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Avaliacao da atividade leishmanicida de constituintes quimicos dos galhos de

Angostura bracteata (Nees & Mart.) Kallunki (Rutaceae)

Autora: Denise Silva Arrais
Orientadora: Profa. Dra. Vanderlucia Fonseca de Paula

RESUMO: O presente trabalho descreve o estudo quimico do extrato etandlico dos
galhos de Angostura bracteata, familia Rutaceae, assim como a avaliagdo da
atividade leishmanicida in vitro dos seus extratos (folhas e galhos) e de algumas
substancias isoladas. As substancias foram purificadas utilizando métodos classicos
de separagéao e identificadas através de métodos espectrométricos de analise (RMN
de 'H e de 3C (1D e 2D) e CG-EM). A partir do extrato etandlico dos galhos, foi feita
uma coluna filtrante para obtencao de trés fracdes: Fracdo hexanica, fracdo acetato
de etila e fracdo metandlica. Da fracdo hexanica, foram isolados trés alcaloides
quinolinicos: 4-metoxi-2-(1’2’-trans-epoxipropil)quinolina (AB-2), 4-metoxi-2-(1°2’-
trans-epoxipentil)quinolina (AB-4) e 4-metoxi-2-(3’,4’'metilenodioxifeniletil)quinolina
(AB-7); dois alcaloides furoquinolinicos: evolitrina (AB-9) e esquimianina (AB-12); um
aldeido fendlico: vanilina (AB-8) e uma mistura dos esteroides [-sitosterol e
estigmasterol (AB-3). Da fragdo acetato de etila, foram isolados mais um alcaloide
quinolinico, o 2-(3’,4’-metilenodioxiestiril)quinolina (AB-10) e uma mistura de isbmeros
rotaméricos de uma amida, a N-(4-hidroxifenetil)-N-metil-trans-ferulamida (AB-11). Da
fragdo metandlica, foi isolada uma mistura de isbmeros cis e frans de uma amida, a
N-[4-(2-formil-5-hidroximetil-1H-pirrol-1-il)butillferulamida, cujo isbmero cis esta sendo
descrito na literatura pela primeira vez. A atividade leishmanicida dos extratos das
folhas e galhos de A. bracteata, assim como as substancias AB-2, AB-4, AB-11 e AB-
13 foram avaliadas in vitro contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis,
empregando-se o meétodo do MTT. Apesar de varias plantas desse género
apresentarem atividade leishmanicida, neste ensaio, os extratos e substancias
testados nao apresentaram atividade significativa. Os resultados obtidos neste
trabalho, principalmente a partir da investigagdo fitoquimica de A. bracteata
contribuem para o conhecimento e valorizacdo da flora brasileira, em especial da
familia Rutaceae.

Palavras-chave: Angostura bracteata, alcaloides quinolinicos, amidas, atividade

leishmanicida.
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Evaluation of the leishmanicidal activity of chemical constituents of the

branches from Angostura bracteata (Nees & Mart.) Kallunki (Rutaceae)

Author: Denise Silva Arrais
Advisor: Profa. Dr. Vanderlucia Fonseca de Paula

ABSTRACT: The present work describes the chemical study of the ethanolic extract
of the branches from Angostura bracteata, Rutaceae family, as well as the evaluation
of the in vitro leishmanicidal activity of its extracts (leaves and branches) and some
isolated substances. Substances were purified using classical separation methods and
identified by spectrometric analysis methods (H and '*C NMR (1D and 2D) and GC-
MS). From the ethanolic extract of the branches, a filtering column was made to obtain
three fractions: hexane, ethyl acetate and methanol fractions. From the hexane
fraction, three quinoline alkaloids were isolated: 4-methoxy-2-(1'2'-trans-
epoxypropyl)quinoline (AB-2), 4-methoxy-2-(1'2'-trans-epoxypentyl)quinoline (AB-4)
and 4-methoxy-2-(3',4'-methylenedioxyphenylethyl)quinoline (AB-7); two furoquinoline
alkaloids: evolitrine (AB-9) and skimmianine (AB-12); a phenolic aldehyde: vanillin (AB-
8) and a mixture of the steroids B-sitosterol and stigmasterol (AB-3). From the ethyl
acetate fraction, a further quinoline alkaloid, 2-(3',4'-methylenedioxystyryl)quinoline
(AB-10) and a mixture of rotameric isomers of an amide, N-4-hydroxyphenethyl)-N-
methyl-trans-ferulamide (AB-11) was isolated. From the methanol fraction, a mixture
of cis and trans isomers was isolated from an amide, N-[4-(2-formyl-5-hydroxymethyl-
1H-pirrole-1-yl)butyl]ferulamide, whose cis isomer is being described in the literature
for the first time. The leishmanicidal activity of the leaves and branches extracts from
A. bracteata, as well as the substances AB-2, AB-4, AB-11 and AB-13 were evaluated
in vitro against promastigote forms of Leishmania amazonensis, using the MTT
method. Although several plants of this genus have leishmanicidal activity, in this
assay, the extracts and substances tested did not show significant leishmanicidal
activity. The results obtained in this work, mainly of the phytochemical investigation
from A. bracteata contribute to the knowledge and appreciation of the Brazilian flora,
especially from the Rutaceae family.

Keywords: Angostura bracteata, quinoline alkaloids, amides, leishmanicidal activity.
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1.0 INTRODUGAO

As plantas medicinais sao utilizadas pelo homem desde tempos muito remotos,
como tentativa de amenizar ou curar os males e doengas que o assolam. Em muitas
comunidades carentes e alguns grupos étnicos, o conhecimento a respeito das
propriedades destas plantas se constitui como unico recurso terapéutico para a
populacado (MACIEL et al., 2001).

Como ampla fonte de plantas medicinais, destaca-se o Brasil, considerado um
pais megadiverso que detém cerca de 22% das 1,5 milhdo de espécies descritas na
Terra. Esta grande diversidade biologica deve-se a sua extensdo territorial
relativamente grande, juntamente com a sua diversidade geografica e climatica.
Retém a flora mais rica do mundo, apresentando cerca de 55 mil espécies de plantas
superiores, o que representa 22% do total mundial (SAVI et al., 2019) e possui alto
indice de espécies endémicas. Apesar de haver uma grande diversidade na flora
brasileira, menos de 10% das espécies conhecidas foram estudadas com o objetivo
de obter compostos que exibam atividade bioldgica (HEINZMANN e BARROS, 2007).
Este baixo percentual de estudo das espécies conhecidas mostra-se desfavoravel
para a populagédo em geral, pois o conhecimento acerca de compostos bioativos pode
contribuir para a produgcao de novos farmacos eficientes para controlar ou curar
determinadas doencgas.

A industria farmacéutica, nas ultimas décadas, tem descoberto medicamentos
baseados em modelos de compostos sintéticos, pois sao faceis de reproduzir e
apresentam compatibilidade com as High Throughput Screening (HTS), traduzindo
para o portugués significa triagem de alta produtividade, um método computadorizado
que utiliza sistemas roboticos para realizar testes em série, em busca da descoberta
de novos principios ativos. Porém, houve um declinio na quantidade de farmacos que
chegaram ao mercado, o que torna imprescindivel a busca por novos compostos
bioativos a partir do estudo dos produtos naturais (ATANASOQV et al., 2015).

A investigacao fitoquimica de produtos naturais ainda ndo estudados ou pouco
explorados apresenta-se como uma importante ferramenta na busca por novas
substancias com principios ativos. Além disso, esses produtos naturais podem servir
como modelos eficientes para produzir substancias medicamentosas com nova
fungdo terapéutica, diferente do material de partida (SILVA e FERNANDES, 2010).



2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A familia Rutaceae A. Juss.

A familia Rutaceae A. Juss. compreende cerca de 160 géneros e 1.900
espécies, distribuidos em regides tropicais e subtropicais. E uma familia muito grande
e diversificada (GROPPO et al., 2008). As espécies pertencentes a esta familia
geralmente sdo arvores ou arbustos, que apresentam flores actinomorfas e pequenas
de cor branca ou creme. No Brasil, espécies pertencentes a esta familia sao
encontradas na Amazdnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa, Pantanal.
Verifica-se ocorréncia de 32 géneros que compreendem 194 espécies dos quais, 5
géneros e 105 espécies sdo endémicos (FLORA DO BRASIL, 2020).

Alguns representantes da familia Rutaceae apresentam grande importancia
econdmica, como por exemplo espécies do género citrus, que apresentam variedades
de frutos comestiveis incluindo laranja (Citrus sinensis), limao (Citrus limon), toranja
(Citrus paradisi) e lima (principalmente Citrus aurantifolia). Algumas espécies como o
pau-marfim (Balfourodendrom riedeliano), por exemplo, também se destacam na
economia como produtora de madeira de boa qualidade, sendo muito utilizado para a
producao de méveis (CARVALHO, 2003).

Além da importancia econdmica, a familia Rutaceae € bem-conceituada entre
os fitoquimicos devido a sua excepcional variedade de metabdlitos secundarios, entre
0s quais se destacam, alcaloides, limonoides, flavonoides, cumarinas e 6leos volateis
(GROPPO et al., 2008).

2.1.1 O género Angostura Roem. & Schult.

O género Angostura é constituido por sete espécies, distribuidas na regido da
Nicaragua ao Norte da Venezuela e sul ao norte da Bolivia (KALLUNKI e PIRANI,
1998). No Brasil ha 4 espécies conhecidas pertencentes a este género, entre as quais
2 sdo endémicas: A. bracteata e A. quinquefolia (FLORA DO BRASIL, 2020).

Elas podem ser encontradas nas regides norte (Acre, Amazonas e Para),
nordeste (Bahia e Maranh&o), centro-oeste (Mato Grosso) e sudeste (Espirito Santo
e Rio de Janeiro) (FLORA DO BRASIL, 2020).

Angostura é um dos géneros que constitui a subtribo Galipeinae, antigamente
conhecida como Cuspariinae, tribo Galipeae (KALLUNKI e PIRANI, 1998). O numero
de espécies pertencentes a este género foi confuso desde a sua descrigao, pois havia
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divergéncias entre as descrigbes dos taxonomistas em varios sistemas de
classificagdo. Posteriormente, essas divergéncias foram retificadas por Kallunki e
Pirani (1998), e varias espeécies foram excluidas de Angostura e consideradas
pertencentes a Conchocarpus.

Trés novas espécies de Angostura (A. alipes, A. quinquefolia e A. simplex)
foram descritas, trés novas combinagdes neste género foram realizadas (A. bracteata,
A. granulosa e A. longiflora). Como resultado, sete espécies de Angostura sao
reconhecidas atualmente (KALLUNKI e PIRANI, 1998).

2.1.2 Metabdlitos secundarios isolados de Angostura

O perfil quimico do género Angostura é composto por diversas classes de
metabolitos secundarios, dos quais, destacam-se principalmente os alcaloides
quinolinicos (Quadro 1). Dentre as sete espécies descritas, em um levantamento
realizado no Web of Science e Scifinder Web, foram encontrados estudos sobre a
constituigdo quimica para quatro espécies: A. bracteata, A. granulosa, A. longiflora e
A. trifoliata. Estes estudos s&o relatos a seguir e mostrados de forma sucinta no
Quadro 1.

2.1.2.1.1 Angostura bracteata (Nees & Mart.) Kallunki

Angostura bracteata é uma espécie arbdrea nativa e endémica do Brasil,
distribuida nos estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de janeiro e Sao Paulo. No
Espirito Santo, € conhecida popularmente por gramirim-café. Possui como sinbnimos
Sciuris bracteata Nees & Mart.; Portenschlagia trifoliata Pohl ex Engl., Galipea
bracteata (Nees & Mart.) Engl. e Ticorea bracteata (Nees & Mart.) A.St.-Hil. ex DC
(FLORA DO BRASIL, 2020).

2.1.2.1.2 Angostura granulosa (Kallunki) Kallunki

A espécie arbérea Angostura granulosa encontra-se distribuida na regiao da
América do Sul, especificamente Nicaragua e Costa Rica (KALLUNKI, 1988); sua
casca é muito utilizada pela populacdo para fins medicinais (LOPES e
BARRILLAS,1997). O nome desta espécie foi atribuido devido ao aspecto granular da
pubescéncia dos seus frutos maduros (KALLUNKI, 1988).



2.1.2.1.3 Angostura longiflora (K. Krause) Kallunki

Angostura longiflora € uma espécie arboérea com longas folhas encontrada no
norte da Bolivia e no Brasil, nos estados Acre e Mato Grosso. A casca do caule desta
arvore € muito utilizada pelos indios chimanes, na Bolivia, para o tratamento da
leishmaniose cutanea (FOURNET et al., 1994). No Acre, esta espécie é conhecida
popularmente como Matapira, mata rabuja e Pirarara branca (FLORA DO BRASIL,

2020).

2.1.2.1.4 Angostura trifoliata (Willd.) T.S. Elias

Angostura trifoliata € uma espécie de arvore arbustiva muito conhecida na
medicina popular da Ameérica do Sul. Sua casca € amplamente utilizada no tratamento

de febres, espasmos e diarreias. Esta espécie também costumava ser a base de um

ténico amargo chamado Bitters de Angustura (RAKOTOSON et al., 1998).

Quadro 1. Substancias isoladas de trés espécies do género Angostura

ALCALOIDES
Substancia isolada Espécie Orgao Referéncia
vegetal
X -
A. bracteata Caule Vieira e Kubo
_— (1990)
N CHj;
2- Propilquinolina
X
= A. bracteata Caule Vieira e Kubo
N CHg (1990)
2-Pentilquinolina
X
N A. bracteata Caule Vieira e Kubo
N CHs (1990)
2-(Pent-1-enil)quinolina
_CHs casca do
© caule
m/\ A. longiflora | cascadaraiz | Fournet, et. al
(1993b)
N/ = CHj folhas
Chimanina C
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_CHs casca do
o caule
N . longiflora cascadaraiz | Fournet, et al.
_ (1993b)
N CH folhas
Chimanina A
casca do
o caule Fournet, et al.
N (1993b)
N CHs . longiflora casca da
Chimanina B raiz Fournet, et al.
(1994)
folhas
SN casca do Fournet, et al
% . longifiora caule (1993b)
=
N CH casca da raiz Fournet, et al
Chimanina D (1994)
folhas
X
/ . longiflora casca do Fournet, et al
O caule (1989)
-(3',4’-Metilenodioxifeniletil)quinolina
OMe
O . longiflora casca do Fournet, et al
= O > caule (1989)
-(3',4’-Metilenodioxiestiril)quinolina
OMe
. longiflora casca do Fournet, et al.
/ _ caule (1989)
4-Metoxi-2- (pent 1 eml)qumohna
OMe
SN
_ . longiflora casca do Fournet, et al
eO N o caule (1989)
OMe
Esquimianina
OMe
N N\ . longiflora casca do Fournet, et al
_ caule (1989)
o)
eO N
Evolitrina
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OMe

Fournet, et al.

(1994)
N casca do Fournet, et al.
_ o caule (1989)
N A. longiflora Rakotoson et
> galhos al. (1998)
0o Houghton et al.
4-Metoxi-2-(3’,4’-metilenodioxifeniletil) (1999)
quinolina (Cusparina)
OMe
casca do Fournet, et al.
A caule (1994)
_ A. longiflora
N galhos Fournet, et al.
(1989)
4-Metoxi-2-fenilquinolina
X
Fournet, et al.
N/ A. longiflora casca do (1994)
caule
Fournet, et al.
1989
2-Fenilquinolina ( )
X
4
N A. longiflora casca do Fournet, et al.
caule (1989)
OMe
OMe
2-(3’,4’-Dimetoxifeniletil)quinolina
OMe
Fournet, et al.
X A. longiflora casca do (1989)
P caule Houghton et al.
N Me (1999)
4-metoxi-2-pentilquinolina
N CcH A. trifoliata casca do Jacquemond-
| 3 (sin. Galipea caule collet et al.
CHj officinalis) (2001)
Angustureina
A. trifoliata
0 (sin. Galipea casca do Rakotoson et
']‘ > officinalis) caule al. (1998)
CHj4 o
Galipinina
A. trifoliata casca do Rakotoson et
N (sin. Galipea caule al. (1998)

OMe
du O
3 OMe

Cuspareina

officinalis)

Houghton et al.
(1999)

Continua...




OMe A. trifoliata casca do Jacquemond-
T (sin. Galipea caule collet et al.
CHgj officinalis) (1999)
OH
Galipeina
OCH,
N A. trifoliata casca do Houghton et al.
_ OCH (sin. Galipea caule (1999)
N O officinalis)
OCH,
Galipina
A. trifoliata casca do Houghton et al.
o (sin. Galipea caule (1999)
T > officinalis)
CHj o
Alocuspareina
X v
A. trifoliata casca do Houghton et al.
(sin. Galipea caule (1999)
l? 0 officinalis)
N-metilquinol-2-ona
OH
AN A. trifoliata casca do Jacquemond-
o (sin. Galipea caule collet et al.
N o officinalis) (2000)
I
CH,
N-Metil-4-hidroxi-3-(2°,3"-epoxiisobutil)-
2-quinolona
Outras Classes
O
o HO O > A. granulosa Casca Lopez et al.
0 (Sin. Galipea (1998)
< ‘ granulosa
@]
)
Galiposina
/0
o] o CHs A. granulosa Casca Lépez et al.
| | (Sin. Galipea (1997)
granulosa)
()
Granulosina
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OH
A. trifoliata Casca do Jacquemond-
(sin. Galipea tronco collet et al.
\ officinalis) (2000)
N{/
Candicina
OH H
OH
H H
HO 0 A‘HIIIIE.b-
HO 0 HaC
OH HO OC3Hs
OCHj,
Bitterstoff 1: R = —0 A. trifoliata Casca do Brieskorn and
OH (sin. Galipea caule Beck (1971)
% officinalis)
OCH,
3,5-diidroxi-5-etoxi-2-siringoil-1-metil-4-O-B-D
-Glicopiranosil-ciclopentano
Bitterstoff 2: R = —O
OH
4
O
OCH,
3,5-diidroxi-5-etoxi-2-siringoil-1-metil-4-O-B-D-vaniloil-
ciclopentano

2.2 Atividade biolégica do género Angostura

No género Angostura, ha varias classes de compostos, especialmente
alcaloides quinolinicos, que apresentam diferentes atividades bioldégicas. Em um
estudo realizado na Bolivia, foram isolados 12 alcaloides quinolinicos de Galipea
Longiflora (sin. Angostura longiflora) e testados contra L. amazonensis, L. brasiliensis
e L. donovani. A casca do caule desta planta é utilizada sob a forma de emplastos
pelos indios Chimanes para o tratamento da leishmaniose cutanea produzida por
Leishmania braziliensis. A partir deste estudo, foi possivel comprovar atividade
leishmanicida in vitro sobre formas promastigotas de L. amazonensis, L. brasiliensis e
L. donovani. Entre os alcaloides isolados, a 2-n-propilquinolina (Clgo = 50 pg/mL), a
chimanina D (Clgo = 50 ug/mL) e a chimanina B (Cleo = 50 ug/mL) apresentaram maior
acgao leishmanicida (Cl = concentragéao inibitoria). Os extratos cloroférmico e em éter
de petroleo, preparados a partir da casca do caule, da raiz e folhas, apresentaram-se
ativos in vitro contra L. amazonensis, L. brasiliensis e L. donovani Leishmania e
Tripanossoma cruzi a 100 pg/mL. Para a atividade antileishmania in vivo,
camundongos Balb/c foram infectados com Leishmania amazonensis (cepa PH8 e H-

142) e tratados 24 h apoés a infecgdo com os principais alcal6ides isolados do extrato
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bruto: 2-fenilquinolina e 2-n-pentilquinolina. A 2-fenilquinolina foi tdo eficaz contra a
cepa H-142 quanto a Glucantime®, medicamento de referéncia (FOURNET et al.,
1994).

Um estudo realizado por Nakayama e colaboradores (2001) comparou a agao
tripanocida “in vivo” do benzonidazol, que € uma droga recomendada para o
tratamento da infeccdo aguda e congénita pelo Tripanossoma cruzi, € a 2-n-
propilquinolina, alcaloide conhecido por sua atividade leishmanicida. Ambos foram
testados em camundongos infectados com uma cepa nao letal de T. Cruzi e
apresentaram baixo impacto no nivel de parasitemia. Porém, a resposta imune foi
mais evidente nos camundongos tratados com benzonidazol e 2-n-propilquinolina do
que nos camundongos nao tratados.

Foram testadas as atividades antimalaricas e toxicolégicas de quatro alcalbides
tetrahidroquinolinicos puros (angustereina, galipinina, cuspareina e galipeina) que
foram obtidos a partir da casca do tronco de Galipea officinalis (= A. trifoliata). Dois
extratos brutos (hexanico e cloroférmico) apresentaram atividade antimalarica in vitro
semelhante contra o Plasmodium falciparum (JACQUEMOND-COLLET et al., 2002).

Estudos in vitro realializados por Calla-magarifios e colaboradores (2009),
comprovaram que o extrato de Evanta (Angostura longiflora) e a 2-fenilquinolina, além
de apresentar potencial leishmanicida, controlaria a reacao inflamatoéria crénica do
individuo infectado devido ao efeito sobre a proliferagdo celular e produgéo de IFN-y
(glicoproteina pro-inflamatoria) induzida por anticorpos anti-CD3 e concanavalina A.

Em um estudo realizado por Vieira e Kubo (1990), foi comprovada atividade
moluscicida dos alcaloides quinolinicos 2-substituidos 2-n-pentilquinolina, 2-(1’-
pentenil)quinolina e 2-(3',4’- metilenodioxifeniletil)quinolina isolados de Galipea
bracteata (sin. A. bracteata) contra a espécie de caramujo aquatico Biomphalaria

glabrata, envolvido na transmissédo da esquistossomose.

2.3 Leishmaniose

A leishmaniose € uma doencga infecciosa ocasionada por diferentes espécies
de protozoarios intracelulares do género Leishmania, familia Trypanosomatidae.
Esses protozoarios sao transmitidos aos seres humanos por meio da picada de
vetores pertencentes, em sua maioria, aos géneros Phlebotomus e Lutzomyia.
(VERA-IZAGUIRRE, 2006). A leishmaniose é considerada uma doenca

negligenciada, pois afeta principalmente pessoas de baixa renda, que vivem em
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péssimas condicdes de moradia e sem acesso a saneamento basico, como por
exemplo, em areas de esgoto a céu aberto, o que atrai os mosquitos transmissores
desta doenca (ARAUJO et al., 2019).

Anualmente, registra-se a ocorréncia de 1,3 milhdes de novos casos de
leishmaniose, distribuidos por 98 paises dos cinco continentes. Entre estas
ocorréncias, 300.000 correspondem a leishmaniose visceral, onde 90% dos casos
ocorrem em Bangladesh, Brasil, Etiépia, india, Nepal, Suddo do Sul e Sudao; e 1
milh&o das ocorréncias corresponde aos casos de leishmaniose cutanea, que ocorrem
principalmente no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Republica Islamica do Ira,
Paquistdo, Peru, Ardbia Saudita, Republica Arabe Siria e Tunisia e leishmaniose
mucocutanea, que ocorre essencialmente no Brasil, Peru e no Estado Plurinacional
da Bolivia (WHO, 2015).

O termo leishmaniose refere-se ao fato da pessoa infectada com o parasita
adoecer devido as manifestagcdes dos sintomas da doenca, considerando que a
maioria das pessoas infectadas vivem normalmente sem que desenvolvam nenhum
sintoma. As diversas manifestagdes clinicas da doenca dependem, além da espécie
de Leishmania envolvida, de fatores genéticos e da resposta imunologica do
hospedeiro. A leishmaniose pode se manifestar por trés formas diferentes: 1)
leishmaniose visceral, conhecida popularmente como calazar, € forma mais grave da
doencga, pois os protozoarios atacam os o6rgaos internos do hospedeiro e se néo
houver tratamento, pode ser fatal; 2) leishmaniose cutanea, a forma mais comum da
doencga, onde os protozoarios atacam a pele do individuo causando lesGes graves; e
3) leishmaniose mucocutanea, na qual as mucosas do nariz, boca e garganta sao
comprometidas, podendo até ser totalmente destruidas (WHO, 2019).

O tratamento disponivel para leishmaniose consiste na utilizacdo de
medicamentos a base de compostos de antiménio pentavalente, anfotericina B e
pentamidinas (MOREIRA et al., 2006). Porém, a utilizacdo destes compostos
apresenta alguns inconvenientes, como custo elevado; dificuldades na administragcéo
do medicamento, ja que esta é realizada por via parenteral; tempo prolongado de
tratamento, o que faz com que muitos pacientes desistam antes de eliminarem o
parasita do organismo, aumentando as chances de os protozoarios desenvolverem
resisténcia a droga administrada; alta toxicidade dos compostos utilizados e diversos
efeitos colaterais desagradaveis, como altera¢gdes cardiacas, problemas renais,
pancreéaticos e hepaticos (ROCHA et al., 2003; ARAUJO et al., 2019). Neste contexto,

a busca por novas substancias que sejam ativas contra a leishmaniose e que
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apresentem uma forma de tratamento menos agressiva € de suma importancia. Os
extratos provenientes de plantas ou até mesmo os metabdlitos secundarios isolados
destes extratos podem fornecer uma vasta fonte de agentes medicinais contra a

leishmaniose.

3.0 OBJETIVOS

3.1 Geral

Realizar o estudo fitoquimico do extrato etandlico dos galhos de Angostura

bracteata e avaliar a atividade leishmanicida deste extrato e dos constituintes isolados.

3.2 Especificos

e Realizar o estudo fitoquimico do extrato etandlico dos galhos de Angostura
bracteata coletados no municipio de Jequié-BA, utilizando-se métodos
cromatograficos classicos.

e Elucidar as estruturas das substéncias isoladas através de métodos
espectroscopicos e espectromeétricos.

e Avaliar o potencial de atividade leishmanicida dos extratos etandlicos dos galhos,
folhas e substancias isoladas de Angostura bracteata por meio de ensaios biolégicos

“in vitro”.

4.0 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e reagentes utilizados

e Para as analises por cromatografia em coluna foi utilizada silica gel 60 (0,063—
0,200 mm) da Sigma Aldrich.

¢ As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas em
placas contendo uma camada de silica gel 60 G-F254 da Vetec e Macherey-
Nagel ativadas em estufa a 100 °C por 2 h.

e As placas de CCD foram reveladas por irradiacéo de luz UV, nos comprimentos
de onda de 254 e 365 nm, por sublimagao de iodo e por agdo de um spray
contendo o reagente de Dragendorff - uma solu¢cdo acida de subnitrato de
bismuto com iodeto de potassio (ALICE et al., 1995).
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Os solventes utilizados para o preparo dos extratos, separagdes por CC, e
analise por CCD foram todos de grau analitico das marcas Vetec, Qhemis,
Reatec, Anidrol e Quimica Moderna.

4.2 Equipamentos

Os espectros de RMN de 'H e 3C, a 600 MHz e 150 MHz, respectivamente,
assim como o DEPTq e os espectros bidimensionais (HSQC e HMBC) foram
obtidos na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Araraquara,
em espectrometro Bruker Avance 1l 600.

A eliminagdo dos solventes dos extratos e das fragdes obtidas no seu
fracionamento foi realizada sob pressao reduzida em evaporador rotativo da
marca Fisaton.

As temperaturas de fusao (Tf) foram determinadas em um aparelho modelo
MQAPF-302 da Microquimica.

O material vegetal foi seco em estufa com circulagédo de ar da Tecnal, modelo
TE-394/2.

As analises por CG-EM foram realizadas na Universidade Federal de Vigosa
(UFV), em um cromatégrafo modelo GC-17 A (Shimadzu) sob as seguintes
condigdes: a temperatura de injecdo e da interface foi 290 °C, fluxo do gas de
arraste (He) foi de 1,6 mL/min, temperatura inicial da coluna 40 °C durante 2
min, sendo aumentada 20 °C/min até atingir 300 °C. A coluna utilizada foi uma
SPB-5 (30 m x 0,25 mm (di), espessura do filme de 0,25 um).

4.3 Metodologia

4.3.1 Coleta e Identificagao do material Vegetal

Os materiais vegetais submetidos a este estudo foram coletados na Fazenda

Brejo Novo, situada a 9 km da cidade de Jequié-BA em 27 de margo de 2017. A

exsicata da planta Angostura bracteata (Figura 1) foi depositada no Herbario da UESB
com o cédigo HUESB 12718.

Figura 1. Planta Angostura bracteata e sua exsicata, respectivamente, depositada no Herbario da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — Campus de Jequié.
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4.3.2 Preparo dos extratos

Os galhos (607 g) de A. bracteata foram secos em estufa com circulagéo de ar
a uma temperatura de 40 °C. Em seguida, foram cortados e submetidos a extragéo a
frio com etanol (PA) por um periodo de 48 horas. O solvente foi entdo eliminado por
destilacdo sob pressdo reduzida em evaporador rotatério. Este procedimento foi
repetido por trés vezes, para obtencéo de 53,20 g do extrato bruto.

Da massa total do extrato bruto obtido, 45 g foi submetida a uma coluna filtrante
e o restante foi separado para ensaio biolégico. O extrato foi adsorvido em silica gel
60 e, posteriormente, fracionado em coluna a partir da percolacdo dos solventes
hexano, acetato de etila e metanol, para obtencdo das respectivas fracdes
apresentadas na Tabela 1. Além do extrato etandlico dos galhos, foi preparado
também o extrato etandlico das folhas de A. bracteata, utilizando o mesmo
procedimento descrito acima. Foram utilizados 190,00 g do material vegetal e para
obtencao de 36,90 g do extrato etandlico das folhas. Este extrato foi utilizado apenas
para a avaliacdo de sua atividade leishmanicida, pois na literatura ja ha relatos do
estudo fitoquimico do extrato obtido das folhas de A. bracteata.

Tabela 1. Massa das fragdes originadas do extrato etandlico bruto dos galhos de A. bracteata

Fragao Cddigo Massa do extrato (g)
Hexanica HGAB 7,30
Acetato de etila AEGAB 1,44
Metandlica MGAB 33,04

4.3.3 Isolamento dos constituintes quimicos

A fracdo hexanica (HGAB), foi escolhida para estudo, pois ao analisa-la por
CCD utilizando como revelador o reagente de Dragendorff e compara-la com as outras
fragbes foi possivel observar qualitativamente uma grande concentracdo em
alcaloides e uma menor complexidade (Figura 2).

A fragdo hexanica foi, entdo, submetida a um fracionamento em coluna
cromatografica, utilizando como eluente uma mistura de Hexano/AcOEt 9:1 de forma
isocratica. Este fracionamento deu origem a 8 novas fragbes (HGAB 1 - HGAB 8),

apos agrupamento. As fragdes ricas em alcaloides foram submetidas a sucessivos
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fracionamentos por coluna cromatografica até isolamento de seus constituintes

quimicos (Figuras 3 a 6).

Figura 2. Anadlise da fragao hexanica em trés aplicagbes, variando apenas a concentragdo do extrato,
utilizando reagente de Dragendorff (CCD eluida com hexano/AcOEt 9:1).

Apos estudar a fracdo hexanica, foi estudada a fracdo de acetato de etila
(AEGAB) (Figura 7) e em seguida, a fracdo metandlica (MGAB) (Figura 8).

Para o isolamento dos componentes destas fragdes foi realizada cromatografia
em coluna, onde a fase estacionaria utilizada foi silica gel 60 e a fase moével uma
mistura de solventes (previamente analisada por meio da CCD) utilizada de forma

isocratica.

4.3.4 Identificagcao das substancias isoladas

Apds serem purificadas, todas as substancias isoladas foram analisadas por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de '"H e de '3C e Cromatografia Gasosa
acoplada a espectrometria de Massas (CG-EM) pelo método de separagao em coluna
e, apenas a amostra AB-13, pelo método de insercao direta devido ao seu carater

polar, a fim de possibilitar a elucidagao estrutural dessas substancias.
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HGAB
(7,20 g)

Coluna cromatogréafica
(Hex/AcOEt 9:1)

1 2 3 4 5 6 7 8
0,7003 g 0,3484 g 0,0414 g 1,2708 g 0,5912 g 0,2836 g 0,5539 g 3,1157 g

3.1 3.2 3.3 3.4 3.5
15,9 mg 2,5mg 8,0 mg 1,0 mg 2,6 mg
| AB-1 I Coluna cromatogréfica
(DCM/ AcOEt 9:1)

5.1 5.2 5.3 54 5.5 5.6 5.7 5.8
44 mg 116 mg 80 mg 23,4 mg 11,8 mg 11,2 mg 7,7 mg 76,3 mg

Coluna cromatografica
AB-4 g
(Hex/AcOEt 7:3)

6.1 6.2 6.3 6.4 6.5 6.6 6.7 6.8 6.9 6.10
26,5 mg 4,8 mg 20,7 mg 20,1 mg 7,0 mg 32,6 mg 11,7 mg 5,0 mg 17,5 mg 25,1 mg

=) =

Figura 3. Esquema 1 A: Fracionamento de HGAB para obtengédo de AB-1, AB-2, AB-3 e AB-4.




HGAB
(7,20 g)

Coluna cromatogréafica
(Hex/AcOEt 9:1)

1 2 3 4 5 6 Y 8
0,7003 g 0,3484 g 0,0414 g 1,2708 g 0,5912 g 0,2836 g 0,5539 ¢ 31157 g

Coluna cromatogréafica
(Hex/Acet 9:1)

4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6 47 438 4.9
5,0 mg 37,6 mg 55,6 mg 77 mg 62,7 mg 46,9 mg 40,5 mg 17,5 mg mg

Coluna cromatogréafica
(Hex/Acet 8:2)

Figura 4. Esquema 1 B: Fracionamento de HGAB para obtenc¢ado da substancia AB-5.
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HGAB
(7,20 g)

Coluna cromatogréafica
(Hex/AcOEt 9:1)

_ |
0,7003 g 0,3484 g 0,0414 g 1,2708 g 0,5912 g 0,2836 g 0,5539 ¢ 3,1157 g

Coluna cromatogréafica
(DCM/AcOEt 9:1 — gradiente de polaridade)

, |
8.1 8.2 8.3 8.4 8.5 8.6 8.7 8.8
2,5 mg 12 mg 36 7 mg 48,2 mg 635 mg 201 mg 1,34 g 6,6 mg

Coluna cromatogréfica — (Hex/Acet)

8.5.1 8.5.2 8.5.3 8.5.4 8.5.5 8.5.6 8.5.7 8.5.8 8.5.9 8.5.10 8.5.11
3,5mg 6,2 mg 5,4 mg 6,4 mg 4,8 mg 216 mg 170 mg 33,4 mg 98 mg 34,5 mg 15,5 mg

Coluna cromatogréfica - (Hex/DCM/AcOEt 5:4:1)

Coluna cromatogréafica
(DCM)

AB-6
8.5.6.1 8.5.6.2 8.5.6.3 8564
6,7 mg 53,1 mg 65,1 mg 23,2 mg
AB7 8.5.9.1 8.5.9.2 8.5.9.3 8.5.9.4 8.5.9.5 8.5.9.6
3,7 mg 1,6 mg 3,8 mg 17 mg 26,2 mg 4,0 mg

Figura 5. Esquema 1 C: Fracionamento de HGAB para obtencédo de
AB-6, AB-7, AB-8 E AB-9. AB-8




HGAB
(7,20 g)

Coluna cromatogréafica
(Hex/AcOEt 9:1)

1 2 3 4
0,7003 g 0,3484 g 0,0414 g 1,2708 g

5 6 7 8
0,5912¢g 0,2836 g 0,5539 g 29757 g

Coluna cromatografica; (DCM/AcOEt 9:1 — gradiente de polaridade)

8.1 8.2 8.3 8.4
2,5mg 12,0 mg 36,7 mg 48,2 mg

8.5 8.6 8.7 8.8
635 mg 201 mg 1,34 g 6,6 mg

Coluna cromatogréfica — (Hex/AcOEt 6:4)

8.6.1 8.6.2 8.6.3 8.6.4
14,7 mg 13,0 mg 23,0 mg 5,7 mg

v

AB-12

Figura 6. Esquema 1 D: Fracionamento de HGAB para obtencdo de AB-12.

18
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AEGAB
(1,40 g)

Coluna cromatogréfica — (DCM/MeOH 9,5,0,5)

1 2 3 4 5 6 1727
4,9 mg 14,4 mg 55 mg 49,9 mg 62,2 mg 205 mg mg

Coluna cromatogréfica
(Hex/DCM/AcOEL 5:4:1)

3.1 3.2 33 3.4 35 3.6 37 3.8
0,2mg 6,3 mg 2,2 mg 3,0 mg 7,9 mg 12,4 mg 24,7 mg 12 mg

AB-10
Coluna cromatogréafica

DCM/AcOEt 1:1)

7.1 7.2 7.3 7.4 7.5 7.6 76 A 76B 7.7
3,9 mg 3,5mg 6,3 mg 13,6 mg 4,8 mg 25 mg 10,5 mg 2,0 mg 115 mg

Figura 7. Esquema 2: Fracionamento da fragdo AEGAB para obtencao de AB-12. \ ¢ /

AB-11




MGAB
(4,0 g)

Coluna cromatografica
(DCM/MeOH 7:3)

1 2 3 4 5 6
9,0 mg 239 mg 670 mg 533 mg 453 mg 95 mg
Coluna cromatogréfica
(DCM/MeOH 9,5:0,5)
21 2.2 23 24 2.5 26 2.7 2.8 2.9
4.2 mg 2,3mg 5,3 mg 2,7 10 mg 3,5mg 2,8 mg 174 mg 11,3 mg

v

Figura 8. Esquema 3: Fracionamento de MGAB para obteng¢ao de AB-13.

|

20
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4.3.5 Atividade leishmanicida in vitro

Para realizacdo do ensaio leishmanicida, foram utilizadas formas
promastigotas extracelulares de Leishmania amazonenses (Leishmania)
(IFLA/BR/196/PH-8), obtidas de lesdes de “hamsters”. Essas formas
promastigotas foram cultivadas em meio Schneider's pH 7,2 a 26 °C.

Apds 7 dias de cultivo, quando as formas promastigotas pararam de
crescer, a cultura foi centrifugada por 10 min a 1000 RCF, ressuspendida em
meio Schneider's pH 6,0 e incubada a 32 °C, para a obtencdo das formas
amastigotas. O ensaio foi realizado em placas de 96 pogos. Uma aliquota de 90
uL de um indéculo contendo 1x108 parasitas/mL e 10 uL das amostras a 200
ug/mL foram adicionadas a cada pogo. As microplacas foram incubadas a 32 °C
por 72 h e a viabilidade celular foi determinada colorimetricamente usando 10 uL
de metil tiazolil tetrazdlio (MTT) a 5 mg/mL em 570 nm. Todas as amostras foram
avaliadas em triplicata. Anfotericina B a 0,2 ug/mL foi a droga leishmanicida
utilizada como padrao (CALLAHAN et al., 1997; SERENO et al., 1997; TEIXEIRA
et al.,, 2002). Os resultados da avaliagdo da atividade leishmanicida foram
expressos em porcentagem e comparados com o grupo de controle.

Os extratos que tiveram suas atividades leishmanicidas determinadas foram o
EGAB e o EFAB. As amostras testadas foram AB-2, AB-4, AB-11 e AB-13. O
ensaio leishmanicida foi realizado no Instituto René Rachou- IRR, Fundacgao

Oswaldo Cruz — Fiocruz Minas Gerais.

5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificagdo dos constituintes quimicos isolados de Angostura
bracteata

O estudo fitoquimico do extrato etandlico dos galhos de Angostura
bracteata levou ao isolamento e identificacdo de quatro alcaloides quinolinicos,
dois alcaloides furoquinolinicos, um aldeido fendlico, duas misturas isoméricas
de amidas e uma mistura de dois esteroides. A estrutura quimica e o nome dos
compostos isolados sdo apresentados no Quadro 2 e a elucidagao estrutural é

descrita nas paginas seguintes.



Quadro 2. Substéancias isoladas dos galhos de Angostura bracteata
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Alcaloides quinolinicos

Formula estrutural e molecular Caodigo Nome Isolamento
prévio
R _CHj
X A. bracteata
AB-2 4-metoxi-2-(1’2’-trans-
N/ epoxipropil)quinolina Andrade (2003)
o]
C13H14NO2
o —_CH;
N A. bracteata
AB-4 4-metoxi-2-(1’2’-trans-
N epoxipentil)quinolina Andrade (2003)
o}
C15H17NO2
o s G. longiflora (=A.
4-metoxi-2- longiflora)
X (3’,4’'metilenodioxifeniletil)
P o AB-7 quinolina (Cusparina) Fournet et al.
N O S (1989)
(©)
C19H17NO3
o _CHj,
N G. longiflora (=A.
2-(3',4’-metilenodioxiestiril) longiflora)
N/ = o) AB-10 quinolina
> Fournet et al.
o (1989)
C19H15NOs3
Alcaloides furoquinolinicos
OMe A. bracteata
Andrade (2003)
N ; -
N\ AB-9 Evolitrina G. longifiora (=A.
_ longiflora)
0
MeO N
Fournet et al.
C13H11NOs (1989)
OMe
G. longiflora (=A.
SN longiflora)
oo N/ 5 AB-12 Esquimianina
Fournet et al.
OMe (1993)
C14H13NO4

Continua...
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Esteroides
A. bracteata
AB-3 Estigmasterol
Andrade (2003)
C29H180
HaC
A. bracteata
) B-sitosterol
AB-3a Andrade (2003)
C29H500
Aldeido fendlico
CHO
Vanilla planifolia
Gallage et al.
OMe AB-8 Vanilina (2018)
OH
CsHsgO3
Amidas
HO
\©\/\ I
'}‘ = [N-(4-hidroxifenetil)-N- N&o reportado
CHg AB-11a metil-frans-ferulamida]
OH
OCH3,
C19H21NO4
J\/\Q\OH [N-(4-hidroxifenetil)-N-
OCH3 AB-11b metil-trans-ferulamidal Néo reportado
C19H21NO4

Continua...
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I\
é/ N Magnolia coco
S ocH AB-13a Magnolamida

I 8 Yu et al. (1998)

C20H24N20s5
K/\/ AB-13b Magnolamida b Nao reportado

H3
C20H24N205

5.1.1 Identificagao da substancia AB-1

Da fragado HGAB 3.3 (Figura 2), foram obtidos 2,6 mg de um 6leo incolor
e soluvel em diclorometano, codificada como AB-1. Esse 6leo foi submetido a
analise por CCD, com visualizagao da placa sob luz ultravioleta (A = 254 e 365
nm) e revelagdo com vapores de iodo e reagente de Dragendorff, observando-
se apenas um ponto na placa. O resultado positivo frente ao reagente de
Dragendorff, indicou tratar-se de um alcaloide. Porém, apds envio da amostra
para analise por RMN de 'H, observou-se uma alteragéo da sua colorag3o, a
qual tornou-se mais escura, e ao ser submetida novamente a analise por CCD
(nas mesmas condi¢des) apresentou varios pontos, indicando uma possivel
degradacgao da substancia, a qual foi confirmada pelas analises por CG-EM
(Figura 9). Por se tratar de uma mistura complexa de substancias nao foi possivel
identificar os seus constituintes quimicos, bem como, nio foi possivel submeté-
la a novo processo de purificagado devido a pequena massa disponivel.

(x100,000)
1C(1.00)

7.0q
6.0q
5.0q
4.0q

3.0

B e e e B e e LA e s B T T T () T ™ T T
5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 325

Figura 9. Cromatograma da fragdo AB-1.
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5.1.2 Identificacao da substancia AB-2:

epoxipropil)quinolina

4-metoxi-2-(1'2’-trans-

Da fragcdo HGAB 6.9, foram obtidos 17 mg de um 6leo amarelo claro e
soluvel em diclorometano, codificado como AB-2. Na analise por CCD,
apresentou fluorescéncia quando sob luz UV (A= 254 nm), e apresentou
coloragao alaranjada quando revelada com reagente de Dragendorff, indicando
tratar-se de um alcaloide. Seu espectro de massas (Figura 10) apresentou pico
do ion molecular com razdo m/z=215, indicando a presenga do nitrogénio em
sua estrutura. O espectro de massas de alta resolugao apresentou a massa do
[M+H]" em m/z = 216,1023, compativel com a férmula molecular C13H13NO2
(calculado para C13H14NO2 = 216,1024).

200
100+
o 159

75

N 186

501 0 215

115

102 172
25) 63 89 100 160 198

129
143
\\

wW B 180

130 140

75
[l ‘\‘u M‘
% %0 100

60

I
190

Al
40 50

70

m 1w w20

Figura 10. Espectro de massas (CG-EM/IE) da substancia AB-2: 4-metoxi-2-(1°2’-trans-
epoxipropil)quinolina.

O espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCls, Figura 11) apresentou sinais
caracteristicos de alcaloides quinolinicos (FOURNET et al., 1989), os quais
possuem um anel benzénico fundido a um anel piridinico (DEWICK, 2002). Os
sinais de hidrogénios em 6 8,16 (1H, dd, J = 8,3/ 1,1 Hz), 6 8,00 (1H, d, J= 8,3
Hz), 6 7,69 (1H, ddd, J = 8,3/ 6,9/1,1 Hz) e & 7,48 (1H, ddd, J = 8,1/6,9/1,1 Hz)
foram associados a um anel benzénico orto dissubstituido (fundido a um anel
piridinico). O sinal em & 6,63 (1H, s), atribuido a um hidrogénio na posicao 3,
caracterizou o padrao tetrassubstituido do anel piridinico, e o sinal em & 4,03
(1H, s) indicou a presenga de um grupo metoxila na posicéo 4 desse anel. Os
sinaisem 6 3,95 (1H, d, J=2,0 Hz), 8 3,16 (1H, qd, J=5,1/2,0 Hz) e 8 1,53 (3H,
d, J = 5,1 Hz) foram relacionados aos hidrogénios de um grupo frans-1’,2’-
epoxipropila, ligado ao C-2 do anel piridinico. Esse padrdo de substituicdo é
comum em alcaloides quinolinicos de espécies de Angostura (FOURNET et al.

20
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1989; FOURNET et al., 1993a, VIEIRA e KUBO, 1990). A estereoquimica frans
para o grupo 1’,2’-epoxipropila foi estabelecida pelos valores tipicos de constante
de acoplamento (2,0 Hz) entre H1' e H2' (SILVERSTEIN et al., 1994). Baseando-
se apenas nos dados dos espectros de massas e de RMN de 'H, foi possivel
propor a estrutura da 4-metoxi-2-(1'2’-frans-epoxipropil)quinolina para AB-2
(Figura 12).

—6.63
-~4.03
~-3.95
—1.54

| C EEEEEEEE .
. S |
) Ty ‘

8.2 8.0 7.8 7.6 H3 il 1
(ppm) | ;

Hy' T T

3.18( )

m

H5 M8 H7 e L sz'?

Eines R U
s &8 g S5 & &
8.5 7.5 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
(ppm)

Figura 11. Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 600 MHz) para a substancia AB-2: 4-metoxi-2-(1°2’-trans-
epoxipropil)quinolina.



27

Figura 12. Férmula estrutural da substancia AB-2: 4-metoxi-2-(1'2’-trans-epoxipropil)quinolina.

Os dados dos espectros de RMN de '*C e DEPTq (Figura 13), revelaram
a presenga de 13 carbonos: quatro carbonos n&o hidrogenados (C), sete
carbonos metinicos (CH) e dois carbonos metilicos (CHs), confirmando a
estrutura proposta.

Esses dados (Tabela 2), associados as correlagdes C-H, a uma ligagao
("Jn-c), observadas no mapa de contornos HSQC (Figura 14) e, a duas e trés
ligagcbes (Figura 15), observadas no mapa de contornos HMBC (Figura 16),
possibilitaram a atribuigdo inequivoca dos sinais de RMN de 'H e '3C para a 4-
metoxi-2-(1’2’-trans-epoxipropilquinolina (AB-2). Ao realizar uma busca nas
bases de dados Scifinder e Web of Science, foi verificado que ndo ha nenhum
dado publicado sobre este alcaloide. Ha apenas uma tese de doutorado
(ANDRADE, et al., 2003) que descreve sua identificagdo em uma mistura binaria,
composta pelo alcaloide em questao (4-metoxi-2-(1°2’-trans-
epoxipropilquinolina) e por um outro alcaloide quinolinico (cusparina) na
proporgdo de 1:2, respectivamente. E importante acrescentar, que, apesar de
ndao haver dados na literatura sobre o 4-metoxi-2-(1°2-trans-
epoxipropilquinolina), ha dados sobre o isolamento e identificagdo de um
alcaloide muito semelhante a este, conhecido como Chimamina D. A diferenca
entre ambos estd apenas no grupo metoxila, que esta presente no primeiro e
ausente no segundo. A chimanina D foi isolada a partir do extrato das folhas e
casca do tronco de Galipea longiflora (=A. longiflora) e apresentou atividade
contra cepas de Trypanosoma cruzi semelhante aos farmacos de referéncia,
assim como atividade contra cinco linhagens de formas promastigotas de
especies de Leishmania (FOURNET et al., 1994).
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Figura 13. A) Espectro de RMN de '3C (CDCIs, 150 MHz) e B) DEPTq da substancia AB-2: 4-
metoxi-2-(1'2’-trans-epoxipropil)quinolina.
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Tabela 2. Atribuicdo dos dados RMN 'H e RMN '3C para a substancia AB-2, baseada nas
correlagdes H-C, observadas nos espectros bidimensionais (HSQC e HMBC)

HSQC HMBC
H/C OH (mult, J/HZ) dc 2Jlnc 3Jlhc
2 -- 159,5 - ---
3 6,63 (s) 95,0 C8a C4/CT
4 - 163,4
5 8,16 (dd, 8,3/1,1) 121,8 C7/C4a C4
6 7,48 (ddd, 8,3/6,9/ 1,1) 125,6 C8a C8
7 7,69 (ddd, 8,3/ 6,9/1,1) 130,2 C5 C4a
8 8,00 (d, 8,3) 128,2 C8a C6
8a -- 121,0 - ---
9a -- 148,5 - -
-OCH; 4,03 (s) 55,8 C4
1 3,95 (dd, 2,0) 58,4 C2/C2 C3
2 3,16 (qd, 5,1/ 2,0) 60,6 c3
3’ 1,53 (d, 5,1) 17,9 c2
IR | J
| o C/H3' {1.50,17.775 [
] : NJM 4-027;;4{4;;;23‘;&(3414,58403{‘. o ::
80 EI

|

{6.62,94.96%
C/H3

{8.15,121.823 C/H5

¥ gHs

Il

'\{7.47,125.58} C/H6
{7.68,130.13} C/H7
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Figura 14. Mapa de contornos HSQC da substancia

epoxipropil)quinolina.
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Figura 15. Correlagées H-C, a duas e trés ligagcbes, observadas para a substancia AB-2: 4-

metoxi-2-(1'2’-trans-epoxipropil)quinolina.
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5.1.3 Identificacao da amostra AB-3: mistura de B-sitosterol e estigmasterol

Da fragado HGAB 6.5, foram obtidos 7 mg de cristais brancos (Tf = 138,6-
139,8 °C), codificado como AB-3. Em sua analise por CCD apresentou uma unica
mancha com coloragdo marrom, quando revelada com os vapores de iodo, e
nenhuma fluorescéncia sob luz UV (A = 254 e 365 nm).

Ao analisar seu espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCIs, Figura 17),
observou-se a presencga de uma grande quantidade de sinais intensos na regido
de 0 0,69 a 1,02, caracteristicos de carbonos metilicos e metilénicos. Os sinais
em 0 3,55 (m) foram atribuidos aos hidrogénios carbindlicos (H-3). Os sinais em
0 5,34 (sl) e 5,35 sl, integrando para um hidrogénio cada, foram atribuidos aos
hidrogénios olefinicos H-6. Os sinais em & 5,17 (dd, J = 15,2/8,6 Hz) e & 5,04
(dd, J = 15,2/8,6 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios vinilicos em H-22 e H-23,
devido aos acoplamentos vicinais com os hidrogénios H-20 e H-24,

respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos de RMN 'H dos esteroides estigmasterol e B-sitosterol
experimental e comparados com a literatura®

Hidrogénio B-sitosterol B-sitosterol Estigmasterol Estigmasterol
(lit.)* (lit.)*
3,562 (m) 3,52 (m) 3,52 (m) 3,52 (m)
5,35 (m) 5,35 (m) 5,34 (sl) 5,34 sl
18 0,68 (s) 0,68 (s) 0,68 (s)
19 1,00 (s) 1,01 (sl)
21 0,92 (d) 0,92 (d)
22 5,17 dd 5,14 (dd)
23 5,04 dd 5,07 (dd)
26 0,82 (d) 0,83 (d)
27 0,81 (d) 0,81 (d)
29 0,84 (m) 0,85 (f)

*INOUE, et al., 2010.

O espectro de DEPTq (150 MHz, CDCIs, Figura 18) de AB-3 indicou a
presenga de 43 atomos de carbonos, apresentou quatro sinais na regido de
carbonos sp? (121,7, 129,3, 138,3 e 140,8 ppm) indicativo da presenca de duas
ligagdes duplas. Os sinais em & 138,4 e 129,4 sao caracteristicos de esteroides
com ligacdo dupla entre C-22 e C-23. Os sinais em & 140,8 e 121,7 foram
atribuidos aos carbonos da ligagdo dupla entre C-5 e C-6. O sinal & 71,9 foi
atribuido ao carbono oximetinico (C-3). Os dados completos de RMN de '3C
(Tabela 4) foram comparados a dados da literatura (MIRANDA et al., 2012) para

estes dois esteroides, confirmando a identidade entre estes.

Apos analise por RMN de 'H, DEPTq e comparagdo com dados da
literatura foi possivel constatar que AB-3 trata-se de uma mistura dos esteroides
B — sitosterol, com férmula molecular C29Hs500 e estigmasterol, cuja férmula

molecular & C29H4s0 (Figura 19).
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Tabela 4. Deslocamentos quimicos de '3C observados no espectro de DEPTq dos esteroides
estigmasterol e 3-sitosterol e comparagédo com dados da literatura ()

Carbono Estigmasterol Estigmasterol B-sitosterol B -sitosterol

lit.* lit.*
1 37,2 CH2 37,2 37,2 CH: 37,4
2 31,6 CH2 31,6 31,6 CH2 31,6
3 71,8 CH 71,8 71,8 CH 71,8
4 42,3 CH: 42,3 42,3 CH: 42,3
5 140,7 C 140,7 140,7 C 140,7
6 121,7 CH 121,7 121,7 CH 1217
7 31,9 CH2 31,6 31,9 CH2 31,6
8 31,9CH 31,9 31,9CH 31,9
9 50,1 CH 50,1 50,1 CH 50,1
10 36,5C 36,5 36,5C 36,1
11 21,1 CH: 21,0 21,1 CH2 21,0
12 39,7 CH2 39,7 39,7 CH2 39,7
13 56,9 C 56,8 423C 42,3
14 56,8 CH 56,7 56,7 C 56,7
15 24,4 CH: 24,3 24,3 CH: 24,3
16 28,9 CH: 28,9 28,2 CH: 28,2
17 55,9 CH 56,0 56,0 CH 56,0
18 12,2 CHs 12,2 12,0 CHs 11,9
19 19,8 CHs 19,1 19,8 CHs 19,0
20 39,7 CH 40,4 36,1 CH 36,1
21 21,1 CHs 21,2 19,4 CHs 18,7
22 138,3 CH 138,3 31,6 CH2 33,9
23 129,3 CH 129,2 28,9 CH2 26,0
24 51,2 CHs 51,2 45,9 CH 45,8
25 29,2 CHs 29,7 29,1 CH 29,1
26 21,3 CHs 21,2 21,1 CHs 19,8
27 18,9 CHs 18,9 19,4 CH3 19,3
28 25,4 CH: 254 23,1 CH: 23,0
29 12,06 CHs 12,2 11,87 CHs 12,0

*MIRANDA, et al., 2012.
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Figura 18. Espectro de DEPTq (CDCls;,150 MHz) da fragdo AB-3: mistura dos esteroides
estigmasterol e 3-sitosterol.

Figura 19. Férmulas estruturais do estigmasterol e B-sitosterol, respectivamente.

5.1.4 Identificagado da substancia AB-4: 4-metoxi-2-(1’2’-trans-
epoxipentilquinolina)

A substancia AB-4 foi isolada sob a forma de um 6leo com coloragao
amarelada. Apresentou fluorescéncia quando submetida a luz UV (A = 254 e 365
nm) por meio da CCD e apresentou coloragao alaranjada quando revelada com
reagente de Dragendorff, indicando tratar-se de um alcaloide. Seu espectro de
massas (Figura 20) apresentou pico do ion molecular com raz&o m/z = 243 Da,
indicando a presencga do nitrogénio em sua estrutura. O espectro de massas de
alta resolugcao apresentou a massa do [M+H]* em m/z = 244,1335, compativel

com a férmula molecular C15sH17NOz2 (calculado para C1sH1sNO2 = 244,1337).
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O espectro de RMN de "H (600 MHz, CDCls) (Figura 21) apresentou sinais

caracteristicos de alcaloides quinolinicos semelhantes aos sinais apresentados

pelo 4-metoxi-2-(1°2’-trans-epoxipropil)quinolina (AB-2), diferindo apenas nos
sinais em 6 3,97 (1 H, d, J= 2,0 Hz), 8 3,09 (1 H, ddd, J = 6,5, 4,6, 2,0 Hz), 6
1,03 BH, t J=74Hz),d182 (1 H m),d168 (1 H m),d158 (2 H, m)

associados a cadeia lateral epoxipentila, cuja estereoquimica dos hidrogénios

grupo epoxido também é trans, de acordo com a constante de acoplamento entre
H1 e H2', que é 2,0 Hz.
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O espectro de RMN de '3C (150 MHz, CDCIs) apresentou 15 sinais (Figura
22). O mapa de contorno HSQC mostrou as relagdes entre carbono e hidrogénio
a uma ligagéo (Figura 23). Os dados de deslocamento quimico de hidrogénio e
carbono encontram-se na Tabela 5.

A partir das informagdes obtidas com os dados do CG/EM e os espectros
de RMN 'H e RMN C e comparagdo com os dados da literatura para um
alcaloide de estrutura semelhante (FOURNET et al., 1989) sugeriu-se para o
alcaloide AB-4 a estrutura do 4-metoxi-2-(1°2’-trans-epoxipentilquinolina) (Figura
24).
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Figura 22. Espectro de RMN de *C (CDCls, 150 MHz) da substancia AB-4: 4-metoxi-2-(1'2’-
trans-epoxipentilquinolina).
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Tabela 5. Dados espectrais de RMN de 'H (600 MHz, CDCl3) e RMN de '3C (150 MHz, CDCl3)
para a substancia AB-4: 4-metoxi-2-(1'2’-trans-epoxipentilquinolina)

H/C OH (mult., J/Hz) 6 C (ppm)
2 - 159,6
3 6,63 (S) 95,1
4 - 163,3
5 8,15 dd (8,3; 0,8) 121,7
6 7,48 m 125,5
7 7,69 m 130,1
8 8,00 (d, 8,3) 128,3
9 - 120,9
10 - 148,4

-OCHs 4,03 s 55,8
1 3,95 d (2,0) 59,6
2 3,09 ddd (6,5, 4,6, 2,0 Hz) 62,3

J’a 1,82 m 34,2
3'b 1,68 m 34,2
4 1,58 m 19,3
5’ 1,031 (7,4) 13,9
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Figura 24. Férmula estrutural da substancia AB-4: 4-metoxi-2-(1'2’-trans-epoxipentil)quinolina.

5.1.5 Identificagado da substancia AB-5: 4-metoxi-2-(1°2’-trans-
epoxipentilquinolina)

A substancia AB-5 (fragdo HGAB 4.7.4) foi isolada sob a forma de um dleo
com coloracdo levemente avermelhada, apresentando as mesmas
caracteristicas da AB-4, quando analisada por CCD. Ao analisar seu espectro de
RMN de 'H foi possivel verificar que os sinais eram idénticos aos sinais
presentes no espectro de AB-4 (Figura 25), o que indica que AB-4 e AB-5
correspondem ao mesmo alcaloide descrito anteriormente, o 4-metoxi-2-(1°2’-

trans-epoxipentil)quinolina.
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Figura 25. Sobreposicdo dos espectros de RMN de 'H (600 MHz, CDCls) de AB-4 e AB-5: 4-
metoxi-2-(1'2’-trans-epoxipentilquinolina).
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5.1.6 Identificagao da substancia AB-6

A fracado HGAB 8.5.2, codificada como AB-6 foi isolada sob a forma de um
Oleo com coloragao amarelada e soluvel em diclorometano. Ao ser submetida a
analise por CCD e revelada através da luz ultravioleta apresentou fluorescéncia
e apenas um ponto. Ao submeter a CCD aos vapores de iodo também foi
observado apenas um ponto. Apresentou resultado positivo frente ao reagente
de Dragendorff. Porém, durante o processo de identificagdo fragcdo AB-6,
observou-se uma alteragado da coloragdo, tornando-se mais escura, € ao ser
submetida novamente a analise por CCD apresentou varios pontos, indicando
que houve degradacdo da substancia. O cromatograma (Figura 26) obtido na
analise por CG-EM pode comprovar a decomposicdao da amostra, em funcao da
grande quantidade de picos observados, e, portanto, n&o foi possivel identificar
a substancia isolada.
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2.0+

1.0

L L s o s B Bty S B B B B N A A R s S e

5.0 75 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 225 25.0

Figura 26. Cromatograma obtido para a fragdo AB-6 na analise por CG-EM/IE.

51.7 Identificagcao da substancia AB-7: 4-metoxi-2-[3’,4’-
(metilenodioxifenil)etil]quinolina

A substancia AB-7 foi isolada sob a forma de um 6leo amarelado e soluvel
em diclorometano. Apresentou fluorescéncia quando submetida a CCD e
revelada na camara de luz UV (254 nm); apresentou coloragdo alaranjada
quando revelada com reagente de Dragendorff, indicando tratar-se de um
alcaloide. Seu espectro de massas (Figura 27) apresentou pico do ion molecular
com m/z de 307 Da, compativel com a formula molecular C19H17NO3, a qual foi
confirmada pelos de dados de RMN de 'H e de '3C.
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Figura 27. Espectro de massas da substancia AB-7:  4-metoxi-2-[3’,4'-
(metilenodioxifenil)etil]quinolina.

Seu espectro de RMN de 'H (Figura 28), assim como os das amostras
AB-2 e AB-4, apresentou sinais caracteristicos de alcaloides quinolinicos, 2,4
dissubstituido. Os sinais dos hidrogénios em & 8,14 (1H, dd, 8,4; 1,2 Hz), & 8,00
(1H, d, 8,4 Hz), 6 7,67 (1H, ddd, 8,4; 7,2; 1,2 Hz) e & 7,45 (m) foram associados
ao anel benzénico. Os sinais em & 6,53 (1H, s) e em © 3,98 (3H, s) foram
associados a um hidrogénio na posi¢ao 3 e uma metoxila ligada ao carbono 4 do
anel quinolinico. Os demais sinais foram atribuidos ao substituinte [3',4’-
(metilenodioxi)etil], ligado em C-2 do anel quinolinico. O padrédo 1°,3',4'-
trissubstituido do anel aromatico foi evidenciado pela multiplicidade dos sinais
em & 6,77 (1H, d, 1,3 Hz), 86,72 d (1H, d, 7,9 Hz) e em & 6,69 (1H, dd, 7,9; 1,3
Hz). O sinal em & 5,92 (2H, s) evidenciou a presencga do grupo 3’,4’-metilenodioxi,
e os sinais em & 3,07 (2H, m) e & 3,19 (2H, m) foram associados ao fragmento —
CH2CH2- ligado em C-2 do anel quinolinico e em C1 do grupo [3',4-
(metilenodioxi)fenil]. Estes sinais apesar de terem uma aparéncia de dd, sé&o
considerados como multipletos, pois, os hidrogénios de cada grupo -CHz- s&o
quimicamente equivalentes, mas ndo sao magneticamente equivalentes. Desta
forma, foi possivel propor a estrutura do alcaloide 4-metoxi-2-[3’,4’-

(metilenodioxifenil)etillquinolina (Figura 29) para AB-7.
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H (CDCIs, 600 MHz) da substancia AB-7: 4-metoxi-2-[3',4'-
(metilenodioxifenil)etiljquinolina.

Figura 29. Férmula estrutural da substancia AB-7: 4-metoxi-2-[3',4'-
(metilenodioxifenil)etil]quinolina.

O espectro de RMN de '3C (Figura 30) apresentou 19 sinais. Os sinais em
0 162,3; 100,7; 162,8; 121,6; 128,2; 135,4; 124,9; 120,0 e 145,7 foram atribuidos
aos carbonos da porc¢ao quinolinica da molécula. Os sinais em & 129,8; 109,0;
148,7; 147,5; 108,1 e 121,3 foram relacionados aos carbonos da porgao
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aromatica; os sinais em & 35,7 e 41,8 foram atribuidos ao grupo —CH2CH2-,

localizado entre a por¢do quinolinica e a porcdo aromatica da molécula e os

sinais em & 55,5 e 100,2 foram atribuidos aos carbonos da metoxila e do grupo

metilenodioxi, respectivamente.
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Figura 30. Espectro de RMN de 3C (150 MHz) para a substancia AB-7: 4-metoxi-2-[3’,4'-

(metilenodioxifenil)etiljquinolina.

ApOs analise e comparagao dos dados espectroscopicos (Tabela 6) com
os dados da literatura (FOURNET et al., 1989; RAKOTOSON et al., 1998), foi

possivel confirmar a estrutura proposta para AB-7, sendo este identificado como

o alcaloide 4-metoxi-2-[3’,4’-(metilenodioxifenil)etiljquinolina, também conhecido

como cusparina. Este alcaloide foi isolado previamente da casca do caule e
também dos galhos de Angostura longiflora (FOURNET et al., 1989, FOURNET
et al., 1994; HOUGHTON et al., 1999 e RAKOTOSON et al., 1998).
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Tabela 6. Comparacao dos dados de RMN de 'H e 3C (150 MHz, CDCl3) de AB-7 com dados

da literatura

C/H AB-7 Literatura*® AB-7 Literatura*
81 (mult, J/IHZ) Su (mult, JIHz) S¢ &¢c
2 162,3 162,4
3 6,53 (s) 6,53 (s) 100,7 100,8
4 162,8 162,9
5 8,14 (dd, 8,4/1,2) 8,14 (ddd, 8,3/1,5/0,6) 121,6 121,7
6 7,45 (ddd, 8,4/7,2/1,2) 7,45 (ddd, 8,3/7,7/1,2) 128,2 128,8
7 7,67 (ddd, 8,4/7,2/1,2) 7,68 (ddd, 8,5/7,7/1,5) 135,4 135,5
8 8,00 (d, 8,4) 7,99 (ddd, 8,5/ 1,2/0,4) 1249 125,0
9 120,0 1201
10 145,7 145,7
T 129,8 129,8
2 6,77 (d, 1,2) 6,77 (dd, 1,6/0,4) 109,0 109,1
3 148,7 148,8
4 147.5 147.,6
5 6,72 (d, 7,8) 6,73 (dd, 8,0/0,4) 108,1 108,2
6’ 6,69 (dd, 7,8/1,2) 6,68 (dd, 8,0/1,6) 121,3 121,4
7 3,07 (m) 3,07 (m) 35,7 35,8
8’ 3,19 (m) 3,18 (m) 41,8 41,8
-OCH0O- 5,92 (s) 5,89 (s) 100,2 100,3
4-OCHs 3,98 (s) 3,98 (s) 55,5 55,6

*(FOURNET et al., 1989; RAKOTOSON, et al., 1998)

5.1.8 Identificacao da amostra AB-8: vanilina

A fracdo HGAB 8.5.9.2, codificada como AB-8, foi isolada sob a forma de
um sélido de coloragdo marrom clara, apresentando um forte aroma de baunilha.
Seu espectro de massas (Figura 31) apresentou pico do ion molecular com raz&o
m/z = 152 Da, e apresentou 91% de similaridade com o espectro de massas do
aldeido vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido) (Figura 32), disponivel na
biblioteca NIST 14. Os fragmentos mais abundantes que aparecem no espectro
correspondem aos picos com m/z =152 [CsHsO3*], 109 [CeH502*] e 81 [CsH50*].
A partir da similaridade entre os espectros de massas de AB-8 e da vanilina, foi

possivel confirmar a estrutura desta amostra (Figura 33).
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Figura 31. Espectro de massas da substancia AB-8: vanilina.
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Figura 32. Espectro de massas da substancia vanilina, fornecido pela biblioteca NIST 14.
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Figura 33. Formula estrutural da substancia AB-8: vanilina.

5.1.9 Identificacao da amostra AB-9: evolitrina

A substancia AB-9 (17 mg) foi isolada da fracdo HGAB 8.5.9.4, e
caracterizada como um solido de coloragdao amarelada. Mostrou fluorescéncia
quando revelada sob a luz UV (254 e 365 nm); e apresentou coloragéo
alaranjada quando revelada com o reagente de Dragendorff, indicando tratar-se
de um alcaloide. Seu espectro de massas (Figura 34) apresentou o pico do ion

molecular em m/z = 229 Da, compativel com a férmula molecular C13H11NOa.
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Figura 34. Espectro de massas da substancia AB-9: evolitrina.

O espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCIl3) de AB-9 (Figura 35)
apresentou sinais de hidrogénios em & 8,11 (1H, d, J = 9,0 Hz), 6 7,07 (1H, dd,
J=9,0;24Hz)e d 7,33 (1H, d, J = 2,4 Hz) caracteristicos um anel aromatico
1,2,4-trissubstituido, tipicos de alcaldides furoquinolinicos (PUSSET et al., 1991,
RATNAYAKE et al., 2019; OKWEMBA et al., 2018). Os sinais em & 7,54 (1H, d,
J=27)ed7,01 (1H, d, J = 2,7) foram atribuidos aos hidrogénios de um anel
furano 2,3 dissubstituido; e os sinais em 4,39 (3H, s) e 3,93 (3H, s) atribuidos a

duas metoxilas.
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Figura 35. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCIz) da substancia AB-9: evolitrina.
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A partir do padrao de substituicdo 1,2,4 do anel aromatico, compativel com
as multiplicidades dos sinais de RMN de 'H, haveria duas possibilidades de
estrutura para AB-9 (Figura 36), ambas ja descritas na literatura (PUSSET et
al.,1991) para os alcaloides furoquinolinicos pteleina e evolitrina. A comparagéao
dos dados de RMN de 'H de AB-9 com aqueles descritos para pteleina e

evolitrina (Tabela 7), permitiu propor a estrutura da evolitrina para AB-9.

OMe

Evolitrina - R4=OMe; R,=H
Pteleina - R1=H; R,=OMe

Figura 36. Férmula estrutural dos alcaloides furoquinolinicos evolitrina e pteleina.

Tabela 7. Comparagao dos dados de RMN de 'H (600 MHz, CDCIs3) da substancia AB-9 com
aqueles reportados para evolitrina e pteleina

HIDROGENIO AB-9 Evolitrina* Pteleina*
0 (ppm), multiplicidade (J/Hz)
Har-1 8,11,d (9,3) 8,15,d (9,3) 7,87,d (9,0)
Har-2 7,33,d (2,5) 7,33d (2,6) 7,36, d (2,9)
Har-3 7,07, dd (9,3/2,5) 7,09 dd (9,3/2,6) 7,31, dd (9,0/2,9)
Hiurano-1 7,54,d (2,7) 7,57,d (2,8) 7,50, d (2,8)
Hiurano-2 7,01,d (2,7) 7,05, d (2,8) 6,90, d (2,8)
4-OCHs 4,39, s 4,43, s 4,30, s
6 ou 7-OCHs 3,93, s 3,95, s 3,88, s

*Pusset et al. (1991). Dados obtidos em CDCls, a 200 MHz.

O espectro de DEPTq (Figura 37) apresentou 13 sinais de '3C, sendo seis
carbonos nao hidrogenados, cinco carbonos metinicos e dois metilicos
(metoxilas). A atribuicdo completa dos sinais de carbono (Tabela 8), foi realizada
com base nas correlagbes C-H a uma ligagdo ('J), observadas no mapa
contornos HSQC (Figura 38), e a duas e trés ligacbes (°J e 3J), observadas no

mapa de contornos HMBC (Figuras 39 e 40).
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Figura 37. Espectro de RMN de DEPTq (150 MHz, CDCIs) da substancia AB-9: evolitrina.

Tabela 8. Atribuicdo dos sinais de RMN de 'H (600 MHz) e '3C (150 MHz) da substancia AB-9

e comparagdo dos dados de RMN de '3C, com os dados da literatura para evolitrina

CH AB-9 AB-9 Evolitrina’ Evolitrina?
OH (mult, J/HZ) Oc *dc *dc
2 7,54 (d, 2,7) 142,6 142,5 142,4
3 7,01 (d, 2,7) 105,1 104,9 104,7
3 102,0 102,2 102,0
4 157,4 157,3 158,0
42 - 113,4 113,6 118,3
5 8,11 (d, 9,3) 123,7 116,8 123,8
6 7,07 (dd, 9,3/2,5) 116,9 C 123,6 > 116,6
7 161,2 147,7 157,0
8 7,33 (d, 2,5) 105,7 106,0 106,0
82 147,4 142,5 161,0
92 164,3 161,3 C148,0>
4-OCHs 4,39 (s) 59,1 59,0 58,8
7-OCH3 3,93 (s) 55,6 55,5 55,4

'PUSSET et al., 1991. 2JAGDEESH et al., 2000.
* Dados obtidos a 50 MHz (CDCls)
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Figura 39. Mapa de contornos HMBC da substancia AB-9: evolitrina.
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Figura 40. Principais correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC para a substancia
AB-9: evolitrina.

Apos a comparagdo dos dados de RMN de '3C de AB-9 com dados
presentes na literatura (PUSSET et al., 1991; RATNAYAKE et al., 2019) para a
evolitrina (Tabela 7), observou-se grande semelhanc¢a na maioria dos valores,
entretanto, os valores de deslocamentos quimicos de C-7, C-8a e C-9a foram
bem diferentes. Também verificou-se que nos dados publicados por Pusset e
col. (1991) a atribuicdo dos sinais de C-5 e C-6 foram trocadas. Em trabalho
publicado por Ratnayake e col. (2019), a atribuigdo dos sinais de RMN de '3C foi
realizada por comparagao com os dados reportados previamente por Pusset e
col. (1991) e, portanto, manteve a mesma atribuicdo equivocada. Ao comparar
os dados de RMN '3C de AB-9 (150 MHz) com aqueles da evolitrina (a 50 MHz),
reportados por Jagadeesh e col. (2000) (Tabela 7), observou-se também
diferencga nos valores de deslocamento quimico dos carbonos C-4a, C-7, C-8a e
C-9a, mas grande semelhanga nos valores dos demais sinais. Além disso,
claramente percebe-se a troca na atribuigdo dos sinais de C-8a e C-9a.

Apesar das divergéncias entre os dados de RMN de '3C para alguns
carbonos (C-4a, C-7, C-8a e C-9a), com aqueles da literatura (PUSSET et al.,
1991; JAGADEESH et al., 2000), com a realizagéo dos experimentos 2D (HSQC
e HMBC) foi possivel fazer a atribuicdo inequivoca de todos os sinais de carbono
de AB-9, e ndo ha qualquer duvida de que AB-9 se trata da prépria evolitrina

(Figura 40). E possivel que tenha ocorrido algum equivoco na transcricdo e
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atribuicao dos valores de deslocamentos quimicos desses carbonos, uma vez
que os dados da literatura para evolitrina foram obtidos a 200 MHz, e a atribuigao
foi feita baseada apenas nos espectros de RMN unidimensionais, e também, por
comparagao com dados de RMN 2D do isbmero pteleina (PUSSET et al., 1991).
Esta deve ser, portanto, a primeira atribui¢cao inequivoca dos sinais de RMN de
13C, baseada em experimentos de RMN 2D, para a evolitrina. A presenca dessa
substancia ja foi reportada nas espécies A. longiflora (FOURNET et al., 1989) e
A. bracteata (ANDRADE, 2003), mas os dados de RMN de '*C nao foram

disponibilizados em nenhum desses trabalhos.

5.1.10 Identificacdo da amostra AB-10: 2-(3’,4’-metilenodioxiestiril)-4-
metoxiquinolina

A fracdo AB-10 (8 mg) foi obtida sob a forma de um solido amarelado e
soluvel em diclorometano. Apresentou fluorescéncia quando submetida a CCD
e revelada na camara de luz UV. Quando analisada por CG-EM, observou-se
pelo cromatograma (Figura 41) que essa fragdo € constituida de um composto
majoritario (pico 2), correspondendo a uma concentracdo relativa de
aproximadamente 87%, e de outros dois constituintes, nas concentragdes
relativas de 11% e 1,5%. O espectro de massas do constituinte majoritario
(Figura 42) apresentou o pico do ion molecular com m/z = 305 Da. A comparagao
desse espectro com a biblioteca de espectros de massas NIST14, indicou uma
similaridade com os dados do composto 2-(3’,4’-metilenodioxiestiril)-4-
metoxiquinolina (C19H15sNO3) (Figura 43), a qual foi confirmada posteriormente
pelos dados de RMN.
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Figura 41. Cromatograma (CG-EM/IE) da fragao AB-10.
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Figura 42. Espectro de massas (CG-EM/IE) do constituinte majoritario da fragdo AB-10: 2-(3',4’-
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Figura 43. Formula estrutural do alcaloide majoritario da fracdo AB-10: 2-(3',4’-
metilenodioxiestiril)-4-metoxiquinolina.

O constituinte minoritario (pico 1, 11%) também apresentou ion molecular
com m/z=305 Da, sugerindo se tratar de uma mistura de isdmeros, no entanto,
este constituinte nao foi identificado, dada a complexidade e sobreposi¢cao dos
sinais de RMN de 'H e 3C.

O espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCI3) de AB-10 (Figura 44)
apresentou sinais caracteristicos de alcaloides quinolinicos 2,4-dissubstituidos.
Sendo o substituinte em C-4 um grupo metoxila (o 4,11, s, 3H) e o substituinte
em C-2, um grupo (3’,4’-metilenodioxiestiril). Os sinais desse substituinte foram
observados em 6 7,59 e 7,20 (J = 16,2 Hz), atribuidos aos hidrogénios da ligacéao
dupla trans; em & 6,84 (1H, d, J = 8,0 Hz), 8 7,09 (1H, dd, J = 8,0/1,4 Hz) e
7,19 (1H, d, J = 1,4 Hz), os quais foram atribuidos aos hidrogénios do anel
aromatico 1°,3',4’-trissubstituido, sendo o substituinte das posi¢cées 3’,4’, um
grupo metilenodioxi (& 6,01, s, 2H). Os demais sinais, em & 6,95 (s), 6 8,14 (1H,
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dd, J=8,4;1,2Hz),5 7,68 (1H, m), 5 7,45 (m) e 8 8,05 (1H, dd, J = 8,4; 1,2 Hz)
foram atribuidos aos hidrogénios da por¢ao quinolinica da molécula. A analise
dos dados espectroscépicos, assim como, a comparagao com os dados de RMN
de 'H da literatura (FOURNET et al., 1989; CARON et al., 1993), permitiram
identificar o alcaloide maijoritario de AB-10 como 2-(3’,4’-metilenodioxiestiril)-4-

metoxiquinolina (Figura 45), como ja sugerido na analise dos dados de massas.
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Figura 44. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCIz) da fragdo AB-10.
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Figura 45. Ampliagéo da regiao contendo os sinais dos hidrogénios ligados ao anel quinolinico do constituinte majoritario [2-(3’,4’-metilenodioxiestiril)quinolina]

da fragao AB-10.
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O espectro de DEPTq (150 MHz, CDClIs) de AB-10 (Figura 46) apresentou
18 sinais: 7 sinais de carbonos quaternarios, 10 carbonos metinicos, 1 carbono
metilénico e 1 carbono metilico (Tabela 9), estes dados foram comparados com
a literatura (CARON et al., 1993).

Em pesquisa realizada no Scifinder, consta que essa substancia
previamente havia sido isolada de Angostura longiflora (sin. Galipea longiflora)
(FOURNET et al., 1989). Este €, portanto, o segundo relato de isolamento dela,
e ambos no género Angostura. Um unico trabalho (CARON et al., 1993) foi
encontrado reportando a sintese desta substancia, mas sem qualquer estudo de

atividade biologica.
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Figura 46. Espectro de DEPTq da fragdo AB-10, destacando os sinais do constituinte majoritario:
[2-(3’,4’-metilenodioxiestiril)quinolina].
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Tabela 9. Correlagao entre os sinais de RMN de 'H e 3C para o constituinte majoritario de AB-

10: [2-(3’,4’-metilenodioxiestiril)quinolina].

C/H O (ppm), (mult., J/Hz) Oc (ppm) 6c (ppm)*
- 157,1 156,9
6,95 (s) 97,8 97,7
--- 161,5 162,3
4a 120,6 120,5
8,14 (dd, 8,4/1,2) 121,7 121,5
7,45 (m) 125,3 125,0
7,68 (m) 129,9 128,4
8 8,05 (dd, 8,4/1,2) 130,2 129,9
8a - ni 148,9
1 - 131,0 130,9
2 7,19 (d, 1,4) 106,1 105,9
3 - 148,3 148,1
4 - 148,3 148,0
5 6,83 (d, 8,0) 108,5 108,4
6’ 7,09 (dd, 8,0/1,4) 122,9 122,6
v 7,59 (d, 16,2) 128,6 127,5
8’ 7,20 (d, 16,2) 133,9 133,6
-OCH3 4,11 (s) 55,7 55,6
-OCH,0- 6,01 (s) 101,3 101,2

*Caron et al. (1993) — dados obtidos em CDCIz a 50 MHz.

ni = valor ndo identificado no espectro, devido a amostra nao estar pura.

5.1.11 Identificagao da amostra AB-11: N-(4-hidroxifenetil)-N-metil-trans-
ferulamida

A amostra AB-11 (11 mg) foi obtida sob a forma de um d6leo castanho

escuro e soluvel em diclorometano. Apresentou fluorescéncia quando submetida

a CCD e revelada na camara de luz UV. Seu espectro de massas de baixa

resolucao (Figura 47) apresentou pico do ion molecular em m/z = 327 Da e o

pico base em m/z=177. No espectro de alta resolu¢do (UPLC-HRMS) o pico

[M+H]* foi observado em 328,1545 compativel com a formula molecular

C19H21NO4, além de outro fragmento em m/z = 177,0545, compativel com a

férmula [C10H9O3]*, de um grupo feruloila (Figura 48).
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Figura 48. Fragmento correspondente ao pico base no espectro de massas (IE) de AB-11: N-
(4-hidroxifenetil)-N-metil-trans-ferulamida.

A analise do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCI3) de AB-11 (Figuras
49 e 50) sugeriu a presenca de uma mistura de isbmeros rotaméricos de uma
amida derivada do acido trans-ferulico e da N-metiltiramina, caracterizando
assim a N-(4-hidroxifenetil)-N-metil-frans-ferulamida (Figura 52), também
conhecida como N-trans-feruloil-N-metiltiramina. Os isbmeros rotameéricos foram
observados numa proporgao aproximada de 3:2, em CDCls. As evidéncias para
uma mistura de rotameros, se deve a grande semelhanga nos valores de
deslocamento e multiplicidade dos sinais, variando apenas a intensidade de
cada sinal.

Os dados de RMN de 'H do constituinte majoritario (~60%), permitiram
identificar a porcao trans-feruloila, a qual foi caracterizada pelo sinal em & 3,82
(s, 3H) atribuido ao grupo metoxila; pelos dois dubletos em & 7,37 e & 6,18,
acoplados entre si (J = 15,6 Hz), atribuidos aos hidrogénios olefinicos com
configuragéao trans; e os sinais dos hidrogénios do anel aromatico trissubstituido,
foram observados em & 7,01 (d, J=7,8 Hz) foi atribuido a H-6, que mostrou

acoplamento com o sinal em & 7,82 (d, J=7,8 Hz); e o sinal em & 6,70 (s/) foi

|
-
3250
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atribuido a H-2. Nao foi observado, neste caso, o acoplamento entre os
hidrogénios em posi¢cao meta (H-6 e H-2).

A parte derivada da N-metiltiramina foi evidenciada pelos sinais de
hidrogénios ligados a um anel aromatico p-substituido, em & 6,98 (2H, d, J=8,4
Hz), atribuidos a H-13/H-17, e em & 6,77 (2H, d, J=8,4 Hz), atribuidos a H-14/H-
16. O sinal em & 3,62 (2H, t, J=6,6 Hz) foi atribuido a H-10, e o sinal em & 2,81
(2H, m), foi atribuido a H-11, que embora acoplado com H-10, aparece
sobreposto com o sinal do rotdmero minoritario e, portanto, nao foi possivel
determinar a constante de acoplamento. Finalmente, o sinal em & 3,01 (3H, s)
foi atribuido a metila ligada ao nitrogénio (N-CHs). Os sinais dos hidrogénios do
isbmero rotamérico minoritario foram muito semelhantes aos do rotamero
majoritario e sdo mostrados na Tabela 10. A atribuigdo dos sinais foi confirmada
pela comparagdo com dados de RMN de 'H com os dados da beecheyamida
(Cheng et. al. 2004), uma amida semelhante a AB-11, com o mesmo padr&o de
substituicdo e oxigenacgdo, diferindo apenas no fato de que no lugar de duas
hidroxilas (4-OH e 4’-OH) (Figura 47, ver estrutura de AB-11), sdo duas metoxilas
(4-OCHs e 4’- OCHs). A beecheyamida também existe como uma mistura de
rotameros (3:2).

Os dados de RMN de 'H de AB-11 também foram comparados com dados
da N-(4-hidroxifenetil)trans-ferulamida (MUNOZ et al., 1996). A diferenca dessa
amida comparada com AB-11 é apenas a auséncia de um grupo N-CHs.
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Tabela 10. Comparagdo entre os dados de RMN de 'H de AB-11, N-(4-hidroxifenetil)-N-metil-
trans-ferulamida, (600 MHz) e beecheyamida (400 MHz), ambos em CDClI3

H AB-11 Beecheyamida*
8 (mult., JIHz) 8 (mult., JIHz)
forma anti forma sin (minor.) forma anti forma sin (minor.)
(major.) (major.)
2 6,70 (sl) 6,94 (sl) 6,86 (d, 2,0) 7,04 (d, 2,0)
5 6,82 (d, 7,8) 6,89 (d, 8,4) 6,82 (d, 8,4) 6,88 (d, 8,4)
6 6,86 (d, 7,8) 7,06 (d, 8,4) 7,01 (dd, 8,4/2,0) 7,14 (dd, 8,4/2,0)
7 7,37 (d, 15,6) 7,58 (d, 15,0) 7,47 (d, 15,6) 7,64 (d, 15,6)
8 6,18 (d, 15,6) 6,65 (d, 15,0) 6,40 (d, 15,6) 6,71 (d, 15,6)
2’/6’ 6,98 (d, 8,4) 7,03 (d, 8,4) 7,09 (d, 8,8) 7,17 (d, 8,8)
35 6,77 (d, 8,4) 6,77 (d, 8,4) 6,84 (d, 8,8) 6,84 (d, 8,8)
r 2,81 (t, 7,2) 2,81 (t 7,2) 2,86 (t,7,2) 2,86 (t, 7,2)
8 3,62 (t, 7,2) 3,65 (t, 7,2) 3,64 (t, 7,2) 3,64 (t, 7,2)
4-OCH3s 3,82 (s) 3,88 (s) 3,92 (s) 3,90 (s)
N-CH; 3,01 (s) 3,07 (s) 3,04 (s) 3,04 (s)

*Cheng et al., (2004).

Os sinais no espectro DEPTq (Figura 52) também foram observados em
duplicidade, com valores muito semelhantes ou, em alguns casos, coincidentes.
As atribuicbes dos sinais de '3C para cada rotdmero foi realizada a partir do
dados obtidos no DEPTq, das correlagcbes observadas nos mapas de contornos
HSQC (Figura 53 e 54) para carbonos hidrogenados e HMBC (Figura 55 e 56)
para carbonos nao hidrogenados, além da comparagédo com dados da literatura
(Tabela 11) para a beecheyamida (CHENG et al., 2004), amida semelhantes a
AB-11 [N-(4-hidroxifenetil)-N-metil-trans-ferulamida]. Apesar de haver diversos
relatos na literatura para a N-(4-hidroxifenetil)trans-ferulamida (MUNOZ et al.,
1996; FUKUDA et al., 1983; CHANG et al., 2001; ACHANTA et al., 2010) n&o foi
encontrado na literatura qualquer registro para a amida AB-11 [N-(4-
hidroxifenetil)-N-metil-trans-ferulamida]. Portanto, este parece ser o primeiro
isolamento desta amida como produto natural, sendo encontrada em A.

bracteata como uma mistura de isbmeros rotaméricos.
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Figura 52. Espectro de DEPTq (150 MHz, CDCls) da fragdo AB-11: N-(4-hidroxifenetil)-N-metil-

trans-ferulamida.
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Figura 54. Mapa de contorno HSQC da regido de hidrogénios ligados em carbonos sp?da fragéo
AB-11: N-(4-hidroxifenetil)-N-metil-frans-ferulamida.
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Tabela 11. Correlagbes de 'H e 3C observadas no HSQC para a fragdo AB-11:

hidroxifenetil)-N-metil-trans-ferulamida e comparagédo com dados da literatura*
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N-(4-

H/C

© 00 N o a A O DN -

-—

2'[6’
315
&

7
8’
4-OCH;
N-CHs

AB-11 Beecheyamida™
8 (mult., JIHz) 8¢ (150 MHz) 8¢ (100 MHz)

forma anti forma sin forma anti forma sin forma anti forma sin

(major.) (minor.) (major.) (minor.) (major.) (minor.)
--- 127,7 127,7 128,3 128,2
6,70 (sl) 6,94 (sl) 109,6 110,2 110,9 110,0
- 146,7 146,8 150,2 150,4
--- 147,3 147,5 148,9 150,0
6,82 (d,7,8) 6,89 (d, 8,4) 114,8 114,8 109,8 109,8
6,86 (d,7,8) 7,06 (d, 8,4) 122,0 122,0 114,1 115,3
7,37 (d, 15,6) 7,58 (d, 15,0) 142,7 143,4 141,6 142,4
6,18 (d, 15,6) 6,65 (d, 15,0) 114,7 114,5 121,5 121,8
--- 168,1 167,1 166,9 166,4
- 129,2 130,0 130,2 131,2
6,98 (d,8,4) 7,03 (d, 8,4) 129,9 129,8 129,6 129,6
6,77 (d,8,4) 6,77 (d, 8,4) 115,8 115,6 113,9 113,8
--- 155,8 155,1 158,4 158,0
2,81 (m) 2,81 (m) 34,1 32,9 34,4 32,9
3,62 (t, 7,2) 3,65 (t, 7,2) 52,3 50,6 52,0 50,7
3,82 (s) 3,88 (s) 55,9 56,0 55,8 55,8
3,01 (s) 3,07 (s) 34,6 36,2 34,3 36,3

*Cheng et al., (2004).

5.1.12 Identificagado da substancia AB-12: esquimianina

A substancia AB-12 (4 mg) foi isolada sob a forma de um sdlido

amarelado. Apresentou fluorescéncia e uma unica mancha quando submetida a
luz UV por meio da CCD. Seu espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCI3) (Figura
57) apresentou sinais caracteristicos de alcaloides furoquinolinicos: os sinais em
0766 (1H,d, J=18Hz)e d7,12 (1H, d, J = 1,8 Hz) foram relacionados aos
hidrogénios do anel furano e os sinais em 6 8,05 (1H, d, J=9,6 Hz) e 8 7,28 (1H,
d, J = 9,6 Hz) atribuidos a H-5 e H-6, respectivamente (Tabela 12).
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Figura 57. Espectro de RMN de 'H (600 MHz) para a substancia AB-12: esquimianina.

Tabela 12. Comparacgéo entre os dados de RMN de 'H (600 MHz) obtidos para AB-12 e os
dados constantes na literatura para a esquimianina

Hidrogénio AB-12 & (ppm), J (Hz) Literatura*®

2 7,66 (1H, d, J=1,8) 7,61 (J=2,8Hz)
3 712 (1H,d, J=1.,8) 7,07 (d, J=2,8 Hz)
5 8,04 (1H, d, J=9,6) 8,0 (d, J=9,4 Hz)
6 7,28 (1H, d, J=9,6) 7,27 (d, J=9,4 Hz)

4-OCHs 4,51 (3H, s) 4,45 (s)

7- OCH3s 4,05 (3H, s) 4,10 (s)

8- OCHs 4,16 (3H, s) 4,21 (s)

* JACKSON et al.,1990.

O espectro de DEPT-135 (Figura 58) apresentou 7 sinais referentes aos
carbonos metilicos e metinicos. A analise do mapa de contorno HSQC (Figura
59) permitiu correlacionar os hidrogénios e carbonos presentes na molécula. Os
sinais em 6 4,51 (3H, s), 6 4,05 (3H, s) e 6 4,16 (3H, s) foram relacionados a trés
metoxilas ligadas a C-4, C-7 e C-8, respectivamente. Os valores de
deslocamento dos carbonos nado hidrogenados foram obtidos a partir das

correlagdes obtidas no mapa de contornos HMBC (Figura 61).
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A partir da analise dos dados de RMN de 'H e '3C, bem como, a
comparagao com os dados da literatura (JACKSON et al.,1990; RATHEESH et
al., 2013) pode-se concluir que a amostra AB-12 se trata do alcaloide
furoquinolinico esquimianina (Figura 61). Os dados completos de '3C s&o

apresentados na Tabela 13.

OMe

MeO

Figura 61. Férmula estrutural da substancia AB-12: esquimianina.

Esse alcaloide € muito comum em espécies de Rutaceae (CHENG et al.,
1994; YANG et al., 2012; RATHEESH et al., 2013; GAJBHIYE et al., 2012),
incluindo Angostura longiflora, (FOURNET et al., 1989) e Angostura bracteata
(ANDRADE, 2003).
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Tabela 13. Atribuicdo dos dados de RMN de '3C de AB-12 e comparagdo com dados da
literatura da esquimianina (skimmianine)

Cc AB-12 Esquimianina (skimmianine)
d¢c (150 MHz) &c (125 MHz)* Ock*
144,0 142,0 142,7
105,4 104,6 104,5
3a 102,2 102,0 101,7
4 159,3 157,2 156,9
4a 114,0 114,9 114,6
5 118,9 118,2 118,0
6 113,0 112,1 11,7
7 153,3 152,1 151,9
8 140,0 143,0 141,8
8a 138,1 141,5 141,3
9a 162,6 164,3 164,2
4-OCH3s 60,0 59,0 58,8
7-OCHs 57,1 56,8 56,6
8-OCHs 62,3 61,7 61,4

* RATHEESH et al. 2013.
** JACKSON et al.1990.

5.1.13 Identificagao da fragao AB-13: magnolamida e magnolamida b

A substancia AB-13 (10 mg)foi isolada sob a forma de um odleo
amarelado. Apresentou fluorescéncia e uma unica mancha quando submetida a
luz UV por meio da CCD. Seu espectro de massas (CG-EM/IE)
(Figura 62) apresentou pico do ion molecular em m/z= 372 Da. Apresentou
também um pico em m/z = 343 Da, indicando a perda de um radical CHO; e um
pico base emm/z = 177 Da, que corresponde aperda deuma
porcao feruloila. Seu espectro de massas de alta resolugao (UPLC-HRMS)
mostrou o pico [M+H]* em m/z=373,1754, indicando a formula molecular
C20H24N205 para AB-13.

A partir da analise do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD30OD) (Figura
63) foi possivel constatar que a amostra AB-13 corresponde a uma mistura de
isdbmeros ftrans e cis na proporcdo aproximada de 7:3, respectivamente e,
portanto, o composto majoritario (trans) foi chamado AB-13a, e o minoritario (cis),
de AB-13b.
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Figura 62. Espectro de massas da fragdo AB-13: magnolamida e magnolamida b
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Figura 63. Espectro de RMN de 'H da mistura de isémeros trans e cis de AB-13: magnolamida

e magnolamida b.

Os dados de RMN de 'H de AB-13a (Figura 63) confirmaram a presenca
de uma porcéo frans-feruloila, destacando-se um sinal em & 3,87 (s, 3H)
atribuido ao grupo metoxila; os sinaisem 6 6,41 e 6 7,42 (J = 15,7 Hz), atribuidos
aos hidrogénios olefinicos com configuracdo frans; e os sinais de trés
hidrogénios em & 7,11 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 6 7,02 (dd, J = 8,4; 1,8 Hz, 1H) e &
6,78 (d, J = 8,4 Hz, 1H), evidenciando a presenca de um anel aromatico 1,3,4-
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trissubstituido. A comparacao dos demais sinais do espectro de RMN de 'H, com
dados da literatura (YU et al., 1998; CHIOU et al., 2005; DONG e LE QUESNE,
2002) revelou que o composto majoritario (AB-13a), se trata da magnolamida
(Figura 67), uma amida derivada do acido trans-ferulico e do 1-(4-aminobutil)-5-
(hidroximetil)-1H-pirrol-2-carbaldeido, isolada pela primeira vez da planta

Magnolia coco (Magnoliaceae).

Os sinais em 6 6,97 (d, J = 4,1 Hz, 1H) e 6 6,25 (d, J = 4,1 Hz, 1H) foram
atribuidos aos hidrogénios do anel pirrol, 1,2,5-trissubstituido; o sinal em & 9,41
(s) foi atribuido a um grupo formil, um dos substituintes do anel pirrolico (em C-
2’) e o sinal em d 4,62 (s) ao outro substituinte em C-5’, caracterizado como um
grupo —CH20H. O substituinte ligado ao N do anel pirrdlico, foi caracterizado
como um grupo 4-aminobutil (-CH2CH2CH2CH2NH2), para o qual foram
observados quatro sinais integrando para 2H cada, em 6 4,38 (m, H6’), & 3,32 (t,
7,0 Hz), 5 1,80 (m) e & 1,60 (dt, J=14,5/7,2 Hz), correspondentes aos hidrogénios

metilénicos.
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Figura 64. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD3sOD) da fragdo AB-13, destacando os sinais

do isdbmero majoritario AB-13a: magnolamida.
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Figura 65. Estrutura molecular de AB-13a: magnolamida.

Os sinais de RMN de "H (Figura 65) atribuidos a AB-13b apresentaram o
mesmo padrao de deslocamentos e multiplicidade relativos a AB-13a, salvo a
diferenca na intensidade dos picos e também entre os sinais de H-7 e H-8 que
para AB-13b foram observados em 6 6,60 e & 5,82, respectivamente, com J=12,6
Hz, indicando a estereoquimica cis da ligagao dupla, confirmando a presenca de
uma porg¢ao cis feruloila na molécula (Figura 66). Em AB-13a, esses sinais foram
observados em © 6,41 e 6 7,42, com J = 15,7 Hz.

A atribuigdo completa dos sinais de RMN de 'H dos isémeros cis e trans
da N-[4-(2-formil-5-hidroximetil-1H-pirrol-1-il)butillferulamida sdo apresentadas
na Tabela 14, onde os deslocamentos quimicos sdo comparados com dados da
literatura da magnolamida (isémero frans), isolada de Magnolia coco (YU et
al.,1998) e obtida como produto sintético (CHIOU et al., 2005).
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Tabela 14. Comparagdo de dados de RMN de 'H (600 MHz, CD30OD) para os isdbmeros trans
(AB-13a) e cis (AB-13b) da N-[4-(2-formil-5-hidroximetil-1H-pirrol-1-il)butil[ferulamida

H AB-13b AB-13a Magnolamida*
(isobmero cis) (isbmero trans) (isbmero trans)
dH (mult.,J/Hz) SH (mult.,J/Hz) OH (mult., JHz)* & (mult., JIHz)**
1’ 3,24 (t, 7,0) 3,32 (t, 7,0) 3,30 (t, 7,2) 3,31 (t, 7,0)
2 1,53 (m) 1,60 (dt, 14,5/7,2) 1,57 (m) 1,56-1,62 (m)
3 1,72 (m) 1,80 (m) 1,78 (m) 1,76-1,82 (m)
4 4,33 (m) 4,38 (m) 4,35 (t,7,2) 4,38 (1,7,5)
6 6,96 (d, 4,5) 6,97 (d, 4,1) 6,95 (d, 4,0) 6,96 (d, 4,0)
7 6,24 (d, 4,5) 6,25 (d, 4,2) 6,23 (d, 4,0) 6,24 (d, 4,0)
2 5,82 (d, 12,6) 6,41 (d, 15,7) 6,41 (d, 15,7) 6,39 (d, 15,5)
3 6,60 (d, 12,6) 7,42 (d, 15,7) 7,42 (d, 15,7) 7,42 (d, 15,5)
5 7,33 (d, 1,9 Hz) 7,11 (d, 1,8) 7,08 (d, 2,0) 7,09 (s)
8 6,71 (d, 8,2) 6,78 (d, 8,1) 6,78 (d, 8,2) 6,77 (d, 8,5 Hz)
9 6,91 (dd, 8,2/1,9) 7,02 (dd, 8,2/1,8) 7,03 (dd, 8,2/2,0) 7,00 (d, 8,5)
CHO 9,37 (s) 9,41 (s) 9,38 (s) 9,40 (s)
CH,OH 4,59 (s) 4,62 (s) 4,61 (s) 4,62 (s)
OCHs 3,87 (s) 3,87 (s) 3,85 (s) 3,86 (s)

#Corresponde ao isémero trans da N-[4-(2-formil-5-hidroximetil-1H-pirrol-1-il)butil[ferulamida (AB-13a).
*YU et al. (1998). Dados obtidos em CD30D, a 300 MHz.
** CHIOU et al. (2005). Dados obtidos em CD30D, a 500 MHz.

A partir da analise do espectro de DEPTq (Figura 70), dos mapas de
contornos HSQC (Figura 71) e HMBC (Figura 72) da mistura de isémeros foi
possivel atribuir 20 sinais para AB-13a, sendo 10 sinais referentes aos carbonos
da porcao trans-feruloila em & 126,85; 110,13; 147,88; 143,08; 115,06; 121,78
referentes aos carbonos do anel aromatico, o sinal em & 54,96 referente ao
carbono da metoxila ligada ao anel; & sinal em 167,79 referente ao carbono
carbonilico e os sinais em 8 117,31 e 140,65 referentes aos carbonos do grupo
vinil; um sinal em & 179,53 referente ao carbono do grupo CHO; quatro sinais
em 0 132,07, 125,01, 110,08, 143,08 referentes aos carbonos do anel pirrdlico;
quatro sinais de carbonos metilénicos formando ligagdo simples em & 38,60,
28,42; 26,28 e 44,89; um sinal em 6 55,07 referente ao carbono do grupo CH20H.

Para AB-13b também foram atribuidos 20 sinais: 10 sinais referentes aos
carbonos da porcédo cis-feruloila em & 112,3; 147,8; 143,1; 1145 e 123,6
referentes aos carbonos do anel aromatico; & sinal em 169,05 referente ao
carbono carbonilico e os sinais em & 120,3 e 136,7 referentes aos carbonos do
grupo vinil; Um sinal em & 179,50 referente ao carbono do grupo CHO; quatro
sinais em ® 132,0; 124,0; 109,8 e 143,00 referentes aos carbonos do anel

pirrélico; quatro sinais de carbonos metilénicos formando ligagado simples em &
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38,29; 28,20; 25,7 e 44,50; um sinal em & 54,8 referente ao carbono do grupo
CH20H. As atribuigcdes dos sinais de RMN de '3C do isémero trans (AB-13a)
também foi comparada com dados da literatura da magnolamida (YU et al., 1998;
CHIOU et al., 2005), os quais sao apresentados na Tabela 15, juntamente com
os dados do isémero cis (AB-13b).
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Figura 68. Espectro de DEPTq da fragdo AB-13, destacando os sinais do isbmero majoritario

AB-13a: magnolamida.
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Tabela 15. Comparacgéo de dados de RMN de 3C (150 MHz, CD30OD) para os isdbmeros trans
(AB-13a) e cis (AB-13b) da N-[4-(2-formil-5-hidroximetil-1H-pirrol-1-il)butil[ferulamida

C AB-13b AB-13a Magnolamida*

(isébmero cis) (isébmero trans) (isébmero trans)
oc oc Oc* Oc **
1 38,3 38,6 40,0 40,0
2 25,7 26,3 27,6 27,7
3 28,2 28,4 29,8 29,8
4 445 44,9 46,2 46,3
5 132,0 132,1 133,4 133,5
6’ 124,0 125,0 126,3 126,4
7 109,8 110,1 111,6 111,5
8 143,0 143,1 144,4 144,5
1 169,1 167,8 169,1 169,3
2 120,3 117,3 118,8 118,3
3 136,7 140,7 142,0 142,2
4 1271 126,9 128,3 127,7
5 112,3 110,1 11,4 111,5
6 147,8 147,9 149,2 149,6
7 143,1 1431 149,7 150,8
8 114,5 115,1 116,5 116,7
9 123,6 121, 8 123,1 123,4
CHO 179,5 179,5 180,8 180,9
CH20H 54,8 55,1 56,5 56,5
OCHs 55,9 55,0 56,4 56,3

#Corresponde ao isémero trans da N-[4-(2-formil-5-hidroximetil-1H-pirrol-1-il)butil[ferulamida (AB-13a).
*YU et al. (1998). Dados obtidos em CD30D, a 75 MHz.
** CHIOU et al. (2005). Dados obtidos em CD30D, a 125 MHz.

Pode-se concluir que AB-13a (isbmero majoritario) corresponde a
magnolamida, isolada previamente de Magnolia coco, Magnoliaceae (YU et al.,
1998), de Alisma plantago-aquatica subsp. orientale, Alismataceae (ZHAO et al.,
2018) e de Caulophyllum robustum, Berberidaceae (QIN et al., 2019). Portanto,
apesar de ter sido isolada de plantas pertencentes a outras familias, este é o
primeiro isolamento desta amida na familia Rutaceae. Entretanto, AB-13b, um
isdmero cis da magnolamida, esta sendo descrito pela primeira vez, seja como

produto natural ou sintético.
5.2 Atividade leishmanicida

As amostras foram avaliadas em ftriplicata e os e os resultados do ensaio
de atividade leishmanicida foram expressos como porcentagem da inibigcdo do

crescimento das formas amastigotas em relagdo aos controles sem amostra.
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Para este ensaio, seriam consideradas ativas as amostras com porcentagem de
inibicdo acima de 70%.

Portanto, os extratos das folhas e galhos e as substancias isoladas de A.
bracteata, respectivamente, ndo apresentaram atividade leishmanicida (Tabelas
16 e 17) contra Leishmania amazonensis (Leishmania), apesar de haver relatos
na literatura da atividade leshmanicida apresentada por extratos e algumas
substancias isoladas de espécies do género, como Galipea longiflora (sin. A.
longiflora) (Fournet et al., 1993; Fournet et al., 1994). Porém, entre os compostos
isolados de A. longiflora ativos contra L. amazonensis destacam-se a chimanina
D e a 2-n-propilquinolina, que s&o alcaloides quinolinicos substituidos na posi¢céo
2, por uma cadeia com trés atomos de carbono. Segundo Fournet e col. (1993)
a substituicao do anel quinolinico na posigao 4, pelo grupo metoxila (o que ocorre
em AB-2 e AB-4) resulta em menor atividade antileishmania. Provavelmente, por
esse fator, os compostos testados neste trabalho ndo exibiram atividade
leishmanicida, o que torna importante a investigagdo de outros tipos de
atividades bioldégicas que estes compostos possam apresentar.

Em relacdo a AB-11, ndo ha nenhum relato na literatura sobre o estudo
de suas atividades bioldgicas, ja que trata-se de uma mistura rotamérica de uma
amida (N-(4-hidroxifenetil)-N-metil-trans-ferulamida) isolada pela primeira vez
como produto natural.

Quanto a AB-13 (magnolamida), ndo ha relatos na literatura sobre
determinacdo de sua atividade leishmanicida. No entanto, ha um estudo que
relata sua atividade anti-inflamatdria ao inibir a produgéo de 6xido nitrico (NO),
produzido a partir de L-arginina pela 6xido nitrico sintase (NOS), induzida por
LPS (lipolissacarideo) em células RAW 264.7 (ZHAO, et al., 2018). Estudos
realizados por Chiou e col. (2005) mostraram que a magnolamida também
apresenta atividade antioxidante semelhante ao resveratrol e probucol
(antioxidantes de referéncia) pois ela inibe os efeitos da oxidacdo da LDL
(lipoproteina de baixa densidade) induzida por CuSOa.

Algumas amidas sao conhecidas por apresentarem a inibigédo in vitro da
biossintese da enzima prostaglandina, atividade antioxidante e efeito inibitorio
contra agregacdo de plaquetas (CHIOU, et al., 2005), essas atividades ja

relatadas para certas amidas pode servir como base para futuras avaliagoes de
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atividade bioldgica que AB-11 e AB-13 possam apresentar, ja que ambas sao

amidas.

Tabela 16. Resultados do ensaio da atividade leishmanicida dos extratos das folhas (EFAB) e
galhos (EGAB) de Angostura bracteata.

Extrato Concentragao Resultado (%)
EGAB 200 pg/ml 34
EFAB 200 pg/ml 37

Tabela 17. Resultados do ensaio da atividade leishmanicida das substancias isoladas de
Angostura bracteata

Substéancia Concentragao Resultado (%)
AB 2 200 ug/ml 28
AB 4 200 pg/ml 53
AB 11 200 pg/ml 55
AB 13 200 pg/ml 60

6.0 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico dos galhos de Angostura bracteata levou ao
isolamento e identificacdo de substancias com o perfil quimico bastante diverso
sendo composto, em sua maioria, por alcaloides quinolinicos, o que é muito
comum em espécies do género Angostura. Entre os alcaloides isolados,
destaca-se o0 4-metoxi-2-(1’2’-trans-epoxipropilquinolina) e o 4-metoxi-2-(1°2’-
trans-epoxipentilquinolina), pois na literatura ndo ha publicagdes relativas a estas
substancias. Neste trabalho, destacam-se também, um mistura de isébmeros
rotaméricos da N-(4-hidroxifenetil)-N-metil-frans-ferulamida, isolada pela
primeira vez como produto natural e a mistura de isbmeros cis e trans da
magnolamida, cujo isdmero cis esta sendo descrito pela primeira vez como
produto natural, e o isbmero trans, sendo encontrado pela primeira vez na familia
Rutaceae.

Com relacao a avaliacido da atividade leishmanicida in vitro contra formas
promastigotas de Leishmania amazonensis, nao foi verificada atividade dos

extratos, assim como, de nenhuma das substancias testadas, o que torna
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importante a realizacdo de outros ensaios para verificar o potencial biolégico
destas substancias, principalmente aquelas inéditas.

De forma geral, os resultados obtidos a partir do estudo fitoquimico e
avaliacao da atividade biolégica de A. bracteata contribuem para o conhecimento
e valorizagao da flora brasileira, em especial da familia Rutaceae, ja que sao
apresentadas informagdes relevantes e inéditas. Algumas perspectivas para
este trabalho sdo a obtencdo de uma maior quantidade dos compostos isolados
e com um grau de pureza mais elevado, o estudo mais detalhado da fragéo
metandlica, que se mostrou-se rica em alcaloides, mas que foi apenas
parcialmente estudada e a realizagcdo de novos ensaios biolégicos para os
extratos e as substancias obtidas, especialmente a atividade antimalarica, pois
em um ensaio realizado com os extratos das folhas de A. bracteata, foi verificada
atividade contra o protozoario Plasmodium falciparum, agente causador da

malaria em seres humanos.
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