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RESUMO
Este trabalho descreve a composicdo quimica e da atividade antiplasmddica in vitro de extratos e
substancias isoladas de Geissospermum argenteum Woodson e Geissospermum urceolatum A. H.
Gentry (Apocynaceae Jussieu). Cascas, folhas e lenho de ambas as espécies foram coletados na
Reserva Florestal Adolpho Ducke, Manaus — AM. Através do planejamento experimental de
misturas tipo simplex-centroide foram preparados extratos de cascas, folhas e galhos de G.
argenteum com trés componentes (acetona, metanol e 4gua) para um estudo quimiomeétrico, no
qual os dados de m/z obtidos por espectrometria de massas (EM) e ionizacdo por electrospray (IES)
foram tratados e interpretados através do software Chemoface. Os mesmos extratos foram testados
para atividade antiplasmaodica in vitro frente a cepa K1 de Plasmodium falciparum, sendo a triagem
feita em duas concentrac@es (5,0 e 50 pg/mL) e a determinacgédo da concentracdo inibitdria de 50%,
(Clsp) nas concentragdes de 100 a 0,13 pg/mL. Foram fracionados o extrato metanolico (mais ativo)
e 0 aquoso (relevancia medicinal) de cascas. Através de maceracdo foram preparados extratos
metanolicos com hidréxido de amonio a 3% de G. argenteum e G. urceolatum, os quais foram
submetidos a particdo &cido-base obtendo-se fracGes alcaloidicas que foram fracionadas em
colunas cromatogréaficas (CC) utilizando silica normal, impregnada, além de RP18. Também foram
utilizadas a cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para isolamento das substancias. As substancias foram identificadas através de
ressonancia magnética nuclear (RMN 1D e 2D) e EM. A toxicidade foi avaliada frente a linhagem
MRC-5 de fibroblastos humanos normais, atraves do teste de alamar blue. Foram isolados trés
alcaloides de G. argenteum (GA): flavopereirina, panarina e velosimina e quatro alcaloides de G.
urceolatum (GU): aspidoscarpina, flavopereirina, geissolosimina e a 12-cinamoiloxi-11-
metoxiaspidospermidina (inédita), além do triterpeno, lupeol. Todos os extratos da casca de G.
argenteum foram ativos contra P. falciparum (Clso = 0,20 a 10,0 pg/mL). Os alcaloides isolados:
aspidoscarpina, flavopereirina (GU/GA), geissolosimina, velosimina e o novo alcaloide foram
ativos contra P. falciparum (Clso = 2,59; 1,25/2,55; 0,38; 3,59 e 0,48 UM respectivamente). Dos
alcaloides ativos acima que foram avaliados para citotoxicidade, todos apresentaram indices de

seletividade antiplasmaodica: citotoxicidade satisfatorias (IS: 20 - 61).

Palavras-chave: Alcaloides. 12-Cinamoiloxi-11-metoxiaspidospermidina. Flavopereirina. Malaria.

Plasmodium falciparum.



ABSTRACT
This work describes the chemical composition and in vitro antiplasmodial activity of extracts and
compounds isolated from Geissospermum argenteum Woodson and G. urceolatum A. H. Gentry
(Apocynaceae Jussieu). Bark, leaves and branches of both species were collected at the Reserva
Florestal Adolpho Ducke, Manaus — AM. Through the experimental planning of simplex-centroid
mixtures, extracts of bark, leaves and branches of G. argenteum were prepared with three
components (acetone, methanol and water) for a chemometric study, in which the m/z data were
obtained by electrospray ionization (ESI) mass spectrometry (MS) and were treated and interpreted
using the Chemoface software. The same extracts were screened in two concentrations (5,0 and 50
pg/mL) for in vitro antiplasmodial activity against the K1 strain of Plasmodium falciparum and
50% inhibitory concentration (ICso) were determined at concentrations from 100 to 0, 13 pg/mL.
The bark methanol extract was selected for fractionation, as it was the most active, as was the
aqueous bark extract due to its medicinal relevance. Through maceration, 3% ammonium
hydroxide methanol extracts were prepared from the bark of G. argenteum and G. urceolatum. The
dry extracts were subjected to acid-base partitioning and the resulting alkaloid fractions that were
fractionated using normal-phase, impregnated and RP-18 column chromatographies (CC).
Preparative thin layer chromatography (PTLC) and high-performance liquid chromatography
(HPLC) were also used to isolate the compounds. The identification of substances was performed
by 1D and 2D nuclear magnetic resonance (NMR) and MS. Cytotoxicity was evaluated against the
normal human fibroblast MRC-5 lineage using the alamar blue test. Three alkaloids from G.
argenteum (GA) were isolated: flavopereirine, panarine, velosimine and four alkaloids from G.
urceolatum (GU): aspidoscarpine, flavopereirine, geissolosimine and the new compound, 12-
cinnamoyloxy-11-methoxyaspidospermidine, in addition to the triterpene lupeol. All G. argenteum
bark extracts were active against P. falciparum (ICso - 0.20 to 10.0 pg/mL). The isolated alkaloids
aspidocarpine, flavopereirine (GU/GA), geissolosimine, vellosimine and the new alkaloid were
active against P. falciparum (ICso - 2.59, 1.25/2.55, 0.38, 3.59 and 0.48 uM, respectively). Among
the active alkaloids above that were evaluated for cytotoxicity all presented satisfactory

antiplasmodial: cytotoxicity selectivity indices (SI - 20-61).

key words: Alkaloids. 12-Cinnamoyloxy-11-methoxyaspidospermidine. Flavopereirine. Malaria.

Plasmodium falciparum.
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1 INTRODUCAO

A maléria € uma doenca infecciosa febril e aguda, causada por protozoarios do género
Plasmodium Marchiafava & Celli, 1885 que € transmitida ao homem através de vetores do género
Anopheles Meigen, 1818 e que ainda atinge o mundo de forma preocupante, principalmente paises
de regides tropical e subtropical. No contexto das endemias mundiais, se posiciona como uma das
doencas infecto-parasitarias com maiores taxas de morbidade e mortalidade. Mesmo com o0s
programas governamentais para controle e reducdo desta endemia, 229 milhdes de casos de malaria
foram reportados em 2019, com 409000 mortes, sendo que 67% delas sdo de criangas menores de
5 anos. Nesse periodo, de acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) no mundo
ocorreu um aumento do nimero de casos clinicos de maléria, porém houve redugdo no nimero de
mortes, exceto nas Américas (OMS, 2020).

O uso de espécies vegetais no tratamento das doencas e seus sintomas acompanha o ser
humano no transcorrer de sua histdria. Assim o conhecimento sobre as propriedades terapéuticas
das plantas evoluiu juntamente com a evolugdo do ser humano. Mesmo com 0S avangos
tecnoldgicos observados na area da salde, o uso de plantas medicinais continua sendo muito
difundido uma vez que as propriedades terapéuticas de muitas espécies vegetais puderam ser
comprovadas através de estudos cientificos. Aliar o conhecimento popular ao cientifico em busca
de novos principios ativos € um dos principais caminhos para o sucesso de pesquisas na area de
plantas medicinais (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002)

Estudos apontam que fontes naturais sdo ricas em principios ativos em razdo de sua grande
diversidade e por isso tém sido utilizadas como recurso terapéutico por populacdes nativas e
urbanas. Tais conhecimentos, também chamados etnoconhecimentos, tém contribuido para
direcionar estudos fitoquimicos e farmacol6gicos que buscam isolar novos principios ativos com
base na chamada medicina popular, os quais podem dar origem a novos farmacos (BRANDAO et
al., 2008).

Ao citar a importancia das plantas como fonte de principios ativos para a sintese de novos
farmacos nédo se pode deixar de ressaltar que os medicamentos utilizados no tratamento da malaria

surgiram a partir de substancias isoladas de plantas, como quinina, obtida da Cinchona officinalis



L. e artemisinina, isolada da Artemisia annua L., que deram origem aos antimalaricos
quinolinicos e derivados da artemisinina (KLAYMAN, 1985; VALE et al., 2005). Nesse contexto
0 Brasil ocupa uma posicao de destaque por ser considerado um dos paises com maior diversidade
do mundo, possuindo cerca de 20% da flora mundial (BRANDAO et al., 2013) e em meio a esta
diversidade ha centenas de plantas utilizadas popularmente para o tratamento da malaria e outras
doencas febris (BRANDAO et al., 1992; MILLIKEN, 1997). No entanto grande parte delas ainda
ndo foi investigada quanto ao seu potencial antimalarico.

Considerando a biodiversidade disponivel na regido, o uso de plantas na medicina
tradicional e a necessidade da descoberta de novos principios ativos, pesquisas com espécies ja
citadas em relatos etnobotanicos sdo importantes (POHLIT et al., 2013; MARIATH et al., 2009).

O género Geissospermum Allemédo foi objeto de uma revisdo publicada em 2013
(CAMARGO et al., 2013) sobre a sua composi¢éo quimica e o uso tradicional das espécies que o
compdem. Através desta revisdo foi possivel verificar que o uso de espécies deste género na
terapéutica da malaria é relevante. A espécie G. argenteum Woodson foi estudada no mestrado
(CAMARGO, 2012) durante o qual extratos de cascas, folhas e galhos foram testados quanto a sua
atividade antimalarica e antimicrobiana. Nesse estudo foram obtidos extratos e fracGes ativas em
ambos os ensaios bioldgicos. Trabalhos realizados por outros grupos de pesquisa identificaram o
uso tradicional como antimalarico das cascas de G. argenteum entre remanescentes de quilombos
no municipio de Oriximind-PA (OLIVEIRA et al., 2015). Extratos e substancias obtidas de cascas
de G. urceolatum A. H. Gentry, uma espécie sem relatos sobre o seu uso como antimalarico na
literatura cientifica, também foram avaliados quanto a atividade antiplasmddica obtendo como
resultado extratos, fragOes e substancias ativas (OLIVEIRA, 2018).

Assim o presente estudo buscou novas substancias com potencial antimalarico a partir de
duas espécies do género Geissospermum, contribuindo para o conhecimento fitoquimico de ambas
as espécies, bem como do seu potencial farmacoldgico. Este trabalho foi desenvolvido utilizando
planejamento de misturas, instrumentacdo analitica, quimiometria, técnicas cromatograficas para

isolamento de substancias, sendo o processo bioguiado por ensaios bioldgicos in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA MALARIA

A maléaria sempre foi, desde a antiguidade, um dos principais problemas de saude da
humanidade, sendo também conhecida por maleita, paludismo e impaludismo. O nome malaria
teve origem em “mal’aria” pois consideravam que a doenca era causada por gases nocivos que
emanavam dos pantanos. O termo foi utilizado no século XIV pelos italianos significando “ar ruim”
(RICH & XU, 2011). Nesta doenca a humanidade enfrenta dois inimigos aliados a milénios: um
protozoario e um mosquito. A febre intermitente, caracteristica da malaria, permitiu identificar sua
presenca em documentos chineses (cerca de 2.700 a.C.), em papiros egipcios (1.570 a.C.), além de
textos hindus do século sexto a.C. (CAMARGO, 2003; FRANCA et al., 2008; COX, 2010).

2.1.1 Agentes etioldgicos da maléaria: Plasmodium spp.

O conhecimento sobre o agente etioldgico da malaria teve inicio em 1880 quando Charles
Louis Alphonse Laveran descobriu parasitos no sangue de pacientes com malaria. Em seus estudos
examinou sangue de 200 pacientes e em 148 observou pequenas estruturas pigmentadas, em todos
0s casos de malaria. Também verificou que o quinino removia essas formas do sangue. Em 1897
Ronald Ross elucidou o ciclo de transmissdo entre mosquitos e aves infectadas com Plasmodium
relictum Grassi & Feletti, 1891 e no ano seguinte os malariologistas italianos Giovanni Battista
Grassi, Amico Bignami, Giuseppe Bastianelli, Angelo Celli, Camilo Golgi e Ettore Marchiafava,
demonstraram que a malaria humana também era transmitida por mosquitos, os anofelinos. A fase
hepatica do ciclo do Plasmodium foi descoberta em 1948 por Henry Shortt e Cyril Garnham e os
hipnozoitos (formas exoeritrociticos dormentes) foram descobertos por Wojciech Krotoski
juntamente com a equipe de Garnham em 1982 (FRANCA et al., 2008; COX, 2010).

O cultivo continuo do Plasmodium falciparum Welch, 1897 in vitro, desenvolvido por
William Trager e J. B. Jensen (1976) foi um dos avangos mais importantes na pesquisa
envolvendo malaria, pois através desta técnica pesquisadores teriam disponibilidade de parasitos

para seus estudos, 0 que permitiria testar novas drogas, isolar componentes dos parasitos,
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identificar vias bioguimicas, além de reduzir o uso de animais de laboratério (TRAGER &
JENSEN, 1976; COX, 2010).

Ap0s anos de pesquisa concluiu-se que a malaria ¢ uma doenca infecciosa, causada por um
hematozoario unicelular, que pertence a ordem Coccidida, subordem Haemosporididea, familia
Plasmodidae e género Plasmodium, o qual é transmitido para humanos pela fémea de mosquito do
género Anopheles.

A maléria em humanos é causada pelas seguintes espécies de protozoarios: P. falciparum,
P. knowlesi Sinton & Mulligan 1933 (LEE et al., 2009), P. malariae Feletti & Grassi 1889, P.
ovale Stephens 1922, para o qual foi verificada a possibilidade de duas espécies e foi entdo
denominada P. ovale curtisi (homenagem a Christopher Curtis), tipo classico, P. ovale wallkeri
(homenagem a David Walliker), tipo variante, (SUTHERLAND et al., 2010) e Plasmodium vivax
Grassi & Feletti 1890. No entanto, outras espécies sdo consideradas potencialmente infecciosas
para 0 homem: o P. brasilianum Gonder & VVon Berenberg 1908 (LAL et al., 1988), o P. cynomolgi
Mayer 1907 (TA et al., 2014) e o P. inui Halberstaedter & VVon Prowazek 1907 (COATNEY et al.,
1966).

No Rio de Janeiro entre 1964 e 1966 durante estudo sobre anofelinos foi registrada uma
infeccdo em humano, cujo agente etioldgico apresentou caracteristicas de P. simium o qual pode
ser facilmente confundido com P. vivax (DEANE et al., 1966). Também no Rio de Janeiro
ocorreram casos de malaria inicialmente diagnosticada por microscopia ética como malaria
causada por P. vivax e que andlises através de técnicas moleculares mostrou tratar-se de P. simium
(BRASIL et al., 2017).

No Brasil as espécies de maior ocorréncia sdo: P. vivax, P. falciparum e P. malariae sendo
P. vivax a mais predominante (SUTHERLAND et al., 2010; TA et al., 2014). A distribuicdo de P.
vivax € predominante nas Ameéricas, sendo no Brasil o agente de 87% dos casos notificados. No
sudeste asiatico P. vivax é responséavel por 53% dos casos de maléria e 47% dos casos na India.
Esta espécie tem uma caracteristica importante que é a formacéo dos hipnozoitos, nas células
hepaticas, responsaveis pelos casos de recidivas (BRASIL, 2020a ; OMS, 2020a).

P. falciparum €é o agente etioldgico dos casos mais graves e da maioria de mortes, sendo
prevalente na Africa (99,7% dos casos), mas também esta presente no sudeste asiatico (50%), na
regido do Mediterraneo oriental (71%) e Pacifico ocidental (65%) (OMS, 2020a). No Brasil as
infeccdes por P. falciparum corresponderam a 11,9% dos casos registrados (BRASIL, 2020a).
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P. malariae é pouco frequente no Brasil, sendo responsavel por menos de 1% dos casos e
causa uma maléria branda (BRASIL, 2020a). P. knowlesi é morfologicamente semelhante ao P.
malariae e para determinar a distribuicdo geografica de P. knowlesi na populacdo humana na
Malasia, foi realizado estudo em que 0 DNA deste parasito foi detectado em 27,7% das amostras
da regido de Sarawak, 83,7% em Sabah e 100% em Pahang. Apenas 0 DNA de P. knowlesi foi
detectado em esfregacos de sangue de quatro casos fatais. (COX-SINGH et al., 2008; COX-SINGH
etal., 2010).

P. ovale ocorre na Africa Subsaariana, Oriente Médio, india, no sudeste asiatico (Filipinas,
Indonésia, Mianmar, Tailandia e Vietnd) e ndo foi relatado na América do Sul. Apresenta taxa de
infeccdo muito baixa, sendo semelhante morfologicamente ao P. vivax, pois também forma
hipnozoitos no figado. Na malaria por P. ovale ocorre sintomatologia branda com episodios febris
apenas em alta parasitemia (ANTINORI et al., 2012).

2.1.2 Vetores da maléaria humana: Anopheles spp.

O vetor da malaria humana é um inseto conhecido por carapand, mosquito-prego, murigoca
e pernilongo. Apresenta ampla distribuicdo mundial, ocorrendo em todas as regides temperadas e
tropicais, porém sdo mais diversos em ambientes florestais tropicais. Este inseto pertence a ordem
Diptera, familia Culicidae Meigen 1818, subfamilia Anophelinae Grassi 1900, género Anopheles
Meigen 1818, o qual é classificado nos seguintes subgéneros: Anopheles (190 espécies),
Baimaia (1 espécies), Cellia (225 espécies), Christya (2 espécies), Kerteszia (12 espécies),
Lophopodomyia (6 espécies), e Nyssorhynchus (40 espécies) e Stethomyia (5 espécies)
(HARBACH, 2020).

No Brasil, as espécies mais importantes na transmissdo da malaria sdo: Anopheles
(Nyssorhynchus) darlingi Root, 1926; Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis Lynch Arribalzaga,
1878 e Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis Curry, 1932 (SINKA et al., 2012). Dentre as diversas
espécies deste vetor o Anopheles darlingi é um dos mais importantes, principalmente na Amazonia.
Esta espécie foi descrita por Root em 1926 e seu nome foi dado em homenagem ao Dr. Samuel
Taylor Darlingi (1872-1925). O A. darlingi apresenta alta eficiéncia na transmissdo da malaria

mesmo com taxa de infecgdo natural e densidade populacional relativamente baixas, pois esta
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espécie tem habilidade em adaptar-se a ambientes modificados pelo ser humano, além de apresentar
elevada suscetibilidade a infec¢do pelo Plasmodium (HIWAT & BRETAS, 2011).

2.1.3 Ciclo bioldgico de Plasmodium spp.

O ciclo de vida de Plasmodium spp. € bastante complexo alternando entre a fémea anofelina
e 0 hospedeiro vertebrado (Figura 1). O ciclo tem inicio quando os esporozoitos sdo inoculados no
hospedeiro vertebrado pela fémea do mosquito Anopheles durante o repasto sanguineo. Estes
esporozoitos podem permanecer na derme por até 3 h. Uma parte deles chega a corrente sanguinea,
enquanto os que permanecem na derme sdo destruidos e drenados pelos vasos linfaticos. Da
corrente sanguinea 0s esporozoitos chegam ao figado (fase exo-eritrocitica), atravessando a
barreira sinusoidal formada por células endoteliais e células de Kupffer. Ao longo de dois a dez
dias os esporozoitos se desenvolvem assexuadamente liberando milhares de merozoitos na corrente
sanguinea. O desenvolvimento do parasito nas células do figado leva em torno de uma semana para
P. falciparum e P. vivax, e cerca de duas semanas para P. malariae. Nas infec¢bes por P. vivax e
P. ovale um estagio dormente (hipnozoito) pode persistir no figado e causar recaidas com o parasito
invadindo a corrente sanguinea ap0s semanas, ou mesmo anos. Os merozoitos livres na circulagao
hepatica invadem os eritrocitos onde ocorre uma multiplicacdo assexuada (esquizogonia
eritrocitica), na qual os merozoitos evoluem para trofozoitos em estagio de anel que, por sua vez,
se desenvolvem em esquizontes, que se rompem liberando novos merozoitos que invadem outros
eritrocitos dando inicio a ciclos repetitivos de multiplicacéo eritrocitaria (48 horas nas infeccdes
por P. vivax e P. falciparum e 72 horas nas infec¢fes por P. malariae). Durante os ciclos de
esquizogonia na corrente sanguinea cerca de 1% dos parasitos passam por uma mudanga em seu
desenvolvimento, iniciando o desenvolvimento sexual, diferenciando-se em gametdcitos
masculinos e femininos, que sdo dimorficos. Estes estagios sexuais sdo determinantes na
transmissdo da malaria (DELVES et al., 2012; COWMAN et al., 2016, BRASIL, 2020a).

Durante o repasto sanguineo 0 mosquito ingere os gametocitos machos (microgametocitos)
e fémeas (macrogametdcitos), iniciando o ciclo esporogbnico. No estdmago do mosquito 0s
microgametas penetram nos macrogametas formando os zigotos que se diferenciam em formas
alongados, moveis e invasivas, formas chamadas de oocinetos, nos quais ocorre a meiose. Estes

invadem a parede do intestino médio do mosquito onde se transformam em oocistos, que sofrem
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endomitose, produzindo milhares de esporozoitos que migram para as glandulas salivares do
mosquito. A inoculacdo dos esporozoitos em um novo hospedeiro humano perpetua o ciclo do
parasito (DELVES et al., 2012).

Figura 1: Ciclo biolégico de Plasmodium spp.
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Fonte: Adaptado de Cowman et al. (2012).
2.1.4 Malaria no mundo e no Brasil

Em 2020 o mundo foi surpreendido por uma pandemia causada pelo coronavirus SARS-
CoV-2 que causa a Sindrome Respiratoria Aguda Grave (COVID-19). Em abril de 2020 a
pandemia ja havia se espalhado pelos paises endémicos para malaria. A pandemia e medidas
restritivas aplicadas para o seu controle acabaram por causar interrupgdes em servigcos essenciais
para o controle da malaria, sendo exigido um esfor¢co para minimizar o impacto negativo desta
pandemia em pessoas afetadas pela maléria. Nesse sentido foram desenvolvidas algumas agoes
pela OMS , tais como: publicacéo de orientacdo técnica de como manter com seguranga 0S Servigos
de controle da maléaria no contexto da pandemia; reduzir a pressao para alterar a producéo de teste
rapido para malaria para o0 SARS-CoV-2; solucionar problemas na produgdo de medicamentos
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contra malaria; atuar para evitar problemas no envio de produtos para maléria; mobilizar recursos
para equipamentos de prote¢do individual (EPIs) e outros materiais relacionados a malaria, além
de rastrear interrupcdes nos programas de malaria e orientar respostas (OMS, 2020b).

A maléria ocorre de forma geral em locais onde o ambiente permite a multiplicacdo do
parasito no vetor, ficando restrita as areas tropicais e subtropicais e altitudes inferiores a 1.500 m.
A taxa de incidéncia da maléria é mais elevada principalmente em paises da Africa como é possivel
observar na Figura 2 (OMS, 2020a). De acordo com a OMS em 2019 foram registrados 229 milhdes
de casos, em 87 paises endémicos para malaria. A Africa apresentou 215 milhdes de casos em
2019, representando 94% do total de casos (OMS, 2020b). Em 2020 ocorreram 241 milhdes de
casos, correspondendo a um aumento de 12% em relagéo ao ano anterior (OMS, 2021).

Figura 2: Taxa de incidéncia de casos de malaria por pais (casos/1000 habitantes) em 2018.
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A mortalidade global por malaria foi reduzida em 60% no periodo de 2000 a 2019. Para
2019 foram estimadas 409 mil mortes no mundo (OMS, 2020b) enquanto em 2018 foram 411 mil
e 435 mil mortes em 2017 (OMS, 2020a). No entanto em 2020 ocorreu um aumento no namero de
mortes atingindo 627 mil no mundo, o que pode estar associado aos impactos causados pela
pandemia COVID-19 (OMS, 2022). No continente africano ocorreram 95% dos casos e 96% das
mortes contabilizadas no mundo. As criangas menores de 5 anos sdo mais vulneraveis e em 2020
0 nimero de mortes ocorridas na Africa nessa faixa etaria correspondeu a 80% do total de mortes
registradas no continente (OMS, 2022).

26



Nas Américas os casos de maléria foram reduzidos em 40% entre 2000 e 2019, sendo que
Paraguai (2018) e Argentina (2019) (Figura 3) receberam a certificacdo de paises livres da malaria,
a qual é concedida quando um pais demonstra que interrompeu a transmissao autoctone da doenca
por pelo menos trés anos consecutivos. No entanto a reducdo no numero de casos de malaria na
Américas sofreu o impacto negativo da Venezuela que de 35.500 casos no ano 2000 passou para
467.000 em 2019 (OMS, 2020b).

Figura 3: Casos confirmados de malaria por 1000 habitantes em 2019.
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No Brasil 99% da transmissdo concentra-se na regido denominada Amazonia Legal
formada pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondonia,
Roraima e Tocantins (Figura 4). A regido extra-amazonica e responsavel por apenas 1% dos casos,
sendo que a maioria destes € importada de outros estados ou paises endémicos. No entanto estes
poucos casos ndo devem ser desconsiderados pois na existéncia do vetor pode ocorrer aumento da
transmisséo (Brasil, 2020a). A classificacdo do risco de transmissdo pode ser observada na Figura
4 (BRASIL, 2020b) e foi baseada no numero de casos notificados em 2018.

Em 2019 foram notificados na Regido Amazonica 156.918 casos da malaria, com
predominio de P. vivax (89,2%), enquanto os casos de P. falciparum corresponderam a 10,8% do
total. Na regido Extra-amazonica ocorreram 534 casos, com 152 atribuidos ao P. falciparum e 384
casos causados por parasitos ndo P. falciparum. No ano de 2020 foram notificados 132.772 casos,
com 112.659 casos causados por P. vivax (84,9%) e 18.404 casos atribuidos ao P. falciparum
(13,9%) na Amazonia. Na regido extra-amazonica foram registrados 245 casos de janeiro a
setembro de 2020, sendo 76,73% atribuidos a ndo falciparum e 23,27% causados por P. falciparum
e malaria mista (BRASIL, 2020b). No Brasil, de 2019 a 2020, ocorreu uma reducdo de cerca de
15,4% nos casos de malaria. No Brasil o nUmero de mortes é baixo, sendo que em 2018 foram
registradas 56 e em 2019, o numero de mortes foi de 37 (BRASIL, 2021).

O controle da malaria tem como objetivo final interromper a transmissdo para que se chegue
a eliminacdo da doenca, nesse sentido a Estratégia Técnica Global para a Malaria da OMS prop6s
a reducao de cerca de 90% dos casos até 2030 e eliminacao em 35 paises, estabelecendo os pilares
para atingir as metas propostas: acesso universal a prevencdo, diagndstico e tratamento; acelerar
0s projetos para a eliminacdo; realizar vigilancia em malaria como intervencéo essencial (OMS,
2020a).
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Figura 4: Areas de risco para malaria, de acordo com os diferentes niveis de incidéncia parasitaria
anual (IPA/2018).
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Fonte: Sinan e Sivep-Malaria - SVS/MS (BRASIL, 2020b).
Classificacdo do IPA: sem transmisséo: 0 casos autdctones; baixo risco: IPA < 10 casos/1.000 habitantes.; medio risco:
10 < IPA < 50 casos/1.000 habitantes.; alto risco: IPA < 50 casos/1.000 habitantes.

2.1.5 Tratamento da malaria

A maléria apresenta em seu quadro clinico uma crise aguda caracterizada por febre,
sudorese e calafrios, que pode durar de 6 a 12 h, mas nem sempre esse padrao é observado. As
crises podem ser acompanhadas de cefaleia, nauseas, vomitos, mialgia, fraqueza, diarreia entre
outros sintomas. O quadro clinico do paciente pode variar dependendo da espécie infectante, do
nivel da parasitemia e do estado imunolégico do paciente, além do que 0s sinais e sintomas ndo
sdo especificos. Assim, o tratamento é baseado no diagndéstico laboratorial, que pode ser feito por
microscopia (gota espessa: primeira escolha; esfregaco delgado), teste de diagnostico répido,
(deteccdo de componentes antigénicos no sangue) e técnicas moleculares. A profilaxia e o
tratamento s@o as melhores alternativas para o controle da malaria, principalmente nas Américas,
uma vez que as vacinas ainda nao estao disponiveis para P. vivax, parasito responsavel pelo maior
namero de casos no continente (OMS, 2019; BRASIL, 2020a).
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O programa de implementagdo de vacinas da maléria coordenado pela OMS aprovou em
2021 a vacina para a prevencdo da malaria, porém ela ndo abrange todos os agentes causadores
desta doenca. A vacina contra a malaria chamada RTS, S/AS01, resultado de cerca de 30 anos de
pesquisa, atua contra o P. falciparum, causador da malaria grave sendo prevalente na Africa. A
aprovacdo da vacina foi resultante de um programa desenvolvido na Africa, abrangendo Gana,
Malaui e Quénia, onde cerca de 800.000 criancas foram vacinadas em 2019 e continua em
andamento. A vacina esta sendo inicialmente utilizada para a prevencéo da malaria causada por P.
falciparum, em criancas a partir de 5 meses de idade, em esquema vacinal de 4 doses, abrangendo
regides da Africa com transmissdo moderada a alta da malaria (HOGAN et al., 2020).

No Brasil o tratamento da maléria é feito por medicamentos distribuidos gratuitamente em
todo territério nacional pelo Sistema Unico de Saude (SUS). Os esquemas de medicacio
recomendados sdo de maneira geral: para P. vivax, cloroquina e primaquina; para P. falciparum,
TCAs (artemeter+ lumefantrina ou artesunato+mefloquina) e primaquina; para maléaria mista (P.
vivax + P. falciparum), TCAs + primaquina (7 dias). Gestantes e criancas tém protocolos de
tratamento especificos (BRASIL, 2020a).

As drogas utilizadas no tratamento visam atingir o parasito em pontos considerados chaves
do ciclo biolégico que sdo: interrupgdo da esquizogonia sanguinea (fase associada a patogenia e
manifestacdes clinicas; destruicdo das formas dormentes (hipnozoitos) no figado; interrupgdo da
transmissdo impedindo o desenvolvimento das formas sexuadas, os gametdcitos (BRASIL, 2020a).

O tratamento da malaria surgiu a partir dos conhecimentos de povos tradicionais sobre as
propriedades terapéuticas de plantas, pois indigenas da América do Sul (Peru) usavam a casca de
Cinchona officinalis para tratamento da malaria, mas somente em 1820 os quimicos franceses
Pierre J. Pelletier e Joseph B. Caventou isolaram a quinina (1, Figura 5) a partir das cascas desta
planta. A quinina é um alcaloide indélico monoterpénico do grupo das aminoquinolinas, sendo
ativo contra as formas eritrociticas, evitando que trofozoitos jovens se convertam em esquizontes.
Apos esta descoberta o seu uso estendeu-se para a Europa, América do Norte e Asia e permaneceu
como principal antimalarico até os anos 1920 quando os sintéticos comegaram a ser introduzidos
(ACHAN et al., 2011; VALE et al., 2005; FRANCA et al., 2008).
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Figura 5: Antimaldricos naturais obtidos de plantas
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A quinina (1) serviu como base estrutural para o desenvolvimento de inimeros farmacos
sintéticos (Figura 6) com mecanismo de acdo antiplasmodica semelhante a prépria quinina, porém
com menor toxicidade. Desses analogos sintéticos, a cloroquina (4) se destaca por ser uma das
substancias antimalaricas mais utilizadas em regi6es endémicas, além de ter sido o preferido até o
surgimento de resisténcia (FRANCA et al., 2008).

Figura 6: Antimalaricos sintéticos, analogos da quinina (1).
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Em 1971, foi isolado por um grupo de pesquisadores chineses liderados por Tu Youyou, 0
sesquiterpeno artemisinina (2, Figura 5) que é uma substancia ativa da planta Artemisia annua L.
(ginghao), de uso milenar na China (cerca de 2.000 anos) para o tratamento de febres. A
artemisinina (2) apresenta acdo répida pois inibe os estagios iniciais do desenvolvimento
parasitario, isto é estagio de anel e trofozoito jovem, pois tem meia-vida curta. Para melhorar a
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eficiéncia e solubilidade foram desenvolvidos os derivados semissintéticos de artemisinina (8-12,
Figura 7) com propriedades esquizonticidas sanguineos (KLAYMAN, 1985; MILLER & SU,
2011).

A artemisinina e seus derivados (Figura 7) constituem a classe mais importante de
antimal&ricos disponiveis porque sdo eficazes contra parasitos resistentes. Seu mecanismo de acgao
ainda ndo esta totalmente compreendido. Alguns estudos sugeriram que seu alvo pode ser a enzima
Ca?* PIATP6 (malaria ATPAse dependente de calcio) (RIDLEY, 2003; KRISHNA et al., 2004).
Estudos continuam sendo realizados para elucidar a acdo das artemisininas. Entre eles o realizado
por Wang e colaboradores (2015) que utilizaram analise protedmica para identificar tal mecanismo.
Para isso foi projetado e sintetizado quimicamente um analogo de artemisinina com um marcador
acoplado com biotina permitindo que os alvos sejam identificados. Nesse estudo foi possivel
identificar 124 alvos proteicos, envolvidos em processos bioldgicos essenciais do parasita, tais
como: metabolismo de &cidos carboxilicos, aminas biogénicas, nucleosideos, sintese de
ribonucleosideos. Também foi demonstrado que a diidroartemisinina causa a morte do plasmodio
promovendo danos as proteinas e comprometendo a funcdo proteossémica do parasita
(BRIDGFORD et al., 2018).

Figura 7: Antimalaricos semissintéticos derivados de artemisinina (2)
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A artemisinina (2) e seus derivados s@o, em geral, seguros e bem tolerados. Os dados de
toxicidades em células e animais de laboratério provavelmente sejam em decorréncia de doses altas
e ndo foram registrados em seres humanos. Por outro lado, a seguranga no tratamento de maléria
na gravidez é uma preocupagéo, uma vez que foi possivel verificar a perda de embries em ratos,
coelhos e macacos. Em seres humanos foi verificada a reducdo da eritropoiese ap6s uso de
artemisinina, portanto as drogas a base de artemisinina ndo sdo recomendadas durante o primeiro
trimestre de gravidez (CUI & SU, 2009).
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Em 2006 a OMS definiu as terapias combinadas a base (de derivados) de artemisinina (2)
ou TCAs para tratamento de maléria causada por P. falciparum como tratamento de primeira linha,
pois estas associacOes tornam o tratamento mais eficaz, e isso ocorreu em um contexto de
reconhecimento global da epidemia (BALKAN & CORTY, 2011). As TCAs sdo a combinacao de
um farmaco de meia-vida curta, em geral um derivado semissintético da artemisinina (2, Figura 7)
com um de meia-vida longa, como mefloquina (7, Figura 6), lumefantrina (13, Figura 8),
amodiaquina (14, Figura 8), os quais promovem a reducdo de gametdcitos sanguineos e estdo
disponiveis como: artesunato-mefloquina;  arteméter-lumefantrina;  diidroartemisinina-
piperaquina; artesunato-amodiaquina, artesunato-sulfadoxina-pirimetamina, entre outros
(GOLENSER et al., 2006).

Figura 8: Estrutura quimica da lumefantrina (13), amodiaquina (14) e tafenoquina (15)
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No Brasil o tratamento da maléaria é feito por medicamentos distribuidos gratuitamente em
todo o territorio nacional pelo Sistema Unico de Salde (SUS). Os esquemas de medicagio
recomendados sdo de maneira geral: para P. vivax, cloroquina (4) e primaquina (5); para P.
falciparum, TCAs (artemeter (9) + lumefantrina (13) ou artesunato (8) + mefloquina (7) e
primaquina (5); para maléria mista (P. vivax + P. falciparum), TCAs + primaquina (7 dias).
Gestantes e criangas tém protocolos de tratamento especificos (BRASIL, 2020a).

As drogas utilizadas no tratamento visam atingir o parasito em pontos considerados chaves
do ciclo bioldgico que sdo: interrupgdo da esquizogonia sanguinea (fase associada a patogenia e
manifestacdes clinicas; destruicdo das formas dormentes (hipnozoitos) no figado; interrupcédo da
transmissdo impedindo o desenvolvimento das formas sexuadas, 0s gametocitos (BRASIL, 2020a).

Estudos recentes apontam a tafenoquina (15, Figura 8), uma 8-aminoquinolina, como uma

droga eficaz no tratamento de recidivas em malaria causada por P. vivax. A prevencao das recaidas
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ocorre através da eliminacdo dos hipnozoitos do figado. No protocolo de tratamento de maléria por
P. vivax a primaquina (5, Figura 6) é utilizada com essa finalidade, porém é um tratamento longo,
durando 7 dias (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2020a). A vantagem no uso da tafenoquina
(15) esta na duracdo do tratamento, uma vez que ela € administrada em dose Unica, tratamento
denominado cura radical (LACERDA et al., 2019; CHATURAKA et al., 2020). A tafenoquina
(15) demonstrou ter acdo no blogqueio de transmissdo in vitro, além de retardar a formacéo de
esporozoitos em P. vivax (BIAMONTE et al., 2013).

A tafenoquina (15) assim como a primaquina (5, Figura 6) apresenta uma importante
desvantagem uma vez que causam anemia hemolitica em pacientes com deficiéncia na producéo
da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD). Esta anomalia genética recessiva € ligada ao
cromossomo X, sendo muito comum em regides tropicais, com a frequéncia do gene variando de
3 a 30%. Em geral a hemolise pode ocorrer apds o uso de drogas oxidativas como primaquina (5,
Figura 6) e tafenoquina (15), ambas usadas no tratamento de malaria causada por P. vivax. Assim
estes medicamentos ndo devem ser administrados em pacientes com deficiéncia da G6PD devido
ao risco hemolitico (BAIRD, 2015; VIZZI et al., 2016). Gestantes, puérperas até um més de
lactacdo e criancas menores de 6 meses ndo podem usar primaquina (5, Figura 6) e tafenoquina
(15). Neste caso o tratamento para infec¢des por P. vivax ou P. ovale é realizado com cloroquina
por trés dias e cloroquina profilatica (5mg/kg/dose/semana) para a prevencdo de recaidas
(BRASIL, 2020a).

2.1.6 Resisténcia aos antimalaricos

Alguns desafios impedem que os paises consigam atingir a eliminacdo da maléria, como:
falta de financiamento, alteracGes climaticas e surgimento de cepas resistentes de Plasmodium spp.
a varios medicamentos utilizados no tratamento (OMS, 2020a).

A resisténcia se da, principalmente, por mutagGes genéticas no protozoario, que pode estar
relacionada ao uso indevido dos farmacos, as caracteristicas proprias das drogas (como meia-vida
longa que pode ocasionar doses subterapéuticas), aos fatores do hospedeiro (imunidade), aos
fatores do parasito, aos vetores ou fatores ambientais, sendo que os dois tltimos podem influenciar
na disseminacdo de parasitos resistentes. Assim a resisténcia do parasito apresenta diferencas

dependendo do local e dos fatores ja descritos (WONGSRICHANALAI et al., 2002).
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A disseminacdo de cepas resistentes pode estar associada ao aumento de morbidade e
mortalidade nas regifes endémicas. O primeiro registro de resisténcia ocorreu em 1910 com a
quinina (1), componente dos remédios preparados a partir da casca de jesuita (Cinchona spp.) desde
1632 e introduzida como farmaco purificado a partir de 1820; para a cloroquina (4) introduzida em
1945 foi descrita a resisténcia em 1957. Para a mefloquina (7) utilizada a partir de 1977 a resisténcia
foi relatada em 1982. (WONGSRICHANALAI et al., 2002).

A eficécia clinica da TCA artesunato (8) + mefloquina (7) foi avaliada no tratamento de
malaria ndo complicada por P. falciparum, no Rio Jurué (Cruzeiro do Sul, no Acre). No estudo 154
pacientes foram acompanhados por 42 dias e tiveram resposta clinica e parasitolégica adequada,
ou seja, ndo foram encontradas evidéncias de resisténcia nas populacdes locais de P. falciparum
para mefloquina (7), analisada respectivamente a partir da amplificacdo do gene pfmdrl ou
artesunato (8) através da mutacdo no gene Kelch13 (LADEIA-ANDRADE et al., 2016).

Em outro estudo realizado em 7 regides da Amazonia brasileira (Anajés, Belém e Itaituba,
no Para; Macapa e Oiapoque, no Amapa; Porto Velho, em Rondénia e Rio Branco, no Acre) foi
verificado que os parasitas de P. falciparum encontrados nessas regides ndo apresentaram mutacoes
no gene Kelch13, recomendado pela OMS como marcador molecular para detectar resisténcia aos
TCAs (CHAPADENSE et al., 2019).

Na regido norte Brasil também foi realizado um estudo para monitorar a eficacia dos
medicamentos cloroquina (4) - primaquina (5) utilizados no tratamento da malaria ndo complicada
causada por Plasmodium vivax, o qual concluiu que o P. vivax apresenta resisténcia e que a
administracdo concomitante de cloroquina (4) e primaquina (5) pode ter subestimado as taxas de
resisténcia da cloroquina (4) (LADEIA-ANDRADE et al., 2019).

Até mesmo para a mais recente e potente classe de antimalarico, os derivados da
artemisinina (2), foram descritos casos de resisténcia na fronteira do Camboja e Tailandia (NOEDL
et al., 2008; OMS, 2020a). Foram identificadas mutagfes em PfKelch1l3 como marcadores de
resisténcia parcial a derivados da artemisinina. Tais mutagdes foram identificadas na Grande
Mekong e na Guiana, Papua Nova Guiné e Ruanda. Também foi confirmada a resisténcia a
derivados de artemisinina no Camboja, Laos e Vietnd. Na regido africana as taxas de eficacia das
TCASs sdo maiores que 98%. Com excec¢do da Somalia e Sudao, onde as taxas de falha de tratamento
foram altas (OMS, 2020a), de um modo geral, na regido africana as taxas de eficacia das TCAs séo
maiores que 98%.
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A OMS introduziu as TCAs para enfrentar a resisténcia aos antimaléricos, as quais foram
implantadas em todas as regides com maléria. Mesmo que a resisténcia aos antimalaricos nao seja
um fendmeno generalizado, os casos detectados merecem atencdo e mais estudos de

monitoramento das drogas devem ser realizados (OMS, 2020a).

2.2 FAMILIA APOCYNACEAE JUSS.

A familia Apocynaceae descrita por Antoine Laurent de Jussieu em 1789 pertence a divisdo
Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem das Gentianales, sendo uma das familias com maior
namero de espécies dentre as Angiospermas (RAPINI, 2000; FORZZA, 2010; THE PLANT LIST,
2020). Esta familia apresenta uma distribuicdo predominantemente pantropical, mas com
representantes em areas temperadas, sendo composta por mais de 5.000 (ENDRESS & BRUYNS,
2004; THE PLANT LIST, 2020) espécies de ervas, subarbustos, arbustos, arvores ou lianas (JUDD
et al., 2009), distribuidas em 410 géneros conforme The Plant List (2020). No Brasil, espécies da
familia Apocynaceae ocorrem em diferentes formacgdes, como florestas pluviais da Amazonia,
Mata Atlantica e de tabuleiro, restinga, cerrado e caatinga (QUINET & ANDREATA, 2005).

Entre as espécies desta familia existem plantas cultivadas como ornamentais, arvores
fornecedoras de madeira de boa qualidade e espécies utilizadas com propriedades medicinais,
devido a presenca de alcaloides e glicosideos em sua composicdo (RIBEIRO et al., 1999). Em geral
espécies desta familia apresentam latex branco ou de coloracdo diferenciada, além de grande
quantidade de metabdlitos secundarios, o que faz da familia uma importante fonte de substancias
bioativas e entre esses metabdlitos os alcaloides tém importante papel (SOUZA & LORENZI,
2008). Considerando que 0s metabdlitos secundarios apresentam diversas propriedades biolégicas,
podendo atuar como antibioticos, antifingicos, antivirais, na protecao das plantas contra patdgenos,
além de desempenharem papel antigerminativo ou mesmo téxico para outras espécies vegetais
(FUMAGALI etal., 2008). Estudos voltados para explorar o potencial terapéutico de espécies desta

familia s&o importantes e necessarios.
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2.2.1 Alcaloides

Entre os metabdlitos produzidos por espécies desta familia destacam-se os alcaloides. Esse
nome tem origem no arabe e significa “alcali”, nome popular da planta da qual foi obtida a soda
(mistura de alcalis), Salsola soda L. (CROTEAU et al., 2000; LUNA, 2008). O termo alcaloide foi
proposto pelo farmacéutico Carl Meissner no século XIX, na Alemanha.

Os alcaloides compreendem um grupo heterogéneo de substancias organicas, de carater
basico ou ndo, que contém (ao menos) um atomo de nitrogénio, em geral em uma estrutura
heterociclica e podem apresentar importante atividade farmacoldgica ou toxicoldgica (CROTEAU
et al., 2000). Podem ser classificadas como alcaloides verdadeiros as substancias com nitrogénio
em aneis heterociclicos e como os proto-alcaloides as que possuem o nitrogénio num substituinte
de anel ou numa cadeia lateral aciclica. Estas substancias compreendem diversos tipos de esqueleto
quimico e sua origem biogenética é normalmente a partir de aminoéacidos de onde obtém o
nitrogénio. Ha também os alcaloides que tém origem em esqueletos terpenoides e esteroides
(DEWICK, 2009).

O papel dos alcaloides nas plantas ainda ndo esta totalmente elucidado, porém sabe-se que
desempenham importante funcdo nas relacdes interespecificas, como predacdo e defesa e nas
intraespecificas, como sinalizadores. Também atuam na homeostasia dos individuos que 0s
produzem como a serotonina (MANN et al., 1993). Os alcaloides em geral apresentam um impacto
na economia, medicina e em outros setores da sociedade, pois tem aplica¢bes diversas, desde
veneno, medicamentos (e.g. a quinina, 1), po¢oes utilizadas em rituais até drogas ilicitas (e.g. a
cocaina) (SIMOES et al., 2017), por isso muitos estudos s&o realizados para investigar novos
alcaloides e suas propriedades.

Entre as diversas classes dessas substancias, os alcaloides indolicos constituem um extenso
grupo de substancias derivadas do triptofano que contém um nucleo indélico (Figura 9). Os
alcaloides inddlicos somam mais de 4.000 estruturas registradas na literatura, as quais estéo
distribuidas em trés subgrupos denominados: alcaloides ind6licos monoterpenoides, alcaloides
ind6licos hemiterpénicos e alcaloides indolicos B-carbolinicos (SIMOES et al., 2017).

Na familia Apocynaceae, onde encontra-se 0 género Geissospermum Allemao, que tem
como uma de suas caracteristicas a presenca marcante de alcaloides, principalmente os inddélicos.

Os alcaloides indolicos monoterpénicos sdo 0 maior subgrupo, sendo encontrados em cerca de 8
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familias, principalmente em plantas pertencentes a trés familias da ordem Gentianales:
Apocynaceae, Loganiaceae R.Br. ex Mart. e Rubiaceae Juss. (DEWICK, 2009). Estes alcaloides
sdo sintetizados a partir do triptofano (16) que perde a carboxila através da acdo da enzima
triptofano descarboxilase (TDC) originando a triptamina (17), precursor comum a maioria dos
alcaloides indolicos. A porcdo terpénica desses alcaloides tem origem no seco-iridoide
secologanina (20), resultado da hidroxilacdo do geraniol (18) pela enzima geraniol-10-hidroxilase
(G10H) e ciclizagdes posteriores para formar o iridoide loganina (19). A reacdo entre essas duas
substancias ¢ catalisada pela enzima estrictosidina sintase (SSS), formando o glucoalcaloide 3 (o)
(S) estrictosidina (21), o precursor dos alcaloides indoloterpénicos, pois a partir dela diferentes
rotas metabdlicas podem originar diversos grupos e subgrupos de alcaloides (Figura 9)
(CROTEAU et al., 2000).
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Figura 9: Rota biossintética da estrictosidina

CH;
OH
CO,H \
Tl H
\ NH,
N 16
H
Nucleo indolico
TDC
H (0]
NH, =
N 17 \O
gluc
N
H CH;0 NS

Estrictosidina sintase
(SSS)

—p» Alcaloides monoterpénicos

CH,0,C

Fonte: Croteau et al. (2000).

Rearranjos na porcdo terpenoidica da estrictosidina levam a formacgdo das seguintes
subclasses: classe | — alcaloides em que a unidade monoterpénica nao sofreu rearranjos,
correspondendo aos esqueletos corinanteano (a) ou estricnano (b); classe Il — alcaloides com
rearranjo nos carbonos C-17->C-20 da unidade monoterpénica (resultando no esqueleto
monoterpenoide dos alcaloides do tipo aspidospermano); classe Il — alcaloides com rearranjo nos
carbonos C-17->C-14 da unidade monoterpenoidica (levando ao esqueleto monoterpenoide dos

alcaloides do tipo ibogano), apresentados na Figura 10 (DEWICK, 2009).
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Figura 10: Biotransformacdes na cadeia terpenoidica que levam as principais classes de
alcaloides ind6licos monoterpenoidicos de Aspidosperma.
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Fonte: Kompis et al. (1971) apud Ghazali (2012)
Um sistema de numeracdo para os esqueletos foi proposto baseado na molécula ioimbina
(22, Figura 111), onde em geral, 0 numero de cada 4&tomo no esqueleto depende de sua origem

biogenética (LE MEN; TAYLOR, 1965).

Figura 11: Sistema de numeracdo baseado na biossintese (-)-pB-ioimbina (22)

(-)-b-ioimbina (22)

Entre os alcaloides inddlicos ainda temos os B carbolinicos os quais sdo formados pela

reacdo da cadeia lateral etilamina da triptamina com um aldeido ou cetoacido de acordo com a
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complexidade do substrato conforme a Figura 12. Eles possuem um esqueleto de 9H-pirido[3,4-b]
indol, sendo que as substidncias com o anel piridinico totalmente insaturado sdo chamadas -

carbolinas (Herraiz & Galesteo, 2014).

Figura 12: Biossintese de alcaloides -carbolinicos em sistemas bioldgicos.
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Fonte: Herraiz & Galesteo (2014).

A familia Apocynaceae apresenta, além dos alcaloides B-carbolinicos, uma rica variedade
de esqueletos de alcaloides indoloterpénicos, derivados dos basicos acima citados. Os derivados
corinanteanos e aspidospermanos sdo 0s mais frequentemente registrados no género

Geissospermum, e estdo representados nos alcaloides isolados no presente estudo.

2.2.2 Triterpenos

Os terpendides sd@o os metabolitos secundarios que formam o maior grupo de produtos
naturais, sendo classificados de conforme o nimero de unidades de isopropenos (Cs) de sua
estrutura: hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Czo),

sesterterpenos (Cas), triterpenos (Cao) e tetraterpenos (Cao).
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Os triterpenos constituem uma ampla classe de produtos naturais estruturalmente diversa,
derivada de um precursor aciclico de 30 carbonos, exemplificado atraves do lupeol (Figura 58 e
59) descrito na se¢do 5.2.2.5. A funcdo dos triterpenos esta associada a defesa contra patdgenos,
predadores, competidores entre outras. Também sdo componentes estruturais de membranas
celulares, estabilizando as bicamadas de fosfolipideos das membranas (GERSHENZON &
DUDAREVA, 2007)

Os triterpenos (C30) e politerpenos parecem ser produzidos no citosol e reticulo
endoplasmatico, sendo que a via classica do acetato/mevalonato parece ser a mais provavel na
formagéo do precursor fundamental, o isopentenil difosfato — IPF, ou seja, sdo formadas pela
condensacdo de moléculas de IPF através de enzimas preniltransferases (CROTEAU et al., 2000;
DEWICK, 2009).

2.3 ASPECTOS BOTANICOS DO GENERO Geissospermum ALLEMAO (1845: 73)

O género Geissospermum Allemao (1845: 73) € composto por espécies nativas e ocorrem
no norte da América do Sul, em paises como Bolivia, Peru, Colémbia, Venezuela, Guiana,
Suriname, Franca além-mar (Guiana Francesa), além do Brasil (WCSP, 2019). No Brasil espécies
deste género sdo encontradas nas matas de terra firme e em floresta ombroéfila (pluvial). na
Amazébnia, principalmente no Amazonas, Pard e no Acre. A presenca de espécies de
Geissospermum foi confirmada no Brasil, na Amazoénia, Cerrado e Mata Atlantica e nos seguintes
estados/regides: Norte (Acre, Amapa; Amazonas, Pard, Ronddnia, Roraima); Nordeste (Bahia,
Maranhdo); Centro-oeste (Distrito Federal); Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro). A maioria de suas espécies ocorre na floresta amazonica, com apenas uma, G. vellosii
Allemdo (1845: 73), ocorrendo também no Cerrado (no Brasil Central) e Mata Atlantica
(FORZZA, 2010; BARBOSA et al., 2019, BARBOSA & SIMOES, 2020). Na Figura 13 é possivel
observar a localizagdo geografica das espéecies de Geissospermum Allemédo (BARBOSA et al.,
2019).
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Figura 13: Localizacdo de Geissospermum spp. (endémicas apenas em paises da América do Sul).
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Fonte: Barbosa et al. (2019)

Este género apresenta arvores, raramente arbustos, com folhas alternadas laterais, cartaceas,
tronco fenestrado e ou acanalado e latex escasso ou ausente e pode estar presente nos frutos e nas
extremidades dos ramos. As inflorescéncias sdo tirsoides com flores pequenas com corolas
tubulares (BARBOSA et al., 2019). As arvores deste género apresentam madeira pesada, alburno
amarelado, diferenciado do cerne mais escuro; textura fina; cheiro indistinto; gosto amargo e a grd,
que se refere a orientacdo dos elementos do lenho em relagéo ao eixo da arvore, pode variar de
regular a irregular (RIBEIRO et al, 1999; LORENZI, 2002; FORZZA, 2010).
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Este género compreende as espécies: G. argenteum Woodson, G. fuscum Markgr. G.
reticulatum A. H., G. sericeum Miers, G. urceolatum A. H. Gentry e G. laeve (Vell.) Miers que de
acordo com WCSP (2019) apresenta como sinonimia G. vellosii Allemao. Outras espécies foram
classificadas como Geissospermum, mas posteriormente foram designadas Aspidosperma (WCSP,
2019).

Segundo Barbosa et al. (2019) Geissospermum spp. apresentam semelhancgas morfoldgicas
que podem dificultar a identificacao delas, sendo que na maior parte dos casos amostras com 0rgaos
reprodutivos sdo imprescindiveis para a diferenciacdo das espécies, porém isto nem sempre ocorre
nas coletas de campo. Para contribuir no processo de identificacdo das espécies deste género foi
proposto um método de comparacgdo, atraveés de matriz binaria de caracteres, juntamente com
métodos de agrupamento para obtencdo de fenogramas e de uma chave de identifica¢do dicotémica,
utilizando formato de células epidérmicas, persisténcia dos tricomas, disposicdo dos
braquiesclereideos, contorno e vasculariza¢do do peciolo. O conjunto de dados analisados foram
obtidos de tecidos de érgdos vegetativos processados através de técnicas de anatomia vegetal.
Cinco espécies, G. argenteum, G. laeve, G. reticulatum, G. sericeum, e G. urceolatum, foram
comparadas através deste método, que permitiu distingui-las e afirmar que a mais distinta delas é
G. urceolatum, pois ndo foi agrupada na andlise fenética (sistema de classificacdo bioldgica
baseado nas semelhancas e diferencas morfolégicas e fisioldgicas entre organismos, ndo
considerando as relacdes filogenéticas) em decorréncia de possuir caracteristicas Unicas no taxon,

como folhas com margem sinuosa e tubo da corola urceolada (BARBOSA et al., 2019).

2.3.1 Aspectos quimicos de Geissospermum spp.

No final do século XIX surgiram os primeiros estudos sobre espécies deste género. A
primeira espécie a ser estudada quimicamente foi G. vellosii, conhecida como pau pereira, da qual
diversos alcaloides foram isolados (ALMEIDA et al., 2009).

No Quadro 1 estéo descritos os alcaloides ja isolados de Geissospermum spp., bem como a
atividade antiplasmodica expressa como concentracdo que inibe 50% do crescimento parasitario
(Clsp), de acordo com trabalhos anteriores da literatura. A atividade antiplasmodica desses

alcaloides é apresentada em mais detalhe na se¢do 2.3.2.1.
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Puisieux et al. (1959) aponta que o alcaloide geissospermina (Quadro 1) foi isolado pela
primeira vez em 1877 por O. Hesse, sendo um dos mais importantes no género. A hidrdlise deste
alcaloide resultou nos seguintes produtos: geissosquizina (24), apogeissosquizina (25) e
geissosquizolina (26) tambem descritos no Quadro 1 (RAPOPORT et al., 1958).

No Brasil o primeiro alcaloide deste género foi obtido na forma de mistura a partir de pau-
pereira (G. vellosii), pelo farmacéutico Ezequiel C. dos Santos e foi chamado de pereirina (2,
Quadro 1), porém este trabalho néo foi reconhecido em obras provenientes da Europa (ALMEIDA
et al., 2009). A estrutura quimica do alcaloide 27 foi determinada por Bertho & Koll (1961). A
flavopereirina (28, Quadro 1) foi isolada e teve sua estrutura elucidada no final da década de 1950
(BEJAR et al., 1957; HUGHES; RAPOPORT, 1958). Ban & Seo (1961) relataram métodos para
sintese dos derivados B-carbolinicos, incluindo a flavopereirina (28), que também foi sintetizada
por Wenkert & Kilzer (1962).

Rapoport & Moore (1962) isolaram trés alcaloides (Quadro 1) de G. vellosii: velosimina
(31), velosiminol (32) e geissolosimina (33). Moore & Rapoport (1973) relataram o isolamento de
geissovelina (34). Os alcaloides 23, 26, 32 e 33, além de geissosquizona (35, Quadro 1) foram
isolados de extrato metanolico de casca de G. vellosii e caracterizados através de técnicas
cromatograficas, e espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray (MBEUNKUI et al.,
2012b). Werner et al. (2009) isolou a 12-metoxi-1-metilaspidospermidina (36). Ishiyama et al.
(2005) relataram o isolamento de pausperadina A (37, Quadro 1).

Paccioni & Husson (1978) realizaram estudos com cascas e folhas de G. argenteum
coletadas na Guiana Francesa, isolando e identificando quatro alcaloides: (-)-
desmetoxiaspidospermina (38), (-)-aspidospermina (39), (+)-desmetilaspidospermina (40) e (+)-
aspidoscarpina (41, Quadro 1). Brito & Brito (1993) apontaram o alcaloide flavopereirina (28)
como o composto ativo de G. vellosii. Steele et al. (2002) isolaram, além das substancias 26 e 28,
os alcaloides 4-N- 6xido-geissosquizolina (42) e 1,2-diidrogeissosquizolina (43) de G. sericeum
(Roraima). Os alcaloides 44 a 50 foram isolados por Reina et al. (2012) de G. reticulatum (Quadro
1).

Kan Fan & Husson (1980) desenvolveram um estudo para demonstrar a formacéo
biomimética da 5,6-diidroflavopereirina (29) a partir da 4,21-deidrogeissosquizina (30) com alto
rendimento. Também foi demonstrado que a flavopereirina (28) pode ser biogeneticamente
relacionada a 4, 21-deidrogeissosquizina (30).
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Gordillo-Roman et al. (2013) estabeleceram a configuragdo absoluta de (+) - 2R, 7R, 15R,
17S, 19S-10-desmetoxi-12-hidroxi-17,19-epoxigessivelina (44, Quadro 1), um alcaloide do tipo
aspidospermatan isolado de G. reticulatum, através do dicroismo circular vibracional (DCV) e da
geissosreticulatina (51, Quadro 1). Os novos alcaloides, geissolaevina (52), O-metilgeissolaevina
(53), 3',4',5',6'-tetradiidrogeissospermina (54) e leuconolam (55) foram isolados pela primeira vez
da casca de G. laeve por Ramos et al. (2017, Quadro 1). Oliveira (2018) isolou das cascas de G.
urceolatum os alcaloides 4-N-metil-acuamicina (56) e aspidoscarpina (41). No Quadro 1 foram
descritos os alcaloides isolados de Geissospermum spp., bem como os ensaios antiplasmaodicos ja

realizados para substancias e seus valores de Clso.
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Quadro 1: Alcaloides isolados em Geissospermum spp. e atividade antimalarica.

Espécie e parte

Atividade

Estrutura/nome da substancia Isolamento ) o
da planta antiplasmaodica
G. vellosii
Rapoport et al.
(cascas)
(1958) Clso=5,02 uM
Mbeunkui et al.
Mbeunkui et al. (2012a)
G. laeve
(2012b)
(cascas)
G. vellosii Rapoport et al.
NT
(cascas) (1958)
CH; .
G. vellosii Rapoport et al.
NT
(cascas) (1958)
CO,CH;
apogeissosquizina (25)
G. vellosii Bertho & Koll,
NT
(cascas) 1961

pereirina (27)
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Quadro 1: Alcaloides isolados em Geissospermum spp. e atividade antimalarica (continuacéo).

o Espécie e parte Atividade
Estrutura/nome da substancia Isolamento ) o
da planta antiplasmaodica
— BEJAR et al.
+
NI (1957) Clso= 11,53
N — CH; Steele et al. UM
flavopereirina (28) - (2002) Steele et al.
5,6-diidroflavopereirina (29) G. vellosii )
_ Reina et al. (2002) (28)
G. reticulatum
(2012)
(cascas/folhas)
Kan Fan & (29) e (30)
Husson NT
4,21-deidrogeissosquizina (30) (1980)
Rapoport &
Moore (1962) NT (31)
31) e (32
G. vellosii (3L)e(32)
Clso = 157 uM
(cascas) )
Mbeunkui et al.
velosimina (R= COH) (31) )
velosiminol (R= CH,OH) (32) Mbeunkui etal. | (2012a) (32)
(2012b) (32)
Rapoport &
Clso=0,96 uM
Moore (1962) )
Mbeunkui et al.
- ) (2012a)
G. vellosii Mbeunkui et al.
cascas 2012b
( ) ( ) Clso=1,9 uM
Ramos et al.,
geissolosimina (33) Ramos et al.
(2017)
(2017)
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Quadro 1: Alcaloides isolados em Geissospermum spp. e atividade antimalarica (continuacéo).

Espécie e parte

Atividade

Estrutura/nome da substancia Isolamento ) o
da planta antiplasmaodica
B Moore &
G. vellosii
Rapoport NT
(cascas)
(1973)
Cls0=10,29
G. vellosii Mbeunkui et al. UM
(cascas) (2012b) Mbeunkui et al.
geissosquizona (35) (2012&)
N
CH, G. vellosii Werner et al. NT
N (cascas) (2009)
H,CO éH3
12-metoxi-1-metilaspidospermidina (36)
;C O
ﬁf‘ N CH
’ G. vellosii Ishiyama et al.
NT
(cascas) (2005)
pausperadina A (37)
G. argenteum o
Paccioni &
(cascas e
Husson (1978)
folhas)
. CH; (38) e (39)
N g (38) e (39) NT
COCH;
(-)-desmetoxiaspidospermina (R= H) (38) - Dias (2012)
aspidospermina (R= OCHj) (39) G. vellosii (39)

(cascas) (39)
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Quadro 1: Alcaloides isolados em Geissospermum spp. e atividade antimalarica (continuacéo).

Espécie e parte

Atividade

Estrutura/nome da substancia Isolamento ) o
da planta antiplasmaodica
G. argenteum Paccioni &
(cascas e Husson (1978) NT (40)
P folhas) (40) e (41)
R/Q " \CH3 (40) e (41) Clso = 6,5 UM
N . .
H
HO Lo Ch, Oliveira (2018) | Oliveira (2018)
(+)-desmetilaspidospermina (R= H) (40) G. urceolatum (41) (41)
aspidoscarpina (R= OCH3) (41) (cascas) (41)
G. sericeum Steele et al. Clso> 40 uM
(cascas) (2002) Steele et al.
(2002)
. Clso- 27,26 uM
G. sericeum Steele et al.
Steele et al.
(cascas) (2002)
CH,OH (2002)
1,2- diidrogeissosquizolina (43)
N, Gordillo-
= O vy
TN _ Roman et al.
G. reticulatum
H,CO (2013)
— (cascas e NT
HO | H
COCH; folhas) )
Reina et al.
10-dimetoxi-12-hidroxi-17,19-
epoxigeissovelina (44) (2012)
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Quadro 1: Alcaloides isolados em Geissospermum spp. e atividade antimalarica (continuacéo).

Espécie e parte

Atividade

Estrutura/nome da substancia Isolamento ) o
da planta antiplasmaodica
Gordillo-
/H\3CNCH3 _ Roman et al.
G. reticulatum
(2013)
(cascas e NT
H,CO L
N f{ folhas) )
HO (IZOCH3 Reina et al.
derivado da geissovelina (45) (2012)
Gordillo-
) Roman et al.
G. reticulatum
(2013)
H;CO - (cascas e NT
HO 1, H folhas)
COCH; Reina et al.
derivado da geissovelina (46) (2012)
Reina et al.
_ (2012)
G. reticulatum
NT
(cascas e )
Gordillo-
Derivados de geissospermidina: fOIhaS) ,
(R= CH;, R1=R2=H) (47) Roman et al.
(R=CHs, R1=H, R2=0CHj,) (48) (2013)
(R= CH,CH,CH,, R1=R2=H) (49)
(R= CH,, R1=0CHj3, R2=H) (50)
G. reticulatum )
Reina et al. NT
(cascas e
(2012)
folhas)

geissosreticulatina (51)
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Quadro 1: Alcaloides isolados em Geissospermum spp. e atividade antimalarica (continuacéo).

Espécie e parte

Atividade

Estrutura/nome da substancia Isolamento ) o
da planta antiplasmaodica
G. laeve Ramosetal. | Clso=74,2 pM
(cascas) (2017) Ramos et al.
(2017)
Clso=56,0 pM
G. laeve Ramos et al.
Ramos et al.
(cascas) (2017)
(2017)
O-metilgeissolaevine (53)
N CH;
Clso=2,9 uM
G. laeve Ramos et al.
Ramos et al.
(cascas) (2017)
(2017)
3'.4'5" 6'-tetradiidrogeissospermina (54)
C
0.__N o) FHs Clso>100 pM
G. laeve Ramos et al.
= Ramos et al.
(cascas) (2017)
N0 (2017)

leuconolam (55)
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Quadro 1: Alcaloides isolados em Geissospermum spp. e atividade antimalarica (continuacéo).

o Espécie e parte Atividade
Estrutura/nome da substancia Isolamento ) o
da planta antiplasmaodica
G. urceolatum o Cls0=80,4 uM
Oliveira. (2018) o
(cascas) Oliveira. (2018)
4-N-metil-acuamicina (56)

NT: ndo testado

Além de alcaloides outras substancias j& foram isoladas de Geissospermum spp. Dias (2012)
realizou estudos com cascas de G. vellosii, isolando um triterpeno, o lupeol (57) e uma lignana, a
sesamina (58). Oliveira (2018) isolou de cascas de G. urceolatum um fenil propanoide, o sinapato
de metila (59) e a substancia lignoidica 3- [4-hidroxi-3-[2-hidroxi-1- [3-[(3-hidroxi-4-metoxifenil)
metil] etil] -5-metoxifenil-2-propenoato de metila (60) (Quadro 2). Dessas substancias apenas o

sinapato de metila foi testado para atividade antiplasmaodica.

Quadro 2: Outras substancias isoladas de Geissospermum spp.

. Espécie e Atividade
Estrutura/nome da substancia Isolamento ] o
parte da planta antiplasmaodica
CH,
e,
G. vellosii
CH; Dias (2012) NT
Cascas
HO”
H,C CH,
Lupeol (57)
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Quadro 2: QOutras substancias isoladas de Geissospermum spp. (continuagao).

o Espécie e Atividade
Estrutura/nome da substancia Isolamento ) o
parte da planta antiplasmaodica
G. vellosii _
Dias (2012) NT
Cascas

Sesamina (58)

o)
H3C/O N o-CHa
HO G. urceolatum Oliveira Clso-102,8 uM
we-© (cascas) (2018) Oliveira (2018)
3

sinapato de metila (59)

_CHj
OH 0
we© HO
’ O O __ 0 G. urceolatum Oliveira Oliveira (2018)
“CH

S ’ (cascas) (2018) NT
HO

Dimero de fenilpropanoides 60

NT: ndo testado

2.3.2 Etnobotéanica e etnofarmacologia de extratos e alcaloides de Geissospermum spp.

Geissospermum spp. recebem nomes populares diversos, de acordo com a regido, tais como:
pau-pereira, quinarana, quina-quina, acari, acariquara, acariquara branca, entre outros (LORENZI,
2002).

O género Geissospermum comecou a ser explorado quimicamente no final do século XIX,
apenas no Brasil, mas por pesquisadores europeus. A primeira espécie do género a ser investigada
foi G. vellosii Allemé&o conhecida popularmente como pau-pereira. Esta Gltima foi considerada por
Gustavo Peckolt (1861-1923) uma das dez plantas medicinais brasileiras mais importantes. E
utilizada no tratamento de febres, falta de apetite, ma digestéo, tontura, prisdo de ventre e malaria,

sendo que a sua agdo curativa era associada ao seu gosto amargo (SANTOS et al., 1998).
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Existe variacdo a qualidade e falsificacdo de pau-pereira. No Rio de Janeiro foi realizado
um estudo comparando 15 amostras de pau-pereira (G. vellosii) obtidas em feiras livres, lojas de
ervas e sites da internet para verificar a ocorréncia de falsificacdes. As comparacgdes foram baseadas
em analises anatdmicas e no conteudo total de alcaloides, principalmente no rastreamento da
flavopereirina (28), sendo que dessas amostras, seis foram consideradas falsas (ALMEIDA et al.,
2012).

Giorgetti e colaboradores (2011) realizaram um estudo sobre plantas nativas do Brasil do
século XV1ao XIX associadas a possivel acdo no sistema nervoso central (SNC) e um dos trabalhos
relacionados aponta inibic&o da captura de serotonina por alcaloides de G. laeve (BARROS et al.,
2006).

Estudos etnobotanicos e etnofarmacoldgicos tém apontado muitas atividades bioldgicas

para especies desse género as quais estdo descritas no Quadro 3.

Quadro 3: Atividade bioldgica de Geissospermum spp.

Espécie Atividade biologica Fonte

Antimicrobiana, antifangica (in  vitro), Correia et al., 2008;

G. argenteum | antiplasmadica (in vitro) Camargo, 2012
Aumento do inotropismo cardiaco Morais, 2012

) Malaria e abortivo Milliken, 1997

G. sericeum
Antileishmania Silva e Silva, 2016
Efeitos sobre presséo arterial Martins, 2010

G. urceolatum

Atividade antiplasmaodica Oliveira, 2018

Atividade anticolinesterasica (nome citado: G. )
. Lima et al., 2009
laeve (sinonimia))

&. vellosii Problemas hepaticos, febre, desordens | Brito; Brito, 1993; Mufioz
. vellosii
estomacais, constipacdo, falta de apetite et al., 2000;

indigestdo, estimulante sexual, malaria e | Jacome et al, 2003; Werner

tratamento da dor, blogqueador neuromuscular, et al., 2009;
agente anticolinesterasico, antinociceptivo, Limaet al., 2016;
hipotensivo, antileishmania e antiinflamatorio. Silva e Silva, 2016.

55



2.3.2.1 Atividade antimalérica de extratos e alcaloides de Geissospermum spp.

Em estudo sobre plantas antimaléricas utilizadas em Roraima Milliken (1997) relatou o uso
de G. sericeum Benth. e Hook., que é comum em florestas de algumas localidades desse estado.
Um dos mais relevantes usos de espécies de Geissospermum encontrado na literatura foi no
tratamento da maléria. Branddo et al. (1992) realizaram levantamento de plantas usadas como
antimalaricas na Amazonia e entre elas foi coletada G. sericeum Benth. e Hook., cujo extrato de
cascas, preparados através de decoccdo, nao foi ativo em testes in vivo contra P. berghei em
roedores na dose de 1 g/kg de peso do animal.

Steele et al. (2002) realizaram testes antiplasmaédicos in vitro com extratos hidroalcodlicos
(MeOH: H20; 9:1) obtidos da casca de G. sericeum e com substéncias isoladas. Os resultados
obtidos foram: 1) para extrato bruto, Clso de 1,78 £ 0,047 pg/mL (ativo), testado somente na cepa
K1 de P. falciparum; 2) para geissosquizolina (26, Quadro 1) e 4-N-6xido geissosquizolina (42),
Clsp > 40 pM (inativo), 3) para as cepas K1 e T9-96 de P. falciparum; para 1,2-
diidrogeissosquizolina (43) Clso de 27,26 + 10,9 uM frente a cepa K1 de P. falciparum (inativa) e
35,37 = 2,36 UM frente a cepa T9-96 de P. falciparum (inativa); 4) para flavopereirina (28) foi
obtido Clsp= 11,53 + 0,54 uM frente a cepa K1 de P. falciparum (moderadamente ativa) e 1,83 +
0,10 uM frente a cepa T9-96 de P. falciparum (ativa).

Um estudo etnofarmacoldgicos sobre a atividade antimalarica envolvendo trinta espécies
de plantas tradicionais foi realizado entre os indios Chacobo (Bolivia). Nesta pesquisa a atividade
antimalarica foi testada in vitro e in vivo. Entre as plantas testadas G. laeve apresentou boa atividade
antimalarica, com Clso = 3,1 pg/mL frente a cepa F32 (sensivel a cloroquina) de P. falciparum e 2
pg/mL para a cepa Indo de P. falciparum (resistente a cloroquina) porém nos testes in vivo contra
P. berghei em roedores foi inativo (MUNOZ et al., 2000).

Estudo etnofarmacolégico foi realizado na Guiana Francesa, nordeste da América do Sul, o
qual apontou o uso frequente de preparacgdes tradicionais obtidas de 34 espécies vegetais utilizadas
no tratamento da malaria, entre elas, Geissospermum sericeum e G. laeve. que foram citadas como
plantas usadas na prevencdo da maléria, sendo preparadas utilizando a parte interna das cascas
através de maceragdo etandlica (VIGNERON et al., 2005). Também na Guiana Francesa, foi
realizado um estudo envolvendo preparacdes tradicionais utilizadas no tratamento da malaria.

Neste estudo extratos de cascas de G. argenteum preparados através de maceracao etanolica foram
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testados in vivo em roedores, na dose de 324 mg/kg de peso do animal, administradas via oral, onde
verificou-se uma inibicéo de 44,3% frente a P. yoelli (BERTANI et al., 2005).

Camargo (2012) realizou testes antiplasmodicos in vitro utilizando a cepa K1 de P.
falciparum, de extratos e fracGes obtidas de cascas, folhas e galhos de G. argenteum coletadas em
Roraima. Nesse estudo foram encontrados extratos e fragdes ativas. O extrato metandlico de folhas
apresentou Clso = 6,9 pg/mL, de galhos a Clso = 6,6 pg/mL e de cascas = 4,6 pg/mL. A fragéo
cloroférmica de cascas apresentou Clso = 2,0 pg/mL. Neste estudo néo foi realizada avaliacdo da
atividade antiplasmaodica de substancias quimicas isoladas, seja in vivo ou in vitro.

Oliveira (2018) realizou estudo biomonitorado para atividade antiplasmddica (Cepa K1)
com extratos, fracOes e substancias isoladas de G. urceolatum, obtendo extratos e fracGes ativas,

além da substancia aspidoscarpina (41) que apresentou Clso = 2,42 pg/mL.

2.3.2.2 Atividade citotoxica e anticancer de extratos e alcaloides de Geissospermum spp.

Uma foérmula composta de extrato de casca de pau-pereira (G. vellosii) e extrato de
Rauwolfia vomitoria Afzel (Apocynaceae) foi desenvolvida para a prevencédo e tratamento do
cancer de prostata. Este fitoterapico contém a flavopereirina (28) de pau-pereira e o alcaldide
alstonina (61) de R. vomitoria. Esses alcaloides apresentam diferentes mecanismos de agéo na
prevencdo e controle do cancer. O mecanismo de agdo dessa formulagdo natural é baseado na
inducdo da apoptose (morte celular programada). Em doses de formulacdo adequadas, o
mecanismo é seletivo para células neoplasicas. Este medicamento parece reduzir os niveis de PSA
(antigeno especifico da préstata), um importante marcador metabolico para esse tipo de cancer,
além de atenuar os sintomas, como a hiperplasia prostatica benigna (HALL & BELJANSKI, 2005).

Um estudo avaliou o potencial do extrato de pau-pereira contra o cancer pancreatico in vitro
e in vivo de forma isolada e em combinacdo com o quimioterdpico gencitabina (62, Figura 14).
Extrato de pau-pereira induziu apoptose dose/tempo dependente em todas as linhagens celulares
de cancer pancreatico testadas. A combinacdo do extrato com o quimioterapico produziu efeito
sinérgico na inibicdo do crescimento celular (in vitro). Nos ensaios in vivo 0s camundongos com
tumores foram tratados com extrato de pau pereira e/ou gencitabina (62, Figura 14). O tratamento

somente com extrato inibiu o tumor em 70-72%, enquanto a gencitabina sozinha apresentou efeitos
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inibitorios no tratamento, mas ndo ocorreu inibicdo em maior carga tumoral por periodo mais
longo, nem em metéstases no modelo animal (YU et al., 2013).

O pau-pereira de G. vellosii Alleméo) tem sido utilizado em preparacdes por pacientes
oncologicos, assim foi realizado estudo para investigar os efeitos anticancer do extrato rico em
alcaloides B-carbolinicos de pau-pereira isoladamente no cancer de ovario em modelo pré-clinico.
A combinac&o do extrato com o quimioterapico carboplatina (63, Figura 14) foi avaliada em ratos
com céncer de ovario disseminado. O extrato inibiu seletivamente o crescimento de celulas
tumorais de ovario e induziu a apoptose (dose e tempo dependente). Nos ensaios in vivo o extrato
suprimiu o crescimento do tumor em 79% e reduziu a ascite em 55%. O extrato combinado com
carboplatina inibiu o tumor em 97% e da ascite em 100% (YU & CHEN, 2014).

Figura 14: Substancias avaliadas em ensaios antitumorais

0
0
\
Pt
N_ _O 0)
e J
_N
" NH, Carboplatina (63)
Alstonina (61) 3 Gencitabina (62)

Extratos de casca de G. vellosii (pau-pereira) ricos em alcaloides B-carbolinicos tem
atividades anticancer significativas em modelos pré-clinicos. Por isso, foram testados pré-
clinicamente os efeitos in vitro e in vivo de um extrato de pau-pereira frente a uma linhagem celular
de céncer de préstata humano, LNCaP. Quando o extrato de pau-pereira foi adicionado as células
LNCaP cultivadas in vitro, suprimiu significativamente o crescimento celular do tumor em
comparagdo com os controles (tumores em camundongos tratados com veiculo), sendo que na dose
de 500 pg/mL inibiu 90% do crescimento celular. Em ensaios in vivo a curva dose-resposta
apresentou forma de U onde a dose mais alta (50 mg/kg/d) foi menos eficaz na inducao da apoptose
de células tumorais e na reducdo do volume tumoral, sendo que as doses de 10 e 20 mg/kg/peso

reduziram o volume tumoral em 80 e 75%, respectivamente (BEMIS et al., 2009).
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Extratos de G. vellosii foram avaliados in vitro e in vivo frente a linhagem de células do
cancer de prostata humano (LNCaP) e promoveram inibicéo de crescimento desta linhagem celular
em cultura, além de induzir a apoptose (CHANG et al., 2014). Em ensaios com linhagens celulares
de cancer de pancreas humano, pau-pereira inibiu a proliferacdo de células tumorais com Clsg
variando de 125 a 325 pg/mL. Ensaios in vivo utilizando camundongos revelaram que extratos de
pau-pereira, em dose de 20 mg/kg, 5x/semana, administrados através de gavagem, promoveram
inibicdo de tumorigenicidade e de crescimento do tumor pancreatico em dose e via que podem ser
aplicadas em ensaios clinicos. Também ndo foram observados efeitos toxicos. A inibicdo de
tumorigenicidade pode indicar possivel efeito preventivo de cancer (DONG et al., 2018).

Dong et al. (2020) realizaram estudo onde extrato de pau pereira foi aplicado em células
epiteliais de hiperplasia benigna de prostata (HBP) e em miofibroblastos de préostata (WPMY-1),
sendo realizados testes de viabilidade, apoptose, além do perfil de expressdo génica. Nesse estudo
verificou-se que o extrato induziu a apoptose em células humanas de HBP-1 pela regulacéo positiva
de genes pro-apoptéticos e inibiu a sinalizagdo de NF«kB (fator nuclear kappa B) associado a
inflamacdo, assim este extrato pode ser um promissor fitoterapico para hiperplasia benigna de
préstata.

Uma formulacdo de origem vegetal chamada de PB-100, composta por dois principios
ativos principais, flavopereirina (28) e diidroflavopereirina (29), foi testada em dezesseis linhagens
de células tumorais e cinco linhagens de células normais e foi verificado que na concentracdo de
100 pg/mL ocorreu inibicdo de 80 a 98% do crescimento destas células, ou seja PB-100 apresentou
atividade anticancerigena in vitro. Observou-se que a inibicdo foi seletiva uma vez que 95% das
células normais permaneceram viaveis. Ainda neste estudo estas substancias foram sintetizadas e
testadas, e na concentragdo de 50 pg/mL inibiram 95% do crescimento de células do glioblastoma
humano, além apresentarem seletividade para células tumorais, uma vez que ndo afetaram a
linhagem de células normais utilizadas como controle (BELJANSKI, 2000).

A flavopereirina (28) foi testada em células mamarias cancerosas onde foi verificada a
inibicdo da sintese de DNA nestas células (BELJANSKI & BELJANSKI, 1982). Também foi
realizado estudo para avaliar o potencial terapéutico da flavopereirina (28) em células de cancer
colo retal (CCR) in vitro e in vivo, onde foi observado que esta substancia reduziu a viabilidade
celular, causando apoptose, além de reprimir o crescimento do xenoenxerto de células de CCR in

vivo com regulacdo positiva de P53 e P21 (proteinas supressoras tumorais) (LI et al., 2019).
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2.3.2.3 Outras atividades farmacologicas de alcaloides encontrados em Geissospermum spp.

A geissospermina (23) é considerada uma das principais substancias do género
Geissospermum. Essa substancia foi estudada para determinar sua acdo sobre o sistema nervoso,
sistema cardiovascular, glandulas genitais e enddcrinas, musculatura lisa, secrecdes urinarias e
biliares em camundongos e ratos. Foi verificado que a geissospermina tem acao sedativa, reduzindo
motilidade, tonicidade muscular, equilibrio reflexo, temperatura e metabolismo basal
(AUROUSSEAU, 1961a). A acdo da geissospermina também foi avaliada em coelhos, sendo
observada atividade depressora do sistema nervoso central e autbnomo, reducdo da magnitude das
contragOes cardiacas e o tbnus da musculatura lisa do duodeno (AUROUSSEAU, 1961b).

Quatro alcaloides indolicos isolados de G. vellosii, a geissosquizolina (26), a
geissosquizona (35), a geissospermina (23) e a 3°, 4°, 5°, 6’-tetraidrogeissospermina (54), foram
avaliados quanto a atividade anticolinesterdsica. A geissospermina inibiu apenas a
butiricolinesterase (BChE), enquanto os demais alcaloides foram inibidores ndo-seletivos, pois
inibiram a acetilcolinesterase (AChE) e butiricolinesterase (BChE). Quanto aos testes de
viabilidade celular apenas a geissosquizolina ndo foi citotdxica, sendo avaliada em colinesterases
humanas apresentando Clso = 10,21 £+ 0,01 mM, enquanto hAChE apresentou Clso = 20,40 + 0,93
mM. Estudos de docking molecular apontaram interacdes da geissosquizolina com o sitio ativo e
com o sitio anibnico periférico de hAChE e hBChE, indicando um perfil de inibicdo de duplo sitio.
Também foi verificado que esta substancia apresentou uma importante acdo anti-inflamatdria.
Estas acBes indicam que o alcaloide geissosquizolina tem um carater neuro protetor e sua
capacidade inibitéria de hAChE e hBChE o tornam um potencial agente terapéutico para Doenca
de Alzheimer (LIMA et al., 2020).

Também foi desenvolvida uma composi¢cdo farmacéutica contendo como Unico principio
ativo a flavopereirina (28) para o tratamento de infec¢des virais, inclusive as causadas pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV). A composi¢do apresentou-se como um sélido contendo de 250
a 500 mg do principio ativo flavopereirina (BELJANSKI, 1994; BELJANSKI, 2005).
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2.4 Geissospermum argenteum Woodson (1939: 207)

G. argenteum Woodson é nativa, distribuindo-se pela regido Norte, principalmente nos
estados do Amapa, Amazonas, Para, Roraima e nas Guianas (FORZZA, 2010; BARBOSA et al.,
2019). Segundo Ribeiro et al. (1999) esta espécie compreende arvores de dossel que podem ter
entre 15 e 22 m de altura, com folhas discolores, ovais ou elipticas e reticulacdo inconspicua
encoberta por pelos prateados e dourados, com a base da folha assimétrica. O periodo de floracéo
ocorre de julho a novembro, enquanto a frutificagdo de dezembro a fevereiro. G. argenteum é
morfologicamente semelhante G. sericeum, entretanto apresenta diferencas tais como: laminas
foliares discolores (G. argenteum) e concolores (G. sericeum) e fruto elipsoide, mas redondo no
apice (G. argenteum) enquanto em G. sericeum ele é ovoide e agudo no apice. No Brasil é
conhecida popularmente como: quinarana, uma das quinas falsas (RIBEIRO et al., 1999;
BARBOSA et al., 2019).

2.5 Geissospermum urceolatum A. H. Gentry (1984: 1078)

Esta espécie também j& foi chamada de pau-pereira, porém na regido norte € conhecida
como acariquara branca. E uma arvore cuja distribuicio foi descrita no Brasil, principalmente nos
estados do Amazonas e Para e na Bolivia. Esta espécie compreende arvores de 15 a 18 m de altura,
com ramos castanhos, ligeiramente sulcados, laminas foliares elipticas com folhas concolores
(coloracdo uniforme), flores urceoladas e frutos elipsoides. Foi observado que o periodo de floracéo
ocorre de junho a setembro, enquanto a frutificacdo se da janeiro a marco (BARBOSA et al., 2019).
Possui latex branco, pilosidade nos ramos e ocorre em floresta ombréfila (BARBOSA & SIMOES,
2020). Assim como outras espécies do género apresenta gosto amargo, sendo por isso utilizada

para doencas do figado, malaria entre outras doencas (MUNOZ et al., 2000).

26 QUIMIOMETRIA

A quimiometria foi assim denominada por Svante Wold em 1972 e pode ser definida como
a utilizacdo de métodos matematicos e estatisticos para o tratamento de dados quimicos de forma

a obter maior quantidade de informagOes e resultados analiticos, sendo que seus principais
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objetivos séo classificar e agrupar amostras (ESBENSEN & GELADI, 1990; WINNING et al.,
2008).

Para Ferreira (2015) a quimiometria pode ser definida como uma ciéncia interdisciplinar,
uma area da quimica que utiliza métodos das areas de matematica, estatistica e l6gica para planejar
e/ou selecionar experimentos, assim como extrair o0 maximo de informagdo quimica através da
andlise dos dados. Os objetivos da quimiometria sdo realizar otimizacdo de experimentos,
calibracdo, classificacdo de dados, resolucdo de curvas e analises exploratdrias. A quimiometria
foi dividida de acordo com sua aplicacdo em: planejamento e otimizacdo de experimentos,
reconhecimento de padrdes e classificacdo de dados, calibracdo multivariada e métodos de
inteligéncia artificial (BARROS NETO et al., 2006).

O uso da analise de dados multivariados tem se difundido tanto na quimica quanto em outras
areas cientificas. Tais analises em quimica sdo utilizadas para planejar, selecionar procedimentos,
extrair informagfes quimicas a partir das anélises dos dados, bem como realizar a aquisicao de
conhecimentos sobre os sistemas estudados. A utilizacdo da analise multivariada visa reduzir a
representacdo dimensional dos dados colocando-os numa estrutura que facilite a visualizacdo de
todo o conjunto de dados (BARROS NETO et al., 2006). As técnicas de analise multivariada mais
utilizadas sdo: andlises de agrupamento hierarquico (AAH) ou dendrograma e analise de
componentes principais (ACP) (PANERO et al., 2009).

Os métodos de reconhecimento de padrGes, como AAH e ACP permitem agrupar objetos
de uma mesma categoria conforme a similaridade existente entre eles, sendo um dos mais utilizados
em quimica, onde a estrutura dos dados une as amostras por suas associacdes, apresentando 0s
agrupamentos naturais existentes no conjunto de dados. Através do agrupamento hierarquico de dados
multidimensionais € possivel verificar as similaridades através da distancia euclidiana (BARROS
NETO et al., 2006; CORREIA & FERREIRA, 2007; FERREIRA, 2015).

O reconhecimento de padrbes e a analise de agrupamentos hierarquicos sédo realizados
através de softwares. Assim foi desenvolvido um software para realizar a analise multivariada com
interface grafica voltado para pesquisadores, professores e estudantes com interesse em
quimiometria chamado Chemoface, o qual possui mddulos capazes de resolver problemas
relacionados com planejamento experimental, reconhecimento de padrdes, classificacdo e
calibracdo multivariada (BARROS NETO et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudos sobre a composicdo quimica de Geissospermum argenteum Woodson e G.
urceolatum A. H. Gentry e avaliar o potencial antiplasmodico e a citotoxicidade em células

normais dos seus extratos e das substancias isoladas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade antimalérica in vitro de extratos e substancias isoladas contra
Plasmodium falciparum (cepa K1);

e Avaliar a citotoxicidade (viabilidade celular) in vitro frente a fibroblastos humanos (MRC-
5) de substéncias isoladas;

e Analisar os extratos biologicamente ativos por CL-EM e CLAE;

e Realizar andlises quimiométricas multivariadas (AAH e ACP) dos conjuntos de dados
obtidos por IES-EM(AR) dos extratos de G. argenteum;

e |solar substancias quimicas ativas presentes nos extratos de G. argenteum e G. urceolatum,
ativos in vitro contra P. falciparum;

e Elucidar as estruturas quimicas das substancias isoladas através de métodos
espectrométricos (RMN 1D/2D e EM(AR)/EM);
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Principios Ativos da Amazbdnia
(LAPAAM), no laboratério de cultura de plasmédio (Laboratério de Malaria e Dengue) e com
apoio da Central Analitica do Laboratério de Tematico de Quimica de Produtos Naturais (CA-
LTQPN), todos no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). Na Universidade Federal
do Amazonas (UFAM) experimentos foram realizados no Laboratério de Cromatografia
Espectrometria de Massas (LABCEM) da Central Analitica Multidisciplinar (CAM) e no
laboratdrio de cultura de células tumorais e sadias da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF)

coordenado pela Dra. Marne Carvalho de Vasconcelos.

41 MATERIAIS

4.1.1 Equipamentos

- Balanca analitica marca Ohaus, modelo AY?220;

- Balanca analitica marca Shimadzu, modelo AY?220;

- Banho de ultrassom marca Unique, modelo USC-1800 A;

- Banho-Maria marca Nova Etica;

- Capela de fluxo laminar marca Esco;

- Centrifuga marca Quimis;

- Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE): Marca Shimadzu, modelo LC-6AD;
- Estufa para cultura marca Eletrolab, modelo EL 101/3;

- Estufa de secagem e esterilizagdo marca Famem, modelo 320-SE;

- Lampada UV marca Chromato-Vue Carbinet, modelo CC-10 (ondas longas 365 nm e ondas curtas
254 nm);

- Liofilizador marca Terroni, modelo LS30000;

- Manta aquecedora marca Fisatom, modelo 752 A;

- Microscépio optico binocular marca Zeiss, modelo Primo Star;

- Microscépio Optico marca Zeiss, modelo Axio Scope Al;

- Modelo molecular poliédrico HGS, Mauruzen Co. Ltd,;

64



- Moinho de 4 facas marca Marconi, modelo MA 340;
- Rotaevaporador marca Fisatom, modelo 804.

e CA-LTQPN

- Espectrometro de ressonancia magnética nuclear (RMN) (300 MHz) marca Brucker modulo
Fourier 300, de 7.0 Tesla, sonda 5mm DUL *C-'H/DZ-GRD Z 111650/0082;

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a espectrometria de massas (CL-EM). CLAE,
marca Shimadzu modelo LC-20AD, EM marca Bruker Daltonics, modelo AMAZON SPEED com
analisador do tipo ion trap e fonte e de ionizagéo por electrospray IES;

- Espectrometro de massas marca Brucker Daltonics, modelo MicroTOF-QIl;

e LABCHEM-CA

- Espectrometro de massas marca Bruker Daltonics, modelo LCQ Fleet® com analisador ion trap e
IES.

4.1.2 Solventes e reveladores

Todos os procedimentos foram realizados utilizando solventes grau P.A., os quais foram
submetidos a destilacdo prévia e os utilizados na cromatografia liquida e espectrometria de massas
foram grau CLAE da marca Tedia. Na ressonancia magnética nuclear (RMN) foram utilizados
solventes deuterados da marca Merck. As placas de CCD foram iluminadas com luz ultravioleta -

UV (254 e 365 nm) e reveladas com reagente Dragendorff e anisaldeido/A.

4.2 ASSUNTOS REGULATORIOS/CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

O presente estudo foi inscrito no Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade
— SISBIO, sob n° 68390-1 (G. argenteum) e n°® 45103-2 (G. urceolatum).

O conhecimento tradicional acumulado por povos indigenas, comunidades, entre outros,
durante a sua existéncia, o qual foi transmitido através das geracfes passou a ser reconhecido

através da lei n° 13.123, de 20 de maio de 2015, conhecida como a Lei da Biodiversidade, e
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regulamentada pelo Decreto n° 8.772, de 11 de maio de 2016. A nova legislagdo regulamenta o
acesso ao patrimdnio genético (PG), ao conhecimento tradicional associado (CTA) e a reparticdo
de beneficios no Brasil para fins de pesquisa cientifica, bioprospeccdo e desenvolvimento
tecnoldgico.

Em respeito e consideracdo ao acima exposto foi necessario estabelecer contato com as
associacOes de remanescentes de quilombos do Rio Trombetas (Associacdo Remanescentes de
Quilombo, Municipio de Oriximina/PA) através de seus representantes, cujo resultado foi a
assinatura do termo de anuéncia necessaria para a realizacdo deste estudo pelos representantes da
Associagdo de Comunidades Remanescentes de Quilombos do Municipio de Oriximina
(ARQMO), o qual também visa assegurar as futuras pesquisas do LAPAAM/INPA envolvendo o
CTA das Comunidades Tradicionais Quilombolas da bacia do Rio Trombetas, uma vez que estas
sdo reconhecidas como detentoras de conhecimento tradicional associado (CTA) identificavel
sobre o uso de plantas medicinais no tratamento de malaria (OLIVEIRA et al., 2015).

O presente trabalho esté cadastrado no Sistema Nacional de Gest&o do Patrimonio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) que € uma plataforma eletronica de
cadastramento obrigatoério de todas as pesquisas, experimentais ou teoricas, realizadas com
patrimonio genético brasileiro, sendo que este se refere a todo uso ou informagdo que tem origem
em espécies biologicas, sejam elas animais, plantas, micro-organismos, bem como as substancias
derivadas destas especies. Este sistema tem por objetivos regular: a exploracdo comercial e a
pesquisa académica ou empresarial sobre o patriménio genético brasileiro; a concessao de patentes
envolvendo substancias obtidas da flora e fauna e o envio destas para o exterior. O processo de
regularizacdo de 2000 a 2015 estd cadastrado no SisGen sob o codigo AL6ACOC e o estudo da
atividade antimalarica de espécies com CTA dos remanescentes de quilombos de Oriximina esta
cadastrado com o numero A11C513 (BRASIL, 2020c).

4.3 METODOS

Neste trabalho foi realizado estudo de duas espécies de Apocynaceae: Geissospermum
argenteum Woodson e G. urceolatum A. H. Gentry. Para ambas as espécies foi realizado um estudo
sobre a composicao quimica e atividade antimalarica e citotoxica. Somente para G. argenteum foi

realizada uma anélise quimiomeétrica de extratos de folhas, galhos (lenho) e cascas (sete diferentes
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extragBes para cada parte da planta). Para a espécie G. urceolatum o estudo quimiométrico foi
realizado na tese de doutorado apresentada por Bruna de Oliveiraem 2018. Dessa forma, o presente
trabalho continuou, complementou e ampliou a informacdo sobre a composi¢do quimica e a

atividade bioldgica, com isolamento de outras substancias, além daquelas isoladas anteriormente.

4.3.1 Analises cromatogréaficas

4.3.1.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises quimicas iniciais dos extratos foram realizadas empregando-se cromatoplacas
com suporte de aluminio com camadas de silica gel e espessura de 0,25 mm com indicador de
fluorescéncia Fass da marca Merck As amostras foram eluidas com solventes escolhidos em
diferentes proporc6es de acordo com a polaridade das amostras.

Para a CCD os extratos foram pesados e dissolvidas a uma concentragcdo de 1 mg/mL em
MeOH. Aproximadamente 10 puL da solugdo foi aplicada em placa de silica gel 60 F2s4, a qual foi
eluida utilizando-se diversos sistemas de fases moveis buscando definir o melhor sistema para obter
o perfil quimico dos extratos. Os melhores resultados foram obtidos com misturas de: acetato de
etila: agua: acido formico: acido acético (6,7:1,8:0,75:0,75). As placas de CCD eluidas foram
iluminadas com UV nos comprimentos de onda 254 e 365 nm. Finalmente, as placas foram
reveladas com anisaldeido para obter uma visdo geral do perfil cromatografico da amostra e
reagente Dragendorff, para verificar a presenca de alcaloides.

Para preparar o0 reagente p-anisaldeido/acido sulfarico misturaram-se na seguinte ordem:
0,5 mL de p-anisaldeido, 10 mL de &cido acético glacial, 85 mL de metanol e por Gltimo 5 mL de
acido sulfarico concentrado. Em seguida, o reagente foi armazenado em frasco ambar sob
refrigeracdo (2-8°C) (WAGNER et al., 1984).

O reagente de Dragendorff foi preparado de acordo com Wagner et al. (1984). Solucgéo A:
0,850 g de subnitrato de bismuto, 10,0 mL de &cido acético e 40,0 mL de agua destilada. Solugéo
B: 8,0 g de iodeto de potéassio em 20,0 mL de &gua destilada. As solugdes foram combinadas, na
proporcao de 1:1, resultando numa solucdo estoque. Para pulverizagdo nas placas cromatogréficas
diluiu-se 2,0 mL de solugdo estoque com 4,0 mL de &cido acético glacial e 20,0 mL de agua
destilada.
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4.3.1.2 Cromatografia em coluna (CC)

O fracionamento dos extratos em coluna cromatogréafica foi realizado utilizando-se as
seguintes fases estacionarias: silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm) Merck; RP18 (40 — 63 um) Merck;
silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm) Merck, impregnada com acetato de sodio.

4.3.1.3 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCD-P)

As placas de CCD-P foram preparadas com silica gel (15 g para cada placa) com indicador
de fluorescéncia (F2s4) (Merck). A silica foi suspensa em &gua destilada até a formacdo de um gel
viscoso uniforme (com auxilio de ultrassom) e aplicadas manualmente em placas de 20 x 20 cm.
Em seguida, foi colocada na posicdo horizontal para secar a temperatura ambiente por 24 h. Antes
da sua utilizacdo as placas foram ativadas na estufa a 90 °C por aproximadamente 12 h. Também
foram utilizadas placas da Merck TLC silica gel 60 (glass plates 20 x 20 cm).

4.3.1.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises de CLAE foram realizadas no LAPAAM-INPA e no LABCEM-CAM-UFAM,
seguida de andlise em coluna semi-preparativa, em cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE),
marca Shimadzu, modelo LC-6AD, com detector ultravioleta (UV) SPD-20AV, modulo de
comunicacdo CBM-20A e valvula de injecdo Rheodyne (200 ou 500 pL).

4.3.2 Meétodos espectrométricos
4.3.2.1 Espectrometria de massas (EM)

As andlises foram realizadas no LABCEM-CAM-UFAM, sendo que oS espectros foram
obtidos em equipamento do tipo ion-trap, modelo LCQ Fleet® (Thermo Scientific), com fonte de

ionizacdo por IES, voltagem e a temperatura do capilar em IES: 20,0 V e 200 °C, respectivamente.

Voltagem do spray: 5,0 kV, sendo este operado em modo positivo e dissociagdo por coliséo
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induzida (DCI) de 25-28%. Gés nebulizador e gas de secagem: nitrogénio. No analisador utilizou-
se 0 gas hélio como gas de fragmentacéo.

As analises dos espectros de massas das substancias obtidas foram realizadas no CA-
LTQPN-INPA no equipamento Marca Bruker Daltonics, modelo MicroTOF-QII, operando com
fonte de IES em modo negativo e positivo. As amostras foram analisadas por infusdo direta e por
CL/EM.

4.3.2.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

As anélises de RMN foram realizados na CA-LTQPN-INPA INPA, em um espectrometro
da marca Bruker modelo Fourier 300 (7,05 T), operando na frequéncia de 300 MHz (RMN H) e
75 MHz (RMN *3C). Foram obtidos espectros de RMN unidimensionais (*H, *C e DEPT 135) e
bidimensionais (HSQC, HMBC, COSY e NOESY e Jres). Os deslocamentos quimicos foram
expressos em ppm (J) relativos ao sinal do tetrametilsilano (TMS/Sigma-Aldrich) e as constantes
de acoplamento (J) foram registradas em (Hz). Foi utilizado o programa TopSpin 4.0.9 para a
manipulacdo e visualizacdo dos espectros de RMN. As amostras foram dissolvidas em solventes
deuterados: dimetilsulféxido -de - (CD3)2SO, cloroférmio -d (CDCls) e metanol-d4 (CD3OD).

4.4 COLETAE IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

4.4.1 Geissospermum argenteum Woodson

A coleta foi realizada na Reserva Florestal Adolpho Ducke do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA), localizada na periferia da zona urbana de Manaus. Através do
mapa de trilhas disponivel no Herbario do INPA foi selecionada a arvore de G. argenteum de
namero 2105, na qual foi realizada a coleta, estando localizada no marco M582 (coordenadas:
02°55°40” S e 59°58°41” W e 85 m de altitude). Esse especime foi identificado no Projeto Flora
da Reserva Ducke (RIBEIRO et al., 1999), sendo que a exsicata se encontra depositada no Herbario
do INPA sob nimero 180466. O material vegetal (cascas, folhas e lenho de galhos) foi coletado
em 31 de agosto de 2016.
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4.4.2 Geissospermum urceolatum A. H. Gentry

O material vegetal (cascas e folhas) de G. urceolatum A. H. Gentry foi coletado na Reserva
Florestal Adolpho Ducke em 28 de setembro de 2014 por Bruna de Oliveira. O individuo
selecionado para a coleta foi identificado pelo nimero 3069, o qual esta localizado no marco M581
(coordenadas: 02°55°57” S € 59°58°16” W e 62 m de altitude) do mapa de trilhas da Reserva Ducke
(RIBEIRO et al., 1999) e cuja exsicata esta depositada no Herbario do INPA sob o nimero 181857.

45 SECAGEM E MOAGEM DO MATERIAL VEGETAL

As amostras de ambas as espécies foram processadas no Laboratério de Principios Ativos
da Amazonia (LAPAAM/INPA). O material vegetal foi selecionado e as partes da planta foram
colocadas separadamente em estufa com circulacéo de ar a 40 °C para secagem até peso constante.
Apdbs a secagem o material vegetal foi cortado em partes menores e em seguida triturado em
moinho elétrico de quatro facas. As serragens obtidas foram armazenadas em sacos de papel e
plastico, identificadas, pesadas e mantidas sob refrigeracdo até a extracao.

4.6 EXTRACAO DE G. argenteum Woodson

4.6.1 Planejamento experimental simplex-centroide da extracdo em escala analitica

Inicialmente os extratos foram preparados através de um planejamento experimental
denominado simplex-centroide com trés componentes (trés solventes): acetona, metanol e 4gua, 0s
quais foram selecionados utilizando como critério o principio da seletividade de Snyder, onde a
acetona e um solvente aprético e metanol e agua sao solventes proticos, porém os alcoois séo fortes
doadores e aceptores de prétons, enquanto a agua € um solvente caracterizado por ser forte doador
de proton (SNYDER, 1974). Neste tipo de experimento os solventes foram utilizados de forma
pura e em misturas binarias e ternarias. Assim, um experimento com trés componentes €
representado por um triangulo equilatero onde os vértices correspondem ao solvente puro, 0s
pontos centrais das arestas indicam as misturas binarias, isto é, contém dois componentes em

proporcdes iguais e o ponto central do triangulo corresponde & mistura dos trés solventes
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selecionados, totalizando o nUmero maximo de sete (7) extra¢bes (Figura 15). A soma da proporc¢ao
de cada solvente é sempre igual a 1 (um), sendo que a proporcao de cada solvente corresponde a
uma variavel do sistema (SCHEFFE, 1963).

Figura 15: Planejamento experimental com trés componentes (simplex-centroide).

Metanol 100%

Acetona/Metanol/Agua
1:11

(6)

Acetona 100% Acctona/Agua 1:1 Agua 100%

Através deste planejamento experimental foram preparados 7 (sete) extratos para cada parte
da planta (cascas, folhas e lenho de galhos) para os quais foi calculado rendimento (%) apresentado
na Tabela 1. Estes extratos também foram utilizados para a realizacdo de ensaios bioldgicos
(atividade antiplasmaddica in vitro) descritos na se¢do 4.10.1 e para o estudo quimiométrico no qual
os dados foram processados através da analise dos componentes principais (ACP) e analises de
agrupamento hierarquico (AAH), os quais estdo descritos na se¢do 2.6.

Vinte e um (21) extratos foram preparados pesando-se (em balanca analitica) 1 g de material
vegetal seco e triturado e adicionando-se 50 mL do solvente extrator de acordo com as composic¢oes
do planejamento simplex-centroide (MeOH, acetona e H>O). Os erlenmeyers contendo as amostras
foram colocados em agitador o qual foi mantido em agitacdo por 6 h e seguido de maceragéo
estatica a temperatura ambiente por 48 h. Em seguida os extratos organicos foram filtrados,
concentrados em rotaevaporador e armazenados em frascos previamente pesados. Os frascos foram
submetidos a evaporacdo em manta aquecedora (banho de areia) até a evaporagdo completa dos
solventes e atingir peso constante. As amostras secas foram pesadas e armazenadas em freezer para
posterior analise. Os extratos aquosos foram colocados em frascos previamente pesados e
submetidos a liofilizacdo. Apds a liofilizacdo os frascos foram novamente pesados para calculo da
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massa e congelados. Os extratos foram nomeados utilizando as iniciais E (extrato), Ga
(Geissospermum argenteum), F (folhas), G (lenho de galhos), C (casca) seguidos do numero que
identifica o solvente ou sistema de solventes (1 — 100% MeOH; 2 — 100% acetona; 3 — 100% H20;
4 —MeOH e acetona 1:1; 5 — MeOH e H20 1:1; 6 — acetona e H20 1:1; 7 — MeOH, acetona e H20
1:1:1), sendo que os dados da preparacao destes extratos estdo descritos na Tabela 1. O rendimento

dos extratos foi calculado utilizando a seguinte formula:

(100 X massa do extrato seco)

Rendimento (%) = _ ~
massa de material vegetal extraido
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Tabela 1: Composicéo das misturas extratoras em termos de proporcéo e rendimento das extragdes

de G. argenteum.

Cadigo Solvente (% v/v) Rendimento (%)
Extrato Parte MeOH Acetona H20 Cascas Folhas  Galhos
EGaF1 100 0 0 - 5,87 -
EGaF2 0 100 0 - 15,6 -
EGaF3 0 0 100 - 10,5 -
EGaF4 Folha 50,0 50,0 0 - 11,6 -
EGaF5 50,0 0 50,0 - 24,4 -
EGaF6 0 50,0 50,0 - 25,4 -
EGaF7 33,3 33,3 33,3 - 25,5 -
EGaG1l 100 0 0 - - 3,48
EGaG2 0 100 0 - - 13,4
EGaG3 0 0 100 - - 6,47
EGaG4 Galhos 50,0 50,0 0 - - 10,2
(Lenho)
EGaG5 50,0 0 50,0 - - 15,9
EGaG6 0 50,0 50,0 - - 15,1
EGaG7 33,3 33,3 33,3 - - 15,2
EGaCl 100 0 0 1,20 - -
EGaC2 0 100 0 5,40 - -
EGaC3 0 0 100 2,50 - -
EGaC4 Casca 50,0 50,0 0 4,00 - -
EGaC5 50 0 50,0 7,00 - -
EGaC6 0 50,0 50,0 6,80 - -
EGaC7 33,3 33,3 33,3 6,90 - -

Estes extratos foram utilizados para andlises quimiométricas e ensaios biologicos

antiplasmadicos, descritos mais abaixo na se¢éo 4.10.1.
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4.6.2 Extracdo em maior escala de G. argenteum Woodson
4.6.2.1 Extracdo aquosa de G. argenteum Woodson

Considerando o uso popular da espécie foi realizada extracdo aquosa de cascas, galhos e
folhas pelo método de infusdo, utilizando 10 g de material vegetal e 500 mL de &gua destilada.
Apds 15 minutos as infusbes foram filtradas, congeladas e liofilizadas. Os extratos aquosos obtidos

(Tabela 2) foram pesados para calculo do rendimento e testados para a atividade antiplasmaodica.

Tabela 2: Rendimento das infusdes (chas) de G. argenteum

Caodigo material Massa material Rendimento do extrato
Parte
vegetal vegetal (9) Massa (g) Teor (%)
EGaC Cascas 10,0 0,64 6,40
EGaF Folhas 10,0 2,51 25,1
EGaG Galhos (lenho) 10,0 1,48 14,8

4.6.2.2 Extracdo metandlica

Considerando informaces prévias obtidas através do referencial bibliogréafico e as analises
em CCD dos extratos produzidos em escala analitica, os quais foram positivos para alcaloides
(Dragendorff), optou-se por realizar a extracdo descrita por Ramos et al. (2017) otimizada por
Oliveira (2018) para direcionar o isolamento principalmente de alcaloides, na qual a serragem
obtida de cascas (900 g) foi extraida com MeOH e solucdo de aménia (NH4OH) a 3% (2.000 mL).
O extrato foi preparado colocando-se a mistura por 60 minutos em banho de ultrassom seguido de
maceragdo por trés dias. Apds esse periodo fez-se a filtragdo, concentracdo em rotaevaporador, e
evaporacao até peso constante em banho de areia e armazenamento em freezer. O mesmo material
vegetal foi extraido por trés vezes utilizando-se esse mesmo processo. Nesta extragdo obteve-se
rendimento de 55,0 g de extrato bruto (EMeGa I) o que representa 6,1% baseando-se na massa de
material vegetal extraido.

O extrato metandlico basico (EMeGa I) de casca de G. argenteum (6,00 g) foi particionado

(Fluxograma 1) conforme procedimento descrito em Ramos et al. (2017), onde o extrato foi
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dissolvido em &cido cloridrico 0,1 M (150 mL) e particionado com DCM (150 mL). A fracdo
aquosa acida foi basificada com hidréxido de aménio (NH4OH) até pH 8 e extraida com DCM (3
x 150 mL), resultando em uma fracdo alcaloidica (FDGa I) e residuo aquoso (FAGa I). Esse ultimo
foi basificado até pH 10 e particionado com DCM (3 x 150 mL), obtendo-se a segunda fracéo
alcaloidica (FDGa Il) e o residuo aquoso (FAGa II).

Fluxograma 1: Particéo liquido-liquido do extrato metandlico de cascas G. argenteum (EMeGa I).

Extrato
MEOH/NH3;OH
(EMeGal) 6,00 g

Solubilizacdo com HCI1 0,1 M;
Partigio com DCM (3%)

Fase DCM A Fase aquosa
(FDGa A)1,10g (FAGa A)

Mistura basificada com NH4OH (pH 8,0);
Partigdo com DCM (3x).

Fase DCM1 Residuoaquoso
(FDGaI)120¢ (FAGaTl)

Basificada com NH4OH (pH 10,0);
Partigio com DCM (3.

Residuo aquoso

Fase DCM II
(FDGaIl) 2,50 g (FAGaI) 120 g

4.7 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE G. argenteum

4.7.1 Fracionamento cromatogréafico do extrato aquoso

A técnica de extracdo em fase sdlida (EFS) foi introduzida para suprir as deficiéncias da
extracao liquido-liquido e tornou-se uma técnica muito empregada no preparo de amostras, sendo 0s

seus principais objetivos: remocdo de interferentes, extrair, concentrar e isolar analitos (JARDIM,
o)



2010). De forma geral os procedimentos deste tipo de extra¢do envolvem as seguintes etapas: ativacdo
da fase estacionaria para deixar os sitios ativos disponiveis, condicionamento da fase estacionaria com
solvente adequado com a finalidade de ajustar o solvente de eluicdo ao solvente da amostra, aplicacéo
da amostra, limpeza da coluna para retirada dos interferentes, eluicdo da amostra e coleta do material
de interesse (QUEIROZ et al., 2001).

Uma aliquota de 640 mg de extrato aquoso seco (secdo 4.6.2.1) obtido de cascas foi submetida
previamente a EFS utilizando a silica RP18 (40 — 63 um) da Merck como fase estacionaria na proporgédo
de 10 g de silica para 1 g de amostra. A ativacdo da fase estacionaria foi feita com MeOH (3 x 50 mL),
seguida de condicionamento com agua (3 x 50 mL) para posterior aplicacdo da amostra (700 mg
dissolvida em &gua). A agua também foi utilizada na remocéo dos interferentes (3 x 50 mL) e a elui¢do
foi realizada com MeOH (350 mL), obtendo-se 480 mg de fracdo metandlica seca ap0s evaporacao
total dos solventes (Fluxograma 2).

A fracdo metanolica seca (480 mg) foi fracionada em coluna cromatografica (® x h=2,0 x 17
cm), com silica gel (0,063 — 0,200 mm) que foi previamente ativada em estufa a 100°C por 24 h. e
empacotada com AcOEt. A amostra (480 mg) foi aplicada na coluna e eluida com gradiente de
solventes de polaridade crescente (volume de 100 a 150 mL para cada aumento de polaridade),
iniciando-se com AcOEt 100%, seguido de incrementos de 10% de acetona até acetona 100%,
posteriormente acetona/MeOH (de 9:1 a 1:9 por incrementos de 10%), MeOH 100% e depois
MeOH/H>0 (de 9:1 a 1:9 por incrementos de 10%) e H>O 100%. Foram obtidas 199 subfracfes com
volume de 20 mL cada, as quais foram analisadas por CCD e reunidas em 10 frac6es (Fluxograma 2).

A fracdo reunida 7 gerada no procedimento acima (62,9 mg) foi submetida a uma coluna (® x
h=1,5x 12 cm) também com silica gel (0,063 — 0,200 mm) empacotada com AcOEt e eluida com um
sistema gradiente iniciando com AcOEt 100%, AcOEt/acetona (de 9:1 a 1:9 por incrementos de 10%),
acetona 100%, acetona/MeOH (de 9:1 a 1:9 por incrementos de 10%), MeOH 100% e MeOH/H-0 (de
9:1 a 1:9 por incrementos de 10%) (Fluxograma 2). As 32 subfragdes com volume aproximado de 20
mL foram reunidas em 8 fracGes de acordo com o perfil apresentado em CCD.

A fracdo reunida 2 (C2Ga-2, 10,1 mg) foi eluida em uma coluna de silica gel RP18 (40-63 um)
Merck empacotada em uma pipeta de Pasteur e eluida com MeOH/ACN (8:2, 30 mL) (Fluxograma
2). Foram coletadas seis subfracdes de 5 mL, sendo que as subfracdes 2, 3 e 4, positivas para alcaloides
(revelacdo com reagente de Dragendorff), apds analise por CCD, foram reunidas (5,3 mg) e
denominadas C1Ga-3, a qual foi analisada por RMN e EM, confirmando a substancia A (64) de G.

argenteum, cuja elucidacao esté descrita na secdo 5.2.1.1.
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Fluxograma 2: Extracdo aquosa e fracionamento do extrato aquoso de G. argenteum.

Extrato aguoso
. argenision

(EAG) 640mg
N

¢ Extracioem fasesohda(EF3).

-
Fr. MeOH
G. argentelm
(FIMEGa) 480 mg Eluentes:
s #  Acetona 100%a MeOH 100%: por
mcrementoz de 10%;

o 100 fragdes.

o CC =ilica gel

C1Ga-1||C16Ga-2| [c16a3|[c1Ga4](|C16a-5 | [c16a8] [c1Ga7]|C1Ga8 {:15.::. Cllg"'
23,3 234 44,7 884 314 416 || 629 66.7
o m d 213 36.8
g B mg mg mg mg mg g mg mg
Eluentes:
o AcOEt 100% a acetona 100%%: %o: por incrementos de 10%4; » CC aflica gel
o  Acetona 100% a MeOH 100%: por incrementos de 10%;;

C2Ga-1| |C2Ga-2| |C2Ga3| |C2Ga4| |C2Ga-5| |C2Ga6| |C2Ga-7| |C2Ga-2
2.30 10,1 12.3 3.80 3.20 5,10 10,7 7.50
mg g mg mg mg mg mg mg

E

» CCemEP 12 (pipeta Pasteur);
» ACN:MeOH (8:2)

C3Ga-1| |C3Gal| |C3Ga3| |C2Gad| |C2Ga-3

0,20 3,30 0,80 1,10 0.70
mg mg mg mg mg
o EMN
« EM
C3Ga-2
Substincia A{64)
530mg
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4.7.2 Fracionamento cromatogréfico da fragdo FDGa Il

A fase DCM basica Il - FDGa Il (120 mg) foi submetida a uma coluna cromatografica (®
x h=2,5x 27 cm) com silica gel (0,063 — 0,200 mm) utilizando como eluentes AcOEt, acetona e
MeOH (Fluxograma 3). A coluna foi eluida com um sistema gradiente iniciando-se com AcOEt
100%, AcOEt/acetona (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8 e 1:9), acetona 100%, acetona/MeOH
(9:1, 8:2,7:3,6:4,5:5, 4:6, 3:7, 2:8 e 1:9), MeOH 100% e MeOH/H20 (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6,
3.7, 2:8 e 1:9). Esta coluna resultou em 98 subfracGes com volume de aproximadamente 30 mL.
Estas fracbes foram reunidas conforme seu perfil cromatografico em 14 subfracdes. Na subfracao
reunida C4Ga-3 (9,0 mg) formou-se um precipitado que foi filtrado e seco (4,5 mg) e
posteriormente analisado por RMN (Fluxograma 3) e EMAR, confirmando a substancia B (31),

descrita na secéo 5.2.1.2.

Fluxograma 3: Fracionamento da fracdo DCM |1 de G. argenteum.

FDGa Il Eluentes:
120 mg * AcOEt 100%a acetona 100%: %: por
incrementos de 10%;
s Acetona100% a MeOH 100%: por
. CC incrementos de 10%;

» 98 subfracdesreunidas em 14 fracdes.

CaGa-4 C4Ga-9 C4Ga-13
C4Ga-1 C4Ga-2 Cd4Ga-3 a C4Ga-8 a a
1,70mg || 429mg || 9,00mg CaGa-7 247mg || C4Ga-11 C4Ga-14
112 mg 236mg 216 mg
* Formacio de precipitado; C4Ga-12
» Filtragio. * CC| 183 mg

[ c4Ga-3B )
Substincia B
(31)

\ 450 mg )

Desta coluna foi selecionada a fracdo C4Ga-12 (183 mg) para mais uma separacdo em
coluna cromatogréafica (g x h = 2,0 x 15 cm) com silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm), empacotada
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com hexano/AcOEt (1:1) e eluida com AcOEt 100%, AcOEt/acetona (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6,
3:7, 2.8 e 1:9), acetona 100%, acetona/MeOH (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8 e 1:9), MeOH
100% e MeOH/H.0 (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3.7, 2:8 e 1:9). Nesta coluna foram obtidas 65
subfracdes com volume de 15 mL, as quais foram reunidas em 5 fracdes conforme os perfis
cromatograficos em CCD (Fluxograma 4). Durante a evapora¢édo da fragdo reunida C5Ga-2 houve
a formacdo de cristais, os quais foram submetidos a um processo de decantacdo e submetidos a
CCD, a qual foi revelada por Dragendorff e posteriormente analisada por RMN e EM (C5Ga-2B —

2,80 mg), confirmando a substancia C (28) descrita na se¢do 5.2.1.3.

Fluxograma 4: Fracionamento da fracdo C4Ga-12 de G. argenteum.

C4Ga-12

183 mg Eluentes:

e  AcOFE: 100% a acetona 100%: %o por
mcrementos de 10%;

« CC . z_ﬂu:v:tona 100% a MeOH 100%: por
incrementos de 10%;;

o 65 subfragdes reunidas em 5 fragdes.

C5Ga-2 C5Ga-3
67.1mg 12.9mg

s Cristalizacio;
* Recuperacio dos cristais;
¢« EBEMN e EM.

" C5Ga-2B |
Substincia C

(28)
280 mg
h -
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4.8 EXTRACAO E FRACIONAMENTO DE G. urceolatum A. H. GENTRY

Cascas de G. urceolatum foram submetidas apenas a extracdo metanodlica seguida de
particdo inicial, utilizando o mesmo método utilizado para G. argenteum para posterior

fracionamento cromatografico.

4.8.1 Extracdo metanolica de G. urceolatum

O estudo quimiométrico desta espécie foi realizado por Oliveira (2018) e néo foi repetido
no presente estudo. No trabalho de Oliveira (2018) verificou-se que a extragdo de cascas
utilizando o solvente MeOH/ NH4OH (1%) através de maceracdo por sete dias a temperatura
ambiente foi a mais indicada pelo estudo quimiométrico e por ter apresentado melhor atividade
antiplasmadica in vitro (Clsp = 9,7 pg/mL no primeiro experimento € Clso = 5,15 pg/mL no segundo
experimento) em ensaios realizados por Oliveira (2018).

Para G. urceolatum realizou-se 0 mesmo procedimento extrativo utilizado por Ramos et al.
(2017) e otimizado por Oliveira (2018) e ja utilizado em G. argenteum no presente estudo (Secao
4.6.2.2). Na extracédo de cascas de G. urceolatum foram obtidos 22,2 g de extrato bruto (EMeGu 1)
com rendimento de 5,31%.

4.8.2 Fracionamento de extratos de G. urceolatum

Uma aliquota do extrato metanolico basico (EMeGu 1) de casca de G. urceolatum foi
particionada segundo Ramos et al. (2017), onde o extrato foi dissolvido em solucdo aquosa de
acido cloridrico 0,1 M (150 mL) e particionado com em DCM (150 mL). A fracdo aquosa acida
foi basificada com solugdo de amonia (NH4OH) até pH 8 e extraida com DCM (3 x 150 mL),
resultando em uma fase alcaloidica (FDGu 1) e um residuo aquoso (FAGu 1). O processo foi
repetido basificando até pH 10 (com NH4OH), obtendo-se a fase alcaloidica Il (FDGu Il) e o
residuo aquoso Il (FAGu Il) (Fluxograma 5).
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Fluxograma 5: Parti¢do liquido-liquido do extrato metandlico de G. urceolatum.

Extrato
MEOH/NHsOH
(EMeGu1)8.0g

*  Solubilizacdo com HC1 0.1 M:
+  Particdo com DCM (3=)m

Fase DCM A Fase aquosa
(FDGu A)1.1g (FAGu A)

Mistura basificada com NH+OH (pH 8.0);
Particdo com DCM (3x).

Fase DCM I Residuo aquoso
(FDGuI)3.1g (FAGu I)
» Basificada com NH4OH (pH 10.0):
»  Partigio com DCM (3x).

Fase DCM II Residuo aquoso
(FDGuI)2.9 ¢ (FAGu II) 0,09 g

4.8.2.1 Fracionamento cromatografico de G. urceolatum

Posteriormente, uma aliquota de 1,45 g da fracdo alcaloidica FDGu I (3,10 g) foi fracionada
em uma coluna cromatografica (®: 2,5 cm, altura: 18,0 cm) empacotada com silica gel 60
impregnada com AcONa (acetato de sodio) a 10% (Fluxograma 6). No preparo da silica
impregnada foram utilizados 200 g de silica gel 60 e 20 g de AcONa o qual foi diluido em 50 mL
de agua. O AcONa diluido foi misturado a silica gel 60, homogeneizado e colocado em estufa a
100°C para secar. Esta coluna foi eluida com um gradiente de polaridade crescente: hexano 100%,
hexano/AcOEt (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5.5, 4:6, 3:7, 2:8 e 1:9), AcOEt 100%, AcOEt/acetona (9:1, 8:2,
7:3, 6:4, 5.5, 4:6, 3.7, 2:8 e 1:9), acetona 100%, acetona/MeOH (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3.7,
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2:8 e 1:9), MeOH 100% e MeOH/H,0 (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5.5, 4:6, 3.7, 2:8 e 1:9), conforme
apresentado no Fluxograma 6.
Nesta coluna foram obtidas 78 subfracGes, as quais foram reunidas em 21 fracGes de acordo

com o perfil apresentado em CCD.

Tabela 3: Fragdes obtidas da CC impregnada com AcONa aplicada a FDGu | (1,45 g) obtida do

extrato de casca de G. urceolatum.

Fracoes Dragendorff ~ Massa (mg) Fracoes Dragendorff Massa (mg)
ClGu-1 - 11,0 ClGu-12 + 19,8
C1Gu-2 - 19,9 C1Gu-13 + 19,1

(sutﬁgn‘gi D) 15,38 C1Gu-14 + 13,8
ClGu-4 - 13,9 ClGu-15 + 12,6
ClGu-5 - 74,4 ClGu-16 + 44,2
C1Gu-6 + 20,1 C1Gu-17 + 15,4
C1Gu-7 + 21,0 C1Gu-18 - 22,7
C1Gu-8 + 17,9 C1Gu-19 - 33,6
C1Gu-9 + 31,9 C1lGu-20 — 204,6
C1lGu-10 + 32,7 ClGu-21 — 490,7
ClGu-11 + 17,2

Fracdes positivas para alcaloides: +; Fracdes negativas para alcaloides: -

Na fracdo C1Gu-3 (15,8 mg) formou-se um precipitado branco que foi filtrado, seco e
submetido a analise por RMN e EM, confirmando a substancia D (57, C1Gu-3B; 3,30 mg)
conforme apresentado nos resultados e discusséo na sec¢do 5.2.2.5.

A fracdo C1Gu-8 (17,9 mg) apresentou apenas uma mancha de coloracdo alaranjada em
CCD, apos ser revelada por Dragendorff. Foi preparada uma solugdo na concentracdo de 1 mg/mL
utilizando MeOH como solvente, a qual foi filtrada em membrana microporosa e submetida a
analise em CLAE, com coluna Shim-pack PREP-ODS (H) (didmetro interno de 4,6 mm e
comprimento de 25 cm), variando os solventes e gradientes para definir um meétodo de separacéo.
O método selecionado para o isolamento foi: isocratico com ATF (acido trifluoroacético) 0,1%

aguoso na bomba A e na bomba B, MeOH:H20 4:1; de 0 a 15 min e fluxo de 0,8 mL/min e
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comprimento de onda de 340 nm. No cromatograma gerado foram observados 4 picos (A-D, Figura
18). No isolamento foi utilizado o CLAE em modo semi-preparativo, coluna Shim-pack PREP-
ODS (H) (diametro interno de 20 mm, comprimento de 25 cm) sendo 17,0 mg de amostra
dissolvidas em MeOH (2 mL). Neste fracionamento cromatografico foram coletadas 4 subfracdes
(A-D), em frasco separados, que apds de evaporacdo total foram analisadas através de CCD,
observando-se que a subfragdo C, com tempo de retencéo (tr) - 11,642 min) apresentou maior
pureza e massa (3,50 mg) e foi denominada C1Gu-8C. Apos analises dos espectros de RMN e EM,
foi confirmado que a fracdo C1Gu-8C era a substancia E (65) conforme apresentado nos resultados
e discussédo na secdo 5.2.2.2 (Fluxograma 6).

Figura 16: Cromatograma de CLAE-FR da fracdo C1Gu-8

TT.00)

i

@
g
I

g B.Conc.(Method)
=C

=

I

|

IS
g
I

T EEEE a

Ls B EE YL

FTTTTTTTTTT

Tempo de retencdo (tr): pico A, tr: 4,4 min; pico B, tr: 7,9 min; pico C, tr: 11,6 min; pico D, tr: 15,3 min.

A fracdo C1Gu-9 (31,9 mg) também apresentou um perfil em CCD com poucas impurezas
e foi realizada analise em CLAE-FR com coluna Shim-pack PREP-ODS (H) (diametro interno de
4,6 mm e comprimento de 25 cm) para a definicdo do método de separacdo. Apds essa analise
selecionou-se o seguinte método: gradiente com ATF (&cido trifluoroacético) aquoso a 0,2% na
bomba A e MeOH/CH3CN (2:3) na bomba B; sendo 0 a 10 min, 5% a 60% de B; 10 a 20 min, 60%
de B; de 20 a 21 min, 60 a 100% de B; de 21 a 30 min 100% de B e fluxo de 0,8 mL/min. Para
realizar o isolamento foi utilizada a coluna semi-preparativa Shim-pack PREP-ODS (H) (diametro
interno de 20 mm e comprimento de 25 cm) e 30,0 mg de amostra dissolvida em MeOH. Neste
fracionamento cromatografico foram obtidas 3 subfragbes de x mL (Figura 19), a primeira

subfracéo corresponde ao pico A (tr de 4,8 min), que foi denominada C1Gu-9A (3,70 mg) e foi
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analisada por RMN e EM e confirmada a substancia F conforme apresentado nos resultados e

discussdo na secéo 5.2.2.4. (41).

Ll

Figura 17: Cromatograma de CLAE-FR da fracdo C1Gu-9
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Tempo de retencdo (tr): pico A, tr: 4,70 min; pico B, tg: 10,54 min; pico C, tr: 11,94 min.

A fracdo C1Gu-13 (19,1 mg, Tabela 3), por apresentar boa separacdo em CCD, foi submetida

a CCD-P. A fracgéo foi dividida em 2 aliquotas e aplicada em 2 cromatoplacas, as quais foram eluidas

com o seguinte sistema: MeOH/acetona/CHCI3 (80:10:10) em um volume de 250 mL. As fragdes foram

raspadas das cromatoplacas utilizando uma espatula com o auxilio de iluminagdo por uma a lampada

de UV e o material raspado foi recolhido em frascos individualizados para cada fragdo. Foi adicionado

MeOH para cada frasco para extrair as substancias da silica. O material foi filtrado, seco e analisado
por CCD. Na primeira cromatoplaca foram obtidas 4 fragdes, C1Gu-13A (1,50 mg), C1Gu-13B (0,70
mg), C1Gu-3C (2,30 mg) e C1Gu-13D (2,00 mg) e na segunda C1Gu-13A (1,10 mg), C1Gu-13B
(0,40 mg), C1Gu-3C (1,20 mg) e C1Gu-13D (1,30 mg) As fracdes que apresentaram o mesmo RF

em CCD foram reunidas, sendo que fragdo C1Gu-13D (3,30 mg) foi analisada por RMN e EM,

confirmando a substancia G (33), conforme apresentado nos resultados e discussao na se¢do 5.2.2.3.
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Fluxograma 6: Fracionamento por CC da fracdo FDGu | de G. urceolatum.

FDGu I
1.45¢ s Hexano 100% a AcOEt 100%: por incrementos de 10%;
s AcOEt 100% a acetona 100%; por incrementos de 10%;
. CC s Acetona 100% a MeOH 100%: por mcrementos de 10%%;
» 78 subfragdes revnidas em 21 fragbes
ClGu-1 ClGu-6 ClGu-10 ClGu-14| | C1Gu-19
a ClGu-3 || ClGu-4 || C1Gu-3 a ClGu-8 || C1Gu-9 a C1Gu-13 a a ClGu-21
ClGu-2 |1 158mg || 13.9mg || 74.4mg || C1Gu-7 || 17.9mg || 31,.9mg ||C1Gu-12|| 19,1 mg ||C1Gu-18||C1Gu-20| | 491 mg
30.9mg 41.1mg 69,7 mg 109mg || 238 mg
s Formagio de preciprtado
branco; « (CLAE +« (CCD-P
s Filtragio; .
: EM
e RMNeEM: .
g ™ « CLAE
- ~,
C1Gu-3B (C1Gu-8C | C1Gu13 [ oy oy 3] [C1GU-13D
3,30 mg Cl1Gu-8||ClGu-8 3.50 mg ClGu-g ClGu-13 B Cu— 330mg
Substincia A B Substincia D 5 5‘;‘m 110mg || 5 5 mg Substincia
_ D6 ) E (65) oTme ’ G(33)
_ \. J s S
« EM;
« RMN
s "y
ClGu-9A
« EM 3,70mg [|Cl1Gu-9||C1Gu-9
s RMN | Substincia B C

F (41)
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A fracdo FDGu Il (2,90 g, Fluxograma 5) foi submetida a uma particdo liquido-liquido,
dissolvendo-se a amostra em MeOH/H»0 (7:3) e particionando com solventes de grau crescente de
polaridade (hexano, diclorometano, seguido de ACcCOEt) conforme Fluxograma 7. Deste
procedimento, apés a evaporacdo total dos solventes resultaram as fracGes hexanica (FHGu, 157
mg); diclorometanica (FD3Gu; 1,60 g) e de AcOEt (FAcGu; 100 mg) e residuo hidroalcéolico
(RHAGuU; 667 mg). O perfil cromatogréfico das fracdes foi analisado através de CCD.

A fracdo FD3Gu foi submetida a CLAE (Sistema Accela HPLC - Thermo Scientific)
exploratéria em coluna analitica, Luna 5U C18, 150 x 4,6 mm, Phenomenex, com gradiente de
MeOH de 40 a 100% (bomba B), ao longo de 25 min e comprimento de onda de 250 a 280 nm para
defini¢cdo do método de isolamento. Na bomba A foi utilizada uma solugdo de &cido férmico a
1,0%. A fracdo foi dissolvida em DMSO (50 mg/300 uL) e injetada em coluna semi-preparativa
Luna 5U C18, 250 x 10 mm, Phenomenex, com fluxo de 8 mL/min (Figura 18). Foram realizadas
4 injecGes/corridas e coletadas 3 subfracbes: A (FD3Gu-A; 12,6 mg), B (FD3Gu-B; 0,50 mg) e C
(FD3Gu-C; 0,70 mg) as quais foram secas e analisadas através de CCD. A fracdo FD3Gu-A (12,6
mQ), positiva para alcaloide (reagente de Dragendorff), foi analisada por RMN e EM, confirmando

a substancia C’ (28).

Figura 18: Cromatograma de CLAE semi-preparativa da fracdo FD3Gu.

mW(x1,000)
1 6-Detector ACRT 250nm
Datector ACh2 280nm A

Tempo de retencdo (tr): pico A, tr: 11,5 min; pico B, tr: 23,8 min; pico C, tg: 24,5 min
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Fluxograma 7: Particdo liquido-liquido da fragdo FDGu II.

Fracdo FDGu I
290¢g

*  Solubilizacdo MeOH/H2O (7:3)
* Extragdo com hexano (3 %)

Fase Hexanica Residuo

FHGu hidroalcoolico
157 mg

*  Extracio comDCM (3 %)

Fase DCM Residuo
FD3G ) .
160 gu hidroalcoolico
+ Extracdo com
CLAE AcOEt (3 %)
¢ EM
*« RNN
(" FD3Gu-A R Fase AcOEt Residuo
12,6 mg FD3Gu-B FD3Gu-C FAcGu hidroalcoolico
Substancia 0,50 mg 0,70 mg 100,5 mg RHAGu
. C (28 i 666.9 mo

49 ESPECTROMETRIA DE MASSAS (EM) E QUIMIOMETRIA DE EXTRATOS DE G.

argenteum

Amostras (1,00 mg) dos 21 extratos de G. argenteum preparados segundo o planejamento
experimental centroide-simplex (secdo 4.6.1) foram pesadas e dissolvidas em 1 mL de metanol
grau CLAE. As solucdes de amostra resultantes foram filtradas em membranas microporosas (0,20
um). Dos filtrados, 30 puL foram diluidos em 970 puL de metanol e analisados através de insergao
direta em espectrometro de massas com analisador ion trap e fonte de IES. A calibracéo do detector
de massas foi feita com formiato de sdédio. As amostras foram injetadas e os perfis obtidos
indicaram os fons (m/z) presentes em cada amostra. fons com intensidade abaixo de 5% em relacéo

ao ion principal (base) foram desconsiderados (SCHIOZER et al., 2012).
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Os dados obtidos na espectrometria de massas para cada amostra (Anexo 1) foram
submetidos a uma analise multivariada através do software Chemoface versdo 1.5 (NUNES et al.,
2012). Através dessas analises foi possivel tentar estabelecer padrdes de associacao entre os objetos
do estudo, neste caso, intensidades dos ions, m/z de cada espectro de massa e a variavel solventes
(partes extraidas analisadas separadamente).

Para realizar as analises multivariadas foi construida uma matriz de dados contendo os
valores dos ions obtidos dos 21 extratos. Apos a construcdo da matriz as ACP e AAH foram
realizadas analises utilizando o software Chemoface, e os resultados foram avaliados com intuito

de estabelecer uma correlacgdo entre as variaveis ja citadas e a atividade bioldgica.

4.10 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.10.1 Microteste de suscetibilidade in vitro

A cultura in vitro de P. falciparum, assim como os ensaios de atividade antimalérica in
vitro, foram realizados no Laboratério de Cultivo de Plasmodium falciparum (Laboratorio de
Maléria e Dengue/COSAS) do INPA. O método de cultivo utilizado foi descrito por Trager &
Jensen (1976) com adaptacbes (ANDRADE-NETO et al., 2007) e esta baseado no
desenvolvimento in vitro dos estagios eritrocitarios deste parasita. Os extratos e substancias foram
testados frente a cepa K1 de P. falciparum (MRA-159, MR4, ATCC do Malaria Research and
Reference Reagent Resource Center, Manassas, Virginia), resistente a cloroguina e pirimetamina,
cultivada em eritrocitos humanos do tipo A+ a temperatura de 37 °C, em frascos de poliestireno de
50 mL, a uma atmosfera de baixa tensao de oxigénio (5% de CO2, 5% de Oz e N2 balanceado).

O ensaio antimalarico foi realizado de acordo com o método descrito por Rieckmann et al.
(1978), com adaptacdes descritas por Andrade-Neto et al (2007), em condi¢des semelhantes a
cultura do parasita. Para avaliacdo da atividade antiplasmddica, as amostras foram submetidas a
triagem em duas concentracfes: 50 e 5,0 ug/mL. As amostras que apresentaram um percentual de
inibicdo da parasitemia acima de 80% na maior concentracdo foram consideradas potencialmente
ativas (ROCHA E SILVA et al., 2012) e avaliadas em sete concentragoes, de 100 a 1,56 ug/mL
(diluig@o 1:2) oude 100 a 0,13 pg/mL (dilui¢do 1:3) para determinagdo da Clso.
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As amostras (extratos e fragdes) foram dissolvidas inicialmente em dimetilssulfoxido
(DMSO0), em solugdes estoques na concentracdo de 10 mg/mL, e posteriormente diluidas em meio
de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) para obtencdo das concentracdes para
teste. O antimalarico padrao difosfato de cloroquina (Sigma) foi utilizado como controle e avaliado
em sete concentragdes, 2,5 a 3,4x107 ug/mL. As amostras foram testadas em triplicata no processo
de triagem e duplicata para calculo de Clso, em microplaca de 96 pocos, sendo que para a realizagao
dos testes os parasitos foram sincronizados (estadgio de anel) utilizando solucdo de D-sorbitol
(LAMBROS & VANDERBERG, 1979). Para o calculo de Clso foram realizados 2 experimentos
independentes (em dias diferentes).

As solucgdes das amostras previamente diluidos (20 pL) foram colocadas nas placas de teste
e acrescidas da suspensao de heméacias com parasitemia inicial de 1% (estagio de anel), resultando
em um volume final de 200 pL em cada pogo e incubadas em estufa 37°C por 48 h. Pogos contendo
suspensdo de hemacias e DMSO com concentracdo final de 1% correspondem ao controle de
crescimento do parasito. Ap6s o periodo de incubagdo, com o auxilio de uma pipeta foram
preparadas as extensdes sanguineas (esfregacos) de cada po¢o (4 em cada lamina). As laminas
foram coradas em Panotico® (Laborclin) e a parasitemia foi determinada através da contagem de
parasitos no esfregaco em microscopio éptico com objetiva de 100 x (imersdo). A parasitemia do
contetdo de cada poco foi expressa como porcentagem a partir da contagem de 2000 eritrdcitos,
utilizando a equacgéo:

Parasitemia % = N° total de parasitas x100
N° total de hemacias

A inibicdo do crescimento dos parasitos foi determinada através da comparacdo com 0s
controles de crescimento (controle 1. meio RPMI + suspensdo de hemacias e controle 2: meio
RPMI + DMSO + suspenséo de hemécias, sendo a concentra¢do no poco 1%) e calculada utilizando

a férmula;

% inibig&o = (parasitemia do controle — parasitemia do teste) x100
parasitemia do controle
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A classificacdo da atividade através da Clso para substancias puras seguiu 0s seguintes
critérios:
e Clso>20,0 uM = inativo
e 20,0>Clsg> 5,0 uM = atividade moderada
e 50>ClIs>0,1uM =ativo
e Cls<0,1 uM = muito ativo
A Clso de cada extrato foi calculada com o auxilio do software GraphPad Prism 6.0, onde
o efeito antiparasitario das amostras foi medido em relacdo ao controle livre de drogas, em um
intervalo de confianca de 95% (IC 95).

4.10.2 Citotoxicidade in vitro

Um importante critério na pesquisa de substancias ativas com potencial terapéutico para
maldria e outras doencas é determinar quaisquer efeitos toxicos destas substancias para as células
normais. A citotoxicidade foi avaliada utilizando a linhagem celular MRC-5 (Estirpe celular do
Conselho de Investigacdo Médica 5), linhagem ndo neoplésica de fibroblastos humanos, cultivada
em meio de cultura DMEM (Dulbecco Modification of Minimum Essential Media) suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiotico, em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de
COz.

A viabilidade celular foi avaliada através do teste do Alamar Blue, um indicador
fluorescente/colorimétrico com propriedades redox que é reduzido em células em estado de
proliferacdo. A forma reduzida é rosea fluorescente indicando células viaveis, enquanto a forma
oxidada é azul ndo fluorescente e indica células ndo viaveis. O ensaio foi realizado conforme
método descrita por Ahmed et al. (1994), com o intuito de analisar a viabilidade celular das células
da linhagem MRC-5 na presenca de diferentes concentragdes das substancias testadas.

Neste ensaio as células foram cultivadas em placas de 96 pogos na concentracdo de 0,5 x
10* células por pogo, em estufa a 37°C, a uma atmosfera de 5% de CO.. As amostras solubilizadas
em DMSO e diluidas em sete concentragdes de 100 a 1,56 pg/mL (dilui¢do 1:2) foram adicionadas
nas placas e incubadas nas mesmas condi¢cdes por mais 48 h. Apds o periodo de incubacao

adicionaram-se 10 pL da solug@o de uso de Alamar Blue, preparada a 0,4% em meio de cultura e
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aguardou-se mais 3 h para metabolizacdo celular. O grupo controle recebeu no pogo a mesma
quantidade de DMSO da maior concentracdo das amostras (0,2%).

A fluorescéncia foi medida usando um leitor de placas de Elisa (Beckman e Coulter®) na
faixa de 540 nm (filtro de excitacdo) e 585 nm (filtro de emisséo). O sinal de fluorescéncia gerado
a partir do ensaio foi proporcional ao numero de células vivas na amostra, sendo os dados
analisados em relacdo ao controle com o auxilio do software GraphPad Prism 6.0 (AHMED et al.,
1994).

4.10.3 Indice de seletividade (IS)

O indice de seletividade corresponde a razdo entre as atividades citotdxicas e
antiparasitarias de cada extrato, ou seja, € a relacdo entre a CCsp e a Clso. Este valor é utilizado para
estimar o grau de seguranca para a utilizacdo de uma amostra em testes in vitro, ou seja, mede o
quanto 0 composto € ativo sem causar danos a viabilidade celular (ONDO et al., 2012). Na
determinacéo de IS utilizou-se a expressdo adaptada de Reimé&o (2009) que leva em consideragéo
a relacdo entre citotoxicidade (viabilidade celular no presente caso) e a inibicdo do crescimento do

parasito, sendo calculada da seguinte forma:

IS = CCs (fibroblastos humanos)
Clso (P. falciparum)

O resultado indica quantas vezes a droga € menos toxica para a célula em relacédo ao
parasita, assim quanto maior a razao mais seletiva é a droga sobre o parasito e menor o efeito dela
sobre a célula hospedeira. De acordo com este indice a seletividade é classificada em ndo citotoxico
(IS > 20); citotoxicidade moderada (10 < IS < 20); citotoxico (IS < 10) (ONDO et al.; 2012;
CHIERRITO et al., 2014). Assim substancias com indice de seletividade maior que 10 podem ser

consideradas para estudos in vitro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O fluxo do trabalho envolveu inicialmente a preparacdo de extratos de G. argenteum
utilizando o planejamento simplex-centroide. Os extratos preparados apresentaram percentuais de
rendimento que variaram entre 1,2% e 26%. Os extratos de casca apresentaram em geral menores
rendimentos (1,2 — 7,0%) enquanto os de folhas eram em geral maiores (5,9-26%), conforme dados
ja apresentados na secdo 4.6.1 (Tabela 1). Na sequéncia, foi feita a avaliacdo dos extratos de G.
argenteum para atividade contra P. falciparum in vitro onde alguns extratos das cascas
apresentaram as maiores atividades antiplasmddicas (Tabela 19, secdo 5.3.1). A andlise dos
extratos de G. argenteum utilizando EM-IES gerou um perfil quimico (m/z e intensidade dos sinais)
de cada extrato e o conjunto desses dados (Anexo 1) foi submetido a analise quimiométrica onde
0s principais agrupamentos de ions presentes foram identificados (secdo 5.1). Esse processo
permitiu uma correlacdo qualitativa entre ions (m/z) presentes em extratos ativos que foi relevante
para a selecdo dos extratos para fracionamento quimico e isolamento de substancias de G.
argenteum.

Conforme informado nas secGes 4.3.2.1 e 4.9, um estudo quimiomeétrico de G. urceolatum
com isolamento de substancias com atividade antiplasmddica foi realizado por Oliveira (2018) e
no presente trabalho, foi realizado nova extracéo e isolamento de substancias a partir das cascas,
resultando no isolamento de 5 (cinco) substancias cujas estruturas foram elucidadas (sec¢éo 5.2.2).

O alvo principal deste trabalho foi a prospecc¢éo de substancias novas e conhecidas de G.
argenteum (Tabela 21) e G. urceolatum (Tabela 22) apresentando inibicdo relevante do
crescimento in vitro do parasito causador da malaria humana, Plasmodium falciparum (secéo
5.3.2). Também, a viabilidade de fibroblastos humanos frente as substancias isoladas foi avaliada
como parametro de citotoxicidade e seletividade das substancias isoladas.

5.1 ANALISE QUIMIOMETRICA DE G. argenteum

Na analise dos extratos através de espectroscopia de massas (IES-EM) foram observados
0s ions presentes em cada extrato (m/z), também foi verificado que alguns ions se apresentaram
estavam presentes em varios extratos (Anexo 1). Em seguida, procurou-se estabelecer uma relagéo

dos componentes quimicos principais presentes e a atividade antiplasmodica dos extratos.
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No gréafico de ACP (A) dos extratos de folhas (Figura 19A) foram observados: grupo |
(EGaF4, EGaF5, EGaF6 e EGaF7), grupo Il (EGaF1 e EGaF3) e o EGaF2 ficou isolado no grupo
I11. O grupo Il compreende extratos metanolico e aquoso das folhas, ambos ativos contra P.
falciparum conforme descrito na Tabela 19(secdo 5.3.1). No grupo | todos os extratos foram ativos,
sendo que 0 mais ativo foi o extrato de acetona e MeOH (1:1), EGaF4 (Clso=4,2 pg/mL). O grupo
Il (EGaF2) foi o Unico extrato de folhas parcialmente ativo (PA). Na Figura 19B os ions (m/z,
modo positivo) foram plotados relacionando-os com o0s extratos e o extrato EGaFl foi
correlacionado aos ions em m/z 325, 341, 383 e 413 por PC2. O extrato EGaF3 foi correlacionado
aos ions em m/z 367 e 401 por PC2 e o extrato EGaF4 foi correlacionado aos ions em m/z 301, 385
e 407. Os ions em m/z 275 e 305 por PC1 foram associados aos extratos EGaF5, EGaF6 e EGaF7.

Figura 19: Gréafico de score ACP (A) e biplot (B) para dados de extratos de folhas de G. argenteum.
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Na Figura 20 foi possivel observar que no valor de distancia Euclidiana de 60 os extratos
foram classificados em 2 grupos principais, | e 11, sendo que o extrato EGaF2 apresentou maior
similaridade com o grupo Il, conforme mostra o dendrograma de AAH, cujos extratos foram
obtidos através de extragdo com um unico solvente. Todos os extratos do grupo | foram obtidos

com mistura de solventes.
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Figura 20: AAH ou dendrograma de extratos de folhas de G. argenteum.
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Na Figura 211A (score de ACP) foi possivel observar os dados obtidos para extratos de
lenho de galho os quais foram colocados em trés agrupamentos principais: grupo | (EGaG5,
EGaG6, EGaG7). O grupo Il tem os extratos EGaG1l, EGaG3 e EGaG4 e no grupo Il apenas
consta o extrato EGaG2 (acetona). O grupo Il teve dois extratos com atividade antiplasmodica,
EGaGLl (Clso= 7,7 pg/mL) e EGaG3 (Clso= 10 pg/mL) (Tabela 19, se¢édo 5.3.1). No grupo | todos
os extratos foram parcialmente ativos com Clso = 12 pg/mL ou Clso = 15 pg/mL. Analisando a
Figura 21B observa-se que os extratos EGaGl, EGaG4, EGaG5, EGaG6 e EGaG7 foram
associados aos ions em m/z 217 e 385. Os extratos EGaG2 e EGaG3 puderam ser associados aos
ions em m/z 275, 291 e 413.

94



Figura 21: Grafico de score de ACP (A) e biplot (B) para dados de extratos do lenho do galho de
G. argenteum.
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No dendrograma (Figura 222) gerado a partir das analises dos extratos obtidos do lenho do

galho ndo observamos 0s mesmos grupos.

Figura 22: AAH (dendrograma) de extratos do lenho do galho de G. argenteum
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A andlise de ACP dos extratos de casca (Figura 23) resultou em trés grupos sendo que 0
grupo | e formado pelos extratos EGaCl e EGaC4, o grupo Il pelos extratos EGaC3, EGaC5,
EGaC6 e EGaC7 e no grupo Il foi relacionado o extrato EGaC2. No grupo | os dois extratos,
EGaCl (MeOH) e EGaC4 (MeOH e acetona 1:1), foram muito ativos contra P. falciparum com
Clso = 0,2 ¢ 0,3 ug/mL, respectivamente (Tabela 19, se¢do 5.3.1). Os extratos dos grupos Il e 11l
foram ativos com Clsg variando de 3,3 pg/mL (MeOH e &gua 1:1) a 10 ug/mL (acetona).

Figura 23: Grafico de score de ACP para dados de extratos de cascas de G. argenteum.
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O gréfico do tipo biplot (Figura 24) para extratos de casca possibilitou a visualizacdo de
alguns m/z de ions associados aos grupos de extratos. Foi possivel relacionar os ions em m/z 287,
294 e 313 aos extratos EGaCl (MeOH) e EGaC4 (MeOH e acetona 1:1), os quais foram os mais
ativos (Clso = 0,20 e 0,25 pg/mL de todos os extratos contra P. falciparum in vitro (Tabela 19,
secdo 5.3.1). Os extratos EGaC3, EGaC5, EGaC6 e EGaC7 foram relacionados aos ions em m/z
287, 309, 313 e 339 e apresentaram atividade contra P. falciparum in vitro (Clso = 3,3 a 5,2 pug/mL).
O extrato EGaCz2, unico do grupo 11, foi associada aos ions em m/z 247, 301 e 413 por PC2 e foi

ativo contra P. falciparum in vitro (Clso = 10 pug/mL).
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Figura 24: Ampliacdo do gréfico biplot para extratos de casca de G. argenteum.
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A andlise hierarquica dos agrupamentos (AAH) para extratos de cascas (Figura 25)

confirmou a andlise feita por ACP (Figura 23) onde as amostras foram colocadas em 3 grupos

baseando-se na similaridade e intensidade relativa dos seus ions constituintes.

Figura 25: AAH (dendrograma) extratos de cascas de G. argenteum.
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A extracdo em abordagem simplex-centroide, avaliacdo da atividade antiplasmaédica dos

extratos e a quimiometria aplicada aos extratos possibilitou associar a atividade antiplasmddica ao
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perfil de ions (m/z) dos extratos. Como sera mostrado na parte da elucidagdo estrutural, o trabalho
de extracéo, fracionamento e isolamento levou ao isolamento das substancias C (28) e B (31) (cuja
elucidacdo estrutural é descrita nas secbes 5.2.1.3 e 5.2.1.2, respectivamente) ativas contra P.
falciparum in vitro, cujos ions correspondentes m/z 247 e 294, respectivamente detectados nos

extratos ativos das cascas de G. argenteum.

5.2 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE G. argenteum e G.

urceolatum

As estruturas das substancias isoladas foram elucidadas utilizando métodos
espectrométricas, tais como RMN de H e '3C, mono e bidimensionais, EM e CL-EM, testes
qualitativos com reagentes de Dragendorff (alcaloides) e simulacdo das moléculas em modelo
molecular poliédrico HGS, além de comparacgdo dos dados obtidos com a literatura.

Os extratos, fragdes e substancias obtidos nesta pesquisa foram submetidos a ensaios

antiplasmadicos e para citotoxicidade.

5.2.1 Elucidagéo estrutural das substancias isoladas de G. argenteum

Nesta investigagdo fitoquimica foram isoladas trés substancias (C3Ga-2, C4Ga-3B e C5Ga-
2B, alcaloides) de G. argenteum. Dentre esses alcaloides dois foram isolados de outras espécies do

género e um ainda ndo havia sido citado no género Geissospermum.

5.2.1.1 Elucidacgéo estrutural da substancia A, C3Ga-2 (64)

A substancia A (64) apresentou-se como um sélido amorfo de coloragdo amarela clara. No
espectro de massas foi observado o pico do ion molecular com m/z 323,12 [M+H]" (Anexo 2).
Apos andlise dos seus dados de RMN 1D e (*H e *C) e 2D (HSQC, HMBC, COSY E NOESY)
apresentados nos anexos 6 a 10 e compara¢do com os dados da literatura, a substancia A foi
identificada como o alcaloide panarina (64, Figura 26). Os seus dados de RMN estdo resumidos na

tabela 4 e a comparacao de seus dados com os dados da literatura para panarina estdo apresentados
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na tabela 5. O que segue é uma discussao das principais caracteristicas dos espectros e correlagdes

de sinais observados nos espectros de RMN.
Figura 26: Estrutura molecular da substancia A, alcaloide panarina (64).

No espectro de RMN de H (Anexo 3) foi observado um sinal em & 8,56, caracteristico de
hidrogénio ligado a nitrogénio de indol. Na Figura 27 pode se observar quatro sinais na regiao de
aromaticos (anel A do grupo indélico) sendo dois dubletos, um em &4 7,49 (d, J = 8,0 Hz, H-9) e
0 outro em 6 7,39 (d, J = 8,0 Hz, H-12) e dois duplo duplo dubletos: um em &4 7,09 (ddd, J = 8,0;
8,0; 1,0 Hz, H-10) e um em 84 7,19 (ddd, J = 8,0; 8,0; 1,0 Hz, H-11).

Figura 27. Espectro de RMN de 'H da substancia A (panarina, 64).
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Tabela 4: Dados de RMN 1D e 2D da substéancia A - panarina (64) (300/75 MHz; ppm; CDCls).

RMN de 3C (dc) Bidimensionais
C Obs. DEPT 1H (1) HMBC cosy NOESY
4,84; 3,34, 2,98; 2,48, i i
C-2 132,2 C i s
C-3 61,6 CH 4,84 (d, J = 9,7 Hz) 4,37: 4,16 3,54; 3,12 248 4'3;; 438’12;
C-5 66,0 CH 4,37(m) 2,55: 3,34 2,55: 3,34 4,12;535,12;
02,98 (d, J = 16,8 Hz) 2.98; 4,35
C-6 25,0 CHz 255
B 3,34 (m) 3,34
7.49; 4.84: 4,37: 3.34; _ _
C-7 101,6 C i Sos
C-8 1271 C i 7,09; 7,39
Cc-9 119,1 CH 7.49 (d, = 8,0 Hz) 7,19 7,09; 7,39
C-10 120,7 CH 7,09 (ddd, J=80;: 8,0: 1,0 H?) 7,39 7.19; 7,49
c-11 1235 CH 7,9 (ddd, J=80;80: 1,0 H?) 7.49
C-12 112,5 CH 7,39 (d, 3= 8,0 Hz) 7,09 7.19
Cc-13 138,4 C i 7.19; 7,49 i i
02,19 (ddl, J = 13,0; 4,3 Hz) 2.19; 4,84 4,84
C-14 33,0 CH. 3,54; 2,55
B 2,48 (m*, J = 10,6; 1,3 Hz) 2.48; 3,54 4,84
C-15 295 CH 3,54 (dd, J = 10,6; 1,3 Hz) 2.19; 2,55 5,50 219 1,70; 2,55
C-16 50,2 CH 2,55 (M*, J = 7,7; 1,4 Hz) 334;354:437  354,437:484 354
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Dados de RMN 1D e 2D da substancia A — panarina (64) (300/75 MHz; ppm; CDCl3) (continuacdo da Tabela 4).

RMN de 3C (3c)

Bidimensionais

Posicéo Obs. DEPT IH (8H) HMBC COSsYy NOESY
Cc-17 175,2 C i 2,55; 4,37 ] ]
C-18 13,1 CHa 1,70 (dI, J = 6,4; 1,6 Hz) 5,50 435,550 3,54 550
C-19 121,2 CH 5,50 (q, J = 6,4 Hz) 1,70: 4,16 1,70: 4,35 1,70: 4,16
C-20 128,7 C i 1,70; 2,19; 2,55: 4,16 i i

4,35 (dl, J = 15,4 Hz) 1,70:435  3,12;5,50
c-21 65,7 CH, 3,12; 3,54 5,50
4,16 (m) 1,70: 416,550 4,84
N-Me 47,9 CHs 3,12 (s) 4'12;,334437;

m* - multipleto parcialmente interpretavel (HOYE et al., 1994)
dl: dubleto largo; ddlI: duplo duleto largo, gl: quarteto largo, ****: duplo dubleto de dificil interpretagdo; m* - multipleto parcialmente interpretavel.
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Tabela 5: Dados de RMN de 3C (8c) e H (1) da substancia A e comparacéo com a literatura para
a panarina (64). Dados de RMN (observado): 300 MHz/75 MHz.

RMN de 3C (3c)

RMN de 'H (8+)

Posicdo Observado Lit** Observado Lit***

C-2 132,2 (C) 139,2 - -
C-3 616(CH) 628 4,84 (d,J=9,7 Hz) 4,85 (d, J = 10,5 Hz)
C-5 66,0(CH) 66,9 4,37 (m) 4,35 (dd**** J=75; 5 Hz)

22,98 (d,J=16,8 Hz) 2,97 (dl, J=17,5 Hz)
C-6 250(CH2 261

B 3,34 (m) 3,35 (dd, J =17,5 Hz)
C-7 101,6 (C) 1055 - -
C-8 127,1 (C) 128,3 - -
C-9 119,1(CH) 1211 7,49 (d, J=8,0 Hz) 7,50 (d, J=8,0 Hz)
C-10 120,7 (CH) 122,6 7,09 (ddd,J=8,0;8,0;1,0Hz) 7,08 (ddd, J=38,0; 8,0; 1,0 Hz)
C-11 1235(CH) 125,44 7,19 (ddd,J=8,0;8,0;1,0Hz) 7,18 (ddd, J=38,0; 8,0; 1,0 Hz)
C-12 1125(CH) 1145 7,39 (d, J=8,0 Hz) 7,37 (ddd, J = 7,0 Hz))
C-13 1384 (C) 1342 - -
a 2,19 (ddl, J =13,0; 4,3 Hz) 2,20 (ddl, J = 13,0; 5,0 Hz)

C-14 33,0(CHz) 337 B2.48 (m*, ] = 10,6: 1,3 H2) 2,48 (ddd, J :Hzl)30 10,5; 1,5
C-15  29,5(CH) 30,9 3,54 (dd, J = 10,6; 1,3 Hz) 3,55 (m)
C-16 50,2(CH) 51,7 2,55 (m*,J=77;14Hz) 2,62 (dd, J=7,5; 2,0 Hz)
C-17  1752(C) 179,8
C-18 13,1(CHz) 145 1,70 (dl, J=6,4; 1,6 Hz) 1,70 (dl, J=7,0 Hz)
C-19 121,2(CH) 1234 5,50 (g, J = 6,4 Hz) 5,52 (ql, J=7,0Hz)
C-20 128,7(C) 1293

4,35 (dl, J = 15,4 Hz) 4,35 (dl, J = 15,5 Hz)
C-21 65,7 (CH,) 67,3

4,16 (m) 4,21 (dI, J = 15,5 Hz)

N-Me 47,9 (CHs) 49,8 3,12 (s) 3,13 (s)

Dados da literatura: ** Quetin-Leclercq et al. (1988) em D0, 400 MHz/100 MHz; ***Achenbach et al. (1991) em
CDs0D, 400 MHz/100 MHz; dI: dubleto largo; ddl: duplo duleto largo, gl: quarteto largo, ****: duplo dubleto de

dificil interpretacdo; m* - multipleto parcialmente interpretavel.
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O espectro de *H também apresentou um sinal em 8u 5,5 (g, J = 6,4 Hz) caracteristico de
hidrogénio vinilico, H-19 (Figura 28) com acoplamento vinil-alilico com os hidrogénios da metila
(H-18). Levando em consideracdo os dados de HSQC, ainda foram observados mais quatro
hidrogénios metinicos no espectro de RMN de *H: H-5 (8w 4,38, m); H-15 (8w 3,54, m); H-16 (51
2,55) além do H-3 (6w 4,84) que se apresentou com baixa intensidade devido a supressdo da agua

do solvente (metanol deuterado) (Figura 28).

Figura 28: Ampliacéo da regido de & 3,50 a & 5,50 do espectro de RMN de *H da substancia A
(panarina, 64).
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O espectro de RMN de *H da substancia A também apresentou dois sinais, um com &y 1,70
(d, J = 6,4 Hz) correspondendo ao H-18 e outro com dn 3,12 (s, H-22), sendo que ambos integraram
para 3 H, caracteristicos de hidrogénios metilicos (Figura 29). O sinal com 6n 1,70 se refere a uma
metila de acoplamento vinil-alilico com H-17. O sinal com & 3,12 apresenta tal deslocamento
caracteristico de metilas ligadas a um heterodtomo (Figura 29). Estes mesmos sinais foram
identificados na literatura (ACHENBACH et al.,1991) em estudo realizado com extrato metanolico
de cascas de Stemmademia minima A. Gentry espécie da familia Apocynaceae coletadas no

Panama.
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Figura 29: Ampliacdo da regido de & 1,5 a 3,5 do espectro de RMN de H da substancia A
(panarina, 64).
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O espectro de RMN de 3C da substancia A (Anexo 4) apresenta 20 sinais de carbono, os
quais estdo descritos na Tabela 4. No espectro de DEPT 135 (Anexo 5) foram observados nove
carbonos (CH) metinicos, trés (CH2) metilénicos (C-6; C-14; C-21), dois carbonos (CHz) metilicos
(C-18; Me-N). Também foi observada a presenca de seis carbonos (C) quaternarios apds comparar
0 espectro de RMN de *C e o DEPT 135. A analise dos espectros de RMN de *H e mapa de
correlagdo HSQC (Anexos 3 e 5, respectivamente) revelaram as correlagdes de todos os
hidrogénios e carbonos em 1J as quais estéo descritas na tabela 4.

No espectro de HMBC (Figura 30) foram observadas correla¢fes na regido de aromaticos
do anel A entre o sinal do H-9 (d, 6+ 7,49) com C-11 e C-13. O hidrogénio H-11 (ddd, 6+ 7,19)
correlacionando com C-9 e C-13, H-10 (ddd, 6+ 7,09) com o carbono C-12. No anel C foi observada
uma correlagéo entre H-6a (d, 61 2,98) e b (m, dn 3,34) com C-2, H-5(m, &1 4,35) e H-16 (dd, dH
2,55) com C-17 do acido carboxilico. O hidrogénio H-16 (dd, on 2,55) também apresenta
correlagdo com 0 C-14 e C-15 do anel D. No anel D os hidrogénios H-14a (ddl, on 2,19) e H-14b
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(dd, 61 2,48) correlacionam-se com o C-2 do anel C. Os hidrogénios H-18 (dd, 6+ 1,70) e H-19 (q,
dn 5,50) do grupo olefinico apresentam correlagdo com o carbono quaternario C-20, sendo que o
H-19 também se correlaciona com o carbono da metila (C-18).

No anel C destaca-se a presenca de uma metila (C-22) ligada a um nitrogénio (N) tornando-
0 quaternario. Os dados de RMN indicam que esta substancia possui um anel formado pela ligacdo

dos carbonos C-5, C-16 e C-15 o qual denominamos anel E.

Figura 30: Algumas correlacBes observadas no espectro de HMBC da substancia A (64)
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Na Figura 31 foram demonstradas algumas correlacdes observadas nos espectros de
HMBC, COSY e NOESY dos aneéis A, B, C, D e E. Os acoplamentos, demais correlac@es e dados
de RMN de 1D e 2D estéo descritos na tabela 4 e apresentados nos anexos 2 a 10.

A analise dos espectros de RMN, do espectro de massas com ionizagdo por eletrospray e a
comparacdo com dados da literatura (Tabela 5) possibilitaram a identificacdo da substancia A como
panarina (64), com massa de 323,12 e formula molecular C20H23N203, sendo que a estereoquimica
dos centros estereogénicos apresentadas na estrutura acima sdo as mesmas utilizadas no site de
busca Pubchem (PUBCHEM, 2021). Este alcaloide recebeu este nome por ter sido isolado do
curare venezuelano preparado pelos indios Panare (QUETIN-LECLERCQ et al., 1988;
ACHENBACH et al., 1991).
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Figura 31: Algumas correlacbes de HMBC (vermelho) e acoplamentos de COSY (azul) e
NOESY (verde) da substéncia A (64).

5.2.1.2 Elucidagéo estrutural da substancia B, C4Ga-3B (31)

A substancia B (31) apresentou-se como um solido amorfo de coloracdo amarela clara,
sendo positiva para alcaloide utilizando o reagente de Dragendorff. A amostra apresentou pureza
qualitativa através de analise por CCD por isso foi submetida as analises de EM, RMN 1D (*H e
13C) e 2D (HSQC, HMBC, COSY e NOESY), cujos dados foram descritos na Tabela 6 e
apresentados nos anexos 11 a 18 e a comparacdo com os dados da literatura para velosimina estdo
apresentados na tabela 7. O espectro de massas mostrou o pico do ion molecular com m/z 293,09
[M+H] * (Anexo 11). O que segue é uma discussdo das principais caracteristicas dos espectros e

correlagdes de sinais observados nos espectros de RMN.
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Tabela 6: Dados de RMN 1D e 2D da substancia B (31) (300/75 MHz; ppm; DMSO-d6).

RMN de 3C (3c)

Bidimensionais

Posicdo Obs. DEPT OH HMBC COSY NOESY

C-2 1396 C - 1,70; 1,97; 2,90, 2,45; 4,12; 10,86 - -
C-3 500 CH 4,12 (d, J = 8,3 Hz) 3,20; 3,42 1,70; 1,97 10,86; 1,97
C-5 50,3 CH 3,42 (m) 4,12; 2,45; 2,90; 3,45; 9,55; 2,42

a 2,45 (m) 2,42 7,35
C-6 27,3 CH: 2,42

B 2,90 (m) 2,42 2,42
C-7 102,6 - 2,42; 2,45; 2,90, 3,42; 7,35; 10,86 - -
c-8 1275 - 6,93; 7,28; 10,86 - -
Cc9 1180 CH 7,35 (d,J=7,6 Hz) 7,01 6,93 2,45
C-10 1188 CH 6,93 (tap, J=7,0; 1,2 Hz) 7,28; 7,01 7,01; 7,35
Cc-11 1209 CH 7,01 (tap,J=7,0;1,2 Hz) 7,35 6,93; 7,28
C-12 1115 CH 7,28 (d, J=7,6 Hz) 6,93; 7,01 7,01 10,86
C-13 1366 C - 10,86; 7,35; 7,01 - -

o 1,70 (m) 542 4,12; 3,20; 1,97 1,97
C-14 332 CH: '

B 1,97 (m) 4,12; 1,70 1,70; 4,12
C-15 268 CH 3,20 (m) 1,70; 2,42; 5,23 1,70; 2,42 1,55; 2,42; 9,57
C-16 549 CH 2,42 (m) 2,45; 2,90; 3,45; 9,55 2,45; 2,90; 3,42; 9,57 2,90; 3,20; 9,55
C-17 2041 CH 9,55 (sl) 2,42; 3,42 2,42 1,55; 2,42; 3,20
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Dados de RMN 1D e 2D da substancia B (31) (300/75 MHz; ppm; DMSO-ds) (continuacdo da Tabela 6).

RMN de 23C (3¢)

Bidimensionais

Posicdo Obs. DEPT oH HMBC COosy NOESY
C-18 128 CH:  1,55(dl J=68 Hz) 5,23 5,23 2:42; %%% 5.23,
C-19 1157 CH  523(q J=68H2) 155 155 155
C20 1364 C 1,55: 1,70; 2,42; 3,45 i i
C21 556 CH 3,45 (m) 5,23
NH 10,86 (s) 4,12:7,28
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Tabela 7: Dados de RMN de 3C (8c) e 'H (8n) para a substancia B (31) e comparagio com a
literatura. Dados de RMN (observado): 300 MHz/75 MHz, ppm, DMSO-ds.

RMN de 3C (3c)

RMN de H (31)

Posicdo Obs. (DMSOde)

Literatura*

Obs. (DMSOds)

Literatura*

C-2
C-3
C-5

C-6

C-7

C-8

C-9
C-10
C-11
C-12
C-13

C-15
C-16
C-17
C-18
C-19
C-20
C-21
NH

139,6 (C)
50,0 (CH)
50,3 (CH)

27,3 (CH>)

102,6 (C)
127,5 (C)
118,8 (CH)
118,0 (CH)
120,9 (CH)
111,5 (CH)
136,6 (C)

33,0 (CH,)

26,8 (CH)
54,9 (CH)
204,1 (COH)
12,8 (CHs)
115,7 (CH)
136,4 (C)
55,6 (CHz)

139,39
49,45
51,80

28,87

102,49
127,44
118,64
117,89
120,76
111,43
136,51

33,21

27,25
52,75
173,86 (CO2Me)
12,86
115,77
136,01
55,59

4,12 (d, J = 8,3 Hz)
3,42 (m)
a 2,45 (m)
£.2,90 (M)

6,93 (t, J=7,0 Hz)
7,35(d, J=7,6 Hz)
7,01 ((t, J=7,0Hz)
7,28 (d, J=7,6 Hz)
a 1,70 (m)
B 1,97 (m)
3,20 (m)
2,42 (m)
9,55 (s)

1,55 (d, J = 6,8 Hz)
5,23 (q, J = 6,8 Hz)
3,45 (m)
10,86 (s)

4,09 (d, J = 8,6 Hz)

6,93 (t, J = 6,9 Hz)
7,36 (d, = 7,5 Hz)
7,01 ((t, J = 6,0 Hz)
7,28 (d, J = 7,9 Hz)

1,54 (d, J = 6,7 Hz)
5,24 (g, J = 7,8 Hz)

10,71 (s)

Dados de RMN 1D e 2D da substancia B (31) (300/75 MHz; DMSO-ds).
Dados da literatura para derivado da velosimina: * Yu et al., (2003) (RMN *H/*C 300/75,5 MHz; CDCls).
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A andlise do espectro de hidrogénio (Anexo 12) evidenciou um perfil semelhante ao
espectro de hidrogénio (Anexo 3) da substancia A (C3Ga-2) (64), discutido anteriormente, sendo
que ambas apresentaram a caracteristica de anel benzeno 1,2-dissubstituido comumente
identificados em diversos alcaloides monoinddlicos (Tabela 6).

Ao comparar os dois espectros de hidrogénio foi observado que a substancia B (31) ndo
possui o singleto em &n 3,12, confirmando que essa estrutura ndo apresenta a metila ligada ao

nitrogénio 4, como a substancia A (64, Figura 32).

Figura 32:Estrutura molecular da substéncia B, alcaloide velosimina (31).
0]
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\\C\H

16~

O espectro de H da substancia B também apresentou um singleto em &y 9,55, sendo que
para confirmar a presenca desse hidrogénio foram analisados os espectros bidimensionais. Ao
realizar uma analise no espectro de HSQC (Anexo 13) foi observado que esse hidrogénio
apresentou ligacdo do tipo J! ao carbono com deslocamento quimico em &c 204,1, o que é
caracteristico de grupos aldeido.

No espectro do HMBC (Anexo 14) foi observada uma correlagéo entre o H-16 (m, dn 2,42)
com C-17 (8¢ 204,1). O hidrogénio H-16 (m, on 2,42) também apresenta correlacdo com o C-14 e
C-15 do anel D. O hidrogénio H-17 (s, o1 9,55) apresentou correlacdo com o C-15 (6c 26,8) e C-
16 (5¢c 54,9).

No espectro de COSY (Figura 33, Figura 34 e Anexo 17) foram observados alguns
acoplamentos importantes na identificacdo da substancia B, tais como: H-5 (m, 61 3,42) com H-16
(OH 2,42) e deste com os hidrogénios H-17 (sl, on 9,55) e H-15 (m, dn 3,20). O hidrogénio H-15
(m, 8w 3,20) apresentou acoplamento com H-14 (m, &1 1,70) e este apresentou acoplamento com

H-3 (d, 51 4,12).
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Figura 33: Alguns acoplamentos de COSY da substancia B (31).
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No espectro de NOESY o H-17 (sl, 61 9,55) mostrou acoplamento com o H-15 (m, 6n 3,20),
corroborando a determinacdo do grupo carboxaldeido como cabega de ponte do bi ciclo (Figura
34). Assim os dados de RMN demonstraram que esta substancia possui um anel (E) formado pela
ligacdo dos carbonos C-5, C-16 e C-15 demonstrado na Figura 34. Os dados dos espectros 1D e

2D foram descritos na tabela 6.

Figura 34: Algumas correlacbes de HMBC (vermelho) e acoplamentos de COSY (azul) e
NOESY (verde) da substancia B (31).
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Os dados obtidos nas analises dos espectros de RMN 1D e 2D, espectro de massas e a
comparacdo com os dados encontrados na literatura (Tabela 7) para esta substancia possibilitaram
a identificacdo da substancia B como velosimina (31), cuja formula quimica é C19H20N20.

A Velosimina (31) foi isolada pela primeira vez por Rapoport e Moore (1962) de G. vellosii,
porém ndo apresentou dados completos para os espectros de RMN, destacando o hidrogénio do
aldeido alifatico em 6w 9,58 (s, H-17), um quarteto (q) em 6+ 5,57 (H-19) e uma metila em 61 1,72
(d, H-18). Assim os dados da literatura descritos na tabela 7 foram obtidos de um derivado da
velosimina  denominado  (+)-metil-3—etilideno-1,3,4,7,12,12b-hexaidro-2H,6H-2,6-metano-
indol[2,3-a] quinolisina-13-carboxilato, obtido de uma reacéo de oxidacéao de aldeido para um éster
no C-17, ocorrendo alteracdo no deslocamento deste carbono de 6c 204,1 para 6¢c 173,86 (YU et
al., 2003). A estereoquimica dos centros estereogénicos apresentadas na estrutura acima sdo as
mesmas utilizadas no site de busca Pubchem (PUBCHEM, 2021).

5.2.1.3 Elucidagéo estrutural da Substancia C, C5Ga-2B (28)

A substancia C (28) apresentou-se sob a forma de cristais alaranjados (Fluxograma 4). No
espectro de massas da substancia C (Anexo 19) observou-se o pico do ion [M+H]* correspondente
a 248,82 e um pico base em 233,82, onde foi observada a perda de 15 unidades de massa atomica,
caracteristico de um grupo metilico. Apds andlise dos seus dados de RMN 1D (*H e 3C) e 2D
(HSQC, HMBC, COSY E NOESY) apresentados nos Anexos 20 a 25 e compara¢do com os dados
da literatura, a substancia C foi identificada como o alcaloide flavopereirina (28, Figura 35). Os
seus dados de RMN estéo resumidos na Tabela 8 e a comparacgédo de seus dados com os dados da
literatura para flavopereirina (28) estdo apresentados na Tabela 9. Segue-se uma discussdo das

principais caracteristicas dos espectros e correlacdes de sinais observados nos espectros de RMN
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Figura 35: Estrutura molecular da substancia C, alcaloide flavopereirina (28).

O espectro de RMN de *H apresenta nove sinais na regido de aromaticos com deslocamento
quimico entre én 7,47 e dn 9,33, apresentou também um sinal (q) em 61 2,93 (2 H) e um tripleto
emon 1,33 (3 H).

No anel A foram observados quatro sinais correspondentes aos hidrogénios aromaticos
sendo um duplo dubleto em 61 8,44 (dd, J = 7,0; 0,8 Hz) € um dubleto largo em 6n 7,87 (dl, J =
8,3 Hz), H-8 e H-11 respectivamente, um duplo duplo dubleto, 6+ 7,47 (ddd, J = 8,0; 7,0; 0,8 Hz),
H-9 e um duplo duplo dubleto atribuido ao H-10 com 6w 7,73 (ddd, J = 8,3; 7,0; 1,1 Hz). Essas
multiplicidades se deram devido aos acoplamentos observados no espectro de COSY, o0s quais
estdo inseridos na Tabela 8 e demonstrados na Figura 36 e no anexo 20. O anel C apresentou dois
sinais na regido de aromaticos, referentes a dubletos em H-6 &4 8,99 (d, J=7,0 Hz) e H-7, 61 8,81
(d, J = 7,0 Hz). Outros trés sinais de hidrogénios foram observados no anel D, em 64 8,90 (d, J =
8,8 Hz), H-1, 8,42 (d, J = 8,8 Hz), H-2 e em oy 9,33 (singleto largo), H-4 (Figura 36).

Figura 36: Espectro de RMN de *H e ampliagio da regido de aromaticos da substancia C (28)
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Tabela 8: Dados de RMN 1D e 2D da substancia C (28) (300/75 MHz; ppm; DMSO-ds).

Unidimensionais Bidimensionais

Posicdo °C (8c) DEPT 'H (8H)/HSQC HMBC COSY
C-1 121,6 CH 8,90 (d, J=9,0 Hz) 8,42; 9,33*
C-2 137,7 CH 8,42 (d,J=9,0 Hz) 2,93; 9,33 2,93; 8,90; 9,33*
ca 1382 c ] 1,37; 2,93; 8,90; ]

9,33

C-4 134,8 CH 9,33 (sl) 2,93; 8,42; 8,99 2,93; 8,42; 8,90

C-6 127,5 CH 8,99 (d,J=7,0 Hz) 8,81; 9,33 8,81

C-7 117,3 CH  881(d,J=7,0Hz) 8,99 8,99
C-7a 131,5 C - 8,99 -

C-8 122,6 CH 8,44 (d, J = 8,0 Hz) 7,73 7,47,7,73
C-8a 121,2 C - 7,47; 7,87, 8,81 -

C-9 122,1 CH 7,47 (tap, J = 7,6 Hz) 7,87; 8,44 7,73; 8,44
C-10 129,8 CH  7,73(dd,J=7,6 Hz) 8,44 7,47,7,87; 8,44
C-11 113,4 CH 7,87 (d,J=8,3Hz) 7,47 7,73
C-11a 141,8 - 7,73; 8,44 -

C-12a 1231 - 8,42; 8,99 -

C-12b 1313 C - 5:42; 8,85 830, -

9,33

C-13 25,8 CH: 2,93(q,J=7,5Hz) 1,37, 8,42; 9,33 1,37, 8,42; 9,33
C-14 14,6 CHs 1,37 (t,J=17,5) 2,93 2,93

NH -

sl: singleto largo

tap: tripleto aparente

*Correlagdes de Noesy observadas no Cosy.
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Tabela 9: Dados de RMN de 3C e !H da substancia C (300/75 MHz; DMSO-ds) e comparagio

com a literatura (28) (C5Ga-2B).

RMN de 3C (5¢) RMN de H (3)
C Observado Lit ** Observado Lit*

C-1 121,6 8,90 (d, J=9,0 Hz) 8,93 (d, J=6,7 Hz)

C-2 137,7 8,42 (d, J = 9,0 Hz) 8,32 (d, J = 8,7 Hz)

C-3 138,2 - -

C-4 134,8 9,33 (sl) 9,30 (s)

C-6 127,5 8,99 (d, J=7,0 Hz) 9,02 (d, J=8,7 Hz)

C-7 117,3 8,81 (d, J = 7,0 H2) 8,75 (d, J = 6,7 Hz)
C-7a 1315 -

C-8 122,6 8,44 (d, J = 8,0 Hz) 8,40 (d, J = 8,1 Hz)
C-8a 121,2 -

C-9 122,1 747 (tap,J=7,6 Hz) 7,40 (d, J = 8,0 Hz)
C-10 129,8 7,73 (dd, J = 7,6 Hz) 7,67 (d, J = 8,0 Hz)
C-11 1134 7,87 (d, J = 8,3 H2) 7,86 (d, J = 8,1 Hz)
C-11a 141,8 - -

C-12a 1231 - -
C-12b 131,3 - -

C-13 25,8 2,93 (g, J = 7,5 H2) 2,93 (g, J = 7,5 H2)

C-14 14,6 1,37 (t, J=7,5) 1,37 (t, J=7,5)

Dados da literatura: * Steele et al. (2002) em DMSO-dg, 500/125 MHz.

**Dados ndo encontrados na literatura

sl: singleto largo; tap: tripleto aparente.
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No anel D foi observada uma ramificacdo a partir do C-3, referente a um grupo etilico no
qual os hidrogénios do C-13 apresentaram deslocamento quimico em 6+ 2,93 (q; J = 7,5 Hz) 0s
quais apresentaram correlacdo pelo espectro de COSY com um tripleto em o4 1,37 (J = 7,5 Hz)
(Figura 38).

O espectro de 3C apresentou 17 linhas espectrais. Utilizando-se dos dados espectrais de
DEPT 135 e HSQC, foi possivel afirmar que essa substancia apresentou um sinal de metila (CHz),
um sinal de metileno (CHz), nove de metinos (CH) e seis de carbonos quaternarios (C) (Anexos
21,22 e 23).

No espectro do HMBC (Figura 37 e 38) da substancia C (28) foram observadas as
correlacfes na regido de aromaticos do anel A entre o sinal do H-8 (61 8,44 dd) com C-10 e C-11a.
O H-9 (8w 7,47 ddd) correlacionando com C-11. O H-10 (dn 7,73 ddd), com o carbono C-11a. No
anel C foi observado correlacdo entre H-7 (61 8,81 d), com C-8a e C-12a. O H-6 (dn 8,99 d) com
C-12b e C-7a. No anel D o H-1 (6w 8,90 d) correlaciona-se com C-12a e C-3; 0 H-4 (6n 9,33 sl)
com C-6. Os hidrogénios H-13 (on 2,93 q) apresentaram correlacdo com C-2 e C-3. Algumas
correlagdes de HMBC e COSY dos anéis A, B, C e D também estdo apresentadas na figura 38. As
demais correlacdes e os demais dados de RMN de 1D e 2D estao apresentadas na tabela 9 e anexos
20 a 25. Os dados obtidos foram comparados com os dados da literatura descritos na tabela 9,
confirmando a estrutura da flavopereirina (28, Figura 35 e 38).

Figura 37: Algumas correlacdes observadas no HMBC do substituinte da substancia C (28).
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Figura 38: Algumas correlacées de HMBC (vermelho) e acoplamentos de COSY (azul) da
substancia C (28).

Os dados obtidos nas analises dos espectros de RMN 1D e 2D, espectro de massas e a
comparacdo com os dados encontrados na literatura (STEELE et al., 2002) para esta substancia
possibilitaram a identificacdo da substancia C como flavopereirina (28) com férmula quimica
C19H20N20.

5.2.2 Elucidagéo estrutural das substancias isoladas de G. urceolatum

Desta espécie vegetal foram isoladas cinco substancias (C1Gu-8C, C1Gu-9A, C1Gu-13D
e FDGu-A, alcaloides, C1Gu-3B, triterpeno), sendo feita uma proposta de elucidacdo estrutural
para cada uma. Destas substancias somente a C1Gu-8C (62) ndo foi encontrada na literatura.

5.2.2.1 Elucidacao estrutural da substancia C’, FD3Gu-A (28)

A substancia C’ foi isolada em HPLC como um sélido amorfo de cor castanho e revelou-
se positiva para alcaloides em teste com o reagente de Dragendorff. No espectro de massas (Anexo
26) foi observado um pico base de m/z 248,73.

A andlise dos espectros de EM, RMN 1D (*H e *C) e 2D (HSQC, HMBC e COSY)
apresentados nos Anexos 27 a 31 indicou semelhanca entre a amostra FD3Gu-A (substancia C”)
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obtida de G. urceolatum e a amostra C5Ga-2B (substancia C) obtida de G. Argenteum, e descrita
na secdo 5.2.1.3. Na Figura 39 é possivel observar os espectros de RMN 1D das substancias
isoladas de ambas as espécies de Geissospermum.

Os dados obtidos das analises de RMN (300/75 MHz; DMSO-dg) 1D e 2D foram descritos
na tabela 10 e a comparagdo com a literatura na tabela 11. Os espectros foram apresentados nos
anexos 27 a 31. As analises de todos os espectros obtidos, seguida de comparacdo com a literatura
(STEELE et al, 2002) possibilitaram a identificacao da substancia C* como flavopereirina (28) com

formula quimica C19H20N20O, ja descrita na sec¢do 5.2.1.3.

Figura 39: Espectros de RMN (300/75 MHz; DMSO-ds) de *H das substincias C e C’.
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Tabela 10: Dados de RMN 1D e 2D da substancia C’ (28) (300/75 MHz; ppm; DMSO-d).

Unidimensionais

Bidimensionais

C 13C (3c) DEPT IH (3n) HMBC COSY
C-1 122,0 CH  9,08(d,J=90Hz) 7,65 8,30
C-2 136,9 CH  830(d,J=90Hz)  1,37;290;9,26 9,08; 9,26
ca 1377 . _ 1,37; 2,90; 9,08; _

9,26

C-4 134,3 CH 9,26 (s) 2,90; 8,30; 8,90 2,90; 8,90
C-6 126,0 CH  890(d,J=70Hz) 8,75; 9,26 8,75
C-7 1173 CH 875(d,J=70Hz) 8,90 8,90
C-7a 133,1 C - 8,75 -

C-8 122,3 CH  840(d,J=80Hz) 7,65 7,39; 7,65
C-8a 121,5 C - 7,39;7,91 -
Cc-9 121,2 CH 7,39 (tap,J=7,6Hz) 7,39;7,91;875 7,64 8,40
C-10 129,0 CH 7,64 (tap, J = 7,6 Hz) 7,91: 8,40 7,01
Cc-11 114,5 CH  7,91(d,J=83Hz) 7,39; 7,64 7,64
C-11a 1441 - 7,64: 8,40 -
C-12a 122,9 - 8,40; 8,90 -
C-12b 132,0 - 8,40; 8,90 -
C-13 25,7 CH: 2,90 (q,J=7,6 Hz) 1,37: 9,26 1,37; 9,26
C-14 14,6 CHs 1,37 (t J=7,6 H2) 2,90 2,90

NH -

tap: tripleto aparente; sl: singleto largo
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Tabela 11: Comparacdo com a literatura (STEELE et al, 2002, DMSO-ds, 500/125 MHz) para a substancia C’ (28).

RMN de 13C (3c)

RMN de 'H (5r)

Posicéo Obs. (S-C’) Obs. (S-C) Obs. (S-C) Obs. (S-C) Lit**

C-1 122,0 121,6 9,08 (d, J=9,0 Hz) 8,90 (d, J=9,0 Hz) 8,93 (d, J=6,7 Hz)

C-2 136,9 137,7 8,30 (d, J=9,0 Hz) 8,42 (d, J=9,0 Hz) 8,32 (d, J=8,7 Hz)

C-3 137,7 138,2 - -

C-4 134,3 134,8 9,26 (sl) 9,33 (sl) 9,30 (s)

C-6 126,0 1275 8,90 (d, J = 7,0 Hz) 8,99 (d,J=7,0Hz) 9,02 (d,J=8,7 Hz)

C-7 117,3 117,3 8,75 (d, J = 7,0 Hz) 8,81(d,J=70Hz)  8,75(d, J =67 H2)
C-7a 133,1 131,5 - -

C-8 122,3 122,6 8,40 (d, J = 8,0 Hz) 8,44 (d,J=8,0Hz) 8,40 (d,J=8,1Hz)
C-8a 1215 121,2 - -

C-9 121,2 122,1 7,39 (tap, J=7,6 Hz) 7,47 (tap,J=7,6Hz) 7,40 (d,J = 8,0 Hz)
C-10 129,0 129,8 7,64 (tap, J = 7,6 Hz) 7,73(dd,J=7,6Hz) 7,67 (d,J=8,0H2)
c-11 1145 1134 7,91 (d, J = 8,3 Hz) 787(,J=83Hz)  7,86(d,J=8,1Hz)
C-11a 1441 141,8 - -

C-12a 122.9 123,1 - -
C-12b 132,0 131,3 - -

C-13 25,7 25,8 2,90 (9, J=7,6 Hz) 2,93 (q,J=7,5Hz) 2,93 (q,J=7,5Hz)

C-14 14,6 14,6 1,37 (t, J = 7,6 Hz) 1,37 (t, J=7,5) 1,37 (t, J=7,5)
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5.2.2.2 Determinacdo estrutural da substancia E, C1Gu-8C (65)

A substancia E (65) foi isolada como um so6lido amorfo de cor marrom e revelou-se positiva
para alcaloides em teste com o reagente de Dragendorff. No espectro de massas foi observado um
pico base de m/z 459,2667 com tr de 7,1 min (EMAR), cuja formula sugerida pelo software do
equipamento é [M+H]" C29H3sN203", com variagéo de erro de A= 5.1 (Anexo 32).

No espectro de RMN de 'H (Anexo 33) foram observados sete sinais na regido de
aromaticos: on 8,37 (d, J =8,1 Hz; H -9), 647,40 (m; H-9’), 61 7,34 (ddd, J = 6,6; 2,2; 1,8; H —
7%), dois sinais sobrepostos com 61 7,15 (m; H—8’¢ H—6"), um sinal em 617,12 (dd, J=7,5; 1,8;
H-5") e dn 6,93 (d, J = 8,1 Hz; H — 10). O espectro de hidrogénio apresentou também dois sinais
caracteristicos de hidrogénios olefinicos com dn 7,81 (d, J = 15,3 Hz) e 61 6,99 (J = 15,0 Hz).
Também foi observado um singleto com dn 4,05 com integral para 3H, sendo caracteristicos de
hidrogénios de metoxila, bem como um tripleto com 61 0,74, J = 7,4 Hz (Tabela 12).

O espectro de RMN de 3C (Anexo 34) apresentou vinte e nove linhas espectrais de carbono
descritos na tabela 12. Ap6s analise do mapa de correlacdo HSQC (Anexo 35) foi possivel observar
onze linhas espectrais de carbonos metinicos (CH), oito de metilénicos (CHy), oito de carbonos
quaternarios (C) e dois metilicos (CHs).

As correlacdes observadas em HSQC (Anexo 35), HMBC (Anexo 36) e COSY (Anexo 37)
também estdo descritas na tabela 12.

No espectro de COSY o hidrogénio com d&n 5,39 (H-2) mostrou acoplamento com o0s
hidrogénios geminais H-16 (6n 2,22; 1,55). O hidrogénio a H-5 (6n 4,04) do C-5 mostrou
acoplamento com os hidrogénios geminais H-6 (61 2,60; 61 1,89) do C-6. O hidrogénio b (dn 2,89)
do C-5 apresentou acoplamento com um dos hidrogénios geminais (6+ 1,89) do C-6. O hidrogénio
dn 3,88 (H-3) esta acoplando com os hidrogénios geminais (8n 2,27; 1,89) do C-14. Os hidrogénios
da metila, H-18 (61 0,74) apresentaram acoplamento com os hidrogénios geminais H-19 (61 1,58;
1,07). Estes acoplamentos foram demonstrados nas Figuras 40 e 41. Também foi observado um
acoplamento espacial (Noesy) entre o hidrogénio do nitrogénio (6n 11,67) e H-21 (on 3,29) (Figura
41; anexo 37).
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Figura 40: Alguns acoplamentos de COSY observados para a substancia E (65).
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Figura 41: Algumas correlagdes de HMBC (vermelho) e acoplamentos observados no COSY
(azul e verde) dos anéis A, B, C, D e E da substancia E (65).

Atraves do espectro de HMBC do anel A foi possivel observar correlagdes H -9 (dn 8,37)
com carbonos nas posi¢oes C-8 e C-13 (6c 129,2; 134,4) respectivamente. O hidrogénio com 6H
6,93 (H-10) apresentou correlagdo com carbono ¢ 147,0 e ¢ 127,5 referente aos carbonos C-11 e

C-12. O hidrogénio com dH 4,05 (H-11") referente a uma metoxila correlaciona-se com o C-11 (dc
147,0) (Figura 42).
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Figura 42: Correlacdes de HMBC do anel A da substancia E (65).
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Na juncdo dos aneéis C e D o sinal em dn 0,74 (H-18) apresentou correlagdo no espectro de
HMBC com os carbonos dc 29,8 e dc 36,4, C-19 e C-20, respectivamente. Os hidrogénios geminais,
on 1,58 e 6n 1,07 (H-19) apresentaram correlagfes com os carbonos éc 6,7 (C-18), d¢c 22,0 (C-17)
e oc 36,4 (C-20) (Figura 43).

Figura 43: Algumas correlac@es observadas no HMBC da juncédo dos anéis C e D da substancia
E (65).
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Pelos dados obtidos nos espectros foi observado que parte da estrutura proposta tem
semelhanca com aspidoscarpina (41), sendo que nesta o carbono na posi¢édo 12 (C-12) apresenta
uma hidroxila (OH), entretanto a estrutura proposta apresenta um substituinte que possui
hidrogénios aromaticos e olefinicos.

No mapa de correlagdes HMBC observou-se que o H-3" (61 6,99) possui correlagdo do tipo
4J com C-12 (8¢ 127,5) do anel A e com o C-2’ (8¢ 165,3). O hidrogénio olefinico na posigio 4’
(5w 7,81) correlaciona-se (3J) com os carbonos C-2’ (8¢ 165,3), C-5° (8¢ 124,4) e C-9° (8¢ 109,1).
Também destacamos a correlacdo do hidrogénio H-7’ (3w 7,34) com os carbonos C-6’ (6¢ 121,4)
e C-8” (8¢ 121,3), ambas do tipo 2J (Figura 44).

Figura 44: Algumas correlagbes observadas no HMBC do substituinte da substancia E (65)
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Na anélise do espectro de COSY do substituinte correlacionado ao C-12 foram verificados
0s seguintes acoplamentos: H-3 (6n 6,99) e H-4’ (6n 7,81); H-7’ (ddd, on 7,34) e H-6’ e H-5"; H-
8’ (0n 7,15) e H-9’ (8w 7,40) (Figura 45). Os hidrogénios H-6’, H-8’ ¢ H-9” apresentaram-Se na
forma de multipletos e utilizando o método de Hoye et al. (1994), foi possivel encontrar os seus
respectivos J (H-6’,J =6,6; 1,8 Hz; H-8°, J = 8,0 Hz; H-9°, J = 8,2; 2,2 Hz).
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Figura 45: Algumas correlacées de HMBC (vermelho) e acoplamentos de COSY (azul)
observadas nos espectros da substancia E (65).

Através do conjunto dos dados das correlacdes e acoplamentos obtidos foi possivel obter
uma proposta viavel para uma estrutura contendo como substituinte na posi¢do do 12 (anel A) um
derivado do acido cindmico, contudo ndo foram encontrados dados na literatura para estabelecer
uma comparacdo com a estrutura proposta (Figura 46) cuja massa é 458,2569 e formula

C29H35N203 sendo todos os dados descritos na tabela 12.
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Figura 46: Proposta de estrutura para a substancia E 65.

12-cinamoiloxi-11-metoxiaspidospermidina

N&o foi possivel adquirir dados de rotagcdo Optica para esta substancia até o presente
momento. A estereoquimica dos centros estereogénicos apresentadas em parte da estrutura acima

sdo as mesmas da (+)-aspidospermidina sintetizada por lyegar et al., (2000).
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Tabela 12: Dados de RMN H (300 MHz) e 3C (75 MHz) observados para o alcaloide (65) em CDCls.

RMN de 3C (3c)

Bidimensionais

Posicéo Obs. H (8H) HMBC COSsY
C-2 63,5 CH 5,39 (dd, J =6,0; 5,3 Hz) 6,94 (F) 1,55; 2,22
2,71(m)
C-3 53,2 CH>
3,88 (M) 1,89; 2,27
2,89 (m) 1,89
C-5 51,3 CH:
4,04 (ddd, J = 13,3; 10,5; 10,0) 1,89; 2,60
1,89 (dl, J = 13,0 Hz) 4,04
C-6 36,8 CH>
2,60 (m) 4,04
C-7 51,5
C-8 124,7 8,37; 7,34
C-9 119,4 CH 8,37 (d, J = 8,1 H2) 7,12;7,15 7,34
C-10 114,3 CH 6,93 (d, J = 8,1 H2) 7,15 (N)
C-11 147,0 4,05; 6,93
C-12 127,5 6,93; 6,99
C-13 134,4 8,37
1,89 (m) 2,89
C-14 19,3 CH>
2,27 ()
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Dados de RMN *H (300 MHz) e '3C (75 MHz) observados para o alcaloide (65) em CDCls (continuagio da Tabela 12).

RMN de 3C (3c)

Bidimensionais

Posicéo Obs. H (6n) HMBC COSsY
1,89 (dl, J = 13,0 Hz) *
C-15 32,7 CH: 1,58
1,44 (m)
1,55 (m)
C-16 25,7 CH: 5,39
2,22 (m)
1,41 (m)
C-17 22,0 CH: 1,07
2,46 (M)
C-18 6,7 CHs 0,74 (t, J=7,4 Hz2) 1,58; 1,07 1,58; 1,07
1,07 (dd, J = 14,3; 7,4 Hz) 0,74; 1,58
C-19 29,8 CH: 0,74
1,58 (m) 0,74; 1,07
C-20 36,4 C 0,74;1,07; 1,58
C-21 71,9 CH 3,29 (dl,J=8,9 Hz) * 1,07
C-2’ 165,3 C 6,99; 7,81
C-3’ 115,0 CH 6,99 (d, J = 15,0 Hz) 7,81 7,81
cC-4 1451 CH 7,81 (d, J=15,0 Hz) 7,15; 7,40 6,99
C-5° 1244 CH 7,12 (dd, J=7,0; 1,8 Hz) 7,40; 7,81
C-6’ 1214 CH 7,15 (m, 8,0; 1,8 Hz) ** 7,34 6,93
C-7 129,2 CH 7,34 (ddd, J =6,6; 2,2; 1,8 Hz) 8,37;7,15; 7,12
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Dados de RMN *H (300 MHz) e '3C (75 MHz) observados para o alcaloide (65) em CDCls (continuagdo da Tabela 12).

RMN de 23C (3¢)

Bidimensionais

Posicéo Obs. H (8H) HMBC COSsY
C-8 121,3 CH 7,15 (m, J =8,0 Hz) ** 7,34 6,93
C-9o 109,1 CH 7,40 (m,J=7,0; 1,8 Hz) ** 7,15; 7,81
C-100 148,0 C 7,15; 7,40
C-11° 56,5 CHs 4,05 (s)

NH 11,67 3,29
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5.2.2.3 Elucidacéo estrutural da substancia G, C1Gu-13D (33)

A substancia G (33), positiva para alcaloide, apresentou um pico base de m/z 288,68 e 0 ion
molecular 572,12 + 2H no espectro de massas (Anexo 38). Mbeunkui e colaboradores (2012b)
obteve resultado semelhante em analise de MS de alta resolucéo, onde descreveu um pico de m/z
287,1825 (M+2H)?".

A partir analise dos seus dados de RMN 1D (*H e 3C) e 2D (HSQC, HMBC, COSY E
NOESY) apresentados na Tabela 13 e nos Anexos 39 a 44, do espectro de massas com ionizacao
por eletrospray (Anexo 38) e comparacdo com os dados da literatura (MBEUNKUI et al., 2012b)
descritos na tabela 14 foi confirmada a estrutura do alcaloide G como geissolosimina (33, Figura
47), com formula molecular CagH4N4O. O que segue é uma discussdo das principais caracteristicas
dos espectros e correlagdes de sinais observados nos espectros de RMN. A estereoquimica dos
centros estereogénicos apresentadas na estrutura (Figura 47) sdo as mesmas utilizadas por
Mbeunkui et al. (2012a).

Figura 47: Estrutura molecular da substancia G, alcaloide geissolosimina (33).
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Tabela 13: Dados de RMN 1D e 2D da substancia G (33) (C1Gu-13D) em DMSO-ds, 300/75 MHz; ppm.

RMN de B3C (3c)

Bidimensionais

Posicdo 13C (6c) DEPT IH (6n/HSQC) HMBC COSY NOESY
C-2 66,9 CH 3,65 (d, J=9,22 Hz) 3,16; 5,07 1,88 1,98
Cc-3 64,5 CH 3,08 (M) 1,28; 1,53 7,12

3,05 (m)
C-5 54,5 CH;,

2,75 (m) 2,30
C-6 47,4 CH;, 2,30 (m)

2,06 (m)
C-7 51,8 C -
c-8 135,3 C - 6,45; 6,64
c-9 123,0 CH 7,12 (dl,J=7,2 Hz) 7,06 6,64 3,08
C-10 118,1 CH 6,64 (tap, J = 7,2 Hz) 6,45 7,06: 7,12 6,45
c-11 128,4 CH 7,06 (dd,J=8,0;12 Hz) 7,12 6,45; 6,64 3,65
C-12 105,2 CH 6,45 (dl, J = 8,0 Hz) 6,64 7,06 5,07; 7,06
C-13 150,6 C - 7,06; 7,12
C-14 25,1 CH; 1,53 (m) 3,08

1,28 (m) 3,08
C-15 29,6 CH 1,22 (m) 1,38; 1,88
C-16 36,4 CH 1,88 (M) 3,16 0,94: 1,22
C-17 64,3 CH;, 3,16 (m)) 1,88
C-18 11,9 CHs 0,67 (t, J = 7,3 Hz) 0,94, 1,38
C-19 24,4 CH;, 0,94 (m) 0,67 0,67 1,88
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Dados de RMN 1D e 2D da substancia G (33) (C1Gu-13D) em DMSO-ds, 300/75 MHz; ppm (continuacdo da Tabela 13).

RMN de BC (8c)

Bidimensionais

Posicdo 3C (5c) DEPT 'H (61/HSQC) HMBC COSY NOESY
C-20 41,8 CH 1,38 (m) 0,67 0,94
c-21 54,0 CH; 2,66 (M) 1,38
c-2’ 140,1 C - 4,07; 10,87
Cc-3’ 50,2 CH 4,07 (d, 3 =9,2 Hz) 1,62; 1,99 10,87
C-5’ 53,9 CH 2,66 (m) 2,42 5,07
2,42 (d, J = 13,9 Hz) 2,66
C-6’ 26,6 CH,
2,63 (M)
C-7’ 103,1 C - 10,87
Cc-8’ 1276 C - 6,94; 7,28; 10,87
c-9’ 117,3 CH 7,26 (d, J = 8,0 Hz) 6,98 6,94; 6,98
C-10° 118,9 CH 6,94 (dd,J=7,0;12Hz) 7,28 7,26
C-11’ 120,7 CH  6,98(dd,J=78;15Hz) 7,26 7,28
C-12’ 111,6 CH 7,28 (d, =79 Hz) 6,94; 6,98 10,87
C-13’ 136,6 C - 6,98; 7,26; 7,28; 10,87
1 - o, 1,62 (m) 1,98; 1,99; 2,96
1,99 (m) 4,07 1,62; 1,64; 2,96
C-15’ 27,4 CH 2,96 (sl) 5,43 1,64; 1,98 1,62; 1,64: 1,99
C-16’ 45,3 CH 1,98 (m) 1,62; 2,96; 4,07; 5,07 1,62; 3,65
C-17’ 83,5 CH 5,07 (d, J = 9,0 H) 3,16; 3,65 1,98 2,66; 6,45
C-18’ 133 CHs 1,64 (d, J = 6,5 Hz) 3,50; 5,43 2,96; 4,07

132



Dados de RMN 1D e 2D da substancia G (33) (C1Gu-13D) em DMSO-ds, 300/75 MHz; ppm (continuacéo da Tabela 13).

RMN de 3C (8c) Bidimensionais
C 13C (6c) DEPT H (61/HSQC) HMBC COSYy NOESY
C-19° 115,9 CH 543 (g, J = 6,5 Hz) 1,64 1,64; 3,50
C-200 137,3 C - 1,62
c-21" 56,0 CH, 3,50 (M) 5,43 1,62
NH’ 0 10,87 4,07; 7,28
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Tabela 14: Dados de RMN de 3C e 'H e comparagdo com a literatura para da substancia G (33)

(C1Gu-13D) em DMSO-ds.

RMN de B3C (3c)

RMN de 'H (3+)

Posicéo Obs. Literatura* Obs. Literatura*
(DMSOds.) CDs0D (DMSO-de.) (CDs0OD)
c-2 66,9 (CH) 68,3 3,65 (d, J = 9,22 Hz) 3,77 (d, 9,5 Hz)
C-3 64,5 (CH) 65,2 3,08 (m) 3,26 (M)
3,21 (d, J = 11,0 Hz); 2,94 (t,
C-5 54,5 (CHy) 55,1 3,05 (m); 2,75 (m)
11,0)
2,06 (m) 2,23 (t,J = 11,6 Hz)
C-6 47,4 (CH) 47,4
2,30 (m); 2,48 (m)
c-7 51,8 (C) 52,9 - -
c-8 135,3 (C) 135,3 - -
Cc-9 123,0 (CH) 123,8 7,12 (dl, J = 7,2 Hz) 7,12 (d, J = 7,8 Hz)
C-10  118,1(CH) 119,8 6,64 (tap, J = 7,2 Hz) 6,71 (t, J = 7,5 Hz)
C-11  128,4 (CH) 129,7 7,06 (dd, J = 8,0; 1,2 Hz) 7,09 (t, J = 7,5 Hz)
C-12 105,22 (CH) 106,8 6,45 (dl, J = 8,0 Hz) 6,49 (d, J = 7,8 Hz)
C-13 150,6 (C) 152,0 -
1,28 (m) 1,45 (dt, J =13,8; 3,0 Hz)
C-14 251 (CHy) 25,9
1,53 (m) 1,66 (d, J = 6,9 Hz);
C-15 29,6 (CH) 31,2 1,22 (m) 1,29 (m)
C-16 36,4 (CH) 37,7 1,88 (m) 1,98 (m)
C-17 64,3 (CH,) 65,6 3,16 (m) 3,15 (dd, J = 11,4 Hz)
C-18 11,9 (CHs) 11,9 0,67 (t, J = 7,3 Hz) 0,71 (t, J= 7,5 Hz)
C-19 24,4 (CHy) 25,5 0,94 (m) 0,96 (m)
C-20 41,8 (CH) 43,0 1,38 (m) 1,51 (m)
C-21 54,0 (CHy) 55,0 2,66 (m) 1,75
c-2’ 140,1 (C) 139,5 - -
C-3 50,2 (CH) 52,1 4,07 (d,J =9,2 Hz) 4,19 (d, J = 8,8 Hz)
C-5° 53,9 (CH) 55,8 2,66 (m) 2,85 (m)
2,42 (d,J = 13,9 Hz) 2,65 (d, J = 15,0 Hz)
C-6’ 26,6 (CH) 27,4
2,63 (m) 2,84 (m)
C-7’ 103,1 (C) 104,5 - -
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Dados de RMN de 3C e 'H e comparagdo com a literatura para da substancia G (33) (C1Gu-
13D) em DMSO-ds (continuagdo da Tabela 14).

RMN de 3C (8c) RMN de 'H (8+)
Posicéo Obs. Literatura* Obs. Literatura*
(DMSOds.)  CDsOD (DMSOds.) (CDsOD)
C-8’ 127,6 (C) 128,7 - -
c-9’ 117,3 (CH) 118,3 7,26 (d, J = 8,0 Hz) 7,34 (d, J = 8,7 Hz)
C-10°  118,9 (CH) 120,1 6,94 (dd, J = 7,0; 1,2 Hz) 7,06 (t, J = 7,5 Hz)
C-11  120,7 (CH) 122,3 6,98 (dd, J = 7,8; 1,5 Hz) 6,99 (t, J = 7,5 Hz)
C-12° 111,6 (CH) 112,3 7,28 (d, J = 7,9 Hz) 7,32 (d, J = 7,8 Hz)
C-13° 136,6 (C) 138,5 - -
1,62 (m) 1,79 (m)
C-14 33,8 (CHy) 34,4
1,99 (m) 2,13 (m)
C-15° 27,4 (CH) 28,4 2,96 (sl) 3,12 (bs)
C-16© 453 (CH) 46,3 1,98 (m) 2,11 (m)
C-177  83,5(CH) 84,6 5,07 (d, J = 9,0 Hz) 5,16 (d, J = 9,8 Hz)
C-18° 13,3 (CHs 13,4 1,64 (d, J = 6,5 Hz) 1,69 (d, J = 6,5 Hz)
C-19° 1159 (CH) 118,8 5,43 (q, J = 6,5 Hz) 5,54 (q, J = 6,5 Hz)
c-20° 137,3 (C) 136,3 - -
C-21>> 56,0 (CHy) 56,8 3,50 (m) 3,59 (m)

Dados da literatura: * Mbeunkui et al. (2012b) em CD3;0D, 600 MHz/150 MHz

No espectro de RMN de H (Anexo 39) foram observados dois grupos de quatro sinais na
regido de aromaticos, porém ndo foram observadas correlagcdes entre os dois grupos. No entanto 0s
hidrogénios de cada grupo apresentam correlacdes entre si, podendo-se concluir que estes grupos
pertencem a estruturas diferentes, as quais foram denominadas | e I1.

No espectro de H (Figura 48) foram observados os hidrogénios com os seguintes
deslocamentos no anel A da estrutura I: 6w 7,12 (d, J = 7,5 Hz; H -9), 64 7,06 (ddd; J =7,7; 1,2;
Hz, H-11), 616,64 (dd, J=7,0; 1,2 Hz, H-10"), 1 6,45 (d; J = 8,0 Hz, H — 12), enquanto o outro
grupo foi atribuido ao anel A’: 61 7,28 (d, J = 7,9 Hz; H -12°), 81 7,26 (d; J = 8,0 Hz; H-9”), 6n
6,98 (dd,J=7,8; 1,5 Hz, H-117), 846,94 (dd; J = 7,0; 1,2 Hz, H — 12). Também foi observado
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um sinal de hidrogénio olefinico com 615,43 (g, J = 6,5 Hz; H-19) € um dubleto com én 5,07 (d,
J=9,0Hz;H-17").

Figura 48: Espectro de RMN de *H (300/75 MHz) e ampliacdo de alguns hidrogénios da
substéancia G (33), DMSO-d6.
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O espectro de RMN de 13C (anexo 40) apresentou trinta e oito linhas espectrais de carbono
descritas na tabela 13. Apos analise do mapa de correlacdo HSQC (anexo 41) foi possivel observar
dezenove linhas espectrais de carbonos metinicos (CH), nove de metilénicos (CH), oito de
carbonos quaternarios (C) e dois metilicos (CHz). Os dados observados no espectro de HSQC
(Anexo 41) e as correlagdes obtidas no HMBC (Anexo 42) e os acoplamentos em COSY (Anexo
43) e NOESY (Anexo 44) foram descritos na tabela 13.

Na parte | da substancia obtivemos uma estrutura com seis anéis A, B, C, D, E e F, da classe

dos alcaloides indolinicos (Figura 49).
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Figura 49: Disposi¢do dos anéis da parte | da substancia G (33).

A configuracéo dos carbonos e hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos na parte | da
estrutura foi baseada na andlise dos espectros de HMBC, COSY e NOESY (Figura 50) as quais
estdo descritas na tabela 13 e apresentados nos anexos 42 a 44 respectivamente.

O espectro de COSY mostrou o acoplamento do hidrogénio éx 5,07 (H-17°) com o
hidrogénio adjacente H-16" (6w 1,98) (Figura 50), definindo a posi¢do onde as estruturas se unem
por uma ligagdo covalente carbono-carbono (C-17°da parte I e C-16" da parte II) ¢ o que
possibilitou inferir que esta substancia apresenta a estrutura de um alcaloide bisindélico, possuindo
duas unidades de alcaloide indol monoméricas como seus constituintes obrigatérios (RAHMAN et
al., 2016).

Através do espectro de HMBC foi possivel observar as correlacdes dos hidrogénios
aromaticos H -11 (34 7,06) com carbonos nas posi¢cdes C-9 (8¢ 123,0) e C-13 (8¢ 150,6). O
hidrogénio com o1 7,12 (H-9) apresentou correlagdo com os carbonos C-11 e C-13, com 6¢c 128,4
e oc 150,6, respectivamente. O hidrogénio com o1 6,64 (H-10) correlacionou-se com os carbonos
C-8 (8¢ 135,3) e C-12 (8¢ 105,6) e 0 H-12 (61 6,45) com C-8 (d¢c 135,3) e C-10 (8¢ 118,1). Também
foram observadas as correlagdes do hidrogénio H-2 (8 3,65) com o carbono C-17’ (8¢ 83,5) e do
H-17 (61 3,16) com os carbonos C-2 (6¢c 66,9) e C-17’ (8¢ 83,5). Os hidrogénios da metila com &n
0,67 (H-18) apresentaram correlagdo com os carbonos C-19 (6¢c 24,4) e C-20 (6c 41,8) (Figura 50).
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Figura 50: Algumas correlacbes de HMBC (vermelho) e acoplamentos de COSY (azul) e
NOESY (verde) na parte | da estrutura da substancia G (33).

Através do espectro de HMBC da parte Il foi possivel observar as correlagcdes dos
hidrogénios aromaticos H -11” (3w 6,98) com os carbonos nas posi¢es C-9” (8¢ 117,3) e C-13’ (6¢
136,6). O hidrogénio com dn 7,28 (H-12’) apresentou correlagdo com os carbonos C-10’e C-13°,
com d¢c 118,9 e d¢c 136,6, respectivamente. O hidrogénio com 6H 6,94 (H-10") correlacionou-se
com o carbono C-8’ (6¢c 127,6) e 0 H-12 (6w 7,28) com C-8” (8¢ 127,6) e C-13” (8¢ 136,6). Também
foram observadas as correlagcdes do hidrogénio ligado ao nitrogénio (o1 10,97) com os carbonos
C-2’ (8¢ 140,1), C-7’ (8¢ 103,1), C-8” (8¢ 127,6) e C-13" (8¢ 136,6) (Figura 51). Também foi
observada a correlagdo dos hidrogénios da metila com dn 1,64 (H-18") com o carbono C-19’ (dc
115,9) e do H-14" (61 1,62) com o carbono quaternério C-20’ (6¢ 137,3).

A parte 1l da substancia G, foi identificada a partir das analises dos espectros 1D e 2D
concluindo que esta € formada por cinco anéis denominados A’, B’, C’, D’ e E’, a qual pertence a

classe dos alcaloides indélicos (Figura 52).
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Figura 51: Algumas correlagdes observadas no espectro de HMBC da substancia G (33).
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No espectro de COSY da regido de aromaticos foi observado acoplamento do hidrogénio
H-9’ (d, 8w 7,26) com os hidrogénios H-10’ (dd, o+ 6,94), H-11" (dd, 61 6,98). O H-10" (dd, oH
6,94) por sua vez com H-11" (dd, 5+ 6,98) e com H-12’ (d, 61 7,28). Na ligacdo entre as duas partes
da estrutura 0 H-17’ (d, 61 5,07) acoplou com 0 H-16" (m, 61 1,98) do anel E’. Na olefina foram
observados 0s seguintes acoplamentos no espectro de COSY: H-19’ (g, 61 5,43) com o0s
hidrogénios H-18’ (d, 1 1,64) e H-21" (d, 6w 3,50). O hidrogénio ligado ao nitrogénio (s, 61 10,87)
apresentou acoplamento com os hidrogénios H-3" (d, 6w 4,07) e H-12” (d, 6w 7,28) (Figura 52). No
espectro de COSY tambéem foi observado o acoplamento do hidrogénio H-17" (q, o+ 5,07) com o
hidrogénio H-16’ (m, o+ 1,98) (Figura 52).
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Figura 52: Alguns acoplamentos de COSY (azul), HMBC (vermelho) na parte 11 da estrutura da
substéancia G (33).

Analisando o espectro de NOESY alguns acoplamentos foram importantes para a
identificacdo da substancia G (33), tais como: H-16" (m, 61 1,98) com H-2 (m, on 3,65) e H-5" (m,
dH 2,66) acoplando com H-17’ (d, dn 5,07) e com H-12 (d, dn 6,45) do anel aromatico da parte |
(Figura 53). Os demais acoplamentos foram descritos na tabela 13.

Este alcaloide foi isolado de Geissospermum vellosii por Rapoport e Moore (1962) que
apontaram algumas caracteristicas da molécula, como um dubleto em &4 5,21 situado entre um
oxigénio e um nitrogénio (H-17"), um quarteto (H-19’) em dn 5,43 (olefinico), além de um dubleto
em &n 1,71 (H-18”). Dados completos de RMN de *3C e *H foram descritos pela primeira vez por

Mbeunkui et al. (2012b) em estudos realizados com extratos obtidos casca de G. vellosii.
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Figura 53: Alguns acoplamentos de NOESY (verde) observados na estrutura da substancia G
(33).

5.2.2.4 Elucidacéo estrutural da substancia F, CLGu-9A (41)

A substancia F apresentou-se positiva para alcaloide (Dragendorff). No espectro de massas
apresentou um ion aduto em m/z 371,18 [M+H] * com tg de 10,0 a 10,7 min (Anexo 45). A
substancia também foi submetida a fragmentacao apresentando picos com os seguintes valores de
m/z: 358,20; 329,19 [(M+H) — C2H.0]; 284,16 [(M+H) — CH3CH2NH2]; 190,16; 164,20 e 124,22

(Anexo 45), 0 que esta de acordo com a proposta de fragmentagéo descrita por Oliveira (2008).
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A andlise dos espectros de RMN 1D e 2D (Tabela 15) e apresentados nos Anexos 46 a 49,
do espectro de massas com ionizacdo por eletrospray e a comparacdo com dados da literatura
descritos na Tabela 16 (HENRIQUE et al., 2010) foi confirmada a estrutura do alcaloide F como
aspidoscarpina (41), com formula C22H3oN203 (Figura 54). O que segue € uma discusséo das

principais caracteristicas dos espectros e correlacdes de sinais observados nos espectros de RMN.

Figura 54: Estrutura molecular da substancia F, alcaloide aspidoscarpina (41).
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Tabela 15: Dados de RMN 1D/2D da substancia F (C1Gu-9A, 41), 300/75 MHz; ppm; (CD30D).

RMN de 3C (3c)

Bidimensionais

C OBS. DEPT H (81/HSQC) HMBC COoSsY
2 68,5 CH 4,34 (dd, J=11,0; 6,2) 1,51; 2,12
3,21 (m) 1,90: 3,70
3 52,5 CH>
3,70 (m) 3,21
2,98 (ddd, J=14,2;7,3; 7,0
3,64
5 53,8 CH> Hz)
3,64 (m) 2,43; 2,98
1,94 (m) 6,88
6 38,2 CH2 4,34
2,43 (m) 3,64
7 51,9 - 6,88 -
8 138,4 - 6,86 -
9 112,1 CH 6,88 (d, J = 8,2) 1,94
10 1141 CH 6,86 (d, J=8,2)
11 151,3 - 3,83; 6,86 6,38 -
12 131,0 - 4,34; 6,86 -
13 128,1 - 4,34: 6,88 -
14 20,6 CH> 1,90 (m) 1,50: 3,21: 3,73
1,50 (m) 1,83; 1,90
15 33,4 CH:> 1,45
1,83 (dl, J = 15,0 Hz) 1,50
1,51 4,34
16 25,5 CH:
2,12 (m) 1,82: 4,34
1,45 (m)
17 228 CH: 1,08
1,82 (m) 2,12
18 6,85 CH3s 0,73 (t; J=17,3) 1,08: 1,45
1,08 (m)
19 30,6 CH> 0,73
1,45 (m)
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Dados de RMN 1D/2D da substancia F (C1Gu-9A, 41), 300/75 MHz; ppm; (CDsOD)
(continuacdo da Tabela 15).

RMN de 3C (8¢) Bidimensionais
C OBS. DEPT H (61/HSQC) HMBC COSsY
20 37,0 C - 0,73; 1,08; 1,45 -
21 720 CH 3,73 (m) 1,90
1” 171,6 C - 2,38 -
2» 228 CHa 2,38 (s)
MeO 57,1 CHs 3,83 (s)
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Tabela 16: Dados de RMN de **C e *H da substancia F (300/75 MHz) e comparagédo com a literatura
(CDCIs) para a aspidoscarpina (41).

RMN de 3C (3c)

RMN de H (5r)

c Obs. Lit.* Obs Lit.*
(CDsOD) (CDCls) (CDsOD) (CDCls)
2 68,5(CH) 70,5 4,34 (dd, J = 11,0; 6,2) 4,36 (dd, J = 11,0; 6,0)
3,21 (m) 1,93-2,08 (m)
3 52,5(CH2) 539
3,70 (m) 3,04 (d, J=11,0)
2,98 (ddd, J=14,2; 7,3; 7,0 Hz) 2,26 (m)
5 53,8 (CH2) 52,7
3,64 (m) 3,12 (ddd, J =9,0; 9,0; 2,0)
1,94 (m) 1,46-1,68 (m)
6 38,2(CHz) 39,6
2,43 (m) 1,93-2,08 (m)
7 51,9 (C) 52,4 - -
8 138,4(C)  137,8 - -
9 112,1 (CH) 112,6 6,88 (d, J =8,2) 6,61 (d, J =8,0)
10 114,1 (CH) 110,3 6,86 (d, J =8,2) 6,69 (d, J = 8,0)
11 151,3(C) 1496 - -
12 131,0(C) 1333 - -
13 128,1 (C)  127,7 - -
1,93-2,08 (m)
14 20,6 (CHy) 23,2 1,90 (m)
1,14 (d, J = 13,5)
1,50 (m) 1,09 (dd, J = 13,5; 4,5)
15 33,4(CHz) 343
1,83 (dl, J = 15,0 Hz) 1,46-1,68 (m)
1,51 (m) 1,82-1,89 (m)
16 255(CHz) 254
2,12 (m) 1,46-1,68 (m)
1,45 (m) 1,46-1,68 (m)
17 22,8(CH;) 218
1,82 (m) 1,71 (dd, J = 13,0; 3,5)
18 6,8 (CHs) 7,0 0,73 (t;J=17,3) 0,64 (t;J=17,5)
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Dados de RMN de *C e H da substancia F (300/75 MHz) e comparagio com a literatura para

a substancia aspidoscarpina (41) (continuagéo da Tabela 16).

RMN de 3C (5c) RMN de H (3)
c Obs. Lit. Obs Lit.
(CD3OD) (CDCls) (CDsOD) (CDCls)
1,08 (m) 0,86 (dg; J = 14,0; 7,0)
19 30,6 (CH2) 30,3
1,45 (m) 1,38 (dg; J = 14,0; 7,0)
20 37,0 (C) 35,7 - -
21 72,0(CH) 70,9 3,73 (M) 2,23 (s)
I 1716 (C) 1695 - -
2’ 228(CHs) 229 2,38 (s) 2,32 (s)
MeO 57,1(CHs) 537 3,83 (s) 3,87 (s)
OH 10,95

*Henrique et al., 2010.

No espectro de RMN de H (Anexo 46) foram observados dois hidrogénios na regido de
aromaticos com o 6,88 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-9) 6n 6,86 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-10), que acoplam
entre si (Figura 55). No mesmo espectro foi observado um singleto em &4 3,83 com integral para
trés hidrogénios.

Figura 55: Espectro de 'H da substancia F (41)
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A presenca de uma etila foi caracterizada através de um tripleto em 64 0,74 (3H,t,J = 7,3
Hz), além dos hidrogénios com 61 1,10 e on 1,45 (ambos m). Também foi observada um sinal (s)
integrando para trés hidrogénios em &y 2,39, caracteristico de uma metila ligada a um carbono
carbonilico. A atribuicdo dos hidrogénios metilénicos e metinicos foi feita através do espectro de
HSQC (Anexo 47) os quais estdo descritos na tabela 15.

No espectro de HMBC foi possivel observar as seguintes correlacdes: H -9 (dn 6,88) com
os carbonos nas posi¢des C-7 (8¢ 51,9), C-11 (3¢ 151,3) e C-13 (8¢ 128,1). O hidrogénio com 6n
6,86 (H-10) apresentou correlacdo com os carbonos C-8 e C-12, com o6c 138,4 e o¢c 131,0,
respectivamente. Os hidrogénios com dn 3,83 (MeO) correlacionaram-se apenas com o carbono C-
11 (8¢ 151,3) enquanto o H-2 (dH 4,34) apresentou correlacdo com C-6 (¢ 38,), C-12 (6¢ 131,0) e
C-13 (8¢ 128,1). Também foram observadas as correlacbes dos hidrogénios metilicos H-2 (dn
2,38) com o carbono C-1’ (d¢c 171,6). A metila em dn 0,73 (H-18) apresentou correlagdo com os
carbonos C-19 (6¢ 30,6) e C-20 (¢ 37,0) e os hidrogénios H-19 (6 1,08 e 1,45) com os carbonos
C-18 (¢ 6,85) e C-20 (oc 37,0) (Figura 56 e 57; anexo 48).

Figura 56: Algumas correlacBes observadas no espectro de HMBC da substancia F (41).
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Através da andlise do espectro de COSY foi possivel destacar alguns acoplamentos, como:
H-2 (6n 4,36) com os hidrogénios H-16 (6w 1,51; 2,12); entre H-16 (6w 2,12) e H-17 (oH 1,82); H-
6 (6H 2,12) com H-9 (oH 6,88). Também foram observados os acoplamentos entre o H-14 (61 1,90)
e H-15 (61 1,50) e H-21 (61 3,73m) (Figura 57; anexo 49).
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Figura 57: Algumas correlagcdes de HMBC (vermelho) e acoplamentos de COSY (azul) para a
substéancia F (41)
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5.2.2.5 Elucidacéo estrutural da substancia D, C1Gu-3B (57)

A substancia D (57) apresentou-se como um sélido amorfo de coloragdo branca, ndo
revelada pelo reagente de Dragendorff, evidenciando ndo se tratar de um alcaloide, como as demais
substancias relatadas neste trabalho.

No espectro de massas apresentou um pico base de m/z em 409,65 [M+H-18] com tr de
3,7 a 4,1 min, devido a provavel perda de uma molécula de agua, além de um pico em 425,58
(Anexo 50).

A partir analise dos seus dados de RMN 1D (*H e *3C) e 2D (HSQC, HMBC, COSY E
NOESY) apresentados na Tabela 17 e nos Anexos 51 a 57, do espectro de massas (Anexo 50) e
comparacdo com dados da literatura descritos na Tabela 18 (OGBOLI et al., 2014; MACIEL E
SILVA et al., 2017) a substancia D (57) foi identificada como o triterpeno penta ciclico lupeol
(Lup-20(29)-en-3p-ol), cuja formula molecular é C3oH490 (Figura 58). Segue-se uma discussdo das

principais caracteristicas dos espectros e correlacdes de sinais observados nos espectros de RMN.
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Figura 58: Estrutura molecular da substancia D, lupeol (57).
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No espectro de RMN de *H (Anexo 51) foram observados sete singletos na faixa de 5y 0,70
a 1,70, com integral para 3 hidrogénios cada. Apresentou também hidrogénios (H-29) vinilicos
terminais com &y 4,58 (dd, J = 2,3; 1,3 Hz) e 4,69 (d, J = 2,2 Hz) e um hidrogénio com &y 3,19
(dd, J =11,0; 5,5 Hz) caracteristico de hidrogénio ligado a carbono hidroxilado (carbinélico).

O espectro de RMN de *C (Anexo 52) apresentou 30 linhas espectrais de carbono os quais
foram descritos na tabela 17. Apos andlise do mapa de correlagdo HSQC (Anexo 54) e DEPT 135
(Anexo 53) foi possivel observar seis linhas espectrais de carbonos metinicos (CH), onze de
metilénicos (CH>), seis de carbonos quaternarios (C) e sete metilicos (CH3). Entre os carbonos
metilénicos foi observado um carbono com &¢c 109,34 (C-29), caracteristico de CH> terminal e um
carbono d¢ 151,02 (C-20) caracteristico de dupla exociclica.

O espectro de carbono apresentou uma linha espectral em 79,01 (C-3) caracteristico de
carbono hidroxilado, sendo que o mesmo no HSQC (Anexo 54) apresentou correlacdo com o

hidrogénio em 3,19 (H-3), caracterizando um hidrogénio carbinolico.
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Tabela 17: Dados de RMN 1D e 2D da substancia D (57), (C1Gu-3B) 300/75 MHz; ppm; CDCls.

RMN de 3C (8c)/DEPT

Bidimensionais

Posicio ~ Obs.  DEPT IH (81/HSQC) HMBC COSY NOESY

C-1 38,69 CH, 0,88 (ddap, J = 9,0; 4,8 Hz) 0,84

1,60 (m) 3,19
C-2 27,41 CH;,

1,54 (m)
c-3 79,01 CH  319(dd, J=11,0;55 Hz) 0,77; 0,98; 1,60 160  0,68;0,98; 1,60
C-4 38,86 C 0,77; 0,98
C-5 55,27 CH 0,68 (d, J = 9,0 Hz) 0,77;0,84;0,98; 1,39; 1,52  1,39; 1,52

1,39 (m)
C-6 18,31 CH; 0,68 0,68

1,52 (m)
o 34,26 CH; 1,40 (m) 0,88; 1,04 1,60
c-8 40,81 C 0,94; 1,04; 1,14; 1,40
C-9 50,41 CH 1,27 (m) 0,84; 1,04; 1,40 (H-7)
C-10 37,16 C 0,84; 1,27
c-11 2091 CHs 1,24 (m) 0,84
c-12 2511 CH; 1,68 (M) 0,94 1,04
C-13 38,03 CH 1,07 (m) 0,94 1,36
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Dados de RMN 1D e 2D da substancia D (57), (C1Gu-3B) 300/75 MHz; ppm; CDCIs (continuacao da Tabela 17).

RMN de 3C (3c)/DEPT

Bidimensionais

C  Obs. DEPT 'H (61/HSQC) HMBC cosy NOESY
c-14 4282  C - 0,94; 1,04; 1,36; 1,60 - -
C-15 2743  CH 1,60 (m) 0,94
C-16 3557  CH 1,40 (m) 0,79 0,68; 1,90
c-17 4300  C : 0,79; 1,36; 1,40 (H-16) : :
C-18 4828  CH 1,36 (m) 0,79;1,91; 2,39 2,39 0,94; 2,39
c19 4799  cH 239000 J=1L071L0:85 g o6 g 6o:101;458; 460 136,140 O7% 169458

Hz) 4,69

c-20 151,02  C : 1,36; 1,69; 2,39 : :

1,26 (m) 1,91
c21 2972 CH 1,20; 2,39

1,91 (m) 1,26; 1,39

1,20 (m) 1,39
C-22 4000  CH 0,79

1,39 (m) 1,20; 1,1
C-23 2799  CH 0,98 (5) 0,77
C-24 1538  CHy 0,77 (s) 0,98; 3,19 3,19
C-25 1613  CH 0,84 (5) 0,88; 1,27 1,24
C-26 1597  CH 1,04 (s) 1,40 (H-7) 1,68 1,68
C-27 1454  CH 094 (s) 1,36
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Dados de RMN 1D e 2D da substancia D (57), (C1Gu-3B) 300/75 MHz; ppm; CDCIs (continuacao da Tabela 17).

RMN de C (6c)/DEPT Bidimensionais
C Obs.  DEPT H (81/HSQC) HMBC COSY NOESY
Cc-28 18,00 CHs 0,79 (s) 1,20: 1,40 (H-16) 2,39
4,58 (dd, J =2,3; 1,3 Hz) 1,69; 4,69
C-29 109,34 CH: 1,69; 2,39
4,69 (d, J = 2,2 Hz) 1,69; 4,58 2,39
C-30 19,31 CH: 1,69 (d, J=1,3 Hz) 2,39; 4,58; 4,69 4,58 2,39; 4,58
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Tabela 18: Dados de RMN de 3C e 'H da substancia D (300/75 MHz) e comparagdo com a
literatura para a substéncia lupeol (57).

RMN de 3C (8c) RMN de H (3r)
_ Obs. ) )
Posicao DEPT  Lit* Obs. (CDCls) Lit.
(CDCl3)

c-1 3869 CH2z 387 088 (ddap, J=9,0; 4,8 Hz)

1,60 (m)

1,54 (m)
C3 7901 CH 790 319(dd,J=110;55Hz) 321 (dd,J=86,; 2,0 Hz)
c-4 388 C 38,9

C-2 27,41 CH: 27,4

C5 5527 CH 553 0,68 (d, J = 9,0 Hz)
1,39 (m)
C6 1831 CH, 183
1,52 (m)
C-7 3426 CHy 343 1,40 (m)
c8 4081 C 40,8
C9 5041 CH 504 1,27 (m)
Cc-10 3716 C 37,2
C-11 2091 CHz 209 1,24 (m)
C-12 2511 CH, 251 1,68 (m)
C-13 3803 CH 385 1,07 (m)
C-14 4282 C 42,8 -
C-15 2743 CH, 274 1,60 (m)
C-16 3557 CH2 356 1,40 (m)
C-17 4300 C 43,0 -
C-18 4828 CH 483 1,36 (m)
c19 4799 cH 480 2% (dddé,‘; ‘Hi)l’o’ 110

C-20 151,02 C 151,0 -
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Dados de RMN de *C e H da substancia D (300/75 MHz) e comparacio com a literatura para a
substancia lupeol (57) (continuagéo da Tabela 18).

RMN de 13C (8c) RMN de H (8r)
- Obs. P it *k
Posicao (CDCly) DEPT  Lit. Obs. (CDCls) Lit.
1,26 (m)
C-21 29,72 CH: 29,8
1,91 (m)
1,22 (m)
C-22 40,00 CH: 40,0
1,39 (m)
C-23 27,99 CHs 28,0 0,98 (s) 0,97 (s)
C-24 15,38 CHs 15,4 0,77 (s) 0,76 (s)
C-25 16,13 CHs 16,1 0,84 (s) 0,83 (s)
C-26 15,97 CHs 16,0 1,04 (s) 1,00 (s)
Cc-27 14,54 CHs 14,5 0,94 (s) 0,95 (s)
C-28 18,00 CHs 18,0 0,79 (s) 0,79 (s)
4,58 (dd, J=2,3; 1,3 Hz) 4,57 (s)
C-29 109,34 CH: 109,3
4,69 (d, J =2,2 Hz) 4,68 (s)
C-30 19,31 CH; 19,3 1,69 (d,J=1,3Hz) 1,68 (s)

Comparacao com a literatura: * Ogbole et al. (2014), CDCls, 400 Mhz.
** Maciel e Silva et al. (2017), CDCls, 200 Mhz.

No espectro do HMBC (Figura 59; anexo 55) foram observadas as correlaces entre 0s
hidrogénios metilicos H-23 (s, 6+ 0,98) com C-3 e C-24; 0 H-24 (s, 61 0,77) correlacionando-se
com os carbonos C-3, C-4 e C-23; 0 H-25 (s, 6n1 0,84) com os carbonos C-1, C-5, C-9 e C-10; o H-
26 (S, 61 1,04) com os carbonos C-7, C-8, C-9 e C-14; 0 H-27 (s, 61 0,94) com C-13, C-14 e C-15;
0 H-28 (s, 61 0,79) com C-16, C-17, C-18 e C-22; 0 H-30 (s, 6w 1,69) com C-19, C-20 e C-29.
Também foram observadas as correlagdes dos hidrogénios metilénicos H-29 (dd, 6+ 4,58; d, oH
4,69) com os carbonos C-19 e C-30.

Entre os acoplamentos observados no espectro de COSY (Azul) o hidrogénio H-3 (dd, on

3,19) apresentou acoplamento com H-2 (m, 6+ 1,60) enquanto o hidrogénio H-19 (ddd, on 2,39)
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com os hidrogénios metilicos H-30 (s, 6+ 1,69). No espectro de NOESY (Verde) foram observados
os acoplamentos entre H-3 (dd, 6 3,19) e H-24 (s, 61 0,77) e entre H-19 (ddd, 61 2,39) e H-28 (s,
on 0,79) (Figura 59). As demais correlagbes e acoplamentos foram descritos na tabela 17 e

apresentados nos anexos 54 a 57.

Figura 59: Algumas correlagdes observadas no espectro de HMBC (vermelho) e acoplamentos do
espectro de COSY (azul) e NOESY (verde) da substancia D (57)

53 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os extratos e substancias de G. argenteum e G. urceolatum foram avaliados frente a cepa
K1 (cloroquina resistente) de P. falciparum, cujos dados foram descritos nas tabelas 19 a 22.
Também foram apresentados os resultados da citotoxicidade in vitro frente a linhagem normal de

fibroblastos humanos (MRC-5), bem como os dados de indice de seletividade (IS).
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5.3.1 Ensaio antiplasmaodico in vitro para extratos de G. argenteum e G. urceolatum

Os vinte e um extratos de G. argenteum preparados de acordo com o planejamento
experimental centroide-simplex foram testados contra a cepa K1, cloroquina-resistente, de
Plasmodium falciparum. Foram realizados testes para triagem nas concentragdes 50 pg/mL e 5
pg/mL, onde foram consideradas ativas as amostras com percentual de inibi¢do superior a 80% na
concentracdo 50 pug/mL e inativas as amostras com percentual inferior a 80% (ROCHA E SILVA
et al., 2012). Como todas as amostras foram ativas na triagem, novos testes foram realizados para
determinacdo da Clso (concentracdo inibitoria a 50%) para todos os extratos utilizando dilui¢cdes
seriadas 100 a 1,56 pg/mL (dilui¢do 1:2) ou de 100 a 0,13 pg/mL (diluicao 1:3). Os resultados
apresentados na Tabela 19 foram analisados utilizando os critérios de classificacdo da atividade
antiplasmadica para extratos brutos, conforme Krettli et al (2009).

Os extratos descritos na Tabela 19 apresentaram percentuais de rendimento variando entre
1,18% e 25,5%, sendo que as folhas apresentaram os maiores rendimentos enquanto cascas 0S
menores. Nestas analises obtivemos seis extratos parcialmente ativos, sendo cinco nos extratos de
galhos (lenho) e um extrato de folhas; treze extratos ativos, sendo dois obtidos de galhos, seis de
folhas e cinco de cascas. Entre os extratos de cascas também obtivemos dois muito ativos,
metandlico com Clso = 0,2 ug/mL e metanol/acetona, com Clsp = 0,3 pug/mL. Estes resultados
confirmam os dados de testes antiplasmodicos obtidos para extratos de G. argenteum (cascas, Clso
= 4,6 ng/mL) coletadas em Roraima (CAMARGO, 2012) e extratos desta mesma espécie foram
testados in vivo com 44,3% de inibi¢do na dose de 324 mg/kg (BERTANI et al., 2005). Extratos e
fracOes alcaloidicas obtidas de cascas de G. vellosii foram ativos (Clso = 2,22 pg/mL + 0,23) em
testes frente a cepa D10, cloroquina-sensivel, de Plasmodium falciparum (MBEUNKUI et al.,
2012a).

Considerando os resultados dos ensaios in vitro dos extratos de G. argenteum selecionou-
se para extracdo em maior escala o extrato metandlico, por ser 0 mais ativo e o0 extrato aquoso
considerando a etnobotéanica (Secdo 4.6.2.1). O extrato metandlico foi preparado conforme

metodologia para isolamento de alcaloides (Secéo 4.6.2.2).
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Tabela 19: Rendimentos e atividade antiplasmaddica in vitro dos extratos de G. argenteum.

Cddigo Triagem (%) Cls o
Parte do Solvente Rend. 50 50 Clsp  Intervalo de Class!ﬂ-cagao
extrato () pg/mL pg/mL (pg/mL) confianca daatividade
EGaF1 MeOH 156 90 29 9,3 54al6 A
EGaF2 Acetona 587 88 6,0 16 13a21 PA
EGaF3 H.0 105 97 57 7,5 6,3a8,8 A
éﬁ EGaF4 MeOH:Acetona 11,6 89 35 4,2 3,0a5,9 A
- EGaF5 MeOH:H>0 24,4 92 45 6,2 52a73 A
EGaF6 Acetona:H-0 254 93 33 10 9,0all A
EGaF7 MeOH:H;O:Acetona 255 92 45 8,1 6,5a10 A
EGaG1l MeOH 13,4 91 14 7,7 54a1ll A
EGaG2 Acetona 3,47 91 14 25 19a32 PA
EGaG3 H.O 6,47 80 17 10 8,4a13 A
;586 EGaG4  MeOH:Acetona 102 91 6 17 9,9a30 PA
© EGaG5 MeOH:H>0 151 92 51 12 9,7a15 PA
EGaG6 Acetona:H>O 15,9 93 38 15 11a23 PA
EGaG7 MeOH:H,O:Acetona 15,2 91 28 15 11a22 PA
EGaCl1 MeOH 5,36 98 92 0,20* 0,18a0,22 MA
EGaC2 Acetona 1,18 96 86 10 85al12 A
EGaC3 H.0 248 98 52 52 3,3a8,3 A
é EGaC4  MeOH:Acetona 4,03 98 92 0,25* 0,18a0,33 MA
© EGaC5 MeOH:H->0 6,80 98 47 3,3 2,1a5.2 A
EGaC6 Acetona:H,O 7,01 99 63 3,9 2,7a5,6 A
EGaC7 MeOH:H,O:Acetona 6,88 98 39 5,0 40a6,4 A

Clso> 25 pg/mL - | (inativo); 25 pg/mL > Clso > 10 pg/mL - PA (parcialmente ativo);

10 pg/mL > Clsp > 1,0 pg/mL - A (ativo); Clso < 1,0 pg/mL = MA (muito ativo).

Abreviaturas usadas na tabela: Rend.: rendimento; IC: Intervalo de confianga;

* Amostras preparadas em dilui¢do 1/3.
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Entre os extratos aquosos preparados, através de infusdo, folhas e cascas de G. argenteum
apresentaram atividade antiplasmodica semelhante com Clso = 6,0 e 6,4 pug/mL, respectivamente,
portanto ativas (A). O extrato aquoso de galhos (lenho) apresentou Clso = 28,0 pg/mL (Tabela 20).
Havendo como referéncia o uso tradicional de G. argenteum por remanescentes de quilombos em
Oriximind-PA (OLIVEIRA et al., 2015) e a atividade antiplasmddica observada no presente
trabalho para os extratos aquosos das cascas e isolamento das substancias com atividades in vitro

contra P. falciparum das cascas sdo relevantes contribuicoes para a etnofarmacologia dessa espécie.

Tabela 20: Rendimentos e atividade antiplasmaodica in vitro dos extratos aquosos de G. argenteum

Cadigo Parte Material vegetal (g) Rendimento (%) Clso (ug/mL)
E22 Cascas 109 6,40 6,40 (A)
E23 Folhas 109 25,1 6,00 (A)
E24 Galhos 10g 14,8 28,0 (1)

Clso> 25 pg/mL - | (inativo); 25 pg/mL > Clso> 10 pg/mL - PA (parcialmente ativo);
10 pg/mL > Clso> 1,0 pg/mL - A (ativo); Clso< 1,0 pg/mL = MA (muito ativo) (KRETTLI et al., 2009).

Extratos e fragdes obtidas de cascas de G. urceolatum foram testados anteriormente por
Oliveira (2018) sendo os extratos considerados ativos com Clso = 7,43 pug/mL (1° experimento) e
Clso = 8,95 pug/mL (2° experimento). A fracdo diclorometano (DCM) foi considerada muito ativa
(Cls0=0,08 pg/mL).

5.3.2 Atividade antiplasmddica in vitro e citotoxicidade de substancias isoladas de G.

argenteum e G. urceolatum

As substancias obtidas do extrato aquoso e metandlico de G. argenteum tambeém foram
testadas frente ao P. falciparum e para citotoxicidade, cujos resultados foram descritos na tabela
21 e 22. Para classificar as substancias quanto ao Clso foi utilizado o seguinte critério: Clso > 20
uM = inativo; 20,0 > Clso > 5,0 uM = atividade moderada; 5,0 > Clsg> 0,1 pM = ativo e Cls0< 0,1
uM = muito ativo (ROCHA E SILVA, 2014).
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Tabela 21: Atividade antiplasmddica contra Plasmodium falciparum (Pf) e citotoxica de alcaloides
isolados de G. argenteum.

Clsoe IC 95% P fe MRC-5

Subs N° Nome __ IS
pHg/mL MM Atividade MRC-5 (uM)
_ 10,5 32,5 75,5
A (64) Panarina I 2,32
(4,06-21,7) (12,5-67,2) (60,0 - 84,2)
_— 1,05 3,59 77,3
B (31)  Velosimina A 21,5
(0,63-1,63) (2,16 —5,58) (62,05 —96,4)
o 0,63 2,55 49,7
C (28) Flavopereirina A 19,5
(0,31-0,82) (1,25-3,32) (35,8-68,9)
Cloroquina 0,24 0,75
Controle A NT -

difosfato (0,20 -0,28) (0,63 —0,88)
| — Inativo; AM — Atividade Moderada; A — Ativo; MA — Muito Ativo; NT — Nao testado

A substancia panarina foi (64) ndo apresentou atividade nos testes in vitro (Clso= 32,5 uM).
As duas outras substancias isoladas de G. argenteum, velosimina (31) e flavopereirina (28) foram
consideradas ativas com Clso = 3,59 uM e Clso = 2,55 uM, respectivamente. Velosimina (31) e
flavopereirina (28) ja foram isoladas de outras espécies de Geissospermum, mas apenas a
flavopereirina ja havia sido testada para a atividade antiplasmddica, com Clso= 11,5 uM (cepa K1)
e Clso= 1,83 + 0,10 uM frente a cepa T9-96 de P. falciparum (STEELE et al., 2002). Relatos
anteriores apontam o uso da flavopereirina em formulagbes para tratamento de cancer
(BELJANSKI & BELJANSKI, 1982; BELJANSKI, 1994; BELJANSKI, 2000; BELJANSKI,
2005; HALL & BELJANSKI, 2005), além de ter sido ativa, com Clso = 0,93 uM em teste in vitro
contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis (SILVA E SILVA et al., 2019). Para
velosimina (31) ndo foram encontrados dados anteriores para atividade antiplasmddica (Tabela 21).
Velosimina apresentou baixa citotoxicidade (IS - 21,5) e flavopereirina apresentou seletividade
semelhante com indice de seletividade 19,5, sendo que para Ondo et al. (2012) substancias com IS
maior que 10 s&o consideradas interessantes para estudos in vitro.

Da espécie G. urceolatum foram isoladas cinco substancias, quatro alcaloides e um

triterpeno, as quais foram testadas para a atividade antiplasmddica (P. falciparum, cepa K1) e
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citotoxica (MRC-5), cujos resultados foram descritos na tabela 22. Também foi calculado o indice
de seletividade (1S) para essas substancias.

A substéncia D, lupeol (57), apresentou Clso= 62,4 uM (Tabela 22), portanto inativa, porém
esta substancia ja havia sido testada para atividade antiplasmodica, inclusive foram realizadas
reagOes de semi sintese para melhorar a atividade contra Plasmodium spp. Os derivados do lupeol
foram testados contra a cepa cloroquina-resistente W2 e um dos seis derivados teve um aumento
moderado da atividade antiplasmodial com Clsp = 62,4 + 1,92 uM (BORGATI et al., 2017).
Derivados do lupeol apresentaram outras atividades bioldgicas: atividade antiviral (OGBOLE et
al., 2014), propriedades analgésicas (BULUS et al, 2015), atividade anticancer (MACIEL E
SILVA et al., 2017; MACHADO et al., 2020) e atividade antitripanossomica (MACHADO et al.,
2018).

A aspidoscarpina (41) apresentou Clsp = 2,59 uM (Tabela 22), semelhante ao resultado
obtido por Oliveira (2018), Clso = 2,42 M. Ela também foi isolada de Aspidosperma olivaceum e
testada frente a cepa cloroquina-resistente W2, utilizando o método da hipoxantina *H tendo como
resultado Clso = 5,40 = 2,50 pg/mL e método HRPII (Anticorpos monoclonais especificos para
proteina rica em histidina) com Clso = 4,40 + 0,80 pg/mL, além da avaliacdo de sua citotoxicidade
em hepatdcitos humanos (HepG2) cuja DLMso (dose letal minima para 50% das células) foi 301 +
24,0 ug/mL e indice de seletividade (1S) igual a 56,0 sendo considerada a mais promissora pois no
referido estudo apresentou baixa toxicidade (CHIERRITO et al., 2014).

A substancia G, geissolosimina (33) também foi ativa com Clso = 0,38 uM (Tabela 22),
resultado semelhante ao obtido em ensaio in vitro frente a cepa D10, cloroquina sensivel, de P.
falciparum, com Clso = 0,96 uM + 0,08 (MBEUNKUI et al., 2012a) e contra a cepa FcB1,
cloroquina-resistente, de P. falciparum, com Clso= 1,90 uM = 1,40 utilizando substancia obtida de
cascas de G. laeve (RAMOS et al., 2017).

A flavopereirina (28), substancia C’, obtida de G. urceolatum apresentou melhor atividade
(Clso=1,25 uM) (Tabela 22) que a isolada de G. argenteum (Clso = 2,55 uM) (Tabela 21) e que ao
obtido por Steele et al. (2002) em testes com substéncia isolada de G. vellosii (Clso= 11,53 UM,
cepa K1).

Entre todas as substancias testadas a com menor Clso in vitro foi a substancia geissolosimina
(33) com Clsp= 0,38 uM (Tabela 22).
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Tabela 22: Atividade antiplasmddica contra Plasmodium falciparum (Pf) e citotoxica de

substancias isoladas de G. urceolatum.

Clsoe IC 95% P fe MRC-5

Subs. N° Nome __ IS
pHg/mL MM Atividade MRC-5 (uM)
26,6 62,4
D (57) Lupeol I NT -
(19,3-36,6) (45,3-85.8)
0,22 0,48
E (65) C29H34N203 A NT -
(0,08 -0,44) (0,17 —0,96)
. : 0,96 2,59
F (41) Aspidoscarpina A NT -
(0,34 -1,75) (0,92 —4,73)
: . 0,22 0,38 23,0
G (33) Geissolosimina A 60,5
(0,26 - 0,42) (0,45-0,73) (19,4 -27,2)
o 0,30 1,25 67,8
C (28)  Flavopereirina A 54,3
(0,18-0,52) (0,77 —1,98) (38,4 -119)
Cloroquina 0,24 0,75
Controle A NT -

difosfato (0,20 0,28) (0,63 —0,38)

| — Inativo; AM — Atividade Moderada; A — Ativo; MA — Muito Ativo; NT — Nao testado

Este estudo demonstrou o potencial biologico destas espécies vegetais pois apresentaram
boa atividade antimalarica, o que justifica o seu uso por comunidades tradicionais. Além disso
algumas substancias testadas apresentaram baixa citotoxicidade frente a linhagem celular avaliada,

como a flavopereirina (IS - 54,3) e geissolosimina (IS - 60,5).
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6 CONCLUSAO

Este estudo orientado inicialmente por variacdo das condigdes de extragéo, atividade
antiplasmadica e quimiometria (presenca de m/z x atividade antiplasmaodica in vitro) possibilitou
selecionar extratos ativos de G. argenteum Woodson e G. urceolatum A. H. Gentry contra P.
falciparum cepa K1 para estudo fitoquimico. O estudo quimiométrico possibilitou a caracterizagdo
de ions detectados nos extratos ativos de cascas de G. argenteum e consequentemente o isolamento
dessas substancias.

De G. argenteum Woodson foram isolados trés alcaloides do extrato ativo de cascas:
panarina (64), velosimina (31) e flavopereirina (28), sendo que estes foram descritos pela primeira
vez para a espécie e a panarina (64) para o género.

De G. urceolatum H. Gentry foram isolados quatro alcaloides: aspidoscarpina (41),
geissolosimina (33), flavopereirina (28), a qual também foi isolada de G. argenteum, um alcaloide
ainda ndo relatado na literatura (substancia E - C1Gu-8C) (65), além do triterpeno lupeol (57),
substancia presente em diversos géneros de plantas.

Quanto a atividade antiplasmodica frente a Plasmodium falciparum cepa K1, todos os
alcaloides isolados de G. urceolatum foram ativos, sendo a geissolosimina (33) o mais ativo (Clso
= 0,38 uM) e com baixa citotoxicidade (IS = 60,5). O alcaloide (65) ainda ndo reportado na
literatura também foi um dos mais ativos (Clso = 0,48 puM). Dos alcaloides isolados de G.
argenteum a panarina ndo foi ativa. O alcaloide isolado de ambas as espécies, a flavopereirina,
apresentou atividade antiplasmaodica e baixa toxicidade.

Este trabalho contribuiu para o conhecimento da composicdo quimica de G. argenteum e

G. urceolatum e de sua atividade bioldgica justificando o seu uso em comunidades tradicionais.
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Anexo 1: Construcdo da matriz de dados a partir dos espectros de massas dos extratos.

mfz EGaoCl EGaC2 EGaC3 EGaC4 EGaC5 EGaC6 EGaC7 mfz EGaFl EGaF2 EGoF3 EGaF4 EGaF5 EGoF6 EGaF7 mjfz 1GoGl 1GoG2 1G6oG31GaG4 1Ga G5 1GaG6 1Ga G7

247 0 65,62 0 0 0 0 0 217 37,75 27,04 22,38 58,24 56,51 68,21 66,19 203 0 0 0 0 0 29,64 0
275 0 38,06 o 0 0 o 0 233 0 0 5,61 o o o 0 217 100 100 100 79,25 100 100 100
280 9,99 1] 0 0 0 0 0 249 0 0 0 12,38 0 0 0 233 0 0 33,48 0 0 0 23,71
287 72,26 1] o 50,41 9,74 6,72 7,95 275 9,14 10,29 26,74 38,32 4842 76,25 60,99 249 20,21 o 27,51 o 21,79 24,17 23,49
288 0 38,03 0 0 0 0 0 276 0 0 0 0 14,06 16,93 13,3 273 39,57 60,71 73,77 27,25 33,15 31,67 2745
294 100 59,69 12,79 100 33,09 21,51 21,6 280 0 0 10,29 12,57 28,91 40,03 30,63 280 29,64 40,04 56,07 27,87 53502 49,11 47,35
295 17,85 4528 12,67 0 12,1 10 10,2 281 0 0 5,51 o 15,01 o 0 281 0 o 27,02 o 23,36 o 21,43
299 144 1] 6,37 10,1 0 0 0 283 0 0 0 0 12,13 0 0 288 0 0 31,28 0 22,52 24,05 23,18
301 8,73 9526 14,65 24,05 27,87 16,87 18,89 284 7,31 0 o o o o 0 291 17,22 27,03 39,64 o 0 o 0
302 0 1] 6,14 6,91 9,99 0 0 288 0 0 0 11,56 0 16,24 0 293 0 0 30,49 0 0 0 0
309 53,72 470% 8535 6317 9713 9L26 8292 291 10,11 0 10,12 234 32,18 3783 34,27 294 0 0 0 0 21,38 0 22,34
310 0 1] o 0 15,97 12,28 13,99 293 7 0 574 10,66 13,23 18,13 1597 295 1759 2949 39,16 3949 41,39 39,23 3874
311 11,12 31,41 11,33 11,51 0 0 0 301 7,17 16,48 0 16,64 17,19 27,98 19,97 299 0 0 0 22,17 0 0 0
313 9,28 1] 29,39 13,82 1524 18,37 16,34 305 21,53 22,35 16,36 51 53,69 60,1 5761 300 1703 o 0 24,19 24,23 39,23 0
315 24,44 38,25 6,5 24,97 12,21 8,12 7,73 307 11,63 0 8,01 2301 277 3534 3284 301 23,18 47,34 52,24 27,31 364 4049 29,13
317 0 32,16 o 0 0 o 0 309 0 0 o o o o 12,97 305 26,62 40,76 55,12 43,47 33,36 3649 33,07
321 0 41,89 0 0 0 0 0 313 0 0 7,22 0 11,8 0 0 307 20,22 29,17 389 2596 21,33 257 0
323 9,17 1] 13,05 11,29 16,5 10,37 10,9 323 0 9,26 0 0 0 0 0 309 31,55 75,29 50,16 3551 41,82 49,31 46,81
325 16,88 1] 13,32 15,58 1594 10,31 11,23 325 38,24 29,04 23,64 40,82 42,03 40,32 396 317 0 o 27,39 23,64 0 o 0
327 0 1] 0 0 0 6,88 6,63 326 0 0 5,88 0 0 0 0 337 15 35,44 0 0 25,42 32,05 23,59
329 0 1] 7,75 0 9,35 o 0 327 6,79 0 o o o o 0 339 33,71 48,33 0 40,77 52,83 50,97 52,51
333 0 34,61 0 0 0 0 0 341 1517 27,62 12,33 15836 21,8 20,76 20,18 349 23,67 28,34 0 0 0 0 0
337 11,9 69,15 18,64 14,73 1511 1796 16,08 343 1341 0 23,35 17,29 18,69 22,72 21,80 351 24,18 33,86 29,36 39,3 25,57 30,52 23,62
339 62,28 30,72 100 73,64 100 100 100 a53 0 11,77 o o o o 0 335 18,19 o 25,68 21,28 0 22,93 24,52
340 9.7 1] 0 0 13,24 0 0 355 35,63 43,38 37,74 37383 455 40,63 4044 365 29,74 0 0 45,44 43,91 36,81 48,32
341 0 1] 16,28 8,75 159 1514 16,26 356 0 0 5,92 o o o 0 367 30,1 53,49 43,02 34,45 28,35 35 33,62
343 0 1] 6,78 0 0 7,67 8,31 357 0 9,06 0 0 0 0 0 383 0 35,36 0 0 0 0 0
349 0 49,73 o 0 0 6,96 6,58 365 0 0 o 14,09 o 17,16 1e6,08 385 66,37 88,01 69,79 100 62,5 68533 6727
351 29,63 7843 1646 32,11 2891 24,92 23,55 367 1646 22,34 134 28,65 27 29,99 28,55 413 27,66 63,39 72,69 29,59 43,01 46,54 33,77
355 10,65 38,84 9,8 9,15 0 6,81 5,87 368 6,86 0 0 0 0 0 0 441 0 26,5 0 0 0 0 0
367 0 1] 11,62 10,97 10,9 8,82 8,31 a7l 0 9,71 o o o o 0 463 0 30,62 0 o 0 o 0
383 0 30,55 0 0 0 0 0 333 0 27,53 0 0 0 0 0 468 0 0 0 19,98 0 0 0
413 0 100 o 0 12,25 6,73 0 385 100 100 100 100 100 100 100 511 0 29,84 0 20,89 0 o 0
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Anexo 2: Espectro de MS da substancia A (64).

Analysis Info Acquisition Date  11/19/2019 3:53:15 PM
Analysis Name  DAData\2019\0dran\AluncsiMadens\MS\V19-11-20190ID_ESI+_GASC3F3d

Method DEF_MS.M Operator BDAL@DE

Sample Mame ID_ESl+_GASC3F3 Instrument amaZon speed
Comment Fluxo = 280ulih

diluicac = 100 uL amostra retirada do tubo de RMM, seca e ressuspendida em 1mL de MeOH

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Pasitive Altermating lon Polarity off

Mass Range Mode Enhanced Resolution Scan Begin 100 miz Scan End 2800 miz
Accumulation Time 286 ps RF Level 100 % Trap Drive T6.8
SPS Target Mass 1000 miz Averages 5 Specira Auto M5/MS off

Intens. HS2(i323,20), 4.1rin K307
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ERENE
+*
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254
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32312
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0.0 | L I 1 | |
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Anexo 3: Espectro de RMN de *H (300/75 MHz) da substancia A (64) em CDsOD/CDCls.

GASC3F3 (1H: MeOD:; 5.3 mg) 400UL(MeOD)+ 100 UL CDCI3 ¢/TMS
21/10/2019 c¢/supr H20 do MeOD Op.: Zelina

COICl — Il N LN SO Y, =0T T FOD LD ST RO — oD — 00N DTN D n D
XL AN A AN SN O A WS LR T S F U =SS —In—nh O %
coor‘CDch—H—WJ\G\\D\Dv—v—w:\—'U\r-mr\la\mtrmM\Dr\lcﬂ'\ocﬂ'mwﬂmv-—'CDO\-—C:*r-—O\r-V
Vel el N I B B B B B =S Ta T i o o o — = e O ol =SS A e Oy g g 0 BRUKER
Current Data Parameters
NAME  Marlenel9_GASC3F3_noesy
EXPNO 11
PROCNO 1
PR — w08 1 D e D s — - Acquisition Parameters
[Tl o> ol R R AR R =, Date_ 20191021
VCS‘ g g l?ﬁ e T2 IS % fﬁ;’;RUM ;SIIJRIER3OO
=T SR oo e eee e PROBHD 5 mm DUL 13C-1
| ‘ | N\ NS L7 NS PULPROG zgeppr
W L D 65536
SOLVENT MeOD
NS 64
DS 4
SWH 6103.516 Hz
[‘ FIDRES 0.093132 Hz
| \ AQ 5.3687091 sec
| ,‘ ! | RG 44.5217
ol J (l DW 81.920 usec
o .! / DE 10.00 usec
ol | ﬂ | TE 2920 K
ol Fll o (] D1 2.00000000 sec
! ‘ I fort il Lo D12 0.00002000 sec
M , . Nt ‘ f \ ) P41 2000000.00 usec
. A (el TDO 1
' n J ¥ \ /I \‘": ."f‘ \" \‘ I‘j I"\ ) !
k el . ~—’ TN ======—== CHANNEL {1 ========
SFO1 300.2014689 MHz
NUC1 IH
P1 7.88 usec
. PLW1 20.00000000 W
' ' ' PLW9  0.00004670 W
7.5 7.4 7.3 7.2 ppm
F2 - Processing parameters
SI 65530
SF 300.1999985 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
____L_._._.._. A N PC 1.00

T | | | T | T T T T
9 & 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

PR EEEAREE @ @
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Anexo 4: Espectro de RMN de 3C (300/75 MHz) da substincia A (64) em CD30D/CDCls.

GASC3F3 (13C; MeOD:; 5.3 mg) 400UL(MeOD)+ 100 UL CDCI3 ¢/TMS
08/11/2019 Op.: Magno

<)
- BRUKER

e R o e I s B =]
Lo~ —Sanel = S e R
R e e I o o R o — [E=R= e
e — oD WO (o s B ol o B ot B | —
\ \\ \ I/// | V / \\/ // | Current Data Parameters
NAME Marlenel9_GASC3F3_noesy
EXFNO 21
PROCNO 1
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20191111
Time 1.0&
INSTRUM FOURIER300
PROEHD 5 mm DUL 13C-1
FULFROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT MeaD
NS 57530
D5 0
SWH 24414.063 Hez
FIDRES 0.745058 Hz
AD 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 292.3 K
Dl 0.30000001 sec
D11 0.03 0 sec
D31 0
D4ao a
L4
L5
P32
TDO
======== CHANNEL f1 ==
SFO1 75.49828882
NUC1 13C
Pl 8.75 use
PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL f2 ========
SFOZ 300.2012008 MHz
NUCZ 1H
CPDPRG [2 waltzle
FCPDZ 90.00 usec
PLWZ 20.00000000 w
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
Fz Processing parameters
aI 32768
L 8F 75.4852669 MHz
N MW m ] WDW EM
h w ‘ 5B 0
LB 3.00 Hz
GB 0
EC 1.40

170 160 150 140 130 120 110 100 90 g0 70 60 50 40 30 20 10 ppm
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Anexo 5: Espectro de DEPT 135 (300/75 MHz) da substancia A (64)) em CD3OD/CDCls.

GASC3F3 (Dept 135; MeOD; 5.3 mg) 400UL(MecOD)+ 100 UL CDCI3 ¢/TMS

23/10/2019 Op.: Zelina (—-.>(7

W/ | V1o WV
» Marlens 3_noesy
T T T T T T T T T T T T T T
120 110 100 9() 80 70 60 50 40) 30 20 10 ppm
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Anexo 6: Espectro de HSQC (300/75 MHz) da substancia A (64)) em CD3OD/CDCls.

GASC3F3 (HSQC: MeOD: 5.3 mg) 400UL(MeOD M 100 UL CDCI3 ¢/TMS 23/10/2019 Op.: Zelina
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Anexo 7: Espectro de HMBC (300/75 MHz) da substéancia A (64) em CD3OD/CDCls.

GASC3F3 (HMBC; MeOD: 5.3 mg) 400UL(MeOD)+ 100 UL CDCI3 ¢/TMS
23/10/2019 Op.: Zelina
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Anexo 8: Espectro de COSY (300/75 MHz) da substancia A (64) em CD3OD/CDCls.

GASC3F3 (COSY; MeOD; 5.3 mg) 400UL(MeOD)+ 100 UL CDCI3 ¢/TMS 23/10/2019 Op.: Zelina
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Current Data Parameters
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SwH
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20
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Anexo 9: Espectro de NOESY (300/75 MHz) da substancia A (64) em CD3OD/CDCls.
GASC3F3 (NOESY: MeOD:; 5.3 mg) 400UL(MeOD)+ 100 UL CDCI3 ¢/TMS 08/11/2019 Op.: Magno
\ gocay

t Data Parameters
Marlensl9_GASC3IF3_noesy
400

P
J. Il b PR (W STURE YUY\ O Y1 N

cquisition Parameters
2013111¢C
6.1

L L

ST

_
- 3
2
=
[l
1
| "
il
) . &bt
* [] vl
LI
| |
Lo e TEE
sF 300.2000000 Miz
T T T T T T T T T T T T T T T T T T “']E '\‘S'":;:
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 05 00 ppm Eg 5‘ He
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Anexo 10: Espectro de JRES (300/75 MHz) da substancia A (64) em CD30D/CDCls.

GASC3F3 (JRES; MeOD; 5.3 mg) 400UL(MeOD)+ 100 UL CDCI3 ¢/TMS
08/11/2019 Op.: Magno

ML ik A

M . ppm
- Current Data Parame
NAME Marlenel?
~6.38
~6.40
]
|
| ~6.42
' {": F
m6.44 ¢
DW 8
[']; l:J.OC_J
-6.46 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
" INO 0.00333330 sec
1 I
“ |08
(‘ (“ : -6.50 -
PLW1
' " ' F;, — Acquisition parameters
” S
TT:T,'{"S
- 6.54 ;'nlv.nrﬁ
F2 - Processing
[ 656 ;«rw\. 00 EM .
SSB 0
I_.P- ]_U.D Hz
~6.58 L]E 1.03
Fl Processing parameters
o: 1E'Z‘—].
~6.60 ZIE( 303.200%\5’5 MHz
WDW SINE
SSB 0
- 2 J:E 0 Hz
T T \ T T T T T \ T \ T T T T T T 6.62 0
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 ppm
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Anexo 11: Espectro de MS da substéncia B (31).

Imensé: +M53(325.10->293.10), 9.4min #544
%100,
5
4- 293.09
] ¢
3
2]
11
] 136.12
n ] J l i L

199



Anexo 12: Espectro de RMN de *H (300/75 MHz) da substancia B (31) em DMSO-ds.

Marlene20_1MC59 (1H SUP; DMSO; 1.8mg) 29/09/2020

Op.: Magno
. C<D)
) T vl AL~ =0l S =l =Ry =X oo =l O~
oo NOC OO ALY ==X nnmao o T OCco ey = rmolo o — o oo — O
= RS ESES N el - e i fie - - No IECIESE oIS S TS IR I N Nl l s T S S Sl e N ] S gNe]
— =2 el e e el e e e T el o s S e - i T e T s o o SR o SR o B o B o B ot B ot o B ot B o B o B o IR R R B
Marlene2Q_1M _DMSO
[Ep o] oY O W=t AN 1
™Moo O = P O SN O WO
(e T A Vo] M HH OO NO heanleit 1o
Mmoo N~ P gl e NP wequisition Parameters
[ e e O~ 0 W0 W00
o N Iy
- N [
o - L
|
R s maa e o R
7 i 4 7 : 3 B 2 7 . 1 7 . 0 ppm PLWS 0.00001000 W
e " uL“ A
-
I I T | I I I T I I T |
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

e EEEE A A [EEE 6 EER
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Anexo 13: Espectro de RMN de 3C (300/75 MHz) da substancia B (31) em DMSO-ds.

IMC59 (13C; DMSO-d6; 1,8mg) 03/10/2020 Op.: Sabrina

204.2

Qoe o= BRUKER

[al e o] —

\ \/ | Lt Data Parameters
Marlene2(_1MC53C_DMSO

CHANNEL f2
SFO2 300,2012008 MHz

210 200 190
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T

140 130

T

120 110

T

100 90
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Anexo 14: Espectro de DEPT 135 (300/75 MHz) da substancia B (31) em DMSO-de.

IMC59 (DEPT 135; DMSO-d6; 1,8mg) 02/10/2020 Op.: Sabrina

204.1
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e nw
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irrent Data Parameters
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———————— CHANNEL f2 ========
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F2 - Processing parameters

[ 8

sI
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Anexo 15: Espectro de HSQC (300/75 MHz) da substancia B (31) em DMSO-ds.

IMC59 (HSQC; DMSO-d6; 1,8mg) 06/10/2020
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o e
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Anexo 16: Espectro de HMBC (300/75 MHz) da substancia B (31) em DMSO-ds.

Marlene20_1MC59 (HMBC; DMSO:; 1.8mg)01/10/2020
Op.: Magno

] H
_ b
——___‘ N o
_ - PR
] . i - - 100
= - =120
— - L] -
-qi . a = [} o
— . - Coe - - 140
- 160
- 180
T T T T T T T T
11 10 9 8 7 4 3 2 ppm

Taoo T

quisition Parametars
20201001

=== CHANNI
301

FLH1 20.00000000

Pc

El - Procsssing par

75.485.
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Anexo 17: Espectro de COSY (300/75 MHz) da substancia B (31) em DMSO-ds.

Marlene20_1MC59 (COSY: DMSO: 1.8mg)01/10/2020
Op.: Magno

H Lk L

Ih 0
0 ppm GB 4]

11 10 9 8 7 6 5 4 3

(S8}
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Anexo 18: Espectro de NOESY (300/75 MHz) da substancia B (31) em DMSO-de.

Marlene20_1MC59 (NOESY; DMSO; 1.8mg)29/09/2020

Op.: Magno
| VT

BRUKER
(<O

ppm

Current Data Parameters
Marlene20_

9C_DMSO

400

rameters
Q - 20200929

g 2

e ,
T

F2 - Processing parameters

SI 1024
SF 200.2000000 MHz
- WDW QSINE
10 SsE E
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
Fl1l F1 - Processing paramsters
I ¥
s1 1024
HCZ TPPI
SF 300.2000000 MHz
T I T ! I I T T ! T T T WD QSINE
S5B z
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm LB 0 Hz
GB 0
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Anexo 19: Espectro de MS da substancia C (28).

Analysis Info Acquisition Date  5/2572020 5:04:38 PM
Analysis Name  D¢\Data\20200Adrian' Alunos'WarlensWSI25-05-2020N0_ESl+_1MCT5B.4
Method ID_ESk_50-800.m Operator BDALEDE
Sample Name  |1D_ESk_1MCTSBE Instrument amaron speed
Comment Diluigio: 20 uL {1mgimL)+ 880 ul MeOH
Irdens. vMED (248 70}, 9.Bmin AG07
1108
231.82
s
4
S
24
F4B.87
L
14
i
o |
a0 100 150 200 250 300 350 miz
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Anexo 20: Espectro de RMN de *H (300/75 MHz) da substancia C (28) em DMSO-ds.

Marlene20_IMC75B2 (1H sup: DMSO; 2.5 mg) 20/05/2020

Op.: Magno
o o0 ol [=NuN=Ny] oSt Sl O <t <+ <+ el en =+ =l
RERE SR RCAES2R 53R 822 S PR Sgg
HEERERYTEIIIRLLCEEEEISII R ZE4
[l R e e e SR il e el e o o el S Sl sl S S S sl e o [ I ] —— -

)
ﬁ
|

C><)
BRUKER

g E CEE SECZES 42725848 2229 Current Data Parameters
& = B2 L9398 s ERCICRER 2533 NAME Marlene20_1MC75B2
f=) =) o0 90 ¢ 0 OC O O o0 o Lol Sl el el e e Ll ol EXPNQO 11
\ ) |/ N ' SA VAL N L) BROCNO 1
Vo | Wit \ W 1 AN
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20200520
Time 10.12
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgeppr
} ™ 65536
‘ l SOLVENT DMSO
NS 3z
‘ [ I ‘ Ds 4
M swH 6103.516 Hz
| | FIDRES 0.093132 Hz
| 20 5.368709L sec
‘ ‘ | | RG 251.189
‘ DW 81.820 use
‘ H H HH ‘ n DE 1000 use
| ‘ | ‘ ‘ “‘ | | TE 293.6 ¥
| (I [l i I D1 2.00000000 sec
1 WL UL MUl it \Iu [y D12 0.00002000 sec
NIV M ARV VARV AL / ALY SOV P41 2000000.00 use
™0 1
= CHANNEL f1 = =
T T T T T T T T T T T T T T T SFOL 300.2010132 MHz
93 92 91 90 89 88 87 86 85 84 83 82 &1 80O 79 78 17 76 75 ppm E&TCI ; éé{
. use
PLW1 20.00000000 W
BLWY 0.00001000 &
F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 300.2000000 MHz
WDW EM
‘ 55B 0
LB 0 Hz
‘ GB 0
BC 1.00
‘ won w | UL
J— Y WP ! | L ~ ! (NS N AV
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 50 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
deds R o o
s | - ] [ P S ) - P
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Anexo 21: Espectro de RMN de 3C (300/75 MHz) da substancia C (28) em DMSO-ds.

Marlene20_1MC75B2 (13C; DMSO; 2.5 me)
20/05/2020 Op.: Magno

<)
BRUKER
(C><)

Current Data Parameters

TN OO =X ORI ND D
B L - - k] = o
=Wt = =S el ol — =~ =~ '\
TEognTdddaada == g =

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 & 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 15 10 5 0 ppm

NAME Marlene20_1MCT5B2
EXPNO 2
PROCNO 1

FZ - Acguisition Parameters
Date_ 20200522
Time 17.29
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

D 32768
SOLVENT DMS0

NS 163840

Ds o]
sWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
RQ 0.6710886 sec
RG 501.187

D 20.480 use
DE 10.00 use
TE 293.0 K
D1 0.30000001 sec
Dil 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.02336821 sec
L4

L5 8
P32 90.00 use
TDO 1

CHANNEL fl ==

SFOL 75.4928982 MHz
NUCl 13C

Pl 8.75 use
PLW1 50.00259835 W

CHANNEL f2 ==

SFO2 300.2012008 MHz
nucz2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 0.00 use
PLW2 20.00000000 w
PLWlZ2 0.16806000 w
PLW13 0.13613001 W

F2 - Processing parameters
32768

SI

5F 75.4853500 MHz
WDwW EM

558 0

1B 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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Anexo 22: Espectro de DEPT 135 (300/75 MHz) da substancia C, flavopereirina (28) em DMSO-ds.

Marlene20_1MC75B2 (dept135; DMSO; 2.5 mg) 20/05/2020

Op.: Magno
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Anexo 23: Espectro de HSQC (300/75 MHz) da substancia C (28) em DMSO-ds.

Marlene20_1MC75B2 (HSQC; DMSO; 2.5 mg)20/05/2020
Op.: Magno

L i

T T \ T T T \ T T T T
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Anexo 24: Espectro de HMBC (300/75 MHz) da substancia C, flavopereirina (28) em DMSO-ds.

Marlene2(0_IMC75B2 (HMBC:; DMSO: 2.5 mg) 20/05/2020
Op.: Magno
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Anexo 25: Espectro de correlagdo H - 'H - COSY (300/75 MHz) da substancia C (flavopereirina, 28) em DMSO-ds.

Marlene20_IMC75B2 (COSY: DMSO: 2.5 mg) 20/05/2020
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Anexo 26: Cromatograma CL/MS da substancia C’ (28).

Inten&’
[MAUH
x10°

2_

C18_ESI+_1MC62BP1_buL_1-42_01_1877.d. UV Chromatogram, 190-400 nm

6 ' 8 ' 10 12 ' 14 Time [min]

Intens.
20004

] 226
1000

UV, 5.1min #1285

290 348 385

200 220

240

260 280 300 320 340 360 Wavelength [nm]

Intens.
x108]
: 248.73
2.04
1.54
1.0

0.54

0.0—

32857374.36
Log L

+MS, 5.3min #455

492,57 663.93

100 200
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400 500 600 700 800 900 “miz

Bruker Compass DataAnalysis 4.2

printed: 6/9/2020 8:28:52 PM by: BDAL@DE Page 1 of 1
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Anexo 27: Espectro de RMN de *H (300/75 MHz) da substancia C’ (28) em DMSO-ds.

Marlene20_IMC62BP1 (1H SUP; DMSO: 5mg) 27/05/2020

Op.: Magno
st O w~ O SO~ O w1 00 o 00 =t Clr~wvi — 0> v, [~ 00 OO
o~ 0l S w e e o — s Oyl oC — o <t oy =k o0 o0 — N DN
o= RV = AN — ROV S~ — 0D e el = eI SRR =l Sl SR |
e BRI DAV RV RS Bt R N = = Oy 9y 08 0q & 0qn oy
TN OC 00 00 00 00 00 0 0 [ e S i Sl S e [aa T <ol o I ot B o BN o I o I B e B
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| ||
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__.JFUUU.'\_;J..\.JL,_‘,,."."\_J“ULJ‘J

Lm.«ﬂws’\— A JIJ.,\.M " WL'&__, '.,bl LA

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 ppm 3 2 1

e HER BgEe

C><)
BRUKER
(>

Current Data Parameters

NAME  Marlene20_1MC62BP1
EXPNO 11

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20200527

Time 17.14
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG Zgcppr

TD 65536
SOLVENT DMSO

NS 64

DS 4

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 43.5745

Dw 81.920 usec

DE 10.00 usec

TE 2035K

D1 2.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
P41 2000000.00 usec
TDO 1

======== CHANNEL f] ========
SFOL1 300.2010437 MHz
NUC1 1H

Pl 7.88 usec

PLW1 20.00000000 W
PLW9 0.00001000 W

F2 - Processing parameters

SI 65536

SF 300.2000000 MHz
WDwW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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Anexo 28 Espectro de RMN de *C (300/75 MHz) da substancia C’ (28) em DMSO-ds.

Marlene20_IMC62BPI (13C; DMSO: Smg) 29/05/2020

Op.: Magno
= e R R Rl =R R =R A W W e
g T i goiciol = — == et e
] pou it st Rl s o s & 2
LT LW
T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Current Data Parameters

NAME Marlene20Q_1MCG2ZBEP1

EXPNO 2

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20200529

Time 16.59

INSTRUM FOURIER30Q

BROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG zgpg30

D 32768

SOLVENT DMS0

Hs 174080

DS a

SWH 24414 .063 Hz

FIDRES 0.745058 Hz

RQ 0.6710886 sec

RG 501.187

DwW 20.480 use

DE 10.00 use

TE 292.9 K

Dl 0.30000001 sec

D1l 0.03000000 sec

D31 0.00000875 sec

D40 0.02336821 sec

L4

LS g

P32 90.00 use

TDO 1

CHANNEL f1 =
75.4928982 MHz

13¢
8.75 use

50.00259835 W

CHANNEL £2 =======
300.2012008 MHz
1H
CPDPRG[2 waltz1l6
PCPD2 90.00 use
PLW2 20.00000000 W
PLWlZ2 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W

F2 - Processing parameters
32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 4]
LB 1.00 Hz
GB [
EBC 1.40
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Anexo 29: Espectro de HSQC (300/75 MHz) da substancia C’ (28) em DMSO-ds.

Marlene20_1MC62BP1 (HSQC; DMSO; 5mg) 27/05/2020
Op.: Magno
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Anexo 30: Espectro de HMBC (300/75 MHz) da substancia C’ (28) em DMSO-ds.

Marlene20_IMC62BP1 (HMBC; DMSO; 5mg)28/05/2020
Op.: Magno
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F2 - Processing para
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Anexo 31: Espectro de correlagdo *H - 'H - COSY (300/75 MHz) da substancia C’ (28) em DMSO-ds.

Marlene20_1MC62BP1 (COSY:; DMSO; 5mg) 27/05/2020

Op.: Magno
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Anexo 32: Espectro de massas (EMAR) da substancia E (65).

Analysis Mame  D\Data\Usuarios\20 1 8\Adrian\alunosiDiana'DatallC_MS\21-02-2019W0DS_ESH_34_0.5ul_1-18_01_3452 d

Method LC_MS_TuneLow_ESI+_noFocus_100-1000_18min.m Operator BDAL@EDE
Sample Mame ODS_ES|+_34_0.5ul Instrument micrOTOF-O
Comment 003 5020
Fbe=0,25 mLimin[S5plif]; F=35C;P=2180psi; C=0.8mg/mL{MeOH:H2O); Inj=0,5uL;
A[H20+0.1%HCOOHVB{MeOH+0,1%HCOOH)
0-10min_20-100%
10-12min_100%
12-14min_100-20%
14-168min_20%
injetor:MeOH
Calib.:HCOOMNa 10mM_snd
Meas. mfz # Adduct lon Formula miz em[ppm] m3igma
4202540 1 M+H C2ZBHI3N202 4202537 0.8 36
46026656 1 M+H CZBHISN203 4502642 -5.1 1628
Irdean_ ODS_ESl+_34_0.5uL_1-19_01_3452 d: BPC #All M
10
miz 4592887
20
15
1.0
05
It ODS_ESi+ 34 0.5uL_1-18_01_3452.4 UV Chromatogram, 240 nm
[m%gl
Yy
W i
&0
4o |
20 | -
e —
o — —— -
0 i 2 i H 5 [ 7 8 9 Time [min]
Intens. +MiE, 7.1-T dmin #2427 244
x108
4503665
1.5
1.0 =]
&
05
B17¥.5226
181.0615 l
o0 .
100 200 300 400 500 00 oo ano oo miz
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Anexo 33: Espectro de H (300/75 MHz) da substancia E (65) em CDCls.

Marlene20_IMC39I(1H; CDCI3; 3.5 mg) 09/04/2020

Op.: Magno
— OV UVMOANLY XTI FTON T OO ALV TR0 TN TNV =L =[O
V=[O OVLOC—CI DN LR T O TN XLFIION —0N I — WD oWl
ool =~ oo macl gy ww v SE S, oo s s
Eol=eR i o o o S et e o el et ol et =N RN RS s H HE sl R o N ) e = —— O OO

| A f
\ ﬂl | ‘ f‘,ﬁl ‘ iy "‘ \II M M H‘,‘
_,,_,,./‘J‘l ”lnlu.w_n,ﬂ W\Jl\j | VN U b r) lﬁ‘\ NIU j\‘-“kﬂ_w F‘.‘I : k ,.N” IV‘u” '- \'L \w F' \

ppm 1.5 1.0

8.4 8.2 8.0 7.8 7J7.6 7.4 7.2 ppm

P e - e
I I T I I I I I I I I 1 |
12 11 10 9 8 7 6 5 1 ppm

Current Data Parameters
NAME Marlene20_1MC39T-HPLC
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 - Ac q\n':tjon Paramet

20z JD4F
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Anexo 34: Espectro de *C (300/75 MHz) da substancia E (65) em CDCls.

Marlene20_1MC39I(13C; CDCI3; 3.5 mg) 09/04/2020
Op.: Magno

R L L A R _
v vt o = e R S el e ooy
=] A R s ol o I o I o I o I o I ol IIESe I I B -l N ND on o= — O NO Yl Oy

—6.6

T T T T T T T T T \ T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

10

ppm

CHANNEL f2
300.2012008

wWa

20.0000
0.1

MHz
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Anexo 35: Espectro de HSQC (300/75 MHz) da substancia E (65) em CDCls.

Marlene20_IMC39(HSCQED; CDCI3; 3.5 mg) 09/04/2020
Op.: Magno

|

ppm
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Anexo 36: Espectro de HMBC (300/75 MHz) da substancia E (65) em CDCla.

Marlene20_ 1MC39I (HMBC; CDC13;| 3.5 mg)09/04/2020
Op.: Magno

BRUKER
- P— ppm
v o 0 5“'“:\
L ]
L . -
- -
o 120
- . - .
-
- 140
i a® o
160 -
- - ey

T T T T \ T T T T T T T T T T T T T T T
95 90 85 80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm
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Anexo 37: Espectro de COSY (300/75 MHz) da substancia E (65) em CDCla.

Marlene20_1MC39I(COSY; CDCI3; 3.5 mg) 09/04/2020
Op.: Magno
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Anexo 38: Espectro de massas da substancia G (33).

Analysis Info Acquisition Date  8/5/2020 4:12:57 PM
Analysis Name  D:\Data\2020\Adrian\Alunos\Mariene\LC-MS\05-08-2020\C18_ESI+_1MC40AP4_1ul_1-2_01_1944.d

Method 1944.m

Sample Name  C18_ESI+_1MC40AP4_1uL Instrument amaZon speed
Comment XR-0ODS 2X5

A(H200.1%AcFormico)/B(MeOH)
Fluxo:0.3 mL/minSplit0,045 mL(MS)/0,255mL(desc);P:2591psi
V.inj:1uL;C=1mg/mL(MeOH);Forno:35C

Inj=MeOH
0-10min: 20-60%
10-12min: 60-100%
12-13min:100%
13-14min:100-20%
14-15min:20%
Intens. +MS, 5.1-5_3min #292-308
X107+
288,68
2.0
1.51
1.04 266.73
510.61 574.12
0.5
0.0 y . - . . . ; . ,
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
Bruker Compass DataAnalysis 4.2 printed: 8/6/2020 3:49:01 PM by: BDAL@DE Page 1 of 1
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Anexo 39: Espectro de RMN *H (MH300/75 MH) da substancia G (33) em DMSO-ds.

Marlene20_1MC40AP4 (1H SUP; DMSO; 2mg)
26/06/2020 Op.: Magno

o

Ao MOnY N — N T~ — O~ ol =l —= ol v O el 0 — =f M
r—moxvr-r-m—MONr\lc\oommv—t-Nt-c\mooxoocowmolmr-m~\oocmoocxocgooor-mmom

ORI TN — NN =S XX TFTCNOTFTTFT VXU OC\OoW s Cal 0w — 0 [~ vi O\ = = BR KER
sTHaa-A—SgScSagaaageedRog S oagEE e acoaagengoggy U

B =T o o e o ol e el et Ve SN s SN e SN e SN s IV o T SR Sl e Rt s I o I o o B o B o B o B o B o B B B B B i B i B B LN

Current Data Paramete

Date_

~ - @ WO OO N W o M 0 NAME Marlene20_1MC40AP4
o o= - ~ M W00 N N © — 11
o~ = M H O MM O ® ~ = 1
NN ™ - 4 OO0 O0OoOoOOCOo o o

. . . .. o menien s

~ o~ ~ O [teptel EE

| LAY

RUM FOURIL
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG ZgCppY
D 85
SOLVENT

- —

T T T T T T T T T T T
7 5 ppm

o EE BA Aselis @ 6
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Anexo 40: Espectro de RMN de 3C (300/75 MHz) da substancia G (33) em DMSO-ds.

Marlene20_1MC40AP4 (13C
Op.: Magno

: DMSO; 2mg) 26/06/2020

S CZUZESRZTUZ N R R AR T
s Sodad=-=zDzDc=S< & ETTEFTICRETEFERSLGICS
L N AN SN Vs
T T | T T T T | T | T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Co<)
BRUKER
(. ><)

Current Data Parameters
B Marlene2(_1MC40AP4
2

1

SOLVENT
NS

SWH

140

L5 2

P32 10,00 use
TDO 1

CHANNEL f1
75.4¢

50.002

CHANNEL f2

SFO2 300.2012008 MHz
NUC2

CPDPRG (2

PCPD2

PLW2 20.00

PLW12 0.

PLW13 0

75.4853500 MHz

EM

SSE 0
B 1.00 Hz

GB o]

pPC 1.40
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Anexo 41: Espectro de HSQC (300/75 MHz) da substancia G (33) em DMSO-ds.

Marlene20_1MC40AP4 (HSQC; DMSO; 2mg)
26/06/2020 Op.: Magno

|
. .
: tee o w
. * :
. 4
\
‘ w o
. » o o
L]
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L]
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T T T T T T T T T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
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Anexo 42: Espectro de HMBC (300/75 MHz) da substancia G (33) em DMSO-de.

Marlene20_1MC40AP4 (HMBC; DMSO; 2mg)26/06/2020

Op.: Magno

A

A

A

|

ppm

<)
BRUKER
(<)

urrent Data Pa 0
HAME Marlsnez0_lMC4DARY
EXPNO 300
FROCHO 1

F2 - Aeguieitisn
Date_

Tims
INSTRUM
FROBHD 5
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Anexo 43: Espectro de COSY (300/75 MHz) da substancia G (33) em DMSO-ds.

Marlene20_1IMC40AP4 (COSY; DMSO; 2mg) 26/06/2020
Op.: Magno

GENAM[1]

Gpzl
) Plé

Fl - Acquisition p:
TD
sFO1

Fl1 - Processing param
C

E10 'n ]

0 ppm =
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Anexo 44: Espectro de NOESY (300/75 MHz) da substancia G (33)) em DMSO-ds.

Marlene20_1MC40AP4 (noesy; DMSO; 2mg)13/07/2020
Op.: Magno

A

11 10 9 8 7 6 5 4 3

Fl - Acquisition

™D

SFO1
s

LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00

F1 - Processing para
SI
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Anexo 45: Espectro de MS e fragmentacao da substancia F (41).

Generic Display Report (all)

:10‘5‘
37915
5.
5.
164.20
18418
190,16
‘.
3 § .
" -
-
-
- = -
2 E 1 2
o . - = E »o
] &
Fi o B L1]
1 13423
ITLIE
17623 218,13 1138 ETER Y *
4.9 LR T R ]
13213
13419 |

Bruker Compass DaaAnalyss 4.2

+MS2(3T1_20), 10.0-10 Trmin E520-558
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Anexo 46: Espectro de RMN de *H (300/75 MHz) da substancia F (41) em CD3OD.

Marlenel9_GuP2_MeOD (1H; MeOD; 3.7 mg)
18/07/2019 Op.:Magno

[ IN=N oW o I o l= WV} O o — ol — oo~ T on ol TSl =0 ol ol 00—
Sl oot~ ST oo T O oot O X N0 oo DO
OO n —m X nnAa oS rncado e — o8 T moc N nmaA— 00T —0 O o X e TF —
e e R e i i e R e e B e A = R e e o R e e A e e e e R R e T T S e
e R R R R R R R R R R R T T T R R e e R R R e e e e e == ==R=E=] BRUKER

(><I

ent Data Parameters
Marlenel9_GuP2_MeOl

1

1

~6.8829
——6.8772

I\le
1V
| |
| l
| |
.
:HI \
6.90 6.45 ppm
Processing parameters
M .
o0
T \ T T T T T T T T \
10 9 8 7 6 5 4 2 1 ppm

o) B e B
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Anexo 47: Espectro de HSQC (300/75 MHz) da substancia F (41) em CD3OD.

Marlene19_GuP2_MeOD (HSQCED; MeOD:; 3,

25/07/2019 Op.:Magno

J

mg)

L ]
L] L1 e
c» o8
Y s
" o
L
o o
L
= * -
’
o«
e°
9
[ ]
I I I T T T T T ! T T T T T I T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 0.0

PP

=100

F110 =

ppm
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Anexo 48: Espectro de HMBC (300/75 MHz) da substancia F (41) em CDsOD.

Marlenel19_GuP2_MeOD (HMBC; MeOD; 3.7 mg) ||

23/07/2019 Op.:Magno

Jw ;I‘ L_/-L_H__/‘U“’\__J MQL\"J'J“J\ W@"I'L __._L‘L_AT._
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e
.
°
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<)
BRUKER
(>

ant Data Farameters
Marlens13_GuPZ_MsoD
300

o
FROCHO 1

F2 - Requisiticn Parameters
20130723

o

? 1
mbcgplpndaf
2048
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Anexo 49: Espectro de COSY (300/75 MHz) da substancia F (41) em CD3OD.

Marlenel9_GuP2_MeOD (COSY:; MeOD; 3.7 mg)
25/07/2019 Op.:Magno

<)
BROUKER

l -~ ppm

Current Data Parameters
o ] NAME Marlenel9_GuFZ_MelD
—[ A 100
g .‘d_ 200 \
]
o - 3
M ; 5
. -1 SrEROG .
0 s b
[ S ]
e : -2 RQ ¢
0 ; o usec
CHANNEL fl =——==
v 5 300.2019513 MHz
) -4 :
L 20.00000000 W
GRADIENT C s
GPNAM[1 ST
GPZ1 %
ﬁ P16 1 s

|
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Anexo 50: Espectro de MS (APCI+) da substancia D (57).

Intems.
xo”

2.5

20

15

1.0

05

150,08

121,97

250,84

#ME, 3.7-4. 1min BS1E - 1005

409,65

399 4

oy

K25 56

573.45

44153 663.31

BOT 44
55152 637,15

38340 74

69351

Bruker Compass DataAnalysis 4.2

printed: 8202020 2:33:51 PM by: BDAL@DE Page 1 0f 1
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Anexo 51: Espectro de *H (300/75 MHz) da substancia D (57) em CDCls.

MCGUCF]15 (1H; CDCI3; 3,3 mg) 26/02/2019

Op.: Zelina

<)
BRUKER
(L ><)

Current Data Paramet
E Marlenelg_|

Fz — Acguisition P
Date_ 2
Time

N FOURI
E B DUL 13C
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CHANNEL f1 =
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XN oo v ool vy OO n oo Nl — Oy —ow —
VOGO T =R OO~ NGO X OO T o — o s ons e O oy g
CONXM- OO~ nnn T O XXX OO0 o0l o -l oown h=l
A ToI RS mEO AR RLLRL Ol == =008 RHBE LSS
~~ el N — A~ A~ A A A A A A A=~ = 00D D00 [
[ ll= 2T = OO o ol = O v — O <t —
o0 ol [ I A i A T Sl Sl SR B et B N sl en il Wl Yol N o R e
KL= D RO W OO N RSO Ol OO
o n Mool == g n oY
— e e e B B e e R R I I e [ v [ o I e R e R )
] \\ \‘ L oL \‘ \ | ] \ | ] ) ) )
v ) A T R N Vo r
| ‘ /|
| |
U Il
I I
v |
I ! I I ' '
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41 A jun L_——_
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o () RS
v | i = V clfccltlenlenl—lenitl—lnlel
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Anexo 52: Espectro de RMN de *C (300/75 MHz) da substéincia D (57) em CDCls.

MCGUCFI15 (13C; CDCI3; 3,3 mg) 20/03/2019
Op.: Zelina

151.03
109.34

= CHANNEL f1
75.4897

4

T T T T T T T T T T | T \ T | T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm
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Anexo 53: Espectro de RMN DEPT 135 (300/75 MHz) da substancia D (57) em CDCls.

MCGUCF]I5 (Deptl35; CDCI3; 3,3 mg) 26/02/2019

Op.: Zeli

. 2 2 Q285855 8ITIRREL88]
=4 2 N RRESTRRRETIRIISLGES
| | ERNNEREESSS S VAN

A i

i «

18.30
17.99

16.12
15.95
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14.53

%

T T T T T
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2
A

<)
BRUKER
(<D

Current Data Pa
NEME Marlen
EXPNO
PROCNO

FZ - Acquisitio

rameters
el8_MCGUCF
41

1

n Paramete

Date_ 20190227
Time 11.22
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
BULFROG deptl135
D 65536
SOLVENT cpcl3
NS 4096
DS 8
SWH 24414.063 H
FIDRES 0.372529 ®
AQ 1.3421773 s
RG 501.187
DW 20.480 u
DE 10.00 u
TE 289.8 K
CHST2 145.0000000
Dl 2.,00000000 s
D2 0.00344828 s
Dl4 0.00001114 s
D33 0.00000825 s
D34 0.00344053 s
D35 0.00345340 s
L4 40
B32 90.00 u
DO 1
======== CHANNEL fl =====
SFOl 75.4913881 M
NUCL 13¢
El 8.75 u
B2 17.50 u
PLW1 50.00299835 W
smss=s== (HANNEL f2 =ss===
SFO2Z 300.2009601 M
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzl6
E3 8.25 u
B4 16.50 u
PCPDZ .00 u
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
F2Z - Processing parameter
SI 32768
SF 75.4853512 M
WDW EM
S5SB o]
LB 1.00 B
GB 0
EC 1.40
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Anexo 54: Espectro de HSQC (300/75 MHz) da substancia D (57) em CDCls.

MCGUCFI15 (HSQCed; CDCI3; 3,3 mg)26/02/2019

Op.: Zelina
J A _u Y ppm
— =0
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= o4
—— '.:zav = 20
% o,
2 oo - 30
&g J
== co & 40
S— ° % - 50
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E 60
i
3 = 70
i
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= 90
=100
00 E110
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1
1.5 1.0 05 00 ppm
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Anexo 55: Espectro de HMBC (300/75 MHz) da substancia D (57) em CDCls.

MCGUCF15 (HMBC; CDCI3; 3,3 mg)20/03/2019

Op.: Sabrina
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Anexo 56: Espectro de COSY (300/75 MHz) da substancia D (57) em CDCls.

MCGUCT15 (GCosy; CDCI3; 3,3 mg)26/02/2019

Op.: Zelina
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Current Data Parameters
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F1 - Processing parameters
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Anexo 57: Espectro de NOESY (300/75 MHz) da substancia D (57) em CDCls.

MCGUCF15 (Noesy_G; CDCI3; 3,3 mg)22/03/2019
Op.: Zelina
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