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ABSTRACT

The rapid growth of resistance of bacteria and malaria parasites against currently
available drugs creates an urgent need for new therapeutic approaches. The Annonaceae
family, because its history in ethnomedicine and chemical and pharmacological potential,
evidenced in the literature, represents a promising natural source of biological active
molecules to combat these diseases. In the present study we evaluated, preliminarily,
antiplasmodial activities of hydroalcoholic extracts of the leaves of Unonopis guatterioides,
Anaxagorea brevipes, Duguetia riparia, Tetrameranthus duckei, Annona exsucca, Xylopia
benthamii and Guatteria citriodora species. Among the evaluated species, only Guatteria
citriodora showed potential antiplasmodial activity with 1Csy equal to 1.0685 and p-value of
0.540. The evaluation of antiplasmodial activity of hexane fractions (FHF and FHG),
alkaloidic (FAF and FAG) and neutral (FNF and FNG) derived from the partitioning of the
crude hydroalcoholic extracts of leaves (EHBF) and branches (EHBG) of this species,
directed the phytochemical studies for promising fractions, so the alkaloid fractions were
selected. In addition, the antibacterial activities of EHBF and EHBG, FHF and FHG, FAF and
FAG, FNF and FNF and essential oils of the leaves were also evaluated. The evaluation of
antiplasmodial activity were performed against Plasmodium falciparum by flow cytometry,
and for the antimicrobial activity the technique of agar disk diffusion were used against
several gram positive and gram negative pathogenic bacteria. The fractions FHG, FAF and
FAG proved to be the most active for antiplasmodial activity with 1Cso of 1.035 pg.mL™ (p-
value 0.57), 1.0685 pg.mL™ (p-value 0.54) e 0.332 pg.mL™ (p-value 0.26), respectively.
Bacillus subtilis proved to be very sensitive front FAF and FAG showing zone of inhibition of
22 mm and 21mm respectively, both fractions with minimum inhibitory concentration (MIC)

equal to 62.5 pg.mL™. Enterococcus faecalis showed moderately sensitive to FAF with
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inhibition zone of 17 mm and MIC equal to 125 pg.mL™. A significant antibacterial activity
was observed for the essential oils from the leaves, against Gram-negative bacteria
Escherichia coli and Salmonella typhimurium EPEC which proved moderately sensitive to
essential oils since they showed inhibition halos between the average of 11 and 13 mm,
respectively, both with CIM equal to 125 pg.mL™. The alkaloid fractions of leaves and twigs
of Guatteria citriodora species selected by phytochemical study were analyzed by ESI-IT-MS
and their chromatographic profile revealed the presence of several ion pair mass, which were
consistent with the presence of protonated ions of aporphine alkaloids. From the
chromatographic fractionation of these fractions seven alkaloids were isoleted, and they were
identified by nuclear magnetic resonance of *H and *C (1D and 2D), such as the alkaloids:
liriodenine, lyisicamine, O-methylmoschatoline and 3-methoxyoxoputerine (oxoaporphine),
3-methoxyguadiscidine (aporphine), palmatine (protoberberine) and guattescidine (7-
hydroxy-7-methylaporphine). With the exception of liriodenine and O-methylmoschatoline,
isolated from the bark of G. citriodora by Rabelo (2008), other structures are reported for the
first time in the species. The antiplasmodial activities in vitro of FAF and FAG fractions are
promising and may be associated with their alkaloidal constituents, which encourages deeper
studies including in vivo investigations to establish its true efficacy and toxicity, providing
data to obtaining new antimalarial drugs from vegetable source.

Keywords: antiplasmodial, antibacterial, alkaloids and Guatteria citriodora.
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RESUMO

O répido crescimento da resisténcia de bactérias e parasitas da malaria contra as
drogas atualmente disponiveis gera uma necessidade urgente de novas abordagens
terapéuticas. A familia Annonaceae, pela sua histéria na etnomedicina e potencial quimico e
farmacol6gico, evidenciado na literatura, representa uma fonte natural promissora de
moléculas biologicamente ativas para combate a estes patdgenos. No presente trabalho, foram
avaliadas, preliminarmente, as atividades antiplasmddicas dos extratos hidroalcodlicos das
folhas das espécies Unonopis guatterioides, Anaxagorea brevipes, Duguetia riparia,
Tetrameranthus duckei, Annona exsucca, Xylopia benthamii e Guatteria citriodora. Das
espécies avaliadas somente a Guatteria citriodora evidenciou potencial atividade
antiplasmédica com Clsp igual a 1,0685 e p-valor de 0,540. A avaliacdo de atividade
antiplasmddica das fragdes hexanicas (FHF e FHG), alcaloidicas (FAF e FAG) e neutras
(FNF e FNG), oriundas do particionamento dos extratos hidroalcodlicos brutos das folhas
(EHBF) e galhos (EHBG) desta espécie, direcionou o estudo fitoquimico para as fragdes mais
promissoras, sendo selecionadas as fracGes alcaloidicas. Adicionalmente, foram avaliadas as
atividades antibacterianas de EHBF e EHBG, FHF e FHG, FAF e FAG, FNF e FNG e dos
Oleos essenciais de suas folhas. A avaliacdo da atividade antiplasmodica foram realizadas
frente ao Plasmodium falciparum por citometria de fluxo, e para avaliacdo da atividade
antimicrobiana utilizou-se a técnica de difusdo em &gar contra diversas bactérias Gram
positivas e Gram negativas. As fracbes FHG, FAF e FAG mostraram-se as mais ativas para
atividade antiplasmédica com Clso de 1,035 pg.mL™ (p-valor 0,57), 1,0685 pg.mL™ (p-valor
0,54) e 0,332 pg.mL™ (p-valor 0,26), respectivamente. Na avaliacdo antibacteria Bacillus
subtilis apresentou-se muito sensivel frente a FAF e FAG com halos de inibi¢cdo de 22 mm e

21 mm, respectivamente, sendo ambos com concentracdo inibitéria minima (CIM) igual a
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62,5 pg.mL™. Enterococcus faecalis mostrou-se moderadamente sensivel a FAF com halo de
inibicdo de 17 mm e CIM igual a 125 pg.mL™. Foi observada atividade antibacteriana ainda
para 0s 6leos essenciais das folhas, com CIM igual a 125 pg.mL™, contra as bactérias Gram
negativas Escherichia coli EPEC e Salmonella typhimurium que se apresentaram
moderadamente sensiveis por evidenciarem halos de inibicdo em média de 11 e 13 mm,
respectivamente. As fracOes alcaloidicas das folhas e galhos finos da espécie Guatteria
citriodora, selecionadas para estudo fitoquimico, foram analisadas por ESI-IT-MS e o seu
perfil cromatografico evidenciou a presenca de varios ions de massa par, compativeis com a
presenca de ions protonados dos alcaloides aporfinicos. O fracionamento cromatogréafico
destas fragdes levou ao isolamento de 7 alcaloides, identificados por RMN de 'H e **C (1D e
2D), como os alcaloides, liriodenina, lisicamina,  O-metilmoschatolina e
3-metoxioxoputerina  (oxoaporfinicos), 3-metoxiguadiscidina (aporfinico), palmatina
(protoberberinico) e guattescidina (7-hidroxi-7-metilaporfininicos). Com exce¢do da
liriodenina, lisicamina e O-metilmoschatolina, isoladas anteriormente da casca do caule de G.
citriodora por Rabelo (2008), as demais estruturas sdo relatadas pela primeira vez para esta
espécie. As atividades antiplasmoddicas das fraces FAF e FAG in vitro sdo promissoras e
podem ser associadas aos seus constituintes alcaloidicos encorajando o aprofundamento dos
estudos com investigacdes in vivo, para estabelecer sua verdadeira eficacia e toxicidade,
visando fornecer subsidios para a obtencdo de novos farmacos antimalaricos de origem
vegetal.

Palavras Chave: antiplasmddica, antibacteriana, alcaloides e Guatteria citriodora.



1 INTRODUCAO

O acelerado crescimento da resisténcia de bactérias e parasitas da malaria contra as
drogas atualmente disponiveis gera uma necessidade urgente de descoberta de fontes
alternativas de substancias antimicrobianas e antiprotozoarias para o combate as graves
patologias causadas por estes agentes.

A maléria é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, que acomete milhdes de pessoas
nas zonas tropicais e subtropicais do globo. E talvez, a mais antiga amplamente distribuida e
conhecida das doencas parasitarias que acometem o homem. Nos ultimos anos, adquiriu
particular importancia, em virtude da extensa distribuicdo geografica e a sua atuagdo como
fator limitante do crescimento demografico, cultural e econdbmico em vastas areas do mundo,
particularmente nos paises em desenvolvimento (VERONESI-FOCACCIA, 2009).

Apesar das medidas de prevencéo e controle a transmissdo ainda ocorre em 104 paises
ao redor do mundo e cerca da metade da populacdo mundial 3,4 bilhdes estdo em areas de
risco. Em 2012, foram registrados 207 milhdes de casos e um namero estimado de 627 mil
mortes em todo planeta, dos quais 77% foram criancas menores de 5 anos (WHO, 2013).
Segundo a diretora geral da agéncia da ONU, Margareth Chan, o progresso obtido até agora
ndo ¢ motivo de complacéncia e os nUmeros absolutos de infec¢bes e mortes causadas pela
malaria ndo estdo caindo tao rapido como deveriam. Para Chan, esses dados representam uma
das maiores tragédias do século 21 (JUNIOR, 2014).

A maioria das drogas antimalaricas como a cloroquina, quinina, mefloquina e
derivados da artemisinina usadas para o tratamento da doenca humana sdo chamadas de
esquizonticidas sanguineos, por apresentar acdo sobre os estagios assexuados sanguineos do

parasito, responsaveis pelas manifestacGes clinicas da doenga (SANCHEZ, 2007).



O Plasmodium ovale e o P. vivax tém est&gios de vida latentes chamados hipnozoitos
que podem se estender por um periodo que varia de alguns meses a varios anos, apds o qual,
ocorre 0 aparecimento de um novo ciclo de esquizogonia pré-eritrocitica, causando 0s
relapsos de infeccdo de maléria (recrudescéncia). Quando o individuo ndo recebe
adequadamente o tratamento contra malaria, pode ser fonte de infecgdo por P. falciparum por
até 1 ano, P. vivax até 3 anos e P. malariae por mais de 3 anos, resultando na resisténcia aos
antimaléricos atualmente disponiveis (BRASIL, 2012).

Vérios fatores contribuem para o aparecimento e expansdo da resisténcia dos
plasmodios aos medicamentos antimalaricos. As razdes envolvem a interacdo dos padrées de
uso dos medicamentos, caracteristicas intrinsecas do farmaco, fatores relacionados ao
hospedeiro e fatores ambientais do inseto vetor (WONGSRICHANALAI et al., 2002).

Por outro lado, o uso indiscriminado de antibiéticos em medicina humana e o rapido
crescimento da resisténcia bacteriana e parasitaria contra as drogas atualmente disponiveis
cria novos problemas de saude publica e gera uma necessidade urgente de novas abordagens
terapéuticas. Entre o impacto e as consequéncias do uso indiscriminado dos antibidticos
destacam-se: selecdo de cepas de bactérias resistentes, implicacbes ecoldgicas e
epidemiologicas, risco de super infec¢bes, maior incidéncia de efeitos colaterais, e 0 mais
importante, o elevado nimero de 6bitos resultantes daquelas infeccdes (SANTOS, 2004).

A descoberta da penicilina e a utilizacdo dos antibidticos no tratamento de doencas
infecciosas constituiu uma das grandes conquistas da medicina no século XX. Em
contrapartida, a Sociedade de Doengas Infecciosas da América (do inglés, IDSA) divulgou
que em 2004 nos hospitais dos Estados Unidos, aproximadamente 2 milhdes de pessoas
adquiriram infecgbes bacterianas (DEMAIN & SANCHEZ, 2009). Bactérias como
Escherichia coli, Enterococcus do grupo A, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus

aureus provocam uma multiplicidade de complicagGes em pacientes hospitalizados.



Os mecanismos de aquisic¢ao de resisténcia bacteriana podem ser classificados em dois
grupos principais: mutacdo em um gene no cromossomo bacteriano, ou aquisicdo de um gene
de resisténcia de outro micro-organismo, atraves de transducgdo, transformagdo ou conjugacao
(ITO et al, 2003). Essas modificagbes no genoma dos micro-organismos normalmente
resultam em mudanga na enzima ou estrutura alvo, mudanca na via metabélica alvo, bombas
de efluxo e inativacdo do antibidtico por degradacdo ou inibicdo competitiva (PRESCOT et
al., 2002).

A descoberta da artemisinina e do alcaloide quinina tem estimulado o interesse em
pesquisa de plantas medicinais na busca de novas drogas antimalaricas. A diversidade de
atividades biologicas atribuidas aos alcaloides é conhecida hd muito tempo na familia
Annonaceae. Esta diversidade esta relacionada, principalmente, a variedade estrutural dos
alcaloides do tipo aporfinico e seus derivados. Varios relatos na literatura confirmam a
atividade dessa classe de substancias contra a malaria, principalmente por Plasmodium vivax e
Plasmodium falciparum, responsaveis pelos elevados indices de casos no Brasil (ANDRADE-
NETO et al., 2007; OSORIO et al., 2010; GRAZIOSE et al., 2011). Nesse contexto, a regido
Amazonica com uma das maiores diversidades existentes, principalmente tratando-se de
micro-organismos e vegetais, se apresenta como uma fonte alternativa no combate a inimeras
patologias.

A familia Annonaceae destaca-se pelo amplo numero de espécies utilizadas na
medicina tradicional. As pesquisas farmacéuticas, recentemente se intensificaram em estudos
dos extratos de espécies de Annonaceae. Algumas apresentaram atividade antifungica,
bacteriostéatica, citostatica e especialmente antiplasmddica de alguns componentes quimicos
das folhas, frutos e cerne (STEVIGNY et al., 2005; MONTENEGRO et al., 2003; CHANG et

al., 1998; QUEIROZ et al., 1996, BOYOM et al., 2003; OSORIO et al., 2007).



A escolha das espécies da familia Annonaceae (Unonopis guatterioides, Anaxagorea
brevipes, Duguetia riparia, Tetrameranthus duckei, Annona exsucca, Xylopia benthamii e
Guatteria citriodora) para este estudo foi baseada na sua potencialidade farmacoldgica e/ou
pela caréncia de estudos quimicos e bioldgicos na literatura sobre as mesmas.

Apods avaliacdo preliminar da atividade antiplasmddica destas espécies, Guatteria
citriodora foi considerada a mais promissora. Neste trabalho, é apresentado o resultado da
avaliacdo da atividade antiplasmddica de extratos e fracBes das folhas e galhos finos desta
espécie e o estudo fitoquimico direcionado para as fragdes bioativas. Adicionalmente, sdo
apresentados os resultados da avaliacdo de atividade antimicrobiana de extratos e fracdes de
folhas e galhos finos, assim como a avaliagdo antimicrobiana dos dleos essenciais das suas

folhas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INCIDENCIA DA MALARIA

A maléria é uma doenca tropical infecciosa transmitida pelas fémeas de mosquitos do
género Anopheles. Os parasitas causadores da maléria pertencem a familia Plasmodiidae,
género Plasmodium. Atualmente, sdo conhecidas cerca de 150 espécies causadoras de malaria
em diferentes hospedeiros vertebrados e apenas cinco infectam o homem: Plasmodium vivax,
P. ovale, P. malariae, P. knowlesi e P. falciparum, sendo o ultimo, responsavel pela forma
mais grave da doenca (WHITE, 2008).

No Brasil, trés espécies estdo associadas a malaria em seres humanos: P. vivax, P.
falciparum e P. malariae. Em relacdo ao P. ovale, nunca foi registrada transmisséo autoctone
no Brasil, estando restrita a determinadas regides do Continente Africano e casos importados
de malaria no Brasil. O P. knowlesi ocorre apenas no Sudeste Asiatico (BRASIL, 2012).

De acordo com o Plano de Acdo Global contra a Malaria (GMPA) as necessidades de
recursos globais foram estimados em 5,1 bilhGes por ano entre 2011 e 2020. Combinando 0s
fundos nacionais e internacional, os recursos disponiveis para o controle da doenca foram de
2,5 bilhdes de reais, deixando uma lacuna de 2,6 bilhGes. ProjecGes tanto nacionais como
internacionais dos recursos disponiveis entre 2013 e 2016 indicam financiamento total para o
controle da malaria de 2,85 bilhdes de reais entre 2014 e 2016, 0 que é substancialmente
menor do que a quantidade necessaria para alcancar o acesso universal para intervencdes
contra a malaria (WHO, 2013).

A maléaria é uma das cinco principais causas de morbidade e mortalidade no mundo
com 207 milhdes de casos e um nimero estimado de 627 mil mortes em todo planeta em

2012, sendo considerado um dos maiores problemas mundiais de salde publica. Estima-se



que aproximadamente 3,4 bilhGes de pessoas vivem em &reas de alto risco de transmissdo da
maléria, que se distribuem na maioria dos paises do continente africano ao sul do Saara, no
Sudeste Asiatico, e em varios paises da América Central e do Sul incluindo Brasil, Bolivia,
Coldmbia, Equador, Paraguai, Peru e Venezuela. A doenga se faz presente em cerca de 104
paises nas regides tropicais e subtropicais do planeta. Em 2013, dos 104 paises endémicos, 97
paises estdo em curso de transmissdo e outros 7 inseridos por estarem em fase de re-

introducdo desta doenga no pais (WHO, 2013) (Figura 1).

Malaria, countries or areas at risk of transmission, 2010
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Figura 1: Distribuicdo da Transmissdo da Maléaria no Mundo.

Fonte:http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_Malaria_ITHRiskMap.JPG

No Brasil, apesar dos esforcos governamentais e o nimero de casos de malaria
diminuir de 613 mil para 242 mil de 2000 a 2012, a transmissdo ainda ocorre em 9 estados
considerados endémicos, registrando-se 99,5% do total dos casos na regido da Amazonia
Legal. Estima-se que 40 milhdes de pessoas estdo em areas de risco e dos 242 mil casos
confirmados, 64 foram a Obito, em 2012. A transmissao por P. falciparum, responsavel pela
ocorréncia das formas graves e letais da doenca, tem apresentado reducdo importante nos
ultimos anos com 15% dos casos contra 85% de P. vivax. O nimero de habitantes com alto
risco de transmissdo (=1 caso por 1000 habitantes) é de 4,57 mi e de baixo risco de

transmissdo (0-1 por 1000 habitantes) € de 35,8 mi (WHO, 2013).



2.2 CICLO DA MALARIA

2.2.1 HOSPEDEIRO VERTEBRADO - HUMANO

A infeccdo malérica inicia-se quando esporozoitos infectantes sdo inoculados nos
humanos pelo inseto vetor. Durante um repasto sanguineo infectante, aproximadamente 15 a
200 esporozoitos sdo inoculados sob a pele do hospedeiro, permanecendo ali por cerca de 15
minutos antes de alcancarem a corrente sanguinea. A motilidade do esporozoito esta
intimamente associada a reorientacdo de proteinas na superficie do parasito, como € o caso
das proteinas circum-esporozoito (CS) e da proteina adesiva relacionada com a
trombospondina (TRAP), essenciais para a invasao das células hospedeiras (NEVES, 2012)

(Figura 2).
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Figura 2: Fémea de Anopheles darlingi realizando o repasto sanguineo.
Fonte: http://www.fiocruz.br/~ccs/arquivosite/estetica/malaria.htm

Autor: Genilton Vieira — Fiocruz — MG

Entretanto, somente no hepatdcito se processa o desenvolvimento parasitario, cerca de
30 minutos apos a infeccdo. A eficiéncia da invasao e a especificidade da célula-alvo sugerem
a participagdo de moléculas do parasito e receptores especificos na superficie da célula
hospedeira. Apods invadir o hepatocito, 0s esporozoitos se diferenciam em trofozoitos pré-
eritrociticos. Estes se multiplicam por meio de reproducdo assexuada do tipo esquizogonia,

dando origem aos esquizontes teciduais e, posteriormente, a milhares de merozoitos que



invadirdo os eritrécitos (NEVES, 2012). Esta primeira fase do ciclo é denominada exo-
eritrocitica, pré-eritrocitica ou esquizogonia tecidual e, portanto, precede o ciclo sanguineo do
parasito.

O ciclo eritrocitico, também assexuado, inicia-se quando 0s merozoitos tissulares
invadem os eritrocitos. A interacdo dos merozoitos com o eritrocito envolve o reconhecimento
de receptores especificos. Para o Plasmodium falciparum, o principal receptor sdo as
glicoforinas (glicoproteinas presentes no eritrocito) e o acido sidlico e para o P. vivax, a
glicoproteina do grupo sanguineo Duffy. Essas caracteristicas tém implicacdes diretas sobre
as parasitemias verificadas nas infec¢Oes causadas pelas diferentes espécies de plasmodio
(NEVES, 2012).

No interior dos eritrocitos, 0s merozoitos transformam-se em trofozoitas jovens,
conhecidos como formas em anel, que crescem, se tornam irregulares (trofozoitas ameboides)
e, em determinado momento, demonstram sinais de divisdo no nucleo, e ele se converte em
um esquizonte hematico, o qual, por divisdo do nicleo e posterior segmentacao, origina um
namero variavel de merozoitos hematicos (6 a 36). Este processo de multiplicacdo assexuada
se chama esquizogonia eritrocitica (NEVES, 2012).

Depois de algumas geracdes de merozoitos sanguineos, ocorre a diferenciacdo em
estagios sexuados, 0s macrogametocitos (feminino) e os microgametécitos (masculino), que
ndo mais se dividem e que seguirdo o seu desenvolvimento no mosquito vetor, dando origem
aos esporozoitos que sdo as formas infectantes para o homem (ROCHA & PEDROSO, 2009).

O ciclo sanguineo se repete sucessivas vezes, a cada 48h, nas infeccdes pelo P.
falciparum, P. vivax, e P. ovale, e a cada 72h, nas infeccdes pelo P. malariae. A fonte de
nutricdo de trofozoitos e esquizontes sanguineos é a hemoglobina, porém alguns componentes

de metabolitos necessarios ao seu desenvolvimento sdo procedentes do plasma: glicose,



metionina, biotina, certas purinas e pirimidinas, fosfatos e acido paraminobenzoico (PABA)
(NEVES, 2012; VERONESI-FOCACCIA, 2009).

A ingestdo da hemoglobina se faz através de uma organela especializada, o citostoma.
A digestdo ocorre dentro de um vacuolo digestivo, com a formacao do pigmento malérico, ou
hemozoina, que consiste em 65% de proteinas plasmddicas, 16% de hematina (monémeros ou
dimeros de ferriprotoporfiria 1X), 6% de carboidratos e pequenas quantidades de lipideos e
acidos nucléicos (NEVES, 2012; VERONESI-FOCACCIA, 2009).

Apb6s o término da esquizogonia e o0 rompimento das heméacias parasitadas, o
pigmento malarico acumulado no citoplasma do eritrocito é liberado no plasma e,
posteriormente, fagocitado pelas células de Kupffer no figado ou pelos macréfagos do bago e

de outros orgéos (NEVES, 2012; VERONESI-FOCACCIA, 2009).

2.2.2 HOSPEDEIRO INVERTEBRADO - INSETO

Durante o repasto sanguineo, a fémea do anofelino ingere as formas sanguineas do
parasito, mas somente 0s gametocitos serdo capazes de evoluir no inseto, dando origem ao
ciclo sexuado ou esporogbnico. No intestino médio do mosquito, fatores como temperatura
inferior a 30°C e aumento do pH por baixa pressdo de CO, estimulam o processo de
gametogénese (gametocitos se transformam em gametas extracelulares) poucos minutos apos
a ingestdo do sangue (ROCHA & PEDROSO, 2009; VERONESI-FOCACCIA, 2009).

O gametdcito feminino transforma-se em macrogameta e o0 gametdcito masculino, por
um processo denominado exflagelacdo, da origem a 8 microgametas. Em 20 a 30 min, um
microgameta fecundara um macrogameta, formando o ovo ou o zigoto. Dentro de 24h apés a
fecundagdo, o zigoto passa a movimentar-se por contragcdes do corpo, sendo denominado

oocineto. Os oocinetos atravessam a parede do estbmago, se transformam em corpusculos
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esféricos dentro de uma membrana elastica e sdo agora chamados de oocistos. Inicia-se entdo
0 processo de divisdo esporogbnica e, apds um periodo de 9 a 14 dias, ocorre a ruptura da
parede do oocisto, sendo liberados os esporozoitos formados durante a esporogonia, migrando
posteriormente para as glandulas salivares. Estes esporozoitos atingirdo o canal central da
glandula e ingressardo no ducto salivar para serem injetados no hospedeiro vertebrado,
juntamente com a saliva, durante o repasto sanguineo infectante (Figura 3) (ROCHA &

PEDROSO, 2009; VERONESI-FOCACCIA, 2009).
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Figura 3: Ciclo da Maléria nos estagios de reproducio sexuada e assexuada.
Fonte: www.cdc.gov/malaria/about/biology

2.3 QUIMIOTERAPIA ANTIMALARICA

O tratamento da malaria visa atingir o parasita em pontos chave do seu ciclo evolutivo
como a interrupcao da esquizogonia sanguinea, destruicdo de formas latentes do parasito no
ciclo tecidual (hipzonoitos) da espécie P. vivax, evitando as recaidas tardias, e a interrupcao
da transmisséo do parasito, pelo uso de drogas que impedem o desenvolvimento de formas

sexuadas dos parasitos (gametécitos) (BRASIL, 2012).
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Diversas drogas sdo utilizadas agindo de forma especifica para impedir o
desenvolvimento do parasito no hospedeiro. Dentre os principais compostos antimalricos
utilizados na terapéutica, encontram-se 0s aminoquilinos (cloroquina, amodiaquina,
primaquina, quinina, quinidina e mefloquina); os antifolatos (sulfadoxina);
diaminopirimidinas (pirimetamina); os sesquiterpenos lactonas (artemisinina) e alguns
antibioticos (tetraciclina, doxiclina e clindamicina combinado principalmente com a quinina)
(JORDAO, 2007).

A quinina foi o primeiro medicamento utilizado contra a malaria ha mais de 300 anos.
Até o inicio do século XX foi o unico tratamento disponivel contra a malaria, quando entéo
foi substituida por farmacos sintéticos derivados do anel quinolinico. Apesar de sua
toxicidade, a quinina continua sendo utilizada no tratamento da malaria cerebral, causada por
P. falciparum, inclusive em criangas menores de cinco anos na Africa (WHO, 2009).

A quinina serviu de base para sintese da cloroquina, uma 4-aminoquinolina utilizada
durante décadas na terapéutica e profilaxia de todos os tipos de malaria, devido sua alta
eficacia contra as formas sanguineas do parasito, associada a sua baixa toxicidade e seu baixo
custo (MARTIN et al., 2009). A cloroquina, apesar de ser utilizada por mais de 50 anos, seu
mecanismo de atuacao ainda ndo foi completamente elucidado (KONCAREVIC et al., 2007).
Por ser uma base fraca, a cloroquina é acumulada nos vacuolos digestivos. Em pH fisiologico
a cloroquina encontra-se desprotonada, mas no vacuolos digestivos, onde o pH é é&cido,
protona-se, perdendo a capacidade de atravessar a membrana plasmatica (BRAY et al., 2005).

A mefloquina, um 4-quinolinometanol derivado da cloroquina, é mais ativa que a
cloroquina sendo utilizada contra cepas de P. falciparum resistentes as 4-aminoquinolinas. No
entanto, por possuir meia vida prolongada, propiciou rapida selecdo de parasitos resistentes.
Atualmente é recomendada somente em combinagdo com outros compostos, sobretudo com

derivados de artemisinina (WHO, 2013).
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A primaquina, uma 8-aminoquinolina ¢ ativa contra hipnozoitos hepaticos de P. vivax
e P. ovale (MUELLER et al., 2009; WELLS et al., 2010), mas pouco eficaz contra estagios
eritrociticos do parasito. Sua utilizacdo é também recomendada em &reas endémicas da
malaria por P. falciparum, uma vez que a mesma possui acdo contra gametdcitos, inibindo a
evolucdo do parasito no vetor susceptivel e, consequentemente, interrompendo a transmissao
da doenca (WHO, 2009).

A OMS recomenda terapias de combinagdo “Terapia de Combinacdo a Base de
Artemisinina” ou ACT, uma vez que derivados de artemisinina apresentam um excelente
perfil de seguranca, uma rapida acdo, agem contra gametdcitos e possuem meia vida curta, o
que dificulta o desenvolvimento da resisténcia dos parasitas da malaria (OKELL et al., 2008;
WHITE, 2008).

Vérias lactonas sesquiterpénicas isoladas de plantas apresentam atividade antimalarica
(BERO et al., 2009). No entanto, com excecdo da artemisinina e compostos semelhantes de
Artemisia annua, nenhum se revelou eficaz terapeuticamente. A atividade antimalarica da
artemisinina (1) segundo Cui & Su (2009) esta relacionada a presenca da ponte endoperéxido.
Seis alcaloides aporfinicos das cascas e duas lactonas sesquiterpénicas das folhas isolados de
Liriodendron tulipifera (Magnoliaceae) apresentaram atividade antiplasmddica. A atividade
antimalarica da peroxiferolida (2) com Clsg 6,3 pg.mL™ ndo é significativamente diferente da
lipiferolida (3) Clso 1,8 pg.mL™ o que sugere que o grupo hidroperéxido néo contribui de

forma significativa para a atividade observada (GRAZIOSE et al., 2011).

OAC
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Os mecanismos pelos quais os parasitos da maléria tornam-se resistentes a um
determinado antimalérico e/ou a varios antimalaricos (multiresisténcia) sdo complexos e
variam de acordo com o antimalarico. Geralmente, estes mecanismos podem ocorrer por dois
processos: por mutagdes nos alvos onde atuam as drogas, ou por mutagdes em transportadores
envolvidos na distribuicdo da droga no parasito dentro do eritrocito (WOODROW &
KRISHNA, 2006).

Diante dessa problematica, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) adotou como
medida de tratamento, em areas onde potencialmente haja resisténcia do parasita, o tratamento
com novas drogas e as Terapias Combinadas a base de Artemisinina (ACT’s). Porém, o
problema de resisténcia vem se acentuando de forma cada vez mais expressiva (MULLER &

HYDE, 2013).

2.4 MICRO-ORGANISMOS PATOGENICOS

A Sociedade de Doencgas Infecciosas da América (do inglés, IDSA) divulgou que em
2004 nos hospitais dos Estados Unidos, aproximadamente 2 milhGes de pessoas adquiriram
infeccbes bacterianas (DEMAIN & SANCHEZ, 2009). Bactérias como Escherichia coli,
Enterococcus do grupo A, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus provocam uma
multiplicidade de complicacdes em pacientes hospitalizados.

Staphylococcus aureus tem se tornado um grande problema no tocante a infecgcbes
hospitalares, devido a resisténcia adquirida por esse patdgeno, desde a descoberta das
penicilinas. E uma bactéria responsavel por uma ampla variedade de doencas em humanos,
que incluem abcessos superficiais e profundos, septicemia, endocardite, osteomielite,

pneumonia e meningite (LOPES, 2006).
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O uso indiscriminado de antibiéticos em medicina humana e o rapido crescimento da
resisténcia bacteriana e parasitaria contra todas as drogas atualmente disponiveis cria novos
problemas de salde publica e gera uma necessidade urgente de novas abordagens
terapéuticas. Entre o impacto e as consequéncias do uso indiscriminado dos antibiéticos
destacam-se: selecdo de cepas de bactérias resistentes, implicacbes ecologicas e
epidemioldgicas, risco de super infeccBes, maior incidéncia de efeitos colaterais, e, 0 mais
importante, o elevado nimero de 6bitos resultantes daquelas infeccdes (SANTOS, 2004).

Os mecanismos de aquisicdo de resisténcia bacteriana podem ser classificados em dois
grupos principais: mutacdo em um gene no cromossomo bacteriano, ou aquisicdo de um gene
de resisténcia de outro micro-organismo, através de transducao, transformacao ou conjugacao
(ITO et al., 2003). Essas modificagdes no genoma dos micro-organismos normalmente estéo
relacionadas a mudanca na enzima ou estrutura alvo, mudanga na via metabolica alvo,
bombas de efluxo e inativagdo do antibidtico por degradacdo ou inibicdo competitiva
(PRESCOT et al., 2002).

A busca de plantas com atividade antimicrobiana tem aumentado nas ultimas décadas
em muitos paises, devido a sua riqueza de constituintes, a exemplo de compostos fendlicos
como os flavonoides (COWAN, 1999; NASCIMENTO et al., 2000) e alcaloides aporfinicos,
0S quais possuem potente acdo antibacteriana (ZHANG et al., 2002).

Marcal e colaboradores (1992) verificaram a atividade antimicrobiana do extrato
etandlico da casca de Annona salzmanii a qual foi atribuida aos alcaloides
benzilisoquinolinicos. A fracdo alcaloidica de Annona hypoglauca apresentou atividade frente
a S. aureus (CIM = 60 pg.mL™ e CBM = 70 ug.mL™) e E. faecalis (CIM e CBM = 50 pg.mL’
1. Tanto os alcaloides totais bem com suas fracdes apresentaram atividade antibacteriana. A

relacdo estrutura-atividade de varios alcaloides isoquinolinicos contra bactérias demonstrou



15

maior atividade para as noraporfinas que continham um grupamento 1,2 metilenodiéxido. A
presenca desses compostos pode ser responsavel pela atividade obtida (RINALDI, 2007).

A investigacdo quimica e farmacoldgica de algumas espécies da familia Annonaceae,
especialmente do género Guatteria, tem indicado a presenca de importantes compostos
bioativos exibindo algumas atividades farmacoldgicas, entre as quais, a antimicrobiana
(COSTA et al., 2011b; COSTA et al., 2009a; COSTA et al., 2009b; COSTA et al., 2008;
COSTA et al., 2010)

Os dados acima evidenciam o grande potencial de fontes botanicas em moléculas
bioativas, constituindo-se como ferramentas promissoras para o desenvolvimento de novos e

relevantes farmacos.

2.5 AFAMILIA ANNONACEAE

A familia Annonaceae esta incluida na ordem das Magnoliales, que € constituida por
dezessete familias botanicas tais como Magnoliaceae, Annonaceae, Myristicaceae, algumas
com amplo namero de espécies no Brasil. Essas trés familias possuem espécies de grande
importancia, encontradas na Regido Amazonica e em areas da Mata Atlantica (DI STASI &
HIRUMA-LIMA, 2002).

A primeira descricdo da familia Annonaceae foi feita por Antoine Laurent de Jussieu,
como pertencente a ordem Magnoliales, formada pelos géneros: Annona, Asiminia, Unona,
Uvaria e Xylopia. Essa familia compreende cerca de 2500 espécies distribuidas em
aproximadamente 135 géneros (CHATROU et al., 2004). Praticamente um terco das espécies
distribuem-se em cinco géneros, Guatteria (250), Uvaria (150), Xylopia (150), Polyalthia

(120) e Annona (120) (HEYWOOD, 1978). Atualmente, o género Annona pertencente a
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familia Annonaceae e compreende cerca de 175 espécies com a recente inclusdo do género
Rollinia (CHATROU et al., 2009; RAINER, 2007; MAAS et al., 2011).

A familia é bem distribuida nas regides tropicais e subtropicais como América do Sul
e Central, Africa, Asia e Australia. Na Asia e Australia sdo 51 géneros com cerca de 950
espécies. Na Africa e Madagascar ha 40 géneros, com aproximadamente 450 espécies, contra
38 géneros e 740 espécies no continente americano. No Brasil, estdo registrados 26 géneros,
compreendendo aproximadamente 260 espécies, ocorrendo a maior parte em florestas (MAAS

et al., 2007) (Figura 4).

Figura 4: Distribuicdo das espécies da familia Annonaceae
Fonte: Heywood, 1978

As espécies da familia Annonaceae sdo caracterizadas pelo habito arboreo, ou muitas
vezes pela presenca de arvoretas, raramente na forma de lianas como em Annona
haematantha. A familia pode ser reconhecida pelo odor forte no corte do tronco ou ramos;
pela presenca de fibras longas e resistentes na casca do caule, conhecidas popularmente como
envira; pelas folhas disticas exceto em Tetrameranthus, com folhas espiraladas; e pela
presenca de marcas de chamas no corte transversal do tronco. Pélos ou escamas estrelados sdo
tipicos do género Duguetia, e ocorrem também em Tetrameranthus. As flores tém trés
sépalas, livres ou unidas (Tetrameranthus); geralmente em 2 a 3 verticilos. Os estames e
carpelos sdo numerosos. Os frutos sdo geralmente apocarpicos, carnosos e indeiscentes ou
deiscentes. A semente apresenta endosperma ruminado com periodo de germinagdo muito

curto (JOLY, 1993; RIBEIRO et al., 1999) (Figura 5).



17

Figura 5: Representagdo da familia Annonaceae: a) Cananga odorata, b) Annona muricata, ¢) Monodora
tenuifolia, d) Annona squamosa €) A. mucosa
Fonte: Kasuo Yamasaki, disponivel em www.tradewindsfruit.com. Acessado em 04 Janeiro 2008.

A familia Annonaceae é muito conhecida popularmente pelos seus frutos, varios deles
comestiveis, principalmente do género Annona, como a A. muricata L. (graviola) e a A.
squamosa L. (fruta do conde). Algumas espécies como Annona glabra L. e A. classiflora
Mart. fornecem madeira propria para carpintaria e raizes utilizaveis como cortica e outras sao
conhecidas pelo grande uso na medicina popular (A. spinescens Mart. e A. foetida Mart.) e
como ornamentais (A. cacans Warm. e Xylopia sericea A.St.-Hil.) (P10 CORREA, 1984).

Na floresta amaz6nica, a Annonaceae esta entre as familias mais importantes em
namero de individuos e de espécies. Algumas espécies, como Annona cherimola (cherimoya),
A. muricata (graviola), A. squamosa (fruta do conde, maca de acucar, doce magd), e Annona
mucosa (biriba) sdo cultivadas ao longo das regides tropicais e subtropicais devido aos seus
frutos comestiveis. Algumas das espécies da familia Annonaceae sdo de grande importancia
econdmica por suas madeiras (KESSLER, 1993; SANCHEZ, 1997; MURILO &

RESTREPO, 2000).
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Os 6leos essenciais sdo produtos naturais valiosos usados em diversas areas, incluindo
perfumes, cosméticos, aromaterapia, fitoterapia, especiarias e nutricdo (BUCHBAUER,
2000). Recentemente, tais 6leos tém atraido a atencdo de muitos pesquisadores encorajando a
realizacdo de pesquisas biodirecionadas de plantas, além de investigacdo quimica e
farmacoldgica com finalidades terapéuticas.

A familia Annonaceae possui varias espécies ricas em 6leos essenciais. Das folhas da
Annona muricata (CALLAN & TUTIN, 1912) e A. senegalensis (MACKIE & MISRA, 1956)
e dos frutos da Xylopia longifolia (FARNSWORTH et al., 1974) e X. striata sdo extraidos
Oleos essenciais, assim como dos frutos secos de X. aethiopica (GRIEBEL, 1944), utilizados
em especiarias e fragrancias. O 6leo de ylang-ylang obtido das flores da Cananga odorata é o

mais amplamente estudado (KLEIN, 1975).

2.5.1 ATIVIDADE BIOLOGICA DA FAMILIA ANNONACEAE

As pesquisas farmacéuticas se intensificaram recentemente com estudos dos extratos
de espécies de Annonaceae. Algumas apresentaram atividade antifingica, bacteriostatica,
citostatica e especialmente antiplasmddica de alguns componentes quimicos das folhas, frutos
e cerne (STEVIGNY et al., 2005, MONTENEGRO et al., 2003; CHANG et al., 1998;
QUEIROZ et al., 1996; BOYOM et al., 2003; OSORIO et al., 2007).

Extratos de varias espeécies de Annona possuem numerosas propriedades
antiparasitaria, antibiotica, antiinflamatéria e antitumoral (SANTOS & SANTANA, 2001;
YEH et al.,, 2005; DE MESQUITA et al.,, 2005). Segundo Costa (2009c), a atividade
leishmanicida do 0leo essencial das folhas de Annona foetida com Clsg de 4,1ug/mL contra
Leishmania guyanensis pode provavelmente ser atribuida a uma mistura de constituintes

sesquiterpénicos.
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Espécies do género Annona sdo usadas no tratamento de malaria, como Annona
muricata (WILLCOX & BODEKER, 2004) em frutos imaturos (KHAN et al., 1997) e folhas
(LEAMAN et al., 1995); folhas e cerne de Annona foetida (P10 CORREA, 1984), sementes e
cerne de Annona purpurea (CAMACHO et al., 2003), Annona squamosa (HADI &
BREMNER, 2001) e Annona sylvatica (BALBACH, 1986).

Boyom et al., (2011) avaliaram 118 extratos de espécies da familia Annonaceae entre
etandlicos, metandlicos e hexanicos de folhas e galhos de Annona muricata, Monodora
myristica, Polyalthia oliveri, P. suaveolens, Uvaria banmanni, Uvariastrum zenkeri, X.
aethiopica, X. africana e X. parviflora contra Plasmodium falciparum. Dos 118 extratos
testados 37 apresentaram atividade contra Plasmodium falciparum com valores de Clsg
variando de 1,07 pg.mL™ a 9,03 pug.mL™. Das 29 fracdes metandlicas, 21 apresentaram
inibicdo de parasitas com Clso < 5 pg.mL™. As 29 fracées foram avaliadas quanto & toxicidade
aguda em camundongos albinos suicos e apenas 3 extratos de Annona muricata foram
considerados téxicos de acordo com o protocolo da Organizacdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econémico (OCDE).

Extratos hexanicos da raiz de Xylopia aromatica e casca da raiz de X. emarginata
mostraram elevada atividade contra Plasmodium falciparum com Clsy < 5 pg.mL™. Os
extratos hexanicos da casca da raiz de Annona classiflora, da casca do caule de Xylopia
emarginata e extratos etandlicos da raiz de Duguetia furfuraceae apresentaram valores de
Clso que variaram entre 5 e 10 ug.mL™ (DE MESQUITA et al., 2007).

A familia Annonaceae destaca-se pelo amplo nimero de espécies utilizadas na
medicina tradicional (LEBOEUF et al.,, 1982). Estudos de etnobotanica realizados na
Amazodnia tém trazido dados da medicina tradicional dos povos da regido. Dentre esses,
destaca-se a utilizagdo do suco do fruto de A. muricata, usado em bochechos no combate as

aftas, internamente como antitérmico, diurético e no combate de insdnias leves; a infusdo das
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folhas secas é usada contra insdnias graves, dores de cabeca e como emagrecedor. O 6leo
essencial das folhas é aplicado por sua agdo parasiticida, antirreumatica e antinevrélgica. Na

Amazbnia também ja foi relatado o uso medicinal de espécies distribuidas nos géneros

Xylopia e Guatteria (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002) (Tabela 1).

Tabela 1: Espécies da familia Annonaceae, uso popular e atividade farmacolégica.

Espécie

Uso popular

Atividade
Farmacologica

Referéncia

Annona muricata

Annona excellens

Annona spinenses

Artabotrys hexapetalus

Guaterria boliviana

Guatteria cardoniana

Guatteria
schomburgkiana

Annona mucosa

Uvaria chamae

Uvaria dependens

Uvaria klaineana

Xylopia aethiopica

Antiparasitaria,
antitumoral,
inseticida,
antimicrobiana e
antiflngica

Doenca de Chagas
e picadas de cobra

Antimalarica

Anti-térmico e
vermifuga

Inseticida e
antiparasitaria

Antitumoral,
enterocolite e
antiescorbutica

Antimaléarica

Antiparasitaria

Antiparasitaria

Antimalarica

Antitumoral,
leishmanicida e
antimalarica

Antileishmania contra
L. guyanensis e
L. amazonesis

Antimalarica e
antitumoral

Antiparasitaria

Antiparasitaria,
antimalarica e antiviral

Antileishmania contra
amazonensis,
brasiliensis e

donovani;
Trypanosoma cruzi

Antitumoral,
antimicrobiana,
antifungica e
antileishmania

Antimaléarica

Leishmanicida

LEBOEUF et al., 1982
BRAGA, 1976

OLIVEIRA et al., 2006

QUEIROZ et al., 1996

WONG & BROWN, 2002;

Ll etal., 1997,

MAHIOU et al., 2000

PAREDES et al., 2001

BAYMA et al., 1988
CORTES et al., 1985
FOURNET et al., 1994

KUO et al., 2001;
SHI et al., 1997

ADDAE-KYEREME
et al., 2001
NKUNYA et al., 1993

AKENDENGUE
et al., 2002

ODUGBEMI et al., 2007
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Tsabang et al., (2012) realizaram o levantamento etnofarmacolégico de espécies da
familia Annonaceae utilizada na medicina popular de Camarfes, Africa, para o combate a
maléria. As receitas das espécies Annickia chlorantha, Annona muricata, A. senegalensis, A.
squamosa, Polyalthia suaveolens, Uvaria sp. e Polycerato carpus sp. sdo apresentadas na

Tabela 2.

Tabela 2: Espécies de Annonaceae e utlizagdo na medicina popular de Camardes, Africa.

Espécies Parte da Planta Meétodos de Preparacao Posologia e Duracéo do
Tratamento
Annickia Casca do Caule Decoccédo de 500g com 3L de  250mL 3 vezes ao dia por 15
chlorantha agua em 20min dias

Annona muricata Folhas

Annona Casca do Caule e
senegalensis Raizes
Annona squamosa Folhas
Polyalthia Casca do Caule
suaveolens
Uvaria sp. Casca do Caule

Polyceratocarpus Casca do Caule

Decocc¢do de um punhado de
folhas em 3L de agua durante
20 min

Decoccédo de 500g em 3 L de
agua por 20min

Decoccdo de 150g em 3L de
agua por 20min

Decoccgédo de 500g em 3 L de
agua por 20min

Decoccéo de 500g em 3 L de
agua com evaporacéo ate 0,5L

Decoccéo de 500g em 3 L de

Tomar 250 mL 1 vez ao dia
por 7 dias

Tomar 250 mL 1 vez ao dia
por 15 dias

Tomar 250 mL 2 vezes ao dia
por 10 dias

Tomar 250 mL 3 vezes ao dia
por 15 dias

Tomar 250 mL 3 vezes ao dia

Tomar 250 mL 3 vezes ao dia

sp. agua com evaporacao ate 0,5L
Fonte: Tsabang (2012).

2.5.2 O GENERO Guatteria

As espécies do género Guatteria sdo conhecidas por apresentar em sua composicéao,
alta concentracdo de alcaloides. A revisdo da literatura confirmou a predominancia dessa
classe de substancias, sendo também encontrados, terpendides, principalmente sesquiterpenos,
juntamente com um grande niumero de flavondides.

Segundo Erkens et al., (2007) o género Guatteria possui 290 espécies, a maior parte

na Regido Amazobnica, muitas das quais sdo usadas na medicina popular: as sementes de
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Guatteria ouregou sdo usadas no tratamento de dispepsia, dor estomacal e colica pela
populacdo na regido norte do Brasil (VAN DEN BERG, 1993).

Na Guiana Francesa, as cascas de Guatteria guianensis sdo usadas como febrifugas e
para tratamento de doencas genito-urinarias (GRENAND et al., 1987); e no Peru, as cascas de
Guatteria modesta séo usadas como contraceptivos (SCHULTES, 1985).

Os estudos farmacoldgicos e fitoquimicos do género Guatteria foram intensificados
devido as descobertas de novos produtos naturais com diversas atividades biologicas. Os
indigenas na Bolivia utilizam a Guatteria foliosa como repelente de insetos e novos alcaloides
aporfinicos antiparasitarios foram isolados dessa planta (MAHIOU et al., 1994).

O extrato hidroalcéolico (70%) das cascas de Guatteria schomburgkiana apresentou
significativa atividade antimalarica in vitro contra o Plasmodium falciparum com Cls, igual a
4 pg.mL™* (MUNOZ, 2000).

Em trabalhos de mestrado realizados por Rabelo (2008), o dleo essencial das folhas de
Guatteria citriodora avaliado quanto sua composicdo por cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG/EM), evidenciou 77,1% de monoterpenos, enquanto
0S sesquiterpenos corresponderam a apenas 15,1%, totalizando 86,2% de compostos
identificados. As substancias majoritarias sao citronelal (25,5%) (4), citronelol (22,4%) (5),
neo-isopulegol (6), a-copaeno (7) e Oxido de cariofileno (8). Os Oleos essenciais
demonstraram atividade antiprotozoaria contra Leishmania guyanensis com Clsy igual a
12,1 + 1,5 pg.mL™. Em trabalho de colaboragdo com Corréa et al., em 2009, este 6leo
evidenciou significativa atividade contra Streptococus mutans, constituindo parte de uma

mistura que gerou patentes nacional e internacional de produto de uso odontolégico.
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2.6 CONSTITUINTES QUIMICOS DA FAMILIA ANNONACEAE

2.6.1 ALCALOIDES

Os alcaloides sdo metabolitos secundarios nitrogenados biossinteticamente derivados
de aminoacidos que contém um ou mais a&tomos de nitrogénio heterociclico. A palavra
"alcaloide™ é derivada do arabe, al-gali (uma forma primitiva de carbonato de sddio), a partir
do qual o termo "Alcalinos" é derivado. Muitos dos alcaloides sdo diretamente derivados dos
aminodacidos aromaticos, fenilalanina, tirosina e triptofano (CSEKE et al., 2006).

De acordo com Leboeuf (1982), a familia Annonaceae se destaca pela ocorréncia de
alcaloides do tipo isoquinolinico, tais como os alcaloides isoquinolinicos simples;
benziltetraisoquinolinicos; bisbenzilisoquinolinicos e  bisbenziltetraisoquinolinicos;
protoberberinicos e tetrahidroprotoberberinicos; e aporfinoides, incluindo todos os alcaloides
com o nucleo aporfinico e os alcaloides baseados em seu nlcleo, porém com esqueleto

modificado (Figura 6).
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Figura 6: Origem biossintética dos alcaloides isoquinolinicos a partir do esqueleto benzilisoquinolinico.
Fonte: CAVE, 1985.

Existe um grande interesse no estudo dos alcaloides devido a sua mdltipla atividade
farmacoldgica. No sistema nervoso central os alcaloides podem ter atividade depressiva
(morfina, escopolamina) e estimulante (estricnina, cafeina); no sistema autdnomo
parassimpatico (pilocarpina), simpatico (efedrina), anticolinérgico (atropina, hiosciamina) e o
ganglionar (nicotina). Os alcaloides também tém atividade anestésica (cocaina), antitumoral
(vimblastina, vincristina), antimalarica (quinina), antibacteriana (berberina) e muitas outras

(BRUNETON, 1999).
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O estudo fitoquimico do cerne de Guatteria citriodora realizado por Rabelo (2008),
resultou no isolamento de trés alcaloides oxoaporfinicos identificados como O-

metilmoshatolina (9), liriodenina (10) e oxoputerina (11).

A investigagdo fitoquimica do extrato metandlico de Guatteria friesiana levou ao
isolamento de alcaloides aporfinicos guatteriopsisina (12), dimetoxiguadiscina (13) e
oxoaporfinico liriodenina (COSTA et al.,, 2009a). Alcaloides isolados do cerne de G.
blepharophylla do tipo oxoaporfinico lisicamina (14), e 2 do tipo aporfinicos anonaina (15) e
N-nornuciferina (16) (COSTA et al., 2009b). O estudo do extrato diclorometanico de galhos
de Annona foetida levou ao isolamento dos alcaloides oxoaporfinico aterospermidina (17), O-

metilmoschatolina e uma pirimidina-B-carbolina anomontina (18) (COSTA et al., 2011a).

OCH, OH
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HsCO H 0
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A liriodenina, alcaloide oxoaporfinico, isolado de varias espécies do género Guatteria,
demonstrou atividade antimicrobiana contra Candida albicans, Cryptococcus neoformans,
Staphylococcus aureus e S. aureus resistente a meticilina, apresentando valores de CIM 6,5,
12,5, 3,13 e 3,13 pg.mL™, respectivamente (ZHANG et al., 2002).

Os alcaloides aporfinicos isolados da espécie Guatteria sp. foram avaliados quanto a
atividade citotoxica. Os alcaloides R-xilopina (19), S-criptodrina (20) e S-nornantenina (21)
apresentaram Clso maior que 40 pM, enguanto que o S-nornuciferina (22) apresentou
atividade citotéxica com Clsp maior que 13,5 uM. Segundo Stévigny et al. (2005), a
explicacdo estd na auséncia do metilenodioxi. Esses alcaloides aporfinicos isolados
apresentaram atividade leishmanicida Clso entre 1,0 a 8,0 pg.mL™ para L. mexicana e L.

panamensis (MONTENEGRO et al., 2003).
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A investigacdo farmacologica de substancias quimicas indicou que os alcaloides
dibenzilisoquinolinicos sdo compostos bioativos importantes existentes em plantas da familia
Annonaceae. Os dibenzilisoquinolinicos sdo conhecidos por possuirem varias atividades
farmacoldgicas incluindo antiparasitaria, leishmanicida (FOURNET et al., 1994; MUNSHI et
al., 1972), contra doenca de chagas (ROJAS DE ARIAS et al., 1994) e antimalarica
(LIKHITWITAYAWUID et al., 1993a; VALENTIN et al., 1997; ANGERHOFER et al.,
1999). Esses alcaloides, com suas respectivas atividades, estdo bem representados no género
Guatteria. Os alcaloides dibenzilisoquinolinicos puertogalina B (23), guattebolina (24),
antioquina (25), tiliageina (26), funiferina (27) e sepeerina (28) foram avaliados quanto a
atividade antimalarica contra os Plasmodium falciparum (D6 e W2). Os resultados indicam
forte atividade com CLso variando de 72,5 a 316,4 pg.mL™. A presenca do grupo amina (NH-,
NH-Me e di-NH-Me) reduz a acdo frente ao Plasmodium falciparum, com excegdo da

guattebolina (MAHIOU et al., 2000).
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Os alcaloides definidos como derivados de plantas opticamente ativos representam
uma das mais difundidas classes de substancias dotadas de multiplas e variadas propriedades

farmacoldgicas (STEVIGNY et al., 2005).

2.6.2 OUTROS CONSTITUINTES ISOLADOS DA FAMILIA ANNONACEAE

Embora os alcaloides sejam seus principais produtos biossintéticos, outras classes de
substancias podem ser encontradas nesta familia de acordo com a revisdao de LEBOUEF et al.
(1982), tais como: esteroides (29), flavonoides (30), lactonas (31) (AKENDENGUE et al.,
2002), aromaticos (32), monoterpenos (33), sesquiterpenos (34), diterpenos (35) e triterpenos

(36).
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Um novo derivado do cinamato foi isolado dos extratos etandlicos das cascas de
Duguetia gardneriana, o metil 3,5 dihidroxi-4-etoxicinamato (37) (ALMEIDA et al., 2007).
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As acetogeninas de Annonaceae sdo substancias naturais bioativas que estdo presentes
nas espécies dessa familia, principalmente no género Annona. O esqueleto comum mais
encontrado é formado por 32 ou 34 carbonos de acidos graxos com ligacdes duplas e triplas,
sem ramificacOes e no final desse uma y-lactona. Alguns esqueletos apresentam grupos
funcionais oxigenados como hidroxilas, cetonas, epdxi, tetra-hidrofurano e tetra-hidropirano
(RINALDI, 2007).

Alguns tipos de acetogeninas sdo caracterizados com base nos grupos funcionais
presentes. Essa funcionalidade confere uma grande atividade bioldgica, com propriedades
citotoxicas, antiparasitaria, pesticida, antimicrobiana, imunosupressora e antitumoral. Para
essa ultima atividade as acetogeninas tém como mecanismo de agdo a inibigdo nas
mitocondrias da cadeia respiratdria do complexo | (BERMEJO et al., 2005).

As acetogeninas sdo relatadas em diversos artigos como uma classe exclusiva da
familia Annonaceae. Em uma revisdo, compreendendo o periodo de 1998 a 2004, Bermejo et
al., (2005) reportam o isolamento de 417 acetogeninas em espécies desta familia, sendo que a
predominancia dos compostos descritos era para espécies de Annona. Desde a descoberta da
uvaricina (38) em 1982, houve um aumento no interesse por estudos de especies desta familia,
devido a ampla variedade de atividades biologicas, dentre elas as atividades antitumoral,

antimalarica, antimicrobiana, antiprotozoéria e pesticida (ALALI et al., 1999).
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As acetogeninas tém sido encontradas, em apenas quatro géneros: Annona, Asimina,
Goniothalamus, e Uvaria (PIMENTA, 1995), sendo que 0 género Annona é um dos mais
estudados.

O fracionamento biomonitorado dos extratos metandlicos de sementes conduziu a
identificacdo de sete acetogeninas. Da espécie Annona cherimolia foram isoladas duas
acetogeninas bis-tetrahidrofurénicas y-lactonas cherimolina (39) e desidrocherimolina (40).
De Annona muricata foram obtidas cinco acetogeninas do tipo mono-tetrahidrofuranicas

y-lactonas: annonacina (41), annonacinona (42) e murisolina (43) (BORIES et al., 1991).

CH;

OH OH OH
(@) O / o)

H3C (CH2)13
OH

(@]
39
OH OH OH
o o o)
HsC (CHy13 Y
o

OH
o 40
O‘T{ OH OH OH OH
3 2
/ 3
4 (CH)s” P N (CHo 2™ (CHo1L
o 41
O\—1</ OH o) OH OH
35 D
Hscw /\k o CHs
ZNTON CH) O (CH D (CH)
o 42

O~—l</ OH OH OH

35 0
Hscw o CH,
/ 4 (CHZ)Sm (CH2)4 15 20 (CHZ){

43



32

3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar as atividades antiplasmodica e antibacteriana de espécies da familia
Annonaceae e realizar estudo fitoquimico da espécie mais promissora visando a identificacdo

de compostos com potencial atividade antiplasmddica e antibacteriana.

3.2 ESPECIFICOS

Avaliar a atividade antiplasmddica contra o Plasmodium falciparum do tipo FCR3 dos
extratos hidroalcodlicos das folhas das espécies Unonopis guatterioides, Anaxagorea
brevipes, Duguetia riparia, Tetrameranthus duckei, Annona exsucca, Xylopia benthamii e
Guatteria citriodora direcionando a espécie mais promissora ao estudo fitoquimico.

Fracionar os extratos hidroalcodlicos bioativos das folhas e adiconalmente os galhos
finos e submeter as fracbes hexanicas, neutras e alcaloidicas a testes de atividade
antibacteriana e antiplasmoddica contra Plasmodium falciparum FCR3.

Avaliar a atividade antibacteriana pela técnica de difusdo em agar por meio de pocos
de extratos e fracdes de Guatteria citriodora frente aos micro-organismos Y. enterocolitica, S.
dysenteriae, S. braenderup, S. typhimurium, S. choleraesuis, S. gallolyticus, E. hirae, S.
parasanguinis, Staphylococcus sp., S. pneumoniae, S. mutans, E. cloacae, C. jejuni, S.
xylosus, S. simulans, S. enteritidis, N. gonorrhoeae, S. agalactiae, S. flexneri, P. aeruginosa,
E. coli, L. monocytogenes, S. oralis, S. epidermidis, S. aureus, E. faecalis, G.

stearothermophilus, S. pyogenes, B. subtilis, L. innocua e L. ivanovii.
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Submeter os éleos essenciais das folhas de Guatteria citriodora a testes de atividade
antibacteriana.

Obter fragbes enriquecidas e/ou puras dos metabdlitos secundarios presentes nos
extratos bioativos através de métodos cromatograficos convencionais.

Identificar as fracBes enriquecidas e/ou puras por técnicas espectroscopicas e
espectrométricas modernas (ressonancia magnética nuclear de 'H e '*C (1D e 2D),

infravermelho (FT/IR) e espectrometria de massas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL BOTANICO

As espécies vegetais Unonopis guatterioides, Anaxagorea brevipes, Duguetia riparia,
Tetrameranthus duckei, Annona exsucca, Xylopia benthamii foram coletadas na Reserva
Adolpho Ducke, localizada no Km 26 da AM-010, e no Campus Universitario da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM). A espécie Guatteria citriodora foi coletada no
municipio de Maués (AM) no lago Canaranas em setembro de 2009 e as exsicatas depositadas
no Herbario da UFAM (Tabela 3).

As plantas selecionadas foram desinfectadas para evitar contaminagdo por micro-
organismos, posteriormente secas em estufa de ar circulante a uma temperatura maxima de 45

°C por 48 horas e pulverizadas em moinho de quatro facas.

4.2 OBTENCAO DE EXTRATOS DAS FOLHAS PARA SELECAO DA ESPECIE

BIOATIVA

O material botanico (30 g de folhas secas) pulverizado foi submetido a extracdo em
temperatura ambiente (maceracao), em um frasco Mariotte, com os solventes etanol e agua na
proporcao de 8:2, em 100 mL. O solvente foi renovado a cada 24 horas, por quatro vezes.
Apos esse periodo, a solucdo filtrada foi transferida para um baldo e submetida imediatamente
a concentracao por evaporador rotatorio com pressdo reduzida com aquecimento em banho-
maria a temperatura de no maximo 40 °C, para maxima evaporac¢do do solvente (Esquema 1).
Os extratos hidroalcodlicos das folhas foram obtidos de plantas da familia Annonaceae,
incidentes na Amazonia, a escolha das espécies foi feita por indicagdo etnofarmacoldgica ou

outras abordagens, como screening farmacoldgico, ou a quimiotaxondmica.
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Material Botanico

Extracdo com Etanol 80%
2 Dias -2 vezes
Filtragdo e concentracdo do solvente

Extrato hidroalcodlico

Residuo Descartado

Esquema 1: Fluxograma de obtencdo dos extratos.

Tabela 3: Espécies vegetais com numero de registro e massa (g) dos extratos obtidos.

Espécie N° Exsicata Massa do Extrato

Hidroalcoolico (g)
Duguetia riparia Huber 8278 3,8929
Tetrameranthus duckei R.E. Fries 8149 3,3988
Xylopia benthamii R.E. Fries 8150 5,2861
Unonopsis guatterioides A. DC. 8249 3,6057
Annona exsucca DC. 8147 3,5009
Anaxagorea brevipes Benth 8280 3,9108
Guatteria citriodora Ducke 7346 5,0708

Os extratos hidroalcodlicos das plantas selecionadas foram submetidos a ensaios de

atividade antiplasmodica para avaliacdo da espécie mais promissora e posterior estudo

fitoquimico.

4.3 TESTE DE ATIVIDADE ANTIPLASMODICA

Para a avaliacdo da atividade antiplasmddica utilizaram-se cepas FCR3 de

Plasmodium falciparum com a colaboragdo do MSc. Yury Chaves sob a coordenacgéo do Prof.

Dr. Paulo Afonso Nogueira no Instituto Lednidas e Maria Deane — FIOCRUZ - AM.
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4.3.1 CULTURA DE Plasmodium falciparum

As cepas FCR3 de P. falciparum foram mantidas em cultivo no meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) incompleto com 10 % de soro humano AB+ e alimentadas com
eritrécitos humanos normais incubadas a 37 °C em atmosfera de baixa concentracdo de
oxigénio e gas carbbnico seguindo a técnica de micro-aerofilia tradicional da queima de vela
em dessecador. O meio de cultura RPMI 1640 incompleto foi constituido de 10,4 g de RPMI,
5,94 g de hepes, 40 mg de gentamicina, 2 g de glicose e 50 mg de hipoxantina a pH 6,8. E 0
meio completo foi suplementado com 5 mL soro humano AB+ previamente tratado em
banho-maria a 56 °C durante 30 minutos, 1 mL de NaHCO; 10 % e 44 mL de meio RPMI

incompleto (LJUNGSTROM et al., 2004).

4.3.2 ANALISE DE INIBICAO DE CRESCIMENTO POR CITOMETRIA DE FLUXO

As solucdes estoque dos extratos foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSQO) e
diulidas em meio completo até a concentracdo final de DMSO de 0,02 — 0,05%. Para cada
experimento in vitro, as solugdes estoque foram diluidas seriadamente em meio completo
(1:10) de concentracdo 100 a 0,01 pg.mL™ em cinco diluicdes e distribuidas em triplicata nos
pocos da placa (50 pL/pogo).

O parasita foi distribuido utilizando uma solugéo com 100 uL de hemacias parasitadas,
100 puL de hemacias sadias, 10 pL de gentamicina e avolumado para 10 mL de meio completo
obtendo uma suspensdo de parasita a 2% de hematocrito e parasitemia de 3 a 5%. Desta
solucdo foram distribuidos 50 pL. em cada um dos pogos e uma triplicata para o controle

positivo (meio de cultura + parasita), no controle negativo (eritrdcitos ndo parasitados) ambos
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sem a presencga dos extratos, utilizou-se 20 uL. de hemacias sadias e 1 mL de meio completo
com hematdcrito a 2 %.

A leitura foi realizada em 72 h com contagem da porcentagem da parasitemia por
citbmetro de fluxo FAC-SCAN com identificacdo do parasito através do brometo de etidio
(substancia acumulativa fluorescente que se liga ao DNA das células). A inibicdo foi
determinada comparando a parasitemia observada com a parasitemia do controle positivo sem
extrato vegetal e a sensibilidade fluorescente do teste foi comparada com controle negativo
possuindo hemécias sadias.

A concentracdo inibitoria 50 % (Clso) foi determinada a partir da curva dose-resposta

de extratos de planta vs hemacias parasitadas, por analise de regressdo nao linear.

4.3.3 PADRONIZACAO DO BROMETO DE ETIDIO

Foram realizados testes com corante acumulativo fluorescente (brometo de etidio) com
0 objetivo de determinar a diluicdo de maior deteccdo do teste em duas condi¢cdes: hemacias
parasitadas e ndo parasitadas.

Foram realizadas seis diluicdes do brometo em microtubos de 1 mL utilizando 3 pL de
brometo de etidio em 147 pL de phosphate buffer saline (PBS) na proporcdo de 1:50.
Utilizou-se microtubo de 1 mL com 5 pL de sangue parasitado a 2 % de parasitemia e 5 uL
de sangue ndo parasitado como controle negativo e adicionado 50 pL das seis dilui¢des
seriadas do brometo nas amostras parasitadas e ndo parasitadas incubando a 37 °C por 30
minutos. Apos a incubacdo, o sangue parasitado e ndo parasitado foi lavado com 1 mL de
PBS (Phosphate Buffered Saline) centrifugando a 800 rpm por 5 minutos trés vezes e
descartando o sobrenadante. Posteriormente, o0 sangue parasitado foi ressuspendido em 1 mL

de PBS levando-os para a analise no citdbmetro de fluxo.
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4.3.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A andlise estatistica dos dados foi realizada pelo Dr. James Dean e a Dra Carina
Figueiredo do Laboratério de Estatistica - LabEst da Universidade Federal do Amazonas —
UFAM.

Foram avaliados 41 modelos estatisticos para determinar a concentracdo inibitéria
50% (Clsp) a partir da curva dose-resposta de extratos de planta vs hemécias parasitadas.
Foram utilizadas as curvas logistica, log-logistica, Weibull do tipo I e Il, Brain-Cousens,
Cedergreen-Ritz-Streibig e curva de Michaelis-Mentenpor, por ndo apresentaram
instabilidade numérica, além de apresentarem melhor desempenho. Todas as analises foram
feitas utilizando o pacote drm do software R (KNEZEVIC, 2009).

Curva Logistica: A curva logistica com quatro parametros de notacéo L.4 foi definida

por:

d—c

f) =c+ (1 + exp (b(x —e)))

onde “c” e “d” sdo os valores minimo e maximo da resposta, “e” € 0 Clsp € “b” é um
parametro relacionado com a inclinacdo da curva. Quando ¢ =0 a curva resultante é
denominada logistica com 3 parametros denotada por L.3.

Curva Log-logistica: A curva logistica com 4 parametros de notacdo LL.4 foi

definida por:

d—c

f)=c+ (1 +exp (b(x —e)))

onde “c” e “d” sdo os valores minimo e maximo da resposta e “b” é um parametro

relacionado com a inclinagéo da curva.
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Curvas Weibull: A curva Weibull do tipo 1 com 4 pardmetros de notagdo W1.4 foi

definida por:
f(x) = ¢+ (d— c)exp (—exp(b(log(x) — log(e))))

onde “c” e “d” sdo os valores minimo e maximo da resposta, “b” é um parametro relacionado

com a inclinagdo da curva e o Clsp € dado por

1
Cl;, = exp (Blog(log(z)) + log(e))

Quando ¢ = 0 a curva resultante ¢ denominada Weibull do tipo 1 com 3 parametros
(W1.3).

A curva Weibulldo tipo 2 com 4 parametros de notacdo W2.4 foi definida por
f(x) = c+(d—c)(1—exp (—exp(b(log(x) —log(e)))))

onde “c” e “d” sao os valores minimo e maximo da resposta, “b” é um parametro relacionado
com a inclinacdo da curva e o Cls, foi dado pela mesma equacdo da Weibull tipo 1. Quando
¢ = 0 a curva resultante é denominada Weibull do tipo 2 com 3 parametros (W2.3).

Curvas de Brain-Cousens: A curva de Brain-Cousens com cinco parametros de

notacdo BC.5 foi definida por

d—c+fx

J) = e T e (bloglo) — Toge))

onde “c” e “d” sao os valores minimo ¢ maximo da resposta, “b” € um parametro relacionado
com a inclinacdo da curva. Quando ¢=0, a curva resultante é denominada Brain-Cousens com
4 parametros denotadapor BC.4.

Curvas de Cedergreen-Ritz-Streibig: A curva de Cedergreen-Ritz-Streibig com 6

parametros de notagdo CRS.6 foi definida por:

d—c+ fexp(—x™%)

IO = €+ T F exp(bllog®) —log @)




40

Sua versdo com ¢=0 e a = 0,25 é denotada curva de Cedergreen-Ritz-Streibig com 4
parametros (CRS.4c). A versdo desta curva com forma invertida denotada por UCRS.4c é

dada por:

d—c+ fexp(—x™%)
" 1+ exp(b(log(x) — log (e)))’

f(x)=d

Curvas de Michaelis-Menten: A curva de Michaelis-Menten com 4 parametros

denotada por MM.4 ¢ definida por

d-—c
X)=cC+ )
f(x) 1+§

Sua versdo com c=0 e denotada curva de Michaelis-Menten com 3 parametros
(MM.3).

Foram utilizadas duas medidas de ajuste: o Critério de Informacéo de Akaike (AIC) e
0 do ajuste da curva contra a analise de variancia com um fator (ANOVA). A primeira mede o
quao verossimil é o ajuste com o nimero de parametros necessarios para ajusta-lo nesta
medida. Quanto menor for o valor do AIC, melhor serd o ajuste. A segunda € um teste de

hipdteses e 0 seu p-valor sera reportado.

4.4 TESTES ANTIBACTERIANOS

Os ensaios antibacterianos foram realizados em colaboragdo com a MSc. Ivanildes dos
Santos sob a coordenacdo da Profa. Dra. Patricia Puccinelli Orlandi Nogueira no Instituto
Lebnidas e Maria Deane — FIOCRUZ — AM. Foram submetidas a avaliacdo de atividade

antibacteriana cepas padrdes de 29 bactérias Gram positivas (Tabela 4).



Tabela 4: Lista das 29 cepas de bactérias Gram positivas.

Micro-organismo Referéncia
Listeria ivanovii ATCC 19119
ATCC 19112
L. monocytogenes ATCC 19117
ATCC 15313
ATCC 7644
L. innocua ATCC 33090
Bacillus subtilis ATCC 6051
Streptococcus agalactiae (CT) ATCC 13813
S. mutans ATCC 25175
S. pneumoniae ATCC 11733
S. gallolyticus ATCC 9809
S. oralis (Streptococcus sanguis) ATCC 10557
S. parasanguinis ATCC 903
S. pyogenes ATCC 19615
S. pyogenes grupo A tipo 1 ATCC 12344
Staphylococcus aureus ATCC 14458
ATCC 12598
ATCC 8095
ATCC 29213
ATCC 12600
S. epidermidis ATCC12228
S. simulans ATCC27851
S. xylosus ATCC 29971
S. aureus sensivel a meticilina ATCC 25923
S. aureus resistente a meticilina ATCC 33591
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953
Enterococcus hirae (Streptococcus lactis) ATCC 8043
E. faecalis ATCC 4083
' ATCC 14506
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As 17 cepas de bactérias Gram negativas selecionadas para avaliacdo da atividade

bactericida (Tabela 5).



Tabela 5: Lista das 17 cepas de bactérias Gram negativas.

Micro-organismo Referéncia
Campylobacter jejuni (CT) ATCC 33560
Enterobacter cloacae ATCC 23355
Pseudomonas aeruginosa PAO1
Escherichia coli DAEC C1845
ATCC 10536

E. coli (EIEC)

E. coli (EPEC)

E. coli (EHEC)
Neisseria gonorrhoeae

Salmonella enteritidis (CT)

S. typhimurium

S. braenderup
S. choleraesuis
Shigella dysenteriae (CT)
S. flexneri

Yersinia enterocolitica (CT)

CDC EDL-1284

CDC 086:H35

CDC EDL-933

ATCC 9826

ATCC 13076

ATCC 6539
ATCC 13311

ATCC H9812

ATCC6958

ATCC 13313

ATCC 12022

ATCC 9610
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O método de crescimento bacteriano de acordo com Grove e Randall (1955) com

modificacdes foi realizado com a utilizacdo de trés a cinco colonias, bem isoladas do mesmo

tipo morfoldgico. A superficie de cada col6nia foi tocada com uma alca de platina e 0s micro-

organismos transferidos para um tubo contendo 4-5 mL do meio de cultura em caldo LB. A

cultura em caldo foi incubada a temperatura de 37°C, até alcancar ou exceder a turbidez de

uma solucdo padrdo de McFarland 0,5. A turbidez da cultura em crescimento foi ajustada de

modo a obter uma turbidez déptica comparavel a da solu¢do padrdo de McFarland 0,5, que

corresponde a uma suspenséo contendo aproximadamente de 1 a 2 x 10® UFC/mL de micro-

organismos.
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4.4.1 INOCULACAO NAS PLACAS DE TESTE

Em condic¢des ideais, mergulha-se um swab de algodéao estéril na suspensdo ajustada,
até 15 minutos apds ajustar a turbidez da suspensdo de indculo. O swab foi girado varias
vezes e apertado firmemente contra a parede interna do tubo, acima do nivel do liquido, de
modo a retirar qualquer excesso de indculo no swab. Os indculos foram semeados em placas
de Petri de 90 mm de didmetro preparadas com 10 mL de &gar bacteriolégico (camada
inferior) e 15 mL Agar Mueler Hinton (camada superior). A superficie da placa seca da
camada superior da placa foi inoculada esfregando o swab em toda a superficie estéril do agar
girando a placa aproximadamente 60°, a fim de assegurar a distribui¢do uniforme do inoculo.
A tampa ficou entre aberta de trés a cinco minutos, ndo superior a 15 minutos, de maneira a

permitir que qualquer excesso de umidade tenha sido absorvido.

4.4.2 APLICACAO DOS PRODUTOS NATURAIS

Foram perfurados 6 orificios cilindricos (5 mm de diametro) de forma equidistante no
meio de cultura na camada superior das placas de 90 mm correspondentes a 4 extratos
vegetais, 1 para o controle positivo (Imipinem) e mais 1 para o controle negativo (DMSO
80%), realizados em duplicata. Os extratos previamente solubilizados em DMSO 80% na
concentracdo de 10 mg/mL foram aplicados 40 pL suficientes para preencher os orificios nas

placas.
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4.4.3 LEITURA DAS PLACAS E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Apobs 16-24 horas de incubacdo das placas a 37°C os diametros dos halos de inibigdo
total (julgadas a olho nu) foram mensurados em milimetros com auxilio de uma régua. O
perfil de sensibilidade da bactéria alvo ao produto testado foi classificado de acordo com a
seguinte escala: resistente: Auséncia de halo de inibi¢do; pouco sensivel: halos de até 10 mm
de diametro; moderadamente sensivel: halos entre 10 e 20 mm; muito sensivel: halos entre
20 e 30 mm; e severamente sensivel: halos acima de 30 mm. Os extratos vegetais que
apresentaram halos de inibicdo foram avaliados para determinacdo da concentracédo inibitoria

minima — CIM.

4.4.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA - CIM

Os extratos vegetais que apresentaram atividade bactericida no antibiograma foram
avaliados para determinacdo da concentragdo inibitoria minima — CIM de acordo com a CLSI
(2012). As cepas que se apresentaram sensiveis foram cultivadas em 3 mL a 5 ml de caldo
nutritivo Luria Bertani (LB), selecionando-se para a inoculacdo de 3 a 5 col6nias isoladas com
0 auxilio de uma alca de platina sendo posteriormente incubados a 37 °C, por 18 a 24 horas.
Para o preparo do inoculo bacteriano foi transferido com auxilio de micropipeta uma aliquota
de 50 a 100 pL da cultura para um tubo com 3 a 5 mL de meio estéril suficiente para atingir a
turvacdo padrdo de 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 10° UFC/mL).

Nos orificios da coluna 1 foram acrescidos 60 puL do meio LB sendo nas linhas de A a
F 40 pL referentes a 3 extratos e/ou fracGes em duplicatas e nas linhas G e H 40 pL da droga
controle (Imipinem). O contetdo da coluna 1 foi homogeneizado e uma diluicdo seriada (1:2)

foi realizada até a coluna 10. Em seguida, foram acrescidos 60 pL do meio LB estéril, 20 pL
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de resazurina a 0,01 % filtrada como indicador colorimétrico de oxi-reducdo para
caracterizacdo da viabilidade celular e 20 pL de in6culo a 0,5 da escala McFarland. A
concentracdo final avaliada foi de 1000 pug.mL™ a 1,95 pg.mL™. Nas colunas 11 (controle
positivo) e 12 (controle negativo) foram acrescentados 60 puL do meio estéril e 20 pL de
resazurina 0,01% filtrada, sendo na coluna 11 foi acrescido de 20 pL de inéculo.

Em seguida, a placa foi incubada a 37 °C por 18 a 48 horas, e posteriormente,
realizada leitura considerando negativo a conversdo do corante azul para rosa (ou incolor) e
positivo a permanéncia da coloracdo azul. A concentracdo inibitéria minima CIM foi definida
como a menor concentragdo das amostras capaz de inibir o crescimento de bactérias, como

indicado pela coloragdo da resazurina.

4.5 ESTUDO FITOQUIMICO BIOGUIADO DE GUATTERIA CITRIODORA

4.5.1 METODOS CROMATOGRAFICOS

Cromatografia em Coluna: Os fracionamentos cromatograficos foram realizados em
coluna de vidro de altura e didametro especificos de acordo com as quantidades de amostras a
serem cromatografadas. Como fase estacionaria trés tipos de suportes cromatograficos foram
utilizados com as seguintes especificacdes: (i) silica gel 60 com particulas entre 0,063-0,200
mm (70-230 mesh ASTM) (Merck); (ii) silica gel 60 com particulas entre 0,063-0,200 mm
(70-230 mesh ASTM) (Merck) tratada previamente com solucdo de bicarbonato de sodio 10
% (NaHCOg) especifico para alcaloides.

Cromatografia em Camada Delagada: As analises em camada delgada foram
realizadas em cromatofolhas (Merck), silica gel 60, com indicador de fluorescéncia F,s4, cOM

suporte em aluminio e 0,2 mm de espessura.
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Cromatografia em Camada Delgada Preparativa: As analises em CCDP foram
realizadas em placas de vidro 10x15 e 20x20 utilizando 6 g de silica gel para 17 mL de agua
destilada e 14 g de silica gel para 38 mL de agua destilada, respectivamente. Foi utilizada a
silica gel HF 254 com 13 % de Gesso de 400 Mesh.

Reveladores: A revelacdo das substancias nos experimentos em CCD foi feita em luz
ultravioleta 254 e 366 nm, e os reagentes sulfato cérico/acido sulfarico, Dragendorff, acido
sulfarico/etanol 5% e vanilina sulfarica.

O reagente sulfato cérico/acido sulfurico foi preparado com solucéo a 1 % de sulfato
cerico (IV) em acido sulfurico a 10 % de acordo com Mattos (1997). Através de borrifagdo
em placa cromatografica os “spots” das amostras apresentarem coloragcfes caracteristicas dos
seus cromdforos, a frio ou apds aquecimento em estufa, por aproximadamente 2 min a 110 °C.

O reagente de Dragendorff com modificacdo de Munier (MUNIER, 1953 apud
MERK, 1971) foi preparado com a mistura das solucdes A (1,7 g de Bi(NOs); e 20,0 g de
acido tartarico dissolvidos em 80 mL de &gua destilada) e B (16,0 g de Kl dissolvidos em 40
mL de agua destilada) em partes iguais (1:1) que constituem a solucdo estoque. Para
borrifacdo das placas, 5,0 mL da solucdo estoque foi adicionado a 10,0 g de acido tartarico,
dissolvido em 50 mL de agua destilada. Apds borrifacdo em placa cromatografica, os “Spots”
de substancias alcaloidicas apresentaram coloracéo laranja.

Solventes: As analises cromatograficas foram realizadas com solventes das marcas

Merck, Synth, Vetec e Aldrich P.A.

4.5.2 EQUIPAMENTOS

Polarimetro: O [a]p foi obtido no polarimetro Jasco P-2000, operando com lampada

de Na (589 nm) com uma cela de 1 mL (10 cm).
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Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D: Os espectros foram registrados em
aparelhos Brucker Avance 600, operando a 9,4 Tesla (T), a 600 MHz. As amostras foram
solubilizadas em metanol deuterado (CD3;OD) utilizando o tetrametilsilano (TMS) como
padrdo de referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm () € as
constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz). Ambos os equipamento de
RMN e polarimetro, os experimentos obtidos foram realizados pelo mestrando Kahlil
Schwanka Salomé sob responsabilidade do prof Dr Anderson Barison do Departamento de
Quimica da Universidade Federal do Parana UFPR.

Espectro de Massas — ESI-IT-MS: Os espectros de massas foram adquiridos usando
um espectrometro iontrap LCQ FleetTM (Thermo Scientific) equipado com uma fonte de
eletrospray, operando no modo positivo. As solugdes estoque foram diluidas a 5 ppm em
metanol grau HPLC e aplicadas diretamente na fonte de ESI por meio de uma seringa
infusora, com um loop de 5 pL e um sistema de bombeamento em fluxo de 25 pL/min. Os
experimentos foram realizados em colaboracdo com o doutorando Felipe Moura na Central

Analitica do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Amazonas UFAM.

4.5.3 OBTENCAO DE EXTRATOS E FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE

GUATTERIA CITRIODORA

O material vegetal seco (600,0 g de folhas e adicionalmente os galhos finos)
pulverizado foi submetido a maceracdo em etanol e agua, em 1500 mL na proporcdo de 8:2.
Apos a quarta extracdo, a solucao obtida foi concentrada em evaporador rotatério sob pressdo

reduzida e a temperatura de 45 °C de acordo com o Esquema 1 (Pag. 35).
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Os extratos hidroalcodlicos brutos resultantes das folhas (EHBF — 92,80 g) e galhos
finos (EHBG - 70,63 g) foram submetidos, separadamente, & particdo liquido-liquido com
hexano obtendo-se as fragbes codificadas como FHF (4,73 g) e FHG (2,50 g),
respectivamente. Os correspondentes residuos hidroalcodlicos, foram solubilizados em
CHClIs, tratados com HCI a 3%, e extraidos com CHCI;. Foram obtidas fragdes organicas
neutras FNF (14,56 g) e FNG (14,2 g) e fraces aquosas acidas (FAAF e FAAG). FAAF e
FAAG foram alcalinizadas com NH,OH até pH 10 e extraidas com cloroférmio, fornecendo,
respectivamente, as fracGes aquosas basicas que foram descartadas e as fracdo alcaloidicas

FAF (1 g) e FAG (1,48 g) (Esquema 2) (Tabela 6).

Extrato Hidroalcodlico
Ativo (EHB)

Particdo liquido-liquido

com Hexano
Fracdo Hexanica (FH) Residuo
Solubilizagdo em CHCl;
Extracdo/HCI 3%
Fracdo Aquosa Acida Fracdo Neutra (FN)
(FAA)

Basificacdo com NH,OH (pH 10)
Extragdo com CHCl;

Fracdo Aquosa Basica
(FAB) Descartada

Fracdo Cloroférmica
Alcaloidica (FA)

Esquema 2: Fluxograma de extracdo das bases presentes no extrato etanolico 80%.
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Tabela 6: Rendimento dos extratos e suas fracdes de Guatteria citriodora.

Espécie Rendimento em g (%0)
Folhas (600g) Galhos Finos (600g)
Extrato Hidroalcodlico Bruto EHBF 92,80 (15,4) EHBG 70,63 (11,8)
Fracdo Hexéanica FHF 4,73 (5,1) FHG 2,50 (3,54)
Fracdo Neutra FNF 14,56 (15,7) FNG 14,2 (20,2)
Fracdo Alcaloidica FAF 1,48 (1,6) FAG 1,01 (1,4)

Ap6s completa secagem e céalculos de rendimentos, pequenas quantidades
(aproximadamente 60 mg) dos extratos hidroalcoolicos de Guatteria citriodora e suas fraces
hexanicas, neutras e alcaloidicas das folhas e galhos finos bem como os 6leos essenciais das
folhas foram submetidos a ensaios de atividade antiplasmodica e antibacteriana. O estudo
fitogquimico concentrou-se nos extratos e fragdes bioativos mais promissores em atividade
antiplasmadica.

O 6leo essencial foi extraido de 70 g das folhas secas por hidrodestilagcdo por arraste a
vapor em um sistema de Clevenger modificado durante a realizagdo do mestrado de Rabelo
(2008). Foi utilizada a proporcao de 1:10 de material botanico para agua destilada, durante
3,5h, posteriormente os 6leos foram secos, por meio de percolacdo em sulfato de sddio anidro
(NayS0,), e armazenados em frasco de vidro ambar sob refrigeracdo, para conservar e evitar

perdas dos constituintes volateis.

4.5.4 ESTUDO DA FRACAO ALCALOIDICA DAS FOLHAS - FAF

A fracdo alcaloidica FAF (1,0g) foi inicialmente submetida ao fracionamento através
de uma coluna (altura x diametro = 19,0 x 2,0 cm) de silica gel (0,063 — 0,200 mm, 5,69)
previamente tratada com bicarbonato de sddio NaHCO; 10% eluida HEX:CHCIl; na
proporc¢do isocratica 1:1 obtendo 21 fragdes de 30 mL cada, as quais foram analisadas por

CCD e reunidas de acordo com seu respectivos Ry (Tabela 7).
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Tabela 7: Relagéo fracfes/compostos isolados e seus respectivos rendimentos das folhas.

Fracdes (F) Massa (mg) Composto Isolado (GC)  Quantidade (mg)
1-3 12,5
4 22,0 GC1 2,4
5-8 74,6 GC2 3,6
9 26,0
10 44,6
10-12 90,7
13 69,0 GC3 4,1
GC4 6,3
14 82,0
15-18 1441
19 27,1
20 64,3
21 98,6

4.5.4.1 ANALISE DA F4

O Esquema 3 apresenta o fracionamento da F4 (22 mg) por cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP) utilizando eluente CHCI;:MeOH (9,5:0,5), fornecendo 3 fracbes

dos quais resultou no isolamento do composto codificado em GC1 (2,4 mg).

F4
22 mg

CCDP
CHCIl3:MeOH (9,5:0,5)

GC1 4.2 4.3
2,4 mg 3,2 mg 2,5mg

Esquema 3: Isolamento do GC1.
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4.5.4.2 ANALISE DA F5-8

A F5-8 (74,6 mg) foi submetida a CCDP utilizando eluentes CHCI;:AcOEt (8:2)
fornecendo 5 fracOes, dos quais resultou no isolamento do composto codificado em GC2 (3,6

mg) (Esquema 4).

F5-8
74,6 mg
CCDP
CHCl3:AcOEt (8:2)

5-8.1 5-8.3 5-8.5
1,0 mg 2,7mg 2,7 mg
GC2 5-8.4
3,6 mg 6,0 mg

Esquema 4: Isolamento do GC2.

4.5.4.3 ANALISE DA F13

A F13 (69 mg) fracionada em coluna cromatogréfica de silica 70-230 Mesh, utilizando
como fase mdvel solventes de polaridade crescente Hex—-DCM-AcOEt-MeOH, forneceu a
partir da fracdo AcOEt, cromatografada em CCDP utilizando CHCI3:Act (8:2), 0s sélidos

codificados em GC3 (4,1 g) e GC4 (6,3 mg) (Esquema 5).
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F13
69,0 mg

CC de Silica (0,063-0,200mm)
(hxd=21x1,5mm)

Eluente HEX, CH,Cl,, AcOEt e MeOH
Total de 4 fragdes (50 mL cada)

13.1 13.2 13.3 13.4
6,0 mg 12,0 mg 21,0 mg 17,0 mg

CCDP
CHClI;:Act (8:2)

GC3 13.3.3
4,1 mg 5,2 mg

GC4
6,3 mg

Esquema 5: Isolamento do GC3 e GC4.

4.5.5 ESTUDO DA FRACAO ALCALOIDICA DOS GALHOS FINOS - FAG

A fracdo alcaloidica FAG (950 mg) foi cromatografada como descrito para FAF,
utilizando uma coluna (altura x diametro = 18,0 x 1,5 cm) de silica gel (0,063 — 0,200 mm,
4,3g) previamente tratada com bicarbonato de so6dio NaHCO; 10% e eluida com
CH,Cl,:AcOEt (2:7) obtendo 20 fracdes de 30 mL cada, agrupadas segundo semelhanca em

andlise por CCD (Tabela 8).
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Tabela 8: Relagéo fracfes/compostos isolados e seus respectivos rendimentos dos galhos.

Fracdes (F) Massa (mg) Composto Isolado (GC) Quantidade (mg)
1-3 15,5
4-6 30,0 GC1 3,3
7 4,1
8 10,0 GC5 1,2
9 16,0 GC2 2,4
10-12 170,0 GC6 4,6
13 39,0
14-16 125,0 GC7 1,9
17 24,1
18 87,1
19 114,3
20 117,6

4.5.5.1 ANALISE DA F4-6

A F4-6 (30,0 mg) foi submetida a Cromatografia de Camada Delgada Preparativa
(CCDP) utilizando DCM:MeOH (9,5:0,5) fornecendo 3 fracGes dos quais resultou no
isolamento do GC1 (3,3 mg) também isolado nas folhas de G. citriodora, confirmado em

Espectrometria de Massas e CCD por apresentar 0 mesmo Rt (Esquema 6).

F4-6
30,0 mg

CCDP
DCM:MeOH (9,5:0,5)

GC1 19,2 19,3
3,3mg 2,1 mg 2,0mg

Esquema 6: Isolamento do GCL1.
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4.5.5.2 ANALISE DA F8

A F8 (10 mg) foi submetida a CCDP utlizando CHCI3:AcOEt (7:3) fornecendo 3

fracOes dos quais resultou no isolamento do composto codificado GC5 (1,2 mg) (Esquema 7).

F8
10 mg

CCDP
CHCI5:AcOEt 7:3

8.1 GC5 8.3
1,4 mg 1,2 mg 0,5mg

Esquema 7: Isolamento do GC5.

4.5.5.3 ANALISE DA F9

O fracionamento da F9 (16 mg) através de duas sucessivas CCDP utilizando eluentes
CHCI3:AcOEt (7:3) e DCM:Act (7:3) resultou no isolamento do composto GC2 (2,4 mg), ja
isolado das folhas de G. citriodora, confirmado em Espectrometria de Massas e CCD por

apresentar o mesmo R¢ (Esquema 8).
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F9
16,0 mg
CCDP
CHCI5:AcOEt (7:3)
9.1 9.3 9.5
1,0 mg 0,7 mg 1,7 mg
9.2 9.4
0,5mg 6,0 mg
CCDP
DCM:Act (7:3)
9.4.2 9.4.4
1,2 mg 1,4 mg
GC2 9.4.3
2,4 mg 1,0 mg

Esquema 8: Isolamento do GC2.

4.5.5.4 ANALISE DA F10-12

No Esquema 9 é apresentado o fracionamento da F10-12 (170,0 mg), a partir de
coluna cromatografica de silica 70-230 Mesh, eluida sucessivamente com Hex-DCM-
AcOEt-MeOH, que por sua vez a fracdo AcOEt foi cromatografada em CCDP utilizando
CHCIs:Act (9:1), fornecendo 2 fragdes dos quais resultou no isolamento do composto

codificado em GC6 (4,6 mg).
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F10-12
170,0 mg

C. Coluna de Silica (0,063-0,200mm)
(hxd=17x 1,5mm)

Eluente HEX, DCM, AcOEt e MeOH
Total de 4 fragdes (50 mL cada)

10-12.1 10-12.2 10-12.3 10-12.4
2,6 mg 5,2 mg 18,0 mg 11 mg
CCDP

CHCl;:Act (9:1)

10-12.3.1 10-12.3.2
4,6 mg 5,2 mg

Lav. com EP e recrist em
HEX:DCM (2:1)

GC6
4,6 mg

Esquema 9: Isolamento do GC6.

4.5.5.5 ANALISE DA F14-16

No Esquema 10 é apresentado o fracionamento da F14-16 (125,0 mg), a partir de
coluna cromatografica de silica 70-230 Mesh, eluida sucessivamente com Hex-DCM-
AcOEt-MeOH, que por sua vez a fracdo AcOEt foi cromatografada em CCDP utilizando
CHCIs:Act (7:3), fornecendo 3 fragbes dos quais resultou no isolamento do composto

codificado em GC7 (1,9 mg).



F14-16
125,0 mg

C. Coluna de Silica (0,063-0,200mm)
(hxd=17x 1,5mm)
Eluente HEX, DCM, AcOEt e MeOH
Total de 4 frages (50 mL cada)

Esquema 10: Isolamento do GC7.

14-16.1 14-16.2 14-16.3 14-16.4
13,9 mg 25,8 mg 25,7 mg 39,0 mg
CCDP
CHClI;:Act (7:3)
GC7 14-16.3.2 14-16.3.3
1,9 mg 7,8 mg 2,5mg

57
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO FITOQUIMICO DE GUATTERIA CITRIODORA

5.1.1 PERFIL CROMATOGRAFICO DOS ALCALOIDES POR ESI-MS

As fragBes alcaloidicas dos extratos hidroalcodlicos das folhas (FAF) e galhos finos
(FAG) de Guatteria citriodora foram avaliadas quanto ao seu perfil cromatografico obtido
por espectrometria de massas equipado com uma fonte de eletrospray ESI-IT-MS operando
no modo positivo.

O espectro de massa da FAG foi obtido em full-scan apresentando os ions precursores
das moléculas protonadas [M+H]" (Espectro 1 — ANEXO I). No espectro de ions totais foram
verificados diversos ions de m/z par, sugerindo a existéncia de alcaloides tipo aporfinicos,
comuns na familia. Os ions mais intensos foram observados em m/z 266, 276 e 292 e a analise
de fragmentacdo (MS?) destes fons, juntamente com a comparacdo com dados da literatura

sugerem a presenca dos alcaloides anonaina, liriodenina e lisicamina, respectivamente.

A perda inicial do grupo amina e as sucessivas perdas dos grupos substituintes, CH,O
e CO, observadas através da fragmentacdo até MS* (Tabela 9), sdo compativeis com a
presenca do alcaloide aporfinico anonaina (Esquema 11), também encontrado nas folhas. A
perda inicial do fragmento de massa [M + H - 17]" ou [M + H - 31]" é fundamental para
identificar se ao nitrogénio do grupo amina esta ligado um hidrogénio [M + H — NH3] ou uma

metila [M + H — CH3NH,]", respectivamente (SILVA, 2012).

O espectro de massas da FAG indica ion molecular em m/z 292 ([M+H]"). Na analise
da fragmentagéo observou-se a perda inicial do grupo metila e perdas dos grupos —CO + H da

metoxila e —CO da carbonila. Estas perdas observadas até MS* (Tabela 9) e em comparagdo
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com dados da literatura (NASCIMENTO, 2008), permitem sugerir como o possivel alcaloide
oxoaporfinico lisicamina de massa nominal 292 (Esquema 12). Por sua vez, o ion em m/z 276
([IM+H]") foi identificado como alcaloide oxoaporfinico liriodenina em analise do respectivo
espectro de MS* (Tabela 9), com por uma perda inicial de 28Da [M + H - CO]" referente a
carbonila na posicdo 7 do anel C, seguida de perda de 30Da [M + H — CH,0O]" e 28 Da [M +

H - CO]" do grupo metilenodioxi (Esquema 12).

Estudos preliminares sobre a fragmentacao destes alcaloides revelaram perdas iniciais,
que foram associadas a presenca de substituintes metoxila e metilenodioxi nas moléculas.
Segundo Fabre (2000) as perdas dos fragmentos dependem do substituinte do composto, em
grupos metilenodioxi sdo observadas perdas padrées de CH,O (-30) e CO (-28), e grupos
metoxila sdo detectadas perdas padrbes de CH3 (-15) e/ou CH30 (-31). Estas perdas iniciais
parecem ser caracteristicas de derivados aporfinicos contendo o &tomo de nitrogénio na forma
imino e esqueleto de natureza aromatica, o que impossibilita a perda de um grupamento

amino (SILVA, 2012).

0]

+
< NH M+H ———— 7 49— 7 219 ———» mz 191
0 Mz 266  -NH, CH,0 -CO

H .
Anonaina

Esquema 11: Proposta de fragmentacdo para Anonaina.



mz 218 —— m/z 190 mz 220 «——  yz 248
-CO -CO
A
-CO+H
-CH,0
m'z 248 m'z 277
A
X
_ — +
M + H]+ R!-RZ = OCH0 /N R1,Ro=0CH3 [M + H]
mz 276 Ry ~  mz 292
Liriodenina N Lisicamine
\O
Esquema 12: Proposta de fragmentacao da Liriodenina e Lisicamina.
Tabela 9: Perfil de fragmentacéo dos alcaloides de FAG.
Composto R, R, R; Ry MS MS*  MS® MS*
Anonaina 0O-CH,-0 H H 266 249 219 191
Lisicamina OCH;, OCH;, H H 292 277 248 220
Liriodenina 0O-CH,-0 H H 276 248 218 190
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O espectro de massa da FAF foi obtido em full-scan apresentando os ions precursores

das moléculas protonadas [M+H]". No espectro de ions totais foram verificados diversos ions

de m/z par, sugerindo a existéncia de alcaloides tipo aporfinicos. Os ions mais intensos foram

observados em m/z 276, 292 e 310 e a andlise do padrdo de fragmentacdo destes ions,

juntamente com a comparacdo com dados da literatura sugerem a presenca dos alcaloides

liriodenina, lisicamina e norneolitsina, respectivamente (Espectro 2 — ANEXO 1).
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Na andlise de fragmentacdo dos ions molecular protonados m/z 292 e 276 da FAF,
observou-se as mesmas perdas até MS* como na amostra FAG, dos quais sd0 coerentes com
os alcaloides oxoaporfinicos lisicamina e liriodenina, respectivamente (Espectro 2 — ANEXO
).

O padrio de fragmentacio do ion em m/z 310 ([M+H]") é coerente com uma estrutura
aporfinica evidenciada pela perda do grupo [M + H - NH3]" (17Da) e [M + H - CH,0]"
(30Da) e [M + H - CO]" (28 Da) referente aos dois grupos metilenodioxi ligados ao sistema
aromatico. Com base nas fragmentacOes chave observadas e com o auxilio de um artigo de
revisio desta classe de alcaloides (STEVIGNY et al., 2004), chegou-se ao alcaloide

norneolitsina (Esquema 13) como sendo o possivel alcaloide de massa nominal 309 .

)
< NH
O +
M+H o y;203 — 5 mMz263—— = miz 235
m'z 310 _NH3 -CHZO -CO

Norneolitsina

Esquema 13: Proposta de fragmentacdo para Norneolitisina.

5.1.2 ALCALOIDES ISOLADOS DE GUATTERIA CITRIODORA

O estudo fitoquimico das fracdes alcaloidicas das folhas e galhos finos de Guatteria
citriodora resultou no isolamento de sete alcaloides. Os compostos isolados foram
identificados por técnicas de elucidacdo estrutural tais como RMN *H, HSQC, HMBC e EM,

bem como a comparacao dos dados com os descritos na literatura.
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No presente trabalho foi possivel o isolamento de duas subclasses, os aporfinoides e 0s
protoberberinos (Figura 7). Os aporfinoides de acordo com PELLETIER (1987) podem ser
subdivididos em sete subclasses: proaporfinicos, aporfinicos, oxoaporfinicos, oxoaporfinicos
no anel B, aporfinoides diméricos, fenantrenos e aporfinoides degradados. Foram isolados
alcaloides aporfinicos e os oxoaporfinicos. Os aporfinicos por sua vez também podem ser
subdivididos em quatro subgrupos, aporfinicos sensu stricto, desidroaporfinicos, 7,7-
dimetilaporfinicos ou 7-hidroxi-7-metilaporfinicos, e 7-oxigenadoaporfinicos ou 4,7-
dioxigenado aporfinicos. Dentre estes foi possivel o isolamento do aporfinico sensu stricto

7,7-dimetilaporfinicos e 7-hidroxi-7-metilaporfinicos (Figura 8)

B B |, B B
N N N N
= N = =
C CH, OH
\O
Oxoaporfinicos Protoberberinicos 7,7-dimetilaporfinicos 7-hidroxi-7-metilaporfinicos

Figura 7: Esqueletos basicos dos alcaloides isolados de G. citriodora.
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Figura 8: Alcaloides isolados das folhas e galhos de G. citriodora.
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5.1.3 DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS ALCALOIDES OXOAPORFINICOS

O espectro de massa do composto GC1 sugere a existéncia de alcaloide por apresentar
um fon molecular protonado em m/z 276 ([M+H]") (Espectro 3 — ANEXO 1), compativel com
a formula molecular C1,HgNO3, confirmada pela analise do espectro de RMN de *H e HSQC.

O espectro de RMN *H a 600 MHz em CD3;0OD (Espectro 4 — ANEXO 1) evidenciou a
presenca de oito sinais entre 6 8,78 a 6,49 correspondentes a sete hidrogénios aromaticos. O
grupo metilenodioxi (OCH,0), localizado no anel A em C-1 e C-2, foi reconhecido através do
sinal em 6 6,49 (s, 2H) correlacionado ao sinal do carbono em 6 103,9, através do mapa de
contorno HSQC (Espectro 5 — ANEXO I). Foi observada a presenca do sinal simpleto em ¢
7,44 atribuido a H-3, correlacionado no HSQC com o carbono em 6102,9, e atribuido ao C-3,
do anel A. Foram observados sinais em ¢ 8,04 (d, 1H) e 8,75 (d, 1H), com constantes de
acoplamento (J) iguais a 5,2 Hz, caracteristicas de hidrogénios do nucleo isoquinolinico em
H-4 e H-5, respectivamente, confirmados pelo mapa de contorno HSQC em 6124,9 (C-4) e 6
143,6 (C-5).

O registro de sinais referentes a quatro hidrogénios aromaticos em 68,48 (dd, J=7,8 e
1,5Hz, 1H), 67,64 (ddd, J=7,8; 7,4e 1,1 Hz, 1H), 67,88 (ddd, J=8,3; 7,4e 1,5 Hz,1H) e &

8,78 (dd, J = 8,3; 1,1 Hz, 1H) correlacionados aos carbonos em 6 127,8, 6128,2, 6133,9e ¢
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127,4 no mapa de contorno HSQC, atribuidos respectivamente H-8/C-8, H-9/C-9, H-10/C-10
e H-11/C-11 configuram o anel D do nicleo oxoaporfinico

Estes dados aliados a comparacdo com os registros na literatura levaram a
identificacdo do composto GC1 como o alcaloide oxoaporfinico conhecido como liriodenina,
encontrado com frequéncia em espécies do género Guatteria (ZHANG et al., 2002; COSTA
et al., 2010; ORTIZ, 2007). Na Tabela 10 séo apresentados os valores de RMN *H, HSQC de

GCl1.

Tabela 10: Dados de RMN *H e HSQC em CD;0D do GCL1.

Posicio BC @)  BCc)® M (s) (mult., Jem Hz) 'H (6) (mult., J em Hz)"
1 147,9
1a 130,2
2 151,7
3 102,9 1032d 7,44 (1H, 5) 7,16 (1H, 5)
3a 135,7
3b 123,2
4 124,9 1242d 8,04 (1H, d, 52) 7,75 (1H, d, 5,2)
5 143,6 1448d 8,75 (1H, d, 52) 8,87 (1H, d, 5,2)
6a 1452
7 182,3
7a 131,2
8 127,8 128,8d 8,48 (1H, dd, 7,8 e 1,5) 8,57 (1H, ddd, 7,9, 1,4 e 0,5)
9 128,2 1285d 7,64 (1H,ddd, 7,8, 7,4e1,1) 7,56 (1H, ddd, 7,9, 7,4 € 1,0)
10 133,9 1339d 7,88 (1H, ddd, 8,3,7,4e15) 7,73 (1H, ddd, 8,1, 7,4 ¢ 1,4)
11 127,4 127,3d 8,78 (1H, dd, 8,3 e 1,1) 8,61 (1H, ddd, 8,1,1,0 e 0,5)
1la 132,8
1-2 103,9 1024t 6,49 (2H, ) 6,37 (2H, 5)
(OCH,0)

*Experimento realizado a 600 MHz para "H em CD5OD, utilizando o TMS como padréo interno. ° Dados da
literatura de acordo com ORTIZ 2007 (400MHz, CDCls). ¢ Sinais determinados pelo espectro de HSQC. (9)
Deslocamento quimico em ppm.
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O espectro de massa do composto GC2 sugere a existéncia de alcaloide por apresentar
um ion molecular protonado em m/z 292 ([M+H]") (Espectro 6 — ANEXO 1) compativel com
a formula molecular C1gH13N O3, confirmada pela anélise do espectro de RMN de *H e HSQC.
Na analise de sua fragmentagdo observou-se a perda inicial do grupo uma metila [M + H —
CHs]" e perda incomum de 29 muito caracteristico de oxoaporfinicos, provavelmente do
grupo CO + H (Espectro 7 e 8 — ANEXO ).

O espectro de RMN *H a 600 MHz em CD30D (Espectro 9 — ANEXO ) difere da GC1
pela auséncia do sinal de metilenodioxi e presenca dos sinais simpletos em ¢ 4,07 (3H) e J
4,14 (3H), tipicos de grupos metoxilicos, correlacionados aos sinais de carbono em & 59,28
(H-1/C-1) e 6 55,18 (H-2/C-2) pelo mapa de contorno HSQC (Espectro 10 — ANEXO ).
Foram observados dubletos nos sinais em 6 8,02 (H-4) e 6 8,74 (H-5), com constantes de
acoplamento (J) iguais a 5,3 Hz com integracdo para um hidrogénio, acoplados no HSQC aos
sinais em 6124,70 e ¢143,40 que foram atribuidos aos carbonos do ndcleo isoquinolinico C-
4 e C-5.

Observou-se ainda sinais referentes a quatro hidrogénios aromaticos em ¢ 9,21 (dd, J =
8,4,e1,1 Hz, 1H), 67,83 (dd, J =8,4, 7,1 e 1,3 Hz, 1H), 6 7,61 (ddd, J = 8,1, 7,1 e 1,1 Hz,
1H) e 68,45 (dd, J = 8,1 e 1,3 Hz, 1H), atribuidos a H-11, H-10, H-9 e H-8, respectivamente
do anel D néo substituido, e ¢ 7,56 (1H, s) tipico de H-3 do anel A do sistema oxoaporfinico.

Do mesmo modo, considerando as correlagdes dos carbonos, pelo mapa de contorno HSQC,



67

com os respectivos hidrogénios os sinais em 6 106,97 (H3/C3), 6 127,80 (H-8/C-8), 6128,19
(H-9/C-9), 6134,49 (H-10/C-10) e 5128,22 (H-11/C-11).
Estes dados e a comparagdo com 0s registros na literatura permitiram identificar o

composto GC2 como o alcaloide oxoaporfinico lisicamina, ja isolado de outras espécies do

género Guatteria (COSTA et al., 2009b; SAEZ et al., 1997) (Tabela 11).

Tabela 11: Dados de RMN de *H e HSQC do GC2.

Posicdo  “C@®)*°¢  C (5) 'H (0) (mult., J em Hz)? H (6) (mult., I em Hz)°
3 106,97  106,48d 7,56 (1H, s) 7,23 (1H, 9)
4 124,70  123,62d 8,02 (1H, d, 5,3) 7,81 (1H, d, 5,2)
5 143,40  145,01d 8,74 (1H, d, 5,3) 8,91 (1H, d, 5,2)
8 127,80  128,91d 8,45 (1H, dd, 8,1 e 1,3) 8,58 (1H, ddd, 7,9, 1,6 € 0,5)
9 128,19  128,82d 7,61 (1H,ddd, 81,7,1e1,1) 7,58 (1H, ddd, 7,9, 7,2 e 1,1)
10 134,49  134,35d 7,83 (1H,ddd, 84,7,1e1,3) 7,77 (1H, ddd, 8,4, 7,2 ¢ 1,6)
11 128,22 128,46 d 9,21 (1H, dd, 8,4 e 1,1) 9,18 (1H, ddd, 8,4, 1,1 e0,5)
1-OCH;, 59,28 60,67 q 4,07 (3H, s) 4,02 (3H, s)
2-OCH; 55,18 56,23 q 4,14 (3H, s) 4,10 (3H, s)

 Experimento realizado a 600 MHz para “"H em CD;0OD, utilizando o TMS como padréo interno. ° Dados da
literatura de acordo com COSTA (2009b) (400MHz, CDClI,). ¢ Sinais determinados pelo espectro de HSQC. (6)
Deslocamento quimico em ppm.

A analise do espectro de RMN de *H a 600 MHz em CD3OD (Espectro 11 — ANEXO
1) do composto GC3 apresentou similaridades quando comparado com os espectros de *H do
composto GC2, diferenciado pela auséncia do sinal ¢ 7,56 (1H, s) atribuido a H-3/C-3 e pela

presenca de um sinal do grupo metoxilico em ¢ 4,23 (3H, s), que foi posicionado em C-3.
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O espectro de RMN *H também evidenciou a presenca de sinais em 58,38 (d, 1H, J =
4,5 Hz) e 68,87 (d, 1H, J = 4,4 Hz), caracteristicas de hidrogénios do nucleo isoquinolinico
em H-4 e H-5, respectivamente. O registro de sinais referentes a quatro hidrogénios
aromaticos em ¢ 8,48 (1H, dd, 7,9 e 1,4), 0 7,59 (1H, ddd, 7,9, 7,2 e 1,1), ¢ 7,84 (1H, ddd, 8,5,
7,2e 1,5) e 69,20 (1H, d, 8,5), foram atribuidos a H-8, H-9, H-10 e H-11, respectivamente,
tipicos dos hidrogénios aromaticos do anel D ndo substituido.
Na Tabela 12 sdo apresentados os valores de RMN 'H e pela comparacdo com os
registros na literatura identificou o composto GC3 como o alcaloide oxoaporfinico conhecido
como O-metilmoschatolina de férmula molecular Ci9H1sNO,4 (321), j& isolado de outras

espécies da familia Annonaceae (TORRES et al., 2007).

Tabela 12: Dados de RMN de *H do GC3.

'H (9) (mult., J em Hz)"
8,13 (1H, d, 5,5)

Posic&o 'H () (mult., J em Hz)*
4 8,38 (1H, d, 4,5)

5 8,87 (1H, d, 4,4) 8,88 (1H, d, 5,5)

8 8,48 (1H, dd, 7,9 e 1,4) 8,48 (1H, dd, 7,8 e 1,4)

9 7,59 (1H, ddd, 7.9, 7,2e1,1) 7,69 (1H, ddd, 7.8, 7,1 e 1,0)

10 7,84 (1H, ddd, 85,7,2e15) 7,76 (1H, ddd, 7.8, 7,1 e 1,4)

11 9,20 (1H, d, 8,5) 9,11 (1H, d, 8,3)
1-OCH; 4,126 (3H, s) 4,08 (3H, s)
2-OCH; 4,127 (3H, s) 4,10 (3H, s)
3-OCH;, 4,23 (3H, s) 4,18 (3H, s)

3 Experimento realizado a 600 MHz para 1H em CD50D, utilizando o TMS como padréo interno. ® Dados
da literatura de acordo com TORRES et al., (2007) (400MHz, CDCls). (6) Deslocamento quimico em ppm.
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Os espectros de RMN *H a 600 MHz (Espectro 12 — ANEXO 1) e HSQC (Espectro 13
— ANEXO [) em CD3OD do composto GC4 apresentaram similaridades a GC1. O grupo
metilenodioxi foi reconhecido através do sinal em 6 6,31 (s, 2H) correlacionado ao sinal do
carbono em ¢ 103,82. Foi observada auséncia do sinal em 67,44/H-3 da GC1, e a presenca de
um simpleto em ¢ 4,29 (3H), atribuido a um grupo metoxilico, correlaionado pelo mapa de
contorno HMBC (Espectro 14 — ANEXO I) com o carbono em 6 137,02, e atribuido ao C-3,
do anel A. Foram observados dois sinais, em 68,24 (d, 1H, J =4,8) e 68,72 (d, 1H, J = 4,8)
caracteristicos de hidrogénios do nucleo isoquinolinico em H-4 e H-5, respectivamente. O
registro de sinais referentes a trés hidrogénios aromaticos em ¢ 8,01 (dd, J = 7,9 e 0,7 Hz,
1H), 67,55 (t, J=7,9Hz, 1H) e 67,46 (dd, J = 7,9 e 0,7 Hz, 1H), caracteristicos do anel D
dos sistemas oxoaporfinicos substituido em C-11, compativeis com os sinais de H-8, H-9 e H-
10. A presenga de sinal em 64,04 (3H) correlacinado no HSQC ao sinal do carbono em 56,71
indicou a presenca de uma metoxila como o grupo substituinte, enquanto a correlacdo (J°) do
sinal em 68,01 (H-8) no HMBC com o sinal da carbonila (C-7) em ¢ 183,85, confirmou a sua

localizacdo no C-11 (6158,48) (Figura 9).
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Figura 9: Correlacdes observadas no mapa de contorno HMBC da GC4.

Na Tabela 13 sdo apresentados os valores de RMN *H atribuidos de acordo com as
analises dos mapas de contorno HSQC e HMBC e pela similaridade com os dados na
literatura, identificou o composto GC4 como sendo o alcaloide oxoaporfinico conhecido

como 3-metoxi-oxoputerina, ja isolado de Guatteria foliosa (MAHIOU et al., 1994).

Tabela 13: Dados de RMN de 'H de GCA4.

Posicdo  C(8)*° 'H (o) (mult, Jem Hz)® H () (mult., J em Hz)° (13!\1/'32)06‘,[,
1 139,90
la -
2 151,88
3 137,02
3a -
3b 124,37
4 120,44 8,24 (1H, d, 4,8) 8,18 (1H, m) 3b
5 144,38 8,72 (1H, d, 4,8) 8,90 (1H, m) 6a’
6a 132,65
7 183,85
Ta 134,13
8 121,13 8,01 (1H,dd, 7,9€0,7) 8,18 (1H, m) 7 10 e 1la
9 130,09 7,55 (1H, t, 7.9) 7,53 (1H, t, 8) gell
10 11847 7,46 (1H, dd, 7,9 0,7) 7,28 (1H, dd, 8 e 2) 8e 112
11 158,48
1la 124,08
o(clﬁzz)o 103,82 6,31 (2H, 5) 6,24 (2H, 5) le2
3:0CH; 60,98 4,29 (3H, s) 4,29 (3H, s) 3
11-0CH;, 56,71 4,04 (3H, s) 4,04 (3H, s) 11

2 Experimento realizado a 600 MHz para "H em CD;0D, utilizando o0 TMS como padréo interno. ° Dados da
literatura de acordo com MAHIOU et al. 1994 (200MHz, CDCl,). © Sinais determinados pelo espectro de HSQC
e HMBC. ¢ Atomos de carbonos que mostraram correlagdo com os hidrogénios em J3. ¢ Correlacéo fraca. (J)
Deslocamento quimico em ppm.
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5.1.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL DO ALCALOIDE TIPO

PROTOBERBERINICO

O espectro de massa do composto GC5 apresentou um ion molecular protonado em
m/z 352 ([M+H]") (Espectro 15 — ANEXO 1) compativel com a féormula molecular
C,1H2:NO,, confirmada pela analise do espectro de RMN de *H.

Pela a analise do espectro de RMN *H (600 MHz, CD3;0D) (Espectro 16 — ANEXO 1)
observou-se dois sinais em ¢ 9,76 (1H, s) e ¢ 8,80 (1H, s) tipicos de esqueleto berberinico os
quais foram atribuidos a H-8 e H-13. Dois sinais de grupos metilénicos mutuamente
acoplados, umem ¢ 3,23 (2H, t, J = 4,3 Hz) e outro relativamente deslocado (desblindado) em
0 4,94 (2H, t, J = 4,3 Hz) em virtude da presenca de uma nitrogénio quaternario, eram
compativeis com H-5 e H-6 do esqueleto protoberberinico (CHIA et al., 1998; GRICOVA et
al., 2007). Verificou-se também quatro sinais tipicos de grupos metoxilicos em ¢ 4, 00, & 3,95,
04,21 e ¢ 4,11, todos com integracdo para trés hidrogénios; dois simpletos em ¢ 7,06 e 6 7,67
atribuidos a dois hidrogénios aromaticos situados em posicao relativa para, caracteristicos de
anel benzénico 2,3,5-6-tetrassubstituido; e dois sinais de hidrogénios aromaticos em ¢ 8,12 e 6
8,02, ambos dubletos com constante de acoplamento orto (J = 9,1 Hz).

Na Tabela 14 sdo apresentados os valores de RMN de 'H, os quais aliados aos
descritos na literatura permitiram a identificacdo do composto GC5 como o alcaloide do tipo
tetraidroprotoberberinico quaternario conhecido como palmatina, também encontrado na

espécie Guatteira friesiana (COSTA et al., 2013).
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Tabela 14: Dados de RMN de *H de GCS.
Posicdo  'H () (mult., Jem Hz)*  'H (d) (mult., J em Hz)°

1 7,67 (1H, 5) 7,64 (1H, 5)
4 7,06 (1H, s) 7,03 (1H, s)
5 3,23 (2H, t, 4,3) 3,28 (2H, t, 6,3)
6 4,94 (2H, t, 4,3) 4,93 (2H, 1, 6,3)
8 9,76 (1H, s) 9,75 (1H, s)
11 8,12 (1H, d, 9,1) 8,09 (1H, d, 9,1)
12 8,02 (1H, d, 9,1) 8,01 (1H, d, 9,1)
13 8,80 (1H, s) 8,79 (1H, s)
2-OCH; 4,00 (3H, s) 3,98 (3H, s)
3-OCH; 3,95 (3H, s) 3,93 (3H, s)
9-OCH; 4,21 (3H, s) 4,20 (3H, s)
10-OCHs 4,11 (3H, 5) 4,09 (3H, s)

# Experimento realizado a 600 MHz em CD;OD, utilizando o TMS como padréo interno. ® Dados da
literatura de acordo com WAFO et al., (1999) (400MHz, CDCl,). (6) Deslocamento quimico em ppm.

5.1.5 DETERMINACAO ESTRUTURAL DO ALCALOIDE TIPO 7,7-

DIMETILAPORFINICO

O espectro de massa do composto GC6 apresentou um ion molecular protonado de
m/z par indicando possivel alcaloide. O ion mais abundante foi observado em m/z 338
([M+H]") (Espectro 17 — ANEXO 1) cujos os fragmentos idnicos foram caracterizados através
da anélise das fragmentacBes chave e com base nos dados de RMN de *H o composto GC6

refere-se ao alcaloide tipo aporfinico de formula molecular C;H19NO,.
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A fragmentacdo no espectro de massas (ESI-IT-MS) até MS® (Esquema 14) revelou
duas perdas iniciais de 15 Da, evidenciadas pelos fragmentos a m/z 323 e m/z 308. Foram
ainda observadas sucessivas perdas de 30 Da e 28 Da, correspondentes a CH,O (m/z 278) e
CO (m/z 250), que estdo relacionadas a presenca de uma ponte metilenodioxi na estrutura,
conforme observado em alcaloides aporfinicos sensu stricto (STEVIGNY, 2004) (Espectro 18

— ANEXO ).

OCH,

O
+
< O N H\f +3;|]8 —>mz 323—>m/z 308—>m/z 278
= z

o -CH,4 -CHj4 -CH,0
CH, -CO
CH,
mz 291 miz 232 «——mz 250
-OCH3 -H,0

OH

Esquema 14: Proposta de fragmentacao para o composto GC6.

O espectro de RMN *H a 600 MHz em CD3OD (Espectro 19 — ANEXO 1) confirmou a
presenca do grupo metilenodioxi no anel A, verificado através do sinal em & 6,11 (s, 2H).
Como no composto GC4, o sinal correspondente ao H-3, foi substituido por uma metoxila (&
4,00, 3H). Observou-se ainda caracteristicas de um alcaldide do tipo 7,7-dimetilaporfinico
devido a um sinal em & 1,42 com integracdo para seis hidrogénios no espectro de RMN *H,
indicando os grupos metilicos ligados ao C-7. Foram observados sinais em 6 2,58 e 3,51
ambos tripletos (J = 7,4, 2H), caracteristicas de hidrogénios no anel tetraidroisoquinolinico
em H-4 e H-5, respectivamente. O registro de sinais referentes a trés hidrogénios aromaticos
em 56,98 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 56,70 (dd, J = 8,6 e 2,5 Hz, 1H) e 58,04 (d, J = 8,6 Hz, 1H)
atribuidos ao H-8, H-10 e H-11, indicaram uma substituicdo em C-9 do anel D, deduzida pelo

espectro de massas, como uma hidroxila (Espectro 18 — ANEXO 1).
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Na Tabela 15 sio apresentados os valores de RMN *H, os quais, pela similaridade com
os registros da literatura, identificaram o composto GC6 como o alcaloide oxoaporfinico
conhecido como 3-metoxi-guadiscidina, ja isolado pela primeira vez na espécie Guatteria

friesiana (COSTA et al., 2009a).

Tabela 15: Dados de RMN de *H de GCB6.

Posic&o 'H (0) (mult., Jem Hz)®  *H (6) (mult., J em Hz)"
4 2,58 (2H, t, 7,4) 2,58 (2H, m)
5 3,51 (2H, t, 7,4) 3,53 (2H, m)
8 6,98 (1H, d, 2,5) 7,01 (1H, d, 2,5)
10 6,70 (1H, dd, 8,6 €2,5) 6,76 (1H, dd, 8,5 e 2,5)
11 8,04 (1H, d, 8,6) 8,04 (1H, d, 8,5)
(1-2) OCH,0 6,11 (2H, s) 6,09 (2H, s)
3-OCH; 4,00 (3H, s) 4,01 (3H, s)
9-OH - -
7-CHs 1,42 (6H, s) 1,45 (6H, 5)

3 Experimento realizado a 600 MHz para *H em CDsOD, utilizando 0 TMS como padr&o interno. ® Dados da
literatura de acordo com COSTA et al. (2009a) (400MHz, CDCl; + gotas de CD;0D). (6) Deslocamento quimico
em ppm.

O espectro de massa do composto GC7 apresentou o ion molecular protonado em m/z
310 ([M + H]") (Espectros 20 — ANEXO 1) cujos os fragmentos iénicos obtidos até MS*
foram caracterizados através da analise das fragmentac6es chave. O GC7 compativel com a
formula molecular C1sH1sNO, foi confirmada com base nos dados de RMN de *H, HSQC e

HMBC e por comparacdo com os registros da literatura.
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Na analise do padrdo de fragmentacdo (Esquema 15) observou-se a perda inicial de [M
+ H — H,0]" gerando o fon m/z 292 que por sua vez apresentou dois tipos de perdas distintas,
uma perda de 15 Da (CHs) seguida de 28 Da (CO) evidenciadas pelos fragmentos m/z 277 e
m/z 249, e outra perda de 30 Da (CH;0O) seguida de 28 Da (CO) referente ao grupo

metilenodioxi (STEVIGNY, 2004) (Espectros 21 — ANEXO 1).

+ +
0 M+H ___ _ [M+H]|
< CH,0 MZz262 o miz234
o) N
‘ OH M+ H]+ M+ H]Jr
CHj m/z310 .H,0 M/z292

‘_, M+HT_  M+H

OH -CHg m/z277 -CO M/z249

Esquema 15: Proposta de fragmentacao para o composto GC7.

Pela anélise do espectro de RMN *H a 600 MHz em CD;0D (Espectro 22 — ANEXO 1)
observaram-se caracteristicas de um alcaloide do tipo 7-hidroxi-7-metilaporfinico devido ao
sinal em 51,41 com integracdo para trés hidrogénios no espectro de RMN *H, correlacionado
com o sinal em & 34,28 no mapa de contorno HSQC (Espectro 23 — ANEXO 1). Foram
observados sinais em 6 2,66 e 3,98, ambos multipletos com integracdo para 2 hidrogénios,
acoplados no HSQC aos sinais em ¢ 27,26 e 46,23, caracteristicos de hidrogénios/carbono do
anel tetraidroisoquinolinico H-4/C-4 e H-5/C-5, respectivamente (Espectro 23 — ANEXO I).

No espectro de RMN *H observou-se um simpleto referente a um hidrogénio em &6,69
no anel A e a auséncia do sinal de H-6a entre ¢ 3,50-3,71 do anel B, indicando a presenca de
uma ligagdo dupla entre C-6a e N-6, confirmada pelo sinal do carbono iminico em ¢ 172,29.
A despeito da presenca do grupo imino entre C-6a e N-6 que, de acordo com a literatura

(PELLETIER, 1987), restaura a planaridade da molécula (evidenciada em GC6 pelo simpleto
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do sinal do metilenodioxi), observa-se no composto GC7 a presenca de dois sinais [0 6,05 (d,
1H) e 6 6,17 (d, 1H)] com constantes de acoplamento (J) iguais a 1,2Hz, caracteristica de
hidrogénios « e £ do grupo metilenodioxi (ORTIZ et al., 2007), de estruturas de 7-hidroxy-7-
metilaporfinico, confirmando a auséncia de planaridade, revelada na analise por difratometria
de Raios X (PELLETIER, 1987). A configuracao absoluta do centro quiral C-7 foi
estabelecida como sendo R através da anélise no polarimetro com [o]p? de 13.7° (c 1.0,
MeOH) para 0 GC7.

Os sinais dos hidrogénios em ¢ 7,24 (1H, d, 2,5Hz), ¢ 6,74 (1H, dd, 8,6 e 2,6Hz) e ¢
8,07 (1H, d, 8,6Hz) correlacionados aos carbonos ¢ 113,3, 0 115,5 e ¢ 130,5 no mapa de
contorno HSQC (Espectro 24 — ANEXO 1), indicaram uma substituicdo no anel D e foram
atribuidos respectivamente a H-8/C-8, H-10/C-10 e H-11/C11, tendo em vista a correlacdo no
HMBC (3% do sinal em & 7,24 (H-8) com um carbono carbindlico em ¢ 74,34 (Espectro 25 —
ANEXO ). A substituicdo em C-9 foi ratificada pela correlacdo J° no HMBC do sinal em &
8,07 (H-11) com o sinal do carbono em ¢ 159,45 (C-9), o qual ndo mostrou correlagdo com
hidrogénios no HSQC, indicando a localizacdo de um grupo hidroxila nesta posicao (Figura

10).

Figura 10: Correlagdes observadas no mapa de contorno HMBC da GC7.
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O composto GC7 foi identificado como o alcaloide guattescidina, isolado
anteriormente de Guatteria scandens, por Hocquemiller et al. (1982), sendo sua estrutura
corrigida por CHIARONI et al. em 1983, com base em andlise de difracdo de raios X do
derivado 9-metoxilado andlogo, guattescina, sendo incompletos os dados da literatura sobre
este alcaloide. No presente trabalho que constitui o segundo isolamento de GC7 s&o
apresentados dados completos de RMN *H, HSQC e HMBC inequivocos sobre a sua estrutura

(Tabela 16).

Tabela 16: Dados de RMN de *H de GC7.
'H (0) (mult., J em H (0) (muLt., Jem

Posicio  °C(9)*° *C(d)° HMBC (*H-**C)"*

Hz)* Hz)
1a 11770 1143
14315 1434
152,44 1518
106,64  106,0 6,69 (LH, s) 6,53 (LH, 5) 1,2,3be4
3a 13480 1334
3h 11662 1171
2726 26,0 2,66 (2H, m) 3,33,3be5
5 4623 44,6 3,98 (2H, m) 33
6a 17229 1726
7 7434 731
7a 14632 1417
11330 1113 7,24 (1H, d, 2,5) 7,43 (1H, d, 2,8) 11a,10e 7°
9 15045  157,9
10 11550 1147 6,74 (1H,dd, 8,6€26) 6,76 (LH, dd, 9 e 2,8) 7aella
11 13050 1290 8,07 (IH, d, 8,6) 7,99 (1H, d, 9) 1a,9,7a e 7°
11a 11997 1179
7-CHs_eq 34,28 33,6 1,41 (3H, s) 1,45 (3H, s) 6a,7e7a
7_OH
9 OH
(1-2) 6,17
oo H A7 (AH, d, 1,2) 6,08 (LH, 1,5) le2
@z - R0 AR (1H, d, 1,2) 5.9 (1H, 1,5) le2°
OCH,0_H, 05 (1H, d, 1, 9 (IH, 1,

2 Experimento realizado a 600 MHz para "H em CD;0D, utilizando o TMS como padréo interno. ® Dados da
litieratura de acordo com HOCQUEMILER et al., 1982. © Sinais determinados pelo espectro de HSQC e HMBC.
¢ Atomos de carbonos que mostraram correlagdo com os hidrogénios em J* e J°. ¢ Correlagdo fraca. (3)
Deslocamento quimico em ppm. ® Correlagdo fraca. (5) Deslocamento quimico em ppm.
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5.2 TESTE DE ATIVIDADE ANTIPLASMODICA

Foram avaliados inicialmente os extratos hidroalcodlicos das folhas das espécies U.
guaterioides, A. brevipes, D. riparia, T. duckei, A. exsucca, X.benthamii e G. citriodora
contra Plasmodium falciparum FCR3, e posteriormente, os extratos hidroalcodlicos das folhas
e galhos de G. citriodora e suas fragdes hexanicas, alcaloidicas e neutras.

Ao avaliar a morfologia das células presentes em suspensdo por citometria de fluxo
foram selecionadas de acordo com tamanho e granularidade o segundo quadrante (Q2)
representado pelas hemécias parasitadas marcadas com brometo de etidio (Figura 11).
Observou-se em media 5,79% = 0,66 das celulas que demonstravam morfologia caracteristica

de hemacias.

{1 Q2
10° 4 0,00% 5,48%
4
10" 3
< =
o
2
210" A
107 3
0 Jo4
40,00%
L, H—— —
2
100 10 10°
FSC-A

Figura 11: Histograma das hemécias parasitadas em suspensdo por citometria de fluxo.

Foram avaliados 41 modelos de curvas estatisticas para determinacdo do Clso dos
extratos e fracbes de G. citriodora. Foi utilizado o método dos minimos quadrados
generalizados considerando variancias constantes. Alguns ajustes apresentaram evidéncias de

variancias ndo constantes, contudo, segundo O’CONNELL (1993) isto ndo produz mudangas
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marcantes nas estimativas das curvas. Na tabela 17, é apresentado o resultado dos modelos
estatisticos de melhor desempenho para cada extrato e fragdo segundo o critério de
informacgdo Akaike (AIC) e levando em consideracédo o nivel de significancia de 5%.

Os extratos que diminuiram a parasitemia com valores de Clsp < 5 pg.mL™ foram
considerados altamente ativos, aqueles com 5 pg/mL < Clso < 10 pg.mL™ foram classificados
como moderadamente ativos e com 10 pg/mL < Clsp < 100 pg.mL™ com baixa atividade
antiplasmaddica.

As espécies de Annonaceae U. guaterioides, A. brevipes, D. riparia, T. duckei, A.
exsucca e X.benthamii avaliadas ndo apresentaram atividade antiplasmodica com excecao dos
extratos hidroalcoolicos das folhas de G. citriodora, e por este motivo, avaliaram-se também
0s extratos hidroalcoolicos dos galhos e suas fragfes (Tabela 17).

Os extratos EHBF e EHBG apresentaram elevada atividade antiplasmddica exibindo
Clso de 1,183 pugmL™ e 0,3277 pg.mL™, respectivamente. Observou-se que as fracdes
alcaloidicas FAF Clso de 1,066 ug.mL™ e FAG (Clso = 0,332 pg.mL™) e FHG (Cls, de 1,035
ng.mL™) foram muito ativas, sendo que a constituicdo quimica da Gltima néo foi investigada

neste trabalho.
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Tabela 17: Clso dos extratos e fragdes de acordo com AIC e o p-valor.

MM.3 L.3 LL.3 LL.4 CRS.4c UCRS.4c BC.4 Cls

AlC p-valor  AIC p-valor AIC p-valor AIC p-valor AIC p-valor AIC p-valor AIC  p-valor pg.mL™*
EHBF -114,7  0,9837 1,183
FHF -120,2  0,0897 42,725
FNF -142,5 0,6325 75,650
FAF -117,1  0,5402 1,066
EHBG -152,4  0,2172 0,328
FHG -106,7 0,5707 1,035
FNG > 100
FAG -110,6  0,2644 0,332
U.guaterioides > 100
A. brevipes > 100
D. riparia > 100
T. duckei > 100
A. exsucca > 100
X. benthamii > 100
Quinina® -158,9 0,682 0,018

MM.3: Michaelis-Menten; Logistica; Log-Logistica; BC.4: Brain-Cousens; CRS.4c: Cedergreen-Ritz-Streibig; UCRS.4c: Cedergreen-Ritz-Streibig invertida AIC: Critério de

Informacio Akaike; EHB: Extrato Hidroalcodlico Bruto; FH: Fragdo Hexanica: FN: Fragdo Neutra; FA: Fracdo Alcaloidica; F: Folhas e G: Galhos. ? Droga controle: Quinina.
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As fragbes neutras das folhas e galhos ndo apresentaram atividade antiplasmddica
relevante com valores respectivamente de Clso de 75,65 pg.mL™ e superior a 100 ug.mL™. A
FHF evidenciou baixa atividade com Cls igual a 42,725 pug.mL™ diferentemente da FHG com
alta atividade plasmocida de Clso de 1,035 pg.mL™. A Figura 12 apresenta o gréfico da curva

ajustada para os dados da FHG.
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Figura 12: Curva ajustada pelo modelo UCRS.4c, para os dados da FHG.

A Figura 13 e 14 apresenta o grafico da curva ajustada para os dados do EHBF e
EHBG, respectivamente. Verifica-se nas curvas de parasitemia a atividade relativa referente a
menor concentracdo. Esse resultado sugere uma competicdo entre os metabdlitos bioativos
exibindo um bloqueio estérico no sitio ativo do Plasmodium acarretando uma diminuicao da

atividade a medida que se eleva a concentracao.
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Figura 13: Curva ajustada pelo modelo MM.3, para os dados EHBF.
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Figura 14: Curva ajustada pelo modelo BC.4, para os dados EHBG.

82



83
O mesmo comportamento dos extratos EHBF e a EHBG foi observado para as fragdes
alcaloidicas FAF e FAG (Figura 15 e 16) ao apresentarem elevada atividade antiplasmodica

relativo & menor concentragéo com Clso de 1,183 pg.mL™ e 0,3277 pug.mL™, respectivamente.
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Figura 15: Curva ajustada pelo modelo MM.3, para os dados FAF.
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Figura 16: Curva ajustada pelo modelo LL.4, para os dados FAG.
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Observou-se ainda que as fracBes alcaloidicas apresentaram atividades relativamente
proximas aos extratos hidroalcodlicos brutos levando a admitir que a atividade dos extratos
brutos seja atribuida aos alcaloides presentes, especialmente para as folhas, cuja fragdo
hexanica (FHF) e fracdo neutra (FNF) apresentaram baixa atividade.

Vérios relatos na literatura contribuem e fortalecem esta observacdo como o0s
resultados obtidos por Fisher et al., (2004), em que o0s extratos alcaloidicos foram mais ativos
que 0s extratos etandlicos brutos com valores de Clso entre 0,3 - 8,2 pg.mL™, e a fracio
alcaloidica de Guatteria australis foi 0 mais ativo contra K1 de Plasmodium falciparum com
Clsp igual a 0,3 ug.mL'l.

Sener et al., (2003) sugerem que 0 grupo metilenodioxi e o nitrogénio terciario ndo
metilado contribuiem para alta atividade dos alcaloides. Porém, foi observada uma elevada
atividade em alcaloides com o nitrogénio quaternario (OSORIO et al., 2010).

Wright et al., (2000) avaliaram a atividade antiplasmodica de alguns grupos de
alcaloides e relataram que a presenca do nitrogénio quaternario aumenta a atividade dos
protoberberinicos. No grupo dos aporfinicos, os autores sugerem que a funcdo amina
secundaria e um substituinte fendlico aumentam a atividade antiplasmddica in vitro em
relacdo as aminas terciarias e aos substituintes metoxilados, os quais foram cerca de sete
vezes menos ativos. Resultados similares também foram encontrados por COSTA et al.,
(2011b) em que o autor sugere que o grupo metoxila reduz a atividade antiproliferativa para o
alcaloide oxoaporfinico subsessilina e inativa a O-metilmoschatolina, enquanto a hidroxila
favorece a atividade da isomoschatolina.

GRAZIOSE et al., (2011) isolou os alcaloides aporfinicos asimilobina, liriodenina e
oxoglaucina, os quais apresentaram atividade antiplasmddica contra P. falciparum D10

sensivel a cloroquina, e Dd2 resistente a cloroquina com Cls entre 1,2 a 4,1 pg.mL™. Os
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resultados desses compostos sdo consistentes com trabalhos publicados anteriormente (DEL
RAYO et al., 2000; LIKHITWITAYAWUID et al., 1993b; WIRASATHIEN et al., 2006) .

Portanto, os resultados deste trabalho confirmam o potencial antimalarico dos
constituintes alcaloidicos, como ja descritos na literatura (PHILLIPSON & WRIGHT, 1991,
GUINAUDEAU et al., 1997; ANGERHOFER et al., 1999; STEELE et al., 1999; WENIGER
et al., 2000; IWASA et al., 2001; MUNOZ et al. 2000; MAHIOU et al., 2000).

Merece atencdo ainda a elevada atividade de FHG (Clso = 1,035), cujos constuintes

deverdo ser investigados em trabalhos posteriores.

5.3 TESTE ANTIBACTERIANO

Os resultados obtidos da avaliacdo da atividade antibacteriana contra 46 micro-
organismos e as concentracdes inibitdrias minima dos extratos e fracGes ativos sao
apresentados na Tabela 18. Foram avaliados os extratos hidroalcodlicos das folhas e galhos de
G. citriodora e suas fracGes hexanicas, alcaloidicas e neutras, bem como os 6leos essenciais
das folhas.

Na avaliacdo do antibiograma de acordo com a técnica de difusdo em agar por meio de
poco foi possivel verificar o grau de sensibilidade segundo o diametro dos halos de inibicdo,
nos seguintes termos: resistente: auséncia de halo de inibicdo; pouco sensivel: halos de até 10
mm de didmetro; moderadamente sensivel: halos entre 10 e 20 mm; muito sensivel: halos
entre 20 e 30 mm; severamente sensivel: halos acima de 30 mm.

A S. aureus sensivel a meticilina MSSA (ATCC 25923) se apresentou moderadamente
sensivel ao extrato hidroalcodlico das folhas de G. citriodora evidenciado pelo halo de

inibicdo de 14 mm com Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) de 250 pg.mL™.
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A fracdo alcaloidica das folhas (FAF) e galhos finos (FAGF) de G. citriodora
exibiram uma significativa atividade contra a bactéria Gram positiva Bacillus subtilis por
apresentar halo de inibicdo de 22 mm e 21 mm, respectivamente e ambos com CIM igual a
62,5 pg.mL™. A Gram positiva Enterococcus faecalis (ATCC 4083) se apresentou
moderadamente sensivel apenas a fracdo alcaloidica das folhas com halo de inibicdo em
média de 17 mm e CIM igual a 125 ug.mL™.

A atividade observada nas fragGes alcaloidicas foi atribuida provavelmente a presenca
da alta concentracédo de alcaloides, uma vez que nédo foi observado atividade nos respectivos
extratos brutos. Similarmente, resultados encontrados por Costa e colaboradores (2010), ao
avaliar os extratos metanolicos e suas fracfes do cerne de Guatteria hispida constatou 0s
melhores resultados para a fracdo alcaloidica com atividade antimicrobiana contra alguns
micro-organismos. Destaque ao alcaloide liriodenina por ser mais ativo em relacdo ao
controle positivo cloranfenicol contra a Gram positiva Staphylococcus epidermidis. Em
estudos anteriores, foi relatada a atividade frente a bactérias Gram + para alcaloides
isoquinolinicos (ABBASOGLU et al., 1991).

A resisténcia de bactérias Gram negativas a fracdes alcaloidicas e alguns alcaloides
isolados de espécies do género Guatteria ja foi relatada na literatura. G. hispida e G.
blepharophylla e seus compostos majoritarios O-metilmoshatolina, lisicamina,
isomoshatolina, nornuciferina, isocoreximina e liriodenina ndo apresentaram atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (COSTA et al., 2010 e
2011b).

Atividade antibacteriana também foi observada para os 6leos essenciais das folhas,
mas somente para as bactérias Gram negativas Escherichia coli EPEC e Salmonella enterica
subespécie enterica serovar Typhimurium que se apresentaram moderadamente sensiveis ao

6leo essencial por evidenciarem halos de inibicdo em média de 11 e 13 mm, respectivamentee
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ambos com CIM igual a 125 ug.mL™. O 6leo essencial extraido das folhas e seus constituintes
quimicos foram identificados por Rabelo (2008) com 77% dos constituintes majoritarios de
monoterpenos, dos quais 48% corresponderam ao citronelal e citronelol. Esses compostos ja
possuem atividade antimicrobiana comprovada (TOSCAN, 2010; BEZERRA et al., 2013;
CASTRO et al., 2010; ORDONEZ et al., 2004).

De acordo com Toscan (2010) em trabalho realizado com o citronelol e citronelal, ndo
foram constatadas diferencas evidentes entre 0s comportamentos de bactérias Gram positivas
e negativas frente aos compostos de um modo geral, indicando que a presenca da membrana
externa lipoproteica existente nas Gram negativas ndo estabelece barreira eficaz, permitindo a
interacdo dos terpenoides com a membrana celular. Contudo, de acordo com Sinkkema et al.
(1993, 1995), a membrana celular pode ser significativamente diferente de um organismo a
outro afetando a permeabilidade e consequentemente, a resposta dos mesmo a compostos
inibitorios. Por outro lado, ndo se pode descartar os diversos mecanismos que podem atuar de
forma a tornar o micro-organismo resistente aos terpenoides, como bombas de efluxo,
modificacdo nos sitios alvos e modificacdo enzimatica da molécula inibitéria. Aléem destes
dados, representantes do género Pseudomonas sdo capazes de transformar ou utilizar
terpenoides, no caso, o citronelal e citral, como fonte de carbono (TOZONI et al., 2010)

Os resultados observados mostram que o mecanismo de acao bactericida de algumas
fraches e extratos da espécie Guatteria citriodora é diferente quanto ao micro-organismo
testado, uma vez que a fracdo alcaloidica foi ativa apenas para bactérias Gram positivas e 0
6leo essencial ativo somente para Gram negativa, podendo ainda ocorrer efeitos sinergisticos

de outros componentes presentes no mesmo.



Tabela 18: CIM dos extratos e fragcdes que apresentaram halos de inibicéo.

Média dos halos de Inibicdo (mm) / CIM ? (ug.mL™)

Extrato ) . S. aureus E. coli o
E. faecalis B. subtilis S. typhimurium
MSSA ¢ EPEC CDC
ATCC4083 ATCC6051 ATCC 13311
ATCC25923  086:H35
EHBF ND ND 147250 ND ND
FAF 17 /125 221625 ND ND ND
FAG ND 21/62,5 ND ND ND
Oleo Essencial ND ND ND 11/125 13/125
Imipinem® 62,5 31,2 15,6 31,2 62,5

88

2 CIM: Determinacéo da Concentracdo Inibitoria Minima, ® Droga Controle: Imipinem, ¢ MSSA: Staphylococcus

aureus sensivel a meticilina, ND: Ndo Detectado.
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6. CONCLUSAO

O screening da atividade antiplasmddica realizado em algumas espécies da familia
Annonaceae revelou atividade mais promissora para 0s extratos hidroalco6licos das folhas de
G. citriodora com Clsy de 1,183 pg.mL™ e dos galhos com 0,328 pg.mL™. Apés o
fracionamento dos extratos, as fragdes hexanicas dos galhos e fragdes alcaloidicas das folhas e
galhos revelaram elevada atividade antiplasmddica com Clso de 1,035 pg.mL™, 1,066 pg.mL™
e 0,332 pg.mL™, respectivamente.

A avaliacdo antibacteriana mostrou atividade para as fragbes alcaloidicas de G.
citriodora evidenciada pela acdo bactericida das folhas e galhos contra Bacillus subtilis com
CIM 62,5ug.mL™ e das folhas contra Enterococcus faecalis com CIM 125ug.mL™. Uma
significativa atividade antibacteriana também foi observada para os Oleos essenciais das
folhas, mas somente para as bactérias Gram negativas Escherichia coli EPEC e Salmonella
enterica subespécie enterica serovar Typhimurium que se apresentaram moderadamente
sensiveis ao 6leo essencial por evidenciarem CIM ambos igual a 125 pg.mL™. A atividade foi
atribuida aos monoterpenos por serem a maioria dos constituintes quimicos presentes no 6leo.
Destes, metade correspondem ao citronelal e citronelol, os quais ja& possuem atividade
antimicrobiana comprovada na literatura.

O trabalho reporta o isolamento e a identificacdo de 7 alcaloides descritos pela
primeira vez na espécie G. citriodora, liriodenina, lisicamina, O-metilmoschatolina e 3-
metoxioxoputerina  (oxoaporfinicos), 3-metoxiguadiscidina (aporfinico), palmatina
(protoberberinico) e guattescidina (7-hidroxi, 7-metilaporfininicos), revelando-a como uma
fonte promissora de alcaloides isoquinolinicos. Os estudos fitoquimicos evidenciaram a
diversidade estrutural, caracteristica do género, contribuindo para o seu conhecimento

quimico-taxonémico. Adicionalmente, foram detectados através da analise de perfil quimico
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por ESI-IT-MS, os alcaloides anonaina e norneolitisina, respectivamente das fracOes
alcaloidicas dos galhos e das folhas, os quais ndo foram isolados neste trabalho.

As atividades antiplasmodicas das fragdes FAF e FAG in vitro sdo promissoras e
podem ser associadas aos seus constituintes alcaloidicos encorajando o aprofundamento dos
estudos com investigacdes in vivo, para estabelecer sua verdadeira eficacia e toxicidade, assim
como estudos sobre a relacdo entre estrutura e atividade, visando fornecer subsidios para a

obtencdo de novos farmacos antimaléricos de origem vegetal.
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ANEXOS: ESPECTROS
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Espectro 1: Espectro de ESI-MS em modo positivo da FAG.
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Espectro 14: Mapa de contorno HMBC do GC4.



DIEGO3007 #566 RT: 5,75 AV:1 NL: 1,12E4
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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Espectro 15: Espectro de ESI-MS obtido em modo positivo do composto GC5.
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Espectro 16: Espectro de RMN de *H (600 MHz, CD;0D) do GC5.



DIEGO3007 #1301 RT: 16,20 AV: 1 NL: 1,66E3
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]

100t
90

80
70
60

50

276,1

338,1

298,0 308,1

3391

352,1
368,1

200

250
m/z

(TARAI RPN KNI R u“ Lty il \““\h\h‘u‘m‘h‘\
T f t t T t t t t T T

[l
T
300

Espectro 17: Espectro de ESI-MS obtido em modo positivo do composto GC6.
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Espectro 18: Espectro de massa MS® obtido em modo positivo do GC6.
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Espectro 19: Espectro de RMN de *H (600 MHz, CD;0D) do GCB6.
Diego0208 #1686 RT: 20,90 AV: 1 NL: 7,30E4
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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Espectro 20: Espectro de ESI-MS obtido em modo positivo do composto GC7.
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Espectro 21: Espectro de massa MS* obtido em modo positivo do GC7.
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Espectro 22: Espectro de RMN de *H (600 MHz, CD;0D) do GC7.
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Espectro 23: Mapa de contorno HSQC do composto GC7 com expansdo de 64,1a 61,3.
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Espectro 24: Mapa de contorno HSQC do composto GC7 com expansdo de 68,1 a 6 6,0.
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Espectro 25: Mapa de contorno HMBC do composto GC7 com expansdo de 68,2 a 6 6,0.
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Espectro 26:

Mapa de contorno HMBC do composto GC7 com expansdo de 54,0 a 61,5.
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