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RESUMO

N

O género neotropical Unonopsis, um dos 130 géneros pertencentes a familia
Annonaceae, tem se mostrado uma fonte promissora de alcaldides aporfinicos e derivados. A
atividade antiprotozoario desta classe de substancias, principalmente a atividade
antileishmania, tem despertado o interesse de diversos grupos de pesquisa ao redor do mundo.
No presente trabalho foram realizadas as andlises das fracdes alcaloidicas das folhas, galhos e
cascas do tronco de Unonopsis duckei e Unonopsis guatterioides por meio de espectrometria
de massas, investigando seu perfil alcaloidico com vistas a obtencdo de estruturas promissoras
em atividade antileishmania. Através das andlises de MS" e LC/APCI/MS das fragdes
alcaloidicas de U. guatterioides foi possivel confirmar a presenca dos alcaldides anonaina,
asimilobina, liriodenina e lisicamina, ji reportados na literatura da espécie, identificar pela
primeira vez no género o alcaléide nornuciferina, além de sugerir a presenga de um alcaldide
do tipo azafluorenona, previamente reportado na espécie U. lindimanii. A investigagio
espectrométrica de U. duckei revelou a existéncia de alcaldides aporfinicos e oxoaporfinicos
jéa reportados no género, bem como conduziu ao isolamento do alcal6ide aporfinico glaziovina
e de uma mistura de glaucina e norglaucina, sendo todos esses alcaléides inéditos no género.
Foi realizado o isolamento do triterpeno policarpol de ambas as espécies, sendo o melhor
rendimento observado em U. duckei. A investigacdo dos constituintes menos polares de U.
guatterioides levou ao isolamento de misturas de sitosterol/estigmasterol. Das fracdes
alcaloidicas de U. duckei e U. guatterioides analisadas, quatro foram consideradas altamente
ativas, uma ativa e apenas uma nio se apresentou ativa frente a Leishmania amazonensis.
Entre as substancias avaliadas, o alcaldide glaziovina apresentou alta atividade frente a

Leishmania amazonensis.

Palavras-chaves: Desreplicacdo, espectrometria de massas, alcaléides aporfinicos, Unonopsis.
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ABSTRACT

The neotropical genus Unonopsis, one among the 130 genera belonging to the
Annonaceae family, has been a promising source of aporphine alkaloids and derivatives. The
antiprotozoal activity of this class of substances, mainly anti-leishmania activity, has aroused
the interest of several research groups around the world. In the present work were carried out
the analysis from alkaloidal fractions of the leaves, twigs and barks of the trunk from
Unonopsis duckei and Unonopsis guatterioides by mass spectrometry, doing an investigation
in the alkaloid profile in order to obtain promising structures with activity against Leishmania.
The analysis of MS" and LC/APCI/MS of the alkaloidal fractions of U. guatterioides
confirmed the presence of some alkaloids previously reported in the literature such as
anonaine, asimilobine, liriodenine and lysicamine. It was possible identify the nornuciferine
alkaloid which was characterized for the first time in the Unonopsis genus, and suggest the
presence of azafluorenone type alkaloid. The spectrometric investigation of U. duckei
revealed the presence of aporphine and oxoaporphine alkaloids which were already reported
in this genus, as well as guided the isolation of the proaporphine alkaloid glaziovine and the
mixture of glaucine and norglaucine alkaloids. These compounds are inedit in the Unonopsis
genus. The triterpene polycarpol was isolated from both species, observed U. duckei like the
best yield. In the phytochemical investigation of the apolar extracts of U. guatterioides was
possible to identify a mixture of sitosterol/stigmasterol steroids. The biological analyses of U.
duckei and U. guatterioides alkaloidal fractions showed that four of them were considered
highly active, one of them was moderatly active and only one was not showed active against
Leishmania amazonensis. Among the substances evaluated, the alkaloid glaziovine showed

the most effective activity against Leishmania amazonensis.

Keywords: Dereplication, mass spectrometry, aporphine alkaloids, Unonopsis.
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1.INTRODUCAO

A natureza tem sido a principal fonte de moléculas orginicas conhecidas. Entre os
diversos reinos da natureza, destaca-se o reino vegetal o qual vem contribuindo
significativamente com o fornecimento de moléculas e novas estruturas organicas. Muitas
dessas substincias constituem-se em modelos imprescindiveis para o desenvolvimento de
farmacos e tratamento das mais diversas doencas (Pinto et al.,2002). O reino vegetal tem se
destacado por fornecer uma grande quantidade de substincias eficientes no tratamento de
doencas negligenciadas, como a leishmaniose, podendo-se destacar os alcaldides (Bacab &
Rodriguez, 2001; Rocha et al., 2005, Misha et al., 2008).

O ndmero de espécies que compdem o reino vegetal é estimado em cerca de setecentos e
quarenta e trés mil, sendo 94% deste total, espécies de angiospermas (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo Quantitativa das Espécies nas Diversas Classes do Reino Vegetal

Taléfitas Espermatofitas
Algas 19.000 Gimnospermas 700
Bridfitas 14.000 Angiospermas 700.000
Pteridofitas 10.000 Divididas em

Monocotiledoneas 200.000
Dicotiledoneas 500.000

Subtotal 43.000 Subtotal 700.700

Total de espécies 743.700

Fonte: Matos, 2009.

O Bioma Amazoénico detém o maior reservatério natural da diversidade vegetal do
planeta, onde o contingente vegetal que compde os diferentes ambientes florestais € amplo e
variado, sendo muitas vezes exclusivo de determinado ambiente (Oliveira & Amaral, 2004).
Num levantamento realizado por Maciel e colaboradores (2002) estimou-se que somente na
Regido Amazodnica mais de 1200 espécies sejam comercializadas como plantas medicinais

Grande parte da populagdo mundial, principalmente as que residlem em paises em



desenvolvimento, apresentam o hébito de consumir produtos derivados de plantas como
medicamentos fitoterdpicos (Montanari e Bolzani, 2001).

Os primeiros registros de estudos realizados com fundamentos cientificos sobre plantas
medicinais resultaram no isolamento de alguns principios ativos. Estas substiancias se
consagraram como principios ativos eficazes, e ainda hoje sdo bastante empregados no

tratamento de certas doengas, a exemplo dos alcaléides morfina (1), quinina (2) e cocaina (3).
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A descoberta de quimioterdpicos de origem natural eficazes, porém de elevada
complexidade estrutural, como vimblastina (4) (Velban®), vincristina (5) (Oncovin®) e o taxol
(6) (plaxitaxel; Taxol®), despertou um renovado interesse das indistrias farmacéuticas pela
busca de novos farmacos de origem vegetal, especialmente por estruturas de grande
complexidade estrutural para serem obtidos por processo de sintese (Montanari e Bolzani,
2001). Como exemplo pode ser citado o préprio taxol comercial que na realidade ¢ um

produto de uma semi-sintese, cuja a parte diterpénica, desacetil-10-bacatina III, tem sido



isolada de folhas de 7. baccata com rendimento de até 1g/Kg de folhas frescas (Corréa,
1995). Estima-se que o mercado de farmacos movimente cerca de 50 bilhdes de dolares

anualmente (Pinto et al.,2002).
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Outro aspecto que reforca a necessidade de buscar metabdlitos ativos em fontes vegetais
estd relacionado ao acumulo de substincias enantiomericamente puras. Muitas vezes os
processos de sintese geram produtos em misturas rac€micas ou em excesso enantiomérico. A
preocupacdo para com o uso de produtos quirais ganhou destaque a partir da década de 60
com a observacdo dos efeitos causados por drogas como a talidomida (7). Sabe-se hoje que a
teratogé€nese fetal ¢ uma conseqii€ncia da acdo do enantidmero (-) (Montanari & Bolzani,
2001). Apds o fracasso da talidomida, a inddstria farmacéutica, bem como laboratérios de
pesquisa em todo mundo vem aplicando grandes investimentos em prospeccdo de substancias
a partir de extratos vegetais que sirvam como modelos para o desenvolvimento de fairmacos,
com maior atividade e menor efeito colateral, principalmente fdrmacos que venham a
substituir ou suplementar aqueles de uso corrente contra doengas que ndo tem vacina, como €
o caso da leishmaniose (Rocha et al., 2005). Para a leishmaniose este problema se agrava pelo
aumento da resisténcia dos protozodrios aos antimoniais pentavalentes e aos farmacos de
segunda geracdo, aliado ao fato de que o nimero de quimioterdpicos disponiveis,
principalmente para tratamento de doencgas cronicas, estd muito abaixo do satisfatério (Gil et

al., 2008).



2.REVISAO DA LITERATURA
2.1 Familia Annonaceae
A familia Annonaceae é composta por cerca de 2500 espécies distribuidas em 130
géneros. Esta familia é constituida por arvores, arbustos e trepadeiras, tendo sua distribui¢do
geografica predominantemente nas regides tropicais e subtropicais do globo (Figura 1)
(Richardson et al., 2004). Sua identificagéo € realizada rotineiramente através da observacgio
de caracteristicas botdnicas particulares, como: odor forte e caracteristico que exala do
tronco cortado ou dos ramos; presenca de fibras longas e resistentes na casca, conhecidas
popularmente como envira; pela filotaxia alterna e distica de suas folhas (exceto em
Tetrameranthus R. E. Fries, com folhas espiraladas) (Ribeiro et al., 1999). Quanto a forma
de polinizag¢do, os individuos desta familia sdo em sua grande maioria polinizados por
Coledpteros, excecoes reportadas recentemente sdo as espécies Unonopsis guatterioides e
Unonopsis stipitata, sendo ambas polinizadas por machos de abelhas da tribo Euglossini

(Carvalho & Webber, 2000; Teichert, 2008).

Figura 1. Distribui¢do geogréfica da familia Annonaceae

Fonte: Heywood, 1978.



Ao longo dos trépicos estima-se que aproximadamente 950 espécies distribuidas em
51 géneros estejam presentes entre a Asia e a Austrilia, 450 espécies distribuidas em 40
géneros na Africa e Madagascar e outras 740 espécies distribuidas em 38 géneros no
continente americano (Leboeuf et al., 1982). Na América do Sul, encontram-se 34 géneros,
com predominio dos géneros Annona L, Duguetia St. Hil., Guatteria Ruiz et Pavon, Rollinia
St. Hil e Xylopia L. No Brasil, estdo registrados 29 géneros (Hutchinson, 1968).

A familia Annonaceae tem aprecidvel importincia econdmica, sendo uma familia que
produz diversos frutos comestiveis, tais como a graviola (Annona muricata L.) e a fruta do
conde (Annona squamosa L.) (Figura 2), além de possuir espécies fornecedoras de 6leos
comestiveis, fornecedoras de matéria prima para a producdo de édlcool e fontes de matéria-
prima para a confec¢do de perfumes como Cananga odorata (Ylang-Ylang) (Figura 3)

(Leboeuf et al., 1982).

Figura 2. Frutos comestiveis pertencente a familia Annonaceae: A) A. squamosa (fruta do
conde); B) A. muricata (graviola).

Fontes: websmed.portoalegre.rs.gov.br ; agadeshe.blogspot.com



2.1.1 Atividade biolégica familia Annonaceae

Diversas espécies constituintes dos géneros Annona, Guatteria e Uvaria, vém sendo
relatadas por seu uso medicinal. Muitas destas espécies apresentam atividade contra doengas
negligenciadas, como a leishmaniose e a maldaria, podendo-se destacar Annona muricata,
Annona excellens, Guatteria amplifolia e Uvaria klaineana. Outras espécies sdo também
utilizadas como antitumorais, parasiticida e antidiarréica (Pimenta et al., 2003; Di stasi &
Hiruma-Lima, 2002; Lebouef et al., 1982; Oliveira et al., 2006; Paredes et al., 2001;

Akendengue et. al., 2002).

Figura 3. Flor de C. odorata (Ylang-Ylang) utilizada como matéria-prima na confeccio de
perfumes.

Fonte: www..rareflora.com



2.1.2 Constituintes quimicos da familia Annonaceae

A familia Annonaceae é quimicamente caracterizada pela presenca de alcaldides,
principalmente derivados isoquinolinicos e terpendides com monoterpenos e sesquiterpenos,
predominantes na composi¢do de dleos essenciais e diterpenos, sendo esta ultima a classe de
terpenos predominante (Leboeuf et al., 1982). Outra caracteristica marcante quanto a sua
composicdo quimica é a presenca de acetogeninas, uma classe quimica encontrada somente
nesta familia, e que tem atraido grande interesse devido a sua crescente lista de atividades
bioldgicas e estruturas peculiares descritas na literatura (Cunha et al., 2009; Chang et al.,

1999).

2.2 O género Unonopsis

O género neotropical Unonopsis foi primeiramente descrito por Robert E. Fries em
1900, chegando a marca de 27 espécies catalogadas em 1959. Numa recente revisdo foram
reconhecidas 47 espécies, dentre as quais 25 sdo novas, podendo-se destacar a espécie U.
bauxitae Maas, Westra & Mello-Silva, endémica de Minas Gerais (Mass et al., 2007; Lobao
et al.,2000).

O género € constituido de arbustos e arvores os quais podem alcancgar até 30 metros de
altura. Sua distribui¢do é limitada a regido entre a América do Sul tropical e a América

Central (Figura 4), normalmente presente em areas nio inundadas e a baixas altitudes.

2.2.1 Atividades bioldgicas de espécies do género Unonopsis

Algumas utilizacdes empiricas do género Unonopsis foram descritas por Adams e
colaboradores. (2007), que mencionam a utilizacio de folhas secas de Unonopsis
veneficiorum por indios que vivem ao longo do rio Uaupés no estado do Amazonas —Brasil,

na comida dos pacientes idosos que sofrem de deméncia, além da utilizacdo de folhas



pulverizadas de Unonopsis stipitata

na comida de pessoas com idade avancada que

apresentam dificuldade de falar. Ainda a respeito da utilizacdo indigena, pode-se destacar o

uso de espécies deste género como veneno para ponta de flechas e lancas e também na

utilizagdo como antifertilizantes (Siqueira et al., 1998).

Figura 4. Distribui¢do geografica do Género Unonopsis R. E. Fr

Fonte: Mass et al., 2007



2.2.2 Constituintes quimicos do género Unonopsis

A revisdo da literatura confirmou a presenca de alcaléides no género Unonopsis, sendo
predominantes os do tipo aporfinicos e derivados (Tabela 2). Entre os derivados mais comuns
estdo os alcaldides do tipo oxaporfinicos, azafluorenonas (Figura 5), fenantrénicos e
bisaporfinicos (figura 6). Estdo também disponiveis na literatura, dados sobre a composi¢io
dos dleos essenciais de algumas espécies, tais como: Unonopsis guatterioides, Unonopsis
lindimanii e Unonopsis costaricencis (Fournier et al., 1997; Palazzo et al.,2009; Yoshida et
al., 2006). Durante a revisdo bibliogrifica identificou-se também a presenca do triterpeno
tetraciclico, derivado lanostano, conhecido como policarpol (Figura 7) nas espécies
Unonopsis glaucopetala, Unonopsis guatterioides, Unonopsis spectabilis e Unonopsis
pacifica (Jayasuriya et al., 2005; Laprévote et al., 1987; Touché et al., 1981; Arango et al.,
1988). Este triterpeno foi descoberto por Cavé e colaboradores simultaneamente nas cascas de
Polyulthia oliveri e Meiocurpidium lepidotum ainda na década de 70 (Lebouef et al.,1982).
Ao policarpol sdo associadas algumas atividades bioldgicas tais como: antitripanossdmica,

antifilarial e citotéxica (Ngantchou et al., 2009; Matos et al., 2006; Nyasse et al., 2006)
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Figura 5. Alcaléides do tipo oxoaporfinicos e
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Figura 6. Alcaldides do tipo bisaporfinicos e fenantrénicos descritos para o género

Unonopsis.

12



Tabela 2: Alcaldides aporfinicos e derivados isolados de espécies do género Unonopsis

Espécies

Alcaloide

Referéncia

U. spectabilis

Lisicamina, Liriodenina, Onichina,
6-Hidroxionichina, Ursulina,
Macondina, Isoursulina, ,

Heteropsina e Urabaina

Laprevote et al., 1987;

Laprevote et al., 1988

U. guatterioides

Asimilobina, Anonaina, Lisicamina,

Liriodenina e Norushinsunina

Eltohami et al.,, 1984;

Guinaudeau et al., 1988

U. stipitata Argentinina, Stiptatina e Guinaudeau et al., 1988
Talictuberine
U. pacifica Liriodenina, Norushinsunina, Arango et al., 1988

Norcepharadiona A, unonopsina e

Heteropsina

U. butchienii

O-metilmoscatolina, Lisicamina ,

Liriodenina e Unonopsina

Waechter et al., 1999

U. lindimanii

Asimilobina, Anonaina, Lisicamina
Liriodenina, Unonopsina e 5,8-
dimetdxi-7-hidroxi-1-metil-4-

azafluoren-9-ona

Siqueira et al., 1998; Silva

et al., 2007; Yoshida, 2007
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Figura 7. Policarpol, triterpeno tetraciclico do tipo lanostano.
2.3 Alcaléides

Alcaldides sdo substancias nitrogenadas geralmente farmacologicamente ativos,
derivados biossinteticamente de aminoécidos, sendo frequentemente encontrados em plantas
superioires Representam uma das mais difundidas classes de substancias (Stévigny et al.,
2005). A origem biossintética dos alcaldides isoquinolinicos inicia pela rota do &cido
chiquimico a partir de carboidratos. O 4cido chiquimico é responsdvel pela formacdo do
aminodcido aromdtico L-tirosina, sendo esse o principal precursor dos alcaldides
isoquinolinicos. Todos os alcaldides isoquinolinicos sdo derivados dos benzilisoquinolinicos.
A formacdo biossintética desse esqueleto tem inicio com a reagdo de condensacdo de duas
unidades fendlicas, a dopamina e o 3,4-di-hidroxi-fenilacetaldeido, sendo ambas derivadas do
aminoacido L-tirosina. A Figura 8 apresenta a rota biossintética a partir de L-tirosina, para a

formacdo da estrutura benzilisoquinolinica (Dewick, 2009).

14
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Figura 8. Rota biossintética para formacdo da estrutura benzilisoquinolinica a partir da L-
tirosina
Fonte: Dewick, 2009

Os alcaldides isoquinolinicos do tipo benzilisoquinolinico sdo frequentemente
encontrados na familia Annonaceae, sendo rotineiramente subdivididos nas seguintes classes:
berberinas, aporfinicos, oxoaporfinicos, fenantrenos, cularinas, morfinandienonas,
isoquinolonas e os bisbenzilisoquinolinicos. A Figura 9 apresenta a origem desses alcaldides a
partir de seu provavel precursor, a reticulina, constituinte de varias espécies do género

Annona (Rinaldi, 2007).
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Figura 9. Origem biossintética dos alcaldides isoquinolinicos.
Fonte: Rinaldi, 2007
2.3.1 Alcaléides aporfinicos

Alcaléides aporfinicos caracterizam-se por uma estrutura contendo quatro anéis, sendo
os anéis A e D aromadticos e o anel B heterociclico (Figura 10a). Os alcal6ides oxoaporfinicos,
derivados dos aporfinicos (Figura 10b), possuem uma estrutura totalmente aromdtica e um
grupo carbonila na posicdo C-7. Diferentes alcaléides oxoaporfinicos tem sido descritos em
funcdo do padrido de substituicdo encontrado no anel (Figura 10). Esta classe de alcaldide,
derivada do esqueleto isoquinolinico, apesar de bastante presente na familia Annonaceae, tem

sido localizada em outras familias (Silva et al.,2007).

16



R;+R,= OCH,0, R3=R4=H, (1), liriodenina

R;+R,= OCH,0, Rs=H, R4=0CH3, (2), lanuginosina
R;+R,= OCH,0, R3= R4= OCHj, (3), oxobuxifolina
R;=R,= OCH; R;=R4=H, (4), lisicamina

R;=R,=R3= OCHj3;, R4=H, (5), O-metilmoscatolina
R+R,=0CH;0, Rs= OCHj3, R4=H, (6), aterospermidina

Figura 10. Alguns alcaléides oxoaporfinicos descritos por silva e colaboradores (2007). (a)
Esqueleto aporfinico. (b) Esqueleto oxaporfinico.
Fonte: Silva et al., 2007
2.3.1.1 Atividades bioldgicas de alcalbides aporfinicos

Diversas atividades bioldgicas s@o descritas para os alcal6ides aporfinicos e derivados
com destaque para a citotoxica (Silva et al.,2007). Todavia o potencial antiprotozoario desta
classe de substincias vem sendo cada vez mais estudada e apresentando bons resultados,
principalmente quanto a atividade antileishmania (Waechter et al., 1999; Mishra et al., 2008;).
As linhagens de protozodrios mais avaliadas s@o as formas promastigotas de L. amazonensis,

L. braziliensis e L. donovani (Bacab & Rodriguez, 2001; Rocha et al., 2005).

17



2.4 A espécie Unonopsis guatterioides (A. D.C.) R. E. Fr.

A espécie U. guatterioides é constituida de arbustos e drvores que podem atingir 10
metros de altura e aproximadamente 20 centimetros de didmetro. Sua distribui¢do ocorre
principalmente na Regido Amazdnica da Colombia, Venezuela, Peru e Bolivia e em todo o
Brasil (Figura 11). No Brasil a U. guatterioides é popularmente conhecida como: Araticum,
Ariticum, Ata do igap6, Atinha, Cundurd, Envira, Envira da véarzea, Envira do caiso, Envira
do igapd, Envira preta, Envira preta do igapd, Envira surucucu, Envira surucucu da virzea,
Invira, Mejo de porco, Mutambi, Muxiba, Pindaiba, Pindaiba branca e Pindaiba preta (Mass et
al.,, 2007). Quanto a sua composicdo quimica, inicialmente foi relatado o isolamento de
policarpol das raizes sendo posteriormente identificado por CCD das cascas por Touche e
colaboradores (1981). Posteriormente, através de uma abordagem quimica constatou-se a
presenga de alcaldides por Forgacs e colaboradores (1983). Um ano mais tarde, em um
simpdsio internacional de quimica e biologia de alcaldides isoquinolinicos, realizado em
Londres, houve a divulga¢do do isolamento de alguns alcaldéides do tipo aporfinicos e

derivados (Eltohami et al., 1984).

Figura 11. Distribuicao de Unonopsis guatterioides (A. DC.) R. E. Fr

Fonte: Mass et al., 2007
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2.5 A espécie Unonopsis duckei R. E. Fr.

Esta espécie € constituida exclusivamente de drvores que chegam a ter 30 metros de
altura com aproximadamente 25 centimetros de diametro. Sua distribuicdo em territorio
brasileiro fica restrita aos estados do Amazonas, Pard e Rondonia (Mass et al., 2007)(Figura
12). No estado do Amazonas, além da Reserva Florestal Adolpho Ducke, € possivel coletar
individuos no Distrito Agropecudrio da Suframa e no municipio de Presidente Figueiredo
(Ribeiro et al., 1999; Silva & Silva, 2006; Silva et al., 2008). Unonopsis duckei é
normalmente encontrada em 4reas de florestas ndo inundadas, em solos mais argilosos ou
arenosos. No Brasil é conhecida como: Envira, Envira cascuda, Envira preta, Envira surucucu

e Envireira. (Mass et al., 2007). Nao existem estudos relativos a sua composi¢ao quimica.
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Figura 12. Distribui¢do geogréfica de Unonopsis duckei R. E. Fr (l)

Fonte: Mass et al., 2007
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2.6 Leishmaniose

A leishmaniose, também conhecida como kalazar indiano, botdo do oriente, ferida
brava, tlcera de Bauru, uta e ulcera dechiclero, ¢ uma doenga tropical, considerada pela
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) como a segunda Protozoonose mais importante em
saude publica, chegando a infectar anualmente dois milhdes de pessoas em todo o mundo. No
Brasil, a Leishmaniose atinge 19 estados, sendo aproximadamente 90% dos casos humanos
referentes & regido Nordeste, havendo ainda focos importantes nas regides Centro-Oeste,
Norte e Sudeste. (Rath et al., 2003; Rocha et al., 2005; Gil et. al., 2008).

A leishmaniose ¢é causada por espécies de parasitas protozodrios do género
Leishmania. O género Leishmania pertence biologicamente a um grupo de parasitas
flagelados da familia Trypanosomatidae, sendo que a maioria das espécies € patogénica
(Barata et al., 2000). Segundo Chan-Bacab (2001), os principais reservatdrios para esses
parasitas t€m sido identificados em animais como por exemplo caes, cavalos, roedores,
gambds, macacos, tamanduds, etc. (Hepburn, 2000; Gontijo & Carvalho, 2003).

A leishmaniose ¢ uma doenca transmitida por vetor, sendo atualmente conhecidos os
mosquitos fémea do género Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) como
principais responsdveis pela transmissdo da doenca. Estes mosquitos sdo conhecidos
popularmente como birigui, mosquito-palha ou cangalhinha.

Nos seres humanos, a Leishmania spp. causa uma variedade de sintomas clinicos e
suas manifestacdes sdo usadas como base para classificar a doenga. De acordo com a OMS as
leishmanioses podem ser classificadas em 4 formas clinicas: cutanea ou tegumentar, cutinea
difusa ou disseminada, mucocutinea e visceral.

A leishmaniose visceral, também conhecida como kalazar, € a forma clinica mais
grave da doenga, atingindo 6rgdos internos, principalmente o figado, baco e medula dssea.

Criancas desnutridas s@o as principais vitimas desta forma clinica, que chega a ser fatal
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quanto ndo tratada. A leishmaniose cutidnea ou tegumentar caracteriza-se por dlceras na pele,
desenvolvidas no local da picada do inseto vetor e que pode levar meses para cicatrizar. A
leishmaniose cutinea difusa ou disseminada caracteriza-se pela formacdo de nédulos, placas
ou carocos multiplos especialmente na face, bragcos e pernas. A leishmaniose mucocutanea
causa desfiguracdo facial, uma conseqii€ncia de erosdes nas mucosas do nariz e da boca

(Barata et al., 2000; Chan-Bacab et al., 2001).

2.6.1 Ciclo de vida da Leishmania spp.

Durante seu ciclo evolutivo, os protozodrios de Leishmania spp apresentam duas
formas bdsicas: a promastigota (forma extracelular) e a amastigota (forma intracelular). Os
promastigotas sdo formas alongadas com flagelos na regido anterior, medem 16,0 a 40,0 um
de comprimento e 1,5 a 3,0 um de largura, incluindo o flagelo, o qual geralmente é maior do
que o corpo. Os amastigotas sao esféricos com flagelo interno rudimentar medindo de 3,0 a
6,5 pm.

A forma promastigota é mével e vive no intestino do inseto vetor, enquanto as
amastigotas sdao formas arredondadas que infectam células do sistema fagocitico do
hospedeiro vertebrado.

A doenga é transmitida quando o fleb6tomo pica um individuo infectado ou um
hospedeiro e aspira macréfagos parasitados ou amastigotas livres no sangue ou mesmo no
tecido. No intestino dos flebotomineos, essas amastigotas se transformam em promastigotas
passando por uma série de formas intermedidrias e multiplicam-se ativamente, sendo
posteriormente inoculada na pele do préximo hospedeiro quando a fémea voltar a se alimentar

de sangue. Um esquema do ciclo de vida do parasita pode ser encontrado na Figura 13.
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Figura 13. Ciclo de vida da Leishmania ssp
Fonte: www. dpd.cdc.gov/dpdx.
2.6.2 Tratamento da Leishmaniose
O tratamento da leishmaniose baseia-se no uso em complexos de antimdnio
trivalentes, como o tartarato antimonial de potéssio (Tartarato emético) e pentavalentes, tal
como antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®), Entretanto, devido a cardiotoxicidade
e intolerincia gastrintestinal que apresentam os antimoniais trivalentes como o Sb (III), os
antimoniais pentavalentes do tipo Sb (V), tem encontrado um maior uso terap€utico. Outros
problemas associados a estes tipos de medicamentos sdo: dor no local da aplicagdo e em
alguns casos insuficiéncia renal e hepatica (Chan-Bacab et al., 2001; Gil et al., 2008).
Considerando os efeitos colaterais dos tratamentos e a auséncia de vacinas para
leishmaniose, hd urgéncia na busca de novos farmacos dentre as quais se incluem os
fitoterdpicos. Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), as espécies vegetais sdo a
melhor e maior fonte de farmacos para a humanidade. Estudos etnobotanicos té€m

demonstrado o uso popular de plantas no tratamento das leishmanioses tanto por via oral,
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como na aplicag@o tdpica sobre as lesdes cutaneas (Chan-Bacab et al., 2001). Muitos destes
vegetais apresentam em sua composi¢do substincias das classes dos terpenos, quinolonas,
saponinas, lignanas, chalconas, flavonéides, glicosideos, acetogeninas, lactonas
sesquiterpénicas, alcaldides, etc. (Rocha et al., 2005; Gil et al., 2008). Como exemplo, o
alcal6éide unonopsina, isolado de Unonopsis buchtienii apresentou elevada atividade contra a

forma promastigota de Leishmania donovani (Mishra et al., 2009).

2.7 Perfil quimico

A classificacdo taxondmica de espécies vegetais tem encontrado vdrias barreiras,
podendo-se destacar o pequeno niimero de especialistas e limitagdes proprias de classificagido
morfoldgica (Souza, 2005). Como exemplo desta dificuldade de classificacdo, podemos
observar a quantidade de tentativas para posicionar o género Unonopsis dentro da familia
Annonaceae, bem como a dificuldade de classificar algumas espécies do género Unonopsis,
como ¢ o caso da Unonopsis guatterioides (Mass et al., 2007). Propostas para classificacao de
plantas a partir de perfis de determinadas classes especificas de metabdlitos secunddrios tem
sido base de agrupamentos quimiotaxondmicos (Mongrand et al., 2001; Skaltsa et al., 2001).

A caracterizacdo de alcaldides em matriz biolégica através de técnicas
espectrométricas € uma pratica que ja vem sendo desenvolvida hd bastante tempo (Rouch &
Cooks, 1984). Recentemente Koulman et al. (2007) analisaram alcal6ides produzidos por
fungos endofiticos em matriz vegetal através de infusdo direta em espectrdmetro de massas do
tipo fon trap, apresentando resultados satisfatérios quanto a caracterizagfo destas substancias,
mesmo em baixas concentracdes. Enquanto que Stévigny et al. (2004) estudando o padrdo de
fragmentacdo de alcaléides aporfinicos conseguiram um avanco significativo na
caracterizacdo desta classe de substincias, bem como na determina¢do da natureza dos

grupos substituintes.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral:

Investigar o perfil quimico das fracdes alcaloidicas das folhas, galhos e cascas dos
tronco das espécies Unonopsis duckei e Unonopsis guatterioides por meio de espectrometria
de massas e avaliar seu perfil biolégico com vistas a obtencdo de fragdes/estruturas

promissoras em atividade leishmanicida.

3.2 Especificos:

- Caracterizar dentro das fra¢des alcaloidicas de Unonopsis duckei e Unonopsis guatterioides
os principais alcaléides aporfinicos e derivados por meio de espectrometria de massas.

- Investigar a existéncia de alcaldides aporfinicos e derivados ainda ndo identificados no
género Unonopsis através da andlise de perfil quimico de Unonopsis duckei.

- Confirmar a classificagdo quimiotaxondmica através da andlise do perfil quimico das fragdes
alcaloidicas de Unonopsis duckei e Unonopsis guatterioides, em comparacdo com dados de
espécies do género Unonopsis previamente estudadas.

- Investigar fitoquimicamente as fragcdes alcaloidicas que se mostrarem mais promissoras
frente a atividade leishmanicida, bem como as que apresentarem alcaldides inéditos ao
género.

- Analisar as fracdes alcaloidicas das folhas, galhos e cascas do tronco de Unonopsis duckei e

Unonopsis guatterioides quanto a sua atividade leishmanicida.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Analises cromatograficas
4.1.1 Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

As andlises em CCD foram realizadas em cromatoplacas pré-fabricadas de silica gel
TLC de 0,2 mm de espessura e indicador de fluorescéncia F254, da Sorbent Technologies. A
deteccdo preliminar dos compostos foi feita por irradiacio com lampada ultravioleta (UV)
(254 e 365 nm) e posterior revelacdo com reagente de Dragendorff para fragdes alcaloidicas e

revelagdo com vanilina sulfirica para as demais fragdes.

4.1.2 Cromatografia em coluna (CC)

Foram utilizadas colunas de vidro, cujo comprimento e didmetro variaram de acordo
com a quantidade de amostras a serem analisadas. As separagdes cromatogréficas foram
realizadas utilizando-se como suporte silica gel 60 (70-230 mesh) — Silicycle®. Como fase

movel foram utilizados os solventes hexano, acetato de etila e metanol.

4.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia analitica (CLAE)

Para a andlise exploratéria utilizou-se um cromatégrafo Survey0r® (Thermo
Scientific), operando simultaneamente com um detector PDA e um detector de MS. Em escala
analitica utilizaram-se, durante o desenvolvimento do método as colunas Luna Phenyl-hexyl,
(Spm, tamanho 150 x 4,60 mm) e uma coluna Luna C18, (Sum, tamanho 150 x 4,60 mm),

ambas da Phenomenex. As fases mdveis utilizadas foram metanol e dgua.
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4.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia semi-preparativa (CLAE-Semi-prep.)

Para o isolamento dos metabdlitos secundarios de interesse foi utilizado um
cromatografo Shimadzu® operando com bomba modelo LC-6AD e detector de UV/VIS
modelo SPD-20* no comprimento de onda de 287 nm. A fase estaciondria utilizada foi uma
Luna Phenyl-hexyl, (Sum, tamanho 250 x 10,00 mm) da Phenomenex. A fase movel utilizada

foi. MeOH/H,O0 (6:4) (v/v) em modo isocratico de elui¢do com fluxo de 7 ml/min.

4.2 Solventes e reagentes reveladores
4.2.1 Solventes

Foram utilizados solventes grau P. A. (Nuclear®) para as andlises cromatogréficas em
modo normal de eluicdo, bem como para o preparo dos extratos. Para realiza¢do das andlises
cromatograficas em modo reverso de elui¢do utilizaram-se solventes grau HPLC. Para a
obtencdo dos espectros de RMN foram utilizados solventes deuterados.
4.2.2 Reagentes reveladores

Reagente de Dragendorff (modificacdo de Munier) (MUNIER, 1953 apud Merck,
1971): Solugao A: 1,7 g de nitrato de bismuto III e 20,0 g de 4cido tartédrico dissolvidos em 80
mL de dgua destilada. Solu¢do B: 16,0g de iodeto de potdssio dissolvidos em 40 mL de dgua
destilada. A mistura de partes iguais destas solucdes constitui a solugdo estoque. Para
borrifagdo das cromatoplacas, adicionou-se 10,0 g de 4cido tartarico, dissolvidos em 50 mL
de 4gua destilada. Apoés borrifagdo das placas cromatogrificas os spots referentes as

substancias alcaloidicas apresentaram coloragdo laranja.

4.3 Métodos espectroscopicos/espectrométricos
Os espectros de ressonincia magnética nuclear foram obtidos pelo uso dos seguintes

aparelhos: A) Brucker ARX-200 MHz (4,7 T), operando a 200 MHz para RMN de 'He 50
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MHz para RMN de Be ; B) Brucker Avance DRX-400 MHz (9,4 T), operando a 400 MHz
para RMN de '"H ¢ 100 MHz e 400 MHz para HSQC e HMBC, UFPR; C) Brucker
ULTRASHIELD Plus-600 MHz (14,1 T), operando a 600 MHz para RMN de 'H e 150 MHz
e 600 MHz para HSQC e HMBC, DQ/UFSCar. As amostras foram solubilizadas em
cloroférmio (CDCls) ou metanol (CD3;0D). Os deslocamentos quimicos foram expressos em
ppm (9) e as constantes de acoplamento (J) registradas em Hertz (Hz).

Os espectros de massas foram registrados em espectrdmetros do tipo lon-trap modelo
LCQ Fleet (Thermo scientific) operando com fonte de eletronspray (ESI) e triplo-quadrupolo
modelo TSQ Quantum Acess operando com fonte de ionizacdo quimica a pressao atmosférica
(APCI). As andlises de espectrometria de massas foram realizadas no Laboratério de
Espectrometria de Massas e Cromatografia do DQ/UFAM. Os experimentos de GC/MS foram
realizados em equipamentos GC-IT-MS modelo Saturn 2100D, Varian, do Instituto de
Quimica da UNICAMP e GC-EM-QP5000, Shimazu, do Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Sao Carlos.

4.4 Outros materiais e equipamentos

-Estufa de circulacdo de ar: Deleo, tipo A6 sefaf

-Evaporador rotatdrio: Heidolph, tipo Heizbad OB

-Balanga analitica: Tecnal, classe 1 (max. 210 g — min. 100 mg)
-Ultrason: Unique, modelo USC-2800

-Pipeta automdtica: Gilson®

-Moinho: Modelo Willey com quatro facas;

-Lampada ultravioleta (UV) (254 e 365 nm)

-Acido cloridrico P. A.

-Hidr6xido de amonio P. A.
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4.5 Material Botanico
4.5.1 Coleta e identificacio

Folhas, galhos e casca do tronco de Unonopsis guatterioides foram coletados no
Campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) em janeiro de 2010 (Figura 14). A
espécie foi identificada pelo professor Dr. Antonio Carlos Webber do Departamento de
Biologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da UFAM e a exsicata da espécie com
material fértil foi depositada no herbdrio da UFAM sob o nimero de registro 8249. Folhas,
galhos e cascas do tronco de Unonopsis duckei foram coletados na Reserva Florestal Adolpho

Ducke (Km 26 da rodovia AM-010), de um individuo previamente marcado e identificado

durante a execucdo do Projeto Flora da Reserva Ducke.

Figura 14. Espécime de U. guatterioides coletado no campus da UFAM em janeiro de 2010.
4.5.2 Secagem e moagem

As diferentes partes coletadas das plantas foram secas em uma estufa de circulagio de
ar a 50 °C durante dois dias, sendo, em seguida, trituradas em moinho de quatro facas e

pesadas.
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4.5.3 Obtenciao dos extratos brutos

O material moido foi submetido a extra¢do a frio, sendo macerado trés vezes com
hexano, com renovagéo do solvente em intervalo de trés dias, sendo posteriormente extraido
exaustivamente com metanol num procedimento similar. A torta remanescente foi desprezada.
O processo de preparo dos extratos pode ser encontrado na Figura 15. Todos os extratos
foram obtidos apds a eliminag¢do do solvente em evaporador rotatdrio sob pressao reduzida em
temperatura de até 50 °C e, em seguida, secos em dessecador. Apds completa secagem o

rendimento de cada extrato por espécie foi calculado (Tabela 3).

Tabela 3. Rendimento dos extratos brutos das duas espécies

Espécies Parte da Extratos Rendimento Extratos Rendimento
P Blanta (g) hexanicos aBroximado(%) metanolicos (%)
F. (373,3 2 13,0998 g 35 44,4618 g 11,9
U. guatterioides G. (6309 ) 1,9811¢g 0,3 19,0002 g 3,0
C. (5039 g) 3,8561¢g 0,7 27,7798 g 5,5
F. (988,9 g) 7,3489 g 0,7 22,7235 ¢ 2,2
. G. (1197,7 g) 2,1842 g 0,1 21,5653g 1,8
A C. (7663 2) 0,084 g 0.1 17,6387 g 23

F — Folhas, G- Galhos e C- Cascas do tronco
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Material botdanico

Extracio com hexano (3x)

Concentracio
Torta Extrato hexdnico
Extragio com metancl
(3x)
Concentracio
Torta Extrato metanolico

Torta
(desprezar)

Figura 15. Fluxograma para obtencao dos extatos brutos de U. guatterioides e U. duckei.
4.6 Extrato hexanico das cascas de Unonopsis guatterioides (EHGC)

Durante o processo de concentragdo do extrato hexanico das cascas de Unonopsis
guatterioides observou-se a formagdo de precipitado amarelo, conforme ilustrado na Figura
16. Este precipitado foi purificado através de sucessivas lavagens com hexano e
recristalizacdo utilizando acetato de etila. O composto obtido foi analisado por CCDA
utilizando vanilina sulfirica como revelador (Figura 17). A presenca desta substancia,
inicialmente nomeada como EHGCSI foi decisiva para a escolha deste extrato como material

de partida para fracionamento por meios cromatograficos.
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Figura 17. Fluxograma mostrando a purificagdo do precipitado do EHGC.
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4.6.1 Fracionamento do extrato hexanico das cascas de U. guatterioides (EHGC)

O extrato hexanico,3,6651 g, foi inicialmente fracionado em coluna filtrante (funil de
separacdo de 250 mL), usando gel de silica (70-230 Mesh-Silicycle®) como adsorvente e
solventes organicos em ordem crescente de polaridade , como descrito na Tabela 4.

Tabela 4: Solventes utilizados no fracionamento de EHGC.

Fracdo Eluente Volume (mL)
1 Hexano 300
2 Hexano/Acetato de etila 9:1 350
3 Hexano/Acetato de etila 6:4 500
4 Acetato de etila 400
5 Metanol 400

4.6.1.1 Analise por CCDA das fracoes 1-5 obtidas na coluna filtrante.
A andlise por CCDA revelou uma boa separacdo entre as fragdes 2, 3 e 4, sendo
reunidas as fracdes 1-2 e 4-5 (Figura 18). A fracdo 3 (EHGC-F3) por apresentar um bom

rendimento em massa foi selecionada para ser fracionada em coluna aberta.

EHGC (3, 6651)

Fracio 1.2 Fraciio 4-5
1364g 08691z

Figura 18. Reunido das fracdes da coluna filtrante.
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4.6.2 Fracionamento em coluna aberta de EHGC-F3

Um total de 1,4 g provenientes da fracdo 3 (EHGC-F3) foi novamente fracionada em
coluna de vidro aberta (24 cm de altura e 2,5 cm de didmetro) usando gel de silica (70-230
Mesh-Silicycle®) como fase estacionaria e solventes orginicos em ordem crescente de
polaridade, hexano, acetato de etila e metanol, obtendo-se 80 novas fragées (EHGC-F3-1 a

EHGC-F3-80).

4.6.2.1 Analise por CCDA das fracoes 1-80

Ap6s a avaliagdo por CCDA das fragdes resultantes do fracionamento de EHGC-F3,
as seguintes fragdes foram reagrupadas: 1-11(EHGC-F3-111), 12-20 (EHGC-F3-1220), 21-33
(EHGC-F3-2133), 34-55 (EHGC-F3-3455), 56-65 (EHGC-F3-5665), 66-75 (EHGC-F3-6675)
e 76-80 (EHGC-F3-7680) (Figura 19). A fracdo 21-33 (EHGC-F3-2133) apresentou-se como
um soélido cristalino, sendo encaminhado para andlise por RMN. Comparando-se a amostra
EHGCS]1 através de CCDA com as fracdes reunidas, pode-se observar sua predominéncia na
fracdo 34-55 (EHGC-F3-3455).

14322

80 Fragies
| | | | | | |

[ Fragio 1-11] [ Fragio 12.20 | | Fragio 21-33 | [Fracio 34.55 | | Fragio 56-65 | [Fragio 66.75 | | Fragio 76-80 |

12 mg i

i Presencada

substincia

EHGCS]

Figura 19. Reunido das fracdes resultantes da coluna aberta de EHGC-F3.
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4.7 Fracionamento do extrato hexanico dos galhos de U. guatterioides (EHGG).

Do extrato hexanico dos galhos de U. guatterioides, 1,8 g foi fracionado em coluna
aberta (15 cm de altura e 2 cm de didmetro) usando gel de silica (70-230 Mesh-Silicycle®)
como adsorvente e solventes em ordem crescente de polaridade entre hexano, acetato de etila

e metanol, obtendo-se 19 fracées (EHGG-1 a EHGG-19)..

4.7.1 Analise por CCDA das fracoes 1-19

Ap6s andlise por CCDA, reuniram-se as fracdes de 1 a 5 (EHGG-15) e 8 a 19 (EHGG-
819) (Figura 20). A fracdo 6 (EHGG-6) apresentou-se como um sé6lido amorfo e a fracdo 7
(EHGG-7) como um sélido cristalino, sendo ambos encaminhados para anélises de RMN. A

substancia EHGG-7 e a substincia EHGC-F3-2133 apresentaram o mesmo Ry quando

analisadas por CCDA.
EHGG (1 851g)
19 fracies
|
| | |
| Fragio1.5|  [Fragios | [Fragie7 | | Fracios 1o |
8 mg 11 mg

Figura 20: Reunido das fragdes resultantes da coluna aberta EHGG.
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4.8 Extrato hexanico das cascas e galhos de U. duckei

Durante o processo de concentracdo do extrato hexdnico das cascas e galhos de U.
duckei, observou-se em ambos os extratos a formacdo de um precipitado. Estes precipitados
amarelos foram purificados através de sucessivas lavagens com hexano e recristalizados em
acetato de etila. As substancias provenientes das cascas e galhos foram nomeadas como
EHDCS1 e EHDGSI1 respectivamente. Através da comparagdo por CCDA entre as
substancias EHDCS1, EHDGSI1 e a substdncia EHGCS1, observou-se que todas apresentaram

o0 mesmo R, bem como a mesma colorag@o quando reveladas com vanilina sulftrica.

4.9 Marcha quimica para obtencao das fracées alcaloidicas

A presenca de alcaldides no género Unonopsis foi confirmada por meio de andlise em
CCDA usando Dragendorff como revelador. O extrato metandlico das cascas, galhos e folhas
de U. guatterioides e U. duckei foram submetidos a extragdo &cido-base conforme a
metodologia descrita por Costa e colaboradores (2006) (Figura 21).

Resumidamente: uma determinada quantidade do extrato bruto (Tabela 5) foi solubilizada
em diclorometano e trés vezes extraido (particionado) com uma solu¢do de 4cido cloridrico a
3% (v/v), obtendo-se duas novas fragdes de cada extrato; uma fracdo aquosa 4cida e outra
fracdo diclorometanica neutra. Na sequéncia, o pH da fracdo aquosa 4cida foi elevado a pH 10
com hidréxido de amonio concentrado. Por tltimo, a solugdo alcalina foi extraida trés vezes
com diclorometano, levando a outras duas novas fracdes, a fracdo diclorometinica rica em
alcaléides, qual foi concentrada em evaporador rotatério a pressdo reduzida, e a fracdo

alcalina qual foi desprezada.
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Tabela 5. Rendimento obtido das fra¢des alcaloidicas no procedimento de extracdo
dcido/base quais as espécies U. guatterioides e U. duckei foram submetidas.

Espécies Parte da Extratos Massa Fracoes Rendimento
P planta metandlicos utilizada (g)  alcaloidicas (mg) (%)
Folha EMGF 4,2342 71,9 1,7
U. guatterioides Galhos EMGG 4,4222 30,9 0,7
Casca do tronco EMGC 4,1241 53,6 1,3
Folha EMDF 4,7686 474 0,9
U. duckei Galhos EMDG 4,3090 13,3 0,3
- dueket Casca do tronco EMDC 4,1970 25,6 0,6

Extrato metanolico

Solubilizadoem 50 mL de CH-Cl»

ExtragiocomHCla3 % viv

Fracdo aquosa acida Fracdo diclorometinica neutra

Basificado com NH:OH concentrado a pH10

Extracio com CH,Cl,

Fracdo aquosa bdsica Fracdo dicloronetinica
(Desprezada) alcaloidica (FAL)

Figura 21. Fluxograma do protocolo de extracdo dcido/base para alcaldides quais os extratos

metandlicos das espécies U. guatterioides e U. duckei foram submetidos.



4.10 Analises espectrométricas das fracoes alcaloidicas

Todas as fracdes alcaloidicas foram analisadas por infusdo direta em espectrometro de
massas ion trap, modelo LCQ Fleet (Thermo Scientific®), operando com fonte de
eletronspray e em modo positivo de aquisicdo. A concentracdo das amostras foi ajustada a 5
ppm utilizando-se metanol grau HPLC. As condicdes de fonte foram ajustadas para cada
amostra individualmente, sendo o equipamento devidamente limpo entre andlises. A faixa de
massas analisada entre m/z 200-400, apropriada para andlise de alcal6ides aporfinicos. Foram
aplicadas as chaves de fragmentacdo propostas por Stévigny et al. (2004) de forma a

caracterizar os alcal6ides aporfinicos.

4.11 Purificacao cromatografica da fracao alcaloidica das folhas de U. duckei (FADF)

A andlise espectrométrica revelou que a fracdo alcaloidica das folhas de U. duckei
apresentava sinais de alcaldides ainda ndo reportados no género, sendo entdo encaminhada
para CLAE a fim de se desenvolver o melhor método cromatogréfico a partir do qual, apds
escalonamento apropriado, fosse adequado para o isolamento destes compostos em escala
semi-preparativa. Para uma melhor resolu¢do cromatogréfica, diversos sistemas de eluentes e
fases moveis foram testados, sendo o sistema MeOH/H,0O (6:4) em coluna Phenyl-hexyl o
mais apropriado para separagdo em escala semi-preparativa (Figura 22). Apds o
escalonamento apropriado com ajuste da vazio em escala semi-preparativa, cerca de 150 mg
da fracdo FADF foram solubilizados em 1 ml de metanol (grau HPLC) e injetado utilizando
um looping de 200 pL. O procedimento foi repetido outras 4 vezes, sendo as fracdes
agrupadas pelo tempo de retencdo. Este fracionamento resultou em cinco novas fragdes
(FADF1 a FADFS)(Figura 23), apresentando a primeira fracio (tg 4 min) (FADF1) cristais do
tipo agulha. Na sequéncia, estes cristais foram encaminhados para andlises de RMN. A fracdo

4 (tg 8 min) (FADF4) quando analisada por infusdo direta em Espectrometro de Massas ion
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trap, modelo LCQ Fleet (Thermo Scientific®) e por LC/APCI//MS, revelou conter uma

mistura de dois alcaldides majoritdrios, sendo a amostra encaminhada para andlises de RMN.
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Figura 22. Cromatograma obtido por HPLC/DAD/APCI/MS para a fracdo alcaloidica das
folhas de U. duckei (FADF) no modo isocratico de eluicio MeOH/H,0 (6:4) (v/v) em coluna
de Phenyl-hexyl. A) Cromatograma de fons totais de m/z 100-1000; B) Cromatograma com

DAD operando na faixa de 200-800 nm.
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Figura 23. Esquema do fracionamento em escala semi-preparativa da fracdo alcaloidica das

folhas de U. duckei (FADF).
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4.12 Perfil alcaloidico entre as espécies U. guatterioides e U. duckei

Os espectros de massas obtidos por varredura de ions totais (m/z 200-400) das fracdes
alcaloidicas das cascas, galhos e folhas das duas espécies foram obtidos através de infusdo
direta em espectrdmetro de massas fon trap, modelo LCQ Fleet (Thermo Scientific®),
operando com fonte de eletronspray e em modo positivo de aquisicdo. Os seguintes
parametros de operacdo foram utilizados para analisar as fragdes alcaloidicas das folhas e
galhos em ambas as espécies: Spray Voltage: 5 kV; Sheath Gas: 8 arb; Aux Gas: 5 arb; Sweep
Gas: 5 arb; Capilary Temp: 175 °C ; Capilary Voltage: 50 V (folhas) e 35 V (galhos); Tube
Lens: 120 V; Syringe Pump: 8 pL. min-1. Destes parametros, os de Sheath gis: 5 arb; Capilary
Voltage: 45 V, Tube Lens: 115 V e fluxo de infusdo: 10 pl. min-1, foram os unicos
modificados para a andlise da fracdo alcaloidica das cascas do tronco. Os espectros foram
obtidos e processados através do software Xcalibur 2.07. O perfil espectrométrico das fragdes
alcaloidicas das folhas, galhos e cascas do tronco de U. duckei e U. guatterioides foram

comparados entre si, tentando-se estabelecer uma proximidade quimica entre as espécies.

4.13 Realizacao do Ensaio Biologico Leishmanicida
4.13.1 Parasitas

Formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PHS)
foram mantidas a 24 °C em meio de cultura RPMI 1640 contendo 50ug/mL de sulfato de

gentamicina e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB).

4.13.2 Atividade leishmanicida in vitro
As andlises bioldgicas foram realizadas no Instituto de Pesquisas em Patologias
Tropicais - IPEPATRO pela doutoranda Janaina Paolucci Sales e a técnica Delvania Marta

Ferreira Santos, sob orientagao da Dr? Izaltina Silva Jardim Cavalli.
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Para a avaliacdo da atividade leishmanicida das fracdes alcaloidicas e substancias
isoladas, uma quantidade de 5x10° promastigotas/mL foram tratadas com 100; 50; 25; 12 e 6
pg/mL das fragdes alcaloidicas/substincias por seis dias a 24 °C.

A cada 24 horas, foi realizada a contagem diferencial das formas promastigotas
utilizando-se o corante eritrosina B a 0,04% em camara hemocitométrica de Neubauer em
microscopico Optico com aumento de 400X. A Pentamidina (50 pg/mL) foi utilizada como
droga de referéncia.

Ensaios com dimetilsulféxido (DMSO) na concentracdo de 0,7% foram realizados

para controle do solvente dos extratos.

4.13.3 Analise estatistica

Os ensaios bioldgicos foram realizados em duplicata e repetidos duas vezes. Os
resultados foram expressos como concentragdo inibitéria para inibicdo de 50% do crescimento
parasitario (Clsp), conforme proposto por Schmeda-Hirschman e colaboradores. (1996) e
Camacho e colaboradores. (2003).

Os célculos de Clsp foram realizados utilizando modelo de regressdo nao-linear através
da curva dose-resposta de inibi¢do (Log [inibidor] x resposta), descrevendo a relacio existente
entre as varias concentracdes das amostras e o nimero de leishmania obtidos nas curvas de

crescimento.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Analise espectrométrica das fracoes alcaloidicas de U. guatterioides

5.1.1 Desreplicacao dos alcaléides dos galhos de U. guatteriodes

No espectro de fons totais da frag@o alcaloidica dos galhos de U. guatterioides (Figura

24) foram verificados diversos picos de m/z par, indicando possiveis alcaldides e entre os

quais, o mais intenso foi verificado em m/z 266 ([M+H]"). Os fragmentos deste fon foram

caracterizados através das chaves de fragmentacdo de Stévigny et al. (2004).
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Figura 24. Espectro de massas da fracdo alcaloidica dos galhos de U. guatterioides

A saida do grupo amina e as sucessivas perdas de CH,O e CO, observadas através da

fragmentacdo até MS* (Figura 25), sdo coerentes com o alcaléide aporfinico anonaina. A

perda inicial do fragmento de massa 17 ou 31 Da é fundamental para identificar se ao

nitrogénio do grupo amina estd ligado um hidrogénio ou uma metila, respectivamente, sendo a

perda em sequéncia dos fragmentos de massa 30 e 28 Da, fundamental para identificar pontes

metilenodioxi em estruturas aporfinicas.
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Figura 25. Espectro de massas em MS* do fon quasi-molecular da anonaina em m/z 266
([M+H]") presente na fra¢do alcaloidica dos galhos de U. guatterioides.

A proposta de fragmentacdo baseada na aplicacdo das chaves de fragmentacdo é
apresentada na Figura 26. Ainda através da andlise de fragmentacdo foi possivel identificar os
alcaléides aporfinicos asimilobina e nornuciferina, cujos ions gquasi-moleculares foram
observados em m/z 268 ((M+H]") e m/z 282 ([M+H]") respectivamente . Por sua vez, os
alcaléides oxoaporfinicos liriodenina e lisicamina, com fons em m/z 276 ([IM+H]") e m/z 292
([M+H]") respectivamente, foram identificados por comparacio dos respectivos espectros de
MS? com espectros de padrdes. Estudos preliminares sobre a fragmentagdo destes alcaléides
revelaram perdas iniciais, que foram associadas & presenca de substituintes metoxila e
metilenodioxi nas moléculas. As perdas dos grupos substituintes parecem ser caracteristicas
de derivados aporfinicos contendo o dtomo de nitrogénio na forma imino e esqueleto de

natureza aromética, o que impossibilita a perda de um grupamento amino.
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E importante destacar também que a anélise da fragmentacio em MS" do fon quasi-
molecular em m/z 272 ((M+H]") sugeriu a presenca de um alcaléide de natureza nio
aporfinica. As perdas sucessivas de 15 e 18 Da, atribuidas a grupos periféricos da molécula,
aliadas a perda de 28 Da, compativeis com a presenga de um grupo carbonila, estdo em
acordo com o alcaldide 5,8-dimetoxi-7-hidroxi-1-metil-4-azafluore-9-ona, recentemente
isolado de U. lindimanii (Yoshida et. al., 2006), espécie esta considerada botanicamente

préxima a U.guatterioides (Mass et al., 2007).

Perda primdria

Figura 26. Proposta de fragmentag¢do para o fon quasi-molecular da anonaina em m/z 266

(IM+H]").
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5.1.1 Desreplicacio dos alcaldides das folhas de U. guatterioides
A fragdo alcaloidica das folhas de U. guatterioides apresentou-se bastante complexa
(Figura 27) quando analisada por ESI-IT-MS, podendo-se observar diversos picos de m/z par,

dentre os quais o mais intenso foi verificado em m/z 268 ((M+H]").
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Figura 27. Espectro de massas da fracdo alcaloidica das folhas de U. guatterioides.

A perda inicial do grupo amina, observada através da perda do fragmento de massa 17
Da, e as sucessivas perdas de CH30H e CO (Figura 28) sdo coerentes com o alcaldide
aporfinico asimilobina, ja reportado na literatura da espécie (Tabela 2). A perda em sequéncia
dos fragmentos de massa 32 e 28 Da é fundamental para identificar metoxilas adjacentes a

hidroxilas em estruturas aporfinicas.
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Figura 28. Espectro de massas em MS* do fon quasi-molecular da asimilobina em m/z 268

([M+H]") presente na fragdo alcaloidica das folhas de U. guatterioides.

Uma proposta de fragmentacdo baseada nas chaves de Stévigny et al. (2004) é

apresentada na Figura 29. Mesmo em menores intensidades foi possivel caracterizar, a partir

do padrido de fragmentagdo, os alcaldides aporfinicos anonaina e nornuciferina, cujos fons

quasi-moleculares foram observados em m/z 266 ([M+H]") e m/z 282 (IM+H]")

respectivamente, além de caracterizar os oxoaporfinicos lisicamina e liriodenina com fons em

m/z 276 (IM+H]") e m/z 292 (IM+H]") respectivamente, através de comparagio dos espectros

de MS? com padrdes.
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Perda primdria

Figura 29. Proposta de fragmentagdo para o ion quasi-molecular da asimilobina em m/z 268
(IM+H]).

Entre os alcaléides aporfinicos descritos na literatura para a espécie (Tabela 2), a
norushinsunina néo foi identificada através da aplicacdo das chaves de fragmentagcdo. O fon
quasi-molecular em m/z 282 ((M+H]") presente nas folhas e galhos em melhor intensidade,
apresentou um padrdo de fragmentacdo discordante com a estrutura da norushinsunina.
(Figura 30). A perda de 15 Da (.CH3) em sequéncia € uma chave de fragmentacio que auxilia
na identificacio de grupos metoxilas adjacentes ligados a sitios aromaticos. Como
demonstrado para a anonaina, uma ponte metilenodioxi na estrutura deveria assegurar a perda
de 30 Da (CH,0) seguida de 28 Da (CO), sendo assim, uma perda de 15 Da em sequéncia ndo

estaria de acordo com as chaves de fragmentacdo. Na verdade, o padrio de fragmentacdo
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aponta para uma estrutura aporfinica contendo um atomo de hidrogénio ligado ao dtomo de

nitrogénio e duas metoxilas adjacentes ligadas ao sistema aromaético.
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Figura 30. Espectro de massas em MS’ do fon quasi-molecular em m/z 282 (IM+H]")
presente na frac@o alcaloidica das folhas de U. guatterioides.

Com base nas chaves de fragmentagdo observadas, e com o auxilio de artigo de
revisdo desta classe de substincia (Guinaudeau et al., 1975) chegou-se ao alcal6ide aporfinico
nornuciferina como sendo o possivel alcaldide de m/z 282. Sua confirmacao foi feita através
da comparagdo do padrdo de fragmentagio do fon em m/z 282 ([M+H]") presentes nas fragdes
alcaloidicas (Figura 30) com o padrio auténtico dessa substiancia (Figura 31), além de
experimento de LC-APCI-MS em modo de monitoramento seletivo de ion (SIM) (Figura 32).
No experimento de LC-APCI-MS pode-se observar que sob as mesmas condig¢des
cromatograficas e espectrométricas, a deteccdo da substincia de interesse, na forma do ion
quasi-molecular em m/z 282 ([M+H]+), ocorre no mesmo tempo de retencdo, tanto nas

fragdes quanto no padrao, garantindo assim a confirmacao de sua natureza.
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Figura 31. Espectro de massas em MS’ do fon guasi-molecular do padrio de nornuciferina

em m/z 282 ((M+H]").
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Figura 32. Cromatogramas obtidos por LC/APCI/MS em modo de monitoramento seletivo de

fon (SIM) do fon de m/z 282 ([M+H]").(A) galhos, (B) folhas, (C) cascas e (D) padrio de

nornuciferina.
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5.1.2 Desreplicacio dos alcaldides das cascas de U. guatterioides

Analisando a fracao alcaloidica das cascas de U. guatterioides (Figura 33) foi possivel
observar a predominancia dos alcal6éides oxoaporfinicos liriodenina e lisicamina , através da
verificagio de seus fons quasi-moleculares em m/z 276 (IM+H]") e m/z 292 (IM+H]")
respectivamente, sendo sua confirmagdo feita através da comparacdo dos respectivos
espectros de MS? com espectros de padrdes (Figuras 34). Dentre os alcalSides aporfinicos
caracterizados acima, apenas a nornuciferina, cujo ion quasi-molecular € observado em m/z
282 (IM+H]"), foi identificada nesta fragdo. Sua caracterizagdo foi realizada através de
experimentos de MS" em comparag¢io com a substancia padrio.

Os alcaldides lisicamina e liriodenina, ja reportados na espécie U. guatterioides sao
comuns dentro do género Unonopsis, como mostra a tabela 2, observando-se que a liriodenina

¢é considerada marcador da familia Annonaceae (Pinheiro et al., 2009).

FAGC_101118170546 #762 RT: 9,02 AV:1 NL: 532E2

T: ITMS + p ESI Full ms [200,00-400,00] ev oo
e 276 ®
1007 eopee
955
907
857
807
75
704 e0 00
E e 292 @
65; eedee
60
3 219
553 237
§ 50
2 455 274
g E 263 291
40
E 298
= 257
355 277
307 209
257 235 301 329
4 208 273 ||| || 279
203 221 241 289
153 213 223 249 288
E 247 2 280
103 264
3 334 340
54
3 351 355 364 375 375 384 397
o b o oithi, A imd 1 al in
B A B nas ma g s e B e e BN A A e L s s R A e S i e e MMARiARAnsnasas aansg]
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

m/z

Figura 33. Espectro de massas da fracdo alcaloidica das cascas de U. guatterioides
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248 NL: 2,13E1

1005 FAGC_101118170546#39
903 2-429 RT:4,73-5,24 AV:
E 38 F: TMS + ¢ ESIFull ms2
3 276,00@cid25,00
803 [75.00-277,00]
705
.
3 220
§ 507
2 3
8 409
& 3 276
307
207 192
3 218
105 190 222 247
E| 102 133 153 161 166 180 “ 194 204 ||[230 234 240 ]| 251 260
0 248 NL: 2,26E1
1005 Z
3 padrao
905 liriodenina#481-506 RT:
E 5,95-6,30 AV:26 F: TMS
B + ¢ ESIFull ms2
80 B 276,00@cid25,00
E [75.00-277,00]
703
607
E 220
503
403
307
E 276
204 192 218
103 222
E 101 121 166 177 183 “ 201 205 || ‘ 230 247|549 262
(o e e I e e e A L R I e L e A MMMt e et T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
m/z
1004 277 NL: 1,81E1
B FAGC_101118170546#27
907 4-297 RT:3,11-3,43 AV:
B 24 F: [TMS + c ESI Full
E ms2 292,00@cid25,00
80 [80,00-294,00]
v C
5 )
5 3
§ 603
2”7
é E
< 50 264
> |
® 40
s 3
& 303
3 236 292
20
E 234 248
103 208 3 oe3| 274
E 123 176 180 186 206 | 210 | 222 “ 238 | o L 290
o 277 NL: 1,75E1
1005 i
i padrao
905 lisicamina#195-219 RT:
E 2,03-2,36 AV:25 F:ITMS
u + ¢ ESIFull ms2
803 D 292,00@cid25.00
E [80,00-294,00]
704
60
50
E 264
40
30 292
3 236
20
3 8
103 208 263 | 278
E| 147 178 182 191 198 || 219| 233 246 | | 272,278
07— T T e s e E  E I M
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Figura 34. A) Espectro de MS? do fon em m/z 276 presente na fracdo alcaloidica das cascas
de U. guatterioides. B) Espectro de MS? do padréo de liriodenina. C) Espectro de MS? do fon
em 292 ([M+H]") presentes na fragio alcaloidica das cascas de U. guatterioides. D) Espectro

de MS? do padrio de lisicamina.
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5.2 Analise espectrométrica das fracoes alcaloidicas de U. duckei
5.2.1.Desreplicacao dos alcaléides dos galhos de U. duckei

No espectro de fons totais da fracdo alcaloidica dos galhos de U. duckei (Figura 35)
foram verificados diversos picos de m/z par, indicando possiveis alcaldides, entre os quais os
mais intenso, a partir da andlise da regido ampliada de m/z 250-300 (Figura 36), foram
verificados como sendo os fons em m/z 292 (IM+H]"), m/z 282 (IM+H]") e m/z 276 (IM+H]"),
sendo possivel também observar com menor intensidade os fons em m/z 266 ([M+H]") e m/z
268 ([M+H]").

FADG_101118170546 #337-353 RT: 5,32-5,56 AV: 17 NL: 1,87E2
F: TMS + p ESIFull ms [200,00-400,00] e® o000

1007
955
909

855

e 0o
e 276 ©
3 LN N ]

Relative Abundance
a o
S o
Ll

3 293

253 243
211 227

3 301
203 224 264
235 251 || 258 329

o o
vl bl

a

212 308

330

331 338 345 356 368 372 378 389 393 308
T T T T T T T T T T T T T T T \ T T T T T T T T T T T T T T 1
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
m/z

9
o
3

Figura 35. Espectro de massas da fracdo alcaloidica dos galhos de U. duckei.

Os fon em m/z 266 (IM+H]") e m/z 268 (IM+H]") tiveram seus espectros de MS"
comparados com as substancias ja identificadas, sendo caracterizados respectivamente como
anonaina e asimilobina, ja os fons em m/z 276 ((M+H]") e m/z 292 ([M+H]") foram
caracterizados respectivamente como liriodenina e lisicamina através da comparacdo dos

espectros de MS? com padrdes.
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FADG 101118170546 #337-353 RT: 5,32-5,56
F: TMS + p ESI Full ms [200,00-400,00]

100
95
90
85-
80
75-
70-
65
60
55-
50
a5

Raative Aourcaroe

40-

35

30

25

AV: 17 NL: 1,87E2

eccoe
e 276 o
L] o0

282 o
X

Figura 36. Regido ampliada do espectro de massas da fracdo alcaloidica dos galhos de U.

duckei.

A confirmacio da natureza do fon em m/z 282 ([M+H]") foi possivel através da anélise

de MS® (Figura 37) e comparacdo do fon presente na fragdo alcaloidica dos galhos com a

substancia padrao de nornuciferina por LC/APCI/MS em modo de monitoramento seletivo de

ion (SIM)(Figura 38).

265 NL: 4,39E2
100 FADG#95-228 RT:2,05-3,93 AV:20 F:
80 + ¢ ESI Full ms2 282,00@cid35,00
[75.00-283,00]
60
40
20 251 264
° 95 105 136 149 156 167 174 188 194 206 219 234 239 25 | 267 282
250 NL:2,47E2
100 FADG#175-221 RT:3,35-3,94 AV:7 F:
80 + ¢ ESI Full ms3 282,00@cid35,00
60 265,00@cid25,00 [70,00-266,00]
40 234
20
s 95 109 179 193 205 222 2331 255 265
100 235 NL:1,73E2
FADG#178-218 RT:3,37-3,96 AV:7 F:
80 + ¢ ESI Full ms4 282,00@cid35,00
60 265,00@cid25,00 250,00@cid25,00
[65,00-251,00]
g 40
§ = 179 193 207 221 250
oo 207 NL: 6,66E1
FADG#178-215 RT:3,39-3,98 AV:7 F:
80 + ¢ ESI Full ms5 282,00@cid35,00
60 265,00@cid25,00 250,00@cid25,00
235,00@cid25,00 [60,00-236,00]
40 179
Zg 165 178 191 205 2“7 235
179 NL: 1,83E1
100 FADG#181-208 RT:3,41-3,90 AV:6 F:
80 + ¢ ESI Full ms6 282,00@cid35,00
265,00@cid25,00 250,00@cid25,00
60 207 5.00@ci 00 207,00@ci 00
40 [55.00-208,00]
20 178 19
L R e s s e e e e L s e e o B S e W SN
60 80 of 2 140 6 180 200 220 240 260 280

m/z

mvs

mvs

mvs

mMs

mMs

Figura 37. Espectro de massas em MS® do fon guasi-molecular da nornuciferina em m/z 282

([M+H]") presente na fragdo alcaloidica dos galhos de U. duckei.
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RT: 0.00-30.20 SM: 11B

NL: 1.59E7
15} m/z=
100+ N 281.50-282.50 F:
E +cAPCIQIMS
90 [100.000-
E 1000.000] MS
807 FADG703015min
© 70;
o |
S | f:!
© 605 )
g2 °
3 B
< 5097
? |
5 403
(] B
= 304
207
103
NL: 9.24E7
(o2
« m/z=
1004 ~ 281.50-282.50 F:
E +CAPCIQIMS
907 [100.000-
E 1000.000] MS
80 nornuciferina3x
707 B)
607
507
407
307
207
107
7\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Time (min)
Figura 38. Cromatogramas obtidos por LC/APCI/MS em modo de monitoramento seletivo de
ion (SIM) da fracdo alcaloidica dos galhos (A) e do padrao de nornuciferina (B).

Por apresentar o mesmo padrio de fragmentagdo que o alcaléide nornuciferina,
reportado anteriormente, € o mesmo tempo de retengdo em coluna cromatografica analitica,
sob as mesmas condi¢des de andlise, o fon em m/z 282 ([M+H]") foi caracterizado como

sendo correspondente ao alcaléide nornuciferina.

5.2.2 Desreplicacao dos alcaldides das cascas de U. duckei

Analisando o espectro de fons totais da fragcdo alcaloidica das cascas de U. duckei
(Figura 39) foi possivel observar a predominancia do fon em m/z 282 ((M+H]"), além da
presenga dos fons em m/z 266 ([M+H]"), m/z 268 ((IM+H]"), m/z 276 ((M+H]") e em menor
quantidade o fon de massa m/z 292 ([M+H]") através da ampliagio do espectro de massa na

regido de m/z 260-300 (Figura 40).
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FADC_101118170546 #37-61 RT: 0,39-0,65 AV:25 NL:9,81E2

F: ITMS + p ESI Full ms [200,00-400,00]
1005
957

90

855
807
757
705

657
60

555
505

Relative Abundance

o
N
M
~
N
@
(5]

&
NIRRT

evo0oe
e 268 *
.

28

e 282 *
eepee

279
XXX

HFANN

301

307

329

316 928 | 330

339 345 547
g

356
),357
f T

370 375 385 391 397
T T T ™

n 9
=3
S
N
[N
o

340

360

Figura 39. Espectro de massas da fracéo alcaloidica das cascas de U. duckei.

FADC_101118170546 #39-110 RT: 0,41-1,19 AV:72 NL: 9,93E2

T: ITMS + p ESIFull ms [200,00-400,00]
1005

955

Relative Abundance
@
<]
11

380

400

Figura 40. Regido ampliada do espectro de massas da fragdo alcaloidica dos galhos de U.

duckei.
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O estudo de fragmentacdo por MS® do fon quasi-molecular em m/z 282 (IM+H]")
(Figura 41) revelou um padrao de fragmentacdo tal como o observado para o alcaldide
aporfinico nornuciferina, sendo a confirmagdo de sua natureza obtida através da andlise da
fracdo alcaloidica das cascas e do padrio auténtico por LC/APCI/MS em modo de

monitoramento seletivo de fon (SIM).(Figura 42).

100 265 NL:7,49E2
FADC#187-212 RT:3,53-3,93 AV:5 F: [TMS
80 + ¢ ESI Full ms2 282,00@cid35,00
[75.00-283,00]
60
40
20 264
o 95 109 135 156 167 188 194 212 222 239 251 266 282
250 NL: 4,16E2
100 FADC#187-207 RT:3,55-3,84 AV:4 F:TMS
80 + ¢ ESI Full ms3 282,00@cid35,00
60 265,00@cid25,00 [70,00-266,00]
%0 234
20
o 95 179 193 205 222 233‘ ﬁss 265
100 235 NL:2,02E2
FADC#184-212 RT:3,46-3,.96 AV:6 F: TMS
80 + ¢ ESI Full ms4 282,00@cid35,00
§ 60 265,00@cid25,00 250,00@cid25,00
[65.00-251,00]
9 40
B 20
E 179 193 207 221 2‘50
108 207 NL:1,17E2
FADC#189-208 RT:3,58-3,88 AV:4 F:TMS
80 + ¢ ESI Full ms5 282,00@cid35,00
65,00 i 00 250,00 i 00
60 235,00@cid25,00 [60,00-236,00]
40 179
= 165 178 191 208| 7 235
1 NL:2,20E1
100 FADC#187-208 RT:3,51-3,90 AV:5 F: TMS
80 + ¢ ESI Full ms6 282,00@cid35,00
65,00 i 00 250,00 i
60 207 00 207,00 00
40 [55,00-208,00]
22 175‘ 192
T T T e b e ke b me ke oo’ o A
100 120 4 160 180 200 220 240 260 280
iz

Figura 41. Espectro de massas em MS® do fon quasi-molecular da nornuciferina em m/z 282

presente na fragio alcaloidica das cascas de U. duckei ((M+H]")

RT: 0.00 -30.20 SM: 11B
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80-
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60
50
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m/z—
281.50-282.50 F:

1000.000] MS
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Figura 42. Cromatogramas obtidos por LC/APCI/MS em modo de monitoramento seletivo de

ion (SIM) da fracdo alcaloidica das cascas (A) e do padrdo de nornuciferina (B).
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Os ion quasi-moleculares em m/z 266 (IM+H]") e m/z 268 (IM+H]") foram atribuidos
aos alcal6ides anonaina e asimilobina, respectivamente, apds comparacao dos seus espectros
de MS* (Figura 43 e 44 respectivamente) com espectros de substancias ja identificadas. Os
fons em m/z 276 ((M+H]") e m/z 292 ((IM+H]") foram caracterizados como sendo liriodenina

D : . ~ 2 ~
e lisicamina respectivamente, através da comparacao de seus espectros de MS~ com padrdes.

100+ 249 NL: 9,90E1
FADC#471-507 RT:8.58-9,16
B AV:9 F: [TMS + ¢ ESIFull ms2
80 266,00@cid25,00
7 [70,00-267,00]
60
40] 251
20 235
] 234 | 236 266
° 116 142 158 168 181 189 203 206 219 226 |||, [257 |
100 219 NL: 2,17E1

FADC#464-521 RT:8,44-9,39
3 AV:14 F: TMS + c ESIFull ms3
80 266,00@cid25,00

B 249,00@cid25,00
[65.00-250,00]

Rdative Abundance
I}
<}
L1l

a0 191
203 203 231 ”
— 249
o 178 190 | 192 ‘ 218 | | 234 i
1005 7o NL: 1,72E1

FADC#464-508 RT:8,46-9,19
B AV: 11 F: ITMS + c ESI Full ms4
80 266,00@cid25,00
249,00@cid25,00

] 219,00@cid25,00

60 [60,00-220,00]

192

Figura 43. Espectro de massas em MS* do fon guasi-molecular da anonaina em m/z 266

([M+H]") presente na fragdo alcaloidica das cascas de U. duckei.

100 251 NL: 1,33E2
J FADC#388-431 RT:7,04-7,77
] AV: 11 F: [TMS + ¢ ESIFull ms2
80 268,00@cid25,00
3 [70,00-269,00]
60—
40
20+
] 219
o 95 124 131 145 163 169 181 197 210 227 236 250|253 268
1005 219 NL: 9,59E1
FADC#387-426 RT:7,06-7,71
] AV:10 F: ITMS + c ESIFull ms3
80 268,00@cid25,00
251,00@cid25,00
[65,00-252,00]
60
% 40
4 20
| 191
o 95 177 193 205 220 236 251
1004 To1 NL: 6,51E1
J FADC#386-426 RT:7,00-7,66
] AV:10 F: ITMS + c ESIFull msa
80 268,00@cid25,00
] 251,00@cid25,00
] 219,00@cid25,00
60 [60,00-220,00]
40
207 219
4 201
o R i ;i B i L e At I
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Figura 44. Espectro de massas em MS* do fon quasi-molecular da asimilobina em m/z 268

([M+H]") presente na fra¢do alcaloidica das cascas de U. duckei.
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5.2.3 Desreplicacao dos alcaléides das folhas de U. duckei

Analisando o espectro de fons totais da fracdo das folhas de U. duckei (Figura 45) foi

possivel observar com maior intensidade o fon quasi-molecular em m/z 298 ((M+H]"), além

dos fons em menor intensidade em m/z 342 (IM+H]") e m/z 356 ((M+H]").

FADF #25-46 RT: 0,22-0,41 AV:22 NL: 2,40E3
F: [TMS + p ESIFull ms [200,00-400,00]

1005

Relative Abundance
o
e

355 282
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es00e
e 298 ®

294

283
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299

300
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314

325
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e 342 ®
eepee

XX X)
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eepee
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352 374

357 367
344 364 375 393 395
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280
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m/z
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320
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340 360 380 400

Figura 45. Espectro de massas da fracdo alcaloidica das folhas de U. duckei.

Nao foi identificado registro na literatura para o género Unonopsis de alcaléides com estas

massas moleculares. O estudo de fragmentacdo do ion em m/z 298 ([M+H]") através da

andlise do espectro de MS’ (Figura 46) revelou se tratar de um alcal6éide aporfinico contendo

uma N-metila, observada através da perda inicial de NH,CHs; (31 Da), e uma hidroxila

adjacente a uma metoxila, observada através da perda de MeOH (32 Da) seguida de CO (28

Da). Por dltimo, uma segunda perda de CO (28 Da) sugere a existéncia de mais um dtomo de

oxigénio na molécula. Em artigos de revisdo desta classe de alcaldides (Guinaudeau et. al.,

1975; 1979; 1983; 1988; 1994), as possibilidades, considerando se tratar de um alcaldide

aporfinico sensu strictu contendo uma N-metila e uma hidroxila adjacente a uma metoxila,

sao apresentadas na Figura 47.
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NL: 1,84E3

FADF_XXX#312-347 RT:6,52-7,20 AV:8
F: ITMS + ¢ APCl corona Full ms2
298,00@cid23,00 [80,00-300,00]

NL: 1,61E3

FADF_XXX#309-347 RT:6,54-7,11 AV:7
F: ITMS + ¢ APCI corona Full ms3
298,00@cid23,00 267,00@cid25,00
[70,00-268,00]

NL: 2,71E2

FADF_XXX#307-350 RT:6,46-7,23 AV:9
F: ITMS + ¢ APCl corona Full ms4
298,00@cid23,00 267,00@cid25,00
235,00@cid40,00 [60,00-236,00]

NL: 3,73E1

FADF_XXX#302-347 RT:6,38-7,15 AV: 9
F:ITMS + ¢ APCI corona Full ms5
298,00@cid23,00 267,00@cid25,00
235,00@cid40,00 207,00@cid30,00
[55,00-208,00]

Figura 46. Espectro de massas em MS’ do ion quasi-molecular em m/z 298 (IM+H]")

presente na frac@o alcaloidica das folhas de U. duckei.
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Figura 47. Possiveis estruturas para o fon quasi-molecular em m/z 298 ([M+H]").

Dentre os trés alcaldides sugeridos através da revisdo da literatura, apenas a

isothebaidina e a apoglaziovina ja foram identificadas como produtos naturais, sendo isolados

respectivamente de espécies das familias Papaveraceae e Lauraceae. Considerando-se a

distancia taxondmica entre as familias Papaveraceae, Lauraceae e Annonaceae, admiti-se
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como mais provdvel a proposta do alcaldide apoglaziovina como sendo a possivel substancia
cujo fon quasi-molecular é observado em m/z 298 na fracdo alcaloidica das folhas de U.
duckei.

A analise de fragmentagio dos fons em m/z 342 (IM+H]") e m/z 356 ((M+H]") revelou
um padrdo de fragmentacdo similar entre si, sendo a unica diferenca observada na primeira
fragmentacdo (Figuras 48 e 49 respectivamente). Por terem sido analisadas em fonte de
eletrospray, descarta-se a possibilidade de fragmentacdo em fonte por aplicacdo de altas
temperaturas, uma vez que esta técnica ndo faz uso de temperaturas elevadas durante o
processo de dessolvatac@o, ou mesmo fragmentacio por CID (Colision Induced Dissociation)

na regido do skimmer, por terem sido usadas baixas voltagens durante as andlises.

1004 325 NL: 4,32E2
] FADF_XXX#102-161 RT:2,22-3,39 AV:10 F:[TMS + ¢
| APClcorona Full ms2 342,00@cid24,00 [90,00-343,00]
50
o 103 122 132 150 165 178 192 206 218 237 250 267 279 294 °11 342
1004 294 NL: 1,48E2
J FADF_XXX#97-175 RT:2,11-3,66 AV:13 F:[TMS + ¢
] 310 APClcorona Full ms3 342,00@cid24,00 325,00@cid25,00
[85,00-326,00]
50
] 250 265 279 | 295 325

g 279 NL: 9,23E1

FADF_XXX#93-173 RT:2,12-3,68 AV: 13 F: [TMS + ¢
APCI corona Full ms4 342,00@cid24,00 325 00@cid25,00
294,00@cid28,00 [80,00-295,00]

o
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a
o
Lt

251
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0 251 NL:5,50E1
1007 FADF_XXX#97-157 RT:2,14-3.31 AV:10 F:[TMS + ¢
1 APClcorona Full ms5 342,00@cid24,00 325,00@cid25,00
50 294,00@cid28,00 279,00@cid26,00 [75,00-280,00]
| 236
0— 191 208 2230 | 204 279
100 236 NL: 2,83E1
J FADF_XXX#81-150 RT:2,17-3,20 AV:9 F:[TMS + ¢
1 APClcorona Full ms6 342,00@cid24,00 325,00@cid25,00
g 294,00@cid28,00 279,00@cid26,00 251,00@cid28,00
507 [65,00-252,00]
7 220
] 179 "V 208 || || 25t
103 208 NL:3,73
J FADF_XXX#92-154 RT:2,19-3,23 AV:9 F:[TMS + ¢
] 219 236 APClcorona Full ms7 342,00@cid24,00 325,00@cid25,00
B 294,00@cid28,00 279,00@cid26,00 251,00@cid28,00
50 190 2°7 236,00@cid27,00 [60,00-237,00]
] 194 ‘ | 235‘
o e e et Wby P
100 150 200 250 300
m/z

Figura 48. Espectro de massas em MS’ do ion quasi-molecular em m/z 342 ((M+H]")

presente na frac@o alcaloidica das folhas de U. duckei.
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325 NL:2,39E2

1007 FADF_XXX#53-108 RT:1,18-1,96 AV:7 F:[TMS + ¢
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310 85,00-326,00]
50
o 262 281 |295| 325

279 NL:7,98E1

B FADF_XXX#53-100 RT:1,21-1,99 AV:7 F:[TMS +¢

J APCl corona Full ms4 356,00@cid25,00 325,00@cid25,00
294,00@cid28,00 [80,00-295,00]

Relative Abundance
w
T

191 223 | ] 263 294
108 251 NL: 3,62E1
] FADF_XXX#55-101 RT:1,23-2,01 AV:7 F:ITMS +¢
B APClI corona Full ms5 356,00@cid25,00 325,00@cid25,00
5] 294,00@cid28,00 279,00@cid26,00 [75,00-280,00]
] 236
1 tor 223 |247] 264 279
To 236 NL:1,12ET
FADF_XXX#54-113 RT:1,25-2,04 AV:7 F:ITMS +¢c
] 220 APCl corona Full ms6 356,00@cid25,00 325,00@cid25,00
294,00@cid28,00 279,00@cid26,00 251,00@cid28,00
50 219 65,00-352,00]
] 223
o] 153 191 901 ‘ [
1004 208 NL: 3,18
] FADF_XXX#56-104 RT:1,28-2,06 AV:7 F:ITMS +¢c
] APCl corona Full ms7 356,00@cid25,00 325,00@cid25,00
] 236 294,00@cid28,00 279,00@cid26,00 251,00@cid28,00
507 221 236,00@cid27,00 [60,00-237,00]
] 179 190 207
1 | |208 \ I 236
0 T [AAARIRARRARAAAR RAMAR LAA T I T T T
100 150 200 250 300 350
m/z

Figura 49. Espectro de massas em MS’ do ion quasi-molecular em m/z 356 ([M+H]")
presente na frac@o alcaloidica das folhas de U. duckei.

A perda inicial de NH; (17 Da) do fon em m/z 342 ([M+H]") sugere que a substancia
em questdo seja um alcaléide aporfinico contendo o dtomo de nitrogénio ligado apenas a
dtomos de hidrogénio, diferente do fon em m/z 356 ((M+H]"), onde pode-se observar uma
perda de NH,CH; (31 Da) atribuida a uma estrutura contendo uma ligacdo N-metil. Na
sequéncia foi possivel observar uma perda de CH;0 (31 Da), atribuida a estruturas contendo
mais de uma metoxila adjacente em sistema aromadtico, seguida por perdas de CHs (15 Da) e
CO (28 Da) duas vezes, nas duas estruturas. A perda de uma metoxila (31 Da) e de duas
metilas CH; (15 Da) garante ao esqueleto aporfinico dos dois alcaléides, no minimo, trés
metoxilacdes em posicdes ndo definidas. Com base nas chaves de fragmentacido, e dados da

literatura (Guinaudeau et al., 1975), admitiu-se o alcal6ide aporfinico glaucina como sendo o
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possivel alcaléide cujo fon guasi-molecular é observado em m/z 356. Este alcaldide ja foi
isolado de outras espécies de Annonaceae (Guinaudeau et. al., 1975; 1979;1983 e 1988).
Como a diferenga estrutural para o alcaléide observado em m/z 342 ((M+H]") é a auséncia
da N-metila, propde-se que o fon quasi-molecular em m/z 342 ((M+H]") seja a forma
protonada do alcaléide norglaucina. E apresentada na Figura 50 uma proposta de

fragmentacdo para estes dois alcaldides.
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Figura 50. Proposta de fragmentagdo para os fons guasi-moleculares em m/z 356 ((M+H]") e

m/z 342 ((M+H]").
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5.3 Identificacao de FADF1
O isolamento da substancia foi confirmado através de andlise por LC/DAD/MS (Figura

51). A substancia apresentou-se como um solido cristalino do tipo agulha.
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Figura 51. Cromatogramas obtidos por LC/DAD/MS da FADF1. A) Cromatograma de ions
totais de m/z 100-1000; B) Cromatograma com DAD operando na faixa de 200-800 nm.

O estudo de fragmentagdo do fon guasi-molecular em m/z 298 ((M+H]"), através da
andlise do espectro de MS’ (Figura 46) revelou se tratar de um alcal6ide aporfinico contendo
uma N-metila, observada na perda inicial de NH,CH3 (31 Da) e uma hidroxila adjacente a
uma metoxila, caracterizados pela perda de MeOH (32 Da) seguida de CO (28 Da). A partir
destes dados pode-se propor uma estrutura aporfinica como demonstrado na Figura 52.

CH;0

NCH;
HO

Figura 52. Estrutura parcial para a substancia FADF]1.

62



No espectro de RMN de 'H (Figura 53) é possivel observar um singleto em 6 6,85
referente ao hidrogénio aromatico, além dos singletos em 6 3,85 e 3,00 (Figura 54) referentes

ao hidrogénio metilico da metoxila e da N-Metila respectivamente.
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Figura 53. Espectro ampliado de RMN de 'H (400 MHz, metanol-d,) da FADFI

Através do espectro de HSQC (Figura 55) é possivel confirmar a natureza destes
hidrogénios. Para os hidrogénios em & 3,85 e 3,00 observam-se os acoplamentos com o0s
carbonos em d 57,1 e 40,9, respectivamente. Também foi possivel observar o acoplamento

entre o hidrogénio em 6 6,84 com o carbono em 6 111,6.
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Figura 54. Espectro ampliado de RMN de 'H (400 MHz, metanol-d,) da FADFI
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Figura 55. Algumas correlagdes hereronucleares 'H - °C observadas por HSQC para a
substiancia FADF1 em metanol-d4 (400 MHz).

No experimento de HMBC observa-se a correlacdo dos hidrogénios metilicos em 6 3,00
com carbonos em d 66,5 e 55,8, além da correlacdo dos hidrogé€nios metilénicos em & 3,17
com os carbonos em ¢ 55,8, 111,6, 121,5 e 128,5 (Figura 56). Ainda através do experimento
de correlagdo HMBC € possivel observar para o hidrogénio em & 3,85 correlagdo com o
carbono em 151,2 (Figura 57) e para o hidrogénio em & 6,84, correlagdo com os carbonos em
0 25,6, 128,5, 144,2 e 151,2 (Figura 58), desta forma concordando com a proposta sugerida

através da andlise das chaves de fragmentacdo, confirmando assim a estrutura do anel A e B.
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Figura 56. Algumas correlacdes hereronucleares 'H - BC observadas por HMBC para os

hidrogénio em 6 3,00 e 3,17.
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Figura 57. Algumas correlacdes hereronucleares 'H - °C observadas por HMBC para o

hidrogénio em 6 3,85.
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Figura 58. Algumas correlacdes hereronucleares 'H - C observadas por HMBC para o
hidrogénio em J 6,84.

Ao se analisar o espectro de RMN de Bc (Figura 59) observou-se um sinal em 6 188.4,
caracteristico de carbonila o, insaturada, incomum em estruturas aporfinicas, porém
concordante com a oxigenacdo prevista pela espectrometria de massas para o anel D da
estrutura. A partir dai suspeitou-se tratar de um alcaldide aporfinico modificado do tipo
proaporfinico, dnico tipo de aporfinico com esqueleto contendo carbonila o, insaturada no
anel D. Analisando-se o mapa de correlagio HMBC (Figura 60) na regido dos olefinicos,
observou-se que o hidrogénio olefinico em ¢ 7,10 (dd, J;= 2,8, J,= 9,9) se correlacionava com
os carbonos em o 188,4 e 6 154,9 e que o hidrogénio olefinico em 6 7,01 (dd, J;= 2,8, J,=
9,9) se correlacionava com os carbonos em & 188,4 e 6 151,6. Para os hidrogénios olefinicos
em 6 6,39 (dd, J;=2,0 J,=9,9) e em 6 6,31 (dd, J;= 2,0 J,=9,9) observa-se correlacio com o
carbono em & 51,8, concordando com uma estrutura proaporfinica.

A observacdo por HMBC do acoplamento dos hidrogénios metilénicos em 6 2,50 (dd, J,=
10,8, Jo= 12,0) e 2,66 (dd, J;= 6,4 J,= 12,0), pertencentes ao carbono em 6 44,2, com os
carbonos em 51,8; 66,5; 151,6 e 154,9 e 51.8; 66,5; 151,6; 125,8 e 128,5, respectivamente,
confirma a conectividade da estrutura. Com estes dados conclui-se que a substancia isolada

trata-se do alcaldide proaporfinico glaziovina, sendo este o primeiro relato de seu isolamento
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no género Unonopsis. A glaziovina, originalmente isolada de Ocotea glaziovii (Lauraceae),
pertence a uma pequena classe de alcaldides. Sua exploragdo farmacéutica ocorreu na década
de 70, sendo registrada como tranqiiilizante sob a marca suavedol®. Glaziovina apareceu em
uma lista recente de sessenta alcaldides de importancia farmacéutica e bioldgica (Pérez et al.
2005). Uma comparagio entre os dados de RMN de *C da amostra com dados da literatura

(De Wet et al., 2004) € apresentada na tabela 6, e uma proposta de fragmentac@o na Figura 61.
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Figura 59. Espectro de RMN de ">C (100 MHz, metanol-d,) de FADF1

I SR A [

100

120

L
!\.

F1 Chemical Shift (ppm)

140

I
l
|

160

180

72 71 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 60. Algumas correlacdes hereronucleares 'H - °C observadas por HMBC para os
hidrogénios em 6 7,10 — 6,31.
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Figura 61. Proposta de fragmentac@o para o alcaléide glaziovina.

Tabela 6. Atribuicdo dos deslocamentos quimicos de RMN de FADF1 e comparagéo entre os

dados obtidos (metanol-d4) e aqueles existentes na literatura.

Glaziovina* | FADFI

Posi¢do d¢ d¢ OH ( em Ha)
1 140,9 1442
2 1474 151,2
3 109,8 111,6 6,84 s
3a 134,5 121,5
4 27,1 25,6 3,17 dd (J,=3,6 ¢ J,=8,4)
5 55,0 55,8 3,53-3,60 m
3,84-3,86 m
6a 65,7 66,5
7 47,1 442 2,51 dd (J;,=10,8¢e J,=12,0)
2,66 dd (J;=6,4 ¢ J,=12,0)
7a 50,7 51,8
7b 122,9 125,8
7c 124,0 128.5
8 153,4 154.9 7,01 dd (J,=2,8 € J,=9,9)
9 128,7 129,8 6,39 dd (J;=2,0 ¢ J,=9,9)
10 186,4 188,4
11 127,5 128,3 6,31dd (J;=2,0¢J,=9,9)
12 149,7 151,6 7,10dd (J;=2,8 ¢ J,=9,9)
OCH3-2 56,5 57,1 3,85s
N-CH3-6 435 40, 9 3,00 s

HMBC

25,6; 128,5; 144,2 e 151,2

55,8; 111,65 121,5 e 128,5

51,8; 66,5; 151,6 e 154,9
51,8; 66,5; 151,6; 125,8 e 128,5

188,4 ¢ 151,6
51,8

51,8

188,4 e 154,9
151,2

66,5 e 55,8

* De Wet et al., 2004
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5.4 Identificacao de FADF4

A amostra inicial identificada como FADF4 apresentou-se como um sélido amorfo
amarelado. Pela andlise de LC/APCI/MS (Figura 62) foi possivel constatar que a amostra
continha majoritariamente uma mistura de dois alcaldides, através da observacdo de seus fons
quasi-moleculares em m/z 342 ((M+H]") e m/z 356 ((M+H]"), sendo o de m/z 356 ((M+H]") o
mais abundante na amostra. Através de investigacdes espectrométricas em sistema ion trap,
foi possivel sugerir a presenca dos alcaléides ja reportados na familia Annonaceae,

norglaucina e glaucina, respectivamente (Guinaudeau et. al., 1975; 1979;1983 e 1988).
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Figura 62. Cromatograma obtido através de sistema LC/APCI/MS para a amostra FADF4. A)
Cromatograma de fons totais com monitoramento de m/z 100-1000; B) espectro de massas
obtido pela média entre os tempos de retencdo 2,33- 7,00 minutos.

No espectro de RMN 'H (Figura 63) foram observados trés singletos em & 8,09, 6,78
e 6,63, relativos aos hidrogénios aromaticos, assim como singletos em 6 3,14, 3,65, 3,90,

3,91 e 3,93 os quais.no espectro bidimensional HSQC mostraram-se acoplados aos carbonos
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em 0 42,3, 60,2, 55,8, 55,9 e 55,9, respectivamente. Estes dados estdo de acordo com a
presenga da N-metila e de quatro metoxilas no esqueleto da glaucina. Observa-se também a
partir do experimento de HSQC a correlacio dos trés singletos em 6 8,09, 6,78 e 6,63 com os

carbonos em 6 111,6, 110,8 e 110,2, respectivamente (Figura 64).
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Figura 63. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl3) da FADF4

O espectro de RMN de Bc (Figura 65) revelou a presencga de diversos sinais na regido
mais desprotegida do espectro, destacando-se os sinais em & 153,6, 148,7, 148,0 e 145,2.
Estes sinais estdo de acordo com o grau de metoxilagdo esperado. Ainda analisando o espectro
de RMN de "C, observam-se de carbonos metilénicos em & 26,1, 31,8 ¢ 52,8, sendo os

mesmos confirmados através do experimento de DEPT 135° (Figura 66).
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Figura 65. Espectro de RMN de "°C (150 MHz, CDCls) de FADFA4.
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Figura 66. Espectro de DEPT 135° para a amostra FADF4.

Ao se analisar o espectro de HMBC, observam-se as correlagdes a longa distancia do
hidrogé€nio aromatico em & 8,09 com os carbonos em 6 125,8 e 148,7; do hidrogénio
aromatico em o 6,78 com os carbonos em ¢ 31,8, 123,7 e 148,2; e do hidrogénio aromatico
em 0 6,63 com os carbonos em & 26,1, 120,2, 145,2 e 153,6 (Figura 67). Na ampliacdo do
espectro de HMBC observam-se os acoplamentos dos hidrogénios metilicos das metoxilas em
6 3,65, 3,90, 3,91 e 3,93 com os carbonos em 6 145,2, 148,2, 153,6, e 148,7, respectivamente,
alem do acoplamento dos hidrogénios metilicos da N-metila com os carbonos em 6 52,8 e
63,0 (Figura 68), conforme esperado para a estrutura proposta. Uma comparag@o entre 0s
dados de RMN de "*C da amostra com dados da literatura (Zanin & Lordello, 2007) é

mostrada na tabela 7, uma estrutura numerada é apresentada na Figura 69.
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Figura 67. Correlagdes hereronucleares 'H - C observadas por HMBC para os hidrogénios
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Figura 68. Correlagdes hereronucleares 'H - °C observadas por HMBC para os hidrogénios

metilicos das quatro metoxilas e da N-metila de FADFA4.
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Tabela 7. Atribuicdo dos deslocamentos quimicos de RMN de FADF4 e comparacgéo entre os

dados obtidos (CDCl3) e aqueles existentes na literatura (CDCl3).

Glaucina* FADF4
POSiQﬁO 8(3 8C 8H (J em Hz) HMBC
1 143,9 145,2
2 151,5 153,6
3 110,1 110,2 6,63s 26,1, 120,2, 145,2 ¢ 153,6
3a 127,0 120,2
4 29,1 26,1
5 53,1 52,8
6a 62,3 63,0
7 34,4 31,8
7a 129,1 123,7
8 110,6 110,8 6,78s 31,8, 123,7 e 148,0;
9 147,7 148,7
10 147,1 148,0
11 111,4 111,6 8,09s 125,8 e 148,7
11a 124,2 125,8
11b 126,5 127,7
11c 128,6 129,8
N-CH3-12 434 42,3 3,14s 52,8 e 63,0
OCH3-1 59,8 60,2 3,65s 145,2
OCH3-2 55,5 55,8 3,91s 153,6
OCH3-9 55,5 55,9 3,90s 148,2
OCH3-10 55,7 55,9 3,93s 148,7

* Zanin & Lordello, 2007

Figura 69. Esqueleto aporfinico da substancia majoritdria glaucina devidamente numerado.
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5.5 Identificacao de EHGCS1

A substincia apresentou-se como um sélido cristalino. No espectro de RMN 'H
(Figuras 70 e 71) foram observados sinais em o 5,85 (d, J=6,0 Hz), 5,31 (d, J=6,0 Hz),
sugerindo a presenca de ligacdes duplas conjugadas e em 5,09 (t, J=7,0 Hz), sugerindo a
presencga de outro hidrogénio olefinico na estrutura, além de o 4,31-4,24 (m,) e & 3,29-3,21
(m) sugerindo a presenca de hidrogénios carbindlicos. O espectro de RMN '*C evidenciou
sinais de 30 carbonos, destacando-se os sinais de metilas em & 16,1-28,4; de carbonos
olefinicos em & 146,1; 140,8; 131,2; 124,9; 121,3; 116,0 e de dois carbonos carbinélicos em &

78,9 e 74,7 (Figura 72).
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Figura 70. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) de EHGCS1
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Figura 71. Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) de EHGCS1

A andlise por espectrometria de massas operando com fonte APCI confirmou a massa
de 440 Da, sendo visualizado no espectro a forma guasi-molecular da molécula de m/z 441
(IM+H]"). No espectro de massas é possivel observar ainda a perda de duas moléculas de
agua, concordando com a presencga das hidroxilas ligadas aos carbonos em & 78,9 e 74,7, o
que € comum em substancias hidroxiladas sensiveis a aplicagdo de temperatura (Figura 73).

A identificacdo do triterpeno policarpol (Figura 74), ja isolado das raizes de U.
guatterioides e identificado nas suas cascas através de andlise de CCD por Touche et al.
(1981), foi comprovada a partir da comparacio dos dados de RMN de *C com dados da
literatura (Pereira et al., 2003) (Tabela 8 ). Esta substancia foi também isolada de Unonopsis
glaucopetala,, Unonopsis spectabilis e Unonopsis pacifica (Jayasuriya et al., 2005; Laprévote

et al., 1987; Arango et al., 1988).
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Vale destacar que a este triterpeno, descoberto por Cavé e colaboradores

simultaneamente nas cascas de Polyulthia oliveri e Meiocurpidium lepidotum na década de 70

(Lebouef et al.,1982), estdo associadas algumas atividades bioldgicas tais como: Atividade

antitripanossOmica, antifilarial e citotéxica (Ngantchou et al., 2009; Matos et al., 2006;

Nyasse et al., 2006)

Os soélidos cristalinos previamente identificados como EHDCS1 e EHDGS1 foram

caracterizados como sendo o triterpeno policarpol através da andlise por cromatografia em

camada delgada e espectrometria de massas (Figura 73), sendo os rendimentos de efici€ncia

de extracdo para os diferentes materiais vegetais descritos tabela 9.
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Tabela 8. Atribuicio dos deslocamentos quimicos de RMN de *C de EHGCSI e comparacao

entre os dados obtidos e aqueles existentes na literatura para o policarpol.

Carbonos Policarpol* EHGCS1
C-1 35,7 35,7
C-2 27,8 27,7
C-3 78,9 78,9
C-4 38,7 38,7
C-5 48,9 48,8
C-6 22,9 22,9
C-7 121,3 121,3
C-8 140,9 140,8
C-9 146,1 146,1
C-10 37,4 37,4
C-11 116,1 116,0
C-12 38,5 38,5
C-13 443 443
C-14 51,9 51,9
C-15 74,7 74,7
C-16 40,1 40,1
C-17 48,9 48,9
C-18 15,8 15,9
C-19 22,8 22,8
C-20 35,8 35,8
C-21 18,4 18,3
C-22 36,2 36,2
C-23 249 24.8
C-24 1249 124,9
C-25 131,2 131,2
C-26 17,6 17,6
C-27 25,7 25,7
C-28 28,1 28,1
C-29 15,0 15,8
C-30 17,1 17,1

* Pereira et al., 2003

Tabela 9. Rendimento do policarpol isolado de U. guatterioides e U. duckei

Espécie Quantidade
U. guatteriodes (cascas) 20.3 mg (503,9¢g) (40,1 mg/Kg)
U. duckei (cascas) 185,8 mg (766,3g) (242,4 mg/Kg)
U. duckei (galhos) 297,3 mg (1197,7) (248,2 mg/Kg)
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5.6 1dentificacao de EHGCF32133

O solido cristalino identificado como EHGCF32133 apresentou o mesmo Ry quando
comparado ao padrdo de [-sitosterol em cromatografia em camada delgada.

Pela analise do espectro de RMN de 'H de EHGCF32133, Figuras 75 e 76, verificou-se a
presenca de sinais em 065,36 (d J= 4,8) indicativo da presenga de hidrogénio vinilico de
esqueleto esteroidal e dois sinais em o 5,16 (dd J;= 8,5, J,= 15,5) e 6 5,00 (dd J,= 8,7, J,=
15,5) confirmando a presenca de dupla ligagdo trans dissubstituida, além de um multipleto em
0 3,57-3,50 referente a um hidrogénio carbindlico. Observaram-se também sinais na regido de
0 0,68-2,2 correspondentes aos hidrogénios metilicos (Figura 77).

Pelo espectro de RMN de Bc (Figura 78) verificaram-se os sinais em 6140,7 e 121,7
tipicos de esqueletos esteroidal 3B-0l-5-en, e em 6138,3 e 129,2 compativel com a presenga de
outra dupla ligacdo, localizada em cadeia lateral de ester6ides.

Através de comparacdo entre os dados da literatura (Pateh et al., 2009) e o espectro de
RMN de "C, Figuras 78 e 79, foi possivel realizar o assinalamento dos demais carbonos,
sendo estes apresentados na tabela 10. Os sinais em 6 33,9 e 26,0 correspondem aos
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono da ligacdes simples (C-Co3) do B-sitosterol.
Os sinais em 6 25,4 e 23,0 sdo respectivamente correspondentes aos carbonos metilénicos
(Cys) do estigmasterol e B-sitosterol e o sinal em ¢ 71,8 ao C3 do estigmasterol e B-sitosterol.

O sdlido cristalino identificado como EHGG7 apresentou o mesmo Ry quando comparado
ao s6lido EHGCF32133 e ao padrio autentico de B-sitosterol em cromatografia em camada
delgada, além de revelar de forma idéntica com vanilina sulfiirica. O sélido foi analisado por
GC/MS (Figura 80), confirmando assim se tratar também de uma mistura de B-sitosterol e

estigmasterol (Figura 81).
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Figura 80. Espectros de massas do estigmasterol e do sitosterol obtidos por IE a 70 eV,

respectivamente de cima para baixo para a amostra EHGG7.
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Figura 81. Esqueleto do B-sitosterol e estigmasterol respectivamente.

Tabela 10. Atribuicio dos deslocamentos quimicos de RMN de “C de EHGCF32133 e

comparagdo entre os dados obtidos e aqueles existentes na literatura para o estigmasterol e

sitosterol.

Carbonos B-Sitosterol* EHGCF32133 Estigmasterol*  EHGCF32133
C-1 37,3 37,2 37,3 37,2
C-2 31,6 31,6 31,6 31,8
C-3 71,8 71,8 71,8 71,8
C-4 42,2 42,2 42,3 42,3
C-5 140,8 140,7 140,8 140,7
C-6 121,7 121,7 121,7 121,7
C-7 31,9 31,9 31,9 31,9
C-8 31,9 31,9 31,9 31,9
C-9 50,2 50,1 50,2 50,1
C-10 36,5 36,5 36,5 36,5
C-11 21,1 21,1 21,1 21,1
C-12 39.8 39.8 39,7 39,7
C-13 42,3 42,2 42,3 42,3
C-14 56,8 56,7 56,9 56,8
C-15 243 243 24,4 243
C-16 28,3 28,2 28,4 28,9
C-17 56,0 56,0 56,1 56,0
C-18 11,9 11,8 12,1 12,0
C-19 19,4 19,4 19,4 19,4
C-20 36,2 36,1 40,5 40,5
C-21 18,8 18,8 21,2 21,1
C-22 33,9 33,9 138,3 138,3
C-23 26,1 26,0 129,3 129,2
C-24 45,9 45,8 51,2 51,2
C-25 29,2 29,1 31,9 31,8
C-26 19,8 19,8 21,2 21,2
C-27 19,3 19,3 19,0 18,9
C-28 23,1 23,0 25,4 25,4
C-29 12,2 12,3 12,1 12,2

* Pateh et all, 2009



5.7 Identificacao de EHGG6

O sélido amorfo codificado como EHGG6 apresentou em seu espectro de RMN de 'H
(Figura 82) um singleto caracteristico em 61,26 evidenciando se tratar de uma substincia ou
mistura de substincias com caracteristicas graxas. Analisando o cromatograma de fons totais,
obtido por GC/ MS, pdde-se confirmar que a amostra analisada tratava-se de uma mistura de
ésteres metilicos e 4cidos graxos, sendo o constituinte majoritdrio caracterizado como 4cido
palmitico, através da comparacio do espectro de MS® (Figura 83) com o padrio de

fragmentacdo contido na biblioteca do aparelho.
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Figura 82. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) de EHGCF32133.
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5.8 Analise do perfil alcaloidico entre as espécies U. guatterioides e U. duckei

5.8.1 Perfil alcaloidico das cascas

Através da comparacfo entre os perfis alcaloidicos das cascas de U. guatterioides e U.

duckei (Figura 84) ¢& possivel perceber uma similaridade quimica satisfatéria a ponto de

concordar com o agrupamento taxondmico. Apesar da fracdo alcaloidica das cascas de U.

guatterioides ter mais expressivamente os alcaldides liriodenina e lisicamina e a fracdo

alcaloidica das cascas de U. duckei ter majoritariamente o alcaléide nornuciferina, observa-se

uma similaridade muito grande quando comparados os fons de menor intensidade.
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Figura 84. Perfil alcaloidico das cascas de (A) U. guatterioides e (B) U. duckei.
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5.8.2 Perfil alcaloidico dos galhos

Comparando-se os perfis alcaloidicos dos galhos de U. guatterioides e U. duckei

(Figura 85) € possivel demonstrar que a técnica espectrométrica possibilita tanto diferenciar

individuos de uma mesma espécie (observacao dos alcal6éides de melhor abundancia relativa),

quanto observar sua similaridade quimica (observacdo dos alcaléides de menor abundancia

relativa). Uma regido ampliada do espectro é apresentada na Figura 86.
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Figura 86. Regido do espectro de massas ampliada de m/z 205 até aproximadamente m/z 330.
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5.8.3 perfil alcaloidico das folhas

A baixa similaridade quimica observada na comparagdo entre o perfil alcaloidico das

folhas de U. Guatterioides e U. Duckei (Figura 87) demonstra que determinados drgdos das

plantas contribuem pouco quando se pretende realizar o agrupamento quimiotaxondmico

através da andlise do perfil de determinadas classes especificas de metabdlitos secundarios.

Uma ampliac@o entre a regido de m/z 250-330 pode ser observada na Figura 88.
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Figura 88. Regido do espectro de massas ampliada até aproximadamente m/z 330.
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5.9 Teste in vitro de atividade leishmanicida

Os resultados das amostras testadas para a atividade leishmanicida frente as formas
promastigotas de Leishmania amazonensis sao apresentadas na Tabela 11. Cada amostra foi
avaliada pela atividade de 50% de Concentracdo Inibitéria (Clsp). As amostras foram
classificadas como altamente ativas (Clso < 10pug/mL), ativas (10 pg/mL < Clsy < 50ug/mL),
moderadamente ativas (50ug/mL < Clsp < 100pg/mL) e ndo-ativas (Clsp > 100ug/mL)
(Osério et al., 2007).

Tabela 1 — Avaliacdo da atividade leishmanicida em formas promastigotas in vitro

Nome Boténico Fracdes e Metabolitos Cédigo Parte da planta ~ Clso (ug/mL)"*

U.duckei Fracdo Alcaloidica FADC cascas 32,16
FADG galhos 155,61

FADF folhas 4,00

U.guatterioides Fracdo Alcaloidica FAGC cascas 2,79

FAGG galhos 1,07

FAGF folhas 1,90
Policarpol POLI 153,18

Glaziovina ALCA 0,01

Pentamidina’ 9.8

* Leishmania (Leishmania) amazonensis, cepa PH8 (IFLA/BR/67/PH8); Clsy, 50% de Concentracdo Inibitdria.
b A pentamidina é usada como droga referéncia.

As fragdes alcaloidicas provenientes de U. guatterioides foram classificadas como
altamente ativas, sendo o Cls das fracdes dos galhos, das folhas e das cascas, respectivamente
de 1,07; 1,90 e 2,79 ug/mL. Por outro lado, das fracdes alcaloidicas de U. duckei avaliadas,
apenas a fracdo proveniente das folhas apresentou alta atividade, com Clso de 4,00 ug/mL,
sendo a fragdo proveniente das cascas classificada como ativa (Clsg = 32,16 pg/mL) e a fragdo
proveniente dos galhos classificada como inativa (Clsg = 155,61 ug/mL).

A atividade mais pronunciada da frag@o alcaloidica dos galhos de U. Guatterioides
(Clsp =1,07 ug/mL) pode estar relacionada com a presenga majoritaria do alcaléide aporfinico
anonaina. Estudos anteriores revelaram que esse alcaldide apresenta significativa atividade
leishmanicida frente a formas promastigotas de L. braziliensis e L. amazonensis (Queiroz et

al, 1996).
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A observacdo da elevada atividade da fracdo alcaloidica das folhas (ICsp = 1,90
pug/mL) pode também estar relacionada a presenca do alcaldide aporfinico asimilobina, ainda
ndo testado frente a parasitas da leishmaniose.

Dentre as trés fragdes alcaloidicas de U. guatterioides avaliadas, a fragdo alcaloidica
das cascas do tronco (Clsp = 2,79 pg/mL) foi a que apresentou atividade mais discreta. Por ser
constituida majoritariamente pelos alcal6éides oxoaporfinicos liriodenina e lisicamina,
esperava-se observar uma atividade relativamente elevada, pois tanto a liriodenina, quanto a
lisicamina foram anteriormente avaliadas frente a formas promastigotas de L. major e L.
donovani, apresentando boa atividade leishmanicida (Waechter et al, 1999).

A elevada atividade observada para a fracdo alcaloidica das folhas de U. duckei (Clso=
4,00 ug/mL) deve-se possivelmente a presenca majoritdria do alcaldide glaziovina, visto que
estd substancia quando avaliada in vitro apresentou Clsy de 0,01 pg/mL, sendo classificada
como altamente ativa.

O triterpeno policarpol com Clsp= 153,18 pg/mL foi classificado como inativo frente a

formas promastigotas de Leishmania amazonensis.
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CONSIDERA COES FINAIS

A desreplicacdo de todas as fracdes alcaloidicas de forma a caracterizar satisfatoriamente
os principais alcaléides das folhas, galhos e cascas do tronco de Unonopsis guatterioides e
Unonopsis duckei através da aplicacdo das chaves de fragmentacéo foi realizada com sucesso.

O esclarecimento sobre a natureza do fon guasi-molecular em m/z 282 ([M+H]") contribui
para o conhecimento fitoquimico do género, uma vez que este alcaléide ja isolado de outras
espécies de Annonaceae nunca foi reportado no género Unonopsis.

A possivel detecgdo do alcaldide do tipo azafluorenona na espécie U. guatterioides reforca
o potencial da técnica, inclusive para investigacdo quimiotaxonomica de plantas do género,
uma vez que todos os alcaléide aporfinicos ja descritos na literatura da espécie U. lindimanii
foram identificados neste estudo, confirmando o consenso botanico no sentido de aproximar
as duas espécies.

A investigagdo por espectrometria de massas resultou na descoberta de trés novos
alcaléides no género Unonopsis.

O alto rendimento do policarpol nas duas espécies indica o género Unonopsis como fonte
promissora deste composto de importancia bioldgica.

A comparagdo do perfil alcaloidico das espécies revelou uma boa similaridade quimica
entre as fracdes alcaloidicas das cascas e galhos, sendo a principal diferenca, a abundancia
relativa de fons, o que reforca a idéia de se fazer o agrupamento taxondmico através da andlise
do perfil de alcal6ides de determinados 6rgdos vegetais.

As fragdes alcaloidicas das duas espécies, com exce¢do da fracdo alcaloidica dos galhos
de U. duckei, assim como o alcaléide glaziovina, apresentaram elevada atividade

leishmanicida.
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