi submetida & uma nova CC utilizando uma coluna
com as mesmas medidas da anterior. Foi empacotada com silica flash (0,040 - 0,063 mm,
Merck), onde foram recolhidas 42 subfra¢des que foram reunidas em 5 novas fragdes
(fluxograma 10). A fragdo 2FBC-8-B (15,3 mg), se mostrou pura por CCD, e foi submetida a
analise de RMN e CL-EMAR.



Fluxograma 10: Isolamento da substancia 1.

* Hexano/AcOEt (7:3) incremento de [
5% de MeOH, até MeOH 100%
* 30 Subfragoes

Hexano/AcOEt (7:3) incremento de
5% de MeOH, at¢ MeOH 100%
42 Subfragdes

305 mg

2FAC-1-E ]

[

2FBC-7-A
162,7 mg

2FBC-7-B
28,9 mg

2FBC-7-C
115 mg
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[

2FBC-8-A
23.8 mg

2FBC-8-B
15,3 mg
Substancia I

2FBC-8-C
46,3 mg

I

2FBC-8-D
29.1 mg

|

2FBC-8-E
35,3 mg

J




62

3.6. TESTES BIOLOGICOS

3.6.1. Teste in vitro da atividade antiplasmédica

Os testes biologicos in vitro foram realizados no Laboratério de Cultura de
Plasmodium falciparum do INPA, sob a responsabilidade da M. Cién. Jaqueline Siqueira
(PCI/INPA), e desenvolvidos pela M. Lais Jordao durante a sua dissertacio de mestrado
(PPGBIOEC/UFAM) (Jordao, 2018). As substancias isoladas foram testadas frente a cepa K1
(MRA-159, MR4, ATCC, Manassas, Virginia) de P falciparum resistente a cloroquina,
cultivada em eritrécitos humanos do tipo A+ a 37°C, em frascos de poliestireno de 50 mL
hermeticamente fechados, a uma atmosfera de baixa tensdo de oxigénio (5% de COz, 5% de
02 e nitrogénio balanceado). A cultura continua dos parasitas foi realizada utilizando-se o

método de Trager e Jensen (1976), com adaptagdes (Andrade-Neto et al., 2007).

A avaliacdo da atividade antimalarica foi realizada de acordo com o método descrito
por Rieckmann et al. (1978) e adaptado por Andrade-Neto et al. (2007). O microteste in vitro
foi realizado utilizando culturas sincronicas de parasitas, com predominio de trofozoitos
jovens (em forma de anel) de P. falciparum. As substancias foram submetidas a uma triagem
inicial em duas concentragdes: 50 ¢ 5 pg/mL em triplicata (3 pogos cada concentragio).
Aquelas que apresentaram um percentual de inibicdo da parasitemia > a 60% (na maior
concentragdo), foram submetidas a uma dilui¢do maior de 100 a 1,56 ug/mL (concentragdao
final na placa teste) para determinagdo da concentragdo capaz de reduzir o crescimento do

parasita em 50% (ClIso).

As amostras foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO), e diluidas em meio de
cultura (RPMI 1640) para obtencdo das concentragdes para teste. Os antimalaricos padroes
cloroquina e quinina foram avaliados nas concentragdes: 2,5 a 3,4x107 pg/mL como
controles. Cada amostra foi avaliada em duplicata para célculo de Clso, em microplaca de 96
pocos, em dois experimentos independentes. As placas teste foram preparadas de modo que
cada pogo recebeu a suspensao de hemacias com parasitemia inicial de 1% no estagio anel,
mais a amostra a ser testada em um volume final de 200 pL. com no maximol1% de DMSO,
incubadas por 48 h a 37°C, nas mesmas condigdes de cultura do parasita. Os pogos contendo
apenas a suspensdao de hemécias e DMSO na concentragio maxima no pogo (1%),

representaram o controle livre de drogas. Apds o periodo de incubagdo foram preparados
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esfregagos sanguineos para cada pogo, avaliados por microscopia dptica para determinagdo da

parasitemia, expressa em percentagem a partir da equagao:
Parasitemia % = (N°. total de parasitas x 100) + N°. total de hemacias.

A concentragdo inibitoria (Clso) foi calculada com o auxilio do software GraphPad
Prism 5.0, onde a inibi¢ao do crescimento dos parasitas pelas amostras foi medido em relagdo

ao controle livre de drogas, com um intervalo de confianca de 95% (IC 95).

3.6.2. Teste de citotoxicidade em macrofagos

A avaliacdo da citotoxicidade das amostras foi realizada no Laboratorio de Atividade
Bioloégica (BIOPHAR) da Faculdade de Ciéncias Framacéuticas / UFAM, em colaboragdo
com a Dra. Marne Carvalho de Vasconcellos e desenvolvida pela aluna Elenn Suzany Pereira

Aranha (aluna de doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia / UFAM).

O ensaio foi realizado conforme metodologia descrita por Ahmed et al. (1994), com o
intuito de analisar a viabilidade das células na presenca de diferentes concentragdes das
substancias testadas. A linhagem celular utilizada foi a MRC-5, linhagem nao neoplésica de
fibroblastos humanos, cultivada em meio de cultivo DMEM suplementado com 10% de soro

fetal bovino e 1% de antibidtico, em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de COsx.

As substancias foram preparadas em DMSO e diluidas em meio de cultura para o
ensaio em sete concentragdes, a partir de 200 pg/mL. A viabilidade celular foi avaliada através
do teste Alamar Blue, um indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades redox que €
reduzido em células em estado de proliferacao. Sua forma reduzida ¢ rosa fluorescente e
indica células viaveis, ja a sua forma oxidada ¢ azul ndo fluorescente e indica células nao

viaveis Ahmed et al. (1994).

As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos na concentragdo celular de 0,5 x
104 células/ pogo, e incubadas por 24 h em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2. Apos
este periodo, as amostras previamente preparadas foram adicionadas e a placa foi incubada
por mais 48 h nas mesmas condi¢des. O grupo controle recebeu no pogo a mesma quantidade
de DMSO da maior concentragdo das amostras 0,2%. Passado o periodo de incubacdo foram
adicionados em cada pogo 10 uL da solu¢dao de uso de Alamar Blue, preparada a 0,4% em
meio de cultura sem soro fetal bovino, e aguardou-se mais 3 h para metabolizacao das células

Ahmed et al. (1994).
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A fluorescéncia foi medida usando um leitor de placas de elisa (Beckman e Coulter®)
na faixa de 540 nm excitagdo e 585 nm de emissdo. Os dados foram analisados em relagao ao

controle com o auxilio do software GraphPad Prism 5.0 Ahmed et al. (1994).

A citotoxicidade em relagdo a atividade antiplasmoddica para cada substancia foi

avaliada como um indice de seletividade (IS), onde:

IS = ClIso (MRC-5) + Clso (P. falciparum).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Rendimento de extratos e fracoes

A finalidade de adquirir conhecimento do teor extrativo em diferentes métodos
conduziu a realizacao das extragdes com metanol no Soxhlet; etanol e metanol por maceragao
com e sem ultrassom, na presenca ou auséncia de hidroxido de amodnio, conforme descritos
nas tabelas 4 e 5. O motivo principal desse trabalho preliminar foi o isolamento em
quantidade > 50 mg de alcaloides para futuros trabalhos in vivo (ndo realizado até o presente

momento).

Os resultados mostraram que a extracdo no soxhlet apresenta o melhor rendimento,
9,86% (2ZEMCS, tabela 4), isso acontece pelo fato da extracdo em soxhlet utilizar aumento de
temperatura durante a extracdo e contato do material com solvente regenerado em grande
volume quando comparado com a maceragdo, que consisti em um processo de saturagdo
renovado por 3 vezes na temperatura ambiente assim extraindo uma maior quantidade de
substancias enquanto que o rendimento da extragdes a temperatura ambietnte variaram no
intervalo de 5,87%-6,55% (2EECM e 2EMCMS (2%), respectivamente, tabela 4),
evidenciando a semelhanga dos resultados por extragdo com metanol ou etanol, com ou sem

ultrassom e na presenga ou auséncia do hidroxido de aménio.

Todos os extratos obtidos nas tabelas 3 e 4, foram submetidos a particdo acido-base
descrita no fluxograma 1. Esse procedimento foi realizado igualmente para todos, sendo que
cada um dos extratos gerou 4 fracdes. Apds comparagdo por CCD, observou-se de forma
qualitativa que as fracdes acetato de etila 1F.AcOEt-B (Tabela 5) e 2F.AcOEt-B apresentaram

a maior quantidade dos alcaloides (revelado com p-anisaldeido e Dragendorff). Apesar do
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extrato metanolico obtido em soxhlet (2EMCS, 9,86 %), apresentar o maior teor extrativo,
quando submetido a particdo acido-base, o rendimento da fragdo alcaloidica (2F.AcOEt-B,
15,1%) foi inferior as demais (quarta coluna da tabela 6). Isso leva a confirmar que esse
método de extracdo ndo ¢ satisfatorio comparado as demais (tabelas 5 e 6). Dentre os
rendimentos apresentados na tabela 6, a fracdo alcaloidica (2F.AcOEt-B, tabela 6) que
apresenta o melhor rendimento (31,8%) foi a fracdo obtida do extrato metanolico obtido por

maceragdo com ultrassom e 2% de NH4OH (2EMCMS (2%).

4.1. Identificacdo das substincias isoladas de 4. excelsum

4.1.1. Dados de CL-EMAR das substancias

Ap0s avaliar o grau de pureza das substancias por CCD, todas foram analisadas por
CL-EMAR. Além de fornecer melhor ideia a pureza, os dados de massa/carga (m/z) de alta
resolucdo forneceram sugestdes de formulas compativeis com alcaloides inddlicos com erro
bastante aceitavel, proposta pelo equipamento da Bruker Compass DataAnalysis 4.2. Isso foi
realizado para todas as substancias isoladas. Os dados estdo apresentados na tabela 7, anexos

(LC-HRMS) 1, 7,15, 21, 28, 35, 40, 47 ¢ 54.

A caracteristica mais importante dos dados de EMAR ¢ a presenca de 2 atomos de
nitrogénio, 19 ou mais atomos de carbono compativeis com esqueletos de alcaloides inddlicos

terpenoidicos.

Tabela 7: Dados de CL-EMAR das substancias isoladas nesse trabalho.

Substancia Formula P.M. [M+H]" P.M. [M+H]* A Tempo de
Experimental Teorico (ppm) retencio
A C21H27N203 355,2011 355,2016 1,6 5,8
B Ci9H26N20 299,2121 299,2118 1,1 2,9
C C23H28N20s 413,2084 413,2076 1,9 =~ 5,0
D C23H28N20s 413,2082 413,2076 1,4 5,0
E C21H27N204 371,1974 371,1965 2.4 5,4
F C20H29N202 329,2241 329,2224 5,3 3,0
G C22H27N20s5 399,1917 399,1914 0,7 3,6
H C22H29N204 385,2137 385,2122 4,0 7.4
| C20H27N202 327,2062 327,2067 1,6 5,9
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5. Analise da regido de aromatico do RMN de 'H.

Apos analise de CL-EMAR, as substancias foram caracterizada por RMN 1D e 2D. Os
dados de RMN estdo apresentados nas tabelas 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22.

As andlises dos dados de ressondncia magnética nuclear (RMN) confirmaram a

natureza indoélo-terpénica das substancias isoladas, evidenciados no CL-EMAR.

Ao analisar os espectros de RMN de 'H foi observado que a regido de hidrogénio
aromatico das substincias A, B ¢ E (Tabelas 8, 14 ¢ 10 anexos 2, 22 ¢ 8, respectivamente)
apresentavam um perfil bem parecido de anel de benzeno 1,2-dissubstituido (caracteristico de
diversos alcaloides nomoindolicos). As substincias apresentam dois dubletos (d), com J de
acoplamento com cerca de 7,5 Hz. O espectro de COSY mostrou correlacdes entre os 4
hidrogénios na regido de aromatico (Figura 29; Tabelas 8, 14, e 10; Anexos 8, 27, e 13

respectivamente ).

Os sinais de H-10 e H-11 (Figura 29) se apresentam como multipletos onde se pode
identificar como duplo dubleto (dd) ou duplo duplo dubletos (ddd), com Js com cerca de 7,5
e 1 Hz.

A presenca do nucleo inddlico livre de substituintes no anel A foi também confirmada
para as substancias A, B e E pelas correlagcdes heteronucleares de curta e longa distancia
apresentadas nos espectros de HSQC e HMBC, apresentados nas tabelas 8, 14 ¢ 10,

respectivamente; anexos 4 € 5; 25 ¢ 26 11 e 12 respectivamente.
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Figura 29: Ampliagdo da regido de aromatico dos espectros de RMN de 'H e correlagdes no COSY
das substancias A, B e E, respectivamente.
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Os espectros de RMN de 'H das substincias F, H e 1 (anexos 29, 16 e 36,
respectivamente) apresentaram um perfil de deslocamento quimico e multiplicidade bem
semelhante na regido aromatica de anel benzenico 1,2,4 trissubstituido de sistema indélico. Os
sinais 8u 6,96 (J = 2,5 Hz); du 6,78 (J = 3 Hz) e &u 6,89 (J = 2,5 Hz) nos espectros 'H das
substancias F, H e I, respectivamente foram atribuidos aos respectivos H-9 dessas substancias

(Tabelas 16, 12 e 18, respectivamente).

A substancia I ndo apresentou boa resolugio no espectro de RMN de 'H de 300 MHz
ou 500 MHz. Essa falta de resolugdo ¢ propria dessa substancia e serd discutida na se¢do

5.2.3.

Substancias F, H e I apresentaram constantes de acoplamento (J = 2,5 - 3,0 Hz) sendo
caracteristicas de hidrogénios que fazem acoplamento em meta, consistente com a presenca de
um substituinte na posi¢do 10. As posi¢des dos hidrogénios H-11 e H-12, foram atribuidas

utilizando os dados de COSY e HMBC. Os espectros de 'H dessas substincias também
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apresentaram sinais com multiplicidade de duplo dubleto e dubleto com J de

aproximadamente 3 ¢ 9 Hz (Tabelas 16, 12 e 18, respectivamente).

Outro dado do espectro de hidrogénio das substancias F, H e I ¢ sinal na faixa de ou
3,5-3,8, sendo nessa regido caracteristicas de sinais de metilas ligadas a oxigénio (integral
para 3 hidrogénios). Esse fato ¢ confirmado quando analisamos as correlacdes heteronucleares
de HSQC e HMBC dessas substancias, bem como o COSY. Corroborando assim como sendo
um anel aromatico indolico mono substituido, que em concordancia com as correlagdes do

HMBC essa substitui¢do esta localizada na posi¢ao 10 do anel aromatico (Figura 30).
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Figura 30: Ampliagdo e correlagdes de COSY e HMBC da regido de aromatico das substancias F, H e 1.
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Assim como no caso da substancia I, a substancia D ndo apresentou boa resolugdo no
espectro de RMN de 'H de 300 MHz ou 500 MHz (anexo 48). Tal limitacdo da resolucdo foi
relatado pela literatura por Bruyn et al. (1989) e Vieira (2011) e esta discutido na secdo 5.2.4.
As substancias C e D apresentaram dois singletos na regido dos aromaticos (éu 7,56-6,81)

consistente com um anel de benzeno 1,2,4 e 5 tetrassubstituido (Figura 31).

Ao analisar o espectro de RMN de 'H (Anexos 41 e 48) na regido de metoxilas
observou-se que essas substancias apresentavam dois singletos com integrais para trés
hidrogénios. Ao analisar os dados de HMBC foi confirmada a presenga de metoxilas que

apresentam deslocamento quimico bem proximo entre ou 3,88 - 3,90.

Figura 31: Ampliagdo da regido de aromatico das substancias C e D e correlagdes no HMBC.
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5.2.3. Elucidac¢ao estrutural dos anéis B, C das substancias A, B, C,D,E,F, Hel.

As substancias A-F e H-I apresentam correlagdao no espectro de COSY entre os H-5 ¢
H-6, levando em consideragdo os seus deslocamentos quimicos consistentes com Ha de N sp3
e H alilico, respectivamente. No HMBC sio observado correlagio do H-5 com o C-6 (%)),
assim como correlagdo do H-6 com o C-5 (%)), ilustrado na figura 32. Observou-se também no

HMBC correlagdes dos H-5 com o C-2 (*J), e do H-6 com o C-2 (*J) (Figura 32).

Figura 32: Correlagdoes comuns do COSY e HMBC entre 4&tomos dos anéis B, C das substancias A,
B,C,D,E,F,Hel

Os espectros de RMN da substancia E apresentaram algumas diferengas em relagio os
espectros das demais substancias apresentados acima. A substancia E mostrou deslocamentos
quimicos de hidrogénio e carbono mais deslocados nas posigdes 3, 5 e 21, como apresentados

na tabela 10. Isso foi explicado pela presenca do Ns-0xido e seu forte carater eletronegativo.

5.2.4. Elucidacao estrutural do anel D e identificacao da substancia A.

A analise dos espectros de RMN de 'H e mapa de correlagio HSQC (Anexos 2 ¢ 4,
respectivamente) revelaram as correlagdes de todos em 'J que estio mostradas na tabela 9. O
sinal de hidrogénio em ou 4,07 (H-3) apresentou correlagio no COSY com os sinais
hidrogénios H-14a,p em 6u 2,29 (Figura 34). No mapa de contorno do HMBC foi possivel

observar a correlagido do H-3 com C-14 (%)).
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No espectro de COSY o sinal em du 3,3 (H-15) correlaciona com o sinal em on 2,57
(H-16). No HMBC o H-15 correlaciona-se com os sinais de carbono dc 29,6; 49,2; 52,9; 55,2;
61,5; 123 e 133,6, referentes aos carbonos nas posicoes 14, 16, 3, 21, 17, 19 e 20,
respectivamente. O H-16 correlaciona-se no COSY com o hidrogénio du 3,90 (H-17f8). No
HMBC o H-16 correlaciona-se com os carbonos oc 29,6; 32,4; 61,5 e 174,4, referentes aos
carbonos 14, 15, 17 e o carbono da carbonila de éster, respectivamente. O hidrogénio ou 3,90
(H-17P) correlaciona-se com os carbonos oc 32,4; 49,2 e 174,4, referentes aos carbonos 15,

16 e o carbono da carbonila de éster, respectivamente (Tabela 8, Figura 34).

No espectro do COSY os hidrogénios da metila em on 1,60 (H-18) correlacionam com
H-19 (6u 5,56). Também essa metila apresenta um acoplamento homo-alilico com H-21. O
mapa de contorno do HMBC apresentou correlacdo de du 1,60 com os sinais de carbonos dc
32,4; 55,2; 123 e 133,6, referentes aos carbonos 15; 21; 19 e 20, respectivamente. A figura 33
mostra algumas das correlagdes de COSY e HMBC. Algumas correlagdes de HMBC e COSY
do anel A, B e C estdo demostrados nas figuras 29 e 32 e descrito nos topicos 5.2.2 e 5.2.3.

Uma descri¢do completa das correlagdes estd apresentada na tabela 8.

Figura 33: Correlagdo do COSY e HMBC do anel D da substancia A (isositsiriquina 29)

A substancia A apresentou um grupo exo olefinico em C-20. Pela estabilidade da
estrutura a melhor conformacao do anel D foi verificada quando esse anel apresenta na forma

de cadeira. No espectro de NOESY os hidrogénios da metila (H-18) e o H-19 estdo
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correlacionados com H-21B (equatorial) e a metila também correlaciona com o H-15. Com

essas correlagdes concluiu-se que a metila (H-18) se encontra na configuracao E.

Figura 34: Anel D na conformacao de cadeira

A substancia D possui 3 centros estereogénicos nos carbonos C-16, C-15 e C-3. O H-
16, apresentou-se com multiplicidade de duplo, duplo dubleto (ddd) com constantes de
acoplamento de 9 e 5 Hz, referentes aos acoplamentos com H-15 ¢ H-17. Com isso podemos
deduzir que o H-16 encontra-se na conformagdo eclipsada em relacio ao H-17. Na
conformacdo anti imagina-se um J de acoplamento entre 11-15 Hz. Os H-14 apresentam
como multipletos, com o auxilio do método do trabalho de Hoye et al. (1994) foi possivel
calcular as constantes de acoplamentos (6,0 e 11,5 Hz), podendo essas constantes serem

relacionadas aos acoplamentos com os hidrogénios 3 e 15.

Os dados obtidos foram comparados com a literatura de Lousnasmaa et al. (1994)

(Tabela 9). A substancia foi identificada como a isositsiriquina (29) (Figura 35).

Figura 35: Estrutura da E-15S-isositsiriquina (29)
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Tabela 8: Dados de RMN 1D e 2D da substancia A (E-15S-isositsiriquina, 29) (300/75 MHz;

ppm; CDCl3).
Unidimencionais Bidimensionais (0n)
C  C(3c)/DEPT 'H (81)/HSQC HMBC COSY
Observado
C-2 133,1 (C) - 2,94; 2,65; 4,07; 2,29; ;
C-3 52,9 (CH) 4,07 (¢, J = 6,0 Hz) 2,86; 3,14; 2,29; 3,31; 3,14
C-5 50,9 (CHy) o —2,86 (ddd,J=11,0;4,0 Hz)  2,94;2,65; 3,14; 3,79
B-3,14 (m)
C-6 18,6 (CH>) “- 2’68 -(Cg,bf(ng 0 Hz) 3,14 2,94-2,70
C-7 107,3 (C) - 2,94; 2,65; 2,86; 3,14; 4,07 ;
C-8 127,0 (C) - 7,1;7,32; 7,44 ;
C-9 117,9 (CH) 7,44 (d, J = 7,0 Hz) 7,12
C-10 119,2 (CH) 7,07 (ddd, J =7,0; 1,0 Hz) 7,32
C-11 121,7 (CH) 7,12 (ddd, J = 7,0; 1,0 Hz) 7,07; 7,32; 7,44
C-12 111,0 (CH) 7,32 (d, J=17,0 Hz) 7,1
C-13 136,1 (C) - 7,12; 7,44 -
C-14 29,6 (CHy)  oe B-229(m J=6,0¢ll5 4,07;3,31; 2,57
Hz)°
C-15 32,4 (CH) 3,31 (m) ‘;’%’; 25”25%; 23511 339719 2,57
C-16 492 (CH) 2,57 (ddd, J = 9,0; 5,0 Hz ) 2,29;3,31; 3,91 3,90
3,31
C-17  61,5(CHy) g: 22(7) Ej;’: j - 38 28 gg 3,315 2,57
C-18 12,9 (CHs) 1,60 (dd, J=1,0; 1,0 Hz) 5,54 3,14
C-19 123,0 (CH) 5,54 (¢, J = 17,0 Hz) 3,31; 1,60; 3,12; 3,79
C-20 133,6 (C) - 3,31; 1,60; 3,12; 3,79 -
c-21 55,2 (CH,) -3 ’15 _(‘élé]*:(nlso Hz) 4,07; 3,31; 1,60; 5,54
C-22 174,4 (C) - 2,57; 3,54; 3,91 -
OCH; 51,4 (CHs) 3,54 (s, OCH3)
NH - 8,75 (s])

* Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY.
® multiplicidade definida utilizando o método de Hoye et al., 1994.
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Tabela 9: Dados de RMN de !°C e 'H da substincia A e comparag¢io com dados da literatura

para E-15S-isositsiriquina (29).

RMN de 3C (8¢) RMN de 'H (5n)
C Observado Lit ** Observado Lit**
C-2 133,1 (C) 133,5 ; ;
C-3 52,9 (CH) 53,1 4,07 (t1, J = 6,0 Hz) 3,9 (br)
C-5 50,9 (CH,) 512 o—2,86 (ﬁd_dé.’]lz (1n1130; 4,0 Hz) %123,’53147(51655,'}]:446611221_1;122))
co sy s oEUn) et
C-7 107,3 (C) 107,3 ; ;
C-8 127,0 (C) 127,2 ; -
C-9 1179 (CH)  118,0 7,44 (d, J= 1,0 Hz) 7,48(d)
C-10  1192(CH) 1192 7,07 (ddd, J = 7,0; 1,0 Hz) 7,09 (#)
C-11 121,7(CH) 1214 7,12 (ddd, J = 7,0; 1,0 Hz) 7,14(0)
C-12  111,0(CH)  111,0 7,32 (d, J= 17,0 Hz) 7,31 (d)
C-13 136,1 (C) 136,2 - -
C-14  296(CH) 296  *¢PB-229 g”z’){ =60¢elLs (;3__ ;32(%)
C-15 32,4 (CH) 32,8 3,31 (m) 3,38 (m)
C-16 49,2 (CH) 49,1 2,57 (ddd, J=9,0; 5,0 Hz) 2,66 (m)
a—3,87 (dd,J=12,0; 5,0 Hz) o — 3,87 (dd, J=12 ¢ 4 Hz)
C-17 61,5 (CH) 61,6  B-3,90(dd,J=12,0;50Hz) P-3,92(dd J=12¢4 Hz)
C-18 12,9 (CHj) 13,0 1,60 (dd, J = 7,0; 1,0 Hz) 1,63 (d, J= 6,5 Hz)
C-19  1230(CH) 1215 5,54 (¢, J= 17,0 Hz) 5,52 (q)
C-20 133,6 (C) 134,5 ; ;
C21  552(CH) 546 *- 315%;;}5’ 0 Hz) g: ;’gg EZ: ji 3 gg
C 174,4 (C) 174,9 ; ;
OCH; 51,4 (CHs) 51,5 3,54 (s, OCHs) 3,57 (5)
NH 8,75 (s])

Dados: RMN (observado) CDCls, 400 MHz

* Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY
**Lousnasmaa et al. (1994) CDCls, 400 MHz

® multiplicidade definida utilizando o método de Hoye et al., 1994
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5.2.3. Elucidacao estrutural dos anéis D e E da substancia E.

O ntimero de sinais no RMN de '3C (Tabela 10) confirma a férmula inferida na tabela
7 para a substancia E. Ao compararmos as formulas da substincia A (E-15S-isositsiriquina),
com a formula da substancia E, observamos que a diferenca ¢ a presenca de um oxigénio a
mais na substancia E. No mapa de contorno do HMBC foi observada a correlagdo de H-3 com
C-2 (*J) e C-7. Os H-14 (}]) correlaciona-se pelo espectro de COSY com o H-15 e no HMBC
correlacionam com o C-3 e C-15. O H-15 correlaciona com C-3, C-16 ¢ C-17 no HMBC. O
carbono com deslocamento em dc 173,8 esta correlacionando com os H-17 e também com os
hidrogénios da metila do éster (Figura 29). Pelo HMBC os H-18 (du 1,59) acoplam com C-19.

Na figura 36 estdo apresentadas algumas das correlacdes (Tabela 10).

Apo6s analise dos espectros de RMN 1D e 2D, foi confirmado a conectividade dessa
estrutura bem semelhante a da E-15S-isositsiriquina, mas com um oxigénio a mais como
inferido pela formula. Ap6s comparagdo com os deslocamentos de '*C e 'H foi observado que
essa substancia possui diferencas de deslocamento quimico nas posi¢des C-3, C-5 e C-21
(69,5; 65,8 e 66 para a substancia £ e 52,9; 50,9 e 55,2 para substancia A), estando esses
carbonos ligados ao nitrogénio (N-4). Concluiu-se que se tratava de uma Ns-
oxidoisositsiriquina, consistente com a desblindagen dos C-3, C-5 e C-21 comparando com a
substancia A Os dados foram comparados com os da literatura (Horst, 2012), para a N4-6xido-

1sositsiriquina (115) (Figura 38, Tabela 11).

Figura 36: Correlagdes do COSY e HMBC do anel D da substancia E (N-6xido-
isositsiriquina, 115).

®
21
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Assim como a FE-15S-isositsiriquina essa substdncia também possui 3 centros

estereogénicos nos carbonos C-3, C-15 e C-16.

Os H-14ax e H-14¢q apresentaram constantes de acoplamento de 15,6 Hz, referente ao
acoplamento geminal. Utilizando os métodos descritos em Hoye et al.(1994) foi possivel
medir 2 constantes de acoplamento do H-15 (10,5 e 5,7 Hz) que apresentou-se como
multipleto complexo (Tabela 10). Esses deslocamentos foram atribuidos ao acoplamento com
os hidrogénios H-14ax ¢ H-16, respectivamente, sendo esse ultimo acoplamento (5,7 Hz),
caracteristico de acoplamento entre hidrogénios na conformac¢do gauche com o H-16. Se os
mesmos estivessem em anti, esperar-se-ia um acoplamento com J entre 11-15 Hz. O H-17a ¢
H-17v apresentaram-se como dois duplos dubletos com deslocamentos quimicos de ou 3,76 e
3,84. Apresentaram constante de acoplamento de 10,5 Hz referente ao acoplamento geminal e
constante de 4,47 Hz referente ao acoplamento vicinal entre o H-17. com H-16 e também do
H-17» € com H-16 com constante de 9 Hz. Na conformagao sin dos H-15 e H-16 e com essas
constantes de acoplamento entre os hidrogénios H-16 com H-17 torna possivel a formagdo de
pontes de hidrogénio entre os pares de elétrons do oxigénio da carbonila e com o hidrogénio
da hidroxila do C-17 (Figura 37), tornando assim a estrutura mais estavel, conforme descrito

por Li et al. (2017).

Figura 37: Acoplamento no COSY entre os H-16 ¢ H-17

No epesctro de NOESY, os hidrogénios da metila (6u 1,59) acoplando com o H-15 (dn
3,01), o H-19 (du 5,65) acoplando com o H-21a (6u 3,34), isso sdo evidencias que o grupo
olefinico dessa estrutura se encontra na configuragdo £. O H-3 (6n4,43) acoplando com o H-
15 (6u 3,01) € uma confirmagdo que o H-15 encontra-se na configuragdo S. Outros dados de
RMN e NOESY inseridos na tabela 10, corrobora para a conformacdo do H-16 em S, todos
esses dados mostram que essa substancia trata-se da Ns-0xido-15S, 16S-E-epi-isositsiriquina

(Figura 38).



Figura 38: Estrutura da substincia E (Ns-6xi1do-15S, 16S-E-epi-isositsiriquina,
115)
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Tabela 10:Dados de RMN de *C e 'H da substancia E (Ns-0xido-15S, 16S-E- epi -
isositsiriquina (115).
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Unidimensional Bidimensionais
C 13c (6c)/DEPT 'H (0n)/HSQC HMBC COSY NOESY
C-2 129,6 (C) - 4,43; 3,05; - -
At 2,63; 3,65
C-3 69,6 (CH) 4.43 (m) 3,34; 3,01; 2,63 234 3.01
C-5 65,9 (CHy) aep3.65(m) 3,05 -
C-6 18,6 (CH,) ae B 3.05(m) 3,65 3,65
7,38;4,43; 3,76;
C-7 105,0 (C) - 3.05 - -
C-8 126,2 (C) - 7,25; 6,97 - -
C-9 118,0 (CH) 7.38 (d,J= 8 Hz) 7,04 6,97
C-10  119,3 (CH) 6.97 (dd, J=8; 1 Hz) 7,25 77?;;
7,25;
C-11 122,0 (CH) 7.04 (dd, J=8; 1Hz) 7,38 6.97
C-12  111,2 (CH) 7.25 (d, J = 8 Hz) 6,97 7,04
C-13 137,3 (C) - 7,38; 7,04 - -
o -2.63 (ddd, J= 15,6 Hz) 3,01
C-14 26,5 (CHy) B-2.23%(dd 57el0,5)
_ 5,65; 4,43; 3,84;
C-15 32,5(CH) 3.01 (m, J=10,5¢ 5,7 Hz) 3.34: 2,63: 2.23 2,25
C-16 49,7 (CH) 2.25* (dd, 5,7 e 10,5) 3,84;3,01;2.63 -
o-3.76(dd, J=4,4¢ 10,5
Hz)
C-17 61,2 (CHy) B-3.84(dd, J=44¢105 3,01 2,25
Hz)
C-18 12,4 (CHs) 1.59 (dd, J="1, 1 Hz) 5,65 5,65 3,01
C-19 1304 (CH) 5.65 (¢, J=17Hz) 3,34; 1,59 1,59 3,34
C-20 128,1 (C) - 3,34; 1,59 - -
a-3.34(dl,J= 12 Hz) 3,65:3,01
€21 66,1 (CHy) B-437 (dl.J=12 Hz) 334 705
OCH; 50,5 (CHs) 3.39 (s, OCH3)
OCOCH; 173,8 (C) - 3,39; 3,84; 3,76 -

NH

8.41(sl)

* Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY.
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Tabela 11:Dados de RMN de ! da substancia E, e comparagdo com dados da literatura para a
Ns-0x1do-15S, 16S-E- epi-isositsiriquina (115).

RMN de *C (3¢) RMN de 'H (51)

C Observado  Lit ** Observado Lit**
C2  129,6 (C) 131,1 _ :
C-3  69,5(CH) 71,1 4.43 (m) 4,52 (t])
C-5 658 (CHy) 67,6 aeB3.65(m) 3,74 (m)
C-6 18,6 (CHy) 20,1 ae P 3.05 (m) 3,13 (m)
C-7 1050 (C) 106,5 . -
C-8 126,1 (C) 127,7 - -
C-9  117,0(CH) 119,3 7.38 (d, J= 8 Hz) 7,49 (d)
C-10 1192 (CH) 119,3 6.97 (dd,J=8; | Hz) 7,06 (dd)
C-11  121,8 (CH) 123,5 7.04 (dd, J = 8; 1Hz) 7,13 (dd)
C-12  111,0 (CH) 112,7 7.25 (d, J= 8 Hz) 7,37 (d)
C-13 137,0 (C) 138,8 - -
C-14 26,6 (CHy) 28,7 Ofs_.zz',6233gd(d 321:15:, , 2’?0%152)) 22733 ((21121))
C-15 32,3 (CH) 34,0 3.01 (m, J=10,5¢ 5,7 Hz) 3,11 (m)
C-16 49,7 (CH) 51,2 2.25% (dd, 5,7 e 10,5) 2,34 (m)
C1T 612 (CHy 7 53R dd = e 105 1) iy
C-18 12,4 (CHs) 13,9 1.59 (dd, J=1, 1 Hz) 1,69 (dd)
C-19 1303 (CH) 131,9 5.65 (g, J =7 Hz) 5,75 (q)
C20 1280 (C) 129,6 _ :

C 50,5 (CHs) 52,1 3.39 (s, OCHs) 3,49 (s)

OCH; 1738 (C) 175,7 . -
NH - 8.41(sl) -

Dados: RMN (observado) CDCls, 300 MHz
* Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY

**Horst et al. (2012) MeOH, 400 MHz



81

5.2.3. Elucidacao estrutural do anel D da substancia H

O espectro de RMN de '’C da substancia H apresentou 22 sinais (Tabela 12),
corroborando a formula proposta na tabela 7. No espectro de COSY, o H-3 correlaciona-se
com H-14 (du 2,19) e o H-18 (du 1,62) correlaciona-se com H-19 (éu 5,60). O H-3
correlaciona no espectro de HMBC com o dc¢ 107,0; 29,5 e 32,5, atribuidos a C-7, C-14 e C-
15, respectivamente. O H-15 (du 3,08) correlaciona com oc 49,5, 61,7, 124,3 e 1328,
referente a C-16, C-17, C-19 e C-20. O H-21a (0u 2,96) correlaciona com os carbonos C-15,
C-19 e C-20. Algumas das principais correlagdes estao apresentadas na figura 39. As demais

correlagdes de COSY e HMBC estdo apresentadas na tabela 12.

Figura 39: Correlagdes no espectro de COSY (azul), HMBC (vermelho) e NOESY (verde) do anel D
da substancia H (10-metoxi-15S, 16S-E-isositsiriquina, 113).

Ao analisar todos os dados de EMAR e RMN 1D e 2D, foi possivel confirmar que a
substancia H apresenta dados bem proximos da 155, 16S-E-isositsiriquina (29). A diferenga de
m/z entre as duas estruturas ¢ de 31 Da (Tabela 7), que pode ser explicado pela presenca de
uma metoxila na substancia H, corroborado pelo sinal de metoxila em du 3,78 no espectro de
RMN de 'H. Os dados de RMN dos anéis A, B e C estdo discutidos nas secdes 5.2.2 ¢ 5.2.3.
Ap0s analisar os dados uni e bidimensionais chegou-se a estrutura da 10-metoxi-15S, 16S-£-
isositsiriquina (39) (Tabela 12, Figura 40). Para ilustrar a semelhanga dos dados, comparamos
os dados de RMN da substancia H com os dados da 155, 16R e 15S, 16S isositsiriquina (29)
da literatura de Lousnasmaa et al. (1994) (Tabela 13).
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A configuracdo do grupo olefinico dessa substancia foi definido através das
correlacdes do NOESY. Esse espectro mostrou acoplamento entre os hidrogénios da metila da
olefina (6u 1,62) com o H-15 (du 3,08) e H-17a ¢ H-17f (du 3.51), Os H-170a,3 acoplando
com o H-21a (u 2,96), o acoplamento entre esses hidrogénios confirmam o grupo olefinico
na conformagcdo em E. O espectro de RMN de 'H também mostrou evidencias de acoplamento
para a configuragdo 155 sdo: on 3,51 (H-17a e H-17p) correlacionados com H-21a (8u 2,96),
H-1 (0n 8,82) correlaciona com H-16 (du 2,45) e H-17a e H-17f no espectro NOESY (Figura
39). Todas as correlagdes espectrais dessa substancia estdo inseridas na tabela 12, e apds
compara¢do com a literatura de Lousnasmaa et al. (1994) (Figura 40), e com isso definimos

essa substancia como sendo a 10-metoxi-15S, 16S-E-isositsiriquina.

Figura 40: Estrutura da substancia H (10-metoxi-15S, 16S-E-isositsiriquina, 113).




Tabela 12: Dados espectrais de RMN 1D e 2D da substancia H (10-metoxi-15S-E-

isositsiriquina, 113) (300/75 MHz; ppm; CDCl3).
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Unidimensionais Bidimensionais
C BC (8¢)/DEPT 'H (8u)/HSQC HMBC COSY  NOESY

C-2 133,3 (C) - 2,19; 4,26 - -

C-3 52,7 (CH) 4,26 (s]) 2,96;3,50;2,19;3,11 2,19 3,11

C-5 51,0 (CH) 1(31 :;2111 ((’,:’1)) 260,295

o - 2,60 (dl, J=15
C-6 17,6 (CHy) Hz) 3,21
B —2,95 (m)

C-7 107,0 (C) - 2,60;2,95;3,21; 4,26 - -

C-8 127,6 (C) - 7,25 - -

C-9 100,0 (CH) 6,87 (d, J =2 Hz) 6,79; 7,25 3,83; 2,60; 2,95
C-10 153,9 (C) - 6,79; 6,87; 7,25; 3,83 - -
C-11 111,1 (CH) 6,79 (dd, J=9; 2 Hz) - 7,25 3,83
C-12 111,8 (CH) 7,25 (d, J =9 Hz) 6,87
C-13 131,1 (C) - 6,70; 6,87 - -
C-14 29,5 (CH,) 2,19 (¢ app, J =5 Hz) 2,45;3,08; 4,26
C-15 32,5 (CH) 3,08 (m) 1’622,;926’;12’;226’;‘55;6%’5 boogys 101219
C-16 49,5 (CH) 2,45 (m) 1,62; 2,19; 3,08; 3,50
C-17 61,7 (CH,) 3,51% (m) 3,08 2,45
C-18 13,3 (CHs) 1,62 (d, J =7 Hz) 5,60 5,60 308; 3,50
C-19 124,3 (CH) 5,60 (¢,J =17 Hz) 3,08; 3,50; 2,96
C-20 132,8 (C) - 3,08; 3,50; 2,96 - -

o —2,96 (dl, J=12
c-21 52,3 (CHy) Hz) 5,60; 1,62
B—3,50% (m) 2,45;2,19; 3,11
C 175,4 (C) - 3,08;3,78; 3,51* - -
COOCH; 56,0 (CHs) 3,83 (s) -
OCHj 52,1 (CHz) 3,78 (s)
NH - 8,82 (s)) - 2,19; 2,45;
7,25; 3,78;
4,26

* Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY.
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Tabela 13:Dados de RMN de *C e ! da substancia H (10-metoxi-15S-E-isositsiriquina, 113)
e comparacao com dados da literatura para a 15S-E-isositsiriquina (29).

RMN de 3C (8¢) RMN de 'H (6n)
C Observado (39) Lit (29) ** Observado (39) Lit (29)**
C2  133,3(0) 133,5 - -
C-3  52,7(CH) 53,1 4,26 (sl) 3,9 (br)
csosecn  osa  pie easdsenng
C-6 17,6 (CHy) 18,5 “- 2’30_(2"79’ ;’ (2)5 Hz) gigilﬁf’ﬁ 5; Eg
C7  107,0 (C) 107,3 - -
C8  127,6 (C) 127,2 - -
C9  100,0 (CH) 118,0 6,87 (d, J =2 Hz) 7,48(d)
C-10  153,9 (C) 119,2 - 7,09 (1)
C-11  111,1 (CH) 121,4 6,79 (dd, J = 9; 2 Hz) 7,14(t)
C-12  111,8 (CH) 111,0 7,25 (d, J =9 Hz) 7,31 (d)
C-13  131,1 (O) 136,2 - -
C-14 29,5 (CH,) 296 2,19 (tapp, J = 5 Hz) 0[;752275 ((n‘?))
C-15  32,5(CH) 32,8 3,08 (m) 3,38 (m)
C-16 49,5 (CH) 49,1 2,45 (m) 2,66 (m)
C-17 61,7 (CHy) 61,6 351 (m) ‘gi’i? EZZ; ji }5:332
C-18 13,3 (CHs) 13,0 1,62 (d, J =17 Hz) 1,63 ((d, J = 6,5 Hz))
C-19 1243 (CH) 121,5 5,60 (¢, J =7 Hz) 5,52 (q)
C20 132,8(C) 134,5 - -
o waem  se  RRSUITIRE) w0812
C=0 1754 (C) 174.,9 - -
COOCH; 56 (CHs) 51,5 3,83 (s) ;
OCH; 52,1 (CHy) - 3,78 (5) -
NH - - 8,82 (sl) -

Dados: (Observado) RMN CDCls, 300 MHz
* Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY
**Lousnasmaa et al. (1994) CDCls, 400 MHz
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5.2.3. Elucidacao estrutural do anel D da substincia B.

A substancia B apresentou a mesma quantidade de sinais de carbono no RMN de '*C
(Tabela 14) que a formula sugerida para esta substancia pela analise d¢ EMAR (Tabela 7).
Pelo COSY H-3 (du 2,86-3,11) correlaciona-se com o H-14a (6u 1,24). No espectro de
HMBC, o H-3 correlaciona-se com os carbonos nas posi¢oes 6, 15 e 21 (Figura 41). O H-15
(6u 1,35) H-16 (6u 2,23) e o H-16 acopla com o H-17 (du 3,70) no espectro de COSY. No
HMBC o H-16 correlaciona com o carbono 14 e os hidrogénios do C-17 correlacionam com

C-15 (Tabela 14).

O espectro de HMBC apresentou também correlagdo entre os H-18 (du 0,88) e C-19 ¢
C-20. Os H-19 apresentaram correlagdo com C-20 (Figura 41). Algumas correlagdes de
HMBC e COSY dos anéis A, B e C estdo apresentadas nas figuras 29 e 32 e descritas nos
topicos 5.2.2 e 5.2.3. As demais correlacdes e os demais dados de RMN de 1D e 2D estao
apresentadas na tabela 14 e foram comparados com dados da literatura na tabela 15,

confirmando a estrutura da 3a, 20B-corinan-17-ol (76) (Figura 42) para essa substancia.

Figura 41: Algumas correlagdes de COSY e HMBC do anel D da substancia B (3a, 20p-corinan-170l,
76).




Tabela 14: Dados espectrais de RMN 1D e 2D da substancia B (3a, 20B-corinan-17-0l (76)
(300/75 MHz; ppm; CDCls).
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Unidimensionais Bidimensionais
C 13C (5¢)/DEPT 'H (51)/HSQC HMBC COSY
C-2 134,8 (C) _ 2,70 _
C-3 59,7 (CH) 2,86-3,11 (m) 1,21;2,47; 1,88 121
o - 2,47 (m, 7,0;9,0; 13,0 Hz) 3,01
C-5 53,0 (CHa) 8- 286311 (m) 2,70
o - 2,70 (dl, J= 14,0 Hz)

C-6 21,5 (CH) B—2.86-3,11 (m) 3,04 2.45
C-7 107,4 (C) _ 2,47:2,70; 7,46 _
C-8 127,3 (C) . 7,46; 7,32; 3,04 .
C-9 118,0 (CH) 7,46 (dd, J=7,0; 1,0 Hz) 7,09 7,09
C-10 119,2 (CH) 7,09 (dd, J=7,0; 1,0 Hz) 7,12; 7,46 7,12; 7,46
C-11 121,2 (CH) 7,12 (dd, J=7,0; 1,0 Hz)
C-12 111,1 (CH) 7,32 (dd, J=7,0; 1,0 Hz) 7,12 7,12
C-13 136,2 (C) ; 7,46; 7,32; 3,01; 3,04 ;

o — 1,24% (m) 1,92 1,91 3,01
C-14 35,0 (CHa) 8 1:92% (m)
C-15 36,9 (CH) 1,35% (m) 1,21;2,23; 3,70; 3,01 2’2§;73601;

a—1,35% (m) 3,70
C-16 354 (CH) 8223 (dh.J = 15,0 Hy) 3,70
C-17 60,1 (CHa) 3,70 (m)
C-18 11,0 (CH3) 0,88 (1, J = 7 Hz) 1,07; 1,61 1,07; 1,61

o~ 1,07 (ddd, J = 8,0; 15,0
Hz)
c-19 234(CH) 5 61 (ddd, J = 8,0; 15,0 0,88
Hz)
C-20 41,5 (CH) 1,40% (m) 0,88; 1,07; 1,61; 2,89 1,88; 2,98
a— 1,87% (dl, J = 11,4 Hz)

C-21 59,9 (CH) B 2.86.5.11 (m) 3,04
NH - 8,72 (s1) .

* Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY.
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Tabela 15: Dados de RMN de "*C e 'H da substancia B e comparagdo com dados da literatura

para o 3a, 20B-corinan-17-0l (76).

RMN de 3C (5¢) RMN de 'H (1)

C Observado Lit ** Observado Lit**
C-2 134,8 (C) 134,9 - -
C-3 59,8 (CH) 59,8 2,86-3,11 (m) 3,09
C-5  53,0(CHy) 5310 %7 2’4[73 (_mz’,;%o_g?l’(l);(}l;)’o Hz) ggg
C-6  21,7(CH) 216 4 E’zozfgé_‘fl }‘t’ng)HZ) ggg
C-7 107,4 (C) 107,7 - -
C-8 127,3 (C) 127,3 - -
C9  118,0 (CH) 118,1 7,46 (dd, J = 7,0; 1,0 Hz) 7,50 (d)
C-10  119,2 (CH) 119,2 7,09 (dd, J =7,0; 1,0 Hz) 7,10 (dd)
C-11 1212 (CH) 121,2 7,12 (dd, J = 7,0; 1,0 Hz) 7,14 (dd)
C-12  111,0 (CH) 110,9 7,32 (dd, J = 7,0; 1,0 Hz) 7,31 (d)
C-13 136,2 (C) 136,1 - -
C-14 35,0 (CHy) 35,2 g: }33: EZ; }gg
C-15 36,9 (CH) 37,2 1,35% (m) 1,44
C-16 35,6 (CHy) 354 a—1,35% (m) 1,33

B-2,23(dl J=12,0Hz) 2,19
C-17 60,2 (CHy) 60,3 3,70 (m) 3,72
C-18 11,1 (CHs) 11,1 0,88 (1, J= 7 Hz) 0,93 (¢)
C-19 23,4 (CH) 23,4 a— 1,07 (ddd, J = 8,0; 15,0 1,14 (m)
Hz) 1,68 (m)
B— 1,61 (ddd, J = 8,0; 15,0
Hz)
C-20 41,6 (C) 41,6 1,40% (m) 1,50
C21 60,0 (CH,) 60,1 o- 137;%‘2’; : %‘ Hz) g}g
NH - - 8,72 (sl) 7,96

Dados: RMN (Observado) CDCl3, 300 MHz
* Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY
**Horst. (2012) RMN (Literatura) CDCls, 400 MHz
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5.2.3. Elucidacio estrutural do anel D da substancia F.

O anel D apresentou correlagdo no HMBC do H-3 (6u 3,10) com o C-21 e o C-15
(Tabela 16). O H-16p (6u 1,92) correlaciona com C-14 e C-17. O H-18 (du 0,90) correlaciona
com C-19 e C-20, e os H-21 correlacionam com C-15 ¢ C-20 (Figura 43).

Ao analisar todos os dados de LC-EMAR e RMN 1D e 2D, foi possivel confirmar que
a substancia F tem dados bem parecido com o 3a, 20B corinan-17-o0l (76). A diferenca de m/z
entre o 3a, 20B corinan-17-ol (substancia B) e substancia F ¢ de 30 Da como pode ser
verificado na tabela 7. Essa diferenca de m/z pode ser explicada pela presenca de uma
metoxila na substancia F, evidenciada por um sinal em du 3,77 no espectro de RMN de 'H.
Também, os desdobramentos na regido de aromatico, onde observamos a presenca de um
duplo dubleto em dn 6,66 com J =9 e 3 Hz para H-11, o que € caracteristico de acoplamento
orto e meta. A discussdo dos sinais de RMN de 'H dos anéis A, B e C esta nos topicos 5.2.2 €
5.2.3. A figura 43 apresenta algumas correlagdes de HMBC do anel D. Os dados de RMN
foram comparados com dados da literatura de corinan-17-o0l (72) (Tabela 17) e pelos dados da
tabela 16 pdde-se identificar a substdncia como sendo o 10-metoxi-corinan-17-ol, (119),

figura 44.

Os dados de RMN de 'H e *C de Liu et al. (2013) para 3a, 20 B corinan-17-ol (76) em
CDCI3 foram utilizados para comparagao com os dados obtidos para substancia F. O espectro
de "H RMN foi realizado em CDCls e acetona-ds (Tabela 17), sendo o espectro obtido em
acetona-ds apesentou melhor resolucdo de sinal. No espectro de NOESY dessa substancia (em
CDClI3) foi observada uma forte correlagdo de H-1 (du 8,85) e OH (du 3,23). Esta observagao
¢ consistente com fortes ligagdes de hidrogénio entre as fungdes NH e OH em uma
conformag¢do com orientacdo cis para H-3 e o par ndo ligante de elétrons do N-4 na jungao
C/D dos anéis, C-20 etil e C-15 etanol trans-diaxiais metade em uma conformacao de cadeira
(Figura 42). Esta conformagdo ¢ também consistente com o dubleto largo (Jeem = 11 Hz)

atribuido ao H-21a axial com acoplamento minimo a H-20.

Figura 43: Anel D na conformag¢do em cadeira.




Figura 44: Correlagdes no HMBC do anel D da substancia F (10-metoxi-corinan-17-ol, 119).

Figura 45: Estrutura da substancia F (10-metoxi-corinan-17-ol, 119).
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Tabela 16: Dados espectrais de RMN 1D e 2D da substancia F (10-metoxi-corinan-17-ol, 119)
(300/75 MHz; ppm; acetona-do6).

Unidimensional Bidimensionais (0n,c)

C 13C (8¢)/DEPT 'H (8¢)/HSQC HMBC COSY NOESY
C-2 136,8 (C) - 2,60; 2,85 - -
C-3 60,2 (CH) 3,10 (m) 3,02; 2,50 2,44

o—2,50(dd,J=11,0;4,0
C-5 53,1 (CH,) Hz) 2,60; 2,85
B—3,02* (m)
a - 2,60 (m)
C-6 21,8 (CHy,) B - 2,85 (dddd, app J=2,2; 3,02;2,5
5,8 Hz)
C-7 106,8 (C) - 6,90; 2,60; 2,85; - -
3,02; 2,49
C-8 127,7 (C) - 7,18 - -
C-9 99,8 (CH) 6,90 (d, J = 3,0 Hz) 6,67 6,66 3,77
C-10 153,7 (C) - 6,90; 7,18; 3,77 - -
C-11 110,1 (CH) 6,66 (dd, J=9,0; 3,0 Hz) 6,90
C-12  111,4 (CH) 7,17 (d, J= 9,0 Hz) - 6,66
C-13 131,6 (C) 6,90; 6,67 - -
a—1,17 (m) 3,10
C-14  353(CHy)  B—2.44(dt,J=12,0;3,0 1,94
Hz)
C-15 37,1 (CH) LA41* (m) 3,10; 2,02; 3,03
a— 1,24 (m)
C-16 358(CHy)  B-—1,92 (dddd, app J=2,5;
7,5 Hz)
C-17 59,2 (CHy) 3,65 (m) 1,94 1,92; 1,24
C-18 10,5 (CHs3) 0,90 (¢, J=8,0 Hz) 3,03
a—1,11 (m)
C-19  232(CH,) B-1,65(dddd, appJ=22;  0,90; 1,37
7,3 Hz)
C-20 42,2 (CH) 1,37* (m) 2,02; 3,03; 0,90
a—2,00 (dl, J=11,0 Hz)
C-21 60,6 (CHy) B 3.03%(m) 3,10
OCH; 54,9 (CHs) 3,77 (s)
NH 8,85 (sl) 3,23

* Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY.
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Tabela 17: Dados de RMN de '*C e 'H da substancia F (10-metoxi-corinan-17-01,119) e

comparac¢ao com dados da literatura para 3a, 20 B corinan-17-ol (76).

RMN de 13C (3¢) RMN de 'H (31)
C Ob(sfg?d" Lit **(76) Observado (119) Lit** (76)
c2 136,8 (C) 1349 i i
c-3 60.2 (CH) 59.8 3,10 (m) 3,05-3,01 (m)
00— 2,50 (dd, J = 11,0; 4,0 2,59-2,53 (m)
s 53,1 (CHy) 53,1 Hz) 3,14 3,06 (m)
B - 3.02* (m)
C6  218(CH) 216 B- 2,8502dd20}2',021(1:’>¥>)J= 22; 321212557016(?2)
5.8 Hz)
-7 106,8 (C) 107,7 . .
-8 127,7 (C) 127,3 . .
C-9 99,8 (CH) 118,1 6.90 (d, J = 3.0 Hz) 7.48 (d, J=7.8 Hz)
C-10 153,7(C) 19,2 . 7,08 (m)
C-11 1101 (CH) 1212 6,66 (dd, J = 9,0; 3,0 Hz) 7,16 (m)
C-12 1114 (CH) 110,9 7,17 (d, J = 9.0 Hz) 7,33 (d, J=7.8 Hz)
C-13 1316 (C) 136,1 .
C-14 35,3 (CH») 32 5 a4 ‘(* ” 3;71(2”2 3.0 Ho) NA
C-15 37,1 (CH) 37,2 LAL* (m) NA
o— 124 (m)
C-16 358 (CHy) 354 B—1,92(dddd, appJ=2.5; 2,34 (m)
7.5 Hz)
C-17 592 (CHy) 60,3 3,65 (m) 3,79 -3.72 (m)
C-18 10,5 (CHy) 1,1 0,90 (¢, J = 8,0 Hz) 0,92 (1, J = 7.4 Hz)
cio macwy  me poles@adaps-2z EHIO)
8,0 Hz) L
C20 422 (CH) 41,6 1,37% (m) NA
C-21 60,6 (CHy) 60,1 o 2’%0_%% N (rlnl)’o f2) NA
OCH; 54,9 (CH;) 3,77 (s) NA
NH 8,85 (s1) 8,21

Dados: RMN (Observado) acetona-ds, 300 MHz
*Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY
**Liu et al. (2013). Dados da corinan-17-ol. RMN (Literatura) CDCI3, 500 MHz
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5.2.3. Elucidacao estrutural do anel D da substancia I

No espectro de COSY o H-3 (du 4,32) acopla com H-14a (dn 2,12) (Tabela 18; Figura
44). Também, o H-15 (du 2,96*) acopla com H-16 (dn 1,46). Os H-18 (du 1,59) acoplam com
o H-19 (du 5,60). No espectro de HMBC o H-18 (du 1,59) correlaciona com C-19, o C-21 (6c
53,4) correlaciona com os hidrogénios on 3,20, 2,96* ¢ 5,60, referentes a H-5, H-15 e H-19,
respectivamente. Algumas correlagdes importantes de COSY e HMBC estdo apresentadas na

figura 45.

Figura 46: Algumas correlagcdes no COSY e HMBC do anel D da substancia I (3a, 150 -10-
metoxi-geissosquizol, 28).

Os demais dados de RMN estdo apresentados na tabela 18 para substancia I. Nos
levantamentos ja realizados ndo foram encontrados dados de RMN na literatura para essa
substancia. Os dados foram comparados com os dados obtidos no trabalho de Li et al. (2017)
para a substincia geissosquizol (Tabela 19), sendo que a diferenca entre a estrutura da
literatura e a substincia I ¢ a presenca de uma metdxila no carbono 10. A configuragdo E pdde
ser estabelecida com base nos dados espectrais de NOESY em que o sinal da metila do grupo
olefinico H-18 (6u 1,59) exibiu correlagdo com H-15 (du 2,96*) ¢ com H-17a ¢ H-17B (6n
3,57*%). Em comparacdo de nossos dados de RMN de 1D e 2D para as substancias
geissosquizol e isogessosquizol (Figura 47) com a literatura de Liu et al. (2013); Li et al.
(2017) respectivamente, chegou-se a substancia 3a, 150 -10-metoxi-geissosquizol (28)

(Figura 48).
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Figura 47: estrutura da substamcia: geissosquizol e isogessosquizol

Geissosquizol Isogeissosquizol

Figura 48: Estrutura da substancia I (3a, 15a -10-metoxi-geissosquizol, 28).
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Tabela 18: Dados de RMN 1D e 2D da substancia I (30, 15 a -10-metoxi-geissosquizol, 28)
(300/75 MHz; ppm; CDClI3).

Unidimensionais Bidimensionais
C 13C (8¢)/DEPT 'H (8¢)/HSQC HMBC COSY NOESY
c-2 131,0 (C) - - -
C-3 53,3 (CH) 4,32 (s1) 2,12;2,51
C-5 49,4 (CH,) 3,20 (s])
C-6 17,3 (CH,) 2,86* (m) 3,20
C-7 105,8 (C) - 3,20; 6,72 - -
C-8 126,8 (C) - 7,22 - ;
C-9 111,0 (CH) 6,73* (m) 2,86*
C-10 153,8 (C) - 3,80; 7,22 -
C-11 100,0 (CH) 6,74%* (m) 6,72 7,22
C-12 111,6 (CH) 7,22 (d, J=9,0 Hz) 6,74
C-13 131,7 (C) - 6,74 - -
C-14 30,4 (CH,) B gg EZ;
C-15 30,1 (CH) 2,96* (m) 1,46;3,57  1,46;2,12;2,51
C-16 g (cHy 0k {;)12,0; 60 35 2,97
C-17 60,0 (CHz) 3,57* (m) 1,46
C-18 12,7 (CH3) 1,59 (d, J=17,0 Hz) 5,60 3,57 5,60 2,96; 3,57
C-19 125,3 (CH) 5,60 (¢, J="17,0 Hy) 1,58 3,60
C-20 132,5 (C) - 1,58 - -
Co1 53,4 (CH,) 3,32 (4315,66:(}%2),0 Hz) 5,6(2)i937,20;
OCH; 55,2 (CHs) 3,79 (s) -
NH - 9,66 (s) - -

* Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY.
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Tabela 19: Dados de RMN de '*C e 'H da substancia I (30, 15 a -10-metoxi-geissosquizol,
28) e comparacao com dados da geissosquizol (74).

RMN de *C (3¢)

RMN de 'H (3n)

C Observado (28) Lit (74) ** Observado (28) Lit (74)**

C-2  131,0(C) 136 - -

C-3 53,3 (CH) 54 4,32 (sl) 4,19 (s)

C-5 49,4 (CH,) 51,1 3,20 (sl) 3,20 (d, J= 12,2 Hz)

C-6 17,3 (CHy) 18,2 2,86* (m) 3,01-2,93 (m)

C-7  1058(C) 107,1 - .

C-8 1268 (C) 121,5 - -

C-9  111,0 (CH) 11,1 6,73* (m) 7,33 (d,J =18 Hz)
C-10  153,8(C) (CH)* - 7,13 (1, J= 17,6 Hz)*
C-11  100,0 (CH) 119,4 6,74* (m) 7,08 (1, J= 7.4 Hz)
C-12  111,6 (CH) 118 722 (d,J=9,0 Hz) 7,44 (d, J=1,5 Hz)
C-13  131,7(C) 135,9 - -

C-14 304 (CHy) 32,6 E . gé? 833 2,67 (fzf 1J4=(11114)1’,3 Hz)
C-15 30,1 (CH) 31,6 2,96* (m) 3,01-2,93 (m)
C-16 34,8 (CH,) 35,8 1,46 (d1, J = 12,0; 6,0 Hz) 1,48 (m)

C-17 60,0 (CHy) 61,5 3,57* (m) 3,61-3,49 (m)
C-18 12,7 (CHs) 12,9 1,59 (d, J = 7,0 Hz) 1,62 (d, J = 6,6 Hz),
C-19 1253 (CH) 1273 5,60 (g, J=17,0 Hy) 5,50 (¢, J = 6,4 Hz)
C-20 1325 (C) 133,5 - -

C-21 53,4 (CHy) 53,6 3,32 (315’6‘5: (}712)’0 Hz) ggg EZ%
OCH; 55,2 (CHs) - 3,79 (s) 3,61-3,49 (m)

NH - - 9,66 (sl) 8,69 (s/)

Dados: RMN: Substancia I - 3a, 15 a -10-metoxi-geissosquizol, 28) RMN, CDCls, 300 MHz.
* Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY
**Liet al.,, (2017) geissosquizol (74). RMN, CDCls, 400 MHz

“Dados nao existente para essa estrutura
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5.2.4. Elucidacao estrutural dos anéis D e E das substancias C e D.

A substancia C apresentou correlagdo no COSY entre os H-3 ¢ H-14P ¢ a, e entre H-18
e H-19. No espectro de correlagdo a longa distaincia (HMBC) o H-21f (ou 3,10) correlaciona
com os carbonos C-2 (*J), C-3 (*J), C-5 (*J) e C-19 (°J). O H-14a (81 2,49%) correlaciona com
o C-15 (%J). Também, H-15 (8u 2,73*) correlaciona com C-17 (*J), e também o H-17
correlaciona com o carbono da carbonila (°J). A figura 49 apresenta algumas correlagdes
importantes para a substancia C. Algumas correlacdes de HMBC e COSY do anel A, Be C
estdo apresentadas nas figuras 31 e 32 e estdo descritas nos topicos 5.2.2 e 5.2.3. As demais

correlagdes estdo apresentadas na tabela 20.

Figura 49: Algumas correlagcdes do COSY e HMBC do anel D e E da substancia C, a isoreserpilina
(47).

Baseado em nossos dados de conectividade, nossa substancia ¢ a reserpilina. Segundo
Bruyn et al. (1989), essa classe de substancia pode apesentar 4 diasteroisomeros (normal,
pseudo, allo e epiallo), dependem da sua configuragao relativa dos H-3, H-15, H-19 ¢ H-20
(Figura 50).

Figura 50: Tipos de diasteroisomeros de estruturas do tipo isoreserpilina/reserpilina.

epiallo
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Podemos definir estereoquimica do H-15 através de seus J de acoplamento com o H-
20, pois se os mesmos apresentarem J na faixa de ou 1-6 Hz isso indica que eles estdo na
relagdo cis, e J de 12 Hz estdo na relacdo trans, (Bruyn et al., 1989). O H-15 apresentou-se na
forma de um multipleto, com o auxilio do método do trabalho de Hoye et al. (1994), foi
possivel 2 Js em 9,8 e 4,6 Hz, entdo podemos inferir que o J de 4,6 Hz e referente ao
acoplamento com o H-20, logo o H-15 encontra-se em cis com o H-20, confirmando assim os

possiveis diateroisomero allo e epiallo.

O H-15, também acopla com o H-14f que se encontra em trans-diaxial com um J de
12 Hz, esse mesmo J foi observado com o acoplamento entre o H-14f e H-3, logo podemos
afirmar que o H-3 estd em relacdo cis-diaxial em relacdo a H-15. O espectro de NOESY da
substancia C mostrou forma convexa entre os anéis D/E, estando assim em proximidade
espacial H-14p (6u 1,51) e H-19 (ou 4,48), as quais apresentaram correlacao pelo espectro de
NOESY. Além disso, os acoplamentos de RMN de 'H e "H-'H Jwsolvido combinados com
NOESY forneceram evidéncias para os atomos H-3 cis-diaxial (ou 3,31) e H-15 (6u 2,73).
Esses dados corroboram o observado no trabalho de Bruyn et al. (1989) (Tabela 21). Com
todas essas informagdes e por comparagao com dados da literatura de Bruyn et al. (1989) na

tabela 21, podemos afirmar que a substancia C isolada ¢ a isoreserpilina (47) (Figura 51).

Figura 51: Estrutura da substancia C (isoreserpilina, 47).
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Tabela 20: Dados espectrais de RMN 1D e 2D da substancia C (isoreserpilina, 47) (300/75

MHz; ppm; CDCl3).

Unidimensionais Bidimensionais
C BC (8¢)/DEPT 'H (8¢)/HSQC HMBC COSY NOESY
C-2  133,0(C) - 3,10; 1,51 - -
C-3  59,9(CH) 3,31 (dl, J = 12,0Hz) 3,10;2,94; 1,51 1,51
o -2,54%(m) B—2,94 3,10
C-5  53,5(CHy) B 2.94% () 3,10
o —2,62* (m) B—2,94
C-6 21,7 (CHy) B - 2.88* (m) B—2,94
C-7  107,7(C) - 6,88;2,62; - -
C-8  119,9(C) - 6,81 - -
C-9  100,2 (CH) 6,88 (s) - - 3,88
C-10  144,7 (C) - 6,81; 6,88; 3,88 - -
C-11 1458 (C) - 6,81; 6,88; 3,81 - -
C-12 99,8 (CH) 6,81 (s)
C-13  130,1 (C) - 6,81; 6,88; - -
o — 2,49% (m)
C-14 - 34.1(CH) B— 1,51 (ddd,J= 12,0 Hz) 2,73
% — . . . .
C-15 31’2 (CH) 2,73 (m, J b9,8 64,6 7:565 4:489 39109 29499 1951 1’51’ 1,69
Hz)
C-16  109,4(C) - 7,56; 3,10; 2,73; 1,51 -
C-17 1558 (CH) 7,56(s) 2,73: 1,40 1’42; 428’73 ;
C-18 18,5 (CHs) 1,40 (d, J = 6,0 Hz) 4,48 4,48
C.19 724 (CH) 4,48 (ddddﬁi): 12,0; 6,0 756:3.10:2.73: 140 A0 169 LS
C-20 38,3 (CH) 1,69 (m) 4,48;3,10; 2,73; 2,40; 1,40 -
o—2,72* (m) 1,69
C-21 56,0 (CHy) B—3,10 (dd, J=12,0; 2,0 2,94
Hz)
C-22  168,0 (C) - 7,56; 2,73 - -
OCH;-10 56,2 (CHs) 3,81 (s)
OCHs-11 56,4 (CH») 3,88 (s)
OCH:-22 51,1 (CH3) 3,74 (s) -
NH - 7,87 (sl) - - 2,54%

* Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY.
® Multiplicidade definida utilizando o método de Hoye et al., 1994
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Tabela 21: Dados de RMN de 'H da substancia C e comparagdo com dados da literatura para a

isoreserpilina (47).

N° Observado Literatura de Bruyn et al. (1989)
H CDCls, 300 MHz CDCls, 300 MHz
H-3 3,31 (dl,J= 12,0 Hz) 3,32 (J=12,2; 3,3 Hz)
H-5 a -2,54%(m) 2,53 (J=8,2;3,9 Hz)

B — 2,94* (m) 2,91 (J=11,1;5,7 Hz)
H-6 o —2,62* (m) 2,60 (J=23.,9 Hz)
B - 2,88% (m) 2,88 (J=14,9; 8,2 Hz
H-9 6,88 (s) 6,89 (s)
H-12 6,81 (s) 682(s)
H-14 o — 2,49% (m) 2,48 (J=12,4;4,5; 3,3 Hz)
B—1,51 (ddd,J= 12,0 Hz) 1,52 (¢, J= 12,0 Hz)

H-15 2,73% (m, J = 9,8 ¢ 4,6 Hz)" 2,72 (J=4,5 Hz)

H-17 7,56 (s) 7,55 (s)

H-19 4,48 (dddd, J = 12,0; 6,0 Hz) 4,50 (J=10,2; 6,2 Hz)

H-20 1,69 (m) 1,68 (m)

H-21 a—2,72* (m) 2,71 (J=12.3 Hz)

B—3,10 (dd, J = 12,0; 2,0 Hz) 3,09 (J=12.3 Hz)
H-CH; 1,40 (d, J = 6,0 Hz) 1,40
MeO-10 3,81 (s) 3,90 (s)
MeO-11 3,88 (s) 3,88 (s)
MeO-22 3,74 (s) 3,74 (s)
NH 7,87 (sl) 7,68

* Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY.

® multiplicidade definida utilizando o método de Hoye, et al., 1994.
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A substincia D apresentou m/z [M+H]" igual a substancia C (Tabela 7) e a mesma
formula inferida pelo banco de dados do LC-EMAR. Partindo dessa primeira caracteristica
imaginou-se que essa estrutura poderia ser um estereoisdomero da isoreserpilina (47). Ao
analisar os espectros de RMN de hidrogénio essa hipdtese ndo pdde ser confirmada (Tabela
22) devido a limitacdo na resolugcdo do espectro. Apos buscar possiveis isdmeros para a
isoreserpilina na literatura, foi encontrado um trabalho de Vieira (2011) onde o autor isolou a
isoreserpilina e a reserpilina (Figuras 51 e 52) e caracterizou ambas as substancias por de
RMN de 500 MHz. Na sua discussdo o autor enfatiza essa caracteristica relacionada a
qualidade dos espectros para diferenciar as duas estruturas. Bruyn et al., (1989) ressaltam que
a qualidade do espectro melhora quando a reserpilina (48) encontra-se na forma de um sal. A
tabela 23 compara os dados obtidos nesse trabalho com os apresentados no trabalho de Vieira

(2011).

Figura 52: Estrutura da substancia D (reserpilina, 48)

Uma justificativa para baixa qualidade na resolucdo do espectro de hidrogénio ¢ a
configuragao do H-3 da reserpilina, pois quando o mesmo se encontra em o a estrutura se
torna mais estavel assumindo assim poucas conformacgdes (isoreserpilina), j& com H-3 em [
(reserpilina) a substincia apresenta muita mobilidade conformacional, com essas varias

conformagdes a qualidade na resolugdo do espectro e afetada.
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Tabela 22: Dados espectrais de RMN 1D e 2D da substancia D (reserpilina, 48) (300/75 MHz;
ppm; CDCl3).

Unidimensionais Bidimensionais
C 3C (8¢)/DEPT 'H (81)/HSQC HMBC COSY
C-2 NO - - -
C-3 NO 3,13* (m) -
C-5 52,2 (CH,) - ;;: EZ%
C-6 19,0 (CHa) . ;32: EZ; 2,97
C-7 107,2(C) - 6,88 2,59; 2,97 -
C-8 119,9 (C) - 6,89; 3,88 -
C-9 95,0 (CH) 6,88 (s) 3,88
C-10 144,7 (C) - 6,88; 6,89; 3,90 -
C-11 146,4 (C) - 6,88; 6,89; 3,88 -
C-12 100,0 (CH) 6,89 (s) 6,88
C-13 130,1 (C) - 6,88; 6,89 -
C-14 30,5 (CHy) 2,15% (m)
C-15 25,7 (CH) 2,59% (m) 7,53
C-16 NO - -
C-17 155,3 (CH) 7,53 (s)
C-18 18,5 (CHz) 1,33 (d, J = 6,0 Hz)
C-19 72,9 (CH) 4,43 (sl) 1,33
C-20 37,2 (CH) 1,83* (m)
C-21 54,7 (CHa) -
C-22 167,9 (C) - 3,71;7,53 -
OCH;-10 56,2 (CHs) 3,87 (s) -
OCH;-11 56,3 (CHs) 3,90 () -
OCHj;- 22 51,1 (CHs) 3,72 (s) - -
NH - 8,47 (s1) - )

* Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY.
NO - Dados nao observados
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Tabela 23: Dados de RMN de '*C e 'H da substancia D e comparacdo com da literatura para

a reserpilina, 48.

RMN de 13C (3¢) RMN de 'H (31)
C Observado Lit ** Observado Lit**

C-2 NO NA NO i

3 NO NA 3,13* (m) NA

-5 52,2 (CH) 522 ; :;;: % 3,14 (s1)

C-6 19,0 (CH,) ; g:gg?: gn”g NA

C-7 106,8 (C) 107,4 - i

-8 119,7 (C) 120,1 ] i

C-9 94,9 (CH) 95,1 6,88 (s) 6,92 (s)

C-10 1443 (C) 1448 ; :

C-11 145,8 (C) 146,4 ; :

C-12 100,1 (CH) 100,2 6,89 (s) 6,92 (s)

C-13 129,6 (C) 130,1 ; i

C-14 30,6 (CHy) 297 2,15% (m) NA

C-15 25,7(CH) 258 2,59% (m) NA

C-16 NO NA ] i

C.17 1555 (CH) 1553 7,53 (s) 7,57 (s)

C.18 18,5 (CHs) 18,5 1,33 (d,J = 6,0 Hz) 137 (d, J = 5,8 Hz)

C-19 72,7 (CH) 732 4,43 (s]) 4,46 (s largo)

C-20 37,7 (CH) 30,7 1,83% (m) i

C21 547 (CHy) 54,6 NO 2,67 2,57 (m)

2 167,7 (C) 167,9 ; :
OCH»-10 56,2 (CHs) 56,2 3.87 (s) 3,91 (s)
OCHx-11 56,2 (CHs) 56,4 3,90 (s) 3,94 (s)
OCH;-22 51,1 (CHs) 51,1 3,72 (s) 3,75 (s)

NH - - 8,47 (s 8,22 (s)

Dados: RMN (Observado) CDCl3, 300 MHz

* Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY
**Vieira (2011). RMN (Literatura) CDCls, 500 MHz

NO - Dados nao observados

NA - Dados ndo apresentados/observado na literatura



103

5.2.5. Elucidacao estrutural da substiancia G.

A substancia G se apresentou como um solido amorfo de coloragdo amarela, soluvel
apenas em MeOH e H20, o cromatograma dessa substancia apresentou m/z de (M+H) de
399,1917, o software (Bruker compass data analysis 4.2) propos a formula C22H27N20s5 com
uma variagdo de 0,7 ppm, estando assim dentro da margem de erro para substancias
conhecidas (até¢ 20 ppm) e nova (até 10 ppm).

O espectro de RMN de 'H apresentou 3 sinais caracteristicos de hidrogénios
aromaticos, os sinais em du7,54, 7,13 e 6,96 ppm, nas formas de dubleto, dubleto fino e duplo
dubleto com constantes de acoplamento de J = 8,6; 2,6 ¢ 8,6; 2,6 Hz respectivamente. Esse
espectro apresentou também um quarteto com deslocamento de du 5,76 (J = 7,0 Hz)
caracteristico de hidrogénio de metino. Foram observados dois singletos com deslocamento
de ou 3,82 e 3,79, com integrais para 3 hidrogénios caracteristicos de metoxilas, bem como
um duplo dubleto com 6u 1,72 (J= 7,0 e 2,0 Hz).

O espectro de '*C apresentou 22 linhas espectrais, corroborando com a férmula
inferida pelo equipamento. Utilizando-se dos dados espectrais de DEPT 135 e HSQC, foi
possivel afirmar que essa substincia apresentava 3 sinais de metila (CH3), 5 de metilenos
(CH2), 6 de metinos (CH) e 8 de carbonos quaternarios (C).

No espectro do HMBC da substancia G foram observadas as correlagcdes na regido de
aromaticos entre o sinal do H-9 (ou 7,13 d) com C-7, C-11, C-13 e C-10. O H-11 (on 6,96)
correlacionando com C-9, C-13 ¢ C-10. O H-12 (du 7,54), com o carbono C-8 e C-10. Esses
dados mostram que na posi¢ao 10 existe uma metoxila tendo em vista que os hidrogénios (6n
3,82) correlacionam-se com C-10 (d¢ 160,9), corroborando com a discussdo na se¢do 5.2.2.

Na figura 53 estdo apresentadas algumas das correlagdes mais importantes para o anel A.
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Figura 53: Correlagdes de COSY e HMBC da regido de aromatico da substancia G.
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Um dos hidrogénios diastereotopicos H-5a (du 3,0) apresentou uma correlagdo fraca
no HMBC com C-2 (*J) (8¢ 179,0). Também, o hidrogénio &u 3,43 ou 3,50 (H-5B ¢ H-6p,
respectivamente) apresenta correlagdo com o mesmo carbono (Figuras 34).

Na jun¢do do anel C com D, o H-3 (6u 4,79) apresenta acoplamento no espectro de
COSY com o H-14a. O mesmo espectro mostrou acoplamento entres os H-18 (du 1,72) e H-

19 (ou 5,76) (Figura 54).
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Figura 54: Correlagdo da juncdo dos anéis B e C da substancia G (2FBC-4-A).
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Também no espectro de HMBC observou-se correlacao do C-7 (8¢ 57,8), com H-9, H-
3, H-6a e H-5ap. O H-3 (ou 4,79) correlaciona com C-15, C-14 e C-7 ¢ C-2. O H-21a (6u
4,17) apresentou correlagcdo com C-15, C-5, C-3, C-19 e C-20 (Figura 55).

Figura 55: Correlagdes do COSY e HMBC do anel D da substancia G (2FBC-4-A).
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A estrutura da substincia G evidenciou um alcaloide do tipo indolinico (carbonos
quaternarios em C-2 e C-7). Os deslocamentos quimicos do C-2 e C-7 das demais substancias
isoladas, todas indolicas, sao em média dc = 133 e = 107, respectivamente. Ja na estrutura G
esses deslocamentos sdo de 6c 179,0 e 57,8, respectivamente, com esse deslocamento o C-2
(6c 179,0) pode ser carbono de carbonila de cetona ou de lactama. Os carbonos nas posi¢des
3,5, 6 e 8 também sofreram alteragdes no deslocamento quimico quando comparado com os
mesmo deslocamentos dos respectivos carbonos das demais substancias isoladas nesse
trabalho.

Os hidrogénios H-15, H-17a, H-14B, H-5a e H-6a apresentaram correlacdo pelo
HMBC com o C-16 (&¢ 60,4), o H-15 (du 3,72) correlaciona-se com o C-7 (du 57,8), com
base nessas informacdes podemos concluir que essa estrutura apresenta uma ligagdo entre o

C-16 e C-7 (Figura 56).

Figura 56: Algumas correlacdes no HMBC da jung¢@o do anél B com o D.
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No levantamento bibliografico realizado foram encontradas estruturas com essas
caracteristicas como demostra a figura 57. Na substancia polineuridina (23) a ligagdo acontece
entre C-15 e C-5, com isso a jungdo entre os anéis B e C apresentam uma dupla ligacdo isso
indica que os deslocamentos dos carbonos 2 e 7 seria na faixa de dc = 133 e = 107
respectivamente ndo corroborando com nossos dados de 1D e 2D.

As estrutura 132 e 133 apresentam um grupo espiro nas posicoes 2 e 7
respectivamente, esse grupo nessas posig¢des apresentam esses carbonos com deslocamento na
faixa de dc 70 e 55, a substancia 132 o grupo indolico trata-se de um pseudoindoxila, logo o
carbono 7 tem um deslocamento quimico > que dc 202 (Tang et al., 2014), esse fato leva a
descartar a possibilidade da substancia G (2FBC-4-A) apresentar esse mesmo grupo. A
substancia 133 trata-se de um grupo oxindole, nesse caso o deslocamento quimico de C-2 fica
na faixa de oc 178,9 (Tang et al., 2014), corroborando com nosso dados de RMN, mas essa
estrutura tem um fechamento de anel na posi¢do 6 diferenciando de nossos dados
apresentados anteriormente. No composto 103 esse o fechamento de anel entre C-16 e C-7 ¢
idéntica aos nossos dados, um dos diferencias ¢ a ligagao entre o carbono 5 com o oxigénio,
essa coneccdo ndo ¢ vista em nossos dados pois na proposta de estrutura o C-5 esté ligado ao
N-4.

Uma outra caracteristicas € o que se refere a tensdo anelar entre essas substancias, por
exemplo na substancia 23, nao acontece tensao anelar por que o biciclo e composto por ciclos
de 6 atomos nesse formato acontece a aproximagdo do carbono 16 com os hidrogénios do
carbono 6, formando uma substancia 1- aza - Biciclo [2. 2. 2] octano. Na estrutura 132,
também existe um biciclo, mas um dos ciclos e formado por 8 atomos, o outro é formado por
7 atomos O3, C-3, C-14, C-17, C-16, C-2 e C-6, nesse ciclo acontece uma tensao anelar muito
forte, sendo bem parecido com o que acontece com a substincia G descrita nesse trabalho,
onde o anel de 7 atomos ¢ formado por N-1, C-2, C-7, C-16, C-15, C-14, e C-3, formando
assim uma substancia 1 - aza - Biciclo [1. 2. 4] nonano, (Figura 58), essa constatacdo foi
possivel com auxilio do modelo atonico (HGS — Polyedron Molecular Model).

As estruturas 23 e 103 ndo apresenta substituinte na posi¢do 10 no grupo aromatico,
outro ponto que corrobora para ndo ser essas estruturas ¢ a auséncia de um carbono que venha

a apresentar um deslocamento quimico de dc 179,0 (C-2).
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Figura 57: Estruturas de Aspidosperma com caracteristicas parecidas com a substancia G.

(133) Ervaoffina C (103) Aspidodasicarpina

Esse deslocamento de 6c 179,0 (C-2) pode ser de uma carbonila de cetona ou de
lactama proxima de um grupo eletronegativo. Como ja citado anteriormente o H-3
correlaciona-se com C-2 (8u 179,0 3J), para isso ser possivel nessa proposta de estrutura uma
possibilidade seria que o do C-3 esteja ligado diretamente no N-1, com isso esse nitrogénio
ndo seria hidrogenado, isso explica a auséncia do sinal de hidrogénio do N-1, tendo em vista
que nas demais substancias isoladas nesse trabalho sempre apresentavam esse sinal. Logo
com todos essas correlagdes uma proposta plausivel seria uma estrutura com um grupo
oxindol nas posicdes 1 e 2, como apresentado na figura 58. Todos os dados estdo apresentados

na tabela 24.

Figura 58: Proposta de estrutura para substancia G




109

5.2.6. Proposta de rota biossintética para substancia G

Assim como descrito no topico 1.4.2.3 (Figura 10), essa substincia posui os mesmos
precursores (triptamina (52) e a secologanina (55), que através da reacdo do tipo Pictet-
Spengler dessas duas substincias forma a estrictosidina (57). Posteriormente ocorrem varias
reagdes como o ataque do par de elétrons livres do N-4 e a reducdo da dupla ligacdo da
secologanina, chega a formagao de isositsiriquina (29). Quando ocorre uma bis-hidroxilagao
na isositsiriquina nas posi¢oes 2 ¢ 7 forma um intemediario 134 que pode levar a formagao de
duas substancias totalmente diferentes conforme a figura 59. Se uma base (:B) retira o
hidrogénio da hidroxila do carbono na posicao 2 e assim formando na hora da formacao da
dupla liga¢do a ligacdo entre o carbono 2 e 3 ¢ rompida logo, os elétrons livres atacardo o
carbono 7 com a saida da hidroxila nesse carbono na forma de 4gua dando origem a uma
estrutura chamada isositsiriquina indoxol 135 (Caminho A, Figura 59). A formacao desse tipo
de estrutura ja foi relatada em outras espécie de Aspidosperma como na A. oblongum (Pereira

et al. 2007).

Se uma base (:B) retirar o hidrogénio da hidroxila do carbono 2 do intermediério 134
também ocorrer uma oxidagdo do hidrogénio na posi¢do 16, os elétrons desse carbono podem
atacar o nitrogénio na posicdo 4, o carbono na posicdo 7, mas como ouve uma bis-
hidroxilagdo no carbono 2 e 7, o lugar mas propicio a formag¢dao de uma nova liga¢do seria no
carbono 7. Isso pode levar a formagao e uma dupla ligacdo entre o carbono 3 e o N-4 (imina
137). Nesse intermediario uma base retira o hidrogénio do N-1, e os pares de elétrons dele
atacam a dupla ligagdao do C-3, formando assim uma ligacao entre N-1 e C-3, chegando assim

a nossa proposta de estrutura G (Figura 59).



Figura 59: Proposta de rota biosintetica para substancia G (133)
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Tabela 24: Dados espectrais de RMN 1D e 2D da substancia G (2FBC-4-A) (300 e 500 MHz;

ppm; MeOD).
Unidimencionais Bidimensionais
C 3C (8¢)/DEPT * 'H (8x)HSQC ** HMBC ** COSY **  NOESY **
C-2 179,0 (C) - 4,79; 3,43 3,50 - -
C-3 78,3 (CH) 4,79 (m) 2,85;3,43; 4,17 2,85
o — 3,00 (dddd, app J = 6,0; 3,0
C-5 69,6 (CH,) B-3.43 (dddd,Hangjz 12.0: 5.0 3,43, 3,50; 4,17; 3,72 3,00
Hz) 4,79; 5,76

co a5 S : 2150

C-7 57,8 (C) - 4,79; 7,13; 2,80; 3,03; -

3,43; 3,50; 2,00; 3,72

C-8 146,2 (C) - 7,54; 2,00 -
C-9 113,1 (CH) 7,13 (d, J = 2,6 Hz) 6,96 3,79
C-10 160,9 (C) - 6,96; 7,13; 7,54; 3,79

C-11 114,8 (CH) 6,96 (dd, J = 8,6; 2,6 Hz) 7,13 7,13 3,79
C-12 123,2 (CH) 7,54 (d, J = 8,6 Hz), 6,69

C-13 149,4 (C) - 6,96; 7,13

o -2,22 (dl,J=16,5 Hz) 3,00; 3,72 3,43

C.14 29.5 (CH) B-2,85 (ddddﬁ221§3p J=5,0;2,6

C-15 33,3 (CH) 3,72 (ddd, app J= 15,0: 9.0 Hz) 7% %63 12127 2,80; L.72
co16 60.4(C) ] 2,80; 2,832732,43, 3,50; ]

C-17 63,4 (CHa) g; g%g ((‘i i léi. Ifé)) 2,80

C-18 14, 2 (CH3) 1,72 (dd, J=1,0; 2,0 Hz) 5,76 5,76;

C-19 126,0 (CH) 5,76 (¢, J=7,0 Hz) 1,72; 4,17 4,17
C-20 131,3 (C) - 1,72:2,22; 4,17 - -
7
OCH; 52,7 (CHs) 3,82 (s) -
OCH; 56,2 (CHs) 3,79(s) -

C-22 173,9 (C) - 2,80; 3,03 - -

NH -

* =300 MHz

** =500 MHz
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6.  Alcaloides isolados de 4. excelsum e sua atividade anti-plasmodica.

Os estudo da composi¢do quimica dessa espécie levou ao isolamento de 9 substancias:
isoreserpilina (47), reserpilina (48), 3a, 20B-Corinan-17-ol (76), E-15S, 16S-isositsiriquina
(29), N+-6xido-15S, 16S-E-isositsiriquina (115), 10-metoxi- corinan-17-ol (119), 10-metoxi-
158, 16S-E-isositsiriquina (113), 3a, 15a -10-metoxi-geissosquizol (28) e a substancia G
2FBC-4-A, 133).(Figura 59).

Figura 60: Alcaloides de tipo corinante isolados de 4. excelsum
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10-metoxi-15S,16 S-E-isositsiriquina (113)
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Clgp= 11,8 uM
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Clsg= 38,1 uM
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-10-metoxi-geissosquizol (28)

3% 15%
Substancia (I)
C|50= 28,8 MM

6.1. Atividade antimalarica in vitro

Os extratos, fracdes ricas em alcaloides e substancias foram avaliadas frente a cepa K1
(cloroquina resistente) de P. falciparum. Os valores de Clso estdo apresentados abaixo nas
tabelas 25 e 26. Também estdo apresentados os resultados da citotoxicidade in vitro frente a
linhagem normal de fibroblastos humanos (MRC-5), bem como os dados de indice de

seletividade (IS).

Tabela 25: Atividade antimalarica e citotoxica de extratos e fragoes de 4. excelsum

Clso (ng/mL)/1C 95%
Amostras IS
P. falciparum  Atividade MRC-5
5,24 159
o 9
ZEMCMS (2%) (3,78—=17,27) A (137 -184) 30,3
5,35 109
2F.AcOEt-A (3.77 - 7.58) A (94,9 — 124) 20,4
2,53 53,3
2F.AcOEt-B (2,08~ 3,07) A (47,7 - 59.5) 21,1
6,16
2F.CHCIs (4,00 - 9,49) A >200 >32,5
2F.H.O > 50 | NT -

Nota: A (ativo), I (inativo), IS (indice de seletividade) IC (intervalo de confianca), NT (ndo testado).

A fragdo 2F.AcOEt-B apresentou maior atividade antiplasmddica entre as amostras
testadas (Clso = 2,53 pg/mL) contra P. falciparum, € menor Clso frente a linhagem celular
MRC-5 (53.3 pg/mL), ainda sendo considerada de citotoxicidade moderada, ja que Suffness e
Pezzuto (1990) consideram citotdxicas apenas as amostras que apresentam Clso inferior a 30
pg/mL. Essa ¢ a fracdo 1F.AcOt-B, de onde foram isoladas as substancias: E-15S, 16S-
isositsiriquina (29), 3a, 20 B-Corinan-17-ol (76), isoreserpilina (47), reserpilina (48), N-6xido-

158, 16S-E-isositsiriquina (115) e 10-metoxi- corinan-17-ol (119). Da fragao enriquecida com
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alcaloides (2F.AcOt-B) foram isoladas as substancias: 10-metoxi-15S, 16S-E-isositsiriquina

(113), 3a, 15 a -10-metoxi-geissosquizol (28) e a substancia G (2FBC-4-A, 133) (Figura 59).

As demais amostras, 2EMCMS (2%) e as fracdes 2F.AcOEt-A e 2F.CHCI3 (Tabelas 4
e 60), apresentaram Clso entre 6,16 e 5,24 ng/mL sendo consideradas ativas neste estudo. Em
estudo anterior, Rocha e Silva (2014) relatou atividade do extrato MeOH da casca de
A.excelsum (Cls0 0,30 pg/mL) e da fragdo clorofomica (Clso 15,7 pg/mL) frente a cepa W2 de
P, falciparum. Quanto a citotoxicidade dessas amostras, a fragdo cloroférmica (2F.CHCl3) nao
se mostrou citotoxica nas concentragdes testadas, com Clso superior a 200 pg/mL. No indice
de seletividade do extrato e fracdes testadas podemos observar que o IS ficou na faixa de
20,2 - 48,2 evidenciando assim que sdo seletivos frente as células parasitadas com P

falciparum.

Das nove substancias isoladas nesse trabalho apenas as substancias 3a, 20B-corinan-
17-01 (76) e 3a, 15a -10-metoxi-geissosquizol (28), ja foram isoladas da espécie A. excelsum.
No género (4Aspidosperma) e familia (Apocynaceae) oito dessas substancias ja foram isoladas

e apenas a substancia G ¢ inédita tanto na espécie quanto no género e familia.

O resultado da avaliagdo dos alcaloides indolicos para atividade antimalarica in vitro
esta apresentado na tabela 26, com classificagdo de atividade de acordo com Rocha e Silva

(2014), onde:

Clso para substancias puras:
. Maior que 20 uM = inativo
o Entre 20,0 e 5,0 uM = atividade moderada
° Entre 5,0 ¢ 0,1 uM = ativo

. Menor que 0,1 uM = muito ativo
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Tabela 26: Atividade contra Plasmodium falciparum (Pf) e citotoxica de alcaloides isolados
de A. excelsum.

.. Cls0 e IC 95% P fe MRC-5
Substincia No Nome —_ IS
uM Atividade MRC-5 (uM)

B 76  3a, 20 B-corinan-17-ol 12,5 AM 325 26,0
(10,5 13,7) (260 — 407
. " 156
C 47 isoreserpilina 18,7 AM 138 — 175 8,3
(12,8 - 27.4) (138 —175)
D 48 reserpilina 18,0 AM 312 17,3
(13,3 -24,2) (279 — 349)
g ns [Voxido-lSS, 165-E- 78,9 I NT i
isositsiriquina
F 119 10-met01);1- (lzorlnan- 13.9 AM 463 333
- (13,0 - 15,1) (407 - 527)
H 3 [0-metoxi-ISS, 165-E- -y 5 AM ~523  >50,7
1sositsiriquina (8,57 — 12,3)
G 132 2FBC-4-A 38,1 I NT i
I 28 O 13 o -10-metoxi 23,6 I 486 206
Ee1SS05qUIZO (20,9 — 26,7) (190 — 556)
Controle - Cloroquina difosfato 0,353 A NT -
(0,191 — 0,647)
Controle - Hidrocloridrato de quinina 0,348 A NT -

(0,183 —0,647)
Nota: A (ativo), AM (atividade moderada), I (inativo), IS (indice de seletividade) IC

(intervalo de confianga), NT (ndo testado).
Fonte: Jordao (2018)

Alguns dos alcaloides avaliados apresentaram atividade moderada contra P
falciparum. Desses, o 10-metoxi-15S, 16S-E-isositsiriquina (113) apresentou a menor Clso
(10,3 uM) e nao se mostrou citotéxico nas concentragdes testadas, com Clso superior a 523
UM para a linhagem MRC-5. Este ¢ o primeiro relato de atividade antiplasmodica para esta

substancia.

As substancias 10-metoxi-corinan-17-ol (119) e corinan-17-ol (76) apresentaram Clso
iguais a 13,9 e 12,5 uM, respectivamente. Essas substancias, que diferem apenas pela

presenca de uma metoxila na substancia 119, apresentaram Clso superiores a 3,35 puM,
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conforme relatado por Passemar et al. (2011), frente a estirpe FcM29 (cloroquina resistente)
de P. falciparum. Esses dados corroboram os dados citados e sdo as primeiras determinagdes
de valores exatos de Clso contra P. falciparum. Quando comparamos os valores de Clso entre
MRC-5 e P. falciparum, o indice de seletividade (IS) nos mostra maior toxicidade dessas
substancias frente ao parasita, comparado as células normais, indicando boa seletividade e

baixa citotoxicidade.

A isoreserpilina e reserpilina (47 e 48, respectivamente) também apresentaram
atividades semelhantes com Clso entre 18,7 e 18,0 uM, respectivamente. Essa pequena
diferenca entre a Clso esta relacionada as suas estruturas, que diferem na sua configuracdo em
C-3 e N-4. Nas reserpilinas sdo conhecidas atividades biologicas, como a¢ao antibacteriana e
sinergistica contra estirpes resistentes de Escherichia coli (Dwivedi et al., 2015), atividade
antitumoral e antipsicotica (Yu et al., 2013; Srivastava et al., 2015). De acordo com Passemar
et al. (2011), a atividade antiplasmddica Clso > 2,42 uM. Quando observamos o indece de
seletividade (IS) da isoreserpilina(47 ) observamos que essa substancia ndo e tdo seletiva

frente as células parasitadas com P. falciparum, quando comparado com a reserpilina (48).

Os demais alcaloides testados foram considerados inativos contra o P. falciparum, com
ClIso superior a 20 uM. O 30, 15a -10-metoxi-geissosquizol (28) apresentou Clso igual a 23,6
uM contra P. falciparum. Em estudo anterior foi avaliado por Aguiar et al. (2015) frente a
estirpe W2 de P. falciparum, onde apresentou atividade com Clso de 3,06 uM. Nesse mesmo
estudo de Aguiar et al. (2015), também foi avaliada a citotoxicidade dessa substancia em
células tumorais HepG2 (Clso = 15 uM) e em uma linhagem normal (BGM) (Clso = 25 uM),
sendo considerada toxica para estas linhagens celulares. Para a linhagem MRC-5, avaliada no
presente estudo, apresentou Clso igual a 486 pM, com IS de 20,6. A substancia N-6xido-15S,
16S-E-isositsiriquina (115) apresentou maior Clso (78,9 uM), sem relatos na literatura para
atividade biologica. A substancia G (2FBC-4-A) também foi considerada inativa contra P.

falciparum (Clso = 38,1 uM).

A substancia E-15S, 16S-isositsiriquina (29), isolada do extrato gerado por Henrique
(2007) 1EMA-H da fracdo 1F.AcOEt-B, ndo foi testada, pois mesmo realizando vérios outros
fracionamentos dos extratos obtidos em 2015 na fracdo 2F.AcOEt-B, ndo foi possivel isolar
essa substancia. Esse fato pode estar relacionado com os periodos diferentes de coleta, bem
como a sazonalidade, tendo em vista que a planta pode produzir uma quantidade maior de

alcaloides de acordo com sua necessidade.
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Apesar da atividade in vitro das fragdes 1F.AcOEt-B e 2F.AcOEt-B, de onde foram
obtidos os alcaloides avaliados neste estudo, os mesmos apresentaram atividade moderada.
Talvez a agdo sinérgica destas substancias explique a atividade antiplasmoédica desta fragao, o
que ndo foi possivel verificar nas substancias isoladas. Ainda assim, estudos in vivo devem
ser realizados para avaliar a0 menos uma dessas substancias em modelos experimentais
futuramente, visto que o ensaio in vitro avalia apenas a agdo direta das drogas sobre os
parasitas sem considerar sua metabolizagao pelo organismo. Em modelos in vivo ¢ possivel
avaliar a absor¢do dessas substincias, que apds serem metabolizadas podem apresentar
atividade elevada. Os estudos em modelo animal sdo importantes na avaliagdo da acdo
farmacologica das plantas de uso tradicional.

Com isso, este trabalho demonstra o potencial biologico desta espécie vegetal que,
além da atividade antimaldrica aqui descrita, apresenta substancias com baixa citotoxicidade
frente a linhagem celular avaliada, podendo apresentar outros efeitos bioldgicos a serem

descobertos.
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7. Conclusao

O estudo fitoquimico do extrato metandlico da casca do caule de A. exelsum revelou a

presenca abundante de alcaloides inddlicos monoterpénicos.

As fragdes geradas com a parti¢do acido-base, apresentaram-se ativas frente ao P.
falciparum com Clso na faixa de 2,53 — 6,16 pg/mL. As mesmas ndo apresentaram
citotoxicidade nas concentracdes testadas, com valores de Clso entre 53,3 e superior 200

pug/mL.

Nesse trabalho foi possivel isolar 9 alcaloides monoterpénicos, sendo testados frente
ao P falciparum, sendo que 6 apresentaram atividade moderada: isoreserpilina (47),
reserpilina (48), 3a, 20 B-corinan-17-0l (76), E-15S, 16S-isositsiriquina (29), 10-metoxi-
corinan-17-ol  (119), 10-metoxi-15S, 16S-E-isositsiriquina (113), os demais foram
considerados inativos. Das 9 substancias isoladas 8 sdo da classe dos alcaloides indolicos
monoterpénicos e um alcaloide (substancia G/2FBC-4-A) indolinico monoterpénico, relatado

pela primeira vez na literatura.

Este trabalho apresentou pela primeira vez os valores de Clso frente ao P. falciparum
(in vitro) para essas substincias, das quais 6 alcaloides apresentaram atividade moderada.
Também foram isolados 3 alcaloides: isoreserpilina (47), reserpilina (48) e 10-metoxi-
corinan-17-ol (119) em escala suficiente para um futuro estudo in vivo, inédito para essas

substancias.
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Anexo 1: Cromatograma de LC-HRMS da fragao FBC-1-C
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Anexo 2: Espectro de RMN de 'H da Isositisriquina (FBC-1-C) em CDCl3 (400 MHz).
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Anexo 3: Espectro de correlagio '*C carbono da Isositsiriquina (FBC-1-C) em CDCI3 (400 MHz).
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Anexo 4: Espectro de correlagio 'H- *C HSQC da Isositsiriquina (FBC-1-C) em CDCl3 (400 MHz).
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Anexo 5: Espectro de correlagio 'H- *C HMBC da Isositsiriquina (FBC-1-C) em CDCl; (400 MHz).
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Anexo 6: Espectro de correlacido 'H-'"H COSY da Isositsiriqguina (FBC-1-C) em CDCI3 (400 MHz).
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Anexo 7: Cromatograma de LC-HRMS da fracdo FBC-4-C
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Anexo 8: Espectro de RMN de 'H da N-0xido-15S, 16S-E-isositsiriquina (115). (FBC-4-C) em CDCI3 (300 MHz).
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Anexo 9: Espectro de correlagio *C carbono da N-6xido-15S, 16S-E-isositsiriquina (115) (FBC-4-C) em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 10: Espectro de DEPT 135 da N-6xido-15S, 16S-E-isositsiriquina (115). (FBC-4-C) em CDCIl3 (300 MHz).
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Anexo 11: Espectro de correlagdo 'H- '3C HSQC da N-6xido-15S, 16S-E-isositsiriquina (115). (FBC-4-C) em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 12: Espectro de correlagio 'H- *C HMBC da N-6xido-15S, 16S-E-isositsiriquina (115). (FBC-4-C) em CDCI3 (300 MHz).
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Anexo 13: Espectro de correlagio 'H-'H COSY da N-6xido-15S, 16S-E-isositsiriquina (115). (FBC-4-C) em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 14: Espectro de correlagio 'H-'H NOESY da N-6xido-15S, 16S-E-isositsiriquina (115). (FBC-4-C) em CDCI3 (300 MHz).
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Anexo 15: Cromatograma de LC-HRMS da fragao 2FBC-6-B.
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Anexo 16: Espectro de RMN de 'H da 10-metoxi-15S, 16S-E-isositsiriquina (113) (2FBC-6-B) em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 15: Espectro de RMN de 3C da 10-metoxi-15S, 16S-E-isositsiriquina (113) (2FBC-6-B) em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 16: Espectro de RMN de DEPT 135 da 10-metoxi-15S, 16S-E-isositsiriquina (113) (2FBC-6-B) em CDCIl3 (300 MHz).
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Anexo 17: Espectro de RMN de 'H-13C HSQC da 10-metoxi-15S, 16S-E-isositsiriquina (113) (2FBC-6-B) em CDCl3 (300 MHz).

2FBC-6-B(HSQC; cDCl3; 20 mg)09%/05/2016 Op. Zelina
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Anexo 18: Espectro de RMN de 'H-'*C HMBC da 10-metoxi-15S, 16S-E-isositsiriquina (113) (2FBC-6-B) em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 19: Espectro de RMN de 'H-'H COSY da 10-metoxi-15S, 16S-E-isositsiriquina (113) (2FBC-6-B) em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 20: Espectro de RMN de 'H-'H NOESY da 10-metoxi-15S, 16S-E-isositsiriquina (113) (2FBC-6-B) em CDCl3 (300 MHz).

2FBC-6-B{MOESY; CcDC1l3; 20 mg)23/05/2016 Op. Zelina
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Anexo21: Cromatograma de LC-HRMS da fracao FBC-3-A
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Anexo 22: Espectro de RMN de 'H da 3a, 20 B corinan-17-ol, (76) (FBC-3-A) em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 23: Espectro de correlagio '*C carbono da 3a, 20 B corinan-17-ol, (76) (FBC-3-A) em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 24: Espectro de DEPT 135 da 3a, 20 B corinan-17-ol, (76) (FBC-4-C) em CDCls (300 MHz).
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Anexo 25: Espectro de correlagio 'H- *C HSQC da 3a, 20 B corinan-17-ol, (76) (FBC-3-A)em CDCIs (300 MHz).
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Anexo 26: Espectro de correlagio 'H- *C HMBC da 3a, 20 B corinan-17-ol, (76) (FBC-3-A)em CDCl3 (300 MHz).

Edizon FBC-3-A {26 mg; CDCLl3; HMBC)16/10/2015
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Anexo27: Espectro de correlagio '"H-'H COSY da 3a, 20 B corinan-17-ol, (76) (FBC-3-A)em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 28: Cromatograma de LC-HRMS da fragao FrP2-C.
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329.2241  M+H C20H29MN202  329.2224 -5.3 4.7 100.00
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Anexo 179: Espectro de RMN de 'H da 10-metoxi-corinan-17-ol (119) (FrP2-C) em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 30: Espectro de correlagido '*C carbono da 10-metoxi-corinan-17-ol (119) (FrP2-C) em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 31: Espectro de DEPT 135 da 10-metoxi-corinan-17-ol (119) (FrP2-C) em CDCIs (300 MHz).
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Anexo 32: Espectro de correlagio 'H- '*C HSQC 10-metoxi-corinan-17-ol (119) (FrP2-C)em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 33: Espectro de correlagio 'H- *C HMBC da 10-metoxi-corinan-17-ol (119) (FrP2-C)em CDCI3 (300 MHz).
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Anexo 34: Espectro de correlagio 'H-'H COSY da 10-metoxi-corinan-17-ol (119) (FrP2-C)em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 35: Cromatograma de LC-HRMS da fragdo 2FAC-7-A.
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Anexo 3618: Espectro de RMN de 'H da 3a, 15 o -10-metoxi-geissosquizol (74) (2FAC-7-A) em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 197: Espectro de correlagio 'H- *C HSQC da 3a, 15 a -10-metoxi-geissosquizol (74) (2FAC-7-A)em CDCl3 (300 MHz).

ZFAC-T-A_CP16-C (HSQCed, 6.0 mg; CDCL13)
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Anexo 38: Espectro de correlagio 'H- *C HMBC da 3a, 15 a -10-metoxi-geissosquizol (74) (2FAC-7-A)em CDCI3 (300 MHz).
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Anexo 39: Espectro de correlagio 'H-'H COSY da 3a, 15 o -10-metoxi-geissosquizol (74) (2FAC-7-A) em CDCls (300 MHz).
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Anexo 40: Cromatograma de LC-HRMS da fracao FrP1-B
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Anexo 41: Espectro de RMN de 'H da isoreserpilina (47) (FrP1-B) em CDCl3 (300 MHz).

FrF1-B (14.8 mg; CDC1l3; 1H) 07/08/18
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Anexo 42: Espectro de correlagio '*C da issoreserpilina (47) (FrP1-B) em CDCl3 (300 MHz).

FrP1-B(14.8 mg; CDCl3; 13c) 07/08/18 Op. Zelina
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Anexo 43: Espectro de correlagio 'H- *C HSQC isoreserpilina (47) (FrP1-B) em CDCIs (300 MHz).

FrP1-E(14.8 mg; CDCl3;

HSQC)07/08/18 Op. EZelina
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Anexo 44: Espectro de correlagio 'H- *C HMBC da isoreserpilina (47) (FrP1-B) em CDCIs (300 MHz).

FrP1-E (14.8 mg; COC13; HMBC)08/08/18 Op.
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Anexo 45: Espectro de correlagio 'H-'H COSY da isoreserpilina (47) (FrP1-B) em CDCl3 (300 MHz).

FrP1-BE {(14.8 mg; CDCl3; Cosy)19%/04/18 Op. Zelina
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Anexo 46: Espectro de correlagio 'H-'H NOESY da isoreserpilina (47) (FrP1-B) em CDCl3 (500 MHz).
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Anexo 47: Cromatograma de LC-HRMS da fragao FrP1-C.

x108] ODS_ESI+_FP10C_0.5ul_1-2_01_1388.d: +M5, 4.9-53min #294-316
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Anexo 48: Espectro de RMN de 'H da reserpilina (48) (FrP1-C) em CDCl3 (300 MHz).

Edizon_ FrP1-C{20 mg; CDCl3; 1H)Jp. Zelina 1370472016
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Anexo 49: Espectro de correlagio '*C carbono da reserpilina (FrP1-C) em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo 50: Espectro de DEPT 135 da reserpilina (FrP1-C) em CDCI3 (300 MHz).

Edizon FrP1-C ({20 mg; CDCl3; Deptl35)0p. Zelina 3/04/2016
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Anexo 51: Espectro de correlagio 'H- '*C HSQC reserpilina (FrP1-C) em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo052: Espectro de correlagdo 'H- '*C HMBC da reserpilina (FrP1-C) (FBC-3-A)em CDCl3 (300 MHz).
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Anexo53: Espectro de correlagdo '"H- 'H COSY da reserpilina (FrP1-C) (FBC-3-A)em CDCl3 (300 MHz).

Edizon FrPl-C (20 mg; CDCl3; COSY)Op. Zelina 1370472016
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Anexo 54: Cromatograma de LC-HRMS da substancia 2FBC-4-A.
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Anexo 55: Espectro de RMN de 'H da substancia 2F BC-4-A. em MeOD (500 MHz).
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Anexo 56: Ampliacdes do espectro de RMN de 'H da substancia 2F BC-4-A. em MeOD (500 MHz).
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Anexo 57: Espectro de RMN de *C da substancia 2F BC-4-A. em MeOD (300 MHz).
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Anexo 58: Espectro de RMN de DEPT135 da substancia 2F BC-4-A. em MeOD (300 MHz).
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Anexo 59: Espectro de correlagio 'H- *C HSQC da substincia 2F BC-4-A. em MeOD (300 MHz).
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Anexo 60: Espectro de correlagio 'H- '*C HMBC da substancia 2F BC-4-A. em MeOD (300 MHz).
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Anexo 61: Espectro de correlagio 'H- *C COSY da substancia 2F BC-4-A. em MeOD (300 MHz).
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Anexo 61: Espectro de correlagio 'H- *C NOESY da substancia 2F BC-4-A. em MeOD (500 MHz).
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